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Respiratory Syncytial Virus (RSV)Respiratory Syncytial Virus (RSV)

� umhülltes Virus mit helikalem Kapsid

� einzelsträngige RNA 
negative Polarität,
15.2 kb

� Tröpfcheninfektion,
kurze Inkubationszeit
rezidivierende Infektion möglich, da keine Immunitä t

� Risikofaktoren:
kardiale Arrhythmie,  
angeborene Herzkrankheiten,
Immunsuppression (HIV, nach Transplantationen)

Baltimore-Gruppe: V (-) 
ssRNA, helikal, umhüllt

Ordnung:   Mononegavirales
Familie: Paramyxoviridae
Gattung: Pneumovirus
Art: Human RSV
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� respiratorische Infektionen
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Bronchien, so dass eine alveolare Entlüftung 
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�Otitis media  (insbesondere bei Kindern)
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�Risiko allergischer / asthmoider Erkrankungen

1991 – 1998 :    jährlich 17000 ����



RSVRSV

� Vorbeugung:
passive Immunisierung mit 

monoklonalen AK
nur für Hochrisiko-Patienten
keine Vaccine

� Behandlung:
meist nur symptomatisch

Ribavirin  (Nucleosidanalogon)
Effektivität in Blindstudien nicht bewiesen



Respiratory Syncytial VirusRespiratory Syncytial Virus

(-) ssRNA

10 mRNA Transkripte

11 verschiedene Proteine

���� 9 Strukturproteine
(inkl. Enzymapparat)

���� 2 Nicht-Strukturproteine          ���� NS1 / NS2

���� Deletion führt zu 
abgeschwächtem    
Verlauf der Infektionen

wichtig für
virale Replikation,

Einfluss auf Interferon
Stoffwechsel
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RNA InterferenzRNA Interferenz

antisense RNA ≠≠≠≠ siRNA

small interfering RNA
„ si lencing RNA“

Zellkern Zytoplasma

verhindert post-transkriptionelle Abbau von mRNA
Prozessierung von hnRNA



RNA InterferenzRNA Interferenz

RISC = RNA induced 
silencing complex

Dicer  (Struktur)
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rgRSV
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fluorescent protein 
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� Lungenepithel
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siNS1 Inhibition rekombinanter RSV InfektionensiNS1 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:
Verändert eines der siRNA-Konstrukte selbst die Exp ression 
des GFP ?

� Ergebnis:  
☺☺☺☺ GFP wird konstant exprimiert und kann zur Visualisi erung 

einer Infektion benutzt werden. 

A549 pEGFP
alle siRNA
Konstrukte



siNS1 Inhibition rekombinanter RSV InfektionensiNS1 Inhibition rekombinanter RSV Infektionen

siNS1 reduziert NS1,
siE7 nicht

Immunoblotting

A549

rgRSV

siNS1 /

siE7  (- Kontrolle)

� reduziert siNS1 die
Expression von NS1 ?

� werden andere virale   
Proteine weiterhin  
exprimiert?

� haben Negativkontrollen 
Einfluss auf die NS1-
Expression ?

ErgebnisMethodeFragestellung



siNS1 Inhibition rekombinanter RSV InfektionensiNS1 Inhibition rekombinanter RSV Infektionen

� A549 Infektion geschwächt

�Vero Infektion stabil

Flow cytometry (FACS)

A549 / Vero

rgRSV

siNS1 /

siRNAs  (- Kontr.)

� schwächt siNS1 die virale
Infektion von A549  
Zellen?

���� grüne (infizierte) und
farblose Zellen werden
gezählt

� schwächt siNS1 die virale
Infektion von IFN-
defizienten Vero-Zellen ?

ErgebnisMethodeFragestellung



siNS1 Inhibition rekombinanter RSV InfektionensiNS1 Inhibition rekombinanter RSV Infektionen

Virentiter ist bei siNS1 
geringer, aber nicht bei siE7 
/ Vero

Plaque Assay

A549 / Vero

rgRSV

siNS1 /

siE7  (- Kontrolle)

� reduziert siNS1 den 
Virentiter im Überstand?

���� Verdünnung und 
Infektion frischer 
Zellen, 5 Tage 
Kultivieren,
Plaques zählen

(Plaque-forming-units)

� E7- Negativkontrolle ?

