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ZUSAMMENFASSUNG

Zur groffldchigen Bekd&mpfung der Fuchstollwut werden heute vor-
wiegend attenuierte Tollwutviren als Lebendimpfstoffe eingesetzt,
in einigen europadischen Landern inzwischen zus&dtzlich re-
kombinante Vaccinia Viren. Ein Risiko beil der Freisetzung von
Viren, deren Genom wie beim Tollwutvirus aus RNA besteht, ist
deren normalerweise geringe genetische Stabilitat, die schnell
zur Verdnderung der biologischen Eigenschaften der Viren fihren
kann. Experimentelle Daten, die eine Risikoabschatzung bei der
Verwendung von attenuierten Tollwutviren ermdglichen, und die
Voraussetzung sind flir die Abwdgung von Gefdhrdungspotentialen,
die bei der Freisetzung von attenuierten Tollwutviren, bzw.
rekombinanten Vaccinia Viren ausgehen, liegen bisher nicht vor.
In dem 1992 begonnenen Projekt werden Faktoren untersucht, welche
die genetische Stabilitdt des Tollwutvirus bestimmen, n&mlich
Mutationsrate und Vorkommen von Rekombinationen. Ein Grund fir
die hohe Mutationsrate wvon RNA Genomen ist die fehlende
Korrekturfunktion ("proof-reading" Aktivitdt) wvon RNA Poly-
merasen. In unterschiedlich stark konservierten Bereichen des
Tollwutvirusgenoms wird die Fehlerrate der Tollwutvirus RNA
Polymerase beim Kopieren des Genoms bestimmt. Mechanismen, die an
der Rekombination von Tollwutvirus RNA beteiligt sind, werden mit
Hilfe von defekten interferierenden (DI) RNAs untersucht.
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EINFUHRUNG

Im Zuge der Bekdampfung der Fuchstollwut in Europa werden seit
einigen Jahren grofe Mengen Lebendimpfstoff freigesetzt. Dabei
handelt es sich vor allem um das attenuierte Tollwutvirus SAD
B19. Tollwutviren besitzen ein unsegmentiertes Negativ-Strang—-RNA
Genom und gehdéren der Familie Rhabdoviridae an. Im Hinblick auf
die Anwendung als Lebendimpfstoff besitzen RNA Viren gegeniber
Viren mit DNA-Genom einen entscheidenden Nachteil: Die viralen
RNA Polymerasen besitzen keine Korrekturfunktion ("proof-reading"
Aktivitat). Dies resultiert in einer vergleichsweise hohen
Fehlerrate beim Kopieren der viralen Genome und somit in einer
hohen genetischen Variabilitdt der Viren (4,12,13). Dadurch
koénnen sich die biologischen Eigenschaften von RNA Viren relativ
schnell verandern. Die Attenuierung von pathogenen Viren in der
Zellkultur kann durch einzelne oder mehrere Punktmutationen in
bestimmten Genombereichen, sogenannten "Virulenzmarkern" bewirkt
werden. Wie in vielen RNA-Virussystemen - auch beim Tollwutvirus
- gezeigt wurde, kann die Attenuierung des Virus durch Punkt-
mutationen rickgdngig gemacht machen. Beim Tollwutvirus wurde
bisher lediglich ein Virulenzmarker identifiziert, der jedoch
beim SAD B19 Impfvirus nicht betroffen ist (1,2). Die fur die
fehlende Pathogenitat des Virus verantwortlichen Mutationen im
Virusgenom konnten noch nicht identifiziert werden. Rekombination
stellt ein weiteres wichtiges Element bei der Evolution von RNA
Viren dar (14). Vor allem bei Plus-Strang—-RNA Viren sind Re-
kombinationsereignisse zwischen Genomen verwandter Viren sowohl
in der Zellkultur als auch unter naturlichen Bedingungen be-
schrieben. Dariberhinaus kann sogar zelluldre RNA in das Genom
von Plus-Strang (BVDV, 7) oder Negativ-Strang RNA Viren (In-
fluenza Virus, 5) eingebaut werden. Bei unsegmentierten Negativ-
Strang—-RNA Viren (Rhabdoviren und Paramyxoviren) wurde bislang
nicht gezeigt, daB durch Rekombination zweier Virusgenome ein
neues vermehrungsfdhiges Virus entsteht. In beiden Virusfamilien
treten jedoch sehr hdufig DIs ("defective interfering particles")
auf, deren Genome durch Rekombinationsereignisse aus kompletten
Virusgenomen entstehen (6,10,11). Solche Tollwutvirus DIs stellen
bei dem beschriebenen Projekt wichtige Hilfsmittel dar, mit denen
in diesem Virussystem sowohl Rekombinationen als auch Mutationen
analysiert werden kénnen.
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METHODEN, ARBEITSPROGRAMM UND STAND DER ARBEITEN

