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Fiir ihre Vermehrung sind Viren auf den Stoffwechsel und die zellulidre Infrastruktur hohe-
rer Organismen angewiesen. Diese aber verfiigen iiber sehr effektive Abwehrmechanis-
men. Der Einsatz moderner virologischer Methoden ermoglicht detaillierte Untersuchun-
gen der Beziehungen zwischen Virus und Wirtsorganismus auf molekularer Ebene und
fiihrt zu einem Einblick in die Strategien, die Viren anwenden, um die Kontrollsysteme des
Wirts zu umgehen und Nachkommenviren zu erzeugen. In Kenntnis der molekularbiologi-
schen Vorgiinge bei der Infektion bzw. der Replikation von Viren gelingt es dem Menschen
in zunehmendem MaBe gegenzusteuern. Dies kann auf molekularbiologischem Weg, z. B.
iiber die Entwicklung geeigneter Impfstoffe, geschehen, oder die Viren werden sogar als
Werkzeuge zur gezielten Therapie bestimmter, beispielsweise genetisch bedingter Krank-
heiten benutzt. Aufbauend auf dem gegenwirtigen Stand der virologischen Forschung wer-
den neue Wege der Impfstoffentwicklung und Gentherapie aufgezeigt. Entwicklung neuer
wie auch Verbesserung bestehender Testsysteme auf der Grundlage virologisch-molekular-
biologischer Entwicklungen fiihrten zu einer Steigerung von Spezifitit und Sensitivitit
des Nachweises von viralen Erregern.
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For reproduction viruses depend on the metabolism of higher organisms that use a variety
of different antiviral mechanisms for defense. Insights into virus-host cell interactions and
in the strategies viruses employ to produce progeny virions were possible by sophisticated
methods of modern virology. Knowing about the molecular mechanisms during infection
and replication we have been able to counteract viral attacks on the molecular level by ra-
tionally designed vaccines. On the other hand these viruses can be used as molecular vec-
tor tools for treatment of e. g. genetically determined diseases. On the basis of new molecu-
lar-biological methods the sensitivity of detection of infectious agents and diagnosis of dis-
eases could be drastically improved.
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ren aus Nukleinsiure (DNS oder

RNS), Proteinen und Lipiden. Da sie
liber keinen eigenen Stoffwechsel verfii-
gen, sind sie zu ihrer eigenen Vermehrung
auf andere Organismen angewiesen. Die
bemerkenswerteste Eigenschaft der Viren
liegt in ihrer Fihigkeit, mit einem Mini-
mum an eigener Erbinformation einen weit-
aus komplexeren Wirtsorganismus fiir ihre
Zwecke zu nutzen. Im Zuge der Evolution
haben allerdings die Wirtsorganismen ver-

Viren sind einfach aufgebaute Struktu-
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schiedene spezifische und unspezifische
Abwehrmechanismen gegen die manch-
mal sogar todlichen Erreger entwickelt.
Das Spektrum erstreckt sich vom primiti-
ven Restriktionsendonukleasesystem der
Bakterien bis zum duBerst komplex aufge-
bauten Immunsystem der Wirbeltiere mit
humoraler und zelluldrer Immunantwort.
Trotz vielfiltiger antiviraler Mechanismen
gelingt es den Viren dennoch, Nachkom-
menviren freizusetzen und damit ihren Be-
stand in der Population zu sichern.

UBERSICHT

Wie sich Viren der Kontrolle
des Immunsystems entziehen

Um im Wirtsorganismus in Gegenwart ei-
nes intakten Immunsystems Nachkommen-
viren produzieren zu kénnen, werden zwei
unterschiedliche = Strategien beobachtet.
Der Weg z.B. der Rhino-, Orthomyxo-
oder Togaviren ist die moglichst rasche
und effektive Replikation und Produktion
von Nachkommenviren, ehe der Organis-
mus mit einer spezifischen Immunantwort
reagieren kann. Im Verlauf der Infektion
kommt es zur vollstindigen Eliminierung
der Viren im Organismus und zum Aufbau
einer Immunitit gegen den Erreger. Unter-
schiede in Oberflichenantigenen, die bei-
spielsweise bei Rhino- und Adenoviren zu
einer groen Anzahl verschiedener Seroty-
pen fiihren, verschaffen den Viren einen
kleinen, aber entscheidenden Vorteil gegen-
iber der Immunabwehr der Wirtsindivi-
duen.

Andere Viren verfolgen eine andere Strate-
gie und fithren nach der Erstinfektion zu
persistierenden oder latenten Infektionen,
in deren Verlauf sie iiber einen lingeren
Zeitraum in der Lage sind, Nachkommenvi-
ren zu produzieren, ohne vollstindig aus
dem Organismus eliminiert zu werden. Um
sich auf Dauer im Organismus behaupten
zu kOnnen, haben gerade diese Viren modu-
latorische Mechanismen entwickelt, die
die Immunantwort des Wirts stéren oder er-
heblich einschrianken (13).

