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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Taxonomie

Aviare Influenza A-Viren werden der Familie der Kmnyxoviren zugeordnet. Hierbei
handelt es sich um lipidumhdillte Viren mit segmeriém, einzelstrangigem RNA-Genom in
negativer Orientierung. Die Familie besteht aus @Gemera der Influenza A-, B-, C-, der
Thogoto- und Isaviren (siehe Tab. 1.1).

Nur Influenza A-, B- und C-Viren sind humanpathogédfrreger. Wahrend Influenza B- und
C-Viren neben dem Menschen nur Seehunde bzw. Sochweiizieren konnen (Baigent &
McCauley, 2003), haben die Influenza A-Viren eireitares Wirtsspektrum, das viele
Saugetier- und Vogelarten einschliel3t. WildlebeWdesservogel stellen bei den Influenza A-

Viren vermutlich das priméare Wirtsreservoir darrfshiaw et al., 1980; Rott et al., 1985).

Genus Mensch Tier
Influenza A-Virus | Influenza A-Viren Influenza A-Viren
(Schweine, Pferde, Robben, Puten, Enten, M6yven
etc.)
Influenza B-Virus | Influenza B-Viren Influenza B-Viren
(Robben)
Influenza C-Virus | Influenza C-Viren Influenza C-Viren
(Schwein)
Thogotovirus Thogotovirus, Dhorivirus
(Rinder, Schafe, Ziegen, Nagetiere, Zecken gls
Vektor)
Isavirus (Infectious-Salmon-Anemia-Virus)
(Lachse)

Tab 1.1 Unterteilung der Orthomyxoviridae und deren Wirte

Die Anzahl der RNA-Segmente unterscheidet sichan derschiedenen Influenza-Genera:
Acht fur Influenza A und B und sieben fir InfluenZa Influenza A- und Influenza B-Viren
besitzen jeweils ein Glykoprotein mit Hamagglutioas- bzw. Neuraminidase-Aktivitat,
wahrend Influenza C-Viren nur ein multifunktionalléslykoprotein, das Hamagglutinin-

Esterase-Fusionsprotein, auf der Virusoberflachsitien (Herrler & Klenk, 1991). Die
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Gliederung der Influenzaviren in die verschiedefsmera A, B und C erfolgt aufgrund der
serologischen Unterschiede in ihren Nukleokapsid){Nind Matrix (M)-Proteinen.

1980 vereinheitlichte die WHO die Nomenklatur fimfllenzaviren. So werden der
Reihenfolge nach der Typ, die Wirtsspezies (entfédli humanen Isolaten), der Ort der
Isolierung, die Nummer des Isolats und das Jahr \dews-Isolierung angegeben. Bei
Influenza A-Viren wird zusatzlich in Klammern derul@yp angeflugt, beispielsweise
Influenza A/ostrich/Italy/984/00 (H7N1) fur ein @ves Isolat aus dem Jahr 2000 in Italien.
Die Unterteilung in die verschiedenen Subtypen dyasiauf der Antigenitat ihrer
Oberflachenproteine Hamagglutinin (HA) und Neuradase (NA). Derzeit sind 16 HA-
Subtypen (H1, H2, etc.) und 9 NA-Subtypen (N1, i2)édbekannt (Fouchier et al., 2005).

1.2 Morphologie

Influenzaviren sind spharische oder filamentose tilkdr (Hoyle, 1968) mit einem
Durchmesser von 80-120 nm und helikaler KapsidsymeneDie Hille der Influenzaviren
stammt von der Zellmembran der Wirtszelle ab uedtstine bei der Virusreifung von dieser
Ubernommene Lipiddoppelschicht dar (Skehel & WilE995). Bei Influenza A- und B-Viren
sind in die Virushulle die viruskodierten, transni@amen Glykoproteine Hamagglutinin
(HA) und Neuraminidase (NA) eingelagert, die 10nl2 aus der Lipidhille herausragen. Das
HA liegt im Virion als Homotrimer vor und vermittdRezeptorbindung und Membranfusion.
Die NA, deren aktive Form durch ein Homotetramermréigsentiert wird, besitzt
rezeptorzerstérende Wirkung (Varghese et al., 198#luenza C-Viren besitzen statt der
HA- und NA-Proteine mit dem H&amagglutinin-Ester&sesionsprotein (HEF) nur ein
einziges glykosyliertes Oberflachenprotein (Herdeal., 1981). Bei Influenza A-Viren ist in
geringen Mengen das M2-Protein als weiteres integrdrotein in die Hillmembran
eingelagert (Lamb et al., 1985), welches als Hotrexeer vorliegt und die Funktion eines
Protonenkanals hat (Sugrue & Hay, 1991; Pinto etl892). Analog zu dem M2-Protein
besitzen die Influenza B-Viren das NB-Protein unfluenza C-Viren das Protein CM2, die
jedoch auf einem anderen Gensegment kodiert sirab¢@rd et al., 1996; Tada et al., 1998).
Im Inneren des Virions befinden sich bei Influedzaund B-Viren acht, beim Influenza C-
Virus sieben unterschiedlich grof3e (Duesberg, 19@&Mzelstrangige RNA (ssRNA)-
Segmente in negativer Orientierung, die Uber dieagege Lange mit den Nukleoproteinen
(NP) komplexiert sind. Mit jedem RNA-Segment istneiRNA-abhangiger RNA-
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Polymerasekomplex assoziiert, der aus den Protd?idn PB2 und PA besteht (Area et al.,
2004, Muramoto et al., 2006). Der Komplex aus Pasasekomplex, RNA und NP-Proteinen
wird als Ribonukleoprotein (RNP) bezeichnet. Die HN interagieren mit den

Matrixproteinen (M1), welche die Hullmembran desuégi auskleiden und stabilisieren. Des
Weiteren ist das nukledre Exportprotein NEP/NS2 aeitn M1-Protein assoziiert, das im
Viruspartikel in geringer Kopienzahl vorliegt (Reuson & Akkina, 1991; Yasuda et al.,
1993). Das Nichtstrukturprotein 1 (NS1) ist keinenkponente des Virions, sondern ist nur in

der infizierten Zelle vorzufinden.

1.3 Genomaufbau und virale Proteine

Das Influenza A-Virus besitzt acht virale RNA-Segiee (VRNA), die in
Negativstrangorientierung vorliegen und somit nipkt seinfektios sind. Die RNA kann
nicht direkt als Boten-RNAnjessengeRNA, mMRNA) zur Translation von viralen Proteinen
verwendet werden (Neumann et al.,, 1999). Um diendkiaption und Replikation zu
gewahrleisten, wird die kodierende Region jedesnfergs von kurzen nicht-kodierenden
Bereichen flankiert. Die nicht-kodierenden Regiorean 3’- und 5’-Ende der jeweiligen
Segmente enthalten hoch konservierte Sequenzen1?omund 13 Nukleotiden. Diese
Sequenzen der einzelnen Segmente sind Uber kureécBe zueinander komplementéar und
bilden Doppelstrange aus (Desselberger et al., ;1680 et al., 1987; Flick und Hobom,
1999), die als Promotoren fur die Initiation derafskription und der Replikation dienen
(Parvin et al., 1989).

Die meisten RNA-Segmente des Influenza-Genoms kedlienur fir ein bestimmtes
Virusprotein. Die beiden kleinsten RNA-Segmentes(dd- und das NS-Segment) des
Influenza A-Virus kodieren jedoch fur zwei Polypepet deren Translation von
unterschiedlich gespleil3ten MRNA-Spezies ausgeds. Begment 7 kodiert fur M1 und M2
(Lamb et al., 1981), das Segment 8 fur NS1 und {i&flis und Almond., 1980). Das NS2-
Protein wird auch als NEP (nuclear export proteegeichnet (O’Neill et al., 1998).

Eine gesonderte Position nimmt die PB1-mRNA eir. \Bird zusatzlich im Leserahmen +1
translatiert, wodurch neben dem PB1-Protein dasABiilnosauren lange PB1-F2-Protein
synthetisiert wird, welches eine Rolle im virusiagarten Zelltod zu spielen scheint (Chen et
al., 2001). Die Initiation findet dabei vermutlichurch ribosomales Scannen der PB1-mRNA

statt.
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Eine Auflistung der verschiedenen RNA-Segmentegmeiodierte Virusproteine und ihre

Funktionen liegt in Tabelle 1.2 vor.

R NA-Segment

Lange (b)

Protein

Funktion

1

2341

PB2

Erkennung der Cap-Struktur der Wirtszell-RNA,
Komponente des viralen Polymerasekomplexes

2

2341

PB1

Komponente des viralen Polymerasekomplexes,
Endonuklease-Aktivitat

PB1-F2

Immunevasion

2233

PA

Komponente des viralen Polymerasekomplexes,
genaue Funktion unbekannt

1778

HA

Typ-1-Membranprotein,
Oberflachen-Glykoprotein, Homotrimer,
Rezeptorbindung, proteolytische Aktivitat,
Fusionsaktivitat, Antigendeterminante

1565

NP

Monomer, interagiert mit den viralen RNA-Segme
(Ausbildung der Ribonukleoproteine, RNPS),

Enkapsidierung von vVRNA und antigenomischer R
(cRNA), Kernimport der RNPs

hten

1413

NA

Typ-lI-Membranprotein,
Oberflachen-Glykoprotein, Homotetramer,
Abspaltung endstandiger Neuraminsauren,
Antigendeterminante

1027

M1

Matrixprotein, aktiv bei der Morphogenese,
am Kernexport der RNPs beteiligt

M2

Typ-1lI-Membranprotein,
Protonenkanal, fordert die Freisetzung
der Nukleokapside aus dem Endosom

890

NS1

Nichtstrukturprotein im Cytoplasma und

im Zellkern, inhibiert sowohl Spleif3en als
Auch Polyadenylierung und Kernexport
der zellularen mRNA, Interferon-Antagonist

NS2/NEP

Nichtstrukturprotein im Cytoplasma und

im Zellkern, involviert im Kernexport der RNPs

Tab.1.2 RNA-Segmente der Influenza A-Viren, kodierte Piregdeund deren Funktion.

1.4 Replikationszyklus

Der Replikationsverlauf bei Influenzaviren begimit dem Eindringen des Virus in eine

permissive Wirtszelle. Im Zellkern findet die Tranption und Replikation des Genoms statt,
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wahrend die zellulare Translationsmaschinerie intoghasma die Synthese der viralen
Proteine dbernimmt. Nach Fertigstellung ausreicbkenlengen neuer Virusbestandteile
durch die Wirtszelle assembliert das Virus an dgtoglasmamembran und wird durch

Knospung freigesetzt.

Um in eine Wirtszelle eindringen zu kénnen, isteeiddsorption des Virus an zellulare
Rezeptoren notwendig. Das Oberflachenglykoprotéambigglutinin (HA) des Influenza A-
Virus bindet dazu an endstandige N-Acetyl-Neuradumsen, die an Galaktosereste von
glykosylierten Membranproteinen oder -lipiden gedem sind. Das HA humaner Viren
erkennt in den meisten Fallen eine2,6-gebundene Neuraminsaure, wahrend der
Uberwiegende Teil der aviaren Viren ein2,3-glykosidische Bindung bevorzugen (Rogers
und Paulson, 1983; Connor et al.; 1994). Uber Rere@rmittelte Endocytose gelangt das
Virus ins Zellinnere. Die anschlieRende Ansauerdeg Endosomen durch zellulare'-H
ATPasen bewirkt eine starke Konformationsédnderueg #As, die letztendlich in der
Verschmelzung der endosomalen mit der viralen Memtandet (Ubersicht s. Skehel und
Wiley, 2000). Uber den Protonenkanal des M2-Prsteiitd der niedrige pH-Wert weiter ins
Virusinnere gegeben, was zur Ablosung der Nukleskipvon den die Virusinnenseite
auskleidenden M1-Proteinen fuhrt (Helenius, 1992). Aufgrund der
Kernlokalisationssequenzen der Nukleoproteine (WB)den die RNPs Uber die zellularen
Transportwege in den Zellkern gebracht (Whittaeal., 1996; Wang et al., 1997).

Die virale RNA-abhangige RNA-Polymerase besitzhhatie Fahigkeit, mMRNAs mit 5°-Cap-
Strukturen zu modifizieren oder diese zu methyhenad somit die Transkription der viralen
Gene zu initiieren. Anstatt dessen haben die Vden Mechanismus des ,Cap-Snatching®
etabliert, bei dem die PB2-Untereinheit des Pol@sekomplexes das 5°-Ende einer
zellularen mRNA an das 3"-Ende einer vVRNA anladeit. PB1-Untereinheit schneidet dann
die angelagerte mRNA durch ihre Nukleaseaktivi@tlB Nukleotide vom 5°-Ende entfernt
ab (Li et al., 2001). Dadurch wird sowohl eine FpcStruktur als auch ein freies 3"-OH-
Ende bereitgestellt, welches der viralen PolymeiwsePrimer fir die Transkription dient
(Ulmanen et al., 1981; Shi et al., 1995). Die mRWNi#d nun von der PB1-Untereinheit bis zu
einem Bereich von 15 bis 22 Nukleotide vor dem Bd& der vVRNA elongiert. Hier kommt
es am Beginn des pfannenstielférmigen Doppelstramgths in einer Uridin-reichen Region
zum Stottern der Polymerase und somit zur Polydagnypg der neusynthetisierten mRNA
(Luo et al., 1991; Li und Palese, 1994). Die vom dgensegmenten 7 und 8 gebildeten
Transkripte werden teilweise gespleildt. Zur Traimmtawerden die mRNAs ins Zytoplasma

exportiert. Die mRNAs der viralen Membranproteinerden durch Ribosomen direkt ins

5
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rauhe endoplasmatische Retikulum synthetisiert hladben in der Membran verankert. Auf
dem Weg Uber Golgi-Apparat und das Trans-Golgi-Wetk (TGN) zur
Zytoplasmamembran werden sie glykosyliert und, ial Fon HA und M2, zudem noch
palmitoyliert. NA und M2 bilden Tetramere wahrendAHals Trimer in der

Zytoplasmamembran vorliegt.

