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1. Einleitung

Hantaviren sind wichtige zoonotische Krankheitserreger, die innerhalb der Familie der
Bunyaviridae als eine separate Art (Hantavirus) zusammengefasst werden. Im Gegensatz zu
den anderen Mitgliedern der Familie, die durch Arthropoden Ubertragen werden, findet man
Hantaviren in infizierten Nagertieren und Insektivoren. Mit diesen kleinen Saugetieren haben
sich Hantaviren Uber eine lang wahrende Koevolution entwickelt (Abb. 1). Diese enge
Koexistenz bildet hdchstwahrscheinlich die Basis fur die Symptom-freie Virusvermehrung in dem
natirlichen Wirt, im Gegensatz zum Verlauf der Infektion im Fehlwirt Mensch (Schénrich et al.,
2008).
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Abb. 1 Phylogenetische Korrelation ausgewahlter Hantavirusarten und ihrer natirlichen
Reservoirwirte. Virus-Wirt-Spezifitdt ist durch gestrichelte Pfeile angedeutet. Apodemus agrarius,
Brandmaus; Microtus pennsylvanicus, Wiesenwiihimaus; Microtus arvalis, Feldmaus; Myodes glareolus,
Rételmaus; Oligoryzomys longicaudatus; Zwergreisratte. Dargestellt ist sind auch die Unterfamilien der
Nagetier-Arten. Die Abbildung wurde modifiziert nach Ramsden et al. 2009.

Das Virus wird von infizierten Tieren mit dem Urin und Kot ausgeschieden und kann
aerosolisiert auf den Menschen u. a. Uber die Atemwege Ubertragen werden. Eine Mensch zu
Mensch Ubertragung ist selten und bisher ausschlieRlich fur Andesvirus (ANDV) dokumentiert.
Somit kdnnen Hantavirus-infizierte Patienten i. d. R. ohne aufwendige Quarantédnebedingungen
behandelt werden.

Abhangig von der Virusart kénnen unterschiedlich schwerwiegende Krankheitsverlaufen
ausgeldst werden. Die in Amerika verbreiteten Neue Welt Hantaviren, einschlielich ANDV und
Sin Nombre Virus (SNV), koénnen das Hantavirus Kardiopulmonale Syndrom (HCPS)
hervorrufen und fihren in ca. 40% der Falle zum Tode. Die Infektion mit den Alte Welt
Hantaviren, wie Hantaan (HTNV) und Dobrava-Belgrade Virus (DOBYV), koénnen zu
Hemorrhagischem Fieber mit Renalem Syndrom (HFRS) mit Letalitatsraten von bis zu 15%
fuhren. In Zentraleuropa und in Fennoskandinavien findet man vornehmlich das Puumala Virus
(PUUV), das eine milde HFRS-Form, die Nephropathia Epidemica, mit einem Letalitatsindex
unter 0,2% ausldsen kann.



5

Die Geféahrdung durch PUUV in Deutschland hat in den letzten Jahren aus nicht geklarten
Griunden stark zugenommen. Innerhalb der ersten 10 Jahre seit Einfihrung der Meldepflicht
Hantavirus-bedingter Erkrankungen wurden dem Robert Koch Institut insgesamt 4.884 PUUV-
Falle gemeldet; davon allein 1.874 bestéatigte Falle im Jahr 2010 (siehe Abb. 2).
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Abb. 2 In Deutschland gemeldete PUUV-Félle in den Jahren 2001-2010. Quelle: SurvStat
http://www3.rki.de/SurvStat, <14.4.2011>.

1.1. Genomorganisation und Replikationszyklus

Wie alle Mitglieder der Bunyavirdae Familie, bestehen Hantaviren aus einem umhdllten
Virion mit drei einzelstrangigen RNA Segmenten. Die Genomsegmente der Hantaviren haben
eine negative Polaritat und kodieren jeweils fir eine RNA-abhangige RNA Polymerase (RARP),
zwei Glykoproteine (Gn, Gc) und ein Nukleokapsidprotein (NP). Weiterhin findet man in
Arvicolinae- und Sigmodontinae-assoziierten Hantavirus-Arten ein sogenanntes NSs-Gen,

dessen Funktion nicht eindeutig geklart ist (Abb.2).
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Abb. 2 Darstellung der drei genomischen RNA-Segmente mit den offenen Leserahmen und ein
Schema des Virions. RdRp: RNA-abhdngige RNA Polymerase, Gc/Gn: Glykoproteine; NP:
Nukleokapsidprotein; NSs: nicht-Struktur Protein.

Die RdRp, das NP und die genomische RNA bilden einen Ribonukleoproteinkomplex, der

nach der Rezeptor-vermittelten Endozytose in das Zytoplasma der Wirtszelle gelangt. Dort
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erfolgt die Replikation der RNA (ber einen sogenannten prime and realign Mechanismus,
aufgrund dessen dreifach phosphorylierte 5-Enden von der viralen RNA entfernt werden
(Garcin et al. 1995). Uber einen sogenannten cap-snatching Mechanismus werden an die 5'-
Enden der viralen Transkripte gekappte heterologe RNA-Fragmente mit einer Lange von 10-15
Nukleotiden verknipft. Diese von mRNAs der Wirtszelle stammenden 5-Enden sind fur die
Translation der viralen Transkripte notwendig, zumal die RNA der Hantavirus nicht tber interne
Ribosomen Bindungsstellen verfugt. Vermittelt Gber die Glycoproteine Gn and G¢c kommt es zur
Sortimentierung der neu gebildeten Ribonukleoproteinkomplexe, bestehend aus RdRp, NP und
jeweils einem der drei Genom-Segmente. AnschlieBend kommt es zur Freisetzung reifer
Virionen, ohne offensichtliche zytopatische Effekte fiir die Wirtszelle (Abb. 3; Elliott et al. 1991;
Schonrich et al. 2008).
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Abb. 3 Replikationszyklus von Hantaviren im Zytoplasma der Wirtszelle. Nach Rezeptor-
vermittelter Endozytose erfolgt die primare Replikation (Synthese plus-strangiger RNA). An die viralen
Transkripte werden 5°-Enden zellularer mRNAs mit einem Cap Ubertragen (cap-snatching), um eine
Translation viraler Proteine zu ermdéglichen. Die de novo Produktion viraler Proteine ist notwendig fur die
Assortierung und Verpackung der minus-strdngigen Genomsegmente. AnschlieRend erfolgt die
Virusfreisetzung ohne zytopatische Schadigung der Wirtszelle. Minus und plus soll die Orientierung der
replizierten RNA andeuten.




1.2. Pathogenese

Das durch Neue Welt Hantaviren verursachte HCPS zeichnet sich durch progressive
pulmonale Odeme, Myokarddepression und respiratorische Insuffizienzen aus. Charakteristisch
fir das durch Alte Welt Viren verursachte HFRS sind retroperitoneale Odeme assoziiert mit
teilweise schwerwiegenden Nierenfunktionsstérungen. Beide Syndrome, sowohl HCPS als auch
HFRS, sind verbunden mit erhohter vaskularen Permeabilitdt und Thrombozytopenie. Die
Ursachen flr die Hantavirus-spezifischen Symptome und unterschiedlich schwerwiegenden
Krankheitsverlaufe sind unbekannt.

Das Virus per se scheint fir die Wirtszelle nicht zytopatisch zu sein. Allerdings kénnten
pathogene Hantaviren Uber die Interaktion mit B3-Integrinen die Funktion der Endothelzellen
modulieren und auf diese Weise an der erhohten Permeabilitat der GefaRe beteiligt sein.
Unterstitzt wird dieses Model durch den Befund, dass ausschlie3lich pathogene nicht jedoch
nicht pathogene Hantaviren Uber (3-Integrine als Rezeptor in die Wirtszelle aufgenommen

werden (Gavrilovskaya et al. 1998; Mackow et al. 2001).

Im Serum Hantavirus-infizierter Patienten findet man grol3e Mengen inflammatorischer
Zytokine und Chemokine, die ebenfalls die pathologisch erhdhte GeféaRpermeabilitdt und
Thrombozytopenie verursachen kénnten. (Linderholm et al. 1996; Sundstrom et al. 2001). In
welchem Mal3e die skizzierten Modelle die Pathogenese entscheidend bedingen, kann mangels

geeigneter Testsysteme nicht eindeutig beantwortet werden.

