1. Einleitung

Die jahrliche Zahl von Infektionen des Zentralnervensystems (ZNS) mit viraler
Atiologie liegt weit tber der, die durch Bakterien, Hefen, Pilze und Protozoen
verursacht werden (Romero und Newland, 2003).

Neben den traditionell viralen Neuropathogenen wie Herpes simplex Virus
(HSV), Varizella-Zoster-Virus (VZV), Enteroviren (EV), Tick-born Encephalitis
Virus und Rabiesvirus sind weitere Viren hinzugekommen, flir die bisher eine
Assoziation weniger bekannt bzw. nur in einzelnen Kasuistiken beschrieben
wurde.

So hat das West Nil-Virus (WNV) in Nordamerika seit dem ersten Ausbruch
1999 in New York zu einem dramatischen Wechsel der Inzidenz und
Epidemiologie von im Sommer auftretenden ZNS-Infektionen gefihrt.
Zeitgleich wurde das Nipah Virus als Ursache eines Enzephalitisausbruchs bei
Farmern in Malaysia nachgewiesen. Die Nipahviruserkrankung ist eine
Zoonose, infizierte Schweine bilden das Reservoir fiir die Ubertragung auf den
Menschen (Hinson und Tyor, 2001).

Im mediterranen Raum Europas wurde in einer kirzlich durchgefiihrten Studie
tiber die Atiologie der Meningitis in der Toskana, basierend auf molekular-
biologischen Methoden gezeigt, dass dem Toscana Virus, das zur Familie der
Bunyaviridae gehért und durch die Sandfliege als Vektor auf den Menschen
Ubertragen wird, eine groBe Bedeutung zukommt. Es ist dort in 81 % der Falle
Ursache der wahrend des Sommers auftretenden Meningitiden. Auch flr

Portugal, Spanien und Zypern gibt es analoge Daten (Valassina et al., 2003).

Bei den zum Genus Enterovirus gehérenden Polioviren ist als Folge des
Eradikationsprogrammes erreicht worden, diese Viren auf wenige Kkleine
Gebiete zurickzudrangen. Es ist aber zu beobachten, dass es zu einem
Bedeutungswandel von Nicht-Polio-Enteroviren (NPE) gekommen ist. Diese
werden jetzt vermehrt als Hospitalisierungsgrund auch bei schwerer
verlaufenden ZNS-Infektionen identifiziert (Kelly et al., 2006).



Fir eine optimale Therapie von ZNS-Infektionen ist die Labordiagnostik
essentiell. Sie sollte zeitnah erfolgen und von hohem pradiktiven Wert sein.
Mit dem eingesetzten Assay muss eine exakte Identifizierung des spezifischen
atiologischen Agenz erreicht werden.

Neben Zellkultur, Antigen- und Antikérpertest haben molekulare Nachweis-
techniken wie die Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Bestimmung der
Virusnukleinsaure Eingang in die Virusdiagnostik gefunden. Standige
Weiterentwicklung dieser Technik hat sie zur bedeutendsten methodischen

Basis bei der Labordiagnostik von viralen ZNS-Erkrankungen werden lassen.

Hinsichtlich des atiologischen Spektrums bei ZNS-Infektionen gibt es
unterschiedliche Angaben zu den viralen Pravalenzen. Koskiniemi et al., 2001
fanden in einer Multicenter Studie in 46 % der Féalle mit akuten ZNS-
Symptomen eine Virusatiologie. Varizella-Zoster-Virus war das Hauptagenz mit
29 %, gefolgt von Herpes simplex Virus und Enteroviren mit je 11 %.
Influenzavirus war mit 7 % assoziiert. Die Frage, ob es sich hier um einen
echten Anstieg flir VZV oder um ein Pseudophanomen aufgrund verbesserter
Diagnostik handelt, konnte von den Autoren nicht abgeklart werden.

Die Herpesvirus-bedingte Enzephalitis bleibt weiterhin von hoher Relevanz,
auch bei niedriger Inzidenz, da die unbehandelte Infektion eine Letalitat bis zu
70 % hat, so dass der Ausschlussdiagnostik flir die Therapie groBe Bedeutung

zukommt.

1.1. ZNS-Syndrome, assoziiert mit Entero- und Adenoviren

Enteroviren sind grundsatzlich in der Lage, sowohl eine Meningitis als auch
eine Encephalitits zu verursachen.

Die hochste Inzidenz wurde bei Sdauglingen junger als 1 Jahr und bei Kindern
zwischen 5 und 10 Jahren beobachtet (Rotbart, 2000). Dabei wurden



Echoviren und Coxsackieviren der Gruppe B (CBV) am haufigsten als
atiologisches Agenz nachgewiesen.

Bei immunsupprimierten Patienten kann eine Enterovirusinfektion zu einer
chronischen Meningoencephalitis flihren. Dabei wurde Echovirus 11 als
bedeutender Serotyp erkannt.

Leitsymptome der Enterovirusmeningitis sind plétzliches hohes Fieber,
Ubelkeit, Erbrechen, Kopfschmerz, seltener Exanthem, respiratorische
Symptome und Abdominalschmerzen. Bei chronischer Meningoencephalitis
wurden neben Kopfschmerz Hoérverlust, Lethargie und Schwache, Ataxien und

Parasthesien beobachtet.

In der Cerebrospinalflissigkeit ist bei geringer Pleocytose eine Dominanz der
mononukledren Zellen zu finden. Neben geringer Erhéhung des Proteins liegt
fir Glukose eine normale Konzentration vor. Bei der Enterovirusencephalitis
sind im Zellbild des Liquor cerebrospinalis kaum Veranderungen zu
beobachten.

Eine Untersuchung der Proteinexpression bei viraler Meningitis in Liquor
cerebrospinalis mittels Protein-Array Analyse hat gezeigt, dass erhdhte Spiegel
von Zytokinen und dem vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor auftraten
(Kastenbauer et al., 2005).

Die Prognose der Enterovirusmeningitis ist in der Regel gut, ausgenommen bei
Neugeborenen. In dieser Altersgruppe ist eine Enterovirusmeningitis mit hoher
Morbiditat und Mortalitat assoziiert. Die Infektion weiterer Organe flihrt zu
einem Sepsis-ahnlichen Syndrom mit Multiorganversagen (Romero und
Newland, 2003).

Kinder mit einer Encephalitis zeigen neben den bei der Meningitis
beschriebenen Symptomen einen mentalen Status, der von Lethargie Uber

Desorientierung bis zu einem komatdsen Zustand schwanken kann. Es kénnen



auch lokale neurologische Herde auftreten und somit eine Herpes simplex

Encephalitits vortauschen (Modlin et al., 1991).

Seit einigen Jahren wird besonders aus Sudostasien vermehrt Uber durch
Enterovirus 71 (EV71) verursachte schwere Hirnstammencephalitiden berichtet
(Huang et al., 1999, Brown et al., 1999).

In einer Studie Uber den Zeitraum 1994 bis 2003 in Taiwan wurden 333 Falle
von Enterovirus bedingten ZNS-Infektionen diagnostiziert, davon waren
84,7 % mit aseptischer Meningitis assoziiert und 13,2 % mit Enzephalitis
sowie 2,1 9% der Falle mit Enzephalomyelitis/Poliovirus-like-Syndrom.
12 Patienten waren beatmungspflichtig. Todesfalle basierten auf Leber-
versagen und Sepsissyndrom bei Neugeborenen. 18 Patienten hatten
neurologische Folgezustande, wie craniale Nervenlahmung, Spastizitat,
Horverlust, Epilepsie.

Diese Beobachtungen stehen in Ubereinstimmung mit Daten aus unserer
Gruppe (Mentel et al., 2002, ReiBmann, 2004). Von 211 Fallen mit dem
atiologischen Agenz EV hatten 62 % eine ZNS-Symptomatik mit Zeichen von
Meningitis/Enzephalitis, schlaffer und spastischer Parese, Hemiparese, Sepsis,
Koma. In einer weiteren Studie wurden Hinweise auf eine Assoziation mit
Horsturz gefunden (Mentel et al., 2004).

Enteroviren werden zunehmend weltweit als wichtiges atiologisches Agenz bei
ZNS-Infektionen erkannt (Santos et al., 2005, Jaidane et al., 2005, Diedrich
und Schreier 2001, McMinn, 2002). In den USA wird mit jahrlich 75 000 Fallen
von Enterovirus-Meningitis gerechnet (Rotbart, 1995).

Im zentraleuropdischen Raum ist Echovirus 30 seit einigen Jahren
verantwortlich fir schwere ZNS-Infektionen. Ausbriiche gab es auch in
Osteuropa (Hauri et al., 2005, Thoelen, et al., 2003, Lukashev et al., 2004).

Die Rolle von Adenoviren (ADV) als ursachliches Agenz von ZNS-Infektionen

ist bis jetzt nicht vollstandig abgeklart. Die Untersuchung der ADV-



Pathogenese im ZNS des Menschen ist schwierig und durch Speziesbarrieren

limitiert.

Mit dem murinen ADV-1 konnte in verschiedenen Inzucht-Mausestammen eine
hamorrhagische Encephalitits ausgeldést werden (Guida et al., 1995). Dabei
wurden groBe Mengen an viraler Nukleinsaure in Hirn- und RlUckenmark
nachgewiesen. In anderen Organen wie Milz, Lunge, Herz waren es dagegen
geringe Virusmengen. Durch Gabe spezifischer neutralisierender Antikdrper
konnte eine letale Infektion verhindert werden. Elektronenmikroskopisch
wurden aktivierte Mikroglia und perivaskuldre Odeme beobachtet. Es ist davon
auszugehen, dass die virale Infektion zur Stimulierung der lokalen Produktion
von Zytokinen wie TNFa oder y-INF flihrt und damit zu einer Aktivierung der
Zellen. Von diesen aktivierten Mikroglia-Zellen ist bekannt, dass sie diverse
Zytokine und postinflammatorische Substanzen sezernieren, z. B. IL-1B, IL-6,
NO, welche flr vaskuldare Veranderungen im ZNS verantwortlich sind (Guida et
al., 1995).

In wenigen Kasuistiken wurde die Assoziation von Adenoviren mit transienter
Encephalopathie beschrieben (Straussberg et al., 2001, Lee et al., 2003,
Okamoto et al., 2004).

Bei Untersuchung von Liquor cerebrospinalis, abgeleitet von 580 Fallen, wurde
in 19,5 % der Falle eine virale Genese nachgewiesen. 9,7 % der Falle wurden
durch Poliovirus verursacht, 83,2 % durch Nicht-Polio-Enteroviren und 7,1 %
durch Adenoviren. Es waren die ADV-Serotypen 2, 3 und 7 beteiligt (Xie und
Xiang, 2000).

Bei einer Meningoencephalitis eines Patienten mit B-Zell-Lymphom konnte die
Assoziation mit ADV-7 nachgewiesen werden (Fianchi et al., 2003). Ein
benigner Verlauf wurde bei 2 Patienten mit Meningoencephalitis beobachtet. In
beiden Fallen wurde aus dem Liquor cerebrospinalis ADV-5 isoliert (Soeur et
al., 1991).



In einer Studie an Patienten mit akuter schlaffer Paralyse konnten in
Stuhlproben neben Sabin-verwandten Polioviren und Enteroviren in 10 % der
Falle Adenoviren nachgewiesen werden, die den verschiedenen Subgruppen A,
B, C, D und E zugeordnet werden konnten (Azevedo et al., 2004). Diese
Beobachtung festigt die Hypothese, dass in Gebieten, in denen Poliovirus
zuruckgedrangt wurde, neben anderen Viren auch Adenoviren Ursache einer
schlaffen Parese sein kdnnen. Madglicherweise kann bei verstarkter
Einbeziehung von Adenoviren in die virale ZNS-Diagnostik diese Frage

beantwortet werden.

1.2. Molekulare Eigenschaften von Enteroviren

Das Genus Enterovirus in der Familie der Picornaviridae wird auf Grund von
biologischen und molekularen Eigenschaften in flinf Spezies unterteilt -
Poliovirus und Humane Enteroviren A bis D. Insgesamt sind etwa 65
Serotypen bekannt (Oberste et al., 1999¢, 2006).

Das Genom, ein Einzelstrang-RNA Molekll mit positiver Polaritat und einer
GroBe von ca. 7,4 kb wird am 5’ und 3’ Ende von einer nicht translatierten
Region (NTR) flankiert.

Es ist in die drei Bereiche P1, P2 und P3 unterteilt. Wahrend P1 flr die
Kapsidproteine codiert, sind es bei dem P2-Bereich Nicht-Struktur-Proteine,
deren Funktionen besonders die Modulation des Wirtszellstoffwechsels sowie
proteolytische Aktivitat sind. Der P3-Bereich codiert fir enzymatisch aktive
Komponenten und Nichtstrukturproteine (Modrow et al., 2003a).

Das Genom hat einen offenen Leserahmen, der flr ein groBes Polyprotein von
ca. 2200 Aminosauren codiert. Noch wahrend der Synthese wird es in
verschiedene Proteine gespalten. Aus diesem durch virale Proteasen
vollzogenen Prozessing resultieren die Strukturproteine VP1, VP2, VP3 und
VP4. An der Kapsidoberflache sind die Proteine VP1, VP2 und VP3 lokalisiert.
VP4 liegt im Inneren des Kapsids in engem Kontakt zur genomischen RNA.



VP1 und VP3 bilden einen ringférmigen Canyon, in dem die Interaktion mit
dem virusspezifischen Rezeptor erfolgt. Die Aufklarung dieses Struktur-
phanomens bildet die Grundlage fir einen wichtigen Ansatz bei der
Entwicklung von Antiviralia mittels Drug-design (Rotbart, 1995).

Die 5" NTR hat eine ausgepragte Sekundarstruktur und die Aktivitat einer
Internal Ribosome Entry Site (IRES), ein Initiationsort der viralen
Proteinsynthese (Modrow et al., 2003a).

Im P2-Bereich codiert die Region 2A flr eine Protease, die entscheidend beim
Prozessing des Polyproteins in Kapsidvorlauferprotein und Vorlauferprotein fir
funktionelle Proteine ist.

Eine weitere Spaltung erfolgt durch die Proteasen 3C und 3CD (Abb. 1).
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Die Differenzierung von Enteroviren erfolgte bisher klassisch auf serologischer
Grundlage mittels Neutralisationstest in Serotypen. Die Einflihrung
molekularer Methoden bietet die Mdglichkeit einer genotypischen
Differenzierung auf der Basis der Sequenzhomologie. Untersuchungen von
Oberste et al., 1999b, 1999c haben gezeigt, dass in der VP1-Region viele
Epitope flr die Bindung neutralisierender Antikdérper befinden. Auf dieser Basis
wurden verschiedene Cluster gefunden. Cluster A (HEVA) mit Coxsackievirus A
16 verwandten Stammen umfasst 12 Serotypen, Cluster B (HEVB) mit
Coxsackievirus B verwandten Stammen umfasst 37 Serotypen. Das Cluster C
(HEVC) mit 11 Serotypen schlieBt Poliovirus verwandte Stamme ein. Zum
Cluster D (HEVD) gehoéren 2 Serotypen, die sich von den anderen Gruppen
genotypisch signifikant unterscheiden (Brown et al., 2003, Oberste et al.,
2004).

Das Nukleotidsequenzalignment der 5° NTR und der VP4-VP2-Region hat
Bedeutung als diagnostisches und epidemiologisches Werkzeug, korreliert aber
nicht konsequent mit den Serotypen.

Die 5" NTR mit einer GrdoBe von ca. 740 Basen hat groBe Bereiche, die
hochkonserviert sind. Bei den Poliovirusstdammen besteht 85 % Nukleotid-
identitat im Bereich von 1-650. Hypervariable Abschnitte liegen zwischen den
Basen 651 und 740.

Daraus leitet sich ab, dass fir Untersuchungen in der klinischen Virologie
dieser Bereich geeignet ist.

Das Sequenzalignment bietet in dieser Region auch Madglichkeiten flr
epidemiologische Untersuchungen zur Erfassung der Verwandtschaft

zirkulierender Stamme.

Die Analyse von EV-Genomsequenzen fluhrte zu der Erkenntnis, dass
Rekombinationen in der Evolution von Nicht-Polio-Enteroviren Bedeutung
haben (Oberste et al., 2004). Fir das Entstehen einer Rekombination ist die
simultane Infektion einer Zelle mit zwei unterschiedlichen Enteroviren

Voraussetzung.



Die Interaktion zwischen Enteroviren und Wirtszelle wird Uber Rezeptoren
realisiert, zu denen ICAM Proteine, Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor CAR, DAF
und die Integrine a,Bs und a,B; gehéren. Die Nutzung der Rezeptoren ist
abhangig vom Enterovirustyp (Modrow et al., 2003a).

Voraussetzung fur eine Infektion ist, dass entweder beide Viren den gleichen
Rezeptor nutzen koénnen oder dass mindestens zwei unterschiedliche

Rezeptoren auf einer Zelle vorhanden sind.

1.3. Molekulare Eigenschaften von Adenoviren

Die humanen Adenoviren gehdren in der Familie der Adenoviridae zum Genus
Mastadenovirus. Dieses Genus umfasst 51 Serotypen, die in 6 Subgruppen
eingeteilt sind.

Das Genom besteht aus einem linearen DNA-Doppelstrang mit 32-37 kbp. An
den Enden ist Uber einen Serinrest je ein terminales Protein (TP) gebunden.
Beide TPs kénnen Uber nichtkovalente Interaktionen miteinander interagieren
und fihren zu einem ,quasi zirkuldaren Zustand". An den Genomenden liegen
inverted terminal repeats (ITR) mit 54-165 bp.

Das Genom gliedert sich in 5 kodierende Bereiche. Die Regionen E1 bis E4
werden frih wahrend der Infektion aktiviert. Die Gruppe der exprimierten
L-Gene ist fur die Synthese der Strukturproteine verantwortlich.

Die ADV-Gene werden durch die RNA-Polymerase II transkribiert.

Die einzelnen ADV-Transkriptionseinheiten kodieren fir eine Reihe von
Peptiden. Frihe Genprodukte E1 und E4 verandern den Transkriptionsapparat
der Wirtszelle. E1B kodiert flir Apoptose-inhibierende Proteine. Genprodukte
der E2-Region ermdglichen die Bildung eines Replikationskomplexes mit der
viralen DNA. E3-Genprodukte schitzen das Virus vor den zelluldren
Abwehrmechanismen.

Die E4-Region kodiert flir Proteine, die an ganz unterschiedlichen Prozessen

beteiligt sind. Sie beeinflussen die Transkriptionsregulation und den mRNA-



Transport bzw. modulieren die DNA-Replikation und die Apoptose. Spate
Genprodukte sind am Zusammenbau und Reifung der Virionen beteiligt
(Modrow et al., 2003b).
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Abb. 2: Regionen des Adenovirus-Genoms, die fir spezifische m-RNA
kodieren (Adrian und Pring- Rkerblom, 2002)

Auch fur Adenoviren sind Rekombinationen beschrieben. In Rekombinations-
experimenten konnte nachgewiesen werden, dass die gesamte E3-Region aus
dem ADV-Genom entfernt werden kann, ohne dass entscheidende
Veranderungen in der Virusvermehrung daraus folgen. Dieses Phanomen hat
Adenoviren zu einem interessanten Vehikel fir die Insertion von Fremdgenen
in der Gentechnologie werden lassen (Ghosh et al., 2006).

ADV-Vektoren koénnen effizient exogene Gene in Zelltypen Uber den
Primarrezeptor (CAR) einschleusen. Flr Zellen, denen dieser Rezeptor fehlt,

wurden fibermodifizierte ADV-Vektoren entwickelt.
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Das ADV-Genom enthdlt je nach Serotyp ein bis zwei virusassoziierte Gene
(VA), die durch die RNA-Polymerase III transkribiert werden und fir VA-RNA 1
und II kodieren. Die Gene liegen in Regionen, die flur spate Proteine kodieren.

VA-RNA I kontrolliert die Translation der viralen mRNA, indem die zellulare
Proteinkinase PKR gehemmt wird. Von VA-RNA II ist bekannt, dass eine
Bindung an die RNA-Helicase A stattfindet, ohne dass bisher abgeklart werden
konnte, wie diese Interaktion die Virusreplikation beeinflusst.

Die drei Strukturproteine Hexon, Pentonbasis und Fiber tragen antigene
Determinanten und sind damit fir immunologische Reaktionen verantwortlich.

Das Hexon hat eine genus- und typenspezifische Determinante. Der frihe
zytopatische Effekt, der zu einer Abrundung der Zellen fuhrt, ist auf
Interaktionen des Pentonproteins mit den Integrinen der Wirtszelle
zuruckzufthren.

Fiberprotein besteht aus einem trimeren Proteinkomplex, der als Protrusion
herausragt und am Ende einen globuldaren Kopf besitzt. Diese Kopfdomane ist
entscheidend flr das Attachment. Die verschiedenen Subgenera zeigen
Variationen in der Kopfdomanen-Aminosdauresequenz. Verschiedene Amino-
sauren sind bei allen Subgenera hochkonserviert (Chroboczek et al., 1995,
Fender et al., 1995). Ligand ist u. a. die RGD-Sequenz des Pentons.

Die Fiber sind an den 12 Ecken des Ikosaeders lokalisiert und die
Hauptdeterminanten des viralen Tropismus. Mit Fiber- und Fiberknopf-
spezifischen Antiseren kann die Virusreplikation gehemmt werden (Liebermann
et al., 1998). Die Neutralisationskapazitat steht im direkten Verhaltnis zur
GroBe der Epitope.

Die Aufnahme von Adenoviren in die Zelle erfolgt Gber Endozytose. Es kommt
zu einer konformationellen Anderung des Kapsids. Nach Freisetzung der DNA
interagiert das virale Genom mit der Kernmatrix durch terminale Proteine. In
Untersuchungen mit replikationsdefekten Adenoviren, die ein Reportergen
enthalten, konnte gezeigt werden, dass das virale Genom flir mindestens
6 Monate stabil in den Zellen vorliegen kann (Gall et al., 1996).
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Adenoviren kénnen eine Langzeit-Assoziation mit dem Wirt eingehen. Als Ort
der Persistenz wurden periphere Lymphozyten identifiziert (Flomenberg et al.,
1994, Mentel et al., 1997).

Drei Genprodukte sind an der Persistenz beteiligt, indem sie den antiviralen
Wirtsmechanismus antagonieren. E1A-Proteine und VA-RNAs hemmen den
antiviralen Effekt von Interferon durch Blockade des Interferon-Responsegens.
Die E3-Region codiert flr ein Protein, das den MHC-Transport an die
Plasmamembran blockiert sowie fiir ein Protein, das die Lyse ADV-infizierter
Zellen durch Tumornekrosefaktor hemmt.