HA- und NA-Glycoprotein-,.Spikes™

. 1. Anheftung von HA
an Sialinséure der
S~ : Plasmamembran
wmssnf ' B

- . 2. Eindringen

Cytoplasma \
Endosom 3. Endocytose y .
niedriger | P Sy
pH-Wert= ~

acht Segmente
(Striinge)
der Virus-RNA

ol

| sa. Replikation vom [acht Segmente (Stréinge) zehn Virus-mRNAs
Minus- zum Plus- | der Virus-RNA (Plusstriinge)
e

und wieder zum
Minusstrang

6. Translation an
Ribosomen

56 &

5b. Transkrip-
tion von
Minus- zu

| 4. uncoating \
mit Hilfe des

Fusionspeptids .

PB2

Plus-
strangen

WirtssmRNA

I PB2
\_—-’- o
Start-

sequenzen
(Primer)
10. Verpackung PBI1, PB2, PA

7, NS2, NP, M1 o
NS1, NS2, g
=

Virusproteine

Ribonucleoprotein-

kern 3
. Kernmempran

‘ Aufnahme der 8. Golgi-Apparat
. Lipidhiille aus der ) -
Plasmamembran 7. endoplasmatisches Reticulum
\ o~ \D“‘?‘“

‘;\asm‘n\‘““m

. HA, NA M2

@
———— 9. Einbau der viralen Glycoproteine

12. Freisetzung 11. Abschniiren (Knospen) - in die Zellmembran

%

Abb 1.1 Replikationszyklus von Influenza A-Viren

Die Ubrigen Proteine werden an den Ribosomen inogsma synthetisiert. Die Proteine
PB1, PB2, PA, NP, M1, NS1 und NS2 besitzen Kerrllsaionssequenzen und werden
daher zurtick in den Zellkern transportiert. SokaidZellkern eine hohe Konzentration der
Nukleoproteine vorliegt, werden die Pfannenstialdiiren der VRNA aufgelost und die

Transkription kommt zum Erliegen. Nun setzt die thgse von vollstdndigen Gegenstrangen

6
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(cRNA) ein (Beaton und Krug, 1986). Diese werden Wukleoproteinen enkapsidiert und
als Matrize zur Synthese neuer VRNAs verwendet.rnigsynthetisierten vVRNAs assoziieren
mit dem Polymerasekomplex und den NP-Proteinen NPR welche mit Hilfe des
Matrixproteins M1 und des nukleédren ExportproteliS2 aus dem Zellkern in Richtung
Zytoplasmamembran exportiert werden (Whittackex et1996; O"Neill et al., 1998).

An Stellen erhdhter Konzentration viraler Membraoipine bilden sich initiale Budding-
Strukturen, an denen es durch die Interaktion dedrikproteins mit HA, NA und der
Membran, als auch den RNPs zur Freisetzung neuaspértikel kommt (Gomez-Puertas et
al., 2000). Um das Verkleben der Viren untereinangied die Bindung an eine bereits
infizierte Zelle zu verhindern, entfernt die Neuraimase endstandige Neuraminsauren
sowohl von der Hullmembran der Virionen als auckm wter Membran infizierter Zellen.
Dadurch wird den neugebildeten Viren eine héhefziEhz bei Freisetzung und Ausbreitung
ermoglicht. Das Budding der Influenzaviren erfolgh besonderen Cholesterin-reichen
Lipidstrukturen auf der Zelloberflache der Wirtdeel den sogenannten Lipid Rafts
(Scheiffele et al., 1999).

1.5 Influenza beim Menschen

Menschen werden immer wieder durch Influenzavirgiziert, da die Viren in zweifacher

Hinsicht genetisch instabil und somit in der Lagmds einem auf sie wirkenden

Selektionsdruck zu entgehen. Zum einen besitzRiNA-abhangige RNA-Polymerase keine
Korrekturlesefunktion (Proofreading), so dass esdse Replikation zu der relativ hohen
Fehlerrate von ID Mutationen pro Nukleotid kommt. Durch den Erwertonv

Punktmutationen in antigenen Bereichen der Obdr#iéproteine konnen neue
Subtypvarianten entstehen, die nicht mehr vom Insystem erkannt werden. Diesen
Vorgang bezeichnet man a#mntigenic drift Zum anderen gibt es die Moglichkeit des
Austausches ganzer Gensegmente zwischen versceredinfluenza-Subtypen. Solche
Reassortanten konnen entstehen, wenn eine Zellezwen verschiedenen Influenzaviren
infiziert wird und bei der folgenden Zusammenlaggrder Nachkommenviren ein Austausch
von Segmenten stattfindet. Sind die Gensegment®blerflachenproteine vom Reassortment
betroffen, kann es zuanmtigenic shift der Entstehung neuer Subtypen mit stark abwedsren

Antigenitat kommen (Scholtissek, 1979). Sudostasmn héufig der Ursprung solcher

Reassortanten, da dort Menschen, Schweine und \Aifetngstem Raum zusammenleben.

7
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Schweine kdénnen sowohl von avidren als auch vonahem Influenzaviren infiziert werden
und stellen somit eine Art von Mischgefal} fur dekBmbination der viralen RNA-Segmente
dar (Scholtissek et al., 1993). In jungster Vergangit kam es jedoch ebenfalls zu

schwerwiegenden Erkrankungen bei Menschen durdheimia A-Viren avidren Ursprungs.

1.6 Epidemiologie der menschlichen Influenza

Die jahrlich auftretenden Influenza A-Epidemiendi@m auf der nordlichen Hemisphére von
Oktober bis April und auf der sudlichen Hemisph&o:n Mai bis September statt. Die
Krankheit Ubertragt sich durch Aerosole, so dalereiAnsteckung schlecht vorgebeugt
werden kann.

In den Jahren 1918, 1957 und 1968 gab es drei grdlRenza-Pandemien. Fast alle hatten
ihren Ursprung in Sidostasien und breiteten sich dort nach Europa aus. In der Zeit
zwischen den grol3en Pandemien kommt es zu kleigpielemien.

Eine Influenza-Pandemie zeichnet sich durch dieddyeiEigenschaften der weltweiten
Ausbreitung sowie hoher Mortalitdtsraten aus (Wabst Laver, 1975). Treten neue
Influenza A-Subtypen auf oder kommt es zur Wiederkeines alten Subtyps, hat der
Grof3teil der Bevolkerung noch keine schitzende Imtatu gegen die neuen
Oberflachenantigene der Viren entwickelt. Die naligirerenden AntikGrper gegen einen
bekannten Subtyp kreuzreagieren nicht mit dem névedenden Subtyp. Somit kann sich ein
neuer Subtyp in der Bevdlkerung ungehindert ausbreDem Ursprung einer Pandemie liegt
eine Ubertragung eines urspriinglich avidren Virukenen Saugetierwirt zu Grunde. Die
Adaptation an den neuen Wirt kann entweder durcHafdende Mutationen oder durch
Reassortierung zustande kommen (siehe 1.5).

Die Pandemie von 1918 war die schlimmste Pandemieii Geschichte der Menschheit und
forderte nach unterschiedlichen Angaben bis zu 5S0ioklen Todesopfer (Johnson und
Mueller, 2002). Aus archiviertem formalinfixiertenhungenautopsiematerial und aus
gefrorenem, nicht fixiertem Lungengewebe einesubrizaopfers, das im November 1918 im
Permafrostboden begraben wurde, ist das gesamienGees Pandemiestamms rekonstruiert
worden (Taubenberger et al., 1997) und stellte aistH1N1 Virus heraus, das offenbar ohne
Reassortierung von Végeln abstammte (Reid et @911

Die nachfolgenden Pandemiestdmme gehérten zu detyggmn H2N2 (1957/58) und H3N2

(1968): es handelte sich um reassortierte Virem,Gkne avidaren Ursprungs enthielten. 1957
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waren es drei Gene (HA, NA und PB1); 1968 warenves (HA und PB1) (Kawaoka et al.,
1989).

1997 wurde die erste Erkrankung mit einem H5N1-&tamokumentiert (Yuen et al., 1998).
Neuere Isolate zeigen Mutationen in den Polymemsey die sich der Genomsequenz des
humanen 1918-Isolats angleichen (Taubenberger, &045). HSN1 wird daher als ein Virus
betrachtet, von dem moglicherweise eine weitered®ane ausgehen konnte. Bislang ist das
H5N1-Virus jedoch ein Tierseuchenerreger, der nuganz seltenen Fallen durch intensiven

direkten Kontakt mit erkranktem Gefligel auf denfdehen tGbertragen wird.

1.7 Klinik und Pathogenese

Die aerogen Ubertragenen Influenzaviren infiziekdenschen zuerst Gber die Epithelzellen
im Nasopharynxbereich und breiten sich Uber diecfi@ga bis in die Bronchien und
Bronchiolen aus.

Bei einer symptomatischen Infektion kommt es nanbrdnkubationszeit von normalerweise
vier bis finf Tagen zu ersten Krankheitserscheieangvie Kopfschmerzen, Husten,
Schnupfen, Kaltegefuhl und Schuttelfrost. Hoheschaansteigendes Fieber bis 41°C,
Muskelschmerzen, Appetitlosigkeit und allgemeinearikkheitsgefiihl folgen. Ab dem dritten
Tag geht das Fieber zurlick. Bei alteren oder immyomsmierten Patienten tritt als haufigste
Komplikation eine primar virale, interstitielle Lganentziindung auf, die innerhalb weniger
Tage zum Tod fuhren kann. Ein haufig auftretendesblEm stellt eine durch bakterielle
Superinfektion hervorgerufene sekundére Lungenedinig dar, die unter anderem durch
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus auvedasHemophilus influenzaeerursacht
werden kann (Tashiro et al., 1987). Ein Grund dadtidie synergistische Féahigkeit einiger

bakterieller Proteasen, bestimmte virale Hamagughsi zu spalten.

1.8 Aviare Influenza

Wildlebende Wasservdgel sind die naturlichen Wimel somit das Reservoir der Influenza
A-Viren. Eine Influenzainfektion innerhalb diesempe&ies fuhrt meist nicht zu einer

symptomatischen Erkrankung. Die Virusreplikation iN6geln findet meist im
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Gastrointestinaltrakt statt. Die Ausscheidung dgntlsetisierten Viren verlauft tGber den

fakalen Weg.

1.9 Pathogenese der avidren Influenza

Aviare Influenza A-Viren werden aufgrund ihrer Fgheit, schwere und nichtschwere
Erkrankungen in domestiziertem Gefliigel hervorrufarkonnen, in zwei Gruppen eingeteilt.
Die erste Gruppe bilden die hochpathogenen avitirmenzaviren (HPAI-Viren), die sich
bisher auf die Subtypen H5 und H7 begrenzen. HPd+V/verursachen eine systemische
Infektion mit hohem Fieber, Odemen und Hamorrhagdie in der Regel todlich verlauft
(Rott, 1992). Die Viren der zweiten Gruppe veruhgac wesentlich milder verlaufende
Erkrankungen. Die Infektion ist auf die Epitheliges Gastrointestinal- und Respirationstrakts
beschrankt. Sie rufen milde Symptome hervor, dib sift nur in verminderter Eiproduktion
aulBern (Capua und Alexander, 2002). Hierbei spmcaih von niedrig pathogenen aviaren

Influenzaviren (LPAI-Viren).

1.10 Das Hamuqglutinin als Pathogenitdtsdeterm@ant

Jedes einzelne virale Protein tragt durch vielfaltFunktionen und Interaktionen zu einer
effektiven Virusvermehrung bei. Die Frage, welchealen Faktoren die Pathogenitat,
Virulenz und das Wirtsspektrum von Influenza A-Virdeterminieren, ist daher noch nicht
vollstéandig geklart. Die Hauptpathogenitatsdeteamie scheint jedoch zumindest im aviaren
Wirt das Hamagglutinin (HA) zu sein.

Die Aktivierungsspaltung des HAs ist fur die Infielsitat des Virions essentiell (Klenk et al.,
1975). Wahrend der Endozytose des Virus in einee ndfirtszelle kann sich die fusogene
Aktivitat des HAs nur bei gespaltenem Protein eokein. Durch Umlagerung des HAs
kommt es zur Fusion der viralen mit der endosomasmbran, die letztendlich zur
Freisetzung der Nukleokapside in die Zelle und sami Virusreplikation fuhrt. Bei einigen
Virusstammen des H5- und H7-Subtyps wird diesedRpdltung des Hamagglutinins bereits
im TGN durchgefuhrt. Dort prozessiert die Subtéinnliche Protease Furin das Protein in die
zwei Untereinheiten HAund HA, (Stieneke-Grober et al., 1992), die jedoch durcte e

Disulfidbriicke miteinander verbunden bleiben. Vaseizung dafir ist das Vorhandensein
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einer multibasischen Spaltstelle. Die minimale FErkennungssequenz ist R-X-K/R-R-G,
wobei zwischen Arginin und Glycin gespalten wirde@vet al., 1992). Da es sich bei Furin
um eine ubiquitdr vorhandene Protease handelt, didrsich Viren mit multibasischer
Spaltstelle systemisch im avidren Wirt ausbreitai. den tbrigen Virusstammen, die nur
eine mono- oder dibasische Erkennungssequenz éesvird das HA auf der Zelloberflache
oder nach der Virusfreisetzung durch exogene Psetewie z.B. Tryptase Clara in der Lunge
oder Trypsin-ahnliche Proteasen (Garten et al.118Birnov et al., 2002) nachgespalten. Die
Ausbreitung dieser Viren im Wirtsorganismus ist afurdas Vorhandensein einer
entsprechenden Protease beschrankt.
Der Gewebstropismus und die Wirtsspezifitat werddariber hinaus von der
Rezeptorspezifitat des Hamagglutinins gepragt. Aeas unterschiedlichen Verteilung der
2,3- und 2,6-gebundenen Sialinsauren auf verschiedenen nZédigsen sich zum Tell
Ruckschlisse auf die Ausbreitung eines Virusisatainem bestimmten Wirt ziehen (Baum
und Paulson, 1990; Ito et al., 1999).

