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1 Einleitung 

1.1 Respiratorische Viren 

Akute Atemwegsinfektionen (Acute Respiratory Tract Infections – ARTIs) gehören weltweit zu 

den Hauptursachen für akute Erkrankungen und stellen mit ungefähr zwei Millionen 

Todesfällen jährlich den Hauptgrund für Kindersterblichkeit dar. 

Während Erkrankungen der obereren Atemwege (Upper Respiratory Tract Infections – URTIs) 

zwar sehr häufig vorkommen aber selten lebensbedrohlich sind, können vor allem Infektionen 

der unteren Atemwege (Lower Respiratory Tract Infections – LRTIs) für ernsthafte 

Erkrankungen wie Bronchiolitis und Lungenentzündung verantwortlich gemacht werden und 

tragen damit maßgeblich zu der hohen Mortalitätsrate bei. Jährlich erkranken etwa 20 % aller 

Kinder unter fünf Jahren an Lungenentzündung [1]. 

Neben Kindern tragen vor allem ältere und immunsupprimierte Menschen das größte Risiko, 

eine schwerwiegende Atemwegserkrankung zu entwickeln. 

Die Hauptverursacher für ARTIs sind neben Bakterien vor allem Viren wie die Influenzaviren A 

und B, das Respiratory Syncytial Virus (RSV) [2] und die humanen Parainfluenzaviren 1, 2 und 

3 (PIV 1,2,3) [3,4]. In den letzten Jahren wurden weitere mit Atemwegserkrankungen 

assoziierte Viren identifiziert, darunter das humane Metapneumovirus (hMPV) [5], die 

humanen Coronaviren NL63 (hCoV-NL63) [6], HKU1 (hCoV-HKU1) [7] und das SARS-

Coronavirus (SARS-CoV) [8-10], das humane Bocavirus (hBoV) [11] sowie die beiden 

Polyomaviren KI [12] und WU [13].  

Da diese Viren anhand klinischer Anzeichen oftmals kaum voneinander zu unterscheiden sind, 

ist es wichtig, ihre jeweiligen pathogenen Charakteristika zu kennen, um gezielte Therapien 

einsetzen zu können.  

 

1.2 Die Paramyxoviridae 

Die Paramyxoviridae gehören zu den umhüllten RNA-Viren. Ihr 15-19 kb großes Genom ist 

nicht segmentiert, einzelsträngig und von negativer Polarität. Sie werden in zwei weitere 

Unterfamilien gegliedert: die Paramyxovirinae, zu denen auch geläufige Viren wie das Mumps- 

oder das Masernvirus gehören, und die Pneumovirinae. Diese unterscheiden sich in einigen 

wesentlichen Merkmalen von den Viren innerhalb der Familie der Paramyxovirinae. So ist das 

Nukleokapsid der Pneumovirinae deutlich kleiner als das der Paramyxovirinae und mit dem 

zusätzlichen Protein M2-1 assoziiert. Weiterhin zeigen die Oberflächenproteine der 

Pneumovirinae keine Neuraminidase- und Hämagglutininaktivität.  
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Die Pneumovirinae sind wiederum in zwei weitere Gattungen unterteilt: die Pneumoviren, zu 

denen RSV zählt und die Gattung der Metapneumoviren, die hMPV einschließt [14,15].  

Die Pneumovirinae sind generell kugelförmig bis pleomorph gebaut, haben einen 

Durchmesser von 150-350 nm und besitzen eine Doppelmembran, die von der 

Plasmamembran der Wirtszelle abstammt. In 

ihre Hülle sind Glykoproteine eingelagert, die 

bis zu 12 nm lang sein können [14,15]. Das 

Genom der Pneumo- und Metapneumoviren 

kodiert das Large Polymerase-Protein (L), das 

Nukleokapsid-Protein (N) und das 

Phosphoprotein (P). Zusammen mit der viralen 

RNA bilden sie den Ribonukleoprotein-Komplex 

(RNP). Weiterhin kodiert das Genom das 

Matrixprotein (M), das Fusionsprotein (F), das 

Glyko – oder attachment-Protein (G), das short 

hydrophobic Protein (SH) und die beiden M2-1 

und M2-2 Proteine. Die Reihenfolge dieser 

Gene ist bei den Gattungen unterschiedlich [14-16]. Zusätzlich kodieren die Pneumoviren im 

Gegensatz zu den Metapneumoviren noch die zwei Nicht-Strukturproteine NS1 und NS2, die 

wahrscheinlich an der Inhibierung des Interferonsystems beteiligt sind [17,18]. 

 

Zum Anhaften an die Wirtszelle benötigen die Pneumovirinae das G-Protein und teilweise 

auch das SH-Protein, während das F-Protein für den Eintritt in die Zelle benötigt wird [19-22]. 

Diese Proteine interagieren wahrscheinlich mit der Wirtszelle über Glycosaminglykane wie 

Heparin- und Chondroinsulfat [23]. hMPV scheint in seinem F-Protein eine RGD-

Aminosäuresequenz zu beinhalten, die es dem Virus ermöglicht, auch Integrine als 

Eintrittsrezeptoren zu nutzen [24]. Außerdem scheint hMPV einen niedrigen pH-Wert zu 

benötigen, um in die Wirtszelle gelangen zu können [25-27]. Nach dem Anhaften an den 

Wirtsrezeptor fusioniert die virale mit der zellulären Membran und das Nukleokapsid wird in 

das Zytoplasma entlassen, wo auch die gesamte Virusreplikation stattfindet. Die Transkription 

des Virusgenoms beginnt unverzüglich nach dem Eintritt des Nukleokapsids in das 

Zytoplasma durch den RNA-anhängigen RNA-Polymerase-Komplex. Die Polymerase erkennt 

Start- und Stop-Signale auf der viralen RNA und generiert monozistronische mRNAs, die 

sowohl eine Cap-Struktur als auch einen polyA-Schwanz besitzen. Die mRNAs werden 

translatiert und die akkumulierenden Proteine leiten einen Wechsel von der 

Transkriptionsphase in die Replikationsphase ein. In dieser Phase werden antigenomische full-

length-RNA-Moleküle synthetisiert, die als Vorlagen für die Synthese von genomischer RNA 

Abb. 1.1 
Schematische Darstellung der Pneumovirinae 
(modifiziert nach Quelle: http://www.ncbi.nlm.nih.gov ) 
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verwendet werden. Bei der Assemblierung der entstehenden Virionen akkumulieren die 

Genome und die mit dem Polymerasekomplex assoziierten Nukleokapside an der 

Plasmamembran der Wirtszelle. Parallel werden die Glykoproteine im endoplasmatischen 

Retikulum synthetisiert und im Golgi-Apparat modifiziert, während sie zur Plasmamembran 

transportiert werden. Das M-Protein sorgt bei dem Prozess der Knospung für die Interaktion 

des Nukleokapsids mit der Plasmamembran, indem es den Zusammenbau der anderen 

Strukturproteine an der Zelloberfläche und deren Assoziation mit den lipid rafts unterstützt. 

Durch diesen Vorgang kommt es zur Freisetzung der Virionen an der apikalen Seite der 

Wirtszelle [14,15]. 

 

1.2.1 Das Respiratory Syncytial Virus und das humane Metapneumovirus 

Das humane respiratorische Synzytial Virus (hRSV) wurde zum ersten Mal im Jahr 1956 

identifiziert. Das Virus wurde aus einem Laborschimpansen isoliert, der Symptome ähnlich 

denen der (gemeinen) Erkältung aufwies [2]. Kurze Zeit später wurde es auch in Kindern 

entdeckt und Seroprävalenzstudien wiesen darauf hin, dass hRSV-Infektionen unter Kindern 

allgemein verbreitet waren [28,29]. Es wurde ein Serotyp mit zwei antigenen Untergruppen A 

und B identifiziert [30]. 

hMPV wurde im Jahr 2001 in Kleinkindern und Kindern identifiziert, die Krankheitssymptome 

einer hRSV-Infektion aufwiesen, ohne dass hRSV als Krankheitserreger nachgewiesen wurde. 

Retrospektive Studien zeigten, dass hMPV schon seit Mitte des 20. Jahrhunderts als Erreger 

für pediatrische Erkrankungen in der Bevölkerung persistiert [5]. Es wurde hauptsächlich in 

Kleinkindern und älteren Menschen nachgewiesen, wobei noch kontrovers diskutiert wird, ob 

eine hMPV-Infektion ähnliche Ausmaße annimmt wie eine hRSV-Infektion [31-34]. Von hMPV 

wurde ein Serotyp mit zwei antigenen Untergruppen A und B identifiziert [35-40]. Beide 

Untergruppen werden jeweils in die Genotypen 1 und 2 unterteilt [41-45]. 

 

Sowohl hRSV als auch hMPV sind weltweit verbreitet [5,42,46-61]. In gemäßigten Klimazonen 

zirkuliert hMPV überwiegend im späten Winter oder im Frühling und fällt damit oft mit der 

Hochsaison von hRSV zusammen [37,57,60,62-67]. Ausbrüche sind oft ein lokales Phänomen 

und die dominierende Untergruppe wechselt von Jahr zu Jahr [68]. 

Anhand von Krankheitsanzeichen sind hRSV und hMPV nicht unterscheidbar. Beide 

verursachen Beschwerden der oberen und unteren Atemwege [32]. Je nach Schweregrad 

gehen die hRSV- und die hMPV-Infektionen mit Rhinorrhoe, Husten, Tachypnoe, Giemen, 

inspiratorischen Rasselgeräuschen und Fieber einher. In schweren Fällen leiden die Patienten 

zusätzlich an Hypoxie und Dehydrierung und klinische Manifestationen können bis 

Bronchiolitis und Lungenentzündung reichen. hMPV und hRSV können außerdem eine 
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bestehende Prädisposition für Asthma bei Kindern und Erwachsenen verschlimmern 

[32,45,66,69,70]. 

Seroprävalenzstudien zeigen, dass nahezu alle Kinder innerhalb der ersten fünf Jahre eine 

hMPV-und/oder hRSV-Infektion durchmachen [71-75]. 

 

Verschiedene Tiere werden als Modellorganismen zur Untersuchung von hRSV- und hMPV-

Infektionen herangezogen, darunter Mäuse, Hamster, Frettchen, Meerschweinchen, 

Baumwollratten und verschiedene Affenarten [76-80]. Schimpansen erwiesen sich als 

besonders geeignetes Tiermodell, da sie das Ausmaß einer hMPV-Infektion am realistischsten 

widerspiegelten (hoher Virustiter, auffällige Lungenpathologie und Physiognomie). Da das 

Arbeiten mit Affen jedoch erhebliche ethische und ökonomische Nachteile gegenüber dem mit 

Kleintieren hat, werden Nagetiere bevorzugt als Versuchstiere verwendet. BALB/c-Mäuse 

zeigen vor allem bei der Replikation von hMPV gute Resultate. Darüberhinaus sind ebenfalls 

klinische Krankheitsanzeichen sowie lungenpathologische Veränderungen zu beobachten 

[78,79]. Für hRSV-Infektionen existiert kein Tiermodell, das die gesamte Bandbreite der 

menschlichen Infektionsanzeichen vollständig nachahmt. BALB/c-Mäuse sind bei der 

Untersuchung von hRSV-Infektionen ein häufig verwendetes Tiermodell, auch wenn die 

Virusreplikation sowie die Lungenpathologie generell moderater ausfallen als bei einer hMPV-

Infektion [81]. 

 

Obwohl die meisten Patienten ambulant behandelt werden, kann in schweren Fällen die Gabe 

von Sauerstoff oder künstliche Beatmung nötig werden. Routinemäßig werden zur Behandlung 

Kortikosteroide eingesetzt [34,82], wobei in letzter Zeit ein verstärktes Augenmerk auf die 

Verwendung von antiviral wirkenden Molekülen wie Heparin und NMSO3 und auf die 

Entwicklung von Impfstoffen gelegt wird [83-85]. 

Momentan stehen für die hRSV-Infektionsbehandlung das Nukleosidanalogon Ribavirin und 

der hRSV-neutralisierende Antikörper Palivizumab als Behandlungsoption zur Verfügung. 

Motavizumab, ein neuer Antikörper, zeigte sogar effektivere replikationshemmende 

Eigenschaften als Palivizumab und auch die Verwendung von siRNAs haben 

vielversprechende Resultate gegen hRSV in vitro und in vivo geliefert [83,86]. 

Für die Behandlung von hMPV-Infektionen werden zur Zeit ebenfalls neutralisierende 

Antikörper und siRNAs entwickelt [87-90]. Ribavirin und intravenös verabreichte 

Immunglobuline allein oder in Kombination zeigen in gewissem Maße replikationshemmende 

Eigenschaften [91]. 
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1.3 Die Coronaviridae 

Das Genus der Coronaviren gehört zu der Familie der Coronaviridae innerhalb der Ordnung 

der Nidovirales. Mitglieder dieser Familie besitzen ein einzelsträngiges RNA-Genom mit 

positiver Polarität, das mit seiner Größe von 27-32 kb zu einem der größten unter den 

bekannten Viren zählt. Die kugelförmigen Viruspartikel 

(100-160 nm im Durchmesser) der Coronaviren sind 

umhüllt und weisen auffällige glykosilierte Spike-

Proteine auf ihrer Oberfläche auf, die zu ihrer 

kronenartigen (corona) Erscheinung führen [92]. 

Das Genom der Coronaviren kann in zwei Teile 

unterteilt werden. Die ersten zwei Drittel kodieren zwei 

große Polyproteine (ORF1a und ORF1b), die durch 

autokatalytische Spaltung in bis zu 16 Nicht-

Strukturproteine prozessiert werden, die vor allem in 

die Replikation und Immunevasion involviert sind. 

Das letzte Drittel des Genoms enthält die offenen 

Leseraster, die das Spike-Protein (S), das Envelope- 

oder Hüll-Protein (E), das Membran-Protein (M) und 

das Nukleokapsid-Protein (N) kodieren. Weiterhin beinhaltet es einige Gene für akzessorische 

Proteine, die in Anzahl und Position je nach Spezies variieren. 

Coronaviren werden ausgehend von serologischen Analysen in drei Gruppen unterteilt, die 

durch genetische Analysen bestätigt sind. Säugetiere werden von Gruppe I- und II-Viren 

infiziert während Gruppe III-Viren bislang nur Vögel befallen [92]. 

 

Coronaviren binden über ihr S-Protein an den Wirtsrezeptor. Je nach Spezies werden 

verschiedene Rezeptoren gebunden. Bei SARS-CoV und hCoV-NL63 dient das angiotensin-

converting enzyme II (ACE2) als Eintrittsrezeptor [93-95]. Die sogenannten heptad repeat-

Regionen des S-Proteins verändern bei dieser Bindung ihre Konformation, so dass die virale 

und zelluläre Membran miteinander verschmelzen können. Neben der Membranfusion kann es 

virusabhängig auch zu pH-abhängiger Endozytose kommen. Der Zelleintritt von SARS-CoV 

scheint stark von einem niedrigen pH-Wert abhängig zu sein, während diese Fragestellung für 

hCoV-NL63 noch diskutiert wird [93,96-98].  

Nach dem Eintritt des Viruspartikels in die Zelle gelangt das Nukleokapsid in das zelluläre 

Zytoplasma, wo die virale RNA enthüllt wird, um für die Transkription und Translation 

zugänglich zu sein. Das erste Gen der viralen RNA wird in ein Polyprotein translatiert. Dieses 

wird autoproteolytisch in mehrere kleinere Proteine gespalten, die den viralen Transkriptase-

Helikase-Komplex darstellen. Dieser Komplex synthetisiert aus dem viralen Genom einen 

Abb. 1.2 
Schematische Darstellung eines Corona 
virus 
(Quelle: http://2.bp.blogspot.com); N 
Nukleokapsid, M Matrix, E Envelope, S 
Spike 
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Negativstrang, der anschließend zur Transkription genomischer und subgenomischer mRNAs 

verwendet wird. Die meisten mRNAs werden in Struktur- und Nicht-Strukturproteine 

translatiert. Das N-Protein assoziiert mit der neusynthetisierten genomischen RNA zu 

Nukleokapsiden und bindet an das Oberflächenprotein M, das in die Membran des 

endoplasmatischen Retikulums (ER) integriert ist. Dieser Vorgang findet am ER-Golgi 

Intermediate Compartment (ERGIC) statt, wo auch die Knospung der neuen Virionen beginnt. 

Das E-Protein wird ebenfalls zum ERGIC transportiert, wo beide Oberflächenproteine 

miteinander interagieren, um das Nukleokapsid zu umschliessen [99]. Die S-Proteine werden 

glykosiliert, trimerisiert und durch den Golgi-Apparat transportiert, wo sie in die entstehenden 

Viruspartikel integriert werden. Ähnlich wie bei der Exozytose werden die gereiften Virionen 

durch Verschmelzung der Vesikel mit der Plasmamembran aus der Zelle entlassen [100]. 

 

1.3.1 Das Severe Acute Respiratory Syndrome-assoziierte Coronavirus 

Das SARS-Coronavirus (SARS-CoV) löste im Jahr 2003 das namensgebende ‚schwere akute 

Atemwegssyndrom’ (Severe Acute Respiratory Syndrome) aus, eine Pandemie, die sich von 

China ausgehend weltweit ausbreitete und über 8000 Menschen infizierte, von denen fast 

10 % der Krankheit erlagen [8-10]. 

Ende des Jahres 2002 trat es erstmals in der chinesischen Provinz Guangzhou und in 

nahegelegenen kleineren Ortschaften auf. Die Pandemie startete, nachdem die Infektion nach 

Hong Kong verschleppt worden war und sich dort nosokomial vor allem in Krankenhäusern 

und anderen Orten mit hohem Menschenaufkommen verbreitete. Durch den Flugverkehr 

gelangte das Virus nach Vietnam, Singapur und Kanada, von wo aus es sich in der gesamten 

Welt verbreitete [100]. 

 

Die häufigsten klinischen Symptome der SARS-Infektion waren atypische Lungenentzündung 

einhergehend mit Fieber, Myalgie, Rigor und nicht-produktivem Husten, die zu einer 

maßgeblichen Verschlechterung der Atemfunktion führten [10,101-109]. Histopathologisch 

wurden akute diffuse alveoläre Schäden wie die Bildung von Hyalinmembranen, Infiltrate von 

Entzündungszellen, Ödeme und bronchioläre Schäden beobachtet [110,111]. 

Hauptsächlich waren Erwachsene und ältere Menschen betroffen, wohingegen Kinder 

weitgehend verschont blieben [112-115]. 

Es ist mittlerweile bewiesen, dass SARS-CoV auf zoonotische Herkunft zurückzuführen ist und 

ursprünglich von Fledermäusen abstammt. Es wird den Gruppe-2b-Coronaviren zugeordnet, 

obwohl es phylogenetischen Analysen zufolge streng genommen eine neue Gruppe von 

Coronaviren darstellt [116]. 

Die ersten Übertragungen auf den Menschen erfolgten über Schleichkatzen, wohingegen die  
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eigentliche Ausbreitung von Mensch zu Mensch stattfand [100,117-121]. SARS-CoV konnte 

nicht nur in der Lunge sondern auch im Gastrointestinaltrakt, in Leber und Nieren sowie im 

Gehirn und anderen Geweben nachgewiesen werden [122].  