Einige ADV-Typen kénnen in Nagern die Bildung von Tumoren induzieren. So
verfigen die Adenoviren 12 und 18 Uber ein hohes onkogenes Potential.
ADV-3 und ADV-7 aus der Gruppe B sind schwach onkogen. Die Tumorbildung
ist nach 4 — 18 Monaten erkennbar.

Adenoviren der Subgruppe B und C kénnen mit verschiedenen Zell-Rezeptoren
interagieren (Modrow et al., 2003b). ADV nutzen gemeinsam mit Coxsackie B-
Viren den CAR-Rezeptor (Bergelson et al., 1997). Die GréBe des Rezeptors bei
humanen permissiven Zellen wird mit 46 — 49 kD angegeben. In einer zweiten
Phase sind RGD-Sequenzen beteiligt, die an die Integrine binden (Zhang und
Bergelson, 2005).

1.4. Therapeutische Optionen fiir Enteroviren und Adenoviren

Trotz intensiver Suche nach Antiviralia steht zurzeit keine lizensierte Therapie
flr enterovirusbedingte Infektionen zur Verfligung.

Angriffspunkte flir eine mdgliche Therapie wurden auf allen Ebenen der
Virusinfektion gesucht: Hemmung von Adsorption und Uncoating, Eingriff in
die Virusreplikation, Hemmung der Kapsidfunktion. Effektivitdat konnte bisher
nicht gesichert werden.

Von verschiedenen Studiengruppen wurden Immunglobuline prophylaktisch

oder therapeutisch bei Neugeborenen bzw. Immunsupprimierten eingesetzt.
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Wahrend bei einigen Patienten unter dieser Therapie eine eindeutige
Besserung des klinischen Bildes zu beobachten war, konnte bei anderen ein
progredienter Verlauf nicht aufgehalten werden (Abzug, 2004, Stalkup und
Chilukuri, 2002).

Da die 3C-Protease bei verschiedenen Picornaviren hochkonserviert ist, wurde
sie als Target mit dem Ziel ausgewahlt, das virusspezifische Proteinprozessing
zu blockieren. Eine Beeinflussung von Proteasen ist durch verschiedene
Substanzgruppen madglich (Shih et al., 2004a). So wird z.B. die 3C-Protease
durch S-Nitrosothiole inaktiviert. Der Wirkmechanismus basiert auf einer S-
Transnitrosylierung (Xian et al., 2000).

Fir die 3C-Protease konnte gezeigt werden, dass sie Apoptose in neuronalen
Zellen Uber die Aktivierung der zellularen Kaspase induziert (Li et al., 2002).
Derivate von Tripeptid-Aldehyden, abgeleitet von Inhibitoren von Cystein- und
Serin-Proteasen, wurden erfolgreich an gereinigten 3C-Proteasen als potente
Verbindungen getestet. Unter diesen erwies sich besonders ein Lactam-Derivat
(AG-7088) als wirksame Substanz gegen Rhinoviren, wie Phase II-Studien
zeigen konnten (Kaiser et al., 2000). Neben antiviralen wurden auch anti-
inflammatorische Effekte in vitro nachgewiesen.

Mit dem Ziel, eine orale Applikation zu erreichen, wurden verschiedene
Benzamide untersucht. Besonders 5-substituierte Benzamide erwiesen sich als
wirksam (Reich et al., 2000).

Dartber hinaus wurden Chinon-Analoga als effiziente Inhibitoren von Cystein-
Proteasen gefunden, so z. B. von Caspasen und 3C-Cystein-Proteasen (Arad et
al., 2002).

Von diesen potentiellen Inhibitoren ist bis jetzt keine Substanz zugelassen.

Die zunehmend verbesserte Strukturaufklarung von Enteroviren fihrte zu der
Erkenntnis, dass durch Faltung der Proteine eine Canyon-Struktur gebildet
wird, die Bindungsorte flir das Andocken an zellulare Rezeptoren enthdlt, z. B.
ICAM 1.

Da flir das Uncoating der Viruspartikel ein bestimmter Grad an Flexibilitat des

Capsids erforderlich ist, leitet sich ab, dass durch Interaktion im Canyon eine
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Konformationsanderung zu erreichen ist. Eine daraus resultierende rigide
Struktur wirde der erforderlichen Flexibilitdat entgegenstehen.

Basierend auf diesen Kenntnissen wurden bei der Suche nach einer
spezifischen antiviralen Strategie flr Enterovirusinfektionen mittels
computerassistiertem Drug-design eine Reihe von Kapsid-bindende Agenzien
entwickelt. Eine Substanzgruppe sind Oxadiazole mit verschiedenen
Substitutionen, die WIN-Serie. Daraus hat sich WIN 63843, Pleconaril, als
besonders effektiv erwiesen.

Durch Einbindung in die hydrophobe Canyon-Region des Kapsids macht
Pleconaril das Viruspartikel rigide und fuhrt dadurch zur Blockade von
Virusattachment und Uncoating (Pevear et al., 1999). Fir diese Substanz
wurde gute Bioverfligbarkeit nachgewiesen, sie ist ZNS-gangig (Rotbart,
2002).

Wahrend in vitro eine gute Wirksamkeit nachgewiesen werden konnte, war
jedoch in klinischen Studien unter Einbeziehung von Kindern und Erwachsenen
mit Enterovirus-Meningitis keine eindeutige Aussage zu erzielen.

In einer Phase III-Studie bei Kindern wurden beobachtet, dass die Auflésung
des Kopfschmerz einen Tag friher begann, wenn Pleconaril in der Frihphase
der Infektion eingesetzt wurde (Beer, 2002).

In einer Phase II-Studie wurde ebenfalls eine Verklrzung der Kopfschmerz-
Phase um einen Tag bei Kindern, alter als 8 Jahre, gefunden, einhergehend
mit einer schnelleren Auflésung aller anderen Symptome und einer
Verringerung der Virusausscheidung. Bei kleineren Kindern konnte keine
Verkirzung der Kopfschmerzphase gefunden werden.

Auch bei Erwachsenen konnte nur in Einzelfdllen eine Verbesserung des
Krankheitsverlaufes nachgewiesen werden. Diese Substanz wurde bisher nicht
lizensiert.

Untersuchungen mit immunmodulatorischen oder alternativen Therapie-

ansatzen befinden sich noch weitgehend in der Phase von in-vitro-Studien.
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Auch far Adenoviren wird intensiv nach spezifischen inhibitorischen
Verbindungen gesucht.

Ein Dihydroxypropyladenin (DHPA) wurde bereits 1978 als erstes acyklisches
Nukleosid mit antiviraler Breitspektrum-Aktivitdat entwickelt, dessen
Mechanismus spater als Inhibitor der 5-Adenosylhomocystein-Hydrolase
erkannt wurde. Diese Verbindungen sind besonders interessant als Inhibitoren
fur Viren, die bei ihrer Replikation auf 5-Adenosyl-methionin abhangiger
Methylierung der viralen mRNA basieren. Die Weiterentwicklung fuhrte 1986
zu Hydroxy-2-Phosphonylmethoxypropyladenin (HPMPA), von dem sich
weitere Analoga ableiten (De Clercq, 1997).

Das Aktivitatsspektrum von HMPC (Cidofovir) ist zurzeit fir Adenoviren und
Herpesviren definiert. Die besondere Bedeutung dieser Substanz besteht
darin, dass sie auch gegen Thymidinkinase-defiziente HSV- und VZV-Stamme
eingesetzt werden kann.

Inhibitorische Aktivitdten gegen Adenoviren wurden auch fur modifizierte
Desoxythymidine nachgewiesen. Bei Untersuchungen von ADV-2 und ADV-3
wurde bei Einsatz von 0,02 mM inhibitorische Effekte in Zellkultursystemen
nachgewiesen und auf der Protein- und DNA-Ebene bestdtigt (Mentel et al.,
1996, 1997). Durch Studien in einem Mausmodell konnte die antivirale
Aktivitat von 2'-, 3’'-dideoxycytidin (ddC) belegt werden. Es kam zu einer
signifikanten Reduktion der zytopathologischen Reaktionen und der TNF-a-
Produktion. Die Virustiter waren im Vergleich zu mitgefihrten Kontrollen
deutlich reduziert (Mentel und Wegner, 2000).

Untersuchungen mit D-Enantiomeren von 3’-Fluorothymidin (FTdR) und DDC
zeigten Inhibitionen der adenoviralen Replikation, wogegen flr die
korrespondierenden L-Enantiomere keine inhibitorische Wirkung ermittelt
werden konnte (Mentel et al., 2000).
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1.5. Zelluldare und molekulare Mechanismen der Enterovirus Infektion

Da die Infektion mit Enteroviren in allen Altersgruppen zu schweren
Infektionsverlaufen in Form einer Meningitis/Enzephalitis fihren kann, die bei
Neugeborenen haufig letal verlauft (Fuente et al., 1995), ist die Aufklarung
molekularer Mechanismen essentiell, um zu neuen Praventions- und/oder
Therapieansatzen zu finden.

Die These, dass die Infektion mit Nicht-Polio-Enteroviren nur einen kurzen
akut ablaufenden ProzeB ausldst, in der die Wirtszelle durch einen lytischen
ProzeB3 zerstért wird, hat inzwischen Erganzung dahingehend gefunden, dass
auch Enteroviren ein Potential flr Persistenz tragen (Feuer et al., 2004).

Die Assoziation von Enteroviren mit chronisch entzindlichen Prozessen, bei
denen die Symptome Jahre nach der Initialinfektion auftreten, wird z. T. auf
eine Autoimmunreaktion zuriickgefiihrt. Der Nachweis von Enterovirus-RNA
spricht jedoch daflir, dass infektiéses Virus vermutlich sporadisch reaktiviert
werden kann. Studien an kardialen Myozyten haben gezeigt, dass bei Fehlen
von infektidésen Viruspartikeln virale Genprodukte das Immunsystem aktivieren
und eine Immunpathogenese auslésen (Wessely et al., 1998).

Fur den Verlauf einer Infektion ist in besonderem MaBe der Status der
infizierten Zelle bestimmend, erste Voraussetzung ist die Expression von
Rezeptoren. Eine Veranderung des Zellstatus kann zur Expression von Genen
fihren, die durch Virus RNA kodiert werden und die Produktion von
infektidsem Virus auslésen. In Teilung befindliche Zellen oder nicht
teilungsfahige Zellen in einem aktivierten Status koénnen die produktive
Infektion unterstitzen. Die Infektion von ruhenden Zellen kann zu einer
persistenten oder latenten Infektion flihren.

Pilipenko et al., 2000 haben gezeigt, dass Zellzyklus regulierte Proteine von
Picornaviren an der internal ribosome entry side (IRES) binden und die
Proteinexpression beeinflussen. Es wurden zelluldre Aquivalente von IRES
innerhalb der zellularen mRNA identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass

viele von diesen zellularen Genprodukten mit dem Zellzyklus assoziiert sind.
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Die flr Enteroviren beschriebene lytische oder persistente Infektion wird
entweder durch das Virus selbst oder durch Wirtsfaktoren moduliert. Die
Mechanismen sind nicht abgeklart.

Eine Mdglichkeit ist die Apoptose als ProzeB eines aktiven nicht nekrotischen
Zelltods und wird als ein Hauptfaktor beim Tod von motorischen Neuronen bei
der sporadischen amyotrophen Lateralsklerose angesehen (Ravits et al.,
2005). Apoptotische Prozesse wurden in entzlindlichen Lasionen Dbei

Kardiomyopathien bei CVB-Infektion beobachtet.

Die apoptotische Fahigkeit von Coxsackieviren scheint von einer effizienten
Interaktion zwischen dem VP2-Protein und dem proapoptotischen Wirtsprotein
Siva, das in den CD27 transduzierten apoptotischen Weg involviert ist,
abhangig zu sein (Henke et al., 2001, Martin et al., 2004). Bei der Kodierung
des Polyproteins kommt es zu einer direkten Initiierung der Translation lber
die IRES, die in der 5" NTR des Genoms lokalisiert ist. IRES rekrutiert die 40S
ribosomale Untereinheit und konventionelle Translationsfaktoren sowie weitere
zellulare Proteine, die die IRES-Funktion in vitro aktivieren kénnen.

Es konnte gezeigt werden, dass ,polypyrimidine tract binding protein’ (PTB) an
frihen Ereignissen des viralen Replikationszyklus beteiligt ist. Daraus leitet
sich ab, dass der PTB-IRES-Interaktion Bedeutung als antivirales Target zu-
kommen kdnnte. Es ware auch eine Breitspektrumfunktion denkbar, die auch
fir HCV gelten kénnte (Florez et al., 2005).

Wahrend Uber Interaktionen zwischen CVB und dem zelluldaren Rezeptor CAR
genauere Erkenntnisse vorliegen, ist (ber den Internalisierungs- und
Transportmechanismus weniger bekannt.

Chung et al., 2005 zeigten in HelLa-Zellen, dass wahrend des Eintritts die
Viruspartikel von CVB3 in Clathrin coated Vesikeln lokalisiert waren. Es
bestand Abhangigkeit von Dynamin, einer groBen GTPase, die essentiell bei

der Endozytose ist. Heat shock Protein Hsc70, das als Chaperon bei der
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Freisetzung von Virusprotein aus Clathrin-coated Vesikeln wirkt, hat beim
Transport Bedeutung.

Ebenfalls in HelLa-Zellen wurde die Interaktion von CVB3 und einer
extrazellularen signal-regulierten Kinase ERK1/2 untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass bei der Virusreplikation eine ERK 1/2 Aktivierung auftrat (Kim et
al., 2005).

Untersuchungen mittels Kern run-on Transkriptionsassay haben gezeigt, dass
Unterschiede im mRNA-level von infizierten und nicht infizierten Zellen bei
Infektion mit ECHO-Virus 1 bestehen. Es wurde die Induktion der
Phosphorylierung von Stress-bezogener p38 Mitogen aktivierter Proteinkinase
(MAPK) und Wachstumssignal bezogener ERK 1/2 MAPK gefunden (Huttunen
et al., 1998).

Auch mit EV71, das &atiologisches Agenz eines groBen Ausbruchs von ZNS-
Erkrankungen 1998 in Taiwan mit 78 Todesfallen war (Lin et al., 2003),
wurden Studien auf zelluldrer Ebene durchgefiihrt. Die hohe Neurovirulenz von
EV71 war zuvor in vivo an Cynomolgus-Affen durch Auslésen einer
Enzephalitis belegt worden (Nagata et al., 2002). Pyramidenbahnzeichen,
schlaffe Paresen und extrapyramidale Zeichen wie Tremor- und Ataxie wurden
beobachtet. Histologisch konnte die Virusreplikation in Rickenmark,
Hirnstamm, zerebraler Cortex und Cerebrum nachgewiesen werden.

Unter der Voraussetzung, dass Viren in den anti-apoptotischen Pathway der
Wirtszelle eingreifen, um die Apoptose zu verzdégern, wurde in vitro der
Einfluss von EV71 auf die Zelle untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
eine frihe Aktivierung von sowohl Phospatidylinositol 3-Kinase als auch des
MAPK/ERK Signal Pathway erfolgt (Kim et al., 2005).

Da sich die Untersuchungen zum Proteinprofil virusinfizierter Zellen auf
Enteroviren beschranken, wurde auf die Darstellung der molekularen

Mechanismen bei ADV-Infektionen nicht eingegangen.
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2. Zielstellung

Die Labordiagnostik nimmt eine zentrale Rolle bei der Abkldrung der Atiologie
von Virusinfektionen des Zentralnervensystems ein. Die Kenntnis des Erregers
hat hohe prognostische und therapeutische Relevanz und tragt wesentlich zur
Optimierung des Patientenmanagement bei. Sie hilft insbesondere unndtige
Antibiotika- bzw. antivirale Therapie zu vermeiden.

Durch die EinfUhrung molekularer Methoden ist die diagnostische Méglichkeit
fir den Nachweis ZNS assoziierter viraler Erreger deutlich verbessert. Hohe
Sensitivitat und Spezifitat fihrt nicht nur zur Erhéhung der Anzahl erfasster
virusbedingter ZNS-Infektionen, sondern lasst auch eine Erweiterung des

bekannten Erregerspektrums erwarten.

Zielstellung der Arbeit war es, aktuelle Daten zu Atiologie und Prévalenz von
Viren bei ZNS-Infektionen im Raum Greifswald zu erhalten.

Neben den klassischen mit dem ZNS assoziierten Viren der Familie der
Herpesviren, Herpes simplex Virus und Varicella-Zoster Virus, sollte
insbesondere die Bedeutung von Enteroviren bei ZNS-Infektionen untersucht
werden, flr die es bisher keine Uberzeugende aktuelle Datenlage gab. Die
Erkenntnis, dass Enteroviren und Adenoviren gemeinsam den CAR-Rezeptor
nutzen, war Anlass, auch die Frage nach der Bedeutung von Adenoviren bei

ZNS-Infektionen zu stellen.

Fir die Loésung der Aufgabe war es erforderlich, die Labordiagnostik von ZNS-
Infektionen so zu etablieren, dass sie als zuverlassiges Instrument mit hoher
Prazision in einem kurzen Zeitrahmen zu Ergebnissen fuhrt, um Einfluss auf
das Patientenmanagement nehmen zu kdénnen.

Es standen dabei Fragen der Sensitivitat sowie Moglichkeiten zur quantitativen

Nukleinsaurebestimmung im Vordergrund.
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Ein weiteres Ziel war die genotypische Charakterisierung der erhaltenen
Virussequenzen, um Fragen der Dominanz und Verwandtschaft zirkulierender
Virusstamme beantworten zu kénnen.

Durch die Analyse von Infektionsverlaufen mit Enterovirus- und Adenovirus-
Atiologie wurden Hinweise fiir das labordiagnostische und das klinische
Management von virusinduzierten ZNS-Infektionen erwartet.

Ein weiterer Aspekt war, durch Untersuchungen von isolierten Stammen auf
Sensitivitat gegeniber der Oxadiazolverbindung Pleconaril einen Beitrag fir
eine mogliche therapeutische Option bei lebensbedrohlichen Infektionen zu
leisten.

Mit Untersuchungen des Proteinprofils EV-infizierter Zellen sollten Einsichten in
die Virus-Wirts-Beziehung gewonnen werden, als Basis flir weiterfihrende
Untersuchungen zur molekularen Pathogenese und zu mdéglichen

therapeutischen Ansatzen.
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3. Material und Methoden

3.1. Zellen

HelLa-, Vero- und FL-Zellen wurden in Eagle Minimal Essential Medium (MEM)
unter Zusatz von fetalem Kalberserum (FCS, Biochrom), 100 u/ml Penicillin G
und 100 pg/ml Streptomycin und 7,5 % Natriumbicarbonat kultiviert. Die

Subkultivierung erfolgte jeweils in einem Split von 1 : 8.

3.2. \Viren

Es wurden Prototypstamme von Coxsackievirus B3, Adenovirus Serotyp 2,
Herpes simplex Virus Typ 1 und Typ 2 genutzt. Die Titration erfolgte auf
Mikrotiterplatten mit einer Zelleinsaat von 200 000 Zellen/ml. Es wurden
200 pl pro Well pipettiert und 24 h bei 37°C inkubiert. Danach wurde das
Medium dekantiert. 50 pl der jeweiligen Virusverdinnung und 150 pl
Erhaltungs-Medium (MEM supplementiert mit 2 % FCS) hinzugefligt. Die
Kultur wurde fir 72 h bei 37°C und 5 % CO,-Atmosphare inkubiert und der
Virustiter bestimmt.

Aus Patientenmaterial isolierte Viren wurden analog bearbeitet.

3.3. Patientenmaterial

In die Nukleinsaureanalysen wurden Materialien von Patienten, die im
Zeitraum 2002 bis Dezember 2003 mit der Arbeitsdiagnose ZNS-Infektion
hospitalisiert wurden, einbezogen.

Es wurden 1018 Liquor cerebrospinalis-Proben sowie dazu korrespondierende
Serum- und Faeces-Proben von 949 Patienten evaluiert. Diese Materialien

wurden entweder sofort analysiert oder bis zur Analyse bei -20°C gelagert.
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3.4. DNA-Extraktion

Fir die Gewinnung der viralen DNA wurde der QIAamp® DNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Germany) genutzt. 200 pl Probenmaterial wurden mit 20 pl Protease
und 200 pl AL-Puffer ca. 15 sec gevortext und anschlieBend bei 56°C flr
10 min inkubiert.

Nach Zugabe von 200 pl Ethanol (100%) wurde erneut flr 15 sec. gevortext,
das Gesamtvolumen auf eine Sdaule gegeben und fiir 1 min bei 8 000 U/min
zentrifugiert. Nach Waschen mit jeweils 500 pyl Waschpuffer AW1 bzw. AW2
wurde die DNA mit 100 pl Elutionspuffer AE aus der Saule eluiert.

3.5. RNA-Extraktion

Fir die Gewinnung der viralen RNA wurde der QIAamp® Viral RNA Mini Kit
(Qiagen, Germany) genutzt.

Nach Zugabe der Carrier-RNA zum Lysispuffer AVL wurden 140 pl Probe mit
560 pl AVL-Puffer 15 sec gevortext und 10 min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Nach Zugabe von 560 ul Ethanol (96%) wurde erneut gevortext, das
Gesamtvolumen auf eine Saule gegeben und fir 1 min bei 8 000 U/min
zentrifugiert. Nach Waschen mit jeweils 500 pyl Waschpuffer AW1 bzw. AW2
wurde die RNA mit 60 ul AVE-Puffer aus der Saule eluiert.

3.6. Screening-PCR
3.6.1. Enteroviren
Die Amplifikation der Enterovirus RNA erfolgte mit einem modifizierten

Primerset (Severini et al., 1993) aus einem hochkonservierten Bereich der
5" NTR in einer nested Version (Tab. 1).

22



Die Umschreibung der RNA in cDNA und die erste PCR wurde im One-Step-
Verfahren mittels QIAGEN® one-step RT-PCR Enzyme Mix durchgefiihrt.

Ansatz und Cyclerprofil

RT-PCR
RNAse freies Wasser 4,5 pul 30 min 50°C Umschreibung
5x Puffer 10,0 pl 15 min 95°C Denaturierung

der Revertase

10 mM dNTP 2,0 pl 40 sec 94°C
5x Q-Solution 10,0 pl 1 min 53°C ¢ 40 Zyklen
Primer Cx 3 (30 pmol) 5,0 pl 1 min 72°C
Primer Cx 10 (30 pmol) 5,0 pl 10 min 72°C
RNAse-Inhibitor 1,5l 00 10°C
RT-PCR-Enzym Mix 2,0 pl
RNA 10,0 pl

nested PCR
Aqua dest. 39,5 ul 5 min 94°C
10x Puffer 5,0 ul 40 sec 94°C
dNTP 1,0 ul 1 min 55°C } 30 Zyklen
Primer Cx 8 (30 pmol) 1,0 pl 1 min 72°C
Primer Cx 9 (30 pmol) 1,0 pl 7 min 72°C
Taq Polymerase 2,5 IE 0,5 pul (o) 10°C
cDNA 2,0 ul

Das nachgewiesene Amplifikat hat eine GréBe von 113 bp und wurde in einem
2,5 %igem Agararose-Gel mit Zusatz von 0,1 %iger Ethidiumbromid-Lésung
elektrophoretisch aufgetrennt.