1.11 Induktion und Wirkung von Typl-Interferonen

Doppelstrangige RNA (dsRNA) kommt in der Zelle umt@rmalen Umstanden nur in sehr
geringem Mald vor. Bei einer Infektion durch RNA-&fir kommt es jedoch durch die
Aktivitat der viralen Polymerase zu einem erhohtAoftreten von dsRNA und 5'-
Triphosphat-Einzelstrang-RNA (5 ppp-ss-RNA), was thiduktion von Typ-I-Interferon zur
Folge hat und Zellen in einen antiviralen Statuseten kann. Die Erkennung von dsRNA
und 5 ppp-ss-RNA erfolgt Uber die ProteinkinasePRR), RIG-I (Retinoic Acid Inducible
Gene 1), MDA-5 (Melanoma Differentiation-Associat&kne 5) oder Toll-Like-Rezeptoren
(TLRs) in der Membran von Vesikeln (siehe Abb. AP Durch die Aktivierung dieser
zellularen Proteine werden Signalkaskaden in Gaesptgt, die Uber NFB (Nukleérer
Faktor B) und IRF-3 (Interferon Regulatory Factor 3) diafdskription von Interferon-und

- stark erhohen. Interferon wird daraufhin von deell& sezerniert und dockt an
Interferonrezeptoren benachbarter Zellen an.

Die in Abbildung 1.2 B dargestellte Aktivierung vdnterferonrezeptoren fuhrt tber die
Phosphorylierung von STAT-1 (Signal Transducer Afxtivator of Transcription-1) und
STAT-2 (Signal Transducer And Activator of Tranption-2) und der Rekrutierung von IRF-

9 (Interferon Regulatory Factor 9) zur erhdhtenn$kaiption und somit Expression von
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Interferon-stimulierten Genen (ISGs). Zu diesen 4Sg&hoéren unter anderem die 2°-5-
Oligoadenylate Synthetase (OAS) und die PKR. Diemm@terung der OAS durch dsRNA im

Zytoplasma fihrt zur Aktivierung der RNase L undng#tiazur Degradation sdmtlicher RNA in

der Zelle (Silverman, 2007). Eine Aktivierung dd€AP durch dsRNA fihrt zudem zu einer
Phosphorylierung des Translations-Elongationsfakir (elF-2 ), was ein Abbrechen der

Proteinsynthese zur Folge hat und somit als aate&viReaktion der Zelle zu verstehen ist
(Garcia-Sastre et al., 1998).
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Abb.1.2 Schematische Darstellung der Interferon-Induktiod der Inhibition durch NS1

1.12 Die Rolle des Nicht-Struktur-Proteins 1 (NS1)

Beim NS1 handelt sich um ein Nichtstrukturprotels, es in infizierten Zellen synthetisiert,
aber nicht in Virionen verpackt wird (Lamb und Kru2p01). Es wird von dem kleinsten
genomischen RNA-Segment mit 890 Nukleotiden kodied ist in der exprimierten Form je
nach Virusspezies 202-237 Aminosauren lang. DasibtSin multifunktionelles Protein, das
sowohl an Protein-Protein, als auch an Protein-RiAraktionen beteiligt ist. Das 26 kDa
grof3e Protein wird dabei in zwei Domanen unteri@lian et al., 1994; Wang und Krug,
1996), wobei die N-terminale Strukturdomane (RNAdB-Doméane, RBD) das Virus primar
vor der antiviralen Immunantwort durch Interferoh- schitzt, wéahrend die C-terminale
Strukturdoméane (Effektor Domane) mit diversen Zaten Faktoren interagieren kann.

12
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Die N-terminale RNA-Binde-Doméane beinhaltet die tems 73 Aminosduren des NS1-
Proteins. Etwa in der Mitte der Doméne befindethstias erste Kernlokalisationssignal
(NLS1), dessen Aminoséauren 35, 38 und 41 entscheifie die Bindung an Importin sind.
Mittels NMR und X-ray Kristallstruktur wurde gezeéiglass NS1 symmetrische Homodimere
bildet (Nemeroff et al., 1995; Bornholdt und Prasz@d6). Diese binden an die antiparallelen
Helices doppelstrangiger RNA (Wang et al., 199%eB-unktion dieser dsRNA-Bindung ist
der Schutz gegen die antivirale Immunantwort durdbition des in 1.11 beschriebenen
Interferon-/ induzierten 2°-5"-oligoadenylate synthetase (OA8Nase L Weges (Min et
al.,, 2006). Zusatzlich verhindert NS1 durch Binduag doppelstrdngige RNA die
Aktivierung der dsRNA-aktivierten Kinase PKR (Enagtial., 1994).

RNA-Binde-Domane Effektor Domane
A A
N N
1 73 134 - 147 302

Abb 1.3 Schematische Darstellung des NS1-Proteins mibd&annten Doménen und

Interaktionspartnern

Des Weiteren wird die zellulare U6 snRNA, eine 8iskelkomponente des Spleiliosoms,
durch die RNA-Binde-Domane blockiert. Dies fuhrt miner Inhibition des Spleil3ens
zellularer mRNA (Wang et al.,, 1998). Durch die Mateale und C-terminale Domane
werden neben Typ | Interferonen auch proinflammstbie Cytokine wie tumor necrosis
factor- , interleukin (IL) 6, chemokine (CC motif) ligand 3CCL3), macrophage
inflammatory protein-1 alpha (MIP-}, IL1 und IL18 inhibiert (Lin et al., 2007). Die C-
terminale Doméane beinhaltet mehrere funktionelled@motive fur elF4Gl, CPSF (CPSF30)
und PABII. Sie beinhaltet zudem ein NES (Kernexgigrial) und das NLS2. Durch die
Interaktion von NS1 mit dem eukaryotischen Tramstesinitiator elF4GI erfolgt eine
Verstarkung der Translation viraler Gene.

Mittels Bindung an PABII (Poly(A)-Binde-Protein 2yird elF4G an die 5 untranslatierten

Regionen viraler mRNAs rekrutiert, wodurch eine fér@nz des Translationsapparates zu
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Gunsten viraler mRNAs entsteht (Enami et al., 19drgui et al., 2003). Die Menge an
Interferon- sinkt im Laufe der Influenza-Infektion. Dies igtrdh die Bindung von NS1 an
PABII und CPSF30 (Cleavage polyadenylation spatffi¢actor 30 kDa) zu erklaren,
wodurch eine vollstandige zellulare mRNA Prozessigr der 3’'Enden und der darauf
folgende Export aus dem Zellkern verhindert wircb@N et al., 2003). Zudem stellt dieser
Effekt geniigend RNAs mit Cap-Strukturen im Zellkéindie virale mMRNA-Synthese bereit.
Der Export viraler mRNAs wird durch das NS1-Proteioht inhibiert, da die Poly(A)-Enden
der viralen mRNAs durch den viralen Polymerasekaxglynthetisiert werden.

Apoptose ist ein weiterer wichtiger Bestandteil delfularen antiviralen Immunantwort. Eine
Influenzainfektion kann hierbei in zwei Phasen uei# werden. Die erste Phase ist die
antiapoptotische Phase, die NS1 durch Aktivierueg BI3K-Akt Weges herbeifuihrt und die
eine effektive Virussynthese gewahrleistet (Zhirnomd Klenk, 2007). Die zweite
proapoptotische Phase findet gréf3tenteils nachvdasproduktion statt und wird induziert
durch das zellulare Protein p53 und das viraledind®B1-F2 (siehe 1.13).

1.13 Weitere Pathogenitatsfaktoren

Die Neuraminidase ist neben dem HA und dem NS1 wiiterer bedeutsamer
Pathogenitatsfaktor. Beim Ubergang eines aviardludnza A-Virus von Wildvogeln auf
domestiziertes Gefligel kommt es in den meisterlefraku einer Deletion des NA-
Stielbereiches, wodurch die Enzymaktivitat abnimfitr H5SN1 Isolate aus Huhnern konnte
gezeigt werden, dass dadurch ein Gleichgewicht cheis Hamagglutinin-Bindung und
Neuraminidase-Aktivitat wiederhergestellt wird, dadurch verringerte Rezeptor-
Bindefahigkeit des HAs im neuen Wirt gestort warafdsovich et al., 1999). Zudem wurde
gezeigt, dass die Neuraminidase des mausadapti¢rtenanen H1N1-Isolats A/WSN/33
spezifisch zu einer Hamagglutinin-Aktivierung bagt. Die Neuraminidase dieses Virus kann
den ubiquitdr vorkommenden Plasmin-Vorlaufer Plasmgen rekrutieren, welcher in der
Lage ist HA zu spalten. So kann es trotz monobhsrsdA-Spaltstelle zu einer systemischen
Infektion kommen (Gao et al., 1999). Verantwortlgdfur sind ein C-terminales Lysin, sowie
das Fehlen einer Zuckerseitenkette an Aminosauitepod46 des NAs (Goto und Kawaoka
1998). Eine Mutation in einem dieser beiden Beritithrt zu einer deutlich verringerten
Virulenz des WSN-Isolats (Goto et al., 2001). IneeMirusproteine wirken sich ebenfalls auf

Pathogenitat und Wirtsspektrum aus. Ein Austaussh RB1-Gens eines humanen Isolates
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mit dem eines avidren Virus fuhrte zu einer Attenuing der Replikation in MDCK Zellen
jedoch nicht in Huhnernieren-Zellen (Snyder et 2887). Zudem wurde gezeigt, dass die
viralen Proteine NP (Scholtissek et al., 1985), PB&nya et al., 2007; Subbarao et al., 1993;
Hatta et al., 2001), M1 (Anwaat al., 2006), M2 (Feng et al., 2006) und NS2 (buki-
Horimoto et al., 2004) oftmals Mutationen zeigeie, €n Virus an bestimmte Wirte anpassen.
Dies wurde besonders flur alle Polymerasegene bii7HGabriel et al., 2005) und H5N1
(Salomon et al., 2006) gezeigt. PB1-F2 induzieitspezifisch Apoptose. So werden vor
allem Zellen des angeborenen Immunsystems gezigietétet (Chen et al., 2001). Dies
konnte ein weiterer viraler Schutz vor der Immumanmt des Wirtes sein und somit die
Pathogenitat beeinflussen. PB1-F2 wird allerdingsaziges virales Protein nicht von allen
Influenzaisolaten exprimiert. Bei Virusisolaten absstimmten Tierarten, insbesondere
Schweinen, ist der Leserahmen unterbrochen, so elassExpression des Proteins nicht
stattfindet (Zell et al., 2007).

1.14 Ausbruch aviarer Influenzaviren 1999/200Ctatién

Im Frithjahr 1999 kam es im Norden Italiens zur {Hagung eines aviaren Influenza A-Virus
des Subtyps H7N1 wahrscheinlich von wildlebendens$®avégeln auf domestiziertes
Geflugel. Die zu diesem Zeitpunkt in Hihnern noabdrigpathogenen Viren breiteten sich
auf insgesamt 199 Gefllugelzuchtbettriebe in deniddeg Venetien und Lombardei aus und
zeigten trotz monobasischer Spaltstelle des Ham#gmis in jungen Puten bereits
Mortalitatsraten von bis zu 97% (Capua et al.,®00n Dezember 1999 trat zum ersten Mal
eine auch fur Huhner hochpathogene Virus-Variantienmultibasischer Spaltstelle im HA
auf. Da diese aufgrund der zuvor beobachteten shdWortalitatsraten in Puten nicht als
hochpathogenes Virus erkannt wurde und Massen-Kgeluund weitere Schutzmalinahmen
ausblieben, kam es innerhalb kirzester Zeit zuenex 412 Ausbriuchen dieser HPAI-Viren
(Capua et al., 2002).

Wahrend von den LPAI-Viren zu Beginn fast auss@tidn Puten und Huhner betroffen
waren, waren die HPAI-Viren in der Lage, viele wedt avidre Spezies wie Pfaue, Straul3e,
Enten und Ganse zu infizieren (Capua et al., 2G2@ua und Mutinelli, Case report, 2001).
Die HA und NA-Gene der Virusisolate wurden gréfdatsequenziert und phylogenetisch
analysiert (Banks et al.,, 2001). Die NeuraminidaBer sequenzierten Isolate weist eine

Deletion von 22 Aminosauren gegenuber dem nachsareiten Wildvogelisolat
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Alteal/Taiwan/WB-2-32-2TPFE2/98 auf. Eine solchddlien konnte bereits haufiger bei der
Einfuhrung eines Wildvogelisolats in domestizier@sflligel beobachtet werden (Zhou et al.,
1999; Spackman et al., 2003) und gilt als Ausweiaktion des Virus auf den

Selektionsdruck, dem es in dem neuen Wirt ausdgessitzDie Spaltstelle des HAs der
niedrigpathogenen Isolate weist gréf3tenteils dais vezbreitete Motiv PEIPKGRGLF auf.

Bei den hochpathogenen Viren wurde, bis auf vieingéigig abweichende Isolate, die
multibasische Sequenz PEIPKGSRVRRGLF nachgewieBes. Weiteren konnten fir die

spaten Virusisolate zusatzliche Glykosylierungsstean Aminosaureposition 123 oder 149
im Rezeptorbindungsbereich des HAs festgestellderer Auffallend hierbei ist, dass alle
hochpathogenen Viren mit multibasischer Spaltstedtienfalls ein Glykan an Position 123 des

HAs besitzen.

