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(57) Sammendrag

Oppfinnelsen vedrearer feltet for virologi. Oppfinnelsen tilveiebringer et isolert
essensielt pattedyr negativ sense enkelttradet RNA-virus (MPV) innen underfamilien
Pneumovirinae av familien Paramyxoviridae og er identifiserbart som fylogenetisk og
korresponderer til arten 5 Metapneumovirus og komponenter av den.
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Oppfinnelsen vedrerer feltet virologi.

I de siste tidrene er flere etiologiske midler for pattedyrsykdom, spesielt sykdommer i
luftveiene (RTI), spesielt hos mennesker identifisert’. Klassiske etiologiske midler for
RTTI hos pattedyr er luftveis synsytiale virus som tilherer familien Pneumovirus som er
funnet hos mennesker (hRSV) og ruminanter slik som storfe eller sau (bRSV og/eller
oRSV). Hos mennesker blir RSV forskjeller i ensidige kryssnoytraliseringsanalyser,
reaktiviteten av G-proteinene i immunologiske analyser og nukleotidsekvenser av G-
genet anvendt for & definere 2 hRSV antigenet undergrupper. Innen undergruppene viser
aa-sekvensene 94% (undergruppe A) eller 98% (undergruppe B) identitet, mens bare
53% aa-sekvensidentitet er funnet mellom undergruppene. Tilleggs variabilitet er
observert innen undergruppene basert pA monoklonale antistoffer. RT-PCR analyser og
RNAse beskyttelsesanalyser. Virus fra begge undergruppene har en
verdensomspennende distribuering og kan finne sted i lopet av en enkelt sesong.
Infeksjon kan finne sted i nervaer av pa forhand eksisterende immunitet og den antigene
variasjonen er ikke strengt tatt nedvendig for 4 tillate re-infeksjon. Se for eksempel
Sullender, W.M. Respiratory Syncytial Virus Genetic and Antigenic Diversity. Clinical
Microbiology Reviews, 2000. 13(1), s. 1-15; Collins, P.L. McIntosh, K. Og Chanock,
R.M., Respiratory syncytial virus. Files Virology, red. B.N. Knipe, Howley, P.M. 1996,
Philadelphia: lippencott-raven. 1313-1351; Johnson, P.R. et al., The G Glycoprotein of
human respiratory syncytial viruses of subgropus A and B: extensive sequene
divergence between antigenically related proteins. Proc Natl Acad Sci USA, 1987,
84(16) s. 5625-9; Collins, P.L., The molecular Biology of Human Respiratory Syncytial
Virus (RSV) of the Genus Pneumovirus i The Paramyxoviruses, D.W. Kingsbury,
utgiver, 1991, Plenum Press, New York, s. 103-153.

Et annet klassisk Pneumovirus er pneumonia viruset hos mus (PVM), som generelt bare
finnes hos laboratoriemus. Imidlertid kan en del av sykdommen som er observert blant
pattedyr fremdeles ikke tilskrives kjente patogener.

WO 0020600 A1 beskriver en nukeinsyresekvens som koder fro et fugle pneumovirus
(APV) relater polypeptide. Det APV relaterte proteinet kan anvendes for fremstilling av
en vaksine mot APV.
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Bayon-Auboyer et al., Archives of Virology, vol. 144, no. 6, 1999, s. 1091-1109
omhandler karakterisering av rhinotracheitis virus fra kalkun (TRTV) som ogsé tilherer
Paramyxoviridae familien. Selv omTRTV tilherer Pneumovirusslekten i Pneumovirinae
subfamilien, har viruset ingen strukturelle NS1 og NS 2 proteiner. Videre er genomet
organisert pa en annen méte.

Bayon-Auboyer et al., Journal of General Virology, vol 81, no. 11, 2000, s. 2723-2733
beskriver sekvensanalyse utfort pa hele eller deler av genene som koder for fusjon F,
polymerase L og G proteinene fra to fugle pneumovirus isolater.

Randhawa et al., Journal of Virology,vol.71, no.12, 1997, s. 9849-9854 viser at
nukleotidsekvensen til regionene som ligger neermest 3” og 5’omrédene til N og L
genene hos APV er bestemt.

Oppfinnelsen tilveiebringer et isolert essensielt pattedyr negativt sense enkelttradet
RNA-virus (MPV) som tilherer underfamilien Pneumovirinae til familien
Paramyxoviridae og som er identifiserbar som at det fylogenetisk korresponderer til
slekten Metapneumovirus. Nevnte virus er identifiserbar som at det fylogenetisk
korresponderer til slekten Metapenumovirus ved & bestemme en nukleinsyresekvens hos
nevnte virus og 4 teste den i fylogenetiske analyser, for eksempel der hvor maksimale
sannsynlighetstrer blir laget ved & anvende 100 programlaster og 3 ”jumbles” og hvor
man finner det til & veere neermere fylogenetisk korresponderende til et virusisolat
oppbevart som I-2614 med CNCM, Paris enn det korresponderer til et essensielt
fuglevirusisolat fra fugle pneumovirus (APV) ogsé kjent som kalkun rhinotrankeittvirus
(TRTV), det etiologiske middelet for fugle rhinotrankeitt. For nevnte fylogenetiske
analyser er det mest nyttig & skaffe tilveie nukleinsyresekvensen fra en ikke-MPV som
fremmedgruppe som det skal sammenlignes med, et veldig nyttig fremmedgruppeisolat
kan skaffes til veie fra fugle pneumovirus serotype C (APV-C), som for eksempel er
vist i figur 5 her.

Selv om fylogenetiske analyser tilveiebringer en passende fremgangsmate for &
identifisere et virus som en MPV blir flere andre mulige mer rett frem om enn
selvfolgelige fremgangsmater for & identifisere nevnte virus eller virale proteiner eller
nukleinsyrer fra nevnte virus ogsé tilveiebrakt her. Som en tommelfingerregel kan et
MPYV identifiseres ved prosentene av en homologi av viruset, proteinene eller
nukleinsyrene som skal identifiseres i sammenligning med isolatene, viralproteinene
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eller nukleinsyrene identifisert her ved sekvens eller deponering. Det er generelt kjent at
virusarter, spesielt RN A-virusarter, ofte inngar i kvasiarter hvor en gruppe med nevnte
virus viser heterogenitet blant dens medlemmer. Dermed er det forventet at hvert isolat
kan ha en noe forskjellig prosentslektskap med ett av de forskjellige isolatene som
tilveiebringes her.

Nér man gnsker & sammenligne med det deponerte viruset I-2614, tilveiebringer
oppfinnelsen et isolert essensielt pattedyr negativ sense enkelttrddet RNA-virus (MPV)
som tilhgrer underfamilien Pneumovirinae av familien Paramyxoviridae og som er
identifiserbart ved at det fylogenetisk korresponderer til slekten Metapneumovirus ved &
bestemme en aminosyresekvens fra nevnte virus og & bestemme at nevnte
aminosyresekvens har en prosent aminosyrehomologi til et virusisolat deponert som I-
2614 med CNCM, Paris, som er vesentlig hayere enn prosentene tilveiebrakt her for L-
proteinet, M-proteinet, N-proteinet, P-proteinet eller F-proteinet, i sammenligning med
APV-C eller pad samme mate sd blir et isolert essensielt pattedyr negativt sense
enkelttrddet RNA-virus (MPV) som tilhegrer underfamilien Pneumovirinae av familien
Paramyxoviridae tilveiebrakt som identifiserbart ved at det fylogenetisk korresponderer
til slekten Metapneumovirus ved & bestemme en nukleinsyresekvens som nevnte virus
og & bestemme at nevnte nukleinsyresekvens har en prosent nukleinsyreidentitet til et
virusisolat deponert som 1-2614 med CNCM, Paris, som er vesentlig hayere enn
prosentene identifisert her for nukleinsyrene som koder for L-proteinet, M-proteinet, N-
proteinet, P-proteinet eller F-proteinet som identifisert herunder i sammenligning med
APV-C.

Igjen som en tommelfingerregel kan man betrakte et MPV som & tilhere en av de to
serologiske gruppene av MPV som identifisert her nér isolatene eller de virale
proteinene eller nukleinsyrene i isolatene som trenger & identifiseres har
prosenthomologi som faller innen grensene og mélene for prosenthomologier
identifisert her for begge separate grupper ved & ta isolatene 00-1 eller 99-1 som de
respektive isolatene som skal sammenlignes. Nar homologiprosentene er mindre eller
det er et behov for 4 skille de virale isolatene fra for eksempel APV-C er det imidlertid
mer veloverveid & gripe til de fylogenetiske analysene som er identifisert her.

Igjen ber man ha i mente at nevnte prosenter kan variere noe ndr andre isolater blir valgt
i bestemmelsen av homologiprosenten.

335551
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Foreliggende oppfinnelse omfatter isolert negativt sense enkelttridet RN A pattedyr
metapneumovirus, kjennetegnet ved at aminosyresekvensen til N proteinet fra nevnte
negativt sense enkelttrddet RNA pattedyr metapneumovirus er minst 91 % identisk med
aminosyresekvensen til N proteinet ifelge SEK ID NO:1, hvori sekvens identitet
bestemmes over hele lengden til N proteinet.

Videre omfatter foreliggende oppfinnelse isolert nukleinsyre, kjennetegnet ved at
nukleinsyren koder for et virus ifelge hvilket som helst av kravene 1-4.

Omfatter av oppfinnelsen er ogsd fremgangsmaéte for 4 detektere et pattedyr
metapneumovirus i en prove fra et pattedyr, kjenntegnet ved at fremgangsmaéten
omfatter 4 bringe proven i kontakt med en nukleinsyre som er minst 10 nukleinsyrer
lang der nukleinsyren er minst 90% identisk med nukleotid sekvensen til humant MPV
isolat 00-1 deponert ved CNCM, Institute Pasteur med aksesjonsnummer 1-2614.

Videre omfatter oppfinnelsen vektor, kjenntegnet ved at den omfatter nukleinsyren
ifolge krav 5.

Omfattet av oppfinnelsen er ogsd vertcelle, kjennetegnet ved at den omfatter
nukleinsyren ifolge krav 5.

Videre omfatter oppfinnelsen isolert protein, kjennetegnet ved at proteinet er avledet fra
N,P, M, F, M2-1, M2-2, L, SH eller G proteinet til viruset i folge et hvilket som helst
av kravene 1-4.

Omfattet av oppfinnelsen er ogsa antistoff, kjennetegnet ved at antistoffet binder
spesifikt til viruset ifelge hvilket som helst av kravene 1-4.

Foreliggende oppfinnelse omfatter ogsa fremgangsmaéte for & detektere et pattedyr
metapneumovirus i en preve, kjennetegnet ved at fremgangsméten omfatter 4 bringe
proven i kontakt med antistoffet ifelge krav 11.

Videre omfatter oppfinnelsen fremgangsmaéte for virologisk diagnostisering av
metapneumovirus infeksjon i et pattedyr, kjennetegnet ved at fremgangsméaten omfatter
4 bestemme, i en prove fra nevnte pattedyr, tilstedevarelse av et viralt isolat eller
komponent derav ved & bringe proven i kontakt med nukleinsyren ifelge krav 5 eller
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med en nukleinsyre som er minst 10 nukleinsyrer lang der nukleinsyren er minst 90%
identisk med nukleotidsekvensen til humant MPV isolat 00-1 deponert ved CNCM,
Institute Pasteur med aksesjonsnummer 1-2614.

Omfattet av oppfinnelsen er ogsa fremgangsmate for serologisk diagnostisering av
metapneumovirus infeksjon i et pattedyr, kjennetegnet ved at fremgangsméaten omfatter
a detektere, i en prove fra nevnte pattedyr, tilstedeveerelse av et antistoff spesifikt rettet
mot et metapneumovirus eller en komponent derav ved & reagere nevnte prove med
proteinet ifalge krav 10.

Videre omfatter oppfinnelsen farmasoytisk sammensetning, kjennetegnet ved at den
farmasegytisk sammensetning omfatter (i) et isolert negativt sense enkelttrddet RNA
pattedyr metapneumovirus ifelge hvilket som helst av kravene 1-3; og (ii) en
farmaseytisk akseptabel barer.

Foreliggende oppfinnelse omfatter ogsa diagnostisk kit for diagnostisering av en
metapneumovirus infeksjon, kjennetegnet ved at det omfatter et virus ifelge hvilket som
helst av kravene 1-3, en nukleinsyre ifolge krav 5, et protein eller fragment derav ifolge
krav 10 eller et antistoff ifelge krav 11.

Ved anskaffelsen av dette MPV, tilveiebringer oppfinnelsen diagnostiske midler og
fremgangsmater og terapeutiske midler og fremgangsmater som skal brukes i diagnosen
og/eller behandling av sykdom, spesielt av luftveissykdom, spesielt hos pattedyr, aller
helst i mennesker. P4 grunn av, selv om den er fjern, det genetiske slektskapet mellom
det essensielle pattedyr MPV med det essensielle fugle APV, spesielt med APV-C, sd er
det mulig & tilveiebringe midler og fremgangsmater til & brukes i diagnostisering og
behandlingen av fuglesykdom. I virologi er det mest rddgivende at diagnose og/eller
behandling av en spesifikk viral infeksjon blir utfert med reagenser som er mest
spesifikke for nevnte spesifikke virus som forarsaker nevnte infeksjon. I dette tilfellet
betyr det at det er & foretrekke at nevnte diagnose og/eller behandling av en MPV-
infeksjon blir utfort med reagenser som er mest spesifikke for MPV. Imidlertid
ekskluderer dette ikke pd noen mate at mindre spesifikke, men tilstrekkelig
kryssreagerende reagenser blir brukt istedenfor, for eksempel fordi de er lettere
tilgjengelige og pa en tilstrekkelig méte adresserer problemstillingen der og da. Her blir
det for eksempel tilveiebrakt og utfert virologisk og/eller serologisk diagnose av MPV-
infeksjoner hos pattedyr med reagenser utledet fra APV, spesielt med reagenser utledet
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fra APV-C, i den detaljerte beskrivelsen her er det for eksempel vist at tilstrekkelig
palitelig serologisk diagnose av MPV-infeksjoner i pattedyr kan oppnés ved & anvende
en ELISA spesifikt laget for & detektere APV antistoffer hos fugler. En spesiell nyttig
test for dette formalet er en ELISA-test laget for deteksjonen av APV antistoffer (for
eksempel i serum eller eggeplomme), en kommersielt tilgjengelig versjon av denne er
kjent som APV-Ab SVANOVIR® som blir produsert av SVANOVA Biotech AB,
Uppsal Science Park Glunten SE-751 83 Uppsala, Sverige. Den reverse situasjonen er
ogsa tilfellet, her er det for eksempel tilveiebrakt & utfare virologisk og/eller serologisk
diagnose av APV-infeksjoner i pattedyr med reagenser utledet fra MPV, i den detaljerte
beskrivelsen her er det for eksempel vist at tilstrekkelig pélitelig serologisk diagnose av
APV-infeksjoner hos fugler kan oppnds ved & anvende en ELISA laget for & detektere
MPV-antistoffer. Ved 4 ta i betraktning at antigener og antistoffer har et 1as- og
nekkelforhold, kan deteksjon av de forskjellige antigenene oppnés ved & velge det
passende antistoffet som har tilstrekkelig kryssreaktivitet. For & stole pa en slik
kryssreaktivitet, er det selvfolgelig best & velge reagensene (slik som antigener eller
antistoffer) under veiledning av aminosyrehomologier som eksisterer mellom de
forskjellige (glyko)proteinene i de forskjellige virusene, hvor de reagensene som
vedrerer de mest homologe proteinene vil vaere mest nyttige & anvende i tester som er
avhengig av nevnte kryssreaktivitet.

For nukleinsyredeteksjon er det enda mer rett frem, istedenfor & designe primere eller
prober basert pa heterologe nukleinsyresekvenser fra de forskjellige virusene og dermed
detektere forskjeller mellom de essensielle pattedyr eller fugle metapneumovirusene er
det tilstrekkelig & designe eller velge primere eller prober basert pé de strekkene av
virusspesifikk nukleinsyresekvenser som viser hay homologi. For nukleinsyresekvenser
sa vil homologiprosenter pd 90% eller hayere generelt garantere tilstrekkelig
kryssreaktivitet i diagnostiske tester som anvender stringente betingelser for
hybridisering.

Oppfinnelsen tilveiebringer for eksempel en fremgangsmate for & virologisk
diagnostisere en MPV-infeksjon i et dyr, spesielt et pattedyr, mer bestemt et menneske,
som omfatter & bestemme i en preve fra nevnte dyr tilstedeverelsen av et viralt isolat
eller komponent av det ved & la nevnte prove reagere med en MPV-spesifikk
nukleinsyre eller antistoff ifelge oppfinnelsen, og en fremgangsmate for serologisk &
diagnostisere en MPV-infeksjon i et pattedyr som omfatter 4 bestemme i en prove av
nevnte pattedyr tilstedevearelsen av et antistoff spesifikt rettet mot en MPV eller
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komponent av det ved & la nevnte prove reagere med et MPV-spesifikt proteinaktig
molekyl eller fragment av det eller et antigen ifelge oppfinnelsen.

Oppfinnelsen tilveiebringer ogsé et diagnostisk kitt for & diagnostisere en MPV-
infeksjon som omfatter en MPV, en MPV-spesifikk nukleinsyre, et proteinaktig
molekyl eller fragment av det, antigen og/eller et antistoff ifelge oppfinnelsen, og helst
midler for & detektere nevnte MPV, MPV-spesifikk nukleinsyre, proteinaktig molekyl
eller fragment av det, antigen og/eller et antistoff, nevnte midler omfatter for eksempel
en eksisterbar gruppe slik som en fluor for eller enzymatisk deteksjonssystem anvendt i
fagfeltet (eksempler pé passende diagnostisk kittformat omfatter IF, ELISA,
noytraliseringsanalyse, RT-PCR analyse). For & bestemme om en enda videntifisert
viruskomponent eller syntetisk analog av det, slik som nukleinsyre, proteinaktig
molekyl eller fragment av det kan identifiseres som MPV-spesifikk, er det tilstrekkelig &
analysere nukleinsyren eller aminosyresekvensen av nevnte komponent, for eksempel
over et strekk med nevnte nukleinsyre eller aminosyre, helst pd minst 10, mer enskelig
minst 25, mer gnskelig minst 40 nukleotider eller aminosyrer (henholdsvis), ved
sekvenshomologisammenligning med kjente MPV-sekvenser og med kjente ikke-MPV-
sekvenser (APV-C blir helst anvendt) ved & anvende for eksempel fylogenetisk analyse
som tilveiebringes her. Avhengig av graden av slektskap med nevnte MPV eller ikke-
MPV-sekvenser kan komponenten eller den syntetiske analogen identifisere.

Oppfinnelsen tilveiebringer ogsa fremgangsmate for virologisk diagnostisering av en
MPV-infeksjon i et pattedyr som omfatter & bestemme i en prove fra nevnte pattedyr
tilstedeverelsen av et viralt isolat eller komponent av det ved & la nevnte prove reagere
med en kryssreagerende nukleinsyre utledet fra APV (helst serotype C) eller et
kryssreagerende antistoff som reagerer med nevnte APV, og en fremgangsmaéte for &
serologisk diagnostisere en MPV-infeksjon i et pattedyr som omfatter & bestemme i en
prove for nevnte pattedyr tilstedevaerelsen av et kryssreagerende antistoff som ogsé er
rettet mot en APV eller komponent av den ved & la nevnte prove reagere med et
proteinaktig molekyl eller fragment av det, eller et antigen utledet fra APV. Videre
tilveiebringer oppfinnelsen anvendelsen av et diagnostisk kit som initielt ble laget for
AVP eller AVP-antistoffdeteksjon for & diagnostisere en MPV-infeksjon, spesielt for &
detektere nevnte MPV-infeksjon hos mennesker.

En fremgangsméte beskrives heri som omfatter virologisk diagnostisering av en APV-
infeksjon i en fugl som omfatter & bestemme i en prove av nevnte fugl tilstedevarelsen
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av et viralisolat eller komponent av det ved & la nevnte prove reagere med en
kryssreagerende nukleinsyre utledet fra MPV eller et kryssreagerende antistoff som
reagerer med nevnte MPV, og en fremgangsmaéte for serologisk & diagnostisere en
APV-infeksjon i en fugl som omfatter 4 bestemme i en preve fra nevnte fugl
tilstedevaerelsen av et kryssreagerende antistoff som ogsa er rettet mot en MPV eller
komponent av den ved & la nevnte prove reagere med et proteinaktig molekyl eller
fragment av det, eller et antigen utledet fra MPV. Videre er det mulig & anvende et
diagnostisk kit som initielt ble laget for MPV eller MPV-antistoffdeteksjon for &
diagnostisere en APV-infeksjon, spesielt for & detektere nevnte APV-infeksjon i fjerfe
slik som kylling, and eller kalkun.

Som nevnt ved behandling kan lignende anvendelse gjores med det kryssreagerende
funnet, spesielt ndr omstendighetene omkring gjer anvendelsen av den mer homologe
tilneermingsmaten mindre rett frem. Vaksineringer som ikke kan vente, slik som
krisevaksieringer mot MPV-infeksjoner kan for eksempel utfores med vaksinepreparater
utledet fra APV (helst type C) isolater nir en mer homolog MVP-vaksine ikke er
tilgjengelig og vise versa kan vaksinasjoner mot APV-infeksjoner overveies med
vaksinepreparater utledet fra MPV. Reverse genetiske teknikker gjor det ogsd mulig &
lage kimere APV-MVP viruskonstruksjoner som er nyttige som en vaksine ved at de er
tilstrekkelig ulike feltisolatene for hver av de respektive stammene til 4 attenueres til et
enskelig niva. Lignende reverse genetiske teknikker vil ogsé gjere det mulig & lage
kimere paramyxovirus-metapneumovirus konstruksjoner, slik som RSV-MPV eller PI3-
MPV-konstruksjoner for anvendelse i et vaksinepreparat. Slike konstruksjoner er
spesielt nyttige som en kombinasjonsvaksine for & bekjempe luftveissykdommer.

Oppfinnelsen tilveiebringer dermed et nytt etiologisk middel, et isolert essensielt
pattedyr negativt sense enkelttrddet RNA-virus (her ogsa kalt MPV) som tilherer
underfamilien Pneumovirinae av familien Paramyxoviridae, men som ikke er
identifiserbart som et klassisk pneumovirus, og som tilhegrer arten Metapenumovirus og
MPV-spesifikke komponenter eller syntetiske analoger av den. Mammalske virus ligner
metapneumoviruser, dvs. Metapneumovirus som kan isoleres fra pattedyr som essensielt
fungerer som naturlig vert for nevnte virus, eller forarsaker sykdom i nevnte pattedyr,
har inntil nd ikke blitt funnet. Metapneumovirus, som man generelt tror er essensielt
begrenset til fjeerfe som naturlig vert eller etiologisk middel for sykdom, er ogsé kjent
som fugle pneumovirus. Nylig ble et APV-isolat fra and beskrevet (FR 2 801 607) som
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videre demonstrerer at APV-infeksjoner essensielt er begrenset til fugler som naturlige
verter.

Oppfinnelsen tilveiebringer et isolert pattedyr pneumovirus (her ogsa kalt MPV) som
omfatter en genrekkefolge og aminosyresekvens forskjellig fra den hos arten
pneumovirus og som er nert beslektet og ved & betrakte dens fylogenetiske slektskap
sannsynligvis tilherer arten Metapneumovirus innen underfamilien Pneumovirinae av
familien Paramyxoviridae. Selv om metapneumovirus opp til nd bare er blitt isolert fra
fugler, er det na vist at beslektet, om enn fysisk forskjellig, kan viruset identifiseres i
andre dyrearter slik som pattedyr. Her viser vi repetert isolering av MPV fra mennesker,
mens ingen slike rapporter eksisterer fra APV. Videre, ulikt APV, replikerer MPV
essensielt ikke eller bare i liten grad i kyllinger og kalkuner mens det lett replikerer i
cynomolgous macaques. Ingen rapporter er blitt funnet pa replikering av APV i
pattedyr. I tillegg, mens spesifikke antisera mot MPV ngytraliserer MPV, sa
noytraliserer ikke antisera mot APV A, B eller C MPV i samme grad, og denne mangel
pa fullstendig kryssreaktivitet tilveiebringer et annet bevis for at MPV er et forskjellig
metapneumovirus. Videre, der hvor APV og MPV deler en lignende genrekkefolge, er
G og SH-proteinene til MPV stort sett forskjellige fra de som er kjent fra APV i at de
ikke viser noen signifikant sekvenshomologier pd bdde aminosyre og nukleinsyrenivaet.
Diagnostiske analyser for & skille mellom APV og MPV-isolater eller antistoffer rettet
mot disse forskjellige virus kan med fordel utvikles basert pa en eller begge av disse
proteinene (eksempler er IF, ELISA, ngytraliseringsanalyse, RT-PCR analyse). Ogsa
sekvens og/eller antigeninformasjon skaffet tilveie fra de mer beslektede N-, P-, M-, F-
og L-proteinene til MPV og analyser av sekvenshomologien gjor med de respektive
proteinene i APV, kan imidlertid ogs& anvendes for 4 skille mellom APV og MPV. For
eksempel avslerte fylogenetiske analyser av sekvensinformasjon skaffet tilveie fra MPV
at MPV og APV er to forskjellige virus. Spesielt viser fylogenetiske traer at APV og
MPYV er to forskjellige linjer av virus. Vi har ogsa vist at MPV har sirkulert i
menneskepopulasjonen i minst 50 ar, derfor har mellomartoverfering antagelig funnet
sted for minst 50 ar siden og er ikke en begivenhet som skjer hver dag. Fordi MPV CPE
faktisk ikke var mulig & skilne fra den som ble forarsaket av hRSV eller hPIV-1 i tMK
eller andre cellekulturer, kan MPV godt ha vart ubemerket inntil nd. tMK (tertiaere ape
nyreceller, dvs. MK-celler i en tredje passasje i cellekultur) blir helst anvendt pa grunn
av deres lave kostnader sammenlignet til primer eller sekundeer kulturer. CPE er, sd vel
som for noen av de klassiske paramyxoviridae, karakterisert ved syncytiumdannelse
hvoretter cellene viste hurtig intern edeleggelse, etterfulgt av at cellene losnet fra
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monolaget. Cellene viste vanligvis (men ikke alltid) CPE etter tre passasjer av virus fra
originalt materiale ved dag 10 til dag 14 etter inokulering, noe senere enn CPE
forérsaket av andre virus slik som hRSV eller hPIV-1.

Som edeleggende midler av sykdom star paramyxovirus for mange dyre- og
menneskeded over hele verden hvert ar. Paramyxoviridae danner en familie innen
Monogavirales ordenen (negative sense enkelttrddet RNA-virus), som bestér av
underfamiliene Paramyzovirinae og Pneumovirinae. Den siste underfamilien er pa det
névaerende tidspunkt taksonomisk delt i slektene pneumovirus og metapneumovirus'.
Humant luftveis synsytisk virus (hRSV), typeartene av pneumovirus slekten er den
enkle mest viktige drsaken til lavere luftveisinfeksjoner under spedbarnsalderen og
tidlig barndom over hele verden®. Andre medlemmer av pneumovirus slekten inkluderer
de bovine og ovine luftveis synsytiske virus og pneumonia virus hos mus (PVM).

Fugle pneumovirus (APV) ogsé kjent som kalkun rhinotrakeitisvirus (TRTV), det
etiologiske middelet for fugle rhinotrankeitt, en gvre luftveisinfeksjon hos kalkun®, er
det eneste medlem av det nylig utpekte Metapneumovirus slekten som, inntil nd som
nevnt ikke var assosiert med infeksjoner, og videre med sykdommer hos pattedyr.
Serologiske undergrupper av APV kan differensieres pa basisen av nukleotid eller
aminosyresekvensene til G glykoproteinet og neytraliseringstester ved & anvende
monoklonale antistoffer som ogsé gjenkjenner G glykoproteinet. Innen subgruppene A,
B og D viser G-proteinet 98,5 til 99,7% aa sekvensidentitet med undergruppene mens
mellom undergruppene er bare 31,2-38% aa identitet observert. Se for eksempel
Collins, M.S., Gough, R.E. og Alexander , D.J., Antigenic differentiation of avian
pneumovirus isolates using polyclonal antisera and mouse monoclonal antibodies.
Avian Pathology, 1993, 22: s. 469-479; Cook, J.K.A., Jones, B.V., Ellis, M.M.,
Antigenic differentiation of strains of turkey rhinotracheitis virus using monoclonal
antibodies. Avian Pathology, 1993. 22: 5. 257-273; Bayon-Auboyer, M.H., et al.,
Nucleotid sequences of the F, L and G protein genes of two non-A/non-B avian
pneumoviruses (APV) reveal a novel APV subgroup. J Gen Virol, 2000. 81 (Pt 11): s.
2723-33: Seal, B.S., Matrix protein gene nucleotide and predicted amino acid sequence
demonstrate that the first US avian pneumovirus isolate is distinct from European
strains. Virus Res, 1998. 58(1-2): s. 45-52; Bayon-Auboyer, M.H., et al., Comparison of
T-, G- and N-based RT-PCR protocols with conventional virological procedures for the
detection and typing of turkey rhinotracheitis virus. Arch Virol, 1999. 144(6): s. 1091-
109; Juhasz, K. Og A.J. Easton, Extensive sequence variation in the attachment (G)
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protein gene of avian pneumovirus: evidence for two distinct subgroups. J Gen Virol,
1994. 75(Pt 11): s. 2873-80.

En videre serotype av APV er tilveiebrakt i WO 00/20600 som beskriver Colorado
isolatet av APV og sammenlignet det med kjente APV- eller TRT-stammer med in vitro
serum ngytraliseringstester. Forst ble Colorado isolatet testet mot monospesifikke
polyklonale antisera for 4 gjenkjenne TRT-isolater. Colorado-isolatet ble ikke
neytralisert ved monospesifikke antisera til noen av TRT-stammene. Det ble imidlertid
neytralisert med et hyperimmunt antiserum laget mot en undergruppe av stammen.
Dette antiserum neytraliserte det homologe viruset til et titer pd 1:400 og Colorado-
isolatet til et titer pa 1:80. Ved & anvende den ovennevnte fremgangsméten ble
Colorado-isolatet sa testet mot TRT monoklonale antistoffer. I hvert tilfelle var det
resiprokale neytraliseringstiteret < 10. Monospesifikke antiserum laget mot Colorado-
isolatet ble ogsa testet mot TRT-stammer i begge undergruppene. Ingen av TRT-
stammene som ble testet ble noytralisert med antiserumet mot Colorado-isolatet.

Colorado-stammen av APV beskytter ikke SPF kyllinger mot smitte med enten en
undergruppe A eller en undergruppe B-stamme av TRT-viruset. Disse resultatene tyder
pa at Coloradoisolatet kan vare det forste eksempelet av en ytterligere serotype av fugle
pneumovirus, som ogsé er foreslatt av Bayon-Auboyer et al (J. Gen. Vir. 81:2723-2733
(2000).

Det beskrives et isolert MPV som taksonomisk korresponderer til et (til nd ukjent
pattedyr) metapneumovirus som omfatter en genrekkefolge som skiller seg fra den hos
pneumovirus innen subfamilien Pneumovirinae av familien Paramyxoviridae.
Klassifiseringen av de to slektene er basert primert pé deres genkonstellasjon;
metapneumovirus mangler generelt ikke strukturelle proteiner slik som NS1 eller NS2
(se ogsd Radhawa et al., J. Vir. 71:9849-9854 (1997) og genrekkefalgen er forskjellig
fra den hos pneumovirus (RSV: ’3-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-1-5°, APV: *3-N-P-
M-F-M-SH-G-L-S’)4’5’6. MPYV som tilveiebrakt ved oppfinnelsen eller et virusisolat som
taksonomisk korresponderer dertil er vist ved EM-analyse ved paramyxoviruslignende
partikler. I overensstemmelse med klassifiseringen, er MPV, eller virusisolater som
fylogenetisk korresponderer eller taksonomisk korresponderer dertil sensitive for
behandling med kloroform; blir dyrket optimalt pa tMK-celler eller celler som
funksjonelt er ekvivalente til dem og er essensielt trypsinavhengig i de fleste
cellekulturer. Videre tydet den typiske CPE og mangelen p& hemagglutininaktivitet med
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de fleste klassiske anvendte rade blodceller pé at et virus som tilveiebrakt her er, om
enn bare fjernt, beslektet med klassiske pneumovirus slik som RSV. Selv om de fleste
paramyxovirus har hemagglutininaktivitet, har ikke de fleste pneumovirus det"*. Et
MPYV inneholder ogsé en andre overlappende ORF (M2-2) i nukleinsyrefragmentet som
koder for M2-proteinet, som generelt i de fleste andre pneumovirus slik som for
eksempel ogsd demonstrert i Ahmadian et al., J. Gen. Vir. 80:2011-2016 (1999).