Erst seit kurzem sind die Voraussetzungen gegeben, um
detaillierte Untersuchungen zur Genomstabilit&t und Rekombination
bei Tollwutviren durchfihren zu k&nnen. Diverse Tollwut— und
Tollwut-verwandte Virusgenome wurden als cDNA kloniert und se-
quenziert (2,15,16, unverdffentlichte Daten) . Durch Vergleich der
Nukleotidsequenzen wurden stark konservierte und variable Genom-
bereiche identifiziert. Mit entsprechenden differentiellen Hy-
bridisierproben, Primern und definierten serologischen Reagentien
kénnen nun minimale Veradnderungen in den Virusgenomen nachge-
wiesen werden. Das "Pseudogen", ein im Vergleich mit anderen
Genombereichen hochvariabler Sequenzabschnitt, der keinem
Selektionsdruck zu unterliegen scheint, ist fiir Analysen der
Polymerase-Fehlerrate besonders geeignet. Dariiberhinaus wurde in
unserem Labor ein Tollwutvirus DI (SAD DI-1) isoliert und charak-
terisiert, dessen Genom lediglich das Polymerase (L) Gen fehlt
(3) . Das DI konnte daher zunachst nur in Zellen vermehrt werden,
die gleichzeitig auch mit Tollwutvirus, das die virale Polymerase
zur Verfigung stellt, infiziert sind.

Die erfolgreiche Expression der Polymerase in Kulturzellen, in
die das L Gen eingeschleust wurde (unverdffentlichte Ergebnisse),
ermdglichte es jedoch, SAD DI-1 vdllig unabhangig von infektidsem
Tollwutvirus in diesen Zellen (komplementierende Zellen) zu
kultivieren, biologisch zu klonieren und zu passagieren. Nun
kdnnen Verdnderungen im Pseudogen des genetisch einheitlichen DI
in zwei Systemen untersucht und verglichen werden werden. In
Zellen, die mit infektidsem Tollwutvirus infiziert sind, wird das
DI Genom durch die virale Polymerase, welche durch ihre eigene
Fehlerrate selbst "variabel" ist, repliziert, in den komplemen-—
tierenden Zellen aber durch das DNA-kodierte Protein, das gene-
tisch sehr stabil sein sollte. Es werden nun aufeinanderfolgende
Passagen des DI in beiden Systemen durchgefihrt, die Ver-
anderungen im Pseudogen der DIs werden anschliefend durch Sequen-
zierung analysiert. Die Mutationsrate in Genombereichen von DIs
und Tollwutviren, deren Sequenzen einem Selektionsdruck unter-
liegen, soll anschliefBend mit der Fehlerrate im Pseudogen ver-
glichen werden. Besondere Bedeutung im Hinblick auf den Einsatz
als Lebendvakzine hat hierbei die Stabilitadt von Neutralisations-

