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I1I

Wichtiger Hinweis:

Die Erkenntnisse in der Medizin unterliegen durch Forschung und klinische Erfahrung einem
laufenden Wandel, insbesondere was medizinische Behandlung und medikamentdse Therapie
anbelangt. In dieser Arbeit wurde grofite Sorgfalt darauf verwendet, dem derzeitigen
Wissensstand zu entsprechen. Das entbindet den Leser aber nicht von der Verpflichtung, die
aktuellen Erkenntnisse zu iiberpriifen und seine Therapie in eigener Verantwortung zu treffen.
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Genetischer Code

1. Base 2. Base 3. Base
U C A G
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Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser STOP STOP A
Leu Ser STOP Trp G
C Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gln Arg A
Leu Pro Gln Arg G
A Ile Thr Asn Ser U
Ile Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A
Met* Thr Lys Arg G
G Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G
Code-Sonne
Aminosiurecode
A Alanin Ala L Leucin Leu
R Arginin Arg K Lysin Lys
N Asparagin Asn M Methionin Met
D Aspartat Asp F Phenylalanin Phe
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1 EINLEITUNG

1.1 Klinische Rolle des humanen respiratorischen Synzytialvirus (HRSV)

1.1.1 Geschichte und Definition

HRSYV ist eine hdufige und weit verbreitete Ursache von Infektionen des Respirationstraktes.
Es flihrt zu einer entziindlichen Erkrankung der respiratorischen Schleimhdute mit
Schleimhautodem, Hypersekretion und Bronchospasmus.

HRSV wurde erstmals 1956 aus einem wihrend einer Erkédltungsepidemie symptomatisch
gewordenen Laborschimpansen isoliert (Morris et al., 1956). Wenig spéter wies man das
gleiche Virus bei einem Kind mit Pneumonie und bei einem weiteren mit Krupphusten nach.
Dabei wurde sein charakteristischer zytopathischer Effekt der Synzytienbildung entdeckt
(Chanock et al., 1957). Serologische Untersuchungen machten sehr bald deutlich, dass HRSV
bei Kindern im ersten Lebenjahr weltweit die Hauptursache von Virusinfektionen des unteren
Respirationstraktes ist, d.h. Bronchiolitis bzw. Pneumonie (Clarke et al., 1978; Glezen und
Denny, 1978; Kim et al.,, 1973; Martin et al., 1978). Spiter beobachtete man, dass auch
immunsupprimierte Erwachsene und dltere Menschen von HRSV-Infektionen betroffen waren
(Englund et al., 1988; Falsey et al., 1990; Hertz et al., 1989). Bei Rindern fand man das mit
HRSV nah verwandte bovine RSV (BRSV), das in der Kélberzucht erhebliche wirtschaftliche
Verluste verursacht (Costa et al., 2000).

1.1.2 Epidemiologie

HRSV ist weltweit verbreitet. In geméfBigten Klimazonen liegen die jahreszeitlichen
Erkrankungsgipfel im Spatherbst, Winter und Friihlingsanfang (Gilchrist et al., 1994; Mufson
et al., 1973). In tropischen oder subtropischen Regionen ist die Erkrankungshdufigkeit
wihrend der Regenzeit am hochsten (Spence und Barratt, 1968; Sung et al., 1987).
Schitzungen zufolge betrdgt in den USA die Anzahl der HRSV-bedingten Hospitalisationen
pro Jahr 100.000, 4.500 Todesfille werden jéhrlich auf HRSV zuriickgefiihrt (MMWR,
1998). Das NREVSS (National Respiratory and Enteric Virus Surveillance System)
iiberwacht die HRSV-Aktivitit in den USA im Verlauf des Jahres (Abbildung 1). Von Juli
2000 bis Juni 2001 wurden von 64 Laboratorien in 41 Staaten 138.984 Patientenproben auf
HRSYV getestet. Davon waren 18.605 bzw. 13,4% HRSV-positiv (MMWR, 2002).

Eine weit verbreitete HRSV-Aktivitdt war in den USA wihrend eines Zeitraums von 24
Wochen zwischen dem 11. November 2000 und dem 21. April 2001 zu beobachten. Anfang
und Ende der regionalen HRSV-Epidemien variierten von Staat zu Staat. Der Beginn
schwankte zwischen dem 26. August 2000 und dem 29. Januar 2001, wihrend das Ende in der
Periode vom 29. Januar bis 26. Mai 2001 lag. Die frithesten Epidemien ereigneten sich im
Stiden, wenig spéter traten sie im Nordosten und zuletzt im Mittleren Westen und Westen
auf.

Obwohl 94% der positiven Testergebnisse in der Zeit vom 30. Oktober 1999 bis 25. Mirz
2001 lagen, konnten HRSV-Infektionen auch iiber das gesamte restliche Jahr hindurch
beobachtet werden. Beispielsweise wurde HRSV im Juli und August 2001 sporadisch durch
Laboratorien in Arizona, Kalifornien, Florida, Hawaii, Nevada, Ohio, Texas, Virginia,
Washington und West Virginia nachgewiesen.



Die fiir den Uberwachungszeitraum von Juli 2000 bis Juni 2001 positiv auf HRSV getesteten
Proben waren sowohl im Hinblick auf die Monate der hochsten HRSV-Aktivitit als auch
beziiglich regionaler Trends im Durchschnitt vergleichbar mit den Daten aus den
vorangegangenen Jahren (MMWR, 2002).
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Abbildung 1: Jahreszeitliche Erkrankungsgipfel in geméBigten Klimazonen. Prozentualer
Anteil der fiir HRSV positiv getesteten Proben nach Regionen und wdchentlichen Berichten
in den USA, Juli 2000 bis Dezember 2001. Norden: Connecticut, Maine, Massachusetts, New
Hampshire, New Jersey, New York, Pennsylvania, Rhode Island und Vermont; Mittlerer
Westen: Illinois, Indiana, lowa, Kansas, Michigan, Minnesota, Missouri, Nebraska, North
Dakota, Ohio, South Dakota und Wisconsin; Siiden: Alabama, Arkansas, Delaware, District
of Columbia, Florida, Georgia, Kentucky, Lousiana, Maryland, Mississippi, North Carolina,
Oklahoma, South Carolina, Tennessee, Texas, Virginia und West Virginia; Nordwesten:
Alaska, Arizona, Colorada, Hawaii, Idaho, Kalifornien, Montana, Nevada, New Mexico,
Oregon, Utah, Washington und Wyoming (MMWR, 2002).

Extensive epidemiologische Daten iiber HRSV-Infektionen, wie sie in den USA,
GroBbritannien und Skandinavien schon in den sechziger und siebziger Jahren erhoben
wurden (Berglund, 1967; Clarke et al., 1978; Orstavik et al., 1980; Parrott et al., 1973), liegen
in Deutschland nicht vor. Die Zahl der Hospitalisationen aufgrund einer HRSV-Infektion wird
fiir ganz Deutschland auf ungeféahr 10.000 pro Jahr geschétzt. Fiir das mangelnde Interesse an
einer endgiiltigen Diagnose waren u.a. der Aufwand und die hohen Kosten der diagnostischen
Tests sowie die fehlende therapeutische Konsequenz veranwortlich. Erst in den letzten Jahren
hat HRSV ein breiteres Interesse in Forschung und Klinik gefunden, u.a. bedingt durch
vereinfachte, kostengiinstigere Labortests und neue Ansédtze in der Entwicklung eines
Aktivimpfstoffs (Weigl et al., 2001).



Die Ubertragung des viralen Erregers erfolgt durch Tropfcheninfektion oder Kontakt mit
kontaminierten Gegenstdnden (Hall und Douglas, 1981). Es kommt zu einer Infektion des
oberen und in schweren Fillen auch des unteren Respirationstraktes. HRSV-Infektionen
zeigen die hochste Inzidenz bei Sduglingen, vor allem in den ersten zwei bis sechs
Lebensmonaten (Glezen et al, 1973). Bei 25% bis 40% dieser Sduglinge nimmt die
Erkrankung einen schweren Verlauf mit Befall des unteren Respirationstraktes in Form einer
HRSV-Bronchiolitis oder -Pneumonie. Bei den erkrankten Sduglingen ist in 0,5% bis 2,0%
der Fille eine stationidre Behandlung im Krankenhaus erforderlich. In dieser Altersgruppe
besteht die insgesamt hochste Hospitalisationsrate (Glezen et al., 1996). Dank moderner
Intensivpflegeeinrichtungen betridgt die Mortalitdt unter den hospitalisierten Séuglingen nur
noch 0,3% bis 1,0% (Navas et al., 1992).

Kinder mit kardiopulmonalen Erkrankungen weisen eine {iiberdurchschnittlich hohe
Sterblichkeit auf. Bei Kindern mit angeborenem Herzfehler ohne pulmonale Hypertension
betragt die Mortalitdt durch HRSV-Infektion 2,0%, wihrend Kinder, die infolge eines
angeborenen Herzfehlers an pulmonaler Hypertension leiden, mit 9,4% die hochste
Sterblichkeit besitzen. Kinder mit bronchopulmonaler Dysplasie haben ebenfalls ein erhohtes
Mortalitétsrisiko (Groothuis et al., 1993).

In den ersten flinf bis sechs Lebenswochen nimmt die Erkrankung seltener einen schweren
Verlauf als bei dlteren Sduglingen. In dieser Zeit ist der Spiegel der miitterlichen HRSV-
Serumantikdrper am hochsten, was flir den schiitzenden Effekt der maternalen Antikdrper
spricht (Holberg et al., 1991; Parrott et al., 1973). Wahrend des ersten Lebensjahres werden
60% bis 80% der Sduglinge mit HRSV infiziert. Mit zwei Jahren ist bei den meisten Kindern
bereits eine abgelaufene HRSV-Infektion serologisch nachweisbar (Glezen et al., 1981 und
1986; Holberg et al, 1991). Die Inzidenz nimmt wegen des zunehmend effektiveren
Immunsystems mit dem Alter ab (Henderson et al., 1979). Erwachsene und éltere Kinder
zeigen bei einer Infektion meist keine Symptome bzw. Symptome einer leichten Erkiltung
(Falsey et al., 2000). HRSV-Reinfektionen im Laufe des Lebens sind hédufig. Dies gilt auch
bei untereinander sehr &hnlichen RS-Viren, was auf eine &ulerst eingeschrinkte
Immunantwort insbesondere der Gedichtniszellen gegen den Erreger hinweist und die
Entwicklung einer schiitzenden Vakzine eventuell erschwert (Henderson et al., 1979).
Besonders infektionsanfillig sind auBerdem édltere Menschen sowie Patienten mit
herabgesetzter Immunabwehr (DoWell et al, 1996) aufgrund einer angeborenen
Immuninsuffizienz (Milner et al, 1985; Padman et al, 1985), eciner Herz- oder
Lungenerkrankung, einer Chemotherapie bei einem Krebsleiden (Whimbey et al., 1995), einer
infektionsbedingten Immunschwicheerkrankung wie AIDS oder einer
transplantationsbedingten Immunsuppression (Harrington et al.,1992; Hertz et al., 1989; Pohl
et al., 1992).

1.1.3 Pathophysiologie und Pathohistologie

Nach einer Inkubationszeit von ungeféhr vier bis fiinf Tagen (Kapikian et al., 1961; Sterner et
al., 1966), in der das Virus im Nasopharynx repliziert, kommt es zum Auftreten erster
Krankheitserscheinungen. Hierbei werden bei jungen Sduglingen im Allgemeinen Titer von
bis zu 10* bis 10° TCIDs, pro Milliliter nasalem Sekret erreicht (Hall et al., 1975; Hall et al.,
1976), bei Erwachsenen liegen die im nasalen Sekret festgestellten Titer etwas niedriger. Das
Virus breitet sich dann vom oberen Respirationstrakt in Bronchien (zweite bis siebte
Generation der Bronchialteilung) und Bronchiolen (distal der siebten Generation der
Bronchialteilung) aus (Abbildung 2).



Der Mechanismus der Virusausbreitung vom oberen in den unteren Respirationstrakt ist noch
nicht ganz geklirt. Man vermutet, dass die Verbreitungswege iiber das respiratorische Epithel
und aspirierte Sekrete verlaufen. Das Virus ist in der Lage, sich von Zelle zu Zelle ohne
Beteiligung der extrazelluliren Fliissigkeit auszubreiten. /n vivo ist dies aber nicht der
Hauptmechanismus der Verbreitung (Shigeta et al., 1968).

Eine Virdmie konnte bei erkrankten Sduglingen ohne priddisponierende Vorerkrankungen
nicht festgestellt werden. Allerdings fand man HRSV-Antigen in zirkulierenden
mononukledren Leukozyten (Domurat et al, 1985). In obduktorischen Untersuchungen
konnte HRSV-Antigen nicht {iber die oberflachlichen Schichten des respiratorischen Epithels
hinaus nachgewiesen werden (Gardner und McQuillin, 1968). Jedoch fand man in Féllen von
Immundefizienz Virusausbreitung iiber den Respirationstrakt hinaus in andere Organe wie
Niere, Leber und Myokard (Fishaut et al., 1980; Milner et al., 1985; Padman et al., 1985).

Abbildung 2: Anatomie des Respirationstraktes. Trachea, Hauptbronchien,
Lappenbronchien und Segmentbronchien (erste bis siebte Generation der Bronchialteilung)
werden durch hyaline Knorpelspangen stabilisiert, wéhrend Bronchiolen, terminale
Bronchiolen (Durchmesser: [12 mm), Bronchioli respiratorii, Ductuli alveolaris und Alveolen
(distal der siebten Generation der Bronchialteilung) eine rein membrandse Wandung besitzen
(R. Putz, Sobotta, Urban & Schwarzenberg, Miinchen 1993).



Im Falle der Beteiligung von Bronchiolen bildet sich zunédchst ein peribronchiolédres Infiltrat
aus Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen. Die Lymphozyten wandern unter die
Epithelzellen der Mukosa. Gleichzeitig werden Submukosa und Adventitia hyperdmisch und
O0dematds. Hinzu kommt eine exzessive Schleimproduktion. Diese Prozesse fithren zu einer
Obstruktion der Bronchiolen, was in der Folge entweder den Kollaps oder ein Emphysem der
distalen Abschnitte hervorruft (Abbildung 3). Bet HRSV-Pneumonien findet man infolge der
Einwanderung von mononukledren Zellen verdickte interalveoldire Winde sowie
fliissigkeitsgefiillte Alveolen. Bei schweren chronischen Verldufen kommt es auch zu
Nekrosen und Proliferationen des bronchioldren Epithels (Aherne et al., 1970).

chronizch-atrophische Bronchitis

chronisch-katarrhalische Bronchitis
SUBIBNGO SIY0IYau0Ig

Abbildung 3: Schematische Pathohistologie der chronischen Bronchitisformen und der
Bronchiolitis obliterans. Blau: Schleim (U.N. Riede, Allgemeine und Spezielle Pathologie,
Thieme, Stuttgart 1995).

In der Pathogenese der HRSV-Infektion sind immunologische Komponenten, der direkte
zytopathische Effekt von HRSV mit Synzytienbildung sowie der Zelltropismus des Virus von
Bedeutung. Fiir das schwere Krankheitsbild der Bronchiolitis (Abbildung 4) spielt auBerdem
die besondere Anatomie der Bronchiolen eine Rolle. Deren Lumen wird nicht wie im oberen
Respirationstrakt durch stabilisierende Knorpelspangen offen gehalten. Zudem besitzen die
Bronchiolen einen &uflerst geringen Durchmesser von weniger als 2 mm. Daher neigen sie bei
O0dematdsen, proliferativen, hypersekretorischen und nekrotischen Verdnderungen zur
Obstruktion (Hogg et al., 1970).



Abbildung 4: HRSV-bedingte Bronchiolitis bei einem dreijihrigen Kind. Offene
Lungenbiopsie. Lympho- und plasmazelluldre Infiltration der Bronchioluswand und des
peribronchioldren Bindegewebes bis in die angrenzenden Alveolarsepten. Erweiterung der
Intrazellularspalten am Bronchiolusepithel. In der Bronchioluslichtung Exsudat mit
Granulozyten, einzelnen Makrophagen und abgelosten Epithelzellen. Vollstdndiger
Verschluss der Bronchioluslichtung durch das Exsudat. Fiarbung: Elastica van Gieson.
Vergroferung: 260-fach (K. Morgenroth, Bronchiolitis, Walter de Gruyter, Berlin 1995).

1.1.4 Klinik

Die Krankheitsverldufe bei HRSV-Infektionen sind altersabhéngig und variabel. Sie reichen
von mild bis lebensgefdhrlich oder gar todlich. Dabei spielen der individuelle Status des
Patienten und immunologische Komponenten eine bedeutende Rolle. Inwiefern die Virulenz
unterschiedlicher HRS-Viren sich auf Pathogenese und Klinik auswirken ist nicht bekannt. In
dieser Arbeit werden einige Aspekte diesbeziiglich untersucht. Nach einer Inkubationszeit
von etwa vier bis fiinf Tagen treten im Prodromalstadium erste Krankheitserscheinungen in
Form von Rhinorrhoe, Abgeschlagenheit und Appetitlosigkeit auf. Das anschlieBende
Manifestationsstadium variiert je nach Abwehrlage.

Akute HRSV-Infektionen bei Erwachsenen vor allem bei medizinischem Personal und in der
Kindererziehung sind, obwohl haufig verkannt, keine Seltenheit (Berglund, 1967; Hall et al.,
1976 und 1978). Sie gehen aber hinsichtlich des Schweregrads der Erkrankung meist {iber
eine Pharyngitis nicht hinaus. Die Patienten weisen dann die Symptome einer leichten
Erkdltung auf mit reduziertem Allgemeinzustand, Kopfschmerzen, Miidigkeit, Husten und
gegebenenfalls leichtem Fieber. Die Krankheitsdauer betrdgt meist fiinf Tage. Bei
unzureichender Immunabwehr erkranken Infizierte an einer obstruktiven Bronchitis, in
schweren Fillen auch an einer Bronchiolitis oder Pneumonie. Kinder unter einem Jahr zeigen,
obwohl sie in Bezug auf Inzidenz und Verlauf der Krankheit am schwersten betroffen sind,
typischerweise weniger offensichtliche Symptome als Erwachsene. So kann es passieren, dass
die Erkrankung nicht oder erst spdt erkannt wird. Die Krankheitsdauer betrigt bei
komplikationslosem Verlauf weniger als zwei Wochen. Meist kommt es nach sieben bis
zwolf Krankheitstagen zur Genesung. Kinder kdnnen bis zu drei Wochen nach Abklingen der
Symptome infektios sein.



1.1.4.1 HRSV-bedingte obstruktive Bronchitis

Nach einem Intervall von meist einem bis drei Tagen setzen Hustenattacken ein. Niesen und
leichtes Fieber gesellen sich dazu. Hals-, Kopf- und Muskelschmerzen konnen die
Erkrankung begleiten. Aufgrund der geschwollenen Nasenschleimhdute und der
Hypersekretion von Schleim hat der Patient das Gefiihl einer ,,verstopften Nase®. In der
korperlichen Untersuchung finden sich eine méRige Tachypnoe sowie auskultatorisch Giemen
und Brummen. Im Falle von peribronchitischen Infiltraten sind auch feinblasige
Rasselgerdusche zu horen. In diesem Stadium ist die Rontgenaufnahme des Thorax
gewOhnlich unauffillig.

1.1.4.2 HRSV-Bronchiolitis

In schwerwiegenderen Féllen entwickelt sich eine Bronchiolitis oder Pneumonie. Das Giemen
und der bellende Husten nehmen an Intensitdt zu. Es besteht eine deutliche Dyspnoe, die
gekennzeichnet ist durch ein verldngertes Exspirium, interkostale Einziehungen,
Nasenfliigeln, eine ausgeprigte Tachypnoe sowie eine erhebliche Uberblihung des Thorax
mit perkutorisch hypersonorem Klopfschall und auskultatorisch leisem Atemgerdusch (,,stille
Obstruktion®). Gegebenenfalls ist der Einsatz der Atemhilfsmuskulatur zu erkennen. Héaufig
ist die Sauerstoffsittigung erniedrigt bis hin zur sichtbaren Zyanose und respiratorischem
Versagen. Der entziindliche Befall des unteren Respirationstraktes dulert sich auskultatorisch
in endinspiratorischen feinblasigen Rasselgerduschen. Betroffene Kinder verweigern jegliche
Nahrungsaufnahme. Die Rontgenaufnahme des Thorax zeigt hdufig Zeichen von
Uberblihung, peribronchialen Verdichtungen oder interstitieller Pneumonie (Simpson et al.,
1974). Gelegentlich ist auch eine segmentale oder lobale Konsolidierung zu beobachten,
wobei gewdhnlich der rechte untere Lappen betroffen ist (Rice und Loda, 1966). Eine spétere
bakterielle Superinfektion ist selten (Hall et al., 1988).

1.1.5. Diagnose

1.1.5.1 Differentialdiagnose

Differentialdiagnostisch miissen bei Kindern unter sechs Lebensmonaten alle anderen
moglichen Ursachen fiir eine virale Infektion des unteren Respirationstrakts in dieser
Altersgruppe Dberiicksichtigt werden. Dazu gehdren Parainfluenzaviren, insbesondere
Parainfluenzavirus Typ 3, Adenoviren, Influenzaviren, Enteroviren sowie Chlamydia
trachomatis. Bei immundefizienten Kindern muss an Pneumocystis jiroveci gedacht werden.
Gelegentlich kann die Unterscheidung von einer bakteriellen Pneumonie Schwierigkeiten
bereiten. In der Regel zeigen die Kinder bei bakteriellen Infektionen aber vermehrt
systemische Beteiligung. Eine akute Bronchitis oder Pneumonie mit leichtem Fieber sollte bei
dlteren Erwachsenen an eine mogliche HRSV-Infektion denken lassen. Die
Verdachtsdiagnose einer HRSV-Infektion kann hdufig anhand der klinischen Symptome und
Befunde in Kombination mit der gerade herrschenden Jahreszeit und anderen
epidemiologischen Kriterien gestellt werden.



1.1.5.2 Labordiagnose

Das Laborergebnis entscheidet iiber die endgiiltige Diagnose, hat aber keinerlei
therapeutische Konsequenz. ELISA- und Immunfluoreszenz-Tests sind die Methoden der
Wahl zum Nachweis der HRSV-Infektion (McIntosh et al., 1982; Minnich und Ray, 1980;
Richardson et al., 1978). Sie weisen eine Spezifitdt und Sensitivitdt von 80% bis 95% auf
(Waner et al., 1990; Ray und Minnich, 1987; Popow-Kraupp et al., 1986; Kellog, 1991) und
liefern das Ergebnis innerhalb von wenigen Stunden. Nasen-Rachen-Sekret als
Untersuchungsmaterial erhdlt man am besten durch Aspiration oder vorsichtiges
Herausspiilen. Sekrete aus dem unteren Respirationstrakt sind flir einen Routinetest nicht
erforderlich.

Aus der Kultur von Patientenproben gelingt der Nachweis von viraler RNA. Die Infektiositét
von HRSV in Sekreten ist labil. Daher werden die Proben idealerweise auf Eiswasser ins
Gewebekulturlabor transportiert. Wenn zwischen Probenentnahme und Ansetzen der Kultur
eine groflere Zeitspanne liegen sollte, kann die Probe bei +4°C gelagert, keinesfalls aber
gefroren werden. Gefrieren und Auftauen von klinischem Untersuchungsmaterial fiihrt hdufig
zu einem kompletten Verlust der Infektiositdt. Wegen der Labilitdt des Virus wéhrend des
Transports und der Schwierigkeiten in der Anzucht in der Gewebekultur gestaltet sich der
direkte Virusnachweis deutlich aufwendiger. Im klinischen Alltag ist der geringere Aufwand
neben der hoheren Zuverldssigkeit und der groBeren Erfahrung ein deutlicher Vorteil der
ELISA- und Immunfluoreszenz-Tests.

1.1.6 Therapie

Eine kausale Therapie bei HRSV-Infektionen ist derzeit nicht etabliert. Bei Patienten mit
leichtem Krankheitsverlauf ist keine spezielle Therapie erforderlich. Behandelt wird
symptomatisch, beispielsweise bei Fieber Gabe von fiebersenkenden Medikamenten wie
Paracetamol und Ausgleich des Fliissigkeitsdefizits. Mit der Anfeuchtung der Atemluft kann
man eine Erleichterung der Dyspnoe erreichen. Schwer erkrankte Kinder benotigen oftmals
Sauerstoffzufuhr oder sogar kiinstliche Beatmung. Mittels Pulsoximeter oder arterieller
Blutgasanalyse kann die Sauerstoffsittigung des Blutes kontrolliert werden. Gegebenfalls ist
eine Sedierung angebracht.

Als einzige antivirale Verbindung, die Wirksamkeit gezeigt hat, steht Ribavirin (1fl-D-
Ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamid) zur Verfliigung (Hall et al., 1983), das unter dem
Handelsnamen Virazole® (ICN Pharmaceuticals, The Netherlands) auf dem Markt ist. Es wird
als Aerosol dargereicht und wirkt sich giinstig auf die Eindimmung der Virusausbreitung, die
Sauerstoffséttigung des Blutes und den klinischen Krankheitsverlauf im Allgemeinen aus.
Jedoch konnte nicht nachgewiesen werden, dass mit Ribavirin eine niedrigere Mortalitét, eine
verringerte Krankenhausaufenthaltsdauer oder ein geringerer Bedarf an supportiven
Mafnahmen erreicht wird.