For & finne ytterligere virale isolater som tilveiebrakt av oppfinnelsen er det tilstrekkelig
a teste en prove, som valgfritt er skaffet til veie fra et sykt dyr eller menneske, for
tilstedevaerelsen av et virus av underfamilien Pneumovirinae, og teste et dermed
tilveiebrakt virus for tilstedevarelsen av gener som koder for (funksjonelt) NS1 eller
NS2 eller essensielt demonstrerer en genrekkefolge som er forskjellig fra den hos
pneumovirus slik som RSV som allerede diskutert over. Videre kan et virusisolat som
fylogenetisk korresponderer og dermed taksonomisk korresponderer med MPV finnes
ved krysshybridiseringseksperimenter ved & anvende nukleinsyre fra et her tilveiebrakt
MPV-isolat, eller i klassiske kryss-serologiske eksperimenter ved 4 anvende
monoklonale antistoffer spesifikt rettet mot og/eller antigener og/eller immunogener
spesifikt utledet fra et MPV-isolat.

Nylig isolerte virus er fylogenetisk korresponderende til, og dermed taksonomisk
korresponderende til MPV nér de omfatter en genrekkefolge og/eller aminosyresekvens
som er tilstrekkelig lik var prototypiske MPV isolat eller isolater, og som er strukturelt
korresponderende ogsd, og viser nart slektskap til slekten Metapeumovirus innen
underfamilien Pneumovirinae. Den hgyeste aminosekvens homologien og & definere
den strukturelle overensstemmelsen pa det individuelle proteinplanet mellom MPV og
ethvert av de andre kjente virusene i den samme familien pa det ndvarende tidspunkt
(APV undertype C) er for matriks 87%, for nukleprotein 88%, for fosforprotein 68%,
for fusjonsprotein 81% og for deler av polymeraseproteinet 56 til 64%, noe som kan
sluttes ndr man sammenligner sekvensene gitt i Figur 6 med sekvensene for andre virus,
spesielt for AVP-C. Individuelle proteiner eller hele virusisolat, henholdsvis heyere
homologi til disse nevnte maksimumsverdiene blir betraktet som & vare fylogenetisk i
overensstemmelse og dermed taksonomisk i overensstemmelse med MPV og omfatter
en nukleinsyresekvens som strukturelt er i overensstemmelse med en sekvens som vist i
Figur 6. Hermed tilveiebringer oppfinnelsen et virus som fylogenetisk er i
overensstemmelse med det forckommende viruset. Det bar bemerkes at pd samme méte
som andre virus finnes det en viss grad av variasjon mellom forskjellige isolerte
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essensielle pattedyr negativ sense enkelttrdidede RNA-virusisolater som tilveiebrakt her.
I fylogenetiske taerer har vi identifisert minst to genetiske klynger med virusisolater
basert pd komparative sekvensanalyser av deler av L, M, N og F-genene. Basert p&
nukleotid- og aminosyreforskjeller i de virale nukleinsyre eller aminsyresekvensene (de
virale sekvensene), og i analogi til andre pneumovirus slik som RSV representerer disse
MPV genotypene undergrupper av MPV. Innen hver av disse genetiske klyngene med
MPV-isolater ble prosentidentiteten pa nukleotidnivéet funnet 8 veere 94-100 for L, 91-
100 for M, 90-100 for N og 93-100 for F og aminosyrenenivéet ble prosentidentiteten
funnet til & vaere 91-100 for L, 98-100 for M, 96-100 for N og 98-100 for F. En
ytterligere sammenligning kan finnes i figurene 18-28. Minimums prosentidentitet pd
nukleotidnivéer for hele gruppen av isolerte essensielle pattedyr negativ sense
enkelttrddede RN A-virus blir tilveiebrakt her (MPV-isolater) identifisert s& langt var 81
for L og M, 83 for N og 82 for F. P4 aminosyrenivdet var denne prosenten 91 for L og
N, 94 for M og 95 for F. Den virale sekvensen til et MPV-isolat eller et isolert MPV F-
gen som tilveiebringes her for eksempel viser mindre enn 81%
nukleotidsekvensidentitet eller mindre enn 82% (aminosyresekvensidentitet med den
respektive nukleotid eller aminosyresekvensen til et APV-C fusjon (F) gen som for
eksempel tilveiebrakt av Seal et al., Vir. Res. 66:139147 (2000).

Den virale sekvensen til et MPV-isolat eller et isolert MPV L-gen som tilveiebringes
her for eksempel viser ogs& mindre enn 61% nukleotidsekvensidentitet eller mindre enn
63% aminosyresekvensidentitet med den respektive nukleotid eller aminosyresekvensen
til et APV-A polymerasegen som for eksempel tilveiebringes av Randhawa et al., J.
Gen. Vir. 77:3047-3051 (1996).

Sekvens divergens av MPV-stammer rundt om i verden kan vare noe heyere i analogi
med andre virus. Som en konsekvens av dette er to potensielle genklynger identifisert
ved analyser av delvise nukleotidsekvenser i N, M, F og L. ORF’ene fra 9 virusisolater.
99-100% nukleotididentitet ble observert innen en klynge, og 81-88% identitet ble
observert mellom klyngene. Sekvensinformasjon skaffet tilveie fra flere virusisolater
bekreftet eksistensen til to genotyper. Virusisolat ned/00/01 som prototype pé klynge A
og virusisolat ned/99/01 som prototype pa klynge B er blitt anvendt i
kryssnaytraliseringsanalyser for & teste om genotypene er beslektet med forskjellige
serotyper eller undergrupper. Fra disse dataene konkluderte vi at essensielle
pattedyrisolater viser prosent aminosyre homologi heyere enn 64 for L, 87 for M, 88 for
N, 68 for P, 81 for F, 84 for M2-1 eller 58 for M2-2 for isolatet I-2614 kan klassifiseres
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som et isolert essensielt pattedyr negativt sense enkelttrddet RN A-virus som tilveiebrakt
her. Spesielt sa er de virusisolatene som generelt har en minimums prosentidentitet pa
nukleotidsekvensnivaet med et prototype MPV isolat som tilveiebrakt her pa 81 for L
og M, 83 for N og/eller 82 for F medlemmer av gruppen med MPV isolater som
tilveiebringes her. P4 aminosyrenivéet er disse prosentene 91 for L og N, 94 for M
og/eller 95 for F. Nér prosent aminosyresekvenshomologi for et gitt virusisolat er
hayere enn 90 for L og N, 93 for M eller 94 for F, ligner virusisolatene pa gruppen med
MPV-isolater som er vist i figur 5. Nér prosenten av aminosyresekvenshomologien for
et gitt virusisolat er hayere enn 94 for L, 95 for N eller 97 for M og F kan virusisolatet
identifiseres til 4 tilhere en av genotype klyngene representert i Figur 5. Det bar legges
merke til at disse prosenthomologiene, som genetiske klynger er definert ved, ligner pa
graden av homologi som finnes blant genetiske klynger i de korresponderende genene
til RSV.

Kort sd tilveiebringer oppfinnelsen et isolert essensielt mammalsk negativ sense
enkelttrddet RNA-virus (MPV) som tilhegrer underfamilien Pneumovirinae av familien
Paramyxoviridae og som kan identifiseres som fylogenetisk i overensstemmelse til
slekten Paramyxoviridae ved & bestemme en nukleinsyresekvens til et passende
fragment av genomet til nevnte virus og 4 teste det i fylogenetiske tre analyser hvor
maksimums sannsynlighetstrar blir laget ved & anvende 100 programlaster og 3
”jumbles” og & finne at det er n@rmere fylogenetisk overensstemmende med et
virusisolat som er deponert som 1-2614 med CNCM, Paris enn at det er i
overensstemmelse med et virusisolat fra fugle pneumovirus (APV) ogsé kjent som
kalkun rhinotrakeitis virus (TRTV), det etiologiske middelet for fugle rhinotrakeitt.

Passende nukleinsyre genomfragmenter som hver er nyttige for slike polygenetiske tre
analyser er for eksempel ethvert av RAP-PCR fragmentene 1-10 som er fremlagt her i
figurene 4 eller 5. Fylogenetiske tre analyser av genene for nukleoproteinet (N),
fosfoproteinet (P), matriksproteinet (M) og fusjonsproteinet (F) hos MPV viste den
hayeste graden av sekvensenhomologi med APV serotype C, fugle pneumoviruset som
primert finnes i fugler i USA.

I en foretrukket utforelsesform tilveiebringer oppfinnelsen et isolert essensielt pattedyr
negativ sense enkelttridet RNA-virus (MPV) som tilherer underfamilien Pneumovirinae
av familien Paramyxoviridae og som kan identifiseres som fylogenetisk i
overensstemmelse med slekten Metapneumovirus ved & bestemme en
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nukleinsyresekvens fra et passende fragment i genomet til nevnte virus og 4 teste det i
fylogenetiske tre analyser hvor maksimum sannsynlighetstraer blir laget ved & anvende
100 programlaster og 3 ”jumbles” og & finne ut at det er neermere fylogenetiske
overensstemmelse med et virusisolat deponert som 1-2614 med CNCM, Paris enn at det
er i overensstemmelse med et virusisolat fra fugle pneumovirus (APV) ogsd kjent som
kalkun rhinotrakeitis virus (TRTV) det etiologiske middelet til fugle rhinotrakeitt hvor
nevnte passende fragment omfatter en dpen leseramme som koder for et viralt protein
fra nevnte virus.

En passende &pen leseramme (ORF) omfatter ORF som koder for N-proteinet. Nér en
samlet aminosyreidentitet pd minst 91%, helst pd minst 95% av det analyserte N-
proteinet med N-proteinet fra isolat I-2614 blir funnet, omfatter det analyserte
virusisolatet et foretrukket MPV-isolat ifalge oppfinnelsen. Som vist koder det forste
genet i det genomiske kartet til MPV for et 394 aminosyre (aa) protein og viser utbredt
homologi med N-proteinet til andre pneumovirus. Lengden av N ORF er identisk til
lengden av N OREF til APV-C (tabell 5) og er mindre enn de hos andre paramyxovirus
(Barr et al., 1991). Analyse av aminosyresekvensen viste den hgyeste homologien med
APV-C (88%) og bare 7-11% med andre paramyxovirus (tabell 6).

Barr et al. (1991) identifiserte 3 regioner med likhet mellom virus som tilharer klassen
Monoegavirales: A, B og C (figur 8). Selv om likhetene er hayest innen en virusfamilie,
er disse regionene meget konserverte mellom virus familier. I alle tre regionene viste
MPV 97% aa sekvensidentitet med APV-C, 89% med APVB, 92 med APV-A og 66-
73% med RSV og PVM. Regionen mellom aa-residiene 160 og 340 viser seg 4 vare
meget konserverte blant metapneumovirus og i et noe mindre grad til Pneumovirinae
(Miyahara et al., 1992; Li et al, 1996; Barr et al., 1991). Dette er i overensstemmelse
med at MPV er metapneumovirus, denne bestemte regionen viser 99% likhet med APV
C.

En annen passende dpen leseramme (ORF) som er nyttig i polygenetiske analyser
omfatter ORF’en som koder for P-proteinet. Nar en total aminosyreidentitet pa minst
70%, helst p& minst 85% av det analyserte P-proteinet med P-proteinet til isolat 1-2614
finnes, omfatter det analyserte virusisolatet et foretrukket MPV-isolat ifelge
oppfinnelsen. Den andre ORF’en i det genomiske kartet koder for et 294 aa protein som
deler 68% aa sekvenshomologi med P-protein til APV-C, og bare 22-26% med P-
proteinet til RSV (Tabell 6). P-genet til MPV inneholder en vesentlig ORF og er med
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hensyn til dette lik P fra mange andre paramyxoviruser (anmeldt i Lamb og Kolakofsky,
1996; Sedlmeier et al., 1988). I motsetning til APV A og B og PVM og i likhet med
RSV og APV-C mangler MPV P ORF’en cysteinresidier. Ling (1995) foreslo at en
region med hoy likhet mellom alle pneumovirus (aa 185-241) spiller en rolle enten i
RNA-synteseprosessen eller i opprettholdelsen av den strukturelle integriteten til
nukleokapsidkomplekset. Denne regionen med hey likehet er ogsé funnet i PMV (Figur
9), spesielt nir man tar i betraktning konservative utskiftninger, som viser 100% likhet
med APV-C, 93% med APV-A og B og ca. 81% med RSV. Den C-terminale delen av
MPYV P proteinet er rik pé glutamatresidier som er blitt beskrevet for APV’er (Ling et
al., 1995).

En annen passende &pen leseramme (ORF) som er nyttig i fylogenetiske analyser
omfatter ORF’en som koder for M-proteinet. Nar en total aminosyreidentitet pd minst
94%, helst pad minst 97% av det analyserte M-proteinet med M-proteinet fra isolat I-
2614 finnes, omfatter det analyserte virusisolatet et foretrukket MPV isolat ifolge
oppfinnelsen. Det tredje ORF’en i MPV-genomet koder for et 254 aa protein, som
ligner M ORF’en hos andre pneumovirus. M ORF’en til MPV har eksakt den samme
sterrelsen som M ORF’ene til andre metapneumovirus (Tabell 5) og viser hoy aa
sekvenshomologi med matriksproteinene til APV (76-87%) lavere homologi med de fra
RSV og PVM (37-38%) og 10% eller mindre homologi med de fra andre
paramyxovirus (Tabell 6). Easton (1997) sammenlignet sekvensene for matriks
proteinene til alle pneumovirus og fant et konservert heksapeptid ved residie 14 til 19
som ogsd er konservert i MPV (Figur 10). For RSV, PVM og APV er smé sekundzre
ORF’er innen eller overlappende med hoved ORF’en til M blitt identifisert (52 aa og 51
aaibRSV,75aaiRSV,46 aai PVM og 51 aa i APV). (Yu et al., 1992; Easton et al.,
1997, Samal et al., 1991; Satake et al., 1984). Vi la merke til to sm& ORF’eri M
ORF’en til MPV. En liten ORF pa 54 aa residiver ble funnet innen hoved M ORF’en,
som starter ved nukleotid 2281 og en liten ORF pa 33 aa residiver ble funnet som
overlapper med hoved ORF’en til M som starter ved nukleotid 2893 (data ikke vist). P&
samme méte som de sekundzre ORF’ene til RSV og APV er det ingen signifikant
homologi mellom disse sekundere ORF’ene og sekundzre ORF’er til andre
pneumovirus, og tilsynelatende mangler start og stoppsignaler. I tillegg har det ikke
vart rapportert bevis for syntesen av proteiner som korresponderer til disse sekundare
ORF’ene i APV og RSV.
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En annen passende dpen leseramme (ORF) som er nyttig i fylogenetiske analyser
omfatter ORF’en som koder for F-proteinet nar en total aminosyreidentitet p& minst
95%, helst pa minst 97% av det analyserte F-proteinet med F-proteinet til isolat I-2614
finnes, omfatter det analyserte virusisolatet et foretrukket MPV-isolat ifelge
oppfinnelsen. F ORF’en til MPV er lokalisert tilstatende til M ORF’en som er
karakteristisk for medlemmer av Metapneumovirus slekten. F-genet til MPV koder for
et 539 aa protein som er to aa residier lenger enn F hos APV-C (Tabell 5). Analyse av
aa sekvensen viste 81% homologi med APV-C, 67% med APV-A og B 33-39% med
pneumovirus F-proteiner og bare 10-18% med andre paramyxovirus (Tabell 6). Et av de
konserverte trekkene blant F-proteinene hos paramyxovirus og som ogsa ses i MPV er
fordelingen av cysteinresidiene (Morrison, 1988; Uy et al., 1991). Metapneumovirus
deler 12 cysteinresidier i F1 (7 er konservert blant alle paramyxovirus) og 2 1 F2 (1 er
konservert blant alle paramyxovirus). Av de 3 potensielle N-koblede
glykosyleringssetene tilstede i F ORF’en hos MPV deles ingen med RSV og to
(posisjon 66 og 389) deles med APV. Det tredje unike potensielle N-koblede
glykosyleringssetet for MPV er lokalisert ved posisjon 206 (Figur 11). Til tross for den
lave sekvenshomologien med andre paramyxovirus viste F-proteinet til MPV typiske
fusjonsproteinkarakteristikker som er i overensstemmelse med de som er beskrevet for
F-proteiner hos andre Paramyxoviridae familiemedlemmer (Morrison, 1988). F-
proteinene til Paramyxoviridae medlemmer blir syntetisert som inaktive forlepere (F0)
som klgyves ved hvert celleprotease som lager aminoterminale F2 subenheter og store
karboksyterminale F1 subenheter. Det foreslatte klavningssetet (Collins et al., 1996) er
konservert blant alle medlemmer av Paramyxoviridae familien. Kloyvingssetet hos
MPYV inneholder residiene RQSR. Begge arginin (R) residiene deles med APV og RSV,
men glutamin (Q) og serin (S) residiene deles med andre paramyxovirus slik som
human parainfluensavirus type 1, Sendai virus og morbillivirus (data ikke vist). Den
hydrofobe regionen ved den aminoterminale delen av F1 tror man fungerer som
membran fusjonsdomene og viser hay sekvenslikhet blant paramyxovirus og
mobilivirus og i mindre grad til pneumovirus (Morrison, 1988). Disse 26 residiene
(posisjon 137-163, Figur 11) er konservert mellom MPV og APV-C, som er i
overensstemmelse med at denne regionen er meget konservert blant metapneumovirus
(Naylor et al., 1998; Seal et al., 2000).

Som man ser for F2 subenhetene til APV og andre paramyxovirus viste MPV en
utsletting pa 22 aa residier sammenlignet med RSV (posisjon 107-128, Figur 11). For
RSV og APV ble det videre funnet at signalpeptidet og forankringsdomenet var
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konservert innen undertyper og de viste hgy variabilitet mellom undertypene (Plows et
al., 1995; Naylor et al., 1998). Signalpeptidet til MPV (aa 10-35, Figur 11) ved den
aminoterminale delen av F2 viser noe sekvenslikhet med APV-C (18 av 26 aa residier
er like) og mindre konservering med andre APV er eller RSV. Mye mer variabilitet ses i
membranforankringsdomenet ved den karboksyterminale delen av F1, selv om noe
homologi fremdeles ses med APV-C.

En annen passende &pen leseramme (ORF) som er nyttig i fylogenetiske analyser
omfatter ORF som koder for M2-proteinet. Nér en total aminosyreidentitet pd minst
85%, helst pad minst 90% av det analyserte M2-proteinet med M2-proteinet fra isolat I-
2614 finnes, omfatter det analyserte virusisolatet et foretrukket MVP-isolat ifelge
oppfinnelsen. M2-gen er unikt for Pneumovirinae og to overlappende ORF’er er blitt
observert i alle pneumovirus. Den forste hoved ORF’en representerer M2-1 proteinet
som forsterker prosessiviteten til den virale polymerasen (Collins et al., 1995; Collins,
1996) og dets giennomlesning av intergene regioner (Hardy et al., 1998; Fears et al.,
1999). M2-1 genet for MPV lokalisert tilstatende til F-genet, koder for et 187 aa-protein
(Tabell 5), og viser den hayeste (84%) homologien med M2-1 hos APV-C (Tabell 6).
Sammenligning av alle pneumovirus M2-1 proteiner viste den hgyeste konserveringen i
den aminoterminale halvdelen av proteinet (Collins et al., 1990; Zamora et al., 1992;
Ahmadian et al., 1999) som er i overensstemmelse med observasjonen at MPV viser
100% likhet med APV-C i de forste 80 aa residiene av proteinet (Figur 12A). MPV M2-
1 proteinet inneholder 3 cysteinresidier lokalisert innen de forste 30 aa-residiene som er
konservert blant alle pneumovirus. En slik konsentrasjon av cysteiner ble ofte funnet i
sinkbindende proteiner (Ahmadian et al., 1991; Cuesta et al., 2000).

Den sekundere ORF’en (M2-2) som overlapper med M2-1 ORF’ene hos pneumovirus
er konservert med hensyn til lokalisering, men ikke sekvens, og antas & vare involvert i
kontrollen av switchen mellom virus RNA-replikering og transkripsjon (Collins et al.,
1985; Elango et al., 1985; Baybutt et al., 1987; Collins et al, 1990; Ling et al, 1992;
Zamora et al., 1992; Alansari et al., 1994; Ahmadian et al., 1999; Bermingham et al.,
1999). For MPV starter M2-2 ORF’en ved nukleotid 212 i M2-1 ORF’en (Figur 7), som
er ngyaktig den samme startposisjonen som for APV-C. Lengden av M2-2 ORF’ene er
den samme for APV-C og MPV, 71 aa-residier (Tabell 5). Sekvenssammenligning av
M2-2 ORF’en (Figur 12B) viste 56% aa-sekvenshomologi mellom MPV og APV-C og
bare 26 til 27% aa-sekvenshomologi mellom MPV og APV-A og B (Tabell 6).
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En annen passende dpen leseramme (ORF) som er nyttig i fylogenetiske analyser
omfatter ORF’en som koder for L-proteinet. Nar en total aminosyreidentitet pd minst
91%, helst pa minst 95% av det analyserte L-proteinet med L-proteinet til isolat I-2614
finnes, omfatter det analyserte virusisolatet en foretrukket MVP-isolat ifalge
oppfinnelsen. I analogi til andre negative trddvirus er den siste ORF’en i MVP-genomet
den RNA-avhengige RNA-polymerasekomponenten til replikerings og
transkripsjonskompleksene. L-genet til MPV koder for et 2005 aa-protein, som er et
residiet lenger enn APV-A proteinet (Tabell 5). L-proteinet til MPV deler 64%
homologi med APV-A, 42-44% med RSV og ca. 13% med andre paramyxovirus
(Tabell 6). Pach et al. (1989; 1990) identifiserte seks konserverte domener innen L-
proteinene hos ikke-segmenterte negative trdd RNA-virus hvor domenet 3 inneholdt 4
kjernepolymerasemotiver som antas & vare essensielle for polymerasefunksjon. Disse
motivene (A, B, C og D) er godt konserverte i MPV L-proteinet: i motivene A, B og C:
MPYV deler 100% likhet med alle pneumovirus og i motiv D deler MPV 100% likhet
med APV og 92% med RSV’er. For hele domenet 111 (aa 625-847 i L ORF’en), deler
MPV 83% identitet med APV, 67-68% med RSV og 26-30% med andre paramyxovirus
(Figur 15). I'tillegg til polymerasemotivene inneholder pneumovirus L-proteinene en
sekvens som tilpasser seg til et konsensus ATP bindingsmotiv K(X)21GEGAGN(X)20K
(Stec, 1991). MPV L ORF’en inneholder et lignende motiv som APV, hvor
mellomrommet av intermediatmedisinet er av med en: K(x),GEGAGN(X);oK.

En mye foretrukket passende dpen leseramme (ORF) som er nyttig i fylogenetiske
analyser omfatter ORF’en som koder for SH-proteinet. Nér en total aminosyreidentitet
pa minst 30%, helst pd minst 50%, eller helst p& minst 75% av det analyserte SH-
proteinet med SH-proteinet til isolat I-2614 finnes, omfatter det analyserte virusisolatet
et foretrukket MV-isolat ifolge oppfinnelsen. Genet lokalisert tilstatende til M2 i MPV
koder for et 183 aa-protein (Figur 7). Analyse av nukleotidsekvensen og dens utledede
aminosyresekvens viste ingen merkbar homologi med andre RN A-virusgener eller
genprodukter. SH ORF’en til MPV er den lengste SH ORF’en som er kjent pé det
névarende tidspunkt (Tabell 5). Sammensetningen av aa-residiene til SH ORF’en er
relativt lik til den hos APV, RSV og PVM, med en hey prosent av treonin og serin
(22%, 18%, 19%, 20,0%, 21% og 28% serin/treonin innhold for henholdsvis MPV,
APV, RSV A, RSV B, bRSV og PVM). SH ORF’en til MPV inneholder 10
cysteinresidier mens APV SH inneholder 16 cysteinresidier. Alle pneumovirus har
lignende antall med potensielle N-glykosyleringsseter (MPV 2, APV 1, RSV 2, bRSV
3,PVM 4).
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Hydrofobisitetsprofilene til MPV SH-proteinet og SH til APV og RSV viste lignende
strukturelle karakteristika (Figur 13B). SH ORF’ene til APV og MPV har en hydrofil
N-terminal del (aa 1-30), et sentralt hydrofobt domene (aa 30-53) som kan tjene som et
potensielt membrandekkende domene. Et andre hydrofobt domene rundt residiet 160 og
en hydrofil C-terminal del. I motsetning til dette syntes det som om RSV SH mangler
den C-terminale delen av APV og MPV ORF’en. I alle pneumovirus SH-proteiner er
det hydrofobe domenet flankert av basiske aminosyrer, som ogsé er funnet i SH ORF’en
hos MPV (aa 29 og 54).

En annen mye foretrukket passende dpen leseramme (ORF) som er nyttig i fylogenetisk
analyse omfatter ORF’en som koder for G-proteinet. Nér en total aminosyreidentitet pa
minst 30%, helst pd minst 50%, aller helst pd minst 75% av det analyserte G-proteinet
med G-proteinet av isolat I-2614 finnes, omfatter det analyserte virusisolatet et
foretrukket MPV-isolat ifelge oppfinnelsen. ORF’en til MPV er lokalisert tilstetende til
SH-genet og koder for et 236 aminosyreprotein. En sekundar liten ORF er funnet som
folger rett etter denne ORF’en, og som potensielt koder for 68 aa-residier (posisjon
6973 til 7179), men som mangler et startkodon. En tredje hoved ORF, i en forskjellig
leseramme, pd 194 aa-residier (fragment 4, Figur 7) overlapper med begge disse
ORF’ene, men mangler ogsa et startkodon (nukleotid 416 til 7 000). Denne hoved
ORF’en etterfolges av en fjerde ORF i den samme leserammen (nt 7001-7198), og som
mulig koder for 65 aa-residier, men som igjen mangler et startkodon. Til slutt er en
potensiell ORF pd 97 aa-residier (men som mangler et startkodon) funnet i den tredje
leserammen (nt 6444-6737, Figur 1). Ulik den forste ORF’en, har de andre ORF’ene
ingen tydelige genstart eller gensluttsekvenser (se under). Selv om den 236 aa-residie G
ORF’en muligvis representerer i det minste en del av MPV festeproteinet kan det ikke
ekskluderes at kodende sekvenser i tillegg uttrykkes som separate proteiner eller som
del av festeproteinet gjennom noen RNA redigeringsbegivenheter. Det bor legges merke
til at for APV og RSV er ingen ORF’er etter den primare G ORF’en blitt identifisert,
men at bdde APV og RSV har sekundzre ORF’er innen hoved ORF’en til G. Bevis for
ekspresjon av disse ORF’ene er imidlertid ikke tilstede og der er ingen homologi
mellom de forutsagte aa-sekvensene hos forskjellige virus (Ling et al., 1992). De
sekundzre ORF’ene i MVP G viser ingen karakteristikker til andre G-proteiner og om
tilleggs ORF’er blir uttrykt krever ytterligere undersgkelser. Blast-analyser med alle fire
ORF’ene viste ingen merkbar homologi pa nukleotid eller aa-sekvensnivd med andre
kjente virusgener eller genprodukter. Dette er i overensstemmelse med lave
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sekvenshomologier funnet for andre G-proteiner som hRSV A og B (53%) (Johnson et
al., 1987) og APV A og B (38%) (Juhasz et al., 1994). Mens de fleste av MPV ORF’ene
ligner de hos APV béade i lengde og sekvens, er G ORF’en til MPV betydelig mindre
enn G ORF’en til APV (Tabell 5). Aa-sekvensen viste et serin- og treonininnhold pa
34% som er enda hayere enn de 32% for RSV og 24% for APV. G ORF’en inneholder
ogsd 8,5% prolinresidier, som er hoyere enn de 8% for RSV og 7% for APV. Den
uvanlige rikeligheten av prolinresidier i G-proteinet til APV, RSV og MPV er ogsé blitt
observert i glykoproteiner med slimet opphav hvor den er en hovedbestemmende faktor
for proteinenes tredimensjonale struktur (Collins et al., 1983; Werz et al., 1985; Jentoft,
1990). Antallet potensielle N-koblede glykosyleringsseter i G hos MPV er lignende til
andre pneumovirus: MPV har 5 mens hRSV har 7, bRSV har 5 og APV har 3 til 5.

Den forutsagte hydrofobisitetsprofilen til MPV G viste karakteristika lignende med
andre pneumovirus. Den aminoterminale enden inneholder en hydrofil region etterfulgt
av et kort hydrofobt omréde (aa 33-53) og en stort sett hydrofil karboksyterminal ende
(Figur 14B). Denne totale organiseringen er i overensstemmelse med den til et forankret
type II transmembranprotein og korresponderer godt med disse regionene i G-
proteinene til APV og RSV. G ORF’en til MPV inneholder bare et cysteinresidiet i
motsetning til RSV og APV (henholdsvis 5 og 20).

Ifolge klassiske serologiske analyser som for eksempel kjent fra Francki, R.1.B.,
Fauquet, C.M., Knudson, D.K. og Brown, F., Classification and nomenclature of
viruses. Fifth report of the international Committee on Taxonomy of Viruses, Arch
Virol., 1991, suppl. 2: s. 140-144 et MPV-isolat ogsa identifiserbart som 4 tilhere til en
serotype som tilveiebrakt her, ved at det defineres pa basis av dets immunologiske
serpreg, som bestemt ved kvantitativ ngytralisering med dyre antisera (skaffet tilveie
fra f.eks. ilder eller marsvin som tilveiebrakt i den detaljerte beskrivelsen). En lik
serotype har enten ingen kryssreaksjon med andre eller viser et homologt til heterologt
titerforhold som er storre enn 16 i begge retninger. Hvis neytralisering viser en viss grad
av kryssreaksjon mellom to virus i enten den ene eller i begge retninger (homologt til
heterologt titerforhold pé 8 eller 16) er s@rpreget til serotypen antatt hvis vesentlige
biofysiske/biokjemiske forskjeller av DNA eksisterer. Hvis ngytraliseringen viser en
distinkt grad av kryssreaksjon mellom to virus i enten den ene eller begge retninger
(homologt til heterologt titerforhold er mindre enn 8), er serotypeidentitet til isolatene
som studeres antatt. Som nevnt, blir nyttige prototype isolater slik som isolat I-2614, her
ogsé kjent som MPV-isolat 00-1 tilveiebrakt her.
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En ytterligere klassifisering av et virus som et isolert essensielt pattedyr negativt sense
enkelttrddet RNA-virus som tilveiebrakt her kan gjores pa basisen av homologi til G
og/eller SH-proteinet. Der hvor den totale aminosyresekvensidentiteten mellom APV
(isolert fra fugler) og MPV (isolert fra mennesker) N, P, M, F, M2 og L ORF’ene var
generelt 64 til 88%, og nukleotidsekvenshomologi ogsa ble funnet mellom de ikke-
kodende regionene til APV og MPV-genomene, ble essensielt ingen merkbar
aminosyresekvenshomologi funnet mellom to av ORF’ene i det humane isolatet (MPV)
og noen av ORF’ene hos andre paramyxovirus. Aminosyreinnholdet,
hydrofobisitetsprofiler og lokalisering av disse ORF’ene i det virale genomet viser at de
representerer G og SH-proteinanaloger. Sekvenshomologien mellom APV og MPV,
deres lignende genomiske organisering (3’-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5’) si vel som
fylogenetiske analyser tilveiebringer ytterligere bevis for den foreslatte klassifiseringen
av MPV som det forste pattedyr metapneumovirus. Nye MPV-isolater blir dermed for
eksempel identifisert som dette ved virusisolering og karakterisering pd tMK eller andre
celler, ved RT-PCR og/eller sekvensanalyser etterfulgt av fylogenetiske treanalyser og
ved serologiske teknikker slik som virus neytraliseringsanalyser, indirekte
immunfluorescens analyser, direkte immunfluorescens analyser, FAC-analyser eller
andre immunolgiske teknikker. Helst er disse teknikkene rettet mot SH og/eller G-
protein analoger.

