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Einleitung

1.1 Influenzaviren

Die Influenzaviren werden zusammen mit den Thogoto-, Isa- und
Quaranjaviren der Familie der Orthomyxoviridae zugeordnet und weisen ein
segmentiertes einzelstrangiges RNA-Genom in negativer Orientierung auf. Sie
werden in die drei Genera Influenzavirus A, Influenzavirus B und
Influenzavirus C unterteilt, die auf Basis antigener Unterschiede der Nukleo-
und Matrixproteine differenzierbar sind [1]. Die Influenza A-Viren werden
zudem weiter aufgrund der Antigenitat der Oberflachenproteine Hamagglutinin
(HA bzw. H) und Neuraminidase (NA bzw. N) in 18 HA- (H1-H18) und 11 NA-
Subtypen (N1-N11) unterschieden [2-4]. Bei den Influenza B-Viren existieren
seit vielen Jahren die zwei Linien ,Victoria® und ,Yamagata“, die Influenza C-

Viren werden bisher nicht weiter unterteilt.

Die Benennung der Influenzaviren erfolgt gemaB einer international glltigen
Nomenklatur [5]. Demnach wird der Influenzavirus-Typ (A, B oder C), die
Spezies, aus der das Virus isoliert wurde, der Ort der ersten Isolation, die
Nummer des Isolates, das Jahr der Isolation und bei Influenza A-Viren der
Subtyp angegeben, beispielsweise A/duck/Wien/1836/2006(H5N1). Bei den

humanen Influenzaviren entfallt die Nennung der Spezies.

Influenzaviren werden meist Uber Aerosole Ubertragen und infizieren zunachst
die Epithelzellen der Mund-, Nasen- und Rachenschleimhaut [6, 7]. Im
weiteren Infektionsverlauf breitet sich die Infektion im oberen
Respirationstrakt aus. Nach einer Inkubationszeit von ein bis drei Tagen treten
Kopf-, Glieder- und Muskelschmerzen, Husten und Schuttelfrost auf. Besonders
plétzlich auftretendes, hohes Fieber ist ein typisches Symptom einer
Influenzainfektion. Bei schweren Krankheitsverldufen, die gehduft bei Alteren,
Immunsupprimierten oder Hochschwangeren auftreten, erfolgt die Ausbreitung
der Viren auch bis in den unteren Respirationstrakt. Zusatzlich zu den
Schadigungen der Lunge kommt es dann auch haufig zu Entziindungen des
Herzmuskels oder zu einer Meningitis oder Encephalitis. Die Vorschadigungen

der Epithelien erleichtern zudem eine bakterielle Sekundarinfektion, wodurch



bakterielle Pneumonien oder andere bakterielle Entzindungen ausgel6st

werden [8].

Die durch Influenzaviren ausgeldste akute respiratorische Erkrankung gilt als
bedeutend flr die humane Population und tritt in der Form periodisch

wiederkehrender Epidemien oder globaler Pandemien auf.

1.2 Influenza A-Viren

1.2.1 Aufbau der Viruspartikel und Organisation des

Genoms

Die Partikel der Influenzaviren haben eine pleomorphe Gestalt: Neben den
haufig auftretenden spharische Partikeln mit einem Durchmesser von 80 bis
120 nm sind auch filamentdése Formen elektronenmikroskopisch nachweisbar
[9-11]. Die Viren weisen eine Lipidhille auf, die von der Plasmamembran der
Wirtszelle stammt, in der das Viruspartikel gebildet wurde [12]. In diese
Hullmembran sind das HA, das als Homotrimer die Rezeptorbindung und
Membranfusion vermittelt, das NA, das als Homotetramer die Freisetzung der
Viruspartikel ermdéglicht, und das Ionenkanalprotein M2 eingelagert [13-16]
(Abbildung 1). An die Innenseite der Virusmembran ist eine Schicht aus M1-
Matrixproteinen angelagert, die die Form der Viruspartikel maBgeblich
beeinflussen [17]. Die M1-Proteine sind zudem mit den Genomsegmenten, die
als virale Ribonukleoproteinkomplexe (VvRNPs) vorliegen, assoziiert [18].
Neben den genannten Proteinen konnte auch das Nichtstrukturprotein 2 (NS2)
in den Virionen nachgewiesen werden [19]. Hingegen wird das
Nichtstrukturprotein 1 (NS1) und das von vielen Influenza A-Viren codierte
PB1-F2 Protein nicht in den Viruspartikeln verpackt, sondern nur in infizierten

Wirtszellen exprimiert [20].
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Influenza A-Virus

M1: Matrixprotein 1; M2: Ionenkanalprotein M2;

NA: Neuraminidase; HA: Hamagglutinin; NP: Nukleoprotein;
NS2: NS2-Protein; Polymerasekomplex aus PB1-, PB2- und PA-
Protein; vRNP: virales Ribonukleoprotein;

verandert nach: Stech J, 2008 [21]

Das Genom der Influenza A-Viren ist etwa 13,6 kb groB. Es besteht aus acht
Segmenten einzelstrangiger RNA mit negativer Orientierung mit einer
jeweiligen GréBe zwischen etwa 900 und 2400 Nukleotiden. Am 5°- und 3°-
Ende eines jeden RNA-Moleklls finden sich kurze, nicht-codierende und
zueinander komplementare Sequenzwiederholungen [22]. Diese ermdoglichen
einerseits die Ausbildung einer helikalen doppelstrangigen RNA-Region und
dienen andererseits als Promotor fur die Transkription und Replikation durch
die virale Polymerase [23, 24]. Der zwischen beiden Sequenzwiederholungen
liegende codierende Bereich formt eine Loop-Struktur, so dass eine
pfannenstieldhnliche Form der Genomsegmente entsteht [25] (Abbildung 2).
Die viralen Genomsegmente sind Uber ihre gesamte Lange mit NP-Proteinen
komplexiert und mit mehreren aus den PB1l-, PB2- und PA-Proteinen
bestehenden Polymerasekomplexen assoziiert [26-28]. Die Genomsegmente
werden in dieser Form als virale Ribonukleoproteinkomplexe (vRNPs)
bezeichnet. Jedes der acht viralen Genomsegmente codiert fir ein (PB2, PA,
HA, NP, NA), zwei (M, NS) oder bis zu drei (PB1) Proteine [20, 29, 30].



Polymerasekomplex

Abbildung 2: virales Ribonukleoprotein (VRNP)

(-) ssRNA: virale einzelstrangige RNA in negativer Orientierung;
Polymerasekomplex aus PB1-, PB2- und PA-Protein;
NP: Nukleoprotein; verandert nach: Dalton et al., 2006 [31]

1.2.2 Virale Proteine

Die virale RNA-abhangige RNA-Polymerase ist ein heterotrimerer Komplex aus
den Proteinen PB1, PB2 und PA [32, 33]. Die drei Polymeraseproteine weisen
nukledare Lokalisationssequenzen auf [34-36]. PB1 und PA bilden ein Dimer
und werden getrennt vom PB2-Protein in den Nukleus transportiert. Erst im
Zellkern, wo die Transkription und Replikation des Virusgenoms erfolgt,
werden die Proteine zum vollstandigen Polymerasekomplex zusammengefugt
[37, 38]. Nachdem auch die virale RNA in den Nukleus transportiert wurde,
wird sie durch den Polymerasekomplex in virale mRNA transkribiert. Durch
einen Prozess, der als cap-snatching bezeichnet wird, wird durch die
Polymerase die methylierte 5 -Kappe von zellularen mRNAs auf die viralen
mMRNAs Ubertragen. Die Polyadenylierung erfolgt ebenfalls durch die virale
Polymerase. Der Polymerasekomplex kann jedoch nicht nur VRNA-, sondern
auch cRNA (complementary RNA)-Templates verwenden [39]. Dies ist
notwendig, da flr die Replikation des Virusgenoms die negativ-orientierte
VRNA zundchst in eine positiv-orientierte cRNA umgeschrieben wird, bevor

diese wiederum als Template fur neu synthetisierte vVRNA dient.

Das PB1-Protein interagiert Uber seinen C-terminus mit dem PB2- und Uber
seinen N-terminus mit dem PA-Protein, so dass es zur Bildung des
Polymerasekomplexes kommen kann [40, 41]. Darldber hinaus initiiert PB1 die

Transkription und Replikation durch die Bindung an die virale RNA bzw. cRNA.



Das PB1-Protein tragt im Polymerasekomplex die eigentliche
Polymerasefunktion flr die Synthese der mRNA, cRNA und vRNA und ist in
dieser Funktion auch fur die Polyadenylierung der viralen mRNA mittels einer

Poly-Uridin-Sequenz der vRNA verantwortlich [42].

Das PB2-Protein interagiert mit dem PB1-Protein, aber auch mit den
Nukleoproteinen. Es bindet an die methylierten 5 -Kappen der pra-mRNA der
Wirtszelle und transferiert die gebundenen RNAs an das PA-Protein im

Polymerasekomplex [43-45].

Die Endonukleaseaktivitat des PA-Proteins spaltet diese 5 -Kappen von der
zellularen pra-mRNA ab und stellt sie flr die virale Transkription zur Verfligung
[46, 47]. Dieser Mechanismus wird auch als cap-snatching bezeichnet. Die
proteolytischen Eigenschaften des PA erlauben die Bindung und Degradation
der groBten Untereinheit der zelluldaren RNA Polymerase II, wodurch die
zellulare  mRNA-Synthese inhibiert wird [48]. Das PA-Protein bindet im
Polymerasekomplex lediglich an das PB1-, nicht jedoch an das PB2-Protein
[33].

Das Protein PB1-F2 wird in einem alternativen (+1)-Leserahmen auf dem
viralen PB1-Segment codiert [20]. Es ist nicht essentiell fiir den Erhalt der
viralen Replikationskompetenz und wird nicht von allen Virusisolaten
vollstéandig gebildet. In virusinfizierten Zellen konnte es in Mitochondrien
nachgewiesen werden, wo es vor allem in lymphozytaren Zellen das
mitochondriale Membranpotential zerstért und auf diese Weise Apoptose
auslésen kann [20, 49-51]. Das PB1-F2-Protein ist ein wichtiger Pathogenitats-
und Virulenzfaktor (s. Kap. 4.1, Anhang), der unter anderem die
Immunantwort des Wirtes moduliert [51, 52]. Trotz eines fehlenden Einflusses
von PB1-F2 auf die Virusreplikation in Zellkultur [20, 53] konnte bei PB1-F2-
knockout-Viren in vivo eine verminderte Pathogenitadt beobachtet werden [53,
54]. Zusatzlich tragt das PB1-F2 selbst an der Aminosaureposition 66 einen
Virulenzfaktor, der die Virusreplikation, Pathogenitdt und Immunantwort
beeinflusst [55, 56].

Das PB1-N40-Protein ist ein N-terminal trunkiertes PB1l-Protein ohne dessen
Polymerasefunktion [30]. Es ist ebenso wie das PB1-F2 nicht essentiell flr die

Aufrechterhaltung der Replikationskompetenz. In Abhangigkeit vom



Vorhandensein des PB1-F2-Proteins ist jedoch ein Einfluss des PB1-N40 auf die
Polymeraseaktivitat, die Replikation in vitro und die Pathogenitat beschrieben
[30, 57].

Das Hamagglutinin (HA) ist flr die Bindung des Viruspartikels an die
Wirtszelloberflache verantwortlich und vermittelt zu einem spateren Zeitpunkt
im Replikationszyklus die Fusion der Endosomen- mit der Virusmembran
(s. Kap. 1.2.3). Es wird als HAO-Vorlauferprotein am endoplasmatischen
Retikulum (ER) synthetisiert, am ER und im Golgi-Apparat glykosyliert und
polymerisiert zu Homo-Trimeren [3, 58]. Proteasen spalten das HAO-
Vorlauferprotein in die Untereinheiten HA1 und HA2, die Uber eine Disulfid-
Bricke verbunden bleiben. Die proteolytische Spaltung des HAO-
Vorlauferproteins ist Voraussetzung flr die Erlangung der vollen Funktionalitat
des Hamagglutinins [59, 60]. Die Art der Spaltstelle, die die zur Spaltung
geeigneten Proteasen sowie den Ort der Spaltung bedingt, ist ein wichtiger
Virulenzfaktor (s. Kap. 4.1, Anhang). Unterschieden wird dabei zwischen
monobasischen und multibasischen Spaltstellen: Die monobasischen
Spaltstellen sind durch das Vorhandensein einer basischen Aminosaure, meist
Arginin, gekennzeichnet und kommen in den meisten humanen und porcinen
Influenzaviren vor. Sie werden durch spezifische Proteasen, die ausschlieBlich
im Respirationstrakt vorkommen, gespalten. Dadurch erfolgt die proteolytische
Spaltung des HAO erst nach der Freisetzung der Virionen aus der Wirtszelle im
Respirationstrakt [61-64]. Die multibasischen Spaltstellen weisen mehrere
basische Aminosauren vor der HAO-Spaltstelle auf und sind vor allem bei
hochpathogenen aviaren Influenzaviren vorhanden. Sie koénnen durch
Proteasen, die im Golgi-Vesikel oder ubiquitar in vielen Gewebetypen
vorkommen, gespalten werden. Daher ist das HA-Protein bereits bei der
Freisetzung der Virionen prozessiert. Dies erlaubt eine systemische
Ausbreitung im Wirt und tragt so zur hohen Pathogenitat bei [64-68]. Das
HA1/HA2-Protein ist Uber eine Transmembrandomane im C-terminus des HA2
in der Virusmembran verankert (Abbildung 3). Der N-terminus des HA2 tragt
die Fusions-Domane flir die Verschmelzung der Endosomen- mit der
Virusmembran. Das HA1 am N-terminalen Bereich des HA1/HA2-Protein bildet
eine globulare Doméane aus, die der Rezeptorbindung dient [69] (Abbildung 3).
Die Adsorption des Viruspartikels erfolgt tiber diese globuldare HA1-Domane an

endstandige  N-Acetyl-Neuraminsauren  (Sialinsauren), die sich als

10



Modifikationen von Membranproteinen auf der Oberflache der Wirtszellen
befinden [69]. Das HA von humanen, porcinen und aviaren Influenzaviren
differiert dabei in der Spezifitat flir a2,3- bzw. a2,6-verknlpfte Sialinsauren,
wodurch das Wirtsspektrum maBgeblich festgelegt wird [70]. Fir die zweite
Funktion des HA-Proteins, die Fusion der Endosomen- mit der Virusmembran,
wodurch die Freisetzung des Virusgenoms in das Cytoplasma erfolgt, ist eine
Konformationsanderung des HA1/HA2-Proteins notwendig (Abbildung 3). Diese
erfolgt durch die pH-Absenkung im Endosom nach Aufnahme des
Viruspartikels in die Zelle [71, 72]. Gegen das HA als wichtigstes
Oberflachenantigen der Influenzaviren bildet das adaptive Immunsystem des
Wirtes neutralisierende Antikdrper. Diese verursachen einen Selektionsdruck,
der zu stetigen antigenischen Veranderungen im HA fuhrt, die als Antigendrift
bezeichnet werden [29, 73] (s. Kap. 1.2.4).

Transmembrandomane 21 Fusionspeptid
neutraler pH /
2
_ . 1 Qlobulare J
R\ Domane ol &
) L e -
4@ >3 > 4
. 2
gﬁsg """"""""
Y

.. &"‘\ : -
Fusionspeptid1 % 5\

/¥ Transmembrandomane

Abbildung 3: Hamagglutinin (HA) - Monomer

Tertiarstruktur des HA-Monomers und Veréanderungen bei niedrigem pH
(Fusions-pH); Ziffern kennzeichnen einzelne Domdnen des HA-Monomers und
ihre Position nach der Strukturumlagerung;

verandert nach: Palese and Shaw, 2007 [29]
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Die Neuraminidase (NA) ist ein Glykoprotein, das Homo-Tetramere ausbildet
und Uber eine Transmembranregion in der Virusmembran der Influenza A Viren
verankert ist [74]. Das Protein entfernt Sialinsduren von Membranproteinen
der Zell- oder Virusmembran - eine Funktion, die zu verschiedenen
Zeitpunkten im Replikationszyklus essentiell ist. Beim Eindringen der
Influenzaviren in den Respirationstrakt des Wirtes entfernt das Neuraminidase-
Protein Sialinsauren des Mucus, der Flimmerharchen (Zilien) und der
Glykokalyx. Damit verhindert das NA die frihzeitige Anheftung der
Viruspartikel an diese Bestandteile des Respirationstraktes und ermdéglicht die
Bindung der Virionen an Rezeptoren auf der Oberflache der eigentlichen
Zielzellen [75, 76]. Wahrend und nach dem Abknospen der neu gebildeten
Viruspartikel von der Wirtszellmembran entfernt die Neuraminidase die
Sialinsauren auf der Wirtszellmembran und der Virusmembran und ermdglicht
so die Ablésung der Virionen von der Wirtszelle. Gleichzeitig wird so auch die
Aggregation von Viruspartikeln effektiv verhindert, so dass eine effektive
Ausbreitung der Virionen im Respirationstrakt madglich ist [77]. Eine
verminderte oder fehlende Neuraminidaseaktivtat, die durch antivirale
Substanzen (Neuraminidaseinhibitoren) erreicht werden kann, hat die
Aggregation von vielen Viruspartikeln direkt auf der Wirtszelloberflache zur
Folge [78]. Die Neuraminidasen der Influenzaviren von verschiedenen Wirten
unterscheiden sich meist in der pH-Sensitivitat ihrer Neuraminidasefunktion.
Diese ist fur die Replikation im Gastrointestinaltrakt von avidaren Wirten
entscheidend, so dass auf diese Weise das NA auch einen Einfluss auf den
Wirtstropismus hat [79]. Zudem unterscheiden Neuraminidasen ahnlich wie
das HA-Protein zwischen a2,3- und a2,6-verknupften Sialinsauren: Wahrend
aviare NA-Proteine sehr stark bevorzugt a2,3-verknupfte Sialinsauren und
kaum a2,6-verknipfte spalten, werden durch humane NAs die a2,3-
verknipften Sialinsdauren nur leicht bevorzugt und a2,6-verknlpfte beinahe
ebenso haufig gespalten. Die porcinen NA-Proteine befinden sich bezilglich
ihrer Praferenz zwischen diesen beiden Extremen, so dass sie zwar deutlich
bevorzugt a2,3-verknilpfte Sialinsauren aber auch a2,6-verknlpfte spalten
[80-83]. Aufgrund der entgegengesetzten Funktion des Hamagglutinins und
der Neuraminidase - Bindung bzw. Spaltung von Sialinsauren - und der damit
zusammenhdngenden Prozesse der Anheftung und Ablésung der Virionen ist

hinsichtlich der Aktivitat des HA und NA eine funktionelle Balance nétig. Ist
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diese nicht vorhanden, weil eine Aktivitadt deutlich Uberwiegt, so ist das Virus
haufig attenuiert [84, 85]. Nicht nur gegen das HA-Protein, auch gegen die
Neuraminidase werden durch das adaptive Immunsystem des Wirtes
Antikérper gebildet. Diese inhibieren zwar nicht die Bindung der Virionen an
die Wirtszellen, kdnnen jedoch die Ausbreitung der Viren im Wirtsorganismus
hemmen. Der dadurch entstehende Selektionsdruck flihrt wie schon beim HA
zu antigenischen Veranderungen des NA [86]. Fur die Hemmung der
Neuraminidase sind antivirale Substanzen in therapeutischem Einsatz, jedoch

kommt es auch hier durch Mutationen im NA zur Resistenzbildung.

Das Nukleoprotein (NP) ist ein RNA-bindendes Protein [87]. Mit Ausnahme der
5°- und 3'-Enden ist es Uber die gesamte Ldnge der viralen genomischen
RNA-Segmente mit diesen komplexiert. Die Bindung an die virale RNA erfolgt
dabei sequenzunspezifisch und mit hoher Affinitat [28]. Damit ist das NP-
Protein, das Homo-Oligomere bildet, ein wesentlicher Bestandteil des vRNP
und flar dessen Struktur entscheidend [88]. Neben der viralen RNA bindet das
Nukleoprotein auch an die viralen PB1-, PB2- und M1-Proteine [89, 90] sowie
an eine Reihe zellularer Proteine, beispielsweise Aktin und einige Elemente des
Kernimport- und Kernexportapparates [90-94]. In Bezug auf die
letztgenannten Interaktionspartner sind mehrere Kernlokalisationssignale des
NP bekannt, die letztendlich den Transport der vVRNP-Komplexe in den Zellkern
vermitteln [95-99]. Aufgrund seiner vielfaltigen Interaktionen mit anderen
viralen und zelluldren Proteinen sowie der viralen RNA ist das NP-Protein flr
die vollstandige Transkription und Replikation des viralen Genoms essentiell
[100].

Das Matrixprotein M1 kleidet die Virusmembran an der Innenseite aus und
stabilisiert die Form der Viruspartikel auf diese Weise [17]. Es hat die
Fahigkeit, an Lipidmembranen zu binden [101, 102] und formt an der
Membraninnenseite des Virions ein Homo-Oligomer [103]. Das M1-Protein
interagiert dabei mit den zytoplasmatischen Domdnen der in der
Virusmembran verankerten HA-, NA- und M2-Proteine sowie mit den NP-
Proteinen der vRNP-Komplexe [18, 102, 104, 105]. Somit bildet es die
Verbindung zwischen der Lipidhtlle des Virions und den vRNPs im Inneren des
Partikels. Das M1 ist dartber hinaus essentiell fir den Export der vRNPs aus

dem Zellkern [106]. Dazu bindet das an vVRNP-Komplexe gebundene M1 an das
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Nukleare Export Protein (NS2/NEP). Dieses wiederum interagiert mit zellularen

Exportrezeptoren [94, 107].

Das Matrixprotein M2 bildet als Homo-Tetramer einen Protonenkanal in der
Virusmembran [16, 108]. Dieser Ionenkanal ist flr die Replikationsfahigkeit
essentiell, da sich das Virion nach seiner Aufnahme in die Zelle in einem
Endosom mit saurem pH-Wert befindet und die Protonen aus dem Endosom
Uber den M2-Protonenkanal in das Innere des Viruspartikels gelangen (s. Kap.
1.2.3). Durch das Absenken des pH-Wertes im Virusinneren l6sen sich die
VRNPs von den M1-Proteinen und es kommt nach der Fusion der Endosomen-
mit der Virusmembran zur Freisetzung des viralen Genoms in das Cytoplasma
der Wirtszelle [106, 109, 110]. Eine weitere Funktion des M2-Proteins ist die
Regulation des pH-Wertes des trans-Golgi Netzwerkes, um hier einen zu
niedrigen pH und damit die vorzeitige Konformationsanderung des viralen HA-
Proteins zu verhindern. Der M2-Protonenkanal kann durch antivirale
Substanzen, die Adamantane, blockiert werden, wodurch die Virusreplikation
inhibiert wird [111, 112]. Durch Mutationen im M2-Protein kommt es zu weit

verbreiteten Resistenzen gegen Adamantane [113].

Das Nicht-Strukturprotein 1 (NS1) ist nur in infizierten Wirtszellen, nicht
jedoch im Viruspartikel nachweisbar. Es bildet Homo-Dimere und tragt eine
RNA-Bindungsdoméne und eine Effektor-Doméne. Uber die RNA-
Bindungsdomane kann das NS1 an virale RNA und mRNA aber auch zellulare
MRNA binden [114-116]. Die Effektor-Domane ermdéglicht die Interaktion mit
verschiedenen Proteinen der Wirtszelle. So inhibiert das NS1-Protein das
zellulare RIG I - Protein, blockiert somit eine Signalkaskade und verhindert die
Expression und Sekretion von IFN-B [117, 118]. Zudem kann das NS1 direkt
mit der zellularen Protein Kinase R (PKR) interagieren, sie inhibieren und auf
diese Weise die durch PKR vermittelte Verringerung der Proteintranslation, die
die virale Replikation erschwert, verhindern [119]. Das NS1-Protein ermdglicht
es den Influenzaviren, die antivirale Immunantwort des Wirtes effizient zu
hemmen [120-124]. Um dies bereits in einem frihen Stadium des viralen
Replikationszyklus zu erreichen, wird die NS1-mRNA effizient aus dem Zellkern
transportiert [125]. Da Influenzaviren ohne NS1-Gen deutliche Attenuierungen
aufweisen, wird das NS1-Protein als essentiell flir eine effiziente

Virusreplikation angesehen [121].
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Das Nicht-Strukturprotein 2 (NS2) wurde, nachdem es zunachst nicht im
Virion nachgewiesen werden konnte, bei spateren Untersuchungen sowohl in
der infizierten Zelle als auch im Viruspartikel identifiziert [19]. Das NS2-
Protein tragt ein Kernexportsignal und eine Domadne flr die Interaktion mit
dem M1-Protein [126-128], das wiederum an vVRNP-Komplexe bindet. Uber die
Bindung des NS2-Proteins an zelluldare Exportfaktoren vermittelt das NS2 auf
diese Weise den Export der vRNPs aus dem Zellkern [94, 107]. Das NS2-
Protein ist daher flir die Replikation der Influenzaviren essentiell und wird auch

als nukledares Exportprotein (NEP) bezeichnet.

1.2.3 Replikationszyklus
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Abbildung 4: Replikationszyklus

Die in der Abbildung gekennzeichneten Vorgéange wahrend der Replikation sind im
Text detailliert beschrieben.; verandert nach: Neumann et al., 2009 [129]

Die Influenzaviren adsorbieren Uber die HA-Proteine in der Virusmembran an
endstandige Neuraminsduren der Oberflachenproteine der Wirtszelle [69].
Durch rezeptorvermittelte Endozytose kommt es im Anschluss zur Aufnahme
der Viruspartikel in die Zelle [71] (Abbildung 4; 1). Der pH-Wert im Endosom
wird abgesenkt und hat eine Konformationsanderung im HA2-Protein zu Folge,
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die in der Exponierung der Fusions-Domane und der Verschmelzung der
Endosomenmembran mit der Hullmembran des Virus resultiert [69, 71, 72,
130-133]. Zeitgleich gelangen uber die M2-Ionenkanale Protonen in das
Virusinnere, senken den pH-Wert und Iésen so die Interaktion der M1- mit den
NP-Proteinen der vRNPs [3, 109]. Die derart freigesetzten VRNPs (Abbildung
4; 2) werden Uber die Kernlokalisationssignale des NP in den Zellkern
transportiert (Abbildung 4; 3), wo die Transkription und Replikation der
Influenzaviren stattfindet [92, 96, 134, 135].

Die in negativer Orientierung vorliegenden viralen Einzelstrang-RNA-Moleklile
dienen als Matrize flir die Synthese der viralen mRNA. Die mit den vRNPs
assoziierten viralen Polymerasekomplexe koénnen die Transkription nicht
eigensténdig initiileren und auch das 5"-Ende der viralen mRNA nicht mit der
fir eukaryotische mRNA typischen methylierten 5" -Kappe modifizieren. Aus
diesem Grund muss die Transkription der viralen RNA mittels des cap-
snatchings initiiert werden: Dazu bindet das PB2 als Teil der viralen
Polymerase an die 5 -Kappe eines zellularen mRNA-Moleklls. Das PA-Protein
spaltet diese und einige anhangende Nukleotide ab. Diese kurzen, gecappten
5’-Enden stehen nun als Primer flr die virale RNA-Synthese zur Verfligung
[43-47, 136]. Die virale RNA-abhangige RNA-Polymerase polyadenyliert durch
wiederholtes Ablesen einer Poly(U)-Sequenz am 5’-Ende der vRNA die virale
mMRNA [137-139]. Die mRNAs der M- und NS-Segmente werden gespleit und
so die M2- und NS2/NEP-mRNA erzeugt. Durch zelluldre und virale
Komponenten werden die viralen mRNAs im Anschluss aus dem Zellkern
exportiert [3] (Abbildung 4; 4). Die Translation der membranassoziierten
Proteine HA, NA und M2 erfolgt am rauen endoplasmatischen Retikulum (rER)
(Abbildung 4; 5). Auf ihrem Transport vom rER Uber den Golgi-Apparat und
das Trans-Golgi-Netzwerk zur Zelloberflache werden sie glykosyliert,
palmitoyliert  und polymerisieren zu  trimeren bzw.  tetrameren
Proteinkomplexen [29, 140, 141]. An der Zellmembran konzentrieren sich die
HA- und NA-Proteine sowie die M2-Ionenkanalproteine in bestimmten
Bereichen [142] (Abbildung 4; 6). Die Synthese der (brigen Proteine erfolgt
an freien Ribosomen im Zytoplasma. Die Proteine des Polymerasekomplexes,
PB1, PB2 und PA, sowie die NP-, NS1-, NS2/NEP- und M1-Proteine werden in
den Zellkern transportiert (Abbildung 4; 7). Der Ubergang von der

Transkription zur Replikation wird durch freie NP-Proteine im Zellkern
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vermittelt, die mit den Polymerasekomplexen und der viralen RNA interagieren
[90, 143, 144]. Bei der Replikation wird die vVRNA zunachst primerunabhangig
in eine cRNA umgeschrieben, welche dann wiederum als Matrize flr die
Synthese neuer vVRNA-Moleklle dient. Die neu gebildeten VRNAs komplexieren
mit den NP-, PB1-, PB2- und PA-Proteinen zu viralen RNPs [40, 145]. Uber die
Interaktion der vRNPs mit den M1- und NS2/NEP-Proteinen werden die neu
gebildeten Genomsegmente aus dem Zellkern an die Zellmembran
transportiert (Abbildung 4; 8), in der bereits die viralen Oberflachenproteine
eingelagert sind [126, 146]. Durch Wechselwirkungen der M1-Proteine mit den
zytoplasmatischen Anteilen der in die Wirtszellmembran eingelagerten HA-, NA
und M2-Proteine erfolgt die Ausbildung der initialen Budding-Strukturen [147,
148] (Abbildung 4; 9). Ob die VRNPs dabei selektiv oder zufallig in die sich
bildenden Viruspartikel inkorporiert werden, ist derzeit nicht endglltig
verstanden. Die Zellmembran stulpt sich weiter aus, umschlieBt die VRNPs
(Abbildung 4; 10) und durch basale Fusion der Membran erfolgt die
Abschnlrung des Viruspartikels [148, 149]. Die Neuraminidase entfernt dabei
sowohl auf der Wirtszellmembran als auch der Membran anderer Virionen
vorhandene Sialinsduren, um eine erneute Anlagerung an die Zellmembran
bzw. eine Aggregation von Viruspartikeln zu verhindern [77, 78] (Abbildung
4; 11). Das HAO-Protein wurde in Abhangigkeit von der vorhandenen multi-
bzw. monobasischen Spaltstelle bereits intrazellular gespalten bzw. wird nun
extrazelluldar durch spezifische Proteasen prozessiert (s. Kap. 1.2.2). Die
Proteine NS1 und PB1-F2 haben wahrend der Replikation
immunmodulatorische Funktionen und ermdglichen die effiziente Replikation

der Influenzaviren (s. Kap. 1.2.2, 1.6).
1.2.4 Evolutionsmechanismen der Influenza A-Viren

Die hohe antigenische Variabilitat der Influenzaviren und das haufige Auftreten

neuer Varianten werden durch zwei evolutiondare Mechanismen verursacht.

Die RNA-abhangige RNA-Polymerase der Influenzaviren besitzt keine
proofreading-Aktivitat und weist daher im Vergleich zu DNA-Polymerasen eine
deutlich erhdéhte Fehlerrate auf. Mit einer Haufigkeit von etwa einem Mismatch
je 10.000 bis 100.000 Basen kommt es bei der Replikation der viralen

Genomsegmente zu Punktmutationen [150-152]. Diese Punktmutationen sind
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Uber das gesamte virale Genom verteilt, akkumulieren Uber die Zeit und
verursachen z.T. Aminosauresubstitutionen. Treten diese
Aminosaureaustausche in den Oberflachenproteinen HA und NA auf, so kdnnen
sie die antigenen Eigenschaften der Viren verandern. So entsteht eine
Population antigenisch unterschiedlicher Virusvarianten und unter dem
Selektionsdruck der neutralisierenden Antikérper der Wirte werden diejenigen
Varianten positiv selektiert, die von den neutralisierenden Antikérpern nicht
erkannt werden. Auf diese Weise gelingt es den Influenzaviren, der
Immunantwort kontinuierlich auszuweichen. Diese langsame aber stetige
Veranderung der Antigenitat der Influenzaviren wird als Antigen-drift

bezeichnet.

Das segmentierte Genom der Influenzaviren ermdglicht bei gleichzeitiger
Infektion einer Wirtszelle durch zwei verschiedene Influenzaviren eine
Neukombination von Genomsegmenten wahrend des Assembly der neu
gebildeten Virionen [153] (Abbildung 5). Bei diesem Reassortment genannten
Prozess entstehen demnach Viren, die sich in ihrem Genom und damit auch in
ihren Eigenschaften von den Parentalviren unterscheiden (Abbildung 5). Die
Influenza A-, B- und C-Viren kénnen in vivo Reassortanten nur mit Viren
desselben Genus, nicht jedoch mit den Viren der anderen Virusgenera bilden
[154]. Innerhalb eines Genus kann Reassortment zwischen den verschiedenen
zirkulierenden humanen Viren aber auch zwischen humanen und animalen
Influenzaviren stattfinden [155, 156]. Ist bei einem Reassortment mindestens
eines der Oberflachenproteine HA oder NA von einem Austausch betroffen, so
unterscheiden sich die antigenen Eigenschaften der Reassortante von denen
ihrer Parentalviren und es kann ein neuer Subtyp entstehen. Wird das HA-
und/ oder NA-Segment wahrend eines Reassortment ausgetauscht, so spricht
man von Antigen-shift [153, 157]. Treffen die neu entstandenen Viren mit
neuen antigenen Eigenschaften auf eine immunologisch naive Population, so
kdnnen sie eine hohe Morbiditat und Mortalitat zur Folge haben. Drei von funf
Influenza-Pandemien des 20. und 21. Jahrhunderts sind durch Viren
verursacht worden, die durch einen Antigen-shift entstanden sind (s. Kap.
1.5). Darunter befinden sich auch solche Viren, die neben humanen

Genomsegmenten auch Segmente porcinen bzw. avidaren Ursprungs aufweisen.
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Abbildung 5: schematische Darstellung des Reassortments
verandert nach: Trifonov et al., 2009 [158]

1.3 Wirtsspektrum und Speziesbarriere

Die Influenza A-Viren weisen ein sehr breites Wirtsspektrum auf: Neben dem
Menschen kénnen sie Schweine, Pferde, Hunde, Katzen, Seehunde, Wale sowie
domestizierte und freilebende Vdgel infizieren [159-163] (Abbildung 6). Auch
in Fledermdausen wurden sie bereits nachgewiesen [4]. Wasservdgel stellen
das natirliche Reservoir der Influenza A-Viren dar (Abbildung 6). Influenza B-
Viren, die Menschen und Seehunde infizieren, und Influenza C-Viren, die
Menschen und Schweine infizieren kénnen, zeigen demgegentlber ein engeres
Wirtsspektrum [164, 165].

Eine Ubertragung von Influenza A-Viren zwischen den einzelnen Wirtsspezies
wird insgesamt betrachtet eher selten dokumentiert. Die beim Menschen
derzeit vorherrschenden Subtypen der Influenza A-Viren sind HIN1 und H3N2.
In der Vergangenheit war auch der Subtyp H2N2 in der humanen Population
verbreitet. Seit 1997 wurden mehrere hundert Falle einer direkten
Ubertragung von avidren H5N1-Viren auf den Menschen beobachtet. Avidre
Influenzaviren des Subtyps H7N9 infizierten seit 2013 mehrere hundert

Menschen, wobei z.T. Ubertragungen zwischen Menschen nicht ausgeschlossen
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werden konnten [166, 167]. Bislang kam es auch vereinzelt zur Transmission
von H7N2-, H7N7-, HON2- und H10N8-Viren auf den Menschen [168].
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Prinzipiell mégliche Faktoren flr die Speziesspezifitat bzw. -barriere von Viren

Abbildung 6: Wirtsspektrum der Influenza A-Viren
verandert nach: Manz et al., 2013 [163]

umfassen das Vorhandensein des notwendigen Rezeptors auf der
Wirtszelloberflache, passende zellulare Interaktionspartner und Wirtsfaktoren
sowie die Immunantwort des Wirtes. Bei Influenza A-Viren sind die
Rezeptorspezifitdt des viralen HA-Proteins, die Aktivitat des viralen
Polymerasekomplexes in der Wirtszelle sowie die Mdglichkeit zur Inhibierung
der zellularen Immunantwort als Elemente der Speziesbarriere beschrieben
worden. Die HA-Proteine der humanen, porcinen und avidaren Influenzaviren
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Spezifitat fir a2,3- bzw. a2,6-verknlpfte
Sialinsauren, wodurch das Wirtsspektrum maBgeblich festgelegt wird [70]:
Das Hamagglutinin aviarer Influenzaviren bindet bevorzugt an a2,3-verknlpfte

Sialinsauren, wie sie im Gastrointestinaltrakt von Végeln, im Respirationstrakt

20



von Schweinen aber auch im unteren Respirationstrakt von Menschen
vorkommen [169, 170]. Humane Influenzaviren binden dagegen bevorzugt an
a2,6-verknupfte Sialinsauren, die im oberen Respirationstrakt von Menschen
und im Respirationstrakt von Schweinen vorhanden sind [70, 169-171]. Die
Rezeptorpraferenz wird durch definierte Aminosauren im HA-Protein
festgelegt, die damit als Virulenzfaktoren angesehen werden kdnnen (s.
Anhang). So sind beispielsweise die Aminosaurepositionen 190, 222 und 225
der Influenza A (H1N1)-Viren als entscheidend fir die a2,3- bzw. a2,6-
Praferenz beschrieben [171-176]. Die Ursache flr die Infektion von Menschen
durch aviare Influenzaviren, die a2,3-verknlpfte Sialinsduren bevorzugen, ist
vermutlich im Vorhandensein der a2,3-verknlpften Sialinsdauren im unteren
Respirationstrakt von Menschen zu suchen [170]. Das es nicht haufiger zu
solchen Infektionen und auch zur Ubertragung aviérer Viren von Mensch zu
Mensch kommt, liegt vermutlich daran, dass vor allem die Rezeptoren des
oberen Respirationstraktes entscheidend fiir die Ubertragung von
Influenzaviren zwischen verschiedenen Individuen zu sein scheinen. Ein
weiterer Faktor mit Einfluss auf die Speziesbarriere ist die virale Polymerase
[177]. Dabei ist nicht nur das MaB der Aktivitdat der Polymerase im Kontext
verschiedener Wirtszellen, sondern ebenso ihr Einfluss auf die Virusreplikation
und Pathogenitéat von Bedeutung. Diesbezlglich sind sehr Vviele
Polymorphismen beschrieben, die die Polymeraseaktivitat, Virusreplikation und
Pathogenitat beispielsweise in Saugerzellen bzw. Sdugern erhdhen oder
senken kénnen (s. Anhang). Prominente Vertreter sind hier die Aminosauren
627 und 701 des PB2-Proteins (s. Kap. 4.1, Anhang).

Dem Schwein kommt in Bezug auf die Uberwindung der Speziesbarriere von
aviaren Influenzaviren zu humanen Wirten und bei der Entstehung neuer,
humanpathogener Viren eine besondere Bedeutung zu: Aufgrund des
Vorhandenseins von sowohl a2,3- als auch a2,6-verknlpften Sialinsduren auf
den Zellen des Respirationstraktes von Schweinen ist eine Infektion des
Schweins neben den porcinen auch mit aviaren oder humanen Influenzaviren
maoglich [169, 178]. Bei der Replikation von aviaren Influenzaviren im Schwein
kénnen Virusvarianten entstehen und selektiert werden, die eine Praferenz fir
den (humanen) a2,6-Rezeptor aufweisen [169]. Zudem kann es bei einer
Doppel- oder Tripelinfektion des Schweins mit Influenzaviren aus

verschiedenen Wirten zur Bildung von Reassortanten kommen, die die
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Speziesbarriere aufgrund ihrer Eigenschaften Uberwinden koénnen (s. Kap.
1.2.4). Das Schwein wird aufgrund dieser Merkmale auch als mixing vessel
bezeichnet. Die Bildung solcher Reassortanten im Schwein, die im Anschluss
Menschen infizierten, konnte mehrfach belegt werden [179]. Auch die
Influenzapandemie von 2009 ist auf eine solchermaBen entstandene

Reassortante zurickzufthren [180] (s. Kap. 1.5).

1.4 Epidemiologie

1.4.1 Epidemiologie humaner Influenza A-Viren

Die humanen Influenza A-Viren verursachen regelmaBig wiederkehrende,
saisonale Epidemien aber auch deutlich seltener vorkommende Pandemien.
Die saisonalen Epidemien treten in der ndrdlichen Hemisphare meist von
Januar bis April, in der sidlichen Hemisphare meist zwischen Mai und
September auf. Die tropischen Regionen gelten hingegen als zeitlich
unbeschranktes Ubertragungsgebiet und dariiber hinaus als Reservoir fiir die

Influenzaviren [181].

Humane Influenzavirusinfektionen traten nicht erst seit der Pandemie von
1918 auf, sondern sind beispielsweise bereits fir die Jahre 1889/90
beschrieben worden [182]. Die Influenzaviren, die Uber einen langeren
Zeitraum in der humanen Population zirkulierten, gehdéren zu den Subtypen
HIN1, H2N2 und H3N2 (Abbildung 7): Der Influenzavirus-Subtyp H1N1
etablierte sich ab 1918 als Folge der durch diesen Subtyp ausgeldsten
Influenzapandemie weltweit in der humanen Population (s. Kap. 1.5). Der
Subtyp H1N1 zirkulierte bis 1957, als er aufgrund einer durch den Subtyp
H2N2 verursachten Influenzapandemie (s. Kap. 1.5) verdrangt wurde. Der
H2N2-Subtyp wiederum zirkulierte bis 1968 und wurde durch ein
Influenzavirus des Subtyps H3N2 ersetzt, welches in diesem Jahr eine
Pandemie ausldste (s. Kap. 1.5). Erst seit 1977, als es zu einer weiteren durch
den Subtyp H1IN1 verursachten Pandemie kam (s. Kap. 1.5), zirkuliert neben
dem Subtyp H3N2 auch der Subtyp H1N1 erneut (Abbildung 7). Die erste
Pandemie des aktuellen Jahrhunderts wurde 2009 ebenfalls durch ein Virus

des Subtyps H1N1 ausgelést (s. Kap. 1.5). Es kam in der Folge zur
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Verdrangung des alten H1IN1- durch das neue H1N1-Virus (A(H1N1)pdmOQ9),
so dass weiterhin H1IN1- und H3N2-Viren in der humanen Population
kozirkulieren (Abbildung 7).

Influenza A-Virus Subtypen in der humanen Population
H3N2
o >
H2N2
H1N1 H1N1_ H1N1pdmO09
5 5 o>
| | 1 | | |
‘ 1920 1940 1960 1980 2000 2020
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Abbildung 7: Zirkulation humaner Influenza A-Virus Subtypen
verandert nach: Palese P, 2004 [183]

In den Phasen der Zirkulation der H1IN1-Viren kam es, wie auch bei den
anderen Subtypen, durch Antigen-drift zu einer kontinuierlichen Veranderung
der Viren. Zudem sind auch Reassortment-Ereignisse innerhalb des Subtyps
H1N1 zwischen Viren verschiedener H1N1-Subclades beschrieben [184]. Zwei
der daraus entstandenen Reassortanten verursachten 1947 und 1951
Influenza-Epidemien mit ungewdhnlich hoher Morbiditat und Mortalitét, ohne
das es zum Austausch von Genomsegmenten mit anderen Subtypen

gekommen war.
1.4.2 Epidemiologie porciner Influenza A-Viren

In den Schweinepopulationen der Welt wurde in den vergangenen 100 Jahren
eine groBe Zahl von verschiedenen porcinen Influenzavirus-Subtypen
nachgewiesen. Dem Subtyp H1IN1 sind dabei mehrere voneinander
unterscheidbare Virusstamme, die sich zu verschiedenen Zeiten in der
Schweinepopulation etablierten, zuzuordnen: Das H1IN1-Virus von 1918, das in
der humanen Population eine groBe Pandemie ausldste (s. Kap. 1.5), zirkuliert

seit dieser Zeit als ,klassisches HIN1" in den Schweinebestdanden [185, 186].
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Dieser Erreger ist bis heute fast weltweit verbreitet. Lediglich in Europa war er
ab den 1950er Jahren fur die Dauer von etwa 20 Jahren nicht mehr
nachweisbar, bis er 1976 vermutlich durch Importe wieder in die europadische
Schweinepopulation eingetragen wurde. Unter der Beteiligung des klassischen
H1N1-Virus kam es mehrfach zu Reassortment-Ereignissen, so dass
Oberflachenprotein- oder interne Segmente dieses Virus in den inzwischen in
Nordamerika zirkulierenden (Triple-)Reassortanten der Subtypen H1N2, H1N1,
H2N3, H3N1 und H3N2 nachgewiesen wurden [187, 188]. In Europa wurde
das klassische H1N1-Virus seit 1979 durch ein aviares H1N1-Virus, das sich in
der europadischen Schweinepopulation verbreiten konnte, verdréangt [189].
Dieses ,avian-like H1IN1" genannte Virus war wiederum an verschiedenen
Reassortment-Vorgangen mit humanen Viren beteiligt, bei denen
Reassortanten mit dem Subtyp H1N2 und H3N2 entstanden, die in den

Schweinepopulationen Europas fortgesetzt zirkulieren [190].

Das A(H1IN1)pdmO09-Virus wurde durch das Reassortment eines europaischen
-avian-like H1IN1" mit einer nordamerikanischen H1N1-Triple-Reassortante
erzeugt. Es entstand moglicherweise bereits einige Zeit vor der Ubertragung
auf den Menschen im Schwein und zirkulierte unerkannt in der porcinen
Population [180]. Einige Segmente des A(H1N1)pdmQ9-Virus wurden in eine

neu entstandene H1N2-Reassortante integriert.

Die weltweit nachgewiesenen porcinen Influenzaviren verschiedenen Subtyps
zeigen nicht nur die groBe Vielfalt der zirkulierenden porcinen Viren, sondern
auch eine hohe Wahrscheinlichkeit der Entstehung neuer Reassortanten.
Beides wird wahrscheinlich auch durch die regelmé&Bige Ubertragung von
humanen Influenzaviren auf Schweine beférdert [191]. In der Regel auBert
sich die Infektion von Schweinen durch Influenzaviren durch eine hohe
Morbiditat und einer meist geringen Letalitét. Dennoch konnten eine Reihe von
porcinen, humanen und aviaren Influenzaviren aus Schweinen isoliert werden,

die keine Erkrankung hervorriefen.

1.4.3 Epidemiologie avidrer Influenza A-Viren

Bei den aviaren Influenza A-Viren werden niedrig- und hochpathogene Viren
unterschieden. Die niedrigpathogenen Viren weisen eine monobasische HA-

Spaltstelle auf, wodurch das HA-Protein nur durch Trypsin-dhnliche Proteasen
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gespalten werden kann, die extrazelluldar im Respirations- und Intestinaltrakt
der Vogel vorkommen (s. Kap. 1.2.2). Eine Infektion bleibt daher lokal auf den
Respirations- und Verdauungstrakt beschrankt und verursacht meist nur milde
Symptome. Zu den niedrigpathogenen aviaren Influenzaviren zdhlen alle
aviaren Subtypen auBer H5 und H7, beispielsweise HIN2, H6N1, HON2 oder
H10N7. Auch diejenigen H5 und H7, die eine monobasische HA-Spaltstelle
tragen, werden den niedrigpathogenen Viren zugerechnet, wie einige H5N1-
Virusstamme. Die hochpathogenen avidgren Influenzaviren besitzen eine
multibasische Spaltstelle des HA. Aufgrund dessen kann das HA-Protein bereits
intrazellular durch ubiquitar vorhandene Proteasen gespalten werden (s. Kap.
1.2.2), was systemische Infektionen ermdglicht. Diese flhren je nach
Vogelspezies zu einem teils sehr schweren klinischen Erscheinungsbild mit
einer hohen Mortalitdt. Nur die Subtypen H5 und H7 und darunter nur
diejenigen Viren mit multibasischer Spaltstelle des HA, wie H5N1 oder H7N7
mit multibasischer Spaltstelle des H5 bzw. H7, zdhlen zu den hochpathogenen

Viren.

Die hochpathogenen aviaren Influenza A (H5N1)-Viren wurden seit dem
Beginn der umfangreichen epidemiologischen Uberwachung 1997 in fast jedem
Jahr in domestizierten Vdgeln oder in Wildvdégeln nachgewiesen [192, 193].
Nach einem gréBeren Ausbruch 2003 in Sitdostasien verbreiteten sich die
Viren vermutlich Uber Transporte von tierischem Material aber auch durch
Zugvdgel bis in den Nahen Osten, Afrika und Europa. Im Jahr 2014 wurden
aviare Infektionen mit hochpathogenen H5N1-Viren in China, Nepal,
Kambodscha, Vietnam, Indonesien, Nordkorea, Indien, Agypten, Lybien und
Russland dokumentiert [193]. Die hochpathogenen avidaren Influenza A
(H5N1)-Viren verursachen in verschiedenen Vogelspezies unterschiedlich
starke Erkrankungen: Wahrend die Infektion bei Hausgefligel, z.B. bei
Hihnern und Puten, fast immer zu einem schweren Krankheitsverlauf und
einer Mortalitat von bis zu 100 % fuhrt, ist bei einigen Wasservégeln,
insbesondere einigen Entenspezies, keine oder nur eine milde Erkrankung mit

sehr geringer Mortalitat zu beobachten [194-198].

Wahrend des Ausbruchs in Hausgefligel 1997 kam es auch zu ersten
Infektionen im Menschen durch direkt Ubertragene, hochpathogene avidre
Influenza A (H5N1)-Viren [199, 200]. Wahrend in den Jahren 1998 bis 2002
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keine humanen H5N1-Falle registriert wurden, werden seit 2003 in jedem Jahr
humane H5N1-Infektionen dokumentiert. Aufgrund der weiten Verbreitung der
aviaren HS5N1-Viren kam und kommt es in vielen Landern zu humanen
Infektionen. 2014 wurden Erkrankungen von Menschen durch H5N1 in China,
Kambodscha, Vietnam, Indonesien, Agypten und Kanada gemeldet [193].
Insgesamt betrachtet kommt es jedoch nur selten zur Ubertragung der
hochpathogenen aviaren HS5N1-Viren auf den Menschen und Mensch-zu-
Mensch Transmissionen wurden nur in Ausnahmefallen beobachtet. Die durch
die Infektion hervorgerufene Erkrankung im Menschen verlauft haufig schwer
und fuhrt oft zum Tod. Von den 850 bisher registrierten humanen
Infektionsfallen verliefen 449 fatal (Stand: 09.05.2016; [193]). Als eine
Ursache flur die schweren Krankheitsverlaufe wird eine starke Virusvermehrung
in Verbindung mit einer moéglichen systemischen Infektion angesehen. Zudem
erfolgt durch die Infektion eine sehr starke Aktivierung des Immunsystems,
die zu einer hohen Cytokinsekretion fihrt und so mdglicherweise den
Organismus schadigt [201]. Obwohl die hochpathogenen aviaren Influenza A
(H5N1)-Viren sehr wahrscheinlich in der Lage sind, den Menschen auch ohne
vorherige Adaptation zu infizieren und in ihm zu replizieren, sind eine Reihe
von Adaptationen bzw. Virulenzfaktoren bei verschiedenen Genomsegmenten
beschrieben, die die Vermehrungsfahigkeit der avidaren Viren in Saugern bzw.
dem Menschen verbessern oder die Pathogenitat verandern (s. Kap. 4.1,
Anhang). Zudem besteht aufgrund der weiterhin erfolgenden Infektionen von
Menschen durch avidare H5N1-Viren die Mdglichkeit, dass die Viren durch
Reassortmentereignisse oder Punktmutationen die Fahigkeit erlangen, sich
effizient von Mensch zu Mensch zu Ubertragen. Dadurch wirde die Gefahr

einer durch H5N1-Viren ausgeldésten Pandemie steigen.