Dem Ribavirin in der Wirkung dhnlich ist der Passivimpfstoff RespiGam® (Massachusetts
Public Health Laboratories, Boston, USA), bei dem es sich um gereinigtes polyklonales anti-
HRSV-Immunglobulin handelt, das intravends appliziert wird. Bei lokaler Anwendung in
Form von Nasentropfen oder Aerosol kann die Dosis fiir den gleichen therapeutischen Effekt
im Vergleich zu parenteraler Applikation deutlich verringert werden.



Seit Oktober 1999 ist in Deutschland Palivizumab® (Synagis, Abbott), ein neuer
Passivimpfstoff gegen HRSV, zugelassen. Es handelt sich um einen murinen humanisierten
monoklonalen Antikdrper gegen das F-Protein von HRSV, der sich in der Prévention als sehr
effektiv erwiesen hat, aber sehr kostenintensiv ist.

Bei Risikopatienten wie Kindern mit chronischen kardiopulmonalen Erkrankungen oder
Frithgeborenen wird eine prophylaktische Verabreichung von RespiGam® oder Palivizumab®
in monatlichen Abstinden wihrend des Zeitraums mit erhdhter Erkrankungshaufigkeit
empfohlen (Committee on Infectious Diseases, 1998).

1.1.7 Prognose

Histologisch sind Zeichen einer Genesung schon innerhalb von Tagen nach Beginn des
Manifestationsstadiums  zu  erkennen. Die  komplette = Wiederherstellung  eines
funktionstiichtigen respiratorischen Flimmerepithels erfordert jedoch vier bis acht Wochen
(Hall et al., 1978).

Lungenfunktionsuntersuchungen im Rahmen von Studien ergaben ein Jahr nach abgelaufener
Bronchiolitis bei den meisten beschwerdefreien Probanden messbare respiratorische
Beeintrachtigungen in Form eines erhohten Atemwegswiderstandes und/oder eines
vermehrten thorakalen Gasvolumens (Stokes et al., 1981). In einer anderen Follow-up-Studie
zeigten Kinder sieben Jahre nach abgelaufener Bronchiolitis eine signifkant reduzierte
Lungenfunktion sowie eine deutlich hohere Morbiditdt mit rezidivierendem Husten, Giemen,
einer vermehrten Schulabwesenheit sowie Asthma und Bronchitis als Kinder in
vergleichbarem Alter ohne eine Vorerkrankung des unteren Respirationstraktes (Mok und
Simpson, 1982).

1.1.8 Immunitit und Priavention

Aktuell ist abgesehen von der passiven Immunisierung mit RespiGam® oder Palivizumab®
keine spezifische Bekdmpfung der HRSV-Infektion mdglich, weder in Form einer aktiven
Impfung noch als effektive antivirale Therapie. Zwar fiihrt die HRSV-Infektion zur
Antikorperproduktion, welche aber auch wie bei anderen Erregern von viralen Pharingitiden
keine bleibende Immunitdt gewdhrt (Henderson et al., 1979). In der Immunabwehr gegen
HRSV spielen sekretorische Antikdrper, Serumantikorper, MHC Klasse I-restringierte
zytotoxische T-Lymphozyten und bei sehr jungen Sduglingen auch miitterliche
Serumantikorper eine Rolle (Bangham et al., 1985; McIntosh et al, 1978). Die
Antikorperproduktion bei Sduglingen vom ersten bis zum achten Lebensmonat ist
vergleichsweise niedrig und erreicht nur 15% bis 25% der Titer von dlteren Individuen. Der
Grund fiir die schwache Immunantwort bei jungen Sduglingen liegt an der immunologischen
Unreife und/oder dem suppressiven Effekt der miitterlichen Serumantikdrper (Murphy et al.,
1986). Untersuchungen zufolge korreliert die Empfinglichkeit fiir eine HRSV-Infektion des
unteren Respirationstraktes mit dem Serumantikdrperspiegel im Blut. Dagegen spielen fiir
den Infektionsschutz des oberen Respirationstraktes eher lokale Faktoren in Form von
sekretorischen Antikorpern eine Rolle. Miitterliche Serumantikérper im Blutkreislauf des
Sduglings stehen nachweislich in antiproportionaler Wechselbeziechung mit der Inzidenz der
Beteiligung des unteren Respirationstraktes und der Schwere des Krankheitsverlaufs (Glezen
et al., 1981; Holberg et al., 1991).
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1.1.8.1 Maflnahmen zur Pravention

Eltern mit Kindern unter 18 Monaten sollten, soweit iiberhaupt realisierbar, wihrend HRSV-
Epidemien Offentliche Plidtze und Menschenmassen meiden. Strenge Hygiene, d.h. hiufiges
Handewaschen, das getrennte Benutzen von Gldsern, Geschirr, Handtiichern etc., die
Reinigung und Desinfektion von Spielsachen und anderen Gegenstdnden sowie die sofortige
Entsorgung von gebrauchten Taschentiichern, tragen zur Einddimmung der Infektion bei. Bei
Kindern mit hohem Risiko fiir eine HRSV-Infektion, z.B. bei Frithgeborenen oder Patienten
mit chronischen Herz- oder Lungenerkrankungen, sollte man eine prdventive Gabe von
Immunglobulinen oder murinen humanisierten monoklonalen anti-HRSV-Antikérpern in
Monaten mit erhdhter Erkrankungsinzidenz erwégen (Committee on Infectious Diseases,
1998; Groothuis et al., 1993).

1.1.8.2 Impfstoffentwicklung

Angesichts der hohen Inzidenz von HRSV-Infektionen und Reinfektionen sowie der enormen
gesundheitlichen und wirtschaftlichen Auswirkungen ist ein effektiver Impfstoff gegen HRSV
als Forschungsziel vorrangig. In Kanada betragen die Kosten allein fiir die stationére
Behandlung von HRSV-Infektionen $18 Millionen US-Dollar pro Jahr. Das sind 62% der
Gesamtausgaben fiir die Therapie von HRSV-bedingten Erkankungen (Glezen, 1990).

Ein Anfang der sechziger Jahre erprobter Impfstoff aus Formalin-inaktiviertem HRSV
verursachte bei anschlieBender natiirlicher Infektion eine gegenteilige Reaktion mit besonders
schwerem Krankheitsverlauf (Kapikian et al., 1969; Kim et al., 1969; Osterhaus, 1999). Der
Mechanismus fiir dieses Phdnomen liegt vermutlich in einer unausgewogenen Immunreaktion
auf den Impfstoff. Dariiberhinaus fiihrte die parenteral verabreichte Vakzine nicht zu einer
lokalen IgA-Sekretion im Respirationstrakt, der ersten und wichtigsten natiirlichen
Infektionsbarriere.

Der ideale HRSV-Impfstoff sollte alle Kinder und wegen der hochsten Erkrankungsrate und
des schwersten Krankheitsverlaufs insbesondere solche im ersten Lebensjahr schiitzen
konnen. Man weiss, dass eine effektive Vakzine gegen das F- und das G-Protein des Virus
gerichtet sein sollte (Siegrist, 2000). Weitere Kriterien fiir einen effektiven Impfstoff sind eine
starke Antikdrperproduktion und eine gute Immunantwort der zytotoxischen T-Lymphozyten.
AuBerdem muss beriicksichtigt werden, dass in den ersten beiden Lebensmonaten miitterliche
Antikorper im kindlichen Blutkreislauf die Immunantwort auf den HRSV-Impfstoff
schwéchen.

Mittlerweile werden neue Stategien der Impfstoffentwicklung verfolgt. Dazu gehort der
lebend-attenuierte Impfstoff aus immunogenen Kélte-adaptierten Viren (cold-passaged RSV,
cp-RSV) fiir die systemische wie auch die lokale, d.h. nasale, Administration (McKay et al.,
1988). Andere Alternativen sind rekombinante RSV-Lebendimpfstoffe sowie solche
bestehend aus gereinigtem F-, G-, rekombinantem F-, rekombinantem G- und rekombinantem
FG-Protein (Tristram et al., 1993; Walsh et al, 1984). Die Inhibition der
Antikorperproduktion durch passive miitterliche Antikdrper beim Kind lassen vermuten, dass
diese Impfstoffe keinen ausreichenden Schutz gewihrleisten und ihr Einsatz daher nur
adjuvant moglich ist. Ein mit einem Albumin-bindenden Tragerprotein fusioniertes G-
Proteinfragment wies bei Maus und Mensch dagegen eine bessere Schutzwirkung auf. Es
wurde auch nicht durch miitterlichere Antikorper inhibiert und bewirkte keine
Verschlimmerung der Erkrankung. Die Form der Vakzine wurde bereits im Rahmen von
Studien in Phase 1 und Phase 2 an Erwachsenen erprobt (Estrada, 2000).
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1.2 Taxonomische Stellung, Struktur und Genomorganisation von HRSV

1.2.1 Taxonomische Stellung

HRSV gehort zur Ordnung der Mononegavirales (Pringle, 1999), welche als Genom
charakteristischerweise eine nicht-segmentierte Einzelstrang-RNA mit negativer Polaritét,
d.h. komplementdr zur mRNA, besitzen. Die Mononegavirales unterteilen sich in die
Familien Rhabdoviridae, Filoviridae, Bornaviridae und Paramyxoviridae. Letztere gliedern
sich weiter in die Subfamilien Paramyxovirinae und Pneumovirinae. HRSV, ein Vertreter des
Genus Pneumovirus, gehort zur Subfamilie Preumovirinae, deren Genom bei dhnlicher Lénge
der genomischen RNA mit zehn mRNAs fiir deutlich mehr Genprodukte kodiert als das
Genom der Paramyxovirinae mit sechs bzw. siecben mRNAs.

Linge

3’ 2 5’-Genkarte [kb]

Subfamilie Genus

Pneumovirus
HRSV 3 5
orsy | NST[N NP [ JSHT G [
CRSV
PVM

15,2

Pneumovirinae

Metapneumovirus
TRTV
hMeta-PV

3’

5’

[N[ P [M]

F [M2[SH|G] L

Rubulavirus
Mumpsvirus
SV5

NDV

PIV2

PIV4

3’

5’

T NIRELEIEN

Respirovirus
(firiiher Paramyxovirus)

SeV
PIV1
PIV3

Paramyxovirinae

3’

13,3

15,2

5’
NPT T [ I T

Morbillivirus

3’

15,5

5’
NP Py | v PE |

15,9

Masernvirus F

Tabelle 1: Familie der Paramyxoviridae. Verwandtschaft von HRSV mit anderen
Mitgliedern der Familie illustriert anhand der Genkarten. ORSV, ovines RSV; CRSV,
caprines RSV; PVM, Pneumonievirus der Méuse; TRTV, Truthahn-Rhinotracheitisvirus;
hMeta-PV, humanes Metapneumovirus; SVS5, Simian-Virus 5; NDV, Newcastle-Disease-
Virus; PIV, Parainfluenzavirus; SeV, Sendai-Virus. Die Genkarten sind nicht maB3stabsgetreu.
Proteine: NS, Nicht-Strukturprotein; N/NP, Nukleokapsidprotein; P, Phosphoprotein; M,
Matrixprotein; SH, kleines hydrophobes Protein; G/HN/H, Anheftungsprotein; F,
Fusionsprotein; M2, zweites M-Protein; L, groBes Polymeraseprotein; V, Cystein-reiches
Protein; C, Nicht-Strukturprotein. Die schwarzen Balken sind eingefiigt, um vergleichbare
Gene untereinander darzustellen.
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Zur Gruppe der Pneumoviren gehdren auch das bovine RSV (BRSV), das ovine RSV
(ORSYV), das caprine RSV (CRSV), das Pneumonievirus der Méuse (PVM), das Truthahn-
Rhinotracheitisvirus (TRTV) und das erst kiirzlich entdeckte humane Metapneumovirus (van
den Hoogen et al., 2001). Die beiden Nicht-Strukturproteine NS1 und NS2 finden sich allein
bei den Vertretern des Pneumovirus-Genus, das Protein M2(1+2) nur bei allen
Pneumovirinae. Dagegen existieren bei den Pneumovirinae keine Proteine, die den
respiroviralen Proteinen C oder V entsprechen (Tabelle 1).

1.2.2 Antigenuntergruppen von HRSV

In den Untersuchungen mittels muriner MAbs konnte das von Patienten isolierte HRSV
jeweils zwei verschiedenen Stammen zugeordnet werden, dem im Jahre 1961 entdeckten A2-
(Untergruppe A) und dem ein Jahr spdter gefundenen 18537- (Untergruppe B) Stamm
(Akerlind und Norrby, 1986; Anderson et al., 1991 und 1985; Gimenez et al., 1986; Hendry et
al., 1986; Mufson et al., 1985; Tsutsumi et al., 1988). Diese Unterscheidung beruht in erster
Linie auf Variationen im G-Protein (Johnson et al., 1987). Der Vergleich der Genome beider
Untergruppen zeigt, dass die fiir Proteine kodierenden Sequenzen starker konserviert sind,
wihrend nicht kodierende und intergenische Abschnitte vermehrt Abweichungen aufweisen.
Ebenso verhélt sich das Ausmal3 der Diversitdt innerhalb der Antigenuntergruppen.

A- und B-Untergruppen zirkulieren konkurrierend, wobei die Isolate der Untergruppe A
héaufiger anzutreffen sind als solche der Untergruppe B (Mufson et al., 1988). Innerhalb dieser
Untergruppen dominieren einige bestimmte Genotypen. Die von Jahr zu Jahr
unterschiedlichen dominierenden Stdmme fiihren zu vermehrten Reinfektionen, indem die
durch vorangegangene Stimme induzierte Immunitit umgangen wird (Hall et al., 1990; Peret
et al., 1998).

1.2.3 RSV im Tierreich

Das bovine RSV (BRSV) verursacht Entziindungen des Respirationstraktes bei Rindern und
fiihrt in der Kélberzucht zu groBBen wirtschaftlichen Verlusten (Stott et al., 1984; van der Poel
et al, 1994). Die BRSV-bedingten Symptome beim Kalb &hneln den durch HRSV
hervorgerufenen Krankheitserscheinungen. Durch vergleichende Sequenzierung wurde fiir
BRSV eine nahe Verwandtschaft zu HRSV nachgewiesen. Es besitzt die gleiche
Genomorganisation wie HRSV. Im Vergleich zu HRSV haben die AS-Sequenzen der
einzelnen BRSV-Proteine folgenden Identitdtsanteil in Prozent, wobei die Schwankungen
vom jeweiligen HRSV-Stamm abhéngig sind: N (93 bis 94%), P (81%), G (29 bis 30%), F
(80 bis 81%), SH (45 bis 50%), M (89%), M2 (94%), NS1 (68 bis 69%), NS2 (83 bis 84%)
(Buchholz et al., 1999; Pastey und Samal, 1995).

HRSV und BRSV weisen in der Zellkultur tiberlappende Wirtsbereiche auf. HRSV repliziert
effektiver in Primatenzellen, wiahrend BRSV besser in bovinen Zellen wichst (Matumoto et
al., 1974). Antikérper gegen BRSV und HRSV erkennen auch das N-, P-, M- und F-Protein
des heterologen Virus (Amann et al., 1992; Lerch et al., 1990).

Sequenzanalysen von ovinen und kaprinen RSV-Stdmmen legen die Vermutung nahe, dass es
sich hierbei eher um antigene Untergruppen als um verschiedene Erreger von
Wirtsorganismen unterschiedlicher Spezies handelt (Alansari und Potgieter, 1993).
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1.2.4 Struktur und Genomorganisation

1.2.4.1 Virion

Das HRS-Virion (Abbildung 5) besteht aus einem Nukleokapsid, das von einer Lipidhiille
umgeben ist. Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass die Virionen in ihrer
GroBe sehr heterogen sind und einen Durchmesser von 150 bis 300 nm aufweisen (Béchi und
Howe, 1973). Bei UV-Bestrahlung verliert RSV seine Infektiositéit (Dickens et al., 1990) mit
single-hit-Kinetik. Das zeigt, dass trotz der GroBenunterschiede unter den Virionen jedes
infektiose Partikel eine funktionelle Kopie des Genoms besitzen muss. Die Grofenvariabilitat
und die Instabilitdt des Virions erschweren Reinigung und genaue Strukturanalyse erheblich.

Membran der infizierten Zelle Spikes der Virushille

Yirion-kKnospung -

hatrix

Mukleokapsid

Abbildung 5: Elektronenmikroskopische Darstellung eines knospenden und eines freien
HRS-Virions (Kalica et al., 1973).

Das RSV-Nukleokapsid gleicht einer symmetrischen Helix mit einem Helixdurchmesser von
meist 12 bis 15 bzw. maximal 18 nm. Im Querschnitt erscheint das Nukleokapsid als dunkle
Punkte innerhalb des Virions (Abbildung 5). Die Hiille besteht aus einer Doppel-Lipidschicht,
welche von der Plasmamembran des Wirts stammt und virale Oberflichenglykoproteine
enthélt. Die viralen Glykoproteine sind als sog. Spikes auf der Virionoberfliche organisiert
und vermitteln Anheftung und Penetration.
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1.2.4.2 Genomische RNA und Genomorganisation

Das HRSV-Genom besteht aus einem negativ-orientierten RNA-Einzelstrang mit einer Linge
von 15.222 Nukleotiden beim A2-Stamm (Mink et al,, 1991). Die genomische RNA ist
sowohl im Virion als auch intrazelluldr fest mit dem N-Protein assoziiert. Wie bei allen
Mitgliedern der Mononegavirales ist die genomische RNA von HRSV zusammen mit dem
N-, P- und L-Protein verpackt in einem Ribonukleoprotein-Komplex (RNP-Komplex).

Nur RNA im RNP-Komplex kann als Matrize fiir die virale RNA-Polymerase dienen.
Transkription und Replikation werden von extragenischen Promotoren gesteuert, die an den
Enden der RNA lokalisiert sind. Die extragenische leader-Region am 3’-Ende besteht aus 44
Nukleotiden und enthélt den viralen Hauptpromotor (Mink et al., 1991). Sie ist der Startpunkt
der sukzessiven linearen Transkription von leader-RNA und freier subgenomischer mRNA in
der Reihenfolge 3’-leader, NS1, NS2, N, P, M, SH, G, F, M2(1+2), L, trailer-5’ sowie der
Synthese von antigenomischer RNA in ihrer vollen Lénge (Abbildung 6).

BIRSst Rs2 [N [P [m[IBE [ c[[F [ H

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines HRS-Virions und der Genkarte. Genkarte
nicht maBstabsgetreu.

Der Transkription von subgenomischer mRNA liegt ein sequentieller Stopp-Start-
Mechanismus der Polymerase zugrunde. Jede mRNA-kodierende Einheit wird flankiert von
kurzen konservierten Sequenzen in Form eines Signals fiir Genstart (GS), d.h. Transkription,
und eines flir Genende (GE), gleichbedeutend mit Termination bzw. Polyadenylierung
(Collins et al., 1986; Collins et al., 1987; Kuo et al., 1996).
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Im Readthrough-Modus erkennt die Polymerase die Transkriptionssignale nicht und es findet
RNA-Replikation statt. Es entsteht eine positiv-orientierte, antigenomische Volle-Léange-
RNA, die in N verpackt ist und als Matrize fiir die Synthese von genomischer Volle-Linge-
RNA dient. Die Antigenom-RNA kann man somit als eine RI-RNA (replicative intermediate
RNA)-Zwischenstufe bezeichnen. Die Replikation ist abhingig von der Koexpression der
Proteine N, P und L, wihrend die Transkription zusdtzlich den Elongationsfaktor M2-1
erfordert (Collins et al., 1996; Grosfield et al., 1995).

1.2.4.3 Proteine

Vom HRSV-Genom werden zehn subgenomische mRNAs transkribiert, die zur Expression
der folgenden elf viralen Proteinen fiihren (Collins, 1991): fiinf RNP-assoziierte Proteine, das
sind das Nukleoprotein N, das Phosphoprotein P, die grof3e katalytische Untereinheit L der
RNA-Polymerase und der Transkriptionselongationsfaktor M2-1 sowie das nicht essentielle
M2-2-Protein; vier Hiillproteine, dazu z&hlen das nicht-glykosylierte Matrixprotein M und
drei Oberflichenproteine, im Einzelnen das Fusionsprotein F, das Anheftungsprotein G und
das kleine hydrophobe Protein SH sowie zwei Nicht-Strukturproteine NS1 und NS2 (Tabelle
2).

1.2.4.3.1 Das Anheftungsprotein G

Die Funktion des G-Proteins wurde anhand der Beobachtung identifiziert, dass G-spezifische,
nicht aber F-spezifische Antikdrper die Adsorption der Virionen an die Zellen inhibieren
(Levine et al., 1987). Es ist eines der wichtigsten Antigene zur Virusneutralisation.

Das prozessierte G-Protein ist stark N- und O-glykosyliert (Wertz et al., 1989). Dieser
Umstand erkldrt die im Vergleich zur unprozessierten Vorstufe enorme Zunahme des MW
von 32,5 kD auf 90 kD (Tabelle 2). Serin- und Threoninreste, die im G-Protein zu einem
ungewOhnlich hohen Anteil von 31% im Vergleich zu durchschnittlich 13% bei den meisten
anderen Proteinen enthalten sind, stellen potentielle Bindungstellen fiir O-gebundene
Glykosylreste dar. Die intrazelluldre Reifung des G-Proteins beginnt mit der kotranslationalen
N-Glykosylierung und der raschen Formung von nichtkovalent verbundenen
Homooligomeren, vermutlich Tri- oder Tetramere. Erst spéater im Golgi-Apparat erfolgt die
O-Glykosylierung (Collins und Mottet, 1992).

Ungefihr 15% des in infizierten Zellen synthetisierten G-Proteins werden in 16slicher Form
sezerniert (Hendricks et al., 1988). Die membranstdndige Form in ihrer vollen Linge wird
exprimiert, wenn die Translation am ersten Methionylkodon im ORF initiiert wird, wéhrend
die sezernierte Form bei Initiation am zweiten Methionylkodon (AS 27 im G-Protein in seiner
vollen Lénge) entsteht (Roberts et al., 1993). Letzterer fehlt die zytoplasmatische Domine
sowie ein Teil der Signalsequenz. Die genaue Funktion des loslichen G ist unbekannt;
moglicherweise dient es dazu, die Immunabwehr vom Virus bzw. von den infizierten Zellen
abzulenken.

Die extrazellulire Domine des G-Proteins enthélt ein hohes Mall an Sequenzabweichungen
unter den einzelnen HRSV-Stimmen, die ein wichtiges Kriterium fiir die Einteilung in
Stamme darstellen (Lerch et al., 1990). Eine Sequenz von 13 AS (AS 164 bis 176, zentral in
der extrazelluliren Domine) allerdings ist bei allen bisher bekannten HRSV-Stdmmen streng
konserviert (Johnson et al., 1987).
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Gen | Genlinge | Proteinlinge MW MW Proteinfunktion
unprozessiert | prozessiert
[nt] [AS] [D] [kD]
@ N 1203 391 43 423 n.d. - wichtiges Nukleokapsidprotein
'S - fest assoziiert mit genomischer und
g antigenomischer RNA
% P 914 241 27 150 n.d. - essentielles virales Phosphoprotein
E- - sauer
g L 6578 2165 250 226 n.d. - Hauptuntereinheit der Polymerase
% - enthélt hoch konservierte, putative
z funktionelle Doménen
F 1903 574 63 453 70 - Spike-Glykoprotein
- vermittelt Adsorption, Penetration
und Synzytienbildung
- homotrimerisch
- N-gykosyliert
- wichtigster Induktor der protektiven
° Immunantwort
-E G 923 298 32 587 90 - Spike-Glykoprotein
§ - vermittelt Virusanheftung
2 - vermutlich tetramerisch
2 - stark O- und N-glykosyliert
2 - ungewohlich hoher Gehalt an Serin-
?: und Threoninresten
8 - Initiation am zweiten
Methionylkodon von G-ORF fiihrt
zur sezernierten Form
- starke Abweichungen zwischen den
HRSV-Antigenuntergruppen
SH 410 64 7536 13-15 - Funktion unbekannt
bzw.
21-40
= M 958 256 28 717 n.d. - vermittelt vermutlich Assoziation
55’ zwischen Nukleokapsid und
2 Membranhiille
.E
<
=
g2 1 M2-1 961 194 22 153 n.d. - nur bei Prneumovirinae bekannt
2 - Transkriptionselongationsfaktor
= - basisch, hydrophil
]
S
= [ M2-2 n.d. n.d. n.d. n.d. - an der Regulierung der Balance
Eo zwischen Replikation und
& Transkription beteiligt
@ | NS1 532 139 15 567 n.d. - nur bei der Gattung Preumovirus
] bekannt
e - IFN-Antagonist
£ - leicht sauer
E NS2 503 124 14 674 n.d. - nur bei der Gattung Preumovirus
£ bekannt
?ITJ - IFN-Antagonist
= - basisch
=

Tabelle 2: HRSV-Gene und kodierte Proteine. n.d., nicht definiert.
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1.2.4.3.2 Das Fusionsprotein F

Die Beobachtung, dass durch F-spezifische monoklonale Antikdrper (MAbs) die
Synzytienbildung in Zellkultur unterbunden wird, identifzierte das F-Protein als mafgeblich
an der Zellverschmelzung beteiligtes Protein (Walsh und Hruska, 1983). Die effizienteste
Fusion wird aber nur bei Koexpression aller drei Oberflachenproteine F, G und SH erreicht
(Heminway et al., 1993). F ist ein vermutlich homotrimerisch aufgebautes Spike-
Glykoprotein (Calder et al., 2000) mit einer abgespaltenen N-terminalen Signalsequenz und
einem Membrananker nahe des C-Terminus. Es ist neben dem G-Protein an der Bindung an
die Wirtszelle beteiligt, vermittelt die Viruspenetration sowie die Synzytienbildung durch
Membranfusion und stellt das Hauptziel der protektive Immunantwort dar.