1.15 Problemstellung

Im Verlauf der Influenza-Epizootie in Italien kara ien Dezember 1999 zum ersten Auftreten
hochpathogener aviarer Influenzaviren (HPAI-Virevglche aus zuvor grassierenden Viren
niedriger Pathogenitat (LPAI-Viren) hervorgingena(i&s et al., 2000). Innerhalb weniger
Monate kam es zu weiteren 412 Ausbrichen mit Mitditalaten von bis zu 100%. Durch
Sequenzanalysen konnten Mutationen in den meistatenr Proteinen der beiden Gruppen
nachgewiesen werden. Die auffélligste Veranderumigchen HPAI- und LPAI-Viren war
die Einfuhrung einer multibasischen Spaltstelle iamagglutinin, welche als
Grundvoraussetzung fur eine erhdhte Pathogenitat awéren Wirt gilt. Weitere
Auffalligkeiten waren die Entstehung einer zusétmin Glykosylierungsstelle in der Nahe
der Rezeptorbindungsstelle des Hamagglutinins (HAyyie Mutationen in den zellularen
Lokalisationssignalen des Nicht-Struktur-Proteins (MS1), die ausschlie3lich in den
hochpathogenen Varianten zu finden waren.

Um die Mutationen in den viralen Proteinen ndhechkarakterisieren, sollten rekombinante
HPAI-Viren des Isolats A/ostrich/Italy/984/00 hesgglt werden, die jeweils nur ein Protein
des LPAI-Virus Al/chicken/Italy/1082/99 tragen. Ztdi&h sollten HPAI-Virusmutanten
hergestellt werden, deren Glykosylierungsmusted@nRezeptorbindetasche des HAs dem
der LPAI-Viren entspricht. In einem weiteren TedrdDoktorarbeit sollten HPAI-Varianten
hergestellt werden, deren NS1-Gene die entspreehendPAl-Mutationen tragen. Die

hergestellten Virusmutanten sollten beziglich iHR@plikationseffizienz in avidren Zellen

16



Einleitung

und anschlieBend auf Unterschiede in Pathogenitdt lnfektiositat untersucht werden.
Ebenfalls sollten die funktionellen Auswirkungenr d@ngefiihrten Mutationen aufgedeckt

werden.
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2. Material

2.1 Chemikalien

Acrylamid, Rotiphorese Gel 30
Agarose Seakem® LE
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin (Natrium-Salz)
Bacto-Agar

Bovines Serumalbumin (BSA, 35%)
Bovines Serumalbumin (BSA, 98%)
Borsaure

Calciumchlorid

DAPI

DABCO (1,4-diazabicyclo-[2,2,2]-Oktan)

DEAE-Dextran
Dextransulfat
Denhardt’s-Losung (50x)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA-Langenstandard Massrul@t
DTT

Eosin G

Essigsaure
Essigsaureanhydrid

Ethanol absolut
Ethidiumbromid

Ethylendinitrilotetraessigsaure (EDTA)

Fisch-DNA aus Heringsspermien
Formaldehyd (37%)
Formamid

Fotales Kélberserum (FCS)
Glukose

Glutamin

Glycerin

Hefeextrakt

Hefe-tRNA

Isopentan

Isopropanol

Jodlésung

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kristallviolett

Lipofectamin ™ 2000
Magnesiumchlorid

Mayers Hamalaunlésung
Mowiol 4-88

Natriumchlorid
Natriumcitrat

Material

Carl Roth GmbH, Kars
Cambrex Bio Science, Rockland
BioRad, Miinchen
Serva, Heidelberg
BD, Frankreich
MP Biomedicals, USA
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck-Schaetit, Hohenbrunn
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Carl Roth GmbH, Karlsruh
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisefen
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Gibco BRL, Eggenstein
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Riedel-de Haen, Seelze
Riedel-de Haen, Seelze
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Calbiochem, USA
Riedel-de Haen, Seelze
Merck, Darmstadt

di-Natriumhydrogenphosphatdodecahydrat Merck, Damfhsta
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Natriumhydroxid
Natriumhydrogencarbonat
Page Ruler Prest. Protein Ladder Plus
Paraformaldehyd

Penecillin

Pepton

Phenolrot

Polyethylenglykol (4000)
RNase-Inhibitor
Sachharose

Salzséaure

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Streptomycin

Material

Riedel-de-Haen, Seelze
Merck, Darmstadt
Fermentake&b-Rot
Merck, Darmstadt
Gibco BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Riedel-de-Haen, Seelze
Sigma, Deisenhofen
Fermentas, St. Leon-Rot
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gibco BRL, Eggenstein

TEMED (N,N,N’,N”-Tetramethylendiamin) BioRad, Mihen

Triethanolamin (TEA)

Triton X-100

Tris (Trishydroxymetylaminomethan)
TWEEN 20

Xylol

2.2 Antikérper

Anti-Influenza A NS1: sc-17596 (goat)
Anti- -Aktin (mouse)

Anti-Ziege Rhodamin (Esel)
Anti-Ziege 800 (Esel)

Anti-Maus 800 (Ziege)
Anti-Kaninchen HRP (Schwein)

Anti Kaninchen 800 (Ziege)
Anti-KP-Serum (Kaninchen)

2.3 Enzyme

DNase |
Pfu-Turbo®-DNA-Polymerase
PfuUltra™ DNA-Polymerase
Proteinkinase K

RNase A

RNase T1

T7 RNA-Polymerase
TPCK-Trypsin

10x Trypsin, 2,5%
Trypsin-EDTA
Tag-Polymerase

Restriktionsendonukleasen

BsmBI CGTCTC(1/5)

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg
Acros organio§A

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

SANTA CR|&anta Cruz
Abcam, Cambridge, U.K.
Jackson, SuffolkKU
Rockland, U.S.A.
Rockland, U.S.A.

Dako, Danemark
Rockland, U.S.A.

Inst. F. Virologlarburg

Stratagene, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
Qiagen, Hilden
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenstein

Gibco BRL, Eggenstein
Qiagen, Hilden

NEB, Frankfurt
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BstUI CG CG
Dpnl GmA TC
Eco 311 GGTCTC(1/5)
Hind IlI A AGCTT
Narl GG CGCC
Msel T TAA

2.4 Plasmide
pBluescript KS+
pUc 18
pHH21
pollSapl
pHW2000

2.5 Oligonukleotide

Material

Fermentas, St. Leon-Rot
NEB, Frankfurt
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, ST. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Ro
NEB, Frankfurt.

Stratagene, Heidelberg

Stratagene, Heidelberg

Labor von Y. Kawaoka, Madison, USA
Jurgen Stech

Erich Hoffmann

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biote(Ebersberg) synthetisiert.

Klonierungsprimer

BDUnNI-PB1#1
BDUNi-PB1#2
BDUnNI-PA#1
BDUnNi-PA#2
BDUnNI-PB2#1
BDUni-PB2#2
BDUni-HA#1
BDUNI-NP#1
BDUnNI-NP#2
BDUNi-N1#1
BDUnNI-N1#2
BDUNI-M#1
BDUnNIi-M#2
BDUNIi-NS#1
BDUnNI-NS#2

Mutageneseprimer

HA-GS1-Narl-Fo

HA-GS1-Narl-Re

HA-GS2-BstUI-Fo

5'-CGAAGTTGGGGGGGAGCGAAAGCAGGCA-3'
5'-GGCCGCCGGGTTATTAGTAGAAACAAGGCA-3
5'-CGAAGTTGGGGGGGAGCGAAAGCAGGTAC-3
5'-GGCCGCCGGGTTATTAGTAGAAACAAGGTAC-3'
5'-CGAAGTTGGGGGGGAGCGAAAGCAGGTC-3
5'-GGCCGCCGGGTTATTAGTAGAAACAAGGTCG-3
5'-CGAAGTTGGGGGGGAGCAAAAGCAGGGG-3
5'-CGAAGTTGGGGGGGAGCAAAAGCAGGGTA-3
5'-GGCCGCCGGGTTATTAGTAGAAACAAGGGTA-3'
5'-CGAAGTTGGGGGGGAGCAAAAGCAGGAGT-3
5'-GGCCGCCGGGTTATTAGTAGAAACAAGGAGT-3'
5'-CGAAGTTGGGGGGGAAGCAAAAGCAGGTAG-3
5'-GGCCGCCGGGTTATTAGTAGAAACAAGGTAG-3'
5'-CGAAGTTGGGGGGGAAGCAAAAGCAGGGTG-3
5'-GGCCGCCGGGTTATTAGTAGAAACAAGGGTG-3'

5 -GGAATAAGAACTAATGGCGCCACCAGTA
CATGTAGG-3’
5'-CCTACATGTACTGGTGGCGCCATTAGTTC
TTATTCC-3’
5'-CTGTCAAACACAGACAACGCGACATTCC
CGCAGATGACTAAG-3’

HA-GS2-BstUI-Re 5 -CTTAGTCATCTGCGGGAATGTCGCGTTGT

CTGTGTTTGA CAG-3’
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Material

Ital-NS-VD/IN-fo
Ital-NS-VD/IN-re
Ital-NS-IN/VD-fo
Ital-NS-IN/VD-re

5'-GCTAATTTCTCAATCCTATTTAATCAACTAGAAAC-3'
S'-GTTTCTAGTTGATTAAATAGGATTGAGAAATTAGC-3'
5'-GCTAATTTCTCAGTCCTATTTGATCAACTAGAAAC-3'
S'-GTTTCTAGTTGATCAAATAGGACTGAGAAATTAGC-3'

2.6 Kits

High-Pure RNA Isolation Kit

Roche, Mannheim

RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden
Qiaprep8® Miniprep Kit Qiagen, Hilden
Qiagen® Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
Qiaquick® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
Qiaquick® PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
Quik-Change Site Directed Mutagenesis Kit Stratageéteidelberg
QIAamp® Viral RNA Mini Kit Qiagen, Hilden

Nuclear Extraction Kit IMGENEX, San Diego

2.7 Zellkultur
Materialien

6 Well-Platten

12 Well-Platten

96 Well-Mikrotiterplatte
Gewebekulturschalen
Zellkulturflaschen (75 cm2)
Zellkulturschalen (&: 6 cm)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenbeu
Greiner Bio-One GmbH, Frickenbeu
Greiner Bio-One GmbH,i¢ékenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Fntlerisen
Greiner Bio-One Gmbickenhausen
Greiner Bio-One Gmiptckenhausen

Zellschaber Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Medien

MEM (2x) Gibco BRL, Eggenstein

DMEM Gibco BRL, Eggenstein
OptiIMEM® | Gibco BRL, Eggenste

Wachstumsmedien: 1x Medium
10% FCS
1% Glutamin
1% Penicillin/Streptomycin

1x Medium
1% Glutamin
0,2% BSA (35%)
1% Penicillin/Streptomycin

Infektionsmedien:

Plaquetest-Overlay: 2x MEM 25 mi
Glutamin 0,5 ml
BSA (35%) 0,30 ml
1,8% Bacto-Agar 25 mi

Penicillin/Streptomycin 0,5 ml
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Material

Zelllinien

MDCK I Madin-Darby canine kidney: permanente Epittelllinie aus der
Niere eines weiblichen Cockerspaniels

293T humane embryonale Nierenzelllinie

Primére Zellen

CEF Huhnerembryofibroblasten

DEF Entenembryofibroblasten

TEF Putenembryofibroblasten

2.8 Bakterienkultur

Escherichia coli Stamm XL1-Blue

Medien:

LB Medium 10g Pepton, 5g Hefeextrakt, 10g NaClddnit dHO
LB-Agar 2% Bactoagar in LB-Medium

NZY-Broth 10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 5 g Nal2,5 ml 1M MgC},

12,5 ml MgSQ, 10 ml 2 M Glucoselésung ad 1 b®

2.9 Virusstamme

Alostrich/Italy/984/2000
Al/broiler breeder/Italy/1082/99

2.10 Puffer und L6sungen

Acetylierungspuffer DEPC-PBS
0,1 M Triethanolamin pH 8,0
0,25% Essigsaureanhydrid
0,3% konzentrierte Salzsaure

Agarosegel-Probenpuffer (6x) 0,25% Bromphenolblau
40% Saccharose
Anodenpuffer | 0,3 M Tris-HCI, pH 10,4
20% Methanol
Anodenpuffer Il 25 mM Tris-HCI, pH 10,4
20% Methanol
DEPC-HO dH0, 0,1% DEPC, 0.N. rihren + autoklavieren
DEPC-PBS PBS def. , 0,1% DEPC, u.N. rihren eldatieren
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Entwicklungspuffer

Eosin-Stammlésung (10x)

Fixierungspuffer

Hybridisierungspuffer

Katodenpuffer

Kristallviolett-Gebrauchslésung

Mowiol

PBS def.