1.3. Intrinsisches Interferon-System & antiviraler Status

Voraussetzung der oben skizzierten Pathogenitatsmodelle ist eine systemische
Virusinfektion, der notwendigerweise eine primare Infektion unmittelbar nach der
Virusaufnahme, meist Uber die Atemwege, vorausgeht. Um eine Virusinfektion schon im Keim
zu verhindern, verfigen Vertebraten mit dem Interferon (IFN) -System Uber ein sehr effizientes
intrinsisches Verteidigungssystem. Das IFN-System wurde 1957 erstmalig von Isaak und
Lindenmann beschrieben (Isaacs 1957). Der Name Interferon (IFN) leitet sich von dessen
interferierenden antiviralen Wirkung ab. Die Endung des Namens wurde bewusst im Anklang an
die Terminologie in der Nuklearforschung bzw. Kernphysik gewahlt (Lindenmann 2007), deren
friedliche Nutzung in dieser Zeit grofdtenteils euphorisch begriRt wurde (1957: erstes
Kernkraftwerk in Minchen, erster kommerzieller Atomreaktor in Pennsylvania, USA und

Stapellauf des ersten Atomeisbrechers ,Lenin“ in Murmansk, UdSSR).

Aufgrund von Protein-Sequenzhomologien und unterschiedlich genutzten Rezeptoren
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unterscheidet man drei IFN-Typen. Typ | (IFNa/B) und Typ Il IFN (IFNA1, IFNA2/3 alias 1L29,
28a/b) konnen nahezu von allen Zellen gebildet werden. Die Expression von Typ | und Typ IlI
IFN kann durch Virusinfektionen, besonders effizient durch RNA Viren ausgeldst werden.
Molekularer Ausléser ist die Erkennung sogenannter Pathogen assoziierter molekularer Muster
(pathogen associated molecular patterns; PAMPSs) durch zellulare
Pathogenerkennungsrezeptoren (pathogen recognition receptors; PRRs). TLR3 (toll like
receptor-3) und das RIG-I (retinoic acid inducible gene 1) gehdren zu den am besten
untersuchten PRRs. TLR3 erkennt doppelstrangige (ds) RNA und RIG-I wird besonders stark
von dsRNA mit dreifach phosphorylierten 5 -Enden aktiviert (Alexopoulou et al. 2001; Hornung
et al. 2006). Im Gegensatz zu dem im Zytosol lokalisierten RIG-I, ragen die repetitiven Leucin-
reichen Erkennungsdomainen bzw. die Sensoren der membranstandigen TLRs in das Lumen
zellularer Vesikel, einschlielich dem Endosom, und in den extrazellularen Raum der Zellen
(Janeway & Medzhitov 2002; Hornung et al. 2002). Somit wird die spezifische Rekrutierung und
Aktivierung der PRRs nicht allein durch die jeweiligen Liganden beeinflusst, sondern auch tber

die subzellulare Lokalisation und Zelltyp-spezifische Expression der einzelnen PRR bestimmit.

Die Aktivierungskaskade am Beispiel von RIG-I und TLR3 fiihrt Uber die Rekrutierung des
Kinase/E3-Ligase Komplexes aus TBK1 (TANK binding kinase 1) und TRAF3 (TNF-receptor
associated factor 3) Uber das MAVS (mitochondrial antivirale signaling protein alias IPS1
[interferon-beta promoter stimulator 1] oder VISA [virus-induced signaling adaptor] oder CARDIF
[CARD adaptor inducing IFN-B]) und das mit dem endoplasmatischen Retikulum assoziierte
AIM2/STING (absent in melanoma 2; stimulator of interferon genes) zur Phosphorylierung von
IRF3 (IFN response factor). IRF3 bindet zusammen mit NFkB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B-cells) und anderen Transkriptionsfaktoren die Promotoren der Typ | und
Typ Il IFN-Gene (Seth et al. 2005; Ishikawa et al. 2008; Hornung et al. 2009; Onoguchi et al.
2007; Osterlund et al. 2007).

Das gebildete IFN wird sezerniert und stimuliert Uber die Rezeptorbindung und den
dadurch ausgeldsten JAK/STAT-Signalweg (Janus kinase/signal transduction and activator of
transcription) die Neusynthese einer grof3en Gruppe unterschiedlicher IFN-stimulierbarer Gene
(ISGs). Die durch IFN ausgeltste ISG-Expression versetzt die Zelle in einen sogenannten
antiviralen Status, in dem sie sehr effektiv vor einer Virusinfektion geschitzt ist. RNA-
Transkriptomanalysen ergaben, dass 5% aller Gene durch IFN moduliert werden koénnen.
Dieser extrem hohe Wirkungsgrad von IFN unterstreicht die Bedeutung und Effizienz der

ausgeldsten Schutzreaktionen.

Im Gegensatz zu den zentralen Akteuren des intrinsischen IFN-Systems (Typ I/Typ Il IFN),
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wird das Typ Il IFN (IFNy) vorwiegend von spezialisierten Zellen des angeborenen (NK-Zellen,
Mastzellen) und des adaptiven Immunsystems (T-Lymphozyten) gebildet. Aufgrund des
Bildungsorts und der immunmodulatorischen Wirkung wird Typ Il IFN auch als Immun-IFN
bezeichnet. IFNy wirkt nicht nur auf Zellen des Immunsystems sondern wie Typ | IFN auf nahezu
alle Zelltypen. Interessanterweise fuhrt auch IFNy tUber die Induktion von ISGs zur Auspragung
eines antiviralen Status. Diese Gemeinsamkeit kommt dadurch zustande, dass alle IFNe
teilweise gemeinsame Signaltransduktionswege auslosen. Typ | und Typ lll IFN fuhrt zur
Aktivierung eines trimeren Transkriptionsfaktors, bestehend aus STAT1, STAT2 und IRF9, der
sogenannte ISRE-Regionen (IFN stimulated response elements) im Promoterbereich
induzierbarer Gene bindet. IFNy wirkt ebenfalls Uber STAT1 fihrt jedoch nach der
Rezeptorbindung zur Homodimierisierung von STAT1, das an sogenannte GAS-Elemente
(gamma IFN activation site) bindet. Neben den partiellen Uberschneidungen der
Signalkaskaden, enthalten viele Promotoren sowohl ISRE als auch GAS, sodass durch Type |

und Typ Il IFNe teilweise die gleichen Gene induziert werden.

-
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Abb. 4 Aktivierung des intrinsischen IFN-Systems durch RNA Viren und Aufbau eines antiviralen
Status Uber die Stimulation IFN-induzierbarer Gene (ISGs). Die Virusinfektion wird erkannt durch
Pathogenerkennungsrezeptoren (u. a. TLR3, RIG-I) und fuhrt Uber zellulare Adaptoren und Kinasen (u.a.
MAVS, TRAF3, TBK1) zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (IRF3, NFkB) und Expression von Typ |
und Typ Il IFN. Die Bindung IFN Typ-spezifischer Rezeptoren bewirkt die Expression von ISGs, die zur
Konstituierung des antiviralen Status fuhren. Die Geschwindigkeit von Virusreplikation auf der einen und
IFN-Induktion auf der anderen Seite ist von wesentlicher Bedeutung fur den Verlauf einer Infektion. ER:
endoplasmatisches Retikulum; GBP: guanylate binding protein ISRE: IFN stimulated response element;
Mx: Myxovirus resistence protein; Mtch: Mitochindrium; OAS: Oligoadenylat Synthetase.

Die in Abbildung 4 schematisch gezeigte Wechselwirkung zwischen Virus und
intrinsischem IFN-System soll auch verdeutlichen, dass die Geschwindigkeit der Virusreplikation

auf der einen Seite und die IFN-Induktion auf der anderen von wesentlicher Bedeutung ist, ob
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sich eine primére und darauf aufbauend eine systemische Infektion entwickeln kann.

1.4. Interaktion zwischen Hantaviren und dem angebo  renen Immunsystem

Viren haben vielfaltigste Ausweichmechanismen entwickelt, um sich trotz dieser effizienten
antiviralen Verteidigungslinie in der Wirtszelle zu vermehren und das eigene Uberleben zu
sichern (Randall et al. 2008; Haller et al. 2006; Versteeg et al. 2010). Fir Hantaviren scheinen
solche Ausweichmechanismen besonders wichtig zu sein, da sie sich relativ langsam
vermehren, im Vergleich zu anderen RNA Viren. Die Erkennung der viralen RNA im Zytoplasma
der Wirtszelle Uber RIG-I wird vermieden, da die Hantavirus RNA wie bereits erwahnt kein
dreifach phosphoryliertes 5" -Ende tragt. Die Abspaltung terminaler Nukleotide vom 5 Ende Uber
den prime and realign Mechanismus allein ist offenbar nicht ausreichend, um eine Aktivierung
des IFN-Systems vollstdndig zu verhindern, da die Infektion mit den nicht-pathogenen
Hantaviren Prospect Hill (PHV), Tula (TULV) und Topografov (TOPV) zu einer frGhen und
starken IFN-Antwort fuhrt. (Kraus et al. 2004; Khaiboullina et al. 2004; Alff et al. 2006;
Spiropoulou et al. 2007; Handke et al. 2009a; Guhl et al. 2010, eigene nicht veréffentlichte
Daten). Auch die Infektion pathogener Hantaviren, einschlie3lich HTNV und PUUV, aktiviert das
IFN-System; allerdings wird diese Reaktion deutlich verzoégert ausgelést im Verglich zur
Reaktion auf die nicht pathogenen Hantaviren. Die verzégerte und verminderte Aktivierung des
IFN-Systems scheint ein generelles Charakteristikum pathogener Hantaviren zu sein. Fur die
Etablierung der primaren Infektion, die Ausbreitung des Virus im Wirt und auch die Entstehung
pathologischer  Symptome kdnnte die verzogerte IFN-Reaktion eine  wichtige

Grundvoraussetzung darstellen.