Das F-Protein wird als Vorlauferprotein Fy synthetisiert, das aus den Doménen F; (1 bis 109),
einem kurzen Peptid von 27 Aminosduren (AS110 bis 136 = pep27) mit einer multibasischen
proteolytischen Spaltstelle (AS 131 bis 136) und F; (AS 137 bis 574) besteht (Gonzalez-
Reyes et al, 2001; Zimmer et al, 2001). Das Fy-Protein, das kotranslational durch N-
Glykosylierung modifiziert wird, formt im rauhen endoplasmatischen Retikulum
Homooligomere. Diese bilden vermutlich die trimeren Spikes. Im Trans-Golgi-Netzwerk
(Collins und Mottet, 1991) wird das Fo-Vorlduferprotein endoproteolytisch durch Furin oder
eine dhnliche zelluldre Protease (Gotok et al., 1992; Gonzalez-Reyes et al., 2001; Zimmer et
al., 2001) in die zwei Untereinheiten, F; und F,, gespalten, die aber {iber Disulfidbriicken
miteinander verbunden bleiben. Bei der proteolytischen Aktivierung wird ein kleines Peptid
(pep27) freigesetzt, das im reifen F-Protein nicht vorhanden ist (Gonzalez-Reyes et al., 2001;
Zimmer et al., 2001).

1.2.4.3.3 Kleines hydrophobes Protein SH

Das SH-Protein ist ein kurzes integrales Membranprotein (64 AS), das mit einer hydrophoben
Signalsequnez (AS 14 bis 41) in der Membran verankert ist (Olmsted und Collins, 1989). Der
C-Terminus befindet sich extrazelluldr. Intrazelluldr kommt das SH-Protein in verschiedenen
Formen vor (Olmsted und Collins, 1989): SHo, SH,, SH, und SH; (Tabelle 3).

SH-Form Beschreibung MW [D]
SH, SH in voller Lange, unglykosyliert, hiufigste Form 7.500
SH, SH, mit einem einzigen N-gebundenen Glykosylrest 13.000-15.000
SH, SH, mit durch Polylactosaminoglykan-Addition modifiziertem Glykosylrest 21.000-40.000

Initiation am zweiten Methionylkodon (met-23) im ORF; ohne Glykosylierung,

SH, mit N-Glykosylierung oder mit Polylactosaminoglykan-Addition

4.800

Tabelle 3: Formen des SH-Proteins.

Die Bedeutung der verschiedenen SH-Formen und die ungewdhnliche Modifizierung durch
Polylactosaminoglykan-Addition ist unbekannt. Fiir das SH-Protein wurde bei Koexpression
mit F und G eine deutliche Verstiarkung der Membranfusion nachgewiesen (Heminway et al.,
1993). Fiir das Viruswachstum in Zellkultur ist das SH-Protein aber entbehrlich (Bukreyev et
al., 1997; Schlender et al. 2002, 2003).
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1.2.4.3.4 Nukleokapsid-assoziierte Proteine N, P und L

Das HRSV-Nukleokapsid besteht aus den drei Komponenten Nukleoprotein N,
Phosphoprotein P und der grofen katalytischen Untereinheit L der RNA-Polymerase.
Gemeinsam bilden sie die minimale virale Polymerase.

Das N-Protein besitzt eine Linge von 391 AS und stellt einen wichtigen Bestandteil des
Nukleokapsids dar. Es kommt sowohl fest gebunden an genomische RNA als auch an RI-
RNA vor. Das P-Protein ist ein 241 AS langes Phosphoprotein. Modifizierungen des P findet
man ausschlieBlich an Serinresten vor allem im zentralen Molekiilabschnitt AS 116 bis 161
(Navarro et al, 1991). Es dient einerseits als Transkriptions- und Replikationsfaktor,
andererseits als Chaperon, das die 16slichen Proteine L und N bindet. Das L-Protein von
HRSYV ist die Hauptuntereinheit der Polymerase und weist im Vergleich zu entsprechenden
Proteinen bei Rhabdo- und Respiroviren sechs &uBerst konservierte Abschnitte auf, die
vermutlich funktionelle Doménen darstellen (Stec et al., 1991).

1.2.4.3.5 Das Matrixprotein M

Das Matrixprotein M ist ein peripheres Membranprotein und zwischen Nukleokapsid und
Hiille des Virions lokalisiert. Es ist nicht glykosyliert und besitzt keine ausreichend langen
hydrophoben Sequenzen, mit denen eine integrale Membranverankerung moglich wire
(Huang et al., 1985). Das M-Protein ist an der Morphogenese des Virions beteiligt. Es hat
vermutlich die Funktion, das Nukleokapsid vor der Verpackung in einem transkriptionell
inaktiven Zustand zu halten und die Assoziation des Nukleokapsids mit der entstehenden
Hiille zu vermitteln.

1.2.4.3.6 Das M2(1+2)-Protein

Das durch den ersten bzw. 5°-proximalen ORF der M2-mRNA kodierte M2-1-Protein wurde
als ein Trankskriptionselongationsfaktor identifiziert und ist Immunprazipitationsstudien
zufolge vermutlich mit dem Nukleokapsid assoziiert (Collins et al., 1996; Garcia et al., 1992).
Es vermindert die Termination der RNA-Transkription und erleichtert den Readthrough der
RNA-Transkription an intergenischen Abschnitten (Hardy und Wertz, 1998; Hardy et al.,
1999).

Die M2-mRNA enthdlt mit dem 3’-proximalen M2-2 einen zweiten konservierten ORF,
welcher den ersten tliberlappt. Fiir das M2-2 wurde im HRSV-Minigenom-System eine starke
negativ  regulatorische Funktion hinsichtlich RNA-Transkription und -Replikation
beschrieben (Collins et al., 1996) und mit Hilfe rekombinanter M2-2-knockout RS-Viren
gezeigt, dass es die Umschaltung von der Transkription zur RNA-Replikation reguliert
(Bermingham und Collins, 1999).
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1.2.4.3.7 Die Nicht-Strukturproteine NS1 und NS2

NS1 und NS2 zeichnen die Vertreter der Gattung Prneumovirus vor allen anderen Viren der
Ordnung der Mononegavirales aus. Beide NS-Proteine sind im Virion nur in Spuren
nachweisbar, wihrend sie in infizierten Zellen akkumulieren. Sie werden frith im
Infektionszyklus synthetisiert, wobei NS1 stabil zu sein scheint, widhrend NS2 schnell
verschwindet (Evans et al., 1996).

Die beiden fiir das NS1- und das NS2-Protein kodierenden, nichtiiberlappenden Gene liegen
am 3°‘-Ende des Genoms direkt im Anschluss an die leader-Region. NS1 und NS2 stimmen in
den vier carboxyterminalen Aminosduren iiberein, ansonsten weisen sie keine
Sequenzédhnlichkeiten auf (Collins and Wertz, 1985; Johnson und Collins, 1989). Die
Sequenzen von NS1 und NS2 sind im Vergleich sowohl zwischen den humanen antigenen
Subgruppen als auch mit dem ovinen und bovinen RSV mittelgradig konserviert, wihrend das
SH- und das G-Protein in geringerem Male, die iibrigen Proteine stdrker konserviert sind
(Alansari und Potgieter, 1994; Johnson und Collins, 1989).

Das NS1-Gen hat eine Lédnge von 552 nt und kodiert fiir ein 139 AS langes Protein mit leicht
saurem pH. Das NS2-Gen ist 503 nt lang und kodiert fiir ein basisches Protein von 124 AS
und 14,7 kD (Collins und Wertz, 1985). In Untersuchungen zeigte NS1 eine Assoziation mit
dem M-Protein, wihrend fiir NS2 keine Verbindung mit einem HRSV-Strukturprotein
nachgewiesen werden konnte. Dieser Umstand lédsst unterschiedliche Funktionen von NS1
und NS2 vermuten (Evans et al., 1996; Weber et al., 1995). Fiir NS1 wurde wie auch fiir M2-
2 eine starke Transkriptions- und Replikationsinhibtion im HRSV-Minigenom-System
festgestellt (Atreya et al., 1998; Collins et al., 1996). NS2 ist fiir die Virusreplikation nicht
essentiell, jedoch flihrt seine Anwesenheit in Zellkultur zu einem verbesserten
Viruswachstum (Teng und Collins, 1999).

Die fiir die Ordnung der Momnonegavirales charakteristische progressive Attenuation der
Transkription sowie die Genlokalisation von NS1 und NS2 am 3°-Ende lassen auf die hochste
Transkriptionsrate flir NS1- und NS2-mRNA unter den zehn HSRV-mRNA schlieen
(Collins und Wertz, 1983; Chambers et al., 1990). Folglich spielen NS1- und NS2-Proteine
vermutlich eine bedeutende Rolle in infizierten Zellen.

NS1 und NS2 antagonisieren im Zusammenwirken die durch IFN-a und IFN-B induzierte
antivirale Antwort des Wirtsorganismus. Hierfiir ist eine Koexpression beider NS-Proteine
unbedingt erforderlich, dagegen zeigt ein NS-Protein allein keine derartige Aktivitdt. NS1 und
NS2 zeigen diese Schutzwirkung sogar bei fremden Viren, die per se keine entsprechenden
Proteine exprimieren, wie im Fall des rekombinanten Rabiesvirus (rRV) gezeigt worden ist
(Schlender et al., 2000; Bossert und Conzelmann, 2002). Interessanterweise wird in mit
HRSV (A2-Stamm) und hPIV3 koinfizierten Zellkulturen die IFN-vermittelte Inhibition der
hPIV3-Multiplikation nicht verhindert. Dieser Umstand ldsst vermuten, dass fiir die IFN-
Resistenz von HRSV weder 16sliche, ins Medium freigesetzte Faktoren noch eine HRSV-
bedingte Unterbrechung der zelluliren antiviralen Maschinerie verantwortlich sind (Atreya
und Kulkarni, 1999). Der Mechanismus, mit dem HRSV die IFN-Antwort des
Wirtsorganismus umgeht, ist unklar. Es konnte aber gezeigt werden, dass HRSV im
Gegensatz zu Viren der Subfamilie der Paramyxovirinae, z.B. SV5, SeV, hPIV2 und hPIV3,
die IFN-Signalkaskade nicht inhibiert und trotz Anwesenheit von IFN zu replizieren vermag
(Young et al., 2000).
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Nach neuesten Erkenntnissen sind die Nicht-Strukturproteine NS1 und NS2 in der Lage, die
Induktion von IFN-3 nach Virusinfektion oder Stimulation durch doppelstrangige RNA zu
verhindern. In Experimenten mit BRSV-wt infizierten MDBK-Zellen konnte keine
Hochregulation von IFN-stimulierten Genen (ISGs) wie etwa MxA festgestellt werden und
auch kein IFN-f im Zelliiberstand, wahrend die IFN-Signalkette iiber JAK/STAT intakt
erschien. Dagegen fand man bei Infektion mit rekombinanten BRS-Viren, welchen eines oder
beide NS-Gene fehlten (BRSV-ANSI, BRSV-ANS2, BRSV-ANSI1/2), eine deutliche
Hochregulierung der ISGs und im Zelliiberstand IFN-3. Die in der Folge durchgefiihrten
Untersuchungen beziiglich der Aktivitdt des IFN-[3-Promotors ergaben bei Infektion mit
BRSV-ANS1/2 gegeniiber BRSV-wt eine signifikante Steigerung, die von der Aktivierung
der Transkriptionsfaktoren NF-kB, ATF-2/c-Jun und IFN Regulationsfaktor 3 (IRF-3)
abhéngig ist. Eine Transkriptionsaktivitdt flir IRF-3 konnte nur nach Infektion mit BRSV-
ANS1/2 nachgewiesen werden, wihrend fiir die ersten beiden Transkriptionsfaktoren sowohl
bei BRSV-wt als auch bei BRSV-ANS1/2 kein signifikanter Unterschied in der Aktivitét
bestimmt werden konnte. Diese NS-abhdngige Inhibition der IRF-3-Aktivierung und der IFN-
Induktion mit der dadurch verhinderten Etablierung eines zelluldren antiviralen Zustands wird
hinsichtlich der Pathogenese und der Immunogenitdt von RSV fiir relevant erachtet (Bossert
et al., 2003).

In Untersuchungen unter Verwendung von rekombinanten bovinen RS-Viren (rBRSV) mit
einem oder zwei fehlenden NS-Genen konnte demonstriert werden, dass rBRS-Viren, und
hier vor allem BRSV-ANS2-Deletionsmutanten, im Gegensatz zu Wildtyp-BRSV (BRSV-wt)
die Induktion von IFN-o/f in bovinen nasalen Fibroblasten und bronchoalveoldren
Makrophagen stark fordern. Nach Infektion von jungen Kélbern mit rBRSV wurde bei
BRSV-ANS2-Deletionsmutanten im Gegensatz zu BRSV-ANSI-Deletionsmutanten eine
groBBere Immunogenitit mit hoheren BRSV-spezifischen Antikorpertitern und damit einem
besseren Schutz vor Infektionen mit virulentem BRSV beobachtet (Varlacher et al., 2003).
Die Analyse der Funktion der NS-Proteine von klinischen HRSV-Isolaten stellt einen
wesentlichen Gegenstand dieser Arbeit dar. Dabei ist von besonderem Interesse, ob alle
klinischen HRSV-Isolate zu der auf NS1 und NS2 beruhenden IFN-Resistenz imstande sind
bzw. inwiefern sie sich in dieser Fihigkeit voneinander unterscheiden. Angesichts der
deutlichen Virulenzunterschiede unter den Isolaten in vivo stellt sich zudem die Frage, welche
Faktoren flir das Mal3 der Aggressivitit der Erreger eine Rolle spielen und in welcher Weise
die beiden Nicht-Stukturproteine hierbei involviert sind.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN
2.1 Materialien
2.1.1 Reagenzien und Geriite

2.1.1.1 Chemikalien

Die Chemikalien stammen von den Firmen Bio-Rad (Acrylamid), Bode (Bomix), BRL (1 kb-
DNA-Leiter, Agarose flir Gelelektrophorese, Proteinstandard, RNA-Leiter), Difco (Agar fiir
Bakterienplatten, Hefeextrakt), Fluka (Tricine, Xylencyanol FF), Merck (Calciumchlorid-
Dihydrat CaClL,2H,O, DTT, Ethidiumbromid, Kaliumdihydrogenphosphat-Dihydrat
KH,PO42H,0, Magermilchpulver, Magnesiumchlorid MgCl,, Magnesiumchlorid-Hexahydrat
MgCL6H,0, Magnesiumsulfat MgSO,, Natriumacetat, Di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat Na,HPO42H,0O, Natriumcitrat-Dihydrat NaCitrat2H,O, Natriumchlorid NaCl,
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat NaH,PO4H,O, Phenolrot SDS), New England
Biolabs (Desoxynukleotidtriphosphate dNTPs), Pharmacia (Ficoll 400), Roth (Acrylamid-
Bisacrylamid 29:1, Coomassie Brillant-Blue G-250, DEPC, EDTA, Essigsiure, Formaldehyd,
Glycin, Glyzerin, Harnstoff, Kaliumchlorid KCI, -Mercaptoethanol, Tris) und Sigma (APS,
Bactotryptone, Bromphenolblau, Orange G, Penicillin-Streptomycin, Pipes, TEMED, Tween
20, X-Gal).

2.1.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien fiir diese Arbeit wurden bezogen von den Firmen Biozym (gestopfte
DNase-, RNase- und Pyrogen-freie Pipettenspitzen), Costar (Einmal-Pipetten), Eppendorf
(Pipettenspitzen, 0,5 ml-, 1,5 ml- und 2,0 ml-Reaktionsgefiaf3e), Falcon (Gewebekulturschalen
und -flaschen, 15 ml- und 50 ml-konische Ro&hrchen, Zellkulturplatten), Greiner
(Petrischalen fiir Bakterien), Kodak (Fotopapier), Nunc (CryoTube-Reaktionsgefif3e), Roth
(Objekttrager), Safeskin (Nitrilhandschuhe) und Schleicher und Schuell (Gel-Blotting-
Papier, Nitrocellulose-Transfermembran).

2.1.1.3 Enzyme und Reaktionspuffer

Die fiir die Arbeit notwendigen Enzyme stammen von den Firmen New England Biolabs
(Restriktionsendonukleasen Bam H1, Eco RI, Eco RV, Nco I, Xho I, NEBuffer 1, 2, 3 und 4,
T4 DNA-Ligase, T4 DNA-Ligase-Puffer), Pharmacia (RNase, RNase-Inhibitor), Roche
(alkalische Shrimp-Phosphatase, SAP-Puffer), Stratagene (AMV Reverse Transkriptase, Pfu
Turbo, Pfu Turbo-Puffer).



22

2.1.1.4  Vorgefertigte Systeme (Kits)

Es wurden vorgefertigte Systeme der Firmen Amersham (ECL-Detection Kit) und Qiagen
(QIAquick PCR Purification Kit, QIAquick Gel Extraction Kit, QIAquick Nucleotide
Removal Kit, RNeasy Mini Kit) verwendet.

2.1.1.5 Serologische Reagenzien

Serologische Reagenzien erhielten wir von Dianova (FITC-gekoppelter Ziege-anti-Maus-
Antikorper, Peroxidase-gekoppelter Kaninchen-anti-Ziege-Antikorper), Serotec (Maus-anti-
RSV-Fusionsprotein MCA490) und José A. Melero (Maus-anti-BRSV-2F-Antikérper gegen
F-Protein, Ziege-anti-IC/C-Antikorper gegen NS1 und NS2, Ziege-anti-RSV).

2.1.1.6 Zellkulturmedien und Puffer

2.1.1.6.1 Gebrauchsfertige Zellkulturmedien und Puffer

Gebrauchsfertige Zellkulturmedien und Puffer wurden von den Firmen Boehringer (fetales
Kilberserum) und BRL (Dulbecco’s Mod Eagle Medium, FCS, PBS Dulbecco’s, Trypsin-
EDTA) bezogen.

2.1.1.6.2 Selbst hergestellte Zellkulturmedien und Puffer
Klenow-Puffer 10x:
(2.2.5.5.4 Klenow-Reaktion zur Herstellung von glatten DNA-Enden)

Tris pH 8,5 100 mM
MgCl, 50 mM

LB-Medium:
(2.2.3.1 Anzucht von E. coli, 2.2.3.2 Herstellung kompetenter E.coli, 2.2.3.3 DNA-Transformation in E. coli)

NaCl 0,5% (w/v)
Hefeextrakt 0,5% (w/v)
Bactotrypton 1,0% (w/v)
MgSO4 IM 1 mM

LB -Medium:
(2.2.3.2 Herstellung kompetenter E.coli, 2.2.3.3 DNA-Transformation in E.coli)

LB-Medium
MgSO4 20 mM
KClI 10 mM

* Centro Nacional de Biologia Fundamental, Instituto de Salud Carlos III, Madrid, Spanien
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(2.2.7.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford, 2.2.7.4 Western Blot im Semi dry-Verfahren)

PBS:

NaCl 80 g
KCl 02 g
CaClz 2 HQO 0,13 g
KH2P04 2 HQO 0,2 g
NazHPO4 2 HQO 1,15 g
Mng 6 HQO 0,1 g

ad 1.000 ml, keine pH-FEinstellung notwendig

RT-Puffer 10x:
(2.2.5.1 Reverse Transkriptase-Reaktion)

Tris pH 8,3 0,5 M
KCI 0,3 M
MgCl, 0,1 M
DTT 0,05 M

TAE-Puffer 50x:

(2.2.5.3 Auftrennung von DNA-Fragmenten in der Agarosegelelektrophorese)

Tris 20 M
Natriumacetat x H,O 0,25 M
EDTA 0,05 M

pH-Einstellung mit Essigsdure auf 7,8

2.1.1.7 Gerite

CO;- Inkubator
Eismaschine
Fluoreszenzmikroskop (Axiophot)
Gefrierschrianke

-70°C

-20°C
Gelelektrophoresekammern
GieBvorrichtung fiir PAGE von Proteinen
Glasgerite
Invertmikroskop (Axiovert 25)
Kiihlschrank +4°C
Magnetriihrer
Microwellengerit
Multipipette
Photometer
Pipetten (2, 10, 20, 100, 200 und 1.000 pl)
Rontgenfilmentwicklungsmaschine
Semi Dry-Transfer- Apparatur
Spannungsgerite (P25, EPS 200)
Sterile Werkbénke
Swip
Thermomixer
Thermocycler (T3)

Sanyo
Ziegra
Zeiss

Forma Scientific
Liebherr

Owl

Owl

Schott

Zeiss

Liebherr

VELP

Privileg

Eppendorf
Beckmann
Eppendorf

Konika

Owl

Biometra, Pharmacia Biotech
BDK

Edmund Biihler
Eppendorf, Schutron
Biometra
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Transilluminatoren

254 nm Bachofer

302 nm Bachofer

mit Photoapparatur (Eagle Eye) Stratagene
UV-Crosslinker MS-Laborgerite
Vakuumofen Memmert
Vortex IKA
Wasserbad Haake
Zentrifugen

Tischzentrifuge (Biofuge pico) Heraeus

Tischkiihlzentrifuge (Centrifuge 5417R)  Eppendorf

Kiihlzentrifuge (Varifuge 3.0R) Heraeus

2.1.2 Zellen, Viren, Oligonukleotide, Bakterien und Plasmide

2.1.2.1 Zellen

Fiir diese Arbeit wurde die humane Epithelzell-Linie HEp-2 kultiviert (Moore et al., 1955).
Die adhdrent wachsenden, Keratin produzierenden HEp-2-Zellen (ATCC Nummer: CCL-23)
wurden urspriinglich  filschlicherweise einem epidermoiden Larynxkarzinom als
Abstammungsgewebe  zugeordnet. Anhand von Isoenzymanalysen, HeLa-Marker-
Chromosomen und DNA-Fingerabdruck wurde die Etablierung dieser Zell-Linie auf die von
einem Adenokarzinom der Zervix abstammenden HelLa-Zellen zuriickgefiihrt (Chen, 1988).
HeLa-Zellen und ihre Abkdmmlinge enthalten Sequenzen des humanen Papillomavirus 18
(HPV-18).

2.1.2.2 Viren

2.1.2.2.1 HRSV-Long-Stamm

Als Wildtypvirus-Kontrolle fiir die Untersuchung der HRSV-Patientenisolate wurde der 1956
in Maryland aus einem 17 Monate alten Kind mit Pneumonie isolierte HRSV-Long-Stamm
verwendet (Chanock et al., 1957). Der im Wesentlichen mit dem ersten isolierten HRSV-
Stamm, dem sogenannten Chimpanzee Coryza Agent (CCA), identische Long-Stamm gilt als
Prototyp-Stamm der Antigenuntergruppe A (Morris et al., 1956; Walpita et al., 1992). Das
von Georg Herrler zur Verfiigung gestellte Virus (ATCC-Nummer: VR-26) wurde in HEp-2-
Zell-Monolayer-Gewebekultur angeziichtet, in welcher als zytopathischer Effekt (CPE)
Synzytienbildung zu beobachten war.

" Institut fiir Virologie, Tiermedizinische Hochschule Hannover
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2.1.2.2.2 HRSV-Patientenisolate

Die HRSV-Patientenisolate entstammten einer Multi-Center-Studie des Instituts fiir Hygiene
und Mikrobiologie der Ruhr-Universitit Bochum. Im Rahmen dieser Studie wurden
insgesamt 600 verschiedene nasopharyngeale Aspirate (NPA) aus Patienten, die an einer
HRSV-Infektion erkrankt waren, gesammelt. In dieser Arbeit wurden fiinf HRSV-Isolate aus
Patienten mit schwerem Krankheitsverlauf (Diagnose ,,Bronchiolits®, RSV ELISA positiv,
PCR positiv) und fiinf HRSV-Isolate aus Patienten mit leichterem Krankheitsverlauf
(Diagnose ,,obstruktive Bronchitits*, RSV ELISA negativ, PCR positiv) untersucht (Tabellen
4 und 5). Die Isolate der beiden Diagnosegruppen wurden jeweils nach dem Zufallsprinzip
ausgewdhlt.

Isolat | Geburts- Alter Diagnose Hospitalisationsdauer | O,-Bedarf | Immunfluoreszenz
Nr. datum | [Monate] [Tage] [Tage]

61 | 28.11.99 7 Bronchiolitis 3 0 RSV A

g6 281099 8§ | Bronchiolitis 7 0 RSV A
Frithgeburt

107 | 03.02.00 6 Bronchiolitis 14 5 RSV A

109 | 27.01.00 5 Bronchiolitis 9 0 RSV A
Frithgeburt

110 | 07.02.00 5 Bronchiolitis 11 5 RSV A

Tabelle 4: HRSV-Isolate aus Patienten mit schwerem Krankheitsverlauf. Diagnose
,Bronchiolitis”, RSV ELISA positiv, PCR positiv.

Isolat | Geburts- Alter Diagnose Hospitalisationsdauer | O,-Bedarf | Immunfluoreszenz
Nr. datum | [Monate] [Tage] [Tage]
N N obstruktive
82 ) ) Bronchitis 1 0 a

01.10.99 obstruktive

104 Frithgeburt 9 Bronchitis ? 0 RSV A

112 | 24.10.99 8 obstruktive 4 0 RSV A
Bronchitis

136 | 05.10.99 9 obstruktive 8 0 RSV B
Bronchitis

162 | 30.04.99 15 obstruktive 8 3 RSV A
Bronchitis

Tabelle 5: HRSV-Isolate aus Patienten mit leichterem Krankheitsverlauf. Diagnose
,obstruktive Bronchitis*, RSV ELISA negativ, PCR positiv.
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2.1.2.3 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit als Primer verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG
Biotech hergestellt (Tabelle 6).

