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1 EINLEITUNG 

1.1 Das Lassa-Virus 

1.1.1 Die Familie der Arenaviridae 

Die Familie der Arenaviridae (arena lat. Sand) umfasst Viren mit einem bisegmetierten 

RNA-Genom in negativer Orientierung. Auf jedem Segment sind zwei Gene in 

gegenläufiger Orientierung angeordnet, was als ambisense-Kodierungsstrategie 

bezeichnet wird [1]. Die freien sphärischen Virionen sind von einer Lipidmembran umhüllt, 

die sich von der Wirtszelle ableitet, und haben im elektronenmikroskopischen Bild eine 

körnige Struktur [2,3,4]. Einige Vertreter dieser Familie können beim Menschen virale 

hämorrhagische Fieber (VHF) hervorrufen. 

Die Erstisolierung eines Arenavirus erfolgte 1933 mit dem Lymphozytären 

Choriomeningitis Virus (LCMV) durch Armstrong und Lille [5]. Erst 1969 wurde das 

humanpathogene Lassa-Virus (LASV) im Dorf Lassa (Nigeria) aus einer verstorbenen 

amerikanischen Missionsschwester isoliert [3,6]. Mittlerweile (Stand 2009) sind 23 

Arenavirusspezies offiziell in der Datenbank des International Comitee on Taxonomy of 

Viruses aufgenommen [7]. Arenaviren werden stetig neu in Nagetieren oder VHF-

Patienten entdeckt [8,9,10,11,12]. 

 

 
Abbildung 1: Geographische Verteilung der Altwelt- und Neuwelt-Arenaviren. 

 

Anhand ihrer geografischen Verbreitung sowie serologischer und phylogenetischer 

Eigenschaften werden Arenaviren in zwei Gruppen, die Altwelt- (Afrika und Europa) und 

Neuwelt- (Nord- und Südamerika) Arenaviren, eingeteilt (Abbildung 1) [13]. Die 
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spezifischen Wirtstiere der meisten Arenaviren sind in der Nagetierfamilie Muridae zu 

finden [14]. Das Tacaribe-Virus, dessen natürliches Wirtstier zur Fledermausgattung 

Artibeus gehört, stellt derzeit die einzige bekannte Ausnahme dar [15]. Entsprechend der 

eingeschränkten geografischen Verbreitung der Wirtstiere treten die einzelnen Mitglieder 

der Arenaviridae nur regional begrenzt auf. Eine Ausnahme stellt LCMV dar, das mit 

seinem Wirtstier, der Hausmaus (Mus musculus), weltweit verbreitet ist. Daher liegt die 

Vermutung nahe, dass sich die Arenaviren mit ihren Wirtstieren über Millionen von Jahren 

koevolutionär entwickelt haben [16,17]. Allerdings zeigen auch neuere 

Sequenzuntersuchungen, dass Arenaviren nur wenige hundert Jahre alt sind und die 

Wirtstieranpassungen erst nach zufällig auftretenden, speziesübergreifenden Infektionen 

erfolgt sein könnten [18]. 

Ein Großteil der Arenaviren sind für den Menschen apathogen. Daneben werden 

arenavirale Zoonosen beschrieben, die beim Menschen ein virales hämorrhagisches 

Fieber (VHF) hervorrufen können. Humanpathogene Arenaviren der Neuweltgruppe sind 

das Sabia-Virus (Brasilianisches HF) [19], Guanarito-Virus (Venezolanisches HF) [20], 

Junin-Virus (Argentinisches HF) [21] und das Machupo-Virus (Bolivianisches HF) 

[22,23,24] sowie das ebenfalls in Bolivien isolierte Chapare-Virus [25]. Bei den Altwelt-

Arenaviren sind das erst kürzlich in Südafrika isolierte Lujo-Virus [12] und das Lassa-Virus 

(Lassa-Fieber) [3,6] humanpathogen. Aufgrund ihrer hohen Pathogenität sind diese 

Arenaviren als Kategorie-A-Pathogene eingestuft und ihre Handhabung nur in Laboren 

der Biosicherheitsstufe 4 erlaubt. LCMV kann eine meist mild verlaufende Meningitis beim 

Menschen verursachen [26], wobei bei Organtransplantierten eine schwere systemische 

Infektion mit meist fatalem Ausgang auftreten kann [27]. Eine LCMV-Infektion von 

Schwangeren ist stark fruchtschädigend und führt entweder zum Tod des Fötus oder zu 

schweren Behinderungen des Neugeborenen [28,29,30,31]. 

1.1.2 Morphologie und Genomreplikation der Arenaviren  

Die Virionen sind von einer Lipidmembran umhüllt und besitzen eine sphärische Form mit 

einem Durchmesser von 90-110 nm [32]. In die Hüllmembran sind die Glykoproteine GP1 

und GP2 integriert, wobei das GP2 die Lipidmembran durchspannt während das GP1 nur 

peripher an der Membran assoziiert ist (Abbildung 2). Beide Proteine bilden durch 

nichtkovalente Bindung Homotetramere [33] oder Homotrimere [34] aus, die im 

elektronenmikroskopischen Bild als spikes auf der Virusoberfläche zu sehen sind. Die 

genomische RNA der Arenaviren wird im Viruspartikel vom Nukleoprotein umhüllt und 

bildet mit dem L-Protein, die virale RNA-abhängige RNA-Polymerase, den 

replikationskompetenten Ribonukleoprotein-(RNP)-Komplex [35,36,37]. Im Virion ist 

zudem das Matrix-Protein Z in Membrannähe lokalisiert [38]. Außerdem werden bei der 

Virusreifung zufällig Wirtszellribosomen inkorporiert, die keine essentielle Rolle bei der 
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Virusreplikation spielen, aber im elektronenmikroskopischen Bild für eine granuläre, 

sandige Struktur ursächlich sind [2,39]. 

 

 
Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines Arenaviruspartikels. In der Hüllmembran sind die 

Glykoproteine G1 und G2 verankert. Das einzelsträngige bisegmentierte RNA-Genom negativer Orientierung 

(S und L) ist mit dem L-Protein, als RNA-abhängige RNA Polymerase und dem oligomerformenden 

Nukleoprotein (NP) assoziiert [40]. 

 

Wie auch bei Viren der Familien Orthomyxoviridae und Bunyaviridae ist das Genom der 

Arenaviridae segmentiert und liegt in negativer Orientierung auf zwei unterschiedlich 

großen einzelsträngigen RNA-Molekülen verteilt vor. Das ca. 7,2 kb große Segment, als 

L-Segment bzw. L-RNA (engl. large) bezeichnet, kodiert ausgehend vom 5’-Ende in sense 

Orientierung das Matrix-Protein Z und in antisense Orientierung das L-Protein, welches 

eine N-terminale Endonuklease-Domäne und eine zentrale RNA-abhängige RNA-

Polymerase-Domäne besitzt. Auf dem S-Segment (ca. 3,5 kb), auch S-RNA (engl. small) 

genannt, befindet sich am 5’-Ende das Gen für das Vorläufer-Glykoprotein (GPC) in 

sense und am 3’-Ende das Gen für das Nukleoprotein (NP) in antisense Orientierung 

[32,41,42,43,44,45]. Entsprechend der Genanordnung auf den Segmenten spricht man 

von einer ambisense-Kodierungsstrategie [1]. Auf beiden Segmenten sind die Gene nicht 

überlappend und durch eine GC-reiche Intergenregion (IGR) voneinander getrennt. 

Aufgrund von Sequenzunterschieden zwischen den Arenaviren bildet die IGR spezies- 

und segmentabhängig eine oder zwei stabile Haarnadelstrukturen aus und fungiert 

vermutlich als Terminationssignal für die virale Transkription [45,46,47,48]. Die virale 

Replikation und Transkription erfolgen im Zytosol der Wirtszelle und werden an den 

Segmentenden, den sogenannten Promotoren, initiiert. Die Promotorregion umfasst im 

Speziellen die terminalen 19 Nukleotide (nt) beider Segmentenden, die unter den 

Arenaviren hochkonserviert sind und aufgrund ihrer komplementären Eigenschaften 

intramolekular eine doppelsträngige sogenannte panhandle-Struktur ausbilden 
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[49,50,51,52]. Down- bzw. upstream davon befinden sich die sequenz- und 

längenvariablen 5’- bzw. 3’-untranslatierten Regionen (UTR), deren Einfluss auf die 

verschiedenen viralen Prozesse allerdings noch nicht geklärt ist. Die IGR und die 5’- und 

3’-UTRs mit dem Promotorbereich werden als cis-aktive Elemente der Transkription und 

Replikation bezeichnet. Das N- und das L-Protein stellen die trans-aktiven Elemente dar 

[53].  

Der Replikationszyklus stellt sich in der Wirtszelle wie folgt dar. Das Virion wird nach 

Bindung von GP1 an den zellulären Rezeptor, Transferrin Rezeptor 1 (TfR1) bei Gruppe A 

und B Neuwelt-Arenaviren [54] bzw. α-Dystroglycan bei Altwelt-Arenaviren und Gruppe C 

Neuwelt-Arenaviren [55,56], über einen Clathrin-unabhängigen Endozytoseweg 

internalisiert [57]. Durch die Ansäuerung des Endosoms kommt es zur 

Konformationsänderung des Glykoproteins, insbesondere des GP2, das die 

Membranfusion zwischen Virion und Lysosom vermittelt [58]. Die mit NP umhüllten 

Genomsegmente gelangen so ins Zytosol. Das L-Protein ist vermutlich an den 

Genomsegmentenden (Promotoren) angelagert und kann so die primäre Transkription 

initiieren. Zunächst werden ausgehend von den 3’-UTR’s beider Segmente die 

Transkripte des N- bzw. L-Proteins durch das L-Protein synthetisiert [32]. Die viralen 

Transkripte sind nicht polyadenyliert und tragen 5’-ständig eine Cap-Struktur, die über 4-7 

nichtviruskodierte Nukleotide mit dem viralen Transkript verbunden ist [59,60]. Vermutlich 

schneiden Arenaviren die Cap-Strukturen von zellulären mRNAs ab und initiieren damit 

die Transkription der eigenen mRNAs [61,62]. Dieser als cap snatching bekannte Prozess 

wird auch bei Bunya- und Influenza-Viren beschrieben [63,64].  

Hohe Konzentrationen von NP im Zytosol hemmen die Transkription, sodass die 

genomische RNA vermehrt als Matritze zur Herstellung antigenomischer RNA dient 

[48,65]. Dieses Antigemon ist wiederum das Template für Transkripte von GPC und Z-

Protein sowie für neue genomische RNA. Vermutlich wird die RNA aller 

Replikationsintermediate prozessbegleitend von NP umhüllt und teilweise durch eine  

C-terminale 3’-5’-Exonukleaseaktivität abgebaut [66,67], so dass zelluläre pattern 

recognition receptors (PRRs), wie z.B. dsRNA-activated protein kinase R (PKR), retinoic 

acid-inducible gene (RIG-I) und melanoma differentiation associated gene 5 (MDA5), 

diese nur schwer erkennen können und so die antivirale Immunantwort der Zelle inhibiert 

ist [68]. Sind Z-Protein und GPC entsprechend prozessiert [69,70], vermitteln diese durch 

Rekrutierung aller nötigen viralen Bestandteile den Zusammenbau und die Freisetzung 

der Virionen an der Zellmembran [71,72]. Die neuen Virionen können anschließend 

weitere Zellen infizieren. Die infizierte Zelle bleibt dabei intakt, so dass man von einem 

nicht-lytischen Replikationszyklus bei Arenaviren spricht [32]. 
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1.1.3 Lassa-Fieber 

1.1.3.1 Klinik 

Lassa-Virus (LASV) wurde 1969 in der nigerianischen Stadt Lassa aus dem Blut von 

Missionskrankenschwestern isoliert und mit einer hämorrhagischen Fiebererkrankung in 

Verbindung gebrach [6]. Das Virus ist neben Nigeria [73] in weiteren westafrikanischen 

Ländern, wie z.B. Sierra Leone [74], Mali [75], Guinea [76] und Liberia [77] endemisch. In 

der Elfenbeinküste sind vermutlich ebenso Lassa-Viren zu finden [78], allerdings steht der 

Nachweis aus. 

Der natürliche Wirt des Lassa-Virus ist die Natal-Vielzitzenratte Mastomys natalensis [74], 

die in Afrika südlich der Sahara vorkommt. Als Kulturfolger lebt sie teils in sehr enger 

Nachbarschaft mit dem Menschen [79] und scheidet das Virus über den Speichel, Urin 

und Kot aus. Viruskontaminierte Nahrungsmittel sowie der Verzehr der Vielzitzenratte sind 

mögliche Infektionsquellen für den Menschen. Auch das Manipulieren gejagter Tiere stellt 

ein Infektionsrisiko dar [80]. Mensch-zu-Mensch-Übertragungen der Lassa-Viren können 

aufgrund mangelnder Hygienemaßnahmen ebenfalls auftreten [81,82]. Älteren 

Schätzungen nach infizieren sich im Endemiegebiet jährlich 100.000 bis 300.000 

Menschen mit Lassa-Virus, wovon etwa 1-2% am Lassa-Fieber versterben [83]. Bei 

nosokomialen Lassa-Fieberausbrüchen in Endemiegebieten kann sich die 

Sterblichkeitsrate bei hospitalisierten Patienten auf 65% erhöhen [84]. Für Schwangere 

und ihre Föten sind mit 25% bzw. 85% erhöhte Letalitätsraten beschrieben worden [85]. 

Neben dieser Dramatik in den westafrikanischen Ländern verstarben in der 

Vergangenheit auch Lassa-Fieberpatienten in anderen Teilen der Welt. Aufgrund der 

langen Inkubationszeit und des regen internationalen Reiseverkehrs treten immer wieder 

importierte Fälle auf [86,87,88,89,90,91,92,93,94,95,96,97]. Trotz neuester 

intensivmedizinischer Behandlungsmethoden konnte vielen Patienten nicht mehr geholfen 

werden. 

Die Lassa-Virusinfektion verläuft klinisch sehr variabel und zeigt keine 

pathognomonischen Symptome. Nach einer Inkubationszeit von bis zu 21 Tagen treten 

meist unspezifische grippeähnliche Symptome auf. Entsprechend stellen sich allgemeine 

Schwäche, hohes Fieber, Konjunktividen, Thorax- und Abdominalschmerzen bei 

begleitendem Erbrechen und Durchfall ein. Häufig treten dabei auch trockener Husten mit 

retrosternalen Schmerzen und exsudative Pharyngitis auf [98].  

Die Mehrzahl der Infizierten gesundet nach etwa 10 Tagen. Fieber und Schmerzen 

verschwinden, der Reizhusten und das Schwächegefühl nehmen ab [99]. Auffällig hierbei 

ist, dass eine uni- oder bilaterale Innenohrschwerhörigkeit häufig als Spätfolge bei den 

Patienten zu finden ist [100]. 
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Bei schweren Infektionsverläufen hingegen leiden die Patienten an Erbrechen und 

entwickeln Hals- sowie Gesichtsödeme. Ebenso sind massive Atemprobleme mit zentraler 

Zyanose häufig. Eine Enzephalopathie, Hämorrhagien an Schleimhäuten und ein 

Pleuraerguss treten häufig unmittelbar vor dem Tod, meist um Tag 12 nach 

Erkrankungsbeginn, auf. Als Todesursache wird allgemeines Kreislauf- und 

Organversagen sowie hypovolämischer Schock mit Symptomatik eines acute respiratory 

dystress syndrome (ARDS) angenommen [98]. Bei Kindern kann sich zudem das swollen 

baby syndrome manifestieren, wobei sich ausgeprägte Ödeme und Blutungen ausbilden. 

Die Prognose ist dann entsprechend schlecht [101]. 

Biochemische Analysen zeigen krankheitsbegleitend starke Anstiege der 

Serumkonzentrationen von Aspartat-Aminotransferase (AST), Alanin-Aminotransferase 

(ALT), Laktat-Dehydrogenase (LDH), Amylase, Lipase, Kreatin-Kinase (CK) und Kreatinin, 

was auf ein allgemeines Organversagen hindeutet [86,98,102]. 

Zwischen Tag 4 und 9 der Erkrankung erreichen die Viruskonzentrationen  

103 bis 108 TCID50/ml. Ist parallel die AST-Aktivität im Serum auf über 150 U/I erhöht, ist 

die Prognose für den Patienten häufig infaust. Bei Genesung ist das Virus nach 2 bis 3 

Wochen aus dem Blut entfernt [99]. Dagegen kann bis zu 6 Wochen nach einer akuten 

Infektion das Virus in Urin, Sperma und Muttermilch noch nachgewiesen werden [100]. 

IgG- und IgM-Antikörper gegen Lassa-Virus sind schon früh nach einer Infektion 

nachweisbar, wirken jedoch nicht neutralisierend. Erst Monate nach der akuten Infektion 

treten neutralisierende Antikörper mit niedrigen Titern auf, was darauf hinweist, dass die 

zelluläre aber weniger die humorale Immunantwort das Lassa-Virus eliminiert 

[99,103,104]. 

1.1.3.2 Therapie und Impfung 

Die Behandlung erfolgt unter speziellen Quarantänebedingungen (barrier nursing) 

teilweise intensivmedizinisch, ist weitestgehend symptomatisch und wird durch Gabe des 

Ribonukleosidanalogons Ribavirin (1-D-Ribofuranosyl-1,2,4,-triazol-3-carboxamid) 

standardmäßig ergänzt. Die Ribavirintherapie sollte aber, um therapeutisch wirksam zu 

sein, in der ersten Erkrankungswoche beginnen. Der Therapieerfolg bei späterem Beginn 

ist deutlich reduziert [105]. Alternative Medikamente, die im späteren Krankheitsverlauf 

zur Genesung beitragen können, sind bis heute nicht bekannt. Rekonvaleszenzseren mit 

neutralisierenden Antikörpern gegen Lassa-Virus führten zwar in Einzelfällen zu guten 

Erfolgen, aber geringe Kreuzreaktivitäten und niedrige Konzentrationen der 

neutralisierenden Antikörper im Serum Überlebender führten zum Scheitern als 

geeignetes Therapeutikum [106,107]. 

Für den Menschen steht zur Zeit kein zugelassenes Vakzin gegen Lassa-Fieber zur 

Verfügung [108], obwohl in Tierversuchen durchaus Erfolge mit apathogenen Arenaviren, 
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Reassortanten von Mopeia- und Lassa-Virus sowie Pseudotypviren mit Lassa-viralem NP 

bzw. GPC erzielt wurden [109,110,111,112,113,114,115,116,117]. 

1.1.3.3 Diagnostik 

Aufgrund der unspezifischen Symptomatik ist differenzialdiagnostisch gegen andere 

febrile Erkrankungen abzugrenzen [98]. Das enge Zeitfenster für eine 

erfolgversprechende Ribavirinbehandlung und die besonderen hygienischen 

Schutzmaßnahmen verlangen eine schnelle Diagnose des Lassa-Fiebers. Dazu ist der 

Nachweis der viralen RNA aus Serum, Urin oder Liquor mittels RT-PCR die Methode der 

Wahl, da mit ihr auch geringe Konzentrationen von LASV-RNA (102 bis 103 RNA 

Kopien/ml Serum) nachgewiesen werden können. Entsprechende Protokolle werden 

anhand verfügbarer Sequenzinformationen ständig angepasst und publiziert 

[118,119,120,121,122]. 

Standardmäßig werden die Lassa-Virusspezifischen IgM- und IgG-Antikörper mittels 

indirekter Immunfluoreszenz oder ELISA nachgewiesen [86,123]. Bei schweren 

Krankheitsverläufen kann eine komplett ausbleibende humorale Immunantwort auftreten 

und zu falsch-negativen Ergebnissen führen. 

Die Virusisolation durch Anzucht des Lassa-Virus ist in vitro als auch in vivo möglich. 

Dieser sehr spezifische Nachweis ist jedoch zeitaufwendig, bedarf eines Sicherheitslabors 

der Stufe 4 und findet in Endemiegebieten daher keine Anwendung [124,125]. Sind 

entsprechende technische Voraussetzungen gegeben, findet die Anzucht 

krankheitsbegleitend zur Absicherung der Diagnose oder retrospektiv statt. Auch ein 

direkter Antigennachweis (NP oder GP) aus inaktiviertem Probenmaterial ist mittels ELISA 

außerhalb eines Hochsicherheitslabor möglich [123,126,127]. Allerdings ist dieser 

gegenüber der RT-PCR weniger sensitiv. 

