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Respiratery Syncytial Virus (RSV)

. : : : : Baltimore-Gruppe: V (-)
umhdlltes Virus mit helikalem Kapsid ssRNA, helikal, umhiillt

einzelstrangige RNA Ordnung: Mononegavirales
negative Polaritat, Familie: Paramyxoviridae
Gattung: Pneumovirus
15.2 kb
Art: Human RSV

Tropfcheninfektion,
kurze Inkubationszeit
rezidivierende Infektion moglich, da keine Immunita

Risikofaktoren:

kardiale Arrhythmie,

angeborene Herzkrankheiten,

Immunsuppression (HIV, nach Transplantationen)
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RSV

Erkrankungen:

respiratorische Infektionen

Bronchiolitis mit Anschwellen der kleinen
Bronchien, so dass eine alveolare Entliftung
erschwert wird

Saurca: Am J Roeniganal @ 2005 Amearcan Roanlgan Ray Sacialy
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1991 — 1998 : jahrlich 17000 *




RSV

e Vorbeugung:
passive Immunisierung mit
monoklonalen AK
nur fur Hochrisiko-Patienten
keine Vaccine

Behandlung:
meist nur symptomatisch

Ribavirin (Nucleosidanalogon)
Effektivitat in Blindstudien nicht bewiesen




Respiratery Syncytial Virus

(-) ssRNA

l

10 mRNA Transkripte

l

11 verschiedene Proteine

- 9 Strukturproteine
(inkl. Enzymapparat)

- 2 Nicht-Strukturproteine

< Deletion fuhrt zu

9

abgeschwachtem
Verlauf der Infektionen
A
wichtig far
virale Replikation,

Einfluss auf Interferon
Stoffwechsel

NS1/NS2
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RNA Interferenz

antisense RNA

Zellkern

verhindert post-transkriptionelle
Prozessierung von hnRNA

SIRNA

small interfering RNA
,»Silencing RNA®

Zytoplasma

Abbau von mRNA




RNA Interferenz

19-MNuklectide-Duplex
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mMRNA

Komplexbildung
‘anti-sense’-Strang
mit RISC

mRMNA -
Degradierung

Dicer (Struktur)

RISC = RNA induced
silencing complex
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SINS Inhibition rekombinanter RSV Infektionen

Verwendete Konstrukte:

Zellen

A549

e permanente Zelllinie
(Karzinom)

e Lungenepithel

e normale Interferon
(IFN) Expression
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SINS Inhibition rekombinanter RSV Infektionen

Verwendete Konstrukte:

Zellen Viren

A549 RSV

e permanente Zelllinie e Wildtyp
(Karzinom)

e Lungenepithel

e normale Interferon rgRSV
(IFN) Expression

e rekombiniertes RSV

e exprimiert green
fluorescent protein

Vero (GFP)

o IFN Typ !l (a & B)
defizient




SINS Inhibition rekombinanter RSV Infektionen
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SINS Inhibition rekombinanter RSV Infektionen

Verwendete Konstrukte:

Zellen

Viren

Plasmide / siRNA Insertionen

A549

e permanente Zelllinie
(Karzinom)

e Lungenepithel

e normale Interferon
(IFN) Expression

Vero
o IFN Typ !l (a & B)
defizient

RSV
e Wildtyp

rgRSV

e rekombiniertes RSV

e exprimiert green
fluorescent protein
(GFP)

PSMWZ-1

SiNS1
siNS1la

SIE7

siPBZ
siUR

PEGFP

gegen NS1

gegen HPV

gegen Influenza
keine Homologie
zu Saugerzellen




SINS Inhibition rekombinanter RSV Infektionen

rgRSV-Infizierte Zellen sollen im Folgenden mit siR  NA ,geheilt*
werden; kranke Zellen erkennt man an der Expressi  on des GFP

Vorversuch:;
ression

alle siRNA
Konstrukte

Ergebnis:
©  GFP wird konstant exprimiert und kann zur Visualisi erung
einer Infektion benutzt werden.