Bezeichnung Sequenz (5°=3’) Linge | T, [°C]
HRSVrt Eco RIS | -TAA TAG AAT TCG GGC AAA TAA GAA TTT G- 28-mer | 57.8
hNS1 Neo I 5° -ATT GAC CAT GGG CAG CAA TTC ATT- 24-mer | 593
hNS2 Neo 1 5° -ATT GAC CAT GGA CAC AAC CCA CA- 23mer | 60,6
hNS1 5° -CTT TCT ACA GAA AAT GGG CAG CAA TTC ATT GAG- 33-mer | 65.8

-TAT GAA GCG GCC GCC CCC TCT CTT CTT TCT ACA GAA AAT

hNS1 Not IS’ GGG CAG CAA TTC ATT GAG- ST-mer | >75
HRSVrt Xho 13° | -TAA TAC TCG AGT GAC TTT GCT AAG AGC C- 28-mer | 63.7
hNS1 Eco RI 3° -ATT GAG AAT TCT TAT GGA TTG AGA TCA TA- 20-mer | 582
hNS2rt EcoRI3* | _GGA ATT CGA ATC TTG TGT TGA AAT T- 25mer | 56.4
Tanja ’
hNS2 3’ -TTT GAA AAG TGC CTT ATG GAT TGA GAT CAT ACT TG- 35-mer | 64.8
-ATA AAT GGT ACC AAA AGA TAA CAC TGT GTG AAT TAA
hNS2 Kpn 13° ATT TTG AAA AGT GCT TAT GGA TTG AGA TCA TAC TTG- T2-mer | 72,2
cDNA-Bindungsstellen
—und— jeweils miteinander identische Primerabschnitte
C iiberzdhliges Nukleotid

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide unter Angabe von Linge und
Schmelztemperatur T,
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2.1.2.4 Bakterien und Plasmide

Alle DNA-Klonierungsarbeiten erfolgten im Vektor pBluescript II SK (—) der Firma
Stratagene. Die Vermehrung der DNA-Plasmide fand im ultrakompetenten E. coli-Stamm
XL10-Gold statt, der ebenfalls von der Firma Stratagene bezogen wurde. Positive Klone
konnten durch Ampicillinresistenz sowie mittels Blau-weil-Kolonie-Screening selektiert
werden.

2.1.2.4.1 Eigenschaften des pBluescript II SK (-)-Vektors

Der pBluescript II SK (—)-Vektor besitzt ein Ampicillinresistenzgen, durch welches
erfolgreich transformierte Bakterienkolonien auf Ampicillin-haltigen LB-Platten selektiert
werden konnen. Das lacZ-Gen ermoglicht in Anwesenheit von X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolyl-B-D-Galactopyranosid) das Blau-wei3-Kolonie-Screening nach dem Prinzip der
kolorimetrischen Bestimmung der B-Galaktosidase-Enzymaktivitit. Es kodiert fiir eine
funktionsfahige B-Galaktosidase, die physiologischerweise Laktose in Glukose und Galaktose
spaltet. Sie ist aber auch in der Lage, X-Gal enzymatisch umzusetzen. Dabei werden durch
Hydrolyse Galaktose und der schwer 16sliche Farbstoff 5-Bromo-4-Chloro-3-Indol gebildet,
der Bakterienkolonien mit pBluescript II SK (—)-Vektor blau erscheinen ldsst. Durch das
Einfiigen eines DNA-Fragmentes in die Multiple Cloning Site des Vektors, die sich innerhalb
des lacZ-Gens befindet, wird das Leseraster des Gens zerstort, so dass keine funktionsfahige
[B-Galaktosidase mehr gebildet werden kann. Die betreffenden Bakterienkolonien bleiben in
Gegenwart von X-Gal weil3.

2.1.2.4.2 Karte des pBluescript II SK (-)-Vektors

Nael 134

Ssp | 445
ssplzsso o122

Xmn | 2645 Nae | 333

Scal 2526
Pvu | 503

Pvu 12416 Pvull 532
™~

Kpn1657 17 ||

pBluescript SK (+/-)
phagemid vector Sacl 758 . ¢
2958 bp

Pvull 977

@ Stratagens

AfIIE1153

Abbildung 7: pBluescript II SK (-), 2961 bp. {1 (-) origin: 21-327; lacZ: a-Fragment der [3-
Galaktosidase, 460-816; MCS: Multiple Cloning Site, 653-760; Plac: lac-Promoter, 817-938;
pUC origin: 1158-1825; Amp: Ampicillin-Resistenz-ORF 1976-2833.
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2.1.2.4.3 Sequenz des pBluescript II SK (-)-Vektors

Sequenz des Antisense-Stranges in 5'—3'-Leserichtung:

1 60

CTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGA
CCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCG
CCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGAT
TTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTG
GGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATA
GTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATT
TATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAAT
TTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCG
CAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGG
GGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTG
TAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGG
GCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGG
ATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGT
GAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTT
ATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTG
CCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGG
GAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGC
GTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGC
GGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATA
ACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCG
CGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCT
CAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAA
GCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTC
TCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGT
AGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCG
CCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGG
CAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCT
TGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGC
TGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCG
CTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTC
AAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTT
AAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAA
AATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAAT
GCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCT
GACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTG
CAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAG
CCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTA
ATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTG
CCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCG
GTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCT
CCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTA
TGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTG
GTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCC
CGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTG
GAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGA
TGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTG
GGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAAT
GTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTC
TCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCA
CATTTCCCCGAAAAGTGCCAC

Gesamtzahl der Basen: 2961.
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2.1.2.4.4 Multiple Cloning Site des pBluescript II SK (-)-Vektors

Apal Hinc II
Eco0109 I Accl
BssH I T7 Promotor Kpnl Dra Il Xhol Sal I

»
»

TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGAC.

»
»

»
>

M13-20 Primer-Bindungsstelle T7 Primer-Bindungsstelle KS Primer-
Bspl106 1 Not I
Clal Hind III EcoR V EcoR I Pstl Sma | BamHI Spel Xbal Eagl BstX1 Sacll Sac I

..GGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTC..

—— <
Bindungsstelle SK Primer-Bindungsstelle

T3 Promoter BssH I B-gal a-Fragment

4..CAGCTTTTGTTECCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGT[AATCATGGTCATAGCTGTTTCC

< <

<
T3 Primer-Bindungsstelle M13 Reverse Primer-Bindungsstelle

Abbildung 8: Multiple Cloning Site des pBluescript II SK (-)-Vektors. Dargestellte
Sequenz: 598 bis 826. Eingetragen sind die Restriktionsstellen der Enzyme innerhalb der
Multiple Cloning Site, die im gesamten Plasmid solitdr vorkommen.

2.1.2.4.5 Restriktionsstellen des pBluescript II SK (-)-Vektors

Liste der Schnittstellen nach Enzymen:

Accl 675
Acil 16 30 33 61 38 505 737 741 747
749 843 946 1002 1012 1036 1079 1086 1107

1198 1226 1353 1372 1493 1603 1738 1747 2109
2200 2391 2437 2558 2602 2679 2788 2887 2934
Acll 2272 2645

Acyl 2583

AfIIIT 1153

Ahalll 1912 1931 2623

Alul 147 404 529 691 757 763 818 913 977

1095 1321 1411 1457 1714 2235 2335 2398
AlwNI 1569

Apal 663

ApalLl 1467 2713

Apol 417 428 701

Asp7181 653

Asul 240 507 659 660 2088 2167 2184 2406
Aval 668 713

Avall 2184 2406
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BamHI
Bbvl

Beefl
Begl
Bgll
Binl

Bmel421
BsaAl
Bsil
BsiYI
BsmAI
Bsp1201
BspHI
Bsrl

BsrBI
Bsrfl
BssHII
BstNI
BstXI
Caull
Cfrl
Clal
Csp6l
Cvill

CviRI

Ddel
Dpnl

Drall
Dralll
DrdI
Dsal
DsaV

Eam11051
Earl
Eco311
Eco561
Eco571
EcoHI
EcoRI
EcoRI*

EcoRII
EcoRV

719
64
1575
207
2551
472
714
2683
77
234
1326
15
2107
659
1873
323
2253
90
136
619
576
751
658
609
684
654
133
611
891
1223
1685
2325
551
2715
1428
499
2351
660
237
281
747
574
2227
2046
517
2107
129
1701
660
701
417
1913
574
697

462
1781
624

2166
727

&5

2710
341
2883

2881
586
2522
737
2133
792
893

714
738

2525
147
661
913
1321
1714
2335
709

1837
721

2369
1261

656
2578

1037
2713
716
428

2219
891

535
2084
1655

1714

1029

670

612
2692
845

1181

715
992

161
691
977
1411
2077
2398
980

2003

1721
2415

712

2841

717

454
2474
1179

721
2475

1800

1399

1001

953

1086

1302

1533
2434

242
712
994
1457
2089
2436
1469

2543

1796
2673

713

1535

647

1300

964

1802

1175

1561

2887

1315

2229

384
740
1076
1462
2130
1765

1807
2690

891

2231

701

1313

1045

1898

1193

1574

2580

404
757

1095
1487
2156
2100

1815
2726

1179

2582

787

1063

1899

1359

1686

475
763
1168
1566
2160

2190

1893

1300

833

1482

2362

1638

2092

509
818
1179
1631
2169

2383

1905

1313

850

1572

2679

2210

529
870
1197
1642
2235

2471

2010

1531

925
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Faul
FnuDII

Fnu4HI

FokI
Gdill
Gsul
Hael
Haell
Haelll

Hgal
HgiAl
HgiCI
HgilJIl
Hhal

HindII
HindIII
Hinfl
HinP1I

Hpall

Hphl
Kpnl
Mael
Maell
Maelll

Mbol

Mboll
Merl
Miyl
Mmel
Mnll

Msel

Msll
Mstl
Mwol

Nael
Nlalll
NlalV

Notl
Nspl
NspBII

26

1002
17
1059
2098
555
609
743
1168
79
242
1197
12
759
193
163

794
1674
676
689
282

792
1672
130
2161
234
657
81
123
44
2360
497
2349
95
500
276
259
207
1585
24
924
2622
749
479
25
897
131
811
162
1224
738
1157
529

95
30
1200
31
1077
2437
2012
738
2116
1179
87
384
1631
1264
1471
653
663
21
796
1783

304
19
794
1781
657
2228
1889

726
233
56
2513
719
2367
504
741
313
1368
520
1985
295
983

2298
2268
27
941

1157

174
1996

749

498
50
1781
53
1080
2464
2193
738

1631
1031
509
2089
1842
2632
897
759
30
937
2176

632
28
935
2174
714
2338
2116

732
276
568
2701
1719
2413
1024
1069
641
1552
664
2066
393
1859

2457

69
1025

1877

195
2090

977

953
426
2111
476
1198
2559
2480
992

1401
611

2169
2572
2717
1994

52
1002
2269

988
50
1000
2267
871
2580
2532

1648
288
588

1794
2671
1815
1493
1062

677
2213
410
1911

2816

96
1092

2368

655
2131

1495

995
621
2604
549
1353
2788

2434

661
2436

78
1030
2606

1053
76

1028
2604
1360

2738

1901
595
1509

1805
2688
1886
2416
1518

774
2419
421
1916

126
1206

2378

661
2342

1740

623
2936
710
1496

740

86
1063
2938

1128
84

1061
2936
1507

2773

2236
1856
1572

1813
2724
2641
2565
2050

1002

433
1930

472
1778

2456

662
2932

2681

749

738
1561

994

480
1333

1524
478
1331

1533

2272
1688

1891

2719

1052

444
1983

502
2166

2492
721

794

741
1564

1168

621
1400

2041
619
1398

1723

2645
1971

1903

2828

1261

560
2218

746

2885
899

1000

978
1770

1179

623
1500

621
1498

2127

2302

2008

1335

786
2257

798

1185
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Plel 290 298 626 1047 1532 2035

Pssl 663

Pstl 711

Pvul 500 2416

Pvull 529 977

Rsal 655 2526

Sacl 759

Sacll 750

Sall 674

Sapl 1037

Scal 2526

Scil 670

ScrFI 576 658 714 715 893 1181 1302 1315 1533
2229 2580

Sdul 163 663 759 1471 2632 2717

Secl 575 713 714 747 892 1313

Sell 4 28 48 424 619 621 747 792 998
1000 1198 1779 2109 2602 2934

SfaNI 1250 2302 2493 2742

Sfel 11 638 707 1418 1609 2287

Smal 715

Spel 725

Sspl 442 2850

Stsl 556 2011 2192 2479

Taql 199 669 675 684 699 1253 2697

Tsp451 56 588 2302 2513

Tth111ii 1743 1750 1782

Vspl 924 983 2218

Xbal 731

Xhol 668

Xholl 719 1794 1805 1891 1903 2671 2688

Xmal 713

Xmalll 738

Xmnl 2645

Gesamtzahl der Restriktionsstellen: 723.

2.1.2.4.6 Liste von ausgewihlten nicht schneidenden Enzymen:

Aatll, Aflll, Agel, ApaBI, Ascl, Asull, Avrll, Ball, Bbel, BbvIl, Bell, Bglll, Bpul0I, BsaBI, BseRI, Bsgl, Bsml,
Bsp14071, BspMI, BspMII, Bst11071, BstEII, Eco47111, EcoNI, Ehel, Espl, Esp31, Finl, Fsel, Hpal, Mfel, Mlul,
Narl, Ncol, Ndel, Nhel, Nrul, Nsil, Pacl, PfIMI, PmaCI, Pmel, PpuMI, PshAl, RleAl, Rsrll, Sandl, Saul, Sfil,
SgrAl, SnaBI, Sphl, Spll, Srfl, Stul, Styl, Swal, Tth1111, Xcml.

Gesamtzahl der ausgewahlten nicht schneidenden Enzyme: 59.
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Anzuchtgefilie

Fir die HEp-2-Zellkultur wurden abhdngig vom Verwendungszweck verschiedende
Anzuchtgefie eingesetzt (Tabelle 7). Die Zellkulturpassage wurde in Kulturflaschen (T 75,
T 25) durchgefiihrt. In den Infektionsexperimenten wurden Kulturplatten unterschiedlicher
GrofBle benutzt (6 Well, 12 Well, 24 Well, 48 Well, 96 Well).

Bezeichnung Fliche [cm?] Medium [ml] Zellzahl Trypsin-EDTA [ml]
e T 75 75 24 9,0+ 10 4
ERE
cE T 25 25 10 3.0+ 10° 2
6 Well” 10 5 1,0+ 10° -
. 12 Well” 4 3 5,04 10° -
£z 24 Well” 2 1,5 2,5+10° -
2 48 Well™ 1 0,8 1,0+ 10° -
96 Well ™ 0,3 0,2 4,0+ 10" -
:* 9 « 10° Zellen = ~10 Zellen, bei einer m.o.i.von 0,01 10° Viruspartikel
Angaben pro Well

Tabelle 7: Ubersicht der AnzuchtgefiBie. Ergiinzend zu den verschiedenen AnzuchtgefiBen
finden sich Angaben iiber die Fliche des Kulturbodens, das notwendige Volumen an
Kulturmedium, die zu erwartende Zellzahl bei dichter Bewachsung und die erforderliche
Menge an Trypsin-EDTA zur Ablosung der Zellen.

2.2.1.2  Zellkulturpassage

Kulturmedium fiir HEp-2-Zellen (5% FCS-DMEM):

DMEM 500 ml
Penicillin-Streptomycin 1 ml
FCS 25 ml

Sobald die Gewebekulturflasche dicht bewachsen war, wurde die Zellkultur unter Erneuerung
des Kulturmediums umgesetzt. Dies war zwei bis drei Mal pro Woche erforderlich. Nach dem
Absaugen des Mediums wurde Trypsin-EDTA zugegeben, iiber den Zellrasen geschwenkt
und so lange bei +37°C inkubiert, bis sich die Zellen ablosten (Klopftest). Die Zellen wurden
mit etwas Medium unter Verwendung eines Pipettierballs griindlich resuspendiert. Zu dem im
neuen Anzuchtgefill vorgelegten Medium wurde die bendtigte Zellmenge entsprechend dem
empfohlenen Umsetzungsverhéltnis von 1:4 bis 1:10 hinzugegeben. Die mit dem Namen der
Zellart, der Passagenzahl und dem Datum der Umsetzung beschriftete HEp-2-Zellkultur
wurde generell bei +37°C in 5% CO,-Atmosphire inkubiert.
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2.2.2 Arbeiten mit HRSV

2.2.2.1 Herstellung eines HRS-Virusstocks

Fiir die Herstellung eines HRS-Virusstocks wurden in T 25-Gewebekulturflaschen kultivierte
HEp-2-Zellen in FCS-freiem DMEM mit den HRSV-Patientenisolaten bei einer m.o.i. von
0,1 infiziert. Nach einer Adsorptionszeit von 1 h wurde das Inoculum entfernt und durch
DMEM mit 2,5% FCS ersetzt. AnschlieBend wurde der Ansatz bei +37°C inkubiert, bis ein
deutlicher CPE erkennbar war (nach ca. zwei Tagen).

Die Freisetzung des zellgebundenen Virus erfolgte durch Einfrieren bei —20°C und Auftauen
auf Eis. Wihrend des Schmelzprozesses wurden die auf dem Kulturboden verbliebenen
Zellen mit Hilfe einer gestopften Pipettenspitze abgekratzt. Nach dem vollstdndigen Auftauen
wurden die Zellen mit einer 10 ml-Einmalpipette durch Auf- und Abpipettieren griindlich
resuspendiert, der gesamte Inhalt der Gewebekulturschale in ein 50 ml-Réhrchen iiberfiihrt
und 10 min mit 3.500 rpm bei +4°C zentrifugiert. Der vorsichtig entnommene Uberstand
wurde in Portionen von 0,5 bis 1,5 ml auf CryoTubes verteilt und bei —70°C eingefroren.

Die einzelnen Virustiter wurden mittels Verdiinnungsreihe in 96-Well-Zellkulturplatten mit
HEp-2-Zellen und  Auszdhlung der Foci infizierter Zellen nach indirekter
Immunfluoreszenzmarkierung (erster Antikdrper: Maus-anti-BRSV-2F-Antikorper, zweiter
Antikorper: FITC-gekoppelter Ziege-anti-Maus-Antikorper) bestimmt.

2.2.2.2  Erstellung von Wachstumskurven fiir die HRSV-Patientenisolate

2.2.2.2.1 Infektion

Zur Erstellung der HRSV-Wachstumskurven wurden pro Isolat und Bestimmungstag (Tag 0,
Tag 1, Tag 2, Tag 3, Tag 4) Doppelansitze vorbereitet. Die m.o.i. betrug 0,1. Dazu wurde das
Medium einer mit HEp-2-Zellen dicht bewachsenen T 75-Gewebekulturflasche abgesaugt. 4
ml Trypsin-EDTA wurden zugegeben und iiber den Zellrasen verteilt. Nach Inkubation bei
+37°C fiir kurze Zeit bis zur Ablosung der Zellen wurden diese in 6 ml DMEM mit 5% FCS
sorgfiltig resuspendiert, in ein 50 ml-Réhrchen iiberfiihrt und mit dem gleichen Medium auf
ein Gesamtvolumen von 50 ml aufgefiillt. Nach griindlichem Mischen durch Auf- und
Abpipettieren wurde die Zellzahl mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zéhlkammer (Flache:
0,0625 mm?, Tiefe: 0,200 mm) bestimmt.

Pro Well wurde eine Zellzahl von 7,5 « 10" benétigt. Die erforderliche Gesamtzellzahl folgte
aus dem Produkt der pro Well gewiinschten Zellzahl und der Anzahl der Wells. Der Quotient
aus der erforderlichen Gesamtzellzahl und der mittels Fuchs-Rosentahl-Zihlkammer
bestimmten Zellzahl lieferte das Volumen an Zelllosung, das die erforderliche Gesamtzellzahl
enthielt. Dieses wurde mit DMEM mit 5% FCS auf das Produkt von 1 ml und der Anzahl der
Wells als Endvolumen aufgefiillt. Nach der Aussaat von 1 ml Zelllosung pro Well, wurden
die Zellen 4 h bei +37°C inkubiert.

Die folgenden Arbeitsschritte wurden unter strenger Beachtung der Infektiositdt der HRSV-
Isolate durchgefiihrt. Die Virusstocks wurden auf Eis aufgetaut und zum Zellpellet gegeben,
welches durch Auf- und Abpipettieren mit einer gestopften Einmal-Pipette griindlich
resuspendiert wurde. Mit DMEM ohne FCS wurde die Probe auf ein Endvolumen von 2 ml
aufgefiillt und bei +37°C 1 h inkubiert. AnschlieBend wurden 8§ ml DMEM ohne FCS
hinzugefiigt und 5 min bei 1.600 rpm zentrifugiert.
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Der Uberstand wurde unter Belassung von etwa 1 ml abgenommen. Nachdem die Zellpellets
durch Vortexen resuspendiert worden waren, wurden 11 ml DMEM mit 2,5% FCS (ad 12 ml)
hinzugefiigt und gut gemischt. Pro Well wurden 1,5 ml Zelllosung ausgesét. Die infizierten
Zellkulturen wurde bei +37° inkubiert und nach 1, 2, 3 bzw. 4 Tagen bei —20°C eingefroren.

2.2.2.2.2 Aussaat von HEp-2-Zellen in eine 96-Well-Zellkulturplatte

Das Medium einer T 75-Gewebekulturflasche mit HEp-2-Zellen wurde abgesaugt. 3 ml
Trypsin-EDTA wurden zugegeben und iiber den Zellrasen geschwenkt. Es wurde kurz bei
+37°C inkubiert, bis sich die Zellen ablosten. Nach Zugabe von 27 ml DMEM mit 5% FCS
wurden die Zellen griindlich resuspendiert, und die Zellldsung in ein 50 ml-Réhrchen
iiberfiihrt. Mit einer 5 ml-Multipipette wurden 100 pl der Zelllosung pro Well einer 96-Well-
Zellkulturplatte ausgesit und mindestens 3 h bei +37°C inkubiert.

2.2.2.2.3 Titration

Die zu titrierenden Ansétze (2.2.2.2.1 Infektion) wurden auf Eis aufgetaut, dabei wurde der
angetaute Zellrasen mit Hilfe einer gestopften Pipettenspitze zerstort. Aus jedem Well wurde
I ml in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdl} iiberfiihrt und 7 min mit 7.000 rpm bei +4°C zentrifugiert.
Dem Reaktionsgefdl wurden jeweils 100 pl des Uberstandes zur Titration in einer auf Eis
gelagerten 48-Well-Zellkulturplatte entnommen, die zuvor mit 900pu1 gekiihltem DMEM ohne
FCS pro Well beschickt worden war. Nach der Ubertragung der titrierten Ansitze auf die
vorbereitete 96-Well-Zellkulturplatte mit HEp-2-Zellen (2.2.2.2.2 Aussaat von HEp-2-Zellen
in eine 96-Well-Zellkulturplatte) wurde diese drei Tage bei +37°C inkubiert.

2.2.2.2.4 Fixieren

Das infektiose Medium wurde mit einem 8-er-Absaugkamm in eine verschlieBbare 0,5 1-
Duranglasflasche abgesaugt. AnschlieBend wurde der 8-er-Absaugkamm mit 100 ml Bomix
desinfiziert, die Duranglasflasche fest verschlossen und in den infektiosen Autoklavierabfall
gegeben. Die Fixierung erfolgte durch Inkubation mit 80%-igem Aceton fiir 30 min bei +4°C.
Nach Entfernung des Acetons wurde die 48-Well-Zellkulturplatte vor dem Ventilator
getrocknet und bis zur Antikérpermarkierung (2.2.2.2.5 Indirekter Immunfluoreszenz-Test)
im Kiihlschrank bei +4°C aufbewabhrt.

2.2.2.2.5 Indirekter Immunfluoreszenz (IF)-Test

Zur indirekten Immunfluoreszenz-Markierung wurden die mit Aceton fixierten Zellen mit
Maus-anti-BRSV-2F-Antikorper in PBS (1:100) iiberschichtet und 30 min bei +37°C
inkubiert. Danach wurden die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen. Als zweiter Antikorper
wurde ein monoklonaler, mit Fluorescein-5-isothiocyanat (FITC) gekoppelter anti-Maus-
Antikdrper in PBS (1:100) verwendet. AnschlieBend erfolgte die Inkubation bei +37°C fiir 30
min. Nachdem die Zellen zwei Mal mit PBS und ein Mal mit H,O44 gewaschen worden
waren, konnten die mit FITC gekoppelten Antikdrper im Fluoreszenzmikroskop bei einer
Wellenldnge von 450 bis 490 nm nachgewiesen werden.
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2.2.2.2.6 Anfertigen der Wachstumskurven

Anhand der titrierten und IF-markierten Anséitze wurden die Virustiter der einzelnen HRSV-
Isolate an den verschiedenen Tagen p.i. ermittelt und graphisch in Form von
Wachstumskurven dargestellt.

2.2.2.3 Interferon (IFN)-Assay

Die IFN-4ssays wurden analog zur Erstellung der Wachstumskurven (2.2.2.2 Erstellung von
Wachstumskurven der HRSV-Patientenisolate) bei einer m.o.i. von 0,1 durchgefiihrt.
Vorbereitend wurden fiir die Assays zundchst HEp-2-Zellen in 48-Well-Zellkulturplatten
ausgesit. Dazu wurde das Medium einer mit HEp-2-Zellen dicht bewachsenen T 75-
Gewebekulturflasche abgesaugt. Darauthin wurden 4 ml Trypsin-EDTA zugegeben und iiber
den Zellrasen geschwenkt. Nach kurzer Inkubation bei +37°C wurden die abgelosten Zellen
in 6 ml DMEM mit 5% FCS sorgfiltig resuspendiert, in ein 50 ml-Réhrchen tiberfiihrt und
mit dem gleichen Medium auf ein Gesamtvolumen von 50 ml aufgefiillt. Die Zellsuspension
wurde sorgfiltig gemischt durch Auf- und Abpipettieren wurde die Zellzahl unter
Verwendung einer Fuchs-Rosenthal-Zédhlkammer (Fliche: 0,0625 mm?, Tiefe: 0,200 mm)
bestimmt.