For eksempel beskrives det her en fremgangsméte for 4 identifisere ytterligere isolater
av MPV som tilveiebrakt her, fremgangsméten omfatter 4 innokulere et essensielt
MPV-uinfisert eller spesifikt patogenfritt marsvin eller ilder (i den detaljerte
beskrivelsen blir dyret innokulert intranasalt, men andre mater for innokulering slik som
intramuskuler eller intradermal innokulering, og ved & anvende et annet instrumentelt
dyr er ogsd mulig) med prototypeisolatet 1-2614 eller relaterte isolater. Sera blir samlet
fra dyret p& dag 0, 2 uker og 3 uker etter innokulering. Dyret blir spesifikt serologisk
omdannet som malt i virusngytraliserings (VN) analyse og indirekte IFA mot det
respektive isolatet I-2614 og sera fra dyret som ble serologisk omdannet blir anvendt i
den immunologiske deteksjonen av nevnte ytterligere isolater.

Som et eksempel beskrives her karakteriseringen av et nytt medlem av familien
Paramyxoviridae, et humant metapneumovirus eller metapneumoviruslignende virus
(fordi dets slutt-taksonomi avventer diskusjon av en viral taksonomikomité blir MPV
her for eksempel beskrevet som taksonomisk & korrespondere til APV) (MPV) som kan
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forarsake alvorlige RTI hos mennesker. De kliniske tegnene p& sykdommen forarsaket
av MPV er essensielt like til de som fordrsakes av hRSV, slik som hoste, myalgi,
oppkast, feber, bronkitt eller lungebetennelse, mulig eyekatarr eller kombinasjoner av
dem, som kan ses hos hRSV-infiserte barn, er det mulig at spesielt veldig smé barn
krever sykehusinnleggelse. Som et eksempel blir hermed et MPV som ble deponert 19.
januar 2001 som 1-2614 med CNCM, Institute Pasteur, Paris eller et virus isolert som
fylogenetisk korresponderer dertil tilveiebrakt. Dermed tilveiebringes et virus som
omfatter en nukleinsyre eller funksjonelt fragment som fylogenetisk korresponderer til
en nukleinsyresekvens som vist i Figur 6a, 6b, 6¢ og som strukturelt korresponderer
dertil. Spesielt tilveiebringes et virus som er karakterisert ved at det etter 4 bli testet i
fylogenetiske treanalyser hvor maksimum sannsynlighetstreer blir laget ved 4 anvende
100 programtaster og 3 ”jumbles” er funnet & vaere nermere fylogenetisk
korresponderende til et virusisolat deponert som 1-2614 med CNCM, Paris enn at det er
beslektet til et virusisolat fra fugle pneumovirus (APV) ogsé kjent som kalkun
rhinotrakeitt virus (TRTV), det etiologiske middelet for fugle rhinotrankeitt. Det er
spesielt nyttig & anvende et AVP-C virusisolat som fremmedgruppe i nevnte
fylogenetiske treanalyser, fordi det er den n&rmeste slektningen, og om enn et essensielt
ikke-pattedyrvirus.

Vi foreslar at det nye humane viruset skal benevntes humant metapneumovirus eller
metapneumoviruslignende virus (MVP) basert pa flere observasjoner. EM-analyser
avslerte paramyxovirus-lignende partikler. I overensstemmelse med klassifiseringen,
viste det seg at MPV er sensitiv for behandling med kloroform. MPV ble dyrket
optimalt pd tMK-celler og er trypsin-avhengig. De kliniske symptomene forérsaket av
MPYV s3 vel som den typiske CPE og mangel pd hemagglutininaktivitet tydet pa at dette
viruset er nert beslektet til HRSV. Selv om de fleste paramyxovirus har
hemagglutininaktivitet, har de fleste pneumovirus ikke det .

Som et eksempel beskrives her et ikke tidligere identifisert paramyxovirus fra
nasofaryngale utsugingsprever tatt fra 28 barn som lider av alvorlig RTI. De kliniske
symptomene til disse barnene var stort sett like til de som fordrsakes av hRSV. 28 av
pasientene var barn under 5 ar og halvparten av disse var mellom 1 og 12 méneder
gamle. Den andre pasienten var 18 &r gammel. Alle individene led av gvre RTI, med
symptomer i omradet fra hoste, myalgi, oppkast og feber til bronkitt og alvorlig
lungebetennelse. Mesteparten av disse pasientene var innlagt pd sykehus i 1-2 uker.
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Virusisolatene for disse pasientene hadde paramyxo virusmorfologien i negativ kontrast
elektronmikroskopi, men reagerte ikke med spesifikke antisera mot kjente humane og
dyre paramyxovirus. De var alle tett i slektskap med hverandre som bestemt ved
indirekte immunfluorescensanalyser (IFA) med sera laget mot to av isolatene.
Sekvensanalyser av 9 av disse isolatene viste av viruset er i noen grad beslektet med
APV. Basert pa virologiske data, sekvenshomologi s& vel som den genomiske
organiseringen foreslar vi at viruset er et medlem av Metapneumovirus slekten.
Serologiske kartlegginger viste at dette viruset er en relativ vanlig patogen fordi den
alminnelige forekomsten med hensyn til serologi i Nederland narer seg 100% av
menneskene i en alder av 5 &r. Videre ble den alminnelige forekomsten med hensyn til
serologi funnet & vaere like hoy i sera samlet fra mennesker i 1958, noe som indikerer at
dette virus har vert sirkulert i den menneskelige populasjon i mer enn 40 ar.
Identifikasjonen av dette foreslo at dette nye medlemmet av Metapneumovirus-slekten
nd ogsa tilveiebringes for utviklingen av midler og fremgangsmaéter for diagnostiske
analyser eller testkitt og vaksiner eller serum eller antistoffsammensetninger for virale
luftveisinfeksjoner, og for fremgangsmater for & teste eller screene for antivirale midler
som er nyttige i behandlingen av MPV-infeksjoner.

I denne utstrekningen tilveiebringer oppfinnelsen blant andre et isolert eller
rekombinant nukleinsyre eller virusspesifikt funksjonelt fragment av den som kan
skaffes tilveie fra et virus ifelge oppfinnelsen. Primere og/eller prober som er passende
for 4 identifisere en MPV nukleinsyre beskrives heri.

Videre si tilveiebringer oppfinnelsen en vektor som omfatter en nukleinsyre ifolge
oppfinnelsen. Som en start tilveiebringes vektorer slik som plasmidvektorer som
inneholder (deler av) genomet fra MPV, virusvektorer som inneholder (deler av)
genomet av MPV, (for eksempel, men ikke begrenset til andre paramyxovirus, vaccinia
virus, retrovirus, bakulovirus), eller MPV som inneholder (deler av) genomet fra andre
virus eller andre patogener. Videre si er en rekke reverse genetiske teknikker blitt
beskrevet for dannelsen av rekombinante negative tradvirus basert pa to kritiske
parameter. Forst, produksjonen av slike virus avhenger av replikasjonen av en partiell
eller fullengdekopi av den negative sense virale RNA (VRNA) genomet eller en
komplementaer kopi av den (CRNA). Dette vVRNA eller cRNA kan isoleres fra infeksiose
virus, produsert ved in vitro transkripsjon, eller produsert i celler ved transfeksjon av
nukleinsyre. For det andre avhenger produksjonen av rekombinante negative tradvirus
pé et funksjonelt polymerasekompleks. Typisk s& bestar polymerasekomplekset til

335551



10

15

20

25

30

35

25

pneumovirus av N, P, L og muligvis M2-proteiner, men er ikke nedvendigvis begrenset
til dem. Polymerasekomplekser eller komponenter av det kan isoleres fra viruspartikler,
isolert fra celler som uttrykker et eller flere av komponentene, eller produsert ved
transfeksjon av spesifikke ekspresjonsvektorer.

Infeksiase kopier av MPV kan skaffes til veie nér de ovenfor nevnte vVRNA, cRNA eller
vektorer som uttrykker disse RNA’ene replikeres ved det ovenfor nevnte

1617.18,19.2021.2 Eor dannelsen av mini replikons eller, et revers

polymerasekomplekset
genetisk system for & lage en fullengdekopi som omfatter mesteparten eller hele
genomet av MPV er det tilstrekkelig & anvende 3-’ende og/eller 5’-ende
nukleinsyresekvenser som kan skaffes til veie fra for eksempel APV (Randhawa et al.,

1997) eller MPV selv.

Oppfinnelsen tilveiebringer ogsa en vertcelle som omfatter en nukleinsyre eller en
vektor ifelge oppfinnelsen. Plasmid eller virale vektorer som inneholder
polymerasekomponentene til MPV (antagelig N, P, L og M2, men ikke nadvendigvis
begrenset til dem) blir laget i prokaryote celler for ekspresjonen av komponenten i
relevante celletyper (bakterier, insektceller, eukaryote celler). Plasmid eller virale
vektorer som inneholder fullengde eller partielle kopier av MPV-genomet vil lages i
prokaryote celler fra ekspresjonen av virale nukleinsyrer in vitro eller in vivo. De
sistnevnte vektorene kan inneholde andre virale sekvenser for dannelsen av kimere virus
eller kimere virusproteiner, kan mangle deler av det virale genomet for dannelsen av
replikasjonsdefekte virus, og kan inneholde mutasjoner, utsletninger eller innsetninger
for dannelsen av dempede virus.

Infeksiose kopier av MPV (det kan vere vildtype, dempede, replikasjonsdefekte eller
kimere) kan produseres ved ko-ekspresjon av polyerasekomponente ifelge de moderne
teknologiene som er beskrevet over.

I tillegg kan eukaryote celler, som transient eller stabilt uttrykker et eller flere fullengde
eller partielle MPV-proteiner anvendes. Slike celler kan lages ved transfeksjon
(proteiner eller nukleinsyrevektorer), infeksjon (virale vektorer) eller transduksjon
(virale vektorer) og kan vere nyttige for komplementering av nevnte vildtype, dempede,
replikasjonsdefekte eller kimere virus.

Et kimert virus kan vare for bestemt anvendelse for dannelsen av rekombinante
vaksiner som beskytter mot to eller flere virus ***%. For eksempel kan det imoteses at
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en MPV-virusvektor som uttrykker et eller flere proteiner fra RSV eller en RSV-vektor
som uttrykker et eller flere proteiner av MPV vil beskytte individer som er vaksinert
med slik vektor mot begge virusinfeksjonene. En lignende behandlingsméte kan
imateses for PI3 eller andre paramyxovirus. Dempede og replikasjonsdefekte virus kan
vaere av anvendelse for vaksineringsformél med levende vaksiner som er blitt foreslatt

for andre virus 2%,

Det beskrives ogsa her et proteinlignende molekyl eller metapneumovirus-spesifikt
viralt protein eller et funksjonelt fragment av den som kodes for av en nukleinsyre
ifolge oppfinnelsen. Nyttige proteinlignende molekyler blir for eksempel utledet fra
ethvert av genene eller genomiske fragmentene som kan utledes fra et virus ifelge
oppfinnelsen. Slike molekyler, eller antigenfragmenter av dem, som tilveiebringes her,
er for eksempel nyttige i diagnostiske fremgangsmaéter eller kit, og i farmasaytiske
sammensetninger slik som subenhetsvaksiner. Spesielt nyttige er F, SH og/eller G-
proteinet eller antigene fragmenter av dem for innslutning som antigen eller subenhet
immunogen, men inaktiverte hele virus kan ogsa anvendes. Spesielt nyttige er ogsa de
proteinaktige substansene som kodes for av rekombinante nukleinsyrefragmenter som er
identifisert for fylogenetiske analyser, men selvfolgelig er de foretrukket som er innen
omfanget og malene for ORF’ene som er nyttig i fylogenetiske analyser, spesielt for &
frembringe MPV-spesifikke antistoffer, enten det er in vivo (for eksempel for
beskyttende formal eller for 4 tilveiebringe diagnostiske antistoffer) eller in vitro (for
eksempel ved fag displayteknologi eller annen teknikk som er nyttig for & lage
syntetiske antistoffer).

Her tilveiebringes ogsa antistoffer som er naturlige polyklonale eller monoklonale eller
syntetiske (for eksempel (fag) bibliotek-utledede bindingsmolekyler) antistoffer som
spesifikk reagerer med et antigen som omfatter et proteinlignende molekyl eller MPV-
spesifikk funksjonelt fragment av det ifelge oppfinnelsen. Slike antistoffer er nyttige i
en fremgangsmate for & identifisere et viralt isolat som en MPV som omfatter 3 la
nevnte virale isolat eller en komponent av det reagere med et antistoff som
tilveiebringes her. Dette kan for eksempel oppnés ved & anvende renset eller ikke renset
MPV eller deler av det (proteiner, peptider) ved & anvende ELISA, RIA, FACS eller
lignende formater av antigen deteksjonsanalyser (Current Protocols in Immunology).
Alternativt kan infiserte celler eller cellekulturer anvendes for & identifisere virale
antigener ved 4 anvende klassisk immunfluorescens eller immunhistokjemiske
teknikker.
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Andre fremgangsmate for 4 identifisere et viralt isolat som en MPV omfatter 4 la nevnte
virale isolat eller en komponent av det reagere med en virusspesifikk nukleinsyre ifelge
oppfinnelsen, spesielt der hvor nevnte pattedyrvirus omfatter et humant virus.

P4 denne maten beskrives et viralt isolat som er identifiserbart med en fremgangsméte
ifolge oppfinnelsen som et pattedyrvirus som taksonomisk korresponderer til et negativt
sense enkelttridet RNA-virus som er identifiserbart som at det sannsynligvis tilherer
slekten Metapneumovirus innen underfamilien Pneumovirinae i familien

Paramyxoviridae.

Fremgangsmaéten er nyttig i en fremgangsméte for virologisk diagnostisering av en
MPV-infeksjon hos et pattedyr, nevnte fremgangsméte omfatter for eksempel &
bestemme i en prove fra nevnte pattedyr tilstedevarelsen av et viralt isolat eller
komponent av det ved 4 la nevnte prove reagere med nukleinsyre eller et antistoff ifelge
oppfinnelsen. Eksempler blir ytterligere gitt i den detaljerte beskrivelsen, slik som
anvendelsen av PCR (eller andre oppformerings eller hybrideringsteknikker som er
velkjent i fagfeltet) eller anvendelsen av immunfluorescensdeteksjon) eller andre
immunologiske teknikker som er kjent i fagfeltet.

Oppfinnelsen tilveiebringer ogsi en fremgangsmaéte for serologisk & diagnostisere en
MPV-infeksjon hos et pattedyr som omfatter & bestemme i en preve fra nevnte pattedyr,
tilstedevarelsen av et antistoff som spesifikt er rettet mot en MPV eller en komponent
av den ved 4 la nevnte prove reagere med et proteinaktig molekyl eller fragment av det,
eller et antigen ifolge oppfinnelsen.

Fremgangsmaéter og midler tilveiebrakt her er spesielt nyttig et diagnostisk kitt for &
diagnostisere en MPV-infeksjon, enten det er ved virologisk eller serologisk diagnose.
Slike kit eller analyser kan for eksempel omfatte et virus, en nukleinsyre, et
proteinlignende molekyl eller fragment av det, et antigen og/eller et antistoff ifelge
oppfinnelsen. Anvendelse av et virus, en nukleinsyre, et proteinlignende molekyl eller
fragment av det, et antigen og/eller et antistoff ifelge oppfinnelsen blir ogsa tilveiebrakt
for produksjonen av en farmaseytisk sammensetning, for eksempel for behandlingen
eller forebyggingen av MPV-infeksjoner og/eller for behandlingen eller forebyggingen
av luftveissykdommer, spesielt hos mennesker. Dempingen av viruset kan oppnds ved
etablerte fremgangsmater utviklet for dette formal, inkludert, men ikke begrenset til
anvendelsen av beslektede virus fra andre arter, seriepassasje gjennom laboratoriedyr
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eller/og vevs/cellekulturer, setedirigert mutagenese av molekylare kloner og utbytting
av gener eller genfragmenter mellom beslektede virus.

En farmaseytisk sammensetning som omfatter et virus, en nukleinsyre, et
proteinlignende molekyl eller fragment av det, et antigen og/eller et antistoff ifolge
oppfinnelsen kan for eksempel anvendes i en fremgangsmate for behandlingen eller
forebyggingen av en MPV-infeksjon og/eller en luftveissykdom som omfatter & forsyne
et individ med en farmaseytisk sammensetning ifelge oppfinnelsen. Dette er mest nyttig
ndr nevnte individ omfatter et menneske, spesielt ndr nevnte menneske er under 5 ar,
fordi slike mindrearige og unge barn mest sannsynlig infiseres av et humant MPV som
tilveiebringes her. Generelt vil akutt-fasepasientene lide av gvre luftveissymptomer som
predisponerer for andre luftveis- og andre sykdommer. Ogsd lavere luftveissykdommer
kan finne sted, s& noe som predisponerer for mer og andre alvorlige tilstander.

Det beskrives ogsd fremgangsmater for & skaffe tilveie et antiviralt middel som er nyttig
i behandlingen av luftveissykdom som omfatter 4 etablere en cellekultur eller
eksperimentelt dyr som omfatter et virus ifelge oppfinnelsen, og behandle nevnte kultur
eller dyr med et kandidat antiviralt middel, og bestemme effekten av nevnte middel pa
nevnte virus eller dets infeksjon pa nevnte dyr eller kultur. Et eksempel pé et slikt
antiviralt middel omfatter et MPV-ngytraliserende antistoff, eller funksjonell
komponent av det, som tilveiebringes her, men antivirale midler av annen natur bli ogsa
skaffet tilveie. Det tilveiebringes ogsa en anvendelse av et antiviralt middel ifalge
oppfinnelsen for tillagingen av en farmaseytisk sammensetning, spesielt for tillagingen
av en farmaseytisk sammensetning for behandlingen av luftveissykdom, spesielt nr den
forarsakes av en MPV-infeksjon, og tilveiebringer en farmaseytisk sammensetning som
omfatter et antiviralt middel ifelge oppfinnelsen, som er nyttig i en fremgangsmaéte for
behandlingen eller forebyggingen a en MPV-infeksjon eller luftveissykdom, nevnte
fremgangsmate omfatter & forsyne et individ med en slik farmasgytisk sammensetning.

Oppfinnelsen blir ytterligere forklart i den detaljerte beskrivelsen uten at den begrenses
til det.

Figurtekst

Figur 1A omfatter Tabell 1: Prosent homologi funnet mellom aminosyresekvensen til
isolat 00-1 og andre medlemmer av Pneumovirinae. Prosentene (x 100) er gitt for
aminosekvensene til N, P, M, F og to RAP-PCR fragmenter i L (8 og 9/10).
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Adgangstallene som er anvendt for analysene er beskrevet i material og
metodeseksjonen.

Figur 1B omfatter Tabell 2: Den serologiske prevalensen til MPV i mennesker
karakterisert ved aldersgruppe ved 4 anvende immunfluorescens og virus
ngytraliseringsanalyser.

Figur 2: Skjematisk representasjon av genomet til APV med lokalisering og sterrelsen
av fragmentene skaffet tilveie med RAP-PCR og RT-PCR pa virusisolat 00-1.
Fragmentene 1-10 ble skaffet tilveie ved & anvende RAP-PCR. Fragment A ble skaffet
til veie med en primer i RAP-PCR fragment 1 og 2 og en primer laget basert pa
oppstilling av leder og de bakerste sekvensene til APV og RSV®. Fragment B ble skaffet
tilveie ved & anvende primere laget i RAP-PCR fragment 1 og 2 og RAP-PCR fragment
3. Fragment C ble skaffet tilveie med primer laget i RAP-PCR fragment 3 og RAP-PCR
fragment 4,5,6 og 7.

For alle fylogenetiske traer (Figurene 3-5) ble DNA-sekvensene oppstilt ved & anvende
ClausalW software pakken og maksimums sannsynlighetstrer ble laget ved & anvende
DNA-ML software pakken i Phylip 3.5 program ved & anvende 100 programlaster og 3
»jumbles'>”. Tidligere publiserte sekvenser som ble anvendt for lagingen av
fylogenetiske treer er tilgjengelige fra Genbank under adgangsnummerne: For alle
ORF’ene: Hrsv: nc001781; bRSV: NC001989; For F ORF: PVM, D11128; APV-A,
D00850; AOV-B, Y14292; APV-C, AF187152; For N ORF: PVM, D10331; APV-A,
U39295; APV-B, U39296; APV-C, AF176590; For M ORF: PVM, U66893, APV-A,
X58639; APV-B, U37586; APV-C, AF262571; For P ORF: PVM, 09649; APV-A,
U22110, APV-C, AF176591. Fylogenetiske analyser for de forskjellige virusisolatene
fra MPV ble utfort med APV stamme C som fremmedgruppe.

Forkortelser anvendt i figurene: hRSV: humant RSV; bRSV: bovint RSV; PVM:
pneumoniavirus hos mus; APV-A,B og C: fugle pneumovirus type A, B og C.

Figur 3:

Sammenligning av N, P, M og F ORF’ene for medlemmer av underfamilien
Pneumovirinae og virusisolat 00-1. Oppstillingen viser aminosyresekvensen til de
fullstendig N, P, M og F-proteinene og delvis L-proteiner fra virusisolat 00-1.
Aminosyrene som er forskjellige mellom isolat 00-1 og de andre virusene er vist.
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Identiske aminosyrer er representert med punktum, mellomrom er representert som
streker. Tallene korresponderer til aminosyreposisjonene i proteinene. Tilgang som den
er anvendt for analysen er beskrevet i material og metodeseksjonen. APV-A, B eller C:
fugle pneumovirus type A, B eller C, b- eller hRSV: bovint eller humant luftveis
synsytisk virus, PVM: lungebetennelsesvirus fra mus. L8: fragment 8 skaffet tilveie
med RAP-PCR lokalisert i L, L9/10: konsensus fra fragment 9 og 10 skaffet tilveie med
RAP-PCR, lokalisert i L. For P-oppstillingen, var ingen APV-B-sekvens tilgjengelig fra
genbanken, for L-oppstillingen var bare bRSV, hRSV og APV-A sekvensene
tilgjengelig.

Figur 4:

Fylogenetisk analyse av N, P, M og F ORF’ene er medlemmer av slekten
pneumoviriner og virusisolat 00-1. Fylogenetiske analyser ble utfort pa virale sekvenser
fra de folgende genene: F (panel A), N (panel B), M (panel C) og P (panel D). De
fylogenetiske trarne er basert pA maksimums sannsynlighetsanalyser ved 4 anvende 100
programlaster og 3 ”jumbles”. Skalaen som representerer tallene for
nukleotidforandringer er vist for hver tre.

Figur 5:

Fylogenetisk slektskap av deler av F (panel A), N (panel B), M (panel C) og L (panel D)
ORF’ene av ni av de primare MPV-isolatene med APV-C, som relativt er neermest
genetisk. Fylogenetiske trer er basert pd maksimum sannsynlighetsanalyser. Skalaen
som representerer antallet med nukleotidforandringer er vist for hvert tre.
Tilgangsnummerne for APV-C: panel A: D00850; panel B: U39295; panel C: X58639
og panel D: U65312.

Figur 6A:

Nukleotid og aminosyresekvensinformasjon fra den 3’-enden av genomet til MPV isolat
00-1. ORF’ene er gitt. N: ORF for nukleoprotein; P: ORF for fosforprotein; M: ORF for
matriksprotein; F: ORF for fusjonsprotein; GE: genslutt; GS: genstart.

Figur 6B og C: Nukleotid og aminosyresekvensinformasjon fra fragmentene skaffet
tilveie i polymerasegenet (L) av MPV-isolatene 00-1. Posisjoneringen av fragmentene i
L er basert pa proteinhomologier med APV-C (tilgangsnummer U65312). Det
translaterte fragmentet 8 (Fig. 6B) er lokalisert ved aminosyre nr. 8 til 243, og
konsensusen av fragmentene 9 og 10 (Fig. 6C) er lokalisert ved aminosyre nr. 1358 til
1464 av APV-C L ORF’en.
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Figur 7:

Genomisk kart av MPV-isolat 00-1. Nukleotidposisjonen til start- og stoppkodonet er
indikert under hver ORF. Den doble linjen som krysser L ORF’en indikerer den
forkortede representasjonen av L-genet. De tre leserammene under kartet indikerer den
primare G ORF’en (nt 6262-6972) og overlappende potensielle sekundere ORF’er.

Figur 8:

Oppstilling av den forutsagte aminosyresekvensen til nukleoproteinet av MPV med de
fra andre pneumovirus. De konserverte regionene identifisert av Barr (1991) er
representert med firkanter og merket A, B og C. Den konserverte region blant
pneumovirus (Li, 1996) er vist med gré skygge. Gapene er representert med streker,
punktum indikerer posisjonene av identiske aminosyreresider sammenlignet med MPV.

Figur 9:

Aminosyresekvenssammenligning av fosforproteinet til MPV med de fra andre
pneumovirus. Regionen med hoy likhet (Ling, 1995) er bokset inn, og den glutamatrike
regionen er skyggelagt med gratt. Gapene er representert med streker og punktum
indikerer at posisjonen til identiske aminosyreresider sammenlignet med MPV.

Figur 10:

Sammenlignet av den utledede aminosyresekvensen for matriksproteinet til MPV med
de fra andre pneumovirus. Den konserverte heksapeptidsekvensen (Easton, 1997) er
skyggelagt gratt. Gapene er representert med linjer og punktum indikerer posisjonen til
identiske aminosyreresidier relativ til MPV.

Figur 11:

Oppstilling av den forutsagte aminosyresekvensen av fusjonsproteinet til MPV med de
fra andre pneumovirus. De konserverte cysteinresidiene er bokset inn, N-koblede
glykosyleringsseter er understreket, kloyvningssetet for FO er understreket dobbelt.
Fusjonspeptider, signalpeptider og membran forankringsdomene er vist med gra
skyggelegging. Gapene er representert med linjer og punkter indikerer posisjonen for
identiske aminosyrer relativ til MPV.

Figur 12:
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Sammenligning av aminosyresekvensen til M2 ORF’ene til MPV med de fra andre
pneumovirus. Oppstillingen av M2-1 ORF’ene er vist i panel A, med den konserverte
aminoterminale delen (Collins, 1990; Zamora, 1999) vist med gra skyggelegging. De tre
konserverte cysteinresidiene er trykket uthevet og indikert med #. Oppstillingen med
M2-2 ORF’en er vist i panel B. Gapene er representert med linjer og punktum indikerer
posisjonen av identiske aminosyrer relativ til MPV.

Figur 13:
Aminosyresekvensanalyser av SH ORF’en til MPV.

(A) Aminosyresekvensen til SH ORF’en til MPV, med serin og treoninresidiene
skyggelagt gratt, cysteinresidiene uthevet og den hydrofobe regionen dobbelt
understreket. Potensielle N-koblede glykosyleringsseter er enkelt understreket.
Tallene indikerer posisjonene pa de basiske aminosyrene som flankerer det
hydrofobe domenet.

(B)  Oppstilling av hydrofobisitetplott med SH-proteinene til MPV, APV-a og
hRSV-B. Prosedyren til Kyte og Doolittle (1982) ble anvendt med et vindu pé 17
aminosyrer. Piler indikerer et sterkt hydrofobt domene. Posisjonene innen
ORF’en er gitt pa X-aksen.

Figur 14:
Aminosyresekvensanalyser av G ORF’en til MPV.

(A) Aminosyresekvensen til G ORF’en hos MPV, med serin, treonin og
prolinresidiene skyggelagt gratt, cysteinresidiet er uthevet og den hydrofobe
regionen dobbelt understreket. De potensielle N-koblede glykosyleringssetene er
enkelt understreket.

(B)  Oppstilling av hydrofobisitetplott av G-proteinene til MPV, APV-A og hRSV-B.
Prosedyren til Kyte og Doolittle (1982) ble anvendt med et vindu pa 17
aminosyrer. Piler indikerer den hydrofobe regionen og posisjonene innen
ORF’en er gitt pd X-aksen.

Figur 15:
Sammenligning av aminosyresekvensene til et konservert domene av polymerasegenet
til MPV og andre paramyxovirus. Domenet III er vist med de fire konserverte
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polymerasemotivene (A, B, C, D) i domenet III (Poch 1998, 1999) innbokset. Gapene er
representert med streker og punktum indikerer posisjonen av identiske
aminosyreresidier relativt til MPV. hPIV3: humant parainfluensavirus type 3; SV:
sendai virus; hPIV-2: humant parainfluensavirus type 2; NDV: New castle
sykdomvirus; MV: mesling virus; nipah: Nipah virus.

Figur 16:

Fylogenetisk analyse av M2-1 og L ORF’ene til MPV og utvalgte paramyxovirus. M2-1
ORF’en oppstilt med M2-1 ORF’ene til andre medlemmer av slekten Pneumovirinae
(A) og L ORF’en ble oppstilt med L ORF’ene til medlemmer av slekten pneumovirinae
og valgte andre paramyxovirus som beskrevet i teksten til Figur 15 (B). Fylogenetiske
treer ble laget ved maksimum sannsynlighetsanalyser ved 4 anvende 100 programlaster
og 3 ”jumbles”. Skalaen som representerer antall av nukleotidforandringer er vist for
hver tre. Tallene i treerne representerer programlastverdiene basert & konsensustrar.

Figur 17:
Ikke-kodende sekvenser av hMPV-isolat 00-1.

(A) De ikke-kodende sekvensene mellom ORF’ene og ved de genomiske
endestasjonene er vist i den positive betydningen. Fra venstre til hoyre, er
stoppkodon for indikerte ORF’er vist, etterfulgt av de ikke-kodende sekvensene,
genstartsignalene og startkodonet for de indikerte etterfalgende ORF’ene.
Tallene indikerer den forste posisjon for start og stoppkodenen i h(MPV -kartet.
Sekvensene som viser likhet med publiserte gensluttsignaler er understreket og
sekvenser som viser likhet til UAAAAAU/A/C er representert med en linje over
sekvensen.

(B) Nukleotidsekvenser til de genomiske endestasjonene til h(MPV. De genomiske
endestasjoner til A(MPV er oppstilt med hverandre og med de fra APV.
Understrekende regioner representerer primersekvensene som er anvendt i RT-
PCR-analyser som er basert pa de 3’ og 5° endesekvensene til APV og RSV.
Uthevede skrastilte nukleotider er delt av genstartsignal til N-genet. Le: leder,
Tr: slutten.

Figur 18:
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Sammenligning av to prototypiske hMPV-isolater med APV-A og APV-C; DNA
likhetsmatrikser for nukleinsyre som koder for de forskjellige virale proteinene.

Figur 19:
Sammenligning av to prototypiske hMPV-isolater med APV-A og APV-B; protein
likhetsmatrikser for de forskjellige virale proteinene.

Figur 20:
Aminosyreoppstilling av nukleoproteinet til to prototyper hMPV-isolater.

Figur 21:
Aminosyreoppstilling av fosforproteinet til to prototype hMPV-isolater.

Figur 22:
Aminosyreoppstilling av matriksproteinet til to prototyper hMPV-isolater.

Figur 23:
Aminosyreoppstilling av fusjonsproteinet av to prototyper hMPV-isolater.

Figur 24:
Aminosyreoppstilling av M2-1-proteinet av to prototyper hMPV-isolater.

Figur 25:
Aminosyreoppstilling av M2-2-proteinene fra to prototype hMPV-isolater.

Figur 26:
Aminosyreoppstilling av det korte hydrofobe proteinet fra to prototype hMPV-isolater.

Figur 27:
Aminosyreoppstilling av festeglykoproteinet fra to prototyper h(MPV-isolater.

Figur 28:
Aminosyreoppstilling av den N-terminale delen av polymeraseproteinet for to prototype

hMPV-isolater.

Figur 29:
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Resultater fra RT-PCR-analyser pé hals og nesepensler fra 12 marsvin innokulert med
ned/00/01 og/eller ned/99/01.