Uber welche Mechanismen Hantaviren die Aktivierung des IFN-Systems blockieren oder
verzogern, ist nur ansatzweise bekannt. Bisherige Studien deuten darauf hin, dass, abgesehen
von der RdRp, alle Hantavirus-Proteine antagonistische Effekte ausiiben kénnen. Die bisher
publizierten Befunde dieser antagonistischen Effekte der Hantaviren auf das IFN-System sind in
der Tabelle 1 zusammengefasst.

Die in Tabelle 1 skizzierten Arbeiten sind ausnahmslos in vitro Studien, in welchen
Hantavirus-Subfragmente mittels transienter Transfektion von Expressionsplasmiden in die
Zellen eingebracht wurden. Ob die viralen Produkte auch im Kontext des gesamten
Virusgenoms die gleichen Effekte bewirken, kann nicht eindeutig beantwortet werden, zumal

Reverse Genetik Systeme fiir Hantaviren nicht etabliert sind.

Zusammengefasst deuten diese Daten daraufhin, dass Hantaviren unterschiedliche und
redundante Ausweichmechanismen entwickelt haben, um das intrinsische IFN-System zu

umgehen. Diese antagonistischen Mechanismen scheinen von herausragender Bedeutung zu
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sein, um eine erfolgreiche priméare Infektion und eine Ausbreitung des Virus im Wirt zu

ermdglichen.

Virus Protein Effekt Referenz
ANDV PHV Gn/Gc Retention von STAT1 im Zytoplasma Spiropoulou et al. 2007
NYV zytoplasmatischer | g, qor TBK1 initiierten 1SG-Induktion Alff et al. 2006

Teil von Gn
PUUV NSs Reduktion der poly-IC induzierten IFNB- | 34y olsinen et al. 2007
Reportergenaktivitat
NYV zytoplgsmatlscher Destabilisierung des TBK1/TRAF3 Alff et al. 2008
Teil von Gn Komplexes
HTNV NP Interaktion mit Importin-a, Blockade des Taylor et al. 2009
NFkB Kerntransports
ANDV NP plus Gn/Gc | Reduktion der Sendai Virus induzierten :
L Levine et al. 2010
SNV Gn/Ge Aktivitat im IFNB-Reportergenassay
TULV zytoplgsmatlscher Reduktion der Aktivitat im IFN[3- Matthys et al. 2011
Teil von Gn Reportergenassay

Tabelle 1: Ubersicht publizierter Studien die Hinweise auf die Interaktion zwischen Hantaviren und
intrinsischem IFN-System geben. Aufgelistet sind das verwendete Virus, das virale Protein, der
gemessene Parameter der Untersuchung und die Referenz. NYV: New York Virus; Poly-IC: Poly-
Inosin/Poly-Cytidylsaure ist ein synthetisches Analogon doppelstrangiger RNA.

2. Eigene Arbeiten

Im Fokus der vorliegenden Arbeit stehen die Interaktionsmechanismen zwischen
Hantaviren und dem angeborenen Immunsystem. Ausgangspunkt war die Beobachtung, dass
pathogene im Vergleich zu nicht pathogenen Hantaviren das angeborene IFN-System
differentiell aktivieren. Dieser Befund korreliert mit der verstarkten Vermehrung pathogener im
Vergleich zu den nicht pathogenen Hantaviren in den verwendeten Testsystemen (Geimonen et
al. 2002; Kraus et al. 2004; Khaiboullina et al. 2004; Alff et al. 2006; Spiropoulou et al. 2007).

Zu dem skizzierten Thema sind in der Habilitationsschrift sechs Publikation aus den
Jahren 2006 bis 2010 zusammengefasst. Im ersten Teil dargestellt ist die Etablierung der
Testsysteme, mit dessen Hilfe die differentielle Wechselwirkung zuverlassig und reproduzierbar
charakterisiert werden sollten (Kapitel 2.1, 2.2 und 2.3). Im zweiten Teil der Arbeit sind die
Erkenntnisse dargestellt, die mit Hilfe dieser Testsystem Uber die Virus-Wirt-Interaktion
gewonnen wurden (Kapitel 2.4, 2.5 und 2.6).
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2.1 Entwicklung einer Klonierungsmethode fir nicht- zytolytische Viren

Virusisolate fur Untersuchungen in Forschung und Diagnostik unterliegen einer Dynamik
u. a. in Abhangigkeit von den verwendeten Zellkulturbedingungen, der Art der Wirtszellen, den
Virustypen und der Zahl der Viruspassagen. Aufgrund spontaner Mutationen kommt es zur
Entstehung von Virusvarianten, die als Quasispezies bezeichnet werden. Auf diese Weise
entstehen auBerdem defekte Varianten, die per se nicht infektids sind, sich jedoch auf Kosten
intakter Viren in derselben Zelle vermehren und als defekte Partikel ausgeschleust werden
kénnen. Das Verhdltnis zwischen infektidsen und defekten Partikeln in einem Virusstock kann
sich stark unterscheiden und diese Varianz kann groRen Einfluss auf die Resultate bestimmter

Untersuchungen haben.

In der ersten Arbeit wurde eine Methode entwickelt mit dessen Hilfe infektidse Hantaviren
von nicht infektiosen getrennt werden kdnnen. Zur Validierung der Methode wurde aus einem
Gemisch unterschiedlicher Hantaviren eine Variante erfolgreich isoliert, die sich durch eine NSs-

inaktivierende Punktmutation vom Wildtyp unterscheidet.

Die etablierte Methode ist eine wichtige Voraussetzung fir die Isolierung einzelner
Virusklone aus einem Gemisch unterschiedlicher Varianten und fur die Herstellung homogener
Stocks mit vergleichbar hohen Virustitern. Interessanterweise zeigten alle Stocks, die mit Fokus-
aufgereinigten Viren hergestellt wurden, deutlich hohere Titer im Vergleich zu den
urspringlichen parentalen Stocks (siehe Tabelle 2). Hier soll auch darauf hingewiesen werden,
dass mit einem Stock mit ca. 5.000 Viren pro ml aussagekraftige funktionelle Infektionsversuche

praktisch kaum mdglich sind.

Anfangs-Titer Virus Titer nach Fokus-Aufreinigung
1,8x10"  HTNV 25x10°
2,0x10°  DOBV 8,0 x 10°
47x10°  PULV 2,5x10°
80x10°  THAIV 5,0 x 10°
40x10°  TULV 4,0 x 10°
6,8x10°  PHV 4,0 x 10°
70x10°  TOPV 1,0 x 10°

Tabelle 2: Fokus-Aufreinigung zur Anreicherung infektoser Partikel bewirkt einen deutlichen
Anstieg der Virusproduktion. Dargestellt ist die Menge infektidser Viren pro ml die innerhalb von 7 Tagen
nach der Infektion von Vero Zellen mit parentalen Viren oder mit Fokus aufgereinigten Viren gebildet
wurden (Kapitel 2.1). THAIV: Thailand Virus.
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Auf Grundlage dieser Technik konnte die Reproduzierbarkeit vieler Versuche und die
Vergleichbarkeit unterschiedlicher Hantaviren in funktionellen Studien erheblich verbessert

werden.

Diese Methode wurde auch verwendet, um erstmals in Zellkultur eine Reassortante
zwischen einem pathogenen und einem nicht pathogenen Hantavirus herzustellen und fir die
funktionelle Analyse zu isolieren (siehe Kapitel 2.6).

Journal of Virological Methods 2006; 135:26-31
A novel method for cloning of non-cytolytic viruses

Rang A, Heider H, Ulrich R, Krliger DH.