Bei der Untersuchung von Schweinen in Indonesien zwischen 2005 und 2007
wurden mehr als 50 Tiere identifiziert, die mit hochpathogenen aviaren
Influenza A (H5N1)-Viren infiziert waren. Zudem ist wahrscheinlich, dass das
Virus dabei mehrmals unabhdngig voneinander in die Schweinepopulation
eingetragen wurde [202]. Da mit hochpathogenen H5N1-Viren infizierte
Schweine keine Symptome zeigten, besteht verstarkt die grundsatzliche
Gefahr der Adaptation der Viren an den humanen a2,6-Sialinsaure-Rezeptor,
da dieser auch in Schweinen vorhanden ist. Tatsachlich wurde die Fahigkeit zur

Bindung an den humanen Rezeptor bei einem der Isolate nachgewiesen,
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wodurch die Wahrscheinlichkeit der Infektion von Menschen durch ein solches
Virus erhdht ist. Da offenbar Schweine fliir hochpathogene aviare Influenza A
(H5N1)-Viren grundsatzlich empfanglich sind, besteht auch die Méglichkeit zur
Bildung von Reassortanten, sollten die Schweine zusatzlich mit einem porcinen

oder humanen Influenzavirus infiziert sein.

1.5 Pandemien humaner Influenza A-Viren

Eine Influenza-Pandemie ist gekennzeichnet durch eine hohe geographische
Verbreitung des Erregers, meist auf mehr als einem Kontinent, sowie durch
eine effiziente Mensch-zu-Mensch Transmission des Virus, aufgrund derer ein
groBer Anteil der Population innerhalb einer kurzen Zeitspanne von einer
Infektion betroffen ist. Die beiden elementaren Voraussetzungen flr die
Entstehung einer Influenza-Pandemie sind die unzureichende Immunitat gegen
ein neu auftretendes Influenzavirus in groBen Teilen der Bevdlkerung sowie

die bereits genannte effiziente Ubertragung des Erregers.

In den letzen 100 Jahren traten funf Pandemien auf, die in ihrem zeitlichen
Abstand zueinander aber auch in der Morbiditat und Mortalitat deutlich
differierten: Die Pandemie von 1918/19, auch ,Spanische Grippe" genannt,
wurde durch ein H1N1-Virus verursacht und war von einer vergleichsweise
hohen Morbiditat und Mortalitéat gekennzeichnet. So starben aufgrund der
Pandemie nach unterschiedlichen Schatzungen zwischen 20 und 50 Millionen
Menschen weltweit. Zur Entstehung des Virus gibt es unterschiedliche
Theorien: Mdglich ist zum einen der Eintrag eines aviaren Virus in die
Schweinepopulation mit anschlieBender Zirkulation und Adaptation des Virus
im Schwein, gefolgt von der Ubertragung auf den Menschen, oder zum
anderen die direkte Ubertragung eines avidren Virus von Végeln auf den
Menschen. Auch die Entstehung des Virus durch Reassortment wird diskutiert
[203, 204]. Im Anschluss an die Pandemie etablierte sich das H1N1-Virus in
der humanen Population (s. Kap. 1.4). Erst 1957 trat mit der ,Asiatischen
Grippe" die nachfolgende Pandemie auf, die mehr als eine Million Todesfalle
verursachte. Das dafur ursachliche H2N2-Virus entstand aus dem
Reassortment des seit Jahrzehnten zirkulierenden humanen H1N1-Subtyps mit

einem aviaren H2N2-Virus, wobei das PB1-, HA- und NA-Segment des aviaren
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Virus in die Reassortante Ubernommen wurde [205, 206]. In den Folgejahren
der Pandemie zirkulierten die H2N2-Viren weiterhin in der humanen
Population. Bereits 1968 ereignete sich die durch ein H3N2-Virus ausgeldste
~Hongkong Grippe", eine Pandemie, die mehrere 100.000 Tote zur Folge hatte.
Das H3N2-Virus ist eine Reassortante, die das PB1- und HA-Segment von
einem aviaren H3-Virus und die Ubrigen Segmente von den zirkulierenden
humanen H2N2-Viren tragt [205, 206]. In der Folge der Pandemie wurden die
in der humanen Population zirkulierenden H2N2-Viren vollstandig durch die
H3N2-Viren verdrangt, die ihrerseits bis heute zirkulieren. Die ,Russische
Grippe" von 1977 wurde durch ein H1N1-Virus verursacht. Dieses Virus war
weitgehend identisch mit H1N1-Influenzaviren, die in den frihen 1950er
Jahren zirkulierten. Durch diese enge Verwandtschaft und das Fehlen von
Mutationen, die Influenzaviren Ublicherweise wahrend der Replikation Uber
lange Zeitraume erwerben, wird inzwischen vermutet, dass das H1N1-Virus die
Zeit zwischen den 1950er Jahren und 1977 nicht replizierend in animalen
Wirten sondern in kryokonserviertem Zustand Uberdauerte und versehentlich
freigesetzt wurde. Im Gegensatz zu friheren Pandemien kam es durch das
Auftreten der H1N1-Viren nicht zur Verdrangung der H3N2-Viren in der
humanen Population, sondern zu einer immer noch anhaltenden Kozirkulation
von H3N2 und H1IN1. 2009 trat eine weitere HIN1-Pandemie auf, die haufig
als ,Schweinegrippe® bezeichnet wurde. Das verursachende H1N1-Virus
(A(H1IN1)pdmO09), besitzt Segmente humanen, porcinen und avidren
Ursprungs, da es sehr wahrscheinlich durch das Reassortment einer
nordamerikanischen porcinen Triple-Reassortante (mit Segmenten aviarer,
porciner klassischer HIN1-, und humaner H3N2-Viren) mit einem porcinen
avian-like HIN1-Virus entstand [180]. Einzelne humane Infektionen mit der in
Schweinen zirkulierenden nordamerikanischen porcinen Triple-Reassortante
wurden bereits in den Jahren vor dem Auftreten des A(H1N1)pdmQ9-Virus
beobachtet [207, 208]. Fur das A(H1N1)pdmQ09-Virus selbst ist eine
Entstehung im Schwein einige Jahre vor dem ersten Auftreten in der humanen
Population mdglich [180]. In der Folge der Pandemie wurden die vor 2009 in
der humanen Population zirkulierenden H1N1-Viren durch den neuen H1N1-
Subtyp verdrangt, so dass weiterhin die Subtypen H1N1 und H3N2 in der

humanen Population kozirkulieren.
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1.6 Nicht-adaptive Immunantwort der Zelle auf eine Infektion

mit Influenza A-Viren

Das nicht-adaptive Immunsystem hat eine entscheidende Aufgabe bei der
schnellen Immunantwort gegen in den Organismus eindringende Erreger, bei
der Kontrolle viraler Infektionen sowie der Initiation der adaptiven
Immunantwort. Es besteht aus von Epithelzellen gebildeten physiologischen
Barrieren sowie aus weiteren spezialisierten Zellen, u.a. dendritischen Zellen,
Makrophagen und natirlichen Killerzellen. Das nicht-adaptive Immunsystem
erkennt Pathogene mittels verschiedener Rezeptorfamilien, die wirtseigene von
fremden Strukturen unterscheiden kdénnen. Diese Rezeptoren, PRRs (pattern
recognition receptors) genannt, befinden sich auf der Oberflache oder im
Cytoplasma von spezialisierten Zellen des nicht-adaptiven Immunsystems, auf
Epithelzellen und vielen weiteren Zelltypen. Werden definierte, bei Pathogenen
haufig vorkommende Strukturen (PAMPs; pathogen associated molecular
pattern) wie  z.B. Zuckerverbindungen, Lipopolysaccharide, virale
Nukleinsduren und Peptide von den PRRs erkannt, so wird das nicht-adaptive
Immunsystem aktiviert. Hierbei werden nur wenige Gene, darunter die Typ I
IFN-Gene, direkt induziert. Die sekretierten Typ I Interferone binden jedoch
auto- und parakrin an ihre Rezeptoren und flhren Uber eine Signalkaskade zur
Transkription von IFN-stimulierten Genen (ISGs). Viele dieser Genprodukte
haben eine direkte antivirale Wirkung oder sind selbst Cytokine [209].
Dadurch werden die IFN-stimulierten Zellen in einen antiviralen Status
versetzt, der die virale Replikation inhibiert [209]. Die sekretierten Typ I
Interferone wirken daruber hinaus aktivierend auf dendritische Zellen und
natdrliche Killerzellen [210-212].

Influenzaviren haben Mechanismen entwickelt, um die Aktivierung des nicht-
adaptiven Immunsystems zu hemmen oder der antiviralen Wirkung zu
entgehen. Das NS1-Protein der Influenza A-Viren kann die Expression der Typ
I-Interferone inhibieren, indem es in die Signalkaskade, die zur Transkription
der Typ I-IFN-Gene fuhrt, eingreift [117, 121, 123, 213-218]. Durch die
Inhibition der Typ I-IFN-Expression wird in der Folge auch die Transkription
von IFN-stimulierten Genen (ISGs) gehemmt. Zusatzlich kann das virale NS1
die Aktivitat einiger interferon-induzierter Genprodukte mit antiviraler Wirkung
auch direkt beeinflussen [119, 219-222].
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Zu den Typ I Interferonen werden IFN-B, aber auch mehrere IFN-a-Isotypen
sowie IFN-g, -k und -w gezahlt, die an den gleichen Rezeptor binden und wie
beschrieben eine antivirale Wirkung zeigen [223-225]. Fur die IFN-A1, -A2 und
-A3, die zu den Typ III-IFN gehoéren, wird teilweise eine den Typ I-Interferonen
ahnliche Funktion diskutiert [226-228]. Ihr Rezeptor wird jedoch nur in

speziellen Geweben wie Epithelien exprimiert [228, 229].

1.7 Fragestellung der Arbeit

Wahrend die =zeitgleiche Infektion eines Wirtes mit zwei verschiedenen
Influenzaviren lediglich die notwendige Voraussetzung flr das Entstehen von
Reassortanten schafft, ist die genetische Kompatibilitdat der Parentalviren flr
die mdgliche genetische Zusammensetzung der Reassortanten ausschlag-
gebend. Natilrlich entstandene, fortgesetzt zirkulierende Reassortanten in der
europaischen und nordamerikanischen Schweinepopulation geben erste
Hinweise darauf, welche Genomsegmente der verschiedenen Subtypen
humanen, porcinen und teils avidaren Ursprungs erfolgreich kombiniert werden
kénnen. Weiterhin ist die virale Fitness der entstandenen Reassortanten von
entscheidender Bedeutung fir die epidemiologischen Folgen des Auftretens
dieser Reassortanten fir die humane Population.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die genetische Kompatibilitat
zwischen  Genomsegmenten von humanen, porcinen und aviaren
Influenzaviren analysiert. Von besonderem Interesse waren dabei die
Segmente der Oberflachenproteine HA und NA, sowie die
Polymerasesegmente, u.a. PB1, da diese Segmente bei der Entstehung von
Pandemieviren in der Vergangenheit ausgetauscht wurden (s. Kap. 1.5) und
gleichzeitig die wichtigsten Virulenzfaktoren flr die Wirtsspezifitat und
-adaptation tragen (s. Kap. 4.1, Anhang). Mittels reverser Genetik wurden
Reassortanten erzeugt, wobei der Focus auf porcin-aviaren, porcin-humanen,
sowie Triple-Reassortanten lag und weniger auf human-avidaren Reassortanten,
zu denen in der Vergangenheit bereits mehrere Studien erstellt wurden. Um
die Auswirkungen der Segmentaustausche auf die virale Fitness zu prifen,
wurden die erzeugten Reassortanten im Hinblick auf ihre viralen Eigenschaften

charakterisiert.

30



Hinsichtlich einer Risikoabschatzung beziglich der Entstehung von bestimmten
Reassortanten flr die humane Population wurden auch Reassortanten mit
einem aviaren H5-HA mit multibasischer Spaltstelle in einem ansonsten
weitgehend porcinen oder porcin-humanen Virus untersucht. Da gegen porcine
Influenza-Oberflachenproteine in der humanen Population keine Immunitat
vorhanden ist, wurden auch die Auswirkungen des Austausches der
Oberflachenproteine eines saisonalen humanen Influenzavirus gegen ein
porcines HA und NA analysiert. Die vorliegende Studie und ihre Ergebnisse
dienen somit nicht nur einem wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn, sondern
ebenso der Bewertung des Risikos der Entstehung einer Reassortante mit
hoher viraler Fitness, die bei Vorliegen weiterer Voraussetzungen potentiell

eine Pandemie verursachen kdnnte.
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Material

2.1 Virusstamme

Bezeichnung Virus-ID Subtyp Herkunft
A/NewCaledonia/20/99 K H1N1 RKI

(human)
A/NSA/58/2007 B H1iN1 RKI
(A/Niedersachsen/58/2007) (porcin)
A/whooperswan/R65/2006 L H5N1 FLI

(aviar)
A/WSN/1933 - H1N1 RKI
(A/WilsonSmithNeurotropic/1933) (human)
A/PR/8/1934 delta NS1 - H1iN1 RKI
(A/PuertoRico/8/1934 delta NS1) (human)
Reassortante A H5N1 in dieser Arbeit
NSA-bb H5-HA erzeugt
Reassortante C H5N1 in dieser Arbeit
NSA-bb H5-HA,NA erzeugt
Reassortante D H5N1 in dieser Arbeit
NSA-bb H5-HA,NA,PB1 erzeugt
Reassortante S H5N1 in dieser Arbeit
NSA-bb H5-HA,NA,PB1,PA erzeugt
Reassortante H H5N1 in dieser Arbeit
NSA-bb H5-HA,NA,PB1,PB2,PA erzeugt
Reassortante (0] H5N1 in dieser Arbeit
NSA-bb H5-HA,NA,PB1,PA NC-PB2 erzeugt
Reassortante P H5N1 in dieser Arbeit
NSA-bb H5-HA,NA,PB1 NC-PB2 erzeugt
Reassortante T H5N1 in dieser Arbeit
NSA-bb H5-HA,NA,PB1 NC-PB2, PA erzeugt
Reassortante E H1N1 in dieser Arbeit
NC-bb NSA-HA erzeugt
Reassortante I H1N1 in dieser Arbeit
NC-bb NSA-HA,NA erzeugt
Reassortante R H1N1 in dieser Arbeit
NC-bb NSA-HA,NA H5-PB1 erzeugt
Reassortante F H1N1 in dieser Arbeit
NC-bb NSA-HA,NA,PB1 erzeugt
Reassortante U H1N1 in dieser Arbeit
NC-bb NSA-HA,NA,PB1,PA erzeugt
Reassortante N H1N1 in dieser Arbeit
NC-bb NSA-HA,NA,PB1,PB2,PA erzeugt

NSA - A/Niedersachsen/58/2007; H5 - A/whooperswan/R65/2006;

NC - A/NewCaledonia/20/99;bb - backbone
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2.2 Zelllinien

Zelllinie Spezies/ Alter Gewebe

A549 Homo sapiens, adult Lunge, epithelial
HEK 293T Homo sapiens, fétal Niere, epithelial
MDCK?2 Canis familiaris, adult Niere, epithelial

2.3 Bakterienstamme

Bezeichnung Hersteller

E.coli BIOBlue Bioline

E.coli SURE 2 Stratagene

E.coli One Shot TOP10 Invitrogen

E.coli XL1-Blue Agilent Technologies

2.4 Kulturmedien, Puffer, Suspensionen und Lésungen

Kulturmedium/ Puffer/ Suspension/ Zusammensetzung
Losung

Agar (1 %/ 1,5 %/ 2 %) 1g/1,59g/ 2 g Agar
100 ml H20, bidest.
Agar-Overlaymedium 17,5 ml 2x EMEM/ 0,4 % BSA

8 ml Agar (2 %)

8 ml H20, bidest.

350 ul DEAE-Dextran (1 %)
350 pl NaHCO3 (5 %)

35 pl TPCK-Trypsin (1 mg/ml)

Avicel-Suspension (2,5 %) 2,5 g Avicel
100 ml H20, bidest.
Avicel-Medium-L&sung 14 ml 2x EMEM/ 0,4 % BSA

14 ml Avicel-Suspension (2,5 %)
280 pl DEAE (1 %)

280 pl NaHCO3 (5 %)

29 pl TPCK-Trypsin (1 mg/ml)

Ca/Mg-Lésung (100x) 1,33 g CaCl2
1 g MgClI2
100 ml H20, bidest.

DEAE (1 %) 1 g DEAE
100 ml PBS

Einfriermedium 10 ml FKS
5 ml DMSO
ad 50 ml DMEM/ EMEM-Medium

Erythrozytensuspension (0,5 %) 0,5 ml gewaschene Erythrozyten von
Huhn/ Pute
100 ml NaCl-Lésung (0,9 %)
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Kulturmedium/ Puffer/ Suspension/ Zusammensetzung
Lésung

Fixier- und Farbelésung flr Plaque Tests 100 ml Kristallviolett (1 % Lésung in
20 % Ethanol)
300 ml Formaldehyd (36 %)
H20, bidest. ad 1L

Gel-Ladepuffer (6x) 25 ml Bromphenolblau (1 %)
15 ml Ficoll 400
1 ml Tris-HCI (1 M)
0,2 ml EDTA (0,5 M)
58,8 ml H20, bidest.

Infektionsmedium — A549-Zellen 1 % Glutamin
1 % NEAA
0,2 % BSA
0,25 % TPCK-Trypsin
in DMEM

Infektionsmedium - HEK 293T-Zellen 1 % Glutamin
0,2 % BSA
0,25 % TPCK-Trypsin
in DMEM

Infektionsmedium - MDCK2-Zellen 1 % Glutamin
1 % NEAA
0,2 % BSA
0,2 % Trypsin (1:250; 1x)
in EMEM

Kulturmedium - A549-Zellen 10 % FKS
1 % Glutamin
1 % NEAA
in DMEM

Kultur- und Transfektionsmedium - 10 % FKS
HEK 293T-Zellen 1 % Glutamin
in DMEM

Kulturmedium — MDCK2-Zellen 10 % FKS
1 % Glutamin
1 % NEAA
in EMEM

LB-Festmedium 10 g NaCl
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
20 g Agar
H20, bidest. ad 1 L
1 ml Ampicillin (100 pyg/ml)

LB-Medium 10 g NaCl
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
H20, bidest. ad 1 L

NaCl-Lésung (0,9 %) 9 g NaCl

1000 ml H,0, bidest.
NaHCO3-Lésung (5 %) 5 g NaHCO3

100 ml H,0, bidest.
PBS ,,ohne"; pH: 7,2 8 g/l NaCl

0,2 g/l KClI

1,15 g/l Na2HPO4
0,2 g/l KH2PO4
H20, bidest.
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Kulturmedium/ Puffer/ Suspension/
Lésung

Zusammensetzung

PBS , mit" wie PBS ,,ohne", zusatzlich
0,1 g/l CaCl2
0,1 g/l MgCI2

PBS* 25 ml PBS ,mit"

250 pl Ca/Mg-Lo6sung (100x)
167,5 ul BSA (30 %)

TAE-Laufpuffer (50x)

242 g TrizmaBase

57,1 ml CH3COOH (100 %)
100 ml EDTA (0,5 M)

H20, bidest. ad 1 L

Trypanblau (0,25 %)

0,25 g Trypanblau
100 ml NaCl-Lésung (0,9 %)

2.5 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/ Reagenz Hersteller
100bp DNA-Ladder Invitrogen
250bp DNA-Ladder Invitrogen
Agarose, ultra pure Bio-Rad, OXOID
Ampicillin-Natriumsalz Sigma

Avicel RC 581 FMC BioPolymer

Blut (Pute, Meerschwein)

Bundesinstitut fiir Risikobewertung

Bovines Serum Albumin 30 % (BSA) PAA
Bromphenolblau Bromma
Calciumchlorid, CaCl2 Merck
Diethylaminoethyl (DEAE) Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSQO) Merck
Dinatriumhydrogenphosphat, Na2HPO4 Merck
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) Gibco/ Invitrogen
dNTP-Mix GE Healthcare
Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) Gibco/ Invitrogen
Essigsaure, CH3COOH (100 %) Merck

Ethanol, C2ZH50H 96 % Merck
Ethidiumbromid 95 % Sigma
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Merck

Ficoll 400 Pharmacia
Formaldehyd 36 % Fluka

Fotales Kalberserum (FKS) PAN Biotech
Glycerin (UltraPure) Invitrogen

H20, bidest. RKI

H20, RNase frei Sigma
Kaliumchlorid, KCI Merck
Kaliumdihydrogenphosphat, KH2PO4 Merck
Kristallviolett Roth

L-Glutamin 200 mM (100x) PAA
Lipofectamine 2000 Life Technologies
Magnesiumchlorid, MgCI2 Merck
Natriumchlorid, NaCl Merck
Natriumhydrogenkarbonat, NaHCO3 Merck
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Chemikalie/ Reagenz Hersteller

Non-Essential-Amino-Acids (NEAA) (100x) PAN Biotech

Opti-MEM Life Technologies

Passive Lysis 5X Buffer Promega

PyroMark Annealing Buffer Qiagen

PyroMark Binding Buffer Qiagen

PyroMark Wash Buffer Qiagen

Streptavidin Sepharose GE Healthcare

Tris-HCI Roth

TrizmaBase Sigma

Trypanblau Sigma

Trypsin (1:250, 1x) PAA

Trypsin, TPCK-behandelt (T 1426) Sigma

Trypsin-EDTA (1x) PAA

2.6 Oligonukleotide

Tabelle 1: Generischer Primer fiir reverse Transkription und

segmentspezifische Primer fiir Amplifikation der vollstandigen genomischen

Segmente

Bezeichnung Sequenz (5> 37) Position
(im Referenz-
genom:
A/NSA/58/07)

Unil2 AgC RAA AgC Agg 1-12

BsmBI-PB1-F TAT TCg TCT CAg ggA gCg AAA gCA ggCA (-10) - 14

BsmBI-PB1-R ,14\_7|2|4_\ TCg TCT CgT ATT AgT AgA AAC AAg gCA (15+2341) - 2324

BtgZI-PB2-F AAT TgC gAT gAT ACA TTg TAg ggA gCg AAA (-23) - 14

gCA ggT C

BtgZI-PB2-R (2)  pxC ang gTC gTT

ATA TgC gAT gTA gTA ATC TAT ATT AgT AgA

(24+2341) - 2324

Bsal-PA-F TAT Tgg TCT CAg ggA gCg AAA gCA ggT AC (-14) - 15
B ATA Tgg TCT CgT ATT AgT AgA AAC AAg gTA (15+2233) - 2216
sal-PA-R cTT

BfUAI-HA-F ;7;\;’ g7J'AC CTg CAC gAg ggA gCA AAA gCA (-17) - 14

AL ATA TAC CTg CAC TCT ATT AgT AgA AAC (18+1777) - 1758
BfuAI-HA-R AAG ggT gTT TT
BfuAI-NP-F ;Qg‘ TTZ\C CTg CAC gAg ggA gCA AAA gCA (-17) - 15
BfUAI-NP-R TTA TAC CTg CAC gCT ATT AgT AgA AAC (18+1565) - 1549

AAg ggT AT

BfuAI-NA-F ;'/S\Z ;’?C CTg CAC gAg ggA gCA AAA gCA (-17) - 15

CNAL TTA TAC CTg CAC TCT ATT AgT AgA AAC (18+1461) - 1443
BfuAI-NA-R AAG gAg TTT T
BsmBI-M-F ATA TCg TCT CAg ggA gCA AAA GCAggT Ag  (-14) - 15
BsmBI-M-R ATA TCg TCT CTT ATT AgT AgA AAC AAg gTA (15+1027) - 1012

g
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Bezeichnung Sequenz (5> 37) Position
(im Referenz-
genom:
A/NSA/58/07)
BsmBI-NS-F ATA TCg TCT CAg ggA gCA AAA gCA ggg Tg (-14) - 15
BsmBI-NS-R ATA TCg TCT CTT ATT AgT AgA AAC AAg ggT (15+890) - 875

g

5’ -Uberhange der Primer sind kursiv dargestellt und die Ldnge der Uberhdnge mit (-
x) bzw. (y+...) angegeben

Alle in der Tabelle 2 aufgeflihrten Primer wurden als Sequenzierprimer

verwendet. Die FluSwine-Primer wurden von Dr. Barbara Biere (RKI) designt

und die pHW2000-Primer von Andrea Zdhner (RKI) zur Verfigung gestellt.

Primer, die in der Kolonie-PCR eingesetzt wurden, sind mit * gekennzeichnet.

Tabelle 2: Sequenzierprimer und Kolonie-PCR-Primer

Bezeichnung Sequenz (5> 37) T, Position
[°C] (Referenz-
genom)
FluSwine PB1 F1 AgC RAA AgC Agg CAAACYATTT 52 1 =22
9 9% Agg (EU004445)
. 18 - 41
FluSwine PB1 F18 CAT TTg AAT ggA TgT CAA YCC gAC 54 (EU004445)
. 839 - 863
FluSwine PB1 F839 CAg THg gRg gNA ATg ARA AgA ARgC 51 (EU004445)
FluSwine PB1 1548 - 1571
F1548% gCT DCC YAg YTT Tgg RgT RTC Tgg 54 (EU004445)
. CAT TTT gTT TgA gAA CAT TAT Dgg 1068 - 1042
FluSwine PB1 R1068 DgC 51 (EU004445)
FluSwine PB1 1663 - 1645
R1663* CCA TYT gbg CDg TTg CWg g 53 (EU004445)
. TTT CAT gAA ggA CAA gCY AAA TTC 2323 - 2296
FluSwine PB1 R2323 AYT A 52 (EU004445)
. AgT AgA AAC AAg gCA TTT TTT CAY 2341 - 2315
FluSwine PB1 R2341 gAA 53 (EU004445)
. AgC RAA AgC Agg TCA AWT ATA TTC 1-30
FluSwine PB2 F1 ART ATg 53 (EU004455)
. gCA ggT CAA WTA TAT TCA RTA Tgg 8 - 37
FluSwine PB2 F8 ARA gAA 52 (EU004455)
. 743 - 766
FluSwine PB2 F743 gCT ggg ARC ARH TRT ACA CTC CAg 54 (EU004455)
FluSwine PB2 F1312 gAC TCC AAg CAC AgA gAT gTC ATT 53 1312 - 1335
(EU004455)
FluSwine PB2 AAC WTA TTC RTC RTC AAT gAT gTg 53 1614 - 1640
F1614* ggA (EU004455)
1024 - 1000
FluSwine PB2 R1024 TTC TTT TRA ADg TgA ASC CDC CAA A 54 (EU004455)
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Bezeichnung Sequenz (5> 37) Ta Position
[°C] (Referenz-
genom)
FluSwine PB2 1775 - 1752
R1775% AAR gAY TgR AAY ggY TCA AAY TCC 51 (EU004455)
. 2285 - 2267
FluSwine PB2 R2285 CTT TTg gTC gCT gTC Tgg C 54 (EU004455)
. AgT AgA AAC AAg gTC gTT TTT AAA 2341 - 2313
FluSwine PB2 R2341 CWA TT 52 (EU004455)
1-24
FluSwine PA F1 AgC RAA AgC Agg TAC TgA TYC RAA 53 (EU004445)
FluSwine PA F30* AgA YTT YgT RCg ACA RTg CTT CAA 55 30 = 53
(EU004445)
. 673 - 695
FluSwine PA F673 CAA AgT CTC CCR CCR AAY TTC TC 55 (EU004445)
FluSwine PA F1342 ﬁgg YAT gAg RAg gAA YTA YTT YAC 5 (1E3lj‘§0:1£:11256)7
FluSwine PA R760* gCT TgC CCT CAA TgY AgC C 53 700 - 742
(EU004445)
_ 1444 - 1465
FluSwine PA R1465 gRA ART CAT CCA TKg CYg CAC A 52 (EU004445)
. Tgg ACA gTA Tgg ATA gCA ARK AgT 2212 - 2185
FluSwine PA R2212 AgC A 54 (EU004445)
. 1-22
FluSwine H1 F1 AgC AAA AgC Agg ggA AAA TWA A 54 (EU004452)
FluSwine H1 F9 E_IA_\S ggg AAA ATA AAA DCA ACM RAN 5 ?EIJ(:J;(;S4452)
FluSwine H1 F576 AAA TTC TTg TAA TCT ggg gAg TgC 53 276 - 599
(EU004452)
FluSwine H1 F711* 1C'(r:c AHN CCA gAA ATA gCA RMN AgA (7151&0;31435?2)
FluSwine H1 F970 ATC CAg TCA CWA TWg gAg ART gYCC 52 970 - 994
(EU004452)
. 638 - 620
FluSwine H1 R638 gTC AgT Cgg Agg ATg gTg C 52 (EU004452)
FluSwine H1 R1003 g%:A TAT TTD ggR CAY TCT CCW ATN 55 2@8302135?5)
FluSwine H1 R1127* CCA TCC ATC TAT CAT TCC WgT CCA 54 1127 - 1104
(EU004452)
_ 1696 - 1675
FluSwine H1 R1696 ~ CAC ATC CAg AAR CTg ATT gCC C 55 (EU004452)
. 1710 - 1686
FluSwine H1 R1710 gAC CCA TTR gAR CAC ATC CAR AA 52 (EU004452)
. 1-26
FluSwine NP F1 AgC RAA AgC Agg gTA gAT AAT CACTC 53 (EU004451)
_ 45 - 62
FluSwine NP F45 CAT ggC gTC TCA Agg CAC 52 (EU004451)
. 655 - 680
b 3
FluSwine NP F655 gRA AYT TCT ggA gRg gYg ARA ATg g 50 (EU004451)
. 949 - 971
FluSwine NP F949 CCA ggT gTT CAg CCT CAT TAg AC 53 (EU004451)
. 855 - 832
FluSwine NP R855 CAC TgA TCC TCT CAg AAT gAg TgC 52 (EU004451)
. 895 - 872
b 3
FluSwine NP R895 CAA gYC CRT AYA CAC ARg CAg gCA 54 (EU004451)

38



Bezeichnung Sequenz (5> 37) Ta Position
[°C] (Referenz-
genom)
FluSwine NP R1501  ATC CCT CAT TAC TCA TgT CAAAgg A 52 (15830;;5417)7
FluSwine NP R1565 ﬁﬁ; ﬁ%ﬁ #’éc AA9 99T ATTTTT CHT >3 (155330;}55?
FluSwine N1 F1 AgC RAA AgC Agg RgT TYA AAA TgA AT 52 (lE[J()Zg4442)
FluSwine N1 F20 ﬁﬁ'(l; %A/\é TCC AAA TCA RAA RAT AAT 50 (zé’ubé‘f 442)
FluSwine N1 F23 %ﬁ’? xg AAA TCA RAR RAT AAT AAC 55 (2E3U—0 32442)
FluSwine N1 F612* CCA gAY RAT ggR gCW gTR gCT g 53 (6Eljo_04?222)
FluSwine N1 R997 ggR TTR TCH CCR AAA AYY CCACTgC 54 (9350_035’2)
FluSwine N1 R1412  CAR MTC AgC WCC gTC Tgg C 53 (léjgo;ijzg)df
FluSwine N1 R1432* TAC TTg TCA ATR gTR AAT ggC ARM TC 53 %gjgo;ijgz
FluSwine M F1* QE_CI_Z gRAA AgC Agg TAg ATR TTK AAA 54 (1AT322886001)
FluSwine M F28 gAg YCT TCT AAC CgA ggT CgA AAC 54 (258_28561001)
FluSwine M R1008 mg% CYA gCW CTA TgT TgA CAA 54 (123;38—6353)
FluSwine M R1027+ 297 ﬁgé AAC AAg gTA gTT TTT TAC 54 (12538'633%
FluSwine NS F1 AgC RAA AgC Agg gTg RCA AA 55 (1E[J§(())4448)
FluSwine NS F9* CAg ggT gRC AAA RAC ATA ATg gA 55 (9E6334448)
FluSwine NS R819% 2,:/% CAR TAg TTg YAA KgC TTg CAT 55 %3062228)
FluSwine NS R881 ﬁﬁgc %; %TI' TTT TAT YAT TAA ATA 55 ?560—032‘118)
pHW2000_2895-F AgC TCT CTg gCT AAC TAg Ag 55 -
pHW2000_342-R Tgg CAA CTA gAA ggC ACA g 55 -

Tabelle 3: Pyrosequenzierungs-PCR- und Pyrosequenzierungsprimer

Bezeichnung

Sequenz (5> 37)

Position
(im Referenz-
genom)

FluA PB1 F1030 bio

TTY TCA AAC AAA ATg gCR AgA YTA

1030 - 1053
(DQ508855)

FIuA PB1 R1295

gTg TAY CTY TTY TgY CCA AgR TTC

1295 - 1272
(DQ508855)

FIuA PB1 S1205

gAK gCH gTD CCA TCT ATT A

1205 - 1187
(DQ508855)
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Bezeichnung

Sequenz (5> 37)

Position

(im Referenz-

genom)
FIuA PB2 F772 bio AgY YTR ATY ATT gCT gCY AgR AAC (7;(215_07898554)
FIuA PB2 R874 TCC CAC CAATYT gTg TgC T %35:0%58654)
FIUA PB2 S833 gCY AgT ggR TCY gCT gAT (8335:08818654)
FluA PA F1599 gCC ACA CAA RTg ggA RAA gTA YTg (15(91'95(;81865262)
FIuA PA R1694 bio ACA TAC ARR AAC ATK ggC CTY gA (13(%4;681865762)
FIUA PA S1625 TYC TYg AgA TAg gAg AYA Tg (18(2;6818653
FIUA HA F925-2 CAg AAC gTM CAY CCH VTC ACH ATH gg (9A2J53;1 305104)
FIUA HA R1100 bio ~ TAH CCA TAC CAH CCA TCT AYC ATT (1A110304;folf 47)7
FIuA HA S949 ggR gAR TgY CCM AAR TAT gT ?:;9 3;135 f4)
FIuA NP F986 bio TRT ggA Tgg CAT gCM AYT CT (9385'018%0558)
FIuA NP R1160 gCC CAR TAT YTR CTT CTM AgY TCA (158%68%15%7)
FIUA NP S1095 AAT TTg WAC YCC TCT RgT gg (18(9;;68}30526)
FIuA NA F1215 bio gTC Agg RTA YAg Cgg RAg TTT (1A231551é019223)5
FIuA NA R1320 RYT YTC TYT Rgg CMg YCC TCT gA (1:32501;301923)8
FIUA NA S1288 CCC AgA ARC AAg gTC (1/538581;3019227)4
FIuA M F348 bio ACT MAg YTA YTC WRC Ygg TgC ACT 538503878160)
FIUA M R456 YTC ACA RgT KgC RCA YAY WAg g ?385'0%38560)
FIUA M S436 ggC CAA AWg CHR MTT C ?385_0‘:3%3160)
FIuUA NS F545 TCR RRg gAC TTg AAT ggA AT (5;(525_058%%1)
FIuA NS R673 bio TTC YCg CCA TTT TYC gTT ?335_02?3661)
FIUA NS S599 gAT TCg CTT ggA gAA g '(5335_0?3%;%1)
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2.7 Plasmide

Bezeichnung

Insert

Herkunft

pHW2000 (Leervektor)

R. Webster
(Hoffmann et al.,
2000)

pHW2000-PB1 (WSN)

PB1 von A/WSN/1933

. Zbhner, RKI

pHW2000-PB2 (WSN)

PB2 von A/WSN/1933

. Zbhner, RKI

pHW2000-PA (WSN)

PA von A/WSN/1933

. Zbhner, RKI

pHW2000-HA (WSN)

HA von A/WSN/1933

. Zbhner, RKI

pHW2000-NP (WSN)

NP von A/WSN/1933

. Zbhner, RKI

pHW2000-NA (WSN)

NA von A/WSN/1933

. Zbhner, RKI

pHW2000-M (WSN)

M von A/WSN/1933

. Zbhner, RKI

pHW2000-NS (WSN)

NS von A/WSN/1933

. Zbhner, RKI

pHW2000-PB1 (NC)

PB1 von A/NewCaledonia/20/99

. Anton, RKI

pHW?2000-PB2 (NC)

PB2 von A/NewCaledonia/20/99

. Anton, RKI

pHW?2000-PA (NC)

PA von A/NewCaledonia/20/99

. Anton, RKI

pHW2000-HA (NC)

HA von A/NewCaledonia/20/99

. Anton, RKI

pHW2000-NP (NC)

NP von A/NewCaledonia/20/99

. Anton, RKI

pHW?2000-NA (NC)

NA von A/NewCaledonia/20/99

. Anton, RKI

pHW2000-M (NC)

M von A/NewCaledonia/20/99

. Anton, RKI

pHW2000-NS (NC)

NS von A/NewCaledonia/20/99

. Anton, RKI

pHW2000-PB1 (R65/06)

PB1 von A/whooperswan/R65/2006

. Stech, FLI

pHW2000-PB2 (R65/06)

PB2 von A/whooperswan/R65/2006

. Stech, FLI

pHW2000-PA (R65/06)

PA von A/whooperswan/R65/2006

. Stech, FLI

pHW2000-HA (R65/06)

HA von A/whooperswan/R65/2006

. Stech, FLI

pHW2000-NP (R65/06)

NP von A/whooperswan/R65/2006

. Stech, FLI

pHW2000-NA (R65/06)

NA von A/whooperswan/R65/2006

. Stech, FLI

bl el bl Bl el el bl - ol Do Dol Dol D DDl DA DR p R R DR bR b b

pHW?2000-M (R65/06) M von A/whooperswan/R65/2006 . Stech, FLI
pHW2000-NS (R65/06) NS von A/whooperswan/R65/2006 J. Stech, FLI
pHW2000-PB1 (NSA) PB1 von A/NSA/58/2007 in dieser Arbeit
erzeugt
pHW2000-PB2 (NSA) PB2 von A/NSA/58/2007 in dieser Arbeit
erzeugt
pHW2000-PA (NSA) PA von A/NSA/58/2007 in dieser Arbeit
erzeugt
pHW2000-HA (NSA) HA von A/NSA/58/2007 in dieser Arbeit
erzeugt
pHW2000-NP (NSA) NP von A/NSA/58/2007 in dieser Arbeit
erzeugt
pHW2000-NA (NSA) NA von A/NSA/58/2007 in dieser Arbeit
erzeugt
pHW2000-M (NSA) M von A/NSA/58/2007 in dieser Arbeit
erzeugt
pHW2000-NS (NSA) NS von A/NSA/58/2007 in dieser Arbeit
erzeugt
pPol-A-NS-Luc Luciferase von Photinus pyralis A. Zbéhner, RKI
pTK-Luc Luciferase von Renilla reniformis Promega
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2.8 Enzyme und Kits

Enzym/ Kit

Hersteller

AccuScript High Fidelity 1% Strand cDNA Synthesis Kit

Stratagene

BfuAl

New England BioLabs

BigDye Terminator 3.1

ABI

Bsal New England BioLabs
BsmBI New England BioLabs
BstEII New England BioLabs
BtgZI New England BioLabs
Dual-Luciferase Reporter Assay Promega

Invisorb Spin DNA Extraction Kit Stratec

Invisorb Spin Plasmid Mini Two Stratec

MSB Spin PCRapace Stratec

Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity Invitrogen

PyroMark Gold Q96 Reagents Qiagen

QIAfilter Plasmid Maxi Kit Qiagen

QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit Agilent Technologies
RNasin Promega

RTP DNA/RNA Virus Mini Kit Stratec

T4 DNA Ligase Fermentas

TaKaRa Ex Tag HS TaKaRa

2.9 Kunststoffverbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller
CryogefaBe (1,8 ml) Nunc
Kunststoffpipetten Corning
Mikrotiterplatten (96 well) Greiner Bio-One
PCR-Platten (96 well) ABgene
Pipettenspitzen Roth, Eppendorf
PyroMark Q96 Plate Low Qiagen

PyroMark Q96 Cartridge Qiagen
ReaktionsgefaBe (200 ul) ABgene
ReaktionsgefaBe (500 pl, 1500 pl, 2000 ul) Eppendorf
Zellkulturflaschen (Flache: 25 cm?, 75 cm?) TPP
Zellkulturflaschen (Flache: 175 cm?) nunc
Zellkulturplatten (6, 12, 24 well) TPP
Zellkulturschalen (@ 10 cm) TPP
Zentrifugenrdéhrchen (15 ml, 50 ml) PP
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2.10 Laborgerite

Gerat Modellbezeichnung Hersteller
Brutschrank CB 210 Binder
Brutschrank Heracell 150 Heraeus
ELISA-Reader Genios Pro Tecan
Erlenmeyerkolben - Schott
Gelelektrophoresekammer Horizon 58 Gibco
Glaspipetten - BRAND
Kamera Powershot A95 Canon
Kapillarsequenzer ABI 3500 Genetic Analyzer ABI
Luminometer TriStar LB 941 Berthold
Magnetrihrer Hotplate Stirrer Model L81 Labinco
MeBzylinder - BRAND
Mikroskop Axiovert 25/ Axiovert 40C Zeiss
Mikrowellengerat 8520 Privileg
Minizentrifuge Rotilabo Roth
Netzgerdt ST 305 Gibco
Netzgerat P25 Biometra
Neubauer-Zahlkammer - BRAND
PCR-Pipettier-Box - RKI-Eigenbau
Photometer ND-1000 Spectrophotometer NanoDrop
Pipetten Research Eppendorf
Pipetten Pipetman P Gilson
Pipettierhilfe pipetus-akku Hirschmann
Pyrosquencer PyroMark ID Qiagen
Pyrosequencing Prep-Tool PyroMark Q96 Vacuum Prep Qiagen
Sandbad DB 2A Dri-block Techne-Bibby
Scientific
Scanner Scanjet 2400 HP
Sicherheitswerkbank Kl. 2 CA/REV4 Clean Air
Sicherheitswerkbank Kl. 2 HeraSafe KS12 Heraeus
Skalpell - Dahle
Thermoblock HB-130 Unitek
Thermoblock Digital Dry Block Heater PMC
Thermocycler Mastercycler epGradient Eppendorf
Thermocycler 73000 Biometra
Thermodrucker P91D Mitsubishi
Thermomixer Thermomixer compact Eppendorf
Tischzentrifuge Biofuge fresco Heraeus
Tischzentrifuge (geklhlt) Multifuge 35-R Heraeus
Tischzentrifuge (gekihlt) 5402/ 5417R Eppendorf
UV-Transilluminator mit RH-5.1/ E.A.S.Y. 429K Herolab
Videodokumentation
Vortexer REAX 2000, Reax top Heidolph
Wasserbad 3042 Kéttermann
Zahlkammer Neubauer improved BRAND
Zentrifuge RC5C Sorvall
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2.11 Software und Datenbanken

Software/ Datenbank

Hersteller/ Autor/ Homepage

BioEdit 7.0.9 Hall T

Easy RH-3 Herolab

EndNote X5 Thomson Reuters
GraphPad Prism v5.01 GraphPad Software

Influenza Virus Resource

www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/FLU.html

Lasergene 7.2.1

DNASTAR

NCBI Datenbank

www.ncbi.nlm.nih.gov

Primer3

Rozen S, Skaletsky HJ

PyroMark Q96 ID Software

Qiagen
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Methoden

3.1 Extraktion viraler RNA

Die Extraktion der genomischen RNA der Influenzavirus-Partikel erfolgte aus
virushaltigem, zellfreiem Medienuberstand von Virusanzuchten in MDCK2-
Zellen (s. Kap. 3.16) oder zum Endzeitpunkt von Replikationskinetiken in
A549-Zellen (s. Kap. 3.22). Im Protokoll des flir die Extraktion benutzten Kits
(RTP DNA/RNA Virus Mini Kit, Stratec) wurde die Verwendung von 400 pl
Ausgangsmaterial empfohlen, das im Fall der RNA-Isolierung aus
Zellkulturiiberstand aus 200 pl Uberstand und 200 pl RNase-freiem Wasser
bestehen sollte. Mittels des Lysispuffers wurde zundchst die Virushille
aufgebrochen, um so die virale Nukleinsdaure freizusetzen. Die eigentliche
Abtrennung der RNA von Proteinen und weiteren Bestandteilen der Virushdlle
erfolgte Uber eine Sdule mit einer Filtermembran, an die die Nukleinsaure
selektiv band. In zwei Waschschritten mit verschiedenen Waschpuffern wurden
nicht gebundene Molekile entfernt. Im letzten Schritt wurde die RNA mit 60 pl

Elutionspuffer eluiert.

3.2 cDNA-Synthese

Fir die reverse Transkription der viralen RNA in eine einzelstrangige cDNA
wurde das AccuScript High Fidelity 1°* Strand cDNA Synthesis Kit (Stratagene)
und der Influenza A-Virus spezifische, nicht segmentspezifische Unil2-Primer
(s. Kap. 2.6) verwendet. Dadurch war es madglich, alle acht RNA-Segmente in
einem Ansatz revers zu transkribieren. Dem Protokoll des Herstellers folgend,
wurde die Reaktion in einem zweistufigen Prozess durchgeflhrt. Zunachst
wurde der Mastermix 1 (Tabelle 4) hergestellt, 5 pl der viralen RNA
hinzugefligt und der Ansatz bei 65 °C flir 5min und danach bei 4 °C flir 2min
inkubiert. Im Anschluss wurden 3 pl des Mastermix 2 (Tabelle 5) zum
Reaktionsansatz hinzugefiigt und dieser nacheinander fir 10 min bei 20 °C,
flir 60 min bei 42 °C und flr 5 min bei 85 °C inkubiert.
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Tabelle 4: cDNA-Mastermix 1

Reagenz (Stockkonzentration) | Endkonzentration Volumen [pl]
H,0, RNAse frei - 5,5
Accuscript RT Puffer (10x) 1x 2,0
Unil2 - Primer (25 pM) 1,25 uM 1,0
dNTPs (je 2,5 mM) 438 uM 3,5
gesamt 12,0

Tabelle 5: cDNA-Mastermix 2

Reagenz (Stockkonzentration) | Endkonzentration Volumen [pl]
DTT (100 mM) 10 mM 2,0
RNAsin (40 U/ p) 1U/ pl 0,5
AccuScript High Fidelity RT - 0,5
gesamt 3,0

3.3 DNA-Amplifikation mittels PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdglicht es, DNA-Molekdlle in vitro zu
amplifizieren. Ein Zyklus der PCR verlauft in mehreren Schritten: Bei einer
hohen Temperatur von ca. 95 °C wird die doppelstrangige DNA in ihre
Einzelstrange denaturiert, die anschlieBend als Matrize dienen. Bei der
nachfolgenden Abklhlung auf die spezifische Annealingtemperatur der Primer
hybridisieren diese mit ihren komplementdaren Zielsequenzen auf den
Matrizenstrangen. Bei ca. 72 °C wird in der Elongationsphase, beginnend an
den 3 -OH-Enden der Primer, durch die DNA-Polymerase der Gegenstrang zur
Matrize  synthetisiert. @ Ausgehend von den neu synthetisierten,
doppelstrangigen DNA-Molekilen kann ein weiterer Reaktionszyklus beginnen.
Da in einer PCR 25 bis 45 dieser Zyklen durchlaufen werden, liegt nach
Abschluss der DNA-Amplifikation ein Vielfaches der urspringlich vorhandenen
DNA-Molekdle vor.

3.3.1 Amplifikation der vollstiandigen genomischen

Segmente

Fir die Amplifikation der vollstdndigen genomischen Segmente der
Influenzaviren wurden segmentspezifische Primer (Tabelle 1, s. Kap. 2.6)

verwendet. Dabei wiesen sowohl der forward als auch der reverse Primer
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jeweils an den 5°-Enden Nukleotidiberhédnge auf, so dass bei der
Amplifikation an die vollstandigen genomischen Segmente beidseitig definierte
Nukleotidfolgen angehangt wurden. Diese dienten zu einem spateren Zeit-
punkt als Erkennungs- und Schnittstellen fir Restriktionsenzyme (s. Kap. 3.7).
Die Amplifikation der viralen Segmente erfolgte durch die TaKaRa Ex Taq HS-
Polymerase in einem Reaktionsansatz nach Tabelle 6. Zu jedem Ansatz wurden
3,0 ul cDNA pipettiert. Das Temperaturprofil der PCR ist in Tabelle 7
aufgeflihrt.

Tabelle 6: Reaktionsansatz fiir die Amplifikation der vollstandigen

genomischen Segmente der Influenzaviren

Reagenz (Stockkonzentration) | Endkonzentration Volumen [pl]
H,O, RNAse frei - 36,50
Ex Tag Puffer (10x) 1x 5,00
dNTPs (je 2,5 mM) 200 uM 4,00
Primer, forward (10 yM) 0,125 uM 0,625
Primer, reverse (10 uM) 0,125 uM 0,625
TaKaRa Ex Tag HS (5 U/ul) 1,25 U 0,25
gesamt 47,00

Tabelle 7: Temperaturprofil fiir die Amplifikation der vollstandigen

genomischen Segmente der Influenzaviren

Temperatur Zeit [min:sec] Anzahl Wiederholungen
98 °C 3:00 -
98 °C 0:15
Ta 0:30 45
72 °C t
72 °C 5:00 -

T, der Primer flir Segmente M, NS: 52 °C

T, der Primer flir Segmente PB1, NA: 53 °C

T, der Primer flir Segment NP: 54 °C

T, der Primer flir Segment HA: 56 °C

T, der Primer flir Segment PB2: 59 °C

T, der Primer flir Segment PA: 61 °C

t der Elongationsphase fiir Segmente PB1, PB2, PA: 3:30

t der Elongationsphase fir Segmente HA, NP, NA, M, NS: 2:30
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3.3.2 Kolonie-PCR

Zum Zweck des schnellen Nachweises einer erfolgreichen Transformation
(s. Kap. 3.10) in einer bestimmten Bakterienkolonie wurde die Kolonie-PCR
durchgefiihrt. Dabei wurde mittels einer sterilen Pipettenspitze ein Teil einer
einzelnen Bakterienkolonie von einer Agarplatte abgel6st und in jeweils einen
Reaktionsansatz (Tabelle 8) Uberfihrt. Die initiale Erhitzung der Ansatze auf
98 °C im Rahmen des Temperaturprofils (Tabelle 9) der Kolonie-PCR lysiert die
Bakterienzellen und setzt die DNA frei. Da virusspezifische Primer (mit *
markierte Primer, Tabelle 2, s. Kap. 2.6) verwendet wurden, konnten eventuell
vorhandene virale Sequenzen in der PCR-Reaktion amplifiziert und mittels

Agarosegelelektrophorese (s. Kap. 3.4) nachgewiesen werden.

Tabelle 8: Reaktionsansatz fiir die Kolonie-PCR

Reagenz (Stockkonzentration) | Endkonzentration Volumen [pl]
H,0O, RNAse frei = 16,15
10x PCR Puffer (10x) 1x 2,50
dNTPs (je 2,5 mM) 200 uM 2,00
MgCl, (50 mM) 2 mM 1,00
Primer, forward (10 uM) 0,25 uM 0,625
Primer, reverse (10 uM) 0,25 uM 0,625
Platinum Tag DNA Pol. (5 U/ul) 0,5U 0,10
gesamt 23,00

Tabelle 9: Temperaturprofil der Kolonie-PCR

Temperatur Zeit [min:sec] Anzahl Wiederholungen
98 °C 5:00 -
98 °C 0:30
T, 0:30 45
72 °C 2:00
72 °C 5:00 -

T, der Primer flir Segmente PB2, NS: 51 °C

T, der Primer flir Segment PA: 52 °C

T, der Primer fir Segmente PB1, HA, NA: 53 °C
T, der Primer flir Segment M: 54 °C

T, der Primer flir Segment NP: 55 °C
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3.3.3 PCR fiir nachfolgende Pyrosequenzierung

PCR-Produkte, die mittels Pyrosequenzierung (s. Kap. 3.7.2) analysiert werden
sollen, mussen unter Verwendung eines biotinylierten und eines nicht-
biotinylierten Primers synthetisiert werden. Alle in dieser Arbeit verwendeten
Pyrosequenzierungs-PCR-Primerpaare sind in Tabelle 3 (s. Kap. 2.6)
aufgefihrt. Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes ist in Tabelle 10
dargestellt. Zu jedem Ansatz wurden 3 pl cDNA (s. Kap. 3.2) pipettiert und die
Gesamtansatze in Abhdangigkeit der Primerannealingtemperatur nach dem

Temperaturprofil aus Tabelle 11 inkubiert.

