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Zusammenfassung 
 

Das humane respiratorische Syncytialvirus ist weltweit der wichtigste virale Erreger von 

Infektionen des unteren Respirationstraktes bei Kleinkindern und Säuglingen. Die 

Erkrankung steht im Zusammenhang mit einer Bronchokonstriktion, vermehrter 

Schleimsekretion, dem Ausstoßen von Epithelzellen aus dem Zellverband und einer 

Infiltration des Gewebes mit Lymphozyten und führt häufig zur obstruktiven Bronchitis und 

Pneumonien. Eine vergleichbare Erkrankung wird vom bovinen RSV (BRSV) bei jungen 

Kälbern ausgelöst.  

Das Fusionsprotein (F) ist ein Membranglykoprotein vom Typ I und wird als Vorläufer 

synthetisiert. Auf dem sekretorischen Signalweg wird das F-Protein im Trans-Golgi-Netzwerk 

durch die zelluläre Prohormon-Convertase Furin proteolytisch in die Untereinheiten F1 und F2 

gespalten. Durch diese Spaltung wird ein 27 Aminosäuren großes Peptid freigesetzt, das 

beim bovinen RSV als Tachykinin (Virokinin) sezerniert wird.  

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die Wirkung und Sekretion des Virokinins in polarisierten 

Epithelzellen (MDCK-II-Zellen), die das bovine RSV F-Protein induzierbar exprimierten 

untersucht. Obwohl das F-Protein an der apikalen Plasmamembran lokalisiert war, wurde 

das Tachykinin in diesen Zellen ungerichtet sezerniert. Die drei Tachykininrezeptorsubtypen 

wurden dagegen an der basolateralen Plasmamembran nachgewiesen. Die bidirektionale 

Sekretion des Virokinins ermöglicht somit eine autokrine bzw. parakrine Wirkung in 

polarisierten Epithelzellen.  

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die cytopathogenen Eigenschaften des bovinen und 

humanen RSV F-Proteins mit Hilfe der hergestellten, transgenen Zelllinien untersucht. Die 

Expression des F-Proteins führte zur Apoptose der Epithelzellen, die daraufhin aus dem Zell-

Monolayer ausgestoßen wurden. Die Apoptose wurde vor allem in F-induzierten Synzytien 

nachgewiesen und konnte durch die Verwendung eines monoklonalen humanisierten 

Antikörpers (Palivizumab) signifikant reduziert werden. Schließlich konnte in dieser Arbeit 

gezeigt werden, dass das F-Protein den Transkriptionsfaktor p53 aktiviert und dieser eine 

wichtige Rolle in der F-induzierten Apoptose spielt.  

Die proapoptotische Wirkung des Fusionsproteins und die daraus resultierende 

Cytopathogenität sind wahrscheinlich an der Obstruktion der Atemwege während einer RSV-

Infektion beteiligt.    

 

Schlagworte: Respiratorisches Syncytialvirus, Fusion, Apoptose   

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Abstract 

Human respiratory syncytial virus (HRSV) is the most important viral agent of paediatric 

respiratory tract disease worldwide. The pathology is associated with bronchoconstriction, 

excess mucus secretion, shedding of epithelial cells and infiltration with lymphocytes all 

leading to obstructive bronchitis and inflammation of the airways. A similar disease can be 

observed in young calves infected with bovine respiratory syncytial virus (BRSV).  

The fusion (F) protein of RSV is a type I membrane glycoprotein which is synthesized as a 

precursor protein (F0). During transport through the secretory pathway F protein is cleaved by 

the cellular prohormone convertase furin which results in the generation of the F1 and F2 

subunit and in the release of a 27 amino acid peptide. In the case of bovine RSV F protein 

the peptide is secreted as a tachykinin (Virokinin). 

In the first part of this work secretion and function of Virokinin was studied in polarized 

epithelial cells (MDCK-II cells) that expressed the bovine RSV F protein in a regulated 

manner. Although the F protein was localized at the apical plasma membrane, Virokinin was 

secreted in an undirectional fashion leading to the activation of the three tachykinin receptor 

subtypes that were expressed at the basolateral plasma membrane of MDCK cells. This 

secretion profile enables Virokinin to act in an autocrine and paracrine fashion in epithelial 

cells. 

In the second part of this work the cytopathogenic properties of the bovine and the human 

RSV F protein were analyzed using the established transgenic cell lines. Expression of either 

F protein led to apoptosis of the cells which were rapidly extruded from the cell monolayer. 

The cytopathogenicity was mainly detected in F-induced syncytia and was significantly 

reduced after application of a monoclonal humanised antibody (Palivizumab) directed against 

the F protein. Moreover F protein expression led to increased transcriptional activity of the 

transcription factor p53, which was found to play a major role in fusion-induced apoptosis. 

The proapoptotic properties of the RSV F protein is likely to be involved in airway obstruction 

following RSV infection. 
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Einleitung   1 

1. Einleitung 

1.1 Das Respiratorische Syncytialvirus 

Das Respiratorische Syncytialvirus konnte 1956 erstmals aus den oberen Atemwegen eines 

erkrankten Labor-Schimpansen isoliert werden und wurde zunächst als Chimpanzee Coryza 

Agent (Blount et al., 1956) bezeichnet. Wenig später konnte das Virus bei Kindern 

nachgewiesen werden, die an einer schweren respiratorischen Erkrankung litten (Chanock & 

Finberg, 1957). In vitro Studien zeigten, dass das Virus vielkernige Riesenzellen, sogenannte 

Synzytien, induzierte. Diese gaben dem Virus den heutigen Namen Respiratorisches 

Syncytialvirus (RSV). Im Jahr 1967 wurde aus jungen Kälbern das bovine RSV (BRSV) 

isoliert (Paccaud & Jacquier, 1970). Bovines und humanes RSV weisen eine hohe 

Übereinstimmung in ihrer Genomsequenz auf und zeigen zudem einen ähnlichen 

Krankheitsverlauf. In Infektionsstudien konnten zudem Kälber mit einem aus dem Menschen 

isolierten RSV infiziert werden (Jacobs & Edington, 1975). Die Humanpathogenität von 

BRSV ist bis heute nicht untersucht (Kimman & Westenbrink, 1990). 

1.2 Taxonomie 

Das RSV gehört zum Genus Pneumovirus, das gemeinsam mit dem Genus 

Metapneumovirus die Unterfamilie Pneumovirinae innerhalb der Familie der Paramyxoviridae 

bildet (siehe Tabelle 1). Der Unterfamilie der Pneumovirinae  steht die Unterfamilie der 

Paramyxovirinae gegenüber, die die fünf Genera Respirovirus, Rubulavirus, Morbillivirus, 

Avulavirus und Henipavirus enthält (Collins et al., 2001). Die Vertreter der Genera 

Paramyxovirus und Avulavirus besitzen Neuraminidaseaktivität und können Erythrozyten 

agglutinieren. Morbilliviren besitzen hingegen keine Neuraminidaseaktivität, weisen jedoch 

hämagglutinierende Eigenschaften auf. Die Viren der Pneumoviren besitzen keine dieser 

Eigenschaften, weisen aber eine ähnliche Genomanordnung, einen ähnlichen Aufbau der 

Viruspartikel und einen ähnlichen Replikationszyklus auf. Die Familie der Paramyxoviridae 

bildet gemeinsam mit den Familien Rhabdoviridae, Bornaviridae und Filoviridae die Ordnung 

Mononegavirales (Pringle, 1999). Viren dieser Ordnung zeichnen sich durch eine 

nichtsegmentierte, einzelsträngige-RNA mit negativer Polarität aus.  

 

 

 

 

 

 



2  Einleitung 

Unterfamilie    Genus   Erreger 

Paramyxovirinae Respirovirus  Humanes Parainfluenzavirus Typ 1 und Typ 3 

   Rubulavirus  Mumpsvirus 

      Humanes Parainfluenzavirus Typ 2 und Typ 4, 

                                                                      Canines Parainfluenzavirus Typ 2 

   Avulavirus  Newcastle Disease-Virus 

      Vogelparamyxoviren der Typen 2-9 

   Morbillivirus  Masernvirus, Hundestaupevirus 

   Henipavirus  Hendravirus, Nipahvirus 

Pneumovirinae Pneumovirus  Humanes/bovines RSV, murines Pneumovirus 

   Metapneumovirus Aviäres Pneumovirus,  

Humanes Metapneumovirus 

 

Tabelle 1: Taxonomie der Familie der Paramyxoviridae  

1.3 Verbreitung und Epidemiologie 

Das humane RSV ist weltweit der bedeutendste virale Erreger respiratorischer Erkrankungen 

bei Säuglingen und Kleinkindern. Besonders gefährdet sind Säuglinge im Alter von sechs 

Wochen bis mehreren Monaten. Offiziellen Berichten zufolge werden in den USA jährlich 

85.000–144.000 Kinder im Krankenhaus wegen einer RSV-Infektion behandelt (Heilman, 

1990; Shay et al., 1999). Schwere, zum Teil lebensbedrohliche Verläufe kann eine -Infektion 

bei Kindern annehmen, die unter bronchopulmonaler Dysplasie und Herzfehlern leiden, oder 

die zu früh geboren wurden. Von einer hohen Mortalität sind zudem ältere und 

immunsupprimierte Personen, wie Empfänger von Knochenmarktransplantaten und 

Leukämie-Patienten betroffen (Dowell et al., 1996; Falsey et al., 1995a; Falsey et al., 1995b; 

Harrington et al., 1992; Whimbey et al., 1995; Whimbey et al., 1996). Die hochansteckende 

Infektion mit dem Erreger erfolgt aerogen, wobei Tröpfcheninfektion und tröpfcheninfizierte 

Gegenstände zur Übertragung führen können. Der Speichel kann hierbei bis zu 106 

infektiöse Viruspartikel enthalten (Modrow & Falke, 1998). Im Mausmodell konnte zudem 

eine respiratorische Infektion nach Übertragung des Virus in das Auge nachgewiesen 

werden (Bitko et al., 2007). Die Infektion findet bei Kindern vor allem in den Wintermonaten 

(Oktober – März) statt (Alonso et al., 2007). Im Fall von BRSV werden Jungtiere im Alter von 

vier Wochen bis sechs Monaten infiziert. Das Virus kann hierbei noch drei Wochen nach der 

Infektion der Tiere ausgeschieden werden.  

Mit Hilfe von monoklonalen Antikörpern (mAb), welche gegen das G-Protein gerichtet sind, 

können die beiden Serotypen A und B voneinander unterschieden werden (Collins et al., 

1990; Valarcher & Taylor, 2007).  



Einleitung   3 

1.4 Klinik 

Die RSV-bedingten Krankheitsverläufe sind altersabhängig und variabel. Hierbei können 

milde bis lebensgefährliche oder gar tödliche Verläufe auftreten. Nach einer Inkubationszeit 

von etwa vier bis fünf Tagen treten nach Infektion der oberen Atemwege die ersten 

Symptome in Form von Entzündungen der Rachen- (Pharyngitis), der 

Luftröhrenschleimhäute (Tracheitis) und der Bronchien auf. Bei einer schweren Verlaufsform 

entwickelt sich meist eine Bronchitis mit Cyanose und Lungenentzündung. Einer RSV-

Infektion folgen häufig Infektionen bakterieller Erreger, welche außerdem zu 

Mittelohrentzündungen führen können. Liegt das Alter des infizierten Kindes unter sechs 

Monaten, treten schwere Erkrankungsformen häufiger auf. Zudem wird vermutet, dass RSV-

Infektionen in Verbindung mit einer verstärkten Hyperreaktion der Atemwege und Asthma im 

Kindes- und Jugendlichenalter stehen (Elhassan et al., 2006; Martinez, 2003; Schwarze et 

al., 1997; Schwarze et al., 1999; Sigurs et al., 2000; Sigurs et al., 2005; Stein et al., 1999). 

Ein ähnliches Krankheitsbild kann bei infizierten Kälbern beobachtet werden, die sechs 

Wochen bis mehrere Monate alt sind. Die Letalität kann bis zu 30% betragen. Bei wiederholt 

infizierten Tieren tritt eher eine subklinische Verlaufsform auf (Inaba et al., 1970). 

Verschiedene Studien weisen daraufhin, dass sowohl HRSV als auch BRSV im infizierten 

Individuum persistieren kann (Schwarze et al., 2004; Thomas et al., 1980; Valarcher & 

Taylor, 2007). 

1.5 Immunität 

Im Gegensatz zum Masernvirus führt die primäre Infektion mit RSV zu keiner anhaltenden 

protektiven Immunität. Eine Reinfektion mit dem gleichen Serotyp ist sogar innerhalb weniger 

Monate möglich (Glezen et al., 1986; Henderson et al., 1979). Sehr junge Säuglinge weisen 

bereits maternale Serumantikörper auf (Englund, 1994; Lamprecht et al., 1976; Ogilvie et al., 

1981). Diese führen aber nicht zu einer Protektion vor einer erfolgenden HRSV-Infektion. 

Während einer Infektion werden neutralisierende Antikörper sowohl gegen das G-Protein als 

auch gegen das F-Protein gebildet. Im Gegensatz zu dem Fusionsprotein, welches 

hochkonserviert ist, unterliegt das G-Protein Antigenvariationen und ist hoch variabel 

(Galiano et al., 2005; Jones et al., 2002; Kamasaki et al., 2001). Einige Studien weisen 

daraufhin, dass das Virus zudem Mechanismen entwickelt hat, die zu einer 

Immunsuppression führen. So wurde berichtet, dass das RSV F-Protein auf noch ungeklärte 

Weise eine Inhibierung der T-Zell-Aktivierung induziert (Schlender et al., 2002). Studien, in 

welchen mononukleäre Zellen mit RSV kokultiviert wurden, wiesen eine Inhibition der T-Zell-

Aktivierung durch Monozyten/Makrophagen nach (Braciale, 2005). Im Mausmodell konnte 

gezeigt werden, dass RSV die Expression der Effektor-Aktivität von CD8+ T-Zellen und die 

Entwicklung eines pulmonalen CD8+ T-Zellgedächtnis inhibiert (Chang & Braciale, 2002). In 
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Infektionsstudien mit dendritischen Zellen wurde eine Beeinträchtigung der CD4+ T-

Zellaktivität, in Verbindung mit verringerter Zell-Proliferation und Cytokinproduktion, 

nachgewiesen (de Graaff et al., 2005).   

1.6 Prophylaxe und Therapie 

Ein Impfstoff gegen HRSV ist bis heute nicht verfügbar. Ein 1966 zugelassener Todimpfstoff, 

dessen Viren mit Formalin inaktiviert wurden, schützte nicht vor nachfolgenden HRSV-

Infektionen und führte zudem zu einer Verstärkung der Krankheitssymptome. Dies hatte 

sogar einige Todesfälle unter den immunisierten Kindern zur Folge (Kapikian et al., 1969).  

Die Verwendung eines Todimpfstoffes im Rind führte ebenfalls zu einer verstärkten 

Pathogenese (Schreiber et al., 2000). Des Weiteren wurden Protein-Impfstoffe auf Basis des 

F-Proteins oder G-Proteins eingesetzt, die jedoch wie auch die Impfstoffentwicklung eines 

lebend-attenuierten Impfstoffes (McKay et al., 1988) und rekombinanten RSV-

Lebendimpfstoffen (Martinez-Sobrido et al., 2006; Takimoto et al., 2005) zu keiner Protektion 

vor einer RSV-Infektion führten. Diese Impfstoffe waren entweder zu attenuiert oder noch zu 

pathogen. Keiner dieser Impfstoffe wurde bis heute zugelassen. 

Ein 1997 hergestellter monoklonaler, humanisierter Antikörper Synagis (Palivizumab) wird 

Kindern oder Personen der beschriebenen Risikogruppen in den Wintermonaten präventiv 

jeden Monat verabreicht, um eine Hospitalisierung zu verhindern (Cardenas et al., 2005; 

Johnson et al., 1997). Eine Therapie einer akuten, HRSV-induzierten Erkrankung existiert bis 

heute nicht. Den Patienten wird in der intensivmedizinischen Therapie eine erhöhte 

Sauerstoffzufuhr verabreicht, um einer Cyanose entgegenzuwirken. 

1.7 Pathologie 

Das Virus gelangt zunächst in die oberen Atemwege, in welchen es sich in den Zellen des 

Schleimhautepithels vermehrt. Von dort breitet es sich in die unteren Luftwege aus. Wie in 

Infektionsstudien mit BRSV gezeigt werden konnte, repliziert das Virus vorwiegend in dem 

respiratorischen, bewimperten Epithel, aber auch in Typ II Pneumozyten (Verhoeff et al., 

1984; Viuff et al., 1996). Eine Infektion von kultivierten humanen Epithelzellen zeigte, dass 

diese von apikal erfolgt und spezifisch für bewimperte Zellen ist (Zhang et al., 2002). Bei 

einer schweren RSV-Infektion treten gravierende pathologische Veränderungen der 

infizierten Bronchi und Alveoli auf.  
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Abbildung 1: Pathologische Veränderungen der Atemwege aufgrund einer HRSV-Infektion. 
Histologie der kleinen Atemwege nach HRSV-Infektion. Intraluminale Ablagerung bestehend aus 

abgelösten Epithelzellen und inflammatorischen Zellen, die eine RSV-positive Färbung aufweisen. 

Vergrößerung: 260-fach;(a: Arteriole). (Johnson et al., 2007). 

Histologische Untersuchungen deuten auf eine ausgeprägte Zerstörung der Zellen hin, die 

mit einer peribronchialen Infiltration durch Makrophagen, eosinophilen-Granulozyten und 

anderen Lymphozyten einhergeht. Die Obstruktion der Atemwege wird vor allem durch 

vermehrte Schleimbildung und Ödembildung bewirkt (Aherne et al., 1970; Bitko & Barik, 

2001; Johnson et al., 2007). Es ist bis heute nicht geklärt, ob die Pathologie der RSV-

Infektion auf die direkte, zellschädigende Wirkung des Virus basiert (Johnson et al., 2007; 

Kotelkin et al., 2003; O'Donnell D et al., 1999; Roe et al., 2004) oder ob immunpathologische 

Prozesse dafür verantwortlich sind (Domachowske & Rosenberg, 1999; Sheeran et al., 1999; 

Tripp et al., 2002).  

1.8 Aufbau der Viruspartikel 

RSV-Partikel können eine sphärische Gestalt, mit einem Durchmesser von 150 bis 300 nm 

besitzen (Abbildung 2). Zudem treten filamentöse Virionen auf, die einen Durchmesser von 

60 bis 100 nm und eine Länge von bis zu 10 µm haben (Collins et al., 2001). Die Virionen 

weisen ein helikales Nukleokapsid mit einem Durchmesser von 12-15 nm auf. Dieses 

Nukleokapsid ist von einer Hüllmembran umgeben, die von der Plasmamembran der 

infizierten Zellen abstammt. In die Hüllmembran des Viruspartikels sind drei Glykoproteine 

eingelagert, die zu einer Stachel-ähnlichen Struktur der Oberfläche führen (Collins et al., 

1999). 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung eines RSV-Partikels  

 

Das Genom liegt als einzelsträngige, nicht segmentierte RNA in negativer Polarität vor. Es 

hat eine Länge von 15.222 Basen und kodiert für 10 Gene und 11 offene Leserahmen, die 

die Information für die viralen Struktur- und Nichtstrukturproteine enthalten. Für die Proteine 

M2-1 und M2-2 liegen zwei offene Leserahmen innerhalb des M2-Gens vor (Collins et al., 

1990). Am 3´ Ende des Genoms befindet sich eine 44 Basen lange nicht kodierende 

Vorläufer-Sequenz. Das 5´ Ende des Genoms wird von einer 155 Basen langen 

Trailersequenz flankiert. Zwischen den einzelnen Genen befinden sich intergenische 

Abschnitte. Die einzelnen Gene werden von konservierten Start- und Stoppsequenzen 

flankiert (Collins et al., 2001). 



 

 

Name     Länge       Größe    Proteinfunktion   

                  [AS]           theoretisch    prozessiert  

Nicht-Strukturprotein 1 (NS1) 139  15,6     Antagonist der Typ-I-Interferonsynthese und des  

Interferon-Signalweges (Elliott et al., 2007; Schlender et al., 2000; 

Spann et al., 2004); Regulationsfaktor der Transkription und 

Replikation (Atreya et al., 1998); unterdrückt verfrühte Apoptose 

durch NFκB-Aktivierung (Bitko et al., 2007) 

Nicht-Strukturprotein 2 (NS2) 124  14,7     Antagonist der Typ-I-Interferonsynthese und des  

Interferon-Signalweges (Ramaswamy et al., 2006; Schlender et 

al., 2000; Spann et al., 2004); unterdrückt verfrühte Apoptose 

durch NFκB-Aktivierung (Bitko et al., 2007) 

Nukleoprotein (N)   391  43,5    Hauptbestandteil des Nukleokapsids; Bestandteil des  

            Polymerasekomplexes 

Phosphoprotein (P)   241  27,1    Komponente des Polymerasekomplexes 

L-Protein    2165  250,2    virale RNA-abhängige RNA-Polymerase 

Matrixprotein (M)   256   28,7     beteiligt an der Virusmorphogenese und dem 

                                                                                                                                Knospungsprozess 

M2-1Protein    194  22,2    Transkriptionselongationsfaktor (Fearns & Collins, 1999); 

            nicht essentiell (Collins et al., 1999) 

M2-2Protein          Regulation des Replikations- und Transkriptionsmodus  

           (Bermingham & Collins, 1999) 

 



 

 

Name      Länge        Größe    Proteinfunktion   

                      [AS]        theoretisch  prozessiert  

Kleines hydrophobes Protein (SH)  64  7,5       15;21-30   inhibiert TNFα-Signalweg (Fuentes et al., 2007), 

                                                                                                                                           nicht essentiell (Bukreyev et al., 1997)  

Glykosyliertes Oberflächenprotein (G) 298  32,6  84-90  mucinähnliches O-glykosyliertes Membranprotein vom  

Typ II, Bindung an Glykosaminoglykane (Teng et al., 2001; 

Teng & Collins, 2002), Chemokin-Mimikrie (Tripp et al., 

2001; Tripp et al., 2003); nicht essentiell in vitro (Karron et 

al., 1997a) 

Fusionsprotein (F0)    574  63,453  70  Vorläufer des Fusions-Glykoprotein; wird in der  

F1-Untereinheit    438  48,2  54  Zelle in die Untereinheiten F1 und F2 gespalten 

F2 -Untereinheit    109  12,1  20  Membranfusion (Heminway et al., 1994), rezeptorbindende    

Aktivität (Karger et al., 2001), Zelltropismus  

(Schlender et al., 2003). 

 
Tabelle 2 : RSV-Proteine und ihre Funktion. 
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1.9 Replikationszyklus des Respiratorischen Syncytial Virus 

Der Replikationszyklus des RSV beginnt mit der Bindung der Virionen an die 

Plasmamembran der Wirtszelle, hierbei sind das G-Protein und das F-Protein beteiligt. Das 

G-Protein, ein als Trimer vorliegendes Membranprotein vom Typ II, interagiert mit 

Glykosaminoglykanen auf der Wirtszelloberfläche (Teng & Collins, 1999; Teng et al., 2001; 

Teng & Collins, 2002). Zudem konnte eine Bindung des G-Proteins an Heparin gezeigt 

werden (Bourgeois et al., 1998; Krusat & Streckert, 1997). Das G-Protein verfügt weiterhin 

über ein CX3C-Chemokinmotiv, welches an den CX3C Rezeptor 1 bindet. Diese Interaktion 

scheint für die Infektion bestimmter Zellen eine Rolle zu spielen (Tripp et al., 2001). Das G-

Protein besitzt außerdem Ähnlichkeit mit dem TNF-Rezeptor (Langedijk et al., 1997). Obwohl 

die Deletion des G-Proteins in vivo zu einer Attenuierung des Virus führt (Techaarpornkul et 

al., 2001), ist das G-Protein in Infektionsstudien in der Zellkultur nicht essentiell (Karron et 

al., 1997a; Techaarpornkul et al., 2001). Die Bindung des Virus an die Wirtsplasmamembran 

kann hierbei alleine über das Fusions-Protein erfolgen. Studien mit SeV-Pseudotypen die 

das RSV F-Protein enthielten, konnten zeigen, dass das F-Protein in Abwesenheit der 

viralen Glykoproteine, eine Infektion vermitteln kann (Zimmer et al., 2005). Verschiedene 

Studien wiesen eine Bindung des F-Proteins an zelluläres Heparansulfat nach (Feldman et 

al., 2000; Karger et al., 2001). Die F2-Untereinheit des F-Proteins vermittelt zudem einen Art-

spezifischen Eintritt in hämatopoetische Zellen (Schlender et al., 2003). Die nach Bindung 

des Virus an die Plasmamembran folgende pH-unabhängige Fusion zwischen viraler und 

zellulärer Membran wird ebenfalls durch das F-Protein vermittelt und führt zur Aufnahme des 

Nukleokapsids durch die Zellen. Als Folge der Fusion wird das Nukleokapsid in das 

Cytoplasma freigesetzt, wo Transkription und Replikation stattfinden. Die RNA liegt in der 

Zelle nicht nackt vor, sondern bildet mit den N-, P- und L-Proteinen einen 

Ribonukleoproteinkomplex. Das N-Protein ist Hauptbestandteil des Nukleokapsids und geht 

eine enge Bindung mit der RNA ein. Dabei schützt es diese vor Abbau durch RNAsen 

(Mallipeddi et al., 1990). Die RNA-Polymerase bindet an die 3´-terminale Leader-Region der 

genomischen RNA, die als Promoter fungiert. Die Synthese der subgenomischen mRNA-

Moleküle erfolgt über einen Start-Stop-Mechanismus, der durch cis-aktive intergenische 

Sequenzen gesteuert wird. Während dieser Transkription tritt ein Expressionsgradient auf, in 

welchem Gene proximal zum Promotor häufiger transkribiert werden als Gene, die im 5´-

terminalen Bereich des Genoms liegen (Collins & Wertz, 1983; Krempl et al., 2002; Kuo et 

al., 1996). Das M2-1 Protein stellt hierbei einen Transkriptionselongationsfaktor dar und führt 

zu einer sequentiellen Transkription des gesamten Genoms (Fearns & Collins, 1999). Für die 

„Capping“- und Methylierungsreaktionen am 5´-Ende der mRNA (Cowton & Fearns, 2005) 

und die Polyadenylierung der 3´-Enden, ist der Komplex aus L- und P-Protein verantwortlich. 
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Auf noch ungeklärte Weise wechselt die Polymerase von einem Transkriptionsmodus in den 

Replikationsmodus. Das M2-2-Protein übt eine negative Regulation auf die Replikation und 

Transkription aus (Bermingham & Collins, 1999). Sowohl die Ribonukleoproteinkomplexe als 

auch die Glykoproteine werden an die Plasmamembran der Wirtszelle transportiert. Wobei 

die Glykoproteine am rauen Endoplasmatischen Retikulum translatiert werden und über den 

sekretorischen Exportweg an die Plasmamembran gelangen. Das M-Protein gelangt auf 

noch unbekannte Weise ebenfalls an die Plasmamembran wo es wie die Proteine F und L in 

Membrandomänen, den „Lipid rafts“ nachgewiesen werden kann (Fleming et al., 2006; 

Henderson et al., 2002; McDonald et al., 2004). Weitere virale Komponenten stellen die 

Nichtstrukturproteine NS1, NS2 und das kleine hydrophobe Glykoprotein (SH) dar. Nachdem 

die viralen Komponenten die Plasmamembran erreicht haben erfolgt die Bildung und das 

Abschnüren der neuen Viruspartikel.  