Die Seroprävalenz war in der allgemeinen chinesischen Bevölkerung äußerst gering im 

Vergleich zu den Tierhändlern, die einen höheren Antikörpertiter aufwiesen. Sie waren in der 

Vergangenheit vermutlich schon öfter mit ähnlichen zoonotischen Rekombinationsereignissen 

konfrontiert gewesen und erlangten dadurch einen höheren Grad an Immunität [100,123]. 

 

Zur Untersuchung und Charakterisierung von SARS-CoV werden verschiedene Tiermodelle 

herangezogen. Alle infizierten Affenarten replizieren das Virus in der Lunge, aber nur bei 

einigen wurden die typischen klinischen und pathologischen Merkmale nachgewiesen, die das 

Krankheitsbild bei infizierten Menschen charaktierisieren (diffuse alveoläre Schäden als 

Merkmal der akuten interstitiellen Pneumonie, Bildung von hyalinen Membranen und 

Pneumozyten Typ II Hyperplasien) [124-126]. 

Aufgrund fehlender Reproduzierbarkeit und Übereinstimmung in den Ergebnissen sowie der 

ethischen Problematik werden zunehmend Kleintiermodelle bevorzugt. Neben dem Frettchen, 

das sowohl die Virusreplikation unterstützt als auch klinische Anzeichen einer SARS-CoV 

Infektion abbildet [127-129], werden syrische Goldhamster und Mäuse verwendet. Syrische 

Goldhamster weisen eine gute Virusreplikation in der Lunge auf und werden mittlerweile vor 

allem für die Evaluation von Impfstoffen und antiviralen Therapeutika verwendet [130-133]. 

Weiterhin stellen verschiedene Stämme gealterter Mäuse (C57BL/6, BALB/c, 129S6) ein für 

SARS-CoV permissives Tiermodell dar, das die charaktieristischen Krankheitsanzeichen einer 

SARS-Infektion gut imitiert [134,135]. 

 

1.3.2 Das humane Coronavirus-NL63 

Das humane Coronavirus-NL63 (hCoV-NL63) wurde nach SARS-CoV im Jahre 2004 zuerst in 

einem sieben Monate alten Kind mit Bronchiolitis identifiziert [6]. 

hCoV-NL63 wurde bisher in vielen Ländern nachgewiesen, was auf eine weltweite Verbreitung 

schließen lässt. Von tropischen Gebieten abgesehen, wurde hCoV-NL63 vor allem in 

Wintermonaten detektiert [50,136-148]. Die am häufigsten auftretenden Symptome sind 

Husten, Rhinitis, Rhinorrhoe, Pharyngitis und Fieber, während in seltenen Fällen auch 

Lungenentzündung diagnostiziert wurde [136,137,139,144,147,149,150]. Alle Altersgruppen 

sind von hCoV-NL63 betroffen, am häufigsten jedoch Kinder bis fünf Jahre oder 

immunsupprimierte Menschen [151]. 

Eine erhebliche Anzahl an hCoV-NL63 positiven Kindern, die an LRTI litten, hatten zudem 

Krupp [65,139,152,153]. Eine postulierte Assoziation mit der Kawasaki-Krankheit [154] konnte  
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von anderen Gruppen bislang allerdings nicht bestätigt werden [155-159]. hCoV-NL63 taucht 

oftmals im Zusammenhang mit anderen Kopathogenen wie Influenza, hRSV, PIV und hMPV 

[136,139,153,160] auf. Die Viruslast von hCoV-NL63 erscheint bei Koinfektionen abgemildert, 

während die Infektion klinisch stärker verläuft [139,153]. Nachweise von Antikörpern, die 

spezifisch an das S-Protein binden und auch einen neutralisierenden Effekt haben, zeigen, 

dass nahezu jeder Erwachsene mindestens einmal im Leben eine Infektion mit hCoV-NL63 

durchmacht [151]. 

Da Coronaviren in der Regel einen strengen Wirtstropismus haben, erweist es sich oft als 

schwierig, ein geeignetes Tiermodell zu finden. Daher wurde auch für hCoV-NL63 noch kein 

Tiermodell identifiziert.  

 

Mittlerweile wurden einige antivirale Wirkstoffe für SARS-CoV und hCoV-NL63 untersucht, die 

in unterschiedliche Stadien des Replikationszyklus eingreifen.  

Eine Möglichkeit, den Fusionsprozess zwischen dem viralen Spike-Protein (S-Protein) und 

dem zellulären Wirtsrezeptor ACE2 zu unterbinden, ist die Verwendung von synthetischen 

Peptiden, die an das S-Protein binden und den viralen Fusionsprozess durch kompetitive 

Bindung verhindern [161,162].  

Die RNA-Interferenz-Technologie (RNAi) ist ein weiteres Mittel, um die Virusreplikation auf 

transkriptionaler Ebene zu inhibieren. Small interfering RNAs (siRNAs), die gegen konservierte 

Regionen des S-Proteins gerichtet sind, zeigen eine starke Verminderung der Replikation in 

vitro, vor allem, wenn sie zeitgleich mit anderen siRNAs kombiniert werden [162,163]. 

Weiterhin zeigen neutralisierende Antikörper gute Resultate in verschiedenen Tiermodellen 

und demonstrieren eine weitere Möglichkeit, die Virusreplikation zu inhibieren [164-167]. 

Auf posttranslationaler Ebene erweisen sich Proteaseinhibitoren, die die Prozessierung der 

großen Polyproteine (pp1ab, pp1a) verhindern, als replikationshemmend [168-174]. 

Während der SARS-Pandemie kamen auch Immunmodulatoren wie Kortikosteroide, 

Pentaglobin, Thalidomid und anti-TNF als Akutbehandlung zum Einsatz [175,176], sowie 

Nukleosidanaloga wie beispielsweise Ribavirin [102,105,177,178]. 

 

1.4 Altern und Pathogenität 

Virusinfektionen können bei besonders jungen oder alten Individuen zu schweren klinischen 

Symptomen und einem verschlimmerten Krankheitsbild führen. Während Kinder noch kein voll 

entwickeltes Immunsystem besitzen, verliert der Organismus von älteren Menschen mit 

zunehmendem Alter die Fähigkeit, Pathogene wirksam zu bekämpfen. 

Bis jetzt ist auf molekularer Ebene noch nicht viel bekannt über das Phänomen der 

‚Immunseneszenz‘. Eine Kombination aus genetischen und epigenetischen, umwelt- und 
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nährstoffbedingten Gründen sowie entwicklungsbedingte Variablen scheint für diesen 

Rückgang an Funktionalität im Körper verantwortlich zu sein. Diese Veränderungen betreffen 

sowohl das angeborene als auch das adaptive Immunsystem [179]. Es scheint sich bei der 

Immunseneszenz jedoch nicht um einen generellen Zusammenbruch des Immunsystems zu 

handeln, sondern um eine Umstrukturierung der dazugehörigen Komponenten, die zu einer 

weniger koordinierten und effektiven Immunantwort führt. 

Nach der Rückbildung des Thymus im Alter werden keine naïven T-Lymphozyten mehr 

gebildet, wodurch sich anteilig die Anzahl an Gedächtnis- und Effektorzellen erhöht. Dieser 

schleichende Wechsel im T-Zellrepertoire führt nach und nach zu einer Veränderung in der 

Zytokinausschüttung. So werden im Alter vermehrt proinflammatorische Zytokine sekretiert, 

die zum sogenannten ‚inflamm aging’ beitragen. Diese ‚Altersentzündung’ unterscheidet sich 

von einer infektionsinduzierten Entzündung und trägt zu einigen altersbedingten chronischen 

Krankheiten wie Alzheimer, Osteoporosis und Artheriosklerose bei [180-182]. 

Weiterhin schaltet das Immunsystem durch die veränderte Zytokinausschüttung verstärkt zu 

einer Th1-Antwort um, die eine Verschlechterung in der B-Zell-Reifung einhergehend mit einer 

Verminderung an Antikörpern bewirkt [181]. 

Ob die Degeneration des Immunsystems eine direkte Ursache oder ein Symptom des Alterns 

ist, ist bislang jedoch nicht geklärt. 

Ein besseres Verständnis für die verantwortlichen Mechanismen ist nötig, um den 

Gesundheitsstatus auch in höherem Alter zu erhalten und ihn gegebenenfalls durch 

therapeutische Intervention wiederherstellen zu können. 

 

1.5 Zielsetzung der Arbeit 

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde das neu identifizierte Virus hMPV und das schon länger 

bekannte Virus hRSV untersucht und mit Hinblick auf ihre Auswirkungen auf die ältere 

Population miteinander verglichen. Des Weiteren wurden das ebenfalls neu identifizierte 

respiratorische Virus SARS-CoV untersucht und charakterisiert.  

 

Eine Problematik bei der Untersuchung von hMPV und hRSV ist, dass bislang keine Zelllinie 

zur Verfügung stand, die für beide Viren gleichermaßen suszeptibel ist. Zurzeit werden für die 

Virusreplikation vor allem diverse von Affen abstammende Zelllinien verwendet. Die erste sich 

ergebende Fragestellung der vorliegenden Doktorarbeit war daher, ob es möglich ist, eine 

Zelllinie zu finden, auf der beide Viren gleichermaßen replizieren können. Vorzugsweise sollte 

diese humanen Ursprungs sein, um weitere Charakterisierungen vor diesem Hintergrund 

vorzunehmen. 
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Aufbauend auf den in vitro-Resultaten, die sich für hRSV und hMPV abzeichneten, wurden die 

beiden Viren in vivo in einem BALB/c-Mausmodell getestet. Für diese Fragestellung wurde ein 

bestehendes Mausmodell modifiziert, so dass die tatsächliche Situation im Menschen optimiert 

nachgestellt wird. Mit diesem in vivo-Modell wurde untersucht, ob hRSV und hMPV 

unterschiedliche Effekte auf externe wie interne Parameter der Tiere haben, vor allem im 

Hinblick auf verschiedene Altersstufen der Tiere. 

 

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde eine Tierversuchsplattform für das SARS-

Coronavirus implementiert, um für spätere Versuche mit rekombinanten SARS-Coronaviren 

genutzt zu werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Medien und Puffer 

Annealing-Puffer     (IDT, Dessau-Rossau) 

DMEM High Glucose     (PAA, Laboratories GmbH, Pasching) 

PBS       (PAA, Laboratories GmbH, Pasching) 

TAE-Puffer (50x)     (AppliChem GmbH, Darmstadt) 

2.1.1.1 Erhaltungsmedium 

Als Nährmedium wurde Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose (4,5 g/l) 

(PAA) verwendet, dem 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin, 1 % (v/v) nicht-

essentielle Aminosäuren und 2 mM L-Gluthamin zugefügt wurden. 

2.1.1.2 Infektionsmedium 

Für Infektionsversuche mit hRSV, hCoV-NL63 und SARS-CoV wurde Erhaltungsmedium mit 

einer reduzierten Menge an FCS (3 % (v/v)) verwendet. Für Infektionsversuche mit hMPV 

wurde zur Steigerung der Infektiösität zusätzlich 0,015 % (v/v) Trypsin (PAA Laboratories, 

Pasching) zugefügt. 

 

2.1.2 Zelllinien 

HepG2  (ATCC: HB-8065; Dr. Ulrike Protzer, München) 

Vero E6 (ATCC: CRL-1586) 

 

2.1.3 Viren 

hCoV-NL63      Lia van der Hoek, Amsterdam, Niederlande 

SARS-CoV-FFM     Stamm Frankfurt 1, Christian Drosten,  

       Bernhard-Nocht-Institut, Hamburg 

SARS-CoV-HK     Stamm Hong Kong, Matthias Niedrig,  

       Robert-Koch-Institut, Berlin 

hMPV       Stamm CAN97-83, Guy Boivin, Quebec,  

       Kanada 

hRSV       Eigenisolat, Oliver Schildgen, Bonn 
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2.1.4 Desoxyoligonukleotide 

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers (Ulm) hergestellt. 

 

Tabelle 2.1 Oligonukleotide für die Klonierung der Standardplasmide und die qRT-PCR 

 

Die Sequenzen der Primer sv581s und sv582as wurden der Publikation von Maertzdorf et al., 

2004 [183] entnommen. Die Sequenzen der Primer RSV-f und RSV-r wurden der Publikation 

von Mentel et al., 2003 [184] entnommen. 

 

2.1.5 Plasmide 

phMPV      in dieser Arbeit hergestellt 

phRSV       von Dr. Maria Gracia Cusi, Siena 

pPanCoro      in dieser Arbeit hergestellt 

 

2.1.6 Versuchstiere 

Mäuse: 

BALB/cJ Rj      (Janvier-Elevage, LeGenest-Saint-Isle,  

       Frankreich) 

C57BL/6J Rj      (Janvier-Elevage, LeGenest-Saint-Isle,  

       Frankreich) 

 

Syrische Goldhamster: 

Crl: LVG (SYR) 049     (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) 
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RjHan: AURA      (Janvier-Elevage, LeGenest-Saint-Isle,  

       Frankreich) 

2.1.7 Antikörper 

Alexa Fluor 488 goat-anti-mouse   (Invitrogen, Karlsruhe) 

α-hMPV-Antikörper     (Covalab, Axxora, Lörrach) 

α-RSV-Antikörper      (Millipore, Schwalbach) 

 

2.1.8 Kits und Reagenzien 

Alexa Fluor 488 Phalloidin    (Invitrogen, Karlsruhe) 

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosciences, Darmstadt) 

Cell Proliferation Kit II (XTT)    (Roche, Mannheim) 

Expand High Fidelity PCR Kit   (Roche, Mannheim) 

HiSpeed Plasmid Maxi Kit    (Qiagen, Hilden) 

Human TNF-α Ultrasensitive Immunoassay Kit (Invitrogen, Karlsruhe) 

Lipofectamine RNAiMAX Reagent   (Invitrogen, Karlsruhe) 

Mitotracker (CMXRos)    (Invitrogen, Karlsruhe) 

Mouse TNF-α ELISA Kit    (Invitrogen, Kalrsruhe) 

NF-κBp65 (Total) ELISA Kit    (Invitrogen, Karlsruhe) 

Prolong gold antifade reagent with DAPI  (Invitrogen, Karlsruhe) 

QIAamp Viral RNA Mini Kit    (Qiagen, Hilden) 

QIAprep Spin Miniprep Kit    (Qiagen, Hilden) 

Quantitative RT-PCR Array    (SABiosciences, BIOMOL, Hamburg) 

QuantiTect SYBR Green PCR Kit   (Qiagen, Hilden) 

Rhodamin Phalloidin     (Invitrogen, Karlsruhe) 

RNeasy Mini Kit     (Qiagen, Hilden) 

Sircol Collagen Assay    (Biocolor, Nettetal) 

TOPO TA Cloning Kit     (Invitrogen, Karlsruhe) 

Triton-X 100      (AppliChem GmbH, Darmstadt) 

 

2.1.9 Feinchemikalien 

Agarose      (Biozym, Hessisch Oldendorf) 

Aminosäuren (nicht essentielle)   (PAA Laboratories GmbH, Pasching) 

Ampicillin      (Roth, Karlsruhe) 

Avicel       (FMC, Houston, USA) 

β-Mercaptoethanol     (AppliChem GmbH, Darmstadt) 
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Dimethylsulfoxid (DMSO)    (AppliChem GmbH, Darmstadt) 

Ethanol      (AppliChem GmbH, Darmstadt) 

Ethidiumbromid     (Boehringer, Mannheim) 

Fötales Kälberserum (FCS)    (PAA Laboratories GmbH, Pasching) 

Formalin      (Pathologie, Uniklinik Bonn) 

Gluthamin (200 mM)     (PAA Laboratories GmbH, Pasching) 

Glycerin      (Merck, Darmstadt) 

Isofluran      (DeltaSelect, München) 

Isopropanol      (AppliChem GmbH, Darmstadt) 

Kristallviolett      (Merck, Darmstadt) 

Penicillin/Streptomycin    (PAA Laboratories GmbH, Pasching) 

Trypanblau      (Sigma-Aldrich, München) 

Trypsin/EDTA      (PAA Laboratories GmbH, Pasching) 

 

2.1.10 Materialien 

Glasflaschen      (Schott, Mainz) 

Injektionsnadeln     (BD, Heidelberg) 

LightCycler-Kapillaren    (Roche, Mannheim) 

Mikrotitrierplatten (6 und 96 well-Format)  (Nunc, Langenselbold) 

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)    (Greiner bio-one, Solingen) 

Pipettenspitzen     (Greiner bio-one, Solingen) 

Standardreaktionsgefäße (0,5-2 ml)   (Eppendorf, Hamburg) 

Standardreaktionsgefäße (15 ml, 50 ml)  (Greiner bio-one, Solingen) 

Zellkratzer      (BD, Heidelberg) 

Zellkulturflaschen     (Nunc, Langenselbold) 

 

2.1.11 Geräte 

Bakterieninkubator     (Certomat H & S, Sartorius, Göttingen) 

ELISA-Photometer     (Sunrise, Tecan, Crailsheim) 

Gefrierschrank (-80 °C)    (Kendro, Heraeus, Hanau) 

Geldokumentationsapparat    (Intas, Göttingen) 

Gelelektrophoresekammer    (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlagen) 

Gelelektrophorese Power-Supply   (Consort E815, Biocom ltd – G Kisker  

       GmbH, Steinfurt) 

Gewebehomogenisator    (QIAshredder, Qiagen, Hilden) 

Immunfluoreszenzmikroskop    (Axio Imager M1, Zeiss, Jena) 
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Impedanzmeßgerät     (ACEA Biosciences, Roche, Mannheim) 

Kühlschrank / -20 °C-Gefrierschrank   (Öko_santo_electronic, AEG, Frankfurt 

       a.M.) 

Mikroskop      (Standard 25, Zeiss, Jena) 

Mikroskop      (Telaval 31, Zeiss, Jena) 

Mikrowelle      (Micromat, AEG, Frankfurt a.M.) 

Nanodrop-Photometer    (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlagen) 

PCR-Gerät      (T3 Thermocycler, Biometra, Göttingen) 

Pipetten      (Eppendorf, Hamburg) 

qRT-PCR-Geräte     (LightCycler 1.5; Roche, Mannheim) 

       (Taqman ABI 7500, Applied Biocsiences,  

       München) 

Sequenziergerät     (3130 Genetic Analyzer, Applied   

       Biosciences, Darmstadt) 

Sterilbank      (Gelaire Flow Laboratories, Meckenheim) 

Thermoblock      (Thermomixer 5436, Eppendorf,   

       Hamburg) 

Tischzentrifuge      (Biofuge 13, Heraeus, Hanau) 

Vortex       (Vortex-Genie1 Touch Mixer, Scientific  

       Industries Inc., Darmstadt) 

Waagen      (Kern-KB, Balingen-Frommern) 

Wasserbad      (GFL 1083, Burgwedel) 

Zählkammer      (Superior Marienfeld Laboratory   

       Glassware, Lauda-Königshofen) 

Zellinkubator      (Heracell 240, Thermo Electron   

       Corporation, Dreieich) 

Zentrifuge      (Megafuge 1.0R, Heraeus, Hanau) 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Zur Konzentrationsbestimmung wurden 2 µl einer DNA- bzw. RNA-Probe verwendet. Die 

Messung wurde mit dem Nanodrop (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlagen) durchgeführt. 

 

2.2.1.2 Generierung von Standard-Fragmenten für qRT-PCR 

Um die Konzentration unbekannter Proben durch quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) 

bestimmen zu können, wurden zuerst Standards hergestellt, die bei der Quantifizierung als 

Eichkurve dienten. Dazu wurde ein Fragment aus dem jeweiligen Virengenom durch PCR 

amplifiziert und in einen Vektor kloniert. Als Ausgangsmaterial wurde RNA aus 

Patientenmaterial verwendet. 

