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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden die frihen Reproduktionschritte von humanem Rhinovirus Typ
14 untersucht. AuRerdem wurde untersucht, inwieweit der Virusrezeptor allein die In-
fektion von Zellen determiniert. Dazu wurden BHK-Zellen eingesetzt, die durch den
fehlenden Virusrezeptor ICAM-1 nicht in der Lage sind, mit HRV-14 infiziert zu wer-
den. Als infizierbare Zellen dienten ICAM-1-tragende und fur HRV-14 empfangliche
HelLa-Zellen. Zur Klarung der Frage, ob der Virusrezeptor allein fir eine Infektion einer
Zelle verantwortlich ist, wurden nicht-infizierbare BHK-Zellen in Zusammenarbeit mit
Dr. Langner (Behring-Werke) mit dem Virusrezeptor ICAM-1 transfiziert (sog. BHK-
ICAM-1-Zellen). In allen drei Zelllinien (HeLa-, BHK-, BHK-ICAM-1-Zellen) wurde die

Produktion viraler RNA und reifer Virusnachkommenschaft gemessen.

4.1. Verlauf der friihen Reproduktionsschritte von HRV-14 in HeLa-Zellen

HRV-14 wird durch rezeptorvermittelte Endozytose in permissive HelLa-Zellen auf-
genommen. Der entsprechende Virusrezeptor ist das Intercellular Adhesion Molecu-
le 1, ICAM-1 (Greve et al., 1989; Staunton et al., 1989). Eine Blockierung dieses Re-
zeptors durch monoklonale Antikdrper fihrte zu einer messbaren Reduktion viraler
RNA-Synthese sowie der Synthese reifer Viren (s. 3.1.2.1). Ein gleicher Effekt konnte
durch die Kompetition der Virusadsorption durch |8sliches ICAM-1-Immunglobulin er-
zielt werden (s. 3.1.2.2). Versuche mit anderen Arten von l6slichem ICAM-1 fihrten
ebenfalls zu einer Reduktion der Infektiositat von HRV-14 (Greve et al., 1991; Casas-

novas et al., 1994).

Transmissionselektronenmikroskopisch konnte bei HeLa-Zellen die Bindung von HRV-
14 an die Zelloberflache nachgewiesen werden (s. 3.1.1, Abb. 6B). Anschlieend er-
folgte die Penetration in die Zelle durch Aufnahme in ‘coated pits‘ und ‘coated vesic-
les‘. Nach der Fusion mit Endosomen (s. 3.1.1, Abb. 6E) kam es nach ca. 30 Minuten

p.i. zu einem pH-abhangigen Uncoating des Virus. Dieser Uncoating-Mechanismus ist
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durch carboxylische lonophore wie Monensin, die den niedrigen pH von ca. 5 in den

Endosomen erhdhen, hemmbar (s. 3.1.2.3).

Nach dem Freisetzen der RNA aus dem Viruskapsid (Uncoating) in das Zytoplasma
der HelLa-Zelle wurde die Neusynthese der viralen RNA (s. 3.2.3.2.) nachgewiesen.
Nach 7 Stunden p.i. war die maximale Einbaurate von *H-Uridin erreicht (Abb. 15).

Nichtinfizierte HeLa-Zellen zeigten zum gleichen Zeitpunkt nur 10% der Einbaurate.

Der elektronenmikroskopische Nachweis eines zytopathischen Effekts (s. 3.1.1, Abb.
6F) sowie der in der SDS-Gelelektrophorese beobachtete virusspezifische Shut-off
und die Produktion virusspezifischer Proteine (Vorlauferproteine, Kapsidproteine) (s.
3.2.3.5) zeigten eindeutig eine produktive Infektion von HelLa-Zellen durch HRV-14.
Die abschlieRende Freisetzung aus infizierten Zellen konnte indirekt durch die Bildung
von Plaques bei der Neuproduktion reifer Viren (s. 3.2.3.3) nachgewiesen werden.
Nach 8 Stunden p.i. war die maximale Virusreproduktion erreicht und lag um den Fak-
tor 500 Uber dem p.f.u.-Wert zu Beginn der Infektion (Abb. 16).

Diese Art von Reproduktionszyklus ist auch bei anderen Picornaviren wie Polioviren
bekannt (Madshus et al., 1984; Zeichhardt et al., 1985; Zeichhardt et al., 1987; Wil-
lingmann et al., 1989).

4.2, Einfluss von ICAM-1 als Virusrezeptor von HRV-14 auf die Adsorption
und Penetration von HRV-14 in transfizierte BHK-ICAM-1-Zellen

Zur Virusaufnahme und zur weiteren produktiven Vermehrung von HRV-14 spielt der
Virusrezeptor ICAM-1 eine entscheidene Rolle im Reproduktionszyklus von HRV-14.
Daher wurde gepruft, ob die Transfektion von nichtpermissiven BHK-Zellen mit
ICAM-1 zur Permissivitat gegenuber HRV-14 fuhrt.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen solcher transfizierten BHK-ICAM-1-Zellen
zeigten eine unerwartete Art der Virusaufnahme in Membrankanalen, in denen die

Viren nach 5 Minuten p.i. wie Perlen aufgereiht lagen. Diese Membrankanale ahnelten
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morphologisch denen, die bei der Infektion eines anderen Picornavirus, dem DA
Stamm von Theiler's murine encephalomyelitis virus (TMEV), auftraten (Jelachich et
al., 1996; Nedellec et al., 1998). In diesen Arbeiten wurden solche Membrankanale
jedoch spat in dem Reproduktionszyklus von TMEV beobachtet (8-12 h p.i.). Nicht-
transfizierte BHK-Zellen zeigten dagegen weder eine Bindung von Virus noch eine

Aufnahme in die Zelle.