PBS™

Prahybridisierungspuffer

Proteinase K-Puffer

Material

Kodak™ Developer D-19

1 g Eosin
25 ml Ethanol
25 ml HO

Kodak™ Fixer

50% deionisiertes Formamid
10% Dextransulfat
1x Denhardt’s Solution
4x SSC
1 mg/ml Hefe-tRNA
0,1 mg/ml Fisch-DNA (immer frisch denaturieren)
10 MM EDTA

25 mM Tris-HCI, pH 9,4
40 mM Aminocapronsaure
20% Methanol

270 ml Formaldel{$d%o)
730 ml HO
1g Kristallviolett

2,4 g Mowiol 4-88

6 g Glycerin

6 ml HO

- U.N. quellen lassen

12 ml TrisHCI (0,2M, pH 8,5)

- auf 50-60°C erhitzen

- zentrifugieren 15 min 4000 U
Uberstand + 10% DABCO

8 g NaCl

0,2 g KCI

1,15 g NgHPOy
0,2 g KHPO,
ad 1 | mit d5O

wie PBS def. , mit 0,1 g Mg£10,13 g CaGl

50% deionisiertes Fornthmi
4x SSC

DEPC.0
0,1 M Tris-HCI
50 mM EDTA
pH 8,0
0,2 pg/ml Proteinase-K
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2x Proteingel-Probenpuffer

RNase-Puffer

Sammelgel 4%ig

10x SDS Proteingelpuffer

20x SSC

TBE-Puffer pH 8,3 (10x)

Trengel 10%ig

TSS-Puffer

2.11 Gerate

Blotapparatur
Fluoreszenzmikroskop
Mikroskop Labovert

ODYSSEY Infrared Imaging System

PCR-Cycler Primus

Material

0,1 M Tris-HCI, pH 8,0
4% SDS
20% Glycerin
0,1 MDTT
0,04% Bromphenolblau

10 mM Tris7HCI, pH 7,6
0,5 M NacCl
1 mM EDTA
20 pg/ml RNase A
1 U/ml RNaseT

1,2 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8,%&DS
3 ml HO
0,65 ml 30% Acrylamid/ 2% Bisacrylamid
50 pl 10% APS
7 ul TEMED

0,03 M SDS
1,25 M Tris-HCI, pH 7,4
1,92 M Glycin
ad 1 | HO bidest.

3 M NacCl
0,3 M Natriumcitrat
pH 7,0

108 g Tris
55 g Borsaure
9,3 g EDTA
ad 100 ml mit dbD

2,5ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,8BS
3,9 ml HO
3,4 ml 30% Acrylamid/ 2% Bisacrylamid
50 pl 10% APS
5,5 ul TEMED

85% LB-Medium
10% (w/v) PEG 8000
5% (v/v) DMSO
50 mM MgC}
pH 6,5, steril filtrieren

Keutz, Reiskirchen

Zeiss, Jena

Leitz, Wetzlar

LI-COR Biosciences, Bamhiburg
MWG-Biotech, Ebersberg
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pH-Meter

Photometer, Gene Quant pro

Protein-Gelapparatur

Thermocycler Primus 96 advanced

Thermomixer compact

Ultraschallgeréat

Zentrifugen Avanti J-26 XP
Centrifuge 5417R
Minifuge T
Multifuge 3 S-R

Material

Amersham BioscieBrasnschweig
Keutz, Reiskirchen
PeqgLab, Erlangen
Eppendorf, Wesseling-Berizdor
Bandelin Sonorex
Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Heraeus-Instruments, Hanau
Heraeus-Instruments, Hanau
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Methoden

3. Methoden

3.1 Virusanzucht im embryonierten Hithnerei

Die meisten Influenzaviren lassen sich in elf Tageen, embryonierten Hihnereiern
vermehren, so dass die zu entnehmende Allantossfliésit infizierter Eier als Virus-
Stammlosung dienen kann. Dazu wurden zunéchst dieinfizierenden Hihnereier
durchleuchtet, um festzustellen, ob sich im InnesenEmbryo befindet. Im nachsten Schritt
wurden die Eier mittels einer Jodl6ésung im Bereddr Luftblase desinfiziert und dort
vorsichtig ein kleines Loch gebohrt, um mit eing@ri&e das Ei mit der Virussuspension zu
inokulieren.

Den Eiern wurden jeweils 1000 pfpléque-forming-unifseiner Virussupension (in PBS

in die Allantoishdhle injiziert. Dies geschieht nginer Kantle der Gréf3e 0,55 x 25mm, um
bei vollstandigem senkrechtem Einfihren exakt i@ Ailantoisflissigkeit zu treffen. Die
Offnung wurde nach Infektion mit Ponal-Klebstoffrsehlossen. Die infizierten Eier wurden
anschlieB3end fir mindestens 48h in den 37°C-Inkulbrait 80% Luftfeuchtigkeit gestellt.

Um eine blutfreie Entnahme der bendtigten Allarftossigkeit zu ermdglichen, wurden die
Eier nach 48h flr vier Stunden bei 4°C gelagerts wa einer Kontraktion der Blutgefalie
fihrte. Nach Offnung des Eies wurden Embryo undtédsack mit dem Stiel eines kleinen
Plastikloffels vorsichtig an die Seite gedrtickt, omaglichst gut an die Allantoisflissigkeit zu
gelangen. Diese wurde mit einer 10ml-Spritze umgkreKanule mit einer Grof3e von 1,2 X
40mm aus dem Ei gezogen. Nachdem der Virustitetelsiteines HA-Tests (siehe 3.3)
bestimmt wurde, teilte man die Flussigkeit in Bfrtohrchen (a 200ul) auf und lagerte diese
bei —80°C.

3.2 Virusvermehrung in MDCK-Il Zellen

Als Alternative zum Huhnerei bietet sich die Mogkeit, Influenzaviren in
Saugetierzellkulturen zu vermehren. In diesem Ralfden MDCK-II Zellen verwendet.
Hierbei wurden in einer 75 cm? Flasche konfluenvaghsene MDCK-II Zellen mit PBS
0,2% BSA gewaschen und anschliel3end mit 1000 fhizigrt. Nach ca. 48h wurde der HA-
Titer, wie in 3.3 beschrieben, bestimmt und derrstamd als Aliquots bei -80°C eingefroren.
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Der exakte Titer infektioser Partikel in der Losumgrde anschliel3end Gber einen Plaquetest

bestimmt.

3.3 Hamagaglutinationstest (HA-Test)

Influenzaviren besitzen das Oberflachen-Glykoprotdémagglutinin, welches an zellulare
endstandige Neuraminsauren bindet. Durch diesetiRreind sie auch in der Lage, an
Erythrozyten zu adsorbieren. Aufgrund dieser Fadiigkentstehen in einer Virus-

Erythrozytensuspension Vernetzungen von Viren undhEozyten (Hamagglutination). Bei

zunehmenden Virusverdinnungen und gleich Dbleibendaythrozytenkonzentration

unterbleibt ab einer kritischen Viruskonzentrataie Hamagglutination. Dadurch kann eine
guantitative Aussage Uber die entsprechende Vinmkaration getroffen werden. Eine so
genannte Hamagglutinationseinheit (HAU) ist deipexke Wert der Verdinnungsstufe, bei
der gerade noch eine Hamagglutination erfolgt whdamit ein Mal3 fur den Virustiter.

Die Verdinnung der Virussuspension erfolgte in\2erdiinnungsschritten auf einer 96 Well-
Mikrotiterplatte mit V-formiger Vertiefung. Zunachsvurden ab dem zweiten Well 50ul
PBSer vorgelegt. 100ul der Virussuspension wurden irsteekVell pipettiert. Aus diesem
Well wurden 50ul Virus entnommen, in die nachstetiétung gegeben und resuspendiert.
Die Verdunnungsreihe setzte sich fort, indem 5044 der letzten Verdlinnung ins nachste
Well gegeben wurden. Aus dem letzten Well wurdeml ¥@rworfen.

Zu den einzelnen Virusverdinnungen wurden nun 50 giner 1%igen
Huhnererythrozytenlésung gegeben. Nach einer 3Qigaril Inkubationszeit dieser Virus-
Erythrozytensuspension bei 4°C konnten in einzellWéells Agglutinationen festgestellt
werden. Nicht-agglutinierte Erythrozyten sedimeméie und bildeten so genannte
-Knopfchen* auf dem Boden der Wells.

3.4 Plaquetest

Diese Methode dient der quantitativen Bestimmuntekimbser Viruspartikel in einer
Virussuspension. Das Grundprinzip beinhaltet, dasme Verdinnungsreihe des

Ausgangsvirus auf eine Zellkultur wie beispielswei®DCKII-Zellen inokuliert und
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anschlieBend durch Zusatz von Agar verfestigt wirel. Agar ermdglicht den Viren zwar die
Ausbreitung auf benachbarte Zellen, verhindert at&ss Viren weiter entfernte Zellen durch
Diffusion im Medium infizieren kbnnen.

Wenige Tage nach Infektion sind so genannte Plagistgbar. Plaques sind voneinander
abgrenzbare Bereiche abgestorbener Zellen. Jedguélgeht durch die Infektion eines
einzigen Virus hervor. Der Plaquetiter einer Visgsension wird irplaque-forming units
(pfu) /ml angegeben.

Am Vortag wurden hierzu MDCKII-Zellen in vierfach&ferdiinnung auf 6 bzw. 12 Well-
Platten gegeben und Uber Nacht bei 37°C inkubMBCKII-Zellen wurden in Minimal
Essential Medium (MEM) mit 10% fotalem Kalberser(iRCS) kultiviert. Am nachsten Tag
wurden die konfluenten Zellen zunéchst mit PB§,2% BSA gewaschen und anschlieRend
mit einer Verdiinnungsreihe einer Virussuspensidiziart. Die Verdinnungsreihe wurde in
10er Schritten durchgefuhrt. Die Infektion der MDIGKellen fand mit jeweils 333ul (6
Well-Platte) bzw. 200ul (12 Well-Platte) pro Wekrdentsprechenden Virusverdinnung fur
eine halbe Stunde (90 Minuten fur NS1-Mutanten)3#iC-Inkubator statt. Anschlie3end
wurde das Inokulum abgenommen und die infiziertetleh zweimal mit PBS 0,2% BSA
gewaschen, bevor diese mit jeweils 3ml bzw. 1,2Blaguetest-Overlay (s. 2.7) Uberschichtet
wurden. Nach Erkalten der Agarschicht wurden dideBefur weitere 3 Tage bei 37°C
inkubiert. Nach dieser Zeit wurden zur Fixierungluimfarbung der Zellen je 3ml bzw. 1,5ml
Kristallviolettibsung (siehe 2.10) in jedes Wellpgttiert. Kristallviolett farbt nur lebende
Zellen an, die durch die Virusinfektion abgestodierZellen blieben farblos. Nach ca. 12
Stunden wurde die Farbelbésung abgesaugt, und daesglgicht wurde vorsichtig mit einem
Spatel aus den Wells herausgeholt. Um verbliebegarraste zu entfernen, wurden die
einzelnen Wells mit entionisiertem Wasser ausgelmescZuletzt wurden die 6 Well- bzw.

12 Well-Platten bei Raumtemperatur fir 24h getretkmd die Plaques ausgezahlt.

3.5 Zellkulturmethoden

In dieser Arbeit wurden CEF (Huhnerembryofibrokdagt DEF (Entenembryofibroblasten),
TEF (Putenembryofibroblasten), 293T (Humane emhai@mierenzellen) und MDCK-II

(Madin-Darby canine kidney, Nierentubulus des H@dds Zellsysteme fur die gegebenen
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Versuche verwendet. 293T und MDCK-II lagen als pvente Zelllinie vor, wahrend CEF,
DEF und TEF als primére Zelllinie kurz vor den Merisen isoliert oder aufgetaut wurden.
Als Medium fir 293T, CEF, DEF und TEF diente 1x DMEDulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) mit 10% FCS (fotales Kalberserum), 1% H?8n(cillin und Streptomycin) und 1%
Glut (L-Glutamin). MDCK-I1I benétigten als Medium IMEM (Minimum Essential Medium)
mit 10% FCS, 1% Glut und 1% P/S.

3.5.1 Herstellung von priméaren Zellen

Die Herstellung der primaren Zellen aviaren Ursgi(CEF, DEF und TEF) erfolgt aus 11-
13 Tage alten Embryonen. Diese wurden 11 bzw. 18eTang bei 37°C in feuchter
Atmosphare mit zwei bzw. vier taglichen Drehungem 180° bebritet. Um zunédchst an den
Embryo zu gelangen wurden die Eier im Bereich deftldlase desinfiziert. Die Eischale
sowie die Eihaut wurden nach dem Offnen des Eiespheren Ende vorsichtig mit Hilfe
einer sterilen Pinzette entfernt. Der Embryo konmie am Hals aus dem Ei herausgezogen
und in eine Gewebekulturschale tUberfuhrt werden. Kf wurde abgetrennt, der restliche
Torso in einen Schnabel-Kolben gegeben und zweimial je 200ml 1x GKN-Puffer
gewaschen. Anschlieend nahm man den Torso in 30RrMKN-Puffer mit 2,5% Trypsin
(2:10) auf und lie3 ihn zweimal fir jeweils 40miai L00rpm auf dem Magnetruhrer rihren.
Durch die Zugabe von Trypsin l6sten sich langsaenFilbroblasten von den Embryonen ab.
Der Uberstand wurde durch einen Gazetrichter gefilin Zentrifugenbecher gleichméaRig
abgefillt und fir 10min bei 2000rpm und Raumtemperan der Minifuge zentrifugiert.
Wahrend dieses Vorgangs setzten sich die isoliedetien auf dem Boden des
Zentrifugenbechers ab. Diese wurden nach Abschittes Uberstands in 20ml des
entsprechenden Mediums aufgenommen, in 7&8elikulturflaschen verteilt und bei 37°C,
5% CGQ und konstanter Luftfeuchtigkeit im Brutschrankubiert.