Zur reversen Transkription der RNA in cDNA wurden 10 µl eluierte RNA, 1 µl 10 µM RT-Primer 

(sv581s oder sv381s), 0,4 µl 25 mM dNTPs, 0,8 µl 25 mM Magnesiumchlorid, 0,5 µl RT-

Enzym (20 U/µl), 4 µl 5 x RT-Puffer und 3,3 µl RNase-freies Wasser in einem 20 µl-Ansatz 

zusammen vermischt. Dieser Ansatz wurde bei 42 °C für 45 min. inkubiert. Die Reaktion wurde 

anschliessend durch eine fünfminütige Inkubation bei 95 °C inaktiviert.  

Die generierte cDNA wurde anschließend in einer regulären PCR weiter verwendet. Der 

gesamte RT-Ansatz wurde zu 2,5 µl 10 µM sense- und antisense-Primern (sv581s und 

sv582as oder sv381s, sv385as und sv386as), 1 µl 25 mM dNTPs, 1,6 µl 25 mM 

Magnesiumchlorid, 0,5 µl Enzym (3,5 U/µl), 5 µl 10 x Puffer gegeben und mit RNase-freiem 

Wasser auf 50 µl Gesamtvolumen aufgefüllt. Die Reaktion wurde mit folgendem Programm 

durchgeführt: 2 min. bei 95 °C, anschließend folgten 40 Zyklen mit 1 min. bei 95 °C, 1 min. bei 

62 °C (hMPV) oder 55 °C (PanCoro) und 2 min. bei 72 °C. Zum Schluss erfolgte eine 

zehnminütige Elongation bei 72 °C.  

Das Standard-Plasmid zur Quantifizierung von hRSV wurde von Gracia Cusi zur Verfügung 

gestellt. 

 

2.2.1.3 Colony-PCR 

Die Colony-PCR stellt eine modifizierte Form der regulären PCR dar, mit deren Hilfe schnell 

überprüft wird, ob transformierte Klone das gewünschte Insert beinhalten. 

Zur Freilegung der Plasmid-DNA wurden Bakterienzellen in 30 µl Wasser für 15 min. bei 95 °C 

denaturiert. Entsprechende insertständige Primer wurden verwendet, um die Anwesenheit des 
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gewünschten Fragments nachzuweisen. Das jeweilige PCR-Programm richtete sich nach den 

verwendeten Primern. 

 

2.2.1.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsäuren 

Nukleinsäuren können in einem Agarosegel durch das Anlegen eines elektrischen Feldes 

aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen nach ihrer Größe und Konformation 

aufgetrennt werden. 

Abhängig von der Größe der aufzutrennenden DNA-Fragmente enthielten die benutzten Gele 

0,8–2 % Agarose (Biozym, Hessisch Oldendorf) in 1 x TAE-Puffer (AppliChem, Darmstadt). 

DNA-Proben wurden mit Ladungspuffer versetzt, in geeignetem Volumen auf das Gel 

aufgetragen (Gelkammer, Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlagen) und eine Spannung von 

100-200 Volt (Gelelectrophoresis Power Supply, Consort E815, Biocom ltd-G Kisker GmbH, 

Steinfurt) angelegt. Nach ausreichend langer Auftrennungszeit wurden die Gele in einer 

Ethidiumbromid-Lösung (Boeringer, Mannheim) angefärbt. 

Die Detektion der DNA-Banden erfolgte unter UV-Licht, bei dem der interkalierende Farbstoff 

Ethidiumbromid fluoresziert. Mit Hilfe des Geldokumentationsgerätes (Intas, Göttingen) wurde 

das Gel fotografiert. 

 

2.2.1.5 Klonierung von DNA-Fragmenten 

Durch PCR generierte DNA-Fragmente wurden in den pCR4-TOPO-Vektor des Topo TA 

Cloning Kits (Invitrogen, Karlsruhe) nach Anweisung des Herstellers kloniert. 

 

2.2.1.6 Transformation chemisch kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA 

pCR4-TOPO-Vektoren mit dem gewünschten DNA-Insert wurden in TOP 10 

transformationskompetente E. coli Bakterien (Invitrogen, Karlsruhe) nach Anweisung des 

Herstellers transformiert. 

 

2.2.1.7 Bakterienkultivierung und -lagerung 

Zur Kultivierung der verwendeten E. coli Bakterienstämme wurde Flüssig-LB-Medium oder LB-

Agar (Festmedium) verwendet. Die Bakterien wurden ÜN bei 37 °C und bei 250 rpm 

(Flüssigkulturen) inkubiert. 

Die Selektion der transformierten Bakterien erfolgte durch das Antibiotikum Ampicillin (Roth, 

Karlsruhe), das in einer Endkonzentration von 100 µg/ml zugegeben wurde. 
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Zur dauerhaften Lagerung wurden je 750 µl Bakterienkultur mit 250 µl Gycerol vermischt und 

bei -80 °C gelagert. 

 

2.2.1.8 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien 

Bei kleinen Volumina einer ÜN-Flüssigkultur (bis 5 ml) wurde die Plasmid-Isolierung mit dem 

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) nach Anweisung des Herstellers durchgeführt. Die 

aufgereinigte DNA wurde in 30 µl TE-Puffer eluiert. 

Für größere Volumina einer ÜN-Flüssigkultur (bis 250 ml) wurde die Plasmid-Isolierung mit 

dem HiSpeed Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden) nach Anweisung des Herstellers 

durchgeführt. Die aufgereinigte DNA wurde in 750 µl TE-Puffer eluiert. 

 

2.2.1.9 Isolierung von RNA 

Die Gesamt-RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit, die virale RNA allein mit dem QIAamp 

MinElute Virus Spin Kit (Qiagen, Hilden) nach Anweisung des Herstellers isoliert. Die Proben 

der Genexpressionsanalysen (2.2.1.13) wurden bei der Aufreinigung mit dem RNeasy Mini Kit 

einer säulenbasierenden DNase-Behandlung unterzogen. Zur genomischen DNA-Eliminierung 

wurden alle Proben mit RNase-freiem Wasser und dem 5 x gDNA-Elimenation-Buffer 

(SABiosciences, BIOMOL) auf eine Konzentration von 2 µg in einem Endvolumen von 10 µl 

eingestellt. 

 

2.2.1.10 Viruslastbestimmung durch qRT-PCR 

Mit Hilfe von Standards, deren Kopienzahl bekannt ist, wird eine Eichkurve erstellt, mit der die 

absolute Anzahl an Genomäquivalenten (geq) in den Proben ermittelt wird.  

Die qRT-PCRs wurden mit dem QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden) nach 

Anweisung des Herstellers durchgeführt. Für einen Ansatz wurden 1 µl Probe, 2 µl 10 µM 

sequenzspezifische Primer (Tab. 2.1), 10 µl 2 x Mastermix, 0,2 µl RT-Mix (Enzyme) und ein 

entsprechendes Volumen an RNase-freiem Wasser zum Auffüllen auf 20 µl eingesetzt. 

Die qRT-PCR wurde mit dem LightCycler 1.5 System (Roche, Mannheim) mit folgendem 

Programm durchgeführt: 20 min. bei 50 °C, 15 min. bei 95 °C, anschliessend folgten 45 Zyklen 

mit 20 sek. bei 95 °C, 1 min. bei 58 °C (hRSV) oder 62 °C (hMPV) oder 55 °C (hCoV-NL63 

und SARS-CoV) und 30 sek. bei 72 °C. Die Fluoreszenz wurde nach jedem abgeschlossenen 

Zyklus gemessen. Im Anschluß an jede PCR wurde zur Überprüfung der Produkte eine 

Schmelzkurve erstellt. 
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2.2.1.11 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Für die Durchführung der enzyme-linked-immunosorbent-assays (ELISAs) wurde zuvor eine 

Proteinbestimmung vorgenommen, um in allen Proben dieselbe Proteinkonzentration 

einstellen zu können. Die Bestimmung wurde mit dem Quick Start Bradford Dye Reagent 

(BioRad, München) nach Anweisung des Herstellers durchgeführt.  

 

2.2.1.12 TNF-α- und NF-κB-ELISA 

Die Präsenz von humanem Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) in infizierten HepG2-Zellen sowie 

von murinem TNF-α und murinem Nekrosefaktor-κB (NF-κB) in homogenisierten Lungen der 

infizierten Mäuse wurde durch zwei kommerziell erhältliche ELISAs überprüft (TNF-α ELISA 

und NF-κBp65 (total) Kit; Invitrogen, Karlsruhe). Gewebe, Zellen und Zellkulturüberstand 

wurden geerntet und weiterverarbeitet, um den Gehalt an TNF-α und NF-κB zu messen. Die 

Proteinkonzentration jeder Probe wurde auf 1 µg/µl (2.2.1.11) eingestellt und die Proben aller 

Tiere einer Gruppe gepoolt. Die Messung wurde als Dreifachbestimmung durchgeführt. 

 

2.2.1.13 Genexpressionsanalysen 

Um die Transkriptionsprofile von hRSV- und hMPV-infizierten Zellen zu untersuchen, wurden 

quantitative RT-PCR Arrays (SABiosciences, BIOMOL, Hamburg) verwendet. Die reverse 

Transkription wurde mit 2 µg der zu untersuchenden RNA und dem RT2 First Strand Kit 

(Qiagen, Hilden) nach Anweisung des Herstellers durchgeführt. 

Unter RNase-freien Bedingungen wurden alle Komponenten des RT2 SYBR Green/ROX qPCR 

Mastermixes miteinander vermischt. Zu jeder Vertiefung einer 96 well array-Mikrotitrierplatte 

wurden 25 µl des Mastermixes zusammen mit 20 µl der zu analysierenden cDNAs (RT-PCR-

Produkte) gegeben. Die Platte wurde versiegelt und einer quantitativen Analyse im ABI 7500 

Taqman (Applied Biosciences, München) nach Anweisung des Herstellers unterworfen. Ein 

interner GADPH-Standard wurde zur Normalisierung der Ergebnisse verwendet. 

Transkriptionale Veränderungen wurden nach der 2∆∆Ct-Methode berechnet [185]. 

 

2.2.2 Zellbiologische Methoden 

2.2.2.1 Zellerhaltung 

Alle Zelllinien wurden zweimal pro Woche ‚gesplittet’. Der Überstand wurde verworfen und die 

Zellen mit 10 ml PBS (PAA Laboratories GmbH, Pasching) gewaschen um den verbleibenden 

Rest an fötalem Kälberserum (FCS) zu entfernen. Anschließend wurden 5 ml Trypsin-EDTA 

(PAA Laboratories GmbH, Pasching) zu den Zellen gegeben und bei 37 °C so lange inkubiert, 
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bis sich die Zellen abgekugelten. Das Trypsin wurde daraufhin entfernt und die Zellen in 10 ml 

frisches Erhaltungsmedium (2.1.1.1) resuspendiert. Je 2 ml der Zellsuspension wurden zur 

Inokulation neuer Zellkulturflaschen verwendet. 

 

2.2.2.2 Zellzahlbestimmung 

Die Zellkonzentration wurde mit einer Neubauer-Zählkammer (Superior Marienfeld Laboratory 

Glassware, Lauda-Königshofen) ermittelt. 

 

2.2.2.3 Plaque-Titrations-Assay  

Die Anzahl an infektiösen Viruspartikeln oder plaque forming units (pfu) wurde mit Hilfe eines 

Plaque-Titrations-Assays ermittelt.  

Dabei wird eine zu untersuchende Probe in unterschiedlichen Verdünnungen in eine für diesen 

Virus suszeptible Zellkultur eingebracht. Nach der Virusinokulation wird die Zellkultur mit 

einem viskosen Medium überschichtet, um eine Diffusion von neu entstehenden Virionen zu 

verhindern. Auf diese Weise werden nur direkt infizierte Zellen und deren unmittelbare 

Nachbarzellen lysiert. Nach geeigneter Inkubationszeit wird die Zellkultur angefärbt und die 

lysierten Zellen werden als Plaques sichtbar und können ausgezählt werden. 

Um die Anzahl an infektiösen SARS-Coronavirionen zu ermitteln, wurden je well 3 x 105 Vero 

E6-Zellen in eine 6 well-Zellkulturplatte in einem Volumen von je 2 ml ausgesät und ÜN bei 

37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Am nächsten Tag wurde das verbrauchte Medium entfernt und 

die Zellen mit je 1 ml der verschiedenen Verdünnungen der zu titrierenden Virussuspensionen 

inokuliert. Die Zellen wurden für eine Stunde bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend 

wurde das Inokulum entfernt und die Zellen mit 2 ml Deckmedium, das zu gleichen Teilen aus 

Infektionsmedium (2.1.1.2) und 2,4 %igem Avicel (FMC, Houston, USA) bestand, 

überschichtet. Der Ansatz wurde für drei Tage bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 

Zur Visualisierung der Plaques wurde das Deckmedium abgenommen und die Zellen für 

mindestens 30 min. mit 4 %igem Formalin bedeckt, welches die Zellen fixiert und die 

infektiösen Viruspartikel inaktiviert. Anschließend wurden die Zellen mit Kristallviolett-Lösung 

(Merck, Darmstadt) angefärbt und die Plaques ausgezählt. 

 

2.2.2.4 Real-Time Cell-Electronic-Sensing (RT-CES) 

Mit dem RT-CES-System werden Veränderungen von Zelleigenschaften durch Messung der 

elektronischen Impedanz in Echtzeit verfolgt [186]. 

Ein Bestandteil dieses Systems sind spezielle 96 well-Zellkulturplatten (E-Platten), deren 

Vertiefungen mit einer dünnen Goldschicht ausgekleidet sind und als Elektroden oder 
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Sensoren dienen. In der Abwesenheit von Zellen wird die elektronische Impedanz dieser 

Elektroden durch das ionische Umfeld an der Grenzfläche zwischen Elektrode und Lösung 

bestimmt. Bei der Kultivierung von Zellen auf diesen Sensoren wird das unmittelbar 

umgebende ionische Umfeld an dieser Grenzfläche beeinflusst. Die Anzahl der Zellen sowie 

ihre Fähigkeiten zum Anhaften an den Boden korrelieren direkt mit dem Widerstand. Die 

Widerstandsveränderungen werden als dimensionsloser Parameter ‚Zellindex’ (CI) 

angegeben, der sich aus der Formel CI = maxi =1,.….,N ((Rcell(fi) / R0(fi)) -1) ergibt, wobei N die 

Anzahl der Messpunkte darstellt, während R0(f) und Rcell(f) die elektronischen Widerstände 

jeweils mit und ohne vorhandene Zellen beschreiben. Somit stellt der CI einen quantitativen 

Wert des Zellstatus innerhalb eines wells dar.  

Je 100 µl Infektionsmedium (2.1.1.2) wurden zur Messung des Hintergrundes in die 

Vertiefungen der E-Platten gefüllt. Anschließend wurde das Medium verworfen und je 100 µl 

einer aufeinanderfolgenden Zweier-Verdünnungreihe ausgehend von 1 x 105 geq eines hRSV- 

oder eines hMPV-Zellkulturüberstandes zu den Vertiefungen gegeben. Dazu wurden 5 x 104 

HepG2-Zellen in einem Volumen von 50 µl zugesetzt. Das Experiment wurde als 

Dreifachbestimmung durchgeführt. Nicht infizierte Zellen wurden als Kontrolle verwendet. 

Die E-Platten wurden nach Zuführung aller Komponenten für 20 min bei RT inkubiert, damit 

sich die Zellen in den Vertiefungen absetzen konnten. Anschließend wurden die E-Platten in 

die RT-CES-Station gesetzt und für 7 Tage bei 33 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die Messungen 

erfolgten automatisch alle sechs Stunden.  

 

2.2.2.5 XTT-Zellvitalitätstest 

Der XTT-Test wurde mit dem Cell Proliferation Kit II (Roche, Mannheim) durchgeführt. Das 

Prinzip des XTT-Verfahrens basiert auf der Konversion von gelbem Tetrazoliumsalz zu 

orangem Formazan von metabolisch aktiven Zellen.  

Je 100 µl Zellkulturüberstand aus den Vertiefungen von 96 well-Zellkulturplatten wurden zur 

Bestimmung des Virustiters entnommen. Die Zellen und die verbleibenden 50 µl wurden mit je 

50 µl XTT-Reagenz vermischt und für eine Stunde bei RT inkubiert. Anschließend wurde die 

Absorption jeder Vertiefung bei einer Wellenlänge von 465 nm und einer Referenzwellenlänge 

von 630 nm im ELISA-Lesegerät (Tecan Sunrise, Crailsheim) gemessen. 

 

2.2.2.6 Immunfluoreszenzfärbungen 

Für die immunhistochemische Detektion von hRSV und hMPV wurden HepG2-Zellen mit 

spezifischen Antikörpern gefärbt. Mitochondrien und Aktin wurden vor der immun- 

histochemischen Färbung angefärbt. 5 x 104 HepG2-Zellen wurden direkt auf Deckgläser 

ausgesät und mit 1 x 106 geq hRSV bzw. hMPV infiziert. An Tag 4 nach Infektion (n.I.) wurde 
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das Medium abgenommen und verworfen. Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen, mit 

4 %igem Formalin fixiert, abermals gewaschen und mit 0,1 %igem Triton X-100 (AppliChem 

GmbH, Darmstadt) permeabilisiert. Für die Anfärbung der Mitochondrien wurden die Zellen für 

30 min. mit 100 nM Mitotracker (Invitrogen, Karlsruhe) inkubiert und vor der Fixierung 

nochmals gewaschen. Für die Anfärbung des Aktins wurden die Zellen für 20 min mit 1 U 

Rhodamin Phalloidin (Invirtogen, Karlsruhe) inkubiert und nach der Fixierung und 

Permeabilisierung gewaschen. Nach der Inkubation der Zellen für 30 min. mit einer 5 %igen 

FCS/PBS–Blockierlösung, wurden sie mit 1:100 verdünntem α-RSV- (Millipore, Schwalbach) 

bzw. 1:200 verdünntem α-hMPV-Antikörper (Covalab, Axxora, Lörrach) für eine Stunde bei RT 

inkubiert. Anschließend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, bevor sie mit dem 

1:500 verdünntem Alexa-Fluor-konjugierten Zweitantikörper (Invitrogen, Karlsruhe) für eine 

Stunde inkubiert wurden. Für die darauffolgende Einbettung wurde das prolong gold antifade 

reagent with DAPI (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Die Auswertung der gefärbten Zellen 

erfolgte am Immunfluoreszenzmikroskop (Axio Imager.M1, Zeiss, Jena). 

 

2.2.2.7 siRNA-Versuche  

128 lyophilisierte einzelsträngige siRNAs wurden mit je 20 µl Annealing-Puffer (IDT, Dessau-

Rosslau) versetzt, um sie auf eine Ausgangskonzentration von 100 µM zu bringen. 

Anschließend wurden sie für 2 min. auf 95 °C erhitzt und langsam auf RT heruntergekühlt, um 

die RNA-Einzelstränge zu hybridisieren. 