Die Aufnahme von HRV-14 in BHK-ICAM-1-Zellen flhrte nicht zu einer produktiven
Synthese von HRV-14. Weder eine Synthese von viraler RNA (s. 3.2.3.2) oder viraler
Proteine (s. 3.2.3.5) noch von reifen Viren (s. 3.2.3.3) konnte beobachtet werden. Bei
der Reproduktionskinetik viraler RNA lagen die Einbauraten von radioaktivem 3H-Uri-
din bei BHK- und BHK-ICAM-1-Zellen in derselben Gro3enordnung wie bei nicht-
infizierten HelLa-Zellen (Abb. 15). Eine Synthese viraler RNA fand in BHK-ICAM-1-

Zellen nicht statt.

BHK-ICAM-1-Zellen zeigten in der Ein-Stufen-Wachstumskinetik fur HRV-14-Viren
nach O h p.i. eine Bindung von HRV-14 an die Zellmembran in der gleichen Groflen-
ordnung wie bei HelLa-Zellen (Abb. 16). AnschlieRend war ein Rickgang des nach-
zuweisenden Virus innerhalb des ersten Reproduktionszyklusses auf p.f.u.-Werte zu
beobachten, die vergleichbar mit p.f.u.-Werte von nicht-transfizierten BHK-Zellen wa-
ren. Eine Neusynthese reifer HRV-14-Viren war innerhalb des ersten Reproduktions-
zyklusses bei BHK-ICAM-1-Zellen nicht zu detektieren. Elektronenmikroskopisch liel3
sich zu spateren Zeitpunkten auch kein wie bei HelLa-Zellen zu beobachteter zyto-
pathischer Effekt nachweisen (Abb. 14). Nach 18 Stunden p.i. waren keine virusspezi-
fischen Veranderungen in den BHK-ICAM-1-Zellen zu beobachten. Die Zellen ahnel-
ten morphologisch denen von mock-infizierten HeLa-Zellen bzw. BHK-Zellen. Da trotz
nachgewiesener Virusaufnahme tGber Membrankanale nach 18 h p.i. nur wenige Vi-
ruspartikel nachweisbar waren, muss ein inaktivierender Prozess in den BHK-ICAM-1-

Zellen fur HRV-14 angenommen werden.

Die Funktionalitat des transfizierten Rezeptors ICAM-1 konnten durch folgende Ergeb-

nisse bestatigt werden:
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a) BHK-ICAM-1-Zellen exprimierten ICAM-1 in ahnlichem Ausmal wie HeLa-Zellen (s.
3.2.1).

b) BHK-ICAM-1-Zellen banden HRV-14 mit der gleichen Kapazitat wie HeLa-Zellen (s.
3.2.3.1). Der Nachweis zellgebundener Viren wurde im Plaquetest (s. 3.2.3.3) beim
Nachweis der Reproduktion reifer HRV-14-Viren bestatigt, in dem bei BHK-ICAM-1-
Zellen nach 0 min. p.i. eine Virusmenge in vergleichbarer Grolie an der Zelloberflache
wie bei HelLa-Zellen gemessen werden konnte (Abb. 16). Bei BHK-Zellen war zum
selben Zeitpunkt nur /4o der Virusmenge nachweisbar. Eine unspezifische Bindung

von HRV-14 an BHK-Zellen war daher eher unwahrscheinlich.

c) Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten die Fahigkeit von BHK-ICAM-1-
Zellen, HRV-14 an ihrer Oberflache zu binden (s. 3.2.2, Abb. 14 A).

d) Coxsackieviren A21, die ebenfalls den Rezeptor ICAM-1 zur Infektion benutzen,
waren in der Lage, transfizierte BHK-ICAM-1-Zellen zu infizieren und Virus in ahn-

licher Grélienordnung wie in HeLa-Zellen zu reproduzieren (s. 3.2.3.4)

Unter Berucksichtigung aller Ergebnisse musste daher davon ausgegangen werden,
dass die Blockade des Reproduktionszyklusses von HRV-14 in BHK-ICAM-1-Zellen
wahrend oder kurz nach dem Zeitpunkt des Uncoating stattfand, da zwar eine Auf-

nahme, aber keine Reproduktion des Viruses nachgewiesen werden konnte.

4.3. Einfluss von virusbindenden Rezeptoren auf die Permissivitiat von

transfizierten Zellen

Der Vergleich der bekannten Literatur mit den Ergebnissen dieser Arbeit zeigte, dass
die Permissivitat einer Zelllinie fur eine produktive Infektion von Viren sowohl von der

benutzten Virusart als auch von der benutzten transfizierten Zellinie abhangig ist.