SINS Inhibition rekombinanter RSV Infektionen

Fragestellung Methode Ergebnis

SINS1 reduziert NS1,
e reduziert SINS1 die SIE7 nicht
Expression von NS1 ?

A549
e werden andere virale "
Proteine weiterhin rgRSV
exprimiert?
SINS1 /
e haben Negativkontrollen

Einfluss auf die NS1- =  SiE7 (- Kontrolle) [El NS1 (15kDa)

Expression ? <
N e R | B-actin




SINS Inhibition rekombinanter RSV Infektionen

Fragestellung Methode Ergebnis

e schwacht siNS1 die virale e A549 Infektion geschwécht
Infektion von A549
Zellen? eVero Infektion stabil

B/ A549/ Vero

=> grune (infizierte) und "

farblose Zellen werden REE  (grRSV
gezahlt -

oA549 wmven

SINS1/
e schwacht siNS1 die virale

Infektion von IFN- siRNAs (- Kontr.)
defizienten Vero-Zellen ?

Percant RSV-pasitive cells

Control siE7 siNS1 siPB2 siNS1a




SINS Inhibition rekombinanter RSV Infektionen

Fragestellung Methode Ergebnis

e reduziert sSiINS1 den Virentiter ist bei sINS1
Virentiter im Uberstand? geringer, aber nicht bei siE7

/ Vero
- Verdinnung und Bf A549/ Vero
Infektion frischer
Zellen, 5 Tage REE  (grRSV
Kultivieren,
Plaques zahlen SINSYW)

g ]

. 'gFEV a ' rgﬂsﬁi'
00 sNS1+ gRSV 1 5iNS1+ 1gRSV
[ 0 siET4 1gRSV ; . O siET+ GRSV

(Plague-forming-units) SIE7 (- Kontrolle)

Log,, rgRSV titer
S = M W s W e o~

e E7- Negativkontrolle ?
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Einfiuss von sINS1 auf |Fwathway

Da A549, nicht jedoch die IFN-defizienten Vero Zell en auf siNS1
Behandlung reagieren, wurde vermutet, dass NS1 mit dem Typ 1-
Interferon (IFN a, IFN 3) Stoffwechsel interagiert.

Nachweis:

siNSla
SiE1
SsiPBZ




Einfiuss von sINS1 auf |Fwathway

e Ergebnis:
NS1 antagonisiert die IFN-Antwort des Wirts,
SINS1 knocked NS1 aus und reaktiviert IFN-Produktio

- g

(™ .|1ﬂ5".|l'
| OSET + RSV
M1 OsiPB2 + igRSW
i { B Vector « mASY
B sUR + RSV
181 BaiNS! + AGY
i | WeiNSia+ rgRsSy

Lo

FN-g _

B-actn [ — o

RSV + + + + + + +
SiIRNA — E7 P82 vec UA NS1 NSt1a

(IFN-p A -actin)

Ralative intans ily




Einfiuss von sINS1 auf |Fwathway

e Typ 1 IFNe stehen am Anfang einer Kaskade von Inter  feron-
induzierbaren Genen, deren Expression nun mittelse  inem
beobachtet werden soll.

Ergebnis: C o —
siNS1 Behandlung erhoht die r;mﬂ —
Expression von 25 IFN- GTATE [— — —

induzierbaren Genen RS )
HFT! N —

um den Faktor =6

darunter STAT1-P, STAT1,
l-a@i _—
IRF1, IRF3, ISGF-3y, MxA pa Y-

iR & H51




Table 1 IFN-inducible genes change more than sixfold in RSV-infected AS549 cells

GenBank
accession
number
NM_007315
NM_D02198
MM _DEB15T71
NM_OD4030
NM_OOCeGE4
NM_005531
MM _005532
MNM_006332
BF338947
AL1IZ21G94