1.10 Das Fusionsprotein 

Das als Trimer vorliegende, glykosylierte Membranprotein vom Typ I besitzt an seinem 

aminoterminalen Ende ein Signalpeptid. Diese Sequenz ist für den Eintritt in den 

sekretorischen Exportweg verantwortlich und wird im Lumen des Endoplasmatischen 

Retikulums (ER) abgespalten. Auf seinem Weg zur Plasmamembran wird das Protein an 

dem Cystein-Rest (AS 550) in der C-terminalen Ankersequenz der F1-Untereinheit acyliert 

(Arumugham et al., 1989). Die N-Glykosylierung findet sowohl im ER als auch im Golgi-

Apparat statt. Das humane RSV F-Protein besitzt sechs (Zimmer et al., 2001b), das bovine 

RSV F-Protein nur vier potentielle N-Glykosylierungsstellen (Pastey & Samal, 1997). Im 

Trans-Golgi-Netzwerk wird das, als Vorläufer synthetisierte F-Protein (Fo) von der zellulären 

Prohormon-Convertase Furin in die zwei Untereinheiten F1 (50 kDa) und F2 (19kDa) 

gespalten, welche über eine Disulfidbrücke miteinander verbunden bleiben (Gruber & Levine, 

1985). Die Spaltung des Vorläuferproteins führt zur Exposition des hydrophoben 

Fusionspeptides am N-Terminus der F1-Untereinheit und verleiht dem Protein seine 

fusogene Eigenschaften (Klenk & Garten, 1994; Zimmer et al., 2002). Im Gegensatz zu 

vielen anderen Fusionsproteinen der Paramyxoviridae erfolgt die Spaltung des RSV-

Fusionsproteins an zwei multibasischen Spaltstellen KKRKRR136 und RARR109, was 

zusätzlich zur Freisetzung eines 27 Aminosäuren langen Peptids führt (Gonzalez-Reyes et 

al., 2001; Zimmer et al., 2001a). Dieses Peptid, das sogenannte pep27, unterliegt im Falle 

des bovinen RSV F-Proteins weiteren Modifikationen. Die basischen Aminosäuren KKRKRR 

am C-Terminus des Peptids werden vermutlich durch eine Carboxypeptidase getrimmt 

(Garten & Klenk, 1983; Zimmer et al., 2003). Der Glycinrest an der Position 130 stellt das 

Substrat für die C-terminale Amidierung des Peptids durch die Petidylglycin-α-amidierende-

Monooxygenase dar (Prigge et al., 2000). 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des BRSV F-Vorläuferproteins und dessen 
proteolytische Spaltung. Ebenfalls dargestellt sind die vier potentiellen Glykosylierungsstellen (   ). 

 

Das reife Peptid besitzt an seinem C-Terminus ein Motiv, FXGLM, das für die 

Peptidhormone der Tachykininfamilie kennzeichnend ist und daher als Virokinin bezeichnet 

wurde (Zimmer et al., 2003). Tatsächlich konnte nachgewiesen werden das Virokinin die 

Tachykininrezeptoren 1 und 3 aktiviert und zu einer Kontraktion glatter Muskulatur führt 

(Zimmer et al., 2003). Das F-Protein des HRSV wird ebenfalls an zwei Positionen durch 

Furin gespalten. Die Funktion des hierbei freigesetzten Peptids ist aber bislang unbekannt. 

Am carboxyterminalen Ende des Fusionspeptides und am aminoterminalen Ende des 

Membranankers liegen die Bereiche der „Heptad repeats“ (Chambers et al., 1990), die ein 

stabiles Trimer aus „Hairpin“-ähnlichen Strukturen bilden, welche durch 

Konformationsänderung eine Annäherung der viralen und zellulären Membran ermöglichen 

(Harris & Werling, 2003). Nach seinem Transport an die Plasmamembran ist das F-Protein in 

den sogenannten „lipid rafts“ lokalisiert (Fleming et al., 2006) und führt dort zu einer pH-

unabhängigen Fusion zwischen der Wirtszellmembran und Membranen benachbarter Zellen, 

so dass vielkernige Riesenzellen (Synzytien) entstehen. In früheren Studien konnte gezeigt 

werden, dass RhoA, eine kleine Rho GTPase, für die Bildung von Synzytien notwendig ist. 

Die Inhibition dieser kleinen GTPase führte jedoch zu keiner verminderten Produktion von 

Virionen (Gower et al., 2005). Weitere Studien beschrieben zudem eine 

immunmodulatorische Fähigkeit des F-Proteins. So führte das F-Protein zu einer 

kontaktvermittelten Inhibierung der Mitogen-induzierten T-Zell-Proliferation (Schlender et al., 
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2002). Weiterhin konnten Untersuchungen zeigen, dass das RSV F-Protein zu einer 

Aktivierung des Toll like Rezeptor 4 (TLR4) führt (Kurt-Jones et al., 2000).  

1.11 Tachykinine und Tachykininrezeptoren 

Tachykinine stellen eine Familie eng verwandter Peptidhormone dar, zu denen Substanz P 

(SP), Neurokinin A (NKA) und Neurokinin B (NKB) gehören. In Säugetieren kodieren zwei 

separate Gene, Preprotachykinin I (PPT-I) und Preprotachykinin II (PPT-II), für die zellulären 

Tachykinine (Nawa et al., 1984). Durch alternatives Spleißen des PPT-I Gens können vier 

mRNA Formen entstehen, von denen zwei (β und γ) für die Synthese von Substanz P und 

Neurokinin A kodieren, die Formen α und δ kodieren hingegen nur für Substanz P (Nawa et 

al., 1984). PPT-II kodiert für Neurokinin B. Eine posttranslationale Prozessierung, d.h. 

Spaltung und Modifikation individueller Aminosäurereste, wandelt den Vorläufer in kleine 

aktive Peptidhormone um (MacDonald et al., 1988). Die prozessierten und modifizierten 

Peptidhormone weisen ein unterschiedliches Expressionsprofil auf. So ist NKB im zentralen 

Nervensystem nachweisbar (Moussaoui et al., 1992; Patacchini & Maggi, 1995). Die 

Tachykinine SP und NKA, welche aus einem Preprotachykinin stammen, werden zudem in 

Epithelzellen (Chu et al., 2000), Fibroblasten (Bae et al., 2002) sowie Zellen der glatten 

Muskulatur des Intestinal- und Atemwegtraktes exprimiert (Khan & Collins, 1994; Maghni et 

al., 2003). 

Die durch die Peptidhormone aktivierten humanen Tachykininrezeptoren, von denen bis 

heute drei Subtypen bekannt sind, gehören zu der Familie (Rhodopsin-ähnliche) der G-

Protein-gekoppelten Rezeptoren. Diese Rezeptoren teilen die folgenden Strukturmotive 

(Abbildung 4): sieben Transmembrandomänen (TM I-VII), drei extrazelluläre - (ES 1-3), drei 

intrazelluläre Schleifen (IS 1-3), ein extrazellulärer N-Terminus und ein cytoplasmatischer C-

Terminus (Krause et al., 1995; Regoli et al., 1994). 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Tachykininrezeptors 1.  
          Abgeändert aus (O'Connor et al., 2004). 

 

Die Tachykininrezeptoren 1 und 2 bestehen aus 407 und 398 Aminosäuren, der 

Tachykininrezeptor 3 hingegen ist am N-Terminus verlängert und besteht daher aus 465 

Aminosäuren. Die in „Lipid rafts“ lokalisierten Rezeptoren (Monastyrskaya et al., 2005) 

reagieren unterschiedlich stark auf die verschiedenen Tachykininen  

(TACR-1: Substanz P ≥  Neurokinin A > Neurokinin B; TACR-2: Neurokinin A > Neurokinin 

B > Substanz P; TACR-3: Neurokinin B > Neurokinin A > Substanz P). Zudem weisen die 

TACR-Subtypen ein unterschiedliches Expressionsprofil auf. Der TACR-1 ist sowohl im 

zentralen als auch im peripheren Nervensystem verschiedener Spezies verbreitet. TACR-2 

findet sich vor allem im peripheren Nervensystem, und dort hauptsächlich in der glatten 

Muskulatur des Respirations-, Gastrointestinal- und Harntraktes. Im Gegensatz zu TACR-1 

und TACR-2 liegt TACR-3 in sehr geringen Mengen im peripheren Nervensystem vor, ist 

jedoch dafür im zentralen Nervensystem und im Rückenmark nachweisbar (Maggi, 1995). In 

Abhängigkeit von der Gα-Untereinheit führt eine Bindung des Liganden an den 

entsprechenden Rezeptor zu einer Aktivierung verschiedener Signaltransduktionswege 

(Hershey & Krause, 1990). Hierbei werden Effektorproteine aktiviert oder inhibiert, wie z.B. 

Adenylatzyklase, Phospholipasen und Ionenkanäle, was zur Bildung verschiedener „Second 

messenger“ führt (Attramadal et al., 1992; Lohse et al., 1990; Pippig et al., 1993). Mehrere 

Studien zeigten, dass der TACR-1-Agonist Substanz P eine bedeutende Rolle in der 

zellulären Immunmodulation und Inflammation spielt (DeFea et al., 2000a; Grady et al., 

2000; Groneberg et al., 2004). Hierbei führt Substanz P zu einer verstärkten 

Lymphozytenproliferation und Immunglobulinfreisetzung und induziert die Freisetzung von 

inflammatorischen Mediatoren.  
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2. Zielsetzung  
 

 

Die proteolytische Spaltung des Virokinins aus dem bovinen RSV Fusionsprotein stellt eine 

bis heute einzigartige Form der molekularen Mimikrie bei viralen Erregern dar. Da RSV das 

respiratorische Epithel apikal infiziert, sollte in dieser Arbeit die Sekretion des Virokinins in 

polaren Epithelzellen und seine Wirkung auf G-Protein-gekoppelte Rezeptoren untersucht 

werden. Da bis heute nicht bekannt war, ob die Tachykininrezeptorsubtypen in polaren 

Epithelzellen an der apikalen oder basolateralen Membran lokalisiert sind und somit Virokinin 

im Falle einer apikalen Sekretion, autokrin oder parakrin wirken kann, sollte die Lokalisation 

der Rezeptoren in polaren Epithelzellen gezeigt werden. Hierfür sollten transgene MDCKII 

Zelllinien hergestellt werden, die verschiedene Tachykininrezeptoren bzw. das F-Protein des 

BRSV induzierbar exprimieren.  

Da aufgrund der Untersuchung des Virokinins in polaren Epithelzellen eine induzierbare 

Expression des F-Proteins möglich war, konnte die Cytopathogenität des Glykoproteins in 

Abwesenheit weiterer viraler Proteine dargestellt und die aktivierten Signalwege näher 

untersucht werden. 
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3. Material 

3.1 Zelllinien 

16 HBE14o- Humane Bronchialepithelzellen; Dr. Gruenert, Human Molecular Genetics 

Unit, Department of Medicine, University of Vermont, Burlington, USA 

A549 Humane Lungenkarzinomzellen; Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig 

BHK-21 Baby hamster kidney cells, fibroblastenähnliche Zellen aus der Niere; 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 

Braunschweig 

Calu3 Humane Lungenepithelzelllinie; American Type Culture Collection (ATTC) 

HEp-2 Humane Larynxepithel-Karzinomzelllinie; Institut für Virologie, Philipps 

Universität Marburg 

MDCKII Madin-Darby canine kidney cells; Nierenepithelzellen des Hundes; Kai 

Simons, Max-Planck-Institut Dresden  

MDCK II-switch Transgene MDCK-II-Zelllinie, die konstitutiv das pSwitch-Regulatorprotein 

(Invitrogen) exprimiert. 

Vero Permanente Zelllinie aus Nierenepithelzellen der grünen Meerkatze, 

American Type Culture Collection (ATCC) 

 

3.2 Zellkulturmaterial 

EMEM (Eagle´s Minimum Essential Medium) Gibco BRL, Karlsruhe 

EDULB (Dulbecco´s modified Eagle Medium) Gibco BRL, Karlsruhe 

HAM´s F12 Medium Biochrom, Hamburg 

PBSM/ PBS Gibco BRL, Karlsruhe 

Fötales Kälberserum (FKS) Biochrom, Hamburg 

Versen-Trypsin 0,125% Gibco BRL, Karlsruhe 

Penicillin-Streptomycin Antibiotikalösung Gibco BRL, Karlsruhe 

RU486 (Mifepriston) Sigma, Deisenhofen 

Zeocin Invivogen, San Diego 
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Hygromycin Roche, Mannheim 

Geniticin G418 Sulfat Calbiochem, Heidelberg 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe 

3.3 Viren 

Humanes respiratorisches Syncytialvirus 
(HRSV), Stamm A2 

Geraldine Taylor, Institute for Animal 

Health, Compton, Großbritannien 

Humanes respiratorisches Syncytialvirus 

(HRSV), Stamm Long 
H.- Jürgen Streckert, Ruhr-Universität 

Bochum, Deutschland 

3.4 Bakterien 

E. coli XL1 blue Stratagene, La Jolla 

LyoComp GT116 E.coli Invivogen, San Diego 

3.5 Plasmide 

pGeneC Firma Invitrogen; pGeneC ist Teil des Gene Switch Systems und erlaubt 

die induzierbare Expression des gewünschten Proteins in Säugerzellen 

im Zusammenspiel mit dem pSwitch-Plasmid. 

pEGFP-N1 Firma Clontech; erlaubt die Expression eines Proteins fusioniert mit GFP 

(green fluorescence protein), wobei das exprimierte Protein mit dem N-

terminalen Ende von GFP fusioniert ist. 

pCMV-3Tag-3 Firma Stratagene; erlaubt die Expression eines Proteins, das am C- 

Terminus ein 3xFlag Epitop erhält. Als Selektionsmarker in  

eukaryotischen Zellen wird G418 Sulfat verwendet.  

pCMV-3Tag-1 Firma Stratagene; Plasmid erlaubt die Expression eines Proteins das am 

N-Terminus ein 3x Flag-Epitop erhält. Als Selektionsmarker in  

eukaryotischen Zellen wird G418 Sulfat verwendet. 

pcDNA 3.1- 

rTACR-1-Flag 

Tachykininrezeptor-1 aus der Ratte, freundlicherweise zur Verfügung 

gestellt von Dr. Nigel Bunnett, University of California, San Francisco, 

USA. 
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Reportergenplasmide 

MercuryTM Profiling Vektoren pSEAP2-Control, pTAL-SEAP, pCRE-SEAP, pNFAT-

SEAP, pSRE-SEAP stammen von der Firma Clontech 

und ermöglichen den Nachweis aktivierter 

Transkriptionsfaktors mit Hilfe der sezernierten 

alkalischen Phosphatase als Reportergen, das unter 

Kontrolle  eines Promotors mit dem entsprechenden cis-

aktiven Element steht. 

Luziferase-Reportergenplasmide Die verwendeten Reporterplasmide AP1-luc, NF- κB-luc, 

p53-luc und TARE-luc besitzen ein firefly Luziferase-

Gen, welches unter der Kontrolle des jeweiligen cis-

aktiven Elementes steht (Stratagene). 
Das Reporterplasmid 125-luc stellt ein durch Interferon 

stimulierbares Element dar. Es wurde von Takashi Fujita 

(Department for Tumor Cell Biology, Tokyo Metropolitan 

Institute of Medical Science, Tokyo, Japan) 

freundlicherweise zur Verfügung gestellt. 

  
siRNA-Vektoren 

psiRNA-hp53 Firma Invivogen; Plasmid, welches die Expression einer gegen das 

humane p53 gerichteten „short hairpin“ RNA ermöglicht. Das Plasmid 

enthält zudem ein GFP-Zeocin Fusionsgen, welches eine Selektion in 

eukaryotischen Zellen ermöglicht.  

psiRNA-luc Firma Invivogen; Kontrollplasmid  

pIRESneo-p53DN 

(R273H) 

Dominant-negative Mutante des humanen p53, freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt von Matthias Dobbelstein, Georg-August 

Universität Göttingen 

pIRESneo Kontrollplasmid; (Clontech) 
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3.6 Synthetische Gene 

BRSV F-Protein Codon-optimiertes Gen des bovinen RSV-Fusionsproteins, 

freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Günther Keil, Insel Riems 

 HRSV F-Protein 

Codon-optimiertes Gen des humanen RSV-Fusionsproteins, 

freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Klaus Überla, Ruhr-

Universität, Bochum 

3.7 Enzyme 

Pfu-DNA-Polymerase (5 U/ml) MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

T4 DNA-Ligase (5 U/ml) MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

Taq-DNA-Polymerase (5 U/ml) MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) (1 U/ml) MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

Streptavidin biotinylated horseradish Peroxidase complex Amersham Bioscience, Freiburg 

3.8 Restriktionsenzyme 

BamHI, EcoRI, HindIII, KpnI, NotI, XhoI MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

3.9 Kits 

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden 

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden 

Qiaquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden 

RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden 

Pure Yield TM Plasmid Midiprep System Promega, Mannheim 

CytoTox-ONETM Homogenous Membrane Integrity Assay  Promega, Mannheim 

Caspase-3/7 Glo Assay Promega, Mannheim 

In Situ Cell Death Detection Kit (TMRred) Roche, Mannheim 

Titan One Tube RT-PCR System Roche, Mannheim 
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3.10 Primer 

Die Primer wurden von den Firmen MWG Biotech AG und Invitrogen synthetisiert. 

Die Erkennungssequenzen für Restriktionsendonukleasen sind fett-kursiv dargestellt. 

 

Primer für die Sequenzierung: 

Name Sequenz 

bFsyn-Seq 1 ATCAAGAATGCATTGCTGAGC 

bFsyn-Seq 2 ACAACAAGGAGGGCAGCAAC 

pGeneA-S CTGCTATTCTGCTCAACCT 

 

Primer für die Klonierung: 

Name Sequenz 

bFsyn-S (BamHI) GGCCGGGGATCCCTGACCATGGCCACGACCACGATG 

bFsyn-AS (EcoRI) GGCCGGGAATTCCTACTTGCTGAAGCTCAGGTTGTTG 

cgp40-S(HindIII)  TTCCTTAAGCTTGAGATGTGGAGGGTGCCAGTCCTGCTCTTG 

cgp40-AS (KpnI) TTCCTTGGTACCGTGGGCGAGTACCTTTCTGACATTTTTC 

FADD-DN-S(BamHI) TTGGCCGGATCCGACGACTTCGAGGCGGGGGCGGCG 

FADD-DN-AS(HindIII) TTGGCCAAGCTTTCAGGACGCTTCGGAGGTAGATGCG 

Fas-DN-S(EcoRI) TTGGCCGAATTCACCATGCTGGGCATCTGGACCCTC 

Fas-DN-AS(XhoI) TTGGCCCTCGAGTTCTGCTGTGTCTTGGACATTGTC 

Fsyn-S (HindIII) GGCCGGAAGCTTATGGCCACGACCACGATGCGGATG 

Fsyn-AS KpnI CCGGCCGGTACCACCTTGCTGAAGCTCAGGTTGTTGAT 

GFP-AS (EcoRI) GGCCGGGAATTCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG 

Nk1-AS(EcoRI) AATTAAGAATTCCTAGGAGAGCACATTGGAGGAGAAG 

hTACR1/GFP-AS (BamHI) GGCCGGGGATCCCGGGAGAGCACATTGGAGGAGAAGCTGAAGC

Nk1R-S (KpnI) TTTTGGTACCGAAATGGATAACGTCCTCCCGGTGGAC 

Nk1-S(BamHI) AATTAAGGATCCATGGATAACGTCCTCCCGGTGGAC 

Nk1R-AS (BamHI) TTTTGGATCCCTAGGAGAGCACATTGGAGGAGAAGC 

Nk2 (KpnI)-S TTTTGGTACCATGGGGACCTGTGACATTGTGACTGAAGCC 

Nk2 (BamHI)-AS TTTTGGATCCTCAAATTTCAACATGAGTTTTGGTGGG 
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Nk2-S (BamHI) AATTAAGGATCCATGGGGACCTGTGACATTGTGACTG 

Nk2-AS (EcoRI) AATTAAGAATTCTCAAATTTCAACATGAGTTTTGGTG 

Nk3 (KpnI)-S GGCCGGGGTACCATGGCCACTCTCCCAGCAGAAACCTGGATA 

Nk3-S (BamHI) AATTAAGGATCCATGGCCACTCTCCCAGCAGCAGAAACC 

 

3.11 Peroxidase-Substrate 

Name Firma 

BM Chemiluminescence Blotting substrate (POD) Roche, Mannheim 

Super Signal® West Dura Extended Duration Substrate PIERCE, Rockford, USA 

3.12 Antikörper 

Polyklonal  

Name Endverdünnung Firma 

Kaninchen anti-Bax (N20) 1:100 Santa Cruz, Heidelberg 

Kaninchen anti phospho-p53 (ser 15) 1:200 Cell Signaling, Frankfurt 

Kaninchen anti-phospho-p53 (ser 46) 1:200 Cell Signaling, Frankfurt 

Kaninchen anti-BRSV-FITC 1:100 TiHo Hannover 

Ziege anti-Kaninchen IgG, Rhodamin-Konjugat 1:500 Dianova, Hamburg 

Ziege anti-Maus IgG, Rhodamin-Konjugat 1:500 
Molecular Probes, 

Karlsruhe 

 

Monoklonal 

Name Endverdünnung Firma 
mAb RSV 3216 1:200 Serotec, Düsseldorf 

mAb anti-β-Catenin (Clone 15B8) 1:500 Sigma, Deidenhofen 

Palivizumab (Synagis) 1:1000 (5µg/ml) 
Abbott Laboratories Ltd., 

Wiesbaden 
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3.13 Peptidhormone 

Name Firma 

Substanz P Bachem, Weil am Rhein 

Neurokinin A Bachem, Weil am Rhein 

Neurokinin B Bachem, Weil am Rhein 

Synthetisches Virokinin Biosynthan, Berlin 

 

3.14 Inhibitoren 

Name Endkonzentration Firma 

Caspase Inhibitor I [z-VAD-fmk] 25 µM Calbiochem, Heidelberg 

Caspase-2 Inhibitor I [z-VDVAD-fmk] 25 µM Calbiochem, Heidelberg 

Caspase-8 Inhibitor II [z-IETD-fmk] 25 µM Calbiochem, Heidelberg 

Caspase-9 Inhibitor I [z-LEHD-fmk]  25 µM Calbiochem, Heidelberg 

In SolutionTM Caspase-3 Inhibitor II  25 µM Calbiochem, Heidelberg 

JNK Inhibitor II 30 µM Calbiochem, Heidelberg 

Roscovitine   1 µM Calbiochem, Heidelberg 

SB203580   5 µM Calbiochem, Heidelberg 

Y27632 in solutionTM   5 µM Calbiochem, Heidelberg 

α-Pifithrin 10 µM Calbiochem, Heidelberg 

3.15 Marker SDS-PAGE 

PageRuler Prestained Protein Ladder MBI-Fermentas, St. Leon-Rot 

3.16 Chemikalien 

ACE Sigma, Deisenhofen 

Aceton       Roth, Karlsruhe 

Acrylamidlösung 30% „rotiphorese® Gel 30“ Roth, Karlsruhe 
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Agar-Agar      Roth, Karlsruhe 

APS      Bio-Rad, München 

Bacto-Trypton      Roth, Karlsruhe 

Blocking-Reagenz     Roche, Mannheim 

Borsäure      Roth, Karlsruhe 

Bovines Serumalbumin    Roth, Karlsruhe 

Bromphenolblau     Merck, Darmstadt 

Complete, Proteinaseinhibitorcocktail  Roche, Mannheim 

DABCO      Sigma, Deisenhofen 

DAPI (4-6-Diamidino-2-Phenylindol-Di-Hydrochlorid) Sigma, Deisenhofen 

DEPC-treated water     MBI-Fermentas, St. Leon-Rot 

Dinatriumhydrogenphosphat    Merck, Darmstadt 

dNTP Set ( 4 times 0,25 ml of 100 mM Solution)     MBI-Fermentas, St. Leon-Rot 

DTT       Roth, Karlsruhe 

EDTA       Roth, Karlsruhe 

Essigsäure Roth, Karlsruhe 

Ethanol     Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid     MoBiTec, Göttingen 

Glucose  Roth, Karlsruhe 

Glycerin     Roth, Karlsruhe 

Glycin      Roth, Karlsruhe 

Hefeextrakt     Roth, Karlsruhe 

Kaliumchlorid     Merck, Darmstadt 

Kaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt 

6 x Loading Dye Solution   MBI-Fermentas, St. Leon-Rot 

Magnesiumchlorid  Roth, Karlsruhe 

Methanol      Roth, Karlsruhe 

Methylzellulose    Sigma, Deisenhofen 
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Mowiol 4 88      Calbiochem, Heidelberg 

Natriumacetat      Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid     Roth, Karlsruhe 