Virale Modulation der Immunreaktion:
Bei verschiedenen Viren konnte eine Reihe
von viruskodierten Proteinen identifiziert
werden, die direkt die Immunabwehr des
Wirts beeinflussen (s. Tab. I) (13). Die
durch Interferon (IFN) vermittelten antivi-
ralen Mechanismen sind das Ziel verschie-
dener viraler Proteine. Epstein-Barr-Virus
(EBV) kodiert beispielsweise fiir ein Inter-
leukin-10-Homolog, das die Synthese von
IFNy und IL-2 in T-Helferzellen hemmt
und damit eine Immunreaktion unterdriickt
(17, 46). Zwei kleine, wihrend der Latenz
abundant transkribierte, aber nicht transla-
tierte RNS-Molekiile (EBER-1/2) bewir-
ken ebenfalls eine Hemmung IFN-induzier-
ter antiviraler Mechanismen. Durch Inakti-
vierung der IFN-induzierten Proteinkinase
DAI (p68), die eine Phosphorylierung und
dadurch eine Inaktivierung des eukaryoti-
schen Initiationsfaktors eIF2 der Transla-
tion bewirkt, wird eine Hemmung der
Translation verhindert (8). Eine entspre-
chender Aktivitit wurde ebenfalls fiir Ade-
noviren beschrieben, die in der spéten Pha-
se der lytischen Infektion zwei vergleich-
bare RNS synthetisieren (VA-RNS) (28).
Adenoviren kodieren ferner fiir Proteine,
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Tab. 1 Bmspxcle ffir ereu hit lmmunmocwlatorischcn Proteinen
Virus  |ViralesGenprodukt  |Immunantwort
Epsmm—Bm—V‘ms ~ |BCRFI; H.»lO-Homaiog ’ Zytokine .
. o EBER-I und EBER-2 (RNS) IFN-induz. Kinase DAI (p68)
Hemcs-sxmpiex-Vuus {gCl ' . Komplement
lund2 lgBE Immunglobulin G, Fc-Teil
‘ o el Immunglobulin G, Fe-Teil
-vae'ciniafvm;sf - ver Komplement
Adenovirus ':‘iVA“RNs o - |IPN-induz. KinaseDAI (p68)
~ : E3-14,7K |TNF :

- |E3-10,4/14,5K TNE

~1E1B-19K TNF

: E3-gploK CTL-Antwort; HLA1-Transport

Zytomegalovirus ~ [UL-18 CTL-Antwort; B,-Mikroglobulin
HIV 5 TAR IFN

die virusinfizierte Zellen vor einer Zersto-
rung durch TNF, ein inflammatorisch wirk-
sames Zytokin, schiitzen (49).

Auch das Komplementsystem ist Ziel im-
munmodulatorisch aktiver viraler Protei-
ne. Vaccinia-Viren (22) und Herpes-sim-
plex-Virus (16) binden Komplementfakto-
ren und unterbrechen damit die Komple-
mentkaskade, die zur Lyse der infizierten
Zellen fithrt. AuBerdem verfiigt Herpes-
simplex-Virus (HSV) iiber Proteine mit
Bindungsaffinitit fiir den konstanten Fc-
Teil von Immunglobulin G, wodurch eben-
falls die Komplementreaktion behindert
wird (2).

Die Erkennung virusinfizierter Zellen
durch MHC-I-restringierte, zytolytische
T-Zellen ist ein weiteres Ziel viraler Im-
munmodulation. Manche Viren, wie z.B.
Adeno- oder Zytomegalovirus (CMV), ver-
ursachen eine verminderte Expression von
MHC-Klasse-I-Molekiilen auf der Zell-
oberfliche, indem sie deren Transport auf
die Zelloberfliche auf unterschiedliche
Weise storen und so die Prdsentation pro-
zessierter viraler Antigene auf der Zellober-
fliche verhindern (5, 49). Durch den Ein-
satz rekombinanter Vaccinia-Viren (s.u.)
zur Expression von einzelnen Proteinen in
hoher Konzentration in verschiedenen Zell-
linien konnte in unserem Labor kiirzlich
auch ein entsprechender Effekt fiir eines
von drei regulatorisch wirksamen, imme-
diate-early-Genen der lytischen Replika-
tion von EBV gezeigt werden (4).