epitopen und Virulenzmarkern des Virus.
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Die Analyse und der Einsatz von DIs bietet auch fiir die Unter-
suchung von Rekombination im Tollwutvirussystem hervorragende
Moglichkeiten. DI-RNAs entstehen bei der Replikation von Virus-
genomen entweder durch intra- oder intermolekulare Rekombination.
Es wird angenommen, daB sich die virale Polymerase wahrend der
Synthese der neuen Genom—-RNA zusammen mit dieser von der Matritze
ablést, dann aber wieder auf dem noch unvollendeten RNA Strang
initiiert und "zurick"-synthetisiert. Dies flhrt zu sogenannten
"copyback" DIs. Alternativ kann eine Reinitiation wieder auf der
urspringlichen Matritze erfolgen (intramolekulare Rekombination),
oder aber auf einer zweiten Matritze (intermolekulare
Rekombination) . Abhangig davon, an welcher Stelle des Genoms die
Polymerase wieder initiiert, entstehen DI-RNAs, die gegenliiber dem
Standardgenom Deletionen besitzen ("internal deletion"
DIs) (6,8,10). Die Analyse von DI Genom Sequenzen liefert Auf-
schluB dariber, ob das "polymerase Jjumping" in bevorzugten Be-
reichen des Genoms erfolgt. Bisher wurden funf Tollwutvirus DIs
gefunden, die alle eine Deletion im Bereich des L Gens besitzen.
Die geplante Sequenzanalyse wird zeigen, ob &hnliche Sequenzen im
Bereich der Rekombinationsstellen liegen.

Zum Nachweis von intermolekularen Rekombinationsereignissen ist
der Einsatz von unterschiedlichen DIs vorgesehen. Zur Zeit wird
nach DIs gesucht, die Deletionen in anderen Genombereichen als
dem L Gen besitzen. Nach Coinfektion von Zellen mit mindestens
zwel DIs koénnten durch Rekombination neuartige DIs oder aber
komplette, infektidse Viren entstehen. Solche Versuche setzten
bislang voraus, daR geeignete natlrliche DIs identifiziert
werden. Neueste Entwicklungen zeigen jedoch, daB es moéglich ist,
rekombinante Rhabdovirus DIs gentechnisch herzustellen (9,
Manuskript eingereicht). Sowohl fir Untersuchungen zur Re-
kombination als auch zur Mutationsrate wirden solche DIs wert-
volle Werkzeuge darstellen. Darlberhinaus ist abzusehen, daR in
Zukunft auch gentechnisch verdnderte Rhabdoviren als Impfstoffe
verfigbar sein werden.
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BEZUG 2ZUM FORDERPROGRAMM

Im Zuge der Tollwutbekd&mpfung werden zwei grundsdtzlich ver-—
schiedene Viren in die Umwelt freigesetzt, einerseits
attenuiertes Tollwutvirus, andererseits gentechnisch verédndertes
Vaccinia Virus. Beide Viren haben bei der Verwendung als Lebend-
impfstoffe Nachteile: Das DNA Virus Vaccinia ist potentiell
humanpathogen, weist eine hohe Rekombinationshdufigkeit auf und
kommt in der natiirlichen Umwelt nicht vor. Attenuierte Tollwut-
viren besitzen eine eventuelle Restpathogenitat und als RNA Viren
vermutlich eine hohe genetische Variabilitat, die auf eine hohe
Mutationsrate und eventuell auf Rekombination zurickzufihren ist.
Die Analyse der genetischen Stabilitdt wvon Tollwutviren ist
Voraussetzung flr die Moéglichkeit der Abschdtzung von Gefahr-
dungspotentialen, die bei Verwendung des "natlrlichen" Tollwut-

virus oder des gentechnisch veranderten Vaccinia Virus ausgehen.

Darliberhinaus ist es in jlingster Zeit mdglich geworden, defekte
rekombinante Rhabdoviren herzustellen. In Zukunft werden ver-
mutlich auch gentechnisch erzeugte und gezielt manipulierte
infektitse Tollwutviren verfigbar sein. Die genaue Kenntnis der
Mechanismen, die zu Genomverdnderungen im "normalen" Genom
fihren, ist vor allem auch im Hinblick auf die Beurteilung der
Sicherheit der zu erwartenden rekombinanten Tollwutviren not-

wendig.
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