So waren im Gegensatz zu den hier benutzten BHK-ICAM-1-Zellen African green
monkey Zellen (COS-Zellen) nach der Transfektion mit ICAM-1 permissiv fir HRV-14
(Staunton et al., 1992).
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Humanes Rhinovirus 16 fuhrte wie HRV-14 in HeLa-Zellen zu einer produktiven Infek-
tion (Gern et al., 1996). In Makrophagen und Monozyten, die ebenfalls ICAM-1 an ih-
rer Oberflache exprimieren, war keine Reproduktion von infektioser Nachkom-
menschaft von HRV-16 nachweisbar. Eine Bindung von *S-HRV-16 war in den Unter-
suchungen dieser Arbeitsgruppe sowohl an HelLa-Zellen als auch an Makrophagen zu
beobachten. Diese Bindung von HRV-16 an Makrophagen war nicht durch Anti-
ICAM-1 inhibierbar. Eine Aufnahme von HRV-16 in Makrophagen und Monozyten
konnte durch Nachweis viraler RNA nach 6 und 24 Stunden p.i. gezeigt werden. Wie
in den eigenen vorgestellten Ergebnissen konnte auch die Bildung eines Shut-off (Ab-
fall der totalen RNA-Synthese infizierter Zellen in Abwesenheit von Actinomycin D)
und Produktion viraler RNA in HeLa-Zellen, aber kein Shut-off oder Produktion viraler
RNA in Makrophagen nachgewiesen werden. Ebenfalls erfolgte keine Produktion rei-
fer HRV-16-Viren in Makrophagen und Monozyten. Makrophagen und Monozyten ver-
hielten sich in bezug auf die Reproduktion von HRV-16 wie die hier benutzten BHK-
ICAM-1-Zellen.

Eine produktive Infektion fir Coxsackievirus A21 konnte wie bei BHK-ICAM-1-Zellen
auch bei Maus L Zellen nach Transfektion mit ICAM-1 nachgewiesen werden (Shafren
et al., 1997a).

Maus L Zellen wurden nach Transfektion mit Poliovirusrezeptor der Immunglobulin-
Superfamilie (PVR) ebenfalls empfanglich fur alle drei Subtypen von Poliovirus
(Mendelsohn et al., 1986; Mendelsohn et al., 1989). Transgene Mause, die den Polio-
virusrezeptor PVR exprimierten, entwickelten nach intrazerebraler, intraperitonealer
und intravendser Gabe von Poliovirus eine paralytisches Krankheitsbild (Ren et al.,
1990; Koike et al., 1991). Nach oraler Gabe bildeten sich dagegen keine Krankheits-
symptome aus. Weiterhin sind bei Poliovirus zusatzliche Rezeptoren bekannt (Barnert
et al.,, 1991; Barnert et al., 1992). CD44 auf lymphoiden Zellen sowie bestimmte gly-
kosylierte Membranproteine auf HelLa-Zellen waren in der Lage, Poliovirus spezifisch
zu binden. Diese Membranproteine wurden auch in L Zellen exprimiert, ohne dass

eine produktive Infektion stattfand.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Umwandlung von nichtpermissiven in
permissive Zellen nach der Transfektion mit einem Virusrezeptor nicht allein von der
Expression des Virusrezeptors abhangen muss. Es ist zu vermuten, dass zusatzliche,
anscheinend intrazellular gelegene Faktoren Uber eine produktive Infektion trans-

fizierter Zellen entscheiden.

4.4. Ablauf der frihen Reproduktionsschritte am Beispiel von Picorna-

viren, Semliki Forest Virus und Influenzaviren

4.4.1. Wechselwirkung des Virus mit dem Virusrezeptor und Aufnahme des

Virus in die Zelle

Fur Poliovirus als Prototyp der Picornaviren konnte gezeigt werden, dass dieses Virus
durch rezeptorvermittelte Endozytose und anschlieendem pH-abhangiges Uncoating
in Wirtszellen aufgenommen wird (Madshus et al., 1984; Zeichhardt et al., 1985;
Zeichhardt et al., 1987; Willingmann et al., 1989). Die hier vorgestellten eigenen Er-

gebnisse deuten flir HRV-14 ebenfalls auf diesen Mechanismus hin.

Die Aufnahme des Virus in eine Wirtszelle beginnt mit der Bindung des Virus an den
oberflachenstandigen Virusrezeptor durch langreichende, elektrostatische Krafte
(Leckband et al., 1992). Bei 37°C kommt es bei Picornaviren zu einer irreversiblen
Veranderung des Virus-Virusrezeptor-Komplexes. AnschlieRend folgt der Verlust von
VP4 und die Bildung eines A-Partikels (Eklipse). Die abgelaufene Konformationsande-
rung im A-Partikel fuhrt bei Poliovirus zu einer Infektion in fur Poliovirus nichtpermis-
sive Maus L Zellen und CHO-Zellen (Curry et al., 1996).

FUr den Rezeptor der Rhinoviren der ‘Major-Gruppe’, ICAM-1, sind zur Virusbindung

die Domanen D1 und D2 und ein Membrananker (z.B. Glykosylphosphatidyl-Inositol)
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wichtig. Die anderen immunglobulin-artigen Domanen D3-D5, der Transmembran und
der zytoplasmatische Teil sind nicht notig fur eine HRV-Aufnahme (Staunton et al.,
1992).

Die Aufgabe des Rezeptors liegt also in der Virusbindung und der Einleitung der Ek-

lipse.

Die bei der Virusbindung auftretende Konformationsdanderung des Virus-

Virusrezeptor-Komplex ist auch durch I6sliche Rezeptoren induzierbar (s. Abb. 19).

135S-Partikel 80S-Partikel-
Virus-Rezeptor- leeres

Komplex Kapsid
B)
saurer + VP4 +RNA
pH
@
135S-Partikel ~ 80S-Partikel-

VP4 (-) leeres

RNA (+) Kapsid
Abb. 19: In vitro-Konformationsanderung von Rhinoviren (Hoover-Litty et al., 1993;

Casasnovas et al., 1994)

Losliches ICAM-1 bildete einen Virus-Virusrezeptor-Komplex, der bei HRV-14 ein
spontanes Uncoating durchfihren konnte, was zu einem leeren 80S-Kapsid ohne
RNA und VP4 fihrt. Bei HRV-16 konnte sich ein stabiler Virus-Virusrezeptor-
Komplex ausbilden (A).