Natriumdodecylsulfat (SDS)    Roth, Karlsruhe 

Natriumhydrogenphosphat    Merck, Darmstadt 

2-Propanol (Isopropanol)    Roth, Karlsruhe 

Paraformaldehyd     Sigma, Deisenhofen 

Pepton       Roth, Karlsruhe 

Rubidiumchlorid     Merck, Darmstadt 

Tris-Hydroxymethylaminomethan (TRIS)  Roth, Karlsruhe 

Triton-X-100      Roth, Karlsruhe 

Tween       Roth, Karlsruhe 

Wasserstoffperoxid     Merck, Darmstadt 

3.17 Medien, Puffer und Lösungen 

Medien für Bakterien 

Pepton 10 g 

NaCl 10 g 

Hefeextrakt 5 g 

H2O ad 1 l 

LB-Medium 

Autoklavieren, bei Raumtemperatur 

 

Pepton 10 g 

NaCl2 10 g 

Hefeextrakt 5 g 

H2O ad 1 l 

Agar  20 g 

LB-Agar (pH7,0) 

   

     

Autoklavieren, bei Raumtemperatur 
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Calciumchlorid (CaCl2) 10 mM 

Glycerin    15 % 

Kaliumactetat (KCOOH)  30 mM 

Rubidiumchlorid (RbCl2)      100 mM 

Manganchlorid 50 mM 

TFB I-Puffer 

 

 

 

 

 Reinstwasser  ad 1 l 

 

MOPS 10 mM 

Rubidiumchlorid 10 mM 

Calciumchlorid 75 mM 

Glycerin 15 % 

TFB II-Puffer 

Reinstwasser ad 1 l 

 

Polyacrylamidgel-Elektrophorese 

SDS 10,0 g 

TRIS 30,0 g 

Glycin 144,0 g 

SDS-Laufpuffer (10x) 

H2O ad 1 l 

 

H2O 1,4 ml 

TRIS/HCl (1M) pH 6,8 0,25 ml 

Acrylamidlösung 30 % 0,33 ml 

SDS 10 % (in H2O) 20 µl 

APS 10%  (in H2O) 20 µl 

Sammelgel 

(2 ml-Ansatz) 

TEMED 2 µl 
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H2O 2,0 ml 

TRIS/ HCl (1,5 M) p8,8 1,3 ml 

Acrylamidlösung 30% 1,7 ml 

SDS 10% (in H2O) 50 µl 

APS 10% (in H2O) 50 µl 

Trenngel (10 %) 

(5 ml-Ansatz) 

TEMED 4 µl 

 

0,5 M Tris/HCl (pH6,8) 10 ml 

10 % SDS 20 ml 

Glycerin 10 ml 

H2O   9 ml 

SDS-Probenpuffer (2x) 

2 % Bromphenolblau (20 mg/ml in H2O)

 
Westernblot 

1M Tris 300 ml 

H2O 500 ml 

Ethanol 200 ml 

Anoden-Puffer I 

(pH 9,0) 
 

pH-Wert mit HCl einstellen 

 

1M Tris 25 ml 

H2O 770 ml 

Ethanol 200 ml 

Anoden-Puffer II 

 (pH 7,4) 

pH-Wert mit HCl einstellen 

 

1M Tris 25 ml 

Aminocapronsäure 5,25 g 

H2O 770 ml 

Ethanol 200 ml 

Kathoden-Puffer 

(pH 9,0) 

pH-Wert mit HCl einstellen 



26   Material und Methoden 

 

NaCl 8 g 

KCl 0,2 g 

Na2HPO4 1,15 g 

KH2PO4 0,2 g 

MgCl2 x 6H2O 0,1 g 

CaCl2 x 2H2O 1,3 g 

Phosphat-gepufferte 

Kochsalzlösung (PBS) 

pH 7,2  

H2O ad 1 l 

 

NaCl 8 g 

KCl 0,2 g 

Na2HPO4 1,15 g 

PBS ohne Calcium 

und Magnesium  

pH 7,2 (PBSM)  

H2O ad 1 l 

 
Agarosegelelektrophorese 

Tris 108 g 

Borsäure 55 g 

0,5 M EDTA (pH 8,0) 40 ml 

TBE-Puffer (10x) 

H2O ad 1 l 

 

1% TBE-Gel 1 g Agarose/ 100ml TBE 

1,5% TBE-Gel 1,5 g Agarose/ 100ml TBE 

Agarosegele   

    

   
2% TBE-Gel 2 g Agarose/ 100ml TBE 

 

Bromphenolblau 0,25 % 

Saccharose in H2O 40 %  (w/v) 

DNA-Probenpuffer (6x) 

 

bei 4 °C lagern 
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Ethidiumbromid 1 g 

H2O ad 100 ml 

Ethidiumbromid- 

Stocklösung 

Färbung: 0,5 µg/ ml (in H2O) 

 

 

Zell-Lysate 
Natriumdesoxycholat 0,5 % 

TBS pH 7,5 50 ml 

NP40-Lysispuffer pH 7,5 

Nonidet P40 (bei 37°C erwärmt) 1 % 

(Proteaseinhibitoren) Complete 1 Tablette 

 

Immunfluoreszenz 

DAPI DAPI (1 mg/ml in H2O) 

 

Mowiol 2,5 g 

Glycerol 6 g 

H2O 6 ml 

0,2 M TRIS (pH8,5) 12 ml 

DABCO Endkonz. 2,5% 

Mowiol Eindeckelmedium 

Aliquotieren und bei –20°C lagern 

 

Immunoplaquetest 

sterile Methylzellulose  

(4.000 Centipoisens) 

2 g 

DMEM mit 2 % FKS und Antibiotika 250 ml 

Methylzellulose  

Unter Rühren bei 4°C lösen (ca. 2 Tage) 

 

3-amino-9-ethylcarbazol 2 mg ACE-Stocklösung  

    Dimethylformamid 300 ml 
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Natriumacetatpuffer 50 mM 

(pH 5,0) 5 ml 

AEC-Stocklösung 300 µl 

AEC-Gebrauchslösung 

3 % H2O 50µl 

 

3.18 Geräte  

Fluoreszenzmikroskop Axiophot                Zeiss, Göttingen 

Spektral und konfokales Multiphoton System Leica DM IBRE 

+ LEICA TCS SP2    

Leica Microsystems, 

Heidelberg  

Gene Quant RNA/DNA Calculator  Pharmacia Biotech, 

GENIos pro       Tecan, Crailsheim 

UV-Transilluminator    UVP, USA 

Photometer Ultraspec 2000    Amersham, Freiburg 

Ohm-Meter (Millicell®ers)      Millipore, Schwalbach 

Epics XL-Cytometer mit Expo 32 ADC Software Beckman-Coulter, Krefeld 

3.19 Zellkulturmaterial 

Gewebekulturflaschen 25 cm2   Nunc, Wiesbaden 

Gewebekulturflaschen 75 cm2   Nunc, Wiesbaden 

96-Napf-Platten    Nunc, Wiesbaden 

96-Napf-Platten (weiß)    Nunc, Wiesbaden 

96-Napf-Platten    Costar, Bodenheim 

24-Napf-Platten     Greiner, Nürtingen 

Transwell® Filtersysteme, 0,4µm, ∅ 6,4 mm Insert  Costar, Bodenheim 

Transwell® Filtersysteme, 0,4 µm, ∅ 24 mm Insert   Costar, Bodenheim 
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4 Methoden 

4.1 Molekularbiologische Methoden 

4.1.1 Polymerasenkettenreaktion (PCR) 

Für die Klonierung der, in 4.1.8 dargestellten, Konstrukte wurde die Pfu-DNA-Polymerase 

(MBI Fermentas) aus dem Bakterium Pyrococcus furiosus verwendet. Einem Standard- 

PCR- Ansatz wurden folgende Reagenzien auf Eis zugesetzt: 

 

       DEPC-Wasser 38 µl 

      10x Pfu-DNA-Polymerase-Puffer + MgSO4  5 µl 

      10 mM dNTP 1 µl 

       Primer-S (10 pmol/ µl) 2 µl 

       Primer-AS (10 pmol/µl) 2 µl 

       Template (50-100 ng) 1 µl 

       Pfu-DNA-Polymerase (3 U/µl) 1 µl 

 

*Die Polymerase wurde erst dazugegeben, nachdem der restliche Ansatz ca. 30 s bei 70°C 

erhitzt wurde („hot start“). Die PCR- Reaktionen wurden unter folgenden Bedingungen 

durchgeführt.  
 

   70°C    (hot start)  

   95°C     2 min 

   95°C 

   55°C (-0,3°C/Zyklus)    

   72°C 

  30 sec 

  30 sec 

   X min* 

   95°C 

   55°C 

   72°C 

  30 sec 

  30 sec 

    X min* + 10 sec 

   72°C     7 min 

     4°C       ∞ 

 

10 Zyklen 

8- 15 Zyklen 
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* Die Elongationszeit richtet sich nach der Länge des zu amplifizierenden DNA Fragmentes. 

Für die Pfu-Polymerase wurde mit 500 nt/ min gerechnet. 

4.1.2 Agarosegelelektrophorese 

Zum Nachweis der amplifizierten DNA-Fragmente wurden 5 µl der PCR-Probe mit je 3 µl 

DNA-Probenpuffer versetzt und auf einem TBE-Agarosegel aufgetrennt. Abhängig von der 

Größe der zu analysierenden DNA-Fragmente lag die Agarosekonzentration zwischen 0,8 

und 2%. Die Gelelektrophorese wurde bei 130V durchgeführt. Die Gele wurden für 5 min im 

Ethidiumbromidbad gefärbt und für 10 min in Wasser entwässert. Ethidiumbromid interkaliert 

hierbei zwischen die Basen der DNA und macht dadurch die DNA unter UV- Bestrahlung 

fluoreszierend sichtbar.  

Zur Isolierung von amplifizierten DNA-Fragmenten nach ihrer Behandlung mit 

Restriktionsendonukleasen wurde die DNA auf einem TAE-Agarosegel bei 80 V aufgetrennt. 

Hierbei wurde neben den Größenmarker eine Spur mit der DNA-Probe (10 µl) aufgetragen 

dann folgte eine freie Spur. In die folgenden Spuren wurden jeweils 20 µl der DNA 

aufgetragen. Nach der Auftrennung im Gel wurde der Marker sowie die folgende Ansatz-

Spur von dem restlichen Gel mit Hilfe eines Skalpells getrennt und im Ethidiumbromidbad 

gefärbt. Die geschnittenen DNA-Fragmente konnte daraufhin in der Höhe der gefärbten 

Bande ausgeschnitten und gereinigt werden. Auf diese Weise wurde eine Schädigung der 

DNA durch das UV-Licht vermieden.  

4.1.3 Restriktion von DNA 

Um eine Klonierung der amplifizierten DNA-Fragmente in den jeweiligen Vektor zu 

ermöglichen, wurden diese in einem 50 µl Ansatz mit den jeweiligen 

Restriktionsendonukleasen (3.1.10) geschnitten. Hierbei wurden bis zu 5 Units/µl pro 

Endonuklease für 12 Stunden bei dem jeweiligen Temperaturoptimum des Enzyms verdaut. 

Die Plasmid-DNA (3 µg DNA) wurde mit bis zu 5 Units/ µl pro Endonuklease für eine Stunde 

bei 37°C verdaut. Die Reinigung der geschnittenen DNA erfolgte mit Hilfe des Qiaquick PCR 

Purification Kit. Die DNA wurde in 40 µl DEPC-Wasser eluiert. 

4.1.4 Dephosphorylierung linearer DNA 

Um eine Religation der linearisierten Plasmid-DNA zu verhindern, wurde eine 

Dephosphorylierung mittels CIAP (calf intestine alkaline phosphatase) durchgeführt. Hierbei 

wurde die in 40 µl eluierte Plasmid-DNA mit 2 µl CIAP, 3 µl Wasser und 5 µl CIAP Puffer 

versetzt und für 30 min bei 37°C inkubiert. Dieser Dephosphorylierung folgte eine PCR 

Reinigung der DNA mit dem Qiaquick PCR Purification System. 
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4.1.5 Ligation von DNA  

Hierbei wurden die zuvor durch Restriktionsendonukleasen geschnittene DNA-Fragmente 

und der Vektor in einem molaren Verhältnis von 5:1 ligiert. Die einzusetzende Menge an 

DNA konnte mit folgender Formel berechnet werden. 

 

        80 ng des Vektors x kb Größe des Inserts      x 5     = ng des Inserts 

            kb Größe des Vektors 

 

In einem 20 µl Ligationsansatz war die nötige Menge an Insert und Vektor, sowie 2 µl 10 x 

T4 DNA-Ligase-Puffer und 2 µl T4 DNA-Ligase enthalten. Die Ligation wurde bei 14° C für 

16 Stunden durchgeführt.  

4.1.6 Hitzeschocktransformation von E.coli  

Mit dieser Methode wird erreicht, dass Plasmide von E. coli XL-1 Blue Bakterien 

aufgenommen werden. Hierfür wurden zunächst 20 ml LB-Medium (+Tetracyclin) mit einer 

Kolonie XL-1 Blue E. coli angeimpft und über Nacht bei 37°C in einem Schüttler inkubiert. 

250 ml frisches LB-Medium wurden mit 5 ml dieser Vorkultur angeimpft und für 2-3 Stunden 

bis zu einer OD600 von ca. 0,5 inkubiert. Anschließend erfolgte die Zentrifugation der Kultur 

bei 4500 U/min. Das entstandene Pellet wurde in 75 ml TFBI-Puffer resuspendiert, für 15 min 

auf Eis gestellt und die Bakterien danach erneut pelletiert. Daraufhin folgte die Resuspension 

des Pellet in 10 ml TFBII–Puffer. Die Bakterien wurden in Portionen zu 100 µl in flüssigem 

Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. 

Diese Aliquots der Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, 2-4 µl Ligationsansatz dazu pipettiert 

und dieses Gemisch für 30 min auf Eis inkubiert. Dieser Inkubation folgte der 30 Sekunden 

dauernde Hitzschock bei 42°C im Wasserbad. Nach weiteren 2 min auf Eis wurden 250 µl LB 

Medium zugegeben und der Ansatz für eine Stunde bei 37°C geschüttelt. Der Inkubation 

folgte das Ausstreichen der Transformation auf den, die jeweiligen Antibiotika (Ampicillin 

(100 µg/ml); Kanamycin (50 µg/ml) enthaltenden, LB-Platten. Die Platten wurden über Nacht 

bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 

4.1.7 Kolonie PCR 

Mit dieser Methode können Kolonien auf die Anwesenheit von rekombinantem Plasmid 

untersucht werden. Die verwendeten Primer wurden so ausgesucht, dass diese sowohl an 

das klonierte Fragment als auch an eine spezifische Stelle in dem verwendeten Vektor 

gebunden haben. Der Mastermix hatte folgende Zusammensetzung (für 12 Ansätze): 
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Pro Konstrukt wurden 10 bis 20 Kolonien mit Hilfe der Kolonie PCR untersucht. Der Master-

Mix wurde und auf durchnummerierte PCR-Reaktionsgefäße aufgeteilt (15 µl/ Ansatz). Die 

gleiche Anzahl an Eppendorf Reaktionsgefäße wurden mit 250 µl LB Medium (mit 

Selektionsantibiotika) angesetzt und ebenfalls durchnummeriert. Mit einer sterilen 10 µl 

Spitze erfolgte die Aufnahme einzelner Kolonien und die Resuspension im PCR-Mix und im 

LB-Medium. Die LB-Kulturen wurden daraufhin bei 37°C geschüttelt und die PCR unter den 

folgenden Bedingungen gefahren: 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Die Elongationszeit richtet sich nach der Länge des zu amplifizierenden DNA Fragmentes. 

Für die Pfu-Polymerase wurde mit 2 kb/ min gerechnet. 

Die PCR-Produkte wurden auf 1 % Agarosegelen in TBE-Puffer bei 130 V aufgetrennt und 

daraufhin im Ethidiumbromidbad gefärbt. Mit zwei ausgewählten Klonen wurde eine 

Übernachtkultur  angeimpft und diese bei 37°C und 180 U/min für 16 Stunden geschüttelt.  

DEPC-Wasser: 132 µl 

10 x Taq-Puffer: 18 µl 

25 mM MgCl2:            14, 4 µl 

10 mM dNTP: 3,6 µl 

S-Primer (10 pmol): 5,4 µl 

AS-Primer (10 pmol): 5,4 µl 

Taq-Polymerase (5 U/ µl): 1,2 µl 

95°C 3 min 

95°C 

55°C 

72°C 

15 sec 

30 sec 

X min* 

72°C 5 min 

4°C ∞ 

20 Zyklen 



 

4.1.8 Klonierung 

Zur Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte wurden die folgenden „Templates“ über die angegebenen Schnittstellen in die 

jeweiligen Vektoren kloniert. 

Template Vektor Schnittstellen Endkonstrukt 

hTACR1 (S62045) pEGFP-N1 KpnI/BamHI pEGFPN1-hTACR1 

TACR1-GFP pGene C KpnI / EcoRI pGeneC-TACR1-GFP 

TACR2 (NM_001057) pEGFP-N1 KpnI/BamHI pEGFPN1-hTACR2 

TACR2-GFP pGeneC KpnI/ EcoRI pGeneC-TACR2-GFP 

TACR3 (NM_001059) pEGFP-N1 KpnI/ BamHI pEGFPN1-TACR3 

TACR3-GFP pGeneC KpnI/EcoRI pGeneC-TACR3-GFP 

BRSV Fsyn (AM746678) pGeneC BamHI/EcoRI pGeneC-bF 

BRSV Fsyn (AM746678) pEGFPN1 HindIII/KpnI pEGFPN1-bFsyn 

BRSV Fsyn-GFP pGeneC HindIII/EcoRI pGeneC-Fsyn-GFP 

cgp40-GFP (Z81018) pGeneC HindIII/KpnI pGeneC-gp40-GFP 

hFAS (BC012479) pCMV-3Tag3 EcoRI/XhoI pCMV-3Tag3-DN FAS 

hFADD (BC000334) pCMV-3Tag1 BamHI/HindIII pCMV-3Tag1-DN FADD 

TACR-1 GFP

TACR-2 GFP

TACR-3 GFP

BRSV F

BRSV F GFP

Fas 3xFlag

FADD3xFlag

cgp40 GFP

Abbildung 5: Übersicht der verwendeten Konstrukte. 
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4.2 Cytologische Methoden 

4.2.1 Zellkultur von Zellen 

Alle Zellkulturen wurden bei 37°C und 5 % CO2 Atmosphäre in 75 cm2 Kulturflaschen 

kultiviert. Nach 3-4 Tagen wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit 10 ml PBSM 

gewaschen und daraufhin mit 1 ml Trypsin/EDTA bis zum Ablösen der Zellen inkubiert. Zum 

Stoppen der Trypsinierung wurde nach Ablösen der Zellen 1 ml fötales Kälberserum zu der 

Zellsuspension hinzugegeben. Diese Suspension wurde in 9 ml Medium resuspendiert, 

aufgeteilt und in dem entsprechenden Medium mit fötalem Kälberserum aufgenommen 

(Tabelle 3). 

Tabelle 3: Verwendete Zelllinien  

4.2.2 Transfektion von eukaryotischen Zellen 

Transiente Transfektion (BHK21, A549)  

Für die transiente Transfektion wurden am Vortag BHK21-Zellen mit einer Dichte von 1,5 x 

105 Zellen pro ml in einer 24-Napf-Platte (Greiner) ohne Antibiotika ausgesät. Am darauf 

folgenden Tag erfolgte ein Mediumwechsel (500 µl/ Napf). Zu diesem Zeitpunkt waren die 

Zellen zu 80% konfluent. Für die Transfektion wurde zunächst die DNA (1µg/Napf) bzw. 

Lipofectamin (2µl/ Napf) in jeweils 50 µl serumfreien Medium ohne Antibiotika verdünnt und 

für 5 min bei RT inkubiert. Daraufhin wurden die DNA und das Transfektionsreagenz 

gemischt und für weitere 20 min inkubiert. Schließlich wurde das Gemisch zu den Zellen 

Zelllinie Medium FKS       Selektionsantibiotika 

A549 HAM´s 10 % - 

BHK 21 EMEM 5 % - 

Calu3 EMEM 5 % - 

HBE EDULB 10 % - 

HEp-2 EMEM 10 % - 

MDCKII EMEM 5 % - 

MDCKII switch EMEM 5 % Hygromycin (500 µg/ ml) 

MDCKII switch/ pGeneC EMEM 5 % 
Hygromycin(500 µg/ml) 

Zeocin (1 mg/ml)  

Vero EDULB 5 % - 
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gegeben, diese für weitere 24 Stunden kultiviert. Je nach Versuchaufbau erfolgte am 

folgenden Tag ein Mediumwechsel. 

Stabile Transfektion von Zelllinien 

Zur Herstellung einer transgenen Zelllinie wurden über nicht-homologe Rekombination die 

jeweiligen Transgene in die jeweilige Zelle eingebracht. MDCK- bzw. A549-Zellen wurden mit 

einer Dichte von 1,5 x 105 Zellen pro ml in 66 mm Schalen ausgesät und am folgenden Tag 

unter Verwendung von 10 µg des jeweiligen Plasmids und 20 µl des Transfektionsreagenz 

Lipofectamin transfiziert. Am darauf folgenden Tag wurden sowohl die nicht transfizierten 

Kontrollzellen als auch die transfizierten Zellen in 75 cm2–Flaschen umgesetzt und die 

jeweiligen Selektionsantibiotika zugefügt (Tabelle 4). Nach dem Tod der Kontrollzellen 

wurden von antibiotikaresistenten Zellen mittels "Limiting dilution" einzelne Klone 

hochgezogen. Die Expressionsanalyse der Zelllinien erfolgte im Tecan Mikroplattenleser 

(GFP-Konstrukte) und mittels Immunfluoreszenz (Flag-Epitope). 

   Name     Selektionsantibiotika Endkonzentration 

   Calu 3-hF-GFP Hygromycin/Zeocin  500 µg/ml-1 mg/ml 

MDCK-(bFsyn) Hygromycin/Zeocin           500 µg/ml -1 mg/ml 

MCK-(bFsyn-GFP) Hygromycin/Zeocin     500 µg/ml -1 mg/ml 

MDCK-(TACR1-GFP) Hygromycin/Zeocin          500 µg/ml -1 mg/ml 

MDCK-(TACR2-GFP) Hygromycin/Zeocin           500 µg/ml -1 mg/ml 

MDCK-(TACR3-GFP) Hygromycin/Zeocin           500 µg/ml -1 mg/ml 

MDCK-(GFP) Hygromycin/Zeocin           500 µg/ml -1 mg/ml 

MDCK-(gp40-GFP) Hygromycin/Zeocin           500 µg/ml –1 mg/ml 

MDCK-(hF-GFP)-FasDN-3xFlag Hygromycin/Zeocin           1 mg/ml 

MDCK-(hF-GFP)-3xFlag-FADD-DN Hygromycin/Zeocin                   1 mg/ml 

MDCK-(hF-GFP)-p53-DN Hygromycin/Zeocin                   1 mg/ml 

A549–p53-DN       Geniticin (G418) Sulfat     0,75 mg/ml 

A549-pIRESneo       Geniticin (G418) Sulfat     0,75 mg/ml 

A549-siRNAp53sh       Geniticin (G418) Sulfat     0,75 mg/ml 

A549-siRNA-luc       Geniticin (G418) Sulfat     0,75 mg/ml 

Tabelle 4: Hergestellte transgene Zelllinien. 
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4.2.3 Reportergenversuche 

Zum Nachweis einer transkriptionellen Aktivität standen verschiedene Reportergene zur 

Verfügung. Das entsprechende Reportergen (firefly Luziferase oder sezernierte alkalische 

Phosphatase [SEAP]) unter Kontrolle verschiedener cis-aktiver Elemente wurde in die 

jeweilige Zelllinie (BHK-21-, A549-Zellen) wie in 4.2.2 beschrieben transfiziert.  

 

SEAP-Reportergen 
Die Untersuchung einer transkriptionellen Aktivierung nach Inkubation des 

Tachykininrezeptors-1 (aus der Ratte) mit synthetischem Virokinin bzw. konditionierten 

Kulturüberständen wurde mit Hilfe der SEAP-Reporterplasmide nachgewiesen. Hierfür 

wurden 24 Stunden nach Aussaat die BHK-21-Zellen mit dem aus der Ratte stammenden 

TACR-1 und jeweils einem SEAP-Reporterplasmid transfiziert (siehe 4.2.2). Das leere 

pCMV-Plasmid diente hierbei als Kontrolle und wurde in einem weiteren Ansatz zusammen 

mit dem Reporterplasmid in Abwesenheit des Rezeptors transfiziert. 24 Stunden nach 

Transfektion wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen an Substanz P, 

synthetischem Virokinin oder konditioniertem Überstand für 24 Stunden inkubiert. Daraufhin 

erfolgte der Nachweis des sezernierten Reporters im Überstand der Zellen mit einem 

lumineszierenden alkalische Phosphatase-Substrates (BM Lumineszenz Detektion Kit) im 

Luminometer. 

 

Firefly-Luziferase-Reportergen 
Nach Transfektion von MDCK-(hF-GFP)-Zellen mit der firefly-Luziferase wurde die 

Expression des Transgens induziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen trypsiniert und 

durch Zentrifugation pelletiert. Danach folgte die Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-

Zählkammer. Zu 2x104 Zellen wurden 100 µl des "Cell lysis"-Puffer (Promega) zugegeben 

und anschließend unlösliches Material durch Zentrifugation entfernt. Vom Überstand wurden 

20 µl mit 80 µl des Luziferase-Substrates (Luziferase Substrat System, Promega) gemischt. 

Die freigesetzte Lumineszenz wurde nach 5 minütiger Inkubation mit Hilfe des 

Plattenlesegerätes (Tecan) gemessen.  