1.1.3.4 Pathogenese 

Die Pathogenese des Lassa-Fiebers ist bis heute weitgehend ungeklärt. Nach Infektion 

von Makrophagen und dendritische Zellen in der Haut, Mukosa oder den Alveolen kann 

das Lassa-Virus über das periphere Kapillarsystem in das lymphatische System und den 

Blutkreislauf gelangen. Aufgrund der nahezu ubiquitären Expression des zellulären 

Rezeptors α-Dystroglycan [55,128] kann sich das Lassa-Virus systemisch ausbreiten und 

viele Organe, wie Leber, Nieren, Milz, Lunge, Herz und Bauchspeicheldrüse sowie 

Schwannsche Zellen des zentralen Nervensystems infizieren. Diese Eigenschaft wird als 

Pantropismus bezeichnet. Entsprechend sind hohe Lassa-Virustiter in verstorbenen 

Patienten und experimentell infizierten Versuchstieren zu finden 

[102,103,129,130,131,132]. Vor allem die Leber wird massiv infiziert, niedrige ALT-Werte 

im Serum deuten aber auf einen geringen Schädigungsgrad der Leberzellen hin 
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[102,133,134]. Die erhöhten AST-Werte im Serum spiegeln vermutlich generalisierte 

Schädigungen von verschiedenen Geweben wider. Erhöhte LDH-, Lipase und Kreatin-

Kinase-Werte in Seren akut Erkrankter unterstützen diese Vermutung [86]. Allerdings 

zeigen die histopathologischen Befunde insgesamt nur geringe Schädigungen der 

Gewebe und erklären nicht Organversagen und Tod [102,133]. Zudem konnte sowohl in 

Patienten als auch in experimentellen Tierstudien kein dramatischer Abfall von 

Gerinnungsfaktoren oder eine disseminierte intravasale Koagulopathie (DIC) beobachtet 

werden, die zum schweren Krankheitsverlauf hätten beitragen können [135,136,137]. 

Auch wenn der Virustiter im Serum mit der Sterberate korreliert [99], ist vermutlich 

weniger die direkte Schädigung der Organe durch Virusreplikation ursächlich für 

Erkrankung und Tod. Vielmehr scheint eine durch Virusvermehrung ausgelöste 

pathophysiologische Kaskade den Tod herbeizuführen [138]. 

Eine mögliche Hypothese zur Pathogenese des Lassa-Fiebers ist die Dysregulation der 

Zytokinexpression, ähnlich einer Sepsis, während der Lassa-Virusinfektion. Unterstützt 

wird die These durch longitudinale Messungen verschiedenster Zytokine einer in 

Deutschland hospitalisierten Lassa-Fieberpatientin [86]. Dabei ging dem Tod unmittelbar 

eine starke Erhöhung proinflammatorischer Zytokine TNF-α und IFN-γ voraus. Allerdings 

zeigten andere Studien keinen Zusammenhang zwischen TNF-α und IFN-γ-Erhöhung und 

fatalem Ausgang der Lassa-Virusinfektion [139]. 

Verschiedene in vitro Experimente zeigen, dass es einen Zusammenhang zwischen 

virusinduzierter Immunsuppression und Pathogenese des Lassa-Fiebers geben könnte. 

So kann Lassa-Virus humane Makrophagen, dendritsche Zellen (DC) und Endothelzellen 

(HUVEC) infizieren und in ihnen replizieren. Jedoch werden von den Zellen 

proinflammatorische Zytokine (IFN-α, IFN-β, TNF-α, IFN-γ, IL-1b, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 

und CXC-Chemokine) nicht verstärkt exprimiert oder sekretiert. Ebensowenig werden 

kostimulatorische Moleküle (CD40, CD80, CD86) oder Aktivierungsmarker (CD69) 

vermehrt auf der Zelloberfläche exprimiert [140,141,142]. 

Dagegen werden diese Zellen durch Infektion des apathogen Mopeia-Virus aktiviert. Trotz 

vergleichbarer Virustiter exprimieren die Zellen verstärkt die Zelloberflächenmarker CD86, 

CD80, CD54, CD40 und Zytokine IFN-α, TNF-α und IL-6 [143]. Zudem konnte in 

Kokultivierungsexperimenten mit humanen dendritischen Zellen und T-Zellen gezeigt 

werden, dass mit Mopeia-Virus infizierte DCs früh und stark CD4+- und CD8+-T-Zellen 

aktivieren und proliferieren lassen. Dagegen war die Aktivierung von T-Zellen durch 

Lassa-Virusinfizierte DCs in diesen in vitro Studien eher gering [144]. Werden diese in 

vitro Daten auf die Situation in vivo übertragen, lässt sich eine Kontrolle der Mopeia-

Virusinfektion durch die frühe Aktivierung der DCs und Makrophagen (antiviral state-

Induktion durch IFN-β) im Zusammenspiel mit früh aktivierten T-Zellen vermuten und 
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würde den Unterschied in der Pathogenität zur Lassa-Virusinfektion erklären. Eine 

entscheidende Rolle von Typ-I-Interferonen bei der Kontrolle der Lassa-Virusinfektion 

konnte durch künstliche Stimulation der Interferonexpression mit LPS und poly(IC) in mit 

Lassa-Virus infizierten Makrophagen und DCs abgeleitet werden [145].  

1.1.3.5 Tiermodelle für das Lassa-Fieber 

Neben der Optimierung von Diagnose und Therapie steht die Charakterisierung der zu 

Grunde liegenden Pathogenesemechanismen des Lassa-Fiebers im Mittelpunkt der 

Lassa-Virusforschung. Schon wenige Jahre nach der Erstbeschreibung des Lassa-

Fiebers wurden tierexperimentelle Studien durchgeführt, die den Krankheitsverlauf im 

Menschen widerspiegeln sollten. So wurden experimentelle Lassa-Virusinfektionen vor 

allem in Rhesusaffen beschrieben, die im klinischen und histopathologischen Bild dem 

humanen Lassa-Fieber entsprechen [146]. Weitere Tiermodelle für Lassa-Fieber, 

teilweise auch mit Surrogatviren, folgten schnell. Die Tabelle 1 gibt einen Überblick zu 

bestehenden Tiermodellen für das Lassa-Fieber. Dennoch gelang es nicht, Labormäuse 

verschiedener Inzuchtstämme als geeignetes Tiermodell zur Beschreibung der Lassa-

Fieberpathogenese zu etablieren. Die getesteten Inzuchtmausstämme waren nicht 

suszeptibel für Lassa-Viren. Lediglich die intrazerebrale Injektion von LASV bei jungen 

Tieren führte zu uniletalen Ausgängen, spiegelten aber nicht die typische Lassa-

Fiebererkrankung beim Menschen wider [147]. 
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Tabelle 1: Übersicht zu bestehenden Tiermodellen für das Lassa-Fieber. 

 Tiermodell Virus Anwendung Referenz 

 nichtmenschliche Primaten    

 Rhesusaffe 
(Macaca mulatta) 

LASV Pathogenese 
Vakzinierung 
Substanztestung 

[115,116,129,132,137,
146,148] 

  LCMV Pathogenese 
Vakzinierung 

[149,150,151,152,153,
154,155] 

 Weißbüschelaffe 
(Callithrix jacchus) 

LASV Pathogenese 
Vakzinierung 

[114,156] 

 Javaneraffe 
(Macaca fascicularis) 

LASV Pathogenese 
Vakzinierung 

[157,158,159,160,161] 

  LCMV Pathogenese [149] 

 Totenkopfäffchen 
(Saimiri sciureus) 

LASV Pathogenese [131] 

 Mantelpavian 
(Papio hamadryas) 

LASV Pathogenese 
Substanztestung 

[162,163,164] 

 Nagetiere    

 Meerschweinchen 
Inzuchtstamm 13 
Inzuchtstamm 2 
 Hartley 

LASV 
 

Pathogenese 
Vakzinierung 
Substanztestung 

[103,109,110,112,113,
115,131,165,166,167,
168] 

  PICV Pathogenese 
Substanztestung 

[169,170,171,172,173,
174,175,176,177,178,
179] 

 Syrischer Hamster 
(Mesocricetus auratus) 

LCMV Pathogenese [180] 

 PICV Pathogenese 
Substanztestung 

[181,182,183,184,185] 

  PIRV Pathogenese [186,187] 

 Inzuchtmäuse 
 CBA 
 C57BL/6 
 BALB/c 

LASV Pathogenese * 
Vakzinierung 

[115,147,188,189,190,
191,192] 

 Vielzitzenratte 
(Mastomys natalensis) 

LASV Pathogenese [131] 

* intrazerebrale Infektion ohne widerspiegeln der LF-Erkrankung des Menschen 

LASV = Lassa-Virus 
LCMV = Lymphozytäres Choriomeningitis Virus 
PICV = Pichinde-Virus 
PIRV = Pirital-Virus 
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1.2 Zielsetzung 

Das Lassa-Fieber ist in Westafrika jährlich für tausende Tote verantwortlich. Bei 

ungünstigen nosokomialen Lassa-Fieberausbrüchen werden Letalitätsraten von bis zu 

65% berichtet. Trotz intensiver Bemühungen, neue Therapeutika zu entwickeln, steht 

lediglich Ribavirin zur Behandlung von Lassa-Fieber zur Verfügung. Aufgrund der 

begrenzten Therapierbarkeit, dem Fehlen zugelassener Impfstoffe und nicht zuletzt 

aufgrund seiner Gefährlichkeit wird das LASV als Erreger der Kategorie A eingestuft und 

in Laboratorien der Sicherheitsstufe 4 gehandhabt.  

Die pathophysiologischen Prozesse von der Virusinokulation bis zum Tod sind nur 

begrenzt am Menschen erforschbar. Daher sind Tiermodelle für das Lassa-Fieber von 

großer Bedeutung. Die Verfügbarkeit nichtmenschlicher Primaten oder Inzucht-

Meerschweinchen und entsprechender Testsysteme sowie immunologischer und 

molekularbiologischer Basisdaten ist allerdings stark begrenzt. Auch bestehen massive 

Tierschutzbedenken besonders hinsichtlich der Primaten. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher mausbasierte Tiermodelle für das Lassa-Fieber 

etabliert und der Pathogeneseprozess genauer charakterisiert werden. Da Mäuse nicht 

suszeptibel sind, sollten die transgene B6/HLA-A2.1-Maus (HHD-Maus) und die A129-

Maus genutzt werden. Die HHD-Maus ist auf Basis der Inzuchtmaus C57BL/6 genetisch 

verändert und exprimiert homozygot das humane MHC-I HLA-A.2.1 anstatt der murinen 

MHC-I-Moleküle (H-2Db(-/-) ß2m(-/-)). Dadurch ist das Repertoire an präsentierten Epitopen 

auf das humane HLA-A.2.1-Molekül eingeschränkt, was die Suszeptibilität erhöhen 

könnte. Zudem zeigten experimentelle Infektionen mit LCMV WE eine schwere 

systemische Infektion (persönliche Mitteilung von Dr. Flatz).  

Eine fehlende Typ-I-Interferonantwort in der Interferon-α/β-Rezeptor-defizienten Maus 

(A129) lässt ebenfalls eine erhöhte Suszeptibilität erwarten und macht sie zugleich 

interessant für ein potentielles Tiermodell. Die Eignung der Tiermodelle zur Testung von 

antiviralen Substanzen sollte auch überprüft werden. 
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2 MATERIAL 

2.1 Nukleinsäuren 

Die synthetischen Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon bezogen. 

Eine detaillierte Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide ist im 

Anhang dieser Arbeit zu finden. 

 

2.2 Zelllinien, Virusstämme und Mäuse 

Zelllinie Bezugsquelle 

Vero Riems-Zellen Bundesforschungsanstalt für 
Viruskrankheiten der Tiere, Insel Riems 

Baby Hamster Kidney-J Zellen (BHK-21/J; 
Abkömmlinge der BHK-21-Zellen [193]) 

Bernhard-Nocht-Institut, Virologie 

Mausfibroblasten L929 Dr. Bruns, Heinrich-Pette-Institut, Hamburg 

  

  

Viren Bezugsquelle 
Lassa-Virus Stamm AV  Bernhard-Nocht-Institut, Virologie, Stammsammlung 

Lassa-Virus Stamm Nig10 Bernhard-Nocht-Institut, Virologie, Stammsammlung 

Lassa-Virus Stamm CSF Bernhard-Nocht-Institut, Virologie, Stammsammlung 

Lassa-Virus Stamm Josiah Bernhard-Nocht-Institut, Virologie, Stammsammlung 

Lassa-Virus Stamm NL Bernhard-Nocht-Institut, Virologie, Stammsammlung 

Lassa-Virus Stamm Lib90 Bernhard-Nocht-Institut, Virologie, Stammsammlung 

Lassa-Virus Stamm Ba366 Ter Meulen J., Marburg 

Lassa-Virus Stamm Ba289 Ter Meulen J., Marburg 

Lassa-Virus Stamm Ba377 Ter Meulen J., Marburg 

Lassa-Virus Stamm Ba283 Ter Meulen J., Marburg 

Lassa-Virus Stamm Ta491 Ter Meulen J., Marburg 

Lassa-Virus Stamm Dgd43 Ter Meulen J., Marburg 

Mopeia-Virus Stamm BNI  Bernhard-Nocht-Institut. Virologie, Stammsammlung 

LCMV WE Bernhard-Nocht-Institut, Virologie, Stammsammlung 
   
   
   
   



Material 

 13 

Maus Genetischer Hintergrund Bezugsquelle 

HLA A2.1 (HHD) H-2Kb+/+, H-2Db-/-, β2m-/- [194] Prof. Pinschewer, 
Universität Zürich 

HLA A2.1xB6 F1 H-2Kb+/+, H-2Db+/-, HLA A2.1+/-, β2m+/-  Prof. Pinschewer, 
Universität Zürich  

MHC-I-/- H-2Kb+/+, H-2Db+/+, β2m-/- [195] Prof. Pinschewer, 
Universität Zürich  

MHC-II-/- H-2Kb+/+, H-2Db+/+, MHC-II-/- [196] Prof. Pinschewer, 
Universität Zürich  

C57BL/6 (B6) H-2Kb+/+, H-2Db+/+ Prof. Pinschewer, 
Universität Zürich 

A129 129Sv/Ev, IFNAR-/- [197] Prof. Pinschewer, 
Universität Zürich 

Von den Mausstämmen HHD und A129 wurden Zuchtpaare am Bernhard-Nocht-Institut 

für Tropenmedizin angelegt. 

 

2.3 Antikörper 

Antikörper Bezugsquelle 

Anti-LASV NP (2F1) monoklonaler Maus-Antikörper Bernhard-Nocht-Institut, 
Virologie 

Anti-MOPV NP (5D9/2) monoklonaler Maus-Antikörper Bernhard-Nocht-Institut, 
Virologie 

Anti-LCMV NP (mAb Nr.53 Ascites) monoklonaler Maus-
Antikörper 

Dr. Bruns, Heinrich-Pette-
Institut, Hamburg 

AffiniPure Schaf Anti-Maus IgG (H+L),  
Peroxidase-Konjugat (515-035-003) 

Jackson Immuno Research 
Laboratories 

AffiniPure Ziege Anti-Maus IgG (H+L),  
FITC-Konjugat (115-095-003) 

Jackson Immuno Research 
Laboratories 

Esel anti-Ratte IgG (H+L) 
Alexa488-Konjugat 

Molecular Probes 

YTS169.4 (Ratte anti-CD8) Prof. Pinschewer, 
Universität Zürich 

YTS191.6 (Ratte anti-CD4) Prof. Pinschewer, 
Universität Zürich 
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2.4 Enzyme und Kits für molekularbiologisches Arbeiten 

Enzyme Bezugsquelle 
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase Finnzymes 

Kits  Bezugsquelle 

DNA Größenmarker, Gene RulerTM 1 kB Fermentas 
NucleoSpin® Extract II Kit Macherey & Nagel 
OneStep RT-PCR-Kit Qiagen 
QIAamp® Viral RNA Kit Qiagen 

2.5 Chemikalien, Medien und Reagenzien 

Substanz Bezugsquelle 
Agarose SeaKem® Roth 
Ampuwa®, Wasser für Injektionszwecke Fresenius Kabi 
Bromphenolblau Roth 
Dinatriumhydrogenphosphat Roth 
DMEM PAA 
Earle’s MEM PAA 
Ethanol 100% Roth 
Ethidiumbromid Roth 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Roth 
Formaldehyd, 37% zur Synthese Roth 
Fötales Kälberserum PAA 
Hank’s BSS PAA 
Heparin-Natrium Braun 
Isofluran, Forane® Abbott 
Kaliumchlorid Roth 
Kaliumhydrogenphosphat Roth 
L-Glutamin PAA 
Methylenblau Roth 
Methylcellulose Sigma 
Natriumacetat Roth 
Natriumchlorid Roth 
Natriumchlorid-Lösung 0,9%, steril Fresenius Kabi 
Natriumcitrat Merck 
Nicht-essentielle Aminosäuren PAA 
Penicillin (100x) PAA 
Pyruvat (100x) PAA 
Ribavirin MP Biomedicals 
Sucrose Roth 
SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain Roth 
TMB-Substrat Mikrogen 
Tris/HCl Roth 
Triton X-100 Roth 
Xylencyanol FF Roth 
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2.6 Puffer und Lösungen 

Puffer/Lösung Zusammensetzung   

Zellkulturmedien    

Komplett-DMEM DMEM 430 ml 
 FKS 50 ml 
 Penicillin/Streptomycin (100x) 5 ml 
 L-Glutamin (100x) 5 ml 
 nicht-essentielle Aminosäuren (100x) 5 ml 
 Pyruvat (100x) 5 ml 

Komplett-MEM MEM 442,5 ml 
 FKS 37,5 ml 
 Penicillin/Streptomycin (100x) 5 ml 
 L-Glutamin (100x) 5 ml 
 Pyruvat (100x) 5 ml 
 nicht-essentielle Aminosäuren (100x) 5 ml 

Infektionsmedium MEM 97 ml 
 FKS 2 ml 
 Penicillin/Streptomycin (100x) 1 ml 

Methylcellulose-Overlay Medium Methylcellulose 8,4 g 
für Immunofocus-Assay, 0,96% ddH2O 300 ml 
 Über mehrere Stunden bei RT mit Magnetrührer 

lösen und anschließend autoklavieren. Bei 8°C 
lagern. 

 gelöste Methylcellulose 17 ml 
 DMEM 33 ml 

Allgemeine Lösungen    

10x PBS, steril, pH 7,5 NaCl 80 g/l 
 Na2HPO4 x 2H2O 26,8 g/l 
 KCl  2 g/l 
 KH2PO4 2,4 g/l 
 dH2O ad 1 l 

Agarosegelelektrophorese    

50x TAE (Tris-Acetat), pH 7,8 Tris/HCl 2 M 
 Natriumacetat 0,25 M 
 EDTA 0,05 M 

6x Probenauftragspuffer Xylencyanol FF 0,15 % 
 Bromphenolblau 0,15 % 
 Sucrose 40 % 
 in dH2O   
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Immunofocus-Assay    

Inaktivierungslösung Formaldehyd in 1x PBS 4 % 
    

Permeabilisierungslösung Triton X-100 in 1x PBS 0,5 % 
    
Blocking-Lösung FKS in 1x PBS 10 % 

Blutchemische Analyse    

Probeninaktivierungslösung Triton-X-100 1 % 
 in 0,9% NaCl-Lösung   
 

2.7 Verbrauchsmaterial 

Material Bezugsquelle 

Insulinspritzen 29G, 0,5 ml oder 1ml BD Becton Dickinson 
Kodak Scientific Imaging Film 18 x 24 cm X-OMAT™ LS Kodak 
Lysing Matrix D MP Biomedicals 
Reflotron® Teststreifen: AST, ALT, Amylase Roche 
Serumröhrchen BD Becton Dickinson 
Skalpell Fig. 11 Swann-Morton 
Spotchem™ Liver-1 Axonlab 

Alle weiteren in dieser Arbeit verwendeten, hier nicht aufgeführten Verbrauchsmaterialien, 

sowie sämtliche Plastikwaren, wurden von den Firmen Sarstedt, PAA, Millipore, Biozym, 

Greiner, Roth und Nunc bezogen.  