Eine Inkubation von HRV-14 bei pH 5.0 bewirkte eine Bildung eines 135 S-Parti-
kel mit viraler RNA ohne VP4. HRV-16 bildete unter den gleichen Bedingungen
ein leeres 80 S Kapsid ohne RNA und VP4 (B).

Lésliches ICAM-1 bindet HRV-14 unter der Bildung von A-Partikeln mit einem Sedi-
mentationskoeffizienten von 135 S, anschlieBend folgt der weitere Zerfall in leere
Kapside (80 S-Partikel) ohne VP4 und RNA (Greve et al., 1991; Hoover-Litty et al.,

1993). Bei einem anderen Rhinovirus der ‘Major-Gruppe’, HRV-16, kommt es nach
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der Bindung an I6sliches ICAM-1 zu einem stabilen Virus-Virusrezeptor-Komplex. Ein
saurer pH-Wert von 5.0 fuhrt bei HRV-14 zur Bildung von RNA-haltigen 135 S-
Partikeln ohne VP4 (Casasnovas et al., 1994). Dagegen wird bei HRV-16 der Verlust
sowohl von VP4 als auch von RNA und die Bildung von 80 S-Partikeln nachgewiesen
(Hoover-Litty et al., 1993). Unterschiedliche Serotypen der Rhinoviren besitzen daher
eine unterschiedliche Empfindlichkeit flr die Wirkung von Virusrezeptoren oder sau-

rem pH-Milieu in den frihen Reproduktionsschritten.

Aulerdem kénnen Mutationen im Viruskapsids zur Erkennung zusatzlicher Rezeptor-
strukturen fuhren. Dieser Effekt war bei einer Coxsackievirus B3-Variante, Coxsackie-
virus B3-RD zu beobachten, das zusatzlich an CD55 band und zur Infektion von He-
La-Zellen fuhrte (Paglini et al., 1992; Mohanty et al., 1993). Die Konstruktion von chi-
maren Polioviren mit Kapsidbestandteilen von Poliovirus Typ1 und Typ2 erzeugte ei-
nen Virustyp, der an Mauszellen adaptiert werden konnte (Martin et al., 1988; Murray
et al., 1988). Bei einem Rhinovirus der ‘Major-Gruppe’, HRV-89, war das Auftreten
einer Mutante nachweisbar, die HEp2-Zellen, die durch die Expression des LDL-
Rezeptors fur Rhinoviren der ‘Minor-Gruppe’ permissiv waren, ohne Ausbildung von

produktiven Viren infizieren konnten (Reischl et al., 2001).

44.2. Uncoating und Freisetzung der viralen RNA

Nach der Bindung des Viruses an den Virusrezeptor ist der nachste essentielle Schritt
im Reproduktionszyklusses eines Viruses die Virusaufnahme in die Zelle und die Frei-
setzung des viralen Genoms (Abb. 3, Schritt 1). Es kommt bei Polio- und HRV-14-
Viren zur Aufnahme des Virus in ‘coated pits’, zu einem pH-abhangigen Uncoating in
Endosomen und Lysosomen und dadurch zur Freisetzung der RNA in das Zytoplas-
ma. Die Moglichkeit eines solchen intrazellularen niedrig-pH-Schrittes im Reprodukti-
onszyklusses eines Viruses kann durch die Inhibition durch schwache Basen, carbo-
xylische lonophore wie Monensin und spezifische Inhibitoren der vakuolaren Proto-

nenpumpen wie Bafilomycin A gepruft werden.
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Die ‘coated pits‘ interagieren mit Zellrezeptoren in der Zellmembran und ermoglichen
so eine rezeptorvermittelte Endozytose (Watts et al., 1992). Clathrin und andere Pro-
teine, sog. Adaptine, bilden einen Mantel um die ‘coated pits‘ (Robinson et al., 1992).
Die Wechselwirkung mit zytoplasmatischen Resten von Rezeptoren steuern den
Transport in die ‘coated pits’. Dieses endozytotische Transportsignal ist zum Beispiel
eine Proteinsequenz eines Rezeptorproteins von 4-6 Aminosauren mit grof3en, aroma-
tischen oder hydrophoben Resten (Trowbridge et al., 1993). Plasmamembranproteine
ohne zytoplasmatischen Rest wie z.B. CD4 werden durch alternative Signale (4-6 A-
minosaure langes Protein mit einem Leucin-Paar; Dietrich et al., 1994) zu den ‘coated

pits‘ geleitet (Pelchen-Matthews et al., 1993).

Daher sind auch Membranproteine ohne endozytotisches Signal nicht vom Transport
in ‘coated pits‘ ausgeschlossen (Pelchen-Matthews et al., 1991). So konnte auch bei
ICAM-1 ohne zytoplasmatischen Teil eine produktive Infektion durch Rhinoviren nach-

gewiesen werden (Staunton et al., 1992).