Pro Well wurde eine Zellzahl von 7,5 « 10" benétigt. Die erforderliche Gesamtzellzahl folgte
aus dem Produkt der pro Well veranschlagten Zellzahl und der Anzahl der Wells. Der
Quotient aus der erforderlichen Gesamtzellzahl und der mittels Fuchs-Rosenthal-Zdhlkammer
bestimmten Zellzahl lieferte das Volumen an Zelllosung, das die erforderliche Gesamtzellzahl
enthielt. Dieses wurde mit DMEM mit 5% FCS auf das Produkt von 1 ml und der Anzahl der
Wells als Endvolumen aufgefiillt. Nach der Aussaat von 1 ml Zelllosung pro Well, wurden
die Zellen 4 h bei +37°C inkubiert.

Die IFN-Assays wurden mit den IFN-Konzentrationen 0, 500, 1500, 5000 und 10000 U/ml
durchgefiihrt. Zunichst lieB man die Virusstocks auf Eis vollstdndig auftauen. Alle weiteren
Arbeitsschritte fanden ebenfalls auf Eis statt. Die Virusstocks, deren jeweilige Menge sich
aus der m.o.i. von 0,1 ergab, wurden in 15 ml-R6hrchen iiberfiihrt und mit DMEM ohne FCS
auf ein Endvolumen von 10 ml aufgefiillt. Von den fiir den IFN-A4ssay vorbereiteten Zellen
wurde das Medium abgesaugt und in jedes Well 1 ml Viruslosung gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 1 h bei +37°C wurde das Medium abgesaugt und IFN nach angegebenem
Schema (Tabelle 8) zugegeben. Nach einer Inkubation bei +37°C fiir drei Tage wurden die
Ansitze bei —20°C eingefroren. Die folgenden Arbeitsschritte wurden analog denen zur
Erstellung der Wachstumskurven durchgefiihrt.

IFN [U/ml] Anzahl der Wells Medium [ml] IFN-Menge [pl]*
0 14" 14 0,0
500 14" 14 0,7
1.500 14" 14 2,1
5.000 7 7 3,5
10.000 7 7 7,0

; antivirale IFN-Aktivitit: 10.000 U/ul (Aliquots & 3 und 5 pl)
pro Isolat 2 Ansitze
™" pro Isolat 1 Ansatz

Tabelle 8: IFN-Mengen im IFN-Assay.



37

2.2.3 Arbeiten mit E. coli

2.2.3.1 Anzucht von E. coli

LB-Medium:

NaCl 0,5% (w/v)
Hefeextrakt 0,5% (w/v)
Bactotrypton 1,0% (w/v)
MgSO4 IM 1 mM

Die E. coli-Kulturen wurden in LB-Medium unter Schiitteln bei +37°C {i.N. herangeziichtet.
Zur Selektion plasmidhaltiger Bakterien wurden 100 pg/ml Ampicillin zugegeben. Fiir die
Herstellung von LB-Agarplatten wurden 1,5% (w/v) Agar in LB-Medium durch Erhitzen
aufgelost. Nach Abkiihlen des Mediums auf +65°C wurden 100 pg/ml Ampicillin und
gegebenenfalls 25 pg/ml X-Gal, das zuvor in 1 ml DMF pro 25 mg X-Gal gelost worden war,
hinzugefiigt und gemischt. AnschlieBend wurden die Platten ziligig gegossen.

2.2.3.2 Herstellung kompetenter E. coli

LB"-Medium: Bakteriensuspensionspuffer (CaCl,-Lésung):
LB-Medium CaCl, 60 mM
MgSO;4 20 mM Glyzerin 15% (v/v)
KCl 10 mM Pipes pH 7,1 10 mM

100 ml LB"-Medium wurden mit 1 ml Bakteriensuspension einer 5 ml Ubernachtkultur
angeimpft. Nach Erreichen einer ODggp von 0,6 wurden die Bakterien pelletiert (3000 rpm, 10
min, +4°C). Die Pellets wurden in 25 ml Bakteriensuspensionspuffer aufgenommen und 40
min auf Eis inkubiert. Nach einer zweiten Zentrifugation (3000 rpm, 10 min, +4°C) wurden
die Pellets in 5 ml Bakteriensuspensionspuffer aufgenommen und 1 bis 3 h auf Eis gestellt.
Aliquots a 50, 100, 150 und 200 pl wurden bei —70°C eingefroren.

2.2.3.3 DNA-Transformation in E. coli

Zur DNA-Transformation in E. coli wurden pro DNA-Ligationsansatz 50 pl kompetente
Bakterien (2.2.3.2 Herstellung kompetenter E. coli) auf Eis aufgetaut und anschlieBend mit
der zu transformierenden DNA gemischt. Nach 15 min Inkubation auf Eis folgten 2 min
Hitzeschock bei 42°C und zuletzt 3 min Kilteschock auf Eis. Daraufhin wurden 200 ul LB'-
Medium (2.2.3.2 Herstellung kompetenter E. coli) hinzugefiigt. Der Transformationsansatz
wurde 45 min bei +37°C geschiittelt, im Anschluss auf einer Ampicillin-, gegebenenfalls auch
X-Gal-haltigen Agarplatte ausplattiert und ii.N. bei +37°C inkubiert. Fiir die Plasmid-DNA-
Isolierung wurde eine einzelne Bakterienkolonie gepickt und in 5 ml Ampicillin-haltigem LB-
Medium #i.N. vermehrt.
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2.2.3.4 Plasmid-DNA-Isolierung aus E. coli (Plasmid-Minipriparation)

Proteine und chromosomale DNA werden durch Laugeneinwirkung irreversibel alkalisch
denaturiert und fallen daher nach Neutralisierung aus. Dagegen ist alkalisch denaturierte
ringformig geschlossene Plasmid-DNA in der Lage, nach Neutralisation zu renaturieren und
liegt dann geldst im Uberstand vor (Birnboim und Doly, 1979).

Flexi-Losung I:

Tris-HCI pH 7,5 100 mM
EDTA pH 8,0 10 mM
RNase 400 pg/ml
Flexi-Losung II:

NaOH 200 mM
SDS 1% (w/v)

Flexi-Losung III:
Kaliumacetat 300 mM
pH 5,75, Einstellung mit 100%-iger Essigsdure

1,5 ml Bakteriensuspension einer 5 ml-E.coli-Ubernachtkultur wurden bei 7.000 rpm 5 min
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 200 pl der Flexi-Losung I
resuspendiert. Mittels Zugabe von 200 pl der Flexi-Losung II, Mischen durch Invertieren und
anschlieender fiinfmintitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen aufgrund der
alkalischen Denaturierung von Proteinen und Nukleinsduren lysiert. Danach wurde das Lysat
mit 200 pl der Flexi-Losung III neutralisiert und fiir weitere 10 min auf Eis inkubiert. Die
denaturierten Proteine und die denaturierte chromosomale DNA wurden bei 14.000 rpm 10
min abzentrifugiert. 600 pl des Uberstandes wurden vorsichtig in ein neues Reaktionsgefil3
iiberfiihrt, mit 1 ml 100%-igem Ethanol gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Mit 14.000
rpm wurde die Plasmid-DNA pelletiert und nach dem Trocknen in 50 pl H,044 gelost.

2.2.4 Arbeiten mit RNA

2.24.1 Allgemeine Maflregeln im Umgang mit RNA

Bei den Arbeiten mit RNA wurde streng darauf geachtet, Kontaminationen mit den
ubiquitdren RNasen und damit die Zerstérung von RNA durch Hydrolyse zu vermeiden. Dazu
gehorte das Tragen von Handschuhen, der Gebrauch von RNase-freien Reaktionsgefaen und
Pipettenspitzen sowie der Zusatz von Diethylpyrocarbonat (DEPC) zu H,O44 und allen
Losungen mit Ausnahme von Tris-haltigen Puffern, bei denen die DEPC-Behandlung nicht
moglich ist. Stattdessen werden Tris-Losungen mit DEPC-behandeltem H,O44 angesetzt. Die
Inaktivierung von Ribonuklease durch DEPC beruht auf der Reaktion von DEPC mit dem
Imidazol-Stickstoff aus Histidin-Resten und freien Aminogruppen der Ribonuklease. DEPC
wurde im Verhdltnis 1:1000 zugegeben und mindestens 12 h bei +37°C mit einem
autoklavierten Riihrfisch geriihrt. Die Zerstorung von DEPC erfolgte im Anschluss durch
Autoklavieren.
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2.2.4.2 RNA-Isolierung mit vorgefertigten Siulen

Fiir die RNA-Isolierung mittels RNeasy Mini Kit wurde das Medium abgesaugt, die Zellen
trypsiniert, in Medium resuspendiert und mit 2000 rpm bei RT 5 min lang zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde bei einer Zellzahl von bis zu 5 « 10° in 350 pl RLT-Puffer aufgenommen und
lysiert. Durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren wurde das Lysat homogenisiert und mit
350 ul 70%-igem Ethanol verdiinnt. AnschlieBend wurde die Probe auf eine RNeasy-Séule in
einem 2 ml-Sammelr6hrchen gegeben und 15 sec mit 10.000 rpm zentrifugiert. Das Eluat
wurde verworfen. Die Silicamembran der RNeasy-Séule mit der gebundenen RNA wurde
daraufhin durch Aufbringen eines Waschpuffers und anschlieBende Zentrifugation mit 10.000
rpm flir 15 sec gewaschen, ein Mal mit 700 pl RW1-Puffer und zwei Mal mit 500 ul RPE-
Puffer. Das Eluat wurde jeweils verworfen. Durch Zentrifugation fiir weitere 2 min bei 13.000
rpm wurden letzte Reste der Waschpuffer entfernt und die Membran vollstindig getrocknet.
Die an die Silicamembran gebundene RNA wurde mit 30 bis 50 pul Hy04q mit 10.000 rpm bei
RT 1 min in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdf eluiert.

2.2.5 Arbeiten mit DNA

2.2.5.1 Reverse Transkriptase (RT)-Reaktion
Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase wurde cDNA anhand von RNA-Sequenzen

synthetisiert. Damit stand eine doppelstringige DNA-Sequenz, die urspriinglich als RNA
vorgelegen hatte, als Template fiir die PCR-Amplifikation zur Verfiigung.

2.2.5.1.1 Annealing

Reaktionsansatz:

RNA 1pug
Primer 100 ng
RNase-Inhibitor 0,3 ul
Hzodd X },Ll

ad 23 ul

Der Ansatz wurde im Thermocycler 10 min auf +65°C und weitere 10 min auf +37°C erhitzt.
AnschlieBend erfolgte die Erststrang-Synthese.

" entspricht 1 pl bei 1:10-Verdiinnung eines Oligonukleotids mit der Konzentration 1pg/ul in DEPC-H,04q4
" HRSVrt Eco RI 5°, hNSI Neo I 5°
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2.2.5.1.2 Erststrang-Synthese

Reaktionszusatz:

25 mM dNTPs 3,0 ul
10x RT-Pufter 3,0 ul
AMV Reverse Transkriptase 1 pl
Hzodd X },Ll

ad 30 ul
Nach der Zugabe von 25 mM dNTPs, 10x RT-Puffer und AMV Reverse Transkriptase zum
Annealing-Ansatz wurde das Programm im Thermocycler fortgesetzt. AnschlieBend wurde

die Probe 1 h bei +43°C inkubiert und schlieBlich auf +4°C gekiihlt. 3,0 ul cDNA wurden als
Template fiir die PCR eingesetzt.

2.2.5.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die in vitro-Amplifikation von DNA-Sequenzen erfolgte im Thermocycler nach dem Prinzip
der PCR.

Standard-PCR-Ansatz:

cDNA 3,0 ul
Primer 1 2,5 ul
Primer 2 2,5 ul
DMSO 10,0 pl
10x Reaktionspuffer 10,0 ul
25 mM dNTPs 0,8 ul
Pfu Turbo 0,5 ul
Hzodd X },Ll

ad 100 ul

cDNA, Primer 1, Primer 2, DMSO, 10x Reaktionspuffer und H,O4¢ wurden durch Auf- und
Abpipettieren gut miteinander vermischt. Nach der Zugabe von zuletzt 25 mM dNTPs und
Pfu Turbo wurde die Probe im Thermocycler zur Denaturierung der DNA-Doppelstringe 5
min auf +94°C erhitzt. Danach wurde im Thermocycler 40 Mal folgender PCR-Zyklus
durchlaufen:

— Denaturierung: 1 min 30 sec bei +94°C

— Hybridisierung: 2 min bei einer Hybridisierungstemperatur entsprechend den ver-
wendeten Primern gemal der Formel x°C =2 (A+T) « 4 (G+C) -5

— Strangsynthese: 2 min bei +72°C

Im Anschluss an die 40 PCR-Zyklen wurde die Probe weitere 10 min bei +72°C inkubiert und
schlieBlich auf +4°C gekiihlt. 1/10 der Probe wurde auf ein Testgel aufgetragen. Bei
erfolgreicher PCR wurde das Reaktionsgemisch mittels QIAquick PCR Purification Kit
gereinigt, im Falle von Geisterbanden mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit nach
vorangegangener Agarosegelelektrophorese.
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2.2.5.3 Auftrennung von DNA-Fragmenten in der Agarosegelelektrophorese

Nukleinsduren besitzen eine negative Gesamtladung und wandern daher im elektrischen Feld
der Agarosegelelektrophorese von der Kathode zur Anode. Durch den Gelfiltrationseffekt
werden die DNA-Fragmente der MolekiilgroBe nach aufgetrennt, kleine Molekiile besitzen
eine hohere Wanderungsgeschwindigkeit als grofle und legen daher eine groflere Wegstrecke
zuriick.

50x TAE-Puffer:

Tris 20 M
Natriumacetat x H,O 0,25 M
EDTA 0,05 M
Laufpuffer:

1x TAE 11

Ethidiumbromid 10 mg/ml 10 pl

Orange G:

Orange G 0,125 %
Ficoll 400 150 %
TAE 10x 5x

Zur Auftrennung der DNA-Fragmente wurden 1%-ige Agarosegele verwendet. Die Agarose
wurde in 1x TAE-Puffer durch Erhitzen gelost und vorsichtig in horizontale Gelapparaturen
gegossen. Nach dem Erkalten wurde das Gel mit dem Laufpuffer (1x TAE-Leitpuffer + 0,1
pg/ml Ethidiumbromid) iiberschichtet und mit den DNA-Proben beladen, die zuvor mit
Orange G im Verhéltnis 5:1 gemischt wurden. Die bei einer Spannung von 4 bis 8 V/cm
aufgetrennten DNA-Fragmente wurden im UV-Durchlicht (254 nm) sichtbar gemacht. Die
GroBe der DNA-Fragmente konnte anhand einer 1 kb-DNA-Leiter als GroBenstandard
bestimmt werden.
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2.2.5.4 DNA-Reinigung und -Konzentrierung mittels QIAquick PCR Purification Kit,
QIAquick Nucleotide Removal Kit und QIAquick Gel Extraction Kit

DNA-Fragmente aus enzymatischen Reaktionen, Gelelektrophoresen oder Plasmid-
Miniprédparationen wurden mittels QIAquick PCR Purification Kit, QIAquick Nucleotide
Removal Kit oder QIAquick Gel Extraction Kit gereinigt und konzentriert. Die Wahl des
Verfahrens wurde jeweils abhdngig von der Liange des zu reinigenden DNA-Fragments und
dem vorausgegangenen Arbeitsschritt getroffen. Auf diese Weise konnten DNA-Fragmente in
bestimmten Grofenordnungen gezielt erhalten bzw. entfernt werden (Abbildung 9).

entfernte DA Fragmente
Bl cthaltene DA Fragmente

Boey  ethaltenes DM A-Fragmente itm Beteich der unterbrochenen x-Achse

IAquick ” _
ECRq]gll;ificatiun Kit m __

OTAquick

2 I
el Extraction Kit /J %

PN PN
T T T T T T T

Wh 1I7Th 40h 40hp TOhp 100 hp 10 kb
DNA-Fragmentlange

Abbildung 9: Bindungsbereiche der QIAquick-Séulen fiir DNA-Fragmente. Darstellung
nicht maBstabsgetreu.

2.2.5.4.1 Reinigung von synthetisch hergestellten Oligonukleotiden mittels QIAquick
PCR Purification Kit

Nach PCR und anderen enzymatischen Reaktionen wurden doppelstringige DNA-Fragmente
mit einer Linge von 100 bp bis 10 kbp mittels QIAquick PCR Purification Kit von Primern,
Nukleotiden, Polymerasen und Salzen gereinigt. Dabei wurden alle Zentrifugationsschritte
mit 13.000 rpm fiir eine Dauer von 1 min durchgefiihrt. Zundchst wurden 5 Volumenanteile
PB-Puffer mit 1 Volumenanteil des PCR-Ansatzes vermischt, auf eine QIAquick-Sdule in
einem 2 ml-Sammelgefdll gegeben und zentrifugiert.

Das Eluat wurde verworfen. Nach Zentrifugation mit 750 ul PE-Puffer als Waschpuffer
wurde das Eluat entfernt und abermals 1 min zentrifugiert, um letzte Reste des PE-Puffers zu
entfernen. AnschlieBend wurde die DNA mit 50 pul H,O44 in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdf3
eluiert.
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2.2.5.4.2 Reinigung von DNA aus Reaktionsgemischen mittels QIAquick Nucleotide
Removal Kit

DNA-Fragmente und Oligonukleotide von mehr als 16 Nukleotiden wurden nach
Enzymreaktionen oder Plasmid-Minipréaparation mit Hilfe des QIAquick Nucleotide Removal
Kit aus Reaktionsgemischen gereinigt. Hierbei wurden Primer mit einer Lénge von weniger
als 10 Basen, Enzyme, Salze und nicht eingebaute Nukleotide entfernt. Dazu wurden 10
Volumenanteile (nur 5 Volumenanteile bei DNA-Fragmenten mit einer Lédnge von mehr als
100 bp) PN-Puffer mit einem Volumenanteil des Reaktionsgemisches vermischt, auf eine
QIAquick-Saule gegeben und 1 min mit 6.000 rpm zentrifugiert.

Das Eluat wurde entfernt, die Sdule mit 750 pl PE-Puffer durch Zentrifugation mit 6.000 rpm
fiir 1 min gewaschen und das Eluat verworfen. Zur Beseitigung von Ethanolresten aus dem
PE-Puffer wurde ein weiteres Mal 1 min lang mit 13.000 rpm zentrifugiert. Die DNA wurde
mit 50 pl HyO4q unter Zentrifugation mit 13.000 rpm flir 1 min in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal3
eluiert.

2.2.5.4.3 Reinigung von DNA aus Agarosegel in TAE-Puffer mittels QIAquick Gel
Extraction Kit

Das Verfahren der Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen ermoglicht nach
abgelaufener Gelelektrophorese die gezielte Isolierung von DNA-Banden. Mit dem QIAquick
Gel Extraction Kit konnte DNA mit einer Linge von 70 bis 10.000 bp aus Agarosegel in
TAE-Puffer gereinigt werden. Alle Zentrifugationsschritte fanden mit 13.000 rpm statt. Die
interessierende DNA-Bande wurde im langwelligen UV-Durchlicht (302 nm) sichtbar
gemacht und mit Hilfe eines Skalpells aus dem Gel ausgeschnitten. Das so gewonnene
Agaroseblockchen mit einem moglichst geringen Anteil an iiberschiissiger Agarose wurde
gewogen und als 1 Volumenanteil, wobei 100 mg 100 pl entsprachen, in 3 Volumenanteilen
QG-Puffer bei 50°C inkubiert, bis es vollstindig gelost war. Dann wurde 1 Volumenanteil
Isopropanol zugefiigt, die Probe gemischt und auf eine QIAquick Sdule gegeben.

Nach Zentrifugation fiir 1 min wurde das Eluat verworfen. AnschlieBend wurde die Sdule mit
750 pl PE-Puffer durch Zentrifugation fiir 1 min gewaschen. Das Eluat wurde entfernt und die
Sdule eine weitere Minute lang zentrifugiert, um letzte Ethanolreste des PE-Puffers zu
beseitigen. Schlieflich wurde die DNA mit 50 bzw. 30 pl H,O44 unter einminiitiger
Zentrifugation in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdf eluiert.
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2.2.5.5 DNA-Modifikation

2.2.5.5.1 DNA-Restriktionsendonukleaseverdau

Beim DNA-Restriktionsendonukleaseverdau wurde entsprechend den von den Herstellern
empfohlenen Reaktionsbedingungen unter Verwendung der zugehdrigen optimalen
Reaktionspuffer gearbeitet. Gegebenenfalls wurden die Restriktionsendonukleasen nach dem
Verdau durch Erhitzen inaktiviert.

Eco RI-Restriktionsverdau der gereinigten PCR-Produkte:

DNA 24 ul
Puffer 2 3ul
Eco RI I ul
Hzodd X },Ll

ad 30 ul

DNA, Puffer 2, Eco RI und H,O44 wurden zusammenpipettiert und 2 h bei +37°C inkubiert.
Vor der Hitzeinaktivierung von Eco RI bei 65°C fiir 20 min wurde das Reaktionsgefdall wegen
der bei der Inkubation entstandenen Kondenstropfen an Wand und Deckel kurz zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die verdauten PCR-Produke bei —20°C bis zur weiteren Verwendung
eingefroren.

Eco RI-Restriktionsverdau des pBluescript SK II (-) -Vektors:

DNA (5 ng) 1,4 ul
Puffer 2 3,0 ul
Eco RI 1,5 ul
Hzodd X },Ll

ad 30 ul

Der Ansatz wurde 2 h bei +37°C inkubiert. Eine halbe Stunde vor dem Ende des
Restriktionsverdaus wurde eine Test-Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt, um die
Vollstindigkeit des Verdaus zu tliberpriifen. Der verdaute pBluescript SK II (-) -Vektor wurde
mittels QIAquick Nucleotide Removal Kit gereinigt und mit 30 pl H,O44 -eluiert.
AnschlieBend erfolgte die Dephosphorylierung der Plasmidenden, um die Religation der
linearisierten DNA zu verhindern. Nach der Konzentrationsbestimmung im Photometer wurde
der Vektor bis zur Ligation bei —20°C eingefroren.

Restriktionsverdau der Plasmid-Minipriparation:

DNA 5,0 ul
Puffer 2 2,0 ul
Bam H1 0,15 pul
Xho I 0,15 pl
H>044 x ul

ad 20 ul
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DNA, Puffer 2, Bam H1, Xho I und H,O44 wurden zusammenpipettiert und 1 h bei +37°C
inkubiert. Nach Agarosegelelektrophorese konnten positive Klone anhand des typischen
Bandenmusters identifiziert werden.

2.2.5.5.2 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Reaktionsansatz:

DNA 48 ul
10x SAP-Puffer 6 ul
SAP Sul
Hzodd X },Ll

ad 60 ul

Um die Ligation linearisierter DNA zu verhindern, wurde die 5’-terminale Phosphatgruppe
von DNA-Fragmenten (z.B. Eco RI-verdauter pBluescript II SK (-) -Vektor) mittels
alkalischer Shrimp-Phosphatase (SAP) abgespalten. Es wurde 0,5-1,0 pg DNA in einem
Reaktionsgemisch aus 1-2 Enzymeinheiten alkalischer Phosphatase, SAP-Puffer und H,Og4q
fiir 1 h bei +37°C inkubiert. Im Anschluss wurde die alkalische Phosphatase durch Erhitzen
auf +65°C fiir 15 min inaktiviert. Die Reinigung erfolgte mittels Qiagen Nucleotide Removal
Kit.

2.2.5.5.3 DNA-Ligation

Vektor- und Insert-DNA lassen sich durch Einwirkung von T4-DNA-Ligase aus T4-
Bakteriophagen miteinander verkniipfen, welche die Bildung einer Phosphodiesterase-
Bindung zwischen der 3’-terminalen OH-Gruppe und der 5’-terminalen Phosphatgruppe von
doppelstrangigen DNA-Molekiilen katalysiert.

Reaktionsansatz:

Vektor 0,01 pg
Insert 0,2 ng
Hzodd X },Ll
10x Ligase-Puffer 2,0 ul
T4-DNA-Ligase 0,5 ul

ad 20 ul

Vektor und Insert wurden in HOg44 gemischt, 2 min bei +65°C inkubiert und anschlieend 30
sec auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe von 10x Ligase-Puffer und T4-DNA-Ligase fand die
Ligation bei 16°C i.N. bzw. bei RT fiir 2 h statt.
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2.2.5.5.4 Klenow-Reaktion zur Herstellung von glatten DNA-Enden

Bei der Klenow-Polymerase handelt es sich um die gro3e Untereinheit der DNA-Polymerase |
aus E. coli. Thr fehlt die 5’-3’-Exonukleaseaktivitdt des Holoenzyms, wéhrend die 3’-5’-
Exonukleaseaktivitit vorhanden ist, durch welche DNA-3’-Uberhiinge abgebaut werden. Die
Auffiillung der DNA-5"-Uberhiinge geschieht durch die DNA-Polymeraseaktivitit. Mit Hilfe
der Klenow-Reaktion wurden aus iiberhdngenden, aber nicht korrespondierenden DNA-
Enden von DNA-Fragmenten glatte DNA-Enden geschaffen, so dass eine Ligation der
betreffenden DNA-Fragmente moglich wurde. Der Ansatz wurde 30 min bei +37°C inkubiert
und tiber eine QIAquick-Siule gereinigt.

