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    [8]Vorwort


    Viren sind faszinierende biologische Einheiten. Trotz oder gar dank ihrer Einfachheit können sie sich gegenüber viel höher organisierten Lebewesen behaupten. Mit effizienten Mechanismen infizieren sie ihre Wirtsorganismen, parasitieren deren Infrastruktur und gelten daher als gefürchtete Krankheitserreger bei Mensch und Tier. Viren haben aber auch ausgesprochen viel zu unserem Verständnis der Zellbiologie, Molekularbiologie und Immunologie beigetragen, und sie können vielfältig in der Molekularen Medizin, zum Beispiel als Vektoren in der Gentherapie, eingesetzt werden.


    Im vorliegenden Lehrbuch zeigen wir all diese Facetten der Viren auf. Die Motivation dazu kam direkt aus dem Hörsaal: Seit einigen Jahren lesen wir nämlich Allgemeine Virologie für Studierende der Veterinärmedizin an der Universität Zürich. Schon bald nach Beginn unserer Lehrtätigkeit mussten wir feststellen, dass unsere Lehrbuchempfehlung selten befolgt wurde. Stattdessen verließen sich die Studierenden für die Prüfungsvorbereitung vorwiegend auf unsere Vorlesungsunterlagen und Skripte. Es ist zugegebenermaßen schwierig, ein geeignetes deutschsprachiges Lehrbuch auszumachen; es gibt zwar viele lesenswerte Bücher, oft sind sie aber entweder sehr spezialisiert oder sehr allgemein.


    So haben wir uns entschieden, selbst ein Lehrbuch zum Thema Allgemeine Virologie zu verfassen, und begannen, wie wir bald feststellen mussten, mit einer herausfordernden und disziplinierten Projektarbeit. Es galt, den Inhalt festzulegen, die Struktur der Kapitel zu bestimmen, den Text zu verfassen und die Figuren zu skizzieren. Manchmal haben wir uns wochenweise von Familie und Institut zurückgezogen, um fokussiert am Buchprojekt zu arbeiten und angeregte Diskussionen zu führen.


    Das Resultat ist ein Lehrbuch, welches die Mechanismen der Virusvermehrung in der Zelle sowie das Verhältnis zwischen Virus und Wirt/Population vermittelt. Das Buch beschreibt also nicht individuelle Viren, sondern vielmehr die generellen Prinzipien der einzelnen Infektionsschritte. Damit eignet sich dieses Buch als Einstieg ins Fachgebiet Allgemeine Virologie für Studierende der Biologie, Human- und Veterinärmedizin.


    [9]Einen sehr wichtigen Beitrag zum Verständnis leisten die Illustrationen, welche von Dr. Diogo Guerra mit viel Motivation, Kreativität und Fachwissen angefertigt wurden; ihm gilt deshalb unser spezieller Dank. Ebenfalls speziell danken möchten wir Elisabeth Schraner für sämtliche Elektronenmikrografien sowie Dr. Giuseppe Bertoni für das Retro-Virus-Isolat, welches es erlaubte, die letzte im Buch noch fehlende elektronenmikroskopische Aufnahme zu machen. Auch den engagierten Studierenden und den Kollegen am Virologischen Institut der Universität Zürich möchten wir für das Probelesen und viele weitere Beiträge zum Gelingen des Buches herzlich danken.


    Zürich, im Januar 2016


    Kurt Tobler, Mathias Ackermann, Cornel Fraefel

  


  
    [10][11]|1Einführung in die Virologie


    Inhalt


    
      1.1Was sind Viren?


      1.2Etappen der Virusforschung


      1.3Der Infektionszyklus


      1.4Virus-Taxonomie


      Viren sind obligate intrazelluläre Parasiten. Ihre Vermehrung ist deshalb eng mit der Biologie, Biochemie, und Architektur der Zelle verknüpft. Der virale Infektionszyklus kann in sechs verschiedene Phasen eingeteilt werden:


      1.Attachment und Zelleintritt,


      2.Uncoating,


      3.Transkription und Translation,


      4.Genom-Replikation,


      5.Zusammenbau des Virions (Assembly),


      6.Zellaustritt.


      Viren haben ganz bestimmte Eigenschaften, welche sie von allen anderen Mikroorganismen eindeutig abgrenzen.


      Die taxonomische Einteilung der Viren ist nicht ganz einfach, weil Viren bei allen zellulären Organismen (Menschen, Tieren, Pflanzen, Protozoen, Pilzen, Bakterien und Archaeen) vorkommen, jedoch keinen selbstständigen Ast am Baum des Lebens bilden. Dennoch verhalten sich Viren genetisch und biologisch zu einem großen Teil so, als wären sie tatsächlich Bestandteile dieses Lebensbaums, auf den sich die Nomenklatur aller Lebewesen nach Linné abstützt. Infolgedessen werden die Linné‘schen Taxonomie-Begriffe für die Viren verwendet; die entsprechenden Begriffe unterliegen jedoch einer anderen Definition, als dies sonst üblich ist. Die taxonomischen Bezeichnungen für Viren umfassen die Begriffe «Ordnung», «Familie» (gelegentlich noch «Unterfamilie»), «Gattung» und «Spezies». Innerhalb der Spezies werden noch Virusstämme und Isolate benannt, die jedoch taxonomisch nicht genau definiert sind.

    


    [12]1.1 |Was sind Viren?


    Viren sind keine Lebewesen. Doch was sind sie dann? Oberflächlich betrachtet, sind sie klein, einfach aufgebaut und können sich nicht autonom vermehren. Stattdessen besitzen sie die Fähigkeit, Zellen so zu manipulieren, dass diese ihre Ressourcen für die Virusvermehrung zur Verfügung stellen, manchmal zum Schaden des Wirts. Dieser hat zwar effiziente Abwehrmechanismen entwickelt, die Virusevolution verläuft aber meist schneller als jene des Wirts, und so können Viren diese Abwehrmechanismen oft gezielt beeinflussen. Die Koevolution von Virus und Wirt führt aber in den allermeisten Fällen zu einem Zustand, bei dem beide koexistieren können. Nur in seltenen Fällen tötet ein Virus seinen Wirt, nämlich dann, wenn es eine neue Spezies infizieren kann und/oder vom Wirtsabwehrsystem nicht erkannt wird.


    Viren infizieren alle Lebensformen einschließlich aller Eukaryoten, Archae- und Eubakterien. Es gibt auch Viren, welche sich nur bei gleichzeitiger Anwesenheit eines anderen Virus in der Zelle vermehren können (Adeno-assoziierte-Viren, Hepatitis-D-Virus, Sputnik-Viren). Man schätzt die Anzahl der verschiedenen Viren allein bei den Säugetieren auf Hunderttausende. Nur wenige davon sind erforscht und noch weniger sind bekannte Krankheitserreger. Die große Vielfalt der Viren widerspiegelt sich auch in deren Eigenschaften wie Größe, Form, Komplexität und Genomkapazität. Die kleinsten Viren (Circo-Viren und Parvo-Viren) haben einen Durchmesser von ca. 20 Nanometern, während die größten, erst kürzlich entdeckten Pandora-Viren, welche Amöben infizieren, einen Durchmesser von fast 1 Mikrometer besitzen, also ca. 50 Mal größer sind, fast so groß wie die kleinsten bekannten Bakterien (→ Abb. 1-1).


    Biochemisch betrachtet, bestehen Viren aus Nukleinsäure, Protein und in einigen Fällen Lipid. Die Proteine und Lipide haben die Aufgabe, die Nukleinsäure geschützt von Zelle zu Zelle zu transportieren und die Wirtsszelle zu veranlassen, die Nukleinsäure zu kopieren und Virusnachkommen zu bilden. Die Nukleinsäure, RNA oder DNA, kodiert für die Virusproteine. Ihre Länge ist direkt proportional zur Anzahl kodierter Virusproteine, zur Komplexität und zur Größe des Viruspartikels. Die kleinen Circo-Viren besitzen ein Genom aus einzelsträngiger DNA mit einer Länge von 2000 Basen und kodieren 2–4 Proteine, während das doppelsträngige DNA-Genom der riesigen Pandora-Viren eine Länge von ca 2 500 000 Basenpaaren aufweist und mehr als 2500 Proteine kodiert.


    Bezüglich der Entstehung und Herkunft der Viren gibt es 3 Hypothesen: 1. Viren könnten aus Vorfahren von zellulären Organismen,[13] 2. aus Komponenten der Zellen oder 3. aus intrazellulären Mikroorganismen entstanden sein. Hinweise, welche jede der 3 verschiedenen Theorien unterstützen sind in → Kap. 8.4 ausführlich beschrieben. Viren gab es aber mit ziemlicher Sicherheit bereits schon, bevor sich die ersten Mehrzeller entwickelten, und sie waren bestimmt auch ständige Begleiter des Menschen durch die Evolutionsgeschichte. Epidemien und Pandemien spielten jedoch in der Urgeschichte der Menschheit eher eine untergeordnete Rolle, da die Anzahl der infizierbaren Individuen klein war und die Interaktionen zwischen verschiedenen Gruppen begrenzt. Dies änderte sich fundamental in den vergangenen ca. 10000 Jahren, als die Menschen sich niederließen, um Landwirtschaft zu betreiben und große Kulturen zu bilden. Dies begünstigte nicht nur einen starken Anstieg der Bevölkerung und damit der Anzahl infizierbarer Individuen, sondern, durch den aufkommenden Handel, auch den Kontakt zwischen den einzelnen Gruppen. Die Haltung von Nutztieren in Gehegen in unmittelbarer Nachbarschaft begünstigte auch die Verbreitung von Viren unter den Tieren, von Tier auf Mensch und umgekehrt.


    
      Abb.1-1|Kleine und große Viren. Viren zeigen große Variationen bezüglich Größe, Form, Komplexität und Genomkapazität. Die erst kürzlich entdeckten Pandora-Viren sind ca. 50 Mal größer als die kleinsten bekannten Viren (Circo-Viren und Parvo-Viren), welche einen Durchmesser von ca. 20 Nanometern haben. Dies widerspiegelt sich auch in der Genomkomplexität: Die kleinen Circo-Viren z. B. besitzen ein Genom aus einzelsträngiger DNA mit einer Länge von 2000 Basen und kodieren 2–4 Proteine, während das doppelsträngige DNA-Genom der riesigen Pandora-Viren eine Länge von ca 2 500 000 Basenpaaren aufweist und mehr als 2500 Proteine kodiert.
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    Dokumentiert wurden virusbedingte Krankheiten bereits in der Antike. Vor allem Tollwut, Pocken und Polio wurden gelegentlich in babylonischen, griechischen, ägyptischen und römischen Schriften und Artefakten beschrieben oder dargestellt. Tollwut wurde z.B. erstmals[14] im 23. Jh. v. Chr. in babylonischen Gesetzestexten erwähnt (→ Tab. 1). Dabei handelt es sich um die erste beschriebene menschliche Krankheit überhaupt. Die Mumie des ägyptischen Pharaos Ramses V., der von 1150–1145 regierte, weist an mehreren Körperstellen Pockensymptome auf. Hippokrates, der als Vater der modernen Medizin gilt, beeinflusst noch immer verschiedene Aspekte der Human- und Veterinärmedizin sowie der biomedizinischen Forschung. Seine Werke (Corpus Hippocraticum) beinhalten zahlreiche Referenzen zu Infektionskrankheiten, einschließlich der Art der Infektion, der Hygiene, der Epidemiologie und der Immunantwort bis hin zur detaillierten Beschreibung der Syndrome von Mumps, Herpes, Pocken, Hepatits usw.


    Auch Maßnahmen gegen Viruskrankheiten waren bereits in der Antike bekannt. In China, Indien und im Nahen Osten wurde seit mindestens 2000–3000 Jahren und bis ins 18. Jh. die sogenannte Variolation praktiziert, bei welcher gesunde Menschen mit Material aus Läsionen von Pockenkranken inokuliert wurden. Die Maßnahme resultierte aus der Erkenntnis, dass Individuen, welche die Pockenkrankheit überlebten, vor weiteren Pockeninfektionen geschützt waren. Dabei handelte es sich aus heutiger Sicht um eine sogenannte Lebendvakzine, welche durch Mobilisation des Immunsystems zu einem Schutz der Inokulierten führte. Im späten 18. Jh. wurde die Variolation, welche oft fatale Folgen hatte, durch die viel weniger gefährliche Vakzinierung abgelöst. Diese Strategie resultierte aus der Beobachtung des englischen Arztes Edward Jenner (1749–1823), dass Patienten, die an einer milden Kuhpockeninfektion litten, vor der humanen Pockenkrankheit geschützt sind. Diese Erkenntnis setzte auch den Grundstein für die Entwicklung der modernen Vakzinierung (→ Kap. 11) und ist wegen der Tatsache, dass bis zur eigentlichen Entdeckung der Viren noch über 100 Jahre vergehen sollten, umso bemerkenswerter.


    Erst um 1898 folgerte nämlich Martinus Beijerinck (1851–1931) aus der Beobachtung, dass das Pathogen, welches die Tabakmosaik-Krankheit verursacht, Bakterienfilter passieren kann, also viel kleiner als alle damals bekannten Bakterien und deshalb eine unabhängige biologische Einheit sein muss. Doch erst die Entwicklung der Elektronenmikroskopie ca. 30 Jahre später ermöglichte schließlich die direkte Visualisierung von Viren. In den darauffolgenden Jahrzehnten wurden sehr viele neue Viren entdeckt und mit zell- und molekularbiologischen Methoden erforscht. Diese Arbeiten bildeten die Grundlagen für die moderne Definition der Viren.


    Definition «Virus»


    1.Viren sind infektöse, obligate, intrazelluläre Parasiten.


    2.Das Virusgenom besteht aus DNA oder RNA.


    3.[15]In der Wirtszelle induziert das Virusgenom die Synthese der viralen Nukleinsäuren und Proteine mithilfe von zellulären Mechanismen.


    4.Virusnachkommen werden de novo aus den in der Wirtszelle neu synthetisierten Virusbestandteilen aufgebaut.


    5.Die Virusnachkommen transportieren das Virusgenom in neue Wirtszellen, wo ein nächster Infektionszyklus beginnt.


    Diese fünf Eigenschaften trennen Viren eindeutig von anderen Mikroorganismen ab. Es gibt aber noch einfacher aufgebaute infektiöse Einheiten als Viren: Viroide z. B. sind infektiöse Nukleinsäuremoleküle, welche für keine Proteine kodieren, aber dennoch für bestimmte Krankheiten bei Pflanzen verantwortlich sind (→ Box 1-1). Satelliten sind kleine RNA-Moleküle, die zwar für ein oder zwei eigene Kapsidproteine kodieren, aber nur in Anwesenheit von Helferviren replizieren können. Virusoide, auch Satellitenviren genannt, sind den Satelliten ähnlich, sie kodieren jedoch nicht selbst für ihre Kapsidproteine, sondern verwenden solche von Helferviren (→ Box 1-1). Prionen sind infektöse Proteine, die für verschiedene sogenannte transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSE) bei Menschen und Tieren bekannt sind (→ Box 1-2).


    Box 1.1


    
      Viroide und Virusoide


      Viroide bestehen aus einer ringförmigen ssRNA mit einer Länge von etwa 200–400 Nukleotiden und besitzen im Gegensatz zu den Viren keine Lipid- oder Proteinhüllen. Es gibt keine Viroidproteine, und es findet keine Viroid-mRNA-Synthese statt. Einige Viroide besitzen aber eine Ribozymaktivität. Die genomische Viroid-RNA wird möglicherweise mithilfe von zellulären RNA-Polymerasen repliziert. Dies stellt eine Besonderheit dar, die bisher nur bei Viroiden und Virusoiden (siehe unten) beschrieben wurde, weil die zellulären Polymerasen normalerweise DNA und nicht RNA als Matrize verwenden.


      Viroide sind vor allem als Krankheitserreger bei Pflanzen bekannt, z. B. bei Kartoffeln, Tomaten und Zitrusfrüchten.


      Virusoide besitzen genau wie die Viroide ein ringförmiges ssRNA-Genom, das möglicherweise mithilfe von zellulären RNA-Polymerasen repliziert wird. im Gegensatz zu den Viroiden besitzen Virusoide aber zusätzlich eine Hülle aus Proteinen, ohne jedoch selbst dafür zu kodieren. Das bekannteste Virusoid ist Hepatitis D, das nur bei gleichzeitiger Anwesenheit des Hepatitis-B-Virus (HBV) infektiöse Partikel bilden kann. Die ssRNA von Hepatitis D wird nämlich in Partikel verpackt, die Membranproteine von HBV enthalten. Ein weiterer Unterschied zu den Viroiden besteht darin, dass Virusoide eigene Proteine kodieren.

    


    [16]Box 1.2


    
      Prionen («proteinaceous infectious particles»)


      Prionprotein kann sowohl in physiologischer (PrP cell; PrPC) als auch in pathogener (PrP scrapie, PrPSc) Konformation vorliegen. PrPC ist ein Membran-assoziiertes, zelluläres Protein von 35 kDa. Anders als PrPSc, kann PrPC durch Proteinase K abgebaut werden. PrPSc ist auch resistent gegenüber UV-Strahlen, Hitze und Formaldehyd (3.7 %).


      PrPSc ist infektiös und kann eine Konformationsänderung von PrPC zu PrPSc bewirken. PrPSc verursacht transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSE), relativ seltene neurodegenerative Krankheiten bei Mensch (z. B. Kuru, Creutzfeldt-Jakob-Krankheit) und Tier (z. B. Scrapie, BSE, Chronic Wasting-Disease). Es gibt infektiöse, familiäre und sporadische Formen. Eine infektiöse Ursache konnte der TSE-Krankheit Kuru zugeschrieben werden, welche in Papua-Neuguinea epidemieartig auftrat. Kuru verschwand erst, nachdem der ritualisierte Verzehr von Fleisch und Gehirnen verstorbener Stammesgenossen eingestellt wurde. Autosomale Mutationen des prp-Gens kann zur familiären Creutzfeldt-Jakob-Krankheit führen. Es gibt aber auch infektiöse (Transplantationen) und sporadische Ursachen für diese Krankheit. Scrapie ist eine schon seit mehr als 200 Jahren bekannte TSE-Krankheit der Schafe und Ziegen. Sie befällt in Großbritannien jedes Jahr etwa 0.5–1.0 % der Schafe. Mitte der 1980er-Jahre brach bei Rindern in Großbritannien die Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE) aus. Der Höhepunkt der Krankheitsfälle wurde im Jahr 1992 erreicht. Zeitlich verzögert, kam es auch zu häufigeren Fällen von «neue-Variante» Creutzfeldt-Jakob-Krankheit beim Menschen, wahrscheinlich als Folge des Verzehrs von mit BSE verseuchtem Rindfleisch. Ein ähnlicher Anstieg der BSE und «neue-Variante» Creutzfeldt-Jakob-Krankheitsfälle konnte auch in Deutschland, Österreich und der Schweiz und in anderen Ländern beobachtet werden, allerdings in viel kleinerem Ausmaß. Erst das Verbot der Verwendung von Tiermehl als Futterzusatz in der Fleischproduktion führte zu einem allmählichen Rückgang der beiden Krankheiten.

    


    
      Abb.1-2|Transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSE). Es gibt infektiöse, familiäre und sporadische Formen von TSE. Alle sind auf die Konformationsänderung des zellulären Prionproteins von seiner physiologischen Form PrPc in seine pathogene Form PrPsc zurückzuführen.


      [image: ]

    


    [17]1.2 |Etappen der Virusforschung


    Viren blieben aufgrund ihrer geringen Größe lange Zeit unentdeckt. Dennoch wurden Maßnahmen gegen Viruskrankheiten bereits lange vor ihrer Entdeckung getroffen. Diese mündeten schließlich im 18. Jh. in die Entwicklung der Impfung. Um 1796 vakzinierte Edward Jenner Menschen mit Kuhpocken-Viren, um sie vor einer Ansteckung mit den viel gefährlicheren humanen Pocken-Viren zu schützen (→ Tab. 1-1). Fast 100 Jahre später, um 1885 entwickelte Louis Pasteur die erste attenuierte Lebendvakzine gegen Tollwut-Viren, noch immer mehr als ein Jahrzehnt vor der eigentlichen Entdeckung der Viren. Die Erkenntnis, dass es sich bei den Viren um eigenständige infektiöse Partikel handeln musste, wurde nämlich erst im Jahr 1892 gewonnen. Damals beobachtete Dimitri Ivanovsky, dass die Mosaikkrankheit bei Tabakpflanzen durch infektiöse Agenzien verursacht wird, welche Bakterienfilter passieren können. Martinus Beijerinck folgerte schließlich 6 Jahre später aus derselben Beobachtung, dass diese Agenzien unabhängige biologische Einheiten sein müssen (Tabakmosaik-Viren), da sie viel kleiner waren als alle damals bekannten Bakterien; er gilt deshalb als der Entdecker der Viren. Im selben Jahr machten Friedrich Loeffler und Paul Frosch eine ähnliche Beobachtung und Folgerung für das Virus, welches die Maul-und-Klauenseuche verursacht. Infektiöse Agenzien, welche Filter passieren, die Bakterien zurückhalten, wurden fortan unfiltrierbare Viren genannt (virus lat. = Gift).


    Zu Beginn der 20. Jh. wurden die ersten Viren entdeckt, welche Krankheiten beim Menschen verursachen. Dies waren das Gelbfieber-Virus (1901), das Tollwut-Virus (1903) und das Polio-Virus (1909).[18] Auch die Entdeckung von Viren, welche Bakterien infizieren (Bakteriophagen) gelang zu Beginn des 20. Jahrhunderts. Die Einführung der Elektronenmikroskopie in den 1930er-Jahren ermöglichte erstmals die direkte Visualisierung und Entdeckung einer Vielzahl weiterer Viren und führte zur Erkenntnis, dass Viren sehr einfach und oft symmetrisch strukturiert sind. Die folgenden Jahre zeichneten sich vor allem durch wichtige technische Entwicklungen aus, welche die Virusforschung wesentlich beschleunigten. Dazu gehören die Etablierung von Systemen, welche die Vermehrung von Viren außerhalb des natürlichen Wirts (z. B. befruchtete Hühnereier und Zellkulturen) oder die Bestimmung der Viruskonzentration (Plaque Assay) erlauben, oder von Techniken, welche zur Strukturaufklärung von Viren beitragen (Röntgenstrahl-Kristallografie). Diese technischen Errungenschaften ermöglichten nicht nur die Erforschung der Viren, sondern auch die Herstellung neuer Vakzinen. So wurde 1938 ein Impfstoff gegen Gelbfieber und 1954 ein solcher gegen das Polio-Virus entwickelt.


    Der molekulare Aufbau der Viren war aber noch größtenteils unbekannt. Erst 1952 gelang es Alfred Hershey und Martha Chase, mithilfe von Bakteriophagen experimentell zu beweisen, dass das virale Genom aus Nukleinsäure besteht. Diese und viele weitere Entdeckungen in der Virologie trugen auch viel zum damaligen Wissen über die Zell- und Molekularbiologie bei.


    Ein wichtiger Meilenstein der Virusforschung war die Entdeckung der reversen Transkriptase durch David Baltimore and Howard Temin im Jahr 1970. Dieses Enzym hat RNA-abhängige DNA-Polymerase-Aktivität, welche es den Retro-Viren erlaubt, ihr RNA-Genom in eine DNA umzuschreiben, die ins Wirtsgenom eingebaut werden kann.


    Die Entwicklung der rekombinanten DNA-Technologie durch Paul Berg im Jahr 1972 verhalf der biomedizinischen Forschung, und damit auch der Virusforschung, zu einem eigentlichen Durchbruch, da es nun möglich war, virale Genome gezielt zu manipulieren, die Funktion der viralen Proteine und deren Interaktion mit der Zelle aufzuklären und Viren als Vakzinen oder Vektoren für die Gentherapie zu verwenden. Eine ähnlich große Bedeutung hatte die Entwicklung einer Methode zur Sequenzierung von DNA durch Frederick Sanger. Um 1977 präsentierten er und sein Team die vollständige DNA-Sequenz des Bakteriophagen φX174. Moderne Sequenziermethoden (next generation sequencing) erlauben seit wenigen Jahren die quantitative Bestimmung aller Nukleinsäure-Spezies eines Organismus, einschließlich der Nukleinsäuren aller Pathogene, welche den Organismus besiedeln. Mithilfe dieser Methode wurden bereits viele neue Viren entdeckt. Die Anzahl bekannter Viren wird auch in den kommenden Jahren weiter rasant zunehmen.


    
      [19]Tab.1-1|Meilensteine der Virusforschung.


      
        
          
          
        

        
          
            	
              Jahr

            

            	
              Entwicklung / Entdeckung

            
          


          
            	
              2300 v. Chr.

            

            	
              Erste Beschreibung von Tollwut (Babylon)

            
          


          
            	
              › 1000 v. Chr.–18. Jh.

            

            	
              Variolation als Maßnahme gegen Pocken (China, Indien, Naher Osten)

            
          


          
            	
              400 v. Chr.

            

            	
              Beschreibung einer Reihe von Infektionskrankheiten, einschließlich Mumps, Herpes, Pocken und Hepatitis (Hippokrates)

            
          


          
            	
              1796

            

            	
              Pocken-Vakzine (Jenner)

            
          


          
            	
              1885

            

            	
              Tollwut-Vakzine (Pasteur)

            
          


          
            	
              1892

            

            	
              Mosaikkrankheit der Tabakpflanzen passiert Bakterienfilter (Ivanovsky)

            
          


          
            	
              1898

            

            	
              Viren sind eigenständige infektiöse Agenzien (Beijerinck)

            
          


          
            	
              1898

            

            	
              Entdeckung des Maul- und Klauenseuche-Virus (Loeffler, Frosch)

            
          


          
            	
              1901

            

            	
              Entdeckung des Gelbfieber-Virus (Reed et al.)

            
          


          
            	
              1903

            

            	
              Entdeckung des Tollwut-Virus (Remlinger, Riffat-Bay)

            
          


          
            	
              1908; 1911

            

            	
              Entdeckung von Tumorviren (Ellermann, Bang; Rous)

            
          


          
            	
              1909

            

            	
              Entdeckung des Polio-Virus (Landsteiner, Popper)

            
          


          
            	
              1915; 1917

            

            	
              Entdeckung der Bakteriophagen (Twort; d´Hérelle)

            
          


          
            	
              1931

            

            	
              Elektronenmikroskopie (Knoll, Ruska)

            
          


          
            	
              1931

            

            	
              Virusvermehrung in befruchteten Hühnereiern (Woodruff, Goodpasture)

            
          


          
            	
              1938

            

            	
              Gelbfieber-Vakzine (Theiler)

            
          


          
            	
              1952

            

            	
              Polio-Virus Plaque Assay (Dulbecco)

            
          


          
            	
              1952

            

            	
              Virales Genom besteht aus Nukleinsäure (Chase)

            
          


          
            	
              1954

            

            	
              Polio-Vakzine (Salk)

            
          


          
            	
              1955

            

            	
              HeLa-Zellkultur (Gey et al.)

            
          


          
            	
              1970

            

            	
              Entdeckung der retroviralen Reversen Transkriptase (Temin, Baltimore)

            
          


          
            	
              1972

            

            	
              Entwicklung der rekombinanten DNA-Technologie (Berg)

            
          


          
            	
              1977

            

            	
              DNA-Sequenz des Bakteriophagen φX174 (Sanger et al.)

            
          


          
            	
              1979

            

            	
              Eradikation von Pocken (WHO)

            
          


          
            	
              1983

            

            	
              Entdeckung von HIV (Montagnier, Gallo)

            
          


          
            	
              1984; 1990

            

            	
              Retroviren als Vektoren für die Gentherapie (Mulligan; Anderson)

            
          


          
            	
              2006

            

            	
              Papillomavirus-Vakzine (Merck)

            
          


          
            	
              2010

            

            	
              Globale Eradikation der Rinderpest

            
          

        
      

    


    Bisher konnten die Replikationsschritte von Viren nur mit indirekten Methoden und in fixierten Zellen untersucht werden. Dies änderte sich mit der Entdeckung des grün fluoreszierenden Proteins (GFP), für welche Osamu Shimomura, Martin Chalfie und Roger Tsien im Jahr 2008 den Nobelpreis für Chemie erhielten. Da substratunabhängig, kann die[20] GFP-Fluoreszenz auch in lebenden Zellen nachgewiesen werden. GFP kann mit den meisten anderen Proteinen (auch Virusproteinen), fusioniert werden, ohne deren Funktion und intrazelluläre Verteilung zu beeinträchtigen. Dies ermöglichte zum ersten Mal die räumliche und zeitliche Beobachtung von einzelnen Schritten des Infektionszyklus von Viren in lebenden Zellen mithilfe der Fluoreszenzmikropie. Inzwischen sind auch rot-, gelb- und blau fluoreszierende Proteine bekannt, sodass sich nun die Interaktionen von mehreren an einem biologischen Prozess beteiligten Proteinen simultan in verschiedenen Farben beobachten lassen.


    Weitere Meilensteine der Virusforschung, einschließlich der Eradikation von Pocken, der Entdeckung von HIV als Erreger der Immunschwäche AIDS, der Verwendung von Retro-Viren als Vektoren für die Gentherapie und der Herstellung eines Impfstoffs gegen humane Papilloma-Viren, gehören zu den großen Fortschritten in der Virologie der vergangenen Jahre.


    1.3 |Der Infektionszyklus


    Viren können sich nicht extrazellulär vermehren und sind deshalb von lebenden Zellen abhängig. Wichtige Schritte im Infektionszyklus sind deshalb (i) das Attachment des Viruspartikels an die Zellmembran und der Eintritt in die Zelle. Im Zellinneren erfolgen dann mithilfe von zellulären Mechanismen (ii) das Uncoating, (iii) die Synthese und die Translation der viralen mRNA, (iv) die Replikation des viralen Genoms und (v) der Zusammenbau der Viruspartikel (Assembly) sowie deren (vi) Austritt aus der Zelle (→ Abb. 1-3). Die Gesamtheit dieser 6 Schritte, die allen Viren gemeinsam sind, bezeichnet man als Virus-Replikation oder als Infektionszyklus. Die Virusreplikation ist also eng an die Zellbiologie, Zellbiochemie und Zellarchitektur gekoppelt. Das Virus manipuliert die Zelle so, dass diese Energie, Enzyme, Membranen sowie die Mechanismen für die Makromolekül-Synthese und intrazellulären Transport zur Verfügung stellt. Gleichzeitig gilt es, die Abwehrmechanismen der einzelnen Zelle sowie des gesamten Wirts so zu beeinflussen, dass der Infektionszyklus mit der Produktion und der Freisetzung von Nachkommenviren beendet werden kann.


    Die einzelnen Replikationsschritte werden in den folgenden Kapiteln im Detail beschrieben. An dieser Stelle verschaffen wir uns jedoch eine Übersicht über den gesamten Infektionszyklus, indem wir ein Modellvirus auf seiner Reise in die Zelle hinein- und herausbegleiten.


    
      [21]Abb.1-3|Der Infektionszyklus. Die verschiedenen Viren zeigen sehr große Unterschiede in ihren Replikationszyklen, dennoch sind die folgenden Schritte allen Viren gemeinsam: (i) Das Attachment des Viruspartikels an die Zellmembran und der Zelleintritt, (ii) das Uncoating, (iii) die Transkription und Translation der viralen mRNA, (iv) die Replikation des viralen Genoms, (v) der Zusammenbau der Viruspartikel (Assembly) und (vi) der Zellaustritt.
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    Attachment, Zelleintritt und Uncoating


    Die extrazelluläre Matrix und die Plasmamembran bilden auch für sehr kleine Partikel wie Viren scheinbar unüberwindbare Barrieren. Die extrazelluläre Matrix hat die Funktion, Zellen und Gewebe zusammenzuhalten, und besteht aus zwei Typen von Makromolekülen, Glucosaminoglykanen (unverzweigte Polysaccharidketten; z. B. Heparansulfat, Chondroitinsulfat) und fibrösen Proteinen mit Strukturfunktion (Kollagen, Elastin) oder Adhäsionsfunktion (Fibronectin, Laminin).


    Die Plasmamembran besteht aus einer Phospholipid/Glycolipid-Doppelschicht (Bilayer), deren Zusammensetzung je nach Funktion der Zelle variiert. Die polaren (hydrophilen) Gruppen der Lipide zeigen ins Zytoplasma und ins Zelläußere, während die Seitenketten einen ca.[22] 3 nm breiten hydrophoben Bereich im Inneren formen (→ Abb. 1-4). In der Lipidmembran eingelagert, befinden sich Membranproteine, welche die Verbindung vom Zelläußeren ins Zellinnere gewährleisten. Membranproteine enthalten eine oder mehrere Transmembrandomänen, sowie intra- und/oder extrazelluläre Domänen. Membranproteine ermöglichen die Weiterleitung von Signalen vom Zelläußeren ins Zellinnere (Hormone, Zytokine etc.) oder dienen als Poren und Pumpen für den Austausch von Stoffen (z. B. Ionen für die pH-Regulation). Die extrazellulären Domänen von Transmembranproteinen tragen oft komplexe, verzweigte Kohlehydratketten. Solche sogenannte Glykoproteine dienen unserem Modellvirus sowie vielen anderen Viren als Rezeptoren für das Attachment und den Zelleintritt (→ Abb. 1-5; → Kap. 3). Das Attachment ist jedoch ein zufälliger Prozess. Zudem hängt die Wahrscheinlichkeit für ein erfolgreiches Aufeinandertreffen von Virus und Zelle wesentlich von der Viruskonzentration ab.


    Lipide und Glycoproteine können sich durch Diffusion entlang der Plasmamembran bewegen. Die Bewegungen sind jedoch nicht völlig frei und zufällig. Vielmehr gibt es Plasmamembran-Mikrodomänen, sogenannte Lipid Rafts, in denen bestimmte Lipide, Membran-Glykoproteine und bestimmte intrazelluläre Signalproteine angereichert sind. Lipid Rafts spielen oft eine wichtige Rolle beim Zelleintritt von Viren.


    Unser Modellvirus bindet zuerst an Glukosaminoglykane auf der Zelloberfläche. Eine weitere Bindung an ein ganz spezifisches Zellmembranprotein, das man als Ko-Rezeptor bezeichnen kann, leitet schließlich jene Prozesse ein, welche zur Aufnahme des Virus ins Zellinnere führen: Endozytose oder Fusion. Unser Modellvirus ist behüllt, besitzt also selbst eine Lipiddoppelmembran zellulären Ursprungs und hat deshalb die Möglichkeit, mittels Endozytose oder Fusion mit der Zytoplasmamembran ins Zellinnere zu gelangen. Nach der Fusion mit der Zellmembran befindet sich das unbehüllte Kapsid des Modellvirus im Zytoplasma und wird entlang des Mikrotubuli-Zytoskeletts in Richtung Zellkern transportiert. Nach der Endozytose befindet sich das Modellvirus in einem Endosom, welches ebenfalls entlang des Mikrotubuli-Zytoskeletts in Richtung Zellkern transportiert wird. Auf dem Weg dorthin kommt es zur Fusion zwischen Virusmembran und Endosomenmembran und damit zur Freisetzung eines unbehüllten Kapsids ins Zytoplasma.


    Die strukturellen Komponenten des Virus sind wichtig für die Stabilität und das Überleben außerhalb der Zelle. Gleichzeitig muss diese Struktur aufgelöst werden, damit das Virusgenom Zugang zu den zellulären Prozessen erhält. Die Auflösung der Virusstruktur, welche zur Freisetzung der viralen Nukleinsäure führt, bezeichnet man als «uncoating» und erfolgt bei vielen Viren schrittweise (→ Abb. 1-6).


    
      [23]Abb.1-4|Die Zytoplasmamembran. Die Zytoplasmamembran besteht aus einer Phospholipid-(A)/Glycolipid-(B)-Doppelschicht (Bilayer). Die polaren (hydrophilen) Gruppen der Lipide zeigen ins Zytoplasma und ins Zelläußere, während die Seitenketten einen hydrophoben Bereich im Inneren formen. In der Lipidmembran eingelagert, befinden sich Membranproteine (integrale Membranproteine, C). Die extrazellulären Domänen der Membranproteine tragen oft komplexe, verzweigte Kohlenhydratketten (Glykoproteine, D). Membranproteine ermöglichen die Weiterleitung von Signalen vom Zelläußeren ins Zellinnere (Hormone, Zytokine etc.) oder dienen als Kanäle, Poren oder Pumpen für den Austausch von Stoffen (E).
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      [24]Abb.1-5|Attachment und Zelleintritt. Viren binden an Rezeptoren (z. B. Glukosaminoglykane, Proteine) auf der Zelloberfläche. Einige Viren benötigen einen Rezeptor und einen Ko-Rezeptor für den Zelleintritt. Die Interaktion von Virus und Zellrezeptor initiiert den Zelleintritt, oft mittels Endozytose. Viren, die selbst eine Lipidmembran-Hülle besitzen, können durch Fusion entweder direkt mit der Zytoplasmamembran oder, nach Endozytose, mit der Endosenmembran in die Zelle eintreten.
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    Genomreplikation, Transkription und Translation


    Die meisten RNA-Viren replizieren im Zytoplasma und die meisten DNA-Viren im Zellkern. Unabhängig davon sind alle Viren von der Synthese viraler mRNA abhängig. Für die RNA-Viren stellt dies insofern ein Problem dar, als dass es keine zellulären RNA-abhängigen RNA-Polymerasen gibt. Sie umgehen diese Schwierigkeit, indem sie eigene RNA-abhängige RNA- oder DNA-Polymerasen (Retro-Viren) kodieren und zum Teil auch als strukturelle Komponenten des Viruspartikels in die Zelle hineinbringen ((-)RNA-Viren und dsRNA-Viren). DNA-Viren, welche im Zytoplasma replizieren (Asfar-Viren und Pox-Viren) müssen die Enzyme für RNA- und DNA-Synthese ebenfalls selbst mit in die Zelle bringen, da sich die entsprechenden zellulären Enzyme im Zellkern befinden (→ Kap. 2 und 4).


    Inzwischen hat unser Modellvirus die Kernmembran erreicht und entlässt das doppelsträngige DNA-Genom durch eine Kernpore ins Kernlumen, wo es durch das Zusammenwirken von viralen Proteinen und der zellulären Makromolekülsynthese-Maschinerie repliziert und transkribiert wird (→ Abb. 1-6). Unabhängig davon, auf welche Weise und in welchem zellulären Kompartiment die virale mRNA synthetisiert wird, werden die viralen Proteine ausschließlich mithilfe von zellulären Mechanismen produziert (→ Kap. 5). Oft kann das Virus dabei die Synthese der zellulären Proteine gezielt beeinflussen. Unser Modellvirus besitzt z. B. Proteine, welche die Synthese der zellulären Proteine global unterdrücken können. Damit erreicht es, dass die zellulären Ressourcen vor allem für die eigene Replikation zur Verfügung stehen.


    
      [25]Abb.1-6|Uncoating, Nukleinsäure- und Proteinsynthese. Die Auflösung der Virusstruktur, welche zur Freisetzung der viralen Nukleinsäure führt, bezeichnet man als «Uncoating». Die freigesetzte virale Nukleinsäure wird mit viralen und zellulären Proteinen transkribiert und repliziert.
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    Zusammenbau des Virions (Assembly) und Zellaustritt


    Die verschiedenen Viruskomponenten – Nukleinsäure, Kapsidproteine, Lipidmembran und Membranproteine – werden oft in verschiedenen zellulären Kompartimenten produziert. Intrazelluläre Transportmechanismen wirken deshalb entscheidend beim Aufbau von neuen Viruspartikeln mit (→ Kap. 3 und 6). Unser Modellvirus z. B. repliziert und transkribiert sein DNA-Genom im Zellkern. Die virale mRNA wird vom Zellkern ins Zytoplasma befördert und dort translatiert. Die neusynthetisierten Kapsidproteine werden in den Zellkern transportiert, wo der Zusammenbau (Assembly) der Kapside und die Verpackung der viralen Genome stattfinden (→ Abb. 1-7). Die viralen Glykoproteine werden mithilfe des sekretorischen Transports (→ Kap. 6) in die zellulären Membranen befördert, wo sie die Behüllung der Kapside und den Zellaustritt vorbereiten. Durch sequentielle Knospung, bei welcher Membranen erworben werden, und Fusion, bei welcher Membranen verloren gehen, passieren die Nachkommenviren die verschiedenen zellulären Membranen und werden schließlich freigesetzt, um in einer Nachbarzelle einen neuen Infektionszyklus zu beginnen. Einige unbehüllte Viren bilden ebenfalls behüllte Zwischenstufen, um beim Zellaustritt[26] die zellulären Membranen zu überwinden, während andere die Zelle nach deren Lyse verlassen.


    
      Abb.1-7|Assembly und Zellaustritt. Die verschiedenen Viruskomponenten –Nukleinsäure, Kapsidproteine, Lipidmembran und Membranproteine – werden oft in verschiedenen zellulären Kompartimenten produziert. Intrazelluläre Transportmechanismen wirken deshalb entscheidend beim Aufbau (Assembly) von neuen Viruspartikeln mit. Behüllte Viren können die zellulären Membranen durch Knospung und Fusion passieren und werden schließlich freigesetzt. Einige unbehüllte Viren bilden ebenfalls behüllte Zwischenstufen, um beim Zellaustritt die zellulären Membranen zu überwinden, während andere die Zelle nach deren Lyse verlassen.
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    Es gibt unzählige Variationen zum hier geschilderten Infektionszyklus, und einige wichtige Beispiele davon werden in den folgenden Kapiteln im Detail beschrieben. Nach der Lektüre dieser Kapitel sollte es denn auch klar werden, um welches Virus es sich bei unserem Modellvirus handelt.


    1.4 |Virus-Taxonomie


    Die taxonomische Einteilung der Viren ist nicht ganz einfach, weil Viren bei allen zellulären Organismen vorkommen (Menschen, Tieren, Pflanzen, Protozoen, Pilzen, Bakterien und Archaeabakterien), jedoch keinen selbstständigen Ast am Baum des Lebens bilden. Dennoch verhalten sich Viren genetisch und biologisch zu einem großen Teil so, als wären sie tatsächlich Bestandteile dieses Baums des Lebens, auf den sich die gängige Nomenklatur aller Lebewesen nach Carl von Linné (Carolus Linnaeus, 1707-1778) abstützt.


    [27]Eine Vorreiterrolle in der Schaffung der Virustaxonomie spielt das International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), welches heute auf breiter Basis als diesbezügliche Autorität wahrgenommen wird. Für die Viren wird demgemäß nicht das ganze taxonomische System benützt, und die Definitionen der einzelnen taxonomischen Begriffe unterscheiden sich von den sonst allgemeingültigen Definitionen.


    Die höchste für Viren verwendete Einteilungsstufe ist die Ordnung (ordo), wobei nicht alle Viren einer Ordnung zufallen. In der jüngsten Ausgabe der Virustaxonomie (2014) wurden insgesamt sieben Ordnungen definiert:


    1.die Caudovirales, welche drei Familien von «beschwanzten» (namensgebend) Bakteriophagen umfassen,


    2.die Herpesvirales mit ebenfalls drei Familien von Viren, welche Mensch und Tier betreffen,


    3.die Ligamenvirales mit zwei Familien von Viren, deren Wirte thermophile Bakterien und Archaeen sind,


    4.die Mononegavirales, mit fünf Virusfamilien, welche sowohl Mensch und Tier als auch Pflanzen betreffen,


    5.die Nidovirales, welche Mensch und Tier betreffen und in die vier Familien Coronaviridae, Arteriviridae, Mesoniviridae (Nido-Viren mit mittelgroßem Genom; erste bei Insekten gefundene Nido-Viren) und Roniviridae (stäbchenförmige Nido-Viren) eingeteilt sind,


    6.die Picornavirales, zu denen fünf Virusfamilien gehören, von denen zwei Insekten betreffen (Dicistroviridae und Iflaviridae), eine Algen (Marnaviridae), eine Wirbeltiere inklusive Mensch (Picornaviridae), und eine die Pflanzen (Secoviridae), und schließlich


    7.die Tymovirales, die sich wiederum in vier verschiedene Familien gliedern, welche bislang ausschließlich Pflanzenviren umfassen.


    Die Mehrheit der bekannten Viren und 78 Virusfamilien sind zurzeit noch keiner bestimmten Ordnung zugeteilt (unassigned).


    Entwicklung und Status der Virus-Taxonomie


    Die erste Einteilung von Viren wurde aufgrund ihrer Größe gemacht, bestimmt nach der Filtrierbarkeit durch Filter verschiedener Porengröße. Später wurden die krank machenden Eigenschaften für Einteilungen benützt, und nach 1930 begann das heutige System der Einteilung nach Struktur und Eigenschaften der Viruspartikel. 1966 wurde das International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) in Moskau gegründet, um ein universales Schema der Klassifizierung von Viren zu etablieren. Dieses Schema ist aufgebaut nach bekanntem Muster, Ordnung (Endung -virales), Familien (Endung -viridae) sowie Subfamilien (Endung -virinae), Genera (Endung -virus) und Spezies (Endung -virus plus Stammbezeichnung). Bei einer Virusspezies können verschiedene Stämme oder verschiedene Serotypen vorkommen. Speziell bei RNA-Viren spricht man manchmal von Quasispezies, um der Tatsache Rechnung zu tragen, dass aufgrund der Fehlerrate der RNA-Polymerasen die Virusnachkommenschaft aus ganz vielen Viren mit leicht unterschiedlichem Genotyp zusammengesetzt ist (→ Box 1-3). Einzelne Spezies haben auch Namen, die sich von der Krankheit ableiten, die sie verursachen (z.B. Vesikuläres Stomatitis-Virus), oder geografische Namen, die angeben, wo das Virus zum ersten Mal auftrat, beschrieben oder isoliert wurde (z. B. Marburg-Virus, Schmallenberg-Virus). Der Kliniker schätzt erfahrungsgemäß zusätzliche Einteilungskriterien, welche Auskunft über Krankheitsbild (Respiratorische Viren, Durchfallviren, Onko-Viren) oder den Übertragungsweg (Arbo-Viren) angeben.


    
      [28]Tab.1-2|Für die Einteilung der Viren gelten folgende Definitionen.


      
        
          
          
        

        
          
            	
              Bezeichnung

            

            	
              Definition

            
          


          
            	
              Ordnung

            

            	
              Eine Virus-Ordnung besteht aus Gruppen von Virusfamilien, welche gemeinsame Eigenschaften teilen und sich von anderen Ordnungen und Familien unterscheiden.

            
          


          
            	
              Familie, Subfamilie, Gattung

            

            	
              Virus-Familien sind Gruppen von Virus-Gattungen, welche gemeinsame Eigenschaften aufweisen und sich von anderen Virus-Gattungen unterscheiden. Zumeist teilen Virus-Familien eine gemeinsame Virusmorphologie, Genomstruktur und/oder Strategie der Virusreplikation. Subfamilien werden innerhalb der vier Familien Pox-, Herpes-, Parvo- und Paramyxoviridae geführt, um eine komplexere Aufteilung zu erlauben.

            
          


          
            	
              Spezies

            

            	
              Eine Virus-Spezies ist definiert als eine polythetische Klasse von Viren, welche von derselben Replikationslinie abstammt und eine bestimmte ökologische Nische besetzt.

            
          

        
      

    


    
      Tab.1-3|Viruseigenschaften, die für taxonomische Konstruktionen verwendet werden.


      
        
          
          
        

        
          
            	
              

            

            	
              Viruseigenschaften, die für taxonomische Konstruktionen verwendet werden

            
          


          
            	
              Eigenschaften des Viruspartikels

            

            	
              Größe, Form

              Präsenz oder Absenz einer Hülle bzw. von Peplomeren

              Symmetrie und Struktur des Kapsomers

            
          


          
            	
              Eigenschaften des Virusgenoms

            

            	
              DNA oder RNA

              Einzelstrang oder Doppelstrang

              linear oder zirkulär

              Polarität (positiv, negativ, ambivalent)

              Anzahl Segmente

              Größe des Genoms, der Segmente

              Präsenz oder Absenz sowie Eigenschaften der 5‘-Cap-Struktur

              Präsenz oder Absenz eines 5‘-terminalen Polypeptides

              Präsenz oder Absenz einer 3‘-terminalen poly(A)-Sequenz

              Nukleinsäuresequenz

            
          


          
            	
              Eigenschaften der Virusproteine

            

            	
              Anzahl, Größe

              Funktion, enzymatische Aktivität

              Aminosäuresequenz


            
          


          
            	
              Replikation

            

            	
              Strategie der Nukleinsäurereplikation

              Charakteristika der Transkription, der Translation, der posttranslationellen Verarbeitung Lokalisation der Akkumulation von Strukturproteinen, des Viruszusammenbaus und der Freisetzung, Zytopathologie und Einschlusskörperchen

            
          


          
            	
              physikalische

              Eigenschaften

            

            	
              pH-Stabilität, Thermostabilität

              Kationstabilität (Mg, Mn)

              Resistenz gegenüber Lösungsmitteln und Detergenzien

              Stabilität gegenüber Bestrahlung

            
          


          
            	
              biologische

              Eigenschaften

            

            	
              serologische Verwandtschaft

              Wirtsspekturm (natürlich und experimentell)

              Pathogenität

              Organtropismus

              Pathologie, Histopathologie

              Übertragung

              Vektorbeziehung

              geografische Verbreitung

            
          

        
      

    


    
      [29]Tab.1-4|Unterscheidende Virus-Merkmale.


      
        
          
          
        

        
          
            	
              Unterscheidende Merkmale

            

            	
              Zugehörige Virusfamilien

            
          


          
            	
              RNA-Viren

            

            	
              

            
          


          
            	
              ssRNA, positive Polarität, nicht-segmentiert, nicht-behüllt

            

            	
              Picornaviridae, Caliciviridae

            
          


          
            	
              ssRNA, positive Polarität, nicht-segmentiert, behüllt

            

            	
              Togaviridae, Flaviviridae, Cornoaviridae

            
          


          
            	
              ssRNA, negative Polarität, nicht-segmentiert, behüllt

            

            	
              Mononegavirales (Bornaviridae, Rhabdoviridae, Filoviridae, Paramyxoviridae)

            
          


          
            	
              ssRNA, negative Polarität, segmentiert, behüllt

            

            	
              Bunyaviridae*, Orthomyxoviridae

            
          


          
            	
              ssRNA, ambivalent, segmentiert, behüllt

            

            	
              Arenaviridae

            
          


          
            	
              dsRNA, negative Polarität, segmentiert, nicht-behüllt

            

            	
              Reoviridae, Birnaviridae

            
          


          
            	
              ssRNA, DNA-Schritt während der Replikation, positive Polarität, nicht-segmentiert, behüllt

            

            	
              Retroviridae

            
          


          
            	
              DNA-Viren

            

            	
              

            
          


          
            	
              ss/dsDNA, behüllt

            

            	
              Hepadnaviridae

            
          


          
            	
              ssDNA, nicht-behüllt

            

            	
              Parvoviridae, Circoviridae

            
          


          
            	
              dsDNA, nicht-behüllt

            

            	
              Papovaviridae, Adenoviridae

            
          


          
            	
              dsDNA, behüllt

            

            	
              Herpesviridae, Poxviridae, Iridoviridae

            
          

        
      


      *Ausnahme: Viren der Genera Phlebovirus und Tospovirus innerhalb der Bunyaviridae besitzen eine ssRNA mit teils negativer, teils ambivalente Polarität)

    


    Das ICTV stützt seine, mit den wachsenden Kenntnissen laufend anzupassende Einteilung, zunächst auf die althergebrachten Merkmale[30] der Virion-Struktur sowie, in zunehmendem Maße, auf gemeinsame und unterscheidbare Merkmale des Genoms ab. Zusätzlich berücksichtigt werden Virusproteine, die Replikation sowie physikalische und biologische Eigenschaften der Viren. Die wichtigsten Kriterien zur Einteilung der Viren in ihre Taxonomiestufen sind in → Tab. 1-2 zusammengefasst. Alle für die taxonomische Einteilung verwendeten Kriterien sind in → Tab. 1-3 gelistet. Die wichtigsten unterscheidbaren Kriterien sowie dazugehörige Beispiele sind in → Tab. 1-4 ersichtlich.


    In seiner Ausgabe der Virustaxonomie von 2014 unterscheidet das ICTV neben den 7 Ordnungen, 104 Virusfamilien, 23 Unterfamilien, 505 Genera und 3186 Virus-Spezies. Es existiert mit Bestimmtheit eine noch viel, viel höhere Anzahl von Viren, welche aber bislang der Entdeckung und deshalb der taxonomischen Erfassung entgangen sind.


    Box 1.3


    
      Quasispezies


      Die Virusvermehrung unterscheidet sich von der Vermehrung echt lebender Organismen dadurch, dass bei jeder Replikation von der gleichen Vorlage (template) Hunderte oder Tausende von Kopien angefertigt und in ebenso viele neu entstandene Virionen verpackt werden. Je nach Vorlagentreue der dabei aktiven Nukleinsäure-Polymerasen passieren dabei mehr oder weniger Fehler, die sich in den Genomen der Nachkommen-Viren niederschlagen. Jede neue Virusgeneration ist deshalb zusammengesetzt aus wenigen originalgetreuen Kopien (Mastersequenz) sowie einem Sammelsurium verschiedener Mutanten. Die Summe dieser Nachkommen wird als Quasispezies bezeichnet. Nur wenige davon, die jeweils fittesten, werden jeweils die Selektion der nächsten Replikationsrunde überstehen, wobei jedoch erneut eine ganze Wolke von Quasispezies entsteht.


      Die Bedeutung der Quasispezies liegt darin, dass bei jedem Replikationsvorgang einige Mutanten entstehen, die besser für veränderte Umweltbedingungen angepasst sind als ihre Vorgänger, wobei eine veränderte Umwelt z. B. durch die Verwendung antiviraler Mittel herbeigeführt worden sein könnte. Das ursprüngliche Virus (Mastersequenz) wäre in diesem Fall z. B. empfindlich für das antivirale Mittel, eine oder mehrere der gleichzeitig entstandenen Mutanten hingegen aber möglicherweise resistent. Die Anwendung des Mittels führt dann direkt dazu, dass die resistenten Mutanten einen Vermehrungsvorteil gegenüber den empfindlichen Viren haben. Dadurch werden in einem einzigen Schritt spezifisch resistente Mutanten selektioniert. Gleichzeitig heißt dies auch, dass resistente Mutanten jederzeit existieren, und zwar bereits lange bevor ein antivirales Medikament eingesetzt wird und damit die bislang vorherrschenden Umweltbedingungen verändert werden. Glücklicherweise sind viele solcher Resistenzmutationen aber auch mit gewissen Nachteilen verbunden. Wenn man also Mittel mit mehreren Ansatzpunkten einsetzt, hat[31] man recht gute Chancen, dass eine resistente Virusmutante ganz gewaltige Replikationsnachteile hat und sich deshalb nur schwer in der Natur durchsetzen kann.

    


    Weiterführende Literatur
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    Prions and prion-like pathogens in neurodegenerative disorders. Peggion C., Sorgato M. C., Bertoli A.; Pathogens. 2014 Feb 18; 3(1): 149–63. doi: 10.3390/pathogens3010149.


    Viral quasispecies evolution. Domingo E., Sheldon J., Perales C.; Microbiol. Mol. Biol. Rev. 2012 Jun; 76 (2): 159–216. doi: 10.1128/MMBR.05023-11.


    Viroids: survivors from the RNA world? Flores R., Gago-Zachert S., Serra P., Sanjuán R., Elena S. F.; Annu. Rev. Microbiol. 2014; 68: 395–414. doi: 10.1146/annurev-micro-091313-103416.

  


  
    [32][33]|2Der Aufbau von Viren


    Inhalt


    
      2.1Die Aufklärung der Virus- Struktur


      2.2Die Größe von Viren


      2.3Virionkomponenten


      Einzelne Viruspartikel, wie sie außerhalb der Zelle vorkommen können, werden als Virionen bezeichnet. Virionen bestehen aus viralen und zellulären Makromolekülen und weisen eine große Vielfalt an Formen und Größen auf. Trotzdem ist die Funktion und der generelle Bauplan bei allen Viren sehr ähnlich: Sie bestehen aus einem Nukleinsäure-Genom, welches von einem Kapsid oder einem Nukleokapsid (Nukleokapsidproteine-Nukleinsäure-Komplex) umhüllt ist. Manche Viren besitzen zusätzlich eine Lipidmembran sowie Glyko-, Matrix- oder Tegumentproteine. Die Hauptfunktionen des Virions sind der Schutz des viralen Genoms sowie die Gewährleistung eines effizienten Transports des Virusgenoms in eine Wirtszelle. Dieses Kapitel erläutert die wichtigsten Merkmale des Aufbaus von Viren.

    


    2.1 |Die Aufklärung der Virus-Struktur


    Die maximale Auflösung des Lichtmikroskops liegt bei 300 nm, also etwa der Hälfte der Wellenlänge des sichtbaren Lichts. Dies erlaubt zwar die Beobachtung von sehr kleinen Bakterien, bis auf ein paar wenige Ausnahmen (Pox-Viren, Pandora-Viren, Mimi-Viren) kann man Viren damit jedoch nicht sichtbar machen. Erst die Einführung der Elektronenmikroskopie in den 1930er-Jahren eröffnete die Möglichkeit einer direkten Visualisierung von Viruspartikeln. Elektronen besitzen eine viel kürzere Wellenlänge als sichtbares Licht und ermöglichen deshalb eine theoretische Auflösung von 1 nm. Damit lassen sich auch die kleinsten bisher bekannten Viren beobachten.


    Helmut Ruska (1908–1973) hat bereits in den frühen 1940er-Jahren die submikroskopische Struktur vieler verschiedener Viren, einschließlich Pocken-Viren, Tabakmosaik-Viren, Varicella-Zoster-Viren und Bakteriophagen mithilfe der Elektronenmikroskopie dargestellt; und auch heute noch ist die Elektronenmikroskopie die am meisten verwendete Methode für die Untersuchung der Virusstruktur. Die in der Elektronenmikroskopie seit jeher am häufigsten verwendete Technik, die Negativfärbung, bei welcher die Viren mit elektronendichtem Material beschichtet werden, ermöglicht eine Auflösung von 5-7 nm. Abb. 2-1 zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen von verschiedenen Viren.


    
      [34]Abb.2-1|Elektronenmikroskopische Aufnahmen verschiedener Viren. Negativfärbung von Adeno-Viren (A), Herpes-Viren (B), Papilloma-Viren (C), ORF-Viren (D), Parvo-Viren (E), Rota-Viren (F), Corona-Viren (G), Influenza-Viren (H), Rhabdo-Viren (I) und Mimi-Virus (K). Der Größenmarker entspricht 100 Nanometern.


      [image: ]

    


    [35]Eine noch bessere Auflösung (bis 1 nm) kann mit der sogenannten Kryo-Eletronenmikroskopie erreicht werden, bei welcher die gereinigten und konzentrierten Virionen sehr schnell eingefroren und für die Mikroskopie bei Temperaturen von unter −160 °C gehalten werden. Das schnelle Einfrieren verhindert die Kristallisation von Wasser und sorgt damit für einen besseren Strukturerhalt der Virionen. Da die Proben nicht gefärbt werden, ermöglicht diese Methode eine direkte Visualisierung der Virionen. Kryo-Elektronenmikroskopie-Aufnahmen von gereinigten Viruspräparationen ergeben zweidimensionale Projektionen von vielen verschiedenen Virionen. Diese können nun digitalisiert und so behandelt werden, als wären es aufeinandergeschichtete Aufnahmen eines einzigen, aus verschiedenen Blickwinkeln aufgenommenen Virionen. Daraus kann dann rechnerisch eine hoch aufgelöste dreidimensionale Projektion rekonstruiert werden.


    Eine weitere Methode zur Aufklärung der Virusstruktur ist die Röntgenstrukturanalyse. Voraussetzung dafür ist, dass kristallisierte Virionen hergestellt werden können. Damit Virionen kristallisieren, müssen sie in sehr hoher Konzentration und Reinheit vorliegen. Ein Viruskristall, bestehend aus vielen streng organisierten Virionen, wird dann mit Röntgenstrahlen beschossen. Dabei werden die Strahlen von den Atomen im Viruspartikel abgelenkt und erzeugen ein sogenanntes Diffraktionsmuster. Die Diffraktionspunkte enthalten Informationen bezüglich Position und Identität aller Atome des Kristalls und erlauben deshalb die dreidimensionale Rekonstruktion der Virusstruktur auf Proteinebene. Einzelne Virusproteine können auch mit Kernspinresonanz-Techniken (nuclear magnetic resonance, NMR) untersucht werden. NMR ist ein physikalisches Phänomen, bei dem Atomkerne in einem Magnetfeld elektromagnetische Felder absorbieren und emittieren. Daraus wurde eine spektroskopische Methode zur Untersuchung der elektronischen Umgebung einzelner Atome und deren Wechselwirkungen mit den Nachbaratomen entwickelt, welche die Aufklärung der Struktur und der Dynamik von Molekülen ermöglicht.


    Die verschiedenen Methoden der Strukturaufklärung können auch kombiniert oder überlagert werden. Daraus lassen sich ganz neue [36]Erkenntnisse über Struktur und Interaktionen zwischen verschiedenen Molekülen gewinnen.


    2.2 |Die Größe von Viren


    Virionen zeigen eine erstaunliche Größen-Variabilität. Die kleinsten haben einen Durchmesser von etwa 20 nm (Parvo-Viren, Circo-Viren); das entspricht etwa der Größe von Ribosomen. Die erst kürzlich entdeckten Pandora-Viren, welche Amöben infizieren, sind bis zu 50 Mal größer (1 Mikrometer), also so groß wie kleine Bakterien. Große Virionen haben Platz für ein großes Genom mit vielen verschiedenen Genen und können außerdem viele verschiedene virale Proteine und Enzyme mit in die Zelle hineinbringen. Dadurch sind sie weniger abhängig von Wirtszellen-Mechanismen und können besser auf Wirts- und Umweltbedingungen einwirken oder Abwehrmechanismen des Wirts inaktivieren. Herpes-Viren z. B. kodieren selbst viele Enzyme für den Nukleinsäuremetabolismus. Dadurch ist es ihnen möglich, in praktisch allen Phasen des Zellzyklus zu replizieren, sogar in post-mitotischen Zellen des Nervensystems.


    Kleine Viren sind für ihre Replikation viel stärker von den zellulären Mechanismen abhängig. Kleine DNA-Viren wie z. B. Papilloma-Viren oder Parvo-Viren sind auf Zellen angewiesen, die sich in der S-Phase befinden, weil die Konzentration der zellulären Enzyme für die Nukleinsäuresynthese in dieser Phase am höchsten ist.


    
      Abb.2-2|Größenvergleich verschiedener Viren. Schematische, proportionale Darstellung von Parvo-, Corona-, Herpes- und Pandora-Viren sowie von Ribosom und Bakterium. Die Grenze der Auflösung liegt beim Lichtmikroskop bei ca. 300 nm, deshalb können damit nur die größten Viren beobachtet werden (z. B. Pandora-, Mimi- und Pox-Viren). Das Elektronenmikroskop hat eine Auflösung von bis zu ca. 1 nm und erlaubt deshalb auch die Beobachtung der kleinsten bekannten Viren (z. B. Parvo-Viren).
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    [37]In eu- und prokaryontischen Zellen ist die genetische Information in Form von DNA gespeichert. Bei den Viren dagegen kommen sowohl RNA- als auch DNA-Genome vor. Während die größten RNA-Genome eine Länge von ca. 30 000 Basen haben, können die größten viralen DNA-Genome eine Länge von bis zu 2 500 000 Basenpaaren aufweisen. Dieser immense Größenunterschied kommt daher, dass viele DNA-Polymerasen eine Korrekturlese-Funktion besitzen und das Genom damit sehr stabil kopieren können, mit etwa einem Fehler pro 108−1011 Nukleotide. RNA-Polymerasen fehlt normalerweise eine solche Korrekturfunktion. Während der Replikation entsteht deshalb etwa ein Fehler pro 104−105 Nukleotide. Diese Ungenauigkeit kann bis zu einer bestimmten Genomgröße ein Vorteil sein, weil sich die Viren durch Mutation besser an veränderte Bedingungen und die Wirtsabwehrmechanismen anpassen können. Ab einer Länge von ca. 10 kb kann das Genom aber nicht mehr stabil kopiert werden, weil zu viele Mutationen akkumulieren. Allgemein gilt daher, dass bei DNA-Viren ein sehr breites Spektrum an Genomgrößen vorkommt (2–2500 kb) und dass RNA-Viren eher kleine Genome besitzen (5–15 kb). Corona-Viren bilden diesbezüglich eine Ausnahme. Deren RNA-Polymerase besitzt eine Korrekturlese-Funktion, welche eine relativ stabile Replikation des 30-kb-RNA-Genoms ermöglicht.


    2.3 |Virionkomponenten


    Ein Viruspartikel (Virion) besteht im einfachsten Fall entweder aus einem Nukleinsäuregenom, welches von einem Kapsid umgeben ist, oder einem Nukleokapsid, bei welchem die Kapsidproteine mit dem Nukleinsäure-Genom einen Komplex bilden. Das Kapsid ist aus viralen Proteinen aufgebaut. Das Nukleokapsid besteht aus dem Nukleinsäure-Genom und entweder viralen Proteinen (z. B. bei Adeno-Viren und bei Influenza-Viren) oder zellulären Histonen (z. B. Papilloma-Viren). Ein Kapsid kann zusätzlich zu einem Nukleokapsid vorkommen (z. B. Retro-Viren). Viele Viren (z. B. Retro-Viren und Herpes-Viren) besitzen außerdem eine Lipidmembranhülle zellulären Ursprungs, welche virale Transmembranproteine, oft Glykoproteine, enthält. Zwischen Lipidmembran und Kapsid oder Nukleokapsid können weitere Proteinschichten, z. B. Matrix oder Tegument, Vorkommen. Die einzelnen Virionkomponenten werden nachfolgend beschrieben.


    [38]Das Virusgenom


    Das Virusgenom trägt die genetische Information, welche mithilfe von zellulären Makromolekülsynthese-Mechanismen die Virusvermehrung und -verbreitung ermöglicht. Neben proteinkodierenden gibt es auch nicht-kodierende Nukleinsäuresequenzen, welche unter anderem für die Genomreplikation, die Verpackung in Virionen und die Interaktion mit DNA-Bindungsproteinen (z. B. Transkriptionsfaktoren) wichtig sind. Die virale Nukleinsäure kann aus RNA oder DNA bestehen. Sie kann einzelsträngig oder doppelsträngig, segmentiert oder nicht-segmentiert, linear oder zirkulär und von positiver, negativer oder ambisens Polarität sein. Es gibt sogar Viren, deren Genom zum Teil aus DNA und zum Teil aus RNA besteht (Hepadna-Viren). Ähnlich wie bei den Chromosomen der eukaryotischen Zelle sind bei segmentierten viralen Genomen die Gene auf verschiedene Nukleinsäurefragmente verteilt.


    Box 2.1


    
      Die Polarität von Nukleinsäuren


      Die Polarität einer Nukleinsäure beschreibt in der Virologie das Verhältnis eines einzelsträngigen viralen Genoms zur Leserichtung der kodierten mRNA. Die mRNA wird dabei als positiv (+)strängig definiert, weil sie direkt in Protein translatiert werden kann. Ein DNA-Strang derselben Polarität wird ebenfalls als (+)Strang bezeichnet, während der (−)DNA Strang als Vorlage für die mRNA-Synthese (Transkription) dient. Der (−)RNA-Strang ist komplementär zum (+) oder mRNA-Strang und kann nicht translatiert werden. Doppelsträngige RNA kann ebenfalls nicht translatiert werden, weil die Ribosomen die (+)RNA nur als Einzelstrang ablesen können. Bei ambisens Genomen kommen (+) und (−) Polarität auf dem gleichen Strang vor.

    


    
      Abb.2-3|Die Polarität von Nukleinsäuren. Allgemein gilt, dass eine Nukleinsäure, die in 5’→ 3’-Richtung – der Leserichtung der Ribosomen bei der Translation – die korrekte Abfolge der Basentripletts für das kodierte Protein aufweist, als positiv-strängig bezeichnet wird. Die mRNA wird also als positiv-strängig (+) definiert, weil sie direkt in Protein translatiert werden kann. Ein DNA-Strang derselben Polarität wird ebenfalls als (+) Strang (Nichtmatrizenstrang) bezeichnet, während der (−)DNA-Strang als Vorlage (Matrizenstrang) für die mRNA-Synthese (Transkription) mithilfe einer RNA-Polymerase dient. Der (−)RNA-Strang ist komplementär zum (+)- oder mRNA-Strang und kann nicht translatiert werden.
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    [39]Alle Viren, also DNA- und RNA-Viren, müssen für die Proteinsynthese mRNA herstellen, welche durch zelluläre Ribosomen abgelesen wird. Wenn man also die Art des viralen Genoms kennt, kann man das Prinzip der mRNA Produktion voraussagen. Dabei gelten folgende Grundsätze:


    1.DNA-Viren, die im Zellkern replizieren, können die Replikations- und Transkriptionsmaschinerie der Zelle verwenden.


    2.DNA-Viren, die im Zytoplasma replizieren (Pox-Viren und Asfar-Viren) müssen viral kodierte Enzyme für die DNA-Replikation und Transkription im Virion mit in die Zelle bringen, da diese Proteine normalerweise nur im Zellkern vorkommen.


    3.Alle RNA-Viren, außer den Retro-Viren, sind abhängig von einer viralen RNA-abhängigen RNA-Polymerase, da Zellen nur DNA-abhängige RNA-Polymerasen besitzen. Bei den (+)RNA-Viren reicht es, wenn dieses Enzym kodiert ist, da Ribosomen die (+)RNA direkt translatieren können. Bei den (−) und dsRNA-Viren muss die RNA-abhängige RNA-Polymerase außerdem im Virion mit in die Zelle gebracht werden, da Ribosomen nur einzelsträngige (+)RNA als Vorlage verwenden können.


    4.Retro-Viren besitzen ein Reverse Transkriptase anstelle einer RNA-abhängigen RNA-Polymerase und stellen doppelsträngige DNA als Zwischenprodukt der Replikation her.


    Die Strategie der mRNA-Synthese wird beim Baltimore System für die Klassifizierung von Viren berücksichtigt (→ Abb. 2-4). Im Folgenden werden die sieben Hauptgruppen von viralen Genomen und deren Replikations- und mRNA-Synthesemechanismen kurz vorgestellt (siehe auch → Tab. 2-1). Die Detail-Beschreibung der Replikationsmechanismen von DNA- und RNA-Viren folgt in → Kap. 4.


    Typ-I-Genom: doppelsträngige DNA-Viren


    Es gibt mehr als 20 verschiedene Familien von doppelsträngigen DNA-Viren, sieben davon infizieren Vertebraten, einschließlich Adeno-Viren, Herpes-Viren Papilloma-Viren, Polyoma-Viren, Pox-Viren, Asfar-Viren und Irido-Viren (→ Tab. 2-1, → Abb. 2-5). Es kommen lineare Genome (z. B. Adeno-Viren, Herpes-Viren, Pox-Viren) und zirkuläre Genome (z. B. Polyoma-Viren, Papilloma-Viren) sowie behüllte Virionen (z. B. Herpes-Viren, Pox-Viren) und unbehüllte Virionen (z. B. Papilloma-Virus, Adeno-Viren) vor. Die Genome von doppelsträngigen DNA-Viren sind mit Ausnahme der Polydna-Viren, welche Insekten infizieren, nicht segmentiert. Die mRNA-Synthese erfolgt bei den Pox-Viren und Asfar-Viren durch virale DNA-abhängige RNA-Polymerasen, weil sie im Zytoplasma replizieren, bei den übrigen Vertretern durch eine zelluläre DNA-abhängige RNA-Polymerase, die sich im Zellkern befindet. Das Genom von doppelsträngigen DNA-Viren wird je nach Virus mithilfe von viralen und/oder zellulären DNA-Polymerasen repliziert.


    
      [40]Tab.2-1|Übersicht Genomtypen und Virusfamilien. ds: doppelsträngig; ss: einzelsträngig; z: zirkulär; s: segmentiert; d: diploid; RT: Reverse Transkriptase


      
        
          
          
          
          
          
        

        
          
            	
              Nukleinsäure

            

            	
              

            

            	
              Polarität

            

            	
              Baltimore-Klassifizierung
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              DNA
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              Typ l
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      Abb.2-4|Baltimore System für die Klassifizierung von Viren: Das Baltimore-System teilt die Viren gemäß ihrer Strategie der messenger (m) RNA-Synthese in die Gruppen I–VII ein. DdD-Pol, DNA-abhängige DNA-Polymerase; RdD-Pol, RNA-abhängige DNA-Polymerase (= RT, Reverse Transkriptase); DdR-Pol, DNA-abhängige RNA-Polymerase; RdR-Pol, RNA-abhängige RNA-Polymerase; ds = doppelsträngig; ss = einzelsträngig. Diese Abkürzungen werden auch in den Abbildungen 5-11 verwendet.
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    [41]Typ-II-Genom: einzelsträngige DNA-Viren


    Die wichtigsten Vertreter der Gruppe der einzelsträngigen DNA-Viren gehören zu den Familien der Circo-Viren und Parvo-Viren (→ Tab. 2-1, → Abb. 2-6). Es gibt jedoch noch sechs weitere Virusfamilien in dieser Gruppe, von denen aber nur noch die Anello-Viren bei Vertebraten gefunden werden; die anderen Mitglieder kommen bei Invertebraten, Pflanzen, Eu-, oder Archaebakterien vor. Pleolipo-Viren sind behüllt, alle anderen sind unbehüllt. Es kommen lineare, zirkuläre und segmentierte Genome vor. Bei den Parvo-Viren gibt es solche, die Vertebraten infizieren, und andere, die Invertebraten infizieren. Circo-Viren gehören mit einem Kapsiddurchmesser von ca. 16 nm und einem einzelsträngigen zirkulären DNA-Genom mit einer Länge von ca. 2000 Nukleotiden zu den kleinsten Viren. Parvo-Viren haben ein ikosaedrales Kapsid mit einem Durchmesser von ca. 20 nm, welches ein einzelsträngiges, lineares DNA-Genom von 4000–6000 Nukleotiden umschließt. Es können (+)DNA- oder (−)DNA-Stränge verpackt werden. Das Genom enthält an beiden Enden sogenannte Hairpins, welche als Primer für die DNA-Synthese dienen. Für die mRNA-Synthese muss zuerst mithilfe von zellulären Enzymen der komplementäre DNA-Strang synthetisiert werden. Bei den Parvo-Viren gibt es solche, die autonom in der Zelle replizieren können, und andere, die für die Replikation von einem Helfervirus abhängig sind. In Abwesenheit des Helfervirus wird eine latente Infektion etabliert. Die helfervirusabhängigen Parvo-Viren werden in den Genus Dependoviridae eingeteilt. Der am besten untersuchte Vertreter dieser Gruppe ist das Adeno-assoziierte-Virus. Die DNA der Circo-Viren und der autonomen Parvo-Viren wird mithilfe von zellulären DNA-Polymerasen repliziert. Bei den helfervirusabhängigen Parvo-Viren können auch Helfervirus-DNA-Polymerasen an der DNA-Replikation beteiligt sein.