BEOALAZO

NM_0D4509

NM_ 003641

MM 005101
MM 002201
NM_ 022147
NM_DOZ176
MM 002462
MM 002463
NM 016817
NM_DB3733
NM_DIGEB16
NM_OO0OB187
NM_0O01550
NM_ 001547

"alue for the

fold ©ha
arrays of rgRav-infact

Gene

STAT1
IRF1
IRF3
IRF7
IRFS
IFI16
IFIZ7F
IFI30
IFIThZ
1-8U

ISG15
ISGZ0
IFRGZE8
IFNE1
Mxs
MxEB
CASZE
OASL
OAS1
AS3
IFRD1
IFITZ

Comparison®™
2RSSV rgRSY
change —
(FC¥ SiNS]
signal transgucer and activator of franscription 1 =

Fold

Function

interferon regulatory factor 1 &
interferon regulatory factor 3

interferon regulatory factor 7

ISGF36G (pad)

interferon gamma-inducible protein 16

interferon, alpha-inducible protein 27

interferon gamma-inducible protein 30

interferon induced transmembrane protein 2

confains a pseudogene similar to IFITM3

{interferon mduced transmembrane protein 3,

STSs and GSS8s

interferon-induced, hepatitis C-associated

microiubular ageregate protein (44kD)

SP110 nuclear body protemn (interfaron-induced

pratein 75, 52k0D)

b-pyruvoyltetrahydropterin synthase- interferon

induced transmembrane protemn 1L (S-Z27) (IFITM 1]
interferon alpha-inducible protein (clone IFI-15K)
interferon stimulated gene (20kD) (1SG20)

2BKD nterferon responsive protain

interferon beta 1. fibroblast

interferon-regulated resistance GTP-binding protein
Interferon-regulated resistance GTP-bhinding protein

0

2'-5-oligoadenylate synthetase 2, 69/7 1kDa
2'-5'-oligopadenylate synthetasa-like

2' 5'-nligoadenylate synthetase 1. 40/46kDa
2'-5-oligoadenylate synthetase 3, 100kDa

interfercn-related developmenial regulator

Interreron-inauced protein with tetratricopeptide repeats &

ge in expression calculated by the Micre
d AS40 calls eithar with or without £iMN5S1

treatment. 1, nore




Einfiuss von sINS1 auf |Fwathway

e Da Interferon eine Translokation von STAT1 aus dem Zytoplasma in den

Zellkern auslosen kann, soll die Verteilung von STA  T1 in der Zelle sichtbar
gemacht werden.

der fixierten Zellen mit AK gegen STAT1.:

pSTAT1 DAPI IRF1 € - AL

ORASY
D =ET « RSV
EIE? - | 3k 5 ;HE.'I.'
an -I
siNS1 10 ¥ L]
* : |
0 e -
IRF

pSTATY

Percentage of cells

NS1 scheint den Transport von STAT1 und IRF1 inden  Zellkern zu blockieren.




Einfiuss von sINS1 auf |Fwathway

Hintergrund:
Janus-Kinasen

Die Translokation von STAT in den Zellkern
findet rezeptorvermittelt statt:

Virale Infektion mit Auftreten von dsRNA
Initial parakrine unspezifische Abwehr

mit Zytokin-Ausschuttung (IFN)

Monomere JAKs (urspriinglich ,Jet-Another-
Kinase®) bilden mit IFN Dimere

Janus und die Dimere :

romischer Gott der Ein- und
Ausgéange, des Anfangs und
des Endes

In der Mythologie wird Janus
stets mit zwei Kopfen
dargestellt




Einfiuss von sINS1 auf |Fwathway

| -II

Binden zwei Liganden an die Rezeptoren,
bilden je zwei Monomere ein Dimer.

Es kommt zu einer Annaherung der JAKs,
die sich am zytoplasmatischen Teil der
Rezeptoren befinden.