ErgebnisMethodeFragestellung
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Einfluss von siNS1 auf IFNEinfluss von siNS1 auf IFN--pathwaypathway

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

� Nachweis: Immunoblotting von IFN- ββββ

Α549                               Α549                               Α549                               Α549                               RSV                         siNS1
siNS1a
siE1
siPBZ



Einfluss von siNS1 auf IFNEinfluss von siNS1 auf IFN--pathwaypathway

� Ergebnis:
NS1 antagonisiert die IFN-Antwort des Wirts,
siNS1 knocked NS1 aus und reaktiviert IFN-Produktio n



Einfluss von siNS1 auf IFNEinfluss von siNS1 auf IFN--pathwaypathway

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

� Ergebnis:
siNS1 Behandlung erhöht die
Expression von 25 IFN-
induzierbaren Genen
um den Faktor ≥≥≥≥ 6

darunter STAT1-P, STAT1,
IRF1, IRF3, ISGF-3γγγγ, MxA





Einfluss von siNS1 auf IFNEinfluss von siNS1 auf IFN--pathwaypathway

� Da Interferon eine Translokation von STAT1 aus dem Zytoplasma in den 
Zellkern auslösen kann, soll die Verteilung von STA T1 in der Zelle sichtbar 
gemacht werden.

Immunfluoreszenzfärbung der fixierten Zellen mit AK gegen STAT1:

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



Einfluss von siNS1 auf IFNEinfluss von siNS1 auf IFN--pathwaypathway

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-Ausschüttung (IFN)

Monomere JAKs (ursprünglich „Jet-Another-
Kinase“) bilden mit IFN Dimere

Janus und die Dimere :  

römischer Gott der Ein- und 
Ausgänge, des Anfangs und 
des Endes

In der Mythologie wird Janus 
stets mit zwei Köpfen 
dargestellt  



Einfluss von siNS1 auf IFNEinfluss von siNS1 auf IFN--pathwaypathway

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

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

� Durch eine Transphosphorylierung werden 
die Janus-Kinasen aktiviert.

� Bindet ein STAT-Protein an einen aktivierten 
Rezeptor, so wird es phosphoryliert.

� Je zwei STATs dimerisieren und werden in 
den Zellkern transportiert.



Einfluss von siNS1 auf IFNEinfluss von siNS1 auf IFN--pathwaypathway

STAT im Zellkern, und dann ?
einige theoretische Überlegungen über Sinn und Zwec k

STAT = Signal Transducer and Activator of Transcrip tion

Synthese von 2‘-5‘-Oligoadenylatsynthethase

ATP-2‘-5‘-Polymer

Aktivierung von Endonucleasen zum Verdau viraler RN A
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Einfluss von NS1 auf Zellen des ImmunsystemsEinfluss von NS1 auf Zellen des Immunsystems

Humane Monozyten Dentritische Zellen Typ 1 IFN ����

aus peripherem Blut

(Vorläufer der Makrophagen (Einzige Zellen, die (im V gl. zu Kontrollen
und DCs) ausschließlich Antigene ohne siNS1)

präsentieren [MHC-2])

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

���� Interferon- γ  γ  γ  γ  
���� Interleukin-4

Hintergrund: (CD4 interagiert mit MHC-2 in T-Helfer -Zellen)
(CD8 interagiert mit MHC-1 in zytotoxischen T-Zelle n)

RSV

siNS1



Einfluss von NS1 auf Zellen des ImmunsystemsEinfluss von NS1 auf Zellen des Immunsystems

Ergebnis:

� RSV (NS1) versucht die DCs bezüglich ihrer Aktivier ung und 
Antigenpräsentation zu beeinflussen.



Einfluss von NS1 auf Zellen des ImmunsystemsEinfluss von NS1 auf Zellen des Immunsystems

Ergebnis:
� RSV senkt die Fähigkeit der DCs, IFN- γγγγ in naiven T-Zellen zu 

induzieren.
� Dies könnte ein Grund für die verspätete Immunantwo rt sein und 

eine Immunität verhindern.



Einfluss von NS1 auf Zellen des ImmunsystemsEinfluss von NS1 auf Zellen des Immunsystems

Ergebnis:

� Ausschalten von NS1 führt zu mehr Typ 1 IFN in DCs,  wodurch 
naive CD4+ Zellen zu T-Helferzellen differenzieren.
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siNS1 Nanopartikel in MäusensiNS1 Nanopartikel in Mäusen

pSMWZ-1-siNS1 an nanochitosan polymer
(Chitin-Derivat Nanogene NG042)
biokompatibel und biologisch abbaubar

Inokulation durch Nasentropfen

BALB/c Maus

2 Tage

RSV-Infektion



siNS1 Nanopartikel in MäusensiNS1 Nanopartikel in Mäusen

� Fragestellung:
Pulmonale NS1 Expression ?