Tabelle 10: Reaktionsansatz fiir PCR mit nachfolgender Pyrosequenzierung

Reagenz (Stockkonzentration) | Endkonzentration Volumen [pl]
H,0, RNAse frei - 14,87
Ex Tag Puffer (10x) 1x 2,50
dNTPs (je 2,5 mM) 200 uM 2,00
Primer, biotinyliert (10 yM) 0,5 uM 1,25
Primer, nicht biotinyliert (10 uM) 0,5 uM 1,25
TaKaRa Ex Tag HS (5 U/ul) 0,65 U 0,13
gesamt 22,00

Tabelle 11: Temperaturprofil fiir PCR mit nachfolgender Pyrosequenzierung

Temperatur Zeit [min:sec] Anzahl Wiederholungen
98 °C 3:00 -
98 °C 0:15
T, 0:30 45
72 °C 0:30
72 °C 5:00 -

T, der Primer flir Segmente PB1, HA, NP, M: 48 °C
T, der Primer flir Segmente PB2, PA, NA, NS: 53 °C

3.4 Qualitative Agarosegelelektrophorese

Die qualitative Agarosegelelektrophorese diente dem Nachweis von DNA-
Fragmenten und ggf. der Bestimmung ihrer GroBe. Mit Hilfe dieser Methode
wurden in der vorliegenden Arbeit PCR-Produkte (s. Kap. 3.3) und linearisierte
Plasmide (s. Kap. 3.7) analysiert. Die Gelelektrophorese erfolgte in 1 %,

1,5% oder 2 %igen Agarosegelen, denen Ethidiumbromid (Sigma) zur
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Visualisierung der DNA unter UV-Licht zugesetzt war. In jede Geltasche
wurden 4ul Mix, bestehend aus 3ul DNA-haltiger Probe und 1pl Gel-Ladepuffer,
pipettiert. Eine 100 bp oder 250 bp DNA-Leiter (Invitrogen) wurde als
GroBenstandard verwendet. Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte in
1x TAE-Laufpuffer bei 90 V flr 30 bis 45 min.

3.5 Aufreinigung von PCR-Produkten und Plasmiden

3.5.1 Aufreinigung durch praparative Agarosegel-

Elektrophorese

Wurden durch die qualitative Agarosegelelektrophorese (s. Kap. 3.4) in einem
PCR-Produkt unerwinschte DNA-Fragmente nachgewiesen, so wurde die
betreffende Probe mit einem praparativen Gel aufgereinigt. Auch linearisierte
pHW2000-Leervektoren (s. Kap. 3.7) wurden mit dieser Methode gereinigt. Bis
auf die hdhere Probenmenge von 15 pl, die mit 3 pl Gel-Ladepuffer versetzt
wurde, blieben die Versuchsbedingungen im Vergleich zur qualitativen
Agarosegelelektrophorese (s. Kap. 3.4) gleich. Nach der Elektrophorese wurde
der Teil des Agarosegels, der die DNA-Fragmente der korrekten GroéBe enthielt,
mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Das Gelstick wurde
anschlieBend im Gel Solubilizer S-Puffer aus dem Invisorb Spin DNA Extraction
Kit (Stratec) bei 50 °C fir 15 min geschmolzen und die so freigesetzte DNA

nach Herstellerprotokoll Gber die Saulenmembran isoliert.

3.5.2 Aufreinigung durch DNA-bindende Membranen

Konnte mittels qualitativer Agarosegelelektrophorese (s. Kap. 3.4) ein PCR-
Produkt der korrekten GréBe ohne weitere unerwlinschte DNA-Fragmente
nachgewiesen werden, so war die Aufreinigung des PCR-Produkts mit dem
membranbasierten MSB Spin PCRapace Kit (Stratec) mdglich. Auch mit
Restriktionsenzymen geschnittene DNA-Fragmente wurden mittels dieses Kits
gereinigt. Den Herstellervorgaben entsprechend wurde die gesamte Probe mit
Binding Buffer versetzt und auf eine Saule mit einer Filtermembran pipettiert.
DNA-Moleklle ab einer definierten GréBe binden an diese Membran,
wohingegen nicht eingebaute dNTPs, Oligonukleotide und Enzyme aus einer

PCR-Reaktion bzw. kurze DNA-Stiicke aus einem Restriktionsverdau nicht
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gebunden werden. Bei der nachfolgenden Zentrifugation werden alle nicht
gebundenen Molekile von der Membran entfernt. In einem letzten Schritt

wurde die gebundene DNA mit 40 ul RNase freiem H,O von der Saule eluiert.

3.6 DNA-Quantifizierung durch photometrische Bestimmung

Die Quantifizierung der DNA in einer Probe war noétig, da flr
molekularbiologische Methoden und fir die Transfektion von A549-Zellen
definierte Mengen der PCR-Produkte, der linearisierten Leervektoren und
Plasmide eingesetzt werden mussten. Zur Analyse wurden auf den MessfuB3
des ND-1000 Mikrovolumen-Spectrophotometers (NanoDrop) 2 ul der zu
quantifizierenden Probe pipettiert. Uber die Messung der Absorption des
Lichtes bei einer Wellenléange von 260 nm konnte die

Nukleinsdurekonzentration photometrisch ermittelt werden.

3.7 DNA-Sequenzierung

3.7.1 DNA-Sequenzierung nach Sanger

Im Anschluss an die Isolierung der pHW2000-Expressionsplasmide aus
Bakterienzellen (s. Kap. 3.13) wurden die Inserts sequenziert. Dadurch sollten
eventuell vorhandene Mutationen identifiziert werden, die wahrend der
Erzeugung der Plasmide entstanden waren. Die Sequenzierung erfolgte in
Anlehnung an die Sanger-Sequenziermethode [230] nach der Cycle-
Sequencing-Methode. Als Matrize dienten dabei die Inserts der pHW2000-
Expressionsplasmide, als Sequenzierprimer wurde pro Sequenzierreaktion
jeweils ein Primer aus Tabelle 2 (s.Kap. 2.6) verwendet. Die
Zusammensetzung eines Sequenzieransatzes und das Temperaturprofil sind in
Tabelle 12 und Tabelle 13 dargestellt. In der Reaktion wurden dNTPs und
Didesoxy-Nukleosidtriphosphate (ddNTPs) in einem definierten Verhaltnis
zueinander eingesetzt, so dass wahrend der DNA-Synthese einer statistischen
Wahrscheinlichkeit entsprechend Kettenabbriiche erfolgten. Die dadurch
entstandenen, unterschiedlich langen Nukleinsaurefragmente trugen an ihrem
3'-Ende jeweils ein ddNTP mit einem spezifischen Fluoreszenz-Farbstoff. Die

Fragmente wurden mittels einer Polyacrylamidgel-Kapillarelektrophorese im
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ABI 3500 Genetic Analyzer ihrer GroBe nach aufgetrennt. Dabei wurde das
emittierte Licht der verschiedenen Fluoreszenz-Farbstoffe detektiert und so die
Nukleotidsequenz ermittelt. Die Sequenzdaten wurden anschlieBend mit der
Software DNASTAR Lasergene und BioEdit bearbeitet und analysiert.

Tabelle 12: Sequenzieransatz

Reagenz (Stockkonzentration) | Endkonzentration/ Masse | Volumen [pl]
Sequencing Buffer (5x) 0,75x 1,5
Primer (10 uM) 0,5 uM 0,5
BigDye Terminator v3.1 Mix = 1,0
Plasmid-DNA 150-300 ng 1,0-7,0
H,O, RNAse frei - ad 10,0
gesamt 10,0

Tabelle 13: Temperaturprofil fiir die Cycle-Sequencing-Reaktion

Temperatur Zeit [min:sec] Anzahl Wiederholungen
96 °C 1:30 -
96 °C 0:10
Ta 0:05 25
60 °C 4:00
T, der Primer sind in Tabelle 2 aufgefiihrt

3.7.2 Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung wurde fur die Bestatigung der genomischen Zusam-
mensetzung der Reassortanten und Parentalviren eingesetzt. Ausgehend von
jedem viralen Segment wurde zunachst ein Biotin-markiertes PCR-Produkt
synthetisiert (s. Kap. 3.3.3) und in einem Reaktionsansatz nach Tabelle 14
eingesetzt. Bei einer Inkubation von 10 min bei RT bindet die Straptavidin-
Sepharose an das Biotin des PCR-Produkts, das anschlieBend an einer Sdule
immobilisiert werden kann. Bei mehreren Waschschritten wird das PCR-
Produkt denaturiert und der nicht Biotin-markierte Strang entfernt. Der Biotin-
markierte Einzelstrang wird in einen Reaktionsansatz nach Tabelle 15 Uberflhrt
und der Ansatz fir 2 min auf 80 °C erhitzt. Bei der folgenden Abkihlung auf
RT hybridisiert der Sequenzierprimer (Tabelle 3, Kap. 2.6) mit dem

Einzelstrang.
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Tabelle 14: Reaktionsansatz fiir Immobilisierung des Biotin-PCR-Produkts

Reagenz (Stockkonzentration) | Endkonzentration/ Masse | Volumen [pl]
Binding Buffer (2x) 1x 40,0
Streptavidin-Sepharose - 3,0
Biotin-PCR-Produkt 100-200 ng 12,5-30,0
H,O, RNAse frei - ad 80,0
gesamt 80,0

Tabelle 15: Reaktionsansatz fiir Primerannealing

Reagenz (Stockkonzentration) | Endkonzentration Volumen [pl]

Annealing Buffer = 40,0

Sequenzier-Primer (25 uM) 1,47 uM 2,5
gesamt 42,5

Wahrend der eigentlichen Pyrosequenzierungsreaktion wird dem
Sequenzansatz zunachst eines der vier dNTPs sowie ein Enzymmix aus
Polymerase, Sulfurylase, Luciferase und Apyrase hinzugefiigt. Das dNTP wird
an das 3 'OH-Ende des Sequenzierprimers gebunden, wenn es zum Nukleotid
des Biotin-markierten Einzelstrangs komplementar ist. Bei dieser Reaktion
wird ein Pyrophosphat-Molekll frei, welches durch die Sulfurylase bei der ATP-
Synthese verbraucht wird. Das entstandene ATP wird von der Luciferase flr
die Umsetzung von Luciferin in Oxyluciferin verwendet, wobei ein Lichtsignal
entsteht. Die Starke des Lichtsignals ist dabei ein MaB fir die Anzahl der
eingebauten dNTPs. Sollte das hinzugefligte dNTP nicht komplementar zum
Nukleotid des Einzelstrangs sein, bleibt die Reaktion aus. Nicht eingebaute
dNTPs werden durch die Apyrase abgebaut. Ein neuer Zyklus der
Sequenzierung beginnt, wenn ein anderes der vier dNTPs zusammen mit dem
Enzymmix hinzugefligt wird. Die Nukleotidsequenz des synthetisierten
Stranges kann durch die Reihenfolge der dem Sequenzansatz hinzugefligten

dNTPs und der dabei jeweils detektierten Lichtsignale bestimmt werden.

3.8 Restriktionsenzymatischer Verdau von PCR-Produkten und

Plasmiden
Im Vorfeld der Klonierung der genomischen Segmente der Influenzaviren in
die pHW2000-Vektoren (s. Kap. 3.9) wurden die PCR-Produkte aus 3.3.1 und

der pHW2000-Leervektor an definierten Sequenzpositionen mit Restriktions-
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enzymen geschnitten, um spezifische Einzelstrang-DNA-Uberhdnge zu

erzeugen. Auch die Linearisierung der Insert-tragenden pHW2000-Plasmide,
die aus Bakterien isoliert wurden (s. Kap. 3.12) und im qualitativen Agarosegel
(s. Kap. 3.4) auf die korrekte Lange uberprift werden sollten, wurde mit
Restriktionsenzymen durchgefihrt. Die verwendeten Enzyme, die damit
jeweils verdauten PCR-Produkte und Plasmide sowie die Reaktionsbedingungen

sind in Tabelle 16 aufgeflhrt.

Tabelle 16:

Restriktionsenzyme,

Plasmide und Reaktionsbedingungen

enzymatisch verdaute PCR-Produkte/

enzymatisch
verdautes
Restriktions- | genomisches | Restriktions- | Inkubations- | Inaktivierungs-
enzym Segment als ansatz bedingungen bedingungen
PCR-Produkt
o. Plasmid
500 ng DNA
BfuAl HA, NP, NA iESULr;Ee/KI 50 °C, @.N. 65 °C, 20 min
ad 25,0 ul H,0
500 ng DNA
Bsal PA §§5”:.|:D;fsfaeIr 50 °C, i.N. |65 °C, 20 min
ad 25,0 ul H,O
BsmBI pHW2000- ’ 55 °C, .N. 80 °C, 20 min
Leervektor e [ il
ad 25,0 pl H,O
500 ng
pHW?2000-PB1, | Plasmid-DNA
-PB2, -PA, -HA, | 1,5 pul Puffer o keine
BStEII ‘NP, -NA, -M, - |0.15 yiBsa |00 °C/ 1 h Inaktivierung
NS 0,3 pl BstEII
ad 15,0 ul H,0O
500 ng DNA
2,5 ul Puffer
BtgZI PB2 0,25 ul BSA 60°C, 1h 80 °C, 20 min
1,25 pl BtgZI
ad 25,0 ul H,O

3.9 Klonierung von viralen cDNAs in den pHW2000-Vektor

Nach der Methode von Hoffmann et al. [231] wurde jedes der acht viralen
Genomsegmente in Form eines PCR-Produktes aus Kap. 3.3.1 einzeln in je
einen pHW2000-Leervektor kloniert, so dass die genetische Information eines

Influenzavirus-Stammes getrennt auf acht Expressionsplasmiden vorlag. Fur

54



die Klonierung wurden die restriktionsenzymatisch geschnittenen (s. Kap. 3.8)
und aufgereinigten (s. Kap. 3.5) PCR-Produkte und pHW2000-Leervektoren
verwendet. Die Insertion der viralen cDNA erfolgte aufgrund spezifischer
Einzelstranglberhange in definierter Orientierung zwischen dem py,-Promotor
und der t-Terminationssequenz des Vektors (Abbildung 8, s. Kap. 3.20). Die
Ligation wurde mit einem Insert zu Vektor-Verhaltnis von 5:1 durchgefiihrt.
Der Ligationsansatz (Tabelle 17) wurde bei 16 °C U.N. inkubiert und danach
bei 65 °C fur 10 min inaktiviert.

Tabelle 17: Ligationsansatz

Komponente (Stockkonzentration) | Endkonzentration Volumen/ Masse
PCR-Produkt (Insert) - 75 ng - 200 ng
pHW2000-Leervektor - 50 ng

T4 DNA Ligase - Puffer (10x) 1x 1yl

T4 DNA Ligase (1 U/ul) 1U 1l

H,O, RNAse frei - ad 10 pl

3.10 Transformation von Bakterien

Die Transformation verschiedener Bakterienstamme (s. Kap. 2.2) mit den
pHW2000-Expressionsplasmiden aus 3.9 diente der Amplifikation der
Plasmide. Dazu wurde pro Transformationsansatz ein pHW2000-
Expressionsplasmid, das zusatzlich zum Insert ein Ampicillin-Resistenzgen
trug, entsprechend des Herstellerprotokolls in die Bakterienzellen eingebracht.
Alle Transformationsprotokolle basieren auf der heat-shock Methode: Die
kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und 1 - 5pl des
Ligationsansatzes (s. Kap. 3.9) in das GefaB pipettiert. Nach der Inkubation
von 30 min auf Eis wurde der Transformationsansatz fir 30 - 45 Sekunden in
einem 42 °C warmen Wasserbad erwarmt und anschlieBend wieder auf Eis
abgekuhlt. Nach der Zugabe von SOC- oder NZY*"-Medium wurden die Anséatze
fir 1 h bei 37 °C auf dem Schittler inkubiert. Das Medium mit den
transformierten Bakterien wurde im Anschluss auf Petrischalen mit Ampicillin-
haltigem LB-Festmedium ausplattiert und die Kulturen G.N. bei 37 °C oder flr

3 d bei RT inkubiert.
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3.11 Kultivierung von Bakterien

Von jedem Transformationsansatz (s. Kap. 3.10) wurden mehrere
Bakterienklone von der Petrischale aufgenommen und einzeln in flissigem LB-
Medium vermehrt. Dazu wurden 3 ml LB-Medium mit 3 pl Ampicillin
(100 pg/ml) versetzt und das Medium mit einem Bakterienklon angeimpft. Flr
groBere Kultivierungsansatze wurden 250 ml LB-Medium (mit 250 pl
Ampicillin) mit 2 ml Start-Bakterienkultur beimpft. Alle Fllssigkulturen wurden
bei 37 °C U.N. auf dem Schuttler inkubiert.

3.12 Glycerinstocks transformierter Bakterien anlegen

Um die mit den pHW2000-Expressionsplasmiden  transformierten
Bakterienklone (s. Kap. 3.10) dauerhaft verfigbar zu halten, wurden von
diesen Glycerinstocks angelegt. Dazu wurden 1 ml der Bakterienkultur (s. Kap.

3.11) mit 250 pl Glycerin vermischt und bei -80 °C gelagert.

3.13 Isolierung von Plasmiden aus Bakterienkulturen

Fir die Isolierung der pHW2000-Expressionsplasmide aus den kultivierten
Bakterienzellen (s. Kap. 3.11) wurden kommerziell erhaltliche Kits verwendet.
Dem jeweiligen Herstellerprotokoll folgend wurden mit dem Invisorb Spin
Plasmid Mini Two (Stratec) 2 ml, mit dem QIAfilter Plasmid Maxi Kit (Qiagen)

250 ml Bakterienkultur prapariert und die Plasmide isoliert.

3.14 Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung der adharent wachsenden A549-, HEK 293T- und MDCK2-
Zellen erfolgte bei 37 °C und 5 % CO,-Gehalt in einem Zellkulturbrutschrank.
Flr die A549- und HEK 293T-Zellen wurde Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM), flur die MDCK2-Zellen Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM)
verwendet. Jedem Zellkulturmedium wurden 10 % FKS und 1 % Glutamin
zugesetzt. Das Medium der A549- und MDCK2-Zellen enthielt zusatzlich 1 %
Non-Essential-Amino-Acids (NEAA). In Abhangigkeit der GréBe der Zellkultur-
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flasche wurden 10 ml (T25-), 20 ml (T75-) oder 50 ml Zellkulturmedium
(T175-Flasche) eingesetzt. Die Passagierung der Zellen erfolgte bei einer
Konfluenz von 80 - 95 %. Dazu wurde das verbrauchte Zellkulturmedium
entfernt und die adharenten Zellen zweimal mit PBS ,ohne™ gewaschen. Nach
dem Entfernen des PBS wurden die A549- und HEK 293T-Zellen einmalig mit 1
- 2 ml Trypsin-EDTA Uberschichtet und flir 3 min im Brutschrank inkubiert. Die
MDCK2-Zellen wurden zunachst mit 1 - 2 ml Trypsin-EDTA Uberschichtet, flr
eine Minute bei RT inkubiert und das Trypsin-EDTA wieder entfernt.
AnschlieBend wurden die MDCK2-Zellen erneut mit 1 - 2 ml Trypsin-EDTA
Uberschichtet und fur 15 min im Brutschrank inkubiert. Nach der jeweiligen
Inkubationszeit wurden die abgelésten Zellen in 10 ml Zellkulturmedium
resuspendiert und mit einer Splitrate von 1:2 bis 1:8 in eine neue

Zellkulturflasche eingesat.

3.15 Bestimmung der Zellkonzentration in Suspensionen

Die Bestimmung der Konzentration von Zellen in einer Zellsuspension erfolgte
direkt nach Resuspendierung der Zellen (s. Kap. 3.14). Dazu wurden 50 pl der
Zellsuspension in 150 yl PBS ,ohne"“ verdinnt und mit 50 ul Trypanblau
(0,25 %) versetzt. Trypanblau farbt abgestorbene Zellen mit perforierter
Zellmembran blau, wohingegen lebende Zellen mit intakter Zellmembran nicht
gefarbt werden. In einer Neubauer-Zahlkammer wurden alle lebenden Zellen
der vier groBen Eckquadrate gezahlt, der Mittelwert pro Eckquadrat ermittelt

und unter Beachtung des Verdinnungsfaktors die Zellkonzentration errechnet.

3.16 Virusanzucht

Fir die Herstellung der Influenza A Virus-Stocks wurden MDCK2-Zellen
verwendet. In der Vorbereitung der Virusanzucht wurden die Zellen mit einem
definierten Umsetzfaktor in Zellkulturflaschen ausgesat und mit MDCK2-
Kulturmedium kultiviert, so dass sie zum Zeitpunkt der Infektion zu etwa 80 %
konfluent waren. Vor der Infektion wurden die MDCK2-Zellen zweimal mit
EMEM-Medium ohne Zusatze gespult und das Medium vollstandig entfernt. Die

Infektion der Zellen erfolgte durch das Uberschichten mit einer virushaltigen
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Suspension, wobei fur die Herstellung der Virus-Stocks keine definierte
multiplicity of infection (MOI) gewahlt wurde. Je nach GréBe der
Zellkulturflasche wurde ein Infektionsvolumen von mindestens 650 pl flir T25-
und 2 ml fur T75-Flaschen verwendet. Die Infektionsansatze wurden fur
45 min bei RT inkubiert und die Zellkulturflaschen dabei alle 15 min leicht
geschwenkt. Im Anschluss wurden die MDCK2-Zellen zweimal mit EMEM-
Medium ohne Zusatze gespult und das Medium entfernt. Fur die Virusanzucht
wurde in die T25-Flaschen 7,5 ml, in T75-Flaschen 10 ml des trypsinhaltigen
MDCK2-Infektionsmediums geflllt und die Zellen bei 37 °C fur zwei bis sechs
Tage im Brutschrank  inkubiert. Die Ernte  des  virushaltigen
Zellkulturtiberstandes erfolgte in Abhangigkeit der Ausbildung des
cytopathischen Effekts (CPE), spatestens jedoch nach sechs Tagen. Hierflr
wurde der Zellkulturiberstand abgenommen, bei 1.500 rpm fir 5 min

zentrifugiert, der Uberstand aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.

3.17 HA-Test

Der Haemagglutinations-Test (HA-Test) ermdglicht die Quantifizierung von
Influenzavirus-Partikeln in einer Suspension. Dabei wird die Fahigkeit der
Influenzaviren genutzt, Erythrozyten von bestimmten Saugetieren oder Végeln
zu agglutinieren. Fir den Test wurden ab der zweiten Reihe einer 96-Well-
Mikrotiterplatte in jedes Well 50 pl NaCl-Lésung (0,9 %) vorgelegt. Von den zu
untersuchenden Suspensionen wurden je 100 pl in das erste Well pipettiert.
Um eine Verdlnnungsreihe (log,) herzustellen, wurden 50 ul Virus-Suspension
aus dem ersten in das zweite Well Uberfihrt und durch Pipettieren mit der
NaCl-Lésung gemischt. Dieser Schritt wiederholte sich bis zum letzen Well der
Platte und endete mit der Entfernung von 50 pul Material aus der letzten
Verdlinnungsstufe. Mit der mitgefihrten Negativkontrolle wurde ebenso
verfahren. Im Anschluss wurden 50 pul Erythrozytensuspension (0,5 %) in
jedes Well pipettiert und die Mikrotiterplatte kurz geschittelt. Nach
30minutiger Inkubation konnte der HA-Test ausgewertet werden, indem die
Mikrotiterplatte vertikal gestellt wurde. In allen Wells der Negativkontrolle
muss eine vollstandige Sedimentation der Erythrozyten am Boden der Platte
als ,Knopf*-Bildung erkennbar sein. Lauft dieser Erythrozyten-,Knopf* beim

Vertikalhalten der Platte aus, so liegt keine Hamagglutination vor. Alle Wells, in
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denen die Erythrozyten nicht sedimentieren oder in denen der Erythrozyten-
~Knopf* beim Vertikalhalten der Platte nicht auslauft, wurden als
Hamagglutinations-positiv gewertet. Der HA-Titer der jeweiligen Probe ist der
reziproke Wert der hochsten Verdinnungsstufe, in der noch eine

Hamagglutination auftritt.

3.18 Virustitration mittels Plaque-Test

Der Plaque-Test wurde zur Quantifizierung replikationskompetenter
Influenzavirus-Partikel in einer Probe verwendet. Er basiert auf dem durch die
Virusinfektion verursachten CPE bzw. der Lyse von benachbarten Zellen
innerhalb eines ansonsten konfluenten Zellrasens. Zusatzlich zur Bestimmung
des Virustiters kann mit dem Plaque-Test auch die Plague-Morphologie
beurteilt werden. In Vorbereitung des Tests wurden in Kultur befindliche
MDCK2-Zellen, wie in Kap. 3.14 beschrieben, mit PBS ,ohne™ gespdilt, mit
Trypsin-EDTA trypsiniert und in Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen
wurden in 12-Well-Platten ausgesat und flr zwei Tage im Brutschrank
inkubiert. Am Tag des Testbeginns wurde aus den zu 100 % konfluenten Wells
das Kulturmedium entfernt und die Zellen wurden zweimal mit 1 ml EMEM
gespdllt. Von den zu titrierenden Proben wurde eine Verdinnungsreihe (logio)
in PBS* angelegt und 100 pl jeder Verdinnungsstufe in je ein Well pipettiert.
Als Negativkontrolle wurden 100 pl PBS* verwendet. Die 12-Well-Platten
wurden anschlieBend fir 45 min bei RT inkubiert und alle 15 min leicht
geschwenkt. Nach dieser Inkubationszeit wurden pro Well 1 ml Avicel-Medium-
Lésung aufgetragen und die Platten im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Das
Fixieren und Farben des Zellrasens erfolgte nach zwei bis drei Tagen
Inkubation durch die Zugabe von 0,5 ml Fixier- und Farbelésung pro Well.
Nach 20 min wurde die Lésung in den Wells vollstandig abgesaugt, jedes Well
zweimal mit 1 ml H20 (bidest.) gewaschen und die Platte getrocknet. Das
Auszahlen der Plaques erfolgte in den Wells, in denen die Plaques voneinander
klar abgegrenzt waren und die Plaqueanzahl zwischen 5 und 100 lag. Uber die
Anzahl der Plaques bei dieser Verdinnungsstufe und die entsprechende
Vorverdinnung konnte dann der Virustiter in plaque forming units (pfu)/ml

berechnet werden. Alle Virustiter wurden in Plaque-Test-Duplikaten bestimmt.
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3.19 Plaquereinigung von Virusisolaten

Virusisolate, die aus humanen oder tierischen Proben gewonnen wurden,
stellen eine Mischung genetisch nicht identischer Viren dar. Die
Plaquereinigung erfolgte mit dem Ziel, aus dieser Mischung mindestens einen
einzelnen genetischen Virusklon zu isolieren. Dazu wurden kultivierte MDCK2-
Zellen mit PBS ,ohne" gespilt, trypsiniert und in Kulturmedium resuspendiert
(s. Kap. 3.14). Die Zellen wurden in Zellkulturschalen (@ 10 cm) ausgesat und
mit Kulturmedium flr zwei Tage im Brutschrank inkubiert. Am Tag der
Infektion wurde das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit EMEM
gespult. Da bei einer Plaquereinigung die Plaques klar voneinander abgegrenzt
sein mussen, wurde anhand des bekannten Virustiters des zu reinigenden
Virusmaterials die passende Verdinnung, bezogen auf das Infektionsvolumen
und die KulturgefaBflache, berechnet. Die Verdinnung wurde in PBS*
vorgenommen und als Infektionsvolumen 2050 ul pro Zellkulturschale
aufgetragen. Als Negativkontrolle wurde die gleiche Menge PBS* in eine
separate Schale pipettiert. Alle Zellkulturschalen wurden flir 45 min bei RT
inkubiert und alle 15 min leicht geschwenkt. Nach der Inkubationszeit wurde
das Infektionsvolumen abgesaugt und die Zellen mit EMEM gespult. Im
Anschluss wurde pro Kulturschale 16,4 ml erwarmtes Agar-Overlaymedium
aufgetragen und bei RT abgekihlt. Die invertierten Zellkulturschalen wurden
fir drei Tage bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Fir die Isolierung der
einzelnen Virusklone wurden die entstandenen Plaques im Zellrasen im
Gegenlicht markiert und mittels Pipettenspitze der an dieser Stelle aufliegende
Agar abgehoben. Die Agarfragmente wurden jeweils in 325 pl 2xEMEM
aufgenommen und bei 4 °C Uber Nacht (i.N.) inkubiert. AnschlieBend wurden
zu den Ansatzen 325 pl H20 (bidest.) pipettiert. Die Anzucht der
plaquegereinigten Virusklone erfolgte in T25-Zellkulturflaschen (s. Kap. 3.16).

3.20 Erzeugung rekombinanter Influenzaviren durch reverse
Genetik

Das gesamte Genom eines Influenzavirus, bestehend aus acht viralen
Genomsegmenten, kann nach der Methode von Hoffmann et al. [231] in acht

pHW2000-Expressionsplasmide kloniert werden (s. Kap. 3.3.1, 3.7, 3.9). Wird
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eine eukaryotische Zelle mit einem solchen Plasmid transfiziert, so wird von
der viralen cDNA im Plasmid sowohl eine virale genomische RNA als auch eine
virale  mRNA gebildet: Die RNA-Polymerase I verwendet dabei den piy-
Promotor und die t;-Terminationssequenz flir die Synthese der viralen
genomischen RNA, die RNA-Polymerase II den p;-CMV-Promotor und das ap-
BGH-Polyadenylierungssignal flir die Synthese der viralen mRNA (Abbildung
8). Durch die Translation der viralen mRNA werden die viralen Proteine
gebildet. Werden alle acht pHW2000-Expressionsplasmide in eine
eukaryotische Zelle eingebracht, so werden alle viralen genomischen RNAs und
alle viralen Proteine in der Zelle gebildet. Auf diese Weise werden infektitse

und replikationskompetente Viruspartikel erzeugt (Abbildung 9).

virale Proteine PB1, PB2, PA, HA, NP, NA, M1, M2, NS1, NS2/NEP Proteine

T Translation

(+) MRNAs & b
poly(A)

I RNA Polymerase II (pol II)

(spleiBen)
Py CMV a,; BGH

. |ATG- virale cDNA TAAI - B
t; P1n

l RNA Polymerase I (pol I)

(-) vVRNAs <t pPP
NCR NCR

PB1, PB2, PA, HA, NP, NA, M, NS-vRNAs

Abbildung 8: Synthese der vRNA und mRNA ausgehend von der viralen cDNA
(verandert nach: Hoffmann et al., 2000 [231])
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Abbildung 9: Transfektion des vollstandigen pHW2000-Expressionsplasmid-
satzes in HEK293T-Zellen zur Generierung infektioser Influenzaviren
(verandert nach: Hoffmann et al., 2000 [231])

Liegen von wenigstens zwei verschiedenen Influenzavirus-Stammen die
pHW2000-Expressionsplasmide vor, so kann durch die Transfektion definierter
Kombinationen der Expressionsplasmide in HEK 293T-Zellen potentiell jede
denkbare Virus-Reassortante erzeugt werden. Als Positivkontrolle wurden alle
acht Expressionsplasmide des Influenza A/WSN/1933, als Negativkontrolle nur
sieben der acht A/WSN/1933-Plasmide in getrennten Ansatzen transfiziert.
Fur die Transfektion wurde eine konfluente T75-Zellkulturflasche mit HEK
293T-Zellen 1:2 gesplittet (s. Kap. 3.14) und U.N. kultiviert. Am nachsten Tag
wurden die Zellen zweimal mit PBS ,ohne™ gewaschen, trypsiniert, in 10 ml
HEK 293T-Transfektionsmedium aufgenommen und 3 min bei 800 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in 2,5 ml
Transfektionsmedium resuspendiert. Pro Well einer 6-Well-Platte wurden
1,5 ml Transfektionsmedium vorgelegt und 250 uyl der HEK 293T-
Zellsuspension hinzugefligt. Fur die Transfektion der gewlnschten Plasmid-
Kombination wurden von jedem der acht pHW2000-Expressionsplasmide
0,5 Mg in ein ReaktionsgefaB pipettiert und der Ansatz mit Opti-MEM (Life
Technologies) auf 25 ul aufgeflllt. Pro Transfektionsansatz wurden nun 6 pl
Lipofectamine 2000 (Life Technologies) mit 119 ul Opti-MEM separat gemischt,
5 min bei RT inkubiert und dem Ansatz hinzugefigt. Nach mehrmaligem
Pulsvortexen inkubierte der Transfektionsansatz fir 20 min bei RT und wurde
anschlieBend auf die ausgesaten HEK 293T-Zellen in den 6-Well-Platten
gegeben. Nach einer Inkubation von 5-6 h im Brutschrank bei 37 °C wurde

das Transfektionsmedium abgesaugt und pro Well 2 ml Infektionsmedium
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hinzugegeben. Die Ansatze wurden flr 2-3 Tage im Brutschrank inkubiert,
danach der Zellkulturiberstand mit den infektiésen Viruspartikeln enthommen
und fir 3 min bei 2000 rpm zentrifugiert. Der virushaltige Uberstand wurde
anschlieBend fur die Anzucht der Viren auf MDCK2-Zellen (s. Kap. 3.16)

verwendet.

3.21 Minigenom-Luciferase-Reporterassay zur Bestimmung der

Polymeraseaktivitat

Die Polymeraseaktivitat definiert zusammengesetzter, viraler
Polymerasekomplexe wurde mit dem Dual-Luciferase Reporter Assay
(Promega) untersucht. Dabei wurde ein Plasmid (pPol-A-NS-Luc) mit dem
Luciferase-Gen des Leuchtkafers Photinus pyralis unter der Kontrolle eines
Influenza-spezifischen Promotors und ein zweites Plasmid (pTK-Luc) mit einem
anderen, konstitutiv exprimierten Luciferase-Gen der Seefeder Renilla
reniformis in geeignete Zellen kotransfiziert. Wurden zusatzlich zu diesen
beiden Plasmiden vier pHW2000-Expressionsplasmide mit den viralen cDNAs
der Segmente PB1, PB2, PA und NP kotransfiziert, so wurde durch den von
PB1, PB2 und PA gebildeten Polymerasekomplex das Luciferase-Gen des pPol-
A-NS-Luc transkribiert. In Abhangigkeit von der Polymeraseaktivitat variiert
dabei das MaB3 der Transkription. Das konstitutiv exprimierte Genprodukt des
pTK-Luc diente im Hinblick auf eine mdgliche unterschiedliche
Transfektionseffizienz  verschiedener Ansatze der Normalisierung. Die
Expression der beiden verschiedenen Luciferasen wurde indirekt Uber die
Luciferase-Aktivitdt in den Lysaten der transfizierten Zellen gemessen. Die
Luciferase-Aktivitat der mitgefihrten Negativkontrolle wurde auf den Wert Eins
gesetzt und alle anderen Messwerte gegen die Negativkontrolle normiert und

als [x-fache Aktivitat] beschrieben.

Im Vorfeld der Transfektion wurden HEK 293T-Zellen in 12-Well-Platten
ausgesat. Dazu wurde eine konfluente T75-Zellkulturflasche mit PBS ,ohne"
gewaschen, trypsiniert, die Zellen in 10 ml HEK 293T-Transfektionsmedium
aufgenommen und fiir 3 min bei 800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und die Zellen in 2,5 ml Transfektionsmedium resuspendiert. In

jedes Well der 12-Well-Platte wurde 1 ml Transfektionsmedium vorgelegt und
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130 pl Zellensuspension hinzugefliigt. Ein Transfektionsansatz bestand aus
jeweils 50 ng der pHW2000-Expressionsplasmide mit den viralen cDNAs der
Segmente PB1, PB2 und PA, 100 ng des pHW2000-NP-Plasmids, 125 ng pPol-
A-NS-Luc und 5 ng pTK-Luc und wurde mit Opti-MEM auf ein Volumen von
25 pl  aufgeflllt. Separat wurde eine Lipofectamine 2000/ Opti-MEM
Suspension im Verhaltnis 1:207 angesetzt, 5 min bei RT inkubiert und 125 pl
dem Transfektionsansatz hinzugefligt. Nach mehrmaligem Pulsvortexen wurde
der Transfektionsansatz bei RT fur 20 min inkubiert und anschlieBend auf die
ausgesaten HEK 293T-Zellen in den 12-Well-Platten gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 4-6 h bei 37 °C wurde das Transfektionsmedium durch das
Infektionsmedium  ersetzt. 24 h nach Transfektion wurde der
Zellkulturtiberstand abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS ,ohne™ gewaschen
und mit 100 pl Passive Lysis Buffer (Promega) fir 10 min bei RT lysiert. Die
Zelllysate wurden im Anschluss bei 4 °C flir 5 min zentrifugiert und 20 pl des
US in ein Well einer weiBen 96-Well-Platte (berfiihrt. Die Messung der
Photinus- und Renilla-Luciferaseaktivitat erfolgte unter Verwendung der
Komponenten des Dual-Luciferase Reporter Assay Kits (Promega) in einem
BERTHOLD TriStar LB 941 nach Herstellervorschrift. Als Positivkontrolle
wurden neben den Luciferaseplasmiden vier pHW2000-Expressionsplasmide
(PB1, PB2, PA und NP) des Isolats A/WSN/1933 transfiziert. Dem
Transfektionsansatz der Negativkontrolle fehlte demgegenliber das pHW2000-
PB1-(WSN)-Plasmid. Alle Ansatze zur Messung der Polymeraseaktivitat
definierter Polymerasekomplexe wurden drei Mal zeitlich unabhangig

voneinander und jeweils in Duplikaten transfiziert.

3.22 Replikationskinetik

3.22.1 Replikationskinetik in humanen A549-Zellen

Um die Replikationseigenschaften der Parentalviren und Reassortanten
beurteilen zu koénnen, wurden Virusvermehrungsversuche in Zellkulturen
humaner A549-Lungenzellen durchgefihrt. Dazu wurden in Kultur befindliche
A549-Zellen trypsiniert, resuspendiert (s. Kap. 3.14) und gezahlt (s. Kap.
3.15). In jede T25-Zellkulturflasche wurden 10 ml Kulturmedium vorgelegt
und 2,08x10° A549-Zellen ausgesadt. Nach einer Inkubation von 72 h im

64



Brutschrank waren die A549-Zellen zu 100 % konfluent und konnten fir den
Replikationsversuch verwendet werden. Vor der Infektion wurden die Zellen
aus drei zufallig ausgewahlten T25-Flaschen trypsiniert, resuspendiert und
gezahlt, um die durchschnittliche Zellzahl pro T25-Flasche zu bestimmen. Um
die Infektion mit einer definierten MOI von 0,01 durchzufiihren, wurde auf
Basis dieser Zellzahl pro T25-Flasche, dem jeweiligen bekannten Titer des
Virusmaterials und dem festgelegten Infektionsvolumen von 650 pl pro T25-
Flasche das Virusmaterial entsprechend in PBS* verdinnt. Die konfluenten
A549-Zellen wurden vor der Infektion zweimal mit DMEM-Medium gespilt und
das Medium vollstandig entfernt. Pro Zellkulturflasche wurden 650 pl des
virushaltigen Materials auf die Zellen aufgetragen, flir 45 min bei RT inkubiert
und dabei die T25-Flaschen alle 15 min leicht geschwenkt. Danach wurden das
Infektionsvolumen abgenommen, die Zellen zweimal mit DMEM-Medium
gespiult und je T25-Flasche 7,5 ml trypsinhaltiges A549-Infektionsmedium
hinzugefligt. Der Zustand der Zellen wurde anschlieBend unter dem
Lichtmikroskop kontrolliert. Alle Replikationskinetik-Ansatze wurden fur 72 h
bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach 12 h, 24 h, 36 h, 48 h und 72 h p.i.
wurden jeweils 300 pl Medium aus den Zellkulturflaschen enthommen. Die
Proben wurden bei 1800 rpm fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und dieser bis zur Virustitration (s. Kap. 3.18) bei -80 °C
gelagert. Alle Replikationskinetiken wurden zwei Mal zeitlich unabhangig

voneinander und jeweils in Duplikaten durchgeflhrt.

3.22.2 Bewertung des cytopathischen Effekts nach Infektion

Der Zellzustand der A549-Zellen bzw. der CPE wurde mit Hilfe eines
Lichtmikroskops zum Zeitpunkt der Infektion (0O h p.i.) und 12 h, 18 h, 24 h,
36 h, 48 h und 72 h p.i. beurteilt und fotografisch dokumentiert. Bei der
Beurteilung wurden die Kriterien zellmorphologische Veranderungen, Anzahl
abgeldster Zellen im Kulturiberstand sowie die Konfluenz herangezogen und in
ihrer Auspragung beurteilt (Tabelle 18). Auf Basis der jeweiligen Auspragung
der Kriterien wurde der Grad des CPEs insgesamt als stark, deutlich, sichtbar
(leicht) oder kein CPE eingestuft und entsprechend einem CPE-Score von 3 bis
0 zugeordnet (Tabelle 19). Je Virus und Zeitpunkt wurde aus zwei CPE-
Scorewerten aus der Beurteilung zweier zeitlich unabhdangig voneinander

durchgefiihrter Replikationskinetiken ein Mittelwert berechnet.
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Tabelle 18: Kriterien fiir die Beurteilung des beobachteten CPE

Kriterium Ausprdigung des Kriteriums
zellmorphologische ) . .
Veranderungen (Abkugelung) keine leicht deutlich stark
Anzahl abgeldster Zellen im ehr wenige | wenige mittelmaBig viele
Kulturiberstand 9 9 viele
Konfluenz 95-100 % 80-95 % 50-80 % <50 %

Tabelle 19: Beschreibung des CPEs und Zuordnung zu einem Scorewert

Zellzustand/ CPE CPE-Score
kein CPE 0
sichtbarer (leichter) CPE 1
deutlicher CPE 2

3.23 Messung der Interferonsekretion von humanen A549-

Zellen nach Infektion

Die Messung der sekretierten Interferone erfolgte in Zellkulturiberstanden
infizierter A549-Zellen. Um diese Uberstidnde zu erhalten, wurden kultivierte
A549-Zellen zunachst trypsiniert, resuspendiert (s. Kap. 3.14) und gezahlt
(s. Kap. 3.15). Pro Well einer 12-Well-Platte wurde 1 ml A549-Kulturmedium
vorgelegt und 400.000 Zellen/Well ausgesat. AnschlieBend wurden die Zellen
fir 48 h im Brutschrank inkubiert, damit sie eine Konfluenz von 100 %
erreichen konnten. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen aus zwei Wells
einer 12-Well-Platte trypsiniert, resuspendiert und gezahlt, um die
durchschnittliche Zellzahl pro Well zu ermitteln. Aus der Zellzahl pro Well, dem
Titer des Virusmaterials und dem Infektionsvolumen von 255 pl ergab sich ein
Verdlinnungsfaktor, mit dem das jeweilige Virusmaterial in PBS* verdinnt
wurde, um eine MOI von 0,4 zu erreichen. Kurz vor der Infektion wurden die
konfluenten A549-Zellen in den Wells zweimal mit DMEM-Medium gespdlt und
das Medium vollstandig entfernt. Pro Well wurden 255 ul des zuvor verdinnten
Virusmaterials aufgetragen, bei RT flir 45 min inkubiert und dabei in
15-mindtigen Intervallen leicht geschwenkt. Nach der Inkubationszeit wurde
das Infektionsvolumen entfernt, die Zellen zweimal mit DMEM-Medium gespilt
und 1 ml A549-Infektionsmedium pro Well hinzugefligt. Nach der Beurteilung

des Zustands der A549-Zellen im Lichtmikroskop wurden die Ansatze fir 24 h
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bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde
erneut von jedem Well der Zellzustand/ CPE beurteilt und 900 pl des
Uberstands abgenommen, dieser bei 1800 rpm fiir 5 min zentrifugiert,
aliquotiert und bei -80 °C eingefroren. In jedem Versuch wurden mit
A/PR/8/1934 delta NS1 infizierte Kontrollzellen (PK dNS1) und eine nicht
infizierte  Zellkontrolle als  Negativkontrolle (NK) mitgefiihrt. Die
Infektionsversuche zur Gewinnung der Zellkulturtiberstdande wurden drei Mal

zeitlich unabhangig voneinander und jeweils in Duplikaten wiederholt.

3.23.1 IFN-B ELISA

Die  Quantifizierung des humanen Interferon-B (IFN-B) in den
Zellkulturtiberstanden infizierter A549-Zellen erfolgte mit dem Human
Interferon-B ELISA Kit (FUJIREBIO). Das verwendete Laborprotokoll fir den
ELISA folgte dabei den Empfehlungen des Herstellers. Die Absorption wurde
im ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen, die
Referenzwellenlange betrug 650 nm. Fir jedes Parentalvirus bzw. jede
Reassortante waren Zellkulturiberstande aus sechs Infektionsversuchen
vorhanden, da diese Versuche drei Mal zeitlich unabhangig voneinander und
jeweils in Duplikaten durchgefiihrt wurden (s. Kap. 3.23). Jede dieser Proben
wurde einfach bestimmt. Auf jeder 96-Well-ELISA-Platte wurde die
Standardreihe in Duplikaten vermessen. Mit Hilfe der Absorptionswerte des
Standards konnte anhand der bekannten Konzentrationen eine
Standardgerade errechnet werden, die anschlieBend der Berechnung des IFN-

B-Gehalts in den unbekannten Proben diente.

3.23.2 IFN-A2 ELISA

Mit dem Human IFN-A2 Kit (R&D Systems) konnte der Gehalt des humanen
Interferon-A2 (IFN-A2) in den Zellkulturiberstanden infizierter A549-Zellen
bestimmt werden. Die Durchfihrung des ELISA erfolgte nach den Vorschriften
des Herstellers. Bei einer Wellenlange von 450 nm wurde die Absorption im
ELISA-Reader gemessen. Die verwendete Referenzwellenldange betrug 540 nm.
Pro Parentalvirus und Reassortante waren sechs Zellkulturiberstéande
vorhanden, da die Infektionsversuche drei Mal =zeitlich unabhangig
voneinander und jeweils in Duplikaten durchgefihrt wurden (s. Kap. 3.23).

Jede dieser Proben wurde einfach gemessen. Die Standardreihe wurde auf
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jeder 96-Well-ELISA-Platte in Duplikaten vermessen. Mittels nichtlinearer
Regression der log-transformierten Mittelwerte der Absorption der
Verdlinnungsstufen des Standards wurde unter Verwendung der Software
GraphPad Prism eine Standardkurve berechnet. Diese diente der

Quantifizierung des humanen IFN-A2 in den unbekannten Proben.

3.24 Statistische Analysen

Die statistische Analyse der Messwerte erfolgte mit einer ein- oder
zweifaktoriellen Varianzanalyse mit anschlieBendem Bonferroni-Test. Das
Konfidenzintervall wurde auf 95 % festgelegt. Das Signifikanzniveau ist durch
die Anzahl der Sterne (*) gekennzeichnet. Dabei entspricht * einem
Signifikanzniveau von p < 0,05, ** einem Signifikanzniveau von p < 0,01 und
*** einem Signifikanzniveau von p < 0,001. Die Berechnungen wurden mit

der Statistik-Software GraphPad Prism v5.01 durchgefluhrt.
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Ergebnisse

4.1 Charakteristika der Parentalviren

Als Parentalviren fir die Generierung von Reassortanten wurden das humane
H1N1-Isolat A/NewCaledonia/20/99, das porcine H1N1-Isolat A/NSA/58/2007
und der hochpathogene avidare HS5N1-Stamm A/whooperswan/R65/2006
ausgewahlt. Der humane H1N1-Stamm A/NewCaledonia/20/99 wurde 1999
isoliert. Da dieses Isolat in seiner Antigenitdat mit den damals zirkulierenden
H1IN1-Stammen gut Ubereinstimmte, wurden A/NewCaledonia/20/99-ahnliche
Viren als H1N1l-Komponente in humanen Influenzaimpfstoffen der
Influenzasaisons 2000/2001 bis 2006/2007 eingesetzt. A/NewCaledonia/20/99
reprasentiert somit einen Uber mehrere Jahre erfolgreich zirkulierenden
humanen Influenzastamm. Das porcine H1N1-Isolat A/NSA/58/2007 gehort
der aviaren Linie der porcinen H1IN1-Viren an. Es ist somit mit Influenzaviren
verwandt, die sich seit dem Ende der 1970er Jahre in der Schweinepopulation
Europas erfolgreich verbreiteten und bis heute zirkulieren. Das Virus wurde,
obgleich ein porcines Virus, am RKI aus einer humanen Probe isoliert. Es ist im
Gegensatz zu anderen porcinen Viren des Subtyps H3N2 und H1N2, die
ebenfalls in den europaischen Schweinepopulationen zirkulieren, keine
Reassortante mit Segmenten humanen Ursprungs. Als aviares Virus sollte ein
hochpathogenes aviares H5N1-Isolat mit multibasischer Spaltstelle im HA
ausgewahlt werden. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit das Isolat
A/whooperswan/R65/2006 verwendet, das durch das Friedrich-Loeffler-Institut

aus einem toten Singschwan isoliert wurde.

Die viralen Proteine des humanen und porcinen H1N1l- sowie des aviaren
H5N1-Influenzavirus wurden hinsichtlich ihrer Sequenzidentitat analysiert
(Tabelle 20). Dadurch kann im weiteren Verlauf der Studie die Ahnlichkeit der
Aminosauresequenz der codierten Genprodukte bei der Bewertung der
Kompatibilitét der Segmente einbezogen werden. Es zeigten sich bezlglich der
Polymeraseproteine PB1, PB2 und PA &hnlich groBe Unterschiede zwischen
porcinem und humanem H1N1 mit einer AS-Identitdt von 93-94 % wie von
beiden Viren zum aviaren H5N1-Virus (94-96 % bzw. 94-95 %) (Tabelle 20).
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Tabelle 20:

Identitat der

Genprodukte

zwischen den

Parentalviren

A/NSA/58/2007 (porcines H1IN1), A/NewCaledonia/20/99 (humanes H1N1)
und A/whooperswan/R65/2006 (avidres H5N1)

PB1

porcines H1IN1

humanes H1IN1

aviares H5N1

porcines HIN1 0,93 0,94
humanes H1IN1 0,93 0,95
aviares H5N1 0,94 0,95

PB2 porcines HIN1 humanes HIN1 aviares H5N1
porcines HIN1 0,94 0,96
humanes H1N1 0,94 0,95
aviares H5N1 0,96 0,95

PA porcines H1IN1 humanes HIN1 aviares H5N1

porcines H1IN1

0,93

humanes H1IN1 0,93
aviares H5N1 0,95 0,94
HA porcines HIN1 humanes H1IN1

0,95
0,94

aviares H5N1

porcines H1IN1 0,78 0,61
humanes H1IN1 0,78 0,61
aviares H5N1 0,61 0,61

NP porcines H1N1 humanes H1IN1 aviares H5N1
porcines H1IN1 0,91 0,96
humanes H1IN1 0,91 0,92
aviares H5N1 0,96 0,92

NA porcines H1IN1 humanes H1IN1 aviares H5N1

porcines H1IN1 0,81 0,84
humanes H1N1 0,81 0,81
aviares H5N1 0,84 0,81

M1 porcines H1IN1 humanes H1IN1 aviares H5N1
porcines H1IN1 0,92 0,94
humanes H1N1 0,92 0,92
aviares H5N1 0,94 0,92

M2 porcines H1IN1 humanes H1IN1 aviares H5N1
porcines H1N1 0,77 0,89
humanes H1N1 0,77 0,85
aviares H5N1 0,89 0,85

NS1 porcines H1IN1 humanes H1IN1 aviares H5N1
porcines H1N1 0,82 0,82
humanes H1N1 0,82 0,82
aviares H5N1 0,82 0,82

NS2 porcines H1N1 humanes H1IN1 aviares H5N1

porcines H1IN1
humanes H1N1
aviares H5N1

0,91
0,90

0,91
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Fir das HA-Protein sind die ermittelten Unterschiede zwischen dem porcinen
und humanen H1IN1 mit 78 % AS-Identitat deutlich kleiner als zwischen den
porcinen oder humanen H1N1-Viren zum avidaren H5N1-Virus (61 % AS-
Identitat). Das Oberflachenprotein NA betreffend ergeben sich mit einer AS-
Identitat von 81 % (porcin/ humanes H1N1) bzw. 81-84 % (human/ aviares
und porcin/ avidares Parentalvirus) hingegen ahnliche Sequenzidentitaten. Die
Identitat zwischen den NP-Proteinen des porcinen und aviaren Parentalvirus ist
mit 96 % hoher bestimmt worden als die Sequenzidentitat zwischen dem
porcinen bzw. aviaren und dem humanen Virus (91 % bzw. 92 %). Die
Unterschiede zwischen den M1-Proteinen der drei Parentalviren sind ahnlich
groB (92-94 % Identitat). Zwischen dem humanen und porcinen M2-Protein
existieren vergleichsweise groBe Unterschiede (77 % Identitat), wahrend sich
die M2-Proteine des humanen und avidaren (85 %) oder des porcinen und
aviaren Virus (89 % Identitat) in ihrer AS-Sequenz starker dhneln. Gleich bzw.
adhnlich hohe Ubereinstimmungen der AS-Sequenz wurden fiir das NS1-
(82 %) und auch das NS2-Protein (88-91 %) flr alle drei Parentalviren
ermittelt. Insgesamt konnte festgestellt werden, dass sich alle drei
Parentalviren - und insbesondere auch das porcine und humane Parentalvirus
trotz des formal gleichen H1N1-Subtyps - z.T. deutlich in der

Aminosauresequenz der viralen Genprodukte unterscheiden.

