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1 Zusammenfassung

Das Ebola Virus (EBQOV) ist ein negativ-strangiges RNA Virus und verursacht die Ebola-
Viruskrankheit (EDV), eine schwere und akute systemische Erkrankung mit hoher Sterb-
lichkeitsrate.

In dieser Arbeit wurden humane Gehirnorganoide mit Vesikularem Stomatitis Virus Indiana
Stamm (VSV) sowie mit dem EBOV Impfstoff rVSV-EBOV-GP (rekombinanten Vesikula-
ren Stomatitis-Virus) basierend auf VSV infiziert, um zu untersuchen, ob rVSV-EBOV-GP
ein angemessenes BSL-2 Ersatzmodell fir EBOV Persistenzversuche ist. Die Gehirnor-
ganoide wurden in einem Zeitraum von 100 Tagen generiert und diese danach fir 41 Ta-
gen mit VSV und rVSV-EBOV-GP infiziert und mit bereits durchgeflihrten, authentischen
EBOV Infektion verglichen. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass bei der Langzeitinfektion
im Gehirnorganoid rVSV-EBOV-GP einen VSV &hnlichen Virusinfektionsverlauf aufweist,
und somit far die Untersuchung im Hinblick auf die ebolavirale Replikationskinetik kein ge-
eignetes Ersatzmodell darstellt. Des Weiteren wurden die neuralen Zielzellen von rVSV-
EBOV-GP bzw. VSV untersucht und mit den des EBQOV vergleichen. Dies hat gezeigt, dass
rVSV-EBOV-GP die gleichen zellularen Angriffspunkte, Mikroglia, Neuronen und Astrozy-
ten, wie EBOV hat und somit diesen Aspekt modellieren kann. Im dritten Ziel dieser Arbeit
wurde untersucht, ob wahrend einer Langzeitinfektion mit rVSV-EBOV-GP genomische
Mutationen auftreten, wie bei der Anpassung von EBOV an die persistente Gehirninfektion
im Organoidmodell. Die Ergebnisse zeigten, dass im Verlauf einer 41 Tage andauernden
rVSV-EBOV-GP Infektion lediglich eine Mutation detektiert wurde, welche sich im VSV Teil
des rVSV-EBOV-GP befand. EBOV-GP blieb in diesem Zeitraum stabil. Basierend auf die-
sen Ergebnissen l&sst sich schlussfolgern, dass rVSV-EBOV-GP als BSL-2 kompatibles
Ersatzmodell fir EBOV Gehirnpersistenz begrenzt geeignet ist. Wahrend rVSV-EBOV-GP
durch die Expression des EBOV-GP fir Identifizierung der Zielzellen eignet, entspricht der
generelle Verlauf der Infektion dem des VSV. Daher sollte fur die Abklarung einer viralen
Langzeitkinetik von EBOV das authentische Virus verwendet werden.
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2 Abstract

Ebola virus is a negative-strand RNA virus, which causes outbreaks of Ebola virus disease
(EVD). EVD is characterized by fever and multiple organ dysfunction syndrome.

In this study, human brain organoids were infected with vesicular stomatitis virus, Indiana
strain (VSV), as well as with the EBOV vaccine rVSV-EBOV-GP (recombinant vesicular
stomatitis virus vectored Ebola vaccine) based on VSV to investigate whether rVSV-EBOV-
GP represents a suitable BSL-2 surrogate model for EBOV persistence studies.

For this purpose, brain organoids were generated over a period of 100 days and subse-
quently infected for 41 days with VSV or rVSV-EBOV-GP. These infections were compared
with a corresponding previously performed authentic EBOV infection. The results demons-
trated that, during long-term infection in brain organoids, rVSV-EBOV-GP exhibits VSV like
infection dynamics and therefore does not constitute an appropriate surrogate model for
studying ebolaviral replication kinetics. Furthermore, the neural target cells of rVSV-EBOV-
GP and VSV were examined and compared with those of EBOV. This analysis revealed
that rVSV-EBOV-GP targets the same cellular populations (microglia, neurons, and astro-
cytes) as EBQV, thereby adequately modeling this aspect of EBOV infection. In the third
aim of this study, it was investigated whether genomic mutations arise during long-term
infection with rVSV-EBOV-GP, similar to the adaptive mutations observed in EBOV during
persistent brain infection in the organoid model. The results showed that during a 41-day
rVSV-EBOV-GP infection only a single mutation was detected, which was located in the
VSV gen portion of the rVSV-EBOV-GP genome.

Based on these findings, it can be concluded that rVSV-EBOV-GP is only of limited sui-
tability as a BSL-2 compatible surrogate model for EBOV brain persistence. While rVSV-
EBOV-GP, through expression of EBOV-GP, is appropriate for identifying target cell types,
the overall course of infection resembles that of VSV. Therefore, authentic EBOV should
be used to investigate long-term viral kinetics in the context of EBOV persistence.
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3 Einleitung

3.1 Ebola Virus
3.1.1 Ebola Virus und Ebola-Viruskrankheit

Ebola Virus (spezies Orthoebolavirus zairense) (EBOV) ist ein negativ-strangiges Ribo-
nukleinsaure engl. ribonucleic acid (RNA) Virus, das zur Familie der Filoviren (Filoviridae)
gehéren und in Regionen West- und Aquatorialafrikas endemisch ist. EBOV stellen eine
bedeutende Gesundheitsgefahr dar und wird hauptsachlich durch direkten Kontakt zwi-
schen Menschen Uber infektidse Kérperflissigkeiten und Leichname Ubertragen. Das Vi-
rus verursacht eine schwere und akute systemische Erkrankung, die Ebola-Viruskrankheit
engl. Ebola virus disease (EVD) mit hoher Sterblichkeitsrate [1]. Die EVD ist durch ha-
morrhagisches Fieber, gastrointestinale Symptome und multiples Organversagen gekenn-
zeichnet. Seit der Entdeckung des EBOV im Jahr 1976 in der Demokratischen Republik
Kongo (ehemaliges Zaire) wurden mindestens 17 Ebola-Viruskrankheit Ausbriiche in Ga-
bun, Guinea, der Republik Kongo oder Demokratische Republik Kongo dokumentiert [2].
Der Ebola Ausbruch in Westafrika 2013—2016 ist der bislang gréBte registrierte Ausbruch,
mit 28 616 bestatigten, wahrscheinlichen und vermuteten Fallen sowie 11 310 offiziell ver-
zeichneten Todesféllen bis zum Juni 2016. Die tatsachliche Krankheitslast dirfte deutlich
héher liegen [3]. Aufgrund der hohen Pathogenitéat, Infektiositat und Sterblichkeitsrate ist
EBOV als der biologische Schutzstufe (engl. Biosafety Level) (BSL)-4 eingestuft, wodurch
Laborarbeiten mit infektiésem Virusmaterial unter diesen héchsten Sicherheitsbedingun-
gen durchgefihrt werden missen [4]. Die Arbeit unter strengen Sicherheitsstandards er-
schwert die Arbeit und Forschung mit Ebola Virus. Diese wird dadurch ressourcenintensiv
und schrankt zudem die Geschwindigkeit der wissenschaftlichen Entwicklung neuer Impf-
stoffe und Therapien deutlich ein [5, 6]. Die Diagnose EVD basiert auf einer Kombination
aus Klinischer Falldefinition und Labortests, in der Regel erfolgt der Nachweis der viralen
RNA durch engl. real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) oder
durch schnelle immunbasierte Diagnosetests zum Nachweis von EBOV Antigenen [2].

3.1.2 Behandlung der Ebola-Viruskrankheit

Die Patienten mit EVD erhalten eine gezielte unterstitzende Behandlung mit intraveno-
se Flissigkeitszufuhr, kristalloiden Vollelektrolytlésungen und gegebenenfalls den Einsatz
von Vasopressoren, um die Entwicklung eines hypovolamischen Schocks infolge eines
schweren intravasalen Flussigkeitsverlusts und/oder eines septischen Schocks mit Ge-
faBlecksyndrom zu verhindern [2, 7]. In den Frihstadien sowie in der Peakphase der Er-
krankung ist es von der groBBer Bedeutung eine kontinuierliche Zugabe ausgewogener
kristalloider Losungen sicherzustellen, um bei verschlechterndem Zustand des Patienten
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(mit zunehmender Ubelkeit, Erbrechen, Schwéche und allgemeinem Unwobhlsein) auszu-
gleichen bzw. entgegenzuwirken, da der Flussigkeitsverlust sehr stark ist [2, 8-10]. Zu
den unterstitzenden Behandlungen gehéren ebenfalls die Schmerz- und Fiebersenkung,
Erndhrungsunterstiitzung, die Behandlung von Begleiterkrankungen wie Malaria oder bak-
teriellen Infektionen sowie strenge HygienemafBnahmen und psychosoziale Betreuung [8,
10]. Die spezifische Behandlung beinhaltet heutzutage vor allem den Einsatz monoklona-
le Antikérper (mAbs), wie mAb114 (Ansuvimab) und REGN-EB3 (Inmazeb), dies bindet
gezielt an die Oberflache des EBOV Glykoproteins (GP) und es neutralisiert [8—10]. Nach
Angaben der Weltgesundheitsorganisation engl. World Health Organization (WHO) hatten
die Patienten, die eine frihzeitige monoklonale Antikbrperbehandlung mit mAb114 bzw.
REGN-EB3 gestartet haben, eine signifikant hdhere Uberlebensrate, als die, die ltere
Wirkstoffe wie ZMapp oder Remdesivir bekamen [8, 9].

3.1.3 Ebola Virus Genom Organisation und Lebenszyklus

Das Genom des EBOV besteht aus einer etwa 19 kb langen einzelstrangigen Negativstrang-
RNA, die sieben Gene umfasst und fiir insgesamt zehn virale Proteine bzw. Peptide kodiert
sind [11, 12].

In Abbildung 1 ist das Genom vom EBOV schematisch dargestellt. Die Reihenfolge der
Gene ist linear und wird von nicht-kodierenden Leader- und Trailer-Sequenzen flankiert,
die wichtige regulatorische Elemente flir Transkription und Replikation enthalten [12]. Das
EBOV Genom ist wie folgt aufgebaut: Nukleoprotein (NP), virales Polymerase-Komplex-
Protein 35 (VP35), Matrixprotein (VP40), Glykoprotein (GP), Transkriptionsaktivator (VP30),
RNA-Komplex-assoziierte Protein (VP24) und Polymerase (L-Protein) [4, 11, 12]. Die Tran-
skription erfolgt entlang des Genoms (Abb. 2), sodass ein Proteinexpressionsgradient von
NP zu L-Protein entsteht [12]. Das GP Gen kodiert fir GP4 o, l6sliche (soluble) GP (sGP)
und das A-Peptid via alternativer MessengerRNA Editierung von L [13].

Abbildung 1: Schematische Darstellung des EBOV Genoms. Dabei sind die Gene: Nukleo-
protein (NP), virales Polymerase-Komplex-Protein 35 (VP35), Matrixprotein (VP40), Glykoprotein
(GP), Transkriptionsaktivator (VP30), RNA-Komplex-assoziierte Protein (VP24) und Polymerase
(L-Protein). Die Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt.
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Das EBQV ist ein hochpathogener Erreger und stellt weiterhin eine grof3e Herausforderung
far die Aufklarung der komplexen Interaktionen zwischen Wirt und Virus dar [2]. Trotz inten-
siver Forschung ist die Aufklarung der Determinanten, die den Verlauf und das Ergebnis
einer Infektion beeinflussen, nur begrenzt gelungen [2]. Beim Menschen konnten bisher
keine vollstdndige Information aus der Krankheitsverlauf hergestellt werden, wahrend Tier-
modell aufgrund ihrer homogenen und meist letalen Infektionsverlaufe nur eingeschrankt
Ruckschlisse auf wirts- oder virusspezifische Variabilitat zulasst [2]. In der Abbildung 2) ist
das schematische Darstellung des EBOV Lebenszyklus. (1) EBOV bindet an die Zielzelle
mit Oberflachen Protein (GP;2) und wird (2) Uber Endozytose aufgenommen. Anschlie-
Bend ermdglicht (3) die Spaltung des Glykoproteins GP; > durch die Wirtsproteasen Ca-
thepsin B und L (CatB, CatL) sowie die darauffolgende Bindung an Niemann-Pick-Protein
1 (NPC1) die (4) Fusion mit der Membran des spaten Endolysosoms. (5) Die Replikation
des (-)strangigen viralen Genoms erfolgt in inclusion bodies, wahrend (6) die Transkrip-
tion im Zytoplasma der Wirtszelle stattfindet. Darauf folgt (7) die Translation der viralen
Proteine im Zytoplasma oder im rauen endoplasmatischen Retikulum (ER) (fir GP+ ). (8)
Der Austritt der Viruspartikel wird durch die Interaktion des Matrixproteins VP40 mit der
Zellmembran und die Oligomerisierung des Nukleoproteins (NP) vermittelt. Wahrend der
abschlieBenden Knospung wird GP1 » in die Virushille eingebaut [2].

3.2 Ebola Virus Persistenz im menschlichen Gehirn

Normalerweise 16st EBOV die schwere akute EVD aus [2]. Zusatzlich kann das Virus bei
den Uberlebenden der EVD noch nach mehreren Monaten bis Jahren in verschiedene
Kérperflissigkeiten (Bsp.: Ejakulat, Liquor, Plazenta) detektieren werden [14]. In einem
beschrieben Fall wurde EBOV-RNA im Liquor Patientin gefunden, die neun Monate nach
ihrer Entlassung eine Meningoenzephalitis infolge einer EBOV-Persistenz entwickelte [14].
Dabei wurde die Patientin aufgrund inrer schweren Primarerkrankung zunachst mit intensi-
ver unterstiitzender Therapie behandelt. Es wurde festgestellt, dass sie eine extrem hohe
Viruslast und Biomarker aufwies, die in vergleichbaren Fallen auf einen tédlichen Verlauf
hingedeutet hatten. Die Patientin wurde gesund, obwohl postakute Spatfolgen der EVD
bestehen blieben. Neun Monate nach der Entlassung kehrte die Patientin mit Nacken-
schmerzen, Lichtempfindlichkeit und Fieber zurlick, dabei wurde eine hdhere Konzentra-
tion des EBOV-RNA im Liquor und in geringer Konzentration im Plasma nachgewiesen.
Diese bestatigte die EBOV-Persistenz im zentralen Nervensystem (ZNS) [14].



Einleitung 7

Abbildung 2: Ebola Virus Lebenszyklus Schematische Darstellung des EBOV Lebenszyklus.
(1) EBQOV bindet an die Zielzelle mit Oberflachen Protein (GP;2) und wird (2) Uber Endozyto-
se aufgenommen. AnschlieBend ermdglicht (3) die Spaltung des Glykoproteins GP4 o durch die
Wirtsproteasen Cathepsin B und L (CatB, CatL) sowie die darauffolgende Bindung an Niemann-
Pick-Protein 1 (NPC1) die (4) Fusion mit der Membran des spaten Endolysosoms. (5) Die Repli-
kation des (-)strangigen viralen Genoms erfolgt in inclusion bodies, wahrend (6) die Transkription
im Zytoplasma der Wirtszelle stattfindet. Darauf folgt (7) die Translation der viralen Proteine im
Zytoplasma oder im rauen endoplasmatischen Retikulum (ER) (fir GP;2). (8) Der Austritt der
Viruspartikel wird durch die Interaktion des Matrixproteins VP40 mit der Zellmembran und die Oli-
gomerisierung des Nukleoproteins (NP) vermittelt. Wahrend der abschlieBenden Knospung wird
GP1,2 in die Virushllle eingebaut. Abbildung ibernommen aus Jacob et al. [2] mit freundlicher
Genehmigung der Autoren

In einem anderen Artikel [15] wurde ebenfalls das EBOV Persistenz in ZNS beschrie-
ben, dabei entwickelte ein Patient Verwirrtheit und Bewusstlosigkeit zwei Wochen nach
der primaren Genesung und in der darauffolgenden Wochen wurde keine EBOV-RNA in
Blut und Synovialflissigkeit nachgewiesen. 40 Tage spéater wurde jedoch EBOV-RNA im
Liquor mittels RT-PCR detektiert. Zusammengefasst zeigt der Fall, dass die Behandlung
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von Ebola-Patienten ein umfassendes Versténdnis von virologischen und entziindlichen
Mehrorgan-Komplikationen erfordert [15].