Die siRNA-Versuche wurden im 96 well-Format durchgeführt. Je Vertiefung wurden 1 x 105 

geq hMPV in einem Volumen von 100 µl Infektionsmedium (2.1.1.2) vorgelegt. Anschließend 

wurden 5 x 104 HepG2-Zellen in einem Volumen von 50 µl zugegeben und ÜN bei 33 °C 

kultiviert. Am nächsten Tag wurde das verbrauchte Infektionsmedium verworfen und die Zellen 

mit zusatzfreiem DMEM gewaschen. Anschließend wurden die siRNAs mit zusatzfreiem 

DMEM auf eine Konzentration von 1 µM eingestellt. Als Transfektionsreagenz wurde 

Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Für die Herstellung des 

Transfektionsmastermixes wurde das Lipofectamine RNAiMAX im Verhältnis 1:25 mit 

zusatzfreiem DMEM vermischt. 10 µl Transfektionsmastermix, 10 µl der jeweiligen siRNA-

Gebrauchslösung und 80 µl zusatzfreies DMEM (Gesamtvolumen 100 µl) wurden zu den 

Zellen pipettiert und ÜN bei 37 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurde das 

Transfektionsmedium abgenommen und die Zellen mit zusatzfreiem DMEM gewaschen. Zu 

jeder Vertiefung wurden 150 µl Infektionsmedium (2.1.1.2) gegeben und der Ansatz für vier 

Tage bei 33 °C inkubiert. Zur Auslesung wurde der XTT-Zellvitalitätstest (2.2.2.5) verwendet. 
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2.2.2.8 Zellkulturkinetiken 

2.2.2.8.1 Fünf-Tages-Kinetik 

3 x 106 HepG2-Zellen wurden in T75-Zellkulturflaschen ausgesät und für drei Tage bei 37 °C 

kultiviert, bis sie zu 90-100 % konfluent waren. Anschließend wurden sie für zwei Stunden mit 

je 1 x 108 geq hMPV oder hRSV pro Zellkulturflasche inokuliert. Als Kontrolle wurden Zellen 

mit verbrauchtem Infektionsmedium (1:2 mit 50 %iger Sukroselösung versetzt und bei -80 °C 

gelagert) ‚mockinfiziert’. 4, 24, 48, 72 und 96 Stunden n.I. wurden die Zellen in das 

umgebende Medium geschabt, bei 2000 rpm zentrifugiert und das Pellet in 1,2 ml RLT-Puffer 

(Qiagen, Hilden) resuspendiert. 

 

2.2.2.8.2 Zwei-Wochen-Kinetik 

3 x 106 HepG2-Zellen wurden in T75-Zellkulturflaschen ausgesät und für drei Tage bei 37 °C 

kultiviert, bis sie zu 90-100 % konfluent waren. Anschließend wurden sie mit je 1 x 107 geq 

hMPV oder hRSV pro Zellklturflasche inokuliert. 24 Stunden n.I. wurde das Inokulum entfernt 

und frisches Infektionsmedium (2.1.1.2) zugegeben. Als Kontrolle wurden nicht infizierte Zellen 

verwendet. In einem Zeitraum von 14 Tagen wurden regelmässig Proben aus den 

Zellkulturflachen entnommen und bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert. 

 

 

2.2.3 In vivo-Infektions-Methoden 

Alle Versuchstiere wurden bei einem 12:12 Stunden hell/dunkel-Zyklus gehalten. Den Tieren 

stand Wasser und Futter ad libitum zur Verfügung. Alle Versuche wurden gemäß dem 

deutschen Tierschutzgesetz mit der Genehmigung der regionalen Tierschutzkommission 

durchgeführt. 

 

2.2.3.1 Infektionen mit hRSV und hMPV 

Für die Tierversuche wurden 4 Wochen alte BALB/c-Mäuse (Inzucht-Stamm BALB/cJ_Rj; 

Janvier-Elevage, Le Genest St. Isle, Frankreich) verwendet. Die Tiere wurden einzeln in 

Käfigen mit Laufrädern (Sandow Scientific, Hampton Middlesex, Großbritannien) zur 

Aktivitätsmessung gehalten.  

Der Versuch gliederte sich in drei Phasen: eine dreitägige Adaptionsphase, eine fünftägige 

Präinfektionphase und eine fünftägige Postinfektionphase. Währenddessen wurden 

Physiognomie, Gewicht, Nahrungsverbrauch und Aktivität der Tiere täglich überprüft und 

gemessen. Die Inokulation wurde intranasal unter leichter Inhalationsanästhesie mit Isofluran 
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(DeltaSelect, München) durchgeführt. Die Mäuse wurden mit 2 x 107 geq (1,6 x 103 TCID50) 

hMPV, 2 x 107geq (1,6 x 103 TCID50) hRSV oder mit je 1 x 107 geq (0,8 x 103 TCID50) hMPV 

und hRSV (Doppelinfektion) in einem Endvolumen von 25 µl HepG2-Zellkulturüberstand 

inokuliert. Für die Mockinfektion wurde virusfreier, fünf Tage alter Zellkulturüberstand 

verwendet. Pro Gruppe wurden fünf Tiere eingesetzt. 

Fünf Tage n.I. wurden die Versuchstiere durch zervikale Dislokation getötet und ihre Lungen 

entnommen. 

 

2.2.3.2 Infektionen mit SARS-CoV und hCoV-NL63 

Für die Tierversuche wurden fünf bis sechs bzw. zwölf Wochen alte syrische Goldhamster 

(Janvier-Elevage, Le Genest St Isle, Frankreich oder Charles River, Sulzfeld, Deutschland) 

verwendet. Die Tiere wurden einzeln in individuell ventilierten Käfigen (IVCs) unter 

Schutzstufe 3 Bedingungen (L3/S1) gehalten. Während des gesamten Versuchs wurden 

Physiognomie, Gewicht und Futterverbrauch der Versuchstiere dokumentiert und gemessen. 

Die Inokulation erfolgte intranasal unter leichter Inhalationsanästhesie mit Isofluran 

(DeltaSelect, München). Die Tiere wurden mit 3 x 107 geq SARS-CoV-FFM oder hCoV-NL63 

in 25 µl oder mit 1 x 104 pfu SARS-CoV-Frankfurt1 (FFM) oder SARS-CoV-Hong Kong (HK) in 

100 µl infiziert. Als Kontrolle dienten Tiere, die mit einem entsprechenden Volumen virusfreiem 

Zellkulturüberstand mockinfiziert wurden. Pro Gruppe wurden je nach Versuch zwei bis fünf 

Tiere eingesetzt. Die Tötung erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten, jedoch spätestens an 

Tag 5 n.I.. Die Tiere wurden mit Isofluran getötet und ihre Lungen unter sterilen Bedingungen 

entnommen. 

19 Monate alte männliche C57BL/6-Mäuse wurden unter den oben beschriebenen 

Bedingungen gehalten und mit 5 x 103 pfu in einem Volumen von 100 µl intranasal infiziert. An 

den Tagen 1, 3 und 5 n.I. wurden sie durch zervikale Dislokation getötet und ihre Lungen unter 

sterilen Bedingungen entnommen. 

 

2.2.3.3 Homogenisierung von Gewebe 

Lungengewebe wurde gewogen und mit dem vierfachen Volumen an PBS versetzt (400 µl 

PBS auf 100 mg Gewebe). Die Proben wurden mit dem QIAshredder (Qiagen, Hilden) für 

4 min. bei 30 Schwenkbewegungen/sek. homogenisiert.  

 

 



 Ergebnisse  

 25 

3 Ergebnisse 

3.1 In vitro-Experimente mit hRSV und hMPV 

hRSV und hMPV gehören beide der Familie der Paramyxoviridae an und und verursachen 

Erkrankungen der oberen und unteren Atemwege. Vor allem Kleinkinder bis fünf Jahre sind 

von den beiden respiratorischen Viren betroffen. hRSV und hMPV sind nach klinischen 

Anzeichen nicht voneinander unterscheidbar und können je nach Konstitution des Patienten 

leichte Erkältungssymptome bis hin zu Fieber und Lungenentzündung auslösen.  

Bisher wurden zur Replikation von hRSV und hMPV vor allem Zelllinien eingesetzt, die 

Primaten entstammen. Diese Zelllinien schränken die Möglichkeit der Charakterisierung von 

hRSV und hMPV ein, da keine molekularen Expressionsprofile vor einem humanen 

Hintergrund untersucht werden können. Auf der Suche nach einer geeigneten humanen 

Zelllinie stellte sich heraus, dass HepG2-Zellen sowohl für hMPV als auch für hRSV 

suszeptibel sind. Die HepG2-Zelllinie wird vor allem in der Hepatitis B-Forschung verwendet 

und entstammt einem humanen hepatozellulären Karzinom. 

 

3.1.1 Wachstumskinetik von hRSV- und hMPV-infizierten HepG2-Zellen 

 

 
 
 
Abbildung 3.1 
Replikationskinetik von hRSV und hMPV auf HepG2-Zellen. 
90-95 % konfluente HepG2-Zellen wurden mit 1 x 107 geq hRSV bzw. hMPV für 24 Stunden inokuliert. An 
verschiedenen Zeitpunkten n.I. wurden Aliquots des Überstandes zur Extraktion der RNA entnommen. Die Anzahl 
der geq wurde mit Hilfe von qRT-PCR ermittelt. 
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Für die Charakterisierung der für hRSV und hMPV suszeptiblen neu identifizierten Zelllinie 

wurde eine Infektionskinetik durchgeführt. 90-95 % konfluente HepG2-Zellen wurden mit 

1 x 107 Genomäquivalenten hRSV bzw. hMPV pro Flasche inokuliert und die Replikation der 

beiden Viren über einen Zeitraum von zwei Wochen überprüft. An verschiedenen Zeitpunkten 

nach Inokulation wurden Aliquots der Überstande entnommen und die Anzahl der 

Genomäquivalente bestimmt. 

Die Replikationskinetik (Abb. 3.1) zeigt, dass in den Überständen der infizierten HepG2-Zellen 

während der Versuchszeit ansteigende Mengen an Genomäquivalenten von Tag 1 bis 

Tag 13 nach Infektion (n.I.) akkumulieren. Innerhalb von zwei Wochen findet ein Wachstum 

von hRSV um zwei Potenzen von knapp 1 x 106 auf 1 x 108 Genomäquivalente/ml und von 

hMPV um fünf Potenzen von 2 x 104 auf 2 x 109 Genomäquivalente/ml statt. Die Replikation 

von hMPV fällt im Vergleich zu hRSV in diesem Versuchsansatz stärker aus. Zwischen Tag 4 

und Tag 11 n.I. zeigt sich jedoch eine vergleichbare Replikationsrate beider Viren. 

 

Die Eigenschaft von HepG2-Zellen, hRSV und hMPV zu replizieren, wurde durch zwei weitere 

Methoden überprüft, mit denen das Ausmaß der zytopathischen Effekte bzw. die verbleibende 

Menge noch lebender Zellen als Indikator für eine erfolgreiche Infektion gemessen wurde.  

Der XTT-Test beruht auf dem Prinzip, dass gelbfarbenes Tetrazoliumsalz von metabolisch 

aktiven Zellen in orangefarbenes Formazan umgewandelt wird. Da die Menge an 

umgewandeltem Formazan proportional zu der Menge an lebenden Zellen ist, ist eine 

spektrometrische Quantifizierung lebender Zellen möglich. 

1 x 105 hRSV- bzw. hMPV-Genomäquivalente wurden fortlaufend 1:2 bis auf eine 

Konzentration von 7,81 x 102 geq verdünnt. 5 x 104 HepG2-Zellen wurden in 96 well-

Zellkulturplatten ausgesät und mit den unterschiedlichen Virusverdünnungen inokuliert. An Tag 

3 und 6 n.I. wurde die Vitalität der Zellen mit dem XTT-Test (2.2.2.5) überprüft (Abb. 3.2). 

Abb. 3.2 zeigt, dass an Tag 3 n.I. mit hRSV bzw. hMPV die Menge an vitalen Zellen in allen 

Infektionsansätzen im gleichen Extinktionsbereich liegt, unabhängig von der Konzentration des 

eingesetzten Inokulums. Virusbedingte zytopathische Effekte, die proportional zur 

Konzentration des Inokulums sind, werden erst an Tag 6 n.I. beobachtet. Die zytopathischen 

Effekte korrelieren direkt mit einem verringerten Extinktionswert. Im Vergleich zu der 

Replikationskinetik (Abb. 3.1) ist der Effekt von hRSV auf den HepG2-Zellen in diesem 

Versuchsansatz stärker als der von hMPV. 

Durch die Verwendung des XTT-Tests für diesen Ansatz wurde eine nicht-virologische 

Methode implementiert, die virusbedingte zytopathische Effekte quantitativ darstellt. 

Parallel zum XTT-Test wurde die Viruslast an den entsprechenden Zeitpunkten gemessen 

(Abb. 3.3). 
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Abbildung 3.2 
Wachstumskinetik von HepG2-Zellen nach Infektion mit hRSV (A) oder hMPV (B). 
5 x 104 HepG2-Zellen wurden in 96 well-Zellkulturplatten ausgesät und mit verschiedenen Verdünnungen von hRSV 
bzw. hMPV infiziert. An Tag 3 und 6 n.I. wurde die Vitalität der Zellen mit Hilfe des XTT-Tests überprüft. (je n = 3, 
Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt) 
 

 

 
 
 
Abbildung 3.3 
Viruslastbestimmung des HepG2-Zellkulturüberstandes nach Infektion mit hRSV (A) oder hMPV (B). 
5 x 104 HepG2-Zellen wurden in 96 well-Zellkulturplatten ausgesät und mit verschiedenen Verdünnungen von hRSV 
bzw. hMPV infiziert. An Tag 3 und 6 n.I. wurden je 100 µl Zellkulturüberstand für eine RNA-Extraktion entnommen. 
Die Viruslastbestimmung erfogte über qRT-PCR. (je n = 3, Ansätze wurden für die Viruslastbestimmung gepoolt) 
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An Tag 3 n.I. ist die Anzahl der Genomäquivalente von hRSV bzw. hMPV im Vergleich zur 

Anfangskonzentration des Inokulums angestiegen, wobei die Anzahl der Genomäquivalente 

bei hMPV stärker erhöht ist als die bei hRSV. Der hRSV-Titer steigt ausgehend von der 

jeweiligen Verdünnung um das Zehnfache an, während der hMPV-Titer um das 15-fache 

ansteigt. Weder bei den hRSV- noch bei den hMPV-infizierten HepG2-Zellen werden sichtbare 

zytopathische Effekte an Tag 3 n.I. beobachtet. An Tag 6 n.I. hat eine Anreicherung an hRSV-

Genomäquivalenten um das 1000- bis 50000-fache stattgefunden. Der hMPV-Titer steigt an 

Tag 6 n.I. um das 1000- bis 10000-fache an. Sowohl bei den hRSV- als auch bei den hMPV-

infizierten Zellen fällt die Replikation umso stärker aus, je geringer der eingesetzte Titer des 

Inokulums ist (Abb. 3.3). Die stark erhöhten Viruslasten an Tag 6 n.I. gehen einher mit 

sichtbaren zytopathischen Effekten der HepG2-Zellen. 

 

Zur weiteren Verifizierung der Resultate wurde eine neue Technologie eingesetzt, die unter 

dem Begriff Real-Time Cell-Electronic-Sensing (RT-CES) bekannt ist [186]. Mit dieser 

Methode werden Veränderungen von Zelleigenschaften wie beispielsweise die Anhaftung an 

den Untergrund oder das Wachstum der Zellen mit Hilfe von elektronischer Impedanz 

gemessen. Diese Methode basiert ebenfalls auf der Messung einer zellabhängigen 

Proportionalität, da der ermittelte Zellindex konstant auf die Anzahl an vitalen Zellen 

zurückzuführen ist (Abb. 3.4). 

 

 
 
 
Abbildung 3.4 
RT-CES-Messung der Wachstumskinetik von HepG2-Zellen nach Infektion mit hRSV (A) bzw. hMPV (B). 
5 x 104 HepG2-Zellen wurden in 96 well-E-Zellkulturplatten ausgesät und mit verschiedenen Verdünnungen von 
hRSV bzw. hMPV infiziert. Über einen Zeitraum von sechs Tagen wurde die Impedanz alle sechs Stunden 
gemessen und der Zellindex daraus errechnet. (n = 3, Ansätze wurden für die Viruslastbestimmung gepoolt; die 
rote Linie markiert den Zeitpunkt, der als Referenz für die Normalisierung dient.) 
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Sowohl bei der Infektion mit hRSV als auch mit hMPV steigt der Zellindex innerhalb der ersten 

drei Tage an. In dieser Zeit wachsen die Zellen bis zur vollständigen Konfluenz und 

virenbedingte Effekte werden noch nicht detektiert. Die Zellindizes werden am Zeitpunkt 54 

Std. n.I. normalisiert. Nach weiteren drei Tagen werden die ersten zytopathischen Effekte 

sichtbar, während sich der Zellindex verringert. Dieser Effekt verstärkt sich bis Tag 6 n.I. und 

ist proportional zur Ausgangskonzentration des zur Infektion genutzen Virus. Als Kontrolle 

dienen nicht-infizierte HepG2-Zellen, deren Zellindizes über den gesamten Zeitraum des 

Experimentes kontinuierlich ansteigen (Abb. 3.4). 

 

3.1.2 Immunfluoreszenzfärbungen von hRSV- und hMPV-infizierten HepG2-

Zellen 

Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen wurden im Anschluss an die 

Wachstumskinetiken durchgeführt, um die beiden Viren innerhalb der Zellen nachzuweisen. 

HepG2-Zellen wurden mit 1 x 106 Genomäquivalenten hRSV oder hMPV infiziert. An Tag 4 n.I. 

wurden das jeweilige Virus, die Mitochondrien, das Aktinzytoskelett und der Zellkern angefärbt. 

Als Kontrolle dienten nicht-infizierte HepG2-Zellen (Abb. 3.5). 

 

 
 
 
Abbildung 3.5 
Immunfluoreszenzaufnahmen von hRSV- oder hMPV-infizierten HepG2-Zellen. 
5 x 104 HepG2-Zellen wurden mit 1 x 106 geq hRSV bzw. hMPV infiziert. An Tag 4 n.I. wurden die Zellen fixiert, 
permeabilisert und einzelne Zellkomponenten angefärbt. Als Kontrolle wurden nicht-infizierte Zellen verwendet. 
(Kern: DAPI, Mitochondrium: Mitotracker, Aktinzytoskelett: Rhodamin Phalloidin, hMPV: α-hMPV-AK und Alexa-
Fluor-konjugierter Zweit-AK; hRSV: α-RSV-AK und Alexa-Fluor-konjugierter Zweit-AK) 
(Die Abbildung wurde von Fr. Dr. Jessica Lüsebrink freundlicherweise zur Verfügung gestellt.) 
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Die Immunfluoreszenzaufnahmen zeigen deutlich, dass beide Viren in die Zellen eingedrungen 

sind (Abb. 3.5 A5+A8, B5+B8), während die nicht-infizierten Zellen nicht mit den 

entsprechenden Antikörpern angefärbt sind. Weiterhin zeigen die Zellen morphologische 

Unterschiede abhängig vom Virus, mit dem sie infiziert wurden. Die hRSV-infizierten Zellen 

zeigen für hRSV typische zytopathische Effekte, die mit der Bildung von großen Synzytien 

einhergehen (Abb. 3.5 A4+B4, A6+B6). Im Vergleich dazu sind die zytopathischen Effekte, die 

von einer hMPV-Infektion stammen, verschiedenartiger in ihrer Erscheinung. Sowohl das 

Aktinzytoskelett als auch die Mitochondrien verdichten sich zu großen Komplexen (Abb. 3.5 

A7+B7, A9+B9). 