Zelluldre Modulation der viralen Genex-
pression: Beim Epstein-Barr-Virus, einem
humanpathogenen Herpesvirus, spielt ne-
ben den oben beschriebenen Mechanismen
zur direkten Modulation der Immunreak-
tion die zelityp- und gewebespezifische Ex-
pression des viralen Genoms vielleicht die
wichtigste Rolle bei der Persistenz (29,
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51). Aktive Replikation und Produktion
von Nachkommenviren bleibt dadurch bei-
spielsweise bei EBV oder Papillomviren
auf solche Zellschichten und Gewebe im
Korper beschrinkt, die nicht fiir das Im-
munsystem zugénglich sind (1, 14, 38, 50).
So ist es moglich, daB EBV stiindig an be-
stimmten Lokalisationen im Korper, wie
z.B. in der Ohrspeicheldriise oder der Ge-
barmutter, produziert wird, ohne da8 eine
humorale Immunantwort gegen virale Pro-
teine des lytischen Zyklus nachzuweisen
ist. In den Zellen, die ein Reservoir fiir das
Virus darstellen, wie z. B. wenig differen-
zierte, epitheliale Gewebe oder B-Lympho-
zyten einer bestimmten Differenzierungs-
stufe, wird virale DNS nur synchron zur
Replikation der Wirtszell-DNS vermehrt
(latente Replikation). Auf dhnliche Weise
entgehen Papillomviren der Elimination
durch das Immunsystem des Wirts, indem
nur in den ausdifferenzierten, duBeren epi-
thelialen Hautzellen (Keratinozyten) infek-
tiose Viruspartikel produziert werden (37,
41). Herpes-simplex-Virus 1 zieht sich
nach der Primdrinfektion in Neuronen des
ZNS zuriick, wo es, ohne zu replizieren
und ohne virale Proteine zu synthetisieren,
vom Immunsystem nicht erkannt werden
kann. Varicella-Zoster-Virus persistiert in
dhnlicher Weise nach der Erstinfektion in
sensorischen Neuronen. Durch verschiede-
ne Stimuli konnen diese Viren zur Replika-
tion angeregt werden, in deren Verlauf be-
nachbarte Gewebe lytisch infiziert und
Nachkommenviren freigesetzt werden.

Das oben geschilderte zelltyp- und differen-
zierungsspezifische Verhalten dieser Viren
wird durch die Regulation des viralen Ge-
noms durch Faktoren der Wirtszelle gesteu-
ert. Einer der ersten und mittlerweile am ge-
nauesten charakterisierten »molekularen
Schalter« ist der origin of replication der
Polyomaviren (SV40). Dieser Bereich er-

wies sich nicht nur als essentiell fiir die Vi-
rusreplikation, sondern auch fiir die zeit-
lich abgestimmte Expression der frithen
und spiten Gene (45). Der exakten Analy-
se dieses Bereichs verdanken wir das heuti-
ge Bild von Kontrollregionen viraler, aber
auch zelluldrer Gene.

Die Umsetzung der viralen genetischen In-
formation wird auf verschiedenen Stufen
der Expression reguliert. Im regulatorisch
wirksamen Promotorbereich eines Gens be-
finden sich einzelne, cis-wirksame Elemen-
te, die durch Wechselwirkung mit trans-
wirksamen Proteinfaktoren aktivierenden
oder reprimierenden EinfluB auf die Tran-
skriptionsrate ausiiben. Zu den trans-wirk-
samen Faktoren gehoren allgemein be-
notigte Transkriptionsfaktoren oder Enzyme
der Transkriptionsmaschinerie wie auch
zelltypspezifische Regulationsfaktoren,
die die Expression eines Gens auf eine
bestimmte Gewebeschicht beschrinken.
Auch viruskodierte Regulatorproteine bin-
den an diese Elemente und steuern den kas-
kadenartigen Ablauf der lytischen Gen-
expression. Andere Regulationsmechanis-
men greifen auf posttranskriptionaler Ebe-
ne, wie beispielsweise dem processing und
dem Transport der RNS, auf der Ebene der
Translation oder auf posttranslationaler
Ebene durch Proteinmodifikationen, Trans-
portregulation oder Degradation an.

Die Latenz einiger Viren, wie z.B. EBYV,
wird vorwiegend durch die Kontrolle der
Expression sehr frither (immediate early)
Schaltgene des lytischen Replikationszy-
klus kontrolliert (29). Ahnliches gilt fiir die
Latenz von HSV in Neuronen. Eine fiir
Neuronen spezifische Isoform des Tran-
skriptionsfaktors OCT-2 konnte als Inhibi-
tor eines immediate-early-Schaltproteins
und dadurch als negativer Regulator der Re-
plikation von HSV in Neuronen identifi-
ziert werden (25).