    Typ-III-Genom: doppelsträngige RNA-Viren


    Drei der zehn bekannten Familien von doppelsträngigen RNA-Viren infizieren Vertebraten. Es sind dies die Birna-Viren, Picobirna-Viren und die Reo-Viren (→ Tab. 2-1, → Abb. 2-7). Die Vertreter aller drei Virusfamilien besitzen segmentierte Genome und sind unbehüllt. Obwohl dsRNA einen (+)RNA-Strang enthält, kann dieser im Doppelstrang nicht translatiert werden, da das Ribosom nur einzelsträngige (+)RNA als Vorlage verwendet. Die mRNA muss deshalb mithilfe der (−)RNA als Vorlage und einer viralen RNA-abhängigen RNA-Polymerase synthetisiert werden, da die Zelle keine RNA-abhängige RNA-Polymerase besitzt, welche diese Synthese katalysieren könnte. Diese mRNA dient anschließend als Vorlage sowohl für die Proteinsynthese als auch für die Synthese des genomischen (−)RNA-Strangs. Die RNA-abhängige RNA-Polymerase muss im Virion mit in die Zelle transportiert werden.


    
      [42]Abb.2-5|Schematische Darstellung der mRNA-Synthese und Genomreplikation bei doppelsträngigen DNA-Viren. Die mRNA-Synthese erfolgt bei den Pox-Viren und Asfar-Viren durch virale DNA-abhängige RNA-Polymerasen, weil sie im Zytoplasma replizieren, bei den übrigen Vertretern dieser Gruppe durch eine zelluläre DNA-abhängige RNA-Polymerase, die sich im Zellkern befindet. Das Genom von doppelsträngigen DNA-Viren wird je nach Virus mithilfe von viralen und/oder zellulären DNA-Polymerasen repliziert.
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      Abb.2-6|Schematische Darstellung der mRNA-Synthese und Genomreplikation bei einzelsträngigen DNA-Viren. Für die mRNA-Synthese muss zuerst mithilfe von zellulären Enzymen der komplementäre DNA-Strang synthetisiert werden. Die aus diesem Prozess hervorgehende doppelsträngige DNA wird mithilfe von zellulären RNA-Polymerasen in mRNA umgeschrieben und mit zellulären DNA-Polymerasen repliziert.
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    Typ-IV-Genom: (+)RNA-Viren


    Die (+)RNA-Viren bilden mit den bisher bekannten dreißig Familien die größte Gruppe; dabei kommen behüllte und unbehüllte Viren vor. Die Genome sind alle linear, einige sind segmentiert. Zu den zehn Familien, welche in Vertebraten vorkommen, gehören die Arteri-Viren, Astro-Viren, Calici-Viren, Corona-Viren, Flavi-Viren, Picorna-Viren, Toga-Viren, Toro-Viren, Noda-Viren und Hepe-Viren (→ Tab. 2-1, → Abb. 2-8). Die (+)RNA kann durch die Ribosomen direkt in Protein translatiert werden. Für die Genomreplikation wird zuerst mithilfe einer viralen RNA-abhängigen RNA-Polymerase eine (−)RNA synthetisiert und davon eine oder mehrere (+)RNA.


    
      [43]Abb.2-7|Schematische Darstellung der mRNA-Synthese und Genomreplikation bei doppelsträngigen RNA-Viren. Die mRNA wird mithilfe der (−)RNA als Vorlage und einer viralen RNA-abhängigen RNA-Polymerase synthetisiert. Dafür muss die RNA-abhängige RNA-Polymerase als Protein im Virion vorliegen und zusammen mit dem viralen Genom in die Zelle importiert werden. Die neu synthetisierte mRNA dient anschließend als Vorlage sowohl für die Proteinsynthese als auch für die Synthese des genomischen (−)RNA-Strangs.
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      Abb.2-8|Schematische Darstellung der mRNA-Synthese und Genomreplikation bei (+)RNA-Viren. Die (+)RNA kann durch die Ribosomen direkt in Protein translatiert werden. Für die Genomreplikation wird zuerst mithilfe einer viralen RNA-abhängigen RNA-Polymerase eine (−)RNA und davon eine (+)- oder mRNA synthetisiert. mRNA und (+)RNA können identisch sein.
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    Typ-V-Genom: (−)RNA-Viren


    Von den acht Virusfamilien mit Typ-V-Genomen kommen sieben bei Vertebraten vor. Dazu gehören Borna-Viren, Bunya-Viren, Arena-Viren (ambisens), Filo-Viren, Orthomyxo-Viren, Paramyxo-Viren und Rhabdo-Viren (→ Tab. 2-1, → Abb. 2-9). Es kommen segmentierte und nicht-segmentierte Genome vor. Mit Ausnahme von einigen Pflanzenviren sind alle behüllt. Die (−)RNA wird mithilfe einer viralen RNA-abhängigen RNA-Polymerase, die im Virion vorhanden sein muss, in (+)RNA und mRNA kopiert, welche dann für die Synthese des (−)RNA-Genoms durch virale RNA-abhängige RNA-Polymerase resp. für die Translation verwendet wird. Die (+)RNA und mRNA haben zwar die gleiche Polarität (+), unterscheiden sich aber normalerweise in ihrer Länge und ihren Enden.


    
      [44]Abb.2-9|Schematische Darstellung der mRNA-Synthese und Genomreplikation bei (−)RNA-Viren. Die (−)RNA wird mithilfe einer viralen RNA-abhängigen RNA-Polymerase, die wie bei den dsRNA-Viren im Virion vorhanden sein muss, in (+)RNA und mRNA kopiert, welche dann für die Synthese des (−)RNA-Genoms durch virale RNA-abhängige RNA-Polymerase, resp. für die Translation verwendet wird.
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      Abb.2-10|Schematische Darstellung der mRNA-Synthese und Genomreplikation bei Retro-Viren. Das (+)RNA-Genom der Retro-Viren wird durch eine virale Reverse Transkriptase (RT) zuerst in einen (−) Strang kopiert. Das gleiche Enzym katalysiert auch die Synthese des zweiten DNA-Strangs. Die doppelsträngige Virus-DNA wird mithilfe der viralen Integrase ins Wirtsgenom eingebaut. Die Synthese der mRNA und der genomischen (+)RNA erfolgt durch zelluläre DNA abhängige RNA-Polymerasen.
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      Abb.2-11|Schematische Darstellung der mRNA-Synthese und Genomreplikation bei Hepadna-Viren. Die Lücken in der Hepadna-Virus-DNA werden zuerst durch zelluläre DNA-Polymerasen geschlossen. Anschließend wird mithilfe einer zellulären DNA-abhängigen RNA-Polymerase mRNA synthetisiert. Speziell ist, dass die DNA-Replikation über eine genomische (+)RNA als Zwischenprodukt verläuft. Die Synthese eines (−)DNA-Strangs mit der genomischen (+)RNA als Vorlage wird wie bei den Retro-Viren durch eine virale Reverse Transkriptase katalysiert.
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    [45]Typ-VI-Genom: (+)RNA mit Reverser Transkriptase (Retro-Viren)


    Es gibt nur eine Virusfamilie mit Typ-VI-Genom, die Retro-Viren (→ Tab. 2-1, → Abb. 2-10). Die Viren sind behüllt und besitzen ein diploides Genom mit zwei identischen Strängen von (+)RNA. Die (+)RNA wird durch eine virale Reverse Transkriptase (RT) zuerst in einen (−) DNA-Strang kopiert. Das gleiche Enzym katalysiert anschließend die Synthese des zweiten DNA-Strangs mithilfe des (−) Strangs als Vorlage. Die virale Integrase katalysiert dann den Einbau der doppelsträngigen Virus-DNA ins Wirtsgenom. Die Synthese der mRNA und der genomischen (+)RNA erfolgt mithilfe von zellulären DNA-abhängigen RNA-Polymerasen und der im Wirtsgenom eingebauten viralen DNA (Provirus) als Vorlage.


    Box 2.2


    
      HIV und FIV


      Das Internationale Komitee für die Taxonomie von Viren (ICTV) unterteilt die Retro-Viren aufgrund von genetischen Merkmalen in zwei Unterfamilien, die Orthoretrovirinae und die Spumaretrovirinae. Bei den Spumaretro-Viren kennt man eine einzige Gattung, Foamy-Virus, während die Unterfamilie der Orthoretrovirinae in sechs Gattungen unterteilt ist, die Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta- und Epsilonretro-Viren sowie Lenti-Viren. Lenti-Viren unterscheiden sich von den anderen Retro-Viren durch ein komplexeres Genom und die Fähigkeit, auch mitotisch inaktive Zellen zu infizieren. Zu den Vertretern dieser Virus-Gattung gehören unter anderem das Humane Immundefizienz-Virus (HIV), das Simian Immunodefizienz-Virus (SIV) das Feline Immundefizienz-Virus (FIV), das Equine Infektiöse Anämie-Virus (EIAV) und das Maedi-Visna-Virus.


      HIV wurde um 1983 als damals neues Virus aus einem Lymphknoten eines Patienten mit Lymphadenopathie isoliert und schließlich als ursächlicher Auslöser der Immunschwäche Krankheit AIDS erkannt. Seither sind weit über 30 Millionen Menschen an den Folgen von AIDS gestorben. Die Hauptübertragungsrouten für das HI-Virus sind ungeschützter Geschlechtsverkehr, Spritzen-/Nadeltausch bei Drogenkonsum und transplazentare Übertragung von Mutter zu Kind. Für Attachment und Zelleintritt benötigt HIV das CD4-Molekül als Rezeptor und einen Chemokinrezeptor, CXCR4 oder CCR5, als Ko-Rezeptor, also Proteine, welche auf der Oberfläche von verschiedenen Zellen des Immunsystems vorkommen, einschließlich den T-Zellen, Monozyten und Makrophagen. Die Endphase der Krankheit ist charakterisiert durch eine starke Abnahme der Anzahl dieser Zellen und eine damit verbundene Immunschwäche. Die medikamentöse Behandlung von AIDS hat in den letzten Jahren enorme Fortschritte gemacht. Im Vordergrund steht dabei die sogenannte HAART («highly active antiretroviral therapy»), eine Kombinationstherapie mit verschiedenen antiviralen Substanzen, welche gegen die HIV-Reverse Transkiptase und die[46] HIV-Protease gerichtet sind. HAART kann die Virusreplikation jedoch nicht vollständig blockieren, und durch Mutation können resistente HI-Viren entstehen.


      FIV ist dem HI-Virus bezüglich Genom, Replikation und Pathogenese ähnlich («Katzen-AIDS»), benötigt aber CD134 als Rezeptor und CXCR4 als Ko-Rezeptor für Attachment und Zelleintritt in Makrophagen und T-Zellen. Das Virus wurde um 1986 bei Hauskatzen in Kalifornien entdeckt, ist aber weltweit in 1–30 % aller Hauskatzen verbreitet und kommt auch bei anderen Feliden vor. Eine Übertragung auf den Menschen wurde bisher nicht beobachtet. Genau wie bei HIV/AIDS fehlt ein wirksamer Impfstoff, und die Behandlung mit antiretroviralen Substanzen führt zur Entstehung von therapieresistenten Virusmutanten.


      Weiterführende Literatur: Virus-Handbuch für Veterinärmediziner, M. Ackermann (Hrsg.), Haupt Verlag.

    


    
      Abb.2-12|Die Struktur von Parvo-Viren. Parvo-Viren gehören mit einem Durchmesser von 16–26 nm zu den kleinsten Viren. Sie sind unbehüllt und besitzen ein ikosaedrales Kapsid mit einer T=1-Symmetrie. Das Genom ist eine lineare, einzelsträngige DNA von 4–6 kb.
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      [47]Abb.2-13|Die Struktur von Adeno-Viren. Adeno-Viren sind unbehüllt und besitzen ein ikosaedrales Kapsid mit einer Pseudo-T=25-Symmetrie und einem Durchmesser von ca. 100 nm. Das Kapsid besteht aus 720 Hexon- und 12 Penton-Untereinheiten (Kapsomere) und enthält noch weitere virale Proteine. An den Penton-Untereinheiten befinden sich Spikes aus Fiber-Protein. Das Genom ist eine lineare, doppelsträngige DNA von 35–36 kbp Länge und ist mit verschiedenen viralen Proteinen komplexiert, einschließlich Protease, und dem Terminalen Protein (TP).
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    Typ-VII-Genom: Partiell doppelsträngige DNA mit RNA und Reverser Transkriptase (Hepadna-Viren)


    Bisher sind zwei verschiedene Virusfamilien mit Genomen vom Typ VII bekannt. Caulimo-Viren infizieren Pflanzen und Insekten; Hepadna-Viren infizieren Primaten und Vögel (→ Tab. 2-1, → Abb. 2-11). Hepadna-Viren sind behüllt und besitzen ein zirkuläres, partiell doppelsträngiges DNA-Genom. Der (−)DNA-Strang ist zwar vollständig, aber nicht kovalent geschlossen, und trägt am 5‘-Ende eine Reverse Transkriptase; der (+)DNA-Strang ist inkomplett und trägt am 5‘-Ende ein RNA-Molekül.


    Der Replikationsmechanismus der Hepadna-Viren wird hier nur kurz dargestellt, der detaillierte Mechanismus wird in → Kap. 4 beschrieben. Da die zelluläre RNA-Polymerase nur doppelsträngige DNA transkribieren kann, müssen die Lücken zuerst durch andere zelluläre Proteine[48] geschlossen werden. Speziell ist, dass die DNA-Replikation über eine genomische (+)RNA als Zwischenprodukt verläuft. Die Synthese eines (−)DNA-Strangs mit der genomischen (+)RNA als Vorlage wird wie bei den Retro-Viren durch die virale Reverse Transkriptase katalysiert; diese Viren werden deshalb auch Pararetro-Viren genannt.


    Das Kapsid/Nukleokapsid


    Kapside/Nukleokapside sind aus identischen Untereinheiten (Kapsomeren) eines einzigen viralen Proteins oder weniger verschiedener viraler Proteine aufgebaut (z. B. Parvo-Viren; → Abb. 2-12), können aber auch aus zwei verschiedenen Kapsomeren, welche ihrerseits aus einem oder wenigen viralen Proteinen bestehen, aufgebaut sein (z. B. Hexon und Penton bei Adeno-Viren; → Abb. 2-13). Die Interaktion zwischen identischen oder nur einer kleinen Anzahl verschiedener Proteine/Kapsomere führt bei fast allen Viren zu Kapsid/Nukleokapsid-Strukturen mit entweder helikaler oder ikosaedraler Symmetrie. Daneben gibt es auch einige Viren mit komplexem Strukturtyp, z. B. mit ikosaedralen und helikalen Komponenten (Bakteriophagen). Von allen Strukturtypen – helikal, ikosaedral und komplex – kennt man behüllte und unbehüllte Formen.


    Helikale Nukleokapsidstrukturen kennt man bei vielen behüllten und unbehüllten RNA-Viren. Diese Strukturen können mit der Formel P = µxρ beschrieben werden, wobei µ die Anzahl der Struktureinheiten pro Helixdrehung, ρ die Größe einer Struktureinheit und P die Steigung der Helix pro Drehung angibt.


    Definition:


    P = µxρ beschreibt die helikale Nukleokapsidstruktur. Dabei stehen µ für die Anzahl der Struktureinheiten pro Helixdrehung, ρ für die Größe einer Struktureinheit und P für die Steigung der Helix pro Drehung.


    Charakteristisch für helikale Nukleokapside ist, dass durch die Variation der Länge der Helix, das eingeschlossene Volumen beliebig groß sein kann. Die Länge der Helix ist direkt abhängig von der Länge des RNA-Genoms. Die am besten untersuchte helikale Virusstruktur ist das Nukleokapsid des Tabakmosaik-Virus, bei welchem 2100 Kopien eines einzigen Proteins miteinander und mit dem (+)-strängigen RNA-Genom interagieren (→ Abb. 2-14). Bei den (−)-strängigen RNA-Viren enthält das Nukleokapsid außer den Nukleoproteinen und dem RNA-Genom auch noch die RNA-abhängige RNA-Polymerase und weitere Enzyme, welche für die RNA-Synthese benötigt werden (z. B. Tollwut-Virus; → Abb. 2-15). Das Influenza-Virus-(Orthomyxo-Virus)-Partikel enthält ein Nukleokapsid für jedes Segment des (−)RNA-Genoms (→ Abb. 2-16).


    
      [49]Abb.2-14|Die helikale Struktur des Tabakmosaik-Virus-Nukleokapsids. Die am besten untersuchte helikale Virusstruktur ist das Nukleokapsid des Tabakmosaik-Virus, bei welchem 2100 Kopien eines einzigen Proteins (Nukleokapsidprotein) miteinander und mit dem (+)-strängigen RNA-Genom von 6.4 kb Länge interagieren. Die Länge des Virions beträgt ca. 300 nm, der Durchmesser ca. 18 nm.
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      Abb.2-15|Die Struktur des Tollwut-Virus. Das Tollwut-Virus (Rhabdo-Viren) besitzt eine Lipidmembran mit eingelagertem Glykoprotein G2, eine Matrix und ein Nukleokapsid. Das helikale Nukleokapsid hat eine Länge von ca. 180 nm und einen Durchmesser von ca. 75 nm. Es besteht aus dem linearen (−) RNA-Genom von 11 kb Länge, welches mit verschiedenen viralen Proteinen komplexiert ist, einschließlich Nukleoprotein N, Phosphoprotein P und RNA-abhängiger RNA-Polymerase L. Letztere muss bei allen (−) und dsRNA-Viren im Virion enthalten sein, um die Replikation zu ermöglichen.
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      [50]Abb.2-16|Die Struktur von Influenza-A-Viren. Influenza-A-Viren (Familie der Orthomyxo-Viren) haben einen Durchmesser von 80–100 nm und besitzen eine Lipidmembran, eine Matrix und acht Nukleoprotein-Fragmente. Die Lipidmembran enthält drei verschiedene Transmembranproteine, Hämagglutinin (HA), Neuraminidase (NA) und M2. Das Genom ist eine segmentierte (−)RNA mit einer Gesamtlänge von 13.5 kb, welches außer dem Nukleokapsidprotein mit weiteren viralen Proteinen interagiert (z. B. RNA-abhängige RNA-Polymerase). Das Kernexport-Protein NEP befindet sich als Überbleibsel des Virus-Assembly-Prozesses (→ Kap. 6) ebenfalls im Virion.
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    Viele Viren besitzen ikosaedrale Kapside. Ein Ikosaeder besteht aus 20 kongruenten, gleichseitigen Dreiecken und enthält zwei-, drei- und fünffache Symmetrieachsen (→ Box 2-3 und → Abb. 2-17).


    Box 2.3


    
      Ikosaedrale Symmetrie


      Ein Ikosaeder besteht aus zwanzig gleichseitigen Dreiecken, dreißig gleich langen Kanten und zwölf Ecken. Es gibt sechs fünfzählige Drehachsen (durch gegenüberliegende Ecken), zehn dreizählige Drehachsen (durch die Mittelpunkte gegenüberliegender Flächen), und fünfzehn zweizählige Drehachsen (durch die Mittelpunkte gegenüberliegender Kanten). Große ikosaedrale Viruskapside enthalten auch sechszählige Drehachsen; im Unterschied zu den fünf-, drei- und zweizähligen können diese keine dreidimensionale Struktur bilden, ermöglichen aber dadurch die Konstruktion von größeren Kapsiden, vergleichbar mit einem Fußball.

    


    
      [51]Abb.2-17|Ikosaedrale Symmetrie. Die Kapside vieler Viren besitzen eine ikosaedrale Symmetrie. Ein Ikosaeder besteht aus zwanzig gleichseitigen Dreiecken, dreißig Kanten und zwölf Ecken.
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    Die Komplexität ikosaedrischer Kapside kann mit der sogenannten Triangulationszahl (T) beschrieben werden. Die geringste Komplexität hat ein Kapsid, bei welchem die 20 rotationssymmetrischen Dreiecksflächen von drei gleichen Proteinen aufgebaut sind. Ein solches Kapsid besteht also aus 3 × 20 = 60 identischen Proteinen und kann mit der Triangulationszahl T = 1 beschrieben werden (z. B. Parvo-Viren; → Abb. 2-12). Komplexere Kapside besitzen nur ganzzahlige Vielfache von 60,[52] also z. B. 180 (T = 3; z. B. Calici-Viren), 240 (T = 4; z. B. Hepadna-Viren), 960 (T = 16; z. B. Herpes-Viren; → Abb. 2-18) oder 1500 (T = 25; z. B. Adeno-Viren; → Abb. 2-13). Es gibt auch komplexere Kapside, die aus mehreren Schichten zusammengebaut sind. So sind z. B. die Kapside von Rota-Viren und Orthoreo-Viren aus zwei konzentrischen Schichten, der inneren mit T=2-Symmetrie und der äußeren mit T=13-Symmetrie, aufgebaut (→ Abb. 2-19). Bei den Papilloma-Viren lässt sich die Formel zur Berechnung der Triangulationszahl nicht anwenden. Sie bestehen aus 72 Pentameren des L1-Proteins und besitzen eine sogenannte T=7d-Symmetrie (→ Abb. 2-20).


    
      Abb.2-18|Die Struktur von Herpes-Viren. Herpes-Virus-Partikel haben einen Durchmesser von 200–300 nm und besitzen verschiedene Schichten, einschließlich einer Lipidmembranhülle mit eingelagerten Glykoproteinen, einem Tegument, welches aus verschiedenen viralen Proteinen besteht und einem ikosaedralen Kapsid mit T=16-Symmetrie. Dieses besteht aus Pentonen und Hexonen des Hauptkapsidproteins VP5 sowie weiteren Proteinen, einschließlich des UL6-Proteins. UL6 bildet als Dodekamer ein Portal für die Verpackung des viralen Genoms.
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      [53]Abb.2-19|Die Struktur von Reo-Viren. Reo-Viren (z. B. Orthoreo-Viren und Rota-Viren) besitzen zwei konzentrische Kapside, das innere mit T=2-Symmetrie und das äußere mit T=13-Symmetrie. Das Genom dieser Viren besteht aus 10–12 Segmenten von linearer, doppelsträngiger RNA mit einer Gesamtgröße von 18–30 kb.
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    Die Lipidmembran


    Viele Viren besitzen zusätzlich zum Genom und Kapsid oder Nukleokapsid eine Lipidmembranhülle Behüllte Viren weisen im Vergleich zu unbehüllten Viren generell eine kleinere Tenazität auf, da die Lipidmembran[54] leicht beschädigt werden kann und so die Infektiosität des Virions beeinträchtigt wird. Die Lipidmembran ist immer zellulär (Viren besitzen keine Mechanismen für Lipidsynthese), kann aber je nachdem, in welchem Kompartiment der Zusammenbau der Virionen stattfindet, von verschieden zellulären Membranen stammen (z. B. Golgimembran oder Plasmamembran). Je nach Virus unterscheidet sie sich auch bezüglich ihrer Form und der Komposition der darin eingelagerten homo- oder heterooligomeren viralen Proteine. Meist sind die rezeptorbindenden Proteine, aber auch andere Proteine, welche in der viralen Membranhülle eingelagert sind, glykosyliert; d.h., dass an bestimmten Stellen dieser sogenannten Glykoproteine, Polysaccharidketten kovalent an die Proteine gebunden sind. Die meisten behüllten Viren besitzen ein oder zwei verschiedene Glykoproteine, einige Herpes-Viren besitzen sogar mehr als zwölf davon. Hüllproteine sind in der Lipidmembran verankert und enthalten mindestens eine Transmembrandomäne (hydrophobe α-Helix). Die externen Domänen tragen meist Polysaccharidketten und enthalten Bindungsstellen für Zellrezeptoren oder Sequenzen, welche die Fusion zwischen Virus- und Zellmembran auslösen (→ Kap. 3). Glykoproteine spielen auch eine wichtige Rolle beim Zusammenbau von Viruspartikeln und bei deren Erkennung durch das Immunsystem. Die Polysaccharid-Ketten werden während des sekretorischen Transports (→ Kap. 6) an jene Membranen, an welchen der Zusammenbau der neusynthetisierten Viruskomponenten (Assembly) erfolgt, an die viralen Hüllproteine angehängt. Eines der bekanntesten Glykoproteine ist das Hämagglutinin-Protein (HA) des humanen Influenza-A-Virus (→ Abb. 2-16). HA besteht aus einem Trimer aus je drei HA1- und drei HA2-Molekülen, welche über Disulfidbrücken verbunden sind. HA0 wird, wie auch das äquivalente Oberflächenprotein von HIV, gp160, als eine Polypeptidkette synthetisiert und dann proteolytisch in HA1 und HA2 beziehungsweise in gp41 und gp120 gespalten. Die Bindungsstelle für den Zellrezeptor (Sialinsäure) befindet sich am globulären äußersten Teil des HA-Komplexes. Das Influenza-A-Virus besitzt neben dem HA-Protein noch zwei weitere Transmembranproteine, die Neuraminidase (NA) welche ebenfalls glykosyliert ist, und das M2-Protein welches aber keine Polysaccharid-Ketten trägt. Die Funktion der drei Influenza-A-Virus-Membranproteine werden in den → Kap. 3 und 6 näher beschrieben.


    
      Abb.2-20|Die Struktur von Papilloma-Viren. Bei den Papilloma-Viren lässt sich die Formel zur Berechnung der Triangulationszahl nicht anwenden. Sie bestehen aus 72 Pentameren des Hauptkapsidproteins und besitzen eine sogenannte T=7d-Symmetrie. Papilloma-Viren sind unbehüllt und haben einen Durchmesser von 52–55 nm. Das zirkuläre, doppelsträngige DNA-Genom ist 8 kbp lang und ist mit zellulären Histonproteinen komplexiert.
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    [55]Membranproteine interagieren auf verschiedene Weise mit den inneren Virionkomponenten: Bei Alpha-Viren (Togo-Viren, (+)RNA) z.B interagieren die nach innen gerichteten Domänen der Transmembran-Glykoproteine direkt mit den Nukleokapsidproteinen (→ Abb. 2-21). Die Transmembran-Proteine übernehmen dabei die ikosaedrale Struktur des Nukleokapsids. Bei vielen anderen behüllten Viren (z. B. Retro-Viren; → Abb. 2-22) existiert zusätzlich zum Kapsid/Nukleokapsid eine weitere Proteinhülle, die sogenannte Matrix, welche mit den Membranproteinen oder direkt mit der Membran interagiert und dabei das Kapsid/Nukleokapsid mit der Membran verbindet.


    Einige Viren besitzen außer Genom, Kapsid/Nukleokapsid, Matrix und Lipidmembran noch weitere Strukturen und Kompartimente. Herpes-Viren z. B. gehören zu den größten und komplexesten Viren. Das Herpes-Simplex-Virus Typ-1 (HSV-1) besitzt, wie auch andere Herpes-Viren, ein sogenanntes Tegument (→ Abb. 2-18). Dieses Kompartiment liegt zwischen Lipidmembran und Kapsid und enthält verschiedene Virusproteine, spezifische virale mRNA sowie zelluläre Makromoleküle.[56] Einige der Tegumentproteine, z. B. VP16, haben wichtige Funktionen bei der Initiation der Virusreplikation. Virale mRNA, die mit dem Tegument ins Zytoplasma gelangen, werden dort direkt in Proteine translatiert, welche sehr früh in der Infektion eine Funktion im Replikationszyklus ausüben können. Das HSV-1 Genom kodiert für mehr als 85 Proteine, von welchen etwa die Hälfte Komponenten des Virions sind. Die Lipidmembran trägt mindestens zwölf verschiedene Glykoproteine. Das ikosaedrale Kapsid hat eine Triangulationszahl von sechzehn und besteht aus Pentons und Hexons des Hauptkapsidproteins VP5 sowie weiteren Proteinen, einschließlich VP19C-, VP23- und des UL6-Proteins, welches als Dodecamer ein Portal für die Verpackung des viralen Genoms bildet (→ Kap. 6).


    
      Abb.2-21|Die Struktur von Alpha-Viren. Alpha-Viren gehören zur Familie der Toga-Viren und besitzen eine Lipidmembranhülle und ein ikosaedrales Kapsid mit T=4-Symmetrie. Der Durchmesser des Virions beträgt 65–70 nm. Die in der Membran eingelagerten Glykoproteine sind im Kapsid verankert und übernehmen deshalb dessen ikosaedrale Struktur. Das Genom ist eine lineare (+)RNA von 11–12 kb Länge und trägt an den Enden eine cap-Struktur (c) und ein PolyA.
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      [57]Abb.2-22|Die Struktur von Retro-Viren. Lenti-Viren (z. B. HIV) gehören zu den Retro-Viren und haben eine relativ komplexe Struktur mit verschiedenen Schichten, einschließlich einer Lipidmembranhülle und darin eingelagerter Glykoproteinen (gp120-41), einer Matrix, eines Kapsids und eines Nukleokapsids. Im Virion, das einen Durchmesser von 80–100 nm hat, werden auch virale Proteine verpackt, die eine wichtige Rolle bei der Replikation haben (z. B. Reverse Transkriptase und Integrase). Das 9 kb lange (+)RNA-Genom ist linear und liegt in zwei Kopien vor (diploid).
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    Je nach Genom und Ort der Genomreplikation in der Zelle, müssen Virionen, außer den Struktur- und Glykoproteinen, spezifische Enzyme enthalten, welche in der Zelle fehlen oder kompartimentalisiert und daher für das Virus nicht zugänglich sind (→ Kap. 4 und 5); z. B. RNA-abhängige RNA-Polymerasen bei (−) RNA-Viren und dsRNA-Viren; Reverse Transkriptase und Integrase bei Retro-Viren; DNA-abhängige DNA-Polymerase, DNA-abhängige RNA-Polymerase, Topoisomerase, RNA-modifizierende Enzyme bei Pox-Viren; Proteasen, Proteinkinasen und RNAsen bei Retro-Viren, Herpes-Viren und Adeno-Viren. Zusätzlich zu den bereits erwähnten Histonproteinen und Lipidmembranen, können in Virionen auch noch weitere zelluläre Makromoleküle vorkommen, einschließlich Membranproteine, Polyamine und tRNA, welche bei der reversen Transkription des Retrovirus-Genoms als Primer dient (→ Kap. 4).
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    [59]|3Der Zelleintritt


    Inhalt


    
      3.1Das Attachment


      3.2Zellrezeptoren


      3.3Der Zelleintritt


      3.4Der Transport von Virionen und Virusbestandteilen im Zytoplasma


      3.5Die Freisetzung der viralen Nukleinsäure


      3.6Der Import der viralen Nukleinsäure in den Zellkern


      Viren haben keinen eigenen Stoffwechsel und müssen daher in Wirtszellen eindringen, damit sie die Makromolekülsynthese-Maschinerie der Zelle für die eigene Replikation parasitieren können. Während Pflanzenviren mithilfe von Vektoren oder durch beschädigte Oberflächen in die Pflanzenzellen eindringen können, benötigen alle anderen Viren einen Zellrezeptor und spezifische zelluläre Mechanismen für die Infektion. Der erste Schritt für den Zelleintritt ist das Andocken («Attachment») des Virions an den Zellrezeptor auf der Zelloberfläche. Eine Kaskade von Vorgängen führt dann zum Einschluss von ganzen Virionen oder Virionkomponenten in das Innere der Zelle. Im Zytoplasma werden Virionen und Virionkomponenten aktiv entlang des Zytoskeletts zum Ort der Replikation transportiert. Die Virus-Rezeptor-Interaktion spielt nicht nur für Attachment und Zelleintritt eine wichtige Rolle, sondern auch bei der Freisetzung des Virusgenoms («Uncoating») ins Zytoplasma, wo die meisten RNA-Viren replizieren. Viele Viren replizieren jedoch im Zellkern und sind daher auf zelluläre Mechanismen angewiesen, welche die viralen Genome in den Zellkern transportieren. Zu den Viren, die im Zellkern replizieren, gehören einige RNA-Viren, einschließlich der Retro-, Influenza- und Borna-Viren, sowie alle DNA-Viren, mit Ausnahme der Pox- und Asfar-Viren.

    


    [60]3.1 |Das Attachment


    Die Infektion und der Replikationszyklus eines Virus beginnt mit der Bindung des Virions an einen Rezeptor auf der Zelloberfläche (Attachment). Bei den Rezeptoren handelt es sich um zelluläre Oberflächenproteine oder spezifische chemische Modifikationen an solchen. In manchen Fällen reicht die Bindung an einen Rezeptor für eine Infektion nicht aus, sodass eine zweite Interaktion mit einem sogenannten Ko-Rezeptor nötig ist. Das Vorhandensein eines spezifischen Rezeptors kann das Wirtsspektrum und den Tropismus eines Virus bestimmen, intrazelluläre Faktoren sind jedoch zusätzlich entscheidend für die Replikationsfähigkeit eines Virus in einer Zelle. Eine weitere primär wichtige Bedingung für eine erfolgreiche Infektion ist, dass die Virion-Konzentration groß genug ist, damit Virus und Zelle aufeinandertreffen. Bei behüllten Viren interagieren Hüllmembranproteine, meist Glykoproteine, mit einem oder mehreren Zellrezeptoren; bei unbehüllten Viren erfolgt die Bindung über Kapsidproteine. Die Wechselwirkung zwischen dem Virion (Ligand) und dem Zellrezeptor ist relativ schwach (elektrostatisch, hydrophob), meist bindet jedoch ein Viruspartikel gleichzeitig an mehrere Zellrezeptoren.


    Im Folgenden werden vier verschiedene Strategien für die Identifikation von Zellrezeptoren für das Attachment von Viren beschrieben, oft ist es aber nötig, mehrere Methoden zu kombinieren.


    1.Früher wurden oft Enzyme eingesetzt, welche spezifische Zelloberflächenproteine verändern und dadurch eine Virusinfektion verhindern. Sialinsäure war der erste auf diese Weise identifizierte Zellrezeptor für das Attachment eines Virus. Die Behandlung von Zellen mit Neuraminidase, einem Enzym das Sialinsäure von Glykoproteinen abspaltet, verhinderte nämlich die Infektion mit Influenza-A-Viren. Rezeptoren für einige andere Viren wurden mit einem ähnlichen Prinzip mithilfe von Proteasen identifiziert.


    2.Mit Kompetitionsexperimenten, bei welchen Zellen mit einem ersten Virus gesättigt werden und dann ein zweites Virus dazugegeben wird, kann herausgefunden werden, ob zwei verschiedene Viren den gleichen Rezeptor verwenden.


    3.Virusinfektionen lassen sich auch mithilfe von monoklonalen Antikörpern, welche an spezifische Zelloberflächenproteine binden, kompetitieren.


    4.Molekularbiologische Methoden haben in den letzten zwei Jahrzehnten die Identifikation von Zellrezeptoren stark vereinfacht und beschleunigt. Dabei werden Zellen, welche nicht infizierbar sind, weil möglicherweise ein spezifischer Zellrezeptor fehlt, mit einer Komplementär-DNA-Bibliothek («cDNA-library») von infizierbaren Zellen transfektiert (→ Abb. 3-1). Eine cDNA-Bibliothek wird hergestellt, indem man die mRNA von Zellen erntet, mithilfe von Reverser Transkriptease in cDNA umschreibt und diese in bakteriellen Plasmiden kloniert. In einer cDNA-Bibliothek kommen demnach alle proteinkodierenden Gene der Donor-Zellen vor, und zwar in mehreren Kopien. Bei der Transfektion der cDNA Bibliothek in nicht-infizierbare Zellen erhalten einige der Zellen Plasmide, welche das gesuchte Zellrezeptor-Gen exprimieren und dadurch infizierbar werden. Solche Zellen können mittels geeigneter Reporter identifiziert werden, und der gesuchte Rezeptor lässt sich durch Sequenzierung des transfektierten cDNA-Klons ermitteln.


    
      [61]Abb.3-1|Identifikation von Zellrezeptoren für Virus Attachment/ Entry mithilfe von cDNA-Bibliotheken. Eine cDNA-Bibliothek von infizierbaren Zellen wird hergestellt, indem man die mRNA der Zellen mithilfe von Reverser Transkriptase in cDNA umschreibt und diese in bakteriellen Plasmiden kloniert. In der cDNA-Bibliothek kommen alle protein kodierenden Gene (A, B, C, D etc.) der Donor-Zellen in mehreren Kopien vor. Bei der Transfektion der cDNA-Bibliothek in nicht-infizierbare (Rezeptor-negative) Zellen, erhalten einige der Zellen Plasmide, welche das gesuchte Zellrezeptor-Gen exprimieren und die Zelle dadurch infizierbar machen. Solche Zellen können mittels geeigneter viruskodierter Reporterproteine (z. B. autofluoreszierender Proteine) identifiziert werden.
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    [62]3.2 |Zellrezeptoren


    Glykoproteine auf der Zelloberfläche dienen oft als Rezeptoren für das Virus-Attachment. Häufig gehören sie zur Protein-Superfamilie der Immunglobuline, welche sogenannte Immunoglobulindomänen besitzen. Wie jedoch die folgenden Beispiele unten zeigen, spielen auch andere Oberflächenmoleküle wie Sialinsäure oder Heparansulfat eine wichtige Rolle beim Virusattachment. → Tab. 3-1 zeigt Zellrezeptoren und Zelleintritt-Mechanismen ausgewählter Viren; acht sehr gut untersuchte und wichtige Virus-Zellrezeptor-Interaktionen werden im Folgenden genauer beschrieben.


    Influenza-A-Viren (Orthomyxo-Viren) binden via Hämagglutinin-Moleküle in der Virusmembran an negativ geladene Sialinsäure-Gruppen am Ende von Oligosaccharidketten, welche kovalent an Plasmamembran-Glykoproteine gebunden sind. Da Proteine, welche mit Sialinsäure modifiziert sind, auf praktisch allen Zellen vorkommen, haben Influenza-A-Viren ein breites Zell- und Wirtsspektrum. Paradoxerweise besitzen Influenza-A-Viren ein viruskodiertes Hüllprotein, die Neuraminidase (NA), welche die Glykosidbindung zwischen Sialinsäure und Zuckergruppe spaltet (→ Abb. 3-2A). Das Enzym ist jedoch wichtig, damit das Virus sich von der Zelloberfläche der ursprünglichen Wirtszelle lösen und sich verbreiten kann. Dieser Prozess wird in → Kap. 6 genauer beschrieben.


    Bei vielen Herpes-Viren erfolgt das Virion-Attachment über die Bindung von Glykoproteinen der Virusmembran an Glykosaminoglykane (z. B. Heparansulfat; → Abb. 3-2B) auf der Zelloberfläche. Diese Bindung ermöglicht jedoch noch keinen Zelleintritt. Dafür ist eine zweite Bindung an einen Ko-Rezeptor nötig ist. Für diese zweite Bindung sind verschiedene Rezeptoren bekannt (z. B. Nectine und andere Proteine mit Immunoglobulin-Domäne).


    
      [63]Abb.3-2|Sialinsäure und Heparansulfat als Rezeptoren für Virus-Attachment und Zelleintritt. (A) Für den Zelleintritt binden Influenza-Viren via das virale Membranprotein Hämagglutinin an negativ geladene Sialinsäure-Gruppen am Ende von Polysaccharidketten, welche kovalent an zelluläre Transmembranproteine gebunden sind. (B) Glykosaminoglykane, z. B. Heparansulfat, auf zellulären Transmembranproteinen, dienen vielen Herpes-Viren als Rezeptoren für das Zell-Attachment. Heparansulfat besteht aus langen Ketten von Disaccharid-Bausteinen aus Glykosamin und Uronsäure.
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      [64]Tab.3-1|Virus-Zellinteraktionen und Zelleintrittsmechanismen


      
        
          
          
          
          
          
          
        

        
          
            	
              Virus

            

            	
              Virusfamilie

            

            	
              Genom

            

            	
              Virusprotein

            

            	
              Zellrezeptor

            

            	
              Zelleintrittsmechanismus

            
          


          
            	
              Adeno-Virus A, C-F

            

            	
              Adeno-Viren

            

            	
              dsDNA

            

            	
              Fiber-Protein Penton-Protein

            

            	
              CAR Integrin α5

            

            	
              Clathrin-abh. Endozytose

            
          


          
            	
              Herpes-Simplex-Virus Typ 1

            

            	
              Herpes-Viren

            

            	
              dsDNA

            

            	
              gpC, gpD

            

            	
              Heparansulfat TNFRSF14, Nectin 1, 3-OS-Heparansulfat

            

            	
              Fusion mit Zytoplasmamembran oder Endosomenmembran

            
          


          
            	
              Felines Panleukopenie-Virus

            

            	
              Parvo-Viren

            

            	
              ssDNA

            

            	
              VP1‚ 2

            

            	
              f TfR

            

            	
              Clathrin-abh. Endozytose

            
          


          
            	
              Porzines Circo-Virus 2

            

            	
              Circo-Viren

            

            	
              ssDNA

            

            	
              Kapsidprotein

            

            	
              Heparansulfat, Chondroitinsulfat B

            

            	
              Clathrin-abh. Endozytose

            
          


          
            	
              Blauzungenkrankheits-Virus

            

            	
              Reo-Viren

            

            	
              dsRNA

            

            	
              VP2

            

            	
              Sialinsäure

            

            	
              Clathrin-abh. Endozytose

            
          


          
            	
              Maul- und Klauenseuche-Virus

            

            	
              Picorna-Viren

            

            	
              (+)RNA

            

            	
              VP1, 2, 3

            

            	
              α5β6, α5β1,…Integrine

            

            	
              Clathrin-abh. Endozytose

            
          


          
            	
              Polio-Virus

            

            	
              Picorna-Viren

            

            	
              (+)RNA

            

            	
              VP1, 2, 3

            

            	
              Poliovirusrezeptor

            

            	
              Caveolin-abh., Clathrin- und Caveolin-unabh. Endozytose

            
          


          
            	
              Influenza-A-Virus

            

            	
              Orthomyxo-Viren

            

            	
              (−)RNA

            

            	
              HA

            

            	
              Sialinsäure

            

            	
              Caveolin-abh., Clathrin- und Caveolin-unabh. Endozytose

            
          


          
            	
              Tollwut-Virus

            

            	
              Rhabdo-Viren

            

            	
              (−)RNA

            

            	
              gpG

            

            	
              AChR, NCAM1, p75NTR, Phospholipide, Ganglioside

            

            	
              Mechanismus nicht bekannt

            
          


          
            	
              HIV 1, 2

            

            	
              Retro-Viren

            

            	
              (+)RNA/RT

            

            	
              gp120

            

            	
              CD4 und CCR5/CXCR4

            

            	
              Clathrin-abh. Endozytose

            
          


          
            	
              Felines Immundefizienz-Virus

            

            	
              Retro-Viren

            

            	
              (+)RNA/RT

            

            	
              Hüll-Glyko-protein

            

            	
              CD134 und CXCR4

            

            	
              Mechanismus nicht bekannt

            
          


          
            	
              Hepatitis-B-Virus

            

            	
              Hepadna-Viren

            

            	
              dsDNA/RT

            

            	
              L-Glykoprotein

            

            	
              Heparansulfat

            

            	
              Caveolin-abh. Endozytose

            
          

        
      


      Abkürzungen: ds = doppelsträngig; ss = einzelsträngig; + = positive Polarität; − = negative Polarität; RT = Reverse Transkriptase; gp = Glykoprotein; VP = Virionprotein; HA = Hämagglutinin; CAR = Coxsackie-Virus und Adeno-Virus-Rezeptor; TNFRSF14 = tumor necrosis factor-Rezeptor (Superfamily member 14); fTfR = Feliner Transferrin-Rezeptor; AChR = Acetylcholin-Rezeptor; NCAM1 = neural cell adhesion-Molekül 1; CCR5 = CC-motive-chemokine-Rezeptor 5; CXCR4 = CXC-motive-chemokine-Rezeptor 4.

    


    Aus Zellkulturexperimenten gingen viele verschiedene Rezeptoren hervor, die mit dem Tollwut-Virus (ein Rhabdo-Virus) Membran-Glykoprotein G interagieren und für das Attachment infrage kommen, einschließlich der Phospholipide, der Ganglioside, des Acetylcholin-Rezeptors, der neuronalen Zell-Adhäsionsmoleküle und des neuronalen Wachstumsfaktor-Rezeptors p75NTR. Es ist aber nicht klar, ob diese nur von den zellkulturadaptierten Viren benutzt werden können oder auch bei Wildtyp-Virusinfektionen in vivo eine Rolle spielen.[65] Grundsätzlich lässt sich die Frage, ob die in Zellkultur identifizierten Rezeptoren auch in vivo eine Rolle spielen, auch bei vielen anderen Viren stellen.


    Der Zellrezeptor für das HI-Virus ist das CD4-Molekül, ein Glykoprotein, das zur Gruppe der Immunglobuline gehört und mit dem viralen Glykoprotein gp120 interagiert. Es kommt auf der Oberfläche von verschiedenen Zellen des Immunsystems, einschließlich T-Helferzellen, Monozyten und Makrophagen vor. Die Interaktion mit CD4 führt zu einer konformationellen Änderung von gp120, wodurch die Bindung an einen Chemokin-Rezeptor (CCR5 oder CXCR4) ermöglicht wird (→ Kap. 3.5). Das Feline Immundefizienz-Virus (FIV) ist dem HI-Virus sehr ähnlich, auch bezüglich der Pathogenese. FIV verwendet jedoch nicht wie HIV CD4-Moleküle als Primärrezeptor, sondern CD134.


    Bei allen oben genannten Beispielen handelt es sich um behüllte Viren, bei denen die Interaktion mit dem Zellrezeptor über virale Membran-Glykoproteine erfolgt. Unbehüllte Viren binden mit ihren Kapsidproteinen an die Zellrezeptoren. Adeno-Viren z. B. binden über die «Knöpfe» am Ende des Fiberproteins an den Coxsackie- und Adeno-Virus-Rezeptor (CAR) auf der Zelloberfläche. CAR gehört ebenfalls zur Gruppe der Immunglobuline. Genau wie bei den Herpes-Viren ist auch bei den meisten Adeno-Viren diese erste Bindung nicht ausreichend, und eine weitere Bindung zwischen dem viralen Penton-Protein und α Integrin als Ko-Rezeptor ist für einen erfolgreichen Zelleintritt nötig. Dass der CAR-Rezeptor für das Attachment von Adeno-Viren und Coxsackie-Virus dient, wurde mit Kompetitionsexperimenten (→ Kap. 3.1) herausgefunden. Das Maul- und Klauenseuche-Virus (MKS-Virus, ein Picorna-Virus) ist genau wie das Adeno-Virus unbehüllt und bindet mit einer nach außen gerichteten Domäne der Kapsidproteine an Integrine auf der Zelloberfläche. Im Unterschied zum MKS-Virus bindet das Polio-Virus (ebenfalls ein Vertreter der Picorna-Viren) nicht mit einer nach außen gerichteten Domäne der Kapsidproteine an den Zellrezeptor (CD155), sondern mit einer Domäne, welche in einer Einbuchtung liegt.


    3.3 |Der Zelleintritt


    Die Plasmamembran ist nur für lipophile oder sehr kleine Moleküle, wie z. B. Wasser und Gase durchlässig; die Diffusion erfolgt dabei entlang eines Konzentrationsgefälles. Größere Moleküle, aber auch Ionen, werden mithilfe von Kanälen und Pumpen, welche durch Transmembranproteine gebildet werden, oder mittels Trägerproteinen transportiert. Die Aufnahme von Makromolekülen erfolgt durch Endozytose-Prozesse,[66] bei denen die Stoffe von einem Stück der Plasmamembran umschlossen und dabei internalisiert werden. Grob werden drei verschiedene Endozytose-Mechanismen unterschieden: Phagozytose, Pinozytose und rezeptorabhängige Endozytose. Die Phagozytose ist ein unspezifischer Prozess, bei dem relativ große, feste Partikel von 1–2 µm (z. B. Bakterien oder Zellbestandteile) durch Einschließen in die Plasmamembran in Phagosomen aufgenommen werden. Im Zytoplasma fusionieren die Phagosomen mit Lysosomen, danach werden die phagozytierten Partikel abgebaut. Pinozytose ist ein rezeptorunabhängiger und unspezifischer Endozytose-Mechanismus für die Aufnahme von kleinen Volumen flüssiger Stoffe und darin gelöster Substanzen. Bei den rezeptorabhängigen Endozytose-Mechanismen unterscheidet man ferner verschiedene rezeptorabhängige Endozytosen, so z. B. die Clathrinabhängigen, Caveolin-abhängigen, Clathrin- und Caveolin-unabhängigen Prozesse sowie die Makropinozytose. Die → Abb. 3-3 zeigt eine Übersicht der verschiedenen Zelleintritts-Mechanismen von Viren.


    Die zwei von Viren am häufigsten verwendeten Mechanismen, die rezeptorabhängige Endozytose und die Fusion einiger behüllter Viren direkt an der Zytoplasmamembran, werden weiter unten im Detail beschrieben. Unbehüllte Viren haben außer der Endozytose noch weitere Möglichkeiten, ins Zytoplasma zu gelangen, z. B. indem sie die Bildung einer Pore in der Zytoplasmamembran oder Endosomenmembran induzieren (z.B Picorna-Viren) oder bei Pflanzenviren durch Zell-Zell-Verbindungen (Plasmodesmata), Vektoren (z. B. Insekten) und Oberflächen-Abrasionen.


    Beim rezeptor- und Clathrin-abhängigen Endozytose-Mechanismus bindet das Virion zuerst an den spezifischen Zellrezeptor (→ Tab. 3-1 und → Abb. 3-4). Der Virion-Rezeptor-Komplex bewegt sich dann mithilfe des Aktin-Filaments (→ Kap. 3.4) entlang der Lipidmembran, bis er auf eine Invagination der Membran trifft, die an der Innenseite der Membran mit dem Protein Clathrin bedeckt ist («clathrin coated pit»). Die Invagination wird dann abgeschnürt und formt dabei das Clathrinbedeckte Vesikel («clathrin coated vesicle»), welches nun das Virion umschließt. Der Clathrin-Mantel geht nun verloren (das Clathrin wird zurück an die Plasmamembran transportiert), und die Vesikel fusionieren mit den sogenannten Frühen Endosomen. Das Lumen von Frühen Endosomen ist leicht sauer. Als Folge der Aufnahme von Protonen durch Protonenpumpen, die sich in der Membran der Vesikel befinden, wird das Lumen nun noch saurer. Dabei reifen die Frühen Endosomen (pH 6.0–6.5) zu Späten Endosomen (pH 5.0–6.0). Späte Endosomen fusionieren mit Lysosomen, welche verschiedene Enzyme für den Verdau von diversen Stoffen, einschließlich Kohlenhydraten, Proteinen, Nukleinsäuren und Lipiden enthalten. Die sich ändernden Bedingungen in den Transportvesikeln führen zu konformationellen Änderungen in viralen Strukturproteinen, welche das Verlassen des Transportvesikels und den Prozess der Freisetzung des viralen Genoms («uncoating», → Kap. 3.5) initialisieren. Die meisten Viren dringen von Frühen (z. B. Picorna-Viren) und Späten (z. B. Adeno-Viren) Endosomen ins Zytoplasma aus, einige wenige (z. B. Reo-Viren) von Lysosomen. Der pH-Wert spielt beim Freisetzungsprozess vieler Viren eine wichtige Rolle.


    
      [67]Abb.3-3|Übersicht: Zelleintritt von Viren. (A) Behüllte Viren können direkt mit der Zellmembran fusionieren oder durch rezeptorabhängige Endozytose ins Zytoplasma gelangen und dann im Zellinnern mit der Transportvesikelmembran fusionieren. (B) Unbehüllte Viren haben außer der rezeptorabhängigen Endozytose noch weitere Möglichkeiten, ins Zytoplasma zu gelangen; z. B. indem sie die Bildung von Poren in der Zytoplasmamembran oder nach der Endozytose in der Endosomenmembran induzieren. Pflanzenviren können außerdem durch Zell-Zell-Verbindungen (Plasmodesmata), Vektoren (z. B. Insekten) und Oberflächen-Abrasionen in die Zelle gelangen.
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      [68]Abb.3-4|Rezeptor- und Clathrin-abhängige Endozytose. Beim rezeptor- und Clathrinabhängigen Endozytose-Mechanismus bindet das Virion zuerst an den spezifischen Zellrezeptor. Der Virion-Rezeptor-Komplex bewegt sich dann mithilfe des Aktin-Mikrofilaments entlang der Zytoplasmamembran, bis er auf eine Invagination der Membran trifft, die auf der zytoplasmatischen Seite mit dem Protein Clathrin bedeckt ist («clathrin coated pit»). Die Invagination wird abgeschnürt und formt das «clathrin coated vesicle». Der Clathrin-Mantel geht daraufhin verloren und die Vesikel fusionieren mit Frühen Endosomen. Als Folge der Aufnahme von Protonen durch Protonenpumpen, die sich in der Membran der Vesikel befinden, wird das Lumen zunehmend saurer. Dabei reifen die Frühen Endosomen (pH 6.0–6.5) zu Späten Endosomen (pH 5.0–6.0). Späte Endosomen fusionieren mit Lysosomen. Viren dringen von Frühen oder Späten Endosomen ins Zytoplasma ein, einige wenige von Lysosomen.
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      [69]Abb.3-5|Zelleintritt von behüllten Viren: Beispiel Herpes-Viren. Herpes-Viren besitzen eine Lipidmembran und können direkt mit der Zellmembran fusionieren (A) oder durch rezeptorabhängige Endozytose ins Zytoplasma gelangen und dann im Zellinnern mit der Endosomenmembran fusionieren (B). Im Zytoplasma erfolgt der Transport des Kapsids resp. Virion-enthaltenden Transportvesikels mithilfe des Mikrotubuli-Zytoskeletts und Motorproteinen zum Zellkern.
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    [70]Die weitaus meisten Viren benutzen den rezeptor- und Clathrinabhängigen Endozytose-Mechanismus (z. B. Influenza-Viren, Adeno-Viren, Tollwut-Virus). Eine kleine Anzahl (z. B. einige Polyoma-Viren, Hepadna-Viren und Picorna-Viren) verwendet jedoch den rezeptor- und Caveolin- (oder «Raft»)-abhängigen Endozytose-Mechanismus. Dieser ist dem Clathrin-abhängigen Mechanismus ähnlich, benötigt aber Cholesterol, einen Hauptbestandteil von «rafts». Caveoli unterscheiden sich von den Clathrin-bedeckten Vesikeln durch ihre Form, die Abwesenheit von Clathrin und die Anwesenheit von Caveolin.


    Es gibt auch Viren, welche rezeptorabhängige und Caveolin- und Clathrin-unabhängige Endozytose (z. B. Reo-Viren, Circo-Viren) oder die Makropinozytose, einen weiteren Endozytosemechanismus für den Zelleintritt, benutzen (z. B. einige Pox-, Herpes- und Adeno-Viren). Bei der Makropinozytose werden virusinduzierte Membran-Extensionen gebildet, welche Virionen umschließen und damit internalisieren können.


    Einige behüllte Viren können direkt mit der Zellmembran an der Zelloberfläche fusionieren (z. B. Herpes-Viren, Pox-Vviren, HI-Virus). Ein Großteil der behüllten Viren gelangen jedoch ebenfalls durch rezeptorabhängige Endozytose ins Zytoplasma und fusionieren dann im Zellinnern mit der Endosomenmembran (z. B. Influenza-Viren, Borna-Viren, Tollwut-Virus). Herpes-Viren können je nach Zelltyp auf beide Arten in die Zelle eintreten, durch Fusion direkt mit der Plasmamembran oder durch rezeptorabhängige (Clathrin- und Caveolin-unabhängige) Endozytose und anschließender Fusion mit der Endosomenmembran (→ Abb. 3-5). Auch die Fusionen zwischen Virusmembran und Endosomenmembran wird durch die Interaktion zwischen viralen Membran-Glykoproteinen und spezifischen zellulären Rezeptoren reguliert. Die Interaktion zwischen den viralen Glykoproteinen und den Zellrezeptoren oder ein tiefer endosomaler pH-Wert führt oft zu einer konformationellen Änderung im Virusprotein, sodass die zwei Membranen nahe aneinander zu liegen kommen. In einem weiteren Schritt werden Wassermoleküle von der Membranoberfläche entfernt, sodass sich die beiden Membranen noch näher kommen (ca. 1 nm). Weitere Proteine werden rekrutiert und induzieren dann den Fusionsprozess.


    
      [71]Abb.3-6|Intrazellulärer Transport von Virionen und Viruskomponenten. (A) Aktin-Filamente ermöglichen zusammen mit Myosin-Motorproteinen den Transport in unmittelbarer Nähe der Zellmembran, und zwar nicht nur auf der zytoplasmatischen Seite, sondern auch auf der Zelloberfläche. (B) Die Mikrotubuli und die Motorproteine Kinesin und Dynein ermöglichen den Transport über weite Distanzen. Beide Transportmechanismen sind Energie (ATP)-abhängig und haben eine polarisierte Organisation (Minus-Ende, Plus-Ende). Die Bindung an die Motorproteine erfolgt entweder direkt oder via Zelleintrittsrezeptor an Virionkomponenten oder Transportvesikeln.
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    [72]3.4 |Der Transport von Virionen und Virusbestandteilen im Zytoplasma


    Nachdem die Virionen oder Virionbestandteile die Plasmamembran überwunden haben, müssen sie zum Ort der Replikation transportiert werden. Dieser Transport im Zytoplasma erfolgt nicht durch passive Diffusion, sondern entlang des Aktin- und Mikrotubuli-Zytoskeletts (→ Abb. 3-6). Aktin-Filamente ermöglichen dabei zusammen mit Myosin-Motorproteinen den Transport in unmittelbarer Nähe der Zellmembran (→ Abb. 3-6A), und zwar nicht nur im Zellinneren, sondern auch außerhalb, z. B. den Transport von Virion-Rezeptor-Komplexen zu «clathrin coated pits» vor dem Zelleintritt (→ Abb. 3-4 → Abb. 3-6A). Die Mikrotubuli und die Motorproteine Kinesin und Dynein ermöglichen den Transport über weite Distanzen (→ Abb. 3-6B). Beide Transportprozesse sind Energie (ATP)-abhängig. Mikrotubuli haben einen Durchmesser von ca. 10–20 nm und aufgrund der abwechslungsweisen Zusammensetzung aus alpha- und beta-Tubulin eine polarisierte Organisation. Das Minus-Ende (alpha-Tubulin) befindet sich im MOC («microtubule organizing center») in der Nähe des Zellkerns, das Plus-Ende (beta-Tubulin) an der Zellperipherie. Kinesine transportieren in Richtung Plus-Ende (es gibt jedoch Kinesin-ähnliche Moleküle, welche in die entgegengesetzte Richtung transportieren), Dyneine in Richtung Minus-Ende. Mikrotubuli können deshalb die Transportbedürfnisse von Viren nicht nur während des Zelleintritts, sondern, wie in → Kap. 6 ausführlich beschrieben, auch beim Zusammenbau von Virusnachkommen (Assembly) und beim Austritt aus der Zelle erfüllen.


    Je nach Zelleintrittsmechanismus, Endozytose oder Fusion an der Zytoplasmamembran, erfolgt der nachfolgende intrazelluläre Transport von Viren und Virusbestandteilen auf zwei verschiedene Arten, nämlich innerhalb von Vesikeln oder direkt im Zytoplasma (→ Abb. 3-6). Viele Virionen, welche durch Endozytose ins Zytoplasma gelangen und innerhalb von Endosomen transportiert werden, können nach der Freisetzung aus den Endosomen auch direkt mit den Motorproteinen interagieren und transportiert werden (z. B. Adeno-Viren, Herpes-Viren). Bei manchen Viren erfolgt die Bindung an die Motorproteine nicht direkt, sondern über den Zellrezeptor (z. B. Polio-Virus).


    3.5 |Die Freisetzung der viralen Nukleinsäure


    Virionen bezeichnet man als metastabil, weil sie außerhalb der Zelle relativ stabil sein müssen, um das Genom zu schützen, während sie[73] nach der Penetration aufgebrochen werden müssen, damit das virale Genom von zellulären und zum Teil viralen Synthesemechanismen abgelesen werden kann. Die Freisetzung des viralen Genoms ist bei den meisten Viren ein schrittweiser Prozess. Bei den behüllten Viren geht die Freisetzung von Kapsiden oder Nukleokapsiden in das Zytoplasma mit der Fusion zwischen der Virusmembran und der Zytoplasmamembran oder einer Transportvesikelmembran (Endosom oder Lysosom) einher (→ Abb. 3-5), und die Freisetzung des Nukleinsäuregenoms aus den Kapsiden erfolgt in einem nächsten Schritt. Bei den unbehüllten Viren, die normalerweise durch Endozytose in die Zelle gelangen, werden die Genome, nach Destabilisierung des Kapsids, entweder aus Transportvesikeln oder nach dem Andocken an die Kernporen («nuclear pore complex») freigesetzt. Im Folgenden werden fünf gut untersuchte Beispiele von Freisetzungsmechanismen beschrieben.


    a)Einige behüllte Viren (z. B. Herpes-Viren, Retro-Viren, Paramyxo-Viren) fusionieren bei neutralem pH-Wert direkt an der Zytoplasmamembran. Beim HI-Virus (einem Retro-Virus) z. B. führt die Bindung von Glykoprotein gp120 an den Zellrezeptor CD4 zu einer Strukturänderung des Glykoproteins, welche eine Chemokinrezeptor-Bindungsstelle in gp120 exponiert. Die Interaktion mit dem Chemokinrezeptor (CCR5 oder CXCR4) führt zu einer weiteren Strukturänderung, welche es dem N-terminalen Fusionspeptid des viralen Transmembranproteins gp41 ermöglicht, die Plasmamembran zu penetrieren. In der Folge bildet die extrazelluläre Domäne von gp41 einen Loop, welcher die Virus- und Zellmembran in unmittelbare Nähe bringt. Dies ermöglicht die Fusion der beiden Membranen und die Freisetzung des Nukleokapsids sowie der verschiedenen viralen Enzyme, welche für die Replikation erforderlich sind (→ Abb. 3-7).


    b)Das Prinzip der konformationellen Änderung, als Folge der Bindung an den Zellrezeptor, und die daraus resultierende Exposition eines Fusionspeptids wurde auch bei anderen behüllten Viren beschrieben, die direkt an der Plasmamembran fusionieren (z. B. Paramyxo-Viren). Virale Fusionsproteine haben oft eine sehr ähnliche Struktur, und zwar unabhängig davon, ob die Virusmembran mit der Zytoplasmamembran oder einer Transportvesikelmembran fusioniert. Bei behüllten Viren, die durch Endozytose in die Zelle eintreten, ist die konformationelle Änderung im Virusprotein-Zellrezeptor-Komplex jedoch meist pH-abhängig. Influenza-A-Viren z. B. binden via Interaktion zwischen dem viralen Hüllglykoprotein Hämagglutinin (HA) und dem Zellrezeptor Sialinsäure an die Zelloberfläche (→ Abb. 3-8). Während der rezeptor- und Clathrin-abhängigen Endozytose wird der Virus-Rezeptor-Komplex in das Endosom inter nalisiert. Wenn der pH-Wert im Endosom fällt, findet eine konformationelle Änderung im HA-Protein statt, worauf ein Fusionspeptid exponiert wird, welches die Fusion zwischen Virusmembran und Endosomenmembran ermöglicht. Protonen gelangen durch eine aus viralen M2-Proteinen gebildete Pore vom Endosom ins Innere des Virions. Dies ermöglicht es, dass sich das virale M1-Protein nach der Fusion der beiden Membranen von den Ribonukleoproteinsegmenten ablösen kann. Dieser Schritt ist nötig, weil M1 sonst den Kernimport der Ribonukleoproteinsegmente verhindern würde. Letztere können schließlich mithilfe eines Zellkernlokalisierungssignals, welches sich auf dem Nukleoprotein (NP) befindet, in den Kern transportiert werden. Das M1-Protein hat eine wichtige Funktion in einem späteren Schritt der Virusreplikation, da dessen Interaktion mit den neu synthetisierten Ribonukleoproteinsegmenten die Bindung eines weiteren viralen Proteins (NEP) ermöglicht, welches ein Zellkernexport-Signal besitzt und den Transport der Ribonukleoproteinsegmente ins Zytoplasma vermittelt (→ Kap. 3.6).


    
      [74]Abb.3-7|Fusion der HIV-Lipidmembran mit der Zytoplasmamembran. Die Bindung des viralen Transmembran-Glykoproteins gp120 an den Zellrezeptor CD4 führt zu einer Strukturänderung von gp120, sodass eine Chemokinrezeptor-Bindungsstelle des Proteins exponiert wird. Die Interaktion mit dem Chemokinrezeptor (CCR5 oder CXCR4) führt zu einer weiteren Strukturänderung, welche es dem N-terminalen Fusionspeptid des Transmembran-Glykoproteins gp41 ermöglicht, die Zytoplasmamembran zu penetrieren. In der Folge bildet die extrazelluläre Domäne von gp41 einen Loop, welcher die Virus- und Zytoplasmamembran in unmittelbare Nähe bringt und damit die Fusion der beiden Membranen einleitet.
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      [75]Abb.3-8|Zelleintritt und Uncoating beim Influenza-A-Virus. Influenza-A-Viren binden via Interaktion zwischen dem viralen Hüllglykoprotein Hämagglutinin (HA) und dem Zellrezeptor Sialinsäure an die Zelloberfläche. Während der rezeptor- und Clathrin-abhängigen Endozytose wird der Virus-Rezeptor-Komplex in das Endosom internalisiert. Wenn der pH-Wert im Endosom fällt, findet eine konformationelle Änderung im HA-Protein statt, worauf ein Fusionspeptid exponiert wird, welches die Fusion zwischen Virusmembran und Endosomenmembran ermöglicht. Protonen gelangen durch eine aus viralen M2-Proteinen gebildete Pore vom Endosom ins Innere des Virions. Dies ermöglicht, dass sich das virale M1-Protein von den Ribonukleoproteinsegmenten ablösen kann und Letztere in den Zellkern transportiert werden.
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      [76]Abb.3-9|Zelleintritt und Uncoating bei Adeno-Viren. Adeno-Viren gelangen durch rezeptorabhängige Endozytose ins Zytoplasma. Bei abnehmendem pH-Wert im Endosom werden die Kapside instabil, worauf sich die Strukturproteine schrittweise vom Virion ablösen. Eines dieser Strukturproteine, das Protein VI, bewirkt die Auflösung der Endosomenmembran. In der Folge erhalten die destabilisierten Kapside Zugang zum Zytoplasma, wo sie an Motorproteine des Mikrotubuli-Zytoskeletts binden und zu den Kernporen transportiert werden. Die Interaktion mit Kernporenproteinen und anderen zellulären Proteinen trägt dann zum weiteren Aufbrechen der Kapside bei. Die freigesetzten Genome können nun durch die Kernporen in den Zellkern importiert werden.
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    [77]c)Die meisten unbehüllten Viren gelangen durch Endozytose in die Zelle. Die Freisetzung des Nukleinsäuregenoms kann, wie die drei folgenden Beispiele illustrieren, auf verschiedene Arten ablaufen. Bei den Adeno-Viren erfolgt die Penetration der Plasmamembran durch rezeptorabhängige Endozytose (→ Abb. 3-9). Während der Reifung und des Transports des Endosoms in Richtung Kernmembran, werden die Kapside bei abnehmendem pH-Wert zunehmend instabil, wodurch sich die Strukturproteine schrittweise vom Virion ablösen. Eines dieser Strukturproteine, Protein VI, spielt eine aktive Rolle bei der Auflösung der Endosomenmembran. In der Folge erhalten die destabilisierten Kapside Zugang zum Zytoplasma, wo sie an Motorproteine des Mikrotubuli-Zytoskeletts binden und zu den Kernporen transportiert werden. Die Interaktion mit Kernporenproteinen und anderen zellulären Proteinen trägt dann zum weiteren Aufbrechen der bereits destabilisierten Kapside bei. Die freigesetzten Genome können nun durch die Kernporen in den Zellkern importiert werden.


    d)Einige Picorna-Viren (z. B. Polio-Virus) können mithilfe des viralen VP4-Proteins Poren in der Endosomenmembran bilden, durch welche das virale Genom ins Zytoplasma gelangt, wo die Replikation stattfindet. Bei anderen Picorna-Viren (z. B. dem Maul- und Klauenseuche-Virus) wird das Kapsid durch den fallenden pH-Wert im Endosom aufgelöst. Wie das virale Genom dann ins Zytoplasma gelangt, ist aber nicht bekannt.


    [78]e)Das SV40-Virus (ein Polyoma-Virus) hat einen etwas ungewöhnlichen Freisetzungs-Mechanismus. Es bindet an MHCI-Proteine und GM1-Gangliosid auf der Zelloberfläche und wird durch Caveolinabhängige Endozytose internalisiert. Anschließend gelangt das Virion vom späten Endosom nicht ins Zytoplasma, sondern ins Endoplasmatische Retikulum. Dort wird es partiell aufgelöst und weiter zum Zellkern transportiert.


    3.6 |Der Import der viralen Nukleinsäure in den Zellkern


    Die Genomreplikation einiger RNA-Viren (Retro-Viren und Orthomyxo-Viren) sowie aller DNA-Viren, außer Pox-Viren und Asfar-Viren, findet im Zellkern statt. Damit diese Genome das richtige Zellkompartiment erreichen, muss außer der Zytoplasmamembran auch noch die Kernmembran überwunden werden. Einige Retro-Viren (Gamma-Retro-Viren) haben eine recht einfache Strategie entwickelt, um dieses Problem zu lösen. Sie gelangen in den Zellkern, wenn die Kernmembran während der Zellteilung aufgelöst wird (→ Abb. 3-10). Mitotisch inaktive Zellen können somit zwar nicht infiziert werden, dies scheint aber für diese Viren keinen Nachteil zu bedeuten. Bei den anderen Viren erfolgt der Import der viralen Genome durch die Kernporen, allerdings mit unterschiedlichen Mechanismen, wie in den folgenden drei Beispielen gezeigt wird (→ Abb. 3-10).


    ▶Bei Influenza-Viren findet das «Uncoating» bereits im Zytoplasma statt (→ Kap. 3.5). Hier sind die Ribonukleoproteinsegmente klein genug, damit sie durch die Kernporen importiert werden können. Dies gelingt, weil eine Komponente des Ribonukleoproteins, das NP-Protein, ein Zellkernlokalisierungssignal besitzt und deshalb in der Lage ist, das gebundene RNA-Genomsegment in den Kern hineinzuschleusen.


    ▶Herpes-Virus-Kapside binden an die Kernporen und entlassen die virale DNA durch ein Portal im Kapsid, welches von einem Dodecamer des UL6-Proteins gebildet wird. An der Interaktion mit den Kernporen-Protein-Komplexen ist das Kapsidprotein UL25 beteiligt.


    ▶Beim Adeno-Virus wiederum wird das Kapsid bei der Interaktion mit Kernporenproteinen vollständig aufgebrochen, und die virale DNA kann durch die Kernporen ins Kernlumen gelangen. Parvo-Viren sind sehr klein und könnten die Kernporen theoretisch passieren; es ist aber nicht bekannt ob die Freisetzung der Parvo-Virus-Genome im Zellkern überhaupt stattfinden kann.


    
      [79]Abb.3-10|Import der viralen Nukleinsäure in den Zellkern. (A) Gamma-Retro-Viren gelangen während der Zellteilung in den Zellkern, wenn die Kernmembran aufgelöst ist. (B–D) Bei den anderen Viren erfolgt der Import der viralen Genome durch die Kernporen; bei Influenza-Viren mithilfe von Zellkernlokalisierungssignalen auf den Ribonukleoprotein-Fragmenten (B). Herpes-Virus-Kapside binden an die Kernporen und entlassen die virale DNA durch ein Portal im Kapsid, welches von einem Dodecamer des UL6-Proteins gebildet wird (C). Das Adeno-Virus-Kapsid wird bei der Interaktion mit Kernporenproteinen und anderen zellulären Proteinen vollständig aufgebrochen, wodurch die virale DNA durch die Kernporen ins Kernlumen gelangen kann (D).
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    [80]Der genaue Mechanismus, der den Kernimport von viralen Nukleinsäuren steuert, ist nicht bekannt. Der Kernimport von Proteinen ist dagegen sehr gut untersucht und gilt als effizienter Prozess. Für den Transport in den Kern benötigen Proteine einzig ein sogenanntes Zellkern-Lokalisierungssignal (nls, «nuclear localisation signal»). Auch Proteine, die selbst kein Zellkern-Lokalisierungssignal besitzen, sowie andere Makromoleküle können in den Kern transportiert werden, wenn sie an Proteine binden, die ein solches Signal haben.
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    [81]|4Nukleinsäuresynthese


    Inhalt


    
      4.1Virale Genome


      4.2Virus und Wirt


      4.3RNA-Synthese bei DNA-Viren


      4.4DNA-Synthese bei DNA-Viren


      4.5RNA-Synthese bei RNA-Viren


      4.6Reverse Transkription


      Virale Genome kodieren die Anleitungen dafür, wie Virionen zusammengebaut werden und wie die Viren mit ihren Wirten interagieren können. Die auf den Genomen gespeicherte Information muss in funktionelle Einheiten (Proteine) umgewandelt werden, aber auch vervielfältigt, um den Nachkommenviren dieselbe Information (Genome) weiterzugeben. So hat die Nukleinsäuresynthese bei Viren zwei grundlegend verschiedene Funktionen: Die Synthese zur Produktion der Arbeitskopie (Genexpression, Proteinsynthese) und die Synthese zur Replikation der Speicherform (Genomreplikation). Dieses Kapitel beschreibt die Vielfalt der Strategien der Viren, diese beiden Funktionen zu bewerkstelligen. Die Vielfalt ist durch die Existenz der vielen Formen viraler Genome gegeben.