In der wissenschaftlichen Literatur sind eine Vielzahl von Wirts- und
Virulenzdeterminanten von Influenzaviren beschrieben. Einige der
prominentesten wie beispielsweise das PB1-F2-Protein, die PB2-
Polymorphismen 627K und 701N, die mono- und multibasische HA-Spaltstelle
oder eine Deletion in der NA-Stielregion sind in Tabelle 21 aufgelistet. Die
Existenz des jeweiligen Merkmals ist fir jedes der drei Parentalviren analysiert
worden (Tabelle 21). Eine umfangreiche Liste weiterer Wirts- und
Virulenzdeterminanten ist im Anhang aufgefihrt und wird auch in der

Diskussion verwendet.
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Tabelle 21: bedeutende Virulenzfaktoren/ Polymorphismen und Existenz des

Merkmals in den PB1-, PB2-, HA- und NA-Proteinen der Parentalviren

Merkmal
vorhanden
(Aminosaure)
- ~ ~ N
';E, E N | B 5 o
8| ¥ Folge des Merkmals e | § 3 ]
sl Q © |[Ba| 00| G
= n | 9%q | g2 |
S~ [ Q10
< (O N =] o (T}
9 | 3N ogy
4 0] L
T | Z 3
< N N
< <
ein Verlust der PB1-F2-Expression bleibt
ohne Auswirkung auf die Polymerase-
aktivitat und die Virusreplikation in
Zellkultur;
? ohne PB1-F2 kommt es in Mausen zu
‘0 | verminderter Pathogenitat und friherer
] Virus-clearance; die Expression von PB1-F2 [20,
- a erhoht die Pathogenitat in Mausen; 49-
m < | PB1-F2 moduliert die frihe Immunantwort ja nein ja 54,
o N | des Wirtes: PB1-F2-Expression steigert 57]
1 angeborene Immunantwort und fihrt zu
; erhéhter IFN-beta Expression;
o
Expression des PB1-F2 fihrt zu Zerstérung
des mitochondrialen Membran-Potentials
und induziert vermutlich auf diese Weise (in
lymphozytaren Zellen) Apoptose
E: vorwiegend bei aviaren Isolaten
K: vorwiegend bei humanen Isolaten;
steigert Polymeraseaktivitat in Saugerzellen
\ aufgrund erhéhter Bindung von PB2 an NP
o (im vRNP) und RNA; steigert Replikation in . - - _
-] R Saugerzellen (z.B. Maus) und Saugern nein Ja Ja [232
o ‘,ﬂ (Mause, Totenkopfaffchen); erhéhte (E) (K) (K) 248]
Pathogenitdt in Saugern (Mausen);
beeinflusst PB2-Bindung an nukleare
Importrezeptoren; somit an Adaptation von
Viren an Sauger beteiligt
steigert Polymeraseaktivitat und Replikation
in Saugerzellen; Steigerung der
Pathogenitat in Mausen;
2 | kann wirtsspezifisch die Abwesenheit von . . . [242
g g 627K z.T. kompensieren; beeinflusst PB2- Jja nein | nein 249_’
a N | Bindung an nukledre Importrezeptoren; (N) (D) (D)
[a) . = ; 255]
steigert nukledren PB2-Import in
Saugerzellen (nicht jedoch in avidren
Zellen); somit an Adaptation aviarer Viren
an Sduger beteiligt

72



HA

monobasische
HAO-Spaltstelle

Spaltung des HAO (HA-Reifung) nur durch
spez. Proteasen, die nur im
Respirationstrakt vorkommen:

Proteasen Clara und Mini-Plasmin,
Serinproteasen TMPRSS2 und HAT;
Spaltung erfolgt nach Virion-Freisetzung
aus Zelle, also extrazellular;

folglich Einfluss auf Pathogenitat, da
Ausbreitung der Infektion auf
Respirationstrakt beschrankt

ja

ja

nein

[61-
64]

HA

multibasische
HAO-Spaltstelle

Spaltung des HAO (HA-Reifung) durch
intrazellulare Proteasen:

Furin (in Golgi-Vesikeln), weitere
subtilisinahnliche Proteasen wie PC6
(ubiquitar in vielen Gewebstypen);
Spaltung erfolgt bereits intrazellular (durch
haufig in Geweben vorkommende
Proteasen);

folglich Einfluss auf Pathogenitat, da
systemische Ausbreitung der Infektion
moglich (hohe Pathogenitat mogl.)

nein

nein

ja

[64-
68]

NA

allgemein

Neuraminidasen unterscheiden auch
zwischen a2,3- und a2,6-verknipften
Sialinsauren:

-avidre NAs: spalten sehr stark bevorzugt
a2,3-verknipfte Sialinsduren; kaum a2,6-
verknipfte Sialinsauren

-porcine NAs: spalten zwar bevorzugt a2,3-
verknipfte Sialinsauren; aber auch a2,6-
verknipfte Sialinsauren

-humane NAs: spalten leicht bevorzugt
a2,3-SAs, aber auch a2,6-verkntpfte
Sialinsduren

porcines NA

humanes NA

avidres NA

[80-
83]

NA

Deletion in
NA-Stiel-Region

Deletion in NA-Stielregion vermindert
Fahigkeit den Sialinsaurerezeptor zu
spalten; dies fihrt u.a. zu verminderter
Freisetzung neugebildeter Viruspartikel von
der Wirtszelloberflache;

Deletion in NA-Stielregion bei H5N1-
Isolaten aus Menschen haufig; mit erhéhter
Pathogenitat von H5N1-Stammen in
Saugern assoziiert

nein

nein

ja
(49-
68)

[256-
258]

4.2 Erzeugung eines Expressionsplasmid-Satzes auf Basis des

Nach der
A/NSA/58/2007 wurden ausgehend von den genomischen Segmenten acht
virale cDNAs erzeugt (s. Kap. 3.1, 3.2). Diese konnten anschlieBend Uber
mehrere Zwischenschritte (s. Kap. 3.3, 3.4, 3.5, 3.7, 3.9) erfolgreich in jeweils
einen pHW2000-Expressionsvektor kloniert und die Plasmide in Bakterien

amplifiziert werden (s. Kap. 3.10, 3.11, 3.13). Aus den Plasmiden, die sich

porcinen H1N1-Virus

Plaquereinigung (s. Kap. 3.19) des porcinen
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nach einer Sequenzierung (s. Kap. 3.7.1) als frei von nicht-synonymen
Mutationen zeigten, wurde ein Plasmidsatz, bestehend aus acht
Expressionsplasmiden mit allen viralen cDNAs, zusammengestellt. Mit der in
Kap. 3.20 beschriebenen Methode, durch die ausgehend von diesem
Plasmidsatz infektidse und replikationskompetente A/NSA/58/2007-Viren
generiert werden konnten, wurde die Funktionsfahigkeit dieser Plasmide

erfolgreich geprift.

4.3 Untersuchung der Kompatibilitat der viralen genomischen

Segmente durch Erzeugung von Reassortanten

Alle Arbeiten zur unmittelbaren Generierung von Parentalviren oder
Reassortanten wurden unter hohen Sicherheitsanforderungen in einem Labor
der Sicherheitsstufe 3 (S3) durchgefihrt. Ebenso wurden alle weiteren
Tatigkeiten mit infektibsen und replikationskompetenten Viren, die
beispielsweise der Charakterisierung der Parentalviren und Reassortanten

dienten, in einem S3-Labor vorgenommen.

Flir die Generierung des humanen (A/NewCaledonia/20/99) und des aviaren
Parentalvirus  (A/whooperswan/R65/2006) nach der in Kap. 3.20
beschriebenen Methode wurden bereits vorhandene Expressionsplasmidsatze
verwendet. Durch die erfolgreiche Erzeugung dieser beiden Parentalviren
wurde die Funktionsfahigkeit jedes Plasmides des jeweiligen Plasmidsatzes
gezeigt. Das porcine Parentalvirus (A/NSA/58/2007) wurde im Rahmen der
Prifung der Funktionsfahigkeit der in dieser Arbeit hergestellten

Expressionsplasmide (s. Kap. 4.1) generiert.

Neben den drei Parentalviren sollten insgesamt 15 rekombinante Viren erzeugt
werden (Tabelle 22). Von diesen Reassortanten sollten acht die porcinen NP-,
M- und NS-Segmente, die aviaren HA- und zum Teil auch NA-Segmente sowie
Polymerasesegmente porcinen, aviaren und humanen Ursprungs besitzen. Das
Genom der Ubrigen sieben Reassortanten sollte aus den humanen NP-, M- und
NS-Segmenten, den porcinen HA- und gréBenteils auch NA-Segmenten und
humanen, porcinen und avidaren Polymerasesegmenten zusammengesetzt sein.

Die Kombinationen der Genomsegmente der zu erzeugenden Influenzaviren
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waren in einer Art und Weise gewahlt (Tabelle 22), mdglichst viele Viren, die
sich nur in einem einzelnen Segment unterscheiden, zu generieren. Flr jedes
Virus mit einer in Tabelle 22 aufgefuhrten Segmentkombination wurden fur die
Generierung bis zu drei voneinander unabhangige Laborversuche
unternommen.

Von den 15 Influenzavirus-Reassortanten unterschiedlichster
Zusammensetzung konnten 14 Viren (93,3 %) erfolgreich generiert werden
(Tabelle 22). Dazu zahlen alle Viren mit nur einem (Virus A und E) oder zwei
Segmentaustauschen (Virus C und I) in den Oberflachenproteinen HA und NA,
wobei die Ubrigen Segmente weiterhin porcinen bzw. humanen Ursprungs
waren. Ebenso konnten nahezu alle Reassortanten mit bis zu drei Austauschen
in den Polymeraseproteinen (PB1, PB2 und PA), zusatzlich zum HA- und NA-
Austausch, erzeugt werden (Virus D, S, H, O, P, T, R, F, U, N). Das Genom der
human-porcinen Reassortante W, die nicht generiert werden konnte, sollte aus
humanen NP-, M-, NS- und PA- sowie porcinen PB1-, PB2-, HA- und NA-

Segmenten bestehen.

Tabelle 22: Parentalviren (K, B, L) und rekombinante Viren, die durch reverse

Genetik generiert wurden

Virus-ID| PB1 | PB2 PA HA NP NA M NS |generiert

K +

Z|Z2 c|lm=m|— m|dH w0 | O|lo B||—|m
o R R S e B T e o ol e P
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4.4 Untersuchung der Kompatibilitat der Polymeraseproteine
PB1, PB2 und PA sowie des NP-Proteins durch Analyse der

Polymeraseaktivitat

Durch die Analyse der Polymeraseaktivitat des aus dem PB1-, PB2- und PA-
Protein bestehenden Polymerasekomplexes, der mit den NP-Proteinen
interagiert, kann auf die Kompatibilitdit dieser Proteine untereinander
geschlossen werden. Die Polymeraseaktivitat wurde mit dem Minigenom-
Luciferase-Reporterassay in humanen HEK 293T-Zellen bestimmt (s. Kap.
3.21). Die Aktivitat der Negativkontrolle (NK) wurde auf den Wert Eins gesetzt
und alle anderen Messwerte dagegen normiert. Als Positivkontrolle (PK) wurde
der Polymerasekomplex und das NP-Protein des Influenzavirus-Isolats
A/WSN/1933 verwendet (Tabelle 23).

Die Ergebnisse der Analyse der Polymeraseaktivitat aller 81 mdglichen
Kombinationen der PB1-, PB2-, PA- und NP-Proteine sind in Tabelle 23
aufgefihrt und in Abbildung 10 grafisch dargestellt. Insgesamt wird das sehr
unterschiedliche Niveau der Polymeraseaktivitait der verschiedenen
Polymerase-Kombinationen (PolK) deutlich. Viele Kombinationen weisen eine
sehr geringe Polymeraseaktivitdat auf, die nur wenig hdéher als die der
Negativkontrolle (NK) ist und unterhalb einer 10-fachen Aktivitat verbleibt
(Tabelle 23). Diese, im Verhaltnis zur Positivkontrolle (PK) auBerordentlich
geringe Polymeraseaktivitat der PolK 3-11, 22, 24-26, 28, 30-38, 49-56, 58,
60-64 und 79 ist in allen Fallen durch das Vorhandensein entweder eines
porcinen oder aviaren PB2-Segments gekennzeichnet (Tabelle 23 und
Abbildung 10). Die Polymerase-Kombinationen 12, 13, 19, 20, 39, 41, 77 und
83 zeigen hingegen eine mittlere und mit der PK vergleichbare
Polymeraseaktivitdt zwischen 200 und 400-facher Aktivitat. Diese
Kombinationen besitzen ein humanes PB2- mit porcinem oder humanem PB1-
Segment oder alternativ ein aviares PB2- in Verbindung mit einem aviaren
PB1-Segment. Die drei Polymerase-Kombinationen 69-71 weisen im
Minigenom-Luciferase-Reporterassay eine hohe, 500-fache Polymeraseaktivitat
auf. Eine mehr als 1000-fache bis nahezu 2000-fache, auBerordentlich starke
Polymeraseaktivitat zeigen die Kombinationen 66-68 und 72-74 (Tabelle 23
und Abbildung 10). Das gemeinsame Merkmal dieser neun Polymerase-

Kombinationen ist ein aviares PB1- und ein humanes PB2-Segment.
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Tabelle 23: Polymeraseaktivitat der definierten Polymerase-Kombinationen

Polymerase-

Polymerase-

Kombination| PB1 PB2 PA NP V'Irl‘)'s' aktivitit [x-
(PolK) Nr. fache Aktivitat]

PK WSN WSN WSN WSN 284,0
NK 1,0
3 3,3
4 4,6
5 7,5
6 1,2
7 1,1
8 1,6
9 4,9
10 2,2
11 9,3
12 263,6
13 274,7
14 187,4
15 92,8
16 67,4
17 109,6
18 182,5
19 234,2
20 271,4
21 11,3
22 3,3
23 10,3
24 2,2
25 1,5
26 1,7
27 13,9
28 4,1
29 13,0
30 1,6
31 1,1
32 1,7
33 2,1
34 1,2
35 1,3
36 2,3
37 2,1
38 2,4
39 203,3
40 173,5
a1 228,3
42 106,1
43 38,4
a4 97,3
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Polymerase-
Kombination
(PolK) Nr.

PB1 ‘ PB2 ‘ PA ‘ NP

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

Virus-
ID

Polymerase-
aktivitat [x-
fache Aktivitat]

173,7

148,7

169,1

18,0

1,5

7,5

1,7

1,2

2,2

2,9

2,5

5,2

22,8

4,7

29,3

2,3

1,8

3,0

8,6

4,0

25,9

1563,4

1228,2

1088,7

771,7

595,5

647,1

1877,4

1490,3

1721,2

182,2

120,6

257,3

36,0

8,3

44,0

168,6

74,7

265,7
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Polymeraseaktivitat

III ||
r i

Polymeraseaktivitait [x-fache Aktivierung]

0

UBUBL) UBUBUBUBULEBLLEL)
PCNC3 4 5 6 7 8 91011121314151617181920212223242526272829303132333435363738394041424344454647484950515253545556575859606162636465666768697071727374757677787980818283

PB1 s -
PB2 e
PA WSN WSN|

NP WSN WsN|

Virus-ID

wsn Segment des A/WSN/1933 (Positiv-/ Negativkontrolle)

I Kombination der Polymerase- (PB1, PB2, PA) und NP-Segmente n=6

Segment des humanen H1N1

Segment des avidren H5N1 M W + S D

Abbildung 10: Polymeraseaktivitit definierter Polymerase-Kombinationen (PolK) (ohne Darstellung von Signifikanzen)
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Der Austausch einzelner Segmente einer Polymerase-Kombination hat zum Teil
groBe Auswirkungen auf das MaB der Polymeraseaktivitat. Im Folgenden wird
daher auf den Austausch von einzelnen Segmenten naher eingegangen. Es
werden dabei vor allem die Polymerase-Kombinationen (PolK) 12-20, 39-47
und 66-83 betrachtet, da bei den Ubrigen PolK die Polymeraseaktivitat generell

sehr niedrig ist und Unterschiede nicht signifikant sind.

4.4.1 Austausch des PB1-Proteins und Einfluss auf die

Polymeraseaktivitat

Der Austausch des porcinen gegen das humane PBl-Segment filhrt
unabhangig von den (Ubrigen Segmenten nicht zu einer veranderten
Polymeraseaktivitat, wie bei einem Vergleich der jeweiligen Polymerase-
Kombinationen 3-29 mit 30-56 in Abbildung 10 ersichtlich ist. Der Ersatz eines
porcinen (PolK 3-11) oder humanen PB1 (30-38) durch das aviare PB1 (57-65)
- bei gleichzeitigem Vorhandensein eines porcinen PB2 und unabhdangig von
der Herkunft des PA und NP - bleibt nahezu ohne Folgen fiir das Niveau der
Polymeraseaktivitat (Abbildung 10). Ein ebensolcher Austausch des porcinen
oder humanen PB1- gegen das aviare PB1-Segment mit gleichzeitiger Existenz
eines aviaren PB2 und unabhdngig von der Herkunft des PA und NP erhdht
leicht bis z.T. stark, jedoch in allen Fallen nicht signifikant die
Polymeraseaktivitat des entsprechenden Polymerasekomplexes um das etwa 5
- 80-fache auf bis zu etwa 260-fache Aktivitat (PolK 21-29 bzw. 48-56 gegen
75-83; Tabelle 24, Abbildung 10). Wenn der Austausch des porcinen oder
humanen PB1 gegen das aviare PB1 vor dem Hintergrund eines humanen PB2
und unabhangig von der Herkunft des PA und NP stattfindet, erhdht sich die
Polymeraseaktivitat meist signifikant um den Faktor 5 bis 15 auf sehr hohe
Polymeraseaktivitats-Werte (Tabelle 24, Abbildung 10): Der Vergleich der
Polymeraseaktivitdten der Polymerase-Kombinationen 12-15 und 18-20 mit
66-69 und 72-74 sowie der Kombinationen 39-42 und 45-47 mit 66-69 und
72-74 zeigt eine signifikante Steigerung auf bis zu etwa 1900-fache Aktivitat.
Die Polymerase-Kombinationen 70, 71 besitzen gegenliber 16, 17 bzw. 43, 44
eine um den Faktor 6 — 15 gesteigerte, bis zu etwa 650-fache Aktivitat, wobei
die Steigerung jedoch nicht signifikant ist (Tabelle 24, Abbildung 10).
Insgesamt betrachtet erhdht ein avidares PB1-Protein in den meisten Fallen die

Polymeraseaktivitat des betreffenden Polymerasekomplexes.
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Tabelle 24: Verdanderung der Polymeraseaktivitat bei Austausch des PB1-
Proteins
Die Tabelle zeigt die Veranderung der Polymeraseaktivitdt bei Austausch eines

einzelnen PB1-Proteins in einem ansonsten unveranderten Polymerasekomplex in
absoluten Zahlen [x-fache Aktivitat] und als Faktor der Veranderung.

Polym.- Veranderung der Polymeraseaktivitat Ver-
Korr_1bi- Segmentaustausch | \yerte [x-fache Aktivitét] e:a'nd_e_rung
nation ... gegen ... und Richtung der Faktor der | signifikant:
(PolK) Nr. Verdnderung: 7,\ Veranderung | ns - *xx

21/ 75 avPB1 11,3 71 182,2 16,1 ns
22 /76 avPB1 3,37 120,6 36,5 ns
23 /77 avPB1 10,3 7 257,3 25,0 ns
24 / 78 avPB1 2,2 2 36,0 16,4 ns
25/ 79 avPB1 1,578,3 5,5 ns
26 / 80 avPB1 1,7 72 44,0 25,9 ns
27 / 81 avPB1 13,9 7 168,6 12,1 ns
28 /82 avPB1 4,1 7 74,7 18,2 ns
29/ 83 avPB1 13,0 7 265,7 20,4 ns
48 / 75 avPB1 18,0 1 182,2 10,1 ns
49 /76 avPB1 1,57 120,6 80,4 ns
50/ 77 avPB1 7,57 257,3 34,3 ns
51/78 avPB1 1,7 72 36,0 21,2 ns
52/ 79 avPB1 1,2 78,3 6,9 ns
53/ 80 avPB1 2,2 7144,0 20,0 ns
54 /81 avPB1 2,9 7 168,6 58,1 ns
55/ 82 avPB1 2,5774,7 29,9 ns
56 / 83 avPB1 5,2 7 265,7 51,1 ns
12/ 66 avPB1 263,6 2 1563,4 5,9 ok
13/ 67 avPB1 274,7 2 1228,2 4,5 *xx
14 / 68 avPB1 187,4 7 1088,7 5,8 *xx
15/ 69 avPB1 92,8 71 771,7 8,3 *
16 /70 avPB1 67,4 7 595,5 8,8 ns
17/ 71 avPB1 109,6 7 647,1 5,9 ns
18/ 72 avPB1 182,5 7 1877,4 10,3 *AK
19/73 avPB1 234,2 7 1490,3 6,4 ok
20/ 74 avPB1 271,4 71 1721,2 6,3 ok
39/ 66 avPB1 203,3 7 1563,4 7,7 *kk
40 / 67 avPB1 173,5 7 1228,2 7,1 *kk
41/ 68 avPB1 228,3 71 1088,7 4,8 ok
42 / 69 avPB1 106,1 7~ 771,7 7,3 *
43 /70 avPB1 38,4 2 595,5 15,5 ns
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Polym.- Veranderung der Polymeraseaktivitat Ver-
Kombi- | Segmentaustausch | werte [x-fache Aktivitat] anderung
nation ... gegen ... und Richtung der Faktor der | signifikant:
(PolK) Nr. Verénderung: A,\ veranderung | ps - #xx
44 /71 | huPBl avPB1 97,3 7 647,1 6,7 ns
45 /72 | huPBl avPB1 173,7 2 1877,4 10,8 xRk
46 /73 | huPB1 avPB1 148,7 2 1490,3 10,0 xR
47 / 74 | huPBl avPB1 169,1 7 1721,2 10,2 oAk

a / b: Vergleich der Polymerase-Kombinationen a mit b;

X A y: nach Segmentaustausch Steigerung der Polymeraseaktivitat von x auf y;
X N y: nach Segmentaustausch Absinken der Polymeraseaktivitat von x auf y;
ns: nicht signifikant;

*: signifikant, p<0,05; **: signifikant, p<0,01; ***: signifikant, p<0,001

4.4.2 Austausch des PB2-Proteins und Einfluss auf die

Polymeraseaktivitat

Wurde bei Vorhandensein eines porcinen oder humanen PB1-Segments in
einem Polymerasekomplex das porcine PB2- (PolK 3-11 bzw. 30-38) gegen das
aviare PB2-Segment (21-29 bzw. 48-56) ausgetauscht, so blieb unabhangig
von der Herkunft des PA und NP das Niveau der Polymeraseaktivitdt
unverandert sehr niedrig (Abbildung 10). Der Austausch eines porcinen (PolK
57-65) gegen ein aviares PB2 (75-83) hat dagegen bei avidarer Herkunft des
PB1-Segments und unabhangig von der Herkunft des PA und NP eine nicht
signifikante, leichte bis moderate Erhéhung der Polymeraseaktivitat um den
Faktor 5 bis 25 zur Folge (Abbildung 10, Tabelle 25). Ebenfalls eine nicht
signifikante, moderate bis z.T. sehr starke Steigerung der Polymeraseaktivitat
um den Faktor 10 bis 150 ist bei Polymerasekomplexen mit porcinem oder
humanem PB1 zu beobachten, bei denen das porcine (PolK 3-11 und 30-38)
oder aviare PB2 (21-29 und 48-56) gegen das humane PB2 (12-20 bzw. 39-
47) ausgetauscht wird. Der Faktor der Steigerung ist unabhangig von der
Herkunft des PA und NP (Abbildung 10, Tabelle 25), auch wenn die absoluten
Werte der Polymeraseaktivitat bei vorhandenem porcinen oder avidarem PA
héher sind als bei humanem PA. Ein Austausch des porcinen oder aviaren PB2-
gegen das humane PB2-Segment fihrt bei vorhandenem aviaren PB1 und
unabhangig von der Herkunft des PA und NP zu einer leichten bis
auBerordentlich  starken und haufig signifikanten  Erhdhung der
Polymeraseaktivitat um den Faktor 5 bis 370 (Abbildung 10, Tabelle 25). Eine

signifikante Erhdhung der Polymeraseaktivitat ist beim Austausch des porcinen
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(57-60 und 63-65) oder aviaren PB2- (75-78 und 81-83) gegen das humane
PB2-Segment (66-69 und 72-74) zu beobachten und erreicht Werte zwischen
1000-facher und beinahe 2000-facher Aktivitat. Die Polymerase-
Kombinationen 70 und 71 besitzen gegenltber 61, 62 bzw. 79, 80 eine um den
Faktor 15 - 330 gesteigerte, bis zu etwa 650-fache Polymeraseaktivitat, wobei
jedoch die Steigerung nicht signifikant ist (Tabelle 25, Abbildung 10). Bei
einem vorhandenen porcinen oder aviaren PA-Segment werden nach porcin-
humanem und aviar-humanem PB2-Austausch hohere absolute
Polymeraseaktivitatswerte erreicht, auch wenn der Faktor der Steigerung
gegenuber dem Vorhandensein des humanen PA-Segments vergleichbar ist. In
der Gesamtbetrachtung der Folgen eines PB2-Austausches ist besonders
auffallig, dass ein Austausch gegen das humane PB2-Protein in allen Fallen zu

einer Steigerung der Polymeraseaktivitat fuhrt (Tabelle 25).

Tabelle 25: Verdanderung der Polymeraseaktivitat bei Austausch des PB2-
Proteins
Die Tabelle zeigt die Veranderung der Polymeraseaktivitdt bei Austausch eines

einzelnen PB2-Proteins in einem ansonsten unveranderten Polymerasekomplex in
absoluten Zahlen [x-fache Aktivitat] und als Faktor der Veranderung.

Polym.- Veranderung der Polymeraseaktivitat Ver-
Kon'_mbi- Segmentaustausch | werte [x-fache Aktivitat] %incl_e_rung
nation ... gegen ... und Richtung der Faktor der | signifikant:
(PolK) Nr. Veranderung: A, Veranderung | ns - *xx

3,3 71 263,6 79,9 ns

4,6 7 274,7 59,7 ns

7,57 187,4 25,0 ns

1,2 292,8 77,3 ns

1,1 7267,4 61,3 ns

1,6 2 109,6 68,5 ns

4,9 7 182,5 37,2 ns

2,2 71 234,2 106,5 ns

9,3 1271,4 29,2 ns

11,3 7 263,6 23,3 ns

3,37 274,7 83,2 ns

10,3 7 187,4 18,2 ns

2,2 17192,8 42,2 ns

1,5~7267,4 44,9 ns

1,7 2 109,6 64,5 ns

13,9 72 182,5 13,1 ns
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Polym.-

Kombi-

nation
(PolK) Nr.

28 /19
29/ 20
30/ 39
31/40
32 /41
33/42
34 /43
35/ 44
36 /45
37/ 46
38 /47
48 / 39
49 / 40
50/ 41
51/ 42
52 /43
53/ 44
54 / 45
55/ 46
56 /47
57/ 66
58/ 67
59/ 68
60/ 69
61/ 70
62/ 71
63/ 72

64/ 73
65/ 74
57 /75
58 /76
59 /77
60/ 78
61/79
62/ 80
63/ 81
64 /82

Veranderung der Polymeraseaktivitat Ver-
Segmentaustausch | werte [x—fache Aktivitat] S {':inqe_rung.
... gegen ... Un‘_j_ R|chtung.; der Verénderung 5|gn|fllj<i:|<t.
Veranderung: A,N ns
4,1 7 234,2 57,1 ns
13,0 7 271,4 20,9 ns
1,6 7 203,3 127,1 ns
1,1 2 173,5 157,7 ns
1,7 7 228,3 134,3 ns
2,1 7 106,1 50,5 ns
1,2 7 38,4 32,0 ns
1,3797,3 74,8 ns
2,37173,7 75,5 ns
2,1 7 148,7 70,8 ns
2,4 7 169,1 70,5 ns
18,0 2 203,3 11,3 ns
1,5 2 173,5 115,7 ns
7,57 228,3 30,4 ns
1,7 2 106,1 62,4 ns
1,2 7 38,4 32,0 ns
2,2 7197,3 44,2 ns
2,9 71173,7 59,9 ns
2,57 148,7 59,5 ns
5,2 2 169,1 32,5 ns
22,8 7 1563,4 68,6 o
4,7 7 1228,2 261,3 Hoxx
29,3 7 1088,7 37,2 ok
2,37771,7 335,5 *k
1,8 2 595,5 330,8 ns
3,0 71 647,1 215,7 ns
8,6 7 1877,4 218,3 ok
4,0 7 1490,3 372,6 ok
25,9 71 1721,2 66,5 oAk
22,8 71 182,2 8,0 ns
4,7 72 120,6 25,7 ns
29,3 7 257,3 8,8 ns
2,3 236,0 15,7 ns
1,8 78,3 4,6 ns
3,0 71 44,0 14,7 ns
8,6 21 168,6 19,6 ns
4,0 7 74,7 18,7 ns
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Polym.- Veranderung der Polymeraseaktivitat Ver-
Kombi- | Segmentaustausch | werte [x-fache Aktivitat] anderung
nation ... gegen ... und Richtung der VFa_I_<tc(;r der signifikant:

(PolK) Nr. Veranderung: 7,N €randerung | g - Kok
65/ 83 ! avPB2 25,9 7 265,7 10,3 ns
75/ 66 avPB2 huPB2 182,2 7 1563,4 8,6 *kx
76 / 67 avPB2 huPB2 120,6 7 1228,2 10,2 Hokk
77 / 68 avPB2 huPB2 257,3 7 1088,7 4,2 *okk
78 / 69 avPB2 huPB2 36,0 7 771,7 21,4 *ok
79/ 70 avPB2 huPB2 8,3 2 595,5 71,7 ns
80/71 avPB2 huPB2 44,0 7 647,1 14,7 ns
81/72 avPB2 huPB2 168,6 7 1877,4 11,1 ok
82/73 avPB2 huPB2 74,7 7 1490,3 20,0 kx
83/ 74 avPB2 huPB2 265,7 7 1721,2 6,5 Kok

a / b: Vergleich der Polymerase-Kombinationen a mit b;

X A y: nach Segmentaustausch Steigerung der Polymeraseaktivitat von x auf y;

X N y: nach Segmentaustausch Absinken der Polymeraseaktivitat von x auf y;

ns: nicht signifikant;

*: signifikant, p<0,05; **: signifikant, p<0,01; ***: signifikant, p<0,001

4.4.3 Austausch des PA-Proteins und Einfluss auf die

Polymeraseaktivitat

Der Austausch des humanen gegen das porcine oder avidare PA-Segment flhrt
in allen in Tabelle 26 betrachteten Fallen unabhangig von der Herkunft des
PB1, PB2 und NP zu einer leichten bis moderaten und in einigen Fallen
signifikanten Steigerung der Polymeraseaktivitat (Tabelle 26, Abbildung 10).
Eine nicht signifikante Erhéhung ist beim Vergleich der Polymerase-
Kombinationen 15-17 mit 12-14 bzw. 18-20; 42-44 mit 39-41 bzw. 45-47; 78-
80 mit 75-77 bzw. 81-83 sowie 70-71 mit 67-68 erkennbar. Der Faktor der
Steigerung der Polymeraseaktivitat liegt dabei mit einer Ausnahme im meist
niedrigen, einstelligen Bereich (Tabelle 26). Eine leichte und signifikante
Steigerung etwa um den Faktor zwei bis drei ist bei dem Austausch des PA-
Segments zwischen den Kombinationen 69 und 66 sowie 69-71 und 72-74 zu
beobachten (Tabelle 26). Die Werte der Polymeraseaktivitat, die bei diesem
Austausch erreicht werden, sind mit bis zu etwa 1900-facher Aktivitat jedoch
auBerordentlich hoch. Ein Austausch des porcinen gegen das avidare PA-
Segment bleibt unabhangig von der Herkunft des PB1-, PB2- und NP-
Segments ohne Folgen fir das Niveau der Polymeraseaktivitat. Die Ubrigen, an

dieser Stelle nicht miteinander verglichenen Polymerase-Kombinationen mit
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PA-Segment-Austauschen  werden nicht naher betrachtet, da die
Polymeraseaktivitat im Vergleich zur PK sehr niedrig ist. Insgesamt gesehen
verandert ein Austausch des PA-Proteins die Polymeraseaktivitat des
betreffenden Polymerasekomplexes meist nur gering (Tabelle 26) und deutlich

weniger, als es Austausche im PB1- oder PB2-Protein verméogen.

4.4.4 Austausch des NP-Proteins und Einfluss auf die

Polymeraseaktivitat

Bei einem definierten, unveranderten Polymerasekomplex aus PB1-, PB2- und
PA-Protein bewirkt ein Austausch im NP-Segment keine signifikante
Veranderung der Polymeraseaktivitat (Abbildung 10). Lediglich beim Vergleich
der Polymerase-Kombinationen 43 mit 42, 44 sowie 79 mit 78, 80 sowie 82
mit 81, 83 und wenigen weiteren kann zum Teil eine leichte Steigerung der
Aktivitat beim Austausch des humanen NP- gegen das porcine oder aviare NP-

Segment vermutet werden (Abbildung 10).

Tabelle 26: Veranderung der Polymeraseaktivitiat bei Austausch des PA-
Proteins
Die Tabelle zeigt die Veranderung der Polymeraseaktivitdt bei Austausch eines

einzelnen PA-Proteins in einem ansonsten unveranderten Polymerasekomplex in
absoluten Zahlen [x-fache Aktivitat] und als Faktor der Veranderung.

Polym..- Veranderung der Polymeraseaktivitat Ver-
Kon'_lbi— Segmentaustausch | \yerte [x-fache Aktivitat] .fsind_e_rung
nation ... gegen ... und Richtung der Faktor der | signifikant:
(PolK) Nr. Veradnderung: A, Veranderung | ns - *xx
15/ 12 huPA 92,8 71 263,6 2,8 ns
16/ 13 huPA 67,4 7 274,7 4,1 ns
17 / 14 huPA 109,6 7 187,4 1,7 ns
15/ 18 huPA avPA 92,8 71 182,5 2,0 ns
16/ 19 huPA avPA 67,4 N 234,2 3,5 ns
17/ 20 huPA avPA 109,6 7 271,4 2,5 ns
42 / 39 huPA 106,1 ~ 203,3 1,9 ns
43 / 40 huPA 38,4 7 173,5 4,5 ns
44 / 41 huPA 97,3 7 228,3 2,3 ns
42 / 45 huPA avPA 106,1 7 173,7 1,6 ns
43 / 46 huPA avPA 38,4 7 148,7 3,9 ns
44 / 47 huPA avPA 97,3 7 169,1 1,7 ns
69/66 | huPA INPOPANN  771,7 7 1563,4 2,0 -
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Polym.- Veranderung der Polymeraseaktivitat Ver-

Kombi- | Segmentaustausch | werte [x-fache Aktivitat] anderung
nation ... gegen ... und Richtung der Fa_l_<tor der signifikant:
(PolK) Nr. Veranderung: 7,N veranderung | pg - soxx
70 / 67 huPA 595,5 7 1228,2 2,1 ns
71/ 68 huPA ﬂ 647,1 2 1088,7 1,7 ns
69/ 72 huPA avPA 771,7 7 1877,4 2,4 *oAoK
70/ 73 huPA avPA 595,5 7 1490,3 2,5 *oAoK
71/ 74 huPA avPA 647,1 21 1721,2 2,7 *oAK
78 /75 huPA 36,0 7 182,2 51 ns
79/ 76 huPA 8,37 120,6 14,5 ns
80/ 77 huPA 44,0 7 257,3 5,8 ns
78 / 81 huPA avPA 36,0 21 168,6 4,7 ns
79/ 82 huPA avPA 8,31 74,7 9,0 ns
80/ 83 huPA avPA 44,0 7 265,7 6,0 ns

a / b: Vergleich der Polymerase-Kombinationen a mit b;

X A y: nach Segmentaustausch Steigerung der Polymeraseaktivitdt von x auf y;
X N y: nach Segmentaustausch Absinken der Polymeraseaktivitat von x auf y;
ns: nicht signifikant;

*: signifikant, p<0,05; **: signifikant, p<0,01; ***: signifikant, p<0,001

4.4.5 Vergleich der Polymeraseaktivitat von generierten

Viren

Im Folgenden soll detailliert die Aktivitat nur derjenigen Polymerasekomplexe
betrachtet werden, die in den in dieser Arbeit generierten Viren (s. Kap. 4.3)
vorkommen. Dies soll mdgliche Unterschiede in der Polymeraseaktivitat
zwischen einzelnen Viren herausstellen und helfen, Anderungen der
Polymeraseaktivitdt mit Anderungen anderer viraler Eigenschaften, die in den

nachsten Kapiteln betrachtet werden, in Verbindung zu bringen.

Einige der Viren (s. Kap. 4.3), deren Unterschiede in Tabelle 27 aufgeflhrt
sind, differieren lediglich in den Oberflachenproteinen HA und NA und besitzen
einen identischen Polymerasekomplex (K und E; B und A; Eund I; Aund C; K
und I; B und C). Somit ist die im Minigenom-Luciferase-Reporterassay (s. Kap.
3.21) gemessene Polymeraseaktivitdt fir den jeweilig definierten
Polymerasekomplex allen entsprechenden Viren zuzuordnen (Tabelle 23,
Tabelle 27). Unter den untersuchten Viren finden sich auch mehrere, die sich
nur im PBl1-Segment (C-D; I-F-R) oder nur im PBl- und einem weiteren
Segment (A-D; C-P; C-S; E-F; E-R) unterscheiden (Tabelle 27). Kommt es bei

den genannten Viren zu einem Austausch eines humanen oder porcinen PB1-
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gegen ein aviares PB1-Segment, so erhdht sich die Polymeraseaktivitat um
das etwa 2- bis 470-fache. Diese Steigerung der Aktivitat ist nur in einem Fall
signifikant (C-P) (Tabelle 27). Viele der generierten Viren unterscheiden sich
im PB2- (H-S-O; D-P) und zum Teil zusatzlich im PA- (D-T; D-O; S-T; S-P; D-
H; H-T; H-P) oder PBl1-Segment (C-P) (Tabelle 27). Dabei

Steigerung der Polymeraseaktivitat, die bei einem Austausch des porcinen

betragt die

oder aviaren PB2 gegen das humane PB2 zu beobachten ist, zwischen dem 5-
bis 470-fachen und ist in nahezu allen Fallen (auBer H-T) signifikant (Tabelle
27). Der Austausch des avidaren gegen das porcine PB2 (H-S; H-D) fihrt
hingegen zu einer Verringerung der Polymeraseaktivitat (Tabelle 27), die
jedoch nicht signifikant ist. Bezliglich des PA-Segments ergibt sich bei der
Betrachtung der Viren, bei denen das avidare oder porcine PA allein (O-T; P-T)
oder zusammen mit anderen Polymerasesegmenten (D-T; S-T; H-T) gegen das
Bei

Senkung

humane PA ausgetauscht wird, einem
(O-T; P-T)
Polymeraseaktivitat. Wird zusatzlich das porcine oder aviare PB2- gegen das
humane PB2-Segment ausgetauscht (D-T; S-T; H-T),

signifikante Erhdhung der Aktivitat (Tabelle 27).

ein widersprichliches Bild.

Einzelaustausch erfolgt eine signifikante der

erfolgt eine teils

Tabelle 27: Vergleich der Polymeraseaktivitidt von generierten Viren

Die Tabelle vergleicht die Polymeraseaktivitdt zweier generierter Viren, die sich in
einem oder zwei viralen Proteinen unterscheiden. Die Veranderung der
Polymeraseaktivitat ist in absoluten Zahlen [x-fache Aktivitdt] und als Faktor der
Veranderung angegeben.

vV Veranderung der Ver-
I:i::-h Polymeraseaktivitat | dnder-
gder 1. Segment- 2. Segment- Polym.- | Werte [x-fache Fakt ung
- austausch austausch komplex- | Aktivitat] und axtor signi-
Viren der .
(Virus- | " gegen ... ... gegen ... Nr. Richtung der Veran- fikant:
Veranderung: ns -
IDS) derung *k k %k
A,N
K/ E | huHA - beide: 43 | - - -
B/A avHA - beide: 3 - - -
E/I huNA - beide: 43 - - -
A/C avNA - beide: 3 - - -
I-F-R:
I1/F |huPBl [poPBl | - 43/16 | 3847674 | 1,8 | ns
I/R | huPB1 avPB1 - 43 /70 | 38,4 7 595,5 15,5 ns
F/R avPB1 - 16 /70 | 67,4 7 595,5 8,8 ns
c/D avPB1 - 3/57 3,37 22,8 6,9 ns
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Ver- Veranderung der Ver-
leich Polymeraseaktivitat | &nder-
9 1. Segment- 2. Segment- Polym.- | Werte [x-fache ung
der S Faktor | . =
- austausch austausch komplex- | Aktivitat] und signi-
Viren ) der . .
. ... gegen ... ... gegen ... Nr. Richtung der R fikant:
(Virus- . . | Veran-
Veranderung: ns -
IDs) 2N derung | i«
H-S-0:
81/ 63 168,6 v 8,6 19,6 ns
168,6 7 ook
81/72 1877,4 11,1

63/72 | 8,6 211877,4 | 218,3 | ***

57 /66 | 22,8 21563,4| 68,6 Hkx

1877,4 N

72/ 66 15654 1,2 ns
1877,4 N .
72/ 69 7717 2,4
1563,4 \y ..
66 / 69 771 7 2,0

57 /63 22,8 N 8,6 2,7 ns

beide: 43 - -

beide: 3 - -

43/ 16 38,4 71 67,4 1,8 ns

43 /70 | 38,4 2 595,5 15,5 ns

3/57 3,37 22,8 6,9 ns

3/66 | 3,371563,4 | 473,8 | ***

3/63 3,378,6 2,6 ns

57/69 | 22,8 2771,7 | 33,8 wx

57/72 | 22,8 71877,4| 82,3 o

63/ 69 8,6 2771,7 89,7 K

63/66 | 8,6 711563,4 | 181,8 | ***

57/81 | 22,8 2168,6 | 7,4 ns

81/69 |168,6 2771,7| 4,6 ns

168,6 ~

81/66 1563,4

9,3 Xk k%

3/81 3,3 7 168,6 51,1 ns

a / b: Vergleich der Polymerase-Kombinationen a mit b;

K, B, L: humanes (K), porcines (B) und avidres (L) Parentalvirus;

X A y: nach Segmentaustausch Steigerung der Polymeraseaktivitat von x auf y;
X N y: nach Segmentaustausch Absinken der Polymeraseaktivitat von x auf y;
ns: nicht signifikant;

*: signifikant, p<0,05; **: signifikant, p<0,01; ***; signifikant, p<0,001
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4.5 Vermehrungseigenschaften von humanen, porcinen und
aviaren Parentalviren und deren Reassortanten in

humanen A549-Lungenzellen

In den Replikationsversuchen der vorliegenden Arbeit wurden die drei
rekombinant hergestellten humanen (Virus K), porcinen (Virus B) und aviaren
Parentalviren (Virus L) sowie zwoIlf Reassortanten hinsichtlich ihrer
Vermehrungseigenschaften in einem Zellkultursystem analysiert (s. Kap.
3.22.1). Acht Reassortanten besaBen porcine NP-, M- und NS-Segmente,
aviare HA- und zum Teil auch NA-Segmente sowie Polymerasesegmente
porcinen, aviaren und humanen Ursprungs (A, C, D, S, H, O, P, T) (Tabelle 22).
Die Ubrigen vier untersuchten Reassortanten wiesen humane NP-, M- und NS-
Segmente, porcine HA- und grdBenteils auch NA-Segmente und humane,

porcine und aviare Polymerasesegmente auf (E, I, R, F) (Tabelle 22).

4.5.1 Replikationsverhalten der Viren

Sowohl die drei Parentalviren als auch die untersuchten zwdlf Reassortanten
zeigten im Zellkultursystem die Fahigkeit zur Replikation, wobei z.T. deutliche
Unterschiede auftraten. Aufgrund der Replikationsrate und des erreichten
Virustiters zu einem definierten Zeitpunkt nach der Infektion (p.i.) der Zellen

kdnnen die untersuchten Viren einer von vier Gruppen zugeordnet werden:

Bei den drei Parentalviren K, B und L wurde eine starke anfangliche
Replikation mit einem Titeranstieg von drei bis vier log-Stufen zwischen 12 h
und 36 h p.i. beobachtet. Zwischen 36 h und 48 h p.i. ist bei diesen Viren ein
Absinken der Replikationsrate festzustellen, gefolgt von einem konstanten (B)
oder leicht abfallenden (K, L) Titer zwischen 48 h und 72 h p.i. Die maximalen
Titer der Parentalviren liegen zwischen 10%° und 1077 pfu/ml (Tabelle 28,
Abbildung 11).

Die Reassortanten A, C, D, S und H zeigen mit einer Erh6hung des Titers von
mehr als vier log-Stufen zwischen 12 h und 36 h p.i. eine sehr starke
anfangliche Replikation. Im weiteren Verlauf kommt es auch bei diesen Viren
zwischen 36 h und 48 h p.i. zu einer Abschwachung der Virusvermehrung.
Nach 48 h p.i. fallt der Titer leicht ab (A, C, S, H) oder bleibt weitgehend
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konstant (D). Insgesamt werden in dieser Gruppe hohe Virustiter zwischen
maximal 10”3 und 10%° pfu/ml erreicht (Tabelle 28, Abbildung 11).

Die Viren P und O weisen ahnlich wie die Parentalvirusgruppe zwar eine
anfanglich starke Replikation mit einer Titersteigerung um etwa 2 log-Stufen
zwischen 12 h und 24 h p.i. auf, jedoch folgt zwischen 24 h und 36 h p.i. eine
sehr deutliche Abschwachung der Replikationsrate. Bereits nach 36 h p.i.
kommt es bei beiden Viren zu einem konstanten Abfall des Titers. Aufgrund
dieses Replikationsverhaltens werden insgesamt nur niedrige Titer zwischen
maximal 10>2 und 10°° pfu/ml erreicht (Tabelle 28, Abbildung 11).

Eine bereits von Beginn an niedrige Replikationsrate mit einem Titerzuwachs
von etwa 1,5 bis 2 log-Stufen zwischen 12 h und 36 h p.i. ist bei den
Reassortanten E, R, I, F und T zu beobachten. Diese bereits geringe
Replikationsrate schwacht sich zwischen 36 h und 48 h p.i. weiter ab und nach
48 h p.i. ist ein Titerabfall festzustellen. Die Reassortanten dieser Gruppe
erreichen insgesamt nur niedrige Titer bis maximal 10’ pfu/ml (Tabelle 28,
Abbildung 11).

Tabelle 28: Titer zu definierten Zeitpunkten nach Infektion

Virus Titer 12 h p.i. | Titer 24 h p.i. | Titer 36 h p.i. | Titer 48 h p.i. | Titer 72 h p.i.
(Virus-ID) | [logig Titer] [logio Titer] [logyg Titer] [logyg Titer] [logig Titer]
K 2,3 4,4 6,0 6,7 6,3
B 3,1 4,9 6,7 7,7 7,7
L 2,7 4,6 6,1 6,6 6,3
A 3,0 5,5 7,9 8,5 8,4
C 2,8 5,5 7,6 8,4 8,2
D 1,9 4,4 7,1 7,9 8,0
S 2,3 4,7 6,8 7,3 7,1
H 2,6 5,6 7,1 7,3 7,1
0 2,5 4,7 5,2 4,9 4,4
P 3,3 51 5,5 51 4,7
T 2,1 2,6 4,1 4,3 3,9
E 2,7 4,0 4,8 5,0 4,9
I 2,9 3,6 4,3 4,5 4,2
R 2,8 3,9 4,7 5,0 4,6
F 2,6 3,5 4,2 4,6 4,3
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In den folgenden Abbildungen und Beschreibungen werden Viren, die sich in
einem, zwei oder im Einzelfall auch drei Segmenten voneinander
unterscheiden, detailliert betrachtet und verglichen. Hierbei liegt der Focus
zunachst auf Viren mit porcinem NP-, M- und NS-Segment sowie
Polymerasekomplex bzw. humanem NP-, M- und NS-Segment und
Polymerasekomplex und jeweils verschiedenen HA- und NA-
Oberflachenproteinen. In weiteren Vergleichen wird der Verlauf der Replikation
von Viren mit porcinem NP-, M- und NS-Segment, avidaren HA- und NA-
Proteinen und unterschiedlichen Polymerasekomplexen analysiert. Auch auf die
Replikation der Viren mit humanem NP, M und NS, porcinen HA- und NA-

Proteinen und verschiedenen Polymerasekomplexen wird eingegangen.

Abbildung 12 zeigt den Verlauf der Replikation der Viren A, C, und B, die
porcine NP-, M- und NS-Segmente und einen porcinen Polymerasekomplex,
jedoch verschiedene HA- und NA-Segmente besitzen (Tabelle 22, Tabelle 28,
Tabelle 29). Diese drei Viren weisen 12 h p.i. anndhernd den gleichen Titer
auf. Die Viren A und C zeigen zwischen 12 h und 36 h p.i. eine sehr starke
Replikation, die sich nachfolgend bis 48 h p.i. etwas abschwacht (Tabelle 28,
Abbildung 12). Die geringere Replikationsrate des porcinen Parentalvirus B
zwischen 12 h und 36 h p.i. fUhrt bereits ab 24 h p.i. zu signifikant niedrigeren
Titern gegenlber den Reassortanten A und C (Tabelle 29). Auch die
Virusvermehrung von Virus B schwacht sich zwischen 36 h und 48 h p.i. etwas
ab. Ein signifikanter Titerunterschied von Virus B gegeniber A und C bleibt bis
zum Ende des Replikationsversuches nach 72 h p.i. erhalten (Tabelle 29). Die
héchsten Titer von Virus A und C werden mit etwa 10%° pfu/ml nach 48 h p.i.,
die von Parentalvirus B mit 10”7 pfu/ml nach 48 h/ 72 h p.i. erreicht (Tabelle
28). Die Reassortanten A und C dhneln sich trotz verschiedener NA-Proteine in
ihrem Replikationsverhalten sehr stark: Das gleiche Niveau der anfanglichen
Replikation bis 36 h p.i.,, die darauffolgende leichte Abschwachung der
Replikationsrate und das leichte Absinken des Titers zwischen 48 h und 72 h
p.i. bei beiden Viren flhrt dazu, dass wahrend des Replikationsversuchs keine

signifikanten Titerunterschiede festgestellt wurden (Tabelle 29, Abbildung 12).
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In Abbildung 13 ist der Replikationsverlauf aller Viren abgebildet, die ein
humanes NP-, M- und NS-Segment, einen vollstdandigen humanen
Polymerasekomplex und unterschiedliche HA- und NA-Segmente besitzen. Das
humane Parentalvirus (K) und die Reassortante E unterscheiden sich im HA-
Segment (Tabelle 22). Die Titer beider Viren weisen 12 h p.i. einen leichten,
jedoch nicht signifikanten Unterschied auf (Tabelle 29, Abbildung 13). Im
weiteren Verlauf bis 36 h p.i. zeigt das Parentalvirus K eine starke, die
Reassortante E aber nur eine schwache Replikation (Tabelle 28). Da zudem
der Virustiter von E ab 36 h p.i. nahezu konstant bleibt, der Titer von Virus K
hingegen bis 48 h p.i. steigt und erst danach leicht abféllt, fihrt dies ab 36 h
p.i. zu signifikant hdéheren Virustitern von Virus K gegentiber E von etwa ein
bis anderthalb log-Stufen (Tabelle 29, Abbildung 13). Bei einem Vergleich der
Viren K und I, die sich in den Oberflachenproteinen HA und NA unterscheiden
(Tabelle 22), ist 12 h p.i. ein signifikant niedrigerer Titer von K gegenuber I
feststellbar (Tabelle 29). Aufgrund der starken Replikation von Virus K bis 36 h
p.i., die sich bis 48 h p.i. etwas abschwacht, und der durchgehend schwachen
Replikation von Virus I zwischen 12 h und 48 h p.i. weist das humane
Parentalvirus K bereits ab 24 h p.i. einen signifikant héheren Titer (ein bis zwei
log-Stufen) als Virus I auf (Tabelle 29, Abbildung 13). Die beiden Viren E und
I, die sich im NA-Segment unterscheiden (Tabelle 22), haben 12 h p.i.
annahernd den gleichen Titer (Tabelle 29). Sie zeigen eine nur schwache
Replikation bis zu ihrem héchsten Titer 48 h p.i. Da Virus E eine leicht starkere
Replikation als I zwischen 12 h und 36 h p.i. aufweist und I einen gréBeren
Titerabfall zwischen 48 h und 72 h p.i. als E zeigt, sind die Virustiter bei 36 h
p.i. und 72 h p.i. signifikant leicht unterschiedlich (Tabelle 29, Abbildung 13).

