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Die sichere Diagnostik von Virusinfektionen hat gerade in der gegenwartigen Zeit der Corona-Krise eine
ganz neue gesellschaftliche Aufmerksamkeit gefunden. Aber auch viele andere virale
Krankheitserreger bedlrfen einer entsprechenden Diagnostik. Ich mochte im Folgenden an
ausgewdhlten Beispielen kurz darlegen, welche Bedeutung dabei die molekulargenetische Diagnostik
hat, wie neue Krankheitserreger erstmalig aufgefunden werden kénnen und warum eine wirksame
Virusdiagnostik, aber auch die Entwicklung neuer Impfstoffe, ohne ,,Gentechnik” nicht mehr denkbar
sind.

Bis vor einiger Zeit wurde eine Virusinfektion hauptsachlich an der Bestimmung von spezifischen
Virus-Antikorpern festgemacht, also am Nachweis der Immunreaktion des infizierten Organismus. Die
Antikorper richten sich dabei vor allem gegen Protein-Komponenten des Virus, wie das um das
Virusgenom gelagerte Kapsid, weitere Proteinschichten und bei einigen Viren die Virushiille (Abbildung
1). Diese Methoden haben nichts an Bedeutung verloren, werden aber hochst effizient erweitert durch
molekulare Verfahren, die ganz neue Dimensionen der Diagnostik eroffnen.
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Abbildung 1: Schema eines Viruspartikels. Die Antigene von Kapsid und (falls vorhanden)
Hille rufen im Organismus eine diagnostisch verwertbare Immunreaktion hervor. Im
Zentrum des Partikels befindet sich das aus DNA oder RNA bestehende Virusgenom.

Quelle: Autor.

Anreicherung von Virus-Nukleinsdure und Sequenzanalyse

In der molekularen Diagnostik geht es um den Nachweis und die nahere Charakterisierung des
Erbmaterials des Virus, das aus Desoxyribonukleinsdure (engl. DNA) oder Ribonukleinsdure (engl. RNA)
besteht, im Inneren des Viruspartikels liegt und vom Kapsid und weiteren proteinhaltigen
Komponenten umgeben ist (Abbildung 1). RNA-Genome werden dazu zunachst enzymatisch in DNA
umgeschrieben.
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Die bekannteste molekulare Methode ist die Polymerasekettenreaktion (PCR), in der ein
spezifischer Abschnitt von etwa 3.000 Basenpaaren Lange um viele Zehnerpotenzen angereichert wird.
Das angereicherte Produkt ldsst sich dann weiter charakterisieren, z.B. durch Bestimmung der
Nukleotidsequenz, aber es kann auch eine Quantifizierung der urspriinglichen Menge des Virusgenoms
im Untersuchungsmaterial erfolgen. Daneben gibt es eine Reihe anderer molekularer Virus-
Detektionsmethoden, die allein oder mit der PCR gekoppelt eingesetzt werden kénnen. Die Methoden
sind inzwischen weitestgehend automatisiert.

Infektiositat und Viruslast im Organismus

Von groRRer Bedeutung ist der Einsatz molekularer Virus-Detektionsmethoden im Blutspende- und
Transplantationswesen. Auf diese Weise lasst sich sehr sensitiv feststellen, ob das Blut oder Gewebe
bestimmte Viren enthélt, die den Empfanger schadigen konnten. So werden beispielweise Blutspender
bei jeder Spende mittels PCR auf das Vorhandensein von Humanem Immundefizienzvirus (HIV),
Hepatitis-B- und Hepatitis-C-Virus und weiteren Viren untersucht.

Die Quantifizierung der sogenannten ,Viruslast” im Organismus schafft auch die Moglichkeit, den
Erfolg einer antiviralen Therapie zu messen. Beispielsweise zeigt sich der erfolgreiche Einsatz von
Chemotherapeutika bei einem HIV-Infizierten im Abfall der Viruskonzentration im Blut. Treten beim
Patienten Virusmutanten auf, die gegen den Hemmstoff resistent sind, oder gibt es andere Probleme
bei der Durchflihrung der Therapie, wird dies durch den Wiederanstieg der Viruskonzentration
angezeigt.

Genotypische Resistenzbestimmung

Die Entstehung wirkstoffresistenter Krankheitserreger ist ein zentrales Problem der Medizin. Dies
betrifft nicht nur das Auftreten antibiotikaresistenter Bakterien, die uns insbesondere als
Hospitalkeime grofle Probleme bereiten, sondern - mit der Einfiihrung von virusspezifischen
Chemotherapeutika - auch das Auftreten resistenter Viren.

Die Resistenz ist bedingt durch Mutationen in demjenigen Virus-Gen, dessen Produkt der
Angriffspunkt des Wirkstoffes ist. Das ist z.B. das Gen fir die virale Protease im Falle der Protease-
Hemmstoffe gegen HIV. Man kennt die Mutationen, die zur Resistenz fiihren — die Amplifikation und
Nukleotidsequenz-Analyse des entsprechenden Genabschnittes aus dem Virusgenom ermoglicht
somit eine Vorhersage der Resistenz von Viren gegen bestimmte Wirkstoffe, deren (meist teurer)
Einsatz gegen die Infektion dann also unterbleiben kann.

Typisierung von Viren

Die molekulare Unterteilung bestimmter Viren in einzelne Virusstamme ist von groRer Bedeutung fur
die Einschatzung ihres krankmachenden Potentials und ihrer Empfindlichkeit gegenliber bestimmten
Wirkstoffen (wie Interferon), aber auch zur epidemiologischen Verfolgung ihrer Ausbreitung in der
Bevolkerung oder von Tier zum Menschen.