Sowohl eine Infektion mit hRSV als auch mit hMPV geht mit einer Reorganisation des 

Aktinzytoskeletts und des mitochondrialen Netzwerkes einher, wobei sich stärkere Effekte bei 

der hMPV-Infektion zeigen. 

 

3.1.3 Etablierung eines in vitro-Systems zur Identifizierung antiviraler siRNAs 

Ausgehend von der für hRSV und hMPV suszeptiblen neu identifizierten HepG2-Zelllinie und 

der Etablierung eines nicht-virologischen Systems zur Charakterisierung der viralen Effekte 

wurde ein Zellkultursystem zur Identifizierung hMPV-replikationsinhibierender siRNAs etabliert. 

Die RNA-Interferenz-Technologie (RNAi) ist seit einigen Jahren eine vielfach angewandte 

Methode zur Herunterregulation der Genexpression [187]. In der vorliegenden Arbeit wurden 

128 gegen verschiedene Gene von hMPV gerichtete siRNAs (aus dem RespViruses EU-

Projekt) auf ihre Fähigkeit zur Hemmung der hMPV-Replikation untersucht. 

HepG2-Zellen wurden in 96 well-Zellkulturplatten ausgesät und mit hMPV infiziert. Nach 24 

Stunden wurden die Zellen mit den jeweiligen siRNAs transfiziert. Die Transfektion wurde nach 

der Infektion durchgeführt, um den natürlichen Verlauf einer Krankheit nachzuahmen. Nach 

der Transfektion wurde der Ansatz für sechs Tage inkubiert und die Zellvitalität als Maß für die 

Wirksamkeit der siRNAs mit Hilfe des XTT-Tests überprüft. 

Von den getesteten 128 siRNAs wurden sechs Sequenzen identifiziert, die antivirale Aktivität 

aufweisen. Aus patentrechtlichen Gründen wurde in der vorliegenden Arbeit nur die Sequenz 

C11 (s. Appendix siRNA C11) exemplarisch dargestellt (Abb. 3.6), die zeitgleich und 

unabhängig ebenfalls von einer kanadischen Arbeitsgruppe mit Hilfe von Luciferase Assays, 

qRT-PCR und Plaque-Immunoassays identifiziert wurde [87]. 
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Abbildung 3.6 
Überprüfung diverser siRNA-Sequenzen auf hMPV-replikationshemmende Eigenschaften. 
5 x 104 HepG2-Zellen wurden in 96 well-Zellkulturplatten ausgesät und mit 1 x 106 geq hMPV infiziert. 24 Std. n.I. 
wurden die Zellen mit unterschiedlichen siRNAs transfiziert. Die Zellvitalität wurde sechs Tage später mit dem XTT-
Test bestimmt. (n = 3, Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt) 
 

 

3.1.4 Genexpressionsanalysen mit hRSV- und hMPV-infizierten HepG2-Zellen 

Die Resultate der Immunfluoreszenzen zeigen unterschiedliche Ausprägungen in der 

Reorganisation des Aktinzytoskeletts und des mitochondrialen Netzwerkes in den HepG2-

Zellen, abhängig davon, ob sie mit hRSV oder hMPV infiziert wurden (Abb. 3.5).  

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der Expressiongrad von 256 Genen aus den Bereichen der 

Apoptose, des cAMP/Ca2+-Zellsignalweges und der extrazellulären Matrix und 

Adhäsionsmoleküle an den Zeitpunkten 4, 24, 48, 72 und 96 Std. n.I. während des Verlaufs 

einer Infektionskinetik (2.2.2.8.1) mit hRSV- bzw. hMPV-infizierten HepG2-Zellen analysiert. 

Dazu wurden reverse transcription qRT-PCR basierende Genexpressionsanalysen im 96 well-

Format mit hRSV-, hMPV- oder mockinfizierten (virusfreier Zellkulturüberstand) Zellen 

durchgeführt, um transkriptionale Veränderungen zu charakterisieren (2.2.1.13). 
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Abbildung 3.7 
Genexpressionskinetik einiger Kollagene. 
95 % konfluente HepG2-Zellen wurden mit je 1 x 108 hRSV- bzw. hMPV-geq infiziert oder mit Zellkulturüberstand 
mockinfiziert. Der mRNA-Expressionsgrad der Kollagene 15A1, 5A1, 6A1 und 8A1 wurde an verschiedenen 
Zeitpunkten mit Hilfe von qRT-PCR ermittelt. Alle Werte wurden mit den Werten der mockinfizierten Kontrollzellen 
normalisiert. 
 

 
 
 
Abbildung 3.8 
Genexpressionskinetik von TNF-α. 
95 % konfluente HepG2-Zellen wurden mit je 1 x 108 hRSV- bzw. hMPV-geq infiziert oder mit Zellkulturüberstand 
mockinfiziert. Der mRNA-Expressionsgrad von TNF-α wurde an verschiedenen Zeitpunkten mit Hilfe von qRT-PCR 
ermittelt. Alle Werte wurden mit den Werten der mockinfizierten Kontrollzellen normalisiert. 
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Bei den meisten untersuchten zellulären Genen wird keine signifikante Veränderung des 

Transkriptionsgrades während des Infektionsintervalls beobachtet. Eine virusbedingte 

Hochregulation wird für einige Kollagen-RNAs sowohl für hRSV als auch für hMPV 

nachgewiesen (Abb. 3.7). Bei den hRSV-infizierten HepG2-Zellen zeigt sich bei den 

Kollagenen 15A1 und 8A1 nach 24 Stunden ein Anstieg um das Drei- bis Vierfache und nach 

72 bzw. 96 Stunden ein Anstieg um das Sieben- bis Neunfache. Bei den Kollagenen 6A1 und 

5A1 wird nach 24 Stunden ein ähnlicher Anstieg beobachtet wie bei den Kollagenen 15A1 und 

8A1 nach 24 Stunden. Allerdings findet keine so deutliche Hochregulation an den Zeitpunkten 

72 bzw. 96 Stunden n.I. statt. 

Die Expression hMPV-infizierter HepG2-Zellen zeigt ein ähnliches Muster bei der 

Hochregulation 72 bzw. 96 Stunden n.I. wie die hRSV-infizierten Zellen. Bei den Kollagenen 

15A1 und 8A1 zeigt sich 24 Stunden n.I. ein Anstieg um das Vier- bis Sechsfache, womit die 

Kollagenexpression im Vergleich zur Expression hRSV-infizierter Zellen stärker ausfällt. 

 

 
 
 
Abbildung 3.9 
Proteinexpressionskinetik von TNF-α. 
95 % konfluente HepG2-Zellen wurden mit 1 x 108 hRSV- bzw. hMPV-geq infiziert oder mit Zellkulturüberstand 
mockinfiziert. Der Proteinexpressionsgrad von TNF-α wurde an verschiedenen Zeitpunkten durch ELISA ermittelt. 
Alle Werte wurden auf die Werte des Zeitpunktes 4 Std. relationiert. (n = 3, Werte sind als Mittelwerte +/- 
Standardabweichung dargestellt) 
* signifikant unterschiedlich zum Wert 4 Std. n.I. (p < 0,05); ** hochsignifikant unterschiedlich zum Wert 4 Std. n.I. 
(p < 0,001) 
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Eine weitere auffällige Hochregulation der mRNA wird für das Zytokin Tumornekrosefaktor-α 

(TNF-α) nach einer hMPV-Infektion beobachtet (Abb. 3.8). Wie bei den Kollagenen findet auch 

bei TNF-α eine biphasische Hochregulation 24 und 96 Stunden n.I. statt. Bei hRSV-infizierten 

HepG2-Zellen ist eine Tendenz zur biphasischen Hochregulation zu beobachten, die im 

Vergleich zu den hMPV-infizierten Zellen jedoch geringer ausfällt. 

Um dieses Ergebnis auf Proteinebene zu überprüfen, wurden die TNF-α-Spiegel in hMPV- und 

hRSV-infizierten HepG2-Zellen gemessen (Abb. 3.9). 

48 Stunden n.I. ist der TNF-α-Wert der mit hMPV infizierten Zellen um das Dreifache erhöht, 

72 Stunden n.I. sogar um das 6,5-fache. Nach 96 Stunden ist der gemessene TNF-α-Wert 

fünfmal so hoch verglichen mit dem Anfangswert 4 Stunden n.I.. Auch bei hRSV-infizierten 

Zellen ist ein Anstieg von TNF-α zu beobachten, allerdings ist dieser wesentlich schwächer 

ausgeprägt als bei einer Infektion mit hMPV. Nach 96 Stunden ist der TNF-α-Wert signifikant 

um das Zweifache gestiegen. 
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3.2 In vivo-Experimente mit hRSV und hMPV 

Im Anschluss an die in vitro-Versuche wurden 4-6 Wochen sowie 19 Monate alte BALB/c-

Mäuse mit 2 x 107 Genomäquivalenten hRSV, hMPV oder je 1 x 107 Genomäquivalenten der 

beiden Viren infiziert. Mit Hilfe der HepG2-Zelllinie, die beide Viren hochtitrig repliziert, ist es 

möglich, den Versuchstieren eine hohe Viruskonzentration in einem sehr geringen 

Inokulationsvolumen von 25 µl zu verabreichen. Durch diese technische Modifikation werden 

Schäden im Respirationstrakt der Tiere reduziert, die durch ein grosses Flüssigkeitsvolumen 

entstehen können. Als Kontrollen wurden unbehandelte und narkotisierte Tiere, sowie Tiere, 

denen nach Narkose PBS oder Zellkulturüberstand verabreicht wurde, verwendet. Die 

zusätzlichen Kontrollen dienen der Überprüfung, ob auftretende Unterschiede virusspezifisch 

sind. Der Versuch gliederte sich in eine Vorlaufs-, eine Präinfektions- und eine 

Postinfektionszeit. Die Tiere wurden während der gesamten Versuchszeit einzeln in Käfigen 

mit einem frei zugänglichen Laufrad gehalten. Das Gewicht, die Physiognomie, der 

Futterverbrauch und die Aktivität wurden jeden Tag gemessen. Fünf Tage n.I. wurden die 

Tiere getötet und ihre Lungen entnommen.  

 

 
 
 
Abbildung 3.10 
Gewichtsentwicklung der 4-6 Wochen (A) und 19 Monate (B) alten BALB/c-Mäuse vor und nach der 
Infektion mit hRSV, hMPV oder beiden Viren. 
4-6 Wochen und 19 Monate alte BALB/c-Mäuse wurden mit 2 x 107 geq hRSV, hMPV oder je 1 x 107 geq der beiden 
Viren infiziert, mit Zellkulturüberstand mockinfiziert oder als Kontrolltiere mit Narkose, Narkose und PBS oder nicht 
behandelt. Die Tiere wurden vor, während und nach der Inokulation täglich gewogen. Alle Werte wurden auf den 
Wert ‚Tag 1’ normalisiert. Die rote Linie markiert den Tag der Inokulation. (n = 5, Werte sind als Mittelwerte 
dargestellt) 



 Ergebnisse  

 36 

 
 
 
Abbildung 3.11 
Täglicher Futterverbrauch der 4-6 Wochen (A) und 19 Monate (B) alten BALB/c-Mäuse vor und nach der 
Infektion mit hRSV, hMPV oder beiden Viren. 
4-6 Wochen und 19 Monate alte BALB/c-Mäuse wurden mit 2 x 107 geq hRSV, hMPV oder je 1 x 107 geq der beiden 
Viren infiziert, mit Zellkulturüberstand mockinfiziert oder als Kontrolltiere mit Narkose, Narkose und PBS oder nicht 
behandelt. Der Futterverbrauch aller Tiere wurde zu Beginn, am Tag der Inokulation und am Ende des Versuchs 
protokolliert. Alle Werte wurden auf den Wert ‚v.I.’ normalisiert. (n = 3-5, alle Werte werden als Mittelwerte +/- 
Standardabweichung dargestellt) 
* signifikant unterschiedlich zum jeweiligen Wert ‚v.I.’ (p < 0,05) 

 

 

Das Gewicht der Mäuse wurde täglich gemessen und dokumentiert (Abb. 3.10). Weder vor 

noch nach der Inokulation wird ein Unterschied in der Gewichtsentwicklung bei den jungen und 

alten BALB/c-Mäusen beobachtet. 

Der Futterverbrauch der 4-6 Wochen alten BALB/c-Mäuse steigt bei den nicht behandelten 

Tieren und denen, die mit Isofluran und Isofluran + PBS behandelt wurden, nach der 

Inokulation leicht an. Die infizierten und mockinfizierten Tiere verändern ihr Fressverhalten 

nach der Inokulation nicht oder, im Fall von hMPV und hRSV, nur geringfügig (Abb. 3.11). Bei 

den 19 Monate alten BALB/c-Mäusen ändert sich der Futterverbrauch bei den Kontrolltieren 

und den mockinfizierten Tieren ebenfalls nicht. Es wird jedoch ein Rückgang im 

Futterverbrauch bei den hMPV-, hRSV- und doppelinfizierten Tieren um bis zu 20 % 

beobachtet. 
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Abbildung 3.12 
Physiognomie der BALB/c-Mäuse vor und nach der Infektion mit hRSV, hMPV oder beiden Viren. 
4-6 Wochen und 19 Monate alte BALB/c-Mäuse wurden mit 2 x 107 geq hRSV, hMPV oder je 1 x 107 geq der beiden 
Viren infiziert, mit Zellkulturüberstand mockinfiziert oder als Kontrolltiere mit Narkose, Narkose und PBS oder nicht 
behandelt. Sie wurden täglich fotografiert, um Veränderungen in ihrer Erscheinung festzuhalten. Die dargestellten 
Tiere wurden direkt vor der Inokulation bzw. der Tötung fotografiert und sind repräsentativ für n = 3-5 Tiere pro 
Guppe. 
 

 

 
 
Abbildung 3.13 
Viruslastbestimmung von den Lungen der 4-6 Wochen und 19 Monate alten BALB/c-Mäuse nach der 
Infektion mit hRSV, hMPV oder beiden Viren. 
4-6 Wochen und 19 Monate alte BALB/c-Mäuse wurden mit 2 x 107 geq hRSV, hMPV oder je 1 x 107 geq der beiden 
Viren infiziert, mit Zellkulturüberstand mockinfiziert oder als Kontrolltiere mit Narkose, Narkose und PBS oder nicht 
behandelt. Die Lungen der infizierten Tiere wurden homogenisiert und die virale RNA extrahiert. Die Anzahl der geq 
wurde mit Hilfe von qRT-PCR bestimmt. (n = 3-5, Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt) 
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Die Aktivitätsbestimmung zeigt bei den 4-6 Wochen und bei den 19 Monate alten BALB/c-

Mäusen in keiner der Versuchsgruppen einen Unterschied nach der Inokulation (Daten nicht 

gezeigt). Auch bei der täglichen Überprüfung der Physiognomie wurden keine Unterschiede 

vor und nach der Inokulation beobachtet (Abb. 3.12). Nach äußerlichen Gesichtspunkten 

wurde bei keinem der Tiere Anzeichen einer Infektion festgestellt. Daher wurde im Anschluss 

an die Überprüfung der physiognomischen Parameter eine Viruslastbestimmung 

vorgenommen. 

Die Viruslastbestimmung (Abb. 3.13) zeigt, dass an Tag 5 n.I. mit hMPV, hRSV oder beiden 

Viren in allen Tieren die zur Infektion eingesetzten Viren nachzuweisen sind. Bei den jungen 

Mäusen wird sowohl in der Einzel- als auch in der Doppelinfektion ein zehnmal höherer Titer 

an hMPV-Genomäquivalenten als an hRSV-Genomäquivalenten detektiert. 

 

 
 
 
Abbildung 3.14 
Relative Menge an TNF-αααα in den Lungen der 4-6 Wochen (A) und 19 Monate (B) alten BALB/c-Mäuse nach 
der Infektion mit hRSV, hMPV oder beiden Viren. 
4-6 Wochen und 19 Monate alte BALB/c-Mäuse wurden mit 2 x 107 geq hRSV, hMPV oder je 1 x 107 geq der beiden 
Viren infiziert, mit Zellkulturüberstand mockinfiziert oder als Kontrolltiere mit Narkose, Narkose und PBS oder nicht 
behandelt. Die Lungen aller Tiere wurden nach der Tötung entnommen und homogenisiert. Der TNF-α-Gehalt 
wurde mittels ELISA bestimmt. Alle Werte wurden auf die Werte der nicht behandelten Tiere normalisiert. (n = 3-5, 
alle Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt) 
* signifikant unterschiedlich zu den unbehandelten Tieren; # signifikant unterschiedlich zu den mockinfizierten 
(Zellkulturüberstand) Tieren (p < 0,05) 
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Da die Ergebnisse der Zellkulturversuche je nach eingesetztem Virus unterschiedliche 

Expressionsmuster von TNF-α und einiger Kollagene zeigen, wurden dieselben Parameter 

sowohl in den infizierten BALB/c-Mäusen als auch in den Kontrolltieren überprüft. In den 

Lungen der mit Narkose bzw. Narkose + PBS behandelten 4-6 Wochen alten Tiere ist keine 

Erhöhung des TNF-α Spiegels zu beobachten (Abb. 3.14A). Überraschenderweise zeigen 

aber die Tiere, die mit Zellkulturüberstand behandelt wurden, einen deutlichen Anstieg des 

TNF-α Spiegels um das Dreifache. Auch die infizierten Tiere zeigen einen Anstieg von TNF-α, 

der bei den hMPV- und den doppelinfizierten Tieren signifikant höher ausfällt als der in den 

mockinfizierten Tieren. Im Gegensatz zu den jungen Tieren wird in den Lungen der 19 Monate 

alten BALB/c-Mäuse in keiner Tiergruppe ein signifikant erhöhter Wert an TNF-α detektiert 

(Abb. 3.14B). 

 

 
 
 
Abbildung 3.15 
Relative Menge an NF-κB in den Lungen der 4-6 Wochen (A) und 19 Monate (B) alten BALB/c-Mäuse nach 
der Infektion mit hRSV, hMPV oder beiden Viren. 
4-6 Wochen und 19 Monate alte BALB/c-Mäuse wurden mit 2 x 107 geq hRSV, hMPV oder je 1 x 107 geq der beiden 
Viren infiziert, mit Zellkulturüberstand mockinfiziert oder als Kontrolltiere mit Narkose, Narkose und PBS oder nicht 
behandelt. Die Lungen aller Tiere wurden nach der Tötung entnommen und homogenisiert. Der NF-κB-Gehalt 
wurde mittels ELISA bestimmt. Alle Werte wurden auf die Werte der nicht behandelten Tiere normalisiert. (n = 3-5, 
alle Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt) 
* signifikant unterschiedlich zu den unbehandelten Tieren; # signifikant unterschiedlich zu den mockinfizierten 
(Zellkulturüberstand) Tieren, + signifikant unterschiedlich zu den hMPV- und doppelinfizierten Tieren (p < 0,05) 
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Die NF-κB-Expression zeigt ein anderes Muster als die TNF-α-Expression. Bei den 4-6 

Wochen alten BALB/c-Mäusen zeigen die mit hMPV- und die doppelinfizierten Tiere eine 

deutliche Hochregulation von NF-κB. Die doppelinfizierten Tiere zeigen eine Hochregulation 

auf mehr als das 1,5-fache, die mit hMPV infizierten Tiere zeigen eine Hochregulation auf das 

Doppelte. Eine Infektion mit hRSV hat bei den jungen Mäusen keinen Effekt auf den NF-κB 

Spiegel (Abb. 3.15A). Bei den 19 Monate alten Versuchstieren wird im Gegensatz zu den 

jungen Mäusen eine signifikante Hochregulation von NF-κB in den mit hRSV infizierten Tieren 

beobachtet. Die doppelinfizierten sowie die hMPV-infizierten Tieren zeigen im Vergleich zu 

den Kontrollen keine Hochregulation. Lediglich bei der Kontrollgruppe der narkotisierten 

Versuchstiere ist NF-κB erhöht. 