Die Real-Time PCR wurde im TagMan Verfahren mit Primern und Probe aus
dem hochkonservierten Bereich der 5 NTR durchgefihrt (Corless et al., 2002,
Tab. 1). Die Probe wurde markiert mit 6-Carboxy-Fluorescein (FAM) als
Reporter-Farbstoff und 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin (TAMRA) als
Quentcher-Farbstoff.
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Fiar die Umschreibung der RNA in cDNA wurde TagMan® Reverse Transcription

Reagents (Applied Biosystems, USA) mit Random-Primern verwendet.

Ansatz und Cyclerprofil

RNAse freies Wasser 2,85 pl
10x RT-Puffer 1,0 ul
25 mM MgCl, 2,2 ul
10 mM dNTP 2,0 ul
50 mM Random Hexamers 0,5 ul
RNAse Inhibitor 0,2 ul
Reverse Transcriptase 0,25 pl
RNA 1,0

10 min 25°C
30 min 48°C
5 min 95°C
co 10°C

Die cDNA wurde in einem PCR-Ansatz mit TagMan Universal PCR Maser Mix

(Applied Biosystems, USA) auf dem I-Cycler IQ Real-Time Detectic System

Version 3.0 (Bio Rad, Herkules, USA) amplifiziert.

Ansatz und Cyclerprofil

2 x TagMan Universal

Master Mix 25 pl
Aqua dest. 12 pl
Primer EV2 (20 pmol) 1 pl
Primer EV-CSF-R (25 pmol) 1 pl
Primer EV3 probe (5 pmol) 1l
cDNA 10 pl

3.6.2. Adenoviren

2 min 50°C
10 min 95°C
15 sec 95°C }

1 min 60°C 50 Zyklen
co 10°C

Die Amplifikation der Adenovirus-DNA erfolgte mit einem Primer-Set (Tab. 1),

abgeleitet vom Hexon-Gen des Virus (modifiziert nach Allard et al., 1992) in

einer nested Version.
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Ansatz und Cyclerprofil

1. PCR
Aqua dest. 31,8 pl 5 min 94°C
dNTP 1,0 ul 45 sec 94°C
10x Puffer 5,0 ul 90 sec 55°C - 30 Zyklen
Primer H1 (0,08 pM) 1,0 pl 90 sec 72°C
Primer H2 (0,08 uM) 1,0 pl 10 min 72°C
Taq Polymerase (2,51IE) 0,2 pl 00 10°C
DNA 10,0 pl
nested PCR
Aqgua dest. 40,8 pl 5 min 94°C
dNTP 1,0 ul 45 sec 94°C
10x Puffer 5,0 pul 90 sec 55°C} 30 Zyklen
Primer H3 (0,16 pM) 1,0 pl 90 sec 72°C
Primer H4 (0,16 pM) 1,0 pl 10 min 72°C
Taq Polymerase (2,51IE) 0,2 pl 00 10°C
DNA 1,0 pl

Nach der Amplifikation liegt ein Produkt von 180 bp vor.

Fir die Real-Time PCR wurde das Primer- und Probedesign vom Hexon-Gen
abgeleitet (Tab. 1). Die Entwicklung der Oligonukleotide erfolgte mittels
Primer Express® Software, Version 1.0 (Applied Biosystems). Zur Markierung
der Probe wurden FAM als Reporter-Farbstoff und TAMRA als Quentcher-
Farbstoff genutzt.

Ansatz und Cyclerprofil

TagMan® Universal Maser Mix 25 pl 2 min 50°C

Aqua dest. 12 pl 10 min 95°C

ADF (15 pmol) 1l 15 sec 95°C }

ADR (15 pmol) 1l 1 min 60°C J 50 Zyklen
ADP Probe (5 pmol) 1 pl o0 10°C
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Tab. 1: Nukleotidsequenzen fir den Nukleinsdurenachweis von Enteroviren
und Adenoviren

Sequenzen* Position

EV-PCRY

konventionell CX3: 5-CGGTGGCTGCGTTGGCGGCC-3’ 356 — 375
CX10: 5-ATTGTGACCATAAGCAGCCA-3’ 601 — 582
CX8: 5-AAACACGGACACCCAAAGTA-3' 565 — 546
CXO9: 5-GGCCCCTGAATGCGGCTAAT-3' 453 — 472

Real-Time EV-2: 5-CCCCTGAATGCGGCTAATC-3' 455 — 473
EV-CSF-R: 5-ATTGTCACCATAAGCAGCCA-3’ 601 — 582
EV-3: 5-6-FAM-CGGAACCGACTACTTTGG- 536 — 561

GTGTCCGT-TAMRA-3’

ADV-PCR?

konventionell ADV-H1: 5-GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC-3' 18858—18882
ADV-H2: 5-CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT-3'  19158-19136
ADV-H3: 5-GCCACCGAGACGTACTTCAGCCTG-3' 18937—18960
ADV-H4: 5-CACACGGTTGTCACCCACAGC-3' 19116 —19096

Real Time  ADF: 5-CCGCAGTGGTCTTACATGCA-3' 1885918878

ADR:
ADP:

S-AAACTTGTTATTCAGGCTGAAGTACGT-3' 18972—-18946

5'-6-FAM-TGCACCAGCCCGGGGCTCAGG- 18926 —-18898
TACTCCGA-TAMRA 3’

1) Humanes Coxsackievirus B3 Stamm Nancy, M88483.1 gi: 323432
2) Humanes Adenovirus C (ADV-2), NC 001405.1 gi:9626158

* synthetisiert durch TIB Molbiol Berlin
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3.6.3. Herpes simplex Virus

Die Bestimmung der HSV-DNA erfolgte mit einem Primer-Set, abgeleitet vom
Glycoprotein-Gen gB (Lakemann und Whitley, 1995, Tab. 2).

Ansatz und Cyclerprofil

Aqua dest. 31,5 pul 5 min 95°C
dNTP 1,0 pl 45 sec 95°C
10x Puffer 5,0 pl 45 sec 64°C } 35 Zyklen
Primer gB1 (1 pM) 1,0 ul 1 min 72°C
Primer gB2 (1 uM) 1,0 i 10 min 72°C
Taq Polymerase 2.51E 0,5 pl o0 10°C

Nach Amplifikation liegt ein Produkt von 148 bp vor.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in 2,5%igem Agarose-Gel mit

Zusatz von 0,1%iger Ethidiumbromid-L6sung fir 20 min bei 150 V.

Fir die Real-Time Version wurde das Primerdesign aus der gB-Fraktion mittels
Primer-Express® Software, Version 1.0 (Applied Biosystems) abgeleitet und
mit einer Probe von Ryncarz et al., 1999 kombiniert (Tab. 2).

Als Probemarkierung wurde FAM als Reporterfarbstoff und TAMRA als
Quencherfarbstoff gewahlt. Fir die Amplifikation wurde der TagMan®

Universal Mastermix (Applied Biosystems, USA) eingesetzt.

Ansatz und Cyclerprofil

TagMan® Universal Master Mix 25 pl 2 min 50°C
Aqua dest. 12 pl 10 min 95°C
Primer HSV 1 (41,6 pmol) 1 pl 15 sec 95°C
Primer HSV 2 (41,6 pmol) 1l 1 min 60°C } 50 Zyklen
Probe HSV 3 (5 pmol) 1 pl (o'e} 10°C

Amplifikation und Detektion erfolgten im iCycler iQ Real-Time Detection
System, Version 3.0 (Bio Rad, Hercules, USA).
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3.6.4. Varizella-Zoster-Virus

Die Bestimmung der VZV-DNA erfolgt in einer seminested PCR mit einem
Primer-Set (Tab. 2), abgeleitet von der M-Region des VZV-Genoms
(Puchhammer-Stockl et al., 1991). Das Amplifikat mit einer GréBe von 99 bp

wurde mittels 3 %igem Ethidiumbromid-haltigen Agarose-Gel nachgewiesen.

Ansatz und Cyclerprofil

1. PCR
Aqua dest. 31,8 pul 5 min 95°C
dNTP 1,0 pl 1 min 95°C
10x Puffer 5,0 ul 1 min 40°C } 35 Zyklen
Primer VZ-7 (10 pM) 1,0 pl 1 min 68°C
Primer VZ-8 (10 pM) 1,0 pl 7 min 68°C
Taq Polymerase 0,2 ul 0o 10°C
DNA 10,0 pl
seminested PCR
Aqua dest. 34,8 pul 5 min 94°C
dNTP 1,0 pl 1 min 94°C
10x Puffer 5,0 ul 1 min 50°C } 35 Zyklen
Primer VZ-8 (10 pM) 1,0 pl 1 min 68°C
Primer VZ-9 (10 pM) 1,0 pl 7 min 72°C
Taq Polymerase 0,2 pl 0o 10°C
DNA 7,0 pl

Fiar die Real-Time PCR wurden Primer und Probe aus dem Gen 38 abgeleitet
(Hawrami und Breuer, 1999, Tab. 2). Es wurden jeweils 10 pmol Primer und
5 pmol Probe eingesetzt. Ansatz, Cyclerprofil und Markierung der Probe waren

analog zur Adenovirus-Real-Time PCR.
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3.6.5 West Nil-Virus

Die Bestimmung der West Nil-Virus-Sequenzen erfolgte mittels Real-Time PCR
mit einem Primer/Probe Set abgeleitet aus dem NS5 Gen (Briese et al., 2000,
Tab. 2).

Nach Umschreibung der RNA mit TagMan® Reverse Transcription Reagents
(Applied Biosystems, USA) mit Random-Primern wurden die Primer WN1, WN2
mit 10 pmol und die mit FAM und TAMRA markiert Probe WN3 mit 5 pmol zur
Virusdetektion eingesetzt.

Die Amplifikation wurde mit dem bei Adenoviren eingesetztem Ansatz- und

Cyclerprofil durchgeflihrt.

3.7. Differenzierungs-PCR

3.7.1. Herpes simplex Virus

Fir die Differenzierung des Herpes simplex Virus in die Subtypen 1 und 2
wurden Primer und Probe (Tab. 3) aus einer flir HSV-2 hochkonservierten
Glycoprotein-Region in einer Real-Time-PCR eingesetzt (Ryncarz et al., 1999).
Der Ansatz, die Konzentrationen von Primern und Probe, Markierung der Probe

und das Cyclerprofil entsprechen denen der HSV-Screening-PCR.

3.7.2. Coxsackievirus B-spezifische n-RT-PCR

Zum Nachweis der Coxsackievirus B Gruppe wurden Primer aus der 5° NTR
(modifiziert nach Severini et al., 1993, Tab. 3) in einer nested PCR eingesetzt.
Die Primer-Konzentration betrug 30 pmol. Ansatz und Cyclerprofil der One-
Step RT-PCR und der nested PCR waren analog der Enterovirus-Screening
PCR. Ein Amplifikat von 111 bp wurde detektiert.
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Tab. 2: Nukleotidsequenzen fir den Nukleinsaurenachweis von
Herpes simplex Virus, Varizella-Zoster-Virus und West Nil-Virus

Sequenzen*

Position

HSV-PCR"

konventionell

Real-Time

VZV-PCR?

konventionell

Real-Time

WNV-PCR®

Real-Time

gBl: 5-GCATCGTCGAGGAGGTGGAC-3
gB2: 5-TTGAAGCGGTCGGCGGCGTA-3’

HSV-1: 5-TCCCGGTACGAAGACCAG-3’
HSV-2: 5-~AGCAGGCCGCTGTCCTTG-3’

HSV-3: 5’-6-FAM-TGGTCCTCCAGCATGGTG-
ATGTTGAGGTCG-TAMRA3Z

VZ-7: 5-ATGTCCGTACAACATCAACT-3
VZ-8: 5-CGATTTTCCAAGAGAGACGC-3
VZ-9: 5-GGTGGAGACGACTTCAATAGC-3

VZV-1: 5-AAGTTCCCCCCGTTCGC-3’

VZV-2: 5-TGGACTTGAAGATGAACTAATGA-
AGC-3’

VZV-3: 5’-6-FAM-CCGCAACAACTGCAGTAT-
ATATCGTCTCA-TAMRAZ’

WN1: 5-GCTCCGCTGTCCCTGTGA-3’
WN2: 5-CACTCTCCTCCTGCATGGATG-3’

WN3: 5-6-FAM-TGGGTCCCTACCGGAAGAA-
CCACGT-TAMRA-3’

1359 - 1378
1506 — 1487

2357 - 2374
2646 — 2629
2589 — 2560

3376 — 3395
3642 — 3623
3544 — 3564

69174 — 69190
69255 — 69229

69197 — 69225

9992 — 10009
10061 — 10041
10012 — 10036

1) Herpes simplex Virus-1, Stamm KOS, K01760 gi: 330082

2) Varizella-Zoster-Virus, Stamm Oka (parental), AB097933.1 gi:26665422

3) West Nil-Virus Stamm HNY1999, AF202541 gi: 6581069

* synthetisiert durch TIB Molbiol Berlin
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Tab. 3: Nukleotidsequenzen der Herpes simplex Virus Typ1l/2
Differenzierungs-PCR und der Coxsackie B Virus
gruppenspezifischen PCR

Sequenzen* Position

HSV-2 PCRY
Real Time  HSV-D1: 5-TCCTSGTTCCTMACKGCCTCCC-3’ 139795 — 139816
HSV-D2: 5-GCAGICAYACGTAACGCACGCT-3' 139960 — 139939

HSV-D3: 5-6-FAM-CGACCAGACAAACGAACG- 139882 — 139858
CCGCCGT-TAMRA-3’

CoxB-PCR?

konventionell CX 4:  5-CCCCGGACTGAGTATCAATA-3’ 181 — 200
CX7: 5-GCAGTTAGGATTAGCCGCAT-3’ 481 — 462
CX2: 5-CGCATTCAGGGGCCGGAGGA-3' 466 — 447
CX3: 5-CGGTGGCTGCGTTGGCGGCC-3’ 356 — 375

1) HSV-2 Stamm HG52, Z86099.2 gi:6572414
2) Humanes Coxsackievirus B3 Stamm Nancy, M88483.1 gi: 323432

* synthetisiert durch TIB Molbiol Berlin

3.8. Sequenzierung

3.8.1. Enteroviren

Flir die Sequenzierung von Enteroviren wurden zwei Bereiche selektiert, die
5" NTR und VP1l. Dazu wurde Material mit den Primern P1/P4 und P6/P9 aus

der 5' NTR (Nairn und Clements, 1999) und den Primern 1S/1A, 2S/2A aus der
VP1 (Casas et al., 2001) amplifiziert (Tab. 4).
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Tab. 4: Nukleotidsequenzen der Primer in der Enterovirus-
Sequenzierungs-PCR

Sequenzen* Position
5 NTRY
P1: 5-CGGTACCTTTGTGCGCCTGT-3’ 64 — 83
P4: 5-TTAGGATTAGCCGCATTCAG-3’ AT77 — 458
P6: 5-GCACTTCTGTTACCCC-3’ 169 — 184
P9: 5-TCAATAGACTCTTCGCAC-3’ 434 — 417
vp1?
VP1-1S: 5-GGTTYGAYITGGARITIACITTYGT-3' 2764 — 2809
VP1-1A: 5-TGIGAYTGRTAYCTIKYKGGRTARTA-3’ 3612 — 3637
VP1-2S: 5-ARWTWATGTAYRTICCICCIGGIG-3’ 2874 — 2898
VP1-2A: 5-CCIGTKKWRCAIYKRCAYCTIGC-3’ 3507 — 3529

1) Humanes Coxsackievirus B3, Stamm Nancy, M88483.1 gi: 323432
2) Casas et al., 2001: Echovirus 9 Stamm Barty, X92886 gi: 1063277

* synthetisiert durch TIB Molbiol Berlin

Ansatz und Cyclerprofil 5 NTR

1. PCR

RNAse freies Wasser 4,5 ul 30 min 50°C

5x Puffer 10,0 pl 15 min 95°C

10 mM dNTP 2,0 pl 50 sec 94°C
5x-Q-Solution 10,0 pl 50 sec 60°C > 35 Zyklen
Primer P1 (40 pmol) 5,0 pul 70 sec 72°C

Primer P4 (40 pmol) 5,0 pul 10 min 72°C
RNAse-Inhibitor 1,5 ul (o) 10°C

Enzym 2,0 pl

RNA 10,0 pl
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nested PCR

Aqua dest. 39,5 ul 10 min 95°C
10x Puffer 5,0 ul 50 sec 94°C
12,5 mM je dNTP 1,0 pl 50 sec 55°C } 30 Zyklen
Primer P6 (40 pmol) 1,0 pl 70 sec 72°C
Primer P9 (40 pmol) 1,0 pl 10 min 72°C
Tag-Polymerase (2,5IE) 0,5 pl (o) 10°C
cDNA 2,0 ul
Amplifikatlange 266 bp
Ansatz und Cycler-Profil VP1
1. PCR
RNAse freies Wasser 12,5 ul 45 min 40°C
5x Puffer 10,0 pl 15 min 95°C
10 mM dNTP 2,0 pl 30 sec 94°C
5x Q-Solution 10,0 pl 3 min 50°C }40 Zyklen
Primer VP1-1S (40 pmol) 1,0 pl 30 sec 68°C
Primer VP1-1A (40 pmol) 1,0 pl 5 min 68°C
RNAse-Inhibitor 1,5 ul (o) 10°C
Enzym 2,0 pl
RNA 10,0 pl
nested PCR
Aqua dest. 39,3 ul 2 min 94°C
10x Puffer 5,0 ul 30 sec 94°C
25 mM MqgCl, 0,2 pl 1 min 50°C} 30 Zyklen
12,5 mM je dNTP 1,0 pl 30 sec 72°C
Primer VP1-2S (60 pmol) 1,0 pl 5 min 72°C
Primer VP1-2A (60 pmol) 1,0 ul (o) 10°C
Taqg-Polymerase (2,51IE) 0,5 pl
cDNA 2,0 pul

Amplifikatlange 656 bp.

Das Amplifikat der nested PCR wurde mittels Qiaquick PCR Purification Kit
(Qiagen, Germany) aufgereinigt. 50 pl Aqua dest. wurden dem Amplifikat
zugefligt und in ein 1,5 ml Réhrchen uberfihrt. Nach Zugabe von 500 upl
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Bindungspuffer wurde der Ansatz auf eine Saule gegeben und 1 min bei
13 000 U/min zentrifugiert. Es wurden 750 upl Waschpuffer (PE) hinzugefligt
und flir 1 min bei 13 000 U/min zentrifugiert.

Zur Elution wurden 20 pl Elutionspuffer 1 min auf der Saule inkubiert und
danach 1 min bei 13 000 U/min zentrifugiert.

Eine Semiquantifizierung mit 2 pl Eluat, 1,5 pl Probenpuffer und 4 pl Aqua
dest. erfolgte im Vergleich mit dem Molekulargewichtsstandard VIII im
Agarose-Gel in der Elektrophorese.

Die Sequenzreaktion wurde mittels BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, USA) durchgefiihrt.

Die Sequenzierungen erfolgten jeweils mit dem Forward- und dem Reverse-
Primer. Die Primer der 5" NTR wurden in einer Konzentration von 40 pmol
eingesetzt und die Primer der VP1 mit 60 pmol. Das Gesamtvolumen des

Reaktionsansatzes betrug 20 pl.

Ansatz und Cyclerprofil

Aqua dest. X ul 10 sec 96°C
Primer 1 pl 5 sec 50°C }25 Zyklen
Pramix 4 ul 4 min 60°C
Puffer 2 ul o0 10°C

DNA-Eluat (10-500 ng) vy pl

Die erhaltenen Amplifikate wurden mit 80 ul Aqua dest. gemischt und in ein
1,5 ml Réhrchen dberfihrt. Je 10 pyl 3M Na-Acetat (pH 4,6) und 250 ul Ethanol
(100%) wurden dem Reaktionsvolumen zugesetzt, der Ansatz gevortext und
15 min bei 13 000 U/min zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 300 pl Ethanol
(70%) gewaschen, 5 min bei 13000 U/min zentrifugiert, getrocknet und in
25 ul Formamid geldst. Die Reaktion erfolgte auf dem Abi Prism 310 Genetic
Analyzer (Perkin Elmer). Die Elektropherogramme wurden mittels Genetics

Computer Group Software ausgewertet.
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3.8.2. Adenoviren

Far die Sequenzierung wurden Primer aus dem Hexon-Gen des Adenovirus in
einer modifizierten Amplifikationsreaktion nach Takeuchi et al., 1999
eingesetzt (Tab. 5).

Voruntersuchungen wurden mit Tag-Polymerase von Pharmacia durchgefihrt.
In Auswertung der Ergebnisse wurde diese in der 1. PCR durch Accu-Prime™
Taq DNA-Polymerase High Fidelity (Invitrogen) ersetzt. Es erfolgte eine
schrittweise Amplifikation in drei aufeinander folgenden Reaktionen mit
Amplifikaten von ca. 2800 bp, ca.1800 bp und ca. 900 bp.

Ansatz und Cyclerprofil

1. PCR
Aqua dest. 31,5 pl 2 min 94°C
10x Accu Prime™ PCR Puffer II 5,0 pl 10 sec 98°C }
50mM MgSO04 1,0 pl 6 min 65°C J 40 Zyklen
Primer HX5-1 (0,2 pM) 1,0 pl oo) 10°C
Primer HX3-1 (0,2 uM) 1,0 ul
AccuPrime™ Taq
DNA-Polymerase (2,5 IE) 0,5 pl
DNA 10,0 pl
2. PCR
Aqgua dest. 36,5 pl 5 min 95°C
10x Puffer 5,0 ul 1 min 95°C
12,5 je dNTP 2,0 ul 30 sec 54°C 40 Zyklen
25mM MgCI2 2,0 pl 1 min 55°C
Primer Hx5-3 (0,2 pM) 1,0 pl 2 min 72°C
Primer Hx3-4 (0,2 pM) 1,0 pl 10 min 72°C
Taq Polymerase (2,5 IE) 0,5 pul 00 10°C
DNA 2,0 ul
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3. PCR

Aqua dest. 40,5 pl 5 min 95°C
10x Puffer 5,0 ul 60 sec 95°C
12,5 mM je dNTP 1,0 pl 20 sec 46°C
Primer S28 (0,2 uM) 1,0 pul 90 sec 48°C 40 Zyklen
Primer S52 (0,2 pM) 1,0 ul 2 min 72°C
Taq Polymerase (2,5 IE) 0,5 pl 10 min 72°C
DNA 1,0 pl (o) 10°C

Die Sequenzierung erfolgt mit dem Amplifikat der 3. PCR. Die Primer wurden
in einer Konzentration von jeweils 3,2 mM eingesetzt.
Reinigungsschritte und Fallungsreaktionen erfolgten analog den unter 3.8.1

beschriebenen Protokollen.