    


    4.1 |Virale Genome


    Genome können als die biologische Speicherform von Bauplänen für biologische Einheiten betrachtet werden. Da sich biologische Einheiten vermehren, müssen auch die Baupläne kopiert werden um von den Nachkommen wieder als solche verwendet werden zu können. Für die Synthese von Proteinen braucht es RNA-Transkripte des Genoms als Zwischenprodukte, welche von den Ribosomen in Proteine übersetzt[82] werden. Es müssen also auch die viralen Genome repliziert und transkribiert werden.


    Anders als bei organismischen Genomen zeigen virale Genome eine größere Vielfalt von Strukturen, Formen und chemischen Zusammensetzungen. Gemäß der Baltimore-Klassifikation werden die Viren aufgrund folgender Kriterien in sieben Genom-Gruppen eingeteilt: DNA-oder RNA-Viren, doppelsträngig (ds) oder einzelsträngig (ss), positiv (+) oder negativ (−) und vorhandene oder nicht vorhandene Reverse Transkriptaseaktivität (→ Kap. 2, Abb. 2-4).


    4.2 |Virus und Wirt


    Viren kann man als intrazelluläre Parasiten definieren. Der Grad des viralen Parasitismus ist je nach Virus mehr oder weniger ausgeprägt. Ausnahmslos alle Viren engagieren die Proteinsynthesemaschinerie, den Energiestoffwechsel und die Lipidsynthese der Wirtszellen. Viele Viren sind aber noch auf weitere Funktionen der Wirtszelle angewiesen, z. B. RNA- und DNA-Synthese. Zellen können weder RNA von einer RNA-Vorlage noch DNA von einer RNA-Vorlage, sondern nur RNA von einer dsDNA abschreiben; dies gelingt zudem immer nur im Zellkern. Aufgrund ihrer Abhängigkeit von Wirtszellmechanismen, kann man Viren auf einer Skala einreihen. Am einen Ende der Skala sind jene Viren angesiedelt, die nur die Proteinsynthese, die Energie und die Lipide der Wirtszelle parasitieren, am anderen Ende jene, die auch für die Genomreplikation und Transkription von der Wirtszelle abhängig sind. Je ähnlicher das virale Genom dem der Wirtszelle ist, desto stärker kann sich das Virus für die Replikation auf die Ressourcen des Wirtes verlassen. Die meisten DNA-Viren können im Gegensatz zu RNA-Viren die Transkription von der Wirtszelle ausführen lassen, müssen diese aber so beeinflussen, dass ihre mRNAs auch synthetisiert werden. Hingegen organisieren viele RNA-Viren ihre Transkription selbst und können mit geeigneten Mitteln die zelluläre Transkription hemmen, ohne sich dadurch direkt einen Nachteil zu verschaffen. Viren, die viele Funktionen für ihre Replikation selber mit sich bringen, können also die Wirtszelle stärker beeinflussen und müssen sich weniger auf den Wirt verlassen.


    Viren benötigen Enzyme, um ihre Nukleinsäuren zu kopieren, wobei «kopieren» hier im generellen Sinne als Transkription und auch Replikation verstanden wird. Vier verschiedene Enzyme/Enzymklassen können dabei unterschieden werden: (a) DNA-abhängige-DNA- (DdD-), (b) DNA-abhängige-RNA- (DdR-), (c) RNA-abhängige-RNA- (RdR-)[83] und (d) RNA-abhängige-DNA- (RdD) Polymerasen; (d) werden meist als Reverse Transkriptasen (RT) bezeichnet. Die DdD- und DdR-Polymerasen werden vor allem von den DNA-Viren und die RdR-Polymerasen von den RNA-Viren benötigt. Eine RT-Aktivität findet man nur bei Retro- und Hepadna-Viren. In den Wirtszellen existieren aber nur DdD- und DdR-, nicht aber RdR- und RdD-Polymeraseaktivitäten. Daher müssen Viren, die eine solche Enzymaktivität für ihren Replikationszyklus benötigen, in ihrem Genom für die entsprechenden Enzyme kodieren. Doppelsträngige und (−)RNA-Viren sowie DNA-Viren, die im Zytoplasma replizieren, müssen diese Polymerasen zusätzlich sogar als Bestandteil des Virions mit in die Zelle hineinbringen.


    Box 4.1


    
      Box 4-1: Virale Kompartimente


      Viele Viren bilden spezielle «virale Fabriken», in denen sie ihre Nachkommenviren bilden. Die Viroplasmen sind elektronendichte Einschlüsse, welche von Reo-, Pox- und Asfar-Viren gebildet werden. Spherulen sind Invaginationen an Endosomen, Lysosomen, Endoplasmatischem Retikulum (ER) oder Mitochondrien. Doppelmembranvesikel (DMV) sind Strukturen aus ER- oder Golgimembranen, welche von Picorna-, Arteri- und Corona-Viren gebildet werden (→ Appendix). Neben dem Vorteil der örtlichen Konzentration von viralen Bausteinen, sind in diesen Kompartimenten die dsRNAs, als Zwischenprodukte der viralen RNA-Synthese, vor TLRs und anderen wahrnehmenden Bestandteilen des Immunsystems versteckt (→ Kap. 9).

    


    Die Nukleinsäuresynthese (RNA- und DNA-Synthese) kann in die drei Schritte Initiation, Elongation und Termination aufgeteilt werden. Bei jedem dieser Schritte sind Proteine beteiligt, die den Prozess regulieren. Ob eine Synthese stattfindet, wird bei der Initiation reguliert. Die Elongation wird üblicherweise so lange aufrechterhalten, bis die Termination eingeleitet wird. Dabei werden spezifische Sequenzen auf den Nukleinsäurevorlagen von Proteinen erkannt, und die Synthese wird abgebrochen.


    4.3 |RNA-Synthese bei DNA-Viren


    Zelluläre Transkription


    Die RNA-Synthese von einer dsDNA als Vorlage beginnt an der sogenannten Transkriptionskontrollregion (→ Abb. 4-1). Eine solche besteht aus dem Minimalpromoter («core promoter») sowie lokalen und entfernten[84] Regulationssequenzen. Der Minimalpromoter setzt sich aus der TATA-Box und der Initiatorsequenz zusammen. Der korrekte Start der Transkription durch RNA-Pol II wird durch den Minimalpromoter kontrolliert. An ihn bindet zuerst TBP («TATA binding protein»), welches zu den sogenannten allgemeinen Transkriptionsfaktoren (TfII) gehört. Dann bildet sich an der DNA, nach Bindung von anderen allgemeinen TfIIs (TfIIa, b, d, e, f, und h) und der RNA-Pol II, der sogenannte Präinitiationskomplex. Einige der Proteine in diesem Komplex besitzen eine Helikase-Aktivität, welche die DNA aufwindet, um die Transkription zu ermöglichen. Eine basale Transkription kann mit den Proteinen des Präinitiationskomplexes zwar initiiert werden, aber erst durch Bindung von weiteren spezifischen Tfs (→ Tab. 4-1) an die Regulationssequenzen wird die Transkription effizient. Diese Tfs und die Zusammensetzung ihrer Bindungssequenzen auf der DNA sorgen für die eigentliche Kontrolle der Transkription. Die Bindung von weiteren Proteinen an die entfernten Regulationssequenzen («enhancer» und «silencer») kann die Transkription bis tausendfach erhöhen oder aber faktisch abschalten. Tfs, welche die Transkriptionrate erhöhen, nennt man Aktivatoren, solche, die sie hemmen, Repressoren.


    
      Abb.4-1|Die Promoterstruktur. Ein minimaler Promoter setzt sich aus TATA-Box und Initiatorsequenz zusammen. Diese Motive auf der DNA-Sequenz erlauben die Transkription von RNA. Lokale und entfernte Regulationssequenzen bestimmen die Menge und den Zeitpunkt der Transkription. Der Startpunkt der RNA-Synthese ist mit +1 markiert.
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    Box 4.2


    
      Zelluläre RNA Polymerasen


      Im Zellkern von Eukaryoten gibt es drei verschiedene DdR-Polymerasen (Pol). Die RNA-Pol I synthetisiert pre-rRNA. Die pre-rRNA werden nach dem Prozessieren Bestandteile der Ribosomen, die aus vier rRNA-Spezies und 82 Proteinen aufgebaut sind. Die RNA-Pol II synthetisiert pre-mRNA, pre-miRNA und snRNA, und die RNA-Pol III pre-tRNA, 5S rRNA und U6 snRNA. Die pre-mRNA ist ungespleißte mRNA mit Cap-Struktur aber ohne poly-A-Schwanz, die miRNA wirken bei der RNA Interferenz mit und die snRNAs sind beim Spleißvorgang der pre-mRNA beteiligt. RNA-Polymerasen sind Holoenzyme (Proteinkomplexe) bestehend aus bis zu 40 einzelnen Proteinen. Die meisten viralen RNA-Spezies von DNA-, Retro-, und Hepadna-Viren werden von RNA-Pol II synthetisiert.

    


    
      [85]Tab.4-1|Auswahl von zellulären Transkriptionsfaktoren


      
        
          
          
          
        

        
          
            	
              Abkürzung

            

            	
              Ganzer Name

            

            	
              Charakteristik

            
          


          
            	
              Ap-1

            

            	
              Activator protein 1

            

            	
              Reagiert auf Stimuli wie Zytokine und Wachstumsfaktoren

            
          


          
            	
              E2F

            

            	
              E2 factor

            

            	
              Regulation des Zellzyklus

            
          


          
            	
              Nf-xB

            

            	
              Nuclear factor x-appa B

            

            	
              Beteiligt an der Regulation von Immunantwort, der Zellproliferation und des Zelltods

            
          


          
            	
              0ct-1

            

            	
              Octamer-binding protein 1

            

            	
              Interaktion mit HSV-1 VP16

            
          


          
            	
              Sp1

            

            	
              Stimulatory protein 1

            

            	
              Bindet an Papilloma-Virus-Promoter

            
          


          
            	
              Myc

            

            	
              Myelocytomatosis oncogen

            

            	
              Beteiligt an der Zellzyklusregulation, Apoptose und Zelltransformation

            
          


          
            	
              STAT

            

            	
              Signal transducer and activator of transcription

            

            	
              Aktiviert durch JAK. Involviert in die Regulation von Zelldifferenzierung und Wachstum

            
          

        
      

    


    Enhancer sind spezifische Sequenzen auf der DNA, an welche Proteine binden und mit Komponenten des Initiationskomplexes interagieren (→ Abb. 4-2). Sie setzen sich aus Enhancerelementen zusammen. Eine Ansammlung von mehreren, auch gleichen Enhancerelementen fördert die Transkription. Die Enhancer sind manchmal einige Kilobasen stromaufwärts oder stromabwärts von den Transkriptionsinitiationsstellen entfernt. Entfernung und Orientierung spielen für ihre Aktivität meist keine Rolle. Man stellt sich eine Schlaufe («loop») in der DNA vor, die durch die Bindung gebildet wird.


    Es gibt weitere Kofaktoren und Proteine oder Proteinkomplexe, welche die Transkription beinflussen. Diese binden aber nicht direkt an die DNA, sondern an Proteine, welche an die DNA gebunden sind.


    Transkription bei dsDNA-Viren (Baltimore I)


    Die meisten DNA-Viren nutzen die Ähnlichkeit zum Wirtsgenom aus, um ihre Gene von den Enzymen der Wirtszelle transkribieren zu lassen. Sie tragen auf ihren Genomen geeignete Promotersequenzen, welche Bindungsstellen für zelluläre Tfs tragen. Es bilden sich Präinitiationskomplexe mit allgemeinen TfIIs und RNA-Polymerase II sowie[86] Regulationssequenzen auf der viralen DNA, die von zellulären und/ oder viralen Tfs und Kofaktoren gebunden werden. Diese Interaktionen ermöglichen dann die Transkription. Die Pox- und Asfar-Viren bilden eine Ausnahme unter den DNA-Viren, da deren Replikationszyklus vollständig im Zytoplasma stattfindet, wo zelluläre Enzyme für Nukleinsäuresynthese fehlen. Diese Viren müssen daher ihre eigene DdR-Polymerase mit sich bringen, welche den zellulären Enzymen für die Nukleinsäuresynthese strukturell und funktionell sehr ähnlich sind.


    
      Abb.4-2|Die Initiation der Transkription. An die DNA angelagerte generelle Transkriptionsfaktoren (TfIIs) und die DNA-abhängige RNA-Polymerase II (DdR-Pol II) bilden den Initiationskomplex. Weitere spezifische Transkriptionsfaktoren (Tfs) binden an lokale und entfernte Regulationssequenzen. Die an entfernte Enhancer bindenden Faktoren bilden durch ihre Interaktion mit dem Initiationskomplex eine Schlaufe in der DNA.
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    Transkription bei ssDNA-Viren (Baltimore II)


    Nicht nur die dsDNA-Viren nutzen die Transkription der Wirtszellen, sondern auch ssDNA-, Retro- und Hepadna-Viren. Da ssDNA nicht direkt transkribiert werden kann, müssen die Genome von ssDNA-Viren nach Eintritt in den Zellkern zuerst von zellulären Enzymen in dsDNA überführt werden. Danach sind die viralen Genome dem zellulären Genom genug ähnlich, damit sie mithilfe der zellulären DdR-Polymerasen in mRNA umgeschrieben werden können


    Regulation der Genexpression von DNA-Viren


    Die Initiation der Expression viraler Gene wird durch zelluläre und virale Tfs kontrolliert Das Vorhandensein von proteinspezifischen Bindungsstellen in den Promotersequenzen und/oder zellulären und viralen Tfs erlauben den Viren eine kontrollierte zell- und organspezifische Expression ihrer Gene zum optimalen Zeitpunkt im Replikationszyklus. Durch spezifische Anordnung von Promotersequenzen und kodierenden[87] Sequenzen können Autoregulationsschlaufen und Transkriptionskaskaden organisiert werden (→ Abb. 4-3).


    Wenn eine proteinkodierende Sequenz für ein Tf unter der Kontrolle eines Promoters ist, der durch ebendiesen Tf reguliert wird, spricht man von einer Autoregulationsschleife. Eine Autoregulationschleife ist positiv oder negativ falls die Transkription aktiviert oder reprimiert wird. Die Expression eines oder mehrerer viraler Proteine kann amplifizert werden, indem die Promoter der betreffenden Gene die entsprechenden Regulationssequenzen tragen.


    
      Abb.4-3|Regulationsschlaufen. (A) Autoregulationsschlaufen. Durch die Anordnung von Tf-Bindungsstellen in Promotoren der viralen Tf-Gene, wird die Expression dieser Faktoren selbst reguliert. Die Transkription kann dadurch induziert oder reduziert werden. (B) Durch die Kontrolle viraler Tfs und die Organisation von Tf-Bindungsstellen kann die Expression von viralen Genen in organisierte Gruppen unterteilt werden. Die Expression eines viralen Tf (Protein X) wird induziert. Dieser Tf induziert dann entweder die Expression eines (in der Figur dargestellten Protein Y) oder mehrerer viraler Proteine.
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    [88]Viele Viren exprimieren ihre Gene in sogenannten Transkriptionskaskaden (→ Abb. 4-4). Gruppen von Genen werden zusammen aktiviert beziehungsweise reprimiert. Je nach Stand des Infektionszyklus erscheinen gewisse Proteine in der Zelle und andere verschwinden. Das ergibt insofern Sinn, als dass sich die Bedürfnisse der Viren im Laufe der Infektion verändern. So muss sich ein Virus erst in der Zelle etablieren, dann sein Genom vervielfältigen und schließlich seine Strukturproteine für Nachkommenviren bereitstellen. Die Expression der Strukturproteine ergibt in der ersten Phase keinen Vorteil. Ebenso sind nach Etablierung in der Wirtszelle bestimmte virale Proteine nicht mehr nötig. Die Expression eines Schlüsselproteins führt jeweils zum nächsten Schritt des Replikationszyklus, während dem eine Gruppe von Proteinen von meist ähnlicher Funktion gleichzeitig exprimiert wird.


    Polyoma-Viren besitzen relativ kleine, kompakte DNA-Genome, welche weder eine DdD-Polymerase für die Genomreplikation noch eine DdR-Polymerase für die Transkription kodieren. Beide Funktionen werden von zellulären Enzymen ausgeführt. Es ist also wichtig, dass die Nukleinsäuresynthese bei Polyoma-Viren mit spezifischen Promotoren reguliert werden. Der Replikationszyklus von SV40 wird in eine E- (Early) und eine L- (Late) Phase unterteilt. Die E-Phase wird durch Expression von LTAg (Large T Antigen) beendet. Es inhibiert die Synthese von E-Genen und aktiviert die Synthese von DNA und L-Genen.


    In Adeno-Virusinfizierten Zellen wird E1A exprimiert, das die Synthese der E-Gene aktiviert. Das E-Protein E2 aktiviert anschließend die DNA-Synthese. Die DNA-Synthese wiederum aktiviert die Transkription der L-Gene. IVa und L4 aktivieren die Transkription gewisser Major L-Gene. Neben dieser Art der Regulation benützen Adeno-Viren auch noch posttranskriptionelle Mechanismen, um ihre Proteinexpression zu kontrollieren (→ Kap. 5).


    HSV-1 Virionen bringen in ihrem Tegument das VP16-Protein in den Zellkern hinein. Dieses Protein aktiviert die IE (Immediate Early) Genexpression. Die beiden Proteine ICP0 (Infected Cell Protein 0) und ICP4 sind Transkriptionsregulatoren. ICP4 inhibiert die Transkription von IE-Genen, und zusammen mit ICP0 aktiviert es die Transkription von E- und L-Genen. VP16 besitzt keine DNA-Bindungsdomäne und bindet deshalb nicht direkt an DNA. Zwei zelluläre DNA-Bindungsproteine sind an der Aktivierung von VP16 beteiligt, der Transkriptionsaktivator Oct1 (Octamer-binding protein 1) und Hcf (Host cell factor).


    
      [89]Abb.4-4|Transkriptionskaskaden. Polyoma- Adeno-, Herpes- und andere Viren organisieren ihre Genexpression in Transkriptionskaskaden. Bei Polyoma-Viren ist der Regulator das LT-Protein. Dieses frühe Protein hemmt seine eigene Genexpression, fördert die Expression der späten Gene (VP1-3) und induziert die virale DNA-Synthese. Das IE-Protein E1A von Adeno-Viren induziert die Expression des frühen E2-Proteins. Dieses wiederum erlaubt die virale DNA-Synthese, welche die Expression der späten Proteine IVa2 und L4 einleitet. Das im Virion mitgebrachte VP16-Protein von Herpes-Viren induziert die Expression der IE-Proteine ICP0 und ICP4. ICP4 inhibiert die IE-Genexpression, und ICP0 induziert die E-Genexpression, darunter auch die der Replikationsproteine, welche die DNA-Synthese einleiten und den Übergang zur L-Phase ermöglichen.
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    VP16 und Hcf vereinen sich in einem Proteinkomplex. Dadurch wird die Konformation von VP16 verändert, und der Komplex kann an Oct1 binden. Oct1 bindet an die Konsensussequenz GARAT, welche in allen HSV-1-IE-Promotern vorkommt.


    4.4 |DNA-Synthese bei DNA-Viren


    Virale und zelluläre Replikationsproteine


    Da alle DNA-Polymerasen-Nukleotide nur am 3’-Ende eines Polynukleotidstrangs anhängen können, kann die Synthese des DNA-Doppelstrangs nur auf einem Strang kontinuierlich erfolgen. Auf dem anderen[90] Strang muss mit einem diskontinuierlichen Prozess kopiert werden. Die diskontinuierliche DNA-Synthese produziert viele kurze Fragmente (Okazaki-Fragmente). Als Primer für die DNA-Synthese dienen kurze RNA-Moleküle. Bei linearen DNA-Molekülen hinterlässt die Entfernung des RNA-Primers am 5‘-Ende eine Lücke. Die Replikation von dsDNA wird deshalb als semikontinuierlich bezeichnet. Die Replikation der zellulären DNA wird an bestimmten Stellen des Genoms begonnen. Diese Replikationsursprünge («origins of replication») sind definierte DNA-Sequenzabschnitte, an welche Multiproteinkomplexe binden und die DNA-Synthese initiieren. Bevor die DNA repliziert werden kann, muss die Doppelhelix jedoch durch Helikasen entwunden werden. Um diese Konformation zu stabilisieren, binden spezielle Proteine («singlestrand DNA binding protein», SSB) an die Einzelstrangabschnitte. Viele Viren kodieren für Helikasen und SSB-Proteine.


    Virale DNA-Replikation


    Die Strategien für die Genomreplikation von DNA-Viren mit großen Genomen unterscheiden sich von jenen mit kleinen Genomen. Bedingt durch die Genomgröße, können große DNA-Viren für viruseigene DdD-Polymerasen und meist auch für Enzyme des Nukleotidstoffwechsels sowie Helikasen und DNA-Bindungsproteine kodieren. Die Genome der kleinen DNA-Viren hingegen haben limitierte Kodierungskapazität. Diese Viren engagieren entsprechend die wirtsspezifische DdD-Polymerase. Als Konsequenz können die kleinen DNA-Viren nur replizieren, wenn sich die Wirtszelle in der S-Phase des Zellzyklus befindet, weil dann DdD-Polymerasen in ausreichender Konzentration vorhanden sind. Viele solche Viren exprimieren deshalb Proteine, welche den Zellzyklus zu ihrem Vorteil beeinflussen. In manchen Fällen führt aber eine solche Beeinflussung zu Fehlprogrammierung und kann in seltenen Fällen im Wirtsorganismus zu Krebs führen (→ Kap. 7).


    Mechanistisch kann man zwei Synthesearten (→ Abb. 4-5) für die Replikation von viraler DNA unterscheiden: Viele Viren duplizieren ihre DNA mit einem Mechanismus, der ähnlich ist wie jener der Zellen. Es bilden sich Replikationsgabeln, die sich bidirektional auseinanderbewegen. Auf dem einen Strang («leading strand») einer solchen Replikationsgabel findet jeweils eine kontinuierliche DNA-Synthese statt. und auf dem anderen Strang («lagging strand») eine diskontinuierliche. Bei der anderen Art der DNA-Replikation findet ein Strangverdrängen («strand displacement») statt. Die Polymerase bewegt sich entlang dem Vorlagestrang und löst dabei den zweiten Nichtvorlagestrang ab. Je nach Virus, wird dieser Nichtvorlagestrang dann mit diskuntinuierlicher DNA-Synthese oder einem anderen Mechanismus auch repliziert.


    
      [91]Abb.4-5|Die DNA-Synthese. Virale DNA wird entweder durch Strangverdrängung oder wie die zelluläre DNA durch Bildung einer Replikationsgabel synthetisiert.


      [image: ]

    


    Die Replikationsursprünge von doppelsträngigen DNA-Viren haben einige gemeinsame Eigenschaften. Eine AT-reiche Sequenz und flankierende Sequenzen mit Bindungsstellen für Replikationsproteine. Die AT-Basenpaare können einfacher durch Helikasen aufgelöst werden als GC-Basenpaare. An die Replikationsproteinbindungsstellen werden die für die DNA-Synthese notwendigen Proteine und Proteinkomplexe rekrutiert.


    Ein Protein als Primer für die DNA-Replikation


    Adeno-Viren haben eine lineare dsDNA von zirka 35–40 kbp Länge als Genom. Dieses kodiert für eine virale DdD-Polymerase sowie für ein SSB-Protein. An beiden Genomenden ist kovalent ein TP («terminal protein») gebunden. Das pTP («preterminal protein») und die virale DdD-Polymerase lagern sich als Präinitiationskomplex zusammen, binden ans Ende der viralen DNA, das pTP wird in TP umgewandelt und die Polymerase beginnt die Synthese. Die DNA-Replikation wird bei Adeno-Viren also durch ein Protein geprimt. Der Komplementärstrang wird fortlaufend vom neu entstehenden Doppelstrang weggedrängt und mit dem SSB-Protein E2 gebunden. Es entsteht eine dsDNA, an deren beiden Enden sich ein TP befindet und eine mit SSB-Protein bedeckte ssDNA. Dieser fertig synthetisierte Einzelstrang zirkularisiert durch Hybridisierung der komplementären Enden. Die Polymerase und pTP binden an die zusammengelagerten Enden und katalysieren die Synthese des zweiten Strangs. So entsteht eine weitere dsDNA mit TP an beiden Enden, welche dann als Genom in die Virionen verpackt wird (→ Abb. 4-6).


    
      [92]Abb.4-6|Die DNA-Replikation bei Adeno-Viren. Das dsDNA-Genom trägt an beiden Enden ein kovalent gebundenes TP-Protein. Das pTP («preterminal protein») und die virale DdD-Polymerase lagern sich an ein Ende der viralen DNA, das pTP dient als Primer (freie OH-Gruppe von Serin 580), und die Polymerase kopiert den ersten Strang. Der nicht kopierte Strang wird fortlaufend vom neu entstehenden Doppelstrang weggedrängt und mit dem E2 (SSB-Protein) gebunden. Es entsteht eine dsDNA, an deren beiden Enden sich ein TP befindet und eine mit SSB-Protein bedeckte ssDNA. Dieser Einzelstrang zirkularisiert über komplementäre Sequenzen, die Polymerase, und pTP binden an die zusammengelagerten Enden und katalysieren die Synthese des zweiten Stranges.
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    [93]Rekrutierung der zellulären DNA-Polymerasen


    Papilloma-Viren besitzen ein relativ kleines, ca. 8 kbp langes dsDNA-Genom, welches für keine virale Polymerase kodiert. Die Viren rekrutieren also die DNA-Replikationmaschinerie der Wirtszelle. Zwei virale Proteine, E1 und E2, binden als Heterodimer an den Replikationsursprung des viralen Genoms. E1 ist das eigentliche Replikationsinitiationsprotein. Es besitzt Helikase- und ATPase-Aktivitäten. Durch E2 wird die Affinität und Spezifität der Bindung von E1 erhöht. Wenn ATP hydrolysiert wird, wird der E2-E1-Komplex destabilisiert und E2 durch E1 ersetzt. Um jeden Strang bildet sich ein Ring von sechs E1-Proteinen, welche zelluläre Enzyme für die DNA-Synthese rekrutieren. Es bilden sich zwei bidirektional sich auseinanderbewegende Replikationsgabeln (→ Abb. 4-7). Das virale Genom wird dabei repliziert. Die DNA-Replikation wird bei Polyoma-Viren ähnlich initiiert. Die Funktion von E1 wird dabei von LT ausgeführt.


    
      Abb.4-7|Die DNA-Replikation bei Papilloma-Viren. Durch energieabhängiges (ATP) Anlagern von sechs E1-Proteinen mithilfe von E2-Proteinen wird der DNA-Doppelstrang geteilt, eine Replikationsgabel gebildet und zelluläre DdD-Pol rekrutiert.
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      [94]Abb.4-8|Die DNA-Replikation bei Herpes-Viren. Das lineare dsDNA-Genom von Herpes-Viren wird nach Eintritt in den Zellkern zirkularisiert und zunächst durch Bildung von Replikationsgabeln repliziert. In einer späteren Phase wird zur «Rollenden-Kreis-Synthese» übergegangen, nachdem ein DNA-Strang geschnitten wird. Als Replikationsprodukte entstehen konkatemere Genome.
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    [95]Effizienter rollender Kreis


    Obwohl das Genom von Herpes-Viren als lineare dsDNA ins Virion verpackt wird, bedienen sich Herpes-Viren eines speziellen, sehr effizienten Mechanismus der DNA-Replikation. Das Genom wird im Zellkern der infizierten Zelle zirkularisiert und vorerst über zwei bidirektional auseinanderlaufende Replikationsgabeln dupliziert. Anschließend wird ein Strang geschnitten, und die virale Polymerase bewegt sich dem noch zirkulären anderen Strang als Vorlage entlang und synthetisiert den Komplementärstrang. Einmal um die kreisförmige Vorlage herum, wird der synthetisierte Strang abgelöst, und die Polymerase synthetisiert entlang der zirkulären Vorlage einen langen Strang von einzelsträngigen, aneinandergereihten, kovalent miteinander verbundenen Genomen. Die Zweitstrangsynthese erfolgt als diskontinuierliche Synthese mit Okazaki-Fragmenten. Der so enstehende lange Strang aus vielen zusammengehängenden Genomen wird Konkatemer genannt (→ Abb. 4-8). Dieser sogenannte Rollende-Kreis-Replikationsmechanismus («rolling circle mechanism») ist zuerst bei einem Bakteriophagen mit einzelsträngigem DNA-Genom nachgewiesen worden, wurde aber später auch bei Viren mit doppelsträngiger DNA festgestellt. Es handelt sich um eine modifizierte Art des «strand displacement»-Mechanismus. Auch Circo-Viren replizieren ihre DNA mit dem Rollenden-Kreis-Mechanismus, engagieren dafür aber zelluläre DdD-Pol.


    Sekundärstrukturen als Sekundanten für die Einzelstrang-DNA-Replikation


    Das Genom der Parvo-Viren ist eine kleine, einzelsträngige DNA von 4.6 kb. In Virionen können sowohl (+)ssDNA- als auch (−)ssDNA-Moleküle verpackt werden. Die Genom-Enden enthalten palindromische Sequenzen von 125 Nukleotiden Länge. Diese können durch Basenpaarung eine T-förmige Struktur mit partiell doppelsträngiger DNA bilden. Das 3‘-Ende ergibt somit einen Ansatzpunkt (Primer) für die DNA-Synthese. Die Elongation erfolgt in einem kontinuierlichen Prozess (analog zu «leading strand»-Synthese). Das Produkt dieser DNA-Synthese ist ein dsDNA-Molekül mit T-förmiger Schlaufe am einen Ende. Die Auflösung dieser Struktur erfordert eine Spaltung an der sogenannten «terminal resolution»-Stelle und die Vervollständigung des Genomendes. Im ds-Replikationsprodukt kann an den 3‘-Enden beider Stränge durch Basenpaarung innerhalb der palindromischen Sequenz ein neuer Primer gebildet werden (→ Abb. 4-9).


    
      [96]Abb.4-9|Die DNA-Replikation bei Parvo-Viren. Die Replikation des linearen einzelsträngigen Genoms wird durch Bildung von Sekundärstrukturen an den Enden initiiert. Dadurch kann das 3’-Ende als Primer verwendet werden. Die Sekundärstruktur am anderen Ende des Genoms wird durch die Polymerase während der Synthese aufgelöst. Das Produkt dieser DNA-Synthese ist ein Duplex-DNA-Molekül. An der sogenannten «terminal resolution»-Stelle wird ein Strang gespalten (Pfeil) und dann das Genomende vervollständigt. Im ds-Replikationsprodukt kann an den 3‘-Enden beider Stränge durch Basenpaarung ein neuer Primer gebildet werden.
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    [97]In die Gruppe der Parvo-Viren gehören auch die Dependo-Viren. Die Dependo-Viren sind hinsichtlich ihrer DNA-Replikation nicht nur von der Wirtszelle, sondern auch von anderen Viren abhängig. Das am besten untersuchte Dependo-Virus ist das Adeno-assoziierte Virus (AAV). An der AAV-DNA-Synthese beteiligt sind außer zellulären Replikationsproteinen auch solche von AAV und vom Helfervirus (z. B. HSV-1 ICP8, UL5, UL8, UL52).


    4.5 |RNA-Synthese bei RNA-Viren


    Die Genomreplikation und die mRNA-Synthese hat bei RNA-Viren viele Gemeinsamkeiten. In manchen Fällen werden diese beiden RNA-Arten sogar von denselben Enzymen synthetisiert. Für einige Viren sind die genomische RNA (vRNA) und die mRNA identisch (Picorna-Viren, Flavi-Viren). Dieses simple Prinzip einer einzigen viralen RNA-Spezies kann ein Vorteil sein. Allerdings ist eine fein eingestellte Abstimmung der Genexpression mit diesem Ansatz schwer möglich. Die Regulation der Genexpression ist bei diesen Viren auf die Stufen vor, während und nach der Proteinsynthese verlagert. Diese Mechanismen werden in einem späteren Kapitel beschrieben (→ Kap. 5). Andere RNA-Viren transkribieren mRNA von subgenomischer Größe (Corona-Viren, Calici-Viren) und können so ihre Proteinsynthese kontrollieren.


    Zellen exprimieren keine RdR-Polymerasen. Daher müssen alle RNA-Viren selber für das Bereitstellen ihrer Nukleinsäuresyntheseenzyme besorgt sein. Die Klassifizierung nach Baltimore kann herbeigezogen werden, um einige Charakteristika der Transkription von RNA-Viren zu kategorisieren. Mit Ausnahme der Retro-Viren wird die vRNA von (+) ssRNA-Viren direkt als mRNA in der Wirtszelle verwendet und zumindest partiell in Protein translatiert. Meist sind die Polymerasen die ersten Proteine, die synthetisiert werden. Diese können dann mit dem Genom als Vorlage, ein Antigenom synthetisieren und dann weitere mRNA transkribieren. Ein Antigenom ist eine komplementäre Kopie des Genoms. Für (+)ssRNA-Viren hat diese negative und für (−)ssRNA-Viren positive Polarität. Das Genom von (−)ssRNA und dsRNA-Viren kann jedoch nicht direkt in Proteine übersetzt werden. Daher müssen diese Viren die Polymerase in ihrem Virion mit sich bringen. Einmal in der Wirtszelle angekommen, kann die mitgebrachte Polymerase die viralen mRNA synthetisieren, und der Infektionszyklus kann beginnen.


    RNA-Moleküle und RNA-Synthese


    In den meisten Textbüchern wird RNA und DNA als Strich oder Balken[98] dargestellt. Das ist in manchen Fällen sicher auch legitim und trifft für ds-Nukleinsäuremoleküle zu, nicht aber für einzelsträngige. Einzelsträngige DNA und RNA tendieren sehr stark dazu, Sekundärstrukturen auszubilden (→ Abb. 4-10). Diese Eigenschaft ist sequenzabhängig, wobei es zu intramolekularen Basenpaarungen von C mit G sowie U mit G und A kommt. Daher bilden bestimmte RNA-Moleküle mehr oder weniger definierte Strukturen aus. Diese Strukturen sind wichtig, um die Transkription, Replikation und die Verpackung zu kontrollieren, weil gerade solche Strukturen oft Bindungsstellen für Proteine sind. Kontrollregionen für die Nukleinsäuresynthese befinden sich meist an den Molekülenden. Durch spezifische Basenpaare bilden sich Stammschlaufen («stem loops»), Haarnadelschlaufen («hair pins») und Pseudoknoten («pseudo knots») aus.


    Genau wie beim Kopieren von DNA-Vorlagen durch DdD- und DdR-Polymerasen, wird auch das Kopieren von RNA-Vorlagen durch RdR-Polymerasen durch die Initiation kontrolliert. Im Gegensatz zur DNA-Synthese, die in jedem Fall geprimt sein muss, kann eine RNA-Synthese auch de novo initiiert werden. Bei der de-novo-Initiation sind nur die RNA-Vorlage, die RdR-Polymerase und die Nukleotidtriphosphate (NTPs) nötig. Die Polymerase bindet an die Vorlage, bringt das erste und zweite Nukleotid in die richtigen Positionen und verbindet beide. Anschließend wird die Synthese durch die Elongation fortgesetzt. Im Gegensatz dazu ist bei der geprimten Initiation ein Oligonukleotid über Basenpaarung mit der Vorlage assoziiert (→ Abb. 4-11). Bei Picorna-Viren ist dieses Oligonukleotid an ein Protein gebunden. Die Genom- wie auch die Antigenomsynthese der Polio-Viren ist auf ein kurzes poly-U-Oligonukleotid, das kovalent mit dem viralen Protein VPg verbunden ist, angewiesen. Bei Influenza- und Bunya-Viren beginnt die mRNA-Synthese mit einem kurzen Stück zellulärer mRNA. Diese kurzen Fragmente werden von den 5’-Enden zellulärer mRNA-Moleküle gestohlen («cap snatching») und für die Synthese von viraler mRNA verwendet. Sie tragen daher am 5’-Ende die für eukaryotische mRNA typische Cap-Struktur. Das bringt dem Virus zwei entscheidende Vorteile: Zum einen haben die viralen mRNA-Moleküle eine Cap-Struktur, die zu einer effizienten Translation beiträgt, und zum anderen werden die zellulären mRNA-Spezies zerstört und so das Verhältnis von viraler und zellulärer Proteinexpression im Sinne des Virus manipuliert. Influenza-Viren, welche im Zellkern replizieren, stehlen die Cap-Strukturen im Zellkern. Bunya-Viren, welche im Zytoplasma replizieren, stehlen die Cap-Strukturen in zytoplasmatischen Kompartimenten, wo zelluläre mRNA gesammelt wird. Im Kontext der Regulation von Transkription oder Replikation, aber auch in Hinblick auf die immense Menge von zellulärer[99] RNA im Zytoplasma, stellt sich die Frage, wie eine virale RdR-Polymerase spezifisch die richtige Vorlage auswählen kann. Ein besonderes Augenmerk bei der RNA-Synthese gilt der Regulation von Transkription und Replikation. Bei manchen Viren, für welche die mRNAs und vRNAs nicht identisch sind, ist die Regulation von Transkription und Replikation essenziell. Viren haben eine Vielfalt von verschiedenen Strategien für dieses Problem entwickelt; einige Beispiele dazu werden im Folgenden diskutiert.


    
      Abb.4-10|Sekundärstrukturen von RNA. Einzelsträngige RNA bildet durch Basenpaarungen ausgedehnte Sekundärstrukturen aus, einschließlich Haarnadel-, Stamm- und Interner Schlaufen sowie Pseudoknoten.
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    RNA-Synthese bei dsRNA-Viren (Baltimore III)


    Eine doppelsträngige RNA als Genom in der Zelle verstecken und transkribieren


    Doppelsträngige RNA kommt in den Zellen nicht vor und kann von zellulären Enzymen auch nicht repliziert oder translatiert werden. Deswegen müssen dsRNA-Viren genau wie die (−)RNA-Viren die RdR-Polymerase als Komponenten des Virions mit in die Zelle hineinbringen. Von der dsRNA wird mRNA abgeschrieben, die der Proteinsynthesemaschinerie der Zellen zugeführt und in virale Proteine übersetzt werden kann. Diese mRNA-Synthese erfolgt im Virion durch die darin enthaltenen viralen Polymerasen, wobei die neu synthetisierte mRNA aus Poren des Partikels zeitgleich mit der Synthese ins Zytoplasma ausgeschleust wird. Diese Strategie bringt dem Virus den Vorteil, dass die dsRNA nie als nacktes Molekül im Zytoplasma vorhanden ist und daher nicht vom[100] angeborenen Immunsystem erkannt wird. Spezifische TLRs und andere sogenannte «pattern recognition»-Moleküle erkennen nämlich dsRNA und lösen einen antiviralen Status in der Zelle aus (→ Kap. 9). Die ersten synthetisierten viralen Proteine organisieren spezielle Virusfabriken, in denen die weitere Transkription und der Zusammenbau von Nachkommenviren stattfinden. In die Nachkommenviren wird (+)RNA von genomischer Länge eingebaut, und erst in den halbfertigen Virionen wird der zweite Strang synthetisiert.


    RNA-Synthese bei (+)RNA-Viren (Baltimore IV)


    Die einfachste Form eines Virusgenoms


    Die einfachste Form des viralen Genoms ist eine einzelsträngige RNA von positiver Polarität, die nach Eintritt in die Zelle geradewegs als mRNA verwendet werden kann. Diese Art von viralem Genom ist sehr weit verbreitet (Polio-Virus, Maul- und Klauenseuche-Virus, Pesti-Viren, Flavi-Viren u.a.). Manche dieser Viren machen keine subgenomischen mRNA-Moleküle. Für sie ist diese vRNA zugleich ihre mRNA. Die Vermehrung dieser viralen RNA-Spezies geschieht über die Synthese eines Antigenoms, das als Vorlage für weitere Kopien der vRNA dient (→ Abb. 4-12). Am Ende der Virusreplikation wird die RNA in Virionen verpackt. Im Falle einer einzigen RNA werden äquimolare Mengen von allen Virusproteinen hergestellt. Dies ist nicht immer ideal für die Viren, da je nach Voranschreiten des Infektionszyklus einige Proteine in höherer Konzentration vorkommen sollten als andere. Solche Viren haben zum Teil posttranskriptionelle Mechanismen entwickelt, um die Aktivitäten ihrer Proteine zu regulieren (→ Kap. 5).


    
      Abb.4-11|Initiation der viralen RNA-Synthese. Die RNA-Synthese kann entweder ohne Primer, mit einem Protein oder einem kurzen Stück einer zellulären mRNA beginnen.
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      [101]Abb.4-12|Die RNA-Synthese bei Polio-Viren. Die Produkte der Replikation und der Transkription sind bei den Polio-Viren identisch. Das Protein VPg-UU dient sowohl als Primer für die Synthese der vRNA als auch des komplementären Zwischenproduktes. VPg-UU bindet als Primer an den Poly-(A)-Schwanz, und der RdR-Pol synthetisiert eine negative Kopie des Genoms, welche dann als Vorlage für die Genomsynthese dient. Auch für diese Synthese dient das VPg-UU als Primer.
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      [102]Abb.4-13|Die RNA-Synthese bei Alpha-Viren. Die Spezifität der viralen RdR-Polymerase wird durch proteolytische Spaltungen den Bedürfnissen der RNA-Spezies angepasst. P1234 wird als Polyprotein translatiert, und nsP4 wird abgespalten. Der Komplex von P123 und nsP4 synthetisiert Antigenom. Eine weitere Spaltung zu nsP1, P23 und nsP4 ermöglicht die Synthese von Genom (49S) und Antigenom. Die Spaltung zu nsP1, nsP2, nsP3 und nsP4 ermöglicht nur noch die Synthese von 49S und 26S RNA, nicht aber von Antigenom.
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    [103]Die Spezifität der RdR-Polymerase wird für Transkription und Replikation verändert


    Einige Viren mit (+)RNA als Genom (Calici-Viren, Toga-Viren) synthetisieren neben der vRNA, die als mRNA für die Produktion der ersten Proteine dient, auch noch eine mRNA von subgenomischer Größe (sg), die für andere Proteine kodiert, welche später im Infektionszyklus gebraucht werden. Dadurch können diese Viren die Synthese der verschiedenen Proteine nach Bedarf regulieren. Die Regulation der viralen RNA-Synthese wird dadurch aber aufwendiger (→ Abb. 4-13). Die in die Wirtszelle gebrachte RNA wird, wie bei den meisten (+)RNA-Viren, direkt in Proteine übersetzt. Meist besitzen diese ersten Genprodukte Polymeraseaktivitäten. In der Folge muss ein Antigenom hergestellt werden, welches als Vorlage für die Synthese der genomischen und subgenomischen mRNAs dient. Das vollständige (+)RNA-Syntheseprodukt wird in Nachkommenviren verpackt, kann aber auch wieder als mRNA eingesetzt werden. Für die Synthese der subgenomischen mRNA-Moleküle, werden je nach Virus verschiedene Mechanismen angewendet. Bei Alpha-Viren z. B. wird die Spezifität der Polymerase verändert. Die virale Polymerase synthetisiert zuerst Antigenom. Mit fortschreitender proteolytischer Spaltung wird Genom und schließlich subgenomische mRNA produziert.


    Ein langes Genom und ein Nest von mRNA


    Corona-, Arteri- und Toro-Viren werden als Nidovirales zusammengefasst. Der Name leitet sich von nido, lat. für «Nest» ab, welches das «nested set of mRNA» beschreibt. Die mRNAs dieser Viren haben alle eine identische Leadersequenz (von zirka 70 Nukleotiden) mit Cap-Struktur am 5’-Ende und identische, je nach mRNA-Spezies gegen das 5’-Ende gekürzte und polyadenylierte 3’-Enden. Von der in die Wirtszelle gebrachten (+)RNA wird die Sequenz am 5’-Ende translatiert. Die als Erstes synthetisierten Proteine verfügen über Polymerase-, Helikase- und weitere Aktivitäten, welche für die Nukleinsäuresynthese benötigt werden. Alle (+)RNA-Spezies werden von diesen viralen Enzymen vorerst als Kopien von negativer Polarität synthetisiert, welche dann als Vorlagen für die funktionellen mRNAs und Genome dienen (→ Abb. 4-14).


    RNA-Synthese bei (−)RNA-Viren (Baltimore V)


    Nukleoprotein als Schalter von Transkription zu Replikation


    Das Genom von (−)RNA kann nicht direkt als mRNA von der Zelle erkannt werden und muss daher zuerst in RNA positiver Polarität umgeschrieben werden. Da aber Zellen diese Umwandlung nicht unterstützen, müssen in den Partikeln dieser Viren eine entsprechende Polymerase und das Hilfsprotein P mitgeführt werden. Nach Eintritt in die Zelle schreibt die mitgebrachte RdR-Polymerase den Negativstrang in mRNA um. Die Polymerase beginnt die Synthese am 3’-Ende. Zwischen jedem Gen befindet sich eine sogenannte Intergene Sequenz (IS), die nicht transkribiert wird, die Polymerase aber an der Vorlage festhält und dazu veranlasst, die nächste mRNA zu synthetisieren. Dieses Halten der Polymerase gelingt nicht immer, manchmal fällt das Enzym von der Vorlage ab. Dadurch bildet sich ein Gradient der Häufigkeit von viraler mRNA aus. Die am 3’-Ende der Vorlage kodierten Transkripte sind häufiger als jene am 5’-Ende. Die häufigste mRNA und somit das am häufigsten vorhandene Protein ist das Nukleokapsid-Protein N. Die meisten Vertreter der Mononegavirales steuern nun das Umschalten von Transkription zu Replikation durch Akkumulation von N-Protein. Wenn viel N-Protein in der Zelle vorhanden ist, bindet dieses an die Polymerase. Die mit N-Protein assoziierte Polymerase überspringt die IS nicht mehr, sondern synthetisiert ein komplettes Antigenom. Noch während der Synthese wird das Antigenom mit N-Proteinen assoziiert und anschließend als Vorlage für die Genomsynthese verwendet (→ Abb. 4-15). Viele medizinisch und veterinärmedizinisch relevante Viren besitzen eine (−)RNA als Genom (Masern-, Staupen-, Tollwut- und Borna-Virus). Man nimmt an, dass auch bei Influenza-Viren und anderen Orthomyxo-Viren die Anreicherung von Nukleoproteinen (NP) das Umschalten von Transkription zu Replikation steuert.


    
      [104]Abb.4-14|Die RNA-Synthese bei Corona-Viren. Vom 5’-Ende der Genom-RNA wird ein Polyprotein translatiert, welches Polymeraseaktivität besitzt. Die Antigenom-Synthese beginnt am 3’-Ende des Genoms bis hin zu einer Intergenen Sequenz, von wo die Polymerase mit dem neu synthetisierten Strang ans 5’-Genomende springt und eine negative Kopie der Leadersequenz anhängt. So werden alle (+)RNA-Spezies vorerst als Kopien negativer Polarität synthetisiert, welche dann als Vorlagen für die funktionellen mRNAs und die Genome dienen. Alle mRNAs haben eine identische Leadersequenz mit Cap-Struktur am 5’-Ende, und identische Sequenzen mit Poly-(A)-Schwanz am 3’-Ende.
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      [105]Abb.4-15|Die RNA-Synthese bei (–)RNA-Viren. Die mRNA-Synthese beginnt am 3’-Ende des Genoms und geht bis hin zu den Intergenen Sequenzen (IS). Dort wird die neu synthetisierte mRNA entlassen. Die Polymerase hält sich aber an der Vorlage-RNA fest und synthetisiert die nächste mRNA. Das Umschalten von Transkription zu Replikation geschieht durch Akkumulation von N-Protein in der Zelle. Durch assoziiertes N-Protein an der Polymerase werden die IS nicht mehr übersprungen. Es wird ein komplettes Antigenom synthetisiert, welches dann als Vorlage für das Genom dient.
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    [106]Eine RNA-Sekundärstruktur kontrolliert die Transkription und Replikation


    Arena-Viren werden zu den (−)RNA-Viren gezählt. Die Anordnung ihrer kodierenden Sequenzen zeigt aber, dass auf beiden Genomsegmenten jeweils zwei Gene in entgegengesetzter Richtung angeordnet sind; man bezeichnet dies als ambisense. Auf beiden Genomsegmenten ist also ein Protein in positiver und eines in negativer Polarität kodiert. Zwischen den kodierenden Sequenzen bildet die vRNA eine stabile Sekundärstruktur aus. Die vRNAs besitzen keine Cap-Strukturen und werden deshalb nicht effizient translatiert. Von den in negativem Sinn orientierten Teilen beider vRNAs wird durch die im Virion mitgebrachte RdR-Polymerase mRNA mit Cap-Struktur synthetisiert. An den Sekundärstrukturen bricht die Synthese jeweils ab. Die beiden zuerst transkribierten Gene kodieren für das Nukleoprotein und die RdR-Polymerase. Es wird angenommen, dass das Nukleoprotein mit den Sekundärstrukturen interagieren kann, und es damit der RdR-Polymerase ermöglicht, die ganze RNA zu kopieren. Von diesen Antigenomen kann schließlich auch die mRNA für die Glykoproteine transkribiert werden, welche als Strukturproteine der Nachkommenviren gebraucht werden (→ Abb. 4-16).


    
      [107]Abb.4-16|Die RNA-Synthese bei Arena-Viren. Von den Sequenzen mit (–) Polarität des ambisensen Arena-Virus-Genoms, wird mithilfe einer RdR-Polymerase, welche mit dem Virion in die Zelle gebracht wird, mRNA synthetisiert. An den Sekundärstrukturen bricht die Synthese jeweils ab. Die beiden zuerst transkribierten Gene kodieren das NP und die RdR-Polymerase (L). Es wird angenommen, dass das Nukleoprotein mit den Sekundärstrukturen interagieren kann und es damit der RdR-Polymerase ermöglicht, die ganze RNA zu kopieren. Von diesen Antigenomen kann schließlich auch die mRNA für Glykoprotein (GP) und Z-Protein transkribiert werden.
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    [108]4.6 |Reverse Transkription


    Howard Temin und David Baltimore beschrieben 1970 die Reverse Transkriptase-Aktivität (RT), und wurden dafür 1979 mit dem Nobelpreis für Medizin ausgezeichnet. Diese bis dahin unbekannte Enzymaktivität haben die beiden Forscher bei Viren (Retro-Viren) entdeckt und beschrieben. Heute wird die Reverse Transkriptase in vielen diagnostischen Tests (RT-PCR) zum Nachweis von viraler- und zellulärer-RNA angewendet (→ Kap. 13). Dafür werden bakteriell synthetisierte Proteine verwendet, deren Gene ursprünglich aus Retro-Viren isoliert und in Bakterien transformiert wurden. Inzwischen identifizierte man RT-Aktivitäten nicht nur bei Retro-Viren, sondern auch bei Hepadna-Viren. Diese beiden Virusgruppen haben jedoch außer der RT-Aktivität nicht viel miteinander gemeinsam. Die Retro-Viren besitzen ein (+) RNA-Genom und die Hepadna-Viren ein partielles dsDNA-Genom, das mit einem kurzen Stück RNA kombiniert ist. Bei Retro-Viren wird die RT-Aktivität gebraucht, um das im Vrion mitgebrachte RNA-Genom in dsDNA umzuschreiben und ins Wirtsgenom einzubauen. Bei Hepadna-Viren wird das partielle dsDNA-Genom erst zu einer vollständigen dsDNA ergänzt, im Zellkern von zellulären Enzymen transkribiert, und erst vor der Verpackung wird eine besondere RNA-Spezies von Genomlänge in DNA umgeschrieben und verpackt. Diese beiden Synthesewege werden im Folgenden näher erläutert.


    Retro-Viren (Baltimore VI)


    Retro-Viren tragen (+)RNA als Genom in ihren Virionen. Diese RNA wird aber nicht wie bei den anderen (+)RNA-Viren direkt nach Eintritt in die Zelle in Proteine übersetzt.


    Das in die Zelle kommende Genom der Retro-Viren wird mithilfe der Reversen Transkriptase (RT), welche ebenfalls Bestandteil des Virions ist, in dsDNA umgeschrieben. Dieses virale Enzym besitzt vier Aktivitäten, nähmlich RdD-Polymerase-, RNaseH-, DdD-Polymerase- und Integraseaktivität. RNaseH baut spezifisch RNA ab, die mit DNA in einem Hybridmolekül basengepaart ist. Die Integrase wird nach der dsDNA aktiv und bewerkstelligt den Einbau der DNA ins Wirtsgenom. Auf der retroviralen RNA befinden sich Sequenzen, welche die RT-Reaktion ermöglichen. Zum besseren Verständnis werden Sequenzmotive auf RNA-Ebene in Kleinbuchstaben und auf DNA-Ebene in Großbuchstaben benannt (→ Abb. 4-17). Am 5’-Ende der viralen RNA befinden sich die Sequenzen r-u5-pbs und am 3’-Ende vor dem Poly-A-Schwanz die Sequenzen ppt-u3-r. An die pbs («primer binding site») gebundene (zelluläre) tRNA dient als Primer für die RT-Reaktion. Die erste Phase der DNA-Synthese geht von dieser tRNA aus über u5 («unique 5») und r bis ans 5’-Ende der genomischen RNA. Zeitgleich mit der DNA-Synthese wird die RNA-Vorlage durch die RNaseH-Aktivität der RT abgebaut. Die neu entstandene ssDNA lagert sich um und hybridisiert mit der r-Sequenz am 3’-Ende des Genoms. Die umgelagerte ssDNA wirkt nun als Primer für die DNA-Synthese entlang des Genoms bis zur pbs-Stelle am 5’-Ende der RNA. Wiederum wird die RNA-Vorlage – außer der ppt («polypurine track») – durch die RNaseH-Aktivität der RT abgebaut. Die nicht abgebaute ppt-RNA dient dann als Primer für die Zweitstrangsynthese über U3 («unique 3») bis zur PBS-Sequenz. Nach dem Priming wird ppt abgespalten, und nach dem Umschreiben der pbs in PBS wird die noch daran gebundene tRNA abgespalten. Übrig bleiben zwei ssDNA-Moleküle, an deren Enden sich zueinander komplementäre PBS-Sequenzen befinden. Diese hybridisieren und bilden so zwei ssDNA-Moleküle, die nur an der PBS ds sind. Die Zweitstränge werden vervollständigt. So entsteht eine dsDNA, die an beiden Enden ein LTR («Long Terminal Repeat») besitzen, welche jeweils aus der Sequenz U3-R-U5 bestehen.


    
      [109]Abb.4-17|Die Replikation von Retro-Viren. An der pbs («primer binding site») gebundene (zelluläre) tRNA dient als Primer für die RT-Reaktion. Sie verläuft bis zum 5’-Ende der genomischen RNA. Zeitgleich mit der DNA-Synthese wird die RNA-Vorlage abgebaut. Die neu entstandene R-Sequenz hybridisiert mit der r-Sequenz am 3’-Ende des Genoms und wirkt als Primer für die DNA-Synthese entlang des Genoms bis zur pbs-Stelle am 5’-Ende der RNA. Die RNA-Vorlage wird abgebaut, mit Ausnahme der ppt («polypurine track»), welche dann als Primer für die Zweitstrangsynthese bis zur PBS-Sequenz dient. So entstehen zwei ssDNA-Moleküle, an deren Enden sich zueinander komplementäre PBS-Sequenzen befinden. Diese hybridisieren, wodurch die Zweitstränge vervollständigt werden können. So entsteht eine dsDNA, die an beiden Enden ein LTR («Long Terminal Repeat») besitzt. Genomische RNA wird durch die DdR-Polymerase synthetisiert. (Kleinbuchstaben: RNA, Großbuchstaben: DNA)
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    [110]Die retrovirale dsDNA wird im Folgenden durch die Integrase in das Wirtsgenom eingebaut. Die neu entstandene dsDNA ist nach der Synthese an beiden LTRs an die Integrase gebunden. So wird sie in den Zellkern transportiert und an zufälligen Stellen ins Wirtsgenom eingebaut Die integrierte Retro-Virus-DNA nennt man Provirus. Die LTR-Sequenz, welche Bindungsstellen für zelluläre Tfs besitzt, wirkt als Promoter für die Transkription der viralen Gene. Die zelluläre Transkription durch die DdR-Pol II sorgt so für die Synthese der viralen mRNAs sowie für die Synthese der vRNA. Die Transkription und Genomsynthese beginnt in der 5’-LTR-Region vor der R-Stelle und endet in der 3’-LTR-Region nach der R-Stelle.


    Pararetro-Viren (Baltimore VII)


    Hepadna-Viren, welche Vertreter der Pararetro-Viren sind, besitzen ein partiell doppelsträngiges zirkuläres DNA-Genom. Dieses wird nach dem Zelleintritt in den Zellkern transportiert und zu dsDNA ergänzt. Es ist nicht klar, ob die Zweitstrangsynthese durch eine virale Polymerase oder durch zelluläre Polymerasen im Zellkern erfolgt. Diese Form des Genoms wird cccDNA («covalently closed circular» DNA) genannt. Die Promotersequenzen auf der dsDNA werden von der Transkriptionsmaschinerie der Zellen erkannt, und die mRNA und auch die Prägenom-RNA werden synthetisiert. Die mRNAs werden translatiert und in Proteine übersetzt. Die Prägenom-RNA ist eine RNA-Kopie des Genoms, die als Vorlage für die Genomsynthese für Nachkommenviren dient. Für diesen Vorgang kodieren die Hepadna-Viren eine RT. P-Protein dient als Primer und als Enzym für die reverse Transkription. Erst wird, an der sogenannten ε-Struktur beginnend, ein kurzes Stück DNA synthetisiert. Diese kurze DNA wird ans andere Ende des Prägenoms umgelagert, dann verläuft die DNA-Synthese entlang dem Prägenom. Die RNA wird fortlaufend abgebaut. Das 5’-Ende des Prägenoms wird umgelagert und dient dann als Primer für ein kurzes Hybridprodukt. Das Genom wird schließlich zirkularisiert (→ Abb. 4-18).


    
      [111]Abb.4-18|Die Replikation von Pararetro-Viren. Die Prägenom-RNA wird von der zellulären DdR-Polymerase synthetisiert und dient als Vorlage für die Genomsynthese. Nahe der dr1-Sequenz, an der sogenannten ε-Struktur, wird ein kurzes Stück DNA synthetisiert, das sich ans andere Ende des Prägenoms nahe der zweiten dr1 umgelagert hat und dort als Primer für die DNA-Synthese entlang des Prägenoms dient. Die RNA wird fortlaufend abgebaut, mit Ausnahme der dr1-Sequenz am 5’-Ende. Diese RNA wird an die DR2-Sequenz umgelagert und dient dann als Primer für ein kurzes Hybridprodukt. Das Genom wird schließlich zirkularisiert. (Kleinbuchstaben: RNA, Großbuchstaben: DNA). Hepadna-Viren besitzen also ein partiell doppelsträngiges zirkuläres DNA-Genom. Dieses wird nach dem Zelleintritt in den Zellkern transportiert und zu dsDNA ergänzt (CCC). Von der cccDNA werden mRNA und Prägenom transkribiert.
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    [113]|5Vom Transkript zum Translatationsprodukt


    Inhalt


    
      5.1Posttranskriptionelle Modifikationen


      5.2Translation


      In diesem Kapitel werden nun die weiteren Vorgänge bis hin zur Synthese der viralen Proteine erläutert. In diesem Verlauf wird zuerst die Prä-mRNA zur reifen mRNA prozessiert und schließlich in Protein übersetzt. Viren engagieren dafür entweder die Maschinerie der Wirtszelle oder bewerkstelligen ihre Bedürfnisse mit eigenen Mitteln. Das Repertoire und die Finessen, die Viren für die Synthese ihrer Proteine brauchen, sind umfangreich und unterscheiden sich in manchen Punkten von denen der Wirtszelle. Gerade diese Besonderheiten bringen den Viren in vielen Fällen Vorteile und dem Forscher Ansatzpunkte z. B. für antivirale Mittel.

    


    5.1 |Posttranskriptionelle Modifikationen


    Virale mRNAs werden entweder von viralen oder zellulären Enzymen im Zellkern oder von viralen Enzymen im Zytoplasma synthetisiert. Der Syntheseort der RNAs ist maßgebend dafür, ob die Viren Ressourcen der Zelle für die Prozessierung ihrer RNA verwenden können, da zelluläre mRNAs im Kern hergestellt werden. Unabhängig davon, wie die RNA-Synthese erfolgt, muss die Translation im Zytoplasma durch die Ribosomen der Wirtszelle erfolgen. Um von der zellulären Maschinerie (an)erkannt zu werden, sollten die viralen RNA-Moleküle denen der Zelle möglichst ähnlich sein.


    Zelluläre mRNAs werden im Zellkern während und nach ihrer Transkription modifiziert. Diese Modifikationen beinhalten «Capping» am 5’-Ende, Poly-Adenylieren am 3’-Ende und Spleißen. Einschließlich des Exports der mRNA aus dem Zellkern werden diese Prozesse unter dem Begriff der «RNA-Prozessierung» zusammengefasst.


    [114]Genau wie die zellulären Transkripte werden auch virale Transkripte prozessiert. Virale mRNA wird, wenn im Zellkern transkribiert, meist von zellulären Enzymen mit 5’-Cap und 3’-Poly-A ausgestattet. Viren, die ihre mRNA im Zytoplasma synthetisieren, modifizieren diese mit viral kodierten Enzymen.


    Eukaryotische mRNA


    Durch die Menge der mRNA kann die Menge des daraus kodierten Proteins in der Zelle reguliert werden. Die Menge und der Zeitpunkt der Synthese der mRNA werden durch die Stärke und Spezifität des Promoters reguliert. Ein Promoter reguliert auf DNA-Ebene die Transkription. Die eukaryotische mRNA trägt eine Cap-Struktur am 5‘-Ende und ein Poly-A am 3‘-Ende. Generell sind eukaryotische mRNAs monocistronisch, d.h. sie tragen die CDS nur für ein Protein. Die 5‘-UTR ist 50–70 Nukleotide lang, kann aber bis zu 1000 Nukleotide lang sein. Noch während der Transkription wird am 5’-Ende ein Cap angehängt. Unmittelbar nach der Synthese wird das 3’-Ende der neu entstandene Prä-mRNA polyadenyliert. Anschließend wird die mRNA aus dem Zellkern exportiert oder gespleißt und dann exportiert. Die mRNA wird von den Ribosomen als «Bauplan» (Arbeitsskizze) für die Proteinsynthese verwendet und schließlich degradiert (→ Abb. 5-1). Dadurch kann die Zeitspanne der Translation, und dadurch die Menge des daraus kodierten Proteins, reguliert werden. Die Stabilität der verschiedenen mRNAs variiert. Vor allem die Poly-A-Sequenz und Sequenzelemente in der 3’-UTR beeinflussen die Stabilität. Das PABP bindet an die Poly-A-Sequenz und stabilisiert dadurch translationsaktive mRNA. Der Abbau des Poly-A-Schwanzes wird als der erste Schritt der Degradation von mRNA angesehen. Verschiedene Sequenzen in der 3’-UTR können mRNA destabilisieren. Auf der vom episomalen Virusgenom transkribierten mRNA für die E6- und E7-Expression von Papilloma-Viren, befinden sich solche Sequenzen, die die Lebenszeit dieser mRNA regulieren. Durch Integration ins Wirtsgenom kann diese Sequenz verloren gehen und dadurch auch die Regulation. Etwa 10 % der mRNA tragen einen zusätzlichen kleinen ORF auf der 5‘-UTR (→ Abb. 5-2). Dieser wird «upstream» ORF (uORF) genannt. Die uORFs werden nur zum Teil translatiert. Sie tragen zur Regulation der Translation des Haupt-ORFs bei.


    
      Abb.5-1|Übersicht Genexpression. Von dergenomischen DNA wird die Prä-mRNA abgeschrieben. Zugleich wird am 5’-Ende die Cap-Struktur synthetisiert. Das 3’-Ende der Prä-mRNA wird abgeschnitten und ein Poly-A-Schwanz angefügt. Durch Spleißen werden die Introns entfernt und die Exons zusammengefügt. Die fertige mRNA wird aus dem Nukleus exportiert, von Ribosomen in Protein übersetzt und schließlich abgebaut.
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    [115]Box 5.1


    
      miRNA


      Die Vorläufer der miRNAs werden entweder von eigenen Genen oder als Introns von mRNAs transkribiert und anschließend zur aktiven Form prozessiert. Diese ist eine doppelsträngige, etwa 22 Nukleotid lange RNA-Spezies. Die miRNAs haben posttranskriptionelle, regulatorische Funktionen, indem sie die Translation von spezifischen mRNAs verhindern oder den Abbau spezifischer mRNAs einleiten. Die miRNAs wurden zuerst in Pflanzen entdeckt, aber man hat inzwischen erkannt, dass auch Tiere und Viren diese Art von RNA exprimieren. Eine miRNA, welche aus einer späten Prä-mRNA von Polyoma-Viren ensteht, induziert den Abbau der frühen mRNA. Dadurch wird die Expression von den frühen zu den späten Genen reguliert. Bei den Gammaherpes-Viren scheinen vor allem viruskodierte miRNAs an der Regulation der Latenz beteiligt zu sein.

    


    
      [116]Abb.5-2|Die Struktur der mRNA. Auf beiden Seiten der CDS (kodierende Sequenz) befinden sich die 5’-beziehungsweise 3’-UTR (untranslatierte Region). In der 3’-UTR einiger mRNAs sind zusätzliche «upstream» ORFs (uORF) vorhanden. Die CapStruktur am 5’-Ende ist ein methyliertes, über eine 5’-5’-Verbindung gekoppeltes Guanosin. Der aus70–200 Nukleotiden bestehende Poly-A-Schwanz bildet das 3’-Ende der mRNA. Spezifische Sequenzen an den Exon-Intron-Übergängen und die «Branch Point»-Sequenz inmitten des Introns ermöglichen das Herausspleißen der Introns aus der Prä-mRNA.
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    [117]Modifikationen am 5’-Ende


    Das sogenannte 5’-Cap ist ein 7mGpppN am 5’-Ende von mRNA: Ein Guanosin und die erste Base der RNA ist über eine 5’-5’-Bindung verknüpft; die Base von Guanosin an Position 7, ebenso wie in gewissen Fällen die 2’-Position vom Riboserings des ersten Nukleotids der RNA, sind methyliert. DNA-Viren (mit Ausnahme von Pox-Viren) verwenden meist den wirtseigenen Synthesemechanismus für das Capping ihrer mRNA, da sich die dafür nötigen Enzyme im Zellkern befinden, wo auch die virale mRNA transkribiert wird. RNA-Viren haben jedoch ihre eigenen Enzymen um das Cap an ihrer mRNA zu bilden. Einige wenige Viren stehlen zellulär synthetisierte 5’-Caps und verwenden diese für die Synthese ihrer mRNA (Orthomyxo- und Bunya-Viren). Dadurch kommen diese Viren leicht an Caps und stören dabei auch noch die Proteinsynthese der Wirtszelle (→ Tab. 5-1).


    Modifikationen am 3’-Ende


    Die zelluläre Poly-A-Synthese findet an spezifischen Sequenzen (AAU-AAA) des primären Transkripts statt. Verschiedene Proteine binden an die RNA, die geschnitten und dann am 3’-Ende mit etwa 200 Adenosin-Nukleotiden verlängert wird. Genau wie die zellulären mRNAs, besitzen auch die meisten viralen mRNAs ein Poly-A am 3’-Ende. Die Rota-, Arena-, Bunya- und Flavi-Viren bilden dabei eine Ausnahme; ihre mRNAs tragen keine Poly-A-Sequenzen. Rota-Virus-mRNA wird im Virion synthetisiert und noch während der Synthese durch Poren im Kapsid ins Zytoplasma exportiert. Retro- und DNA-Viren, mit Ausnahme der Pox- und Asfar-Viren, engagieren für die Poly-Adenylierung – wie auch für die 5’-Cap-Synthese – die zelluläre Synthesemaschinerie. RNA-Viren synthetisieren ihr Poly-A selbst, entweder von langen poly-U-Kopien oder mit Reiteration von kurzen Poly-U-Sequenzen auf dem Vorlagestrang. Dieses Stottern über eine kurze Poly-U-Strecke findet man vor allem bei den Viren mit ss(–)RNA-Genomen (Orthomyxo- und Paramyxo-Viren) (→ Tab. 5-1).


    
      Tab.5-1|Capping und Poly-A von Viren.


      
        
          
          
          
        

        
          
            	
              Virusfamilie

            

            	
              Ursprung von 5’-Cap

            

            	
              Ursprung von 3’-poly-A

            
          


          
            	
              Adeno-, Herpes-, Papilloma-, Polyoma-, Parvo-, Retro- und Hepadna-Viren

            

            	
              zelluläre Enzyme

            

            	
              zelluläre Enzyme (Schnitt der Prä-mRNA und Polyadenylierung)

            
          


          
            	
              Pox- und Asfar-Viren

            

            	
              viruseigene Enzyme

            

            	
              viruskodierte Enzyme (Transkriptionstermination und Polyadenylierung)

            
          


          
            	
              Orthomyxo-Viren

            

            	
              Capsnatching

            

            	
              viruskodierte Enzyme (stotterndes Kopieren kurzer poly(U)-Region.

            
          


          
            	
              Bunya-Viren

            

            	
              Capsnatching

            

            	
              -

            
          


          
            	
              Paramyxo-Viren

            

            	
              viruseigene Enzyme

            

            	
              viruskodierte Enzyme (stotterndes Kopieren kurzer poly(U)-Region.

            
          


          
            	
              Toga- und Corona-Viren

            

            	
              viruseigene Enzyme

            

            	
              viruskodierte Enzyme (Kopieren langer poly(U)-Region)

            
          


          
            	
              Rota-Viren

            

            	
              viruseigene Enzyme

            

            	
              -

            
          


          
            	
              Picorna-Viren

            

            	
              Protein am 5’-Ende

            

            	
              viruskodierte Enzyme (Kopieren langer poly(U)-Region)

            
          


          
            	
              Flavi-Viren

            

            	
              viruseigene Enzyme (oder Protein am 5’-Ende)

            

            	
              

            
          

        
      

    


    [118]Spleißen


    Spleißen ist ein Reifungsprozess der Prä-mRNA zur mRNA. Es ist ein Schneiden und Zusammenfügen des RNA-Moleküls, welche vom sogenannten Spleißeosom ausgeführt werden. Während des Spleißvorgangs werden Introns aus dem primären Transkript entfernt und Exons zusammengefügt. Exons (expressed regions) sind also die in der reifen mRNA enthaltenen Sequenzen, Introns (intervening regions) sind die durch das Spleißen eliminierten Sequenzen. Die Exon-Intron-Übergänge haben konservierte Sequenzen. Zudem gibt es konservierte Sequenzen in Introns (sogenannte «branch point sequences»), welche für das Spleißen essenziell sind. Das Spleißeosom besteht aus etwa 50 Proteinen und fünf snRNAs.


    Viele zelluläre und auch einige virale Prä-mRNAs tragen mehrere Introns. Das Entfernen sämtlicher Introns wird konstitutives Spleißen genannt. Verschiedene Kombinationen von Exons nennt man alternatives Spleißen (→ Abb. 5-3). Auf diese Weise können verschiedene Proteine von derselben Prä-mRNA synthetisiert werden. Spleißen erhöht so die Kodierungskapazität von Genomen und geschieht im Zellkern. Spleißen von Prä-mRNA kommt bei den meisten Viren vor, die ihre mRNA-Synthese im Zellkern der Wirtszelle synthetisieren.


    Beispiel Papilloma-Viren


    Papilloma-Viren tragen nur zwei Promoter auf ihren Genomen, die zu zwei primären Transkripten führen, kodieren aber für sieben bis acht verschiedene Proteine. Die Gene sind in einer E-(early) und einer L-(late) Region organisiert. Die Regulation der Expression all dieser Gene wird zum Teil durch Spleißen bewerkstelligt. Die beiden Promoter sind nahe beieinander. So sind auch sämtliche CDS der E-Proteine auf der Prä-mRNA der L-Proteine vorhanden, werden aber durch Spleißen eliminiert. Je nach Differenzierungsgrad der Zellen binden zelluläre Proteine an die Prä-mRNA und regulieren die Verwendung der korrekten Spleißstellen Alternatives Spleißen ist essenziell für die Expression von L1 (Hauptkapsidprotein) der Papilloma-Viren.


    
      [119]Abb.5-3|Konstitutives und alternatives Spleißen. Das Herausspleißen sämtlicher Introns aus einer Prä-mRNA wird «konstitutives Spleißen» genannt. «Exon Skipping» ist das Herausspleißen von einem mit Introns flankierten Exon. Die Verwendung von alternativen 5’-oder 3’-Spleißstellen (Spleißdonoren und Spleißakzeptoren) führt zu unterschiedlichen mRNAs und zu Synthesen verschiedener Proteine.