2.8 Geräte 

Gerät Bezugsquelle 

Agarose-Gelelektrophoresekammer Sub Cell GT Biorad 
Blaulicht Transilluminator Bio View  Biostep 
FastPrep® Instrument Q BIOgene 
Fluoreszenzmikroskop Leica DM RA Leica 
Inkubator mit CO2-Begasung (Hera Cell 150) Thermo Electron Corporation 
Neubauer-Zählkammer Brand 
Photometer Eppendorf 
Reflotron® Roche 
Rotlichtlampe Philips 
Spotchem™ EZ SP4430 Axonlab 
Thermocycler Advanced Primus 25 PeqLab 
Thermomixer comfort Eppendorf 
UV-Geldokumentationsanlage Kodak 
UV-Tisch Roth 
Waage KERN 
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Zentrifugen:  
Gekühlte Tischzentrifuge „Centrifuge 5415 R“ Eppendorf 
Tischzentrifuge „Centrifuge 5415 D“ Eppendorf 
Kühlzentrifuge 5804 R Eppendorf 

2.9 Software 

Software Bezugsquelle 

Bildbearbeitung:  

Photoshop CS3 Extended Adobe 

Textverarbeitung:  

Word 2011 Microsoft 
Endnote X4 ISI 

Graphiken:  

CorelDraw 12 
(CorelDraw Graphics Suite 12) 

Corel 

Powerpoint 2011 Microsoft 

Tabellenkalkulation:  

Excel 2011 Microsoft 
Prism® 5 GraphPad Software 

Sequenzanalysen:  

MacVector MacVector, Inc. 
Lasergene® Core Suite DNASTAR, Inc 
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3 METHODEN 

3.1 Molekularbiologische Methoden 

3.1.1 In vitro Amplifikation von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion  

Die Polymerasekettenreaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction, PCR) ermöglicht die 

gezielte Amplifikation eines DNA-Abschnittes, der durch die Bindungsstellen zweier 

spezifischer Oligonukleotid-Primer definiert wird. In einer zyklischen Wiederholung wird 

die doppelsträngige Matrizen-DNA durch Erhitzen auf 94-98°C in Einzelstränge getrennt 

(Denaturierung). Anschließend wird, abhängig von der Schmelztemperatur (Tm) der 

Oligonukleotid-Primer, bis zu einer Temperatur abgekühlt, die die Anlagerung der Primer 

an die komplementäre DNA-Sequenz ermöglicht (Annealing). Die enzymatische 

Kettenverlängerung (Elongation) findet im Temperaturoptimum der thermostabilen DNA-

Polymerase (72°C) statt und richtet sich in ihrer Dauer nach der Länge des zu 

amplifizierenden DNA-Abschnittes und der Prozessivität der Polymerase. Mit jedem 

Zyklus wird die Kopienzahl der Zielsequenz verdoppelt. 

 

Standard PCR mit der Phusion-Polymerase 

Zur Amplifikation zur Reamplifikation von PCR-Produkten wurde die Phusion High Fidelity 

DNA-Polymerase (Finnzymes) verwendet. Verbunden mit einer hohen Prozessivität 

verfügt diese Polymerase über eine 3'-5'-Exonuklease (proofreading) Aktivität, durch die 

3’ fehlgepaarte Basen korrigiert und somit auch bei sehr langen PCR-Produkten äußerst 

niedrige Fehlerraten erreicht werden. Im Folgenden ist ein Standardansatz dargestellt: 

 

Standard-PCR-Ansatz   

Template DNA (10 ng) 1 µl 

Vorwärtsprimer (10 pmol/µl) 1 µl 

Rückwärtsprimer (10 pmol/µl) 1 µl 

dNTP-Gemisch (10 mM) 1 µl 

5x PCR Reaktionspuffer Phusion HF 10 µl 

Phusion DNA-Polymerase (2 U/µl 0,5 µl 

H2Obidest. ad 50 µl 

 

Innerhalb des folgenden allgemeinen PCR-Temperaturprofils wurden die angezeigten 

Reaktionsparameter für Annealing und Elonagtion entsprechend der verwendeten Primer 

und der Länge des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes variiert. 
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Initiale Denaturierung 98°C 1 min  

Denaturierung 98°C 10 s  

Annealing 55°C 10 s         30 x 

Elongation 72°C 30 s/kb  

Final-Elongation 72°C 5 min  

 8°C ∞  

3.1.2 Reverse Transkriptions-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) 

Bei der reversen Transkriptions-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) katalysieren RNA-

abhängige DNA-Polymerasen das Umschreiben von RNA zu komplementären DNA-

Strängen (cDNA). Die cDNA wird anschließend als Matrize zur Amplifikation definierter 

Sequenzen in Standard-PCRs eingesetzt. Zur Sequenzierung von isolierter LASV-RNA 

(3.1.7) wurde die RNA mittels das OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN) in DNA 

umgeschrieben und amplifiziert. Die erhaltenen Fragmente wurden im Gel aufgetrennt 

(3.1.3), aufgereinigt (3.1.4 bzw. 3.1.5) und zur Sequenzierung (3.1.6) versandt. 

 

RT-PCR-Ansatz   

Template RNA 2 µl 

Vorwärtsprimer (10 pmol/µl) 0,4 µl 

Rückwärtsprimer (10 pmol/µl) 0,4 µl 

dNTP-Gemisch (10 mM) 0,4 µl 

5x Reaktionspuffer 4 µl 

Enzymgemisch 1 µl 

H2Obidest. ad 20 µl 

 

Der Ansatz wurde bis zur Verwendung bei 4°C im Kühlblock gekühlt. Im Primus25 

advanced-Thermocycler (PeqLab) wurde folgendes Temperaturprogramm genutzt.  

 

Reverse Transkription 50°C 30 min  

Aktivierung der Taq-Polymerase 95°C 15 min  

Denaturierung 95°C 15 s  

Annealing 55°C 15 s         30 x 

Elongation 72°C 1 min/kb  

 8°C ∞  
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3.1.3 Standard-Agarosegelelektrophorese  

Die analytische und präparative Auftrennung von DNA erfolgte größenabhängig mittels 

horizontaler Flachbettgelelektrophorese. Die Agarosekonzentration wurde je nach Größe 

der zu analysierenden Nukleinsäurefragmente gewählt und lag zwischen 0,7-2% (w/v) 

gelöst in 1x TAE-Puffer. Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 0,17-fachem Volumen 

6x Probenpuffer versetzt. Zur Größenbestimmung der Nukleinsäurefragmente wurde 

parallel zu den Proben ein Längenstandard bekannter DNA-Molekül-Größen bei 

konstanter Spannung von 100-140 V in TAE-Puffer aufgetrennt. In analytischen Gelen 

wurde die DNA anschließend mit Hilfe von Ethidiumbromid unter UV-Licht der 

Wellenlänge 254 nm oder 366 nm einer Photodokumentationsanlage detektiert und 

dokumentiert. In einem 0,8-1%-igen präparativen Agarosegel aufgetrennte DNA-

Fragmente konnten bei Bedarf, nach Visualisierung der Nukleinsäuren auf dem Blautisch 

mittels SYBR-Green (1:1000 in 1x TAE-Puffer), ausgeschnitten und wie unter Abschnitt 

3.1.4 beschrieben zurückgewonnen werden. 

3.1.4 DNA-Extraktion aus Agarosegelen 

Die Gewinnung und Reinigung von DNA aus Agarosegelen erfolgte mittels NucleoSpin 

Extract II Kit der Firma Macherey & Nagel. Die gewünschten, mit SYBR-Green 

angefärbten DNA-Fragmente wurden aus einem präparativen Agarosegel ausgeschnitten, 

in ein Reaktionsgefäß überführt und nach den Angaben des Herstellers extrahiert. Die 

erfolgreiche Elution wurde abschließend mittels Agarosegelektrophorese (3.1.3) überprüft. 

3.1.5 Aufreinigung von PCR-Produkten 

PCR-Produkte wurden, sofern die Auftrennung in einem präparativen Agarosegel und 

anschließende Extraktion wie unter 3.1.4 beschrieben unnötig waren, direkt nach der 

PCR-Reaktion mit dem NucleoSpin Extract II Kit der Firma Macherey & Nagel nach 

Herstellerangaben aufgereinigt. Die Aufreinigungskontrolle erfolgte mittels 

Agarosegelektrophorese (3.1.3). 

3.1.6 Sequenzierung von DNA 

Die Sequenzierung der DNA Proben erfolgte durch SeqLab Sequence Laboratories 

Göttingen. Die zu sequenzierenden Proben wurden den Empfehlungen der 

Sequenzierungsfirma entsprechend vorbereitet. 

3.1.7 Isolation von Virus-RNA 

Die Isolation von viraler RNA aus Zellkulturüberstand erfolgte mittels QiaAmp® Viral RNA 

Mini Kit der Firma Qiagen, wobei die RNA selektiv an eine Silicagelmembran gebunden 
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und aufgereinigt wurde. Die Aufreinigung wurde gemäß den Herstellerangaben 

durchgeführt. Hierbei wird die RNA durch 560 µl AVL-Puffer (10 mg/ml Carrier-RNA) unter 

stark denaturierenden Bedingungen aus 140 µl virushaltigem Zellkulturüberstand isoliert, 

in 560 µl Ethanol aufgenommen und durch Zentrifugation an die Silicagelmembran 

gebunden. Kontaminationen wurden durch Waschen der Säule mit zwei verschiedenen 

Ethanol-haltigen Puffern entfernt, die RNA durch RNase-freies Wasser von der Säule 

eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -70°C gelagert. 

3.1.8 ELISA zur IL-12p40-Bestimmung 

Bestimmung der IL-12p40 Konzentration erfolgte im IL-12p40-ELISA (eBioscience) nach 

Herstellervorgaben. Dazu wurde Serum mit Triton-X-100 (fc= 1% [v/v]) in Natriumchlorid-

Lösung virusinaktiviert. Die Analyse wurde von Dr. Doron Merkler (Göttingen) 

durchgeführt. 

3.1.9 Blutchemische Analysen 

Mittels Reflotron® wurden im Serum die Parameter Aspartat-Aminotransferase (AST), 

Alanin-Aminotransferase (ALT) und Amylase bestimmt. Laktat-Dehydrogenase (LDH) 

wurden mittels Spotchem™ analysiert. Aufgrund der geringen Serummengen musste zur 

Analyse in steriler Natriumchlorid-Lösung verdünntes Material eingesetzt werden. Zur 

Bestimmung der Parameter außerhalb des Hochsicherheitslabors wurde das 

Probenmaterial mit Triton-X-100 (fc= 1% [v/v]) in Natriumchlorid-Lösung inaktiviert. Sollten 

mehr als drei Parameter untersucht werden, wurden die Seren einer Mausgruppe an 

jedem Abnahmetag gepoolt. 

 

3.2 Zellbiologische Methoden 

3.2.1 Kultivierung adhärenter Zellen 

Die adhärent wachsenden eukaryotischen Zelllinien wurden in entsprechendem Medium 

bei 37°C und 5% CO2 in sterilen Zellkulturflaschen gehalten. Die Kultivierung von  

BHK-21/J-Zellen erfolgte in Komplett-MEM, die von Vero Riems- und L929-Zellen in 

Komplett-DMEM. Zur Passage wurden die 70-100% konfluent gewachsenen Zellen mit 

sterilem 1x PBS gewaschen und durch Zugabe von Trypsin/EDTA-Lösung für etwa 5 min 

bei 37°C vom Boden der Zellkulturflasche abgelöst. Um die durch Trypsin/EDTA 

verursachte Proteolyse abzustoppen, wurden die Zellen in mindestens 2x Vol Medium 

aufgenommen, resuspendiert, gezählt und in einer gewünschten Konzentration in einer 

neuen Gewebekulturflasche ausgesät und weiter kultiviert.  
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Sollten die Säugerzellen längerfristig gelagert werden, wurden die konfluent 

gewachsenen Zellen gewaschen und mit Trypsin/EDTA abgelöst. Nach Zentrifugation bei 

500 x g für 5 min wurde der Überstand verworfen, die Zellen in entsprechendem 

Nährmedium mit 10% DMSO aufgenommen, geeignete Volumina in Kryoröhrchen 

aliquotiert und umgehend bei -70°C für 24 h eingefroren. Anschließend wurden die Zellen 

zur Lagerung bei -180°C in flüssigen Stickstoff überführt. Zum Rekultivieren derart 

gelagerter Zellen wurde der gesamte Inhalt eines Kryoröhrchens bei 37°C aufgetaut, 

tropfenweise mit Vollmedium gemischt und bei 500 x g für 5 min zentrifugiert. Der DMSO-

haltige Überstand wurde verworfen, das Zellsediment in 10 ml Vollmedium aufgenommen, 

in eine 25cm2-Gewebekulturflasche ausgesät und im Inkubator bei 37°C und 5% CO2 

kultiviert. 

3.2.2 Bestimmung der Zahl lebender Zellen 

Um nach Trypsin/EDTA-Behandlung die Zahl lebender Zellen zu ermitteln, wurde die 

Zellsuspension in einem Volumenverhältnis von 1:4 mit 0,04% Typanblaulösung (in PBS) 

verdünnt und in eine Neubauer-Zählkammer überführt. Da sich Trypanblau in die 

Zellmembran toter Zellen einlagert und blau anfärbt wurden mit Hilfe eines 

Lichtmikroskopes nur die ungefärbten, lebenden Zellen in den vier Quadraten der 

Zählkammer gezählt. Anschließend konnte unter Betrachtung des definierten 

Zählkammervolumens und durch Verrechnung der gezählten Zellen mit dem 

Verdünnungsfaktor auf die Zellkonzentration/ml geschlossen werden:  

Zellen/ml = gezählte Zellen x 104 x Verdünnungsfaktor x ausgezählte Quadrate-1 

3.2.3 Anzucht von Arenaviren 

Sollten Zellen mit LASV, MOPV oder LCMV infiziert werden, wurden zunächst 1x106 

Zellen in einer 75cm2-Gewebekulturflasche ausgesät und für 24 h kultiviert. Zur Infektion 

wurden die Zellen nach einmaligem Waschen mit Infektionsmedium mit einer MOI von 

0,01-0,1 der verschiedenen Virusisolate für 1 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 

Anschließend wurde das Inokulat entfernt, die Zellen erneut gewaschen und schließlich in 

entsprechendem Vollmedium für 3-4 d bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Je nach 

Experiment wurde der Zellkulturüberstand zu bestimmten Zeiten nach Infektion 

abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -70°C gelagert. Die 

Virusquantifizierung erfolgte mittels Immunofocus-Assay. Geerntete und in die indirekte 

Immunfluoreszenz eingesetzte, infizierte Zellen wurden zur Kontrolle der Infektionsrate 

herangezogen. 
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3.2.4 Immunofocus-Assay 

Die Quantifizierung nicht zytopathischer infektiöser Viruspartikel erfolgte durch 

Immunodetektion des Virusantigens innerhalb infizierter Zellareale (Foci). Hierzu wurden 

pro Kavität einer 24-well-Platte 4,17 x 104 Vero-Zellen ausgesät und 24 h später mit 

200 µl virushaltigem Probenmaterial in seriellen 10-fach Verdünnungen infiziert. Nach 1 h 

wurde das Inokulat entfernt und durch 1,5 ml Methylcellulose-DMEM-Overlay ersetzt. 

Nach fünf Tagen Inkubation bei 37°C und 5% CO2 wurde der Overlay entfernt, die Zellen 

20 min lang durch 4% Formaldehyd-PBS fixiert und die Viren inaktiviert. Die Zellen 

wurden mit 1x PBS gewaschen, 20 min mit 0,5% Triton-X-100-PBS (400 µl/Kavität) 

permeabilisiert, erneut gewaschen und mit 200 µl/Kavität Blocking-Lösung) versetzt. Nach 

Inkubation für 1 h bei RT oder für 16 h bei 4°C wurde die Blocking-Lösung entfernt und 

der primäre, virusspezifische Antikörper in entsprechender Verdünnung in Blocking-

Lösung (LASV L2F1: 1:30, MOPV, MOBV und Morogoro-Virus 5D9/2: 1:1000, LCMV 

mAB Nr.53: 1:250; 200 µl/Kavität) innerhalb 1 h bei RT gebunden. Im Anschluss wurden 

die Zellen dreimal mit 1x PBS gewaschen und mit dem Peroxidase-gekoppelten 

Sekundärantikörper (Schaf Anti-Maus IgG, Peroxidase-Konjugat) für 1 h bei RT inkubiert. 

Nach weiteren drei Waschschritten mit 1x PBS erfolgte die Detektion mittels 

präzipitierendem Peroxidasesubstrat (TMB-Substrat, 200 µl/Kavität), das solange auf den 

Zellen verblieb, bis die infizierten Zellen als deutlich blaue Foci erschienen. Aus der 

Anzahl an Zellfoci einer Kavität, die auf einzelnen infektiösen Partikeln basieren, lässt sich 

im Anschluss der Virustiter als Focus forming Unit, FFU, pro ml berechnen. 

Als Probenmaterial wurde Zellkulturüberstand, Blut in Heparin-HBSS und Organlysate 

genutzt. Nach Bestimmung des Gewichts wurden die Organe mittels Lysing Matrix D im 

FastPrep Instrument bei Stufe 5 für 2x 30 s lysiert. Bis zum Zentrifugieren bei 12000 x g 

für 1 min wurden die Lysate auf Eis gelagert. Für längere Aufbewahrungen wurden die 

Lysate bei -80°C gelagert. 

3.2.5 Indirekte Immunfluoreszenz 

Zur Kontrolle des Viruswachstums in infizierten Zellen und zur Testung des anti-LASV-

NP-Serums wurde die indirekte Immunfluoreszenz verwendet. Dabei kann das virale 

Antigen durch Bindung eines virusspezifischen Primärantikörpers, der seinerseits durch 

einen fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper gebunden wird, indirekt unter dem 

Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden. Hierzu wurde ein Teil der infizierten Zellen 

nach Passage in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, bei 900 x g für 1 min sedimentiert 

und sorgfältig in einem Volumenverhältnis von 1:1 in 1x PBS resupendiert. Anschließend 

wurde ein geeignetes Volumen der Zellsuspension in die Vertiefung eines Objektträgers 

gegeben und unmittelbar danach wieder entfernt. Die verbliebene dünne Zellschicht 



Methoden 

 24 

wurde bei RT getrocknet, für 15 min in Aceton fixiert und gleichzeitig das Virus inaktiviert. 

Nach erneutem Trocknen wurden 10 µl des ersten Antikörpers pro Vertiefung zugegeben. 

Zur Detektion des LASV-NP wurde der monoklonale Antikörper L2F1 1:10 in PBS 

verdünnt. Während für den Nachweis des MOPV-NP der monoklonale anti-MOPV 

Antikörper 5D9/2 (1:10 in PBS) verwendet wurde, erfolgte die Detektion des LCMV NP 

durch einen monoklonalen anti-LCMV-NP mAB Nr.53 Antikörper in einer 1:100 

Verdünnung in PBS. Nach einer einstündigen Inkubation in einer feuchten Kammer bei 

37°C entfernte dreimaliges Waschen mit 1x PBS überschüssige Antikörper. Die Bindung 

des zweiten Antikörpers (anti-Maus Ziege IgG, FITC-Konjugat, 1:40 in PBS) wurde durch 

eine Inkubationszeit von 1 h bei 37° C in einer feuchten Kammer gewährleistet. Die Zellen 

wurden erneut gewaschen und fluoreszenzmikroskopisch beurteilt. 

Zur Analyse der Spezifität des anti-LASV-NP-Serum aus der Ratte (hergestellt von Dr. 

Doron Merkler, Göttingen) wurden verschiedene Arenavirus-infizierte Zellen (LASV AV, 

Josiah, NL, LCMV, MOPV, Morogoro-Virus und Junin-Virus) auf 12well-Objektträger 

genutzt. Das Serum wurde in zweifach-Verdünnungsstufen von 1:40 bis 1:10240 in PBS 

getestet und ersetzte den Standard-Erstantikörper. Der Zweitantikörper Esel anti-Ratte 

IgG-Alexa 488 wurde 1:1000 in PBS eingesetzt. 

3.3 Tierexperimentelle Methoden 

Alle Tierversuche wurden mit Genehmigung der Behörde für Soziales, Familie, 

Gesundheit und Verbraucherschutz der Stadt Hamburg und im Labor der Sicherheitsstufe 

4 durchgeführt. Die eingesetzten Mäuse waren weiblich und zwischen 8 und 12 Wochen 

alt. 

3.3.1 Virusinfektion 

Die Infektion der Mäuse mit den Arenaviren erfolgte intravenös (i.v.) über eine 

Schwanzvene, intraperitoneal (i.p.), subkutan (s.c.) in die Nackenfalte, intramuskulär (i.m.) 

in die Oberschenkelmuskulatur oder intranasal (i.n.). Bei den beiden letztgenannten 

Techniken wurden die Tiere zuvor mit Isofluran narkotisiert. Das Virusmaterial wurde 

verdünnt in Infektionsmedium verabreicht. 