Tab. 5: Nukleotidsequenzen der Primer in der Adenovirus-Sequenzierungs-PCR

Sequenzen* Position
HX5-1: 5-AAGATGGCCACCCCCTCGATGATGCCGCAGT-3’ 18835 — 18865
HX3-1: 5-CACTTATGTGGTGGCGTTGCCGGCCGAGAACGG-3' 21747 —21715
HX5-3: 5’-CACATCGCCGGACAGGATGCTTCGGAGTA-3’' 18877 — 18905
HX3-4: 5-GTGTTGTGAGCCATGGGGAAGAAGGTGGC-3 20762 — 20734
S28: 5'-ACCCACGATGTGACCAC-3’ 18994 — 19010
S52: 5-CCCATGTTGCCAGTGCTGTTGTARTACA-3’ 19910 — 19883

Humanes Adenovirus C (ADV-2), NC 001405.1 gi:9626158

* synthetisiert durch TIB Molbiol Berlin
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3.9. Plasmid-Konstruktion von Enteroviren

3.9.1. DNA-Ligation und Transformation

Zur Konstruktion eines rekombinanten Enterovirus DNA-Moleklls wurde mit
den Primern der Real-Time PCR Material amplifiziert und in den Vector pCR®
2.1-TOPO® insertiert (TOPO TA Cloning® Kit, Invitrogen, Karlsruhe). Der
Vektor enthalt neben dem Resistenzgen fir Ampicillin das flur das Blau-WeiB-
Screening notwendige LacZ-Fragment.

Im Reaktionsansatz fir die Ligation wurde mit einem Uberschuss an Insert
gearbeitet. Bei einem GréBenverhaltnis von Vektor zu Insert von 20 : 1 wurde
mit einem 2fachen, 20fachen und 200fachen EV-cDNA-Uberschuss gearbeitet.

Die Ligation erfolgt in einem Reaktionsansatz von 6 pul fir 15 min bei

Raumtemperatur:
EV-DNA-Fragment 1 pl
Salzlésung (1,2 M NaCl, 0,06 M MgCl,) 1l
Wasser 3 ul
pCR2.1 Topo-Vektor 1 pl

Flr die Transformation wurden kompetente Escherichia coli-Zellen (XL-1 Blue
Subcloning-Grade competent Cells, Stratagene, CA) verwendet.

Die Zellen wurden dem Ligationsansatz zugesetzt. Die Inkubation erfolgte
15 min auf Eis. Es folgte 1 min bei 42°C und dann 2 min auf Eis.

Jeweils 50 pl der Zellsuspension wurden auf LB-Amp-Platten mit einem Zusatz
von IPTG und X-Gal ausgespatelt und bei 37°C 20 h inkubiert.

3.9.2. Plasmid-DNA-Praparation

WeiBe Kolonien, die mit hoher Wahrscheinlichkeit das Insert tragen, wurden

flr weitere Untersuchungen ausgewahlt.
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Material jeweils einer Kolonie wurde in 1 ml LB-Amp-Bouillon bei 37°C fur 20
Std. auf einem Rotationsschuttler (230 U/min) inkubiert.

0,5 ml der Flussigkultur wurden zur Plasmid-Gewinnung in der Quick-Mini-
Prep-Reaktion eingesetzt, mit 0,5 ml Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
gevortext und 1 min bei 13 000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
einem gleichen Volumen Isopropanol gemischt und 10 min bei 4°C mit
13 000 U/min zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit 1 ml 75%igem
Ethanol gewaschen, das Pellet bei 37°C getrocknet und in RNAse-haltigem TE-
Puffer resuspendiert.

Zum Nachweis des Inserts wurde das Plasmid mit dem Restriktionsenzym
EcoR1 geschnitten und in der Gelelektrophorese aufgetrennt und auch mittels
Real-Time PCR amplifiziert. Die Kontrolle auf korrekte Insert-Orientierung
erfolgte Uber Sequenzierung.

Zur Gewinnung groBer Mengen des Klonierungsproduktes wurden zu 0,5 ml
der primaren Anzuchtkultur 1 ml YT-Bouillon (2fach konzentriert)
supplementiert mit Ampicillin (100 pg/ml) gegeben. Die Kultur wurde bei 37°C
10 h auf einem Rotationsschuttler in 100 ml YT-Amp-Bouillon umgesetzt und
fur weitere 15 h bei 37°C inkubiert. Die Fllssigkultur wurde in 50 ml Réhrchen
aufgeteilt und 5 min bei 4°C mit 4000 U/min zentrifugiert. Fir die weitere
Aufarbeitung wurde der Qiagen Midi-Prep-Kit (Qiagen, Germany) eingesetzt.
Das Pellet wurde mit 4 ml Resuspensionspuffer (P1) auf Eis resuspendiert und
in Sorvall-SS34-Réhrchen Uberflihrt. Nach Zugabe von 4 ml Lysispuffer (P2)
wurden die Réhrchen 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieBend auf
Eis mit 4 ml eisgekihltem P3-Puffer neutralisiert und danach 30 min bei
18 000 U/min in einer Sorvall-Zentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde
auf equilibrierte Qiagen Tip-100 Saulen Ubertragen. Die gebundene Plasmid-
DNA wurde zwei Mal mit jeweils 10 ml QC-Puffer gewaschen und anschlieBend
mit 5 ml Eluationspuffer eluiert. Das Eluat wurde zu gleichen Teilen auf sechs
1,5 ml Rdéhrchen aufgeteilt, mit jeweils 0,6 ul Isopropanol gevortext und
10 min bei 13 000 U/min zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 0,5 pl Ethanol
(70%ig) gewaschen, bei 13 000 U/min flr 5 min zentrifugiert und getrocknet.

38



Die DNA wurde in 100 pl TE-Puffer resuspendiert und in der Elektrophorese
und PCR kontrolliert.

3.10. Antivirale Testung von Enteroviren

Die Sensitivitat von Enterovirus-Stammen gegen das Oxadiazolderivat Pleconaril
wurde in HelLa-Zellen mittels MTT-Assay, modifiziert nach Watanabe et al., 1994,
jeweils in zwei unabhéngigen Ansatzen ermittelt.

In 96 Well-Flachboden-Mikrotiterplatten wurden pro Well 200 ul Zell-Suspension
mit einer Konzentration von 150 000 Zellen/ml pipettiert, fir 24 h bei 37°C, 5 %
CO; inkubiert und anschliel3end der Zellrasen mikroskopisch auf Geschlossenheit
kontrolliert.

Pleconaril wurde in Verdiunnungsreihen (Basis 2) in Konzentrationen von
100 pg/ml bis 0,78 pg/ml zur Bestimmung der Zytotoxizitat und in Konzentrationen
von 1,0 pg/ml bis 0,007 pg/ml zur Empfindlichkeitstestung eingesetzt. Fur jede
Konzentration erfolgte ein Parallelansatz mit vierfacher Werteaufnahme.

Fur die Bestimmungen wurde von der 24 h Zellkultur das Medium entfernt, 100 pl
doppelt konzentrierte Pleconarilldosung der jeweiligen Verdinnungsstufe in die
entsprechenden Wells pipettiert und 30 min vorinkubiert.

Zum Nachweis der zytotoxischen Konzentration wurde pro Well 100 pl serum-
haltiges MEM zugegeben, die Mikrotiterplatte 72 h bei 37°C, 5 % CO, inkubiert,
mikroskopisch beurteilt und im MTT-Assay gemessen (Rajbhandari et al., 2003).
Dazu wurden pro Well 20 pl 5%ige 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium-bromid-Lésung (MTT) zugegeben, 4 h bei 37°C, 5 % CO, inkubiert und
anschlieBend 20 min bei 1800 U/min zentrifugiert. Durch Zugabe von 2100ul
Isopropanol/Dimethylformamid (1%) wird das nur in lebenden Zellen durch
mitochondriale Dehydrogenase gebildete wasserunlsliche Formazan aus den
Zellen herausgelost und im ELISA-Reader bei 540 nm, Referenzfilter 690 nm

quantifiziert.
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Zur Bestimmung der Sensitivitat der Virusstamme gegentber Pleconaril wurden
die vorinkubierten Substanzkonzentrationen mit 50 pl Virussuspension und
50 pl serumhaltiges MEM fir 72 h bei 37°C, 5 % CO, inkubiert und anschliel3end

im MTT-Assay analog zur Zytotoxizitatsbestimmung analysiert.

3.11. Protein-Analyse von Enteroviren

HelLa-Zellen wurden mit einem Echovirus 30 Isolat in einer MOI von 10
infiziert und bei 37°C flr 4 h inkubiert. Das Medium wurde dekantiert, die
Monolayer zweimal mit 10 ml TBS gewaschen, 2 ml Trizol-Reagenz
(Invitrogen) wurde hinzugefiigt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Dazu wurden 0,4 ml Chloroform gegeben und nach 3 min Inkubation bei
Raumtemperatur flir 15 min bei 4°C mit 13 000 U/min zentrifugiert. Die RNA-
Phase wurde entfernt, dem verbleibenden Volumen 0,6 ml Ethanol (100%)
zugesetzt und ca. 3 min bei Raumtemperatur inkubiert und 5 min bei 4°C mit
3000 U/min zentrifugiert.

Die Phenol-Ethanol-Phase wurde in neue Réhrchen Uberflihrt, mit Isopropanol
versetzt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde 10 min bei
4°C mit 1500 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das
Proteinpellet wurde dreimal mit 0,3 M Guanidin-HCI in 95% Ethanol 20 min bei
Raumtemperatur gewaschen, danach mit 2 ml Ethanol gevortext und flr
20 min bei Raumtemperatur inkubiert und 5 min bei 4°C mit 8000 U/min
zentrifugiert. Das Pellet wurde vakuum-getrocknet und in 300 upl 2D-
Lysispuffer aufgenommen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte
nach Bradford.

Die isoelektrische Fokussierung wurde auf 24 cm Strips mit immobilisierten
pH-Gradienten (IPG Dry Strip, GE-Healthcare) pH 3 - 10NL durchgefihrt.

750 pg Protein wurden mit Rehydratisierungspuffer (8M Harnstoff, 2M
Thioharnstoff, 2% CHAPS, 15mM Dithiotreitol, 0,5% IPG-Buffer pH 3-10NL)
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auf ein Gesamtvolumen von 450 ul aufgeflllt und zur Analyse eingesetzt. Die
Rehydratisierung erfolgte Uber Nacht, gefolgt von der isoelektrischen
Fokussierung mit ca 55000 V h'l. AnschlieBend wurden die Strips 15 min mit
einem Puffer aus 6 M Harnstoff, 375 mM Tris-HCI (pH 8,8), 20 % Glycerol,
2 % SDS, 1 % DTT equilibriert, gefolgt von 15 min Equilibrierung mit einem
Puffer aus 6 M Harnstoff, 375 mM Tris-HCI (pH 8,8), 20 % Glycerol, 2 % SDS,
2,5 % lodoacetamide. Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekular-
gewicht erfolgte im 12 %igen SDS-Polyacrylamid-Gel fiir ca 16 h bei 85V in
einem Laufpuffer aus 24,8 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS (pH 8,3). Als
Markierungsfarbstoff wurde Bromphenolblau eingesetzt.

Die Gele wurden in 40 % Methanol mit 15 % Essigsdaure fixiert, mit
kolloidalem Coomassie gefarbt und mit einem Epson-Durchlichtscanner
digitalisiert. Die Proteinmuster infizierter und nichtinfizierter Zellen wurden mit
dem Delta 2D Programm (Decodon, Greifswald) verglichen und differentiell
expremierte Spots markiert.

Die Proteinspots wurden mit einem Spotcutter (Proteome WorksTM, Biorad,
Hercules, CA) aus dem Gel ausgeschnitten und mit Hilfe der Ettan Spot
Handling Workstation (Amersham-Biosciences, Uppsala, Sweden) mit Trypsin
verdaut und zur Analyse mittels MALDI-TOF-Massen-Spektrometrie
vorbereitet. Zur MALDI-TOF Analyse wurde ein 4800 Proteomics Discovery
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) eingesetzt. Eine MALDI-
TOF-TOF Analyse wurde jeweils fur die zwei starksten Peaks des TOF-
Spektrums durchgeftihrt. Mit Hilfe der GPS Explorer software (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) erfolgte ein kombinierter Datenbank
Abgleich der MS und MS/MS Ergebnisse. Die Peak-Listen wurden mit Daten
der Datenbanken , SwissProt database™ und ,IPI human database"™ verglichen.
Peptidgemische, die im Datenbankabgleich einen MOWSE Score von
wenigstens 50 fir SwissProt bzw. wenigstens 60 fir IPI ergaben, wurden als

identifiziert eingestuft.
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4, Ergebnisse

4.1. Etablierung von Methoden zum Nachweis virusspezifischer Sequenzen

4.1.1. Konventionelle und Real-time PCR flur Enterviren

Um die verschiedenen Enteroviren erfassen zu kdnnen, wurde eine Pan-PCR
eingesetzt. Dazu wurden Primer aus einem hochkonservierten Bereich der
5’ NTR abgeleitet. Zur Steigerung der Sensitivitat wurde eine nested Version
gewahlt. Mit den inneren Primern resultierte ein Amplifikat von 112 bp. Die
Sensitivitat wurde mittels Virus-RNA bestimmt, die aus infizierter Zellkultur
prapariert wurde. Die Titration von FL-Zellen, infiziert mit Coxsackievirus B3,
ergab 72 Std. p. i. einen Virustiter von 107>,

In einer Serienverdinnungsreihe von EV-RNA konnte eine Nachweisgrenze der
Screening PCR bei 16,9 fg/Ansatz ermittelt werden (Abb. 3).

«— 113 bp

Abb. 3: Sensitivitat der Enterovirus-Screening-PCR
Serienverdinnung von RNA gewonnen aus Coxsackievirus B3
infizierten FL-Zellen, Amplifikatldnge 113 bp
1: Molekulargewichtsstandard VIII (19-1114 bp)
2-7: Verdinnung von Coxsackievirus B3 RNA (169 pg - 1,69 fg)
8: negative Kontrolle
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Um die Ergebnisse des Screeningassays zu festigen, wurde ein Real-Time PCR
Protokoll nach dem TagMan-Prinzip entwickelt. Ziel dabei war, neben dem
qualitativen Nachweis Aussagen uber die Quantitat nachgewiesener Sequenzen
zu erhalten.

Als Region flr das Primer- und Probe-Desigh wurde der Bereich der
konventionellen PCR gewahlt. Es wurden Primer und Probe, die den
Bedingungen der Real-Time PCR entsprechen, am 3’ terminalen Ende
gefunden. Das daraus resultierende Amplifikat hatte eine Lange von 147 bp.
Die Sensitivitat, ermittelt Uber eine Verdiinnungsreihe im Bereich von 16,9 ng
bis 1,69 ag, wurde mit 1,69 pg bestimmt bei einem Threshold (Ct) von 39,1.
Es zeigte sich, dass die Differenz von 3 Ct-Werten etwa dem Faktor 10
entspricht. Es wurde ein Korrelationskoeffizient von 0,996 ermittelt (Tab. 6,
Abb. 4).

Tab. 6: PCR Endpunkt Sensitivitat des Enterovirus Primer Sets in der
Real-Time Version nach dem TagMan Prinzip

RNA- Ct-Wert Mittelwert AS
Konzentration 1 2 3

16,9 ng 27 26,5 27,1 26,9 0,32
10 30,8 30,4 30,5 30,6 0,21
107? 35,4 35,9 34,8 35,4 0,55
1073 37,2 38,4 37,9 37,8 0,60
10 39,1 - 39,8 39,5 0,49

A S = Standardabweichung
Ct = Threshold
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Threshold Cycle
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Abb. 4: Standardkurve der Real-Time Screening-PCR im Bereich von
16,9 ng - 1,69 pg Coxsackievirus B3 RNA
Korrelationskoeffizient 0,998

4.1.2. Differenzierungs-PCR fur Enteroviren

Unter der Zielstellung, nachgewiesene Sequenzen Enterovirusgruppen
zuordnen zu kdnnen, wurde eine nested PCR etabliert, deren Primersequenzen
die Gruppe der Coxsackie B-Viren umfasst und gegen andere Enteroviren
abgrenzt. Eine Modifikation durch Verlangerung des primaren Denaturierungs-
schrittes von 5 min auf 10 min in der nested PCR brachte eine Sensitivitat von
16,9 fg (Abb. 5).

Flr die Bestimmung des Sequenzalignments wurden Protokolle fur die 5" NTR-
Region und die VP1-Region etabliert. Das Amplifikationsprodukt der 5 NTR
von 266 bp (Abb. 6), ausgehend von einer DNA-Konzentration von 16,9 fg,
fuhrt in der Sequenzierung zu einem auswertbaren Elektropherogramm.

Da Differenzierungsepitope der EV-Serotypen vorrangig in der VP1-Region
liegen, ist dieser Bereich eine Basis flir die Zuordnung der Isolate zu
Serotypen. Die Sensitivitat des VP-1 Assays im Vergleich zur 5’ NTR-Region
war um den Faktor 100 vermindert (Abb. 7). Das zu erwartende Amplifikat

von 656 bp erforderte eine Virus-RNA-Mindestmenge von 1,69 pg pro Ansatz.
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Abb. 5:

Abb. 6:

«— 111 bp

Sensitivitat der Coxsackievirus B-spezifische PCR
Serienverdinnung von RNA gewonnen aus Coxsackievirus B3
infizierten FL-Zellen, Amplifikatlange 111 bp

1: Molekulargewichtsstandard VIII (19-1114 bp)

2-7: Verdinnung von Coxsackievirus B3 RNA (16,9 pg - 169 ag)
8: negative Kontrolle

— 266 bp

Sensitivitat der 5 NTR-Sequenzierungs-PCR

Serienverdinnung von RNA gewonnen aus Coxsackievirus B3
infizierten FL-Zellen, Amplifikatlange 266 bp

1: Molekulargewichtsstandard VIII (19-1114 bp)

2-9: Verdinnung von Coxsackievirus B3 RNA (1,69 ng - 169 ag)
10: negative Kontrolle
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— 656 bp

Abb. 8: Sensitivitat der VP1-Sequenzierungs-PCR
Serienverdinnung von RNA gewonnen aus Coxsackievirus B3
infizierten FL-Zellen, Amplifikatlange 609 bp
1: Molekulargewichtsstandard VIII (19-1114 bp)
2-7: Verdinnung von Coxsackievirus B3 RNA (16,9 ng - 169 fg)
8: negative Kontrolle

4.1.3. Entwicklung eines cDNA Standards flr Enteroviren

Fir eine absolute Bestimmung der Virusmenge ist charakterisiertes
Standardmaterial Voraussetzung. Zur Prdaparation von cDNA flir Enteroviren
wurden Klonierungsexperimente durchgefihrt.

Das erhaltene Amplifikat der Real-Time PCR wurde in den Vektor pUC19 (Topo
TA Cloning® Kit) insertiert und in E. coli Zellen, XL-1 Blue subcloning grade,
transformiert.

Die PCR-Produkte wurden in 2-, 20- und 200-fachem Uberschuss in der
Ligationsreaktion eingesetzt. Bei einer Konzentration von 1 ng lag das
Verhaltnis von weiBen Kolonien zur Gesamtzahl bei 19/27. Der Erfolg des
Klonierungsexperimentes wurde mit einer konventionellen PCR mit den
Primern EV-2 und EV-CSF-R geprift (Abb. 8). Es wurden drei Insert-tragende
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Kolonien flr die Plasmidpraparation ausgewahlt. Die Subkultivierung ergab
einheitliche weiBe Kolonien auf der LB Amp Selektionsplatte. Es wurde ein
Amplifikat der erwarteten Lange erhalten.

Abb. 8: Nachweis des Inserts mittels PCR in verschiedenen Klonen
1: Molekulargewichtsstandard XIV
2-11: Klon 1 - 10, geschnitten mit EcoR1

Die in E. coli exprimierte DNA wurde in einer Verdinnungsreihe auf der Basis

10 in der Real-Time PCR eingesetzt. Es bestand Linearitdt im Bereich von
342,8 pg - 342,8 ag (Abb. 9).

(@]

Abb. 9: Standardkurve der EV-Plasmid-DNA im Bereich von
342,8 pg - 342,8 ag,
Korrelationskoeffizient 1,0
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Die Differenz zwischen den Zehnerstufen wurde mit ca. 3,2 Ct-Werten
bestimmt. Die Amplifikationskurven zeigen ausgepragten sigmoidalen
Charakter mit einem Plateau (Abb. 10).

Die Nachweisgrenze lag bei einem Ct-Wert von 37,8. Die Umrechnung in

Kopien ergab eine Anzahl von 69 EV-Genomaquivalenten.

RFU
13500
1200
1100
1000

i}
i}
Fon
600
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400
300
200

TP PO TR

-100

0 2 4 & & 1012 14 16 18 20 22 24 26 23 30 32 34 36 38 40 42 44 46 45 50C

Abb. 10: Amplifikationskurven der Enterovirus-Plasmid-DNA in der
Real-Time PCR
Serienverdinnung von 342,8 pg - 342,8 ag
C = Zyklus, RFU = relative Fluoreszenzeinheiten

4.1.4. Real-Time PCR fir Adenoviren, Herpes simplex Virus,

Varizella-Zoster-Virus und West Nil Virus

In die Differentialdiagnose der ZNS-Infektionen wurden neben Enteroviren
auch Adenoviren, Herpes simplex Virus und Varizella-Zoster-Virus einbezogen.
Aufgrund des aktuellen Bezugs wurde in einem Teil der Studie das
Virusspektrum auf West Nil-Virus erweitert.

Im Vordergrund stand die Etablierung einer schnellen und hochsensitiven

Technik basierend auf dem Real-Time Verfahren nach dem TagMan Prinzip.
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Fir Adenovirus wurden Primer aus der Hexonregion abgeleitet, flir Herpes
simplex Virus aus der Glycoprotein B Region und flr Varizella-Zoster-Virus aus

der M-Region. Fur West Nil-Virus wurde die WS5-Region genutzt.
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Abb. 11a: Amplifikationskurven der Real-Time PCR zum Nachweis von
Adenovirus, Varizella-Zoster-Virus, Herpes simplex Virus-1/2,
Herpes simplex Virus-2 und West Nil-Virus
C = Zyklus, RFU = relative Fluoreszenzeinheiten
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Die Sensitivitat der Protokolle wurde in Nukleinsdure-Verdlinnungsreihen
geprift. Es wurden Nachweisgrenzen pro Ansatz fir ADV von 100 fg, HSV-1/2
von 87,8 fg, fur HSV-2 von 855 fg, fir VZV von 8,4 fg und fir WNV von 131 fg
bestimmt (Abb. 11a, b).