Figur 30A:
IgG-respons mot ned/00/01 og ned/99/01 for marsvin infisert med ned/00/01 og re-
infisert med ned/00/01 (GP’er 8 og 9) eller med ned/99/01 (GPer 10, 11, 12).

Figur 30B:
IgG-responsen mot ned/00/01 og ned/99/01 for marsvin infisert med ned/99/01 og re-
infisert med enten ned/00/01 (GP’er 8 og 9) eller med ned/99/01 (GP’er 10, 11, 12).

Figur 31:
Spesifisitet til ned/00/01 og ned/99/01 ELISA pé sera tatt fra marsvin infisert med enten
ned/00/01 eller ned/99/01.

Figur 32:

Gjennomsnittlig IgG-respons mot ned/00/01 og ned/99/01 ELISA av 3 homologe (00-
1/00-1), 2 homologe (99-1/99-1), 2 heterologe (99-1/00-1) og 2 heterologe (00-1/99-1)
infiserte marsvin.

Figur 33:
Gjennomsnittlig prosent av APV-hemming av hMPV-infiserte marsvin.

Figur 34:
Virus neytraliseringstiter av ned/00/01 og ned/99/01 infiserte marsvin mot ned/00/01,
ned/99/01 og APV-C.

Figur 35:
Resultater fra RT-PCR-analyser for halspensler fra cynomologe makaer innokulert (to
ganger) med ned/00/01.

Figur 36A (topp to paneler):
IgA-, IgM- og IgG-respons mot ned/00/01 fra 2 cynomologe makaker (re)infiserte med
ned/00/01.
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Figur 36B (nedre paneler):
IgG-respons mot APV fra 2 cynomologe makaker infisert med ned/00/01.

Figur 37:
Sammenligning av anvendelsen av hMPV ELISA og APV hemmings-ELISA for
deteksjonen av IgG-antistoffer i humant sera.

Den detaljerte beskrivelsen

Virusisolering og karakterisering

Fra 1980 til 2000 fant vi 28 uidentifiserte virusisolat fra pasienter med alvorlige
luftveissykdommer. Disse 28 uidentifiserte virusisolatene grodde langsomt i tMK-
celler, dérlig i VERO-celler og A549-celler og kunne ikke eller bare lite formere seg i
MDCK eller kyllingembryonale fibroblastceller. De fleste av disse virusisolatene
induserte CPE etter tre passeringer pd tMK-celler mellom dag 10 og 14. CPE’en var
praktisk talt ikke til & skjelne fra den som ble fordrsaket av hRSV eller hPIV i tMK eller
andre cellekulturer, karakterisert ved synsytiumdannelse hvoretter cellene viste rask
intern gdeleggelse, etterfulgt av losning av cellene fra monolaget. Cellene viste
vanligvis (noen ganger senere) CPE etter tre passasjer ved virus fra originalt materiell,
ved dag 10 til 14 etter innokulering, noe senere enn CPE forarsaket av andre virus slik
som hRSV eller hPIV.

Vi anvendte supernatantene fra infiserte tMK-celler for EM-analyse som viste
tilstedevearelsen av paramyxoviruslignende viruspartikler i omradet fra 150 til 600
nanometer, med korte hylsterutskudd i omradet fra 13 til 17 nanometer. 1
overensstemmelse med de biokjemiske egenskapene for hylstervirus slik som
Paramyxoviridae, resulterte standard kloroform eller eterbehandling® i mer enn 10
TCIDS50 reduksjon av infektiviteten for tMK-celler. Virusinfiserte tMK-cellekultur
supernatanter viste ikke hemagglutininaktivitet med kalkun, kylling og marsvin
erytrocytter. Under dyrking syntes det som om virusreplikeringen av trypsinavhengig pa
cellene som ble testet. Disse kombinerte virologiske dataene tillot at det nylig
identifiserte viruset ble taksonomisk klassifisert som et medlem av Paramyxoviridae-
familien.

Vi isolerte RNA fra tMK-celler infisert med 15 av de uidentifiserte virusisolatene for
revers transkripsjon og polymerase kjedereaksjon (RT-PCR) analyser ved & anvende
primersett som var spesifikke for Paramyxovirinae3 , hPIV 1-4, sendai virus, simian
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virus type 5, New-Castle sykdomsvirus, hRSV, meslinger, kusma, Nipah, Hendra,
Tupaia og Mepuera virus. RT-PCR-analyser ble utfort ved lav stringens for & oppdage
potensielle beslektede virus og RNA isolert fra homologe virusbeholdninger ble
anvendt som kontroller. Mens tilgjengelige kontroller reagerte positivt med de
respektive virusspesifikke primerne, reagerte de nylig identifiserte virusisolatene ikke
med noe primersett, noe som indikerer at viruset ikke var nart beslektet med virusene
som ble testet.

Vi anvendte to av de virusinfiserte tMK-cellekultur supernatantene for & innokulere
marsvin og ildere intranasalt. Sera ble samlet for disse dyrene pé dag 0, to uker og tre
uker etter innokulering. Dyrene viste ingen kliniske symptomer, men alle ble omdannet
serologisk som maélt i virusneytraliserings (VN) analyser og indirekte IFA mot
homologe virus. Seraene reagerte ikke i indirekte IFA, men noen av de kjente
paramyxovirus beskrevet over og med PVM. Deretter screenet vi de sd langt
videntifiserte virusisolatene ved & anvende marsvin og ilder for og etter infeksjonssera,
av disse var 28 klart positive ved indirekte IFA med post-infeksjonsseraene, noe som
tyder pd at de var serologisk tett beslektet eller identiske.

RAP-PCR

For & skaffe tilveie sekvensinformasjon for de ukjente virusisolatene, anvendte vi en
tilfeldig PCR-oppformeringsstrategi kjent som RAP-PCR'. Til dette formalet ble tMK-
celler infisert med et av virusisolatene (isolat 00-1) s vel som med hPIV-1 som tjente
som en kontroll. Etter at begge kulturene viste lignende nivéer av CPE, ble virus i
kultursupernatantene renset pa kontinuerlige 20-60% sukkrosegradienter.
Gradientfraksjonene ble inspisert for viruslignende partikler ved EM og RNA ble isolert
fra fraksjonen som inneholdt ca. 50% sukkrose, hvor nukleokapsier ble observert. Like
mengder RNA isolert fra begge virusfraksjonene ble anvendt til RAP-PCR, etterpd ble
provene kjort ved siden av hverandre pa en 3% NuSieve agarosegel. 20 differensielt
viste badnd som var spesifikke for de uidentifiserte virus ble deretter renset fra gelen,
klonet i plasmid pCR2.1 og sekvensert med vekt og spesifikke primere. Nar vi anvendte
disse sekvensene for & lete etter homologier mot sekvenser i Genbank databasen ved &
anvende BLAST softwaren (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) viste 10 av 20 fragmenter
likheter med APV/TRTV-sekvenser.

Disse 10 fragmentene var lokalisert 1 genene som koder for nukleoproteinet (N;
fragment 1 og 2), matriksproteinet (M; fragment 3), fusjonsproteinet (F; fragment 4, 5,
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6, 7) og polymeraseproteinet (L; fragment 8, 9, 10) (Fig. 2). Deretter laget vi PCR-
primere for & fullfore sekvensinformasjonen for den 3’-enden av det virale genomet
basert pd vire RAP PCR-fragmenter sd vel som publiserte leder og sluttsekvenser for
Pneumovirinae®, Tre fragmenter ble oppformert, hvorav fragment A dekket den
ekstreme 3’-enden av den N-3pne leserammen (ORF), fragment B dekket
fosforproteinet (P) ORF’en og fragment C lukket gapet mellom M og F ORF’en (Fig.
2). Sekvensanalyser av disse tre fragmentene viste fravaret av NS1 og NS2 ORF’er ved
den ekstreme 3’-enden av det virale genomet og posisjoneringen av F ORF’en
umiddelbart tilstatende til M ORF’en. Denne genomiske organiseringen ligner den til
metapneumoviruset APV, som ogsé er i overensstemmelse med sekvenshomologien.
Totalt viste de translaterte sekvensene for N, P, M og F ORF’ene et gjennomsnitt pd 30-
33% homologi med medlemmer av slekten Pneumovirus og 66-68% med medlemmer
av slekten Metapneumovirus. For SH- og G ORF’ene ble ingen merkbar homologi
funnet med medlemmer av noen av slektene. Aminosyrehomologiene funnet for M viste
ca. 40% homologi med hRSV og 88% med APV-C, dets n&rmeste genetiske slektning,
som for eksempel kan utledes ved & sammenligne aminosyresekvensen i Figur 3 med
aminosyresekvensen av de respektive N-proteinene til andre virus. Aminosyresekvensen
for P viste ca. 25% homologi med hRSV og ca. 66-68% med APV-C, M viste ca. 36-
39% med hRSV og ca. 87-89% med APV-C, F viste ca. 40% homologi med hRSV og
ca. 81% med APV-C, M2-1 viste ca. 34-36% homologi med pneumovirus og 84-86%
med APV-C, M2-2 viste 15-17% homologi med pneumovirus og 56% med APV-C og
fragmentene skaffet tilveie i L viste et gjennomsnitt p& 44% med pneumovirus og 64%
med APV-C.

Fylogeni

Selv om BLAST-segk ved & anvende nukleotidsekvenser skaffet tilveie fra det
videntifiserte virusisolatet viste homologier primart medlemmer av Pneumovirinae,
viste homologier basert pa proteinsekvenser noe likheter med andre paramyxovirus ogsé
(data ikke vist). Som en indikasjon pa forholdet mellom det nylig identifiserte
virusisolatet og medlemmer av Pneumovirinae, ble fylogenetiske traer konstruert basert
pa N, P, M og F ORF’ene til disse virus. I alle fire fylogenetiske traer var det nylig
identifiserte virusisolatet neermest beslektet med APV (Fig. 4). Fra de fire serotypene av
APV som er blitt beskrevet'', viste APV-serotype C, metapneumoviruset funnet
primert i fugler i USA, den narmeste likheten med det nylig identifiserte viruset. Det
bor imidlertid nevnes at bare delvis sekvensinformasjon for APV serotype D er
tilgjengelig.
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For & bestemme slektskapet av vare forskjellige nyidentifiserte virusisolater, konstruerte
ved fylogenetiske treer basert pd sekvensinformasjon skaffet tilveie fra atte til ni isolater
(8 for F, 9 for N, M og L). Til dette formalet anvendte vi RT-PCR med primere laget for
a4 oppformere korte fragmenter i N, M, F og L ORF’ene som deretter ble sekvensert
direkte. De ni virusisolatene som tidligere ble funnet & vaere beslektet serologisk (se
over) ble ogsa funnet & vere nart beslektet genetisk. Faktisk var alle ni isolatene
nzrmere beslektet til hverandre enn til APV. Selv om sekvensinformasjonen som ble
anvendt til disse fylogenetiske traerne var begrenset, synes det som om de ni isolatene
kan deles inn i to grupper med isolat 94-1, 99-1 og 99-2 sammenknyttet i en gruppe og
de andre seks isolatene (94-2; 93-1; 93-2; 93-3; 93-4; 00-1) i den andre (Fig. 5).

Serologisk prevalens

For & studere den serologiske prevalensen til dette virus i den humane populasjonen,
testet vi sera fra mennesker i forskjellige alderskategorier ved indirekte IFA ved &
anvende tMK -celler infisert med et av de uidentifiserte virusisolatene. Denne analysen
avslerte at 25% av barna mellom 6 og 12 méneder hadde antistoffer mot viruset, og ved
en alder av 5 var nesten 100% av barna seropositive. Totalt ble 56 serumpraver testet
ved indirekte IFA testet ved VN-analyse. For 51 (91%) av prevene falt resultatene av
VN-analysen (titer >8) med resultatene som ble skaffet tilveie med indirekte IFA
(titer>32). Fire prover som ble funnet positive i IFA var negative med VN-test (titer <
8) mens et serum reagerte negativt i IFA (titer < 32) og positivt i VN-testen (titer 16)
(tabell 2).

IFA utfert med 72 sera tatt fra mennesker i 1958 (alder i omradet fra 8-99 &r)'>*’ viste
en 100% serologisk prevalens, noe som indikerer at viruset har veert i sirkulasjon i den
menneskelige populasjonen i mer enn 40 ar. I tillegg ble en rekke av disse seraene
anvendt i VN-analyser for & bekrefte IFA-dataene (tabell 2).

Genetiske analyser pd N, M, P og F-genene viste at MPV har hayere sekvenshomologi
med den nylig foreslétte slekten Metapneumovirinae (gjennomsnitt pé 63%)
sammenlignet med slekten Pneumovirinae (gjennomsnitt pd 30%) og demonstrerer
dermed en genomisk organisering lik og lignende den hos APV/TRTV. I motsetning til
den genomiske organiseringen til RSV’ene (3’-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5"),
mangler metapneumovirus NS1 og NS2 gener og har en forskjellig posisjonering av
genene mellom M og L (3’-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5’). Mangelen av ORF’er mellom
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M- og F-genene i vare virusisolater og mangelen av NS1 og NS2 tilstetende til N, og
den hgye aminosyresekvens homologien funnet med APV er grunner for & foresla
klassifiseringen av MVP isolert fra mennesker som et forste medlem av
Metapneumovirus slekten hos pattedyr, spesielt med human opprinnelse.

Fylogenetisk analyse viste at 9 MPV-isolater som det ble skaffet sekvensinformasjon
tilveie fra er neert beslektet. Selv om sekvensinformasjonen var begrenset, var de faktisk
nzrmere beslektet til hverandre enn til noen av fugle metapneumovirusene. Av de fire
serotypene av APV som er blitt beskrevet, var serotype C nermest beslektet med MPV
basert pd N-, P-, M- og F-genene. Det ber imidlertid legges merke til at for serotype D
var bare delvis sekvenser for F-genet tilgjengelig fra Genbanken og for serotype B var
bare M, N og F-sekvenser tilgjengelige. Vare MPV-isolater dannet to klynger i
fylogenetiske treer. For bAde hRSV og APV har forskjellige genetiske og serologiske
undertyper blitt beskrevet. Om de to genetiske klyngene til MPV-isolatene representerer
serologiske undergrupper som ogsa er funksjonelt forskjellige er for tiden ukjent. Véare
serologiske kartlegginger viste at MPV er et vanlig humant patogen. Den repeterte
isoleringen av dette virus fra kliniske prever fra barn med alvorlig RTI indikerer at det
kliniske og gkonomiske omfanget av MPV kan vare hoyt. Nye diagnostiske analyser
basert pa virusdeteksjon og serologi vil tillate en mer detaljert analyse av forekomsten
og det kliniske og gkonomiske omfanget av dette virale patogen.

De svake forskjellene mellom IFA- og VN-resultatene (5 prever) kan skyldes det
faktum at i IFA ble bare IgG-serumantistoffer detektert mens VN-analysen detekterer
béade klasser og underklasser av antistoffer eller forskjeller kan skyldes forskjellene i
sensitivitet mellom begge analysene. For IFA blir en avskjaringsverdi pd 16 anvendt,
mens for VN blir en avskjeringsverdi pa 8 anvendt.

P& den annen side kan forskjeller mellom IFA i forhold til VN-analyse ogsé indikere
mulige forskjeller mellom forskjellige serotyper i den nylig identifiserte virus. Fordi
MPYV ser ut til & vaere neermere beslektet med APV, spekulerte vi pd om det humane
virus kan ha sin opprinnelse fra fugler. Analyser av serumprever tatt fra mennesker i
1958 viste et MPV har blitt spredt i den humane populasjon i mer enn 40 &r, noe som
indikerer pd at en tentativ sonosebegivenhet mé ha funnet sted lenge for 1958.
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Materialer og metoder

Proveinnsamling

Over de siste tidrene har vart laboratorium samlet nasofaryngale aspirater fra barn som
lider av RTI, som rutinemessig blir testet for tilstedevarelse av virus. Alle
nasofaryngale aspirater blir testet ved direkte immunfluorescensanalyser (DIF) ved &
anvende fluorescensmerkede antistoffer mot influensavirustype A og B, hRSV og
humant fra influensavirus (hPIV) typene 1 til 3. De nasofaryngale aspiratene blir ogsa
behandlet for virusisolering ved 4 anvende hurtige shell vial” teknikker '* pa
forskjellige cellelinjer inkludert VERO-celler, tertier cynomolge apenyre (tMK) celler,
humane endoteliale lunge (HEL) celler og marbin dock nyreceller. Praver som viste
cytofatiske effekter (CPE) etter to til tre passasjer, og som var negative i DIF ble bestet
ved indirekte immunfluorescensanalyser (IFA) ved & anvende virusspesifikke antistoffer
mot influensavirus type A, B og C, hRSV-typene A og B, meslingvirus, kusmavirus,
humant parainfluensavirus (hPIV) typene 1 til 4, sendai virus, simian virus type 5 og
New-Castle sykdomvirus. Selv om det etiologiske middelet for mange tilfeller kunne
identifiseres, var noen prever negative for alle viruser som ble testet.

Direkte immunfluorescensanalyse (DIF)

Nasofaryngal aspiratprever fra pasienter som lider av RTI ble anvendt for DIF og
virusisolering som beskrevet'*!®. Pravene ble oppbevart ved -70°C. I korthet si ble
nasofaryngale aspirater fortynnet med 5 ml Dulbecco MEM (BioWhittaker,
Walkersville, MD) og blandet godt pa en vortex mikser i 1 minutt. Suspensjonen ble si
sentrifugert i 10 minutter ved 840 x g. Sedimentet ble spredt ut pd en multispot
glassplate (Nutacon, Leimuiden, The Netherlands), supernatanten ble anvendt til
virusisolering. Etter terking ble cellene fiksert i aceton i 1 minutt ved romtemperatur.
Etter vasking ble glassplaten innkubert i 15 minutter ved 37°C med kommersielt
tilgjengelige FITC-merket virusspesifikke antisera slik som influensa A og B, hRSV og
hPIV 1 til 3 (Dako, Glostrup, Danmark). Etter tre vaskinger i PBS og 1 i rennende vann,
ble glassplatene inkludert i en glyserol/PBS-lagsning (Citifluor, UKC, Canterbury, UK)
og dekket. Glassplatene ble analysert ved & anvende et Axioskop flurescensmikroskop
(Carl Zeiss B.V., Weesp, Nederland).

Virusisolering

For virusisolering ble tMK-celler (RIVM, Bilthoven, Nederland) dyrket i 24 brenners
plater som inneholder glassplater (Costar, Cambridge, UK) med mediet beskrevet under
supplementert med 10% fetalt bovint serum (BioWhittaker, Vervier, Belgia). For
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innokuleringen ble platene vasket med PBS og supplementert med Eagles MEM med
Hank’s salt (ICN, Costa mesa, CA) hvorav en halv liter av dette ble supplementert med
0,26 g HaHCOs, 0,025 M Hepes (Biowhittaker), 2 mM L-GLUTAMIN (Biowhittaker),
100 enheter penicillin, 100 pg streptomycin (Biowhittaker), 0,5 g laktalbumin (Sigma-
Aldrich, Zwijndrecht, Nederland), 1,0 g D-glukose (merck, Amsterdam, Nederland) og
0,2% trypsin (Life Technologies, Bethesda, MD). Platene ble innokulert med
supernatant fra de nasofaryngale aspiratprevene, 0,2 ml per brenn i triplikat, etterfulgt
av sentrifugering ved 840 x gi 1 time. Etter innokulering ble platen innkubert ved 37°C
i maksimum 14 dager og mediet ble byttet en gang i uken og kulturene ble sjekket
daglig for CPE. Etter 14 dager ble cellene skrapet fra den andre passeringen og
innkubert 14 dager. Dette trinnet ble repetert for den tredje passasjen. Glassplatene ble
anvendt for & demonstrere tilstedevarelsen av viruset ved indirekte IFA som beskrevet

under.

Immunisering av dyr

Ilder- og marsvinspesifikke antisera for det nylig opptatte virus ble laget ved
eksperimentell intra nasal infeksjon av to spesifikt patogenfrie ildere og to marsvin, som
ble holdt i separate trykk handske esker. To til tre uker senere ble alle dyrene tappet for
blod ved punktering av hjertet, og seraene deres ble anvendt som referansesera. Seraene
ble testet for alle tidligere beskrevne virus med indirekte IFA som beskrevet under.

Antigendeteksjon indirekte IFA

Vi utforte indirekte IFA pé glassplater som inneholdt infisert tMK-celler. Etter vasking
med PBS ble glassplatene innkubert i 30 minutter ved 37°C med virusspesifikke
anticeller. De anvendte monoklonale antistoffer i DIF mot influensa A, B og C, hPIV-
type 1 til 3 og hRSV som beskrevet over. For hPIV type 4, kusmavirus, meslingvirus,
sendai virus, simian virus type 5, New-Castle sykdomsvirus polyklonale antistoffer
(RIVM) og ilder og marsvin referansesera ble anvendt. Etter tre vask med PBS og en
vask med rennende vann ble glassplatene farget med et sekundaert antistoff rettet mot
seraene anvendt i den ferste innkuberingen. Sekundare antistoffer for de polyklonale
antiseraene var geite-anti-ilder (KPL, Guildford, UK, 40 ganger fortynnet), muse-anti-
kanin (Dako, Glostrup, Danmark, 20 ganger fortynnet), kanin-anti-kylling (KPL, 20
ganger fortynnet) og muse-anti-marsvin (Dako, 20 ganger fortynnet). Glassplatene ble
behandlet som beskrevet for DIF.
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Deteksjon av antistoffer i mennesker ved indirekte IFA

For deteksjon av virusspesifikke antistoffer ble infiserte tMK celler fiksert med kald
aceton pa objektglass, vasket med PBS og farget med serumprover ved en 1:16
fortynning. Deretter ble provene farget med FITC fargede kanin-anti-humane antistoffer
80 ganger fortynnet i PBS (Dako). Glassplatene ble behandlet som beskrevet over.

Viruskultur av MPV

Subkonfluente monolag av tMK-celler i medium som beskrevet over ble innokulert med
supernatant fra prever som viste CPE etter to eller tre passasjer i fire brenners plater.
Kulturene ble sjekket for CPE daglig og mediene ble byttet en gang i uken. Fordi CPE
var forskjellig for hvert isolat, ble alle kulturene testet ved dag 12 til dag 14 med
indirekte IFA ved & anvende ilder antistoffer mot det nye virusisolatet. Positive kulturer
ble frosset og tint tre ganger, hvoretter supernatantene ble klarnet ved lav hastighets
sentrifugering, allikvotert og oppbevart frosne ved -70°C. De 50% vevskultur infeksiose
dosene (TCIDS0) av virus i kultur supernatantene ble bestemt som beskrevet'®.

Virus naytraliseringsanalyse

VN-analyser ble utfort ved serie to gangers fortynninger pa humane og dyresera som
startet ved en 8-gangers fortynning. Fortynnede sera ble innkubert i en time med 100
TCID50 med virus for innokulering av tMK-celler som var grodd i 96-brenners plater.
Deretter ble platene sentrifugert ved 840 x g. Mediene ble byttet etter tre og seks dager
og IFA ble utfort med ilder antistoffer mot MPV 8 dager etter innokulering. VN-titere
ble definert som den laveste fortynning av serumpreven som resulterte i negativ IFA og
hemming av CPE i cellekulturer.

Viruskarakterisering

Hemagglutininanalyser og kloroform sensitivitetstester ble utfart som beskrevet®'*. For
EM-analyser ble virus konsentrert fra infiserte cellekultur supernatanter i en
mikrosentrifuge ved 4°C ved 17 000 x g, hvoretter pelleten ble resuspendert i PBS og
inspisert ved negativ kontrast EM. For RAP-PCR ble virus konsentrert fra infiserte
tMK-cellesupernatanter ved ultrasentrifugering pa en 60% sukkrosepute (2 timer ved
150 000 x g, 4°C). Den 60% sukkrose mellomfasen ble deretter fortynnet med PBS og
lagt pé toppen av en 20-60% kontinuerlig sukkrosegradient som ble sentrifugerti 16
timer ved 275 000 x g ved 4°C. Sukkrose gradientfraksjonene ble inspisert for
tilstedevarelsen av viruslignende partikler med EM og polyakrylamid gelelektroforese
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etterfulgt av selvfarging. De ca. 50% sukkrosefraksjonene som viste seg & inneholde
nukleokapsidene ble anvendt til RNA-isolering og RAP-PCR.

RNA-isolering

RNA ble isolert fra supernatanten til de infiserte cellekulturene eller sukkrose
gradientfraksjonene ved & anvende High Pure RNA Isolation Kit ifelge instruksjonene
fra produsenten (Roche Diagnostics, Almere, Nederland).

RT-PCR

Virusspesifikke oligonukleotidsekvenser for RT-PCR-analyser pa kjente paramyxovirus
er beskrevet i tillegg 1. En en-trinns RT-PCR ble utfert i 50 pl reaksjoner som inneholdt
50 mM Tris.HCl pH 8,5, 50 mM NaCl, 4 mM MgCl,, 2 mM ditiotreitol, 200 puM hver
av dNTP, 10 enheter rekombinant RNAsin (Promega, Leiden, Nederland), 10 enheter
AMYV RT (Promega, Leiden, Nederland), 5 enheter Amplitaq Gold DNA-polymerase
(PE Biosystems, Nieuwerkerk aan de Ijssel, Nederland) og 5 pl RNA. Cykliske
betingelser var 45 minutter ved 42°C og 7 minutter ved 95°C en gang, 1 minutt ved
95°C, 2 minutter ved 42°C og 3 minutter ved 72°C repetert 40 ganger og 10 minutter
ved 72°C en gang.

RAP-PCR

RAP-PCR ble utfort essensielt som beskrevet'®. Oligonukleotidsekvensene er beskrevet
itillegg 2. For RT-reaksjon, ble 2 ul RNA anvendt i en 10 pl reaksjon som inneholdt 10
ng/pl oligonukleotid, 10 mM ditiotreitol, 500 pm hver av INTP, 25 mM Tris-HCI pH
8,3, 75 mM KCl og 3 mM MgCl,. Reaksjonsblandingen ble innkubert i 5 minutter ved
70°C og 5 minutter ved 37°C, deretter ble 200 enheter superskript RT-enzym
(LifeTechnologies) tilsatt. Innkuberingen ved 37°C fortsatte i 55 minutter og reaksjonen
ble stoppet ved en 5 minutters innkubering ved 72°C. RT-blandingen ble fortynnet for &
gi en 50 ul PCR-reaksjon som inneholdt 8 ng/ul oligonukleotid, 300 pm hver av dNTP,
15 mM Tris-HCI pH 8,3, 65 mM KCl, 3,0 Mm MgCl, og 5 enheter Taq DNA
polymerase (PE Biosystems). Cykliske betingelsene var 5 minutter ved 94°C, 5 minutter
ved 40°C og 1 minutt ved 72°C en gang, etterfulgt av 1 minutt ved 94°C, 2 minutter ved
56°C og 1 minutt ved 72°C repetert 40 ganger og 5 minutter ved 72°C en gang. Etter
RAP-PCR, ble 15 pl av RT-PCR-produktene kjort side om side pé en 3% NuSieve
agarosegel (FMC BioProducts, Heerhugowaard, Nederland). Differensielt viste
fragmenter som var spesifikke for MPV ble renset fra gelen med Qiaquick Gel
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Extraction kit (Qiagen, Leusden, Nederland) og klonet inn i pCR.2.1 vektor (Invitrogen,
Groningen, Nederland) ifelge produsentens instruksjoner.

Sekvensanalyse

RAP-PCR produktene klonet inn i vektor pCR.2.1 (Invitrogen) ble sekvensert med
M13-spesifikke oligonukleotider. DNA-fragmentene skaffet tilveie med RT-PCR ble
renset fra agarose gel ved & anvende Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Leusden,
Nederland), og sekvensert direkte med de samme oligonukleotidene som ble anvendt
for PCR. Sekvensanalysene ble utfort ved & anvende et Dyenamic ET terminator
sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech, Roosendaal, Nederland) og ABI 373
automatisk DNA sekvensmaskin (PE Biosystem). Alle teknikkene ble utfort ifolge
produsentens instruksjoner.

Tillaging av genomiske fragmenter fra MPV ved RT-PCR

For 4 lage PCR-fragmenter som dekker gapene A, B og C mellom RAP-PCR
fragmentene (Fig. 2) anvendte vi RT-PCR-analyser som beskrevet for pA RNA isolert
fra virusisolat 00-1. De folgende primerne ble anvendt:

For fragment A: TR1 laget i lederen: (5°-
AAAGAATTCACGAGAAAAAAACGC-3’) og N1 laget i den 3’-enden av
RAP-PCR fragmentene skaffet tilveie i N (5°-
CTGTGGTCTCTAGTCCCACTTC-3")

For fragment B: N2 laget fra den 5’-enden av RAP-PCR fragmentene skaffet til
veie i N: (5’-CATGCAAGCTTATGGGGC-3") og M1 laget fra den 3’-enden av
RAP-PCR fragmentene skaffet tilveie i M: (5°-
CAGAGTGGTTATTGTCAGGGT-3’).

For fragment C: M2 laget fra den 5’-enden til RAP-PCR-fragmentene skaffet
tilveie i M: (5’-GTAGAACTAGGAGCATATG-3") og F1 laget fra den 3’-enden

av RAP-PCR fragmentene skaffet tilveie i F: (5°-
TCCCCAATGTAGATACTGCTTC-3%).

Fragmentene ble renset fra gelen, klonet og sekvensert som beskrevet for.

RT-PCR for & diagnostisere MPV.
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For oppformeringen og sekvenseringen av deler av N, M, f og L ORF’ene fra ni av
MPV-isolatene, anvendte vi henholdsvis N3 (5’-GCACTCAAGAGATACCCTAG-3’)
0og N4 (5’-AGACTTTCTGCTTTGCTGCCTG-3’), som omformerte et 151
nukleotidfragment, M3 (5’-CCCTGACAATAACCACTCTG-3") og M4 (5°-
GCCAACTGATTTGGCTGAGCTC-3’) som omformerte et 252 nukleotidfragment, F7
(5’-TGCACTATCTCCTCTTGGGGCTTTG-3") og F8 (5°-
TCAAAGCTGCTTGACACTGGCC-3’) som omformerte et 221 nukleotidfragment og
L6 (5’-CATGCCCACTATAAAAGGTCAG-3) og L7 (5°-
CACCCCAGTCTTTCTTGAAA-3’) som omformerte et 173 nukleotidfragment. RT-
PCR, gelrensing og direkte sekvensering ble utfert som beskrevet over. Videre sd var
prober som ble anvendt:

Probe anvendti M: 5°-TGC TTG TAC TTC CCA AAG-3’
Probe anvendti N; 5°-TAT TTG AAC AAA AAG TGT-3’
Probe anvendti L: 5-TGGTGTGGGATATTAACAG-3’

Fylogenetiske analyser

For alle fylogenetiske traer sd ble DNA-sekvenser oppstilt ved & anvende ClausalW
software pakken og maksimum sannsynlighets treer ble laget ved 4 anvende DNA-ML
software pakken fra Phylip 3.5 programmet ved & anvende 100 programlaster og 3
jumles'. Tidligere publiserte sekvenser som ble anvendt for & lage fylogenetiske treer er
tilgjengelig fra Genbank under adgangsnummere: For alle ORF’ene: hRSV: NC001781;
bRSV. NC001989; For F ORF’en: PVM, D11128; APV-A, D00850; APV-B, Y14292;
APV-C, AF187152; For N ORF’en: PVM, D10331; APV-A, U39295; APV-B, U39296;
APV-C, AF176590; For M ORF’en: PMV, U66893; APV-A, X58639; APB-B,
U37586; APV-C, AF262571; For P ORF’en: PVM, 09649; APV-A, U22110, APV-C,
AF176591. Fylogenetiske analyser for de ni forskjellige virusisolatene for MPV ble
utfort med APV-stamme C som fremmedgruppe.

Forkortelser anvendt i figurene: hRSV, humant RSV; bRSV: bovint RSV; PVM:
pneumonia virus fra mus; APV-A, B og C: fugle pneumovirus type A, B og C.