Die beiden Reassortanten A und D weisen porcine NP-, M- und NS-Segmente
und ein aviares HA auf, unterscheiden sich jedoch sowohl im NA- als auch
PB1-Segment (Tabelle 22). Der Verlauf der Replikation ist sehr dhnlich: Beide
Viren zeigen zwischen 12 h und 36 h p.i. eine sehr starke Replikation, die sich
zwischen 36 h und 48 h p.i. in ahnlichem MaBe abschwacht (Tabelle 28,
Tabelle 29, Abbildung 11). Da sich 12 h p.i. die Titer beider Viren signifikant
unterscheiden, bleibt dieser Unterschied aufgrund des a&hnlichen
Replikationsverlaufs bis 48 h p.i. erhalten (Tabelle 29). Durch den geringen
Titerabfall bei Reassortante A und den geringen Titeranstieg von D nahern sich

die Titer 72 h p.i. an und unterscheiden sich nicht mehr signifikant
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voneinander (Tabelle 29, Abbildung 11). Der maximale Titer wird mit
10%° pfu/ml (Virus A) 48 h p.i. bzw. 10%° pfu/ml (Virus D) 72 h p.i. erreicht
(Tabelle 28).

Die Replikation der Viren C, D, S, H, P, O und T, die porcine NP-, M- und NS-
Segmente, aviare HA- und auch NA-Segmente und unterschiedlichste
Polymerasekomplexe besitzen, ist in Abbildung 14 gezeigt. Die Reassortanten
O, P und T unterscheiden sich ausschlieBlich in ihrem PA-Segment (Tabelle
22). Die Viren P und O zeigen einen sehr gleichartigen Titerverlauf mit einer
anfanglich starken Replikation, die sich ab 24 h p.i. deutlich abschwacht und
zu einem niedrigen Maximaltiter von etwa 10°° pfu/ml fiihrt (Tabelle 28,
Abbildung 14). Der Titer der beiden Viren unterscheidet sich 12 h p.i. noch
signifikant, dieser Unterschied ist zu spateren Zeitpunkten jedoch kleiner und
nicht mehr signifikant (Tabelle 29). Die Reassortante T weist im Vergleich zu
Virus O und P ein humanes PA-Segment auf. Der Titerunterschied 12 h p.i.
zwischen den Reassortanten P und T ist gréBer als eine log-Stufe und
signifikant, zwischen O und T ist er nicht signifikant (Tabelle 29). Durch die
starke Replikation von Virus P und O sowie der schwachen Vermehrung von
Reassortante T unterscheiden sich die Titer von P und O gegeniber T nach
24 h p.i. signifikant um mehr als zwei log-Stufen. Aufgrund der deutlichen
Abschwachung der Replikation von P und O nach 24 h p.i. wird dieser
Titerunterschied geringer, bleibt jedoch bis 48 h (O-T) oder gar 72 h p.i. (P-T)
signifikant (Tabelle 29).

Der genetische Unterschied der Viren S, H und O liegt in der Herkunft des
PB2-Segments (Tabelle 22). 12 h p.i. zeigen alle drei Reassortanten annahernd
den gleichen Titer (Tabelle 28, Abbildung 14). Virus S und O weisen zwischen
12 h und 24 h p.i. annahernd die gleiche, starke Replikationsrate auf, so dass
nach 24 h p.i. ein identischer Virustiter nachweisbar war. Virus H repliziert im
gleichen Zeitraum S und O gegenlber noch starker und hat somit 24 h p.i.
einen signifikant hdéheren Titer (eine log-Stufe) als S und O (Tabelle 29,
Abbildung 14). Wahrend es bei Virus O, das ein humanes PB2 tragt, zu einer
deutlichen Abschwachung der Replikation nach 24 h p.i. kommt und der Titer
bis 36 h p.i. nur wenig steigt, haben S und H eine weiterhin sehr hohe
Replikationsrate. Im Ergebnis sind die Titer von S und H nach 36 h p.i.

vergleichbar hoch und der Virustiter von S und H gegeniber Virus O um
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eineinhalb bis zwei log-Stufen signifikant erhéht (Tabelle 29, Abbildung 14).
Die Titer von Reassortante H und S erhdéhen sich im weiteren Verlauf der
Kinetik bis 48 h p.i. noch weiter, um dann bis 72 h p.i. wieder etwas zu fallen.
Der Virustiter von O sinkt hingegen bereits nach 36 h p.i. kontinuierlich ab
(Tabelle 28). Dadurch besteht am Endpunkt der Kinetik nach 72 h p.i. ein
signifikanter Titerunterschied zwischen H und S gegentiber O von etwa 2,5
log-Stufen (Tabelle 29, Abbildung 14).

Die Reassortanten C, D, S und H variieren ausschlieBlich hinsichtlich der
Zusammensetzung ihres Polymerasekomplexes (Tabelle 22). Virus C, das sich
im PB1l-Segment von Reassortante D unterscheidet, weist 12 h p.i. einen
signifikant héheren Titer als D auf (Tabelle 29). Beide Reassortanten gehdren
zu der Gruppe von Viren, die zwischen 12 h und 36 h p.i. eine sehr hohe
Replikationsrate aufweisen, wobei die Vermehrungsrate von D noch etwas
hoéher als von C ist (Tabelle 28, Abbildung 14). Aus diesem Grund sind die
Virustiter ab 36 h p.i. nicht mehr signifikant unterschiedlich (Tabelle 29).
Zwischen 48 h und 72 h p.i. bleiben die Titer von Virus C und D nahezu
konstant und erreichen ihren maximalen Titer mit etwa 10° bis 10%° pfu/ml
(Tabelle 28, Abbildung 14).

Die Reassortanten C und S, die verschiedene PB1- und PA-Segmente besitzen,
zeigen 12 h p.i. einen signifikanten Titerunterschied von einer halben log-Stufe
(Tabelle 22, Tabelle 29). Beide Viren weisen von 12 h bis 36 h p.i. eine sehr
starke Replikation auf, die sich im Zeitraum 36 h bis 48 h p.i. abschwacht
(Tabelle 28, Abbildung 14). Der Titer fallt anschlieBend bis 72 h p.i. nur wenig
ab. Uber alle Zeitpunkte hinweg zeigt die Reassortante C einen signifikant
hdéheren Titer als S, wobei der Titerunterschied im Verlauf der Replikation
leicht auf eine log-Stufe zunimmt (Tabelle 29, Abbildung 14). Der maximale
Titer wird mit 10%* pfu/ml (Virus C) bzw. 10’ pfu/ml (Virus S) 48 h p.i.
erreicht (Tabelle 28).

Die Reassortanten C und H unterscheiden sich in der Herkunft aller drei
Polymerasekomplexsegmente PB1, PB2 und PA (Tabelle 22). 12 h p.i. besitzen
die Viren nahezu den gleichen Titer (Tabelle 28, Abbildung 14). Da beide eine
sehr starke Replikation zwischen 12 h und 36 h p.i. zeigen, danach der Titer

von H im Vergleich zu C jedoch bis 48 h p.i. kaum noch ansteigt,
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unterscheiden sich die Titer erst ab 48 h p.i. signifikant um etwa eine log-
Stufe (Tabelle 29, Abbildung 14). Virus C weist 48 h p.i. einen Titer von 10%*
pfu/ml, Virus H einen Titer von 107 pfu/ml auf (Tabelle 28). Bis 72 h p.i. sinkt

der Titer beider Viren nur geringfligig ab.

Die Viren S und H weisen verschiedene PB2-Segmente auf (Tabelle 22).
Obwohl sie annahernd den gleichen Titer 12 h p.i. besitzen und bei beiden ein
sehr starker Titeranstieg zwischen 12 h und 36 h p.i. zu verzeichnen ist, gibt
es bei 24 h p.i. einen signifikanten Unterschied zwischen S und H, da der Titer
von Virus H zwischen 12 h und 24 h p.i. besonders stark zunimmt (Tabelle 28,
Tabelle 29, Abbildung 14). Nachdem beide Viren eine langsamere Replikation
zwischen 36 h und 48 h p.i. zeigen, nahern sich die Virustiter wieder an und
sind 48 h p.i. (10”2 pfu/ml) und 72 h p.i. (107! pfu/ml) identisch (Tabelle 28,
Abbildung 14).

Der genetische Unterschied der Reassortanten D und S liegt im PA-Segment
(Tabelle 22). Beide Viren zeigen 12 h p.i. einen ahnlich hohen Titer und weisen
bis 36 h p.i. eine sehr hohe Replikationsrate auf, wobei der Titerzuwachs von
Virus D etwas hoher als der von Virus S ist (Tabelle 28, Abbildung 14). Im
weiteren Verlauf bis 48 h p.i. ist ein abgeschwachter Titeranstieg festzustellen
und 48 h p.i. ein geringer, aber signifikanter Titerunterschied (Tabelle 29,
Abbildung 14). Dieser Unterschied vergrdBert sich bis 72 h p.i. auf ca. 1 log-
Stufe. Den maximalen Titer erreicht Virus D 72 h p.i. (10%° pfu/ml) und Virus
S 48 h p.i. (107 pfu/ml) (Tabelle 28, Abbildung 14).

Die rekombinanten Viren D, H und T besitzen ein identisches PB1, variieren
jedoch in der Herkunft der PB2- und PA-Segmente. Die Reassortanten D und H
unterscheiden sich durch porcine bzw. avidare PB2- und PA-Segmente (Tabelle
22). Zu Beginn des Replikationsverlaufs 12 h und 24 h p.i. weist Virus H einen
signifikant leicht héheren Titer im Vergleich zu D auf (Tabelle 29). Beide Viren
zeigen im Zeitraum bis 36 h p.i. eine sehr starke Replikation. Da zwischen
36 h und 72 h p.i. der Titer von Virus H nicht weiter ansteigt und D hingegen
im gleichen Zeitraum eine deutliche Replikation zeigt, besitzt Reassortante D
48 h und 72 h p.i. einen signifikant héheren Titer von etwa einer halben bzw.

einer log-Stufe gegenlber Virus H (Tabelle 29, Abbildung 14). Der hdchste
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Titer wird von Virus H nach 48 h (10”3 pfu/ml), von Virus D 72 h p.i. (10%°
pfu/ml) erreicht (Tabelle 28, Abbildung 14).

Wahrend die Reassortante T ein humanes PB2- und PA-Segment tragt,
besitzen die Viren D und H porcine bzw. aviare PB2- und PA-Segmente (Tabelle
22). Ein Vergleich der Reassortanten D und T bzw. H und T zeigt 12 h p.i.
leichte Titerunterschiede, die jedoch nicht signifikant sind (Tabelle 29). Im
Zeitraum zwischen 12 h und 36 h p.i. weisen die Viren D und H eine sehr
starke Replikation auf, T hingegen zeigt im gleichen Zeitraum eine niedrige
Replikationsrate (Tabelle 28, Abbildung 14). Dies hat zur Folge, dass bereits
24 h p.i. der Titer von Virus D zwei log-Stufen, der Titer von H drei log-Stufen
uber dem von Virus T liegt (Tabelle 29, Abbildung 14). Reassortante D zeigt
zwischen 36 h und 72 h p.i. noch eine abgeschwachte Replikation, bei Virus H
und T ist kein Titeranstieg in diesem Zeitraum festzustellen. Der signifikante
Unterschied zwischen D und T steigt dadurch bis 72 h p.i. auf vier log-Stufen
an bzw. bleibt zwischen H und T konstant bei drei log-Stufen (Tabelle 29). Den
maximalen Titer erreicht Virus D 72 h p.i. (10%° pfu/ml), Virus H 48 h p.i.
(1072 pfu/ml) und Virus T ebenfalls 48 h p.i. (10*° pfu/ml) (Tabelle 28,
Abbildung 14).

Die Reassortante D unterscheidet sich von P im PB2-Segment, von O im PB2-
und PA-Segment (Tabelle 22). 12 h p.i. weisen Virus P und O noch einen
signifikant hdheren Titer als Virus D auf (Tabelle 29). Da die Reassortante D im
weiteren Verlauf bis 36 h p.i. eine gleichbleibend sehr starke Replikation zeigt,
die Viren P und O hingegen nur zwischen 12 h und 24 h p.i. eine starke
Replikation aufweisen und danach bis 36 h p.i. nur deutlich abgeschwacht
replizieren, liegt der Virustiter von D 36 h p.i. signifikant Gber P und O (Tabelle
29, Abbildung 14). Im weiteren Verlauf der Replikation steigt der Titer von D
weiter an, die Titer von P und O fallen hingegen ab (Tabelle 28). Somit
vergroBert sich der signifikante Unterschied auf etwa dreieinhalb log-Stufen
zum Zeitpunkt 72 h p.i. (Tabelle 29). Der maximale Virustiter wird 72 h p.i.
mit 10%°pfu/ml (Virus D) bzw. 36 h p.i. mit 10>® pfu/ml (Virus P) und
10”2 pfu/ml (Virus O) erreicht (Tabelle 28, Abbildung 14).

Der genetische Unterschied der Reassortanten C und P liegt in den PB1- und
PB2-Segmenten (Tabelle 22). Beide Viren unterscheiden sich 12 h und 24 h
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p.i. nicht signifikant in ihrem Titer (Tabelle 29). In diesem Zeitraum weist Virus
C eine sehr starke, Virus P eine starke Replikation auf (Tabelle 28, Abbildung
14). Wahrend die Reassortante C die sehr starke Replikation bis 36 h p.i.
beibehalt und sie erst danach abnimmt, steigt der Titer von P zwischen 24 h
und 36 h p.i. kaum noch an und fallt danach bis 72 h p.i. ab. In der Folge
unterscheiden sich die Titer von C und P ab dem Zeitpunkt 36 h p.i. signifikant
um zwei bis dreieinhalb log-Stufen (Tabelle 29, Abbildung 14). Der héchste
Titer wird von Virus C nach 48 h (10%* pfu/ml), von Virus P 36 h p.i.
(10°° pfu/ml) erreicht (Tabelle 28, Abbildung 14).

Die rekombinanten Viren S und H unterscheiden sich gegentber P in der
Herkunft der PB2- und PA-Segmente (Tabelle 22). 12 h nach Infektion weist P
einen signifikant erhéhten Titer im Vergleich zu S und H auf (Tabelle 29). Im
Verlauf bis 36 h p.i. replizieren die Viren S und H sehr stark. Die Replikation
der Reassortante P ist lediglich zwischen 12 h und 24 h p.i. stark und nimmt
nach 24 h p.i. deutlich ab (Tabelle 28, Abbildung 14). Dieser Unterschied im
Replikationsverhalten fuhrt 36 h p.i. zu einem signifikant erhdéhten Titer von S
und H gegenlber P (Tabelle 29). Im Zeitraum zwischen 36 h und 72 h p.i.
steigt der Titer von S und H kaum oder nicht mehr an, der Virustiter von P
nimmt sogar ab. Die signifikante Differenz der Titer von S und H im Vergleich
zu P wachst bis 72 h p.i. auf etwa zweieinhalb log-Stufen an (Tabelle 29,
Abbildung 14). Der héchste Titer wird von Virus S und H (107 pfu/ml) nach
48 h, von Virus P 36 h p.i. (10> pfu/ml) erreicht (Tabelle 28, Abbildung 14).

Die Reassortanten S und T unterscheiden sich im PB2- und PA-Segment
(Tabelle 22). 12 h p.i. besitzen die Viren nahezu den gleichen Titer. Zwischen
12 h und 36 h p.i. zeigt Virus S eine sehr starke Replikation, wohingegen T im
gleichen Zeitraum nur eine geringe Replikation aufweist (Tabelle 28, Abbildung
14). Dies fuhrt bereits ab 24 h p.i. zu signifikant und deutlich héheren
Virustitern von S im Vergleich zu T (Tabelle 29). Im weiteren Verlauf ab 36 h
p.i. ist das Replikationsverhalten von Reassortante S und T dhnlich: Es kommt
zu einem leichten Titeranstieg bis 48 h p.i., gefolgt von einem leichten Abfall
bis 72 h p.i. (Tabelle 28, Abbildung 14). Der signifikante Titerunterschied von
etwa drei log-Stufen bleibt dadurch ab 36 h p.i. bestehen (Tabelle 29). Den
maximalen Titer erreichen beide Viren 48 h p.i. (Virus S: 107 pfu/ml; Virus T:
10*3 pfu/ml) (Tabelle 28, Abbildung 14).
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Die Reassortanten F, R und E weisen humane NP-, M- und NS-Segmente und
ein porcines HA auf, unterscheiden sich jedoch z.T. im NA- und PB1-Segment
(Tabelle 22). Die drei Viren besitzen 12 h p.i. beinahe den gleichen Titer
(Tabelle 28, Tabelle 29, Abbildung 11). Obwohl sich alle drei Reassortanten in
ihrem Replikationsverhalten ahneln und zwischen 12 h und 36 h p.i. nur eine
niedrige Replikationsrate besitzen, die sich zwischen 36 h und 48 h p.i. weiter
abschwacht, fihren kleine Unterschiede in der Hohe der Replikation zu einem
signifikanten Titerunterschied zwischen F und E zum Zeitpunkt 24 h, 36 h und
72 h p.i. (Tabelle 29, Abbildung 11). Die héchsten Titer werden 48 h p.i.
erreicht (F: 10%° pfu/ml; R: 10>° pfu/ml; E: 10>° pfu/ml), bevor der Virustiter
bis 72 h p.i. bei allen Reassortanten leicht abfallt (Tabelle 28, Abbildung 11).

In Abbildung 15 ist der Replikationsverlauf aller Viren gezeigt, die ein humanes
NP-, M- und NS-Segment, porcine HA- und auch NA-Segmente und
unterschiedlich zusammengesetzte Polymerasekomplexe besitzen. Die drei
Viren R, F und I unterscheiden sich lediglich in der Herkunft ihres PB1-
Segments (Tabelle 22). Alle Viren weisen 12 h p.i. einen annahernd gleichen
Titer und eine schwache Replikation bis 48 h p.i. auf (Tabelle 28, Abbildung
15). Zwischen 48 h p.i. und 72 h p.i. ist bei allen drei Reassortanten ein
leichter Titerabfall zu beobachten (Tabelle 28). Zwischen den Viren gibt es
trotz der Unterschiede im PB1l-Segment zu keinem Zeitpunkt einen

signifikanten Titerunterschied (Tabelle 29).
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Tabelle 29: Vergleich des Replikationsverhaltens von Parentalviren und Reassortanten

Viren-

ver-
gleich
(Virus-

IDs)

Veranderung des Titers

Veranderung des Titers

Veranderung des Titers

Veranderung des Titers

Veranderung des Titers

12 h p.i. 24 h p.i. 36 h p.i. 48 h p.i. 72 h p.i.
Gwstsusch | ausush | Therlnd | Ve | mioging | Ve | wggUnd | vemno | MOy | ven | gglng | Ve
... gegen ... ... gegen ... Richtung der Lo . Richtung der Lo . Richtung der L . Richtung der . . Richtung der . .

Veranderung: S'gg'f'ii'lt' Veranderung: S'gg'f'ii'lt' Veranderung: s'gg'f”:irlt' Veranderung: s'gg'flzizt' Veranderung: s'gg'flzizt'
A, A2,~>,N 2,2, N A2,~>,N A,~>,N

2,3 72,7 ns 4,4 N 4,0 ns 6,0 v 4,8 Hokox 6,7~ 5,0 Hokox 6,3 Y 4,9 Hokox
3,1~ 3,0 ns 49 75,5 * 6,7 717,9 Hokox 7,7 78,5 Hokox 7,7 7 8,4 *k
2,722,9 ns 4,0\ 3,6 ns 4,8\ 4,3 * 50v4,5 ns 4,9\ 4,2 **
3,0v 2,8 ns 55->5,5 ns 79N 7,6 ns 8,5y 8,4 ns 8,4\ 8,2 ns
2,9Y 2,6 ns 3,6 v 3,5 ns 4,3\ 4,2 ns 4,5 74,6 ns 4,2 14,3 ns
2,9v 2,8 ns 3,6 23,9 ns 4,3 74,7 ns 45~75,0 ns 4,2 14,6 ns
2,6 22,8 ns 3,523,9 ns 4,2 7 4,7 ns 46 75,0 ns 4,3 74,6 ns
2,8v1,9 Hokx 55Y4,4 Hokx 7,6 N 7,1 ns 84N7,9 ns 8,2\ 8,0 ns
2,6 Ny 2,3 ns 56\ 4,7 Hokx 7,1v6,8 ns 7,3>7,3 ns 7,1->7,1 ns
2,6 N 2,5 ns 56\ 4,7 *okx 7,1N5,2 *okx 7,3Y 4,9 *kx 7,1y 4,4 *kx
2,3272,5 ns 4,7 > 4,7 ns 6,8 N 5,2 *kx 7,3 4,9 *kx 7,1y 4,4 *kx
1,97 3,3 *okx 4,4 25,1 *ok 7,1N5,5 Fokx 7,9y 5,1 Fokx 8,0~ 4,7 * kK
2,5723,3 **kx 4,7 271 5,1 ns 52 75,5 ns 49 75,1 ns 4,4 7 4,7 ns
2,5y 2,1 ns 4,7 N 2,6 * kK 52v4,1 Fokx 49\ 4,3 * 4,4\ 3,9 ns
3,3v2,1 Hokx 51N 2,6 Hokox 55yv4,1 Fokox 5143 Fokx 4,7 N 3,9 Fokx
1,972,3 ns 4,4 7 4,7 ns 7,1v6,8 ns 7,9v 7,3 *k 80w 71 *kk
2,3272,9 *k 4,4 N 3,6 Hokx 6,0 v 4,3 Hokx 6,7 N 4,5 Hokx 6,3\ 4,2 Hokx
3,1 w28 ns 49 75,5 * 6,7 717,6 Fokok 7,7 7 8,4 *k 7,7 78,2 *

2,7\ 2,6 ns 4,0 v 3,5 * 4,8 N 4,2 *% 50\ 4,6 ns 49\ 4,3 *

2,7712,8 ns 4,0 v 3,9 ns 4,8 N 4,7 ns 50->5,0 ns 4,9\ 4,6 ns
308 1,9 Hokx 55v4,4 Hokox 79y 7,1 Fokox 8,5%v7,9 * 8,4\ 8,0 ns
2,82 3,3 ns 55y 5,1 ns 7,6 Ny 5,5 Hokx 8,4v 5,1 *kk 8,2\ 4,7 Hokx
2,8v 2,3 * 55Y4,7 Hokok 7,6 Ny 6,8 Fokok 8,4N7,3 Horok 8271 Horok
1,9272,1 ns 4,4 N 2,6 *okx 7,1v4,1 Hokx 7,9Y 4,3 Hokx 8,0 v 3,9 Hokx
1,972,5 *% 4,4 7 4,7 ns 7,1 N5,2 *kk 7,9Y 4,9 *kx 8,0N 4,4 * Kk
2,3y 2,1 ns 4,7 N 2,6 Hokox 6,8 N 4,1 Hokox 7,3~ 4,3 Hokox 7,1~ 3,9 Hokox
2,373,3 *kk 4,7 72 5,1 ns 6,8 N 5,5 Hokox 7,3y 5,1 *kk 7,1~ 4,7 *okx
1,972,6 *ok 4,4 75,6 Hokx 7,1->7,1 ns 7,9N 7,3 *ox 8,0 7,1 * %k
2,621 ns 56\ 2,6 Hokox 7,1~ 4,1 *kk 7,3N 4,3 *kk 7,1~ 3,9 Hokox
2,6 23,3 *k 56N 5,1 ns 7,1~ 5,5 Hokox 7,3x 5,1 *kk 7,1~ 4,7 *kx
2,8\ 2,6 ns 55725,6 ns 7,6 N 7,1 ns 8,4 7,3 *kk 8,2v71 *kk

a / b: Vergleich der Viren a und b; K, B, L: humanes (K), porcines (B) und avidres (L) Parentalvirus; x 2 y: nach Segmentaustausch Steigerung des Titers von x auf y; x > y: nach Segmentaustausch
keine Veranderung des Titers; x N y: nach Segmentaustausch Absinken des Titers von x auf y; ns: nicht signifikant; *: signifikant, p<0,05; **: signifikant, p<0,01; ***: signifikant, p<0,001
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4.5.2 Cytopathischer Effekt (CPE)

Nach der viralen Infektion einer Zelle kommt es u.a. bedingt durch die virale
Replikation und die Veranderungen in der zelluldren Proteinbiosynthese zu
strukturellen Veranderungen der Wirtszelle, die mikroskopisch als
cytopathischer Effekt (CPE) sichtbar werden. Der im Verlauf der
Virusreplikation auftretende CPE wurde, wie in Kap. 3.22.2 beschrieben,
fotografisch dokumentiert, bewertet und klassifiziert (Abbildung 16, Tabelle
30). Fir jedes Virus und jeden Zeitpunkt wurde aus zwei CPE-Scorewerten aus
der Beurteilung zweier zeitlich unabhangig voneinander durchgeflhrter

Replikationskinetiken ein Mittelwert berechnet (Tabelle 30).

Die A549-Zellen, die mit den Parentalviren K, B oder L infiziert wurden, bilden
im Verlauf der Replikation einen deutlichen CPE aus. Der Zeitpunkt, ab dem
ein CPE sichtbar wird oder sich verstarkt, variiert jedoch (Tabelle 30). Ein
deutlicher CPE ist bei der Replikationskinetik des humanen Parentalvirus K
48 h p.i., insbesondere aber 72 h p.i., festzustellen (Tabelle 30). Die Zellen,
die mit dem porcinen Parentalvirus B infiziert wurden, zeigen erst 72 h p.i.
einen deutlichen CPE. Das aviare Parentalvirus L verursacht in den A549-
Zellen 36 h p.i. einen leichten CPE, der ab 48 h p.i. deutlicher zu sehen ist
(Tabelle 30).

Die Reassortanten A, C, D, S, H, O, P und T, die ein porcines NP-, M- und NS-
Segment besitzen und sich voneinander vor allem im Polymerasekomplex
unterscheiden, verursachen bis auf eine Ausnahme (Virus T) spatestens 72 h
p.i. einen stark ausgepragten CPE (Tabelle 22, Tabelle 30). Reassortanten, die
im Vergleich zum porcinen Parentalvirus B ein aviares HA (Virus A) oder
aviares HA und NA (Virus C) aufweisen, l6sen bereits 48 h p.i. einen leichten
CPE aus, der 24 h spater (72 h p.i.) eine starkere Auspragung im Vergleich zu
Parentalvirus B erreicht (Tabelle 22, Tabelle 30). Werden erganzend zu den
vorhandenen aviaren HA- und NA-Segmenten (Virus C) zunehmend porcine
gegen aviare Polymerasesegmente (PB1, PB2, PA) ausgetauscht (Virus C, D,
S, H), so tritt mit jedem zusatzlichen avidren Polymerasesegment der CPE
friher und/ oder starker ein (Tabelle 22, Tabelle 30). Wird vor dem
Hintergrund eines avidaren PB1- und PA-Polymerasesegments das aviare (Virus

H) oder porcine PB2 (Virus S) gegen das humane PB2 (Virus O) ausgetauscht,
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so tritt bereits nach 24 h p.i. ein starker CPE in den infizierten A549-Zellen auf.
Der gleiche frihe, starke CPE wird beobachtet, wenn bei aviarem PB1- und
porcinem PA-Polymerasesegment das porcine (Virus D) gegen das humane
PB2 (Virus P) ausgetauscht wird (Tabelle 22, Tabelle 30). Dieser Effekt des
starken CPEs 24 h p.i. tritt nur bei Reassortante O und P auf, die neben dem
aviaren PB1 und humanen PB2 ein aviares (Virus O) oder porcines PA (Virus P)
besitzen. Virus T, das demgegeniber neben dem avidaren PB1 und dem
humanen PB2 auch ein humanes PA tragt, zeigt einen schwacheren und

spateren CPE im Replikationsverlauf (Tabelle 22, Tabelle 30).

B: beispielhafte Abb. von Zellen/ eines
CPE-Score 0 CPE mit dem CPE-Score 1

C: beispielhafte Abb. von Zellen/ eines D: beispielhafte Abb. von Zellen/ eines
CPE mit dem CPE-Score 2 CPE mit dem CPE-Score 3

Abbildung 16 A-D: beispielhafte mikroskopische Aufnahmen von Zellen/ CPE

Werden A549-Zellen mit den Reassortanten E, I, R und F, die ein humanes
NP-, M- und NS-Segment tragen und sich meist im Polymerasekomplex
unterscheiden, infiziert, so bilden die Zellen im Verlauf der Viruskinetik
hoéchstens einen leichten CPE aus (Tabelle 22, Tabelle 30). Reassortanten, die
im Vergleich zum humanen Parentalvirus K ein porcines HA (Virus E) bzw. ein

porcines HA und NA (Virus I) aufweisen, zeigen nach 72 h bzw. 48 h p.i. einen
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CPE, der im Gegensatz zu Virus K nur leicht ausgepragt ist (Tabelle 22, Tabelle

30). Ein Austausch des PB1-Segments zwischen den Reassortanten I, R und F

verandert den Grad des CPEs nicht. Der Zeitpunkt des ersten Auftretens des
CPEs variiert jedoch zwischen 48 h (Virus I und R) und 72 h p.i. (Virus F)

(Tabelle 22, Tabelle 30).

Tabelle 30: Zellzustand/ Grad des CPEs zu definierten Zeitpunkten der

Replikationskinetik

Virus Zeitpunkt p.i./ CPE-Score
(Virus-ID) 0Oh 12 h 18 h 24 h 36 h 48 h 72 h
K (huH1N1) 0 0 0 0 0 1,5 2
B (poH1N1) 0 0 0 0 0 0 1,5
L (avH5N1) 0 0 0 0 1 2 2
A 0 0 0 0 0 1
C 0 0 0 0 0 1
D 0 0 0 0 0,5
S 0 0 0 0 1,5
H 0 0 0 0 2
@] 0 0 0
P 0 0 0
T 0 0 0 0 1,5 2 1,5
E 0 0 0 0 0 0 1
I 0 0 0 0 0 0,5 1
R 0 0 0 0 0 0,5 1
F 0 0 0 0 0 0 1
NK (ohne Virus;
Infektionsmedium 0 0 0 0 0 0 0
- A549)

Tabelle 31: Beschreibung

Scorewertebereich

des Zellzustandes/ CPEs und Zuordnung zu einem

Zellzustand/ CPE CPE-Score
kein CPE 0 bis <0,5
sichtbarer (leichter) CPE 0,5 bis <1,5
deutlicher CPE 1,5 bis <2,5
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4.6 Interferonsekretion von A549-Zellen nach Infektion mit

Parentalviren und Reassortanten

Die Sekretion von IFN-B und IFN-A2 durch humane A549-Lungenzellen wurde
24 h nach deren Infektion mit humanen, porcinen und avidaren Parentalviren
und deren Reassortanten analysiert (s. Kap. 3.23). Die Quantifizierung des
IFN-B und IFN-A2 im Zellkulturiberstand wurde wie in Kapitel 3.23.1 und
3.23.2 beschrieben mittels ELISA durchgefiihrt.

4.6.1 Sekretion von IFN-B

Die IFN-B Konzentration im Zellkulturiberstand der mit den jeweiligen Viren
infizierten A549-Zellen bzw. der nicht infizierten Zellkontrolle (NK) ist in
Tabelle 32 aufgefliihrt. Zellen, die mit den porcinen und aviaren Parentalviren B
und L oder den Reassortanten C, E, I oder F infiziert wurden, zeigen eine sehr
niedrige IFN-B Sekretion auf dem Niveau der nicht infizierten Zellkontrolle
(NK) (Tabelle 32, Abbildung 17). Eine Infektion mit dem humanen
Parentalvirus K oder den Reassortanten A, O oder R bewirkt eine niedrige IFN-
B Sekretion, die nur sehr wenig und nicht signifikant Uber der Sekretion der
nicht infizierten Zellkontrolle (NK) liegt (Tabelle 32, Tabelle 33, Abbildung 17).
Die Infektion der A549-Zellen mit den Reassortanten S und P verursacht eine
IFN-B Konzentration von etwa 110 bis 125 IU/ml im Uberstand (Tabelle 32,
Abbildung 17). Diese Werte unterscheiden sich zwar in ihrer Tendenz, nicht
aber signifikant von der IFN-f Sekretion durch nicht infizierte Zellen (NK) oder
infizierten A549-Zellen mit sehr niedrigem bzw. niedrigem IFN-B
Sekretionsniveau (K, B, L, A, C, O, E, I, R, F) (Tabelle 33). Zellen, die mit der
Reassortante H infiziert wurden, geben etwa 300 IU IFN-B pro Milliliter
Kulturiberstand ab. Sie sekretieren somit hohe, vergleichbare Mengen wie die
mit A/PR/8/1934 delta NS1 infizierten A549-Zellen (PK dNS1) (Tabelle 32,
Abbildung 17). Die H6he der Sekretion ist dabei signifikant unterschiedlich zu
allen anderen gemessenen IFN-B Konzentrationen auBer der PK dNS1 (Tabelle
33). Eine Infektion der A549-Zellen mit den Reassortanten D und T verursacht
eine gegeniber allen anderen Viren sehr stark und signifikant erhéhte IFN-B
Sekretion von Uber 600 IU/ml (Tabelle 32, Tabelle 33, Abbildung 17).
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Tabelle 32: IFN-B Sekretion von A549-Zellen nach Infektion

Virus-ID IFN'FIS/G;TT“O” Virus-ID IFN'FIS/'EF':J]‘*“"”
K (huH1N1) 16,4 E 6,7
B (poH1N1) 5,8 I 6,8
L (avH5N1) 10,9 R 15,3
A 27,7 F 5,6
C 9,9 PK dNS1 251,3
D 610,4 NK 5,2
S 123,3
H 306,1
(0] 29,3
P 112,8
T 666,6
IFN B Sekretion durch A549-Zellen
24h nach Infektion
800
— 600 — I
£
S 400
= =
Z
=
100
0"@_* I?J @ = T T T T T
ECOVHTOUOQOQOIRORAYK \Q-Q%\qlr
| e | bé
Parental- Q‘l‘
viren
MOI=0,4
. n=6
Virus-ID MW  SD

Abbildung 17: IFN-B Sekretion von A549-Zellen 24 h nach Infektion
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Tabelle 33: Signifikanzniveau der IFN-B Sekretion von A549-Zellen nach
Infektion

K R

K T | |
B L | |
L L | |
A L | |
¢ L | |
D L | |
s ~ | |
H kkok | kokk | kokk | kokk | kkok | kokk | kokok ‘ ‘
¢} ns | ns | ns | ns | ns | *** ‘ ‘
P ns | Nns | ns | ns | ns | *¥** J J
T sokok | Kook | kokk [ okk | kokk | g J J
E ns | ns | ns | ns | ns |***| ns |***%| ng | ns ‘
I Nns | Nns | ns | ns | ns | *¥**| ns | ***| ng | ng | *¥** J
R ns | ns | ns | ns | ns [***] ns [***| ns | ns [**xx* ns ‘
F ns [ ns | ns | ns | ns |*¥*%| ns |*¥**| ns | ns |***| ns | ns

PK kKK | kkk | kKK [ kKK | kKK | KKk ns ns %k k X kkk | kkXk | KXk

dNS1
NK ns [ ns | ns | ns | ns |***| ns |*¥**| ns | ns |***| ns | ns

K, B, L: humanes (K), porcines (B) und aviares (L) Parentalvirus;
ns: nicht signifikant;
*: signifikant, p<0,05; **: signifikant, p<0,01; ***: signifikant, p<0,001

4.6.1.1 Einfluss des Austausches der Oberflachenproteine HA
und NA auf die IFN-B Sekretion

Austausche in den Oberflachenproteinen HA und NA zwischen dem humanen
Parentalvirus K und den Reassortanten E und I, die porcine HA- bzw. porcine
HA- und NA-Proteine tragen, haben nur eine geringflgige, nicht signifikante
Absenkung der IFN-B Sekretion infizierter Zellen zur Folge. Wird nur das
humane gegen das porcine NA ausgetauscht (Virus E zu I), bleibt die IFN-B
Sekretion unverandert (Tabelle 32, Tabelle 33, Tabelle 34, Abbildung 17).

Werden die Oberflachenproteine des porcinen Parentalvirus B gegen ein
aviares HA- (Virus A) bzw. HA- und NA-Protein (Virus C) ausgetauscht, so
fuhrt dies zu einer Steigerung der IFN-B Sekretion infizierter Zellen, die jedoch

nicht signifikant ist. Ein Austausch nur des porcinen gegen das avidare NA
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(Virus A zu C) fihrt zu einem nicht signifikanten, leichten Abfall der IFN-B
Sekretion (Tabelle 32, Tabelle 33, Tabelle 34, Abbildung 17).

In der Gesamtbetrachtung hat der Austausch eines oder beider
Oberflachenproteine keine signifikanten Auswirkungen auf die IFN-B Sekretion

infizierter Wirtszellen.

4.6.1.2 Einfluss des Austausches der Polymeraseproteine auf die
IFN-B Sekretion

Die Reassortanten C, D, S, H, O, P und T unterscheiden sich ausschlieBlich in
der Zusammensetzung ihres Polymerasekomplexes und weisen im Ubrigen
aviare Oberflachenproteine und porcine NP-, M- und NS-Segmente auf (Tabelle
22). Wie in Tabelle 32 wund Abbildung 17 deutlich wird, hat die
Zusammensetzung des Polymerasekomplexes dabei einen sehr groBen Einfluss
auf das MaB der IFN-B Sekretion infizierter Zellen. Die identifizierten
Unterschiede sind dabei haufig signifikant (Tabelle 33, Tabelle 34). Das
gemeinsame Merkmal der Reassortanten D, S, H, P und T, die eine mittlere bis
sehr hohe IFN-B Sekretion verursachen, ist das Vorhandensein eines avidaren
PB1-Proteins im Polymerasekomplex. Nur in einem Fall (Reassortante O) flhrt
das aviare PB1 nicht zu einer hohen IFN-B Sekretion. Die Reassortanten mit
aviarem PB1 und gleichartigem, d.h. porcinem, aviarem oder humanem PB2
und PA (Virus D, H, T) verursachen gegeniber anderen Viren mit aviarem PB1
eine besonders hohe IFN-B Sekretion in infizierten Zellen (Tabelle 32,
Abbildung 17).

Die Reassortanten I, R und F weisen porcine Oberflachenproteine HA und NA
und humane NP-, M- und NS-, aber auch humane PB2- und PA-Segmente auf.
Der einzige Unterschied ist daher die Herkunft des PB1-Proteins (Tabelle 22).
Es konnte festgestellt werden, dass im Fall dieser drei Reassortanten die
unterschiedliche Herkunft des PB1 und somit die Zusammensetzung des
Polymerasekomplexes keine signifikanten Unterschiede in der IFN-B Sekretion
infizierter Zellen verursacht (Tabelle 32, Tabelle 33, Tabelle 34, Abbildung 17).

Auch wenn nicht in jedem betrachteten Fall ein Einfluss der Zusammensetzung

des Polymerasekomplexes auf die IFN-B Sekretion infizierter Wirtszellen
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gezeigt werden konnte,

so fuhrt offensichtlich doch das Vorhandensein

bestimmter Polymeraseproteine, beispielsweise des aviaren PB1, im Vergleich

haufig zu einer signifikant hoheren IFN- Sekretion (Tabelle 34).

Tabelle 34: Vergleich der IFN-B Sekretion nach Infektion mit generierten

Viren
Ver- Veranderung der IFN-
gleich 1. Segment- 2. Segment- Sekretion veran-
iy | oustausen | “austausen | e (U pargorcer | So0,
(\I/g:)s_ ... gegen ... ... gegen ... Verél;dilrung: deerjng g - Kk
K/E 16,4 N 6,7 2,4 ns
587 27,7 4,8 ns
6,771 6,8 1,0 ns
27,7 N 9,9 2,8 ns
6,8 N 5,6 1,2 ns
6,8 7 15,3 2,3 ns
56 2 15,3 2,7 ns
9,9 72 610,4 61,7 Hokx
306,1 N 123,3 2,5 Hokx
306,1 N 29,3 10,4 Hokx
123,3 v 29,3 4,2 ns
610,4 v 112,8 5,4 kX
29,371 112,8 3,8 ns
29,3 7 666,6 22,8 ok
112,8 7 666,6 5,9 Kok
610,4 v 123,3 5,0 Kok
16,4 N 6,8 2,4 ns
58 29,9 1,7 ns
6,7~ 5,6 1,2 ns
6,7 2 15,3 2,3 ns
27,7 72 610,4 22,0 ok
9,971112,8 11,4 ns
9,9 7 123,3 12,5 ns
610,4 7 666,6 1,1 ns
610,4 N 29,3 20,8 Rk
123,3 7 666,6 5,4 Rk
123,3 v 112,8 1,1 ns
610,4 N 306,1 2,0 ok
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Ver- Veranderung der IFN-f
gleich ) ) Sekretion Veran-
der léfsetgaT:cr;lt Zéfsetgrfcr: Werte [1U/ml] Faktor der derung
Viren und Richtung der w signifikant:
(Virus- | -+ 9€9€N - -+ 9egen ... Verdnderung: (\j/::jg_ ng - ¥**
IDs) AN 9
H/T | avPB2 huPB2 | avPA  huPA 306,1 71 666,6 2,2 *okk
avPB2 huPB2 | avPA 306,1 v 112,8 2,7 e
9,9 7 306,1 30,9 Ak

a / b: Vergleich der Viren a und b;

K, B, L: humanes (K), porcines (B) und aviares (L) Parentalvirus;

X A y: nach Segmentaustausch Steigerung der IFN-B Sekretion von x auf y;
X Y y: nach Segmentaustausch Absinken der IFN-B Sekretion von x auf y;
ns: nicht signifikant;

*: signifikant, p<0,05; **: signifikant, p<0,01; ***: signifikant, p<0,001

4.6.2 Sekretion von IFN-A2

Die Konzentration des IFN-A2 im Zellkulturiberstand infizierter A549-Zellen
bzw. nicht infizierter Zellen (NK) ist in Tabelle 35 und Abbildung 18 dargestelit.
Nach der Infektion der A549-Zellen mit den porcinen oder aviaren
Parentalviren B oder L oder den Reassortanten A, C, S, O, P, E, I oder F konnte
das IFN-A2 im Zellkulturiberstand nicht quantifiziert werden, da die IFN-
Konzentration unterhalb der Detektionsgrenze des verwendeten IFN-A2 ELISAs
lag. Auch die Quantifizierung des IFN-A2 im Zellkulturiberstand der nicht
infizierten Zellkontrolle (NK) war aus demselben Grund nicht mdglich (Tabelle
35, Abbildung 18). Im Zellkulturiberstand der mit dem humanen
Parentalvirus K oder den Reassortanten H oder R infizierten Zellen konnte eine
geringe Menge des sekretierten IFN-A2 nachgewiesen werden (Tabelle 35,
Abbildung 18). Signifikante Unterschiede zu den Proben ohne quantifizierbare
IFN-A2 Konzentration waren dabei nicht feststellbar (Tabelle 36). Die Infektion
der A549-Zellen mit der Reassortante T hat eine mittelmaBige IFN-A2
Konzentration von etwa 80 pg pro Milliliter Uberstand zur Folge (Tabelle 35).
Das MaB der IFN Sekretion liegt somit zwischen der niedrigen IFN-A2
Sekretion, verursacht durch die Viren K, H und R und der hohen IFN-A2
Sekretion, ausgel6st durch Infektionen mit der Reassortante D und der PK
dNS1, ohne dass diese Unterschiede signifikant waren (Tabelle 35, Tabelle 36,

Abbildung 18). Zellen, die mit der Reassortante D infiziert wurden, zeigen eine
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Tabelle 35: IFN-A2 Sekretion von A549-Zellen nach Infektion

Virus-ID IFN-A2 Sekretion Virus-ID IFN-A2 Sekretion
[pg/mi] [pg/mi]
K (huH1N1) 22,6 E 0
B (poH1N1) 0 I 0
L (avH5N1) 0 R 152
A 0 F 0
c 0 PK dNS1 191,9
D 212,2 NK 0
S 0
H 8,7
o 0
P 0
T 82,8

IFN A2 Sekretion durch A549-Zellen
24h nach Infektion

400
£ 300
(@))
Z
o 200
- |
L
100 I
o-;.... $' .
EOVR OO IR0 NN
| bé
Parental- Q‘l’
viren MOI=0,4
Virus-ID i s

Abbildung 18: IFN-A2 Sekretion von A549-Zellen 24 h nach Infektion
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hohe IFN-A2 Sekretion auf dem Niveau der mit A/PR/8/1934 delta NS1 (PK
dNS1) infizierten A549-Zellen (Tabelle 35). Die Unterschiede in der IFN-A2
Konzentration im  Kulturiberstand im Vergleich zu allen anderen
virusinfizierten Zellen sind deutlich und mit Ausnahme des Virus T signifikant
(Tabelle 36, Abbildung 18).

Tabelle 36: Signifikanzniveau der IFN-A2 Sekretion von A549-Zellen nach
Infektion

K
K
B ns
L ns | ns
A ns | ns
C ns | ns | ns
D * % * % *xk | kxk ‘
S ns | ns | ns | ns *ok ‘
H ns | ns | ns | ns | ns | **
0 ns | ns | ns|ns|ns|**|ns ‘
P ns | ns|ns|ns|ns | **|ns|ns
T ns|{ns|{ns|{ns|ns|ns|ns|ns | ns
E ns|ns|{ns|ns|ns|**|ns|ns|ns|ns ‘
I ns | ns | ns|ns|ns|*[ns|ns|ns|ns ns ‘
R ns|ns|{ns|ns|ns|** | ns|ns|{ns|ns|ns|ns ‘
F ns|ns|{ns|ns|ns|** | ns|ns|{ns|ns|ns|ns ns
PK * * % *xk | k% * ok ns * % * * % * % ns * % *
dNS1
NK ns|{ns|{ns|{ns|ns|*|ns|ns|ns|ns|ns|ns|nsj|ns | ns

K, B, L: humanes (K), porcines (B) und aviares (L) Parentalvirus;
ns: nicht signifikant;
*: signifikant, p<0,05; **: signifikant, p<0,01; ***: signifikant, p<0,001

4.6.2.1 Einfluss des Austausches der Oberflachenproteine HA
und NA auf die IFN-A2 Sekretion

Werden die Oberflachenproteine HA und NA zwischen dem humanen
Parentalvirus K und den Reassortanten E und I, die porcine HA- bzw. porcine
HA- und NA-Proteine tragen, ausgetauscht, so kommt es nur zu einem
geringen, nicht signifikanten Abfall der IFN-A2 Sekretion infizierter Zellen. Der

Austausch des humanen gegen das porcine NA (Virus E zu I) hat keine
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Veranderung der IFN-A2 Sekretion zur Folge (Tabelle 35, Tabelle 36, Tabelle
37, Abbildung 18).

Das porcine Parentalvirus B und die Reassortanten A und C unterscheiden sich
in den Oberflachenproteinen HA und NA (Tabelle 22). Trotz der genetischen
Unterschiede zwischen den drei Viren ist keine Veranderung der durch sie
ausgeldsten IFN-A2 Sekretion nachweisbar (Tabelle 35, Tabelle 36, Tabelle 37,
Abbildung 18).

Insgesamt betrachtet hat der Austausch der Oberflachenproteine HA und NA
keine signifikanten Anderungen der IFN-A2 Sekretion infizierter Wirtszellen zur

Folge.

4.6.2.2 Einfluss des Austausches der Polymeraseproteine auf die
IFN-A2 Sekretion

Die Reassortanten C, D, S, H, O, P und T tragen verschiedene
Polymerasekomplexe und weisen aviare Oberflachenproteine und porcine NP-,
M- und NS-Segmente auf (Tabelle 22). Bei einem Vergleich der Reassortante C
mit D wird deutlich, dass bereits der Austausch eines aviaren PB1-Proteins die
IFN-A2 Sekretion deutlich und signifikant erhéhen kann (Tabelle 35, Tabelle
36, Tabelle 37, Abbildung 18). Generell konnten messbare IFN-A2
Konzentrationen nur bei den Reassortanten D, H und T, die neben einem
aviaren PB1 gleichartige, d.h. porcine, aviare oder humane PB2 und PA-
Segmente aufweisen, nachgewiesen werden. Zwischen den Reassortanten D
und H, die sich in den porcinen (Virus D) und aviaren (Virus H) PB2- und PA-
Proteinen unterscheiden, sind die Unterschiede in der IFN-A2 Sekretion
infizierter Zellen deutlich und signifikant (Tabelle 35, Tabelle 36, Tabelle 37,
Abbildung 18). Im Ubrigen hingegen fiihren einzelne Austausche im PB2-
(Virus S, H, O) aber auch PA-Segment (Virus O, P, T) nicht zu signifikanten
Anderungen der IFN-A2 Sekretion (Tabelle 35, Tabelle 36, Tabelle 37,
Abbildung 18).

Die Reassortanten I, R und F weisen neben den porcinen Oberflachenproteinen
HA und NA humane NP-, M- und NS-, aber auch humane PB2- und PA-

Segmente auf. Sie unterscheiden sich daher ausschlieBlich in der Herkunft des
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PB1-Segments, wobei diese Unterschiede nicht zu signifikanten Anderungen in
der IFN-A2 Sekretion infizierter Wirtszellen fihren (Tabelle 35, Tabelle 36,

Tabelle 37, Abbildung 18).

In der Gesamtbetrachtung konnte das aviare PB1-Protein nur zum Teil mit

einer signifikant héheren IFN-A2 Sekretion infizierter Wirtszellen in Verbindung

gebracht werden.

Tabelle 37: Vergleich der IFN-A2 Sekretion nach Infektion mit generierten

Viren
Ver- Veranderung der IFN-A2
gleich 1. Segment- 2. Segment- Sekretion Veran-
Viren | Fustausch | austausch | (SEETL | Faktor der | g
(\I/glsl)s' Verél;di'rung: derung ns - KKk
22,6 N 0 - ns
beide: 0 - ns
beide: 0 - ns
beide: 0 - ns
beide: 0 - ns
0~ 15,2 - ns
0~ 15,2 - ns
0~7n212,2 - *x
8,7N0 - ns
8,7N0 - ns
beide: 0 - ns
212,20 - *k
beide: 0 - ns
0~ 82,8 - ns
0~ 82,8 - ns
212,20 - *%
22,6 N 0 - ns
beide: 0 - ns
beide: 0 - ns
0~ 15,2 - ns
0~ 212,2 - *x
beide: 0 - ns
beide: 0 - ns
212,2 N 82,8 2,6 ns
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Ver-
gleich
der
Viren
(Virus-
IDs)

D/O
S/T
S/p
D/H
H/T
H/P

C/H

1. Segment-
austausch

... gegen ...

2. Segment-
austausch
.. gegen ...

Veranderung der IFN-A2

Sekretion Veran-
o kb e | Pl cer | Sering,
Veranderung: derung ns - ***
AN

212,2 N0 - *x
0~ 82,8 - ns
beide: 0 - ns
212,2 N 8,7 24,4 *x
8,7 7 82,8 9,5 ns
8,7N0 - ns
0~8,7 - ns

a / b: Vergleich der Viren a und b;
K, B, L: humanes (K), porcines (B) und aviares (L) Parentalvirus;
X A y: nach Segmentaustausch Steigerung der IFN-A2 Sekretion von x auf y;
X N y: nach Segmentaustausch Absinken der IFN-A2 Sekretion von x auf y;

ns: nicht signifikant;

*: signifikant, p<0,05; **: signifikant, p<0,01; ***: signifikant, p<0,001
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Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte u.a. die genetische Kompatibilitéat zwischen
humanen H1N1-, porcinen HIN1- und aviaren H5N1-Influenzaviren untersucht
werden. Als humanes Parentalvirus wurde der humane H1N1-Stamm
A/NewCaledonia/20/99 verwendet, der 1999 isoliert und darauffolgend als
Impfstoffkomponente  eingesetzt  wurde. Das porcine H1N1-Isolat
A/NSA/58/2007 gehdrt zur aviaren Linie der porcinen H1IN1-Viren und ist mit
Influenzaviren verwandt, die sich seit dem Ende der 1970er Jahre in der
Schweinepopulation Europas verbreiteten. Als avidres Parentalvirus wurde das
hochpathogene HS5N1-Isolat A/whooperswan/R65/2006 verwendet, das eine
multibasische Spaltstelle im HA tragt.