3.3.2 Blutabnahmen 

Im Versuchszeitraum wurden die Tiere ein- bis zweitägig hinsichtlich ihres 

Gesundheitszustandes unter Berücksichtigung des Körpergewichtes beurteilt. 

Longitudinale Blutabnahmen zur Bestimmung blutchemischer, immunologischer und 

virologischer Parameter erfolgten zu den im Ergebnisteil angegebenen Tagen (meist an 

den Tagen 2, 4, 8, 11, 16 und 21 nach Infektion) durch Anritzen der Schwanzvene. Die 

Tiere waren dabei in einer Röhre fixiert und zuvor unter einer Rotlichtlampe für 4-5 min 
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erwärmt worden. Zur Viruslastbestimmung (3.2.4) wurden ca. 50 µl Vollblut in 950 µl 

HBSS-Puffer versetzt mit 2 U/ml Heparin überführt und bis zur Analyse bei -80°C 

gelagert. Des Weiteren wurde Blut in Serumröhrchen gesammelt und nach  

30 min Standzeit bei RT für 3 min 12000 x g zentrifugiert. Das Serum wurde bis zur 

weiteren Analyse bei -20°C gelagert. 

3.3.3 Organentnahmen 

Für Organentnahmen wurden an ausgewählten Tagen zufällig bestimmte Tiere einer 

Gruppe durch Isofluranüberdosierung und anschließender zervikalen Dislokation 

euthanasiert. Die entnommenen Organe wurden halbiert, wobei eine Hälfte bis zur 

Bestimmung der Viruslast (3.2.4) bei -80°C gelagert und die zweite Hälfte zum Teil weiter 

zerkleinert und zur histologischen Analyse in 4% (v/v) Formaldehyd in PBS überführt 

wurden. Nach 24 h Inkubation bei 4°C im Hochsicherheitslabor wurden die 

virusinaktivierten, fixierten Organe in 0,1% [w/v] Natriumazid in PBS umgelagert und bis 

zur weiteren Aufarbeitung bei 4°C gelagert. Das Einbetten, Schneiden, Färben und 

Beurteilen der histologischen Präparate erfolgte durch Dr. Doron Merkler (Göttingen). 

3.3.4 T-Zell-Depletion 

Zur Depletion der CD4+- und/oder CD8+-T-Zellen wurden an Tag drei und eins vor einer 

LASV-Infektion den Mäusen i.p. jeweils 250 µg der monoklonalen Antikörper YTS169.4 

(anti-CD8) und/oder YTS191.6 (anti-CD4) gelöst in PBS appliziert. Die Depletionskontrolle 

erfolgte mit peripherem Blut am Tag der LASV-Infektion mittels Durchflusszytometer. 

3.3.5 Applikation von Ribavirin 

Ribavirin wurde in einer Konzentration von 40 mg x kg-1 x d-1 bzw. 80 mg x kg-1 x d-1 

einmal täglich i.p. für 10 Tage beginnend 1 h nach Infektion appliziert. Dazu wurde 

Ribavirin in Aqua dest. gelöst, in Tagesverbrauchsmengen aliquotiert und bei -20°C 

zwischengelagert. Die Stammkonzentration von Ribavirin wurde so eingestellt, dass pro g 

Körpergewicht 10 µl Ribavirinlösung appliziert werden konnte. Die Placebobehandlung 

erfolgte mit 0,9%-iger Natriumchlorid-Lösung (10 µl/g Körpergewicht). 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Etablierung des B6/HLA-A2.1 Mausmodells für Lassa-Fieber 

4.1.1 Identifizierung eines geeigneten Lassa-Virusisolates 

Die transgene B6/HLA-A2.1-Maus (HHD) basiert auf der Standardinzuchtmaus C57BL/6. 

Durch doppelten knock out der Gene für die Moleküle H-2Db und β2m werden keine 

murinen MHC-I-Moleküle exprimiert. Mit der Insertion des chimären HLA-A2.1-Hβ2m-

cDNA in das Genom der H-2Db-/--β2m-/--Maus wird das humane MHC-I-Molekül HLA-A2.1 

exprimiert. Da die extrazelluläre α3-Domäne, die Transmembrandomäne und die 

intrazelluläre Domäne des MHC-I-Moleküls noch murinen Ursprungs sind, bleibt die 

Interaktion mit dem CD8-Molekül der T-Zellen und die intrazelluläre Signaltransduktion 

erhalten. Entsprechend sind die T-Zellen in der HHD-Maus ausschließlich auf das HLA-

A2.1-Epitop restringiert [194]. Diese Maus steht im besonderen Fokus der T-Zell-

Forschung. Experimentelle Infektionen mit LCMV WE zeigten eine schwere systemische 

Infektion in HHD-Mäusen nicht aber in C57BL/6 (persönliche Mitteilung von Dr. Flatz, 

Universität Zürich, Schweiz). 

Zunächst sollte die Lassa-Fieber ähnliche Erkrankung der HHD-Maus, welche bei einer 

Infektion mit dem LCMV WE-Stamm auftritt, reproduziert werden. Dazu wurden in zwei 

unabhängigen Experimenten jeweils zwei HHD- und C57BL/6-Mäuse mit LCMV WE 

intravenös infiziert. Longitudinale Blutabnahmen dienten zur Bestimmung der Aspartat-

Aminotransferase (AST) im Serum und der Viruslast, sodass Rückschlüsse auf den 

Erkrankungszustand möglich waren [99].  

In den C57BL/6-Mäusen konnte zu keinem Zeitpunkt Virus über dem 

Detektionshintergrund im Blut gefunden werden. Die AST-Werte im Serum waren nicht 

erhöht. Bei der HHD-Maus konnte dagegen eine massive Erkrankung beobachtet werden. 

Diese äußerte sich durch reduzierte Aktivität, gesträubtes Fell und den Tod einer Maus an 

Tag 8 nach Infektion. Makroskopisch war an der toten Maus ein Pleuraerguss zu 

erkennen. Im Exsudat war ein stark erhöhter AST-Wert von 4240 U/l messbar. Mit 380 U/l 

AST-Aktivität im Serum an Tag 12 nach Infektion zeigten auch die anderen HHD-Mäuse 

starke Anzeichen einer Erkrankung. Die Viruslast im Serum war an Tag 12 nach Infektion 

auf dem Maximalwert von etwa 8,4x103 FFU/ml. Der Titer fiel zum Versuchsende nur 

leicht auf etwa 2,9x103 FFU/ml an Tag 21 ab (Abbildung 3). 
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Abbildung 3: LCMV WE Infektion von HHD- und C57BL/6-Mäusen. Viruslast im Blut (A) und 
AST im Serum (B) von LCMV WE infizierten HHD- und C57BL/6-Mäusen (Mittelwert ± 
Standardabweichung, n= 4). 
 

Diese Ergebnisse deuten an, dass MHC-Klasse-I-Moleküle, der einzige Unterschied 

zwischen HHD- und C57BL/6-Mäusen, wichtige Determinanten bei der Viruskontrolle und 

der Ausbildung einer Erkrankung infolge von LCMV WE-Infektionen in Mäusen sind. 

Infektionsversuche in der HHD-Maus sollten nun zeigen, ob eine Infektion mit Lassa-Virus 

eine ähnliche Erkrankung wie eine LCMV WE-Infektion hervorruft.  

In ersten Experimenten sollte ein geeignetes Isolat gefunden werden, das eine Lassa-

Fieber ähnliche Erkrankung hervorruft. Die Auswahl der Isolate aus dem institutsinternen 

Virusarchiv erfolgte unter der Berücksichtigung aller genetischen Linien des Lassa-Virus 

und des geographischen Isolationsursprunges. Lediglich aus der Linie I stand kein 

Virusisolat zur Verfügung. Mit je einem Virusisolat waren die Linien II und III vertreten. 

Von der Linie IV standen mit zehn Virusisolaten, darunter sechs direkt aus Mastomys 

natalensis isoliert, die meisten Lassa-Viren zur Verfügung. Lassa-Virusisolate, die zur 

Infektion von HHD-Mäusen genutzt wurden, sind in der Tabelle 2 aufgelistet. In diesem 

Screeningansatz wurden je Virusisolat 2-3 Tiere mit je 105 bzw. 106 FFU intravenös 

infiziert. Die Tiere wurden auf AST-Erhöhung im Serum hin untersucht. 

Von allen getesteten Isolaten löste nur LASV Ba366 eine Erkrankung in den transgenen 

Mäusen aus, was sich durch einen erhöhten AST-Aktivitätswert von 134 U/l im Serum an 

Tag 8 zeigte. Insbesondere induzierte LASV Ba366 als einziges Isolat den Tod einer 

Maus. Aufgrund seiner Pathogenität wurde in weiteren Experimenten LASV Ba366 zur 

Etablierung und Beschreibung des Tiermodells für Lassa-Fieber genutzt (Tabelle 2). 
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Tabelle 2: Infektion von HHD-Mäusen mit verschiedenen LASV-Isolaten. Je LASV-Isolat 

wurden 2-3 Tiere mit je 105 bzw. 106 FFU intravenös infiziert. 

LASV-Isolat 
Genetische Linie 

(Ursprung) 
Erstisolation 

Max. AST-Aktivität 

im Serum in U/l 

(Tag) 

LASV Nig10 II (Nigeria) Patient 38 (9) 

LASV CSF III (Nigeria) Patient 52 (3) 

LASV AV IV (Elfenbeinküste) Patient 60 (3) 

LASV Josiah IV (Sierra Leone) Patient 60 (4) 

LASV Lib90 IV (Liberia) Patient 61 (20) 

LASV NL IV (Sierra Leone) Patient 55 (3) 

LASV Ba289 IV (Guinea) M. natalensis 41 (6) 

LASV Ba366 IV (Guinea) M. natalensis 138 (8) # 

LASV Ba377 IV (Guinea) M. natalensis 83 (3) 

LASV Ba384 IV (Guinea) M. natalensis 56 (6) 

LASV Dgd43 IV (Guinea) M. natalensis 54 (20) 

LASV Ta491 IV (Guinea) M. natalensis 88 (3) 

# an Tag 8 nach Infektion verstarb eine von 2 Mäusen 

4.1.2 Optimierung der Infektionsdosis und -route 

Nachdem beim Screening intravenös und mit einer hohen Infektionsdosis operiert wurde, 

sollten Infektionsroute und –dosis optimiert werden. Ziel des Versuchs war es, einen 

möglichst schweren Krankheitsverlauf mit minimaler Infektionsdosis zu erzielen. 

Entsprechend wurden die Infektionsdosen 1x106, 3x104 und 1x103 FFU ausgewählt. 

Jeweils 5 HHD-Mäuse wurden pro Dosis intravenös infiziert und mindestens 14 Tage 

beobachtet. Bei allen Infektionsdosen konnte LASV Ba366 eine systemische Infektion 

erzeugen. Es waren dosisabhängige Unterschiede in der Viruslast und der Höhe der AST-

Werte im Serum festzustellen (Abbildung 4). Zudem starb in diesem Experiment jeweils 

ein Tier an der höchsten bzw. mittleren Lassa-Virusdosis. Der Grad der Erkrankung 

korrelierte mit der Infektionsdosis. Da bei der höchsten Infektionsdosis von 1x106 FFU die 

schwersten Krankheitszeichen und höchsten Viruskonzentrationen gefunden wurden, 

erfolgten alle weiteren Mausexperimente mit LASV Ba366 und dieser Infektionsdosis. 
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Abbildung 4: LASV Ba366-Infektion von HHD-Mäusen zur Optimierung der Infektionsdosis. 
Viruslast im Blut (A) und AST im Serum (B) von LASV-infizierten HHD-Mäusen (Mittelwert ± 
Standardabweichung, n=3). Die Infektion erfolgte intravenös mit drei verschiedenen Virusdosen 
(siehe Legende). Der Bruch der Messgrößenachse (A) repräsentiert die Nachweisgrenze. 
 

Zur Optimierung der Infektionsroute wurden jeweils drei bis fünf HHD-Mäusen 1x106 FFU 

LASV Ba366 entweder intranasal (i.n.), intramuskulös (i.m.), subkutan (s.c.), 

intraperitoneal (i.p.) oder intravenös (i.v.) appliziert. Über alle Infektionsrouten, bis auf 

intranasal, konnte eine Erkrankung hervorgerufen werden. Bei intravenöser Injektion der 

Lassa-Viren konnten die höchsten Viruslasten und AST-Werte gemessen werden 

(Abbildung 5). 

 

 
Abbildung 5: LASV Ba366 Infektion von HHD-Mäusen zur Optimierung der Infektionsroute. 
Viruslast im Blut (A) und AST im Serum (B) von LASV-infizierten HHD-Mäusen (Mittelwert ± 
Standardabweichung, n=3). Die Infektion erfolgte mit 1x106 FFU. Der Bruch der Messgrößenachse 
(A) repräsentiert die Nachweisgrenze. 
 



Ergebnisse 

 30 

Dementsprechend wurden aufgrund des einheitlicheren Phänotyps innerhalb einer 

Gruppe in Bezug auf Erkrankung und Virusreplikation in weiteren Mausexperimenten mit 

LASV Ba366 die Infektionsdosis 1x106 FFU und die intravenöse Route gewählt. 

4.1.3 Bedeutung von MHC-I und MHC-II bei der Kontrolle einer Lassa-
Virusinfektion 

Wie auch LCMV WE verursachte LASV Ba366 in HHD-Mäusen nach intravenöser 

Inokulation eine Lassa-Fieber ähnliche Erkrankung mit teilweise tödlichem Ausgang und 

temporär sehr hohen Viruslasten im Blut. Nun sollte die Rolle der MHC-I-Moleküle, der 

einzige Unterschied zum genetischen Hintergrund C57BL/6, bei der Kontrolle der 

Virusreplikation und bei der Ausbildung der Erkrankung geklärt werden. 

Dazu wurden zunächst HHD-Mäuse und C57BL/6-Wildtypmäuse mit LASV Ba366 

infiziert. Bei der Analyse der initialen Infektionsphase konnte nach 2,5 h kein Virus mehr 

im Blut nachgewiesen werden. Bis an Tag 4 konnte in beiden Maus-Stämmen ein 

vergleichbarer Viruslastverlauf beobachtet werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass 

alle Viren ins Gewebe aufgenommen wurden und an späteren Abnahmetagen im Blut 

detektierte Viren aus infizierten Zellen stammen. Erst nach 7 Tagen zeigten sich klare 

Unterschiede bei der Viruskontrolle. C57BL/6-Mäuse entfernten erfolgreich Viren aus der 

Blutbahn, HHD-Mäuse dagegen nicht. Wahrscheinlich ist die unterschiedliche 

Viruskontrolle auf die Unterschiede im adaptiven Immunsystem der Mausstämme 

zurückzuführen (Abbildung 6 A).  

Zur genauen Analyse der mechanistischen Ursachen wurde die Rolle der MHC-I- und 

MHC-II-restringierten T-Zellantwort bei der Kontrolle der Lassa-Virusinfektion genauer 

untersucht. MHC-II-defiziente Mäuse, die dementsprechend keine CD4+-T-Zellantwort 

erzeugen können, und MHC-I-defiziente Mäuse (MHC-I-/-), die keine CD8+-T-Zellantwort 

erzeugen können, wurden mit LASV Ba366 infiziert. Die MHC-II defizienten Mäuse 

kontrollierten die Infektion wie die C57BL/6-Mäuse effizient und eliminierten LASV mit 

vergleichbarer Kinetik. Dagegen etablierte sich eine persistente Infektion mit hohen 

Virustitern in MHC-I-defizienten Mäusen (Abbildung 6 B) 

Virustiterbestimmungen in Niere, Lunge, Leber und Milz von infizierten HHD-, C57BL/6- 

und MHC-I-/--Mäusen an den Tagen 2, 4 und 8 nach Infektion zeigten eine vergleichbare 

Virusreplikation an den Tagen 2 und 4 in allen Mausstämmen. An Tag 8 nach Infektion 

war in den Organen der C57BL/6-Mäusen LASV Ba366 nur noch marginal nachweisbar. 

Dagegen zeigten die Organe von MHC-I-/- und HHD an Tag 8 hohe Viruslasten. 

Unabhängig vom Mausstamm wiesen Milz, Leber und Lunge die höchsten Virustiter auf. 

In den Nieren waren jeweils die geringsten Viruslasten festzustellen (Abbildung 6 C). 
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Abbildung 6: Bedeutung von MHC-I und MHC-II bei der Kontrolle einer LASV-Infektion. 
Jeweils 5 Mäuse eines jeden Genotyps wurden mit LASV Ba366 infiziert. A, B) Zu den 
angegebenen Zeitpunkten wurde den Tieren Blut entnommen und die Viruslast bestimmt. A) Die 
Daten von den Abnahmezeitpunkten 2,5 h, 2 und 4 Tage stammen aus einem Experiment. In 
einem weiteren Experiment wurde das Blut von Tag 7 bis 20 analysiert. C) Jeweils 3 Mäuse 
wurden an Tag 2, 4 und 8 nach Infektion euthanasiert und die Viruslast in den Organen bestimmt. 
Der Bruch der Messgrößenachse repräsentiert die Nachweisgrenze. (Mittelwert ± Standardfehler 
des Mittelwertes) 
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Die Ergebnisse unterstützen die Vermutung, dass im wesentlichen die MHC-I-restringierte 

T-Zellantwort (CD8+-T-Zellen) für die Kontrolle einer LASV-Infektion verantwortlich ist. Die 

MHC-II-restringierte T-Zellantwort (CD4+-T-Zellen) ist weniger bedeutsam. 

4.1.4 Rolle der T-Zellen bei der Erkrankung von LASV-infizierten HHD-
Mäusen 

Da in den Pilotexperimenten mit LASV Ba366 und LCMV WE einige der infizierten HHD-

Mäuse verstarben und deutlich erhöhte AST-Werte im Serum zeigten, sollten die 

Immundeterminanten für die Ausbildung der Erkrankung genauer beschrieben werden. 

Nach Infektion von HHD-Mäusen mit LASV Ba366 erreichte die Erkrankung der Tiere 

zwischen den Tagen 7 und 12 nach Infektion ihren Höhepunkt und äußerte sich durch 

reduzierte Aktivität und leicht gesträubtes Fell. Zum Teil verschlechterte sich der Zustand 

einiger Tiere innerhalb weniger Stunden so stark, dass sie verstarben. So wurde bei 5 von 

23 LASV Ba366 infizierten HHD-Mäusen (ca. 20%) der Tod an Tag 7 oder 8 nach 

Infektion festgestellt. Dagegen zeigten alle 13 C57BL/6-Mäuse keine Anzeichen einer 

Erkrankung. Dies spiegelte sich auch in den gemessenen AST-Werten im Serum wieder, 

die in den C57BL/6-Mäusen an den untersuchten Tagen hauptsächlich im Normalbereich 

blieben. Dagegen waren insbesondere an den Tagen 8 bis 12 stark erhöhte AST-Werte 

im Serum der HHD-Mäuse messbar (Abbildung 7 A). 

Um die Rolle der H-2Kb/H-2Db- bzw. HLA-A2.1-restringierten T-Zellantwort bei der 

Kontrolle und Pathogenese einer LASV-Infektion genauer zu untersuchen, wurden 

C57BL/6- und HHD-Mäuse miteinander gekreuzt (Prof. Pinschewer, Universität Zürich). 

Die C57BL/6xHHD F1-Generation sollte die entsprechenden Gene für die H-2Kb-, H-2Db- 

und HLA-A2.1-Moleküle hemizygot tragen. Die Infektion mit LASV Ba366 zeigte in den 

C57BL/6xHHD-F1-Mäuse einen vergleichbaren Verlauf wie in C57BL/6-Mäusen mit 

gleicher Kinetik in der Viruskontrolle und AST-Werten (Abbildung 7 B, C). Dies lässt den 

Schluss zu, dass H-2Kb/H-2Db-restringierte T-Zellen auch in Anwesenheit HLA-A2.1-

restringierter T-Zellen die Infektion kontrollieren und so vor einer Erkrankung schützen. 