Eksempler pa fremgangsméter for 4 identifisere MPV
Proveinnsamling
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For & finne virusisolater skulle nasofaryngale aspirater, hals- og nasale pensler,
skyllinger fra alveolare bronkia, helst fra pattedyr slik som mennesker, rovdyr (hunder,
katter, “mustelliter”, seler osv.), hester, ruminanter (storfe, sauer, geiter osv), griser,
kaniner, fugler (fjerfe, struts osv.) undersekt. Fra fugler kan kloakkpensler og drypp
ogsé undersgkes. Sera ber samles for immunologiske analyser slik som ELISA og
virusngytraliseringsanalyser.

Innsamlede virusprever ble fortynnet med 5 ml Dulbecco MEM medium (BioWhittaker,
Walkersville, MD) og neye blandet pé en vortex-blander i 1 minutt. Suspensjonen ble s&
sentrifugert i 10 minutter ved 840 x g. Sedimentet ble spredt pd en multispot glassplate
(Nutacon, Leimuiden, Nederland) for immunfluorescensteknikker, og supernatanten ble
anvendt for virusisolering.

Virusisolering

For virusisolering ble tMK-celler (RIVM, Bilthoven, Nederland) dyrket i 24 brenners
plater som inneholdt dekkglass (Costar, Cambridge, UK) med mediet beskrevet under
supplementert med 10% fetalt bovint serum (BioWhittaker, Vervier, Belgia). For
innokulering ble flatene vasket med PBS og supplert med Eagle’s MEM med Hanks’
salt (ICN, Costa mesa, CA) supplementert med 0,52/liter gram NaHCOs3, 0,025 M
Hepes (Biowhittaker), 2 mM L-glutamin (Biowhittaker), 200 enheter/liter penicillin,
200 pg/liter streptomycin (Biowhittaker), 1 gram/liter laktalbumin (Sigma-Aldrich,
Zwijndrecht, Nederland), 2,0 gram/liter D-glukose (Merck, Amsterdam, Nederland), 10
gram/liter pepton (Oksoid, Haarlem, Nederland) og 0,02% trypsin (Life Technologies,
Bethesda, MD). Platene ble innokulert med supernatant fra de nasofaryngale
aspiratprevene. 0,2 ml per brenn i triplikat, etterfulgt av sentrifugering av 840 x gi 1
time. Etter innokulering ble platen innkubert ved 37°C i maksimum 14 dager med byttet
av medium 1 gang i uken og kulturene ble sjekket daglig for CPE. Etter 14 dager ble
cellene skrapet av fra den andre passeringen og innkubert i enda 14 dager. Dette trinnet
ble repetert for den tredje passasjen. Objektglassene ble anvendt for & demonstrere
tilstedevaerelsen av virus ved indirekte IFA som beskrevet under.

CPE ble generelt observert etter den tredje passasjen, ved dag 8 til 14 avhengig av
isolatet. CPE var s4 & si ikke til 4 skille fra den som ble fordrsaket av hRSV eller hPIV i
tMK eller andre cellekulturer. Imidlertid, induserer hRSV CPE som starter rundt dag 4.
CPE ble karakterisert ved dannelse av synsytia hvoretter cellene viste hurtig intern
adeleggelse, etterfulgt av at cellene losnet fra monolaget. For noen isolater var CPE
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vanskelig & observere, og IFA ble anvendt for & bekrefte tilstedevearelsen av viruset i
disse kulturene.

Viruskultur av MPV

Sub-konfluente monolag av tMK-celler i media som beskrevet ovenfor ble innokulert
med supernatanter fra prover som viste CPE etter to eller tre passasjer i 24-brenners
plater. Kulturene ble sjekket for CPE daglig og mediet ble byttet en gang i uken. Fordi
CPE var forskjellig fra hvert isolat, ble alle kulturene testet pd dag 12 til dag 14 med
indirekte IFA ved & anvende ilder antistoffer mot det nye virusisolatet. Positive kulturer
var frosne og tint 3 ganger, hvoretter supernatantene ble klarnet ved lav hastighets
sentrifugering, alikvotert og oppbevart frosne ved -70°C. De 50% vevskulturinfeksiose
dosene (TCIDS50) til virus i kultursupernatantene ble bestemt ved & folge etablerte
teknikker som anvendes i feltet'S.

Virus karakterisering

Hemagglutininanalyser og kloroform sensitivitetsstester ble utfort ved & folge godt
etablerte og beskrevne teknikker anvendt i feltet'*. For EM-analyser ble virus
konsentrert fra infiserte cellekultur supernatanter i en mikrosentrifuge ved 4°C ved

17 000 x g, hvoretter pelleten ble resuspendert i PBS og inspisert med negativ kontrast
EM.

Antigendeteksjon ved indirekte IFA
Innsamlede prover ble prosessert som beskrevet og sediment fra provene ble spredt pa
en multispot glassplate. Etter torking ble cellene fiksert i aceton i 1 minutt ved

romtemperatur.

Alternativt ble virus dyrket pd tMK-celler i 24 brenners plater som inneholdt dekkglass.
Disse dekkglassene ble vasket med PBS og fiksert i aceton i 1 minutt ved

romtemperatur.

Etter vasking med PBS ble glassplatene innkubert i 30 minutter ved 37°C med
polyklonale antistoffer ved en fortynning pa 1:50 til 1:100 i PBS. Vi anvendte
immuniserte ildere og marsvin for & skaffe tilveie polyklonale antistoffer, men disse
antistoffene kan lages i forskjellige dyr, og arbeidsfortynningen til det polyklonale
antistoffet kan variere for hver immunisering. Etter 3 vasker med PBS og bare en vask
med rennende vann, ble glassplatene innkubert ved 37°C i 30 minutter med FITC-
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merkede geite-anti-ilder-antistoffer (KPL, Guildford, UK, 40 ganger fortynnet). Etter tre
vaskinger i PBS og en i rennende vann, ble glassplatene inkludert i en glyserol/PBS
losning (Citifluor, UKC, Canterbury, UK) og tildekket. Glassplatene ble analysert ved &
bruke et Azioskop fluorescens mikroskop (Carl Zeiss B.V., Weesp, Nederland).

Deteksjon av antistoffer hos mennesker, pattedyr, ruminanter eller andre dyr ved
indirekte IFA

For deteksjon av virusspesifikke antistoffer ble tMK-celler infisert med MPV fiksert
med aceton pd dekkglass (som beskrevet over), vasket med PBS og innkubert 30
minutter ved 37°C med serumprgver i en 1:16 fortynning. Etter to vask med PBS og en
med rennende vann, ble glassplaten innkubert i 30 minutter ved 37°C med FITC-
merkede sekundzre antistoffer mot artene som ble anvendt (Dako). Glassplatene ble
prosessert som beskrevet over.

Antistoffer kan merkes direkte med en fluorescerende farge som vil resultere i en
direkte immun fluorescensanalyse. FITC kan erstattes med enhver fluorescerende farge.

Dyreimmunisering

Ilder og marsvinspesifikke antisera for det nylig oppdagede viruset ble laget ved
eksperimentell intranasal infeksjon av to spesifikke patogenfrie ildere og to marsvin,
som ble oppbevart i separate hattebokser som var satt under trykk. To til tre uker senere
ble dyrene tappet blod av ved & punktere hjertet, og seraene deres ble anvendt som
referansesera. Seraene var testet for alle tidligere beskrevne virus med indirekte IFA
som beskrevet under. Andre dyrearter er ogsa passende til lagingen av spesifikke
antistoff preparasjoner og andre antigen preparasjoner kan anvendes.

Virus noytraliseringsanalyse (VN-analyse)

VN-analyser ble utfort med serie to gangers fortynninger av humane- og dyresera ved &
starte med en 8-gangers fortynning. Fortynnede sera ble innkubert 1 time med 100
TCIDS50 av virus for innokuleringen av tMK-celler som var dyrket i 96-brenners plater,
hvoretter platene ble sentrifugert ved 840 x g. Det samme kulturmediet som beskrevet
over ble anvendt. Mediene ble byttet etter 3 og 6 dager, og etter 8 dager ble IFA utfort
(se over). VN-titeret ble definert som den laveste fortynningen av serumpreven som
resulterte i negativ IFA og hemming av CPE i cellekulturer.
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RNA-isolering

RNA ble isolert fra supernatanten fra infiserte cellekulturer eller
sukkrosegradientfraksjoner ved & anvende et High Pure RNA Isolation Kit ifelge
produsentens instruksjoner (Riche Diagnostics, Almere, Nederland). RNA kan ogsd
isoleres ved & folge andre prosedyrer som er kjent i feltet (Current Protocols in
Molecular Biology).

RT-PCR

En et-trinns RT-PCR ble utfort i 50 pl reaksjoner som inneholdt 50 mM Tris HCI pH
8,5, 50 mM NaCl, 4 mM MgCl,, 2 mM ditiotreitol, 200 pM hver av DNTP, 10 enheter
rekombinant RNAsin (Promega, Leiden, Nederland), 10 enheter AMV RT (Promega,
Leiden, Nederland), 5 enheter Amplitaq Gold DNA polymerase (PE Biosystems,
Nieuwerkerk aan de Ijssel, Nederland) og 5 pl RNA. Syklusbetingelsene var 45
minutter ved 42°C og 7 min ved 95°C en gang, 1 min ved 95°C, 2 min ved 42°C og 3
min ved 72°C repetert 40 ganger og 10 min ved 72°C en gang.

Primere anvendt til diagnostisk PCR:

I nukleoproteinet: N3 (5’-GCACTCAAGAGATACCCTAG-3") og N4 (5°-
AGACTTTCTGCTTTGCTGCCTG-3’), som amplifiserte et 151
nukleotidfragment.

I matriksproteinet: M3 (5°-CCCT6GACAATAACCACTCTG-3’) og M4 (5°-
GCCAACTGATTTGGCTGAGCTC-3’) som amplifiserte et 252
nukleotidfragment.

I polymeraseproteinet: L6 (5’-CATGCCCACTATAAAAGGTCAG-3") og L7
(5’-CACCCCAGTCTTTCTTGAAA-3’) som amplifiserte et 173
nukleotidfragment.

Andre primere kan lages basert pd MPV-sekvenser, og forskjellige buffere og
analysebetingelser kan anvendes for spesifikke formal.

Sekvensanalyse
Sekvensanalyser ble utfort ved 4 anvende et Dyenamic ET terminator seqencing kit
(Amersham Pharmacia Biotech, Roosendaal, Nederland) og en ABI 373 automatisk
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DNA-sekvensator (PE Biosystem). Alle teknikkene ble utfert ifelge produsentens
instruksjoner. PCR-fragmenter ble sekvensert direkte med de samme oligonukleotidene
som ble anvendt for PCR, eller fragmentene ble renset fra gelen med Qiaquick Gel
Extraction kit (Qiagen, Leusden, Nederland) og klonet inn i pCR2.1 vektor (Invitrogen,
Groningen, Nederland) ifelge produsentens instruksjoner og deretter sekvensert med
M13-spesifikke oligonukleotider.

Oligonukleotider anvendt for a analysere den 3 -enden av genomet (i fraveer av
NS1/NS2)

Primer TR1 (5’-AAAGAATTCACGAGAAAAAAACGC-3’) ble laget basert pa
publiserte sekvenser fra enden og lederen for hRSV og APV, publisert av Randhawa
(1997) og primer N1 (5’-CTGTGGTCTCTAGTCCCACTTC-3") ble laget basert pa
sekvenser skaffet tilveie i N-proteinet. RT-PCR-analysen og sekvensering ble utfert
som beskrevet ovenfor.

RT-PCR ga et produkt pa ca. 500 basepar som er for lite til & inneholde informasjon for
to ORF’er, og translasjon av disse sekvensene ga ingen ORF.

Deteksjon av antistoffer hos mennesker, pattedyr, ruminanter eller andre dyr med
ELISA

I Paramyxoviridae er N-proteinet det mest tilstedevarende proteinet, og
immunresponsen til dette proteinet finner sted tidlig i infeksjon. P& grunn av dette blir
helst en rekombinant kilde for N-proteinene anvendt for & utvikle en ELISA-analyse for
deteksjon av antistoffer til MPV. Antigener passende for antistoffdeteksjon inkluderer
ethvert MPV-protein som kombineres med ethvert MPV-spesifikt antistoff til en pasient
som er utsatt for eller infisert med MPV-virus. Foretrukne antigener i oppfinnelsen
inkluderer de som mest fremkaller immunresponsen i pasienter utsatt for MPV, som
derfor, typisk ble gjenkjent lettes av antistoffer fra en pasient. Spesielt foretrukne
antigener inkluderer N, F og G-proteinet til MPV. Antigener anvendt for immunologisk
teknikk kan vaere negative antigener eller de kan vaere modifiserte versjoner av dem.
Velkjente teknikker for molekylar biologi kan anvendes for & forandre
aminosyresekvensen til et MPV antigen for & produsere modifisert versjoner av
antigenet som kan anvendes i immunologiske teknikker.

Fremgangsmaten for 4 klone gener, for & manipulere genene til og fra
ekspresjonsvektorer, og for & uttrykke proteinet som kodes for a-genet i en heterolog
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vert er velkjente, og disse teknikkene kan anvendes for & tilveiebringe
ekspresjonsvektorer, vertsceller og for & uttrykke klonede gener som koder for antigener
i en vert for & produsere rekombinante antigener for anvendelse i diagnostiske analyser.
Se for eksempel: Molecular cloning, A laboratory manual and Current Protocls in
Molecular Biology. En rekke ekspresjonssystemer kan anvendes for & produsere MPV-
antigener. For eksempel har en rekke ekspresjonsvektorer som er i stand til & produsere
proteiner i E. coli, B. subtilis, gjer, innsektceller og pattedyrceller blitt beskrevet,
enhver av disse kan anvendes til 4 produsere et MPV antigen som er i stand til &
detektere anti-MPV-antistoffer i utsatte pasienter.

Baculovirus ekspresjonssystemet har den fordelen at det tilveiebringer nedvendig
prosessering av proteiner, og er derfor & foretrekke. Systemet bruker
polyhedringpromoteren for & dirigere ekspresjonen av MPV-antigener. (Matsuura et al.
1987, J. Gen. Virol. 68: 1233-1250).

Antigener som produseres av rekombinante baculovirus kan anvendes i en rekke
immunologiske analyser for & detektere anti-MPV-antistoffer i en pasient. Det er slatt
fast at rekombinante antigener kan anvendes i stedet for naturlige virus, praktisk talt
enhver immunologisk analyse for deteksjon av virusspesifikke antistoffer. Analysene
inkluderer direkte og indirekte analyser, smorbradanalyser, fastfase analyser slik som de
som anvender plater eller kuler blant andre, og flytende faseanalyser. Analyser som er
passende inkluderer de som anvender primare og sekundere antistoffer, og de som
anvender antistoff-bindende reagenser slik som protein Som kan ha en eller flere
substituenter Videre kan en rekke deteksjonsfremgangsmaéter anvendes i oppfinnelsen,
inkludert kolorimetriske, fluoriscerende, fosforiserende, kjemiluminiserende,

luminiserende og radioaktive fremgangsmater.

Eksempel 1 av indirekte anti-MPV IgG EIA som anvender rekombinant N-protein
En indirekte IgG EIA som anvender et rekombinant N-protein (produsert med
rekombinante baculovirus i innsekt (Sf9) celler) som antigen kan utfares. For
antigentillaging blir Sf9-celler infisert med det rekombinante baculovirus og hestet 3-7
dager etter infeksjon. Cellesuspensjonen ble vasket 2 ganger i PBS, pH 7,2, justert til en
celletetthet pa 5,0 x 108 celler/ml og fryse-tining tre ganger. Store cellulere debris blir
pelletert ved lav hastighets sentrifugering (500 x g i 15 min) og supernatanten ble
samlet og lagret ved -70°C til den skal anvendes. Uinfiserte celler blir prosessert pa
samme mate for negative kontroll antigen.
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100 pl fryse-tine lysat ble anvendt for & dekke mikrotiterplater, ved fortynninger i
omradet fra 1:50 til 1:1000. Et uinfisert cellelysat ble kjort i duplikate brenner og tjener
som en negativ kontroll. Etter innkubering over natt blir platene vasket 2 ganger med
PBS/0,05% Tween. Testsera ble fortynnet 1:50 til 1:200 i ELISA-buffer (PBS
supplementert til 2% med normalt geitesera, og med 0,5% bovint serumalbumin og
0,1% melk), etterfulgt av inkubasjon av brennene i 1 time ved 37°C.

Platene blir vasket to ganger med PBS/0,05% Tween. Pepperrot peroksidase merket
geite-anti-humant (eller mot andre arter) IgG fortynnet 1:3 000 til 1:5 000 i ELISA-
buffer ble tilsatt til bronnene og innkubert i 1 time ved 37°C. Platene ble sa vasket to
ganger med PBS/0,05% Tween og en gang med rennende vann, innkubert i 15 minutter
ved romtemperatur med enzymsubstratet TMB, 3,3°,5,5° tetrametylbenzidin, slik som
det som kan skaffes tilveie fra Sigma, og reaksjonen ble stoppet med 100 pl 2M
fosforsyre. Kolorimetriske lesinger ble mélt ved 450 nm ved & anvende en automatisk
mikrotiter plateleser.

Eksempel 2: Fanget anti-MPV IgM EIA ved i anvende et rekombinant
nukleoprotein

En fanget IgM EIA ved & anvende rekombinante nukleoproteiner eller ethvert annet
rekombinant protein som antigen kan utferes ved modifikasjon av analysene som
tidligere beskrevet av Erdman et al. (1990) J. Clin.Microb. 29:1466-1471.

Affinitet renset anti-humant IgM fange antistoff (eller mot andre arter), slik som det
som kan frembringes fra Dako, ble tilsatt til bronnene i en mikrotiterplate i en
konsentrasjon pé 250 ng per brenn i 0,1 M karbonatbuffer pH 9,6. Etter over natt
innkubering ved romtemperatur ble platene vasket 2 ganger med PBS/0,05% Tween.
100 pl testserum fortynnet 1:200 til 1: 1000 i ELISA-buffer blir tilsatt til
triplikatbrennene og innkuberte i 1 time ved 37°C. Platen ble sa vasket to ganger i
PBS/0,05% Tween.

Det fryse-tinte (infisert med rekombinant virus) Sf21 cellelysatet er fortynnet 1:100 til
1:500 i ELISA-buffer og blir tilsatt til brennene og innkubert i 2 timer ved 37°C.
Uinfiserte cellelysat tjener som en negativ kontroll og blir kjert i duplikate brenner.
Platene blir s vasket 3 ganger i PBS/0,05% Tween og innkubert i 1 time ved 37°C med
100 pl av et polyklonalt antistoff mot MPV i en optimal fortynning i ELISA-buffer.
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Etter to vasket med PBS/0,05% Tween ble platene innkubert med pepperrot peroksid
merkede sekundere antistoff (slik som kanin anti-ilder) og platene ble innkubert i 20
minutter ved 37°C.

Platene ble sé vasket 5 ganger i PBS/0,05% Tween, innkubert i 15 minutter ved
romtemperatur med enzymsubstratet TMB, 3,3°,5,5” tetrametylbenzidin som for
eksempel det som kan frembringes fra ”Sigma”, og reaksjonen ble stoppet med 100 ul
2M fosforsyre. Kolorimetriske lesinger blir malt ved 450 nm ved & anvende
automatisert mikrotiter plateleser.

Sensitiviteten til fange IgM EIA’ene ved 4 anvende det rekombinante nukleoproteinet
(eller andre rekombinante protein) og hele MPV-virus blir sammenlignet ved & anvende
akutt og rekonvalesent fase serumpar fra personer med kliniske MPV-virusinfeksjon.
Spesifisiteten til den rekombinante nukleoprotein fange EIA ble bestemt ved 4 teste
serumprover fra friske personer og personer med andre paramyxovirusinfeksjoner.

Potensialet for EIA for & anvende rekombinante MPV-fusjon og glykoproteinproteiner
produsert evd baculovirus ekspresjonen.

Glykoproteinene G og F er de to transmembranlignende hylsterglykoproteinene til MPV
virionet og representerer hoved ngytraliserings- og beskyttelses antigenene.
Ekspresjonen av disse glykoproteinene i et vektor virussystem slik som et
baculovirussystem tilveiebringer en kilde for rekombinant antigener for anvendelse i
analyser for deteksjon av MPV-spesifikke antistoffer. Videre s& gker deres anvendelse i
kombinasjon med nukleoproteinet for eksempel den sensitiviteten av enzym
immunoanalysene i deteksjonen av antistoffer mot MPV.

En rekke andre immunologiske analyser (Current Protocols in Immunology) kan
anvendes som alternative fremgangsmater for de som er beskrevet her.

For & finne virusisolater kan nasofaryngale aspirater, hals og nasale pensler, kyllinger av
alveolare bronkier og halspensler helst fra, men ikke begrenset til mennesker, rovdyr
(hunder, katter, seler osv), hester, ruminanter (storfe, sauer, geiter osv), griser, kaniner,
fugler (fjeerfe, strutser osv.) undersekes. Fra fugler, kan kloakk og tarmpensler og
drypping ogsé undersekes. For alle provene, kan serologi (antistoff og antigendeteksjon
osv.) virusisolasjon og nukleinsyre deteksjonsteknikker utfores for deteksjonen av virus.
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Monoklonale antistoffer kan lages ved & immunisere mus (eller andre dyr) med renset
MPYV eller deler av det (proteiner, peptider) og deretter anvende etablerte hybridoma
teknologi (Current protocols in Immunology). Alternativt kan fagdisplayteknologien
anvendes for dette formal (Current protocols in Immunology). P4 samme maéte kan
polyklonale antistoffer skaffes tilveie fra infiserte mennesker eller dyr, eller fra
immuniserte mennesker eller dyr (Current protocols in Immunology).

Deteksjonen av tilstedevearelsen eller fravaeret av NS1 og NS2 proteinene kan utfores
ved & anvende western-blotting, IFA, immun presipiteringsteknikker som anvender en
rekke antistoff preparasjoner. Deteksjonen av tilstedevarelsen eller fraveret av NS1- og
NS2-gener eller homologer av dem i virusisolater kan utferes ved & anvende PCR med
primersett laget pa basisen av kjente NS1- og/eller NS2-gener sé vel som med en rekke
nukleinsyre hybridiseringsteknikker.

For 4 bestemme om NS1- og NS2-genene er tilstede i den 3’-enden av det virale
genomet, kan en PCR utformes med primere som er spesifikke for denne 3’-enden av
genomet. I vart tilfelle anvendte vi en primer som var spesifikk for den 3’ utranslaterte
regionen av det virale genomet og en primer i N ORF’en. Andre primere kan lages for
det samme formal. Fravaeret av NS1/NS2-genene avslares ved mengden og/eller
nukleotidsekvensen av PCR-produktet. Primer som er spesifikke for NS1 og/eller NS2-
genene kan anvendes i kombinasjon med primere som er spesifikke for andre deler av
den 3’-enden av det virale genomet (slik som den utranslaterte regionen eller N, M eller
F ORF’ene) for & tillate en positiv identifikasjon av narvaret av NS1- eller NS2-gener.
I tillegg til PCR kan en rekke teknikker slik som molekylar kloning,
nukleinsyrehybridisering anvendes for det samme formalet.

Eksempel 3: Forskjellige serotyper/undergrupper av MPV

To potensielle genetiske klynger er identifisert ved analyse av delvis nukleotidsekvenser
iN, M, F og L ORF’ene hos 9 virusisolater. 90-100% nukleotid identitet ble observert
innen en klynge og 81-88% identitet ble observert mellom klyngene.
Sekvensinformasjon skaffet tilveie pa flere virusisolater bekreftet eksistensen av to
genotyper. Virusisolat ned/00/01 som prototype pé klynge A, og virusisolat ned/99/01
som prototype pa klynge B er blitt anvendt i kryssneytraliseringsanalyser for 4 teste om
genotypene er beslektet med forskjellige serotyper eller undergrupper.
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Resultater

Ved & anvende RT-PCR analyser med primere lokalisert i polymerasegenet, identifiserte
vi 30 tilleggs virusisolater fra nasofaryngale aspiratprever. Sekvensinformasjon av deler
av matriks og polymerasegenene til disse nye isolatene med de til de tidligere 9
isolatene ble anvendt for & konstruere fylogenetiske treer (Figur 16). Analyser av disse
treerne bekreftet tilstedeverelsen av to genetiske klynger, med virusisolat ned/00/00-1
som prototype virus i gruppe A og virusisolat ned/99/01 som prototypen virus i gruppe
B. Nukleotidsekvensidentiteten innen en gruppe var mer enn 92% mens identiteten
mellom klyngene var 81-85%.

Virusisolat ned/00/01 og ned/99/01 er blitt anvendt for & innokulere ildere for & lage
virusspesifikke antisera. Disse antiseraene ble anvendt i virus ngytraliseringsanalyser
med begge virus.

Tabell 3:
Virus neytraliseringstiter

Isolat 00-1 Isolat 99-1
Preserum ilder | 2 2
A (00-1)
Ilder A 64 2
22 dpi (00-1)
Preserum ilder | 2 2
B (99-1)
Iider B 4 64
22 dpi (99-1)

For isolat 00-1 avviker titeret 32 (64/2) ganger
For isolat 99-1 avviker titeret 16 (64/4) ganger

I tillegg er 6 marsvin blitt innokulert med begge virusene (ned/00/01 og ned/99/01). RT-
PCR-analyser pa nasofaryngale aspiratprever viser virusreplikasjon fra dag 2 til dag 10
etter infeksjon. Ved dag 70 etter infeksjon har marsvinene blitt utfordret med enten det
homologe eller det heterologe virus, og i alle fire tilfellene har virusreplikering blitt
notert.
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Tabell 4

Primaer Virus Sekundaer Virus

infeksjon replikering infeksjon replikering
Marsvin 1-3 00-1 2av3 99-1 lav2
Marsvin 4-6 00-1 3av3 00-1 1 av3
Marsvin 7-9 99-1 Jav3 00-1 2av?2
Marsvin 10-12 | 99-1 3av3 99-1 lav3

Merk: for den sekundare infeksjonen var ikke marsvin 2 og 9 der mer.

Virus ngytraliseringsanalyse med antisera etter den forste utfordringen viste essensielt
de samme resultatene som i VN-analyser utfort med ildere (> 16 ganger forskjeller 1
VN-titer).

Resultatene presenterte i dette eksempelet bekrefter eksistensen av to genotyper, som
korresponderer til to serotyper med MPV, og viser muligheten for repetert infeksjon
med heterologe og homologe virus.

Eksempel 4: Ytterligere sekvensbestemmelse

Dette eksempelet beskriver den ytterligere analysen av sekvensen av MPV dpne
leserammer (ORF ’er) og intergene sekvenser sa vel som partielle sekvenser av de
genomiske endende.

Sekvensanalyse av nukleoproteinet (N), fosfoproteinet (P), matriksproteinet (M) og
fusjonsprotein (F) genene hos MPV viser den hoyeste grad med sekvenshomologi med
APV serotype C, fugle pneumoviruset som finnes primeert i fugler i USA. Disse
analysene viste ogsa fraveret av ikke-strukturelle proteiner NS1 og NS2 i den 3’-enden
av det virale genomet, og posisjoneringen av fusjonsproteinene umiddelbart tilstetende
til matriksproteinet. Her presenterer vi sekvensene til det 22K (M2) proteinet, det ikke
hydrofobe (SH) proteinet, festet (G) proteinet og polymerase (L) proteingenene, de
intergene regionene og endesekvensen. I kombinasjon med sekvensene beskrevet
tidligere kompleterer sekvensene presentert her den genomiske sekvensen til MPV med
unntak av de ekstreme 12-15 nukleotidene i den genomiske enden og etablerer den
genomiske organiseringen av MVP. Side ved side sammenligninger av sekvensene til
MPV-genomet med de fra APV subtype A, B og C, RSV subtype A og B, PVM og
andre paramyxovirus tilveiebringer sterke bevis for klassifiseringen av MPV 1
Metapneumovirus slekten.
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Resultater

Sekvensstrategi

MPV-isolat 00-1 (van den Hoogen et al., 2001) ble formert i tertire apenyre (tMK)
celler og RNA isolert fra supernatanten 3 uker etter innokulering ble anvendt som
templat for RT-PCR analyser. Primere ble laget p& basisen av den partielle
sekvensinformasjonen tilgjengelig for MPV 00-1 (van den Hoogen et al., 2001) sa vel
som fra lederen og sluttsekvensene til APV og RSV (Randhawa et al., 1997; Mink et al,
1991). Initielt var fragmentene mellom de tidligere fremskaffede produktene som var i
storrelse fra 500 bp til 4 Kb i lengde laget med RT-PCR amplifisering og sekvensert
direkte. Den genomiske sekvensen ble deretter bekreftet ved & lage en rekke
overlappende RT-PCR-fragmenter i storrelsesomradet fra 500 til 800 bp som
representerte hele MPV-genomet. For alle PCR-fragmentene ble begge trddene
sekvensert direkte for & minimalisere oppformerings- og sekvenseringsfeil. Nukleotid
og aminosyresekvensene ble anvendt for & seke etter homologier med sekvenser i
Genbank databasen ved & anvende BLAST software (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
Proteinnavn ble utpekt for &pne leserammer (ORF’er) basert pd homologi med kjente

virale gener sa vel som deres lokalisering i genomet. Basert p denne informasjonen ble
et genomisk kart for MPV konstruert (Figur 7). MPV-genomet er 13 378 nukleotider 1
lengden og dets organisering er lignende den genomiske organiseringen til APV. Under
sé presenterer vi en sammenligning mellom ORF’ene og de ikke-kodende sekvensene til
MPYV og de fra andre paramyxovirus og diskuterer viktige likheter og forskjeller.

Nukleoprotein (N) gen

Som vist s& koder det forste genet i det genomiske kartet til MPV for et 394 aminosyre
(aa) protein og viser utstrakt homologi med N-proteinet til andre pneumovirus. Lengden
av N ORF’en er identisk til lengden til N ORF’en til APV-C (Tabell 5) og er mindre
enn de fra andre paramyxovirus (Barr et al., 1991). Analyse av aminosyresekvensen
avslerte den hgyeste homologien med APV-C (88%), og bare 7-11% med andre
paramyxovirus (Tabell 6).

Barr et al. (1991) identifiserte 3 regioner med likhet mellom virusene som tilharer
klassen Mononegavirales: A, B og C (Figur 8). Selv om likhetene er hayest innen en
virusfamilie, er disse regionene sterkt konserverte mellom virusfamilier. I alle tre
regionene viste MPV 97% aa sekvensidentitet med APV-C, 89% med APV-B, 92%
med APV-A og 66-73% med RSV og PVM. Regionen mellom aa-residiene 160 og 340
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synes & vare sterkt konservert blant metapneumovirus og til en noe mindre grad til
Pneumovirinae (Miyahara et al, 1992; Li et al, 1996; Barr et al., 1991). Dette er i
overensstemmelse med at MPV er et metapneumovirus som viser 100% likhet med
APV-C.

Fosfoprotein (P) genet

Den andre ORF’en i det genomiske kartet koder for et 294 aa-protein som deler 68% aa-
sekvenshomologi med P-proteinet til APV-C, og bare 22-26% med P-proteinet til RSV
(Tabell 6). P-genet til MPV inneholder en vesentlig ORF og er med hensyn til dette lik
P fra mange andre paramyxovirus (oversikt i Lamb og Kolakofsky, 1996; Sedlmeier et
al, 1998).

I motsetning til APV A og B og PVM og lik RSV og APV-C mangler MPV P ORF’en
cysteinresidier. Ling (1995) foreslo at en region med hay likhet mellom alle
pneumovirus (aa 185-241) spiller en rolle enten i RNA-synteseprosessen eller i &
opprettholde den strukturelle integriteten til nukleokapsidkomplekset. Denne regionen
med hoy likhet er ogsé funnet i MPV (Figur 9), spesielt nér konservative substitusjoner
blir tatt i betraktning, og viser 100% likhet med APV-C, 93% med APV-A og B og ca.
81% med RSV. Den C-terminale enden av MPV P-proteinet er lik pa glutamatresidiet
som er blitt beskrevet for APV’er (Ling et al., 1995).

Matriks (M) proteingenet

Den tredje ORF’en til MPV-genomet koder for et 254 aa-protein som ligner M
ORF’ene til andre pneumovirus. M ORF’en til MPV har ngyaktig den samme storrelsen
som M ORF’ene til andre metapneumovirus (Tabell 5) og viser hoy aa-
sekvenshomologi med matriksproteinene til APV (78-87%), lavere homologi med de
hos RSV og PMV (37-38%) og 10% eller mindre homologi med de fra andre
paramyxovirus (Tabell 6).

