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1 Einleitung

Aviare Influenza (Al) verursacht, ebenso wie die Newcastle Krankheit (ND), weltweit enorme
wirtschaftliche Schaden in Gefligelbestdnden. Die Entwicklung von Impfstoffen gegen
avidres Influenzavirus (AlV) stellt eine groRe Herausforderung dar. Neben den
hochpathogenen AlV-Isolaten (HPAIV), die als Ausloser fir schwere Ausbriche in
Geflugelbestanden bisher nur unter den Subtypen H5 und H7 identifiziert wurden, existieren
weitaus mehr niedrigpathogene AlV-Isolate (LPAIV). Diese sind ubiquitar verbreitet,
verursachen im Allgemeinen milde, oft asymptomatische Krankheitsverlaufe und breiten sich
auf diese Weise nahezu unerkannt aus.

In letzter Zeit sind es Isolate des in Eurasien in Wirtschaftsgeflligel weitverbreiteten Subtypes
H9, die erhohte Aufmerksamkeit fordern: insbesondere HON2-Isolate werden als Ausloser fir
zukinftige Influenzapandemien (Li et al. 2003) diskutiert, da die Ubertragungsbarriere
zwischen Vogel und Mensch durchbrochen wurde und dadurch das Gefahrenpotential fiir
den Menschen massiv erhoht ist (Peiris et al. 1999; Guo et al. 1999; Butt et al. 2005).

Neben hygienischen Mallnahmen und Eradikationsmalnahmen in infizierten Besténden ist
insbesondere bei endemischem Vorkommen des Erregers eine Impfung des Gefliigels das
Mittel der Wahl, um die Ausbreitung effektiv zu mindern. Die klassischen inaktivierten
Vollvirus-Vakzinen vermogen zwar die Tiere effektiv vor den Folgen einer Virusinfektion zu
schitzen, jedoch wird meist keine sterile Immunitat erreicht. Daher wird in den letzten Jahren
intensiv an der Entwicklung rekombinanter Impfstoffe gearbeitet, die eine Differenzierung von
infizierten und vakzinierten (DIVA) Tieren erlauben. Ein vielversprechender Ansatz scheinen
Vektorvakzinen auf Basis des Newcastle Disease Virus (NDV), die potentiell eine
kostenguinstige und zeitsparende Massenapplikation erlauben. Fur H5 bzw.
H7 Hamagglutinin-(HA)-exprimierende NDV-Rekombinanten konnte bereits eine effektive
Schutzwirkung, nicht nur gegen HPAIV-Infektionen der entsprechenden Subtypen, sondern
auch gegen virulentes NDV gezeigt werden (Schrder et al. 2009; Rémer-Oberddrfer et al.
2008; Veits et al. 2006). Daher kdnnten diese Vakzinen zugleich als bivalente Impfstoffe
gegen zwei der bedeutendsten Geflligelkrankheiten genutzt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine AIV H9 HA-exprimierende NDV-Rekombinante
generiert und die Wirksamkeit eines solchen Impfkonzeptes bei der Bekampfung von LPAIV-
Infektionen in den Geflligelspezies Huhn und Pute Uberprift. Darliber hinaus wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Schutzwirkung verschiedener NDV-Rekombinanten, die H5
Hamagglutinin und / oder N1 Neuraminidase aktueller HPAIV-Isolate exprimieren, gegen

homologe als auch gegen heterologe HPAIV-Infektionen vom Subtyp H5 untersucht.



2 Literaturubersicht

21 Newcastle Krankheit
2141 Aviare Paramyxoviren (APMV)

Taxonomie

Aviare Paramyxoviren (APMV) werden der Ordnung Mononegavirales zugeordnet. In dieser
Ordnung sind einzelstrangige (mono) RNA-Viren zusammengefasst, deren Genome
negative (nega) Polaritat aufweisen und in Form eines Nukleokapsids vorliegen. Den Viren
dieser Ordnung ist weiterhin eine ahnliche Genomstruktur gemeinsam. Die Ordnung der
Mononegavirales umfasst die Familien Rhabdoviridae, Bornaviridae, Filoviridae und
Paramyxoviridae. APMV sind in der Familie der Paramyxoviridae [para (gr.) neben, bei;
myxos (gr.) Schleim], der Subfamilie der Paramyxovirinae zugeordnet. Die Paramyxovirinae
sind in funf Genera (Avulavirus, Henipavirus, Morbillivirus Respirovirus, Rubulavirus)
unterteilt. Diese Einteilung basiert auf vier Merkmalen: (1) die Aminosaure-Sequenz-
Verwandtschaft homologer Proteine, (2) die Anzahl an Genen (Transkriptionseinheiten),
(3) die RNA Produkte des P-Gens und (4) die Hamagglutinin- und / oder Neuraminidase-
Aktivitaten des Anheftungsproteins (Samal 2008). Seit April 2001 werden APMV daher in das
Genus  Awulavirus  eingeordnet. = Weiterhin  werden =~ APMV  aufgrund  von
Agglutinationshemmung durch Antikérper in Serotypen eingeteilt (Tumova et al. 1979). Die
Erreger der Newcastle Krankheit (Newcastle Disease, ND) werden dem Serotyp APMV-1
zugeordnet (ICTVdB Management 2006). Neben dem APMV-1 sind 8 weitere Serotypen
aviarer Paramyxoviren bekannt, deren Vorkommen weitestgehend auf bestimmte
Vogelspezies beschrankt sind. Wirtschaftliche Verluste nach Infektionen mit diesen
Serotypen treten nur in geringem Umfang auf. Eine Infektion mit APMV-2 (Synonym.:
Yucaipa-Virus-Infektion) oder APMV-3 (Syn.: Wisconsin-Virusinfektion) fihrt zu milder
respiratorischer Erkrankung; bei Hihnern und Puten (APMV-2), bzw. bei Puten (APMV-3)
(Siegmann und Neumann 2005).

Die Nomenklatur der APMV beinhaltet die Nennung von: Serotyp / Art der Wirtsspezies /
geographische Lokalisation / Referenznummer des Isolates / Jahr der Isolierung (Hafez und
Jodas 1997).

Genom

Das Genom besteht aus einer nicht-segmentierten einzelstrangigen RNA negativer Polaritat.
Auf dem modular organisierten Genom sind in 3’ - 5 Richtung die Gene in folgender
Reihenfolge angeordnet: N — P — M — F — HN — L. Dieser RNA-Strang dient als Matrize fur

MmRNA und als Vorlage fur die Synthese eines antigenomischen (+) RNA Stranges.



Assoziiert mit den Proteinen des Nukleokapsids zeigt es den Aufbau einer linksgangigen
Helix von 14 bis 18 nm Durchmesser. Das RNA-Genom wird durch die Anlagerung von N-
Proteinen vor der Zerstérung durch Nukleasen geschitzt. Es besitzt weder eine 5 cap-
Struktur, noch ist es am 3’-Ende polyadenyliert. Am 3’- und 5’-Ende des Genoms existieren
kurze, extra-cistronische Sequenzen, die ,leader‘- und trailer’- Regionen. Die Lange der
leader- Region (3’-Ende) betragt ca. 50 Nukleotide, wahrend die Lange der trailer- Region
(5’-Ende) zwischen 23 und 161 Nukleotiden variiert. Generell enthalten die ersten 12
Nukleotide des leaders und ftrailers komplementare Sequenzen, die konservierten
Promotorsequenzen am Ende von Genom und Antigenom (Mink et al. 1991), welche die
Transkription initieren. Die Gene werden von relativ konservierten Transkriptions-
Kontrollsignalen, den virusspezifischen Gen-Start- und Gen-Endsequenzen flankiert, und
durch in ihrer Lange und Sequenz variable intergene Regionen getrennt. An diesen
intergenen Regionen kommt es mitunter zu Unterbrechungen der Transkription, wobei die
Re-Initiation  des  Transkriptionsvorgangs  3’-terminal  erfolgt und einen in
Transkriptionsrichtung abfallenden mRNA-Gradienten zur Folge hat. Die Lange des Genoms
der Mitglieder der Subfamilie der Paramyxovirinae betragt ein Vielfaches von sechs
Nukleotiden (Samal 2008). Das Nukleokapsid besteht aus Nukleoprotein-Untereinheiten,
welche grundsatzlich mit 6 Nukleotiden assoziiert sind, wobei die Zuordnung mit dem ersten
Nukleotid des 5’-Endes beginnt und am 3’-Ende nur dann exakt mit der Lange des Genoms
ubereinstimmt, wenn die Genomlange ein Vielfaches von sechs betragt (Kolakofsky et al.
1998). Daher wird bei von dieser Regel (engl.: rule of six) abweichender Genomlange durch
die Polymerase die am 3’-Ende beginnende Synthese nicht optimal eingeleitet, mit der Folge
einer ineffizienten Replikation (Lamb und Parks 2006).

Eine spezielle, die RNA-Polymerase zum Pausieren bzw. Stottern anregende Nukleotidfolge
im P-Gen, die ,RNA editing site®, fuhrt zu ko-transkriptionaler Integration von ein oder zwei
zusatzlichen Guanosinresten (G) in die entstehenden mRNAs, so dass alternative offene
Leserahmen (ORF) entstehen, die das V-Protein (+1 G) und das W-Protein (+2 G) kodieren.
Ein internes Start-Signal im P-Gen initiiert vermutlich die Transkription einer mRNA, die flr
das X-Protein kodiert (McGinnes et al. 1988; Steward et al. 1993).

Morphologie

APMV sind behiillte Viren, die sich elektronenmikroskopisch spharisch, pleomorph oder
filamentds darstellen und Durchmesser von 120 bis 350 nm aufweisen. Die virale
Hallmembran besteht aus einer Lipid-Doppelschicht, die sich von der Plasmamembran der
Wirtszelle ableitet. Auf der Virusoberflache erkennt man elektronenmikroskopisch als Spikes,
die zwei in die Membran eingelagerten Oberflachenglykoproteine Fusions-Protein (F) und

Hamagglutinin-Neuraminidase-Protein (HN). Sie ragen ca. 8 bis 12 nm aus der Oberflache
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heraus, auf der sie ungleichmaRig verteilt sind. Das Matrixprotein (M) kleidet von innen die
Lipid-Doppelmembran aus und interagiert mit dem Nukleokapsid, dessen Hauptbestandteil
das Nukleokapsidprotein (N) ist, das sich elektronenmikroskopisch als fischgratenférmige
Struktur darstellt.

Proteine

Das Fusionsprotein (F) ist ein Typ I-Membranprotein (Samson et al. 1980) und liegt als
Homotrimer (Reitter et al. 1995; Russell et al. 1994) vor. Es ist glykosyliert und palmitoyliert
(Chatis und Morrison 1982). Die am Carboxy-Terminus (C-Terminus) der Fo-Untereinheit
gelegene Spaltstelle von Fq stellt den zurzeit wichtigsten Parameter fiir Infektiositat und
Virulenz des ND-Virus dar (Collins et al. 1993; Kommers et al. 2003; Romer-Oberdorfer et al.
2003) und befindet sich nach einem Abschnitt basischer Aminosauren zwischen Position 116
und 117 (Rott und Klenk 1988). Die Aminosaure-Sequenz an der Spaltstelle kann einzelne
oder mehrere basische Aminosauren umfassen. Aus dem Vorlauferprotein Fo gehen durch
proteolytische Spaltung an dieser Stelle die heterodimeren Untereinheiten F1 und F» hervor,
die Uber eine Disulfidbricke kovalent miteinander verbunden sind. In Anwesenheit des
minimalen Furin-Motivs (R-X-K/R-R), findet bereits intrazellular die aktivierende Spaltung
statt. Das im trans Golgi Apparat lokalisierte Furin, eine Subtilisin-ahnliche Endoprotease,
spaltet das Fo-Protein beim Transport zur Plasmamembran (Klenk und Garten 1994). Daraus
resultiert, dass diese Nachkommenviren die Zelle bereits mit aktiviertem F-Protein verlassen,
jede beliebige Zelle infizieren kdnnen und dadurch systemische Infektionen des befallenen
Wirtes verursachen (Nagai und Klenk 1977). Viren, die nur eine basische Aminosaure an der
Spaltstelle aufweisen, werden nicht intrazellular aktiviert. Extrazellulare Proteasen mit
entsprechender Substratspezifitat wurden in der Allantois-Fllssigkeit embryonierter
Huhnereier (Gotoh et al. 1990; Gotoh et al. 1992), sowie in den Clara-Zellen des Bronchial-
Epithels verschiedener Spezies gefunden. Daher verursachen diese Viren nur lokale
Infektionen. Die amino-terminal (N-terminal) gelegenen 25 Aminosauren der Fq-Untereinheit
bilden einen sehr hydrophoben Bereich, der unter den Paramyxovirinae hoch konserviert ist
(Chambers et al. 1986). Dieser fungiert nach einer Konformationsédnderung als
Fusionspeptid und vermittelt die Membranfusion bei neutralem pH-Wert (Richardson et al.
1980). Mit der Transmembrandomane im C-terminalen Bereich ist die F;-Untereinheit in der
Membran verankert.

Das Hamagglutinin-Neuraminidase-Protein (HN) ist ein glykosyliertes Typ |lI-
Membranprotein, das als Tetramer vorliegt, wobei die Monomere Uber Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind (Pitt et al. 2000). Der strukturelle Aufbau aus einem Stiel und
einem globularen, sechsfaltigen B-Propeller weist hohe Analogie zur Neuraminidase der

Influenzaviren auf. Nahe dem N-Terminus befindet sich eine hydrophobe Doméne, die

4



sowohl als Signal- als auch als Transmembrandomane dient. Das HN-Protein vermittelt die
Virusanheftung Uber Sialinsdure-Rezeptoren an der Wirtszelloberflache. Die Neuraminidase-
Aktivitdt des HN-Proteins bewirkt die Abspaltung von Sialinsdure-Resten sowohl auf der
Oberflache der Wirtszelle, als auch von glykosylierten Oberflachenproteinen der
Nachkommenvirionen, wodurch sie nach der Knospung vor Selbst-Aggregation geschutzt
sind. Zur Serotypisierung und in der Diagnostik werden die hamagglutinierenden
Eigenschaften dieses Proteins genutzt.

Das Matrixprotein (M) ist ein phosphoryliertes, hydrophobes Strukturprotein. Es bindet an
die Innenseite der Lipid-Doppelmembran und interagiert mit dem C-terminalen Ende des F-
Proteins und dem N-terminalen Ende des HN-Proteins. Zudem wird dem M-Protein eine
Bedeutung beim ,budding“ zugesprochen. Die Assoziation zwischen Nukleoproteinkomplex
und M-Protein wird als Ursache fir die Knospung (engl.: budding) der Nachkommenvirionen
angenommen (Peeples 1991).

Das Nukleokapsidprotein (N) Gbernimmt in der Virusreplikation mehrere Funktionen. Es
verpackt die RNA in ein RNase-widerstandsfahiges Nukleokapsid und interagiert wahrend
der Transkription und Replikation mit dem P-Protein und der RNA-Polymerase (Peeples und
Bratt 1982). Im Prozess des Viruszusammenbaus (engl.: assembly) interagiert es mit dem
M-Protein. Als wichtiger Kontrollfaktor fiir die Transkription und Replikation des Genoms
dient die intrazellulare Konzentration an freiem N-Protein (Lamb und Parks 2006). Die
Doméanen flir RNA-Bindung und die Nukleokapsid-Assoziation sind in den N-Proteinen
verschiedener Paramyxoviren hoch konserviert und befinden sich im N-Terminus des
Proteins (Mountcastle et al. 1970).

Das phosphorylierte Phosphoprotein (P) vermittelt die Bindung der RNA-Polymerase an
den Nukleoproteinkomplex. Die Bindungsbereiche fir die RNA-Polymerase und den
Komplex aus RNA und N-Protein befinden sich am C-terminalen Ende des Proteins.
Innerhalb der NDV-Stamme ist die Struktur der funktionalen C-terminalen Domanen des P-
Proteins konserviert (Locke et al. 2000). Mutationen des P-Proteins kénnen attenuierend
wirken (Madansky und Bratt 1981). In NDV-infizierten Zellen sind weitere P-Gen Produkte,
die durch mRNA-Editierung entstehen, nachweisbar (Chambers und Samson 1982). Durch
Insertion eines Guanosin-Nukleotids entsteht ein alternativer ORF, der fir das V-Protein
kodiert. Das V-Protein wird als ein Virulenzfaktor (Interferon-a-(IFN-a)-Antagonist)
angesehen (Huang et al. 2003b) und scheint eine wichtige Rolle in der Virusvermehrung zu
spielen (Mebatsion et al. 2003). Bei Insertion zweier Guanosin-Nukleotide resultieren zwei
Transkripte, die fur das W-Protein kodieren; ein Nichtstrukturprotein Gber dessen Funktion
bislang wenig bekannt ist.

Auf Grund des fur Paramyxoviren beschriebenen Transkriptionsgradienten wird das Large-

Protein (L), dessen Gen am 5’-Ende des Genoms liegt, am geringsten transkribiert. Es ist
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das groRte Strukturprotein und verfugt Uber die enzymatische Aktivitdt einer RNA-
abhangigen RNA-Polymerase (Modrow und Falke 2003). Im L-Protein finden sich in den
Bereichen mit Polymerasefunktion hohe Homologien zu Polymerasen anderer Virusfamilien
(Yusoff et al. 1987; Poch et al. 1990). Aktive Zentren der Polymerasefunktion finden sich in
den N-terminalen und mittleren Bereichen. Zu den weiteren enzymatischen Funktionen

gehoren die Guanyl- und Methyltransferase-Aktivitat.

Infektion und Replikation

Fir die spezifische Adsorption der Viruspartikel an die Zelloberflache ist das
Oberflachenprotein  HN verantwortlich, das nach Bindung an die Wirtszelle eine
Konformationsanderung des F-Proteins bewirkt. Das F-Protein induziert nach der Adsorption
die Fusion der viralen mit der Plasmamembran. Hierbei interagiert das stark hydrophobe
N-terminale Ende des Fi-Proteins mit der Wirtszellmembran. Es bleibt dabei Uber sein
C-terminales Ende mit der Virusmembran assoziiert. Dadurch kommt es zu einer starken
Annahrung der beiden Membranen. Sie verschmelzen und das Nukleokapsid gelangt in das
Zellinnere (Flint et al. 2009). Im Zytoplasma, wo auch die Replikation stattfindet, 16st sich das
Nukleokapsid vom M-Protein. Zunachst wird mRNA transkribiert, wobei die Startsequenzen
die Transkription initiieren und das Capping der mRNA durch die RNA-abhangige RNA-
Polymerase erfolgt. Durch die Gen-Endsequenzen wird die mRNA durch wiederholtes
Kopieren von bis zu sieben Uridin-Basen polyadenyliert, anschlieRend freigesetzt und die
viralen Proteine translatiert. Sobald ein bestimmter Schwellenwert nicht-assemblierter N-
Proteine vorhanden ist, ignoriert die mit dem Nukleokapsid assoziierte RNA-abhangige RNA-
Polymerase samtliche internen Stoppsignale und bildet den vollstandigen, komplementaren
Antigenom-Strang. Dabei lauft die Synthese viraler RNA und die Verpackung des
entstehenden Antigenoms parallel ab. Das naszierende Genom wird, wie auch das
Antigenom, sofort an N-Proteine gebunden. Das HN-Protein besitzt eine hydrophobe
Sequenzfolge von 25-30 Aminosauren in Nachbarschaft des N-Terminus. Diese wirkt als
Signal fur den Transport des Translationskomplexes zur Membran des endoplasmatischen
Retikulums (ER) und erlaubt das Durchschleusen der Proteinkette in das Lumen. Das
Vorlauferprotein F, besitzt ebenfalls ein typisches Signalpeptid flir den Transport des
Translationskomplexes zur Membran des ER am N-terminalen Ende. Nach Reifung
(Glykosylierung) und Faltung im ER werden die viralen Glykoproteine auf dem
sekretorischen Weg an die Zelloberflache transportiert (Doms et al. 1993; Helenius 1994).
Die Knospung findet in den polarisierten Epithelzellen grundsatzlich an der apikalen Seite
statt. Die M-Proteine lagern sich an der Innenseite der Plasmamembran an, wo sie mit den
intra-zytoplasmatischen Anteilen der F- und HN-Proteine interagieren. Die Knospung der

Virionen wird Actin-vermittelt durch Interaktion zwischen den vorliegenden RNP-Komplexen,
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den Matrixproteinen und den Oberflachenproteinen ausgelost (Giuffre et al. 1982). Die
Neuraminidase-Aktivitdt des HN-Proteins ermdglicht die Freisetzung der Virionen von der

Sialinsaure-haltigen Zelloberflache.

21.2 Newcastle Disease Virus (NDV)

Geschichte

Das Virus der Newcastle Krankheit (Syn.: Newcastle Disease (ND), Atypische Geflligelpest,
Asiatische Geflugelpest, Pseudo-Geflligelpest, Pseudo-Vogelpest, Doylesche Krankheit,
Pneumoenzephalitits, Ranikhet-Disease) wurde bereits 1926 als filtrierbares Agens und
somit als viraler Erreger identifiziert (Doyle 1927). Im Jahre 1946 wurde Uber die Isolierung
des Newcastle Disease Virus (NDV) aus Puten mit respiratorischen Symptomen in den USA
berichtet (Hafez und Jodas 1997). Auf Grund der groRen Ahnlichkeit klinischer Symptome
bei Infektionen mit virulentem NDV im Vergleich zu Infektionen mit hochpathogenen aviaren
Influenzaviren, gelang die Differenzierung beider Viren als separate Krankheitserreger erst
im Jahre 1949 durch Schéafer, Schramm und Traub (Rolle und Mayr 2002). Auch heute noch
ist die ND weltweit eine grol’e Bedrohung fir die Gefligelwirtschaft durch hohe Letalitat,
sowie Produktions- und Mastausfalle. Durch energische Bekampfungsmaflnahmen
(Impfpflicht, Eradikationsprogramme) sind in Deutschland seit 1996 keine bedeutenden

Ausbriche mehr aufgetreten.

Atiologie

NDV infiziert ein breites Wirtsspektrum. 241 Vogelspezies aus 27 Ordnungen sind natdrlich
oder experimentell infizierbar (Seal et al. 2000); vermutlich sind alle Vogelspezies potentiell
empfanglich (Alexander 1995). Das Virus wurde auch bei Saugern, Amphibien, Reptilien und
einigen Insekten nachgewiesen (Siegmann und Neumann 2005). Auch der Mensch ist
empfanglich. Humane Infektionen auflern sich meist in transienten Konjunktivitiden. Eine
Ubertragung von Mensch zu Mensch wurde bislang nicht beschrieben, jedoch ist eine
Ubertragung vom Menschen auf Tiere und umgekehrt nicht auszuschlieRen, daher zahit
NDV zu den Zoonose-Erregern. Als Virusreservoir werden Wildvogelspezies und auch wilde
Wasservogel angenommen (Lindh et al. 2008). Das Virus wird vor allem mit dem Kot
ausgeschieden, die Sekrete von Nase, Rachen und Augen spielen bei der Verbreitung
innerhalb der Herde eine Rolle. Die vertikale Ubertragung ist mdglich und mit velogenem
Virus infizierte Bruteier sterben noch wahrend der Bebritung ab. In Abhangigkeit von
auleren Faktoren kann die Tenazitat des Virus erheblich variieren. In feuchtem Milieu (z.B.

Kot) und bei niedrigen Temperaturen ist die Tenazitdt hoch, so dass der aerogen-oralen



Ubertragung mittels belebter und unbelebter Vektoren eine besondere Bedeutung bei der

Verbreitung des Virus zukommt.

Pathotypen

APMV sind pathogene Erreger, unterscheiden sich jedoch in ihrer Virulenz. Die Virulenz von
APMV-1 Isolaten wird mittels des intrazerebralen Pathogenitats-Testes (ICPI) bestimmt (OIE
2009d). Die Beschreibung des Tests befindet sich in Kapitel 3.2.14.1. APMV-1 Isolate mit
einem ICPI < 0,7 sind avirulent bis schwach virulent und werden als lentogen bezeichnet. Die
mittelgradig virulenten Isolate (mesogen) erreichen einen ICPI Wert von 0,7 bis 1,5, wahrend
die hochvirulenten (velogenen) Stamme einen Wert von > 1,5 aufweisen (Hafez und Jodas
1997; Siegmann und Neumann 2005). Die velogenen Stdmme konnen auf Grund ihres
Organtropismus weiterhin in viszerotrope und neurotrope Stamme unterteilt werden. Die
Ermittlung der Virulenz der Erreger erfolgt im Huhn und kann nicht ohne weiteres auf andere

Vogelspezies Ubertragen werden.

Pathogenese, Klinik und Pathologie

Das Krankheitsbild variiert und ist unter anderem abhangig von der Erregervirulenz, sowie
dem Immunstatus des Wirtsorganismus; entscheidend ist auch die Empfanglichkeit der
Spezies (abnehmend von Huhn und Pute zu Taube und Wassergefligel). Die Inkubationszeit
fur Infektionen mit velogenen und mesogenen Stammen liegt zwischen 4 und 7 Tagen, bei
Infektion mit lentogenen Stdmmen kann sie bis zu 25 Tagen betragen. Je nach Virulenz des
Erregers treten Verlaufsformen in Huhn und Pute von asymptomatisch bis perakut auf.
Lentogene Stamme rufen Gberwiegend asymptomatische bis milde Erkrankungen hervor, die
durch respiratorische Symptome, Stdérungen des Allgemeinbefindens und Diarrhden
gekennzeichnet sind und meist ohne weitere Folgeschaden abheilen. Der durch mesogene
Stdmme verursachte akute Verlauf geht auf Grund einer virdmisch verlaufenden
Allgemeinerkrankung aller Altersgruppen mit Legeleistungsabfall bzw. Retardierung der
Wachstumsphase bei Masttieren, einer raschen Herdendurchseuchung, und z.T. hoher
Mortalitat einher. Protrahierte Verlaufe mit mesogenen oder velogenen Stammen sind fir
teilimmune Herden beschrieben, die einen langsamen Legeleistungsabfall und
zentralnervose Stérungen bzw. nur einen Rickgang der Legetatigkeit zeigen (Siegmann und
Neumann 2005). Bei einer Infektion mit velogenen Stammen treten neben schweren akuten
Krankheitsverlaufen mit hoher Morbiditat und Mortalitat (> 90 %), auch perakute Formen auf,
die zum plétzlichen schnellen Tod von Hidhnern und Puten ohne sichtbare Klinische
Erkrankungen fiihren. Das klinische Bild velogener viscerotroper Stamme ist zumeist mit
schweren intestinalen Stérungen (grinlich-gelbliche Diarrhd) verbunden und geht mit

deutlichen Stérungen des Allgemeinbefindens (Mattigkeit, verminderte Futter- und
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Wasseraufnahme) einher. Eine Infektion mit velogenen neurotropen Virusstdmmen hat
hingegen in erster Linie akute respiratorische Symptome (Dyspnoe, Rhinitis,
Atemgerausche), sowie zentralnervose Ausfdlle zur Folge, die sich in Opisthotonus,
Torticollis, Myoklonien, Tremor, Ataxie und Parese der Fligel oder Stander aufern
(Wakamatsu et al. 2006). Ursachlich flr haufig auftretende Dyspnoe ist eine Lungenstauung
in Folge einer Kreislaufstorung oder auch Schaden des Atemzentrums auf Grund einer
Enzephalitis. Erkrankte Fasane zeigen vorwiegend zentralnervéose Erscheinungen, wahrend
Jungtauben, Enten und Ganse diese nur gelegentlich aufweisen (Aldous und Alexander
2008; Jorgensen et al. 1999).

Die Tiere nehmen den Erreger Uber die Schleimhaute des oberen Respirations- und
Verdauungstraktes auf. Anschliefiend gelangt das Virus in die Blutbahn, ist dort bis zu 48
Stunden nach der Infektion nachweisbar und gelangt so in die Retikulumzellen der Milz und
in das GefalRendothel. Hier schlie3t sich eine weitere Vermehrung an, die von einer zweiten
Viramie gefolgt ist. Dabei wird das an Erythrozyten gebundene Virus in alle Organe gestreut,
wobei Darm, Lunge und das ZNS die bevorzugten Manifestationsorgane darstellen
(Alexander und Gough 2003).

Der Sektionsbefund ist bei perakutem Verlauf oft unauffallig. Bei Infektion mit velogenen
Virusstammen kommt es zu grofflachigen Nekrosen des lymphoiden Gewebes in der Milz
und im Gastrointestinaltrakt (Brown et al. 1999b). Auf Grund der massiven Diarrhd ist eine
allgemeine Dehydratation ein haufiger Befund, neben Leber-, Milz- und Nierenhyperplasie.
Schwere hamorrhagische Veranderungen sind insbesondere in den Schleimhduten von
Proventriculus, Dinndarm und Zakum, jedoch auch auf Serosen und Fettgewebe zu finden.
Bei protrahierteren Krankheitsverlaufen sind die haufigsten pathologischen Veranderungen
hamorrhagische = Veranderungen  der  Schleimhdute des  Respirations- und
Gastrointestinaltraktes. Weiterhin kommt es in einigen Fallen zu Nekrosen der lymphoiden
Gewebe in Milz, Darm und der Zakaltonsillen (Brown et al. 1999a; Brown et al. 1999c). Eine
sichere Diagnose der ND in Wirtschaftsgefliigel kann nur durch Erregerisolierung und
-typisierung gestellt werden. Dafiir eignen sich Proben von Tracheal- und Kloakaltupfern,

sowie Organmaterial (Darminhalt, Gehirn, Leber, Lunge, Milz) frisch verendeter Tiere.

Definition und rechtliche Grundlagen

Da es sich bei der ND um eine hoch kontagiose Infektionserkrankung des Nutzgefligels
handelt, bestehen weltweit in nahezu allen Landern staatlich angeordnete Mallnahmen zur
Bekampfung. Das Internationale Tierseuchenamt (OIE; World Organisation for Animal
Health) weist die ND als anzeigepflichtige Seuche aus. Danach ist die ND definiert als ,eine
Infektion des Geflligels verursacht durch ein Virus des Aviaren Paramyxovirus Serotyps |

(APMV-1), welches eines der folgenden Virulenzkriterien erfillt: das Virus weist einen
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intrazerebralen Pathogenitatsindex (ICPI) in Eintagskiken von = 0,7 auf oder es werden
multiple basische Aminosauren im Virus (entweder direkt [aus Einsendungsmaterial] (Gohm
et al. 2000) oder durch Sequenzanalyse) am C-Terminus des F,-Proteins ermittelt und
Phenylalanin an Position 117, die den N-Terminus des Fi-Proteins darstellt. Der Ausdruck
multiple basische Aminosauren bezieht sich auf mindestens 3 Arginin- oder Lysin-Reste
zwischen den Positionen 113 und 116. Konnen die oben beschriebenen, charakteristischen
Aminosaure-Sequenzen nicht nachgewiesen werden, besteht die Notwendigkeit der
Charakterisierung des isolierten Virus im ICPI-Test. In dieser Definition sind die Aminosaure-
Positionen ausgehend vom N-Terminus der Aminosaure-Sequenz abgeleitet von der
Nukleotidsequenz des Fo-Gens, die Positionen 113 bis 116 korrespondieren mit den
Positionen -4 bis -1 ausgehend von der Spaltstelle* (OIE 2009c).

Basierend auf der Richtlinie 92/66 des Rates (ANON 1992) sind Vorschriften fir die
EU-weite Bekdmpfung der ND festgelegt. In Deutschland regelt das Tierseuchengesetz
(ANON 2007) in Kombination mit der Verordnung zum Schutz gegen die Gefligelpest und
die Newcastle Krankheit (ANON 2005) die Bekampfungs- und Vorsorgemalinahmen bei der
nationalen Umsetzung der EU Richtlinie 92/66, die Verordnung Uber anzeigepflichtige
Tierseuchen (ANON 2009c) regelt die nationale Anzeigepflicht. Als Vorsorgemallnahme ist
eine prophylaktische Schutzimpfung fir Hdhner und Puten, unabhangig von der
BestandsgroRe, vorgeschrieben. In Deutschland finden die Impfstdmme Hitchner B1,
La Sota, Ulster und Clone 30 als Inaktivat- und Lebendimpfstoffe Anwendung, da diese bei
geringer Virulenz hohe immunogene Eigenschaften aufweisen (Kaleta 1992). Wahrend
Inaktivat-Impfstoffe individuell appliziert werden mussen, sind Lebendimpfstoffe einfach zu
applizieren (Spray, Trinkwasser, Augentropfen), werden ausgeschieden und sorgen somit fir
eine Durchseuchung des gesamten Bestandes. In Huhnern wird nach 2- bis 3-maliger
Lebendvakzinierung die Verwendung inaktivierter Impfstoffe zur Induktion hoher und lang
anhaltender Antikérper-Titer empfohlen. In Puten ist die Induktion einer humoralen
Immunantwort nicht so ausgepragt wie in Huhnern (Higgins 1996). Die Wahl der
Applikationsart hangt von der GrélRe des Bestandes und der Seuchensituation ab.
Impftechnik, Impfprogramme und Sicherheitsvorschriften sind im

Bundesmalnahmenkatalog-Tierseuchen ausfihrlich beschrieben (Hafez und Jodas 1997).

213 Das revers-genetische System

Reverse Genetik beschreibt die de novo-Synthese eines RNA-Genoms an klonierter cDNA.
Diese Technik macht es moglich, auch Negativstrang RNA-Viren durch genetische
Manipulation auf DNA Ebene mit etablierten Hilfsmitteln (Restriktionsenzyme, Polymerasen,

Ligasen, Kinasen) zu verandern. Damit wird die detaillierte Analyse von z.B. Virusreplikation
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oder der Rolle der Virusproteine bei Virus-Wirt-Interaktionen und der Pathogenitat moglich.
Auch der Austausch von Genen bzw. die Insertion von Fremdgenen wird moglich, so dass
diese Viren fur die potentielle Nutzung als Vektor zuganglich sind.

Seit 1994 die erste Generation von Negativstrang RNA-Viren vollstandig aus cDNA generiert
wurde (Conzelmann 2004), ist das revers-genetische System fir viele Mitglieder der
Familien Rhabdo-, Paramyxo- und Filoviridae etabliert worden. Die Entdeckung der
Bedeutung des RNP-Komplexes als kleinster infektiéser Einheit (Lamb und Parks 2006;
Conzelmann 2004; Hamaguchi et al. 1985; Hamaguchi et al. 1983; Szilagyi und Uryvayev
1973) der Ordnung der Mononegavirales brachte den entscheidenden Fortschritt.

Die revers-genetischen Systeme der nicht-segmentierten negativ strangigen RNA-Viren
(nonsegmented negative-strand viruses; NNSV) entwickelten sich ausgehend von Replikon-
Systemen, deren Grundlage ein Plasmid ist. In diesen Plasmiden ist die virale Erbinformation
von Transkriptionssteuerungselementen (z.B. T7-Promotor und -Terminator) flankiert, was
die Transkription von cRNA durch den Einsatz einer entsprechenden DNA-abhangigen
RNA-Polymerase erlaubt (Conzelmann und Meyers 1996; Palese 1998). Die Replikon-
Systeme enthielten ein synthetisches Genomaquivalent, das von viralen regulativen ,leader"-
und ,trailer*- Sequenzen flankiert war (Mebatsion et al. 1996; Schnell et al. 1996). Die
Insertion von drei Guanosin-Resten zwischen Promotor und erstem Nukleotid der viralen
Sequenz soll die Transkriptionsrate erhdhen (Pattnaik und Wertz 1990; Pattnaik et al. 1992;
Conzelmann 2004). Wurden die mit homologem Virus (als Helfer-Virus) infizierten Zellen
transfiziert, komplementierte das Helfer-Virus die Komponenten des RNP-Komplexes und
Virus-ahnliche Partikel (VLP, virus-like particles) konnten erzeugt werden. Das Zwei-Schritt-
Verfahren von Transkription der cRNA im Reagenzglas und anschlieRender Transfektion in
mit Helfervirus infizierten Zellen wurde weiterentwickelt. Bei Ko-Infektion von Zellen mit
T7-Polymerase exprimierendem Vaccinia Virus (vTF7-3) und Helfervirus, sowie Transfektion
dieser Zellen mit einem Plasmid, dessen Ziel-Gen entsprechend flankiert war, wurde die
Expression des Zielproteins ermdglicht (First et al. 1986). Anschlieend wurden Helfervirus-
freie Systeme etabliert, wobei Hilfsplasmide (Expressionsplasmide) flir die Komponenten des
RNP-Komplexes ko-transfiziert wurden. Deren Gene stehen unter der Kontrolle des T7-RNA-
Polymerase-Promotors. Die Herstellung infektioser Partikel ausschlieRlich aus Plasmiden
gelang durch den Einsatz der Hepatitis-Delta-Virus-(HDV)-Ribozymsequenz (Perrotta und
Been 1990), die durch autokatalytische Spaltung das korrekte Ende der transkribierten RNA
generiert. Es handelt sich dabei um eine Ribozymsequenz des Antigenoms von HDV, die
den Vorteil aufweist, dass nur hinter der Spaltstelle gelegene Sequenzen fir die
autokatalytische Spaltung bendtigt werden (Shih und Been 2002). Mit einem klonierten
viralen Gesamtgenom gelang es 1994 erstmalig, infektioses Tollwut-Virus zu generieren

(Schnell et al. 1994). Ein Nachteil der Infektion von Zellen mit T7-Polymerase
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exprimierendem Virus und Transfektion (mit full-length Plasmid und Hilfsplasmiden) ist die
Moglichkeit der homologen DNA-Rekombination zwischen dem full-length Plasmid und den
Hilfsplasmiden, die fur die Komponenten des RNP-Komplexes kodieren. Ein weiterer
Fortschritt war daher die Entwicklung stabil T7-Polymerase-exprimierender Zellen (Buchholz
et al. 1999).

Fir NDV sind bisher finf revers-genetische Systeme beschrieben, die auf den lentogen
Stdmmen Clone 30 (Romer-Oberdorfer et al. 1999), La Sota (Peeters et al. 1999; Huang et
al. 2003a), Hitchner B1 (Nakaya et al. 2001) und dem mesogenen Stamm Beaudette C
(Krishnamurthy et al. 2000) basieren.

2.2 Aviare Influenza
221 Aviare Orthomyxoviren
Taxonomie

Die Influenzaviren gehéren zur Familie der Orthomyxoviridae [orthos (gr.) gerade, richtig und
myxos (gr.) Schleim], die sich in die Genera Influenza Virus A, B und C, sowie Thogoto- und
Isavirus (Lamb 2008) unterteilen.

Die Einteilung der Genera erfolgt auf Grund der Verwandtschaft der Gruppenantigene
(Nukleokapsid und Matrixprotein) (Horimoto und Kawaoka 2005), wobei die aviaren
Orthomyxoviren ausschlief3lich den Influenza A Viren zuzuordnen sind (Alexander 1995). An
Hand der serologischen Verwandtschaft der Oberflachenproteine Hamagglutinin und
Neuraminidase werden Influenza A Viren in Subtypen unterteilt. Derzeit sind 16
Hamagglutinin Subtypen (H1 — H16) und 9 Neuraminidase Subtypen (N1 — N9) bekannt
(Fouchier et al. 2005; Lamb 2008). Fir die Bezeichnung eines Influenzavirus-Stammes hat
die WHO-Fachkommission definiert, dass folgende Angaben in der genannten Reihenfolge
zu verwenden sind: Antigentyp (A, B oder C) / Wirtsspezies / geographische Lokalisation /
Referenznummer des Stammes / Jahr der Isolierung (Hamagglutinin- und Neuraminidase-
Subtyp) (WHO 1980).

Genom

Das Genom der Influenzaviren besteht aus segmentierter, einzelstrangiger RNA negativer
Polaritat. Influenza A Viren besitzen 8 Segmente, die fur 11 Proteine (Struktur- und
Nichtstrukturproteine) kodieren. Ein helikal-symmetrisches Nukleokapsid umschlielt jedes
der 8 Segmente, die an ihrem 3’-Ende mit Polymeraseprotein-Komplexen assoziiert sind.
Kurze, zueinander komplementare Bereiche der 3’- und 5’-Enden der RNA jedes Segments
bilden Doppelstrange aus, die den RNA-Molekilen eine quasi-zirkulare, pfannenstielahnliche

Form verleihen. Diese Bereiche stellen Signalsequenzen fir die Initiation der Transkription
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und RNA-Replikation dar (Modrow und Falke 2003). Das Genom ist weder 3’-polyadenyliert
noch tragt es an seinem 5’-Ende eine cap-Struktur.
Die Nummerierung der Segmente entspricht ihrer Grél3e in absteigender Reihenfolge. In der

folgenden Tabelle sind die Proteine den fur sie kodierenden Segmenten zugeordnet.

Segment Protein

1 basisches Polymeraseprotein 2 (PB2)

basisches Polymeraseprotein 1 (PB1)

saures Polymeraseprotein (PA)

Hamagglutinin (HA)

Nukleoprotein (NP)

Neuraminidase (NA)

Matrixprotein (M1; M2)

ol N ol Al O|DN

Nichtstrukturprotein 1 und Nichtstrukturprotein 2 (NS1; NS2)

Ein zusatzliches Protein mit proapoptotischer Aktivitdt (PB1- F;) entsteht durch Translation
eines alternativen ORFs des Segmentes 2. Durch alternatives ,splicing“ der mRNA der
Segmente 7 bzw. 8 kodiert das Segment 7 die Matrixproteine 1 (M1) und 2 (M2) und das
Segment 8 die Nichtstrukturproteine 1 (NS1) und 2 (NS2 oder nuclear export protein, NEP).

Morphologie

Influenzaviren sind behillte Viren mit einem Durchmesser von 80-120 nm. Das Viruspartikel
stellt sich elektronenmikroskopisch spharisch oder pleomorph dar, wobei an der Oberflache
ca. 1.000 spikeartige Gebilde zu erkennen sind (Potter 2004; Swayne und Halvorson 2003).
Als sogenannte Spikes stellen sich die Oberflachenproteine Hamagglutinin (HA oder H) und
Neuraminidase (NA oder N) dar, wobei sich das Hamagglutinin durch ein stabférmiges
Aussehen von der pilzférmigen Gestalt der Neuraminidase unterscheidet (Wright et al.
2006). Beide Oberflachenproteine sind mit ihrem hydrophoben Ende in der Lipid-
Doppelmembran verankert, welche von der Wirtszellmembran stammt. Das
Mengenverhaltnis von Hamagglutinin- zu Neuraminidase-Proteinen auf der Virusoberflache
betragt ca. 4-5 zu 1. Weiterhin ist in der Virushllle das M2-Protein verankert und unter der
Lipid-Doppelmembran befindet sich das Matrixprotein M1. Innerhalb des Viruspartikels ist
jedes RNA-Segment von einem eigenen Nukleokapsid aus N- und Polymeraseprotein-
Komplex umgeben und als dinne, das Virus unterteilende  Strukturen
elektronenmikroskopisch erkennbar (Lamb 2008). Der RNP-Komplex besteht aus dem

Nukleoprotein (N), dem Polymeraseprotein-Komplex und der RNA (Modrow und Falke 2003).
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Proteine

Das Hamagglutinin (HA) ist ein glykosyliertes und palmitoyliertes Typ-I-Membran-Protein,
das aus drei identischen Untereinheiten gebildet wird. Auf jedem Viruspartikel sind ca. 1.000
dieser stabférmigen Molekile vorhanden (Potter 2004).

Zur Erlangung der Infektiositdt muss das Vorlduferprotein HA, proteolytisch in die
Untereinheiten HA; und HA, gespalten werden. Am N-terminalen Ende des Vorlauferproteins
HA, befindet sich ein Signalpeptid, das im ER abgespalten wird. An dieses schliel3t sich die
HA-Untereinheit, die Spaltstelle und die HA,-Untereinheit an; letztere beginnt mit dem
Fusionspeptid. Nach Synthese am rauen ER lagern sich wahrend des Transports durch den
Golgi-Apparat jeweils 3 HA, Proteine zusammen, erhalten bis zu 7 Zuckergruppen
(Glykosylierung) und 3 Palmitinsdure-Reste (Palmitoylierung) und gelangen Uber die Golgi-
Vesikel zur Zelloberflache. Nach der Spaltung bleiben die beiden Untereinheiten HA; und
HA, Uber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden, wobei die HA>-Untereinheit einen Stiel
ausbildet, dessen C-terminales Ende, die Transmembranregion, in der Membran verankert
ist. Die von der HA;-Untereinheit gebildete globuldre Domane besteht aus antiparallelen
B-Faltblattstrukturen, die eine taschenartig geformte Struktur zur Interaktion mit Sialylsaure
als zellularem Rezeptor aufweisen und deren C-terminales Ende wiederum in Membrannahe
liegt (Modrow und Falke 2003; Wright et al. 2006). Diese ,Tasche” ist fur neutralisierende
Antikorper nicht zuganglich, jedoch wird sie von Proteinbereichen umgeben, die B-Zell-
Epitope darstellen.

Die Spaltstelle ist ein wichtiger Virulenzfaktor der Al Viren. Das Vorhandensein einer
multibasischen Aminosdure-Sequenz (R-X-K/R-R) an der Spaltstelle entscheidet, ob die
aktivierende Spaltung bereits im Trans-Golgi-Netzwerk durch die ubiquitar vorkommende
Protease Furin (bzw. Furin- und Subtilisin-&hnliche Proteasen), als Bestandteil von Zellen
vieler Gewebetypen, oder erst aullerhalb der Wirtszelle stattfindet. Derartige multiple
basische Aminosauren an der Spaltstelle treten bei AlV der Subtypen H5 und H7 auf, die auf
Grund der intrazellularen Aktivierung bereits bei Freisetzung infektids sind, schwere
generalisierte Erkrankungen hervorrufen und daher als hochpathogen eingestuft werden.
Demgegenuber weisen niedrigpathogene AIV Uberwiegend nur eine basische Aminosaure
an der Spaltstelle auf. Die aktivierende Spaltung erfolgt nach Freisetzung der LPAI-Viren
durch  gewebespezifische  Trypsin-ahnliche Proteasen des Respirations- und
Verdauungstrakts, weshalb diese Viren auf den Respirations- und Verdauungstrakt
beschrankte Erkrankungen verursachen.

Bei der Neuraminidase (NA) handelt es sich um ein glykosyliertes, integriertes Typ-II-
Membran-Protein, das aus vier identischen, Uber Disulfidbriicken miteinander verbundenen
Untereinheiten aufgebaut ist (Potter 2004). Bei elektronenmikroskopischer Betrachtung eines

Viruspartikels hat die Neuraminidase ein pilzférmiges Aussehen. Es sind ca. 100 bis 200
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Neuraminidase-Molekile  ungleichmalig auf der Virusoberflaiche verteilt. Als
Typ-lI-Membranprotein befindet sich die Transmembrandomane am N-Terminus des
Proteins. An diese schlieft sich der sogenannte Stielteil an, gefolgt von ca. 390
Aminosauren, die eine globuldre Doméane bilden. Diese besteht aus 6 antiparallelen
B-Faltblattregionen, die aus je 4 B-Faltblattstrukturen hervorgehen. Die vier miteinander
interagierenden globuldren Domanen bilden den ,Pilzhut* (Modrow und Falke 2003). Das
aktive Zentrum befindet sich in einer taschenférmigen Struktur im Kopf des Pilzes, in der bei
Influenza A Viren 9 saure und 6 basische Reste konserviert sind. Die Neuraminidase besitzt
die enzymatische Aktivitat einer Acyl-Neuraminyl-Hydrolase und spaltet Sialylsdure-Reste
der Kohlenhydratanteile auf der Oberflache der Wirtszelle und der Virushille ab. Dieser
Vorgang verhindert zum einen die virale Aggregation wahrend der Freisetzung der
Nachkommenvirionen und zum anderen ein erneutes Anheften der Nachkommenvirionen an
bereits infizierte Zellen. Neuraminidase-spezifische Antikdrper kénnen neutralisierende
Aktivitat besitzen. Diese verhindern die Bindung des Virus an Rezeptoren nicht, schranken
jedoch die Virusausbreitung im Organismus ein (Mller 2006).

Das in der Virushllle verankerte M2-Protein ist ein Tetramer, Ubt die Funktion eines
lonenkanals aus und ist mit ca. 20 bis 60 Molekulen vertreten.

Allen nun folgenden Proteinen ist die Translation im Zytoplasma an Ribosomen, sowie die
Anwesenheit von Kernlokalisationssequenzen gemeinsam.