Reaktionsansatz:

DNA 100-300 ng
10x Klenow-Pufter 3,0 ul
2,5 mM dNTP 3,0 ul
Klenow-Polymerase 0,5 ul
Hzodd X },Ll

ad 30 ul

2.2.5.6 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Das photometrische Absorptionsmaximum von Nukleinsduren liegt bei 260 nm, das von
Proteinen bei 280 nm. Die mit Hilfe eines Spektralphotometers ermittelte OD,gp ermoglicht
die Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration einer Losung nach der Formel: ¢ = ODy4 * F
* VF / 1000 [pg/ul]. Dabei ist VF der Verdiinnungsfaktor, F beriicksichtigt die unterschiedlich
starke Absorption der verschiedenen Nukleinsduren mit F = 50 fiir dSDNA, F = 37 fiir RNA
bzw. ssDNA und F = 33 fiir Oligonukleotide. Der Quotient ODysp / ODxg ist ein MaB fiir den
relativen Proteingehalt und damit flir die Reinheit der Proben. Er sollte idealerweise zwischen
1,8 und 2,0 liegen.

2.2.5.7 Klonierungen

Als Grundlage fiir die Konstruktion des Plasmids NS1 sowie des Plasmids NS1+NS2 diente
der Vektor pBluescript II SK (-). Fiir die Klonierungsarbeiten wurde der Vektor enzymatisch
geschnitten. Nach der Reinigung mittels QIAquick Nucleotide Removal Kit erfolgte die
Dephosphorylierung der Plasmidenden, um die Religation der linearisierten DNA zu
verhindern. Anschlieend stand der Vektor fiir die Ligation zur Verfliigung.

2.2.5.7.1 Konstruktion des Plasmids NS1

Fiir die Konstruktion des Plasmids NS1 wurde das nach dem Prinzip der RT-PCR mit den
Primern HRSV rt Eco RI 5° und hNS1 Eco RI 3’ amplifizierte NS1-Gen einem Eco RI-
Restriktionsverdau unterzogen und unter Einwirkung von T4-DNA-Ligase in die Eco RI-
Schnittstelle des Vektors pBluescript I SK (—) integriert.
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2.2.5.7.2 Konstruktion des Plasmids NS1+NS2

Zur Konstruktion des Plasmids NS1+NS2 wurde ein DNA-Fragment mit den Genen NS1 und
NS2 am Stiick mittels RT-PCR mit den Primern HRSV rt Eco RI 5” und hNS2 rt Eco RI 3’
vervielfiltigt. Das Plasmid NS1+NS2 entstand durch das Einfligen des DNA-Fragments in die
Eco RI-Schnittstelle des Vektors pBluescript II SK ().

2.2.5.8 DNA-Sequenzierung

Fiir die DNA-Sequenzierung wurden die PCR-Produkte (2.2.5.8.1 Sequenzierung von PCR-
Produkten) bzw. Plasmidkonstrukte (2.2.5.8.2 Sequenzierung im Plasmid), H,O4¢ und Primer
zusammenpipettiert und in die Sequenzierabteilung im Haus (Leitung: Dr. H. Blum) gegeben.
Der Schmelzpunkt fiir die Analyse wurde nach folgender Formel berechnet:

To=22+144[ Y (AtT)+2+ > (G+O)]

2.2.5.8.1 Sequenzierung von PCR-Produkten

Reaktionsansatz:

PCR-Produkt 50 ng
Primer 1 pl
Hzodd X },Ll

ad 6 ul
Es wurden hNS1 5°, hNS2 3’ und HRSVrt Xho I 3’ als Primer verwendet.

2.2.5.8.2 Sequenzierung im Plasmid

Reaktionsansatz:

Konstrukt 300 ng
Primer 1 pl
Hzodd X },Ll

ad 6 ul

Als Primer wurden Reverse Primer, Universal sowie T7 eingesetzt.

2.2.6 Rechnergestiitzte Translation der NS1- und NS2-Nukleotidsequenzen in die
Aminosiuresequenzen und Sequenzvergleich

Die durch Sequenzierung der PCR-Produkte direkt bzw. im Plasmid bestimmten NS1- und
NS2-Nukleotidsequenzen der HRSV-Isolate wurden mit Hilfe des PC-Programms DNAMAN
Version 4.20 von Lynnon Biosoft in die entsprechenden Aminoséuresequenzen translatiert.
Mit dem gleichen Programm erfolgte auch der Vergleich der Nukleotid- und
Aminosduresequenzen von HRSV-Long-Stamm und HRSV-Patientenisolaten.
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2.2.7 Arbeiten mit Proteinen

2.2.7.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Bradford-Reagenz:

Coomassie Brillant-Blue G-250 50 mg
96%-iges Ethanol (v/v) 50 ml
H3PO4 (ortho-Phosphorséure) 100 ml
H20u4 x ul

ad 1000 m

lichtgeschiitzte Aufbewahrung

Die Proben wurden mit PBS mindestens zehnfach auf ein Endvolumen von 100 pl verdiinnt,
mit 900 pl Bradford-Reagenz gemischt und 10 min bei RT inkubiert. Die Extinktion wurde
bei 595 nm im Photometer gemessen. Die Proteinmenge der Proben konnte durch den
Vergleich mit einer BSA-Protein-Verdiinnungsreihe bekannter Konzentrationen ermittelt
werden.

2.2.7.2  Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) von Proteinen nach Limmli

5x Elektrophorese-Puffer:

Tris 500 mM
Glyzerin 750 mM
SDS 0,5%
2x Sammelgel-Puffer:

Tris-HCI pH 6,8 250 mM
2x Trenngel-Puffer:

Tris pH 8,8 750 mM
4% Sammelgel:

Acrylamid (40:1) 1,2 ml
2x Sammelgel- 6,0 ml
Puffer

10% SDS (w/v) 0,12 ml
Hzodd 4,4 ml
1% APS (w/v) 0,3 ml
TEMED 0,02 ml

10% Trenngel:

Acrylamid (100:1) 9,0 ml
2x Trenngelpuffer 18,0 ml
10% SDS (w/v) 0,96 ml
H>Ouq 44 ml
Glyzerin 1,8 ml
1% APS (w/v) 1,2 ml

TEMED 0,025 ml
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10x Kathodenpuffer:

Tris 0,1M
Tricine 0,1 M

SDS 0,1% (w/v)
pH-Einstellung auf 8,25 vor SDS-Zugabe
10x Anodenpuffer:

Tris-HCI 0,2M

pH 8,9

Zunéchst wurden zwei Glasplatten (18 x 16 mm) mit Aceton gereinigt und durch zwei Spacer
(1,5 mm) getrennt in die GieBvorrichtung eingespannt. Nach Zugabe von zuletzt 25 pl
TEMED zur Trenngel-Losung wurde diese zwischen die beiden Glasplatten gegossen und mit
100%-igem Ethanol bedeckt, um eine ebenmifige, horizontale obere Abschlusskante zu
erhalten. 1 h spéter war das Trenngel ausreichend polymerisiert. Das Ethanol wurde entfernt,
iiberschiissiges Ethanol mit Filterpapier aufgesogen und das Trenngel mit der Sammelgel-
Losung iiberschichtet. In die noch fliissige Losung wurde zur Formung der Geltaschen fiir die
aufzutragenden Proben ein 20-Well-Kamm gesteckt. Nach 20 min Polymerisierung des
Sammelgels wurde der 20-Well-Kamm entfernt und die Geltaschen mit Elektrophorese-Puffer
ausgespiilt. Das Gel wurde vertikal in die Elektrophoreseapparatur gespannt. In die untere
Pufferkammer wurden 1,4 1 Anodenpuffer, in die obere 0,6 1 Kathodenpuffer gegeben.

2.2.7.3 Aufarbeitung der Proben fiir die Polyacrylamidgelelektrophorese

Protein-Lyse-Mix:

SDS 2% (wW/v)
Tris 62,5 mM
Glyzerin 10% (v/v)
Harnstoff 6 M
Bromphenolblau 0,01%
Phenolrot 0,01%
B-Mercaptoethanol 5%
pH 6,8

Zur Aufarbeitung der Proben fiir die Polyacrylamidgelelektrophorese von Proteinen wurden
die mit einer m.o.i. von 0,1 infizierten Zellen einer 6-Well-Zellkulturplatte 48 h p.i. vorsichtig
mit PBS gewaschen und in 600 pl Protein-Lyse-Mix pro Ansatz unter Erhitzen auf 95°C fiir 5
min lysiert. Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (2.2.7.1) wurden
die Geltaschen mit jeweils gleichen Proteinmengen (5 bis 100 pl) beladen. Die
Gelelektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 60 V iiber einen Zeitraum von
16 h.
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2.2.7.4 Western Blot im Semi dry-Verfahren

10x Semi dry-Puffer:

Tris-HC1 1M 480 mM

Glycin 390 mM

SDS 20% 0,05%

pH 8,6, Einstellung vor Zugabe von SDS
Transferpuffer:

10x Semi dry-Pufter 10%(v/v)

Methanol 20%(v/v)

Hzodd 70%(V/V)
Waschpuffer (0,05% (v/v) Tween 20 in PBS):
PBS 500 ml

Tween 20 250 pl
Blocking-Puffer (5% Magermilchpulver in Waschpuffer):
Waschpuffer 80 ml
Magermilchpulver 4¢g

Nach abgelaufener Gelelektrophorese wurde das Gel vorsichtig von den Glasplatten gelost.
Die Markierung erfolgte durch Abschneiden der rechten unteren Ecke. Das Sammelgel wurde
abgetrennt und das Trenngel 30 min in Transferpuffer geschwenkt. Fiir den Transfer wurden
in einer Semi dry-Transfer-Apparatur nach vorherigem Benetzen der Apparatur mit
Transferpuffer von unten nach oben geschichtet: Gel-Blotting-Papier, Polyacrylamidgel,
Nitrozellulose-Transfermembran, Gel-Blotting-Papier. Der Transfer der Proteine auf die
Nitrozellulosemembran erfolgte in einer Semi dry-Transfer-Apparatur bei einer konstanten
Stromstérke von 100 mA iiber einen Zeitraum von 1 h 30 min.

Im Anschluss wurden die Proteine immunologisch nachgewiesen. Dazu wurde die
Nitrozellulosemembran zundchst in Blocking-Puffer geschwenkt und anschlieBend mit dem 1.
Antikérper (Verdiinnung 1:10.000 fiir Ziege-anti-RSV bzw. 1:7.000 fiir Ziege-anti-IC/C
(entspricht anti-NS1/NS2) in Waschpuffer) unter Schwenken iiber Nacht bei RT inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer fiir 20 min erfolgte die zweistiindige Inkubation
mit dem zweiten, gegen den ersten gerichteten und mit Peroxidase gekoppelten Kaninchen-
anti-Ziege-Antikorper (Verdiinnung 1:20.000 in Waschpuffer). Danach wurde die
Nitrozellulosemembran abermals drei Mal wie oben beschrieben gewaschen.

Die Detektion der Proteinbanden erfolgte auf Basis der spezifischen Bindung der Antikdrper
durch den Nachweis der Peroxidase mittels ECL-Detection Kit. In der ECL-Reaktion wurde
das Substrat Luminol durch die Peroxidase in Anwesenheit von H,O, zu 3-Aminophthalat
umgesetzt. Die bei der Reaktion freigewordene Lichtenergie wurde durch Exposition mit
einem Rontgenfilm detektiert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Anzucht der HRSV-Patientenisolate in HEp-2-Zellkultur

Die Anzucht der HRSV-Patientenisolate aus der Multi-Center-Studie des Instituts fiir Hygiene
und Mikrobiologie der Ruhr-Universitdit Bochum in HEp-2-Zellkultur gelang fiir die Isolate
61, 86, 109, 110, 104, 112 und 162, dic mittels IF-Test alle der Antigenuntergruppe A
zugeordnet werden konnten. Im Fall von Isolat 107 war eine Vermehrung in HEp-2-Zellkultur
nicht moglich, fiir Isolat 82 wverlief der IF-Test hinsichtlich der Antigenuntergruppe
ergebnislos, Isolat 136 erwies sich als der Antigenuntergruppe B zugehérig (2.1.2.2.2 HRSV-
Patientenisolate, Tabellen 4 und 5), was zu deren Ausschluss aus den Untersuchungen fiihrte.

3.1.1 Phinotypbeschreibung der HRSV-Patientenisolate in HEp-2-Zellkultur

In der Anzucht der HRSV-Patientenisolate in HEp-2-Zellkultur mit einer m.o.i. von 0,01
konnte 2 Tage nach dem ersten Umsetzen bzw. 4 Tage p.i. phénotypisch in allen Féllen keine
deutliche Synzytienbildung beobachtet werden. Die Mehrzahl der Zellen blieb in
abgerundetem bzw. nicht abgerundetem Zustand am Boden der Zellkultur haften. Das
Verhiltnis von abgerundeten und nicht abgerundeten Zellen am Zellkulturboden schwankte
zwischen 10% : 90% und 90% : 10% und war auch innerhalb jeder der Diagnosengruppen
uneinheitlich. Nur wenige abgerundete Zellen fanden sich im Uberstand (Tabelle 9).

. nicht abgerundete | abgerundete Zellen | abgerundete Zellen -
Diagnose | Isolat Zellen am Boden am Boden im Uberstand Synzytienbildung
61 90% <10% <1% Sommytionbiding
» keine deutliche
= _ 0 _ 0 o
E 86 10-20% 80-90% <5% Synzytienbildung
=
S . .
g 109 70% <30% <1% keine deutliche
= Synzytienbildung
110 80% <20% <1% g;ﬁ‘zeyﬁee‘r‘g‘i‘l’gsng
104 80% <20% <1% geme deutliche
o ynzytienbildung
2 12 20-30% 70-80% <5% keine deutliche
E5 Synzytienbildung
Z 5 . .
° 162 75% <25% <1% g;ﬁ‘zeyﬁee‘r‘g‘i‘l’gsng

Tabelle 9: Phinotypbeschreibung der HRSV-Patientenisolate in HEp-2-Zellkultur. Die
Anzucht der HRSV-Isolate in HEp-2-Zellkultur erfolgte mit einer m.o.i von 0,01. Dargestellt
ist das Erscheinungsbild 4 Tage p.i.
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3.1.2 Immunfluoreszenz (IF)-Markierung der Proteine der HRSV-Patientenisolate
in HEp-2-Zellkultur

Die IF-Markierung der Proteine der HRSV-Patientenisolate in HEp-2-Zellkultur nach
Infektion mit einer m.o.i. von 0,01 erbrachte 2 Tage p.i. im Fluoreszenzmikroskop ein Bild
von kleinen runden disseminierten Herden. Bei den Isolaten 109, 110 und 112 traten die
Herde auch gruppiert auf (Tabelle 10).

Diagnose Isolat markierte Zellen Aspekt im Fluoreszenzmikroskop
61 <1% vereinzelte kleine Herde
86 ~70% kleine runde disseminierte Herde
Bronchiolitis 109 ~10% disseminierte Herde, z.T. gruppiert
110 <1% vereinzelte kleine Herde, z.T. gruppiert
bstruk 104 <1% vereinzelte kleine Herde
obstruktive o . . .
Bronchitis 112 <1% vereinzelte kleine Herde, z.T. gruppiert
162 <1% vereinzelte kleine Herde

Tabelle 10: IF-Markierung der Proteine der HRSV-Patientenisolate in HEp-2-
Zellkultur. Angegeben ist das Erscheinungsbild im Fluoreszenzmikroskop nach IF-
Markierung 2 Tage p.i. bei Infektion mit einer m.o.i. von 0,01.

3.1.3 Wachstumskurven

Die Bestimmung der Wachstumskinetik der Isolate sollte Aufschluss iiber ihre relative
Replikationsfahigkeit unter denselben Bedingungen erbringen. Fiir die Erstellung der
Wachstumskurven (Abbildung 10) wurden HEp-2-Zellen mit den HRSV-Patientenisolaten
infiziert (m.o.i. = 0,01). Fiir alle Isolate ergab sich demzufolge am Tag 0O ein Virustiter von
10*. An den Tagen 1, 2, 3 und 4 p.i. wurden die Virustiter bestimmt. Vom ersten bis zum
dritten Tag stiegen die Virustiter kontinuierlich an. Nach vier Tagen p.i. war bei den Isolaten
61, 86, 109 und 112 ein Riickgang der Virustiter zu verzeichnen, eventuell durch CPE oder
Synzytienbildung bedingt, wihrend die Virustiter der Isolate 110, 104 und 162 noch
zunahmen. Die maximalen Virustiter lagen zwischen 10° und ca. 5x10’ (siche Abbildung 10).
Interessanterweise erreichten die HRSV-Isolate aus schwerer erkrankten Patienten mit der
Diagnose ,,Bronchiolitis* (Isolate 61, 86, 109, 110) in den HEp-2-Zellkulturen tendenziell
hohere Virustiter als diejenigen aus in geringerem Malle erkrankten Patienten mit der
Diagnose ,,obstruktive Bronchitis* (Isolate 104, 112, 162).

3.14 Interferon- (IFN-) Assays

Um die Interferon-Resistenz der HRSV-Isolate zu vergleichen, wurden infizierte Zellkulturen
mit rekombinantem a-IFN behandelt. Unmittelbar nach der Infektion (m.o.i. 0,1) wurden
ansteigende Dosen IFN zugegeben. Die Virustiter wurden drei Tage p.i. bestimmt. Alle
HRSV-Patientenisolate zeigten sich in gleicher Weise resistent gegeniiber o-IFN. Erst bei
unphysiologisch hohen o-IFN-Mengen waren deutlich verringerte Virustiter feststellbar
(Abbildung 11).
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Abbildung 10: Wachstumskurven der HRSV-Patientenisolate. Dargestellt sind die
Virustiter der HRSV-Isolate mit der Diagnose a) ,,Bronchiolits®, b) ,,obstruktive Bronchitis*
an den Tagen 0, 1, 2, 3, 4 p.i. (Schlender et al., 2001).
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Abbildung 11: Virustiterreduktion der HRSV-Patientenisolate unter a-IFN-Einfluss.
Angegeben ist die Virustiterreduktion der HRSV-Isolate mit der Diagnose a) ,,Bronchiolitis®,
b) ,,obstruktive Bronchitis* unter a-IFN-Einfluss 3 Tage p.i. Alle HRSV-Patientenisolate
zeigten sich in gleicher Weise resistent gegeniiber a-IFN. Erst bei unphysiologisch hohen a-
IFN-Mengen waren verringerte Virustiter feststellbar (Schlender et al., 2001).
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3.2

3.2.1

Darstellung der Virusproteine im Western Blot

Western Blot mit Markierung der Proteine NS1 und NS2

Um potentielle Unterschiede der Isolate auf Proteinebene zu analysieren, wurden die
Virusproteine durch Western-Blot-Experimente dargestellt. Zunichst wurden die am IFN-
escape beteiligten Proteine NS1 und NS2 durch Peptid-spezifische Seren nachgewiesen.
Nachdem die Lysate von HRSV-infizierten HEp-2-Zellen elektrophoretisch aufgetrennt
worden waren, erbrachte die Markierung des Western Blot mit Ziege-anti-IC/C als erstem
Antikorper bei allen mit den HRSV-Isolaten infizierten HEp-2-Zellen die beiden deutlich
hervortretenden Banden fiir die Proteine NS1 und NS2 (Abbildung 12). Die Kontrollspalte
mit nicht HRSV-infizierten HEp-2-Zellen zeigte dagegen keine entsprechenden Banden.

HRSV-
Proteine

HEp-2, nicht

61 86 109 110 104 112 162 HRSV-infiziert

Proteinleiter
[kD]

NS1
NS2

s sncan

215,0

105,0

69,8

43,3

28,3

18,1

15,4

Abbildung 12: Western Blot mit Markierung der Proteine NS1 und NS2 mit Ziege-anti-
IC/C als erstem Antikorper. Die beiden Banden fiir die Proteine NS1 und NS2 lagen bei
allen HRSV-Patientenisolaten vor. In der Kontrollspalte mit nicht HRSV-infizierten HEp-2-
Zellen fehlten die entsprechenden Banden.
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3.2.2

Western Blot mit Markierung aller HRSV-Proteine

Um andere HRSV-Proteine darzustellen, wurden die Lysate von HRSV-infizierten HEp-2-
Zellen nach elektrophoretischer Auftrennung mit einem Ziege-anti-RSV-Antikorper als
erstem Antikorper im Western Blot inkubiert (Abbildung 13). Dabei zeigte sich bei allen
infizierten Zellkulturen, nicht aber in den nicht-infizierten Kontrollzellen, ein typisches
Bandenmuster. Anhand eines Protein-Gréssenmarkers konnten die meisten Banden viralen
Proteinen zugeordnet werden. Offensichtliche Unterschiede zwischen den Isolaten wurden
nicht festgestellt.

HRSV-
Proteine

FO
F1

=

M2
F2

SHg
NS1

NS2
SHO

109

110

104

112

162

HEp-2, nicht
HRSV-infiziert

Proteinleiter
[kD]

215,0

105,0

69,8

43,3

28,3

18,1

15,4

Abbildung 13: Western Blot mit Markierung aller HRSV-Proteine mit Ziege-anti-RSV-
Antikorper als erstem Antikorper. Die Spalten mit den HRSV-Patientenisolaten wiesen ein
HRSV-spezifisches Bandenmuster auf, das in der Kontrollspalte nicht vorlag. Die
prominenten Banden stellen vermutlich virus-spezifische Proteine dar.
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3.3 Amplifikation der Gene NS1 und NS2

Mit Hilfe der 5’-Primer HRSV rt Eco RI 5°, hNS2 Nco I, hNS1 Nco I 5° und hNS1 5° sowie
der 3’-Primer HRSV rt Xho I 3’, hNS1 Eco RI 3’ und hNS2 rt Eco RI 3’ gelang die
Amplifikation unterschiedlich langer DNA-Fragmente des NS1-Gens, des NS2-Gens und
beider NS-Gene in einem Strang (Abbildung 14). Die RT-PCR-Produkte wurden direkt oder
auch nach vorangeganger Klonierung in den pBluescript SK (—)-Vektor im Plasmid
sequenziert.

5’ 3’
leader . .
A A
1. HRSVrtEco RIS HRSY rt Xhol 3’
A A
2. HRSVrtEco RIS hNS1 Eco RI 3°
A A
3. hNS2 Nco 1 5° HRSY rt Xhol 3’
A A
4. hNS1 Nco 15’ hNS2 rt Eco RI 3°
A A
5. hNS1 53’ hNS2 3’
A A
6. HRSVrtEcoRIS hNS2 rt Eco R1I 3’

Abbildung 14: Ubersicht der Primer und RT-PCR-Produkte. Darstellung nicht
malstabsgetreu. Aufgeflihrt sind die bei der Amplifikation der Gene NS1 und NS2
verwendeten Primerpaare und die zugehorigen RT-PCR-Produkte: 1. Die beiden
extragenischen Primer HRSV 1t Eco RI 5’ und HRSV rt Xhol 3° erméglichen die PCR-
Amplifikation der Gene NS1 und NS2 in voller Linge und in Kontinuitdt; 2. Mit dem
extragenischen Primer HRSV rt Eco RI 5” und intragenischen NS1-Primer hNS1 Eco RI 3’
kann NS1 in voller Linge vervielfdltigt werden; 3. Der intragenische Primer hNS2 Nco I 5°
und der extragenische Primer HRSV rt Xhol 3’ liefern NS2; 4. Unter Verwendung des
intragenischen Primers hNS1 Nco I 5’ und des extragenischen Primers hNS2 rt Eco RI 3’
werden NS1 und NS2 in einem Strang amplifiziert; 5. Die beiden intragenischen Primer hNS1
57 und hNS2 3’ fiihren zum RT-PCR-Produkt NS1 und NS2 in einem Strang; 6. Mit den
beiden extragenischen Primern HRSV rt Eco RI 5° und hNS2 rt Eco RI 3° werden NS1 und
NS2 in voller Lénge und in einem Strang amplifiziert.
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3.3.1 NS1 und NS2 in einem Strang in voller Linge mit zwei extragenischen
Primern

Mit Hilfe der beiden extragenischen Primer HRSV rt Eco RI 5° (5'-Primer, nicht kodierend)
und HRSV rt Xhol 3’ (N-Primer, d.h. Primer mit Bindungsstelle im N-Gen) konnten NS1 und
NS2 in einem Strang und in voller Lénge mit einer Produktléinge von etwa 1 kbp amplifiziert
werden.