Easton (1997) sammenlignet sekvensene til matriksproteiner fra alle pneumovirus og
fant et konservert heptapeptid ved residiene 14-19 som ogsé er konservert i MPV (Figur
10). For RSV, PVM og APV har smé sekundere ORF’er innen eller overlappende med
hoved ORF’en til M blitt identifisert (52 aa og 51 aa i bRSV, 75 aa i RSV, 46 aai PVM
og 51 aai APV) (Yuetal., 1992; Easton et al, 1997; Samal et al, 1991; Satake et al,
1984). Vi la merke til to smad ORF’er i M ORF’en til MPV. En liten ORF péa 54 aa-
residier ble funnet innen hoved M ORF’en (fragment 1, Figur 7), som starter ved
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nukleotid 2281 og en liten ORF pa 33 aa-residier ble funnet overlappende med hoved
ORF’en til M som starter ved nukleotid 2893 (fragment 2, Figur 7). Lignende til
sekundzere ORF’ene til RSV og APV er det ingen signifikant homologi mellom disse
sekundzre ORF’ene og sekundere ORF’er til andre pneumovirus, og tydelige start eller
stoppsignaler mangler. I tillegg har ikke bevis for syntesen av proteiner som
korresponderer til disse sekundere ORF’ene til APV og RSV blitt rapportert.

Fusjonsprotein (F) genet

F ORF’en til MPV er lokalisert tilstotende til M ORF’en, som er karakteristisk for
medlemmer av Metapneumovirus slekten. F-genet til MPV koder for et 539 aa-protein,
som er to aa-residier lenger enn F til APV-C (Tabell 5). Analyse av aa-sekvensen viste
81% homologi med APV-C, 67% med APV-A og B, 33-39% med pneumovirus F-
proteiner og bare 10-18% med andre paramyxovirus (Tabell 6). Et av de konserverte
trekkene blant F-proteiner til paramyxovirus og som ogsé ses i MPV er distribusjonen
av cysteinresidier (Morrison, 1988, Yu et al., 1991). Metapneumovirusene deler 12
cysteinresidier i F1 (7 er konserverte blant alle paramyxovirus), og to i F2 (1 er
konservert blant alle paramyxovirus). Av de 3 potensielle N-koblede
glykosyleringssetene som er tilstede i F ORF’en i MPV deles ingen med RSV og to
(posisjon 74 og 389) deles med APV. Det tredje unike potensielle N-koblede
glykosyleringssetet for MPV er lokalisert ved posisjon 206 (Figur 11).

Til tross for den lave sekvenshomologien med andre paramyxovirus, viser F-proteinet
til MPV typiske fusjonsproteinkarakteristika som er i overensstemmelse med de
beskrevet for F-proteiner for andre Paramyxoviridae familiemedlemmer (Morrison,
1988). F-proteinene hos Paramyxoviridae medlemmer blir syntetisert som inaktive
forlepere (FO) som klagyves av vertcelle proteaser som danner aminoterminale F2
subenheter og store karboksyterminale F1 subenheter. Det foreslatte kloyvningssetet
(Collins et al, 1996) er konservert blant alle medlemmer av Paramyxoviridae familien.
Klgyvningssetet hos MPV inneholder residiene RQSR. Begge arginin (R) residiene
deles med APV og RSV, men glutamin (Q) og serin (S) residiene deles med andre
paramyxovirus slik som human parainfluensavirus type 1, sendai virus og meslingvirus
(data ikke vist).

Den hydrofobe regionen ved den aminoterminale delen av F1 antas & fungere som
membran fusjonsdomene og viser hoy sekvenslikhet blant paramyxovirus og
meslingvirus og til en mindre grad til pneumovirus (Morrison, 1988). Disse 26 residiene
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(posisjon 137-163, Figur 11) er konservert mellom MPV og APV-C, som er i
overensstemmelse med at denne regionen er sterkt konservert blant metapneumovirus
(Naylor et al., 1998; Seal et al., 2000).

Som kan ses for F2 subenhetene hos APV og andre paramyxovirus, viste MPV en
utsletning av 22 aa-residier sammenlignet med RSV (posisjon 107-128, Figur 11). For
RSV og APV ble videre signalpeptidet og forankringsdomenet funnet & vaere konservert
innen undertyper og viste hoy variabilitet mellom undertyper. Signalpeptidet hos MPV
(aa 10-35, Figur 11) ved den aminoterminale delen av F2 har noe sekvenslikhet med
APV-C (18 av 26 aa-residier er like) og mindre konservering med andre APV ’er eller
RSV. Mye mer variabilitet ses i membran forankringsdomenet ved den
karboksyterminale delen av F1, selv om noe homologi fremdeles ses med APV-C.

22K (M2) proteingenet

M2-genet er unikt for Pneumovirinae og to overlappende ORF ’er er blitt observert i alle
pneumovirus. Den forste hoved ORF representerer M2-1 proteinet som gker
prosessiviteten til den virale polymerasen (Collins et al., 1995; Collins 1996) og dens
gjennomlesning av intergene regioner (Hardy et al., 1998; Fearns et al., 1999). M2-1
genet hos MPV, som er lokalisert tilstatende til F-genet, koder for et 187 aa-protein
(Tabell 5), og viser den hayeste 84% homologien med M2-1 hos APV-C (Tabell 6).
Sammenligning av alle pneumovirus M2-1 proteiner viste den hgyeste konserveringen i
den aminoterminale halvdelen av proteinet, som er i overensstemmelse med
observasjonen om at MPV viser 100% likhet med APV-C i de ferste 80 aa-residiene av
proteinet (Figur 12a). MPV M2-1 proteinet inneholder 3 cysteinresidier lokalisert innen
de forste 30 aa-residiene som er konservert blant alle pneumovirus. En slik
konsentrering av cysteiner blir ofte funnet i sinkbindende proteiner.

De sekundere ORF’ene (M2-2) som overlapper med M2-1 ORF’ene hos pneumovirus
er konservert i lokalisering, men ikke i sekvens og antas & vare involvert i kontrollen av
switchen mellom virus RNA replikering og transkripsjon (Collins et al., 1985; Elango et
al., 1985; Baybutt et al., 1987; Collins et al., 1990; Ling et al, 1992; Zamora et al.,
1992; Alansari et al., 1994; Ahmadian et al., 1999; Bermingham et al., 1999). For MPV
starter M2-2 ORF’en ved nukleotid 512 i M2-1 ORF’en (Figur 7), som er neyaktig den
samme startposisjonen som for APV-C. Lengden av M2-2 ORF’ene er den samme for
APV-C og MPV, 71 aa-residier (Tabell 5). Sekvenssammenligning av M2-2 ORF’en
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(Figur 12B) viste 64% aa-sekvenshomologi mellom MPV og APV-C og bare 44 til 48%
aa-sekvenshomologi mellom MPV og APV-A og B (Tabell 6).

Den lille hydrofobe protein (SH) ORF’en

Genet som er lokalisert tilstetende til M2 hos hMPV koder antagelig for et 183 aa SH-
protein (Fig. 1 og 7). Det er ingen merkbar sekvensidentitet mellom denne ORF og
andre RNA-virusgener eller genprodukter. Dette er ikke overraskende fordi
sekvenslikheten mellom pneumovirus SH-proteiner generelt er lav. Den putative SH
ORF’en hos hMPV er den lengste SH ORF’en som er kjent til nd (Tabell 1). Aa-
sammensetningen i SH ORF’en er relativt lik den i APV, RSV og PVM, med en hgy
prosent av treonin- og serinresidier (henholdsvis 22%, 18%, 19%, 20%, 21% og 28%
for h©MPV, APV, RSV A, RSV B bRSV og PVM). SH ORF’en hos hMPV inneholder
10 cysteinresidier, mens APV SH inneholder 16 cysteinresidier. SH ORF’en hos hMPV
inneholder to potensielle N-koblede glykosyleringsseter (aa 76 og 121), mens APV har
et, RSV har to eller tre og PVM har fire.

Hydrofilisitetsprofilene for det putative hMPV SH-proteinet og SH hos APV og RSV
viste lignende karakteristika (Fig 7b). SH ORF’ene hos APV og hMPV har en hydrofil
N-terminal ende. Et sentralt hydrofobt domene som kan tjene som et potensielt
membrandekkende domene (aa 30-53 for hMPV), en andre hydrofobt domene (aa 155-
170) og en hydrofil C-terminal ende. I motsetning til dette syntes det som om RSV SH
mangler den C-terminale delen av APV og hMPV ORF’ene. Hos alle pneumovirus SH-
proteiner er det hydrofobe domenet flankerte av basiske aa-residier, noe som ogsa
finnes i SH ORF’en hos hMPV (aa 29 og 54).

Feste glykoprotein (G) ORF’en

Den putative G ORF’en i hMPV er lokalisert tilstetende til det putative SH-genet og
koder for et 286 aa-protein (nt 6262-6972, Fig. 1). I en sekundzr liten ORF finnes
umiddelbart etter denne ORF, og koder potensielt for 68 aa-residier (nt 6973-7179),
men mangler et startkodon. En tredje potensiell ORF i den andre leserammen pa 194 aa-
residier overlapper med begge disse ORF’ene, men mangler ogsé et startkodon (nt
6416-7000). Denne ORF etterfoles av en potensielt fjerde ORF pa 65 aa-residier i den
samme leserammen (nt 7001-7198), men mangler igjen et startkodon. Til slutt er et
potensielt ORF pa 97 aa-residier (men som mangler et startkodon) funnet i den tredje
leserammen (nt 6444-6787, Fig. 1). Ulikt den forste ORF’en har de andre ORF’ene
ingen tydelige genstart og gensluttsekvenser (se under). Selv om den 236 aa G ORF’en
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antagelig representerer i det minste en del av h(MPV festeproteinet kan det ikke
ekskluderes at de tilleggskodende sekvensene uttrykkes som separate proteiner eller
som del av festeproteinet gjennom noen RNA-korrigerende begivenheter. Det ber
legges merke til at for APV og RSV er ingen sekundare ORF’er etter den primzre G
ORF’en blitt identifisert, men at bide APV og RSV har sekundare ORF’er innen hoved
ORF’en til G. Imidlertid mangler bevis for ekspresjon av disse ORF’ene, og der er
ingen sekvensidentitet mellom de forutsagte aa-sekvensene for forskjellige virus (Ling
et al, 1992). De sekund®re ORF’ene i h(MPV G viste ingen karakteristika til andre G-
proteiner og om disse tilleggs ORF’ene blir uttrykt, krever ytterligere undersekelse.

BLAST-analyser med ORF ’ene viste ingen merkbar sekvensidentitet pa nuklein eller
aa-sekvensnivd med andre kjente virusgener eller genprodukter. Dette er i
overensstemmelse med den lave prosentsekvens identiteten som er funnet for andre G-
proteiner slik som de i hRSV A og B (53%) (Johnson et al., 1987) og APV A og B
(38%) (Juhasz og Easton 1994).

Mens de fleste h(MPV ORF’ene ligner de i APV béde i lengde og sekvens, er den
putative G ORF’en pa 236 aa-residier i hMPYV betraktelig mindre enn G ORF’en til
APV (Tabell 1). Aa-sekvensen viste et serin- og treonininnhold pé 34%, noe som er
hayere enn de 32% for RSV og 24% for APV. Den putative G ORF’en inneholder ogsé
8,5% prolinresidier, noe som er hgyere enn 8% for RSV og 7% for APV. Den uvanlige
tilstedevarelsen av prolinresidier i G-proteinene hos APV, RSV og hMPV er ogsa blitt
observert i glykoproteinene som kommer fra slimhinner hvor det er en hovedavgjerende
faktor for proteinenes tredimensjonale struktur (Collins og Wertz, 1983; Wertz et al.,
1985; Jentoft, 1990). G ORF’en i hMPYV inneholder fem potensielle N-koblede
glykosyleringsseter, mens hRSV har 7, bRSV har 5 og APV har 3-5.

Den forutsagte hydrofilisitetsprofilen til A(MPV G viste karakteristika som ligner de
andre pneumovirusene. Den N-terminale enden inneholder en hydrofil region etterfulgt
av et kort hydrofobt omréde (aa 33-53 for hMPV) og en hovedsakelig hydrofil C-
terminal ende (Fig. 8B). Den totale organisering er forenelig med den til et forankret
type 2 transmembranprotein og korresponderer godt med disse regionene i G-proteinet
til APV og RSV. Den putative G ORF’en i h(MPV inneholder bare et cysteinresidie i
motsetning til RSV og APV (henholdsvis 5 og 20). Noe som kan legges merke til er at
bare to av de fire sekundere ORF’ene i G-genet inneholdt et tilleggs cysteinresidie og
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disse fire potensielle ORF’ene viste 12-20% serin- og treoningresidier og 6-11%

prolinresidier.

Polymerasegenet (L)

I analogi med andre negative trddvirus, er den siste ORF’en i MPV-genomet den RNA-
avhengige RNA-polymerasekomponenten i replikasjons og transkripsjonskompleksene.
L-genet hos MPV koder for et 2005 aa-protein, som er et residie lenger enn APV-A
proteinet (Tabell 5). L-proteinet hos MVP deler 54% homologi med APV-A, 42-44%
med RSV og ca. 13% med andre paramyxovirus (Tabell 6). Poch et al., (1989; 1990)
identifiserte seks konserverte domener innen L-proteinet hos ikke-segmenterte negative
trdd-RNA-virus, hvor domenet 3 inneholdt de fire kjerner polymerasemotivene som
antas 4 vare essensielle for polymerasefunksjon. Disse motivene (A, B, C og D) er godt
konservert i MPV L-proteinet: I motivene A, B og C: MPV-deler 100% likhet med alle
pneumovirus og i motiv D deler MPV 100% likhet med APV og 92% med RSV ene.
For hele domenet 3 (aa 627-903 i L ORF’en), deler MPV 77% identitet med APV, 61-
62% med RSV og 23-27% med andre paramyxovirus (Figur 15). I tillegg til
polymerasemotivene inneholder pneumovirus L-proteinene en sekvens som er i pakt
med et konsensus ATP-bindingsmotiv K(X)21GEGAGM(X)K (Stec, 1991). MPV L
ORF’en inneholder et lignende motiv som APV, hvor mellomrommet mellom
intermediatresidiene er et mindre: K(x),,GEGAGN(X)0K.

Fylogenetiske analyser

Som en indikator pa slektskapet mellom MPV og medlemmer av Pneumovirinae har
fylogenetiske traer basert pd N, P, M og F ORF’ene blitt konstruert tidligere (van den
Hoogen et al., 2001) og viste nert slektskap mellom MPV og APV-C. P4 grunn av den
lave homologien mellom MPV SH og G-genene med de fra andre paramyxovirus kan
palitelige fylogenetiske traer for disse genene ikke konstrueres. I tillegg gjor den
distinkte genomiske organiseringen mellom medlemmer av Pneumovirus og
Metapneumovirus slektene det umulig & lage fylogenetiske treer basert pa hele den
genomiske sekvensen. Vi konstruerte derfor bare fylogenetiske treer for M2- og L-
genene i tillegg til de som tidligere er publisert. Begge disse treerne bekreftet det naere
slektskapet mellom APV og MPV innen Pneumovirinae underfamilien (Figur 16).

MPYV ikke-kodende sekvenser
Genkoblingene til genomet hos paramyxovirus inneholder korte og meget konserverte
nukleotidsekvenser i begynnelsen og slutten av hvert gen (genstart og gensluttsignaler),
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som antagelig spiller en rolle i initiering og terminering av transkripsjon (Curran et al.,
1899). Sammenligning av de intergene sekvensene mellom alle genene til MPV viste en
konsensus sekvens for genstartsignaler hos N, P, M, F, M2 og G: GGGACAAGU
(Figur 17A) som er identisk til konsensus genstartsignalet til metapneumovirus (Ling et
al., 1992; Yu et al., 1992; Li et al., 1996, Bayon-Auboyer et al, 2000).
Genstartsignalene for SH- og L-genene i MPV ble funnet & vere litt forskjellige fra
denne konsensus (SH: GGGAUAAAU, L: GAGACAAAU). For APV-genet ble
startsignalet i L ogsa funnet & vare forskjellig fra konsensusen: AGGACCAAT (APV-
A) (Randhawa et al., 1996) og GGGACCAGT (APV-D) (Biyon-Auboyer et al, 2000).

I motsetning til de lignende genstartsignalene i MPV og APV ble ikke konsensus
genslutt sekvensen for APV, UAGUUAAUU (Randhawa et al., 1996), funnet i de MPV
internerende sekvensene. Den repeterte sekvensen som ble funnet i de fleste gener,
unntatt den G-L intergene regionen var U AAAAA U/A/C som muligvis kunne virke
som gensluttsignal. Fordi vi sekvenserte virale RNA heller enn mRNA kunne imidlertid
bestemte gensluttsignaler ikke utpekes og krever dermed videre undersgkelse. De
intergene regionene hos pneumovirus varierer i storrelse og sekvens (Curran et al.,
1999; Blumberg et al., 1991; Collins et al., 1983). De intergene regionene i MPV viste
ingen homologi med de fra APV og RSV og er i storrelsesomradet fra 10 til 228
nukleotider (Figur 17B). De intergene regionene mellom M og F ORF’ene i MPV
inneholder deler av en sekundar ORF, som starter i den primaere M ORF’en (se over).
Den intergene regionen mellom SH og G inneholder 192 nukleotider, og synes ikke & ha
kodende potensiale basert pa nervaret av flere stoppkodon i alle tre leserammer. De
intergene regionene mellom G og L inneholder 241 nukleotider, som kan inkludere
tilleggs ORF’er (se over). Det er interessant at starten pd L. ORF’en er lokalisert i disse
sekundere ORF’ene. Mens L-genet i APV ikke starter i den foregdende G ORF, starter
L ORF’eni RSV ogsd i det foregdende M2 genet. I de 3’ og 5° ekstremitetene av
genomet hos paramyxovirus blir kort ekstragen region referert til som lederen og
sluttsekvensene, og ca. de forste 12 nukleotidene av lederen og de siste 12 nukleotidene
av slutten er komplementzre, antagelig pd grunn av at de hver inneholder basale
elementer i den virale promotoren (Curran et al, 1999; Blumberg et al., 1991; Mink et
al., 1986). Den 5’ lederen til MPV og APV er begge 41 nukleotid lange og noe
homologi ses i regionen mellom nukleotid 16 og 41 for begge virus (18 av 26
nukleotider) (Figur 17B). Som nevnt for er de forste 15 nukleotidene av det MPV
genomiske kartet basert pd en primersekvens basert pA APV-genomet. Lengden av den
5’ enden av MPV (188 nukleotider) ligner storrelsen pA RSV 5’ slutten (155
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nukleotider), som er betraktelig lenger enn den i APV (40 nukleotider). Oppstilling av
de ekstreme 40 nukleotidene av slutten pA MPV og slutten av APV viste homologi pa
21 av 31 nukleotider, adskilt fra de ekstreme 12 nukleotidene som representerer
primersekvensen basert pa den genomiske sekvensen til APV, Var sekvensanalyse viste
fraveeret av NS1 og NS2-gener i den 3’-enden av genomet og en genomisk organisering
som ligner organiseringen av metapneumovirus (3°-N-P-M-F-M2-S-G.L-5’). Den haye
sekvenshomologien som ble funnet mellom MPV og APV-genene poengterte ytterligere
det nare slektskapet mellom disse to virus. For N, P, M, F, M2-1 og M2-2 genene i
MPYV ble en total aminosyrehomologi pa 79% funnet med APV-C. Faktisk viste disse
genene APV-C og MPV-sekvenshomologier som er i det samme storrelsesomrédet som
sekvenshomologier funnet mellom undergrupper av andre slekter, slik som RSV-A og B
eller APV-A og B. Dette n®re slektskapet mellom APV-C og MPV er ogsa sett i de
fylogenetiske analysene som viste MPV og APV-C alltid var p4 den samme gren,
separert fra grenen som inneholder APV-A og B. Den identiske genomiske
organisasjonen, sekvenshomologiene og de fylogenetiske analysene favoriserer alle
klassifiseringene av MPV som det forste medlemmet i Metapneumovirus slekten som er
isolert fra pattedyr. Det ber legges merke til at den funnede sekvensvariasjonen mellom
forskjellige virus isolert i MPV i N-, M-, F- og L-genene viste den mulige eksistensen
av forskjellige genotyper (van den Hoogen et al., 2001). Det n&re slektskapet mellom
MPV og APV-C reflekteres ikke i vertsomradet, fordi APV infiserer fugler i motsetning
til MPV (van den Hoogen et al., 2001). Denne forskjellen i vertsomrade kan vere
bestemt av forskjellene mellom SH- og G-proteinene i begge virus som er veldig
forskjellige. SH- og G-proteinene i MPV viste ingen signifikans med sekvenshomologi
med SH- og G-proteinene av noen andre virus. Selv om aminosyreinnholdet og
hydrofobisitetsplott favoriserer og definerer disse ORF’ene som SH- og G, kreves
eksperimentelle data for & undersegke deres funksjon. Slike analyser vil ogsé kaste lys
over rollen til de tilleggs overlappende ORF’ene i disse SH- og G-genene. I tillegg kan
sekvensanalyse av SH- og G-genene i APV-C tilveiebringe mer innsikt i funksjonen av
SH- og G-proteinene i MPV og deres slektskap med disse i APV-C. De ikke-kodende
regionene i MPV ble funnet & vare nok si like de i APV. De 3’ leder og 3’
sluttsekvensene i APV og MPV viste en hoy grad av homologi. Selv om lengdene av de
intergene regionene ikke alltid var de samme for APV og MPV, ble konsensus gen
startsignalene til de fleste ORF’ene funnet & vaere identiske. I motsetning ble
gensluttsignalene i APV ikke funnet i MPV-genomet. Selv om vi fant en repetetiv
sekvens (U AAAAA U/A/C) i de fleste intergene regionene, treng sekvensanalyse av
virale mRNA for formelt & skissere de gensluttsekvensene. Det ber bemerkes at
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sekvensinformasjon av 15 nukleotider ved den ekstreme 3’ ende og 12 nukleotider ved
den ekstreme 5’ ende er skaffet tilveie ved & anvende modifisert rask oppformering av
c¢DNA ender (RACE) prosedyrer. Denne teknikken har vist seg & vere vellykket ved
andre forrelaterte virus (Randhawa, J.S. et al., Rescue of synthetic minireplicons
establishes the absence of the NS1 and NS2 genes from avian pneumovirus. J. Virol, 71,
9849-9854 (1997); Mink, M.A., et al. Nucleotide sequences of the 3’ leader and 5’
trailer regions of human respiratory syncytial virus genomic RNA. Virology 185, 615-
24 (1991)). For & bestemme sekvensen av den 3’ vVRNA ledersekvensen, blir en
homopolymer A haletilsatt for & rense VRNA ved & anvende poly-A-polymerase og
ledersekvensen som deretter oppformeres ved PCR ved & anvende en poly-T-primer og
en primer i N-genet. For & bestemme sekvensen for den 5° vRNA sluttsekvensen, blir en
cDNA kopi av sluttsekvensen lagret ved & anvende revers transkriptase og en primer i
L-genet, etterfulgt av & sette pa haler av homopolymer dG i cDNA’et med terminal
transferase. Deretter blir sluttregionen oppformert ved & anvende en poly-C primer og
en primer i L-genet. Som en alternativ strategi blir vVRNA ligert til seg selv eller
syntetiske linkere, hvoretter leder og sluttregionene blir oppformert ved & anvende
primerne i L- og N-genene og linkerspesifikke primere. For den 5’ sluttsekvensen er det
ogsd mulig & direkte dideoksynukleotidsekvensere renset VRNA (Randhawa, 1997).
Ved 4 anvende disse fremgangsmaétene, kan vi analysere den neyaktige sekvensen i
endene av hMPV-genomet. Sekvensinformasjonen tilveiebrakt her er av viktighet for
dannelsen av diagnostiske tester, vaksiner og antiviraler for MPV og MPV infeksjoner.

Materialer og metoder

Sekvensanalyse

Virusisolat 00-1 ble oppformert til hayere titere (ca. 10 000 TCID 50/ml) pa tertiere ape
nyreceller som beskrevet tidligere (van den Hoogen et al., 2001). Viralt RNA ble isolert
fra supernatantene fra infiserte celler ved & anvende et High Pure RNA Isolating Kit
ifolge produsentens instruksjoner (Roch Diagnostics, Almere, Nederland). Primere ble
laget basert p& sekvenser publisert tidligere (van den Hoogen et al., 2001) i tillegg til
sekvenser publisert for lederen og slutten av APV/RSV (Randhawa et al., 1997; Mink et
al, 1991) og er tilgjengelige ved foresporsel. RT-PCR analyser ble utfort med viralt
RNA, ved & anvende en et-rors analyse i et totalt volum pé 50 pl med 50 mM Tris pH
8,5, 50 mM NaCl, 4,5 mM MgCl,, 2 mM DTT, 1 uM fremoverprimer, 1 pM revers
primer, 0,6 mM dNTP’er, 20 enheter RNAsin (Promega, Leiden, Nederland), 10 U
AMY revers transkripsjon (Promega, Leiden, Nederland) og 5 enheter Taq polymerase
(PE Applied Biosystems, Nieuwerkerk aan de Ijaal, Nederland). Revers transkripsjon
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ble utfort ved 42°C i 30 min, etterfulgt av 8 minutters inaktivering ved 95°C. cDNA ble
oppformert gjennom 40 sykluser pd 95°C, 1 min; 42°C, 2 min; 72°C, 8 min; med en
sluttekstensjon ved 72°C i 10 min. Etter undersekelse pd en 1% agarosegel ble RT-PCR
produktene renset fra gel ved & anvende et Qiaquick Gel Extraction kit (Qiagen,
Leusden, Nederland) og sekvensert direkte ved & anvende et Dyenamic ET terminator
sekvenseringskitt (Amersham Pharmacia Biotech, Roosendaal, Nederland) og en ABI
373 automatisk DNA-sekvensator (PE Applied Biosystem, Nieuwerkerk aan den Ijssel,
Nederland) ifelge produsentens instruksjoner.

Sekvensoppstillinger ble gjort ved & anvende gruppe softwarepakken som er
tilgjengelige i softwarepakken til BioEdit versjon 5.0.6
(http://jwbrown.mbio.ncsu.edu/Bioedit//bioedit.html; Hall, 1999).

Fylogenetisk analyse

For & konstruere fylogenetiske trer ble DNA-sekvenser stilt opp ved & anvende
ClustalW software pakken og maksimale sannsynlighetstrar ble laget ved & anvende
DNA-ML softwarepakken i Phylip 3.5 programmet ved & anvende 100 programlaster og
3 ”jumbles”. Programplastverdiene ble beregnet for konsensustreet laget med
konsenspakken (Felsenstein, 1989).

Den MPV genomiske sekvensen er tilgjengelig fra Genbank under tilgangsnummeret
FAF37.1337. Alle andre sekvenser som er anvendt her er tilgjengelig fra Genbank
under tilgangsnummerne AB046218 (meslingvirus, alle ORF’ene), NC-001796 (humant
parainfluensavirus type 3, alle ORF’ene), NC-001552 (Sendaivirus, alle ORF’ene),
X57559 (humant parainfluensavirus type 2, alle ORF’ene), NC-002617 (New Castle
Disease virus, alle ORF’ene), NC-002728 (Nipah virus, alle ORF’ene), NC-001989
(bRSV, alle ORF’ene) M11488 (hRSV A, alle ORF’ene, unntatt L), NC-001808
(hRSV, L ORF), NC-001781 (hRSV B, alle ORF’ene), D10331 (PVM, N ORF),
U09649 (PVM, P ORF), U66893 (PVM, M ORF), U66898 (PVM SH ORF), D11130
(PVM, G ORF), D11128 (F ORF). PVM M2 ORF’en ble tatt fra Ahmadian (1999), AF
176590 (APV-C, N ORF), U39295 (APV-A, N ORF), U39296 (APV-B-N ORF),
AF262571 (APV-C, M ORF), U37586 (APV-B, M ORF), X58639 (APV-A, M ORF),
AF176591 (APV-C, P ORF), AF325448 (APV-B, P ORF), U22110 (APV-A, P ORF),
AF187152 (APV-C, F ORF), Y14292 (APV-B, F ORF), D00850 (APV-A, F ORF),
AF176592 (APV-C, M2 ORF), AF35650 (APV-B, M2 ORF), X63408 (APV-A, M2
ORF), U65312 (APV-A, L ORF), S40185 (APV-A, SH ORF).
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Tabell 5: Lengden av ORF’ene i MPV og andre paramyxovirus

N! P M F M2-1 |M22 |SH |G L
MPV 394 |294 |254 [539 [187 |71 183 | 236 |[2005
APVA [391 278 [254 [588 186 |73 174 | 891 |2004
APVB 391 [279 [254 [538 |186 |73 2 414 |2
APVC (394 294 254 [537 |184 |71 2 2 2
APV D -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 389 -2
hRSV A [391 |241 |356 |[574 [194 |90 64 298 | 2165
hRSVDb [391 [241 249 |574 [195 |98 65 299 | 2168
hRSV  [391 [241 256 [569 |[186 |93 81 257 | 2162
PVM 893 |295 |257 |s587 [176 |77 92 396 |2
Andre® | 418- |[225- |[335- |565 2262

542|709 | 393
Fotnoter:

1. lengde i aminosyreresidier

2. sekvens ikke tilgjengelig

3. andre: humant parainfluensavirus type 2 og 3, Sendai virus, meslingvirus, nipah

virus, fokina distemper virus og New Castle sykdomvirus.

4. OREF ikke tilstede i viralt genom.

Tabell 6: Aminosyresekevnsidentitet mellom ORF’ene i MPV og de fra andre

paramyxovirus'.

N P M F M2-1 [M222 |L
APVA |68 55 78 67 72 26 64
APVB |69 51 76 67 71 27 2
APVC |88 68 87 81 84 56 2
hRSV A |42 24 38 34 36 18 42
hRSVb |41 23 37 33 35 19 44
bRSV |42 22 38 34 35 13 44
PVM 45 26 37 39 33 12 2
Andre® |7-11 |49 [7-10 [10-18 |7 B 13-14

Fotnoter:
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1. Ingen sekvenshomologier ble funnet med kjente G- og SH-proteiner og ble dermed
ekskludert.

2. Sekvens ikke tilgjengelig.

3. Seliste i Tabell 5, fotnote 3.

4. ORF fravaerende i virale genom.
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Primere anvendt til RT-PCR-deteksjon av kjente paramyxo virus. Primere for hPIV-1 til
4, kusma, meslinger Tupaia, Mapuara og Hendra er utviklet pd huset og basert pa
oppstillinger av tilgjengelige sekvenser. Primere for New Castle sykdomsvirus er tatt fra
Seal, J., J. et al; Clin. Microb., 2624-2630, 1995. Primere for nipah og generell
paramyxovirus PCR er tatt fra: Chua, K.B., et al; Science, 288, 26. mai 2000.