Bei saurestabilen Enteroviren wie Poliovirus ist auch ein alternativer Weg der Ein-
schleusung beschrieben worden. Bei diesem alternativen Weg konnte eine pH-unab-
hangige Infektion nachgewiesen werden (Gromeier et al., 1990; Kronenberger et al.,
1992; Perez et al.,, 1993). Bei saurelabilen Enteroviren wie Rhinoviren (z.B. HRV-2
und HRV-14) und FMDV beobachtet man ein Uncoating in Endosomen (Carrillo et al.,
1984; Mason et al., 1993; Schober et al., 1998; Bayer et al., 1999). Alternativ ist auch
bei HRV-14 die Freisetzung der RNA durch irreversible Modifikation des Kapsid durch
|6sliches ICAM-1 moglich (Greve et al., 1991; Hoover-Litty et al., 1993; Martin et al.,
1993).

Somit gibt es unterschiedliche Strategien zur RNA-Freisetzung aus dem Picornavirus-
Kapsid: rezeptorvermittelt, endosomal/lysosomaler niedrig-pH-Schritt oder beides
(Hoover-Litty et al., 1993).

Wahrend des Uncoatings konnte bei Poliovirus die Ausstulpung des normalerweise im
Inneren des Viruskapsids liegende N-Terminus von VP1 an die Kapsidoberflache
nachgewiesen werden. Neu exponierte Aminosauren des N-Terminus von VP1 kon-

nen eine amphipathische a-Helix bilden und interagieren mit hydrophoben Regionen
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der Plasmamembran (Flore et al., 1990). Ebenfalls wurde eine hydrophobe Interaktion
von Rhinoviren mit einer Endosomenmembran wahrend des Uncoating beobachtet.
Subvirale Partikel von Rhinoviren zeigten bei niedrigem pH eine Wechselwirkung mit
Liposomen (Korant et al., 1972; Lonberg-Holm et al., 1976; Flore et al., 1990). Ein
Vergleich mit Poliovirus wies eine homologe Sequenz bei Rhinoviren mit der Fahigkeit
zur Ausbildung einer amphipathischen a-Helix auf. Untersuchungen zum Uncoating-
Mechanismus von HRV-2 legen ebenfalls die Bildung einer amphipathischen a-Helix
aus dem N-Terminus von VP1 nahe (Prchla et al., 1995). Die Bildung einer solchen
amphipathischen Helix stltzt die Hypothese einer Ausbildung eines Kanals oder einer
Pore durch die Membran des Endosoms. Durch diese Kanalstruktur konnte dann die
virale RNA in das Zytoplasma freigesetzt werden (s. Abb. 20, Fricks et al., 1990). Das
an der Innenseite des Kapsids liegende Virusprotein VP4, das Kontakt mit der RNA
hat, misste vor der Freisetzung der RNA von der Offnung des Kanals verdrangt wer-
den, um der virale RNA den Durchtritt durch den Kanal zu ermdglichen. Dieser Vor-
gang wird durch die Beobachtung unterstutzt, das bei sog. Provirionen, bei denen der
Reifungsschnitt von VPO zu VP4 und VP2 nicht erfolgt ist (s. Abb. 3), keine produktive
Infektion durch solche Provirionen nachweisbar ist (Lee et al., 1993; Moscufo et al.,
1993).

A) B)

Kapsidinnere Kapsidinnere

-_—

von VP1 einen Membrankanal?

[Formen hydrophobe Regionen

5

7 7R
£ NNNNNNNNNNNNNN K&

3~\\\\\\\\ K

VP4
Zytosol

Zytosol

Abb. 20:  Rezeptorvermittelte Infektion durch Bindung an die Zellmembran (modifi-
ziert nach Rueckert, 1996)
Mehrere Rezeptoren binden das Viruspartikel Uber die virusspezifischen Bin-
dungsstellen an die Endosomenmembran (A). Die hypothetische Struktur eines
infektidsen Virions zeigt die Ausbildung von hydrophoben Kapsidelementen von
VP1, die einen Kanal oder Pore formen (Fricks et al., 1990). Die virale RNA ftritt
durch die Membran und gelang in das Zytoplasma (B).
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Die Freisetzung des viralen Genoms erfolgt bei Picornaviren nach der Aufnahme des
Kapsids in Endosomen. Nach der rezeptorvermittelten Bindung an die Endosomen-
membran kommt es zu Konformationsanderungen im Kapsid. Dabei wird die Ausbil-
dung eines hydrophoben Kanals aus viralen Kapsidproteinen postuliert, durch den die

virale RNA geschleust wird und in das Zytoplasma gelangt.

Bei membranhaltigen Viren wie Semliki Forest Virus oder Influenzaviren lauft die Vi-
rusaufnahme und Freisetzung des viralen Genoms anders ab. Bei diesen Viren um-
gibt das Viruskapsid noch eine Membranhille. Hier erfolgt erst nach der Fusion der
Membran des Virus mit der Zellmembran die Aufnahme des Viruskapsids in Lyso-
somen der Zelle. AnschlieRend kommt es wie bei unbehdullten Viren zum Uncoating
des Viruskapsids. Bei einigen Viren wie Semliki Forest Virus ist hier eine pH-
Abhangigkeit beschrieben worden (Marsh et al., 1989; Grewe et al., 1990). Bei Semliki
Forest Virus geschieht wahrend des pH-abhangigen Uncoatings bei niedrigem pH-
Milieu die Fusion von Virionen mit der Lipidmembran (Helenius et al., 1980). Semliki
Forest Virus kann durch eine Fusion mit der Zellmembran BHK-Zellen produktiv infi-
zieren, jedoch nicht CHO-Zellen (Marsh et al., 1992). Ahnliche Ergebnisse wurden
auch mit Vesicular Stomatitis Virus (VSV) beschrieben. Bei Influenzavirus A flhrt ein
saurer pH-Wert zu Konformationsanderungen im Virushillprotein Hamagglutinin, der
Ausbildung eines hydrophoben Fusionsproteins am Aminoterminus von HA2 und zur
Fusion des viralen Envelopes mit der Liposomenmembran (Marsh et al., 1992). Nach
der Membranfusion 6ffnet sich ein Protonenkanal in dem viralen Membranprotein M2,
der die Ansauerung des Virusinneren erlaubt und zum Uncoating des Ribonukleopro-
teinkomplexes fuhrt (Pinto et al., 1992; Sakaguchi et al., 1997).