3.5.2 Passagieren von Zellkulturen

Um eine stabile Zelllinie aufrecht zu erhalten, dem die permanenten Zellkulturen alle drei
bis vier Tage in 75 cm? Flaschen passagiert. VorRdssage wurden Medium, Trypsin und
PBSier auf 37°C im Wasserbad erhitzt. Der Uberstand dgikdltur wurde abgegossen, die
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Zellen mit 20 ml PB&sgewaschen und 2 ml Trypsin/EDTA hinzu gegeben. MBIZellen
wurden fur ca. 20 Minuten bei 37°C inkubiert, bichsalle Zellen abgeldst hatten. Bei 293T,
CEF, DEF und TEF wurde das Trypsin vor der Inkubatbgegossen, und die Inkubation
erfolgte nur fur ca. 3-5 Minuten. Die abgel6stenllete wurden in frischem Medium
aufgenommen und je nach Bedarf auf Flaschen od€il@en verteilt. Zur Regeneration und

weiterem Wachstum wurde die Zellkultur bei 37°C, 8%, und konstanter Luftfeuchtigkeit

inkubiert.
Umsetzfaktoren:

Zellart Passage fur 1 Tag  Passage fur 2 Tage Rafgag Tage
293T 1:2 1:6 1:12
MDCK-II 1:3 1:10 1:30

CEF 1:5

DEF 1:5

TEF 1:5

3.5.3 Lagerung von Zellkulturen (einfrieren/auftale

Zur schnelleren und einfacheren Handhabung vorkdalren lassen sich diese einfrieren
und bei Bedarf wieder auftauen und weiter verwenden

Hierzu wurden die Zellen mit PB& gewaschen, anschlie@end mit Trypsin/EDTA
abtrypsiniert und in 5 ml Medium (1x DMEM, 10% FOYS, Glut) aufgenommen. Nach 5
minutiger Zentrifugation bei 1000U wurde der Ubanst verworfen und das Zellpellet erneut
in 53 ml des identischen Mediums resuspendierts Abefrierschutzmittel zur
Kryokonservierung wurden jeweils 750 ul steriles 8®1 (Dimethylsulfoxid) hinzugegeben
und je 1,5 ml der Zellsuspension auf vier Einfisdémchen verteilt. Zum Einfrieren wurden die
Rohrchen Uber Nacht in einem Isopropanoltank b@iG8gelagert und am nachsten Tag in
flissigen Stickstoff Gberfuhrt.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Zellen dem S$tioKtank entnommen und direkt bei
37°C inkubiert, bis die Zellen vollstandig aufgdtavaren. Die Zellen wurden vorsichtig
resuspendiert und mit dem entsprechenden MediumDIEM, 10% FCS, P/S, Glut) in

Plastikgefal3e (6 cm Schéalchen; 75 cm? Flascher) Badarf verteilt. Die Zellen wurden im
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Brutschrank bei 37°C, 5% GQund konstanter Luftfeuchtigkeit Uber Nacht inkubieAm
nachsten Tag wurde ein Mediumwechsel durchgefilnm, das verbliebene DMSO zu
entfernen, und die Zellkultur erneut bei 37°C inieub

3.6 Isolierung viraler RNA

Zur Isolierung viraler RNA aus Allantoisflissigkeind Zelliberstdnden wurden die drei Kits
,RNeasy’ Mini Kit” (Qiagen), ,High Pure RNA-Isolation Kit{Roche) und ,QlAamp Viral
RNA Mini Kit“ (Qiagen) verwendet.

Bei allen Kits wird die Probe zuerst lysiert und &J¢n inaktiviert. Die RNA wird an eine
Membran gebunden, Kontaminationen durch mehrerechigagritte entfernt und die RNA in
RNase freiem Puffer eluiert.

Die Isolierung wurde entsprechend der Herstelleabeg durchgefiihrt.

3.7 Klonierung mittels BD In-FusioR! Dry-Down PCR Cloning Kit

Das BD In-Fusion Dry-Down PCR Cloning Kit erméglices, PCR-Produkte in jedes
Plasmid (Vektor) zu klonieren, ohne dass dafir Resinsenzyme, Ligasen oder
Dephosphorylierungen notwendig sind. Die einzigeavigsetzung ist die Verwendung von
Primern in der PCR, die 15 Basen homolog zu dere&nlgs verwendeten Vektors sind. Das
BD In-Fusion™ Enzym erzeugt einzelstrangige Regionen in den hogesi Bereichen und
fusioniert anschlieliend das PCR-Produkt in den &feRie Klonierung wurde entsprechend
der Herstellerangaben durchgefuhrt.

3.7.1 Reverse Transkription

Mittels einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase (Regeffranskriptase, RT) wird die
einzelstrangige RNA mit Hilfe eines Primers in @lstrangige DNA (cDNA) umgeschrieben.
Verwendet wurde die Omniscript RT von Qiagen. Demwendete Uni-12 Primer erlaubt die

Herstellung der cDNA aller Influenza-spezifischeen@msegmente in einem Ansatz. Der
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Ansatz wurde nach dem anschlieenden Schema tenstell mittels eines PCR-Cyclers

(Primus 96 advanced, PEQLAB) nach dem entsprecine@geler-Programm durchgefuhrt.

RT-Ansatz:

RNA 4 pl
Primer Unil2 (20 M) 2 1
RNase Inhibitor 15 |
dNTP-Mix (25 mM/Nucleotid) 2|
10x Omniscript RT-Puffer 2 1
Omniscript RT (2,5U/1) 11
H,O (RNase-frei) 7,5 ul
Gesamtmenge 20 pl

Cycler-Programm:
Elongation 37°C 60 min

Inaktivierung 93°C 3 min

3.7.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) mit PlasmitBabigen Primern

Bei der Polymerasekettenreaktiqggolymerase chain reactiopifCR) handelt es sich um eine
Methode zur Amplifizierung von DNA-Sequenzem8 et al., 1988). Das Prinzip beruht auf
der Denaturierung der Template-DNA, wodurch es Taeannung der beiden DNA-Strange
kommt. Im folgenden Annealing-Schritt hybridisierérimer an die Einzelstrang-DNA-
Bereiche, und es erfolgt im Elongationsschritt &gnthese des zwischen den Primern
liegenden DNA-Bereichs durch eine DNA-abhangige DR#lymerase. Durch mehrmaliges
Durchlaufen dieses Zyklus wird das DNA-Fragmentagntiell vervielfaltigt.

Die DNA-Synthese wurde in dieser PCR von der hitggken Ultra-Pfu DNA-Polymerase
aus dem thermophilen BakteriuRyrococcus furiosukatalysiert. Sie hat neben der 5'-3’
Polymerisationsaktivitdt eine  verbesserte  3'-5 +iiabease-Aktivitdat, die eine
Korrekturaktivitat proofreading erlaubt.

Ein Standard-PCR-Ansatz ist im Folgenden dargéestell
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Template-DNA/cDNA (-100 ng) variabel
Fo-Primer (20 M) 2 |
Re-Primer (20 M) 2 1
10x Ultra-Pfu Polymerase-Puffer 10
dNTP-Mix (25 mM/Nucleotid) 11
Ultra-Pfu DNA-Polymerase il
ddH,O variabel
Gesamtmenge 100 pl

Die PCR erfolgte in 2001 PCR-Reaktionsgefal3en in einem PCR-Cyckrninjus MWG)
nach folgendem Temperaturprogramm:

Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 95°C 30s

Primer-Annealing 50-68°C 30s 35 Zyklen
Elongation 72°C 1 min/kb Plasmid

Finale Elongation 72°C 5 min

Kuhlung 4°C

Die optimale Annealing-Temperatur wurde durch tieoretische Schmelztemperatyy der
Primer abzuglich 5°C festgelegt. Die Schmelztemperst abhéngig von Lange, dem GC-
Gehalt der Oligonucleotide und der gewlnschten iSg@ggzer Hybridisierung.

3.8In vitro Mutagenese

Die in vitro Mutagenese wurde nach der Methode des Quik-Chan@i® Directed
Mutagenesis Kit von Stratagene durchgefiihrt. Ds¢seine molekularbiologische Technik,
mit der Punktmutationen, einzelne und multiple Aosi@iureaustausche bei Plasmiden
vorgenommen werden konnen. Von einem Ausgangsplasmird mittels zweier
Mutageneseprimer, die an der beabsichtigten Stella Template abweichen, eine PCR
durchgefuhrt. Die Primer sollten etwa 15 Nukleotale beiden Seiten der Mutationsstelle

Uberragen und nach Mdéglichkeit mit Cytosin oder @aanden.
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Bei der PCR entstehen Plasmide, die die gewinddhtation auf beiden Strangen tragen,
allerdings auch Plasmide, welche nicht oder nuzedgtréangig mutiert sind. Um nur komplett
mutierte Plasmide zu erhalten, wird die Probe eifgnl Verdau unterzogen. Dpnl ist eine
Endonuklease mit der Zielsequenz (5'-G M%thC-3") und schneidet spezifisch methylierte
und hemimethylierte DNA. Augscherichia coliisolierte DNA ist DAM-methyliert. Das in

der PCR amplifizierte, mutierte Plasmid tragt aa &rimer anschlieend zwei Nicks, die

nach einer Transformation i colidurch das Bakterium repariert werden.
Durchfuhrung:
In dieser Arbeit wurden die verwendeten Plasmide 381- und 1082-Virus nach folgendem

Schema mutagenisiert.

PCR-Mutagenese-Ansatz:

Plasmid-DNA (10-100 ng) 1l
Fo-Primer (20 M) 11
Re-Primer (20 M) 11
10x Pfu-Turbo Polymerase-Puffer b
dNTP-Mix (25 mM/Nucleotid) 11
Pfu-Turbo DNA-Polymerase 1
ddH,O 40 pl
Gesamtmenge 50 pl

Cycler-Programm:

Denaturierung 94°C 1 min
Denaturierung 95°C 30s

Primer-Annealing 48-52°C 30s 18 Zyklen
Elongation 70°C 1 min/kb Plasmid

Finale Elongation 70°C 5 min

Kihlung 4°C

Die Proben wurden mit je 1 pl Dpnl (5U/ul) versaimd fur eine Stunde bei 37°C inkubiert.
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3.9 Herstellung und Transformation kompetenter 8eh

Gewisse Bakterienstamme zeigen naturliche Kompetenakz sind in der Lage, auch ohne
Vorbehandlung freie DNA aufzunehmen. Bakterien wiB. Escherichia colikdnnen erst
durch die Vorbehandlung mit geeigneten Chemikafi@alciumchlorid, Magnesiumchlorid)
und einen anschlielBenden Hitzeschock eine kunstlibmpetenz erhalten (Chung et al.,
1989). Der zu Grunde liegende Mechanismus ist irtaiDgedoch nicht geklart. Die DNA
wird in Form von Plasmiden mit einer Ampicillinreg@nz (-Lactamase, bla) als

Selektionsmarker in die Bakterien transformiert.

3.9.1 Herstellung TSS-kompetenter Bakterien

100ul E.coli XL1-Blue (Stratagene) wurden in 5 ml LB-Medium amgpft und tUber Nacht
bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert. Am Morgearden von dieser Ubernachtkultur 400
pl zu 20 ml LB-Medium in einem 200 ml Erlenmeyetk@h gegeben und bis zu einer OD
von 0,5 bei 37°C geschdttelt (etwa 3 Stunden). Alesi8@end wurden die Bakterien direkt flr
30 Minuten auf Eis gestellt. Die Bakterienlosungrdeu gleichméRig auf zwei Flaschen
verteilt und 10 Minuten bei 3000rpm und 4°C zentgiert. Nach dem Absaugen des
Uberstandes wurden die zwei Pellets in je einemT@B-Medium resuspendiert. Zum
Einfrieren wurde die Bakteriensuspension auf 20%c&in eingestellt, die Bakterien zu je
200 ul in Reaktionsgefal3e aliquotiert und nach reBehockgefrierung durch Ethanol mit
Trockeneis bei -80°C gelagert.

3.9.2 Transformation TSS-kompetenter Bakterien

Die bei -80°C gelagerten kompetenten XL1-Blue-Baktewurden langsam auf Eis aufgetaut
und 1-10 pl Plasmid-DNA zugegeben. Der Ansatz waigiehmischt und fir 30 Minuten auf
Eis inkubiert. Die Bakterien wurden in einem auf’@2voreingestellten Wasserbad zwei
Minuten lang einem Hitzeschock ausgesetzt und ée€emd weitere zwei Minuten auf Eis
abgekuhlt. Um eine Ausbildung der auf den Plasmkimtierten Resistenz zu gewdahrleisten
wurden die Bakterien in 800ul LB-Medium gegeben entk Stunde bei 37°C geschittelt.

Zur Selektion auf transformierte Bakterien wurden100ul der Bakteriensuspension mit
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einem Drigalsky-Spatel auf LB-Platten mit Ampiaill(100 pg/ml) ausgestrichen und tber
Nacht bei 37°C inkubiert.

3.9.3 Transformation von XL10-Gold Ultracompetes|€

Um auch schwierige Plasmidkonstrukte erfolgreichtansformieren wurden kompetente
Bakterien (XL10-Gold Ultracompetent Cells) von &igene verwendet, welche sich durch
eine hohe Transformationseffizienz auszeichnenwhksle hierbei nach Herstellerangaben

vorgegangen.

3.10 Bakterien-PCR

Durch diese Methode ist es mdglich, in der Tramsfdron positive Klone direkt mittels PCR

zu identifizieren, ohne die Plasmid-DNA isolieranrmiissen.

Durchfuhrung:

Mit einem sterilen Holzzahnstocher wurden Kolonwem einer Platte gepickt und in den in

der unten folgenden Tabelle angegebenen Ansatspesdiert. Ein Teil der Kolonie wurde

in 5 ml flissigem LB-Medium mit 0,1 mg/ml Ampicili Gber Nacht angezlchtet, um bei
positiver Transformation eine Plasmidpraparatiorcdeufihren. Nach der Resuspendierung
wurde die Probe in einem PCR-Cycler auf 94°C ethitm die Plasmide freizusetzen, und

anschlieBend ein PCR-Programm durchgefihrt.