3.3.2 NS1 allein in voller Linge mit einem extragenischen und einem NS1 3’-Primer

Die Amplifikation von NS1 allein in voller Linge gelang mit dem extragenischen Primer
HRSV rt Eco RI 5’ (5'-Primer, nicht kodierend) und dem NS1-Primer (d.h. Primer mit
Bindungsstelle im NS1-Gen) hNS1 Eco RI 3’ mit einer Produktlinge von ca. 500 bp
(Abbildung 15). Durch das Einfiigen der Eco RI-Schnittstellen an beiden Enden des NS1-
PCR-Produkts konnte dieses nach Eco RI-Verdau als Insert ins Plasmid kloniert werden
(Abbildung 16). Das NS1-Gen wurde anschlieBend im Plasmid sequenziert (Abbildung 17).

bp

12216 —

4072 —
3054 —

2036 —
1636 —

1018 —

507 —

1kb 61 86 107 109 110 Negativ- 104 112 162
DNA-Leiter kontrolle

Abbildung 15: PCR-Produkte aus der Amplifikation des NS1-Gens der HRSV-Isolate
mit den Primern HRSV rt Eco RI 5’ und hNS1 Eco RI 3°. Als Groenmarker dient eine
1kb DNA-Leiter. Das NS1-DNA-Fragment besitzt eine Gréfe von ca. 500 bp. Die
Negativkontrollen (PCR ohne cDNA) zeigen bei dieser Linge entsprechend keine Bande.

bp

3054 —

1636 —
1018 —

507 —

104 162 162

DNA-Leiter

Abbildung 16: Klonierte Plasmide mit dem Vektor Blueskript SK (-) und dem NS1-Gen
der HRSV-Isolate als Insert nach Bam HI- und Xho I-Restriktionsverdau. Als
GroBenmarker wird eine 1kb DNA-Leiter verwendet. Dargestellt sind die Banden der NS1-
DNA-Fragmente bei 500 bp und der Vektoren bei 3 kb.
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10 20 an
TACLAAAT TTATTTGACAA TGATGAAGTAGCATTGT

i

40 50 60 70 100
GTTAA A AATAACC TG C TATACT GACAL ATTGA TACAT TTAACTAATGCTTTGGCTAAGGCAGTGATACATACAA TCAZ

120 130 140 150 160 170 180
2 s A TTGAATGGCAT TGTATT TG TGLATGT TAT TACALAG TAGTGATATTTGCCCTAATAATAATATTGTAGT GAALTC

Dt

220 230
CCAACTTCACALACALATGCCAGTGT TACAAAATGGAGGTTATATATGGGALATGATGGAATTAACACACTGCTCTCA

A

310
CAACCCAATGGCCTAATAGATGACAATT TGT GAAATCAAATTCTCCAALAAACTAAMAGUCGAT T CAACAATGACCARLCT

Abbildung 17: Beispiel eines Chromatogramms der NS1-Sequenzierung. Dargestellt ist
die PCR-Sequenzierung des NS1-Gens von HRSV-Isolat 112. Die Sequenzierung beginnt mit
Position 38 des NSI-Gens. Das Ende des NSI1-Gens liegt bei Position 384 in der
Sequenzierung.
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3.33 NS2 mit einem NS- und einem extragenischen Primer

Das NS2-Gen konnte mit den Primern hNS2 Nco I 5° (NS2-Primer, d.h. Primer mit
Bindungsstelle im NS2-Gen) und HRSV rt Xhol 3* (N-Primer) mit einer Produktlinge von
etwa 500 bp vermehrt werden (Abbildung 18). AnschlieBend wurden die NS2-PCR-Produkte
sequenziert (Abbildung 19).

bp

12216 —

3054 —

1636 —
1018 —

507 —

1kb 61 Negativ- 104 112 162
DNA-Leiter kontrolle

Abbildung 18: PCR-Produkte aus der Amplifikation des NS2-Gens der HRSV-Isolate
mit den Primern hNS2 Nco I 5’ und HRSV rt Xhol 3°. Zur Groenmarkierung wird eine
kb DNA-Leiter eingesetzt. Das NS2-DNA-Fragment ist etwa 500 bp groB. In den
Kontrollspalten (PCR ohne cDNA) findet sich an dieser Stelle keine Bande.

10 20 an 40 50
AAGTAAGCGATTC AACAAT GACCAAT TATATGAATCHATTATCTGAATTACTTGC

110 120
GGEATTTGat CTCn ATCCATAAATTATAATAAATAT CAACT AGCAAATCA ATGTCACTAACACCATTAGTTAATAT

A o T B

130 140 150 160 170 180 130
Tt ATACTTGACAGAAGATAAAALTGGGGC A4 ATAAATAALACTTCAAC CGACCCAA CCATGGACACAACACAA

oL Vi ,“ ) A“m A l‘h‘“\m N
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200 210 220 230 240 250
ACAATGGTACTACACCACALAGACTGATGAT CACAGACATGAGACCATTGTCACTTGAGACTATAGATA

.A Il ‘ l‘““ | ““‘M‘“‘ M’ ] A‘MA Wl Ah

AACATCACTAACCAGAGACATCATAACACACAGATTTATATACTTGATAAATCATGAATGTATAGT(

o Mt

350 360 370 380 3
TGAGAAAACTTGATGAAAGA CAGGUCACATTTACATTCCTGGTCAACTATGAAZATGAAL CTATTGCATC,

oo W !‘ huwb ‘ul WA .«‘MA‘A‘

400 410 420 430 44
CAAAGTGGG AAGC ACTAAATAC AAAAALTAT ACTGAATACAACACAAAATATGGCACTTTTCCTATGCCAATA

Al A“MM AL AN b A “ N A AA» )

A

470 430 490 s500
CATTTATCAAT CATGATGGGTTC TTAGAATGCATTGGCATT A4

Abbildung 19: Beispiel eines Chromatogramms der NS2-Sequenzierung. Dargestellt ist
die PCR-Sequenzierung des NS2-Gens von HRSV-Isolat 109. Das NS2-Gen beginnt bei
Position 184. Position 509 im vorliegenden Chromatogramm ist im NS2-Gen Position 326.
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3.34 NS1 und NS2 mit einem NS- und einem extragenischen Primer

Die PCR-Amplifikation mit den Primern hNS1 Nco I 5* (NS1-Primer) und hNS2 rt Eco RI 3’
(3’-Primer, nicht kodierend) flihrte zu einem Produkt mit den Genen NS1 und NS2 in einem
Strang mit einer Produktlinge von ca. 1 kbp (Abbildung 20).

bp

12216 —

3054 —
1636 —
1018 —

507 —

1kb  Negativ- 61 86 109 110 104 112 162
DNA-Leiter kontrolle

Abbildung 20: PCR-Produkte aus der Amplifikation von NS1 und NS2 der HRSV-
Isolate mit den Primern hNS1 Nco I 5’ und hNS2 rt Eco RI. Eine 1 kb DNA-Leiter dient
der GroBenmarkierung. NS1 und NS2 liegen in einem Strang vor und weisen eine Linge von
ca. 1 kbp auf. Die Negativkontrollen (PCR ohne cDNA) liefern keine Bande in
entsprechender Hohe.

3.3.5 NS1 und NS2 mit zwei NS-Primern

Mit Hilfe der Primer hNS1 5’ (NS1-Primer) und hNS2 3° (NS2-Primer) wurden NS1 und NS2
in einem Strang mit einer Produktlinge von etwa 1 kbp amplifiziert (Abbildung 21) und die
PCR-Produkte sequenziert (Abbildung 17 und 19). Im Anschluss wurden diese als Insert in
einer blunt end-Klonierung in den pBluescript II SK-Vektor eingefiigt.

bp

12216 —

3054 —

1636 —
1018 —

507 —

1kb Negativ-
DNA-Leiter kontrolle

Abbildung 21: PCR-Produkte aus der Amplifikation von NS1 und NS2 der HRSV-
Isolate mit den Primern hNS1 5’ und hNS2 3°. Als Groenmarker wird eine 1 kb DNA-
Leiter eingesetzt. Die NS1+NS2-DNA-Fragmente liegen in einem Strang vor und sind etwa 1
kbp groB. In der Kontrollspalte (PCR ohne cDNA) findet sich keine entsprechend Bande.
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3.3.6 NS1 und NS2 in einem Strang in voller Linge mit zwei extragenischen
Primern

Die beiden extragenischen Primer HRSV rt Eco RI 5’ (5'-Primer, nicht kodierend) und hNS2
rt Eco RI 3’ (3’-Primer, nicht kodierend) ermoglichten die PCR-Amplifikation von NS1 und
NS2 in einem Strang und in voller Lidnge mit einer Produktlinge von ca. 1 kbp (Abbildung
22). Nach Eco RI-Verdau wurde das NS1+NS2-DNA-Fragment in den pBluescript II SK(-)-
Vektor kloniert (Abbildung 23). Die Gene NS1 und NS2 wurden sowohl als PCR-Produkte
als auch im Plasmid sequenziert (Abbildung 17 und 19).

bp

12 216 -

4072 —
3054 —

2036 ---
1636 ---

1018 ---

1kb Negativ- 61 86 104 112 162 109 110
DNA-Leiter kontrolle

Abbildung 22: PCR-Produkte aus der Amplifikation von NS1 und NS2 der HRSV-
Isolate mit den Primern HRSV rt Eco RI 5° und hNS2 rt Eco RI 3’. Eine 1 kb DNA-
Leiter dient als GroBenmarker. NS1 und NS2 liegen in einem Strang und in voller Linge vor
und haben eine Grofle von ca. 1 kbp. Die Negativkontrollen (PCR ohne cDNA) zeigen an
dieser Stelle entsprechend keine Bande.

bp

3054 —

1636 —
1018 —

1kb 61 61 86 86 104 104 112 112 162 109 110 110
DNA-Leiter

Abbildung 23: Klonierte Plasmide mit dem Vektor Blueskript SK (-) und NS1+NS2 der
HRSV-Isolate als Insert nach Eco RI-Restriktionsverdau. Als GroBBenmarker wird eine
1kb DNA-Leiter verwendet. Dargestellt sind die Banden der NS1+NS2-DNA-Fragmente bei
1kb und der Vektoren bei 3 kb.
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34 Darstellung und Vergleich der NS1- und NS2-Nukleotid- und Aminosiure-
sequenzen des HRSV-Long-Stamms und der HRSV-Patientenisolate

Die NSI- und NS2-Nukleotidsequenzen der HRSV-Isolate wurden durch Sequenzierung
sowohl der PCR-Produkte direkt als auch im Plasmid bestimmt. Die Translation in die
entsprechenden Aminoséduresequenzen wie auch der Sequenzenvergleich erfolgte mit dem
PC-Programm DNAMAN Version 4.20 von Lynnon Biosoft.

Die zu vergleichenden Sequenzen der HRSV-Isolate 61, 86, 109, 110, 104, 112 und 162
sowie die Sequenz des HRSV-Long-Stamms als Referenz wurden untereinander angeordnet.
Identische Sequenzabschnitte sind schwarz unterlegt und finden sich in der untersten Zeile als
Consensus-Sequenz. Zu 87,5% iibereinstimmende Sequenzanteile sind blau markiert, eine
75%-ige I1dentitit ist rot gekennzeichnet.

3.4.1 NS1-Nukleotid- und Aminosiuresequenzen

3.4.1.1 Multiple Alignment der NS1-DNA-Sequenzen

Im Multiple Alignment der NS1-DNA-Sequenzen zeigte der HRSV-Long-Stamm 3,3% (14
Nukleotide) Divergenz von der Mehrheit der Patientenisolate. Dabei handelte es sich um
einzelne abweichende Nukleotide, die disseminiert in der gesamten Lidnge der NS1-DNA-
Sequenz auftraten.

Die HRSV-Isolate untereinander waren weitgehend identisch. Vereinzelte Austausche waren
lediglich an 6 Positionen innerhalb der NS1-DNA-Sequenz festzustellen. An Position 18
waren die Isolate 104 und 162 mit der Base Adenin besetzt, wihrend in allen anderen Fallen
Guanin vorlag. Ein weiterer Unterschied von Isolat 162 zeigte sich an Position 244 mit
Adenin statt Guanin. Isolat 109 besa3 Abweichungen an Position 90 mit Cytosin statt Thymin
und an Position 272 mit Guanin statt Adenin. Bei Isolat 86 fand sich an Position 227 Guanin
anstelle von Adenin, bei Isolat 110 an Position 342 Thymin im Austausch gegen Cytosin. Die
Isolate 61 und 112 wiesen keinerlei Anderungen auf (Abbildung 24).

NS1-DNA — HRSV long G G G 60
NS1-DNA —Isolat 61 A G A 60
NS1-DNA —Isolat 86 A G A 60
NS1-DNA —Isolat 109 A G A 60
NS1-DNA —Isolat 110 A G A 60
NS1-DNA —Isolat 104 A A A 60
NS1-DNA —Isolat 112 A G A 60
NS1-DNA —Isolat 162 A A A 60
Consensus atgggcagcaattc tt agtatgataaaagttagattacaaaattt tttgacaat gat

NS1-DNA — HRSV long A T A 120
NS1-DNA —Isolat 61 C T G 120
NS1-DNA —Isolat 86 C T G 120
NS1-DNA —Isolat 109 C C G 120
NS1-DNA —Isolat 110 C T G 120
NS1-DNA —Isolat 104 C T G 120
NS1-DNA —Isolat 112 C T G 120
NS1-DNA —Isolat 162 C T G 120

Consensus gaagtagcattgttaaaaataac tgcta actgacaaatt atacatttaact aat gct
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NS1-DNA — HRSV long
NS1-DNA —Isolat 61
NS1-DNA —Isolat 86
NS1-DNA - Isolat 109
NS1-DNA —Isolat 110
NS1-DNA - Isolat 104
NS1-DNA —Isolat 112
NS1-DNA - Isolat 162
Consensus

NS1-DNA — HRSV long
NS1-DNA —Isolat 61
NS1-DNA —Isolat 86
NS1-DNA - Isolat 109
NS1-DNA —Isolat 110
NS1-DNA - Isolat 104
NS1-DNA —Isolat 112
NS1-DNA - Isolat 162
Consensus

NS1-DNA — HRSV long
NS1-DNA —Isolat 61
NS1-DNA —Isolat 86
NS1-DNA - Isolat 109
NS1-DNA —Isolat 110
NS1-DNA - Isolat 104
NS1-DNA —Isolat 112
NS1-DNA - Isolat 162
Consensus

NS1-DNA — HRSV long
NS1-DNA —Isolat 61
NS1-DNA —Isolat 86
NS1-DNA - Isolat 109
NS1-DNA —Isolat 110
NS1-DNA - Isolat 104
NS1-DNA —Isolat 112
NS1-DNA - Isolat 162
Consensus

NS1-DNA — HRSV long
NS1-DNA —Isolat 61
NS1-DNA —Isolat 86
NS1-DNA - Isolat 109
NS1-DNA —Isolat 110
NS1-DNA - Isolat 104
NS1-DNA —Isolat 112
NS1-DNA - Isolat 162
Consensus

>>>>>>>0

ttggct aaggcagt gat acat acaat caaattgaat ggcattgt tttgtgcatgttatt

AT
AC

AC
AC
AC
AC
AC
acaagt agt gat att t gccct aat aat aat att gtagt aaatcca ttcacaacaatg

DOOOOOO >

TOOOOOOO
A4 444440
>>>>Q>>>
ocoooooonH

cca tg tacaaaat ggaggttat atatggg aatgatggaattaacaca tgctctcaa

ooooooo -
ooooooo -
ooooooo -
O00O-H4H0000
ooo0oo0oooo -

cc aatgg ctaatagat gacaattgtgaaat aaattctc aaaaaactaag gattca

ooo0oo0oooo -

acaatgaccaa tat atgaat caattatct gaattacttggatttgat cttaat ccataa

180
180
180
180
180
180
180
180

240
240
240
240
240
240
240
240

300
300
300
300
300
300
300
300

360
360
360
360
360
360
360
360

420
420
420
420
420
420
420
420

Abbildung 24

Multiple  Alignment der NS1-DNA-Sequenzen.

Identische

Sequenzabschnitte sind schwarz unterlegt und finden sich in der untersten Zeile als
Consensus-Sequenz. Zu 87,5% iibereinstimmende Sequenzanteile sind blau markiert, eine
75%-ige 1dentitit ist rot gekennzeichnet.




65

3.4.1.2  Multiple Alignment der NS1-Aminosiuresequenzen

Der Vergleich der NS1-Aminoséduresequenzen zeigte, dass die Mehrzahl der Abweichungen
in den NS1-RNA-Sequenzen aufgrund der degenerierten Eigenschaft des genetischen Codes
keinerlei Auswirkungen auf die Aminosduresequenz hatte (Abbildung 25). Die hinsichtlich
der NS1-DNA-Sequenz 96,7%-ige Identitit des HRSV-Long-Stamms steht einer beziiglich
der NS1-Aminosiuresequenz 100%-igen Ubereinstimmung mit der Mehrheit der HRSV-
Patientenisolate gegeniiber.

Insgesamt konnte bei 3 verschiedenen HRSV-Patientenisolaten ein einzelner
Aminosdureaustausch mit jeweils unterschiedlicher Lokalisation festgestellt werden. Isolat 86
besall an Position 76 Serin (neutral, polar, klein), wihrend in allen anderen Fillen Asparagin
(neutral, polar, mittegrofl) vorlag. Bei Isolat 162 war an Position 82 Methionin (neutral,
hydrophob, grof3) anstatt Valin (neutral, hydrophob, grof3) anzutreffen. Bei Isolat 109 fand
sich an Position 91 Glycin (neutral, hydrophob, klein) anstelle von Glutaminsdure (sauer,
polar, groB).

NS1-Protein — HRSV long 60
NS1-Protein — Isolat 61 60
NS1-Protein — Isolat 86 60
NS1-Protein — Isolat 109 60
NS1-Protein — Isolat 110 60
NS1-Protein — Isolat 104 60
NS1-Protein — Isolat 112 60
NS1-Protein — Isolat 162 60
Consensus mgsnsl sm kvr I gnl fdndeval | ki tcytdklihltnal akavi hti kl ngi vfvhvi

NS1-Protein — HRSV long N \Y E 120
NS1-Protein — Isolat 61 N \Y E 120
NS1-Protein — Isolat 86 S \Y E 120
NS1-Protein — Isolat 109 N \Y G 120
NS1-Protein — Isolat 110 N \Y E 120
NS1-Protein — Isolat 104 N \Y E 120
NS1-Protein — Isolat 112 N \Y E 120
NS1-Protein — Isolat 162 N M E 120
Consensus tssdicpnnnivvks fttnp | gnggyi w melthcsgpngli ddncei kf skkl sds

NS1-Protein — HRSV long 180
NS1-Protein — Isolat 61 180
NS1-Protein — Isolat 86 180
NS1-Protein — Isolat 109 180
NS1-Protein — Isolat 110 180
NS1-Protein — Isolat 104 180
NS1-Protein — Isolat 112 180
NS1-Protein — Isolat 162 180
Consensus tmt nymngl sel | gf dl np

Abbildung 25: Multiple Alignment der NSl1-Aminosiuresequenzen. Identische
Sequenzabschnitte sind schwarz unterlegt und finden sich in der untersten Zeile als
Consensus-Sequenz. Zu 87,5% iibereinstimmende Sequenzanteile sind blau markiert.
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3.4.2 NS2-Nukleotid- und Aminosiuresequenzen

3.4.2.1 Multiple Alignment der NS2-DNA-Sequenzen

Im Vergleich der NS2-Nukleotid-Sequenzen waren alle HRSV-Patientienisolate
untereinander identisch (Abbildung 17). Gegeniiber der NS2-Nukleotid-Sequenz des HRSV-
Long-Stamms bestand eine Abweichung von 3,5% (13 Nukleotide), welche einzelne
Nukleotide innerhalb der gesamten Lénge der Sequenz verteilt betraf.

NS2-DNA — HRSV long
NS2-DNA —Isolat 61
NS2-DNA —Isolat 86
NS2-DNA - Isolat 109
NS2-DNA —Isolat 110
NS2-DNA - Isolat 104
NS2-DNA —Isolat 112
NS2-DNA - Isolat 162
Consensus

NS2-DNA — HRSV long
NS2-DNA —Isolat 61
NS2-DNA —Isolat 86
NS2-DNA - Isolat 109
NS2-DNA —Isolat 110
NS2-DNA - Isolat 104
NS2-DNA —Isolat 112
NS2-DNA - Isolat 162
Consensus

NS2-DNA — HRSV long
NS2-DNA —Isolat 61
NS2-DNA —Isolat 86
NS2-DNA - Isolat 109
NS2-DNA —Isolat 110
NS2-DNA - Isolat 104
NS2-DNA —Isolat 112
NS2-DNA - Isolat 162
Consensus

NS2-DNA — HRSV long
NS2-DNA —Isolat 61
NS2-DNA —Isolat 86
NS2-DNA - Isolat 109
NS2-DNA —Isolat 110
NS2-DNA - Isolat 104
NS2-DNA —Isolat 112
NS2-DNA - Isolat 162
Consensus
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0000000 >
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A4 444440

>>>>>>>0O

gat gat cacagacat gagaccg

ttgtcactt gagact a aataacatcactaaccagagacat cataacacacagatttata

DOOOOO O >
A4 444440

tactt ataaatcatgaatg atagtgagaaaactt gat gaaagacaggccacatttaca

ttcctggtcaact at gaaat gaaact att gcacaaagt
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oOoo0oo0oo0oooo-H
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NS2-DNA — HRSV long C G C 300
NS2-DNA —Isolat 61 T A T 300
NS2-DNA —Isolat 86 T A T 300
NS2-DNA —Isolat 109 T A T 300
NS2-DNA —Isolat 110 T A T 300
NS2-DNA —Isolat 104 T A T 300
NS2-DNA —Isolat 112 T A T 300
NS2-DNA —Isolat 162 T A T 300
Consensus tat act gaat acaacacaaaat at ggcacttt cctatgcc atatt atcaatcat gat

NS2-DNA — HRSV long T 360
NS2-DNA —Isolat 61 C 360
NS2-DNA —Isolat 86 C 360
NS2-DNA - Isolat 109 C 360
NS2-DNA —Isolat 110 C 360
NS2-DNA —Isolat 104 C 360
NS2-DNA —Isolat 112 C 360
NS2-DNA —Isolat 162 C 360
Consensus gggttcttagaatgcatt ggcatt aagcct acaaagca act cccataat at acaagt at

NS2-DNA — HRSV long A 420
NS2-DNA —Isolat 61 G 420
NS2-DNA —Isolat 86 G 420
NS2-DNA —Isolat 109 G 420
NS2-DNA —Isolat 110 G 420
NS2-DNA —Isolat 104 G 420
NS2-DNA —Isolat 112 G 420
NS2-DNA —Isolat 162 G 420
Consensus gat ctcaat ccat a

Abbildung 26:  Multiple Alignment der NS2-DNA-Sequenzen. Identische
Sequenzabschnitte sind schwarz unterlegt und finden sich in der untersten Zeile als
Consensus-Sequenz. Zu 87,5% iibereinstimmende Sequenzanteile sind blau gekennzeichnet.

3.4.2.2  Multiple Alignment der NS2-Aminosiuresequenzen

Entsprechend der 100%-igen Ubereinstimmung der HRSV-Patientenisolate hinsichtlich der
NS2-DNA-Sequenz stellten sich die betreffenden NS2-Aminoséuresequenzen in gleicher
Weise identisch dar (Abbildung 27).

Gegeniiber der NS2-Aminosduresequenz des HRSV-Long-Stamms war eine Abweichung in 3
Aminosduren festzustellen. An Position 7 stand Asparaginsdure (sauer, polar, mittelgrof3)
anstelle von Glycin (neutral, hydrophob, klein), an Position 8 Asparagin (neutral, polar,
mittelgrol) im Austausch gegen Threonin (neutral, polar, mittelgroB3). Isoleucin (neutral,
hydrophob, grof3) an Position 26 bei den HRSV-Patientenisolaten war in der Referenzsequenz
ersetzt durch Threonin (neutral, polar, mittelgroB3).
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NS2-Protein — HRSV long DN T 60
NS2-Protein — Isolat 61 GT | 60
NS2-Protein — Isolat 86 GT | 60
NS2-Protein — Isolat 109 GT | 60
NS2-Protein — Isolat 110 GT | 60
NS2-Protein — Isolat 104 GT | 60
NS2-Protein — Isolat 112 GT | 60
NS2-Protein — Isolat 162 GT | 60
Consensus mdtthn tpqgrimtdmrplslet itsltrdiithrfiylinhecivrkldergatft

NS2-Protein — HRSV long 120
NS2-Protein — Isolat 61 120
NS2-Protein — Isolat 86 120
NS2-Protein — Isolat 109 120
NS2-Protein — Isolat 110 120
NS2-Protein — Isolat 104 120
NS2-Protein — Isolat 112 120
NS2-Protein — Isolat 162 120
Consensus flvnyenkl | hkvgst kykkyt eynt kygt f pnpi f i nhdgf | eci gi kpt kht pi i yky

NS2-Protein — HRSV long 180
NS2-Protein — Isolat 61 180
NS2-Protein — Isolat 86 180
NS2-Protein — Isolat 109 180
NS2-Protein — Isolat 110 180
NS2-Protein — Isolat 104 180
NS2-Protein — Isolat 112 180
NS2-Protein — Isolat 162 180
Consensus dl np

Abbildung 27: Multiple Alignment der NS2-Aminosiduresequenzen. Identische

Sequenzabschnitte sind schwarz unterlegt und finden sich in der untersten Zeile als

Consensus-Sequenz. Zu 87,5% iibereinstimmende Sequenzanteile sind blau markiert.
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4 DISKUSSION

In dieser Arbeit wurden zellbiologische und molekularbiologische Aspekte von klinischen
HRSV-Isolaten aus fiinf bis flinfzehn Monate alten Kindern untersucht. Die Einteilung der
HRSV-Patientenisolate in die beiden Diagnosegruppen ,,Bronchiolitis* und ,obstruktive
Bronchitis“ erfolgte nach dem jeweiligen Schweregrad des klinischen Krankheitsverlaufs
(2.1.2.2.2  HRSV-Patientenisolate). = Besonderes = Augenmerk  wurde auf die
Wachstumseigenschaften der Isolate in Zellkultur, ihre Interferon-Resistenz, und die Sequenz
der am IFN-Escape beteiligten NS-Protein-Gene gelegt.

4.1 Anzucht der HRSV-Patientenisolate in HEp-2-Zellkultur

Durch die Anzucht der klinischen HRSV-Isolate in HEp-2-Zellkultur unter identischen
Bedingungen wurden patientenabhéngige Faktoren ausgeschaltet und damit die Grundlage fiir
die Vergleichbarkeit der Wachstumseigenschaften der Isolate geschaffen (3.1 Anzucht der
HRSV-Patientenisolate in HEp-2-Zellkultur).