Institute of Virology, Helmut-Ruska-Haus, University Hospital Charité, Campus Charité Mitte, D-
10098 Berlin, Germany

Hantaviruses are rodent-borne pathogens with a segmented single-stranded RNA genome of
negative polarity. Spontaneous occurrence of variants with genetic heterogeneity have been
observed both in vivo and in vitro. The objective of this study was to establish a method for the
cloning of genetically homogenous hantaviruses which can be used for subsequent functional
studies. Infected VeroE6 cells were incubated with an agarose/medium overlay to prevent
uncontrolled distribution of de novo synthesized virus. Thereafter, the overlay was removed and
stored for isolation of the diffused virus. The cell layer was fixed and viral antigen-containing foci
were detected by immunochemistry. The relative location of the foci on the culture dish was
used to trap individual virus clones in the corresponding overlay. The clones were picked and
used for re-infection. According to this novel protocol three different hantaviruses, i.e. Hantaan,
Puumala, and Tula virus, were purified. In the course of purification the titers of the resulting
virus stocks were increased by 10-1000-fold. In addition, this method was used to purify a minor
Puumala virus variant from a parental stock containing a mixture of two variants. Taken together,
the method presented is well suited to isolate genetically homogenous hantaviruses and might

also be applicable for other non-cytolytic viruses.



14

2.2. Die Quantifizierung neutralisierender Antikbrp  er mittels

Virusneutralisationstest kann durch defekte Viruspa rtikel beeintrachtigt werden

Die im vorigen Abschnitt beschriebene Studie bildet eine wichtige Grundlage fir die
Klonierung und Isolierung von nicht zytolytischen RNA Viren. Wie im vorigen Abschnitt
eingeflihrt, kbnnen Virus Stock Préparationen, vornehmlich von RNA Viren, unterschiedliche
Mengen infektioser und defekter Viruspartikel enthalten. In der folgenden Studie wurde die
Bedeutung und Auswirkung dieser Varianz fir die Quantifizierung Virus-neutralisierender

Antikorper untersucht.

Die Oberflachen infektiéser und nicht infektiéser Partikel sind identisch und haben die
gleiche Immunoreaktivitdt. Die Studie verdeutlicht, dass die Quantifizierung neutralisierender
Antikorper mittels Virusneutralisationstests durch das variierende Verhaltnis zwischen defekten
und infektiosen Partikeln dramatisch beeintrachtigt werden kann. Diese Beobachtung
unterstreicht die Bedeutung homogener Virusstocks flr einen zuverlassigen funktionellen

Vergleich unterschiedlicher Referenzviren.

Intervirology 2009; 52:335-339

Defective particles can lead to underestimated anti  body titers in virus

neutralization tests.
Handke W, Kriiger DH, Rang A.
Institute of Virology, University Hospital Charité, Berlin, Germany.

OBJECTIVE: Stocks of RNA viruses often contain divergent mixtures of infectious and defective
particles (DPs). Since the surface of both particles share the same immunoreactivity, differing
ratios of these particles in stocks used for virus neutralization tests might alter the results. Here

the impact of such off-target effects were measured.

METHODS: To determine the relative content of DPs in 3 stocks with high, medium and low
titers of infectious virions, the amounts of nucleocapsid protein and viral RNA were quantified by
Western blot and quantitative RT-PCR. Thereafter, stocks with different amount of DPs were
used to determine the titer of neutralizing antibodies in serum from a convalescent Puumala

virus-infected patient by a focus reduction neutralization test.

RESULTS: The relative amount of DPs was at least 5-fold higher in the stock with the lowest
titer compared to the stock with the highest. Stocks with lower levels of DPs led to higher
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antibody titers compared to the analysis performed with stocks containing higher levels of DPs.

CONCLUSION: These results imply that DPs in virus stocks should be considered when

performing virus neutralization tests to quantify neutralizing antibodies.

2.3. Hemmung von Hantaan Virus durch Typ | und Typ [l Interferon ist unabhangig

von MxA

Das humanen MxA Protein interferiert mit der Infektion vieler unterschiedlicher RNA und
DNA Viren (Haller 2011). Welche Rolle das endogene MxA Protein im komplexen Netzwerk der
durch IFN ausgelésten Schutzmechanismen spielt ist nicht klar. Um diese Frage zu
beantworten, wurde der Effekt von Typ | IFNa und Typ Il IFNy auf HTNV untersucht.
Interessanterweise wurde HTNV mit vergleichbarer Effizienz durch beide IFN-Typen gehemmt,
obwohl MxA durch Typ Il IFNy nicht induziert wird. Untersuchungen in MxA-defizienten Zellen
und nach spezifischem knock down von MxA mittels siRNA zeigten ferner, dass MxA fiir den
durch IFN ausgeldsten antviralen Status keine entscheidende Rolle spielt. Die Ergebnisse der
Studie deuten darauf hin, dass weniger ein einzelnes Gen, sondern eher die konzertierte Aktion
vieler Gene fir die antivirale Wirkung und die effiziente IFN-vermittelte Hemmung verantwortlich

sind.

Virus Research 2007; 127:100-105

MxA-independent inhibition of Hantaan virus replica tion induced by type | and

type Il interferon in vitro.
Oelschlegel R, Kriiger DH, Rang A.

Institute of Virology, Helmut-Ruska-Haus, University Hospital Charité, Charité Campus Mitte, D-
10098 Berlin, Germany.

Interferons (IFN) induce an antiviral state against Hantaan virus (HTNV) but the mechanisms
responsible for inhibition are unclear. The IFN-inducible MxA is discussed to be important for
control of infections with hantaviruses. To characterize the role of endogenous MxA, the
inhibition of HTNV induced by type | and type Il IFNs was compared in Vero and A549 cells.
IFNalpha and IFNgamma reduced production of infectious virions, viral RNA, and nucleocapsid
protein with the same efficiency, although expression of MxA protein was detectable only in
IFNalpha-treated A549 cells. Furthermore, knock down of MxA expression did not impair



16

IFNalpha-induced inhibition. Thus, inhibition of HTNV induced by type | and type Il IFNs did not
dependent on expression of endogenous MxA. Taken together, these data suggest that MxA
endogenously expressed in response to type | or type Il IFNs does not play a pivotal role for the
antiviral state against HTNV and that there is more than one mechanism by which cellular

defences block hantavirus replication.

2.4. Hantaan Virus aktiviert angeborene Immunreakti  onen Uber TLR3

Reverse Genetik Systeme flr Hantaviren sind nicht und experimentelle Tiersysteme nur
fur einzelne Spezies beschrieben. Somit ist die Untersuchung der Virus-Wirt-Interaktion auf
Zellkultursysteme angewiesen. Die vorherigen Studien (Kapitel 2.1, 2.2, 2.3) beschreiben die
genaue Etablierung und detaillierte Charakterisierung von Zellkultursystemen auf deren
Grundlage weiterfilhrende Erkenntnisse gewonnen wurden, die in diesem und den zwei
folgenden Kapiteln (2.5, 2.6) dargestellt sind. Die erste der drei Studien zeigt, dass sowohl das
pathogene HTNV als auch das nicht pathogene PHV das IFN-System (ber die E3-Ligase
TRAF3 stimulieren. Ferner konnte erstmalig mit TLR3 ein PPR identifiziert werden, der direkt
durch HTNV aktiviert wird. Fir die durch das nicht pathogene PHV ausgeltste frihzeitige
Aktivierung des IFN-Systems war TLR3 jedoch nicht notwendig. Die Daten zeigen, dass die
Rekrutierung von TLR3 sowohl antivirale als auch inflammatorische Immunreaktionen auslést.
Im Kontext dieser Studie stellt sich die Frage, ob und wenn ja in welchem Masse die
inflammatorischen Immunreaktionen an der Pathogenese beteiligt sein kdnnten, die durch das

HTNV ausgeltst wird.

Journal of Immunology 2009; 182:2849-2858
Hantaan virus triggers TLR3-dependent innate immune responses.
Handke W, Oelschlegel R, Franke R, Kriiger DH, Rang A.

Institute of Virology, Helmut-Ruska-Haus, University Hospital Charité, Charité Campus Mitte,

Berlin, Germany.

Immediately after viral infection, innate responses including expression of IFN-alpha/beta and
IFN-stimulated genes (ISGs) are elicited ubiquitously by recruitment of specific pathogen
recognition receptors. The velocity to induce IFN-alpha/beta and ISGs in response to an
infection is often decisive for virulence. Interestingly, in primary endothelial cells ISGs are

induced later by hantaviruses pathogenic to humans than those considered to be nonpathogenic



17

or of low virulence. Here we demonstrate that pathogenic Hantaan (HTNV) and putatively
nonpathogenic Prospect Hill hantavirus (PHV) differentially activate innate responses in the
established cell lines A549 and HuH7. STATlalpha phosphorylation was detectable 3 h after
PHV inoculation but not within the first 2 days after HTNV inoculation. The velocity to induce the
ISGs MxA and ISG15 correlated inversely with amounts of virus produced. Moreover,
expression of the inflammatory chemokine CCL5 was also induced differentially. Both
hantaviruses induced innate responses via TRAF3 (TNF receptor-associated factor 3), and
TLR3 was required for HTNV-induced expression of MxA, but not for the MxA induction triggered
by PHV. Infection of RIG-I-deficient HUH7.5 cells revealed that RIG-I (retinoic acid receptor 1)

was not necessary for induction of innate responses by PHV.