Für die Untersuchung einer transkriptionellen Aktivierung im Kontext einer RSV-Infektion 

wurden A549-Zellen 20 Stunden nach Transfektion mit dem jeweiligen Reporterplasmid mit 

einer MOI von 3 infiziert. Nach 24 Stunden erfolgte der Nachweis der Luziferase wie oben 

beschrieben.     
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4.2.4 Kultivierung von MDCK-Switch-Zelllinien auf Transwell-
Filtersystemen 

Die Lokalisation einzelner Proteine wurde in polarisierten MDCK-Zellen durchgeführt, die auf 

Transwell-Filtersystemen (∅ 6,4 mm) kultiviert worden waren. Die apikale Filterkammer 

wurde dafür mit 200 µl einer Zellsuspension (2 x 105 Zellen/ml) befüllt, in die basale 

Filterkammer wurden 800 µl EMEM-Mediums + 10% FKS vorgelegt. Sollte eine 

Oberflächenbiotinylierung durchgeführt werden (siehe 4.3.3) wurde die apikale Kammer von 

Transwell-Filtersystemen (∅ 24 mm) mit 2 ml einer Zellsuspension (2 x 105 Zellen/ml) befüllt. 

In die basale Kammer wurden 2 ml des EMEM-Mediums (10% FKS) vorgelegt.  

 

                         

                             apikale Filterkammer 

 

        polare MDCK-II-Zellschicht

  

                 

        basale Filterkammer 

                             
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Membranfiltervorrichtung für die Kultivierung von 
MDCK-Zellen. 

 

Während der viertägigen Kultivierung der Zellen bildete sich eine polarisierte 

Epithelzellschicht aus, die durch einen erhöhten transepithelialen elektrischen Widerstand 

(TER) gekennzeichnet war. Das Maximum dieses TER wurde in der Regel nach vier Tagen 

erreicht, woraufhin die Expression des jeweiligen Proteins durch Zugabe des Induktors 

RU486 (10-9M Mifepriston) induziert wurde. 

 

4.3 Biochemische Methoden 

4.3.1 Immunfluoreszenz und Durchflusscytometrie  

Sterile Deckgläschen wurden in die Kavitäten einer 24-Napf-Platte gelegt und die Zellen in 

der benötigten Dichte (0,5 x 105– 1,5 x 105 Zellen/ml) darauf ausgesät. Am darauffolgenden 

Tag wurde die Expression des jeweiligen Proteins induziert und in Abhängigkeit von dem 

jeweiligen Versuch mit verschiedenen Inhibitoren (Konzentration siehe 3.13) inkubiert. Nach 

den angegebenen Expressionszeiten wurden die Zellen zunächst mit PBS gewaschen und 

anschließend mit 3% Paraformaldehyd für 20 min bei Raumtemperatur fixiert. Der Fixierung 
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folgten drei Waschschritte und eine fünfminütige Inkubation (RT) der Zellen mit 0,1 M Glycin. 

Zur Färbung von intrazellulären Proteinen wurden die Zellen auf zwei verschiedene Weisen 

permeabilisiert: 

 

 

 

Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit PBSM wurden diese mit dem jeweiligen 

Primärantikörpern (Verdünnung siehe 3.11) für eine Stunde bei RT inkubiert. Nach erneutem 

Waschen der Zellen folgte eine weitere einstündige Inkubation mit einem 

Sekundärantikörper, der mit Rhodamin konjugiert war (Verdünnung siehe 3.11). Die 

Inkubation fand für 60 min bei Raumtemperatur, im Dunkeln statt, umein Ausbleichen des 

Farbstoffes zu verhindern. Danach wurden die Zellen zweimal mit PBSM und einmal mit 

destilliertem Wasser gewaschen, um übriggebliebene Salze zu entfernen. Um ein 

Ausbleichen der Präparate zu verhindern wurden die Zellen mit Mowiol auf einem 

Objektträger eingedeckelt werden. 

Im Falle einer Kultivierung der Zellen auf Transwell-Filtersystemen erfolgte die 

Permeabilisierung der Filter mit 0,2% Triton-x-100 für 10 min bei RT. Die Färbung der Filter 

erfolgte wie für Deckgläschen beschrieben. 

 
Durchflusscytometrie 
Transgene MDCK-(hF-GFP)- bzw. MDCK-(SeVF-GFP)-Zellen wurden wie in 4.2.4 

beschrieben auf 66 mm Transwell Filtersystemen ausgesät. 24, 48 und 72 Stunden nach 

Induktion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Hilfe von 0,125 % Trypsin abgelöst. 

Der prozentuale Anteil der GFP-positiven Zellen konnte mittels Beckman-Coulter Epics- XL 

Cytometer und der Expo 32 ADC Software ermittelt werden.  

Zum Nachweis infizierter Zellen erfolgte 24 Stunden nach Infektion eine zehnminütige 

Behandlung der Zellen mit Accunitase. Nach Ablösen der Zellen wurden diese mit 0,1% BSA 

versetzt. Nach dem Pelletieren der Zellen mittels Zentrifugation bei 4000 rpm für 5 min folgte 

die Inkubation der Zellen mit dem anti-BRSV-FITC Antikörper (1:100) für eine Stunde bei 

Raumtemperatur. Aufgrund des direkt gekoppelten Fluorchroms erfolgte die Inkubation der 

Zellen im Dunkeln. Der Inkubation folgten drei Waschschritte mit 0,1%igem BSA. Daraufhin 

wurde die Anzahl der infizierten Zellen im Durchflußcytometer bestimmt. 

4.3.2 Translokationsassay von Tachykininrezeptoren in polaren   
Epithelzellen 

Dieser Test wurde dazu verwendet, eine Translokation von Tachykininrezeptoren von der 

Plasmamembran in das Cytosol nach Aktivierung durch verschiedene Tachykinine 

    0,2% Triton-X-100 (Plasmamembran)       5 min RT 

Methanol/ Aceton (Plasmamembran+Kernhülle)       1 min -20 °C 
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nachzuweisen. Die MDCK-(TACR-1-GFP)-, MDCK-(TACR-2-GFP)- und MDCK-(TACR-3-

GFP)-Zellen wurden auf poröse Filtersysteme (∅ 24 mm) ausgesät. Nachdem sich eine 

polarisierte Zellschicht ausgebildet hatte, wurde die Expression des Transgens durch 

Zugabe von RU496 (10-9M) für 24 Stunden induziert und danach in FKS-freiem Medium 

kultiviert. Um die Rezeptoren zu aktivieren, wurden unterschiedliche Konzentrationen von 

synthetischen Tachykininen bzw. konditionierte Überständen von MDCK-(bF-Protein)-Zellen 

zugegeben. Die Zugabe erfolgte zur apikalen oder basolateralen Plasmamembran. Die 

Zellen wurden für 15 min bei 37°C inkubiert und daraufhin mit PBSM gewaschen, fixiert und 

schließlich mit Mowiol eingedeckelt. Die Lokalisation der TACR–GFP-Chimären wurde mit 

Hilfe des konfokalen Laser-Mikroskops untersucht. 

4.3.3 Oberflächenbiotinylierung und Immunpräzipitation der RSV F-
Proteine  

MDCK-(bF-GFP)- und MDCK-(hF-GFP)-Zellen wurden für vier Tage auf Filtersystemen (∅ 

24 mm) kultiviert und die Expression des jeweiligen Proteins durch Zugabe des Induktors 

induziert. Nach 12, 24, 48, 72 Stunden wurden jeweils zwei Filter mit eiskaltem PBS 

gewaschen und von der apikalen bzw. basolateralen Seite mit je 2 ml der Biotinlösung Sulfo-

NHS-LC-Biotin-Lösung (0,5 mg/ml) für 30 min bei 4°C inkubiert und die jeweils andere 

Plasmamembran mit 2 ml 0,1 M Glycin inkubiert. Anschließend wurden die Zellen beiderseits 

mit 0,1 M Glycin gewaschen und noch einmal mit 0,1M Glycin für 15 min bei 4°C inkubiert. 

Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen und für 20 min auf Eis mit 600 µl Lysispuffer 

(NP40 Complete) lysiert, mit Hilfe eines Zellschabers (Greiner) suspendiert und in 1,5 ml 

Reaktionsgefäße überführt. Nach einer Zentrifugation für 30 min bei 14.000 rpm und 4 °C 

wurde der Überstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 2 µl des RSV F-

Antikörpers (Serotec) sowie 50 µl ProteinA-Sepharosebeads zugegeben. Der Ansatz wurde 

über Nacht bei 4°C geschüttelt. Am darauf folgenden Tag wurden die ProteinA-Sepharose 

für 5 min bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert und der Überstand entfernt. Die ProteinA-

Sepharose wurde dreimal mit NP40-Waschpuffer gewaschen und dann mit 50 µl 2 x SDS 

Probenpuffer versetzt. Die Proben wurden für 10 min bei 96°C erhitzt, um die Bindung 

zwischen der ProteinA-Sepharose und dem präzipitierten Protein aufzulösen. Nach einer 

erneuten Zentrifugation für 5 min bei 14.000 rpm wurde der Überstand abgenommen und 

stand für die Western-Blot Analyse zur Verfügung. 
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4.3.4 Western-Blot 

Mit Hilfe der diskontinuierlichen Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 

wurden die präzipitierten Proteine aufgetrennt (Laemmli, 1970). Die Auftrennung erfolgte im 

Sammelgel bei 80V, im Trenngel bei 120 V. Als Marker wurden vorgefärbte Proteine mit 

Größen zwischen 14,3 und 220 kDa verwendet. 

Nach der Gelelektrophorese wurde das Sammelgel von dem Trenngel getrennt und das 

Trenngel mit Hilfe des Semi-Dry-Blot-Verfahrens (Kyhse-Andersen, 1984) auf eine 

Nitrozellulosemembran transferiert. Der Transfer erfolgte bei 0,8 mA/ cm2 für 75 min. 

Anschließend wurde die Nitrocellulosemembran im Blocking-Reagenz über Nacht bei 4°C 

inkubiert, um freien Bindungsstellen auf der Membran zu blocken. Am nächsten Tag wurde 

die Membran dreimal mit PBSM-0,1% Tween für 10 min auf dem Schwenktisch gewaschen. 

Zum Nachweis der biotinylierten Proteine wurde die Membran mit Streptavidin-Peroxidase 

(10 µl Streptavidin-Peroxidase in 10 ml PBSM) für eine Stunde bei 4°C inkubiert. Dieser 

Inkubation folgten drei weitere Waschschritte mit PBSM-0,1%Tween und die Detektion des 

gebundenen Peroxidasekomplexes mit einem chemilumineszierenden Substrat (Super 

signal) für fünf Minuten inkubiert und mit Hilfe des Chemi-Imagers (Bio-Rad) analysiert. 

 

4.3.5 Nachweis von Apoptose  

Zum Nachweis der Apoptose nach Induktion der F-Protein-Expression oder nach Infektion 

wurden die Zellen abhängig von dem jeweiligen Versuch in 24-Napfplatten, 6-Napfplatten 

oder Transwell-Filtersystemen (∅ 66 mm) ausgesät. 

Die Zugabe von spezifischen Inhibitoren erfolgte zeitgleich zur Induktion der 

Proteinexpression in den in 3.13 angegebenen Konzentrationen. Bei den 

Infektionsversuchen wurden die Inhibitoren 8 Stunden nach erfolgter Infektion zugegeben. 

 
Nachweis ausgestoßener Zellen  
Um den Verlust von Epithelzellen nach F-Protein Expression zu messen wurden MDCK-(bF-

GFP)-, MDCK-(hF-GFP) oder MDCK-(gp40-GFP)-Zellen auf Filtersystemen (∅ 66 mm) 

ausgesät (4.2.4). Nach viertägiger Kultivierung wurde die Proteinexpression für 24, 48 und 

72 Stunden induziert. Zu dem jeweiligen Zeitpunkt wurden die Überstände abgenommen und 

die Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-Kammer bestimmt.   

A549-Zellen wurden in 6 Napf-Platten ausgesät und infiziert (siehe 4.4.3). Nach 24, 48 und 

72 Stunden wurden die Überstände abgenommen und die Anzahl der ausgestoßenen Zellen 

mittels Neubauer-Kammer bestimmt. 
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Caspase-3/7-Assay (Promega) 
Um eine Aktivität der Caspasen-3/7 nachzuweisen, wurden 2 x 105 A549, HEp-2, oder 

transgene MDCK-Zellen in 24-Napf-Platten ausgesät. Am nächsten Tag erfolgte die Infektion 

der A549 und HEp-2 Zellen (4.4.3). Im Falle der transgenen MDCK-Zelllinien wurde die 

Expression der Transgene durch Zugabe von 10-9M RU496 induziert. Nach Inkubation der 

Zellen für 40 Stunden in Anwesenheit oder Abwesenheit von Inhibitoren wurden die 

adhärenten Zellen trypsiniert und mit den Zellen im Überstand auf eine Zellzahl von 2 x 104 

Zellen/50 µl gebracht und in eine weiße 96-Napf-Platte überführt. Zu dieser Zellsuspension 

wurden 50 µl des Caspase-Glo-3/7 Substrates gegeben. Die Inkubation der Platte erfolgte 

bei RT im Dunkeln für 20 min. Daraufhin wurde die Intensität der Lumineszenz mit Hilfe des 

GeniusPro Microplate Readers (Tecan) gemessen.    

 
CytoTox-ONETM Homogenous Membrane integrity Assay (Promega) 
Zum Nachweis eines Membranintegritätsverlustes wurden die Zellen wie oben beschrieben 

ausgesät und die Proteinexpression durch Zugabe des Induktors induziert. Nach 48 Stunden 

wurden 50 µl des Zellkulturüberstandes in eine schwarze 96-Napf-Platte überführt. Nach 

Zugabe von 50 µl des LDH-Substrates (CytoTox-ONETMHomogenous Membrane Integrity 

Assay-Substrate) wurde die Fluoreszenz bei 560/590 nm gemessen.  

 
DNA-Fragmentierung 
Zur Detektion einer DNA-Fragmentierung wurden 2x105 Zellen auf Deckgläschen ausgesät. 

Die Expression des Transgens wurde durch Zugabe des Induktors für 24 und 48 Stunden 

induziert. Dieser Induktion folgten ein Waschschritt mit PBS und die Fixierung der Zellen mit 

3% PFA (siehe 4.3.1). Die fixierten Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und mit 200 

µl DAPI-Lösung (4-6-Diamidino-2-Phenylindol-Di-Hydrochlorid) für 15 min bei 37°C gefärbt. 

Nach mehrmaligem Waschen der Zellen mit destilliertem Wasser wurden die Zellen mit 

Mowiol eingedeckelt und im Fluoreszenzmikroskop betrachtet.    

Zur Isolierung der DNA aus MDCK-Zellen wurden 105 Zellen/ml 48 Stunden nach Induktion 

der Expression des Transgens mit Hilfe des DNeasy Tissue Kits (Qiagen) isoliert. Die 

isolierte DNA wurde daraufhin in einem 1%igem Agarosegel aufgetrennt und durch 

anschließendes Färben mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht. 

 
TUNEL-Reaktion  
Zum Nachweis von DNA-Brüchen wurden 2x105 Zellen auf Deckgläschen ausgesät und die 

Proteinexpression von MDCK-(hF-GFP)- und MDCK-(hF-GFP)-Zellen am nächsten Tag für 

40 h induziert. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS wurden diese für eine 

Stunde bei Raumtemperatur mit 3%igem PFA fixiert. Zum Permeabilisieren der Zellen wurde 
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eine 0,2%ige Triton-X-100 Lösung mit 0,1% Citrat versetzt und die Zellen damit für 2 min auf 

Eis inkubiert. Die Inkubation der Zellen mit dem zuvor angesetzten TUNEL-Substrat, welches 

Tetramethylrhodamin-dUTPs und die terminale Deoxynucleotidyl Transferase (Roche 

Diagnostics) enthielt, erfolgte bei 37°C für eine Stunde. Zum Nachweis einer HRSV-Infektion, 

wurden die Zellen mit Hilfe eines FITC-konjugierten α-BRSV-Antiserums für eine Stunde bei 

RT im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen und die DNA mit dem 

oben beschriebenen DAPI-Reagenz für 15 min bei 37°C gefärbt. Die Zellen wurden mit 

Mowiol eingedeckelt und unter dem Fluoreszenzmikrokop analysiert. 

4.4 Virologische Techniken 

4.4.1 Anzucht von HRSV 

Für die Vermehrung des HRSV A2-Stammes wurden HBE-Zellen verwendet. Die Zellen 

(4,5x106) wurden in einer 25 cm2 Zellkulturflasche ausgesät und gleichzeitig mit einer 

multiplicity of infection (MOI) von 1 PFU/Zelle infiziert. Die infizierten Zellen wurden bei 37°C 

und 5% CO2 kultiviert. Am nächsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel und eine Kultivierung 

für zwei weitere Tage. Um das Virus zu ernten wurde der Zellkulturüberstand abgenommen, 

mit 0,1 M MgSO4 und 0,05 M HEPES pH 7,4 (Endkonzentration) versetzt und für 5 min bei 

4°C und 1559 x g zentrifugiert, um die Zelltrümmer abzutrennen. Die virushaltigen 

Zellkulturüberstände wurden aliquotiert (1ml), in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 

daraufhin bei –80°C gelagert.    

4.4.2 Bestimmung des HRSV-Titers im Immunoplaquetest 

Auf einer 24 Napf-Platte wurden Vero-Zellen mit einer Dichte von 2x105 Zellen pro Vertiefung 

ausgesät und über Nacht bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank kultiviert. Zur Bestimmung 

des Virustiters wurde von der Virussuspension zwei serielle eine Verdünnungsreihen in 10er 

Stufen in DMEM angelegt (Doppelansätze). Jeweils 200 µl der einzelnen Verdünnungsstufen 

wurden auf die zuvor mit DMEM gewaschenen Zellen gegeben und auf einem Schwenker 

bei 37°C für eine Stunde im Brutschrank inkubiert. In jede Vertiefung wurden 1 ml 

Methylzellulose-Lösung (4g auf 500 ml DMEM + 2% FKS) gegeben. Nach einer dreitägigen 

Kultivierung wurde die Methylzellulose abgenommen, die Zellen zweimal mit PBS 

gewaschen und für 20 min bei RT mit 3%igem Paraformaldehyd fixiert. Um Rest von 

Paraformaldehyd zu entfernen, wurden die Zellen noch zweimal mit 0,1 M Glycin 

gewaschen. Die Permeabilisierung der Zellen wurde mit 0,2% Triton-X-100 für 5 min bei RT 

durchgeführt und die Zellen anschließend mit einem Antikörper gegen das RSV Matrix-

Protein (mAb 18G6) inkubiert. Dafür wurde der Antikörper 1:25 verdünnt und 200µl pro 



Material und Methoden        43 

Vertiefung eingesetzt. Nach der einstündigen Inkubation wurde die Antikörperlösung 

abgenommen und die Zellen mit PBSM gewaschen. Anschließend wurde der 

Sekundärantikörper (Kaninchen α-Maus-HRP) 1:500 verdünnt und mit den Zellen inkubiert 

für eine Stunde inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden 200 µl AEC-Substrat zu den 

Zellen gegeben und 10-15 min inkubiert. Die Platten wurden zweimal mit Leitungswasser  

gewaschen und die Plaques unter dem Lichtmikroskop ausgezählt. Der Virustiter wurde in 

plaque forming units (Plaque-bildende Einheiten) pro ml (PFU/ml) angegeben. 
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5. Ergebnisse 

5.1 Lokalisationsstudien der Tachykininrezeptoren 1-3 (TACR1-3)  

In früheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das aus dem bovinen RSV F-

Protein freigesetzte Virokinin zu einer Aktivierung der Tachykininrezeptoren-1 und -3 führt 

(Zimmer et al., 2003). Um nun eine Aussage darüber treffen zu können, ob das Virokinin in 

polarisierten Epithelzellen, den Zielzellen einer RSV-Infektion, autokrin oder parakrin wirken 

kann, sollte einerseits die Lokalisation der drei Rezeptorsubtypen und andererseits die 

Sekretion des Virokinins in polaren Epithelzellen analysiert werden. Für diese 

Untersuchungen wurden MDCK-II-Zellen verwendet, eine Nierenepithel-Zelllinie, die ein gut 

charakterisiertes und häufig verwendetes Modell für die Polarität von Epithelzellen darstellt. 

Die Plasmamembran von Epithelzellen ist in eine apikale und eine basolaterale Domäne 

gegliedert, die sich in ihrer Protein- und Lipidzusammensetzung unterscheiden. Die 

sogenannten „Tight junctions“ verhindern die laterale Diffusion und somit den Austausch von 

Molekülen der apikalen und basolaterale Plasmamembran. Wenn die Zellen auf porösen 

Filtersystemen kultiviert werden, sind sie in der Lage, Nährstoffe über die basolaterale 

Membran aufzunehmen, wie es auch unter physiologischen Bedingungen im Organismus 

der Fall ist. Um die Lokalisation der Tachykininrezeptoren in polaren MDCK-Zellen zu 

studieren, wurden transgene MDCK-Zelllinien hergestellt, die jeweils einen der 

Tachykininrezeptoren induzierbar exprimierten. Die transgenen MDCK-Zellklone wurden auf 

porösen Filtermembranen für vier Tage kultiviert, bis sie einen polarisierten Zellrasen mit 

einem hohen elektrischen Widerstand ausgebildet hatten. Dann erfolgte die Induktion der 

Expression der Proteine für 24 Stunden durch Zugabe des Induktors RU486 (Mifepriston). 

Die Induktion erfolgte in Abwesenheit von fötalem Kälberserum (FKS), um eine Aktivierung 

der Rezeptoren durch zelluläre Tachykinine zu vermeiden. Die Verteilung der Rezeptoren in 

polaren Epithelzellen wurde mittels konfokaler Laser-Mikroskopie analysiert. Die Aufnahme 

durch die Zellmitte in der XY-Ebene wies bei allen Tachykininrezeptorsubtypen ein ähnliches 

Verteilungsmuster in der Zelle auf (Abbildung 7). Die Rezeptorsubtypen waren an der 

Plasmamembran lokalisiert, wobei die wabenförmige Verteilung der Rezeptoren auf eine 

basolaterale Lokalisation hindeutete. Der TACR-1-Subtyp wies zudem Vesikel in der Nähe 

der Plasmamembran auf, welche sowohl Synthese- als auch Endozytosevesikel darstellen 

könnten. 
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                                   TACR-1-GFP                        TACR-2-GFP                         TACR-3-GFP 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7: Verteilung der Tachykininrezeptoren in polaren MDCK-II-Zellen  
Die Kultivierung der MDCK-(TACR1-GFP)-; MDCK-(TACR-2-GFP)- und MDCK-(TACR-3-GFP)-Zellen 

erfolgte auf porösen Filtersystemen. Nach 24-stündiger Induktion der Expression wurden die 

Rezeptoren mittels konfokaler Laser-Mikroskopie analysiert, wobei der GFP-Anteil als Nachweis 

verwendet wurde. (Aufsicht: XY-Ebene) 

  

Um die Verteilung der Rezeptoren zwischen der apikalen und basolateralen 

Plasmamembran beurteilen zu können, wurden Querschnitte (XZ-Ebene) der jeweiligen 

Präparate mittels konfokaler Laser-Mikroskopie erstellt.   
 

                                 GFP                               β-Catenin                            Überlagerung  
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Abbildung 8: Verteilung der Tachykininrezeptorsubtypen zwischen der apikalen und 
basolateralen Plasmamembran polarisierter MDCK-Zellen.  
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Die Analyse der Tachykininrezeptorsubtypen in der XZ-Ebene zeigte eine vorwiegend 

basolaterale Verteilung der Rezeptoren (Abbildung 8). Zum Vergleich wurde das zelluläre 

Protein β-Catenin, welches mit der lateralen Membran assoziiert ist, mit einem monoklonalen 

Antikörper nachgewiesen (Hinck et al., 1994a; Hinck et al., 1994b). Im Gegensatz zu den 

Rezeptorsubtypen TACR-1 und -2, war der TACR-3 auch an der apikalen Plasmamembran 

nachweisbar. 

5.2 Aktivierung der Tachykininrezeptoren durch basolaterale Zugabe 
der Tachykinine  

Die Bindung eines Liganden führt zu einer Änderung in der subzellulären Lokalisation von G-

Protein-gekoppelten Rezeptoren und anderer, in der Signaltransduktion involvierter Proteine. 

Zunächst kommt es zu einer Aktivierung von cytosolischen G-Protein-gekoppelten 

Rezeptorkinasen (GRKs), welche Aminosäure-Reste in der cytosolischen Domäne 

phosphorylieren. Daraufhin bindet β-Arrestin an den phosphorylierten Rezeptor und führt zu 

einer Entkopplung von Rezeptor und G-Proteinen (Ferguson et al., 1996; Ferguson, 2001). 

Zudem veranlasst β-Arrestin die Rekrutierung von Clathrin und AP-2, woraufhin der 

Rezeptorkomplex internalisiert wird.  

Um eine Aussage über die Aktivierbarkeit der Rezeptoren gegenüber einer basolateralen 

oder apikalen Zugabe des entsprechenden Tachykinins zu treffen, wurden die in 5.1 

beschriebenen Zelllinien für ein Translokationsexperiment verwendet. Die Zellen wurden auf 

porösen Filtersystemen kultiviert und nach Expression des Rezeptors für 24 Stunden in 

Abwesenheit von FKS, für 15 Minuten mit dem entsprechenden Tachykinin inkubiert. Eine 

Translokation des Rezeptors konnte mit Hilfe des an den C-Terminus fusionierten GFPs im 

Laser-Mikroskop nachgewiesen werden (Abbildung 9). Auf diese Weise konnte gezeigt 

werden, dass nach Zugabe des entsprechenden Tachykinins zum basolateralen Medium der 

Rezeptor internalisiert wurde, also eine Aktivierung stattgefunden hatte (C, F, I). Nach 

Zugabe des Tachykinins zum apikalen Medium wurde ebenso wie bei unbehandelten Zellen 

keine Veränderung der Rezeptor-Lokalisation beobachtet (B, E, H; A, D, G). Diese Versuche 

verdeutlichen, dass – in Übereinstimmung mit der basolateralen Lokalisation der 

Tachykininrezeptoren – eine Aktivierung in polarisierten Epithelzellen nur von der 

basolateralen Plasmamembran möglich ist.  
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Abbildung 9: Basolaterale Aktivierung der Tachykininrezeptoren. Die auf porösen Filtersystemen 

kultivierten MDCK-(TACR-1-GFP)-, MDCK-(TACR-2-GFP) und MDCK-(TACR-3-GFP)-Zellen wurden 

für 24 Stunden mit dem Induktor RU486 inkubiert. Anschließend wurden die entsprechenden 

Liganden (10-9M) zum apikalen (B, E und H) oder basolateralen (C, F und I) Medium gegeben und die 

Zellen nach 15 Minuten bei 37°C fixiert. Substanz P (B, C), Neurokinin A (E, F), Neurokinin B (H-I). 