Wie bereits erwihnt, kodieren Viren aber
auch fiir Faktoren, die die Expression zellu-
ldarer nichtviraler Gene steuern, wie Immun-
modulatoren, oder sie wechselwirken mit
der Translationsmaschinerie der Wirtszel-
len, um eine Expression von Wirts-RNS.
zugunsten der viralen Genexpression, ein-
zuschrinken (host shut-off). Fiir Herpes-
simplex-, Pocken- und Influenzaviren wur-
de z.B. eine Degradation der Wirts-RNS.
eine Kompetition mit zelluliren RNS
durch verschiedene Mechanismen fiir Vari-
cella-Zoster-Virus oder eine Verdnderung
der Spezifitit des Translationsapparats
durch Polioviren beschrieben (20).

Eine spezifische Detektion der Boten-RNS
ermoglicht nicht nur den Nachweis der Pré-
senz eines Erregers, sondern liefert dar-
iiber hinaus eine Aussage iiber dessen Akti-
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vitit. Fiir die Erkennung bestimmter Krank-
heitsverldufe kann dies von entscheidender
Bedeutung sein (z.B. chronisch aktive
EBV-Infektion, Reaktivierungen von EBV
und CMV bei Immunsupprimierten). Eine
Kombination der PCR-Technik und der In-
situ-Hybridisierung erlaubt heute den
Nachweis in Geweben und selbst in einzel-
nen Zellen, in denen Viren latent (d.h.
ohne die Expression viraler Proteine) persi-
stieren (35).

Viren steuern die Proliferation
ihrer Wirtszellen

Viren, die iiber lingere Zeit in einem Wirt
persistieren, zeigen oft eine starke Unter-
driickung ihres pathogenen Potentials, so
daB der Wirtsorganismus keinen lebensbe-
drohlichen Schaden nimmt. Ein Mechanis-
mus kann die Suppression von Immunfunk-
tionen betreffen, um autoaggressive Reak-
tionen gegen infizierte Zellen oder Organe
zu verhindern (12). Einen anderen Mecha-
nismus stellt die bereits besprochene zell-
typ- und differenzierungsabhingige Kon-
trolle der Genexpression dar, die wichtige
Gewebe vor einer virusinduzierten Zersto-
rung schiitzt. So z.B. verhindert der von
der Differenzierung der Wirtszelle abhingi-
ge Ubergang von der Latenz zum lytischen
Zyklus der Virusvermehrung bei EBV in
den wenig differenzierten Basalzellen epi-
thelialer Gewebe eine Zerstérung nicht er-
setzbarer Zellschichten.

Manche Viren besitzen nun aber zusitzlich
die Fahigkeit, die Proliferation ihrer Wirts-
zellen positiv zu beeinflussen, indem sie
die Regulation des Zellzyklus modulieren.
Der Vorteil, den die Viren daraus tragen,
mag in der VergroBerung der Zahl von
Wirtszellen oder in der Tatsache liegen,
daB manche Viren zur Replikation eine
aktiv replizierende Wirtszelle benétigen.
Manchmal aber geraten Zellen, die eine sol-
che Modulation der zelluldren Prolifera-
tion zeigen, aus der Kontrolle des Wirts,
und es kommt, initial mitverursacht durch
virale Genprodukte, zur malignen Entar-
tung von Zellen.

DaB Viren an der Entstehung von Tumoren
beteiligt sein konnten, wurde bereits zu Be-
ginn dieses Jahrhunderts an tibertragbarer
Leukdmie bei Hithnern vermutet. Die mole-
kulare Analyse des viralen Genoms zeigte,
daB die transformierenden Bereiche nicht
spezifisch fiir Retroviren sind, sondern aus
dem zelluldren Genom stammen und, be-
¢giinstigt durch die Besonderheiten des Re-
plikationszyklus der Retroviren, aus dem
Genom der Wirtszelle iibernommen wur-
¢en. Uber molekularbiologische Analyse
verschiedener transformierender Retrovi-
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ren und verschiedener Tumoren wurde bis
heute eine Reihe von zelluliren Proto-
onkogenen identifiziert, die normalerweise
wichtige Funktionen in der Regulation des
Zellzyklus und der Zelldifferenzierung er-
fiillen (3) (s. Tab. II). Aufgrund verschiede-
ner Mutationen konnen die Eigenschaften
der Proteine so verindert sein, daB die nor-
male Kontrolle des Zellzyklus entgleisen
kann und die Zellen Wachstumsvorteile er-
halten. Diese Vorteile konnen z. B. Retrovi-
ren ausnutzen, indem sie derart mutierte
Onkogene in ihr Genom aufnehmen (s.
Tab. II). Eine Expression dieser Funktio-
nen ist aber nicht essentiell fiir die Virusre-
plikation.