� Methode:
RNA Detektion durch RT-PCR

� Ergebnis:
siNS1 blockiert RSV NS1
kein Knockdown des Kontrollproteins RSV F

18 h



siNS1 Nanopartikel in MäusensiNS1 Nanopartikel in Mäusen

� Fragestellung:
Virentiter im Überstand homogenisierter Lungen?

� Methode:
Plaque Assay

� Ergebnis:
mit siNS1 reduzierter Virentiter

18 h



siNS1 Nanopartikel in MäusensiNS1 Nanopartikel in Mäusen

� Fragestellung:
Hyperreagibles Bronchialsystem ?

� Methode:
Metacholin challenge
(wirkt ähnlich wie Histamin, allerdings kumulativ,
führt zur Bronchokonstriktion
interagiert direkt mit den muscarinischen Ac-Cholin -Rezeptoren)

Lungenfunktionstest
(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.)

4 d



siNS1 Nanopartikel in MäusensiNS1 Nanopartikel in Mäusen

Plethysmograph 1972

Plethysmograph 2006



siNS1 Nanopartikel in MäusensiNS1 Nanopartikel in Mäusen

� Fragestellung:
Hyperreagibles Bronchialsystem ?

� Methode:
Metacholin challenge
Lungenfunktionstest

� Ergebnis:
nicht infizierte Mäuse ���� 0 %
RSV infiziert + siNS1 ���� 100 %
RSV infizierte Mäuse ���� 400 %

4 d



siNS1 Nanopartikel in MäusensiNS1 Nanopartikel in Mäusen

� Fragestellung:
Pulmonale Infektion ?  Pokalzell-Hyperplasie ?

� Methode:
Histologie
(Hämatoxylin- / 
Eosin- Färbung)

� Ergebnis:
siNS1 reduziert pulmonale Infektionen,
Abnahme von Hyperplasien
Abnahme von infiltrierenden inflammatorischen Zelle n im 

Interstitium



siNS1 Nanopartikel in MäusensiNS1 Nanopartikel in Mäusen

� Fragestellung:
Interferon-Antwort in der Maus

� Methode:
IFN-ββββ: RT-PCR
IFN-αααα: ELISA

� Ergebnis:
IFN-ββββ ���� mit siNS1-Behandlung
IFN-αααα ���� mit siNS1-Behandlung

24 h
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siNS1 Nanopartikel als Prophylaxe oder TherapeutikumsiNS1 Nanopartikel als Prophylaxe oder Therapeutikum

• Wie lange wirkt eine siNS1 Prophylaxe ?
(Plaque Assay)

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

NS042
siNS1

2 / 4 / 7 d

RSV



siNS1 Nanopartikel als Prophylaxe oder TherapeutikumsiNS1 Nanopartikel als Prophylaxe oder Therapeutikum

� Führt eine Infektion mit physiologischer Interferon -Antwort zur 
Immunität ?

intrazelluläre Zytokin (IFN / IL)
Färbung in Milzzellen
Immunfluoreszenz

2 d 16 d

NS042-siNS1
Prophylaxe

Primärinfektion
5 x 106 plaque-
forming units

Sekundärinfektion
1 x 107 plaque-
forming units



siNS1 Nanopartikel als Prophylaxe oder TherapeutikumsiNS1 Nanopartikel als Prophylaxe oder Therapeutikum

� Führt eine Infektion mit physiologischer Interferon -Antwort zur 
Immunität ?

siNS1 führt zu - IFN- γγγγ ���� in CD4+ und CD8+ Zellen
- IL-4 ���� in CD4+ Zellen

Primärinfektion mit siNS1 erhöht zelluläre 
Immunität und abgeschwächter Sekundärinfektion

virale Titer ���� bei 
Sekundärinfektion
nach siNS1 Behandlung



siNS1 Nanopartikel als Prophylaxe oder TherapeutikumsiNS1 Nanopartikel als Prophylaxe oder Therapeutikum

• siNS1 als Therapeutikum ?
(Plaque Assay, Histologie)

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

NS042
siNS1

0 / 2 / 3 d

RSV
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ZusammenfassungZusammenfassung

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

A549, IFN-produzierende Z.
� siNS1 RSV Replikation

Vero, IFN-defiziente Zellen

� siNS1 ���� IFN-β β β β ����,  IFN-induzierbare Gene in A594 ����

���� translokalisiert STAT1 in den Zellkern
���� Typ1 IFN in DCs ���� ���� naive CD4+ Z. ���� T-Helfer-Zellen

� RSV Titer in Mäusen nimmt nach siNS1-Nanopartikel M edikation 
ab

reduziert

(ohne Wirkung)
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