Das Matrixprotein (M1) kleidet von innen die Virushille aus und gibt dem Viruspartikel die
Form. Dies geschieht durch Interaktion des M1-Proteins mit den zytoplasmatischen
Doméanen der Oberflachenglykoproteine und Assoziation an die Lipid-Doppelmembran.
Weiterhin Ubernimmt das Matrixprotein eine wichtige Funktion bei der Verpackung der
Nukleoprotein-Komplexe in entstehenden Viruspartikeln (Modrow und Falke 2003; Wright et
al. 2006).

Das Nukleoprotein (N) ist das mengenmallig dominierende Protein im RNP-Komplex und
deckt an die RNA assoziiert einen Abschnitt von ca. 20 Nukleotiden ab (Modrow und Falke
2003). Es besitzt eine Domane, die den Transport in den Zellkern vermittelt und ist in seiner
freien, nicht-RNA-gebundenen Form wichtig fir die Genom-Replikation (Swayne und
Halvorson 2003). Durch Interaktion mit dem M1-Protein, gewahrleistet es bei der Knospung
die Verpackung des RNP-Komplexes in die Nachkommenvirionen.

Der fir die Replikation essentielle Polymeraseprotein-Komplex mit Aktivitdt einer RNA-
abhangigen RNA-Polymerase besteht aus den basischen Polymeraseproteinen 1 und 2
(PB1, PB2) und dem sauren Polymeraseprotein (PA), die alle eine Signalsequenz fiir den
Transport in den Zellkern aufweisen. Das PB2 ist zudem fir den Prozess des ,cap-

snatching“ (beschrieben unter Infektion und Replikation) verantwortlich.
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Das Nichtstrukturprotein 1 (NS1) ist ein Kernprotein, wirkt hemmend auf die zellulare
MRNA-Synthese und wird als Interferon-a-Antagonist diskutiert (Garcia-Sastre 2001).
Das Nichtstrukturprotein 2 (NS2) vermittelt als regulatorisches Protein den Export von

viralen Nukleokapsid-Segmenten aus dem Zellkern in das Zytoplasma.

Infektion und Replikation

Bei Influenzaviren wird die Bindung an die Zielzelle (engl.: attachment) durch das
Hamagglutinin vermittelt, wobei als Rezeptoren terminale Sialinsaure-Reste an Membran-
Glykoproteinen bzw. -Glykolipiden der Wirtszelloberflache dienen.

Nach Bindung an den Rezeptor gelangt das Virus mittels Endozytose in die Zelle. Im
Endosom fungiert das M2-Protein als lonenkanal mit der Folge, dass der pH-Wert im
Virusinneren absinkt (Pinto et al. 1992). Die Ansduerung bewirkt eine
Konformationsanderung im HA, die dazu fihrt, dass das Fusionspeptid am N-Terminus der
HA,-Untereinheiten in der endosomalen Membran verankert wird (Klenk und Garten 1994).
Durch die raumliche Nahe verschmelzen Virushille und endosomale Membran unter
Ausbildung einer Pore (Skehel und Wiley 2000). Zum anderen unterstutzt die Ansduerung
die Lésung der Interaktionen zwischen N- und M1-Proteinen, so dass die Nukleokapside in
das Zytoplasma der Wirtszelle entlassen werden. Die Nukleokapside werden mit Hilfe von
Kernlokalisationssequenzen, die in den Nukleoproteinen lokalisiert sind, durch Kernporen in
den Zellkern transportiert, wo Transkription und Replikation der viralen RNA stattfinden
(Neumann et al. 2000). Da Influenzaviren keine 5’-cap-Strukturen besitzen, werden in einem
als ,cap-snatching“ bezeichneten Prozess die 5-cap-Strukturen zellularer mRNA-Molekiile
verwendet. Mit diesem Vorgang verbunden ist die Beeintrachtigung der Transkription und
Translation zellspezifischer Gene. Das NS1-Protein vermittelt den Export der viralen mRNA
aus dem Kern. Die Synthese der Membran-assoziierten Proteine findet am rauen ER statt,
wahrend die Ubrigen Proteine an Ribosomen im Zytoplasma translatiert und auf Grund von
Signalsequenzen in den Zellkern transportiert werden. Reichern sich N-Proteine im Kern an,
fuhrt dies zur Veranderung der Polymerase-Aktivitdt und zur Synthese vollstandiger
antigenomischer RNA Strange. Die mit N-Proteinen komplexierten Genomstrange dienen
wiederum als Matrizen zur Synthese neuer negativ strangiger RNA-Genome. Diese
assoziieren mit N-, PB1- PB2- und PA-Proteinen zu Nukleokapsiden (VRNPs). An diese
VRNPs binden sich M1-Proteine. Der Export der vVRNP-M1-Komplexe aus dem Zellkern in
das Zytoplasma wird durch das NS2-Protein vermittelt (Chen und Krug 2000). Der
Mechanismus, wie diese Komplexe Bereiche der Wirtszellmembran erreichen, in denen
erhohte Mengen an HA-, NA- und M2-Proteinen in die Zellmembran eingelagert sind, ist
nicht geklart (Nayak et al. 2004). Eine Theorie fir die Ausbildung der initialen "budding"-

Strukturen ist die Interaktion des M1-Proteins mit den zytoplasmatischen Anteilen der
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Oberflachenproteine (HA, NA, M2), worauf sich die Zellmembran ausstllpt, die
Nukleokapside umschlief3t und durch Knospung an der Oberflache das neue Virion
entlassen wird. Die Verteilung der Genom-Segmente auf die neu gebildeten Virionen scheint
zuféllig und nicht gerichtet stattzufinden, wobei es Hinweise gibt, dass bis zu 13
Nukleokapsid-Segmente je Virion eingelagert werden kénnen (Modrow und Falke 2003).
Endstandige Neuraminsaure-Reste werden durch die Aktivitdt des NA-Proteins von
zelluldren und viralen Oberflachenproteinen entfernt. Dies verhindert Wechselwirkungen von
freigesetzten Viruspartikeln untereinander oder mit Membranbestandteilen der infizierten
Zelle.

Genetische Variabilitat der Influenzaviren

Die Anpassungsfahigkeit der Influenzaviren ist au3erordentlich hoch, da bei ihnen nicht nur
Punktmutationen (Antigendrift) im Genom, sondern auch Reassortierung der Genom-
Segmente (Antigenshift) vorkommen. Bei gleichzeitiger Infektion einer Zelle mit zwei
verschiedenen Influenzaviren kann es zu einer Neuverteilung dieser Segmente in den
Nachkommenviren kommen. Daraus ergeben sich theoretisch 254 (28 abziiglich der bereits
existierenden Elternviren) mogliche Reassortanten. Austausche kénnen zu neuen Subtypen
fuhren. Kommt es beispielsweise zu einem Austausch des Hamagglutinin-Gens in einem an
die Vermehrung im Menschen angepassten Virus, so kann ein Pandemie-auslosendes Virus
entstehen, da die menschliche Population nicht Gber schitzende Antikdrper gegen den
neuen HA-Subtyp verfugt (Scholtissek 2006).

Die Antigendrift wird durch Punktmutationen im Genom hervorgerufen. Da RNA-abhangige
RNA-Polymerasen im Gegensatz zu DNA-Polymerasen keine Korrekturmechanismen fur
nicht vorlagengetreu transkribierte Bereiche (,proofreading“-Aktivitat) besitzen, kommt es bei
der Genom-Replikation zu einer relativ hohen Mutationsrate. Bereits einzelne
Punktmutationen konnen Aminosaure-Austausche bewirken, daneben treten aber auch ,stille
Mutationen® ohne Auswirkungen auf die Aminosaure-Sequenz auf. Als wichtigste
antigenetische Determinanten kdonnen das Hamagglutinin- und Neuraminidase-Protein die
Bildung von Antikérpern induzieren und stehen daher unter hohem Selektionsdruck, was zu
einer hoheren Anzahl an Aminosdure-Austauschen in diesen Gen-Segmenten fiihrt. In
anderen Gen-Segmenten findet auch Antigendrift statt, da jedoch der Selektionsdruck
geringer ist, in deutlich geringerem Umfang (Webster et al. 1992). Mutationen im Bereich der
Spaltstelle des Hamagglutinins kénnen die Pathogenitdt und damit die Virulenz verandern
(Suarez et al. 2004), wahrend Mutationen an der Rezeptor-Bindungsstelle des
Hamagglutinins zur Anderung der Wirtsspezifitat filhren kénnen.

Die Anordnung der Aminosduren in der Sialinsdure-bindenden Tasche der

HA-Untereinheiten bestimmt die Rezeptorspezifitdt und Wirtsspezifitat, da das aviare
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respiratorische Epithel Gberwiegend Sialinsduren mit a-2,3-Bindung aufweist, das humane
jedoch Uberwiegend a-2,6-Bindungen (Flint et al. 2009). Fir die Bindung an N-standige
Sialylsduren spielen Aminosauren an Position 226 und 228 offenbar eine entscheidende
Rolle bei der Bevorzugung entweder «-2,3- oder o-2,6-gebundener Sialylsduren als
Rezeptordeterminante. Auf Grund der unterschiedlichen Verteilung in Mensch und Tier
werden Wirts- und Gewebespezifitat mitbestimmt (Matrosovich et al. 2004; Couceiro et al.
1993). In dieser Hinsicht nimmt das Schwein eine besondere Stellung ein, da sein
respiratorisches Epithel sowohl Sialinsduren mit a-2,3- und a-2,6-Bindungen aufweist und es
dadurch als sogenanntes ,mixing vessel“ bei Infektionen mit avidrem und humanem
Influenzavirus fungieren kann (Webby et al. 2004). Durch Reassortierung kénnen so fur den
Menschen gefahrliche Varianten entstehen. Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von
Mutationen, die Sequenzen der Spaltstelle bzw. der Silalinsaure-bindenden Tasche
betreffen, steigt mit der Anzahl der Viruspassagen, weshalb z.B. eine Infektion von
Geflugelbestanden durch die hohen Tierzahlen und massenhafte Virusreplikation ein hohes

Mutationspotential birgt.

222 Aviare Influenzaviren (AlV)

Geschichte

Eine ansteckende, verlustreiche Erkrankung bei HUhnern wurde erstmals 1878 von
Perroncito in Norditalien beschrieben. 1901 berichtete Greve lber eine Hiihnerseuche, die
von einer Braunschweiger Gefliigelausstellung nach Oldenburg verschleppt wurde und
Kdnnemann beschrieb ein Jahr spater Erkrankungen des Gefligels als Lombardische
Geflugelseuche, Huihnerpest oder Vogelpest, die durch einen wandernden Gefligelhandler
uber Tirol nach Suddeutschland verschleppt wurden. Bereits zu diesem Zeitpunkt (1901)
identifizierte Centanni den Verursacher der Geflligelpest als ein filtrierbares Agens (Centanni
und Savonuzzi 1901). Die Verwandtschaft des AIV mit den Influenzaviren des Menschen
erkannte Schafer im Jahre 1955. 1959 wurde erstmals ein serologisch von bis dahin
untersuchten Influenzaviren abweichendes Virus bei einem Seuchenausbruch in Schottland
isoliert (Werner 2006). Bei weiteren Untersuchungen ab 1970 wurden auch ,gesunde”
Wildvogel, insbesondere migrierende Wasservdgel einbezogen, wobei weltweit zahlreiche
Influenzaviren isoliert werden konnten (Rosenberger et al. 1974; Webster et al. 1976).
Vergleichende, seroarchaologische Untersuchungen flihrten zu dem Schluss, dass
migrierenden Wasservégeln eine entscheidende Rolle bei der Ubertragung zukommt, da
Gebiete mit hoher Geflligeldichte, die zudem an den Hauptflugrouten der Wildvogel liegen,
besonders betroffen sind (Hafez und Jodas 1997; Wright et al. 2006). Wilde Wasservogel
gelten als Reservoir aller Influenza A Viren (Webster et al. 1992; Wright et al. 2006).
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Atiologie

Die Krankheit Influenza ist sowohl bei Gefligel als auch bei Schweinen, Pferden, und dem
Menschen beschrieben. Charakteristisch sind respiratorische Symptome, wobei milde bis
schwere Krankheitsverlaufe mit zum Teil hoher Mortalitat auftreten, letztere besonders bei
Geflugel. Natirliche Infektionen der Voégel sind bei Hihnern, Puten, Enten, Wachteln,
Fasanen, Rebhihnern, Seeschwalben, Tauben, Gansen und auch Straul’en nachgewiesen
worden. Als Reservoir gelten Wildvdgel, da bei ihnen 103 von 144 moglichen HA / NA-
Kombinationen nachgewiesen wurden (Kaleta et al. 2005) und Infektionen meist inapparent
verlaufen. Weiterhin wurden auch Infektionen von Frettchen, Seeléowen, Walen, Katzen,
Hunden und weiteren Saugetierspezies bekannt (Songserm et al. 2006b; Songserm et al.
2006a; Lamb 2008). In letzter Zeit wird haufiger Uber Falle berichtet in denen aviare
Influenzaviren die Speziesbarriere durchbrochen haben und insbesondere der Subtyp H5N1
von Gefligel auf Menschen (bertragen wurde. Daher stellt dieser Erreger eine
ernstzunehmende Bedrohung fiir die menschliche Gesundheit dar (WHO 2009).

Die Ausscheidung des Virus erfolgt vor allem mit dem Kot, aber auch Uber die Sekrete des
Respirations-, des Verdauungs- und des Reproduktionstrakies, sowie Tranenflissigkeit
(Rolle und Mayr 2002). Das Virus wird Uber mehrere Tage ausgeschieden und konnte nach
experimenteller Infektion bis zu einer Dauer von 30 Tagen bei Enten (Webster et al. 1978)
bzw. 72 Tagen bei Puten (Homme et al. 1970) nachgewiesen werden. Die horizontale
Ubertragung kann nasal, aerogen, oral oder durch kontaminierte Samenflissigkeit
stattfinden, so dass die Verschleppung des Erregers durch belebte und unbelebte Vektoren
moglich ist. Eine vertikale Ubertragung des Virus ist nicht bestéatigt, jedoch besteht potentiell
die Mdglichkeit der Verbreitung des Virus durch kontaminierte Eierschalen, so dass eine

Infektion bei / nach Schlupf mdglich scheint (Hafez und Jodas 1997).

Pathotypen

Aviare Influenzaviren sind fur Geflugel grundsatzlich pathogen, variieren jedoch stark in ihrer
Virulenz (Siegmann und Neumann 2005). Daher findet eine Unterscheidung der Erkrankung
des Geflugels in Klassische Gefllgelpest (HPAIV) und in Geflligelinfluenza-Erkrankungen
durch gering (niedrig, engl.: low) pathogene AlV (LPAIV) statt, die auch tierseuchenrechtliche
Konsequenzen mit sich bringt (Siegmann und Neumann 2005). Hochpathogene Isolate
kénnen bei Hihnern und Puten eine Mortalitat von bis zu 100 % verursachen und sind
bislang ausschlieRlich unter den Subtypen H5 und H7 aufgetreten. Viren aller Subtypen, die

nicht die Kriterien als HPAIV erfiillen, werden als niedrigpathogene Isolate eingestuft.

19



Pathogenese, Klinik und Pathologie

Infektionen des Gefligels mit Al-Viren sind im Hinblick auf klinische Symptome und Verlauf
sehr variabel. Die Wirtsspezies, das Alter, der individuelle physische Zustand (eines
Einzeltieres / der Population) sowie Begleitinfektionen bestimmen das klinische Bild und die
Dauer der Erkrankung malfigeblich. Die Virulenz des Isolates, die Infektionsdosis und der
Infektionsweg nehmen zuséatzlich Einfluss auf die Art und Auspragung der Erkrankung. Auf
Grund der Vielzahl an Faktoren variiert die Inkubationszeit zwischen 3 und 10 Tagen (Hafez
und Jodas 1997). Die Bandbreite der Verlaufe reicht von klinisch inapparent bis hin zu
akuten schweren Erkrankungen ohne erkennbare klinische Symptome und hoher Letalitat
(bis 100 %). Treten Symptome auf, so lassen sich diese in funf Komplexe einteilen:
Stérungen des Allgemeinbefindens, der Reproduktion, sowie respiratorische,
gastrointestinale und zentralnervése Stérungen.

Tab. 1: Die Symptomenkomplexe der Aviaren Influenza und zugeordnete Symptome

Symptomenkomplex Symptome

gestortes Allgemeinbefinden Futter- / Wasseraufnahme vermindert
Mattigkeit bis Apathie
struppiges Gefieder

Retardierung in der Wachstumsphase

Reproduktionsstérungen Rickgang der Legetatigkeit
verringerte Befruchtungs- und Schlupfrate
Veranderungen der Eischalen

(unregelmaRige Form, Kalkauflagerungen,

fehlende Pigmentierung)

respiratorische Stérungen Dyspnoe (Atemgerausche)
Husten, Niesen

Sinusitis (Schwellung des Infraorbitalsinus,

NasenausfluR)

gastrointestinale Stérungen Diarrhden

(grin-gelber, wassrig-schleimiger Kot)

zentralnervése Stérungen Koordinationsstérungen
abnorme Haltungen (z.B. Torticollis)
Lahmungen (Paralysen)

Tremor

20




Weitere Symptome sind Fieber, Konjunktivitis, Lidddeme, Kopfédem, sowie Zyanosen,
Hamorrhagien und Nekrosen der unbefiederten Haut (Kopfanhange, Stander).

Eine schwere, generalisierte Verlaufsform tritt bei Infektionen mit HPAIV auf, die bei Hihnern
und Puten zu einer 100 %igen Mortalitat in 3 bis 4 Tagen fihren kann. Meist zeigt sich in der
Herde ein plétzlicher Rickgang der Futteraufnahme und Depression, bei Legetieren ein
drastischer Einbruch in der Legeleistung, sowie zahlreiche, schlagartige Todesfalle. Die
Inkubationszeit ist mit Stunden bis wenigen Tagen sehr kurz, der Tod kann nach
experimenteller Infektion bereits nach 18 Stunden eintreten. Daher zeigen betroffene Tiere
oft nur hochgradige Apathie, die von starker, grinlicher Diarrhé begleitet sein kann. Bei
perakutem Verlauf ist der makroskopisch-pathologische Befund meist unauffallig. Bei akut
verlaufenden HPAIV-Infektionen stehen schwere respiratorische Symptome im Vordergrund,
haufig begleitet von Diarrhd, Kopfédemen, sowie Zyanosen bzw. Hamorrhagien von Kamm,
Kehllappen und Standern. In diesem Zusammenhang kénnen makroskopisch-pathologisch
Pankreatitiden mit nekrotischen oder hamorrhagischen Herden, Petechien auf Epikard,
serésen Hauten und Abdominalfett und ein Lungenddem auftreten, ebenso wie
Milzhyperplasie, Nephritis, hamorrhagische Blinddarmtonsillitis und katarrhalische bis
hamorrhagische Enteritis. Zentralnervése Stérungen werden im Zusammenhang mit
protrahiert akuten Verlaufen beschrieben.

Im Gegensatz dazu sind LPAIV-Infektionen auf den Respirations- bzw. Verdauungstrakt
beschrankt und rufen asymptomatische bis milde respiratorische Erkrankungen hervor. Im
Gegensatz zu HPAIV-Infektionen ist die Inkubationszeit verlangert und betragt wenige Tage
bis 2 Wochen. In der Regel werden auch bei hohen Morbiditats- nur geringe Mortalitatsraten
erreicht. Bei Legehennen verursacht die Infektion mit LPAIV neben dem Rlckgang der
Legetatigkeit eine Verminderung der Eischalenqualitdt. Im Rahmen dieses
Symptomkomplexes kann es zur Eidotterperitonitis kommen, auch Oviduktitis und Oophoritis
kommen vor. Entsprechend dem klinischen Erscheinungsbild einer (berwiegend
respiratorischen, lokal begrenzten Infektion dominieren katarrhalische Sinusitis und
Tracheitis das pathologische Bild. Des Weiteren kénnen alle fir HPAIV-Infektionen
genannten respiratorischen und gastrointestinalen Befunde nach LPAIV-Infektionen
ebenfalls auftreten, jedoch in geringerer Auspragung.

Durch Begleitinfektionen kénnen auch LPAIV-Infektionen schwere Verlaufe aufweisen. So
fuhrte z.B. die Ko-Infektion von SPF-Hihnern mit LPAIV HIN2 und bakteriellen Erregern
(Staphylococcus aureus bzw. Haemophilus paragallinarum) zum Auftreten klinischer
Symptome, die bei alleiniger LPAIV HIN2-Infektion ausblieben (Kishida et al. 2004).
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AlV vom Subtyp H9

Aviare Influenzaviren vom Subtyp H9 sind den LPAIV zuzuordnen. Sie sind unter diesen
jedoch von besonderer Bedeutung, da sie zu den am haufigsten in Hausgefligelbestdnden
vorkommenden Subtypen gehdren (Alexander 2003) und ein besonders breites Spektrum an
Spezies infizieren kbnnen: neben Hihnern, Wachteln, Puten, Enten, Straul3en und Gansen,
auch Schweine und Menschen (Cameron et al. 2000; Peiris et al. 2001; Abolnik et al. 2007).
Humane Infektionen mit Viren dieses Subtyps wurden bereits beschrieben, weshalb Al H9
Viren als mdgliche Pandemie-Viren diskutiert werden (Peiris et al. 1999; Guo et al. 1999;
Matrosovich et al. 2001; Li et al. 2003; Butt et al. 2005). Das erste HIN2-Virus, das
ausgiebig charakterisiert wurde (Homme und Easterday 1970c; Homme und Easterday
1970b; Homme et al. 1970; Homme und Easterday 1970a), ist der Stamm
Alturkey/Wisconsin/1/66, der heute als Referenzstamm fir Influenza A Viren des Subtyps H9
gilt (WHO 1980). Seit 1990 wurden vielfach Al H9-Virusinfektionen bei Gefligel, sowohl in
Eurasien, als auch in Nord-Amerika beschrieben (Abolnik et al. 2007; Alexander 2000;
Brown et al. 2006; Naeem et al. 1999).

Eine weitere Besonderheit von einigen Influenzaviren des Subtyps H9 ist, dass die humorale
Immunantwort nach Infektion unterdriickt wird. So zeigen nach experimenteller Infektion von
Hahnern erhaltene Ergebnisse eine deutlich reduzierte Antikérperantwort, wohingegen die

zelluldre Immunantwort deutlich ausgepragt war (Xing et al. 2008).

Rechtliche Grundlagen

Die Aviare Influenza unterliegt strenger Gesetzgebung (OIE 2009a) und wird weltweit in
nahezu allen Landern durch staatlich angeordnete MalRnahmen bekampft. Nach den
Empfehlungen des Internationalen Tierseuchenamtes werden die Viren in hochpathogen
(highly pathogenic, HP), meldepflichtig (notifiable, N) und niedrigpathogen (low pathogenic,
LP) unterschieden (OIE 2009b). Die EU-weite Bekampfung von AlV basiert auf der Richtlinie
2005/94 des Rates. Da bei LPAI Viren der Subtypen H5 oder H7 (LPNAI) die Gefahr besteht,
zu HPAIV zu mutieren, enthalt die RL 2005/94 neben Definitionen und Vorschriften zur
Bekampfung des Seuchenausbruchs auch MaRnahmen zur Uberwachung (ANON 2006b).
Aviare Influenza ist definiert als ,eine Infektion von Gefligel oder in Gefangenschaft
gehaltenen Vogeln anderer Spezies, verursacht durch Influenzaviren des Typs A der
Subtypen H5 oder H7 oder mit einem intravendsen Pathogenitatsindex (IVPI) von tber 1,2
bei sechs Wochen alten Hihnern. Hochpathogene Avidre Influenza [HPAI] bezeichnet eine
Infektion von Gefligel oder in Gefangenschaft gehaltenen Voégeln anderer Spezies,
verursacht durch Viren der Aviaren Influenza der Subtypen H5 oder H7 mit einer
Genomsequenz, wie sie auch bei anderen hochpathogenen Gefliigelpestviren festgestellt

wird, die fir multiple basische Aminosduren im Spaltbereich des Hamagglutininmolekils
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kodiert, d.h. das Hamagglutininmolekil kann von einer ubiquitdr vorkommenden Wirtszell-
Protease gespalten werden, oder Viren der Avidren Influenza mit einem intravendsen
Pathogenitatsindex von tber 1,2 bei sechs Wochen alten Hihnern. Niedrigpathogene Aviare
Influenza [LPNAI] bezeichnet eine Infektion von Gefligel oder in Gefangenschaft gehaltenen
Végeln anderer Spezies, verursacht durch Viren der Aviaren Influenza der Subtypen H5 oder
H7, die nicht unter die Definition nach Nummer 2 [HPAI] fallen.*

In Deutschland regelt das Tierseuchengesetz (ANON 2007) in Kombination mit der
Verordnung zum Schutz gegen die Gefliigelpest (ANON 2009a), der nationalen Umsetzung
der EU Richtlinie 2005/94, die Bekdmpfungsmalinahmen. Die nationale Anzeigepflicht flr
Geflugelpest ist durch die Verordnung Uber anzeigepflichtige Tierseuchen (ANON 2009c)
geregelt. Um in allen EU-Mitgliedsstaaten einheitliche diagnostische Methoden zu
gewahrleisten, erfolgt die Probennahme, Laboranalyse und Diagnosestellung zum Nachweis
der AIV nach Malgabe des Diagnosehandbuchs (ANON 2006a). Die Diagnose muss
entweder durch direkten Erregernachweis, Erregerisolierung oder serologisch erfolgen, da
weder die klinischen Symptome noch das pathologisch-anatomische Bild pathognomisch
sind. Fur den direkten Erregernachweis sind AIV N- oder M-Protein basierte Sandwich-
ELISA oder auch der Nachweis eines oder mehrerer Influenza A spezifischer Gensegmente
mittels real-time RT-PCR nutzbar (Spackman et al. 2002). Fir die Isolierung des Erregers
eignet sich Material aus Rachen- oder Kloakentupfern, wie auch Kot oder Organmaterial
frisch verendeter Vogel. Die Virusanzucht ist unter Kapitel 3.2.2.1 beschrieben. Zur
Uberwachung von Herden ist der Antikdrpernachweis mittels Agar-Gel-Immundiffusions-Test
(AGID), Hamagglutinations-Hemmungstest (HAH) oder Neuraminidase-Inhibitionstest
angeraten; letztere werden auch in der Subtypisierung der Viren eingesetzt.

In der EU ist die Impfung gegen AIV verboten (ANON 2006b), allerdings werden
Notimpfungen und praventive Impfungen in Kombination mit Uberwachungsmafnahmen
ermdglicht. Entsprechend dirfen Schutzimpfungen gegen HPAI- und NAI-Viren nur unter
Beachtung des Tierseuchengesetzes (ANON 2007) und der Geflugelpest-Verordnung
(ANON 2009a) auf Anordnung, bzw. nach Genehmigung der zustandigen Behdrde
durchgefiihrt werden. Bestandsvakzinen gegen LPAI-, die nicht NAI-Viren sind, dirfen durch
eine nach dem Tierseuchengesetz § 17¢ Abs.1 (ANON 2007), bzw. nach der Tierimpfstoff-
Verordnung (ANON 2009b) befugte Person hergestellt und verabreicht werden.

2.3 AlV-Vakzinen

Neben der Einhaltung von Hygienemalnahmen, ist die prophylaktische Impfung die einzige
vorbeugende MalRnahme gegen eine Infektion mit AlV, die durch die Induktion einer

Immunantwort Schutz vor Erkrankungen und Tod bieten und zur Reduktion der
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Virusausscheidung beitragen soll, um Kontaktinfektionen zu vermeiden. Durch Vakzinierung
kann neben der Produktion von Antikérpern (humorale Immunitat) auch die Aktivierung
sensibilisierter T-Lymphozyten (zelluldare Immunitat) oder einer Kombination beider
Komponenten resultieren. Darlber hinaus haben Schleimhdute als wichtigste Eintrittspforte
in der Abwehr vieler viraler Erreger eine besondere Bedeutung, da die Schleimhaut-
assoziierten lymphoiden Gewebe mit einer zelluldren oder humoralen Immunantwort (IgA)
reagieren konnen. Wenngleich die zelluldre Immunantwort eine initiale Infektion nicht
verhindern kann, kann sie die Infektion mildern und Erkrankung sowie Sterblichkeit
reduzieren (Belshe et al. 2000; Flynn et al. 1998). Gerade die CD8 T-Lymphozyten kénnten
zu einer schnellen Eliminierung des Virus nach Infektion beitragen (van den Berg et al.
2008), wobei aktuelle Untersuchungen nahelegen, dass die Verabreichung der Vakzine ber
die Schleimhaute nicht nur eine humorale (IgA), sondern auch eine zellulare Antwort durch
Aktivierung von Lymphozyten induziert (Gallichan und Rosenthal 1996).

Die Induktion einer humoralen Immunantwort, d.h. von Antikdrpern gegen Virusproteine, ist
das Hauptziel der Immunisierung. Gegen das Hamagglutinin gerichtete Antikérper kénnen
sowohl gegen Erkrankung als auch gegen Infektion mit homologem Virus schiitzen, da diese
die Anheftung und Infektion der Zelle blockieren. Dagegen vermindern gegen die
Neuraminidase gerichtete Antikorper die effiziente Freisetzung des Virus von infizierten
Zellen (Johansson et al. 1989), weshalb sie weniger schitzend sind als gegen das HA
gerichtete Antikdrper. Dies zeigten Untersuchungen von Huhnern, die entweder mit
Baculovirus-exprimiertem NA (Sylte et al. 2007), oder mit NA-exprimierendem
Geflugelpockenvirus (van den Berg et al. 2008) immunisiert wurden und nach
Belastungsinfektion mit HPAIV nur eine partielle Schutzwirkung gegen Erkrankung zeigten.
Um dem Druck des Immunsystems zu entkommen, entstehen haufig Virusvarianten mit
veranderten Oberflachenproteinen, was eine Antikdrper-vermittelte Immunantwort gegen
solche Varianten der Virusstdmme oft unzuldnglich macht, so dass entsprechende Vakzinen
neu formuliert werden miuissen (Stamboulian et al. 2000). Auf der Suche nach einer
universell einsetzbaren Influenza-Vakzine, die gegen alle HA und NA Subtypen wirksam ist,
wurden samtliche Influenza-Proteine auf ihre Immunogenitat hin untersucht (Livingston et al.
2006) und das M-Protein als mdglicher Kandidat vermutet (Neirynck et al. 1999). Die
extrazellulare Domane des M2-Proteins (M2e) ist in allen Influenza A Viren hoch konserviert
(Suarez und Schultz-Cherry 2000a), so dass dieses Protein unter keinem schweren
Selektionsdruck zu stehen scheint. Bislang wurde keine Studie verdffentlicht, die die
Schutzwirkung von M2e-spezifischen Antikérpern in Geflligel untersucht hat, Mause jedoch
schienen nach Immunisierung mit einem Fusionsprotein aus M2e und Hepatitis B Core-
Antigen (M2e-HBc) sowohl gegen homologe als auch heterologe Infektion mit humanem

Influenzavirus geschutzt (De Filette et al. 2005). Auch das Nukleoprotein wurde als
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moglicher Kandidat fir eine universale AlV-Vakzine untersucht, jedoch waren Huhner weder
durch Immunisierung mit einer NP-exprimierenden Gefligelpocken-Rekombinante (Webster
et al. 1991), noch mit einer NP-exprimierenden Retrovirus-Rekombinante (Brown et al.
1992), vor Infektion mit einer letalen Dosis HPAIV geschutzt, obwohl die Immunisierung NP-
spezifische Antikérper induzierte.

Obgleich attenuierte AlV-Lebendvakzinen den Vorteil der Induktion einer starken
Immunantwort nach einmaliger Applikation durch die Replikation der Impfviren bieten
wurden, ist die Gefahr der Rekombination mit zirkulierenden AIV und damit der Entstehung
von HPAIV in Gefligelbestanden sehr hoch, was die Verwendung in Gefligel verbietet (van
den Berg et al. 2008; Fuchs et al. 2009). Daher kommen flir Bestandsvakzinen in der Regel
inaktivierte Vollvirus-Vakzinen zum Einsatz, die meist mehrere Subtypen des aktuellen
Seuchengeschehens beinhalten (Hafez und Jodas 1997). Seit ca. 30 Jahren wird diese mit
geringen Herstellungskosten verbundene Technik unter Verwendung von LPAIV mit zum
Feldvirus homologen Hamagglutinin- und Neuraminidase-Subtypen angewendet. Durch
Induktion einer Immunantwort gegen alle viralen Proteine kdénnen inaktivierte Vollvirus-
Vakzinen eine breite Kreuzimmunitat gegen verschiedene Feldisolate erreichen (Swayne et
al. 2000c; Fuchs et al. 2009). Vom Einsatz homologer inaktivierter HPAIV Vollvirus-Vakzinen
wird auf Grund von Biosicherheits-Bedenken bei Produktion und Einsatz jedoch abgeraten.
Zusatzlich zu der groRen Menge an Virus ist ein kostenintensiver Bestandteil inaktivierter
Vakzinen das Adjuvans, durch das die Antikérper-Produktion verstarkt wird. In
Gefliigelvakzinen kommen Wasser-in-Ol-Emulsionen zum Einsatz, denen eine Depot-
Funktion zugeschrieben wird, die bisher nicht vollstandig verstanden ist. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass nicht-metabolisierbare Mineraldle eine hoéhere Antikdrper-Antwort
hervorrufen als metabolisierbare Ole (Jansen et al. 2006; Jansen et al. 2005). Nachteil der
inaktivierten Vakzinen ist die zeitaufwendige und damit teure Einzeltier-Applikation, durch die
weiterhin  bei unzureichenden HygienemaBnahmen das Risiko einer Feldvirus-
Verschleppung besteht.

Vakzinen basierend auf Immunisierung mit einem oder mehreren Virusproteinen lassen sich
unterteilen in Subunit-Vakzinen, bei denen das gereinigte Protein verwendet wird, und
Vektorvakzinen, die das gewlnschte Protein exprimieren und mitsamt des Vektors appliziert
werden. Unter den Subunit-Vakzinen wurde in HuUhnern bisher nur fur Baculovirus-
exprimiertes HA eine Schutzwirkung gegen Infektion mit HPAIV gezeigt (Crawford et al.
1999; Swayne et al. 2000c; Swayne et al. 2001).

Unter Verwendung von Plasmid-DNA als DNA-Vakzine wurden auch in Hihnern (Robinson
et al. 1993; Fynan et al. 1993; Kodihalli et al. 1997; Suarez und Schultz-Cherry 2000b;
Cherbonnel et al. 2003; Le Gall-Recule et al. 2007; Jiang et al. 2007) viele Studien

durchgefuhrt, wobei sehr unterschiedliche Schutzwirkungen gezeigt wurden, die abhangig
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waren vom verwendeten Promotor, dem inserierten Gen, der Verwendung eines Adjuvans
und der Applikationsroute. Ein Nachteil der DNA-Vakzinen ist, dass sie individuell verabreicht
werden mussen, was durch den Einsatz von Bakterien (z.B. Shigella flexneri (Vecino et al.
2004) oder Salmonella typhimurium, (Pan et al. 2009)) als Tragern oder durch Verwendung
synthetischer Mikropartikel (Chen et al. 1998; Dariji et al. 2000) tGberwunden werden kdnnte.
Auch wenn bisher keine Untersuchungen zu bakteriellen Vektorvakzinen in Huhnern
vorliegen, deuten Ergebnisse in Mausen auf eine mdgliche Nutzung auch im Huhn hin (Ben-
Yedidia und Arnon 2005).

Zu den viralen Vektoren gehoéren die ,virus-like particles* (VLP), in deren Plasmid-kloniertes
Genom Fremdgene eingefligt und eigene Strukturprotein-Gene entfernt werden kénnen, so
dass die Bildung infektioser Nachkommenviren ausbleibt. Diese fehlende Replikation macht
VLPs gegenuber Lebendvirus-Vektoren sicherer, da eine Verbreitung dieser Viren im
Impfling unterbleibt. VLPs infizieren Zellen und exprimieren die Transgene. Unter VLPs
wurden unter anderem replikationsdefekte humane Adenoviren 5 (Gao et al. 2006; Tang et
al. 2009; Toro und Tang 2009; Toro et al. 2008; Toro et al. 2007) intranasal, intramuskular
und in ovo zur Vakzinierung verwendet, so dass die Applikation mittels Spray oder auch
automatisiert in ovo moglich scheint. Eine weitere replikationsdefekte, HA-exprimierende
Rekombinante wurde auf Basis des Vesikularen Stomatitis Virus (VSV) entwickelt und
induzierte Schutz gegen HPAIV-Infektion (Kalhoro et al. 2009), muss jedoch individuell
verabreicht werden. Auch VLPs des Venezuelanischen Equinen Enzephalitis-Virus (VEEV;
Genus Alphavirus der Togaviridae) (Schultz-Cherry et al. 2000) sind in Huhnern getestet
worden, wobei eine Korrelation zwischen Alter des Impflings und dem Schutz gegen eine
letale Dosis des Virus festgestellt wurde und im Alter von 2 Wochen geimpfte Huhner besser
geschutzt waren als in ovo oder als Eintagskuken geimpfte.

Auch replikationskompetente Vektorvirus-Vakzinen wurden in HUhnern untersucht, von
denen eine auf dem Gefligelpocken Virus (FPV) basierende, H5-exprimierende
Rekombinante seit 1998 in den USA als Notfallimpfung und in Mexiko ausschlief3lich fur
Huhner zugelassen ist (Bublot et al. 2006), und auch in Ost-Asien als Vakzine genutzt wird.
Unter experimentellen Bedingungen waren SPF-HUhner nach Immunisierung mit rFPV-H5
auch gegen heterologe HPAIV H5-Isolate geschitzt und schieden deutlich weniger Virus aus
als ungeimpfte Kontrolltiere (Swayne et al. 1997; Swayne et al. 2000c; Swayne et al. 2000b;
Swayne et al. 2001). Durch FPV-Infektion oder Immunisierung immune Tiere zeigten eine
Reduktion der Effektivitat der rFPV-H5-Vakzinierung gegen AlV des Subtyps H5 (Swayne et
al. 2000a), wohingegen maternale Antikorper gegen FP oder Al kaum Auswirkungen auf den
Immunisierungseffekt im Vergleich zu SPF-Tieren hatten (Bublot et al. 2006). Auch fir ein
attenuiertes, modifiziertes (replikationsdefektes) Vaccinia Virus Ankara (MVA) als AlIV-H5-

Vektor konnte Schutz gegen HPAIV-Erkrankung gezeigt werden (Veits et al. 2008). Das
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Virus der infektiosen Laryngotracheitis fuhrt als Vektor fur eine HPAIV-Vakzine gegen die
Subtypen H5 (LUschow et al. 2001; Fuchs et al. 2007; Pavlova et al. 2009a; Pavlova et al.
2009b) und H7 (Veits et al. 2003) bei Hihnern ebenfalls zum Schutz vor einer letalen
Infektion. Daruber hinaus konnten ILTV-basierte Vakzinen auch als Spray oder in
Trinkwasser appliziert werden (Fuchs et al. 2006). Bisher nicht flr AIV beschrieben, aber flr
die Anwendung in Huhnern und Puten durchaus denkbar ist das apathogene
Putenherpesvirus (PHV, Serotyp 3), dessen Eignung als Vektor fiir die Expression
immunogener Proteine von NDV bzw. Infektiéser Bursitis gezeigt wurde (Morgan et al. 1992;
Tsukamoto et al. 2002).

Auf Basis zugelassener Impfstamme (La Sota, Hitchner B1) zeigte NDV als Vektor flir eine
bivalente NDV-AIV-Vakzine bereits nach einmaliger Immunisierung eine hohe Schutzwirkung
gegen AlV- und NDV-Infektion (Nakaya et al. 2001; Veits et al. 2006; Park et al. 2006; Ge et
al. 2007; Nayak et al. 2009), was zum Einsatz zweier NDV-HA-Rekombinanten als bivalente
Vakzine in China und Mexiko fiihrte. Auch NDV-basierte Vakzinen gegen AIV kdnnen
potentiell mittels Massenapplikation (Spray, Trinkwasser) verabreicht werden, was einen
kostenglnstigen Einsatz ermoéglichen wirde. Ein weiterer Vorteil von NDV ist die Induktion
einer mukosalen Immunantwort nach okulonasaler Applikation (Jayawardane und Spradbrow
1995). Zusatzlich wiirde das sehr breite Wirtsspektrum von NDV auch die Anwendung von
NDV-Rekombinanten in  anderen  Spezies erlauben (Ge et al. 2007).
Rekombinationsereignisse sind offenbar sehr selten, wodurch die Gefahr einer
Rekombination zwischen Vakzine-Vektor und zirkulierenden Wildtyp-Viren sehr gering ist
(Spann et al. 2003).

Zu den entscheidenden Vorteilen von Vektorvakzinen gehoéren die Induktion einer humoralen
und zellularen -im Fall von NDV auch mukosalen- Immunitat, sowie der bivalente Schutz
gegen Al und das Vektor-Virus, wobei gegen NDV in sehr vielen Landern Impfpflicht besteht,
so dass der Einsatz einer bivalenten Vakzine Zeit und Geld sparen wurde.

Alle Vakzinen, die Antikdrper gegen nur ein Protein (bzw. nicht alle Proteine) von AlV
induzieren erlauben eine DIVA-Diagnostik, d.h. die Unterscheidung von vakzinierten und
AlV-infizierten Tieren. Eine solche Diagnostik ist entscheidend, da Vakzinen oft nur die
Symptome einer Erkrankung verhindern, das Virus jedoch weiterhin repliziert und
ausgeschieden wird und so unerkannt zirkulieren kann. Daher ist die schnelle Detektion von
Infektionen zur Uberwachung zirkulierender Viren von besonderer Bedeutung, um die

Virusverbreitung durch gezielte EradikationsmalRnahmen einzudammen.
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2.4 Ziele dieser Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Prufung von AlV-Markervakzinen auf Basis des
Newcastle Disease Virus.

Darunter fiel die Herstellung einer NDV-LPAIV Rekombinante gegen den Stamm
Alturkey/Wisconsin/1/66 (HIN2), sowie deren in vitro-Charakterisierung. Des Weiteren sollte
die Virulenz der Rekombinante NDV-H9 und die Schutzwirkung gegen LPAIV H9N2-
Infektion, sowie gegen velogenes NDV in den Spezies Huhn und Pute gepruft werden. Auch
sollte die Eignung von NDV-H9 als Markervakzine gegen AlV untersucht werden.
Dartberhinaus waren NDV-HPAIV Rekombinanten, die entweder H5 und / oder N1
exprimieren auf ihre Schutzwirkung gegen HPAIV Infektionen vom Subtyp H5, sowie auf ihre
Eignung als AlV-Markervakzinen zu testen. In diesem Zusammenhang sollte die Auswirkung
der Deletion polybasischer Aminosauren an der Hamagglutinin-Spaltstelle von NDV-H5
(NDV-H5LP) und der Ko-Expression von H5 und N1 in NDV (NDV-H5N1) auf die

Schutzwirkung gegen homologes und heterologes HPAIV H5 Uberprift werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.11 Versuchstiere und Eier
Tierart Rasse SPF*- | Bezugsfirma
Status
Bankivahuhn White Leghorn | Ja Lohmann Tierzucht
Gallus gallus
Truthuhn BUT-Big 6 Nein Gebr. Bocker Putenbriiterei GmbH
Meleagris gallopavo
Valo SPF Hihnereier Ja Lohmann Tierzucht

* spezifisch pathogen frei (SPF)

3.1.2 Virusstamme, rekombinante Viren

Virus Isolat erhalten von

AlV Alturkey/Wisconsin/1/66 (HON2) Dr. T. Harder,

FLI, Insel Riems

AlV A/duck/Vietham/TG24-01/05 (H5N1) P. Song Lien,

NCVD, Donga, Vietham

AlV A/whooper swan/Germany/R65/06 (H5N1) Dr. T. Harder,

FLI, Insel Riems

AlV A/chicken/Italy/8/98 (H5N2) I. Capua

IZSV, Legnaro, |

NDV Clone 30 Intervet, Boxmeer, NL

NDV Herts 33/56 Intervet, Boxmeer, NL

rNDV Auf Basis des NDV Clone 30 mittels reverser Dr. A. Rdmer-Oberdorfer,
Genetik hergestelltes Virus. FLI, Insel Riems
(Rémer-Oberdorfer et al., 1999)

NDV-N1 Das Neuraminidase-Protein des Isolates AlV Dr. A. Rdmer-Oberdorfer,
A/duck/Vietnam/TG24-01/05 (HSN1) FLI, Insel Riems
exprimierende NDV-Rekombinante.

NDV-H5 Das Hamagglutinin-Protein des Isolates AlV Dr. A. Rdmer-Oberdorfer,

Al/whooper swan/Germany/R65/06 (H5N1)

exprimierende NDV-Rekombinante.

FLI, Insel Riems
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NDV-H5LP NDV-H5 mit Deletion basischer Aminosauren Dr. A. Romer-Oberdorfer,

im Bereich der Spaltstelle des AlIV-H5-Gens. FLI, Insel Riems

NDV-H5N1 Das Hamagglutinin- und Neuraminidase- Dr. A. Rdmer-Oberdorfer,

Protein des Isolates AlV
Al/whooper swan/Germany/R65/06 (H5N1)

exprimierende NDV-Rekombinante.

FLI, Insel Riems

3.1.3 Zellen

(CCLV = Collection of Cell Lines in Veterinary Medicine)

Katalog-Nummer

Name der Zelllinie

Beschreibung

CCLV-RIE 583

BHK-21/BSR/T7/5

T7 Polymerase exprimierende Sublinie der
Babyhamsternieren-Zelllinie BHK-21 (ATCC:
CCL-10) (Buchholz et al. 1999)

CEF

primare Hihner-Fibroblasten

(aus 10 Tage bebriteten SPF-Hihnereiern)

CEK

primare Nierenzellen von Hihnerembryonen

(aus 19 Tage bebriteten SPF-Hihnereiern)

CCLV-RIE 464
ATCC: CRL-2117

LMH

Permanente Zelllinie aus einem durch
Diethylnitrosamin induzierten hepatozellularem
Karzinom eines Leghorn—Hahnes der Rasse LM
(Kawaguchi et al. 1987).

CCLV-RIE 999

QM9 R

Sublinie der QM7-Zelllinie (ATCC: CRL-1062),
gewonnen aus einem 3-Methylcholanthren-
induzierten Fibrosarkom einer japanischen
Wachtel coturnix coturnix japonica, die in Serum-

haltigem Medium als Myoblasten replizieren.