Obwohl DNS-Viren keine Onkogene auf-
weisen, wie sie fiir Retroviren beschrieben
sind, verfiigen einige iiber Proteine, die
durch Interaktion mit zelluldren Regulator-
genen zur Lockerung der Wachstumskon-
trolle einer infizierten Zelle fithren. Im Ge-
gensatz zu den Onkogenen der RNS-Viren
sind diese Faktoren, soweit bekannt, fiir
die Replikation der DNS-Viren unerlidB-
lich. Zwei zelluldre Kontrollproteine des
Zellzyklus, das Retinoblastomprotein
p105 Rb und das Protein p53 (23, 48), kri-
stallisierten sich in letzter Zeit als Ziele der
Modulation durch verschiedene Viren her-
aus (s. Tab. III). Diese zelluldren Proteine
haben Einflu} auf die Regulation des Zell-
zyklus und wurden urspriinglich bei der
molekularbiologischen Analyse von ver-
schiedenen Tumoren entdeckt, wo sie oft
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als mutierte Formen vorliegen oder dele-
tiert sind. Aufgrund der Tatsache, daB un-
ter bestimmten Konstellationen eine Dele-
tion beider Allele oder Mutationen, die ei-
nen Verlust der Funktion zur Folge haben,
die Entstehung von Tumoren f6rdern,
spricht man auch von Antionkogenen, ob-
wohl dies sicher nicht fiir alle Mutationen
zutrifft (23).

Verschiedene Viren, wie z. B. SV40-Virus,
Adenovirus Typ 5, Papillomvirus und auch
EBYV, beeinflussen die Funktion dieser zel-
luldren Faktoren auf teils unterschiedli-
chen Wegen (6, 48). Diese Interaktion mag
fiir die Viren positive Auswirkungen auf
die Proliferation der Wirtszellen haben.
Durch verschiedene Ereignisse, wie z.B.
Mutationen der zelluldren Proteine p53
oder pl05 Rb oder Deregulation der vira-
len Modulatoren, kann es wie bei den Re-
troviren zur Entstehung von Tumoren kom-
men.

Auch wenn Assoziationen von Viren mit
Tumoren in bestimmten Fillen bekannt
sind und die Erreger meist auch im Tumor
nachzuweisen sind, ist deren Rolle bei der
Pathogenese nicht gesichert, solange der tu-
morerzeugende Mechanismus auf moleku-
larer Ebene nicht geklért ist. Dies gilt bei-
spielhaft fiir das Epstein-Barr-Virus, das
mit unterschiedlichen Neoplasien, wie Na-
sopharynxkarzinom (NPC) (52), Burkitt-
Lymphom (BL) (32) und Hodgkin-Krank-
heit (HD, Hodgkin’s disease) (9, 31, 33), as-
soziiert ist. Mit Hilfe der In-situ-Hybridi-
sierung konnte die Assoziation von NPC
und EBV auf molekularbiologischer Ebe-
ne nachgewiesen werden (52). Einzelne
Gene haben zwar in Zellkultur transforma-
tionsdhnliche Eigenschaften, und das Virus
ist in der Lage, B-Lymphozyten zu immor-
talisieren, ein in vivo transformierendes
Onkogen ist allerdings bislang nicht be-
schrieben worden. Die Entstehung eines
Tumors stellt einen Mehrstufenprozef8 dar,
wobei Viren unter bestimmten Umstdnden
begiinstigende Kofaktoren darstellen. In
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diesem Zusammenhang konnte z. B. durch
EBV bei einer Schwichung des Immunsy-
stems die Anzahl EBV-Genom-tragender,
primaligner Zellen oder entsprechender
Zellen eines bestimmten Differenzierungs-
stadiums, die fiir bestimmte Mutationen
differenzierungsbedingt pridestiniert sind,
durch die immortalisierenden Eigenschaf-
ten des Virus so vergrofert werden, daB die
Zufallswahrscheinlichkeit fiir die Entste-
hung eines bestimmten Tumors erhoht
wird. Verschiedene mogliche Rollen sind
fiir das Hepatitis-B-Virus (HBV) und die
Entstehung des primidren Leberzellkarzi-
noms (PHCC) beschrieben (11). Obwohl
eine chronische Infektion von HBV eindeu-
tig zu einem stark erhohten Risiko fiir
PHCC fiihrt, konnte kein einzelnes Genpro-
dukt in allen Tumoren fiir die maligne Ent-
artung verantwortlich gemacht werden.
Vielmehr ist die Entstehung des Tumors
das Produkt verschiedenster zelluldarer und
virusinduzierter Veridnderungen des zelluli-
ren Genoms und moglicherweise dem Ein-
fluB regulatorischer viraler Proteine unter-
worfen.

Expressionssysteme
fiir rekombinante Proteine
auf der Grundlage viraler Systeme

Gerade die limitierte Anzahl von Leserah-
men und der dazugehérigen Kontrollregio-
nen, die durch virale Genome kodiert wer-
den, erlaubte in der Vergangenheit detail-
lierte Studien zur Regulation der viralen
Genexpression.