In einem weiteren Fallbericht von Mukadi-Bamuleka et al. (2024) [16] wurden zwei Pati-
enten (22 Jahre,weiblich und 79 Jahre mannlich) behandelt. Beide Uberlebten EVD, wa-
ren gegen EBOV geimpft und bereits mit mMABS behandelt worden. Beide Patienten hat-
ten nach der Genesung eine langfristige Nachsorge fiir EVD Uberlebenden bekommen,
einschlieBlich einer fortgesetzten klinischen, virologischen und immunologischen Uberwa-
chung. Viele Monate nach der Genesung litten die Patienten an einer Zustandsverschlech-
terung, anschlieBend wurde EBOV-RNA im Liquor detektiert. Beide Patienten zeigten eine
reaktivierte Ebola Virus Persistenz im ZNS, was zur tédlichen Meningoenzephalitis fihrte.
Trotz Impfung und Antikdrpertherapie blieb die adaptive humorale Immunantwort unvoll-
standig [16]. Diese Félle zeigen deutlich, dass EBOV im menschlichen zentrale Nerven-
system (ZNS) persistieren kann, was einerseits zu einer schweren lokalen Entziindung
(Meningoenzephalitis) und andererseits zu einem EVD &ahnlichen, tédlichen Verlauf fih-
ren kann.

3.3 VSV als Basis fur den Ebola Virus Impfstoff rVSV-EBOV-GP

Im Jahr 2019 genehmigten die europaische Arzneimittel Agentur (European Medicines
Agency [EMA]) und US-amerikanische Arzneimittelbehérde (FDA) den ersten Anti-EBOV
Impfstoff auf Basis eines rekombinanten Vesikularen Stomatitis-Virus engl. recombinant
vesicular stomatitis virus vectored Ebola vaccine (rVSV-EBOV-GP) unter dem Namen Er-
vebo (Ebanga in den USA) von Merck [17-19]. Das Basis fur rVSV-EBOV-GP ist das
Vesikulare Stomatitis Virus Indiana Stamm engl. Vesicular Stomatitis virus Indiana strain
(VSV) [17, 20].

VSV gehért zur Familie Rhabdoviridae und ist wie EBOV ein nicht-segmentiertes, einzel-
strangiges RNA Virus negativer Polaritat [21-23]. Das Genom des VSV (Abb 3) besitzt
eine Lange von etwa 11 kb und kodiert fir flnf strukturelle Proteine: das Nukleoprotein
(N), das Phosphoprotein (P), das Matrixprotein (M), das Glykoprotein (G) sowie die RNA-
abhangige RNA-Polymerase (L) [21-24]. Das Virus kann bei Nutztieren eine temporare
Erkrankung verursachen und gelegentlich ebenfalls Menschen infizieren, die in engem
Kontakt mit Tieren arbeiten [22, 24]. Beim Menschen verlaufen Infektionen in der Regel
asymptomatisch oder auBern sich lediglich in einer milden, selbstlimitierenden Sympto-
matik [22, 24]. Aufgrund seines kleinen Genoms und seiner leichten genetischen Mani-
pulierbarkeit eignet sich VSV als Expressionsvektor flir fremde Proteine. Neben seiner
Fahigkeit, fremde Antigene zu exprimieren, machen auch andere Eigenschaften VSV zu
einer geeigneten Plattform flr Impfstoffe [22, 23]. Das Virus kann in einer gro3en Vielfalt
von Saugetierzellen vermehrt werden, erreicht dabei hohe Titer, und es ruft starke Immu-
nantworten in vivo hervor [21-24].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des VSV Genoms. Dabei sind die Gene: das Nukleo-
protein (N), das Phosphoprotei (P), das Matrixprotein (M), das Glykoprotein (G) , das langste Pro-
tein (L). Die Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt.

Das rVSV-EBOV-GP ist ein lebend-attenuierter rekombinanter Impfstoff, bei dem das G-
Protein des VSV durch das Glykoprotein (GP) des Ebola Virus ersetzt wurde (Abb. 4) [17-
20].

Der Austausch von VSV-G durch EBOV-GP verhindert eine mogliche vorbestehende Im-
munitat gegen VSV und soll potenzielle neurovirulente Risiken verhindern [17, 20]. Die
resultierenden Impfvirus-Partikel behalten die typische Rhabdovirus-Morphologie auf, pra-
sentieren jedoch das EBOV-GP auf ihrer Oberflache, wodurch sie vom Immunsystem als
EBQV Antigentragend erkannt werden [17, 20, 24].

Abbildung 4: Schematische Darstellung rVSV-EBOV-GP. Dabei wurde das G Protein des VSV
gegen das GP des EBOV ausgetauscht. Die Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt.

3.3.1 rVSV-EBOV-GP als Model fiir Ebola Virus Infektionen

AuBerhalb seiner Anwendung als Impfstoff, wird rVSV-EBOV-GP als BLS-2 Modell von
EBOV verwendet. In der Arbeit von Messingham et al. (2025) [25] wurden menschliche
Hautexplantate mit rVSV-EBOV-GP infiziert und Gber einen Zeitraum von 13 Tagen unter-
sucht. Im Uberstand konnte wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums infektidses
Virus nachgewiesen werden. Durch die Zugabe des Interferon Inhibitors B18R in das Kul-
turmedium stiegen die Virusmengen deutlich an, was darauf deutete, dass das Virus ohne
die antivirale Abwehr der Zellen effizienter replizieren kann. Trotz der Infektion blieben die
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Hautgewebe bis mindestens Tag 12 vital und strukturell intakt. Die histologischen Analy-
sen zeigten, dass das Modellvirus rVSV-EBOV-GP ein ahnliches Tropismus aufwies wie
authentisches EBOV. Es wurden vor allem Keratinozyten in der Epidermis sowie Fibro-
blasten und GefaBzellen in der Dermis infiziert [25].

3.4 Gehirnorganoide in der Infektionsforschung

Eine groBe therapeutische Bedeutung haben in der wachsenden Stammzellbiologie die
in vitro Methoden zur Modellierung menschlicher Krankheiten und deren Entwicklung [26].
Die Komplexitat des menschlichen Gehirns macht es schwierig die Gehirnerkrankungen in
Modellorganismen zu untersuchen, dadurch wird die Notwendigkeit eines in vitro Modells
der menschlichen Gehirnentwicklung deutlicher. Gehirnorganoide sind ein dreidimensio-
nales (3D) Modell der Zellkultur, die aus humanen pluripotenten Stammzellen (hPSCs),
embryonale Stammzelle (ESC) oder aus induzierte pluripotente Stammzellen engl. indu-
ced pluripotent stem cells (iPSCs) gezlichtet werden. Im Vergleich zu traditionellen zwei-
dimensionalen (2D) Kultursystemen und immortalisierten Zelllinien reproduzieren die Ge-
hirnorganoide die zellulare Heterogenitat und bieten eine komplexe Umgebung, mit ver-
schiedener Neuronenpopulationen, Gliazellen und neuronalen Vorlduferzellen [26—28]. In
der Arbeit von Lancaster et al. wurde die Methode zur Erstellung des zerebralen Gehirn-
organoids aus humanen iPSCs erstmals detailliert beschrieben [26, 28]. Die zerebrale
Organoide entwickeln eine Vielzahl an Gehirnregion heraus, die in der Lage sind sich ge-
genseitig zu beeinflussen [26, 28]. Dartiber hinaus weisen die zerebralen Kortexregionen
eine dem frihen menschlichen Gehirn &hnliche Organisationsstruktur auf. Ein wichtiger
Punkt ist, dass die Gewebe nach einiger Zeit eine GréBenbegrenzung erreichen. Dies
liegt an der eingeschrankten Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung im Kern, was zu nekro-
tischen Bereichen flhren kann [28]. Zerebrale Organoide sind ein wertvolles Modell, um
menschliche Astrozyten sowie deren Interaktion mit Neuronen und Mikroglia zu untersu-
chen [29].

3.4.1 Humane Gehirnorganoide mit Mikroglia und Astrozyten

Mikroglia sind die Gewebemakrophagen des Gehirns, sie sind in der Lage die abster-
bende Zellen, Krankheitserreger mit Hilfe von Mustererkennungsrezeptoren (engl. pat-
tern recognition receptors) sowie Moleklle durch Phagozytose zu beseitigen [30]. Mikro-
glia stammen aus mesodermale Progenitoren, wogegen Neuronen und Astrozyten aus
neurektodermalen Vorlauferzellen hervorgehen [30, 31]. In reifen zerebralen Organoiden
entwickeln sich immunologisch kompetente Mikroglia, die in deren Funktionen den aus
dem menschlichen Gehirn isolierten Zellen entsprechen [31]. Au3er den immunologischen
Funktionen kontrollieren Mikroglia die Synapsenbildung sowie die Beseitigung von Synap-
sen. Eine dysfunktionale Interaktion zwischen Mikroglia, Neuronen und Astrozyten wird in
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Verbindung zu neurodegenerativen und Erkrankungen Neuroentwicklungsstérungen ge-
bracht, wie Alzheimer, Autismus und Schizophrenie [30, 31]. Die meisten bisherige Studien
zu Neuro- und Gliazellen Interaktion wurden an Nagetieren durchgefiihrt, weil die geeig-
nete humane Modellbildung fehlte. Angesichts der komplexen Zusammenarbeit zwischen
Astrozyten und Mikroglia, sowie ihrer Wechselwirkung mit Neuronen an Synapsen, stellen
zerebrale Organoide ein geeignetes Modell dar, um ebenfalls menschliche Astrozyten und
Mikroglia in einer 3D-Umgebung zu untersuchen [29, 31].

3.4.2 Infektion humaner Gehirnorganoide mit Viren

Klassische neurotrope RNA-Viren (z. B. Tollwutvirus, West-Nil Virus, Powassan Virus)
sind in der Lage, das Gehirn und Rickenmark zu infizieren und somit Meningitis, En-
zephalitis, Mikrozephalie oder das Guillain-Barré-Syndrom zu verursachen [32]. Traditio-
nelle Tiermodelle haben erhebliche Fortschritte beim Verstandnis ihrer Viruspathogenese
und Wirtszelle-Virus Interaktion geliefert und zur Impfstoffentwicklung sowie Entwicklung
von Behandlungsstrategien beigetragen. Trotzdem weisen sie Einschrédnkungen bei der
Nachbildung der Interaktionen zwischen Krankheitserregern und der Wirtszelle auf [27].
Gehirnorganoide stellen ein neues, Tierversuchsalternativenmodell dar, um erste Einbli-
cke in die Infektionsmechanismen und Zielzelltypen (Tropismus) eines Virus zu gewinnen
sowie kurz- und langfristige Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit zu gewinnen.
Darlber hinaus ist es von entscheidender Bedeutung, ein experimentelles System zu eta-
blieren, das die Entwicklung von MaBnahmen erméglicht, um die Virusreplikation zu stop-
pen und die menschliche Gesundheit zu schitzen. Gehirnorganoide wurden bereits ver-
wendet, um die Infektionsverlauf SARS-CoV-2 oder auch Zika Virus zu untersuchen. Die
Ergebnisse lieferten die Information Uber Zielzellen des jeweiligen Virus, die neuronalen
Veranderungen nach der Infektion sowie Funktion von Rezeptoren [27, 33, 34]. Gehirnor-
ganoide wurden ebenfalls die Forschungsmodell flr herpes simplex virus Typ 1 (HSV-1)
verwendet. Anhand dieser Modell konnte die Interaktion zwischen Wirt und Virus prazis
dargestellt werden und die praventive Behandlungsstrategien entwickelt werden [27, 35].

3.4.3 Infektion humaner Gehirnorganoide mit authentischem Ebola Virus

Wie bereits in der Abschnitt 1.1 beschrieben wurde, verursacht das EBOV die EVD, das zu
schweren hamorrhagischen Fieber, gastrointestinalen Symptomen und multiplen Organ-
versagen, sowie Falle mit Viruspersistenz im ZNS und daher Meningoenzephalitis fuhrt [1].
Die Erforschung dieser Persistenz erfordert Arbeit mit dem Virus in BLS-4 Laboren, was
den wissenschaftlichen Fortschritt erheblich erschwert [4].

In der Arbeit von Dr. rer. nat. L. Widerspick wurde die Persistenz des EBOV im menschli-
chen ZNS mit Hilfe der zerebralen Gehirnorganoide untersucht. Es wurde die Persistenz
in den Gehirnorganoiden sowie die Wechselwirkungen zwischen Wirtszellen und dem Vi-
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ruserreger untersucht. Dabei wurden die zerebrale Organoide 120 Tage mit EBOV infiziert
und die langfristige Virusreplikation und Virusfreisetzung gemessen. Anhand der Ergeb-
nisse dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass EBOV in der Lage ist, 120 Tage in den
Gehirnorganoiden zu replizieren. Lassa Virus, das als Kontrolle verwendet wurde, wies
einen anderen Verlauf vor, was darauf deutet, das je nach Virus andere Kinetik entsteht.
EBOV konnte in Neuronen, Astrozyten sowie Mikroglia detektiert werden, wahrend EBOV
Persistenz mit einer steigenden Freisetzung nicht infektiéser viraler RNA assoziert war.
Die Analyse der Zielzellen wahrend der Infektion hat gezeigt, dass Astrozyten keine star-
ke Immunantwort aufweisen, wobei Mikroglia stark auf die Infektion mit EBOV reagieren.
Astrozyten verblieben in einem regulatorischen Zustand, in dem morphogenetische und
regenerative Signalwege angereichert waren. Die Mikrogliazellen zeigten neben starken
Inflammation in spateren Infektionsphasen eine verstarkte Aktivierung proliferativer und
migratorischer Signalwege. Das EBOV Genom war nach 120 Tagen an einigen Stellen
mutiert, unter Anderem im GP. Insgesamt lasst sich somit festhalten, dass im Gehirn-
organoid persistente, langfristige Infektionen modelliert werden kénnen, welche sich von
akuten Infektionen (< 2 Wochen) unterscheiden [36].

rVSV-EBOV-GP wird oft als BSL-2 Modell fiur EBOV verwendet, und eine Handhabung im
BSL-2 Labor wiirde langfristige, laborintensive Persistenzversuche stark vereinfachen. Je-
doch ist es unklar, ob der genomische VSV Hintergrund die Modellierung viraler Persistenz
erlaubt. Dies gilt es im Folgen zu untersuchen.
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4 Materialien

Tabelle 1: Liste der verwendeten Zelllinie

Zellinien Hersteller
iPSC (HMGU1 und SCTi003-A) Core Facility des Helmholtz Zentrums
Vero E6 Virus Immunologie

Tabelle 2: Verwendete Vieren und deren Herkunft

Name Quelle
rVSV-EBOV-GP Marylyn Addo (IIRVD UKE), Hamburg
VSV Indiana Stamm Carmen Rivas Vazquez (CiMUS),

Santiago de Compostela, Spanien

Tabelle 3: Ubersicht der Antikérper

Name Antikorper Hersteller
Alexa Fluo 568 Sekundarantikdrper Invitrogen, A11011
Alexa Fluor 647 Sekundarantikérper Invitrogen, A21235

CD68 Primarantikérper Cell Signaling #76437

EBOV GP Primarantikorper Merck

GFAP Primarantikorper Zytomed RBKO037

MAP2 Primarantikrper Abcam ab183830

VSV-G Primarantikérper  Santa Cruz Biotechnology sc-365019
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Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Name Hersteller
Anti-Adherence Rinsing Solution STEMCELL Technologies
Citronensaure-Monohydrat MERCK