 

 
 
 
Abbildung 3.16 
Relative Menge an Kollagen in den Lungen der 4-6 Wochen (A) und 19 Monate (B) alten BALB/c-Mäuse nach 
der Infektion mit hMPV, hRSV oder beiden Viren. 
4-6 Wochen und 19 Monate alte BALB/c-Mäuse wurden mit 2 x 107 geq hRSV, hMPV oder je 1 x 107 geq der beiden 
Viren infiziert, mit Zellkulturüberstand mockinfiziert oder als Kontrolltiere mit Narkose, Narkose und PBS oder nicht 
behandelt. Die Lungen aller Tiere wurden nach der Tötung entnommen und homogenisiert. Die Menge an Kollagen 
wurde mittels ELISA bestimmt. Alle Werte wurden auf die Werte der nicht behandelten Tiere normalisiert. (n = 3-5, 
alle Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt) 
* signifikant unterschiedlich zu den unbehandelten Tieren (p < 0,05) 
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Bei der Bestimmung des Kollagengehaltes in den Lungen der 4-6 Wochen alten Mäuse wird 

eine Erhöhung an Kollagenen bei den mit Zellkulturüberstand infizierten (mock), den 

doppelinfizierten und den hRSV-infizierten Tieren um mindestens das Doppelte im Vergleich 

zu den unbehandelten Tieren beobachtet, wobei die Kollagenwerte der doppelinfizierten sowie 

der mit hRSV infizierten Tiere am stärksten erhöht sind (Abb. 3.16A). Die Lungen der 

Kontrollgruppen (nicht behandelt, Narkose und Narkose + PBS) zeigen keinen Anstieg der 

Kollagenwerte. 

Bei den 19 Monate alten Versuchstieren werden keine signifikanten Erhöhungen der 

Kollagenwerte beobachtet. Lediglich bei den doppelinfizierten Mäusen findet eine geringfügige 

Erhöhung um das 1,5-fache im Vergleich zu den nicht behandelten Tieren statt (Abb. 3.16B). 
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3.3 In vivo-Experimente mit SARS-CoV 

Im Rahmen des SARS-BMBF-Projektes wurde eine Tierversuchsplattform für SARS-CoV im 

Schutzstufe 3 Labor etabliert. Nach Abwägung von finanziellen und Handhabungsgesichts-

punkten fiel die Wahl der Versuchstiere auf syrische Goldhamster und Mäuse. 

 

3.3.1 Infektion von syrischen Goldhamstern mit SARS-CoV und hCoV-NL63 

Da bei der SARS-Epidemie vor allem ältere und erwachsene Menschen, jedoch weniger 

Kinder betroffen waren, wurden im ersten Versuch 5 Wochen (jung) und 14 Wochen (adult) 

alte syrische Goldhamster mit SARS-CoV-Frankfurt-1 (FFM) infiziert, um das Ausmaß der 

Infektion in beiden Altersgruppen miteinander zu vergleichen. Weiterhin wurden syrische 

Goldhamster mit hCoV-NL63 infiziert, um deren Eignung als Tiermodell für dieses Virus zu 

überprüfen. 

Alle Versuchstiere wurden mit 3 x 107 Genomäquivalenten SARS-CoV-FFM oder hCoV-NL63 

pro Tier inokuliert. Als Kontrolle dienten mockinfizierte Tiere, denen virusfreier, verbrauchter 

Zellkulturüberstand verabreicht wurde. Das Gewicht, der Futterverbrauch und die 

Physiognomie wurden während der gesamten Versuchszeit dokumentiert (Abb. 3.17). Nach 

der Tötung an Tag 5  n.I. wurde die Viruslast der Lungen bestimmt. 

Während sich bei allen jungen syrischen Goldhamstern ein kontinuierlicher Anstieg im Gewicht 

um bis zu 25 % zeigt, bleibt bei den adulten Tieren das Gewicht während der gesamten 

Versuchszeit konstant. Die Gewichtsentwicklungen der jeweiligen Altersgruppen sind 

identisch, unabhängig davon, ob die Tiere infiziert wurden (Abb. 3.17A). 

Bei den mockinfizierten und den mit hCoV-NL63 infizierten Jungtieren wird ein Anstieg im 

Futterverbrauch in der Nachinfektionszeit beobachtet. Der Futterverbrauch der mit SARS-CoV-

FFM infizierten Tiere bleibt auf demselben Niveau wie vor der Inokulation. 

Bei den adulten Tieren bleibt der Futterverbrauch sowohl vor als auch nach der Inokulation 

nahezu gleich, während er bei den mit SARS-CoV-FFM inokulierten adulten Tieren nach der 

Inokulation deutlich um ca. 20 % sinkt. Keines der Versuchstiere zeigt eine Veränderung in der 

Physiognomie nach der Inokulation. 

Abb. 3.18 zeigt die Viruslast von SARS-CoV-FFM in den Lungen der syrischen Goldhamster 

fünf Tage n.I.. Bei allen Versuchtieren werden Genomäquivalente von SARS-CoV-FFM 

detektiert. Sowohl bei den fünf Wochen als auch bei den 14 Wochen alten Tieren verringert 

sich die Viruslast bis Tag 5 n.I. im Vergleich zum Inokulum geringfügig.  

Bei den mit hCoV-NL63 inokulierten Tieren werden keine spezifischen Genomäquivalente 

detektiert. SARS-CoV-FFM persistiert über einen Zeitraum von fünf Tagen in den Lungen der 

Versuchstiere.  
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Abbildung 3.17 
Gewichtsentwicklung (A) und Futterverbrauch (B) der fünf Wochen und 14 Wochen alten syrischen 
Goldhamster vor und nach der Infektion mit SARS-CoV oder hCoV-NL63. 
Fünf Wochen und 14 Wochen alte syrische Goldhamster wurden mit 3 x 107 geq SARS-CoV-FFM bzw. hCoV-NL63 
infiziert oder mit Zellkulturüberstand mockinfiziert. (A) Das Gewicht der Versuchstiere wurde vor, während und nach 
der Inokulation bestimmt. Alle Werte wurden auf den Referenzwert ‚v.I.’ normalisiert. Die rote Linie markiert den Tag 
der Inokulation. (B) Das Futter wurde vor, während und nach der Inokulation gewogen. Alle Werte wurden auf den 
Referenzwert ‚v.I.’ normalisiert. (n = 5, Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt) 
* signifikant unterschiedlich zu den unbehandelten Tieren (p < 0,05) 
 

 

 
 
Abbildung 3.18 
Viruslastbestimmung von den Lungen der fünf Wochen und 14 Wochen alten syrischen Goldhamster nach 
der Infektion mit SARS-CoV-FFM. 
Fünf und 14 Wochen alte syrische Goldhamster wurden an Tag 5 n.I. mit 3 x 107 geq SARS-CoV-FFM und hCoV-
NL63 getötet. Nach Extraktion der viralen RNA aus den Lungen der Versuchstiere wurde die Anzahl der geq durch 
qRT-PCR ermittelt. (n = 5, Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt) 
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3.3.2 Infektion von syrischen Goldhamstern mit verschiedenen SARS-CoV-

Stämmen 

Um die Frage zu beantworten, ob das Virus während der Zeit von fünf Tagen in den Lungen 

der Tiere repliziert und die Infektion an Tag 5 n.I. abklingt oder ob der Titer konstant auf dem 

Ausgangniveau verbleibt, wurde im nächsten Versuch eine Replikationskinetik von SARS-

CoV-FFM erstellt. Zusätzlich zum FFM-Stamm wurde der SARS-CoV-Hong Kong-Stamm (HK) 

verwendet, um die Replikation der beiden Stämme miteinander zu vergleichen. Weiterhin 

wurde der Virentiter als plaque forming units (pfu) im Vergleich zu den Genomäquivalenten als 

weiterer Quantifizierungsparameter ermittelt. 

Fünf Wochen alte syrische Goldhamster wurden mit einer Dosis von 1 x 104 pfu SARS-CoV-

FFM bzw. SARS-CoV-HK pro Tier inokuliert. Je 2-3 Tiere wurden an Tag 1, 3 und 5  n.I. 

getötet und die Viruslast ihrer Lungen bestimmt. Zusätzlich wurden die Physiognomie, das 

Gewicht und der Futterverbrauch über den gesamten Zeitraum protokolliert. 

Bei den syrischen Goldhamstern, die mit dem HK-Stamm infiziert wurden, bleibt das Gewicht 

nach der Inokulation konstant (Abb. 3.19A). Der Futterverbrauch verringert sich um 15 % 

(Abb. 3.19B). 

Die mit dem FFM-Stamm infizierten Versuchstiere zeigen einen schwankenden 

Gewichtsverlauf, der zeitweise das Ausgangsniveau vor der Inokulation bis zu 30 % übersteigt 

(Abb. 3.19A). Diese Tendenzen werden auch beim Futterverbrauch beobachtet, der das 

Ausgangsniveau nach der Inokulation bis 15 % übersteigt. Physiognomisch wurden bei keinem 

Tier Auffälligkeiten nach der Inokulation festgestellt. 

Die Viruslastbestimmung bestätigt das Ergebnis des ersten Hamsterversuchs für SARS-CoV-

FFM auf Genomäquivalentsebene. An Tag 5 n.I. wird ein ähnlich hoher Titer an FFM-

Genomäquivalenten wie im Inokulum nachgewiesen. Im Verlauf der Infektion ist der Titer 

jedoch um mehr als eine Potenz gestiegen. Die Plaquetitration zeigt, dass infektiöse Partikel 

nur bis Tag 1 n.I. detektierbar sind. Demzufolge kann das Virus zwar in den Lungen der 

syrischen Goldhamster replizieren, die entstandenen Viruspartikel sind jedoch nicht virulent. 

Bei der Bestimmung der Genomäquivalente der mit SARS-CoV-HK infizierten Tiere zeigt sich 

bis Tag 3 n.I. ein ähnlicher Verlauf wie bei den mit SARS-CoV-FFM infizierten Tieren. Der Titer 

von SARS-CoV-HK ist bis Tag 3 n.I. um anderthalb Potenzen erhöht. Im Gegensatz zu den mit 

dem FFM-Stamm infizierten Tieren ist an Tag 5 n.I. noch ein deutlich erhöhter Titer an 

Genomäquivalenten im Vergleich zum Inokulum zu beobachten (Abb. 3.20). 

Bei der Plaquetitration zeigt sich an Tag 1 n.I. ein Anstieg von infektiösen Partikeln um 

anderthalb Potenzen. Der Titer verringert sich bis Tag 3 n.I. wenig und infektiöse Partikel 

werden noch an Tag 5 n.I. detektiert.  
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Abbildung 3.19 
Gewichtsveränderung (A) und Futterverbrauch (B) bei fünf Wochen alten syrischen Goldhamstern vor und 
nach der Infektion mit SARS-CoV-FFM oder SARS-CoV-HK. 
Fünf Wochen alte syrische Goldhamster wurden an den Tagen 1, 3 und 5 nach Inokulation mit 1 x 104 geq SARS-
CoV-FFM oder SARS-CoV-HK getötet. (A) Das Gewicht der Versuchstiere wurde vor, während und nach der 
Inokulation bestimmt. Alle Werte wurden auf den Referenzwert ‚v.I.’ normalisiert. Die rote Linie markiert den Tag der 
Inokulation. (B) Das Futter wurde vor, während und nach der Inokulation gewogen. Alle Werte wurden auf den 
Referenzwert ‚v.I.’ normalisiert. (n = 2-3, Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt) 
 

 

 
 
 
Abbildung 3.20 
Viruslastbestimmung von den Lungen der fünf Wochen alten syrischen Goldhamster nach der Infektion mit 
SARS-CoV-FFM oder SARS-CoV-HK. 
Fünf Wochen alte syrische Goldhamster wurden an den Tagen 1, 3 und 5 nach Inokulation mit 1 x 104 geq SARS-
CoV-FFM oder SARS-CoV-HK getötet. Nach Homogenisierung der Lungen wurde eine Plaquetitration zur 
Bestimmung der infektiösen Partikel durchgeführt. Nach Extraktion der viralen RNA aus den Lungen der 
Versuchstiere wurde die Anzahl der geq durch qRT-PCR ermittelt. Alle ermittelten Werte wurden in Relation zum 
entsprechenden Inokulumswert gesetzt. (n = 2-3, alle Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung 
dargestellt) 
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Aufällig ist ebenfalls, dass das Lungengewicht der mit SARS-CoV-HK infizierten Tiere an 

Tag 5 n.I. im Vergleich zu den mit SARS-CoV-FFM infizierten Tieren und den anderen 

Zeitpunkten um 50 % erhöht ist (Abb. 3.21). 

 

 
 
 
Abbildung 3.21 
Verhältnis Lungengewicht zu Körpergewicht der mit SARS-CoV-FFM bzw. SARS-CoV-HK infizierten 
syrischen Goldhamster. 
Fünf Wochen alte syrische Goldhamster wurden an den Tagen 1, 3 und 5 nach Inokulation mit 1 x 104 geq SARS-
CoV-FFM bzw. SARS-CoV-HK getötet. Alle Tiere sowie ihre entnommenen Lungen wurden gewogen und die 
daraus resultieren Werte zueinander ins Verhältnis gesetzt. (n = 2-3, Werte sind als Mittelwerte +/- 
Standardabweichung dargestellt) 
* signifikant unterschiedlich zu den unbehandelten Tieren (p < 0,05) 
 

 

3.3.3 Infektion von alten C57BL/6-Mäusen mit SARS-CoV-FFM 

In einem weiteren Infektionsversuch wurde die Suszeptibilität von 19 Monate alten C57BL/6-

Mäusen für SARS-CoV untersucht. Das Arbeiten mit Zuchtmäusen hat im Vergleich zu 

syrischen Goldhamstern den Vorteil, dass alle Tiere denselben genetischen Hintergrund 

besitzen und dass mehr Sekundärreagenzien wie beispielsweise Antikörper zur Verfügung 

stehen.  

Den Mäusen wurde eine Dosis von 5 x 103 pfu SARS-CoV-FFM intranasal verabreicht. An den 

Tagen 1, 3 und 5 n.I. wurden je drei bis vier Mäuse getötet und ihre Lungen entnommen. Nach 

der Präparation der Organe wurde eine Viruslastbestimmung vorgenommen. Weiterhin wurden 

die Physiognomie, das Gewicht und der Futterverbrauch über den gesamten Zeitraum 

protokolliert. 
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Abbildung 3.22 
Gewichtsveränderung (A) und Futterverbrauch (B) der 19 Monate alten C57BL/6-Mäuse vor und nach der 
Infektion mit SARS-CoV-FFM. 
19 Monate alte C57BL/6-Mäuse wurden an den Tagen 1, 3 und 5 nach Inokulation mit 5 x 103 geq SARS-CoV-FFM 
getötet. (A) Das Gewicht der Versuchstiere wurde vor, während und nach der Inokulation bestimmt. Alle Werte 
wurden auf den Referenzwert ‚v.I.’ normalisiert. Die rote Linie markiert den Tag der Inokulation. (B) Das Futter 
wurde vor, während und nach der Inokulation gewogen. Alle Werte wurden auf den Referenzwert ‚v.I.’ normalisiert. 
(n = 3-4, Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt) 
* hoch signifikant unterschiedlich zu den unbehandelten Tieren (p < 0,001) 
 

 

 
 
 
Abbildung 3.23 
Viruslastbestimmung von den Lungen der 19 Monate alten C57BL/6-Mäuse nach der Infektion mit SARS-
CoV-FFM. 
19 Monate alte C57BL/6-Mäuse wurden an den Tagen 1, 3 und 5 nach Inokulation mit 5 x 103 geq SARS-CoV-FFM 
getötet. Nach Homogenisierung der Lungen wurde eine Plaquetitration zur Bestimmung der infektiösen Viruspartikel 
durchgeführt. Zur Ermittlung der Genomäquivalentsanzahl wurde die virale RNA aus dem Lungengewebe extrahiert 
und durch qRT-PCR bestimmt. Alle ermittelten Werte wurden zum Inokulumswert normalisiert. (n = 3-4, Werte sind 
als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt). 
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Zu Beginn des Versuchs ist eine geringe Gewichtsabnahme kurz nach der Einstallung der 

Tiere zu beobachten (Abb. 3.22A). Sowohl vor als auch nach der Inokulation ändert sich das 

Gewicht nur noch geringfügig. Der Futterverbrauch steigt nach der Inokulation um 50 % an 

(Abb. 3.22B). Physiognomische Veränderungen der Tiere wurden während des gesamten 

Versuchs nicht beobachtet. 

 

Allerdings zeigen sowohl die Werte der Genomäquivalentsbestimmung als auch die der 

Plaquetitration eine Replikation von SARS-CoV-FFM in den Lungen der 19 Monate alten 

C57BL/6-Mäuse (Abb. 3.23). An Tag 1 n.I. ist der Virustiter um das Vierfache angestiegen. An 

Tag 5 n.I. ist die Viruslast nahezu abgeklungen. 
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4 Diskussion 

In den letzten acht Jahren wurden eine Reihe neuer respiratorischer Viren mit 

unterschiedlichen Methoden identifiziert. Im Vergleich zu früheren Zeiten, wo neue Pathogene 

eher zufällig entdeckt wurden, wird heutzutage eine systematische Durchsuchung von 

vorhandenem Patientenmaterial vorangetrieben. Dadurch erhöhen sich die Chancen, 

verschiedene Vertreter derselben Familie zu finden und das Wissen über die gesamte 

Virenfamilie zu vervollständigen. 

 

4.1 Identifizierung einer neuen suszeptiblen Zelllinie für hRSV und 

hMPV 

hRSV und hMPV gehören der Familie der Paramyxoviridae an und verursachen Erkrankungen 

der oberen und unteren Atemwege einhergehend u.a. mit Husten, Rhinorrhoe, Tachypnoe und 

Fieber. In schweren Fällen können sie Bronchiolitis und Lungenentzündung auslösen sowie 

eine Prädisposition für Asthma verschlimmern. Beide Viren sind weltweit verbreitet, treten 

gehäuft in den Winter- und Frühlingsmonaten auf und infizieren vor allem Kleinkinder bis zum 

fünften Lebensjahr. Da ihre klinischen Anzeichen nicht voneinander unterscheidbar sind 

[34,188-190], ist es wichtig, sie auf zellulärer und molekularer Ebene zu charakterisieren, um 

gezielte antivirale Strategien entwickeln zu können. 

Die gängigsten Zelllinien, die verwendet werden, um hRSV oder hMPV hochtitrig zu replizieren 

sind nicht-menschlichen Ursprungs, wie beispielsweise die Zelllinien Vero E6, LLC-MK2 oder 

RhMK, die Affen entstammen. Zur Replikation beider Viren auf einer humanen Zelllinie wurde 

bislang die Epithelzelllinie HEp2 verwendet. [191-196]. 

In dieser Arbeit wurde eine humane Zelllinie zur Replikation von hRSV und hMPV neu 

identifiziert. Beide Viren replizieren während einer Zwei-Wochen-Kinetik um mehrere Potenzen 

(Abb. 3.1) und zeigen charakteristische zytopathische Effekte. 