314 Bakterien

Bakterien Hersteller

E. coli XL1 Blue Stratagene
E. coli XL10-Gold® Ultracompetent Cells Stratagene
E. coli JM 109 Promega

E. coliDH10B Invitrogen™
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3.1.5 Vektoren und rekombinante Plasmide

Plasmid

Hersteller / erhalten von

pcDNA3

Invitrogen™

pcDNA3-NDV F ¢

Dr. J. Veits, FLI, Insel Riems

pcDNA3-NDV HN ¢

Dr. J. Veits, FLI, Insel Riems

pCR®2.1-TOPQO®

Invitrogen™

pGem®-T Easy

Promega

pCite-NDV NP*

Dr. A. Romer-Oberdorfer, FLI, Insel Riems

pCite-NDV P*

Dr. A. Romer-Oberdorfer, FLI, Insel Riems

pCite-NDV L*

Dr. A. Romer-Oberdorfer, FLI, Insel Riems

pCR 2.1-TOPO-H9-5’

Dr. S. Weber, FLI, Insel Riems

pCR 2.1-TOPO-H9-3’

Dr. S. Weber, FLI, Insel Riems

pNDVH5Vm3 *

Dr. A. Romer-Oberdorfer, FLI, Insel Riems

+ (Veits et al. 2006)
* (Rémer-Oberdorfer et al. 1999)
* (Schroer et al. 2009)

3.1.6 Antikorper, Antiseren

Spezifitat des Serums

von Tierart | erhalten von

NDV Clone 30 polyklonal Kaninchen Dr. J. Veits,

FLI, Insel Riems
NDV polyklonal Huhn Dr. J. Veits

FLI, Insel Riems
NDV-F monospezifisch | Kaninchen Dr. J. Veits,

Vaccinia-Virus exprimiertes F-Protein
von NDV Clone 30

FLI, Insel Riems

NDV-HN

Vaccinia-Virus exprimiertes HN-Protein
von NDV Clone 30

monospezifisch | Kaninchen Dr. J. Veits,

FLI, Insel Riems

AlIV Alturkey/Wisconsin/1/66 (HON2)

polyklonal Huhn Dr. T. Harder,

FLI, Insel Riems
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AlV-H9 monospezifisch | Kaninchen Dr. J. Veits,
Vaccinia-Virus exprimiertes H9-Protein FLI, Insel Riems
des Isolates AlV

Alturkey/Wisconsin/1/66 (HON2)

AlV-N1 monospezifisch | Kaninchen Dr. W. Fuchs,
Vaccinia-Virus exprimiertes N1-Protein FLI, Insel Riems*
des Isolates AlV

A/chicken/Vietham/P41/2005 (H5N1)

AIV-N1 (bakt.-AIV-N1) monospezifisch | Kaninchen Dr. W. Fuchs,

E. coli exprimiertes N1-Protein des FLI, Insel Riems*
Isolates AIV

A/chicken/Vietham/P41/2005 (H5N1)

AlV-H5 monospezifisch | Kaninchen Dr. W. Fuchs,

Vaccinia-Virus exprimiertes H5-Protein
des Isolates AIV
A/chicken/Vietham/P41/2005 (H5N1)

FLI, Insel Riems*

* (Pavlova et al. 2009a)

Spezies-spezifische | Konjugat Globulinfraktion Hersteller

Zweitantikorper

Ziege a-Pute Meerrettichperoxidase | IgG (H+L) KPL, Medac GmbH

Kaninchen a-Huhn Meerrettichperoxidase | IgG (H+L) Jackson Immuno
Research

Ziege a-Kaninchen Meerrettichperoxidase | 1IgG (H+L) Jackson Immuno
Research

Ziege a-Pute FITC IgG (H+L) KPL, Medac GmbH

Ziege a-Kaninchen Alexa Fluor® 488 IgG (H+L) Invitrogen

Ziege a-Kaninchen Alexa Fluor® 594 IgG (H+L) Invitrogen

Ziege a-Huhn Alexa Fluor® 488 IgG (H+L) Invitrogen

Ziege a-Huhn Alexa Fluor® 594 IgG (H+L) Invitrogen
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31.7 Medien und Losungen fur die Zellkultur

Gelatine-Losung (0,5 % (w/v) in PBS)

Hanks Waschlésung

137 mM Natriumchlorid

5,6 mM D-(+)-Glucose

5,4 mM Kaliumchlorid

3,8 mM Calciumchlorid

0,4 mM Magnesiumsulfat

0,4 mM Dikaliumhydrogenphosphat
0,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat

0,0002 % (v/v)

Phenolrot

eingestellt auf pH-Wert: 7,1 bis 7,2; sterilfiltriert

ATV (Alsever’s Trypsin-Versen-Losung)

137 mM

Natriumchlorid

6,9 mM Natriumhydrogencarbonat
5,6 mM D-(+)-Glucose

5,3 mM Kaliumchlorid

0,7 mM EDTA

0,05 % (w/v) Trypsin

eingestellt auf pH-Wert: 7,1 bis 7,3; gelagert bei -20°C

ZB5

18 mM Natriumhydrogencarbonat
1 mM Natriumpyruvat

0,53 % (wiv) MEM Hanks

0,48 % (wiv) MEM Earle

10,0 % (v/v)

fetales Kalberserum (FKS)

1,0 % (v/v)

nicht-essentielle Aminosauren (NEAS; 100x)

eingestellt auf pH-Wert: 7,2; begast mit 2,5 % CO,; gelagert bei 2-8°C

ZB 5b unterscheidet sich in der Zusammensetzung von ZB 5 darin, dass statt 10 % FKS nur

5 % FKS eingesetzt werden.
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ZB 9d

1,0 % (VIv)

DMEM Earle

44 mM

Natriumhydrogencarbonat

eingestellt auf pH-Wert: 7,4; begast mit 2,5 % C

O,; gelagert bei 2-8°C

ZB 22

26 mM Natriumhydrogencarbonat
0,95 % (w/v) MEM Earle

10,0 % (v/v) FKS

eingestellt auf pH-Wert: 7,1; begast mit 2,5 % C

02

ZB 22a unterscheidet sich in der Zusammensetzung von ZB 22 darin, dass statt 10 % FKS

nur 2 % FKS enthalten sind.

ZB 23a

33 mM

Natriumhydrogencarbonat

1,25 % (W/v)

MEM Glasgow

0,1 % (w/v)

Kaseinpepton

0,05 % (w/v) Tryptosephosphat

0,05 % (w/v) Hefeextrakt

0,05 % (w/v) Fleischpepton

10,0 % (v/v) FKS

0,2 % (v/v) essentielle Aminosauren

eingestellt auf pH-Wert: 7,1; begast mit 2,5 % C

O,

3.1.8

Medien und Lésungen fur die Bakterienkultur

Luria-Bertani-(LB)-Medium [fllissig]

Luria-Bertani-(LB) [Agar-Platte]

1,0 % (w/v) Natriumchlorid

1,0 % (w/v) Natriumchlorid

1,0 % (w/v) Caseinhydrolysat

1,0 % (w/v) Caseinhydrolysat

0,5 % (w/v) Hefeextrakt

Hefeextrakt

)
0,5 % (wiv)
2,0 % (w/v) Agar

Bestandteile in Aqua dest. gel6st; autoklaviert

vor Gebrauch Antibiotika (0,01 % (w/v)

Ampicillin, sterilfiltriert) zugegeben

nach Abkuhlung auf ca. 50°C Antibiotika
(0,01 % (wlv) sterilfiltriert)

zugegeben

Ampicillin,
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SOB-Medium

10 mM Natriumchlorid
2,5 mM Kaliumchlorid

1,0 % (w/v) Caseinhydrolysat
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

Komponenten in Aqua dest. gel6st; autoklaviert

10 mM

Magnesiumchlorid*

10 mM

Magnesiumsulfat*

* aus separat autoklavierter Stammldsung

SOC-Medium

10 mM Natriumchlorid
2,5mM Kaliumchlorid

1,0 % (w/v) Caseinhydrolysat
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

Bestandteile in Aqua dest. gelost; autoklaviert

10 mM

Magnesiumchlorid*

10 mM

Magnesiumsulfat*

20 mM

Glucose **

* aus separat autoklavierter Stammldsung

** aus sterilfiltrierter Stammldésung

TFB-Medium

100 mM Kaliumchlorid

45 mM Mangan(ll)-chlorid

10 mM Calciumchlorid

10 mM Kaliummorpholinoethansulfonsaure
3mM Hexaminkobalt(lll)chlorid

eingestellt auf pH-Wert: 6,2; sterilfiltriert
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3.1.9

Sonstige Puffer und Losungen

0,8 % Agarose-Formaldehydgel

0,8 % (w/v)

Agarose

in DEPC-H,0 aufgekocht, auf ca. 50°C abgekuihlt

3,0 %

Formalin (37 %)

10,0 %

MAE-Puffer (10x)

Deionisiertes Formamid

Formamid mit 40 g/l Serdolit MB1 Uber zwei Stunden gerlhrt, filtriert, portioniert und bei -

20°C gelagert

DNA-Mini-Praparation Léosung |

0,1M TRIS

10 mM EDTA

0,04 % (w/v) RNase
eingestellt auf pH-Wert: 7,5; gelagert bei 4°C
DNA-Mini-Praparation Losung Il

0,2M Natriumhydroxid
1,0 % (w/v) SDS

vor Verwendung frisch angesetzt

DNA-Mini-Praparation Losung lll

3M Kaliumacetat
2M Eisessig
gelagert bei RT

Fixierlosung fiir SDS-Polyacrylamidgele

40,0 % (v/v) Methanol
10,0 % (v/v) Eisessig
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Guanidin-Isothiocyanat-Lésung

0,5 % (W/V)

Sarkosyl

4 M Guanidin-Isothiocyanat
100 mM 2-Mercaptoethanol
25 mM Natriumcitrat

Formamid dye

97,5 %

deionisiertes Formamid

0,3 % (w/v)

Bromphenolblau

0,3 % (W/V)

Xylencyanol

10 mM

EDTA

gelagert bei -20°C

Hybridisierungspuffer 1

60,0 % (V/v)

deionisiertes Formamid

10,0 % (v/v)

SSPE-Puffer (20x)

0,5 % (W/V)

Magermilchpulver

5,0 % (viv) denaturierte Heringssperma-DNA-L&sung
(10 mg/ml)

1,0 % (w/v) SDS

0,1 % (w/v) DEPC

Hybridisierungspuffer 2

60,0 % (V/v)

deionisiertes Formamid

10,0 % (Vv)

SSPE-Puffer (20x)

0,5 % (w/v)

Magermilchpulver

1,0 % (w/v) SDS

0,1 % (w/v) DEPC
Isoamylalkohol-Chloroform-Lésung (IAC)

96,0 % (v/v) Chloroform

4,0 % (VIV)

Isoamylalkohol
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lod-Desinfektionslosung fiir Eier

50 % (viv) Ethanol
3,5 % (wiv) lod
1,5 % (w/v) Kaliumiodid

Losung A fiir Proteinbestimmung

25,8 mM

Bicinchoninsaure

2 % (wlv)

Natriumcarbonat

0,16 % (W/v)

Natriumtartrat

0,95 % (Wiv)

Natriumhydrogencarbonat

eingestellt auf pH-Wert: 11,25

Losung B fiir Proteinbestimmung

4 % (wlv) Kupfersulfat
Loading Dye Fermentas
MAE-Puffer (10x)

0,2M MOPS

50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA

in DEPC-behandeltem Wasser autoklaviert

Magermilchlosung fiir Northern-Blot

10,0 % (W/v)

Magermilchpulver

0,02 % (v/v)

Natriumazid

gelagert bei 4°C

Natriumchlorid-Lésung

0,9 % (w/v)

Natriumchlorid
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PBS (10x)

140 mM Natriumchlorid

6,5 mM Dinatriumhydrogencarbonat
2,7 mM Kaliumchlorid

1,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat

eingestellt auf pH-Wert: 7,4; autoklaviert

Paraformaldehydlésung fir Zellfixierung 3 %ig

3,0 % (w/v)

Paraformaldehyd

11

PBS

bei 65°C unter Rihren geldst (Natriumhydroxid zum Klaren)

RITA

150 mM Natriumchlorid

10 mM TRIS-HCI (pH-Wert: 7,5)

2mM Methionin

1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
1,0 % (V/V) IGEPAL® CA-630

0,1 % (w/v) Ovalbumin

0,1 % (w/v) SDS

0,02 % (w/v) Natriumazid

RNA-Probenpuffer

60,3 % (VIv)

Formamid (deionisiert)

21,3 % (VIV)

Formaldehyd

12,1 % (vIv)

MAE-Puffer (10x)

6,0 % (v/v)

Formamid dye

0,3 % (v/v)

Ethidiumbromid (10 mg/ml)

SDS-Elektrophoresepuffer (10x)

25M Glycin
250 mM TRIS
1,0 % (w/v) SDS
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SDS-Probenpuffer

125 mM

TRIS-HCI (pH-Wert: 6,8)

20,0 % (VIv)

Glycerol

10,0 % (v/v)

2-Mercaptoethanol

4,0 % (w/v)

SDS

0,01 % (w/v)

Bromphenolblau

SDS-Polyacrylamidgelpuffer fiir das Sammelgel

05M

TRIS

0,4 % (W/V)

SDS

eingestellt auf pH-Wert: 6,8

SDS-Polyacrylamidgelpuffer fiir das Trenngel

1,5M

TRIS

0,4 % (wiv)

SDS

eingestellt auf pH-Wert: 8,8

SDS-Polyacrylamid-Trenngel 10 %

25,0 % (v/v)

SDS-Polyacrylamidgelpuffer fir Trenngele

10,0 % (v/v) Acrylamid
0,05 % (v/v) APS
0,1 % (v/v) TEMED

SDS-Polyacrylamid-Sammelgel 4 %

25,0 % (VIV)

SDS-Polyacrylamidgelpuffer fur Sammelgele

4,0 % (v/iv) Acrylamid
0,05 % (v/v) APS
0,1 % (v/v) TEMED

SSC-Puffer (20x)

3M

Natriumchlorid

0,3 M

Natriumcitrat

mit HCI eingestellt auf pH-Wert: 7,0; autoklaviert

40




SSPE-Puffer (20x)

3,6 M Natriumchlorid

0,2M Dinatriumhydrogenphosphat
20 mM EDTA

autoklaviert

TAE-Puffer (50x)

2M TRIS
250 mM Natriumacetat
50 mM EDTA

eingestellt auf pH-Wert: 7,8

TBS-T (10x)
150 mM Natriumchlorid
10 mM TRIS-HCI (pH-Wert: 8,0)

2,5 % (viv)

Tween 20

TE-Puffer

10 mM TRIS-HCI (pH-Wert: 7,4 bis 8,0)
1 mM EDTA

sterilfiltriert

TEN-Puffer (10x)

1,5M Natriumchlorid

02M TRIS-HCI (pH-Wert: 7,4)
10 mM EDTA

Transferpuffer

20 mM Glycin

2,5mM TRIS

20 % (v/v) Methanol

0,01 % (wiv) SDS
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Tupferproben-Medium

0,1 % Enrofloxacin
0,1 % Lincomycin
0,005 % Gentamicin
in ZB 5b Medium aufgenommen

3.1.10 Reagenzien

3.1.10.1 Nukleinsauren und Nukleotide
Nukleinsauren und Nukleotide Hersteller
dATP, dCTP, dGTP, dTTP Roche
denaturierte Heringssperma-DNA Promega
DNA Ladder GeneRuler™ 1 kbp Fermentas
IC2 (interne Kontroll-RNA) Labor Dr. B. Hoffmann, FLI, Insel Riems
Lambda Mix Marker 19 Fermentas
RNA Ladder 0,5-10 kb Invitrogen

[a*?P] -UTP Hartmann Analytic GmbH

Tab. 2: Primer

Bezeichnung Sequenz 5" -3’ Nukleotide | erhalten von /

veroffentlicht durch

Bm-HAs TAT TCG TCT CAG GGA 08 Dr. S. Weber, FLI,
GCA AAA GCA GGG G Insel Riems

Bm-HAas ATATCG TCT CGT ATT Dr. S. Weber, FLI,
AGT AGA AAC AAG GGT 35 Insel Riems
GTTTT

HION2-5HAs2 GGG GCAATTAGATTT Dr. S. Weber, FLI,
CcC 17 Insel Riems

HIN2-3HAas2 GTG GGG CAT ACA CCA Dr. S. Weber, FLI,
TCC ACC TAC CGA CAC 30 Insel Riems

AIVHOMUT_C816T_F CAT GTT CTT ACG GGA eigenes Design
GAG AGT CAT GGA AGA 41
ATC CTA AAG AC

AIVHOMUT_C816T_R GTCTTT AGGATTCTT eigenes Design
CCATGACTC TCT CCC 41
GTAAGAACATG
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AIVHO_F_430-448

TAC AGC GGA ACA AGC

eigenes Design

AGA G 19
AIVHO_F_886-905 GGA CTC AAT ACA ACC 20 eigenes Design
TTG CC
AIVHO_F_1240-60 AGG CTG AAC ATG ATC o1 eigenes Design
AAC AAC
AIVH9 R 572-553 TGT ATG CCC CAC ATG 20 eigenes Design
AAA AG
AIVH9 R 1002-983 AGC AGG CAC ATT CCT 20 eigenes Design
TAA AC
AIVH9 R 1429-10 CAA AGC ATC CGTTTC 20 eigenes Design
CAT CC
AIV_H9 F BamHI_Ncol | TAA GGA TCC ACC ATG eigenes Design
GAA ACA AAA GCA ATA 35
ATT GC
AIV_H9 R_Aflll_Notl AAG CGG CCG CCT TAA eigenes Design
GTATAATTG ACT CAA
TTA TAT ACA AAT GTT %
GCATCTG
PN6115-35F CCT AAT GTA CAA GCA Dr. J. Veits, FLI, Insel
AAA GGC 21 Riems
PN6424-42R CTAACG CAACTT GGC Dr. J. Veits, FLI, Insel
TAAC 19 Riems
UM12F AGC AAA AGC AGG Dr. S. Weber, FLI,
12 Insel Riems
M13-40for TAA CGC CAG GGTTTT Dr. J. Veits, FLI, Insel
CCC AGT 2 Riems
M13-48rev GCG GAT AAC AATTTC o Dr. J. Veits, FLI, Insel
ACA CAG G Riems
SP6 CAT TTA GGT GAC ACT 19 Dr. J. Veits, FLI, Insel
ATAG Riems
T7 TAA TAC GAC TCA CTA Dr. J. Veits, FLI, Insel
TAG GG 20 Riems
EGFP12-F TCG AGG GCG ACA CCC 17 (Hoffmann et al. 2005)

TG
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EGFP10-R CTT GTACAG CTC GTC 20 (Hoffmann et al. 2005)
CAT GC

IVA-M_1for AGA TGA GTC TTC TAA o4 (Spackman et al.
CCG AGG TCG 2002)

IVA-M1.1rev* TGC AAA AAC ATCTTC o4 (Spackman et al.
AAG T(Y)*T CTG 2002)

Wise_M_4100_F AGT GAT GTG CTC GGA 20 (Wise et al. 2004)
CCTTC

Wise-M-4220-R CCT GAG GAG AAG CAT 01 (Wise et al. 2004)
TTG CTA

* modifiziert nach Hoffmann (unpubliziert); Y beschreibt eine Wobble-Sequenz (C / T)

Diese Primer wurden von der Firma MWG Biotech hergestellt.

Tab. 3: modifizierte DNA-Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz 5 - 3’ Nukleotide | verdffentlicht durch

EGFP-1-HEX HEX-AGC ACC CAG TCC 99 (Hoffmann et al. 2005)
GCC CTG AGC A-BHQ1

IVA-M_1-FAM-BHQ FAM-TCA GGC CCC CTC 20 (Spackman et al. 2002)
AAA GCC GA-BHQ1

Wise-M-4169-FAM FAM-TTC TCT AGC AGT (Wise et al. 2004)
GGG ACA GCC TGC- 27
BHQ1

Diese modifizierten DNA-Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech hergestellt.

3.1.10.2 Aminosauren und Proteine

Aminosauren und Proteine

Bovines Serum Albumin (BSA)
["*C]-Proteinmarker (14 bis 220 kDa)
Page Ruler Prestained Protein Ladder

Pansorbin® cells standardized

Protein A-Suspension (Staph. aureus)

[*°S]-markiertes Methionin
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Promega

Fermentas

Calbiochem®

Amersham-Pharmacia

Hartmann Analytic GmbH




3.1.10.3 Enzyme und deren Puffer

Restriktionsendonuklease
Aflll

BamH|

Bsml

EcoRl

Ncol

Notl

Sacl

Enzyme

alkalische Phosphatase (CIP)
DNase |

Klenow-Fragment

Platinum® Pfx DNA Polymerase
RNase A

RNasin

SP6 RNA-Polymerase

T4 DNA-Ligase

T7 RNA-Polymerase

3.1.10.4 Kits

Kit

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing

Kit

ECL Western blotting detection reagents and

analysis system

ID Screen® Influenza A Antibody Competition

ELISA Kit

ID Screen® Influenza N1 Antibody
Competition ELISA Kit
NucleoSpin® 96 Virus Core Kit
QIAamp® Viral RNA Mini Kit
QIAEX® Il Kit

QIAfilter Plasmid Maxi Kit

Qiagen® Plasmid Purification Mini Kit

Hersteller
New England Biolabs

Promega

Roche, bzw. New England Biolabs

Promega

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs

Hersteller

Roche

Promega

New England Biolabs
Invitrogen

Sigma-Aldrich®, bzw. Serva
Promega

New England Biolabs
Roche

Promega

Hersteller

Applied Biosystems
Amersham-Pharmacia
ID.Vet

ID.Vet
Macherey-Nagel
Qiagen

Qiagen

Qiagen
Qiagen
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QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit

QIAquick® Gel Extraktion Kit

QIAquick® Nucleotide Removal Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QuikChange® Il XL Site-Directed
Mutagenesis Kit

RNA Transcription Kit

SigmaSpin™ Post-Reaction Clean-up
Columns

SuperScript™ Ill One-Step RT-PCR System
with Platinum® Tag DNA Polymerase

TNT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems

3.1.10.5 Chemikalien

Chemikalie

Aceton

Acrylamid

Agar (bacteriological grade)
Agarose (electrophoresis grade)
Ampicillin
Amplify™
NAMP100
APS

Bicinchoninsaure

Fluorographic Reagent

Brennspiritus
Bromphenolblau
Césiumchlorid
Casein-Hydrolysat
Chloroform

DEPC

Dextrose (D-(+)-Glucose)
Diethylether
Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
DMEM Earle

DMSO

Code

Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen

Stratagene

Stratagene
Sigma-Aldrich

Invitrogen

Promega

Hersteller

Roth

BioRad

MP Biomedicals Inc.
Invitrogen™

Roth

Amersham Biosciences Ltd.

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Chemica GmbH
Ferak

Roth

Oxoid

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Roth

Fluka

Roth
Sigma-Aldrich
Roth
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EDTA

EGTA

Enrofloxacin (10 %) Baytril®
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Evans blue

fetales Kalberserum (FKS)
Formaldehyd (37 %)
Formamid

Geneticin G418
Gentamycin 50

Glucose

Glycerin

Glycin
Guanidin-Isothiocyanat
Hefeextrakt
Hexaminkobalt(l11)chlorid
IGEPAL ©® CA-630

lod

Isoamylalkohol Rotipuran
Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumiodid
Kaliummorpholinoethansulfonsaure
Ketamin 10 %

Kupfersulfat

LB-Agar (Lennox-L Agar)
Lincomycin 200
Lipofectamine™ 2000 Reagent
Magermilchpulver
Mangan(ll)-chlorid

MEM Earle

MEM Glasgow BHK21

Roth
Roth

Bayer Health Care

Roth
Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth
Roth

Gibco (Invitrogen)

Medistar
Roth
Roth
Roth
Roth
Difco
Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Roth
Roth
Scharlau
Roth
Roth
Roth
Roth
Medistar
Roth

Invitrogen

Ceva Tiergesundheit

Invitrogen

Hobbybacker Versand

Roth
Gibco
Sigma-Aldrich
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MEM Hanks
2-Mercaptoethanol
Methanol

MOPS

Natriumacetat
Natriumazid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumpyruvat

Natriumtartrat

nicht-essentielle Aminosauren (NEAS)
Nuklease-freies Wasser (DEPC-behandelt)

Opti-Mem + GlutaMAX™
Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin-Streptomycin
PMSF

Roti®-Phenol
Rotiphorese® Gel 30
D(+)-Saccharose
Salzsaure

Sarkosyl (N-Lauroylsarcosin)
SDS (ultra pure)
Sephadex G75

Serdolit MB

TEMED

TRIS (ultra pure)

Triton X

Trypsin

Tween® 20

Wofasteril®

Xylazin 2 %

Xylencyanol

Sigma-Aldrich

MP Biomedicals

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Fluka

Roth

Biochrom

Roth

Gibco (Invitrogen)
Roth

Sigma-Aldrich

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma-Aldrich

Roth

Pharmacia Fine Chemicals AB
Serva

Fluka (Biochemika), bzw. Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma-Aldrich

Kesla Pharma Wolfen GmbH
Bernburg Serumwerke
Roth
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3.1.11 Gerate, Laborhilfsmittel

Gerat

Brutgerate

Brutschranke flr Bakterien und Zellen
Bakterienschuttler (mehrere Modelle)
Elektroblotapparatur Trans-Blot Semi-Dry
Feinwaage, Analysenwaage BP310S
Fluoreszenzmikroskop Optiphot 2
Fluoreszenzmikroskop 1X 50
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2
Gelelektrophoresekammern, horizontal
Gel-Trockner Model 583

Genetic Analyser 3130

Gerat flr Ultraschallbehandlung
Branson Sonifer 450
Magnetruhrer EM2, M30E

Mikrowelle 8018E

pH-Meter

Phosphoimager FLA 3000

Pipetten
Radioaktivitats-Handmessgerat LB 122
Rontgenfilmkassetten

Schattler KL 2

Schuttelheizblock Thermomixer 5436
Sicherheitswerkbank Uniflow UVUB 1200
Spannungsgerate

Tischzentrifugen (5415 C; 5417 C)
Transilluminator

Optima TL Ultrazentrifuge

UV Crosslinker Stratalinker 1800
Vakuumtrockenofen LMM
Verstarkerfolien Curix MR 800

Vortex REAX 2000

Vortex Genie

Waage

Wasserbad

Zentrifugen (Megafuge 1.0R; Multifuge 1S-R)

Hersteller

J. Hemel Brutgerate, Grumbach

Bachhofer, Heraeus
New Brunswick Scientific
BioRad

Sartorius

Nikon

Olympus

Zeiss

BioRad

BioRad

Applied Biosystems

Heinemann

Framo
Privileg

WTW

Fuji
Eppendorf
Berthold
AGFA
Edmund Buhler
Eppendorf
Uniequip
BioRad
Eppendorf
Sera, Herolab
Beckmann
Stratagene
Labor Muszeriparig Mivek
AGFA
Heidolph
Bachhofer
Sartorius
GFL

Heraeus sepatech
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3.1.12 Verbrauchsmaterial
Material
Adhesive PCR Foil seals

d™-N* positiv geladene

Amersham Hybon
Nylon Transfer Membran

BD Mikrotainer® SST™ Tubes
Blutagarplatten
Einmalpipetten
Kryokonservierungsgefalie
Micro-Platte, 96-well, F-Form
Micro-Platte, 96-well, U-Form
Parafilm

PCR-Tubes 0,2 ml

Pipettenspitzen
(DNase / RNase frei; mit / ohne Filter)
Réntgenfilme: Hyperfilm ™ MP

Skalpellklingen

Spritzen und Kaniilen

Stericup® Sterilfiltration

Thermo-Fast® 96, Non-Skirted
(96-well-PCR-Platte)

Thermowell™ Tubes 0,5 ml

Ultra Clear Cap Stripes

Whatman® Gel Blotting Papier
Whatman® Protran® Nitrocellulose Transfer
Membran

Zellkulturflaschen T25, T75
Zellkulturplatten (96, 48, 24, 12 & 6 well)
Zellschaber

Zentrifugengefalie

Hersteller
Thermo scientific, Abgene House

Amersham Bioscience Ltd.

Becton and Dickinson

Becton and Dickinson

Sarstedt

Greiner Bio-one

Greiner Bio-one

Greiner Bio-one

Pechiny Plastic Packaging
Biozym® Biotech Trading GmbH
Nerbe

Amersham Bioscience Ltd.
Aesculap

Terumo

Millipore

Thermo scientific, Abgene House

Corning Inc.

Thermo scientific, Abgene House
Schleicher & Schiill

Schleicher & Schiill

Becton & Dickinson; Falcon™; Corning Inc.
Corning Inc.
Sarstedt

Corning Inc.
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3.2 Methoden
3.21 Zellkultur

Eukaryontische Zellen wurden in H,O gesattigter Atmosphare bei 37°C und 5 % CO,
inkubiert.

3.21.1 Praparation von Primarzellen aus Hiihnerembryonen

Das kinstliche Bebriten von befruchteten, spezifisch pathogen freien (SPF)-Hihnereiern
fand unter regelmafigem Wenden 19 Tage bei 37,5° C und 50 % Luftfeuchtigkeit statt.

3.21.1.1 CEK-Zellen

Der Eroffnung der Eierschale folgte die sterile Enthahme der Embryonen, welche sofort
dekapitiert wurden. Zur Gewinnung von primaren HuUhnernierenzellen (chicken embryo
kidney cells, CEK), schloss sich die Praparation der Huhnernieren, die Zerkleinerung der
Organe mit sterilem Besteck, sowie das Waschen mit Hanks Waschlésung an. Die
zerkleinerten Organe wurden zweimal fur 30 min. mit auf 37°C vorgewarmter Alsever’s
Trypsin-Versen-Ldsung (ATV) unter Rihren inkubiert. Nach Filtration durch Gaze wurden die
Suspensionen bei 1.200 rpm fiir 5 min. sedimentiert, der Uberstand verworfen und das Zell-
Sediment in ZB 22 Medium resuspendiert. Um eine bessere Haftung der Zellen zu erreichen,
erfolgte die Aussaat auf mit steriler Gelatine-Lésung Uber Nacht vorinkubierten
Kulturgefallen. Die Zellen wurden nach Bildung eines konfluenten Zellrasens

(ca. 24 Stunden) unter Verwendung des Mediums ZB 22 a infiziert.

3.21.1.2 CEF-Zellen

Auf die Er6ffnung der Eierschale folgten die sterile Entnahme und die sofortige Dekaptitation
der Embryonen. Nach Entfernen der Augen wurden die Embryonen in einem Erlenmeyer-
Kolben zweimal mit ZB 9d gewaschen und mit einer Schere zerkleinert. Dann wurde dreimal
mit ZB 9d gewaschen, worauf sich zweimalige Inkubation mit ATV unter Ruhren bei 37°C fur
jeweils 20 min. anschloss. Danach wurde die Zell-Suspension (chicken embryo fibroblast
cells, CEF) mit ZB 5 auf ca. 50 ml pro Embryo aufgefillt, und durch Gaze filtriert, um grobe
Gewebsstucke zu entfernen. Die Zellzahl wurde unter Nutzung einer Thoma-Kammer
ermittelt und auf eine Konzentration von 10° Zellen/ml eingestellt. Nach Bildung eines
konfluenten Zellrasens (1 bis 2 Tage) wurden die Zellen unter Einsatz des Mediums ZB 5b

infiziert.
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3.2.1.2 Vermehrung von permanenten Zelllinien
3.21.21 Vermehrung von LMH-Zellen

Das Umsetzen der LMH-Zellen fand alle 3 bis 4 Tage durch Ablésen der Zellen mit ATV
statt. Die Zellen wurden in ZB 5 Medium resuspendiert und im Verhaltnis 1:2 bis 1:6 in neue
Zellkulturflaschen oder im Verhaltnis 1:2 auf ZellkulturgefalRe umgesetzt und am Folgetag
verwendet. Fir Infektionen bzw. Transfektionen (3.2.1.3) der Zellen wurde das Medium ZB

5b verwendet.

3.21.2.2 Vermehrung von QM9-Zellen

Das Umsetzen der QM9-Zellen erfolgte alle 3 bis 4 Tage durch Ablésen der Zellen mit ATV.
Die Zellen wurden in ZB 5 Medium resuspendiert und im Verhaltnis 1:3 bis 1:6 in neue
Zellkulturflaschen umgesetzt. Um die Zellen am Folgetag zu verwenden, wurden sie im
Verhaltnis 1:2 auf die bendtigten Zellkulturgefalle umgesetzt. Bei Verwendung der Zellen
erhielten diese das Medium ZB 5b.

3.21.2.3 Vermehrung von BHK-21/BSR/T7/5-Zellen

BHK-21/BSR/T7/5-Zellen wurden alle 3 bis 4 Tage umgesetzt. Durch etwa 10-minutige
Inkubation mit ATV bei 37°C, erfolgte die Vereinzelung der Zellen. Im Anschluss wurden die
Zellen in ZB 23a Medium aufgenommen und in Zellkulturflaschen im Verhaltnis 1:4 bis 1:6
ausgesat. Zur Aufrechterhaltung der T7-RNA-Polymerase exprimierenden Zellpopulation
wurde dem Medium wdchentlich 20 pug /ml Geneticin zugesetzt. Zur Verwendung am
Folgetag wurden die Zellen im Verhaltnis 1:2 in 6-well-ZellkulturgefaBen ausgesat. Die

Inkubation transfizierter Zellen (3.2.1.4) erfolgte unter Verwendung des Mediums ZB 23a.

3.21.3 Transfektion eukaryontischer Zellen

Fur die Transfektion eukaryontischer Zellen wurden am Vortag LMH-Zellen (3.2.1.2.1) 1:2
auf 6-well-Zellkulturschalen ausgesat. Dazu wurden 3 ug Plasmid-DNA mit Opti-MEM auf ein
Volumen von 50 ul (Ansatz 1) gebracht und leicht gemischt. Daneben wurde ein zweiter
Ansatz mit 6 ul Lipofectamine 2000 und 44 ul Opti-MEM (DNA:Lipofectamine 2000 1:2)
hergestellt und ebenfalls leicht gemischt. Die Ansatze wurden 5 min. bei Raumtemperatur
(RT) inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Zellen zwei Mal mit Opti-MEM (500 pl)
gewaschen. AnschlieRend wurde Ansatz | mit Ansatz Il gemischt und 20 min. bei RT
inkubiert. Das Opti-MEM wurde von den Zellen entfernt und durch das Medium ZB 5b (2 ml)
ersetzt. Die 100 pyl DNA-Lipofectamine-Komplexe (Ansatz | und IlI) wurden langsam und

gleichmafig auf die Zellen getropft und vorsichtig durch Hin-und-Her-Schieben der Platte
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verteilt. Nach 4 - 6 Stunden wurde das Medium abgesaugt, durch frisches ZB 5b ersetzt und
die Inkubation fur 24 bis 48 Stunden fortgefuhrt.

3.21.4 Transfektion zur Generierung rekombinanter ND-Viren

Mittels des reversen genetischen Systems wurde infektidses NDV aus klonierter cDNA
erzeugt (Rémer-Oberdorfer et al. 1999). Dazu wurden am Vortag BHK-21/BSR/T7/5-Zellen
(3.2.1.2.3) 1:2 auf 6-well-Zellkulturschalen ausgesat. Waren die Zellen zu ca. 80 % konfluent,
wurde ein DNA-Mix (Ansatz |) aus pNDV-H9 (5 pg), pCiteNP (2 ug), pCiteP (2 ug),
pCiteL (1 pg) in 250 pl Opti-MEM und ein 250 ul Ansatz Il (mit 40 ul Lipofectamine 2000 und
210 ul Opti-MEM) hergestellt, jeweils leicht gemischt und 5 min. bei RT inkubiert. Die
Ansatze wurden vereinigt und erneut fir 20 min. bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit
wurden die Zellen zwei Mal mit Opti-MEM (1000 pl) gewaschen. Vor dem langsamen
Auftropfen der 500 yl DNA-Lipofectamine-Komplexe (Ansatz | und Il) wurde das Opti-MEM
von den Zellen entfernt und durch Medium ZB 23a (2.000 ul) ersetzt. Die Zellen wurden fiir
48 Stunden bei 37°C inkubiert, wobei nach 6 Stunden ein erneuter Mediumwechsel erfolgte.
Zur Vermehrung potentiell entstandener infektioser Viren wurde der Uberstand, sowie die
durch einen Frier-Tau-Zyklus aufgeschlossenen Zellen a 200 pul in die Allantois-Hohle
10 Tage alter, embryonierter SPF-HUhnereier inokuliert (3.2.2.1). Die Allantois-Flussigkeit
wurde geerntet (3.2.2.1) und die Anwesenheit infektidsen NDV mittels Hamagglutinationstest
(3.2.2.3.1) bzw. nach Infektion von Zellkulturen mittels indirekten Immunfluoreszenz-Tests
(3.2.11.2) gepruft.

3.2.2 Virusvermehrung und -reinigung, -titerbestimmung
3.2.21 Virusvermehrung, Eikultur

Bebriiten der SPF-Eier

Die Eier wurden vor Einlage in das Brutgerat einer Oberflachendesinfektion im Tauchbad mit
0,3 %iger Wofasteril®-Lésung unterzogen. Die Inkubation der Eier erfolgte bei 37,5°C und
50 % Luftfeuchtigkeit unter regelmaligem Wenden. Vor Verwendung der Eier wurde die
Vitalitdt der Embryonen mittels einer Schierlampe gepruft.

Virusvermehrung im Ei

Sowohl fur APMV-1 als auch fur AlV ist die Vermehrung im embryonierten Huhnerei die
Methode der Wahl, da vergleichbare Vermehrungsbedingungen in der Zellkultur bislang nicht
erreicht werden konnten. Die Vermehrung genannter Viren erfolgte in der Allantois-Hoéhle
10 Tage alter, embryonierter Hilhnereier. Dazu wurden die Eier mit Jod-Lésung am stumpfen
Pol desinfiziert und zentral ein kleines Loch in die Schale gebohrt. Durch dieses Loch wurde

das Virus in einem Volumen von 200 ul mittels Spritze und Kandle in die Allantois-Hohle
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inokuliert. Die Offnung wurde mit Kerzenwachs verschlossen und anschlieRend unter den
oben genannten Bedingungen 5 Tage weiter inkubiert. Zur Prufung der Vitalitat der
Embryonen wurden die Eier ab der 24. Stunde nach Beimpfung, sowie zweimal taglich
geschiert. Eier deren Embryonen abgestorben waren, sowie bei der abschlieRenden
Durchleuchtung 120 Stunden nach Beimpfung auch Eier mit Uberlebenden Embryonen,
wurden vor der Ernte der Allantois-FlUssigkeit zunachst Gber Nacht im Kihlschrank (4°C)
gelagert.

Ernte der Allantois-Fliissigkeit

Unter sterilen Bedingungen wurden die Eier am stumpfen Pol mit einer Schere eréffnet und
die Eierschale und Eihaut abgehoben. Mit einer sterilen Pipette wurde die Allantois-
Flussigkeit abgesaugt und in einem 15 ml ZentrifugengefaR (berfiihrt. Zur Uberpriifung der
Keimfreiheit wurde ein Tropfen der Allantois-FlUssigkeit auf einer Blutagarplatte
ausgestrichen und bei 37°C fir 3 Tage inkubiert. Die Allantois-Flissigkeit wurde fir 5 min.
bei 3.000 rpm zentrifugiert, die geklarte Allantois-Flussigkeit in ein frisches Gefal tUberfiuhrt
und bei -70°C gelagert.

3.2.2.2 Praparation von Virionen

Um Virionen zu praparieren, wurde frisch geerntete und geklarte Allantois-Flussigkeit
(3.2.2.1) NDV- bzw. AlV-infizierter Eier verwendet. Dazu wurden die Viren aus der Allantois-
Flissigkeit mittels Ultrazentrifugation (Rotor TLA 55) bei 45.000 rpm, fiir 2 min. sedimentiert.
Das Sediment wurde in TEN-Puffer gelést und die Virionen in einem kontinuierlichen CsClI-
Gradienten (20-45 % in TEN; 1,75 ml je Verdlnnung) flr eine Stunde bei 27.000 rpm und
4°C separiert. Die Virionen-haltige Bande wurde im Streulicht vorsichtig abgesaugt, in einen
Dialyseschlauch Uberfuhrt und zweimalig 24 Stunden gegen PBS-Puffer dialysiert.
SchlieBlich wurde der Proteingehalt (3.2.2.4) der Virionenpraparation bestimmt. Die
gereinigten Virionen wurden im Anschluss in der Western Blot-Analyse (3.2.11.1) und in der

Immun-Elektronenmikroskopie (3.2.11.4) untersucht.

3.2.2.3 Bestimmung des Virusgehaltes
3.2.2.3.1 Hamagglutinationstest

Im Hamagglutinationstest wird die Fahigkeit einiger Viren (z.B. Orthomyxoviren,
Paramyxoviren) durch ihre Oberflachenantigene Erythrozyten bestimmter Art zu vernetzen
(Hamagglutination) genutzt (Rolle und Mayr 2002).

Der Test wurde entsprechend dem OIE Manual of Standards for Diagnostic Tests and
Vaccines (OIE 2009b) durchgeflhrt. In eine 96-well-U-Boden-Platte wurden in jede
Vertiefung 25 pl PBS vorgelegt. In die erste Reihe wurden je 25 pl der zu testenden
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Flussigkeiten (z.B. Allantois-Flussigkeit) bzw. PBS als Negativkontrolle pipettiert. Beginnend
mit den 1:2 verdunnt vorliegenden Proben wurden je 25 pl Uber die Platte titriert und somit
eine Verdunnungsreihe in 2er-Stufen hergestellt. Im Anschluss erhielt jede Vertiefung
weitere 25 yl PBS sowie 25 yl einer 1 %igen Hihnererythrozyten-Suspension. Der Test war
nach 30-40 min. bei RT oder 60 min. bei 2 - 8°C durch schrages Halten der Platte
auszuwerten, wenn bei der Erythrozytenkontrolle eine tropfenférmige Strémung der
Erythrozyten zu erkennen war. Eine positive Reaktion lag vor, wenn sich die Erythrozyten
durch die Vernetzung nicht absetzten und somit nicht abliefen. Die héchste Verdinnung, die
eine Agglutination verursachte, gab den Titer an und enthielt definitionsgemall eine

hamagglutinierende Einheit.

3.2.2.3.2 Zellkultur-infektiose Dosis 50 (tissue culture infectious dose 50, TCIDs)

Die TCIDs, dient der Infektiositats-Bestimmung eines Virus in Zellkultur, und gibt den
Virustiter wider, bei dem 50 % der Zellen infiziert werden. Es handelt sich um eine
Endpunktbestimmung mittels Verdliinnungsverfahren (Allan und Hebert 1968).

Zur Bestimmung der TCIDsq wurden ein Tag zuvor Zellkulturen angelegt, so dass sie zum
Zeitpunkt der Infektion konfluent waren. Das Virus-haltige Ausgangsmaterial wurde in
geeignetem Medium logarithmisch verdiinnt, je 100 ul der Verdinnungen auf 4 Wells einer
96-well-Zellkulturplatte verbracht und fir 18 bis 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach
Fixierung der Zellen mit Methanol-Aceton wurden die infizierten Zellen mittels indirekten
Immunfluoreszenztests (3.2.11.2) nachgewiesen. Die in der Ausgangssuspension
vorhandene Virusmenge wurde nach der Formel von Spearman—Karber (Spearman 1908;

Kaerber 1931) berechnet und als TCIDs, angegeben.

log TCIDso = — Ly — Ling (S — 0,5)

L, Logarithmus der héchsten  Verdinnungsstufe mit der Reaktionsrate

R (Positive / Gesamtzahl einer Verdiinnungsstufe) = 1,0

Lint Logarithmus des Verdinnungsintervalls (bei Zehnerverdiinnung = 1)
S Summe der Reaktionsraten aller Verdiinnungsstufen = L,
0,5 Konstante

3.2.2.3.3 Berechnung der Infektionsdosis fiir Zellen (MOI)

Die Abkirzung MOI steht fur ,multiplicity of infection® (Vielfachheit der Infektion) und
beschreibt das zahlenmallige Verhaltnis von infektidsen Viruspartikeln zu Zielzellen. Die
Berechnung der MOI erfolgte auf Basis des ermittelten TCIDsp-Wertes (3.2.2.3.2) des Virus.
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Folgende Formel kam zur Anwendung:
MOI = [(Anzahl Zellen) / (TCIDso-Wert des Virus)] x 2
Da der TCIDsg-Wert sich nur auf 50 % der infizierten Zellen bezieht, wurde mit dem Faktor 2

multipliziert.

3.2.2.3.4 Ei-infektiose Dosis 50 (egg infectious dose 50, EIDs)

Die EIDsy bezeichnet die Infektiositat eines Virus im Ei und wird entsprechend der TCIDsq
(3.2.2.3.2) ermittelt. Dafiir wurden Verdiinnungen des Virus in sterlem PBS von 10" bis
10" hergestellt und jeweils auf eine definierte Anzahl an SPF-Eiern wie unter (3.2.2.1)
verimpft und geerntet. Die Allantois-FlUssigkeiten wurden im Hamagglutinationstest
(3.2.2.3.1), bzw. nach Infektion von Zellen mittels indirekten Immunfluoreszenztests
(3.2.11.2) auf die Prasenz von Virus uberprift. Die Berechnung der EIDs, erfolgte analog zur
TCIDs (3.2.2.3.2).

3.2.2.4 Bestimmung des Proteingehaltes

Zur Bestimmung des Proteingehaltes einer L6sung nach Smith-Adams wurde eine Eichreihe
mit definiertem Proteingehalt (von 0 bis 16 pg) unter Verwendung von bovinem Serum
Albumin (BSA) erstellt, an Hand derer die Proteinkonzentration ermittelt werden konnte.
Dazu wurden je 20 pl Lésung der Probe bzw. der Eichlésung zu je 1 ml der
Gebrauchslésung (20 ul Lésung B je ml Lésung A) hinzugefiigt, fir 30 min. bei 60°C
inkubiert und nach Abkuhlung auf RT die Extinktion bei 562 nm photometrisch bestimmt
(Smith et al. 1985).

3.2.2.5 Wachstumskinetik

Fur die Bestimmung der Wachstumskinetik wurden 60 SPF-Eier mit lebenden Embryonen
mit 102 EIDs, des Virus pro 200 ul nach dem unter Virusvermehrung (3.2.2.1) beschriebenen
Schema beimpft. Zu den Zeitpunkten 0, 12, 24, 36, 48, 60, bzw. 72 Stunden nach der
Beimpfung wurden je 4 Eier mit lebenden Embroyen in 4°C verbracht und am Folgetag die
Allantois-Flussigkeiten (3.2.2.1) der vier zu einer Zeiteinheit gehodrenden Eier geerntet,
zusammengefihrt (poolen) und in zwei Portionen bei -70°C gelagert. Der Gehalt an
Nachkommenviren wurde durch die Bestimmung der TCIDsy (3.2.2.3.2) der gepoolten
Allantois-Flussigkeiten ermittelt und der Durchschnittswert aus zwei unabhangigen

Versuchen berechnet.
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3.2.3 Isolierung von Nukleinsauren
3.2.3.1 Praparation von Gesamtzell-RNA

Infizierte und nicht infizierte Zellen wurden flr die Praparation von Gesamtzell-RNA einmal
mit PBS gewaschen und durch Uberschichten mit 1 ml / 107 Zellen Guanidin-Isothiocyanat-
Lésung (Chomczynski und Sacchi 1987) lysiert. Die Zell-Lysate wurden in ein 15 ml
Zentrifugen-Roéhrchen Uberfuhrt, mit einem Zehntel Volumen Natriumacetat (2 M, pH 4,0),
einem Volumen Phenol und einem Finftel Volumen IAC (Isoamylalkohol-Chloroform-
Losung) versetzt und durch Invertieren gemischt. Nach 5-mindtiger Inkubation auf Eis
wurden die Ansatze bei 4.000 rpm und 4°C fir 30 min. zentrifugiert. Die wassrige Phase
wurde abgenommen, mit einem Volumen Isopropanol versetzt und die RNA bei -20°C Uber
Nacht prazipitiert. Durch Zentrifugieren ber 30 min. bei 6.000 rpm und 4°C sedimentierte die
RNA. Nach Waschen des Sedimentes mit 70 %igem Ethanol und erneutem Zentrifugieren
bei 6.000 rpm und 4°C fir 5 min. wurde die RNA bei 37°C getrocknet, in DEPC-behandeltem

Wasser aufgenommen und bei -70°C gelagert.

3.2.3.2 Praparation von viraler RNA

Die Praparation viraler RNA aus geklarter Allantois-FlUssigkeit infizierter Eier erfolgte unter
Verwendung des QlAamp Viral RNA Mini Kit nach Anweisung des Herstellers (QIAamp®
Viral RNA Mini Handbook, 3™ Ed, 2007). Es wurde das Zentrifugen-Protokoll verwendet. Das
Prinzip der RNA-Praparation umfasst dabei die Lyse der Probe unter stark denaturierenden
Bedingungen und die Bindung der RNA an eine Silikamembran. Nach Waschschritten, zur
Entfernung von Proteinen, Nukleasen und andere Kontaminanten oder Inhibitoren wird die
RNA wieder eluiert. Diese wurde in einem adaquaten Volumen RNase-freiem Wasser

aufgenommen, nach Konzentrationsbestimmung (3.2.3.8) portioniert und bei -70 °C gelagert.

3.2.3.3 Anzucht und Praparation von Plasmid-DNA
3.2.3.3.1  Anzucht Plasmid-DNA tragender Bakterien

Die Anzucht Plasmid-DNA tragender Bakterienklone aus Einzelkolonien erfolgte unter Zusatz
selektiver Antibiotika in ca. 2,2 ml LB-Medium Uber Nacht bei 37°C fiir eine Minipraparation
(3.2.3.3.2). Zur Gewinnung reinerer Plasmid-DNA in groReren Mengen wurde eine
Maxipraparation (3.2.3.3.2) durchgefuhrt. Dazu wurden die gewlnschten Bakterienklone auf
einer LB-Agarplatte ausgestrichen und eine einzelne Kolonie in 2 ml LB-Medium Uber Tag
bei 37°C angezogen. Eine gréRere Kultur von 200 bis 500 ml Medium wurde mit 1/1000
dieser Vorkultur beimpft und tber Nacht bei 37°C vermehrt. Die Anzucht erfolgte in allen

Schritten unter Zusatz selektiver Antibiotika.
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3.2.3.3.2 Praparation von Plasmid-DNA

Die Plasmid-Isolation aus Bakterien erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse
(Birnboim und Doly 1979).