DMEM PAN-Biotech

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco

Formaldehyd Merck

Gentle Cell Dissociation Reagent STEMCELL Technologies
Kristallviolett Serva

Matrigel Corning

Methylcellulose MERCK

Mounting Medium mit DAPI BIOZOL

Natriumhydroxid Platzchen MERCK

PBS PAN-Biotech
Penicillin/Streptomycin (10 000 pg/uL) Gibco

ROCK:-Inhibitor Selleck Chemicals

RPMI 1640 Gibco

STEM(diff Cerebral Organoid Differentiation STEMCELL Technologies
STEMdiff Cerebral Organoid Maturation STEMCELL Technologies
StemMACS iPS-Brew XF Miltenyi Biotec

Triton X Carl ROTH

Trypsin-EDTA Solution MERCK

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Lésungen und ihrer Zusammensetzung

Name Verwendungszweck Zusammensetzung

1 % Kristallviolett Losung Plaque Assay 10 g Crystal Violet, 200 mL 99,9 %

Ethanol, 800 mL ddH,O

4 % Formaldehyd Lésung  Virus Inaktivierung 4 % Formaldehyd (v/v) zu 1 L PBS

DMEM Vero E6 Zellen 5% (v/v) FBS, 1 % (v/v) P/S

Methylcellulose Lésung Plaque Assay Methylcellulose

DMEM 2,5 % (v/v) FBS, 1 % P/S

Methylcellulose Plague Assay 16,8 g in 600 mL ddH,O
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Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Geréte

Name Hersteller Model
Analysewaage KERN ALJ220-4NM
Digitaler Zahler fur Zellen Logos Biosystems LUNA-II
Fluorescence Microsco- Zeiss Axio Imager.M2
pe

Magnetrihrer Heidolph MR3001

Orbital Laborschuttler VEVOR GmbH -

pH-Meter Hanna Instruments HI221

Zentrifuge 50/15 ml Eppendorf Centrifuge 5810 G
Zentrifuge Eppis Hettich MIKRO 185

Tabelle 7: Ubersicht der verwendeten Kits

Name

Hersteller

Virus RNA Purification

Qiagen

Tabelle 8: Verwendete Software und Anwendungsbereiche

Name

Verwendungsbereich

BioRender.com (BioRender, Toronto, ON,

CA)

FIJI / Imaged2 V2.3.0/1.53q (open source)
MS Office 2021 (Microsoft Corporation, Se-

attle, WA, USA)

Overleaf.com (Digital Science UK Limited,

London, UK)

Prism 10 (GraphPad, Boston, MA, USA)

The European Galaxy Server UseGalaxy.eu

(open source)

Abbildungserstellung

Datenanalyse, -verarbeitung

Datenanalyse
Schreiben dieser Arbeit
Datenanalyse

RNA-Datengewinnung, -
verarbeitung, -analyse
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5 Methoden

5.1 Humane induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC)

Vor dem Auftauen induziert pluripotenter Stammzellen wurde eine 6-Well Platte mit 1 mL
eiskaltem engl. Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium (ohne Néahrstoffe)
mit 1:100 verdinntem Matrigel beschichtet und fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Direkt vor dem
Aufbringen der Zellen wurde die Losung entnommen und mit phosphate-buffered saline
(PBS) gewaschen. Die iPSCs (HMGU-1 und SCTi003-A) wurden vorher in 90 % fetal
bovine serum (FBS) mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSQO) bei -135 °C gelagert und nach
dem Auftauen auf 1 bzw. 2 Wells einer 6-Well Platte aufgeteilt und anschlieBend in Stem-
MACS iPS-Brew XF Medium mit 10 uM Rho-Kinase (ROCK)-Inhibitor flr 24 h bei 37 °C
und 5% CO. inkubiert. Am nachsten Tag, nach maximal 24 h, wurde das Medium ausge-
tauscht und durch StemMACS iPS-Brew XF Medium ohne ROCK-Inhibitor ersetzt. Nach
2 bis 6 Tagen wurde die Konfluenz und Bildung von abgegrenzten Kolonien mit Hilfe des
Lichtmikroskops Uberprift. Bei einer Konfluenz von 70 % wurden die Zellen aufgeteilt. Da-
bei wurde das alte Medium entfernt und die Zellen einmal mit 1 mL PBS gewaschen. Um
die Zellen von der Platte zu I6sen, wurde 1 mL gentle cell dissociation reagent in die Wells
gegeben und der Zellresten unter dem Mikroskop beobachtet. Ab Ablésung des Resten
wurden die Zellkolonien mit einer 1000 yL abgeschnittenen, sterilen Pipettenspitze vor-
sichtig aufgesammelt und in 3 mL bereits aufgetautem StemMACS iPS-Brew XF Medium
(mit Nahrstoffen) mit 10 uM ROCK-Inhibitor hinzugegeben und fir 3 min bei 200 rcf zentri-
fugiert. Danach wurde der Uberstand entsorgt und die Zellen im entsprechenden Medium
(StemMACS iPS-Brew XF) resuspendiert. Die Zellen wurden im Verhaltnis 1:5 aufgeteilt
und fir die nachsten 24 h bei 37 °C und 5% CO. inkubiert. Am folgenden Tag wurde das
Medium entfernt und durch frisches Medium ohne ROCK-Inhibitor ersetzt. Dieser Schritt
wurde taglich bis zur nachsten Passage wiederholt.

5.2 Humane zerebrale Organoide

Die humanen zerebralen Organoide wurden basierend auf dem Protokoll von Lancaster
u.a. [28] und den Herstellerangaben [37] des STEMCELL Technologies STEMdiff Cere-
bral Organoid Kits hergestellt. HMGU-1 und SCTi003-A iPSCs wurden bis zu einer 70 %
Konfluenz gehalten, sodass grof3e, flach begrenzte iPSCs Kolonien gebildet wurden, bevor
sie geerntet und zu einer Einzelzellsuspension reduziert wurden. Im Folgenden wurden
9000 Zellen pro Well einer 96-Well Rundbodenplatte mit einer chemisch inerten und an-
tiadhasiven Oberflache im entsprechenden Medium ausgesét und fir 24 h bei 37 °C und
5% CQO, inkubiert. Nach 48 h und 96 h wurde jeweils 100 uL Ergdnzungsmedium hinzuge-
geben und weiter inkubiert. Nach finf Tagen seit der Entstehung embryonaler Kérperchen



Methoden 17

engl. Embryoid bodies fand die neuronale Induktion statt, dabei wurde das alte Medium
entfernt und durch 150 pL Basal Medium 1 mit Supplement B ersetzt. Zwei Tagen nach
der neuronalen Induktion, wenn EBs runde, optisch transluzente Rander aufwiesen, wur-
den diese in das Matrigel eingebettet, in 6-Well Platte tberfihrt und fir 96 h bei 37 °C und
5% CO; inkubiert. Die 6-Well Platte wurde vor der Uberfiihrung mit einer Anti-Adhésions-
Spillésung (engl. Anti-Adherence Rinsing Solution) beschichtet, um eine Zelladh&sion zu
verhindern. Nach 72 h waren kleine Organoide mit oberflachlichen neuroepithelialen Aus-
stllpungen sichtbar. Das Medium wurde alle 3—4 Tage durch frisches Basal Medium 2 mit
Supplement E ersetzt und bei 37 °C, 5% CO. auf dem Schuttler bei 60 rpm inkubiert. Im
Artikel von Lancaster u. a. [28] galten die Organoide nach 40 Tagen als ausgereift, den-
noch um eine ausreichende Gliazellbildung sicherzustellen, wurden die Organoide erst ab
100 Tagen fur Experimente verwendet. Die Abbildung 5 stellt die Erstellung bzw. Entwick-
lung der humanen zerebralen Organoiden dar.

Abbildung 5: Zeitliche Darstellung der Erzeugung und Entwicklung humaner zerebraler Or-
ganoide aus den induzierten pluripotenten Stammzellen HMGU-1 und SCTi003-A. Die Abbil-
dung wurde aus der Arbeit von Widerspick [36] enthnommen.

5.3 VeroE6 Zellkultur

VeroE6 Zellen wurden mit 13 mL bzw. 23 mL Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
mit 5 % FBS sowie 1 % Penicillin, Streptomycin (Pen/Strep) Medium in der 75 cm? bzw.
175 cm? Kultivierungsflaschen bei 37 °C, 5% CO; inkubiert. Bei einer Konfluenz von 80%
wurden die Zellen mit PBS zweimal gewaschen und anschlieBend mit Trypsin-EDTA zur
Zellablésung bei 37 °C, 5% CO; fir 2 min inkubiert. Nachfolgend wurde 10 mL DMEM mit
5 % FBS sowie 1 % Pen/Strep zum Aufsammeln der Zellen hinzugegeben und bei 300 rcf
fir 5 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet im Medium resuspendiert und die
Zellzahl mittels des digitalen Zellzdhlers LUNA-II bestimmt. Die Zellen wurden daraufhin
entsprechend flr die Aussaat aufgeteilt. VeroE6 Zellen wurden zur Viruspropagation und
fir Plaque Assays verwendet.
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5.4 Zellsystem Qualitatskontrolle

Alle untersuchten zellbasierten Systeme wurden routinemafig mit einer Polymerase-Kettenreaktion
engl. polymerase chain reaction (PCR) (PromoCell, PK-CA91-1048) auf das Vorliegen

von Mykoplasmen getestet. Die Uberpriifung der Pluripotenz erfolgte bei den HMGU1-

und SCTIi003-A iPSC mithilfe des StemLight™ Pluripotency Antibody Kits (Cell Signa-

ling Technologies, Danvers, MA, USA, 9656) sowie durch die Analyse ihrer Fahigkeit zur
Ausbildung undifferenzierter embryonaler Kérper. Die Integritat ausgereifter zerebraler Or-

ganoide wurde sowohl durch makroskopische Beobachtung als auch durch gezielte histo-
logische Untersuchungen der Zellzusammensetzung bewertet.

5.5 Viren

Der VSV Indiana Stamm (species Vesiculovirus indiana, Ref. Seq. OR712768) wurde von
Carmen Rivas Vazquez (center for molecular medicine and chronic diseases research [Ci-
MUS], Santiago de Compostela, Spanien) und der rVSV-EBOV-GP Impfstamm wurde von
Marylyn Addo (Institut fir Infektionsforschung und Impfstoffentwicklung [IIRVD] des Uni-
versitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE)) freundlicherweise zur Verfligung gestellt.
VSV wurde in VeroE6 Zellen fur 1 Tag und der rVSV-EBOV-GP fir 6 Tage in DMEM mit
2,5 % FBS und 1 % Pen/Strep ampilifiziert und innerhalb von drei Passagen seit dem ur-
sprunglichen Isolat verwendet. Fir die Herstellung von VSV wurden eine multiplicity of
infection (MOI) von 0,001 und 0,01, und fur rVSV-EBOV-GP 0,01 und 0,1 eingesetzt.

5.6 Infektion von Organoiden

5.6.1 Vorbereitung Organoide

Far die Infektion wurden die Organoide grundsétzlich ein Organoid pro Well in 24-Well
Platten aufgeteilt. Hierbei wurden die Platten entsprechend der Behandlung getrennt, so-
dass eine Kreuzkontamination verhindert wurde. Dazu wurden 24-Well Platten mit 1 mL
Anti-Adherence Rinsing Solution und anschlieBend zweimal mit 1 mL PBS abgesplilt. Die
einzelnen Organoide wurden folgend in einzelne Wells aufgeteilt und mit 1 mL PBS ab-
gewaschen. Um die Organoide beim Verteilen nicht zu zerstéren, wurden sie mit abge-
schnittenen 1000 pL Pipettenspitzen aufgesammelt und in jeweiligen Well platziert. Die
Gruppenzuordnung verlief verblindet und Organoide aus einem Ursprungs-6-Well wurden
auf alle Gruppen aufgeteilt, um Verzerrung zu vermeiden.
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5.6.2 Vorbereitung Virus

Die Dosis der Viren wurde entsprechen ihres Titers berechnet. Die entsprechende Men-
ge des Virus wurde in DMEM ohne FBS und mit 1% Pen/Strep gegeben und zu einem
Gesamtvolumen von 500 pL pro Organoid aufgeflillt. Die genaue Virusdosis ist in der Ta-
belle 9 dargestellt.

Tabelle 9: Virusarten mit Infektionsdosen pro Organoid fiir Infektionsversuche. Dabei liegt
die Dosis bei A bei 10* PFU/Organoid und bei B bei 10° PFU/Organoid.

Virus Dosisyerwendet [PFU/Organoid]
VSV (A) 10*
VSV (B) 10°
rVSV-EBOV-GP (A) 10*
rVSV-EBOV-GP (B) 10°

5.6.3 Infektion Organoide und Viruskinetik

Die vorbereiteten Infektionsldsungen wurden in 500 pL pro Well mit jeweils einem gewa-
schenen Organoid gegeben. Die Platte wurde fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach 1 h wurde
das Infektionsmedium entsorgt und mit 1,5 mL frischem Maturation Medium (Organoidme-
dium) ersetzt. AnschlieBend wurden 500 uL Probe (dy) entnommen, damit der virale Titer
zum Startpunkt bestimmt werden kann.

Fir die Viruskinetik wurden jeweils weitere 500 uL Probe an Tag 1-14, 17, 25, 28, 33,
37 und 41 enthommen und durch 500 pL frisches Medium ersetzt (Abb. 6). Alle Proben
wurden bei 2000 rcf fir 10 min zentrifugiert. Der zellfreie Uberstand wurde in ein neu-
es Reaktionsgefal3 Gbertragen und bei -20 °C aufbewahrt. Als Negativkontrolle wurden
grundsatzlich uninfizierte, mit PBS behandelte Organoide mitgefihrt. Unterschiedliche Vi-
ren wurden auf separaten Platten behandelt, um Kontamination zu vermeiden.

5.7 Plaque Assay zur Virustitration

Mit Hilfe von Plaque Assays wurden die plaque forming units (PFU), der Titer, der Viren
bestimmt. Dabei wurden 500 pL VeroE6 Zellsuspension pro Well in entsprechendem Me-
dium auf einer 24-Wellplatte mit einer Zellzahl von 3.4 x 10® Zellen/Platte ausgesat und
tber Nacht bei 37 °C, 5% CO, inkubiert. Am nachsten Tag wurde beim Erreichen einer
Konfluenz von 80% der Assay fortgesetzt. Auf eine 96-Wellplatte wurde 135 pul DMEM
(Spalte 2-11 ohne FBS mit 1% Pen/Strep) sowie die 180 pL Probe (Spalte 1) in Dupli-
katen aufgelegt. Die Probe wurde seriell Uber die Platte in die nachste Spalte verdinnt
(60 pL). Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und 200 uL Probe aus jeder zweite Spalte
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Abbildung 6: Grafische Darstellung des Infektionsversuchs. Das entsprechende Virus wurde
zu den Organoiden hinzufligt und die Proben wurden an Tag 1-14, 17, 25, 28, 33, 37 und 41
entnommen, dabei wurde 500 pL des Uberstands durch frisches Medium ersetzt. Die Abbildung
wurde mit BioRender.com erstellt.

(1,3,5,7,11) wurden auf die 24-Wellplatte zu den Zellen hinzugefligt, sodass eine 1:10 se-
rielle Verdiinnung resultierte. Die Platten wurden fiir 1 h bei 37 °C, 5% CO, inkubiert. Nach
1 h wurde der Uberstand dekantiert und durch Methylcellulose Lésung ersetzt. Anschlie-
Bend wurden die Platten bei 37 °C, 5% CO, Uber 2-4 Tage inkubiert. Die Plaques (d.h. die
Lécher im Zellrasen) wurden mit Hilfe des Lichtmikroskops bestétigt. Danach wurde das
Medium dekantiert und die Platten in 4% Paraformaldehyd (PFA) fur 1 h bei RT inaktiviert.
Im Anschluss wurden die Platten im doppelt destilliertes Wasser (ddH,O) gewaschen und
500 pL Kristallviolett pro Well hinzugefiigt und far 10 min inkubiert. Final wurde das Kris-
tallviolett entfernt und die Platten wurden erneut in ddH,O gewaschen. Daraufhin wurden
die Plagues gez&hlt und der Titer nach der Formel 1 ermittelt. Dabei ist cyiys die Virus-
konzentration, VF - Verdinnungsfaktor und Vp,one Probenvolumen der Infektion (200 pL).