Taken together, these data suggest that HTNV and PHYV elicit different signaling cascades that
converge via TRAF3. Early induction of antiviral responses might contribute to efficient
elimination of PHV. Subsequent to clearance of the infection, innate responses most likely
cease; vice versa, retarded induction of antiviral responses could lead to increased HTNV
replication and dissemination, which might cause a prolonged inflammatory response and might

contribute to the in vivo virulence.

2.5. Klonierung und funktionelle Charakterisierung einer in vitro hergestellten

Reassortanten zwischen einem pathogenen einem nicht pathogenen Hantavirus.

Mit Hilfe der in Kapitel 2.1 dargestellten Klonierungsmethode ist es erstmals gelungen eine
Reassortante zwischen einem pathogenen und einem nicht pathogenen Hantavirus
herzustellen. Die Ergebnisse dieser Studie erlauben zuverlassige Riickschliisse auf die viralen
Determinanten, die fur die differentielle Aktivierung des IFN-Systems entscheidend sind. Die
erzielten Befunde erlauben weiterhin einen Einblick in grundlegende Kontrollmechanismen der
viralen Replikation bzw. der Sortimentierung viraler RNA-Segmente.

Die funktionelle Analyse dieser Reassortante im Vergleich zu den parentalen Viren ergab,
dass die differentielle Immunantwort durch die Gensegmente bestimmt wird, die fir die RdRp
und das NP kodieren. Die Untersuchung der Reassortante ergab auf3erdem, dass die
Virusaufnahme Uber bestimmte Integrin-Rezeptoren fiir die spezifische IFN-Antwort in den

verwendeten Testsystemen keine Rolle spielt.
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Journal of General Virology 2010; 91:2351-2359

Generation and characterization of genetic reassort  ants between Puumala and

Prospect Hill hantavirus in vitro.
Handke W, Oelschlegel R, Franke R, Wiedemann L, Kriger DH, Rang A.
Institute of Virology, Helmut-Ruska-Haus, University Hospital Charité, D-10098 Berlin, Germany.

Hantaviruses belong to the family Bunyaviridae characterized by tri-segmented RNA genomes.
Depending on the hantavirus species, infection can lead to hantavirus cardiopulmonary or
haemorrhagic fever with renal syndrome. In vitro studies suggest that pathogenic hantaviruses
evade induction of innate antiviral responses, and this ability might determine the virulence in
humans. Since reverse genetic systems are not available, in vitro reassortment is currently the
only way to culture defined hantavirus variants. Here, we demonstrate for the first time the
generation of a reassortant between a pathogenic Old World and a non-pathogenic New World
hantavirus in vitro. The reassortant contained the glycoprotein coding M-segment derived from
the pathogenic Puumala virus (PUUV) and the other genomic segments coding for the
nucleocapsid protein and RNA-dependent RNA-polymerase from Prospect Hill virus (PHV),
which is taken as non-pathogenic in humans. Exchange of the M-segment was confirmed by
sequencing and virus neutralization test with PUUV-specific sera. Functional analysis of the
reassortant and parental viruses revealed characteristic growth kinetics and innate immune
responses as determined by expression analyses for lambda interferon and MxA, and by
interferon-stimulated response element reporter gene studies. Consistent with previous studies
with other pathogenic hantaviruses, PUUV elicited reduced innate responses if compared with
PHV. In all these functional assays the reassortant revealed PHV-like phenotypes. Thus, neither
the PUUV M-segment nor entry via specific M-segment directed pathways modulated the virus
type-specific innate responses. Moreover, the data imply that this approach might be an option
for production of attenuated viruses that could be used as vaccines against pathogenic

hantaviruses.
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2.6. Infektion von in vivo differenzierten humanen Mastzellen mit Hantaviren

Die erhohte vaskulare Permeabilitat ist ein wesentliches Symptom der durch Hantaviren
ausgeldsten Erkrankungen. Besonders schwerwiegende Verlaufe gehen einher mit irreversiblem
Schock. Mastzellen sind wichtige Regulatoren vaskuldrer Permeabilitatt und koénnen
bekanntermalRen schwerwiegende Schockzustdnde auslosen. Die vor diesem Hintergrund
durchgefihrten Studien ergaben, dass in vivo differenzierte humane Mastzellen mit Hantaviren
infiziert und aktiviert werden kénnen. Es stellt sich die Frage, ob durch die Hantavirusinfektion
von Mastzellen der Verlauf der Erkrankung dramatisch verschlechtert wird, und ob eine
Behandlung mit Mastzellstabilisatoren schwerwiegende Verlaufe lindern oder sogar verhindern

kdnnten.

Journal of General Virolology 2010; 91:1256-1261.
Infection of in vivo differentiated human mast cell s with hantaviruses.
Guhl S, Franke R, Schielke A, Johne R, Kriiger DH, Babina M, Rang A.
Department of Dermatology and Allergy, University Hospital Charité, D-10098 Berlin, Germany.

Increased vascular permeability is a key feature of the pathological symptoms caused by
hantaviruses. Here, we analysed the interaction between hantaviruses and mast cells, which
regulate vascular homeostasis. In highly purified human skin mast cells increasing amounts of
Hantaan (HTNV) and, to a lower extent, Prospect Hill (PHV) virions were produced. Replication
was confirmed by the production of viral plus-strand RNA as determined by a virus strand-
specific RT-PCR. PHV but not HTNV elicited early expression of beta interferon, MxA, ISG15
and CCL5 consistent to studies with other cell types. The data demonstrate that mature mast
cells are permissive to infection with hantaviruses. This interaction might contribute to the
development of vascular leakage syndrome.
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3. Diskussion

Uber welche Mechanismen Hantaviren in infizierten Patienten die teilweise
lebensbedrohlichen Erkrankungen hervorrufen, ist unbekannt. Auch aus diesem Grund sind die
Interventionsmdoglichkeiten, die Uber eine symptomatische Behandlung hinausgehen, begrenzt.
In der frihen Phase nach der Infektion kann die Behandlung von HFRS-Patienten mit Ribavirin
den Verlauf positiv beeinflussen. Dieses Nukleosid-Analogon scheint jedoch gegen Alte Welt
Hantaviren in HCPS-Patienten unwirksam zu sein. Grinde fir die unterschiedliche Wirksamkeit
sind nicht bekannt (Jonsson et al. 2008; Rusnak et al. 2009; Huggins et al. 1991; Chapman et al.
1999; Mertz et al. 2004; Marcus et al. 2005). Zusatzlich zu diesem therapeutisch wichtigen
Unterschied zwischen Alte und Neue Welt Hantaviren ist von mehreren unabhangigen
Arbeitsgruppen ein weiterer grundlegender Unterschied zwischen pathogenen und nicht-
pathogenen Hantaviren beschrieben worden. Von nicht pathogenen Hantaviren wird das
intrinsische IFN-System in vitro unmittelbar nach der Infektion, jedoch erst deutlich verzogert
nach der Infektion mit pathogenen Hantaviren ausgelost. Dieses erweiterte Zeitfenster konnte
fur die erfolgreiche Infektion und Ausbreitung im Menschen notwendig und auch fir die Virulenz
der Hantaviren entscheidend sein. Die Aufklarung dieser und anderer grundlegender Fragen zur
Virusvermehrung, Virus-Wirt-Interaktion und Pathogenese sind dringend erforderlich, um
intervenierend den Krankheitsverlauf zu beeinflussen und alternative Impfstrategien zu

entwickeln.

3.1. Historie Zellkultur-adaptierter Hantaviren

Die Untersuchung der Hantavirus Vermehrung, Wirtsspezifitdt und Pathogenese sind
schwierig, da geeignete Tiersysteme nur begrenzt und Reverse Genetik Systeme fir Hantaviren
nicht zur Verfigung stehen. Viele Richtungsweisende Erkenntnisse basieren auf
Untersuchungen in vitro mit an Zellkultur adaptierte Hantavirus-Isolate. In welcher Form diese
Isolate vergleichbar sind mit den Viren, die in vivo in natlrlichen Reservoirwirten und im
Menschen zirkulieren, ist ungewiss. Die Historie des verwendeten Virus kann von beachtlicher
Relevanz zu sein. Zumindest in einer Studie konnte gezeigt werden, dass ein Zellkultur-
adaptiertes Isolat nicht mehr in der Lage war, den natiirlichen Reservoirwirt Myodes glareolus zu
infizieren, im Gegensatz zu dem in vivo passagierten Virus. Obwohl in nicht kodierenden
Regionen Sequenzunterschiede zwischen den beiden Isolaten identifiziert wurden, ist nicht
geklart, welche Charakteristika fiir die veranderte in vivo Infektivitat entscheidend war (Lundkvist
et al. 1997).