Die Kenntnis der Funktionsweise der
SV40-Promotor-enhancer-Einheit in Kom-
bination mit dem large T antigen fiihrte be-
reits friihzeitig zur Entwicklung von Zell-
kultursystemen, um ausgesuchte Antigene
in eukaryotischen Zellinien unter Kontrol-
le dieses Promotors zu exprimieren (10, 45).
Begiinstigt wurde dieses Vorhaben durch
die hohe Aktivitit vieler viraler Promoto-
ren und eine oft geringe Gewebespezifitit,
die die Expression eines Fremdgens unter
Kontrolle desselben Promotors in unter-
schiedlichen Zelltypen zulassen. Dement-
sprechend sind die derzeit am héufigsten
verwendeten Promotoren von SV40, Zyto-
megalovirus (CMV) und Rous-Sarkom-Vi-
rus (RSV), abgeleitet. Mittels stabil transfi-
zierter Zellinien, mit Expressionsplasmi-
den, die in das zellulire Genom integriert
sind, lassen sich groBe Mengen und — im
Gegensatz zu prokaryotischen Expressions-
systemen — oft korrekt gefaltete und post-
translational modifizierte Proteine expri-
mieren. Dies ist von Bedeutung, da biologi-
sche Funktionen, wie die enzymatische Ak-
tivitat oder die Immunogenitit exprimier-
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ter Proteine, oft von der intakten Faltung
und korrekten Modifikation abhéngig sind.
Basierend auf grundlegenden Arbeiten
zur Replikation von EBV wurden sog.
»EBNA-Vektoren« (27, 53) entwickelt, die
die stabile Expression eines rekombinan-
ten Proteins in B-Lymphozyten von episo-
malen Expressionsplasmiden erlauben.
Nicht nur ausgesuchte Bereiche viraler
Kontrolielemente, sondern ganze Viren
werden mittlerweile zur Expression viraler
oder zelluldrer Proteine herangezogen. Als
erstes und wohl bekanntestes Beispiel un-
ter den derzeit zur Expression rekombinan-
ter Antigene verwendeten Viren sollen hier
die Vaccinia-Viren aufgefiihrt werden. Die
Konstruktion rekombinanter Vaccinia-Vi-
ren wird durch die Tatsache moglich, dafl
das Thymidinkinase-(TK-)Gen einen nicht
essentiellen Abschnitt im Genom von Vac-
cinia-Viren darstellt und als Selektionsmar-
ker benutzt werden kann (7, 26). Die Her-
stellung rekombinanter, d.h. gentechnisch
veridnderter, Vaccinia-Viren erfolgt durch
homologe Rekombination. Das Fremdgen
wird dabei mittels flankierender, zum Vac-
cinia-Virus-TK-Gen homologer, Sequen-
zen von einem speziellen Plasmid auf den
Virusvektor durch Rekombination iibertra-
gen. Auf einem dhnlichen Prinzip basiert
die Herstellung von rekombinantem Baku-
lovirus, einem Insektenvirus, das die Darm-
zellen von Schmetterlingslarven befillt
und Uberdauerungsformen bilden kann,
die durch eine dicke Polyhedrin-(PH-)Pro-
teinhiille vor Umwelteinfliissen geschiitzt
sind (39). Rekombiniert man in einem Ko-
transfektionsexperiment das Fremdgen in
das PH-Gen des Virus, resultiert ein PH-ne-
gativer Virusphinotyp. Diese rekombinan-
ten Viren zeichnen sich durch das Fehlen
von Uberdauerungsformen in der infizier-
ten Zelle aus und konnen lichtmikrosko-
pisch identifiziert werden.

Eine neue Generation von Expressionsvek-
toren basiert auf dem Replikon des Sem-
liki-Forest-Virus  (SFV). Das Fremdgen
wird hier zunichst in einen SFV-Vektor in-
seriert und in vitro in RNS umgeschrieben.
Diese kann durch Elektroporation effizient
in Sdugerzellen eingebracht werden. In der
Wirtszelle katalysiert die RNS ihre eigene
Replikation und fiihrt — auf Kosten der zel-
luldren Boten-RNS - zu einer massiven
Uberproduktion des heterologen Proteins.

Zusitzlich konnen durch Kotransfektion
verpackungsdefizienter RNS die in vitro
transkribierten rekombinanten RNS in Séu-
gerzellen zu infektidsen, nicht jedoch repli-
kationskompetenten =~ Nachkommenviren
verpackt werden. Mit den resultierenden
virushaltigen  Transfektionsiiberstidnden

kann ein breites Spektrum unterschiedlich-
ster Sdugerzellen infiziert werden. Inner-
halb von 75 h wird in den infizierten Zellen
rekombinantes Protein bis zu einem Ge-
samtproteingehalt von 25% produziert (24).