Plaquesy, 1 Plagues >

+
VFwer 1 VFwei 2 ) % 1000
2 VProbe

CVirus (PFU/mI) = (
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5.8 Vorbereitung der immunhistochemischen Proben

Die Organoide wurden unter sterilen Bedingungen in ein 2 mL Reaktionsgefa3 mit 500 L
10 % Formalin Gberflhrt. Wie in der Abbildung 7 dargestellt, wurde nach einer entspre-
chenden Inaktivierungszeit von mindestens 24 h das Formalin entfernt. Vor dem Entwas-
sern in der Histokinette wurden die Proben mit 2 % Agar Ubergossen, um sie zu stabili-
sieren. Daraufhin wurden die eingebetteten Proben in die Kassette gelegt und zum Ent-
wassern vorbereitet. Nach dem Entwéassern wurde die Probe in einer Metallform platziert,
mit heiBem Paraffin eingegossen und gekuihlt. Die Proben wurden daraufhin am Mikrotom
von Petra Allartz aus der Gruppe RG Zoonoses des BNITM geschnitten.

Abbildung 7: Grafische Darstellung der Probenentwésserung. Das Organoid wurde in ein 2 mL
ReaktionsgefalB mit 500 uL 10 % Formalin Gberfihrt und mit 2 % Agar Ubergossen. Daraufhin
wurden die eingebetteten Proben in die Kassette gelegt und zum Entwéssern vorbereitet. Die
Abbildung wurde im BioRender.com erstellt.

5.9 Immunofluoreszenz Mikroskopie

Die histologischen Schnitte wurden in Xylol sowie in einer absteigenden Alkoholreihe flr
jeweils 7 min deparaffiniert und anschlieBend in ddH,O rehydriert. Die Antigenretrieval-
Behandlung erfolgte durch Erhitzen der Schnitte im Citratpuffer (pH 6) fir 2 min in einem
Schnellkochtopf. Nachfolgend wurden die Préparate in PBS gelegt.

Die histologischen Schnitte wurden dreimal mit PBS gewaschen, anschlieBend wurden
sie mit einer Lésung aus 5 % bovine serum albumin (BSA) und 0.5 % TritonX in PBS flr
30 min bei RT inkubiert, um die unspezifischen Bindungsstellen zu blockieren und die Zell-
membran zu permeabilisieren. Im Anschluss wurden die Praparate mit PBS erneut gespult
und mit 25 pL Primé&rantikérper (Tab. 10) in 5 % BSA bei 4 °C in einer dunklen, feuchten
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Kammer Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Proben mit PBS gewaschen
und 25 pL Sekundarantikérper (Tab. 10) in 5 % BSA gegeben und fir 1 h bei RT inkubiert.
Darauffolgend wurden die Schnitte mit PBS gespdlt und in ddH,O getaucht, um die Kris-
tallisation der PBS Salze zu vermeiden. Zum Schluss wurden 10 pL mounting medium mit
4’,6-Diamidino-2-phenylindol Dihydrochlorid (DAPI) aufgetragen und mit einem Deckglas
abgedeckt. Diese wurde mit Nagellack fixiert.

Tabelle 10: Ubersicht der verwendeten Antikérper, einschlieBlich Wirtsspezies, Klonbe-
zeichnung und Antikérpertyp (polyklonal oder monoklonal). Die Marker MAP2 und GFAP
wurden zur |dentifikation von Neuronen und Astrozyten herangezogen, wahrend CD68 spezifisch
Mikroglia und Makrophagen detektiert. Zusatzlich wurden Antikérper gegen EBOV GP eingesetzt,
um die Expression des rVSV-EBOV-GP nachzuweisen, sowie Antikdrper gegen VSV-G, um das
G-Protein des VSV zu detektieren. Die Sekundarantikérper Alexa Fluor® 568 und 647 wurden zur
Detektion der Primarantikdrper verwendet.

Antigen Verdiinnung Zelltyp

MAP2 (Kaninchen, polyklonal) 1:600 Reife Neuronen
GFAP (Kaninchen, polyklonal) 1:100 Astrozyten

CD68 (Kaninchen, polyklonal) 1:100 Mikroglia / Makrophagen
EBOV GP (Maus, monoklonal) 1:100 VSV-EBOV-GP
VSV-G (Maus, monoklonal) 1:100 VSV

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Alexa Fluor® 568 1:1000 Sekundarantikdérper
Goat anti-Mouse IgG (H+L) Alexa Fluor® 647 1:1000 Sekundarantikdérper

5.10 Virus RNA Aufreinigung und Sequenzieren

Die Aufreinigung der viralen RNA erfolgte nach dem Herstellerprotokoll (QIAamp Mini Spin
Columns) [38]. Die Vieren wurden freundlicherweise von der Genomics Core Facility des
BNITM unter der Leitung von Dr. Daniel Cadar sequenziert.
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5.11 RNA Datenanalyse

Virale RNA-Sequenzen wurden mithilfe der Galaxy-Webplattform (usegalaxy.eu, Zugriff
am [12.09.2025]) analysiert, einschlieBlich Qualitatskontrolle mit FastQC [39], Trimming
mit Trimmomatic [40], Alignment und SNP-Calling mit Snippy [41] sowie Annotation mit
SnpEff [42]. In der Abbildung 8 ist der Arbeitsablauf dargestellt. Als Referenzsequenzen
wurden das VSV Genom (Ref.Seq: OR712768, Genbank: National Center for Biotech-
nology Information [43]) sowie die EBOV Kikwit Glykoprotein (Ref.Seq: KU182898, Gen-
bank: NCBI [44]) verwendet.

Abbildung 8: Arbeitsablauf der Virus RNA Datengewinnung, -verarbeitung und -analyse. Die
virale RNA wurde mit dem QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) isoliert und anschlieBend se-
quenziert. Dartiberhinaus wurden die Adaptersequenzen mit Trimmomatic entfernt und die Reads
gereinigt. Danach erfolgte die Qualitatskontrolle mit FastQC. Die bereinigten Sequenzen (Reads)
wurden zusammen mit dem entsprechenden Referenzgenom in Snippy eingegeben, um das Ge-
nom zu indexieren, Reads alignen (Alignment) und einzelne Nukleotidvarianten (SNPs) zu identifi-
zieren. AbschlieBend wurden die SNPs mithilfe von SnpEff annotiert, um ihre Positionen in Genen
und mdgliche Aminosaurenveranderungen zu bestimmen. Die Abbildung wurde im BioRender.com
erstellt.
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6 Ziele dieser Bachelorarbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist die Bewertung des rVSV-EBOV-GP als Ersatzmodell fir EBOV
Persistenzstudien in vitro, da das authentische EBOV als BSL-4 Erreger sowohl die Hand-
habung erheblich erschwert als auch die anwendbaren methodischen Ansatze stark ein-
schrankt. In Rahmen dieser Zielsetzung soll daher zun&chst untersucht werden, ob der
Austausch des VSV Glykoproteins (G) mit dem EBOV Glykoprotein (GP) dazu fihrt, dass
rVSV-EBOV-GP in zerebralen Organoiden persistent repliziert, oder ob eine abweichende,
dem VSV wildtyp &hnliche entsprechende Kinetik auftritt.

Das zweite Ziel dieser Arbeit besteht darin, die Zielzellen von VSV und rVSV-EBOV-GP zu
untersuchen und mit dem Angriffspunkten EBOV vergleichen.

Im dritten Ziel dieser Arbeit wird analysiert, ob sich das Virus rVSV-EBOV-GP an die zellu-
lare Umgebung humaner zerebraler Organoide anpasst und gegebenenfalls genomische
Mutationen auftreten.

Schlussendlich soll basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit die Bewertung des rVSV-
EBOV-GP als BSL-2 EBOV Persistenzmodell stattfinden.
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7 Ergebnisse

7.1 Herstellung der Virusstammlésung auf VeroE6 Zellen
7.1.1 VSV Indiana Stammlésungsherstelleung

Zur Bereitstellung einer Virusstammldsung flr nachfolgende Infektionsversuche im zere-
bralen Organoid wurden zunéchst verschiedene Infektionsparameter von VSV Indiana in
VeroE6 Zellen, einer Standardzelllinie fir Virusamplifikation, ausgetestet.

Zur Erzielung méglichst hoher Virustiter fur die Stammlésung wurden daher zwei verschie-
dene Infektionsdosen (MOI 0,001 bzw. 0,01) getestet und taglich der zytopathische Ef-
fekt (ZPE) mikroskopisch kontrolliert. Mit Auftritt des ZPEs bereits nach 24 h, wobei bei
MOI=0,01 bereits vollstdndig und bei MOI=0,001 Flachenkreise anteilig eine Zellabrun-
dung sichtbar war (Abb. 9), wurde der Virustberstand geerntet.

Die VSV Viruskonzentrationsmessung bei beiden Stammlésungen wurde unter Verwen-
dung des entsprechenden Plaque Assays durchgefihrt und anhand der Gleichung 1 be-
stimmt. Die Ergebnisse der Viruskonzentration werden in der Tabelle 11 vorgefiihrt und
in der Abbildung 10 veranschaulicht. Die Viruskonzentration bei einer MOI 0,001 betrug
an Tag der Infektion 30 PFU/mL und stieg bis zum Erntetag (Tag 1) auf 5,1x10” PFU/mL
an. Bei einer MOI 0,01 lag die Viruskonzentration an Tag 0 bei 1525 PFU/mL und erreich-
te an Tag 1 einen Wert von 2,6 x10” PFU/mL. Unabhangig von der Infektionsdosis (MOI
0,001 bzw. 0,01) wurden ausreichend hohe Virustiter erreicht, sodass keine Anpassung
des Protokolls notwendig war. In allen folgenden Infektionsexperimenten mit VSV Indiana
wurde die Virusldsung, die mit einer Dosis MOI 0,001 produziert wurde und einer Konzen-
tration von 2,6 x 107 PFU/mL entspricht, verwendet. Diese Wahl wurde mit der besseren
Viabilitat (geringerer ZPE) der Produktionszellen begriindet.

Tabelle 11: VSV Viruskonzentration [PFU/mL] nach der Anzucht auf VeroE6 Zellen fiir
einen Tag bei einer MOI von 0,001 und 0,01. VF = Verdiinnungsfaktor

Virus Tag MOl Npgagues VF  Cviis [PFU/ML]

VSV 0 0,01 6 1 30
1 102 107° 5,1x107
0 0,001 31 1072 1525
1 52 107° 2,6x107
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Abbildung 9: Repréasentative lichtmikroskopische Aufnahmen des VeroE6 Zellrasens bevor
und nach der 24 h Infektion mit VSV bei verschiedenen Infektionsdosen, MOI=0,001 bzw.
MOI=0,01. 10x Objektiv

Abbildung 10: VSV Konzentration nach der Anzucht auf VeroE6 Zellen mit MOI von 0,01 bzw.
0,001. Viruskonzentration (PFU/mL) von VSV nach 1 Tag in VeroE6 Zellen bei verschiedenen
MOIL. Nachweisgrenze (gestrichelte Linie) liegt bei 5 PFU/mL. N = 1.

7.1.2 rVSV-EBOV-GP Stammidsungsherstelleung

Analog zu VSV wurde auch fiir rVSV-EBOV-GP eine neue Virusstammlésung hergestellt.
Da fur das rekombinante rVSV-EBOV-GP ein langsameres Wachstum als fir den VSV In-
diana Stamm zu erwarten war, wurden héhere Infektionsdosen (MOI=0,01 und 0,1) einge-
setzt. Die Abbildung 11 stellt die lichtmikroskopischen Aufnahmen der VeroE6 Zellen nach
der Infektion mit r'VSV-EBOV-GP nach 4 und 6 Tagen nach der Infektion mit einer MOI 0,01
und 0,1 dar. Der ZPE wurde taglich Gberwacht. Zwischen Tag 1 und 3 nach der Infektion
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trat kein deutlicher ZPE auf, weshalb zunachst keine komplette Ernte erfolgte. Es wurden
jedoch jeweils 1 mL Uberstand zur Bestimmung der Viruskonzentration entnommen. An
Tag 4 zeigte sich ein leichter ZPE, sodass das Virus aus dem Uberstand geerntet und fri-
sches Medium zur weiteren Anzucht erneuert wurde. An Tag 6 war ein ausgepragter ZPE
sichtbar, woraufhin erneut Virus geerntet wurde.

Abbildung 11: Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen des VeroE6 Zellrasens bevor
und nach 4 und 6 Tagen der Infektion mit rVSV-EBOV-GP bei verschiedenen Infektionsdosen,
MOI=0,01 bzw. MOI=0,1. 10x Objektiv

Die Bestimmung der Konzentration des rVSV-EBOV-GP erfolgte via Plaque Assay. Die
Ergebnisse der Bestimmung der rVSV-EBOV-GP Viruskonzentration mit MOl 0,01 und
0,1 sind in der Tabelle 12 und in der Abbildung 12 grafisch dargestellt. Bei einer MOI 0,01
(Abb. 12 [A]) lag die Viruskonzentration an Tag der Infektion unterhalb der Nachweisgrenze
(5 PFU/mL). Bis Tag 2 stieg die Konzentration auf 450 PFU/mL an und erreichte an Tag 4
ihren Maximalwert von 2,4 x10% PFU/mL. an Tag 6 zeigte sich im Vergleich zu Tag 4 keine
Veranderung, das Replikationsplateau wurde erreicht, und die Viruskonzentration blieb mit
2,3x10°% PFU/mL auf einem &ahnlichen Niveau.

Die Ausgangskonzentration des rVSV-EBOV-GP mit einer MOI 0,1 (Abb. 12 [B]) betrug
an Tag der Infektion 20 PFU/mL. Die Viruskonzentration nahm innerhalb der ersten vier
Tage exponentiell zu und erreichte an Tag 4 ihren Maximalwert 1,4x10” PFU/mL. Der
anschlieBende Riickgang auf 4,5x10° PFU/mL an Tag 6 deutete auf eine beginnende
Degradation der Viruspartikel oder eine zellulare Limitierung der Replikation infolge des
ZPE hin.



Ergebnisse 28

Tabelle 12: rVSV-EBOV-GP Viruskonzentration [PFU/mL] nach der Anzucht auf VeroE6 Zellen
fir den entsprechenden Zeitraum [Tage nach der Infektion] bei einer MOI von 0,01 und 0,1.
VF = Verdiinnungsfaktor

Virus Tag MOI Npjagues VF  Cyirus [PFU/ML]
rVSV-EBOV-GP 0 0,01 — - —
60 107" 450
65 1074 2,4x10°
62 10~ 2,3x10°
0,1 4 1 20
38 1073 1,2x104
29 10°° 1,4x107
9 10~* 4,5x10°

o A D OO MDD

Grundsatzlich Iasst sich daraus schlie3en, dass rVSV-EBOV-GP, wie erwartet, langsamer
als VSV Indiana repliziert. Der hochste Titer (1,4x10”) PFU/mL wurde bei MOI von 0,1
nach 4 Tagen erreicht, daher wurde diese Stammlésung im Folgenden fir weitere Infekti-
onsversuche verwendet.
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Abbildung 12: rVSV-EBOV Viruskonzentration [PFU/mL] nach der Anzucht auf VeroE6 Zellen
fir den entsprechenden Zeitraum [Tage nach der Infektion]. Dargestellt ist bei A mit einer MOI
von 0,01; bei B mit einer MOI von 0,1. Nachweisgrenze (gestrichelte Linie) liegt bei 5 PFU/mL.
N=1.
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7.2 VSV und rVSV-EBOV-GP replizieren vergleichbar in humanen ze-
rebralen Organoiden

7.2.1 Replikationsverlauf von VSV und rVSV-EBOV-GP in zerebralen Organoiden

Im Sinne der ersten Zielsetzung wurde in diesem Teil der Arbeit untersucht, ob rVSV-
EBOV-GP und VSV in humanen zerebralen Organoiden vergleichbare Replikationsver-
laufe zeigen und ob rVSV-EBOV-GP eine akute oder persistierende Replikationskinetik
aufweist. Besonders von Interesse war dabei die Frage, ob die Kinetik von rVSV-EBOV-
GP, der von VSV oder der des authentischen EBOV &hnelt. Die Replikationskinetik des
EBOV wurde in der Arbeit von Dr. rer. nat. L. Widerspick [36] unter BSL-4 Bedingungen
beschrieben und dient in diesem Zusammenhang als Vergleichsbasis.