  

5.3 Expression des bovinen F-Proteins in polarisierten Epithelzellen  

Virokinin ist ein proteolytisches Spaltprodukt, das während der Reifung des BRSV F-Proteins 

im Trans-Golgi-Netzwerk freigesetzt wird (Zimmer et al., 2003). Um die Sekretion und 

Wirkungsweise von Virokinin in polarisierten Epithelzellen zu studieren, wurde eine 

transgene MDCK-Zelllinie hergestellt, welche das bovine RSV F-Protein induzierbar 

exprimierte. Zu diesem Zweck wurde ein synthetisches F-Gen verwendet, das an die 

Codonnutzung höherer Säugetiere angepasst war. Kryptische Spleißstellen wurden so 

deletiert und eine frühzeitige Termination verhindert. Wie im Falle der Tachykininrezeptoren 

wurde ein induzierbares Expressionssystem verwendet. Zur Überprüfung der induzierbaren 
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Expression wurden die MDCK-(bF-GFP)-Zellen für vier Tage auf porösen Filtersystemen 

kultiviert, bevor die Expression des BRSV F-Proteins mit Hilfe des Induktors angeschaltet 

und sowohl mittels Fluoreszenzmikroskopie als auch mittels Immunpräzipitation analysiert 

wurde. Die Markierung der Proteine an der Zelloberfläche mit Hilfe eines 

Biotinylierungsreagenzes zeigte, dass das F-Protein an die Plasmamembran transportiert 

worden war (Abbildung 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 10: Induzierbare Expression des bovinen RSV F-Proteins in polarisierten MDCK-
Zellen. Der Nachweis einer bF-GFP Expression erfolgte 24 Stunden nach Zugabe des Induktors 

RU486 mittels Fluoreszenzmikroskopie (B) und Oberflächenbiotinylierung (C). Die immunpräzipitierten 

F-Proteine wurden unter nicht reduzierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE aufgetrennt und nach 

Transfer auf eine Nitrozellulosemembran wurde die Biotinylierung unter Verwendung von Streptavidin-

Peroxidase nachgewiesen. Als Kontrolle dienten MDCK-(bF-GFP)-Zellen, die keinen Induktor erhalten 

hatten (A, C).  

 

Die relative Größe unter nicht reduzierenden Bedingungen von 100 kDa entspricht der 

erwarteten Größe des chimären Proteins F-GFP mit dem F-Protein-Anteil von 72 kDa und 

dem GFP-Anteil von 27 kDa. In Abwesenheit des Induktors RU486 konnte das F-Protein 

nicht nachgewiesen werden, was sowohl in der Immunfluoreszenz (A), als auch in der 

Oberflächenbiotinylierung (C) deutlich wird. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Verwendung des 

pGene/pswitch Systems (Invitrogen) eine induzierbare Expression des F-Proteins ermöglicht, 

die in Abwesenheit des Induktors zu keiner Expression führt. 

5.4 Sekretion von Virokinin in polarisierten MDCK-Zellen 

Die MDCK-(bF-GFP)-Zelllinie konnte nun dazu verwendet werden, um die Sekretion von 

Virokinin zu untersuchen. Die Bestimmung der Menge an sezerniertem Virokinin im apikalen 

und basolateralen Überstand von polarisierten, auf filterkultivierten MDCK-(bF-GFP)-Zellen 

erfolgte mit Hilfe eines kompetitivem ELISA. Hierbei kompetitiert synthetisches, biotinyliertes 

Virokinin („Tracer“) mit dem, im Überstand vorhandenen, nativen Virokinin um die Bindung 
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an einen immobilisierten polyklonalen α-Virokinin-Antikörper. Dieser Antikörper erkennt nur 

die reife, biologisch aktive Form des Virokinins (Zimmer et al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: Ungerichtete Sekretion des Virokinin in MDCK-Zellen. ELISA-Platten wurden über 

Nacht (4°C) mit 10 µg/ml α-Kaninchen Antikörper gekoppelt. Nach Blocken freier Stellen mit 1% BSA 

(4°C) folgte die Inkubation der Näpfe mit einem spezifischen, polyklonalen anti-Virokinin Antikörper 

(1:100; 4°C) für 1 Stunde. Die Generierung der Standardkurve erfolgte mit Hilfe unterschiedlichen 

Konzentrationen (100, 50, 10, 5, 1, 0,5, 0,1 ng/ml) des Tracers (A). Die verwendeten MDCK-(bF-

GFP)-Überstände wurden konzentriert eingesetzt. Die Werte stellen Mittelwerte zweier unabhängiger 

Experimente dar (B). 

A 

B 



50   Ergebnisse  

Anhand der Standardkurve, die mit Hilfe von synthetischem Virokinin erstellt wurde 

(Abbildung 11 A), konnte die Konzentration an sezerniertem Virokinin im Überstand von 

MDCK-(bF-GFP)-Zellen ermittelt werden (Abbildung 11 B). Dabei stellte sich heraus, dass 

Virokinin zu etwa gleichen Anteilen im apikalen und im basolateralen Überstand vorhanden 

war. Diese Gleichverteilung deutet auf eine ungerichtete Sekretion von Virokinin hin. 

Allerdings müssen apikal lokalisierte, zelluläre Proteasen noch berücksichtigt werden, die 

Tachykinine spalten können. Aus dem durchgeführten kompetitiven ELISA wird ersichtlich, 

dass die ungerichtete Sekretion des Virokinins eine Aktivierung basolateral lokalisierter 

Tachykininrezeptoren in polaren Epithelzellen prinzipiell ermöglicht. 

Um die biologische Aktivität des sezernierten Virokinins ebenfalls mit Hilfe des in 5.2 

beschriebenen Translokationsversuches zu untersuchen, wurden MDCK-(TACR-1-GFP)-

Zellen auf Filtersystemen kultiviert und 24 Stunden nach Induktion des Rezeptors basolateral 

mit den apikalen bzw. basolateralen Überständen von MDCK-(bF-GFP)-Zellen inkubiert. Die 

Internalisierung des Rezeptors wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht (Abbildung 

12).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 12: Nachweis von aktivem Virokinin im apikalen und basolateralen Medium 
polarisierter MDCK-(bF-GFP)-Zellen. Nach viertägiger Kultivierung von MDCK-(TACR-1-GFP)-

Zellen wurden diese für 24 Stunden mit RU486 inkubiert. Daraufhin erfolgte die basolaterale Zugabe 

der apikalen (A) und basolateralen (B) Überstände, die von induzierten MDCK-(bF-GFP)-Zellen 

gewonnen worden waren. Nach fünfzehnminütiger Inkubation der Zellen bei 37°C erfolgten die 

Fixierung der Zellen mit 3 % PFA und der Nachweis der Translokation mittels Laser-Mikroskopie.  

 

Die Zugabe sowohl von apikalem als auch von basolateralem konditioniertem Überstand zu 

MDCK-(TACR-1-GFP)-Zellen führte zur Internalisierung von TACR-1-GFP. In unbehandelten 

Zellen war keine Internalisierung des Rezeptors zu beobachten. Dieses 

Translokationsexperiment bestätigte, dass biologisch aktives Virokinin in polarisierten 

MDCK-Zellen ungerichtet sezerniert wird. 
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5.5 Transkriptionelle Aktivierung durch Virokinin 

Die Bindung eines Liganden an Tachykininrezeptoren führt zur Aktivierung verschiedener 

Signalwege (DeFea et al., 2000b; Dery et al., 2001; Luttrell et al., 1995). Hierbei spielen die, 

an den Rezeptor gekoppelten, heterotrimeren G-Proteine eine entscheidende Rolle. Bis 

heute sind verschiedene G-Protein-Subtypen bekannt. Die α-Untereinheiten können sowohl 

stimulierend (αS) als auch inhibierend (αi) auf ihre Effektorproteine wirken. Die αs-

Untereinheit führt zu einer Aktivierung der Adenylatzyklase, die ATP zu cAMP umwandelt. 

Dieser „Second messenger“ führt wiederum zur Aktivierung der Proteinkinase A, eine 

Serin/Threonin-Proteinkinase, die im Zellkern den Transkripitonsfaktor CREB (cAMP 

response element-binding protein) phosphorylieren und aktivieren kann. Aktiviertes CREB 

bindet an die entsprechende Promotorregion (CRE; cAMP response element) und stimuliert 

so die Transkription bestimmter Gene.  

Zur Analyse der durch das Virokinin aktivierten Signalwege wurden Reportergenexperimente 

durchgeführt. Hierbei wurde das Gen der sezernierten alkalischen Phosphatase (SEAP) 

unter Kontrolle verschiedener cis-aktiver Elemente verwendet. Da MDCK-Zellen mit nur 

geringer Effizienz transfiziert werden konnten, wurden BHK-21-Zellen mit dem jeweiligen 

Reportergen und dem aus der Ratte stammenden Tachykininrezeptorsubtyp-1 (rTACR-1) 

transfiziert. Am folgenden Tag wurden die Zellen für weitere 24 Stunden mit synthetischem 

Virokinin (10-9 M) inkubiert. Die Aktivität der SEAP im Überstand der transfizierten Zellen 

wurde mit Hilfe eines fluoreszierenden Substrates bestimmt (Abbildung 13).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 13: CRE-Reportergenaktivität nach Aktivierung des TACR-1 durch synthetisches 
Virokinin. Nach transienter Transfektion von BHK-21-Zellen mit rTACR-1 und dem Reportergen 

SEAP unter der Kontrolle verschiedener cis-aktiver-Elemente (AP-1, CRE, NFAT, SRE) wurden die 
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Zellen gewaschen und mit 10-9M synthetischem Virokinin bei 37°C inkubiert. Nach 24 Stunden wurde 

die SEAP-Aktivität im Überstand der Zellen bestimmt und die Steigerung der Aktivität in Bezug auf 

unbehandelte Zellen ermittelt. 
 

Das synthetisch hergestellte Peptidhormon ist im Unterschied zu nativem Virokinin, welches 

nach Infektion oder stabiler Expression des F-Proteins sezerniert wird, nicht glykosyliert. Um 

nun die Aktivität des, in den Überstand sezernierten Virokinins zu untersuchen, wurden BHK-

21-Zellen mit rTACR-1 sowie dem CRE-Reportergen transfiziert und mit konditioniertem 

Zellkulturüberstand behandelt, der von induzierten MDCK-(bF-GFP)-Zellen gewonnen 

worden war. Als Kontrolle dienten Substanz P und synthetisches Virokinin in den 

Konzentrationen 10-8, 10-10 und 10-12M. Anschließend wurde die SEAP-Aktivität im Überstand 

der behandelten Zellen gemessen (Abbildung 14).  

Abbildung 14: Transkriptionelle Aktivierung des „cAMP response element“ durch 
konditionierten Überstand von MDCK-(bF-GFP)-Zellen. BHK21-Zellen wurden mit dem 

Reportergen CRE-SEAP und dem rTACR1 transfiziert und für 24 Stunden mit unterschiedlichen 

Konzentrationen von Tachykininen inkubiert. Die SEAP-Aktivität wurde mit Hilfe eines 

fluoreszierenden Substrates bestimmt. Die Mittelwerte von zwei unabhängigen Messungen sind 

dargestellt. 1 = 10-8M, 2 = 10-10M, 3 = 10-12M, 4 = konzentriert, 5 = 1:10, Verdünnung, 6 = 1:100, 7 = 

1:1000, 8 = 1:10000 

Die CRE-abhängige Aktivierung des Reportergens zeigte eine Abhängigkeit von der 

eingesetzten Konzentration des jeweiligen Tachykinins. Bereits geringe Mengen führten zu 

einer deutlichen Steigerung der SEAP-Aktivität (10-12M: etwa 4-fach). Eine Erhöhung der 

Konzentration um das 100fache führte jedoch nicht zu einer 100fachen Steigerung der 

SEAP-Aktivität, d.h. die Abhängigkeit folgte keinem linearen Verlauf. Ein ähnliches Ergebnis 
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zeigte sich nach der Behandlung von rTACR1-exprimierenden BHK-21-Zellen mit 

unterschiedlichen Konzentrationen an synthetischem Virokinin. Die Inkubation des Rezeptors 

mit apikalem MDCK-Überstand resultierte in einer vergleichbaren Aktivierung, wie sie mit 

synthetischem Virokinin erzielt wurden. Die Behandlung der Zellen mit konditioniertem, 

basalem Überstand zeigte dagegen eine verstärkte Aktivierung der CRE-abhängigen 

Transkription. Auch im Fall der konditionierten Überstände war die Konzentration an SEAP 

abhängig von der Verdünnung des konditionierten Überstandes. Diese Ergebnisse 

verdeutlichen, dass Virokinin in polarisierten Epithelzellen bidirektional sezerniert wird. 

Allerdings scheint mit dem basolateralen Virokinin eine höhere biologische Aktivität 

verbunden zu sein. 

5.6 Polare Verteilung des RSV F-Proteins in MDCK-Zellen 

RSV infiziert das Lungenepithel über die apikale Domäne und wird zudem von der apikalen 

Plasmamembran in das Lumen freigesetzt (Brock et al., 2003; Roberts et al., 1995; Zhang et 

al., 2002). Um nicht nur die Sekretion von Virokinin zu untersuchen, sondern auch die 

Lokalisation des F-Proteins in polarisierten Epithelzellen in Abwesenheit anderer viraler 

Proteine zu analysieren wurde die Lokalisation sowohl des bovinen RSV F-Protein als auch 

des verwandten humanen RSV F-Protein in den transgenen MDCK-Zellen untersucht. Als 

Kontrolle diente das zelluläre gp40, ein Membranprotein vom Typ I, welches vorwiegend an 

der apikalen Plasmamembran polarisierter Epithelzellen vorliegt (Zimmer et al., 1997). Um 

den Nachweis der drei Proteine zu erleichtern, wurde die jeweilige cytoplasmatische 

Domäne mit GFP modifiziert. Die Zellen wurden für vier Tage auf porösen Filtersystemen 

kultiviert und die Zellen 12, 24, 48 und 72 Stunden nach Zugabe des Induktors (RU486) 

fixiert. Daraufhin wurden die Zellen mit einem monoklonalen β-Catenin-Antikörper gefärbt 

und die Fluoreszenz im konfokalen Laser-Mikroskop analysiert (Abbildung 15). Das bovine 

RSV F-Protein (bF-GFP) wurde nach 12 und 24 Stunden hauptsächlich an der apikalen 

Plasmamembran nachgewiesen (A, B) werden. Jedoch lagen geringe Mengen des Proteins 

bereits zu diesen Zeitpunkten an der basolateralen Membran vor. Nach 48 Stunden war die 

Polarität der Zellen deutlich beeinträchtigt (C). Das bovine RSV F-Protein war nun auch in 

größeren Mengen an der basolateralen Membran nachweisbar, was zu einer Kolokalisation 

mit dem lateralen Markerprotein β-Catenin führte. Zudem konnte beobachtet werden, dass 

Zellen aus dem Zellverband ausgestoßen wurden (Pfeil). Nach 72 Stunden waren die Zellen 

deutlich abgeflacht und hatten ihre Polarität verloren. Nur noch geringe Mengen an GFP-

positiven Zellen konnten auf den Filter nachgewiesen werden (D). Das humane RSV F-

Protein wies ebenfalls eine vorwiegend apikale Lokalisation nach 12 und 24 Stunden auf (E, 

F). Eine längere Expressionszeit führte aber auch hier zu einer deutlichen Veränderung der 

Zellmorphologie, obwohl dieser Effekt im Vergleich zum bovinen RSV F-Protein zeitlich 
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verzögert war (G, H). Die bei dem bovinen und humanen RSV F-Protein beobachteten 

cytopathischen Effekte konnten zu keinem Zeitpunkt in der Kontrollzelllinie MDCK-(gp40-

GFP) festgestellt werden (I-L). Sowohl die apikale Lokalisation des Kontrollproteins als auch 

die laterale Verteilung des zellulären β-Catenins war auch noch 72 Stunden nach Zugabe 

des Induktors vorhanden. Die Expression des humanen RSV F-Proteins in humanen 

Lungenepithelzellen (Calu3) hatte im Gegensatz zu der transgenen MDCK-Zelllinie deutlich 

geringere cytopathogene Effekte zur Folge. Nur 48 Stunden nach Induktion der F-Expression 

konnte eine geringfügige Veränderung der Zellmorphologie beobachtet werden. Die apikale 

Lokalisation bestand jedoch auch zu diesem Zeitpunkt weiter. Die kurzzeitige Veränderung 

der Zellmorphologie konnte 72 Stunden nach Induktion der Expression nicht mehr 

nachgewiesen werden. 
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Abbildung 15: Verlust der Polarität nach anhaltender Expression des F-Proteins in polarisierten 
MDCK-Zellen. Die Kultivierung von MDCK-(bF-GFP)-, MDCK-(hF-GFP)-, MDCK-(gp40-GFP) und 

Calu3-(hF-GFP)-Zelllinien erfolgte für vier Tage auf porösen Filtersystemen. Nach Zugabe des 

Induktors RU486 (10-9M) wurden die Filter jeweils nach 12, 24, 48 und 72 Stunden fixiert, 

permeabilisiert und mit einem monoklonalen anti-β-Catenin Antikörper gefärbt (rot). Der Nachweis der 

Transgene erfolgte mit Hilfe von GFP an der cytoplasmatischen Domäne der Membranproteine.  

 

12 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden 

A B C D 

E F G H 

I J K 

M O N 

8 µm 

L 

P 



Ergebnisse   55 

Um die überwiegend apikale Lokalisation des F-Proteins mit einem anderen experimentellen 

Ansatz zu bestätigen, wurde eine Oberflächenbiotinylierung der polarisierten MDCK-(bF-

GFP)- und MDCK-(hF-GFP)-Zellen durchgeführt. Hierfür wurden die apikalen bzw. 

basolateralen Proteine der Zellschicht 12, 24, 48 und 72 Stunden nach Induktion mit einem 

membranimpermeablen Biotinderivat markiert. Anschließend wurde das F-Protein 

immunpräzipitiert und die Biotingruppen im Western Blot unter Verwendung eines 

Streptavidin-Peroxidase-Komplexes nachgewiesen (Abbildung 16). Die relative Verteilung 

des F-Proteins an der apikalen bzw. basolateralen Plasmamembran wurde mit Hilfe des 

QuantifyOne-Programms ermittelt. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 16: Oberflächenbiotinylierung und anschließende Immunpräzipitation der RSV F-
Proteine. MDCK-(bF-GFP)- und MDCK-(hF-GFP)-Zellen wurden auf porösen Filtern für vier Tage 

kultiviert und die apikale Plasmamembran oder basolaterale Plasmamembran 12, 24, 48 und 72 

Stunden nach Zugabe des Induktors biotinyliert. Nach Immunpräzipitation der biotinylierten F-Proteine 

mit Hilfe eines monoklonalem Antikörpers wurden die Proben im SDS-Gel aufgetrennt und die 

Biotingruppen mit einem Streptavidin-Peroxidase-Komplex im Western Blot nachgewiesen. 

 

Sowohl das BRSV F-Protein, als auch das HRSV F-Protein konnten bereits 12 Stunden nach 

Induktion der Expression an der apikalen Plasmamembran nachgewiesen werden. Zudem 

waren geringe Mengen (10 Prozent) des BRSV F-Proteins ebenfalls an der basolateralen 

Membran lokalisiert. Nach 24 Stunden lag das BRSV F-Proteins bereits zu 13 Prozent an der 

basolateralen Plasmamembran vor. Das HRSV F-Protein war zu diesem Zeitpunkt 

ausschließlich an der apikalen Membran nachweisbar. Nach 48 Stunden lagen 32 Prozent 

des BRSV F-Proteins, sowie fünf Prozent des HRSV F-Proteins an der basolateralen 

Plasmamembran vor. Die Gesamtmenge an nachweisbarem BRSV F-Protein war nach 72 

Stunden signifikant reduziert. Zudem war zu diesem Zeitpunkt das Protein zwischen der 

apikalen und basolateralen Plasmamembran gleich verteilt. Beim HRSV F-Protein lagen zu 

diesem Zeitpunkt 35 Prozent an der basolateralen Plasmamembran vor. Diese Ergebnisse  
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lassen mehrere Schlussfolgerungen zu. Das F-Protein wird autonom, d.h. ohne die Hilfe 

anderer viraler Proteine, zur apikalen Plasmamembran transportiert. Diese Eigenschaft ist 

bei dem BRSV F-Protein weniger stark ausgebildet, da bereits zu Beginn geringe Mengen an 

der basolateralen Membran nachweisbar waren. Die zunächst asymmetrische Verteilung der 

F-Proteine geht mit der Zeit verloren, was auf einen Polaritätsverlust hinweist. Die 

cytopathogenen Eigenschaften des F-Proteins sind nicht in allen Zelltypen so ausgeprägt wie 

in MDCK-Zellen, wie es die Calu3-Zelllinie zeigte.   

 

5.7 Verlust des transepithelialen Widerstandes nach anhaltender F-
Protein Expression 

Ein polarisiertes Epithel zeichnet sich durch einen erhöhten transepithelialen elektrischen 

Widerstand (TER) zwischen der apikalen und basolateralen Kammer aus. Ein 

Polaritätsverlust sollte sich also in einer Veränderung des TER bemerkbar machen. Zur 

Untersuchung des TER wurden MDCK-(bF-GFP)-, MDCK-(hF-GFP)- und MDCK-(gp40-

GFP)-Zellen auf porösen Filtersystemen ausgesät. Nach dem Aussäen der Zellen stieg der 

Widerstand kontinuierlich bis zum Erreichen eines konstanten Werts an (Abbildung 17).  

In Abwesenheit des Induktors und in der RU486-behandelten Kontrollzelllinie blieb der 

Widerstand über den gesamten Messzeitraum auf diesem Plateau.  

Nach Induktion der Expression der RSV F-Proteine stieg der Widerstand jedoch deutlich an 

und erreichte sein Maximum nach 24 Stunden. Daraufhin sank der Widerstand sehr schnell 

unter den vor der Induktion erreichten Wert ab und 72 Stunden nach Induktion wiesen die 

Zellen keinen signifikanten TER mehr auf, was auf einen vollständigen Verlust der Polarität 

hindeutete. Im weiteren Verlauf stieg dann der TER wieder und erreichte den vor der 

Induktion gemessenen Wert. Wenn die MDCK-(hF-GFP)-Zellen mit einem humanisierten 

monoklonalen Antikörper (Synagis) behandelt wurden, kam es zunächst ebenfalls zu einem 

Anstieg des TER. Daraufhin fiel der Widerstand jedoch wieder auf den vor Induktion 

erreichten Wert und sank nicht mehr weiter ab.  
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Abbildung 17: Veränderung des transepithelialen elektrischen Widerstandes nach Expression 
des F-Proteins. Nach viertägiger Kultivierung von MDCK-(bF-GFP)-, MDCK-(hF-GFP)- und MDCK-

(gp40-GFP)-Zellen auf porösen Filtersystemen wurde die Expression der Proteine durch Zugabe von 

RU486 induziert bzw. nicht induziert. Zudem wurden MDCK-(hF-GFP)-Zellen mit dem humanisierten 

monoklonalen Antikörper Synagis behandelt (5 µg/ml). Der transepitheliale elektrische Widerstand 

zwischen der apikalen und basolateralen Kammer wurde alle 24 Stunden gemessen.  
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5.8 Die Expression des F-Proteins führt zu einem Verlust von 
Epithelzellen 

In Abbildung 15 war zu erkennen, dass MDCK-Zellen, die F-GFP exprimierten aus dem 

Zellverband herausgestoßen wurden. Um dieses Phänomen näher zu untersuchen, wurden 

MDCK-(hF-GFP)-Zellen auf Deckgläschen ausgesät und die Expression für 24, 48 und 72 

Stunden induziert. Nach Fixierung und Permeabilisierung folgte die Färbung der Zellen mit 

dem monoklonalen β-Catenin-Antikörper. Die Fluoreszenz wurde mit Hilfe der Fluoreszenz-

Mikroskopie analysiert (Abbildung 18). 

 

  

 

 

 

 

   

 

  

 

 

 

 
Abbildung 18: Abnahme von MDCK-(hF-GFP)-Zellen nach anhaltender Proteinexpression. 
MDCK-(hF-GFP)-Zellen wurden auf Deckgläschen ausgesät und am darauffolgenden Tag erfolgte die 

Induktion der Expression durch Zugabe von RU486. Die Fixierung der Zellen erfolgte 24, 48 und 72 

Stunden nach Induktion. Zum Vergleich wurde das zelluläre Protein β-Catenin mit einem 

monoklonalem Antikörper (rot) gefärbt. 

 
Etwa 90% der Zellen zeigte 24 Stunden nach Induktion eine hF-GFP-Expression. Das 

zelluläre β-Catenin war zu diesem Zeitpunkt wabenförmig verteilt, was auf seine Assoziation 

mit der lateralen Plasmamembran hindeutete. Nach Expression für 48 Stunden kamen 

größere Bereiche zum Vorschein, deren Zellen keine hF-GFP-Expression aufwiesen. Nach 

72 Stunden war nur noch ein geringer Teil der Zellen positiv für F-GFP, die entstandenen 

Lücken hatten F-GFP-negative Zellen aufgefüllt, die die typische laterale β-Catenin-Färbung 

aufzeigten. Die Verteilung von β-Catenin in F-GFP positiven Zellen war hingegen diffus.  

Um den Verlust an F-GFP-positiven Zellen zu quantifizieren wurden Zellen auf Filtern 

kultiviert und 24, 48, 72 Stunden nach Induktion durch eine Trypsinbehandlung abgelöst und 

suspendiert. Die Menge an GFP-positiven Zellen wurde mittels Durchflusscytometrie 
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bestimmt (Abbildung 19). Als Kontrollzelllinie dienten MDCK-(SevF-GFP)-Zellen, die das 

Fusionsprotein des Sendaivirus exprimierten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 19: Verlust adhärenter GFP-positiver Zellen nach Induktion der F-GFP Expression. 
Messung der GFP-exprimierenden Zellen nach Trypsinbehandlung im Durchflusscytometer (Beckman 

Coulter) 24, 48 und 72 Stunden nach RSV F-GFP- bzw. SevF-GFP- Expression. 