      [image: ]

    


    [120]Beispiel Retro-Viren


    Auch Retro-Viren regulieren ihre Genexpression durch konstitutives und alternatives Spleißen. Der einzige Promoter auf dem Provirus befindet sich in der LTR. Früh in der Transkription der Proviren, werden nur vollständig gespleißte mRNA ins Zytoplasma exportiert, die für Rev kodieren. Spät in der Transkription der Proviren ermöglicht das Rev-Protein den Export von partiell und nicht-gespleißten mRNAs ins Zytoplasma. Dadurch kann Env synthetisiert werden. Die ungespleißte mRNA kodiert für Gag und Pol und wird als Genom in neu entstehende Virionen verpackt. Bei diesen Viren ist die Regulation des Exportes von unvollständig gespleißten und ungespleißten mRNA essenziell, da andernfalls keine (ungespleißte) vRNA den Zellkern verlassen würde.


    Beispiel Adeno-Viren


    Adeno-Viren besitzen ein ca. 35–40 kbp großes Genom, das für etwa 40 Proteine kodiert. Diese Vielfalt von Proteinen wird jedoch nur von acht primären Transkripten synthetisiert. Erst durch Spleiß-Variationen werden die vielen verschiedenen mRNAs für die Translation der spezifischen Proteine bereitgestellt. Die Transkription der späten Prä-mRNAs beginnt am Major Late Promoter und wird an einer der fünf Poly-A-Stellen beendet und poly-adenyliert. Dementsprechend gibt es fünf verschieden lange Prä-mRNAs. Durch alternatives Spleißen kann die Expression der mRNAs, und somit die der Proteine, kontrolliert werden. Die Leadersequenz, die sich während des Spleißens zusammensetzt, ist wichtig für die effiziente Translation der mRNA.


    Verglichen mit Herpes-Viren, die etwa hundert virale Proteine kodieren, aber dafür nur wenige virale Prä-mRNAs spleißen, verfolgen Adeno-Viren eine sehr unterschiedliche Strategie. Die Transkriptionskaskade der Herpes-Viren basiert auf der Aktivierung von einem Set von viralen Promoter, die für die IE-, die E- beziehungsweise die L-Phase charakteristisch sind (→ Kap. 4). Bei den Herpes-Viren wird praktisch jedes Gen durch einen eigenen Promoter reguliert. Die Adeno-Viren haben hingegen nur wenige Promoter, die die Transkription der Prä-mRNAs kontrollieren. Diese Prä-mRNAs werden dann in die jeweils für die Phasen typischen mRNAs prozessiert. Die AdenoViren sind stark vom Spleißen der Wirtszelle abhängig und würden ohne diese die Vielfalt ihrer Proteine nicht herstellen können.


    [121]Box 5.2


    
      RNA-Editieren


      Verschiedene ss(–)RNA-Viren tragen überlappende CDS auf ihren Genomen, die sie mithilfe von RNA-Editieren exprimieren. Dabei werden während der mRNA-Synthese zusätzliche Nukleotide in einen Anteil der neu entstehenden mRNAs eingeführt, die auf dem Vorlagestrang nicht kodiert sind (→ Abb. 5-4). Dadurch entstehen mRNAs mit einem Leserasterwechsel. Die Translation der mRNAs mit zusätzlichem Nukleotid, und der mRNAs ohne zusätzliches Nukleotid, ermöglicht so die Synthese von zwei verschiedenen Proteinen, welche platzsparend auf dem identischen Genomabschnitt kodiert sind.

    


    
      Abb.5-4|Die genomische RNA von ss(–)RNA-Viren wird in (+)mRNA transkribiert. Bei Poly-U-Repetitionen kann die virale Polymerase während der mRNA-Synthese zusätzliche Adenosins einführen, was zu Leserasterwechseln und der Synthese von verschiedenen Proteinen führt.
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    [122]Stabilität von mRNA


    Die Stabilität von mRNAs in Zellen variiert stark. Gewisse mRNAs haben eine Halbwertszeit von 30 Minuten, andere eine solche von 12 Stunden. Einige Viren verschaffen sich einen Vorteil, indem sie die zelluläre mRNA-Synthese manipulieren. Das NS1-Protein des Influenza-A-Virus z. B. kann das Poly-Adenylieren und das Spleißen von zellulärer mRNA inhibieren, welche dann als ungespleißte Transkripte nicht aus dem Zellkern exportiert werden. Dies führt zu einer Anreicherung von zellulärer mRNA mit Caps, welche für die virale mRNA-Produktion (Cap-Snatching) verwendet werden. Das ICP27-Protein von HSV-1 inhibiert Spleißen. Da die meisten herpesviralen Prä-mRNA nicht gespleißt werden, wird so indirekt die zelluläre Proteinsynthese inhibiert. Der Einbau von Papilloma-Virus-DNA ins Wirtsgenom eliminiert die destabilisierende Sequenz auf der mRNA, was zur erhöhten Expression der karzinogenen Proteine E6 und E7 führt.


    5.2 |Translation


    Zelluläre DNA wird von DdR-Pol in Prä-mRNA umgeschrieben, dann zu mRNA prozessiert und schließlich von Ribosomen in Proteine translatiert. Je drei Basen (Codon) der mRNA kodieren für eine bestimmte Aminosäure. Je nach der Wahl des Initiationscodons, kann eine Nukleinsäuresequenz demnach in drei verschiedene Proteine übersetzt werden, abhängig davon, bei welcher Base die Translation (und damit der Raster der Triplets) beginnt.


    Ein «open reading frame» (ORF, dt. Offener Leseraster) ist eine Folge von Triplets (Codons), die für Aminosäuren kodieren, ohne von einem Stopp-Codon (UAG, UGA, UAA) unterbrochen zu werden. Im strengen Sinn muss ein ORF nicht mit einem Startcodon (AUG) beginnen und wird nicht unbedingt in Protein umgewandelt. Eine kodierende Sequenz (CDS) ist eine Sequenz, die in Protein übersetzt wird; sie beginnt mit einem Startcodon und endet mit einem Stopp-Codon. Die CDS kann sich aufgrund von Spleißen aus verschiedenen ORFs – oder Teilen davon – zusammensetzen. Die mRNA Regionen vor und nach der CDS werden untranslatierte Regionen (5’-UTR bzw. 3‘-UTR) genannt.


    Die kanonische Translation wird durch das Binden und Bilden des Ribosoms an der mRNA initiert. Eukaryotische Initiationsfaktoren (eIFs) regulieren diesen Prozess. Die beiden Faktoren eIF1A und eIF3 binden zuerst an die 40S-Untereinheit des Ribosoms. Der mit einer tRNA beladene Faktor eIF2 bindet an diesen Komplex. Der Faktor eIF4E mit angelagertem eIF4A und eIF4G, welcher über das Poly-A-bindendes Protein (PABP) an das Poly-A bindet, erkennt das 5’-Cap der mRNA. Daran bindet eIF2 mit gebundener, beladener tRNA sowie eIF1, eIF1A und eIF3 und die 40S-Untereinheit. Dieser Komplex tastet die mRNA nach dem ersten Initiationscodon ab. Wenn der Komplex auf ein Initiationscodon trifft, lösen sich die Faktoren eIF1, eIF1A, eIF2, eIF3 und die ribosomale 60S-Untereinheit lagert sich an die 40S-Unterein-heit. Die Proteinsynthese beginnt (→ Abb. 5-5). Die eukaryotischen Elongationsfaktoren (eEFs) bewerkstelligen die Elongation der Translation. Die eukaryotischen Terminationsfaktoren eTFs beenden schließlich die Translation. Wie die Transkription wird auch die Translation vor allem auf Stufe der Initiation gesteuert.


    
      [123]Abb.5-5|Translation. Verschiedene eIFs (eukaryotische Initiationsfaktoren) und eine mit Methionin beladene tRNA binden an die 40S-Untereinheit des Ribosoms. Dieser Komplex erkennt das 5’-Cap der mRNA. Das PABP (Poly-A-bindendes Protein) verbindet den Komplex und den Poly-A-Schwanz. Der Initiationskomplex tastet die mRNA nach dem ersten Startcodon ab. Wenn dieses gefunden ist, verlassen die eIFs und PABP den Komplex, und das komplette Ribosom wird mit der Anlagerung der 60S-Untereinheit gebildet. Im Ribosom werden jeweils die zwei Aminosäuren, welche durch tRNA (Transfer RNA) eingebracht werden, kovalent verbunden.
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    [124]Viren haben einige spezielle Mechanismen entwickelt, um ihre mRNA in Proteine translatieren zu lassen (→ Tab. 5-2). Damit verschaffen sie sich gegenüber der Wirtszelle einen Vorteil. Gerade für die Initiation der Translation werden Strategien angewendet, um entweder die Synthese von zellulären Proteinen zu inhibieren, aber trotzdem noch virale Proteine herzustellen, oder um virale Proteine von mRNA-Vorlagen zu synthetisieren, die keine 5’-Cap oder 3’-Poly-A besitzen.


    
      Tab.5-2|Translationsstrategien von Viren


      
        
          
          
        

        
          
            	
              Mechanismus

            

            	
              Beschreibung

            
          


          
            	
              IRES

            

            	
              Sekundärstruktur auf RNA erlaubt Cap-unabhängige Initiation der Proteinsynthese.

            
          


          
            	
              Leaky Scanning

            

            	
              Sequenzkontext des Initiationscodons veranlasst Überlesen des 5’-ersten Initiationscodons und ermöglicht dadurch die Translation eines weiter 3’-liegenden ORFs.

            
          


          
            	
              Ribosomal Shunt

            

            	
              Das vollständige Ribosom tastet vom Cap her die mRNA nach Intitiationscodons ab und translatiert den 5’-ersten ORF. Nach der Termination wird durch eine Sekundärstruktur die 40S-Untereinheit zu einem weiter 3’-liegenden Initiationscodon gebracht, worauf auch dieser ORF translatiert wird.

            
          


          
            	
              Termination-Reinitiation

            

            	
              Zwei überlappende ORFs werden translatiert, indem die 40S-Untereinheit des Ribosoms durch ein Reinitiationsmotiv an der mRNA verbleibt und den zweiten ORF vom nahe gelegenen Initiationscodon translatiert.

            
          


          
            	
              Terminationssuppression

            

            	
              Eine Sekundärstruktur auf der mRNA verursacht, dass anstatt des eukaryotischen ReleaseFaktors eRF eine beladene tRNA mit dem UAG gepaart wird und dadurch keine Termination stattfindet und die Proteinsynthese weitergeht.

            
          


          
            	
              Ribosomal Frameshift

            

            	
              Eine spezifische Sekundärstruktur auf RNA bewirkt einen Wechsel des Leserasters während der Proteinsynthese, welche dann fortgesetzt wird.

            
          


          
            	
              Ribosomal Skipping

            

            	
              Die kovalente Verbindung der neu eingekommenen Aminosäure zum werdenden Protein wird unterdrückt, und das Protein wird vom Ribosom entlassen. Ein neues Protein beginnt mit der neu eingekommenen Aminosäure.

            
          


          
            	
              Polyproteinsynthese

            

            	
              Beschreibt ein langes Polyprotein, in welchem verschiedene funktionelle Proteine aneinander synthetisiert werden, die anschließend durch Proteasen in einzelne Proteine zerlegt werden.

            
          

        
      

    


    [125]Interne Ribosomale Eintrittsstelle («Internal Ribosomal Entry Site», IRES)


    Durch die IRES kann die virale Proteinsynthese von der zellulären unabhängig werden. Eine ausgedehnte Sekundärstruktur bildet sich auf der RNA aus. Daran kann die kleine Untereinheit des Ribosoms auch ohne eIFs binden. Dies führt dazu, dass die Viren die Proteinsynthese von zellulären Proteinen hemmen können, ohne die Synthese der viralen Proteine zu beeinträchtigen. Für die Translation von einer IRES aus werden gewisse zelluläre Proteine des Initiationskomplexes benötigt. Je nach Virus sind die Erfordernisse bezüglich zellulärer Proteine und Vorhandensein von 5’-Cap-Struktur für die Translation verschieden (→ Abb. 5-6). Polio-Virus-Genome tragen am 5’-Ende der RNA ein virales Protein (Vpg), und für die Proteinsynthese ist nur das C-terminale Fragment von eIF4G nötig. Hepaci- und Pesti-Viren benötigen gar kein eIF4G für ihre Translation. Polio-Viren können also den Faktor eIF4G degradieren und somit die zelluläre Proteinsynthese inhibieren, und mit dem C-terminalen Fragment die Synthese der viralen Proteine gewährleisten. Auf dem Genom von Toga-Viren bildet sich nach dem Startcodon eine Sekundärstruktur (Downstream Hairpin Loop; DLP) aus, welcher eine Translationsinitiation ohne eIF2 erlaubt. In der Funktion ist diese Struktur ähnlich der IRES. Das Positionieren der tRNA zum AUG übernimmt ebendiese DLP.


    Die auf Virusgenomen identifizierten IRES-Sequenzen finden auch in der Molekularbiologie Verwendung. Sie erlauben die Expression von mehreren Proteinen von derselben mRNA, welche von rekombinanter, bicistronischer DNA transkribiert wird. Ein einziger Promoter veranlasst die Transkription dieser mRNA-Spezies mit zwei durch eine IRES getrennten ORFs. Von ihr wird der erste ORF vom 5’-nächsten AUG und der zweite ORF vom AUG nach der IRES translatiert.


    Undichtes Abtasten («Leaky-Scanning»)


    Das «Undichte Abtasten» ist eine von vielen Viren angewendete Strategie, um das Kodierungspotenzial des Genoms zu erhöhen. Die CDS für verschiedene Proteine liegen auf derselben mRNA, werden aber von verschiedenen Initiationscodons angeführt. Die 40S-Untereinheit des Ribosoms tastet vom 5’-Cap her die mRNA nach Initiationscodons ab. Je nach Sequenzkontext, wird eines der Initiationscodons erkannt, was zur Anlagerung der 60S-Untereinheit und zur Proteinsynthese führt (→ Abb. 5-7). Verschiedene Viren aus taxonomisch unterschiedlichen Gruppen nützen diese Strategie. So exprimiert das Sendai-Virus sein P- und C-Protein von zwei überlappenden CDS, das Influenza-B-Virus exprimiert zwei Proteine von seiner RNA 6, das SV40 die beiden Proteine VP2 und VP3, und die beiden Retro-Viren HIV und HTLV das Env und Vpu beziehungsweise das Tax und Rex. In manchen Fällen ist der erste ORF nur ein sogenannter uORF, der vor der eigentlichen CDS lokalisiert ist. Auch viele zelluläre mRNAs besitzen einen solchen uORF, der die Translation der eigentlichen CDS beeinflusst. Leaky scanning ist aktiver, wenn der Initiationsfaktor eIF2A phosphoryliert ist. Daher sind auch einigen eukaryotischen Stressgenen ein solcher uORF vorgelagert. Alternativ zum «Undichten Abtasten» kann der zweite ORF auch durch Reinitiation der Translation in Protein übersetzt werden, falls der uORF translatiert wird.


    
      [126]Abb.5-6|Die Interne Ribosomale Eintrittsstelle (IRES). Eine extensive Sekundärstruktur in der 5’-UTR ermöglicht die Bildung des Initiationskomplexes, auch wenn kein 5’-Cap an der mRNA vorhanden ist. Der Initiationskomplex tastet die mRNA nach einem Startcodon ab, und die Proteinsynthese beginnt (Entero- und Hepato-Viren). Auf der genomischen RNA von Cardio-, Aphto-, Hepaci- und Pesti-Viren bildet sich der Initiationskomplex unmittelbar beim AUG. Dadurch ist kein Poly-A-bindendes Protein (PABP) oder sind noch weniger Initiationsfaktoren (eIFs) notwendig.
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      [127]Abb.5-7|Das undichte Abtasten («Leaky Scanning»). Der nach dem Startcodon abtastende Initiationskomplex überliest das in einem schlechten Kontext stehende erste Startcodon und beginnt die Translation am weiter 3’-liegenden Initiationscodon. Entscheidend für diesen Mechanismus sind die flankierenden Sequenzen um das Startcodon, welche eine Translation mehr oder minder begünstigen.
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    [128]Ribosomales Rangieren («Ribosomal Shunt»)


    Das Ribosomale Rangieren ist eine 5’-Cap abhängige Art der Initiation der Translation. Das aus den beiden Untereinheiten zusammengesetzte Ribosom beginnt am 5’-Ende die mRNA nach Inititationscodons abzutasten. Eine Sekundärstruktur veranlasst die beiden Untereinheiten des Ribosoms, sich zu trennen. Die freie kleine Untereinheit (40S) überwindet die Struktur und bindet an das dahinterliegende Startcodon. Nach dem Anlagern der 60S-Untereinheit beginnt die Proteinsynthese (→ Abb. 5-8). Diese Art der Initiation ist unter den Viren weit verbreitet. Man findet sie bei verschiedenen Retro-, Paramyxo-, Adeno- und Papilloma-Viren.


    
      Abb.5-8|Das Ribosomale Rangieren («Ribosomal Shunt»). Am ersten Startcodon am 5’-Ende bildet sich das komplette Ribosom, welches bis zum Stopp-Codon an der mRNA gebunden bleibt. Am Stopp-Codon löst sich die 60S-Untereinheit ab. Eine Sekundärstruktur bewirkt, dass die noch an die mRNA gebundene 40S-Untereinheit pausiert und dann an das Startcodon nach der Sekundärstruktur relokalisiert wird.
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    [129]Reinitiation der Translation


    Von bicistronischen mRNAs wird vom 5‘-Ende her nicht nur der erste ORF, sondern durch Reinitiation auch der zweite ORF translatiert. Dabei liegen das Terminationscodon des ersten ORFs und das Start-codon des zweiten ORFs nahe beieinander. Durch die Termination am Ende des ersten ORFs trennt sich die 60S-Untereinheit des Ribosoms, die 40S-Untereinheit bleibt aber an der mRNA in unmittelbarer Nähe zum Initiationscodon des zweiten ORFs haften. Dadurch bildet sich durch Anlagerung der großen Untereinheit wieder ein translationsfähiges Ribosom, welches die Proteinsynthese des zweiten ORFs ermöglicht. Diese Strategie ermöglicht die Regulation der Proteinsynthese (→ Abb. 5-9). Die mRNA-7 des Influeza-B-Virus kodiert für das M1-und BM2-Protein. Das Stopp-Codon überlappt mit dem Start-Codon von BM2. Durch Reinitiation wird das BM2-Protein exprimiert. Die Translation einer CDS, welche sich nach einem uORF befindet, kann auch durch Reinitiation in Protein übersetzt werden.


    
      Abb.5-9|Reinitiation der Translation. Zwei minimal überlappende CDS mit unmittelbar benachbartem Stopp-Codon der ersten und Start-Codon der zweiten CDS, bewirken das Verbleiben der 40S-Untereinheit an der mRNA und damit die Translation beider CDS.
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      [130]Abb.5-10|Suppression der Termination. Eine Sekundärstruktur ermöglicht in etwa 10 % der Proteinsynthesen das Paaren des Stopp-Codons mit einer tRNA. Die Translation wird dabei fortgesetzt. In den anderen 90 % veranlasst der euka ryotische Terminationsfaktor (eTF) das Dissoziieren der 40S- und der 60S-Untereinheit von der mRNA.
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    [131]Unterdrückung der Termination


    Je nach Kontext, in dem sich das Stopp-Codon befindet, kann dieses Überlesen und die ihm nachfolgende Sequenz in Protein übersetzt werden. So wird bei MoMLV das Gag-Pol-Präprotein nur durch Suppression des Stopp-Codons exprimiert. Vor allem die RNA-Struktur nach dem UAG scheint essenziell für die Suppression zu sein. Jedoch ist der genaue Mechanismus nicht klar (→ Abb. 5-10). Die Suppression der Termination führt auch zur Expression von nsP4-Protein bei den Alpha-Viren. Im Allgemeinen ist die Suppression der Termination aber eher ineffizient. In nur 5–30 % wird das Stopp-Codon überlesen.


    Ribosomaler Leserasterwechsel («Ribosomal Frameshift»)


    Ribosomaler Leserastershift ist ein Prozess, bei dem das Ribosom während der Translation den Leseraster wechselt und der vor allem bei Corona- und Retro-Viren bekannt ist. Spezifische, durch die Primärstruktur induzierte Sekundärstrukturen veranlassen das Ribosom, den Leseraster zu wechseln (→ Abb. 5-11). Dadurch kann das Mengenverhältnis von zwei Proteinen reguliert werden. Bei der Translation des Corona-Virus pol ORF wird zu etwa 20 % der Leseraster gewechselt. In 80 % der Fälle wird der Leseraster hingegen nicht gewechselt, und die Synthese kurz danach bei einem Stopp-Codon beendet. Die beiden (Poly)Proteine 1a und 1ab werden in einem Verhältnis von 1:4 synthetisiert. Es wird klar, dass durch einen Ribosomalen Leserasterwechsel das Verhältnis vorbestimmt ist und den Bedürfnissen entsprechend reguliert werden kann. Im Falle von Corona-Viren, deren ORFla/b für Nichtstrukturproteine kodiert, ergibt dies einen Sinn, weil weniger Polymerase gemacht werden muss als andere Nichtstrukturproteine, welche ebenfalls vom selben ORF kodiert sind.


    Polyproteinsynthese


    Viele ss(+)RNA-Viren, einschließlich der Picorna-, Flavi-, Alpha-Corona-, aber auch der Retro-Viren, exprimieren ein Polyprotein, welches in funktionelle Proteine geschnitten wird (→ Abb. 5-12). Dies erlaubt die Synthese von mehreren Proteinen von einer einzigen mRNA aus. Dadurch wird die Transkription vereinfacht. Gleichzeitig wird aber die Regulation der Proteinmengen etwas unflexibel, da immer die gleichen molekularen Mengen der prozessierten Proteine vorhanden sind. Durch das selektive Benutzen von Proteaseerkennungsstellen ist aber dennoch eine Art von Regulation möglich. Für die Prozessierung benutzen verschiedene Viren Proteasen zellulären oder viralen Ursprungs. Polio-Viren exprimieren für das Prozessieren zwei viruseigene, Flavi-Viren eine viruseigene und eine zelluläre Protease. Die Prozessierung kann zur Regulation der Mengen von jeweils benötigten Proteinen verwendet werden. Jedoch wird die Spaltung der Proteine auch kotranslational, also während der Proteinsynthese, durch Ribosomenskipping bewerkstelligt (siehe unten).


    
      [132]Abb.5-11|Ribosomaler Leserasterwechsel («Ribosomal Frameshift»). Eine extensive Sekundärstruktur nahe zweier überlappender CDS lässt das proteinsynthetisierende Ribosom pausieren. Die tRNAs verschieben sich um ein Nukleotid, und die Synthese wird in einem anderen Leseraster fortgesetzt. Das Anticodon GUU (der tRNA) gepaart zum im ersten ORF vorhandenen Codon AAC (Asparagin; Asn; N), wechselt zum im zweiten ORF liegenden AAA. Dadurch paart das im zweiten Leseraster liegende CGG (Arginin; Arg; R) mit dem Anticodon CCG. Das Asn in dem entstehenden Protein wird mit dem Arg verbunden.
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      [133]Abb.5-12|Polyproteinsynthese. Auf dem Genom einiger ss(+)RNA-Viren ist ein einziger ORF vorhanden. Dieser wird nach Eintritt in die Zelle in ein einziges Polypeptid übersetzt. Spezifische Proteaseschnittstellen erlauben das Prozessieren dieses Polyproteins in einzelne funktionelle Proteineinheiten. Je nach Virus sind die Proteasen viruskodiert (Picorna-Virus; oben) oder zum Teil wirtskodiert (Flavi-Virus; unten).
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      [134]Abb.5-13|Ribosomales Skipping. Beim Ribosomalen Skipping wird während der Proteinsynthese (konventionelle Translation: links) eine bestimmte Peptidbindung nicht gemacht (Skipping: rechts). Dadurch wird das neu entstandene Protein aus dem Ribosom entlassen und die Synthese eines weiteren Proteins begonnen. Dieser Mechanismus wird durch konservierte Proteinsequenzen (Alphahelix, gefolgt von der Konsensussequenz D[VI] ExNPG_P) ausgelöst.
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    Ribosomales Überspringen («Ribosomal Skipping»)


    Das Ribosomale Überspringen ist ein Mechanismus, bei dem das neu[135] entstehende virale Polypeptid verhindert, dass die neu ins Ribosom eingetretene Aminosäure angeknüpft wird. Dies ist im Resultat gleichbedeutend mit einer kotranslationellen Spaltung. Das naszente Polypeptid besteht aus einem Stück mit starker Tendenz zu alphahelikaler Sekundärstruktur, und der Konsensussequenz D[V/I]ExNPG↓P, wobei der Prozess zwischen dem Glyzin und dem Prolin stattfindet (→ Abb. 5-13). Die Anwendung dieses Mechanismus findet man vor allem bei Picorna- und Rota-Viren, aber auch bei einigen Pflanzenviren.


    Weiterführende Literatur


    Ajiro M., Zheng Z. M. (2014). Oncogenes and RNA splicing of human tumor viruses. Emerg. Microbes Infect. 3(9): e63.


    Decroly E., Ferron F., Lescar J., Canard B. (2011). Conventional and unconventional mechanisms for capping viral mRNA. Nat. Rev. Microbiol. 10(1): 51–65.


    López-Lastra M., Ramdohr P., Letelier A., Vallejos M., Vera-Otarola J., Valiente-Echeverría F. (2010). Translation initiation of viral mRNAs. Rev. Med. Virol. 20(3): 177–95.


    Netherton C. L., Wileman T. (2011). Virus factories, double membrane vesicles and viroplasm generated in animal cells. Curr. Opin. Virol. 1(5):3 81–7.


    Tycowski K. T., Guo Y. E., Lee N., Moss W. N., Vallery T. K., Xie M., Steitz J. A. (2015). Viral noncoding RNAs: more surprises. Genes. Dev. 15; 29(6): 567–84.

  


  
    [136][137]|6Zusammenbau von Viruspartikeln und Zellaustritt


    Inhalt


    
      6.1Intrazelluläre Transportmechanismen für Virus-Assembly und -Egress


      6.2Der Zusammenbau der viralen Struktureinheiten


      6.3Die Verpackung des viralen Genoms


      6.4Zellaustritt und Reifung


      Virionen bestehen aus mindestens zwei Komponenten: Protein und Nukleinsäure. Die Proteine bilden dabei eine Hülle (Kapsid) um das Nukleinsäuregenom oder interagieren direkt mit der Nukleinsäure (Nukleokapsid). Darüber hinaus besitzen einige Viren eine Lipidmembranhülle zellulären Ursprungs. Die einzelnen Virionkomponenten werden oft in verschiedenen Zellkompartimenten synthetisiert und müssen mithilfe der zellulären Transportmechanismen an den Ort transportiert werden, an welchem der Zusammenbau («Assembly») der Virionen stattfindet. Das Assembly kann vor oder während des Zellaustritts («Egress») erfolgen. Dieses Kapitel beschreibt den Zusammenbau und Zellaustritt von Viren.

    


    6.1 |Intrazelluläre Transportmechanismen für Virus-Assembly und -Egress


    Die Transportbedürfnisse von Viren während des Assembly- und Egress-Prozesses beinhalten den Transport von Proteinen, Nukleinsäuren, Kapsiden und Virionen und unterscheiden sich je nachdem, in welchen Kompartimenten die Viruskomponenten synthetisiert werden, wo das Assembly stattfindet und ob die Viren behüllt sind oder nicht (→ Tab. 6-1). Bei vielen Viren findet der Zusammenbau des Virions in einem einzigen Kompartiment statt, z.B. auf der zytoplasmatischen Seite der Zellmembran, bei einigen Viren sind jedoch mehrere Kompartimente beteiligt. Dieser Umstand erfordert das Zusammenspiel verschiedener Transportmechanismen, welche in den folgenden Abschnitten einzeln erläutert werden. Dazu gehören der Transport von viralen Strukturproteinen in den Zellkern, der sekretorische Transport, der Transport von viralen Nukleinsäuren und der Transport von Kapsiden/Virionen durch Membranen mittels Knospung und Fusion. Der Transport mithilfe des Zytoskeletts ist für Assembly und Zellaustritt vieler Viren ebenfalls essenziell, wurde aber bereits in → Kap. 3 ausführlich beschrieben.


    
      [138]Tab.6-1|Transport von Viruskomponenten während Assembly und Egress.
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    Transport von viralen Strukturproteinen in den Zellkern


    Bei allen DNA-Viren außer den Pox-Viren und den Asfar-Viren findet das Kapsid-Assembly im Zellkern statt. Die viralen Strukturproteine müssen also vom Synthese-Ort im Zytoplasma in den Zellkern transportiert werden. Zu diesem Zweck besitzen Strukturproteine ein Zellkern-Lokalisierungssignal (nuclear localisation signal), welches von speziellen Transportproteinen, den Importinen, erkannt wird und den Kernimport durch die Kernporen (nuclear pore complex) ermöglicht (→ Abb. 6-1). Virale Strukturproteine, die kein Zellkern-Lokalisierungs-signal besitzen, können auch in den Kern transportiert werden, falls sie einen Komplex mit einem Protein bilden, welches ein solches besitzt.


    Sekretorischer Transport von viralen Proteinen an zelluläre Membranen


    Viele behüllte Viren werden an zellulären Membranen zusammengebaut. Dafür müssen zuerst virale (Glyko)proteine durch den zellulären sekretorischen Transport an diese Membranen transportiert werden. Solche viralen Proteine werden während der Synthese durch spezielle Poren in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) transloziert (→ Abb. 6-2A). Die Translokation wird durch ein sogenanntes Signalpeptid von etwa 20 Aminosäuren Länge am Proteinanfang [139](N-Terminus), eine Transmembrandomäne und ein hydrophobes Stopp-Transfer-Signal gesteuert. Es gibt allerdings auch Signalpeptidunabhängige Mechanismen für den Transport von viralen Strukturproteinen an zelluläre Membranen.


    
      Abb.6-1|Der Transport von viralen Strukturproteinen in den Zellkern. Der Import von viralen Strukturproteinen (z. B. Influenza-A-Virus M1-Protein) in den Zellkern wird durch die Interaktion zwischen bestimmten Aminosäuresequenzen (Zellkernlokalisationssequenz, nuclear localisation signal, NLS) im Virusprotein, Integrinen und den Kernporen gesteuert.
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    Nach der Translokation, haben integrale Transmembranproteine eine oder mehrere Domänen, die ins ER-Lumen zeigen, und eine oder mehrere Domänen, die ins Zytoplasma zeigen; letztere sind oft post-translationell modifiziert. Oft wird die Signalsequenz im ER-Lumen durch das Enzym Signalpeptidase abgespalten. Im ER-Lumen erfolgen weitere posttranslationelle Modifikationen, einschließlich Glykosylierung, Bildung von Disulfidbrücken, Proteinfaltung und Oligomerisierung, und es findet eine Qualitätskontrolle statt. Proteine, welche die Qualitätskontrolle nicht passieren, werden für die Degradation ins Zytoplasma zurückbefördert (Retrotranslokation). Korrekt gefaltete virale Strukturproteine gelangen via Transportvesikel vom ER zum Golgi-Apparat (→ Abb. 6-2B). Die Bildung der Transportvesikel an der ER-Membran wird durch zelluläre Proteine, wie z.B. dem Proteinkomplex COPII, induziert. Transportvesikel können fusionieren und schlauchförmige Kompartimente, sogenannte ER-Golgi intermediäre Kompartimente (ERGIC), bilden. Die Transportvesikelmembran enthält sogenannte «v-snare»-Proteine, die sie zu den entsprechenden Zielmembranen (cis-Golgi) leiten und dort mit «t-snare»-Proteinen interagieren, um die Fusion der Membranen zu ermöglichen. An diesem[140] Prozess sind weitere zelluläre Proteine beteiligt. In die entgegengesetzte Richtung vermittelt der Proteinkomplex COPI die Bildung von Transportvesikeln im Golgi-Apparat, welche zum ER transportiert werden und mit der ER-Membran fusionieren. Der Transport der Vesikel erfolgt meist mithilfe von Motorproteinen (Dynein, Kinesin) entlang von Mikrotubuli (→ Kap. 3), kann aber auch durch Diffusion erfolgen. Nach Fusion der Transportvesikelmembran mit der cis-Golgi-Membran befinden sich die Proteine oder Proteindomänen, welche sich vorher im ER-Lumen befanden, nun im Lumen des cis-Golgi-Apparats. In den cis-, medialen-, und trans-Zisternen des Golgi-Apparats werden die Proteine weiter modifiziert, bevor sie in Vesikel eingeschlossen am trans-Golgi wieder abgegeben und weiter zur Zielmembran transportiert werden (→ Abb. 6-2B). Die trans-Golgi-Vesikel werden an die Zytoplasmamembran transportiert, falls sie nicht speziell für den Transport an eine intrazelluläre Membran adressiert sind.


    Der sekretorische Transport endet mit der Fusion der vom trans-Golgi-Apparat gebildeten Transportvesikel mit der Zielmembran. Integrale Membranproteine bleiben nach der Fusion in der Zielmembran stecken, wobei sich die im Transportvesikel-Lumen befindenden Domänen nach der Fusion, z.B. mit der Zytoplasmamembran, im extrazellulären Raum befinden. An solchen, mit viralen (Glyko)proteinen besetzten Stellen der Zytoplasmamembran findet bei vielen behüllten Viren das Assembly und der Erwerb der viralen Membranhülle statt (→ 6.4). Virion-Assembly kann aber auch an einer oder mehreren intrazellulären Membranen stattfinden, einschließlich der Membranen von ER (z.B. bei den Rota-Viren), im Golgi-Apparat (z.B. bei den Corona- und Herpes-Viren) und im Zellkern (z.B. bei den Herpes-Viren). Voraussetzung dafür ist, dass die Virionproteine an die entsprechenden Membranen transportiert oder während des sekretorischen Transports in den entsprechenden Membranen zurückgehalten werden.


    
      Abb.6-2a|Der Transport von viralen Proteinen an zelluläre Membranen. (A) Die Translokation von (viralen) Proteinen ins Endoplasmatische Retikulum (ER) beginnt während der Synthese (z. B. Influenza-A-Virus-Hämagglutinin). Voraussetzung dafür ist ein sogenanntes Signalpeptid. Die Translokation wird durch Signalerken-nungs-Partikel (SRP), welche gleichzeitig an das Signalpeptid und an den SRP-Rezeptor in der ER-Membran binden und dadurch die Synthese des Proteins durch Proteinkanäle in der ER-Membran ermöglichen, gesteuert.
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      [141]Abb.6-2b|Der Transport von viralen Proteinen an zelluläre Membranen. (B) Die viralen Strukturproteine gelangen via Transportvesikel vom ER zum Golgi-Apparat. Nach der Fusion der Transportvesikelmembran mit der cis-Golgi-Membran befinden sich die Proteine oder Proteindomänen, welche sich vorher im ER-Lumen befanden im Lumen des cis-Golgi-Apparats. Die post-translationelle Modifikation der Proteine, welche im ER-Lumen beginnt, wird in den cis-, medialen-, und trans-Zisternen des Golgi-Apparats weitergeführt, bevor die Proteine in Vesikel eingeschlossen am trans-Golgi wieder abgegeben und weiter zur Zielmembran transportiert werden.
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    [142]Der sekretorische Transport des Influenza-A-Virus-HA-Proteins ist sehr gut untersucht. Im ER erfolgt die Abspaltung der Signalsequenz, die Bildung von Disulfidbrücken, die N-Glykosylierung und die Oligomerisierung. Weitere Modifikationen, einschließlich der Spaltung von HA0 in HA1 und HA2 erfolgen im Golgi-Apparat.


    Box 6.1


    
      Sekretorischer Transport in polaren Zellen


      In polaren Zellen ist die Zytoplasmamembran nicht einheitlich zusammengesetzt. Epithelzellen z. B. haben eine apikale und eine basolaterale Seite. Diese Polarität ist auch in der Zellkultur erhalten. Die Zytoplasmamembran auf den beiden Seiten unterscheiden sich in ihrer Lipid- und Proteinzusammensetzung und üben verschiedene Funktionen aus. Viren können an verschiedenen Seiten aus Epithelzellen austreten; z. B. das Influenza-Virus auf der apikalen, und das Vesicular-Stomatitis-Virus (Rhabdo-Viren) auf der basolateralen Seite. Die Spezifität für den Transport auf die eine oder die andere Seite erfolgt durch Sortierung der viralen (Glyko)proteine in entsprechend adressierte Transportvesikel im trans-Golgi-Apparat.

    


    Box 6.2


    
      Virus-vermittelte Manipulation des sekretorischen Transports


      Es gibt viele verschiedene Mechanismen, wie Viren den sekretorischen Transport beeinflussen, um zelluläre Funktionen auszuschalten. Ein häufiges Ziel solcher Manipulationen ist die Verhinderung des sekretorischen Transports von «Major Histocompatibility Complex»-I-Molekülen (MHC-1), einer wichtigen Komponente der Immunabwehr (→ Kap. 9). Das Adeno-Virus-gp19-Protein z. B. bindet an MHC-I-Moleküle und verhindert dessen Austritt aus dem ER. Herpes-Viren besitzen ebenfalls Proteine, welche den Transport von MHC-I verhindern. Rota-Viren kodieren ein Protein, welches die ER-Membran zerstört. Das Polio-Virus-2B-Protein ist[143] verantwortlich für die Zerstörung des Golgi-Apparats, während das 4A-Protein den Transport aus ERGIC unterbricht. Wenn Viren nicht selbst für ihre Replikation vom sekretorischen Transport abhängig sind, bringt dessen Inaktivierung einen entscheidenden Vorteil, weil in diesem Fall ein wichtiger antiviraler Mechanismus des Wirts ausfällt (→ Kap. 9).

    


    Transport von viralen Nukleinsäuren zum Assembly-Ort


    Genomreplikation und Virion-Assembly finden nicht bei allen Viren im selben Kompartiment statt. In diesem Fall müssen virale Genome zum Virion-Assembly-Ort transportiert werden. Dies wird, wie die folgenden zwei gut untersuchten Beispiele zeigen, durch spezifische virale Proteine ermöglicht. Solche Proteine interagieren mit den viralen Nukleinsäuren und je nachdem, ob die Nukleinsäure im Zellkern oder im Zytoplasma synthetisiert wurde, mit den Kernporen, Membranen oder darin integrierten viralen Glykoproteinen. Die im Zytoplasma neu synthetisierten und in den Kern importierten Influenza-Virus-NP und -Pol-Proteine binden an die im Zellkern synthetisierten viralen genomischen RNA-Segmente und bilden damit die Ribonukleoproteinsegmente. Die Interaktion von viralen M1-Proteinen mit den Ribonukleoproteinsegmenten ermöglicht die Bindung eines weiteren viralen Proteins, NEP, welches ein Zellkernexport-Signal besitzt und den Transport der Ribonukleoproteinsegmente ins Zytoplasma vermittelt (→ Abb. 6-3).


    Die genomische RNA von Rhabdo-Viren (z.B. Vesicular-stomatitis- und das Tollwut-Virus) wird im Zytoplasma synthetisiert und bildet nach Interaktion mit den viralen N-, L- und NS-Proteinen ein helikales Ribonukleoprotein. Dieses interagiert mit dem viralen M-Protein, welches eine Membranbindungsdomäne besitzt und das Rhabdo-Virus-Nukleokapsid an die Zytoplasmamembran bindet, und zwar an Stellen, an denen das virale Gykoprotein G vorkommt. Der Transport der Rhabdo-Virus-Nukleokapside an die Zytoplasmamembran erfolgt mithilfe von Mikrotubuli und Motorproteinen.


    Knospung («Budding») und Fusion


    Bei den meisten DNA-Viren finden sowohl die Replikation des Virusgenoms als auch das Kapsid-Assembly im Zellkern statt. Solche Viren brauchen keine speziellen Mechanismen für den Transport der viralen Nukleinsäuren von einem zellulären Kompartiment in ein anderes. Es braucht jedoch Mechanismen, welche es den im Kern zusammengebauten, mit Nukleinsäure gefüllten Kapsiden ermöglicht, vom Kern ins Zytoplasma und von dort aus der Zelle hinaus transportiert zu werden. Kapside und Virionen können Membranen durch Knospung und Fusion durchqueren (→ Abb. 6-4). Knospung ist nicht nur ein wichtiger Prozess für viele Viren, um Membranen zu durchqueren, sondern auch um eine Membranhülle zu erwerben.


    
      [144]Abb.6-3|Der Export der Influenza-A-Virus-Ribonu-kleoproteinsegmente aus dem Zellkern. Die Influenza-Virus-NP- und -Pol-Proteine binden an die viralen genomischen RNA-Segmente und bilden damit die Ribonukleoproteinsegmente. Die Interaktion von viralen M1-Proteinen mit den Ribonukleoproteinsegmenten ermöglicht die Bindung eines weiteren viralen Proteins (NEP), welches ein Zellkernexport-Signal besitzt und den Transport der Ribonukleoproteinsegmente ins Zytoplasma vermittelt.
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      Abb.6-4|Der «Budding» Prozess. Knospung («Budding») beginnt mit der Anlagerung von Viruskomponenten (z. B. Ribonukleoprotein oder Kapsid) an eine zelluläre Membran. Diese Interaktion bewirkt, dass sich die Membran biegt und eine Knospe bildet, welche die Viruskomponenten einschließt. Schließlich wird die Knospe durch einen Membranfusionsprozess abgeschnürt.
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    [145]Knospung beginnt mit der Anlagerung des Ribonukleoproteins oder des Kapsids/Nukleokapsids an eine zelluläre Membran. Die Anlagerung wird dabei durch eine Interaktion zwischen Viruskomponenten und Zellmembrankomponenten vermittelt. Diese Interaktion bewirkt auch, dass sich die Membran biegt und eine Knospe bildet, welche die Viruskomponenten einschließt. Schließlich wird die Knospe durch einen Membranfusionsprozess abgeschnürt (→ Abb. 6-4). An der Interaktion zwischen Membran und Viruskomponenten können verschiedene Virusbestandteile beteiligt sein: Kapsidproteine oder Matrixproteine sowie in der Membran eingelagerte virale Glykoproteine. Der Fusionsprozess, welcher für die Abschnürung der Knospe essenziell ist, wurde bereits in → Kap. 3 vorgestellt.


    6.2 |Der Zusammenbau der viralen Struktureinheiten


    Alle Viren bestehen mindestens aus einem Kapsid oder Nukleokapsid und einem Nukleinsäuregenom. Die folgenden drei Replikationsschritte sind deshalb allen Viren gemeinsam: der Aufbau des Kapsids/Nukleokapsids, die Verpackung des Nukleinsäuregenoms im Kapsid/Nukleokapsid und der Austritt des Virions aus der Zelle. In vielen Fällen muss zusätzlich noch eine Membranhülle mit eingelagerten (Glyko)proteinen oder[146] weitere Proteinhüllen (z.B. Matrix, Tegument) erworben werden. Diese Vorgänge sind wie alle viralen Replikationsschritte abhängig von zellulären Prozessen (z.B. Makromolekülsynthese und intrazellulärer Transport) und verlaufen koordiniert und mit hoher Effizienz.


    Bei manchen Viren ist der Aufbau des Kapsids/Nukleokapsids mit der Bindung von Strukturproteinen an das Virusgenom koordiniert, z.B. Ribonukleoproteine von (–)RNA-Viren. Bei anderen Viren wird das Kapsid/Nukleokapsid in Abwesenheit des Virusgenoms aus einzelnen Struktureinheiten zusammengebaut. Für den Aufbau der viralen Struktureinheiten gibt es drei verschiedene Möglichkeiten:


    1.Aus Kopien eines einzigen oder aus mehreren verschiedenen Strukturproteinen (z.B. SV40).


    2.Aus einem Polyprotein (z.B. Polio-Virus).


    3.Mithilfe von viralen oder zellulären Chaperon-Proteinen, welche ein Gerüst für die korrekte Faltung und Interaktion der viralen Strukturproteine bilden (z.B. Herpes-Viren).


    Nach Akkumulation der viralen Struktureinheiten werden diese zu komplexeren Strukturen wie Kapsid/Nukleokapsid zusammengebaut. Dies kann spontan, schrittweise oder wiederum mithilfe von Chaperon-Proteinen erfolgen. Bei Polio-Viren z.B. erfolgt der Aufbau spontan und schrittweise. Zuerst bildet sich die 5S-Struktureinheit aus dem Polyprotein VP1, VP2 und VP0 (VP3–VP4). Durch Interaktion von 5S-Struktureinheiten entsteht das 14S-Kapsid-Pentamer, und daraus das leere 75S-Kapsid. Das reife 150S-Kapsid entsteht nach Verpackung der viralen RNA und daraus resultierender proteolytischer Spaltung von VP0. Bei Herpes-Simplex-Viren bildet das virale Chaperon-Protein VP22a ein Gerüst, an welches das virale VP5 binden kann. Kopien des VP5-Proteins bilden die hexameren und pentameren Struktureinheiten. Durch Bindung von VP19 und VP23 an die VP22a–VP5-Struktur entsteht das sogenannte Prokapsid Die VP24-Protease schneidet ein im Inneren des Prokapsids liegendes Peptid von VP5 weg, sodass die Interaktion mit VP22a gelöst und dieses vom Kapsid entfernt wird. Das Virusgenom kann nun durch das Portal (Dodecamer des UL6-Proteins) ins Kapsid verpackt werden.


    6.3 |Die Verpackung des viralen Genoms


    Virale Nukleinsäuren müssen während der Verpackung in Kapside von den zellulären Nukleinsäuren unterschieden werden. Diese hohe Selektivität wird durch sogenannte Verpackungssignale bestimmt Verpackungssignale[147] werden durch spezifische Nukleinsäure-Sequenzen (z.B. Herpes- und Polyoma-Viren) oder -Sekundärstrukturen (z.B. Retro-Viren) definiert.


    Wie bereits in → Kap. 6.2 erwähnt, werden die viralen Nukleinsäuregenome in fertige Kapside verpackt, oder die Verpackung erfolgt koordiniert mit dem Zusammenbau des Virions. Diese beiden Möglichkeiten werden im Folgenden anhand der Beispiele von Herpes- und InfluenzaViren näher erläutert.


    Bei der DNA-Synthese des Herpes-Simplex-Virus entstehen konkatemere virale Genome als Replikationsprodukte (→ Kap. 4). Die Verpackung der neu synthetisierten Genome und die Spaltung der Konkatemere in Einzelgenome erfolgt simultan, und beide Prozesse sind abhängig vom Verpackungssignal, welches mit dem Portal (Dodecamer des UL6-Proteins) im Kapsid interagiert (→ Abb. 6-5).


    Wie bereits in → Kap. 6.1 beschrieben, bindet das Influenza-A-Virus Nukleoprotein (NP) an einen Komplex, bestehend aus einem neu synthetisierten genomischen (–)RNA Segment und Kopien der viralen RNA-Polymerase. Als Nächstes erfolgt die Bindung von M1-Protein, welches die Bindung des NEP-Proteins und den Export des Ribonukleoproteinsegments aus dem Zellkern bewirkt (→ Abb. 6-3). Die viralen Proteine HA, NA und M2 gelangen via sekretorischen Transport an die Plasmamembran, wo mit der Verpackung der viralen Ribonukleoproteinsegmente durch Membran-Knospung der Assembly-Prozess und der Zellaustritt gleichzeitig abgeschlossen wird (→ Abb. 6-6).


    
      Abb.6-5|Die Verpackung der Herpes-Virus-DNA ins Kapsid. Bei der Replikation der Herpes-Virus-DNA entstehen konkatemere virale Genome. Die Verpackung der neu synthetisierten Genome und die Spaltung der Konkatemere in Einzelgenome erfolgt simultan. Beide Prozesse werden durch die Interaktion von DNA-Verpackungssignalen auf dem Virusgenom und dem Portal (Dodecamer des UL6-Proteins) im Kapsid gesteuert.
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      [148]Abb.6-6|Influenza-A-Virus-Assembly und -Egress. Das Assembly von Influenza-A-Virionen erfolgt in verschiedenen Kompartimenten. Die virale (–)RNA wird im Zellkern in mRNA umgeschrieben und exportiert. Während der Translation der mRNA im Zytoplasma werden die HA-, NA- und M2-Proteine für den sekretorischen Transport an die Zytoplasmamembran ins ER transloziert. Die M1-, NP-, Pol- und NEP-Proteine werden nach der Synthese im Zytoplasma in den Kern importiert und binden an die neu synthetisierten viralen genomischen (–)RNA-Segmente. Dies ermöglicht den Export der Ribonukleoproteinsegmente aus dem Zellkern und den anschließenden Transport an die Zytoplasmamembran, und zwar an Stellen, welche die viralen HA-, NA- und M2-Proteine enthalten. Dort wird mit dem Budding der Assembly-Prozess abgeschlossen. Gleichzeitig findet der Zellaustritt statt.
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    [149]6.4 |Zellaustritt und Reifung


    → Abb. 6-7 zeigt eine Übersicht über die verschiedenen Zellaustrittsstrategien von behüllten und unbehüllten Viren. Das Vorhandensein einer Membranhülle und der Assembly-Ort sind dabei die wichtigsten Faktoren, die die Art des Zellaustritts beeinflussen. Bei den behüllten Viren (→ Abb. 6-7A–C) kann man folgende drei Gruppen unterscheiden:


    1.Virus-Assembly an der Zellmembran (z.B. Rhabdo-Viren),


    2.Virus-Assembly an einer intrazellulären Membran (z. B. Hepatitis-B-Virus) und


    3.Virus-Assembly im Zellkern und an einer intrazellulären Membran (z.B. Herpes- und Influenza-Viren).


    Bei behüllten Viren, welche die Membranhülle von der Zytoplasmamembran erwerben, ist der Zusammenbau des Viruspartikels an den Zellaustritt gekoppelt. Das Tollwut-Virus (Rhabdo-Virus) wird beispielsweise an der Zytoplasmamembran zusammengebaut und verlässt die Zelle durch Knospung (→ Abb. 6-7A). Knospung setzt eine Interaktion von Viruskomponenten (Kapsid-, Glyko-, oder Matrixproteine) mit der zellulären Membran voraus (→ 6.1). Diese Interaktion führt zur Biegung der Membran, der Umhüllung des Viruspartikels mit der Membran und schließlich der Abschnürung des Vesikels durch Membranfusion (→ Abb. 6-4). Andere behüllte Viren erwerben die Membranhülle durch Knospung an einer intrazellulären Membran (z.B. das Hepatitis-B-Virus). Von dort werden Vesikel, welche Kapside enthalten, abgeschnürt (zwei Membranhüllen). Die Vesikel werden mithilfe des Mikrotubuli-Zytoskeletts und Motorproteinen an die Zellmembran transportiert, und fusionieren dort mit dieser. Dabei werden behüllte Virionen (eine Membranhülle) freigesetzt (→ Abb. 6-7B).


    Der Zusammenbau des Herpes-Virus-Kapsids im Zellkern stellt eine besondere Herausforderung für den Zellaustritt dar, da mehrere Membranen überwunden und eine Membranhülle erworben werden muss (→ Abb. 6-7C). Es gibt verschiedene Hypothesen bezüglich des Prozesses, wie Herpes-Viren dies erreichen. Gemäß konventionellem Modell erwerben Herpes-Virus-Kapside eine erste Lipidmembran durch Knospung an der inneren Kernmembran. Diese Hülle geht aber durch Fusion mit der äußeren Kernmembran wieder verloren, und das Kapsid erhält eine neue Membran durch Knospung an der Golgi-Membran. Von dort werden Transportvesikel abgeschnürt (zwei Membranen), welche, nach Fusion mit der Plasmamembran, behüllte Virionen (eine Membran) freisetzen. Die Membranhülle stammt also von der Golgi-Membran. Gemäß einem alternativen Modell gelangen Herpes-Virus-Kapside durch zerstörte/erweiterte Kernporen ins Zytoplasma und erwerben dort eine Hülle durch Knospung an der Golgi-Membran. Von dort werden die Viruspartikel, genau wie beim konventionellen Modell, durch Vesikeltransport freigesetzt. In diesem Modell stammt die Membranhülle ebenfalls von der Golgi-Membran. Es besteht auch die Möglichkeit, dass Kapside, welche das Zytoplasma über erweiterte Kernporen erreicht haben, eine Membranhülle durch Knospung an anderen intrazellulären Membranen (z.B. ER- oder Kernmembran) erhalten (→ Abb. 6-7C).


    
      [150]Abb.6-7A-C|Der Zellaustritt von Viren. (A) Bei behüllten Viren kann man die Zellaustrittsmechanismen in drei Gruppen einteilen, je nachdem, wo in der Zelle das Assembly stattfindet: (A) an der Zellmembran (z. B. Rhabdo-Viren), (B) an einer intrazellulären Membran (z. B. Hepatitis-B-Virus) oder (C) im Zellkern und an einer intrazellulären Membran (z. B. Herpes- und Influenza-Viren). Bei der Mehrheit der unbehüllten Viren (z. B. bei den Adeno-Viren) wird die Zelle während der Virusreplikation lysiert (D), wodurch die Virionen in den extrazellulären Raum gelangen. (E) Andere unbehüllte Viren können die Zelle mithilfe von verschiedenen spezifischen Mechanismen auch ohne Zelllyse verlassen (z. B. Polio-Virus).
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      [152]Abb.6-7D-E|
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    Box 6.3


    
      Zellaustritt von Vaccinia-Virus


      Das Vaccinia-Virus erwirbt sich seine Lipidmembran von einer intrazellulären Membran und hat eine besondere Strategie für den Zellaustritt. Dabei werden zwei verschiedene infektiöse Partikel freigesetzt: die intrazellulären reifen Virionen[153] und die extrazellulären behüllten Virionen, welche sich in der Anzahl und in der Herkunft ihrer Lipidmembranen unterscheiden. Intrazelluläre reife Viren erwerben ihre Membranhülle von der ER-Membran und verlassen die Zelle nach deren Lyse. Sie können aber auch von anderen intrazellulären Membranen umschlossen werden (z. B. der Golgi-Membran) und besitzen dann drei Lipidmembranen. Nach dem Transport dieser Vesikel an die Zytoplasmamembran und der Fusion mit dieser, werden Viren freigesetzt, welche zwei Membranhüllen besitzen und eine andere Rezeptorspezifität aufweisen als die Viren, welche die Zelle durch Lyse verlassen.

    


    Bei der Mehrheit der unbehüllten Viren (z.B. Adeno-Viren, → Abb. 6-7D) sowie bei einigen behüllten Viren (z.B. dem Vaccinia-Virus) wird die Zelle während der Virusreplikation zerstört (lysiert). Die Virionen gelangen dadurch vom Zellinneren in den extrazellulären Raum. Andere unbehüllte Viren können die Zelle mithilfe von vielen verschiedenen spezifischen Mechanismen auch ohne Zelllyse verlassen. Die Polio-Virus-Proteine 2BC und 3A induzieren z.B. die Bildung von Vesikeln, welche Virionen enthalten. Diese Vesikel werden an die Zellmembran transportiert, fusionieren mit dieser und setzen dabei unbehüllte Virionen frei, ohne dabei die Zelle zu zerstören (→ Abb. 6-7E).


    Bei vielen Viren sind die unmittelbaren Produkte des Assembly-Prozesses nicht infektiös. Es muss also ein Reifungsprozess (Maturation) vor, während oder unmittelbar nach dem Zellaustritt stattfinden. Beim HI-Virus ist die Maturation sehr gut untersucht: Unreife HIV-Virionen erwerben eine Lipidmembranhülle während des Zellaustritts durch Budding an der Zytoplasmamembran. Während des Egresses wird die virale Protease aktiviert, die das GAG-Polyprotein MA-CA-NC-p6 spaltet. Dadurch wird die GAG-Hülle aufgelöst, während das Matrixprotein membrangebunden bleibt und CA (1500 Kopien) ein Core um die zwei Ribonukleoprotein-Komplexe (NC-Protein-RNA) bildet. Die Inaktivierung der HIV-Protease mit Inhibitoren ist eine effektive Komponente der anti-retroviralen Therapie, da die Bildung infektiöser Virionen verhindert wird (→ Abb. 6-8).


    Einige Viren können auch direkt von einer Zelle in die nächste gelangen, ohne dabei den zellulären Raum je zu verlassen. Dadurch entziehen sie sich z.B. der Wirkung von neutralisierenden Antikörpern. Herpes-Viren z.B. können sich in Epithelzellen via sogenannte «tight-junctions» ausbreiten. Auch das HI-Virus und andere Retro-Viren können sich direkt von Zelle zu Zelle ausbreiten, und zwar mithilfe sogenannter virologischer Synapsen, welche gebildet werden wenn eine infizierte Zelle eine nicht-infizierte Zelle berührt.


    
      [154]Abb.6-8|Die Reifung des HIV-1 Virions. HIV-Virionen erwerben eine Lipidmembranhülle während des Zellaustritts durch Budding an der Zytoplasmamembran. Während des Egress-Prozesses wird die virale Protease aktiviert, die das GAG-Polyprotein MA-CA-NC-p6 spaltet. Dadurch wird die GAG-Hülle aufgelöst, während das Matrixprotein (MA) membrangebunden bleibt und das Kapsidprotein (CA) ein Core um die zwei Ribonukleoprotein-Komplexe bildet. (NC = Nukleokapsid-Protein).
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    [155]|7Virus-Wirt Interaktion


    Inhalt


    
      7.1Virus und Wirt


      7.2Der Eintritt


      7.3Die Ausbreitung


      7.4Der Tropismus


      7.5Konsequenzen einer Virusinfektion


      7.6Virale Abwehr gegen die Abwehr des Wirts


      7.7Infektionszyklen


      7.8Viren und Krebs


      In diesem Kapitel werden der Eintritt und die Wechselwirkungen der Viren mit ganzen Organismen beschrieben. Der Körper ist aus einer Vielzahl verschiedener Zellen und Gewebetypen aufgebaut. Verschiedene Viren nützen die Eigenschaften der verschiedenen Gewebe, um den Eintritt in den Körper zu erleichtern. Einmal im Körper, kann sich die Infektion auf den Eintrittsort beschränken oder sich weiter im Körper ausbreiten. Viren nützen den Blutkreislauf, das Lymphatische- und das Nervensystem als Verkehrswege durch den Körper. Eine Virusinfektion kann – muss aber nicht – zu Krankheitssymptomen führen.

    


    7.1 |Virus und Wirt


    Jede Virusinfektion eines Wirtes beginnt mit der Infektion einer Zelle. Viren sind vielfach spezifisch für gewisse Zell- oder Gewebetypen. Daher findet der Eintritt in den Wirt meist an einem spezifischen Ort statt. Die Wechselwirkungen von Virus und Wirt können gegebenenfalls histologisch, virologisch oder immunologisch attestiert werden. Häufig jedoch können Virusinfektionen ohne Krankheitssymptome verlaufen. [156]Man unterscheidet daher apparente und inapparente Infektionen. Die Pathogenität beschreibt das Potenzial der Viren, Krankheiten zu verursachen. Die Basis für die Pathogenität ist die Wechselwirkung von viralen Bestandteilen untereinander und mit den zellulären Bestandteilen. Die Virulenz beschreibt die unterschiedlich stark ausgeprägten pathogenen Eigenschaften von Viren. Die Grundlagen für die Virulenz bilden die in den Virulenzgenen enthaltenen Eigenschaften. Diese können durch Mutationen verstärkt oder geschwächt werden.


    Box 7.1


    
      Henle-Koch’sche Postulate definieren ein ursächliches Pathogen:


      1)Ein Krankheitserreger muss sich in allen Fällen bei einer bestimmten Krankheit nachweisen lassen, wohingegen er beim Gesunden immer fehlen muss.


      2)Der Krankheitserreger muss sich auf Nährböden oder in geeigneter Zellkultur züchten lassen, und zwar in Form von Reinkulturen.


      3)Gesunde Tiere müssen nach der Inokulierung mit dem Erreger die gleiche Krankheit entwickeln.


      4)Die Reisolierung des Erregers aus den experimentell infizierten Tieren muss gelingen.


      Diese Postulate lassen sich auch für viele Viren anwenden, jedoch gibt es Viren, die nicht alle Bedingungen erfüllen. So lassen sich z. B. einige Viren nicht in Zellkultur züchten.

    


    7.2 |Der Eintritt


    Viren müssen für die Infektion zuerst passiv oder aktiv die Körperoberfläche überwinden. Passiv können sie z.B. über Vektoren oder Transplantation ins Körperinnere gelangen. Aktiv können sie über Zellen im Respirationstrakt, Verdauungstrakt, Urogenitaltrakt oder Auge eintreten (→ Abb. 7-1). Der wohl häufigste Eintrittsweg ist über den Respirationstrakt. Infektionen des Lumens des Verdauungstrakts setzen voraus, dass die Virionen resistent gegen das harsche Milleu des Magens und/ oder Darms sind. Auch der Urogenitaltrakt kann von Viren als Eintrittspforte verwendet werden; wir sprechen in diesem Fall vor allem von sexuell übertragenen Viruskrankheiten. Es gibt einige Viren, die übers Auge in den Körper eindringen. Kleine Abrasionen in den Augen erleichtern diesen Viren dabei den Eintritt. Die Haut ist generell eine[157] gute Barriere gegen Virusinfektionen da sie von ausdifferenzierten toten Zellen bedeckt ist, welche keine Virusreplikation unterstützen. Bei Verletzungen können Viren jedoch Zugang zu unteren Hautschichten erhalten und die Zellen dort infizieren.


    
      Abb.7-1|Eintrittsorte der Viren. Am häufigsten treten Viren über den Respirationstrakt oder den Verdauungstrakt in den Körper ein. Auch der Urogenitaltrakt kommt als Eintrittspforte vor. Die Haut ist eigentlich eine gute Barriere gegen Virusinfektionen; erst durch Verletzungen können Viren an infizierbare Zellen gelangen. Das Auge wird von Viren nur selten als Eintrittspforte genutzt.
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    Box 7.2


    
      Voraussetzungen für eine erfolgreiche Virusinfektion


      1)Es müssen genügend Virionen vorhanden sein.


      2)Am Ort des Eintritts müssen die Zellen für die Viren physikalisch erreichbar sein, sie müssen empfänglich sein (d.h., passende Rezeptoren für den Viruseintritt tragen), und sie müssen permissiv sein (d.h., die für die Virusreplikation nötigen zellulären Proteine zur Verfügung stellen).


      3)Die Immunantwort des Wirts muss entweder fehlen oder mindestens anfänglich ineffizient sein.

    


    [158]Eintritt über den Respirationstrakt


    Viele Viren treten über den Respirationstrakt in den Wirt ein. Die große Oberfläche der Lunge ist durch die Atmung ständig exponiert. Um an die Zielzellen zu gelangen, müssen die Viren aber einige Hürden überwinden (→ Abb. 7-2). So bilden Gobletzellen in der Nase und im oberen Respirationstrakt Mucus, in dem sich die Viren verfangen können. Die im Mucus immobilisierten Viren können durch Schlucken in den Verdauungstrakt befördert und dort unschädlich gemacht werden. Im untersten Teil des Respirationstraktes hat es keinen Mucus, aber die in den Aveoli vorhandenen Makrophagen können Viren aufnehmen und inaktivieren. Die Neuraminidase der Influenza-Viren kann helfen, den Mucus abzubauen, und so den Zugang zu den Zellen ermöglichen.


    
      Abb.7-2|Eintritt über den Respirationstrakt. Die Lunge besteht im oberen Teil aus Bronchien und im unteren Teil aus Lungenbläschen. Die Bronchien sind mit Becherzellen und Zillienzellen ausgekleidet. Die Oberfläche der Lunge ist zum Teil mit Mucus bedeckt, den die Becherzellen ständig neu bilden. Viele Viren müssen diese Mucusschicht überwinden, damit eine erfolgreiche Infektion stattfinden kann.
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    [159]Einige Viren (z.B. Rhino-Viren) replizieren im Epithel des Respirationstraktes. Andere Viren (z.B. das Masern-Virus) gelangen nach Eintritt in den Respirationstrakt zu weiteren Stellen im Körper. Um weiter in den Körper eindringen zu können, müssen diese Viren die Basalmembran überwinden, welche unter der Zillienzellschicht vorhanden ist. Unter der Basalmembran befindet sich die interzelluläre Flüssigkeit, durch die die Viren Lymphkapillarien, Lymphknoten und schließlich die Blutbahn erreichen können. Einmal in der Blutbahn, können sich die Viren weiter im Körper verbreiten.


    Eintritt über den Verdauungstrakt


    Durch Nahrungsaufnahme und andere Aktivitäten können Viren in den Verdauungstrakt gelangen. Der Verdauungstrakt ist ausgestattet, um die Nahrung zu vermischen und zu verdauen. Dieser Umstand kann den Viren helfen, ihren Zielzellen zu begegnen. Das Milieu im Verdauungstrakt ist aber charakterisiert durch extreme pH-Werte, Proteasen und Detergenzien. Der Mageninhalt ist sauer, der Darminhalt basisch. Deshalb müssen die Viren, die auf diesem Weg in den Körper gelangen, besondere Resistenzen aufweisen. Meist sind es unbehüllte Viren, da Lipidmembranen eher anfällig für Detergenzien sind. Einige Corona-Viren bilden hier die Ausnahme von der Regel. Wie die Oberfläche des Respirationstraktes, ist auch die Darmwand mit Mucus bedeckt, den die Viren überwinden müssen.


    M-Zellen können ebenfalls eine Rolle bei Virusinfektionen spielen. Diese speziellen Zellen des Immunsystems befinden sich an der Oberfläche des Darms und zeichnen sich durch ein dünnes Zytoplasma aus. Sie nehmen Antigen an der apikalen Seite auf und geben es an der basolateralen Seite ab. Dieser Vorgang nennt man Transzytose. Transzytierte Viren bekommen Zugang zu Lymphozyten und Makrophagen, die sich unter der Zellschicht der Zillien befinden (→ Abb. 7-3). Andere Viren (Rota-Viren, TGE-Virus) replizieren in den M-Zellen. Dies kann zu einer Entzündung und folglich zu Durchfall führen.


    Eintritt durch das Auge


    Einige Viren treten über das Auge in den Körper ein. Die Hornhaut (Kornea) ist eine gute Barriere gegen virale Infektionen, kann aber nach Verletzungen von Viren infiziert werden. Die Infektion der Kornea durch HSV1 kann zu Blindheit führen. Leichterer Zugang über das Auge in den Körper führt über die Konjunktiva oder die Lederhaut (Sklera).


    
      [160]Abb.7-3|Eintritt über den Verdauungsstrakt. Um in den Darm zu gelangen, müssen Viren das harsche Milleu des Magens überwinden. Der Darm ist von einer Muskelschicht umgeben, welche hin zum Darmlumen von Fibroblasten und Epithelzellen bedeckt ist. Zwischen den Enterozyten sind M-Zellen, Lymphozyten und Makrophagen eingelagert. M-Zellen spielen beim Viruseintritt im Darm eine wichtige Rolle. Diese Zellen des Immunsystems transzytieren Viren, welche alsdann Zugang zu Lymphozyten und Makrophagen haben.
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      [161]Abb.7-4|Eintritt über die Haut. Die Haut besteht aus Epidermis, Dermis und einer darunterliegenden Fettschicht. In der Dermis befinden sich Makrophagen, Fibroblasten, Blut-, Lymphgefäße und Haarfollikel. Zwischen der Epidemis und der Dermis ist die Basalmembran. Die Haut ist von einer toten, ausdifferenzierten Zellschicht überdeckt. Viren können aber durch kleine Verletzungen an Zellen über der Basalmembran gelangen und infizieren. Ferner können Viren durch Bisse oder Insektenstiche in untere Hautschichten gebracht werden und dort Fibroblasten und Makrophagen infizieren oder durch Blutgefäße an andere Organe transportiert werden.
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    Eintritt durch die Haut


    Die Haut ist eigentlich eine effiziente Barriere gegen Virusinfektionen. Die Epidermis setzt sich aus verschiedenen Schichten zusammen, wobei die äußeren Schichten aus toten Zellen bestehen (→ Abb. 7-4). Viren müssen somit darunterliegende Zellen erreichen, die sie infizieren können und die eine Virusreplikation unterstützen.


    Durch Insektenstiche können Viren in die Dermis gelangen und durch Bisse oder Risse in noch tiefere Schichten der Haut oder der Muskeln. So kann z.B. das Tollwut-Virus in die Nervenenden des peripheren [162]Nervensystems (PNS) und schlussendlich ins zentrale Nervensystem (ZNS) gelangen. Papilloma-Viren können durch Risse in der Haut zu den tieferen Schichten gelangen und die sich dort befindenden Zellen infizieren.


    7.3 |Die Ausbreitung


    Virusinfektionen, bei denen nach einer primären Replikation noch andere sekundäre Replikationsstellen betroffen sind, werden generalisierte («disseminated») Infektionen genannt. Wenn mehrere Organe von der Infektion betroffen sind, spricht man von einer systemischen Infektion.


    Viren können sich über zwei verschiedene Routen im Körper verteilen, entweder hämatogen oder neurogen (→ Abb. 7-5). Nach Eintritt in die Blutbahn kann das Virus hämatogen in Organe und andere Zielgewebe gelangen. Einige Viren gelangen über Nervenenden von der primären Replikationsstelle neurogen ins periphere- und zentrale Nervensystem.


    Hämatogene Ausbreitung


    Hämatogene Ausbreitung beginnt dann, wenn Virionen, welche an der primären Replikationsstelle neu entstanden sind, entweder direkt ins Blut gelangen oder erst den Lymphknoten erreichen, sich dort replizieren und erst dann ins Blut gelangen. Nach der Replikation im Lymphknoten können sie sich entweder als freie Viren oder zellassoziiert als infizierende Viren im Blut bewegen. Durch die Blutbahn erreichen die Viren schließlich Zielorgane und Zielgewebe, um dort eine weitere Replikation durchzuführen.


    Um auf diese Weise eine weitere Infektion einzuleiten, müssen Viren aber aus der Blutbahn in Organe gelangen. Der Übergang von Blutgefäß zu Gewebe ist unterschiedlich organisiert. Je nachdem, wie die Gefäßwände beschaffen sind, verlassen die Viren die Blutbahn auf verschiedene Arten.


    Der Begriff «Virämie» beschreibt das Vorhandensein von Viren in Blutgefäßen entweder als freie Virionen oder in infizierten Zellen. Aktive Virämie entsteht durch Replikation, passive Virämie, wenn Viren ohne Replikation in die Blutbahn kommen. Nachkommenviren von der ersten Replikationsstelle nennt man primäre, solche von der zweiten sekundäre Virämie. Die Virusmenge der primären Virämie kann recht klein sein, die der sekundären eher groß. Viren einer passiven Virämie können die Endothelzellen der Blutgefäße infizieren und auf der Außenseite der Blutgefäße aus den Wirtszellen austreten. Auch können Viren durch Transzytose durch die Endothelzellen aus den Blutgefäßen in die Umgebung gelangen. Viren einer aktiven Virämie können in infizierten Lymphozyten oder Makrophagen aus dem Blutgefäß in die Umgebung gelangen (→ Abb. 7-5).


    
      [163]Abb.7-5|Verbreitung im Organismus. Viren können sich in den Blutbahnen und mithilfe des Nervensystems im Körper verbreiten. Nach Eintritt am Epithel können Viren über Lymphgefäße in Lymphknoten und von da ins Blut gelangen. Das Lumen der Blutgefäße ist mit Zellen ausgekleidet. Mittels Transzytose durch Endothelzellen, Replikation in Endothelzellen oder Austritt von virustragenden Zellen des Immunsystems können Viren aus der Blutbahn austreten. Die Bewegung von Viren von der Synapse zum Zellkörper wird als retrograd und in Gegenrichtung als anterograd bezeichnet.
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    [164]Neurogene Ausbreitung


    Viren können in Nervenzellen gelangen und in diesen im Körper verbreitet werden. Tollwut-Viren z.B. treten, nach der primären Replikation in Muskelzellen, über lokale Nervenendigungen in Neuronen ein, und werden über Rückenmarkganglien ins Gehirn transportiert. Spät in der Infektion werden sie neurogen in verschiedene Organe wie auch die Speicheldrüsen transportiert und ausgeschieden. Viren, die sich neurogen in einem Wirt ausbreiten, können sich in zwei Richtungen in den Neuronen bewegen. Die Bewegung vom Zellkern des Neurons weg nennt man anterograd; die Bewegung hin zum Zellkern hingegen retrograd.


    Viren, welche mit dem Nervensystem interagieren, kann man als neurotrop, neuroinvasiv und neurovirulent beschreiben. Ein neurotropes Virus kann Neuronen infizieren, wobei sich die Infektion neurogen oder hämatogen ausbreiten kann. Ein neuroinvasives Virus kann, nach Infektion an einer peripheren Stelle, ins zentrale Nervensystem (ZNS) gelangen. Ein neurovirulentes Virus kann eine Krankheit im Nervengewebe auslösen, welche sich durch neurologische Symptome bemerkbar macht und zum Tode führen kann. So besitzen z.B. Herpes-Viren eine niedrige Neuroinvasivität im ZNS, aber eine hohe Neurovirulenz. Das Virus tritt immer über das periphere Nervensystem (PNS) ein, dringt aber selten ins ZNS, wo die Folgen meist fatal sind. Mumps-Viren haben eine hohe Neuroinvasivität, aber eine niedrige Neurovirulenz Obwohl die meisten Infektionen das ZNS betreffen, sind die neurologischen Symptome mild. Tollwut-Viren besitzen eine hohe Neuroinvasivität und eine hohe Neurovirulenz. Sie infizieren das PNS und gelangen ins PNS mit einer beinahe 100-%-Lethalität, sofern der Wirt nicht schon geimpft ist und keine postexpositionelle Impfung (→ Kap. 11) vor dem Auftreten von Krankheitssymptomen im PNS angewendet wird.