Dass immunpathologische T-Zell-abhängige Prozesse zur Erkrankung führen und nicht 

etwaige direkte Schädigungen durch eine hohe Viruslast, konnte bis jetzt nur indirekt 

gezeigt werden. Als nächstes wurde die Rolle der T-Zellen bei der Kontrolle und 

Pathogenese einer LASV-Infektion in der HHD-Maus direkt untersucht. Durch Applikation 

spezifischer Antikörper gegen Oberflächenmoleküle von T-Zellen ist es möglich, diese im 

Körper temporär bis zur Neubildung zu depletieren. 
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Abbildung 7: Bedeutung der T-Zellen bei der Pathogenese. A) C57BL/6 und HHD-Mäuse 
wurden mit LASV infiziert. Es sind die AST-Aktivitäten im Serum dargestellt. B, C) Vergleichende 
Darstellung der AST-Aktivität im Serum (B) und Virämie (C) an Tag 8 nach LASV-Infektion von 
C57BL/6- , HHD- und C57BL/6 x HHD F1-Mäusen. D, E) Infektion von unbehandelten oder CD8+- 
und/oder CD4+-T-Zell-depletierten HHD-Mäusen sowie MHC-I-/--Mäusen mit LASV. Darstellung der 
AST-Aktivität im Serum (D) und Virämie (E) im Untersuchungszeitraum. Der Bruch der 
Messgrößenachse (C, E) repräsentiert die Nachweisgrenze. (Mittelwert ± Standardfehler des 
Mittelwertes) 
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So wurden drei verschiedene Depletionsansätze von T-Zellen in HHD-Mäusen 

durchgeführt. An Tag drei und eins vor Infektion mit LASV Ba366 wurden den HHD-

Mäuse entweder α-CD4-, α-CD8-Antikörper oder eine Kombination aus beiden 

intraperitoneal verabreicht. Die Depletionseffizienz wurde mittels Durchflusszytometrie 

einmalig unmittelbar vor der Virusinokulation gemessen und lag bei >99%. Die T-Zell-

depletierten Mäuse wurden parallel zu unbehandelten HHD-Mäusen und MHC-I-

defizienten Mäusen untersucht. Alle Tiere hatten eine deutliche Virämie nach 5 Tagen, die 

bis zum Versuchsende anhielt. Trotz dieser hohen Viruslasten blieben die AST-Werte im 

Serum bei den CD4/CD8-doppeldepletierten HHD-Mäusen im normalen Bereich. Die 

Depletion nur einer T-Zellpopulation, CD4+ oder CD8+, bzw. das Fehlen der MHC-I-

Moleküle in der MHC-I-/--Maus war nicht hinreichend, um die Ausbildung einer Lassa-

Fieber ähnlichen Erkrankung zu verhindern (Abbildung 7 D, E). Diese Daten lassen den 

Schluss zu, dass die T-Zellen der HHD-Mäuse zwar nicht in der Lage sind, die LASV-

Infektion effizient zu kontrollieren, aber hinreichend sind, um eine essentielle Rolle bei der 

Pathogenese von Lassa-Fieber zu spielen. 

4.1.5 Histopathologische Veränderungen in LASV-infizierten HHD-Mäusen 

Zur Beurteilung von Gewebsschädigungen in LASV-infizierten Mäusen wurden 

histopathologische Analysen durchgeführt. Diese sollten Rückschlüsse auf direkte 

virusinduzierte Schädigungen oder immunpathologische Prozesse ermöglichen, die in der 

Pathogenese des humanen Lassa-Fiebers eine Rolle spielen können. Neben H/E-

Färbungen zur Beurteilung des Gewebes wurden auch immunhistochemische Färbungen 

von T-Zellen (anti-CD3), Makrophagen (anti-IbaI) und Lassa-Virus infizierten Zellen (anti-

LASV NP) in den Organschnitten durchgeführt. Die Spezifität des anti-LASV NP-Serums 

wurde zuvor mittels indirekter Immunfluoreszenz mit Arenavirus infizierten Vero-Zellen 

sowie an LASV-infiziertem und nicht infiziertem Gewebe im Vergleich zum 

Präimmunserum ermittelt (Daten nicht gezeigt). 

Zur Analyse wurden Niere, Milz, Leber, Lunge, Herz und Hirn aus LASV-infizierten 

C57BL/6-, MHC-I-/-- sowie anti-CD8/CD4-behandelten und unbehandelten HHD-Mäusen 

entnommen. Dazu wurden die verstorbenen Tiere oder Mäuse, die in der ersten 

Infektionsphase euthanasiert worden waren, aufgearbeitet. Die entnommen Organe 

wurden halbiert, wobei die eine Hälfte zur Bestimmung der Viruslast und die andere Hälfte 

zur histologischen Analyse genutzt wurden. Die histopathologische Analyse der 

Organproben erfolgte durch Dr. Doron Merkler (Neuropathologie, Universitätsklinikum 

Göttingen). 

Bei der Analyse der Organproben zeigten sich die größten Veränderungen in Lunge, 

Leber und Milz der LASV-infizierten Mäuse. Detaillierte Befunde für Nieren, Herz und Hirn 

wurden nicht angefertigt. 
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4.1.5.1 Histopathologische Veränderungen in der Lunge 

Am offenen Thorax LASV-infizierter HHD-Mäuse war am Krankheitshöhepunkt (um Tag 8 

nach Infektion) häufig bis zu 0,5 ml Pleuralflüssigkeit festzustellen. Im mikroskopischen 

Bild war eine schwere Pneumonitis mit Alveolarwandverdickungen und kollabierten 

Alveolarlumen sichtbar. Beide Beobachtungen decken sich mit Beschreibungen beim 

humanen Lassa-Fieber [134,198]. Dagegen waren in den Lungen von C57BL/6-Mäusen 

an Tag 8 keine oder nur milde Anzeichen einer Erkrankung sichtbar. CD8/CD4-depletierte 

HHD-Mäuse, die keine AST-Erhöhungen im Serum zeigten, aber hoch virämisch waren, 

entwickelten keine pathologischen Veränderungen. In den Lungen von MHC-I-/--Mäusen 

waren nur milde Zeichen einer Pneumonitis sichtbar. Bei der immunhistologischen 

Darstellung von Monozyten/Makrophagen mittels anti-Iba-I-Antikörper waren in den 

Lungen von HHD-Mäusen dichte Infiltrationen von abgerundeten 

Monozyten/Makrophagen sichtbar, ein Befund, der in den Lungen C57BL/6-, CD8/CD4-

depletierter HHD- und MHC-I-/--Mäusen weniger stark bzw. gar nicht vorhanden war. Eine 

geringe Akkumulation von T-Zellen wurde ebenfalls in den Lungen der HHD-Mäuse 

beobachtet. Da in den Lungen der LASV-resistenten C57BL/6-Mäuse ähnliche 

Infiltrationen sichtbar waren, scheinen diese nicht mit einer Erkrankung zu korrelieren 

(Abbildung 8 A-D). 

4.1.5.2 Histopathologische Veränderungen in der Leber 

Mikroskopische Untersuchungen der Leberpräparate zeigten an Tag 8 Ansammlungen 

mononukleärer Zellen um die Periportalfelder. Der entscheidende Unterschied zwischen 

den Mausgruppen lag in der Verteilung, Form und Orientierung der 

Monozyten/Makrophagen (auch Kupffer-Zellen). Wie in nicht infizierten Mäusen (nicht 

dargestellt) formten die Monozyten/Makrophagen von C57BL/6- und CD8/CD4-

depletierten HHD-Mäusen überwiegend eine dünne Zellschicht um die Lebersinusoide, 

die sternförmig zur Zentralvene orientiert waren. Dagegen war diese Zellschicht in HHD-

Mäusen aufgelöst, die verbliebenen Zellen waren abgerundet, unorganisiert und zu 

Haufen akkumuliert. Diese Verteilung deutet stark auf eine Aktivierung der 

Monozyten/Makrophagen hin und ist ebenfalls ein markantes Merkmal des humanen 

Lassa-Fiebers [6,102,133,134,198]. In MHC-I-/--Mäusen war wiederum ein intermediärer 

Zustand mit Anzeichen geringer Aktivierung der Monozyten/Makrophagen sichtbar. Im 

Leberparenchym und in den Periportalfeldern von HHD- und C57BL/6-Mäusen waren, wie 

auch in der Lunge, vergleichsweise wenige, gleichmäßig verteilte T-Zellen zu finden 

(Abbildung 8 E-G). 
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4.1.5.3 Histopathologische Veränderungen in der Milz 

Virale hämorrhagische Fieber gehen oft mit einer Immunsuppression einher. In einem 

Affenmodell für Lassa-Fieber wurde z.B. der Verlust der normalen Mikroarchitektur 

sekundärer lymphatischer Organe beobachtet [156]. Die Milz der LASV-infizierten HHD-

Mäuse zeigte an Tag 8 vergleichbare Desorganisation mit Aufbruch der weißen und roten 

Pulpa. Die Milzen der C57BL/6-, CD8/CD4-depletierten HHD- und MHC-I-/--Mäuse waren 

dagegen weniger stark verändert. Entsprechend waren Unterschiede auch bei 

Marginalzonen-Makrophagen zu sehen. Bei den HHD-Mäusen ging diese Schicht 

verloren, bei den anderen drei Mausgruppen dagegen nicht. Hier waren die Makrophagen 

gleichmäßig im gesamten Milzgewebe verteilt. T-Zellen waren in den anti-CD8/CD4-

behandelten HHD-Mäusen wie erwartet weitestgehend depletiert. Eine LASV-induzierte  

T-Zelldepletion, wie sie im Affenmodell beobachtet wurde [156], war in HHD-Mäusen nur 

ansatzweise sichtbar. Eine Quantifizierung der T-Zelldichte in Milzen von LASV-infizierten 

HHD- und C57BL/6-Mäusen wurde von Toni Regen (Göttingen) durchgeführt und ergab 

jedoch vergleichbare Werte (am Tag 8: 3339 ± 925 CD3+-Zellen/mm2 in HHD, 3826 ± 

2057 CD3+-Zellen/mm2 in C57BL/6; Mittelwert ± Standardabweichung, n= 6; p= 0,61). Das 

deutet darauf hin, dass eine T-Zelldepletion im Gewebe nicht ursächlich für die ineffiziente 

Viruseliminierung in der HHD-Maus ist (Abbildung 8 H-J). 
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Abbildung 8: Histopathologische Veränderungen in LASV-infizierten Geweben. HHD-, 

C57BL/6-, MHC-I-/--Mäuse sowie CD8/CD4-depletierte HHD-Mäuse wurden mit LASV infiziert. An 

Tag 8 nach Infektion wurden die Tiere euthanasiert und Lunge (A-D), Leber (E-G) und Milz (H-J) 

für histologische Untersuchungen entnommen. H/E- (A, B, E, H) und immunhistochemische 

Färbungen der Monozyten/Makrophagen (anti-Iba-1: C, F, I) und T-Zellen (anti-CD3: D, G, J) sind 

gezeigt. Vergrößerungsbalken stehen für 1000 µm (A), 100 µm (B), 50 µm (C, D, F), 30 µm (E, G) 

und 200 µm (H, J). Bilder wurden von Dr. Doron Merkler (Göttingen) zur Verfügung gestellt. 

 

4.1.6 Weiterführende Untersuchungen zur Aktivierung von 
Monozyten/Makrophagen 

Die beschriebenen morphologischen Veränderungen in Lunge, Leber und Milz von LASV-

infizierten HHD-Mäusen deuten auf eine T-Zell-abhängige Aktivierung der 

Monozyten/Makrophagen in diesen Organen hin. Die klassische Aktivierung der 

Monozyten/Makrophagen erfolgt zum Beispiel durch das T-Zell-Zytokin IFN-γ oder durch 

Zell-Zellkontakt [199,200,201,202]. Aktivierte Monozyten/Makrophagen reagieren mit 

komplexen morphologischen Änderungen und mit Sekretion inflammatorischer Zytokine 

und Mediatoren, wie Stickstoffmonoxid (NO). Die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase 

(iNOS) synthetisiert NO und wird erst nach Aktivierung der Monozyten/Makrophagen 

exprimiert [199,200,201,202,203]. Demnach kann die iNOS als Marker für die 

inflammatorische Aktivierung der Monozyten/Makrophagen dienen [204]. 

Durch spezifische Färbung mit anti-iNOS-Antikörper konnten an Tag 8 nach Infektion im 

Leberparenchym LASV-infizierter HHD-Mäuse zahlreiche iNOS-exprimierende 

Monozyten/Makrophagen detektiert werden. Dieser Befund war in der Leber von 

C57BL/6-, CD8/CD4-depletierten oder MHC-/--Mäusen an Tag 8 nach LASV Ba366-

Infektion nicht zu beobachten war (Abbildung 9 A). Es stellte sich die Frage, wann die 

iNOS-Expression in Monozyten/Makrophagen in LASV-infizierten HHD-Mäusen beginnt. 

Dazu wurden jeweils drei HHD- und C57BL/6-Mäuse an Tag 2, 4 und 8 euthanasiert und 

Makrophagen auf iNOS-Expression untersucht. Vor Tag 8 konnte keine iNOS-Expression 

in HHD- und C57BL/6-Mäusen beobachtet werden (Abbildung 10). 
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Abbildung 9: Monozyten/Makrophagen produzieren inflammatorische Mediatoren. 
A, B) HHD-, C57BL/6-, MHC-I-/--Mäuse sowie CD8/CD4-depletierte HHD-Mäuse wurden mit LASV 
infiziert. A) An Tag 8 wurden zwei von fünf Tieren euthanasiert und das Lebergewebe auf iNOS-
Expression untersucht. iNOS-positive Zellen sind braun und nach morphologischen Kriterien als 
Monozyten/Makrophagen identifiziert worden. Repräsentative Bilder sind gezeigt. Der 
Vergrößerungsbalken steht für 50 µm. B) Bestimmung der IL-12p40-Konzentration im Serum 
mittels ELISA. Bilder und Daten wurden von Dr. Doron Merkler (Göttingen) zur Verfügung gestellt. 
 
Neben den histologischen Untersuchungen wurde Serum infizierter Mäuse auf erhöhte 

Monozyten/Makrophagen-spezifische Zytokine getestet. IL-12p40 wird insbesondere 

durch T-Zell-Stimulation exklusiv von Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen 

sezerniert und stellte daher einen geeigneten Parameter dar [202,205]. Im Serum LASV-

infizierter HHD-Mäuse konnten hohe IL-12p40-Konzentrationen ab Tag 8 nach Infektion 

gemessen werden. Um Tag 12 und 16 war ein Maximum von etwa 1500 pg/ml zu 

verzeichnen. Deutlich niedrigere IL-12p40-Konzentrationen um 500 pg/ml an Tag 12 

waren in den Seren der LASV-infizierten C57BL/6- und CD8/CD4-depletierten Mäuse 

festzustellen. Auch hier zeigten die MHC-/--Mäuse einen intermediären Phänotyp mit  

IL-12p40-Konzentrationen von ca. 950 pg/ml an Tag 12 (Abbildung 9 B). 
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Abbildung 10: Monozyten/Makrophagen-Aktivierung während der frühen Phase einer LASV-
Infektion. HHD- und C57BL/6-Mäuse wurden mit LASV infiziert. Jeweils drei Tiere wurden an Tag 
2, 4 oder 8 euthanasiert. Repräsentative Bilder der H/E-Färbung sowie und immunhistochemische 
Detektion von Monozyten/Makophagen (anti-Iba-1) und iNOS (anti-iNOS) in der Leber sind 
gezeigt. Pfeile weisen auf iNOS-positive Zellen hin. Als Referenz diente uninfiziertes Lebergewebe. 
Vergrößerungsbalken stehen für 50 µm (H/E-Färbung) und 100 µm (Monozyten/Makrophagen- und 
iNOS-Färbung). Bilder wurden von Dr. Doron Merkler (Göttingen) zur Verfügung gestellt. 
 

4.1.7 Verteilung von LASV im Gewebe 

Wie in der Abbildung gezeigt, waren in Lunge, Leber und Milz an Tag 8 hohe Viruslasten 

und pathologische Veränderungen zu beobachten. Da der Zelltropismus von LASV in vivo 

und dessen pathologischer Einfluss weitgehend ungeklärt ist, sollten 

immunhistochemische Färbungen die Verteilung von LASV im Gewebe zeigen. 

LASV-NP wurde in Zellen der Lunge, Leber und Milz nachgewiesen (Abbildung 11 A). 

Diese Zellen waren nach morphologischen Gesichtspunkten hauptsächlich 

Monozyten/Makrophagen. Durch Doppelfärbung des Monozyten/Makrophagen-

Oberflächenmarkers Iba-1 und LASV-NP sollte der Zelltyp viruspositiver Zellen genauer 

bestimmt werden (Abbildung 11 B). So waren in der Leber 82% (±6,8%), in der Lunge 

65% (±8,5%) und in der Milz 79% (±11%) der LASV-NP-positiven Zellen 

Monozyten/Makrophagen. Diese Zellen sind daher vermutlich die primären Zielzellen für 

LASV. 

 

 
Abbildung 11: Verteilung von LASV im Gewebe. A, B) HHD-Mäuse wurden mit LASV infiziert 
und an Tag 8 euthanasiert. A) Immunhistochemische Färbung von LASV-NP in Lunge, Leber und 
Milz. Viruspositive Zellen sind braun gefärbt und nach morphologischen Kriterien hauptsächlich 
Monozyten/Makrophagen. B) Repräsentatives Beispiel einer Doppelfärbung von 
Monozyten/Makrophagen-Marker Iba-1 (rot) und LASV-NP (grün) in der Leber. 
Vergrößerungsbalken stehen für 50 µm (A) und 10 µm (B). Bilder wurden von Dr. Doron Merkler 
(Göttingen) zur Verfügung gestellt. 
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4.1.8 Mopeia-Virus induziert Immunität gegenüber LASV in HHD-Mäusen 

Im Folgenden sollte die Anwendbarkeit des HHD-Mausmodells für die Testung von 

Vakzinen gegen LASV geprüft werden. Als geeigneter Vakzinkandidat wurde Mopeia-

Virus (MOPV) ausgewählt. MOPV ist ein apathogenes Arenavirus der Altweltgruppe, von 

dem bekannt ist, dass es in Affen eine kreuzprotektive Immunität gegen LASV-Infektionen 

erzeugt. Zunächst wurde getestet, ob MOPV in HHD-Mäusen repliziert und eine 

Erkrankung induziert. Dafür wurden drei HHD-Mäuse mit MOPV intravenös infiziert. Zu 

keinem Zeitpunkt konnte das Virus im Blut der HHD-Mäuse detektiert werden. Ebenso 

waren keine AST-Erhöhungen im Serum messbar. 

Im Immunisierungsexperiment erhielten 5 HHD-Mäusen zwei Wochen vor einer LASV-

Infektion 106 FFU MOPV intravenös. Zur Kontrolle wurden 5 HHD-Mäuse ohne vorherige 

MOPV-Infektion mit LASV infiziert. Es zeigte sich, dass eine vorhergehende MOPV-

Infektion gegen eine LASV-Infektion schützt. Zu keinem Zeitpunkt waren eine Virämie 

oder erhöhte AST-Werte messbar (Abbildung 12). Dies zeigt, dass Vakzine im HHD-

Mausmodell getestet werden können. 

 

 
Abbildung 12: Vakzinierung der HHD-Maus mit MOPV und anschließender LASV-Infektion. 
Zehn HHD-Mäuse wurden mit LASV infiziert. Fünf davon wurden 2 Wochen vorher mit MOPV (106 
FFU) immunisiert (Dreieck). LASV-Titer (A) und AST-Werte (B) im Blut bzw. Serum wurden 
bestimmt. Der Bruch der Messgrößenachse (A) repräsentiert die Nachweisgrenze. (Mittelwert ± 
Standardfehler des Mittelwertes, n= 5) 
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4.2 Etablierung eines Interferon-αα /β-Rezeptor-defizienten 

Mausmodells für LASV-Infektionen 

Bei A129-Mäusen fehlt der Interferon-α/β-Rezeptor, sodass zwar Interferon induziert wird, 

dieses aber nicht wirken kann. Die Mäuse sind im Gegensatz zur genetischen 

Hintergrundmaus (129Sv/Ev) suszeptibel für einige hämorrhagische Fieberviren. Mit dem 

Ziel auch Arenaviren, die im HHD-Mausmodell keine Pathogenese erzeugten und schnell 

aus dem Blutsystem entfernt wurden, hinsichtlich in vivo-Replikationsverhalten, 

Organtropismus, Pathogenität und Therapierbarkeit zu untersuchen, wurden A129-Mäuse 

für weitere Infektionsstudien genutzt. 