Im Fall von hRSV wird eine starke Verdichtung sowohl des Aktinskeletts als auch des 

mitochondrialen Netzwerkes beobachtet (Abb. 3.5). Diese Rearrangierung innerhalb der Zelle 

zeigt Ähnlichkeiten mit den für hRSV-Infektionen typischen Synzytien, bei denen mehrere 

Zellen als Teil des zytopathischen Effekts miteinander verschmelzen [197]. 

Die Suszeptibilität von HepG2-Zellen wurde außerdem durch eine Methode bestätigt, die 

normalerweise nicht als Nachweismittel für virenbedingte Effekte dient: dem Zellvitalitätstest. 

Das Ausmaß des zytopathischen Effekts von hRSV und hMPV auf HepG2-Zellen wird mit 

dieser Technik quantitativ als reziproker Extinktionswert ermittelt. Damit ist der Zellvitalitätstest 

eine adäquate Alternative zu etablierten virologischen Techniken wie dem TCID50-Test. Die 

letztgenannte Methode erfordert eine Verdünnungsreihe jeder einzelnen Probe. Für den 
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Zellvitalitätstest muss lediglich eine Referenzverdünnungsreihe angefertigt werden, mit der die 

zu untersuchenden Proben verglichen werden (Abb. 3.2 bis 3.4). Im Fall von hRSV und hMPV 

führt eine aufeinanderfolgende Zweierverdünnungsreihe zu guten Resultaten, da sie innerhalb 

einer Woche eine viruskonzentrationsabhängige lineare Aufspaltung der Extinktionswerte 

ergibt. Dieser Ansatz wurde bereits für die Durchsuchung von Patientenmaterial auf 

vorhandene Antikörper gegen hMPV verwendet [198]. 

Weiterhin ist der Zellvitalitätstest eine geeignete Methode für Hochdurchsatzverfahren, wie 

z.B. zur Selektion antiviraler Mittel. Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit dieser Methode 

verschiedene siRNAs auf ihre replikationshemmenden Eigenschaften gegenüber hMPV 

untersucht (Abb. 3.6). siRNAs stellen generell eine wirksame Methode zum spezifischen gene 

silencing dar, da mit ihnen die zeit- und kostenintensive Prozedur der Herstellung von Gen-

knockouts umgangen werden kann. Sie wurden in den letzen Jahren ebenfalls vermehrt zur 

Herunterregulation spezifischer Virusgene eingesetzt, um deren Replikation zu inhibieren. So 

wurden bereits replikationshemmende siRNAs für hRSV, Parainfluenza- und Influenzavirus 

[199] sowie gegen SARS-Coronavirus und Coronavirus-NL63 identifiziert [162,163].  

Von insgesamt 128 getesteten siRNAs wurden sechs Sequenzen identifiziert, die 

replikationshemmend auf hMPV wirken. Drei dieser Sequenzen wurden bereits von 

Verbundpartnern des RespViruses EU-Projektes im Tierversuch bestätigt (Kleines, Mahoha, 

Sproat, Daten noch nicht publiziert). Damit stellt der Zellvitalitätstest eine geeignete Methode 

zur Entwicklung neuer Therapeutika für hMPV dar.  

 

Eine Infektionskinetik von HepG2-Zellen mit hRSV und hMPV zeigt sowohl Unterschiede wie 

auch Gemeinsamkeiten auf zellulärer Ebene als Antwort auf die beiden Viren. Die Infektion mit 

hMPV führt im Gegensatz zu einer Infektion mit hRSV zu einer deutlichen Erhöhung von TNF-

α auf mRNA- und auf Proteinebene (Abb. 3.8 und 3.9). Diese Beobachtung deutet darauf hin, 

dass beide Viren in vitro unterschiedliche zellautonome Antworten induzieren. Möglicherweise 

ist dies auf die hRSV-spezifischen NS1- und NS2-Genprodukte zurückzuführen, die erwiesene 

immunmodulatorische Eigenschaften besitzen [17,18,200-205]. 

Weiterhin wird eine Hochregulation der Kollagene 5A1 und 8A1 als Reaktion sowohl auf hRSV 

als auch hMPV beobachtet (Abb. 3.7). Die Hochregulation ist zu den Zeitpunkten 24 Stunden 

und 72 bzw. 96 Stunden n.I. besonders deutlich. Dieser biphasische Verlauf geht mit der 

ebenfalls biphasichen Replikation von Viren bei Infektion mit geringer multiplicity of infection 

(MOI) einher [206]. 

Die Hochregulation von Kollagenen in der humanen Zellkultur ist vereinbar mit der Tatsache, 

dass Kollagene auch in die Pathogenese von chronischen Veränderungen des Lungenaufbaus 

durch schweres Asthma involviert sind [207]. Besonders Asthma und wiederkehrende 

Stenoseatmung wurden bislang mit hRSV- und hMPV-Infektionen assoziiert [208,209]. Da 
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beide Viren ähnliche Muster in der Hochregulation der Kollagentranskription in vitro zeigen, 

nicht aber in der TNF-α-Expression, ist anzunehmen, dass beide Viren mit unterschiedlichen 

Zellsignalwegen interagieren. 

Die hMPV-induzierte Hochregulation von TNF-α im Lungengewebe wurde auch von anderen 

Gruppen nachgewiesen [76,191,210-213]. Die Beobachtung, dass TNF-α auch in hMPV-

infizierten HepG2-Zellen hochreguliert ist, hebt die Anwendbarkeit dieser Zelllinie als Modell 

für die hMPV-Infektion hervor, obwohl sie nicht dem respiratorischen Gewebe entstammt. Die 

HepG2-Zelllinie stellt somit ein sehr brauchbares Werkzeug zur Charakterisierung von hRSV- 

und hMPV-Infektionen dar. 

 

4.2 In vivo-Experimente mit hRSV- und hMPV-infizierten BALB/c-

Mäusen 

Die Ergebnisse aus den Zellkulturversuchen wurden anschließend an einem optimierten 

Mausmodell überprüft. Als Versuchstiere wurden BALB/c-Mäuse verwendet. Bestehende 

Protokolle wurden modifiziert, um einen möglichst natürlichen Infektionsverlauf nachzuahmen. 

Dafür wurde das Inokulumsvolumen verringert und zusätzliche Kontrollen verwendet, um 

Veränderungen zweifelsfrei mit virusspezifischen Effekten assoziieren zu können. Außerdem 

wurden sowohl alte als auch junge Tiere verwendet, um eventuell altersspezifisch auftretende 

Unterschiede zu charakterisieren. 

Bei der Protokollierung der Physiognomie, der Gewichtsentwicklung, des Futterverbrauchs und 

der Aktivität zeigen weder die 4-6 Wochen noch die 19 Monate alten Tiere eine Veränderung 

nach der Infektion (Abb. 3.10-3.12). Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu Ergebnissen anderer 

Gruppen, die Gewichtsverlust, Aktivitätsreduzierung und zerrauftes Fell beobachteten 

[212,213].  

Diese Diskrepanz kann durch den generellen Aufbau der Tierversuche erklärt werden. In 

anderen Gruppen wurden den Versuchstieren oft hohe Inokulationsvolumina im Vergleich zu 

ihrem Lungenvolumen verabreicht, allerdings ohne den Effekt, den die Zufuhr an Flüssigkeit in 

den Lungen der Versuchstiere auslöst, zu untersuchen. Weiterhin wurden die Effekte, die 

verbrauchter Zellkulturüberstand auslösen kann, oftmals nicht weiter verfolgt [76,214-216]. In 

der vorliegenden Arbeit wurde mit einem Inokulationsvolumen von 25 µl gearbeitet. Trotz der 

verringerten Flüssigkeitsmenge wurden virusunabhängige Effekte bei der Expression von 

TNF-α, NF-κB und der Kollagene beobachtet. Dieser Effekt ist sehr wahrscheinlich auf die 

zelleigenen Stoffwechselprodukte, die die HepG2-Zellen in das umgebende Nährmedium 

abgesondern, zurückzuführen. Darüberhinaus wurden von anderen Gruppen oftmals Ketamin- 

oder Avertinjektionen als Narkoseform gewählt [76,213-218]. Ketamin bzw. Avertin narkotisiert 

die Tiere im Vergleich zu dem in dieser Arbeit verwendeten Isofluran sehr tief und greift damit 
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stark in deren Stoffwechsel ein, was ein weiterer Grund für den in anderen Gruppen 

beobachteten Gewichtsverlust und die physiognomischen Veränderungen sein könnte. 

Die Viruslastbestimmung der Lungen zeigt deutlich, dass sowohl die jungen als auch die alten 

Tiere zum Zeitpunkt der Tötung mit dem jeweils verabreichten Virus bzw.den verabreichten 

Viren infiziert waren (Abb. 3.13). Der Virustiter fällt bei den mit hMPV infizierten Jungtieren 

besonders hoch aus, sowohl bei der Einzel- wie auch bei der Doppelinfektion. Auch wenn sich 

dies nicht auf der physiognomischen Seite zeigt, werden auf Proteinebene jedoch 

Unterschiede im TNF-α-, NF-κB- und im Kollagengehalt in beiden Altergruppen beobachtet 

(Abb. 3.14 bis 3.16). 

Im Einklang mit den Ergebnissen der Zellkulturversuche zeigt sich bei den hMPV-infizierten 

Tieren die ausgeprägteste Erhöhung an TNF-α verglichen mit den hRSV-infizierten Tieren 

(Abb. 3.14). Diese Beobachtung wurde ebenfalls von anderen Gruppen nachgewiesen 

[76,213,219]. Möglicherweise ist hRSV durch seine immunmodulatorischen NS1- und NS2-

Proteine in der Lage, die Bildung von TNF-α bis zu einem gewissen Grad zu unterdrücken. 

Allerdings wird parallel ein virusunabhängiger Anstieg an TNF-α in den mockinfizierten Tieren 

beobachtet. Auch wenn sich der Effekt nicht so ausgeprägt darstellt wie bei den infizierten 

Tieren, so ist er im Vergleich zu den anderen Kontrollgruppen signifikant. Da PBS keine 

Erhöhung des TNF-α-Gehaltes auslöst, ist zu vermuten, dass sich im verbrauchten 

Zellkulturüberstand der HepG2-Zellen Stoffwechselprodukte befinden, die ebenfalls zu einer 

Aktivierung des Immunsystems führen. 

Bei den 19 Monate alten Tieren findet in keiner der Tiergruppen ein Anstieg von TNF-α statt. 

Darniot et al. wiesen im Rahmen des RespViruses EU-Projektes ebenfalls nach, dass der 

TNF-α-Gehalt in alten BALB/c-Mäusen niedriger ausfällt als in Jungtieren [212]. 

TNF-α gehört zu den proinflammatorischen Zytokinen, die vor allem von Makrophagen, 

Lymphozyten und Endothelzellen sekretiert werden [220]. Seine Ausschüttung stimuliert Zellen 

des angeborenen sowie des erworbenen Immunsystems zur Aktivierung weiterer Signalstoffe, 

um gegen eine bestehende Infektion vorzugehen. In alten BALB/c-Mäusen scheint die 

Fähigkeit, TNF-α als wichtigen Botenstoff während einer Infektion zu sekretieren, gestört zu 

sein. Eine Wirkung von TNF-α ist u.a. die Aktivierung eines Zellsignalweges, der zur Bildung 

von IL-2 führt. IL-2 wiederum ist ein Schlüsselmolekül an der Schnittstelle zwischen der 

angeborenen und der erworbenen Immunantwort, da es essentiell für die Aktivierung von B- 

und T-Zellen ist. Die Herunterregulation von TNF-α bei den alten Tieren könnte demnach ein 

Parameter sein, der für die Verschlechterung des erworbenen Immunsystems im Alter 

verantwortlich ist. 

Ein weiteres wichtiges Schlüsselmolekül für Entzündungsprozesse und das Zusammenspiel 

des Immunsystems generell ist der Transkriptionsfaktor NF-κB. Er wird u.a. durch das 
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Auslösen einer Signalkaskade durch TNF-α aktiviert und ist an der Regulation von vielen 

Genen beteiligt. 

Die Ausprägung der NF-κB-Expression in den Lungen der Tiere entspricht generell dem 

Muster der TNF-α-Expression (Abb. 3.14 und 3.15). Die hMPV-infizierten Tiere zeigen die 

stärkste Hochregulation an NF-κB in allen Tiergruppen. Im Vergleich dazu wird NF-κB bei den 

hRSV-infizierten Tieren nicht hochreguliert. Der NF-κB-Gehalt der doppelinfizierten Tiere liegt 

zwischen diesen Werten. Demnach scheint der Effekt von hMPV durch hRSV verringert zu 

werden. 

Dieses Ergebnis stimmt jedoch nicht mit schon publizierten Daten überein, in denen eine 

Hochregulation von NF-κB nach hRSV-Infektion in jungen BALB/c-Mäusen beobachtet wurde 

[221-223]. Ein Grund für den geringen Wert könnte der gewählte Tötungszeitpunkt sein. Es 

wird zur Zeit noch kontrovers diskutiert, welches der beiden Viren den schwereren 

Krankheitsverlauf auslöst oder ob es Unterschiede in den Replikationskinetiken gibt 

[44,76,78,80,206,211,213]. Der geringe NF-κB-Wert könnte jedoch darauf zurückzuführen 

sein, dass der Höhepunkt der hRSV-Infektion an Tag 5 schon oder noch nicht überschritten 

war. Auf der anderen Seite ist auffällig, dass die molekulare Reaktion auf die hRSV-Infektion 

genau gegensätzlich zu der der hMPV-Infektion ausfällt, was auf die Induzierung 

unterschiedlicher Signalwege in der Immunantwort hindeutet. 

Beispielsweise ist bekannt, dass die immunmodulatorischen Eigenschaften der Proteine NS1 

und NS2 von hRSV eine Inhibierung der Interferone α, β und γ (IFN-α, IFN-β und IFN-γ) 

bewirken, die wichtige Funktionen bei der Koordination der angeborenen und erworbenen 

Immunantwort besitzen [17,18]. Für hMPV wurde nachgewiesen, dass es lediglich die 

Aktivierung des von IFN-α induzierten Signalweges verhindern kann [224].  

Des Weiteren erzeugen hMPV-Infektionen andere Zytokinexpressionsprofile als hRSV-

Infektionen. So scheint eine Infektion mit hMPV in der akuten Phase eher eine Th1-

Immunantwort zu induzieren [76], wohingegen hRSV eine Th1/Th2-Antwort begünstigt [225-

227]. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass hMPV und hRSV die Immunantwort durch 

unterschiedliche Signalwege aktivieren. 

 

Bei den alten Tieren fällt auf, dass die NF-κB-Grundwerte aller Tiergruppen im Vergleich zu 

den unbehandelten Tieren generell erhöht sind. Im Fall der alten Tiere fällt das 

Expressionsmuster von NF-κB ebenfalls gegensätzlich aus, abhängig davon, ob die Tiere mit 

hMPV oder hRSV infiziert wurden. Die hMPV-Infektion zeigt keine Aktivierung von NF-κB, 

während die hRSV-Infektion die NF-κB-Expression um das Doppelte erhöht. 

Es gibt Hinweise darauf, dass sich mit zunehmendem Alter die Zytokinausschüttung im Körper 

verändert (Immunseneszenz). Es werden vermehrt proinflammatorische Zytokine sekretiert, 

die generell eine Th1-Antwort begünstigen. Eine der Hauptursachen dieses Prozesses scheint 
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eine vermehrte Ausschüttung von IFN-γ zu sein [181]. IFN-γ ist wiederum ein starker Aktivator 

für NF-κB. Der konstitutiv erhöhte Wert an IFN-γ und die damit einhergehende Umstellung zu 

einer Th1-Antwort könnte den hohen NF-κB-Wert bei den alten BALB/c-Mäusen erklären. 

Dagegen scheint der niedrige NF-κB-Wert der hMPV-infizierten alten Tiere eine direkte Folge 

des niedrigen TNF-α-Spiegels zu sein, da eine Infektion mit hMPV generell eine Th1-Antwort 

auszulösen scheint. 

Das Expressionsmuster der Kollagene zeigt sowohl bei den jungen als auch bei den alten 

BALB/c-Mäusen ein ähnliches Muster wie bei der TNF-α-Antwort. Dies lässt einen 

Zusammenhang im Sinne einer koordinierten Immunantwort vermuten. Der Zusammenhang 

zwischen hRSV- und hMPV-Infektionen und der Erhöhung des Kollagengehaltes wurde 

bislang nur wenig erforscht. Jedoch wurden beide Viren bereits mit einer 

Atemwegsumgestaltung (airway remodelling) assoziiert, die mit Kollagenablagerungen 

einhergeht [206,212,228]. 

Eine mögliche Erklärung für die Hochregulation von Kollagenen im Zusammenhang mit einer 

viralen Infektionserkrankung könnte die Abdichtung des Infektionsortes sein (Abb. 3.16). Das 

Lungengewebe ist aufgrund seiner Funktion besonders porös und durchlässig. Durch das 

Verdichten des Gewebes mit Kollagenen würde es Pathogenen erschwert werden, sich in den 

Lungenzellen zu verbreiten. Weiterhin können Kollagene für Zellen des angeborenen 

Immunsystems zur Anhaftung und Wanderung zum Infektionsort genutzt werden. 

Der geringe Gehalt an Kollagenen in den Lungen der alten Tiere ist verglichen mit den TNF-α-

Werten vermutlich auf dieselben molekularen Mechanismen der Immunseneszenz 

zurückzuführen. In der Vergangenheit wurde diskutiert, ob sich die Lunge mit zunehmendem 

Alter allgemein im Hinblick auf ihre Proteinzusammensetzung verändert und die Menge an 

Kollagen stetig zunimmt [229]. Neueren Daten zufolge scheint dies jedoch nicht der Fall zu 

sein [230]. 

 

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit nachgewiesen, dass die Viren hRSV und hMPV 

sowohl in vitro als auch in vivo unterschiedliche molekulare Expressionsprofile induzieren, 

obwohl ihre klinischen Krankheitsbilder nicht voneinander unterscheidbar sind. Viele Fragen 

bezüglich der Wirkungsweise von hRSV und hMPV sind noch nicht geklärt, insbesonders die 

Auswirkungen der beiden Viren die Regulation der Zellsignalwege betreffend. Diese 

Diskrepanzen sind wahrscheinlich auf angewandte Protokolle sowie unterschiedliche 

Virenisolate zurückzuführen und müssen vor diesem Hintergrund diskutiert werden. 

Dieser Punkt muss ebenfalls bei der Beobachtung, dass in der vorliegenden Arbeit 

virusunspezifische Effekte allein durch die Verabreichung von Zellkulturüberstand ausgelöst 

wurden, berücksichtigt werden. Diese Kontrolle wurde in anderen Arbeiten oft vernachlässigt, 

daher gestalten sich direkte Vergleiche schwierig.  
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4.3 Implementierung einer Tierversuchsplattform für das SARS-

Coronavirus 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Tierversuchsplattform für SARS-CoV-Infektionen 

implementiert. Zu diesem Zweck wurden zwei gängige Tiermodelle verwendet, um deren 

Suszeptibilität für SARS-Coronaviren zu untersuchen. 

 

4.3.1 Infektion von syrischen Goldhamstern mit SARS-CoV-FFM und SARS-

CoV-HK 

Syrische Goldhamster sind ein viel verwendetes Modell zur Untersuchung von SARS-CoV-

Infektionen. Die Virusreplikation und die histopathologischen Veränderungen sind einigen 

Publikationen zufolge sehr ausgeprägt, wenn auch keine virusspezifischen klinischen 

Anzeichen beobachtet werden [130,133,135,231-234]. 