Minipraparation

Nach Anzucht Plasmid-DNA-tragender Bakterien wurden 1,8 ml der Bakteriensuspension flr
5 min. bei 5.000 rpm zentrifugiert und das Sediment in 200 yl DNA-Mini-Praparation Lésung |
resuspendiert. Die Zugabe von 200 ul DNA-Mini-Praparation Lésung Il hatte die Lyse der
Bakterien, sowie die Denaturierung der Plasmid-DNA zur Folge. Zur Renaturierung der
Plasmid-DNA wurden 200 pl DNA-Mini-Praparation Losung Ill hinzugefugt und invertiert.
AnschlieRend wurde der Ansatz bei 14.000 rpm fiir 5 min. sedimentiert und der Uberstand in
ein neues Gefaly Uberfiihrt. Durch Zugabe von ca. 400 ul Isopropanol (3.2.3.6) wurde die
DNA gefallt und in 20 — 50 yl Wasser aufgenommen. Zur Charakterisierung der Plasmide
wurden die Restriktionsanalyse (3.2.8) und gegebenenfalls eine Sequenzierung (3.2.7)
durchgeflhrt.

Maxipraparation

Die Maxipraparation wurde mit Hilfe des QIAfilter Plasmid Maxi Kit (Qiagen®) nach den

Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.2.3.4 Aufreinigung von DNA aus wassrigen Losungen

Um die DNA nach der, in der PCR (3.2.6) erfolgten Amplifikation von Primern, Proteinen und
Salzen zu reinigen, wurde das QIAquick PCR Purification Kit der Firma Qiagen® eingesetzt
und nach dem Herstellerprotokoll durchgeflhrt. Das Prinzip dieser Reinigung macht sich die
unterschiedlich starke Bindung von DNA, RNA und Proteinen an die Silikamembran der
Anionentauschersaule zu Nutze. Durch den pH-Wert und die lonenstarke des Waschpuffers
werden Proteine und RNA gel6st. Danach kann die DNA eluiert werden. AnschlieRend wurde
die DNA mit Isopropanol (3.2.3.6) gefallt.

3.2.3.5 Phenol / Chloroform-Extraktion

Diese Methode wurde flir die Reinigung von DNA nach der enzymatischen Restriktion
verwendet und nutzt das von Kirby (Kirby 1956) beschriebene Prinzip. Der
Restriktionsansatz wurde in seinem Volumen mit Wasser auf mindestens 300 ul erhdht und
nacheinander mit einem Volumen Phenol (dieser Ansatz wurde 5 min. auf Eis gekunhlt),
einem Volumen Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol-Gemisch (25:24:1, v/v) und einem
Volumen IAC ausgeschuttelt. Dazwischen wurde jeweils bei 14.000 rpm zentrifugiert, um
eine schnelle und deutliche Phasentrennung zu erreichen. Die Nukleinsdure-haltige wassrige

Phase wurde nach jedem Zentrifugieren in ein neues Gefal} Uberflhrt. Anschlielend wurde
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die DNA mit Ethanol geféllt und in einem geeigneten Volumen TE-Puffer (pH-Wert: 8,0)

aufgenommen.

3.2.3.6 Alkohol-Fallung

Das Prinzip der Alkohol-Fallung von DNA beruht auf dem Effekt des Losungsmittelentzuges
und erfolgt bei hohen Salzkonzentrationen (Aussalz-Effekt) in Alkohol (Eickbush und
Moudrianakis 1978).

Ethanol-Fallung (auch Ethanol-Prazipitation) (Geiduschek und Gray 1956)

Zur DNA-L6sung wurden 1/ 10 Volumen Natriumacetat (3M, pH 4,8 — 5,2) und drei Volumen
Ethanol hinzugefigt und gemischt. Die DNA wurde fir 30 min. bei -20°C gefallt, durch
Zentrifugieren bei 14.000 rpm fir 20 min. sedimentiert und anschlieRend mit 70 %igem
Ethanol gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren fir 5 min. bei 14.000 rpm wurde die DNA
getrocknet und anschlieend in TE-Puffer oder Wasser aufgenommen.

Isopropanol-Fallung

Wurde lIsopropanol zur DNA-Fallung verwendet, wurde der DNA-Lésung 0,7 Volumen
zugesetzt und for 15 min. bei RT inkubiert. Die DNA wurde, wie oben beschrieben
zentrifugiert, mit 70 %igem Ethanol gewaschen und in einem geeignetem Volumen TE-Puffer

oder Wasser aufgenommen.

3.2.3.7 Praparative Agarosegelelektrophorese

Die Isolierung von DNA aus Agarosegelen diente der Gewinnung einzelner Fragmente nach
Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen (3.2.8). Nach gelelektrophoretischer
Auftrennung (3.2.4.1) wurden diese unter langwelligem UV-Licht ausgeschnitten. Es wurden
zwei verschiedene Verfahren eingesetzt, um die im Agarosegel enthaltenen DNA-Fragmente
aus dem Gel zu extrahieren.

Zum einen wurde nach dem Prinzip der Phenol / Chloroform-Extraktion (3.2.3.5) verfahren.
Hierbei wurde das Agarosegel mit der darin enthaltenen DNA in einem Gefall mit einem
Glasstab zerdriickt und mit einem Volumen Phenol griindlich gemischt (Vortex-Gerat). Das
Gemisch wurde fir 30 sec in flissigem Stickstoff gefroren und direkt im Anschluss bei
14.000 rpm dber 25 min. zentrifugiert, wonach eine deutliche Phasentrennung zu erkennen
war. Mit der wassrigen Phase wurde, wie unter Phenol / Chloroform-Extraktion (3.2.3.5)
beschrieben, weiter verfahren, eine Alkohol-Fallung (3.2.3.6) angeschlossen und die DNA in
einem geeigneten Volumen TE-Puffer (pH-Wert: 7,4) aufgenommen.

Zum anderen wurde das QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) verwendet. Das Prinzip
dieses Kits beruht auf der Bindung von DNA an Silikakigelchen in Anwesenheit hoher

Konzentrationen chaotroper Salze (Vogelstein und Gillespie 1979). Es folgten Waschschritte
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mit einem Salz-Ethanol-Puffer und anschlieBend wurde mit TE-Puffer oder DEPC-

behandeltem Wasser eluiert.

3.2.3.8 Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration

In einem Photometer wurden zur Bestimmung von Konzentration und Reinheit der
Nukleinsauren UV-Absorptionsspektren von 220 bis 320 nm aufgenommen.

Die Berechnung der Nukleinsaurekonzentration nach Lambert-Beer erfolgte aus der
Extinktion bei 260 nm,

OD 260 x 50 x Verdunnungsfaktor = ug/ml doppelstrangige DNA bzw.

OD 260 x 40 x Verdunnungsfaktor = ug/ml RNA

Uber den Quotienten OD 260 /OD 280 wurde die Reinheit der Nukleinsaureldsungen
bestimmt. Dieser Wert betragt bei reinen DNA- bzw. RNA-Ldsungen = 1,7.

3.24 Agarosegelelektrophorese und Membrantransfer von Nukleinsauren
3.2.4.1 Neutrale Agarosegele (DNA-Gele)

Die Auftrennung linearisierter DNA nach ihrer GroéRe erfolgte elektrophoretisch in
horizontalen Agarosegelen (Thorne 1966; Helling et al. 1974). Die Porengrof’e der
Agarosegelmatrix wurde mittels Variation der Agarosekonzentration (0,8 % bis 2 % (w/v)) an
die GrofRe der zu trennenden Fragmente angepasst.

Durch Aufkochen in TAE-Puffer wurde die gewlinschte Menge an Agarose geldst. Nach
Abklhlung auf weniger als 60°C wurde Ethidiumbromid (0,3 pg/ml Konzentration im Gel)
hinzugefiigt, das Gel in die Apparatur gegossen und nach Polymerisation in der
Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer Gberschichtet. Die zu untersuchende DNA wurde vor
dem Auftragen mit DNA-Probenpuffer (Loading Dye) versetzt. Daneben wurde ein Standard
(DNA-Marker) mitgefihrt, an Hand dessen die Grélken der Fragmente bestimmt werden
konnten. Das im Gel enthaltene Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA, so dass die
Fragmente unter UV-Licht (316 nm) als fluoreszierende Banden (Sharp et al. 1973) sichtbar
wurden und zur Dokumentation fotografiert oder einzelne Fragmente zur DNA-Isolierung
(3.2.3.7) ausgeschnitten werden konnten (Waring 1965; Le Pecq und Paoletti 1966).

3.24.2 Formaldehyd-Gele (RNA-Gele)

Formaldehyd-Gele sind denaturierende Gele, die zur Trennung von RNA verwendet wurden.
Die gewinschte Menge an Agarose (0,8 %) wurde durch Aufkochen in 180 ml DEPC-
behandeltem Wasser geldst. Formalin (3 %) und 10-fach konzentrierter MAE-Puffer (10 %)

wurden nach Abkiihlen auf weniger als 50°C hinzugefiigt und das Gel zur Polymerisation in
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die Apparatur gegossen. Vor dem Auftragen der RNA-Proben wurde das Gel einem
30-mindtigen Vorlauf bei 50 V in MAE-Puffer unterzogen. Es wurden 5 pg Gesamtzell-RNA
bzw. ein RNA-Marker (nach Angaben des Herstellers) mit finf Volumen RNA-Probenpuffer
versetzt und fur 15 min. bei 65°C denaturiert. Die Proben wurden auf Eis abgekuhlt, kurz
anzentrifugiert und auf das Gel geladen. Die Trennung erfolgte tUber 16 Stunden bei 35 V.
Durch das im Probenpuffer enthaltene Ethidiumbromid wurde die RNA auf einem UV-
Transilluminator sichtbar. Der RNA-Marker erlaubte die GréRenbestimmung der Fragmente.
Zur Dokumentation der Laufstrecke fur anschlieBende Northern Blot-Analysen (3.2.4.3)

wurde das Gel mit angelegtem Lineal fotografiert.

3.24.3 Northern Blot-Analyse

Infektion der Zellen

Zur Gewinnung von viraler RNA wurden CEK-Zellen mit den entsprechenden Viren mit einer
MOI von 10 infiziert und fir 2 Stunden bei 37°C inkubiert, im Anschluss das Virus-haltige
Medium abgesaugt und durch frisches Medium (ZB 22) ersetzt. Nach weiteren 6 Stunden bei
37°C wurden die Zellen geerntet und die Gesamtzell-RNA prapariert (3.2.3.1).

Northern Blot-Analyse

Fiur die Ubertragung von gelelektrophoretisch (3.2.4.2) getrennter RNA auf eine Nylon-
Membran wurde die Nylon-Membran und drei Filterpapiere auf GelgroRe, sowie ein
Filterpapier auf Gelbreite und doppelte Lange zugeschnitten.

Uber eine mit SSC-Puffer (20x)-gefiilite Wanne wurde eine Glasplatte platziert und das SSC-
getrankte, lange Filterpapier so darlber gelegt, das beide Enden in den Puffer eintauchten.
AnschlieBend wurden nacheinander das Gel, die in Wasser angefeuchtete Nylon-Membran,
sowie zwei feuchte und ein trockenes Filterpapier blasenfrei aufgelegt. Abschlie®end wurden
ein ca. 10 cm hoher Zellstoff-Stapel, sowie eine weitere Glasplatte und ein Gewicht
aufgeschichtet und Uber Nacht stehen gelassen. Durch die Kapillarkrafte wurde der Puffer
nach oben gesogen, wobei die RNA aus dem Gel zur Membran wanderte. Um die RNA
kovalent an die Nylon-Membran zu binden, wurde eine Bestrahlung unter UV-Licht
angeschlossen (,crosslinking“). Die Markerbanden waren im UV-Licht durch das im
Probenpuffer enthaltene Ethidiumbromid erkennbar und wurden angezeichnet. Die Blot-
Membranen wurden entweder sofort zur Hybridisierung (3.2.5.3) verwendet oder fir

2 Stunden bei 80°C unter Vakuum getrocknet.
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3.2.5 Northern Blot-Hybridisierung
3.2.5.1 in vitro-Synthese radioaktiver cRNA

Zur Synthese von cRNA wurden die gewiinschten DNA-Fragmente in Plasmid-Vektoren
kloniert, deren ,multiple cloning site“ von T7-, SP6- oder T3-Promotorsequenzen flankiert
waren. Durch den Einsatz der entsprechenden RNA-Polymerasen konnten in vitro
strangspezifische cRNAs synthetisiert werden. Die cRNA-Synthese erfolgte mit Hilfe des
RNA Transcription Kit unter Verwendung von 2 ug des entsprechenden Plasmids. An Stelle
von UTP wurden zur radioaktiven Markierung 5 pl [0-*P] UTP verwendet und der Ansatz
eine Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieRend folgte der Verdau der Plasmid-DNA durch
Zugabe von 10 U DNase | (RNase frei) Giber 15 min. bei 37°C.

3.25.2 Reinigung der Sonden

Um nicht eingebaute Radionukleotide abzutrennen, wurde das Prinzip der Gelfiltration
angewendet. Dazu wurde eine 1 ml Spritze mit Glasfaserfilter abgedichtet, wiederholt mit
einer Sephadex G75-Suspension (10 mM TE-Puffer, 0,02 % (w/v) Natriumazid) gefillt und
fur 2 min. bei 2.000 rpm, in einem Zentrifugen-Réhrchen hangend zentrifugiert, bis die
verdichtete Gelmatrix die Spritze auf 1 ml ausfullte. Der unter (3.2.5.1) hergestellte in vitro-
Transkriptionsansatz wurde mit RNase-freiem Wasser auf ein Volumen von 100 ul erhoht,
auf die Gelmatrix (Saule) gegeben und 2 min. bei 2.000 rpm zentrifugiert. Nicht eingebaute
Radionukleotide verblieben in der Matrix der Saule, wahrend die hohermolekularen
markierten Nukleinsauren die Matrix passierten und sich im Eluat befanden. Die

Radioaktivitat des Eluates wurde mit einem Handmessgerat ermittelt.

3.2.5.3 Hybridisierung

Vor der Hybridisierung wurde die geblottete Membran (3.2.4.3) in 2x SSC-Puffer eingeweicht
und im Rollerrohr Gber Nacht bei 54°C mit Hybridisierungspuffer 1, der zuvor kurz aufgekocht
wurde, inkubiert. Die radioaktiv markierte Sonde wurde in Hybridisierungspuffer 2 fur 5 min.
bei 100°C denaturiert und zur Membran gegeben, welche unter gleichen Bedingungen
erneut Uber Nacht inkubiert wurde. Es folgten zwei Waschschritte Gber je 30 min. bei 54°C
mit vorgewarmtem SSC-Puffer (2x / 0,5 % SDS), um unspezifisch gebundene Sonden von
der Membran zu entfernen. Die Membran wurde anschlieRend mit SSC-Puffer (2x) gespult
und zum Verdau einzelstrangiger RNA mit SSC-Puffer (2x), der 1 yg/ml RNase A enthielt,
bei RT fur 20 min. inkubiert. Die folgenden Waschschritte mit SSC-Puffer (0,1x /0,5 % SDS)
bei 65°C Uber 20 min. wurden so oft durchgefiihrt, bis in der Waschlésung keine

Radioaktivitat mehr nachweisbar war. Die auf Filterpapier getrocknete Membran wurde in
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Haushaltsfolie eingewickelt und zur Exposition von Rdéntgenfilmen mit Verstarkerfolien Gber
1-14 Tage bei -70°C gelagert.

3.2.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Primerdesign

Fir das Design von Primern wurden Sequenzen mit einer Mindestlange von 17 bis
22 Nukleotiden ausgewahlt. Diese Bereiche sollten weder die Tendenz zur Ausbildung von
Sekundarstrukturen (Haarnadelstruktur) aufweisen, noch zu Dimer-Bildung neigen. Die
Berechnung der Schmelztemperatur (T,,) erfolgte nach der Wallace-Regel:
Th=4x(G+C)+2x(A+T)

Die Hybridisierungstemperatur wurde durch den Abzug von 0 bis 10 °C von der

Schmelztemperatur bestimmt und bei Bedarf in einer Gradienten-PCR optimiert.

PCR

Die Ansatze, in der Regel 50 pl, enthielten:

10,0 % (v/v) 10x Pfx Amplifikations-Puffer
1 mmol MgSO,

300 umol dATP

300 pmol dCTP

300 pmol dGTP

300 pmol dTTP

10-100 ng Template-DNA

300 pmol Primer 1

300 pmol Primer 2

1U Platinum® Pfx Polymerase

und wurden mit Wasser (dest.) aufgefiillt.

Temperaturprofil

Aktivierung Polymerase, Denaturierung 94°C 2 min.

Denaturierung 94°C 15 sec
Primer-Hybridisierung 55-60°C 30 sec 30-40 Zyklen
Elongation 68°C 1 min./kb

terminale Elongation 68°C 5-10 min.
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Die Amplifikationsprodukte wurden anschlieRend in der Agarosegelelektrophorese (3.2.4.1)

analysiert und gegebenenfalls zur Weiterverwendung aus dem Gel isoliert (3.2.3.7), Phenol-

extrahiert (3.2.3.5) und Ethanol-prazipitiert (3.2.3.6) oder sequenziert (3.2.7).

RT-PCR

Fir die RT-PCR wurde das QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit verwendet. Der Ansatz enthielt:

20,0 % (VIv)

OneStep 5x RT-PCR Puffer

4,0 % (viv)

OneStep RT-PCR Enzyme Mix

400 pmol dATP

400 pymol dCTP

400 umol dGTP

400 umol dTTP

1-50 ng Template-RNA
600 pmol Primer 1

600 pmol Primer 2

5 — 10 U/Reaktion

RNase-Inhibitor

und wurde auf 50 ul mit Wasser (RNase frei) aufgefiillt.

Temperaturprofil

reverse Transkription 50°C 30 min.

Aktivierung der Taq Polymerase; 95°C 15 min.

Inaktivierung der reversen Transkriptasen

Denaturierung 94°C 30 sec
Primer-Hybridisierung 55-60°C 30 sec 30-40 Zyklen
Elongation 72°C 1 min./kb

terminale Elongation 72°C 10 min.

Mit den Amplifikationsprodukten wurde wie unter PCR beschrieben weiter verfahren.

Mutagenese-PCR

Um eine Punktmutation, Deletion oder Insertion in einem Plasmid zu generieren, wurde das

QuikChange® Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) verwendet. Das Primerdesign

richtete sich nach den Empfehlungen des Herstellers. Der Ansatz enthielt:
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10 % (v/v) 10x Reaktionspuffer*

10 ng Plasmid-DNA

125 ng Oligonukleotid-Mutagenese-Primer 1
125 ng Oligonukleotid-Mutagenese-Primer 2
2 % (vIv) dNTP-Mix*

6 % (viv) QuikSolutionReagent*

25U PfuUltra HF DNA Polymerase*

und wurden mit Wasser (dest.) auf 50 ul aufgeflllt. *(Bestandteile des Kits)

Temperaturprofil

Aktivierung Polymerase, Denaturierung 95°C 1 min.

Denaturierung 95°C 50 sec
Primer-Hybridisierung 60°C 50 sec 18 Zyklen
Elongation 68°C 1 min./kb

terminale Elongation 68°C 7 min.

An die Mutagenese-PCR schloss der Verdau der parentalen DNA und die Transformation
der mutierten Plasmid-DNA in XL 10-Gold® ultrakompetente Zellen nach Angaben des

Herstellers an.

3.2.7 Sequenzierung

Das Prinzip der hier verwendeten Sequenzierung beruht auf der Kettenabbruch-Methode
nach Sanger (Sanger et al. 1977).

Neben den ,regularen Bestandteilen der DNA (Desoxyribonukleotide, dNTP) ist auch ein
kleiner Anteil (1 %) Didesoxyribonukleotide (ddNTP) im Reaktionsansatz enthalten. Wird ein
solches Molekil eingebaut, bricht die Synthese ab. Die ddNTPs sind an ihrer Base mit
verschiedenen, individuell zugeordneten Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert. Die Detektion der
Fluoreszenz erfolgt als Parallelanalyse der vier markierten Nukleotide in einem
Gesamtansatz. Als Template wurden Plasmid-DNA oder gereinigte PCR-Produkte

eingesetzt. Der Reaktionsansatz enthielt:
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Big Dye Ready Reaction Mix* 2l
5x Sequencing buffer* 1ul
Primer 5 pmol
Template-dsDNA 150-300 ng
oder PCR-Produkt (1.000 — 2.000 bp) 20-50 ng

* Bestandteile des Kits BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing und wurde mit Wasser

(dest.) auf 10 ul aufgefillt.

Temperaturprofil

Aktivierung Polymerase 96°C 1 min.

Denaturierung 96°C 15 sec

Annealing 55°C 5 sec 25-30 Zyklen
Elongation 60°C 4 min.

Um nicht eingebaute fluoreszierende ddNTPs zu entfernen, wurde das Ansatzvolumen
verdoppelt und Uber SigmaSpin™ Post-Reaction Clean-up Columns nach Anweisung des
Herstellers gereinigt. 10 ul des gereinigten Ansatzes wurden mit dem gleichen Volumen
Formamid versetzt, die DNA fir 5 min. bei 99°C denaturiert und sequenziert (Genetic
Analyser 3130 (Applied Biosystems)). Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte Uber die
SeqlLab-Oberflache des GCG Software Package, Version 11.1.3-Unix (Accelerys Inc., San
Diego, CA).

3.2.8 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

(Smith und Wilcox 1970)

Um doppelstrangige DNA zu charakterisieren, bedient man sich der enzymatischen Aktivitat
von Restriktionsendonukleasen, die an spezifischen Sequenzfolgen spalten. Nach der
Spaltung entstehen so glatte (,blunt ends®) und Uberhangende (,sticky ends“) Enden.
Restriktionsanalysen wurden in 20 bis 50 ul-Ansatzen durchgefiihrt. Fir die Spaltung von
1 ug DNA wurden 5 - 10 U Enzym in dem vom Hersteller gelieferten Puffer eingesetzt. Dabei
wurde das Volumen der Enzymlésung < 10 % des Gesamtansatzes gehalten. Fir eine
vollstdndige Spaltung wurde der Ansatz in der Regel fur 1 Stunde bei der fur das Enzym
angegebenen Temperatur inkubiert. Bei Doppelspaltungen wurde die DNA zuerst mit dem
bei niedrigerer Salzkonzentration aktiven Enzym behandelt; anschlieBend wurden durch
Erhéhung des Ansatzvolumens und der Salzkonzentration geeignete Reaktionsbedingungen

fur das zweite Enzym geschaffen.
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Die Analyse der Restriktionsprodukte erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese (3.2.4.1), die
gegebenenfalls anschlieBend ausgeschnitten (3.2.3.7), mittels Phenol-Extraktion (3.2.3.5)
Ethanol-Prazipitation (3.2.3.6) gereinigt und in der Plasmidklonierung (3.2.9) eingesetzt

wurden.

3.29 Plasmidklonierung

Plasmid-Vektoren und die zu klonierende DNA wurden mit Restriktionsendonukleasen
verdaut, um moglichst kompatible 5°- oder 3’-Einzelstranglberhange zu erzeugen. Waren
nicht kompatible Einzelstrangiberhange erzeugt worden, schloss sich eine Klenow-
Behandlung (3.2.9.1) an. Zur Vermeidung einer Religation der linearisierten Vektor-DNA
wurde diese dephosphoryliert (3.2.9.3). Die Insert-DNA (PCR-Produkte oder
Restriktionsfragmente) wurde durch praparative Agarosegelelektrophorese (3.2.3.7)
gereinigt. Nach der Ligation von Vektor und Insert-DNA wurde ein Teil des Ansatzes in

kompetente Escherichia coli Bakterien transformiert (3.2.9.6).

3.2.9.1 Klenow-Behandlung

Nicht-kompatible Einzelstranglberhdnge zwischen Vektor- und Insert-DNA wurden mit
Klenow-Fragmenten behandelt, wobei durch die Polymerase-Funktion des Klenow-Enzyms
5-Uberstehende DNA-Sequenzen aufgeflillt und durch die Exonuklease-Aktivitat
3’-Uberstehende DNA-Sequenzen abgebaut wurden. Dadurch entstanden kompatible glatte
Ende. Hierzu wurden die Ansatze mit 1 U Klenow-Polymerase und 2 ul Nukleotidmix
(ie 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) fir 30 min. bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschlie3end wurde das Enzym fir 20 min. bei 75°C inaktiviert.

3.2.9.2 Phosphorylierung von PCR-Produkten

PCR-Produkte, die an ihren 5-Enden keine Phosphatgruppe aufwiesen, wurden vor der
Klonierung zunachst phosphoryliert. Dazu wurden ca. 5 pmol des durch Phenol-Extraktion
(3.2.3.5) und Ethanol-Prazipitation (3.2.3.6) gereinigten PCR-Produktes (3.2.6) in einem
Ansatz mit 2 pl 10 mM ATP und 10 U T4-Polynukleotidkinase im mitgelieferten Puffer fur
30 min. bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurde das Enzym fur 10 min. bei 70°C inaktiviert

und der Ansatz mit dem Klenow-Fragment (3.2.9.1) behandelt.

3.2.9.3 Dephosphorylierung der Vektor-DNA

Um eine Religation des linearisierten Vektors ohne Insert-Fragment zu vermeiden, wurden

die 5’-Enden der Vektor-DNA dephosphoryliert. Dazu wurde das Volumen des Restriktions-
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Ansatzes mit TRIS-HCI (50 mM; pH 8,0) und EDTA (0,1 mM) auf 270 pl erhdht. Nach
Zugabe von 1 U alkalischer Phosphatase (CIP, calf intestinal alcaline phosphatase) wurde
fur 30 min. bei 37°C und nach nochmaliger Zugabe von 1 U CIP bei 56°C Uber die gleiche
Zeit inkubiert (Seeburg et al. 1977; Ullrich et al. 1977). Durch Zusatz von 30 yl EGTA (0,1 M)
und 10-minutiges Erhitzen auf 65°C erfolgte die Inaktivierung des Enzyms. AnschlieRend
wurde die DNA Phenol-extrahiert (3.2.3.5) und Ethanol-prazipitiert (3.2.3.6).

3.29.4 Ligation

(Dugaiczyk et al. 1975)

Die Ligationsansatze (20 bis 50 pl) enthielten 100 bis 200 ng linearisierte, dephosphorylierte
Vektor-DNA, eine dquimolare Menge bis zu einem 3-fach molaren Uberschuss an Insert-
DNA, 0,5 bis 1 U Ligase, sowie ein entsprechendes Volumen Ligase-Puffer nach
Herstellerangaben. Die Ansatze wurden entweder fir 10 min. bei 37°C, und anschliel’end

Uber Nacht bei 16°C, oder bei Vorliegen von glatten Enden tber Nacht bei 4°C inkubiert.

3.2.9.5 Herstellung kompetenter Bakterien

Um Escherichia coli Bakterien fur die Aufnahme von DNA kompetent zu machen (Hanahan
1983), wurde von einer bestehenden Glycerinkultur des gewlinschten Bakterienstammes
eine 2 ml-Kultur in LB-Medium angeimpft. Diese wurde am nachsten Tag in 100 ml SOB-
Medium uberfuhrt und bei 37°C bis zu einer optische Dichte von 0,4 (gemessen bei 660 nm)
unter Schitteln kultiviert. Nach 10-minttiger Inkubation auf Eis wurden die Bakterien 10 min.
bei 2.500 rpm und 4°C sedimentiert, in 32 ml TFB-Medium resuspendiert und erneut, wie
oben beschrieben, inkubiert und zentrifugiert. Nach Aufnahme der Bakterien in 8,6 ml TFB-
Medium mit Glycerin (15 %) und zweimaliger Zugabe von jeweils 280 pyl DMSO, sowie
Inkubation fir 5 min. auf Eis, wurden die Bakterien in gebrauchsiiblichen Portionen

aliquotiert und bei -70°C gelagert.

3.2.9.6 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

Zu den auf Eis getauten, kompetenten Bakterien wurden ca. 50 - 100 ng ligierter Plasmid-
DNA gegeben und fir 30 min. auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Bakterien flr
2 min. bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt, um die Aufnahme der Fremd-DNA zu
erleichtern und unmittelbar danach flr 2 min. auf Eis abgekihlt. Nach Zugabe von 800 pul
SOC-Medium wurden die Bakterien 1 Stunde bei 37°C und 450 rpm geschdttelt, 5 min. bei
2.500 rpm zentrifugiert, in ca. 200 pl SOC-Medium resuspendiert, auf LB-Agarplatten

ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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Die verwendeten Plasmide enthielten Resistenzgene gegen Antibiotika (z.B. Ampicillin), die
den LB-Agarplatten zur Selektion zugesetzt worden waren. Nach Anzucht der erhaltenen
Klone (3.2.3.3.1) und Praparation der Plasmid-DNA (3.2.3.3.2) erfolgte die Charakterisierung

mittels Restriktionsanalyse (3.2.8) und gegebenenfalls Sequenzierung (3.2.7).

3.2.10 Auftrennung von Proteinen
3.2.10.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur vertikalen elektrophoretischen Trennung von Proteinen wurden diskontinuierliche
denaturierende Polyacrylamidgele verwendet (Weber und Osborn 1969). Zwischen zwei in
eine spezielle Apparatur gespannte Glasplatten mit Abstandshaltern wurde die Trenngel-
Mischung (8 bis 15 % Acrylamid) und nach der Polymerisation die Sammelgel-Mischung
(4 % Acrylamid) gegossen. In das Sammelgel wurde ein ,Kamm® eingesetzt, um Taschen flr
die Probeldsung zu formen. Die zu untersuchenden Zell-Lysate, bzw. Virionen wurden vor
dem Auftragen mit SDS-Probenpuffer versetzt, 5 min. bei 95°C denaturiert und anschliel3end
5 min. bei 14.000 rpm zentrifugiert. Zur Molekulargewichtsbestimmung wurden
Markerproteine mitgefuhrt. Die Trennung erfolgte bei 200 V fir ca. 45 min. in SDS-
Elektrophoresepuffer (Laemmli 1970).

3.2.11 Immunologische Nachweismethoden
3.2.11.1 Western Blot-Analyse

Infektion der Zellen und Ernte

Primare CEK- oder CEF- Zellen wurden mit NDV oder AIV mit einer MOI von 2 infiziert und
bei 37°C inkubiert. Nach 2 Stunden wurde das Inokulum durch frisches Medium ersetzt und
die Zellen weiter inkubiert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mittels eines Zellschabers
vom Boden des Zellkulturgefalles geldst, das Medium mit den darin enthaltenen Zellen in
ZentrifugengefaRe Gberfiihrt und 10 min. bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Sediment in PBS resuspendiert und erneut, wie oben angegeben,
zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in SDS-Probenpuffer aufgenommen und die Proben
bis zur Auftrennung in SDS-Polyacrylamidgelen (3.2.10.1) bei -20°C gelagert.

Western Blot Analyse

Die Methode des Western Blottings beschreibt die Ubertragung von Proteinen auf eine
Membran (Burnette 1981; Towbin et al. 1979).

Zum Proteintransfer wurde eine ,semi-dry“ Elektroblotkammer verwendet. Zwischen die
Elektrodenplatten wurden nacheinander finf Lagen mit Transferpuffer getranktem

Blottingpapier, eine befeuchtete Nitrocellulosemembran, das Trenngel und weitere funf
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Lagen getranktes Blottingpapier gestapelt. Der Transfer erfolgte bei 25 V fir 120 min.,
wonach die Banden der gefarbten Markerproteine auf der Nitrocellulosemembran sichtbar
waren und gekennzeichnet werden konnten. Zur Absattigung unspezifischer
Proteinbindungsstellen wurde die Nitrocellulosemembran zunachst fur 1 Stunde in TBS-T
(mit 5 % Magermilchpulver) bewegt. Die Membran wurde anschliefiend mit den gewlnschten
Seren (in TBS-T mit 0,5 % Magermilchpulver) fir eine Stunde bei RT inkubiert. Die Seren
wurden in einer Verdinnung von 1:1.000 bis 1:50.000 eingesetzt. Nach Waschschritten mit
TBS-T fur einmal 15 min. und zweimal 5 min., folgte eine 30-minltige Inkubation mit
Spezies-spezifischen, Peroxidase-konjugierten Zweitantikérpern (1:20.000). Die Membranen
wurden erneut, wie oben beschrieben, gewaschen und die Bindung der Antikdrper durch
eine Peroxidase-induzierte Chemolumineszenzreaktion (ECL-System) auf Rdntgenfilmen

nachgewiesen.

3.2.11.2 Immunfluoreszenztest
3.2.11.2.1 Infektion und Fixieren der Zellen

Infizieren der Zellen

Far Immunfluoreszenz-Analysen wurden nahezu konfluente Zellen, die einen Tag zuvor auf
die entsprechenden Zellkulturplatten ausgesat worden waren, infiziert (MOI 0,01) und far
18 bis 24 Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, inkubiert.

Fixieren der Zellen mit Paraformaldehyd und ggf. Behandlung mit Triton X

Die Zellen wurden mit Paraformaldehyd (PFA, 3 %) fur 20- 30 min. bei RT fixiert, welches
durch dreimaliges Waschen mit PBS wieder entfernt wurde. Sollten die Zellen perforiert
werden, wurden diese erneut mit 3 % PFA unter Zusatz von 0,3 % Triton X fir 10 min. bei
RT bedeckt und anschlieRend mit PBS gewaschen.

Fixieren der Zellen mit Methanol/Aceton

Infizierte oder transfizierte (3.2.1.3 und 3.2.1.4) Zellen wurden zunachst mit PBS gewaschen
zur Fixierung mit Methanol/Aceton (1:1) bedeckt und fir 15-20 min. bei RT inkubiert. Die
Zellen wurden bei RT getrocknet und bei -20°C aufbewahrt oder direkt flr

Immunfluoreszenz-Analysen eingesetzt.

3.2.11.2.2 Indirekter Immunfluoreszenztest

Die fixierten Zellen wurden zunachst dreimal mit PBS gewaschen, bevor sie 1 Stunde bei RT
mit den in PBS verdinnten Antiseren inkubiert wurden. Nach erneutem dreimaligem
Waschen mit PBS wurden die Zellen mit den 1:1000 bis 1:3000 verdiinnten Alexa Fluor® 488
(bzw. Alexa Fluor® 594) konjugierten, Spezies-spezifischen Zweitantikérpern fiir 30 min. bei

RT zum Nachweis gebundener Antikdrper inkubiert. Der Zweitantikdrperlésung wurde
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gegebenenfalls Evans Blue (1:4.000) als Gegenfarbung der Zellen zur Minderung der
Hintergrundfluoreszenz (Fry und Wilkinson 1963) zugesetzt und die Zellkulturplatte zum
Erhalt der Fluoreszenzfarbstoffe im Dunkeln aufbewahrt. Nach erneutem Waschen wie oben
beschrieben wurden die Zellen mit PBS beschichtet und am Fluoreszenzmikroskop

ausgewertet.

3.2.11.3 Radioimmunprazipitationsanalyse (RIP)

Infizieren der Zellen und metabolische Markierung

Fur die metabolische Markierung wurden CEF-Zellen in einem T25-Zellkulturgefald mit NDV
oder AIV mit einer MOI von 2 infiziert und fur 5 Stunden bei 37°C inkubiert.

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, fiir eine Stunde unter 5 ml MEM ohne Methionin und
Cystein gehalten, bevor 10 pl [**S]-markiertes Methionin (3,7 MBq) hinzugefiigt wurde.
Insgesamt 26 Stunden nach Infektion wurden die Zellen geerntet und 10 min. bei 14.000 rpm
zentrifugiert. Das Sediment wurde in 1 ml RITA resuspendiert und nach Zugabe von
10 yl PMSF (100 mM) 3 x 20 sec einer Ultraschallbehandlung (Branson Sonifer 450; Fa.
Heinemann; Stufe 7) unterzogen. Nach einer 30-mindtiger Inkubation bei RT folgte die
Wiederholung der Ultraschallbehandlung. AnschlieBend wurde das Zell-Lysat fur 30 min. auf
Eis inkubiert und 30 min. bei 40.000 rpm und 4°C (Rotor TLA 45) ultrazentrifugiert. Der
Uberstand wurde bei -70°C gelagert.

Radioimmunprazipitation

Bei der Radioimmunprazipitation (RIP) nutzt man die Bindungsfahigkeit der F.-Region
(kristallisierbares Fragment) von Immunglobulinen an Protein A zur Affinitatsreinigung.
Protein A ist Bestandteil der Zellwand von Staphylococcus aureus, so dass in dieser
Analysemethode inaktivierte Bakterien-Suspensionen zur Reinigung von Antigen-Antikorper-
Komplexen durch Prazipitation verwendet werden konnten (Kessler 1975).

Vor Verwendung wurde die Staphylococcus aureus-Suspension 5 min. bei 5.000 rpm
zentrifugiert, zwei Mal mit RITA gewaschen, erneut zentrifugiert und im Ausgangs
eingesetzten Volumen mit RITA resuspendiert. Von den [*°S]-markierten Zell-Lysaten wurden
50 ul mit je 25 yl Staphylococcus aureus-Suspension Uber 30 min. auf Eis vorinkubiert. Im
folgenden 10-minltigen Zentrifugieren bei 14.000 rpm sedimentierten unspezifisch an
Bakterien gebundene Proteine. Der Uberstand wurde mit 50 ul des in RITA verdiinnten
Antikorpers versetzt, flir eine Stunde bei RT und 100 rpm geschiittelt und eine weitere
Stunde auf Eis inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation (10 min. bei 14.000 rpm) wurde
dem Uberstand 25 ul Staphylococcus aureus-Suspension hinzugefiigt, 30 min. bei RT

geschuttelt und anschlieffend 30 min. auf Eis inkubiert. Zur Sedimentation der Antigen-
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Antikorper-Protein-A-Komplexe wurde fir 1 min. bei 7.000 rpm zentrifugiert und das
Sediment funf Mal mit 500 pl RITA gewaschen.

Zuletzt wurde die Suspension fir 2 min. bei 14.000 rpm durch ein 500ul Sucrose-Kissen
(30 % in TE, pH 7,4) zentrifugiert. Das Prazipitat wurde in 30 pl SDS-Probenpuffer
resuspendiert, flir 5 min. bei 95°C denaturiert und bei 14.000 rpm Uber 5 min. zentrifugiert. In
der SDS-PAGE (3.2.10.1) wurden die im Uberstand geldsten Proteine getrennt. Zur
GroRenbestimmung wurden ['“C]-methylierte Markerproteine mit aufgetrennt. Durch

Fluorographie (3.2.12) wurden die Rontgenbanden sichtbar gemacht.

3.2.11.4 Immun-Elektronenmikroskopie

(durchgefiihrt von Herrn Dr. H. Granzow)

Gereinigte NDV- und AlV-Virionen wurden fir 7 min. an Formvarfiime auf 400 mesh
Objekttragernetzen absorbiert. Nach 12-minitigem Blocken unspezifischer Bindungen der
Oberflache in PBS (1 % Kaltwasserfisch-Gelatine, 20 mM Glycin und 1 % BSA (Fraktion V))
erfolgte die Inkubation mit Serum fir eine Stunde bei RT. Nach wiederholtem Waschen der
Praparate wurden mit 10 nm-Goldkolloiden markierte Zweitantikbrper zum Nachweis der
gebundenen Antikérper verwendet. Nach einstindiger Inkubation und erneutem Waschen
wurden die Praparate mit 2 % Phosphorwolframsaure (pH-Wert: 7,4) kontrastiert und im

Elektronenmikroskop ausgewertet.

3.212 Fluorographie

Im Anschluss an die Elektrophorese (3.2.10.1) wurden die Trenngele zwei Mal jeweils
20 min. in Fixierlésung fir SDS-Polyacrylamidgele bewegt und mit Enhancer-Lésung
(Amplify™ Fluorographic Reagent Code NAMP100) {iber eine Stunde impragniert, da die
schwache [(-Strahlung der verwendeten Isotope keine Autoradiographie erlaubte. Durch
10-minltiges Wassern wurde die Losung entfernt und die Gele auf Blottingpapier unter
Vakuum bei 80°C getrocknet. Die Rontgenfilme wurden flir 1-2 Tage (max. 14 Tage) bei -

70°C exponiert.

3.2.13 in vitro-Translation

Das zu untersuchende offene Leseraster wurde hinter den T7 Promotor des
Expressionsvektors pcDNA3 kloniert und im zellfreien ,TNT coupled Reticulocyte Lysate
System® die Expression des klonierten Gens in einem Ansatz untersucht. Der Ansatz enthielt
1 upg Plasmid-DNA in 8 pl DEPC-behandeltem Wasser, 1 pl Reaktionspuffer,
0,5 pl Aminosaure-Mischung ohne Methionin, 2 pl [**S]-Methionin, 0,5 pl RNase-Inhibitor
(Rasin), 0,5 pl T7-RNA-Polymerase (10 U /ul) und 12,5 pl Kaninchen-Retikulozytenlysat und

72



wurde fir 90 min. bei 30°C inkubiert. AnschlieRend wurden 5 ul des Ansatzes durch SDS-
PAGE (3.2.10.1) getrennt. Nach Fluorographie (3.2.12) wurde die GréRe des erhaltenen in

vitro-Translationsproduktes an Hand ['*C]-markierter Standardproteine bestimmit.

3.214 Durchfiihrung der Tierversuche
3.2.14.1 Intracerebraler Pathogenitatsindex (ICPI)

Der ICPI wurde zur Virulenzbestimmung von NDV nach den Anweisungen der OIE im
»,Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals“ (OIE 2009d) durchgeflhrt.
Allantois-Fliissigkeit mit einem HA-Titer >2* wurde 1:10 mit 0,9 %iger Kochsalzldésung
verdinnt und zur intracerebralen Inokulation von zehn SPF-Eintagskiken zu je 50 ul
verwendet, wobei hier Eintagskiiken als Tiere eines Alters von 24 bis 40 Stunden definiert
sind. Die Kuken wurden Uber die folgenden 8 Tage alle 24 Stunden klinisch beurteilt und
bewertet: gesund = 0, krank = 1, verstorben = 2. Erkrankte Tiere, die unfahig waren Futter
oder Wasser aufzunehmen, wurden getdtet und ab dem nédchsten Tag als verstorben
dokumentiert. Die Bewertungspunkte aller Tiere Uber den Beobachtungszeitraum wurden

addiert und durch das Produkt aus der Tieranzahl und dem Beobachtungszeitraum dividiert.

Bewertungspunkte aller Tiere Giber den Beobachtungszeitraum)
Beobachtungszeitraum * Anzahl Tiere

ICPI = 2

Der ICPI-Wert reprasentiert die durchschnittliche Erkrankung der Tiere in diesem Zeitraum.

3.2.14.2 Infektion der Versuchstiere

Fur Immunisierungen und Belastungsinfektionen wurde die gewinschte Virusdosis (in der
Regel 10° EIDsy, / 200 pl pro Tier) mit PBS eingestellt und okulonasal verabreicht. Das
Volumen wurde tropfenweise gleichmalig auf das linke und rechte Auge bzw. die

Nasenlocher verteilt.

3.2.14.3 Kilinische Bewertung der Versuchstiere

Infektion mit hochpathogenem AIV bzw. velogenem NDV

Nach der Infektion mit hochpathogenem AIV bzw. NDV wurden alle Hihner taglich klinisch
Uberwacht und in Anlehnung an die Beurteilung der Tiere bei der Bestimmung des
intravendsen Pathogenitatsindexes (IVPI) fir Aviare Influenza (OIE 2009b) nach folgendem

Punktesystem bewertet:
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Punkte Beurteilung Symptome
0 gesund keine klinischen Symptome
1 krank eines der folgend aufgefihrten Symptome:

- Depression (Apathie)
- respiratorische Symptome (Dyspnoe, Niesen)
- Diarrho
- Zyanosen der unbefiederten Haut oder Kopfanhange
- Odeme
- zentralnervése Stérungen
(z.B. klonische Spasmen, Muskelzittern, Tortocollis,

Opisthotonus, Paralysen)

schwer krank

mehr als eines der oben aufgefiihrten Symptome

tot

Tier tot aufgefunden, bzw. am Tag zuvor moribund getdtet

klinischer Index =

Aus den Bewertungspunkten wurde ein klinischer Index errechnet, der die durchschnittliche
Erkrankung der Tiere innerhalb einer Gruppe Uber den Bewertungszeitraum von 10 Tagen

widerspiegelt. Daneben wurden tagliche klinische Indices ermittelt, die die durchschnittliche

> (Punkte aller Tiere innerhalb einer Gruppe im Bewertungszeitraum)

Bewertungszeitraum * Anzahl der Tiere einer Gruppe

Erkrankung aller Tiere einer Gruppe an dem jeweiligen Tag reprasentieren.

Infektion mit niedrigpathogenem AIV

Im Gegensatz zu Infektionen mit hochpathogenem AIV werden bei Infektionen mit
niedrigpathogenem AIV oft keine oder nur leichte klinische Symptome beobachtet. Aus
diesem Grund wurden auch geringfiigige Abweichungen des Verhaltens der Tiere bzw. sehr
milde Symptome nach der Belastungsinfektion in die Bewertung mit einbezogen. Die

Einflhrung zusatzlicher Bewertungspunkte zwischen 0 und 1 soll dabei der geringen

Intensitat der Symptomatik bei LPAIV gegenliber HPAIV-Infektionen gerecht werden.
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Punkte Beurteilung Symptome

0 gesund keine klinischen Symptome

0,25 - Mattigkeit
(verzdgerte Reaktion auf Ansprache, Bewegungsunlust)
- leichte respiratorische Symptome

(einmaliges Niesen im Beobachtungszeitraum)
Beeintrachtigung

des Wohl-

befindens

- geringgradige Schwellung des Sinus und der
Augenlidbindehaut
-leichte Diarrhd

(Abweichungen in der Konsistenz)

0,50 zwei der oben aufgefiihrten Merkmale

0,75 drei der oben aufgefiihrten Merkmale

1 krank eines der folgend aufgefiihrten Symptome:
- Depression (Apathie)
- respiratorische Symptome (Dyspnoe, wiederholtes Niesen)
- Diarrho
- Zyanosen der unbefiederten Haut oder Kopfanhange
- Odeme
- zentralnervdse Stérungen
(z.B. klonische Spasmen, Muskelzittern, Tortocollis,

Opisthotonus, Paralysen)

2 schwer krank mehr als eines der oben aufgefiihrten Symptome

3 tot Tier tot aufgefunden, bzw. am Tag zuvor moribund getotet

Wahrend als gesund beurteilte Tiere bei Betreten der Stallungen durch neugieriges
Verhalten sowie Verlassen ihres Ruheplatzes reagierten, wurden Tiere mit 0,25 Punkten
bewertet, die eine verzdgerte Reaktion auf Ansprache (z.B. schwerfalliges Verlassen des
Ruheplatzes) aufwiesen bzw. schnell an den Ruheplatz zurlickkehrten (Bewegungsunlust,
Mattigkeit). Ebenfalls mit 0,25 Punkten bewertet wurde das Auftreten leichter respiratorischer
Symptome (einmaliges Niesen wahrend des Beobachtungszeitraumes), eine ausschliellich
bei frontaler Ansicht des Kopfes unter Vergleich der beiden Kopfhalften erkennbare
Schwellung des Sinus und / oder der Augenlidbindehdute, sowie Abweichungen in der
Kotkonsistenz (breiig).

Die Berechnung der klinischen Indices tUber 10 Tage, sowie der taglichen klinischen Indices
erfolgte nach der fiir HPAIV bzw. NDV beschrieben Formel.

75




3.2.14.4 Serologische Untersuchung der Versuchstiere

Zur Gewinnung von Blutproben fiir serologische Untersuchungen wurde die Vena basilica
(auch Vena ulnaris genannt) punktiert und das Blut direkt in BD Mikrotainer® SST™ Tubes
(Serumseparatorréhrchen) aufgenommen. Diese wurden nach den Angaben des Herstellers

zentrifugiert, das Serum abgenommen und bis zur Untersuchung bei -20°C gelagert.