Die Historie eines Virusstocks drickt sich auch in dem wechselhaften Verhaltnis

zwischen defekten und infektibsen Viruspartikeln aus, welches in Abhéngig von der
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Infektionsdosis, den Kulturbedingungen und der Art der Wirtszelle stark schwanken kann. Diese
Varianz kann sich sehr effizient auf die Virusproduktion auswirken. Einerseits ist gezeigt worden,
dass defekte RNA-haltige Viruspartikel das intrinsische IFN-System besonders stark stimulieren
(Yount et al. 2006, Marcus et al. 1989). Zum Anderen wurde dargestellt, u. a. in der
vorliegenden Arbeit auch fir Hantaviren, dass defekte Partikel auf Kosten der Infektiosen
produziert werden (Kapitel 2.2). Um die Varianz zwischen den unterschiedlichen Virusstocks zu
minimieren, wurde in Anlehnung an die klassische Plaque-Reinung zytolytischer Viren eine neue

Fokus-Aufreinigungsmethode zur Klonierung nicht zytolytischer Viren entwickelt (Kapitel 2.1).

Mit Hilfe dieser Methode kann zuverlassig die genetische Homogenitét der Virusstocks
und dadurch auch eine hohe Vergleichbarkeit unterschiedlicher Hantavirus-Arten gewéahrleistet
werden. In Folge dieser Homogenitat konnte auch die Reproduzierbarkeit der funktionellen
Studien deutlich erhéht werden. Die Relevanz dieser Fokus-Aufreinigungsmethode wird nicht
nur durch den Anstieg der Virustiter deutlich (siehe Kapitel 2.1, Tabelle 2), sondern konnte auch
fir Virus-Neutralisationsteste gezeigt werden. In Abhéangigkeit von der Menge an defekten
Partikeln in den verwendeten Virusstocks flhrte die Quantifizierung neutralisierender Antikdrper

zu teilweise irrefihrende Ergebnisse (Kapitel 2.2).

Diese Befunde unterstreichen die Notwendigkeit einer genauen Kontrolle der
Virusstocks, die fur funktionelle Studien in vivo und in vitro verwendet werden. Aufgrund dieser
Erwagungen wurden alle Studien mit Stocks durchgefiihrt, die nach einer Fokus-Aufreinigung
der entsprechenden Hantaviren hergestellt wurden. Um klonale Effekte auszuschlieBen bzw. zu
kontrollieren, wurden Wiederholungsexperimente i. d. R. mit Virusstocks durchgefiihrt, die mit

unterschiedlichen Virusklonen hergestellt wurden.

3.2. Hemmung von Hantaviren in Zellkultur durch Zug  abe von rekombinantem

Interferon

Um die Wirkung und Bedeutung des intrinsischen IFN Systems besser einschétzen zu
kénnen, wurde die Hemmung von HTNV durch rekombinantes Typ | IFNa und Typ Il IFNy
bestimmt. In diesen Studien wurde deutlich, dass sowohl durch IFNa als auch durch IFNy die
Virusproduktion sehr effizient blockiert werden kann. Die Wirkung dieser IFNe gegen HTNV
schien vergleichbar, obwohl durch IFNa und IFNy teilweise unterschiedliche Gene induziert

werden (Kapitel 2.3).

IFN wirkt autokrin und parakrin auf komplexe regulatorische Netzwerke, die nicht allein
das angeborene und adaptive Immunsystem, sondern auch grundlegende zellulare Prozesse

kontrollieren. Beeintrachtigt wird u. a. die Zellteilungsrate als auch die zellulare Translation u. a.
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Uber die Phosphorylierung des eukariotischen Initiationsfaktors der Translation elF2A durch die
IFN-induzierbare Proteinkinase R (PKR). Somit induziert IFN nicht nur ISGs mit direkter
antiviraler Wirkung, sondern reduziert den gesamten Zellstoffwechsel auf ein lebenserhaltendes
Minimum. In diesem nahezu selbst-zerstérerischen Zustand ist die Zelle vor einer Virusinfektion
auch geschitzt, da wichtige Wirtzellfunktionen nicht stattfinden, die fiir die Etablierung der
Virusinfektion erforderlich sind. Nach diesen Szenarien ergeben sich zwei intrinsische
Verteidigungsebenen. Auf einer Ebene durch die Induktion von ISGs, die direkt mit viralen
Produkten interagieren und auf einer weiteren grundlegenderen Ebene durch die weitgehende
Abschaltung aller Prozesse, die fiir vitale Funktionen der Zelle zumindest libergangsweise nicht

notwendig sind.

Im Gegensatz zu diesem komplexen vielschichtigen Wirkungsmodel konnte gezeigt
werden, dass allein die Uberexpression des IFN-induzierbaren MxA Proteins eine HTNV-
Infektion vollstandig verhindern konnte (Frese et al. 1998). Neben HTNV koénnen viele
unterschiedliche RNA- und DNA-Viren durch das humane MxA Protein gehemmt werden,
einschliellich Afrikanisches Schweinefieber Virus, Coxsackie B Virus, Hepatitis B Virus,
Humanes Parainfluenza Virus Typ 3, Infektioses Lachsanamie Virus, Infektidses
Pancreasnekrose Virus, Influenza A/B/C Virus, Krim-Kongo Fieber Virus, LaCrosse Virus,
Masern Virus, Rift Valley Fieber Virus, Semliki Forest Virus, Thogoto Virus und Vesicular
Stomatitis Virus, Virus der Infektiosen Bursitis und Thogoto (Haller und Kochs 2011). Welche
Eigenschaften des MxA Proteins fir das breite Wirkungsspektrum verantwortlich sind, ist nicht
genau charakterisiert. Fir Krim-Kongo Fieber und Thogoto Virus konnte eine direkte Interaktion
von MxA mit den viralen Nukleokapsidproteinen nachgewiesen werden (Kochs et al. 1999;
Andersson et al. 2004). Durch diese Bindung wird hochst wahrscheinlich das fur die
Virusproduktion essentielle Stukturprotein entzogen und inaktiviert. Ob MxA mit allen oben
genannten Viren in &hnlicher Weise interagiert oder Uber andere Wirkmechanismen die

Virusvermehrung hemmt, ist unklar.

Im Zuge intrinsischer antiviraler Immunreaktionen wird MxA nicht allein, sondern
ausschlielich zusammen mit anderen ISGs induziert. Welche Rolle MxA fiir die Hemmung von
HTNV im Kontext dieser anderen ISGs spielt, ist wenig bekannt. In unseren Studien zur
antiviralen Wirkung von Typ | IFNa und Typ Il IFNy wurde HTNV mit vergleichbarer Effizienz
durch beide IFN-Typen gehemmt, obwohl MxA durch Typ Il IFNy nicht induziert wird. In MxA-
defizienten Zellen und MxA-knock down Experimenten war die durch IFN ausgel6ste Hemmung
nicht beeintrachtigt (Kapitel 2.3). Somit scheint das endogene MxA Protein fur die IFN-
vermittelte Hemmung von HTNV nicht entscheidend zu sein, wie zuvor auch schon fir die
Hemmung von Hepatitis B Virus gezeigt (Rang et al. 2002).
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Diese Daten darauf hin, dass zusatzlich zu MxA, durch IFN weitere bisher nicht
charakterisierte antivirale Mechanismen ausgelést werden. Im Anbetracht des hoch-komplexen
IFN-Netzwerks wird zunehmend deutlich, dass die hoch-effiziente antivirale Wirkung nicht allein
durch einzelne ISGs, sondern in einem vielschichtigen Konzert vieler Gene und grundlegender

zellularer Prozesse vermittelt wird (Borden et al. 2007).

3.3. Intrinsische Immunreaktionen auf die Infektion mit Hantaviren

Im Rahmen der oben beschriebenen IFN-Studie bewirkte die HTNV Infektion von
Lungenepithelzellen interessanterweise eine endogene MxA Expression auch ohne Zugabe von
rekombinantem IFN (Kapitel 2.3, Abbildung 1,C). In weiteren Untersuchungen konnte mit Hilfe
dieses experimentellen Zellsystems erstmals direkt gezeigt werden, dass Hantaviren Giber TLR3
und TRAF3 antivirale und inflammatorische Immunreaktionen auslésen. Der direkte funktionelle
Vergleich zwischen pathogenen und nicht pathogenen Hantaviren ergab ferner, dass weder die
Rekrutierung von TLR3 noch von RIG-I fir die friihe Aktivierung des IFN-Systems durch das
nicht pathogene PHV entscheidend zu sein scheint (Kapitel 2.4). Konsistent zu den oben
beschriebenen Befunden wurde auch von Habjan und Kollegen gezeigt, dass RIG-I an der
Erkennung von HTNV nicht beteiligt zu sein scheint, da von dem Virusgenom die dreifach-

phosphorylierten 5 -Enden im Zuge der Replikation entfernt werden (Habjan et al. 2008).