 

Die Quantifizierung der GFP-positiven Zellen zeigte, dass mit andauernder Expression eine 

stetige Abnahme der RSV F-Protein-positiven Zellen auftrat. Zu Beginn der Expression 

waren 72 Prozent, nach 72 Stunden nur noch 36 Prozent der Zellen GFP-positiv. Die 

Kontrollzelllinie MDCK-(SevF-GFP) wies dagegen keine Reduktion der Anzahl an GFP-

positiven Zellen auf. Die Werte blieben während des gesamten Zeitraums bei 85% SeVF-

GFP-positiver Zellen.  

Die Abnahme F-GFP-positiver Zellen im Zellrasen ging mit einer Zunahme an flotierenden 

Zellen einher. Um dieses Phänomen zu quantifizieren wurden zu verschiedenen Zeitpunkten 

die Überstände von filtergewachsene Zellen abgenommen und die Zellzahl mit Hilfe der 

Neubauer-Zählkammer bestimmt (Abbildung 20). Bereits 24 Stunden nach Induktion der 

Expression war eine erhöhte Anzahl flotierender Zellen im apikalen Zellkulturüberstand 

nachweisbar. Ein dramatischer Anstieg an flotierenden Zellen wurde nach 48 und 72 

Stunden festgestellt. Der Verlust an MDCK-(bF-GFP)-Zellen war deutlicher ausgeprägt als 

bei den MDCK-(hF-GFP)-Zellen. Die Kontrollzelllinie MDCK-(gp40-GFP) sowie die nicht 

induzierten MDCK-(F-GFP) Zelllinien zeigten hingegen keinen Zellverlust.  
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Abbildung 20: Nachweis flotierender Zellen im Überstand. Die Kultivierung der Zellen auf 

Filtersystemen erfolgte für vier Tage. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden die Überstände 

abgenommen und durch frisches Medium ersetzt. Die Zellzahl der apikalen Überstände wurde alle 24 

Stunden mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. 

5.9 Ein Fusionsinhibitor und ein monoklonaler Antikörper hemmen den 
F-Protein-induzierten Zellverlust 

Die wichtigste biologische Aktivität des RSV F-Proteins ist seine Fusionsaktivität. Um zu 

untersuchen, ob diese Aktivität für den Verlust von MDCK-(F-GFP)-Zellen verantwortlich ist, 

wurde ein kommerziell erhältlicher Fusionsinhibitor verwendet. Beim Masernvirus wurde 

gezeigt, dass das Peptid z-D-Phe-L-Phe-Gly (z-fFG) die Zellfusion im Stadium der 

Hemifusion verhindert (Weidmann et al., 2000). In hohen Konzentrationen war das Peptid 

auch in der Lage, die Sendaivirus-vermittelte Fusion zu reduzieren. Um die inhibitorische 

Aktivität des Peptids zu testen, wurden MDCK-(bF-GFP)- bzw. MDCK-(hF-GFP)-Zellen auf 

porösen Filtersystemen kultiviert. Nach dem vierten Tag wurde die Proteinexpression mit 

RU486 induziert und die Zellen gleichzeitig mit unterschiedlichen Konzentrationen an z-fFG 

behandelt. Dies führte zu einer signifikanten Hemmung des Zellverlustes (Abbildung 21). Die 

Reduktion war hierbei abhängig von der verwendeten Konzentration des Peptids. Im 

Gegensatz zu MDCK-(bF-GFP)-Zellen hatte der Inhibitor auf den Zellverlust in MDCK-(hF-
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GFP)-Zellen keine Einfluss (Daten nicht gezeigt), was möglicherweise auf eine nicht 

stattfindende Bindung des Peptids an das humane RSV F-Protein zurückzuführen ist.  

Abbildung 21: Inhibition der F-vermittelten Fusion vermindert Zellverlust. MDCK-(bF-GFP)-

Zellen wurden auf porösen Filtersystemen kultiviert und nach vier Tagen mit RU486 behandelt. 

Simultan erfolgte die Zugabe des Inhibitors z-fFG in den angegebenen Konzentrationen. Bei jedem 

Mediumwechsel wurde auch der Inhibitor erneuert. 
 

Der monoklonale, humanisierte Antikörper Synagis (Palivizumab) wird heutzutage in der 

prophylaktischen Therapie von Personen mit einem hohen Erkrankungsrisiko eingesetzt 

(Cardenas et al., 2005). Der Antikörper ist gegen das humane RSV F-Protein gerichtet und 

besitzt virusneutralisierende Eigenschaften. Die genaue Wirkungsweise des Antikörpers ist 

jedoch nicht geklärt. Die Neutralisation des Virus könnte sowohl durch eine Hemmung der 

Fusion, als auch indirekt durch Inhibition der rezeptorbindenden Eigenschaften des Proteins 

bedingt sein (Cardenas et al., 2005). Die MDCK-(bF-GFP)- und MDCK-(hF-GFP)-Zellen 

wurden auf porösen Filtersystemen für vier Tage kultiviert und gleichzeitig mit dem Induktor 

RU486 und unterschiedlichen Konzentrationen an Synagis (5 und 10 µg/ml) behandelt 

(Abbildung 22). Der Antikörper führte zu einer deutlichen Reduktion des Zellverlustes. 

Bereits eine Konzentration von 5 µg/ml des Antikörpers reduzierte den cytotoxischen Effekt 

um 72 Prozent. Die Behandlung der MDCK-(bF-GFP)-Zellen führte dagegen zu einer nur 

geringen Reduktion des Zellverlustes (Daten nicht gezeigt), was möglicherweise auf die 

Spezifität des Antikörpers gegenüber dem humanen RSV F-Protein zurückzuführen ist. 

Dieses Ergebnis lässt erkennen, dass die Hemmung der Fusion bzw. Rezeptorbindung 

durch Bindung des Antikörpers an die Ektodomäne des F-Proteins zu einer stark 
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verminderten Cytopathogenität führt. Jedoch vermittelte die Verwendung des Antikörpers 

keinen vollständigen Schutz auch wenn höhere Synagis-Konzentrationen verwendet wurden. 

Dies ist möglicherweise auf eine auch intrazelluläre Wirkung des F-Proteins zurückzuführen. 

 

Abbildung 22: Inhibition der Fusionsaktivität durch den monoklonalen Antikörper reduziert den 
Zellverlust. MDCK-(hF-GFP)-Zellen wurden auf porösen Filtersystemen kultiviert und nach vier 

Tagen mit RU486 behandelt. Simultan erfolgte die Zugabe des monoklonalen Antikörpers (Synagis) in 

den dargestellten Konzentrationen. Nach jedem Mediumwechsel erfolgte eine erneute Zugabe des 

Antikörpers. 

5.10 Das F-Protein induziert Caspase-abhängige Apoptose  

Der Verlust von Epithelzellen in einem Zellverband kann auf einer Apoptose beruhen. Die 

proapoptotische Zellen werden aus dem Epithelverband durch einen Aktin-Myosin 

abhängigen Mechanismus ausgestoßen (Rosenblatt et al., 2001). Andererseits ist es 

denkbar, dass die Zellen ihre Adhärenz verlieren und infolge dessen apoptotisch wurden, ein 

Prozess der als Anoikis bezeichnet wird (Frisch & Francis, 1994). Caspasen sind 

Cysteinproteasen, die entscheidend an der Apoptose beteiligt sind. Um festzustellen, worauf 

der Zellverlust nach F-Protein-Expression beruht, wurden MDCK-(hF-GFP)-Zellen auf 

porösen Filtersystemen kultiviert und simultan zur Induktion mit dem Pan-Caspase-Inhibitor 

(z-VAD-fmk) behandelt (Abbildung 23). Diese Behandlung führte zu einer drastischen 

Abnahme der Zahl flotierender Zellen. Dieses Ergebnis weist daraufhin, dass der Zellverlust 

auf einer F-vermittelten Apoptose basiert, was zu einer Verdrängung der apoptotischen 

Zellen aus dem Zellverband führte.  
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Abbildung 23: Der Pan-Caspase-Inhibitor (z-VAD-fmk) reduziert den F-Protein-induzierten 
Zellverlust. MDCK-(hF-GFP)-Zellen wurden vier Tage auf Filtern kultiviert. Die Zugabe des Induktors 

und des Pan-Caspase-Inhibitors (z-VAD-fmk) erfolgte gleichzeitig. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde 

die Zellzahl im Überstand mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer bestimmt.  

Um die RSV F-Protein-induzierte Apoptose näher zu charakterisieren wurden in weiteren 

Experimenten Inhibitoren gegen verschiedene Caspasen eingesetzt. Caspasen werden in 

Initiatorcaspasen (z.B. Caspase-2, -8 und –9) und Effektorcaspasen (z.B. Caspase-3 und -7) 

eingeteilt. Die Inititator-Procaspasen werden durch exogene oder endogene Signale aktiviert 

und durch einen autoproteolytischen Prozess in die aktive Form überführt, die dann in der 

Lage ist, weitere Caspasen zu spalten und zu aktivieren. Die aktivierten Effektorcaspasen 

spalten eine Vielzahl zellulärer Proteine was schließlich zum Zelltod führt. MDCK-(bF-GFP)-, 

MDCK-(hF-GFP)- und MDCK-(gp40-GFP)-Zellen wurden ausgesät und die Aktivität der 

Effektor-Caspase-3/7 24 Stunden (BRSV F-Protein) bzw. 40 Stunden (HRSV F-Protein) nach 

Induktion der Proteinexpression gemessen (Abbildung 24). Die Induktion der bovinen RSV F-

Protein-Expression führte zu einer deutlichen Steigerung der Caspase-3/7-Aktivität in den 

Zellen. Die Kontrollzelllinie MDCK-(gp40-GFP)-Zellen sowie die nicht induzierten und z-VAD-

behandelten MDCK-(bF-GFP)-Zellen wiesen lediglich geringe Caspase-Aktivitäten auf.  

Im Falle des humanen RSV F-Proteins konnte 40 Stunden nach Induktion der Expression 

ebenfalls eine signifikante Steigerung der Caspase-3/7-Aktivität beobachtet werden. Zellen, 

die mit z-VAD behandelt worden waren, wiesen dagegen eine nur geringfügige Aktivität auf. 
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Abbildung 24: Steigerung der Caspase-3/7-Aktivität nach Expression des bovinen und 
humanen RSV F-Proteins. MDCK-(bF-GFP)-, MDCK-(hF-GFP)- und MDCK-(gp40-GFP)-Zellen 

wurden 24 Stunden (A) bzw. 40 Stunden (B) nach Induktion der Expression mit Trypsin behandelt, in 

Suspension gebracht und die Caspase-3/7-Aktivität von 4x104 Zellen gemessen.  
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Die aktivierte Effektorcaspase-3 führt unter anderem zu der Inaktivierung des inhibitorischen 

Proteins (ICAD) der Caspase-aktivierten DNAse (CAD). Die proteolytische Inaktivierung von 

ICAD ermöglicht CAD den Abbau von DNA-Strängen, ein charakteristisches Merkmal der 

Apoptose (Wyllie et al., 1984). Diese DNA-Fragmentierung kann durch DAPI-Färbung 

sichtbar gemacht werden. Zudem ist eine Markierung der auftretenden DNA-Brüche durch 

die sogenannte TUNEL-Färbung möglich. Hierbei füllt die terminale Deoxynukleotidyl-

Transferase DNA-Brüche mit markierten dUTPs auf. Um diese Prozesse in MDCK-(RSV F-

Protein)-Zellen nachzuweisen, wurden die Zellen auf Deckgläschen ausgesät und die 

Expression der Transgene für 48 Stunden induziert. Die TUNEL-Färbung und der Nachweis 

der genomischen DNA mittels DAPI-Färbung sind in Abbildung 25 dargestellt.    
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Abbildung 25: DNA-Fragmentierung nach 48stündiger Expression des F-Proteins. MDCK-(bF-

GFP)- und MDCK-(hF-GFP)-Zellen wurden ausgesät und die Expression der F-Proteine für 48 

Stunden induziert. Die Zellen wurden zunächst mit dem TUNEL-Reagenz (C, G, K, O) und 

anschließend mit dem DAPI-Reagenz (D, H, L, P) gefärbt.   

Nach Expression des RSV F-Proteins für 48 Stunden zeigten sich im Phasenkontrast Zellen 

(A, I Pfeile), die außerhalb des Fokus lagen. Diese F-Protein-positiven Zellen (B, J) wiesen 

eine deutliche TUNEL-Färbung (C, K) und DNA-Fragmentierung (D, L) auf. In Abwesenheit 
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des Induktors konnte keine DNA-Fragmentierung sowohl in der MDCK-(bF-GFP)-Zelllinie als 

auch in der MDCK-(hF-GFP)-Zelllinie nachgewiesen werden (G, H). Auch die TUNEL-

Reaktion war hier negativ.  

Eine DNA-Fragmentierung kann auch nach Aufreinigung der genomischen DNA mit Hilfe der 

Agarosegelelektrophorese dargestellt werden. Zum Nachweis dieses Merkmals wurde 48 

Stunden nach Induktion der Transgen-Expression die Zellzahl der induzierten und nicht 

induzierten MDCK-(hF-GFP)-Zellen auf 105 Zellen/ml eingestellt und die DNA isoliert. Als 

Negativkontrolle dienten induzierte und nicht-induzierte MDCK-(gp40-GFP)-Zellen. Die 

isolierte genomische DNA von flotierenden MDCK-(hF-GFP)-Zellen wies nach 

elektrophoretischer Auftrennung ein leiterartiges Bandenmusters auf (Abbildung 26). Dieses 

Muster ist typisch für die Apoptose und entsteht durch die Spaltung der Nukleosomen. In 

adhärenten MDCK-(hF-GFP)-Zellen war dieses Bandenmuster nicht zu erkennen, obwohl sie 

induziert waren. Dieses Ergebnis weist daraufhin, dass späte Apoptosemerkmale erst in 

flotierenden Zellen nachweisbar sind. Die DNA von sowohl nicht induzierten als auch 

induzierten MDCK-(gp40-GFP)-Zellen wiesen ebenfalls kein DNA-Fragmentierungsmuster 

auf.   
 
Abbildung 26: DNA-Fragmentierung 
ausgestoßener MDCK-(hF-GFP)-Zellen. 
Aussaat der MDCK-(hF-GFP)-Zellen und 

Kontrollzellen MDCK-(gp40-GFP)-Zellen 

erfolgte auf 66 mm Schalen. Die Expression 

des jeweiligen Proteins wurde für 48 Stunden 

induziert. Daraufhin wurden die Zellen auf 

105 Zellen/ml eingestellt und die genomische 

DNA isoliert. Die Auftrennung der DNA 

erfolgte in einem 1%igen TAE-Gel. Die DNA 

wurde mit Hilfe einer Ethidiumbromid-

Färbung sichtbar gemacht. a= adhärente 

Zellen, b= flotierende Zellen im 

Zellüberstand. 

 
 
 

Ein weiteres Merkmal der Apoptose ist die Bildung von Ausstülpungen und Bläschen der 

Plasmamembran, was als „membrane blebbing“ bezeichnet wird. Dieses späte 

Apoptosemerkmale wurde beobachtet, wenn die F-Protein-Expression für 72 Stunden 

induziert worden war. Zellen, die diese Blasenbildung zeigten, waren auch stets positiv in der 

TUNEL-Reaktion und wiesen eine Fragmentierung der Zellkerne auf (Abbildung 27).  
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Abbildung 27: „Membrane blebbing“ nach anhaltender F-Expression. 72 Stunden nach Induktion 

der Expression erfolgte die TUNEL- und DAPI-Färbung der MDCK-(hF-GFP)-Zellen.  

Proteine der Bcl-2 Familie stellen regulatorische Proteine dar, die entweder antiapoptotisch 

(z.B. Bcl-2) oder proapoptotisch (z.B. Bax) wirken können. Das Gleichgewicht zwischen pro- 

und antiapoptotischen Proteinen entscheidet, ob eine Zelle apoptotisch wird oder überlebt. 

Bax wird durch den Tumorsuppressor p53 induziert, wenn Zellschäden, insbesondere DNA-

Schäden überhand nehmen. Das aktivierte Bax assoziiert mit der Mitochondrienmembran 

(Antonsson et al., 2001; Desagher et al., 1999; Hsu et al., 1997; Wolter et al., 1997) und 

lagert sich dort zu Homooligomeren zusammen, wodurch Kanäle entstehen. Die Folge ist ein 

Ausstrom von Cytochrom C in das Cytosol (Jurgensmeier et al., 1998). Über die 

Initatorcaspase-9 kommt es zur Aktivierung der Effektorcaspase-3 und schließlich zur 

Apoptose. Um nun zu klären, ob Bax an der F-Protein-vermittelten Apoptose beteiligt ist, 

wurden MDCK-(hF-GFP)-Zellen ausgesät und 48 Stunden nach Induktion mit dem α-Bax 

N20-Antikörper gefärbt, der mit dem N-Terminus des aktivierten Bax reagiert (Desagher et 

al., 1999; Hsu et al., 1997; Stankiewicz et al., 2005). Die Lokalisationsstudien erfolgten 

mittels Fluoreszenzmikroskopie (Abbildung 28).  
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 28: Nachweis des aktivierten, proapoptotischen Proteins Bax. Der intrazelluläre 

Nachweis von Bax wurde 40 Stunden nach Expression von HRSV F-GFP durchgeführt (A-C). Als 

Kontrolle dienten nicht induzierte MDCK-(hF-GFP)-Zellen (D-F). Nach Fixierung und 

Permeabilisierung wurden die Zellen mit dem α-Bax (N20)-Antikörper gefärbt.   
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Die Immunfluoreszenzstudien ergaben, dass 40 Stunden nach Induktion der F-Protein-

Expression Bax mit röhrenartigen Strukturen innerhalb des Cytoplasmas assoziiert vorlag, 

bei denen es sich wahrscheinlich um Mitochondrien handelt (C). In Abwesenheit des RSV F-

Proteins (D) war dagegen Bax mehr oder weniger diffus innerhalb des Cytoplasma verteilt.  

5.11 Beteiligung von RhoA-Kinase, MAP-Kinase p38 und der Caspasen-
2, -8, -9 an der F-vermittelten Apoptose 

Um die durch das RSV F-Protein aktivierten Signalwege näher zu charakterisieren, wurde 

das Caspase-Experiment mit den MDCK-(hF-GFP)-Zellen unter Verwendung verschiedener 

Inhibitoren durchgeführt (Abbildung 29).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 29: Inhibition der F-induzierten Caspase 3/7-Aktivität. MDCK-(hF-GFP)-Zellen wurden 

in 24 Napf-Platten ausgesät und die Expression des Proteins am folgenden Tag induziert. Gleichzeitig 

wurden die Zellen mit verschiedenen Inhibitoren in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Die 

Messung der Caspase-3/7-Aktivität erfolgte 48 h nach Induktion der F-Expression. 

Die Behandlung der Zellen mit dem monoklonalen Antikörper (Synagis) führte zu einer 

signifikanten Reduktion der F-vermittelten Caspase-Aktivität. Nach Inhibition der Caspase-2- 

(z-VDVAD-fmk), Caspase-8- (z-IETD-fmk) und Caspase-9-Aktivität (z-LEHD) konnte die 

Caspase-3/7-Aktivität auf Werte gesenkt werden, die zum Teil noch unter den von nicht-

induzierten Zellen lagen. Der RhoA-Kinase Inhibitor Y-27632 ermöglichte ebenso wie der 

Inhibitor SB203580 der Stress-aktivierten MAP-Kinase p38 eine signifikante Senkung der 

Caspase-3-Aktivität. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass die F-vermittelte Apoptose im 
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Zusammenhang mit der Aktivierung der Initiator-Caspasen-2, -8, und -9, der RhoA-Kinase 

und der MAPK p38 steht. 

5.12 Die Expression des F-Proteins führt zur Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors p53 

Um eine Aussage darüber treffen zu können, ob die durch das F-Protein ausgelöste 

Apoptose transkriptioneller Aktivität bedarf, wurde das Gen für die „firefly“-Luziferase unter 

Kontrolle verschiedener cis-aktiver Elemente (AP1-luc, ISRE-luc, NF-κB-luc, p53-luc, 

pTARE-luc) in MDCK-(hF-GFP)-Zellen transfiziert und die Expression des F-Proteins für 24 

Stunden induziert. Anschließend wurde die Luziferase-Aktivität in den Zelllysaten bestimmt 

(Abbildung 30). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 30: Transkriptionelle Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53. MDCK-(hF-GFP)-

Zellen, MDCK-(gp40-GFP) und MDCK-(SevF-GFP)-Zellen wurden mit dem Gen für die „firefly“-

Luziferase unter Kontrolle der angegebenen cis-aktiven Elemente transfiziert und die Expression der 

Transgene für 24 Stunden induziert. Die Reportergenaktivität wurde in den Zelllysaten mit Hilfe eines 

lumineszierenden Substrates bestimmt und in Bezug zu den in nicht induzierten Zellen ermittelten 

Werten gesetzt. 

Nach Induktion der HRSV F-GFP-Expression für 24 Stunden konnte eine signifikante 

Steigerung der transkriptionellen p53-Aktivität nachgewiesen werden. Die anderen cis-

aktiven Elemente (AP1, ISRE, NF-κB und pTARE) wiesen dagegen keine Änderung ihrer 

transkriptionellen Aktivität auf. Die Kontrollzelllinien MDCK-(gp40-GFP) und MDCK-(SevF-

GFP) zeigten keine Steigerung der p53-Aktivität nach Induktion der Kontrollproteine. 



70   Ergebnisse  

Die Aktivierung und/oder Stabilität des Transkriptionsfaktors p53 wird durch die 

Phosphorylierung des Proteins durch verschiedene Proteinkinasen reguliert. Obwohl 

zwischen dem caninen und humanen p53 eine hohe Sequenzhomologie besteht, existieren 

auch einige wichtige Unterschiede. So fehlen dem caninen p53 die Serine 9 und 46, deren 

Phosphorylierung bei der Induktion der p53-abhängigen Apoptose in humanen Zellen eine 

Rolle spielen (Oda et al., 2000). Das Serin 15 und die flankierenden Aminosäuren sind 

dagegen im caninen und humanen p53 konserviert, was die Verwendung des 

phosphospezifischen Antikörpers (α-p53 [Ser 15]), auch in MDCK-Zellen ermöglichte 

(Abbildung 31). Eine Phosphorylierung von Serin 15 findet in der Regel nach DNA-

Schädigung statt (Bean & Stark, 2001; Burma et al., 1999). 
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Abbildung 31: Nachweis von phosphoryliertem p53 (Serin 15) in MDCK-(hF-GFP)-Zellen.  
MDCK-(hF-GFP)- (A-C) und MDCK-(gp40-GFP)- Zellen (D-F) wurden auf Deckgläschen ausgesät und 

die Expression der Transgene für 40 Stunden induziert. Einige Ansätze wurden gleichzeitig mit (5 

µg/ml) oder dem p38-MAP-Kinase Inhibitor (SB203580; 10 µM) behandelt. Der Nachweis von 

aktiviertem p53 erfolgte mit einem Antikörper, der für phosphoryliertes Serin 15 spezifisch ist. 
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deutlich mit α-p53 [Ser 15] (B). Im Gegensatz dazu konnte phosphoryliertes p53 (Ser15) in 

induzierten MDCK-(gp40-GFP)-Zellen nicht nachgewiesen werden (E). Die mit dem 

monoklonalen Antikörper Synagis behandelten Zellen zeigten im Vergleich zu den 

unbehandelten Zellen eine verminderte Synzytienbildung (I). Phosphoryliertes p53 konnte 

hier nur in wenigen Zellen nachgewiesen werden (H). MDCK-(hF-GFP)-Zellen, die mit dem 

MAP-Kinase p38-Inhibitor (SB-203580) inkubiert worden waren, wiesen eine deutliche 

Synzytienbildung auf (L), reagierten jedoch nicht mit dem phosphospezifischen Antikörper 

(K). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die F-vermittelte Fusion von Zellen zu einer 

Phosphorylierung und Aktivierung von p53 führt, die durch die Behandlung der Zellen mit 

Synagis gehemmt werden kann. Zudem scheint die MAP-Kinase p38 an der Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors p53 durch das F-Protein beteiligt zu sein. 

Um die Frage zu beantworten, ob die transkriptionelle Aktivierung des p53 eine Rolle in der 

F-vermittelten Apoptose spielt, wurde eine MDCK-(hF-GFP)-p53-DN-Zelllinie hergestellt, die 

konstitutiv, eine dominant-negative Mutante von p53 (p53-DN; R273H) exprimiert. Diese 

Mutation verhindert zwar die transkriptionelle Aktivität von p53, nicht aber andere 

transkriptionell-unabhängige Aktivitäten. Als Kontrolle diente die MDCK-(hF-GFP)-

pIRESneo-Zelllinie (Abbildung 32). 

Abbildung 32: Hemmung der transkriptionellen Aktivität des p53 senkt die F-Protein-vermittelte 
Cytopathogenität. Die hF-GFP-Expression wurde in MDCK-(hF-GFP)-p53-DN und MDCK-(hF-GFP)-

pIRESneo-Zellen für 24, 48 und 72 Stunden induziert. Die Zellkulturüberstände wurden täglich 

abgenommen und durch frisches Medium ersetzt. Die Anzahl flotierender Zellen wurde mit Hilfe einer 

Neubauer-Zählkammer bestimmt.  

 

Die Expression der p53-DN Mutante reduzierte den F-Protein-induzierten Zellverlust um ca. 

50% gegenüber der Kontrollzelllinie, die mit dem leeren Plasmid pIRESneo transfiziert 
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worden war. Die Hemmung der transkriptionellen Aktivität des p53 führte außerdem zu einer  

signifikanten Verminderung der durch das F-induzierten Caspase-3/7-Aktivität.  

5.13 Sekundäre Nekrose nach anhaltender RSV F-Proteinexpression 

In Abwesenheit von phagozytierenden Zellen, welche apoptotische Zellen entfernen können, 

kann es zu einer sekundären Nekrose apoptotischer Zellen kommen (Bonfoco et al., 1995). 