3.2.14.4.1 Hamagglutinations-Hemmungstest

Mittels Hamagglutinations-Hemmungstest (HAH) wurde der Antikérpergehalt gegen die
Oberflachenproteine mit hamagglutinierenden Eigenschaften der ND oder Al Viren
untersucht. Sind Antikérper vorhanden, inhibieren sie die Hamagglutination und das
Testergebnis ist als positiv zu werten. Es handelt sich um eine Endpunktbestimmung mittels
Verdiinnungsverfahren, wobei unter Verwendung einer definierten Menge an Antigen die
héchste Verdliinnung, bei der die Agglutination gehemmt wird, den Gehalt an Antikérpern
widerspiegelt (Antikorper-Titer).

Fir den HAH wurden jeweils die homologen Viren als Antigen eingesetzt. Der Antigengehalt
wurde im Hamagglutinationstest (3.2.2.3.1; HA) neben einer 1:2-Verdunnung, zur genaueren
Ermittlung der hamagglutinierenden Einheiten (HAE), auch mit einer 1:3-Verdinnung
beginnend in 2er Schritten titriert, bestimmt und folgend auf 4 HAE eingestellt. Nach
Bestatigung des Antigengehaltes in einem erneuten HA wurde die Virussuspension als
Antigen im HAH verwendet (OIE 2009b).

Die zu untersuchenden Seren wurden zu je 25 pul in die obere Reihe einer 96-well-U-Boden-
Platte pipettiert, in die zuvor je 25 ul PBS vorgelegt worden waren. AnschlielRend wurden die
Seren in 2er-Schritten Uber die Platte titriert, zu jeder Serumverdinnung 25 ul des
eingestellten Antigens hinzugefligt und durch seitliches Antippen gemischt. Nach 45 min. bei
RT bzw. 60 min. bei 2 — 8°C wurden 25 pl einer 1 %ige Erythrozytensuspension in jede
Vertiefung erganzt und erneut gemischt. Die Auswertung des Tests erfolgte nach
30 — 40 min. bei RT bzw. 60 min. bei 2°- 8°C, wenn sich die Erythrozyten abgesetzt hatten.
An Hand eines mitgeflihrten positiven bzw. negativen Kontrollserums und einer
Antigenkontrolle wurde die Validitat des Tests geprift. Zur Prifung unspezifischer
Serumreaktionen wurde jedes Serum in einem entsprechenden Ansatz ohne Antigen-
Zugabe beurteilt. Bei schragem Halten der Platte wies die Erythrozytenkontrolle eine
tropfenformige Stromung der Erythrozyten auf, die als Vergleichsvorlage flur positiv zu
bewertende Reaktionen der Serumverdinnungen herangezogen wurde. Die hochste

Verdiinnung, die die Agglutination inhibierte, ergab den HAH-Titer.
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Vorbehandlung der Seren fiir den HAH

Zeigten die zu untersuchenden Seren im HAH unspezifische Reaktionen (Hdmagglutination),
wurden 100 pl der entsprechenden Seren mit je 10 pl einer 10 %igen Erythrozytenlosung fur
30 min. bei ca. 200 rpm vorinkubiert und nach Sedimentation der Erythrozyten 800 g Uber

10 min., erneut im HAH untersucht (Pedersen 2008).

3.2.14.4.2 ELISA

Zum Nachweis von NP- bzw. N1-spezifischen AIV-Antikérpern wurden kommerziell
erhaltliche kompetitive ELISA-Kits entsprechend den Anweisungen des Herstellers

eingesetzt.

3.2.14.5 Gewinnung von Tupferproben und Praparation viraler RNA

Gewinnung der Tupferproben

Zur Priufung der Virusausscheidung nach NDV bzw. AlV-Infektionen wurden den Tieren an
festgelegten Tagen Tupferproben aus dem Rachen und der Kloake entnommen. Die Tupfer
wurden sofort nach Probennahme in 1 ml Antibiotika- und Serum-haltiges Tupfermedium
uberfuhrt, stark durchmischt, 30 min. bei 200 rpm geschuttelt und bis zur Verwendung bei
-70°C gelagert.

Praparation viraler RNA

Zur Bestimmung der Virusausscheidung mittels real time RT-PCR (rtRT-PCR) wurde
zunachst RNA aus dem Tupferprobenmaterial isoliert. Dazu wurden 150 ul des
Tupferprobenmaterials in 600 pl RAV-1 Puffer (Kit) aufgenommen und 5 ul einer heterologen
internen Kontrol-RNA (IC2, 2x10° Kopien/ul) nach Hoffmann (Hoffmann et al. 2005)
zugesetzt. Die RNA wurde unter Verwendung des NucleoSpin® 8/96 Virus Core Kit
vollautomatisch prapariert und war danach in 50 pyl H,O enthalten. Um Kontaminationen
wahrend der Praparation kontrollieren zu kdnnen, wurde nach jeder 8. Probe reines Medium

als RNA-Isolierungskontrolle (RIC) mitgefihrt.

3.2.14.6 Nachweis viraler RNA mittels real-time RT-PCR

Der Nachweis AlV- bzw. NDV-spezifischer RNA in Tupferproben erfolgte nach der RNA-
Exktraktion mittels tRT-PCR.

real-time RT-PCR zum Nachweis von AlV-spezifischer RNA

Die Anwesenheit AlV-spezifischer RNA wurde durch Detektion M1-Gen-spezifischer
Sequenzen unter Nutzung der Primer-Sonden-Kombination nach Spackmann et al.,

modifiziert nach Hoffmann (unpubliziert) untersucht (Spackman et al. 2002).
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AIV-M1-Mix (IVA-M1.1-Mix-FAM) (Spackman et al. 2002)

Primer 1 IVA-M_1for 20 pmol
Primer 2 IVA-M1.1rev* 30 pmol
Sonde IVA-M_1-FAM-BHQ 2,5 pmol

in 2 yl TE Puffer (pH 8,0)

* modifiziert nach Hoffmann

Eine zweite Primer-Sonden-Kombination diente dem Nachweis der internen Kontroll-RNA.
Die Zugabe einer internen Kontroll-RNA zu jeder Tupferprobe, erméglichte die Uberprifung
der RNA-Extraktion, sowie die Abwesenheit von PCR-Inhibitoren (Hoffmann et al. 2005).

IC2-Detektions-Mix (EGFP-Mix 6 (limit 5)) (Hoffmann et al. 2005)

Primer 1 EGFP12-F 5 pmol
Primer 2 EGFP10-R 5 pmol
Sonde EGFP-1-HEX 2,5 pmol

in 2 yl TE Puffer (pH 8,0)

Je Probe wurden 5 pyl RNA als Template unter Verwendung des SuperScript™ Il OneStep
RT-PCR (mit Platinum® Tag DNA Polymerase) Systems entsprechend folgendem Ansatz

untersucht:

Komponenten Volumen fiir eine Probe

Template-RNA 5l
RNase freies Wasser 2,5 ul
2x Reaction Mix* 12,5 ul
Enzym-Mix* 1,0 ul
Primer-Sonden-Mix 1: 2,0 ul
IVA-M1.1-Mix-FAM

Primer-Sonden-Mix 2: 2,0 ul
EGFP-Mix 6 (limit 5)

Gesamtvolumen: 25 ul

* Bestandteile des Systems SuperScript™ Ill OneStep RT-PCR (mit Platinum® Taq DNA

Polymerase)
Die rtRT-PCR erfolgte unter Verwendung des angegebenen Temperaturprofils in dem MX-

3000p real time RT-PCR System (Stratagene) und wurde mit der dazugehérigen Software

analysiert.
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Temperaturprofil

Reverse Transkription 50°C 30 min.

Inaktivierung Reverse Transkriptase, 94°C 2 min.

Aktivierung Taq Polymerase

Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing 58°C 30 sec 42 Zyklen
Elongation 68°C 30 sec

Fur die real-time Analysen wurden TagMan-Sonden verwendet, die an ihrem 5-Ende mit
einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff und am 3’-Ende mit einem Quencher markiert waren.
Ein Fluoreszenzsignal ergab sich nach Hybridisierung der Sonden an die Gen-spezifischen
Sequenzen, nachdem die Tag-Polymerase wahrend der Synthese des Gegenstranges
aufgrund ihrer 5’-3’-Exonucleaseaktivitat das 5’-Ende der Sonde abgebaut hatte, wodurch
der Quencher die raumliche Nahe zum Fluorophor verlor. Eine Zunahme der
Fluoreszenzsignale korreliert daher mit der Zunahme der Menge an PCR-Produkten. Die
Fluoreszenzdaten wurden am Ende der Annealing-Phase eines jeden Zyklus gemessen. Die
Bewertung einer Probe war positiv, wenn der Fluoreszenzschwellenwert (threshold) vor
Ablauf der 42 Zyklen Uberschritten wurde. Je groRer die Ausgangsmenge an RNA in einer
Probe, umso kleiner ist der Zyklus an dem die Probe den Schwellenwert Uberschreitet
(threshold cycle). Als rtRT-PCR-Positiv-Kontrolle diente ein in-vitro transkribiertes RNA-
Fragment des M1-Gens in einer standardisierten Konzentration von ca. 5x10* Kopien,
welches zudem einen Abgleich zwischen den verschiedenen auf 96-well-Plattenformat
durchgefiihrten PCR-Untersuchungen erlaubte. War in einer Probe die interne Kontrolle nicht
amplifiziert worden oder die Aufarbeitungskontrolle (RIC) kontaminiert, wurde erneut RNA
aus den Tupferproben isoliert und untersucht.

real time RT-PCR zum Nachweis von NDV-spezifischer RNA

Die Anwesenheit NDV-spezifischer RNA wurde durch Detektion Matrix-Gen-spezifischer
Sequenzen unter Nutzung der Primer-Sonden-Kombination nach Wise et al. untersucht
(Wise et al. 2004). Die Durchfihrung der Analyse erfolgte, inklusive der Nutzung der internen
Kontroll-RNA, analog zum oben fur den Nachweis AlV-spezifischer RNA beschriebenen
Ablauf.
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APMV-1 Matrix (ND-M-20,0/3,75-Mix-FAM) Primer und Sonde nach (Wise et al. 2004)

Primer 1 Wise-M-4100-F 20 pmol*
Primer 2 Wise-M-4220-R 20 pmol*
Sonde Wise-M-4169-FAM 3,75 pmol*

in 2 yl TE Puffer (pH 8,0)

*modifiziert nach Veits (unpubliziert); (Wise et al. 2004)

3.2.14.7 Totung der Versuchstiere

Moribund erkrankte bzw. am Versuchsende Uberlebende Tiere wurden durch Kopfschlag
betdubt und durch Blutentzug getdtet. Im Anschluss wurden die Tiere seziert und

pathologisch-anatomisch untersucht.

3.215 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mittels des Wilcoxon-Tests auf Signifikanz (p < 0,05) unter Zuhilfenahme
des Auswertungsprogrammes www.fon.hum.uva.nl/Service/Statistics/Wilcoxon_Test.html
untersucht. Die Ergebnisse wurden in Form von Boxplots in Microsoft Excel unter
Verwendung des Add-Ins ,Diagrammtyp Boxplot® www.learn-line.nrw.de/angebote/eda/

medio/tipps/excel_boxplots.htm erstellt und abgebildet.
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4 Ergebnisse

4.1 Klonierung und Charakterisierung des H9 Hamagglutinin ORF des
Stammes AIV Al/turkey/Wisconsin/1/66 (HON2)

Zur Gewinnung viraler RNA wurde der Stamm AIV A/turkey/Wisconsin/1/66 (HIN2) im
embryonierten Huhnerei vermehrt, die Allantois-FlUssigkeit geerntet und die RNA extrahiert.
Die virale RNA wurde unter Verwendung eines zu den konservierten, nicht-kodierenden
Regionen der 3’-Enden der viralen Segmente komplementaren Primers (UM12F) revers
transkribiert. Der ORF H9 wurde zunachst in zwei Teilen als 5’- und 3’-Fragment mit den
Primern Bm-HAs und H9N2-5HAas2, bzw. HON2-3HAs2 und Bm-HAas von ca. 0,8 kb bzw.
1,2 kb amplifiziert und die PCR-Amplifikate in das Vektorplasmid pCR2.1-TOPO ligiert.
AnschlieRend wurde ein 1.152 nt groRes Bsml / Sacl-Fragment, welches das 3’-Fragment
des ORF H9 enthielt, aus dem Plasmid pTOPO-H9-3' gespalten, in der praparativen
Gelelektrophorese isoliert und nach Phenol-Reinigung, sowie Ethanol-Prazipitation in das
ebenfall Bsml / Sacl restringierte Plasmid pTOPO-H9-5’ inseriert. Das resultierende Plasmid
pTOPO-H9 wurde verwendet, um die Nukleotidsequenz des ORF H9 zu bestimmen, welcher

eine Lange von 1.683 nt aufwies.

ORF H9
stille Mutationen im ORF H9
nt 42 54 117 708
5 T T 3
AT G A GenBank-Nr: D90305
Ll l
GC A G
A Mutationen im ORF H9 mit AS-Austausch
nt 173 350 976 978 1116 1634
5 \ | T \ 3
ATG GAA CCG ATG CTA GenBank-Nr: D90305
l ! l l 1
ACG GGA GCA ATA CAA
AS-Austausch 58 117 326 372 545
M=>T Q-6 P>A M=  L2>Q
fEntfernung der Ncol-Schnittstelle
nt 816
] [}
5 ] 3
CCATGG GenBank-Nr: D90305
1
B TCATGG
Anfligen von Restriktionsschnittstellen
1 L

BamHl Ncol Afll  Not

Abb. 1: schematische Darstellung der Nukleotidsequenz des ORF H9
Schematische, nicht maRstabsgerechte Darstellung der Nukleotid- bzw. Aminosaureaustausche (A)

des ORF H9 gegeniiber der Sequenz von H9 des Isolates AIV A/turkey/Wisconsin/1/66 (HON2) in der
Genbank (Nr. D90305) und Darstellung durchgefiihrter Modifikationen (B).
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Die ermittelte Nukleotidsequenz des ORF H9 zeigte zu 99,35 % Ubereinstimmung mit der in
der Genbank publizieten H9 HA-Sequenz dieses Stammes (GenBank-Nr.: D90305)
(Nobusawa et al. 1991). Die Abweichungen in der Nukleotidsequenz umfassten 4 stille
Mutationen (nt 42 A->G; nt 54 T->C; nt 117 G2>A; nt 708 A->G), sowie 5 nicht stille
Mutationen, die in Aminosaureaustauschen an den Positionen: nt 173 T->C, AS 58 M->T;
nt 350 A>G, AS 117 Q>G; nt 976 C>G und 978 G>A, AS 326 P>A; nt 1.116 G2A,
AS 372 M->1; nt 1.634 T>A, AS 545 L->Q, resultierten (Abb. 1 A).

Far weitere Klonierungsschritte wurden dem ORF H9 flankierende
Restriktionsenzymschnittstellen (BamHI, Ncol, Aflll und Notl-Site) mittels PCR unter
Verwendung der Primer AIV_H9 F BamHI _Ncol und AIV_H9 R Aflll_Notl artifiziell
angeflugt (Abb. 1 B). Dazu musste zunachst eine im ORF H9 an Position nt 816 vorhandene
Ncol-Schnittstelle entfernt werden. Mittels der Primer AIVHOMUT _C816T _F und
AIVHOMUT _C816T_R wurde die Ncol-Schnittstelle derart mutiert, dass keine
Aminosaureaustausche resultierten (Abb. 1 B).

Nach Anfiigen der flankierenden Restriktionsenzymschnittstellen wurde das PCR-Produkt
nach BamHl / Notl Behandlung (ca. 1.700 nt) in den entsprechend gespaltenen
Expressionsvektor pcDNA3 hinter die T7-Promotorsequenz inseriert. Das erhaltene Plasmid
pcDNA3-H9 wurde erneut mittels Sequenzierung geprift, wobei keine Abweichung zu der

vorher bestimmten Sequenz des ORF H9 festzustellen war.

Tab. 4: Primer zur Analyse des ORF H9

H9 interne Vorwartsprimer (VP) H9 interne Riickwartsprimer (RP)
AIV_H9 430-448 F AlV_H9 572-553 R
AlV_H9_886-905_F AIV_H9_1002-983_R

AIV_H9 1240-60_F AIV_H9 1429-10_R

VP zur Analyse von H9 in NDV RP zur Analyse von H9 in NDV
(im F-Gen beginnend) (im HN-Gen beginnend)
PN6115-35F PN6424-42R
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Abb. 2: in vitro-Translation pcDNA3-H9

Der im Expressionsplasmid enthaltene ORF H9 wurde mit Hilfe der T7 RNA-Polymerase im zellfreien
System transkribiert und unter Einbau von [358]-Methionin translatiert. Das radioaktiv markierte Protein
wurde in der SDS-PAGE getrennt und durch Fluorographie abgebildet. Die molekularen Massen (kDa)
der Markerproteine sind angegeben.

Von dem pcDNA3-H9 Expressionsplasmid wurde das H9 mit Hilfe der T7 RNA-Polymerase
transkribiert und im zellfreien System unter Einbau von [*°*S]-Methionin translatiert. Durch
elektrophoretische Auftrennung des Reaktionsansatzes und anschlielender Fluorographie
des Gels wurde das synthetisierte Protein dargestellt (Abb. 2). Die prominenteste
Proteinbande entsprach dem durch Ableitung von der Aminosauresequenz (AS: 560) des
ORF H9 errechneten Molekulargewicht von 62,5 kDa.

Durch Transfektion des pcDNA3-H9 Plasmids in LMH-Zellen wurde die Expression des
Hamagglutinins H9 in eukaryontischen Zellen geprift. Wahrend in der indirekten
Immunfluoreszenz (IFT) in Vektorplasmid-transfizierten bzw. nicht-transfizierten Zellen keine
Reaktionen detektiert wurden, konnte in pcDNA-H9-transfizierten Zellen, wie auch in AlV
HONZ2-infizierten Zellen, die als Kontrolle mitgefiihrt wurden, die Expression des AlIV-H9
Proteins mittels eines polyklonalen AlV H9-spezifischen Antiserums nachgewiesen werden
(Abb. 3).
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a-AlV HIN2

PcDNA3 To0aum pcDNA3-H9 "200pm

a-AlV HIN2

NI/ NT S0t AlV HON2 200

Abb. 3: Nachweis der H9 Protein-Expression in transfizierten Zellen im IFT

LMH-Zellen wurden mit Vektor-DNA (pcDNA3) mit bzw. ohne inseriertem H9 (3 pg) transfiziert, mit
AIV H9N2 (MOI 0,01) infiziert oder blieben unbehandelt. (nicht infiziert / nicht transfiziert (NI / NT)). Die
Zellen wurden mit einem polyklonalen AV HI9N2-Antiserum (1:600) inkubiert und die Reaktion mit
Spezies-spezifischem Alexa-Fluor 488-konjugierten Zweitantikdrper nachgewiesen.

Entsprechend konnte das AlIV-H9-Protein in Lysaten pcDNA-H9 transfizierter Zellen in der
Western Blot-(WB)-Analyse mit einer apparenten GréRe von ca. 65 kDa nachgewiesen
werden (Abb. 4) und war damit gegentber der GroRe des in vitro-Translationsproduktes des
H9 (Abb. 2) bzw. dem berechneten Molekulargewicht von 62,5 kDa vergrofert. Da das
Hamagglutinin des AIV glykosyliert wird, ist die Grélkenzunahme vermutlich auf eine
Glykosilierung, maoglicherweise aber auch auf weitere zellspezifische Modifikationen

zurickzufihren.
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Abb. 4: Nachweis der H9 Protein-Expression in transfizierten Zellen durch WB-Analyse

LMH-Zellen wurden entweder mit Plasmid-DNA (pcDNA3), mit bzw. ohne inseriertem H9-Gen (3 pg)
transfiziert, sowie mit AIV HIN2 infiziert oder blieben unbehandelt (NI / NT). Die Lysate dieser Zellen
wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Membranen transferiert und mit einem
polyklonalem AIV  HI9N2-Antiserum (1:15.000) inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Chemolumineszenz mit Peroxidase-konjugierten Zweitantikdérpern nachgewiesen. Die molekularen
Massen der Markerproteine (kDa) sind angegeben. In AV HIN2 infizierten Zellen konnte das
unprozessierte Hamagglutinin (HAp) und auch das prozessierte HA als HA; und HA, dargestellt
werden.

Als Basis zur Herstellung der Rekombinante NDV-H9 mittels des reversen genetischen
Systems (Romer-Oberdorfer et al. 1999) diente ein das gesamte Genom des NDV Clone 30
tragendes full-length Plasmid mit zusatzlicher Transkriptionseinheit in der intergenen Region
zwischen dem NDV F- und HN-Gen, welche ein Hamagglutinin H5 codiert
(Abb. 5; pPNDVH5VmM3) (Schréer et al. 2009). In diesem Plasmid wurde der ORF H5 von
singularen Ncol und Aflll-Sites flankiert; dies ermdglichte einen einfachen Austausch von
Fremdgenen. Das pcDNA3-H9 Plasmid wurde Ncol / Aflll-gespalten und ein 1.699 nt groR3es,
den ORF H9 enthaltendes Fragment gelisoliert und in das gleichermalRen gespaltene und
dephosphorylierte full-length Plasmid inseriert. In dem resultierenden Plasmid pNDV-H9 wird
der ORF H9 von virusspezifischen Gen-Start- und Gen-Endsequenzen, sowie von nicht-
kodierenden Regionen, die vom NDV-HN-Gen abgeleitet wurden, begrenzt (Abb. 5). Bei der
Generierung des full-length Plasmids pNDV-H9 war insbesondere die Einhaltung der ,rule of
six“ zu beachten, die durch Anpassung der Lange der am 3’-Ende des ORF H9 gelegenen,
nicht-kodierenden Region erfolgte. Dies wurde bereits im Design des Primers
AIV_H9 R_Aflll_Notl bertcksichtigt, wodurch das NDV-H9-Gesamtgenom eine Lange von
17.178 nt erhielt.

Die ORF H9 enthaltende Genkassette (2.034 nt) wurde mittels Sequenzierung des pNDV-
H9-Plasmids mit AIV H9-spezifischen, sowie flankierenden NDV F- und HN-Gen-
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spezifischen Primern (Tab. 4) geprift und 100 % Ubereinstimmung mit der erwarteten

Sequenz bestatigt.

pPNDVH5VmM3

L -3

Ncol  Aflll

pNDV-HY

T7-Promotor T7-Terminator

HDV-Ribozym Sequenz

HA-Gen von
AlV Alturkey/Wisconsin/66 (HIN2)

Ncol Affl

Abb. 5: Plasmidaufbau NDV-H9

Schematische, nicht mallstabsgerechte Darstellung des Aufbaus der Plasmide pNDVH5Vm3 und
pNDV-H9 und der Lokalisation der singuldren Ncol und Aflll Restriktionsenzymschnittstellen;
Farbkodierung: grin: T7-Promotor, dunkelgrau: Gen-Start- (Pfeil) und Gen-Endsequenzen (Block);
hellgrau: nicht-kodierende Region; hellblau: NDV-Gene, gelb: nicht-kodierende Region des HN-Gens;
lila: HDV-Ribozym Sequenz; tirkis: T7-Terminator; rot bzw. dunkelblau: inseriertes AIV
Hamagglutinin-Gen

4.2 Generierung und in vitro-Charakterisierung der NDV-H9

Rekombinante

—_ =
0 o = N
1 1 1 ]

E %
g2 7 A
=]
g6
5 —&— NDV Clone 30
24 —8— NDV-H9
2, ]

2 |

-

0 & T + T T T

0 12 24 36 48 60 72

Stunde pi
Abb. 6: in ovo-Wachstumskinetik der NDV-H9 Rekombinante

Je vier embryonierte SPF-Eier wurden mit einer Dosis von 102 EIDs, /Ei beimpft, die Allantois-
Flussigkeiten zu festgelegten Zeitpunkten geerntet, gepoolt und die Titer der Nachkommen-Viren auf
Zellkultur bestimmt (TCIDs, / ml). Dargestellt sind die durchschnittlichen Titer aus zwei unabhangigen
Versuchen, sowie die Standardabweichungen.
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Zur Generierung von infektidsen Viren wurde das pNDV-H9 Plasmid zusammen mit den
Hilfsplasmiden pCite-NDV NP, pCite-NDV P und pCite-NDV L in eine T7 RNA-Polymerase
exprimierende Zelllinie (BHK-21, Clone BSR T7/5) (Buchholz et al. 1999) transfiziert,
wodurch die Transkription viralen Antigenoms, sowie die Expression der fir den
Transkriptionskomplex notwendigen Proteine N, P und L ermdglicht wurde.

Zur Anzucht der entstandenen Viren wurden die nach 48 Stunden geernteten Transfektions-
Uberstande in die Allantoishéhle 10 Tage alter, embryonierter SPF-Eier verimpft und nach
5 Tagen geerntet. Die Allantoisflissigkeit wurde mittels Hamagglutinationstest und nach
Infektion von Zellen mittels indirekten Immunfluoreszenztests auf die Anwesenheit von
infektiosem Virus untersucht. Konnte infektidses Virus nachgewiesen werden, wurde dieses
in einer zweiten Eipassage vermehrt und auf seine NDV-H9 Identitat geprift. Dazu wurde
RNA aus Allantoisflissigkeit prapariert, mittels RT-PCR mit NDV F- und HN-spezifischen
Primern ein die Fremdgeninsertion umfassendes Fragment (ca. 2.300 bp) amplifiziert und mit
NDV-, sowie AlIV H9-spezifischen Primern sequenziert (Tab. 4). In diesem Bereich waren im
generierten Virus keine Abweichungen zur Nukleotidsequenz des pNDV-H9 Plasmids
festzustellen.

Zur Prifung, ob die Insertion des H9-Gens als zusatzliche Transkriptionseinheit
Auswirkungen auf die Replikationseigenschaften des rekombinanten NDV-H9 zeigt, wurden
im Vergleich zum parentalen NDV Clone 30 Wachstumskinetiken im Ei durchgefiihrt. Die
Rekombinante NDV-H9 repliziert in den ersten 24 Stunden verzégert, erreicht zu spateren
Zeitpunkten aber einen zum parentalen Virus vergleichbaren Endtiter von 10° TCIDso / ml
(Abb. 6).
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Abb. 7: Nachweis H9-spezifischer mMRNA im Northern Blot

CEK-Zellen wurden mit einer MOI von 5 infiziert und 8 Stunden pi geerntet. Gesamtzell-RNA (6 ug)
aus mit den entsprechenden Viren infizierten und nicht infizierten (NI) Zellen wurden in Formaldehyd-
haltigen Agarosegelen (3.2.4.2; Abb. 7 A.) getrennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit [32P]-
markierten, Gen-spezifischen Antisense-cRNA-Sonden hybridisiert (Abb. 7 B.). Die GroRen des
mitgeflihrten Markers sind angegeben.

Zum Nachweis von mRNA der AIV H9- bzw. NDV F- und HN-Gene in infizierten Zellen
wurden die Expressionsplasmide pcDNA3-H9, pcDNA3-NDV F sowie pcDNA3-NDV HN
genutzt, um mit Hilfe der SP6 RNA-Polymerase Gen-spezifische Antisense-cRNA-Sonden zu
synthetisieren. Mittels der radioaktiv-markierten cRNA-Sonden konnten nach Hybridisierung
der auf Nylonmembran transferierten Gesamtzell-RNA aus infizierten (NDV Clone 30, NDV-
H9, AIV HIN2) und nicht infizierten Zellen die entsprechenden mRNAs nachgewiesen
werden (Abb. 7 B.).

In NDV-H9-infizierten Zellen konnte H9-spezifische mRNA nachgewiesen werden, welche
mit ca. 2 kb gegenliber der mRNA aus AIV HI9N2-infizierten Zellen (ca. 1,7 kb) vergroRert
war. Die GroRendifferenz ist dabei auf flankierende, nicht-kodierende Regionen von
ca. 0,27 kb um den ORF H9 in der NDV-H9 Rekombinante zuriickzufihren und entspricht
damit der erwarteten Grof3e. In NDV Clone 30- oder in NDV-H9-infizierten Zellen waren die
Transkripte der das H9-Gen umgebenden Gene F und HN mit den erwarteten Gré3en von
ca. 1,8 kb bzw. ca. 2 kb nachzuweisen. Die Signale der NDV F- und HN-mRNAs waren in
NDV-H9-infizierten Zellen schwacher als in NDV Clone 30-infizierten Zellen. Das

Mengenverhaltnis der nachgewiesenen mRNAs zueinander blieb aber konstant, so dass die
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Transkription des nachfolgenden HN-Gens durch die Insertion des Fremdgens nicht sichtbar
beeintrachtigt war. Mit der NDV F-spezifischen Sonde wurde in NDV Clone 30- und in NDV-
H9-infizierten Zellen eine zusatzliche ca. 3 kb groRe Bande detektiert, die vermutlich
Durchlesetranskripte der NDV Gene M und F darstellt.

NDV-H9 AlV HION2

200pm

Abb. 8: Nachweis des H9-Proteins von NDV-H9 im IFT

CEF-Zellen wurden mit den entsprechenden Viren mit einer MOI von 0,01 infiziert und nach 18
Stunden fixiert. Infizierte, sowie nicht infizierte Zellen wurden mit polyklonalem AIV H9N2 Antiserum
(1:600, Huhn), sowie mit NDV-Antiserum (1:3.000, Kaninchen) simultan inkubiert und die Reaktionen
mit entsprechenden, Spezies-spezifischen Alexa-Fluor 488- bzw. 594-markierten Zweitantikdrpern
(1:1.000) nachgewiesen.

Der simultane Einsatz eines NDV-spezifischen, sowie eines H9-spezifischen Antiserums in
der indirekten Immunfluoreszenz (Abb. 8) zeigte, dass in NDV-H9 infizierten Zellen, die NDV-
spezifische Fluoreszenz aufwiesen, auch das H9-Protein exprimiert wurde, wahrend in NDV-
infizierten Zellen nur NDV-spezifische Proteine detektiert wurden. Mit dem homologen AlIV
HIN2-infizierte Zellen dienten zur Kontrolle der AIV H9-spezifischen Reaktion und nicht-
infizierte Zellen zeigten keine Reaktion.

Wie in der Immunfluoreszenzanalyse wurde auch in der Western Blot Analyse (Abb. 9) und
mittels Radioimmunprazipitation (RIP; Abb. 10) mit dem H9-spezifischen Serum nur in NDV-
H9 oder AIV HIN2 infizierten Zell-Lysaten eine Reaktion erhalten, die in nicht-infizierten oder
NDV-infizierten Zell-Lysaten fehlte. Ein entsprechend durchgeflihrter Blot bzw. RIP, in dem
NDV-spezifische Proteine nachgewiesen wurden, zeigte, dass einander entsprechende
Mengen aufgetragen worden waren. Das durch NDV-H9 exprimierte H9 Protein wies in
beiden Analysen ein Molekulargewicht von ca. 65 kDa auf und entsprach damit der Grofe
des H9 Proteins in AIV H9 infizierten Zell-Lysaten. Die Ubereinstimmung der GroRe des
H9 Proteins in NDV-H9-, sowie AIV HI9N2-infizierten Zellen spricht daher fiir eine ahnliche

posttranslationale Modifikation (Glykosilierung) des H9 Proteins.
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Abb. 9: Nachweis des H9-Proteins von NDV-H9 in der WB-Analyse

CEF-Zellen wurden mit den entsprechenden Viren mit einer MOI von 2 infiziert und nach 24 Sunden
geerntet. Die Lysate der Zellen wurden in der SDS-PAGE getrennt, auf Nitrocellulose-Membranen
transferiert und mit polyklonalem AIV H9N2 Antiserum (1:15.000) bzw. einem NDV-HN-spezifischen
Antiserum (1:20.000) inkubiert. Die Antikdrperbindung wurde durch Chemolumineszenzreaktion der
Spezies-spezifischen Zweitantikdrper (1:20.000) nachgewiesen. Die
molekularen Massen der Markerproteine sind angegeben.
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Abb. 10: Nachweis des H9-Proteins von NDV-H9 in der Radioimmunprazipitation (RIP)

Mit den entsprechenden Viren infizierte CEK-Zellen wurden mit [358]-Methionin metabolisch markiert.
Nach Inkubation der Zell-Lysate mit monospezifischem Vaccinia-AlV H9-Antiserum (1:10) bzw.
polyklonalem NDV-Antiserum (1:10, Kaninchen) wurden die Antigen-Antikbrper-Komplexe mit
inaktivierten Staphylococcus aureus (Protein A) immunprazipitiert und durch SDS-PAGE getrennt.
Mittels Fluorographie konnten die prazipitierten viralen Proteine nachgewiesen und ihre molekularen
Massen (kDa) an Hand radioaktiver Markerproteine bestimmt werden.
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Abb. 11: Immunelektronenmikroskopische Untersuchung zur Inkorporation des H9 Proteins in NDV-
H9 Virionen

Gereinigte AIV HIN2 (oben) bzw. NDV-H9 (unten) Virionen wurden mit polyklonalem H9N2-Antiserum
inkubiert. Die Antikérperbindung wurde mit Gold-markierten Zweitantikérpern nachgewiesen und nach
Negativkontrastierung elektronenmikroskopisch dargestellt (Die Praparate und Aufnahmen wurden
von Herrn Dr. H. Granzow, FLI, Insel Riems angefertigt).
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Abb. 12: Untersuchung zur Inkorporation des H9-Proteins in gereinigten NDV-H9 Virionen in der WB-
Analyse

Nach Bestimmung des Proteingehaltes wurden gereinigte Virionen (1 pug) der entsprechenden Viren in
der SDS-PAGE getrennt, auf Nitrocellulose-Membranen transferiert und mit polyklonalem AIV H9N2
Antiserum (1:15.000) bzw. einem NDV-HN-spezifischen Antiserum (1:20.000) inkubiert. Die
Antikérperbindung wurde durch Chemolumineszenzreaktion der Peroxidase-konjugierten, Spezies-
spezifischen Zweitantikdrper (1:20.000) nachgewiesen. Die molekularen Massen der Markerproteine
sind angegeben.

Weiterhin wurde untersucht, ob das H9 Protein in NDV-H9-Virionen inkorporiert wird. Dazu
wurden gereinigte Virionen immunelektronenmikroskopisch im Labor Dr. Granzow
untersucht. Wahrend AIV H9-Virionen mit einem polyklonalen AlV HIN2-spezifischen Serum
markiert wurden, waren in Virionen der NDV-H9 Rekombinante keine spezifische Reaktion
nachzuweisen (Abb. 11). Western Blot-Analysen gereinigter Virionen bestatigten dieses
Ergebnis, auch in dieser Analyse ergab sich kein Hinweis auf eine mdgliche Inkorporation
des H9 Proteins in NDV-H9 Virionen (Abb. 12). Da in entsprechenden H5 bzw.
H7-exprimierenden NDV-Rekombinanten das HA Protein in der Virushillmembran
nachgewiesen werden kann (Veits et al. 2006; Schroer et al. 2009), wurde weiterhin gepruft,
ob das H9 Protein moglicherweise nicht oder nicht ausreichend auf der Zelloberflache
exprimiert wird. Dazu wurden NDV-H9-infizierte Zellen, perforierend bzw. nicht-perforierend
fixiert und in der indirekten Immunfluoreszenz die Lokalisation des AIV-H9 Proteins auf der
Zelloberflache bzw. im Zytoplasma untersucht. Wahrend der Nachweis des zur Kontrolle
untersuchten NDV-F Proteins im Zytoplasma und auf der Zelloberflache NDV-H9 infizierter
Zellen zu erbringen war, konnte das AlV-H9 Protein nur im Zytoplasma detektiert werden
(Abb. 13). Nicht infizierte Kontrollzellen zeigten keine Reaktion. Daraus Iasst sich folgern,
dass das H9-Protein in NDV-H9 infizierten Zellen nicht oder unterhalb der in dieser

Untersuchung detektierbaren Menge auf der Zelloberflache exprimiert wird.
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Die Stabilitdt der Fremdgen-Insertion von NDV-H9 wurde durch 10-malige Passage der
Rekombinante im Ei gepruft. Nach Praparation der viralen RNA aus der Allantoisflissigkeit
der 10. Eipassage wurde mittels RT-PCR der gesamte Bereich des Fremdgens mit im NDV
F- und NDV HN-Gen lokalisierten Primern amplifiziert. Das ca. 2.300 bp gro3e Fragment
wurde in den Vektor pGem-T Easy ligiert und mit NDV F-, NDV HN- sowie AIV
H9-spezifischen Primern (Tab. 4) sequenziert. Die Analysen zeigten, dass das H9-Gen,
sowie die Ubergange zu den benachbarten NDV-Genen im Vergleich zu der
Nukleotidsequenz des pNDV-H9-Plasmids unverandert waren. Dariber hinaus wurden
Zellen mit der 10-malig passagierten NDV-H9 Rekombinante mit einer MOI von 0,01 bzw. 2
infiziert und in der indirekten Immunfluoreszenz (Abb. 14) und Western Blot-Analyse (Abb.
15), wie oben beschrieben, untersucht. In beiden Untersuchungen konnte die Expression
des H9-Proteins von NDV-H9 verifiziert und somit die Stabilitdt des Fremdgens Uber

10 Eipassagen belegt werden.
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o-NDV-F o-AlV HINZ

NDV-H9 NDV-H9

QDDum
Abb. 13: Nachweis des NDV F- bzw. AIV H9-Proteins von NDV-H9 in perforierten bzw. nicht-
perforierten Zellen im IFT

PFA +
Triton X

CEF-Zellen wurden mit NDV-H9 mit einer MOI von 0,01 infiziert bzw. nicht infiziert und nach 18
Stunden mit PFA bzw. PFA-Triton X fixiert. Die Zellen wurden mit polyklonalem AIV HI9N2 (1:600),
bzw. mit NDV F-spezifischem Antiserum (1:1.000) inkubiert und die Reaktionen mit den
entsprechenden, Spezies-spezifischen Alexa-Fluor 488-Zweitantikorpern (1:1.000) nachgewiesen.

NDV-H9 10.EP AlV HONZ

200um

Abb. 14: Nachweis des H9-Proteins der 10. Eipassage von NDV-H9 im IFT

CEF-Zellen wurden mit den entsprechenden Viren mit einer MOI von 0,01 infiziert und nach 18
Stunden fixiert. Infizierte, sowie nicht infizierte Zellen wurden mit polyklonalem AIV HIN2 Antiserum
(1:600, Huhn) und mit NDV-Antiserum (1:3.000; Kaninchen) simultan inkubiert und die Reaktionen mit
entsprechenden, Spezies-spezifischen Alexa-Fluor 488- bzw. 594-markierten Zweitantikérpern
(1:1.000) nachgewiesen.
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Abb. 15: Nachweis des H9-Proteins der 10. Eipassage von NDV-H9 in der WB-Analyse

CEF-Zellen wurden mit den entsprechenden Viren mit einer MOI von 2 infiziert und nach 24 Stunden
geerntet. Die Lysate der Zellen wurden in der SDS-PAGE getrennt, auf Nitrocellulose-Membranen
transferiert und mit polyklonalem AIV H9N2 Antiserum (1:15.000) bzw. einem NDV-HN-spezifischen
Antiserum (1:20.000) inkubiert. Die Antikorperbindung wurde durch Chemolumineszenzreaktion der
Peroxidase-konjugierten, Spezies-spezifischen Zweitantikérper (1:20.000) nachgewiesen. Die
molekularen Massen der Markerproteine sind angegeben.
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4.3 in vivo-Charakterisierung der NDV-H9 Rekombinante

Die in vivo-Charakterisierung umfasste die Prufung der Virulenz der NDV-H9 Rekombinante,
sowie der Schutzwirkung gegen LPAIV vom Subtyp HON2 und gegen velogenes NDV in den
Spezies Huhn und Pute. Bei gegebener Wirksamkeit sollte weiterhin die Eignung der

Rekombinante als Markervakzine gegen AlV geprift werden.

4.3.1 ICPI

Zur Prifung der Virulenz der NDV-H9 Rekombinante wurde der ICPI-Test nach den
Richtlinien des OIE durchgefiihrt. Die H9-exprimierende NDV-Rekombinante erwies sich, wie
auch das parentale, rekombinante NDV ohne Fremdgeninsertion, im ICPI Test als avirulent
(ICPI-Werte = 0). Damit konnte gezeigt werden, dass die Insertion des AIV
H9-Hamagglutinins in das NDV-Genom zu keiner erkennbaren Steigerung der Virulenz im
Huhn fuhrt.

4.3.2 Aufbau des Tierversuches im Huhn und in der Pute
Immunisierung NDV-H9 rNDV
10 10
Anzahl
der Tiere
10 10
Challenge AlV HON2 NDV Herts 33/56
10
10 10
Anzahl .
der Tiere nawv
10 10

Abb. 16: Gruppeneinteilung zur Prifung der Schutzwirkung von NDV-H9 im Huhn und in der Pute
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4.3.3 Tierversuch im Huhn

é Blutentnahme
VE Versuchsende l
T T T T T T A
& & & é &
7 ¢ |/ }

Abb. 17: Zeitablaufplan der Priifung der Schutzwirkung der NDV-H9 Rekombinante im Huhn

Zur Prifung der NDV-H9 Rekombinante im Huhn wurden 50 SPF-Tiere eingesetzt. Im Alter
von 3 Wochen wurden je 20 Tiere mit NDV-H9 bzw. mit dem entsprechend rekombinant
erzeugten NDV (rNDV) okulonasal mit einer Dosis von 10° EIDs, / 200 pl pro Tier
immunisiert, wahrend 10 Tiere naiv blieben und als Kontrollgruppe fir die
Belastungsinfektion (Challenge) mit NDV dienten (Abb. 16). Vor (Tag 0; d0), sowie an
Tag 10 und 21 nach Immunisierung (pi) wurde den immunisierten Tieren Blut abgenommen
und die daraus gewonnenen Seren auf NDV-, sowie H9-spezifische Antikérper untersucht.
Durch oropharyngeale und kloakale Tupfernahmen an Tag 2 und 4 pi wurde die
Ausscheidung von NDV-H9 im Vergleich zu rNDV durch den Nachweis viraler RNA (VRNA)
mittels real time RT-PCR (rtRT-PCR) untersucht (Abb. 17).

Drei Wochen nach Immunisierung erfolgten die Belastungsinfektionen. Dazu wurden
10 NDV-H9 immunisierte und 10 rNDV immunisierte Tiere, welche als Kontrollen dienten, mit
dem homologen AIV Alturkey/Wisconsin/1/66 (HON2) in einer Dosis von 10%2 EIDs, / Tier in
200 pl okulonasal infiziert. Weitere 10 NDV-H9 immunisierte und 10 rNDV immunisierte Tiere
wurden zusammen mit 10 naiven Kontrolltieren mit NDV Herts 33/56 in einer todlichen Dosis
von 10°° EIDs, / Tier in 200 Ml okulonasal infiziert (Abb. 16). Den Kontrolltieren wurde ein
Tag zuvor zur Bestimmung des Antikorperstatus Blut abgenommen (Abb. 17).

Zur Prifung der Virusausscheidung nach den Belastungsinfektionen (pc) wurden an den
Tagen 2 bis 7, sowie an Tag 9, 11 und 14 oropharyngeale und kloakale Tupferproben

genommen. Der Versuch wurde drei Wochen nach der Belastungsinfektion beendet (VE;
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Abb. 17). Erkrankte oder am Versuchsende getbtete Tiere wurden pathologisch-anatomisch

untersucht.

4.3.4 Klinik nach Immunisierung

Nach der Immunisierung mit der Rekombinante NDV-H9 oder rNDV zeigten die Tiere keine

klinischen Symptome und wurden als gesund beurteilt (Tab. 5).

1 | MNOW-HI
22 @ Oy
+ 267
g 30 1 Bandbreite
b 34
42 1 |
K ‘
d4pi
NDV-H9 19720 8720 20/20 4120
NDV 8/20 8/20 20/20 4720

Abb. 18: vVRNA-Nachweis in Tupferproben nach Immunisierung mit NDV-H9 und rNDV im Huhn

Zur Ermittlung der Virusausscheidung wurden Tupferproben in der rtRT-PCR auf vRNA untersucht
und die Mittelwerte der erhaltenen CT-Werte aller Rachen-(R) und Kloakentupfer (K) pro Gruppe und
Tag dargestellt. Die vertikalen Linien geben die Bandbreite der CT-Werte wieder. Angegeben sind
aullerdem die positiven Reagenten (CT < 42) an der Gesamtzahl der Tiere fur die untersuchten Tage.

Die Ausscheidung der Viren Uber Rachen und Kloake wurde mittels Detektion VRNA in der
rntRT-PCR untersucht. Aus den dargestellten Daten folgt, dass beide Viren ausgeschieden
wurden, wobei in den Rachentupfern eine deutlich hdhere Virusgenomlast als in kloakalen
Tupfern nachgewiesen wurde (Abb. 18). Dies ist nicht ungewohnlich, da die Viren lokal
vorrangig im Rachenraum replizieren. Die NDV-H9 Rekombinante repliziert im Huhn dem

rNDV entsprechend.

4.3.41 Untersuchung auf Antikorper gegen AIV

Die vor bzw. nach Immunisierung gewonnenen Serumproben wurden im Hamagglutinations-
Hemmungstest untersucht. Entsprechend den Empfehlungen des OIE (OIE 2009b) wurden
bei Antigeneinstellung auf 4 HAE Einzeltierseren mit einem Titer von 2* oder héher als
positiv bewertet, der Gruppenmittelwert wurde aus allen erhaltenen Einzeltierergebnissen
ungeachtet dessen, ob sie positiv zu bewerten waren, berechnet. Als Antigen wurde das

homologe AIV A/turkey/Wisconsin/1/66 (HO9N2) eingesetzt. Bei der Untersuchung der vor
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Immunisierung gewonnenen Seren konnten keine H9-spezifischen Antikdrper nachgewiesen
werden. In den Seren rNDV-immunisierter Tiere waren erwartungsgemal® keine
H9-spezifischen Antikdrper induziert worden, jedoch konnten auch in den mit NDV-H9
immunisierten Hihnern keine H9-spezifischen Antikdrper detektiert werden.

Daraufhin wurden die Seren der NDV-H9 Immunisierten mit sensitiveren Methoden wie der
indirekten Immunfluoreszenz auf AIV HIN2 infizierten Zellen und in Western Blot-Analysen
mit Zell-Lysaten AIV HON2 infizierter bzw. nicht infizierter Zellen untersucht. In beiden
Analysen konnten auch bei niedrigen Serumverdinnungen (1:10) keine H9-spezifischen
Reaktionen mit den an Tag 21pi gewonnenen Seren nachgewiesen werden, weshalb davon
auszugehen war, dass keine oder lediglich unter der Nachweisgrenze dieser Methoden
liegende Mengen H9-spezifischer Antikdrper induziert worden waren.

Fir den Nachweis, dass diese Tiere auch mit der Rekombinante NDV-H9 immunisiert
worden waren, d.h. um Durchfiihrungsfehler auszuschlie®en, wurden aus mehreren
Rachentupfern (d2pi) von Tieren dieser Gruppe RNA isoliert und in der RT-PCR mit
H9-spezifischen internen Primern untersucht. Es konnten Fragmente in der erwarteten
Grofle (ca. 500 bis 540 bp) amplifiziert werden, die mittels praparativer
Agarosegelelektrophorese unter Verwendung des QIAquick® Gel Extraction Kits (Qiagen)
gereinigt und sequenziert wurden. Die ermittelten Sequenzen zeigten 100 %ige
Ubereinstimmung mit der im NDV-H9-Plasmid ermittelten H9 Hamagglutininsequenz und

bestatigten somit die Immunisierung der Tiere mit der NDV-H9 Rekombinante.

4.3.4.2 Untersuchung auf Antikorper gegen NDV

B NDV-H9
B fNDV

0-Blut d10pi d21pi
Abb. 19: HN-spezifische AK nach Immunisierung mit NDV-H9 und rNDV im Huhn
Dargestellt sind die HAH-Titer Mittelwerte (Balken) der jeweiligen Gruppe an den entsprechenden

Beprobungstagen als log,, sowie die Bandbreiten (vertikale Linien). Die grune Linie gibt den Titer an,
der nach OIE als positiv zu bewerten ist.

99



Die vor bzw. nach Immunisierung gewonnenen Seren wurden im H&amagglutinations-
Hemmungstest unter Verwendung von rNDV als Antigen untersucht (Abb. 19). Die
Ergebnisse wurden analog des AIV-H9 Nachweises (4.3.4.1) bewertet. Vor der
Immunisierung verfugte keines der Tiere Uber HN-spezifische Antikdrper. Bereits nach
10 Tagen wiesen beide Gruppen (je 10 / 10) spezifische Antikérper-Titer gegen NDV auf, die
nahe dem drei Wochen nach Immunisierung erreichten Titer (ca. 2°) lagen. Dies zeigt, dass

Immunisierung mit NDV-H9 dem rNDV entsprechende Titer in SPF-HUhnern induziert.