Unser Daten zeigen erstmalig das Hantaviren durch TLR3 erkannt werden kénnen,
wobei die protektive Rolle von TRL3 in Kontext der Erkennung viraler Infektion fraglich ist. TLR3
erkennt doppelstrangige RNA (ber eine Ektodoméne, die auf der Zelloberflache oder im
endosomalen Lumen lokalisiert ist. Diese zelluldare Lokalisation haben alle TLRs gemein, die mit
Nukleinsauren als PAMP interagieren, einschliellich TLR7 und TLR9. Aufgrund der Virushiille
und den gegenwartig bekannten Aufnahmewegen von Virionen kann man davon ausgehen,
dass genomische Virus-RNA oder -DNA vorwiegend im Zytoplasma fiir PRRs zuganglich sind.
Fraglich ist deshalb, wie TLR3, TLR7 oder TLR9 als protektive Sensoren einer viralen Infektion
fungieren kénnen (Takeuchi et al. 2007). Hier muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass in
der Wirtszelle zwischen den unterschiedlichen Kompartimenten ein reger Materialaustausch
Uber unterschiedliche Transportmechanismen besteht. TLR7 spezifische Liganden
beispielsweise kdnnen aus dem Zytolasma der Wirtszelle mittels Autophagie in endosomale
Kompartimente Uberfuhrt werden (Lee et al. 2007). Auf ahnliche Wiese kodnnte auch
doppelstrangige HTNV RNA katabolisiert und mit TLR3 in Verbindung gebracht werden. Dieser
Mechanismus scheint jedoch ungeeignet zu sein eine erfolgreiche Infektion zu verhindern, da
die ausgeltsten antiviralen Effekte zumindest in unseren Studien erst 2 Tage nach der HTNV
Infektion nachweisbar waren (Kapitel 2.4 und 2.5).
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Die Infektion mit HTNV fuhrt Gber die Rekrutierung von TLR3 zur Expression
inflammatorischer Gene, einschlie3lich Rantes/CCL5. Da die verzdgerte Immunreaktion die
erfolgreiche primare Infektion nicht mehr verhindern kann, kénnte die Infektion tUber TLR3
nachhaltige Entziindungsreaktionen und so immunpathologische Prozesse auslésen. Folglich
kénnte die Rekrutierung von TLR3 durch Hantaviren eine Fehlaktivierung bewirken mit
schadlichen Auswirkungen. Anhaltspunkte fiir dieses Szenarium ergaben sich aus
Infektionsstudien mit Influenza Virus, West Nil Virus, Phlebovirus oder Encephalomyelitis Virus.
In TLR3-defizienten Mausen waren die ausgelosten Symptome wesentlich milder und die
Mortalitatsraten deutlich geringer im Vergleich zu den Befunden in den TLR3-kompetenten
Tieren (Gowen et al. 2006; Hardarson et al. 2007).

Welche zellularen Sensoren nicht pathogene Hantaviren (PHV, TULV, TOPV) erkennen
und die friihzeitige Immunantwort auslosen, ist eine wichtige bisher unbeantwortete Frage.
Unklar ist auch welche viralen Produkte von der Wirtszelle als PAMP erkannt werden und fur die
beobachteten Unterschiede zwischen den pathogenen und nicht pathogenen Hantaviren
entscheidend sind. Um diese Frage zu untersuchen, wurden in vitro Reassortanten mit
definierten Hantaviren hergestellt (McElroy et al. 2004; Kirsanovs et al. 2010). Mit Hilfe der oben
skizzierten Fokus-Aufreinigungsmethode ist es erstmalig gelungen Reassortanten zwischen
einem pathogenen und einen nicht-pathogenen Hantavirus herzustellen und zu isolieren (Kapitel
2.5).

Wie die Sortimentierung der drei unterschiedlichen Genomsegemente in der Wirtzelle
reguliert wird, ist unklar. Bisherige Studien deuten darauf hin, dass eine Reassortimentierung
nach Doppelinfektion einer Zelle mit zwei Hantaviren einer Art relativ haufig erfolgen kann
(Henderson et al. 1995; Rodriguez et al. 1998; Klempa et al. 2003; Rizvanov et al. 2004; Zou et
al. 2008; Razzauti et al. 2009; Kirsanovs et al. 2010). Zwischen unterschiedlichen Virusarten
schient die Reassortierung restriktiver kontrolliert zu sein. Dennoch kann diese Beschrankung
zumindest fir Reassortanten mit einem heterologen M-Segment durchbrochen werden (McElroy
et al. 2004, Handke et al. 2010). Ob andere Genom-Kombinationen nicht oder deutlich
schlechter vermehrungsfahig sind oder in der Ursprungszelle gar nicht erst gebildet werden, ist
unklar. Ungeachtet dieser Einschrankungen ist die Reassortierung in vitro gegenwartig der
einzige Weg zu definierten Virus-Varianten, da Reverse Genetik Systeme fiir Hantaviren nicht

etabliert sind.

Der funktionelle Vergleich der Reassortanten mit den parentalen Viren ergab, dass

ausschlieBBlich die S- und L-Segmente und die durch diese Genomsegmente kodierten



25

Virusprodukte entscheidend fur die differentielle IFN-Reaktion sind. Die Rekrutierung
spezifischer Integrinrezeptoren durch die Glykoproteine von PUUV und PHV zeigt in dem
verwendeten Testsystem keinen offensichtlichen Einfluss auf die beobachteten
Immunreaktionen (Kapitel 2.5). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wird der N-terminalen
cytoplasmatischen Doméne des New York Virus (NYV) Gn eine wichtige Rolle an der Blockade
des intrinsischen IFN-Systems beigemessen (Alff et al. 2006; Alff et al. 2008). Kirzlich wurden
ahnliche antagonistische Effekte auch fur das Gn des nicht pathogene TULV beschrieben
(Matthys et al. 2011) Zumindest die letztgenannten Ergebnisse stehen im Widerspruch zu einer
frheren Arbeit (Kraus et al. 2006). Gegenwartig ist nicht bekannt, ob experimentelle Details

oder auch die benutzten Virusisolate diese Unterschiede erklaren kdnnten.

Insgesamt findet man abhangig von den verwendeten Hantavirus-Arten vielféltige
Mechanismen, die mit der Aktivierung des IFN-Systems interferieren (siehe Tabelle 1). Hier
muss nochmals darauf hingewiesen werden, dass abgesehen von den Arbeiten mit
Reassortanten (McElroy et al. 2008; Kirsanovs et al. 2010; Handke et al. 2010) die funktionelle
Untersuchungen im subviralen Kontext durchgefiihrt wurden. Ob die beobachteten Effekte auch

im gesamtgenomischen Kontext der jeweiligen Hantaviren wirksam werden, ist nicht klar.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass Hantaviren viele redundante
Mechanismen entwickelt haben, um der effizienten antiviralen Wirkung intrinsischer
Immunreaktionen zu entgehen. Diese Redundanz mag auch mit der Entwicklung in
unterschiedlichen Reservoirwirten begriindet sein. Im Zuge der lang wahrenden Koevolution
kénnen sich Spezies-spezifisch unterschiedliche Ausweichmechanismen ausgepragt haben, die
im Fehlwirt Mensch mit entscheidend sind, sowohl fir die Virulenz als auch fiir die Art der

jeweiligen Pathogenitdtsmechanismen.

3.4. Infektion von Mastzellen: point of no return?

Uber welche Mechanismen pathogene Hantaviren im Menschen Krankheitssymptome
auslosen, ist unbekannt. Sowohl die direkte Interaktion mit Endothelzellen, als auch indirekte
Effekte Uber die verstarkte Ausschittung von Zytokinen, Chemokinen und Mediatoren kénnten
die erhohte vaskulare Permeabilitdt auslosen. Schock-artige Symptome bei fast allen letal
verlaufenden HCPS- und HFRS-Féllen deuten darauf hin, dass Mastzellen an der Pathogenese
beteiligt sein kdnnten (Borges et al. 2008; Campen et al. 2006). Unterstutzt wird diese
Hypothese durch den Befund, dass Mastzellen mit Hantaviren infiziert und aktiviert werden
kénnen (Kapitel 2.6). Die Infektion von Mastzellen konnte einen kritischen Punkt markieren, der
einmal Uberschritten einen nicht reversiblen Schock-Zustand auslést und zu Organversagen und

unabwendbar zum Tod des Patienten fihrt.
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Hinweise auf eine Aktivierung von Mastzellen aufgrund erhéhter Histaminwerte im Serum
Hantavirus-infizierter Patienten unterstitzen dieses Modell. Aufgrund der sehr geringen
Halbwertszeit konnen erhdhte Histaminmengen im Serum leicht Gbersehen werden. Dies kdnnte
der Grund sein, warum bisher nur in zwei Studien erh6hte Mengen an Histamin in Hantavirus-
infizierten Patienten dokumentiert wurden (Sidelnikov et al. 1990; Sidelnikov et al. 1996). Um die
Rolle von Mastzellen an der Pathogenese fundierter beurteilen zu kénnen, sind weitere
detaillierte Untersuchungen notwendig. Fir diese Fragestellung wirde sich besonders das
experimentelle Model im Syrischen Hamster fiir ANDV anbieten. In diesem System kdnnte man
testen, in welchem MaRe Mastzellen mit ANDV infiziert sind, und ob diese Infektion mit den
beobachteten Befunden in den entsprechenden Organen in Einklang gebracht werden kdnnen.
Falls sich Mastzellen als Zielzellen der Hantavirusinfekton bestatigen sollten, kénnte man
untersuchen, ob Mastzellstabilisatoren oder andere Mastzell-regulierende Medikamente die