Die Nekrose ist mit einem Verlust der Membranintegrität und dem Ausschütten cytosolischer 

Faktoren verbunden, was im Körper zu Entzündungsreaktionen führen kann (McConkey, 

1998). Die Freisetzung des cytoplasmatischen Enzyms Laktose-Dehydrogenase (LDH) weist 

auf eine Veränderung der Membranintegrität hin und wird häufig als Kennzeichen einer 

Nekrose herangezogen. Zum Nachweis eines Membranintegritätsverlustes wurden 

Überstände von MDCK-(hF-GFP)-Zellen 48 Stunden nach Induktion der F-Expression auf 

LDH-Aktivität untersucht. Gleichzeitig wurde der Einfluss verschiedener Inhibitoren in diesem 

Experiment untersucht. Als Positivkontrolle dienten Überstände lysierter MDCK-(hF-GFP)-

Zellen (Abbildung 33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 33: Auftreten sekundärer Nekrose nach anhaltender F-Expression.   
MDCK-(hF-GFP)- oder MDCK-(gp40-GFP)-Zellen wurden ausgesät und die Expression des 

Transgens für 48 Stunden induziert. Einige Ansätze wurden zudem mit den angegebenen Inhibitoren 

behandelt (z-VAD: 25 µM; Pifithrin-α: 10 µM; SB203580: 5 µM; Y-27632: 5 µM). Die freigesetzte LDH-

Aktivität wurde im Überstand der MDCK-Zellen bestimmt und in Bezug zu der LDH-Aktivität im 

Zellkulturüberstand Detergenz-lysierten Zellen (100%) gesetzt. 
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Die LDH-Aktivität war 48 Stunden nach Expression des F-Proteins deutlich erhöht. Der Pan-

Caspase-Inhibitor z-VAD inhibierte die Freisetzung von LDH vollständig, was darauf 

hinweist, dass der LDH-Freisetzung Apoptose vorausging. Sowohl die Hemmung der 

transkriptionellen p53-Aktivität durch Pifithrin-α als auch die Inhibition der MAP-Kinase p38 

mit SB-203580 führten zu einer signifikanten Verringerung des LDH-Austrittes. Dieser 

protektive Effekt war jedoch weniger deutlich ausgeprägt als bei der z-VAD-Behandlung. Die 

Inhibition der RhoA-Kinase (Y-27632) bewirkte ebenfalls die Reduktion der F-vermittelten 

Zelllyse. Die Kontrollzelllinie MDCK-(gp40-GFP) setzte 48 Stunden nach Induktion der gp40-

Expression keine LDH vermehrt frei. Diese Ergebnisse zeigen, dass die hF-GFP-Expression 

die Membranintegrität deutlich beeinträchtigt, was auf eine sekundäre Nekrose 

zurückzuführen ist. 

5.14 Die F-Protein-vermittelte Apoptose ist unabhängig von dem Fas-
Rezeptor und dem FADD-Adapterprotein 

In 5.12 konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der Caspase-8 an der F-vermittelten 

Apoptose beteiligt ist. Die Initiator-Caspase-8 kann sowohl über den externen, als auch über 

einen internen Signalweg aktiviert werden. Die Aktivierung über den externen Signalweg 

erfolgt über Rezeptoren, die eine Todesdomäne besitzen. Hierzu gehören der Fas-Rezeptor 

(Fas-R), der TNF-α-Rezeptor und der TRAIL-Rezeptor. Im Fall des Fas-R kommt es nach 

Aktivierung des Rezeptors zu einer Aktivierung eines intrazellulären Komplexes, der aus den 

Adapterproteinen FADD, FLASH und der Procaspase-8 besteht. Diese Bindung führt zur 

Rekrutierung mehrerer Procaspasen-8 und resultiert in einer gegenseitigen Spaltung und 

Aktivierung. Um die Rolle dieses Signalweges für die F-vermittelte Apoptose zu untersuchen, 

wurden dominant-negative Mutanten des Fas-R und des Adapterproteins FADD hergestellt, 

indem die Todesdomäne deletiert und durch Flag-Epitope ersetzt wurden. Diese Konstrukte 

wurden stabil in MDCK-(hF-GFP)-Zellen exprimiert. Die Expression des F-Proteins wurde für 

48 Stunden induziert und das Flag-Epitop des Rezeptors bzw. des Adapterproteins FADD 

mit Hilfe eines monoklonalen Antikörpers nachgewiesen (Abbildung 34). In der 

Immunfluoreszenz zeigte der Fas-R in Abwesenheit des F-Proteins eine wabenförmige 

Verteilung. Diese Verteilung weist auf eine, für den Rezeptor bereits beschriebene laterale 

Lokalisation hin (Tan & Hunziker, 2003). Nach Induktion der hF-GFP-Expression konnte eine 

Hemmung der Apoptose aufgrund der konstitutiven Expression der Fas-R-DN-Mutante nicht 

festgestellt werden (F). Vielmehr schien die Expression des F-Proteins zu einem Abbau des 

Rezeptors zu führen (E). FADD wurde in Abwesenheit des F-Proteins im Cytoplasma 

nachgewiesen (H). Die Expression des hF-GFP führte trotz Expression der FADD-DN 

Mutante zu einem signifikanten Verlust an MDCK-(hF-GFP)-Zellen (J) und einer deutlichen 
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DNA-Fragmentierung (L). Dieses Ergebnis weist daraufhin, dass der Fas-R und das 

Adapterprotein FADD in der F-Protein-vermittelten Apoptose keine Rolle spielen. 
 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 34: Stabile Expression der DN-Mutanten des Fas-R und des FADD in MDCK-(hF-

GFP)-Zellen. Die mit einem Flag-Epitop versehenen Proteine wurden mit Hilfe eines α-Flag-

Antikörpers 48 Stunden nach Zugabe des Induktors RU486 gefärbt. Die Kontrollzellen erhielten keinen 

Induktor. 

5.15 Synagis hemmt die Apoptose nach Infektion mit RSV 

Die Einzelexpressionsstudien des RSV F-Proteins zeigten, das in Abwesenheit weiterer 

viraler Proteine Apoptose induziert wird, welches durch Synagis inhibiert werden kann. Nun 

sollte untersucht werden, ob das F-Protein im Kontext einer RSV-Infektion ebenfalls zur 

Apoptose der infizierten Zellen beiträgt. Die Infektionsstudien wurden mit der humanen 

Lungenkarzinomzelllinie A549 durchgeführt. Diese Zelllinie wird bereits seit längerem zur 

Untersuchung RSV-induzierter Signalwege verwendet (Bitko & Barik, 2001; Fleming et al., 

2006; Kotelkin et al., 2003; O'Donnell D et al., 1999; Takeuchi et al., 1998; Thomas et al., 
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A 

92 %

94 %

2000). Die A549-Zellen wurden mit RSV (Stamm A2) mit einer MOI (multiplicity of infection) 

von 3 Plaque-bildenden Einheiten (Pfu/Zelle) inokuliert, was zu einer Infektion von mehr als 

90 % der Zellen führte (Abbildung 35 A). Im Gegensatz zu nicht-infizierten A549-Zellen 

konnte bereits 24 Stunden nach Infektion eine größere Anzahl an flotierenden Zellen im 

Kulturüberstand nachgewiesen werden, die 48 und 72 Stunden nach Infektion drastisch 

anstieg (B). Die Behandlung der Zellen mit den Caspase-Inhibitoren z-VAD (Pan-Caspase-

Inhibitor), z-IETD (Caspase-8-Inhibitor) und z-LEHD (Caspase-9-Inhibitor) reduzierte die Zahl 

flotierender Zellen im Überstand, wobei der Pan-Caspase-Inhibitor die stärkste Wirkung 

aufwies. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass auch im Kontext einer RSV-

Infektion ein Zellverlust stattfindet, der auf einen apoptotischen Prozess zurückzuführen ist.     
 
Abbildung 35: Caspase-Inhibitoren 
hemmen den Zellverlust nach RSV-
Infektion. A549-Zellen wurden mit einer  

MOI von 3 infiziert. Zusätzlich erfolgte die 

Zugabe von unterschiedlichen Inhibitoren 

in der angegebenen Konzentration, acht 

Stunden nach Infektion. Jeweils 24, 48 und 

72 Stunden nach Infektion wurde das 

Medium abgenommen und die darin 

enthaltenen flotierenden Zellen mit der 

Neubauer-Kammer gezählt (B).  
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Einen weiteren Hinweis auf eine HRSV-vermittelte Apoptose ergab die Färbung der A549-

Zellen 48 Stunden nach Infektion, mit dem TUNEL- und DAPI-Reagenz (Abbildung 36). 
 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 36: DNA-Fragmentierung 40 Stunden nach HRSV-Infektion. A549-Zellen wurden mit 

einer MOI von 3 für drei Stunden infiziert. Nach 40 Stunden wurden die Zellen mit dem TUNEL- und 

DAPI-Reagenz gefärbt. Der Nachweis der Infektion erfolgte mit einem polyklonalen α-RSV-FITC 

Antikörper.  

Im Falle einer Influenza A-Virus-Infektion konnte gezeigt werden, dass die Apoptose 

essentiell für die Replikation des Virus ist (Wurzer et al., 2003). Daher sollte auch hier 

untersucht werden, ob die Apoptose für RSV von Vorteil ist. Dazu wurden A549-Zellen mit 

RSV (MOI von 3) für drei Stunden infiziert und der Pan-Caspase-Inhibitor  

z-VAD acht Stunden nach Infektion zugegeben. Die Virustiter im Zellkulturüberstand wurden 

48 Stunden später ermittelt (Abbildung 37). Die erhaltenen Virustiter ergaben, dass der 

Caspase-Inhibitor keinen Einfluss auf die Virus-Replikation hatte. 

 
 

 
 
 
Abbildung 37: Die Apoptose hat keinen 
Einfluss auf die RSV-Replikation. A549-

Zellen wurden mit RSV infiziert (MOI von 3) 

und acht Stunden nach Infektion mit z-VAD 

in der angegebenen Konzentration 

behandelt. Die Bestimmung der Virustiter 

erfolgte 48 Stunden nach Infektion. 
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Um die Bedeutung des F-Proteins für die Apoptose infizierter A549-Zellen zu untersuchen, 

wurden die Zellen acht Stunden nach der Infektion (MOI von 3) mit dem monoklonalen 

Antikörper Synagis oder dem RhoA-Kinase Inhibitor Y-27632 behandelt. Durch die zeitlich 

versetzte Zugabe des monoklonalen Antikörpers wurde sichergestellt, dass die Infektion der 

Zellen nicht beeinträchtigt wurde (Abbildung 35 A). Die Anzahl der flotierenden Zellen im 

Zellkulturüberstand wurde 24, 48 und 72 Stunden nach Infektion mit Hilfe der Neubauer-

Zählkammer bestimmt (Abbildung 38). Die Behandlung mit Synagis als auch mit dem RhoA-

Kinase Inhibitor Y-27632 führte zu einer Reduktion der flotierenden Zellen im Überstand, 

wobei die cytoprotektive Wirkung von Synagis deutlich besser war als die von Y-27632.  
 

Abbildung 38: Synagis hemmt den Verlust infizierten Zellen. Die Infektion der A549-Zellen erfolgte 

mit einer MOI von 3. Acht Stunden nach Infektion wurde der Antikörper Synagis oder der RhoA-

Kinase Inhibitor (Y-27632) in der angegebenen Konzentration zugegeben. Flotierende Zellen wurden 

24, 48 und 72 Stunden nach Infektion im Zellkulturüberstand mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer 

gezählt. 

 

Wenn die Caspase-3/7-Aktivität 40 Stunden nach der Infektion gemessen wurde, so konnte 

eine erhebliche Steigung der Aktivität im Vergleich zu nicht infizierten Kontrollzellen 

nachgewiesen werden. Die Caspase-Inhibitoren (z-VAD, z-IETD, z-LEHD) konnten diesen 

vollständig unterbinden. Synagis und Y-27632 unterdrückten ebenfalls die Caspase-3-

Aktivität jedoch nicht so wirkungsvoll wie die Caspase-Inhibitoren (Abbildung 39).  
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Abbildung 39: Aktivierung der Caspase-3/7-Aktivität nach HRSV-Infektion. A549-Zellen wurden 

mit einer MOI von 3 für drei Stunden inokuliert. Acht Stunden nach Infektion wurden einige Ansätze 

zudem mit verschiedenen Inhibitoren in den angegebenen Konzentrationen versetzt. Die Messung der 

Caspase-3/7-Aktivität erfolgte 40 Stunden nach der Infektion. 

Diese Ergebnisse sind ein deutlicher Hinweis darauf, dass die RSV-vermittelte Apoptose vor 

allem durch das F-Protein induziert wird. 

5.16 Steigerung der transkriptionellen Aktivität des 
Transkriptionsfaktors p53 nach Infektion von A549-Zellen 

Die nach Einzelexpression des F-Proteins beobachtete transkriptionelle Aktivität des p53 

sollte auch im Kontext einer Infektion untersucht werden. A549-Zellen wurden hierfür mit 

dem Gen für die „firefly“-Luziferase unter Kontrolle verschiedener cis-aktiver-Elemente 

transfiziert und 24 Stunden später mit RSV infiziert. Die Messung der Luziferaseaktivität 

erfolgte 24 Stunden nach Infektion (Abbildung 40). Die Infektion von A549-Zellen führte zu 

einer signifikanten Steigerung der transkriptionellen p53-Aktivität. Die anderen 

Promotorelemente zeigten hingegen keine wesentliche Änderung ihrer transkriptionellen 

Aktivität. Dieses Ergebnis zeigt, dass die transkriptionelle Aktivität des Transkriptionsfaktors 

p53 sowohl in Zellen, die das F-Protein exprimierten, als auch in RSV-infizierten Zellen 

gesteigert ist. 
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Abbildung 40: Transkriptionelle Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53 nach Infektion. 
Nach Transfektion von A549-Zellen mit verschiedenen cis-aktiven Elementen (p53-luc, pAP1-luc, 

pNF-κB-luc, pTARE-luc und p125-luc) erfolgte nach 24 Stunden eine dreistündige Inokulation der 

Zellen mit RSV (MOI von 3). 24 Stunden nach Infektion wurde die Luziferase-Aktivität gemessen. Die 

x-fache Steigerung der transkriptionellen Aktivität bezieht sich auf die Werte nicht infizierter Zellen.  

Um einen Hinweis auf die funktionelle Bedeutung von p53 für die RSV-vermittelte Apoptose 

zu erhalten, wurden transgene A549-Zelllinien hergestellt, die eine dominant-negative 

Mutante des p53 (p53-DN) oder p53-spezifische „small hairpin“ RNA (siRNA-p53sh) 

konstitutiv exprimierten. Die Expression der p53-DN-Mutante sollte zu einer Hemmung der 

transkriptionellen Aktivität des endogenen p53 führen, die Expression der gegen das p53 

gerichteten shRNA sollte dagegen die Ubiquitinylierung und Degradation des p53 

veranlassen. Als Kontrolle dienten transgene A549-Zelllinien, die die entsprechenden 

Kontrollplasmide konstitutiv exprimierten. Die Zelllinien wurden mit HRSV (MOI von 3) für 3 

Stunden inokuliert. Nach 40 Stunden erfolgte die Messung der Caspase-3/7-Aktivtät 

(Abbildung 41). In Zellen, die mit den Kontrollplasmiden pIRESneo und psiRNA-luc 

transfiziert worden waren konnte eine erhebliche Steigerung der Caspase-3/7-Aktivität 

nachgewiesen werden. In Zellen, die mit p53-DN worden waren, war dagegen die Caspase-

3/7-Aktivität um mehr als 50% reduziert (Abbildung 41 A). Die Verwendung von shRNA hatte 

ebenfalls eine signifikante Reduktion der Caspase-3/7-Aktivität zur Folge (Abbildung 41 B).  
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Abbildung 41: Verminderte Caspase-3/7-Aktivität nach Infektion transgener A549-(p53-DN)- und 
A549-(sh-p53)-Zellen. Die transgenen Zelllinien wurden für 5 Stunden mit HRSV (MOI von 3) infiziert 

und die Caspase-3/7-Aktivität 40 Stunden nach Infektion bestimmt und in Bezug zu den ermittelten 

Werte der nicht infizierten Zellen gesetzt.  

 

Viele Tumorzellen besitzen meist eine mutierte Form des p53. Bei HEp-2-Zellen führt die 

Transformation mit dem E6-Protein des humanen Papillomavirus 18 zu einer 

Ubiquitinylierung und Degradation des p53 (Thomas et al., 1996a; Thomas et al., 1996b). 

A 

B 
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Diese Zelllinie stellt also eine gute Möglichkeit dar, die Rolle des p53 in der RSV-vermittelten 

Apoptose zu untersuchen. Tatsächlich konnte nach Infektion dieser Zelllinie mit HRSV (MOI 

von 3) nur eine geringe Steigerung der Caspase-Aktivität beobachtet werden, obwohl 

nahezu alle Zellen infiziert worden waren (Abbildung 42).  

 
 
Abbildung 42: Infektion der HEp-2-
Zellen weist nur geringe Caspase-
Aktivität auf.  
Die Zelllinien HEp-2 und A549 

wurden für drei Stunden mit einer 

MOI von 3 mit HRSV (A2-Stamm) 

infiziert und die Caspase-3/7-Aktivität 

40 Stunden später im Zelllysat 

bestimmt. Die Steigung wurde in 

Bezug auf die Werte nicht infizierter 

Zellen ermittelt.  
 

 

 

 

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass p53 in die RSV-vermittelte Apoptose involviert ist, die 

maßgeblich durch das F-Protein ausgelöst wird. 
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6. Diskussion 

6.1 Verteilung von Virokinin und seiner Rezeptoren in polarisierten 
Epithelzellen 

In polarisierten Epithelzellen wird RSV durch einen Knospungsprozess an der apikalen 

Membran freigesetzt (Brock et al., 2003; Roberts et al., 1995). Sollte das Virokinin als 

proteolytisches Produkt des F-Proteins ebenfalls apikal sezerniert werden könnte es seine 

Wirkung nur entfalten, wenn entsprechende Rezeptoren ebenfalls an der apikalen Membran 

vorhanden wären. Um die Wirkung des Virokinins auf seine Rezeptoren in polarisierten 

Epithelzellen zu untersuchen, wurden transgene MDCK-Zelllinien hergestellt, die das bovine 

RSV F-Protein oder einen der drei Tachykininrezeptorsubtypen induzierbar exprimierten. 

Hierbei konnte gezeigt werden, dass das Virokinin ungerichtet sezerniert wird, während die 

drei Tachykininrezeptoren an der basolateralen Membran exprimiert werden, so dass eine 

autokrine Wirkung möglich ist. Darüber hinaus könnte Virokinin auch parakrin auf andere 

unterhalb des Epithels liegenden Zellen, z.B. auf neuronale Zellen wirken, wobei es über 

einen cholinergenen Signalweg zur Bronchokonstriktion und Husten führen könnte. 

Die Untersuchung des RSV F-Proteins in polarisierten Epithelzellen zeigte, dass das Protein 

hauptsächlich zur apikalen Membran transportiert wird. Dieser Befund steht im Einklang mit 

früheren Berichten (Brock et al., 2005) und stimmt mit der beschriebenen apikalen 

Freisetzung von RSV aus Epithelzellen überein (Brock et al., 2003). Polarisierte Zellen, z.B. 

Neuronen und Epithelzellen, besitzen Sortiermechanismen, die gewährleisten, dass die 

Oberflächenproteine an die jeweilige Plasmamembrandomäne transportiert werden. Der 

Transport von Membranproteinen vom Typ I ist heute am besten untersucht. Die 

Sortierungssignale für einen basolateralen Transport liegen meist in der cytoplasmatischen 

Domäne und sind gut charakterisiert (Folsch et al., 1999; Hunziker et al., 1991; Matter et al., 

1992; Matter et al., 1994). Für den apikalen Transport sind dagegen sehr unterschiedliche 

Signale beschrieben worden, die der Ektodomäne, dem Membrananker oder der 

cytoplasmatischen Domäne zugeordnet wurden (Matter et al., 1992; Matter et al., 1994). Für 

das RSV F-Protein wurde mit Hilfe von chimären Proteinen gezeigt, dass die 

Transmembrandomäne ein apikales Sortierungssignal darstellt, das unabhängig von der 

Ektodomäne zu einem apikalen Transport des Proteins in polarisierten Epithelzellen führt 

(Brock et al., 2005). Das bovine RSV F-Protein wurde in dieser Arbeit im Unterschied zum 

humanen RSV F-Protein in geringen Mengen auch an der basolateralen Plasmamembran 

nachgewiesen. Dies ist möglicherweise auf die Unterschiede innerhalb der 

Transmembrandomäne beider Proteine zurückzuführen.  
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Das F-Protein wird am Cystein 550 durch Acylierung posttranslational modifiziert 

(Arumugham et al., 1989). Interessanterweise fehlt dem verwendeten bovinen RSV F-Protein 

(Stamm Stormond) im Gegensatz zum humanen RSV F-Protein, das für die Acylierung 

benötigte Cystein. Mehrere in der cytoplasmatischen Domäne des aviären Influenzavirus 

HA-Proteins lokalisierte Acylierungen spielen bei der Assoziation des Proteins mit „Lipid 

rafts“ eine große Rolle (Wagner et al., 2005). Diese Mikrodomänen sind auch am apikalen 

Transport von Membranproteinen beteiligt (Simons & Ikonen, 1997). Für das HRSV F-

Protein ist eine Assoziation mit diesen Membrandomänen bereits beschrieben worden 

(Fleming et al., 2006). Ein Fehlen der Acylierung könnte also bei dem verwendeten bovinen 

RSV F-Protein zu einer nicht so strengen apikalen Sortierung führen. Weitere Studien unter 

Verwendung von chimären Proteinen sind notwendig um die Ursache der unterschiedlichen 

Verteilung der beiden RSV F-Proteine zu klären. 

Mit Hilfe eines kompetitiven ELISAs und Translokationsstudien konnte gezeigt werden, dass 

Virokinin offenbar ungerichtet sezerniert wird, sich also anders verhält als das 

Membranprotein, aus welchem es durch proteolytische Spaltung freigesetzt wurde. Hieraus 

muss man folgern, dass die Prozessierung des Vorläufers F0 im Trans-Golgi-Netzwerk noch 

vor der Sortierung in die apikalen und basolateralen Vesikeln erfolgen muss. Im Gegensatz 

zu zellulären Tachykininen wird das Virokinin N-glykosyliert (Zimmer et al., 2001a). In einer 

früheren Arbeit wurde postuliert, dass die N-Glykosylierung ein apikales Transportsignal 

sezernierter Proteine darstellt (Scheiffele et al., 1995). In diesen Studien wurde gezeigt, dass 

das glykosylierte Protein über die apikale Plasmamembran sezerniert wurde, die Sekretion 

des nicht-glykosylierten Proteins jedoch ungerichtet stattfand. Demnach hätte die N-

Glykosylierung des Virokinins ebenfalls zu einer apikalen Sekretion führen müssen. Eine 

mögliche Erklärung für das vorliegende Ergebnis liegt in dem Vorhandensein von apikal 

lokalisierten, zellulären Endoproteasen wie z.B. der Neutralen Endopeptidase oder dem 

„angiotensin-converting-enzyme“ (ACE), die zu einem Abbau von Tachykininen führen 

können (Joos et al., 2000). Falls dies tatsächlich der Fall ist, würde der Abbau von apikal 

sezerniertem Virokinin zu dem Eindruck führen, dass das Virokinin ungerichtet sezerniert 

wird. Zukünftige Studien mit spezifischen Inhibitoren sollten Aufschluss über die Funktion 

einzelner Endoproteasen im Abbau von Virokinin geben. 

Mit Hilfe der transgenen MDCK-Zelllinien, die induzierbar jeweils einen der drei 

Tachykininrezeptorsubtypen exprimierten, konnte zum ersten Mal die vorwiegend 

basolaterale Lokalisation der Rezeptoren in polarisierten Epithelzellen gezeigt werden. Die 

Sortierung von Proteinen mit mehreren Transmembrandomänen ist, im Gegensatz zu der 

Sortierung von Membranproteinen des Typ I, nur wenig verstanden. Für die G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren mit sieben Transmembrandomänen sind sowohl Beispiele für 

apikalen als auch basolateralen Transport bekannt. So wird der Rhodopsin-Rezeptor in 
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polarisierten MDCK-II-Zellen apikal transportiert, nach Deletion des C-terminalen Domäne ist 

er dagegen gleich verteilt (Chuang & Sung, 1998). Bei dem Follikel-stimulierenden-

Hormonrezeptor (FSH-Rezeptor) führt ein einfaches Tyrosin-haltiges Motiv zu einer 

hauptsächlich basolateralen Expression des Rezeptors (Beau et al., 1998). Bei dem alpha-

adrenergen Rezeptor sind mehrere transmembrane Regionen für den basolateralen 

Transport verantwortlich (Saunders et al., 1998). Weiterhin wurde eine Dominanz 

basolateralen gegenüber apikalen Sortiersignalen beschrieben (Brown & Stow, 1996). Beim 

Tachykininrezeptor-1 liegen in der cytoplasmatischen Domäne verschiedene Tyrosin-Motive 

vor. Ihre Bedeutung für den basolateralen Transport soll in zukünftigen Studien untersucht 

werden.  

6.2 Virokinin führt zur transkriptionellen Aktivität 

Die Bindung eines Liganden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren führt zur Aktivierung 

unterschiedlicher Signalwege. Die durch die Bindung ausgelöste Konformationsänderung 

des Rezeptors resultiert in einem Austausch von GDP gegen GTP in der mit dem Rezeptor 

assoziierten Gα-Untereinheit. Daraufhin dissoziiert die Gα-Untereinheit vom Rezeptor und 

führt – abhängig vom Typ der Gα-Untereinheit - zu einer Aktivierung bzw. Inhibierung 

unterschiedlicher Effektorproteine und nachfolgender Signalwege. Hierbei spielen G-Protein-

Rezeptor Kinasen (GRK) und β-Arrestine eine entscheidende Rolle (Lefkowitz et al., 1992). 