Humane Papillomviren (HPV) verursachen Wucherungen der Haut oder der Schleimhdaute. Es sind
weit Uiber 100 verschiedene HPV-Typen bekannt. Ihre Unterscheidung ist bedeutsam, weil sie ganz
unterschiedlichen Krankheitswert haben. Manche der Viren (wie HPV-1, -3, -10) gelten als gutartig,
andere (wie HPV-6, -11, die eher gutartige Warzen im Genitalbereich auslésen) als ,,low risk“-Viren.
Besondere Bedeutung hat die diagnostische Erkennung von Hochrisiko-Typen, wie HPV-16, -18 und
weiteren, die in direktem Zusammenhang mit der Entwicklung des Zervixkarzinoms und anderer
maligner Tumoren stehen.

Rekombinante Virusimpfstoffe

Methoden der Gentechnik und der molekularen Virologie haben es auch erlaubt, neue und sichere
(extrem nebenwirkungsarme) Impfstoffe zu entwickeln. Diese Impfstoffe beinhalten nicht die
kompletten Viren (in abgeschwachter oder inaktivierter Form), sondern nur einzelne immunogene
Virusproteine bzw. die genetische Information dazu. So beruhen die Impfstoffe gegen das Hepatitis-B-
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Virus und die Hochrisiko-HPV-Typen auf gentechnisch hergestellten, einzelnen Virusproteinen, die sich
zu Partikeln zusammenlagern — diese sind selbst nicht infektids (da das komplette Virusgenom im
Impfstoff gar nicht vorhanden ist), I6sen aber eine schiitzende Immunantwort gegen diese Viren aus.

Nach den kirzlich in Afrika grassierenden Ausbriichen von Ebola sind sehr schnell effektive
rekombinante Impfstoffe entwickelt worden, die auf dem gentechnischen Einbau von einzelnen Genen
des Ebolavirus in das Genom anderer, nicht-pathogener Viren (Tradgerviren) beruhen. Diese
rekombinanten Impfstoffe gelten als protektiv und nebenwirkungsarm. Ihr Einsatz beim aktuellen
Ebola-Ausbruch im Kongo wird aber leider gegenwartig durch die dortigen kriegerischen
Auseinandersetzungen begrenzt.

,Virus Hunting” am Beispiel der Hantaviren

Die molekulare Diagnostik ist eine Voraussetzung auch fir die Auffindung neuer bzw. bisher
unbekannter Krankheitserreger. Meine Gruppe beschéftigt sich seit etlichen Jahren mit Infektionen
durch Hantaviren. Dies sind Erreger, die von kleinen Saugetieren auf den Menschen Ubertragen
werden und hier Nieren- und/oder Lungenversagen auslosen. Zur Abschatzung der Infektionsrisikos
war dringend eine Kenntnis derjenigen Viren notwendig, die in verschiedenen geographischen
Regionen in bestimmten Tieren vorkommen, auf den Menschen Ubertragbar sind und bei ihm
Krankheiten ausldsen.

Abbildung 2 zeigt unsere prinzipielle Strategie zur Losung dieser Probleme. Dabei wird auch
deutlich, dass zur ldentifizierung neuer Viren, zur Charakterisierung der Nukleotidsequenz ihrer
Genome und auch zur gentechnischen Expression von Virusproteinen - die zum Nachweis von Virus-
Antikorpern oder zur Konstruktion gentechnischer Vakzine genutzt werden kénnen - die oft
komplizierte Anzucht der Viren in Zellkultur nicht mehr zwingend nétig ist. Ahnliches erleben wir
gegenwartig bei den Entwicklungen zur Diagnostik und Immunprophylaxe von Infektionen mit dem
neuen Coronavirus.
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Abbildung 2: Schema der Auffindung neuer Hantaviren im Tier und der Nutzung der
amplifizierten Genomabschnitte fiir die Diagnostik am Menschen. Quelle: Autor

Hochdurchsatz-Sequenzierung: Das Virom

In den letzten Jahren sind die technischen Maglichkeiten geschaffen worden, um immer schneller und
kostengiinstiger die Nukleotidsequenzen von kompletten Genomen identifizieren zu kénnen. Man
bestimmt dabei nicht mehr mehrere Tausend Basenpaare eines bestimmten Genoms, sondern alle
sinnvoll zuzuordnenden Sequenzen aus einer Patientenprobe. Neben der Hochdurchsatz-
Sequenzierung sind also auch leistungsfahige Datenverarbeitungsprogramme notwendig, um aus der
erhaltenen Fiille von Informationen verwertbare Schliisse zu ziehen. Diese Untersuchungen sind
ergebnisoffen, da man nicht — wie in der Antikorperdiagnostik — virusspezifische Antigene einsetzt oder
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— wie in den meisten bisherigen Formen der molekularen Diagnostik — bestimmte Ziel-
Nukleotidsequenzen von Viren vorgibt. Damit besteht auch leichter die Moglichkeit, neue, bisher nicht
untersuchte Erreger aufzufinden.

Je nach Infektionszustand und Entnahmeort der Untersuchungsprobe im Organismus entsteht als
Ergebnis der Hochdurchsatz-Sequenzierung eine Fiille von Daten, die Genome von Viren, Bakterien,
Parasiten und natirlich der Kérperzellen reprdsentieren. Was die Viren betrifft, so erkennt man
beispielsweise bei einer Probe aus dem Darm nicht nur pathogene und nicht-pathogene Viren, sondern
auch eine grolle Anzahl sogenannter endogener retroviraler Elemente (die im Laufe der Evolution in
unser Genom gelangt sind) und vor allem Bakterienviren, die sich in Wechselwirkung mit der
umfangreichen bakteriellen Flora unseres Darms befinden. Unser Bild wird immer komplexer.
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