PCR Ansatz:

Fo-Primer (20 M) 0,5 |
Re-Primer (20 M) 0,5 |
10x Tag Polymerase-Puffer 2,b
dNTP-Mix (25 mM/Nucleotid) 0,51
Taqg DNA-Polymerase 0,25 |
ddH,0 20,5 pl
+ 1 Bakterienkolonie (gepickt)

Gesamtmenge 24,75 pl
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Cycler-Programm:

Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 93°C 30s

Primer-Annealing 52°C 30s 28 Zyklen
Elongation 70°C 2 min

Finale Elongation 70°C 10 min

3.11 Restriktion von DNA-Fragmenten

Beim so genannten Restriktionsverdau werden Réstmdendonukleasen verwendet. Dies
sind Enzyme, die die Phosphodiesterbindungen inermreines DNA-Molekils an genau

definierten Stellen hydrolysieren. Sie erkennerrd@eeine spezifische Sequenz von meist
vier bis acht Nukleotiden mit Palindrom-Struktur.

Durchfuhrung:
Etwa 200 ng Plasmid-DNA wurden mit der vom Herstelangegebenen Menge an
Restriktionsenzym, 10fach-Puffer und, falls angegelBSA (bovine serum albumine) fir

drei Stunden bei dem Temperaturoptimum des Enzykgbiert und gegebenenfalls fur 10
Minuten bei 65°C inaktiviert.

3.12 Mini- und Maxipraparation von Plasmid-DNA d8mkterien

Die Minipraparation und Maxipraparation sind molkkbiologische Methoden zur
Gewinnung von Plasmiden aus Bakterienkulturen.dw@rsolierung von Plasmid-DNA aus
kleinen Kulturvolumina wurde das QiaprépBliniprep Kit verwendet, fiir die Isolierung aus
groRen Kulturvolumina das QIAGENPlasmid Maxi Kit. Beide Kits beruhen auf der
Methode der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly,72P der bakteriellen Zellen. Bei der
Minipraparation schlie3t eine Adsorption der DNA ame Silica-Membran unter hohen
Salzkonzentrationen an. Nach einem WaschschrittEnifernung von Endonukleasen und
Salzen wird die DNA in EB-Puffer oder Wasser elui@ei der Maxipraparation schlief3t
jedoch an die Lyse die Auftrennung Uber Anionen{Auscher-Membranen unter niedrigen

Salz- und pH-Konzentrationen an. Ein Waschschatgtf unter Mediumsalzbedingungen
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wonach die DNA unter Hochsalzbedingungen eluied anschlielRend durch Isopropanol-
Fallung entsalzt und aufgereinigt wird.
Die genaue Durchfuhrung ist dem beiliegenden Hadldloles Herstellers zu entnehmen.

3.13 Virusrescue

Die Herstellung der fiir diese Arbeit benoétigtenambkinanten Influenza A-Viren erfolgte
mittels der Methode nach Neumann (Neumann et1889). Dazu werden 293T Zellen mit
acht Plasmiden transfiziert, die fur je ein Gen lddisienzavirus unter Kontrolle des humanen
RNA-Polymerase | Promotors kodieren. Nach Transknpdieser Plasmide entstehen die
acht viralen RNAs (VRNAS). Zur Erstellung infekt@isVirionen wird eine RNA abhangige
RNA-Polymerase bendtigt. Daher werden zusatzlichdem acht Plasmiden noch vier
Expressionsplasmide transfiziert, die unter der tkale eines Polymerase Il Promotors
stehen. Diese beinhalten die Gene fir die Polyregease und das Nucleoprotein des Virus
A/WSN/33. Nach Bildung der vRNAs und des Polymekaseplexes erfolgt der vollstandige
Replikationszyklus, bei dem infektiose Virionen stehen. Da sich 293T-Zellen zwar gut
transfizieren lassen, jedoch in ihnen nur einenggeriVirusvermehrung stattfindet, erfolgt im
Anschluss eine Infektion von MDCK-II Zellen, in dam Influenzaviren zu hohen Titern
replizieren.

In dieser Arbeit wurde der Virus-Rescue in Mischiulverwendet. Bei dieser Methode
transfiziert man eine Mischkultur aus 293T Zelleld uMDCK-II Zellen, wodurch den in
293T Zellen entstandenen Viren eine direkte Intekiiler MDCK-II Zellen erméglicht wird

und eine gute Vermehrung erfolgt.

Durchfuhrung:

Am Vortag wurden 293T Zellen 1:2 und MDCK-II Zelldn3 in neue Flaschen umgesetzt.
Zur Herstellung der Mischkultur wurden MDCK-Il Zeli einmal mit PB&: gewaschen und
anschlieRend zweimal mit 2,5 ml Trypsin/EDTA gespiler Uberstand wurde sorgfaltig
abgegossen und die Zellen fur 20 Minuten bei 3#Kuibiert. Kurz vor dem Ablésen der
MDCK-II Zellen wurden die 293T Zellen einmal mit Bg; gewaschen und mit 2 ml
Trypsin/EDTA gespult. Das Trypsin wurde sorgfaléiggegossen und die Zellen fur ca. 3
Minuten in den Brutschrank gestellt, bis sie sielbgt hatten. Die gelésten MDCK-II Zellen
wurden in 9 ml OptiMEM resuspendiert. Je 3 ml wurde den 293T Zellen gegeben. Zu der
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Mischkultur wurden noch 37 ml OptiMEM gegeben, umuschlieRend je 4 ml auf 6¢cm-
Schalchen verteilt. Im Brutschrank wurde die Miadhk bei 37°C Uber Nacht fir maximal
16 Stunden inkubiert.

Fur die Transfektion wurde ein Ansatz aus den 1 &l 1 pHH21 Plasmid sowie den 4
Expressionsplasmiden zu je 1 ug jedes Plasmidsgllerddie Ausnahme bildete das PA-
Expressionsplasmid, von welchem nur 0,2 pug zu dersatz pipettiert wurde. Die Ansétze
wurden auf Eis in 1,5 ml Reaktionsgefal3e pipetterd anschlieRend je 250 pl OptiMEM
(P/S) zugegeben. Zusatzlich wurden pro Ansatz 2B0OptiMEM (P/S) mit 20 ul
Lipofectamin in einem extra Reaktionsgefal® verntisdlie Ansatze wurden 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden ie &eaktionsgefalle (mit 250 pl
Plasmide/OptiIMEM) 250 pl des Lipofectamin/OptiMENMnhgatzes gegeben und 20 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Mischkulturen vom Vortag wurden wahrend der ub&tionszeit einmal mit PBS
gewaschen. Anschlieend wurde 3,5 ml 37°C warmdasMBM (P/S) zu jedem Schélchen
gegeben. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde rjielesatz in ein 6cm-Schalchen mit
Mischkultur gegeben.

Die Zellen wurden im Brutschrank fir 10-16 Stundssi 37°C und 5% C@inkubiert.
Danach erfolgte ein Mediumwechsel. Das alte Medmumde abgesaugt und 4 ml OptiMEM
(P/S) zu den Kulturen gegeben. Es erfolgte eindenesiinkubation von 24-48 Stunden bei
37°C und 5% CQ Wahrend dieser Zeit wurden infektiose Viren irs ddedium freigesetzt,
die zur Weiterpassage genutzt wurden.

MDCK-II Zellen in 6cm Schéalchen wurden einmal mB® ", 0,2% BSA gewaschen. Zu
diesen Zellen wurde 1 ml des Mischkulturiiberstandesvie 3 ml Medium (MEM 0,2%
BSA, 0,5% FCS, Glut, P/S) gegeben. Nach 2-4 Tagaenvalle Zellen durchinfiziert und ein
ausreichender Titer fur die Produktion eines Vidiseks in Huhnereiern oder MDCK-II

Zellen erreicht.

3.14 Plaguereinigung

Um nach dem Virusrescue ein klonales Virus fir arggéhende Versuche zu erhalten,

wurden nacheinander zwei Plaguereinigungsschuittengdjefihrt.
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Durchfuhrung:

Es wurde ein Plaquetest (siehe 3.4) ohne Kristéttfarbung durchgefihrt und anschliel3end
wird ein einzelner Plaque mit der dartiber liegendlgarschicht ausgestochen. Dieser Plaque
wurde in 1 ml PBS 0,2%BSA bei 4°C iiber Nacht gelést. Das gelésteus/iwurde
anschlieBend im embryonierten Hihnerei oder inkd#lir vermehrt (siehe Kap. 3.1 oder
3.2).

3.15 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde nach der Didesoxymethwath Sanger, auch bezeichnet als
Kettenabbruchmethode, durchgefiihrt. Ahnlich der R@f die doppelstrangige DNA durch
Erhitzung aufgeschmolzen und von einem Primer d&esgk ein komplementarer Strang
durch eine DNA-Polymerase aufsynthetisiert. In deeaktionsansatz befinden sich alle vier
Desoxynucleotide sowie mit Fluoreszenzfarbstofferkoppelte Didesoxynucleotide
(ddNTPs). Jedes der vier verschiedenen ddNTPs igt emem unterschiedlichen
Fluoreszenzmarker versehen. Der Einbau eines ddNifPszu Kettenabbruchprodukten, die
in einer Kapillar-Gelelektrophorese aufgetrennt wod Fluoreszenz angeregt werden. Uber
das Fluoreszenzsignal und die Strangldnge wirdBdigensequenz der Ausgangs-DNA als

Chromatogramm ausgegeben.

Durchfuhrung:

Die DNA-Konzentration bei Plasmiden fir eine Probellte bei 200 ng liegen, die
Konzentration fir PCR-Produkte bei 100 ng. Ein Rrinwurde in der Konzentration von 10
pmol hinzugegeben und das Gemisch auf ein Endvaiwna 6 pl mit HO aufgefillt. Die

Proben wurden mit einem Megabace-Sequenzierer (#ram Bioscience) sequenziert.

Sequenzierprimer:
Je nach Gen wurde eine unterschiedliche Anzaliramern eingesetzt. Da das NS-Gen das
kirzeste DNA-Fragment im Influenza-Genom ist, wuhilerfir nur ein Forward- und ein

Reverse-Primer bendtigt. Das HA-Gen bendtigte weitenen liegende Primer.
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3.16 Praparation von Embryonen und Herstellung®efrierschnitten

11-13 Tage alte, embryonierte Eier wurden wie hit#schrieben infiziert und friilhestens 36
Stunden nach Infektion kurz auf 4°C abgekihlt. Atis@end wurden Allantoisflissigkeit
und Embryonen entnommen. Den Embryonen wurden KBlifgel und Beine mit einer
Schere abgetrennt und der Rumpf danach fur maxt@é@ekunden in auf —-50°C gekihltes
Isopentan getaucht und somit schockgefroren. Died@efrorenen Embryonen kdénnen
anschlieBend bei —80°C bis zu zwei Jahre langeswdhrt werden.

Am Kryotom (Frigocut 2800-N, Fa. Reichert-Jung) kén von den so préaparierten
Embryonen bei —20°C, 20 um dicke Gefrierschnittgyedertigt werden. Diese werden
anschlieRend auf SuperFrost-Objekttrager (Fa. Meakgser) aufgebracht und kénnen nach

Lufttrocknung wie die schockgefrorenen Embryoneni88°C gelagert werden.

3.17In situ Hybridisierung

Mit Hilfe der in situ Hybridisierung lasst sich unter anderem mRNA odeale RNA in
Zellen und Geweben spezifisch darstellen. Fiur gieziische Erkennung werden RNA-
Sonden in komplementarer Orientierung zu der zekiierenden RNA verwendet. Diese
Sonden lassen sich durch den Einbau¥8amarkiertem dUTP kennzeichnen und kénnen so

im Gewebe mittels einer speziellen Photoemulsiogektellt werden.

In dieser Arbeit wurde diein situ Hybridisierung zur Detektion viraler RNA in

Gefrierschnitten von Hilhnerembryonen verwendet.

3.17.1 Herstellung der Sonde

Fur die in situ Hybridisierung werden®S-markierte RNA-Sonden verwendet, da sie

spezifisch mit der gewlnschten Zielsequenz hybeadis kdonnen. Diese Eigenschaft von

RNA-Sonden beruht auf der grol3en Stabilitdt von Ri¥ybriden. Die RNA-Sonden kénnen

durch ,run off*in vitro Transkription hergestellt werden. Dazu klonierthnegn Fragment des
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entsprechenden Gens in einen Transkriptionsvektojass es von Promotoren fur die T3-
und T7-RNA-Polymerase umgeben wird. Vor der vitro Transkription muss das
Transkriptionskonstrukt durch einen Restriktionsler am Ende des klonierten
Genfragments linearisiert werden. Nur so kann @&giefit zur Herstellung von ,run off*
Transkripten kommen. Da die beiden Promotoren déA{Rolymerasen rechts und links des
Inserts liegen, kdénnen je nach Wahl RNA-Sondensénse oder antisenseRichtung
synthetisiert werden. In dieser Arbeit soll die Brestung des Virus in histologischen
Schnitten dargestellt werden. Deshalb wird ein $kaptionskonstrukt mit kloniertem
Influenza-NP-Fragment verwendet. Die radioaktivkieten NP-Sonden erkennen
spezifisch die Inluenza-NP-RNA und somit die Bdmeic in denen Virusreplikation

stattfindet.

Ein NP-Fragment des FPV-Virus von 365 bp Langeldareits in dem Vektor pBluescript
KS+ kloniert vor. DieantisenseRNA kann mit mRNA und cRNA hybridisieren. Sie @aher
spater effizienter zu detektieren als die antisé®i¥@, die nur mit vVRNA hybridisieren kann.

Aus diesem Grund wurden ausschlie3lich antisensA-Ridnskripte verwendet.

5 ug des Vektor-Konstrukts wurden mit 15 Units Bestriktionsenzyms Hindlll Gber Nacht
bei 37°C linearisiert und mit dem Qiaquick PCR Reation Kit aufgereinigt. Anschliel3end
wurde die**S-dUTP-Lésung in der Speed-Vac eingedampft undalgende Reaktionsansatz

zugegeben.