    7.4 |Der Tropismus


    Der Tropismus besagt, welche Organe von einem Virus infiziert werden können. Enterotrope Viren replizieren im Darm und neurotrope Viren in Nervenzellen. Viren können auch mehrere Tropismen zeigen; solche, die in vielen verschiedenen Organen und Geweben replizieren, sind pantropisch. Der Tropismus ist abhängig von zellulären Proteinen,[165] die für das Attachment und Entry (Rezeptoren) oder die Replikation (Transkriptionsfaktoren für Papilloma-Viren oder zelluläre Proteasen für Influenza-Viren) notwendig sind. Obwohl einige Rezeptoren ubiquitär exprimiert werden, beschränken sich gewisse Viren auf wenige Organe.


    7.5 |Konsequenzen einer Virusinfektion


    Das generelle Bild von Viren ist das eines krankheitsauslösenden Pathogens. Es ist jedoch für das Virus wichtig, dass die Wirtspopulation nicht zu großen Schaden nimmt, um auch weiteren Generationen von Viren eine Lebensgrundlage zu erhalten. So werden wohl die meisten Viren keine Krankheit auslösen. Diesen Gedanken weiterentwickelt und die Fakten berücksichtigt, ist die Virulenz der Viren häufig verbunden mit einem «kürzlichen» Wirtswechsel (→ Kap. 8). Der Lebenszyklus der Viren passt sich über ein paar Generationen dem des Wirtes an, und die beiden biologischen Einheiten werden im Gleichgewicht koexistieren. Auch die «hit-and-run»-Strategien einiger Viren lassen sich in diesem Kontext sehen: Meist sind diese Infektionen nur von kurzer Dauer, sodass der Wirtsorganismus nur minimalen Schaden nimmt.


    Pathogenität ist die Fähigkeit eines Agens, in einem Organismus eine Krankheit auszulösen. Für diese Definition muss aber vorerst der Begriff «Krankheit» definiert werden. Krankheit kann als Veränderung von Parametern von den Normalwerten gesehen werden. Solche Veränderungen werden aber nur in seltenen Fällen von Viren selbst ausgelöst. Öfters sind die Krankheitssymptome eine Folge der Reaktion des Körpers gegen eine Infektion. So werden Fieber, Kopfweh und Jucken nicht durch die Viren selbst, sondern eher durch die Reaktionen des Körpers ausgelöst. Dieser Ansicht folgend, kann argumentiert werden, dass die meisten Viren keine Krankheiten auslösen und folglich noch gar nicht entdeckt wurden.


    Das Krankheitsbild kann durch die Zerstörung oder Tumorformation von Gewebe oder durch Effekte des Immunsystems ausgelöst werden. Eine Virusinfektion kann auch immunologische Reaktionen auslösen, die schlussendlich zur Zerstörung des Wirtsgewebes führen können (Immunopathologie).


    Einige Viren lassen sich in Zellkultur vermehren, und einige davon zeigen die Infektion als Veränderung im Erscheinungsbild von kultivierten Zellen, dem sogenannten zytopathischen Effekt. Dieser Effekt ist charakterisiert durch die Veränderung der Zellform, meist hin zur Abrundung, dem Ablösen der Zelle von der Kultivationsoberfläche, der [166]Lyse der Zelle, der Fusion von mehreren Zellen zu Synzytien, der Membranpermeabilisierung und der Entstehung von Einschlusskörperchen. Einige dieser Phänomene können auch im Wirtsorganismus beobachtet werden.


    Auf zellulärer Ebene kann ein Virus Nekrose oder Apoptose auslösen. Dies sind zwei grundlegend verschiedene Reaktionen. Die Nekrose führt zu einem Anschwellen der Zelle, dem Verlust der Membranintegrität und schließlich zum Abbau der DNA. Die Nekrose löst eine entzündliche Reaktion in der Umgebung der sterbenden Zelle aus. Bei der Apoptose sterben nur einzelne, ausgewählte Zellen. Die Apoptose ist maßgebend bei der Embryonalentwicklung und Differenzierung von Organen. Sie ist ein programmiertes Ereignis, bei dem zu Beginn der Zellkern schrumpft und die DNA abgebaut wird. Erst später wird die Membranintegrität der Zelle aufgehoben, und es werden Vesikel gebildet. Dieses Programm wird aktiv von Zellen ausgelöst, um bestimmte andere Zellen – so auch virusinfizierte – aus dem Organismus zu entfernen und damit das Überleben des gesamten Organismus zu gewährleisten.


    Virale Krankheiten lassen sich betreffend Zielgewebe und Virusstamm beschreiben. Das Zielgewebe wird durch die Eintrittsstelle, die Eintrittsart, den Virustropismus und die Empfänglichkeit der Zellen bestimmt. Der Schweregrad einer viralen Krankheit wird durch den zytopathischen Effekt, die Immunität gegen das Virus, die Funktionalität der Immunantwort, die Immunpathologie, der Menge an Viren, der Zeitspanne der Infektion, der Gesundheit, dem Alter und dem Genotyp des Wirtes beeinflusst.


    7.6 |Virale Abwehr gegen die Abwehr des Wirts


    Um nicht schutzlos dem Immunsystem des Wirtes ausgesetzt zu sein, haben Viren Mechanismen entwickelt, um dieses zu ihren Gunsten zu modulieren. In Zellen werden neu synthetisierte Virusproteine von Proteasomen verdaut und durch Tap-Transporter ins Lumen des ERs transportiert (→ Kap. 9). Dort werden sie durch MHC-I gebunden und durch den Golgi-Apparat zur Zelloberfläche gebracht, wo sie von T-Zell-Rezeptoren der CD8-Zellen erkannt werden. Dieser Weg wird von vielen verschiedenen Viren beeinflusst. Herpes-Simplex-Viren z.B. und Cytomegalo-Viren inhibieren mittels ICP47 respektive US6 den Import von Peptiden in das ER, sodass MHC nicht beladen werden, das Ad- und das HI-Virus inhibieren die Synthese von MHC-I, und einige Viren den intrazellulären Transport von beladenem MHC-I.


    [167]7.7 |Infektionszyklen


    Obwohl sich die Infektionen durch verschiedene Viren erheblich unterscheiden, lassen sich gemeinsame Muster erkennen. Die Infektionen können in schnelle, akute und lange, persistente Muster eingeteilt werden (→ Abb. 7-6). Analog zeigt sich in Zellkultur eine Virusinfektion als zytopathisch oder nicht zytopathisch.


    Man kann sich die Abläufe einer Infektion als eine kontinuierliche Wechselwirkung zwischen Virus und Wirt vorstellen. Um weiter zu existieren, muss das Virus seinen Infektionszyklus erfolgreich beenden und für die Infektion von neuen Wirten neue infektiöse Einheiten bilden. Die Abwehr vom Wirt muss hierfür überwunden oder moduliert werden. Die einfachste Strategie, die von manchen Viren verfolgt wird, ist, schneller als die Abwehr zu sein und den Infektionszyklus vor oder während der Reaktion des Wirtes zu vollenden (akute Infektion; «hit- and-run»-Strategie). Für andere Viren ist es von Vorteil, länger in einem Wirt zu verweilen (persistente Infektion). Dementsprechend muss die Abwehr des Wirtes durch die Viren moduliert werden, sodass sie vom Wirt nicht vollständig eliminiert werden (→ Kap. 9).


    Im Wirt löst eine Virusinfektion Reaktionen aus, die sich als Symptome äußern. Als Inkubationszeit bezeichnet man die Zeitspanne nach der Infektion, während deren noch keine Symptome auftreten. Während dieser Zeit vermehren sich die Viren, und der Wirt reagiert mit der Produktion von Zytokinen (z.B. Interferonen). Diese Zytokine haben spezifische wie auch globale Effekte und rufen auch Symptome wie Fieber, Übelkeit und Schmerzen hervor. Die Inkubationszeiten der verschiedenen Viren unterscheiden sich markant.


    Während einer akuten Infektion entstehen in kurzer Zeit viele Viren und Krankheitssymptome. Diese verschwinden dann nach ein paar Tagen. Die persistent-schwelende Infektion zeichnet sich durch eine anhaltende Virusproduktion aus. Die Symptome treten spät, meist vor dem Tode auf. Persistent-latente Infektionen, welche mit oder ohne Symptome verlaufen, beginnen mit einer akuten Infektion, gefolgt von wiederkehrenden Phasen der Virusproduktion. Die persistent-langsame Infektion beginnt mit einer akuten Infektion, gefolgt von einer langen Phase ohne oder mit nur minimaler Virusproduktion.


    Akute Infektion


    Zu Beginn der Infektion reagiert vorerst die unspezifische Abwehr (intrinsische Abwehrmechanismen der Zelle und angeborene Immunantwort wie TLR, Apoptose etc). Erreicht die Infektion ein bestimmtes Ausmaß, beginnt der Organismus mit der spezifischen (erworbenen) Immunantwort zu reagieren. Der Wirt vermag die virale Attacke mittels unspezifischer Abwehr zu kontrollieren; das spezifische Immunsystem eliminiert das Virus endgültig. Das immunologische Gedächtnis erlaubt eine Wiedererkennung desselben Virus bei einer erneuten Infektion. Es ist auch möglich, dass eine akute Infektion asymptomatisch verläuft.


    
      [168]Abb.7-6|Schema Infektionszyklen. Je nach Virus und Status des Immunsystems werden vier prinzipiell verschiedene Arten von Virusinfektionen unterschieden. (A) Bei der akuten Infektion vermag der Wirt die Infektion zu eliminieren. Im Gegensatz dazu gibt es verschiedene Formen von persistenten Infektionen. (B) Das Virus verbleibt aktiv im Körper und produziert Viren. Erst am Ende der Infektion macht sich die Infektion durch Krankheit bemerkbar und kann dann zum Tod des Wirtes führen. (C) Die latente Infektion beginnt mit einer akuten Infektion. Danach verbleibt das Virus unproduktiv im Körper. Von Zeit zu Zeit reaktiviert das Virus und etabliert weitere akuten Infektionen. Diese Reaktivierung kann mit oder ohne Krankheitssymptome einhergehen. (D) Die langsame perisistente Infektion beginnt ebenfalls mit einer akuten Infektion. Der Wirt vermag die Infektion aber nicht vollständig zu eliminieren. Starke Virusvermehrung führt zu Krankheitssymptomen, oft mit fatalen Folgen für den Wirt.
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    [169]Persistente Infektion


    Persistente Infektionen treten auf, wenn die primäre Infektion nicht effizient vom adaptiven Immunsystem des Wirts eliminiert werden kann. Virionen, Proteine und Genome werden kontinuierlich produziert oder verbleiben manchmal lebenslang im Wirt. Es können schwelend persistente Infektionen und latente oder langsame Infektionen unterschieden werden. Bei einer schwelend persistenten Infektion ist es möglich, dass die Infektion eventuell eliminiert werden kann.


    Persistente Infektionen sind weit verbreitet. Meist kommt es zu einer persistenten Infektion, wenn sowohl der zytopathische Effekt des Virus als auch die Wirtsabwehr reduziert sind. Man kann sich vier Szenarien zur Ausbildung von persistenten Infektionen vorstellen:


    1.Die instrinsischen Abwehrmechanismen oder angeborene Immunabwehr sind ineffizient.


    2.Die erworbene Immunantwort wird moduliert.


    3.Gewisse Gewebe und Organe sind vom Immunsystem weniger gut «bewacht». Gewebe, welche der Außenwelt ausgesetzt sind, haben einen höheren Schwellenwert für die Aktivierung der Immunantwort. So produzieren z.B. Papilloma-Viren infektiöse Partikel in äußeren Schichten der Haut, wo das Immunsystem keinen Zugang hat.


    4.Die Zellen des Immunsystems werden direkt infiziert und inaktiviert (z.B. HIV).

    

    Latente Infektionen sind durch drei Merkmale charakterisiert:


    1.Virale Genprodukte, welche eine produktive Infektion fördern, werden nicht oder in nur minimalen Mengen synthetisiert.


    2.Zellen, welche virale Genome enthalten, werden vom Immunsystem schwer erkannt.


    3.Das Virale Genom bleibt intakt, sodass das Virus zu einem späteren Zeitpunkt wieder zur produktiven Infektion wechseln kann, um neue Wirte zu infizieren.


    Das Genom kann in sich nicht-teilenden Zellen als nicht-replizierendes, oder in sich teilenden Zellen, als autonomes, selbst replizierendes [170]Chromosom oder als integriertes Genom erhalten bleiben. Latente Infektionen findet man vor allem bei Herpes-Viren und Retro-Viren. Die latente Infektion ist lebenslänglich.


    Die Latenz von verschiedenen Herpes-Viren ähnelt sich im Erscheinungsbild, unterscheidet sich aber im Mechanismus. Bei latenten Herpes-Simplex-Virus-Infektionen wird eine einzige virale RNA synthetisiert, bei Varizella-Zoster-Viren wird eine kleine Anzahl Proteine synthetisiert, bei Epstein-Barr-Viren sind mindestens neun Proteine und RNA nötig, während sich bei Cytomegalo-Viren die Latenz mithilfe von miRNAs etabliert.


    
      Abb.7-7|Alphaherpes-Viren. Herpes-Simplex-Viren infizieren primär Zellen auf der Mukosa. Eine erste Virämie verbreitet die Viren in andere Organe. Über Nervenzellen gelangen Viren ins periphere Nervensystem, wo sie Latenz in Ganglien etablieren. Die latenten Viren können neurogen an die Mukosa gelangen, dort reaktiviert und auf neue Wirte übertragen werden. Durch eine zweite Virämie, via Organe oder neurogen vom peripheren Nervensystem, können Viren ins zentrale Nervensystem gelangen und dort zu einer meist fatalen Infektion führen.
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    [171]Alphaherpes-Viren


    Nach der erstmaligen Infektion durch Alphaherpes-Viren läuft eine akute, produktive Infektion im Wirt ab. Diese produktive Infektion läuft über die Transkriptionskaskaden ab und führt zur Produktion von infektiösen Partikeln. Viren gelangen nach der primären Infektion in Nervenzellen, wo sie eine latente Infektion etablieren. Während der latenten Infektion ist die Expression der IE-Gene blockiert. Der Aktivierungsmechanismus von der latenten Infektion hin zur produktiven ist nicht genau bekannt. Die Expression von ICP0 genügt jedoch zur Reaktivierung. Die neuerliche produktive Infektion resultiert in der Bildung von infektiösen Partikeln, die sodann aus dem Wirt entlassen werden und einen neuen Wirt infizieren können (→ Abb. 7-7).


    
      Abb.7-8|Gammaherpes-Viren. Epstein-Barr-Viren werden vor allem durch Speichel übertragen und infizieren primär Epithelzellen. Anschließend werden rastende B-Zellen in der Dermis infiziert. Die Expression der virusspezifischen Proteine LMP aktiviert die B-Zellen. Viele dieser B-Zellen werden durch zytotoxische T-Zellen und natürliche Killerzellen eliminiert. Die verbleibenden B-Zellen stellen das latente Reservoir von Epstein-Barr-Viren, welches durch Reaktivierung in die Dermis gelangt und über Speichel zu Neuinfektionen führen kann.


      [image: ]

    


    [172]Gammaherpes-Viren


    In Epithelzellen etablieren Epstein-Barr-Viren eine primäre Infektion mit der Produktion von infektiösen Viren. Diese können ruhende B-Zellen des Lymphsystems infizieren. Die virusinfizierten B-Zellen werden von zytotoxischen T-Zellen und Killerzellen attackiert. In der persistenten Infektion werden die meisten infizierten B-Zellen vom Immunsystem eliminiert. Etwa eine pro 100 000 Zellen überlebt jedoch. LMPs (latent membrane protein) imitieren die Signale, um die B-Zellen in Gedächtniszellen zu differenzieren. Latent infizierte B-Zellen können dadurch wieder in die Dermis gelangen und das Virus dort reaktiviert werden. Die neu synthetisierten Viren infizieren Epithelzellen und werden über Speichel übertragen (→ Abb. 7-8).


    7.8 |Viren und Krebs


    Krebs ist die Haupttodesursache in der ersten Welt. In den USA sterben jährlich eine halbe Million Menschen an Krebs. Krebs ist eine genetische Krankheit, bei der die Zellzyklusregulierung gestört ist. Krebs kann durch Mutationen entstehen. Diese Mutationen können vererbt sein oder als Konsequenz von endogener DNA-Beschädigung, durch Exposition mit chemischen Substanzen, Umwelteinflüssen oder infektiösen Agenzien entstehen. Auch Viren mögen für etwa 20 % der Krebsfälle verantwortlich sein. Für gewisse Arten wie Leber- und Gebärmutterkrebs sind sie sogar die Hauptursache.


    Das Wachstum der Zellen in einem Organismus muss streng reguliert sein. Je nach Bedarf, z.B. bei der Wundheilung und beim Wachstum, ist es jedoch notwendig, dass neue Zellen in großer Zahl gebildet werden. Um die Zellteilung auszulösen, binden Liganden an die Zelloberfläche an spezifische Rezeptoren. Diese Rezeptoren leiten dann ein Signal in die Zelle, das über spezifische Transkriptionsfaktoren den Zellzyklus und die Zellteilung einleitet. Der Takt des Zellzyklus kann positiv oder negativ[173] beeinflusst werden. Krebs entsteht als Kombination von dominanten «gain-of-function»-Mutationen bei Proto-Onkogenen und rezessiven «loss-of-function»-Mutationen in Tumorsupressorgenen. Fehlerhafte oder fehlgeleitete Signale können zu dereguliertem Zellzyklus und ungewolltem Zellwachstum und schließlich zu Krebs führen.


    Zellen mit dereguliertem Zellzylus verändern meist ihre Wachstumseigenschaften und Morphologie. Solche Zellen werden als transformiert bezeichnet und haben charakteristische Eigenschaften in der Zellkultur:


    1.Die Zellen können unendlich viele Male passagiert werden; sie sind immortalisiert.


    2.Sie haben ein reduziertes Verlangen nach Serum und Wachstumsfaktoren.


    3.Sie reagieren nicht mehr auf «starvation» (Aushungerung).


    4.Sie wachsen zu hohen Zelldichten.


    5.Sie verlieren die Kontaktinhibition und können schichtweise wachsen.


    6.Sie werden ankerunabhängig und können in Softagar wachsen. Sie zeigen eine veränderte Morphologie; sie erscheinen rund und refraktil.


    7.Sie sind tumorigenisch.


    Es ist wichtig zu erkennen, dass das Auslösen von Krebs für den Infektionszyklus der Viren nicht essenziell ist. Krebs ist vielmehr eine unglückliche Konsequenz der Infektion. Viren exprimieren Proteine, welche ihre Replikation gezielt begünstigen. In einigen Fällen ist es für die Viren z.B. von Vorteil, wenn rastende Wirtszellen ihren Replikationszyklus starten und so den Viren optimale Bedingungen bieten.


    Box 7.3


    
      Zellzyklus


      Die Proliferation von Zellen in einem Organismus ist strikt reguliert, um die Integrität von Gewebe und Organen zu gewährleisten. Zellen erhalten dafür wachstumsfördernde und wachstumshemmende Signale. Diese Signale wirken auf den Zellzyklus. Die Mitose- (M) und Synthese- (S) Phasen sind konstant in ihrer Länge, die Gap- (G) Phasen variieren in ihrer Länge. Rastende Zellen verweilen in der G0-Phase zwischen G2 und M.


      Die Phasen des Zellzyklus werden durch Zykline (Cyc) und Cdk (zyklinabhängige Kinasen) reguliert. Die Konzentrationen dieser Proteine variiert über den Zellzyklus. Ihre Konzentration kann wiederum durch andere Faktoren wie pRb, p53, p21CIP p16INK und p14ARF und Phosphorylierungen beeinflusst werden.

    


    
      [174]Abb.7-9|Der Zellzyklus wird durch das Zusammenspielen von Zyklinen (Cyc) und zyklinspezifischen Kinasen (Cdk) reguliert. Die Menge an bestimmt Zyklinen bestimmen, ob der Zyklus aktiviert oder deaktiviert wird. Diese werden wiederum von externen Proteinen wie p21CIP, p16INK und p14ARF, pRb und p53 beeinflusst.
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    DNA-Viren und Krebs


    Das DNA-Virus, welches als erstes mit Krebs in Verbindung gebracht wurde, war ein Papilloma-Virus (Cotton-Rabbit-Papilloma-Virus; R. Shope 1933). Bald wurde erkannt, dass SV40 und Adeno-Viren zwar nicht in ihrem natürlichen Wirt, jedoch in Nagern Krebs verursachen. Das deutet darauf hin, dass die Onkogenese ein unnötiges Nebenprodukt der Virusreplikation ist. Generell kann die Onkogenese von DNA-Viren als Deregulation des Zellzyklus durch viral kodierte Proteine betrachtet werden. Papilloma- und Polyoma-Viren beeinflussen den [175]Zellzyklus, um ihre DNA-Synthese zu gewährleisten, da sie auf zelluläre DNA-Polymerasen angewiesen sind.


    Zwei Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzyklus. Sie sind zugleich die Angriffspunkte von Viren, um den Zellzyklus zu ihren Gunsten zu beeinflussen: das Retinoblastoma-protein (pRb) und p53. Das Rb ist aktiv (verhindert Transkription), wenn es dephosphoryliert ist, und inaktiv (erlaubt Transkription), wenn es phosphoryliert ist. Zu Beginn der S-Phase wird pRb von CycD/Cdk4,6 und CycE/Cdk2 phosphoryliert. Phosphoryliert, bindet es nicht mehr an E2F, wodurch dieser Transkriptionsfaktor aktiv wird. Rb bleibt während der S-, G2- und M-Phase phosphoryliert. Virale Proteine können Rb binden, dadurch seine inhibitorische Wirkung unterbinden und den Zellzyklus vorantreiben. Das Tumorsuppressorprotein p53 reguliert bei DNA-Schädigungen als Transkriptionsfaktor den Zellzyklus und die Apoptose. In vielen Tumoren ist das p53- Gen mutiert.


    In mit Papilloma-Viren infizierten Zellen wird der Zellzyklus von den beiden Proteinen E6 und E7 beeinflusst. Für Polyoma-Viren ist es das LT, das diese Funktion übernimmt. Einige humane Papilloma-Viren tendieren eher dazu, Krebs auszulösen, als andere, und bilden daher die Gruppe der Hoch-Risiko HPVs. Das E7-Protein dieser Viren induziert p16INK über die Aktivierung von KDM6B. Dadurch wird pRb aktiviert, welches dann aber von E7 gebunden und inaktiviert wird. Da das E7-Protein auch die Synthese von p14ARF induziert, wird p53 aktiviert. Dieser Tumorsuppressor wird aber vom E6-Protein und dem zellulären Protein E6-Ap (E6 associated Protein) gebunden. Dies führt schließlich zur Ubiquitinierung und Degradation von p53 (→ Abb. 7-10). Die E6- und E7-Proteine von Tief-Risiko HPV vermögen auch die DNA-Synthese anzuregen, führen aber seltener zu Krebs. LT (large T Ag) von SV40 bindet und inaktiviert p53. Gewisse Proteine von AdenoViren binden an p53 und induzieren dessen Degradation oder Inaktivierung.


    Retro-Viren und Krebs


    Mechanistisch unterscheidet sich die Onkogenese von DNA-Viren und Retro-Viren. Per se besitzen Retro-Viren keine Onkogene. Für ihren Replikationszyklus sind sie nicht auf die DdD-Polymerasen der Wirtszelle angewiesen und müssen daher den Zellzyklus nicht für ihre Zwecke beeinflussen. Vielmehr sind die Deregulation von zellulären Onkogenen oder deren Aufnahme ins Virusgenom die krebsauslösenden Faktoren. Es werden drei verschiedene Arten von onkogenen Retroviren unterschieden:


    
      [176]Abb.7-10|p53 und Rb. Papilloma-Viren und auch andere Viren beeinflussen den Zellzyklus zu ihren Gunsten. Humane Papilloma-Viren exprimieren die Proteine E6 und E7. E7 bindet an E2F, wodurch dieser Transkriptionsfaktor unabhängig von CycD/Cdk4,6 und CycE/Cdk2 aktiviert wird. Zudem aktiviert E7 auch KDM6B, welches über den Polycomb-Repressions-Komplex (Polycomb Repression Complexes; PRC) und p16CIP die sogenannte onkogeninduzierte Seneszenz (Oncogene Induced Senescence; OIS) induziert. Die Induktion von E2F induziert p14ARF, welches durch Bindung von MDM2 das p53-Protein aktiviert. E6 wiederum inaktiviert p53. High-risk HPV E6 und E7 veranlassen die Degradation von pRb durch E7 oder p53 durch E6. Durch die Inhibition von p53 werden Apoptose und Zellzyklusarrest unterbunden.
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    1.Transduzierende onkogene Retroviren sind hoch karzinogen und verursachen innert Tagen bei fast allen infizierten Tieren Tumore. Sie haben die Fähigkeit, Zellen in Kultur zu transformieren. Auf ihrem Genom tragen sie Onkogene.


    2.Nichttransduzierende onkogene Retro-Viren sind weniger karzinogen. Nur ein Teil der infizierten Tiere entwickelt innnert Wochen und Monaten Tumore. Sie kodieren nicht für Onkogene.


    3.Lang latente Retro-Viren lösen nur selten, und wenn, erst nach Monaten oder Jahren, Tumore aus.


    [177]Das Rous-Sarkoma-Virus (RSV) ist der Prototyp eines transduzierenden onkogenen Retro-Virus. Dieses Virus wurde von Peyton Rous 1909 in einem Tumor eines Huhnes entdeckt. Damit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass Krebs durch Infektionen ausgelöst werden kann. Das Aviäre Leukose-Virus (ALV) ist ein nahe verwandtes Retro-Virus, das eine andere Art von Tumorgenesis auslöst. Das Rous-Sarkoma-Virus kann zur Bildung eines Sarkoms führen, das Aviäre Leukose-Virus hingegen eine lymphatische Leukose auslösen. Im RSV kommt zu den prototypen Gag-, Pol- und Env-Genen, welche auch in ALV vorhanden sind, zusätzlich das Src-Gen dazu. Das Src-Gen ist ursprünglich zellulär und an der Steuerung der Zellproliferation beteiligt. Ein solches potenzielles Gen wird im zellulären Kontext als zelluläres Proto-Onkogen (c-Onc) bezeichnet. Durch Aufnahme ins Virusgenom wird es zum viralen Onkogen (v-Onc). Bei vielen transduzierenden Retro-Viren geht nach Insertion des v-Oncs ein Teil der viruskodierten Information verloren. Diese Viren sind defektiv in ihrer Replikation. Sie brauchen ein verwandtes Virus als Helfervirus (→ Abb. 7-11).


    
      Abb.7-11|Transluzierende onkogene Retro-Viren. Zwei verschiedene Mechanismen können zur Entstehung von transduzierenden Retro-Viren führen. (A) Die 3’-LTR-Sequenz, die eigentlich als Poly(A)-Signal wirken sollte, kann unter Umständen überlesen werden, und ein virales Transkript, welches ins Wirtsgenom läuft, wird zusammen mit wtRNA verpackt und so an die nächste Virusgeneration weitergegeben. (B) Partielle Deletion des Provirus kann zu einem Hybridgenom von viraler und zellulärer RNA führen, welche dann verpackt und weitergegeben wird. Während der Reversen Transkription der filialen Virusgeneration kann es zu weiteren Genomreorganisationen kommen.
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      [178]Abb.7-12|Nichttransluzierende Retro-Viren. Nicht trans-duzierende Retro-Viren können den Zellzyklus der Wirtszelle auf zwei Arten beeinflussen. (A) Durch Integration des Provirus ins Wirtsgenoms und durch die partielle Deletion des Provirus kann die virale LTR-Sequenz als Promoter wirken, der je nach Lokalisation der Insertion die Transkription eines Proto-Onkogens induzieren kann. (B) Die LTR-Sequenz kann auch als Enhancer der Expression eines benachbarten Proto-Onkogens funktionieren. Die Lage von LTR zu Promoter spielt dabei nur eine untergeordnete Rolle.
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    [179]Das Aufnehmen von Proto-Onkogenen durch Retro-Viren kann über zwei verschiedene Mechanismen erfolgen. In beiden Fällen wird das Provirus bei einem Proto-Onkogen ins Wirtsgenom integriert. Dann wird entweder:


    1.ein Teil des Provirus deletiert und durch die Transkription das Proto-Onkogen ins Virusgenom aufgenommen oder


    2.die Transkription des Provirus geht über die 3’-LTR ins Proto-Onkogen weiter, und die so verlängerte RNA wird verpackt.


    In beiden Fällen wird durch nicht-homologe Rekombination während der Reversen Transkription das Proto-Onkogen ins Provirus aufgenommen.


    Nichttransduzierende Retro-Viren verursachen Tumore durch erhöhte Transkription von zellulären Genen. Dieser Prozess wird «Insertionsaktivation» genannt. In von Aviärem Leukose-Virus induzierten B-Zelllymphomas sind die Proviren im c-myc Lokus gruppiert. Die Insertion des Provirus an dieser Stelle bringt entweder einen Promoter oder einen Enhancer in das Wirtsgenom. Die LTRs des Provirus werden mit den kodierenden Sequenzen der Proto-Onkogene der Zelle verbunden. Dadurch werden die Proto-Onkogene unkontrolliert exprimiert. Das Provirus kann als Enhancer wirken und so zu erhöhter Expression von Proto-Onkogenen führen. Die Orientierung des Provirus spielt bei seiner Funktion als Enhancer keine Rolle (→ Abb. 7-12).


    Weitere onkogene Viren


    Neben Retro-, Papilloma- und Polyoma-Viren können auch bestimmte Herpes- (Epstein-Barr-Virus) sowie Adneo-, Hepadna- (Hepatis-B-Virus) und Flavi-Viren (Hepatits-C-Virus) an der Entstehung von Krebs beteiligt sein. Das Epstein-Barr-Virus regt die Proliferation von latent infizierten B-Zellen an. Der Verlust der Kontrolle dieser Stimulation kann zu Lymphomas führen. Die Integration von unvollständigem Adeno-Virus-Genom ins Wirtsgenom kann zu deregulierter viraler Genexpression und zu Krebs führen. Hepatitis-B-Viren exprimieren ein X-Protein, von dem vermutet wird, dass es Krebs induziert. Für das Hepatitis-C-Virus ist der onkogene Mechanismus unbekannt. Es wird jedoch vermutet, dass durch die immunologische Elimination von infizierten Zellen eine Population von Zellen mit onkogenem Potenzial selektioniert wird.
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    [181]|8Interaktion Virus-Population
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      Im vorangehenden Kapitel wurden die Interaktionen zwischen Virus und Wirt beschrieben. Es wurde erläutert, wie ein Virus in einen Körper eindringt und sich dort ausbreitet und wieder austritt. Dieses Kapitel beschreibt nun, wie Viren von einem empfänglichen Wirt zum nächsten Wirt gelangen und wie sie sich so in einer Wirtspopulation erhalten können. Veränderungen der Wirtspopulation, aber auch der Viruspopulation spielen dabei wesentliche Rollen. Deshalb wird speziell auch auf die Evolution der Viren eingegangen.

    


    Eine virale Übertragung setzt sich meist aus einem Austritt und einem Eintritt zusammen. Während dieser Phase befinden sich die Virionen außerhalb des Wirtes und sind deshalb diversen Umwelteinflüssen ausgesetzt. Neben der horizontalen Übertragung, also dem Austritt aus einem Wirt und dem Eintritt in einen neuen Wirt der gleichen Generation, ist es für manche Viren auch möglich, die Nachkommen des Virusträgers zu infizieren oder über einen Zwischenwirt oder Vektor den nächsten empfänglichen Wirt zu erreichen. Quantitativ können Bewegungen von Viren in Populationen mit den Werkzeugen der Epidemiologie beschrieben werden. Begriffe wie Inzidenz und Prävalenz, Mortalität, Morbidität und Letalität erlauben eine Beschreibung des gegenwärtigen Zustandes, aber auch eine Extrapolation für die weitere Verbreitung von Viren in einer Population (→ Kap. 13). Die Infektionskette setzt sich aus Infektionsquelle, Übertragung und Empfänger zusammen (→ Abb. 8-1). Durch geeignete Interaktionen kann sie unterbrochen und die Verbreitung des Virus somit verhindert werden. Die Virus-Pathogenese beschreibt eine Serie von Ereignissen, die während einer Infektion in einem Wirt ablaufen. Grundsätzlich bestimmt die Wechselwirkung von virusinfizierten Zellen und wirtsspezifischer Immunantwort die Schwere der Infektion. Diese Wechselwirkungen spielen auch bei der Infektion einer Population eine wichtige Rolle, da diese immer in einer einzelnen Zelle beginnt.


    
      [182]Abb.8-1|Infektionsketten. Sie setzen sich aus Infektionsquelle, Übertragung und Empfänger zusammen. Durch das Einwirken auf einen der Schritte der Infektionskette kann diese unterbrochen werden. Die Infektion im Reservoirwirt kann inapparent verlaufen. Die apparente Infektion eines Indikatorwirtes lässt auf das Vorhandensein von Viren schließen.
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    8.1 |Übertragung von Wirt zu Wirt


    Die Ausbreitung von Viren in einer Population hängt von vielen verschiedenen Faktoren ab. So spielt sowohl der Eintritt als auch der Austritt von Viren in und aus einem Wirt eine maßgebende Rolle. Verschiedene direkte Übertragungswege, wie z.B. der vertikale und der horizontale Übertragungsweg, werden dabei unterschieden. Eine horizontale Übertragung geschieht direkt oder indirekt. Indirekte Übertragung kann über Vektoren, mittels unbelebter Träger oder auch iatrogen geschehen (→ Abb. 8-2).


    
      [183]Abb.8-2|Übertragungsarten. Man unterscheidet horizontale und vertikale Übertragungen. Die horizontale Übertragung ist direkt oder oder indirekt. Die indirekte Übertragung kann iatrogen, vektoriell oder unbelebt geschehen. Vektoren können Viren rein mechanisch oder, wenn sich die Viren im Vektor replizieren, replikativ übertragen.
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    [184]Horizontale Übertragung


    Die horizontale Übertragung ist der herkömmlichste Weg, wie sich ein Virus von einem Wirt in den nächsten der gleichen Generation bewegen kann. Wie in → Kap. 7 beschrieben, gelangen Viren über verschiedene Wege in den Körper. Die häufigste Eintrittspforte ist der Respirationstrakt. Viele Viren gelangen revers über die respiratorische Sekretion auch wieder aus dem Körper hinaus. Dies ist abhängig von der Bildung von virustragenden Aerosolen, welche während des Atmens, Hustens und Niesens entstehen. In diesen Aerosolen werden Viren ausgeschieden und können übertragen werden. Niesen ist für die Tröpfchenbildung viel effizienter als Husten. Gerade Tröpfchen, die genug klein sind, bleiben sehr lange in der Luft.


    Viren können den Organismus auch via Verdauungstrakt infizieren. Viele enterotropen Viren infizieren den Verdauungstrakt und werden im Darm wieder ausgeschieden. Schlechte Hygienebedingungen fördern diesen Übertragungsweg, so z.B. dann, wenn Viren über Jauche ins Trinkwasser gelangen und dann über die Flüssigkeitszufuhr wieder aufgenommen werden. Viren können auch über Urin (Viruria) ausgeschieden werden und sind deshalb eine häufige Kontamination in Wasser, zumindest dann, wenn die hygienischen Bedingungen suboptimal sind. Viren, die durch Kot oder Urin ausgeschieden werden, sind oft sehr resistent gegen Umwelteinflüsse. Einige Viren replizieren in der Haut und bilden Läsionen, an welchen infektiöse Viren ausgeschieden werden und einen neuen Wirt infizieren können.


    Vertikale Übertragung


    Verschiedene Viren können auch vertikal übertragen werden. Die vertikale Übertragung erfolgt entweder transplazental (pränatal) oder während der Geburt (perinatal). Je nach Virus kann die in utero-Infektion zu einem Abort oder Entwicklungs- oder Wachstumsstörungen führen. Das Säugen mit viruskontaminierter Milch wird ebenfalls als vertikale Übertragung (postnatal) bezeichnet.


    Iatrogene Übertragung


    Die iatrogene Übertragung von Viren ist in der Human- und Veterinärmedizin nicht vernachlässigbar. Diese Art der Übertragung findet durch ärztliche Maßnahmen mit virusinfiziertem Gerät oder biologischem Material statt. So können z.B. das Wiederverwenden von Kanülen oder das Verabreichen von Blutinfusionen zu Hepatitis-Virus- oder HIV-Infektionen führen. Einige Viren werden über Samen ausgeschieden. Die Übertragung von Viren in kontaminiertem Samen spielt in der [185]Veterinärmedizin in Anbetracht der künstlichen Besamung eine bedeutende Rolle.


    Vektorielle Übertragung


    Viren können indirekt über Vektoren übertragen werden. Vektoren sind Organismen, die Viren übertragen. Es werden die biologische und die mechanische Übertragung unterschieden. Bei der biologischen Übertragung repliziert sich das Virus im Vektororganismus, wohingegen bei der mechanischen Übertragung keine Replikation im Vektor stattfindet. Die meisten vektoriell übertragenen Viren infizieren alternierend Arthropoden und Wirbeltiere. Viren, die auf diesem Weg übertragen werden, werden Arboviren (→ Abb. 8-3) (engl. arthropod borne virus) genannt. «Arbovirus» ist kein taxonomischer Begriff.


    Das biologische Verhalten von virusübertragenden Insekten, aber auch veränderte Umweltbedingungen, wie etwa die Klimaerwärmung, die den Lebensraum von Insekten beeinflussen, spielen eine wichtige Rolle bei der Ausbreitung von viralen Krankheiten. Das West-Nile-Virus ist ein Arbovirus, das in verschiedenen Spezies repliziert und so im Ökosystem verharrt. Zwischen Hühnern und Wildvögeln wird das Virus durch Moskitos übertragen. Die Virusreplikation findet in Vögeln und in Insekten statt. In diesen Wirten ist die Replikation mild oder inapparent, weil sich die Wirte an die Infektion adaptiert haben. Weitere Wirte sind Mensch und Pferd, welche bei Moskitostichen infiziert werden können. Menschen wie auch Pferde sind «Dead-end-hosts» (Sackgassewirt) und tragen nur wenig zur Verbreitung der Viren in der Population bei. Die Infektion kann aber bei diesen Wirten zu erheblichen Komplikationen führen.


    Das Frühsommer-Meningoenzephalitis-Virus (FSME, Flaviviridae) ist ein Arbovirus, welches durch Zecken übertragen wird. Die Übertragung in den Zecken erfolgt vertikal. Zecken und Nagetiere bilden das Reservoir für die Viren. Zecken sind an das Virus adaptiert und können es beim Blutmahl auf andere Wirte wie Schafe, Ziegen, Kühe und Menschen übertragen. Menschen können auch beim Genuss von Milch infizierter Tiere angesteckt werden. Der Mensch ist aber ein «Dead-end-host» für das Virus.


    Das Reservoir von Bluetongue-Viren (BTV; Reoviridae, Arbovirus) sind freilebende Wiederkäuer, die Übertragung erfolgt über Gnitzen. Diese Mücken können die Viren aber auch auf domestizierte Wiederkäuer übertragen. Das Bluetongue-Virus ist vor allem in Afrika und dem Mittleren Osten verbreitet. Es kommt jedoch sporadisch auch in Europa zu Infektionen.


    
      [186]Abb.8-3|Arboviren. West-Nil-Viren bewegen sich in einem geschlossenen Kreislauf alternierend in Wildvögeln und Moskitos. Über Insektenstiche können auch Menschen oder Pferde infiziert werden. Das FSME-Virus infiziert alternierend Nager und Zecken. Zecken bisse können zu Infektionen von Menschen oder Ziegen führen. Durch den Genuss von Ziegenmilch kann das Virus von der Ziege auf den Menschen übertragen werden. Der Mensch ist für beide Viren ein «Dead-end-host» (Sackgassenwirt). Die Viren können von ihm aus nicht wieder in die Arthropoden zurückgelangen. Das Reservoir von Bluetongue-Viren sind wilde Wiederkäuer, als Vektoren dienen Mücken. Durch virustragende Mücken können domestizierte Tiere infiziert werden.
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    [187]8.2 |Zoonosen


    Einige Viren können verschiedene Spezies infizieren. Die Spezies, in denen Viren natürlicherweise vorkommen, bezeichnet man als Reservoir. Virale Infektionen, die sowohl bei Tieren (Wirbeltieren) als auch bei Menschen vorkommen, nennt man Zoonosen. Häufig werden Zoonosen über Arthropoden als Vektoren indirekt übertragen. Influenza-Viren sind die bekanntesten Beispiele für Zoonosen. Diese Viren können Menschen, Schweine, Pferde und Vögel aller Art infizieren (→ Abb. 8-4). Wildvögel, vor allem Wasservögel, bilden hier das Reservoir. In diesen kommen die meisten Hämagglutinin- (HA) und Neuraminidase-(NA) Subtypen vor, die in den anderen Wirten nie gesehen werden. Vielfach zirkulieren die Influenza-Viren asymptomatisch in Wasservögeln. Wenn sie jedoch in als Nutztiere gehaltene Vögel gelangen, können sie große wirtschaftliche Schäden verursachen und ein Risiko für Mensch, Pferd und Schwein darstellen. Schweine gelten als potenzielle Mischgefäße für Reassortierungen.


    Eine besondere Stellung als Reservoir für Corona-, Hendra-, Nipah- und Rhabdo-Viren nehmen die Fledermäuse ein (→ Abb. 8-5). Es gibt etwa zwölfhundert verschiedene Fledermaus-Spezies. Da dies etwa einem Fünftel aller Säugetierspezies entspricht, ist es statistisch vorgegeben, dass Viren Fledermäuse als Reservoir benutzen. Außerdem ist das DNA-Reparatursystem bei Fledermäusen permanent aktiviert, weshalb Viren, die auf dieses System angewiesen sind, hier auf ideale Bedingungen für die Replikation treffen. Auch das antivirale Abwehrsystem ist bei diesen Tieren permanent aktiviert. Dadurch können Viren in Schach gehalten werden, auch wenn sie permanent vorhanden sind. Zudem haben Fledermäuse einen sehr hohen Metabolismus, welcher zu fieberähnlicher Wärme führt, die ihnen hilft, die Wirkung der Viren zu reduzieren.


    
      Abb.8-4|Influenza-Viren. Wasservögel bilden das Hauptreservoir von Influenza-Viren. Es kommt vor, dass die Viren Haustiere wie Pferde, Hühner oder Schweine infizieren. Von diesen Tieren aus können Influenza-Viren auch auf die menschliche Population übergreifen. Viren in den Reservoirwirten zeigen eine große Vielfalt von HA- und NA-Serotypen.
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    [188]Jüngst kamen Corona-Viren als Zoonosen in die Schlagzeilen. Im Herbst 2002 traten in der Provinz Guangdong in China erstmals Infektionen mit einem bis anhin unbekannten Erreger auf, der später als SARS-Corona-Virus identifiziert wurde. Im Februar 2003 reiste von dort ein Arzt nach Hong Kong, wurde krank und starb. Weitere zehn Personen, die im selben Hotel abstiegen, erkrankten ebenfalls und reisten von dort im Anschluss nach Singapur, Kanada und in die Vereinigten Staaten, bevor die Krankheit symptomatisch ausbrach. Binnen eines Jahres erkrankten um die achttausend Personen in 29 Ländern am SARS-Corona-Virus. Die Mortalität betrug etwa 10 %. Man konnte die Indexinfektion auf Larvenroller zurückverfolgen, die in China auch als Nahrungsmittel eine Rolle spielen. Diese wurden wahrscheinlich von Fledermäusen infiziert, die das Reservoir des SARS-Corona-Virus bilden. Eine große Epidemie konnte durch Verhängen einer Quarantäne verhindert werden. Ähnlich entwickelte sich die Ausbreitung des MERS-Corona-Virus eines anderen zoonotischen Corona-Virus. Der erste bestätigte Fall mit grippeartigen Symptomen wurde 2012 in Saudi Arabien registriert. Untersuchungen haben gezeigt, dass viele Kamele im Nahen Osten Antikörper gegen MERS-Corona-Viren besitzen, weshalb sie als Reservoir infrage kommen. Sequenzanalysen deuten darauf hin, dass mindestens sieben separate zoonotische Übertragungen für die MERS-Epidemie verantwortlich waren. Ferner wird vermutet, dass das Virus ursprünglich von Fledermäusen auf Kamele übertragen wurde.


    Calici-Viren (Noro-, Sapo-, Lago- und Vesi-Virus) sind weitere Beispiele von Viren mit zoonotischem Potenzial. Sie haben ein breites Wirtsspektrum. Noro-Viren sind für etwa die Hälfte aller Durchfallerkrankungen bei Menschen verantwortlich. Meerestiere, wie etwa Seehunde und Wale, bilden das Reservoir für Calici-Viren; diese können aber auch Menschen, Esel, Füchse, Pferde und Schweine infizieren.


    
      [189]Abb.8-5|Virusreservoir. Für das SARS- und das MERS-Corona-Virus werden Fledermäuse als Reservoir vermutet. Durch direkten oder indirekten Kontakt konnte das SARS-Corona-Virus von Fledermäusen auf Larvenroller (Paguma larvata; eine Art der Schleichkatzen) übertragen werden, und von dort auf den Menschen übergreifen. Das MERS-Corona-Virus konnte von Fledermäusen auf Kamele und von dort auf den Menschen übertragen werden. Je nach Virusstamm kann sich das Virus von Mensch zu Mensch ausbreiten. Fledermäuse bilden auch das Reservoir von Hendra-Viren. Die Infektion kann von Pferden auf den Menschen übertragen werden.
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    [190]8.3 |Interaktionen


    Wie sich ein Virus in einer immunologisch naiven Population verteilt, lässt sich mit der Basisreproduktionszahl R0 beschreiben. Dieser Wert ist als die Anzahl der empfänglichen Individuen definiert, die von einem infizierten Individuum infiziert werden. Falls R0 = 1 ist, wird sich das Virus in der Population halten, aber sich nicht weiter verbreiten Wenn R0 > 1 ist, wird der Anteil von virusinfizierten Individuen zunehmen; und wenn R0 < 1 wird das Virus aus der Population eliminiert.


    Die Annahme einer immologisch naiven Population ist natürlich wirklichkeitsfremd. Schon die Infektion erster Individuen vermindert die Zahl der empfänglichen Wirte. Deshalb wird bereits in einem nur wenig komplexeren Modell der Anteil der empfäglichen Wirte berücksichtigt. Im endemischen Fall einer nicht naiven Population gilt:


    R0 × S = 1 und S + I = 1,


    wobei S der empfängliche und I der immune Anteil der Population ist. Daraus folgt:


    I = 1 – 1/R0.


    Wenn also der immune Anteil der Population über diesem Schwellenwert liegt, kann sich die Infektion in der Population nicht weiter ausbreiten. Für Masern (R0 = 12–18) müssen demnach 92–94 % der Bevölkerung immun oder geimpft sein, um eine Epidemie zu verhindern; um Polio- oder Pockenepidemien (R0 = 5–7) zu verhindern, müssen hingegen nur etwa 80–86 % der Bevölkerung geimpft sein.


    Viren haben bestimmte Muster, wie sie mit einer Wirtspopulation interagieren. Man kann die Wechselwirkungen in vier verschiedene Kategorien einteilen (→ Abb. 8-6):


    1.Bei einer stabilen Interaktion (R0 × S = 1) verbleibt das Virus in der Population. Die Übertragung geschieht in solchen Fällen meist horizontal. Das Virus bleibt in der Population.


    2.Die evolvierende Interaktion bezeichnet den Übergang von Viren aus einer adaptierten Population auf eine naive (S = 1 und R0 × S > 1) Population.


    3.In der «Sackgasse»-Interaktion («dead end»; R0 ≃ 0 und R0 × S = 0) infiziert ein Virus eine neue Population, kann sich aber darin nicht etablieren. Der Begriff «Sackgasse» bezieht sich dabei auf die Verbreitung der Viren: d.h., eine Infektion aus diesem Sackgassenwirt ist nicht mehr möglich. Es kann auch sein, dass der neu infizierte Wirt stirbt und das Virus mit ihm eliminiert wird. Diese naiven, aber auch andere Populationen können sich geografisch oder aber auch speziesspezifisch unterscheiden. Je nach Status der Wirtspopulation und Viruspopulation kommt es bei einem solchen Übergang zu einer evolvierenden oder abbrechenden Weiterverbreitung.


    
      [191]Abb.8-6|Interaktionen. Ein Virus bildet mit seinem Wirt ein stabiles Verhältnis. Je nach Umständen, kann sich ein Virus aus diesem Gleichgewicht lösen und einen speziesfremden Wirt infizieren. Dieser kann für das Virus in eine Sackgasse münden. Möglich ist aber auch, dass der Wirt für das Virus resistent ist. Schließlich ist natürlich auch die Möglichkeit gegeben, dass sich das Virus im neuen Wirt etablieren kann.
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    4.Wenn der Übergang von Viren in eine Population erfolgt, in der keine Virusreplikation stattfinden kann, z. B. wenn der immmunologische Status sehr hoch ist oder keine empfänglichen Wirte vorhanden sind, kommt es zu einer sogenannten resistenten Interaktion.


    Emerging Viruses


    Neue, bis anhin in einer Population unerkannte («emerging») Viren, können sich durch Veränderung und/oder Wirtswechsel entwickeln. In der Presse wird in den letzten Jahren häufig von Ausbrüchen solcher Viren berichtet (z. B. SARS, MERS, West-Nil-Virus, Ebola-Virus, Influenza-Virus H5N1, Bluetongue-Virus, Hendra-Virus). Viele Faktoren können das Auftreten von solchen Viren beeinflussen.


    [192]Im Jahre 1993 ereignete sich eine Epidemie mit grippeähnlichen Symptomen in New Mexico USA). Das verursachende Virus konnte bald als Bunya-Virus (Sin-Nombre-Virus) identifiziert werden. Das natürliche Reservoir dieser Viren sind in New Mexico ansässige Mäuse. Es wird vermutet, dass sich die Mauspopulation durch gute Futterverhältnisse stärker als sonst vermehren konnte dadurch mehr Kontakt mit der menschlichen Population stattfand und es so zu mehr Infektionen kam.


    Die Verbreitung von Masern und Pocken zeigt auf, wie verheerend neue Viren in einer frischen Population sein können, und sogar historische Dimensionen annehmen können. Im Fernen Osten waren Pocken schon lange bekannt. Um 710 wurde das Virus nach Europa gebracht und blieb dort epidemisch bis ins achtzehnte Jahrhundert vorhanden. Mit der Kolonisierung von Amerika und Australien wurde es schließlich in diese neuen Hemisphären gebracht. Die dort ansässigen naiven Populationen waren auf das Virus sehr anfällig, da sie bislang nie mit ihm in Kontakt gekommen waren. Innerhalb von nur zwei Jahren starben etwa dreieinhalb Millionen Azteken an Pocken, weit mehr Menschen, als den Kugeln und Schwertern der Spanier zum Opfer fielen. Auch Masern-Viren wurden von den Kolonisten nach Amerika eingeschleppt und verursachten dort ähnliche Epidemien.


    Faktoren, welche die Ausbreitung von Viren beeinflussen


    Saisonale und geografische Faktoren


    Die Häufigkeiten vieler Virusinfektionen zeichnen sich durch jahreszeitliche Schwankungen aus. Dies gilt z. B. für Mumps, der zudem alle 6 bis 9 Jahre größere Epidemien auslöst. Infektionen mit Grippe-Viren zeigen ebenfalls ausgeprägte saisonale Schwankungen, bedingt vor allem durch Temperatur- und Feuchtigkeitsunterschiede in den verschiedenen Jahreszeiten. Diese Ursachen können aber auch indirekt über die veränderten Umweltbedingungen auf die Zwischenwirts- oder Vektorpopulationen wirken. Einige Viren kommen nur in gewissen geografischen Regionen vor. Solche Einschränkungen sind meist auf das Vorkommen spezifischer Wirtsspezies oder Vektorspezies zurückzuführen. Die jahreszeitlichen Schwankungen der Infektionen mit Polio-Viren z. B. sind abhängig vom Breitengrad.


    Soziokulturelle Einflüsse


    Das Verhalten der Populationen kann die Ausbreitung von Viren begünstigen oder behindern. Auch eigentliche Verbesserungen der Lebensbedingungen können die Verbreitung von Viren fördern. So sind z. B. Poliovirusinfektionen schon seit mehr als vier Jahrtausenden[193] bekannt. Die Wirt-Virus-Interaktion blieb in dieser langen Zeit während Jahrtausenden stabil, weil die endemische Infektion der Population zu schützenden Antikörpern in weiten Teilen der Bevölkerung geführt hatte. Das Virus konnte sich zwar fäkal-oral in der Population verbreiten, blieb aber meist unbemerkt und führte nur selten zu Poliomyelitis. Im 19. und 20. Jahrhundert veränderte sich dann aber der Lebensstil vieler Städter dramatisch: Die Populationsdichte stieg rapide an, und es kam zu Verbesserungen der sanitären Einrichtungen. Die fäkal-orale Übertragung wurde dadurch inhibiert und die Exposition der Bevölkerung mit dem Virus in der Folge seltener. Konsequenterweise verringerte sich dadurch aber auch der Immunschutz der Bevölkerung, was schließlich zu großen Epidemien führte. Eine weltweite Impfkampagne der WHO versucht nun, das Virus auszurotten.


    In der Veterinärmedizin sind die Art der Tierhaltung und der Tiertransporte wichtige Faktoren für die Verbreitung von Viren. So begünstigt z. B. die Haltung großer Herden wie auch häufige und lange Transporte die Verbreitung von Viren.


    Virulenz


    Der Begriff «Virulenz» bezeichnet die Kapazität eines Virus, Krankheitssymptome auszulösen. Virulente Viren lösen Krankheiten aus, avirulente nicht. Die Virulenz kann durch Größen wie LD50 (= lethale Dosis 50), PD50 (= paralytische Dosis 50) oder ID50 (= infektiöse Dosis 50) gemessen werden. Diese Größen können aufgrund der Infektionsroute, der Wirtsspezies, des Alters oder des Geschlechts stark variieren. Die Virulenz von Viren kann auch von genetischen Eigenschaften abhängig sein. Manche Viren tragen Virulenzgene. Diese können die Virusreplikation, die Wirtsreaktion und die Virusausbreitung im Wirt beeinflussen oder aber toxisch sein.


    Tenazität


    Auch die Resistenz der Viren gegenüber Umwelteinflüssen ist maßgebend für ihre erfolgreiche Verbreitung. Die Fähigkeit der Viren, außerhalb eines Wirtes zu überleben, werden mit dem Begriff «Tenazität» beschrieben. Generell gilt, dass unbehüllte Viren eine höhere Tenazität besitzen als behüllte. Das liegt daran, dass die Lipidschicht der behüllten Virionen eher dazu tendiert, durch Detergenzien zersetzt zu werden als die rigide Proteinhülle von unbehüllten Virionen. Die Tenazität spielt bei der Übertragung eine sehr wichtige Rolle. Falls nämlich ein Virion nicht rechtzeitig einen neuen Wirt infiziert, kann es in der Umwelt inaktiviert werden. Bei höherer Tenazität, verlängert sich jedoch die Zeit, bis die Inaktivierung erreicht ist.


    [194]Empfänglichkeit


    Epidemiologisch wird eine Population in empfängliche und resistente Individuen unterteilt. Somit ist die Empfänglichkeit einer Population für ein bestimmtes Virus abhängig von der Anzahl empfänglicher Individuen. Die Empfänglichkeit ist nicht eine konstante Größe. Veränderungen des Virus, der Wirte oder der Umweltbedingungen können sie beeinflussen. Eine Impfung reduziert die Anzahl von empfänglichen Individuen und damit auch die Verbreitung der Viren. Ebenso wird die Empfänglichkeit durch Alter, Geschlecht und genetische Eigenschaften beeinflusst. Die Empfänglichkeit ist aber auch stark vom Virusstamm abhängig.


    So einfach ist es aber nicht immer. Wie komplex die Wechselwirkungen von Virus und Wirt sein können, zeigt das Beispiel von Myxoma-Viren in Australien auf. Im Jahr 1859 wurden 24 europäische Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) nach Australien importiert. Sie sollten als Beute für die Jagd dienen, hatten aber außer den Jägern keine natürlichen Feinde, was unweigerlich zu einem rasanten Wachstum der Population führte. Um 1907 wurde ein 1139 Meilen langer Zaun quer durch den ganzen Kontinent errichtet, um Agrarland vor den Tieren zu schützen – jedoch ohne Erfolg. In den 1950er-Jahren versuchte man schließlich, die Kaninchenpopulation mit Myxoma-Viren zu reduzieren. Die natürlichen Wirte dieses Virus sind Baumwollschwanz-Kaninchenarten (Sylvilagus sp.), das Kalifornische Strauchkaninchen (Sylvilagus bachmani) und das Tropische Regenwald Kaninchen (Tapeti Sylvilagus brasiliensis), welches in Südamerika heimisch ist. Die Infektion im natürlichen Wirt erfolgt über Moskitos; die infizierten Tiere entwickeln oberflächliche Warzen an den Löffeln. Die Infektion bei Europäischen Kaninchen endet hingegen meist fatal für die betroffenen Tiere. Entsprechend konnte nach der Ausbringung der Myxoma-Viren in Australien bei den unerwünschten Europäischen Kaninchen eine Mortalitätsrate von 99.8 % beobachtet werden. Aber schon im zweiten Jahr nach der Verbreitung des Virus sank sie auf 25 % und in den folgenden Jahren sogar unter die Reproduktionsrate der Kaninchen. Offenbar entwickelten sich wenig virulente Viren und resistente Kaninchen parallel, und schließlich stellte sich ein Gleichgewicht ein, welches für das Virus vorteilhaft war. Jahre später wurden ähnliche Experimente mit Calici-Viren versucht. Auch wurde ein rekombinantes Myxoma-Virus konstruiert, welches die Kaninchen nicht tötete, aber sterilisierte. Dieses rekombinante Virus exprimiert das Zona-Pellucida-Protein von Kaninchen und induzierte Antikörper, welche dann über Immunkontrazeption zur Sterilität führt.


    [195]8.4 |Evolution


    Die Evolution ist ein nicht abgeschlossener Prozess, der kontinuierlich weitergeht. Bei der Betrachtung von evolutiven Prozessen spielt die Generationszeit eine wichtige Rolle. Da Viren viel kürzere Generationszeiten als Tiere und Menschen haben, lassen sich Phänomene der Evolution bei Viren besonders gut beobachten. Diese Einflüsse zeigen sich bei der Interaktion der Viren mit den Wirten. Viren können dabei auch als signifikante Selektionskräfte einer Wirtspopulation angesehen werden.


    Generell kann man Viren mit langen oder kurzen Generationszeiten unterscheiden. Langsame Viren halten sich länger in einem Wirt auf und sind deshalb darauf angewiesen, dass der Wirt lange überlebt. Diese Viren (meist DNA-Viren) zeigen ein kleines Wirtsspektrum. Schnelle Viren produzieren in kurzer Zeit viele Nachkommen und belasten oder töten den Wirt. Diese Viren (meist RNA-Viren) besitzen ein breites Wirtsspektrum und können auf andere Populationen ausweichen, wenn sie die ursprüngliche Wirtspopulation stark dezimiert haben. Viele reale Viren replizieren mit einer Rate, welche zwischen den beiden oben genannten Extremen liegt.


    Die Rate, mit welcher sich Viren genetisch verändern, ist unterschiedlich. Generell verändern sich RNA-Viren schneller als DNA-Viren (→ Abb. 8-7). Die Ursache dafür liegt bei der Schreibfehlerrate der Polymerasen und der Tatsache, dass dsDNA die genetische Information auf zwei Strängen speichert. DNA-abhängige-DNA (DdD) Polymerasen machen bei der Genomreplikation weniger Fehler als RNA-abhängige-RNA (RdR) Polymerasen (10−6–10−9 Fehler pro Nukleotid respektive 10−3–10−6 Fehler pro Nukleotid). Dadurch sind DNA-Virusgenome stabiler als RNA-Virusgenome. Für RNA-Viren ist aber die höhere Fehlerrate nicht ein Nachteil. Im Gegenteil: Gerade durch die zufällig eingebauten Mutationen kann ein solches Virus schneller auf veränderte Umwelteinflüsse und Wirtsreaktionen reagieren. Die Fehlerrate von (viralen) Polymerasen kann mit Mutagenen erhöht werden. Zu viele Fehler (letale Mutagenese) verhindern hingegen den Fortbestand einer Viruspopulation. Es gibt also einen gewissen Höchstwert der Fehlerrate (error threshold), über dem das Virus nicht mehr überleben kann. DNA-Viren, wie z. B. das Herpes-Virus und Adeno-Viren, kodieren oft für eigene DdD-Polymerasen. Diese Polymerasen haben gegenüber dem zellulären Enzym eine leicht höhere Fehlerrate, was dem Virus eine höhere Mutationsrate und damit eine Anpassung an sich verändernde Umweltbedingungen erlaubt. Mutationen werden nicht gleichmäßig über das ganze Virusgenom verteilt. Abschnitte, die notwendig sind für mRNA-Synthese, Genomreplikation und Genomverpackung, sind meist sehr konserviert. RNA-Viren bewegen sich meist an der Grenze der möglichen Mutationsrate.


    
      [196]Abb.8-7|Mutationsraten von Polymerasen. Sie unterscheiden sich markant und sind indirekt proportional zur Genomgröße.
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    Genetische Veränderungen durch fehlerhaftes Kopieren der Polymerasen können auch DNA-Viren den Zugang zu neuen Populationen eröffnen. Im Jahre 1978 wurde das Canine Parvo-Virus gleichzeitig in mehreren Ländern Europas identifiziert. Es verursacht Enteritis und Myocarditis. Wie sich herausstellte, entwickelte es sich aus dem felinen Panleukopenie-Virus, das Katzen, Nerz und Waschbär infiziert. Wenige Mutationen im Kapsidprotein des felinen Panleukopenie-Virus resultierten in einem veränderten Wirtsspektrum. Das Canine Parvo-Virus vermag Katzenzellen in Zellkultur zu infizieren, nicht aber Katzen.


    Rekombination oder Reassortierung sind genetische Veränderungen, bei denen ganze Teile von Genomen ausgetauscht werden. Durch die homologe Rekombination können nahe verwandte DNA-Viren Gene oder Genomsegmente austauschen oder durch nicht-homologe Rekombination zelluläre Gene ins Genom aufnehmen. Eine Art Rekombination, welche bei RNA-Viren festgestellt wurde, ist das Wechseln der Vorlage während des Kopiervorgangs der RNA. Daraus resultieren Hybridgenome, ähnlich wie nach Rekombinationen. Segmentierte Genome,[197] welche vor allem bei RNA-Viren vorkommen, können durch Reassortieren verändert werden.


    Quasispezies


    Viele Viruspopulationen existieren als eine dynamische Verteilung von nicht identischen, aber verwandten Replikons. Diese Verteilung wird Quasispezies genannt. Dieses Konzept meint, dass eine Virusinfektion nicht durch ein einzelnes Virion ausgelöst wird, sondern durch eine Vielzahl von Virionen mit leicht unterschiedlichen Genomen.


    Viren sind innerhalb und außerhalb eines Wirts zwei verschiedenen Arten von Selektionsdrücken ausgesetzt. So bildet sich ein Gleichgewicht mit Viren, die sich leicht voneinander unterscheiden und nur gemeinsam die Fähigkeit besitzen, einen Wirt effizient zu infizieren. Für eine gegebene RNA-Virus-Population unterscheiden sich zwar die Genomsequenzen der einzelnen Viren, sie können aber als Konsensussequenz zusammengefasst werden. Quasispezies sollten nicht als eine Sammlung verschiedener Mutanten angesehen werden, vielmehr als eine Population von interagierenden Varianten, die bei jeder Virusvermehrung neu entstehen. Der Selektionsdruck wirkt auf die Population, die überlebt oder eben nicht überlebt.


    
      Abb.8-8|RNA-Viren bilden Quasispezies. In diesen Populationen ist die Virusfitness moderat, aber auf viele individuelle Viren breit verteilt. Durch serielles Plaquepassagieren (rechts) wird ein künstlicher genetischer Flaschenhals gebildet. Dadurch kann ein fitteres Virus selektioniert werden, welches aber nicht auf veränderte Bedingungen reagieren kann. Durch serielles (links) Passagieren wird die Quasispezies weitergezüchtet. Auch bei veränderten Bedingungen kann die Population überleben.


      [image: ]

    


    [198]Das Konzept der Quasispezies wurde unter anderem aufgrund von Beobachtungen von Maul- und Klauenseuche-Viren und Polio-Viren formuliert. Eine poliovirusinfizierte Zelle kann bis zu zehntausend Viren produzieren. Genauso eindrücklich sind die Zahlen für HIV: Jeder der zehn Millionen HIV-Infizierten produziert pro Tag zehn Milliarden Viren, was 1016 Viren entspricht. Aufgrund der Mutationsrate von HIV kann ein Fehler pro Genom angenommen werden. So entstehen jeden Tag neue Mutanten, von denen einige auch resistent gegen antivirale Substanzen sind. Diese Beispiele zeigen, welche immensen Vorteile die inexakte Genomreplikation für die Viren bedeutet.


    Das Quasispezieskonzept kann in Zellkultur veranschaulicht werden (→ Abb. 8-8). Durch serielles Plaquepassagieren einer Viruspopulation sinkt die Fitness der Population. Dieser sogenannte genetische Flaschenhals ist ein extremer Selektionsdruck auf eine kleine Viruspopulation. Eine solche Selektion führt zur genetischen Verarmung der Quasispezies und kann schließlich zur Extinktion führen. Im Gegensatz dazu führt serielles Passagieren zur Anreicherung von Mutationen und so zu einer «gesunden Quasispezies». Die Verarmung durch Plaquepassagieren kann mit der Müller’schen Rätsche (Sperrklinke; Muller’s Ratchet) erklärt werden. Die Müller’sche Rätsche bezeichnet ein Phänomen, das beobachtet wird, wenn kleine (asexuelle) Populationen mit der Zeit wegen zu hoher Mutationsrate ihre Fitness verlieren. Die Rätsche verhindert Evolution in eine bestimmte Richtung. Dem ist so, weil eine unvorteilhafte Mutation eigentlich nur durch eine Reversion oder Suppression behoben werden kann, welche aber selten ist. (RNA-)Viruspopulationen bewegen sich gerade unterhalb ihrer gerade noch erträglichen Mutationsrate. Wenn die Vielfalt der Quasispezies nun z. B. durch Plaquereinigung dezimiert wird, sinkt die Fitness der Viruspopulation. Die Diversität der Viruspopulation ist also wichtig für ihr Überleben.


    Genetischer Drift und Shift (→ Abb. 8-9)


    Influenza-Viren, aber auch andere Viren mit segmentiertem Genom (Rota- und Bunya-Viren), können bei Doppelinfektionen in der gleichen Zelle reassortieren. Die beiden Viren replizieren zunächst unabhängig voneinander und vervielfachen ihr Genom. Bei der Verpackung der Genomsegmente in die Nachkommenviren, werden aber Segmente von den beiden parentalen Viren gemischt. Es entstehen filiale Viren, die Segmente, welche für bestimmte Proteine kodieren, von dem einen oder anderen parentalen Virus erhalten haben. Diese Art von Rekombination wird als genetischer Shift oder Genshift bezeichnet. Er ist zwar selten, da mehrere Stämme des gleichen Virus in derselben Zelle vorhanden sein müssen, spielt aber in der Biologie dieser Viren – vor allem bei den Influenza-Viren – eine wichtige Rolle, da er einen rasanten Schritt in der Evolution dieser Viren ermöglicht.


    
      [199]Abb.8-9|Genetischer Shift und Drift. Zwei verschiedene Arten der Genomveränderung werden (hier bei Influenza-Viren) unterschieden. Der Genetische Drift wird durch Kopierfehler der Polymerasen verursacht und kann zu Veränderungen z. B. der Oberflächenproteine HA und NA führen. Diese Veränderung erhöht das Risiko für eine Epidemie, weil das veränderte Oberflächenprotein nicht mehr effizient vom Immunsystem erkannt wird. Der genetische Shift kommt durch Reassortieren der Genomsegmente zustande und führt wegen der drastischen Veränderung der Virusoberfläche zu einem erhöhten Pandemierisiko.
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      [200]Abb.8-10|Phylogenetische Analysen. Die Aminosäuresequenzen oder Nukleinsäuresequenzen verwandter Viren werden optimal aneinandergelegt. Dieses sogenannte Multiple Sequence-Alignment bildet die Grundlage für die Konstruktion eines phylogenetischen Baumes, einer grafischen Darstellung der genetischen Verwandtschaft der Virussequenzen.
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    [201]Die Hauptgrippe-Pandemien lassen sich allesamt auf Reassortierung zurückführen. Gegen Viren mit HA- und NA-Proteinen, welche neu in die humane Population kommen, existiert keine Immunität.


    Der genetische Drift oder Gendrift wird durch Schreibfehler der Polymerasen (Punktmutationen) während der Genom-Replikation verursacht. Er kann zu Veränderungen der Oberflächenproteine führen, sodass die Viren vom Immunsystem nicht mehr erkannt werden (Escape Mutanten).


    Sequenzanalyse und Phylogenie


    Um sich ein Bild von der Evolution zu machen, werden Genomsequenzen von Viren bestimmt und die Nukleinsäure- oder Aminosäuresequenzen mit spezieller Software aneinandergelegt. Dabei wird versucht, ähnliche Sequenzbereiche einander zuzuordnen. Die verwendeten Algorithmen sind vielfältig und führen zum Teil auch zu verschiedenen Ergebnissen. Um eine gewisse Qualität zu erreichen, wird versucht, eine möglichst hohe Identität der zugeordneten Positionen der Sequenzen zu erhalten. Die Einführung und Verlängerung von Lücken in Sequenzen wird in die Berechnung der Qualität einbezogen. Die (Straf-)Werte dieser Berechnung können das Ergebnis stark beeinflussen. Um die Verwandtschaften bildlich darzustellen, werden mit dem Sequenzalignment Diagramme (Bäume; «Trees») generiert. Auch bei diesem Schritt des Verfahrens sind die Möglichkeiten der Algorithmen mannigfaltig (→ Abb. 8-10).


    Der Ursprung der Viren


    Viren können nicht in den «Baum des Lebens» integriert werden. Sie unterscheiden sich wesentlich von den Lebewesen. Da keine fossilen Viren bekannt sind, die älter als etwa hundert Jahre sind, ist es schwierig, durch Vergleich mit heutigen vorhandenen Viren eine Hypothese abzuleiten. Es ist schlichtweg nicht genau bekannt, wie Viren entstanden sind. Trotzdem versuchen drei verschiedene Theorien den Ursprung der Viren zu erklären (→ Abb. 8-11). Viren könnten:


    A aus Vorfahren von zellulären Organismen,


    B aus Komponenten der Zellen oder


    C aus intrazellulären Mikroorganismen entstanden sein.


    Die erste Theorie beginnt mit der Bildung der ersten biologischen Zellen. Am Ursprung des Lebens stand eine RNA-Welt. RNA kann im Gegensatz zu DNA und Protein sowohl als Speichermolekül als auch als Katalysatormolekül wirken. Mit dem Fortschreiten der Zeit wurden die Systeme zunehmend komplexer, wodurch auch primitive Urzellen entstanden, in denen die RNA geschützt replizieren konnte. Wenige solche Urzellen konnten von selbstreplizierender RNA parasitiert werden. Nach und nach konnten sich diese dann Kapsidproteine aneignen und so eine stabile extrazelluläre Phase gewährleisten.


    
      [202]Abb.8-11|Die Entstehung der Viren. Drei verschiedene Theorien versuchen die Entstehung der Viren zu erklären. (A) Viren und Urzellen bilden sich gleichzeitig. Die Kompartimentalisierung umschließt selbstreplizierende RNA-Moleküle, unter welche sich dann virale Vorstufen mischen. Der Erwerb einer Hülle erlaubt die extrazelluläre Phase der Viren. (B) Das Virusgenom entsteht aus dem Wirtsgenom. Nukleinsäurestücke lösen sich aus dem Genom und beginnen sich autonom zu replizieren. Eine Virushülle erlaubt die Infektion weiterer Zellen. (C) Das Virus entsteht aus intrazellulären Mikroorganismen. Aus einer intrazellulären Symbiose entwickelt sich durch Verlust von genetischer Information ein Virus mit extrazellulärer Phase.
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    [203]Die zweite Theorie beruht auf bereits vorhandenen biologischen Zellen. Unter dieser Annahme ist die Möglichkeit gegeben, dass gewisse Moleküle in den Zellen sich selbst replizieren konnten. Dies ist z. B. für Transkripte der Fall, die durch Rekombinationen funktionelle, kodierende Sequenzen für Replikationsproteine wie Reverse Transkriptasen oder Polymerasen aufgenommen haben. Daraus würden Transposons entstehen. Transposons sind mobile DNA-Elemente, die sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten vorkommen. Genau wie bei der ersten Theorie, würden auch diese kodierenden Sequenzen sich Kapside aneignen. Für diese Theorie spricht, dass das menschliche Genom zu rund 45 % aus transposablen Elementen besteht.


    Die dritte Theorie beschreibt die Entstehung der Viren aus intrazellulären Mikroorganismen. Parallelen zu dieser Theorie findet man bei den Mitochondrien und Chloroplasten. Es ist allgemein anerkannt, dass diese Organellen als selbstständige Mikroorganismen in eukaryotische Zellen aufgenommen wurden. Über die Zeit verloren sie aber die Fähigkeit, sich autark zu replizieren. Es wird also angenommen, dass Vorläufer von Viren ähnlich den Organellen in Zellen aufgenommen wurden, und dann durch Reduktion ihres Genoms alle Fähigkeiten bis auf Replikation und Kodieren von Kapsidproteinen verloren haben. Die Entdeckung der Mimi-Viren unterstützt diese Theorie. Diese Viren haben ein Genom von mehr als einer Million Basen, welches für viele Proteine wie auch die Polysacharid- und Teile der Proteinsynthese kodiert. So kodiert das Virus auch für sechs eigene tRNAs.