5.1 Genetische Kompatibilitat humaner H1N1, porciner H1IN1

und aviarer H5N1 Influenza A-Viren

Die Kompatibilitdt der Genomsegmente verschiedener Influenzaviren im
Hinblick auf den Erhalt der viralen Fitness wird sowohl durch strukturelle
Abhangigkeiten, also direkte Protein-Protein-Interaktionen, als auch rein
funktionelle Abhangigkeiten der Proteine bestimmt (s. Kap. 1.2.2) [84, 85,
244, 259-263]. Zu den strukturellen Abhangigkeiten gehoért die direkte
Interaktion der Proteine PB1 mit PB2 sowie PB1 mit PA, so dass ein
heterotrimerer Polymerasekomplex gebildet wird (s. Kap. 1.2.2). Eine Stérung
in der Interaktion der Proteine hatte zur Folge, dass die Polymerasefunktionen
beeintrachtigt waren oder es nicht zur Bildung des Polymerasekomplexes
kommt. Somit ware die Replikationsfahigkeit der Viren eingeschrankt, oder die
gebildeten Reassortanten waren replikationsinkompetent [244, 259, 260,
263]. Um die Funktionsfahigkeit der Polymerasekomplexe, die aus den PB1-,
PB2- und PA-Proteinen der drei in dieser Arbeit verwendeten Parentalviren
zusammengesetzt sind, isoliert bewerten zu kdénnen, wurde die
Polymeraseaktivitat unabhangig von einer Virusreplikation untersucht (s. Kap.
4.4). Funktionelle Abhangigkeiten ohne direkte Protein-Protein-Interaktionen
betreffen das Zusammenwirken der Oberflachenproteine HA und NA. Eine
hohe HA-Aktivitat ist verbunden mit einer hohen Bindungsfahigkeit der

Viruspartikel an geeignete zelluldre Oberflachenrezeptoren, wahrend eine hohe
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NA-Aktivitat zu einer hohen Spaltungsrate der zelluldren
Oberflachenrezeptoren und somit einer hohen Abldserate der Virionen von der
Zelloberflache flhrt. Ist eine von beiden Aktivitaten im Vergleich zur anderen
stark erhoht, so resultiert dies entweder in einer verminderten Ablésung neu
gebildeter Viruspartikel von der Wirtszelloberflache und
Viruspartikelaggregation oder in einer geringen Anheftung von Virionen an die
Zielzellen. Beide Prozesse - Anheftung und Ablésung der Viruspartikel -
muissen demnach hinsichtlich ihres Aktivitatsgrades in einer Balance sein, da
andernfalls die virale Fitness vermindert ist [84, 85, 261, 262]. Zusatzlich gab
es in den letzten Jahren starke Hinweise, dass es vor und wahrend des
Assembly neuer Viruspartikel zur Zusammenlagerung von VRNPs kommt,
wodurch eine gerichtete Verpackung der Genomsegmente in die Viruspartikel
erreicht wird. Die hierfir notwendigen VRNA-vRNA Wechselwirkungen werden
mabBgeblich durch spezifische Verpackungssignale an den Enden der vRNA
beeinflusst [264-275]. Da diese Verpackungssignale zwischen verschiedenen
Influenzaviren Unterschiede aufweisen und offenbar nicht 2zwingend
kompatibel sind, werden bei einer Koinfektion einer Wirtszelle bei der
Verpackung der vVRNPs bestimmte Segmentkonstellationen bevorzugt [259,
264, 269, 276, 277]. Zudem fuhren die genannten, notwendigen Interaktionen
und Wechselwirkungen in ihrer Summe dazu, dass einige
Segmentkombinationen auch mittels reverser Genetik aufgrund von

Inkompatibilitaten nicht erzeugt werden kénnen [278, 279].

5.1.1 Genetische Kompatibilitat der Polymerase- und NP-

Proteine

Die verschiedenen Funktionen der viralen Polymerase, die in ihrer Gesamtheit
erst die Neusynthese von cRNA- und vRNA-Strangen ermdglichen, werden
durch drei Polymeraseproteine bereitgestellt (s. Kap. 1.2.2). Zudem ist die
Interaktion der NP-Proteine mit dem PB1- und PB2-Protein fur die vollstéandige
Transkription und Replikation des viralen Genoms essentiell [89, 90, 100].
Inkompatibilitaten der Interaktionsdomanen der Polymeraseproteine und des
NP-Proteins flihren zu Stérungen der Interaktion und somit zu
Einschrankungen in der Funktion der Polymerase. Durch die isolierte Messung
der Gesamt-Polymeraseaktivitat (s. Kap. 3.21, 4.4) kann direkt auf das Maf3

119



der Kompatibilitat der Polymerase- und NP-Proteine von unterschiedlichen

Influenzaviren geschlossen werden.

Die Uberwiegende Anzahl der Studien, in denen die Aktivitdt wvon
(reassortierten) heterologen Polymerasekomplexen untereinander und mit den
homologen Parentalvirus-Polymerasekomplexen verglichen wird, basieren auf
der Kombination von Segmenten aus zwei Parentalviren [251, 259, 280-285].
Auf diese Weise kann die Polymeraseaktivitdt von bis zu 16 verschiedenen
Polymerase-Kombinationen (aus PB1-, PB2-, PA- und NP-Proteinen) untersucht
werden. Diese Studien liefern wichtige Hinweise auf Interaktionen zwischen
den einzelnen Polymeraseproteinen, die sich in den unterschiedlich starken
Anderungen der Polymeraseaktivitit bei Austauschen von Einzelsegmenten
zeigen. Da jedoch die Entstehung von Triple-Reassortanten durch
aufeinanderfolgende Reassortmentereignisse in der Natur nicht nur denkbar,
sondern bewiesen ist, sollten in der vorliegenden Studie alle 81 Polymerase-
Kombinationen bezlglich ihrer Aktivitat analysiert werden, die sich aus der

Kombination der Segmente von drei Parentalviren ergeben.

Die Bandbreite der Polymeraseaktivitat ist in der vorliegenden Arbeit und den
anderen zitierten Studien haufig sehr groB. Die Polymeraseaktivitat zumindest
eines homologen Parentalvirus-Polymerasekomplexes ist dabei bei vielen
Untersuchungen hdéher oder zumindest dhnlich hoch wie die Aktivitat des
aktivsten (reassortierten) heterologen Polymerasekomplexes [243, 251, 259,
280, 281]. In der vorliegenden Arbeit und weiteren Studien zeigten bestimmte
heterologe Polymerasekomplexe eine z.T. deutlich hdhere Aktivitat als die

homologen Parentalvirus-Polymerasekomplexe [282-285].

In den folgenden Abschnitten sollen die zum Teil groBen Auswirkungen der
Einzel-Segmentaustausche im Polymerasekomplex auf die Polymeraseaktivitat
- auch unter Berlcksichtigung von jeweiligen Interaktionspartnern - diskutiert
werden. Ebenso werden moégliche Auswirkungen der Polymorphismen der
einzelnen Segmente (s. Kap. 4.1, Anhang) auf die Polymeraseaktivitat
betrachtet:

Das PB1-Protein interagiert innerhalb des Polymerasekomplexes Uber seinen
C-terminus mit dem PB2- und Uber seinen N-terminus mit dem PA-Protein [40,

41]. Unter Berlcksichtigung dieses Aspektes sind die Ergebnisse der
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umfangreichen Polymeraseaktivitats-Untersuchungen bezlglich des PB1-
Austausches (s. Kap. 4.4.1, Tabelle 24) zu betrachten, da gezeigt werden
konnte, dass das MaBl der Veranderung der Polymeraseaktivitat bei einem
Austausch des PB1-Segments auch von der Herkunft des PB2-Segments
abhangt: Wird das porcine oder humane PB1- gegen das avidare PB1-Segment
ausgetauscht, so unterscheidet sich sowohl der Faktor der Aktivitats-
Steigerung als auch die maximal erreichte Polymeraseaktivitat zwischen
Polymerasekomplexen mit aviarem, humanem oder porcinem PB2. Der héhere
Faktor der Steigerung (5 - 80-fach) ist bei gleichzeitiger Existenz eines
aviaren PB2 gezeigt worden, ausgehend von einem sehr niedrigen Polymerase-
Aktivitatsniveau und ansteigend auf ein mit der PK vergleichbares Niveau
(etwa 260-fache  Aktivitat). Demgegenliber steht ein niedrigerer
Steigerungsfaktor bei humanem PB2 (5 - 15-fach), allerdings bereits
ausgehend von einem mit der PK vergleichbaren Niveau auf sehr hohe
Polymeraseaktivitats-Werte (650 - 1900fache Aktivitat). Im Gegensatz dazu ist
bei einem gleichzeitig vorhandenen porcinen PB2-Segment eine Veranderung
der Polymeraseaktivitat — ausgelést durch den Austausch des porcinen bzw.
humanen PB1- gegen das aviare PB1 - nicht belegbar. Auch der Austausch des
porcinen gegen das humane PB1l-Segment fuhrt nicht zu einer veranderten
Polymeraseaktivitat (s. Kap. 4.4.1, Abbildung 10). Bei einer potentiellen
Polymeraseaktivitatsveranderung eventuell vorhandene Abh&ngigkeiten von
der Herkunft des PB2-Segments sind daher nicht sichtbar. Die Bedeutung der
PB1-PB2-Interaktion flr die Hdhe der Polymeraseaktivitat wurde auch in
anderen Studien bewertet [243, 280, 282]. Dabei zeigte sich beispielsweise,
dass die Polymeraseaktivitat zwar in jedem Fall stieg, sobald ein avidres PB1-
Segment im Polymerasekomplex vorhanden war, die Hohe der Steigerung
jedoch - ebenso wie in der vorliegenden Studie - vom Ursprung des PB2-
Segments abhangig war [243]. Ahnliche Abhangigkeiten wurden auch in den
anderen genannten Arbeiten identifiziert [280, 282]. Interessanterweise
wiesen in einer Studie die Polymerasekomplexe aus aviarem H5N1-PB1 und
humanem H1N1-PB2 die héchsten Polymeraseaktivitaten auf und Ubertrafen
dabei sogar die Aktivitdaten der parentalen Polymerasekomplexe [282]. Dieses
Ergebnis weist somit deutliche Parallelen zur vorliegenden Arbeit auf. Trotz der
direkten Interaktion des PB1- mit dem PA-Protein [40, 41] ist ein Einfluss der

PA-Herkunft auf das MaB der durch die PB1l-Austausche hervorgerufenen
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Anderung der Polymeraseaktivitit mit den vorliegenden Ergebnissen nicht zu
belegen (s. Kap. 4.4.1, Abbildung 10). Offenbar liegt die Qualitat der
Interaktion der jeweiligen PB1- mit den jeweiligen PA-Proteinen auf einem
ahnlichen Niveau. In anderen Arbeiten wurden Hinweise auf derartige
Abhangigkeiten vom PA-Segment bei einem PB1-Austausch zwar identifiziert,
die Effekte waren aber gering und nicht immer signifikant [243, 280, 282].
Trotz der Interaktionen der PB1- mit den NP-Proteinen wurden in der
vorliegenden Arbeit keine Abhangigkeiten bei einem PB1-Austausch
festgestellt. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit den Resultaten anderer
Arbeiten [243, 280].

Veranderungen der Polymeraseaktivitat bei einem PB1-Austausch kénnen nicht
nur durch differierende Interaktionsbedingungen mit den unterschiedlichen
PB2-Segmenten, sondern auch durch Polymorphismen verursacht werden. Flr
das PBl-Segment sind mehrere Polymorphismen beschrieben, die sich
erhéhend oder erniedrigend auf die Polymeraseaktivitat auswirken: das PB1-
N40-Protein [30, 57] und die Polymorphismen L13P [201, 251], L473V [286],
L598P [286] und S678N [251] (s. Anhang). Bei der Prifung des porcinen,
humanen und aviaren Parentalvirus-PB1 auf die genannten Polymorphismen
wurde festgestellt, dass das PB1-N40-Protein und der L13P-Polymorphismus
bei allen drei Parentalviren vorhanden ist. Die Polymorphismen L598P und
S678N sind hingegen in keinem der drei Parentalviren nachweisbar (s.
Anhang). Diese Faktoren kdénnen somit eventuelle Unterschiede in der
Polymeraseaktivitat nicht erklaren. Hinsichtlich des L473V-Polymorphismus
unterscheiden sich die drei Viren jedoch: Wahrend das porcine und aviadre
Parentalvirus PB1-L473V aufweisen, fehlt dem humanen Virus dieses Merkmal
(s. Anhang), das beziglich der Polymeraseaktivitat in Saugerzellen fir das
Fehlen des 627K-Virulenzfaktors auf dem PB2-Segment kompensieren soll
[286]. Der 627K-Polymorphismus ist im humanen und avidaren PB2-Segment
vorhanden, wahrend er im porcinen PB2 fehlt (s. Kap. 4.1, Anhang). Die
beschriebenen kompensatorischen Eigenschaften von PB1-L473V [286]
kdnnen anhand der vorliegenden Ergebnisse jedoch nicht bestatigt werden, da
alle Polymerase-Kombinationen mit porcinem PB2 (ohne 627K; PolK 3-11; 30-
38; 57-65) unabhangig vom Vorhandensein des porcinen oder avidaren PB1
(mit L473V) bzw. humanem PB1 (ohne L473V) eine ahnliche, sehr niedrige

Polymeraseaktivitat aufweisen. Das porcine und avidare Parentalvirus codieren
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im Gegensatz zum humanen Parentalvirus flur das PB1-F2-Protein (s. Kap. 4.1,
Anhang), das als Virulenzfaktor beschrieben ist, bei dem ein Fehlen dieses
Proteins die Polymeraseaktivitat senken soll [287]. Andere Forschungsarbeiten
haben jedoch gezeigt, dass der Verlust der PB1-F2-Expression keine
Auswirkung auf die Polymeraseaktivitat hat [57]. Bei allen Ubrigen
Polymorphismen aus Tabelle 38 das PB1-Segment betreffend sind keine

Auswirkungen auf die Polymeraseaktivitat beschrieben.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass Austausche im PB1l-Segment einen
sehr deutlichen Einfluss auf die Polymeraseaktivitit haben kénnen. Die
beobachteten Anderungen der Polymeraseaktivitit nach PB1-Austausch
wurden in der vorliegenden Arbeit sehr wahrscheinlich nicht durch bekannte
PB1-Polymorphismen hervorgerufen. Sie wurden vielmehr  durch
unterschiedliche Kompatibilitaten der drei verschiedenen PB1- mit den PB2-
Segmenten verursacht, die die Qualitat der Interaktion der Proteine und somit

die Polymeraseaktivitat beeinflussen.

Das PB2-Protein interagiert innerhalb des Polymerasekomplexes mit dem C-
terminalen Bereich des PB1l-Proteins [40, 41]. Die Ergebnisse der
Polymeraseaktivitats-Untersuchungen vor und nach Austausch des PB2-
Segments (s. Kap. 4.4.2, Tabelle 25) sind auch unter Beachtung dieser
bekannten PB1-PB2-Interaktion zu betrachten, da gezeigt werden konnte,
dass die Starke der Anderung der Polymeraseaktivitit bei einem PB2-
Austausch auch von der Herkunft des PB1l-Segments abhangt: Diese
Abhangigkeit zeigt sich bei einem Austausch des porcinen gegen das aviare
PB2- aber auch beim Austausch des porcinen bzw. avidaren PB2- gegen das
humane PB2-Segment. Beeinflusst wird die Anderung der Polymeraseaktivitat
sowohl hinsichtlich des Faktors der Aktivitats-Steigerung als auch der maximal
erreichten Polymeraseaktivitat. Nur bei gleichzeitig vorhandenem avidren PB1
erhoht sich bei einem porcin-avidaren PB2-Austausch die Polymeraseaktivitat
um den Faktor 5 - 25 auf ein mit der PK vergleichbares Niveau. Bei
vorhandenem porcinem oder humanem PB1 verharrt die Aktivitat bei diesem
PB2-Austausch dagegen auf einem sehr niedrigen Niveau. Deutlich hdhere

Steigerungen der Polymeraseaktivitdat und auch auBerordentlich hohe
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Polymeraseaktivitats-Werte werden bei Austauschen des porcinen oder avidren
gegen das humane PB2-Segment beobachtet: Finden diese Austausche vor
dem Hintergrund eines porcinen oder humanen PB1 statt, so betragt der
Steigerungsfaktor 10 - 150 auf PK-ahnliche Aktivitatswerte. Bei avidarem PB1
steigert sich die Polymeraseaktivitat mit einem Faktor von 5 - 370 nochmals
starker und auf Werte zwischen 1000- und fast 2000-facher Aktivitat - die
hochsten in dieser Arbeit gemessenen Aktivitatswerte. Die beobachteten
Unterschiede bei einem Vergleich der Steigerungsfaktoren sind ein Hinweis
darauf, dass Anderungen der Polymeraseaktivitit bei einem PB2-Austausch
nicht nur durch Faktoren auf dem PB2-Segment selbst bedingt sind, sondern
auch durch Interaktion der verschiedenen PB2- mit den verschiedenen PB1-
Proteinen beeinflusst werden kodnnen. Derartige Interaktionen und die
resultierenden Veranderungen der Polymeraseaktivitat bei einem PB2-
Austausch wurden auch in anderen Studien untersucht [243, 280, 282, 285].
Dabei wurde in fast allen Fallen die Abhangigkeit der
Polymeraseaktivitatsveranderung bei einem PB2-Austausch von der Herkunft
des PB1 bestatigt [243, 280, 282]. Die Kombination aus aviarem H5N1-PB1
und humanem H1N1-PB2 [282] bzw. bereits das Vorkommen eines humanen
PB2 statt eines avidaren PB2 [243, 284] fuhrte in den genannten Studien zu
sehr hohen Polymeraseaktivitaten - ein Ergebnis das auch in der vorliegenden
Studie gewonnen werden konnte. Ein Einfluss der Herkunft des PA-Segmentes
auf die Hohe der durch die PB2-Austausche hervorgerufenen Anderung der
Polymeraseaktivitat ist anhand der Ergebnisse nicht zu belegen, auch wenn die
absolute Hohe der Polymeraseaktivitdt bei vorhandenem porcinen und aviaren
PA regelmaBig hdher ist als bei einem humanen PA im Polymerasekomplex
(s. Kap. 4.4.2, Abbildung 10). Dies steht im Einklang mit der nicht
vorhandenen direkten Interaktion der PA- mit den PB2-Proteinen. Wahrend in
der vorliegenden Arbeit der Ursprung des NP-Segmentes keinen signifikanten
Einfluss auf die Hohe der durch die PB2-Austausche hervorgerufenen Anderung
der Polymeraseaktivitat hat, ist die Existenz dieses Zusammenhangs in der
Literatur nicht abschlieBend geklart [243, 280, 282], da nur zum Teil
begrenzte derartige Abhangigkeiten vermutet werden [243, 282].

Die durch einen PB2-Austausch hervorgerufenen Veranderungen der
Polymeraseaktivitat kdénnen einerseits durch unterschiedliche

Interaktionsbedingungen mit den verschiedenen PB1l-Proteinen oder
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andererseits durch Polymorphismen verursacht werden. Fur das PB2-Segment
ist eine groBe Zahl von Polymorphismen beschrieben, die mit der Erhéhung
oder Senkung der Polymeraseaktivitat in Verbindung gebracht werden: L89V
[240], E158G [288], D253N [259, 289], (T)271A [232], G309D [240], T333I
[251], T339K [240], R477G [240], 1495V [240], G590S [290], Q591KR [289,
290], E627K [232, 240, 242, 243], A676T [240], D701N [250, 251], S714I
[250] und S714R [250, 251] (s. Anhang). Bei der Analyse des porcinen,
humanen und avidaren Parentalvirus-PB2 wurde festgestellt, dass die
Polymorphismen L89V, G309D, R477G, 1495V und A676T in allen drei
Parentalviren vorhanden sind. Die Polymorphismen E158G, D253N, T333I,
G590S, Q591KR, S714I und S714R konnten hingegen in keinem der drei
Parentalviren nachgewiesen werden (s. Anhang). Diese Polymorphismen
kénnen somit nicht die Ursache flr eventuelle Unterschiede in der
Polymeraseaktivitat sein. Demgegeniber unterscheiden sich die drei Viren
hinsichtlich der (T)271A-, T339K- und vor allem in den haufig beschriebenen
E627K- [232-248, 291] und D701N-Polymorphismen [242, 249-255]: Sowohl
der (T)271A-, der nur im humanen PB2, als auch der T339K-Polymorphismus,
der im porcinen und humanen PB2-Segment vorhanden ist, erhéhen laut
Literatur [232, 240] die Polymeraseaktivitat in humanen Zellen. In den in der
vorliegenden Arbeit durchgefihrten Polymeraseaktivitats-Untersuchungen
weisen alle Polymerasekomplexe mit porcinem PB2 generell nur eine sehr
niedrige Polymeraseaktivitat auf. Die beschriebene Wirkung des T339K-
Polymorphismus kann somit anhand von aviar-porcinen PB2-Austauschen nicht
bestatigt werden (Abbildung 10). Im Gegensatz dazu erhdht sich bei jedem
Austausch eines aviaren PB2- gegen ein humanes PB2-Segment die
Polymeraseaktivitat - wenn auch nicht immer signifikant (s. Kap. 4.4.2, Tabelle
25, Abbildung 10). Der T339K-Polymorphismus kénnte demzufolge wie in
[240] angefuhrt einen Beitrag zur Steigerung der Polymeraseaktivitat leisten.
Die beschriebene [232] Wirkung des (T)271A-Polymorphismus kdnnte die
teilweise enormen Steigerungen der Polymeraseaktivitat erklaren, die bei allen
porcin-humanen und aviar-humanen PB2-Austauschen in der vorliegenden
Arbeit auftraten (s. Kap. 4.4.2, Tabelle 25, Abbildung 10). Der E627K-
Polymorphismus konnte im humanen und avidaren PB2-Segment nachgewiesen
werden, nicht jedoch im porcinen (s. Kap. 4.1, Anhang). E627K filhrt

gleichfalls zu einer Erhéhung der Aktivitat der Polymerase in humanen [242]
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bzw. Sadugerzellen [232, 240, 243]. Der E627K-Polymorphismus leistet der
angeftihrten Literatur zufolge sehr wahrscheinlich einen entscheidenden
Beitrag fur die Hohe der Polymeraseaktivitat von Polymerasekomplexen mit
humanem PB2 (s. Kap. 4.4.2, Abbildung 10). Warum bei Polymerasen mit
aviarem PB2 dieser Effekt nicht im gleichen MaBe zu beobachten ist, bleibt
dagegen unklar. Dennoch kann das Fehlen von E627K im porcinen PB2-
Segment madglicherweise die stets sehr niedrige Polymeraseaktivitat in den
betreffenden Polymerasekomplexen erklaren (s. Kap. 4.4.2, Tabelle 25,
Abbildung 10). Der D701N-Polymorphismus, flir den ebenso eine Steigerung
der Polymeraseaktivitat in Saugerzellen beschrieben ist [250, 251], wurde nur
im porcinen PB2 nachgewiesen (s. Kap. 4.1, Anhang). Offenbar ist das
Vorhandensein dieses Virulenzfaktors im porcinen PB2-Segment jedoch nicht
ausreichend, die Polymeraseaktivitat der betreffenden Polymerasen Uber ein
nur sehr geringes Aktivitatsniveau zu heben (s. Kap. 4.4.2, Abbildung 10).
Alle weiteren Polymorphismen aus Tabelle 38 das PB2-Segment betreffend

sind nicht als urséchlich fiir Anderungen der Polymeraseaktivitidt beschrieben.

Bei der Betrachtung aller bekannten Ergebnisse ist deutlich geworden, dass
ein Austausch im PB2-Segment einen dramatischen Einfluss auf die
Polymeraseaktivitdt haben kann. Dabei sind als Ursache das vermutlich
unterschiedliche MaB der Kompatibilitdat der verschiedenen PB2- mit den
verschiedenen PB1-Proteinen, aber mdglicherweise auch einige PB2-

Polymorphismen zu nennen.

Im Polymerasekomplex interagiert das PA-Protein mit dem N-terminalen
Bereich des PB1-Proteins [40, 41], wodurch es Abhangigkeiten zwischen
diesen Proteinen bei einem Austausch des PA-Segmentes geben kdnnte. In der
vorliegenden Arbeit geht in jedem betrachteten Fall (s. Kap. 4.4.3, Tabelle 26)
ein Austausch des humanen gegen das porcine oder aviare PA-Segment mit
einer leichten bis moderaten, teils signifikanten Steigerung der
Polymeraseaktivitat einher. Diese Steigerung ist jedoch unabhangig von der
Herkunft des PB1-, PB2- und NP-Segments und der Faktor der Steigerung fast
ausnahmslos nur im einstelligen Bereich. Die absolut erreichten Werte der

Polymeraseaktivitdat nach PA-Austausch sind jedoch teilweise auBerordentlich
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hoch. In der Literatur wurde der eher geringe Einfluss der Herkunft des PA-
Segmentes auf die Polymeraseaktivitat bereits beschrieben [243, 282].
Daneben existieren jedoch auch Studien, in denen der Austausch des PA-
Segmentes zu unterschiedlich starken Veranderungen der Polymeraseaktivitat
fuhrte [280, 283], wobei die Veranderungen unabhangig von der Herkunft des
PB1-Segmentes waren [280]. Interessanterweise traten hierbei [280] in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der vorliegenden Studie bei
Polymerasekomplexen mit einem humanem PA- statt eines aviaren PA-Proteins

regelmaBig geringere Polymeraseaktivitaten auf.

Der Polymorphismus im PA-Segment (T552S), der mit der Steigerung der
Polymeraseaktivitat von aviaren Polymerasen in 293T-Zellen assoziiert ist
[292], ist ausschlieBlich im humanen PA-Segment zu finden, nicht jedoch im
porcinen und aviaren PA-Segment (s. Anhang). Auch in Polymerasekomplexen,
die ein aviares PB1 und PB2 aufweisen, den ,aviaren Polymerasekomplexen®
im Sinne von Mehle et al. [292] also am nachsten kommen, ist keine
Steigerung der Pol-Aktivitat durch das T552S-tragende, humane PA-Segment
festzustellen, sondern vielmehr im Gegenteil eine Steigerung, wenn dieses
Segment gegen das porcine oder aviare PA ausgetauscht wird. Bei den Ubrigen
Polymorphismen aus Tabelle 38 das PA-Segment betreffend sind Auswirkungen

auf die Polymeraseaktivitat nicht bekannt.

Der errechnete Faktor der Steigerung der Polymeraseaktivitat ist nach einem
PA-Austausch beim Vergleich innerhalb der PolK-Gruppen 12-20, 39-47, 66-74
und 75-83 ahnlich hoch und unabhangig von Herkunft des PB1, PB2 und NP.
Somit liegt der Grund flr die beobachtete, meist nur leichte Steigerung der
Polymeraseaktivitat vermutlich nicht in einer veranderten Interaktion des PA-
mit anderen Proteinen, da sonst Abweichungen in den Steigerungsfaktoren
innerhalb und zwischen diesen vier Gruppen wahrscheinlich waren, sondern im
PA-Protein selbst. Welcher Faktor des PA-Proteins hierflr verantwortlich sein
kdnnte, konnte nicht identifiziert werden, da der beschriebene

Polymorphismus flir die Beobachtung vermutlich nicht ursachlich sein kann.

Das NP-Protein besitzt viele Interaktionspartner, darunter auch das PB1- und

PB2-Protein des viralen Polymerasekomplexes [89]. Wie unter 4.4.4
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beschrieben, bewirkt ein Austausch des NP-Segmentes im Kontext einer
ansonsten unveranderten Polymerase-Kombination in der vorliegenden Studie
in keinem Fall eine signifikante Anderung der Polymeraseaktivitdt. Allenfalls
leichte, nicht-signifikante Anderungen sind nicht auszuschlieBen. Dieses
Ergebnis steht damit in Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus anderen
Studien, die der Herkunft des NP-Proteins ebenso keinen signifikanten Einfluss
auf die Polymeraseaktivitat zuschreiben [243, 282, 285].

Der Polymorphismus N319K des NP-Segments, der eine Steigerung der
Polymeraseaktivitat in Sdugerzellen verursachen soll [251, 293], ist weder im
humanen, porcinen oder aviaren NP-Segment vorhanden (s. Anhang). Die drei
NP-Segmente sind somit bezliglich dieses Faktors identisch. Die Uubrigen
Polymorphismen des NP-Segments (s. Anhang) haben keine Auswirkungen auf

die Polymeraseaktivitat.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in der vorliegenden Studie der
Austausch des NP-Segments bezliglich der Polymeraseaktivitat folgenlos blieb,
obwohl wahrend der Virusreplikation eine Interaktion von NP-Proteinen mit
zwei Proteinen (PB1 und PB2) des Polymerasekomplexes erfolgt. Die drei NP-
Proteine der verwendeten Parentalviren scheinen demzufolge zu den PB1- und
PB2-Proteinen eine ahnliche hohe Kompatibilitdat aufzuweisen. Auch die
gepriften Polymorphismen kdnnen die fehlende Veranderung der

Polymeraseaktivitat mdglicherweise erklaren.

Die Analyse der Polymeraseaktivitdt der drei homologen Parentalvirus-
Polymerase-Kombinationen und 78 (reassortierten) heterologen Polymerase-
Kombinationen zeigte, dass die Anderung der Polymeraseaktivitit bei
Austausch eines definierten Proteins nicht nur vom betroffenen
Polymeraseprotein selbst, sondern aufgrund der vielfaltigen Interaktionen
zwischen den Proteinen auch von den Ubrigen Polymeraseproteinen abhangig
ist. Die Kompatibilitat der PB1-, PB2-, PA- und NP-Proteine der Parentalviren
humanen, porcinen und avidaren Ursprungs zueinander ist je nach Protein und
ggf. Herkunft ganz offenbar unterschiedlich hoch. Zusatzlich kdnnen die
inzwischen in groBer Zahl beschriebenen Polymorphismen, die neben weiteren

viralen Eigenschaften auch die Polymeraseaktivitdat beeinflussen, einen
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moglichen Beitrag zur Erklarung bestimmter identifizierter

Aktivitatsanderungen nach einem Austausch einzelner Segmente liefern.

Wie in der vorliegenden Arbeit vermutet und auch an anderer Stelle
beschrieben [259], beschrankt die Funktionsfahigkeit der Polymerase, die auf
der Interaktion der Polymeraseproteine basiert, die Generierung von
Reassortanten. Wie in Kap. 5.2.2 diskutiert wird, kann dabei allerdings auch
eine sehr geringe Polymeraseaktivitat die Bildung replikationskompetenter
Reassortanten ermdglichen. Unter den 81 untersuchten Polymerase-
Kombinationen befinden sich 14, die in zu generierende Viren integriert
werden sollten. Die Unterschiede speziell dieser Polymerasekomplexe werden
in Kap. 5.2 detailliert und im Zusammenhang mit anderen Eigenschaften der

Viren diskutiert.

5.1.2 Genetische Kompatibilitat der Parentalviren und

Generierung von Reassortanten

Die moglichen Inkompatibilitdten zwischen den Polymerase- und den
Oberflachenproteinen sowie die Tatsache, dass bei Pandemie-auslésenden
Influenzavirus-Reassortanten von 1957, 1968 und 2009 in unterschiedlichem
MaB die Segmente fur Oberflachenproteine und Polymeraseproteine
ausgetauscht wurden (s. Kap. 1.5), fihrten zur Uberlegung, in der
vorliegenden Studie die Generierung von Reassortanten zwischen porcinen,
aviaren und humanen Influenzaviren auf Austausche in diesen
Genomsegmenten zu konzentrieren. Die meisten der zu generierenden
Reassortanten sollten sich zudem nur in einem Segment von anderen Viren
unterscheiden, um Veranderungen der Eigenschaften der Viren auf den
Austausch eines einzelnen Segmentes zurickfihren zu kénnen (s. Kap. 4.4, 0,
4.6, 5.2, 5.3). Von den angestrebten, insgesamt 15 Reassortanten mit
unterschiedlicher Genomzusammensetzung konnten 14 Reassortanten mittels
reverser Genetik erzeugt werden (s. Kap. 4.3). Alle Viren, in denen lediglich
das HA- und/ oder NA-Segment ausgetauscht wurde, konnten generiert
werden. Dies betrifft die Reassortanten A und C mit porcin-aviaren HA-/ NA-
Veranderungen und die Viren E und I mit human-porcinen HA-/ NA-
Austauschen. FlUr die Reassortanten A und E gilt demnach auch, dass die
Aktivitat des HA- und NA-Proteins trotz unterschiedlicher Herkunft der
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Segmente in einem gunstigen Verhaltnis zueinander steht, das die Replikation
der Viren ermdglicht. Trotz der sehr vielfaltigen Kombinationen innerhalb des
Polymerasekomplexes der Reassortanten D, S, H, O, P, T, R, F, U, W und N
konnten bis auf die Reassortante W alle Viren erzeugt werden (s. Kap. 4.3).
Die direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen den Polymeraseproteinen
scheint demzufolge bei allen replikationskompetenten Reassortanten

zumindest nicht sehr stark gestért zu sein.

Aufgrund der Vielzahl der erzeugbaren Reassortanten ist die Kompatibilitat der
genomischen Segmente zwischen dem porcinen, humanen und avidren
Parentalvirus als sehr hoch zu bewerten. Einschrankend ist dabei jedoch zu
beachten, dass der in der vorliegenden Studie gewahlte methodische Ansatz
zur Generierung der Reassortanten - die Transfektion von acht Plasmiden
(s. Kap. 3.20), oft auch als “forced reverse genetics~ bezeichnet - haufig zu
einer hohen Anzahl von verschiedenen replikationskompetenten Reassortanten
fuhrt [280, 281, 285, 294, 295]. Aus diesen Studien zu aviar-humanen
Reassortanten, die ebenfalls mittels reverser Genetik erzeugt wurden, lassen
sich auf Basis der meist hohen Zahl angestrebter, verschiedener
Segmentkonstellationen und der nicht generierbaren Reassortanten Aussagen
zur Kompatibilitdt der viralen Genomsegmente von aviaren und humanen
Viren ableiten. Bei der Reassortierung von aviaren H5N1- mit humanen H3N2-
Viren sind je nach Studie 70 bzw. Uber 80 % der Reassortanten nachweislich
generierbar [280, 281]. In zwei Studien zur genetischen Kompatibilitat von
pandemischen H1IN1 (2009)- mit aviaren HON2- [294] bzw. H5N1-Viren [285]
betrug der Anteil der erzeugbaren Reassortanten sogar 90 % [294] bzw.
100 % [285]. Im Unterschied dazu waren bei der Reassortierung von
humanen H3N2 und avidaren H2N2-Viren nur etwa 50 % der
Segmentkombinationen als Reassortante generierbar [278]. Andere
experimentelle Methoden, bei denen eine Konkurrenzsituation zwischen den
Genomsegmenten von Parentalviren existiert, bringen in aller Regel eine
geringere Anzahl von unterschiedlichen Genomkonstellationen hervor [156,
259, 264, 276, 296-299]. Eine solche Konkurrenz von Genomsegmenten liegt
beispielsweise bei einer in vitro- oder in vivo-Koinfektion von Zellen mit
mindestens zwei Parentalviren oder bei einer Kotransfektion mit 16 Plasmiden
vor (s. Kap. 3.20). In mehreren solcher Studien wurden aviar-humane, aviar-

porcine, aviar-equine, equin-humane, human-porcine und rein humane
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Reassortanten generiert [156, 259, 276, 297-305]. In Abhangigkeit der
Herkunft der jeweiligen Parentalviren und der Subtypen variiert der Anteil der
Reassortanten unter den wieder isolierten Viren zwischen wenigen Prozent und
mehr als 25 %. Auffallig ist zudem, dass unter den Reassortanten einzelne
Segmentkombinationen wesentlich haufiger auftreten als andere. Andererseits
ist bei Koinfektions- und Kotransfektionsexperimenten haufig beobachtet
worden, dass ein Reassortment zwischen genetisch entfernten Influenzaviren
deutlich weniger replikationskompetente Reassortanten hervorbringt als dies
bei genetisch nah verwandten Viren der Fall ist [259, 260, 269, 276, 278, 299,
306, 307]. Begrindet wird dies neben inkompatiblen Protein-Protein-
Interaktionen bzw. Proteinaktivitaten auch mit nicht kompatiblen VvRNP-
Verpackungssignalen zwischen genetisch entfernten Influenzaviren [264, 268,
269]. Trotz der genannten Einschrankungen aufgrund der verwendeten
Methodik zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die insgesamt sehr
hohe Kompatibilitit der vRNP-Segmente der drei genetisch divergenten

Parentalviren.

Dass die Ursache flr diese hohe Kompatibilitat tatsachlich nicht in einer sehr
groBen Ahnlichkeit der Aminosduresequenz der betreffenden Proteine zu
suchen ist, wird deutlich, wenn die Ergebnisse der Analyse der
Sequenzidentitat betrachtet werden (s. Kap. 4.1). Hierbei zeigte sich, dass
sich alle drei Parentalviren - und insbesondere auch das porcine und humane
Parentalvirus trotz des formal gleichen H1N1-Subtyps - deutlich in der
Aminosauresequenz der Polymerase- und Oberflachenproteine unterscheiden.
Somit kann eine nicht vorhandene groBe Ahnlichkeit auch nicht die Basis der

hohen genetischen Kompatibilitat der Segmente sein.

Die Ursachen der Nicht-Generierbarkeit der Reassortante W im Rahmen von
drei unabhangigen Versuchen sind sehr wahrscheinlich nicht in einer
ungunstigen HA-/ NA-Aktivitats-Balance zu suchen, da funf andere
Reassortanten mit gleicher HA-NA-Zusammensetzung (I, R, F, U, N) erzeugbar
und replikationsfahig waren (s. Kap. 4.3). Auch die PB1-PB2-Interaktion sollte
uneingeschrankt mdglich sein, da bei Virus W beide Segmente porcinen
Ursprungs sind und zudem in dieser Konstellation auch im Parentalvirus B und
den replikationskompetenten Reassortanten A, C und N zu finden sind. Die

Interaktion des PB1 und PA kdénnte hingegen prinzipiell gestért sein, da das
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PB1-Segment porcinen, das PA-Segment humanen Ursprungs ist. Zu beachten
ist allerdings, dass die identische PB1-PA-Kombination auch die Reassortante
F tragt, die generiert werden konnte (s. Kap. 4.3). Wie in Kap. 5.2.2
ausgefihrt wird, kénnte eine Stdérung der Protein-Protein-Interaktion im
Polymerasekomplex dennoch verantwortlich fir die Nicht-Generierbarkeit der
Reassortante W sein, da die Polymeraseaktivitdt der dem Virus W
entsprechenden vollstandigen Polymerase-Kombination nur geringfligig Uber
der Negativkontrolle liegt (s. Kap. 4.4). Auch in der Literatur wurde bereits
beschrieben, dass die Generierung von Reassortanten durch die Bildung eines
funktionalen Polymerase-Heterotrimers limitiert ist [259]. Ebenso sind gestérte
VRNP-vRNP Interaktionen, die eine Verpackung eines vollstdndigen Satzes von
acht Genomsegmenten in die Viruspartikel verhindern, prinzipiell denkbar
[269]. Einige Studien beschreiben ebenso die Nicht-Generierbarkeit von
einzelnen, definierten Reassortanten und machen, wie auch in der
vorliegenden Arbeit vermutet, die Inkompatibilitat der Genomsegmente von
Influenzaviren aus verschiedenen Wirten hierflir verantwortlich [278, 279]. Die
genauen virologischen Ursachen, weshalb Reassortante W nicht generiert
werden konnte, sind mit den vorliegenden Daten nicht eindeutig zu
identifizieren. Obwohl eine Funktionsstérung im Polymerasekomplex oder bei
den vVRNP-VRNP Interaktionen wahrscheinlich scheint, kann nicht vollstandig
ausgeschlossen werden, dass die Reassortante prinzipiell erzeugbar ist, dies

jedoch im Rahmen dreier Versuchsansatze nicht erfolgt ist.

Im Vergleich zu den experimentell erzeugten Reassortanten kommen, soweit
bekannt, in der Natur insgesamt betrachtet nur wenige verschiedene
Reassortanten mit unterschiedlichen Segmentkombinationen vor [187, 188,
190, 308-313]. Als Ursache flr die Diskrepanz zwischen der Anzahl
experimentell generierbarer und natdrlich vorkommender Reassortanten
kommen verschiedene Aspekte in Betracht: Fur die natlrliche Entstehung
einer Reassortante ist die Koinfektion eines Wirtes mit zwei verschiedenen
Influenzaviren zwingend notwendig. Die Haufigkeit solcher Koinfektionen in
den Wirtspopulationen zeigt demnach, wie wahrscheinlich das Vorliegen dieser
Grundvoraussetzung Uberhaupt ist. Betrachtet man die Haufigkeit der
Koinfektionen beim Menschen, so betrug der Anteil der mit zwei verschiedenen
Influenza A-Virussubtypen infizierten Personen unter allen Influenza-positiv
getesteten in Deutschland in den zehn Influenzasaisons 2005/06 bis 2014/15
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zwischen 0 % und rund 0,4 % [314]. Dabei steigt die Wahrscheinlichkeit fur
Koinfektionen an, je ausgeglichener das Verhaltnis der auftretenden,
verschiedenen Influenza A-Subtypen (H1N1 (saisonal/ ab 2009 pandemisch)
und H3N2) in der humanen Population ist. In Untersuchungen zur Haufigkeit
des Vorkommens von zwei oder mehr verschiedenen Influenzavirus-Subtypen
in Schweinebestdnden zeigte sich, dass im Jahr 2013 von Uber 400
Influenzavirus-positiv beprobten Schweinebestanden in ca. 7 % der Betriebe
zwei Virussubtypen und in Uber 1 % drei Virussubtypen nachweisbar waren
[315]. Diese Daten zeigen, dass die geringe Haufigkeit von Koinfektionen bzw.
der Kozirkulation verschiedener Viren in Tierbestéanden die Wahrscheinlichkeit
fur die Entstehung von Reassortanten deutlich begrenzt. Dabei ist vor dem
Hintergrund der in der vorliegenden Arbeit verwendeten humanen, porcinen
und aviaren Parentalviren zu bedenken, dass die Haufigkeit von
Doppelinfektionen mit Viren verschiedener Ursprungswirte vermutlich noch
geringer ist. Kommt es dennoch zur Koinfektion eines Wirtes und zur Bildung
von Reassortanten, so stehen diese in Konkurrenz zu den Parentalviren. Ein
Influenzavirus mit einer neuen Segmentkombination wird sich im betreffenden
Wirt allerdings nur dann durchsetzen kdnnen, wenn es hinsichtlich der viralen
Fitness und der Replikation im Wirtsorganismus keine Nachteile gegenliber den
Parentalviren aufweist. Die virale Fitness wird wie bereits diskutiert auch durch
die Kompatibilitat der Genprodukte der Segmente beeinflusst, also die
funktionelle HA-NA-Balance und die Interaktion der Polymeraseproteine. Dabei
besteht bei jeder Neukombination von Segmenten das Risiko, dass die
Proteine nicht oder nur suboptimal kompatibel bzw. in ihrer Kombination nicht
an den Wirt angepasst sind. Ferner werden Reassortanten aufgrund der bereits
diskutierten VRNA-vVRNA-Wechselwirkungen in der koinfizierten Zelle nicht der
statistischen Wahrscheinlichkeit nach gebildet. Vielmehr entstehen aufgrund
inkompatibler vRNA-Verpackungssignale Parentalviruspartikel bevorzugt bzw.
es werden Reassortanten mit bestimmten Segmentkonstellationen mit
groBerer Wahrscheinlichkeit erzeugt [264, 269, 270]. Alle drei Faktoren, die
geringe Wahrscheinlichkeit einer Koinfektion, die virale Fitness neugebildeter
Reassortanten unter Konkurrenzbedingungen und die bevorzugte Bildung von
Parentalviren bzw. wenigen, definierten Reassortanten tragen sehr
wahrscheinlich zu der — im Vergleich zu durch reverse Genetik generierbaren -

geringen Zahl aus der Natur isolierter Reassortanten bei.
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5.2 Eigenschaften von humanen, porcinen und avidren

Parentalviren und deren Reassortanten

5.2.1 Replikation in humanen A549-Zellen

Um das Replikationsverhalten der einzelnen, genetisch definiert
zusammengesetzten Parentalviren und Reassortanten untersuchen zu kdénnen,
wurden je Ansatz die Zellen nur mit einem der in Tabelle 22 aufgefihrten Viren
infiziert. Diese Situation entspricht somit der Infektion eines Wirtes mit einem
definierten Virus ohne Konkurrenz durch die jeweiligen Parentalviren oder
andere Reassortanten. Das Ereignis der naturlichen Entstehung der
Reassortanten und die darauffolgenden initialen Replikationszyklen wurden
somit in dieser Arbeit nicht modellhaft untersucht, da hierfir die
Zellkulturansatze mit den Parentalviren und ggf. mehreren Reassortanten
infiziert werden hatten muissen. Im Folgenden soll zunachst diskutiert werden,
ob sich das ahnliche Replikationsverhalten (s. Kap. 4.5.1) von einigen
Parentalviren und Reassortanten in der genetischen Zusammensetzung, in
einer ahnlichen CPE-Charakteristik oder der Hohe der Polymeraseaktivitat und

der IFN-Sekretion infizierter Zellen widerspiegelt.

Das humane H1N1- (Virus K), das porcine H1IN1- (Virus B) und das aviare
H5N1-Parentalvirus (Virus L) weisen keinerlei identische genomische
Segmente auf (Tabelle 22). Zufalligerweise zeigen die drei Viren zwischen 12 h
und 36 h p.i. eine ahnliche Replikationsrate (Abbildung 11). Der dennoch
héhere Endtiter des porcinen H1N1-Parentalvirus (Virus B) koénnte seine
Ursache im deutlich verzdgerten Einsetzen des CPE im Vergleich zum humanen
H1N1- (Virus K) und aviaren H5N1-Parentalvirus (Virus L) haben (Tabelle 30),
da in den weitgehend intakten infizierten Wirtszellen Uber einen langeren
Zeitraum neue Viruspartikel gebildet werden kdnnen. Obwohl die
Polymeraseaktivitat der drei Parentalviren zwischen sehr niedrig (porcines
Parentalvirus; Virus B) und mittelmaBig (aviares Parentalvirus, Virus L) variiert
(Abbildung 10), wirkt sich offenbar die sehr geringere Polymeraseaktivitat
nicht nachteilig auf die Replikation des porcinen H1N1-Parentalvirus aus. Da
die IFN-B und IFN-A2 Sekretion durch virusinfizierte Zellen bei allen drei

Parentalviren einheitlich sehr niedrig bis niedrig ist (Abbildung 17, Abbildung
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18), sind die geringen Unterschiede als Ursache fir die beobachteten, leichten

Titerunterschiede wenig wahrscheinlich.

Die porcin-aviaren Reassortanten A, C, D, S und H weisen ein aviares HA- und
fast alle auch ein aviares NA-Protein auf. Die NP-, M- und NS-Segmente sind
porcinen Ursprungs. Obwohl sie sich in der Zusammensetzung des
Polymerasekomplexes aus avidaren und porcinen Polymeraseproteinen
unterscheiden (Tabelle 22), zeigen alle Reassortanten ein ahnliches
anfangliches Replikationsverhalten zw. 12 h und 36 h p.i. (Abbildung 11). Die
beobachteten Unterschiede in der CPE-Charakteristik (Tabelle 30) tragen
wahrscheinlich zu den héheren Endtitern der Reassortanten mit vollstandigem
porcinen Polymerasekomplex (Virus A und C) gegenliber den Reassortanten
D, S und H, die alle ein avidgres PB1 und teils weitere aviare
Polymerasesegmente aufweisen, bei. Auch die leichten Variationen in der sehr
niedrigen bzw. niedrigen Polymeraseaktivitat zwischen den Reassortanten A,
C, D, S und H kbénnten mdglicherweise zu den beobachteten leichten
Unterschieden in den Replikationsverlaufen fihren (Abbildung 10). Obwohl die
IFN-B und IFN-A2 Sekretion der durch die Viren A, C, D, S und H infizierten
Zellen sehr unterschiedlich und fir Reassortanten mit avidrem PB1 zum Teil
sehr hoch ist (Abbildung 17, Abbildung 18), spiegelt sich diese Beobachtung in
den dennoch ahnlichen Replikationsverlaufe nicht wider. Der Zusammenhang
zwischen der IFN-Sekretion und dem Replikationsverhalten wird an anderer

Stelle weitergehend diskutiert.

Die Reassortanten P und O weisen genetische Ahnlichkeiten zu den eben
diskutierten Reassortanten D und S auf und unterscheiden sich von diesen nur
im humanen PB2-Segment (Tabelle 22). Der Austausch dieses Segmentes hat
jedoch eine starke Anderung im Replikationsverhalten und der CPE-
Charakteristik sowie der Polymeraseaktivitat zur Folge: Wahrend bei den
Reassortanten mit einem humanen PB2-Segment (Virus P und O) eine hohe
Polymeraseaktivitat, ein sehr friher CPE und insgesamt eher schlechte
Replikationseigenschaften festgestellt wurden, waren bei den genetisch
ahnlichen Reassortanten mit porcinem PB2 (Virus D und S) eine niedrige
Polymeraseaktivitat, ein eher spater CPE und gleichzeitig gute bis sehr gute
Replikationseigenschaften zu beobachten (Abbildung 10, Tabelle 30, Abbildung

11). Ein direkter Zusammenhang zwischen dem Segmentaustausch und den
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deutlich veranderten Eigenschaften erscheint daher wahrscheinlich. Die
diskutierten Viren mit humanem PB2-Segment (Virus P und O) zeigen nach
anfanglich starker Replikation bereits ab 24 h p.i. eine starke Abnahme der
Replikationsrate. Diese stark verminderte Bildung neuer Viruspartikel ab 24 h
p.i. ist sehr wahrscheinlich aufgrund der Zellschadigungen zu beobachten, die
sich in einem auBerordentlich frithen (24 h p.i.) und sehr starken CPE
manifestieren. Auffallig ist, dass die beiden Reassortanten P und O, die als
einzige das beschriebene CPE-Bild zeigen, Polymerasekomplexe mit der
hoéchsten in dieser Arbeit gemessenen, tUber 1500-fachen Polymeraseaktiviat
aufweisen. Daher ist auch ein Zusammenhang zwischen diesen viralen

Eigenschaften anzunehmen.

Die Reassortante T ahnelt in ihrer genetischen Zusammensetzung den eben
diskutierten Reassortanten mit aviarem PB1 und humanem PB2 (Viren O und
P) (Tabelle 22). Das im Gegensatz zu Virus O und P bei Reassortante T
vorhandene humane PA-Segment ist daher flir die Unterschiede zwischen den
drei Reassortanten verantwortlich: Obwohl der CPE bei Reassortante T im
Vergleich spater eintritt und der Zellzustand somit eine bessere Replikation
erlauben wirde, repliziert Virus T bereits von Beginn an nur schlecht (Tabelle
30, Abbildung 11). Ein Grund hierflir ist moéglicherweise die Hemmung der
viralen Replikation durch die vergleichsweise sehr hohe IFN-B, bzw. immerhin
mittelmaBige IFN-A2 Sekretion (Abbildung 17, Abbildung 18). Die
Polymeraseaktivitdat der Reassortante mit humanem PA (Virus T) ist zwar
niedriger als die der Reassortanten O und P, aber in der gemessenen Hdhe
kein Grund flir eine schlechte Replikation (Abbildung 10).

Die Reassortanten E, I, R und F unterscheiden sich in der Herkunft des PB1-
Segmentes und im humanen bzw. porcinen NA-Protein (Tabelle 22). Im
Vergleich der Viren ist das avidare PBl1-Segment fir die gesteigerte
Polymeraseaktivitat der Reassortante R im Vergleich zu den Reassortanten I
und F verantwortlich (Abbildung 10). In der Auspragung des CPE und der
Induktion der Interferone ahneln sich alle vier Viren (Tabelle 30, Abbildung 17,
Abbildung 18). Da sie auch ein ahnliches Replikationsverhalten aufweisen,
bietet die erhdhte Polymeraseaktivitat der Reassortante mit avidarem PB1

(Virus R) ihr demzufolge keinen Vorteil fir die Replikation (Abbildung 11).
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Ein Zusammenhang zwischen der Polymeraseaktivitat, den
Replikationseigenschaften und der CPE-Charakteristik von Viren erscheint
aufgrund der bisherigen Betrachtungen der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
wahrscheinlich. Dabei ist der Zusammenhang zwischen der Replikation und
dem CPE leicht erklarbar, da eine starke Zellschadigung die Mdglichkeit der
Viren zur Replikation einschrankt und tendenziell eher niedrige Virustiter zur
Folge hat. Ein Einfluss der IFN-Sekretion auf andere Merkmale ist hingegen
bisher nicht eindeutig zu belegen. Eine detaillierte Diskussion der
Eigenschaften der Viren und der Einflliisse untereinander erfolgt am Ende des
Kapitels 5.2.1.2.