Die Zugabe von konditioniertem Überstand zu MDCK-(TACR-1-GFP)-Zellen führte zu einer 

Internalisierung des Rezeptors, wie sie auch für zelluläre Tachykinine beschrieben wurde 

(Barak et al., 1997; Zhang et al., 1999). Die Endozytose fand jedoch nur nach Behandlung 

der basolateralen Plasmamembran mit dem entsprechenden Tachykinin statt, nicht aber 

nach apikaler Zugabe des Peptidhormons. Für das zelluläre Tachykinin Substanz P konnte 

gezeigt werden, dass die Bindung an den Tachykininrezeptor-1 eine Translokation von β-

Arrestin an die Plasmamembran zur Folge hat und zur Endozytose des Rezeptors führt 

(McConalogue et al., 1999; Schmidlin et al., 2002). β-Arrestin besitzt hierbei unterschiedliche 

Funktionen. Einerseits stellt es ein Adapterprotein für Clathrin und AP-2 dar, und kann so zu 

einer Clathrin-vermittelten Endozytose führen (Goodman et al., 1996; Goodman et al., 1997). 

Andererseits stellen β-Arrestine ein molekulares Gerüst dar, das Komponenten der Mitogen-

aktivierten-Proteinkinase-Kaskade, wie z.B. Src und Raf-1 zu dem internalisierten 

Rezeptorkomplex rekrutiert und so die subzelluläre Lokalisation und Funktion von aktivierten 

ERK1/2 (extrazellular signal regulated kinase 1 and 2) beeinflusst (Defea et al., 2000; 

Ferguson et al., 1996; Ferguson et al., 1998; Ferguson, 2001; Krupnick & Benovic, 1998). 

Die Aktivierung weiterer Signalwege kann zudem über die heterotrimeren G-Proteine 

erfolgen. Bis heute sind zahlreiche unterschiedliche trimere G-Proteine bekannt, die nach 
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Entkopplung von dem jeweiligen G-Protein-gekoppelten Rezeptor auf verschiedene 

Effektorproteine, wie z.B. der Adenylat-Zyklase, der Phospholipase Cβ und Ionenkanälen, 

wirken können (Tabelle 5). 

 

 Effektorprotein second messenger 

Gαs stimuliert Adenylatzyklase cAMP 

GαI 
hemmt Adenylatzyklase 

Öffnung von Kaliumkanälen 

keine cAMP-Bildung  

Änderung des Membranpotenzials 

Gαq/o stimuliert Phospholipase C Ionsitol-1,4,5-triphosphat; 1,2-Diacylglycerin 

Gα12 
Stimuliert RasGAP (GTPase 

aktivierendes Protein 
 

Gα13 Stimuliert die RhoGEF-Aktivität  

 
Tabelle 5: Eigenschaften der unterschiedlichen Gα-Untereinheiten. 

     (abgeändert aus Gomperts, Kramer, Tatham, Signal transduction, 2004.)  

Die Messung der transkriptionellen Aktivität von BHK-21-(rTACR1)-Zellen nach Behandlung 

mit synthetischem Virokinin wies eine Aktivierung des „cAMP-response“- (CRE) und des 

„Serum-response“-Elementes (SRE) auf. Die Aktivierung von CRE kann darauf 

zurückgeführt werden, das TACR-1 in diesen Zellen mit einer Gαs-Untereinheit assoziiert ist, 

was zu einer Aktivierung der Adenylatzyklase und zur Bildung von cAMP führt. Frühere 

Untersuchungen haben gezeigt, dass Substanz P abhängig von dem jeweiligen Gewebe die 

Bildung von cAMP stimuliert (Hunter & Picton, 1999; Narumi & Maki, 1978; Yamashita et al., 

1983) oder inhibiert (Laniyonu et al., 1988). Diese Studien weisen daraufhin, dass das 

Virokinin abhängig von dem jeweiligen Gewebe zu einer Aktivierung unterschiedlicher Gα-

Untereinheiten führen kann. Der Nachweis einer transkriptionellen Aktivität des SRE nach 

Behandlung der Zellen mit Virokinin könnte auf verschiedenen Mechanismen beruhen. Es 

könnte auf die Gβγ-Untereinheiten zurückzuführen sein, die eine Aktivierung des MAPK-

Signalweges bewirken können (Gudermann, 2001; Hawes et al., 1995; Lallemend et al., 

2003; van Biesen et al., 1996). Weiterhin kann die Aktivierung des Rezeptors über β-Arrestin 

auch zur Aktivierung der ERK1/2 führen (DeFea et al., 2000a). Zudem ist eine 

Transaktivierung des EGF-Rezeptors („epidermal growth factor“) durch Substanz P 

beschrieben worden, was ebenfalls zu einer Aktivierung des MAPK-Signalweges führen 

kann (Koon et al., 2004). 

Die Rolle des Virokinins im Kontext einer RSV-Infektion ist bis heute nicht geklärt. Die in der 

Folge einer BRSV-Infektion beobachteten pathogenen Phänomene wie Bronchokonstriktion, 

Ödembildung, Histaminfreisetzung, vermehrte Schleimbildung und Lymphozyteninfiltration 
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des Gewebes können durch Tachykinine wie Substanz P ausgelöst werden (Joos, 2001; 

Joos & Pauwels, 2001), so dass es wahrscheinlich ist, dass Virokinin bei der Pathologie der 

RSV-Infektion eine Rolle spielt (Valarcher & Taylor, 2007; Zimmer et al., 2003). Diese 

Hypothese wird durch Infektionsstudien im Rind unterstütz, wonach eine Infektion mit BRSV 

dessen pep27 deletiert war, zu einer verminderten Pathologie führte (Valarcher et al., 2006). 

Tachykinine wirken aber auch antiapoptotisch und proliferativ (Bockmann et al., 2001; DeFea 

et al., 2000a; Dimri et al., 2000). Die Wirkung des Virokinins könnte somit der RSV- 

vermittelten Apoptose entgegenwirken, zumindest in Zellen, die über die 

Tachykininrezeptoren verfügen. Weiterhin wurden Tachykinine mit dem Auftreten von Husten 

in Verbindung gebracht (Chapman et al., 1998; El-Hashim & Amine, 2005; O'Connor et al., 

2004; Sekizawa et al., 1995; Widdicombe, 1995). Sollte Virokinin während einer RSV-

Infektion einen Hustenreflex auslösen, wie für das zelluläre Tachykinin Substanz P 

beschrieben (El-Hashim & Amine, 2005; Sekizawa et al., 1995; Sekizawa et al., 1996), 

würde dies vermutlich die Verbreitung des Virus unterstützen.  

6.3 Das F-Protein induziert Apoptose 

Frühere Studien haben gezeigt, dass nach einer Infektion mit HRSV sowohl humane primäre 

Epithelzellen als auch die humane Lungenkarzinom-Zelllinie A549 an Apoptose zugrunde 

gehen (Bitko & Barik, 2001; Kotelkin et al., 2003). Die HRSV-vermittelte Apoptose konnte 

durch die Behandlung der infizierten A549-Zellen mit einem monoklonalen humanisierten 

Antikörper (Synagis, Palivizumab) gehemmt werden. Dies deutet darauf hin, dass das F-

Protein eine dominierende Rolle bei der HRSV-vermittelten Apoptose spielt. Tatsächlich 

führte auch die Expression des F-Proteins in Abwesenheit anderer viraler Proteine zu einer 

fulminanten Apoptose der Epithelzellen, die ebenfalls mit Synagis unterdrückt werden 

konnte. Ob dies auf einer Hemmung der rezeptorbindenden Aktivität oder direkt auf der 

Hemmung der Fusionsaktivität des Proteins beruht, ist bis heute unklar. Eine Interaktion des 

RSV F-Proteins mit zellulären Apoptose-induzierenden Signalmolekülen ist durchaus 

möglich. Das F-Protein ist mit „Lipid rafts“ der Plasmamembran assoziiert (Fleming et al., 

2006), die als Plattform verschiedener Signalwege dienen (Simons & Toomre, 2000), 

möglicherweise auch solchen, die zur Apoptose führen.  

Die Infektion von A549-Zellen führte rasch zur Akkumulation von flotierenden, fusionierten 

Zellen. In den Einzelexpressionsstudien konnte ebenfalls die F-Protein-induzierte Bildung 

von Synzytien beobachtet werden, die relativ rasch apoptotisch wurden. Vor allem in den 

mehrkernigen Riesenzellen wurde eine Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors und 

Tumorsuppressors p53 an Serin 15 beobachtet werden. Die Verwendung eines 

Reportergenexperiments zeigte eine erhebliche Steigung der transkriptionellen Aktivität von 

p53. Die Hemmung der transkriptionellen Aktivität mittels einer dominant-negativen p53-
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Mutante, sowie die Reduktion der p53-Expression durch „small hairpin“ RNA, führte in 

Infektionsstudien zu einer Hemmung der Apoptose in A549-Zellen. Ein weiterer Beleg für die 

Bedeutung des Tumorsuppressors für die RSV-vermittelte Apoptose konnte durch die 

Verwendung der HEp-2-Zelllinie erbracht werden. Diese Zelllinie ist mit dem E6-Protein des 

Papillomavirus HPV 18 transformiert, das zur Ubiquitinylierung und Abbau von p53 führt 

(Thomas et al., 1996a; Thomas et al., 1996b). Tatsächlich trat nach der Infektion dieser 

Zelllinie mit HRSV kaum Apoptose auf. Die Expression des humanen RSV F-Proteins in 

transgenen Calu3-Zellen, die wie viele permanente Zelllinien eine mutierte Form des p53 

aufweisen (Polizzi et al., 1999), führte ebenfalls nicht zur Apoptose. 

Die Hemmung der RhoA-Kinase mit Hilfe des Inhibitors Y-27632 führte in MDCK-(hF-GFP)-

Zellen zu einer signifikanten Reduktion der F-induzierten Apoptose. Die Bedeutung des 

RhoA-Signalweges als auch der RhoA-Kinase-Aktivität für die Bildung von Synzytien wurde 

bereits in früheren Studien beschrieben (Gower et al., 2005; Pastey et al., 1999). Die Fusion 

von Zellen durch das HIV-1 Glykoprotein Env führt ebenfalls zur Apoptose. Durch die 

konstitutive Expression einer dominant-negativen Mutante von RhoA (RhoN19) konnte die 

HIV-1 Env-Protein-vermittelte Fusion gehemmt werden (Pontow et al., 2004). Die Wirkung 

des RhoA-Inhibitors Y-27632 könnte auch die Induktion der Apoptose selbst beeinflussen. 

So wurde berichtet, dass die RhoA/RhoKinase-Aktivitäten im Zusammenhang mit einer 

verstärkten Expression des proapoptotischen Proteins Bax stehen, welches nach 

Translokation zur Mitochondrienmembran eine Aktivierung proapoptotischer Signalwege in 

Cardiomyocyten induziert (Del Re et al., 2007). Weiterhin wurde gezeigt, dass in MDCK-II-

Zellen die Hemmung von RhoA-Kinase durch Y-27632 das Ausstoßen von proapoptotischen 

Zellen durch den Zellverband verhindert (Rosenblatt et al., 2001). Darüber hinaus hat der 

RhoA-Signalweg einen Einfluss auf den Zellzyklus, indem er durch Suppression des CDK-

inhibierenden Proteins p21waf/cip die Aktivierung von Cyklinen bewirkt (Knight-Krajewski et al., 

2004; Olson et al., 1998). Die Aktivierung von RhoA in F-induzierten Synzytien könnte zum 

Eintritt der Zellen in die Mitose und daraufhin in eine mitotische Katastrophe führen (Castedo 

& Kroemer, 2004; Castedo et al., 2004b). Die Reduktion der F-vermittelten Apoptose durch 

den Inhibitor Y-27632 könnte somit auf verschiedene RhoA/Rho-Kinase Funktionen 

zurückzuführen sein.  

Eine deutliche Reduktion der F-induzierten Apoptose konnte auch durch die Hemmung der 

Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) p38 mit dem spezifischen Inhibitor SB203580 

erreicht werden. Hierbei führte der Inhibitor zu einer verminderten Phosphorylierung und zu 

einer reduzierten transkriptionellen Aktivität des p53. Diese p38-vermittelte Phosphorylierung 

des p53 spielt im Zusammenhang der HIV-1 Env-induzierten Apoptose ebenfalls eine 

entscheidende Rolle (Perfettini et al., 2005a). Überhaupt bestehen zwischen der F-Protein-

vermittelten Apoptose und der durch das HIV-1 Glykoprotein Env hervorgerufenen Apoptose 
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auffallende Ähnlichkeiten (Ferri et al., 2000a; Ferri et al., 2000b; Perfettini et al., 2005b). Die 

Fusion von HIV-1 Env-exprimierenden Zellen mit Zellen, die sowohl den CD4-Rezeptor als 

auch den CXCR4 Rezeptor exprimieren, führt zur Bildung von Synzytien und zur 

Verschmelzung der Zellkerne (Karyogamie). Aufgrund dieser Karyogamie findet ein abortiver 

Eintritt in die Prophase der Mitose statt, welcher in einer transienten Aktivierung der Cyclin-

abhängigen Kinase 1 (CDK1) und der darauffolgenden Permeabilisierung der Kernhülle 

resultiert (Castedo et al., 2003; Castedo et al., 2004a; Castedo et al., 2004b). Zudem wurde 

eine Akkumulation des „mammalian target of Rapamycin“ (mTOR) beschrieben (Castedo et 

al., 2002), welches zusammen mit der MAPK p38 zu einer Phosphorylierung und Aktivierung 

von p53 führt. Die p53-abhängige Aktivierung verschiedener proapoptotischer Proteine wie 

Bax und Puma führt dann zur Aktivierung des mitochondrialen Apoptoseweges (Abbildung 

43). Tatsächlich konnte die aktive Form des proapoptotischen Proteins Bax auch nach 

Induktion der F-Protein-Expression in MDCK-Zellen nachgewiesen werden.   

Die sowohl in Infektionsstudien als auch nach Einzelexpression des F-Proteins erhöhte 

Caspase-3/7-Aktivität konnte durch Verwendung des Pan-Caspase-Inhibitors z-VAD-fmk 

vollständig unterbunden werden. In gleicher Weise führte die spezifische Hemmung der 

Caspasen-8, -9 und -2 zu einer deutlichen Inhibition der Effektorcaspase-3. 

Interessanterweise wurde von anderen eine Verbindung zwischen der Caspase-2 und dem 

Tumorsuppressor p53 hergestellt. Danach kann p53 eine Aktivierung des „p53-induced 

protein with a death domain“ (PIDD) herbeiführen, welches wiederum einen Komplex mit 

dem Adapterprotein RAIDD und Caspase-2 bildet. Diese Komplexbildung resultiert in einer 

enzymatisch aktiven Caspase-2 (Cuenin et al., 2007; Tinel & Tschopp, 2004; Tinel et al., 

2007), die wiederum Caspase-8 aktivieren kann. Diese führt über den mitochondrialen 

Apoptoseweg (Lin et al., 2004) zum Cytochrom C-Ausstrom und zur Aktivierung der 

Caspase-9, welches auch die Aktivierung der Effektorcaspase-3 zur Folge hat (Abbildung 

43).  

Der Fas-Rezeptor, der ebenfalls eine Rolle in der Caspase-8-vermittelten Apoptose spielt, 

hatte keinen Einfluss auf die F-vermittelten Apoptose. Die Expression einer dominant-

negativen Mutante des Fas-Rezeptors als auch einer dominant-negativen Variante des Fas-

Adapterproteins FADD (Fas assoziated protein with death domain) in MDCK-(hF-GFP)-

Zellen konnten die F-induzierte Apoptose nicht hemmen. In Übereinstimmung mit diesen 

Ergebnissen führte die Expression einer dominant-negativen Mutante des FADD, in 

Infektionsstudien, zu keiner Reduktion der HRSV-induzierten Caspase-3-Aktivität (Bitko & 

Barik, 2001).  
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Abbildung 43: Schematische Darstellung einer möglichen Aktivierung der Apoptose-
Mediatoren.  

6.4 Regulation der Apoptose 

Eine verfrühte Apoptose würde im Falle einer RSV-Infektion die Virusreplikation negativ 

beeinflussen. In früheren Studien wurden jedoch verschiedene RSV-induzierte 

antiapoptotische Mechanismen beschrieben, die die Apoptose verzögern können (Bitko et 

al., 2007; Groskreutz et al., 2007; Kotelkin et al., 2003; Monick et al., 2004). Die Sekretion 

des oben beschriebenen Virokinins ist möglicherweise ein weiterer antiapoptotischer 

Mechanismus des RSV, wobei zukünftige Studien diese Wirkung belegen müssen.  

Der hauptsächlich apikale Transport des F-Proteins stellt eine weitere Möglichkeit dar, die 

Fusion und damit möglicherweise die Induktion der Apoptose hinauszuzögern, da das apikal 

lokalisierte F-Protein nicht mit dem entsprechenden Rezeptor der Nachbarzellen interagieren 

und so die Fusion induzieren könnte. Diese Hypothese könnte die stärkere proapoptotische 

Eigenschaft des bovinen RSV F-Proteins erklären, wonach das bovine RSV F-Protein im 

Gegensatz zu dem humanen RSV F-Protein bereits zu Beginn der Expression in geringen 

Mengen an der basolateralen Membran nachweisbar war. Jedoch auch im Falle des 

humanen RSV F-Proteins wurde später ein Verlust der Polarität und schließlich Apoptose 

beobachtet. Der Polaritätsverlust ist möglicherweise auf eine Aktivierung von RhoA durch 

das F-Protein zurückzuführen (Gower et al., 2001; Pastey et al., 1999). RhoA, ein kleines G-

Protein, ist unter anderem an der Modulation des Aktinskeletts beteiligt (Bruewer et al., 2004; 
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Bryan et al., 2005; Jou et al., 1998) und könnte so die F-Protein vermittelte Zell-Zell-Fusion 

unterstützen. 

Neben dem Nachteil einer verfrühten Apoptose könnte diese zu einem späteren Zeitpunkt im 

Replikationszyklus Vorteile für das Virus haben. RSV-infizierte Zellen setzen nur wenig Virus 

frei, der größere Teil des Virus liegt zellassoziiert vor (Wechsler et al., 1985). Das Ausstoßen 

proapoptotischer, infizierter Zellen in das Atemwegslumen könnte eine Verbreitung des 

zellassoziierten Virus verbessern. Der durch die Infektion hervorgerufene Verlust der 

epithelialen Polarität und damit der Verlust der Schutzfunktion würde zudem die vor kurzem 

beschriebene Ausbreitung des Virus in extrapulmonales Gewebe ermöglichen (Eisenhut, 

2006). Schließlich ist es denkbar, dass RSV, das mit ausgestoßenen Zellen im Lumen der 

Atemwege assoziiert ist, durch Zellen des Immunsystems nur unzureichend bekämpft 

werden kann.  

6.5 Bedeutung für die Pathologie 

Histopathologische Untersuchungen haben gezeigt, dass die Infektion mit RSV zu einer 

Verstopfung (Obstruktion) der Atemwege mit abgesondertem Schleim, Fibrin, sowie 

inflammatorischen- und abgelösten RSV- infizierten Zellen führen kann, einer bei 

Kleinkindern häufig auftretenden Komplikation nach RSV-Infektion (Aherne et al., 1970; 

Johnson et al., 2007).  

Die Einzelexpression des F-Proteins als auch die Infektionsstudien in dieser Arbeit haben 

gezeigt, dass das Fusionsprotein Apoptose induziert, und die apoptotischen Zellen aus dem 

Zellverband ausgestoßen werden. Sollte dies in ähnlicher Weise in den Epithelien der 

Atemwege geschehen, so ist vermutlich dieser Prozess maßgeblich an der Obstruktion der 

Atemwege beteiligt. Das Ausstoßen von proapoptotischen Epithelzellen ist ein Aktin- und 

Myosin- vermittelter Mechanismus (Rosenblatt et al., 2001). Die Verdrängung von 

apoptotischen Zellen aus dem Epithel bietet eine Erklärung dafür, dass in früheren Studien 

mit primären Epithelzellen keine offensichtliche Cytopathogenität von RSV beobachtet 

werden konnte (Zhang et al., 2002).  

RSV infiziert bevorzugt die Cilien-tragenden Epithelzellen (Zhang et al., 2002). Der F-

induzierte programmierte Zelltod dieser Zellen könnte zu einer verminderten „pulmonary 

clearance“ führen, die wiederum die Wahrscheinlichkeit für bakterielle Sekundärinfektion 

erhöht. Für die chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (COPD) wurde beschrieben, dass 

aufgrund einer ausgeprägten Apoptose, phagozytierende Zellen die apoptotischen Zellen 

nicht beseitigen können und diese daraufhin nekrotisch werden (Vandivier et al., 2006). 

Diese sekundäre Nekrose führt zu der Freisetzung von inflammatorischen Mediatoren. Es ist 

möglich, dass die F-induzierte Apoptose in ähnlicher Weise in eine sekundäre Nekrose 
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übergeht, die dann die für RSV-Infektionen typische Entzündung der Atemwege erklären 

könnte (Abbildung 44).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
Abbildung 44: Schematische Darstellung der möglichen F-Protein-vermittelten Pathogenität. 

6.6 Therapie 

Der gegen das RSV F-Protein gerichtete monoklonale humanisierte Antikörper Synagis 

(Palivizumab) wird Kleinkindern und Risikogruppen präventiv verabreicht, um schweren 

RSV-Infektionen vorzubeugen (Cardenas et al., 2005; Fuller & Del Mar, 2006). In dieser 

Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Behandlung der Zellen mit Synagis die F-Protein-

vermittelten cytopathischen Effekte signifikant reduzierte. Diese Reduktion konnte sowohl 

nach Behandlung der polarisierten MDCK-(hF-GFP)-Zellen als auch nach HRSV-Infektion 

von A549-Zellen beobachtet werden. Jedoch war der Antikörper auch bei höheren 

Konzentrationen nicht in der Lage die Apoptose vollständig zu hemmen. Zum einen könnte 

dies auf eine mögliche intrazelluläre cytotoxische Aktivität des F-Proteins zurückzuführen 

sein. Zum anderen könnten durch die Expression des F-Proteins weitere interne Signalwege 

ausgelöst werden, wie z.B. ER-Stress, welche nicht durch exogene Gabe des Antikörpers 

gehemmt werden könnte. Tierstudien haben gezeigt, dass die Applikation von 

neutralisierenden, gegen das F-Protein gerichteten Antikörpern zwar zu einer Reduktion des 

Virustiters, nicht aber zu einer Verbesserung des klinischen Verlaufs führte (Haynes et al., 

2002; Mejias et al., 2005). Diese Beobachtung könnte damit erklärt werden, dass wenn die 

Apoptose erst einmal induziert wurde, der Krankheitsverlauf durch Behandlung mit 

neutralisierenden Antikörpern nicht mehr zu beeinflussen ist.  
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Die Hemmung der Fusion und damit eine eventuelle neue Therapiemöglichkeit einer akuten 

RSV-Infektion könnte auch mit Hilfe von Fusionsinhibitoren erreicht werden. Dies konnte in 

dieser Arbeit zudem bereits nach Gabe des Peptides, des für das Masernvirus 

beschriebenen fusionsinhibitorischen Peptid z-fFg gezeigt werden. Weiter kleine Moleküle 

wurden beschrieben, die die Fusion inhibieren und die Infektion und die virale Ausbreitung 

reduzieren (Cianci et al., 2004a; Cianci et al., 2004b; Cianci et al., 2005; Yu et al., 2006; Yu 

et al., 2007). Die Problematik mit solchen Fusionsinhibitoren ist vermutlich ähnlich der der 

therapeutischen Antikörper. Der Einsatz müsste zu einem sehr frühen Zeitpunkt während der 

Infektion erfolgen, um noch einen therapeutischen Nutzen zu erzielen.    

Trotz vieler Anstrengungen ist bis heute kein protektiver Impfstoff gegen HRSV erhältlich. Ein 

in den 60er Jahren eingesetzter Impfstoff aus Formalin-inaktiviertem RSV bot keinen Schutz 

vor einer anschließenden natürlichen HRSV-Infektion, vielmehr traten sogar verstärkte 

Krankheitssymptome auf, die zum Tod einiger Kinder führten (Kim et al., 1969). Der Impfstoff 

induzierte zwar die Bildung von Antikörpern, diese vermochten jedoch das Virus nicht zu 

neutralisieren (Murphy et al., 1989). In den darauf folgenden Jahren wurden verschiedene 

Ansätze für die Entwicklung eines HRSV-Impfstoffes verfolgt. So wurden unter anderem 

Protein-Impfstoffe auf Basis des F-Proteins (Groothuis et al., 1998; Hancock et al., 1995) 

oder auf Basis des G-Proteins (Power et al., 2001a; Power et al., 2001b), attenuierte 

Lebendimpfstoffe (Bermingham & Collins, 1999; Jin et al., 2003; Karron et al., 1997b; Kim et 

al., 1973; Teng et al., 2000; Wright et al., 2007) und rekombinante BRSV/HRSV-Chimären 

(Buchholz et al., 2000) experimentell eingesetzt. Hierbei stellte sich aber heraus, dass diese 

Impfstoffe entweder zu attenuiert oder noch zu pathogen waren und daher für die 

Immunisierung von Neugeborenen nicht in Frage kamen. Diese Problematik könnte mit dem 

F-Protein in Zusammenhang stehen. Das Glykoprotein ist essentiell für die Virusreplikation, 

besitzt andererseits aber proapoptotische Eigenschaften. Eine Attenuierung von RSV ist 

wahrscheinlich nur auf Kosten der Fusionsaktivität zu erreichen, die aber mit einer 

verringerten Replikation und Immunogenität verbunden ist.   

Eine weitere Therapiemöglichkeit stellt die Gabe von Caspase-Inhibitoren während einer 

akuten RSV-Infektion dar. So haben tierexperimentelle Studien gezeigt, dass der Einsatz des 

Pan-Caspase-Inhibitors z-VAD-fmk zu einer Reduktion der Symptome bei einer akuten 

bakteriellen Meningitis führte (Braun et al., 1999; Hara et al., 1997). 

 

Diese Arbeit hat gezeigt, dass das F-Protein eine Schlüsselrolle bei der Cytopathogenität 

von RSV einnimmt. Neue Therapien, die das F-Protein zum Ziel haben, stellen eine 

vielversprechende Option dar, um diesen weit verbreiteten Erreger von respiratorischen 

Erkrankungen zu bekämpfen. 
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