    Die Diversifikation der Viren geschah wahrscheinlich für verschiedene Gruppen auf unterschiedlichen Wegen (→ Abb. 8-12). Einen Aufschluss darüber, wie dies möglicherweise geschehen ist, gibt die ungleiche Verteilung der Virusgenomeigenschaften in verschiedenen Taxa. Von Prokaryoten sind vor allem Viren von Genera mit doppelsträngigen DNA-Genomen charakterisiert worden und nur wenige von Genera mit RNA-Genomen. Hingegen wurden in Eukaryoten sehr viele Viren von Genera mit RNA-Genomen – vor allem mit (+)RNA-Genomen – identifiziert. Andere Hinweise auf die Entwicklung geben Ähnlichkeiten von Polymerasen und Strukturproteinen.


    Es wird angenommen, dass die eukaryotischen RNA-Viren aus einer ehemaligen picornavirusähnlichen Gruppe entstanden sind, und zwar[204] zeitlich während der Eukaryogenese. Daraus entwickelten sich dann die picorna-, die alpha- und die flavivirusähnlichen Superfamilien. Die picornavirusähnliche Gruppe hat die meisten Vertreter. Die Nidovirales leiteten sich direkt von der ehemaligen picornavirusähnlichen Gruppe ab. Aus der flavivirusähnlichen Superfamilie kamen die (–)RNA-Viren hervor. Von diesen sind Tierviren wie auch Pflanzenviren bekannt. Es handelt sich dabei um eine relativ junge taxonomische Gruppe. Vermutlich spielten Insekten eine Rolle, um Viren von Pflanzen auf Tiere oder umgekehrt zu übertragen. Die Reo-Viren mit doppelsträngiger RNA als Genom entwickelten sich wahrscheinlich aus Verwandten von prokaryotischen Cysto-Viren. Die Polymerase von Reo-Viren ähnelt weit entfernt der von picornavirusähnlichen Viren, die Kapside aber eher denen der Cysto-Viren.


    Bei der Entstehung der Retro-Viren spielten wahrscheinlich vor allem die Retroelemente eine wichtige Rolle. Es fällt auf, dass es zwar solche Elemente auch bei Prokaryoten gibt, dass sie aber mit kleinerer Anzahl, dafür aber im Aufbau viel diverser sind. In Eukaroyten haben alle Retroelemente eine ähnliche Genomstruktur, die wiederum an die der Retro-Viren erinnert; vor allem die Reverse Transkriptasen (RT) haben Homologien. Aus diesem Grund wird angenommen, dass diese einen gemeinsamen Ursprung haben, dass aber die Hüllproteingene zu verschiedenen Zeitpunkten akquiriert wurden. Allerdings könnte es auch sein, dass die eukaryotischen Zellen Vorgänger der RT aufgenommen haben und als Telomerase RT (TERT) verwenden. Dieses RT-Enzym für die Chromosomenenderhaltung ist über alle Eukaryoten homolog.


    Beinahe alle einzelsträngigen DNA-Viren replizieren ihr Genom mit dem Rolling-Circle- oder dem nahe verwandten Rolling-Hairpin-Mechanismus. Derselbe Mechanismus wird auch von ssDNA-Phagen und für die Replikation von bakteriellen Plasmiden angewendet. Dies weist darauf hin, dass diese eukaryotischen Viren aus Phagen entstanden sind. Jedoch weisen die Kapsidproteine eine ähnliche Architektur auf, wie jene der (+)RNA-Viren. Es wird ferner angenommen, dass sich aus den einzelsträngigen DNA-Viren die kleinen doppelsträngigen DNA-Viren (Papilloma- und Polyoma-Viren) entwickelt haben.


    Die großen DNA-Viren haben sich wahrscheinlich aus zwei verschiedenen Linien entwickelt. Die Adeno-, Pox-, Asfar-, Baculo- und andere Viren werden als Nachfahren von prokaryotischen Tecti-Viren betrachtet. Die Herpesvirales entstanden vermutlich aus Caudovirales, einer sehr weit verbreiteten Phagenordnung.


    
      [205]Abb.8-12|Die Theorie der Entstehung einer Auswahl von Virusgenera für DNA-Viren (blau) und RNA- Viren (rot). Details sind im Text beschrieben.
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    [207]|9Zellabwehr und Wirtsabwehr


    Inhalt


    
      9.1Physikalische und intrinsische Abwehrmechanismen


      9.2Die angeborene Immunantwort


      9.3Die erworbene Immunantwort


      Die Abwehr von Viren und anderen infektiösen Agenzien durch den Wirt erfolgt mehrstufig und sequenziell, wobei die verschiedenen Stufen miteinander kommunizieren. Die meisten Viren werden bereits durch die Haut und Sekrete am Eintritt in den Organismus gehindert (→ Kap. 7). Viren, die trotz dieser physikalischen Barrieren infizierbare Zellen erreichen, werden durch die Mechanismen der intrinsischen Zellabwehr und der angeborenen Immunität («innate immunity») bekämpft. Zeitlich verzögert, folgt die erworbene Immunantwort («adaptive immunity»), welche eine Gedächtnisfunktion besitzt und, im Unterschied zur angeborenen Immunität, antigen-spezifisch ist.


      Die Wahrscheinlichkeit, dass Viren trotz dieser Abwehrmechanismen eine erfolgreiche Infektion etablieren können, ist äußerst gering, steigt aber, wenn die Effizienz der Abwehr durch Umwelteinflüsse oder andere Krankheiten eingeschränkt ist. Außerdem besitzen Viren selbst vielfältige Strategien, um die Zell- und Wirtsabwehr gezielt zu reduzieren oder auszuschalten.

    


    9.1 |Physikalische und intrinsische Abwehrmechanismen


    Viren werden durch Haut, Schleim und Sekrete auf der Körperoberfläche effizient am Eintritt in einen Wirt gehindert. Wenn Viren diese Barrieren trotzdem überwinden oder durch Verletzungen, Bisse, Insektenstiche usw. direkt Kontakt mit infizierbaren Zellen erhalten, stellen sich ihnen weitere unspezifische und spezifische Abwehrechanismen in den Weg: die intrinsischen zellulären Abwehrmechanismen, die angeborene und schließlich die erworbene Immunabwehr (→ Abb. 9-1). Die Abwehrmechanismen des Wirts sind also mehrstufig und sequenziell, und die verschiedenen Stufen kommunizieren miteinander. Die Abwehr beginnt bereits auf der Stufe der infizierten Zellen und deren Nachbarzellen und umfasst schließlich den gesamten Organismus.


    
      [208]Abb.9-1|Die Abwehrmechanismen des Wirts sind mehrstufig und sequenziell. Viren werden durch die physikalischen Barrieren an der Körperoberfläche (z. B. Haut, Sekrete, pH-Wert etc.) effizient am Eintritt in einen Wirt gehindert. Wenn Viren diese Barrieren trotzdem überwinden, stellen sich ihnen weitere unspezifische und spezifische Abwehrmechanismen in den Weg: zuerst die intrinsischen zellulären Abwehrmechanismen, dann die angeborene Immunabwehr, welche auf der Ebene der infizierten Zelle und deren Nachbarzellen beginnt, und schließlich die erworbene Immunabwehr, welche den gesamten Organismus betrifft. Die Kommunikation zwischen angeborener und erworbener Immunabwehr erfolgt über Zytokine und Antigenpräsentation.
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    [209]Per Definition sind die intrinsischen Abwehrmechanismen konstitutiv aktiv und benötigen keine intrazelluläre Signaltransduktion für ihre Effektorfunktion. Solche zellulären Abwehrmechanismen wurden vor allem bei Retro-Virus-Infektionen beschrieben (retroviral restriction factors) und beinhalten die Proteine Fv1, TRIM5α und APOBEC. Der anti-retrovirale Wirkmechanismus ist bisher nur für APOBEC bekannt; dieses deaminiert einzelsträngige DNA, also ein Zwischenprodukt der reversen Transkription der Retro-Virus-RNA, und blockiert damit den Replikationszyklus.


    Genau wie bei den intrinsischen Abwehrmechanismen ist die angeborene Immunität ebenfalls bereits in Abwesenheit eines Pathogens vorhanden, Letztere benötigt jedoch eine Aktivierung, welche auf der Ebene der infizierten Zelle erfolgt und sich dann auf den ganzen Wirtsorganismus ausbreitet (→ 9.2). Die Aktivierung beginnt mit der Erkennung des Pathogens durch sogenannte «pattern recognition»-Moleküle auf der Zelloberfläche oder im Zellinneren. Die Pathogenerkennung bewirkt eine intrazelluläre Signalübertragung, welche in die Produktion von Interferonen und anderen Zytokinen mündet. Dies wiederum führt durch die Produktion von Proteinen mit antiviraler Aktivität zu einem antiviralen Status in der Zelle und/oder zur Apoptose. Gleichzeitig werden auf der Ebene des Wirtsorganismus weitere Komponenten der angeborenen Immunität aktiviert, einschließlich der Dendritischen Zellen und Makrophagen, der natürlichen Killerzellen (NK-Zellen), des Komplementsystems, des Entzündungsprozesses und schließlich der erworbenen Immunantwort.


    9.2 |Die angeborene Immunantwort


    Die Pathogenerkennung


    Theoretisch können alle Viruskomponenten oder Replikationsschritte von der Zelle als fremd erkannt werden. Zu diesen sogenannten pathogen-assoziierten molekularen Mustern (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) gehören virale Proteine, virale Nukleinsäuren, die Bindung von Viren an zelluläre Rezeptoren usw. Insbesondere die viralen Genome sowie deren Replikations- und Transkriptions- (Zwischen) Produkte weichen in ihrer Struktur und intrazellulären Lokalisierung oft von den zellulären Nukleinsäuren ab. Pathogenspezifische Nukleinsäuresensoren kommen auf der Zelloberfläche, im Zytoplasma und in Endosomen vor. PAMPs werden von Mustererkennungs-Rezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) erkannt. Die Proteine RigI (retinoic acid inducible gene I), Pkr (dsRNA-aktivierte Proteinkinase) und Mda5 (melanoma differentiation-associated protein 5) erkennen z. B. dsRNA im Zytoplasma. Tlrs (toll-like receptors) erkennen dsRNA (Tlr3), ssRNA (Tlr7), siRNA (Tlr8), dsDNA (Tlr9), aber auch spezifische virale Proteine (Tlr2+4) auf der Zelloberfläche und in Endosomen. Diese PRRs induzieren, via Aktivierung von NFκB, IRF3 oder IRF7 die Expression von Interferonen (IFN) α und β sowie anderen inflammatorischen Zytokinen einschließlich Tumor Nekrosis-Faktor (TNF), Interleukin (IL) 6 und IL12.


    
      [210]Abb.9-2|Mustererkennungs-Moleküle. Zelluläre Mustererkennungs-Rezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) erkennen pathogenassoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) auf der Zelloberfläche, in Endosomen und im Zytoplasma. RigI (retinoic acid inducible gene I), Pkr (dsRNA-aktivierte Proteinkinase) und Mda5 (melanoma differentiation-associated protein 5) erkennen dsRNA im Zytoplasma. Tlrs (toll-like receptors) erkennen dsRNA (Tlr3), ssRNA (Tlr7), siRNA (Tlr8), dsDNA (Tlr9) oder spezifische virale Proteine (Tlr2+4) auf der Zelloberfläche und in Endosomen. Die Interaktion zwischen PAMP und PRR induziert eine Signaltransduktionskaskade, welche über die Aktivierung von NFϰB, IRF 7 oder IRF3 die Expression von Interferonen (IFN) α und β sowie anderer inflammatorischer Zytokine fördert.


      [image: ]

    


    [211]Erste Abwehrmechanismen nach der Pathogenerkennung:

    Zytokine, antiviraler Status, Apoptose und RNA-Interferenz


    Die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen ist die erste Antwort auf die Pathogenerkennung in der Zelle. Zytokine leiten dann eine globalere angeborene Immunantwort ein. Man kennt mehr als 80 verschiedene Zytokine, welche in die fünf Gruppen Interferone, Interleukine, koloniestimulierende Faktoren, Tumornekrosefaktoren und Chemokine eingeteilt werden können. Zytokine haben die Aufgabe, die verschiedenen Stufen und Arme des Immunsystems zu regulieren und zu koordinieren. Einige wirken pro-inflammatorisch, andere antiinflammatorisch, und manche – die Chemokine – spielen eine Rolle bei der Rekrutierung von Zellen des Immunsystems an den Ort der Infektion oder Entzündung. Zu den Zytokinen, die nach einer Virusinfektion zuerst produziert werden, gehören unter anderem die Interferone α und β. Diese stimulieren Rezeptoren auf Dendritischen Zellen, Makrophagen und Nachbarzellen, vermitteln dabei die Produktion von noch mehr Zytokinen und koordinieren die weiteren Immunabwehr-Mechanismen.


    Es gibt drei Typen von Interferonen: Typ-1-Inferone (IFNα, IFNβ) und Typ-3-Inferone (IFNλ) werden durch die Virusinfektion selbst aktiviert und in praktisch allen Zellen, welche einen Zellkern besitzen, produziert. Typ-2-Interferon (IFNγ) wird hingegen in T- und NK-Zellen produziert, nachdem diese durch Antigenpräsentation zur Proliferation angeregt wurden (→ Tab. 9-1).


    Interferone haben selbst keine antivirale Aktivität und können nur wirken (parakrin und autokrin), wenn Interferonrezeptoren auf der Zelloberfläche vorhanden sind. Die Bindung von Interferonen an die Interferonrezeptoren aktiviert den Jak/Stat-Signalweg, welcher die Expression von mehr als 300 verschiedenen interferonstimulierten Genen (ISG) mit antiviraler Aktivität zur Folge hat (→ Abb. 9-3). Die Funktion der ISG ist vielfältig. Sie können in Signaltransduktion oder Aktivierung des erworbenen Immunsystems involviert sein, einen direkten antiviralen Effekt erzeugen, einen antiviralen Status in der Zelle etablieren oder die Zelle in die Apoptose (den programmierten Zelltod) führen. → Tab. 9-2 zeigt einige wichtige Beispiele von IFN-induzierten Proteinen und deren Wirkmechanismen.


    
      [212]Tab.9-1|Inferone.
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              Produktion

            

            	
              Signal für die Induktion

            

            	
              Funktion

            
          


          
            	
              I

            

            	
              IFN-α

            

            	
              die meisten Zellen

            

            	
              Virusinfektion

            

            	
              antiviral, antitumoral

            
          


          
            	
              

            

            	
              IFN-β

            

            	
              die meisten Zellen

            

            	
              Virusinfektion

            

            	
              antiviral, antitumoral

            
          


          
            	
              

            

            	
              IFN-τ

            

            	
              Trophoblasten (Embryogenese von Wiederkäuern)

            

            	
              Progesteron

            

            	
              verhindert Luteolyse

            
          


          
            	
              II

            

            	
              IFN-γ

            

            	
              T-Zellen, Makrophagen, Dendritische Zellen, NK Zellen

            

            	
              Antigenpräsentation

            

            	
              antiviral, antitumoral, aktiviert Makrophagen, induziert MHCI + II Expression
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              IFN-λ

            

            	
              die meisten Zellen, v.a. Dendritische Zellen

            

            	
              Virusinfektion

            

            	
              antiviral

            
          

        
      

    


    
      Tab.9-2|Interferon-induzierte Proteine.
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              dsRNA aktivierte Proteinkinase (Pkr)

            

            	
              blockiert Translationsinitiation via eIF2

            
          


          
            	
              Promyelocytic Leukemia Proteine (PML)
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              Interferon regulatory factors (Irf)
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              spezifische antivirale Aktivität gegen Influenza-Virus und andere (-)RNA-Viren

            
          


          
            	
              Ubiquitin–Proteasom Komponenten

            

            	
              degradiert Proteine

            
          


          
            	
              RNaseL und 2’-5’-oligo(A) Synthetase

            

            	
              degradiert RNA

            
          

        
      

    


    Apoptose (programmierter Zelltod) ist ein sehr effizienter zellulärer Abwehrmechanismus, der durch extrinsische Stimuli (Bindung eines Liganden an einen Rezeptor der TNF-Familie) oder intrinsische Stimuli (z. B. ionisierende Strahlen) ausgelöst werden kann und in der Aktivierung von Effektorproteasen, den Kaspasen, resultiert. Die Aktivität der Kaspasen führt zur Bildung von apoptotischen Körperchen, zur Spaltung von Proteinen (z. B. PARP) und zur DNA-Fragmentierung. Dadurch wird die virusinfizierte Zelle eliminiert und die Virusbestandteile gleichzeitig für die Aufnahme und Antigenpräsentation durch Makrophagen und denritische Zellen zugänglich gemacht (→ Abb. 9-4).


    
      [213]Abb.9-3|Der Jak/Stat Signalweg. Die Bindung von IFNα oder IFNβ an die entsprechenden Interferonrezeptoren auf der Zelloberfläche aktiviert den Jak/Stat-Signalweg. Dieser überträgt das extrazelluläre Signal ins Zellinnere und führt zur Bildung des ISGF3- Komplexes, der aus Stat1, Stat2 und IRF9 besteht. ISGF3 ist ein Transkriptionsfaktor, der im Zellkern an das sogenannte «interferon stimulated response element» (ISRE) in den Promotern von interferonstimulierten Genen (ISGs) bindet und damit deren Transkription ermöglicht. ISGs (z. B. Mx, Isg56, Pkr) haben antivirale Aktivitäten und induzieren einen antiviralen Status in der Zelle.
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      [214]Abb.9-4|Apoptose. Die Apoptose (programmierter Zelltod) zeichnet sich aus durch Veränderung der Zellmorphologie, Chromatin-Kondensation, Spaltung von Proteinen sowie der DNA-, Kern- und Zellfragmentierung. Man unterscheidet (A) extrinsische und (B) intrinsische Aktivierungswege. Beim extrinsischen Weg führt die Interaktion zwischen einem Fas-Liganden (z. B. TNF) und dem Fas-Rezeptor zur Aktivierung von sogenannten «death domain»-Proteinen, wie z. B. FADD und TRADD. Diese wiederum induzieren die Kaspasen-Aktivierungs-Kaskade, welche in die Aktivierung der Effektorkaspasen 3 und 6 mündet. Diese bewirken den Abbau von Laminen und die Aktivierung von DNAsen. Die beim extrinsischen Weg induzierte Kaspase 8 kann das Protein BID spalten, welches wiederum BAX aktivieren kann und dadurch den Austritt von Cytochrom C ins Zytoplasma unterstützt. Beim intrinsichen Weg führen Zellschädigung durch z. B. ionisierende Strahlen oder Gifte zur Aktivierung von pro-apoptotischen Proteinen (z. B. Bax, Bak). Beschädigung der DNA z. B. führt via ATM und das p53-«DNA damage response»-Signal zur Aktivierung des pro-apoptotischen Proteins Bax, welches die Permeabilität von Mitochondrien erhöht. Dadurch kann Cytochrom C von den Mitochondrien ins Zytoplasma austreten, wo es Kaspasen aktiviert.
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    [215]RNA-Interferenz ist ein weiterer Mechanismus mit antiviraler Funktion. Die RNA-Interferenz beruht auf der sequenzspezifischen Interaktion kurzer RNA-Stücke von 19–30 Nukleotiden Länge mit messenger (+)RNA sowie aus Enzymkomplexen wie dem «RNA-induced silencing complex» (RISC). Diese Interaktion führt zur Degradation der RNA und damit zur Verhinderung der Translation.


    Makrophagen und Dendritische Zellen


    Die bisher diskutierten Abwehrmechanismen laufen auf der Ebene der infizierten Zelle sowie deren Nachbarzellen oder der mit ihnen interagierenden Makrophagen oder Dendritischen Zellen ab. Letztere leiten den Übergang von der Phase der angeborenen Zellabwehr zur Phase der angeborenen Wirtsabwehr und schließlich zur erworbenen Immunabwehr ein.


    Makrophagen und Dendritische Zellen kommen in fast allen Geweben und Oberflächenmukosa vor. Sie besitzen Rezeptoren für Zytokine, welche von infizierten Zellen produziert und sezerniert werden, und nehmen Bestandteile von Viren und anderen Pathogenen durch Phagozytose auf. Makrophagen und Dendritische Zellen besitzen selbst viele PRRs und produzieren große Mengen von Interferonen und anderen Zytokinen. Bei den Dendritischen Zellen führt der Kontakt mit Virusbestandteilen (Antigen), Zytokinen und toten Zellen zur Reifung. Reife Dendritische Zellen dienen als Antigen-präsentierende Zellen für die Aktivierung der T-Zell-Antwort und koppeln so die angeborene und erworbene Immunabwehr (→ 9.3).


    Natürliche Killerzellen


    Die Funktion der natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) ist vergleichbar mit jener der zytotoxischen T-Zellen der erworbenen Immunität (→ 9.3). NK-Zellen gehören aber zum angeborenen Immunsystem und reagieren schnell. Aktivierte NK-Zellen sezernieren Zytokine, Perforine, Proteasen und Granzyme, welche weitere Komponenten des Immunsystems aktivieren sowie Apoptose und Lyse von infizierten Zelle induzieren. Im Unterschied zu den zytotoxischen T-Zellen besitzen NK-Zellen aber keine Antigenrezeptoren und erkennen nicht die Anwesenheit, sondern die Abwesenheit von MHC auf der Oberfläche von anderen Zellen. Die Funktion der NK-Zellen wird über das Gleichgewicht von aktivierenden und hemmenden Rezeptoren gesteuert. Die Interaktion von NK-Rezeptoren mit MHC-Molekülen auf der Zelloberfläche einer anderen Zelle inhibiert den Effekt der aktivierenden Rezeptoren. In Abwesenheit von MHC-Molekülen fällt diese Inhibition weg (→ Abb. 9-5). NK-Zellen können jedoch auch durch andere Mechanismen aktiviert werden, z. B. durch Zytokine (Typ-1-Interferone, IL-15, IL-18).


    
      [216]Abb.9-5|NK-Zellen. Die Funktion der NK-Zellen wird über das Gleichgewicht von aktivierenden und hemmenden Rezeptoren gesteuert. Die Interaktion von hemmenden NK-Rezeptoren mit MHC-Molekülen auf der Zelloberfläche einer anderen Zelle inhibiert den Effekt der aktivierenden Rezeptoren-Liganden-Interaktion. In Abwesenheit von MHC-Molekülen fällt diese Inhibition weg. Aktivierte NK-Zellen sezernieren Zytokine, Perforine, Proteasen und Granzyme, welche weitere Komponenten des Immunsystems aktivieren sowie Apoptose und Lyse von infizierten Zellen induzieren.
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    Da die Detektion einer infizierten Zelle nicht antigenspezifisch ist, kann die Abwehr sehr schnell erfolgen. Viele Viren besitzen Mechanismen, um die Produktion von MHC-Molekülen oder deren Transport an die Zelloberfläche zu blockieren (→ Kap. 6.1) und damit die Antigenpräsentation an Zellen der erworbenen Immunantwort zu verhindern. Die Detektion der Abwesenheit von MHC-Molekülen durch NK-Zellen kann diese Lücke in der Wirtsabwehr schließen. Allerdings besitzen Viren vielfältige Strategien, um auch die Aktivität der NK-Zellen zu behindern (→ Tab. 9-3).


    [217]Das Komplementsystem


    Das Komplementsystem besteht aus mehr als dreißig Proteinen, welche im Blut zirkulieren und durch drei verschiedene Arten aktiviert werden:


    1.den klassischen Weg,


    2.den Lektin-Weg und


    3.den alternativen Weg.


    Der klassische Weg wird oft über antigengebundene IgG- oder IgM- Antikörper vermittelt, welche an die C1q-Komponente des Komplementfaktors C1 binden. C1q kann aber auch ohne Hilfe von Antikörpern an die Oberfläche von Pathogenen binden. Nach der Aktivierung katalysieren weitere Komponenten von C1 – die Serinproteasen C1r/C1s – die Spaltung verschiedener anderer Komplementfaktoren (C2, C4) und ermöglichen so die Bildung der C3-Konvertase.


    Im Lektin-Weg werden, durch die Bindung von mannosebindendem Lektin (MBL) an mannosehaltige Kohlenhydrate auf der Oberfläche von Pathogenen, MBL-assoziierte Serinproteasen aktiviert (mannanbinding lectin serine protease 1, 2; MASP1, 2), welche genau wie die C1r/C1s-Serinproteasen des klassischen Wegs die Komplementfaktoren C2 und C4 spalten und die Bildung der C3-Konvertase ermöglichen.


    Der alternative Weg wird durch den spontanen Zerfall des instabilen Komplementfaktors C3 in C3a und C3b ausgelöst. C3b kann an Pathogenoberflächen binden und bildet unter Beteiligung von C3 sowie den Plasmaproteasen fB und fD die aktive C3-Konvertase.


    Alle drei Wege münden also in die Aktivierung der C3-Konvertase. C3 ist ebenfalls eine Serinprotease, welche eine Aktivierungskaskade induziert, die in der chemotaxischen Rekrutierung von phagozytierenden Zellen und der Induktion eines Entzündungsprozesses (C3a, C5a), der Lyse von infizierten Zellen (C5b und C6-9; bilden zusammen den Membranangriffskomplex) und der verbesserten Phagozytose durch Opsonisierung (C3b) resultiert (→ Abb. 9-6).


    Definition «Opsonisierung»


    Opsonisierung bezeichnet den Prozess, bei welchem Pathogenoberflächen mit Antikörpern und Faktoren des Komplementsystems (C3b) markiert werden. Opsonisierung verbessert die Phagozytose der Pathogene durch antigenpräsentierende Zellen (Makrophagen und Dendritische Zellen).


    Der Entzündungsprozess


    Hohe Zytokin- und Komplementkonzentationen am Ort der Infektion leiten den sogenannten Entzündungsprozess ein, mit lokalen und globalen Konsequenzen für den Wirtsorganismus (z. B. Fieber, Gliederschmerzen, Schwellung, Rötung, Schmerzen, Functio laesa etc.). Beispielsweise TNF, welches früh in der Infektion von Makrophagen und Dendritischen Zellen produziert wird, induziert Veränderungen in den Kapillaren, welche die Blutversorgung verbessern und es den Leukozyten erlauben, besser ins Gewebe zu infiltrieren, um den Ort der Infektion zu erreichen. Gleichzeitig bindet TNF an Rezeptoren auf der Oberfläche von infizierten Zellen und aktiviert dabei Kaspasen, welche die Zelle in die Apoptose führen. Das Ziel des Entzündungsprozesses ist die Rekrutierung von Abwehrzellen an den Ort der Infektion, die Elimination der infizierten, apoptotischen und nekrotischen Zellen sowie die Einleitung der Reparatur der geschädigten Gewebe.


    
      [218]Abb.9-6|Das Komplementsystem. Das Komplementsystem kann über drei verschiedene Wege aktiviert werden: den klassischen Weg, den alternativen Weg und den Lektin-Weg. Der klassische Weg wird über Antigen (Ag)-Antikörper (Ak)-Immunkomplexe, DNA oder C-reaktives Protein (CRP) vermittelt. Im Lektin-Weg werden, durch die Bindung von mannosebindendem Lektin (MBL) an mannosehaltige Kohlenhydrate auf der Oberfläche von Pathogenen, MBL-assoziierte Serinproteasen aktiviert (mannan-binding lectin serine protease 1, 2; MASP1, 2). Der alternative Weg wird durch den spontanen Zerfall des instabilen Komplementfaktors C3 in C3a und C3b ausgelöst. C3b kann an Pathogenoberflächen binden. Alle drei Wege münden in die Aktivierung der C3-Konvertase. C3 ist ebenfalls eine Serinprotease, welche das chemotaxische Anlocken von phagozytierenden Zellen und die Induktion eines Entzündungsprozesses (C3a, C4a, C5a), die Lyse von infizierten Zellen (C5b, C6-9) und eine verbesserte Phagozytose durch Opsonisierung (C3b) induziert.
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    [219]Virusproteine, die die Aktivität der angeborenen Immunität beinflussen


    Viren haben vielfältige Strategien, um die Zell- und Wirtsabwehrmechansimen zu beeinflussen oder zu blockieren. Spätes uncoating z. B. oder die Bildung von speziellen zytoplasmatischen Vesikeln, in denen die Genom-Replikation stattfindet, verhindert die Erkennung der viralen Nukleinsäuren durch PRRs. Viele Viren kodieren aber auch für Proteine, welche auf verschiedenen Ebenen direkt mit der Interferonantwort der Zelle interferieren. Das Epstein-Barr-Virus z. B. kodiert für ein IL-10-Homolog (BcrF1), welches die IFNγ-Synthese blockiert. Ein Vaccinia-Virus-Protein (B18R) wirkt als löslicher Rezeptor für IFNα und IFNβ und verhindert damit deren Bindung an Interferonrezeptoren auf der Zelloberfläche sowie die Aktivierung der Jak/Stat-Signaltransduktion. Verschiedene andere virale Proteine können die Jak/Stat-Signaltransduktion ebenfalls auf verschiedenen Stufen blockieren. Es gibt auch viele verschiedene Virusproteine, welche die Funktion der IFN-induzierten Proteine blockieren (→ Tab. 9-3).


    
      Tab.9-3|Virusproteine, welche die angeborene Immunantwort beeinflussen. EBV = Epstein-Barr-Virus; FMDV = Maul- und Klauenseuche-Virus; VACV = Vaccinia-Virus; AdV = Adeno-Virus; HCV = Hepatitis-C-Virus; HSV-1 = Herpes-Simplex-Virus Typ 1; HBV = Hepatitis-B-Virus; HPV = Humanes Papillomavirus; SVW = Simian-Virus 40; HCMV = Humanes Cytomegalo-Virus.
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      [220][221]Abb.9-7|Die zellulären und humoralen Komponenten des erworbenen Immunsystems. Das erworbene Immunsystem hat eine zelluläre (A) und eine humorale (B) Komponente. Die Effektorfunktion der zellulären Komponente basiert auf den CD4+- und CD8+-T-Zellen. Für die Aktivierung der CD4+- T-Zellen ist eine Interaktion zwischen T-Zellrezeptor (TCR) und einer antigenpräsentierenden Zelle (Dendritischen Zelle, Makrophage) notwendig, welche ein Antigen auf MHC-II präsentiert. Aktivierte, antigenspezifische CD4+-T-Zellen werden auch Helfer-T-Zellen (TH) genannt. Die TH-Zellen sezernieren Zytokine, welche die Aktivierung der humoralen Immunantwort und der zytotoxischen T-Zellen stimulieren. Für die Aktivierung der CD8+-T-Zellen ist eine Interaktion zwischen dem TCR und einer antigenpräsentierenden Zelle notwendig, welche ein Antigen auf MHC-I-Molekülen präsentiert, z. B. eine virusinfizierte Zelle. Nach der Aktivierung findet unter dem Einfluss von Zytokinen eine klonale Expansion der Zellen statt, die zu zytotoxischen T-Zellen (CTL) differenzieren. Diese wandern in die Gewebe aus, um weitere infizierte Zellen, die das Antigen auf MHC-I präsentieren, zu finden und zu zerstören (Zelllyse). Die humorale Komponente des erworbenen Immunsystems wird durch die Interaktion von membrangebundenen Antikörpern auf der Oberfläche von B-Zellen (B-Zell-Rezeptor) mit Antigen induziert. Unter dem Einfluss von Zytokinen proliferiert die B-Zelle und differenziert zur Plasmazelle. Plasmazellen sezernieren Antikörper, welche die gleiche Antigenspezifität aufweisen wie ihr B-Zell-Rezeptor und Viren neutralisieren können. Einige aktivierte B- und T-Zellen werden zu Memory-B-Zellen, die eine sehr lange Lebensdauer haben.
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    Apoptose ist ein sehr effizienter Mechanismus von infizierten Zellen, um eine Virusinfektion aufzuhalten und das Immunsystem zu mobilisieren (→ Abb. 9-4). Allerdings können Viren die Apoptose oft beeinflussen (→ Tab. 9-3). Adeno-Viren z. B. kodieren für ein Bcl-2-Homolog (E1B 19K), welches antiapoptotisch wirkt sowie für ein Protein (14.7K), welches Kaspasen inaktiviert. Mehrere Viren besitzen Gene für Proteine, welche mit p53 interagieren und so den Zellzyklus anhalten, bevor die Zelle in Apoptose geht.


    Viele Viren blockieren die Produktion von MHC-Molekülen oder deren Transport an die Zelloberfläche und verhindern damit die Antigenpräsentation an T-Zellen. NK-Zellen sollten diese Lücke in der Abwehr schließen, da sie gerade durch die Abwesenheit von MHC-Molekülen auf der Zelloberfläche aktiviert werden (→ Abb. 9-5). Viren haben jedoch viele verschiedene Strategien, um auch die Aktivität der NK-Zellen zu beeinflussen (→ Tab. 9-3), einschließlich der Produktion von Proteinen, welche:


    1.homolog sind zu MHC-I-Molekülen,


    2.die MHC-I-Produktion regulieren,


    3.als Antagonisten für den Aktivierungsrezeptor dienen,


    4.die Produktion des Aktivierungsrezeptors behindern,


    5.Zytokine beeinflussen, die wichtig sind für die NK-Funktion oder


    6.NK-Zellen selbst infizieren und dadurch inaktivieren (HIV-1, HSV-1).


    Das humane Cytomegalo-Virus (HCMV) besitzt mindestens sechs verschiedene Proteine, um die Aktivität der NK-Zellen auf unterschiedlichen Ebenen zu manipulieren.


    [222]9.3 |Die erworbene Immunantwort


    Im Gegensatz zur angeborenenen Immunität muss die erworbene Immunität nach einem Erstkontakt mit einem Pathogen zuerst aufgebaut werden. Bei erneutem Kontakt mit demselben Pathogen kommt dann eine Gedächtnisfunktion zum Tragen, welche eine viel schnellere Immunantwort ermöglicht. Man unterscheidet zelluläre Mechanismen (T-Zellen) und humorale Mechanismen (Antikörper) (→ Abb. 9-7). Die Effektorfunktionen des erworbenen Immunsystems beruhen auf der Funktion von zwei Arten von Zellen, den Lymphozyten (B- und T-Zellen) und den antigenpräsentierenden Zellen.


    Die zelluläre Immunantwort


    T-Zellen sind Lymphozyten, welche im Knochenmark durch Hämatopoiese gebildet werden, im Thymus reifen und dann im Blut und lymphatischen Gewebe zirkulieren. Während der Reifung der T-Zellen im Thymus werden verschiedene Oberflächenproteine exprimiert, einschließlich CD4, CD8 und T-Zell-Rezeptor (T cell receptor, TCR); zudem findet eine Positiv- und Negativselektion statt. Die Antigenspezifität wird durch den TCR vermittelt. Die Diversität der Antigenspezifität kommt dabei durch DNA-Rekombination zustande (→ Box 9-1). Diese Ausbildungsphase des Immunsystems findet größtenteils bereits vor der Geburt statt.


    Die Positivselektion findet im Kortex des Thymus statt. Dabei werden T-Zellen eliminiert, bei denen der TCR zu schwach mit MHC I oder II auf der Oberfläche von Epithelzellen (cortical thymic epithelial cells) interagiert. Nach Kontakt mit MHC-II-Molekülen regulieren CD4+CD8+ doppelt positive T-Zellen die Produktion des CD8-Oberflächenproteins herunter und werden zu CD4+T-Zellen. Analog dazu werden doppelt positive T-Zellen nach Kontakt mit MHC-I-Molekülen zu CD8+-T-Zellen.


    Die Negativselektion erfolgt in der Medulla des Thymus und führt zur Elimination von autoreaktiven T-Zellen und damit zur Verhinderung von Autoimmunkrankheiten (immunologische Toleranz). CD8+T-Zellen, bei denen der TCR zu stark an Auto-Antigen (z. B. körpereigenes Protein) bindet, welches durch MHC-I-Moleküle auf der Oberfläche von Epithelzellen (medullary thymic epithelial cells, mTECs) präsentiert wird, erhalten ein Apoptose-Signal. Antigenpräsentierende Zellen (z. B. Dendritische Zellen) können mTECs phagozytieren und Auto-Antigen auf MHC-II-Molekülen präsentieren. Dies ermöglicht auch die Elimination von CD4+T-Zellen, welche zu stark an Auto-Antigen binden.


    CD4+- und CD8+-T-Zellen, welche bei der Positiv- und Negativselektion nicht eliminiert werden, sind in der Lage, Fremd-Antigen zu[223] erkennen, und wandern in die peripheren lymphatischen Organe aus; sie bleiben inaktiv (naiv), bis sie Kontakt mit einem Antigen haben. MHC-I- und MHC-II-Moleküle spielen auch bei der Aktivierung der T-Zellen eine entscheidende Rolle. MHC-I-Moleküle kommen auf der Oberfläche von fast allen kernhaltigen Zellen vor, während MHC-II-Moleküle praktisch nur auf Makrophagen und Dendritischen Zellen vorkommen.


    Box 9.1


    
      TCR-Struktur und -Diversität der Antigenspezifität


      Der TCR besteht aus zwei Unterinheiten von Immunoglobulin-Proteinen, meist α und β, seltener γ und δ. Die Proteinuntereinheiten werden durch eine Disulfidbrücke zusammengehalten und bestehen je aus einer konstanten Domäne (C) und einer variablen Domäne (V), welche mithilfe einer Transmembrandomäne in der Zytoplasmamembran der T-Zelle verankert sind. Die V-Domäne der α-Untereinheit setzt sich aus den V- und J-Segmenten zusammen, jene der β-Untereinheit aus den V-, D- und J-Segmenten. Die V-Domänen der α- und β-Untereinheiten sind für die Bindung an Antigen und MHC-Moleküle verantwortlich. Die Diversität der Antigenspezifität in einzelnen T-Zellen basiert auf der kombinatorischen Vielfalt somatischer Rekombinationen der DNA, welche die verschiedenen Segmente V, D und J kodieren (VDJ-Rekombination). An der Interaktion mit MHC und Antigen sind auch CD4- oder CD8-Moleküle beteiligt.

    


    
      Abb.9-8|Die Struktur des T-Zell-Rezeptors. (Details zur Abbildung finden sich im Text oben.)
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    [224]Für die Aktivierung der CD4+-T-Zellen ist eine Interaktion zwischen dem TCR und einer antigenpräsentierenden Zelle (Dendritische Zelle oder Makrophage) notwendig, welche ein Fremd-Antigen auf einem MHC-II-Molekül präsentiert (→ Box 9-2). Gleichzeitig muss eine weitere Interaktion zwischen ko-stimulierenden Molekülen auf der T-Zelle (CD28) und der antigenpräsentierenden Zelle (CD80, CD86) vorhanden sein. In Abwesenheit der Ko-Stimulation findet keine Aktivierung statt, die T-Zelle wird anergisch und ist nicht in der Lage, einen antigenspezifischen Effekt auszuführen. Unter dem Einfluss von polarisierenden Zytokinen, welche von der antigenpräsentierenden Zelle produziert werden, differenzieren die CD4+-T-Zellen zu verschiedenen Populationen von aktivierten, antigenspezifischen Helfer-T-Zellen (TH), nämlich TH-1, TH-2 und TH-17. Die TH-1-Zellen sezernieren Zytokine, welche die Aktivierung von Makrophagen sowie der zytotoxischen T-Zellen unterstützen (TH-1-Zytokine, z. B. TNF, IL-2, Interferon-γ), während die TH-2-Zellen Zytokine sezernieren, welche die Aktivierung der humoralen Immunantwort stimulieren (TH-2-Zytokine, z. B. IL-4, IL-5, IL-6, IL-13; → Abb. 9-7). Die TH-17-Zellen produzieren IL-17 und sind am Entzündungsprozess beteiligt. Nach der Aktivierung der CD4+- T-Zelle findet unter Einfluss von IL-2, eine klonale Expansion der Zelle statt, um die Anzahl der Zellen mit dem antigenspezifischen TCR zu vergrößern.


    Für die Aktivierung und Differenzierung der CD8+-T-Zellen ist eine Interaktion zwischen dem TCR und einer antigenpräsentierenden Zelle notwendig, welche ein Antigenfragment auf einem MHC-I-Molekül präsentiert (→ Box 9-2). Wie bei den CD4+-T-Zellen muss gleichzeitig eine weitere Interaktion zwischen ko-stimulierenden Molekülen auf der T-Zelle (CD28) und der antigenpräsentierenden Zelle (CD80, CD86) vorhanden sein. Des Weiteren sind auch Zytokine (Typ-I-Interferone, IL-12) wichtig für Aktivierung und Differenzierung.


    Genau wie nach der Aktivierung der CD4+-T-Zellen, findet auch nach der Aktivierung der CD8+-T-Zellen unter Einfluss von IL-2, eine klonale Expansion der Zellen statt. Die aktivierten CD8+-T-Zellen werden zytotoxische T-Zellen genannt. Sie wandern in die Gewebe aus, um infizierte Zellen, die das Fremd-Antigen auf MHC I präsentieren, zu finden und durch Induktion von Apoptose und Membrandestabilisierung zu zerstören (→ Abb. 9-7). Die klinischen Symptome einer Virusinfektion [225](Fieber, Gewebeschäden, Schmerzen, Übelkeit etc.) sind denn auch häufig eine Folge der Wirtsabwehrmechanismen, oft T-Zell-vermittelt (z. B. Herpes-Viren), aber auch B-Zell-vermittelte Immunpathologie kommt vor (z. B. Dengue-Virus).


    Die meisten CD4+- und CD8+-T-Zellen haben eine sehr kurze Lebensdauer (Tage) und verschwinden, nachdem eine Infektion unter Kontrolle gebracht wurde. Die erworbene Immunität hat jedoch eine Gedächtnisfunktion, die es erlaubt, bei einer erneuten Infektion, rasch eine spezifische Immunantwort zu induzieren. Diese Funktion wird durch spezielle Gedächtnis-CD4+- und Gedächtnis-CD8+-T-Zellen (Memory-T-Zellen), welche aus dem Pool der aktivierten CD4+- und CD8+-T-Zellen hervorgehen und eine sehr lange Lebensdauer besitzen (Jahre), aufrechterhalten. Analog zu den Memory-T-Zellen gibt es auch Memory-B-Zellen. Memory-B- und Memory-T-Zellen bilden die Grundlage für den Impfschutz.


    Neben den TH- und zytotoxischen T-Zellen gibt es eine Reihe weiterer T-Zellen: regulatorische T-Zellen, Natürliche-Killer-T-Zellen und γδ-T-Zellen. Regulatorische T-Zellen tragen dazu bei, dass die Immunantwort abklingt, nachdem eine Infektion unter Kontrolle gebracht wurde. Natürliche Killer-T-Zellen erkennen Glykolipid-Antigene, welche nicht durch MHC-, sondern durch CD1d-Moleküle präsentiert werden. Die γδ-T-Zellen schließlich besitzen einen TCR, der aus anderen Immunoglobulinen zusammengesetzt ist als die TCR der TH-Zellen und der zytotoxischen T-Zellen.


    Box 9.2


    
      Antigenpräsentation


      MHC-II-Präsentation


      MHC-II-Moleküle werden von Dendritischen Zellen und Makrophagen synthetisiert und für die Präsentation von extrazellulären Antigenen verwendet. Extrazelluläre Proteine gelangen durch Endozytose in die Zelle und werden im späten Endosom fragmentiert. Nach der Fusion der späten Endosomen mit Golgi-Transportvesikeln, welche MHC-II-Moleküle enthalten, werden die Protein-Fragmente auf MHC-II-Moleküle geladen, an die Zelloberfläche transportiert und an CD4+-T-Zellen präsentiert. Bei den Antigenen handelt es sich also um prozessierte Peptide.


      MHC-I-Präsentation


      MHC-I-Moleküle werden von den meisten kernhaltigen Zellen für die Präsentation intrazellulärer Antigene verwendet. Körpereigene und körperfremde Proteine, z. B. Virusproteine, werden im Proteasom fragmentiert und die Peptide mithilfe von Transportproteinen (Tap-1/2, transporter associated with antigen processing 1/2) ins ER transportiert. Dort werden die Peptide auf MHC-I-Moleküle geladen und gelangen durch den sekretorischen Transport an die Zelloberfläche, wo sie an CD8+-T- Zellen präsentiert werden.


      Kreuzpräsentation


      Kreuzpräsentation ist ein sehr wichtiger Mechanismus für die Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen gegen virusinfizierte Zellen und Tumorzellen, der es den Dendritischen Zellen erlaubt, auch extrazelluläre Antigene auf MHC-I-Molekülen zu präsentieren. Antigene werden durch Phagozytose (z. B. von Bestandteilen von virusinfizierten Zellen) oder Endozytose (z. B. von Virusproteinen) aufgenommen, fragmentiert und mithilfe der Tap-Proteine im ER auf MHC-I-Moleküle geladen. Nach dem sekretorischen Transport an die Zelloberfläche können die Antigen-MHC-I-Komplexe an CD8+-T-Zellen präsentiert werden, was über den klassischen Weg nicht möglich wäre.

    


    
      [226]Abb.9-9|Antigenpräsentation. (Details zur Abbildung finden sich in Box 9.2.)
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    [227]Die humorale Immunantwort


    Anders als die zelluläre Immunität basiert die Effektorfunktion der humoralen Immunantwort nicht auf Zellen, sondern auf Makromolekülen. Dazu gehören das Komplementsystem als Komponente der angeborenen Immunität sowie die Antikörper als Komponente der erworbenen Immunität. Antikörper bestehen aus zwei gleichen, leichten (L) und zwei gleichen schweren (H) Ketten, welche durch Disulfidbrücken zusammengehalten werden (→ Abb. 9-10). Die Diversität und Spezifität der Antikörper kommt wie beim TCR durch die sogenannte VDJ-Rekombination zustande (→ Box 9-1). Antikörper werden von aktivierten B-Zellen, den Plasmazellen, produziert und sezerniert. B-Zellen werden wie die T-Zellen im Knochenmark durch Hämatopoiese gebildet. Die Antigenerkennung erfolgt durch membrangebundene Antikörper auf der Zelloberfläche (B-Zellrezeptor). Unreife B-Zellen, welche zu stark mit körpereigenen Proteinen interagieren (autoreaktive B-Zellen), werden eliminiert (clonal deletion), inaktiviert (anergy) oder repariert (receptor editing). Die Aktivierung der B-Zelle erfordert die Bindung des B-Zellrezeptors an ein spezifisches Fremd-Antigen unter dem Einfluss von Zytokinen, welche von T-Zellen sezerniert werden (→ Abb. 9-7). (Es gibt auch T-Zell-unabhängige Mechanismen der Aktivierung von B-Zellen, die hier nicht im Detail behandelt werden.) Kontakt mit dem spezifischen Antigen und mit Zytokinen bewirkt die Proliferation der B-Zelle und deren Differenzierung zur Plasmazelle. Eine Plasmazelle sezerniert Antikörper, welche die gleiche Antigenspezifität aufweisen wie die membrangebundenen Antikörper auf ihrer Oberfläche. Einige aktivierte B-Zellen haben eine sehr lange Lebensdauer und sind als sogenannte [228]Memory-B-Zellen dafür verantwortlich, dass eine Neuinfektion mit demselben Antigen rasch kontrolliert werden kann.


    Es gibt fünf Klassen von Antikörpern: IgA, IgD, IgE, IgG und IgM. Sie unterscheiden sich in ihren schweren Ketten und durch unterschiedliche Funktionen und Eigenschaften voneinander. Bei Virusinfektionen werden normalerweise zuerst IgM-Antikörper produziert, gefolgt von IgA in der Mukosa und IgG im Serum. Im Unterschied zum T-Zellrezeptor erkennen die Antikörper das Antigen nicht in einer prozessierten, sondern in seiner nativen Form (z. B. als Glykoprotein auf der Virusoberfläche). Dadurch können Viren auf verschiedene Arten inaktiviert oder neutralisiert werden (z. B. durch Aggregation der Viruspartikel oder Verhinderung von Attachment und Zelleintritt (→ Abb. 9-11)) Die Bindung von Antikörpern an Pathogene oder Bestandteile von infizierten Zellen kann auch zu einer verbesserten Phagozytose durch antigenpräsentierende Zellen führen (Opsonisierung). Antikörper können nicht nur extrazellulär wirken, sondern gebunden an Viruspartikel oder durch rezeptorvermittelte Endozytose auch ins Zellinnere gelangen und dort verschiedene weitere Schritte der Virusreplikation blockieren, einschließlich des Uncoatings oder des Assemblys.


    
      Abb.9-10|Die Struktur von Antikörpern. IgG-Antikörper bestehen aus je zwei gleichen leichten (L) und schweren (H) Ketten, welche durch Disulfidbrücken zusammengehalten werden. Die H- und L-Ketten enthalten beide konstante und variable Domänen. Die Region der Antikörper, welche Antigen bindet, wird «Fab» genannt (fragment antigen-binding). Die sogenannte Fc-Region (fragment cristallizable region) der Antikörper interagiert mit Fc-Rezeptoren auf der Zelloberfläche sowie einigen Proteinen des Komplementsystems und aktiviert so andere Komponenten des Immunsystems. Die Diversität und Spezifität der Antikörper basiert auf der sogenannten VDJ-Rekombination, welche bei der Synthese der variablen Domänen eine Rolle spielt.
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    [229]Außer den Plasmazellen und Memory-B-Zellen kennt man noch einige weitere B-Zelltypen, einschließlich der regulatorischen B-Zellen, den B1-Zellen und den Marginalzonen B-Zellen, die hier nicht näher beschrieben werden.


    Die Zell- und Wirtsabwehrmechanismen sind äußerst komplex und effizient und erfordern ein hohes Maß an Regulation und Koordination. → Abb. 9-12 zeigt eine Zusammenfassung der verschiedenen Komponenten der Zell- und Wirtsabwehr sowie die Interaktionen zwischen den einzelnen Komponenten.


    Virusvermittelte Suppression der erworbenen Immunantwort


    Viren besitzen nicht nur Mechanismen, um das angeborene Immunsystem zu blockieren (→ Kap. 9.2, → Tab. 9-3), sondern auch solche für die Inaktivierung der erworbenen Immunantwort (→ Tab. 9-4). Diese können spezifisch oder global sein. Einige Viren infizieren und zerstören die Zellen des Immunsystems selbst und verursachen deshalb eine generelle Immundefizienz (z. B. HIV). Andere Viren sind mehr spezifisch und induzieren Immuntoleranz (z. B. das Bovine-Virus-Diarrhöe-Virus, BVDV; → Box 9-3) oder blockieren Zytokine, welche für die Aktivierung des erworbenen Immunsystems wichtig sind (z. B. Masern-Viren). Viele Viren verhindern die Antigenpräsentation, indem sie die Produktion von MHC-I und MHC-II oder die Prozessierung des Antigens blockieren (→ Box 6-2). Latenz ist ebenfalls eine sehr effiziente Strategie, um die Effektorfunktion des Immunsystems zu vermeiden, indem die Expression der Virusgene auf ein Minimum reduziert wird und/oder Gewebe infiziert werden, welche weniger effizient durch das Immunsystem überwacht werden (immunprivilegierte Gewebe, z. B. das zentrale Nervensystem). Ein typisches Beispiel dazu sind die Herpes-Viren. Einige von ihnen besitzen neben der Latenz noch weitere Strategien, um die Wirtsabwehr zu inaktivieren. Sie kodieren für Proteine, welche homolog sind, zu Zytokinen (Virokine), während andere die Antigenpräsentation verhindern.


    
      Abb.9-11|Antikörpervermittelte Virusneutralisation. Antikörper können Viren auf verschiedene Arten neutralisieren, z. B. durch Aggregation der Viruspartikel oder Verhinderung von Attachment, Zelleintritt oder Uncoating.
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      [230]Abb.9-12|Zusammenfassung der intrinsischen, angeborenen und erworbenen Zell- und Wirts- abwehrmechanismen. Die meisten Virusinfektionen werden bereits durch intrinsische und angeborene Abwehrmechanismen des Wirts verhindert. Die intrinsischen Zellabwehrmechanismen sind konstitutiv aktiv und nicht abhängig von Signaltransduktionskaskaden. Die Komponenten der angeborenen Abwehrmechanismen sind auf der Zellebene die Pathogenerkennung durch PRRs, die Zytokinproduktion, der antivirale Status, die Apoptose, die RNA-Interferenz und andere mehr, und auf Wirtsebene die Makrophagen und Dendritische Zellen, die natürlichen Killerzellen, das Komplement und der Entzündungsprozess. Zeitlich verzögert folgt die erworbene Immunantwort, welche auf der Funktion von B- und T-Zellen sowie antigenpräsentierenden Zellen basiert und antigenspezifisch ist. Zytokine koordinieren die verschiedenen Ebenen der Wirtsabwehr.
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      Tab.9-4|Virale Immunevasionsstratgien.
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    [231]Box 9.3


    
      Bovines-Virus-Diarrhöe-Virus (BVDV)


      Das BVDV verursacht Durchfall oder Mucosal Disease (MD) bei Rindern und wird in vielen Ländern als Seuche eingestuft (→ Abb. 9-13). Das Virus gehört zum Genus Pesti-Virus innerhalb der Familie der Flaviviridae und ist nahe verwandt mit den Erregern der Klassischen Schweinepest und der Border Disease bei Schafen, welche ebenfalls zu den Pesti-Viren gehören. Bei BVDV gibt es zytopathogene (cp) und nicht zytopathogene (ncp) Stämme, deren Genome sich in einem einzigen Nukleotid unterscheiden.


      Nach Infektion mit cp- oder ncp-Virusstämmen entwickeln die Tiere normalerweise eine antikörpervermittelte dauerhafte Immunität und eliminieren das Virus (A). Bei einer vertikalen Infektion des Fötus mit einem ncp-Stamm zwischen dem 30. und dem 120. Tag der Trächtigkeit befindet sich das Immunsystem jedoch in einer Entwicklungsphase, sodass das Virus nicht als fremd erkannt wird (Immuntoleranz) und keine Antikörper produziert werden. Solche Tiere entwickeln eine persistente Infektion (B.1). Sie sind asymptomatisch, scheiden aber lebenslang Viren aus und bilden deshalb ein bedeutendes Virusreservoir (auch von cp-Viren, die durch eine einfache Punktmutation aus ncp-Stämmen entstehen können). Wenn der tolerierte ncp-Virusstamm spontan zum cp-Stamm mutiert oder wenn eine Superinfektion eines tolerisierten Tieres mit einem cp-Stamm stattfindet, entwickeln die Tiere die fast immer fatale Mucosal Disease (B.2). Eine vertikale Infektion mit einem ncp-Stamm außerhalb des Zeitfensters vom 30. bis zum 120. Tag führt zu Aborten, Missbildungen oder pränataler Serokonversion (C).

    


    Weiterführende Literatur


    Abbas A. K., Lichtman A. H., Pillai S.: Cellular and Molecular Immunology, 8th ed. Elsevier, 2014.


    Tizard I. R.: Veterinary Immunology. 9th ed., Elsevier, 2013.


    
      [232]Abb.9-13|Bovines-Virus- Diarrhoe-Virus (BVDV). Details zur Abbildung finden sich im Text.
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    [233]|10Antivirale Substanzen


    Inhalt


    
      10.1Desinfektion


      10.2Substanzen zur Hemmung der Virusreplikation


      10.3Beispiele spezifischer Wirkmechanismen


      Grundsätzlich gibt es drei unterschiedliche Arten von antiviralen Substanzen, nämlich (1) Desinfektionsmittel, (2) Substanzen zur Hemmung der Virusreplikation und (3) Impfstoffe. Die Impfstoffe werden in → Kap. 11 behandelt. Allen drei Varianten gemeinsam ist das Ziel, den natürlichen Kreislauf von bestimmten Viren in der Natur zu behindern oder gar zu blockieren. Bei der Desinfektion werden Viren in der Umwelt mittels chemischer oder physikalischer Mittel angegriffen, um sie zu zerstören, bevor sie eine Infektion in Gang setzen können. Zur Hemmung der Virusreplikation werden chemische Substanzen in die infizierte Zelle eingeschleust, welche einen oder mehrere Schritte der sechs Phasen umfassenden Virusvermehrung inhibieren können und dabei die Vitalität der nicht-infizierten Zellen möglichst minimal beeinträchtigen. Man unterscheidet antivirale Mittel mit einem relativ engen Wirkspektrum – davon gibt es bereits eine größere Anzahl – und solche mit relativ breitem Spektrum – davon gibt es erst Ansätze. Außerdem gibt es direkt wirksame Substanzen (drugs) und solche, die zuerst metabolisch verarbeitet werden müssen, bevor sie ihre wirksame Form einnehmen (prodrugs). Das Auftreten resistenter Mutanten ist ein großes Problem bei der antiviralen Behandlung. Ein wichtiger Ansatz zur Überwindung des Problems ist die gleichzeitige Verwendung mehrerer antiviraler Substanzen, die über unterschiedliche Wirkmechanismen verfügen.

    


    [234]10.1 |Desinfektion


    Desinfektionsmittel werden zur Vernichtung von Viren in der Außenwelt verwendet, wenn sie also als freie Viruspartikel vorliegen. Grundsätzlich gibt es für den wirksamen Einsatz von Desinfektionsmitteln drei Ansatzpunkte (→ Kap. 2):


    1.die Virushülle, sofern sie überhaupt vorhanden ist,


    2.das proteinhaltige Viruskapsid und


    3.die virale Nukleinsäure.


    
      Abb.10-1|Drei antivirale Säulen: Die Bekämpfung von Viren wird von drei grundsätzlich unterschiedlichen Säulen getragen, nämlich (1) der Desinfektion (gelb grundiert); (2) der Stimulierung des adaptiven Immunsystems (rötlich grundiert): (2a) über die Bildung von Antikörpern oder (2b) zytotoxische T-Zellen; (3) durch die Anwendung antiviraler Mittel (blau grundiert).
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    [235]Behüllte Viren verfügen über eine äußere Lipiddoppelmembran, in welche die viralen Rezeptorbindungsproteine eingelassen sind. In der Regel handelt es sich dabei um Glykoproteine. Die Lipidmembran hat wasserabstoßende Wirkung, weshalb wasserlösliche Stoffe nicht ins Virusinnere gelangen können. Detergenzien (Tenside) ermöglichen die Emulsion von Fetten und Wasser. Diese zerstören infolgedessen die Virushülle und machen die Partikel untauglich für eine Infektion.


    Unbehüllte Viren sind von Natur aus resistent gegen Detergenzien. Deren Desinfektion muss also entweder über die Denaturierung des Viruskapsids erfolgen oder durch Zerstörung der darin enthaltenen Nukleinsäuren, z. B. durch Depurinierung. Mit der Denaturierung der Kapsidproteine geht ein Funktionsverlust einher, welcher insbesondere die Rezeptorbindung, die Translokation und/oder die Freisetzung der viralen Nukleinsäure betrifft. Bei der Depurinierung werden die Purine (Adenin oder Guanin) der Nukleinsäure durch chemische Hydrolyse vom Zucker-Phosphat-Gerüst abgespalten, wodurch jegliche Transkription verunmöglicht wird. Sowohl Denaturierung als auch Depurinierung führen zu einer irreversiblen Schädigung der Infektiosität von Viren.


    10.2 |Substanzen zur Hemmung der Virusreplikation


    Wichtigkeit und Probleme


    Obwohl 1996 als das Jahr des Durchbruchs bei der antiviralen Therapie gefeiert wurde, sind wir im Jahr 2016 immer noch weit entfernt von einem befriedigenden Arsenal solcher Therapeutika. Gemäß der Zeitschrift Science sind zurzeit in der Humanmedizin Therapeutika gegen weniger als 10 verschiedene Viren auf dem Markt (Bekerman & Einav. 2015). In der Veterinärmedizin ist die Situation sogar noch ungünstiger. Dabei wäre der Bedarf für solche Medikamente aus naheliegenden Gründen sehr groß: (1) Sie geben uns Optionen, wenn die Prophylaxe versagt hat, (2) eine nachträgliche Immunisierung ist nicht möglich (mit wenigen Ausnahmen, z. B. Tollwut) und (3) sie würden helfen, die hohen Letalitätsrate, z. B. bei Ebola, AIDS, Hepatitis, Aujesky‘sche Krankheit, Bösartiges Katarrhalfieber etc. zu reduzieren.


    Die größten Probleme bei der Entwicklung von antiviralen Mitteln ergeben sich aus dem meist engen Wirkspektrum der einzelnen Medikamente, der für die Entwicklung notwendigen Zeitspanne und den hohen Kosten der entsprechenden Entwicklung. Die meisten heute verfügbaren Mittel zielen auf die Funktion bestimmter viraler Enzyme, insbesondere auf Polymerasen und Proteasen ab, die jedoch häufig[236] spezifisch für nur eine bestimmte Virusspezies sind und deren Wirksamkeit sich nur sehr selten auf eine ganze Virusfamilie erstreckt. Die Entwicklung eines neuen Medikaments für den Menschen kostet heute im Durchschnitt etwa zwei Milliarden Dollar und erstreckt sich bis zur Marktreife über eine Zeitspanne von 10–20 Jahren. Diese Probleme können nur gelöst werden, wenn es gelingt, Medikamente mit einem viel breiteren Zielspektrum zu entwickeln. Ansätze dazu ergeben sich insbesondere in drei Entwicklungsrichtungen:


    ▶breiter wirksame Polymerase-Hemmer,


    ▶Mittel, welche die Lipidhülle von Viren destabilisieren sowie


    ▶Berücksichtigung von zellulären Prozessen, die vorwiegend bei der Virusvermehrung und dem intrazellulären Transport viraler Elemente eine Rolle spielen. Im letzteren Fall dürfte es sich durchaus lohnen, bereits zugelassene Medikamente (z. B. solche gegen Krebs) auch auf ihre Wirkung gegen Viren zu testen.


    Weitere Probleme ergeben sich durch die Schwierigkeit, die potenziellen Medikamente zu testen. Viele Viren wachsen nicht in Zellkultur, was das Screening potenzieller Mittel bereits massiv einschränkt. Andere Viren lassen sich nicht auf Versuchstiere übertragen, sondern könnten nur an Menschen getestet werden, was große ethische Probleme nach sich zieht. Nicht zu vergessen ist auch die Flexibilität des viralen Genoms, das sich in der Bildung einer Quasispezies ausdrückt (→ Kap. 8.4). Somit ist die Wahrscheinlichkeit sehr hoch, dass das Virus bereits vor dem ersten Einsatz des potenziellen Medikaments eine ganze Reihe von resistenten Mutanten entwickelt hat, die durch die Anwendung dieses Mittels eine positive Selektion erfahren. Zudem ist es sehr wichtig, dass das Medikament vollumfänglich wirkt, d.h., dass die Virusvermehrung vollständig unterbunden wird und nicht etwa nur teilweise. Das ist wichtig, weil erstens durch eine unvollständige Unterbindung das Auftreten von resistenten Mutanten begünstigt würde und sich zweitens alle jene Probleme aus dem Kreis der persistenten Infektionen bemerkbar machen würden, die mit einer krankmachenden Wirkung der Immunantwort zu tun haben (→ Kap. 7.5 und 11.4). Schließlich muss man auch daran denken, dass viele potenzielle Mittel zu unerwünschten Nebenwirkungen führen könnten, weil alle viralen Prozesse eng mit denjenigen der infizierten Zelle zusammenhängen.


    Entwicklung antiviraler Substanzen


    Bereits in den 1950er-Jahren begann man mittels breit angelegter Screening-Verfahren und unter Verwendung Tausender randomisierter Chemikalien und Naturprodukte mit der Suche nach antiviralen Mitteln. [237]Tatsächlich waren einige wenige dieser «blinden» Versuche auch von Erfolg gekrönt. So wurde z. B. Amantadin unter dem Markennamen Symmetrel bereits in den späten 1960er-Jahren als Mittel gegen Infektionen durch das Influenza-A-Virus zugelassen und wird auch heute noch als eines von drei verfügbaren Mitteln gegen Influenza verwendet.


    Mit dem Fortschritt des Verständnisses bezüglich der viralen Replikationsvorgänge wurden auch die Ansatzpunkte zur Entwicklung neuer Medikamente immer zielgerichteter. Grundsätzlich kann die antivirale Therapie in jedem Stadium der Virusreplikation eingreifen (→ Kap. 3.6). Je mehr Details davon erkannt wurden, desto gezielter konnte ein antivirales Mittel generiert werden. Unter Verwendung rekombinanter DNA-Technologien können heute die Enzyme von Viren auf ihre Angreifbarkeit untersucht werden, selbst wenn sich diese nicht in Zellkultur vermehren können. Potenzielle Ansatzpunkte werden heute bis auf ihre atomare Basis analysiert und charakterisiert, um sehr präzise und wirksame Medikamente maßzuschneidern.


    Nachdem ein bestimmtes Molekül als potenzielles Medikament identifiziert worden ist, müssen bis zur Marktreife eine lange Reihe von Zusatzuntersuchungen durchlaufen werden (→ Abb. 10-2). Die Toxizität für Tier und Mensch muss bestimmt werden, und auch die Pharmakokinetik und die Bioverfügbarkeit spielen eine große Rolle. Schließlich müssen auch klinische Studien zur Wirksamkeit und Verträglichkeit der neuen Mittel mit großer Sorgfalt am Zielorganismus (Mensch oder Tier) erfolgreich durchlaufen werden, bevor ein genereller Einsatz in Erwägung gezogen werden kann.


    Resistenzen


    Bislang sind keine antiviralen Mittel bekannt, gegen die die avisierten Viren keine Resistenz entwickeln können. Mindestens fünf Faktoren spielen dabei eine entscheidende Rolle: (1) Die Mutationsfrequenz, (2) die Größe der für die Empfindlichkeit relevanten Region auf dem viralen Protein, (3) die Geschwindigkeit des viralen Replikationszyklus, (4) die Größe des genetischen Pools des betroffenen Virus und (5) die Fitness der resistenten Mutante im Vergleich zum ursprünglichen Virus.


    ▶Das Auftreten von Mutationen wird zum großen Teil von der Fehlerhaftigkeit viraler Polymerasen beim Kopieren des Virusgenoms bestimmt. Je ungenauer die Polymerase arbeitet, desto häufiger treten Mutationen auf. Die Fehlerrate der viralen RNA-Polymerasen bei der Transkription ist sehr viel höher als diejenige der DNA-Polymerasen (→ Kap. 4). Zudem verfügen virale RNA-Polymerasen – im Gegensatz zu vielen DNA-Polymerasen – über keinerlei «proofreading»-Aktivität, welche Transkriptionsfehler wieder korrigieren könnte. Somit haben RNA-Viren bereits grundsätzlich eine bedeutend höhere Mutationsrate als DNA-Viren und bilden deshalb auch viel rascher Mutanten, die gegen Medikamente resistent sind.


    
      [238]Abb.10-2|Schritte zur Entwicklung eines antiviralen Mittels. Im besten Fall dauert es 10–20 Jahre, bis ein neues antivirales Mittel die Marktreife erlangen kann. In der Abbildung sind die wichtigsten Schritte und Hürden stichwortartig dargestellt.
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    [239]▶Je größer die Region ist, in welcher eine Mutation zu einer Resistenz führen kann, desto wahrscheinlicher und schneller wird eine Resistenz auftreten und sich unter Selektionsdruck manifestieren. Bei viralen Thymidinkinasen (Tk) führen sehr viele verschiedene Mutationen zur Inaktivierung des Enzyms. Deshalb treten solche Mutanten relativ schnell auf. Hinzu kommt, dass diese viralen Tk nicht essenziell für die Replikation der entsprechenden Viren sind. Es handelt sich vielmehr um eine Art «Luxusgene», die den Viren nur unter bestimmten äußeren Einflüssen einen Vorteil vermitteln.


    ▶Je mehr Kopien eines viralen Genoms bei der Vermehrung produziert werden und je schneller dieser Vorgang erfolgt, desto wahrscheinlicher wird auch die Produktion einer Mutante, die eine Resistenz vermittelt.


    ▶Je größer der genetische Pool des Virus, und – in der Folge – je weiter ein Virus auf der Welt verbreitet ist, desto wahrscheinlicher ist es, dass sich darunter bereits Mutanten befinden, die gegen ein bestimmtes Medikament resistent sind, noch bevor ein zur Diskussion stehendes neues Mittel überhaupt eingesetzt werden könnte.


    ▶Als virale Fitness wird die Fähigkeit von Viren bezeichnet, sich durch die Bildung von Infektketten in der Natur zu erhalten oder gar auszubreiten.


    Abgesehen von den klinisch unerwünschten Resistenzen und dem damit verbundenen Leiden der Patienten sind virale Mutanten mit Resistenz gegenüber bestimmten antiviralen Mitteln ein wichtiger Motor zum Verständnis viraler und zellulärer Biologie. Am Beispiel von AIDS hat sich herausgestellt, dass die gleichzeitige Gabe von zwei bis drei verschiedenen antiviralen Mitteln mit völlig unterschiedlichen Ansatzpunkten eine sehr hohe Therapiesicherheit vermitteln kann. Dennoch muss man davon ausgehen, dass bereits Mutanten existieren, die theoretisch gegen alle drei Mittel resistent sind, bevor diese bei einer von solchen Viren betroffenen Person überhaupt zur Anwendung haben kommen können (→ Box 10-1).


    [240]Box 10.1


    
      Mit welcher Wahrscheinlichkeit tritt eine resistente Mutante auf?


      ▶HIV Genom: 104 Nukleotide


      ▶Mutationsrate: 1 Fehler pro 104 eingebaute Nukleotide


      ▶104 Genome: jede Position ist statistisch gesehen einmal verändert


      ▶Eine infizierte Person produziert 1010 neue Viren pro Tag


      ▶1010/104 = 106 Viren entstehen pro Tag, die gegen ein beliebiges Medikament resistent sind


      


      ▶Für Resistenz gegen zwei Medikamente: 104 x 104 = 108 replizierende Viren werden benötigt: 1010/108 = 100 Viren pro Tag mit Resistenz gegen zwei Medikamente


      ▶Für Resistenz gegen drei Medikamente werden 1012 neue Viren benötigt (104 x 104 x 104): 1010/1012 = 0.01 Viren pro Tag oder alle 100 Tage wird pro infizierter Person ein Virus mit dreifacher Resistenz gebildet


      ▶Zurzeit existieren hochgerechnet etwa 1016 HIV-Genome auf unserer Erde. Rein statistisch könnten bei deren Vermehrung täglich 1016/1012 = 10 000 Viren mit dreifacher Resistenz entstehen.


      ▶Nicht vergessen: Die antiviralen Medikamente unterdrücken die Virusvermehrung!

    


    10.3 |Beispiele spezifischer Wirkmechanismen


    Uncoating: Amantadin


    Amantadin (→ Abb. 10-3), aus der Stoffklasse Cycloalkylamine, gilt als Prototyp der antiviralen Medikamente. Es wurde durch Zufall als Mittel gegen Influenza-Viren entdeckt und ist bis heute in Gebrauch, wenn auch nur noch in limitiertem Ausmaß. Der Mechanismus seiner antiviralen Wirkung wurde erst viele Jahre nach der Entdeckung seiner Wirksamkeit aufgeklärt Das antivirale Molekül nimmt eine symmetrische, starre Ringform ein, die wie ein Zapfen in den Ionenkanal passt, den das Influenza-A-Virus beim Vorgang des Uncoatings mittels des M2-Proteins für den Ioneneinstrom eröffnet (→ Abb. 10-3, mittlerer Insert). Influenza-Viren gelangen nach dem Prinzip der rezeptorvermittelten Endozytose in die Zelle. Das virale M2-Membranprotein liegt zunächst in einer inaktiven Form als Bestandteil der Virushülle vor. Mithilfe von Protonenpumpen, die sich in der Endosomenmembran befinden, senkt sich der pH-Wert im Vesikel, wodurch einerseits die Virushülle mit der Membran des Endosoms fusioniert (vermittelt durch eine Konformationsänderung im HA-Protein) und andererseits das M2-Protein eine Konformationsänderung durchläuft, welche sich in der Bildung eines Protonenkanals äußert. Nun strömen Protonen (H+) ins Innere des Viruspartikels, wodurch die Freisetzung des viralen Genoms ins Zytoplasma und die Entfernung des M1-Proteins von den Ribonukleoproteinfragmenten eingeleitet wird. Ohne diese Vorgänge könnten die Genomfragmente nicht in den Zellkern gelangen, und es könnte keine Virusreplikation stattfinden. Aufgrund seiner Struktur passt Amantadin genau in den M2-Ionenkanal hinein und bindet an innenliegende Aminosäuren, z. B. Serin und Glyzin, was den Kanal für den Durchgang der Ionen verstopft und demzufolge die Virusvermehrung blockiert (→ Abb. 10-3, unterer Insert). Allerdings treten sehr rasch resistente Virusmutanten auf. Sehr weit verbreitet ist z. B. die Mutation S31N, wo durch Austausch eines einzigen Nukleotides das Serin an Position 31 durch ein Asparagin ersetzt ist und die antivirale Wirkung des Amantadins verloren geht.