4.3.5 Klinik nach Belastungsinfektion mit AIV HOIN2

tot 3,0 -
2,5 -
schwer
T 201
krank 2 —— NDV-HZ
o 1,5 )
S —Ko
|
krank = 10 1
0,5 -
0,0 =P ——————————0

01 23 4586 7 8 9 1011121314 1516 17 18 19 20 21
Tag pc

Abb. 20: taglicher klinischer Index nach Infektion von Hilhnern mit AIV HON2

Da LPAIV keine oder kaum klinische Symptome insbesondere in SPF-Hihnern hervorruft,
wurde fir die Belastungsinfektion mit AIV A/turkey/Wisconsin/1/66 (H9N2) die durch den
Virustiter limitierte maximale Dosis (10%? EIDs, / Tier) verwendet. Die Kontrolltiere zeigten
von Tag 2 bis Tag 10 nach Infektion eine Beeintrachtigung des Wohlbefindens (Abb. 20).
Dies resultiert in einem Uber 10 Tage berechneten klinischen Index von 0,1 (Kap. 3.2.14.3
und Tab. 5). In der frihen Phase nach Infektion (Tag 2 und 3) war bei 4 von 10 Tieren eine
leichte R6tung und Schwellung der Augenlidbindehaut zu verzeichnen. Ab Tag 4 zeigten die
anderen 6 Tiere leichten Durchfall. Das Allgemeinbefinden, die Futter- oder
Wasseraufnahme der Huhner war nicht gestort. Jedes der 10 Kontrolltiere zeigte Uber den
10-tdgigen Berechnungszeitraum mindestens ein Bewertungsmerkmal, was den
Ruckschluss auf eine infektionsbedingte Beeintrachtigung zulie. Ab dem 11. Tag waren die
Tiere wieder unauffallig (Abb. 20). Insgesamt waren die Symptome sehr mild, jedoch zeigt
der -wenn auch geringe- ermittelte Indexwert der Kontrolltiere, dass es zu einer
Beeintrachtigung des Wohlbefindens der Tiere gekommen war. Hingegen blieben die NDV-

H9 immunisierten Tiere vollig gesund (klinischer Index = 0; Tab. 5).
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4.3.5.1 Nachweis von Antikorpern gegen AlV

B NDV-H9
| KO

d21pi dilipc d21pc

Abb. 21: AIV H9-spezifische AK nach Infektion mit AIV HON2 im Huhn

Dargestellt sind die HAH-Titer Mittelwerte (Balken) der jeweiligen Gruppe an den entsprechenden
Beprobungstagen als log,, sowie die Bandbreiten (vertikale Linien). Die griine Linie gibt den Titer an,
der nach OIE als positiv zu bewerten ist.

An den Tagen 11 bzw. 21pc gewonnene Seren, wurden im Vergleich zu den vor
Belastungsinfektion gewonnenen Seren (d21pi) im Hamagglutinations-Hemmungstest
untersucht. Als Antigen wurde das homologe AIV Alturkey/Wisconsin/1/66 (H9N2)
verwendet, die Bewertung erfolgte wie unter 4.3.4.1 beschrieben. Wahrend in vor
Belastungsinfektion gewonnen Seren keine AIV H9-spezifischen Antikorper nachgewiesen
werden konnten, serokonvertierten alle NDV-H9 immunisierten Tiere nach AlV-Infektion
entsprechend den nicht-immunisierten Kontrolltieren (Abb. 21). Bereits nach 11 Tagen
wurden in beiden Gruppen Durchschnitts-Titer von ca. 2° erreicht (Abb. 21; Tab. 5). Dies

indiziert eine starke Virusreplikation in den Tieren beider Gruppen.

100 —
90
80
70
60
50 A O positiv
40 O fraglich
30~
20
10 +

0

% Reagenten

NDV-H9 ‘ KO NDV-H9 ‘ KO NDV-H9 ‘ KO
d21pi d11pc d21pc

Abb. 22: AIV NP-spezifische AK nach Infektion mit AIV HON2 im Huhn
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Die Immunisierung mit der NDV-H9-Rekombinante induzierte keine H9-spezifischen
Antikérper, womit sich eine Differenzierung von immunisierten und infizierten Tieren an Hand
des Nachweises von Antikérpern gegen andere, nicht HA-spezifische AlIV Proteine nach
Belastungsinfektion ertbrigt. Dennoch wurden die Seren in einem AIV NP-spezifischen
ELISA untersucht, um Erfahrungen zum Nachweis und zum zeitlichen Auftreten solcher
Antikérper zu sammeln. Vor der Infektion waren in den Seren NDV-H9 immunisierter und
AlV-naiver Hihner, wie erwartet, keine AIV NP-spezifischen Antikorper detektierbar. Bereits
11 Tage nach der AlV-Belastungsinfektion konnten in allen Tieren beider Gruppen
NP-spezifische Antikdrper nachgewiesen werden (Abb. 22; Tab. 5), was ebenfalls die

Virusreplikation in Tieren beider Gruppen indiziert.

4.3.5.2 Nachweis der AlV-Virusausscheidung

Zur Ermittlung der Virusausscheidung nach Infektion mit dem homologen AlIV HON2, wurden
Tupfer von Rachen und Kloake auf vRNA in der tRT-PCR untersucht.

An den Tagen 2 und 3 konnte in den Rachentupfern eine hdhere Virusgenomlast ermittelt
werden, als in Kloakentupfern beider Gruppen. Ab Tag 4 war die mittels rtRT-PCR
analysierte Ausscheidung in Rachentupfern deutlich ricklaufig (Abb. 23). Fur die
Kontrollgruppe wurde von Beginn an eine hohe Virusgenomlast aus den kloakalen Tupfern
ermittelt, die bis Tag 5 anstieg, gefolgt von einer Plateau-Phase auf ebenfalls hohem Niveau
und anschlieRender Reduktion. Die NDV-H9 Gruppe zeigte einen deutlich verlangsamten
Anstieg der detektierten kloakalen Ausscheidung von vRNA, die einen der Kontrollgruppe
aquivalenten, jedoch um mindestens 3 CT-Werte reduzierten weiteren Verlauf aufwies. Auch

war die Anzahl positiver Einzelproben in der NDV-H9 Gruppe an fast allen Tagen geringer.
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Abb. 23: vVRNA-Nachweis in Tupferproben nach Infektion von Hihnern mit AIV HON2 (rtRT-PCR)
Die CT-Mittelwerte der Gruppen (Balken), sowie die Bandbreiten (vertikale Linie) sind pro

Beprobungstag fiir Rachen (R) und Kloake (K) getrennt dargestellt. Die Anzahl positiver Tupfer an der
Gesamtzahl je Gruppe und Tag ist in der Tabelle darunter fir Rachen und Kloake getrennt aufgefihrt.
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Abb. 24: Box-Plots der ermittelten CT-Werte in Tupferproben nach AlV HIN2-Infektion von Hihnern

Dargestellt sind die Bandbreite (vertikale Linie; Minimum und Maximum), der Median (horizontale
schwarze Linie), sowie das untere (0,25) und obere (0,75) Quartil (untere bzw. obere Begrenzung der
Box). Decken die Boxen beider Gruppen fir Rachen- oder Kloakentupfer an einem Tag nicht-
Uberschneidende CT-Wertbereiche ab, sind die Unterschiede signifikant.

Signifikante Unterschiede der erhaltenen CT-Werte aus Tupfern der Kontroll- und NDV-H9
immunisierten Gruppe waren lediglich in Kloakentupfern an den Tagen 3 (p=0,04515; W=78)
und 5 (p=0,0004397; W=58) festzustellen, wurden mittels Wilcoxon Test ermittelt und als
Box-Plot in Abb. 24 dargestellt. Alle weiteren aus Abb. 23 ersichtlichen Differenzen in der
Virusgenomlast zwischen den Gruppen waren nicht signifikant. Der Vergleich der
CT-Gruppenmittelwerte im zeitlichen Verlauf legt die Vermutung nahe, dass die
Immunisierung mit NDV-H9 eine Minderung von Virusgenomlast und Reagenten Uber den

Hauptausscheidungszeitraum (d2 bis d7pc), bewirkt.

4.3.5.3 Pathologische Befunde nach Belastungsinfektion mit AIV

Drei Wochen nach Infektion mit LPAIV HIN2 wurden alle Tiere seziert und pathologisch-
anatomisch auf makroskopische Veranderungen untersucht. Die Kontrolltiere, aber auch die
NDV-H9-immunisierten Tiere wiesen Uberwiegend leichte (bis mittelgradige) Hamorrhagien
im Duodenum und Jejunum auf. Wahrend bei NDV-H9 immunisierten Tieren das Pankreas
makroskopisch keine Veranderungen aufwies, konnten bei 2 Kontrollen multifokale, helle,
punktformige Veradnderungen diagnostiziert werden, die auf das Vorliegen einer

Pankreasnekrose hindeuteten.
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4.3.6 Klinik nach Belastungsinfektion mit NDV
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Abb. 25: Taglicher klinischer Index nach Infektion von Hihnern mit velogenem NDV

Nach Infektion mit velogenem NDV Herts 33/56 in tédlicher Dosis (105'5 ElDso/Tier), waren
alle Tiere der Kontrollgruppe an Tag 4 verstorben. Die immunisierten Tiere blieben gesund
und zeigten im Verlauf keine klinischen Symptome (Abb. 25). Wahrend fir die Kontrollgruppe
ein Uber 10 Tage berechneter klinischer Index von 2,39 ermittelt wurde, war dieser fur beide
immunisierten Gruppen 0 (Tab. 5). Wie auch das parentale rNDV zeigte die NDV-H9
Rekombinante nach einmaliger Immunisierung einen vollstandigen Schutz gegen klinische
Symptome nach einer letalen NDV-Infektion.

4.3.6.1 Nachweis von Antikorpern gegen NDV

B NDV-H9
H rNDV
B KO

d21pi d21pc
Abb. 26: HN-spezfische AK nach Infektion mit velogenem NDV in Hiihnern
Dargestellt sind die HAH-Titer Mittelwerte (Balken) der jeweiligen Gruppe an den entsprechenden

Beprobungstagen als log,, sowie die Bandbreiten (vertikale Linien). Die griine Linie gibt den Titer an,
der nach OIE als positiv zu bewerten ist.
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Die vor und nach der Infektion gewonnenen Seren wurden im H&amagglutinations-
Hemmungstest auf HN-spezifische Antikérper untersucht. Die Ergebnisse wurden analog
des AlV-Nachweises (4.3.4.1) bewertet. Vor der Infektion waren in den Seren der
Kontrolltiere keine HN-spezifischen Antikdrper gegen NDV nachweisbar. Nach der Infektion
standen auf Grund des Versterbens der Kontrollen keine Seren dieser Tiere zur
Untersuchung zur Verfigung. Beide immunisierten Gruppen wiesen vor der Infektion
HN-spezifische Antikdrper-Titer (ca. 2°%; Tab. 5) auf, die nach Belastungsinfektion nicht weiter
anstiegen (Abb. 26), was auf fehlende oder lediglich geringe Virusreplikation in diesen

Gruppen hindeutet.

4.3.6.2 Nachweis der NDV-Virusausscheidung

Zur Ermittlung der Virusausscheidung nach Infektion mit velogenem NDV Herts 33/56
wurden Tupfer von Rachen und Kloake auf vRNA in der rtRT-PCR untersucht.

Die Kontrolltiere wiesen gegenilber beiden immunisierten Gruppen an Tag 3 sowohl in
Rachentupfern, wie auch in Kloakentupfern eine signifikant (Abb. 28) héhere Virusgenomlast
auf (p=0,0001028; W=28) und waren an Tag 4 verstorben. Die detektierte Virusgenomlast
beider immunisierter Gruppen war, sowohl oropharyngeal, als auch kloakal, von Beginn an
auf einem niedrigen Niveau, verminderte sich von Tag 2 an stetig und bewegte sich ab Tag 6
am Detektionslimit (Abb. 27).

An Tag 3 und 4 schied die NDV-H9 immunisierte Gruppe in Kloaken- bzw. Rachentupfern
eine signifikant geringere Virusgenomlast (psx=0,01726; Wx«=73; p4r=0,00025; W,r=56) als
die rNDV immunisierte Gruppe aus (Abb. 28). Abgesehen davon waren in den Tupferproben
Uber den gesamten Beprobungszeitraum zwischen NDV-H9- und rNDV-immunisierten Tieren
keine relevanten Unterschiede in der Menge ausgeschiedener vRNA festzustellen.
Insgesamt war damit die Ausscheidung nach Belastungsinfektion in beiden immunisierten
Gruppen gegenuber nicht-immunisierten Kontrolltieren deutlich reduziert, wobei die
Schutzwirkung NDV-H9-immunisierter Tiere mit der rNDV-immunisierter Tiere vergleichbar

war.
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Abb. 27: vRNA-Nachweis in Tupferproben nach Infektion von Hihnern mit NDV(rtRT-PCR)
Die CT-Mittelwerte der Gruppen (Balken), sowie die Bandbreiten (vertikale Linie) sind pro

Beprobungstag fiir Rachen (R) und Kloake (K) getrennt dargestellt. Die Anzahl positiver Tupfer an der
Gesamtzahl je Gruppe und Tag ist in der Tabelle darunter fir Rachen und Kloake getrennt aufgefihrt.
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Abb. 28: Box-Plots der ermittelten CT-Werte nach NDV-Infektion von Hiihnern

Dargestellt sind die Bandbreite (vertikale Linie; Minimum und Maximum), der Median (horizontale
schwarze Linie), sowie das untere (0,25) und obere (0,75) Quartil (untere bzw. obere Begrenzung der
Box). Decken die Boxen beider Gruppen fir Rachen- oder Kloakentupfer an einem Tag nicht-
Uberschneidende CT-Wertbereiche ab, sind die Unterschiede signifikant.

4.3.6.3 Pathologische Befunde nach Belastungsinfektion mit NDV

Die verstorbenen, moribund getoteten, bzw. die nach Infektion mit velogenem NDV bei
Versuchsende getdteten Tiere wurden seziert und pathologisch-anatomisch auf
makroskopische Veradnderungen untersucht. Bei den Kontrolltieren standen als
pathologische Befunde petechiale Blutungen und Hamorrhagien im Vordergrund, die
uberwiegend im Epikard, in der Drisenmagen- bzw. Muskelmagenschleimhaut, sowie
insbesondere im Darm-assoziierten lymphoiden Gewebe der Schleimhaut des Duodenums,
Jejunums und lleums lokalisiert waren. Die NDV-H9- bzw. rNDV-immunisierten Tiere wiesen

demgegeniber nur leichte Hamorrhagien in Duodenum und Jejunum auf.

4.3.7 Ergebnisubersicht und Fazit

Die protektive Wirkung der NDV-H9 Rekombinante wurde zum einen gegen AIV HIN2 und
zum anderen im Vergleich zum parentalen rNDV gegen velogenes NDV im Huhn geprift.
Die NDV-H9 Rekombinante induzierte nach einmaliger Immunisierung vergleichbare
NDV-spezifische Antikorper-Titer wie das parentale rNDV (Abb. 19). Zudem wurden beide
Immunisierungsviren auf einem vergleichbaren Level ausgeschieden (Abb. 18), woraus
geschlussfolgert werden kann, dass NDV-H9 im Huhn entsprechend dem parentalen NDV
ohne Fremdgeninsertion repliziert. Die Immunisierung mit NDV-H9 induzierte jedoch keine

nachweisbaren AIV H9-spezifischen Antikorper (Kap. 4.3.4.1).
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Einmalige Immunisierung mit NDV-H9 bzw. rNDV induzierte einen vollstandigen Schutz
gegen klinische Symptome nach einer letalen NDV-Infektion (Abb. 25). Ein fehlender Anstieg
NDV-spezifischer Antikorper-Titer (Abb. 26) war ein Hinweis auf reduzierte Virusreplikation.
Bestatigt wurde dies durch deutlich geringere Virusgenomlasten im Vergleich zur Kontrolle in
der RT-PCR (Abb. 27; 28).

Nach Infektion mit LPAIV HI9N2 zeigten die Kontrolltiere infektionsbedingte
Beeintrachtigungen des Wohlbefindens, wahrend NDV-H9-immunisierte Tiere vollig
unauffallig blieben (Abb. 20). Die Entwicklung AIV HA-, sowie NP-spezifischer Antikorper
(Abb. 21; 22) in allen Tieren indiziert die Replikation des Virus in beiden Gruppen. Dies
wurde durch den Nachweis viraler RNA in der Uberwiegenden Anzahl der Tupferproben in
der RT-PCR (Abb. 23) bestatigt. Die nachgewiesene Menge an viraler AIV-RNA war in
beiden Gruppen in etwa vergleichbar. Lediglich an Tag 3 und 5 war die Virusgenomlast in
kloakalen Tupfern der NDV-H9-immunisierten Gruppe signifikant geringer (Abb. 24), womit
Uber eine protektive Wirkung der NDV-H9 Rekombinante spekuliert werden kann. Die

protektive Wirkung konnte jedoch nicht klar gezeigt werden.
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Tab. 5: Ergebnistbersicht:

Schutzwirkung der NDV-H9-Rekombinante im Huhn

Immunisierung Zeit NDV-H9 rNDV KO
Dosis pro Tier 40 10° EIDso 10° EIDs
Inokulationsweg okulonasal okulonasal
Morbiditat 0/20 0/20
Mortalitat 0/20 0/20
klinischer Index 0,00 0,00
Ausscheidung NDV R K R K
O-CT-Wert d2pi 31,28 41,32 38,01 41,00
P/n 19/20 8/20 8/20 8/20
Ausscheidung NDV R K R K
O-CT-Wert d4pi 33,70 41,70 33,70 41,32
P/n 20/20 | 4/20 20/ 20 4/20
H9-spez. Antikorper d10pi 0 0
O-HAH-Titer; P/ n 0/20 0/20
H9-spez. Antikdrper d21pi 0 0
O-HAH-Titer; P/ n 0/20 0/20
HN-spez. Antikdrper d10pi 2°6 261
O-HAH-Titer; P/ n 20/20 20/20
HN-spez. Antikdrper | .., o 262 263
O-HAH-Titer; P/ n 20/20 20/ 20
Belastungsinfektion | d21pi Alturkey/Wisconsin/1/66 (HON2)
Dosis pro Tier dope 10%2 ElDso
Inokulationsweg okulonasal
Morbiditat 0/10 10/10
Mortalitat 0/10 0/10
klinischer Index 0,00 0,10
H9-spez. Antikorper | . o 2°° 2°8
O-HAH-Titer; P/ n 10/10 10/10
HO-spez. Antikérper | ., oc 252 264
O-HAH-Titer; P/ n 10/10 10/10
’F\,‘F/"rf'pez' Antikorper | 4146 10710 10/10
:;'F;'ns"ez' Antikorper | 151 pc 10710 10/10
Ausscheidung AlV d2 — R K R K
max. O-CT (Tag) d14pc 33,24 (3)| 33,38 (4)| 33,07 (3)| 30,26 (5)
P/n 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10
Belastungsinfektion | d21pi NDV Herts 33/56
Dosis pro Tier 40 10°° EIDsy
Inokulationswe pc okulonasal
g
Morbiditat 0/10 0/10 10/10
Mortalitat 0/10 0/10 10/10
klinischer Index 099 089 2,39
HN-spez. Antikérper 2> 2>
©-HAH-Titer; P /n__| 927PC 10/10 10/10 ¥
Ausscheidung NDV 42 — R K R K R K
max. O-CT (Tag) d14pc 35,29 (2)| 38,32 (2)| 35,50 (2)| 37,69 (3)| 28,29 (3)| 25,83 (3)
P/n 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10

P / n = Anzahl positiver Tupfer bzw. Seren (P) / Anzahl Tiere (n)
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4.3.8 Tierversuch in der Pute
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Abb. 29: Zeitablaufplan der Prifung der NDV-H9 Rekombinante in Puten

Fur die Untersuchung der NDV-H9 Rekombinante in Puten wurden insgesamt 50 Tiere
verwendet, die aus einem kommerziellen Bestand bezogen wurden, in dem Elterntiere
NDV-geimpft waren. Die Puten erhielten als Eintagskiken eine TRT-Impfung (Turkey
rhinotracheitis) und waren zum Zeitpunkt der NDV-H9 bzw. rNDV-Immunisierung
drei Wochen alt. Gruppeneinteilung und Versuchsdurchfiihrung waren analog zu dem fir
Huhner (Kap. 4.3.2.; Abb. 16 und 29) beschriebenen. Die Immunisierungsdosis wurde auf
107 EIDsy / Tier erhoéht, um die Immunisierungswirkung in dieser Spezies zu erhoéhen.
Abweichend vom Versuchsaufbau in Hihnern wurde am Ende der Immunisierungsphase die
Serumgewinnung auf Tag 18 vorverlegt, um der héheren Stressanfalligkeit der Puten gerecht
zu werden (Abb. 29). Die Belastungsinfektion (Challenge) wurde mit dem homologen AlV
HON2 (10%? EIDs, / Tier) okulonasal, bzw. mit NDV Herts 33/56 (10°° ElDs, / Tier)

intramuskular in den Brustmuskel durchgefihrt.

4.3.9 Klinik nach Immunisierung

Die Tiere zeigten nach der Immunisierung mit der Rekombinante NDV-H9 und rNDV keine
klinischen Symptome und wurden als gesund beurteilt. Allerdings trat in allen Gruppen
infektionsunabhangig Kannibalismus auf. Sowohl in der NDV-H9, als auch in der rNDV
Gruppe erlag jeweils ein Tier an Tag 4 den dadurch entstandenen Verletzungen und wurde

deshalb ab diesem Zeitpunkt von der Gruppenbewertung ausgeschlossen (Tab. 6).
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Abb. 30: vVRNA-Nachweis in Tupferproben nach Immunisierung mit NDV-H9 und rNDV in Puten

Die CT-Mittelwerte der Gruppen (Balken), sowie die Bandbreiten (vertikale Linie) sind pro
Beprobungstag fur Rachen (R) und Kloake (K) getrennt dargestellt. Die Anzahl positiver Tupfer an der
Gesamtzahl je Gruppe und Tag ist in der Tabelle darunter fir Rachen und Kloake getrennt aufgefuhrt.

Auch in den immunisierten Puten wurde die Virusausscheidung tber Rachen und Kloake
mittels Detektion der vRNA in der tRT-PCR untersucht. In beiden Gruppen konnte an beiden
Tagen VRNA in Rachen- und Kloakentupfern nachgewiesen werden, wobei die
durchschnittlichen taglichen CT-Werte beider Gruppen an den Beprobungstagen kaum
differierten (Abb. 30). Wie auch in den Huihnern konnte in Rachentupfern eine hoéhere
Virusgenomlast, als in Kloakentupfern ermittelt werden. Die NDV-H9 Rekombinante repliziert

in der Pute entsprechend dem parentalen rNDV ohne Fremdgeninsertion.

4.3.9.1 Untersuchung auf Antikorper gegen AlV

Im Hamagglutinations-Hemmungstest wurden die vor und nach Immunisierung gewonnenen
Serumproben auf AIV H9-spezifische Antikdrper untersucht. Als Antigen wurde das
homologe AIV A/turkey/Wisconsin/1/66 (H9N2) eingesetzt; die Bewertung erfolgte wie unter
4.3.4.1 beschrieben. Bei der Untersuchung der vor Immunisierung gewonnenen Seren
konnten keine H9-spezifischen Antikdrper nachgewiesen werden. In den Seren
rNDV-immunisierter Tiere waren erwartungsgemal® keine H9-spezifischen Antikoérper
induziert worden, jedoch konnten auch in den mit NDV-H9 immunisierten Puten keine
H9-spezifischen Antikdrper detektiert werden. Wie auch fir Hihner beschrieben, wurde
dieses Ergebnis in der sensitiveren indirekten Immunfluoreszenz auf AlV HIN2 infizierten
Zellen Uberprift. Desgleichen konnte flr Puten selbst bei niedrigen Serumverdinnungen
(1:10) keine H9-spezifische Fluoreszenz mit den d18pi gewonnenen Seren nachgewiesen

werden, weshalb auch bei Puten davon auszugehen war, dass durch die Immunisierung mit
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NDV-H9 keine oder lediglich unterhalb der Nachweisgrenze dieser Methode liegende

Mengen an H9-spezifischen Antikérpern induziert worden waren.

4.3.9.2 Untersuchung auf Antikorper gegen NDV

9 B NDV-H9
8 1 H fNDV
7 H KO

0-Blut d10pi d18pi
Abb. 31: HN-spezifische AK nach Immunisierung mit NDV-H9 und rNDV in Puten

Dargestellt sind die HAH-Titer Mittelwerte (Balken) der jeweiligen Gruppe an den entsprechenden
Beprobungstagen als log,, sowie die Bandbreiten (vertikale Linien). Die grune Linie gibt den Titer an,
der nach OIE als positiv zu bewerten ist.

Im Hamagglutinations-Hemmungstest wurden vor und nach der Immunisierung gewonnene
Serumproben auf HN-spezifische Antikdrper untersucht. Als Antigen wurde rNDV eingesetzt
und die Ergebnisse analog des AlIV-Nachweises (4.3.4.1) bewertet. Bereits vor der
Immunisierung wurden in Seren aller zu immunisierender Tiere Antikdrper gegen NDV auf
unspezifischem Niveau detektiert (Abb. 31). An Tag 18 nach Immunisierung konnten sowohl
in NDV-H9- als auch in rNDV-immunisierten Tieren héhere Antikdrper-Titer als an Tag 0 und
10 ermittelt werden, wahrend in nicht-immunisierten Tieren (d18pi) keine Antikdrper-Titer
nachgewiesen wurden (Abb. 31), somit ist davon auszugehen, dass die Immunisierung

Antikérper induziert hatte, obwohl die Antikérper-Titer insgesamt sehr niedrig waren.
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4.3.10 Klinik nach Belastungsinfektion mit AIV HON2
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Abb. 32: taglicher klinischer Index nach Infektion von Puten mit AIV HON2

Nach Infektion mit einer hohen AIV HON2 Dosis (108’2 EIDsq / Tier) zeigten alle Kontrolltiere
(100 %; 10/10) eine deutliche Beeintrachtigung des Wohlbefindens von Tag 2 bis 10
(Abb. 32). Die haufigsten Merkmale waren Mattigkeit, leichter Durchfall und eine leichte
Entziindung der Lidbindehaut und des Sinus, in Verbindung mit einer geringgradigen
Schwellung. Demgegeniber zeigten NDV-H9 immunisierte Tiere insgesamt nur eine leichte
Beeintrachtigung des Wohlbefindens (Mattigkeit, minimale Schwellung des Sinus) Uber einen
verkurzten Zeitraum (d3 — d7pc), wobei nur 78 % (7/9) dieser Tiere betroffen waren.
Insgesamt waren die Symptome sehr mild, jedoch zeigt der -wenn auch geringe- ermittelte
Indexwert der Kontrolltiere (klinischer Index = 0,21; Tab. 5), dass es zu einer
Beeintrachtigung des Wohlbefindens der Tiere gekommen war. Hingegen waren die NDV-H9
immunisierten Tiere deutlich weniger beeintrachtigt (klinischer Index = 0,04; Tab. 5).

Ein Tier der NDV-H9 Gruppe wurde moribund getdtet und in der Sektion eine dilatative
Kardiomyopathie diagnostiziert. Dieses Tier schied aus der Bewertung nach

Belastungsinfektion aus, so dass diese Gruppe aus 9 Tieren bestand.
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4.3.10.1 Untersuchung auf Antikorper gegen AIV

B NDV-H9
| KO

log 2
L4}

d18pi d21pc

Abb. 33: AIV H9-spezifische Antikorper nach Infektion mit AV HIN2 in Puten

Dargestellt sind die HAH-Titer Mittelwerte (Balken) der jeweiligen Gruppe an den entsprechenden
Beprobungstagen als log,, sowie die Bandbreiten (vertikale Linien). Die griine Linie gibt den Titer an,
der nach OIE als positiv zu bewerten ist.

Vor und nach der Infektion gewonnene Serumproben wurden im Hamagglutinations-
Hemmungstest auf H9-spezifische Antikérper untersucht. Als Antigen wurde das homologe
AIV Alturkey/Wisconsin/1/66 (HON2) verwendet, die Bewertung erfolgte wie unter 4.5.3.1
beschrieben. Wahrend in vor Belastungsinfektion gewonnenen Seren keine AIV
H9-spezifischen Antikdrper nachgewiesen werden konnten, serokonvertierten (ca. 2*; Tab. 6)
alle NDV-H9-immunisierten Tiere nach AlV-Infektion entsprechend den nicht-immunisierten
Kontrolltieren (Abb. 33). Dies indiziert eine starke Virusreplikation in den Tieren beider

Gruppen.

100 ]
80
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30+
20+
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NDV-H9 KO NDV-HO KO
d21pi d21ipc

Abb. 34: AIV NP-spezifische Antikorper nach Infektion mit AV HIN2 in Puten
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Auch in Puten induzierte die Immunisierung mit der NDV-H9-Rekombinante keine H9-
spezifischen Antikérper, womit sich eine Differenzierung von immunisierten und infizierten
Tieren anhand des Nachweises von Antikdrpern gegen andere, nicht HA-spezifische AIV
Proteine nach Belastungsinfektion, erlbrigt. Dennoch wurden die Seren in einem AIV
NP-spezifischen ELISA untersucht. Vor der Infektion waren in den Seren NDV-H9
immunisierter und AlV-naiver Hiuhner, wie erwartet, keine AlV NP-spezifischen Antikérper
detektierbar. Nach der AlV-Belastungsinfektion (d21pc) konnten in allen Tieren beider
Gruppen NP-spezifische Antikorper nachgewiesen werden (Abb. 34), was weiterhin die

Virusreplikation in Tieren beider Gruppen indiziert.

4.3.10.2 Nachweis der AlV-Virusausscheidung

Die Virusausscheidung nach Infektion mit AIV HIN2 wurde mittels Untersuchung von
Rachen- und Kloakentupfern in der rtRT-PCR auf vRNA geprift. An den Tagen 2 bis 4
konnte in den Rachentupfern eine hohere Virusgenomlast ermittelt werden, als in
Kloakentupfern beider Gruppen. Ab Tag 5 war die mittels rtRT-PCR analysierte
Ausscheidung in Rachentupfern deutlich ricklaufig (Abb. 35).

Fur die Kontrollgruppe wurde von Tag 3 an eine hohe Virusgenomlast aus den kloakalen
Tupfern ermittelt, die von einer Plateau-Phase auf ebenfalls hohem Niveau und
anschlielender Reduktion gefolgt war. Die NDV-H9 Gruppe zeigte einen deutlich
verzogerten Anstieg der kloakalen Virusgenomlast, die einen der Kontrollgruppe
aquivalenten weiteren Verlauf aufwies. Auch war die Anzahl positiver Einzelproben der

NDV-H9 Gruppe in der friihen Phase nach Infektion pro Tag geringer (Abb. 35).
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Abb. 35: vVRNA-Nachweis in Tupferproben nach Infektion von Puten mit AIV HON2 (rtRT-PCR)
Die CT-Mittelwerte der Gruppen (Balken), sowie die Bandbreiten (vertikale Linie) sind pro

Beprobungstag fiir Rachen (R) und Kloake (K) getrennt dargestellt. Die Anzahl positiver Tupfer an der
Gesamtzahl je Gruppe und Tag ist in der Tabelle darunter fir Rachen und Kloake getrennt aufgefihrt.
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Abb. 36: Box-Plots der ermittelten CT-Werte in Tupferproben nach AlV HIN2-Infektion von Puten

Dargestellt sind die Bandbreite (vertikale Linie; Minimum und Maximum), der Median (horizontale
schwarze Linie), sowie das untere (0,25) und obere (0,75) Quartil (untere bzw. obere Begrenzung der
Box). Decken die Boxen beider Gruppen fir Rachen- oder Kloakentupfer an einem Tag nicht-
Uberschneidende CT-Wertbereiche ab, sind die Unterschiede signifikant.

Aus den erhaltenen CT-Werten aus Tupfern der Kontroll- und NDV-H9 immunisierten
Gruppe waren lediglich in oropharyngealen Tupfern von NDV-H9 an Tag 4 signifikant
geringere Virusgenomlasten (p=0,01011; W=68) mittels Wilcoxon Test ermittelt worden und
als Box-Plot in Abb. 36 dargestellt. Alle weiteren aus Abb. 35 ersichtlichen Differenzen in der
Virusgenomlast zwischen den Gruppen waren nicht signifikant. Der Vergleich der CT-
Gruppenmittelwerte im zeitlichen Verlauf legt die Vermutung nahe, dass die Immunisierung
mit NDV-H9 eine Minderung von Virusgenomlast und Reagenten (ber den

Hauptausscheidungszeitraum (d2 bis d4pc), bewirkt.

4.3.10.3 Pathologische Befunde nach Belastungsinfektion mit AIV

Drei Wochen nach Infektion mit LPAIV HIN2 wurden alle Tiere seziert und pathologisch-
anatomisch auf makroskopische Veranderungen untersucht. Bei 80 % der Kontrolltiere, aber
auch bei 50 % der NDV-H9-immunisierten Tiere zeigten sich Uberwiegend leichte bis
mittelgradige Hamorrhagien in Duodenum und Jejunum, sowie subserosale, petechiale
Blutungen in Bursa und Nieren. Die anderen 50 % der NDV-H9-immunisierten Tiere wiesen

keine sichtbaren Veranderungen auf.
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4.3.11 Klinik nach Belastungsinfektion mit NDV
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Abb. 37: taglicher klinischer Index nach Infektion von Puten mit velogenem NDV

Nach Infektion mit einer letalen Dosis NDV Herts 33/56 (10°° ElIDs, / Tier) war die
Kontrollgruppe an Tag 5 schwer erkrankt bzw. 50 % der Tiere verstorben (Abb. 37).
Insgesamt verstarben 90 % und 1 krankes Tier Uberlebte. Daraus resultierte ein klinischer
Index von 1,72 fir die Kontrollgruppe (Tab. 6).

In der mit rNDV immunisierten Gruppe zeichnete sich ein dhnlicher Kurvenverlauf ab, der im
Vergleich zur Kontrollgruppe auf einem deutlich niedrigeren Niveau lag. Die erkrankten Tiere
(7/9) zeigten vorherrschend Depression und Diarrhd, jedoch verstarben 3 von 9 Tieren
(33 %), woraus ein klinischer Index von 0,67 resultierte (Tab. 6).

Die NDV-H9 immunisierten Tiere zeigten gegeniiber der rNDV Gruppe und den Kontrollen
ein verzogertes Auftreten klinischer Symptome. In dieser Gruppe erkrankten 5 von 9 Tieren
Uberwiegend an zentralnervdsen Stérungen (Paralyse des Fligels, Ataxie). Diese Gruppe
wies mit 11 % (1/9) die niedrigste Mortalitdt und auch den geringsten klinischen Index (0,34)
auf (Tab. 6).

Wie auch das parentale rNDV =zeigte die NDV-H9 Rekombinante nach einmaliger
Immunisierung eine deutliche Reduktion klinischer Symptome und der Mortalitdt nach einer
letalen NDV-Infektion.
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4.3.11.1 Nachweis von Antikorpern gegen NDV

B NDV-H9
W rNDV
H KO

d18pi d21pc
Abb. 38: HN-spezifische AK nach Infektion mit velogenem NDV in Puten

Dargestellt sind die HAH-Titer Mittelwerte (Balken) der jeweiligen Gruppe an den entsprechenden
Beprobungstagen als log,, sowie die Bandbreiten (vertikale Linien). Die griine Linie gibt den Titer an,
der nach OIE als positiv zu bewerten ist.

Die vor und nach der Infektion gewonnenen Seren wurden im Hamagglutinations-
Hemmungstest auf NDV HN-spezifische Antikdrper untersucht. Die Kontrolltiere wiesen vor
der Infektion keine HN-spezifischen Antikérper auf. Es verstarben 9 von 10 Kontrolltieren,
wobei das Uberlebende Tier nach der Infektion einen HN-spezifischen Titer von 10° aufwies
(Tab. 6). Beide immunisierten Gruppen hatten nach Infektion, bei einem Titer
HN-spezifischer Antikdrper von ca. 2’, serokonvertiert (Abb. 38), was als ein Anzeichen fiir
Virusreplikation in rNDV immunisierten Tieren, aber auch in NDV-H9 immunisierten Tieren

gewertet werden kann.

4.3.11.2 Nachweis der NDV-Virusausscheidung

Zur Ermittlung der Virusausscheidung nach Infektion mit velogenem NDV Herts 33/56,
wurden Tupfer von Rachen und Kloake auf VRNA in der rtRT-PCR untersucht. Uber den
gesamten Beprobungszeitraum schieden alle Tiere vRNA aus. Deutlich hohere
Virusgenomlasten waren an Tag 4 und 5, sowohl in Rachen-, als auch in Kloakentupfern der
Kontrolltiere gegenuber den beiden immunisierten Gruppen nachzuweisen (Abb. 39). An den
beiden Folgetagen waren nur noch die Virusgenomlasten aus Kloakentupfern der Kontrollen
héher als die von immunisierten Tieren ermittelten; die aus Rachentupfern nachgewiesenen
Virusgenomlasten waren in etwa vergleichbar (Abb. 39). Insgesamt war damit die
Ausscheidung nach Belastungsinfektion in beiden immunisierten Gruppen gegeniber nicht-
immunisierten Kontrolltieren (d4 bis d7pc) reduziert, wobei die Schutzwirkung NDV-H9-

immunisierter Tiere mit der INDV-immunisierter Tiere vergleichbar war.
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Abb. 39: vVRNA-Nachweis in Tupferproben nach Infektion von Puten mit NDV (rtRT-PCR)
Die CT-Mittelwerte der Gruppen (Balken), sowie die Bandbreiten (vertikale Linie) sind pro

Beprobungstag fiir Rachen (R) und Kloake (K) getrennt dargestellt. Die Anzahl positiver Tupfer an der
Gesamtzahl je Gruppe und Tag ist in der Tabelle darunter fir Rachen und Kloake getrennt aufgefihrt.
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4.3.11.3 Pathologische Befunde nach Belastungsinfektion mit NDV

Die verstorbenen, moribund getdteten bzw. die am Versuchsende getdteten Tiere wurden
seziert und pathologisch-anatomisch auf makroskopische Veranderungen untersucht. Die
Kontrolltiere wiesen zahlreiche Veranderungen auf, wie Hamorrhagien in Duodenum und
Jejunum und multiple, umschriebene Pankreasnekrosen. Diese Veranderungen wurden auch

in NDV-H9- bzw. NDV-immunisierten Tieren gefunden.

4.3.12 Ergebnisubersicht und Fazit

Die NDV-H9 Rekombinante wurde auf ihre protektive Wirkung in der Pute analog zur
Testung im Huhn gegen AlIV H9N2 und zum anderen im Vergleich zum parentalen rNDV
gegen velogenes NDV geprift. Die NDV-H9 Rekombinante induzierte nach einmaliger
Immunisierung vergleichbare NDV-spezifische Antikorper-Titer wie das parentale rNDV
(Abb. 31), wobei die Titer sehr niedrig waren. Zudem wurden beide Viren auf einem
vergleichbaren Niveau ausgeschieden (Abb. 30), was zeigt, dass NDV-H9 auch in der Pute
entsprechend dem parentalen NDV ohne Fremdgeninsertion repliziert. Die Immunisierung
mit NDV-H9 induzierte jedoch keine nachweisbaren AIV H9-spezifischen Antikoérper
(Kap. 4.3.9.1).

Einmalige Immunisierung mit NDV-H9 bzw. rNDV induzierte einen partiellen Schutz gegen
klinische Symptome nach einer letalen NDV-Infektion (Abb. 37) und fihrte zu reduzierter
Mortalitdt im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ein deutlicher Anstieg NDV-spezifischer
Antikorper-Titer (Abb. 38) war jedoch ein Hinweis auf starke Virusreplikation. Bestatigt wurde
dies durch hohe Virusgenomlasten in der RT-PCR, die in den immunisierten Tieren
geringflgig geringer waren als in den Kontrollen (Abb. 39).

Nach Infektion mit LPAIV HIN2 zeigten die Kontrolltiere infektionsbedingte
Beeintrachtigungen des Wohlbefindens, wahrend NDV-H9-immunisierte Tiere vollig
unauffallig blieben (Abb. 32). Die Entwicklung AIV HA-, sowie NP-spezifischer Antikorper
(Abb. 33; 34) in allen Tieren indiziert die Replikation des Virus in beiden Gruppen. Dies
wurde durch den Nachweis viraler RNA in der Uberwiegenden Anzahl der Tupferproben in
der RT-PCR (Abb. 35) bestatigt. Die nachgewiesene Menge an viraler AIV-RNA war in
beiden Gruppen in etwa vergleichbar. Lediglich an Tag 4 war die Virusgenomlast in
oropharyngealen Tupfern der NDV-H9-immunisierten Gruppe signifikant geringer (Abb. 36).

Eine protektive Wirkung konnte nicht gezeigt werden.
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Tab. 6: Ergebnistbersicht:
Schutzwirkung der NDV-H9 Rekombinante in der Pute

Immunisierung Zeit NDV-H9 rNDV KO
Dosis pro Tier 40 10" EIDso 10" EIDso

Inokulationsweg okulonasal okulonasal

Morbiditat 0/19 0/19

Mortalitat 0/19 0/19

klinischer Index 0,00 0,00

Ausscheidung NDV R K R K

O-CT-Wert d2pi 33,49 39,03 34,40 38,26

P/n 19/19 17/19 19/19 16/19

Ausscheidung NDV R K R K

O-CT-Wert d4pi 35,95 39,39 38,49 38,99

P/n 18/19 12/19 14/19 16/19

H9-spez. Antikorper d10pi 0 0

O-HAH-Titer; P/ n 0/19 0/19

H9-spez. Antikorper d18pi 0 0

O-HAH-Titer; P/ n 0/19 0/19

HN-spez. Antikdrper | ., Opi 2'° 207

O-HAH-Titer; P/ n 4/19 0/19

HN-spez. Antikdrper | 8pi 223 2"

O-HAH-Titer; P/ n 8/19 2/19

Belastungsinfektion | d21pi Alturkey/Wisconsin/1/66 (HON2)

Dosis pro Tier dope 10%? ElDsg

Inokulationsweg okulonasal

Morbiditat 7/9 10/10

Mortalitat 0/9 0/10

klinischer Index 0,04 0,21

H9-spez. Antikdrper | ., oc 237 238

O-HAH-Titer; P/ n 5/9 9/10

E?ﬁ'pez' Antikorper | 45406 9/9 10/ 10

Ausscheidung AlV d2 — R K R K

max. O-CT (Tag) d14pc 29,54 (3)| 29,28 (5)| 27,72 (4)| 28,98 (5)

P/n 9/9 9/9 10/10 | 10/10
Belastungsinfektion | d21pi NDV Herts 33/56

Dosis pro Tier dopc 10°° EIDsg

Inokulationsweg intramuskular

Morbiditat 5/9 7/9 10/10
Mortalitat 1/9 3/9 9/10
klinischer Index 0,34 0,67 1,72
HN-spez. Antikorper | ., oc 269 268 260
O-HAH-Titer; P/ n 8/8 6/6 1/1
Ausscheidung NDV d2 — R K R K R K
max. O-CT (Tag) d14pc 33,46 (7)| 33,44 (5)| 35,37 (5)| 34,40 (7)| 31,78 (4)| 29,97 (7)
P/n 9/9 9/9 9/9 9/9 10/10 | 10/10

P / n = Anzahl positiver Tupfer bzw. Seren (P) / Anzahl Tiere (n)
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4.4 AIV-N1 exprimierende NDV-Rekombinante (NDV-N1)

- TN e IR [ - [ ) L L s
{} NA-Gen von

AlV Afduck/Vietnam/TG24-01/05 (HSN1)

Ncol Affll

Abb. 40: Genomaufbau der NDV-N1 Rekombinante

Schematische, nicht malistabsgerechte Darstellung des Genomaufbaus von NDV-N1; Farbkodierung:
dunkelgrau: Gen-Start- (Pfeil) und Gen-Endsequenzen (Block); hellgrau: nicht-kodierende Region;
hellblau: NDV-Gene, gelb: nicht-kodierende Region des HN-Gens, dunkelblau: inserierter ORF des
AlV Neuraminidase N1-Gens

Die NDV-N1-Rekombinante entspricht in ihrem Aufbau der unter 4.1 beschriebenen
Rekombinante NDV-H9. Ausgehend vom full-length Plasmid pNDVH5Vm3 wurde das
H5-Gen in dieser Rekombinante gegen das Neuraminidase-Gen des Isolates
A/duck/Vietnam/TG24-01/05 (H5N1) substituiert (Abb. 40). Die Rekombinante wurde im
Labor Dr. A. Rémer-Oberdorfer, FLI, Insel Riems, generiert und in vitro-charakterisiert (Ramp
et al. in preparation). Vor dem Einsatz dieser Rekombinante zur Immunisierung und Prifung

der Schutzwirkung gegen HPAIV im Tier wurde die Fremdgenexpression verifiziert.

NDV-N1 AlV H7N1

200um

Abb. 41: Nachweis des N1-Proteins von NDV-N1 im IFT

CEF-Zellen wurden mit den entsprechenden Viren (MOI: 0,01) infiziert und nach 18 Stunden fixiert.
Alle Zellen wurden mit einem monospezifischen Vaccinia-AlV-N1- (1:1.000, Kaninchen), sowie mit
polyklonalem NDV-Antiserum (1:1.000; Huhn) simultan inkubiert und die Reaktionen mit
entsprechenden Spezies-spezifischen Alexa-Fluor 488- bzw. 594-markierten Zweitantikdrpern
nachgewiesen.

Durch den simultanen Einsatz eines NDV-spezifischen, sowie N1-spezifischen Antiserums in

der indirekten Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass in NDV-N1 infizierten Zellen,
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die NDV-spezifische Fluorezenz aufwiesen, auch das N1-Protein exprimiert wurde, wahrend
in NDV-infizierten Zellen nur NDV-spezifische Proteine detektiert wurden (Abb. 41). Mit AIV
H7N1-infizierte Zellen dienten zur Kontrolle der AIV N1-spezifischen Reaktion und nicht-
infizierte Zellen, als Negativkontrolle zeigten keine Reaktion (Abb. 41).

Ubereinstimmend konnte das N1-Protein in NDV-N1-infizierten Zell-Lysaten mittels Western
Blot-Analyse mit einem Molekulargewicht von ca. 50 kDa nachgewiesen werden und
entsprach damit in etwa dem berechneten Molekulargewicht (49 kDa). Als Kontrolle der
N1-spezifischen Reaktion diente ein Lysat AlV H7N1-infizierter Zellen, in dem das N1 Protein
in entsprechender GroRe nachgewiesen werden konnte, wahrend Reaktionen in nicht
infizierten und NDV-infizierten Zell-Lysaten fehlten (Abb. 42). Der Nachweis des NDV
HN-Proteins auf einem gleichartigen Kontroll-Blot belegt, dass in etwa gleiche Mengen NDV-

bzw. NDV-N1-infizierter Lysate aufgetragen wurden (Abb. 42).
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Abb. 42: Nachweis des N1 Proteins von NDV-N1 in der WB-Analyse

CEF-Zellen wurden mit entsprechenden Viren (MOI: 2) infiziert und nach 24 Stunden geerntet. Die
Lysate dieser Zellen wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Membranen transferiert
und mit monospezifischem bakt.-AlV-N1-Antiserum (1:50.000) bzw. monospezifischem NDV-HN-
Antiserum (1:20.000) inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Chemolumineszenz mit Peroxidase-
konjugierten Zweitantikdrpern auf Roéntgenfilmen nachgewiesen. Die molekularen Massen der
Markerproteine (kDa) sind angegeben.

4.5 Prifung der Schutzwirkung der NDV-N1 Rekombinante gegen HPAIV

Es galt die Schutzwirkung der NDV-N1 Rekombinante gegen eine HPAIV-Infektion vom
Subtyp H5N1 im Huhn zu testen. Bei gegebener Wirksamkeit sollte weiterhin die Eignung
der Rekombinante als Markervakzine gegen AlV geprift werden.