4.2.1 Infektion von A129-Mäusen mit Altwelt-Arenaviren 

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf den afrikanischen Altwelt-Arenaviren, die den 

gemeinsamen natürlichen Wirt Mastomys natalensis haben. Diese Altwelt-Arenaviren 

können entsprechend ihrer Virulenz im Menschen bzw. Affenmodell in zwei Gruppen 

eingeteilt werden. Zur Gruppe der apathogenen Altwelt-Arenaviren zählen MOPV, 

Mobala-Virus (MOBV) und Morogoro-Virus. Die humanpathogene Virusgruppe wurde von 

den Lassa-Virusstämmen Ba366, AV, Nig-10 und Josiah gebildet.  

Als Parameter zur Beschreibung des Infektionsverlaufs wurden die Serumtransaminasen, 

die Viruslast im Blut und teilweise in den Organen sowie das Gewicht der Tiere bestimmt. 

In Anlehnung an das HHD-Mausmodell wurde ein Dosisfindungsexperiment mit je einem 

Vertreter der obigen Gruppen und intravenöser Inokulation durchgeführt. Jeweils drei 

A129-Mäuse wurden mit je 103 und 105 FFU MOPV bzw. LASV AV infiziert. Es zeigte 

sich, dass LASV AV bei beiden Inokulumdosen eine Infektion mit Viruslasten von  

105 FFU/ml Blut induzieren konnte. Die MOPV-Viruslast war geringer aber deutlich über 

der Nachweisgrenze detektierbar. LASV AV und MOPV wurden nach mehr als 21 Tagen 

aus der Zirkulation eliminiert. Obwohl MOPV in der A129-Maus weniger repliziert, waren 

wie bei LASV AV, um Tag 8 stark erhöhte AST-Werte messbar. Beide Viren induzierten 

unabhängig von der Infektionsdosis in den A129-Mäusen temporär eine akute Erkrankung 

(Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Infektion von Interferon-α/β-Rezeptor-defizienten Mäusen (A129) mit LASV AV 

bzw. MOPV. Jeweils 3 A129-Mäuse wurden mit 103 und 105 FFU LASV AV (A,B) oder MOPV 

(C,D) infiziert. Viruslast (A,C) und AST-Aktivitäten (B,D) wurden im Blut bestimmt. Der Bruch der 

Messgrößenachse (A,C) repräsentiert die Nachweisgrenze. (Mittelwert ± Standardabweichung, 

n=3) 

 

Da mit der niedrigen Infektionsdosis von 103 FFU eine Infektion mit hoher Viruslast und 

sogar höheren AST-Werte als bei 105 FFU induziert werden konnten, wurden die Studien 

mit weiteren Arenaviren ebenfalls mit 103 FFU durchgeführt. 

Alle weiteren getesteten Lassa-Virusisolate (LASV Ba366, Nig10 und Josiah) induzierten 

eine Infektion mit vergleichbarer Wachstumskinetik und sehr hohen AST-Werten an Tag 8 

nach Infektion. In allen Organen von an Tag 9 nach LASV-Infektion euthanasierten 

Mäusen waren sehr hohe Viruslasten messbar, was auf eine systemische Infektion 

hinweist. Es wurden keine isolatabhängigen Unterschiede im Organtropismus festgestellt. 

Klare Anzeichen für eine Erkrankung durch LASV waren rapider Gewichtsverlust, 

reduzierte Aktivität und gesträubtes Fell. Binnen weniger Tage erholten sich die Tiere, 

was mit einem Abfall der Viruslast und der AST-Werte sowie einer Gewichtszunahme 

einherging (Abbildung 14 A-D). Histopathologisch waren insbesondere in Lunge und 

Leber an Tag 9 gravierende Entzündungszeichen sichtbar (Tabelle 3, persönliche 
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Mitteilung Dr. Merkler), was mit den erhöhten AST-Werten und der Gewichtsreduktion 

übereinstimmt. 

Tabelle 3: Zusammenfassung der histologischen Befunde in A129-Mäuse nach Arenavirus-
Infektion. 

 Lunge Leber 
Virus Score Beschreibung Score Beschreibung 

LASV 
Ba366, 
Nig10 

2 mäßiggradige interstitielle 
Pneumonie, kein 
Alveolarkollaps 

3 deutliche periportale Infiltrate, 
teils mit Mottenfrassnekrosen, 
fokale inflammatory foci im 
Parenchym mit Nekrosen 

LASV 
Josiah 

0 keine vermehrten Infiltrate 2 mäßiggradige periportale 
Infiltrate, gelegentlich 
Mottenfrassnekrosen 

MOBV 0 keine vermehrten Infiltrate 0 keine Hepatitis 

Morogoro-
Virus 

1 gering bis mäßiggradige 
interstitielle Pneumonie, kein 
Alveolarkollaps 

1 geringgradige periportale 
Infiltrate, keine Nekrosen 

MOPV 2 mäßiggradige interstitielle 
Pneumonie, partieller 
Alveolarkollaps 

3 ausgeprägte periportale 
Infiltration mit 
Mottenfassnekrosen, 
inflammatory foci im Parenchym 
mit umschriebenen Nekrosen 

Score: 0 keine, 1 geringe, 2 mittel, 3 starke Entzündung 
Beurteilungen durch Dr. Doron Merkler (Göttingen) 
 

Ein konträres Bild stellte sich nach Inokulation von Morogoro- und Mobala-Virus in den 

A129-Mäusen dar. Die Viren waren im Blut an den Tagen 4 und 8 nach Infektion nur 

knapp über dem Detektionslimit nachweisbar. Anzeichen einer Erkrankung wurden nicht 

beobachtet. Die Mäuse verhielten sich unauffällig und nahmen im Versuchszeitraum an 

Gewicht zu. Auch blieben die AST-Werte im Normalbereich (Abbildung 14 E-H). Die 

histologischen Untersuchungen zeigten keine bzw. nur geringe pathologische 

Veränderungen in Lunge und Leber an Tag 9 (Tabelle 3, persönliche Mitteilung Dr. 

Merkler). Die Viruslasten in den Organen bestätigten die geringe Replikation beider Viren 

in den A129-Mäusen. 
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Abbildung 14: Suszeptibilität von A129-Mäuse gegenüber LASV-Isolaten und apathogenen 
Altwelt-Arenaviren MOBV und Morogoro-Virus (MORV). Jeweils 5 A129-Mäuse wurden mit 103 
FFU des jeweiligen Virus inokuliert. Die Virämie (A, E), AST im Serum (B, F) und Körpergewicht 
(C, G) wurden erfasst. Der Virustiter in den Organen von jeweils zwei an Tag 9 euthanasierten 
Tieren wurde bestimmt (D, H). Der Bruch der Messgrößenachse (A, E) und die gestrichelte Linie 
(D, H) repräsentieren die Nachweisgrenze. (A-C, E-G: Mittelwerte ± Standardabweichung; D, H: 
Mittelwert ± Spannweite) 

4.2.2 MOPV als Surrogat für LASV im A129-Mausmodell 

Die A129-Maus war für Mopeia-Virus als einzigem Vertreter der apathogenen Altwelt-

Arenaviren suszeptibel. Auch wenn nur geringe Viruslasten (103 FFU/ml Blut an Tag 8) 

festzustellen waren, erkrankten die Tiere deutlich. Dieser Befund sollte nochmals bestätigt 

und genauer untersucht werden. Eventuell eignet sich MOPV als Surrogat für LASV-

Infektionen in A129-Mäusen unter reduzierten Sicherheitsbedingungen (S2). So wurden 

sechs 129-Mäuse mit 103 FFU infiziert. Neben regelmäßigen Blutabnahmen wurden zwei 

zufällig ausgewählte Tiere an Tag 9 für Viruslastbestimmungen in den Organen und für 

histologische Untersuchungen euthanasiert. 

Wieder waren niedrige Viruslasten im Blut mit einem Maximum von 103 FFU/ml und 

erhöhte AST-Werte (140 U/l) im Serum an Tag 8 nach Infektion messbar. An Tag 7 war 

ein Gewichtsverlust von fast 10% gegenüber dem Vortag festzustellen, was gut mit dem 

Viruslast- und AST-Maximum an Tag 8 korreliert und als Krankheitszeichen bewertet 

wurde. Dieser Gewichtsverlust wurde bis zum Versuchsende wieder ausgeglichen. 

Überraschend war allerdings, dass in Lunge, Leber und Milz der geopferten Tiere 

deutliche Viruslasten von bis zu 106 FFU/g Organ vorlagen (Abbildung 15). Ebenso 

wurden in Herz, Niere und Hirn geringe bis mäßig hohe Viruskonzentrationen gefunden. 

In Lunge, Leber und Milz waren zudem histopathologische Veränderungen festzustellen, 

die mit denen einer LASV-Infektion in A129-Mäusen vergleichbar waren (Tabelle 3, 

persönliche Mitteilung Dr. Doron Merkler). 
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Abbildung 15: MOPV-Infektion in der A129-Maus. Fünf A129-Mäuse wurden mit 103 FFU MOPV 
inokuliert. Die Virämie (A), AST im gepoolten Serum (C) und Körpergewicht (D) wurden erfasst. 
Der Virustiter in den Organen von zwei an Tag 9 euthanasierten Tieren wurde bestimmt (B). Der 
Bruch der Messgrößenachse (A) und die gestrichelte Linie (B) repräsentieren die Nachweisgrenze. 
(A, D: Mittelwert ± Standardabweichung) (C: Mittelwert des Serumpools; B: Mittelwert ± 
Spannweite) 

4.2.3 Eignung der A129-Maus zur Testung antiviraler Substanzen gegen 
LASV 

Die Suszeptibilität der Interferon-α/β-Rezeptor-defizienten Maus A129 gegenüber einer 

Reihe von Lassa-Virusisolaten bietet die Möglichkeit, antivirale Substanzen in vivo zur 

Behandlung von Lassa-Virusinfektionen zu testen. Eine Studie mit Ribavirin, dem 

Standardtherapeutikum bei Lassa-Fieber, sollte die Eignung der A129-Maus als 

Tiermodell für die Testung neuer Substanzen zeigen. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde den A129-Mäusen einmal täglich Ribavirin in sterilem 

Aqua dest. in einer Dosis von 40 bzw. 80 mg x kg-1 x d-1 für 10 Tage intraperitoneal 

verabreicht. Die Verträglichkeit von Ribavirin in der Maximaldosis wurde an drei 

uninfizierten A129-Mäusen getestet. Bei keiner der drei Mäuse wurden erhöhte AST-

Werte oder Gewichtsverlust beobachtet (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 16: Testung der antiviralen Aktivität von Ribavirin in LASV-infizierten A129-
Mäusen. Jeweils 5 A129-Mäuse wurden mit 103 FFU LASV AV inokuliert und anschließend einmal 
täglich mit Ribavirin bzw. Placebo für 10 d behandelt. Virämie (A), AST-Werte im gepoolten Serum 
(C) und Körpergewicht (D) wurden erfasst. Der Virustiter in den Organen von jeweils zwei an Tag 9 
euthanasierten Tieren wurde bestimmt (B). Der Bruch der Messgrößenachse (A) und die 
gestrichelte Linie (B) repräsentieren die Nachweisgrenze. (A, D: Mittelwert ± Standardabweichung; 
C: Mittelwert des Serumpools; B: Mittelwert ± Spannweite) 
 

Für die Ribavirinbehandlung wurden jeweils fünf A129-Mäuse pro Gruppe mit 103 FFU 

LASV AV infiziert und 1 h nach Infektion entweder mit steriler isotonischer NaCl-Lösung 

(Placebo) oder mit Ribavirin (40 bzw. 80 mg x kg-1 x d-1) für 10 Tage behandelt. Die 

Placebobehandlung hatte keinen Effekt auf den Verlauf der LASV-Infektion. Die mit 

Ribavirin behandelten Tiere waren dagegen im gesamten Beobachtungszeitraum aktiver, 

verloren weniger Gewicht und hatten keine bzw. nur geringe AST-Erhöhungen im Serum. 

Allerdings war eine starke Virämie sowie eine verlangsamte Viruseliminierung messbar. 

Auch die Titer in den Organen unterschieden sich zwischen behandelten und 

unbehandelten Tieren nicht (Abbildung 16). Im histologischen Bild von Lunge und Leber 

waren bei den placebobehandelten Tieren starke Entzündungszeichen sichtbar. Die 
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Ribavirinbehandlung reduzierte diese Zeichen deutlich (Tabelle 4, persönliche Mitteilung 

Dr. Doron Merkler). 

 
Tabelle 4: Zusammenfassung der histologischen Veränderungen nach einer LASV-Infektion 
in A129-Mäusen mit und ohne Ribavirinbehandlung. 

Virus und 
Behandlung 

Lunge Leber 
Score Beschreibung Score Beschreibung 

LASV AV  
40 mg x kg-1 x d-1 
Ribavirin 

1 gering bis mäßiggradige 
interstitielle Pneumonie 

1 mäßiggradige periportal betonte 
Infiltration, keine flächigen 
Nekrosen, keine Apoptosen 

LASV AV  
80 mg x kg-1 x d-1 
Ribavirin 

1 gering bis mäßiggradige 
interstitielle Pneumonie 

1 mäßiggradige periportal betonte 
Infiltration, keine flächigen 
Nekrosen, keine Apoptosen 

LASV AV  
Placebo  

2 mäßiggradige 
interstitielle Pneumonie, 
partieller Alveolarollaps 

2-3 mäßiggradige bis ausgeprägte 
periportale infiltratation, mit 
„inflammatory foci“ im 
Parenchym mit Nekrosen  

Score: 0 keine, 1 geringe, 2 mittel, 3 starke Entzündung 
Beurteilungen durch Dr. Doron Merkler (Göttingen) 
 

Mit 80 mg x kg-1 x d-1 für 10 Tage lag die Behandlungsdosis von Ribavirin bereits dreifach 

über der in anderen Tiermodellen für Lassa-Fieber angewandten Dosierung 

[104,132,148,168]. Um eine mögliche replikationsinhibierende Wirkung von Ribavirin auf 

LASV in vivo eventuell doch nachweisen zu können, wurde die Infektionsdosis von  

1000 FFU auf 100 bzw. 10 FFU reduziert. Die Ribavirindosis wurde bei 80 mg x kg-1 x d-1 

für 10 Tage belassen. 

Die Reduktion der Infektionsdosis führte in beiden placebobehandelten Gruppen zu 

reduzierten AST-Maxima gegenüber den mit 1000 FFU infizierten Tieren. Die mit geringer 

Dosis infizierten Tiere hatten an Tag 8 allerdings das gleiche Virämieniveau, wie die mit 

103 FFU infizierten Tiere, und eliminierten die Lassa-Viren mit gleicher Kinetik. Der 

Gewichtsverlust war bei allen placebobehandelten Mäusen vergleichbar, hingegen etwas 

stärker bei den mit 100 FFU infizierten Tieren. Durch Behandlung mit Ribavirin konnte 

auch bei den mit geringer Dosis infizierten Mäusen die Ausprägung der Erkrankung 

hinsichtlich Gewicht und AST-Aktivität im Serum positiv beeinflusst werden. Die Virämie 

konnte nicht reduziert werden. Die Wachstums- und Eliminierungskinetik von LASV war 

identisch zu der, die in den mit 103 FFU LASV infizierten Tieren beobachtet wurde 

(Abbildung 17). 

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass Ribavirin in der verabreichten Dosis von  

80 mg x kg-1 x d-1 in der A129-Maus einen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf 

einer LASV-Infektion hat. Dabei wird die Viruslast in Blut und Gewebe nicht entscheidend 

reduziert. Im Gegenteil, es wurde sogar eine prolongierte virämische Phase im Vergleich 

zur Placebobehandlung beobachtet. 
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Abbildung 17: Ribavirin zeigt keine replikationsinhibitorische Wirkung gegen LASV in A129-
Mäusen. Jeweils 4 A129-Mäuse wurden mit 10 FFU (A, B, C) oder 100 FFU (D, E, F) LASV AV 
inokuliert und anschließend einmal täglich mit Ribavirin bzw. Placebo für 10 d behandelt. Virämie 
(A, D), AST-Werte im gepoolten Serum (B, E) und Körpergewicht (C, F) wurden erfasst. Der Bruch 
der Messgrößenachse (A, D) repräsentiert die Nachweisgrenze. (A, C, D, F: Mittelwert ± 
Standardabweichung; B, E: Mittelwert des Serumpools) 
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4.2.4 Bestimmung weitere biochemischer Parameter in Arenavirus-infizierten 
A129-Mäusen 

Johnson et al. berichteten, dass sowohl die Höhe der AST-Werte, als auch die Viruslast 

mit der Schwere des Lassa-Fiebers beim Menschen korrelieren [99]. In Fallberichten von 

Lassa-Fieberpatienten wurden auch erhöhte Laktatdehydrogenase- (LDH) und Amylase-

Werte im Serum festgestellt [86,102]. Daher sollten LDH- und Amylase-Werte auch im 

A129-Tiermodell gemessen werden.  

 
Abbildung 18: LDH und Amylase im Serum nach LASV bzw. MOPV-Infektion in A129-
Mäusen. Jeweils 5 A129-Mäuse wurden mit 103 FFU LASV AV oder MOPV inokuliert. Amylase (A) 
und LDH (B) wurden im gepoolten Serum erfasst. 
 

Im Serum LASV- bzw. MOPV-infizierter A129-Mäuse wurde ebenfalls eine Erhöhung von 

Amylase und LDH im Serum festgestellt (Abbildung 18). Beide Enzymaktivitäten eignen 

sich daher ergänzend zur Bestimmung der AST im Serum, um eine arenavirale Infektion 

in A129-Mäusen zu beschreiben. 
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5 DISKUSSION 

5.1 Etablierung des B6/HLA-A2.1 Mausmodells für Lassa-Fieber 

Mäuse sind nicht suszeptibel für LASV. Lediglich intrazerebrale Inokulation führt zu 

zerebralen Infektionen mit letalem Ausgang, die aber nicht mit einer Lassa-

Fiebererkrankung beim Menschen vergleichbar sind [147]. Für die Untersuchung der 

Pathogenese von Lassa-Fieber ist dieses Modell nicht anwendbar.  

In dieser Arbeit konnte in zahlreichen Infektionsexperimenten gezeigt werden, dass die 

transgene HHD-Maus nach i.v. Infektion suszeptibel für LASV Ba366 ist. Es entwickelte 

sich eine Lassa-Fieber ähnliche Erkrankung mit z.T. letalem Ausgang. Pathologische 

Veränderungen wurden insbesondere in Lunge, Leber und Milz gefunden. Parallel wurde 

eine hohe Viruslast im Blut und in allen untersuchten Organen festgestellt. Durch 

vergleichend durchgeführte Infektionsversuche in MHC-knock-out-Mäusen, T-Zell-

depletierten HHD-Mäusen sowie der genetischen Hintergrundmaus C57BL/6 kristallisierte 

sich eine duale Rolle der T-Zellen während einer LASV-Infektion heraus. Zum einen 

scheinen sie ein essentieller Faktor für die Viruseliminierung zu sein und zum anderen 

spielen sie eine wichtige Rolle bei der Ausbildung der LF-ähnlichen Erkrankung. Eine 

ähnliche durch T-Zellen stimulierte bzw. verstärkte Ausbildung der Erkrankung wird beim 

Dengue Hämorrhagischen Fieber (DHF) beobachtet und als original antigenic sin-

Phänomen beschrieben [206,207,208]. Allerdings sind beim DHF Gedächtnis-T-Zellen 

während einer Zweitinfektion mit einem anderen Serotyp für die schwere Pathogenese 

ausschlaggebend, während beim LF in der HHD-Maus bereits die T-Zellantwort auf eine 

Erstinfektion die Erkrankung induziert.  

Die Daten aus den verschiedenen Mausmodellen lassen sich in drei Szenarien 

zusammenfassen, die durch zwei Faktoren charakterisiert sind. Das sind zum einen  

„T-Zellen“, die für die Effizienz der antiviralen T-Zellantwort stehen, und zum anderen 

„Virus“, das für eine Viruspersistenz steht. 

Szenario I („T-Zellen > Virus“) beschreibt eine schnelle und effiziente T-Zell-abhängige 

Viruseliminierung, welche die Ausbildung einer Erkrankung verhindert (naive C57BL/6-, 

vakzinierte HHD-Maus). 

Szenario II („T-Zellen = Virus“) beschreibt die Beobachtung in der HHD-Maus, in der die 

ineffiziente antivirale T-Zellantwort LASV nicht eliminieren kann, aber eine Erkrankung 

erzeugt (Abbildung 19). 