    
      [241]Abb.10-3|Wirkungsweise von Amantadin. Der Wirkmechanismus dieses allerersten antiviralen Mittels wurde erst Jahrzehnte nach seiner Einführung verstanden. Er beruht auf der Verstopfung eines vom Influenza-Virus gebildeten Ionenkanals, wodurch die Freisetzung des viralen Genoms blockiert wird und die Virusvermehrung gar nicht erst beginnen kann. Details im Text.
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    [242]Synthese des Virusgenoms: Aciclovir


    Aciclovir (→ Abb. 10-4), aus der Stoffklasse der Nukleosidanaloga, ist beispielhaft für ein nahezu ideales antivirales Mittel. Ein eklatanter Vorteil des Medikaments besteht darin, dass es in einer inaktiven Form (Prodrug) verabreicht werden kann und nur in virusinfizierten Zellen in die aktive Form (Drug) umgewandelt wird. Infolgedessen ist es grundsätzlich nur mit geringfügigen unerwünschten Nebenwirkungen verbunden. Nukleoside sind nicht-phosphorylierte Vorläufer von Nukleotiden, welche als Bausteine für die Nukleinsäuresynthese gebraucht werden. Normalerweise erfolgt die Phosphorylierung der Nukleoside in drei aufeinander folgenden Reaktionen durch zelluläre Kinasen. Die für die erste Phosphorylierung verantwortliche zelluläre Kinase hat eine hohe Substratspezifität, d.h., sie verarbeitet fast ausschließlich für die späteren Prozesse geeignete Nukleoside (→ Abb. 10-4, zweite Reihe). Chemisch hergestellte Varianten dieser Moleküle werden von den zellulären Kinasen hingegen fast nicht prozessiert. Dadurch bleibt das antivirale Mittel in der nichtinfizierten Zelle in ihrem ursprünglichen, inaktiven Zustand und fügt der gesunden Zelle also keinen Schaden zu. Im Gegensatz dazu sind virale Kinasen, z. B. die Thymidinkinase des Herpes-Simplex-Virus 1 (HSV-1; UL23; HTk) oder die konservierte Proteinkinase des Humanen Zytomegalo-Virus (HCMV; UL97; CPK), weit weniger wählerisch und phosphorylieren auch synthetische Nukleosidanaloga, welche grundsätzlich ungeeignet sind für die Nukleinsäuresynthese, weil sie nämlich zu einem Strangabbruch führen. Haben die viralen Enzyme jedoch die erste Phosphorylierung durchgeführt, werden das zweite und dritte Phosphat durch zelluläre Kinasen angefügt. Beliebige DNA-Polymerasen können das Produkt jetzt als Baustein verwenden und in das wachsende DNA-Molekül einbauen. Aufgrund seiner Struktur ist Aclovir ein unvollständiges Analogon zum Nukleosid Guanosin. Es besteht wie Guanosin aus einer Base und einem «Zuckeranteil», wobei aber der Zuckerring unvollständig ist, weil die C-Atome 2‘ und 3‘ fehlen, während C-1‘, C-4‘ und C-5‘ vorhanden sind. Zwei aufeinanderfolgende Nukleotide werden durch ein Phosphat zwischen dem C-3‘ des einen Moleküls und dem C-5‘ des nachfolgenden Moleküls zusammengeschweißt. Fehlt das C-3‘ des ersten Moleküls, dann kann die nächste Bindung nicht aufgebaut werden, und die Synthese des wachsenden Stranges bricht ab (→ Abb. 10-4, unterste Reihe). Infolgedessen wird die Produktion von vermehrungsfähigen Viren massiv abgebremst.


    
      [243]Abb.10-4|Wirkmechanismus von Aciclovir. Spalte (A): Prozessierung und Einbau eines echten Nukleosids in den wachsenden DNA-Strang. Spalte (B): Prozessierung und Einbau eines Nukleosid-Analogs am Beispiel von Aciclovir. Details im Text.
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    [244]Als Nachteil bei dieser Art von antiviralen Mitteln muss vermerkt werden, dass hier resistente Mutanten auf mehreren Ebenen auftreten können. Sowohl Mutationen im viralen Kinase-Gen (HSV UL27, HCMV UL97) als auch solche in jenem Gen, das für die virale DNA-Polymerase kodiert (HSV UL30, HCMV UL54), können zur Ausbildung einer Resistenz gegen Aclovir und ähnliche Medikamente führen. Erschwerend kommt hinzu, dass eine relativ breite Palette von Mutationen in den entsprechenden Genen zur Resistenz gegen Aclovir und ähnliche Medikamenten, führt. Obwohl Mutationen bei DNA-Viren seltener vorkommen als bei RNA-Viren, treten resistente Mutanten insbesondere bei länger andauernder Behandlung mit Regelmäßigkeit auf. Namentlich Patienten mit Immunschwäche (z. B. AIDS) leiden massiv darunter. Interessanterweise sterben diese Mutanten aber häufig wieder aus, wenn der Selektionsdruck durch das Medikament nachlässt.


    Hemmung der Reversen Transkriptase: NRTI und NNRTI


    Viren, welche ihr Genom von einer RNA in eine DNA umschreiben müssen, insbesondere die Retro-Viren, brauchen zu diesem Zweck ein Enzym, die Reverse Transkriptase (RT; → Kap. 4), das in einer normalen Zelle überhaupt nicht vorkommt. Infolgedessen ist die RT eine fast ideale Zielstruktur und hat auch bereits eine große Anzahl antiviraler Mittel hervorgebracht.


    Grundsätzlich kann man zwei Wirkungsweisen unterscheiden sowie zwei Gruppen von Mitteln. Bei den Wirkmechanismen gibt es einerseits die Mittel, welche zu einem Strangabbruch führen, also das Produkt der reversen Transkription beeinträchtigen, und andererseits die Wirkstoffe, welche das Enzym selbst in seiner Aktivität blockieren. Die zwei [245]Wirkstoffklassen umfassen einerseits die nukleosidähnlichen Stoffe (Nucleoside reverse transcriptase inhibitors, NRTI) und andererseits diejenigen, die keine Ähnlichkeit mit Nukleosiden aufweisen (Non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors, NNRTI).


    Als Prototyp eines NRTI ist das Azidothymidin (AZT, → Abb. 10-5) zu nennen, das in seiner Struktur einem Thymidin ähnelt und vor dem Einbau in die wachsende Kette der komplementären DNA (cDNA) von zellulären Thymidin-Kinasen phosphoryliert werden muss. Der Einbau von AZT-Triphosphat führt dann zum Strangabbruch, ganz ähnlich, wie oben für Aciclovir beschrieben, wobei dieser im vorliegenden Fall nicht durch die Unvollständigkeit des Zuckermoleküls geschieht, sondern durch den Ersatz der Hydroxy-Gruppe am C3‘ des Zuckers durch eine Azid-Gruppe (N3). Dadurch wird die Verknüpfung des Bausteins mit dem nächsten Nukleotid verunmöglicht, wodurch die wachsende cDNA-Kette abbricht.


    Als Prototyp der NNRTI gilt Efavirenz (EFV, → Abb. 10-5), das sich nicht an die substratbindende Stelle der RT, sondern in eine allosterische «Tasche» des Enzyms setzt und so dessen Aktivität negativ beeinflusst. Infolgedessen steht nur eine ungenügende Zahl an RT-Enzymen für die Reverse Transkription zur Verfügung, wodurch der Vorgang zum Erliegen kommt. Sehr viele antivirale Mittel dieser Art haben ein relativ breites Wirkspektrum, das sowohl HIV-1 als auch HIV-2 umfasst. Allerdings entstehen auch gegen diese Mittel relativ rasch resistente Mutanten. Innerhalb der allosterischen «Tasche» sind sieben Aminosäuren bekannt, deren Ersatz durch eine andere Aminosäure zur sofortigen Resistenzbildung gegen ein einzelnes Medikament führen kann.


    
      Abb.10-5|Struktur von Azidothymidin (AZT) und von Efavirenz. Inhibitoren der Reversen Transkriptase gehören zwei unterschiedlichen Stoffklassen an, nämlich solchen, die eine Ähnlichkeit zu Nukleosiden bewahren (Spalte A: Nucleoside reverse transcriptase inhibitors, NRTI) und solche, die sich stofflich stark von den Nukleosiden unterscheiden (Spalte B: Non-Nucleoside reverse transcriptase inhibitors, NNRTI). Als Beispiele sind zwei typische Vertreter der beiden Stoffklassen dargestellt. Die räumlich-strukturelle Ähnlichkeit fällt dennoch auf.
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    [246]Spaltung des Polyproteins: Saquinavir


    Die Zulassung von Saquinavir (→ Abb. 10-6) als Medikament gegen HIV im Jahre 1995 bedeutete einen Meilenstein in der Entwicklung antiviraler Therapien. Sehr viele Viren bilden Vorläuferproteine (Polyproteine; → Kap. 5.12), die erst nach der Spaltung durch eine Protease ihre biologische Wirkung entfalten. Da diese Spaltungen sehr präzise durchgeführt werden müssen, damit die richtigen Endprodukte entstehen, ist es sehr effizient, wenn die Viren solche Proteasen gleich selbst kodieren und allenfalls mit sich führen. Mit der Entdeckung einer solchen viralen Protease beim HI-Virus wurde klar, dass diese eine ideale Zielstruktur für antivirale Mittel bildete. Durch Mutation der zu spaltenden Proteine konnte man zunächst die Spaltstelle und deren nähere Umgebung auf dem Zielprotein sehr genau identifizieren. Andererseits wurden auch die Voraussetzungen auf Seiten der Protease auf das Genaueste analysiert, inklusive der extrem wichtigen Kristallstruktur der funktionellen Einheit, die, hier am Beispiel der HIV-Protease, aus einem Dimer zweier Protease-Moleküle besteht. Die Grundidee für einen Inhibitor bestand nun darin, ein substratähnliches Molekül zu entwickeln, das in die aktive Stelle der Protease hineinpasst, aber nicht geschnitten werden kann und dennoch gut dort festgehalten wird; ein solches Molekül würde, so die Idee, die Protease effizient blockieren. Da die HIV-Protease vor einem Prolin zu schneiden beliebt und dabei Tyr-Pro- sowie Phe-Pro-Dipeptide bevorzugt, wurde diese Struktur als zentrales Vorbild für das neue Medikament herangezogen. Zwei Aminosäuren bilden zusammen über eine Peptidbindung ein Dipeptid (Rest-CO-NH-Rest; → Abb. 10-6, Mitte). Weil die Protease zwischen dem C und dem N spaltet, wurde zunächst diese Stelle verändert, d.h., durch eine nicht-spaltbare Hydroxyethylen-Gruppe ersetzt (Rest-CH(OH)-CH2-Rest). Danach wurde noch die Umgebung angepasst, und zwar sehr rational nach den Vorgaben der Kristallstruktur, sodass die Form des Medikaments äußerst genau in die aktive Tasche der Protease passte (Aminosäuren Asp25/Asp25‘ und Ile50/Ile50‘) sowie über hydrophobe Gruppen die Bindung zwischen den beiden Einheiten des Homodimers verstärkte, wodurch das nicht-spaltbare Produkt in der Protease stecken blieb (→ Abb. 10-6 unten). Saquinavir ist somit der Prototyp von strukturbasierten Medikamentendesigns. Auf dessen Vorbild werden die bestehenden Medikamente laufend verbessert und den sich dauernd verändernden Umständen angepasst. Unterdessen sind über zehn solcher Medikamente auf dem Markt.


    
      [247]Abb.10-6|Wirkungsweise eines Protease-Hemmers. In Spalte A ist die Spaltung eines Polyproteins durch eine virale Protease am Beispiel des HIV-Polyproteins dargestellt. Zunächst schneidet sich die HIV-Protease selbst vom Polyprotein ab und führt dann weitere Schnitte durch, um weitere funktionelle HIV-Proteine zu erzeugen. Dabei soll unter anderem ein präziser Schnitt zwischen den Aminosäuren Phenylalanin (PHE) und Prolin (PRO) des Polyproteins erfolgen. In Spalte B sind Aufbau und Wirkungsweise des Proteasehemmers Saquinavir dargestellt.
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    [248]Weitere Ansatzpunkte zur Behandlung von HIV


    Infolge der rasch auftretenden Resistenzen ist es sehr wichtig, weitere Ansatzpunkte für die Behandlung der HIV-Infektion zu finden, insbesondere auch, um das Spektrum der Kombinationen zu erweitern. Zu diesem Arsenal gehören z. B. Maraviroc, ein Blocker des Viruseintritts, der den CCR5-Ko-Rezeptor blockiert; ein synthetisches Oligopeptid namens Fuzeon, das die Fusion der Hülle des HI-Virus mit der Zellmembran blockiert, sowie Inhibitoren der Integration (z. B. Raltegravir) und Inhibitoren des Haupttransaktivators der HIV-Genexpression tat.


    Bedeutung der Kombinationstherapie


    Bei chronischen Viruskrankheiten (z. B. AIDS, chronische Hepatitis etc.) treten mit jedem Replikationszyklus aus dem körpereigenen Reservoir neue Mutanten auf, die das Potenzial haben, gegenüber einzelnen antiviralen Mitteln resistent zu sein. Durch die Notwendigkeit der dauerhaften antiviralen Behandlung werden diese Mutanten einer starken, positiven Selektion unterworfen und haben die Möglichkeit, durch Sekundärmutationen ihre Fitness zusammen mit der Resistenz zu erhöhen. Deshalb ist es bei der Behandlung von allerhöchster Bedeutung, die einzelnen Medikamente niemals allein einzusetzen, sondern in Kombination von mindestens zwei oder noch mehr Wirkstoffen, die für ihre Wirkung eine etwas andere Zielstruktur angreifen (→ Box 10-1).


    Als Beispiel der Kombinationstherapie bei chronischer Hepatitis, verursacht durch das Hepatitis-C-Virus, kann das Medikament Harvoni® angeführt werden. Dieses Medikament beinhaltet zwei Komponenten, Ledipasvir und Sofosbuvir. Ledipasvir bindet das Phosphoprotein NS5A und macht es dadurch unwirksam. Somit werden bereits mehrere Angriffspunkte in Replikation, Assembly und Egress attakiert. Die zweite Komponente, Sofosbuvir, wirkt als nukleosidartige Prodrug über das RNA-abhängige Enzym NS5B-Polymerase. Erst durch intrazelluläre Metabolisierung wird die Komponente in seine aktive Form als triphosphoryliertes Uridin-Analogon überführt, dessen Einbau in die virale RNA den Kettenabbruch verursacht.


    Ein Wermutstropfen dieser medizinischen Erfolgsgeschichte ist die Berühmtheit, die dieses Medikament aufgrund seines horrenden Preises erlangt hat: ca. 1200 US$ pro Tablette resp. gegen eine Viertelmillion US Dollar für eine halbjährige Behandlung.


    
      [249]Abb.10-7|Wirkmechanismus der Neuraminidase-Hemmung. Spalte A: Ablösung eines neu gebildeten Virions von der produzierenden Zelle. Spalte B: Gleicher Vorgang unter Einfluss eines Neuraminidase-Hemmers (NA-Inhibitor). Erläuterungen im Text.
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      [250]Abb.10-8|Struktur zweier Neuraminidase-Inhibitoren. (A): Ein oral verabreichbares Mittel; (B): Ein lokal oder parenteral einsetzbares Mittel. In Klammer: Bezeichnung des zum Verkauf registrierten Produkts.
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    Neuraminidase-Hemmung: Oseltamivir und Zanamivir


    Beim Verlassen der virusproduzierenden Zelle bleiben Influenza-A-Viren mit ihrem Hämagglutinin, einem der zwei wesentlichen Glykoproteine auf der Virushülle, an N-Acetylneuraminsäuremolekülen (Sialinsäure) der Zelloberfläche haften. Die neu produzierten Viren können sich erst von der Zelle ablösen, wenn die virale Neuraminidase, das zweite dieser Virushüllglykoproteine, diese Verbindung spaltet (→ Abb. 10-7 c1s 10-8). Infolgedessen können sich die Viren nicht weiter von Zelle zu Zelle verbreiten, die Infektion des Organismus wird frühzeitig abgestoppt, und die klinischen Symptome bleiben nur zu einem geringen Grad erhalten. Oseltamivir (Tamiflu®, → Abb. 10-8 links) und Zanamivir (Relenza®, → Abb. 10-8 rechts) sind in ihrer Struktur beide dem Substrat der Neuraminidase, der N-Acetylneuraminsäure nachempfunden, haben aber dennoch wesentliche Unterschiede mit entsprechenden Vorteilen und Nachteilen. Oseltamivir hat den Vorteil, dass es oral in Pillenform verabreicht werden kann. Dem steht der Nachteil gegenüber, dass eine einzige Punktmutation in der Sequenz der viralen Neuraminidase ausreicht, damit das avisierte Virus resistent gegen das Medikament wird. Zanamivir hingegen wird lokal appliziert, d.h., der Wirkstoff muss inhaliert werden, damit er seine Wirkung im Respirationstrakt entfalten kann. Dem gegenüber steht der Vorteil, dass es mehrere Mutationen in der Neuraminidase braucht, damit eine Resistenz auftreten kann.


    Antivirale Mittel mit Breitspektrum


    Alle bisher genannten antiviralen Mittel sind relativ spezifisch auf einzelne Viren ausgerichtet und verfügen deshalb nicht über ein grundsätzlich wünschenswertes breites Wirkspektrum. Ein wichtiger Grund dafür liegt darin, dass es nur wenige präzise Gemeinsamkeiten zwischen vielen der teilweise sehr unterschiedlichen Viren gibt. Einer[251] dieser möglichen Ansatzpunkte ist jedoch die Lipidhülle, welche die behüllten von den unbehüllten Viren unterscheidet. Diese Lipidhülle leitet sich zwangsläufig von zellulären Membranen ab, sodass darauf geachtet werden muss, dass antivirale Mittel nicht zugleich nicht-infizierte Zellen im Organismus zu stark strapazieren. Eine grundlegende Beobachtung zur Entwicklung eines diesbezüglichen Mittels bestand darin, dass lebende Zellen ihre Membranen ständig erneuern, während extrazelluläre Viren diese Möglichkeit nicht haben. Diesen Umstand hat man sich bei der Entwicklung des experimentellen Mittels LJ1001 zunutze gemacht. LJ1001 interagierte mit Membranen und destabilisierte sie, was vorübergehend zu Membranverlust führte. Durch die Erneuerung der Membranen in lebenden Zellen wurde diese Wirkung jedoch relativ rasch wieder korrigiert, während eine solche Reparatur in freien Virionen nicht möglich war und diese infolge des Membranverlusts inaktiviert wurden. Unter experimentellen Bedingungen war LJ1001 wirksam gegen die behüllten Arena-, Filo-, Bunya-, Orthomyxo-, Paramyxo-, Flavi-, Retro-, Rhabdo- und Pox-Viren, nicht jedoch gegen die unbehüllten Picorna-, Adeno- und Reo-Viren (Wolf et al., 2010, PNAS).


    Einen ähnlichen Ansatz verfolgt ein experimentelles Mittel gegen Corona-Viren, welches unter der Bezeichnung K22 beschrieben wurde (Lundin et al., 2014, PLOS Pathogens). Der Wirkmechanismus geht darauf zurück, dass sehr viele RNA-Viren bei ihrer Vermehrung doppelsträngige RNA produzieren, was natürlicherweise das native Immunsystem aktivieren und dann zur Beeinträchtigung der Virusreplikation führen würde. Um dieser Gefahr entgegenzutreten, haben viele RNA-Viren eine Strategie entwickelt, um die Entdeckung der doppelsträngigen RNA in der infizierten Zelle zu erschweren: Sie bauen ein eigenes, durch zelluläre Membranen abgekapseltes, organellenähnliches Kompartiment auf, in welchem die RNA-Synthese vorangetrieben wird. Im Falle der Corona-Viren sind drei Nicht-Strukturproteine, nsp3, nsp4 und nsp6 am Aufbau dieser Kompartimente beteiligt, die man als «double membrane vesicles» (DMV) bezeichnet. K22 wurde bei einem systematischen Screening von 1671 Substanzen entdeckt, welche auf ihre Fähigkeit geprüft wurden, die Replikation von Corona-Viren zu unterbinden. Anschließend wurde gezeigt, dass K22 tatsächlich verschiedene Corona-Viren in ihrer Vermehrung zu hemmen vermochte. Bei diesen Untersuchungen wurden auch resistente Mutanten entdeckt, die bestimmte Mutationsmuster im nsp6 aufwiesen und die gegenüber dem ursprünglichen Virus eklatante Vermehrungsnachteile mit sich brachten. Obwohl der Wirkmechanismus in dieser Studie nicht vollständig aufgeklärt werden konnte, wurde somit ein möglicher Breitbandansatz zur Inhibition verschiedenster RNA-Viren aufgezeigt. Die Tatsache, dass resistente Mutanten zwar auftreten können, aber in ihrer Replikation erheblich behindert sind, gibt Anlass zur Hoffnung, dass unter klinischen Bedingungen solche Mutanten auch viel von ihrer krank machenden Wirkung einbüßen würden, wodurch die Relevanz der Resistenz erheblich eingeschränkt würde.


    
      [252]Abb.10-9|Erfolgreiche antivirale Wirkmechanismen. Grundsätzlich bietet jeder Replikationsschritt der Viren einen Ansatz zur Entwicklung antiviraler Medikamente. Als Beispiele eng wirksamer und bewährter Präparate wurden im vorliegenden Kapitel die Freisetzung des Genoms (→ Abb. 10-3), die Synthese des Virusgenoms (→ Abb. 10-4), die Hemmung der Reversen Transkriptase (RT → Abb. 10-5), die Spaltung von Polyproteinen (→ Abb. 10-6) und die Freisetzung neu gebildeter Virionen (→ Abb. 10-7) besprochen. Neue Ansätze, insbesondere bezüglich breiter Wirksamkeit, ergeben sich über die Blockierung zellulärer Strukturen, die für die Virusvermehrung umgebaut werden müssen, wie z. B. die viralen Replikationskompartimente sowie über die Stabilität der Virushülle.
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    [254][255]|11Impfstoffe


    Inhalt


    
      11.1Drei Gründe für den Einsatz von Impfstoffen


      11.2Virale Impfstoffe zur aktiven Immunisierung


      11.3Impfstoffe zur passiven Immunisierung


      11.4Tolerisierung


      Virale Impfstoffe vermitteln dem Körper eine biologische Resistenz gegen spezifische Virusinfektionen beziehungsweise deren krank machende Auswirkungen, indem sie entweder mittels spezifischer Antigene aktiv das innate und das adaptive Immunsystem zu einer schützenden Immunantwort stimulieren (aktive Immunisierung) oder indem sie die schutzbringenden Effektoren der adaptiven Immunantwort als passive Elemente übertragen (passive Immunisierung). Im klassischen Sinn sind diese Maßnahmen durchzuführen und abzuschließen, bevor der zu schützende Organismus der entsprechenden Infektion ausgesetzt wird. Nur in Ausnahmefällen, z. B. bei Tollwut, ist eine sogenannte post-expositionelle Impfung überhaupt möglich und sinnvoll.


      Gewisse Viruskrankheiten gehen jedoch auch mit einer überschießenden oder anderswie unangepassten und daher krank machenden Immunreaktion einher. Zur Dämpfung einer unerwünschten Immunreaktion, einer Tolerisierung, kommen ganz ähnliche Prinzipien zur Anwendung wie zur Immunisierung. Im Laufe einer Tolerisierung wird ein Organismus dazu gebracht, eine bestehende Immunreaktion spezifisch abzubauen.

    


    11.1 |Drei Gründe für den Einsatz von Impfstoffen


    Schon in der Antike entdeckten die Menschen, dass man gewisse Krankheiten nicht zweimal durchmacht, sondern dass man nach der Genesung vor einer Wiedererkrankung gefeit, d.h. immun ist. Einen[256] wesentlichen Durchbruch erreichte Edward Jenner im 18. Jh., indem er der systematischen, prophylaktischen Impfung gegen Pocken zum Durchbruch verhalf und dabei auch den Begriff «Vakzine» (Synonym für Impfstoff) als Mittel für die Immunisierung prägte (→ Kap. 9). Auch heute noch gilt die aktive Prävention von Infektionserkrankungen als Hauptgrund für die Anwendung von Impfstoffen bei Mensch und Tier. Man unterscheidet drei Arten von Schutz:


    1.Schutz vor dem Tod infolge der Infektion


    2.Schutz vor schwerer Erkrankung und


    3.vollständiger Schutz vor der Infektion (sterilisierende Immunität).


    Meist erfolgen Impfungen auf freiwilliger Basis, aber besonders in der Tiermedizin gibt es auch gesetzlich vorgeschriebene Impfungen resp. staatlich verbotene Impfungen. Bei freiwilligen Impfungen können die Gesundheit und das Wohlergehen des Einzeltiers im Vordergrund stehen. Bei Nutztieren kommen jedoch auch Impfungen vor, die eher der Gewinnoptimierung als der Sorge um das Wohlergehen zugedacht sind. Auch die staatliche Intervention erfolgt meist im Bezug zu Nutztieren, die von Seuchenerregern betroffen sind, gegen die der Einzelne machtlos ist. Eine staatliche Impfkampagne kann einfach den Schutz der gefährdeten Tiere vor Krankheit zum Ziel haben. Eine weitere Möglichkeit besteht darin, im Rahmen einer systematischen Tierseuchenbekämpfung die Zahl der für ein Virus empfänglichen Tiere so zu senken, dass damit dem Seuchenerreger die Grundlage zur Verbreitung geraubt wird und die Seuche deshalb ausstirbt. Eine andere Motivation für das Impfen ergibt sich bei zoonotischen Viren, z. B. bei der Tollwut, bei der die gefährlichsten Überträgertiere, z. B. Hunde, geimpft werden, um die Wahrscheinlichkeit der Übertragung auf den Menschen zu verringern. Am anspruchsvollsten, aber auch am wirksamsten für den Schutz des Menschen vor zoonotischer Tollwut ist schließlich die sterilisierende Impfung der Reservoirwirte, z. B. der Füchse, was dann zum Erlöschen der Seuche führt. Eine dritte Motivation für die Verwendung von Impfstoffen besteht in der Populationskontrolle [1]. Zu diesem Zweck können Hormone als Antigene zum Einsatz kommen, um je nach Auswahl eine höhere oder geringere Fruchtbarkeit zu erzielen. Bei Wildtieren nehmen aus «zona pelluzida»-Material bestehende Impfstoffe eine wichtige Rolle für die Regulierung der Populationsgröße ein. Es ist z. B. problematisch, wenn eine Löwenpopulation in einem bestimmten Gebiet zu groß wird. Werden die Männchen zur Verhinderung eines unerwünschten Populationszuwachses kastriert, dann verlieren sie ihren sozialen Status und werden einfach durch (körperlich) minderwertige Konkurrenten ersetzt. Nimmt man ihnen hingegen durch Vakzination vorübergehend ihre Fruchtbarkeit, dann bleiben sie nach den Naturgesetzen dominant, ohne jedoch zu viel Nachwuchs zu generieren. Für diese Art der Immunisierung können durchaus virale Vektoren zum Einsatz kommen. Da dieser Typ von Immunisierung jedoch nicht direkt ein virologisches Problem darstellt, soll deshalb hier nicht weiter darauf eingegangen werden.


    
      Abb.11-1|Drei Gründe für den Einsatz von Impfstoffen. Im Uhrzeigersinn sind dargestellt: Infektionsprophylaxe durch die Impfung von Tier (oder Mensch) zum Schutz vor Infektionserregern; Schutz vor Zoonose; Populationskontrolle.
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    [257]11.2 |Virale Impfstoffe zur aktiven Immunisierung


    Bei der aktiven Immunisierung werden dem Organismus Antigene verabreicht, die ihn dazu stimulieren, aktiv eine spezifische Immunantwort gegen diese aufzubauen. Die aktiven Produkte dieser Immunantwort (Antikörper, T-Helferzellen, zytotoxische T-Zellen; → Kap. 9) können, zumindest theoretisch, auch auf andere Organismen übertragen werden, um diese passiv zu schützen (→ Kap. 11.3). Der Vorgang der[258] aktiven Immunisierung wird unterstützt durch Elemente der innaten Immunantwort, z. B. durch Entzündungsmediatoren, deren An- oder Abwesenheit darüber entscheidet, ob eine Immunisierung oder Tolerisierung erfolgen soll. Um diesen Prozess aktiv zu steuern, werden den Antigenen häufig Substanzen beigemischt, die den erwünschten Effekt erzielen oder verstärken sollen. Diese Substanzen werden Adjuvantien genannt. Bei den aktiven Impfstoffen sind mindestens fünf Gruppen auseinanderzuhalten, die im Folgenden einzeln besprochen werden.


    Konventionelle Impfstoffe


    Heute basieren konventionelle Impfstoffe auf der Verwendung von Viren, die sich in Zellkultur vermehren lassen. Da man jedoch Impfstoffe kannte und verwendete, noch bevor man den Begriff «Virus» überhaupt geprägt und definiert hatte, bestand der älteste bekannte Impfstoff aus vermehrungsfähigen Viren, die man aus den Läsionen bzw. Organen erkrankter Menschen oder Tiere gewann (→ Box 11-1. Entwicklung der MKS-Impfstoffe). Diese Art von Impfstoff wird als «Lebendvakzine» bezeichnet. Unterscheidet sich das Impfvirus zusätzlich vom natürlichen Virus, z. B. dadurch, dass es nicht oder nur wenig krank macht, dann spricht man von einer «modifizierten Lebendvakzine» (mlv). Gemeinsam ist den Lebendimpfstoffen, dass sie sich nach der Applikation im Impfling vermehren können und dabei die erwünschte Immunantwort generieren (→ Abb. 11-2). Mit der Zeit fand man jedoch auch heraus, dass man die Viren vor der Immunisierung auch inaktivieren (abtöten) konnte und diese dennoch ihre immunisierende Wirkung entfalteten, sofern man dem Impfstoff genügend Virus beimischte. Definitionsgemäß können sich diese Viren im Impfling nicht mehr vermehren. Mit diesen inaktivierten Impfstoffen sind mehrere Vorteile, leider aber auch gewisse Nachteile verbunden. Als wichtigster Vorteil ist die biologische Sicherheit zu nennen. Bei Zellkulturen, und erst recht nicht bei tierischen Organen, kann jemals absolut gewährleistet werden, dass sie frei sind von unerwünschten Kontaminanten, insbesondere anderen Viren oder gar Bakterien («extraenous agents»). Unterzieht man die Impfstoffe hingegen einer inaktivierenden Behandlung, dann kann man damit nicht nur die bekannten Viren des Impfstoffs treffen, sondern auch andere unerkannte und ungewollte, vermehrungsfähige Kontaminanten. Als wichtigster Nachteil ist die schwächer ausfallende und enger begrenzte Immunantwort anzusehen. Es ist eine Faustregel, dass Organismen gegen vermehrungsfähige Viren eine umfassende humorale und zelluläre Immunantwort, inklusive der Bildung von zytotoxischen T-Zellen, Helfer T-Zellen sowie von B-Zellen und Antikörpern bilden (→ Kap. 9). Gegen[259] inaktivierte Viren werden hingegen oft «nur» Antikörper gebildet, außer wenn es über Kreuzpräsentation oder durch geschickte Anwendung von Adjuvantien gelingt, den Körper zusätzlich zur Bildung von spezifischen T-Zellen zu veranlassen. Auch kommerziell besteht ein Nachteil, wenn man erwägt, dass man für einen guten inaktivierten Impfstoff etwa 100 Mal mehr Ausgangsmaterial braucht als für einen guten Lebendimpfstoff.


    Box 11.1


    
      Entwicklung von MKS-Impfstoffen


      Die Maul- und Klauenseuche (MKS) war eine der ersten Viruskrankheiten, gegen die Impfstoffe zur Massenanwendung entwickelt wurden.


      Der Franzose Henri Pierre Michel Archange Vallée gilt als Entdecker des Prinzips, dass mit inaktivierten Impfstoffen gegen MKS immunisiert werden kann [2].


      Waldmann-Vakzine [3, 4]. Vor und während des Zweiten Weltkriegs entwickelte der Deutsche Otto Waldmann die intralinguale Inokulation lebender Tiere mit MKS-Virus. Nach der Schlachtung wurde deren infizierte Zungenepithelien gewonnen. Das Virus wurde mittels Formaldehyd [3] inaktiviert und an Aluminium-Hydroxid adsorbiert, das gleichzeitig als Adjuvans wirkte [4]. Dieses Verfahren ergab den ersten massentauglichen Impfstoff.


      Frenkel-Vakzine [5, 6]. Gewinnung von rechteckigen Stücken der Zungenschleimhaut von gesunden Rindern auf dem Schlachthof. Aufschwemmung dieser Gewebestücke in Medium, gefolgt von der Inokulation mit MKS-Saatvirus. Inkubation der infizierten Explantat-Kultur während 24 Stunden bei 37°C. Anschließend Antigengewinnung nach den Waldmann’schen Prinzipien.


      Zellkulturvakzine [7]. Mit der Einführung von Monolayer- und Suspensionskulturen von einheitlichen Zellen epithelialen Ursprungs, wurde die Zuverlässigkeit und Qualitätskontrolle einzelner Impfstoff-Chargen bedeutend verbessert. Am Prinzip der Antigenbehandlung wurde nur wenig verändert, außer dass es viel leichter wurde, zusätzliche Virusvarianten in die Produktion mit einzubeziehen und damit den Immunschutz zu verbreitern. Die jährliche Impfung gegen MKS wurde in weiten Teilen Europas obligatorisch.


      Impfverbot. In den 1990er-Jahren wurde die Impfung gegen MKS in ganz Europa verboten. Der Hauptgrund dafür war, dass es immer wieder zu sogenannten Impfdurchbrüchen infolge mangelnder Inaktivierung der Impfstoffe kam.


      VLP und DIVA. Seit einem großen MKS-Ausbruch im Jahr 2001 [8] wird die Wiedereinführung der Impfung immer wieder diskutiert. Als gute Grundlage dafür würde sich eine infektiositätsfreie VLP-Vakzine anbieten, bei welcher virusähnliche Partikel (virus-like particles, VLP) auf der Basis von Virusvektoren gebildet werden, wobei keine RNA in die Partikel gefüllt wird und das DIVA-Prinzip Anwendung findet [9].

    


    
      [260]Abb.11-2|Konventionelle Impfstoffe können unterteilt werden in (A) Lebendimpfstoffe und (B) inaktivierte Impfstoffe. Das Ausmaß der Schutzwirkung ist durch die Größe der Zielstrukturen im unteren Abschnitt symbolisiert.
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    Molekulare Subunit-Vakzine


    Mit dem Fortschritt des virologischen Wissens erkannte man bald, dass nicht alle Viruskomponenten gleich wichtig sind für die Herbeiführung einer Immunität; Antikörper haben z. B. gegen interne Virusproteine – bei behüllten Viren könnten dies Kapsidproteine sein – praktisch keinen Schutzeffekt, weil die Zielmoleküle für eine Bindung der Antikörper beim intakten Virus überhaupt nicht verfügbar sind. Antikörper gegen rezeptorbindende Virusproteine – bei behüllten Viren wären[261] dies wohl Glykoproteine auf der Virushülle – können die Bindung des Virus an seinen Zellrezeptor verhindern und es damit effektiv neutralisieren, was zu einem Abbruch der Virusvermehrung führt. Solche Antikörper können also sehr eng mit der Schutzwirkung korrelieren. Konsequenterweise begann man deshalb mit der Herstellung von sogenannten Subunit-Vakzinen, die nicht ganze Viren enthalten, sondern nur die für den Schutz wichtigen molekularen Komponenten (→ Abb. 11-3). Diese Komponenten konnten entweder konventionell mittels physikalischer Techniken aufgereinigt werden oder aber auch mittels gentechnologischer Methoden separat hergestellt werden. Der große Vorteil der gentechnologischen Methoden war dabei, dass man nun Impfstoffe nicht nur gegen züchtbare Viren herstellen konnte, sondern dass man nur die notwendige Nukleinsäuresequenz kennen musste, um jedes erwünschte Protein als Antigen zu verwenden (→ Abb. 11-4). Gleichzeitig konnte man die entsprechenden Proteine «maßschneidern», d.h., unerwünschte Teile weglassen oder wünschbare Teile mit Fusionspartnern vereinen, die zusätzliche Effekte vermitteln können oder auch nur als Erkennungszeichen (Marker) dienen.


    
      Abb.11-3|Subunit Impfstoffe. Eine Untervariante der (A) konventionellen Impfstoffe stellen die (B) Subunit-Impfstoffe dar. Dadurch, dass bei der Aufreinigung für den Schutz unnötige Virusstrukturen sowie andere, unerwünschte Bestandteile entfernt werden, ergibt sich beim Subunit-Impfstoff eine gezieltere Immunantwort.
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      [262]Abb.11-4|Subunit Impfstoffe im Baculo-Virus-Vektor. Das Prinzip der Subunit-Impfstoffe, die mithilfe des Baculo-Virus-Vektors produziert werden. Baculo-Viren werden in einer Schutzhülle aus Polyhedrin ausgeschieden. Wenn die kodierende Sequenz für das Polyhedrin deletiert wird, entstehen «nackte» Viren ohne Polyhedrin-Schutzhülle, die jedoch in Zellkultur problemlos vermehrt werden können (Mitte). Der Polyhedrin-Promoter ist sehr stark, und somit geeignet, sehr große Mengen des «antigen of interest» (AOI) herzustellen. Die gebildeten Antigene eignen sich insbesondere zur Produktion von Subunit-Impfstoffen.
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    [263]DNA-Vakzinen


    Bei gentherapeutischen Versuchen, z. B. für die Korrektur von Gendefekten, wo externe DNA ins Genom vorhandener Zellen eingeschleust wird, fand man rasch heraus, dass der therapeutische Effekt relativ rasch wieder verloren geht, weil der Organismus eine Immunabwehr gegen das eingeschleuste Produkt erwirbt. Dies führte zur Idee, dass man für Virusanteile kodierende DNA mittels chemischer oder physikalischer Methoden in die Zellen eines Impflings zum Zwecke der Immunisierung einbringen könnte (→ Abb. 11-5). Daraus entwickelte sich die Technik der DNA-Vakzinen. Heute werden diese Vakzinen vorwiegend mit der sogenannte Genkanone (gene-gun) verabreicht, d.h., die notwendige DNA wird zunächst in genügender Menge an kleine Goldpartikel adsorbiert. Diese Partikel werden dann mit hohem Luftdruck auf die Impfstelle geschossen, wobei der Druck so berechnet sein soll, dass die meisten Goldpartikel in den Zellen tieferer Hautschichten oder in Muskelzellen stecken bleiben. Die DNA wird dann von zellulären Transkriptasen wie ein zelluläres Gen abgelesen, zu mRNA prozessiert, ins Zytoplasma exportiert und dort an den Ribosomen in ein Protein translatiert. Wie bei allen im Zytoplasma neu synthetisierten Proteinen, wird zumindest ein Teil davon durch das Proteasom in kleine Stücke zerhackt, ins endoplasmatische Retikulum exportiert, auf MHC-I-Moleküle geladen und auf der Zelloberfläche präsentiert (→ Kap. 9). Gemäß diesem Muster erfolgt eine grundsätzlich ganz ähnliche Immunreaktion, wie bei einem «Lebendimpfstoff», ohne aber dessen Nachteile bezüglich der biologischen Sicherheit mit sich zu bringen. Leider erfolgt in den meisten Fällen keine belastbare Immunität nach einer einmaligen Applikation der derzeitigen DNA-Vakzinen. Entweder muss eine ganze Serie von Immunisierungen erfolgen, was in der Praxis schwierig ist, oder man kombiniert die Applikation einer DNA-Vakzine mit einer zweiten Injektion nach zwei bis drei Wochen durch eine Subunit-Vakzine. In dieser Kombination (sogenanntes Prime/Boost-Verfahren) werden normalerweise sehr gute Schutzwerte erreicht.


    
      Abb.11-5|Prinzip der DNA-Impfstoffe. Anstelle von Proteinen bilden Nukleinsäuren (DNA oder RNA) die Grundlage dieser Art von Vakzinen. (Details im Text sowie → Kap. 9).
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      [264]Abb.11-6|Prinzip der DIVA-Impfstoffe. Bei der natürlichen Infektion (A) können Antikörper gegen alle Viruskomponenten entstehen. Beim Pseudorabies-Virus, das für die DIVA-Impfung verwendet wird (B), fehlt das Gen für gE. Infolgedessen bilden DIVA-geimpfte Tiere keine Antikörper gegen gE. Im ELISA kann man nachweisen, dass geimpfte Tiere, im Unerschied zu natürlich infizierten Tieren, keine Antikörper gegen gE besitzen.
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    [265]DIVA-Impfstoffe


    Da die erreichbare Immunität nur in den seltensten Fällen «steril» ist, muss man immer damit rechnen, dass Viren, gegen welche man impft, trotzdem in der Population zirkulieren. Dies ist ein entscheidender Nachteil, wenn man Viruskrankheiten mit dem Ziel der Ausrottung bekämpfen möchte. Wenn man nun Impfstoffe ins Bekämpfungskonzept mit einbezieht, hat man ein Problem, weil nämlich Menschen und Tiere normalerweise nur dann Antikörper gegen einen Krankheitserreger haben, wenn sie die Infektion durchgemacht haben; abgesehen von maternalen Antikörpern oder nach Vakzination. Da der indirekte Virusnachweis über Antikörper sehr viel einfacher zu praktizieren ist, als der direkte Virusnachweis, wäre es demnach von großem Vorteil, wenn man auf serologischer Basis bestimmen könnte, ob ein Tier nur Antikörper besitzt, weil es infiziert ist (oder war) oder ob es diese Antikörper infolge einer Impfung bekommen hat. Aufgrund dieser Sachlage entwickelten sich die Markervakzinen (englisch: Discrimination of Infected animals from Vaccinated Animals, DIVA). Im Idealfall fehlt dem DIVA-Impfstoff mindestens ein Virusprotein, das aber unter den Bedingungen der natürlichen Infektion zwar sehr immunogen sein sollte, aber nur wenig zum Schutz beitragen dürfte. Subunit-Vakzine können sehr gut als DIVA-Impfstoffe eingesetzt werden. Es gibt aber auch Beispiele von mlv DIVA-Vakzinen, z. B. im Fall der Herpes-Viren IBR/IPV und Aujeszky (→ Abb. 11-6).


    Vektor-Impfstoffe


    Eine wichtige Alternative zu Subunit-Vakzinen und DNA-Impfstoffen stellen die sogenannten Vektor-Impfstoffe dar. Bei dieser Variante nimmt man geeignete Viren als Träger (Vektor) für die Expression von Proteinen fremder Virusproteine zum Zweck der Immunisierung. Der erste Impfstoff, der auf dieser Basis breite Anwendung fand, bestand aus einem rekombinanten Vaccinia-Virus (rVV), welches das Glykoprotein des Tollwut-Virus zu exprimieren vermochte (→ Abb. 11-7). Dieses Impfvirus wurde insbesondere in Belgien zur Bekämpfung der Tollwut im silvatischen Virusreservoir der Füchse sehr erfolgreich eingesetzt Das Vektorvirus (rVV) verlieh dem Impfstoff einerseits eine Tenazität, welche diejenige des eigentlichen Tollwut-Virus um ein Vielfaches übertraf. Andererseits wurde damit auch eine höhere biologische Sicherheit erreicht, da rVV weder in Tieren noch in Menschen eine Krankheit auslöst. Auch andere DNA- und RNA-Viren eignen sich in unterschiedlichem Ausmaß für verschiedene Zwecke als Impfvektoren, so z. B. Herpes-, Adeno- und Lenti-Viren sowie das Vesikuläre Stomatitis-Virus (→ Tab. 11-1, Box 11-2).


    
      [266]Abb.11-7|Rekombinante Pox-Viren als Beispiel für Vektor-Impfstoffe. Infolge ihrer hohen Tenazität eignen sich Pox-Viren zur Impfung von Wildtieren, z. B. zu deren Immunisierung gegen Tollwut.
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      [267]Tab.11-1|Vorteile und Nachteile einer Auswahl von Vektorviren als Träger für Impfantigene.
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    11.3 |Impfstoffe zur passiven Immunisierung


    Bei der aktiven Immunisierung dauert es mehrere Tage bis Wochen bis sich ein hinlänglicher Schutz einstellt. In gewissen Fällen wäre jedoch eine sofortige Schutzwirkung höchst wünschenswert, z. B. wenn man bereits infiziert worden ist oder wenn eine Infektion unmittelbar bevorsteht. Wohl aus letzterem Grund hat sich die Natur dieses Prinzip um den Geburtsvorgang herum selbst zunutze gemacht. Grundsätzlich geht es um die passive Übertragung von vorgefertigten Effektoren der Immunität, vorwiegend Antikörper, von einem Organismus zum anderen. Zelluläre Effektoren können infolge der Histokompatibilität nur in den seltensten Fällen erfolgreich übertragen werden.


    Maternale Immunität


    Je nach Plazentatyp können Antikörper bereits pränatal vom Serum des Muttertiers in den Blutkreislauf des Fötus übertragen werden. Dies ist z. B. beim Menschen der Fall. Wenn dies nicht oder nicht in nennenswertem Umfang möglich ist, wie z. B. bei Wiederkäuern, dann spielt der Antikörpergehalt der sogenannten Biestmilch (Kolostrum) eine lebenswichtige Rolle. Bei Tieren mit einer vielschichtigen Abgrenzung zwischen mütterlichem und fötalem Kreislauf (z. B. bei Wiederkäuern und Schwein) ist die Aufnahme von Kolostrum möglichst in den ersten Lebensstunden entscheidend. Bei diesen Tierarten können nämlich während einer kurzen Phase nach der Geburt oral aufgenommene Antikörper der Muttermilch in den Kreislauf der Neugeborenen aufgenommen[268] werden. Diese Formen der maternalen Immunität vermitteln den Neugeborenen innerhalb kürzester Zeit einen wesentlichen Schutz gegen alle Keime, gegen die das Muttertier eine Immunität entwickelt hat. Seren und Milch mit bekanntem Antikörpergehalt können deshalb auch oral oder intravenös als passive Impfung verwendet werden. Je nach Risiko in der Umgebung der Neugeborenen kann hier die Palette auch künstlich erweitert werden mit Antikörpern gegen Viren, gegen die das Muttertier ebenfalls (noch) nicht immun ist.


    Laktogene Immunität


    Bei Ferkeln spielt der Antikörpergehalt in der Muttermilch noch während mehrerer Wochen nach der Geburt eine wichtige Rolle. Da diese Tiere insbesondere nach dem Absetzen sehr häufig Durchfallerkrankungen infektiöser Natur erleiden, muss man davon ausgehen, dass die Muttermilch noch während Wochen zumindest einen lokalen Schutz gegen Durchfallerreger vermittelt. Wenn man diesen Effekt mit passiver Immunisierung verstärken, erweitern oder verlängern wollte, müsste man den Ferkeln wohl sekretorische Antikörper der Klasse IgA (→ Kap. 9) intravenös verabreichen. Sekretorische IgA haben die Fähigkeit, aus dem Blutstrom auszutreten und durch die begrenzenden Zellen hindurch auf die mukosalen Oberflächen zu gelangen. Infolgedessen können sie ein Virus sowohl intrazellulär als auch auf den Körperoberflächen bekämpfen (inklusive Darmoberfläche).


    Passive Immunisierung


    Grundsätzlich kommen drei Quellen für die Herstellung passiver Impfstoffe in frage:


    1.Serum von natürlich infizierten oder von vakzinierten Menschen oder Tieren,


    2.Muttermilch oder Milch verschiedener Tierarten, welche die erwünschten Antikörper enthält, und


    3.Überstand von Zellen, welche die gewünschten Antikörper oder antikörperähnlichen Proteine produzieren. Insbesondere monoklonale Antikörper können in Zellkulturen hergestellt werden [19]. Neuere Ansätze umfassen aber auch DARPins (Designed Ankyrin Repeat Proteins), eine Klasse von künstlichen Proteinen, die aufgrund ihrer Bindungseigenschaften an ausgesuchte Proteine selektioniert werden und in Bakterienkulturen in großer Menge hergestellt werden können [20].


    Je nach Bedarf können all diese Präparate oral oder parenteral verabreicht werden, um damit auf passiver Basis eine sofortige Immunität[269] zu erreichen. Sehr gut bekannt ist die lokale Applikation neutralisierender Antikörper bei der post-expositionellen Behandlung von Patienten, die von einem mutmaßlich tollwütigen Tier gebissen worden sind. Bei Tieren, insbesondere Rind und Pferd, ist eine intravenöse, passive Immunisierung angezeigt, wenn das Neugeborene die Aufnahme von Biestmilch verpasst hat. Bei durch Rota-Viren ausgelösten Durchfallerkrankungen Neugeborener kann eine orale Gabe von IgA-Präparaten gegen Rota-Viren über Leben oder Tod entscheiden.


    Eine gewisse Form der passiven Immunisierung kann durch die sogenannte «Mutterschutzimpfung» erreicht werden. Dabei werden werdende Mütter/Muttertiere während der Schwangerschaft/Trächtigkeit mittels aktiver Immunisierung geimpft, sodass sie auf den Zeitpunkt der Geburt hin eine maximale Menge erwünschter Antikörper in ihrer Milch aufweisen. Trinken die Neugeborenen dann von dieser Milch, können sie sich einen passiven Schutz gegen die entsprechenden Virusinfektionen erwerben.


    Box 11.2


    
      Charakteristika von Ebola cAd3


      Als Vektor dient ein Adeno-Virus des Schimpansen (cAd3; «c» für chimpanzee), gegen welches zu impfende Menschen normalerweise keine Antikörper aufweisen sollten.


      Das Vektorvirus enthält zwei Deletionen, je eine im E1-Gen und eine im E3-Gen. Somit kann sich das Vektorvirus unter natürlichen Bedingungen nicht vermehren.


      Das E3-Gen wurde aus dem Genom des cAd3 entfernt, weil dessen Produkt sich ungünstig auf die beabsichtigte Immunisierung auswirken würde.


      Des Weiteren wurde die gesamte Sequenz des E1-Gens von cAd3 entfernt und durch eine künstliche Kassette ersetzt, welche aus drei Elementen besteht: (1) einem starken Promoter (cmvIE Promoter); (2) der kodierenden Sequenz des Ebola-Virus-Glykoproteins (GP ZAIRE) und einem Polyadenylierungssignal (SV40 pA).


      Das Impfvirus wird auf einer Zelllinie propagiert, welche E1-Protein supplementiert, weil sich das Adeno-Virus ohne E1 nicht vermehren kann.


      Adeno-Viren verfügen über eine hohe Tenazität, was für die Haltbarkeit des Impfstoffs speziell in tropischen Ländern enorm wichtig ist.


      Das rekombinante cAd3-Virus kann menschliche Zellen infizieren, sich aber infolge der E1-Deletion nicht vermehren. Die Kassette mit dem Ebola-Virus-Glykoprotein verhält sich aufgrund ihres Promoters selbstständig, wodurch es in der infizierten Zelle zu einer starken Produktion des GP ZAIRE kommt, ohne dass dabei aber Ebola-Viren entstehen können. Das Immunsystem nimmt diese Expression von GP ZAIRE wie eine ablaufende Virusinfektion wahr und bildet eine entsprechende Immunität.

    


    [270]11.4 |Tolerisierung


    Eine überschießende oder ungewollte Immunreaktion kann ebenso Krankheit und Tod verursachen, wie eine ungenügende oder zu spät einsetzende Immunabwehr. Die Palette reicht von einer relativ harmlosen Hautallergie bis hin zu tödlich verlaufenden Autoimmunkrankheiten. Diesbezüglich wird das Gegenteil von Immunität als (Immun)-Toleranz bezeichnet und das Vorgehen dazu, mithin das Gegenteil der Immunisierung, Tolerisierung genannt.


    Mindestens zwei wesentliche Strategien zur Erreichung einer Immuntoleranz werden unterschieden: (1) Elimination der Vorläufer-Lymphozyten, die für eine Immunität notwendig sind, und (2) Attenuierung einer bestehenden Immunantwort durch spezifische regulatorische T-Zellen (Treg).


    Elimination der Vorläufer


    Natürlicherweise findet zumeist vorgeburtlich, während der Entwicklung des Immunsystems, eine Elimination von Vorläufer-Lymphozyten gegen körpereigene Proteine statt. Alle Vorläufer-Lymphozyten, die während dieser Phase eine starke Bindung mit auf MHC-I-präsentierten Proteinfragmenten eingehen, werden eliminiert. Kommt es später erneut zu einer Präsentation der angesprochenen Proteine, existieren gar keine geeigneten Vorläuferzellen mehr, die sich vermehren und reifen könnten. Deshalb bleibt eine entsprechende Immunantwort aus. Der Organismus «toleriert» diese Proteine; es besteht daher eine Immuntoleranz.


    Ein Virus, das diesen Vorgang für sich auszunützen weiß, ist das Bovine Virus Diarrhoe-Virus (BVDV), das sich zumeist in einer nichtzytopathogenen Form vermehrt (→ Kap. 9, Abb. 9-13). Wird es während der entscheidenden Phase der Entwicklung des Immunsystems von einem trächtigen Rind auf dessen Fötus übertragen, dann entwickelt jener eine spezifische Immuntoleranz gegen das BVDV und ist nie wieder in der Lage, dieses Virus aus seinem Organismus zu eliminieren. Infolge seiner fehlenden Zythopathogenität verursacht diese Infektion keine schwerwiegenden klinischen Symptome. Das entsprechende Tier bleibt gesund, ist aber zeitlebens ein Virusträger und Virusausscheider, der dafür sorgt, dass BVDV in der Natur erhalten bleibt.


    Ein ganz ähnlicher Zustand der Immuntoleranz kann auch später im Leben erreicht werden, z. B. durch eine Ganzkörperbestrahlung, bei der alle Knochenmarkszellen und mithin alle Vorläufer-Lymphozyten abgetötet werden. Eine etwas spezifischere Tolerisierung wird durch Antigengabe erreicht, z. B. indem man gegen ein bestimmtes Antigen [271]aktiv immunisiert, dann aber rechtzeitig Zytostatika einsetzt, sodass die stimulierten, sich vermehrenden Vorläufer-Lymphozyten abgetötet werden und kein Vorrat weiterer Vorläufer übrig bleibt. Ein ähnliches Verfahren wird bei der sogenannten Desensibilisierung für Allergien angewendet: Kleine Dosen des allergieverursachenden Antigens werden wiederholt appliziert, was zu einer Verarmung des Pools der Vorläuferzellen führt, was wiederum zu einer Heilung der Allergie führen kann.


    Stimulation der regulatorischen T-Zellen (Treg)


    Immunreaktionen sollen nicht ewig andauern, sondern eigentlich nur solange wie notwendig. Um die Beendigung einer aktiven Immunantwort einzuleiten, existieren deshalb verschiedene Arten von Treg (→ Kap. 9). Deren Aufgabe besteht darin, aktivierte Lymphozyten (Tc oder auch Th) wieder in ihren inaktiven Zustand zurückzuführen, was einer aktiven und spezifischen Toleranz gleichkommt. Vereinfacht ausgedrückt kann man sagen, dass in der Absenz von Entzündungsmediatoren die Immunstimulation eher in eine Toleranz mündet als in eine Immunität. Viren werden, insbesondere in ihrer Funktion als Vektoren – zumindest experimentell – gerne zur aktiven Tolerisierung gegen Autoimmunerkrankungen eingesetzt (→ Box 11-3).


    Box 11.3


    
      Einsatz von Lenti-Viren zur aktiven Tolerisierung [21]


      Multiple Sklerose (MS) ist eine Autoimmunerkrankung, bei der reaktive T-Lymphozyten gegen körpereigene Proteine eine entscheidende Rolle spielen, indem sie das Nervengewebe (insbesondere im Gehirn) attackieren.


      Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) gilt als Modell für die MS. Die Krankheit kann bei Versuchstieren durch Immunisierung mit dem Myelin Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) ausgelöst werden und hängt direkt ab von einer (Auto)Immunreaktion gegen das körpereigene MOG.


      Wird nun aber das Gen für MOG via ein rekombinantes Lenti-Virus in körpereigene Dendritische Zellen (DC) eingeschleust und dort konstitutiv exprimiert, dann reichern sich als «Immunreaktion» MOG-spezifische Treg an, welche die Krankheit unterdrücken. Die Fähigkeit des Organismus, gegen andere Proteine mit einer Immunität zu reagieren, bleibt erhalten, während sich eine spezifische Toleranz gegenüber MOG etabliert.
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    [273]|12Virale Vektoren für die Gentherapie


    Inhalt


    
      12.1Gentherapie


      12.2Virale Vektoren


      Viren haben effiziente Strategien entwickelt, um ihr Genom in Zellen einzuschleusen und dort mithilfe der zellulären Makromolekülsynthese-Maschinerie zur Expression zu bringen. Das Ziel dabei ist ihre eigene Vermehrung, oft auch auf Kosten der Wirtszelle. Die Forschung der vergangenen Jahrzehnte brachte ein immenses Wissen über die molekularen Mechanismen der Virusinfektion und -replikation hervor. Die detaillierte Kenntnis der Funktion der einzelnen Virusgene in den verschiedenen Replikationsschritten, zusammen mit den ebenfalls in den vergangenen Jahrzehnten entwickelten Methoden der Gentechnologie, erlaubte die gezielte Konstruktion von rekombinanten Virusmutanten, welche den effizienten Transfer von Genen in eine Zelle vermitteln, ohne diese zu schädigen. Damit ist es z. B. möglich, ein defektes zelluläres Gen mit einer intakten Kopie zu ersetzen, ein Verfahren, das man als Gentherapie bezeichnet. Die für die Gentherapie am häufigsten verwendeten viralen Vektoren sind von Adeno-assoziierten-, Retro-, Adeno- und Herpes-Viren abgeleitet. Die häufigsten Applikationen sind somatische Gentherapie, Krebstherapie und Vakzinierung.

    


    12.1 |Gentherapie


    Als Gentherapie bezeichnet man das Einschleusen von Nukleinsäuren in Zellen mit dem Ziel, einen therapeutischen Effekt zu erreichen. Defekte Gene können repariert oder inaktiviert, intakte Gene hinzugefügt werden. Eine Krankheit lässt sich so also kausal behandeln. Aus ethischen Gründen kommen momentan hauptsächlich somatische Zellen und weniger die Keimbahnzellen als Zielzellen für die Gentherapie infrage. Im weiteren Sinn kann man auch die Behandlung von Tumoren oder die Vakzinierung mit Nukleinsäuren als Gentherapie bezeichnen.


    
      [274]Tab.12-1|Somatische Gentherapie-Applikationen.


      
        
          
          
          
        

        
          
            	
              Krankheit

            

            	
              Gendefekt

            

            	
              Zielzellen, -gewebe

            
          


          
            	
              Angeborene Immunschwächen

            

            	
              z.B. Adenosin Deaminase

            

            	
              Knochenmark-Stammzellen

            
          


          
            	
              Zystische Fibrose

            

            	
              CFTCR-Gen

            

            	
              Lunge

            
          


          
            	
              Hämophilie

            

            	
              Faktor VII, Faktor IX

            

            	
              Leber, Muskel, Knochenmark-Stammzellen

            
          


          
            	
              Diabetes

            

            	
              Insulin

            

            	
              Leber, Muskel

            
          


          
            	
              Gaucher-Krankheit

            

            	
              Glucocerebrosidase

            

            	
              Knochenmark-Stammzellen

            
          


          
            	
              Muskel-Dystropie

            

            	
              Dystrophin

            

            	
              Muskel

            
          


          
            	
              α1-Antitrypsin Defizienz

            

            	
              α1-Antitrypsin

            

            	
              Lunge, Leber

            
          

        
      

    


    Für das Einschleusen der Nukleinsäuren in Zellen kommen virale und nicht-virale Methoden zum Einsatz. Zu den nicht-viralen Methoden des Gentransfers gehören die Transfektion mit Lipiden oder Polymeren, die Mikroinjektion und die Elektroporation. Mit Nukleinsäuren beladene Goldpartikel können auch mithilfe einer sogenannten «Gene-Gun» in Zellen «hineingeschossen» werden.


    Als obligate Parasiten haben Viren sehr effiziente Mechanismen entwickelt, um die zellulären Membranen zu überwinden und ihre Nukleinsäuren für Expression und Replikation ins Zellinnere zu befördern. Diese Eigenschaft der Viren ist für die Gentherapie von zentralem Interesse, weshalb viele verschiedene Viren in den vergangenen 30 Jahren als Vektoren für die Gentherapie evaluiert wurden (→ 12.2).


    Bei der somatischen Gentherapie geht es darum, defekte Gene zu inaktivieren und/oder mit intakten Genen zu ersetzen. Dabei können die Zellen entweder direkt im Organismus behandelt (in vivo-Gentherapie) oder für die Behandlung aus dem Körper isoliert und anschließend wieder reimplantiert werden (ex vivo-Gentherapie). Grundsätzlich kommt die Gentherapie für die Behandlung von vielen verschiedenen Krankheiten infrage, es stehen aber vor allem Erbkrankheiten, welche auf den Defekt eines einzigen Gens zurückgehen, im Zentrum des Interesses. Dazu gehören angeborene Immunschwäche-Krankheiten, zystische Fibrose, Hämophilie, Diabetes und verschiedene andere Stoffwechselkrankheiten (→ Tab. 12-1). Gerade bei der Gentherapie von angeborenen Immunschwäche-Krankheiten (z. B. Adenosin-Deaminase- Defizienz und andere schwere kombinierte Immundefekte) wurden in den vergangenen zwei Jahrzehnten große Fortschritte erzielt. Gentherapie könnte aber auch wichtige Beiträge zur Behandlung von Herzkrankkeiten,[275] degenerativen Krankheiten des zentralen Nervensystems sowie bei Autoimmun- und vielen weiteren Krankheiten leisten.


    Für die Tumor-Gentherapie werden vor allem virale Vektoren eingesetzt, weil bei diesen nicht nur der Effekt eines therapeutischen Gens, sondern auch der Effekt der Virusinfektion/Replikation dem Tumorwachstum entgegenwirken kann. Zu den Genen, welche therapeutisch gegen Krebszellen eingesetzt werden, gehören z. B. Cytochrom P450 und das Thymidinkinase-Gen des Herpes-Simplex-Virus Typ 1 (HSV-1). Virale Vektoren werden auch für die Entwicklung von genetischen Vakzinen eingesetzt. Diese Anwendung ist in → Kap. 11 näher beschrieben.


    12.2 |Virale Vektoren


    Viren besitzen sehr effiziente Mechanismen, um ihr Genom in eine Zelle einzuschleusen. Um diese Eigenschaft für die Gentherapie ausnützen zu können, müssen Viren so manipuliert werden, dass sie anstelle der viralen Gene welche für die Pathogenität verantwortlich sind, Fremdgene in eine Zelle transportieren. Man nennt solche Genfähren auch virale Vektoren. Einige wichtige Vertreter von viralen Vektoren werden im Folgenden vorgestellt (→ Tab. 12-2). Je nach dem gewünschten therapeutischen Effekt, können Vektoren gewählt werden, welche eine große Transgenkapazität besitzen, eine stabile Genexpression durch genomische Integration ermöglichen, sich für die Zerstörung von Tumorzellen oder als genetische Vakzine eignen.


    
      Tab.12-2|Häufig verwendete virale Gentherapie-Vektoren.


      
        
          
          
          
          
        

        
          
            	
              Virus

            

            	
              Kapazität

            

            	
              Genexpression

            

            	
              Vektor-Eigenschaften

            
          


          
            	
              AAV

            

            	
              4.5 kb

            

            	
              stabil

            

            	
              Nicht-pathogen, infiziert auch post-mitotische Zellen, kleine Transgenkapazität, immunogen

            
          


          
            	
              Gamma-Retrovirus

            

            	
              7.5 kb

            

            	
              stabil

            

            	
              genomische Integration, Transduktion nur während Mitose, Insertionsmutagenese

            
          


          
            	
              Lenti-Virus

            

            	
              8 kb

            

            	
              stabil

            

            	
              genomische Integration, infiziert auch post-mitotische Zellen, Insertionsmutagenese

            
          


          
            	
              Adeno-Virus

            

            	
              36 kb

            

            	
              transient

            

            	
              effizienter Gentransfer, infiziert auch post-mitotische Zellen, immunogen

            
          


          
            	
              HSV-1, rekombinant

            

            	
              30 kb

            

            	
              transient

            

            	
              infiziert auch post-mitotische Zellen, große Kapazität, virulent, immunogen

            
          


          
            	
              HSV-1 Amplikon

            

            	
              150 kb

            

            	
              transient

            

            	
              infiziert auch post-mitotische Zellen, sehr große Kapazität, nicht-toxisch, technisch schwierige Produktion, immunogen

            
          


          
            	
              Vakzinia-Virus

            

            	
              25 kb

            

            	
              transient

            

            	
              breites Wirtsspektrum, große Kapazität, immunogen

            
          

        
      

    


    [276]Adeno-assoziierte Virus-Vektoren


    Die detaillierte Kenntnis der Funktionen der Virusgene sowie der Virus-Wirt/Zell-Interaktionen ist eine Voraussetzung für die Herstellung von effizienten und sicheren viralen Vektoren. Adeno-assoziierte Viren (AAV) gehören zum Genus der Dependo-Viren innerhalb der Familie der Parvo-Viren. Die Replikation der Viren dieser Gattung hängt von der gleichzeitigen Anwesenheit eines Helfervirus in der Zelle ab, z. B. eines Adeno-, Herpes- oder Papilloma-Virus. In Abwesenheit eines Helfervirus wird eine latente Infektion etabliert, bei welcher das virale Genom im Virion, episomal oder im Wirtsgenom integriert vorliegen kann. Das Adeno-assoziierte-Virus Typ 2 (AAV2) ist der am besten untersuchte Vertreter der Dependo-Viren. Das AAV2-Virion besteht aus einem unbehüllten, ikosaedralen Kapsid, welches eine einzelsträngige DNA von ca 4.6 kb umschließt. Das Genom trägt an beiden Enden invertiert repetierte Sequenzen (inverted terminal repeats, ITRs), welche die cis-Signale für die DNA-Replikation und deren Verpackung in AAV2-Kapside enthalten und zwei Gruppen von Genen flankieren, die rep-Gene und die cap-Gene. Die rep-Gene kodieren vier Nichtstrukturproteine (Rep78, Rep68, Rep52 und Rep40), welche essenziell sind für die meisten Schritte der Virusreplikation; die cap-Gene kodieren drei Strukturproteine (VP1, VP2 und VP3), welche zusammen das Kapsid bilden. Ein weiteres Protein, welches aus der cap-Gen-Region hervorgeht, das «assembly activating protein» (AAP), wird selbst nicht in das Kapsid eingebaut, ist aber an dessen Aufbau beteiligt (→ Abb. 12-1A). Das Interesse für die Verwendung von AAV2 als Vektor beruht auf folgenden Tatsachen:


    
      Abb.12-1A|Vom Wild-Typ AAV2 zum rekombinanten AAV2-Vektor. (A) Das AAV2-Genom ist eine 4.6 kb lange einzelsträngige DNA. An den Enden befinden sich invertiert repetierte Sequenzen (inverted terminal repeats, ITRs). Die ITRs flankieren zwei Gruppen von Genen, die rep-Gene und die cap-Gene. Die rep-Gene werden von den p5- und p19-Promotern reguliert und kodieren vier Nichtstrukturproteine (Rep78, Rep68, Rep52 und Rep40); die cap-Gene werden vom p40 Promoter reguliert und kodieren drei Strukturproteine (VP1, VP2 und VP3), welche zusammen das Kapsid bilden. Ein weiteres Protein, das aus der cap-Gen-Region hervorgeht, ist das «assembly activating protein» (AAP). AAV2-Replikation und -Produktion von Nachkommenviren ist abhängig von der gleichzeitigen Anwesenheit eines Helfervirus (z. B. Adeno-, Herpes- oder Papilloma-Virus) in der Zelle.


      [image: ]

    


    
      [277]Abb.12-1B|Vom Wild-Typ AAV2 zum rekombinanten AAV2-Vektor. (B) In bakteriellen Plasmiden klonierte rekombinante AAV2-Genome enthalten die cis-Elemente (ITRs), welche für die Replikation und Verpackung des Vektor-Genoms in Virionen essenziell sind, während die viralen rep- und cap- Gene mit einer Transgen-Kassette ersetzt sind. Für die Produktion von Vektorpartikeln werden Vektor-Plasmid zusammen mit einem Helferplasmid, welches die AAV2 rep- und cap-Gene sowie essenzielle Helfervirus-Gene (z. B. Adeno-Virus E2A, E4orf6 und VA) kodiert, in Zellen transfiziert. Das Helferplasmid liefert alle Funktionen für die Replikation des Vektor-Genoms und dessen Verpackung als einzelsträngige DNA in AAV2-Kapside.


      [image: ]

    


    [278]▶Das Virus konnte bisher nicht mit einer Krankheit assoziiert werden, obwohl es in der Bevölkerung weit verbreitet ist


    ▶AAV2 kann mitotisch aktive sowie post-mitotische Zellen infizieren.


    ▶Das Virusgenom ist während der Latenz stabil und ermöglicht deshalb potenziell eine stabile Genexpression.


    Die Konstruktion von AAV2-Vektoren sowie der meisten anderen viralen Vektoren beruht auf folgendem Prinzip: Das Virusgenom wird auf ein bakterielles Plasmid kloniert, damit die effizienten Methoden der rekombinanten DNA-Technologie in Bakterien für die Manipulation der viralen Nukleinsäure genutzt werden können. Als Nächstes werden die viralen Gene ganz oder teilweise durch die Transgensequenzen ersetzt, wobei die cis-Elemente, welche für die Replikation (Replikations-Ursprung) und Verpackung (Verpackungssignal) des Genoms in Virionen essenziell sind, erhalten bleiben. Gene, welche für die Replikation wichtig sind, werden auf Helfer-Plasmide kloniert. Konkret heißt dies im Fall von AAV2, dass die rep- und cap-Gene vom AAV2-Genom entfernt werden, um Platz für das Transgen zu schaffen. Die rep- und cap-Gene werden zusammen mit den essenziellen Genen des Helfervirus (z. B. Adeno-Virus E2A, E4orf6, und VA) auf ein zweites Plasmid kloniert, welches keine Replikations- und Verpackungssignale enthält. Für die Produktion von AAV2-Vektorpartikeln werden dann das Vektor-Plasmid, welches die Transgensequenzen und die viralen cis-Elemente enthält, sowie das Helfer-Plasmid in Zellen ko-transfiziert. Das Helfer-Plasmid liefert alle Funktionen für die Replikation des Vektor-Genoms und dessen Verpackung in AAV2-Kapside, kann aber selbst weder replizieren noch verpackt werden, weil die dafür notwendigen cis-Signale fehlen. Die Viruspartikel, die aus der transfizierten Zellkultur gewonnen werden, enthalten das rekombinante Vektorgenom, aber keine viralen Gene (→ Abb. 12-1B).


    Zu diesem Prototyp AAV2-Vektor-Design gibt es zahlreiche Modifikationen. So können beispielsweise die Kapside verschiedener AAV- Serotypen oder verschiedene genetische Elemente von Zellen oder anderen Viren verwendet werden, um eine gewisse Gewebe-Spezifität der Transgen-Expression oder eine spezifische andere Vektor-Eigenschaft zu erreichen. Dank ihrer vorteilhaften Eigenschaften gehören AAV-Vektoren zurzeit zu den für die klinische und präklinische Gentherapie am meisten eingesetzten viralen Vektoren. Ein AAV-Vektor, welcher [279]Lipoprotein-Lipase-Defizienz kompensiert (Glybera), wurde 2012 in Europa und den Vereinigten Staaten als erstes kommerzielles Gentherapieprodukt überhaupt für die Anwendung in Patienten mit einer schweren Pankreatitis zugelassen.


    Box 12.1


    
      Transformation-Transfektion-Transduktion


      Die Begriffe «Transformation», «Transfektion» und «Transduktion» werden im Zusammenhang mit dem Einschleusen von Nukleinsäuren in Zellen verwendet. Transfektion bezeichnet dabei das Einbringen von DNA- oder RNA-Molekülen in eukaryotische Zellen mithilfe von chemischen und physikalischen Methoden. Der Begriff «Transformation» wird in der Genetechnologie für das Einschleusen von Nukleinsäuren in Bakterienzellen verwendet. Außerdem wird damit die Umwandlung einer normalen Zelle in eine bösartige Zelle (Tumor-Zelle) bezeichnet. Konventionell steht Transduktion für den Austausch von Genen zwischen Bakterien mithilfe von Viren. In der Gentherapie wird der Begriff oft für den Transfer von Genen mithilfe von viralen Vektoren gebraucht.

    


    Retro-Virus-Vektoren


    Retro-Viren sind (+)RNA-Viren, welche ihr Genom für die Replikation mithilfe einer viralen Reversen Transkriptase zuerst in ein DNA-Zwischenprodukt umschreiben und dieses stabil in das Wirtszellgenom integrieren. In dieser latenten Form kann sich das Genom über längere Zeit in den Zellen aufhalten. Zudem kann es transkribiert und translatiert werden, um Nachkommen-Viren zu produzieren (→ Kap. 10). Die Familie der Retro-Viren kann in verschiedene Genera unterteilt werden, wobei für die Gentherapie vor allem Viren Anwendung finden, die zur Gattung der Gamma-Retro-Viren (z. B. MoMLV) und Lenti-Viren (z. B. HIV-1) gehören.


    Der erste klinische Gentherapieversuch wurde 1990 mit einem Gamma- Retro-Virus-Vektor erfolgreich an einer Patientin mit Adenosin-Deaminase-Defizienz durchgeführt. Gegenwärtig werden Retro-Virus-Vektoren in ca. 20 % aller klinischen Gentherapieversuche eingesetzt, meist mit hämatopoietischen Zellen als Zielzellen, z. B. bei angeborenen Immunschwäche-Krankheiten wie eben beispielsweise der Adenosin- Deaminase-Defizienz. Der Therapieablauf ist dabei wie folgt:


    1.Hämatopoietische Stammzellen werden dem Patienten entnommen und kultiviert.


    2.Die Zellen werden ex vivo mit Retro-Virus-Vektoren, welche das defekte Gen kodieren, infiziert.