Vakzine und Therapie

Rekombinante Lebendvakzine: Andere Vek-
toren auf der Basis rekombinanter Viren
unterschiedlicher  Klassen  (Papillom-,
Adeno-, Herpes- und Retroviren) wurden
zwischenzeitlich entwickelt und zu effi-
zienten Expressionssystemen ausgebaut.
Neben der Antigenproduktion werden eini-
ge dieser Vektoren in letzter Zeit zuneh-
mend als Lebendvakzinekandidaten disku-
tiert und als Vehikel zu gentherapeutischen
Zwecken in modifizierter Form eingesetzt
(s. u.). Der gegeniiber gereinigten Antige-
nen moglicherweise entscheidende Vorteil
einer rekombinanten Lebendvakzine liegt
darin, zytolytische T-Lymphozyten (CTL)
zu induzieren, die bei Infektion auch in der
Lage sind, bereits infizierte Zellen zu elimi-
nieren. Als erste Anwiérter fiir Lebendvak-
zine sind rekombinante Vaccinia- und Ade-
noviren zu nennen (15, 42). Beide Strate-
gien greifen auf schon erprobte Impfstam-
me zur Etablierung der rekombinanten Vi-
ren zuriick. Bei Vaccinia-Viren liegt be-
reits jahrzehntelange Erfahrung mit der
Impfung vor, die letztendlich zur erfolgrei-
chen Bekdmpfung und nach Angaben der
WHO zur Ausrottung der Pocken gefiihrt
hat.

Bei einem Einsatz rekombinanter Vacci-
nia-Viren am Menschen miissen sorgfiltig
mogliche Risiken hinsichtlich der in der Li-
teratur beschriebenen neurotropen Neben-
wirkungen abgewogen werden. Wachsen-
der Einblick in die Funktion Vaccinia-vira-
ler Genprodukte fiihrte zu der systemati-
schen Entwicklung von gentechnisch atte-
nuierten Mutanten mit einem eingeschrink-
ten Wirtszellspektrum, die eine produktive
Infektion mit allen erwiinschten immunolo-
gischen Konsequenzen zulassen, ohne mit
den beschriebenen unerwiinschten neuro-
pathogenen Nebenwirkungen belastet zu
sein. Gleichzeitig wurden auf der Basis
von Avipox-Viren ebenfalls attenuierte Mu-
tanten entwickelt, die lediglich eine aborti-
ve Infektion permissiver Zellen zulasser
(34). Gegenwirtig wird gepriift, ob diest
Viren noch eine entsprechende Genexpres-
sion im Wirt erlauben, um eine schiitzendc
Immunantwort hervorzurufen. Erste Versu
che waren nicht voll befriedigend.

Rekombinante Adenoviren basieren im we:
sentlichen auf den Typen 4 und 7, die be
Angehorigen des US-Militirs als Impfstof!
zugelassen sind. Zur Herstellung rekombi
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nanter Adenoviren werden definierte und
in ihrer Funktion prizise charakterisierte
Bereiche des viralen Genoms deletiert und
durch Fremdgene ersetzt. Die rekombinan-
ten Viren sind in der Lage, ein breites Spek-
trum unterschiedlicher Zellen zu infizie-
ren, die Infektion verliduft aber, wie bei den
rekombinanten Avipox-Viren, abortiv (40,
43, 44). Einwinde gegen diese viralen Vak-
zinekandidaten kommen vor allem deshalb
auf, weil Rekombination mit Wildtypviren
zur unkontrollierten Verbreitung von re-
kombinanten Viren fiihren kann. Ferner ist
ein Teil der Bevolkerung gegen diese Tri-
gerviren bereits immun, so daB ein Impfer-
folg fiir das einrekombinierte Gen fraglich
tst.

Partikuldre Trigersysteme — nichtinfektio-
se virusdhnliche Partikel — basieren haupt-
sichlich auf den Oberflichen- (HBsAg-)
oder Kapsidantigenen (HBcAg) des HBYV,
auf dem TyA-Hefe-Retrotransposon-Gen-
produkt oder auf den gruppenspezifischen
Antigenen von Retroviren (19). Durch Aus-
tausch von definierten, fiir die Virusmor-
phogenese nicht essentiellen Bereichen ge-
gen ausgewihite Epitope des duBeren Hiill-
proteins konnen rational ausgewihlte Be-
reiche dem Immunsystem durch ein hoch-
immunogenes, partikuldres und per se im-
munologisch relevantes Triagermolekiil pra-
sentiert werden (47).

Gentherapie: Derzeit bestimmen im we-
sentlichen drei virale Vektorsysteme die
Entwicklung gentherapeutischer Anwen-
dungen.