5.2.1.1 Austausche von Genomsegmenten fithren zu veranderten

viralen Eigenschaften

In den folgenden Abschnitten soll betrachtet werden, bei welchen
Segmentaustauschen sich Anderungen in den untersuchten viralen
Eigenschaften ergeben. Durch die Segmentaustausche sind potentiell Protein-
Protein-Interaktionen verandert und die Reassortanten tragen unterschiedliche

Virulenzfaktoren und Polymorphismen.

Das porcine H1N1l-Parentalvirus (Virus B) und die beiden porcin-avidaren
Reassortanten A und C unterscheiden sich genetisch lediglich im porcinen bzw.
aviaren HA- und NA-Segment (Tabelle 22). Das Replikationsverhalten der
Reassortanten A und C, die ein aviares HA (Virus A) oder ein aviares HA und
NA (Virus C) tragen, ist untereinander sehr ahnlich, jedoch signifikant besser
als die Replikation des Parentalvirus B (s. Kap. 4.5.1, Abbildung 12). Zudem
l6sen beide Reassortanten A und C in den infizierten Zellen einen friheren und
insgesamt etwas starkeren CPE im Vergleich zum porcinen Parentalvirus B aus.
Das humane HA-Segment ist hierbei fir die Veranderung der Eigenschaften
verantwortlich, da die Anderungen bereits bei einem einfachen Austausch des
porcinen gegen das avidare HA-Segment auftreten (Parentalvirus B zu A). Das
porcine und aviare HA-Protein unterscheidet sich in mehreren
Virulenzfaktoren: an den Aminosaurepositionen 190 und 225, die als relevant

fur die Rezeptorspezifitat von H1-Viren beschrieben sind (s. Anhang) [171-
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176] sowie in der monobasischen bzw. multibasischen HAO-Spaltstelle (s. Kap.
4.1, Anhang) [61-68]. Die multibasische Spaltstelle des avidaren HAs, die eine
Spaltung des HAO-Proteins bereits durch intrazelluldre Proteasen ermdglicht,
verschafft den Reassortanten A und C dabei moéglicherweise einen Vorteil bei
der Replikation im Zellkultursystem. Die genannten, aber zusatzlich
madglicherweise auch nicht naher identifizierte Unterschiede im HA-Protein sind
sehr wahrscheinlich verantwortlich far die signifikanten
Replikationsunterschiede zum Parentalvirus B. Weitergehende Anderungen der
viralen Eigenschaften bei zusatzlichem Austausch des porcinen gegen das
aviare NA-Segment (Virus A und C) wurden nicht beobachtet, obwohl das
porcine und aviare NA-Protein sehr wahrscheinlich unterschiedlich starke
Fahigkeiten zur Spaltung von a2,3- und a2,6-verknlUpften Sialinsauren
aufweisen [80-83]. Auch trotz einer Deletion in der NA-Stielregion des aviaren
NA-Proteins, die mit einer verminderten Freisetzung von Viruspartikeln von der
Wirtszelle in Verbindung gebracht wird [258], anderte sich das
Replikationsverhalten nicht.

Das humane H1N1-Parentalvirus (Virus K) wund die human-porcinen
Reassortanten E und I unterscheiden sich in einem oder zwei
Oberflachenproteinen (Tabelle 22). Dabei weist die Reassortante E ein porcines
HA-, die Reassortante I ein porcines HA- und NA-Protein auf. Das humane
Parentalvirus K zeigt ein deutlich besseres Replikationsverhalten (s. Kap.
4.5.1, Abbildung 11) und verursacht einen deutlicher ausgepragten CPE
(s. Kap. 4.5.2, Tabelle 30) als die beiden Reassortanten. Das porcine und
humane HA unterscheidet sich an mindestens zwei Aminosaurepositionen
(190, 225), die mit der Rezeptorspezifitat der H1-Viren assoziiert sind (s.
Anhang) [171-176]. Da die HA-Proteine unterschiedlicher Wirtsspezies haufig
Unterschiede bezliglich des Bindungsverhaltens an a2,3- und a2,6-verknUpfte
Sialinsauren auf der Oberflache der Zielzellen aufweisen und sich das humane
Parentalvirus K und die Reassortante E ausschlieBlich im humanen bzw.
porcinen HA-Protein unterscheiden, ist die signifikant bessere Replikation des
Parentalvirus K (s. Kap. 4.5.1, Abbildung 13) wahrscheinlich zu einem
gewissen Grad auf die bessere Bindungsfahigkeit des humanen HA-Proteins an
die humanen A549-Lungenzellen zurlickzufihren. Die Reassortante E mit
humanem NA-Protein zeigte im Replikationsverlauf eine signifikant leicht

bessere Replikation als die Reassortante I mit porcinem NA (s. Kap. 4.5.1,
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Abbildung 13). Ursache hierflir kdnnten Unterschiede beziglich der Spaltung
von a2,3- und a2,6-verknipften Sialinsauren sein, da bekannt ist, dass auch
Neuraminidasen zwischen a2,3- und a2,6-verknlpften Sialinsauren
differenzieren und Neuraminidasen porciner und humaner Herkunft

diesbezlglich differieren kénnen [80-83].

Ein Austausch des HA-Segments flihrte in allen untersuchten Fallen zu einer
deutlichen und signifikanten Anderung des Replikationsverhaltens der Viren.
Das aviare HA-Protein in einem ansonsten porcinen Virus ermdglichte hierbei
eine Steigerung der Replikationskompetenz. Wird in einem vollstandig
humanen H1N1-Virus das HA-Protein gegen das porcine HA-Protein
ausgetauscht, so verminderte sich die Replikationsfahigkeit hingegen.
Austausche im NA-Protein fihrten, wenn Uberhaupt erkennbar, nur zu sehr

geringen Anderungen der Replikation.

Trotz des Austausches des porcinen gegen das avidare PB1-Segment zeigen die
beiden Reassortanten C und D eine ahnliche, sehr niedrige Polymeraseaktivitat
und ein durchaus ahnliches Replikationsverhalten (Tabelle 22, Abbildung 10,
Abbildung 11). Bei den PB1-Polymorphismen, die mit Anderungen in der
Replikation assoziiert sind, handelt es sich um die Proteine PB1-F2 [57] und
PB1-N40 [30, 57] sowie die Polymorphismen PB1-F2-N66S [55, 56] und
L473V [286] (s. Anhang). Bezliglich dieser Polymorphismen gibt es zwischen
dem porcinen und avidaren PB1-Segment jedoch keinen Unterschied. Die sehr
geringen Unterschiede in der Replikation zwischen den Reassortanten C und D
(s. Kap. 4.5.1) basieren somit wahrscheinlich nicht auf diesen bekannten
Polymorphismen, sondern vermutlich auf Unterschieden in der Interaktion

zwischen dem jeweiligen PB1- und PB2- bzw. PA-Protein.

Weitere PB1-Segmentaustausche wurden zwischen den Reassortanten I, R und
F vorgenommen (Tabelle 22). Die Polymeraseaktivitat der Reassortanten I und
F ist sehr gering, unabhangig davon, ob sie ein humanes oder porcines PB1-
Segment aufweisen. Wird das humane oder porcine PB1l jedoch gegen das
aviare PB1l-Segment (Virus R) ausgetauscht, so erhéht sich die
Polymeraseaktivitat (Abbildung 10). Die unterschiedliche Aktivitdat der

Polymerase der Reassortanten I und F im Vergleich zu Virus R fuhrt dabei aber
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nicht zu signifikanten Unterschieden im Replikationsverlauf (s. Kap. 4.5.1,
Abbildung 11) und der CPE-Charakteristik der Viren (s. Kap. 4.5.2, Tabelle 30).
Im Hinblick auf beschriebene Polymorphismen codieren das porcine und das
aviare PB1 flUr das vollstandige PB1-F2 Protein, nicht jedoch das humane PB1.
Das Fehlen dieses Proteins ist aber mit einer Ausnahme [57] meist nicht mit
einer Anderung im viralen Replikationsverhalten korreliert [20, 53]. Das PB1-
N40 Protein hingegen, das einen Einfluss auf die Virusreplikation haben kann,
wird von allen drei parentalen PBl-Segmenten gebildet. Das porcine und
aviare PBl-Segment unterscheiden sich vom humanen PB1 zwar im
Vorhandensein des PB1-L473V Polymorphismus (s. Anhang), dennoch sollte
dieser Unterschied keinen Beitrag zu Replikationsunterschieden leisten, da
dieser Polymorphismus bezlglich der viralen Replikation nur als
kompensatorische Mutation flir das Fehlen des PB2-627K Virulenzfaktors [286]
beschrieben ist, das humane PB2 der Viren I, R und F den Faktor 627K jedoch
aufweist. Das Ergebnis der Betrachtung der Polymorphismen flir das PB1-
Segment steht somit im Einklang mit dem nahezu identischen
Replikationsverhalten der Reassortanten I, R und F, die sich nur im PB1-
Segment unterscheiden (s. Kap. 4.5.1, Abbildung 15).

Austausche im PB2-Segment erfolgten zwischen den Reassortanten S, H und O
(Tabelle 22). Die Reassortanten H mit avidrem PB2 und S mit porcinem PB2
weisen ein sehr ahnliches Replikationsverhalten auf, dass sich lediglich in der
anfanglich héheren Replikationsrate von Virus H gegenlUber S unterscheidet
(s. Kap. 4.5.1, Abbildung 14). Die Reassortante O mit humanem PB2 zeigt im
Vergleich zu Virus H und S zwar ebenfalls eine starke Replikation bis 24 h p.i.,
danach sinkt die Replikationsrate jedoch drastisch ab, so dass es zunachst
kaum zu einer weiteren Virusvermehrung und gegen Ende des
Replikationsverlaufes zu einer Abnahme des Virustiters kommt (s. Kap. 4.5.1,
Abbildung 14). Diese groBen und signifikanten Unterschiede korrelieren mit
den beobachteten Unterschieden in der CPE-Charakteristik und der
Polymeraseaktivitat: Die Reassortanten mit porcinem und aviarem PB2 (Virus
S und H) lésen in infizierten Zellen hinsichtlich Starke und Zeitpunkt einen
sehr ahnlichen CPE aus. Im Gegensatz dazu tritt der CPE in mit Virus O
(humanes PB2) infizierten Zellen friher und deutlich starker auf (s. Kap. 4.5.2,

Tabelle 30). Die Polymeraseaktivitat der drei Reassortanten unterscheidet sich
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sehr deutlich und =z.T. signifikant (s. Kap. 4.4, Abbildung 10). Der
Polymerasekomplex von Virus S mit einem porcinen PB2-Segment zeigt nur
eine sehr geringe Aktivitat, die Polymerase von Virus H mit aviarem PB2 eine
demgegenlber erhdéhte, aber immer noch eher geringe Aktivitat. Die
Reassortante O mit humanem PB2 im Polymerasekomplex zeigt hingegen eine
sehr hohe Polymeraseaktivitat mit einem signifikanten Unterschied zu Virus S
und H (s.Kap. 4.4, Abbildung 10). Ein Zusammenhang zwischen
Polymeraseaktivitat, Replikationsverhalten und CPE-Charakteristik erscheint
hierbei wahrscheinlich, wobei sich eine sehr hohe Polymeraseaktivitat negativ
auf das Replikationsverhalten auswirkt, wenn nicht nur die ersten 24 h p.i.
betrachtet werden. Von den insgesamt 14 Polymorphismen des PB2-
Segments, fur die ein direkter Einfluss auf das Replikationsverhalten von
Influenzaviren beschrieben ist (s. Anhang), gibt es bei den vier Faktoren
(T)271A, T339K, E627K und D701N Aminosaureunterschiede zwischen dem
porcinen, humanen und aviaren PB2-Segment. Der Polymorphismus 271A, der
nur im humanen PB2 zu finden ist, soll nicht nur die Replikationseffizienz,
sondern auch die Polymeraseaktivitat steigern [232]. Wahrend die Erhdéhung
der Polymeraseaktivitat experimentell nachvollzogen werden kann (s. Kap.
4.4, Abbildung 10), kann die Steigerung der Replikationskompetenz (iber den
gesamten Replikationsverlauf von 72 h nicht gezeigt werden. Die
Polymorphismen T339K (porcines und humanes PB2), D701N (porcines PB2)
und E627K (aviares und humanes PB2) sind als Erhéhend fur die
Replikationsrate in humanen bzw. Saugerzellen beschrieben [236, 240, 246,
248, 250] (s. Kap. 4.1, Anhang). Das Virus H mit aviarem PB2 zeigt im
Vergleich zu S (porcines PB2) eine anfanglich hdhere Replikationsrate, die
zwar zu einem signifikant hoheren Titer 24 h p.i. fiihrt, im Ubrigen aber ein
sehr ahnliches Replikationsverhalten (s. Kap. 4.5.1, Abbildung 14). Grund
dafir koénnte sein, dass der nicht vorhandene E627K-Polymorphismus im
porcinen PB2 durch die Virulenzfaktoren T339K und D701N kompensiert wird,
wie bereits in der Literatur beschrieben [240, 242]. Die Polymorphismen
T339K und E627K im humanen PB2 wirken sich nicht erhdhend auf die
Replikation von Virus O aus, da die Virusvermehrung vermutlich durch den
starken CPE 24 h p.i. deutlich reduziert wird. Das insgesamt ahnliche
Replikationsverhalten der Reassortanten S und H mit porcinem und aviarem

PB2 spiegelt sich in den geringen Unterschieden der CPE-Auspragung und der
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Polymeraseaktivitat wieder. Auch bezlglich der analysierten Polymorphismen
konnten keine Unterschiede festgestellt werden, die deutliche Abweichungen in
der Replikation hatten vermuten lassen. Die z.T. sehr deutlichen Unterschiede
im Replikationsverhalten zwischen der Reassortante O mit humanem PB2 und
den Reassortanten S und H lassen sich sowohl mit einer stark
unterschiedlichen CPE-Charakteristik als auch sehr groBen Unterschieden in
der Polymeraseaktivitat in Verbindung bringen. Dabei sind die Unterschiede in
der Polymeraseaktivitat mdglicherweise auch durch  entsprechende
Polymorphismen verursacht. Sicher ist, dass die Ursachen fir alle
beobachteten Unterschiede auf dem humanen PB2-Segment oder in der
Interaktion des humanen PB2-Proteins mit zellularen Faktoren bzw. mit dem

aviaren PB1-Protein zu suchen sind.

Der Austausch des porcinen gegen das aviare PA-Segment zwischen den
Reassortanten D und S hat auf die Hoéhe der bei beiden Viren niedrigen
Polymeraseaktivitat keine Auswirkungen (Tabelle 22, Abbildung 10). Auch das
Replikationsverhalten ist trotz des PA-Segmentaustausches ahnlich. Lediglich
die im Vergleich etwas starkere Abnahme der Replikation der Reassortante S
mit aviarem PA ab 36 h p.i.,, die mit einem deutlichen CPE ab 36 h p.i.
einhergeht, fuhrt am Ende des Replikationsverlaufs zu einem signifikant
niedrigeren Virustiter der Reassortante mit aviarem PA (Virus S) (Abbildung
14). Hinsichtlich der drei Polymorphismen des PA-Segments, die mit
Anderungen der Replikation oder der Virulenz assoziiert sind - PA-X [316],
T552S [292] und K615NR [251] (s. Anhang) - konnte zwischen dem porcinen
und aviaren PA-Segment kein Unterschied identifiziert werden. Die geringen
Unterschiede im Replikationsverhalten der Reassortanten D uns S (s. Kap.
4.5.1, Abbildung 14) sind demzufolge wahrscheinlich nicht auf bekannte
Polymorphismen, sondern vermutlich auf Unterschiede in der Interaktion der

Polymeraseproteine PB1 und PA zurlckzufihren.

Werden die viralen Eigenschaften weiterer Reassortanten mit Austauschen im
PA-Segment analysiert, so ist auffallig, dass auch die beiden Reassortanten O
und P mit aviarem und porcinem PA sich in ihrem Replikationsverhalten, der
Polymeraseaktivitdt und der CPE-Charakteristik sehr &hneln (Tabelle 22,
Abbildung 10, Abbildung 11, Tabelle 30). Wird das aviare PA (Virus O) oder
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porcine PA (Virus P) jedoch gegen das humane PA in der Reassortante T
ausgetauscht, SO andert sich das Replikationsverhalten, die
Polymeraseaktivitat und die CPE-Charakteristik: Die Polymeraseaktivitat der
Reassortante mit humanem PA (Virus T) ist signifikant geringer, kann aber
immer noch als hoch angesehen werden (s. Kap. 4.4, Abbildung 10). Die
Reassortante T zeigt im Vergleich zu Virus O und P zudem bereits von Beginn
an eine niedrige Replikationsrate, die auch spater kaum ansteigt, so dass die
Unterschiede zu O und P ab 24 h p.i. meist signifikant sind (s. Kap. 4.5.1,
Abbildung 14). Das Virus T mit humanem PA |6st in infizierten Zellen einen im
Vergleich schwacheren CPE und diesen etwas spater aus (s. Kap. 4.5.2, Tabelle
30). Die niedrigen Titer des Virus T sind also nicht die Folge eines frihen,
starken CPEs wie bei den Reassortanten O und P, sondern offenbar durch eine
insgesamt niedrige Replikationskompetenz verursacht. Flr einen einzigen
Polymorphismus des PA-Segments - T552S - ist die Verstarkung der
Virusreplikation beschrieben (s. Anhang) [292]. Diesen Faktor tragt lediglich
das humane PA-Segment - das porcine und aviare PA-Segment weisen diesen
Polymorphismus nicht auf. Eine aufgrund des Polymorphismus mdégliche
Steigerung der Replikation der Reassortante T gegeniber den Viren O und P
trat nicht ein, sondern die Reassortante T zeigte im Gegenteil ein deutlich
schlechteres Replikationsverhalten (s. Kap. 4.5.1, Abbildung 14), selbst wenn
nur die ersten 24 h im Replikationsverlauf betrachtet werden. Das humane PA-
Segment der Reassortante T ist ganz offensichtlich daftir verantwortlich, dass
sich ein grundsatzlich anderes Bild des Replikationsverhaltens und des CPE
sowie Unterschiede in der Polymeraseaktivitat ergeben als bei den sehr &hnlich
aufgebauten Reassortanten O und P. Wahrend bei den Reassortanten O und P
ein Zusammenhang zwischen der auBerordentlich hohen Polymeraseaktivitat,
dem starken und frihen CPE und der insgesamt eher schwachen Replikation
vermutet werden kann, ist dies bei Virus T in dieser Form nicht zu beobachten.
Vielmehr scheint die Replikationskompetenz der Reassortante T aus anderen
Grinden eingeschrankt zu sein. Moéglicherweise spielen Unterschiede in der
Interaktion des PB1l- mit dem PA-Protein oder gestérte VRNP-vRNP
Interaktionen, die eine Verpackung eines vollstandigen Satzes von acht

Genomsegmenten in die Viruspartikel verhindern, eine Rolle.
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5.2.1.2 Zusammenhang zwischen der Replikation und weiteren

viralen Eigenschaften

Die Auswertung der Versuchsergebnisse lieferte Hinweise auf Zusammenhange
zwischen dem Replikationsverhalten und dem CPE, den Polymorphismen und
der Polymeraseaktivitat. Im Folgenden sollen diese Zusammenhange detailliert

diskutiert werden.

In Bezug auf den Replikationsverlauf der Viren und des beobachteten CPE als
MaB fur die Zellschadigung wurden eindeutige Zusammenhange festgestellt.
Dabei schwacht ein friher und starker CPE die Replikation frihzeitig ab und
verhindert so das Erreichen eines hohen Virustiters im Lauf der Replikation.
Dies ist beispielsweise bei der starken Abnahme der Replikationsrate der Viren
P und O ab 24 h p.i., und damit zu dem Zeitpunkt, ab dem ein auBerordentlich
friher und sehr starker CPE beobachtet wurde, festzustellen. Ganz
offensichtlich verringern die sehr starken Zellschadigungen die Mdglichkeiten
der Viren zur Replikation in den infizierten Zellen. Tritt ein stark ausgepragter
CPE dagegen erst zu einem spaten Zeitpunkt 48 h oder 72 h p.i. auf, so
erlaubt dies eine lange Phase mit einer hohen viralen Replikationsrate und
damit das Erreichen hoher oder sehr hoher Virustiter, wie am Beispiel der
Reassortanten A, C, D, S und H erkennbar ist. Gegenseitige
Rluckkopplungseffekte zwischen Virusreplikation und Zellschadigung sind
wahrscheinlich und erklarbar, da eine hohe Replikationsrate in unterschiedlich
langen Zeitraumen zu einem starken CPE fuhrt, der den weiteren starken
Anstieg des Virustiters verhindert. Gleichzeitig ist eine Uber weite Teile des
Replikationszeitraumes auftretende geringe Replikation nicht immer Folge
eines frihen und starken CPE, wie an dem Replikationsverlauf und der CPE-
Charakteristik der Reassortanten E, I, R, F und mit Einschrankungen auch des
Virus T sichtbar ist. Die Ursachen fir eine geringe Replikationsrate kénnen
demzufolge ebenso in einer geringen viralen Fitness, verursacht beispielsweise
durch Inkompatibilitaten viraler Proteine oder vRNP-Verpackungssignale oder
durch die Inkompatibilitdt von viralen Proteinen und Wirtsfaktoren, liegen.
Eine niedrige Replikationsrate tritt haufig zusammen mit einem schwachen
CPE auf, wobei der Zellzustand zwar eine starkere Virusreplikation erlauben

wirde, diese aus anderen Grinden als der Zellschadigung jedoch nicht auftritt.
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Im Gegensatz zu dem Zusammenhang zwischen dem Replikationsverhalten
und dem CPE ist ein Einfluss der bekannten und in Tabelle 38 beschriebenen
Polymorphismen auf die Replikation nur in &uBerst beschranktem Male
nachweisbar. Bei dem Virulenzfaktor, bei dem ein Einfluss auf das
Replikationsverhalten wahrscheinlich ist, handelt es sich um die multibasische
Spaltstelle des aviaren HAO-Proteins, die vermutlich fir die unterschiedliche
Replikation der Reassortanten A und auch C gegeniber dem Virus B
verantwortlich ist. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit flr die Replikation
der Viren K ggi. E sowie E ggu. I zeigen auch, dass die Rezeptorspezifitat des
HA- bzw. NA-Proteins fur a2,3- und a2,6-verknupften Sialinsauren
modglicherweise einen Einfluss auf den Replikationsverlauf hat. In der groBen
Mehrzahl der Dbetrachteten Replikationsverlaufe ist hingegen kein
Zusammenhang zwischen vorhandenen Polymorphismen und der Replikation
gefunden worden. Dies trifft beispielsweise auf die Deletion in der NA-
Stielregion (Virus A ggl. C) und die Polymorphismen PB2-271A (Viren S, H
und O sowie D, H und T) und T552S im humanen PA-Segment (Virus T ggu. O
und P, sowie T ggi. D und H) zu. Die Auswirkung des prominenten
Virulenzfaktors E627K im aviaren PB2-Protein auf die Replikation von
Reassortante H im Vergleich zu Virus S bleibt unklar, da es im porcinen PB2-
Segment, das die E627K nicht aufweist, beschriebene kompensatorische
Polymorphismen gibt, die das Fehlen der E627K ausgleichen kénnten (T339K,
D701N) [240, 242]. Fur die PB1l-Polymorphismen ist ein Einfluss auf die
Replikation nicht nachprifbar, da keine relevanten Unterschiede in den
Polymorphismen zwischen den verschiedenen PB1l-Segmenten identifiziert
werden konnten (Viren I, R, F sowie C ggu. D). Mégliche Ursachen flr die
deutliche Diskrepanz zwischen der in der Literatur beschriebenen Wirkung von
Polymorphismen auf das Replikationsverhalten und den Beobachtungen in der
vorliegenden Arbeit liegen hdchstwahrscheinlich in der isolierten Betrachtung
der Polymorphismen und Virulenzfaktoren in der Literatur. Dabei unterscheiden
sich die hinsichtlich ihrer Eigenschaften miteinander verglichenen Viren meist
nur in einem Polymorphismus, wohingegen das ubrige virale Genom identisch
ist. Es scheint daher plausibel, dass die jeweilige Wirkung eines
Polymorphismus oder Virulenzfaktors nicht isoliert betrachtet werden darf, da

diese offensichtlich bis auf wenige Ausnahmen sehr wahrscheinlich durch den
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genetischen Hintergrund und damit auch die Segmentkonstellation moduliert

wird.

Die sehr groBen Unterschiede in der Polymeraseaktivitat, die von sehr
niedriger (Viren B, A, C) bis zu sehr hoher Aktivitat (Viren P, O) reicht, lassen
die Frage nach einem Einfluss auf das Replikationsverhalten aufkommen
(s. Kap. 4.4, Abbildung 10). Festzustellen ist dabei zunachst, dass sich das
ahnliche Replikationsverhalten der Viren A, B, C, D und S einerseits sowie der
Reassortanten P, T, R und O andererseits auch in jeweils geringen
Unterschieden bezlglich der Polymeraseaktivitat widerspiegelt. Parallel dazu
wurden bei einigen Viren nach einem Austausch von ein bis zwei
Genomsegmenten deutliche Unterschiede im Replikationsverhalten und
zeitgleich sehr groBe Unterschiede in der Polymeraseaktivitat identifiziert. Dies
betrifft die Reassortante S mit sehr geringer Polymeraseaktivitat und einer
guten Replikation und das Virus O mit sehr hoher Polymeraseaktivitat und
einem schlechten Replikationsverhalten. Ebenso weist die Reassortante D eine
sehr geringe Polymeraseaktivitat und zeitgleich eine hohe
Replikationskompetenz auf, wahrend die Reassortante T eine hohe
Polymeraseaktivitat und eine sehr schlechte Replikation zeigt. Eine Ausnahme
stellt hier die hohe Polymeraseaktivitdt der Reassortante R gegenltber den
genetisch ahnlichen Viren K, E, I und F dar, die fir die grundlegend bereits
schlechte Replikationskompetenz dieser Reassortante offenbar nicht weiter
nachteilig ist. Aufgrund der genannten Beobachtungen erscheint ein
Zusammenhang zwischen der Polymeraseaktivitat und dem
Replikationsverhalten sehr wahrscheinlich. Aus den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit ist ersichtlich, dass Influenzaviren mit sehr geringer oder
geringer Polymeraseaktivitat oftmals eine sehr gute Replikationskompetenz
aufweisen (Viren A, B, C, D und S). Andererseits zeigen andere Viren mit
geringer Polymeraseaktivitdt in nicht wenigen Fallen eine schlechtes
Replikationsverhalten (Viren F, E und I). Aufgrund dieser Beobachtungen wird
deutlich, dass eine niedrige Polymeraseaktivitat nicht zwingend ein Nachteil fur
die virale Replikation sein muss. Die wenigen Viren, die eine
Polymeraseaktivitat mittlerer Hohe zeigen, weisen gleichzeitig eine gute und
sehr gute Replikation auf (Virus H und L). Im Gegensatz dazu zeigen alle
Reassortanten mit hoher oder sehr hoher Polymeraseaktivitat (Viren P, T, R

und O) ein im Vergleich mit anderen Parentalviren und Reassortanten
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schlechteres Replikationsverhalten. Dies ist mdglicherweise ein Hinweis, dass
es bei einer zu hohen Polymeraseaktivitat offenbar zu Effekten kommt, die
nachteilig flr die Replikation der Viren sind. Damit stehen zunachst ein groBer
Teil der in der vorliegenden Arbeit identifizierten Zusammenhange zwischen
der Polymeraseaktivitat und dem Replikationsverhalten im Widerspruch zu in
der Fachliteratur bereits beschriebenen Auswirkungen der HoAhe der
Polymeraseaktivitdt auf die Replikation: Dabei hat eine niedrige
Polymeraseaktivitat meist eine schlechte Replikationsfahigkeit zur Folge [242,
280, 281] und eine hohe Polymeraseaktivitat flihrt zu einem guten
Replikationsverhalten [250, 251, 281, 282]. Vor dem Hintergrund der
Versuchsergebnisse, dass die Viren H und L mit mittlerer Polymeraseaktivitat
eine gute und sehr gute Replikation zeigen, sowie aufgrund von Hinweisen aus
der Fachliteratur, dass eine optimale und nicht zwingend eine hohe
Polymeraseaktivitat flr eine effiziente Replikation [244, 259] oder hohe
Pathogenitat [251] vorteilhaft ist, missen die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit jedoch wie folgt interpretiert werden: Unter den Viren mit geringer
Polymeraseaktivitdat  wiesen einige gute und andere schlechte
Replikationseigenschaften auf, wodurch sich zeigt, dass eine niedrige Aktivitat
nicht nachteilig sein muss und die Polymeraseaktivitat nicht der einzige Faktor
ist, der die Replikationseigenschaften der Viren beeinflusst. Die Viren H und L
scheinen eine Polymeraseaktivitat in einer Hohe aufzuweisen, die optimal und
somit vorteilhaft flir eine hohe Replikationskompetenz ist. Da demgegenlber
alle Viren mit sehr hoher Polymeraseaktivitdt eine schlechte Replikation
aufweisen, ist diese Hohe der Aktivitat als nicht mehr optimal und damit
nachteilig fir die virale Fitness zu betrachten. Ein mdglicher Mechanismus, wie
eine suboptimale, hohe Polymeraseaktivitat die virale Replikation einschrankt,
kdnnte mit der angeborenen Immunantwort der Zelle auf eine Virusinfektion in
Zusammenhang stehen. Danach flhrt eine hohe Polymeraseaktivitat in der
virusinfizierten Zelle zur Synthese groBer Menge viraler ssRNA und, als
Zwischenstufe wahrend der Replikation (s. Kap. 1.2.3), doppelstrangiger RNA.
In der Folge wird das angeborene Immunsystem der Zelle frih bzw. stark
aktiviert und es kommt u.a. zur Sekretion von Interferonen. Dadurch wird in
der infizierten Zelle und in umliegenden Zellen ein antiviraler Status etabliert,
der die Replikation der Viren hemmt (s. Kap. 1.6). Untermauert wird die

Annahme eines solchen Prozesses durch Li et al. [282], die eine starke
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Polymeraseaktivitat mit einer groBen Menge intrazellular detektierbarer viraler
RNA und einer hohen Cytokinexpression in Zusammenhang bringen konnten.
Flr die Auswertung der gemessenen Polymeraseaktivitat in Bezug auf weitere
virale Merkmale wie die Replikation ist einschrankend zu beachten, dass die
verwendete Methode der Polymeraseaktivitatsmessung die RNA-Synthese in
einem artifiziellen System bewertet (s. Kap. 3.21). Zudem liefert sie keine
Aussage zum Verhaltnis der viralen Transkriptions- und Replikationsprodukte.
Dies ist jedoch durchaus von Relevanz, da gezeigt werden konnte, dass ein
ungunstiges Verhaltnis der Transkription zur RNA-Replikation die

Virusreplikation empfindlich stéren kann [251].

Auf maoglicherweise vorhandene Korrelationen zwischen der IFN-Sekretion
infizierter Wirtszellen 24 h p.i. und dem Replikationsverhalten bis zu diesem
Zeitpunkt sowie weiterer Eigenschaften der untersuchten Viren wird in Kapitel

5.3 eingegangen.
5.2.2 Polymeraseaktivitat generierter Viren

14 der 81 untersuchten Polymerase-Kombinationen (PolK), die aus den
Polymeraseproteinen und dem NP-Protein humanen, porcinen oder aviaren
Ursprungs zusammengesetzt sind, sollten in zu generierende Viren integriert
werden (Tabelle 22, Tabelle 23). Die Polymerasekomplexe der erfolgreich
generierten Viren U (PolK 13) und L (PolK 83) weisen eine mit der
Positivkontrolle vergleichbare Polymeraseaktivitat auf (Tabelle 23, Abbildung
10). Eine demgegenuber hoéhere bzw. deutlich hdéhere Polymeraseaktivitat
zeigen die PolK der ebenfalls generierten Reassortanten T (PolK 69) und R
(PolK 70) bzw. P (PolK 66) und O (PolK 72). Der Mehrzahl der generierten
Viren tragt jedoch einen Polymerasekomplex, deren Polymeraseaktivitat
geringer als die der PK ist: Virus F (PolK 16), die Viren E, I und K (PolK 43),
Virus D (PolK 57) und Virus H (PolK 81). Trotz der sehr geringen
Polymeraseaktivitat von 3,3 (PolK 3 der Viren A, B, C) bzw. 4,6 (PolK 4 des
Virus N) bzw. 8,6 (PolK 63 des Virus S) (Tabelle 23) konnten die Viren mittels
reverser Genetik generiert werden (Tabelle 22). Da sowohl die Versuche zur
Polymeraseaktivitat als auch die Virusgenerierung in HEK 293T-Zellen
stattfanden, sind die Bedingungen und Ergebnisse der

Polymeraseaktivitatsversuche auf die der Virusgenerierung Ubertragbar. Somit
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konnte gezeigt werden, dass auch Viren mit nur sehr geringer
Polymeraseaktivitat prinzipiell replikationsfahig sind. Die Unterschiede in der
Polymeraseaktivitat zwischen der Negativkontrolle (NK) und den PolK 3, 4 und
63 sind zwar nicht signifikant (Daten nicht gezeigt), aber biologisch ganz
offensichtlich dennoch relevant. Ein moéglicher Grund fur die nicht erfolgreiche
Generierung von Virus W kdénnte die Polymeraseaktivitdt der entsprechenden
Polymerase-Kombination (PolK 7) von lediglich 1,1 (Tabelle 23) sein. Sie liegt
sehr nahe an der Polymeraseaktivitat der Negativkontrolle von 1,0 und somit
noch unter der Polymeraseaktivitat von 3,3 (PolK 3) von Viren, die erfolgreich
generiert werden konnten (Viren A, B, C). Die Unterschiede sind jedoch

statistisch nicht signifikant (Daten nicht gezeigt).

Die generierten Viren, die sich in einem bis drei viralen Genomsegmenten
voneinander unterscheiden, weisen insgesamt z.T. deutliche und signifikante
Unterschiede in der Polymeraseaktivitat auf (Tabelle 27). Die Ergebnisse der
vergleichenden Betrachtung wurden zusammen mit anderen
Versuchsergebnissen in Kapitel 5.2.1 diskutiert. Ob und inwieweit eine
niedrigere oder hdhere Polymeraseaktivitat den Influenzaviren einen Vorteil
bei der Replikation in humanen A549-Zellen bietet oder ein Nachteil ist, wurde

ebenfalls in Kapitel 5.2.1 diskutiert.

5.3 Angeborene Immunantwort der Wirtszelle nach Infektion

mit Parentalviren und Reassortanten

Die Aktivierung des angeborenen Immunsystems nach einer Infektion mit
Parentalviren oder generierten Reassortanten sollte anhand der Interferon-
Sekretion von infizierten Zellkulturen analysiert werden. Die Sekretion der
Interferone ist die Folge der Erkennung wirtsfremder Strukturen durch die
Wirtszelle und bewirkt in der sekretierenden Zelle und umliegenden Zellen

einen antiviralen Status, der die Replikation von Viren erschwert:

Zunachst erkennen spezielle Rezeptoren der Zelle, PRRs (pattern recognition
receptors) genannt, definierte, bei Pathogenen haufig vorkommende
Strukturen (PAMPs; pathogen associated molecular pattern). Zu den PRRs

gehdéren u.a. membranassoziierte TLRs (Toll-like receptors), cytoplasmatische
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NLRs (NOD-like receptors) und die ebenfalls intrazelluldar vorkommenden RLRs
(RIG-I-like receptors) RIG-I und MDAS. Verschiedene TLRs erkennen virale
ssRNA [317, 318], dsRNA [319] oder virale nicht methylierte DNA [320].
Werden diese PAMPs detektiert, kommt es Uber eine Signalkaskade zur
Induktion der Typ I - Interferon-Gene [321-323]. Auch die NLRs erkennen
eine groBe Zahl wirtsfremder Strukturen, wobei die Bindung an diese im
Cytoplasma erfolgt. Die Helikasen RIG-I und MDAS5 detektieren intrazellular
vorkommende dsRNA [324, 325], RIG-I zudem 5’-triphosphorylierte c- und
VRNA [326]. Dies fuhrt ebenfalls zur Induktion der Typ I IFN-Gene und zur
Aktivierung des nicht-adaptiven Immunsystems [118, 325-330]. Durch die
Erkennung von PAMPs durch PRRs werden nur wenige Gene, darunter die Typ I
IFN-Gene, direkt induziert. Die sekretierten Typ I Interferone binden jedoch
auto- und parakrin an ihre Rezeptoren und flihren Uber eine Signalkaskade zur
Transkription von IFN-stimulierten Genen (ISGs). Viele dieser Genprodukte
haben eine direkte antivirale Wirkung oder sind selbst Cytokine [209].
Beispielsweise  aktiviert OAS (2'-5"-Oligoadenylat-Synthetase) eine
Endoribonuklease, die unspezifisch die Degradierung viraler und zellularer RNA
bewirkt. Die PKR (Proteinkinase R) inhibiert die zelluldre und virale Translation,
und das Protein MxA (Orthomyxovirus resistente GTPase) hemmt die virale
Replikation [209, 331, 332]. Auf diese Weise werden die IFN-stimulierten
Zellen in einen antiviralen Status versetzt, der die virale Replikation inhibiert
[209]. Die sekretierten Typ I Interferone wirken darUber hinaus aktivierend

auf dendritische Zellen und naturliche Killerzellen [210-212].

Flr eine effiziente Replikation in der Wirtszelle haben Influenzaviren Strategien
entwickelt, um die Aktivierung des nicht-adaptiven Immunsystems zu hemmen
oder der antiviralen Wirkung zu entgehen. Das zellulare RIG-I Protein induziert
nach Aktivierung die Transkription von Typ I-IFN-Genen. Das NS1-Protein der
Influenza A-Viren kann die Expression der Typ I-Interferone inhibieren, indem
es Uber die Interaktion mit TRIM25 die Aktivierung des RIG-I verhindert und
Transkriptionsfaktoren, die die Transkription der Typ I-IFN-Gene stimulieren,
hemmt [117, 121, 123, 213-218]. Durch die Inhibition der Typ I-IFN-
Expression wird auch die Transkription von IFN-stimulierten Genen (ISGs)
gehemmt. Zusatzlich kann das virale NS1 die Aktivitdt einiger interferon-
induzierter Genprodukte, wie die der OAS und PKR, auch direkt beeinflussen
[119, 219-222].

150



In der Literatur ist beschrieben, dass H5-Influenzaviren und humane saisonale
Influenzaviren in dem MaB der Cytokinsekretion variieren, die sie bei der
Infektion von Wirtszellen auslésen. Demnach fihrt die Infektion mit avidren
H5N1-Isolaten in vitro zu einer starkeren Sekretion von Typ I Interferonen als
dies bei der Infektion mit humanen saisonalen Isolaten zu beobachten ist
[333]. Auch fir H5N1-Stamme, die aus humanen Proben isoliert wurden,
konnte z.T. eine gegenlber humanen saisonalen Influenzaviren erhdhte IFN-
Sekretion festgestellt werden [334, 335]. Das dies fiur die humanen H5N1-
Isolate nicht in jedem Fall gilt und die Interferon-Sekretion auch nur ein
ahnlich geringes MaB wie bei saisonalen Isolaten erreichen kann, zeigte eine
Untersuchung von Zeng et al. [336]. Im Gegensatz zur Studie von Ocana-
Macchi et al. [333] l6ste das in der vorliegenden Arbeit verwendete aviadre
H5N1-Isolat (Parentalvirus L) in vitro keine starkere IFN-Sekretion aus als das
untersuchte humane saisonale H1N1-Isolat (Parentalvirus K) (Abbildung 17,
Abbildung 18). Auch das porcine H1N1-Isolat (Parentalvirus B) verursachte
eine ahnlich niedrige IFN-Sekretion. Die Ursache fir die teils gegensatzlichen
Beobachtungen zur Hohe der zelluldaren IFN-Sekretion nach Infektion mit
aviaren aber auch humanen HS5N1-Isolaten im Vergleich zu humanen
saisonalen Influenzaviren koénnte in den unterschiedlichen verwendeten
Virusisolaten der verschiedenen Studien zu suchen sein. Auf die in dieser
Arbeit generierten Reassortanten und die durch sie ausgeléste IFN-Sekretion
infizierter Zellen wird in nachfolgenden Abschnitten dieses Kapitels detailliert

eingegangen.

In einer vielbeachteten Studie von Seo et al. [337] wurde beschrieben, dass
einige H5N1-Isolate nicht interferonsensitiv seien und somit ihre Replikation
durch IFN nicht inhibiert wird. Da die genannte Arbeit jedoch fehlerhaft war,
wie inzwischen gezeigt werden konnte [338], ist diese Aussage nicht langer
uneingeschrankt aufrecht zu erhalten. Vielmehr konnte inzwischen in
nachfolgenden Studien gezeigt werden, dass Typ I Interferone die Replikation
von H5N1-Isolaten in unterschiedlichem MaB hemmen kénnen und somit
antiviral wirksam sind [336, 339]. Bezlglich der in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Parentalviren ist keine Aussage zur Interferonsensitivitat
madglich, da alle Parentalviren, also auch das aviare H5N1-Isolat, die IFN-
Sekretion der Wirtszellen wirksam inhibieren kdnnen und auch vergleichsweise

gut replizieren (Abbildung 11, Abbildung 17, Abbildung 18). Die Reassortanten
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D und H hingegen, die avidare Oberflachenproteine HA und NA sowie ein
aviares PB1-Segment tragen (Tabelle 22), konnten in dieser Arbeit in vitro
trotz einer z.T. sehr hohen IFN-Sekretion sehr gut replizieren (Abbildung 11,
Abbildung 17, Abbildung 18). Die Replikation dieser Reassortanten scheint
demnach von den Interferonen nicht effizient inhibiert zu werden. Auf weitere

Reassortanten wird in nachfolgenden Abschnitten dieses Kapitels eingegangen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die zelluldare Sekretion von IFN B und IFN A2
nach Infektion mit Parentalviren und Reassortanten analysiert. Neben IFN-$
werden auch mehrere IFN-a-Isotypen sowie IFN-g, -k und -w zu den Typ I
Interferonen gezahlt. Sie binden an den gleichen Rezeptor und zeigen wie
beschrieben eine antivirale Wirkung [223-225]. Fur die IFN-A1, -A2 und -A3,
die zu den Typ III-IFN zahlen, wird z.T. eine den Typ I-Interferonen ahnliche
Funktion diskutiert [226-228]. Ihr Rezeptor wird jedoch nur in speziellen
Geweben wie Epithelien exprimiert [228, 229].

Wie in Kapitel 4.6.1 beschrieben kommt es im Anschluss an eine Infektion der
Zellen mit den Parentalviren oder Reassortanten in der Mehrzahl der
untersuchten Falle zur Sekretion nur geringer Mengen IFN . Die
Reassortanten D, S, H, P und T, die eine hdhere IFN B-Sekretion verursachten,
weisen ausnahmslos ein aviares PB1-, HA- und NA-Segment auf. Die hdchsten
Werte wurden dabei nach Infektion mit den Reassortanten D, H und T erreicht,
die neben dem aviaren PB1- gleichartige, d.h. humane, porcine oder aviare,

PB2- und PA-Segmente tragen.

Ein Austausch der Oberflachenproteine HA und NA fuhrt, wie bei einem
Vergleich der Viren B mit A, A mit C, K mit E und E mit I festzustellen ist, zu
keiner signifikant veranderten IFN B-Sekretion in infizierten Zellen (Tabelle
33). Die bereits diskutierten Unterschiede im HA- und NA-Protein wie
beispielsweise die multibasische Spaltstelle des avidaren HAO oder eine
mogliche hdhere Affinitat des humanen HA und NA fir die Rezeptoren der
humanen Wirtszelle sind offensichtlich ohne deutlichen Einfluss auf die IFN B-
Sekretion. Daher kann gemutmaBt werden, dass die Oberflachenproteine
vermutlich auch nicht verantwortlich flir die beobachtete, erhéhte IFN -

Sekretion nach Infektion mit den Reassortanten D, S, H, P und T sind. Im
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Gegensatz dazu kommt es jedoch nach dem Austausch von
Polymerasesegmenten der Viren haufig zu Veranderungen der IFN B-Sekretion
infizierter Zellen. Wird allein das porcine durch das avidare PBl-Segment
ersetzt, so steigt die IFN-B Sekretion der infizierten Zellen bei einem Vergleich
der Reassortanten C und D deutlich und signifikant an. Bei einem Vergleich der
Viren F und R bleibt sie jedoch weitgehend konstant. Erfolgt der porcin-aviare
PB1-Austausch in Kombination mit einem weiteren Segmentaustausch, erhéht
sich die IFN-B Sekretion durch infizierte Zellen tendenziell (Virus C ggu. P und
S) oder signifikant (Virus A ggi. D). Eine Ursache fur diese Beobachtungen
kdnnte ein identifizierter Polymorphismus des avidaren PB1-Segments sein, der
in einem der folgenden Abschnitte diskutiert wird. Die Veranderungen der IFN-
B Sekretion durch infizierte Zellen sind bei einem Austausch im PB2-Segment
sehr uneinheitlich. Wird das porcine oder humane PB2- durch das aviare PB2-
Segment ersetzt, so kommt es in einigen Fallen zu einer signifikanten
Abnahme (Virus D und T ggi. H), in anderen Fallen zu einer signifikanten
Zunahme (S, O und P ggl. H) der IFN-B Sekretion. In den beiden Fallen, in
denen das porcine gegen das humane PB2-Segment ausgetauscht wird, alle
Ubrigen Segmente jedoch unverandert bleiben, fihrt dies tendenziell (Virus S
ggi. O) oder signifikant (D ggu. P) zu einem Absinken der IFN-B Sekretion.
Wird parallel zum porcin-humanen PB2-Austausch ein weiteres Segment
ersetzt, so schwacht sich die IFN- Sekretion entweder signifikant ab (Virus D
ggu. O), bleibt weitgehend konstant (D ggi. T und S ggl. P) oder steigt sogar
tendenziell (C ggl. P) oder signifikant (S ggu. T) an. Die Ergebnisse der Arbeit
von Li et al. [282], die bei einer Reassortante mit einem aviaren HS5N1-PB1
und einem humanen H1N1-PB2 die starkste IFN-B Sekretion zeigten, konnten
somit nicht uneingeschrankt bestatigt werden. Bei jedem Austausch eines
aviaren oder porcinen gegen ein humanes PA-Segment, unabhangig davon, ob
dieser einzeln erfolgt oder im Zusammenhang mit weiteren Austauschen steht,
steigt die IFN- Sekretion infizierter Zellen signifikant an (Viren O und P ggu. T
bzw. S und H ggl. T) oder bleibt zumindest anndhernd konstant (Virus D ggu.
T). Da jedoch an allen genannten Vergleichen die Reassortante T beteiligt ist,
die die hdchste IFN-B Sekretion auslost, sind die gezogenen Vergleiche nicht
ausreichend, um eine steigernde Wirkung des humanen PA-Segments auf die
IFN-B Sekretion sicher zu belegen. Zudem verursachen die Reassortanten E, I,

R und F, die ein humanes PA-Segment aufweisen, nur eine geringe IFN-f
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Sekretion in infizierten Zellen. Bei der Betrachtung des porcin-aviaren PA-
Austausches ergibt sich ein widersprichliches Bild: Bei einem Einzelaustausch
des PA sinkt die IFN-B Sekretion tendenziell (Virus P gglu. O) oder signifikant
(D ggi. S). In Kombination mit einem weiteren Austausch nimmt sie entweder
signifikant ab (Virus D ggi. O und H), steigt an (Virus C ggl. S und P ggu. H)
oder bleibt weitgehend konstant (P ggu. S). Die beobachteten Veranderungen
im Muster der IFN-B Sekretion nach Austausch des PA-Segmentes lassen sich

daher nicht eindeutig auf die Herkunft des PA zurlckfihren.

Es sind mehrere Polymorphismen bekannt, fir die eine immunmodulatorische
Wirkung beschrieben ist und von denen einige mdglicherweise ursachlich fur
die beobachtete Anderung der IFN-Sekretion nach Austausch einzelner
Polymerasesegmente sind (s. Anhang). Bei der Analyse der drei Parentalviren
hinsichtlich der Polymorphismen PB1-F2 [52], PB1-F2-N66S [55, 56], PA-X
[316], NS1-P42S [257, 340], NS1-D92E [257, 337], NS1-103F und -106M
[341] sowie der NS1-"ESEV '-Domane [342-345] (s. Anhang) wurde die
modgliche Expression des PB1-F2-Proteins als einziger Unterschied identifiziert
(s. Anhang). Wahrend das porcine und das avidare PBl-Segment flir das
vollstandige PB1-F2 codieren, weist das humane PB1l ein Stopp-Codon im
Leserahmen auf, wodurch das Protein nicht vollsténdig gebildet wird. PB1-F2
zeigt vielfaltige Wirkungen in der infizierten Wirtszelle (s. Anhang) und steigert
in Abhangigkeit von der PB1-F2-Aminosauresequenz u.a. die Expression von
IFN-B [52]. Dieser beschriebene Effekt des PB1-F2-Proteins kdnnte eine
Erklarung daflr sein, dass bei der Mehrzahl der Reassortanten mit aviarem
PB1 eine mittlere, hohe oder sogar sehr hohe IFN-B Sekretion in infizierten
Wirtszellen ermittelt wurde. Dennoch bleibt unklar, warum das aviare
Parentalvirus L sowie die Reassortanten O und R nur eine niedrige IFN-
Sekretion in der Wirtszelle auslésten. Die Abhangigkeit der Steigerung der
IFN-B Sekretion von der PB1-F2 Aminosduresequenz kdnnte eine Ursache
daflr sein, dass das porcine PB1-F2 keine vergleichbare, hohe IFN-B Sekretion

auslésen kann wie es das aviare PB1-F2-Protein vermag.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete veranderte IFN-Sekretion infizierter
Wirtszellen nach Anderungen in der Zusammensetzung des
Polymerasekomplexes der Viren lasst einen mdglichen Zusammenhang

zwischen Polymeraseaktivitat und der IFN-B Sekretion vermuten. Ein solcher
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wurde bereits durch Li et al. [282] beschrieben: Danach I6sten Reassortanten
mit einer geringen Polymeraseaktivitat nur eine geringe Cytokinexpression und
demgegeniber Viren mit einer hohen Aktivitdt der Polymerase eine hohe
Expression beispielsweise von TNF-a und IFN-B aus. Das MaB der
Cytokinexpression konnte dabei mit der Menge der gebildeten viralen mRNA in
der infizierten Zelle positiv korreliert werden [282]. Bei den Reassortanten P, T,
R und O, die eine hohe oder sehr hohe Polymeraseaktivitat zeigen, konnte nur
im Einzelfall (Virus T) eine sehr hohe IFN-B Sekretion festgestellt werden. Bei
den Ubrigen Reassortanten blieb sie niedrig oder mittelmaBig. Im
gegenteiligen Fall einer niedrigen (Virus F, E, I, K, D und H) bzw. sehr
niedrigen Polymeraseaktivitat (Viren A, B, C und S) wurden sowohl sehr
niedrige als auch sehr hohe IFN-B Sekretionen infizierter Zellen detektiert. Der
durch Li et al. [282] beschriebene direkte Zusammenhang zwischen der
Polymeraseaktivitat und der IFN-B Sekretion kann somit durch die Ergebnisse

der vorliegende Arbeit nicht bestatigt werden.

Um mogliche Zusammenhange zwischen der Virusreplikation in den ersten
24 h nach Infektion bzw. dem CPE 24 h p.i. und der IFN-B Sekretion, die 24 h
p.i. ermittelt wurde, zu identifizieren, kénnen die entsprechenden Daten aus
der Tabelle 28, Tabelle 30 und Tabelle 32 herangezogen werden. Dabei zeigt
sich, dass bei sehr gut replizierenden Viren sowohl niedrige (Virus A und C) als
auch hohe (Virus D und H) IFN-B Sekretionslevel auftreten kénnen. Ebenso
kdénnen auch Viren mit geringer Replikationskompetenz eine niedrige (Viren E,
I, R, F) oder eine hohe (Virus T) IFN-B Sekretion auslésen. Auch wenn
aufgrund der bereits diskutierten Literatur vermutet werden kann, dass eine
hohe IFN-Sekretion infizierter Zellen die Virusreplikation in der Regel hemmt,
so kann dieser deutliche Zusammenhang zwischen der IFN-B Sekretion und
dem Replikationsverhalten in der vorliegenden Arbeit nicht eindeutig gezeigt
werden. Auch der CPE, der lediglich - dann aber sehr stark - bei den
Reassortanten O und P 24 h p.i. in Erscheinung trat, kann die differierenden
IFN-B Sekretionslevel nicht erklaren.