Durch eine Transphosphorylierung werden
die Janus-Kinasen aktiviert.

STAT-Dimer 720 Zellkern




Einfiuss von sINS1 auf |Fwathway

STAT im Zellkern, und dann ?
einige theoretische Uberlegungen tber Sinn und Zwec

!

STAT = Signal Transducer and Activator of Transcrip  tion

!

Synthese von 2‘-5'-Oligoadenylatsynthethase

!
!




Ubersicht

Respiratory Syncytial Virus

RNA Interferenz / Gene silencing

SINS1 Inhibition

Einfluss von siNS1 auf den Interferon Pathway

Einfluss von siNS1 auf Zellen des Immunsystems

SiNS1 Nanopartikel in Mausen

SINS1 Nanopartikel als Prophylaxe oder Therapeutiku m

Zusammenfassung




Einfluss von NS1 aufi Zellen des Immunsystems

Humane Monozyten Dentritische Zellen RSVTyp 1IFN /2
) e —_—
aus peripherem Blut SiINS1

(Vorlaufer der Makrophagen (Einzige Zellen, die (imV  gl. zu Kontrollen
und DCs) ausschlie3lich Antigene ohne siNS1)
prasentieren [MHC-2])

T-Helfer-Zellen Typ 1 allogene naive
CD4+ Zellen

7 Interferon- y
N Interleukin-4

Hintergrund: (CD4 interagiert mit MHC-2 in T-Helfer  -Zellen)
(CDS8 interagiert mit MHC-1 in zytotoxischen T-Zelle




Einfluss von NS1 aufi Zellen des Immunsystems

Ergebnis:

e RSV (NS1) versucht die DCs bezuglich ihrer Aktivier  ung und
Antigenprasentation zu beeinflussen.

o

al

IFN pg/ml
O = K W& h @ € @ o O

Percent gated cells




Einfluss von NS1 aufi Zellen des Immunsystems

Ergebnis:
e RSV senkt die Fahigkeit der DCs, IFN- vy in naiven T-Zellen zu
induzieren.

Dies kdnnte ein Grund fir die verspatete Immunantwo rt sein und
eine Immunitat verhindern.

o

al

IFN pg/ml

Percent gated cells
O = K W h B <5 @ B O




Einfluss von NS1 aufi Zellen des Immunsystems

Ergebnis:

e Ausschalten von NS1 fahrt zu mehr Typ 1 IFN in DCs,  wodurch
naive CD4+ Zellen zu T-Helferzellen differenzieren.

o

al

IFN pg/ml

Percent gated cells
O = K W h B <5 @ B O
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SINST Nanopartikel in Mausen

PSMWZ-1-siNS1 an nanochitosan polymer

(Chitin-Derivat Nanogene NG042)
biokompatibel und biologisch abbaubar

Inokulation durch Nasentropfen

BALB/c Maus

2 Tage

RSV-Infektion




SINST Nanopartikel in Mausen

Fragestellung:
Pulmonale NS1 Expression ?

Methode:
RNA Detektion durch

Ergebnis:
SINS1 blockiert RSV NS1
kein Knockdown des Kontrollproteins RSV F




SINST Nanopartikel in Mausen

Fragestellung:
Virentiter im Uberstand homogenisierter Lungen?

o

Methode:

Log,, titers (pfu/ml)

Ergebnis:
mit SINS1 reduzierter Virentiter




SINST Nanopartikel in Mausen

e Fragestellung:
4d Hyperreagibles Bronchialsystem ?
 ——

Methode:

(wirkt ahnlich wie Histamin, allerdings kumulativ,
fahrt zur Bronchokonstriktion
interagiert direkt mit den muscarinischen Ac-Cholin -Rezeptoren)

(Atemfrequenz, Lungenvolumen,
Penh = Enhanced pause Volume)

Penh = pause x [ p (Expiration, max) / p (Inspirat ionsdruck, max) |
pause =t (Expiration d. letzten 30% des Lungenvol.) / t (Exp, ges.)