Der Vergleich der klinischen HRSV-Isolate hinsichtlich ihres Phinotyps in Bezug auf
zytopathogene Effekte (CPE) und Syncytienbildung 4 Tage p.i. bei Infektion mit einer m.o.i.
von 0,01 ergab keine charakteristischen Unterschiede zwischen den beiden Diagnosegruppen
,Bronchiolitis* und ,,obstruktive Bronchitis®. Dementsprechend bestand keine Korrelation
zwischen den phénotypischen Eigenschaften der Isolate und deren Virulenz in vivo (3.1.1
Phénotypbeschreibung der HRSV-Patientenisolate in HEp-2-Zellkultur). Lediglich die Zahl
abgerundeter Zellen, vermutlich auf unterschiedliche = Wachstumsgeschwindigkeit
zurlickzufiihren, war verschieden. Deutliche Synzytienbildung war bei keinem der Isolate in
Hep-Zellen zu verzeichnen, obwohl wie in der IF gezeigt, Herde von infizierten Zellen
vorlagen.

Die IF-Markierung der Proteine der HRSV-Patientenisolate in HEp-2-Zellkultur nach
Infektion mit einer m.o.i. von 0,01 zeigte 2 Tage p.i. im Fluoreszenzmikroskop in den meisten
Fillen vereinzelte kleine Herde und entsprach damit einem Anfangsstadium der HRSV-
Infektion (3.1.2 Immunfluoreszenz (IF)-Markierung der Proteine der HRSV-Patientenisolate
in HEp-2-Zellkultur). Die Infektion mit einer m.o.i. von 0,01 im Gegensatz zur m.o.i. von 0,1
in den Experimenten zur Erstellung von Wachstumkurven diente einer besseren Beurteilung
des Erscheinungsbildes der HRSV-infizierten HEp-2-Zellkultur, wihrend bei den
Wachstumskurven weniger der Aspekt als die Virustiter von Bedeutung waren.

In den erstellten Wachstumskurven konnten die Wachstumseigenschaften der HRSV-Isolate
unter identischen Bedingungen aufgezeigt werden (3.1.3 Wachstumskurven). Drei von vier
Isolaten aus der Gruppe ,,Bronchiolitis“ zeigten ein schnelles Wachstum und fiihrten rasch zu
hohen maximalen Virustitern (10° bis 107 infektiése Viruspartikel/ ml). Der Riickgang der
Virustiter nach drei Tagen deutet auf einen zunehmenden CPE durch die Viren hin. Mit
Ausnahme eines Isolates wuchsen die Viren aus der Gruppe ,,Bronchitis* langsamer und
erreichten Maximaltiter von unter 10°. Der Befund, dass die HRSV-Isolate aus schwerer
erkrankten Patienten mit der Diagnose ,Bronchiolitis“ in HEp-2-Zellkultur tendenziell
schneller und zu hoheren Virustitern wachsen als diejenigen aus in geringerem Maf3e
erkrankten Patienten mit der Diagnose ,,0bstruktive Bronchitis* legt eine Korrelation
zwischen Replikationsfahigkeit in vitro und Virulenz in vivo nahe.
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Interessanterweise spiegelten sich die in vivo vorhandenen, aber angesichts multikausaler
Zusammenhinge nicht objektivierbaren deutlichen Virulenzunterschiede unter den klinischen
HRSV-Isolaten in vitro wider. Weitere Untersuchungen in vifro, mit anderen Zelllinien,
priméren Zellen und Lungenepithelzellen konnten evtl. eine Korrelation untermauern.

4.2 Expression viraler Proteine

4.2.1 HRSV-Proteine allgemein

Die Expression der viralen Proteine wurde durch Western Blot-Experimente analysiert, um
eventuelle wesentliche Unterschiede zwischen den Isolaten aufzuzeigen. Durch die
Markierung HRSV-typischer Banden mit einem RSV-Antiserum konnte in Lysaten von
HRSV-infizierten HEp-2-Zellen fiir sdmtliche HRSV-Patientenisolate die Synthese
virusspezifischer Proteine in HEp-2-Zellkultur nachgewiesen werden. Als Negativkontrolle
diente eine Spur mit nicht HRSV-infizierten HEp-2-Zellen, die keine entsprechenden Banden
aufwies.

Der zur Markierung aller HRSV-Proteine eingesetzte Ziege-anti-RSV-Antikorper erbrachte
bei allen Isolaten ein vergleichbares HRSV-spezifische Bandenmuster. Abhingig von der
Immunogenitit des jeweiligen Proteins und dessen GroBenverteilung zeichneten sich die
Proteinbanden entsprechend intensiv ab. Nach Infektion mit RSV werden meist Antikorper
gegen die Oberflichenproteine F und G sowie gegen M und N induziert. Anhand der
bekannten GroBe der RSV Proteine lieBen sich zahlreiche Proteine den einzelnen Banden
zuordnen. Wesentliche Unterschiede in der Synthese virusspezifischer Proteine konnten nicht
nachgewiesen werden. Die unterschiedliche Intensitit der Banden insgesamt ist auf die
unterschiedlichen Wachstumscharakteristika der Isolate zuriickzufiihren. In HRSV-infizierter
HEp-2-Zellkultur entsprach das Erscheinungsbild der Western Blots insgesamt dem
erwarteten Resultat.

Die beiden Nicht-Strukturproteine NS1 und NS2 vermitteln die IFN-Resistenz von HRSV.
Um die Expression der NS Proteine zu {iberpriifen, wurde ein Peptidserum eingesetzt, das
gegen eine C-terminale Sequenz des NS1 gerichtet ist und das mit NS2 kreuz-reagiert
(a-IC/C; freundlicherweise von J.A. Melero, Madrid, zur Verfligung gestellt). Mit Hilfe
dieses Serums konnten beide NS-Proteine aller Isolate dargestellt werden. Wiederum ergaben
sich keine wesentlichen Unterschiede.

4.2.2 Funktion der NS-Proteine

Die NS-Proteine vermitteln die Resistenz von HRSV gegen die IFN-induzierte antivirale
Antwort der Wirtszelle. Um zu untersuchen, ob Unterschiede in der IFN-Resistenz zur
Virulenz der Isolate in vivo beitragen, wurde das Wachstum der Viren in Anwesenheit von
exogenem IFN analysiert. Dazu wurden infizierte Kulturen mit ansteigenden Mengen a-IFN
inkubiert und die Reduktion der Virustiter bestimmit.

Bis zu einer o-IFN-Aktivitidt von 500 U/ml war in sdmtlichen Féllen keine Virustiterreduktion
festzustellen. Erst bei hoherer a-IFN-Aktivitdt (>2.000 U/ml) wurde das Viruswachstum
gehemmt. Angesichts dieser unphysiologisch hohen o-IFN-Aktivitit ist fiir das
unterschiedliche Ausmal3 der Virustiterreduktion bei den Isolaten in diesem Bereich kein
IFN-abhdngiger Selektionsdruck als Grund zu vermuten. Demnach besitzen alle untersuchten
HRSV-Patientenisolate eine stark ausgeprégte Resistenz gegeniiber dem Einfluss von a-IFN.
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4.3 Amplifikation und Sequenzanalyse der HRSV-NS1- und NS2-Gene

Um die Variabilitdt der NS Gene der HRSV Isolate zu bestimmen, wurden deren Sequenzen
analysiert. Anhand von RNA aus den HRSV-Isolaten wurde mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase cDNA synthetisiert (2.2.5.1 Reverse Transkriptase (RT)-Reaktion). Mit der
cDNA als Template wurden NS1 und NS2 sowohl einzeln als auch in einem Strang nach dem
Prinzip der PCR in vitro amplifiziert (3.3. Amplifikation der Gene NS1 und NS2). Eine Reihe
von Probeldufen war notwendig, bis optimale PCR-Ergebnisse erzielt wurden. Dabei spielte
neben der Auswahl passender Primerpaare mit moglichst gleicher Schmelztemperatur die
Einstellung der giinstigsten Hybridierungstemperatur im Thermocycler sowie das Einfligen
von geeigneten Restriktionsstellen fiir spdtere Klonierungsarbeiten eine Rolle. Insgesamt
wurden jeweils 5 verschiedene 5’- bzw. 3’-Primer (2.1.2.3 Oligonukleotide) in
unterschiedlicher Paarkombination bei gleichzeitiger schrittweiser Austarierung der
Hybridierungstemperatur eingesetzt, bis beste Resultate vorlagen.

Fiir die Konstruktion von Plasmiden mit den Genen NSI und NS2 wurde anfangs mit 2
verschiedenen Restriktionsschnittstellen bei Vektor und Insert gearbeitet (2.2.5.7
Klonierungen). Nach dem Restriktionsverdau des Vektors und des beidseits mit
entsprechenden Schnittstellen versehenen PCR-Produkts mit den Enzympaaren Xho I und
Eco RI, Nco I und Eco RI sowie Not I und Kpn I wurden die entsprechenden Ligationen
durchgefiihrt. Trotz intensiver Bemiihungen und wiederholter Versuche konnten keine
reproduzierbaren Klonierungsergebnise erreicht werden. Dies war auch bei den konsekutiv
durchgefiihrten Klonierungsexperimenten mittels blunt end-Ligation der Fall. Der Grund
hierfiir blieb unklar, es konnte im Einzelnen keine Fehlerquelle ermittelt werden.

Eine effektive Klonierung wurde schlieBlich durch Restriktionsverdau des Vektors und des
beidseits mit Eco RI-Schnittstellen versehenen PCR-Produkts (3.2.2 NS1 in voller Linge mit
einem extragenischen und einem NS-Primer, Primer: HRSV rt Eco RI 5°, hNS1 Eco RI 3’;
3.2.6 NS1 und NS2 in voller Linge mit zwei extragenischen Primern, Primer: HRSV 1t Eco
RI 5°, hNS2 rt Eco RI 3’) mit Eco RI als einzigem Restriktionsenzym erzielt (2.2.5.5.1 DNA-
Restriktionsendonukleaseverdau). Die positiven Klone, d.h. die erfolgreich transformierten
Bakterienkolonien mit Insertion der Gene NS1 bzw. NS1 und NS2, machten etwa die Halfte
der Klone des Transformationsansatzes insgesamt aus und wurden mittels Blau-weif3-
Kolonie-Screening identifiziert (2.1.2.4.1 Eigenschaften des pBluescript I SK (—)-Vektors).

NS1, NS2 und NS1+NS2 wurden als PCR-Produkte, NS1 und NS1+NS2 auch im Plasmid
sequenziert (2.2.5.8 DNA-Sequenzierung). Bei den Plasmiden handelte es sich um Konstrukte
aus dem Vektor pBluescript I SK (—) und dem Insert NS1-DNA bzw. NS1+NS2-DNA. Die
Sequenzierungsreaktion und die Auftrennung der Produkte wurden freundlicherweise von der
Sequenzierabteilung des Genzentrums Miinchen anhand von Ansdtzen mit den
Sequenzierungsprimern im bestimmten Verhdltnis zur Matrizen-DNA iibernommen. Die
Ergebnisse der Sequenzierungen im Plasmid waren im Vergleich zu denen der PCR-Produkte
insgesamt deutlich weniger mit Fehlern in Form von Nukleotidausfillen oder
Nukleotidfehlbestimmungen behaftet, so dass diese bevorzugt in der Sequenzanalyse
verwendet wurden. Die Sequenzen auf Basis der PCR-Produkte dienten dann als Kontrolle.
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4.4 Analysierender  Vergleich der NS1- und  NS2-Nukleotid- wund
Aminosiuresequenzen des HRSV-Long-Stamms und der HRSV-
Patientenisolate

Die Gensequenzen von NSI und NS2 wurden rechnergestiitzt in die entsprechenden
Aminosduresequenzen translatiert (2.2.6 Rechnergestiitzte Translation der NS1- und NS2-
Nukleotidsequenzen in die Aminosduresequenzen und Sequenzvergleich). AnschlieBend
wurden die NS1- und NS2-Nukleotid- und Aminosiuresequenzen der HRSV-Patientenisolate
und des HRSV-Long-Stamms verglichen unter dem Aspekt eines moglichen Zusammenhangs
zwischen der Virulenz der klinischen HRSV-Isolate und deren u.U. unterschiedlich
ausgepragten Fihigkeit zum IFN-Escape (3.4 Darstellung und Vergleich der NS1- und NS2-
Nukleotid- und Aminosduresequenzen des HRSV-Long-Stamms und der HRSV-
Patientenisolate). Die Sequenzen beider NS Gene erwiesen sich als iiberraschend hoch
konserviert. Dies trifft nicht nur auf die Isolate selbst, sondern auch auf den Vergleich mit
dem vor 40 bis 50 Jahren isolierten Referenzstamm Long zu.

Am starksten ausgeprigt ist die Konservierung des NS2 Proteins. Die NS2-
Aminosduresequenz war bei allen Isolaten gleich, im Vergleich zum Stamm Long waren
lediglich 3 Austausche zu verzeichnen (Asp7Gly, Asn8Thr, und Thr26lle). Im NSI Protein
traten innerhalb der klinischen Isolate jeweils ein einzelner Aminosdureaustausch mit jeweils
unterschiedlicher Lokalisation festgestellt werden (Isolat 86 (Asn76>Ser), Isolat 109
(Glu91>Gly) und Isolat 162 (Val82>Met)). Bei Betrachtung der abweichenden Aminosiuren
lasst die Verdanderung bei Isolat 86 (polar gegen unpolar) und 109 (geladen gegen ungeladen)
eine potentiell relevante Veridnderung der Proteineigenschaft vermuten. Die Sequenz der vier
restlichen HRSV-Isolate ist mit der des Stamms Long identisch. Die nahezu
iibereinstimmenden Aminoséuresequenzen von NSI und NS2 sprechen fiir eine
herausragende Bedeutung dieser Proteine und deren Funktion als Interferon-Antagonisten fiir
die klinischen HRSV-Isolate. Da beide NS-Proteine fiir die IFN-Resistenz absolut notwendig
sind, kdnnen Mutationen in jedem der beiden NS-Proteine zum Verlust der IFN-Resistenz
und damit zur Eliminierung des Virus in vivo fiihren.

Wihrend die NS-vermittelte, voll funktionsfahige IFN-Resistenz vermutlich eine
Grundvoraussetzung zum Uberleben des Virus in vivo ist, scheinen die NS-Gene nicht an der
beobachteten unterschiedlichen Ausprigung der Virulenz in vivo beteiligt zu sein.
Wesentliche Unterschiede in der Funktion der NS-Proteine konnten in dieser Arbeit nicht
nachgewiesen werden. Eine mogliche Korrelation der Replikationskapazitdt in vitro und der
Virulenz legt nahe, dass dafiir andere virale Faktoren wesentlich beteiligt sein kdnnten und
zwar solche, die direkt die Replikationseigenschaften beeinflussen. Hier kommt vor allem die
Polymerase, Polymerase-Kofaktoren, oder das N-Protein in Frage. Beziiglich der
Unterschiede im Schweregrad der HRSV-Infektion scheinen demnach Mutationen in den
Sequenzen der iibrigen HRSV-Gene unter besonderer Beriicksichtigung der HRSV-
Oberflachenproteine sowie patientenbezogene Faktoren wie Abwehrlage und anatomische
Beschaffenheit des Respirationstraktes urséchlich eine Rolle zu spielen.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass die Expression funktioneller Nicht-
Strukturproteine fiir HRSV in vivo essentiell ist, da diese durch den Schutz vor der IFN-
vermittelten antiviralen Wirkung die Uberlebensfihigkeit von HRSV in vivo sichert. Die sehr
hoch konservierten Aminosduresequenzen der Proteine NS1 und NS2 bei den klinischen
HRSV-Isolaten stimmen mit deren in gleicher Weise ausgeprédgten Resistenz gegeniiber dem
Einfluss von IFN iiberein. Dies kénnte ebenfalls zur Sicherung der Uberlebensfihigkeit des
Erregers beitragen.
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Fiir eine genauere Analyse der Auswirkungen der identifizierten NS-Aminosdureaustausche
auf die Funktionen der NS-Proteine, aber auch fiir die weitere Identifizierung der viralen
Virulenzgene, bieten sich RSV-Reverse Genetics-Systeme an, mit deren Hilfe rekombinante
Viren hergestellt und einzelne Mutationen im (identischen) viralen Kontext analysiert und
verglichen werden konnen. Fiir HRSV sind drei unabhéingige Systeme auf der Basis des
Stammes A2 beschrieben (Collins und Murphy, 2002, NIH; Jin et al, 2000,
Aviron/MedIlmmune; Lerch et al., 1990, University of Alabama). Fiir das nahe verwandte
BRSV stehen zwei rekombinante Systeme zur Verfligung (Buchholz et al., 1999; Khattar et
al., 2001). Neben analytischen Untersuchungen bieten diese Systeme ideale Voraussetzung
zur Erzeugung von Lebendimpfstoffen.

Im Hinblick auf die Entwicklung eines attenuierten Lebendimpfstoffs ist die Ausschaltung der
Virulenz des Erregers bei gleichzeitig erhaltener immunogener Wirkung vorrangig.
Vielversprechend erscheinen Forschungsansétze unter Verwendung von rekombinanten RSV
mit verdnderten NS-Genen, z.B. in Form von chimdrem BRSV mit HRSV-NS-Genen und
HRSV-NS-Gen-Deletionsmutanten (Bossert und Conzelmann, 2002). Angesichts der
essentiellen Expression beider Nicht-Strukturproteine in vivo und des dadurch bedingten
effektiven IFN-Escape stellen die Gene NS1 und NS2 ebenso geeignete wie interessante
Angriffspunkte in der Impfstoffentwicklung dar.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

HRSV ist eine héufige und weltweit verbreitete Ursache von Infektionen des
Respirationstraktes. Es fiihrt zu einer entziindlichen FErkrankung der respiratorischen
Schleimhiute mit Mukosaddem, Hypersekretion und Bronchospasmus. Die Ubertragung des
viralen Erregers erfolgt durch Tropfcheninfektion oder Kontakt mit kontaminierten
Gegensténden.

HRSV-Infektionen zeigen die hochste Inzidenz bei Sduglingen, vor allem in den ersten zwei
bis sechs Lebensmonaten. Bei 25% bis 40% dieser Sduglinge nimmt die Erkrankung einen
schweren Verlauf mit Befall des unteren Respirationstraktes in Form einer HRSV-
Bronchiolitis oder -Pneumonie. Bei 0,5% bis 2,0% ist eine stationire Behandlung im
Krankenhaus erforderlich. Die Inzidenz nimmt wegen des zunehmend -effektiveren
Immunsystems mit dem Alter ab. Erwachsene und é&ltere Kinder zeigen meist keine
Symptome bzw. Symptome einer leichten Erkiltung. Reinfektionen im Laufe des Lebens sind
héufig.

Eine effektive kausale Therapie bei HRSV-Infektionen steht derzeit nicht zur Verfliigung. Bei
Patienten mit leichtem Krankheitsverlauf ist keine spezielle Behandlung erforderlich,
therapiert wird symptomatisch. Aktuell ist keine spezifische Priavention in Form einer aktiven
Impfung oder als effektive antivirale Therapie etabliert. Angesichts der hohen Inzidenz von
HRSV-Infektionen und -Reinfektionen sowie der enormen gesundheitlichen und
wirtschaftlichen Auswirkungen ist ein effektiver Impfstoff gegen HRSV als Forschungsziel
vorrangig.

Das Genom von HRSV, das zur Ordnung der Mononegavirales gehort, besteht aus einem
negativ-orientierten RNA-Einzelstrang mit einer Linge von 15 222 Nukleotiden (beim A2-
Stamm) und kodiert fiir zehn subgenomische mRNAs in der Reihenfolge 3’-leader, NSI,
NS2, N, P, M, SH, G, F, M2(1+2), L, trailer-5°, die zur Expression von elf viralen Proteinen
fithren: fiinf RNP-assoziierte Proteine, das sind das Nukleoprotein N, das Phosphoprotein P,
die  grofe  katalytische  Untereinheit L  der  RNA-Polymerase und der
Transkriptionselongationsfaktor M2-1 sowie das nicht essentielle M2-2-Protein; vier
Hiillproteine, dazu zdhlen das nicht-glykosylierte ~Matrixprotein M und drei
Oberflachenproteine, im Einzelnen das Fusionsprotein F, das Anheftungsprotein G und das
kleine hydrophobe Protein SH; zwei Nicht-Strukturproteine NS1 und NS2.

NS1 und NS2 zeichnen die Pneumoviren vor allen anderen Viren der Ordnung der
Mononegavirales aus. Beide NS-Proteine sind im Virion nur in Spuren nachweisbar, wahrend
sie in infizierten Zellen akkumulieren. Die beiden fiir die Proteine NS1 und NS2 kodierenden,
nichtiiberlappenden Gene liegen am 3‘-Ende des Genoms direkt im Anschluss an die leader-
Region. NSI und NS2 stimmen in den vier carboxyterminalen Aminosduren iiberein,
ansonsten weisen sie keine Sequenzéhnlichkeiten auf. Das NS1-Gen hat eine Linge von 552
nt und kodiert fiir ein leicht saures Protein von 139 AS und 15,7 kD. Das NS2-Gen ist 503 nt
lang und kodiert fiir ein basisches Protein von 124 AS und 14,7 kD.

Die fiir die Ordnung der Momnonegavirales charakteristische progressive Attenuation der
Transkription sowie die Genlokalisation von NS1 und NS2 am 3°-Ende lassen auf die hochste
Transkriptionsrate fliir NS1- und NS2-mRNA unter den zehn HSRV-mRNA schlielen, was
auf eine bedeutende Rolle der NS1- und NS2-Proteine in infizierten Zellen hindeutet. NS1
und NS2 antagonisieren im Zusammenwirken die durch O-IFN und [B-IFN induzierte
antivirale Antwort des Wirtsorganismus. Hierfiir ist eine Koexpression beider NS-Proteine
unbedingt erforderlich, ein NS-Protein allein zeigt keine derartige Aktivitdt. Der
Mechanismus, mit dem HRSV die IFN-Antwort des Wirtsorganismus umgeht, ist unklar.
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In dieser Arbeit wurde die Funktion der NS-Proteine von klinischen HRSV-Isolaten aus finf
bis flinfzehn Monate alten Kindern untersucht. Durch die Anzucht der klinischen HRSV-
Isolate in HEp-2-Zellkultur unter identischen Bedingungen wurden zunéchst
patientenabhingige Faktoren ausgeschaltet und damit die Grundlage fiir die Vergleichbarkeit
der Wachstumseigenschaften der Isolate geschaffen. In den darauthin erstellten
Wachstumskurven konnten deutlich voneinander abweichende Wachstumverhalten der Isolate
aufgezeigt werden. Der Befund, dass 3/4 der Bronchiolitis hervorrufenden HRS-Viren hohe
infektiose Titer (>10° infektiose Viruspartikel/ ml an Tag 3) erreichten, wihrend dies nur bei
1/3 der Bronchitis verursachenden Viren zu beobachten war, konnte auf eine Korrelation
zwischen Wachstum in vitro und Pathogenitit in vivo hindeuten. Um dies zu belegen, miisste
eine grofere Zahl von klinischen Isolaten analysiert werden.

Die beiden Nicht-Strukturproteine versetzen HRSV in die Lage, die antivirale IFN-Antwort
der Wirtszelle zu umgehen. Durch Behandlung von Virus-infizierten Zellkulturen mit IFN
lieB sich nachweisen, dass alle klinischen HRSV-Isolate die Eigenschaft der IFN-Resistenz
gleichermallen besitzen und erst durch unphysiologisch hohe IFN Dosen eine wesentliche
Inhibierung der Virusreplikation erreicht werden kann. Die in gleicher Weise ausgeprégte o-
IFN-Resistenz bei den in Virulenz und Wachstumsgeschwindigkeit unterschiedlichen Viren
deutete bereits darauf hin, dass diese Resistenz essentiell fiir alle klinischen RSV-Isolate ist,
und dass zusétzliche Faktoren fiir das Mal3 der Aggressivitit der Erreger verantwortlich sind.
Mittels Nukleotid- und Aminosduresequenzanalysen von NS1 und NS2 konnte dies
weitgehend bestdtigt werden. Anhand von RNA aus den HRSV-Isolaten wurde mit Hilfe des
Enzyms Reverse Transkriptase cDNA von NS1 und NS2 synthetisiert, die nach dem Prinzip
der PCR in vitro amplifiziert wurde. In anschlieBenden Klonierungsarbeiten wurden aus dem
Vektor pBluescript II SK (—) und NSI1-DNA bzw. NS1+NS2-DNA als Insert Plasmide
konstruiert, in denen die Gensequenzen von NS1 und NS2 ermittelt und rechnergestiitzt in die
entsprechenden Aminosiuresequenzen translatiert wurden.

Die Analyse der NS-Sequenzen zeigte eine iliberraschend hohe Konservierung. Die Isolate
waren einschlieBlich des Long-Stamms diesbeziiglich untereinander sehr &dhnlich. Diese
Beobachtung stimmt mit der IFN-Resistenz iiberein und zeigt die Bedeutung der NS-Proteine.
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass Abweichungen in den Sequenzen der
iibrigen Gene sowie patientenbezogene Faktoren wie Abwehrlage und anatomische
Beschaffenheit des Respirationstraktes als Grund fiir die Unterschiede im Schweregrad der
HRSV-Infektion eine Rolle spielen. Angesichts der stabilen Koexpression beider Nicht-
Strukturproteine und des dadurch bedingten effektiven IFN-Escape sichern die Gene NS1 und
NS2 die Uberlebensfihigkeit von HRSV in vivo und stellen ebenso geeignete wie interessante
Angriffspunkte in der Entwicklung eines attenuierten Lebendimpfstoffs dar.
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