Die Prazision wurde durch Dreifach-Parallelansatz ermittelt. Dabei lagen in 22
von 30 Messreihen die AS Werte unter 0,5. Eine Verdinnungsreihe der

log Basis 10 wurde durch eine Ct-Differenz von ca. 3 reprasentiert. (Tab. 7)

ADV

Threshold Cycle

40 HSV-1

Threshold Cycle
Laa]
s

Threshold Cycle
T
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WNV
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=
()
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+
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Abb. 11b: Standardkurven der Real-Time PCR zum Nachweis von
Adenovirus, Herpes simplex Virus-1/2, Herpes simplex Virus-2
Varizella-Zoster-Virus und West Nil-Virus
(Korrelations-Koeffizienten 0,998 - 0,999)
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Tab 7:

PCR Endpunkt Sensitivitat der Primer Sets fir Adenovirus,
Herpes simplex Virus 1 und 2, Varizella-Zoster-Virus und
West Nil-Virus in der Real-Time Version nach dem TagMan Prinzip

Virus DNA- Ct-Wert Mittelwert AS
Konzentration
1 2

ADV 10,0 ng 23,1 24,4 23,7 23,7 0,65
10 27,0 27,6 27,5 27,4 0,32

1072 30,7 30,7 30,5 30,6 0,11

1073 34,5 33,8 33,8 34,0 0,40

10 37,4 37,7 37,3 37,5 0,21

10°° 40,4 42,4 - 41,4 1,44

HSV-1 8,78 ng 22,4 22,9 22,5 22,6 0,26
101 27,8 27,9 27,6 27,8 0,15

1072 30,5 31,7 31,3 31,2 0,61

1073 34,6 35,3 34,0 34,6 0,65

10 38,3 39,0 39,6 38,9 0,65

10°° 41,7 41,0 42,0 41,6 0,51

HSV-2 8,55 ng 23,8 23,7 23,3 23,6 0,26
101 27,2 27,5 27,5 27,4 0,17

1072 31,2 31,9 31,8 31,6 0,38

1073 34,3 34,0 34,7 34,3 0,35

10 38,2 39,6 37,8 38,5 0,95

vzVv 8,37 ng 19,9 19,7 19,9 19,8 0,11
10 23,4 23,5 23,7 23,5 0,15

1072 27,2 27,5 27,5 27,4 0,17

1073 31,0 30,4 30,9 30,8 0,32

10 34,3 34,8 34,1 34,4 0,36

10°° 38,5 37,5 38,6 38,2 0,68

10° 41,8 41,5 - 41,6 0,21

WNV 13,1 ng 24,5 24,3 24,0 24,3 0,25
10 27,5 27,2 27,4 27,4 0,15

1072 30,8 30,7 31,1 30,9 0,21

1073 34,6 35,1 34,8 34,8 0,25

10 37,7 38,1 37,9 37,9 0,20

10° 39,9 - 41,3 40,5 1,06
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4.1.5. Optimierung der Sequenzreaktion fir Adenoviren

Da unsere Untersuchungen gezeigt hatten, dass bei einer Assoziation von
Adenoviren mit ZNS-Infektionen nur eine sehr geringe Virusmenge im Liquor
nachzuweisen war, mussten Protokolle von hoher Sensitivitat zur
Charakterisierung eingesetzt werden.

Eine Optimierung wurde durch Einsatz von Accuprim Taq statt Tag-Polymerase
und durch Anderung des Cyclerprofils erreicht. Die Denaturierungszeit wurde
reduziert und die Konzentration der eingesetzten DNA verdoppelt. Diese
Modifikationen flihrten dazu, dass auch Proben mit geringer Viruslast einer

Charakterisierung unterzogen werden konnten (Abb. 12).

Abb. 12: Ergebnis der Optimierung des Sequenzierungsprotokolls fir ADV

1. Molekulargewichtsstandard III (125 bp - 21226 bp)

2. Patientenprobe A, Protokoll nach Takeuchi

3. Patientenprobe A, Protokoll mit doppelter DNA-Menge in nested
PCR

4. Patientenprobe A, Protokoll mit Accuprime-Taq

5. Patientenprobe B, Protokoll nach Takeuchi

6. Patientenprobe B, Protokoll mit doppelter DNA-Menge in nested
PCR

7. Patientenprobe B, Protokoll mit Accuprime-Taq
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4.2. Analyse von Patientenmaterial

4.2.1. Pravalenz virusspezifischer Sequenzen von Enteroviren, Adenoviren,

Herpes simplex Virus, Varizella-Zoster-Virus und West Nil-Virus

In die Analyse wurden Materialien von Patienten mit der Verdachtsdiagnose
einer Virusinfektion bei ZNS-Symptomatik einbezogen.

Aus dem Jahr 2002 wurden 450 Proben auf Enterovirus untersucht (Tab. 8). In
121 Proben (26,89 %) wurden positive Signale in der PCR gefunden. Flr den
gleichen Zeitraum wurden 146 Proben auf Adenovirus getestet, von denen 19
(13,01 %) positiv waren. 523 Proben wurden auf Herpes simplex Virus
untersucht, 6 (1,15 %) waren positiv. Flr Varizella-Zoster-Virus wurde in 10

(5,24 %) von 191 getesteten Materialien ein positives PCR-Signal gefunden.

Tab 8: Nachweis virusspezifischer Sequenzen in Liquor cerebrospinalis von
Enterovirus, Adenovirus, Herpes simplex Virus, Varizella-Zoster-Virus
und West Nil-Virus im Jahr 2002 und 2003

Jahr 2002 2003

Proben- positiv Proben- positiv
Virus Anzahl n % Anzahl n %
Enterovirus 450 121 26,89 420 65 15,48
Adenovirus 146 19 13,01 420 45 10,71
Herpes simplex Virus 523 6 1,15 472 14 2,97
Varizella-Zoster-Virus 191 10 5,24 201 4 1,99
West Nil-Virus 38 0 0 139 0 0
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Fir das Jahr 2003 wurde eine simultane Untersuchung flr Enterovirus und
Adenovirus an 420 Materialien durchgeflihrt. Es wurde eine Pravalenz von
15,48 % flir Enteroviren und 10,71 % flr Adenoviren bestimmt. Der Anteil fur
Herpes simplex Virus bei einer Gesamtzahl von 472 Materialien war 2,97 %.
Die im gleichen Zeitraum an 201 Materialien durchgeflihrte Analyse fur
Varizella-Zoster-Virus ergab 1,99 % (Abb. 13).

Die Analyse fur West Nil-Virus mit einer ProbengréBe von 38 Liquor
cerebrospinalis-Proben aus dem Jahr 2002 und 139 Proben aus dem Jahr 2003

ergab keinen Hinweis flr ein aktives Infektionsgeschehen mit diesem Virus.

4.2.2. Saisonale Verteilung der Hospitalisierungen aufgrund einer

Virusatiologie

Im Untersuchungszeitraum 2002 - 2003 wurden 1018 Liquor cerebrospinalis-
Proben von 949 Patienten hinsichtlich einer Virusatiologie untersucht.

In 284 Proben (27,9 %) wurde Nukleinsdure von einem der evaluierten Viren
nachgewiesen (Tab. 8).

Die saisonale Verteilung ist in Abbildung 14 dargestellt.

Enteroviren wurden permanent Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
nachgewiesen, in 122 Proben (27,11 %) aus dem Jahr 2002 und in 64 Proben
(15,24 %) aus dem Jahr 2003. Die Nachweisrate lag zwischen einer und 26
Proben pro Monat. Peaks mit mehr als 15 Fallen pro Monat fanden sich im
April und Juni 2002 sowie im Juli 2003.

Adenoviren wurden auBer im Juli und August 2002 ebenfalls permanent
nachgewiesen, in 19 Proben (13,01 %) aus dem Jahr 2002 und 45 Proben
(10,71 %) aus dem Jahr 2003. Die Nachweisrate lag zwischen einer und acht
Proben pro Monat. Leichte Peaks mit mehr als 5 Fallen pro Monat zeigen sich

fur Januar, Februar und Mai 2003.
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Herpes simplex Virus wurde in 6 Proben (1,15 %) aus dem Jahr 2002
nachgewiesen und in 14 Proben (2,97 %) aus dem Jahr 2003, Varizella-
Zoster-Virus aus insgesamt 14 Proben (3,57 %) aus dem gesamten
Untersuchungszeitraum. Die Nachweisrate lag flir beide Viren zwischen null

und drei bzw. vier Fallen pro Monat.

4.2.3. Altersverteilung der Hospitalisierungen aufgrund einer Virusatiologie

In die Untersuchungen wurden 949 Patienten mit ZNS-Symptomatik im Alter
zwischen einem Tag und 93 Jahren einbezogen, das Durchschnittsalter lag bei
31 Jahren.

Bei 277 Patienten konnte eine Virusatiologie nhachgewiesen werden.
Enteroviren wurden bei 183 Patienten im Alter zwischen einem Tag und 87
Jahren nachgewiesen.

14 Kindern unter einem Jahr wurden positiv auf Enteroviren getestet. Damit
bildeten sie die zahlenmaBig starkste Altersgruppe. Kinder und Jugendliche im
Alter zwischen einem und 16 Jahren stellten mit 79 Patienten (43,17 %) den
Hauptteil der Félle. Besonders haufig wurden Enteroviren in dieser Gruppe bei
den Zehn- bis Sechzehnjahrigen festgestellt (39/79; 49,4 %) mit einem Peak
von 12 Fallen im 14. Lebensjahr, gefolgt von der Gruppe der Ein- bis
Sechsjahrigen mit 44,3 % (35/79) und einem Peak von 8 Fallen im 5.
Lebensjahr. Die Altersgruppen zwischen 20 und 79 Jahren sind mit neun bis
19 Fallen weitgehend gleichmaBig betroffen (Abb. 15).

Mannliche Patienten stellten 51,7 % der EV-positiven Falle, weibliche Patienten
48,3 %.
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Abb. 15: Altersverteilung von Patienten mit ZNS-Symptomatik mit
nachgewiesener Virusatiologie

Adenoviren wurden bei 57 Patienten mit ZNS-Symptomatik nachgewiesen. Ihr
Alter lag zwischen 6 Tagen und 81,5 Jahren. Kinder zwischen einem und neun
Jahren waren mit 17 Patienten (29,8 %) die am haufigsten betroffene
Altersgruppe. 59,6 % der Patienten mit positivem ADV-Befund waren weiblich,
40,35 % mannlich.

Abbildung 15 zeigt deutlich, dass HSV- und VZV-assoziierte ZNS-Infektionen
nur sporadisch auftraten. Im analysierten Untersuchungszeitraum wurde DNA
von Herpes simplex Virus bei 15 Patienten detektiert, von Varizella-Zoster-

Virus bei 14 Patienten.
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4.3. Enterovirusinfektionen

4.3.1. Genotypische Charakterisierung

Die zu charakterisierenden Stdmme wurden zunachst mit einer Coxsackie B-
spezifischen PCR analysiert. 76,5 % wurden als zur Coxsackievirus B-Gruppe
gehdérend identifiziert.

Flr die genotypische Charakterisierung der beteiligten Enterovirusstamme war
aus dem Jahr 2002 von 46 Fallen Material verfigbar, aus dem Jahr 2003
waren es 37 Stamme. Es erfolgte die Sequenzierung der 5’ NTR-Region in
einem variablen Bereich.

Die erhaltenen Elektropherogramme wurden mit SegManll (DNASTAR)
ausgewertet. Abbildung 16 demonstriert ein Elektropherogramm des Stammes
G-E02-02.

Der Sequenzvergleich erfolgte mit Hilfe des BLAST-Programmes (Basic Local
Alignment Search Tool, NCBI).

Das Dendrogramm der Stamme aus dem Jahr 2002 lasst zwei groBe Cluster
mit 16 Stémmen bzw. 11 Stdmmen erkennen (Abb. 17).

Die Homologie der Stamme in den Clustern lag bei 99 bis 100 %. Zwischen
den beiden Clustern bestand eine Nukleotid-Differenz von 11 %.

Beim Vergleich der Nukleotidsequenz mit Stammen der Gendatenbank wurde
in Cluster 1 eine hohe Homologie zu Coxsackievirus B2 gefunden. Flr Cluster
2 bestand die hdochste Homologie zu Coxsackievirus Bl und B2, ohne dass
zwischen diesen beiden Stammen weiter differenziert werden konnte.

Bei Stammen ausserhalb der Cluster wurde im Sequenzvergleich eine hohe
Homologie zu ECHO-Virus 9 (G-E18-02), Coxsackievirus B3 (G-E01-02),
ECHO-Virus 11 (G-E39-02) bzw ECHO-Virus 19 (G-E38-02) gefunden.
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Abb 16: Elektropherogramm des Enterovirus-Isolates G-E02-02
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Abb. 17: Dendrogramm von Nukleotidsequenzen der 5" NTR von Enteroviren,
assoziiert mit ZNS-Infektionen im Jahr 2002, und Genbankdaten
CVB2 (AY373053), CVB3 (AF231764), E9 (AF524867), E11 (DQ092796),
E19 (AF447480)
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Abb. 18: Dendrogramm von Nukleotidsequenzen der 5" NTR von Enteroviren,
assoziiert mit ZNS-Infektionen im Jahr 2003, und Genbankdaten
CVAG (AY899170), CVA16 (AY895114), CVB2 (AY373055), CVB3 (AJ304419)
CVB4 (AY373076), E11 (AJ577590), E30 (AJ295171)
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Abb. 19: Aminosdure-Sequenzalignment der analysierten VP1-Region von flnf
Patienten-Isolaten im Vergleich mit ECHO-Virus 30 (AJ295171),
Coxsackievirus A9 (D00627) und Coxsackievirus B4 (X05690)
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Bei der Analyse fur das Jahr 2003 sind ebenfalls zwei groBe Cluster mit jeweils
16 bzw. 12 Stammen erkennbar (Abb. 18). Die Differenz zwischen den beiden
Clustern wurde mit 9 % ermittelt.

Fir Cluster 1 wurde die hochste Homologie zur Gruppe der Coxsackievirus B-
Gruppe gefunden, fir Cluster 2 zu Coxsackievirus B4.

Ausserhalb dieser Cluster liegende Stamme wiesen hohe genetische
Verwandtschaft auf mit ECHO-Virus 30 (G-E06-03), mit Coxsackievirus A16
(G-E08-03) und A6 (G-E25-03) und ECHO-Virus 11 (G-E14-03).

Von funf Proben wurde das Sequenzalignment der VP1-Region erstellt. Die
Zuordnungen, die Uber die 5’ NTR erfolgten, konnten Uber die VP1-Region
bestatigt werden. (Abb. 19)

Eine Probe wurde Uber die VP1-Region als Coxsackievirus A9 identifiziert.

4.3.2. Patientenverlaufe

Fir den Nachweis einer Enterovirusatiologie wird in Abhangigkeit vom
Materialzugang der direkte Erregernachweis und/oder der Antikdérpernachweis
eingesetzt.

Da nicht in allen Fallen von ZNS-Infektion Liquor cerebrospinalis fir die
virologische Diagnostik zur Verfligung steht, stellte sich die Frage, ob der
Nachweis einer Viramie bei diesen Patienten zu einer Erregererkennung flihren
kann.

Von 91 Patienten wurden simultan Paare von Liquor cerebrospinalis und
Serum ausgewertet, die in mindestens einem Kompartiment einen positiven
Befund in der Enterovirus-PCR aufwiesen (Tab 9).

In der Mehrzahl der Falle (59/91; 64,8 %) konnte EV-RNA nur aus einem
Material nachgewiesen werden. Dabei dominierte der positive Liquorbefund mit
52,7 %. Eine Viradmie ohne RNA-Nachweis aus dem Liquor wurde bei 12,1 %

der Patienten mit ZNS-Symptomatik nachgewiesen. In mehr als einem Drittel
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der Falle (35,2 %) konnte Enterovirus-RNA sowohl im Liquor als auch im

Serum nachgewiesen werden.
Insgesamt wurde bei diesen Patienten in 87,9 % ein positiver EV-Befund aus

dem Liquor erhoben, in 47,3 % aus dem Serum.

Tab. 9: Ergebnisse der simultanen Untersuchung von Liquor cerebrospinalis

und Serum mittels Enterovirus PCR

Serum gesamt
positiv 5 negativ
n 32 48 80
positiv |
% 35,2 52,7 87,9
Liqguor ----------ommomome g e
n 11 0 11
negativ
% 12,1 0 12,1
n 43 48 91
gesamt ;
% 47,3 | 52,7 100

Da die geringe Virusmenge im Liquor in der Real-Time PCR haufig zu Ct-
Werten fuhrt, die an der Nachweisgrenze der Methode liegen, wurde versucht,
die virologische Diagnose durch Isolierung des Erregers mittels Zellkultur zu
festigen. Von 15 Patienten wurden simultan Liquor cerebrospinalis und Faeces

auf Enteroviren untersucht.
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Bei hoher Virusmenge im Liquor konnte ein cytopathischer Effekt schon nach
zwei bis drei Tagen beobachtet werden (Tab.10). Aber auch am Grenzwert

befindliche Ct-Werte lieBen sich durch Kultur bestatigen.

Tab. 10: Ergebnisse der simultanen Untersuchung von Liquor cerebrospinalis
und Faeces von Patienten mit Enterovirus-assoziierter
ZNS-Symptomatik

Nr Real-Time PCR Anzucht
Ct-Wert CPE nach Tagen
Liquor Faeces

35,7
33,5
33,2
33,0
32,8
32,4
35,1
32,3
32,2
37,8
31,7
> 40,0
34,2
> 40,0
> 40,0 132

T
POV oONOOUAWNR

L S S S
ua »h W N
NN U101 o1 W W W INDNDNDMNMNDNNDN

CPE nach ! 2. Passage bzw. ? 3. Passage
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Tab. 11: ZNS-Infektionen mit nachgewiesener Enterovirusatiologie
im zeitlichen Verlauf
Patient Alter  Geschlecht Assay Tag der Hospitalisierung / Material
1 28
Li Se Li Se
5 RNA + +
Monate IgG @ +
IgM + @
Li Se Se
6 Jahre RNA +
IgG %) +
IgM %) +
Li Se Li Se
28 Jahre RNA + + + %]
IgG +
IgM @
14
Li Se Li Li Se
35 Jahre RNA + 0 + @
IgG + +
IgM %] %]
8 12
Li Se Li Se Fae Se
73 Jahre RNA + + + 0 + +
IgG + +
IgM %] @

m = mannlich, w = weiblich, Li = Liquor cerebrospinalis, Se = Serum,
Fae = Faeces, + = positiv, @ = negativ
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Der zeitliche Verlauf der EV-Infektion von 5 Patienten im Alter von 5 Monaten
bis zu 73 Jahren wird in Tabelle 11 dargestellt. Bei allen Patienten war der
Nachweis von Enterovirus im Liquor cerebrospinalis am Tag 1 der
Hospitalisierung positiv.

Initial war der Antikérperstatus different. IgM war in dieser Frihphase der
Hospitalisierung nur bei Patient 1 (5 %2 Monate) nachweisbar. Bei den
Erwachsenen war in allen Fallen der IgG-Test positiv.

In vier Fallen konnte Liquor cerebrospinalis im weiteren Verlauf der
Erkrankung untersucht werden. Bei Patient 3 war auch am Tag 7 der EV-
Nukleinsdurenachweis positiv. Patient 4 wies noch am Tag 9 einen positiven
Befund auf. In der Untersuchung am Tag 14 war der Nukleinsdaurenachweis
negativ. Bei Patient 5 (73 Jahre) war die Analyse am Tag 5 noch positiv.

Eine neben dem positiven Liquorbefund bestehende Viramie wurde bei Patient
3 und Patient 5 nachgewiesen. Zusatzliche Festigung der Enterovirusatiologie

wurde durch den Nachweis der Virusausscheidung uber die Faeces gegeben.

4.3.3. Sensitivitat von Enterovirusstammen gegen Pleconaril

ECHO-Virus Typ 30 war im europaischen Raum in Ausbriichen von aseptischer
Meningitis als atiologisches Agenz nachgewiesen worden. Die Bedeutung
dieses Serotyps in unserer Region konnten wir bei Ausbriichen sowohl auf der
Insel Rigen als auch im Raum Usedom/Anklam im Sommer 2005 belegen. Mit
den Materialien Liquor cerebrospinalis, Blut und Stuhl war eine breite
Abklarung der Infektionen madglich.

Uber die Virusanzucht in der Zellkultur wurde Material erhalten, das sowohl fiir
die Genotypisierung Uber die 5° NTR- und VP1-Region als auch flur die
Empfindlichkeitstestung gegenliber dem Oxadiazolderivat Pleconaril genutzt
werden konnte. Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 dargestellt.

Alle Stdmme lieBen sich ECHO-Virus 30 zuordnen, sowohl Uber die 5° NTR
(96%) als auch Uber die VP1-Region (94%). Der kalkulierte ICso-Wert der
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getesteten Stdmme gegen Pleconaril lag zwischen 0,083 pg/ml und 0,118
Mg/ml. Damit sind alle Stamme als empfindlich gegenliber Pleconaril
einzuschatzen.

Bei einem CCso-Wert von 12,5 pyg/ml, ermittelt im MTT-Assay, leitet sich aus

den Daten ein therapeutischer Index gréBer als 100 ab.

Tab. 12: Untersuchung der Pleconarilempfindlichkeit von charakterisierten
Enterovirus-Isolaten mittels MTT-Assay

Nr Genotypisierung Pleconaril-Testung
5"NTR VP1 CCso MW* ICsg
Hg/ml ug/ml
1 + nd >1 0,086
2 + + >1 0,086
3 + + >1 0,094
4 + + >1 0,103
5 + + >1 0,103
6 + + >1 0,118
7 + + >1 0,089
8 + + >1 0,083

+ als ECHO-Virus 30 identifiziert, * Mittelwert aus 2 unabhangigen Ansatzen
nd = nicht durchgeflihrt
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4.3.4. Proteomprofil eines ECHO-Virus 30 Isolates

Es ist wenig bekannt Uber Veranderungen des Proteinprofils in Zellen nach
Infektion mit Enteroviren. Bei der Interaktion der Wirtszelle mit viralen
Molekllen werden zellulare Kaskaden und Stressantwort ausgeldst, die
Einfluss auf die Pathogenese haben.

Flr die Analyse des Proteomprofils nach Enterovirus Infektion wurde ein Isolat
von ECHO-Virus 30 eingesetzt. Dieser Stamm war an einem Ausbruch in der
Region beteiligt.

Die Replikationskinetik tber CPE und RNA ist in den Abbildungen 20a und 20b
dargestellt.

Abb. 20a: CPE in HelLa Zellen, infiziert mit ECHO-Virus 30
a) Kontrolle, b) 4 h p.i., ¢) 20 h p.i.