Eine mittlere bzw. hohe IFN-A2 Sekretion wurde nur bei Zellkulturen

beobachtet, die mit den Reassortanten D oder T infiziert wurden (s. Kap. 0).
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Die Viren D und T besitzen ein avidares PB1-, HA- und NA-Segment und ein
gleichartiges, d.h. porcines oder humanes, PB2- und PA-Segment. Das aviare
PB1-Segment ist dabei vermutlich nicht allein flr die héhere IFN-A2 Sekretion
ursachlich, da einige andere Reassortanten mit einem avidaren PB1 nur niedrige
bzw. nicht nachweisbare IFN-A2 Sekretionslevel induzieren. Auch die Ubrigen
Parentalviren und Reassortanten verursachen in infizierten Zellen eine niedrige
oder nicht nachweisbare IFN-A2 Sekretion. Auffallig ist, dass eine sehr hohe
IFN-B mit einer deutlichen IFN-A2 Sekretion zusammen auftritt (Virus D und
T).

Alle aufgetretenen signifikanten Anderungen in der IFN-A2 Sekretion infizierter
Zellen wurden bei Vergleichen zwischen Reassortante D und einem weiteren
Virus beobachtet (Tabelle 36). Anderungen in der Sekretion des IFN A2, die
zwar nicht signifikant, aber dennoch recht deutlich waren, erfolgten stets bei
Virusvergleichen unter Beteiligung des Virus T. Da sich demzufolge die Analyse
der Anderungen in der IFN-A2 Sekretion auf Vergleiche stiitzt, bei denen
lediglich zwei Viren (Virus D und T) als Referenz dienen, ist die Aussagekraft
der vergleichsweisen Betrachtungen begrenzt und die Vergleiche daher wenig
geeignet, um die Anderungen der IFN-A2 Sekretion auf den Austausch
bestimmter viraler Genomsegmente zuruckzufiihren. Trotz der genannten
Einschrankungen wurde versucht, Zusammenhange zwischen
Segmentaustauschen und Anderungen der IFN A2 Sekretion zu identifizieren:
Dabei zeigte sich, dass ein Austausch der Oberflachenproteine HA oder NA
allein nicht zu einer signifikant veranderten IFN-A2 Sekretion in infizierten
Zellen fuhrt (Tabelle 36). Demgegeniber kommt es bei Austauschen der
Polymerasesegmente zu signifikanten Veranderungen der IFN-A2 Sekretion.
Die Richtung und Stirke der Anderung ist jedoch bei einem gegebenen
Segmentaustausch nicht einheitlich (Tabelle 36). Beispielsweise fluhrt ein
alleiniger porcin-aviarer PB1-Austausch nur bei einem Vergleich der
Reassortante C mit D, nicht jedoch bei den Viren F ggi. R zu einer
signifikanten Steigerung der IFN-A2 Sekretion. Wird das porcine gegen das
aviare PB1l-Segment in Kombination mit einem weiteren Segment
ausgetauscht, so resultiert dies entweder in einer signifikanten Erhdhung der
Sekretion (Virus A ggii. D) oder es wurden keine Anderungen der IFN-A2
Sekretion beobachtet (Virus C ggli. P und S). Auch fur die Austausche des

porcinen gegen das humane PB2-Segment wurden keine Ubereinstimmende
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Richtung und Starke der Anderung der IFN-A2 Sekretion beobachtet. Dies trifft
sowohl flir Einzelsegmentaustausche (D ggi. P und S ggu. O) als auch
kombinierte Austausche zu (D ggi. O und T; C ggl. P; S ggi. T und P). Flr
das Polymerasesegment PA ergibt sich ein ahnlich uneinheitliches Bild wie flr
das Segment PB2. Werden beispielsweise alle porcin-aviaren PA-Austausche
betrachtet, so wirken diese allein entweder senkend auf die IFN-A2 Sekretion
(D ggii. S) oder haben keine Anderung zur Folge (P ggi. O). In Kombination
mit anderen Segmentaustauschen haben sie ebenso keine Folgen (C ggu. S, P
ggl. S und H) oder wirken senkend auf IFN-A2 Sekretion (D ggu. O und H).

Wie bereits diskutiert, konnte unter den immunmodulatorisch wirkenden
Polymorphismen lediglich die Mdglichkeit der PB1-F2-Proteinexpression durch
das porcine und aviare PB1-Segment als Unterschied zwischen den
Parentalviren identifiziert werden. Obwohl die Expression des viralen PB1-F2 in
der infizierten Zelle vielfdltige Auswirkungen hat (s. Kap. 4.1, Anhang), ist kein
eindeutiger Effekt eines vorhandenen porcinen oder aviaren PB1-Segments auf
die IFN-A2 Sekretion der Zellen erkennbar. Auffallig ist jedoch, dass vier der
funf Viren, die eine IFN-A2 Sekretion in infizierten Zellen induzierten, ein
aviares PB1-Segment aufweisen und somit auch fir ein vollstandiges PB1-F2-

Protein codieren.

In einem vorangegangenen Abschnitt dieses Kapitels wurde bereits der
Zusammenhang zwischen der Polymeraseaktivitat der Viren und der IFN-(
Sekretion infizierter Zellen diskutiert. Dabei wurde auch die Arbeit von Li et al.
[282] zitiert, in der Reassortanten mit geringer Polymeraseaktivitdat eine
geringe Cytokinexpression, Viren mit einer hohen Aktivitat der Polymerase
jedoch eine hohe Cytokinexpression induzierten. In der vorliegenden Arbeit
konnte bei Viren mit hoher oder sehr hoher Polymeraseaktivitat (Viren P, T, R
und O) keine hohe IFN-A2 Sekretion festgestellt werden. Vielmehr war eine
IFN-A2 Sekretion entweder nicht detektierbar (Viren P und O), nur niedrig
(Virus R) oder wurde maximal auf mittlerem Niveau induziert (Virus T). Im
gegenteiligen Fall einer niedrigen (Virus F, E, I, K, D und H) bzw. sehr
niedrigen Polymeraseaktivitat (Viren A, B, C und S) wurde in den meisten
Fallen keine und bei den Viren K und H eine niedrige IFN-A2 Sekretion
beobachtet. Die Reassortante D jedoch, die eine geringe Polymeraseaktivitat

aufweist, verursachte eine hohe IFN-A2 Expression in infizierten Zellen. Der
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von Li et al. [282] identifizierte Zusammenhang zwischen Polymeraseaktivitat
und IFN Sekretion konnte mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nicht
bestatigt werden, da kein direkter Zusammenhang zwischen der Aktivitat der

Polymerase und IFN-A2 Sekretion besteht.

Eventuell vorhandene Zusammenhange zwischen der Virusreplikation in den
ersten 24 h nach Infektion bzw. dem CPE 24 h p.i. und der IFN-A2 Sekretion
kénnen anhand der Daten der Tabelle 28, Tabelle 30 und Tabelle 35 ermittelt
werden. Die beiden Reassortanten, die eine mittlere bis hohe IFN-A2 Sekretion
in infizierten Zellen induzieren, zeigen entweder eine sehr gute (Virus D) oder
eine schwache Replikation (Virus T). Unter den vielen Reassortanten mit nicht
nachweisbarer IFN-A2 Sekretion in infizierten Zellen finden sich ebenso Viren
mit eher schwacher (Viren E, I, F) oder starker Replikation (Viren A, C, S). Wie
schon fir IFN-B konnte daher anhand der vorliegenden Ergebnisse ein
vermuteter Zusammenhang zwischen der IFN-A2 Sekretion und dem
Replikationsverhalten nicht gezeigt werden. Der CPE, der ausschlieBlich bei
den Reassortanten O und P 24 h p.i. sehr stark erkennbar war, kann die

unterschiedlichen IFN-A2 Sekretionslevel ebenso nicht erklaren.

Die Messung der Sekretion von IFN-B und -A2 durch infizierte Zellen sollte in
der vorliegenden Arbeit einen Hinweis auf das MaB der Aktivierung des
angeborenen Immunsystems nach einer Infektion mit Parentalviren oder
generierten Reassortanten geben. Gleichzeitig erméglichte sie das Erkennen
madglicher Zusammenhange zwischen der IFN Sekretion und dem Vorkommen
definierter Genomsegmente, der Polymeraseaktivitat und der Virusreplikation.
Die Uberwiegende Zahl der in dieser Arbeit untersuchten Parentalviren und
Reassortanten induzieren in infizierten Zellen die Sekretion nur geringer
Mengen IFN-B und IFN-A2. Dies zeigt, dass die Viren zumeist in der Lage sind,
die zellulare Sekretion der IFN als Antwort auf die virale Infektion wirksam zu
hemmen. Durch die Analyse der Anderungen in der zelluldren IFN-B und auch
IFN-A2 Sekretion nach Austausch von viralen Genomsegmenten konnte flr das
HA- und NA-Segment, aber auch fir die Polymerasesegmente PB2 und PA kein
Einfluss identifiziert werden. Ein Zusammenhang zwischen dem avidaren PB1-

Segment einiger Reassortanten und einer haufig erhéhten Sekretion von IFN-f
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und in geringerem MaBe auch IFN-A2 erscheint zwar maoglich, ist aber nicht
eindeutig. Auch ein Einfluss der Polymeraseaktivitat auf die IFN-Sekretion, wie
er in der Literatur beschrieben wurde [282], kann anhand der Ergebnisse aus
der vorliegenden Arbeit sowohl fiir die IFN-B als auch IFN-A2 Sekretion nicht
bestatigt werden. Wird das Replikationsverhalten der Viren in den ersten 24 h
nach Infektion und die jeweilige IFN-B und -A2 Sekretion analysiert, ldsst sich
auch hier kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Replikation und IFN
Sekretion herstellen. Bemerkenswert sind hier dennoch die porcin-avidaren
Reassortanten D und H, die aviare Oberflachenproteine HA und NA sowie ein
avidres PB1l-Segment tragen (Tabelle 22): Uber den gesamten
Replikationsverlauf hinweg betrachtet konnte gezeigt werden, dass diese
Reassortanten sehr gut replizieren, obwohl sie offenbar in vitro die IFN-
Sekretion nicht inhibieren konnten, was sich in der z.T. sehr hohen IFN-
Sekretion der Zellen widerspiegelt (Abbildung 11, Abbildung 17, Abbildung
18). Warum die Replikation dieser Reassortanten nicht effizient inhibiert
werden konnte, bleibt unklar. In der Literatur wird die sehr starke Induktion
der Interferonexpression durch einige H5-Isolate als eine Ursache der hohen
Pathogenitat in Form schwerer Krankheitsverlaufe und einer hohen Mortalitat
diskutiert [335]. Die Fahigkeit der beiden Reassortanten, trotz einer hohen
IFN-Sekretion sehr gut zu replizieren, ist daher in die Risikobewertung zum
madglichen pandemischen Potential von Reassortanten zwischen porcinen H1IN1

und aviaren H5N1-Viren einzubeziehen.

5.4 Auswirkungen von Polymorphismen auf die Eigenschaften

von Parentalviren und Reassortanten

Die Auswirkungen von Polymorphismen auf die Polymeraseaktivitat, das
Replikationsverhalten und den CPE sowie die IFN-Sekretion infizierter
Wirtszellen, aber auch die Wirkung von Virulenzfaktoren auf die Pathogenitat
werden in der Literatur sehr haufig nur vergleichend an Viren untersucht, die
sich ausschlielich in diesem Merkmal unterscheiden, ansonsten jedoch
genetisch identisch sind. Anderungen der Eigenschaften der Viren kénnen
somit zwar auf diesen Polymorphismus oder Virulenzfaktor zurtickgefiihrt
werden, jedoch bleiben funktionale Zusammenhdnge zwischen dem

betreffenden Faktor und anderen genetischen Merkmalen des Virus bzw. des
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Wirtes unberlcksichtigt. Obwohl die in der vorliegenden Arbeit erzeugten
Reassortanten genetisch unterschiedlich zusammengesetzt sind und sich eben
nicht nur in den Polymorphismen, sondern in ganzen Genomsegmenten
unterscheiden, wurde das Vorhandensein bekannter Polymorphismen geprift,
um die beobachteten mit den publizierten Anderungen der viralen

Eigenschaften vergleichen zu kénnen.

Dabei ergab sich, dass bezuglich der Replikationseigenschaften die
beschriebene Wirkung von definierten Polymorphismen nur in duBerst
beschranktem MaBe anhand der Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit
bestatigt werden konnte. FlUr die multibasische Spaltstelle des aviaren HAO-
Proteins konnte  ein sehr  wahrscheinlicher  Einfluss  auf  das
Replikationsverhalten  gezeigt werden (s. Kap. 5.2.1). Auch die
Rezeptorspezifitat des HA, die flur H1-Viren unter anderem durch die
Aminosaurepositionen HA-190 und -225 determiniert wird, hat eine moégliche
Wirkung auf die Replikation (s. Kap. 5.2.1). Demgegenltber konnte in der
Mehrzahl der analysierten Replikationsverlaufe kein Zusammenhang zwischen
Polymorphismen und dem Replikationsverhalten gefunden werden. Dies trifft
beispielsweise auf eine Deletion in der NA-Stielregion und die Polymorphismen
PB2-271A und PA-T552S zu. Auch die Auswirkung des prominenten
Polymorphismus E627K im avidaren PB2-Protein auf die Replikation bleibt
unklar (s. Kap. 5.2.1).

Im Hinblick auf beobachtete Anderungen der Polymeraseaktivitit konnte die
Wirkung einiger Polymorphismen nachvollzogen werden. So ist fur die
Faktoren PB2-271A und PB2-E627K eine Erh6hung der Polymeraseaktivitat
beschrieben, wobei dies mit einigen Ergebnissen der vorliegenden Arbeit in
Ubereinstimmung gebracht werden konnte (s. Kap. 5.2.2, 5.2.1). Auch der
PB2-T339K-Polymorphismus kénnte, wie in der Literatur beschrieben, in
einigen Fallen fir die Steigerung der Polymeraseaktivitdt mitverantwortlich
sein (s. Kap. 5.2.2). Nicht bestatigt werden konnte hingegen die publizierte
Wirkung der Polymorphismen PB1-L473V, PB2-D701N und PA-T552S auf die
Polymeraseaktivitat (s. Kap. 5.2.2).

Ein Faktor, der einen groBen Einfluss auf die Interferonsekretion infizierter

Zellen haben kann, ist das PB1-F2-Protein. Die in der Literatur beschriebene,
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steigernde Wirkung des PB1-F2 auf die IFN Sekretion ist dabei mdéglicherweise
fur die Induktion einer hohen IFN Sekretion durch einige Viren verantwortlich
(s. Kap. 5.3).

Die isolierte Betrachtung der Polymorphismen und Virulenzfaktoren in der
Literatur und die damit einhergehende fehlende Berlcksichtigung des
genetischen Hintergrundes bei der Beschreibung dieser Merkmale und ihrer
Wirkung ist wie bereits diskutiert eine maégliche Ursache fir die haufige
Diskrepanz zwischen der beschriebenen und in dieser Arbeit beobachteten
Wirkung auf virale Eigenschaften. Es scheint daher kaum madglich zu sein, nur
auf Basis bekannter Polymorphismen und Virulenzfaktoren auf die
Eigenschaften neu entdeckter bzw. neu entstandener Viren zu schlieBen. Eine
Untersuchung der Eigenschaften mittels virologischer Methoden ist derzeit also
immer ndtig. Winschenswert waren neue Denkansatze, wie die vorhandenen
Erkenntnisse zu den Dbereits beschriebenen Polymorphismen und
Virulenzfaktoren mit den jeweiligen genetischen Hintergriinden verknUpft
werden kénnen, um Zusammenhange aufzudecken und die Nachteile der
isolierten Betrachtung zu beseitigen. Auf diese Weise kdnnte die erfolgreiche
Vorhersage von Viruseigenschaften auf Basis von Polymorphismen und

Virulenzfaktoren gelingen.

5.5 Betrachtungen zum moglichen pandemischen Potential von
Reassortanten zwischen humanen H1N1, porcinen H1N1

und avidaren H5N1-Viren

DefinitionsgemaB handelt es sich bei einer Pandemie um die Ausbreitung einer
Krankheit, meist einer Infektionskrankheit, auf mehreren Kontinenten. Flr das
Entstehen einer Influenzapandemie in der humanen Population muissen
zumindest zwei Voraussetzungen erflllt sein: Ein groBer Teil der humanen
Population weist keine oder nur eine schwache Immunitdt gegen das
pandemische Virus auf und die Transmissibilitat des Virus zwischen Menschen
erreicht ein hohes Niveau (s. Kap. 1.5). Wird eine Influenzapandemie durch
eine Reassortante ausgeldost, deren Parentalviren aus verschiedenen
Wirtsspezies stammen, muss es zusétzlich im Vorfeld zur Ubertragung eines

Influenzavirus auf einen neuen Wirt kommen und die entstandene
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Reassortante im neuen Wirt effizient replizieren. Der Grad der Virulenz, den
das pandemische Virus zeigt, ist flr die gesundheitlichen, gesellschaftlichen
und wirtschaftlichen Folgen einer Pandemie von fundamentaler Bedeutung und

flieBt in die Bewertung des Pandemiestatus mit ein [346].

In der vorliegenden Arbeit konnte grundsatzlich eine sehr hohe genetische
Kompatibilitat zwischen den untersuchten Parentalviren gezeigt werden, wobei
es keine Hinweise gibt, dass die ausgewahlten Parentalviren nicht
reprasentativ flr ihren Subtyp aus dem entsprechenden Ursprungswirt sind.
Bei einer naturlich auftretenden Koinfektion von Wirtsorganismen mit den in
dieser Studie verwendeten Influenzavirus-Subtypen aus den entsprechenden
Herkunftspezies ist somit die Bildung von Reassortanten wahrscheinlich. Wie
jedoch bereits diskutiert ist in der Natur die Zahl der Koinfektionen mit
verschiedenen Influenzaviren der gleichen Herkunftspezies gering. Es ist
zudem zu vermuten, dass die Zahl der Koinfektionen mit Influenzaviren aus
unterschiedlichen Herkunftspezies noch geringer ist, da es zusatzlich bei
mindestens einem der Influenzaviren zu einem Wirtswechsel kommen muss.
Gestlutzt werden kann diese Vermutung auf mehrere Studien zur
Seropravalenz aviarer H5N1-Viren und porciner HIN1-Viren im Menschen: Hier
zeigte sich unabhdngig voneinander flr beide Subtypen, dass zwischen 0 %
und hochstens 4 % der Personen mit beruflicher oder Wohnort-bedingter
Exposition gegeniber einem der beiden Subtypen seropositiv sind [347-359].
Selbst bei einer vorliegenden Koinfektion kommt es aus bereits diskutierten
Grunden wie der Inkompatibilitat von vRNP-Verpackungssignalen oder viralen
Protein-Proteininteraktionen wahrscheinlich zu einer bevorzugten Bildung von
Parentalviren und nur einigen wenigen, definierten Reassortanten. Diese
neugebildeten Reassortanten muissen sich sowohl im koinfizierten Wirt
durchsetzen als auch eine mit den Parentalviren mindestens vergleichbare
Transmissibilitat aufweisen, um sich in einer Wirtspopulation etablieren zu
kdnnen. Da alle genannten Bedingungen ganz offenbar nur sehr selten
gleichzeitig erflllt sind, kommt es nicht zum haufigen Auftreten neuer
derartiger Reassortanten. Die potentielle Gefahr der Entstehung solcher
Reassortanten bleibt, wie die vorliegende Arbeit gezeigt hat, davon

unbenommen bestehen.
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Zusatzlich zur hohen genetischen Kompatibilitét der Parentalviren konnte in
der vorliegenden Arbeit am Beispiel der A549-Zellen gezeigt werden, dass
humane Lungenzellen permissiv flr die generierten Reassortanten sind. Dabei
zeigten die Reassortanten z.T. sehr gute Replikationseigenschaften, die auf
eine optimale Interaktion der viralen Proteine untereinander und mit
Wirtszellfaktoren hindeuten. Eine hohe Replikationsrate beglinstigt dabei nicht
nur eine hohe Transmissibilitat der Viren, sondern flihrt aufgrund der hohen
Mutationsrate der Influenzaviren wahrscheinlich auch zu einer erhdhten
genetischen Diversitat. Aus dieser Population genetisch leicht unterschiedlicher
Viren kdénnen die an den Wirt am besten angepassten Virus-Varianten

selektiert werden.

Welche Folgen die Polymeraseaktivitat und das Replikationsverhalten der
Reassortanten sowie die ausgeléste IFN-Antwort flr die Virulenz der Viren und
den infizierten Wirt hat, bleibt unklar, da die Pathogenitat in der vorliegenden
Arbeit nicht bewertet wurde. Aufgrund der hohen IFN-Induktion einiger
Reassortanten bei gleichzeitig sehr guter Replikationskompetenz und dem
diskutierten Zusammenhang von hoher IFN-Sekretion und hoher Pathogenitat
von Hb5-Isolaten im Menschen [335] koénnten die entsprechenden

Reassortanten moglicherweise jedoch eine hohe Pathogenitat zeigen.

Im Ergebnis der vorliegenden Arbeit bleibt festzustellen, dass eine Entstehung
von Reassortanten aus humanen H1N1, porcinen H1IN1 und avidren H5N1-
Viren moglich ist und die Wahrscheinlichkeit mit der Haufigkeit solcher
Koinfektionen steigt. Ob die entstandenen Reassortanten das Potential
besitzen, eine Pandemie auszulésen, kann mit dem Ergebnis dieser Arbeit
nicht abschlieBend bewertet werden, da die Vorimmunitat der humanen
Population und die Transmissibilitat nicht untersucht wurde. Um diese Fragen

zu beantworten, waren spezifische Folgearbeiten nétig und sinnvoll.
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Ausblick

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und der Diskussion ergeben sich
weiterfUhrende Fragestellungen, deren Beantwortung nicht nur fir die
Einschatzung des pandemischen Potentials von Reassortanten zwischen

humanen H1N1, porcinen H1IN1 und avidaren H5N1-Viren sinnvoll erscheint.

Um die mogliche Entstehung weiterer Reassortanten zu prifen und vor allem
Reassortanten mit bevorzugt entstehenden Segmentkombinationen zu
identifizieren, die mit hoéherer Prioritdat auf ihr pandemisches Potential
untersucht werden sollten, kdnnten in vitro oder in vivo Koinfektionsversuche
mit den Parentalviren durchgefiihrt werden. Der Fokus sollte hierbei auf fir die
Fragestellung geeignete, porcine und humane Zelllinien bzw. dem Schwein
oder Frettchen als Versuchstier liegen. Zugleich kénnte die Rate der isolierten
Reassortanten zu Parentalviren ermittelt und mit publizierten Daten verglichen
werden, um weitere Aussagen zur genetischen Kompatibilitat der Parentalviren
zu treffen. Die virale Fitness der generierten Reassortanten entscheidet, ob sie
in einem gegebenen Wirt effizient replizieren und sich ggf. - evolutionar
betrachtet - gegen Viren mit anderen Segmentkombinationen durchsetzen
kdnnen. Hierzu sollten zum einen Replikationsversuche mit einzelnen
Reassortanten und Parentalviren in weiteren humanen oder porcinen Lungen-
Zelllinien oder an Material aus Lungenbiopsien durchgeflihrt werden, um die
Permissivitat weiterer Zellen zu prifen. Zum anderen kdnnten geeignete
Zelllinien mit mehreren Reassortanten bzw. Parentalviren pro Ansatz infiziert
werden, um eine Konkurrenzsituation im Wirt zu simulieren und nach einigen
Passagen die plague-gereinigten Viren hinsichtlich ihrer
Genomzusammensetzung zu analysieren. Unter der Einschréankung, dass auf
diese Weise vermutlich weitere Reassortanten entstehen, kdénnten

Rickschlisse auf die virale Fithess gezogen werden.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen die hohe genetische Kompatibilitat der
Parentalviren anhand der Vielzahl der generierbaren Reassortanten. Um auch
das Potential der Entstehung einer Influenzapandemie in der humanen
Population aufgrund solcher Reassortanten abschatzen zu kénnen, misste
zusatzlich die Transmissibilitdt der Reassortanten im Tiermodell, beispielsweise

am Frettchen oder Meerschweinchen, analysiert werden. Auch die Pathogenitat
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kénnte an diesen Modellen untersucht werden. Da die bestehende Immunitat
in der humanen Population gegenlber derartigen Reassortanten entscheidend
fir die Mdoglichkeit ihrer Verbreitung ist, sollten humane Seren mit
verschiedenen Methoden auf Antikérper oder neutralisierende Antikdrper
gegen die Parentalviren und Reassortanten getestet werden, wobei die
Fahigkeit der Antikérper zur Bindung an die Viren vermutlich haufig durch die

Bindungsfahigkeit an das HA-Protein bedingt ist.

Mit weiteren Untersuchungen kdnnten Virulenzfaktoren und Mutationen, die
sich als Anpassung an den neuen Wirt etablieren, untersucht werden: Dazu
kdnnten einzelne generierte Reassortanten auf Zellkulturen verschiedener
Wirtsspezies mehrfach passagiert und die daraus wieder isolierten Viren
sequenziert werden, um Mutationen zu identifizieren, die Anpassungen an den
neuen Wirt darstellen. Sind stabile Mutationen nachweisbar, so ware die
Analyse des Replikationsverhaltens sinnvoll, um Unterschiede zur ersten
Generation der Reassortanten zu identifizieren. Will man einzelne
Polymorphismen, die in der vorliegenden Arbeit vermutlich eine Veranderung
viraler Eigenschaften auslésten, naher untersuchen, ware auch eine
ortsgerichtete Mutagenese der Polymorphismen innerhalb der pHW2000-

Plasmide moglich.

Zusammenfassung

In der jungeren Geschichte kam es mehrfach zum Ausbruch einer
Influenzapandemie - so in den Jahren 1918, 1957, 1968, 1977 und 2009.
Zumeist wurden die Pandemien nachweislich durch Influenzavirus-
Reassortanten ausgeldst, also durch Viren, die aus der Neukombination der
Genomsegmente von mindestens zwei unterschiedlichen Influenzaviren
entstanden. Die neu entstandenen Viren trafen auf eine immunologisch
weitgehend naive humane Population, wurden gut zwischen Menschen
Ubertragen und waren somit erst in der Lage, Pandemien unterschiedlichen

AusmafBes auszuldsen.

Die vorliegende Arbeit liefert einen Beitrag zur Bewertung des Risikos der
Entstehung einer solchen Reassortante mit hoher viraler Fitness, die bei

Vorliegen weiterer Voraussetzungen potentiell eine Pandemie auslésen kénnte.
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Dem Hausschwein kommt in diesem Zusammenhang eine besondere
Bedeutung zu, da es nicht nur flr porcine, sondern auch flr avidare und
humane Influenzaviren empfanglich ist und daher Koinfektionen mit
Influenzaviren aus urspriinglich verschiedenen Wirten maéglich sind. In dieser
Arbeit wurde zunachst die genetische Kompatibilitat  zwischen
Genomsegmenten von humanen H1N1, porcinen H1N1 und avidaren H5N1
Influenzaviren analysiert. Von besonderem Interesse waren dabei die
Segmente der Oberflachenproteine HA und NA, sowie die
Polymerasesegmente, da diese Segmente bei der Entstehung von
Pandemieviren in der Vergangenheit ausgetauscht wurden und gleichzeitig die
wichtigsten Virulenzfaktoren flir die Wirtsspezifitét und -adaptation tragen. Die
Reassortanten wurden mittels der Methode der reversen Genetik erzeugt,
wobei der Focus auf porcin-aviaren, porcin-humanen, sowie Triple-
Reassortanten lag. Die Rate der generierbaren Reassortanten war in dieser
Arbeit mit Uber 90 % sehr hoch. Dies zeigt die auBerordentlich hohe
genetische Kompatibilitat der Segmente von porcinen HIN1 und aviaren H5N1
Influenzaviren sowie von porcinen H1IN1 und humanen H1N1 Viren und sogar

allen drei Parentalviren untereinander.

Die Parentalviren und die aus ihnen erzeugten Reassortanten wurden zudem
hinsichtlich ihrer viralen Eigenschaften analysiert. Dabei zeigten sich sehr
deutliche Unterschiede in der Aktivitat des Polymerasekomplexes, die sich z.T.
auf das Vorhandensein definierter Polymerasesegmente zurlckfihren lieBen.
Da (gleichzeitig groBe Unterschiede im Replikationsverhalten der Viren
identifiziert werden konnten, wurde der Einfluss der Polymeraseaktivitat auf
die Replikation untersucht. Im Ergebnis zeigte sich, dass auch eine sehr
niedrige Polymeraseaktivitdt eine hohe Replikationskompetenz ermdglichen
und eine hohe  Aktivitdt der Polymerase nachteilig fur das
Replikationsverhalten sein kann. Fir eine effiziente Replikation der
untersuchten Viren ist ganz offenbar eine Polymeraseaktivitat in optimaler
Hoéhe, jedoch nicht zwingend eine hohe Aktivitat, nétig. Im Hinblick auf die
Aktivierung des angeborenen Immunsystems der Wirtszelle nach einer
Infektion durch die Parentalviren oder Reassortanten wurde festgestellt, dass
die Viren haufig effektiv eine IFN-Sekretion durch infizierte Zellen hemmen
kdnnen. War die IFN-Sekretion ausnahmsweise erhéht, war immer auch ein

definiertes Genomsegment in den Reassortanten vorhanden.
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In der Literatur ist eine Vielzahl von Polymorphismen und Virulenzfaktoren
beschrieben, die einen Einfluss auf die viralen Eigenschaften haben. Da sich
die Eigenschaften der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Viren nach dem
Austausch eines Genomsegmentes haufig veranderten, wurde analysiert, ob
sich die Anderungen durch das Auftreten bestimmter Polymorphismen
begriinden lassen. Dabei wurde deutlich, dass nur ein geringer Teil der
Anderungen der viralen Eigenschaften nach einem Segmentaustausch durch
Polymorphismen erklarbar sind. Ein méglicher Grund hierbei ist die isolierte
Betrachtung der Polymorphismen und Virulenzfaktoren in der Fachliteratur
ohne Berlicksichtigung des genetischen Hintergrundes. Als Folge lassen sich
virale  Eigenschaften nicht zuverldssig anhand von publizierten

Polymorphismen vorhersagen.

Die vorliegende Studie gibt anhand der gewonnenen Ergebnisse einen Hinweis
auf das hohe Potential der Entstehung eines Influenzavirus mit einer neuen
Kombination von Genomsegmenten und gleichzeitig hoher viraler Fitness. Um
das pandemische Potential dieser Reassortanten abschlieBend bewerten zu
kdénnen, sind weitere Arbeiten zur vorherrschenden Immunitat in der humanen

Population und zur Transmissibilitat der Viren notwendig.

Summary

In recent history there had been several influenza pandemics - so in the years
1918, 1957, 1968, 1977 and 2009. In most cases, the pandemics were caused
by influenza virus reassortants resulting from the recombination of genomic
segments of at least two different influenza viruses. The newly emerged
viruses encountered an immunologically largely naive human population, were
transmitted well between humans and were therefore able to cause pandemics

to a different extend.

The present study provides a contribution to the assessment of the risk of
emergence of such a reassortant with high viral fitness that can potentially
cause a pandemic in the presence of further conditions. The domestic pig is
particularly important in this context. It is susceptible not only to porcine
viruses but also to avian and human influenza viruses. Therefore co-infections

of domestic pigs with influenza viruses from different hosts are possible. The
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compatibility between genomic segments of human H1N1, porcine HIN1 and
avian H5N1 influenza viruses was analyzed in this study. The segments of the
viral surface proteins HA and NA as well as the polymerase segments were of
particular interest. These segments have been replaced in the emergence of
pandemic viruses in the past and bear the major virulence factors of host
specificity and -adaptation. The reassortants were generated by means of
reverse genetics, focusing thereby on porcine-avian, porcine-human as well as
triple-reassortants. The rate of generated reassortants was very high with
more than 90% in this study. This shows the extraordinary high genetic
compatibility of the segments of porcine HIN1 and avian H5N1 influenza
viruses as well as of porcine HIN1 and human H1N1 viruses and even between

all three parental viruses.

The parental and reassortant viruses were also analyzed for their viral
properties. Remarkable differences were found in the activity of the
polymerase complex which can partially be traced to the presence of defined
polymerase segments. Since also large differences in the replication of the
viruses were identified the influence of the polymerase activity on the
replication was investigated. The results show that even a very low
polymerase activity allows a high replication competence. On the other hand a
high activity of the polymerase can be disadvantageous for the replication.
Thus it was shown that an optimal level of polymerase activity is needed for
efficient replication of the investigated viruses. A high polymerase activity is
not needed necessarily. Regarding the activation of the innate immune system
of the host cell after an infection by the parental or reassortant viruses, it was
found that the viruses can often effectively inhibit IFN secretion by infected
cells. If the cellular IFN secretion was increased in exceptional cases, a defined

genome segment was always present in the reassortants.

A large number of polymorphisms and virulence factors having an influence on
viral characteristics have been described. As the properties of the investigated
viruses frequently changed after the exchange of a genome segment, it was
analyzed whether the changes were caused by the occurrence of defined
polymorphisms. It became clear that only a small part of the changes in viral
characteristics following a segment exchange can be explained by

polymorphisms. A possible reason for this finding is the isolated analysis of
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polymorphisms and virulence factors without consideration of the genetic
background in the scientific literature. Thus viral properties can not be

predicted reliably on the basis of published polymorphisms.

The present study gives an indication of the high potential of the emergence of
an influenza virus with a new combination of genome segments while showing
a high viral fitness. Further studies on the prevalent immunity in the human
population and on the transmissibility of the viruses are necessary to assess

the pandemic potential of these reassortants.
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Anhang

i Analyse der Parentalviren hinsichtlich bekannter

Wirtsdeterminanten und Virulenzfaktoren

In der Fachliteratur sind eine Reihe von Wirtsdeterminanten und
Virulenzfaktoren fir Influenza A-Viren beschrieben, die einen Einfluss auf die
Polymeraseaktivitat, die Virusreplikation in vitro und in vivo, die Pathogenitat,
die Immunantwort der infizierten Zelle sowie die Wirtsspezifitdt des Virus
haben. Da in der vorliegenden Arbeit Austausche der Genomsegmente
vorgenommen wurden, sind viele der bekannten Virulenzfaktoren hinsichtlich
des Vorhandenseins des Merkmals im Genom der Parentalviren analysiert
worden (Tabelle 38).

Tabelle 38: bekannte Virulenzfaktoren/ Polymorphismen und Existenz des

Merkmals in den Parentalviren

Merkmal
vorhanden
(Aminosaure)
— ~ ~ N
3 £ N |2 s o
B ¥ Folge des Merkmals e | § 2 o
sl 9 ® Ba | 8| T
= n 2 (=)} U~ (a4
b M N Q1n
g (O N=] 7.}
g | 3N | op
4 o L
< | Z S
N N
< <
ein Verlust der PB1-F2-Expression bleibt
ohne Auswirkung auf die Polymerase-
aktivitat und die Virusreplikation in
Zellkultur;
~ |ohne PB1-F2 kommt es in Mdausen zu
£ | verminderter Pathogenitat und fritherer
% Virus-clearance; die Expression von PB1-F2 [20,
- & |erhoht die Pathogenitat in Mausen; 49-
@ < | PB1-F2 moduliert die friihe Immunantwort ja nein ja 54,
| des Wirtes: PB1-F2-Expression steigert 577
& | angeborene Immunantwort und fuhrt zu
E erhdhter IFN-beta Expression;
Expression des PB1-F2 flihrt zu Zerstérung
des mitochondrialen Membran-Potentials
und induziert vermutlich auf diese Weise (in
lymphozytaren Zellen) Apoptose
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steigert Virusreplikation und erhéht die

= "-?- @ |Pathogenitat; nein nein | [55,
Q- g Verzégerung der angeborenen_ _ (N) - (N) 56]
E Immunantwort; erhéhte Cytokinexpression
in Mausen
Auswirkungen sind von der Anwesenheit
des PB1-F2-Proteins abhangig:
in vitro (Saugerzellen):
-ohne PB1-N40 (mit PB1-F2):
T | Polymeraseaktivitat verringert
0 -ohne PB1-N40 (ohne PB1-F2):
° Polymeraseaktivitat starker verringert;
- a |-ohne PB1-N40 (unabhiangig von PB1-F2) [30
@ : ist Virusreplikation etwas reduziert; ja ja ja 57]’
< -gesteigerte PB1-N40-Expression (ohne
z PB1-F2) fihrt zu eingeschrankter
@m | Virusreplikation
a
in vivo:
-ohne PB1-N40 (mit PB1-F2): Pathogenitat
wie WT
-ohne PB1-N40 (ohne PB1-F2): etwas
verringerte Pathogenitat
b % kann erhéhend oder vermindernd auf die ja ja ja [201,
o 71 | Polymeraseaktivitat in Sdugerzellen wirken (P) (P) (P) | 251]
- E in Verbindung mit weiteren Mutationen mit ja ja ja
@ N erhohter Pathogenitat von H5N1 in Mausen (M) (M) (M) [234]
> | assoziiert
- % |in Verbindung mit weiteren Mutationen mit ja ja ja [234,
E o erhéhter Pathogenitat von H5N1 in Mausen (K) (K) (K) 360,
o assoziiert 361]
=i
- N |in Verbindung mit weiteren Mutationen mit - . .| [234,
m @ | erhohter Pathogenitat von H5N1 in Mausen "(“e,'; '2‘:4';1 '2;")1 257,
E assoziiert 360]
- = | kompensiert fehlendes PB2-627K bezuglich ja nein ja
@ N der Polymeraseaktivitat und Virusreplikation V) (L) (V) [286]
- in Sdugerzellen
s § kompensiert fehlendes PB2-627K beztliglich nein | nein | nein [286]
o in der Polymeraseaktivitat in Saugerzellen (L) (L) (L)
4 . . .
g 2 kann erhéhend oder vermindernd auf die nein nein | nein [251]
o o Polymeraseaktivitat in Saugerzellen wirken (S) (S) (S)
steigert Polymeraseaktivitat und
Virusreplikation in humanen Zellen;
g g erhdhte Virulez in Mdusen; ja ja ja [240]
o @ | kann in Verbindung mit weiteren ) (V) (v)
Mutationen (G309D, T339K, R477G, 1495V,
A676T) das Fehlen von 627K kompensieren
Q
o ® | steigert Polymeraseaktivitdt in humamem nein | nein | nein
& E Zellen (E) (E) (E) [288]
< | in Verbindung mit weiteren Mutationen mit . . .
E § erhohter Pathogenitat von H5N1 in Mausen (JAa) n(esl)n (JAa) [234]
»n | assoziiert

204




Z
& M | steigert Polymeraseaktivitat und nein | nein | nein | [259,
o S Virusreplikation in humanen Zellen (D) (D) (D) | 289]
<
a ~ steigert Polymeraseaktivitat und - ja nein [232]
o E Virusreplikation in humanen Zellen (I) (A) (M)
ot
steigert Polymeraseaktivitat und
a | Virusreplikation in humanen Zellen;
o @ | erhohte Virulez in Mausen; ja ja ja
m I
o @ |kann in Verbindung mit weiteren (D) (D) (D) [240]
O | Mutationen (L89V, T339K, R477G, 1495V,
A676T) das Fehlen von 627K kompensieren
N w |in Verbindung mit weiteren Mutationen mit nein | nein | nein | [234
0 = | erhohter Pathogenitat von H5N1 in Mausen 4
e 2 assoziiert (R) (R) (R) 257]
-
g 2 | verminderte Polymeraseaktivitat in nein | nein | nein [251]
o il Saugerzellen (T) (T) (T)
steigert Polymeraseaktivitat und
w | Virusreplikation in humanen Zellen;
o @ | erhohte Virulez in M&usen; ja ja nein
m I
o g’) kann in Verbindung mit weiteren (K) (K) (M) [240]
F | Mutationen (L89V, G309D, R477G, 1495V,
A676T) das Fehlen von 627K kompensieren
X ) . . . .
N in | in Verbindung mit weiteren Mutationen mit | o - nein | [234
@ m | erhohter Pathogenitdt von H5N1 in Mausen (R) %) (R) 257,
g assoziiert 360]
steigert Polymeraseaktivitat und
© | Virusreplikation in humanen Zellen;
o N | erhohte Virulez in Mausen; ja ja ja
m I
o # kann in Verbindung mit weiteren (G) (G) (G) [240]
& | Mutationen (L89V, G309D, T339K, 1495V,
A676T) das Fehlen von 627K kompensieren
steigert Polymeraseaktivitat und
s | Virusreplikation in humanen Zellen;
g n erhdhte Virulez in Mausen; ja ja ja [240]
o < |kann in Verbindung mit weiteren v) (V) v)
™ | Mutationen (L89V, G309D, T339K, R477G,
A676T) das Fehlen von 627K kompensieren
~ | & |inVerbindung mit weiteren Mutationen mit ja ja ja
2 Q | erhohter Pathogenitat von H5N1 in M&usen R R R [234]
© | assoziiert (R) (R) (R)
o o |steigertin Verbindung mit Q591R (bei - - -
2 o | vorhandener 627E) die Polymeraseaktivitat nzln ngln ngln [290]
U] und Virusreplikation in humanen Zellen (G) (G) (G)
()
& steigert allein oder in Verbindung mit
=) G590S (bei vorhandener 627E) die
s < | Polymeraseaktivitdt und Virusreplikation in [289
§ | §.g |humanen Zellen; nein | nein | nein | 290,
E 'g 9 | erhdhte Virusreplikation aviarer H5N1-Viren 362,
@ |In humanen Zellen und erhohte Virulez (Q) (Q) (Q) 1
X 8 |avidrer H5N1 in M&usen;
o kann die Abwesenheit von 627K
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PB2

E627K

E: vorwiegend bei avidren Isolaten

K: vorwiegend bei humanen Isolaten;
steigert Polymeraseaktivitat in Sdugerzellen
aufgrund erhohter Bindung von PB2 an NP
(im vRNP) und RNA; steigert Replikation in
Sdaugerzellen (z.B. Maus) und Saugern
(Mause, Totenkopfaffchen); erhdhte
Pathogenitat in Saugern (Mausen);
beeinflusst PB2-Bindung an nukleare
Importrezeptoren; somit an Adaptation von
Viren an Sauger beteiligt

nein

(E)

ja

(K)

ja

(K)

[232-
248]

PB2

I675L

in Verbindung mit weiteren Mutationen mit
erhohter Pathogenitat von H5N1 in Mausen
assoziiert

ja
(L)

ja

(L)

ja

(L)

[234]

PB2

A676T

steigert Polymeraseaktivitat und
Virusreplikation in humanen Zellen; erhéhte
Pathogenitat in Mausen; kann in Verbindung
mit weiteren Mutationen (L89V, G309D,
T339K, R477G, 1495V) das Fehlen von 627K
kompensieren

ja
(M)

ja
(M)

ja
(T)

[240]

PB2

A683T

in Verbindung mit weiteren Mutationen mit
erhohter Pathogenitat von H5N1 in Mausen
assoziiert

ja

(T)

ja

(T)

ja

(M)

[234]

PB2

D701N

steigert Polymeraseaktivitat und Replikation
in Saugerzellen; Steigerung der
Pathogenitdt in Mausen;

kann wirtsspezifisch die Abwesenheit von
627K z.T. kompensieren; beeinflusst PB2-
Bindung an nukledre Importrezeptoren;
steigert nukledaren PB2-Import in
Saugerzellen (nicht jedoch in avidren
Zellen); somit an Adaptation aviarer Viren
an Sduger beteiligt

ja

(N)

nein

(D)

nein

(D)

[242,
249-
255]

PB2

R702K

beeinflusst PB2-Bindung an nukleare
Importrezeptoren; somit an Adaptation
aviarer Viren an Sauger beteiligt

ja

(K)

nein

(R)

ja

(K)

[249]

PB2

S7141

steigert Polymeraseaktivitat in
Saugerzellen;

in Verbindung mit D701N Steigerung der
Replikation in Saugerzellen

nein

(s)

nein

(s)

nein

(s)

[250]

PB2

S714R

steigert Polymeraseaktivitat in
Saugerzellen; in Verbindung mit D701N
Steigerung der Replikation in Sdugerzellen
und der Pathogenitat in Mausen;
beeinflusst PB2-Bindung an nukleare
Importrezeptoren; somit an Adaptation
aviarer Viren an Sauger beteiligt

nein

(s)

nein

(s)

nein

(s)

[249-
251]

PA

PA-X (Protein)

PA-X unterdrickt die zellulare
Genexpression und ist am host-cell shut-off
beteiligt;

ohne PA-X: in infizierten Zellen werden
Gene fir die Immunreaktion friher und
starker aktiviert; dies flihrt zu einer starken
Immunantwort und Apoptose und somit
einer héheren Pathogenitat;

mit PA-X: Reduktion der Pathogenitat

ja

ja

ja

[316]

PA

V1271

erhéhte Pathogenitat von H5N1-Stammen
in Saugern

nein

v)

nein

(V)

nein

V)

[257,
363]
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N
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-4
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o 32
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Q8 £
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e
a 052 ) e ja ja ja
™M
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©Z
yw | steigert Polymeraseaktivitat in
m = . g H H - . . . -
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> ¢ | steigert es die Pathogenitat in Mausen; N N N 253,
P4 erhoéht den nuklaren Import von NP in (N) (N) (N) 293]
~ | Saugerzellen
'L| —~
o
—E
© - - -
a (52 ; e ja nein | nein
N
=z ) § GE) erh6hte Pathogenitat in Mdusen (T (A) (A) [364]
QL £
(9]
L
Verantwortlich flir Rezeptorspezifitat (alpha-
= | 2,3 oder 2,6) in H1-Viren:
T 2 E: Praferenz fir avidren Rezeptor (alpha-
< |8 2| D: erhéht alpha-2,6 Bindung in H1; ja - nein | [171-
T | a5 “E’ Praferenz fur humanen Rezeptor (alpha- (D) (N) (E) 175]
“ o g|2,6)
g 2
& “| E190D vermindert alpha-2,3 und -2,6
Bindung in H5-Viren
—
E |
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HA
K222L
(basierend auf H3-

Nummerierung)

deutliche Verringerung der alpha-2,3
Bindung (in H1); keine alpha-2,6 Bindung

(E)

nein

(K)

nein

(K)

[172]

HA
G225D(E)
(basierend auf H3-

Nummerierung)

Verantwortlich flir Rezeptorspezifitat (alpha-
2,3 oder 2,6) in H1-Viren:

G: erhoht alpha-2,3 Bindung in H1;
Praferenz flr aviaren Rezeptor (alpha-2,3)
D(E): vermindert alpha-2,3 Bindung in H1;
erhéht alpha-2,6 Bindung in H1; Praferenz
fir humanen Rezeptor (alpha-2,6)

G225D vermindert in Kombination mit
E190D alpha-2,3 und -2,6 Bindung in H5-
Viren

(R)

ja

(D)

nein

(6)

[171-
174,
176]

HA

monobasische
HAO-Spaltstelle

Spaltung des HAO (HA-Reifung) nur durch
spez. Proteasen, die nur im
Respirationstrakt vorkommen:

Proteasen Clara und Mini-Plasmin,
Serinproteasen TMPRSS2 und HAT,;
Spaltung erfolgt nach Virion-Freisetzung
aus Zelle, also extrazellular;

folglich Einfluss auf Pathogenitat, da
Ausbreitung der Infektion auf
Respirationstrakt beschrankt

ja

ja

nein

[61-
64]

HA

multibasische
HAO-Spaltstelle

Spaltung des HAO (HA-Reifung) durch
intrazellulare Proteasen:

Furin (in Golgi-Vesikeln), weitere
subtilisinahnliche Proteasen wie PC6
(ubiquitar in vielen Gewebstypen);
Spaltung erfolgt bereits intrazelluldr (durch
haufig in Geweben vorkommende
Proteasen);

folglich Einfluss auf Pathogenitat, da
systemische Ausbreitung der Infektion
moglich (hohe Pathogenitat mgl.)

nein

nein

ja

[64-
68]

NA

allgemein

Neuraminidasen unterscheiden auch
zwischen a2,3- und a2,6-verknipften
Sialinsauren:

-aviare NAs: spalten sehr stark bevorzugt
a2,3-verknilpfte Sialinsduren; kaum a2,6-
verknupfte Sialinsauren

-porcine NAs: spalten zwar bevorzugt a2,3-
verkn(lpfte Sialinsauren; aber auch a2,6-
verknupfte Sialinsauren

-humane NAs: spalten leicht bevorzugt
a2,3-SAs, aber auch a2,6-verknipfte
Sialinsduren

porcines NA

humanes NA

aviares NA

[80-
83]

NA

in Verbindung mit weiteren Mutationen mit
erhéhter Pathogenitat von H5N1 in Mausen
assoziiert

ja

(1)

(1)

(M)

[234]

NA

K39Q | T291I

in Verbindung mit weiteren Mutationen mit
erhohter Pathogenitat von H5N1 in Mausen
assoziiert

ja

(Q)

ja

(Q)

ja

(Q)

[234]
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Deletion in NA-Stielregion vermindert
Fahigkeit den Sialinsaurerezeptor zu
spalten; dies fihrt u.a. zu verminderter

c
c .9
= o
» S ? Freisetzung neugebildeter Viruspartikel von ja [256-
2 | © g |der Wirtszelloberflache; nein | nein | (49- 258
25 | Deletion in NA-Stielregion bei H5N1- 68) 1
["l")] v o . "
[a) <'f. Isolaten aus Menschen haufig; mit erhdhter
2 | Pathogenitdt von H5N1-Stammen in
Saugern assoziiert
> @ |in Verbindung mit weiteren Mutationen mit ja ja ja [234,
> 2 erhéhter Pathogenitat von H5N1 in Mausen I I I 360,
 |assoziiert (1) (1) (1) 361]
- 8 |in Verbindung mit weiteren Mutationen mit ja nein | ja [234,
s O | erhohter Pathogenitat von H5N1 in Méusen I v I 360,
> |assoziiert (1) (V) (1) 361]
o »v | in Verbindung mit weiteren Mutationen mit . . i
S | § |erhohter Pathogenitat von H5N1 in Mausen JS Js JS [234]
B | assoziiert () (S) C))
a. | in Verbindung mit weiteren Mutationen mit - - -
g ® | erhdhter Pathogenitat von H5N1 in M&usen J: J: J: [234]
= | assoziiert (P) (P) (P)
" erhdhte Pathogenitat von H5N1-Stammen
a N | in Saugern; ja ja ja [257,
F4 & | wirkt Interferoninduktion in Wirtszellen (S) (S) (S) 340]
entgegen
£3
o
- | 25 . N .
» | ¥ o |erhohte Replikation und Pathogenitat von - - .
4 % ® | H5N1-Stammen in Saugern nemn | nein Ja | [365]
o<
- L | verminderter Tropismus flr tracheale und . . .
g &% | bronchiale Epithelzellen; ner ner ner [366]
> |verminderte Virulenz in Mausen (Y) () (Y)
- | nein | nein | nein | [257,
)] a 5 itat in S& 4
2 8 erhoéhte Pathogenitat in Saugern (D) (D) (D) 337]
- I = | ermdglicht Bindung von HPAIV H5N1 NS1 ja ja ja
g ¢ 8 |an CPSF30; resultiert in verminderter IFN- (F+M | (F+M | (F+M | [341]
S = | B-Transkription ) ) )
o
b @ | erhohte Pathogenitat von H5N1-Stdmmen ja nein | nein [;45;’
s A
z N |in Séugern (P) (S) (s) 367]
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"ESEV° PDZ Domaine
im C-terminus

Stoérung von Protein-Protein-Interaktionen

Polymerasen in humanen Zellen

Ll -
% (z.B. bei IFN-vermittelten Signalwegen); nein | nein | nein 13:52]
Reduktion von Apoptose
~~
& k iert fehlendes PB2-627K
a ompensiert fehlendes - ; . .
S Py | steigert Polymeraseaktivitat avidrer n.a. nesln nesln [368]
% Polymerasen in humanen Zellen (S) (s)
4
~~
& k iert fehlendes PB2-627K
8] ompensiert fehlendes - ; . . .
£ S | steigert Polymeraseaktivitat avidrer ner ner ner [368]
g > Polymerasen in humanen Zellen (Y) (Y) (Y)
4
P
& k iert fehlendes PB2-627K
(C] ompensiert fehlendes - ; - . .
Zz h X S nein | nein | nein
- steigert Polymeraseaktivitat aviarer 368
S | 5 [polymeraser () | () | () |[3681
4
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