Virus primere lokalisert i protein

HPIV-1 fwd 5-TGTTGTCGAGACTATTCCAA-3’ HN
Rev 5-TGTTG/T/A)ACCAGTTGCAGTCT-3’

HPIV-2 Fwd 5 -TGCTGCTTCTATTGAGAAACGCC-3’ N
Rev  5-GGTGAC/TTC/T/C)AATAGGGCCA-3’

HPIV-3 Fwd 5-CTCGAGGTTGTCAGGATATAG-3’ HN
Rev 5-CTTTGGGAGTTGAACACAGTT-3’

HPIV-4 Fwd 5-TTC/A/G)GTTTTAGCTGCTTACG-3’ N
Rev 5-AGGCAAATCTCTGGATAATGC-3’

Kusma Fwd 5-TCGTAACGTCTCGTGACC-3’ SH
Rev  5’-GGAGATCTTTCTAGAGTGAG-3’

NDV Fwd 5-CCTTGGTGAIiTCTATCCGIAG-3’ F
Rev 5-CTGCCACTGCTAGTTGiGATAATCC-3’

Tupaia Fwd 5-GGGCTTCTAAGCGACCCAGATCTTG-3’ N

Rev  5’-GAATTTCCTTATGGACAAGCTCTGTGC-3’
Mapuera Fwd 5-GGAGCAGGAACTCCAAGACCTGGAG-3’ N
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Rev 5’-GCTCAACCTCATCACATACTAACCC-3’

Hendra Fwd 5’-GAGATGGGCGGGCAAGTGCGGCAACAG-3’ N
Rev 5’-GCCTTTGCAATCAGGATCCAAATTTGGG-3’

Nipha Fwd 5-CTGCTGCAGTTCAGGAAACATCAG-3’ N
Rev  5’-ACCGGATGTGCTCACAGAACTG-3’

HRSV Fwd 5-TTTGTTATAGGCATATCATTG-3’ F
Rev 5-TTAACCAGCAAAGTGTTA-3’

Meslinger Fwd 5’-TTAGGGCAAGAGATGGTAAGG-3’ N

Rev 5-TTATAACAATGATGGAGGG-3’

Generelle paramyxovirus:
Fwd 5-CATTAAAAAGGGCACAGACGC-3’ P
Rev 5-TGGACATTCTCCGCAGT-3’

Primere for RAP-PCR;

ZF1: 5’-CCCACCACCAGAGAGAAA-3¥’
ZF4: 5°-ACCACCAGAGAGAAACCC-3’
ZF7. 5’-ACCAGAGAGAAACCCACC-3’
ZF10: 5’-AGAGAGAAACCCACCACC-3
ZF18: 5’-GAGAAACCCACCACCAGA-3’
ZF16: 5’-AAACCCACCACCAGAGAG-3’

CS1: 5’-GGAGGCAAGCGAACGCAA-¥
CS4: 5’-GGCAAGCGAACGCAAGGA-3’
CS7: 5’-AAGCGAACGCAAGGAGGC-3°
CS10: 5’-CGAACGCAAGGAGGCAAG-3’
CS13: 5’-ACGCAAGGAGGCAAGCGA-3’
CS16: 5’-CAAGGAGGCAAGCGAACG-3’

20 fragmenter ble vellykket renset og sekvensert:

10 fragmenter ble funnet med sekvenshomologi i APV

Fragment 1 ZF 7, 335bp N-gen
Fragment 2 ZF 10, 285 bp N-gen
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Fragment 3 ZF 10, 300 pb M-gen

Fragment 4 CS1, 1250bp F-gen

Fragment 5 CS 10, 400 bp F-gen

Fragment 6 CS 12, 1450 bp F-gen

Fragment 7 CS 13,750 bp F-gen

Fragment 8 ZF 4, 780 bp L-gen (proteinniva)
Fragment 9 ZF 10, 380 bp L-gen (proteinniva)
Fragment 10 ZF 10, 250 bp L-gen (proteinniva)

Primere anvendt for RAP-PCR oppformering av nukleinsyrer fra prototype isolatet.

Eksempel 5

Ytterligere undersokelse av de to undergruppene av hMPV

Basert pé fylogenetiske analyser av de forskjellige isolatene av hMPV tileiebrakt sd
langt, har to genotyper blitt identifisert med virusisolat 00-1 som prototypen pa
genotype A og isolat 99-1 som prototypen pa genotype B.

Vi lager en hypotese om at genotypene er beslektet med undertypene og at re-infeksjon
med virus fra begge undergruppene finner sted i n@rvaret av allerede eksisterende
immunitet og den antigene variasjonen er strengt tatt ikke nedvendig for 4 tillate
reinfeksjon. Videre synes det som hMPV er nart beslektet med fugle pneumovirus, et
virus som primert finnes hos fjaerfe. Nukleotidsekvensene til begge virus viser hgy
prosent homologi, med unntak av SH- og G-proteinene. Her viser vi at virusene
kryssreagerer i tester, som er basert primaert pa nukleoprotein og matriksproteinet, men
de responderer forskjellig i tester, som er basert pa festeproteinene. Forskjellene i virus
ngytraliseringstitere tilveiebringer videre bevis for at de to genotypene av hMPV er to
forskjellige serotyper av et virus, hvor APV er et forskjellig virus.

Kryssreaksjonen mellom de to serotypene og kryssreaksjonen mellom APV og hMPV.

Metoder
Protokoll for IgG, IgA og IgM antistoffdeteksjon for h(MPV:
Den indirekte IgG EIA for hMPV ble utfort i mikrotiterplater essensielt som beskrevet

tidligere (Rothbarth, P.H. et al, 1999; Infulenza virus serology — a comparative study. J
of Vir. Methods 78 (1999) 163-169).
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Kort sd ble konsentrert hAMPV lgst ved behandling med 1% Triton X-100 og dekketi 16
timer ved romtemperatur i mikrotiterplater i PBS etter bestemmelse av den optimale
arbeidsfortynningen ved dambrett titrering. Deretter ble 100 pl volumer av 1:100
fortynnet humane serumprover i EIA-buffer tilsatt til brennene og innkubert i 1 time
ved 37°C. Binding av humant IgG ble detektert ved & tilsette et geit anti-humant IgG
peroksidase konjugat (Biosource, USA). Tilsetting av TMB som substrat fremkalte
platene og OD ble mélt ved 450 nm. Resultatene ble uttrykt som S(ignal)/N(egativ)
forholdet av OD’en. Et serum ble betraktet som positivt for IgG hvis S/N-forholdet var
utover den negative kontrollen pluss tre ganger standarden.

hMPYV antistoffene av IgM og IgA-klasser ble detektert i sera ved fange EIA essensielt
som beskrevet tidligere (Rothbarth, P.H. et al, 199; Infulenza virus serology — a
comparative study. J Vir. Methods 78 (1999) 163-169. For deteksjonen av IgA og IgM
ble kommersielt tilgjengelige mikrotiterplater som var dekket med antihumant IgM eller
IgA-spesifikke monoklonale antistoffer anvendt. Sera ble fortynnet 1:100 og etter
innkubering i 1 time ved 37°C, ble en optimal arbeidslesning av hMPV tilsatt til hver
brenn (100 pl). Innkuberte 1 time ved 37°C. Etter vasking ble polyklonalt anti h(MPV
merket med peroksidase tilsatt. Platen ble innkubert 1 time ved 37°C. Tilsetting av TMB
som substrat fremkalte platene og OD ble malt ved 450 nm. Resultatene ble uttrykt som
S(ignal)/N(egativ) forholdet av OD’en. Et serum ble betraktet som positivt for IgG, hvis
S/N-forholdet var utover den negative kontrollen pluss tre ganger standarden.

AVP-antistoffer ble detektert i en AVP-hemmingsanalyse. Protokoll for APV
hemmingstest er inkludert i APV-Ab SVANOVIR® enzym immunoanalyse som er
laget av SVANOVA Biotech AB, Uppsala Science Park Glunten SE-751 83 Uppsala,
Sverige. Resultatene ble uttrykt som S(ignal)/N(egativ) forholdet av OD’en. Et serum
ble betraktet som positivt for IgG hvis S/N-forholdet var utover den negative kontrollen
pluss tre ganger standarden.

1. Marsvin

A. (re)infeksjon av marsvin med begge undergruppene av hMPV

Virusisolat ned/00/01 (undertype A) og ned/99/01 (undertype B) er blitt anvendt for &
innokulere 6 marsvin per undertype (intratrektalt, nese og gyne).

6 marsvin infisert med hMPV 00-1 (10eg,6 TCIDS50)

6 marsvin infisert med hMPV 99-1 (10e4,1 TCIDS50)
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54 dager etter den primare infeksjonen, er marsvinene blitt innokulert med de
homologe og heterologe undertypene (10e4 TCID50/ml):

2 marsvin: 1. infeksjon 00-1; 2. 99-1 (heterolog)
3 marsvin: 1. infeksjon 00-1; 2. 00-1 (homolog)
2 marsvin: 1. infeksjon 99-1; 2. 00-1 (heterolog)
3 marsvin: 1. infeksjon 99-1; 2. 99-1 (homolog)

Hals- og nese vattpinner et blitt samlet i 12 dager (1. infeksjon) eller 8 dager (2.
infeksjon) etter infeksjon, og er blitt testet for tilstedevearelsen av virus ved RT-PCR
analyser.

Resultat av RT-PCR analyse: Figur 29

Oppsummering av resultatene: marsvin innokulert med virusisolat ned/00/01 viser
infeksjon av den ovre luftveien dag 1 til 10 etter infeksjon. Marsvin innokulert med
ned/99/01 viser infeksjon i den gvre luftveien dag 1 til 5 etter infeksjon. Infeksjon med
ned/99/01 synes & vaere mindre alvorlig enn infeksjon med ned/00/01. En annen
innokulering av marsvinene med det heterologe virus resulterer i reinfeksjon i tre av fire
marsvin, og med homologt virus i to av seks marsvin. Ingen eller f& kliniske symptomer
ble sett i dyrene som ble beskyttet mot reinfeksjonene, noe som viser at selv med
vildtypevirus, er det en tydelig beskyttende effekt av den forste infeksjonen, noe som
viser den mulige anvendelsen av heterologe (og selvsagt homologe) isolater som en
vaksine, selv i en ikke dempet form.

Begge undergruppene av hMPV er istand til infiserte marsvin, selv om infeksjon med
undertype B (ned/99/01) ser ut til & veere mindre alvorlig (kortere periode med
tilstedeverelse av viruset i nese og hals) enn infeksjon med undergruppe A (ned/00/01).
Dette kan skyldes den hayere dosen som ble gitt for undertype A, eller til den lavere
giftigheten til undertype B.

Selv om tilstedevarelsen av pre-eksisterende immunitet ikke fullstendig beskytter mot
reinfeksjon med bédde homologe og heterologe virus, ser infeksjonen ut til & vere
mindre fremtredende i at en kortere periode med tilstedevaerelsen av virus ble sett og at
ikke alle dyrene ble viruspositive.

B. Serologi av marsvin infisert med begge undertypene av hMPV
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Ved dag 0, 52, 70, 80, 90, 110, 126 og 160 ble sera samlet fra marsvin og testet i en
1:100 fortynning i et helt virus ELISA mot ned/00/01 og ned/99/01antigen.

Figur 30A og B: IgG-respons mot ned/00/01 og ned/99/01 for hvert individuelt
marsvin

Figur 31: Spesifisitet av ned/00/01 og ned/99/01 ELISA. Bare data fra
homologe reinfiserte marsvin er blitt anvendt.

Figur 32: Gjennomsnittlig IgG-respons mot ned/00/01 og ned/99/01 ELISA
av 3 homologe (00-1/00-1), 2 homologe (99-1(99-1), 2 heterologe
(99-1/00-1) og 2 heterologe (00-1/99-1) infiserte marsvin.

Oppsummering av resultatene:
Bare smaé forskjeller i respons pé de to forskjellige ELISA’ene er observert. Hele virus-
ELISA mot 00-1 eller 99-1 kan ikke anvendes for & skille mellom de to undergruppene.

C. Reaktivitet til serum laget mot hMPV i marsvin med APV-antigen
Sera samlet fra de infiserte marsvinene er blitt testet med en APV-hemmende ELISA.

Figur 33: Gjennomsnittlig prosent av APV-hemming av hMPV-infiserte

marsvin,

Oppsummering av resultater;
Sera laget mot h(MPV i marsvin, reagerte i APV hemmingstesten pd samme méte som
de reagerte i hMPV IgG ELISA’ene.

Sera laget mot ned/99/01 viste en lavere prosent hemming i APV hemmings ELISA’en
enn sera laget mot ned/00/01. Marsvin infisert med ned/99/01 kan ha et lavere titer (som
sett i hMPV ELISA’ene) eller kryssreaksjonen av ned/99/01 med APV er mindre enn
den med ned/00/01. Ikke desto mindre kan APV-natistoff hemmende ELISA anvendes
for & detektere h(MPV antistoffer i marsvin.

D. Virus naytraliseringsanalyser med sera laget mot hMPV i marsvin
Sera samlet ved dag 0, dag 52, 70 og 80 etter infeksjon ble anvendt i et virus (kryss)
neytraliseringsanalyse med ned/00/01, ned/99/01 og APV-C. Startfortynningene var 1-
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10 og 100 TCIDS0 virus per brenn ble anvendt. Etter ngytralisering ble viruset tatt pa
tMK-celler, sentrifugert 15 minutter ved 3500 RPM, hvoretter mediet ble fornyet.

APV-testene ble dyrket i 4 dager og hMPV-testene ble dyrket i 7 dager. Cellene ble
fiksert med 80% aceton, og IFA’ene ble utfort med ape anti A(MPV merket med fitc.
Brennene som var negative i fargingen ble betraktet som naytraliseringstitere. For hvert
virus ble en 10-loggtirering av viruslageret og 2 ganger titrering av arbeidslesningen
inkludert.

Figur 34: Virus neytraliseringstiter for ned/00/01 og ned/99/01 infiserte
marsvin mot ned/00/01, ned/99/01 og APV-C.

2. Cynomologe makaker

A. (re)infeksjon av cynomologe makaker med begge undergruppene av hMPV
Virusisolatene ned/00/01 (undertype A) og ned/99/01 (undertype B) (1°5 TCID50) er
blitt anvendt for & innokulere 2 cynomologe makaker per undergruppe (intratrakalt, nese
og ayne). 6 maneder etter den primere infeksjon er makaken blitt innokulert for andre
gang med ned/00/01. Hals vattpinner er blitt samlet i 14 dager (1. infeksjon) eller 8
dager (2. infeksjon) etter infeksjon, og er blitt testet for tilstedevarelse av viruset med
RT-PCR-analyser.

Figur 35: Resultater fra RT-PCR analysene pé hals vattpinner fra
cynomologe makaker innokulert (to ganger) med ned/00/01.

Oppsummering av resultater:

Cynomologe makaker innokulert med virusisolat ned/00/01 viste infeksjon i den gvre
luftveien dag 1 til dag 10 etter infeksjon. Kliniske symptomer inkluderte vaskene
rhinititt. En andre innokulering av makakene med det homologe virus resulterte i re-
infeksjon, som demonstrert med PCR, imidlertid ble ingen kliniske symptomer sett.

B. Serologi pa sera samlet fra hMPV-infiserte cynomologe makaker
Fra makakene som mottok ned/00/01 ble sera samlet i lopet av 6 maneder etter den
primare infeksjonen (re-infeksjon fant sted ved dag 240 for ape 3 og dag 239 for ape 6).

Sera ble anvendt for 4 teste tilstedevarelsen av IgG antistoffer mot enten ned/00/01 eller
APV eller for tilstedevarelsen av IgA og IgM antistoffer mot ned/00/01.
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Resultater:  Figur 36A:
IgA, IgM og IgG-respons mot ned/00/01 for 2 cynomologe makaker (re)infisert med
ned/00/01.

Figur 36B:

IgG-respons mot APV av 2 cynomologe makaker infisert med ned/00/01.
Oppsummering av resulterer:

To makaker «macaques» er blitt vellykket infisert med ned/00/01 og i nervaret av
antistoffer mot ned/00/01 er de blitt reinfisert med det homologe viruset. Responsen mot
IgA og IgM antistoffer viste en gkning i IgM antistoffer etter den forste infeksjonen, og
fraveeret av den etter reinfeksjonen. IgA antistoffer blir bare detektert etter
reinfeksjonen, noe som viser aktualiteten av immunresponsen etter en forste infeksjon.
Sera laget mot h(MPV i makaker som ble testet i en APV hemmings-ELISA viser en
lignende respons som til h(MPV IgG ELISA.

Diskusjon/konklusjon:

hMPYV antistoffer i cynomologe makaker blir detektert med APV hemmings-ELISA
med en lignende sensitivitet som med en hMPV ELISA, og derfor er APV-hemmings
EIA’en passende for 4 teste humane prover for n@rvaret av hMPV antistoffer.

C. Virus (kryss) noytraliseringsanalyser med sera samlet fra hMPV-infiserte
cynomologe makaker

Oppsummering av resultater:

Seraene tatt fra dag 0 til dag 229 etter primer infeksjon viser bare lave
virusneytraliseringstiter mot ned/00/01. Seraene tatt etter den sekundre infeksjonen
viser haye neytraliseringstiter mot ned/00/01: > 1280. Bare sera tatt etter den sekundare
infeksjonen viser ngytraliseringstiter mot ned/99/01 (80-640) og ingen av seraene
neytraliserer APV C viruset.

Det er ingen kryssreaksjon mellom APV-C og hMPV i virus (kryss)
neytraliseringsanalyser, mens det er en kryssreaksjon mellom ned/00/01 og ned/99/01
etter en forsterkning av antistoffresponsen.

3. Mennesker
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Sera fra pasienter i aldersomrédet <6 méaneder til >20 &r er tidligere blitt testet i IFA og
virus ngytraliseringsanalyser mot ned/00/01. (Se tabell 1 av patent).

Her har vi testet en rekke av disse seraene for tilstedevarelsen av IgG, IgM og IgA
antistoffer i en ELISA mot ned/00/01 og vi testet prevene i APV hemmings-ELISA’en.

Resultater:  Figur 37

Sammenligning av anvendelsen av h(MPV ELISA og APV hemmings-ELISA for
deteksjonen av IgG antistoffer i humane sera, det er en sterk korrelasjon mellom IgG
hMPV-testen og APV-Ab testen, derfor er APV-Ab testen essensielt istand til &
detektere IgG antistoffer mot hMPV hos mennesker.

4. Fjaerfe
96 kyllinger er blitt testet i bAde APV hemmings-ELISA’en og 1 ned/00/01 ELISA for
tilstedevaerelsen av IgG antistoffer mot APV.

Oppsummering av resultatene: Bdde hMPV ELISA’en og APV hemmings-ELISA’en
detekterte antistoffer mot APV (data ikke vist).

Oppsummering av resultater.

Vi har funnet to genotyper av hMPV med ned/00/01 som er prototypen for undergruppe
A og ned/991 som er prototypen for undergruppe B.

’Ifelge klassiske serologiske analyser (som for eksempel kjent Francki, R.I1.B., Fauguet,
C.M., Knudson, D.L. og Brown, F., Classification and nomenclature of viruses. Fith
report of the international Committee on Taxonomyu of Viruses. Arch Viro, 1991.
Supplement 2., s. 140-144), kan to undergrupper defineres pa basisen av deres
immunologiske s@rpreg, som bestemt ved kvantitative noytraliseringsanalyser med dyre
antisera. To distinkte serotyper har enten ingen kryssreaksjon med hverandre eller viser
et homologt til heterologt titerforhold som er starre enn 16 i begge retninger. Hvis
neytraliseringen viser en viss grad av kryssreaksjon mellom to virus i den ene eller
begge retninger (homologt til heterologt titerforhold pa 8 eller 16), antas det at s&rpreg
av serotype er tilstede hvis vesentlige biofysikalske/biokjemiske forskjeller eksisterer i
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DNA. Hvis neytralisering viser en distinkt grad av kryssreaksjon mellom to virus i den
ene eller begge retninger (homologt til heterologt titerforhold er mindre enn 8), antas det
at det finnes en identitet mellom serotypene hos isolatene som studeres”.

For RSV er det kjent at reinfeksjon finner sted i narveer av allerede eksisterende
immunitet (badde homologt og heterologt). Infeksjonen av marsvin og cynomologe
makaker med badde de homologe og heterologe serotypene av hMPV viste at dette ogsé
er sant for h(MPV. I tillegg viste IgA og IgM ELISA’ene mot hMPV at reaksjonen med
IgA antistoffer bare finner sted etter reinfeksjon. Sera laget mot hMPV eller APV
responderer pa en lik méte i APV og hMPV ELISA. Fra
nukleotidsekvenssammenligningen er det kjent at virusene viser ca. 80% aminosyre
homologi for N, P, M og F-genene. I ELISA’ene er det mest N- og M-proteinene som er
hovedantigenene som reagerer. Virus ngytraliseringsanalyser (kjent for & reagere mot
overflate glykoproteinet G, SH og F) viser en forskjell mellom de to forskjellige
seraene. Selv om APV og hMPV kryssreagerer i ELISA, viser fylogenetisk analyser av
nukleotidsekvensene i hMPV og APV, forskjellen i virusngytraliseringstiterne av
seraene laget mot de to forskjellige virusene og forskjellene i vertbruk igjen at APV-C
og hMPYV er to forsjellige virus. Basert pé resultatene spekulerer vi pA om hMPV-
infeksjon i pattedyr muligvis er et resultat av en zoonotisk begivenhet fra fugler til
pattedyr. Men viruset har tilpasset seg pa en slik méte (dvs. G- og SH-proteinen) at en
tilbakevendende (fra pattedyr til fugler) zoonotisk begivenhet synes & vare usannsynlig,
ndr man tar i betraktning tilstedevarelsen av AVP i fugler.

Tillegg

Bakgrunnsinformasjon pa Pneumovirinae

Paramyxoviridae familien inneholder to underfamilier: Paramyxovirinae og
Pneumovirinae. Underfamilien Pneumovirinae bestér av to slekter: Pneumovirus og
Metapneumovirus. Slekten Pneumovirus inneholder menneske, storfe, sméfe og rovdyr
luftveis syncytiske virus og pneumonia virus hos mus (PVM). Slekten
Metapneumovirus inneholder fugle pneumovirus (APV, ogsa referert til som TRTV).

Klassifiseringen av slektene i underfamilien Pneumovirinae er basert pa klassiske
viruskarakteristika, genrekkefolge og genkonstellasjon. Virus i slekten Pneumovirus er
unike i familien Paramyxoviridae ved at de har to ikke-strukturelle proteiner i den 3’-
enden av genomet (3°-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5’). I motsetning til dette
mangler virus i slekten Metapneumovirus NS1-og NS2-genene og organisasjonen av
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genene mellom de M- og L-kodende regionene er forskjellig: 3’-N-P-M-F-M2-SH-G-L-
5.

Alle medlemmene av underfamilien Paramyxovirinae har hemagglutininaktivitet, men
denne funksjonen er ikke et definert trekk for underfamilien Pneumovirinae, ved at den
er fraverende i RSV og APV, men tilstede i PVM. Neuraminidaseaktivitet er tilstede i
medlemmer av slektene Paramyxovirus og Rubulavirus (underfamilie
Paramyxovirinae), men er fravarende i slekten Morbillivirus (underfamilie
Paramyxovirinae) og slektene Pneumovirus og Metapneumovirus (underfamilie
Pneumovirinae).

Et annet forskjellig trekk med underfamilien Pneumovirinae er den tilsynelatende
begrensede bruken av alternative ORF’er inne mRNA ved RSV. I motsetning til dette
har flere medlemmer av underfamilien Paramyzovirinae slik som Sendai og
meslingvirus, tilgang til alternative ORF’er innen mRNA som korresponderer for
fosforproteinet (P) som kan dirigere syntesen av et nytt protein.

G-proteinet i Pneumovirinae har ingen slektskap eller strukturelle likheter med HN-
eller H-proteinene hos Paramyxovirinae og er bare ca. halvparten i sterrelse av deres
kjedelengde. I tillegg er N- og P-proteinene mindre enn deres motparter i
Paramyxovirinae og mangler klar sekvenshomologi. De fleste ikke-segmenterte
negative trdd-RNA-virus har et enkelt matriks (M) protein. Medlemmer av
underfamilien Pneumovirinae er et unntak i at de har to slike proteiner, M og M2. M-
proteinet er mindre enn dets Paramyxovirinae motparter og mangler sekvensslektskap
med Paramyxovirinae.

Nér de dyrkes i cellekulturer, viser medlemmer av underfamilien Pneumovirinae typiske
cytopatiske effekter; de induserer karakteristiske syncytia dannelse av cellene (Collins,
1996).

Underfamilien Pneumovirinae, slekten Pneumovirus

hRSV er type-artene til slekten Pneumovirus og er en hoved- og utbredt arsak til
sykdom i de nedre luftveiene under spedbarnsalderen og tidlig barndom (Selwyn, 1990).
I tillegg blir ARSV mer og mer anerkjent som et viktig patogen i andre pasientgrupper,
inkludert immunkompromitterte individer og de eldre. RSV er ogsa en viktig arsak til
samfunnservervet lungebetennelse blant voksne i alle aldre som ligger pa sykehus
(Englund, 191; Falsey, 2000; Dowell, 1996). To hoved antigentyper for RSV (A og B)
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er blitt identifisert basert pa forskjeller i deres reaktivitet med monoklonale og
polyklonale antistoffer og ved nukleinsyresekvensanalyser (Anerson, 1985; Johnson,
1987, Sullender, 2000). Spesielt G-proteinet ble anvendt for & skille de to undertypene.
RSV-A og B deler bare 53% aminosyre sekvenshomologi G, mens de andre proteinene
viser hgyere homologier mellom undergruppene (tabell 1) (Collins 1996).

Deteksjon av RSV-infeksjoner er blitt beskrevet ved & anvende monoklonale og
polyklonale antistoffer i immunfluorescerende teknikker (DIF, IFA), virus
neoytraliseringsanalyser og ELISA eller RT-PCR analyser (Rothbarth, 1988; Van
Milaan, 1994; Coggins, 1998). Nart beslektet med hRSV er de bovine (bRSV), ovine
(oRSV) og rovdyr RSV (oRSV), av disse er bRSV best studert. Basert pa
sekvenshomologi med hRSV er ruminante RSV’ er klassifisert innen Pneumovirus
slekten, underfamilien Penumovirinae (Collins, 1996). Diagnose av ruminante RSV-
infeksjon og undertyping er basert pd den kombinerte anvendelsen av serologi, antigen
deteksjon, virusisolering og RT-PCR analyser (Uttenthal, 1996; Walarcher, 1999;
Oberst, 1993, Vilcek, 1994).

Flere analyser av den molekylare organiseringen av bRSV er blitt utfort ved 4 anvende
humane og bovine antisera, monoklonale antistoffer og cDNA prober. Disse analysene
viste at proteinsammensetningen av hRSV og bRSV er veldig lik og den genomiske
organiseringen av bRSV ligner den hos hRSV. For bdde bRSV og hRSV representerer
G- og F-proteinene hoved neytraliserings- og beskyttelses antigenene. G-proteinene er
veldig variabelt mellom hRSV undertypene og mellom hRSV og bRSV (henholdsvis 53
og 28%) (Prozzi, 1997; Lerch, 1990). F-proteiner til hLRSV og bRSV stammene
presenterer sammenlignbare strukturelle karakteristika og antigent slektskap. F-proteinet
i bRSV viser 80-81% homologi med hRSV, mens de to hRSV undertypene deler 90%
homologi i F (Walravens, K. 1990).

Studier basert p4 anvendes av hRSV og bRSV spesifikke monoklonale antistoffer har
antydet eksistensen av forskjellige antigene undertyper av bRSV. Undertypene A, B og
AB skilles basert pa reaksjonsmensteret med monoklonale antistoffer spesifikt for G-
proteinet (Furze, 1994; Prozzi, 1997, Elvander, 1998). Epidemiologien til bRSV er
veldig lik den til hRSV. Spontan infeksjon i unge storfe er ofte assosiert med alvorlige
luftveistegn, mens eksperimentell infeksjon generelt resulterer i mildere sykdom med
lette patologiske forandringer (Elvander, 1996).
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RSV er ogsé blitt isolert fra naturlig infiserte sauer (0RSV) (LeaMaster, 1983) og geiter
(cRSV) (Lehmkuhl, 1980). Begge stammene deler 96% nukleotid likhet med bovine
RSV og kryssreagerer antigent. Derfor er disse virusene ogsé klassifisert innen
Pneumovirus slekten.

Et bestemt medlem av underfamilien Pneumovirinae, slekten Pneumovirus er
Pneumonia viruset hos mus (PVM).

PVM er et vanlig patogen i laboratoriedyr kolonier, spesielt de som inneholder atymiske
mus. Den naturlig ervervede infeksjonen tror man er asymptomatisk, selv om passasje
av virus 1 muselunger resulterer i 4penbare tegn pa sykdom i omrédet fra gvre
luftveisinfeksjon til en fatal lungebetennelse (Richter, 1988; Weir, 1988).

Begrenset serologisk kryssreaktivitet mellom nukleokapsidproteinet (N) og
fosforproteinet (P) fra PVM og hRSV er blitt beskrevet, men ingen av de eksterne
proteinene viser kryssreaktivitet, og virusene kan skilles fra hverandre i virus
ngytraliseringsanalyser (Chambers, 1990a; Gimenez, 1984; Ling, 1989a).
Glykoproteinene i PVM synes 4 skille seg fra dem fra andre paramyxovirus og ligner de
1 RSV ilys av deres glykosyleringsmenster. De skiller seg imidlertid med hensyn til
prosessering. Ulikt RSV, men likt de andre paramyxovirus har PVM
hemagglutininaktivitet med murine erytrocytter, som G-proteinet synes 4 vare ansvarlig
for fordi et monoklonalt antistoff mot dette proteinet hemmer hemagglutinering (Ling,
1989b).

Genomet til PVM ligner det hos hRSV, inkludert to ikke-strukturelle proteiner i dets 3°-
ende og en lignende genomisk organisering (Chamers, 1990a; Chambers, 1990b).
Nukleotidsekvensen til PVM NS1/NS2-genene har ingen merkbar homologi med de hos
hRSV (Chamers, 1991). Noen proteiner hos PVM viser sterk homologi med hRSV (N:
60% og F: 38 til 40%) mens G er tydelig forskjellig (aminosyresekvensen er 31%
lenger) (Barr, 1991; Barr, 1994; Chambers, 1992). PVM P-genet, men ikke det
tilsvarende hos RSV eller APV, er blitt rapportert & kode for et annet ORF, som
representerer et unikt PVM-protein (Collins, 1996). Nye PVM isolater er identifisert
ved virusisolering, hemagglutininanalyser, virusngytraliseringsanalyse og forskjellige
immunfluorescerende teknikker.

Tabell med tillegg: Aminosyrehomologi mellom de forskjellige virus innen slekten
Pneumovirus av underfamilien Pneumovirinae.
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Gen hRSV’er [bRSV’er [oRSVv. |[bRSVv. [bRSVv. |PVMyuvs.
hRSV hRSV oRSV hRSV
NS1 87 68-69 89 *
NS2 92 83-84 87 *
N 96 93 60
P - 81
M - 89
F 89 80-81 38-40
G 33 88-100 21-29 38-41 60-62 *
M2 92 94 41
SH 76 45-50 56
L -

* Ingen detekterbar sekvenshomologi.

Slekten Metapneumovirus

Fugle pneumovirus (APV) er blitt identifisert som det etiologiske middelet for kalkun
rhinotrakeitt (McDougall, 1986; Collins, 1988) og blir derfor ofte referert til som kalkun
rhinotrakeitt virus (TRTV). Sykdommen er en gvre luftveisinfeksjon hos kalkuner som
resulterer i hagy sykelighet og variabel, men ofte hay dedelighet. I kalkunhener kan
viruset ogsd indusere vesentlige reduksjoner i eggproduksjon. Det samme viruset kan
ogsd infisere kylling, er virusets rolle som et primart patogen mindre klart definert, selv
om det vanligvis assosieres med oppblést hodesyndrom (SHS) hos oppdrettskylling
(Cook, 2000). Virionene er pleiomorfiske, selv om de hovedsakelig er sferiske, med
sterrelser i omradet fra 70 til 600 nm og nukleokapsidet, som inneholder det linezre,
ikke-segmenterte, negativ trdd RNA-genomet viser helisk symmetri (Collins, 1986;
Girau, 1986). Denne morfologi ligner den hos medlemmer av familien
Paramyzoviridae. Analyser av proteinene fra APV og RNA tyder pa at av de to
underfamiliene i denne familien (Paramyxovirinae og Pneumovirinae), ligner APV mest
Pneumovirinae (Collins, 1988; Ling, 1988; Cavanah, 1988).

APV har ingen ikke-strukturelle proteiner (NS1 og NS2) og genrekkefolgen (3°-N-P-M-
F-M2-SH-G-L-5’) er forskjellig fra den hos pattedyr pneumovirus slik som RSV. APV
har derfor nylig blitt klassifisert som typearten for den nye slekten Metapneumovirus
(Pringle, 1999).