Die Proteine infizierter und nicht-infizierter Zellen wurden separat mittels
Einsatz der 2D-Technologie aufgetrennt. Uber die Massenspektrometrie
wurden qualitative und quantitative Informationen von Peptiden erhalten.

Insgesamt wurden 836 Spots im pH-Bereich 3-11 erkannt und flr die
Quantifizierung genutzt (Abb. 21). Es wurden 142 Spots ermittelt, fir die im
Vergleich zur nichtinfizierten Kontrolle eine Expressionsdifferenz von >1,5

bestimmt wurde. Von diesen Spots zeigten 57 eine >2fache Differenz.
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Abb. 21b: Amplifikationskurven der Real-Time PCR zum Nachweis
der Replikationskinetik von ECHO-Virus 30 in HelLa Zellen
a)lhp.i.,, b)4hp.. c)8hp.i., d) 20 h p.i.
C = Zyklus, RFU = relative Fluoreszenzeinheiten

32 der 142 Spots wurden identifiziert (Tab. 13). Davon waren 20 Proteine >
1,5fach aufreguliert und 12 Proteine > 1,5fach abreguliert.

Die Zuordnung der Proteine erfolgte entsprechend ihrer subzelluldren
Lokalisierung und ist in Abbildung 22 dargestellt. Es zeigte sich, dass die
cytoplasmatischen Proteine mit 43 % den gréBten Anteil der differentiell
exprimierten Proteine bilden. Kernproteine sind mit 11 % beteiligt. Proteine,
die sowohl Kern- als auch Plasmalokalisation aufweisen, nehmen einen Anteil
von 14 % ein.

Hinsichtlich ihrer Funktion kann man die identifizierten Proteine verschiedenen
Gruppen zuordnen, wie Enzymen, Signal- und Transport-Proteinen sowie
Proteinen mit Assoziation zu Immun- und Stressreaktion und zum Cytoskelett.
Unter den differentiell exprimierten Proteinen wurden die quantitativ starksten
Veranderungen bei Proteinen gefunden, die mit dem Cytoskelett assoziiert
sind, gefolgt von Proteinen verschiedener metabolischer Prozesse,

insbesondere des Proteinmetabolismus (Tab. 13).
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Tab. 13: Differentiell exprimierte Proteine von ECHO-Virus 30 infizierten
HelLa-Zellen 4 h nach Infektion im Vergleich zu nicht
infizierten HelLa-Zellen

Protein Expres- Acc. Nr. Theor Theor MOWSE Anzahl
(NCBI) sion MW pl  Score Peptide
(kDa)

Nukleinsduremetabolismus
und -transport

ATP-dependent DNA helicase +1,66 P13010 82521 5,55 147 19
IT, 80 kDa subunit

" + 1,94 139 18
Importin beta-1 subunit + 2,99 Q14974 97108 4,68 187 29
GTP-binding nuclear protein +1,69 P62826 24408 7,01 208 13
Ran (GTPase Ran)
Guanine nucleotide-binding -2,92 P63244 35055 7,6 294 19

protein beta subunit 2-like 1
Transkription
Splicing factor, -1,76 P84103 19318 11,6 130 8

arginine/serine-rich 3 4

Protein-Metabolismus

Glucosidase II beta subunit +2,36 P14314 59259 4,34 89 11

precursor

40S ribosomal protein S7 -4,21  P62081 22113 10,0 134 10
9

Ubiquitin-activating enzyme E1 +1,92 P22314 117774 5,49 241 30

Eukaryotic translation +1,65 P23588 69183 5,49 61 7

initiation factor 4B (elF-4B)

Vacuolar protein sorting 35 +1,65 Q96QK1 91649 5,32 69 24

Immunresponce

Leukotriene A-4 hydrolase +1,59 P09960 69110 5,8 287 28

Tab. 13: Fortsetzung
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Protein Expres- Acc. Nr. Theor Theor MOWSE Anzahl
(NCBI) sion MW pI Score Peptide
(kDa)

Stress-Reaktion

Peroxiredoxin 1 -2,74 Q06830 22096 8,27 309 17

Prohibitin + 1,65 P35232 29786 5,57 123 6

Superoxide dismutase [Mn], +1,61 P04179 24707 8,35 85 5

mitochondrial precursor

Thioredoxin-like protein 1 -1,52 043396 32100 4,84 197 10

Kohlehydrat-Metabolismus

Fructose-bisphosphate +1,57 P04075 39264 8,39 72 5

aldolase A

Alpha enolase - 2,05 P06733 47008 6,99 324 21
" + 1,74 361 25

Phosphoglycerate kinase -3,89 P00558 44455 8,3 434 29

Triosephosphate isomerase -2,92 P60174 26522 6,51 263 17

Cytoskelett

Actin, cytoplasmic 1 -11,33  P60709 41710 5,29 463 19
" - 5,67 352 19

Alpha-actinin 4 (F-actin cross + 1,53 043707 104788 5,27 423 49

linking protein)

Cofilin-1 -1,90 pP23528 18360 8,26 52 6

weitere

Aldo-keto reductase family 1 +1,82 P52895 36712 7,13 97 9

member C2

Serum albumin precursor +3,93 P02768 69321 5,92 50 7

Serpin B6 (Protease inhibitor 6) + 1,77  P35237 42562 5,18 243 22

UBA/UBX 33.3 kDa protein +1,77 Q04323 33305 5,23 168 11
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Das zum Cytoskelett gehérende cytoplasmatic Actin 1, um den Faktor 11,3
abreguliert, war das in seiner quantitativen Auspragung am starksten
veranderte Protein. Das Protein wurde in einem weiteren Spot nachgewiesen,
abreguliert um den Faktor 5,6. Zu den differentiell exprimierten cyto-
skelettalen Proteinen gehdren auch Cofilin-1 (1,9fach abreguliert) und Alpha-
Actinin 4 (1,5fach aufreguliert).

Vier der finf in den Proteinmetabolismus eingebundenen Proteine sind auf-
reguliert, ebenso die Proteine, die in den Metabolismus und Transport der
Nukleinsauren involviert sind.

AuBerdem wurden Peroxiredoxin 1 und Thioredoxin-like protein 1 abreguliert
gefunden, Proteine, die unter anderem in die Reaktion auf oxidativen Stress
eingebunden sind. Weitere Stressproteine wie Prohibitin und

Superoxiddismutase waren aufreguliert.

keine Angabe

7% Cytoplasma

43%

Membranen
4%

Mitochondrien
7%

Ribosomen
7% Kern/
Cytoplasma

14%
Endoplasmat.

reticulum/Golgi Zellkern
% 11%

Fig. 22: Subzellulére Verteilung der in ECHO-Virus 30 infizierten Hela Zellen
differentiell exprimierten Proteine (=1,5 fache Differenz)
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4.4, Adenovirusinfektionen

4.4.1. Genotypische Charakterisierung

Auf molekularer Ebene wurden 13 Adenovirus-Stamme analysiert. Die
Sequenzierung basierte auf einer hypervariablen Region des Hexon-Gens, in
der typenspezifische Neutralisationsepitope liegen.

Um eine direkte Sequenzierung aus klinischem Material zu erreichen, wurde an
die nested PCR eine weitere Amplifizierung mit den Sequenzierungsprimern
angeschlossen.

Das Dendrogramm (Abb. 23), basierend auf der Nukleotid-Sequenz, lasst 2
Cluster erkennen. Cluster 1 umfasst 8 und Cluster 2 umfasst 4 Stamme. Die
Homologie liegt innerhalb der Cluster zwischen 99 und 100%.

Der Vergleich mit Sequenzen der Genbank (NCBI) zeigte, dass die in Cluster 1
liegenden Stamme die héchste Homologie zu Adenovirus Serotyp 2 (ADV-2)
und die Stamme in Cluster 2 zu Adenovirus Serotyp 41 (ADV-41) haben.

Das Aminosaure-Alignment der Stamme in Assoziation mit den Prototypen ist
in den Abbildungen 24 - 26 dargestellt und belegt die hohe Ubereinstimmung
der Stémme untereinander. Im Cluster 1 (Abb. 24) fanden sich im Vergleich
zum Referenzstamm ADV-2 (J01917) Abweichungen in den Positionen 141
(Threonin -> Prolin), 195 (Phenylalanin -> Tryptophan), 236 (Valin -> Alanin),
239 (Tyrosin -> Histidin) und 250 (Threonin -> Serin).

Bei den 4 Stammen in Cluster 2 (Abb. 25) wurde im Vergleich zum Referenz-
stamm ADV-41 (X51783) Differenzen in den Positionen 90 (Phenylalanin ->
Leucin), 96 (Asparagin -> Asparaginsaure), 107 (Threonin -> Alanin), 110
(Glutamin -> Lysin), 136 (Alanin -> Threonin), 137 (Glutamin -> Asparagin-
saure), 169 (Serin -> Asparagin), 191 (Prolin -> Alanin), 192 (Serin ->
Alanin) und 226 (Isoleucin -> Valin) gefunden. In Position 109 fand sich eine

Aminosaure-Deletion.
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Abb. 23:

Dendrogramm der Adenovirus-Isolate von Patienten und

Adenovirus Referenzstammen (ADV-2 (J01917), ADV-5 (X02997),
ADV-41 (X51783)
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Das Isolat G-Al ist im sequenzierten Bereich weitgehend mit dem
Referenzstamm ADV-5 (X02997) homolog mit einer Ausnahme in Position 214
(Threonin -> Alanin) (Abb. 26).

Mit den analysierten ZNS-Infektionen waren die drei Serotypen ADV-2, ADV-5
und ADV-41 assoziiert.
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Abb. 24: Aminosaure-Alignment von Adenovirus Cluster 1
Patienten-Isolate G-A2 - G-A9 im Vergleich mit ADV-2, J01917
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Abb. 25: Aminosaure-Alignment von Adenovirus Cluster 2
Patienten-Isolate G-A10 - G-A13 im Vergleich mit ADV-41,
X51783
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Abb. 26: Aminosaure-Alignment von Patienten-Isolat G-Al
im Vergleich mit ADV-5, X02997

4.4.2. Patientenverlaufe

Fir Adenoviren, die bisher sehr selten bei ZNS-Infektionen nachgewiesen
wurden und einem moglichen Bedeutungswandel unterliegen, ist der Nachweis
einer klinischen Assoziation von besonderem Interesse. Die Daten

ausgewahlter Patienten sind in Tabelle 14 zusammengefasst.
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Tab. 14: Klinische Diagnosen bei ZNS-Infektionen mit Adenovirusnachweis

Patient Alter / Klinische Diagnose Serotyp
Geschlecht

1 1,7 ] w Meningitis ADV-2
2 151] w Meningitis ADV-2
3 41 ] m Meningitis ADV-2
4 12] m Meningitis ADV-41
5 6] m Kopfschmerz ADV-2
6 16 T m ZNS-Infektion ADV-2
7 48 ] w ZNS-Infektion ADV-2
8 511 W ZNS-Infektion ADV-2
9 1M w ZNS-Infektion, Enteritis ADV-41
10 37 1] w ZNS-Infektion, DD MS ADV-41
11 7 M w Krampfanfall ADV-41
12 12] w Kopf-Trauma ADV-5
13 43 ] w MS ADV-2

J: Jahre, M: Monate, T: Tage

Es wurden ZNS-Infektionen mit Adenovirusatiologie in allen Altersgruppen
gefunden (16 Tage bis 51 Jahre). 6 Falle betrafen das Kindesalter, darunter
auch zweimal die Neonatalphase. Insgesamt wurde in 61 % der Falle der
Adenovirus Serotyp 2 differenziert. Adenovirus Serotyp 41 wurde bei einem
Drittel der Falle nachgewiesen.

In Tabelle 15 werden Falle demonstriert, bei denen der Nachweis einer ADV-
Infektion durch Untersuchung unterschiedlicher Kompartimente erfolgen
konnte. Partiell war ein Monitoring Uber einen Zeitraum von mehr als 2

Wochen maéglich.
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Tab. 15: ZNS-Infektionen mit nachgewiesener Adenovirusatiologie

Patient Alter Geschlecht klinische

Assay Tag der Hospitalisierung /

Diagnose Material
1
Li Fae
1 11 Tage V. a. Infektion DNA + +
1
Li Se
2 2 Jahre V. a. ZNS- DNA + +
Infektion IgG 4]
IgM %]
1 3 23
Se Li Se
3 11 Jahre Facialisparese DNA @ +
IgG @ +
IgM ] %]
1 4
Li Se Li
4 17 Jahre Meningitis/  DNA @ o +
Encephalitis
1 16
Se Li Se
5 54 Jahre ZNS-Infektion, DNA + + (0]
FUO IgG +
IgM %)

m = mannlich, w = weiblich, Li = Liquor cerebrospinalis, Se = Serum,
Fae = Faeces, FUO = Fieber unklarer Genese, + = positiv, @ = negativ
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In der Neonatalphase (Patient 1) wurde Adenovirus-DNA im Liquor
cerebrospinalis und simultan die Adenovirusausscheidung in Faeces
nachgewiesen. Diese Befundkonstellation spricht flir eine pra-/perinatale
Infektion.

Adenovirus-DNA im Liquor cerebrospinalis bei bestehender Viramie wurde bei
Patient 2 gefunden. Die Assoziation mit einer Facialisparese zeigt Patient 3 mit
Serokonversion.

Im Fall 4 wurde deutlich, dass bei negativem Befund in der Initialphase eine
spatere Untersuchung eine Virusdiagnose ermdglicht. Im Fall 5 war der

positive Liquorbefund Uber einen Zeitraum von 16 Tagen positiv.

Ein chronisch rezidivierender Verlauf einer ZNS-Infektion mit ADV-Atiologie ist
in Tabelle 16 dargestellt. Ein 31jahriger mannlicher Patient kam wiederholt mit
meningitischen Zeichen zur Hospitalisierung.

Bei der zweiten Einweisung wurden Adenoviren in die Differentialdiagnostik
einbezogen. Eine Herpes simplex- und Enterovirus-Atiologie war
ausgeschlossen worden. Es wurde ADV-DNA im Liquor und im Serum
nachgewiesen. Dieser Befund wurde nach 3 Tagen in einer weiteren Probe
bestatigt.

Die retrospektive Analyse von Archivmaterial der ein Jahr zurickliegenden
Hospitalisierung lieB eine ADV-Virdmie erkennen. Liquormaterial stand nicht
mehr zur Verfigung.

Bei einer dritten Einweisung 1 Jahr spater wurde bei bestehender Viramie
ADV-DNA im Liquor cerebrospinalis erneut nachgewiesen. Im nachfolgenden
Monitoring 4 bzw. 8 Tage spater war die Adenovirus DNA-Menge unterhalb der
Nachweisgrenze.

Mittels Genotypisierung wurde der Adenovirus Typ 2 bestimmt.
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Tabelle 16: Chronischer Verlauf einer ZNS-Infektion assoziiert mit Adenovirus Typ 2

retrospektiv prospektiv
Datum 03.04.02 08.04.02 // {12.05.03 15.05.03 // |10.05.04 14.05.04 18.05.04
Li ADV-DNA kM o+ + -+ ] 0]
HSV-DNA @ o o o
EV-RNA kM
Se ADV-DNA + + o+ + B @ @
ADV-1gG
ADV-IgM @ o o

Li = Liquor cerebrospinalis, Se = Serum, kM = kein Material, + = positiv, @ = negativ



5. Diskussion

Das Spektrum von virusbedingten ZNS-Erkrankungen ist breit. Es ist oft
schwierig das causale Agenz zu identifizieren, um die klinische
Verdachtsdiagnose durch virologische Diagnostik zu festigen.

Eine schnelle und sensitive Bestimmung des atiologischen Agenz ist aber flr
das Management von Virusinfektionen des ZNS von groBer Kklinischer
Bedeutung. Konventionelle Methoden sind durch hohen Zeitaufwand von
begrenzter Relevanz. Die EinfiUhrung molekularer Techniken bietet jedoch die

Mdglichkeit, diese Probleme zu tUberwinden (Cinque et al., 2003).

Um eine aktuelle Ubersicht der &tiologischen Bedeutung verschiedener Viren
bei Erkrankungen des ZNS im Patientengut des Klinikums der Universitat
Greifswald zu bekommen, war zunachst die Etablierung bzw. Optimierung von
Nachweisverfahren erforderlich.

In die Untersuchungen wurden Enteroviren und die klassischen neurotropen
Viren der Familie der Herpesviridae, Herpes simplex Virus und Varizella-
Zoster-Virus, sowie Adenoviren und partiell das West Nil-Virus einbezogen,
und damit auch Viren, die differentialdiagnostisch bisher weniger
bericksichtigt wurden.

Prinzipiell kann die qualitative Bestimmung eines atiologischen Agenz bei ZNS-
Infektionen  mittels  Polymerase-Kettenreaktion, Ligase-Kettenreaktion,
Nukleinsauresequenz basierter Amplifikation (NASBA), branched DNA Technik
oder Hybrid capture Assay erfolgen (Cinque et al., 2003).

Neben dem qualitativen Nachweis des Erregers hat die quantitative
Bestimmung der Virusmenge zunehmend an Bedeutung gewonnen. Der
guantitative Nachweis ist besonders fiir die Beurteilung der Relevanz eines
nachgewiesenen Erregers und beim Therapiemonitoring eine wertvolle Hilfe.

Ein groBer Fortschritt ist durch die Entwicklung des Real-Time PCR-Verfahrens

erreicht worden. Diese PCR-Version hoher Spezifitdt und Sensitivitat bietet
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nicht nur die Mdglichkeit einer prazisen Quantifizierung sondern auch einen
vereinfachten qualitativen Nachweis und wird inzwischen zunehmend fiur die
Erkennung von bakteriell und viral bedingten ZNS-Infektionen evaluiert (Gray
et al., 2006; Corless et al., 2002).

Fur das Ziel, aktuelle Daten zur Pravalenz von Erregern zu erhalten, die mit
Erkrankungen des ZNS assoziert sind, war neben der Nutzung der
konventionellen PCR-Technik die Etablierung des Real-Time Verfahrens eine
wichtige Voraussetzung. Es wurde das TagMan Prinzip gewahlt, das auf der
5’ Exonucleaseaktivitat der Tag-Polymerase und einer fluorogenen Sonde
basiert. Das Verfahren kann in einer on-tube-Technologie Nukleinsdure
amplifizieren und detektieren, so dass eine post-PCR-Analyse entfallt. Die

Kontaminationsgefahr ist dadurch weitgehend reduziert.

Zunachst wurde flr Herpes simplex Virus eine Real-Time PCR etabliert.
Basierend auf dem Primer-Design von Ryncarz et al., 1999 ist damit die
simultane Erfassung von HSV-1 und HSV-2 in einer Reaktion mdglich. Bei
positivem Amplifikationssignal besteht dann die Option mit einer weiteren
Real-Time PCR zwischen den beiden Serotypen zu differenzieren.

Um die Effizienz in der Labordiagnostik zu erhéhen wurden Optimierungs-
experimente mit dem Ziel durchgefiihrt, ein einheitliches Cycler-Profil fir
verschiedene Viren zu erarbeiten, so dass die jeweils angeforderten Parameter
simultan in einem Lauf analysiert werden kénnen.

Es zeigte sich dabei, dass eine Erhéhung der Temperatur fir Primerannaeling
und Elongation bei HSV von 58°C auf 61°C im Vergleich zum Protokoll von
Ryncarz et al., 1999 eine hohe PCR-Effizienz hatte und zu reproduzierbaren
Ergebnissen flihrte. Bei Varizella-Zoster-Virus betrug diese Temperatur-

differenz 1°C zum Grundprotokoll von Hawrami und Breuer, 1999.

Ein besonderes Anliegen in unseren Untersuchungen war es, basierend auf

friher in unserer Arbeitsgruppe gewonnenen Ergebnissen zur Assoziation von
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Enteroviren mit klinischen Syndromen (ReiBmann, 2004) detaillierte
Kenntnisse Uber die Assoziation von Enteroviren mit neurologischen
Erkrankungen zu erhalten. Fur dieses Vorhaben war sowohl die Optimierung
der Protokolle fur die konventionelle PCR erforderlich, als auch die Etablierung
der Real-Time PCR.

Das in der konventionellen gelbasierten Enterovirus-PCR eingesetzte Protokoll
zeigte mit einer erreichten Nachweisgrenze von 16,9 fg hohe Sensitivitat. Im
Gegensatz zum Protokoll von Severini et al. 1993, bei dem eine separate
Umschreibung der enteroviralen RNA in cDNA erfolgte, wurden die Primer der
ersten PCR simultan fir Umschreibung und nachfolgende Amplifikation
genutzt. Durch diese one-Step-Version mit nachfolgender nested PCR wurde
eine deutliche Verkilirzung des Arbeitsprozesses erreicht, so dass ein Ergebnis
im Verlauf eines Arbeitstages erhalten werden kann.

Ein besonderer Vorteil ist dabei die Verminderung der Kontaminationsgefahr.
Dieses Protokoll erwies sich als geeignet fir den Virusgenomnachweis in
unterschiedlichen Materialien wie Liquor cerebrospinalis, Serum, Gewebe, und

Faeces.

Ein weiteres wichtiges Anliegen war es, PCR-Standardmaterial zur
Quantifizierung enteroviraler Sequenzen zu gewinnen. Dazu wurden
Klonierungsexperimente durchgeflihrt. Eine Sequenz aus der 5" NTR von
Coxsackievirus B3 wurde in das Plasmid pUC insertiert und in E. coli
exprimiert. Die Priufung der Methode ergab bei Einsatz des praparierten
Plasmidstandards fur die Real-Time PCR eine Nachweisgrenze von 69 Kopien.

Eine externe Kontrolle der etablierten Nachweisverfahren erfolgte durch
Analyse von INSTAND-Ringversuchsproben aus drei verschiedenen
Untersuchungszeitraumen. Alle Proben flhrten zum geforderten Ergebnis.
Damit wurde das etablierte Protokoll flir die Diagnostik von Enterovirus

assoziierten ZNS-Infektionen als geeignet eingestuft.
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Fir die quantitative Bestimmung von Adenoviren wurde ein Primer- und
Probe-Design, das von uns aus dem Hexon-Bereich mittels Primer-Express
abgeleitet wurde, eingesetzt. Die erhaltenen Daten zeigen im Vergleich zu
einem von Heim et al., 2003 publizierten Protokoll nicht nur Modifikation im
Primer-Probe-Design auf, sondern auch eine Vereinfachung des Temperatur-
profils. Eine effiziente Amplifikation wurde auch nach Reduktion des 3 Step-
Programms mit 95°C, 55°C und 65°C auf zwei Temperaturbereiche mit 95°
und 61°C erreicht. Mit dem von uns gewahlten Oligonukleotid-Set flr
Adenoviren wurde eine Sensitivitat von 80 Kopien kalkuliert.