Szenario III („T-Zellen < Virus“) fasst die Beobachtungen zusammen, bei denen ein 

Ausbleiben der T-Zellantwort zwar zu einer persistenten LASV-Infektion führt, aber keine 

oder nur milde Krankheitszeichen induziert (CD8/CD4-depletierte HHD-Maus, teilweiser 

Schutz in MHC-I-/--Maus). 
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Abbildung 19: Schematische Beschreibung des Szenarios II. Detaillierte Beschreibung siehe 

Text. 

 

Man kann daher verschieden Mechanismen, in denen die T-Zellantwort zur Ausprägung 

der LF-Erkrankung beiträgt, ins Auge fassen. So unterstützt das histologische Bild in der 

HHD-Maus die gegenwärtige Annahme, dass eine direkte T-Zell-vermittelte Zytolyse [209] 

nicht der Hauptmechanismus für die Organschädigungen beim LF ist [138]. Die Daten 

dieser Arbeit deuten eher auf eine Stimulation von Monozyten/Makrophagen durch T-

Zellen hin. Während der Viruspersistenz, die auf eine ineffiziente Viruseliminierung 

zurückzuführen ist, könnten LASV-epitopspezifische CD8- und CD4-positive T-Zellen 

infizierte Monozyten/Makrophagen z.B. über MHC-I und -II sowie durch kostimulatorische 

Moleküle und sezernierte Zytokine stimulieren. Dadurch werden diese zur Ausschüttung 

von inflammatorischen Mediatoren angeregt [199,202,203,204]. Eine Überstimulation von 

Makrophagen kann zu schweren Leber- und Lungenschädigungen führen [210,211,212] 

und könnte  eine ursächliche Rolle in der Pathogenese von LF spielen. Zugleich impliziert 

diese Hypothese eine indirekte Beteiligung der T-Zellen an der Pathogenese von LF. So 

ist bekannt, dass LASV in kultivierten Makrophagen replizieren kann ohne eine zelluläre 

Aktivierung oder Produktion von inflammatorischen Zytokinen zu verursachen 

[141,142,151]. In der in vivo Situation könnten infizierte Monozyten/Makrophagen von T-

Zellen über IFN-γ und Zell-Zell-Kontakte [199,200,201,202] zur Freisetzung von Zytokinen 

angeregt werden [86,139,151], ähnlich wie es LPS in vitro bei LASV-infizierten 

Makrophagen vermag [141,142,151]. Die anhaltende Stimulation der Makrophagen durch 

T-Zellen könnte zur Etablierung eines systemischen Entzündungssyndroms führen [213], 

das Symptome des LF, wie Schock und Blutungen, erklären würde.  

Diese Rolle von T-Zellen beim LF wird auch durch das Szenario I unterstützt, in der die 

Beobachtungen von LASV-infizierte C57BL/6- und immunisierten HHD-Mäusen 

zusammengefasst sind. Die effiziente Viruseliminierung führt nur zur transienten LASV-

Antigenpräsentation auf wenigen LASV-infizierten Monozyten/Makrophagen und 
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minimaler Stimulation durch T-Zellen, was zum Ausbleiben einer Erkrankung führt. Auch 

Scenario III unterstützt die postulierte Rolle der T-Zellen bei der LF-Pathogenese. Fehlen 

T-Zellen zur Aktivierung von Monozyten/Makrophagen, z.B. durch Depletion von CD4+- 

und CD8+-Zellen in der HHD-Maus, werden keine oder nur milde Krankheitszeichen 

beobachtet. 

Die Rolle der T-Zellen bei der Pathogenese von Lassa-Fieber wird auch durch zwei an 

sich paradoxe Beobachtungen bei LASV-infizierten Affen unterstützt. Peters et al. 

beobachteten, dass eine Hochdosisinfektion zu geringeren Letalitätsraten führt als eine 

Niedrigdosisinfektion [104]. Dieses Phänomen könnte durch die Mechanismen der T cell 

exhaustion oder T cell deletion während einer Hochdosisinfektion erklärt werden [214]. 

Die daraus resultierende Abschwächung der T-Zellantwort könnte zur Reduktion der 

Monozyten/Makrophagen-Aktivierung und Krankheitsausbildung in den Affen geführt 

haben. Entsprechend müsste man dieses Phänomen als shift von Scenario II zu Scenario 

III ansehen.  

Die zweite paradoxe Beobachtung ist aus Vakzinierungsstudien in Affen mit einem 

rekombinanten Vakzinia-Virus, welches das LASV-Nukleoprotein exprimiert, bekannt. Es 

zeigte sich, dass der Impfstoff nur eine Minderheit der Tiere vor einer Erkrankung schützt. 

Die vakzinierten und an einer LASV-Infektion verstorbenen Tiere zeigten sogar stärkere 

Anzeichen einer Erkrankung als die Tiere der nicht vakzinierten Kontrollgruppe [215]. 

Dieses Phänomen könnte man dadurch erklären, dass durch die Vakzinierung generierte 

LASV-NP-spezifische Gedächtnis-T-Zellen bei der LASV-Infektion Makrophagen 

stimulierten und dadurch die Erkrankung verstärken. Ähnliches ist auch bei 

Vakzinierungsstudien mit LCMV in Mäusen beobachtet worden. LCMV induziert eine T-

Zell-abhängige immunpathologische Erkrankung des zentralen Nervensystems. Findet die 

LCMV-Infektion nach Vakzinierung mit einem rekombinanten Vakzinia-Virus, das LCMV-

Antigene exprimiert, statt, wird die Erkrankung sogar verstärkt [216]. 

In dieser Arbeit konnte mit der HHD-Maus ein neues Tiermodell für Lassa-Fieber etabliert 

werden. In diesem Modell sind mechanistische Untersuchungen zur Pathogenese und 

Immunologie des LF sowie zur Impfstofftestung möglich. Letzteres wurde auch in dieser 

Arbeit verfolgt. Eine vorherige MOPV-Infektion schützte vor einer LASV-Infektion. Eine 

kreuzprotektive T-Zellantwort könnte die Immunität gegenüber einer LASV-Infektion in der 

HHD-Maus erklären. Für das MHC-I-Molekül HLA-A2.1 sind immunogene CD8-Epitope im 

GPC von LASV identifiziert worden (GPC42-50, GPC60-68 und GPC441-449) [217]. In 

Zusammenarbeit mit Dr. Lukas Flatz konnten aus der Milz von HHD-Mäuse nach 

Immunisierung mit MOPV spezifische CD8+-T-Zellen gegen zwei dieser Peptide (GPC42-50 

und GPC60-68) identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Dies bietet eine mögliche 

Erklärung für die Kreuzprotektion nach MOPV-Infektion gegenüber einer LASV-Infektion. 
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Kreuzreaktive und kreuzprotektive neutralisierende Antikörper sind im Meerschweinchen 

nach einer protektiven MOPV-Vakzinierung gegen LASV nicht nachgewiesen worden 

[218]. Die Übertragbarkeit dieses Befundes auf das HHD-Modell erscheint möglich, 

müsste aber noch untersucht werden. 

Dennoch hat dieses Tiermodell auch einige Schwächen. So wurde in der HHD-Maus nur 

eine Letalität von ca. 20% durch LASV Ba366 beobachtet. In einem Versuch, das Virus 

besser an die Maus zu adaptieren und die Letalität zu steigern, wurde LASV Ba366 

mehrfach auf Mausfibroblasten (L929) passagiert und anschließend hochdosiert den 

HHD-Mäusen injiziert. Eine Änderung des Phänotyps nach vier Passagen erfolgte nicht. 

Weder erhöhten sich Virämie und AST im Serum, noch starben mehr Tiere (Daten nicht 

gezeigt). Infektionen mit LASV Josiah im Meerschweinchen Stamm 13 oder in Affen sind 

uniform letal und wären für antivirale Substanztestungen und Pathogenesestudien besser 

geeignet [104]. Andererseits sind die Letalitätsraten bei LASV Josiah-Infektionen in 

Hartley-Meerschweinchen und mit denen dieser Arbeit vergleichbar [103]. Aufgrund der 

geringen Letalität muss davon ausgegangen werden, dass das HHD-Mausmodell 

wesentliche Aspekte der terminalen Phase des humanen Lassa-Fiebers nicht 

widerspiegelt. Weitere kritische Aspekte sind die hohe Infektionsdosis von 106 FFU und 

die intravenöse Inokulationsroute. Zwar konnte LASV Ba366 auch bei reduzierten 

Infektionsdosen und anderen Injektionsrouten in HHD-Mäusen replizieren, doch waren 

Virämie und AST-Erhöhung geringer. Die hohe Infektionsdosis, die zur Induktion einer 

schweren Erkrankung erforderlich ist, deutet auf mangelnde Adaptation des LASV an die 

Maus hin. Dies wird ebenfalls dadurch verdeutlicht, dass nur LASV Ba366 und keiner der 

11 weiteren getesteten LASV-Isolate eine Erkrankung in der HHD-Maus induzierte. Zu 

den in der HHD-Maus apathogenen LASV-Isolaten gehörte das zum LASV Ba366 

genetisch eng verwandte LASV Ba289, das sich in den open reading frames (ORFs) der 

vier arenaviralen Gene nur geringfügig zu LASV Ba366 unterscheidet (Tabelle 5). In den 

ORFs für GPC und Z waren nur stille Nukleotidaustausche festgestellt worden. Nur ein 

Aminosäureaustausch war im Nukleoprotein und sechs im L-Protein zu finden. Zwei 

dieser Aminosäureaustausche befinden sich in der Polymerase-Domäne. 

Virulenzunterschiede in Hartley-Meerschweinchen, z.B. zwischen den Pichinde-

Virusisolaten (PICV) P2 (avirulent) und P18 (virulent), konnten auf wenige 

Aminosäureaustausche insbesondere im L-Protein zurückgeführt werden [178]. Ebenso 

konnte der Phänotyp von LCMV Arm Klon13, der durch systemische Infektion und 

Persistenz gekennzeichnet ist, in der C57BL/6-Maus auf nur zwei Aminosäureaustausche 

gegenüber dem parentalen Virus LCMV Arm zurückgeführt werden. Ein Austausch liegt in 

der Polymerase-Domäne [219,220]. Auch bei Influenza-Viren können 

Virulenzunterschiede teilweise auf nur eine oder wenige Aminosäuren zurückgeführt 
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[221]. Rekombinante LASV Ba366/289-Chimären könnten in zukünftigen Versuchen zur 

Identifizierung von Aminosäuren genutzt werden, die zur Ausbildung von LF im 

Mausmodell wichtig sind. 

 
Tabelle 5: Nukleotid und Aminosäuresequenzvergleich der vier ORFs von LASV Ba289 und 

Ba366. 

 Nukleotidsequenz  AS-Sequenz 

ORF Länge (nt)  Differenzen Länge (AS) Differenzen* 

GPC 1473  7 491  0 

NP 1707  8 569  1 

Z 297  2 99 0 

L 6651  43 2217  6 

* LASV Ba289 zu LASV Ba366: NP: I525M; L: Q913R, R920K, D939N, V1286I, G1491S, V2075I 
LASV Ba366: NCBI-GI: GPC: 297381013; NP: 297381014; Z: 316308916; L: 316308917 
LASV Ba289-Sequenzierung (diese Arbeit) 
AS = Aminosäure; ORF = open reading frame (offener Leserahmen) 
 

Die zentrale Hypothese des postulierten Pathogenesemechanismus in der HHD-Maus ist 

die ineffiziente Viruseliminierung durch T-Zellen. Eine T-Zelldepletion, wie sie bei LASV-

infizierten Weißbüschelaffen zu sehen ist [156], konnte durch histologische 

Untersuchungen als Ursache weitgehend ausgeschlossen werden. Dennoch sind weitere 

Studien nötig, um die protektive (C57BL/6-Maus) bzw. krankheitsinduzierende (HHD-

Maus) T-Zellantwort genauer zu charakterisieren. Ein Augenmerk sollte dabei auf Stärke, 

Kinetik und Zytokinprofil [222] der LASV-spezifischen CD4+- und CD8+-T-Zellantwort 

gelegt werden. Auch weiterführende Analysen zur Monozyten/Makrophagen-Antwort 

während einer LASV-Infektion werden benötigt. Zwar wurden mit der IL-12p40-

Bestimmung im Serum und der iNOS-Expression in Gewebsmakrophagen deutliche 

Indikatoren für eine Aktivierung der Monozyten/Makrophagen identifiziert, dennoch sollten 

weitere Parameter charakterisiert werden. Dazu zählen Bestimmungen von weiteren 

Zytokinen, Chemokinen und inflammatorischen Mediatoren wie NO, Leukotrienen und 

Prostaglandine in Blut und Gewebe. Ebenso könnten eine Inhibition der 

Monozyten/Makrophagen-Aktivierung und die Depletion inflammatorischer Zytokine zur 

Klärung des Pathogenesemechanismus beitragen und die Hypothese vom „Zytokinsturm“ 

[213] detaillierter beleuchten. 
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Zusammenfassend verdeutlichen die Studien, dass T-Zellen während einer LASV-

Infektion in der HHD-Maus eine duale Rolle spielen: Zum einen bei der Viruseliminierung 

und zum anderen in der Pathogenese. Dementsprechend könnten die Heterogenität in 

MHC-I und damit Qualität und Quantität der T-Zellantwort die unterschiedlichen klinischen 

Verläufe bei humanen LASV-Infektionen erklären. Ebenso wird deutlich, dass für 

zukünftige Vakzinierungsstrategien auch die nachteiligen Aspekte einer Gedächtnis-T-

Zellantwort berücksichtigt werden sollten [215,216]. 

5.2 Etablierung des IFNαα /β-Rezeptor-defizienten Mausmodells für 

Lassa-Virusinfektionen 

Interferone spielen bei der Kontrolle einer Virusinfektion eine Schlüsselrolle. Man 

unterscheidet anhand ihrer antiviralen Aktivität und Struktur Typ-I-Interferone (IFN-α und 

IFN-β), Typ-II-Interferone (IFN-γ) und Typ-III-Interferone (IFN-λ). Alle Interferone entfalten 

ihre Wirkung über eine spezifische Rezeptorbindung, die über Induktion eines 

spezifischen JAK/STAT-Signaltransduktionsweges in einer erhöhten Expression von 

antiviral, antiproliferativ oder immunmodulatorisch wirksamen Genprodukten resultiert 

[223]. 

Soll die Rolle des Interferonsystems in vivo in Bezug auf Virusinfektionen genauer 

untersucht werden, bietet es sich an, die Interferonrezeptoren durch genetischen knock 

out (KO) auszuschalten. Derzeit stehen KO-Mäuse mit fehlenden Rezeptoren für Typ-I, II 

und/oder III-Interferone zur Verfügung [197,224,225,226,227]. 

Typ-III-Interferone scheinen bei LASV-Infektionen keine oder nur eine sehr 

untergeordnete Rolle zu spielen [228]. Interferon-γ wirkt immunmodulatorisch und könnte 

bei der T-Zell-abhängigen Immunpathogenese von Lassa-Fieber entscheidend mitwirken. 

Starke IFN-γ-Erhöhungen im Serum wurden bei einem Patienten mit fatalem Lassa-

Fieberverlauf beobachtet [86]. Für das Nukleoprotein von Altwelt-Arenaviren ist eine 

antagonistische Wirkung auf die IFN-α/β-Expression beschrieben 

[67,68,229,230,231,232,233]. NP kann über mehrere Mechanismen die 

Interferoninduktion blockieren. Dazu zählen der Abbau viraler doppelsträngiger RNA 

durch eine Exoribonuklease sowie die direkte Interaktion mit den zellulären Proteinen 

RIG-I, Mda5 und interferon regulatory factor 3 (IRF-3), die eine entscheidende Rolle bei 

der Induktion der Interferonantwort spielen. Dies scheint nötig zu sein, da Altwelt-

Arenaviren sensitiv auf Interferon-α sind, und so ihr Viruswachstum inhibiert wird [234]. 

Für die Studie wurde die A129-Maus ausgewählt, in der zwar IFN-α/β induziert werden, 

aber nicht wirken können. Arenaviren, die in der HHD-Maus keine Pathogenese 

erzeugten und nicht nachweisbar replizierten, wurden hinsichtlich in vivo 

Replikationsverhalten, Organtropismus und Pathogenität in der A129-Maus untersucht. 
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5.2.1 Virulenzunterschiede zwischen Altwelt-Arenaviren in der A129-Maus 

Die in dieser Arbeit eingesetzten afrikanischen Arenaviren wurden hinsichtlich ihrer 

Pathogenität im Menschen bzw. in nichtmenschlichen Primaten unterteilt. Zu den 

apathogenen Arenaviren zählten MORV, MOBV und MOPV. Zu den pathogenen 

Arenaviren zählten die Lassa-Virusisolate Nig10, Josiah, AV und Ba366. Das Lujo-Virus, 

welches ebenfalls humanpathogen ist [12], stand nicht zur Verfügung. Die bekannte 

Pathogenität der Arenaviren wurde auch in A129-Mäusen mit einer Ausnahme 

widergespiegelt. 

So war die A129-Maus für alle getesteten LASV-Isolate suszeptibel. Hohe Virustiter im 

Blut und in den Organen verdeutlichen die prinzipielle Replikationskompetenz und den 

breiten Organtropismus von Lassa-Viren in der Maus, sobald der Rezeptor für Interferon-

α/β fehlt. Suszeptibilitätsunterschiede zwischen der A129-Maus und ihrer genetischen 

Hintergrundmaus (129Sv/Ev) wurden auch für andere RNA-Viren, wie zum Beispiel 

Semliki Forest Virus (SFV), Vesicular Stomatitis Virus (VSV), Krim-Kongo 

hämorrhagisches Fiebervirus (CCHFV) , Ebola-Zaire-Virus (ZEBOV) und Marburg-Virus 

(MARV) beschrieben [235,236,237]. 

Die nach Tag 8 einsetzende Viruseliminierungskinetik ist mit der in LASV Ba366-

infizierten HHD-Mäusen vergleichbar. Alle LASV-Isolate induzierten in der A129-Maus 

eine starke Erkrankung mit reduzierter Aktivität, z.T. gesträubtem Fell, Gewichtsverlust 

und hohen AST-Werten. Amylase-, LDH- und ALT-Erhöhungen im Serum waren ebenfalls 

festzustellen. Dies entspricht Beobachtungen bei Lassa-Fieberpatienten. Die Befunde 

lassen die Vermutung zu, dass eine systemische Erkrankung in der Maus vorliegt. 

Zusammen mit dem histologischen Bild, das insbesondere in Leber und Lunge massive 

Entzündungszeichen zeigte, spiegeln diese Daten einen ähnlichen Krankheitsverlauf wie 

in LASV Ba366-infizierten HHD-Mäusen wider [238].  

Morogoro- und Mobala-Virus konnten in der A129-Maus keine systemische Infektion 

induzieren. Alle inokulierten Tiere blieben gesund und zeigten bis auf einen sehr geringen 

Gewichtsverlust keine Krankheitssymptome. Ebenso war das histologische Bild 

unauffällig. Es ist zu vermuten, dass intrinsische Faktoren unabhängig von IFN-α/β die 

Infektion der A129-Maus mit diesen apathogenen Arenaviren verhindern. So könnte der 

virale Replikationszyklus nur ineffizient ablaufen. Beispielsweise sind bei verschiedenen 

LCMV-Isolaten unterschiedliche Affinitäten vom Glykoprotein zum Rezeptor  

α-Dystroglycan bekannt, die über den Infektionsverlauf entscheiden [239]. Da genaue 

Analysen zu den Wechselwirkungen zwischen den getesteten Arenaviren und den 

zellulären Komponenten der A129-Maus fehlen, bleiben diese Vermutungen spekulativ. 

Eine ähnliche Beobachtung wurde erst kürzlich in den gleichen Mäusen bei 

Suszeptibilitätsstudien mit Filoviren gemacht. Während die A129-Maus suszeptibel für 
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humanpathogene MARV und ZEBOV war, konnte keine systemische Infektion mit 

schweren Krankheitszeichen nach Inokulation von Ebola-Sudan-Virus (SEDOV) oder 

Ebola-Reston-Virus (REBOV) gefunden werden [240]. 

Die Inokulation von Mopeia-Virus führte in der A129-Maus zu Erkrankungszeichen, die im 

Wesentlichen mit denen der LASV-Infektion in den A129-Mäusen übereinstimmten. 

Lediglich die Viruskonzentration im Blut war geringer. MOPV könnte als Surrogat für die 

LASV-Infektion in der A129-Maus dienen. Weitere Arbeiten mit dem Tiermodell könnten 

unter Laborbedingungen der Sicherheitsstufe 2 erfolgen. Die Verwendung gering 

pathogener Viren als Surrogate für hochpathogene Viren, wurde z.B. für Pichinde-Virus 

als Surrogat für LASV im Hamster-Modell [183] oder LCMV als Surrogat für LASV in Affen 

[155] beschrieben. 