Zuvor wurde die Virulenz der NDV-N1 Rekombinante durch das Nationale Referenzlabor fir
Newcastle Disease, FLI, Insel Riems im ICPI bestimmt. Der ermittelte Indexwert war, wie

auch fur das parentale rNDV ohne Fremdgeninsertion, 0. Dies zeigt, dass die Insertion des
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AlV N1-Gens zu keiner erkennbaren Steigerung der Virulenz im Huhn fuhrte und die

Rekombinante somit als avirulent (lentogen) einzustufen war.

4.5.1 Aufbau des Tierversuches
& Blutentnahme
Tupferbeprobung VE
VE Versuchsende
Tag pc 0 2348667 9 1N 14
Tagpi 0 10 .
lHHHHHHHHHIHHHHHHHH
é ¢ 0 é
7 ¢
El 59
= s 8 m
s g
@ o )
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Abb. 43: Zeitablaufplan der Priifung der NDV-N1 Rekombinante im Huhn

Fur die Untersuchung der Schutzwirkung der NDV-N1 Rekombinante gegen HPAIV H5N1
wurden insgesamt 22 SPF-Huhner im Alter von vier Wochen eingesetzt. Die Halfte der Tiere
(11) wurde mit NDV-N1 okulonasal in einer Dosis von 10° EIDsy/ 200 pl pro Tier immunisiert,
wahrend die anderen 11 Tiere als Kontrolle bis zum Zeitpunkt der Belastungsinfektion naiv
blieben. Vor (dOpi) und nach der Immunisierung (d10pi, d20pi) gewonnene Blutproben
wurden auf AlV N1-spezifische und NDV-spezifische Antikdrper untersucht (Abb. 43).

Drei Wochen nach Immunisierung erfolgte die Belastungsinfektion. Dazu wurde der HPAIV
Stamm A/duck/Vietnam/TG24-01/05 (H5N1) in einer Dosis von 10° EIDso/ 200 pl pro Tier
okulonasal verabreicht. An festgelegten Tagen (s. Abb. 43) wurden Tupferproben aus
Rachen und Kloake entnommen und auf vVRNA mittels tRT-PCR untersucht. Der Versuch
wurde zwei Wochen nach der Belastungsinfektion beendet (VE; Abb. 43). Erkrankte oder am

Versuchsende getdtete Tiere wurden pathologisch-anatomisch untersucht.

4.5.2 Klinik nach Immunisierung

Nach Immunisierung mit NDV-N1 konnten keine klinischen Symptome diagnostiziert werden,

die Tiere wurden durchgehend als gesund beurteilt (Tab. 7).
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4.5.21 Nachweis von Antikorpern gegen AlV
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Abb. 44: AIV N1-spezifische AK nach Immunisierung mit NDV-N1

Die Entwicklung AlV N1-spezifischer Antikdrper nach einmaliger Immunisierung mit NDV-N1
wurde mittels kommerziell erhaltlichem ELISA untersucht. In vor der Immunisierung
gewonnenen Seren konnten, wie erwartet, keine N1-spezifischen Antikbrper nachgewiesen
werden, wahrend nach 10 Tagen bereits eins der 11 Tiere spezifische Antikérper aufwies
(Abb. 44). An Tag 20 nach Immunisierung waren in allen NDV-N1-immunisierten Tieren AIV

N1-spezifische Antikdrper nachweisbar (Tab. 7).

4.5.2.2 Nachweis von Antikorpern gegen NDV

o™
o . ] -
3 5 NDW-N1

0-Blut d10pi d20pi

Abb. 45: HN-spezifische AK nach Immunisierung mit NDV-N1
Dargestellt sind die HAH-Titer Mittelwerte (Balken) der jeweiligen Gruppe an den entsprechenden

Beprobungstagen als log,, sowie die Bandbreiten (vertikale Linien). Die griine Linie gibt den Titer an,
der nach OIE als positiv zu bewerten ist.
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Im Hamagglutinations-Hemmungstest wurden vor und nach der Immunisierung gewonnene
Serumproben auf NDV HN-spezifische Antikérper untersucht. Das rNDV wurde als Antigen
verwendet und die Ergebnisse analog des AlV Nachweises (4.3.4.1) bewertet. Bereits nach
10 Tagen wies die Gruppe spezifische Antikdrper-Titer gegen NDV HN auf und nach
20 Tagen hatten alle Tiere individuelle Titer = 2° erreicht (Abb. 45; Tab. 7).

4.5.3 Klinik nach Belastungsinfektion mit AIV H5N1

tot 3,0 1
2,5
schwer
T 20
krank E - —— MDV-NI
% ’ —
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krank = 1,04
0,5
0,0 T T T T T T T T T 1
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Tag pc
Abb. 46: taglicher klinischer Index nach Infektion mit AIV H5N1

Nach Infektion mit einer letalen Dosis AIV A/duck/Vietnam/TG24-01/05 (H5N1) lag die
Morbiditat und Mortalitdt beider Gruppen bei 100 %. An Tag 2 pc (Abb. 46) waren alle
Kontrolltiere verstorben. Die immunisierten Tiere zeigten im Verlauf eine deutlich verzdgerte
Symptomatik. Der klinische Index wurde Uber 10 Tage berechnet (Tab. 7) und fir die
Kontrollgruppe ein Wert von 2,9 ermittelt. Die mit NDV-N1 immunisierten Tiere wiesen einen
geringeren Index (2,5) auf: ein Hinweis auf die Beteiligung des N1-Proteins an einer

schitzenden Immunitat.

4.5.3.1 Untersuchung auf Antikorper gegen AlV

Die zu friihen Zeitpunkten nach der Infektion (d3 und d4pc) gewonnen Seren (3 /11 Tiere)
wurden mittels eines AIV NP-spezifischen ELISA bzw. Hamagglutinations-Hemmungstests
untersucht, um Erfahrungen zum Nachweis und zum zeitlichen Auftreten solcher Antikorper
zu sammeln. In beiden Nachweismethoden konnten keine messbaren Antikorper detektiert

werden.
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4.5.3.2 Nachweis der AlV-Virusausscheidung
22 B RDV-NT
LYte]
& 26 ]
@
= 30
1
b 34
38 1
+ + + - +
42
R | K R | K R K
d2pc d3pc ddpc
NDV-N1 11711 11711 11711 10711 0/1 171
KO + + + + + +

Abb. 47: vRNA-Nachweis in Tupferproben nach Infektion von Hihnern mit HPAIV H5N1 (rtRT-PCR)

Die CT-Mittelwerte der Gruppen (Balken), sowie die Bandbreiten (vertikale Linie) sind pro
Beprobungstag fir Rachen und Kloake getrennt dargestellt. Die Anzahl positiver Tupfer an der
Gesamtzahl je Gruppe und Tag ist in der Tabelle darunter fur Rachen und Kloake getrennt aufgefiihrt.

Die Ermittlung der Virusausscheidung wurde aus Tupfern von Rachen und Kloake durch
Untersuchung auf vRNA in der rtRT-PCR durchgefiihrt. Die Kontrolltiere waren alle bereits
bis Tag 2 verstorben. In NDV-N1 immunisierten Tiere wurden sowohl oropharyngeal, als
auch kloakal Virusgenomlasten auf nahezu Ubereinstimmendem, hohem Niveau gefunden
(Abb. 47; Tab. 7), was auf eine starke Virusreplikation in den Tieren schlieRen Iasst.

4.5.3.3 Pathologische Befunde

Alle verstorbenen bzw. moribund getoteten Tiere wurden seziert und pathologisch-
anatomisch auf makroskopische Veranderungen untersucht. Sowohl die Kontrolltiere, als
auch die NDV-N1-immunisierten Tiere wiesen zahlreiche Veranderungen auf, wie Odeme
des Kopfes und Zyanosen bzw. Nekrosen der Kopfanhange, Unterhautblutungen,
subepikardiale, petechiale Blutungen, Hamorrhagien auf den Serosen, in Thymus und
Drisenmagenschleimhaut, sowie Pankreatitis mit multifokalen bzw. konfluierenden, hellen

Veranderungen, die auf das Vorliegen einer Pankreasnekrose hindeuteten.
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4.5.4 Ergebnisiubersicht und Fazit

Tab. 7: Ergebnistbersicht:

Schutzwirkung der NDV-N1 Rekombinante gegen HPAIV H5N1 im Huhn

Immunisierung Zeit NDV-N1 KO
Dosis pro Tier 40 10° EIDso
Inokulationsweg okulonasal
Morbiditat 0/11
Mortalitat 0/11
klinischer Index 0,00
l;H/-r?pez. Antikorper d10pi 1711
l|;l1/-rs]pez. Antikorper d20pi 11/ 11
HN-spez. Antikdrper | Opi 24°
O-HAH-Titer; P/ n 9 /5121
HN-spez. Antikorper . 2>
©-HAH-Titer; P /n | 920P 11/ 11
Belastungsinfektion | d21pi A/duck/Vietnam/TG24-01/05 (H5N1)
Dosis pro Tier 40 10° EIDso
Inokulationswe pc okulonasal
g
Morbiditat 11/ 11 11/ 11
Mortalitat 11/11 11/11
klinischer Index 2,50 2,90
Ausscheidung AlV d2 — R K
max. O-CT (Tag) d4pc 32,20 (3) 29,83 (2)
P/n 11/11 11/11

P / n = Anzahl positiver Tupfer bzw. Seren (P) / Anzahl Tiere (n);

Die NDV-N1 Rekombinante wurde auf ihre Schutzwirkung gegen HPAIV H5N1 in Hihnern
uberpriuft. Nach einmaliger Immunisierung mit NDV-N1 konnten in immunisierten Tieren,
sowohl AIV N1-spezifische (Abb. 44), als auch NDV HN-spezifische Antikorper (Abb. 45)
nachgewiesen werden. Nach Infektion mit HPAIV H5N1 in todlicher Dosis zeigten die mit
NDV-N1 immunisierten Tiere eine verlangerte Uberlebenszeit gegeniiber den naiven

Kontrolltieren (Abb. 46). Das zeigt die Beteiligung des AlV N1-Proteins an einer schitzenden

Immunitat.
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4.6 AlIV H5, AIV H5LP oder AIV H5 und N1 exprimierende NDV-
Rekombinanten (NDV-H5, NDV-H5LP und NDV-H5N1)

L

3 P T HNTI] L T 5
Spaltstelle des HP AV H3-Gens

nt: COT CAA GGA GAG AGG AGG AGG AAG AAG AGA|GGA CTATTT
m ASSPQ G G R R R K K RIG L F
Ncol Aflll
NDV-H5LP
DN D PTHMITET AN L I 5
{} Deleti an der Spaltstelle H5LP
nt: CCTCAACGAG .. ... ... ... AGACAAGA|GGACTATIT
ASP QR E T R|G L F
Ncol Afll
NDV-H5N1

L -5

Mial Ml Ncol Aflll

Abb. 48: Genomaufbau von NDV-H5LP, NDV-H5 und NDV-H5N1

Schematische, nicht maRstabsgerechte Darstellung der Gesamtgenome von NDV-H5LP, NDV-H5
bzw. von NDV-H5N1. Farbkodierung: dunkelgrau: Gen-Start- (Pfeil) und Gen-Endsequenzen (Block);
hellgrau: nicht-kodierende Regionen; hellblau: NDV-Gene, gelb: nicht-kodierende Regionen des HN-
Gens; rot: H5-ORF, orange: H5LP-ORF, lila: H5 und N1-ORFs in der Kko-exprimierenden
Rekombinante.

Die Rekombinanten NDV-H5LP, NDV-H5 entsprechen in ihrem Aufbau der unter Kapitel 4.1
beschriebenen Rekombinante NDV-H9. Ausgehend vom full-length Plasmid pNDV-H5Vm3
wurde das H5-Gen in diesen Rekombinanten gegen das Hamagglutinin-Gen des Stammes
A/whooper swan/Germany/R65/06 (H5N1) (Genbank Nr. AM403460) substituiert, bzw. fir
die Rekombinante NDV-H5N1 entsprechend das Neuraminidase-Gen dieses Stammes
(Abb. 48). Im Falle der Rekombinante NDV-H5LP wurde die Hamagglutinin-Spaltstelle vor
Insertion in das NDV Genom durch Deletion basischer AS (Abb. 48; neben der
orangefarbenen Genkassette H5) modifiziert, so dass die Spaltstelle monobasisch war. Fir
die Ko-Expression von H5 und N1 in NDV-H5N1 wurde zur Insertion der H5-Genkassette
zwischen P- und M-Gen in den nicht-kodierenden Bereich durch Punktmutation eine neue
Miul-Site generiert und die das H5-Gen flankierenden Miul-Sites durch spezifische Primer in
der PCR-Amplifikation artifiziell angefiigt. Die Rekombinanten NDV-H5LP, NDV-H5 und

NDV-H5N1 wurden von Eylin Topfstedt im Rahmen ihrer Dissertation am FLI, Insel Riems,
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generiert und charakterisiert (Topfstedt et al. in preparation). Vor dem Einsatz dieser
Rekombinanten zur Immunisierung und Prifung der Schutzwirkung gegen verschiedene
HPAIV vom Subtyp H5 im Huhn wurde die Fremdgen-Expression in der Western-Blot

Analyse verifiziert.

o = - | = - o = -

# wy % = # wy % = # wy % =

T T I 2 I TP T T I 2
kba _ A2 an 2 kba _daaada:= ka _RBZEBE 2

ZE 2 2 2 2 <« 2 2 2 2 =2 4 2 2 2 22 <«
130 — 130 — 130 —
95 — 95 — 95 —
[ - - HA, 72 — 72 — . .
55 — 55 — NA55 —
- HA -
43 — i ' 43 — --_ _ 43 —
34 — 34 — o8 34 — -
26 — --'-‘—HAZ 26 — 26 —
- g
o-AlV-HS5 o-AlV-N1 o-NDV

Abb. 49: Nachweis des H5- bzw. N1-Proteins von NDV-H5LP, NDV-H5 bzw. NDV-H5N1 in der WB-

Analyse

CEF-Zellen wurden mit entsprechenden Viren (MOI: 2) infiziert und nach 24 Stunden geerntet. Die
Lysate der Zellen wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Membranen transferiert
und mit monospezifischem AIV-H5- (1:20.000), bzw. monospezifischem bakt.-AlV-N1-Antiserum
(1:50.000) oder polyklonalem NDV-Antiserum (1:20.000; Kaninchen) inkubiert. Die Reaktionen wurden
durch Chemolumineszenz mit Peroxidase-konjugierten Zweitantikdérpern auf Rodntgenfilmen
nachgewiesen. Die molekularen Massen der Markerproteine (kDa) sind angegeben.

Das AlIV H5 Vorlauferprotein HAy konnte in Lysaten NDV-H5LP-infizierter Zellen mit einem
Molekulargewicht von ca. 70 kDa nachgewiesen werden, wohingegen in Lysaten NDV-H5-
und NDV-H5N1-infizierter Zellen das H5 Protein als HA; und HA; (45 kDa und 25 kDa)
detektiert werden konnte (Abb. 49). Auf Grund multipler basischer Aminosauren vor der
Spaltstelle liegt das Hamagglutinin in NDV-H5 und NDV-H5N1 in seiner gespaltenen Form
vor, wahrend in NDV-H5LP durch die Deletion der basischen Aminosauren keine Spaltung
des Hamagglutinins erfolgte. Das N1-Protein konnte erwartungsgemal® nur in Lysaten
NDV-H5N1-infizierter Zellen mit einem Molekulargewicht von ca. 50 kDa nachgewiesen
werden (Abb. 49). Als Kontrolle der H5- bzw. N1-spezifischen Reaktionen dienten Lysate AlV
H5N1-infizierter Zellen, entsprechende Reaktionen fehlten in nicht-infizierten und NDV-
infizierten Zell-Lysaten. Der Nachweis NDV-spezifischer Proteine auf einem gleichartigen
Kontroll-Blot belegt, dass in etwa gleiche Mengen NDV-H5LP-, NDV-H5-, NDV-H5N1- bzw.
NDV-infizierter Zell-Lysate aufgetragen wurden (Abb. 49).
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4.7 Priufung der Schutzwirkung der NDV-H5LP-, der NDV-H5- und der
NDV-H5N1 Rekombinante gegen HPAIV

Es galt die Schutzwirkung dieser Rekombinanten gegen homologe, sowie heterologe HPAIV-
Infektionen vom Subtyp H5 im Huhn zu testen. Bei gegebener Wirksamkeit sollte weiterhin
die Eignung der Rekombinante als Markervakzine gegen AlV geprift werden.

Zuvor wurde die Virulenz der Rekombinanten durch das Nationale Referenzlabor flr
Newcastle Disease, FLI, Insel Riems im ICPI bestimmt. Der ermittelte Indexwert war fir
NDV-H5 und NDV-H5LP wie auch fir das parentale rNDV ohne Fremdgeninsertion, 0. Dies
zeigt, dass die Insertion des AIV H5- bzw. des durch Deletion basischer Aminosauren
modifizierten H5-Gens zu keiner erkennbaren Steigerung der Virulenz im Huhn flhrte und
die Rekombinanten somit als avirulent (lentogen) einzustufen sind. Die Rekombinante

NDV-H5N1 wies einen Indexwert von 0,3 auf und ist ebenfalls als avirulent (lentogen)

einzustufen.

4.71 Aufbau des Tierversuches im Huhn
Immuni- NDV-H5LP NDV-H5 NDV-HS5N1
sierung
10 10 10
Anzahl
der Tiere 10 10 10
10 10 10
HPAIV H5N1 HPAIV H5N1 HPAIV H5N2
Challenge
homolog heterolog heterolog
10 10 10
10 10 10
Anzahl
der Tiere 10 10 10
10 10 10
haiv haiv haiv

Abb. 50: Aufbau der Prifung von NDV-H5LP, NDV-H5 und NDV-H5N1
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Abb. 51: Zeitablaufplan der Priifung von NDV-H5LP, NDV-H5 und NDV-H5N1

Zur Analyse der Schutzwirkung der NDV-H5LP, NDV-H5 und NDV-H5N1 Rekombinanten
gegen verschiedene HPAIV wurden insgesamt 120 SPF-Hihner eingesetzt, die zum
Zeitpunkt der Immunisierung drei Wochen alt waren. Versuchsaufbau (Abb. 50) und
Versuchsdurchfiihrung (Abb. 51) waren weitestgehend analog zu den vorher beschriebenen
Prifungen. Auch in diesem Versuch wurden die Tupferbeprobungen oropharyngeal und
kloakal durchgefiihrt. Als Kontrollgruppe blieben 30 Tiere bis zur Belastungsinfektion naiv,
wahrend je 30 Tiere mit den entsprechenden Rekombinanten okulonasal in einer
einheitlichen Dosis von 10° EIDs, / Tier in 200 Ml immunisiert wurden. Vor und nach
Immunisierung entnommene Blutproben wurden auf Antikdrper gegen NDV, sowie gegen
AIV H5 und AIV N1 untersucht (Abb. 51).

Drei Wochen nach Immunisierung wurden die Tiere nach dem in Abb. 50 gezeigten Schema
in drei Gruppen aufgeteilt und mit den verschiedenen HPAIV-Isolaten in letaler Dosis
okulonasal infiziert (Abb. 51). Diese war fur AIV A/whooper swan/Germany/R65/06 (H5N1)
und AIV A/duck/Vietnam/TG24-01/05 (H5N1) 10° EIDs, / Tier in 200 pl und fiir AIV
Alchicken/Italy/8/98 (H5N2) 10”° EIDs, / Tier in 200 pl.

4.7.2 Klinik nach Immunisierung

Die Tiere zeigten weder nach Immunisierung mit NDV-H5LP oder NDV-H5, noch mit

NDV-H5N1 klinische Symptome und wurden durchgehend als gesund beurteilt (Tab. 8).
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4.7.21 Nachweis von Antikorpern gegen AlV

o~ 67 B NDV-H5LP
D 5 B NDV-H5
S . B NDV-H5N1

0-Blut d10pi d20pi

Abb. 52: AIV H5-spez. AK nach Immunisierung mit NDV-H5LP, NDV-H5 und NDV-H5N1

Dargestellt sind die HAH-Titer Mittelwerte (Balken) der jeweiligen Gruppe an den entsprechenden
Beprobungstagen als log,, sowie die Bandbreiten (vertikale Linien). Die griine Linie gibt den Titer an,
der nach OIE als positiv zu bewerten ist.

Im Hamagglutinations-Hemmungstest wurden vor und nach der Immunisierung gewonnene
Seren aller immunisierten Tiere auf AlV H5-spezifische Antikdrper untersucht. Das homologe
AlV (A/whooper swan/Germany/R65/06 (H5N1)) wurde als Antigen verwendet. Entsprechend
den Empfehlungen des OIE (OIE 2009b) wurden bei Antigeneinstellung auf 8 HAE
Einzeltierseren mit einem Titer von 2% oder hoher als positiv bewertet, der Gruppenmittelwert
wurde aus allen Einzeltierergebnissen, auch wenn sie < 23 waren , berechnet.

Vor der Immunisierung konnten in Seren aller Tiere keine H5-spezifischen Antikorper
nachgewiesen werden (Abb. 52). Drei Wochen nach Immunisierung wurde fir NDV-H5
immunisierte Tiere ein durchschnittlicher Titer aller Tiere der Gruppe von 2%® ermittelt. Nach
Immunisierung mit NDV-H5LP (2%°) und NDV-H5N1 (2%) wurden Titer in &hnlicher Héhe
detektiert (Abb. 52). Von 30 Tieren je Gruppe wurde bei 21 mit NDV-H5 immunisierten,
26 mit NDV-HS5LP und 29 mit NDV-H5N1 immunisierten Tieren als positiv zu bewertende
individuelle Titer = 2° ermittelt (Tab. 8). Immunisierung mit NDV-H5, NDV-H5LP oder NDV-

H5N1 resultierte in einander entsprechenden Antikérper-Titern in Hihnern.
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Abb. 53: AIV N1-spez. AK nach Immunisierung mit NDV-H5N1

Die Entwicklung AIV N1-spezifischer Antikbrper nach einmaliger Immunisierung mit NDV-
H5N1 wurde mittels kommerziell erhaltlichem ELISA untersucht (Abb. 53). In vor der
Immunisierung gewonnenen Seren aller immunisierten Tiere konnten keine N1-spezifischen
Antikorper nachgewiesen werden. Hingegen waren in Seren, die 3 Wochen nach
Immunisierung gewonnen wurden, in NDV-H5N1 immunisierten Tieren (bei 22 von 30)
N1-spezifische Antikdrper diagnostizierbar (Abb. 53; Tab. 8).

4.7.2.2 Nachweis von Antikorpern gegen NDV

o~ 61 @ NDV-H5LP
D 5 ® NDV-H5
o ® NDV-H5N1

0-Blut d10 pi d20 pi

Abb. 54: HN-spez. AK nach Immunisierung mit NDV-H5LP, NDV-H5 und NDV-H5N1

Dargestellt sind die HAH-Titer Mittelwerte (Balken) der jeweiligen Gruppe an den entsprechenden
Beprobungstagen als log,, sowie die Bandbreiten (vertikale Linien). Die grune Linie gibt den Titer an,
der nach OIE als positiv zu bewerten ist.

Im Hamagglutinations-Hemmungstest wurden vor und nach der Immunisierung gewonnene
Serumproben auf NDV HN-spezifische Antikoérper untersucht. Das rNDV wurde als Antigen

verwendet und die Ergebnisse analog des AIV Nachweises (4.7.2.1) bewertet. Die vor der
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Immunisierung gewonnenen Seren enthielten keine HN-spezifischen Antikorper. Bereits
nach 10 Tagen wiesen alle Gruppen spezifische Antikdrper gegen NDV auf, die dem nach
3 Wochen erreichten Titer (2°) entsprachen (Abb. 54; Tab. 8). Immunisierung mit NDV-H5,
NDV-H5LP oder NDV-H5N1 resultierte in einander entsprechenden Antikérper-Titern in
Huhnern.

4.7.3 Belastungsinfektion mit HPAIV H5N1 (homolog)

Zur Uberprifung der Schutzwirkung gegen das homologe AIV  A/whooper
swan/Germany/R65/06 (H5N1) wurden je 10 mit NDV-H5LP, NDV-H5 bzw. NDV-H5N1
immunisierte Tiere, sowie 10 naive Kontrollen mit diesem lIsolat in einer letalen Dosis von

10° EIDs, / Tier okulonasal infiziert.

4.7.3.1 Klinik nach Belastungsinfektion

tot 3,0 -
—_— KD
2,5
schwer
T 20
krank =
o 1.5
-g MOW-HaLP
krank - 1,0 T —_—— 8O- H5
—e— MOW-HEM 1
0,5

0,0 —00 06— 06— 00— 00— 00— 00— 00— 00— 00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tag pc

Abb. 55: tagl. klin. Index nach HPAIV A/whooper swan/Germany/R65/06 (HSN1)-Infektion

Nach Belastungsinfektion mit einer letalen Dosis des homologen AIV A/whooper
swan/Germany/R65/06 (H5N1) verstarben alle Kontrolltiere bis Tag 4, wahrend alle
immunisierten Tiere gesund blieben (Abb. 55). Der Uiber 10 Tage berechnete klinische Index
von 2,7 fur die Kontrollgruppe, lag deutlich Gber dem von allen immunisierten Gruppen
erreichten Wert 0 (Abb. 69). Einmalige Immunisierung mit NDV-H5 bzw. NDV-H5LP oder
NDV-H5N1 bietet vollstandigen Schutz gegen klinische Symptome nach letaler homologer
HPAIV-Infektion.
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4.7.3.2 Nachweis von Antikorpern gegen AlV

O NDV-H5LP
B NDV-H5

B NDV-H5N1
| KO

log 2
L4}

d20pi d21pc
Abb. 56: AIV H5-spez. AK nach Infektion mit HPAIV A/whooper swan/Germany/R65/06 (H5N1)

Dargestellt sind die HAH-Titer Mittelwerte (Balken) der jeweiligen Gruppe an den entsprechenden
Beprobungstagen als log,, sowie die Bandbreiten (vertikale Linien). Die griine Linie gibt den Titer an,
der nach OIE als positiv zu bewerten ist.

Nach Immunisierung und nach Infektion gewonnene Seren wurden im Hamagglutinations-
Hemmungstest auf H5-spezifische Antikdrper untersucht, wobei das Infektionsvirus als
Antigen diente und die Bewertung analog zu Kapitel 4.7.2.1 erfolgte. Fir die Kontrolltiere
konnten vor der Belastungsinfektion keine AlV-spezifischen Antikorper ermittelt werden,
nach Infektion verstarb diese Gruppe, so dass keine Seren zur Verfigung standen. Drei
Wochen nach Belastung mit homologen HPAIV A/whooper swan/Germany/R65/06 (H5N1)
konnte weder in NDV-H5-, noch in NDV-H5LP- bzw. NDV-H5N1-immunisierten Tieren ein
Anstieg H5-spezifischer Antikérper ermittelt werden (Abb. 56): ein Hinweis auf geringe

Virusreplikation in allen Immunisierten (Abb. 69).

100 -
90 1
80 -

70
60 - B verstorben

50 + O positiv

40 ~ O fraglich
30+
20+

10 ’_‘

NDV- | NDV-H5| NDV- KO NDV- | NDV-H5| NDV- KO
H5LP H5N1 H5LP H5N1

d20pi d21ipc

% Reagenten

Abb. 57: AIV NP-spez. AK nach Infektion mit HPAIV A/whooper swan/Germany/R65/06 (H5N1)
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Es wurde geprift, ob eine Differenzierung von immunisierten und infizierten Tieren an Hand
des Nachweises von Antikorpern gegen andere, nicht-HA- bzw. nicht-NA-spezifische AlV-
Proteine nach Belastungsinfektion wurde mittels Detektion AIV-NP-spezifischer Antikdrper
unter Verwendung eines ELISA modglich ist. Vor der Infektion waren in den Seren aller
getesteten Tiere, den Erwartungen entsprechend, keine Antikdrper zu detektieren. Dies traf
auch nach der Infektion auf die NDV-HS und NDV-H5LP Gruppe zu (Abb. 57). Ein Tier der
NDV-H5N1 Gruppe reagierte wiederholt mit fraglichem Ergebnis. Da alle immunisierten Tiere
keine (bzw. eine fragliche) Serokonversion aufwiesen, ist von keiner bzw. minimaler

Virusreplikation in den Tieren auszugehen, wobei keine DIVA-Diagnostik mdglich war.

4.7.3.3 Nachweis der AlV-Virusausscheidung

Die Bestimmung der Virusausscheidung wurde durch Untersuchung von Rachen- und
Kloakentupfern auf vRNA in der rtRT-PCR durchgefiihrt. Wahrend flr die Uberlebenden
Kontrolltiere erhebliche Virusgenomlasten ermittelt wurden, konnte flir keines der
immunisierten Tiere aller drei Gruppen VvRNA detektiert werden (Abb. 58 und 69).
Immunisierung mit NDV-H5LP, NDV-HS oder NDV-H5N1 verhinderte die Ausscheidung des

Virus im Gegensatz zu nicht-immunisierten Kontrolltieren.
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Abb. 58: vVRNA-Nachweis in Tupfern nach homologer HPAIV H5N1-Infektion (tRT-PCR)
Die CT-Mittelwerte der Gruppen (Balken), sowie die Bandbreiten (vertikale Linie) sind pro

Beprobungstag fiir Rachen und Kloake getrennt dargestellt. Die Anzahl positiver Tupfer an der
Gesamtzahl je Gruppe und Tag ist in der Tabelle darunter fir Rachen und Kloake getrennt aufgefihrt.
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4.7.3.4 Pathologische Befunde

Alle verstorbenen bzw. moribund getéteten Kontrolltiere, sowie am Versuchsende getotete
Tiere wurden pathologisch-anatomisch auf makroskopische Veranderungen untersucht. Die
Kontrolltiere wiesen zahlreiche Veranderungen, wie Odeme des Kopfes oder Zyanosen bzw.
Nekrosen der Kopfanhange, Unterhautblutungen, subepikardiale, petechiale Blutungen,
Hamorrhagien auf den Serosen, in der Drisenmagenschleimhaut, sowie Pankreatitis mit
multifokalen bzw. konfluierenden, hellen Veranderungen auf, die auf das Vorliegen einer
Pankreasnekrose hindeuteten. Dagegen waren in allen immunisierten Tieren keine

malfgeblichen pathologischen Veranderungen sichtbar.

4.7.4 Belastungsinfektion mit HPAIV H5N1 (heterolog)

Zur Uberpriifung der Schutzwirkung gegen das heterologe HPAIV A/duck/Vietnam/TG24-
01/05 (H5N1) wurden je 10 mit NDV-H5LP, NDV-H5 bzw. NDV-H5N1 immunisierte Tiere,
sowie 10 naive Kontrollen mit diesem Stamm in einer letalen Dosis von 10° EIDsq / Tier
okulonasal infiziert. Die Aminosdure-Homologie zwischen dem Hamagglutinin dieses
Stammes und dem homologen Stamm HPAIV A/whooper swan/Germany/R65/06 (H5N1)
betragt 96,3 %.

4.7.41 Klinik nach Belastungsinfektion

tot 3,0 -
2,5 1
schwer
E 50 NDW-HAELP
krank z —— NDV-H5
E 1,5- —e— NDV-H5N1
2 —_—0
krank = 1,01
0,51
0,0 & - : . . T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tag pc
Abb. 59: tagl. klin. Index nach HPAIV A/duck/Vietnam/TG24-01/05 (H5N1)-Infektion

Nach Infektion mit einer letalen Dosis des heterologen AIV A/duck/Vietnam/TG24-01/05
(H5N1) verstarben alle Kontrolltiere bis Tag 2 (Abb. 59). Demgegeniber zeigten alle
immunisierten Gruppen eine deutlich reduzierte Morbiditat und Mortalitat.

In der NDV-H5LP Gruppe waren 6 von 10 Tieren vollstandig gegen klinische Symptome
geschitzt; jedoch verstarben 2 der 4 Erkrankten. Bei den mit NDV-H5 Immunisierten waren

9 von 10 Tieren Uber den gesamten Beobachtungszeitraum gesund, wahrend ein erkranktes
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Tier verstarb. Die Immunisierung mit NDV-H5N1 induzierte in 7 von 10 Tieren einen
vollstdndigen Schutz gegen klinische Symptome, wohingegen 3 Tiere erkrankten, von denen
eines bis zum Versuchsende an rechtseitiger Paralyse des Standers litt.

Fir die Kontrollgruppe wurde ein Index von 2,8 ermittelt, wahrend die fir NDV-HSLP (0,27),
NDV-H5 (0,12) und NDV-H5N1 (0,13) analysierten Indices (Abb. 69) betrachtlich geringer
waren. Die einmalige Immunisierung mit NDV-HS bzw. NDV-H5LP oder NDV-H5N1 flhrte zu
einer deutlich reduzierten klinischen Symptomatik und Mortalitdt gegenliber den naiven

Kontrollen nach letaler Infektion mit heterologem HPAIV H5N1.

4.7.4.2 Nachweis von Antikorpern gegen AlV

B NDV-H5LP
B NDV-H5

B NDW-H5N1
B KO

d20pi d2ipc
Abb. 60: AlV H5-spez. AK nach Infektion mit HPAIV A/duck/Vietnam/TG24-01/05 (HSN1)

Dargestellt sind die HAH-Titer Mittelwerte (Balken) der jeweiligen Gruppe an den entsprechenden
Beprobungstagen als log,, sowie die Bandbreiten (vertikale Linien). Die griine Linie gibt den Titer an,
der nach OIE als positiv zu bewerten ist.

Nach Immunisierung und nach Infektion gewonnene Seren wurden im Hamagglutinations-
Hemmungstest auf HS5-spezifische Antikorper untersucht, wobei das Infektionsvirus als
Antigen diente und die Bewertung analog zu Kapitel 4.7.2.1 erfolgte. Fir die Kontrolltiere
konnten vor der Belastungsinfektion keine AlV-spezifischen Antikdrper ermittelt werden,
nach Infektion verstarb diese Gruppe, so dass keine Seren zur Verfigung standen. Drei
Wochen nach Belastung mit heterologem AIV A/duck/Vietnam/TG24-01/05 (H5N1) wurde in
NDV-H5LP bzw. NDV-H5N1 immunisierten, wie auch in der NDV-H5 Gruppe, ein Anstieg
H5-spezifischer Antikorper diagnostiziert (Abb. 60 und 69): ein Hinweis auf Virusreplikation in

allen immunisierten Tieren.
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Abb. 61: AIV NP-spez. AK nach Infektion mit HPAIV A/duck/Vietnam/TG24-01/05 (H5N1)

Es wurde geprtift, ob eine Differenzierung von immunisierten und infizierten Tieren an Hand
des Nachweises von Antikérpern gegen andere, nicht-HA- bzw. nicht-NA-spezifische AlV-
Proteine nach Belastungsinfektion mittels Detektion AlIV-NP-spezifischer Antikorper unter
Verwendung eines ELISA mdglich ist. Vor der Infektion waren in keinem Serum diese
Antikérper zu detektieren. Die Uberlebenden Tiere der NDV-H5LP-Gruppe zeigten keine
Serokonversion, wahrend in der NDV-H5-Gruppe 3 von 10 und in der NDV-H5N1 Gruppe
8 von 10 Tieren serokonvertierten (Abb. 61 und 69). Auf Grund der geringen Rate an
Serokonversion in der NDV-HS5LP und NDV-H5-Gruppe, ist von einer lediglich geringen
Virusreplikation in diesen Tieren auszugehen, allerdings ist die DIVA-Diagnostik nicht bei

allen Tieren mdglich.

4.7.4.3 Nachweis der AlV-Virusausscheidung

Zur Ermittlung der Virusausscheidung nach Infektion mit AIV A/duck/Vietnam/TG24-01/05
(H5N1) wurden Tupfer von Rachen und Kloake auf vRNA in der rtRT-PCR untersucht. Die
Kontrolltiere waren bereits an Tag 2 verstorben. Die detektierte Virusgenomlast in allen
immunisierten Tieren bewegte sich (ber den gesamten Untersuchungszeitraum auf
gleichbleibend niedrigem Niveau (Abb. 62). Statistisch signifikante Unterschiede der
Virusgenomlast aus Rachentupfern sind in Abb. 63 als Box-Plot dargestellt. An Tag 2 ist bei
der NDV-H5N1 Gruppe eine signifikant hdhere Virusgenomlast als in der NDV-H5LP bzw.
der NDV-H5 Gruppe ermittelt worden; genau entgegengesetzt war das Ergebnis an Tag 3,
so dass sich in der Gesamtbeurteilung keine Aussage ableiten lie. An Tag 7 fiel die NDV-
H5N1 immunisierte Gruppe durch einen Peak der kloakalen Virusgenomlast auf, der jedoch

bei statistischer Auswertung keine Signifikanz aufwies (Abb. 63).
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Abb. 62: vVRNA-Nachweis in Tupfern nach heterologer HPAIV H5N1-Infektion (tRT-PCR)
Die CT-Mittelwerte der Gruppen (Balken), sowie die Bandbreiten (vertikale Linie) sind pro

Beprobungstag fiir Rachen und Kloake getrennt dargestellt. Die Anzahl positiver Tupfer an der
Gesamtzahl je Gruppe und Tag ist in der Tabelle darunter fir Rachen und Kloake getrennt aufgefihrt.
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Abb. 63: Box-Plots der ermittelten CT-Werte nach HPAIV A/duck/Vietham/TG24-01/05 (H5N1)-

Infektion

Dargestellt sind die Bandbreite (vertikale Linie; Minimum und Maximum), der Median (horizontale
schwarze Linie), sowie das untere (0,25) und obere (0,75) Quartil (untere bzw. obere Begrenzung der
Box). Decken die Boxen beider Gruppen fir Rachen- oder Kloakentupfer an einem Tag nicht-
Uberschneidende CT-Wertbereiche ab, sind die Unterschiede signifikant.

Uber den gesamten Beprobungszeitraum waren an Hand der Ausscheidung von VRNA keine
weiteren signifikanten Unterschiede zwischen den Tieren der drei Immunisierungsgruppen
festzustellen (Abb. 63). Die Ausscheidungsraten viraler RNA sind nach einmaliger
Immunisierung mit NDV-H5 bzw. NDV-H5LP oder NDV-H5N1 relativ gering; die hdchsten
Gruppendurchschnitts-CT-Werte (ca. CT 37) der drei Immunisierungsgruppen stimmten
Uberein (Abb. 69).

4.7.4.4 Pathologische Befunde

Alle verstorbenen, moribund getdteten, sowie am Versuchsende getbtete Tiere wurden
pathologisch-anatomisch auf makroskopische Veranderungen untersucht. Die Kontrolltiere
wiesen zahlreiche Veranderungen auf, wie Odeme des Kopfes oder Zyanosen bzw.
Nekrosen der Kopfanhange, Unterhautblutungen, subepikardiale, petechiale Blutungen,
Hamorrhagien auf den Serosen, in den Organen (Bursa, Milz) wund der
Drisenmagenschleimhaut, sowie Pankreatitis mit multifokalen bzw. konfluierenden, hellen
Veranderungen, die auf das Vorliegen einer Pankreasnekrose hindeuteten. Dagegen waren
in immunisierten Tieren aller Gruppen kaum malfigebliche pathologische Veranderungen
sichtbar, lediglich < 20 % der NDV-HS bzw. NDV-H5N1, bzw. 30 % der NDV-H5LP Gruppe

wiesen eine der fir die Kontrolle genannten Veranderungen auf.
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4.7.5 Belastungsinfektion mit HPAIV H5N2 (heterolog)

Zur Uberprifung der Schutzwirkung gegen das heterologe AIV A/chicken/Italy/8/98 (H5N2)
wurden je 10 mit NDV-H5LP, NDV-H5 bzw. NDV-H5N1 immunisierte Tiere, sowie 10 naive
Kontrollen mit dem Isolat in einer Dosis von 10"° EIDs, / Tier okulonasal infiziert. Die
Aminosaure-Homologie zwischen dem Hamagglutinin dieses Stammes und dem homologen
Stamm HPAIV A/whooper swan/Germany/R65/06 (H5N1) betragt 93,8 %.

4.7.5.1 Klinik nach Belastungsinfektion
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Abb. 64: tagl. klin. Index nach HPAIV A/chicken/Italy/8/98 (H5N2)-Infektion

Nach Belastung mit einer letalen Dosis des heterologen AIV A/chicken/Italy/8/98 (H5N2)
verstarben 90 % der Kontrolltiere, wahrend alle immunisierten Tiere keine Kklinischen
Symptome zeigten und als gesund beurteilt wurden. Der Index der Kontrollgruppe lag mit
2,36 deutlich Uber dem fur alle Immunisierungsgruppen (0) ermittelten (Abb. 64 und 69). Eine
einmalige Immunisierung mit NDV-H5 bzw. NDV-HS5LP oder NDV-H5N1 bewirkte
vollstdndigen Schutz gegen klinische Symptome nach letaler heterologer HPAIV H5N2-

Infektion.
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4.7.5.2 Nachweis von Antikorpern gegen AlV

8 NDV-H5LP
® NDV-H5

H NDV-H5N1
m KO

log 2
[4) ]

d20pi d21ipc
Abb. 65: AIV H5-spez. AK nach Infektion mit HPAIV A/chicken/Italy/8/98 (H5N2)

Dargestellt sind die HAH-Titer Mittelwerte (Balken) der jeweiligen Gruppe an den entsprechenden
Beprobungstagen als log,, sowie die Bandbreiten (vertikale Linien). Die grune Linie gibt den Titer an,
der nach OIE als positiv zu bewerten ist.

Nach Immunisierung und nach Infektion gewonnene Seren wurden im Hamagglutinations-
Hemmungstest auf H5-spezifische Antikdrper untersucht, wobei das Infektionsvirus als
Antigen diente und die Bewertung analog zu Kapitel 4.7.2.1 erfolgte. Von den Kontrolltieren
verstarben 9 von 10, das Uberlebende Tier wies nach drei Wochen einen sehr hohen Titer
von 29 auf (Abb. 65 und 69). Drei Wochen nach Belastung mit heterologem AIV
A/chicken/Italy/8/98 (H5N2) wurde in NDV-H5LP bzw. NDV-H5N1 immunisierten, wie auch in
der NDV-H5 Gruppe, ein Anstieg H5-spezifischer Antikdrper diagnostiziert, was auf
Virusreplikation in allen immunisierten Tieren hinweist.
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Abb. 66: AIV NP-spez. AK nach Infektion mit HPAIV A/chicken/Italy/8/98 (H5N2)

Es wurde geprift, ob eine Differenzierung von immunisierten und infizierten Tieren an Hand
des Nachweises von Antikdrpern gegen andere, nicht-HA- bzw. nicht-NA-spezifische AlIV-

Proteine nach Belastungsinfektion wurde mittels Detektion AIV-NP-spezifischer Antikdrper
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unter Verwendung eines ELISA modglich ist. Vor der Infektion waren in den Seren aller
getesteten Tiere keine Antikorper zu detektieren. Fur das Uberlebende Tier der
Kontrollgruppe konnten NP-spezifische Antikdrper nachgewiesen werden. Bei 90 % der
NDV-H5LP, sowie bei 80 % der NDV-H5 bzw. 100 % der NDV-H5N1 immunisierten Tiere,
wurden 3 Wochen nach Infektion ebenfalls Antikdrper detektiert (Abb. 66 und 69). Bei je
einem Tier der NDV-H5LP bzw. NDV-H5 Gruppe konnte die Serokonversion nicht sicher
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse weisen auf Virusreplikation in immunisierten Tieren
hin, wobei fast alle immunisierten und infizierten Tiere durch Nachweis NP-spezifischer

Antikérper zu identifizieren waren.

4.7.5.3 Nachweis der AlV-Virusausscheidung

Zur Ermittlung der Virusausscheidung nach Infektion mit AIV A/chicken/Italy/8/98 (H5N2),
wurden Tupfer von Rachen und Kloake auf vRNA in der rfRT-PCR untersucht. Fir die
Kontrolltiere wurde von Beginn an, sowohl oropharyngeal als auch kloakal eine hohe
Virusgenomlast ermittelt (Abb. 67). Die detektierte Virusgenomlast in allen immunisierten
Tieren bewegte sich Uber den gesamten Untersuchungszeitraum auf gleichbleibend
niedrigem Niveau mit durchschnittlichen CT-Werten nahe dem Detektionslimit. Statistisch
signifikante Unterschiede der Virusgenomlast zwischen Kontrollgruppe und den drei
immunisierten Gruppen sind in Abb. 68 als Box-Plot dargestellt.

Uber den gesamten Beprobungszeitraum waren an Hand der Ausscheidung viraler RNA
keine  weiteren  signifikanten  Unterschiede zwischen den Tieren der drei
Immunisierungsgruppen festzustellen. Die Ausscheidungsraten vVRNA waren nach einmaliger
Immunisierung mit NDV-H5 bzw. NDV-H5LP oder NDV-H5N1 gegenuber der Kontrollgruppe

signifikant reduziert.
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Abb. 67: vVRNA-Nachweis in Tupfern nach heterologer HPAIV HSN2-Infektion (tRT-PCR)
Die CT-Mittelwerte der Gruppen (Balken), sowie die Bandbreiten (vertikale Linie) sind pro

Beprobungstag fiir Rachen und Kloake getrennt dargestellt. Die Anzahl positiver Tupfer an der
Gesamtzahl je Gruppe und Tag ist in der Tabelle darunter fir Rachen und Kloake getrennt aufgefihrt.
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Abb. 68: Box-Plots der ermittelten CT-Werte nach HPAIV A/chicken/Italy/8/98 (H5N2)-Infektion

Dargestellt sind die Bandbreite (vertikale Linie; Minimum und Maximum), der Median (horizontale
schwarze Linie), sowie das untere (0,25) und obere (0,75) Quartil (untere bzw. obere Begrenzung der
Box). Decken die Boxen beider Gruppen fir Rachen- oder Kloakentupfer an einem Tag nicht-
Uberschneidende CT-Wertbereiche ab, sind die Unterschiede signifikant.

4.7.5.4 Pathologische Befunde

Alle verstorbenen, moribund getoteten, sowie am Versuchsende getbtete Tiere wurden
pathologisch-anatomisch auf makroskopische Veranderungen untersucht. Die Kontrolltiere
wiesen zahlreiche Veranderungen auf, wie Odeme des Kopfes oder Zyanosen bzw.
Nekrosen der Kopfanhange, Unterhautblutungen, subepikardiale, petechiale Blutungen,
Hamorrhagien auf den Serosen, in den Organen (Darm, Bursa, Milz) und der
Drisenmagenschleimhaut, sowie Pankreatitis mit multifokalen bzw. konfluierenden, hellen
Veranderungen, die auf das Vorliegen einer Pankreasnekrose hindeuteten. Dagegen waren
in immunisierten Tieren aller Gruppen kaum malfigebliche pathologische Veranderungen
sichtbar, lediglich <20 % der NDV-HSLP bzw. 10 % der NDV-H5N1 und keines der NDV-H5

Gruppe wiesen eine, der fur die Kontrolle genannten Veranderungen auf.

4.7.6 Auswertung (Fazit)

Die protektive Wirkung der NDV-HSLP, NDV-HS und NDV-H5N1 Rekombinanten im Huhn
wurde in drei parallel durchgefiihrten Experimenten Gberprift: zum einen gegen homologes
HPAIV H5N1, zum anderen im Vergleich zu zwei heterologen HPAIV H5-Isolaten.

Die NDV-H5LP, NDV-H5 und NDV-H5N1 Rekombinante induzieren im Huhn einander
entsprechende Antikorper-Titer, sowohl gegen AIV H5 (Abb. 52), als auch gegen NDV HN
(Abb. 54). In mehr als 70 % der NDV-H5N1 immunisierten Tiere konnten N1-spezifische

Antikérper nachgewiesen werden (Abb. 53).
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Tab. 8: Ergebnisitbersicht nach Immunisierung mit NDV-H5LP, NDV-H5 und NDV-H5N1

Immunisierung Zeit NDV-H5LP | NDV-H5 | NDV-H5N1
Dosis pro Tier 40 10° EIDso

Inokulationsweg okulonasal

Morbiditat 0/30 0/30 0/30
Mortalitat 0/30 0/30 0/30
klinischer Index 0,00 0,00 0,00
H5-spez. Antikorper | Opi 2" 2"3 224
O©-HAH-Titer; P / n 2/30 1/30 12/30
H5-spez. Antikdrper d20pi 2%9 2%8 230
©-HAH-Titer; P / n 26 /30 21/30 29/ 30
E}'ﬁpez' Antikorper | 445 0/30 0/30 0/30
N |-Spez. AtIOrPer |- gaopi 0/30 0/30 2230
HN-spez. Antikdrper | Opi 247 242 244
O-HAH-Titer, P / n 30/ 30 29/ 30 30/ 30
HN-spez. Antikdrper d20pi 248 240 246
©-HAH-Titer; P / n 30/30 30/30 30/30

P / n = Anzahl positiver Tupfer bzw. Seren (P) / Anzahl Tiere (n);
(positive Titer > 2° fiir AIV; = 2* fiir NDV)

Nach letaler Infektion mit HPAIV A/whooper swan/Germany/R65/06 (H5N1) verstarben die
Kontrolltiere bis Tag 4, wahrend die mit den Rekombinanten NDV-H5LP, NDV-H5 oder NDV-
H5N1 immunisierte Tiere gesund blieben (Abb. 55) und weder gegen das AlV Nukleoprotein
serokonvertierten (Abb. 57) noch Virusausscheidung an Hand der Detektion von vRNA
(Abb. 58) aus Tupferproben aufwiesen. Diese Ergebnisse deuten auf sterile Immunitat hin,
so dass eine Differenzierung zwischen vakzinierten und infizierten (DIVA) Tieren nicht
mdglich war. Auf Grund der fehlenden Ausscheidung des Virus besteht jedoch auch keine
Notwendigkeit dafiir.