Mit dem ausgewiesenen Protokoll fiir die Real-Time PCR wurde die simultane
Untersuchung von HSV, VZV, EV und ADV in einem Lauf durchfihrbar

(Zimmermann et al., 2004).

Flr das Syndrom der akuten aseptischen Meningitis (AAM), definiert durch die
Abwesenheit identifizierbarer bakterieller Ursachen (Connolly und Hammer,
1990), werden als haufigste Ursache Enteroviren nachgewiesen (Rotbart,
1995). Enteroviren haben aber neben dem ZNS weitere Organmanifestationen,
so kdnnen sie Myocarditis und Pankreatitis verursachen. Wichtige molekulare
Einsichten der Virus-Zell-Interaktion sind durch Untersuchung der
Pathogenese der EV-bedingten Kardiomyopathien erhalten worden. Es gibt
dartUber hinaus Hinweise, dass Enteroviren unter bestimmten Umstanden
Bedeutung bei der Induktion eines Typ 1 Diabetes zukommen kann (Dunn et
al., 2000; Tracy et al., 2002; Moya-Suri et al., 2005).

Ein groBes Problem besteht darin, dass, obwohl Enteroviren lange als Ursache
von ZNS-Infektionen bekannt sind, keine lizensierte antivirale Chemotherapie
gegen Enteroviren zur Verfligung steht.

Trotz des Fehlens therapeutischer Konsequenzen ist jedoch eine schnelle
Diagnostik von Enteroviren bei ZNS-Infektionen flr ein optimales Patienten-

management essentiell.
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Flar die Entwicklung praventiver und therapeutischer Strategien kommt einer
aktuellen Datenlage zur Pravalenz, basierend auf molekularen Techniken,
groBe Bedeutung zu.

Aus den Ergebnissen unserer Untersuchungen kann abgeleitet werden, dass in
unserer Region Enteroviren Prioritat als atiologisches Agenz von ZNS-
Infektionen zukommt (Zimmermann et al., 2004).

Es wurde gezeigt, dass im Untersuchungszeitraum bis zu 20 % der Falle mit
ZNS-Beteiligung eine Enterovirus-Atiologie hatten. Uberraschend war die
Beobachtung, dass an zweiter Stelle Adenovirus-assoziierte Infektionen
folgten. FUr diese Viren, die als Erreger von ZNS-Infektionen bisher nicht
systematisch untersucht wurden, wurde eine Pravalenz von 11,3 % ermittelt.
Die durch Herpesviren verursachten Infektionen grenzen sich signifikant durch
einen geringen prozentualen Anteil ab. Es wurde flir HSV eine Pravalenz von
2 % ermittelt, fir VZV von 3,6 %. Alle HSV positiven Proben wurden als
HSV-1 identifiziert.

Die Bedeutung von Enteroviren als atiologisches Agenz bei Erkrankungen des
Nervensystems ist geographisch nicht einheitlich beurteilt. Wahrend wir,
bezogen auf den gesamten Untersuchungszeitraum von 2 Jahren, einen
prozentualen Anteil mit Enterovirusatiologie von 21,4 % nachweisen konnten,
haben Valassina et al., 2002 fliir den Norden Italiens flir Enteroviren nur einen
Anteil von 6,5% gefunden. Im Gegensatz dazu wurde Toscana-Virus in 40 %
der Falle nachgewiesen.

Im Vergleich zu einer finnischen 4-Jahres-Studie (Kupila et al., 2006) liegen
unsere Daten flr EV-Infektionen und VZV-Infektionen in der gleichen
GroéBenordnung. Fir HSV ist dagegen im Vergleich zu unseren Daten der Anteil
in der finnischen Studie um den Faktor 7 erhdht.

Ein ebenfalls hoher Anteil von HSV-Infektionen wurde in einer prospektiv
hospitalbasierten Studie von Lee et al. 2003 gefunden. Der Anteil von HSV-
Infektionen betrug 36 % und von VZV-Infektionen 12,9 % bei einer kleinen

Gesamtuntersuchungszahl von 124 Fallen. Eine Erklarung flr diesen hohen
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Anteil von HSV- und VZzZV-Infektionen kdnnte darin liegen, dass sich das
Patientengut von klinisch eindeutigen Encephalitiden ableitete.

Nowak et al., 2003 haben bei einer Analyse im Zeitraum von 2 Jahren bei
43 klinisch gefestigten akuten aseptischen Meningitiden in 19 Fallen (44 %)
Enteroviren als atiologisches Agenz diagnostiziert, gefolgt von HSV-1 (7 %),
VZV (5 %) und HSV-2 (5 %). In 35 % der Félle blieb die Atiologie unklar.
Neben Kopfschmerzen und Fieber wurden in vielen Fadllen anamnestisch
Zeichen von vorangegangenen gastrointestinalen Beschwerden angegeben.
Die mittlere Krankenhausaufenthaltsdauer betrug zwischen 16 und 31 Tage.
Danach wurde teils in die Hauslichkeit entlassen bzw. erfolgte die Verlegung in
eine Rehabilitationseinrichtung, ein klarer Hinweis auf die Schwere der

Erkrankung.

Nachdem West Nil-Virus nach einem Ausbruch in New York im Jahr 1999 zu
Todesfallen flihrte (Briese et al., 2000), erhielt dieses Virus weltweit verstarkt
Aufmerksamkeit und wurde partiell in das differentialdiagnostische Panel flr
ZNS-Infektionen aufgenommen.

Um die Bedeutung in unserem Gebiet abzuklaren, wurden 177 Liquor-Proben,
fur die kein atiologiches Agenz bei klinischen Zeichen einer ZNS-Infektion
gefunden worden war, mit einer von uns etablierten Real-Time PCR
untersucht. In keiner Probe konnten WNV-spezifische Sequenzen
nachgewiesen werden. Eine Bedeutung von West Nil-Virus als Ursache einer
ZNS-Infektion in unserer Region ist damit auszuschlieBen.

Der Lebenszyklus von West Nil-Virus verlauft normalerweise zwischen Micken
und Vogeln. Micken der Gattung Culex sind der primare Vektor fur die
Ubertragung auf den Menschen. In Endemiegebieten wie Afrika, Mittelasien,
Russland, Indien, Indonesien und Teilen von Sidosteuropa verlauft die
Infektion mit West Nil-Virus haufig asymptomatisch, bei symptomatischen

Patienten liegt in 15 % eine Beteiligung des ZNS vor (Hinson und Tyor, 2001).
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Die Frage nach der Dauer einer Enterovirus-bedingten ZNS-Infektion sowie
nach dem einzusetzenden Material ist von hohem Interesse.

Dazu wurde versucht, Virus in verschiedenen Kompartimenten und zu
unterschiedlichen Zeiten nach Infektion nachzuweisen. Es zeigte sich bei
einem 5%2 Monate alten Saugling, dass trotz bereits erfolgter Serokonversion
noch 4 Wochen spater EV-RNA-Sequenzen im Liquor cerebrospinalis
nachweisbar waren.

Auch im Erwachsenenalter konnte der Virusnachweis im Liquor cerebrospinalis
Uber einen langeren Zeitraum gefiihrt werden. In einem Fall wurde neben
einem positiven Liquorbefund sowohl initial als auch nach zwei Wochen eine
Viramie bestimmt. Gestltzt wurde dieser Befund durch Virusausscheidung
Uber die Faeces.

Die Beobachtung, dass von 91 untersuchten Liquor-Serum-Paaren in 35 % in
beiden Materialien und in 12 % ausschlieBlich im Serum EV-RNA nachgewiesen
wurde lasst die Aussage zu, dass es bei entsprechendem klinischen Verdacht
sinnvoll ist, falls eine Liquorprobe nicht enthommen werden kann, Serum zu
analysieren.

Mit 88 % EV-RNA-Nachweis bleibt Liquor cerebrospinalis aber optimales

Material zum Erstellen einer virologischen Diagnose.

Ein Virusnachweis im Liquor cerebrospinalis Uber einen ldngeren Zeitraum war
auch bei Adenovirus-assoziierten ZNS-Infektionen zu beobachten. So wurde
bei einem 54jahrigen Patienten noch nach 16 Tagen ADV-DNA im Liquor
nachgewiesen.

Beim klinischen Bild einer Facialisparese war am Tag 3 nach Hospitalisierung
im Liquor cerebrospinalis Adenovirus nachweisbar ohne dass Antikérper
gefunden wurden. Drei Wochen spater konnte IgG nachgewiesen werden.

Die Bedeutung von Adenoviren bei ZNS-Infektionen wurde besonders deutlich
an einem Patienten mit wiederholter Hospitalisierung. Hierbei wurde beim
klinischen Bild einer Meningitis ADV-2 initial in zwei im Abstand von 3 Tagen

entnommenen Liquor-Serum-Paaren nachgewiesen. Fir eine retrospektive
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Analyse stand Serum-Archivmaterial von zwei Abnahmen aus dem Jahr zuvor
zur Verfigung. Bereits zu diesem Zeitpunkt war der Patient mit einer analogen
Symptomatik hospitalisiert worden. In beiden Serumproben wurde ADV-DNA
nachgewiesen. Ein Jahr spater kam es erneut zur Hospitalisierung, wiederum
konnte sowohl im Liquor als auch im Serum der Virusnachweis geflhrt
werden. Sowohl mit klassischer als auch mit Real-Time PCR war eine

Detektion mdglich. Eine Kontamination wurde ausgeschlossen.

Wahrend persistente ZNS-Infektionen durch Enteroviren in Patienten mit
congenitaler Agammaglobulindmie bereits durch McKinney et al., 1987
berichtet wurden, ist das Vorkommen bei immunkompetenten Patienten bisher
wenig validiert. Untersuchungen von Cerebrospinalflissigkeit mittels nested
PCR von post mortem ZNS-Gewebe von Patienten mit friherer Poliomyelitis
zeigten, dass RNA ausschlieBlich nur von Nicht-Polio-Enteroviren nach-
gewiesen werden konnte (Muir et al., 1996).

Nach einer Hypothese von Mas et al, 2001 zur Entstehung von persistierenden
Enterovirus-assoziierten ZNS-Infektionen, erstellt auf der Basis breitangelegter
Untersuchungen - virologischer, epidemiologischer, toxikologischer immuno-
logischer, histopathologischer und Milieufaktoren - hinterldsst eine primare
Enterovirus-Infektion, die haufig das Nervensystem betrifft, Genome oder
Genomfragmente in Zellen des Nervensystems. Nach bestimmten
Zeitintervallen koénnen die Genome ihr Latenzstadium in Genexpression
umwandeln, madglicherweise auf Grund von extrazelluldren toxischen oder
diatetischen Faktoren. Es kommt zur Produktion kompletter und/oder
inkompletter Viruspartikel, die Epitope gemeinsam mit Zellen des ZNS haben
und damit ein Potential fir Autoimmunprozesse darstellen. In der Studie
wurden Stamme mit verandertem CPE erkannt. Die ausldsenden Stamme
zeigten strukturelle Proteinmodifikationen fir VP1, VP3 und fir das Nicht-
Strukturprotein 2C. Die inkompletten viralen Partikel koénnten eine
persistierende Infektion mit kontinuierlicher Antigenstimulierung oder eine

direkte Zellzerstérung auslésen.
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Als eine weitere Ursache fiir das Entstehen persistierender Infektionen werden
Affinitatsunterschiede einzelner Stamme zu verschiedenen Rezeptoren
diskutiert. Der Glycosylierungsgrad des Rezeptors der Wirtszelle beeinflusst
Tropismus und Ausbreitung eines Virus, wie am Beispiel von Theiler’'s Murine
Encephalomyelitis Virus (TMEV) gezeigt wurde. Stamme mit geringer
Neurovirulenz, assoziiert mit persistierender Infektion und zu chronischer
Demyelinisierung flihrend, nutzen als Rezeptoren Sialyloligosaccharide. Das
traf nicht fir die hoch neurovirulenten Stamme zu (Schweighardt und Atwood,
2001).

Fir die weitere Zielstellung, durch genotypische Charakterisierung
nachgewiesener Sequenzen Fragen des Vorherrschens bestimmter Stamme
und der genetischen Verwandtschaft untereinander beantworten zu kdnnen,
wurde von Enteroviren und Adenoviren eine molekulare Charakterisierung
vorgenommen. Bei Enteroviren erfolgte zuvor eine Differenzierung Uber die
Zuordnung zur Coxsackievirus B-Gruppe durch Amplifikation einer variablen
Region der 5" NTR.

Ein Problem bei diesen Untersuchungen war die Materialmenge. Wahrend Uber
Zellkultur gewonnenes Virusmaterial ausreichende Virusmengen flr eine
molekulare Charakterisierung bietet, ist das Untersuchungsmaterial Liquor
cerebrospinalis quantitativ begrenzt und enthalt oft nur eine geringe
Virusmenge, so dass eine sehr hohe Empfindlichkeit der Methoden erforderlich
ist.

Von uns wurde die Methode der direkten Sequenzierung der 5" NTR eingesetzt
(Nairn und Clements, 1999).

Fur die 5" NTR sind bedeutende Funktionen bekannt. So wurde bei Poliovirus
gezeigt, dass Unterschiede in Virulenz, Temperaturempfindlichkeit und
Plaguemorphologie durch Mutationen in der 5° NTR bedingt sind (Muir et al.,
1998).
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Die Charakterisierung unserer Stamme mittels Nukleotid-Alignment zeigte im
Dendrogramm flir das Jahr 2002 und 2003 jeweils 2 Hauptcluster. Dabei ist zu
beobachten, dass die Mehrzahl der zirkulierenden Stamme der Coxsackievirus
B-Gruppe zuzuordnen waren.

Der Sequenzvergleich der Stamme des Jahres 2002 ergab, dass sie sich in den
Clustern um 11 % voneinander unterschieden. Der Vergleich der Verwandt-
schaft innerhalb der zwei Cluster zeigte jeweils eine hohe Homologie der
zirkulierenden Stamme untereinander mit 99 bis 100 %. Zu einem von
Oberste et al., 2004 charakterisierten Coxsackievirus B2 Stamm lag die
Homologie des Clusters 1 bei 96 %.

Far Cluster 2 konnte keine eindeutige Zuordnung zu einem Serotyp erfolgen.
Auf Grund der in den meisten Bereichen hochkonservierten 5’ NTR ist eine
Zuordnung nur bedingt maglich.

Innerhalb des Clusters wiesen die Stdmme eine hohe Homologie von nahezu
100 % auf. Eine Vorcharakterisierung mit Hilfe der Coxsackievirus B-
spezifischen PCR spricht dennoch flir die Zuordnung der Stamme dieses
Clusters zur Gruppe der Coxsackie B-Viren. Das trifft ebenso flir die Stamme
von 2003 zu. In Ubereinstimmung mit der Studie von Thoelen et al., 2003
konnten wir im Jahr 2003 ein Cluster mit Coxsackievirus B4 finden sowie

weitere Enteroviren wie Echovirus 9, 11 und 30.

In Untersuchungen zur molekularen Klassifikation von Coxsackie A-Viren
(CAV) haben Siafakas et al., 2002 zur Erkennung von strukturellen und
evolutiondaren Aspekten ebenfalls Untersuchungen auf der Basis der 5’ NTR
durchgefiihrt. Neben hochkonservierten Abschnitten in der 5° NTR gibt es
Bereiche mit Heterogenitat. Die von diesen Autoren untersuchten Viren lieBen
sich in zwei genetische Cluster differenzieren, eins in dem u. a. CAV 1, 11,
17-22, 24 zusammen mit Polioviren und EV70 enthalten waren und ein

zweites, in dem zusammen mit Coxsackie B-Viren Echoviren gefunden wurden.
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In den letzten Jahren hat sich durch ausgedehnte Studien verschiedener
Arbeitsgruppen gezeigt, dass Epitope der verschiedenen Serotypen vor allem
in der VP1-Region liegen (Thoelen et al., 2004).

Lukashev et al., 2003 beschrieben ein neues Modell der Enterovirus-Genetik.
EV-Serotypen besitzen ein Set von Kapsid-Genen, die haufig mit
verschiedenen Varianten von 5’ NTR- und Nicht-Struktur-Protein- (NSP) Genen
rekombinieren. Diese Aktivitat erlaubt Kapsid-, NTR- und NSP-Genen sich
scheinbar unabhangig voneinander zu entwickeln. Die Fahigkeit fir haufige
naturliche Rekombination kdnnte ein Merkmal fur Enteroviren sein.

Nairn und Clements, 1999 belegen in einer Uber 20 Jahre gehenden
Beobachtungsperiode, dass sich das Muster von EV-Typen andert. ECHO-Virus
30 zeigte in diesem Beobachtungszeitraum Differenzen sowohl in der 5° NTR
als auch in der VP2/VP4 Region von etwa 20 %.

Obwohl, wie bereits ausgefliihrt, die 5 NTR als hochkonservierte Region flir die
Identifizierung von Serotypen weniger geeignet ist (Thoelen et al. 2003,
Palacios et al., 2002, Norder et al. 2001), kommt ihr beim Vergleich
zirkulierender Stamme Bedeutung zu. Daruber hinaus sind aber auch auf
Grund von Homologievergleichen partielle Aussagen zum Serotyp mdglich.

Unsere Analyse zeigte, dass von den Coxsackie B-Viren die Typen 1, 2, 3 und
4 beteiligt waren. Von den Coxsackie A-Viren wurden die Typen 6 und 16 und

von den Echoviren 9, 11, 19 und 30 bestimmt.

In einer Studie zur Charakterisierung der an aseptischer Meningitis beteiligten
Stamme in Deutschland wurde der seltene Enterovirus-Serotyp Echovirus 13
als causales Agenz schwerer Erkrankungen diagnostiziert (Diedrich und
Schreier, 2001).

Derselbe Typ war auch bei der molekularen Abklarung eines Meningitis-
ausbruchs in Belgien 2000 erkannt worden, an dem dariber hinaus die
Echoviren E6, E7, E16, E18 und E30 beteiligt waren. Von den Viren der
Coxsackie B-Virus Gruppe waren es die Typen 4 und 5 (Thoelen et al, 2003).
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Wahrend in dieser Studie Echoviren dominierten, waren es in unserer Studie

besonders die Coxsackie B-Viren.

Mit Hilfe klassischer und molekularer Techniken haben Peigue-Lafenille et al.,
2002 bei 30 Meningitiden ebenfalls eine EV-Atiologie nachgewiesen. Die
Charakterisierung erfolgte mittels Neutralisationstest, als zirkulierende
Stamme wurden dabei Echovirus 5, 6, 9, und 30 bestimmt.

Eine Studie in Frankreich zeigte, dass 40 % aller EV-Isolate Echovirus 30
zuzuordnen waren (Charrell et al., 2004). In den USA wurden in einer Studie
42 % Enteroviren gefunden (Oberste et al., 1999a). Auch in Osteuropa ist
Echovirus 30 als ein bedeutendes atiologisches Agenz bei aseptischer
Meningitis gefunden worden (Guney et al., 2003).

In einem kurzlich in unserer Region abgelaufenen Ausbruch konnten wir
ebenfalls Echovirus 30 als vorherrschendes Virus identifizieren. Die

Charakterisierung erfolgte genotypisch Uber 5" NTR- und VP1-Region.

Auf Grund der Lokalisation des VP1-Proteins hauptsachlich an der
Virusoberflache besitzt es neutralisierende Antigendeterminanten, so dass im
Sinne einer Zuordnung zu Serotypen dieser Region gréBere Bedeutung
zukommt (Oberste et al., 1998, 1999b).

Trotzdem blieben in einer weiteren Studie bei Einsatz von 5 verschiedenen
Primerpaaren aus der VP1-Region einige Stamme untypisierbar. In einem Fall
konnte jedoch durch die Amplifikation mit einem Primerpaar der 5 NTR
81 % Ubereinstimmung zum Prototyp E4 erkannt werden (Oberste et al.,
2000).

Caro et al., 2001 erreichte mit einem Primerpaar, lokalisiert am 3'-Ende der
VP1-Region und in der 2C-Region eine Genotypisierung. Es wurde Material von
Zellkulturisolaten eingesetzt, so dass ausreichende Virusmengen zur
VerfiUgung standen. Bei einer direkten Detektion und Sequenzierung aus
nativem klinischem Material liegen oft die erforderlichen Virusmengen nicht

vor.
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Aus unseren Untersuchungen mit Adenoviren ist abzuleiten, dass ihnen
eindeutig Bedeutung als atiologisches Agenz bei ZNS-Infektionen zukommt.

Im Beobachtungszeitraum waren Adenoviren im Vergleich mit Enteroviren,
Herpes simplex Virus und Varizella-Zoster-Virus basierend auf der PCR-
Analyse von Liquor cerebrospinalis in 11,3 % der Falle beteiligt.

Da es sich um eine 2-Jahres-Studie handelt mit Pravalenz zwischen 10,7 %
und 13 % kann belegt werden, dass Adenoviren nicht zufallig nachgewiesen
wurde. Die Ergebnisse zeigen weiterhin klar, dass Adenoviren ganzjahrig
zirkulieren.

Es wurde deutlich, dass alle Altersgruppen betroffen sind. Die im Kindesalter
aufgetretenen Peaks lassen sich mit hoher Wahrscheinlichkeit darauf
zurlckzuftihren, dass es in dieser Altersgruppe im Vergleich zu Erwachsenen

schneller zur Hospitalisierung kommt.

Nach unserer Kenntnis ist bisher keine systematische Studie beschrieben, die
die Bedeutung von Adenoviren als atiologisches Agenz von Erkrankungen des
ZNS berucksichtigt. Wahrend allgemein das breite Spektrum der klinischen
Bilder von ADV-Infektionen Pharyngokonjunktivalfieber, epidemische Kerato-
konjunktivitis, follikuldre Konjunktivitis, Myokarditis, hamorrhagische Zystitis
und akute Diarrhoe umschlieBt, werden in letzter Zeit Kasuistiken von
Enzephalopathien beschrieben (Straussberg et al., 2001, Lee et al., 2003,
Okamoto et al., 2004).

Durch Charakterisierung unserer Stamme konnten wir nachweisen, dass an
den Infektionen vorrangig die Adenovirus-Serotypen 2, 41 und 5 beteiligt
waren.

Fir die Zuordnung der Isolate zum Serotyp erwies sich die ausgewahlte
Region, ein variabler Bereich aus dem Hexon-Gen, als gut geeignet. Die
Homologie zum Prototyp ADV-2 (J01917) lag innerhalb des Clusters zwischen
98,8 % und 100 % bezogen auf das Nukleotid-Alignment und zwischen 97 %
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und 100 % bezogen auf das Aminosaure-Alignment. Eine &hnlich groBe
Homologie wurde fir die Serotypen ADV-41 und ADV-5 gefunden.

Unsere Daten lassen klar erkennen, dass Adenoviren das zweithaufigste Agenz
von viralen ZNS-Infektionen nach Enteroviren in unserer Region sind und
belegen, dass Adenoviren bei ZNS-Infektionen differentialdiagnostisch

bericksichtigt werden miussen.