SINSL Nanepartikel in Mausen

Plethysmograph 2006

Plethysmograph 1972




SINST Nanopartikel in Mausen

Fragestellung:
Hyperreagibles Bronchialsystem ?

Methode:

Percent enhanced

Ergebnis:

nicht infizierte Mause
RSV infiziert + siNS1
RSV infizierte Mause




SINSL Nanepartikel in Mausen

Fragestellung:
Pulmonale Infektion ? Pokalzell-Hyperplasie ?

Methode:

(Hamatoxylin- /
Eosin- Farbung)

Ergebnis:
SiNS1 reduziert pulmonale Infektionen,
Abnahme von Hyperplasien

Abnahme von infiltrierenden inflammatorischen Zelle nim
Interstitium




SINST Nanopartikel in Mausen

24 h

e Fragestellung:
Interferon-Antwort in der Maus
e

e Methode: S h W R o —
”:N_B: siRNA NS1 NS1a - E7 PB2

EJ'.-I T
20 4 | -
'q;1 " =
Ifnb1 100 4 z
FN-a: o o - mo o

siRNA NST NS1a - ET PBZ
Ergebnis:

IFN-B 7 mit SINS1-Behandlung
IFN-a 7 mit SiINS1-Behandlung

Band intensity
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SINSL Nanepartikel als Prophylaxe oder Therapeutikum

» Wie lange wirkt eine siNS1 Prophylaxe ?

T NS042
U= siNS1

Day ot prophylaxis

nach 2 Tagen Prophylaxe: 1000-fach geringerer Virent iter
nach 7 Tagen Prophylaxe: 10-fach geringerer Virentit  er




SINSL Nanepartikel als Prophylaxe oder Therapeutikum

e Fihrt eine Infektion mit physiologischer Interferon -Antwort zur
Immunitat ?

Sekundarinfektion
1 x 107 plaque-
forming units

Primarinfektion
5 x 10° plaque-

NSO425SINST forming units

Prophylaxe

v

intrazellulare Zytokin (IFN / IL)
Farbung in Milzzellen




SINSL Nanepartikel als Prophylaxe oder Therapeutikum

e Fihrt eine Infektion mit physiologischer Interferon -Antwort zur
Immunitat ?

=3
g

=]

B
L
3
ggu

Percent gated
CD4* T cells
< N W & U o

SiNS1 fiihrt zu - IFN- y 7 in CD4+ und CD8+ Zellen ~ Virale Titer  bei
-IL-4 7 in CD4+ Zellen Sekundarinfektion

nach siNS1 Behandlung
Primarinfektion mit sSINS1 erhoht zellulare

Immunitat und abgeschwachter Sekundarinfektion




SINSL Nanepartikel als Prophylaxe oder Therapeutikum

 SINS1 als Therapeutikum ?

T
6
g
=

E 4
—
23
=
S
1
g

2
8
£
3
T
A
L=
=
S

-
o
5]
—

a ‘ 2 :
Day 5 after infection

1 0/2/3d
sofortige Medikation: signifikant geringerer Virenti ter

Medikation nach 2 Tagen: reduzierte inflammatorische Reaktion:
geringere Pokalzell-Hyperplasie
geringere Infiltration inflamm. Zellen

Medikation nach 3 Tagen: marginal geringerer Virenti  ter
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Zusammenfassung

RSV NS1 antagonisiert die IFN-Antwort des Wirts ;
unbekannter Mechanismus

A549, IFN-produzierende z. ~leduziert
RSV Replikation
~ Vero, IFN-defiziente Zellen (ohne Wirkung)
SINS1 - IFN-B 7, IFN-induzierbare Gene in A594 7
-> translokalisiert STAT1 in den Zellkern
= Typl IFN in DCs 2 - naive CD4+ Z. - T-Helfer-Zellen
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