Nach einer Wachstumsphase von 100 Tagen wurden die Organoide der iPSCs Linie HMGU-
1 in drei Versuchsgruppen unterteilt: unifizierte, VSV-infizierte und rVSV-EBOV-GP-infizierte.
Bei den Infektionsgruppen gab es jeweils zwei Untergruppen. Gruppe A wurde mit einer
Virusdosis von 10* PFU/Organoid, Gruppe B mit 10° PFU/Organoid des jeweiligen Virus-
vorrats infiziert. Dabei betrug die Dosis des authentischen EBOV 10* PFU/Organoid. Die
entsprechenden Dosen und Virusvolumina sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13: Infektionsdosen des Organoidversuchs Gruppe A wurde mit einer Virusdosis von
10* PFU/Organoid Gruppe B mit 10° PFU/Organoid des jeweiligen Virusvorrats infiziert.

Virus Dose [PFU/Organoid] cyinus [PFU/ML]  Wins [1L/Well]
VSV A (10%) 2,6x107 0,385

B (10°) 3,85
rVSV-EBOV-GP A (10%) 1,4x107 0,714

B (10°) 7,14

Die Ergebnisse der Organoidinfektion sind in Abbildung 14 zusammengefasst und die
Lichtmikroskop Bildaufnahmen sind in der Abbildung 13 dargestellt. Der Infektionsver-
lauf war bei beiden VSV Gruppen nahezu identisch (Abb. 14 [A]). Bereits am ersten
Tag nach der Infektion zeigte sich ein exponentieller Anstieg der Viruskonzentration auf
> %108 PFU/mL, die an Tag 9 mit etwa 5x 107 PFU/mL ihr Maximum erreichte. Anschlie-
Bend fiel die Viruskonzentration bis Tag 21 deutlich ab und erreicht bei beiden Dosen ein
Minimum von etwa 90 PFU/mL. Ab Tag 28 war erneut ein Anstieg zu beobachten, wobei
die Konzentration bei Dosis A etwa 4 x10* PFU/mL und bei Dosis B rund 3x10® PFU/mL
betrug. Der Unterschied zwischen beiden Dosen entsprach somit etwa einer 100-fachen
Differenz. Die Konzentration stieg weiter nach Tag 21 kontinuierlich an, bis der Versuch
an Tag 33 beendet wurde. Die Abbildung 13 [A] zeigt die Lichtmikroskop Aufnahmen der
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Organoide wahrend des Versuchs. Dabei wurde ab den Tag 21 ein starker ZPE sichtbar,
wobei die Organoide zum Teil zerfielen und Zellschrott im Uberstand sichtbar war.

Nach der Infektion mit der rVSV-EBOV-GP stieg die Viruskonzentration bei Dosis A expo-
nentiell auf > x 10° PFU/mL an und erreichte an Tag 3 ihr Maximum bei etwa 1x 107 PFU/mL.
Bis Tag 10 nahm die Konzentration kontinuierlich ab, bevor sie an Tag 11 erneut auf
ca. 2x10% PFU/mL anstieg. In den folgenden Tagen sank sie auf etwa 2x10* PFU/mL
und erreichte an Tag 17 wieder rund 2x10® PFU/mL. Im weiteren Verlauf fiel die Kon-
zentration erneut ab, zeigte jedoch an Tag 33 nochmals einen Anstieg. Der Kurvenverlauf
der Dosis B zeigte ebenfalls einen exponentiellen Anstieg und erreichte an Tag 3 mit et-
wa 2x 107 PFU/mL das Maximum. Bis Tag 12 fiel die Viruskonzentration kontinuierlich auf
etwa 3x10% PFU/mL ab und stieg bis Tag 14 erneut auf rund 2x10% PFU/mL an. An-
schlieBend sank sie bis Tag 17 auf ein Minimum von etwa 20 PFU/mL. Am folgenden Tag
ist ein weiterer kurzfristiger Anstieg zu beobachten, bevor die Konzentration erneut konti-
nuierlich abnahm, bis der Versuch an Tag 33 beendet wurde. Wie in der Abbildung 13 [B]
aufgefihrt, trat bei der rVSV-EBOV-GP Infektion bereits an Tag 17 ZPE auf, die Organoide
begannen teilweise zu zerfallen.

Far VSV und rVSV-EBOV-GP lasst sich zusatzlich festhalten, dass zu Beginn des Ver-
suchs eine hdhere Viruskonzentration bei Dosis B eingesetzt und gemessen wurde, zeigte
sich im spéateren Verlauf ein Anstieg der Konzentration bei Dosis A.

Abbildung 13: VSV und rVSV-EBOV-GP infizierte zerebrale Organoide der Linie HMGU-1
A stellt die Lichtmikroskop Aufnahme der VSV Replikation bis Tag 33 dar. B stellt die Lichtmikro-
skop Aufnahme der rVSV-EBOV-GP Replikation bis Tag 33 dar.
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Abbildung 14: VSV und rVSV-EBOV-GP Replikation in zerebralen Organoide der Linie
HMGU-1 A: Viruskonzentration ist in PFU/mL (mit Mean+SD) Uber 33 Tagen nach der Infektion
von VSV dargestellt. Dosis A (10* PFU/Organoid) ist in schwarz und Dosis B (10° PFU/Organoid)
in grau gezeigt. N = 6. B: Viruskonzentration ist in PFU/mL (mit Mean+SD) Gber 33 Tagen nach
der Infektion von rVSV-EBOV-GP dargestellt. Dabei ist in blau Dosis A (10* PFU/Organoid) und in
rot Dosis B (10° PFU/Organoid) gezeigt. Nachweisgrenze (gestrichelte Linie) liegt bei 5 PFU/mL.
N = 6.
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Es lasst sich zusammenfassen, dass die Viruskonzentration bei der VSV Infektion unab-
hé&ngig von der Infektionsdosis einen vergleichbaren Verlauf aufweist. Im Gegensatz dazu
unterscheidet sich der Verlauf von der rVSV-EBOV-GP zwischen beiden Dosen. Bei allen
Gruppen war der friihe Replikationsverlauf bis an Tag 3 von einem exponentiellen Anstieg
gepragt, welcher nach dem Erreichen eines Plateaus zu einem starken Abfall der Replika-
tion sowie Auftritt eines ZPEs flihrte. Im Falle der Dosis B rVSV-EBOV-GP war das Plateau
am klrzesten. Darlber hinaus ist zu vermerken, dass bei allen Gruppen nach dem errei-
chen des Minimums ein weiter Anstieg erfolgte. Um dies weiter zu verfolgen wurde daher
beschlossen, einen weiteren Organoid Batch fiir einen langeren Zeitraum zu infizieren
und den Anstieg zu bestéatigen. Des Weiteres galt es zu bestatigen, ob sich die Virusrepli-
kation in Organoiden, die aus unterschiedlichen iPSCs Linien, HMGU-1 und SCTi003-A,
abgeleitet wurden, unterschiedlich verhalt. Um diese Fragestellung zu beantworten, wur-
de bei der Wiederholung des Experiments eine weitere Untergruppierung HMGU-1 und
SCTi003-A mit jeweils Infektionsdosis A und B durchgefiihrt, ebenfalls wurde der Versuch
auf 41 Tagen verlangert (Abb. 15). An den Tagen 3, 10 und am Ende des Experimentes
wurden dabei jeweils drei Organoide fir immunhistochemie Untersuchungen gesammelt.
Nach der Infektion von SCTi003-A generierten Organoiden (Abb. 15 [A]) war der Virus-
konezntrationverlauf beider Dosen ahnlich. Bereits an Tag 1 stieg die Viruskonzentration
exponentiell an und erreichte an Tag 2 das Maximum von etwa 1x10” PFU/mL. Zu die-
sem Zeitpunkt betrug die Anzahl der Organoide je Dosis 9. In den darauffolgenden Tagen
fiel die Konzentration kontinuierlich ab und erreichte an Tag 25 das Minimum (Dosis A
ca. 20 PFU/mL; Dosis B ca. 50 PFU/mL), wobei die Anzahl der Organoide zu diesem Zeit-
punkt 3 betrug. In den folgenden Tagen stieg die Viruskonzentration erneut exponentiell
an und erreichte am Ende des Versuchs (Tag 41) bei Dosis A etwa 8x10® PFU/mL und
bei Dosis B etwa 3x10* PFU/mL.

Die Viruskonzentrationen in VSV infizierten Organoiden der Linie HMGU-1 (Abb. 15 [B])
der Dosis A und B verliefen nahezu identisch. An Tag 1 nahm die Viruskonzentration expo-
nentiell zu und erreichte den maximalen Wert an Tag 2 bei Dosis A mit etwa 8 x 10° PFU/mL
und bei Dosis B mit etwa 2x10% PFU/mL. Die Anzahl der Organoide an Tag 2 betrug 9. Im
weiteren Verlauf fiel die Konzentration leicht ab und stieg anschlieBend wieder geringflgig
an. Zwischen Tag 9 und 21 nahm die Viruskonzentration kontinuierlich ab und erreichte
an Tag 21 das Minimum, wie im ersten Versuch (Abb. 14[A]). Im spateren Verlauf der In-
fektion zeigte die Viruskonzentration wiederkehrende Schwankungen. Zum Ende des Ver-
suchs lag der Wert bei Dosis A etwa 3x 10 PFU/mL und bei Dosis B etwa 1x10% PFU/mL.

Zusammenfassend verlaufen beide Kurven &hnlich und die Replikation des ersten Ver-
suchs konnte reproduziert werden.
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Abbildung 15: VSV und rVSV-EBOV-GP Replikation in zerebralen Organoiden die Viruskon-
zentration istin PFU/mL (mit Mean+SD) Uber 41 Tagen nach der Infektion angegeben. N Anzahl der
Organoide: Tag 0-3 N=9; Tag 4-10 N=6; Tag 11-41 N=3. A: Viruskonzentration der VSV infizierten
Organoidlinie aus SCTi003-A iPSC, dabei ist Dosis A in schwarz und Dosis B in griin dargestellt. B:
Viruskonzentration der VSV infizierten Organoidlinie aus HMGU-1 iPSC, dabei ist Dosis A in braun
und Dosis B in grau dargestellt. C: Viruskonzentration der rVSV-EBOV-GP infizierten Organoid der
Linie aus SCTi003-A iPSC, dabei ist Dosis A in rot und Dosis B in lila dargestellt. D: Viruskonzen-
tration der rVSV-EBOV-GP infizierten Organoid der Linie HMGU-1, dabei ist Dosis A in blau und
Dosis B in dunkelgriin dargestellt.

Im Falle der rVSV-EBOV-GP Organoidinfektion der Gruppe SCTi003-A verlief die Virus-
konzentration beider Dosen ahnlich. Die Titer stiegen exponentiell an und erreichten ver-
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zdgert zum Wildtyp, an Tag 5 bei Dosis B mit etwa 1x107 PFU/mL und Tag 6 bei Dosis A
mit etwa 2x107 PFU/mL das Maximum (Anzahl der Organoiden je Dosis 6). Danach fiel
die Konzentration kontinuierlich und das Minimum wurde an Tag 28 bei Dosis A mit et-
wa 8x 102 PFU/mL und Tag 37 bei Dosis B mit etwa 1x102 PFU/mL erreicht. Zum Ende
des Versuchs an Tag 41 nahm die Viruskonzentration leicht zu und lag bei Dosis A bei
etwa 4x10% PFU/mL und bei etwa 2x 102 PFU/mL bei Dosis B (Anzahl der Organoide je
Dosis 3). Es ist zu bemerken, dass wahrend die Viruskonzentration zu Beginn bei Dosis B
hdher war, zeigte sich im weiteren Verlauf eine héhere Konzentration bei Dosis A. Zu-
satzlich kann festgestellt werden, dass der generelle Kurvenverlauf von rVSV-EBOV-GP in
SCTi003-A Organoiden dem des Wildtyp VSV entsprach, jedoch verlangsamt stattfand.
In D wurde die Viruskonzentration rVSV-EBOV-GP Organoiden der Linie HMGU-1 unter-
sucht (Abb. 14[D]). Die Viruskonzentration konnte jedoch nur bis Tag 3 gemessen werden,
da bei der Probeentnahme an Tag 4 eine Kontamination der Platte bzw. Organoide beob-
achtet wurde. Um die Kontaminationsgefahr fiir andere Proben zu eliminieren, wurde der
Versuch fur diese Gruppe abgebrochen und die Proben entsorgt. Aus den Ergebnissen
der Gruppe lassen sich keine eindeutigen Schliisse ziehen.

7.2.2 Replikationsvergleich von VSV und rVSV-EBOV-GP mit authentischem EBOV

Zum Vergleich wurden die Ergebnisse aus den VSV und rVSV-EBOV-GP Infektionsver-
suchen mit der Infektion von humanen zerebralen Organoiden mit EBOV (Abbildung 16)
verglichen. Diese Ergebnissen wurden von Dr. rer. nat. Lina Widerspick in Rahmen ihrer
Arbeit [36] in der BLS-4 durchgefuhrt und freundlicherweise mitgeteilt.

In der Abbildung 16 ist die Viruskonzentration von EBOV mit einer Dosis von 10* FFU/Organoid
(entsprechen Dosis A in dieser Versuchsreihe) (engl. focus forming units [FFU]) in den
Organoidenlinien SCTi0003-A und HMGU-1 abgebildet. Der Replikationsverlauf EBOV in
den Organoiden der Linie HMGU-1 stieg erst ab Tag 3 nach der Infektion langsam an
und blieb bis Tag 6 nahezu konstant bei 3x102 FFU/mL. AnschlieBend stieg die Virus-
konzentration exponentiell an und erreichte bei schwankendem Verlauf an Tag 30 den
Maximalwert von 1x108 FFU/mL. Danach nahm der Wert bis zum letzten Tag des Ver-
suchs kontinuierlich ab und lag am Ende bei 5x10° FFU/mL. Die Viruskonzentration in
der Organoiden der Linie SCTi0003-A stieg bereits ab Tag 3 (ca. 7x10? FFU/mL) expo-
nentiell bis etwa 1x10°% FFU/mL innerhalb der ersten 15 Tage nach der Infektion an und
sank anschlieBend schwankend auf etwa 7 x 10% FFU/mL am letzten Tag der Detektion ab.
Alle (100%) der Organoide waren zu allen Zeitpunkten produktiv infiziert.
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Abbildung 16: Virusreplikation [FFU/mL mit MeaniSD] der EBOV fir Organoidenli-
nie SCTi0003-A (helllila) und HMGU-1 (hellblau) nach Tagen der Infektion. Nachweisgrenze (grau)
20 FFU/mL; N = 8 . Entnommen aus [36] mit freundlicher Genehmigung der Autoren.