Diese Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit neueren Daten, die bei der
Untersuchung von Poliomyelitis-verdachtigen Erkrankungsfallen erhalten
wurden (Azevedo et al., 2004). Hierbei wurden Adenoviren der Gruppe B
isoliert. Die Autoren postulieren, dass nach Zurickdrangen der Polioviren
Adenoviren eine moégliche Rolle bei schlaffen Paresen zukommen kdnnte.
Kirzlich wurde die ungewoéhnliche Kasuistik eines neuromeningealen Relaps
bei B-Zell-Lymphom berichtet und ADV-7 in der Kultur nachgewiesen (Fianchi
et al., 2003). Dieser Fall belegt ebenfalls, dass Adenoviren bei dem
besonderen Patientengut der Immunsupprimierten nicht nur bei der Auslésung
einer pulmonalen Erkrankung bedeutungsvoll sind, sondern auch bei ZNS-
Infektionen differentialdiagnostisch einbezogen werden sollten.

Durch intensive Untersuchungen zur Nutzung von Adenoviren als Vektor in der
Gentherapie konnte gezeigt werden, dass die Injektion von Adenoviren in das
ZNS zu einer akuten dosisabhdngigen Entziindung flihrt, charakterisiert durch
Astrozyten- und Microglia-Aktivierung und Infiltration durch Immunzellen
(Thomas et al., 2001). Die Schnelligkeit der Zytokin-Freisetzung deutet darauf
hin, dass das ADV-Kapsid selbst die Trigger-Funktion tGbernimmt (Cartmell et
al., 1999). In Untersuchungen zur Rezeptor-Funktion bei ADV-induzierten
inflammatorischen Prozessen im ZNS konnte gezeigt werden, dass besonders
Uber CAR verschiedene Zelltypen wie Oligodendrozyten, Astrozyten, Mikroglia-
Zellen und Neurone infiziert werden kénnen (Thomas et al., 2002).
Abwehrschwache des Immunsystems kann zu einem transienten Anstieg der

viralen Replikation wahrend einer persistierenden Infektion flihren (Smith et
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al., 1998). Von der E1A-Region ist bekannt, dass kodierte Proteine immun-
modulatorische Funktionen haben, die eine Rolle in der Pathogenese spielen.

Proteine der E3-Region sind mitverantwortlich flr die Persistenz von ADV-
Infektionen. Die Aktivitdat des E3/19kD-Proteins gpl19K steht im engen
Zusammenhang mit der Fahigkeit, persistierende Infektionen zu verursachen.
Das 14,7K Protein macht die Zellen unempfindlich flir eine durch TNF-a

vermittelte Einleitung der Apoptose (Sparer et al., 1996).

Da flUr Enteroviren und Adenoviren im Vergleich zu HSV und VZV keine
zugelassene antivirale Chemotherapie verfligbar ist, unterstreichen die
gewonnenen Daten insbesondere in Hinblick auf immunsupprimierte Patienten
die Notwendigkeit, Antiviralia gegen diese Viren zu entwickeln.

Fir Enteroviren wurde durch Anwendung eines rationellen Drugdesignhs die
kapsidbindende Substanz Pleconaril, ein Oxadiazolderivat, entwickelt.

In begrenzten klinischen Studien hat diese Substanz Anwendung bei der
Behandlung schwerer lebensbedrohlicher EV-Erkrankungen gefunden. Da das
Wirkprofil in Studien bisher nicht ausreichend belegt werden konnte, wurde
diese Substanz bisher nicht zugelassen (Romero, 2001).

Kasuistiken aus unserem Klinikum belegen eine Verbesserung von schweren
Enterovirus-Infektionen unter Pleconaril-Behandlung (Utzig et al., 2003).
Basierend auf diesen Beobachtungen stellte sich die Frage, ob zirkulierende
Enteroviren in-vitro Empfindlichkeit gegen Pleconaril zeigen.

In unseren Untersuchungen mit ECHO-Virus 30 Isolaten konnten wir eine hohe
Empfindlichkeit dieser Stamme gegenliber Pleconaril belegen. Die ICsg,
bestimmt mittels MTT-Assay, lagen zwischen 0,08 pg/ml und 0,12 pg/ml.

Die Resistenz beruht auf einem Polymorphismus in der Aminosaure-Position
1092. Das konnte flr einen resistenten Phanotyp von Coxsackievirus B-3
gezeigt werden. In antiviralen Testen mit Hybriden wurde die Schllsselrolle
dieser Aminosaure bei der Pleconaril-Empfindlichkeit gefestigt. Computer-

analysen belegen, dass konformationelle Anderungen der hydrophoben Tasche
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auftreten, wenn Leucin durch Isoleucin oder Valin substituiert wird (Schmidtke
et al., 2005).

Studien zur Erweiterung des Anwendungsbereiches von Pleconaril auf
Rhinoviren waren nicht erfolgreich. Das fuhrte zur Einstellung der Produktion.
Damit steht bedauerlicherweise diese Substanz zur Behandlung schwerer ZNS-

Infektionen nicht zur Verfigung (Webster, 2005).

Eine weitere Mdglichkeit, die Virusreplikation signifikant zu reduzieren, ist auf
molekularer Ebene durch Einsatz von siRNA in HelLa Zellen gezeigt worden. Es
kam zu einer Reduktion der Virus-Synthese, so dass hier ein potentieller
Ansatz flr eine universale Therapie gegen verschiedene Enteroviren liegen
kdénnte (Ahn et al., 2005).

Das Problem des Fehlens einer zugelassenen Therapie steht auch flr
Adenoviren. In einer Reihe von Studien wurde gezeigt, dass modifizierte
Nucleosid-Analoga in vitro- und in vivo-Aktivitdt gegen Adenoviren besitzen
(Mentel und Wegner, 2001, De Clercq, 1997). Insbesondere kommt Cidofovir
Bedeutung zu. Als Breitspektrum-Antiviralium zeigt es Aktivitat gegen Herpes
simplex Virus, Varizella-Zoster-Virus, Cytomegalievirus, Epstein-Barr Virus und
Adenoviren (Kinchington et al., 2005). Der Einsatz dieser Substanz wird
eingeschrankt durch schlechte Liquorgéngigkeit sowie Nebenwirkungen wie

Nephrotoxizitat, Ubelkeit/Erbrechen oder Neutropenie.

Aufgrund des Fehlens einer therapeutischen Option flr diese Viren ist die
Entwicklung von Antiviralia eine wichtige Aufgabe.

Fiar die Entwicklung neuer Strategien zur Therapie von Virusinfektionen sind
detaillierte Kenntnisse Uber Virus-Wirts-Beziehungen eine wichtige Voraus-
setzung.

Obwohl es fir Enteroviren viele molekulare und serologische Studien gibt, ist

wenig Uber den Gesamtmechanismus der Pathogenese bzw. Virus-Wirt-
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Interaktionen bekannt. Es ist vor allem ein technisches Problem, viele zelluldre

Genprodukte simultan zu quantifizieren.

Ein Weg um Einsichten in die antiviralen Strategien des Wirts sowie virus-
bedingte Krankheitsmanifestationen zu bekommen, besteht in der Anwendung
der DNA Microarray Technologie. Damit ist die simultane Untersuchung des
Expressionsprofils einer Vielzahl von Genen mdglich. Es werden Ver-
anderungen in der Expression von spezifischen Gentranskripten bestimmt, so
dass Rickschlisse auf den molekularen Mechanismus der viralen Pathogenese
gezogen werden kénnen (Shih et al., 2004b).

Fir Enterovirus 71, das mit schweren neurologischen Erkrankungen und
signifikanter Mortalitét im asiatischen Raum assoziiert ist, wurden mittels
Microarray-Verfahren zelluldre Gene untersucht, die in der Auseinandersetzung
mit dem Virus eine Bedeutung haben (McMinn, 2002). Es wurde ein Anstieg
fir mRNAs nachgewiesen, die fur Chemokine, Komplementproteine und
proapoptotische Proteine kodieren. Im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen
zeigte sich eine Abregulation von Genen, die flr Proteine kodieren, die in die

Wirts-RNA-Synthese eingebunden sind.

Eine andere Strategie, um pathophysiologische Prozesse der Zelle zu
charakterisieren, ist das Messen von Veranderungen der Expression von
multiplen Proteinen in der Wirtszelle Uber hochsensitive Methoden. Eine
wesentliche Verbesserung auf diesem Gebiet wurde durch die Entwicklung der

Fluoreszenz-2D-Differentialgelelektrophorese (2D-DIGE) erreicht.
Wahrend der Infektionszyklus von bestimmten Enteroviren inzwischen sehr

detailliert aufgeklart ist, trifft das flr die zelluldren Veranderungen nach einer

Virusinfektion nicht zu.
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Fir unsere Untersuchungen mit dem Ziel, Basisinformationen Uber das
Proteomprofil von Enterovirus-infizierten Zellen zu erhalten, wurde das Modell
ECHO-Virus 30 / HelLa Zellen eingesetzt.

Es konnte gezeigt werden, dass Bestandteile des Zytoskeletts, des Protein-
und Kohlehydrat-Metabolismus, Signal- und Transport-Proteine und Proteine,
die an der Bewaltigung von Stress-Situationen beteiligt sind, verandert
exprimiert wurden (Zimmermann et al., 2006).

Bereits in der friihen Phase der Infektion, 4 h p. i. ist die Integritat der Zelle,
determiniert durch Actin als Hauptbestandteil des Cytoskeletts, massiv
beeintrachtigt. Visuell ist dieser Prozess in der Zellkultur friihestens 12 h p. i.
als Abkugelung der Zellen erfassbar.

Actin wurde in zwei Spots abreguliert nachgewiesen. Auch andere Cytoskelett-
assoziierte Proteine wie Cofilin-1 und Alpha-Actinin 4 wurden verandert
exprimiert gefunden, dabei war Cofilin-1 abreguliert und Alpha-Actinin 4
aufreguliert. Beide Enzyme sind nicht nur in das turn over des Cytoskeletts
eingebunden, sondern spielen auch eine Rolle bei apoptotischen bzw. anti-
apoptotischen Prozessen, wie in Untersuchungen an verschiedenen Zelltypen
wie Maus-Neuronen, T-Lymphozyten oder Hefezellen gezeigt wurde (Johnson
et al., Dreizler, 2002, 2004, Liu et al., 2004).

In den Protein-Metabolismus involvierte Proteine waren ebenfalls aufreguliert,
wie glucosidase II beta subunit precursor, ubiquitin-activating enzyme 1 oder
vacuolar protein sorting 35 protein. Diese Proteine bzw. Proteinbestandteile
haben eine Funktion besonders in Transport, Um- und Abbau von Proteinen.
Glycoproteine, die lber den sekretorischen Weg prozessiert werden, erlangen
ihre endglltige Struktur im Endoplasmatischen Retikulum wu.a. durch
Interaktion mit Calnexin und Calretikulin - zwei Lektine, die spezifisch an
monoglykosylierte Oligosaccharide binden. Glucosidase II mit der beta-
Untereinheit als regulatorischem Bestandteil gehdért neben UDP-glucose
glycoprotein:glucosyl transferase zu den Enzymen, die diesen Prozess Uber
Entfernen bzw. Bindung von Glucoseeinheiten kontrollieren (Pelletier et al.,
2000, Trombetta und Helenius, 2000).
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Der Abbau von Proteinen via Ubiquitin-Proteasom-Pathway besteht aus zwei
getrennt und nacheinander ablaufenden Abschnitten: Markierung des
Substrates Uber kovalente Bindung multipler Ubiquitin-Molekile sowie Abbau
des markierten Proteins Uber den 26S Proteasom-Komplex mit Freisetzung
von wiederverwendbarem Ubiquitin. Ubiquitinierung verlauft als kaskaden-
artiger dreistufiger Prozess. Dabei wird Ubiquitin durch das Ubiquitin-
aktivierende Enzym E1 ATP-abhangig aktiviert, auf ein Ubiquitin-Transporter-
Protein Ubertragen und zu dem zu markierenden Substrat transportiert, das
spezifisch an eine Ubiquitin-Protein-Ligase gebunden ist. Diese Ligase
katalysiert gleichzeitig die Bindung von Ubiquitin an einen Lysinarm des
Substrates. Nach Bindung weiterer Ubiquitin-Molekiille und Ausbildung einer
Polyubiquitinkette wird das so markierte Substrat vom 26S Proteasom-
Komplex erkannt und in kurze Peptidketten gespalten (Cichanover, 2006).
Vacuolar protein sorting 35 protein ist Bestandteil des Retromer-Komplexes,
welcher in den retrograden Transport lysosomaler Enzymrezeptoren von
Endosomen zum trans-Golgi-Netzwerk involviert ist sowie in die Transcytose-
Regulation des polymeren Immunglobulinrezeptors pIgR-pIgA (Seaman, 2004,
Verges et al., 2004).

Als verandert exprimiert wurden auch Proteine gefunden, die an Stress-
Reaktionen als regulatorische Komponenten beteiligt sind, z. B. als Anti-
oxidantien wie Superoxid-Dismutase, Peroxiredoxin 1 (PRX-1), Thioredoxin-
like 1 Protein (TXL-1)oder als Proliferations-Inhibitor wie Prohibitin. Wir fanden
PRX-1 und TXL-1 vermindert exprimiert, wahrend Superoxid-Dismutase und
Prohibitin verstarkt exprimiert waren.

Antioxidatien sind verantwortlich flr die Aufrechterhaltung der zelluldren
Redox-Balance indem sie die Zelle vor Schadigung durch oxidativen Stress,
gekennzeichnet durch Uberproduktion reaktiver Sauerstoffradikale z. B. nach
DNA-Schadigung, schitzen.

Flr einige dieser Proteine sind weitere z.T. protektive Funktionen beschrieben.
Thioredoxin-like 1 Protein (TXL-1), ein Mitglied der Thioredoxsuperfamilie,
wird in verschiedenen Zelltypen bei Glukosemangel Uberexprimiert. Es wird
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postuliert, dass TXL-1 in ein System eingebunden ist, das die Zelle bei
Glucose-Mangel-induziertem Stress schiitzt (Jimenez et al., 2006).
Peroxiredoxin 1 (PRX-1) gehoért zu Peroxiredoxinfamilie, die in Saugern aus
sechs Klassen besteht. Peroxiredoxine kommen in verschiedenen Zell-
Kompartimenten vor und sind neben ihrer anti-oxidativen Rolle als Peroxidase
in weitere Prozesse wie Zellproliferation, Differenzierung und Genexpression
involviert (Fujii und Ikeda, 2002). Eine besondere Rolle kommt PRX-1 als anti-
apoptotischem Protein in cancerogenem Gewebe zu, wo dieses Enzym haufig
Uberexprimiert wird (Kim et al., 2006).

Prohibitin 1 und 2 gehdren zu den hochkonservierten Proteinen der eukaryo-
tischen Zelle. Neben der primaren Rolle als Inhibitor von Proliferations-
prozessen und als Chaperone in Mitochondrien werden weitere Funktionen wie
Modulation von Genexpression und Assoziation zum IgM-Rezeptor der
B-Lymphozyten postuliert. Prohibitine kénnen post-translational durch
Phosphorylierung und Ubiquitinierung modifiziert werden. Prohibitin 1 bindet
an Komplement C3 und scheint in dessen Aktivierung involviert zu sein
(Mishra et al., 2006). In Proteomic-Analysen zur Prifung des Einflusses von
Hyperoxygenierung auf die Entwicklung von fetalem Lungengewebe wurde die
Bedeutung von Prohibitin als Antioxidanz und Regulator der Zellproliferation
gefestigt (Henschke et al., 2006).

In der Literatur ist bisher Gber Untersuchungen mit dem Proteomicverfahren
bei EV-infizierten Zellsystemen wenig zu finden.

Leong und Chow, 2006 untersuchten EV71, das in Sidostasien zu schweren
ZNS-Infektionen mit Todesfallen gefihrt hatte und fanden mit uns
Ubereinstimmende Daten. Fir Cytoskelett-assoziierte Proteine wurde sowohl
Auf- als auch Abregulation gefunden.

Von Enterovirusinfektionen ist bekannt, das sie mit einem massiven
Rearrangement des Cytoskeletts einhergehen (Rotbart, 1995). Die
verminderte Expression solcher Proteine beginnt offensichtlich schon zu einem

sehr frihen Zeitpunkt der Infektion, mdglicherweise mit dem Beginn der
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Virus-Replikation und der Bereitstellung membrandser Vesikel, an die der
virale Replikationskomplex bindet. Unterschiede, die in der Expression solcher
Enzyme wie Cofilin-1 gefunden wurden, kdénnen ihre Ursache in der unter-
schiedlichen Dauer der Infektion haben. Wahrend Leong und Chow, 2006 ihr
Proteinmuster nach Ablauf mehrerer Replikationszyklen analysierten, wahlten
wir einen frihen Zeitpunkt, 4 Stunden nach Infektion.

Untersuchungen von Belov et al., 2003 an Poliovirus zeigten, das in einem
frihen Stadium der Infektion, in der das Virusgenom translatiert wird, mess-
bare Mengen an pro-apoptotischen Proteinen synthetisiert werden. Mit Beginn
der Virusproduktion treten Apoptose-unterdriickende Effekte auf, die Uber die
gesamte Dauer der Virusproduktion die Apoptose blockieren.

Fir Coxsackieviren sind solche anti-apoptotischen Prozesse am System
CoxB3 / HelLa-Zellen beschrieben worden. Dabei wurde gezeigt, dass das
2B-Protein fiir den Ubergang der infizierten Zelle in ein anti-apoptotisches
Stadium verantwortlich ist (Campanella et al., 2004).

Ebenfalls am System CoxB3 / Hela-Zellen wurde gezeigt, dass die
Coxsackievirus-Infektion zu einer Steigerung der Protein-Ubiquitinierung
fihrte, dadurch wurde der Abbau der Wirtsproteine geférdert (Gao und Luo,
2006). Auch in unseren Untersuchungen wurde ein Bestandteil des Ubiquitin-
Proteasom Komplexes, das Ubiquitin-aktivierenden Enzym E1, Uberexprimiert
gefunden.

Unsere Daten der Proteomic-Analyse von EV-infizierten Zellen hinterlassen
Fragen. Weitere Einsichten in das Proteinprofil EV-infizierter Zellen werden

durch kinetische Untersuchungen erwartet.
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6. Zusammenfassung

Die jahrliche Zahl durch Viren verursachter Infektionen des Zentralnerven-
systems liegt weit Uber der, die durch bakterielle und andere Erreger
verursacht werden.

Zielstellung der Arbeit war es, aktuelle Informationen zur Pravalenz von mit
ZNS-Erkrankungen assoziierten Viren in der Region Ostvorpommern zu
erhalten. Dabei sollte insbesondere die Bedeutung von Enteroviren und
Adenoviren untersucht werden.

Als Basis dienten neu entwickelte molekularbiologische Methoden zur
Erkennung und Charakterisierung relevanter Viren wie Enteroviren,
Adenoviren, Herpes simplex Virus, Varizella-Zoster-Virus und West Nil-Virus.
Weitere Ziele waren die genotpyische Charakterisierung erhaltener Viren, die
Testung der Sensitivitat von Enteroviren gegen Pleconaril sowie die

Evaluierung von Virus-Zell-Interaktionen nach Enterovirus-Infektion.

Fur die Real-Time PCR zum Nachweis der relevanten Viren wurden Protokolle
mit hoher Sensitivitat und Spezifitat erarbeitet, die die qualitative und
quantitative Bestimmung gewahrleisten.

Mittels Klonierung wurde cDNA-Standardmaterial flir Enteroviren hergestellt.

Die kalkulierte Nachweisgrenze lag bei 70 Enterovirus-Genomaquivalenten.

Die Pravalenzuntersuchungen belegen, dass in unserem Untersuchungsgut
Enteroviren mit 21,4 % das haufigste atiologische Agenz bei viral bedingten
ZNS-Infektionen sind, gefolgt von Adenoviren mit 11,3 %. FUur Varizella-
Zoster-Virus wurde eine Pravalenz von 3,6 %, fur Herpes simplex Virus von
2 % ermittelt. Eine Bedeutung von West Nil-Virus bei ZNS-Infektionen in der
Region Vorpommern konnte ausgeschlossen werden.

Die Analyse der Altersverteilung der Patienten macht deutlich, dass EV- und
ADV-Infektionen in allen Altersgruppen vorkommen, ein Gipfel wurde im

Kindesalter gefunden. Die saisonale Verteilung zeigt bei Enterovirus-
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Infektionen eine Haufung im Sommer, bei Adenoviren wurde eine
gleichmaBige Verteilung lGber das ganze Jahr gefunden.

Sowohl flur EV-assoziierte als auch flr ADV-assoziierte ZNS-Infektionen wurde
beobachtet, dass in Patientenmaterial diese Viren Uber einen Ilangeren
Zeitraum nachweisbar blieben. Damit wird deutlich, dass auch bei immun-
kompetenten Patienten chronische Infektionsverlaufe mdglich sein kénnen.

Die simultane Untersuchung von Materialien aus unterschiedlichen
Kompartimenten erhdhte deutlich die Abklarungsrate des causalen Agenz einer
ZNS-Infektion. Bei Untersuchung von 91 Liquor-Serum-Paaren wurde der
Nachweis von Enterovirus-Sequenzen in 88 % aus Liquor cerebrospinalis

erbracht, in 12 % ausschlieBlich aus Serum.

Die genotypische Charakterisierung der zirkulierenden Stamme zeigte flr
Enteroviren Cluster, die in der 5" NTR eine hohe Homologie zu Coxsackie B
Viren aufwiesen. Insgesamt konnten die Coxsackieviren B2, B3, B4, A6, A9
und A16 und die ECHO-Viren 9, 11, 19 und 30 nachgewiesen werden.

Fir Adenoviren erfolgte die genotypische Zuordnung Uber eine hypervariable
Region des Hexon-Gens. Es wurde eine hohe Homologie zu den Serotypen 2, 5
und 41 gefunden.

Fur Enterovirus-Isolate, die mit ZNS-Infektionen assoziiert waren, konnte eine
hohe Empfindlichkeit gegen Pleconaril nachgewiesen werden mit ICso-Werten

zwischen 0,08 pg/ml und 0,12 pg/ml.

Das Protein-Profii von ECHO-Virus infizierten Hela-Zellen zeigte
Veranderungen in der Expression flr Proteine des Cytoskeletts, fulr
Bestandteile von metabolischen Prozessen und fir Proteine, die in Signal- und
Transportprozesse sowie Stress-Abwehr involviert sind. Die Ergebnisse
belegen, dass bereits in einer frilhen Phase die Integritdt der Zelle stark
beeintrachtigt ist. Veranderungen in Elementen des Proteinmetabolismus
sowie der Stress-Bewaltigung konnten mit Prozessen von Virusreplikation und

Apoptose-Abwehr in Zusammenhang gebracht werden.
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