Forskjeller i ngytraliseringsmenster, ELISA og reaktivitet med monoklonale antistoffer
har vist eksistensen av forskjellige antigene typer av APV. Nukleotidsekvensering av G-
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genet forte til definisjonen av to virus undertyper (A og B), som deler bare 38%
aminosyrehomologi (Collins, 1993; Juhasz, 1994). Et APV isolert fra Colorado, USA
(Cook, 1999) viste seg & kryssnoytralisere darlig med undertype A- og B-virus, og
basert pa sekvensinformasjonen ble den betegnet som en ny undertype C (Seal, 1998;
Seal 2000). To ikke-A/ikke-B APV’er ble isolert i Frankrike, og ble vist & vere antigent
adskilte fra subtypene A, B og C. Basert pd aminosyresekvensene til F, L og G-genene,
ble disse virusene igjen klassifisert som en ny undertype D (Bayon-Auboyer, 2000).

Diagnose av APV-infeksjon kan oppnés ved virusisolasjon i kylling eller kalkun luftrers
organkulturer (TOC’er) eller i Vero cellekulturer. En cytopatisk effekt (CPE) blir
generelt observert etter en eller to tilleggspassasjer. Denne CPE er karakterisert ved
spredte fokale omrader av celleavrunding som forer til synsytisk dannelse (Buys, 1989).
Et antall serologiske analyser, inkludert IF og virus neytraliseringsanalyser er blitt
utviklet Deteksjon av antistoffer mot APV ved ELISA er den mest vanlige anvendte
fremgangsméten (O’Loan, 1989; Gulati, 2000). Nylig er polymerase kjedereaksjonen
(PCR) blitt anvendt for & diagnostisere APV-infeksjoner. Vattpinner tatt fra oesofagus
kan anvendes som startmateriale (Bayon-Auboyer, 1999; Shin, 2000).
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Kr avset't

L.

Isolert negativt sense enkelttrddet RNA pattedyr metapneumovirus, k a r a k -
terisert v e d ataminosyresekvensen til N proteinet fra nevnte
negativt sense enkelttrddet RNA pattedyr metapneumovirus er minst 91 % identisk med
aminosyresekvensen til N proteinet ifalge SEK ID NO:1, hvori sekvens identitet
bestemmes over hele lengden til N proteinet.

2.
Isolert negativt sense enkelttrddet RNA pattedyr metapneumovirus ifelge krav 1,
karakterisert v e d atnevntenegativtsense enkelttradet
RNA pattedyr metapneumovirus videre koder for:
a) et P protein som har minst 70 % aminosyre identitet med aminosyresekvensen til
P proteinet ifolge SEK ID NO:8;
b) et M protein som har minst 94 % aminosyre identitet med aminosyresekvensen
til M proteinet ifolge SEK ID NO:14;
c¢) et F protein som har minst 95 % aminosyre identitet med aminosyresekvensen til
F proteinet ifolge SEK ID NO:21;
d) et M2-1 protein som har minst 85 % aminosyre identitet med
aminosyresekvensen til M2-1 proteinet ifelge SEK ID NO:47;
e) et M2-2 protein som har mer enn 56 % aminosyre identitet med
aminosyresekvensen til M2-2 proteinet ifalge SEK ID NO:5S5;
f) et L protein som har minst 91 % aminosyre identitet med aminosyresekvensen til
L proteinet ifalge SEK ID NO:99;
g) et SH protein som har minst 30 % aminosyre identitet med aminosyresekvensen
til SH proteinet ifelge SEK ID NO:63; eller
h) et G protein som har minst 30 % aminosyre identitet med aminosyresekvensen
til G proteinet ifalge SEK ID NO:64;
hvori sekvens identitet bestemmes over hele lengden til det respektive proteinet.

3.
Isolert negativt sense enkelttrddet RNA pattedyr metapneumovirus ifelge krav 1 eller 2,

karakterisert v e d atvirusetikke replikererikylling og
kalkun.
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4,
Isolert negativt sense enkelttrddet RNA pattedyr metapneumovirus ifelge krav 1, 2 eller
3, karakterisert v e d atviruseteretsvekket virus.

5.
Isolert nukleinsyre, k a r a k t e r i s e rt v e d atnukleinsyren
koder for et virus ifelge hvilket som helst av kravene 1-4.

6.

Fremgangsmaéte for & detektere et pattedyr metapneumovirus i en prove fra et pattedyr,
karakterisert v e d atfremgangsmaten omfatter i bringe
proven i kontakt med en nukleinsyre som er minst 10 nukleinsyrer lang der
nukleinsyren er minst 90% identisk med nukleotid sekvensen til humant MPV isolat 00-
1 deponert ved CNCM, Institute Pasteur med aksesjonsnummer 1-2614.

7.
Fremgangsméteifolgekrav6e,k a r a k t e risert v e d at
pattedyr metapneumoviruset er et humant MPV.

8.

Vektor, k arakterisert v e d atden omfatter
nukleinsyren ifolge krav 5.

9.

Vertcelle, k ara kteriser:t v e d atden omfatter
nukleinsyren ifolge krav 5.

10.

Isolertprotein, k a r a k t e ri s e rt v e d atproteineter
avledet fra N, P, M, F, M2-1, M2-2, L, SH eller G proteinet til viruset i folge et hvilket
som helst av kravene 1-4.

11.
Antistoff, k a r a k terisert v e d atantistoffetbinder
spesifikt til viruset ifolge hvilket som helst av kravene 1-4.
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12.

Fremgangsmaéte for & detektere et pattedyr metapneumovirusi enpreve, k a r -
akterisert v e d atfremgangsméiten omfatter & bringe proven i
kontakt med antistoffet ifelge krav 11.

13.

Fremgangsmate for virologisk diagnostisering av metapneumovirus infeksjon i et
pattedyr, k ara kterisert v e d atfremgangsmiten
omfatter & bestemme, i en prove fra nevnte pattedyr, tilstedeverelse av et viralt isolat
eller komponent derav ved & bringe preven i kontakt med nukleinsyren ifelge krav 5
eller med en nukleinsyre som er minst 10 nukleinsyrer lang der nukleinsyren er minst
90% identisk med nukleotidsekvensen til humant MPV isolat 00-1 deponert ved
CNCM, Institute Pasteur med aksesjonsnummer 1-2614.

14.

Fremgangsméte for serologisk diagnostisering av metapneumovirus infeksjon i et
pattedyr, k a ra kterisert v e d atfremgangsmiten
omfatter & detektere, i en prove fra nevnte pattedyr, tilstedevarelse av et antistoff
spesifikt rettet mot et metapneumovirus eller en komponent derav ved & reagere nevnte
prove med proteinet ifolge krav 10.

15.

Farmasoytisk sammensetning, k ar a k t erisert ved at
den farmasgytisk sammensetning omfatter (i) et isolert negativt sense enkelttrddet RNA
pattedyr metapneumovirus ifelge hvilket som helst av kravene 1-3; og (ii) en
farmaseytisk akseptabel berer.

16.

Farmasgytisk sammensetning ifolgekravl5, k a r a k t e ri s e r t
v e d atvirusets genom videre koder for sekvenser fra andre virus eller hvori
virusets genom kan mangle deler av det virale genom for dannelsen av
replikasjonsdefekte virus og kan inneholde mutasjoner, delesjoner eller innskudd for
dannelsen av svekkede virus.

17.
Diagnostisk kit for diagnostisering av en metapneumovirus infeksjon, k a r -
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akterisert v e d atdetomfatteretvirus ifelge hvilket som helst
av kravene 1-3, en nukleinsyre ifalge krav 5, et protein eller fragment derav ifelge krav
10 eller et antistoff ifelge krav 11.

18.

Virus ifelge hvilket som helst av kravene 1-4 eller farmasgytisk sammensetning ifolge
kravl5Seller16, k ar a k t erisert v e d atviruseter
humant metapneumovirus isolat 00-1 deponert ved CNCM, Institutt Pasteur med
aksesjonsnummer 1-2614.

19.

Sammensetning ifelge hvilket som helst av kravene 15 eller 16 for anvendelse i
behandling eller forebygging av en metapneumovirus infeksjon eller en respiratorisk
lidelse hos pattedyr.
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Tabell 2

Alminnelig forekommende serologi av hMPV i mennesker kategorisert ved aldersgruppe ved
& anvende immunfluorescens og virus neytraliseringsanalyser

Immunfluorescens analyser Virus naytraliseringsanalysef

Alder (Ar)  Ntestet N positive N testet N positive  Titeromride

<1 20 S | 12 3 1632

12 20 no 13 4 16-32

25 20 14 8 3 16-512
5.10 20 20 4 4 32256
10-20 20 20 4 3 32-128
>20 20 20 . 4 3 32-128
8-99' 72 7 1 1t 16-128

! Sero-arkeologiske analyser ved & anvende sera samlet i 1958.

Fig. 1b:

1
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Fig.'18a

Sammenligning av to prototypiske hMPV-isolater med APV-A og APV-C

DNA likhetsmatrikser
N 00-1 89-1 AFVC REVA

00-1 1,000 0,882 0,757
98-1 === 1,000 0,757
AFVC -—— === 1,000

e

B 00-1 93-1 APVC RAPVA

00-1 1,000 0,811 0,677
93-1 -— 1,000 0,674
AFVC wme  we= 1,000
ABVA  —==  —em —--

M 00-2 99-1 APVC APVA

00-1 1,000 0,865 0,766
99-1 “== 1,000 0,773
ARVC ==~ === 1,000
ABVA - —em -

E 00-1 5%-1 RPVC APVA

00-1 1,000 0,838 0,706
98-1  -—= 1,000 0,716
APVC m—~  =-v 1,000
ABVA  =e= mem —em

M2-1 00-1 "98-1 RPVC
00-1 1,000 0,863 0,764
§9-1 ==~ 1,000 §,744
APVC — —— 1,000
REVA === eme e

M2-2 00-1 98-1 BAFVC
$9-1 -—= 1,000 0,675
APVC === =—s 1,000
BRVA  m~c  mem o

ER® 00-1 88-1 REVC APVA
a0-1 1,000 0,688 N.A,
85-1 === 1,000 WN.A,

0,660 -

0,663
0, 856
1,000

0,568
0,593
0,584
1,000

0,693
0,707
0,705
1,000

0, 662
0, 655
0, 685
1,000

ARVA
0, 568
0,657
0,670
1,000

APVA
D, {86
0, 486
0,463
1,000

0,421
0,380

ABVC -=~ -=« W.A. N.A,

APVA e eme e—e 1,000
G 00-1 99~1 APVC ABVA

00-~1 1,000 0,543 N.A. 0,262
83-1 --~ 1,000 N.A. 0,263
APVC =--= -«= N.A. WN.A.
APVA = mew e~ 1,000

hadblilad ot VT TN F I3

335551



5°L: bare de forste 1 500 nukleotidene av 99-1 var tilgjengelig

B S LRGP o T AT PR R T T

25/45

S'L 00-1 99-1 ABVC APVA
00-12,000 0,635 N.A. 0,596
99-1 ~~-  1,i000 N.A. 0,605
APVC --= ‘=== N.A. N.A.
APVA ==~ e e 1,000

N.A.: sekvens ikke tilgjengelig

-

Fig. 18b

335551
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!
Protein likhetsiatrikser

NO00-1 99-) .APVC ADPVA
00-1  },000:0,945 0,880 0,685
99-31 - ‘1'060 O‘ 883 0, 662
APVC  ~== === 1,000 0,700
APVA == ;--- --- 1,000
POO-1, S8-1 APVC ABVA
0o-1  1,000i0,860 0,683 Q,552
'89-1  ~— '1,000 0,676 0,549
APVC === ewe 1,000 0,528
APVA s eee],000

13
MO00-1 88-1 RAEVC ABVA
00-1 1,000 0,976 0,874 0,775
89-1 --- 1,000 0,874 0,763
BPVC  wwe Lee 1,000 0,775
ABVA ===  —a=  —=w 1,000
¥00-1 58-1 ARPVC APVA
to-1  1,000.0,938 0,810 0,677
89-1  w-- 1,000 0,803 0,674
APVC  ~=- i-v 1,000 0,719
APVA ===  wee  ee= 1,000
M2-1  00-1 4g9=1 APVC APVA
00-1 1,000 0,946 0,844 0,718
99~1 === 1,000 0,834 0,703
ABVC —— e 1,000 0,704
APVA  w—=  we=  —ew 1,000
M2-2  00~1 99-1 'RBVC RAPVA
00-1 1,000 0,501 0,563 0,246
99~1  --=  ¥,000 0,577 0,232
ABVC  ~=~  ==a 1,000 0,191
APVA ===  w~~e ==~ 1,000
B8R 00~-1 99-1 REVC APVA
00-1 1,000 0,570 N.A. 0,178
99~1  ~-— 1,000 N.A. 0,162
APVC  «~+ ==u N.A. MN.A.
APVA  ——= =ee  w== 1,000
§00-1 99-1 APVC APVA
0o-1 1,000 0,326 N.A. 0,094
99-1 ===  1;000 N.A. 0,107
APVC  -=~ we- N.A. N.R,
APVA  ~==  ——= === 1,000
5'L 00-1 99-1 ABVC ARVA
00~1 1,000 0,921 N.A. 0,600
99"1 ———— 1%000 N.h, . 0,594
APVC === <<= N.A. N.A.
APVA  ~oc wme eee 1,000

N.A.: sekvens ikke tilgjenglig

5’L: bare de farste 500 aminosyreresidiene av 99-1 var tilgjengelige

Bl L FT- TR R Y-

:ll‘:l
H l\|

.‘.' I

Fig.- 19

335551

A



335551

27145 .
‘ Fig.20
inosyresek illing av to prototype hMPV-isolate:
1hgunnpzotnin (M)
10 20 30 40 50 60
'iﬁdi‘dvi‘0!1-!&’..".'.0'."!‘0 ‘a.v-ini.w!c---‘c.-.'cti.‘
ao-1 MSLQGIHLSDLSYKHAILKESQYTIKRDVGTTTRVTPSSLQQEITLLCGEIL YK 60
899-1 MSLQGIHLSDLSYKHAILKESQYTIXRDVGTTTAVIPSSLOQEITLLCCEILIY YK 60
70 80 90 100 110 120

bu--luqo-[-onol vcu'-tb-‘ I - \||Q~.l c-nlnn-ul-ctclouoll
00-1 YAAEIGIQYI ALGSBRVQQILBRSGSEVQVVLTRTYSLG KNNKGEDLOMLDIHRGVE 120
99-1 YAREIGIQYIETALGSERVQQILRNSGSEVQVVLTKTYSLGKEKNSKGEELQMLDIEGVE 120

130 140 150 160 170 180

R R [T I DN [P [ P P IR I
00~1 xsmmxnxamr TLLKESSGNIPQNQRPSAPDTPIILLCVGALIFTKLASTIEVGL 180
89~1 KSWIEEIDKEARKTMETLLKESSGNIPONQRPSAPDTPIILLCVGALIFTKLASTIEVGL 180

. ll-

190 200 . 210 220 230 240
N [P [ I I P [ DRI AP RRTINN PR PR |
00-1 ETTVERANRVISD!LKRYERMDIPKIARSFYDLFEQKVYHRSLFIEYGKBLGSSSTGSKR 240
99~1 ETTVRRANRVLSDALKRYPRIDIPKIARSFYELFEQKVYYRSLFIEYGKALGSSSTGSKA 240

250 260 270 280 230 300

N TS R DR A PR e | I R e T
00-1 ESLEVNIEMDA!GAGQTMLRWGVIARSSNNIMLGHVSVQAELKQVTEVYDLVREMGBESG 00

99-1 ESLFVNIFMQRXGAGQTLLRHGVIARSSNNIMLGHVSVQSELKQVTEVYDBV!EHGPESG 300

310 az¢ 330 340 350 360
n-v]-vl-l-o--!--iul:.-u}‘lltlncu'l g v--l.-o-l---ulu-o-]
00-1 LLHLRQSPK&BLLSLANC?NFASVVLG“ASGLGIIGMYEGRVPNTELFSBBESY!KSLKE 360
99-1 . LLHLRQSPKAGLLSLANCPNFASVVLGNASGLGIIGMYRGRVPNTELFSARESYARSLKE "360

370 380 330
.unlol ".g.nh-I‘Dnill(.li'l'!‘l“
00-1 SNKINFSSLGLIDEEKEARBHFLNVSJDSQONDYE 394 .
99-1 NKINFSSLGBTDEEKEABEHFLN DNQDDYE 394 :

¥

N
o e
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99-1

00~-1
99-1

00-1

99-1 . 8

00-1
99=-1

00-1

29-1
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Fig 21

fopr:
10 20 t 30 40 80 60

'li-‘n.no[tvi.!o-lllltll'.lll]lulullll-"""l" l"'l‘.'ll‘
MSFPEGKDILFMGNEAAKLAEAFQKS HKRSQSIIGEKVNTVBETLELPTISRERK 60
MSFPEGKDILFMGNEAAKIAEAFQXSL HKRTQSIVGEKVNTISETLELPTI;KPAR 60

170 80 | 80 100 110 120
Oo.tl----i-u.oivcl lh'-.‘----’- I ---‘.---"lnq‘lnd- "l"t
PXLAWID L U:L‘, EKKVLPSSDGKTPAL T 120
KA KKVLPSSDGKTPAE ST 120

130 140 150 160 170 180
l---‘-co-‘.---i-cao]nc--’oto-l---s}----l--. I-a-.'--c-l-‘- '
PGKYTKLBKDALU&LSDNEEEDAESSILTEEERDTSSLBIEABEESIE 180
SFT PGKYTKLEKDALDLLSDNEEEDAESSIZTFEEKDTSSLSTEARLESIE 180

190 200 210 220 230 - 240
v--.' !c-u.‘oon.'!- -'!.!---I.o..‘n.-.'-n--i---cl---al---u'
EKLSMILGLLRELNIATAG?TABﬁDGIRDHMIGVREELIRDIIKERKGKAAEMHEEEMSQ 240
EKLSMILGLLRILﬂIHERGPTARRnGIRDBMIGIREELIAEIIKEAKGKAhEHMEEEMNQ 240

250 260 270 280 290
ll-on‘--.sl I[li"‘-l-.l . ¥ |Iuto‘ l--l.lcvn-'
RSKlGRGSVKLTEKAKELNKIVEDESQSGESEEEEEPKDTQDNS DDIYQLIM 284
REKIGNGSVRLTEKAKELNKIVEDESTSGESEEEEEPKETQDNNQEEDIYQLIM 294
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_ Fig.22
Matrix protein (M)
10 20 30 ‘ 40 50 ' 60

a-.cloo-¢‘o.--l0&..'-...].;.9'.'o-l----‘----l-.-ul.-on'..nul
MESYLVOTYQGI PYTAAVQVDL IEKDLLPASLTIWFELFORNTPPAVLLDQLKTLTITIL 60
MES YLVDTYQGI PYTRAVOVELVEXDLLPASLT INFPLFQANTPPAVLLDQLKTLTITIL 60

70 80 . 80 100 110 " 120
unool.---t-.--}»tcoln-u.l..--'-;-sl oq[u;--lu:--ltccc‘uuaal
YAASQNGPYLKVNASAQGAAMSVLPKKFEVNATVALDEYSKLEFDKLTVCEVKIVYLTIM 120

YAASONGPILKVNASAQGAAMSVLPRKFEVNATVALDEYSKLDFDRLIVCDVKTVYLTTM 120

130 140 150 160 170 180
| -t-o-v‘.‘vvll-n-l..- { 11‘-.--%! --‘u---‘-noﬂlotbol
KPYGMVSKFVSSAKSVGKKTHDBIHLCDFMDLER:EPVTIPAFIKSVSIKESESATVEAA ls0

KPYGMVSKFVSSAKSVGKRTHDLIALCDEMDLE

150 200 210 220 230 . 240
.n-ul-- I""""" -'DOCII..--t I - I--l-l.-- | ﬂl‘l
I5SEADQALTQAKIAP¥AGLIMIM&HNNPKGIFKKLGAGTQVIVELGBYVQAE ISKICK 240
ISSEADQALTQAKIAPYRGLIHIMTMNNPKGIFKKLGAGTQVIVELGAYVQAESIBRICK 240

230

sno-'abunl-.-c

TWSHQGTRYVLKSR 254
SWSHQGTRYVLKSR 254

D-’ |

e ey

335551

PUTIPAFIKSVSIKESESATVEAR 180
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99-1

00-1
93~1

00-1
99-1

00-1

59-1

00-1
89-1

00-1
59-1

00~-1
93-1

00-1
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Fig.23.
Fusjonsprotein (F)
' 10 20 30 40 50 60

....'-oto‘-‘o«v‘o-o-louuuiv.o.'at.tln"o-(‘ -".“""'l“"‘

MSWKVVII SLLITPQBGDKESYL!ESCSTITEGYLSVLRTGWYTNVFTLEVGDVENLTC €0
MSWKVMIT ELLIT?OBGLKBSYLFESCSTiTBGYLSVLBEGWYTNVFT&EVGD?!NLQC 60

70 80 80 100 1:0 120
. . .‘----l-cs-l--acl---wlon- Ion- Icc--t---uioo-ulao-u'o..-l
GPSLIKT&LDLTKSRLRELRIVBADQLAREEQIENPRQSRFVLGAILLGVAIBAEVTA 120
DGPSLIKEELDDTKSHLRELKTVBBDQLAEEEQIENPRQSRFVLGAIALGVEEHHAVTA 120

130 140 150 160 170 180
“.Il.-v.[tci‘!---' l--nl lt-l‘l'-t-c!'ll‘l.ll...’.l--l
GVAIAKTIRLES KKTHEAVSTLGNGVRVLAIAVRELKDFVSKNLT NKN 180
GIAIAKTIRLESE KQTNEAVSTLGNGVRVLATAVRELKEFVSKNLIJAINRN 180 .

190 200 210 220 230 240

l---.l-.o;! . I""l"' ] E i- -‘on--lo.oal-cs-'
KCDIADLKM&VSFSQFNRRFLNVVRQEEDNAGITPAISLBLMTDAELRRAVS TSAGQ 240
KCDIADLKMAVSFSQFNRRELNVVRQFSDNAGITPAISLDLMTDAELARAV! TIAGQ 240

250 260 270 280 290 - 300
‘l.lIII..IIIIII...OI-UCII "'I""i" l I.loc'll--l.a-'l
IXLMLENRAMVRREGF LIGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPCWIVKAAPSCS GNYA 300
IKLMLENRAMVRRKGFGILIGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPCWI IKAAPSC 300

310 320 330 340 350 360
---ll-.q-l‘.o--gunuallout}.t.-‘lnl-’.-‘-‘-,--'---nl----lcvu.‘
CLLREDQGWYCONAGSTVYYPNEKDCETRGDAVECDTARGINVAEQSKECNINISTINYP 360
CLLREDQGWYCKRAGSTVYYPNEKDCETRGDRVFCDTAAGINVAEQSRECNINISTTNYP 360

370 380 380 400 310 . 420

o--.ln---ic-.-}.---|oa—-|.-..‘.. -I- .l-..al-n--‘gcccliu-ol
CXVSTIGRAPISMVALSPLGALVACYXGVSCSIGSN GIIRQ KGCSYITNQDADIVTI 420
CKVSTGRHPI SMVALSPLGALVACYKGVSCSIGANRVGIIKQIEKGCSYITRODADTVTI 420

430 440 450 460 47¢ 480

-"'|'Ol‘l"“l | ‘ ] -| . -|ltvti'.lil.i‘.‘l‘l.[-l-ll .
DNTVYQLSKVEGEQHVIKGRPVSSSFD VKFPEDQFNVALDQVFESIENSQALVDQSNRI 480
DNTVYQLSKVEGEQRVIKGRPVSSIFDPIKEFPEDQENVALDQVFES IENSQALVDQSNKI 480

430 500 510 520 530
.oov|qaoh‘--»! LI 4 &l.tl-.b- - 'Ivl'-¢"‘||‘lll.‘t

LSSAEKGNTGFIIVIILIANL TMT S IiKKTkKPTGAPPELSGVT GEIPHN 539
LNSAEKGHTG?IIVVILVAVL TEgvS IfiT I IKKTRKPTGAPPELNGVINGGFIPHS 539

335551
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Fig:24
i
22* protain (M2-1) '
10 20 1 3o 40 50 60

Q.ll\Qtttllc.b“-u!;.-'.iilluln -l L] l.ﬁ.ulei..‘l'..'l'..‘
usamecmvnsxcnmszcxmmwswPnn‘zm.msunmqr.mmnms:t:s 60
MSRKAPCKYEVRGKCNRGS DCKIMHNYWSWPDRYLLLRSNYLLNQLLRNTDRADGLSIIS 60

00-1
98~-1

70 B0 80 100 110 | 120
]d-ucloc-'I-o|-[v-co|--ool-.-o‘--lll..!nlu.:l‘c'lllu-.-'
00-1 GAGREDRTQDMGSTNVVQGYIDDN ITKBAACYSLENIIKQLQEMEVRQARDNKLSD 120
99-1 GAGREDR‘;‘QDWI-GSTWVQGYIDDN ITKRADCYSLANI IKQLQ WQA#DNKLSD 120
, i
130 140 150 160 170 180

-o--l--vt‘--c-l-r.-‘---al .uo‘-otu)-n«o[ -%-onaiuo-g‘----‘

a0-1 SWKL%SMHSKTPASLIMKRLPKEKLKKLM@IIDLS ENDSSYALQDS 180
99-1 SKHVALHNLILSYMEMSKTPASLINNLKKLPREKLKKLARLITDLSA DSSYAI:QDS 180

enelen :
00-1 ESTNQVQ 187 . :
99-1 ' ESTNQVQ 187

3

. r -
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. Fig.25
M2-2 protein (M2-2) _
L 10 20 30 40 50 0

q-u.lI"Q‘0.0Q[.QD-'.I.UI..D.]’ID-Il.t.'.ll.llllt‘.l‘.".‘t'

.+ 00~1 MTLAMPCKIVKALIKCSEHGPHRITIENDDMINTHKDLKERLEDGIVESATRIYNCYLEN 60
953-1 MILHMPCKTVKALIKCSKHGEHFITIEQDOMINTHXELKEQLSDGIVKSHTNIYBCYLEN 60

P Ll LN LR Y ]

w0y
Lt
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00-1
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00-1
99-1

00-1
99-1

33/45

Kort hydrofobt protein (SH)
10 20 . 30

.---Icnocl..o-*a.ool-svv‘-.---l-.»- »enefoe

ITLDVIKSDGSSKT KKITSASGKVLI KLILALLT
LDVIKSDGSSET! KKI IREHSGKVLIQLKLILALLT

70 80 S0 100

Clllltivt[-"‘l.-l- « - l---.‘
140 150 160

SD.
SD
s v a - « " na e an --odl-c-nl.s-nl---nt
FLC
H"ﬂﬁ’ﬂ’:

e ———— b - 8~ 2

"o oAy

1
I

u‘._l-*

- -

Fig.26
0 60
L LI N ) aesoe ‘.I.I
ITINYIKVBENLQ
ITVNYIKVENNLQ
110 120
‘---1‘-5--'.--.!‘
IQRXTNSUTJ—SDTCHKIHBN
IQRHINSPERRNS DT CARIHKN
170 180

[l
‘i.‘llll!'l‘t...l

335551
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60

119
120
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00-1
95-1

00-1
95-1

00~1
95-1

00-1
96«1
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Fig.27
Feste gl rotein (G
20 30 40 50 60
Ac..lCCO- V0.0(I.IO'CU.- -.o-l-ocal- ‘*lll.ll.l'*ll.l ccuul
m:vxvnnmﬁ SKCFKNASLVLIGITRLS IALNIYLIIN €0
MEVRVENIRRID SRCYRNATLILIGLTHLSMALNIFLII 60
90 100 110 120

170 180

.l-cvvloll]

190 200 210 220 230
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Fig.28
N-terminal ende av polymeraseprotein
10 20 30 40 S0 60
-0.0‘---&'0"" v-nl--vn'no.-l:n--luo!-[on--‘-u--!----"-noi
00-1 MDP STVWYLPDSYI:KGVISESETNBIGSCLLKRPYI-KNDN’MKVMENWIEHVRL 60
99-1 STWVYL?DSYLRGVIS!‘BE‘!NAIGSCLLRRPYLIQIDNTAMVENWW 60
10 BO 90 100 110 120
. l..\It.!tl'lco{o.IlII.‘.lD'QCI.t.l!- ‘-uc-’-.-ll -l"l-..’
00-1 KMKISDYKIVBPWM@EIWHSCELTLLKQFLTRSNISTLKLNMICDWLQ 120

99-1 RRA KMK1SDYKVVEPVNMOBETMXNIHSCELTLLKQFLTRSKNI SSLKINMICDWIQ 120

130 140 150 160 170 180
.« .|-ctu‘--nv‘-'I"..!.l|.'.l.-¢-|aa--‘-“tl-.u-l'l.![.I\I'
a0~ LKSTSDDTSILS!‘IDVEFI SNWESNWYNILNKLILEFRKEEVIRIGSILCRSLGKLY 180 .
$9-1 LKSTSDNTSILNFIDVEFI SNWESNWYNLNKLILEFRREEVIRTGSILCRSLGKLY 180

190 200 210 220 230 240
SR P D T [ O N N T T e e
00-1 FWSSYGCIVKSNKSRRVSFET!HQLLTWKDVMLSRFNAN FCIWVSNSLNENQEGLGLRS 240
99-1 FIVSSYGCVVKSNKSKRVSEFTYNQLLTWKDVMLSRFNANFCIWVSNNLNKNQEGLGLRS 240

250 260 210 280 290 300
-tlll0-ll’-t-.ii-.l}-..ll---ll ---;- -I----l--o-ltoaul
00-1 HLQGILTKKLYEEVDYMLSLCCEEGFSLVKEE‘EGEIMSEILRITEHBQFSTRFRRTI‘LHG aoc
99-1 NLOGMLTNKLYETVDYMLSLCCNEGFSLVKEFEGFIMSEILKITERAQFSTRFRATLLNG 300

310 320 - 330 340 350 360

cevalecosleenctoveelasasloneedoenalocestocnalieintonealonaal
00-1 LTDQL TVLENNDYPMYEVVLKLLGDTLREIKLLINKNLENAAELYYI 360
99-1 LTEQLS 3!31rLEnnﬂYPMYEvvnansnrniEIxLLxqunﬂuaasnrrz 360

370 380 380 400 410 420
ucci'uu.nEcdcnI oln.-.l. l l t .--In---‘-ttulto.t'
00-1 FRI!‘GHPMVDERDMDAVKLNNEITKI SLTELRGAFILRIIKGFVDMW?KI!@I 420
99-1 FRIFGHPMVDEREAMDAVKLNNEITKILKJESLTELRGAFILRIIKGFVDNNKRWPKIKN 420

130 440 - 450 460 470 486
--llI-n-.l--s.t--.ll--onlt---‘----l-' ‘---'I'-"l 'll'OCSC‘
00«1 LKVLSKRWHMYFKRKSYPSQLEL DB‘LﬂLMIQE‘EQEE‘SVPEKT‘HLEMVLHDKAIBPP 480
99~1 LKVLSKRWEMYFKAKSYPSQLELSEODFLELAAVOFEQEFSYPEKTNLEMVLNDKATSPP 460

490
-lcnlccouloo-ol.--o
00-1 KRLIWSVYPKNYLPERIKN 492

$9-1 KKLIWSVYPKNYLPERIKN 495
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ig. 29
ikke gjort; ? = ikke

ded; O til 12: dager etter infeksjon. 2. infeksjon er bare testet p nese vattpinner.

nese vattpinner; N
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hals vattpinner; NO =

bz, [z

Iz,

-+ [+]+ ]+

ACICE

0]12(3]4]5

NINININ
NIN|NININ

NIN[7 [NIN[N
NIN|N|N|N|N
RN
N[N[N[NIN[N
NN[NINRIN
N[RIN|N[NIN
NIN[NIN[NN|,
NIN|N|N N[N
N|[N|NIN|N|N
N[N [NIN|R[N

2. infeksjon

Y a 13l 13| |2 al 13 (] 14 [&

4 & ol o] lo] o o (o] ;v v} o
o AR =i~ A AN A AL IS AR r AR AR r A 4
= ) ' t]e]o AR I I N [ ’

2 l+le] o1a), ewfoe| |14 | 2] o] el o] ] o] 2]l
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" Fig. 30A
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Fig. 31
Spesifisitet ELISA
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Fig. 32
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Fig..34
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Fig. 35

+ = positive; - = negative; N = ikke gjort; ? = ikke sikker; 0 til 10: dager etter infeksjon
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Fig. 37

APV IgG forhold

Korrelasjon mellom APV og hMPV ELISA for
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