Vergleicht man die Replikation von VSV bzw. rVSV-EBOV-GP mit EBOV an den entspre-
chenden Tagen, so Iasst sich festhalten, dass die Ergebnisse des Replikationsverlaufs des
VSV und rVSV-EBOV-GP in beiden Versuchen ahnlich waren, wobei jedoch in SCTi003-
A Organoiden eine verlangsamte Kinetik detektiert wurde. Dies unterscheidet sich vom
EBOV Verlauf, welcher deutlich langsamer als VSV oder rVSV-EBOV-GP verlief.
SchlieBlich wurde zur Identifizierung von signifikanten Unterschieden im Mittelwert Vi-
rusreplikationsverlauf an Tag 0, 3, 6, 9, 12, 14, 28/29, 36/37 nach der Infektion mit mit
EBOQV, rVSV-EBOV-GP und VSV mit Dosis A (10*) ein einfaktorielle ANOVA mit Korrektur
fir multiple Hypothesentests (engl. one-way ANOVA with multiple hypothesis correction)
durchgefihrt (Abb. 17). Die Viruskonzentration von beiden Organoiden der Linie HMGU-1
Infektionen mit rVSV-EBOV-GP und VSV wurden zusammengefigt.
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Abbildung 17: Replikationsvergleich von VSV, rVSV-EBOV-GP mit EBOV Mittlere Viruskon-
zentration [PFU/mL mit MeanzSD] an Tag 0, 3, 6, 9, 12, 14, 28/29, 36/37 nach der Infektion mit
EBOV, rVSV-EBOV-GP und VSV bei Dosis A [10%]. Dabei sind mit VSV infizierten Organoid der Li-
nie SCTi003-A in grau und HMGU-1 und braun, mit rVSV-EBOV-GP infizierten Organoid der Linie
SCTi003-A in rot und HMGU-1 und dunkelblau, mit EBOV infizierten Organoid der Linie SCTi003-A
in helllila und HMGU-1 und hellblau. One way ANOVA mit Dunn’s Post Test. * < 0,05; ** < 0,01;
*** < 0,001; **** < 0,0001

An Tag der Infektion (Tag 0) zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den mit
EBOV und den mit rVSV-EBOV-GP infizierten Organoiden in beiden Linien (SCTi003-A
und HMGU-1). Es lag ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen mit VSV infizier-
ten Organoidlinie HMGU-1 und mit rVSV-EBOV-GP infizierten Organoidlinie SCTi003-A.
Dies bedeutet, dass nach der Virusinfektion verschiedener Viren, wobei EBOV aus einem
im BSL-4 durchgefuhrten Experiment stammt, unterschiedliche Restmengen Gbrig waren.
Dies gilt es im Folgender zu beobachten. Lediglich HMGU-1 rVSV-EBOV-GP waren nicht
signifikant hdher, obwohl der selbige Trend vorlag. Folglich, replizieren VSV und rVSV-
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EBOV-GP signifikant schneller als EBOV im Organoidmodell. An Tag 6 nach der Infektion
bestand dieser signifikante Unterschied weiterhin. Im Detail war zwischen den mit EBOV
infizierten Organoiden der Linie HMGU-1 und den mit rVSV-EBOV-GP infizierten Organoi-
den der Linie SCTi003-A, sowie zu den mit VSV infizierten Organoiden der Linie HMGU-1,
und zu den mit VSV infizierten Organoiden der Linie SCTi0O03-A ein signifikant geringer
Titer in den EBQV infizierten Organoiden vorzuweisen erhalten. Zudem lag ein signifikan-
ter Unterschied zwischen den mit EBOV infizierten und den mit rVSV-EBOV-GP infizierten
Organoiden der Linie SCTi003-A vor. Auch an Tag 9 bleib dieser Trend trozt zunehmender
EBQV Titer. Es wurde ein signifikanter Unterschied in der Viruskonzentration zwischen
den mit EBOV infizierten Organoiden der Linie HMGU-1 und den mit rVSV-EBOV-GP in-
fizierten Organoiden der Linie SCTi003-A beobachtet. Dies wurde auch fur die mit VSV
infizierten Organoide der Linie HMGU-1 jene der Linie SCTi003-A befunden. Zusatzlich
wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den mit EBOV und rVSV-EBOV-GP infizier-
ten Organoiden der Linie SCTi003-A nachgewiesen. Kein sicher Unterschied wurde be-
obachtet an Tag 12 nach der Infektion denzu EBOV und VSV bzw. rVSV-EBOV-GP Titer
waren vergleichbar. Dies stellt den Zeitpunkt der Trendwende dar, da nach 12 Tagen die
EBOV Titer grundsétzlich héher waren als nach VSV bzw. rVSV-EBOV-GP Infektion. An
Tag 14 nach der Infektion wurde im Detail ein signifikanter Unterschied in der Viruskon-
zentration zwischen den mit EBOV infizierten Organoiden der Linie SCTi003-A und den
mit VSV bzw. rVSV-EBOV-GP infizierten Organoiden derselben Linie HMGU-1 festgestellt.
Zudem zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den mit EBOV und den mit VSV
infizierten Organoiden der Linie SCTi003-A. Es wurde jeweils ein signifikanter Unterschied
zwischen den mit EBOV infizierten Organoiden der Linie HMGU-1 an Tag 29 und den mit
rVSV-EBOV-GP infizierten Organoiden derselben Linie festgestellt, sowie an Tag 36 zwi-
schen den mit VSV infizierten Organoiden der Linie SCTi003-A.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlieBen, dass die Unterschiede der Viruskonzen-
tration zwischen EBOV und rVSV-EBOV-GP bzw. VSV Uberwiegend signifikant sind und
EBOV zunachst Tag 0-9 signifikant langsamer jedoch darauffolgend zu héherem Ausmaf
repliziert. Es ist anzunehmen, dass das rVSV-EBOV-GP sich &hnlich dem VSV verhalt und
somit weniger Kinetik des authentischen EBOV als die des VSV modelliert.
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7.2.3 ZPE Vergleich von VSV und rVSV-EBOV-GP mit authentischem EBOV

Abbildung 18: ZPE VSV, rVSV-EBOV-GP, EBOV Tag 41 nach der Infektion. Bildaufnahmen von
A VSV und rVSV-EBOV-GP infizierte Organoide sowie die unifizierte Organoide Negativkontrollen
(NK) in BLS-2; B EBOV infizierte sowie unifizierte Organoide in BLS-4 [36]

Zum ZPE Vergleich sind in der Abbildung 18 die Bildaufnahmen von der Platten mit infi-
zierten Gehirnorganoiden nach 41 Tagen nach der jeweiligen Infektion zusammengeflgt.
Dargestellt sind mit VSV und rVSV-EBOV-GP infizierte sowie unifizierte (NK) Gehirnorga-
noide (Abb. 18 [A]). Ebenfalls sind mit EBOV infizierte sowie unifizierte Negativkontrollen
(NK) Organoide dargestellt (Abb. 18 [B]). Aus den Bildaufnahmen ist es zu erkennen, dass
mit EBOV infizierte Organoide nach 41 Tagen nach der Infektion grofteils intakt geblieben
sind. Im Gegensatz waren die VSV und die rVSV-EBOV-GP infizierte Organoide nach 41
Tagen nach der Infektion teilweise zerfallen und im Fall von VSV wurde kein Medium mehr
verstoffwechselt (mangelnde Verfarbung).

Daraus kann gefolgert werden, dass die Virusinfektion mit rVSV-EBOV-GP der mit VSV
ahnlich und nicht dem natirlichen EBOV.
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7.2.4 Untersuchung der Infektionsproduktivitat bei Langzeitinfektion

Abbildung 19: % Produktiv (>5 PFU/mL) infizierte Organoide pro Zeitpunkt. A: VSV infizierte
Organoide, SCTi003-A, dabei Dosis A in schwarz und Dosis B in griin B: VSV infizierte Organoide,
HMGU-1, dabei Dosis A in braun und Dosis B in grau C: rVSV-EBOV-GP infizierte Organoide,
SCTi003-A, dabei Dosis A in rot und Dosis B in lila D: r'VSV-EBOV-GP infizierte Organoide, HMGU-
1, dabei Dosis A in blau und Dosis B in dunkelgriin

Bei der Infektion mit EBOV, waren zu allen Zeitpunkten 100 % der Organoide produk-
tiv infiziert [36]. Um dies mit den VSV und rVSV-EBOV-GP zu vergleichen, wurde der
prozentuale Anteil der infizierten Organoide ermittelt, die zu einem gegebenen Zeitpunkt
infektidse Partikel freisetzten, um festzustellen, ob die Organoide persistent das Virus re-
plizieren. Die Ergebnisse sind aus beiden Replikationsversuchen zusammengefasst und
in der Abbildung 19 dargestellt. Es lasst sich festhalten, dass bei keiner der Gruppen
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zu jedem Zeitpunkt 100 % produktive Infektionsrate (Abb. 19) vorlag. In VSV infizierten,
SCTi003-A Organoiden sank folglich an Tag 25 und 41 der prozentuale Anteil bei Dosis A
auf 68 % (2 von 3 Organoide), wahrend er zu allen anderen Zeitpunkten konstant bei
100 % (Abb. 19 [A]) war. Bei Dosis B fiel der Anteil einmalig (Tag 33) auf 68 % (2 von 3
Organoide), lag ansonsten ebenfalls konstant bei 100 %. In VSV infizierten Organoiden
der Linie HMGU-1 lag bei beiden Dosen der Anteil nur einmalig unter 100 %, nédmlich an
Tag 28 fur Dosis A und an Tag 17 fir Dosis B, mit einem Wert von jeweils 89 % (jeweils
8 von 9 Organoide) (Abb. 19 [B]). Es lasst sich folglich festhalten, dass trotz ZPE generell
eine langfristige produktive Infektion mit VSV aufrecht gehalten werden konnte. Bei rVSV-
EBOV-GP Infektion der Dosis A in SCTi003-A Organoide lag der prozentuale Anteil bis auf
Tag 28 (67 % [2 von 3 Organoide]) bei 100 % (Abb. 19 [C]). Bei Dosis B fiel der Anteil an
Tag 14 auf 67 % [2 von 3 Organoide]. Danach stieg er wieder an, fiel jedoch zu Tag 28 er-
neut auf 33 % [1 von 3 Organoide] und erreichte zu Ende des Experiments wieder 100 %
(Abb. 19 [C]). Im Fall der rVSV-EBOV-GP infizierten Organoiden der Linie HMGU-1 bei
Dosis A fiel an Tag 4 der Anteile der produktiv infizierten Organoide kurzzeitig auf 83 % [5
von 6 Organoide], stieg jedoch wieder auf 100 % (Abb. 19 [D]). Ab Tag 25 nahm der Anteil
auf 67 % [4 von 6 Organoide] ab und stieg an Tag 33 auf 83 % [5 von 6 Organoide]. Bei
Dosis B blieb der Anteil ab Tag 5 ebenfalls bis Tag 25 konstant auf 100 %. Danach fiel er
auf 83 % [5 von 6 Organoide] und sank gegen Ende (Tag 21) des Experiments auf 33 %
[2 von 6 Organoide] (Abb. 19 [D]).

Daraus lasst sich schlieBen, dass bei der Langzeitinfektion das rVSV-EBOV-GP nicht ro-
bust persistent repliziert, was es von der authentischen EBOV Infektion unterscheidet.

7.3 Zielzelltypen von VSV und rVSV-EBOV-GP

Wie es bereits in der Arbeit von L. Widerspick [36] beschrieben wurde, ist der Zelltropis-
mus von EBOV sehr breit und es werden Mikroglia, Astrozyten und Neuronen produktiv
infiziert. Dieser Teil der Arbeit befasst sich mit dem zweiten Ziel, und zwar der Frage-
stellung welche Zelltypen von VSV und rVSV-EBOV-GP infiziert werden. Aus den beiden
Replikatuinsversuchen wurden die Organoide von Tag: 3, 10, 33, 41 histologisch verarbei-
tet und mit den Antikérper geféarbt.

Die maturierten Neuronen wurden mit MAP2, die Astrozyten mit GFAP und die Mikroglia-
zellen bzw. Makrophagen mit CD68 gefarbt. Das entsprechende Virus ist mit EBOV GP
fir r'VSV-EBOV-GP bzw. mit VSV-G fir VSV markiert. Die Ergebnisse der jeweiligen Far-
bungen sind in den Abbildungen 20, 21 und 22, sowie die zugehdrigen Negativkontrollen
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(NK), dargestellt.
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Abbildung 20: MAP2 (Neuronen) Farbung. Immunhistochemische Farbung von MAP2 (magen-
ta) und VSV G [A] oder EBOV GP [B] (grtin) an den entsprechenden Tagen nach einer Infektion
mit VSV [A] oder rVSV-EBOV-GP [B] im HMGU-1 oder SCTi003-A Organoden, im Vergleich mit
entsprechenden unifizierten Negativkontrolle (NK). DAPI in blau. Skala bei 100 um. Bildaufnahme
bei x100 VergréBerung.

Wie der Abbildung 20 (A) zu entnehmen ist, infiziert VSV die Neuronen der Organoidenli-
nie HMGU-1 und SCTi0003-A. Infizierte Neuronen wurden demnach bei der Organoidlinie
SCTi0003-A mit Infektionsdosis A ab Tag 10 und Dosis A ab Tag 33 detektiert, wobei bei
der Organoidlinie HMGU-1 in beiden Infektionsdosen ab Tag 10 sichtbar war. Im Vergleich
dazu wurde das rVSV-EBOV-GP bereits ab Tag 3 in Neuronen in SCTi003-A bei Dosis A



Ergebnisse 43

und B und im HMGU-1 in Dosis B detektiert. Somit kann geschlussfolgert werden, dass
VSV und rVSV-EBOV-GP beide, wie EBOV, MAP2* Neuronen des Organoidmodell infizie-
ren kann. DarlUber hinaus war das rVSV-EBOV-GP Signal deutlich verbreiteter und konnte
auch spat, zumindest in SCTi003-A Organoiden, noch grof3flachig nachgewiesen werden
(Abb. 20 B). Im Fall von VSV waren jeweils nur vereinzelte Falle detektierbar.

Die Infektion der GFAP* Astrozyten durch VSV wurde in HMGU-1 Organoiden in Dosen A
und B ab Tag 10 nach der Infektion detektiert (Abb. 21 A). Bei SCTi0003-A wurde VSV
wiederum nur in Proben der Dosis A und B nach 41 Tagen nach der Infektion nachgewie-
sen. Das rVSV-EBOV-GP war nahezu in jeder Probe zu detektierten (Abb. 21 B). Dabei
lag schon ab Tag 3 eine Infektion vor. Jedoch konnte in SCTi003-A Organoiden ab Tag 41
keine rVSV-EBOV-GP in GFAP* Astrozyten detektiert werden. Dies unterschreitet sich von
EBQV, wo GFAP* Astrozyten auch spater in Zielzellen messbar bleibt [36]. Dennoch I&sst
sich schlussfolgern, dass VSV und rVSV-EBOV-GP beide neben Neuronen auch Astrozy-
ten infizieren kénnen.

VSV wurde in Mikroglia bei HMGU-1 an Tag 3 nach der Infektion detektiert (Abb. 22 A).
In Dosis B was das Virus nach 10, 33 und 41 Tagen nach der Infektion in Mikroglia nach-
weisbar. Bei SCTi0003-A Organoiden wurde VSV bei beiden Dosen erst ab 10 bis 41 Tag
nach der Infektion in Mikroglia detektiert. Es lasst sich insgesamt feststellen, dass VSV
Mikroglia (CD68) infiziert. Im Vergleich war das rVSV-EBOV-GP bereits ab Tag 3 nach der
Infektion in Mikroglia detektierbar (Abb. 22 B). Auch zu den spateren Zeitpunkten konnten
noch rVSV-EBOV-GP* Mikroglia entdeckt werden.
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Abbildung 21: GFAP (Astrozyten) Farbung. Immunhistochemische Farbung von GFAP (magen-
ta) und VSV- G [A] oder EBOV GP [B] (griin) an den entsprechenden Tagen nach einer Infektion
mit VSV [A] oder rVSV-EBOV-GP [B] im HMGU-1 oder SCTi003-A Organoden, im Vergleich mit
entsprechenden unifizierten Negativkontrolle (NK). DAPI in blau. Skala bei 100 um. Bildaufnahme
bei x100 VergréBerung.