5.2.2 Effekt von Ribavirin auf die Erkrankung nach LASV-Infektion in A129-
Mäusen 

Die prinzipielle Eignung des A129-Mausmodells zur Testung antiviraler Substanzen sollte 

mit dem Nukleosidanalogon Ribavirin überprüft werden. Derzeit wird es als 

Therapeutikum bei humanen Lassa-Virusinfektionen eingesetzt [241]. 

In ribavirinbehandelten wurden gegenüber placebobehandelten A129-Mäusen drei Effekte 

beobachtet: 1. Eine Reduktion der Krankheitszeichen (AST-Werte im Serum, 

Gewichtsverlust und Entzündungszeichen in Lunge und Leber), 2. eine unverändert hohe 

Viruslast in Blut und Gewebe und 3. eine Verlängerung der Viruseliminierung über Tag 30 

hinaus. 

Dass Ribavirin die Krankheitsschwere und die Letalitätsraten von LASV-Infektionen 

senken kann, ist bei Menschen und nichtmenschlichen Primaten gezeigt worden 

[105,132]. Für Meerschweinchen werden verschiedene Beobachtungen durch 

Ribavirinbehandlung beim LF beschrieben. Eine protektive Wirkung zeigte Peters et al. 

[242]. Keinen oder nur einen geringen Einfluss auf die Überlebensrate sowie verlängerte 

Überlebensdauer beobachteten Huggins et al. und Cashman et al. [166,168]. Parallel zur 

antiviralen Wirkung wurde eine AST-Reduktion gezeigt. 

Die Resultate dieser Arbeit zeigen, dass Ribavirin in der A129-Maus unabhängig von der 

LASV-Infektionsdosis und der gewählten Behandlungsdosis von 40 bzw. 80 mg x kg-1 x d-1 

für 10 Tage die Viruslast im Blut und in den Organen nicht entscheidend reduzieren kann. 

Vergleichbares konnte teilweise erst kürzlich in einem neuen IFN-α/β- und IFN-γ-

Rezeptor-defizienten Mausmodell (AG129-Maus) für Tacaribe-Virusinfektionen gezeigt 

werden. Die Ribaviringabe von 40 mg x kg-1 x d-1 für 7 Tage reduzierte die Viruslast in der 

Lunge, Leber und im Serum aber nicht in der Milz [185].  

Die hier eingesetzten Ribavirinmengen von 40 bzw. 80 mg x kg-1 x d-1 lagen deutlich unter 

der LD50 von 220 mg x kg-1 x d-1 in Mäusen [243], aber dennoch im wirksamen Bereich 
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gegen LASV-Infektionen in anderen Tiermodellen [168]. Die Wirkweise von Ribavirin 

gegen LASV ist derzeit nicht abschließend geklärt. Eine Error-Katastrophe scheint ebenso 

wahrscheinlich [244,245] wie eine allosterische oder kompetitive Hemmung der 

Polymeraseaktivität und/oder der Endonukleaseaktivität des L-Proteins [246,247,248]. In 

vitro Analysen konnten eine Inhibition der Inosinmonophosphat Dehydrogenase (IMPDH) 

und damit die Hemmung der Purinsynthese nicht als Hauptmechanismus zur Hemmung 

vom LASV-Wachstum nachweisen [249]. In vivo ist diese Inhibition allerdings relevant. 

Purine werden in sich schnell teilenden Zellen, wie z.B. Zellen des hämatopoietischen 

Systems, ständig benötigt. Für Ribavirin ist eine antiproliferative Wirkung auf  

T-Lymphozyten beschrieben [250]. Diese Zellen spielen eine entscheidende Rolle bei der 

Viruseliminierung und Pathogenese von Lassa-Fieber im HHD-Mausmodell. Werden sie 

depletiert, tritt bei persistenter Virämie kein LF auf [238]. Ribavirinbehandelten A129-

Mäusen zeigten einen ähnlichen Krankheits- und Viruseliminierungsverlauf wie LASV-

infizierte HHD-Mäuse, denen die T-Zellen depletiert worden waren. Dies lässt den 

Schluss zu, dass Ribavirin möglicherweise suppressiv auf die zelluläre Immunantwort 

wirkt und so Viruseliminierung und Pathogenese in der Maus massiv beeinflusst. Es wäre 

denkbar, dass der therapeutische Effekt von Ribavirin gegen Lassa-Fieber im Menschen 

im Wesentlichen auch auf diesem Effekt beruht. Daher könnten Wirkstoffe, wie 

Mycophenolsäure (MPA) [251] und 5-Ethynyl-1-β-D-Ribofuranosylimidazole-4-carboxamid 

(EICAR) [252], die eine stärkere Inhibition der IMPDH als Ribavirin hervorrufen, für 

weitere tierexperimentelle Testungen gegen LASV-Infektionen interessant sein. Beide 

Substanzen zeigten in vitro einen deutlichen antiviralen Effekt gegen LASV [249]. 

Die A129-Maus scheint sich als Tiermodell zur Testung antiviraler Substanzen gegen 

LASV-Infektionen zu eignen, auch wenn die Ergebnisse mit Ribavirin neue Fragen zur 

Wirkung des Medikaments aufwerfen. Dabei sollten die Parameter AST im Serum, 

Körpergewicht sowie Viruslast in Blut und Organen zur Beschreibung des 

Krankheitsverlaufs Berücksichtigung finden. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 
 

Das Lassa-Virus (LASV) ist in Westafrika endemisch und verursacht beim Menschen ein 

hämorrhagisches Fieber mit häufig tödlichem Ausgang. Die Pathogenese des Lassa-

Fiebers ist weitgehend unklar. Histopathologisch sind nur geringe Organschädigungen 

sichtbar, die ein Organversagen und den Tod nicht erklären können. Daher scheinen 

immunpathologische Prozesse ursächlich für den Krankheitsverlauf zu sein. In 

Tiermodellen für Lassa-Fieber sind Analysen zur Charakterisierung pathologischer 

Prozesse unter einheitlichen und kontrollierten Bedingungen möglich. Für Lassa-Fieber 

stand bis zu Beginn dieser Arbeit kein geeignetes murines Tiermodell zur Verfügung. 

In dieser Arbeit sollten transgene HHD-Mäuse, die das humane HLA A2.1-Molekül statt 

den murinen MHC-I-Molekülen exprimieren, als Tiermodell für Lassa-Virusinfektionen 

etabliert werden. Es zeigte sich, dass die HHD-Maus im Gegensatz zur Wildtypmaus 

(C57BL/6) für den LASV-Stamm Ba366 suszeptibel ist und im Infektionsverlauf eine 

schwere Erkrankung mit teilweise tödlichem Ausgang entwickelt. Durch genetische und 

funktionelle T-Zell-Depletion wurde gezeigt, dass CD4+- und CD8+-T-Zellen eine 

entscheidende Rolle bei der Pathogenese in HHD-Mäusen spielen. Interleukin-12p40 im 

Serum und induzierte Stickstoffmonoxidsynthase in Makrophagen wurden verstärkt 

exprimiert. Diese Befunde weisen darauf hin, dass die Erkrankung mit einer Aktivierung 

von Makrophagen einhergeht, die vermutlich T-Zell-abhängig ist. Andererseits schützen 

T-Zellen die C57BL/6- Wildtypmaus und Mopeia-Virus (MOPV)-immunisierte HHD-Mäuse 

vor einer LASV-Infektion.  

Ein weiteres murines Tiermodell für LASV-Infektionen wurde auf der Basis der Interferon 

(IFN)-α/β-Rezeptor-defizienten Maus (A129) etabliert. A129-Mäuse waren für alle 

getesteten LASV-Stämme suszeptibel und erkrankten an der Infektion. Biochemische, 

virologische und histologische Analysen ergaben ein zu Lassa-Fieber vergleichbares 

Krankheitsbild. Die apathogenen Arenaviren Morogoro und Mobala replizierten in den 

A129-Mäusen nicht und induzierten keine Erkrankung. Das ebenfalls für Menschen nicht-

pathogene MOPV dagegen führte zu Erkrankung mit teilweise hohen Viruslasten in den 

Organen. Demnach könnte sich MOPV als Surrogat für LASV-Infektionen in A129-

Mäusen eignen; entsprechende Experimente wären unter Schutzstufe 2 Bedingungen 

möglich. Die Eignung des Mausmodells für antivirale Substanztestungen wurde mit 

Ribavirin, dem Standardtherapeutikum für Lassa-Fieber des Menschen, überprüft. 

Ribavirin reduzierte deutlich die Erkrankungszeichen LASV-infizierter Mäuse, allerdings 

ohne die Viruslast in Blut und Organen zu verringern. Die Eliminierung des Virus war 

sogar verzögert. Da vermutlich immunpathologische Prozesse die Erkrankung induzieren, 
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könnte Ribavirin aufgrund seiner immunsuppressiven Wirkung (es hemmt den 

Nukleotidmetabolismus der Zelle) die Schwere der Erkrankung reduzieren. 

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig Mausmodelle für das humane Lassa-Fieber 

etabliert. Diese Tiermodelle können für weitere Untersuchungen zur Pathogenese des 

Lassa-Fiebers, sowie zur Testung von Impfstoffen und Therapeutika genutzt werden. 
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8 ANHANG 

8.1 Abkürzungsverzeichnis 

A Adenin 

ad Zu 

α-DG Alpha-Dystroglycan 

AK Antikörper 

ALT Alanin-Aminotransferase 

Aqua dest. destilliertes Wasser 

ARDS engl. acute respiratory dystress syndrome 

AS Aminosäure(n) 

AST Aspartat-Aminotransferase 

ATP Adenosintriphosphat 

β2m Β2-Mikroglobulin 

BHK Baby-Hamster-Niere (engl. Baby Hamster Kidney) 

bp Basenpaare 

bidest. Bidestilliert 

BSA Bovines Serum Albumin 

C Cytosin 

CD Immunphänotypischer Oberflächenmerkmal (engl. Cluster of 

Differentiation) 

CK Kreatin-Kinase 

cDNA Copy DNA (revers transkribierte DNA) 

C-terminal carboxyterminal 

C-Terminus Carboxyterminus 

DC Dendritische Zellen 

DIC engl. disseminated intravascular coagulation 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure (engl. Desoxyribonucleic Acid) 

dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate 

ds dopplesträngig (engl. double-stranded) 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ELISA Enyzme-linked Immunosorbent Immunosorbent Assay 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

EtBr Ethidiumbromid 
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EtOH Ethanol 

Fa. Firma 

FFU Engl. Foci forming unit 

FITC Fluorescein-5-isothiocyanat 

FKS Fötales Kälberserum 

G Guanin 

g Gramm; bei x g: Vielfaches der Erdbeschleunigung 

GP  Arenavirus Glykoprotein 

GPC Vorläufer-Glykoprotein (engl. Glycoprotein Precursor) 

GTOV Guanarito-Virus 

h Stunde 

HBSS Hanks (engl. buffered salt solution) 

HCl Salzsäure 

HF Hämorrhagisches Fieber 

HLA humanes Leukozytenantigen (engl. Human Leukocyte Antigen) 

H-2D/H-2K Murines Leukozytenantigen 

i.m. Intramuskulär 

i.n. intranasal 

i.p. intraperitoneal 

i.v. intravenös 

IFN Interferon 

IgG Immunglobulin G 

IgM Immunglobulin M 

IGR Intergenregion (engl. Intergenic Region) 

IL Interleukin 

iNOS induzierte Stickstoffmonoxidsynthase 

JUNV Junin-Virus 

l Liter 

L Arenavirus L-Protein 

LASV Lassa-Virus 

LCMV Lymphozytäres Choriomeningitis Virus  

LDH Laktat-Dehydrogenase 

LF Lassa-Fieber 

LPS Lipopolysaccarid 

LUJV Lujo-Virus 

kb Kilobasen 

kDa Kilodalton 
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m Milli 

M Molar 

µ Mikro 

mAB monoklonaler Antikörper 

MACV Machupo-Virus 

max. Maximal 

Mda5 engl. Melanoma differentiation associated gene 5 

MEM Minimal Essential Medium 

MHC engl. Major histocompatibiliy complex) 

min Minute/n 

MOI Infektionsdosis (Multiplicity of Infection) 

MOBV Mobala-Virus 

MOPV Mopeia-Virus 

MORV Morogoro-Virus  

mRNA messenger Ribonukleinsäure 

NEAA nichtessentielle Aminosäuren (engl. Non Essential Amino Acids) 

nm Nanometer 

NO Stickstoffmonoxid 

NP Arenavirus Nukleoprotein 

N-terminal aminoterminal 

N-Terminus Aminoterminus 

nt Nukleotid 

ORF offener Leserahmen (engl. Open Reading Frame) 

p Piko 

PBS Phosphate gepufferte Saline (engl. Phosphate Buffered Saline) 

PCR Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction) 

pH Potentia Hydrogenii (Konzentration des Wasserstoffs) 

PICV Pichinde-Virus 

PKR engl. dsRNA-activated protein kinase R 

POD Meerrettich-Peroxidase 

PRR engl. pattern recognition receptors 

RdRP RNA-abhängige (dependent) RNA-Polymerase  

RIG-I engl. retinoic acid-inducible gene 

RNA Ribonukleinsäure 

RNP Ribonukleoprotein 

RT Raumtemperatur 

RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerase Ketten Reaktion 
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SABV Sabia-Virus 

s Sekunde 

s.c. subkutan 

ss einzelsträngig (single-stranded) 

T Thymin 

TACV Tacaribe-Virus 

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer 

Temp. Temperatur 

TfR1 Transferrin Rezeptor 1 

TNF Tumor-Nekrose-Faktor 

Tm Schmelztemperatur von Primern 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

U Unit; Ribonukleotid Uracil 

Ü.N. Über Nacht 

UTR Untranslatierte Region 

UV Ultraviolett 

V Volt 

VHF Virales hämorrhagisches Fieber 

v/v Volumen/Volumen-Verhältnis 

WT Wildtyp 

w/v Gewicht/Volumen-Verhältnis 

Z Arenavirus Z-Protein 

8.2 Aminosäuren 

A (Ala) Alanin  M (Met) Methionin 

C (Cys) Cystein  N (Asn) Asparagin 

D (Asp) Asparaginsäure  P (Pro) Prolin 

E (Glu) Glutaminsäure  Q (Gln) Glutamin 

F (Phe) Phenylalanin  R (Arg) Arginin 

G (Gly) Glycin  S (Ser) Serin 

H (His) Histidin  T (Thr) Threonin 

I (Ile) Isoleucin  V (Val) Valin 

K (Lys) Lysin  W (Trp) Tryptophan 

L (Leu) Leucin  Y (Tyr) Tyrosin 
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8.3 Synthetische Oligonukleotide 

 

Sequenzierprimer Sequenz (5’-3’) 

S-Segment  

LVS_613+ TCTTACAGACTTTYATGAGRATGGC 

LVS_675+ GGGAAYTGGGAYTGYATAATGAC 

LVS_1271+ AGCAGACAACATGATMACWGA 

LVS_1303+ AGGAATACATGGAGAGRCARGG 

LVS_2006+ CCATGWGAATAYTTGGCATCYTG 

LVS_2656a+ GTTGGGGTACTTTGCTGTGTA 

LVS_2656b+ GTTAGGATATTTAGCTGTATA 

LVS_754- GAAAAYTGRCAGTGRTCTTCCC 

LVS_811- TATATGTCTCTGGTYCTYTGTGA 

LVS_1474- ATGCCCATGTGRTTSAGYCTRTG 

LVS_2158- CCCAARTGCCAAAACNTGGAT 

LVS_2784a- AACAACCAGTTCGGCACCATGCC 

LVS_2784b- AACAACCAGTTCGGRACMATGCC 

LVS_2158- CCCAARTGCCAAAACNTGGAT 

LV_Ba_S_1240+ TGATGATATAGAGCAGCAAGCTGAC 

LV_Ba_S_1305+ GACAGGGGAAGACACCATTAGGTCT 

LV_Ba_S_1648+ TGTGTGCTTAATCCTCCCGACACT 

LV_Ba_S_3004+ GTTAGGGTCCCAACTCTTAAGACACTC 

LV_Ba_S_1707- CTGTGCACTGATGGATTGCATCATG 

LV_Ba_S_2279 AGAGCTTGGGAGAACACCATAGTTG 

OWS0001+ GCG CAC CGG GGA TCC TAG GC 

OWS3400- GCGCACAGTGGATCCTAGGC 

  

L-Segment  

LVL_602+ AATGAACAGATACCTGAYTGGG 

LVL_1118+ CAAATGCARTGYTGGAGATC 

LVL_1814a+ CAGAAGACAGGTGAATGYTCRAARTG 

LVL_1814b+ CAGAAGACAGGTGAATGYTCYAARTG 

LVL_2320a+ GATCAGATAAAATGTTTTGARAAG 

LVL_2320b+ GACCAAATCAAATGCTTTGARAAA 

LVL_2774a+ TATGAATATAAAGTGCAACARGCRATGAG 

LVL_2774b+ TATGATTACAAGATACAACARGCRATGAG 

LVL_3569a+ GGTGACCTTAGGACAAARATGTTTAC 

LVL_3569b+ GGAGATCTTAGGACRAAGATGTTCAC 

LVL_4232+ GACTTCCACTATTAYATGAG 
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LVL_4253+ GATCAGCTCAATAARTTTGTGAGYCC 

LVL_4847a+ CAGAARATTATATACTCAGGTGC 

LVL_4847b+ CAAAARATAATYTATTCAGGTGCTGT 

LVL_5753a+ GGGTCYTTCACATGGTTYCCACA 

LVL_5753b+ GGGTCATTCACATGGTTCCCTCA 

LVL_6581a+ CAGTGGTCAAGCGTGGAYATMGT 

LVL_6581b+ CAATGGTCRGGGGTGGAYATTGT 

LVL_807a- CTTGTTGTTAATGCCYTGRTGAC 

LVL_807b- CTTGTTGTTAATGCCYTGRTGGC 

LVL_1334- TCTTTAGATCYCTTTTTGTTGANTC 

LVL_1886- CATAAAATGAGCARACYTCWCCAAC 

LVL_2665a- TCCTTTTCCTTAAACAGSGARCCATTATT 

LVL_2665b- TCCTTTTCCTTAAACAAWGARCCATTATT 

LVL_2665c- TCCTTTTCCTTAAATAGWGARCCATTGTT 

LVL_3078- TCAAAATCTTCAACCATRTGRT 

LVL_3750- GGGCCCCATTTACTRTGRTCCAT 

LVL_4413- GCCAGTTGATGTGGCTCTTTRCAYTT 

LVL_4440- TGATCAATGATTGTATCAATTGTYTC 

LVL_4992a- TGGAATGCAGATTTGTTGATRGCTTC 

LVL_4992b- TGGAATGCAGATTTGTTTATTGCTTCAG 

LVL_5010- CARAGYTCCATTGCATCTGG 

LVL_5910- TCTATCCATGCATARCCCATCAT 

LVL_6783a- AACTCCTCACAYGTYCTGCCYTT 

LVL_6783b- AACTCTGAACATGTTCTYCCYTT 

LVL_5753b+ GGGTCATTCACATGGTTCCCTCA 

LVL_6581b+ CAATGGTCRGGGGTGGAYATTGT 

LVL_6581a+ CAGTGGTCAAGCGTGGAYATMGT 

LV_Ba_L_400+ CTGATGGTTACAAACTGACAGGCAA 

LV_Ba_L_1020+ GAGCATCACCAATATTGAGATTCT 

LV_Ba_L_1190+ GATGCATTGATTCTCCTTGCCAGT 

LV_Ba_L_5950+ TTGGTTGGCCCCAGGTTTGATTCATTAGA 

LV_Ba_L_7070+ TCATTGCATTCAACTAGGCCCTTGT 

LV_Ba_L_7106+ AGCTTTTGCAGAATTGTGGCCCTAG 

LV_Ba_L_6450- ATCCTGATCCTGCACGACAGGGGTGAAAGA 

LV_Ba_L_6505- CAATCAGCAGATCAAGCGAGGAGTCTCCAA 

LV_Ba_L_7115- AGACGCCACACACCTAGGGCCACAATTCTG 

LV_Ba_L_7135 AAGAGCCAGTCTGATCCCAGACGCCACACA 

LV_Ba_L_300- AACCATTTGCATTGCAGGAGTCAA 

LV_Ba_L_720- CTACTCCTGACAACCTCCCTGATG 
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