Die retroviralen Vektorsysteme sind am
weitesten fortgeschritten und bereits in er-
sten Versuchen am Menschen erprobt. Die-
se sind meist vom Genom amphotropher
Retroviren, in der Regel vom Mo-MLV
(moloney murine leukemia virus) abgelei-
tet und enthalten LTR-Sequenzen des Vi-
rus als Kontrollregion und als Zielsequenz
fiir die virale Integrase zur Integration des
Vektors in das Wirtszellgenom. Funktionel-
le Genbereiche sind partiell durch die thera-
peutischen Fremdgene und die fiir geeigne-
te Selektionsmarker kodierenden Bereiche
ersetzt. Fehlende, jedoch fiir die Replika-
tion des Virus essentielle Gene werden ent-
weder durch Helferviren erginzt, oder die
Herstellung der rekombinanten Pseudo-
virionen erfolgt in Verpackungslinien, die
diese benotigten viralen Produkte konstitu-
tiv zur Verfiigung stellen. Dieses Verfahren
ist besonders geeignet fiir die Ex-vivo-Gen-
iherapie, also zur Behandlung von Patien-
‘enzellen in Zellkultur, die nach der Ein-
oringung des Fremdgens reimplantiert wer-
Jden konnen. Der breite Wirtszelltropismus
amphotropher Retroviren, die Zellteilung
als notwendige Voraussetzung fiir eine sta-
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bile Integration der Fremdsequenzen so-
wie die genetische Instabilitdt und ledig-
lich ungerichtete Integration der Fremdse-
quenzen stellen derzeit natiirliche Limi-
tationen dieses Systems fiir die In-vivo-
Gentherapie dar (30, 36).

Im Gegensatz zu den retroviralen Vektorsy-
stemen ist auf der Basis rekombinanter Par-
voviren (adenoassoziierte Viren der Grup-
pe Dependoviren) eine positionsspezifi-
sche, stabile Integration von Fremdsequen-
zen auf Chromosom 19 gezeigt (21). Da-
durch wire die Gefahr einer Transforma-
tion der transduzierten Zelle durch An-
schalten benachbarter Gene gegeniiber den
retroviralen Vektorsystemen deutlich redu-
ziert. Die Integration erfolgt jedoch mit ei-
ner vergleichbar geringen Effizienz und re-
sultiert oft in einer genetischen Destabili-
sierung des Chromosoms 19, in deren Fol-
ge DNS-Rearrangements und B-Zell-Leuk-
dmien beschrieben wurden.

Fortschritte auf dem Sektor der In-vivo-
Gentherapie wurden mit den bereits er-
wihnten, von Adenoviren abgeleiteten Vek-
toren erzielt. Rekombinante, replikations-
inkompetente Adenoviren kdnnen auch ru-
hende Zellen infizieren und exprimieren
grofle Mengen des gewiinschten Genpro-
dukts.

Herpesvirusvektoren stellen derzeit die ein-
zige Moglichkeit dar, Fremdgene in neuro-
nale Gewebe einzufilhren. Aufgrund der
komplexen Regulation von HSV war es bis-
lang schwierig, rekombinante Virusstim-
me herzustellen, die nicht mehr in der Lage
sind zu replizieren (18). Dies ist jedoch aus
Sicherheitsgriinden die wichtigste Voraus-
setzung fiir einen therapeutischen Einsatz
an Patienten.

Zusammenfassung und Ausblick

Molekularbiologische Arbeitstechniken ha-
ben wesentlich zum Verstindnis der Patho-
biologie beigetragen. Die Kenntnis viraler
Pathogenitidtsmechanismen und molekula-
rer Regulationsabliufe eroffnete Moglich-
keiten zur Prdvention durch neu entwickel-
te rekombinante Impfstoffe und zur Inter-
vention mittels rational konzipierter Thera-
peutika. Grundlegende Arbeiten, wie z.B.
die Herstellung posttranslational modifi-
zierter Proteine in eukaryotischen Expres-
sionssystemen, Studien zur Genregulation
sowie eine Reihe immunologischer Metho-
den wiren ohne die Beitrige der molekula-
ren Virologe und die daraus abgeleiteten
Werkzeuge fiir die Molekularbiologie un-
denkbar. Im Bereich der modernen Virolo-
gie wurden Nukleinsdurenachweissysteme
entwickelt, die neuerdings auch zur Typi-
sierung und zur Schnelldiagnostik schwer
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kultivierbarer bakterieller Erreger einge-
setzt werden. Neue Entwicklungen auf
dem Sektor der Gentherapie lassen fiir die
Zukunft die Bekimpfung nicht nur vererb-
ter Defekte, sondern auch erworbener Er-
krankungen, wie vielleicht AIDS, zu.
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