Dardber hinaus wurden die Proben mit Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt, die entsprechen-
den Ergebnisse sind in der Abbildung 24 im Anhang dargestellt.
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Abbildung 22: CD68 (Mikroglia) Farbung. Immunhistochemische Farbung von CD68 (magenta)
und VSV G [A] oder EBOV GP [B] (grtin) an den entsprechenden Tagen nach einer Infektion
mit VSV [A] oder rVSV-EBOV-GP [B] im HMGU-1 oder SCTi003-A Organoden, im Vergleich mit
entsprechenden unifizierten Negativkontrolle (NK). DAPI in blau. Skala bei 100 um. Bildaufnahme
bei x100 VergréBerung.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass rVSV-EBOV-GP, ahnlich wie EBOV ([36]), be-
reits drei Tage nach der Infektion in Mikroglia, Astrozyten und Neuronen, unabhangig von
der Viruskonzentration und der Organoidenlinie, nachweisbar ist. Im Vergleich dazu wird
VSV erst zu einem spateren Zeitpunkt in den Zellen detektiert, wobei die Nachweisbarkeit
zwischen den Organoidenlinien und Dosen variiert. Darlber hinaus bleibt eine grof3flachi-
ge rVSV-EBOV-GP Infektion auch zum spateren Zeitpunkt (41 Tage) detektierbar.
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7.4 Genomische Analyse von VSV und rVSV-EBOV-GP nach Langzei-
tinfektion im zerebralen Organoid

In vier Proben rVSV-EBOV-GP Dosis A Organoidlinie HMGU-1 wurde wéhrend der Ti-
tration der Proben des rVSV-EBOV-GP aus dem ersten Replikationsversuch in humanen
zerebralen Organoiden der Linie HMGU-1 in vier Proben Plaques unterschiedlicher Gro-
Be beobachtet (Abb. 23). Die RNA der betroffenen rVSV-EBOV-GP Proben sowie der
Virusstdmme VSV und rVSV-EBOV-GP wurde anschlieBend sequenziert und mit dem
urspriinglichen Virusstamm verglichen, um mdégliche Mutationen der potenziell entstan-
denen viralen Mischpopulation zu identifizieren. In der Tabelle 14 wurden die detektierte
Mutationen in den Proben aufgelistet und in der Tabelle 15 wurden die Mutationen in der
Vorratslésungen des jeweiligen Virus aufgelistet. Zur Auswertung wurden die Mutationen,
die in der Vorratslésungen auftreten, aus der Auswertung ausgenommen.

Abbildung 23: Bildaufnahme Platten mit unterschiedlich groBen Plaques Titrierte rVSV-
EBOV-GP Proben mit infizierten Oragnoid der Linie HMGU-1 mit unterschiedlichen GréBen von
Plaques. Dabei in Proben 1 Uberdurchschnittliche Plaquesgréfie, sowie gemischte Plaquesgréfle
bei Proben 2-4.

Nach der Berlcksichtigung der Mutationen in der Vorratslésungen, ist nur eine Mutation
in der Probe 1 (Tab.14 eingerahmt) nach der Infektion der Gehirnorganoid entstanden.
Die Mutation befindet sich im VSV L-Protein des rVSV-EBOV-GP an der Nukleotidposition
9318 und der Proteinposition L1529. Es handelt sich dabei um eine stille Mutation, sie
tritt in der VSV Virusstammlésung aber nicht in der rVSV-EBOV-GP Virusstammldsung
auf. Diese Mutation wurde in 98,78 % aller Reads detektiert und war somit dominant. Sie
wurde in keinem anderen rVSV-EBOV-GP lIsolat, welche auch groBBe Plaques vorweisen
(Abb. 23) detektiert und ist somit voraussichtlich nicht kausal.

Mutationen in Proben aus rVSV-EBOV-GP infizierten Organoiden der Linie HMGU-1 mit
Dosis A
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Tabelle 14: Mutationen in Probe aus rVSV-EBOV-GP infizierten Organoiden der Linie HMGU-
1 mit Dosis A anch 35 Tagen. Dabei AO = Reads mit Mutationen (engl. Alternate Observations),
DP = Gesamtzahl an Reads an unterschiedlichen Positionen (engl. Depth), [OR712768 Ref. VSV
Indiana Stamm [43]], [EVU28077 Ref. EBOV-GP [45]]

Probe Referenz AS Pos. Gen Mutation AO DP Mutationsfreq (%)
Probe 1 OR712768 2783 M Stille 842 844 99,76
OR712768 9319 L Stille 975 987 98,78
Probe 2 OR712768 2783 M Stille 4249 4255 99,86
EVU28077 138 GP Intergenic 19 19 100,00
EVU28077 282 GP  Missense 870 871 99,89
EVU28077 1771 GP Nonsense 737 744 99,06
Probe 3 OR712768 2783 M Stille 3739 3743 99,89
OR712768 4852 L nicht detektierbar 1776 1931 91,97
OR712768 4891 L Stille 2023 2193 92,25
OR712768 4915 L Stille 2062 2249 91,69
OR712768 4936 L Stille 2191 2377 92,18
OR712768 4969 L Stille 2255 2443 92,30
OR712768 4991 L Missense 2257 2448 92,20
OR712768 10956 L Missense 1026 1115 92,02
OR712768 11038 L Stille 611 666 91,74
EVU28077 138 GP  Intergenic 33 33 100,00
EVU28077 282 GP Missense 1992 1994 99,90
EVU28077 1771 GP Nonsense 2400 2409 99,63
EVU28077 2172 GP Intergenic 10 10 100,00
Probe 4 OR712768 2783 M Stille 3113 3121 99,74
EVU28077 138 GP Intergenic 24 25 96,00
EVU28077 282 GP  Missense 1488 1493 99,67
EVU28077 1771 GP Nonsense 1933 1943 99,49
EVU28077 2172 GP Intergenic 13 13 100,00

Zusammenfassen lasst sich im Rahmen des 3. Unterziels festhalten, dass in den rVSV-

EBOV-GP Proben, welche Unterschiede im Plaguemuster vorweisen, keine Mutationen

im EBOV-GP auftreten, welche nicht schon im Virusvorratslésungen kodiert waren sowie

keine kodieren VSV Mutationen vorlegt. Folglich waren die Viren innerhalb der 33 Tagen

evolutionar stabil.
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8 Diskussion

8.1 Herstellung von humanen zerebralen Organoiden

In dieser Arbeit wurde ein humanes zerebrales Organoidmodell eingesetzt, um die Eig-
nung far Studien zur EBOV Persistenz im zentralen Nervensystem (ZNS) im Zusammen-
hang mit dem Ersatzvirus rVSV-EBOV-GP zu evaluieren. Die zerebralen Organoide er-
mdglichten die Nachbildung einer komplexen zellularen Umgebung, bestehend aus Neu-
ronen, Astrozyten und Mikroglia, und stellten somit ein geeignetes in vitro Modell dar,
um virusbedingte Prozesse im menschlichen ZNS zu untersuchen [26, 28, 36]. Die Her-
stellung wurde basierend auf der Arbeit von Lancaster et al. [26, 28, 36] durchgeflihrt,
wobei ein kommerzielles Kit benutzt wurde [37]. Gehirnorganoide, die mit diesem Proto-
koll generiert werden, weisen eine Mikrogliapopulation auf, welche den Beschreibungen
von Ormel et al. entspricht [31].

Die Organoide, die im Rahmen dieses Projektes generiert wurden, wiesen keine sichtba-
ren Defekte auf und die mikroskopische Charakterisierung zeigte, dass die untersuchte
Zellen wie Mikroglia, Neuronen sowie Astrozyten entwickelt wurden.

Des Weiteren ist zu bemerken, dass, im Vergleich zu anderen Infektionsversuchen in Ge-
hirnorganoiden, die Organoide in diesem Projekt vor der Infektion langer maturiert (100
Tage) wurden [46]. Dies wurde mit der spater zunehmenden Présenz von Gliazellen in Ge-
hirnorganoiden begriindet [29]. Firr das Organoidmodell sollte generell angemerkt werden,
dass es keine adaptiven Immunzellen oder Vaskularisation besitzt [30, 31, 47]. Kinftige
Studien kdnnten dieses Modell durch die Integration weiterer immunologischer Kompo-
nenten oder Endothelzellen erweitern, um die Mechanismen der Virus-Wirts-Interaktion
noch praziser nachzuvollziehen.

8.2 Replikation von rVSV-EBOV-GP entspricht der des VSV anstatt
des authentischen EBOV in humanen zerebralen Organoiden

Eines der zentralen Ziele dieser Bachelorarbeit bestand darin, rVSV-EBOV-GP als po-
tenzielles Ersatzmodell fir EBOV Persistenzstudien in vitro unter BSL-2 Bedingungen zu
evaluieren. Zu diesem Zweck wurden humane zerebrale Organoide Uber einen Zeitraum
von 41 Tagen mit rVSV-EBOV-GP beziehungsweise VSV infiziert. Hier wurde beobachtet,
dass rVSV-EBOV-GP eine beinahe identische Kinetik wie VSV Indiana vorweist, obwohl
es sich um einen Impfstamm handelt. In Rahmen der Literaturrecherche wurden keine
Organoidinfektionen der VSV oder rVSV-EBOV-GP gefunden.

Wahrend in VeroE6 Zellen bei der Anzucht eine leichte Attenuierung beobachtet wurde,
die sich in langsamerer Replikation und Verzdgertem ZPE etablierte, so replizierte rVSV-
EBOV-GP im Gehirnorganoid nicht signifikant attenuierter als VSV. Zwar wurde in der
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Gruppe SCTi003-A nach rVSV-EBOV-GP Infektion eine leichte Verzégerung der Viruski-
netik beobachtet, jedoch trat dies ausschlieBlich an Tag 0 in HMGU-1 sowie an Tag 3 in
SCTi003-A auf. Bei der ersten Organoidinfektion der Linie HMGU-1 mit VSV zeigte sich
ein signifikant héherer Ausgangstiter, der um eine log-Stufe Uber dem von rVSV-EBOV-GP
lag. Diese Tendenz trat erneut bei der Infektion der Gruppe SCTi003-A auf, was voraus-
sichtlich einen Einfluss auf die Kinetik hatte. Ob es zu einer tatsachlichen Infektionsver-
langsamung kam, unter Anbetracht der darauffolgend vergleichbaren Kinetik, kann daher
nicht eindeutig festgestellt werden.

Bei mit r'VSV-EBOV-GP in HMGU-1 Organoiden zeigte sich fiir beide eingesetzten Dosen
ein identischer Ausgangstiter. Dies kdnnte methodisch bedingt sein, etwa durch Variation
bei der Probenahme, der Virusadsorption oder technischen Faktoren der Quantifizierung.
Beim Vergleich der Linien HMGU-1 und SCTi003-A wurden keine entscheidenden Un-
terschiede bei der VSV Infektion beobachtet. Dies deutet auf die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse hin. Die Organoide der Linie HMGU-1, die mit rVSV-EBOV-GP infiziert wur-
den, waren kontaminiert und es lassen sich keine eindeutigen Schllisse ziehen. Jedoch
verhielt sich die SCTi003-A Infektion mit rVSV-EBOV-GP des zweiten Versuchs &hnlich
wie die Infektion in HMGU-1 Organoiden des ersten Versuchs. Daher scheinen die be-
obachteten Effekte linienunabhéngig zu sein. Insgesamt Iasst sich festhalten, dass VSV
und rVSV-EBOV-GP im Gehirnorganoidmodell schnell zu hohen Titern replizieren und die
Ergebnisse in verschiedenen Organoidlinien reproduzierbar sind.

Zusétzlich zeigte sich in den Replikationsversuchen mit der Organoidlinie HMGU-1, dass
die Viruskonzentration der Infektionsdosis A am Ende des Infektionszeitraums héher war
als jene der Dosis B, obwohl Dosis A zu Beginn eine geringere Ausgangsdosis auf-
wies. Ein ahnliches Muster wurde auch bei der Organoidlinie SCTi003-A nach Infektion
mit rVSV-EBOV-GP beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass Infektionen mit geringerer
Dosis zu final hdheren Endtitern fihren kénnten. Darlber hinaus, wurde bei VSV und
rVSV-EBOV-GP nach einem Replikationsminimum zwischen 21 und 37 Tagen ein erneu-
ter Anstieg vermerkt. Eine mégliche Ursache hierfir kénnte der Beginnende Zerfall der
Organoide und die damit einhergehende Freisetzung viraler Partikel aus dem interstitiellen
Bereich der Organoide sein. Denn am Ende des Infektionszeitraums wiesen die VSV und
rVSV-EBOV-GP infizierten Organoide, neben ausgepragtem ZPE, auch die Beendigung
ihrer Stoffwechselaktivitat vor. Es wurde kein entsprechender Viabilitdtsassay, beispiels-
weise LDH-Assay, durchgefihrt, um den ZPE zu quantifizieren. Dies sollte in zukinftigen
Versuchsablaufen gemacht werden.

Die Vergleichsdaten zur EBOV Infektion konnten nicht zeitgleich mit den rVSV-EBOV-GP
bzw. VSV Infektionen erhoben werden, da die EBOV Versuche unter BSL-4 Sicherheitsbe-
dingungen durchgefihrt werden mussten [36]. Jedoch wurde mit der selben Dosis und im
selben Ablauf infiziert. Die Experimente mit EBOV wurden von Dr. rer. nat. L. Widerspick
durchgefihrt und in ihrer Arbeit veréffentlicht [36]. Dabei erwies sich dasselbe Organoid-
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modell als stabil fir Langzeitinfektionen mit EBOV Uber einen Zeitraum von mehr als 100
Tagen [36]. Uber 120 Tagen zeigten die Organoide kein ausgepragtes ZPE und haben bis
Experimentsende das Virus repliziert [36]. In dieser Arbeit konnte kein entsprechend lan-
ges Persistenzexperiment durchgefiihrt werden, jedoch wurden 41 Tage Infektion unter-
sucht, da ab diesem Zeitraum bei authentischem EBOV eine Stabilisierung der Infektion
mit plateauartigem Verlauf vorlag [36]. Ein weiterer Grund fir den friihzeitigen Abbruch
des Experiments war, dass im Vergleich zu den EBOV Infektionen die mit rVSV-EBOV-GP
bzw. VSV infizierten Organoide bereits ab Tag 21 VSV und ab Tag 17 rVSV-EBOV-GP
ausgepragte ZPE aufwiesen und bis Tag 41 teilweise vollstandig zerfielen.

VSV und rVSV-EBOV-GP replizierten frih signifikant schneller als EBOV, wobei die Titer
ab Tag 12 stark abfielen und zu den spéaten Zeitpunkten signifikant niedriger waren als bei
EBOQV. Folglich, wie bereits vermerkt, entsprach der Replikationsverlauf von rVSV-EBOV-
GP somit generell eher dem des VSV als authentischem EBOV. Dies ist voraussichtlich auf
den Ursprung des rVSV-EBOV-GP zuriickzuflhren ist, bei dem lediglich das Glykoprotein
(G) des VSV durch das Glykoprotein (GP) des EBQOV ersetzt wurde [17-20].

Somit umfasst der gréBte genomische Anteil des rekombinanten rVSV-EBOV-GP die Ge-
ne des VSV. Dies beinhaltet die gesamte Replikationsmaschinerie des VSV inklusive der
Polymerase (L) [48, 49]. Basierend auf diesen Ergebnissen lasst sich festhalten, dass
rVSV-EBOV-GP nicht als Ersatzmodell fiir die Charakterisierung des Langzeitinfektions-
verlaufs des authentischen EBOV im Gehirnorganoidmodell dienen kann. Des Weiteren
kann gefolgert werden, dass das EBOV-GP individuell nicht die persistente Replikations-
kinetik des authentischen EBOV im Gehirnorganoidmodell bestimmt.

8.3 Die Zielzellen des rVSV-EBOV-GP entsprechen denen des authen-
tischen EBOV

Das zweite Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Zielzellen von VSV und rVSV-EBOV-GP zu
identifizieren und diese mit den Angriffspunkten von EBOV zu vergleichen. Daflir wurden
die zerebralen Organoide 3, 10, 33 und 41 Tage nach der Infektion immunhistochemisch
aufgearbeitet und gefarbt. Dabei wurden Neuronen, Astrozyten sowie Mikroglia mithilfe
spezifischer Antikérper markiert. rVSV-EBOV-GP konnte bereits 3 Tage nach der Infektion
in den Proben nachgewiesen werden, wahrend VSV erst zu einem spateren Zeitpunkt
(Tag 10) detektiert wurde.