    
      [280]Abb.12-2|Ex-vivo-Gentherapie mit Gamma-Retro- Virus-Vektoren. Hämatopoietische Stammzellen werden einem Patienten mit einem Gendefekt (z.B. Defekt des Adenosin-Deaminase- Enzyms) entnommen und ex vivo mit Gamma- Retro-Virus-Vektoren, welche das defekte Gen kodieren, infiziert. Die genetisch veränderten Zellen werden vermehrt, charakterisiert und schließlich zurück in den Patienten transplantiert. Die modifizierten und «reparierten» Stammzellen bilden dann den Pool für die Bildung von differenzierten Blutzellen mit intakten Kopien des defekten Gens.
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    [281]3.Die transduzierten Zellen werden charakterisiert und schließlich zurück in den Patienten transplantiert (→ Abb. 12-2). Der letzte Schritt efordert meist eine vorgängige Konditionierung des Patienten, um im Knochenmark Platz für die Ansiedlung der transplantierten Stammzellen zu schaffen. Die modifizierten und «reparierten» Stammzellen bilden dann den Pool für die Bildung von differenzierten Blutzellen mit intakten Kopien des vormals defekten Gens.


    Lenti-Viren unterscheiden sich von den Gamma-Retro-Viren dadurch, dass sie die Fähigkeit besitzen, auch sich nicht teilende Zellen zu infizieren. Das Gamma-Retro-Virus-Genom kann den Zellkern nur erreichen, wenn sich die Kernmembran während der Mitose auflöst. Lenti-Viren dagegen besitzen Proteine, welche die Penetration der Kernmembran ermöglichen. Dennoch wurden bisher vor allem Gamma-Retro-Virus-Vektoren angewendet, und erst kürzlich wurden auch klinische Versuche mit den vom HI-Virus abgeleiteten Lenti-Virus- Vektoren bewilligt.


    Für die Konstruktion von Retro-Virus- oder Lenti-Virus-Vektoren werden, ähnlich wie bei den AAV-Vektoren, die viralen Struktur- und Nicht-Strukturproteine mit Transgensequenzen ersetzt, wobei die cis-Elemente für die Replikation und Verpackung in Virionen erhalten bleiben. Die Struktur- und Nicht-Strukturproteine, welche für die Replikation und Verpackung des Vektor-Genoms notwendig sind, werden auf ein oder – um das Sicherheitsprofil zu verbessern – zwei Helfer- Plasmide kloniert. Für die Produktion von Vektorpartikeln werden das Vektor-Plasmid und die Helfer-Plasmide transient oder stabil in sogenannte Verpackungszellen transfiziert. Da die Helferplasmide keine Replikations- und Verpackungssignale besitzen, enthalten die Viruspartikel, die von den Zellen geerntet werden können, nur das Vektorgenom und keine viralen Gene (→ Abb. 12-3).


    Die Fähigkeit der Retro-Virus-Vektoren, das Transgen stabil ins Wirtsgenom zu integrieren, hat den Vorteil, dass damit auch eine stabile Genexpression sowie die Weitergabe des Transgens während der Mitose an Tochterzellen gewährleistet ist. Die genomische Integration erhöht aber auch das Risiko für adverse Effekte, z. B. wenn durch die Integration ein Tumorsuppressor-Gen inaktiviert oder ein Proto-Onkogen aktiviert wird. Solche adversen Effekte wurden in klinischen Gentherapieversuchen mit Gamma-Retro-Virus-Vektoren auch tatsächlich beobachtet. In einem Versuch, der vorerst erfolgreich verlief, entwickelte ein Teil der Patienten nach einiger Zeit Leukämie.


    Das Risiko der integrationsbedingten Aktivierung von Proto-Onkogenen konnte durch die Entfernung der viralen Enhancer/Promoter-Sequenzen in der 3‘-LTR-Region teilweise eliminiert werden. Solche Gamma-Retro-Virus- und Lenti-Virus-Vektoren werden als SIN-Vektoren (self-inactivating-Vektoren) bezeichnet.


    
      [282]Abb.12-3|Vom Wild-Typ Retro- Virus zum rekombinanten Retro-Virus-Vektor. (A) Das Genom der Gamma-Retro-Viren (z. B. Murines Leukämie- Virus) ist eine einzelsträngige (+)RNA von ca. 8 kb Länge, welche die folgenden Gene: gag, pro, pol und env enthält. Cis-Signale für die Genomreplikation befinden sich in den LTR-Sequenzen an den 5’- und 3’-Enden. Das Signal für die Verpackung des Genoms in Virionen (Ψ) befindet sich am 5’-Ende. Pro Virion werden zwei Kopien des Genoms verpackt. (B) Für die Konstruktion von Retro-Virus- Vektoren werden die viralen Struktur- und Nicht-Strukturproteine durch eine Transgen- Kassette ersetzt, wobei die cis-Elemente für die Replikation und Verpackung in Virionen (LTR, Ψ) erhalten bleiben. Die Struktur- und Nicht- Strukturproteine, welche für die Replikation und Verpackung des Vektor- Genoms notwendig sind, werden auf ein oder zwei Helferplasmide kloniert. Für die Produktion von Vektorpartikeln werden das Vektorplasmid und die Helferplasmide transient oder stabil in sogenannte Verpackungszellen transfiziert.
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    [283]Adeno-Virus-Vektoren


    Adeno-Viren besitzen ein doppelsträngiges DNA-Genom von ca. 36 kbp Länge, welches von einem ikosaedralen Kapsid mit einem Durchmesser von ca. 100 nm umhüllt ist. Adeno-Viren verursachen Infektionen des respiratorischen Trakts, die meist mild verlaufen, bei Patienten mit Immunschwäche jedoch lebensbedrohlich sein können. → Abb. 12-4 zeigt die Organisation des Adeno-Virus-Genoms. Die Transkriptionseinheiten sind wie bei AAV2 von invertiert repetierten Sequenzen (ITRs) flankiert, welche die cis-Signale für die DNA-Replikation und deren Verpackung in Kapside enthalten. Man unterscheidet drei Generationen von Adeno-Virus-Vektoren. Bei der ersten Vektor-Generation wurden die für die Replikation essenzielle E1-Region und nicht-essenzielle Funktionen der E3-Region entfernt. Damit verlor der Vektor seine Replikationsfähigkeit; gleichzeitig wurde Platz für Transgensequenzen geschaffen. Adeno-Virus-Vektoren der ersten Generation werden in Verpackungszellen produziert, welche die essenziellen E1-Gene komplementieren. Bei der zweiten Generation von Adeno-Virus-Vektoren wurden zusätzlich Funktionen in den E2- und E4-Regionen entfernt. Damit verringerte sich die Anzahl der Virusgene und vergrößerte sich die Transgenkapazität des Vektors weiter (bis zu 8 kbp). Bei der dritten Generation, den sogenannten «gutless» oder helfervirusabhängigen Adeno-Virus-Vektoren, wurden alle proteinkodierenden Sequenzen entfernt und nur die cis-Signale für DNA-Replikation (ITRs) und Verpackung (Ψ), erhalten. Die Transgenkapazität dieser Vektoren beträgt damit bis zu 36 kbp. Für die Replikation und Verpackung von Adeno- Virus-Vektoren der dritten Generation werden Helferviren eingesetzt, welche alle essenziellen Virusgene (außer E1) exprimieren und bei welchen das DNA-Verpackungssignal Ψ von loxP-Signalen flankiert ist. In Zellen, welche E1 komplementieren und Cre-Rekombinase exprimieren, werden sowohl der Vektor als auch das Helfervirus repliziert. Es wird aber nur der Vektor effizient in Kapside verpackt, weil die Verpackungssignale auf dem Helfervirusgenom mithilfe der Cre-Rekombinase und der loxP-Signale durch Rekombination entfernt werden (→ Abb. 12-4).


    Der erste klinische Gentherapieversuch mit einem Adeno-Virus- Vektor wurde 1993 an einem Patienten mit Zystischer Fibrose durchgeführt. Seither konnten in Hunderten von verschiedenen Gentherapieversuchen wertvolle Erfahrungen gesammelt und das Risiko für adverse Effekte durch die Weiterentwicklung der Vektoren verringert werden. In jüngster Zeit hat vor allem die Verwendung von Adeno- Viren für die Vakzinierung viel Aufmerksamkeit erfahren. Einige Vektoreigenschaften, wie z. B. die transiente Genexpression, die starke Immunogenität des Vektorpartikels und das Vorhandensein von adenovirusspezifischen Antikörpern in fast der ganzen Bevölkerung sind für somatische Gentherapie-Applikationen eher ungünstig, können für die Vakzinierung jedoch vorteilhaft sein.


    
      [284][285]Abb.12-4|Vom Wild-Typ Adeno-Virus zum rekombinanten Adeno-Virus-Vektor. (A) Das Adeno-Virus- Genom (z. B. Adeno-Virus Typ 5) ist eine ca. 36 kbp lange doppelsträngige DNA. Die Transkriptionseinheiten der frühen (early, E) und späten (late, L) Gene sind von invertiert repetierten Sequenzen (ITRs) flankiert, welche die cis-Signale für die DNA-Replikation enthalten. In der Nähe des 5’-ITRs befindet sich ein Signal (Ψ) für die Verpackung des Genoms in Adeno-Virus-Kapside. (B) Man unterscheidet drei Generationen von Adeno-Virus-Vektoren. Bei der ersten Vektor-Generation wurden die für die Replikation essenzielle E1-Region und nicht-essenzielle Funktionen der E3-Region entfernt. Adeno-Virus-Vektoren der ersten Generation werden in Verpackungszellen produziert, welche die essenziellen E1-Gene komplementieren. Bei der zweiten Generation von Adeno-Virus-Vetoren wurden zusätzlich Funktionen in den E2-und E4-Regionen vom Vektor- Genom entfernt und ebenfalls in den Verpackungszellen kompensiert. Bei der dritten Generation, den sogenannten helfervirusabhängigen oder «gutless» Adeno-Virus-Vektoren, wurden alle proteinkodierenden Sequenzen entfernt und nur die cis-Signale für die DNA-Replikation und Verpackung in Kapside erhalten. Die Transgenkapazität dieser Vektoren beträgt damit bis zu 36 kbp. Für die Replikation und Verpackung von Adeno-Virus-Vektoren der dritten Generation werden Helferviren eingesetzt, welche alle essenziellen Virusgene exprimieren (außer E1) und bei welchen das DNA-Verpackungssignal Ψ von loxP-Signalen flankiert ist. In Zellen, welche E1 komplementieren und Cre-Rekombinase exprimieren, werden sowohl das Vektorgenom als auch das Helfervirusgenom repliziert. Es wird aber nur das Vektorgenom effizient in Kapside verpackt, weil die Verpackungssignale auf dem Helfervirusgenom mithilfe der Cre-Rekombinase und der loxP-Signale durch Rekombination entfernt werden.
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    Herpes-Simplex-Virus Typ1-Vektoren


    Obwohl bereits seit 30 Jahren an Vektoren geforscht wird, die auf dem Herpes-Simplex-Virus Typ 1 (HSV-1) beruhen, wurden sie erst kürzlich in klinischen Versuchen erstmals eingesetzt (bei der Behandlung von Hirntumoren).


    HSV-1 gehört in die Familie der Herpes-Viren und zur Unterfamilie der Alphaherpes-Viren. Sein Virion besteht aus einem ikosaedralen Kapsid mit einem Durchmesser von ca. 100 nm, welches ein doppelsträngiges DNA-Genom von 152 kbp Länge umschließt, und einer Lipidmembranhülle, welche virale Glykoproteine enthält. Die Schicht zwischen dem Kapsid und der Lipidmembran wird Tegument genannt und enthält spezifische virale Proteine, einige davon (z. B. VP16) mit wichtigen Funktionen während der frühen Phasen der Virusreplikation. Der Durchmesser des ganzen Virions beträgt ca. 300 nm. Das virale [286]Genom kodiert für mehr als 85 Gene, welche in einer zeitlich geordneten Transkriptionskaskade exprimiert werden. Neben den proteinkodierenden Sequenzen gibt es (wie bei allen Viren) wichtige cis-Elemente für die DNA-Replikation (ori) und deren Verpackung in Kapside (pac) (→ Abb. 12-5A).


    Es gibt zwei grundsätzlich verschiedene Typen von HSV-1-Vektoren: Rekombinante HSV-1-Vektoren und HSV-1-Amplikon-Vektoren. Bei den rekombinanten HSV-1-Vektoren werden ein oder mehrere Virusgene mit den Transgensequenzen ersetzt (→ Abb. 12-5B). Je nachdem, welche viralen Gene ersetzt werden, ist der resultierende Vektor replikationsdefekt oder nur bedingt replikationsfähig. Replikationsdefekte Vektoren entstehen bei der Entfernung von essenziellen Genen (z. B. ICP4 oder ICP27). Die Produktion solcher Vektoren erfolgt in Verpackungszellen, welche die deletierten essenziellen Gene komplementieren. Bedingt replikationsfähige Vektoren entstehen, wenn Gene entfernt werden, welche nur für die Replikation in bestimmten Zellen essenziell sind. Die viralen Ribonukleotidreduktase- und Thymidinkinase- Gene sind in proliferierenden Zellen beispielsweise entbehrlich, in post-mitotischen Zellen aber absolut essenziell für die Virusreplikation. Solche Vektoren, meist mit potenziell zytotoxischen Genen (prodrugactivating genes) bewaffnet, werden für die experimentelle Therapie von Hirntumoren eingesetzt, da sie in den Tumorzellen replizieren und diese selektiv zerstören können (Onkolyse), in den umliegenden postmitotischen Zellen des Hirnparenchyms jedoch replikationsdefekt sind.


    HSV-1-Amplikon-Vektoren sind bakterielle Plasmide, welche eine Transgensequenz mit einer Länge von bis zu 150 kbp sowie 2 cis-Elemente von HSV-1 enthalten, einen Replikationsursprung und ein DNA- Verpackungssignal (→ Abb. 12-5C). In Anwesenheit von Helferfunktionen wird das Amplikon-Plasmid repliziert und als Konkatenat von ca. 150 kbp Länge in HSV-1-Kapside verpackt. Wenn das Amplikon-Plasmid eine Größe von z. B. 10 kbp besitzt, werden demnach 15 Kopien des Transgens in ein einziges Kapsid verpackt. Bei einer Plasmidgröße von l50 kbp, wird pro Kapsid eine einzige Kopie des Transgens verpackt. Mit der Größe des Amplikons kann also die Gendosis pro infektiöses Partikel gesteuert werden. Helferfunktionen wurden anfänglich von Helferviren bereitgestellt. Im Wesentlichen handelte es sich dabei um replikationsdefekte HSV-1-Vektoren mit Deletionen, z. B. in den essenziellen ICP4- oder ICP27-Genen. Für die Verpackung in Virionen wurden dann Zellen, welche die ICP4- oder ICP27-Gene komplementieren, mit Amplikon-Plasmid-DNA transfiziert und mit den replikationsdefekten Helferviren infiziert. Dabei entstand ein Gemisch von verpackten Amplikon-Vektoren und Helferviren. Die Letzteren, obwohl replikationsdefekt, können eine Vielzahl von viralen Genen exprimieren und verursachen deshalb zytotoxische Effekte. Eine Weiterentwicklung des HSV-1-Amplikon-Vektor-Systems, welche das Problem der Zytotoxizität weitgehend eliminierte, war die Konstruktion von Helfer-Plasmiden, welche HSV-1-Genome ohne Verpackungssignale enthielten. Das Helfer-Plasmid stellt alle für die Replikation und Verpackung des Amplikon-Vektors notwendigen HSV-1-Proteine zur Verfügung, wird aber selbst nicht in Virionen verpackt, da ein Verpackungssignal fehlt. Helfervirusfreie Amplikon-Vektoren exprimieren keinerlei viralen Gene und induzieren praktisch keine zytopathischen Effekte. Eine alternative Strategie, welche die Produktion von Amplikon-Vektoren mit sehr geringer Helfervirus-Kontamination ermöglicht, beinhaltet ein rekombinantes Helfervirus, bei welchem das DNA-Verpackungssignal, ähnlich wie beim oben beschriebenen Helfervirus, das für die Produktion der «gutless»-Adeno-Virus-Vektoren verwendet wird, von LoxP-Signalen flankiert ist. Die Vektorproduktion erfolgt dann in Zellen, welche Cre-Rekombinase exprimieren. Damit werden die Verpackungssignale durch Rekombination eliminiert und die Verpackung des Helfervirusgenoms verhindert.


    
      [287]Abb.12-5|Vom Wild-Typ HSV-1 zum rekombinanten HSV-1-Vektor. (A) Das Wild-Typ (wt) HSV-1-Genom ist eine doppelsträngige DNA von ca. 152 kbp Länge und kodiert mehr als 85 Proteine. Cis-Signale für die Replikation (ori) und Verpackung (pac) des Genoms sind redundant. (B) Bei den rekombinanten (r) HSV-1-Vektoren werden ein oder mehrere Virusgene mit einer Transgen-Kassette ersetzt. Je nachdem, welche viralen Gene ersetzt werden, ist der resultierende Vektor replikationsdefekt oder bedingt replikationsfähig. Die Produktion solcher Vektoren erfolgt in Verpackungszellen, welche die deletierten essenziellen Gene komplementieren. (C) HSV-1-Amplikon-Vektoren sind bakterielle Plasmide, welche die beiden cis-Elemete für die DNA-Replikation (ori) und Verpackung (pac) und eine Transgen-Kassette mit einer Größe von 1-150 kbp enthalten. Für die Verpackung von Amplikon-Vektor-Genomen in HSV-1-Virionen werden helfervirusabhängige oder helfervirusfreie Systeme eingesetzt.
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    [288]Auch wenn HSV-1-Amplikon-Vektoren bisher nicht in klinischen Gentherapieversuchen angewendet wurden – hauptsächlich weil sich die Produktion großer Mengen in hoher Konzentration als technisch schwierig erweist –, besitzen sie dennoch ein großes Potenzial z. B. für den Transfer von Genen in das zentrale Nervensystem. Außerdem sind HSV-1-Amplikon-Vektoren äußerst nützliche Werkzeuge in der biomedizinischen Forschung.


    Außer den oben genannten Beispielen wurden noch viele weitere Viren als Vektoren für die Gentherapie evaluiert und in präklinischen und z.T. auch klinischen Versuchen eingesetzt. Es gibt keinen «magic bullet»-Vektor, der sich für alle Applikationen bewährt. Vielmehr gilt es, bei der Wahl eines Vektors die spezifischen Viruseigenschaften den Anforderungen an die Therapie anzupassen. Soll die Genexpression stabil sein, auch über die Zellteilung hinaus, wählt man eher einen intergrierenden Vektor, während ein solcher Vektor kaum infrage kommt, wenn es darum geht, innerhalb einer kurzen Zeitspanne eine große Proteinmenge zu produzieren. Nicht alle Vektoren haben eine genügend große Transgenkapazität, um jedes mögliche Gen aufzunehmen, oder sie können nur spezifische Zellen infizieren. Die An- oder Abwesenheit von neutralisierenden Antikörpern kann die Effizienz eines Vektors ebenfalls grundsätzlich beeinflussen.


    Je detaillierter unser Wissen über die molekulare Virusreplikation und Virus-Zell-Interaktion ist, desto größer wird in Zukunft die Auswahl[289] an hoch spezialisierten, effizienten und sicheren Genfähren für eine Vielzahl verschiedener Gentherapie-Applikationen sein. Trotz des großen Potenzials darf man aber das Risiko für den Patienten selbst sowie Aspekte der biologischen Sicherheit, welche mit dieser Technologie einhergehen, nicht ignorieren. Auch wenn sich herausstellte, dass in der Vergangenheit fatale Folgen bei Gentherapieversuchen oft im Zusammenhang mit der Grunderkrankung standen, konnten adverse Effekte in einigen Fällen auch direkt auf die Gentherapie und den verwendeten Virus-Vektor zurückgeführt werden. Eine umfassende Virus-Grundlagenforschung kann auch bei Aspekten der Sicherheit des Patienten und der Umwelt zu Lösungen beitragen. Eine möglicherweise vielversprechende Lösung für diese Problematik ist die Entwicklung von synthetischen Vektoren, welche die Eigenschaften der Viren nachahmen und maßgeschneidert einen ganz spezifischen Effekt in einem Patienten erzielen.
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    [290][291]|13Virusdiagnostik
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      Viren lassen sich mit Elektronenmikroskopie direkt sichtbar machen oder auch mit einigen anderen Mitteln nachweisen. Einige Viren verursachen in Zellkultur einen sogenannten zytopathischen Effekt, eine Veränderung der Zellmorphologie, die im Lichtmikroskop oder sogar makroskopisch zu beobachten ist. Mit molekularbiologischen Methoden kann auch die Nukleinsäure der Viren detektiert oder die gegen Viren gerichteten Antikörper in Serum und der Milch nachgewiesen werden. Dieses Kapitel fasst die gängigsten Methoden zur Erkennung von virusinfizierten Individuen zusammen und gibt einen Einblick in neue Trends der Virusdiagnostik.

    


    [292]13.1 |Der Nachweis von Viren


    Viren sind in und um uns, und viele davon lösen Krankheiten aus. Um die Verbreitung zu verfolgen und um die Ursache von Krankheiten zu bestimmen, ist es nötig, das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein von Viren zu klären. Wie in anderen Disziplinen der Infektiologie auch, werden auch in der Virologie Tests gemacht, um Viren zu detektieren.


    Die vier Kardinaleigenschaften der Viren im Fokus der Diagnostik sind: Virion (Struktur, Form, Größe), Infektiosität, Antigenität und Genom (Struktur, Sequenz). Diese Eigenschaften lassen sich z.B. mit Elektronenmikroskopie, Zellkultur, Serologie beziehungsweise (RT-) PCR testen (→ Abb. 13-1). Die Aussage dieser Tests kann unterschiedlich sein. So können direkte und indirekte Tests unterschieden werden. Die direkten Tests weisen die Infektiosität oder Bestandteile der Viren, also Genom oder Virion, nach. Dazu gehören die Elektronenmikroskopie, Virustitration, PCR und RT-PCR, RCA, HTS, HT sowie bestimmte ELI-SAs. Die indirekten Tests, einschließlich bestimmter ELISAs, SNT und HHT, weisen aufgrund der viralen Antigenität auf ein vergangenes oder gegenwärtiges Vorhandensein von Viren hin (→ Tab. 13.1).


    
      Abb.13-1|Direkter und indirekter Virusnachweis. Nach einer Virusinfektion werden Nachkommenviren gebildet, die im direkten Nachweis (z. B. EM oder PCR/RT-PCR) detektiert werden können. Das Immunsystem bildet IgM (Akkutserum) und schließlich IgG (Rekonvaleszenzserum), welche im indirekten Nachweis (z.B. ELISA oder SNT) detektiert werden können.
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      [293]Tab.13-1|Nachweis von Viren


      
        
          
          
          
          
          
        

        
          
            	
              Methode

            

            	
              Vorteil

            

            	
              Nachteil

            

            	
              Material

            

            	
              Aussage

            
          


          
            	
              EM

            

            	
              Direkter Nachweis von Viren. Keine weitere Information über Virus notwendig

            

            	
              Hohe Konzentration von Viren nötig. Genaue Identifizierung der Viren meist nicht möglich

            

            	
              Virussuspension oder Gewebeprobe

            

            	
              Vorhandensein von Virionen ohne kausalen Zusammenhang zu attestierter Krankheit

            
          


          
            	
              Virusisolation

            

            	
              Bestimmung der Menge des infektiösen Virus durch Titration möglich

            

            	
              Viele Viren lassen sich nicht in Zellkultur züchten

            

            	
              Je nach Virus: Blut, Gewebe, Zellen, Kot, Speichel, Sperma

            

            	
              Nachweis von infektiösem Virus

            
          


          
            	
              PCR/RT- PCR

            

            	
              Sehr sensitiv und spezifisch

            

            	
              (Minimale) Sequenzinformation muss bekannt sein

            

            	
              Je nach Virus Blut, Gewebe, Zellen, Kot, Speichel, Sperma

            

            	
              Vorhandensein von viraler Nukleinsäure. Quantifizierung mit qPCR/ RT-qPCR möglich

            
          


          
            	
              RCA

            

            	
              Relativ sensitiv

            

            	
              Nur für Viren mit zirkulärem Genom anwendbar

            

            	
              Gewebe, Blut

            

            	
              Vorhandensein von zirkulärer Nukleinsäure. Restriktionsenzym- Muster von RCA-Produkt kann Hinweis auf bestimmte Viren geben

            
          


          
            	
              HTS

            

            	
              Keine Information über möglicherweise vorhandene Viren nötig

            

            	
              Großer technischer Aufwand

            

            	
              Virushaltiges Material

            

            	
              Vorhandensein von DNA oder RNA ohne kausalen Zusammenhang zu attestierter Krankheit

            
          


          
            	
              Direkter ELISA

            

            	
              Je nach verwendetem Antikörper spezifisch

            

            	
              Gegen Virusprotein gerichtete Antikörper müssen verfügbar sein

            

            	
              Virushaltiges Material

            

            	
              Nachweis von viralen Proteinen

            
          


          
            	
              Indirekter ELISA

            

            	
              Je nach Test sensitiv und spezifisch und schnell in der Durchführung

            

            	
              Test muss mit geeignetem Antikörper etabliert sein

            

            	
              Serum, Milch

            

            	
              Quantitative Bestimmung von gegen Virus gerichteten Antikörpern

            
          


          
            	
              SNT

            

            	
              Je nach Test sensitiv und spezifisch

            

            	
              Relativ zeitaufwendige Durchführung. In Zellkultur replizierendes und CPE-auslösendes Virus muss verfügbar sein

            

            	
              Serum, Milch

            

            	
              Quantitative Bestimmung von gegen Virus gerichteten neutralisierenden Antikörpern

            
          

        
      

    


    13.2 |Elektronenmikroskopie


    Mit der Elekronenmikroskopie (EM) lassen sich Virionen direkt visualisieren. Einige Viren, z. B. Pox-Viren, zeigen sehr charakteristische Strukturmerkmale. Für andere Viren wiederum ist eine genau Klassifizierung anhand der Form und Struktur des Virions nicht möglich. Mit virusspezifischen Antikörpern, welche mit Goldpartikeln markiert sind, können entsprechende Viren im EM jedoch identifiziert werden. Für EM-Techniken müssen die Virionen aber in hinreichender Konzentration (zirka 106 Virionen pro Milliliter) vorhanden sein.


    [294]13.3 |Virustitration


    Viele – aber nicht alle – Viren können kultivierte Zellen infizieren und sich darin vermehren. Bei einigen von ihnen wird die Infektion durch sogenannte zytopathische Effekte ersichtlich. Diese Effekte sind virus- und zum Teil sogar virusisolatspezifisch. Zwei häufige Formen von zytopathischen Effekten sind Plaques oder Synzytien. Plaques sind Löcher im Zellrasen mit absterbenden und abgerundeten Zellen. Synzytien sind Gruppen von vielen an der Zellmembran fusionierten Zellen mit entsprechend vielen Nuklei im Innern. Das Ausmaß des zytopathischen Effekts ist viruskonzentrationsabhängig. Das heißt, je mehr Virionen für die in-vitro-Infektion verwendet werden, desto mehr Plaques oder Synzytien bilden sich. Dieses Prinzip macht sich die Virustitration zunutze. Sie ist eine altbekannte und altbewährte Methode, die auch heute noch vielfach Anwendung findet. Bei der Virustitration werden Zellen mit verschiedenen Verdünnungen einer Virussuspension infiziert, das Ausmaß des zytopathischen Effekts ausgezählt und dann auf den Virustiter im Ausgangsmaterial zurückgeschlossen (→ Abb. 13-2). Die Infektion wird üblicherweise in Mikrotiterplatten mit 96 Dellen oder in Zellkulturplatten mit 6–24 Dellen durchgeführt. Beim Auswerten der 96-Dellen-Platten wird bestimmt, bei welcher Verdünnung 50 % der Dellen einen zytopathischen Effekt zeigen. Das ergibt sodann den TCID50-Wert (Tissue Culture Infectious Dose 50). Mathematisch wird der Wert nach Spearman-Kärber errechnet. Beim Auswerten der 6-Dellen-Platten werden die Plaques gezählt und daraus die PFU (Plaque Forming Units) bestimmt. Beide Werte werden üblicherweise als Virustiter pro Milliliter angegeben. Die PFU- und die TCID50-Werte stehen in einem direkten Zusammenhang (PFU/ ml≃0.7 xTCID50/ml).


    Um die Virusmenge für eine Infektion anzugeben, wird vielfach das Verhältnis von infektiösen Partikeln zu Zellen als MOI (multiplicity of infection) verwendet. Bei einer Infektion mit MOI = 1 werden also gleich viele infektiöse Viren wie Zellen verwendet. Dabei ist aber zu beachten, dass MOI = 1 nicht dazu führt, dass alle Zellen infiziert werden. Die Rate der Infektion folgt einer Poissonverteilung. Das heißt, mit MOI = 1 werden statistisch nur etwa 67 % der Zellen infiziert (P(i<0) = 1-e-MOI). Erst bei MOI ≃ 4.7 werden statistisch 99.99 % der Zellen infiziert.


    Infektionen kann man mathematisch beschreiben und die Menge neu entstehender Viruspartikel pro Zeit auftragen. Exponentielles Wachstum erfolgt, wenn für die Virusreplikation keine Einschränkungen bezüglich der empfänglichen Population bestehen. Das trifft meist für akute Infektionen zu, und in Zellkultur, bei niedriger MOI. Ein eingeschränktes (logistisches) Wachstum ist zu erkennen, wenn neue Wirte rar oder inexistent sind. Das trifft eher für persistente Infektionen zu und in Zellkultur, bei hoher MOI. Vielfach ist eine reale Infektion eine Mischung von exponentiellem und eingeschränktem Wachstum.


    
      [295]Abb.13-2|Virustitration. Die Virusprobe wird seriell verdünnt und auf kultivierte, permissive Zellen in einer 96- oder 6-Dellen-Platte verteilt. Es bildet sich ein zytopathischer Effekt. In 96-Dellen-Platten wird bestimmt, bei welcher Verdünnung 50 % der Dellen infiziert sind. In 6-Dellen-Platten werden die Plaques gezählt. Anhand der Verdünnung wird auf den Titer zurückgeschlossen.
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    [296]13.4 |Immunfluoreszenz


    Einige Viren können sich in kultivierten Zellen zwar vermehren, zeigen aber keinen erkennbaren zytopathischen Effekt. Um dennoch eine Infektion der kultivierten Zellen nachweisen zu können, werden die viralen Proteine mit indirekter Immunfluoreszenz detektiert. Die infizierten Zellen werden chemisch fixiert und mit einem virusspezifischen Antikörper inkubiert. Die Bindung dieses ersten Antikörpers wird mit einem zweiten nachgewiesen, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. Dieser Nachweis von viralen Antigenen ist auch auf histologischen Schnitten von potenziell infizierten Tieren möglich. Anstelle von fluoreszierenden Antikörpern kommen auch mit Enzymen gekoppelte Antikörper zum Einsatz, welche eine örtliche Farbreaktion bei infizierten Zellen und so deren Identifikation erlauben. Als Variation kann die Immunfluoreszenz angewendet werden, um indirekt Antikörper in einem Serum nachzuweisen. Dazu werden Zellen mit einem bekannten Virus infiziert, fixiert und mit dem Serum inkubiert. Gebundene virusspezifische Antikörper können dann mit einem fluoreszierenden Sekundärantikörper detektiert werden. Diese Art des Immunfluoreszenz-Assays ist ein serologischer Test.


    13.5 |Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)


    Der ELISA oder «Enzyme Linked Immunosorbent Assay» ist ein serologischer Test (→ Abb. 13-3). Seine Anwendungen sind vielfältig und dienen zum Nachweis von viralem Antigen sowie virusgerichteten Antikörpern. Der Test wird üblicherweise in Mikrotiterplatten mit 96 Dellen durchgeführt. Die Oberfläche in diesen Dellen bindet, in geeigneter Pufferlösung, Proteine.


    Direkter und indirekter ELISA


    Im einfachsten Aufbau des direkten ELISA werden die Proben in Dellen verteilt (Beschichten; Coaten). Proteine (Antigene) des potenziellen Erregers binden in den Dellen, und mit einem definierten Antikörper wird das gebundene Antigen nachgewiesen. Der direkte ELISA wird eher selten angewendet. Für den indirekten ELISA wird Antigen in Form von ganzen Viruspartikeln oder isolierte Teile davon in den Dellen gebunden. Serum oder Milch der zu untersuchenden Patienten wird in den Dellen inkubiert. Spezifische, gegen das Antigen gerichtete Antikörper binden. Mit einem zweiten Antikörper, der üblicherwiese mit einem Enzym gekoppelt ist, werden die gebundenen spezifischen Antikörper anschließend qualitativ oder quantitativ nachgewiesen. Das Enzym (z. B. HRP; Horse Radish Peroxidase) ist kovalent an diesen Antikörper gebunden. Ein farbloses Substrat wird mit H2O2 durch dieses Enzym oxidiert und so in ein mit einem Fotometer zu messendes Produkt umgewandelt. Falls keine spezifischen Antikörper in der Milch oder im Serum vorhanden sind, findet keine Farbreaktion statt. Je nach Spezifität des zweiten Antikörpers, können virusspezifische IgG, IgA oder IgM detektiert werden.


    
      [297]Abb.13-3|ELISA. (A) Direkter ELISA: Das Antigen wird in den Dellen gebunden. Mit einem virusspezifischen Antikörper wird die Menge von gebundenem Antigen quantifiziert. Indirekter ELISA: Eine konstante Menge von Antigen wird in den Dellen gebunden. Die Probe, welche potenziell virusspezifische Antikörper enthält, wird in die Delle gegeben. Die gebundenen Antikörper werden mit einem speziesspezifischen Antikörper detektiert und quantifiziert. «Sandwich»-ELISA: Die Dellen werden mit einer konstanten Menge von virusspezifischen Antikörpern beschichtet, die das virale Antigen binden. Die Probe, welche potenziell virusspezifische Antikörper enthält, wird in die Delle gegeben und wie beim indirekten ELISA detektiert. (B) Anstelle von viralem Antigen, können die ELISA-Platten auch mit infizierten Zellen oder mit rekombinantem Antigen (z. B. Bindung von Glutathion-S- Transferase gekoppeltes Fusionsprotein an immobilisiertes Glutathion) beschichtet werden.
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    [298]Der «Sandwich»-ELISA


    Ein komplexerer, aber in der Anwendung weit verbreiteter Aufbau ist der sogenannte «Sandwich»-ELISA. Für einen solchen Test werden die Dellen mit einem gegen das Virus spezifischen Antikörper beladen. Durch Zugabe von Serum oder Milch, die potenziell das Virus enthalten, binden die immobilisierten Antikörper das Virus. Mit einem zweiten, für das Virus spezifischen Antikörper, kann die Menge des vorhandenen Virus bestimmt werden.


    Es sind viele weitere Varianten von ELISA möglich. So kann z.B. anstatt des Beschichtens mit einem gereinigten Antigen auch eine virusinfizierte Zellkultur oder bakteriell exprimiertes GST-Fusionsprotein (Glutathion-S-Transferase) als Antigen verwendet werden. Letzteres wird über über Glutathion-gekoppeltes Kasein auf die Platte gebunden und direkt an Ort und Stelle für den danach folgenden ELISA aufgereinigt. Eine weitere Kategorie bilden die kompetitiven ELISAs für den Nachweis von Antigen in Diagnostikproben. Bei diesem Test wird die Probe mit enzymkonjugierten und gegen das Antigen gerichteten Antikörpern inkubiert und anschließend auf die Platte gegeben, auf welcher dasselbe Antigen in den Dellen gebunden ist. Das an der Platte gebundene Antigen kompetiert mit dem freien Antigen. Noch freie Antikörper binden an das auf der Platte gebundene Antigen. Deren Quantifikation gibt schließlich Aufschluss über die Menge des Antigens in der Probe. Das Fehlen einer Farbreaktion ist ein positives Testergebnis.


    [299]13.6 |Westernblot


    Die Auftrennung von Proteinen durch Polyacrylamid-Gele, das anschließende Transferieren der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran und deren Detektion mit spezifischen Antikörpern ist eine gebräuchliche Methode der Molekularbiologie. Sie lässt sich auch in der Diagnostik anwenden. Entweder wird eine Probe mit unbekannter Zusammensetzung aufgetrennt und mit einem bekannten Antikörper gebunden, oder es werden definierte Proben aufgetrennt und mit Serum, das potenziell gegen die Probe gerichtete Antikörper enthält, inkubiert. Diese (gebundenen) primären Antikörper werden dann mit enzymkonjugierten, sekundären Antikörpern detektiert.


    13.7 |Polymerasekettenreaktion (PCR)


    Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction; PCR) ist eine spezifische Amplifikation von Nukleinsäuren (→ Abb. 13-4). Sie wurde 1983 von Kary Mullis entwickelt und ist heute in der Diagnostik eine der wichtigsten Methoden. Mullis wurde 1993 für die Entwicklung der PCR mit dem Nobelpreis ausgezeichnet. Für die PCR werden DNA-Polymerasen von thermostabilen Organismen verwendet. Im Reaktionsgemisch befinden sich zudem Desoxyribonukleotide, also die Bausteine für DNA, sowie zwei sequenzspezifische Primer. Deshalb sind minimale Sequenzinformationen von der zu amplifizierenden Nukleinsäure nötig. Diese Primer sind kurze, zirka zwanzig Basen lange einzelsträngige Oligonukleotide. Die Reaktion erfolgt in dreißig bis vierzig Zyklen. Diese Zyklen setzen sich zusammen aus einem Denaturierungsschritt (bei ca. 95 °C), bei dem die Vorlage-DNA in Einzelstränge aufgespalten wird, einem Annealingschritt (bei ca. 60 °C), bei dem sich die Primer an die vorgesehenen Stellen binden, und einem Elongationsschritt (bei ca. 72 °C), bei dem die thermostabilen Polymerasen DNA synthetisieren. Theoretisch wird die DNA-Menge bei jedem Zyklus verdoppelt. Das heißt, dass nach vierzig Zyklen die ursprüngliche Menge der Nukleinsäure auf das Trillionenfache (240 = 1012) amplifiziert ist. Um die Sensitivität und Spezifität der PCR zu erhöhen, können auch zwei PCR-Amplifikationen nacheinander durchgeführt werden. Von der ersten Amplifikation wird ein kleiner Teil entnommen und in einer zweiten PCR mit Primern, die auf dem Produkt der ersten PCR binden, abermals amplifiziert. Wenn sich beide Primer der zweiten PCR von denen der ersten unterscheiden, nennt man den Test «Nested PCR»; falls einer der Primer mit einem der ersten Amplifikation identisch ist, nennt man den Test «Seminested PCR».


    
      [300]Abb.13-4|Polymerasekettenreaktion. Um RNA mittels PCR zu amplifizieren, wird die RNA mittels Reverser Transkriptase (RT) zuerst in DNA umgeschrieben. Die RT kann mit Poly(dT)- Random-Hexamer- oder sequenzspezifischen Primern eingeleitet werden. DNA kann mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) spezifisch vermehrt werden. Während des Denaturierungsschritts (bei ca. 95 °C) werden die Doppelstränge der DNA getrennt, während des Annealingschritts (bei ca. 60 °C) binden die Primer spezifisch an die Vorlagen-DNA und während des Elongationsschritts (bei 72 °C) synthetisiert die thermostabile Polymerase den zweiten DNA-Strang. Dreißig bis vierzig solche Zyklen werden für die PCR gefahren.
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      [301]Abb.13-5|Die quantitative Polymerasekettenreaktion. Zwei verschiedene Systeme werden für die quantitative PCR (qPCR) angewendet. (A) SYBR-Green lagert sich in neu entstehende DNA ein und kann dadurch unter UV-Licht gemessen werden. (B) Proben mit FAM und TAMRA an den Enden binden an die VorlageDNA, und deren Abbau kann unter UV-Licht quantifiziert werden. Durch Auftragen von Zyklen gegen Fluoreszenzsignal kann der Zyklus (Cq) bestimmt werden, bei welchem die Fluoreszenz einen Basiswert überschreitet.
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    [302]Die quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR)


    Die quantitative PCR (qPCR) ist eine Weiterentwicklung der PCR. Dabei wird die Amplifikation der DNA direkt in der Probe während der PCR gemessen (→ Abb. 13-5). Man bedient sich spezieller PCR-Maschinen, die im Laserlicht Fluoreszenzen in den Proben messen können. Zwei leicht verschiedene Prinzipien kommen dabei zur Anwendung.


    Beim einfacheren Verfahren wird ein Farbstoff (SYBR-Green), der sich in die dsDNA einlagert, dem Reaktionsgemisch beigegeben. Der eingelagerte Farbstoff wird im UV-Licht messbar. Dadurch lässt sich die Menge der DNA verfolgen und quantifizieren.


    Beim leicht komplexeren Verfahren ist neben den beiden Primern ein drittes, sequenzspezifisches Oligonukleotid von etwa dreißig Basen Länge während der Reaktion vorhanden. Diese sogenannte Sonde ist an beiden Enden mit fluorezierenden Markern (z.B. FAM und TAMRA) versehen und bindet zwischen den beiden Primern den einen Strang der Vorlage-DNA. Die beiden verschiedenen Fluorofore quentschen sich gegenseitig, solange sie nahe (im Bereich der Oligonukleotidlänge) beisammen sind. Während des Annealings binden die beiden Primer und das längere Oligonukleotid an die Vorlage. Die Polymerasereaktion beginnt und baut die Sonde ab, sobald das Enzym auf deren 5’-Ende trifft. Durch den Abbau trennen sich die beiden (sich quentschenden) Fluorofore, und die Amplifikation wird im UV-Licht messbar. Bei beiden Methoden wird die Zyklenzahl angegeben, in der die Fluoreszenz einen bestimmten Basiswert überschreitet, der sogenannte Cq-Wert. Die Quantifizierung erfolgt entweder über die Berechnung mit einer Standardkurve, die die Nukleinsäurekonzentration in Relation zum Cq-Wert setzt, oder als Verhältnis relativ zu einer oder mehreren konstanten zellulären Transkript- oder Genkonzentrationen.


    Die Reverse Transkription-PCR (RT-PCR)


    Eine Ableitung der PCR ist die RT-PCR (Reverse Transkription-PCR) (→ Abb. 13-4). Diese Methode wird verwendet, um RNA nachzuweisen, da die PCR per se DNA amplifiziert. Die RNA (mRNA oder vRNA) wird erst in cDNA (complementary DNA) umgeschrieben und die PCR wie üblich durchgeführt. Für die Reverse Transkription werden Enzyme aus Retro-Viren verwendet (→ Kap. 4). Die Reverse Transkription kann entweder mit sequenzspezifischen Primern oder mit einem Gemisch aller möglichen Hexamer-Primer oder mit poly(dT)-Primern gestartet werden. Letztere binden an die poly(A)-Schwänze von mRNA oder viraler vRNA. Je nach Anwendung wird anstelle von konventioneller PCR auch qPCR angewendet. Es sind auch thermostabile Polymerasen auf dem Markt, die eine RT-Aktivität haben. Damit kann die RT-PCR vereinfacht mit einem Reaktionsgemisch gemacht werden.


    
      [303]Abb.13-6|Rolling Circle Amplification. Die RCA erlaubt die Amplifikation von zirkulärer DNA. Zufällige Hexamer-Primer binden an die Vorlage, worauf die Polymerase den Zweitstrang synthetisiert. Wenn die synthetisierende Polymerase auf einen gebunden Primer trifft, verdrängt sie diesen und synthetisiert entlang der Vorlage weiter. Dadurch entstehen Konkatemere, die durch erneutes Binden von Primern und anschließende DNA-Synthese doppelsträngig werden.
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    [304]13.8 |Rolling Circle Amplification (RCA)


    Die «Rolling Circle Amplification» (RCA) ist eine Methode zur exponentiellen Amplifikation von sowohl doppelsträngiger als auch einzelsträngiger zirkulärer DNA (→ Abb. 13-6). Die Technik erlaubt die Vermehrung von DNA vom Picogrammbereich (pg; 10-12g) in wenigen Stunden zum Mikrogrammbereich (µg; 10-6g). Man verwendet dabei eine DNA-Polymerase, die aus dem Bakteriophagen Phi29 isoliert wurde. Die prüfende Aktivität dieser Polymerase verspricht eine beinahe fehlerfreie Replikation der Vorlagen-DNA.


    Die Reagenzien, welche für eine RCA notwendig sind, sind im Wesentlichen ein zirkuläres Templat, Primer (ein Gemisch von sechs Basen langen, einzelsträngigen DNA-Stücken, welche alle möglichen Sequenzen enthalten, die mit sechs Nukleotiden kombiniert werden können), Desoxyribonukleotide und die Polymerase. Die Vorlagen-DNA wird in einem ersten Schritt denaturiert, d.h., durch Erhitzen und schnelles Kühlen in ihre beiden Einzelstränge aufgetrennt. An diese Einzelstränge können sodann die (einzelsträngigen) Primer binden. Die Polymerase erkennt gebundene Primer und verlängert diese mit dNTPs gemäß der Basenpaarung zur Vorlagen-DNA. Erneutes Binden von Primern und erneute Verlängerung durch die Polymerase führen zu einer exponentiellen Amplifikation der Vorlagen-DNA.


    Die RCA wird selten zu diagnostischen Zwecken angewendet, könnte aber gerade in der Virusdiagnostik für Papilloma-, Polyoma- und Circo-Viren eine gute Alternative zu PCR sein; vor allem, weil im Gegensatz zu PCR keinerlei Sequenzinformationen über die zu amplifizierende DNA bekannt sein müssen. Jedoch ist die Sensitivität dieser Methode gegenüber der PCR etwa hundertmal tiefer.


    13.9 |Serumneutralisationstest (SNT)


    Der Serumneutralisationstest wird angewendet, um die Menge von neutralisierenden Antikörpern in Seren zu bestimmen. Es wird vorausgesetzt, dass eine Virussuspension mit bekanntem Titer und die nötigen positiven und negativen Kontrollseren zur Verfügung stehen. Ähnlich wie für die Virustitration, werden Zellen in 96-Dellen-Patten kultiviert. Eine definierte Menge von Virus (meist etwa 100–200 TCID50 pro Delle) wird mit dem in verschiedenen Verdünnungen zu testenden Serum inkubiert und anschließend für die Infektion verwendet. Potenziell vorhandene neutralisierende Antikörper im Serum vermindern die Infektion, was einen Rückschluss auf die Antikörperkonzentration zulässt. Eine sogenannte Rücktitration, um den Titer der eingesetzten Virussuspension zu überprüfen, ist für die Gültigkeit dieser Tests unabdingbar (→ Abb. 13-7).


    
      [305]Abb.13-7|Serumneutralisationstest. Für den Serumneutralisationstest (SNT) wird eine konstante Menge von Virus mit Verdünnungen von potenziell antikörperenthaltendem Serum inkubiert und anschließend auf kultivierte Zellen in eine 96-Dellen-Platte gegeben. Falls neutralisierende Antikörper vorhanden sind, reduziert sich der Titer der Infektion. Parallel dazu wird in der Rücktitration der Titer des für den SNT eingesetzten Virus bestimmt.
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      [306]Abb.13-8|Hämagglutinationsund Hämagglutinationshemmtests. Bestimmte Viren vermögen Erythrozyten zu hämagglutinieren. Für den Hämagglutinationstest werden Virusverdünnungen mit konstanter Menge von Erythrozyten inkubiert und in 96-Dellen-Platten mit konischem Boden gegeben. Falls das Virus hämagglutinierende Fähigkeiten hat (H-pos), bildet sich in den Dellen ein Film, andernfalls (H-neg) präzipitieren die Erythrozyten zuunterst in den Dellen. Beim Hämagglutinationshemmtest wird mit konstanter Menge von Erythrozyten und Virus gearbeitet. Vom zu untersuchenden Serum wird eine Verdünnungsreihe hergestellt und mit den Erythrozyten und dem Virus gemischt. So kann bestimmt werden, bis zu welcher Verdünnung noch genug Antikörper im Serum vorhanden sind, um die Hämagglutination zu verhindern.
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    [307]13.10 |Hämagglutinationstest (HT) und Hämagglutinationshemmtest (HHT)


    Der Hämagglutinationstest beruht auf einer speziellen Eigenschaft von einigen Viren. Sie können mit ihren Oberflächenproteinen Blutzellen verklumpen, was als Hämagglutination bezeichnet wird. Proteine mit hämagglutinierenden Eigenschaften sind z.B. für Influenza-Viren bekannt. Der Test wird vor allem auch zum Nachweis dieser Viren angewendet (→ Abb. 13-8). Eine konstante Menge von Erytrozyten wird mit Virusverdünnungen in speziellen 96-Dellen-Platten inkubiert, die einen konischen Boden mit einer Vertiefung haben. Falls die Virusverdünnung hämagglutinierende Eigenschaften hat, bildet sich ein rötlicher Film, andernfalls sammeln sich die nicht verklumpten Erytrozyten in den konischen Vertiefungen der Dellen als «Knopf».


    Der Hämgglutinationshemmtest (HHT) ist ein diagnostisches Verfahren, welches für den indirekten Nachweis von einigen Viren anwendbar ist. Für die Durchführung des Tests wird das Serum seriell verdünnt und mit einer konstanten Menge von Virus gemischt. Zum Serum-Virus-Gemisch werden Erythrozyten als Indikatoren gegeben. Falls das Serum die Hämagglutination zu verhindern vermag, weist dies darauf hin, dass sich hämagglutininspezifische Antikörper im Serum befinden. Dies wiederum weist indirekt auf eine Virusinfektion hin (→ Abb. 13-8).


    13.11 |High-Throuput-Sequencing (HTS)


    In den Anfängen der Molekularbiologie war das Bestimmen der Nukleinsäuresequenz ein aufwendiges Unterfangen. Noch um die Jahrtausendwende kostete das Sequenzieren des ersten menschlichen Genoms ca. drei Milliarden Dollar und dauerte etwa drei Jahre. Rapide Fortschritte in der Sequenziertechnologie verringerten den Aufwand zur Bestimmung der Nukleotidabfolge menschlicher Genome auf lediglich ca. tausend Dollar und ein paar Tage Arbeitszeit. Die neu entwickelten Methoden werden mit den Begriffen High-Throuput-Sequencing (HTS), Deep Sequencing oder Next Generation Sequencing (NGS) zusammengefasst, und haben inzwischen ihren festen Platz im Repertoire der molekularbiologischen Techniken. Die angewendeten Technologien sind vielfältig, haben aber gemeinsam, dass sich immense Rohdatenmengen anhäufen. Der bioinformatische Aufwand, diese Daten in eine aussagekräftige Form zu bringen, kann erheblich sein.


    
      [308]Abb.13-9|High-Throuput- Sequencing. Mit der High-Throuput- Sequenzierung (HTS) ist es möglich, die Transkription von viralen und zellulären Genen zu quantifizieren (A) oder das Vorhandensein von (auch neuen und bis anhin unbekannten) Viren zu prüfen (B).
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    [309]Inzwischen erweiterte sich das Spektrum dieser Technik für quantitative Analysen. So ist es möglich, die RNA aus einer Probe zu isolieren, diese in cDNA umzuschreiben und zu sequenzieren. Dadurch kann auf die relative Menge der RNA-Sequenzen und so indirekt auf die relative Transkription der einzelnen mRNA-Spezies geschlossen werden. Man erhält damit eine quantitative Transkriptionsanalyse über das ganze Genom.


    Eine Anwendung, die für die Diagnostik Potenzial hat, ist die Totalsequenzierung aller Nukleinsäuren aus einer Probe. Neben der Genomsequenz des Wirtes werden dabei auch Teilsequenzen von vorhandenen Pathogenen im Pool entdeckt. Durch Ausfiltrieren der Wirtsgenomsequenz und Analyse des Restpools können potenzielle Pathogene identifiziert werden. Auf diese Weise wurden schon einige neue Viren entdeckt. Für die Routinediagnostik ist der Aufwand noch eher groß, aber in Anbetracht der Weiterentwicklung der Sequenziertechnologien könnte diese Methode bald zur Routine werden (→ Abb. 13-9).


    13.12 |Detektion von unbekannten Viren


    Die meisten Tests sind darauf ausgerichtet, bekannte Viren nachzuweisen. Wenn jedoch der Verdacht vorliegt, dass eine Krankheit durch ein bis anhin unbekanntes Virus verursacht ist, ist die Palette der anzuwendenden Tests relativ klein. Für PCR und RT-PCR z. B. muss Sequenzinformation bekannt sein, und für ELISA muss ein virales Antigen in hinreichend charakterisierter Form zur Verfügung stehen. Um ein gültiges Resultat zu erhalten, sind zudem für jeden Test eine Positiv- und eine Negativkontrolle nötig. Bei der Vermutung einer viralen Infektion ohne weitere Information über das infektiöse Agens kann gegebenenfalls mit der Elektronenmikroskopie (EM) oder der Virusisolation eine erste Diagnose gestellt werden. Von der im EM beobachteten Virionstruktur oder der erfolgreichen Infektion kultivierter Zellen kann unter Umständen auf eine bestimmte Virusfamilie geschlossen werden. Je nach Ergebnis, kann danach mit spezifischeren Tests die Diagnose präzisiert[310] werden. Infrage kommen in diesem Zusammenhang PCR-Tests mit Primern, welche in (sehr) konservierten Regionen an die virale Nukleinsäure binden und daher ein Spektrum von nahen verwandten Viren detektieren können. Bei Verdacht auf Papilloma- oder PolyomaViren kann eine RCA angewendet werden, da für diese Technik keinerlei Sequenzinformation notwendig ist. Ein allgemeinerer, aber aufwendigerer Ansatz ist die Anwendung von High-Throuput-Sequencing HTS. Diese Methode kann auch als erster Test bei Verdacht auf eine virale Infektion angewendet werden.


    13.13 |Statistik und Epidemiologie


    Die Epidemiologie (griech. epi: auf, über; demos: Gemeinde, Volk; lógos: Lehre) beschreibt den Gesundheitszustand einer Population und bildet die Grundlage für Intervention und Kontrolle. Die statistischen Größen «Inzidenz» und «Prävalenz» beschreiben, wie stark sich ein Virus in einer Population festgesetzt hat. «Mortalität», «Morbidität» und «Letalität» nennen die Auswirkungen einer Virusinfektion auf eine Population (→ Box 13-1). Statistische Studien werden in prospektive und retrospektive unterschieden. Bei einer prospektiven Studie wird eine Population in zwei Gruppen unterteilt, die z.B. mit oder ohne Impfstoff behandelt werden. Sodann wird der Effekt der Behandlung bestimmt. Für prospektive Studien benötigt man viele Individuen und eine lange Beobachtungszeit, um eine Aussage machen zu können. Die Faktoren, um einen Organismus zu infizieren, spielen auch bei der Infektion einer Population eine Rolle, da eine solche mit der Infektion eines Organismus beginnt. Bei einer retrospektiven Studie wird eine Population anhand eines Kriteriums unterteilt und eine entsprechende Kontrollgruppe definiert. Man kann auf diese Weise z. B. auswerten, ob eine vorgängige Behandlung zu einem statistisch relevanten Effekt geführt hat.


    Box 13.1


    
      Statistik


      Um ein Virus in einer Population zu analysieren und zu beschreiben, wird vielfach die Statistik zuhilfe genommen. Folgende Begriffe werden verwendet um (virale) Infektionen von Populationen zu beschreiben. Die Inzidenz (Erkrankungshäufigkeit) gibt die Anzahl von Neuerkrankungen an einer bestimmten Krankheit in einer Population definierter Größe in einer bestimmten Zeitspanne an. Die Prävalenz (Krankheitshäufigkeit) sagt aus, wie viele Individuen einer Population definierter Größe an einer bestimmten Krankheit erkrankt sind. Die Morbidität beschreibt das Verhältnis von klinisch erkrankten Individuen zu den der Infektion ausgesetzten Individuen. Die Mortalität gibt das Verhältnis von sterbenden Individuen zu den einer Infektion ausgesetzten Individuen wieder. Die Letalität schließlich stellt das Verhältnis von sterbenden zu klinisch erkrankten Individuen dar. Die Letalität ist folglich identisch mit dem Verhältnis von Mortalität zu Morbidität.

    


    
      [311]Abb.13-10|Sensitivität, Spezifität und ROC. Das Auftragen der Häufigkeiten der gemessenen Werte (z. B. Optische Dichte (OD) von einem ELISA) erlaubt, den Cutoff-Wert (COV) grafisch darzustellen. Die Überschneidung von positiven und negativen Werten ist der fragliche Bereich, und setzt sich aus falsch negativen (fn) und falsch positiven (fp) Werten zusammen. Außerhalb des fraglichen Bereichs sind die richtig negativen (rn) und die richtig positiven (rp) Werte angesiedelt. Bei niederen COVs nehmen die Sensitivität zu und die Spezifität ab; bei höheren COVs nehmen die Sensitivität ab und die Spezifität zu. Die «receiver operating characteristics» (ROC) erlauben die Bestimmung des optimalen COV und die Güte eines Tests.
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    [312]13.14 |Sensitivität und Spezifität


    Um die Güte eines diagnostischen Tests zu prüfen, bedient man sich der beiden Größen Sensitivität (Richtig-Positiv-Rate, Empfindlichkeit, Trefferquote) und Spezifität (Richtig-Negativ-Rate).


    Sensitivität = rp/(rp+fn)


    Spezifität = rn/(rn+fp)


    Wobei rp = richtig positiv; rn = richtig negativ; fp = falsch positiv; fn = falsch negativ.


    Die für die Berechnung nötigen Werte lassen sich experimentell mithilfe von positiven und negativen Kontrollen bestimmen. Die Qualität des Tests kann grafisch mit sogenannten ROC-Kurven (receiver operating characteristics) dargestellt werden. Um eine ROC-Kurve zu erstellen, werden Spezifitäten und Sensitivitäten für fortlaufende Toleranzwerte (Cut-Off Values) berechnet und dann die 1-Spezifität gegen die Sensitivität aufgetragen (→ Abb. 13-10).


    Weiterführende Literatur
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    [313]Appendix


    
      Auf den folgenden Doppelseiten werden hauptsächlich die Replikationszyklen der am besten untersuchten Vertreter (Prototypen) verschiedener Virusfamilien vorgestellt. Die Zyklen sind stark vereinfacht.
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      Humanes Adeno-Virus 2 (HAdV-2) Bei HAdV-2 erfolgt der Zelleintritt durch rezeptorabhängige (CAR)- und Clathrin- abhängige Endozytose (1). Das Uncoating beginnt im Endosom und ist pH-abhängig. Die Kapside werden entlang von Mikrotubuli zu den Kernporen transportiert, wo das Uncoating abgeschlossen und das virale Genom in den Zellkern geschleust wird (2). Die Expression der Adeno- Virus-Gene erfolgt als Transkriptionskaskade. Zuerst werden die Immediate Early-Gene exprimiert (z. B. E1A; 3), dann die Early-Gene (z. B. Terminal-Protein, TP; DNA-abhängige DNA- Polymerase, DdD-Pol; DNA-Bindungsprotein, DBP; VA RNA-1; 4). Während der Late Phase erfolgt die DNA- Replikation (5), die Expression der Late Gene (6), der Zusammenbau des Virions (7) und der Austritt aus der lysierenden Zelle (8).
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      Herpes-Simplex-Virus Typ 1 (HSV-1) HSV-1 Hüllglykoproteine binden an den Ko- Rezeptor (z. B. Heparansulfat) und Rezeptor (z. B. Nectin), und induzieren die Fusion der Virusmembran mit der Zellmebran (1). Alternativ kann HSV-1 auch durch rezeptorabhängige Endozytose und anschließende Fusion zwischen der Virusmembran und der Endosomenmembran ins Zytoplasma gelangen (im Schema nicht gezeigt). Die Kapside werden entlang von Mikrotubuli zu den Kernporen transportiert (2). Dort treten das virale Genom sowie einige Tegumentproteine (VHS, VP16), welche für den Start der Virusreplikation eine wichtige Rolle spielen, in den Zellkern ein (3). Im Zellkern erfolgt die Genexpression in einer Transkriptionskaskade mit den folgenden Schritten: Expression der Immediate Early Gene (4), Expression der Early Gene (5), Genomreplikation (6) und Expression der Late Gene (7). Das Kapsid-Assembly findet ebenfalls im Zellkern statt (8). Die Virushülle wird während des Zellaustritts von der Golgi-Membran erworben (9).
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      [318]Papilloma-Virus Das Virion bindet an Heparansulfatproteoglykane auf der Basalmembran, was zu einem Konformationswechsel des Kapsids führt, wodurch der N-Terminus des L2-Proteins exponiert und durch Furin abgespalten wird (1). Die Rezeptorbindungsdomäne von L1 kann anschließend an den zellulären Rezeptor binden, und das Kapsid wird durch Endozytose in die Zelle aufgenommen (2). Das L2 bewirkt die Lyse des Endosoms. Das mit L2-Protein gebundene Genom wird entlang von Mikrotubuli zum Zellkern transportiert (3).
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      [319]Vermehrungsfähige, undifferenzierte Zelle: Die meisten Early Gene werden exprimiert (4). Das E2-Protein wirkt als Transkriptionsaktivator. E1 zusammen mit E2 initiiert eine mit der Zellteilung synchronisierte Replikation der Virus-DNA. Jede Tochterzelle erhält 50-100 Kopien des Virusgenoms. E6 und E7 beeinflussen via p53 und pRB den Zellzyklus. Differenzierte, nicht teilungsfähige Zellen: Erst im Verlauf der Zelldifferenzierung setzt die späte Virusreplikation ein. Dabei werden zahlreiche Kopien der viralen DNA pro Zelle hergestellt (vegetative DNA- Vermehrung). Zudem wird die Expression der Kapsidproteine induziert. E4 wird ebenfalls in der späten Phase der Infektion exprimiert (5). Die DNA wird in Kapside aus L1 und L2 im Zellkern verpackt. Durch terminale Differenzierung der Zellen werden Membranen abgebaut, was zum Entlassen der Viren aus der Zelle führt (6). E4 induziert den Kollaps der Zytokeratinfilamente.
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      [320]Pox-Virus (Vaccinia- Virus (VACV)) Der Zelleintritt erfolgt entweder durch Fusion zwischen Virusmembran und Zytoplasmamembran oder, nach Endozytose, durch Fusion zwischen Virusmembran und Endosomenmembran (1). Glukosaminoglykane können als Attachment- Rezeptor dienen; Entry-Rezeptoren sind noch keine bekannt. Nach dem Uncoating im Zytoplasma (2) erfolgt die Virusreplikation in einer Transkriptionskaskade: Zuerst werden die Early Gene exprimiert (3).
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      [321]Bestimmte Early Genprodukte werden sezerniert um die Proliferation von Nachbarzellen zu induzieren (3a). Im Anschluss an die Genomreplikation (4) erfolgt die Expression der Intermediate- (5) und Late-Gene (6). Nach dem Assembly wird von einer intrazellulären Membran (ER) eine Lipidmembran erworben (7). Das Virion verlässt die Zelle nach deren Lyse (8). Intrazellulär behüllte Virionen können aber auch von anderen intrazellulären Membranen (z. B. Golgi) umschlossen werden und besitzen dann drei Lipidmembranen. Nach dem Transport solcher Vesikel an die Zytoplasmamembran und Fusion mit dieser, werden Viren freigesetzt, welche zwei Membranhüllen besitzen (im Schema nicht gezeigt).

      Asfar-Viren (z. B. Afrikanische Schweinepest) und Irido-Viren sind ebenfalls behüllte dsDNA-Viren, die im Zytoplasma replizieren.
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      [322]Hepadna-Virus (Hepatitis-B-Virus (HBV)) HBV kann verschiedene Proteine an der Oberfläche von Hepatozyten als Rezeptoren für das Attachment verwenden. Der Zelleintritt erfolgt durch Caveolinabhängige Endozytose (1). Nach der Fusion der Virusmembran mit der Endosomenmembran wird das Kapsid ins Zytoplasma entlassen und entlang von Mikrotubuli zum Zellkern transportiert. Dort wird das Genom (relaxed circular DNA, RC-DNA) durch die Kernporen in den Zellkern geschleust (2). Im Zellkern wird der unvollständige DNA- Strang mithilfe von zellulären DNA-Reparaturproteinen vervollständigt. Das Genom nimmt die covalently closed circular (CCC) Form an (3). Anschließend erfolgt mithilfe des (-)DNA-Strangs und der zellulären RNA-Polymerase II die Synthese der prägenomischen RNA (pgRNA) (4) sowie einiger kürzerer mRNA-Moleküle für die Synthese der viralen Hüllglykoproteine, welche sekretorisch an die ER-Membran transportiert werden (5).
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      [323]Die pgRNA wird aus dem Kern transportiert und im Zytoplasma translatiert (z. B. Kapsidproteine, P-Protein; 6). Das P-Protein hat Reverse Transkriptase-Aktivität und bindet an die pgRNA. Während des Kapsid-Assemblys wird der Komplex aus pgRNA und Protein-P verpackt (7). Erst im Kapsid drin erfolgt dann mittels des P-Proteins die Reverse Transkription der pgRNA zunächst in komplementäre DNA (-DNA), bevor die Synthese des zweiten Stranges (+DNA) die Bildung der neuen RC- DNA komplettiert. Früh in der Infektion werden neu synthetisierte DNA-Genome wieder in den Kern transportiert, und die Nukleinsäure- Synthese wiederholt sich (im Schema nicht gezeigt). Bei genügender Akkumulation von Viruskomponenten knospen die Kapside ins ER (8) und erwerben dadurch eine Hülle. Im ER erfolgt die Reifung der Virionen, welche schließlich die Zelle durch Exozytose verlassen (9). Virionen können die Zelle auch nach deren Lyse verlassen (im Schema nicht gezeigt).
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      [324]Parvo-Virus (Adeno- assoziiertes Virus 2 (AAV2)) AAV2 kann nur in Anwesenheit eines Helfervirus replizieren. In Abwesenheit des Helfervirus wird eine latente Infektion etabliert, bei welcher das virale Genom episomal im Zellkern vorliegt oder ins Wirtsgenom, bevorzugt an einer bestimmten Stelle des menschlichen Chromosoms 19, eingebaut wird. AAV2 bindet an Ko- Rezeptor (Heparansulfat) und Rezeptor (z. B. Integrine, Fibroblast growth factor receptor) auf der Zelloberfläche und tritt mithilfe eines Clathrin- und Caveolinunabhängigen Endozytose-Mechanismus in das Zytoplasma ein (1).
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      [325]Die Mechanismen für das Uncoating und den Transport des viralen Genoms in den Zellkern sind nicht im Detail bekannt (2). Im Zellkern erfolgt zuerst die Synthese des zweiten DNA-Strangs mithilfe von zellulären Enzymen (3). Dies ermöglicht die Synthese der Rep-Proteine, welche zusammen mit den Helfervirusproteinen und zellulären Proteinen die Replikation des AAV2-Genoms induzieren (4). Das Kapsid-Assembly und die Verpackung von ssDNA-Molekülen erfolgt ebenfalls im Zellkern (5), es ist aber nicht bekannt, wie die Kapside vom Zellkern ins Zytoplasma transportiert werden. AAV2-Virionen können die Zelle nach deren Lyse verlassen (6), andere Zellaustrittsmechanismen kommen aber ebenfalls infrage.

      Circo-Viren (z. B. Porzines Circo-Virus) haben ebenfalls eine ssDNA (2-3 kb); diese ist jedoch zirkulär. Über die Circo-Virus- Replikation weiß man wenig. Die ssDNA muss aber für die Transkription in jedem Fall zuerst in eine dsDNA kopiert werden.


      [image: ]

    


    
      [326][image: ]


      Rhabdo-Virus (Tollwut-Virus) Das Virion bindet mit Glykoprotein (G) über Rezeptor (z. B. Acetylcholin Rezeptor) an Zellmembran (1) und tritt mit rezeptorabhängiger Endozytose und anschließendem Uncoating in die Zelle ein (2). Die RNA-Synthese erfolgt durch RNA-Polymerase (L; virales Strukturprotein) (3). Die Translation von G-Protein erfolgt am ER und die von M, N, L und P im Zytoplasma (4). Das Nukleokapsid wird durch Komplexierung von RNA mit N-, P- und L-Protein gebildet und lagert sich mit M-Protein zum Kapsid zusammen (5). Das Glykoprotein G wird über den sekretorischen Weg an die Zellmembran transportiert (6). Virionen werden an der Zellmembran zusammengesetzt und sprossen aus der Zelle (7).

      Rhabdo-, Paramyxo-, Borna- und Filo-Viren gehören in die Ordnung der Mononegavirales. Die Replikation dieser Viren ist ähnlich, Borna-Viren replizieren jedoch im Zellkern.
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      Orthomyxo-Virus (Influenza-A-Virus) Das Virion bindet mit Hämagglutinin (HA) an Sialylsäure als Rezeptor (1) und wird über rezeptorabhängige Endozytose (2) in die Zelle aufgenommen. Die Fusion der Virusmembran mit der Endosomenmembran setzt Ribonukleoproteine (RNPs) frei (3). Die RNPs werden in den Zellkern transportiert und mithilfe der viralen Polymerase (Pol, virales Strukturpotein) transkribiert (4). PA, PB1, PB2, NP, M1 und NEP werden im Zytoplasma translatiert (5) und in den Kern importiert (6), wo sie mit neu synthetisierter vRNA komplexieren um RNP zu bilden (7). HA, NA und M2 werden am ER translatiert (8) und über den sekretorischen Weg an die Zellmembran transportiert (9). Die Virionen werden an der Zellmembran zusammengesetzt und verlassen die Zelle durch Knospung an der Zellmembran (10). Das NA spaltet die Sialylsäure auf der Oberfläche der Wirtszelle, sodass die Viren sich ungehindert von der inizierte Zelle entfernen können.
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      Corona-Virus (Maus- Hepatitis-Virus) Die Virionen binden mit dem dem Spike-Protein (S) an den zellulären Rezeptor (je nach Virus verschiedenes Oberflächenprotein) (1). Der Eintritt der Viren in die Zelle erfolgt über rezeptorabhängige Endozytose. Das Nukleokapsid wird nach Fusion mit der Endosomenmembran freigesetzt (2). Der erste ORF am 5’-Ende wird als Polyprotein translatiert und anschließend prozessiert. Der Replikase-Transkriptase-Komplex (RTK) setzt sich im Zytoplasma zusammen (3). Die Doppelmembranvesikeln (DMV), in welchen die Virusreplikation stattfindet, bilden sich aus ER-Membranen (4). E, M, HE und S-Protein werden am ER synthetisiert (5). Das N-Protein wird im Zytoplasma synthetisiert und komplexiert mit der vRNA zu Nukleokapsiden (6). Die Virionen setzen sich zusammen und verlassen die Zellen durch Exozytose (7).

      Arteri-Viren gehören wie die Corona-Viren zu der Ordnung Nidovirales. Sie haben ein ähnlich aufgebautes, aber kleineres Genom, und eine ähnliche Replikationsstrategie.
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      [333]Flavi-Virus Die Virionen binden über E-Protein an zelluläre Rezeptoren und werden durch clathrin-abhängige Endozytose in die Zelle aufgenommen (1). Die pH-induzierte Fusion von Virusmembran und Endosomenmembran führt zur Freisetzung des Genoms ins Zytoplasma (2). Das Genom wird am ER als Polyprotein translatiert, welches dann prozessiert wird (3). Aus ER-Membranen bilden sich Spherulen (DMV), in welchen die Virusreplikation stattfindet (4). Die Kapside werden am ER gebildet und reifen im Golgi-Komplex (5). Die vRNA wird in Virionen verpackt. Die Virionen werden über Exozytose aus den Zellen entlassen (6).
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      [335]Picorna-Virus (Polio-Virus) Die Virionen binden an Rezeptoren (CD155) auf der Zelloberfläche und werden mit rezeptorabhängiger Endozytose in die Zelle aufgenommen (1). Das Kapsid verändert seine Konformation. VP4 wird freigesetzt, welches den Austritt der viralen RNA vom Endosom ins Zytoplasma ermöglicht (2). Das Polyprotein wird von der vRNA als Matrize translatiert und prozessiert (3). Aus ER- Membranen bilden sich Doppelmembranvesikel als Virusfabriken, in welchen die Replikation der RNA stattfindet (4). Die Proteine VP1, VP2, VP3 und VP4 bilden Kapside (5). Die vRNA wird verpackt, und die Viren verlassen die Zelle nach Zelllyse (6).
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      Retro-Virus (HIV) HIV-Virionen binden mit gp120 an Rezeptor (CD4) und Ko-Rezeptor (CCR5 oder CXCR4) (1). Durch gp41 fusioniert die Virushülle mit der Zellmembran, und es erfolgt ein partielles Uncoating (2). Das ss(+)RNA-Genom wird in dsDNA revers transkribiert, und der Präintegrationskomplex aus dsDNA und Integrase gelangt in den Zellkern (3). Die dsDNA wird ins Wirtsgenom eingebaut (Provirus) (4). Die Transkription des Provirus wird an der LTR-Sequenz initiiert (5). Die Glykoproteine werden am ER translatiert und über den sekretorischen Weg an die Zellmembran transportiert (6). Gag wird als Polyprotein translatiert und prozessiert (7). Die Viren verlassen die Zelle durch Knospung an der Zellmembran (8) und reifen außerhalb der Zelle (9).
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      Reo-Virus (Rota-Virus) Die Virionen binden an Rezeptoren auf der Zelloberfläche und werden durch clathrinabhängige Endozytose in die Zelle aufgenommen (1). Nach partiellem Uncoating im Endolysosom wird das Viruspartikel ins Zytoplasma entlassen (2). Die Transkription von mRNA mit 5’-Cap, aber ohne Poly(A)-Schwanz, erfolgt durch die virale Polymerase (Strukturprotein) innerhalb des subviralen Partikels mit Ausschleusung ins Zytoplasma (3). Die viralen mRNA-Moleküle werden translatiert. Es bilden sich Viroplasmen, in welchen die RNA-Synthese stattfindet (4). Die ss(+) RNA wird in subvirale Partikel verpackt (5). Die Partikel reifen und die Zweitstrangsynthese innerhalb der Partikel führt zu einer dsRNA (6). Die Viren verlassen die Zelle nach deren Lyse (7).
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