4.4.3. Initiation der Translation zu Beginn des ersten Replikationszyklusses

Nach der Freisetzung der viralen RNA folgt als nachster Schritt im Replikationszyklus

der Picornaviren die Translation der RNA in Virusproteine. Die virale RNA wird als
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(+)-Strang RNA wie eine messenger-RNA benutzt und in ein 220 kD grof3es Poly-
protein translatiert (Abb. 3, Schritt 2).

Die Translation wird in einem ca. 750 Nukleotiden langen, nichttranslatierten Bereich
am 5’-Ende der viralen RNA (5" non translated region, 5 NTR) begonnen. Als Auf-
sprungstelle fur die zellularen Ribosomen dient eine sog. IRES (internal ribosomal
entry site) (Jackson et al., 1990; Jang et al., 1990; Sonenberg et al., 1990). Diese
IRES-Region liegt bei HRV-14 in einer pyrimidinreichen Region zwischen dem
Nukleotid 10 und 538-591 am 5-Ende (Borman et al., 1992; Rojas-Eisenring et al.,
1995).

Die Effizienz der Translation ist von der Prasenz viraler Proteine, z.B. Protease 2A bei
Rhinoviren (Ziegler et al., 1995; Borman et al., 1997) und der Mitwirkung zellularer
Translationsproteine, z.B. pyrimidine tract binding protein PTB und p97 (Jang et al.,
1990; Rojas-Eisenring et al., 1995; Belsham et al., 1996) abhangig. Diese zusatzli-
chen Faktoren werden als ITAFs (IRES transacting factors) bezeichnet (Pestova et al.,
2001). Daher existieren auch unterschiedliche in vitro-Translationsaktivitaten bei den
verschiedenen Picornaviren. Die am besten translatierenden IRES-Regionen besitzen
Cardio- und Aphthoviren, dann folgen die IRES-Regionen von Enteroviren und die
IRES-Region von Encephalomyocarditis Virus (EMCV) (Borman et al., 1995).

Innerhalb der 5° NTR der Entero- und Rhinoviren bestehen teilweise deutliche Unter-
schiede in der Sequenz und der Sekundarstruktur. Durch den Vergleich der Nukleotid-
und Aminosauresequenzen der 5-NTR mehrerer Picornaviren wurden strukturelle
Homologien und phylogenetische Verwandtschaften erstellt (Abb. 21, Zell et al.,
1997). Aufgrund ihrer Homologien kénnen Enteroviren in 4 Untergruppen (Cluster)
und Rhinoviren in 2 Cluster unterteilt werden. Diese 5’-NTR enthalten bis zu 7 Sekun-
darstrukturen (Domanen I-VIl). Domane | ist in die Initiation der Replikation involviert.
Die Domanen II, IV, V und VI bilden die interne ribosomale Aufsprungstelle (IRES)
und sind flr die Initiation der cap-unabhangigen Translation verantwortlich (Zell et al.,
1997; Bella et al., 1999). Die 5-NTR der humanen Enteroviren besitzen einen 21
Nukleotide langen Strang, der eine zusatzliche 7. Sekundarstruktur (Domane VII)

ausbildet. Die 5-NTR der Rhinoviren zeigen eine verlangerte Domane VI mit einer an-
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A) 5-NTR von humanen Enteroviren
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Phylogenetische Analyse der 5’-nichttranslatierten Regionen (5’ NTR) von
humanen und bovinen Enteroviren und humanen Rhinoviren (Zell et al.,
1997)

Durch den Vergleich der Nukleotid- und Aminosauresequenzen der 5-NTR meh-
rerer Picornaviren wurden strukturelle Homologien und phylogenetische Ver-
wandtschaften erstellt. Diese 5-NTR enthielten bis zu 7 Sekundarstrukturen
(Domanen I-VIl). Domane | ist in die Initiation der Replikation involviert. Die Do-
manen I, IV, V und VI bildeten die interne ribosomale Aufsprungstelle (IRES)
und waren fur die Initiation der Translation verantwortlich.

Aufgrund ihrer Homologien kénnen Enteroviren in 4 Untergruppen (Cluster) (A)
und Rhinoviren in 2 Cluster (B) unterteilt werden. Die 5-NTR der humanen Ente-
roviren besitzt einen 21 Nukleotide langen Strang, der eine 7. Sekundarstruktur
(Domane VII) ausbildet (A). Die 5-NTR der Rhinoviren zeigt eine verlangerte
Domane VI mit einer anderen Position des Initiationscodons AUG als bei Entero-
viren (B). Die 5-NTR bei bovinen Enteroviren weist eine zusatzliche Insertion
von 100 Nukleotide auf, die die zusatzlichen Doméanen IA und IB bildeten, und
besitzt eine veranderte Sekundarstruktur der Doméane Il (C).
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deren Position des Initiationscodons AUG fur die virale RNA- und Proteinsynthese als
bei Enteroviren. Die 5-NTR bei bovinen Enteroviren weisen eine zuséatzliche Insertion
von 100 Nukleotide auf, die die zusatzlichen Domanen IA und IB bildeten, und besit-