In denselben Proben, die noch nicht positiv fur VSV-G waren, konnten jedoch hohe VSV
Titer nachgewiesen werden. Es gilt anzumerken, dass die Prasenz von VSV-G positiven
Arealen im Organoid zu friiheren Zeitpunkten nicht ausgeschlossen werden kann, da kei-
ne Gesamtorganoidfarbung oder Durchflusszytometrische Analyse sondern Farbung von
Schnitten durchgefiihrt wurde. Jedoch wurden mehrere Organoide pro Zeitpunkt pro Grup-
pe gefarbt. Daher und in Anbetracht der hohen Virusreplikation, kdnnte der Unterschied
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eventuell auf methodologischer Ebene liegen und die verwendeten Antikérper und deren
Nachweisgrenzen zurlckzufihren sein.

Nichtsdestotrotz wurde fir VSV und rVSV-EBOV-GP die Infektion aller drei untersuchten
Zelltypen nachgewiesen, durch Lokalisation von viralem Glykoprotein mit dem entspre-
chenden Zellmarker. Auch EBOV infiziert auch Mikroglia, Astrozyten und Neuronen im Or-
ganoidmodell [36]. Somit stimmt der zelluldre Tropismus von rVSV-EBOV-GP und EBOV
im Gehirnorganoidmodell Gberein.

Dies liegt voraussichtlich an der Expression des EBOV Oberflachenproteins GP in rVSV-
EBOV-GP, denn GP istim EBOV Lebenzyklus fir die Bindung an zelluldre Rezeptoren, die
Internalisierung sowie die Fusion mit der Membran des Endolysosoms verantwortlich [14].
In Menschen mit EBOV Persistenz ist das Reservoir im Gehirn nicht spezifisch bekannt [14].
Aus Sicherheitsgrinden wurden bei den an Ebola-Virus-Meningoenzephalitis verstorbe-
nen Patienten bisher keine histologischen Schnitte fiir weitere Forschung angefertigt. In
historischen Primatenproben wurde EBOV jedoch in Mikroglia und Makrophagen im Ge-
hirn detektiert [16]. Somit stimmt dies mit dem rVSV-EBOV-GP und EBOV Gehirnorganoid-
modell Gberein. Das Ersatzsystem rVSV-EBOV-GP wurde bereits von anderen im Kontext
verschiedener Studien benutzt, um Experimente auf BSL-2 durchzuflihren. In der Studie
von Messingham et al. (2025) [25], in der Hautexplantate mit EBOV sowie rVSVEBOV-GP
infiziert wurden, konnte gezeigt werden, dass rVSV-EBOV-GP ahnliche bzw. vergleichbare
Zielzellen infiziert wie EBOV.

Zuletzt muss an dieser Stelle erwéhnt werden, dass auch VSV im vorliegenden Modell
Astrozyten, Neuronen, und Mikroglia infiziert. Im Artikel von Krause et al. (2024) [50] wur-
den Mause mit dem rekombinanten VSV mit GFP Marker (grun fluoreszierendes Pro-
tein engl. green fluorescent protein) infiziert. Die Ergebnisse zeigten eine ausgepragte
Zelltypspezifitat der Infektion, dabei wiesen Neuronen die héchste Anfélligkeit mit Uber-
wiegend produktiver Virusreplikation auf, wahrend Astrozyten eine moderate Permissivi-
tat zeigten. Mikrogliazellen hingegen waren weitgehend resistent gegentber der Infektion
und wurden nur selten infiziert. Daher ist das Organoidmodell gute Darstellung fir VSV
Infektion bezlglich der Neuronen und Astrozyten. Ob die Infektion der Mikroglia am hu-
mangenetischen Hintergrund liegt, kann dieser Stelle nicht genau festgemacht werden.
Insgesamt Iasst sich somit flr die zweite Fragestellung dieser Arbeit festhalten, dass rVSV-
EBOV-GP und EBOV einen vergleichbaren Wirtszelltropismus vorzuweisen scheinen und
somit rVSV-EBOV-GP geeignet ist, um dieser Fragestellung nachzugehen.

8.4 rVSV-EBOV-GP bleibt bei der Langzeitinfektion von zerebralen
Organoiden genetisch stabil

Im dritten Ziel dieser Arbeit galt es zu untersuchen, ob sich das Virus rVSV-EBOV-GP
an die zellulare Umgebung humaner zerebraler Organoide anpasst und gegebenenfalls
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genomische Mutationen auftreten. Die Polymerase (L) des VSV hat keine proof-reading
Funktion, sodass grundsétzlich eine Mutationsrate von 0,1-1 falschen Nukleotiden pro
10 000 Nukleotide pro Replikationszyklus vorliegt [51]. Somit sind Nukleotidveranderun-
gen in Langzeitexperimenten wie diesem statistisch zu erwarten [52].

Tats&chlich traten bei der Infektion der Gehirnorganoide mit rVSV-EBOV-GP (ber 33 Tage
Plagues unterschiedlicher GréBer auf, was auf eine virale Mischpopulation hinwies [53,
54].

Deshalb wurden diese Proben mit einer Tiefe von 500-1000 Reads tief sequenziert, um
zu Uberprifen, ob es zu Anpassungen im VSV oder EBOV-GP Genomanteil des rVSV-
EBOV-GP kam.

Die Sequenzen an Tag 33 wurden mit den jeweiligen Sequenzen in der Infektionsstammlé-
sung verglichen. Nur eine Mutation im L-Gen des VSV einer rVSV-EBOV-GP Probe konnte
nachgewiesen werden, die nicht bereits in der rVSV-EBOV-GP Stammlésung vorhanden
war. Diese Mutation stellte sich als stille Mutation heraus, sodass es zu keiner Verande-
rung auf Proteinebene kam, weshalb keine drastischen funktionellen Konsequenzen zu
erwarten sind. Im Rahmen der Literaturrecherche wurde diese Mutation nicht gefunden.
Allerdings ist das L-Protein fiir Transkription und Replikation verantwortlich und die Mutati-
on an dem Gen kénnte unter anderem zu kleinen oder auch gréBeren Plaques fihren [55],
solle sie auf der RNA-Ebene Einfluss haben.

Es ist anzumerken, dass die Mutation auch in der VSV-Virusstammldsung auftrat. Sie
kdnnte durch eine Kontamination mit VSV entstanden sein oder der Verlust einer Mutation
des rVSV-EBOV-GP Impfstamms zuriick zu VSV Indiana. In zukinftigen Studien kénnte
dies durch Plaque Isolation verschiedener rVSV-EBOV-GP Subvarianten der entsprechen-
den rVSV-EBOV-GP Probe genauer untersucht werden. Im Gegensatz zum vergleichswei-
se stabilen rVSV-EBOV-GP konnten bei der persistenten Infektion von Gehirnorganoiden
mit EBOV hingegen nach einer Langzeitinfektion in mehreren Proben verschiedene Muta-
tionen im GP detektiert werden [36]. Keine dieser Mutationen wurde in dem vorliegenden
Modell detektiert. Hier muss jedoch beachtet werden, dass die EBOV GP Mutation nach
120 Tagen und nicht nach 33 Tagen, wie hier, auftrat. Folglich hatte das Virus mehr Repli-
kationszyklen und daher statistisch eine gré3ere Wahrscheinlichkeit zu mutieren. Nichts-
destotrotz waren Folgeversuche, in den die in authentischem EBOV detektierten GP Mu-
tationen in das GP des rVSV-EBOV-GP eingefiigt werden, von groBem Interesse. Um die
genomische Evolution anderer EBOV Gene, die nicht in rVSV-EBOV-GP codiert sind, zu
untersuchen, ist das Surrogatsystem nicht geeignet.

AbschlieBend Iasst sich fir die dritte Zielstellung dieser Arbeit festhalten, dass sich rVSV-
EBOV-GP als stabiles und geeignetes EBOV Ersatzmodell fir Kurzzeitinfektionen erwie-
sen hat.



Diskussion 53

8.5 Bewertung von rVSV-EBOV-GP als Ersatzmodell fir EBOV in ZNS
Persistenzversuchen

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass sowohl VSV als auch rVSV-
EBOV-GP in humanen zerebralen Organoiden eine produktive Infektion etablieren kdn-
nen, deren Kinetik sich signifikant von der des EBOV unterscheidet. Andererseits entspre-
chen die zellulédren Ziele des rVSV-EBOV-GP den des EBOV und das Virus mutiert im
Organoidsystem nicht. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass Surrogatviren, wie
rVSV-EBOV-GP, wertvolle Werkzeuge zur Untersuchung von Teilaspekten der Virus-Wirt-
Interaktion des EBQOV sein kdnnen, jedoch nicht alle Aspekte der EBOV Langzeitinfektion
vollstéandig abbilden kénnen. Folglich ist rVSV-EBOV-GP eher ein geeignetes EBOV Er-
satzmodell fur Kurzzeitinfektion unter BSL-2 Bedingungen als fiir Langzeitpersistenzver-
suche zur Aufklarung von viraler Kinetik, ZPE oder viraler Evolution.
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9 Ausblick

Diese Arbeit zeigt auf, dass humane zerebrale Organoide ein vielversprechendes Modell
zur Untersuchung von Aspekten viraler Infektionen im Zentralnervensystem (ZNS) darstel-
len und Viren in diesem Modell grundsétzlich charakteristische Replikationsprofile ausbil-
den. Das hier etablierte Modell wird aufgrund seiner organisatorisch einfachen Handha-
bung als BSL-2 System die Basis flr zukinftige Vorstudien bilden, die zur Entwicklung
antiviraler Strategien und eines tieferen Verstandnisses der EBOV ZNS Pathogenese bei-
tragen.

Somit kénnen auch BSL-4 Versuche reduziert werden und das Infektionsmodell ist For-
schenden, die keinen Zugang zu einem BSL-4 Labor haben, zugénglich. Die Nutzung
eines BSL-2 Systems macht auBerdem die Nutzung innovativer Methoden, wie beispiels-
weise live-cell Imaging, méglich, da die technologische Kompetenz von BSL-4 Laboren
meist limitiert ist. Folglich, kbnnte mit einem rVSV-EBOV-GP-fluoreszierenden Reportervi-
rus, die Live-Ausbreitung im Gehirnorganoid studiert werden.

Kunftige Studien kénnten zusatzlich basierend auf Ergebnissen dieser Arbeit durch Erwei-
terung der immunologischen Komponenten die Mechanismen der Virusausbreitung und
und ZNS Infektion noch préaziser nachzuvollziehen. Von besonderer Bedeutung ware zur
Untersuchung der Virusinfektion im Gehirn bzw. des ZNS das Modell Brain organoid-on-
a-chip [47]. Dabei kénnten die menschliche Gehirnphysiologie und Pathologie in vitro mit
hoher Prazision abgebildet werden und die Infektion damit noch praziser modelliert wer-
den [46]. Da rVSV-EBOV-GP dieselben ZNS Zellen wie EBOV infiziert, wéare dieses Modell
geeignet. Dies ware ebenfalls eine Alternative zu bereits bestehenden Tiermodellen [56].
Im Falle der Modells Brain organoid-on-a-chip kénnte bei einer Infektion mit rVSV-EBOV-
GP auch die Infektion der Blut-Hirn-Schranke untersucht werden, um die Passage von
EBQV in das menschliche Gehirn zu untersuchen und somit einen wichtigen Beitrag zu
bestehenden Licken beziglich der EBOV Gehirninfektion beitragen.
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Abbildung 24: HE Farbungen von zerebralen Organoiden der Linie HMGU-1 und SCTi003-A
nach 3, 10, 33 und 41 Tagen nach der Infektion mit VSV und rVSV-EBOV-GP. x 25 VergréBerung
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Tabelle 15: Mutationen der Virusvorratsiésung VSV und rVSV-EBOV-GP AO = Reads mit Muta-
tionen (engl. Alternate Observations), DP = Gesamtzahl an Reads an unterschiedlichen Positionen

(engl. Depth)

Vorratslosung Referenz AS Pos. Gen Konsequenz AO DP Mutationsfreq (%)

VSV OR712768 2783 M Stille 10174 10190 99,84
9319 L Stille 7113 7155 99,41

rVSV-EBOV-GP  OR712768 103 N Missense 548 551 99,46
294 N Stille 3726 3733 99,81
354 N Stille 4415 4446 99,30
408 N Stille 4408 4415 99,84
527 N Missense 4338 4351 99,70
834 N Stille 14183 14216 99,77
1089 N Stille 14603 14638 99,76
1121 N Missense 14486 14520 99,77
1258 N Stille 13797 13853 99,60
1446 P Stille 5247 5529 94,90
1524 P Stille 3928 3937 99,77
1544 P Missense 4032 4035 99,93
1622 P Missense 4436 4447 99,75
1632 P Stille 4502 4551 98,92
1692 P Missense 4803 4822 99,61
1707 P Stille 4927 4930 99,94
1740 P Stille 5074 5084 99,80
1772 P Missense 5172 5180 99,85
1814 P Missense 5267 5282 99,72
1833 P Stille 5341 5355 99,74
1846 P Missense 5303 5312 99,83
1896 P Moderate 4271 4325 98,75
1974 P Stille 4347 4368 99,52
2085 P Stille 4025 4030 99,88
2104 P Missense 3890 3895 99,87
2142 P Stille 3809 3816 99,82
2148 P Stille 3709 3728 99,49
2221 M Modifier 3984 3994 99,75
2344 M Missense 5170 5174 99,92
2408 M Moderate 6563 6607 99,33
2418 M Missense 7315 7322 99,90
2567 M Stille 5783 5790 99,88
2654 M Stille 3902 3919 99,57
2678 M Niedrige? 3770 3793 99,39
2760 M Missense 3884 3892 99,79
2783 M Stille 3807 3812 99,87
2906 M Stille 2601 2611 99,62
2918 M Moderate 2146 2167 99,03
2949 M Modifier 1985 1994 99,55
2954 M Modifier 1945 1954 99,54
2988 M Modifier 1355 1359 99,71
3003 M Modifier 1057 1068 98,97
3068 G Modifier 23 24 95,83
4685 G Modifier 691 693 99,71
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Vorratslosung Referenz AS Pos. Gen Konsequenz AO DP Mutationsfreq (%)

rVSV-EBOV-GP  OR712768 4696 G Modifier 830 842 98,57
4852 L Niedrige 3726 3733 99,81

4891 L Stille 4017 4034 99,58

4915 L Stille 4187 4199 99,71

4936 L Stille 4311 4316 99,88

4969 L Stille 4129 4140 99,73

4991 L Missense 4104 4108 99,90

5336 L Missense 4808 4818 99,79

5414 L Stille 3600 3605 99,86

5831 L Missense 2402 2411 99,63

6460 L Stille 1518 1523 99,67

7330 L Stille 1826 1840 99,24

8542 L Stille 1719 1726 99,59

9661 L Stille 3569 3574 99,86

10508 L Missense 5553 5577 99,57

10956 L Missense 947 948 99,89

11038 L Stille 541 543 99,63

EVU28077 138 GP Intergenic 51 51 100,00
282 GP Missense 4751 4763 99,75

1020 GP Rahmen Verschiebung 5233 5888 88,88

1771 GP Nonsense 5400 5424 99,56

2172 GP Intergenic 17 18 94,44




Selbststéndigkeitserkldrung 65

Erklarung zur selbstandigen Bearbeitung

Hiermit versichere ich, Amena Sarwar, dass ich die vorliegende Bachelorarbeit mit dem
Thema:

Infektionsmodell des Ebola Virus Glykoprotein-exprimierenden rekombinanten Ve-
sikularen Stomatitis-Virus (rVSV-EBOV-GP) in humanen zerebralen Organoiden: Ge-
nerierung eines BSL-2 in vitro Systems zur Investigation der EBOV Persistenz im
Gehirn

ohne fremde Hilfe selbstédndig verfasst und nur die angegebenen Quellen und Hilfsmittel
benutzt habe. Wértlich oder dem Sinn nach aus anderen Werken entnommene Stellen
sind unter Angabe der Quellen kenntlich gemacht.

Ort Datum Amena Sarwar