Die Infektion mit SARS-CoV-FFM zeigt die Persistenz von infektiösen Partikeln bis Tag 1 n.I. 

(Abb. 3.20). Genomäquivalente werden bis Tag 5 n.I. detektiert (Abb. 3.18 und 3.20). Eine 

Vermehrung des Virus in diesem Zeitraum wird im Gegensatz zu den Versuchsergebnissen 

anderer Gruppen jedoch nicht beobachtet [131,135]. 

Die Infektion mit SARS-CoV-HK, einem anderen SARS-CoV-Stamm, zeigt dagegen ein 

anderes Resultat. Replikationsfähige Viren werden von Tag 1 bis Tag 5 n.I. in 

absteigendendem Titer nachgewiesen (Abb. 3.20). Da die Viruslast an Tag 1 n.I. den Virustiter 

des Inokulums übersteigt, ist davon auszugehen, dass eine Replikation in den Lungen der 

Tiere während dieses Zeitraums stattgefunden hat. Zusätzlich sind die Lungen der 

Versuchstiere an Tag 5 n.I. signifikant schwerer als die Lungen der Tiere, die mit dem FFM-

Stamm infiziert wurden (Abb. 3.21). Dieses Resultat lässt darauf schließen, dass der HK-

Stamm virulenter für syrische Goldhamster ist und unterstreicht das Ergebnis der 

Viruslastbestimmung.  

Der Vergleich der Genomäquivalente zeigt, dass deren Bestimmung nur bedingt Rückschlüsse 

auf die Replikationseigenschaften von Coronaviren zulässt. In syrischen Goldhamstern ist die 

Anzahl an infektiösen Partikeln und Genomäquivalenten sehr unterschiedlich. Diese 

Beobachtung wurde unabhängig von einer anderen Gruppe in vitro bestätigt [235]. Daher 

erscheint eine Bestimmung beider Parameter für Coronaviren in zukünftigen Experimenten 

sinnvoll.  

Bei dem Vergleich von SARS-CoV-FFM und SARS-CoV-HK werden Unterschiede in der 

Replikationseffizienz der beiden Stämme beobachtet. Die Ergebnisse dieser Arbeit sind 

allerdings nur bedingt mit publizierten Ergebnissen anderer Gruppen vergleichbar, da in den 

meisten Versuchen mit dem SARS-CoV-Urbani-Stamm gearbeitet wurde, der für diese Arbeit 

nicht verfügbar war.  
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Es gibt Unterschiede zwischen dem FFM- und dem HK-Stamm, die sich in einigen 

Aminosäureaustauschen und der Deletion im ORF7b des FFM-Stammes zeigen. Ob die 

Präsenz der Deletion im ORF7b eine Auswirkung hat, ist bislang noch nicht geklärt [133,236]. 

Experimente mit zwei rekombinanten Stämmen von SARS-CoV-FFM zeigen einen 

Wachstumsvorteil für die Variante mit der 45nt-Deletion im ORF7b [236]. Dieses Ergebnis 

steht in Kontrast zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und wird auf die Verwendung 

von zellkulturpassagierten Wildtyp (wt)-Stämmen zurückzuführen sein, in deren Genom 

schnell Mutationen während der Zellkulturpassage akkumulieren können. 

Vor diesem Hintergrund ist es interessant, dass es keinerlei Hinweise auf die Präsenz von 

hCoV-NL63 in den Lungen der infizierten Versuchstiere gab, da sowohl SARS-CoV als auch 

hCoV-NL63 denselben Eintrittsrezeptor verwenden. Es wird zur Zeit noch kontrovers diskutiert, 

ob beide Viren in unterschiedlicher Weise an den ACE2-Rezeptor binden [93,95,97,237,238], 

aber die Interaktion des ACE2-Rezeptors mit dem S-Protein von hCoV-NL63 scheint generell 

schwächer auszufallen als die mit dem S-Protein von SARS-CoV [238]. 

 

An Tag 5 n.I. werden stark vergrößerte Lungen bei den mit HK-infizierten Tieren beobachtet 

(Abb. 3.21). In zukünftigen Versuchen sollten die Lungen von Tieren, die denselben 

Bedingungen ausgesetzt werden, nach weiteren pathologischen Befunden wie Infiltraten, 

Ablagerungen und bronchiolären Schäden untersucht werden. 

Generell scheint sich der SARS-CoV-FFM-Stamm nicht so gut für die Charakterisierung der 

Virusreplikation und der pathologischen Befunde in den ansonsten erfolgreich getesteten 

Tiermodellen zu eignen. Ein besseres Resultat in Bezug auf die Virusreplikation und die 

Histopathologie der Lunge zeigt in diesem Zusammenhang der SARS-CoV-HK-Stamm. 

Interessant wären weitere Versuche auf diesem Gebiet, die auch mit dem SARS-CoV-Urbani-

Stamm durchgeführt werden, um Vergleiche zwischen den verschiedenen Stämmen zu 

ziehen. 

 

4.3.2 Infektion von C57BL/6-Mäusen mit SARS-CoV-FFM 

Neben der Infektion von syrischen Goldhamstern mit SARS-CoV bieten sich vor allem 

Inzuchtmäuse als gutes Tiermodell zur Untersuchung von SARS-Infektionen an. Vor allem alte 

C57BL/6-Mäuse zeigen eine effiziente Virusreplikation in der Lunge, klinische 

Krankheitsanzeichen sowie histopathologische Befunde. Gerade zum Studium von 

altersabhängigen Infektionsverläufen sind sie sehr geeignet, da sie ähnliche 

Infektionssymptome wie der Mensch und gleichwertige Resultate wie alte BALB/c-Mäuse 

zeigen [134,135]. 

Im Gegensatz zu den Resultaten anderer Gruppen werden keine signifikanten Unterschiede in 

der Gewichtsentwicklung vor und nach der Inokulation beobachtet (Abb. 3.22). Ein geringer 
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Gewichtsverlust zeigt sich am Anfang des Versuchs, der mit großer Wahrscheinlichkeit auf die 

neuen Haltebedingungen im Schutzstufe 3 Labor zurückzuführen ist. Der Gewichtsentwicklung 

entsprechend fiel der Futterverbrauch nach der Inokulation signifikant höher aus als vor der 

Inokulation.  

 

Abb. 3.23 zeigt, dass SARS-CoV-FFM in den Lungen von alten C57BL/6-Mäusen repliziert. 

Demnach findet im Gegensatz zu den syrischen Goldhamstern eine Infektion mit dem FFM-

Stamm statt. Allerdings verläuft diese nicht so schwer, dass äussere Krankheitsanzeichen 

sichtbar werden. 

Interessanterweise war der Unterschied zwischen der Anzahl an Genomäquivalenten und 

infektiösen Partikeln in diesem Fall nicht so groß wie bei den vorherigen Versuchen mit den 

syrischen Goldhamstern. Das lässt vermuten, dass C57BL/6-Mäuse ein besseres Modell für 

die Virusreplikation darstellen als syrische Goldhamster. 

In zukünftigen Versuchen sollte auch die Virusreplikation von SARS-CoV-HK in alten C57BL/6-

Mäusen beobachtet und mit den Ergebnissen des SARS-CoV-FFM-Stammes verglichen 

werden. 

 

Bei den vorliegenden Ergebnissen der in vivo-Versuche mit syrischen Goldhamstern und alten 

C57BL/6-Mäusen muss beachtet werden, dass in dem zur Verfügung stehenden 

Schutzstufe 3/Sicherheitsstufe 1 Labor ausschließlich mit wt-Viren gearbeitet werden durfte. 

Bei der Passage von wt-RNA-Viren in Zellkulturen können sehr schnell Mutationen auftreten, 

die zu einer Abweichung von der Originalsequenz führen. Zu diesem Zweck werden 

rekombinante Viren generiert, die eine genetische Fixierung des Originalstammes 

gewährleisten. Zu deren Untersuchung muss jedoch ein entspechendes Labor mit mindestens 

Sicherheitsstufe 3 zur Verfügung stehen. 

Das in dieser Arbeit implementierte Protokoll zur Infektion von syrischen Goldhamstern wurde 

bereits erfolgreich bei zwei rekombinanten SARS-CoV-Varianten angewendet. 

Erwartungsgemäß wurden in diesem Experiment auch höhere Virustiter erzielt als bei der 

Implementierung mit den zellkulturpassagierten wt-Varianten [236]. 
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5 Zusammenfassung 

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die humane HepG2-Zelllinie für die Replikation der 

beiden Viren hRSV und hMPV neu identifiziert. Der Nachweis dafür wurde durch die Real-

Time Cell-Electronic-Sensing-Technologie sowie den XTT-Zellvitalitätstest erbracht. Mit diesen 

Methoden wird die Menge an vitalen Zellen ermittelt, die sich umgekehrt proportional zum 

vorhandenen Virentiter verhält. Die beiden nicht-klassisch-virologischen Methoden wurden für 

virologische Zwecke in der vorliegenden Arbeit als proof of principle implementiert. Damit 

stehen für weitere Anwendungen, wie beispielsweise das screening antiviraler Wirkstoffe, zwei 

Methoden zur Verfügung, mit denen kostengünstig und zeitsparend Hochdurchsatzverfahren 

durchgeführt werden können. Der XTT-Test wurde in dieser Arbeit erfolgreich zur 

Identifizierung einiger hMPV-replikationsinhibierender siRNA-Sequenzen eingesetzt. 

Bisher verwendete Zelllinien zur Kultivierung von hRSV und hMPV sind nicht humanen 

Ursprungs und eignen sich nicht für Fragestellungen hinsichtlich unterschiedlicher 

Genexpressionsprofile. Immunfluoreszenzaufnahmen sowie Genexpressionsanalysen von 

infizierten HepG2-Zellen zeigen Unterschiede in der Expression einiger Kollagene, von TNF-α 

sowie der Umgestaltung des Aktinzytoskeletts. Diese Ergebnisse zeigen, dass hRSV und 

hMPV in vitro unterschiedliche Zellsignalwege der Immunantwort aktivieren. Weiterhin 

unterstreichen sie die Anwendbarkeit der HepG2-Zelllinie für diese Fragestellungen. 

Ausgehend von den in vitro-Resultaten wurden BALB/c-Mäuse mit hRSV, hMPV oder beiden 

Viren simultan infiziert, um deren Auswirkungen in vivo zu überprüfen sowie die 

Immunantworten in jungen und alten Mäusen miteinander zu vergleichen. Während sichtbare 

Krankheitsanzeichen bei infizierten Tieren fehlen, induzieren hRSV und hMPV 

unterschiedliche Expressionsprofile sowohl für NF-κB als auch für einige Kollagene. Dieses 

Resultat lässt auch in vivo auf eine Aktivierung verschiedener Signalwege schließen. Ebenso 

werden altersabhängige Unterschiede bei der Expression dieser Gene beobachtet, sowie eine 

Dominanz von hMPV gegenüber hRSV in der Immunreaktion. Weiterhin zeigen sich bislang 

nicht beschriebene virusunabhängige Effekte durch die Verabreichung von verbrauchtem 

Zellkulturüberstand. Dieses Resultat verdeutlicht die Wichtigkeit der Einführung dieser 

Kontrolle. 

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein Tiermodell zur Untersuchung von SARS-Coronavirus 

implementiert. Syrische Goldhamster und alte C57BL/6-Mäuse wurden mit verschiedenen 

Stämmen von zellkulturpassagierten wt-SARS-Coronaviren infiziert. Auch wenn keines der 

beiden Tiermodelle die klinischen Symptome nachahmt, wird eine Replikation von SARS-

Coronavirus-Frankfurt 1 in C57BL/6-Mäusen von SARS-Coronavirus-Hong Kong in den 

syrischen Goldhamstern nachgewiesen. Basierend auf den angefertigten Protokollen wurden 

bereits erfolgreich Infektionsversuche mit rekombinanten SARS-Coronaviren durchgeführt. 
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6 Summary 

Within the scope of this thesis the human HepG2 cell line was newly identified to support 

replication of both viruses hRSV and hMPV. This result was proofed by Real-Time Cell 

Electronic Sensing as well as by XTT cell viability testing. These methods determine the 

amount of viable cells in an inversely proportional manner towards the virus titer. Both non-

virological methods were implemented as proof of principle to serve virological purposes. 

Herewith two technologies are available for performing time- and cost-effective high throughput 

screenings, i.e. antiviral drug screenings. The XTT test was successfully applied for 

identification of some siRNAs displaying inhibiting effects against hMPV replication. 

Hitherto, the employed cell lines for cultivation of hRSV and hMPV are of non-human origin 

and therefore not suitable for questions concerning different gene expression profiles. 

Immunofluorescence images as well as gene expression analyses of infected HepG2 cells 

displayed differences in the expression of some collagenes, TNF-α and in the remodelling of 

the actin cytoskeleton. The obtained results indicate that hRSV and hMPV activate different 

signal pathways of the immune response. They furthermore underline the applicability of the 

newly identified HepG2 cell line for these questions. 

Based on the in vitro results BALB/c mice were infected with hRSV and hMPV to determine 

their impact in vivo and to compare the immune responses in young and aged mice. While 

visible symptoms are missing in the infected animals, hRSV and hMPV induce different gene 

expression profiles for both NF-κB and collagens. These results suggest activation of different 

signal pathways in vivo as well. Likewise there are age-dependent differences in the 

expression of these genes observed as well as a predominance of hMPV over hRSV in the 

immune reaction. Furthermore, hitherto non-described virus-unspecific effects can be detected 

by administration of consumed cell culture supernatant. This result emphasizes the importance 

of implementation of this control. 

The second part of this thesis deals with the implementation of an animal model for studying 

SARS-coronavirus. Golden Syrian hamsters and aged BALB/c mice were infected with 

different strains of cell culture passaged wt-SARS-coronaviruses. Neither of the animal models 

can imitate clinical symptoms, however, replication of SARS-coronavirus Frankfurt 1 can be 

observed in C57BL/6. Additionally, replication of SARS-coronavirus Hong Kong can be 

observed in golden Syrian hamsters. Successful infections experiments could be already 

performed based on the developed protocols. 
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9 Abkürzungsverzeichnis 

 

A      Adenosin 

A260      Absorption bei 260nm 

A280      Absorption bei 280nm 

AK      Antikörper  

bp      Basenpaar 

C      Cytosin 

DAPI      4’,6-Diamino-2-phenylindol dihydrochlorid Hydrat 

DMEM      Dulbecco’s modified Eagle Medium 

DNA      Desoxyribonukleinsäure 

ds      doppelsträngig (double stranded) 

DTT      Dithiothreitol 

EDTA      Ethylendiaminotetraacetat 

ELISA      enzyme linked immunosorbent assay 

FCS      Fötales Kälberserum (fetal calf serum) 

FFM      Frankfurt 1 (SARS-Coronavirus-Stamm) 

G      Guanin 

(X *) g      Zentrifugalkraft 

geq      Genomäquivalente 

hCoV-NL63     humanes Coronavirus NL63 

HK      Hong Kong (SARS-Coronavirus-Stamm) 

hMPV      humanes Metapneumovirus 

HRP      Meerettichperoxidase (horseradish-peroxidase) 

hRSV      humanes respiratorisches Synzytial Virus  

M      Mol 

min.      Minute 

ml      Milliliter 

mM      Millimol 

MOI      multiplicity of infection 

µl      Mikroliter 

NF-κB  nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells 

n.I.      nach Infektion 

nt      Nukleotid 

nM      Nanomol 
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ORF      offener Leserahmen (open reading frame) 

PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung (phosphate 

buffered saline) 

PCR  Polymerasekettenreaktion (polymerase chain 

reaction) 

pfu      Plaque bildende Einheiten (plaque forming unit) 

RNA      Ribonukleinsäure 

RT  Reverse Transkriptase, Echtzeit (real time), 

Raumtemperatur 

SARS-CoV  Schweres akutes respiratorisches Syndrom 

assoziiertes Coronavirus 

sek.  Sekunde 

ss      einzelsträngig (single stranded) 

siRNA      kleine interferierende RNA (small interfering RNA) 

T      Thymidin  

TAE      Tris-Acetat-EDTA 

TCID50      tissue culture infectious dose 50 

TNF-α      Tumornekrosefaktor-alpha 

Tris      Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

U      Uracil 

v.I.      vor Infektion 

v/v      Volumen-Volumen-Prozent 

wt      Wildtyp 

w/v      Gewichts-Volumen-Prozent 
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10 Appendix 

 

 
Abbildung 10.1 
pCr4-Topo-Vektor (Invitrogen, Karlruhe) 

 

 

hMPV-Insert (N-Gen) kloniert in pCR4-TOPO und amplifiziertes Fragment der Primer sv581s 

und sv582as: 

ATACACAATAAAGAGAGATGTAGGCACAACAACAGCAGTAACACCCTCATCATTGCAACA

AGAAATAGCACTTTTGTGTGGAGAAATTCTATATGCTAAGCATAC 

 

 

Amplifiziertes Fragment der Primer RSVf und RSVr (F-Gen): 

ACATCTCTAGGAGCCATTGTGTCATGCTATGGCAAAACT 

 

 

PanCoro-Insert kloniert in pCR4-TOPO: 

CAGAGCCATGCCTAACATGCTTAGGATAATGGCCTCTCTTGTTCTTGCTCGCAAACATAAC

ACTTGCTGTAACTTATCACACCGTTTCTACAGGTTAGCTAACGAGTGTGCGCAAGTATTAA

GTGAGATGGTCATGTGTGGCGGCTCACTATATGTTAAACCAGGTGGAACATCATCCGGTG
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ATGCTACAACTGCTTATGCTAATAGTGTCTTTAACATTTGTCAAGCTGTTACAGCCAATGTA

AATGCACTTCTTTCAACTGATGGTAATAAGATAGCTGACAAGTATGTCCGCAATCTACAAC

ACAGGCTCTATGAGTGTCTCTATAGAAATAGGGATGTTGATCATGAATTCGTGGATGAGTT

TTACGCTTACCTGCGTAAACATTTCTCCATGATGATTCTTTCTGATGATGC 

 

 

Amplifiziertes PanCoro-Fragment von Primern sv381s, sv537as, sv538as und sv539as: 

CAGAGCCATGCCTAACATGCTTAGGATAATGGCCTCTCTTGTTCTTGCTCGCAAACATAAC

ACTTGCTGTAACTTATCACACCGTTTCTACAGGTTAGCTAACGAGTGTGCGCAAGTATTAA

GTGAGATGGTCATGTGTGGCGGCTCACTATATGTTAAACCA 

 

 

 

siRNA A5: 

sense: 5Phos\CCUAGUCAUAAGAGAUCUCAAUCTA 

antisense: UAGAUUGAGAUCUCUUAUGACUAGGUU 

 

 

siRNA A7: 

sense: 5Phos\ACCAUACCGUCAGAACCAAAGUUAG 

antisense: CUAACUUUGGUUCUGACGGUAUGGUUG 

 

 

siRNA C11: 

sense: 5Phos\GCAGCAAAGCAGAAAGUUUAUUCGT 

antisense: ACGAAUAAACUUUCUGCUUUGCUGCCU 

 

 

siRNA D1: 

sense: 5Phos\GCUGGACUGUUAUCACUAGCCAATT 

antisense: AAUUGGCUAGUGAUAACAGUCCAGCUU 

 

 

 