zen eine veranderte Sekundarstruktur der Domane lI.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass IRES-Regionen von verschiedenen Picorna-
viren in unterschiedlichen Zelllinien unterschiedliche Translationsraten aufwiesen
(Abb. 22, Borman et al., 1997). Hierzu wurden rekombinante Vaccinia-Viren mit den
IRES-Regionen von Poliovirus Typ1, ECHO-Virus Typ 25, HRV-2, HAV, EMCV,
FMDV bzw. HCV hergestellt. AnschlieRend erfolgte die Infektion von FRhK4-, HepG2,
Neuro-2A- bzw. BHK-Zellen mit diesen Rekombinanten. Vergleicht man die Effizienz
der Translation von Virusproteinen der Vaccinia-Virus-Rekombinante mit der HRV-2-
IRES-Region in den unterschiedlichen Zellinien, zeigten infizierte HelLa-Zellen die
starkste Aktivitat. In BHK-Zellen konnte dagegen keine Translation von Vaccinia-

Virusproteinen nachgewiesen werden.

Aulerdem scheint eine hohe Spezifitat der IRES-Regionen fur ein bestimmtes Virus
zu bestehen. Eine Kompensation von IRES-Deletionsmutanten von Encephalomyo-
carditis Virus (EMCV) ist nur durch die vollstandige IRES-Region von EMCV, aber
nicht durch die IRES-Region von TMEV oder FMDV mdglich (Roberts et al., 1997).
Aulerdem konnte ein Einfluss der 5’-nichttranslatierten Regionen auf die Pathogenitat
von Polioviren nachgewiesen werden. Der Austausch der IRES von Poliovirus gegen
die IRES von HRV-2 ergab einen Verlust der Neuropathogenitat bei dem ent-
standenen chimaren Virushybrid (Gromeier et al., 1999). Eine Punktmutation in der
IRES-Region (Pos. 472, Mutation von Uridin nach Cytosin) von Poliovirus Sabin Typ 3
fuhrte zu einer Anderung der Sekundarstruktur und zur Verwandlung des Impfstamms

zu einem neurovirulenten Stamm (Evans et al., 1985).

Die vorhandenen IRES-Regionen der verschiedenen Picornaviren scheinen also so-
wohl spezifisch flr die einzelnen Picornaviren als auch fur die entsprechenden Wirts-
zelllinien zu sein. Aullerdem scheint ein Einfluss der Strukturen der verschiedenen
IRES (verschiedene Sekundarstrukturen bei Rhino- und Enteroviren in Abb. 21) auf

die Pathogenitat des betreffenden Virus moglich zu sein.



Relative Effizienz der Translation verschiedener IRES

(bezogen auf die aktivste IRES = 100%)

125

-92 -

Hela

i

T
R TR

T
R ST EEE S

125
SKNBE
100 —
75

50 —

25

o
*
Ardlids

R R A A A A A A s

R Y
b RS

Abb. 22:

e %}i
> o] P > > > > (o] >
© 2 & 3 % &8 § 3 € 2 & % ¢ g8 ¢ 3
I
w w w >é_ 8 w w >;:<L
125 125
FRhK4 BHK 21
100 =
75 i
]
iaa
o
50 e
ey
ak
i
; 25 — Hh
S
% R
7 ey
i . B B}
> (e} > > > > o >
o I x < @] o 3 E % E < 3 5 5 Q
o T T =4 = 4 ] T T S = T %
w w [ S o i sy 3
125 125
HepG2 Neuro-2A
100 -
TR
N
R [Che
B
T
e 50
R,
e
S
b 25
e
i3]
0 e | 2
> o > >
3 3 & ¢ % % 3 & 3 9
b o T T s = T
a w w 'S a

Vergleich der Wirksamkeit verschiedener IRES-Regionen auf die Translati-
on von verschiedenen Zelllinien (modifiziert nach Borman et al., 1997)
Vaccinia-Virus wurde mit Hilfe eines Plasmid pXLJO mit den IRES-Regionen
verschiedener Picornaviren (Poliovirus Typ1, ECHO-Virus Typ 25, HRV-2, HAV,
EMCV, FMDV, HCV) rekombiniert. Mit diesen Rekombinanten erfolgte die Infek-
tion von FRhK4-, HepG2, Neuro-2A- und BHK-Zellen. Als Kontrolle diente das
Vaccinia-Virus mit dem unrekombinierten Plasmid pXLJO.

Der Nachweis neusynthetisierter Proteine erfolgte durch Markierung mit ¥g.
Methionin und Detektion mittels Autoradiographie. Die IRES mit der grof3ten Effi-
zienz in einer Zelllinie wird als 100% definiert und dient als Vergleich fur die an-
deren IRES-Regionen.
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4.5. Mogliche Ursachen des Effekts von zellgebundenem ICAM-1 auf die
Aufnahme von HRV-14 in BHK-ICAM-1-Zellen im Unterschied zu HeLa-
Zellen

Die hier prasentierten Ergebnisse zu den frihen Reproduktionsschritten von
humanem Rhinovirus Typ 14 in HelLa- und BHK-ICAM-1-Zellen zeigen, dass HRV-14
in HeLa-Zellen nach rezeptorvermittelter Virusaufnahme und einem pH-abhangigen
Uncoating reproduziert werden kann. In BHK-ICAM-1-Zellen kommt es dagegen zu
einer rezeptorvermittelter Aufnahme des Virus ohne eine weitere Reproduktion. Unter
Berucksichtigung aller Ergebnisse musste daher davon ausgegangen werden, dass
die Blockade des Reproduktionszyklusses von HRV-14 in BHK-ICAM-1-Zellen

a) bei oder kurz nach dem 'Uncoating' mit fehlender Freisetzung der viralen

RNA aus dem Viruskapsid oder
b) wahrend der Initiation der Translation der viralen RNA (s. Abb. 3) stattfand.