Nach letaler Infektion mit HPAIV A/duck/Vietham/TG24-01/05 (H5N1), einem heterologen
Isolat mit 98,3 %iger Aminosaure-Homologie im Hamagglutinin zu dem homologen Virus,
zeigte, dass Immunisierung mit den Rekombinanten eine deutliche Milderung der klinischen
Symptome (Abb. 59) gegenuber der Kontrollgruppe bewirkte, jedoch keinen vollstandigen
Schutz vor Mortalitat bot. NDV-H5LP immunisierte Tiere serokonvertierten nicht gegen das
AlV-Nukleoprotein (Abb. 61) und wiesen Uber den Beobachtungszeitraum Virusgenomlasten
nahe der Nachweisgrenze auf (Abb. 62). In der NDV-H5 Gruppe war eine AlIV
NP-spezifische Serokonversion von 30 % (Abb. 61), bei ebenfalls geringen
Virusgenomlasten nahe des Detektionslimits zu verzeichnen (Abb. 62). Tiere der NDV-H5N1
Gruppe serokonvertierten AlV NP-spezifisch zu 80 % (Abb. 61), bei Ausscheidung geringer
Virusgenomlasten (Abb. 62; 63). Insgesamt weisen diese Ergebnisse auf eine hohe partielle
Schutzwirkung gegen das Virus hin: geringe Serokonversion in Verbindung mit geringen

ausgeschiedenen Virusgenomlasten indizieren deutlich verminderte Virusreplikation, jedoch
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verstarben auch immunisierte Tiere (3/30). Mit Ausnahme der Gruppe, die mit der NDV-
H5LP Rekombinante immunisiert worden waren, konnten in den Gruppen, in denen
Virusausscheidung zu detektieren war, Serokonversion (Abb. 61) gegen AIV NP
nachgewiesen werden.

Nach Belastungsinfektion mit HPAIV A/chicken/Italy/8/98 (H5N2) in einer maximalen Dosis
von 107° EIDs, / Tier des verstarben 90 % der Kontrolltiere, wohingegen die Immunisierung
mit NDV-H5LP, NDV-H5 oder NDV-H5N1 vollstandigen Schutz gegen klinische Symptome
bot (Abb. 64). Alle Tiere fur die Virusgenomlasten ermittelt wurden (Abb. 67) konnten mittels
Nachweis NP-spezifischer Antikbrper (Abb. 66) im ELISA als infiziert identifiziert werden, so
dass an Hand NP-spezifischer Antikorper eine DIVA-Diagnostik méglich war. Dies zeigt die
sehr hohe protektive Wirkung aller drei Rekombinanten gegen dieses heterologe Isolat,

wobei kein maRgeblicher Unterschied zwischen den Rekombinanten festzustellen war.
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Ergebnistbersicht: Schutzwirkung von NDV-H5LP, NDV-H5 und NDV-H5N1 gegen HPAIV

Abb. 69

H5N1 (homolog und heterolog) und HPAIV H5N2
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5 Diskussion

Niedrig pathogenes AIV des Subtyps H9 wird als moglicher Ausldser flr zukUnftige
Influenzapandemien diskutiert, da in Asien bereits die Speziesbarriere zwischen Vogel und
Mensch durchbrochen wurde (Peiris et al. 1999; Guo et al. 1999; Li et al. 2003; Butt et al.
2005) und es in Geflugelpopulationen auf Grund seiner milden Krankheitsverlaufe oft
unerkannt zirkuliert (Naeem et al. 2003; Roussan et al. 2009). Auch verursacht der Subtyp
H9 in Kombination mit bakteriellen Ko- oder Sekundar-Infektionen zum Teil schwere
Krankheitsverlaufe mit hohen wirtschaftlichen Verlusten in Nutzgefliigelpopulationen (Kishida
et al. 2004; Banet-Noach et al. 2007). Dieser Aspekt und die potentielle Gefahrdung des
Menschen durch diese Viren zeigen die Notwendigkeit der Entwicklung einer Vakzine gegen
AlV des Subtyps H9. Am weitesten verbreitet ist der Einsatz inaktivierter Vollvirus-Vakzinen,
die zwar gegen klinische Symptome schitzen, jedoch eine zeitaufwendige
Einzeltierapplikation erfordern. Unter Verwendung gentechnologischer Methoden wurden
Vektorvakzinen entwickelt, die neben dem Schutz vor klinischen Erkrankungen auch eine
kostenglinstige Massenapplikation (Spray, Trinkwasser) ermoglichen sollen (van den Berg et
al. 2008; Fuchs et al. 2009; Swayne 2009). Dazu wurden Impfviren, die als Lebendimpfstoff
gegen andere Gefliigelkrankheiten (z.B. Gefliigelpocken, Infektidse Laryngotracheitis oder
Newcastle Krankheit) verwendet werden, gentechnisch so verandert, dass sie z.B. das
immunogene Hamagglutinin exprimieren. Hamagglutinin-Protein exprimierende NDV-
Rekombinanten schitzen gegen Erkrankung durch den entsprechenden AIV-Stamm
(Nakaya et al. 2001; Huang et al. 2003a; Veits et al. 2006; Park et al. 2006; Ge et al. 2007;
Schrder et al. 2009; Nayak et al. 2009). In China wird seit 2006 mit einer HA-exprimierenden
NDV-Rekombinante geimpft.

Fir NDV-Rekombinanten, die das Hamagglutinin H5 bzw. H7 exprimieren, wurde nach
einmaliger Immunisierung von SPF-HUhnern eine hohe Schutzwirkung gegen Kklinische
Symptome nach homologer HPAIV-Infektion und eine reduzierte Ausscheidung des Virus
gegenlber nicht-immunisierten Kontrolltieren vorgefunden (Veits et al. 2006; Schréer et al.
2009). Um eine Vakzine gegen LPAIV des Subtyps H9 herzustellen, wurde unter Nutzung
des von Rémer-Oberdorfer et al. etablierten revers-genetischen Systems fir NDV Clone 30
ein entsprechendes NDV full-length Plasmid konstruiert (Romer-Oberdérfer et al. 1999),
wobei das H9-Gen des Stammes AIV Alturkey/Wisconsin/1/66 (H9N2) in die intergene
Region zwischen NDV F- und HN-Gen inseriert wurde, so dass der Aufbau identisch zu
NDV-H5 und NDV-H7 war.

Durch Transfektion T7-Polymerase-exprimierender Zellen (Buchholz et al. 1999) mit dem
full-length Plasmid NDV-H9 unter Ko-Transfektion mit Hilfsplasmiden (fir NDV NP, P und L)

wurde infektioses Virus generiert. Die generierte NDV-H9-Rekombinante erreichte in ovo
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dem parentalen Virus NDV Clone 30 vergleichbare Endtiter, wobei die
Replikationseigenschaften der NDV-H9 Rekombinante lediglich in der frihen Phase
nachteilig beeinflusst scheinen. Die anfangs verzdgerte Virusreplikation ist nach Insertion
von Fremdgenen fir mehrere NNSV beschrieben (Bukreyev et al. 2006) und kann mit dem
fur NNSV typischen, durch das Abfallen der Polymerase bedingten Transkriptionsgradienten
erklart werden, der eine Verringerung der Transkription von 5° zur Genkassette lokalisierten
Genprodukten bewirkt. Durch die Insertion des Fremdgens zwischen F- und HN-Gen kdnnte
die Transkriptionsrate des L-Gens (nicht untersucht) vermindert sein, was das Verhaltnis von
NP:P:L, also der Komponenten des RNP-Komplexes, verschieben und zu einer anfangs
verzogerten Replikation fihren kénnte. Fir die Verwendung als Vakzine ist jedoch das
Erreichen eines dem parentalen Virus entsprechenden Endtiters in ovo entscheidend. Die
H9-Expression in NDV-H9 wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz infizierter Zellen im
Vergleich zu AIV HON2- und rNDV-infizierten Zellen gezeigt, sowie in Lysaten NDV-H9
infizierter Zellen in Western Blot- und Radioimmunprazipitationsanalyse. Durch die
zusatzliche Expression des H9 Proteins in NDV konnte vergleichend zu rNDV im ICPI keine
Steigerung der Virulenz festgestellt werden; somit war NDV-H9 als lentogen einzustufen,
was eine Voraussetzung flr eine potentielle Vakzine darstellt. Die Rekombinante wurde in
SPF-Hihnern und in Puten auf ihre Schutzwirkung gegen Infektion mit velogenem NDV oder
LPAIV Alturkey/Wisconsin/1/66 (HONZ2) Gberprift.

Eine einmalige Immunisierung von SPF-HUhnern mit NDV-H9 induzierte im Vergleich zum
parentalen rNDV entsprechende Antikorper-Titer (2°) gegen NDV und resultierte in
vollstandiger Schutzwirkung bezlglich Mortalitdt und klinischer Symptome, bei deutlich
reduzierter Ausscheidung viraler RNA gegentber nicht-immunisierten Kontrolltieren. In Puten
hingegen wurde drei Wochen nach einmaliger Immunisierung mit NDV-H9 oder rNDV zwar
ein Antikorper-Titeranstieg gezeigt, jedoch waren nachgewiesene Titer insgesamt mit ca. 22
niedrig. Eine mdgliche Erklarung fur die niedrigen Impftiter in Puten kdnnten maternale NDV-
Antikérper sein, die offenbar mit den Impfviren interagierten und so die Induktion einer
humoralen Antwort verminderten. Um eine bessere Immunisierung zu erzielen, wurde eine
10-fach hdéhere Immunisierungsdosis als in Hihnern eingesetzt, da in der Literatur (Higgins
1996) fir Puten eine generell geringere Antikdrper-Antwort sowohl nach Immunisierung als
auch nach Infektionen im Vergleich zu Huhnern beschrieben ist. Obwohl nach
Immunisierung mit NDV-H9 oder rNDV nur niedrige Antikoérper-Titer nachgewiesen wurden,
waren immunisierte Tiere gegenuUber nicht-immunisierten Kontrollen partiell geschitzt; so
war die Mortalitat um mehr als 50 % reduziert und klinische Symptome deutlich milder.
Insgesamt konnte gezeigt werden, dass Immunisierung mit NDV-H9 in zu rNDV

gleichwertigen Ergebnissen bezlglich Antikérper-Titern, Schutzwirkung gegen NDV-Infektion
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und Reduktion der Virusausscheidung resultierte; somit konnten keine Nachteile durch
Insertion des Fremdgens H9 in NDV ermittelt werden.

Nach Immunisierung mit NDV-H9 konnten weder in SPF-Huhnern, noch in Puten AIV
H9-spezifische Antikbrper mittels Hamagglutinations-Hemmungstest detektiert werden.
Daher wurden die Seren in der sensitiveren indirekten Immunfluoreszenz untersucht, wobei
trotz einer geringen Verdinnung von 1:10 ebenfalls keine H9-spezifischen Reaktionen
gezeigt werden konnten. Um nachzuweisen, dass die Tiere mit NDV-H9 immunisiert worden
waren, wurde aus mehreren nach Immunisierung mit NDV-H9 gewonnenen Tupferproben
RNA extrahiert, das H9 Gen mittels RT-PCR amplifiziert und durch Sequenzierung der
Beweis erbracht. Das klinische Bild wie auch die Ausscheidung des Virus differierte zwar
nach Belastungsinfektion mit A/turkey/Wisconsin/1/66 (H9N2) zwischen NDV-H9-
immunisierten und AlV-naiven SPF-HUhnern und Puten, jedoch waren nur wenige
Unterschiede auch signifikant, so dass die Immunisierung kaum eine Schutzwirkung
induzierte. Wurden Huhner intranasal, mittels Augentropfen oder in den Kropf mit NDV
immunisiert, konnten in Tranenflissigkeit und Trachea-Spiilflissigkeit NDV-spezifische IgA
nachgewiesen werden (Jayawardane und Spradbrow 1995), so dass eine durch okulonasale
NDV-H9-Immunisierung induzierte lokale Immunantwort durch IgA oder auch die Induktion
einer zellularen Immunantwort wahrscheinlich scheint. Dies wurde hier jedoch nicht
untersucht und bleibt daher abzuklaren.

Da das H9-Protein in NDV-H9-infizierten Zellen mittels indirekten Immunfluoreszenz-Tests
mit polyklonalem a-H9N2-HUhnerserum zu detektieren war, kann eine geringe Antigenitat
des H9-Proteins ausgeschlossen werden und ist keine mdgliche Erklarung fur die fehlende
Antikérper-Induktion im Tier. Auch entwickelten die nicht-immunisierten Hihner und Puten
nach Infektion mit A/turkey/Wisconsin/1/66 (HIN2) hohe H9-spezifische Antikdrper-Titer (2°
bzw. 2*), was zeigt, dass das H9-Hamagglutinin antigen-wirksam ist.

Maoglicherweise reicht also die Menge an exprimiertem H9 in NDV-H9 nicht aus, um eine
ausreichende Antikorper-Antwort zu induzieren. Die auf Rontgenfilm erhaltene Signalstarke
fur das HA-Protein in NDV-H9-infizierten Zell-Lysaten weist auf eine geringe Expression des
Proteins hin. Dies steht im Gegensatz zur hohen Expression von z.B. H5 bzw. H7 in
infizierten Zell-Lysaten entsprechender NDV-Rekombinanten (Veits et al. 2008; Schroer et
al. 2009; Nayak et al. 2009), wobei diese Proteine auch in das NDV-HA-Virion inkorporiert
wurden. Daher wurde die Inkorporation des AlV H9-Proteins in gereinigten NDV-H9 und AlV
HIN2 Virionen in Western Blot-Analyse und Immunelektronenmikroskopie untersucht, wobei
keine Inkorporation in NDV-H9-Virionen gefunden wurde. Die Inkorporation in das Virion
scheint jedoch nicht zwingend erforderlich, da fir eine H5-exprimierende ILTV-
Rekombinante nach einmaliger Immunisierung eine hohe Antikérper-Antwort und auch ein

guter Schutz gegen HPAIV-Infektion beschrieben wurde (Pavlova et al. 2009a).
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Von den vom HN-Gen abgeleiteten Gen-Start- oder Gen-Endsequenzen und nicht-
kodierenden Regionen, die den ORF H9 flankieren, wurde eine hohe Expression des H9
erwartet, da fur eine NDV-H7-Rekombinante mit identischer Genkassette eine hohe
Expression des inserierten Fremdgens gezeigt wurde. Da auf’erdem bei Nicht-Einhaltung
der ,rule of six“ die virale Replikation bis zum vollstdndigen Ausfall verringert sein kann, was
Untersuchungen an SeV und MV zeigten (Kolakofsky et al. 1998), wurde bei Kreation der
Genkassette unter Berlcksichtigung der Gesamtlange des NDV-H9-Genoms (17.178 nt) die
Einhaltung der ,rule of six“ beachtet.

Auch wenn die Untersuchung der Rekombinante NDV-H9 gezeigt hat, dass durch die
Insertion des Fremdgens die Transkription der distal des Inserts liegenden
Transkriptionseinheit (HN) nicht sichtbar beeintrachtigt scheint, weist die auf Rontgenfilm
erhaltenen Signalstarke auf eine geringere Transkription des H9-Gens hin. Betrachtet man
die durch Veits et al. gezeigte Northern Blot-Analyse fiir zwei NDV-H5 Rekombinanten, so
weisen diese jeweils starkere Signale flr die entsprechend detektierte mMRNA der H5-Gene
auf (Veits et al. 2006). Eine vermutlich geringere Transkription des H9-Gens konnte eine
verminderte Translation zur Folge haben. Eine effiziente Translationsinitiation soll nach der
von Kozak postulierten Hypothese erfolgen, wenn sich an Position -3 eine Purinbase (oft
Adenosin; A) und an Position +4 ein Guanosin (G) befinden. In der auf die Gen-Startsequenz
folgenden nicht-kodierenden Region proximal des ORF H9 wurde zusatzlich die als ,Kozak-
Sequenz” (GCCA/GCCATGG) (Kozak 1987) bekannte Basenabfolge so modifiziert, dass die
.entscheidenden Basen® dieser Sequenz flr effiziente Translationsinitiation erhalten sind
(NDV-H9: TCAACCATGG). Auch wenn kein Vergleich der Translationsrate moglich war, so
wurde gezeigt, dass der ORF H9 in der in vitro-Translation abgelesen und das Produkt der
erwarteten Grolke von ca. 62,5 kDa entspricht.

Die Expression des AIV H9-Proteins konnte in Lysaten NDV-H9- und AIV HON2-infizierter
Zellen in Western Blot und Radioimmunprazipitationsanalyse, ebenso wie in transfizierten
Zellen Ubereinstimmend mit einem Molekulargewicht von ca. 65 kDa gezeigt werden, was flr
eine ahnliche posttranslationale Modifikation (Glykosylierung, Palmitoylierung) im
endoplasmatischen Retikulum (ER) spricht. Die Uberpriifung der Expression von H9 auf der
Oberflache NDV-H9-infizierter Zellen mittels indirekten Immunfluoreszenz-Tests ergab, dass
das H9-Protein im Zytoplasma, nicht jedoch auf der Zelloberflache nachgewiesen wurde.
Warum das Protein nicht in die Zelloberflache gelangt, obwohl es im ER modifiziert wird,
konnte an den Aminosaure-Austauschen liegen, die moglicherweise zu einer fehlerhaften
Faltung fihren, was den Abbau des Proteins zur Folge haben oder den Transport zur
Oberflache stéren kénnte. Der Aminosaure-Austausch an Position 362 tritt in mehr als 15
weiteren H9N2-Isolaten auf und stellt damit eine natlrliche Variante dar, was keine

Beeintrachtigung bedeuten sollte. Die Aminosaure-Austausche an den Positionen 58 und
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117 befinden sich im HA-Bereich des Hamagglutinins, wahrend die Position 372 im HA,-
Anteil lokalisiert ist und koénnten daher kaum Einfluss auf den Transport zur
Wirtszellmembran haben. Daher verbleibt als potentielle Ursache fur fehlende Inkorporation
in die Virushdlle ein Aminosaure-Austausch an Position 545, der sich im Bereich der
Transmembrandomane befindet. Das konnte eine Stérung im intrazellularen Transport zur
Plasmamembran hervorrufen. Der Austausch einer aliphatisch-neutralen Aminosaure durch
eine strukturell und in ihren elektrischen Eigenschaften ahnliche, aliphatisch-neutrale
Aminosaure sollte keinen so bedeutsamen Unterschied in der Struktur des Proteins
bewirken, dass eine Stérung des intrazellulédren Transportes zu erwarten gewesen ware. Die
Korrektur dieses Aminosaure-Austauschs sollte zeigen, ob damit die Inkorporation in die
Virionen zu erreichen ist.

Eine weitere Hypothese ist eine Inkompatibilitat der zytoplasmatischen Doméane des H9-
Proteins mit NDV. In diesem Fall konnte der Austausch dieser Domanen durch die eines
anderen Hamagglutinins, bei dem eine erfolgreiche Inkorporation in NDV gezeigt wurde, die
Inkorporation des H9-Proteins in das NDV-H9 Virion ermdglichen. Alternativ kénnte die AIV
H9-Ektodomane mit der Transmembran- und zytoplasmatischen Domane des NDV F-
Proteins fusioniert werden (Nayak et al. 2009; Park et al. 2006), was zu einer erhohten
Expression und Inkorporation in das Viruspartikel fihren kénnte. Damit kdnnte das chimare
NDV-F / AIV H9-Protein eine noch héhere Kompatibilitdt zu seinem Vektor NDV aufweisen,
da der zytoplasmatische Anteil mit dem M-Protein interagiert und die Transmembrandoméne
NDV-spezifisch ware.

Moglicherweise sind mehrere dieser Faktoren fur die fehlende Antikérper-Antwort und die
resultierende fehlende Schutzwirkung gegen LPAIV HO9N2-Infektion nach einmaliger

Immunisierung mit NDV-H9 verantwortlich.

Mit dem weltweit steigenden Auftreten hochpathogener AlV-Isolate des Subtyps H5N1 und
der derzeit hohen Pravalenz dieses Subtyps in vielen Regionen Asiens sind die
Entwicklungen von Vakzinen gegen HPAIV verstarkt worden. HPAI-Viren des Subtyps H5N1
bedingten Uber die letzten 12 Jahre nicht nur verheerende Verluste in der Geflligelindustrie,
sondern waren durch das zoonotische Potential auch als mdgliche Pandemieausloser
geflirchtet. Infektionen verursachten mehrere hundert, meist schwere Erkrankungen beim
Menschen, davon ca. 260 Todesfalle. (WHO 2009)

Bislang werden vorwiegend inaktivierte Vollvirus-Vakzinen zur Bekadmpfung von HPAIV H5-
Infektionen eingesetzt, wodurch zwar die Virusausscheidung in Hihnern deutlich reduziert,
nicht aber zwischen Feldvirus- und Impfvirus-Antikérpern unterschieden werden kann. Eine
schnelle Detektion zur Uberwachung von zirkulierenden Viren, die keine Symptome

verursachen, ist von besonderer Bedeutung, um die Virusverbreitung durch gezielte
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EradikationsmaRnahmen einzuddammen. Durch Verwendung eines Impfvirus mit zum
kursierenden  Feldisolat Ubereinstimmendem  Hamagglutinin- und abweichendem
Neuraminidase-Subtyp wurde eine Unterscheidung zwischen geimpften und infizierten
Tieren an Hand NA-spezifischer Antikdrper mdglich (Capua et al. 2003), jedoch ist die
Unterscheidung im IFT fur den Einsatz in der Praxis zu aufwandig. Obwohl eine Vollvirus-
Vakzinierung eine breitere Schutzwirkung auf Grund der Immunantwort gegen viele virale
Proteine hervorruft, bieten Markervakzinen durch Induktion einer Immunantwort auf
ausgewahlte AlV-Oberflachenproteine bei Fehlen weiterer immunogener AlV-Proteine, den
Vorteil einer schnelleren und sichereren Diagnostik auf Feldvirus-Infektionen, da auch
geimpfte und anschlielend Feldvirus-infizierte Tiere durch Testung auf Antikérper gegen
nicht in der Vakzine enthaltene Proteine erkannt werden kénnen. Die Neuraminidase weist
gegeniber dem Hamagglutinin eine deutlich geringere Mutationsrate auf und induziert, wie
auch das HA, die Bildung von Antikorpern. Fur Hamagglutinin-exprimierende NDV-
Rekombinanten wurde eine hohe Schutzwirkung gegen HPAIV-Infektionen gezeigt und es
sollte geprift werden, ob durch weitere immunogene Proteine die Schutzwirkung weiter
verbessert werden kann. Eine N1-exprimierende Rekombinante wurde generiert, die im
Aufbau analog zur NDV-H9-Rekombinante war.

Die Expression des N1-Proteins konnte in mit NDV-N1 infizierten Zellen in der indirekten
Immunfluoreszenz und in der Western-Blot-Analyse nachgewiesen werden. Die Insertion des
AlV N1-Gens flihrte zu keiner erkennbaren Steigerung der Virulenz im ICPI gegenliber dem
parentalen rNDV; somit war auch NDV-N1 als lentogen einzustufen, was die Nutzung einer
solchen Rekombinante als potentielle Vakzine ermdglicht.

Drei Wochen nach einer einmaligen Immunisierung mit NDV-N1 konnten in allen SPF-
Hihnern sowohl AIV N1-spezifische Antikérper mittels N1-ELISA, als auch hohe NDV-
spezifische Antikdrper (2°) mittels Hamagglutinations-Hemmungstest nachgewiesen werden.
Nach Belastungsinfektion mit HPAIV H5N1 in tddlicher Dosis zeigten die NDV-N1
immunisierten Tiere gegeniber den naiven Kontrolltieren eine verlangerte Uberlebenszeit,
was die Beteiligung N1-spezifischer Antikdrper an einer schitzenden Immunitat zeigt.
Vergleichbare Resultate konnten nach einmaliger Immunisierung von SPF-Hihnern mit einer
N1-exprimierenden ILTV-Rekombinante (Paviova et al. 2009a) oder nach Mehrfach-
Immunisierung mit NA-kodierendem DNA-Plasmid- bzw. NA-exprimierenden Alphavirus-
basierten VLPs oder Baculovirus-exprimiertem rekombinanten NA gezeigt werden (Sylte et
al. 2007).

Wie auch diese Ergebnisse deuten Untersuchungen unter Nutzung verschiedener
Vektorsysteme darauf hin, dass HA- und NA-Ko-Expression einen verbesserten und
breiteren Schutz gegen HPAIV-Infektionen induzieren kénnte (Johansson et al. 2002; Qiao et
al. 2003; Pavlova et al. 2009a). Daher wurde eine HA- und NA-ko-exprimierende NDV-
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Rekombinante (NDV-H5N1), die die entsprechenden Gene des Stammes A/whooper
swan/Germany/R65/06 (H5N1) im Vergleich zu einer H5-exprimierenden NDV
Rekombinante (NDV-HS5) getestet. Das H5-Gen wurde zwischen NDV-P- und M-Gen und
das N1-Gen zwischen NDV-F- und HN-Gen inseriert, so dass mdoglicherweise durch seine
Lage das H5-Gen noch starker exprimiert wird, als bei Insertion zwischen F und HN.
Zusatzlich wurde eine Hb5-exprimierende NDV-Rekombinante (NDV-H5LP) ohne
polybasische Spaltstelle getestet. Zur Evaluierung der Schutzwirkung dieser drei
Rekombinanten wurde neben dem homologen, deutschen AIV H5N1 (Clade 2.2), auch
heterologes, asiatisches AIV A/duck/Vietham/TG24-01/05 (H5N1) (Clade 1; AS-Homologie
HA: 96,3 %) bzw. AIV A/chicken/Italy/8/98 (H5N2) (AS-Homologie HA: 93,8 %) eingesetzt.
Die zusatzliche Expression des H5-Proteins konnte in mit NDV-H5 und NDV-H5LP infizierten
Zell-Lysaten in der Western-Blot-Analyse nachgewiesen werden. In mit NDV-H5N1
infizierten Zellen wurde au3erdem die gleichzeitige Expression des H5- und des N1-Proteins
detektiert. Fir NDV-H5- und NDV-H5N1-infizierte Zell-Lysate, in denen das H5 mit multiplen
basischen Aminosauren an der Spaltstelle inseriert ist, konnten zwei Signale in der Grélke
von ca. 25 und ca. 45 kDa detektiert werden, die darauf hinweisen, dass das H5-Protein in
seiner gespaltenen Form vorliegt. Demgegentber konnte fir das durch Deletion dieser
basischen Aminosauren modifizierte H5-Protein in NDV-H5LP-infizierten Zell-Lysaten in
seiner ungespaltenen Form ein ca. 70 kDa groRRes Signal identifiziert werden.

Im ICPI wurde fir NDV-H5 und NDV-HSLP gleichermalien keine Steigerung der Virulenz
durch die Fremdgen-Insertion gegenliber dem parentalen rNDV festgestellt. Obwohl fir
NDV-H5N1 bei einem ICPI Wert von 0,3 eine geringe Steigerung der Virulenz gezeigt wurde,
war auch diese als lentogen einzustufen.

Da das NDV-H5N1-Virion durch die Expression von zwei Oberflachenproteinen
moglicherweise malfigeblich verandert wurde, kdnnte die Expression der Neuraminidase bei
der Freisetzung der Nachkommenvirionen eine Verklumpung an der Zelloberflache
verhindern, eine erhdhte Freisetzungsrate der Rekombinante ermdglichen und in
Kombination mit dem durch ubiquitdre Proteasen spaltbaren Hamagglutinin zu einer
gesteigerten Ausbreitung im Tier fihren.

Nach einer dreiwbéchigen Immunisierungsphase zeigten Serum-Untersuchungen
immunisierter SPF-Hihner, dass die einmalige Immunisierung mit NDV-H5, NDV-H5LP oder
NDV-H5N1 in allen Tieren detektierbare Antikérper-Titer gegen AlV H5 induziert hatte. In mit
NDV-H5N1 immunisierten Tieren konnten zu diesem Zeitpunkt lediglich bei 22 von 30 Tieren
N1-spezifische Antikérper im ELISA nachgewiesen werden. Zum gleichen Zeitpunkt hatten in
der vorherigen Studie alle (11/11) mit NDV-N1 immunisierten Tiere detektierbare N1-
spezifische Antikorper entwickelt. Die Expression des N1-Proteins in diesen beiden

Rekombinanten ist nicht vergleichbar. Bedingt durch den Transkriptionsgradienten und die
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durch Ko-Expression von HA und NA bedingte Lage von N1 weiter 5° im NDV-H5N1-Genom,
ist die N1-Expression in NDV-H5N1 vermutlich geringer. In allen mit den drei Rekombinanten
immunisierten Tieren konnten NDV-spezifische Antikdrper-Titer (@ ca. 2°) mittels
Hamagglutinations-Hemmungstest nachgewiesen werden.

Die starkste Schutzwirkung konnte in allen Gruppen nach Belastungsinfektion mit dem
homologen HPAIV ermittelt werden, wobei eine Ausscheidung des Virus nicht nachweisbar
war und auch keines der Tiere gegen das AIV Nukleoprotein serokonvertierte. Diese
Ergebnisse sprechen flr eine sterile Immunitat gegen das homologe HPAIV.

Nach Immunisierung waren die meisten Tiere auch gegen klinische Symptome nach
Belastung mit dem heterologen asiatischen HPAIV H5N1 geschutzt, allerdings erkrankten
einzelne Tiere jeder Gruppe (NDV-H5LP: 4; NDV-H5: 1, NDV-H5N1: 3) und insgesamt 3
Tiere (NDV-H5LP: 2; NDV-H5: 1) verstarben an der Infektion. In den NDV-H5LP- und NDV-
H5-immunisierten Tieren konnte das Virus entweder vom Immunsystem abgewehrt werden,
so dass kaum bzw. keine NP-spezifischen Antikdrper gebildet wurden oder die Tiere
verstarben auf Grund der hohen Virulenz des Erregers. Dennoch bewegte sich die
Ausscheidung des Virus in allen immunisierten Gruppen auf einem durchgehend niedrigen
Niveau, besonders in den Tieren der NDV-H5LP bzw. NDV-H5 Gruppe, die nicht gegen NP
serokonvertierten. Da in der rtRT-PCR die virale RNA mit sehr geringen Genomlasten
nachgewiesen wurde, schieden die Tiere vermutlich kein infektiéses Virus aus.

Im Gegensatz dazu zeigte keines der Tiere der immunisierten Gruppen nach einer
Belastungsinfektion mit dem heterologen HPAIV A/Huhn/ltalien/8/98 (H5N2) Symptome. Von
den Kontrolltieren verstarben trotz der Verabreichung einer maximalen Dosis von 10"° EIDs,
nur 90 % der Tiere, woraus sich eine geringere Virulenz des Stammes A/chicken/Italy/8/98
(H5N2) gegenlber den HPAIV H5N1 Infektionsviren ableitet, was auch in anderen Studien
gezeigt wurde (Pavlova et al. 2009a; Pavlova et al. 2009b). In allen immunisierten Gruppen
wurde eine Serokonversion gegen NP ermittelt, was auf Virusreplikation hindeutete, obwohl
in der rtRT-PCR nur aufRerst geringe Genomlasten nahe der Nachweisgrenze detektiert
wurden.

Somit wurde gezeigt, dass Vakzinierung mit einer NDV-Rekombinante, die unverandertes,
bzw. durch Deletion basischer AS an der Spaltstelle modifiziertes AIV H5 exprimiert, oder H5
und N1 ko-exprimiert, in SPF-Tieren nicht nur gegen homologes, sondern auch gegen
heterologes asiatisches HPAIV  A/duck/Vietnam/TG24-01/05 (H5N1) oder HPAIV
A/chicken/ltaly/8/98 (H5N2) eine hohe Schutzwirkung induziert.

Insgesamt resultierte die Immunisierung mit NDV-H5, NDV-H5LP oder NDV-H5N1 in einer
hohen protektiven Wirkung gegen klinische Symptome, wobei entweder auch die
Virusreplikation nach Belastungsinfektion (homolog) gegenliber den Kontrolltieren so stark

eingeschrankt war, dass die Ausscheidung unterbunden wund dadurch keine
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Markerdiagnostik durch Nachweis AIV NP-spezifischer Antikérper moéglich und nétig war,
oder die Virusausscheidung war gegenuber Kontrolltieren stark reduziert (heterolog) und in
diesen Gruppen auch NP-spezifische Serokonversion vorhanden.

Diese Ergebnisse stimmen mit Resultaten von Romer-Oberdorfer et al. Uberein, denen
zufolge eine hohe Ubereinstimmung zwischen Impfantigen und Infektionsvirus eine bessere
Schutzwirkung induziert als heterologe Impfantigene (R&mer-Oberdoérfer et al. 2008). Bei
Vergleich der Resultate der einzelnen Rekombinanten in ihrer Schutzwirkung bezuglich
Klinik, Serokonversion und Virusausscheidung gegen die drei Infektionsviren konnten
zwischen NDV-H5, NDV-H5LP und NDV-H5N1 keine deutlichen Unterschiede festgestellt
werden. Zusatzlich lassen diese Resultate den RUckschluss zu, dass die Deletion
multibasischer Aminosauren im Bereich der Spaltstelle in NDV-H5LP die Immunantwort und
folglich die Schutzwirkung gegen HPAIV-Infektion nicht nachteilig beeinflusst, so dass durch
Einsatz derart modifizierter HA-Gene eine hohe Homologie zum Feldisolat bei hoher
Sicherheit im Hinblick auf gefirchtete Rekombinationsereignisse mit AlV-Feldisolaten
gewabhrleistet scheint.

Fur die Entwicklung moderner Impfstoffe gegen AlV, die zum einen nach Massenapplikation
als Spray oder im Trinkwasser einen zuverlassigen Schutz vermitteln und zum anderen die
Unterscheidung zwischen geimpften und infizierten Tieren (DIVA-Prinzip) ermoglichen, bietet
NDV als Vektor flr bivalente Markervakzinen zur Anwendung in Gefligelbestdnden
gegenlber ILTV- oder FPV-basierten Vakzinen Vorteile. Obwohl bei NDV, ILTV und mit
reduzierter Wirksamkeit bei FPV die Massenapplikation méglich ist, besitzt NDV ein breiteres
Wirtsspektrum (Alexander und Gough 2003), was die Anwendung einer HA-exprimierenden
NDV-Vakzine nicht nur auf HUhner beschrankt. Nachteile von ILTV sind das enge
Wirtsspektrum (HUhner und Fasane), sowie die geringe Empfanglichkeit sehr junger Huhner.
Auch wenn fir FPV in Hihnern eine Massenapplikation moglich ist, wird eine hohe
Schutzwirkung erst durch Einzeltierapplikation erreicht (Tripathy und Reed 2003). AuRerdem
werden NDV- und FPV-basierte Vektorvakzinen in der Praxis bereits verwendet (van den
Berg et al. 2008; Fuchs et al. 2009; Swayne 2009), wahrend ILTV-basierte bisher nur unter
experimentellen Bedingungen getestet worden sind (Lischow et al. 2001; Veits et al. 2003;
Pavlova et al. 2009a; Pavlova et al. 2009b). Allerdings haben Untersuchungen mit immunen
Tieren fir NDV und FPV (Swayne et al. 2000a) gezeigt, dass die Wirksamkeit gegenlber
naiven Tieren reduziert ist, so dass entsprechende Rekombinanten eher fiir den
prophylaktischen Einsatz in naiven Tieren geeignet scheinen oder mehrfach immunisiert
werden muss, was in der Praxis Ublich ist.

Zusatzlich wurde nach NDV-Immunisierung neben der Induktion einer humoralen IgG-
Immunantwort, auch die Induktion mukosaler IgA gezeigt (Jayawardane und Spradbrow

1995), was flr die Abwehr von Erregern respiratorischer Erkrankungen einen grof3en Vorteil

162



bedeuten kdnnte. Prinzipiell sind HA-exprimierende NDV-Rekombinanten nicht nur fir die
Verwendung als Vakzine gegen HPAIV, sondern auch gegen LPAIV nutzbar. Da gegen NDV
Impfpflicht besteht und die Verabreichung dieser Rekombinanten keine Beeintrachtigung der
Schutzwirkung gegen NDV-Infektionen zeigte, konnten NDV-Rekombinanten als bivalente
Vakzine eingesetzt und somit simultan gegen zwei bedeutsame Viruserkrankungen

immunisiert werden.
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6 Zusammenfassung

Aviare Influenzavirus (AIV) Markervakzinen auf Basis des Newcastle Disease Virus
(NDV) als Vektor: Herstellung, Charakterisierung und Prifung einer AIV H9
Hamagglutinin (HA)-exprimierenden NDV-Rekombinante gegen niedrigpathogenes
AlV, sowie Prufung H5 bzw. N1 Neuraminidase-exprimierender NDV-Rekombinanten

gegen hochpathogenes AlV

Die Entwicklung bzw. Testung von NDV-AIV Rekombinanten war Gegenstand dieser Arbeit.
Mittels reverser Genetik wurde der H9-ORF des LPAIV Stammes A/turkey/Wisconsin/1/66
(H9N2) in die intergene Region zwischen F- und HN-Gen des NDV Clone 30-Genoms
inseriert und infektidses Virus generiert. Die Insertion der zusatzlichen Transkriptionseinheit
fuhrte zu einer verzogerten Replikation, wobei aber zum parentalen Virus vergleichbare
Endtiter erreicht wurden. Die Fremdgenexpression wurde mittels indirekten
Immunfluoreszenz-Tests (IFT), Western Blot-Analyse (WB) und
Radioimmunprazipitationsanalyse (RIP) nachgewiesen. Die Fremdgeninsertion blieb nach
10-maliger Passage im Ei erhalten.

Eine Steigerung der Virulenz durch die zusatzliche Expression des H9 Proteins in NDV
konnte weder im ICPI noch nach Immunisierung von SPF-HlGhnern und Puten festgestellt
werden. Eine einmalige Immunisierung mit der H9-exprimierenden NDV-Rekombinante
induzierte in SPF-HUhnern Schutz gegen eine letale Infektion mit velogenem NDV und
reduzierte die Ausscheidung des Virus gegeniber nicht-immunisierten Kontrolltieren. In
Puten induzierte eine einmalige Immunisierung mit NDV-H9 einen partiellen Schutz gegen
klinische Erkrankungen, reduzierte die Ausscheidung des Virus gegentber Kontrolltieren
jedoch nicht signifikant.

Nach einmaliger Immunisierung mit NDV-H9 konnten weder in SPF-Huhnern, noch in Puten
H9-spezifische Antikdrper detektiert werden, so dass kein Schutz gegen Kklinische
Erkrankungen nach einer Infektion mit einer maximalen Dosis AIV Alturkey/Wisconsin/1/66
(H9N2) induziert wurde. Das klinische Bild wie auch die Ausscheidung des Virus differierten
zwar nach Belastungsinfektion von immunisierten und AlV-navien SPF-Hihnern und Puten,
jedoch waren nur wenige Unterschiede auch signifikant.

Ferner wurden in dieser Arbeit AIV Hamagglutinin- oder Neuraminidase-exprimierende NDV-
Rekombinanten nach einmaliger Immunisierung auf ihre Schutzwirkung gegen HPAIV-
Infektionen vom Subtyp H5 untersucht. Die mit einer N1-exprimierenden NDV-Rekombinante
immunisierten Tiere zeigten gegeniiber den Kontrollen eine verlangerte Uberlebenszeit nach
Infektion mit HPAIV H5N1, was auf eine Beteiligung des Neuraminidase-Proteins an einer

schutzenden Immunitat hindeutet.
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NDV-Rekombinanten, die entweder HPAIV H5 (NDV-H5) oder durch Deletion basischer
Aminosauren modifiziertes H5 (NDV-H5LP) exprimieren bzw. H5 und N1 ko-exprimieren,
(NDV-H5N1) wurden auf ihre Schutzwirkung gegen Infektion mit dem homologen (AIV
A/whooper swan/Germany/R65/06 (H5N1)), oder heterologen AIV-H5 Stadmmen
(A/duck/Vietnam/TG24-01/05 (H5N1); A/chicken/Italy/8/98 (H5N2)) Uberprift. Eine einmalige
Immunisierung mit einer der drei Rekombinanten induzierte in SPF-HUhnern Schutz gegen
klinische Erkrankungen nach einer letalen Infektion mit homologen HPAIV HS5N1 und
verhinderte die Ausscheidung des Virus. Nach Infektion mit heterologem HPAIV H5N1 trat
bei allen immunisierten Tieren eine gegenuber den naiven Kontrollen deutlich reduzierte
klinische Symptomatik und Mortalitat auf und die Ausscheidung des Virus bewegte sich im
Durchschnitt auf einem niedrigen Niveau. Nach Infektion mit heterologem HPAIV H5N2
blieben alle immunisierten Tiere gesund und wiesen im Gruppendurchschnitt eine deutlich
reduzierte Ausscheidung des Virus nahe des Detektionslimits auf, wahrend die Kontrolltiere
eine hohe Virusgenomlast ausschieden und 90 % verstarben.

Die Rekombinanten NDV-H5, NDV-HS5LP, sowie NDV-H5N1 zeigten damit eine gute
Schutzwirkung sowohl gegen homologe, als auch gegen heterologe Belastungsinfektion mit
HPAIV H5. Dabei unterschieden sich die drei Rekombinanten in ihrer Schutzwirkung nicht.
Dartber hinaus konnten Tiere, die mit H5- bzw. N1-exprimierenden NDV-Rekombinanten
immunisiert worden waren, durch die An- oder Abwesenheit AlV NP-spezifischer Antikérper

von infizierten Tieren unterschieden werden.
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7 Summary

Avian influenza virus (AlV) marker vaccines based on Newcastle disease virus (NDV)
as a vector: development, characterisation and testing of a AIV H9 hemagglutinin (HA)
expressing NDV-recombinant against low pathogenic AIV as well as testing of H5 or

N1 neuraminidase-expressing NDV-recombinants against highly pathogenic AIV

The purpose of this thesis was the development and testing of NDV-AIV recombinants
respectively. Using reverse genetics the H9-ORF of the LPAIV strain
Alturkey/Wisconsin/1/66 (HON2) was inserted into the intergenic region between the F and
HN genes of NDV Clone 30 and an infectious virus was generated. Inserting an additional
transcription unit led to a delay of replication but the final titers were comparable to the
parent virus. Expression of the foreign gene was demonstrated using indirect
immunofluorescence (IFT), Western blot analysis (WB) and radioimmunoprecipitation assay
(RIP). The insert remained stable after ten passages in eggs.

No increase in virulence resulting from the additional expression of the H9 protein in NDV
was registered, neither in the ICPI nor post immunisation of turkeys and SPF chickens. A
single immunisation of SPF chickens with NDV expressing H9 induced protection against
clinical symptoms after a lethal infection with velogenic NDV and reduced the excretion of the
virus. A single immunisation with NDV-H9 resulted in partial protection of turkeys against
clinical symptoms but virus excretion was not significantly reduced in comparison to naive
animals.

However, neither in SPF chickens nor in turkeys were H9 specific antibodies detectable after
immunisation. Therefore no protection against clinical symptoms after challenge infection
with A/turkey/Wisconsin/1/66 (HON2) was induced. Immunised and AlV-naive SPF chickens
and turkeys displayed differences in clinical symptoms and virus excretion, but most
differences were not significant.

Protective efficacy against the HPAIV H5 infection after a single immunisation with NDV
expressing AlV hemagglutinin and neuraminidase was also investigated. Animals immunised
with NDV expressing N1 revealed prolonged survival in comparison to the control group after
challenge infection with HPAIV H5N1 indicating a contribution of N1 to protective immunity.
Furthermore NDV expressing HPAIV H5 (NDV-H5) or HPAIV H5 modified by deletion of the
polybasic cleavage site (NDV-H5LP), or coexpressing H5 and N1 were evaluated for their
protective  efficacy after challenge infection with homologous (A/whooper
swan/Germany/R65/06 (H5N1)) or heterologous (A/duck/Vietnam/TG24-01/05 (H5N1);
A/chicken/ltaly/8/98 (H5N2)) HPAI viruses. A single immunisation of SPF chickens with either

one of these recombinants induced protection against clinical signs after homologous HPAIV
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challenge infection and inhibited virus excretion. After challenge infection with heterologous
HPAIV H5N1 all immunised animals displayed few clinical symptoms, low mortality, and a
low level of virus excretion. After challenge infection with heterologous HPAIV H5N2 all
immunised animals remained healthy and the low level of virus excretion was close to the
detection limit, whereas naive animals excreted high levels of viral RNA and 90 % died.

The recombinants (NDV-HS5, NDV-HSLP, and NDV-H5N1) thus demonstrated a high level of
protection against homologous and heterologous HPAIV H5 challenges without any
differences between one another. Additionally chickens immunised with NDV expressing H5
or N1 could be distinguished from infected animals by the absence of AIV NP specific

antibodies.
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10 Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AlV Aviares Influenzavirus

AK Antikorper

Amp. Ampicillin

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaure(n)

ATV Alsever’s Trypsin Versen Lésung

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

C-terminal carboxy-terminal

CEK chicken embryo kidney

CEF chicken embryo fibroblast

(d)ATP (desoxy-) Adenosintriphosphat
(d)CTP (desoxy-) Cytosintriphosphat

(d)GTP (desoxy-) Guanosintriphosphat
(d)TTP (desoxy-) Thymidintriphosphat

d Tag(e)

Da Dalton

DEPC Diethylpyrocarbonat, Diethylendicarbonat
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

ds Doppelstrang

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGTA Ethylenglykol-bis-[3-aminoethylether]-N,N,N’,N’-Tetraessigsaue
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
FITC Fluorescein-Isothiocyanat

FKS fetales Kalberserum

FPV Geflugelpockenvirus; fowl pox virus

h Stunde

HA Hamagglutinin, Hamagglutinationstest
HAE hamagglutinierende Einheit
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HAH

Hamagglutinations-Hemmungstest

HPAI hochpathogene Aviare Influenza; highly pathogenic avian influenza

IAC Isoamylalkohol / Chloroform

IFT Immunfluoreszenz Test

kDa Kilodalton

Klin. Klinisch

LB Luria-Bertani

LMH Huhnerhepatom-Zelllinie

LPAI niedrigpathogene Aviare Influenza; low pathogenic avian influenza

LPNAI meldepflichtige Aviare Influenza; low pathogenic notifiable avian influenza

MCS multiple cloning site

MEM minium essential medium

min. Minute

MOl multiplicity of infection

MOPS 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsdure

MRNA messenger RNA

N-terminal | amino-terminal

NB Northern Blot

NDV Newcastle Disease Virus

NNSV nicht-segmentierten negativ strangigen RNA-Viren; nonsegmented negative-
strand Viruses

nt. Nukleotide

oD optische Dichte

OIE World Organisation for Animal Health
(ehemals: Office International des Epizooties)

ORF open reading frame; offener Leserahmen

pc post challenge

pi post infectionem, post immunisationem

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PCR Polymerasekettenreaktion

PFA Paraformaldehyd

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

RIP Radioimmunprazipitation

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease
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RNP

Ribonukleoprotein

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

rtRT-PCR real time Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
SDS Natriumdodecylsulfat, (Sodium Dodecyl Sulfate)
spez. spezifisch

SPF spezifisch pathogenfrei

Syn Synonym

Tab. Tabelle

tagl. taglich

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylenthylendiamin

TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

VRNA virale Ribonukleinsaure

viv Volumen / Volumen (volume per volume)

uv ultraviolett

wiv Gewicht / Volumen (weight per volume)

WB Western Blot

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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