Symptomatik in diesem Testsystem beeinflussen kénnen.
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4. Zusammenfassung

Infolge einer Infektion mit Hantaviren sterben bis zu 15% der mit hamorrhagischem
Fieber mit renalem Syndrom und bis zu 40% der mit Hantaviralen Cardiopulmonalen Syndrom
erkrankten Patienten. Die Pathogenitdtsmechanismen die zu diesen Syndromen flihren und
Virulenzfaktoren der Hantaviren sind nur ansatzweise charakterisiert. Die erfolgreiche primare
Infektion nach der Virusaufnahme ist eine wesentliche Voraussetzung fur die Pathogenese. In
dieser Phase der Infektion vermehren sich pathogene Hantaviren in vitro deutlich effizienter als
nicht pathogene. Im Rahmen der Studie wurden virale und zelluléare Faktoren identifiziert und
charakterisiert, die fir die Etablierung der primaren Infektion und folglich auch fur die Virulenz

der Viren in vivo eine wichtige Rolle spielen.

In einem ersten Schritt der Studie wurde eine Fokusaufreinigungsmethode fiir nicht
zytolytische Viren entwickelt. Diese Methode erlaubt die Klonierung von Hantaviren und auf
diese Weise auch die Entfernung von defekten interferierenden Viruspartikeln. Defekte Partikel
kénnen die Effizient der Virusvermehrung und auch angeborene Immunreaktionen modulieren.
Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte auf3erdem gezeigt werden, dass die Verwendung
von Referenzviren mit unterschiedlichen Anteilen defekter Viruspartikel einen starken Einfluss
auf die Quantifizierung Virus-neutralisierender Antikorper hat. Dieser Befund unterstreicht
zusatzlich die Bedeutung der etablierten Fokusaufreinigungsmethode. Diese Methode bildet
eine wichtige und solide Grundlage fiur den funktionellen Vergleich pathogener und nicht-
pathogener Referenzviren.

Um die Interaktion zwischen Hantaviren und dem angeborenen Immunsystem zu
charakterisieren, wurde die Wirkung von Interferon-alpha (IFNa) und Interferon-gamma (IFNy)
auf das hochpathogene HTNV bestimmt. Obwohl diese IFN-Typen teilweise unterschiedliche
Gene induzieren, wurde HTNV durch beide IFNe mit der gleichen Effizienz gehemmt. Die
Ergebnisse fuhrten zu der Hypothese, dass die Hemmung von HTNV durch Gene vermittelt

wird, die sowohl durch IFNa als auch IFNy moduliert werden.

Frihere Studien hatten gezeigt, dass MxA per se ausreichend ist, um eine HTNV-
Infektion in vitro zu verhindern. Im Gegensatz zu diesen Befunden, ergaben unsere
Untersuchungen keine Hinweise auf einen Beitrag von MxA an der Hemmung von HTNV in
IFNa-behandelten Zellen. Die Effizienz der Hemmung von HTNV war unverdndert, ungeachtet
ob MxA gebildet wurde oder nicht. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass redundante
Mechanismen existieren, die fur die antivirale Wirkung und die effiziente IFN-vermittelte

Hemmung entscheidend sind. Diese Ergebnisse bestéatigen die oben skizzierte Hypothese, dass
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die entscheidenden antiviralen Effektoren gegen HTNV sowohl durch IFNa als auch durch IFNy

induziert werden sollten.

Testsysteme fur die Untersuchung der Mechanismen, die zu HFRS oder HCPS fihren,
sind nur ansatzweise entwickelt. Um Hinweise auf diese Mechanismen zu erhalten, wurde die
Wechselwirkung zwischen Wirt und Virus - auf der einen Seite mit dem pathogenen HTNV und
auf der anderen Seite mit dem nicht pathogenen PHV verglichen. Im Rahmen dieser
Vergleichsstudie konnte festgestellt werden, dass pathogene und nicht pathogene Hantaviren
angeborene Immunreaktionen Uber die Ubiquitin-Ligase TRAF3 auslésen. Weiterhin konnte
erstmalig gezeigt werden, dass hoch-pathogene Hantaviren angeborene Immunreaktionen tber
TLR3 auslésen kdnnen. Auf Grundlage der differenziellen Virus-Wirt-Interaktion wurde folgendes
Modell aufgestellt: Die durch nicht pathogene Hantaviren friihzeitig ausgelésten angeborenen
antiviralen Immunreaktionen blockieren die Infektion vollstandig. Pathogene Hantaviren
hingegen l6sen die antivirale Immunreaktion zu spat aus, sodass die Entwicklung einer primaren
und systemischen Infektion erméglicht wird. In Folge der anhaltenden Virusproduktion, kommt
es zu einer Entziindungsreaktion, die Effektorzellen des angeborenen und des erworbenen
Immunsystems rekrutiert und aktiviert. Diese durch die Infektion ausgeloste systemische

Immunreaktion kénnte fiir die Pathogenese entscheidend sein.

Reverse Genetik System sind bisher flr Hantaviren nicht ethabliert. Die Herstellung und
Isolierung von Reassortanten nach einer Ko-Infektion mit mehreren Viren ist gegenwartig der
einzige Weg, mit dessen Hilfe definierte Hantavirusvarianten hergestellt werden kénnen. Um
Virulenzfaktoren eindeutig zu identifizieren, wurden Reassortanten zwischen einem pathogenen
und einem nicht pathogenen Hantavirus hergestellt. Die funktionelle Analyse dieser
Reassortanten im Vergleich zu den parentalen Viren zeigte, dass die S-RNA, die fir das
Nukleokapsidprotein und die L-RNA, die fir die RNA-abhédngige RNA Polymerase kodieren,
entscheidend sind fiir die Virusspezies-spezifische Virus-Wirt-Interaktion. Abgesehen von den
immunogenen Eigenschaften der Glykoproteine des pathogenen PUUV, zeigte die hergestellte
Reassortante denselben Phanotyp, wie das nicht pathogene parentale PHV. Um zu testen, ob
diese Reassortante als Lebend-Impfstoff zum Schutz vor einer PUUV Infektion geeignet sein
konnte sind weitere Studien erforderlich. Uber diesen Aspekt hinaus, erlauben die erzielten
Ergebnisse eine fokussierte Charakterisierung der molekularen Wirkmechanismen, die fur die
differenzielle Aktivierung antiviraler Inmunreaktionen verantwortlich sind.

Hantaviren vermehren sich primar in Endothelzellen kénnen aber auch in alveolar
Makrophagen und Dentritischen Zellen replizieren. Wie die Viren sich nach der priméren
Infektion im Wirt ausbreiten ist gegenwértig nicht bekannt. Uber die Migration infizierter

dendritischer Zellen kdnnte das Virus in die Lymphknoten gelangen und von dort die
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systemische Infektion auslosen. Wahrend der systemischen Infektion kommt es teilweise zu
irreversiblen Schockzusténden, die i. d. R. tddlich verlaufen. Erstmalig konnten wir zeigen, dass
in situ gereifte humane Mastzellen mit Hantaviren infiziert und durch die Infektion aktiviert
werden koénnen. Diese Ergebnisse begriinden die Hypothese, dass auch Mastzellen im Zuge der
systemischen Infektion infiziert werden und durch die Sezernierung von Entziindungsmediatoren
an der Auspragung der Symptomatik beteiligt sein kdnnten. Die therapeutische Stabilisierung
von Mastzellen in dieser kritischen Phase der Infektion kénnte geeignet sein, die Auspragung

irreversibler Schockzustande und letale Krankheitsverlaufe zu verhindern.

In dieser Arbeit sind Studien zusammengefasst, auf deren Grundlage konkrete
Hypothesen zur Virulenz und Pathogenese der Hantaviren im Menschen aufgestellt werden
konnten. Eine Fortfihrung der Untersuchungen, angelehnt an diese Hypothesen, kann zur
Entwicklung neuer Hantavirus-Impfstoffe und zur Verbesserung der Behandlungsoptionen fir

infizierte Patienten fuhren.
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