Im Folgenden soll versucht werden, unter Berlcksichtigung der Reproduktionsablaufe

bei anderen Viren (s. 4.3 und 4.4) Ursachen fir diese Blockade aufzuzeigen.
I. Mehrere zellularer Virusrezeptoren fur einzelne Picornaviren

Fur Polioviren wurden mehrere Virusrezeptoren identifiziert. Der Poliovirusrezeptor
(PVR) stellt ein 67 kD groRes Glykoprotein dar (Mendelsohn et al., 1989). Daneben
wurden als weitere poliovirusspezifische Rezeptoren ein 100 kD grof3es Protein
(Shepley et al., 1988; Shepley et al., 1994) sowie ein 50 kD grof3es und ein 23-25 kD
grolRes Glykoprotein als zusatzliches Bindungsprotein (Barnert et al., 1992) nachge-
wiesen. Bei einem Rhinovirus der ‘Minor-Gruppe’, HRV-2, ist eine Bindung an ein wei-
teres Rezeptorprotein, alpha 2-macroglobulin receptor/low density lipoprotein recep-
tor-related protein (a,MR/LRP) nachgewiesen worden (Hofer et al., 1994). Dieses Pro-
tein unterliegt Uber Konformationsanderungen einer Kontrolle seiner Aktivitat durch ein
Rezeptor-assoziiertes Protein (RAP) (mdglicherweise ein weiteres Bindungsprotein fur
HRV-2). Die Infektionsrate von HRV-2 ist in LDLR-defizienten Zellen umgekehrt pro-

portional zur exprimierten RAP-Menge (Williams et al., 1992). Bei humanem Rhinovi-
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rus Typ 2 existieren also mehr als 1 Virusrezeptor. Die Aufnahme von HRV-16 in
Makrophagen ohne eine produktive Infektion ahnelte dem Reproduktionszyklus in
BHK-ICAM-1-Zellen. Da eine solche Aufnahme nicht durch Anti-ICAM-1 hemmbar ist,
lasst sich die Existenz zusatzlicher, bislang unbekannter Virusrezeptoren fur HRV-14

nicht ausschlielen (Gern et al., 1996).

[I. Vorhandensein zellularer Ko-Faktoren

Weiterhin kann das Vorhandensein von Ko-Faktoren (ITAFs, IRES transacting factors)
wie zellulare Translationsproteine (PTB, p97) und die virale Proteinase 2A (Borman et
al., 1995; Ziegler et al., 1995; Borman et al., 1997; Hunt et al., 1999; Pestova et al.,
2001) fur die Effizienz der Translation viraler RNA von Bedeutung sein. Die Ko-
Expression der entero- und rhinoviraler Proteinasen 2A modulieren durch die Inhibi-
tion des zellularen Translationsinhibitionsfaktors elF4G die IRES-gesteuerte Trans-
lation (Hunt et al., 1999). Eine Mutation der viralen Proteinase 2A fuhrt daher zu einer
Veranderung der Aktivitat der Translation (Macadam et al., 1994). Bei BHK-ICAM-1-
Zellen kdnnte es mdglicherweise zu einer Stérung dieser modulierenden Funktion der
viralen Proteinase 2A kommen. Eine erfolgreiche Initiation der Translation von HRV-

14 ware dann nur noch erschwert moglich.

Ill. Sekundarstrukturen der 5’-NTR

Eine weitere Erklarung fur das unterschiedliche Verhalten von HelLa- und BHK-
ICAM-1-Zellen liegt vielleicht auch in den unterschiedlichen Sekundarstrukturen der
5’-nichttranslatierten Regionen zwischen Coxsackievirus A21 und Humanem Rhinovi-
rus 14 (Zell et al., 1997). Die 5’-NTR der Rhinoviren unterscheiden sich von den 5’-
NTR der Enteroviren hauptsachlich durch eine erweiterte Domane VI und das Fehlen
der Domane VII. Diese Unterschiede konnten die virale Translation von HRV-14 in
transfektierte BHK-ICAM-1-Zellen erschweren. Das kdnnte eine Mitursache fir das
Phanomen sein, dass eine Transfektion von unterschiedlichen Zellen mit Virusrezep-
toren bei unterschiedlichen Viren auch unterschiedliche Ausbildung der Permissivitat
dieser Zellen bedeutet (s. 4.3).
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Zusammenfassend lasst sich Uber die unterschiedlichen Reproduktionszyklen von
HRV-14 in HeLa- und BHK-ICAM-1-Zellen Folgendes sagen:

Die Blockade des Reproduktionszyklusses von HRV-14 in BHK-ICAM-1-Zellen sollte
bei oder kurz nach dem Zeitpunkt des Uncoating stattfinden. Die Ursache dieser Blo-
ckade liegt am wahrscheinlichsten auf der Ebene der Initiation der Translation der vi-

ralen RNA. Eine genaue Ermittlung dieser Ursache bedarf weiterer Forschung.