Ansatz

1 pg linearisiertes Plasmid 8 |
DTT 15 |
10x Transkriptionspuffer 1,7 |
dNTP-Mix ohne UTP (25 mM/Nucleotid) 2,9
RNase-Inhibitor 1,3 ul
T7-Polymerase 2 1
Gesamtmenge 17 pl

Der Reaktionsansatz wurde fur 2 Stunden bei 37°kubiert und die RNA-Sonden
anschlieBend mit dem Roche High Pure RNA Isolakinaufgereinigt. Die Effizienz der
%3-Markierung wurde per Szintillationsmessung bestim Dafir wurden 2% jedes
Saulendurchflusses entnommen, mit 2 ml Szintilteidésung versetzt und die vorhandene

Radioaktivitat bestimmit.
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3.17.2 Vorbehandlung der Gewebeschnitte

Durch die Vorbehandlung wird das Gewebe fixiert uhe zu detektierende RNA flur die
Sonde zuganglich gemacht. Die bei -80°C gelagertawyoschnitte wurden auf
Raumtemperatur erwarmt und fur 1 Stunde in 4%ifgsch angesetzter Formaldehydlésung
(in DEPC-PBS, pH 7,2) fixiert. Anschlie3end wurd#a Schnitte dreimal je 10 Minuten mit
DEPC-PBS gewaschen und dann fur 10 Minuten bei 3WitCProteinase K (0,2 pg/ml in
Proteinase K-Puffer) behandelt. Nun wurden die B&hrfiir 1 Minute in DEPC-Wasser
getaucht und anschlieend fir 10 Minuten in 4%igermaldehydlésung nachfixiert. Es
folgten zwei Waschschritte; zuerst in DEPC-PBS @nliM Glycin und dann in DEPC-PBS.
Zur Reduktion unspezifischer Bindungen der RNA-Sonan freie, positiv geladene
Aminogruppen von Proteinen wurden die Schnitte XZ0r Minuten in frisch angesetztem
Acetylierungspuffer acetyliert. Die Praparate wurdein weiteres Mal fir 5 Minuten in
DEPC-PBS gewaschen und durch kurzes EintaucheésDdigen und 70%igen Ethanol
dehydriert. An dieser Stelle kénnen die Schnittehndufttrocknung bis zur weiteren

Verarbeitung bei —20°C gelagert werden.

3.17.3 Hybridisierung

Zur Hybridisierung werden zunachst je 200 pl Préidggierungspuffer auf die
vorbehandelten Schnitte gegeben. Diese werden imetmreDeckglaschen in einer feuchten
Kammer fir 1 Stunde bei 55°C inkubiert. Wahrendsdaswird der Ansatz fiur die
Hybridisierung vorbereitet. Die Sonde sollte dadiif 5x1¢ cpm/ul in Hybridisierungspuffer
verdinnt werden. Nach dem Abgiel3en des Prahylerdisgspuffers werden je 50 pl der
Sondenlésung mittig auf jeden Schnitt gegeben. Wief®end werden Deckglaschen
blasenfrei auf die Objekttrager gelegt und mit ted@akem Montagekleber umfahren und
damit verschlossen. Die Inkubation erfolgt tber MNafiir mindestens 16 Stunden. Vor
Beginn der Posthybridisierung wurden die Objekeragrsichtig vom Montagekleber befreit
und die Deckglaschen anschliel3end in 2x SSC aligélis iberschissigen und unspezfisch
gebundenen Sonden wurden durch Waschschritte méhraender Stringenz entfernt. Dazu
wurden die Schnitte fir je 10 Minuten bei 37°C i @SC und 1x SSC in DEPC-Wasser
gewaschen. Beim folgenden RNase-Verdau fur 1 Stlede37°C wird samtliche noch
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vorhandene einzelstrangige RNA abgebaut. Die zupBigfrangen hybridisierten RNA-
Sonden sind vor dem Verdau durch die RNase gedclitgzfolgten weitere Waschschritte
von je 10 Minuten in 0,5x SSC und 0,2x SSC bei 3Dér letzte Waschschritt fand in 0,2x
SSC bei 60°C fur 1 Stunde in feuchter Kammer sHit. weitere 2 Minuten in di® und

jeweils kurzem Eintauchen in 50%, 70% und 96% HEbhasind die Schnitte nach

Lufttrocknung bereit fur die Visualisierung.

3.17.4 Visualisierung der gebundenen Sonde im lbigigchen Bild

Die getrockneten Objekttrager wurden fur 24 Stundden—20°C in einer Fotokassette mit
aufgelegtem Rontgenfilm (BioMax MR™, Kodak) aufbdanta Nach der Entwicklung konnte
anhand der Intensitat der Schwarzfarbung beurtedtden, wie lange die anschlie3end
aufgetragene Photoemulsion (Kodak NTB2™) auf defekdtvagern verbleiben sollte. Die
Beschichtung ist notwendig, um die radioaktive, getene Sonde mikroskopisch auf dem
histologischen Schnitt sichtbar zu machen. Die &moulsion muss vor dem ersten Gebrauch
1:1 mit Wasser verdinnt und ein paar Kornchen Wasdgkr zur Herabsetzung der
Oberflachenspannung zugesetzt werden. Sowohl dasalals auch die Photoldsung mussen
1 Stunde lang bei 42°C inkubiert werden, um dieagigle Masse der Photoemulsion zu
schmelzen. Die verdinnte Photoemulsion wird in d0Afiquots in Szintillationsréhrchen
abgeflllt und anschlieBend einzeln mit mindestemsi Z.agen Aluminiumfolie lichtdicht
umschlossen. Die verdinnte Photoemulsion ist b@igElagert 6 Monate lang haltbar. Diese
und die folgenden Schritte mussen entweder in atsmoDunkelheit oder bei geeignetem
Rotlicht (Safelight Filter No. 2™) durchgefuhrt wen, um eine vorzeitige Belichtung der
Photoemulsion zu vermeiden. Die vorverdinnte Pmotdgon wurde in ein spezielles Gefald
(Hypercoat dipping vessel RPN 39™ Amersham Phammadd¢K) umgefillt. Nach einer 5
minutigen Wartezeit wurden die Objekttrager in 4 C warme gebrauchsfertige Emulsion
getaucht und bis zur vdlligen Trocknung zusammem @mer Schale hygroskopischer
Silikagelkugeln Uber Nacht bei Raumtemperatur aifgkt. In Objekttragerkasten sortiert
werden die Schnitte fir weitere 5-11 Tage bei 4%€ Zur Entwicklung aufbewahrt. Die
Dauer der Exposition hing von der zuvor durch dgfigelegten Réntgenfilm (BioMax MR™,
Kodak, USA) abgeschatzten Signalstarke der Hybedisagsreaktion ab. Die beschichteten
Schnitte werden danach 5 Minuten in speziellem kkier (D19™, Kodak, USA) inkubiert,
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dann kurz in Wasser gespult und 10 Minuten in FetgRapid Fixer™, Kodak, USA)
vollstandig entwickelt. Die Photoemulsion ist big die Stellen, die durch die Radioaktivitat
bestrahlt wurden, klar geworden. Die bestrahltelléSt bleiben als schwarze Granula auf der

entwickelten Photoemulsion sichtbar.

3.18 Hamatoxylin-Eosin (HE)- Farbung

In HE-gefarbten Praparaten zeigen sich in der Mikopie durch Hamatoxylin gefarbte
basophile Zellkerne und eosinophiles Zytoplasma. Biythrozyten erscheinen orange, und

das ubrige Gewebe ist rot bis violett abgestuft.

Die Schnitte werden vor Beginn der HE-Farbung futunde gewdassert, danach 30-60
Sekunden in saures Hamatoxylin getaucht und amfdnid wahrend 10 minutiger
Wasserung zur Intensivierung und Fixierung der &dgbgeblaut. Die Farbung mit Eosin
erfolgt fur 15-30 Sekunden, bevor die Objekttradehydriert werden. Hierflir werden sie
jeweils kurz in 70%, 80%, 90%, 96% Ethanol und zaadifir 3 Minuten in 100% Ethanol

getaucht. Die Dehydrierung ist mit zwei funfminig Schritten in Xylol abgeschlossen.
Nachdem sich das Lésungsmittel verfliichtigt hat;dea die Schnitte zur Konservierung mit

Entellan eingedeckelt.

3.19 Immunhistochemische Odyssey-Anfarbung von &emn

Durch diese Methode lassen sich Proteine in Zalleh Geweben spezifisch darstellen. Die
eingefrorenen Schnitte der Embryonen wurden dazdearbuft getrocknet und anschlie3end
in einer Methanol/Aceton (1:1, -20°C) fur 15miniék. Die Schnitte wurden dreimal 10min
mit PBSier gewaschen und anschliel3end fur eine Stunde mitPB% BSA geblockt. Der
Erst-Antikdrper (Anti-KP-Serum aus Kaninchen) wurti250 in PB&s 1% BSA verdunnt.
Nach dem Blocken wurden jeweils 250ul der Erst-Rirpper Verdinnung auf die mit
Fettstift umfahrenen Schnitte gegeben und dieseRlaeimtemperatur fir 2 Stunden leicht
geschwenkt. Es folgten erneut drei WaschschritteRBiS fr je 10 min, bevor 250ul der
Zweit-Antikdrper Lésung (Anti-Kaninchen-800nm in BBs 0,1% Tween, 1% Milchpulver
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1:1000 verdunnt) auf die Schnitte pipettiert wurdédiese wurden zwei Stunden bei
Raumtemperatur und Abdunklung inkubiert. Die Sdenwurden nach der Abnahme des
Antikorpers nochmals dreimal fir 10min mit PBSyewaschen. Auch dieser Schritt wurde
abgedunkelt durchgefiihrt, bevor die Schnitte amd9ely-Gerat eingescannt wurden (Fokus
Offset: +1.0mm).

3.20 Immunhistochemische DAB-Anfarbung

Ziel dieser Methode ist es, die Virusinfektion iresimmten Zellen und unter dem
Lichtmikroskop farblich darzustellen. Bei dieser thiede wurden die eingefrorenen
Embryoschnitte an der Luft getrocknet und anscklel3in einer Methanol/Aceton (1:1, -
20°C) fur 15min fixiert. Zur Blockierung endogerieeroxidase wurden die Schnitte 15min in
eine 1%ige HO,-Losung (in PBSdef) gelegt und bei Raumtemperatkmbiert. Die Schnitte
wurden dreimal 10min mit PB§ gewaschen und anschlie3end fir eine Stunde miyBS
1% BSA geblockt. Der Erst-Antikdrper (Anti-KP-Seruaus Kaninchen) wurde 1:250 in
PBSier 1% BSA verdinnt. Nach dem Blocken wurden jewe®# der Erst-Antikdrper
Verdunnung auf die mit Fettstift umfahrenen Sclengiggeben und diese bei Raumtemperatur
fur 2 Stunden leicht geschwenkt. Es folgten errtkat Waschschritte mit PB§ fur je 10
min, bevor 250ul der Zweit-Antikérper Losung (Aitaninchen-HRP (aus Ziege) in PRS
0,1% Tween, 1% Milchpulver 1:250 verdunnt) auf @ehnitte pipettiert wurden. Diese
wurden zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiedt necch der Abnahme des Antikorpers
nochmals dreimal fir 10min mit PB$S(0,1%Tween) gewaschen.

Um den mit Peroxidase gekoppelten Zweitantikorpgerudem Lichtmikroskop sichtbar zu
machen, wurden 300ul einer FAST DAB-LOsung von Sightdrich auf die Schnitte
gegeben. Durch die Reaktion mit Sauerstoff lagent BAB (3, 3'-Diaminobenzidin) auf dem
Objekttrager ab. Dieser braune Farbstoff entstehden Stellen, an dem die Peroxidase das
H,O, in H,O und Sauerstoff umwandelt. Dartiber kann indirektsprotein nachgewiesen
werden. Nach 5-30 minutiger Inkubation werden dibrfitte sorgfaltig fir 10min gewassert

und anschlieBend einer HE-Farbung unterzogen (Si€l&3.
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3.21 Bestimmung der Mittleren Todeszeit (MDT) urest Bgg Infectious Dose 50 (E4E)

Als Mal3 fur die Virulenz von Influenzaviren gibt eerschiedene Kenngrof3en, die sich auf
die Schadigung von Hihnerembryonen beziehen.

Die MDT drtckt den mittleren Todeszeitpunkt 11-18¢€ alter infizierter aviarer Embryonen

aus. Sie wird in Stunden nach Infektion (h p.i.pegeben. Pro Virus wurden jeweils 10

embryonierte Eier infiziert, die anschlie3end medlentaglich auf abgestorbene Embryonen
untersucht wurden. Die Infektionsdosis sollte diedrigst mogliche Virusverdiinnung sein,

bei der alle Embryonen sterben.

Die ElIDsgbeschreibt die Virusdosis (angegeben in pfu, skeiebei der genau die Hélfte der

inokulierten Embryos infiziert werden. Dazu wurddd Tage alte avidre Embryonen

verschiedenen Viruskonzentrationen in 10er Verdigen beimpft und nach 48 Stunden die

Allantoisflussigkeit mittels HA-Test (3.3) auf Viswachstum untersucht.

3.22 Western Blot

Beim Western Blot (Immunoblot) werden durch Gel&lehorese aufgetrennte Proteine auf
eine Tragermembran elektrophoretisch transfermdtdurch Antikdrper nachgewiesen.

3.22.1 SDS-PAGE

Als Gelelektrophoresetechnik wurde die diskontirlidee Natrium-Dodecylsulfat (SDS)-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) verwéndeei der sich Proteine unter
denaturierenden Bedingungen aufgrund ihrer Masderaghiede auftrennen lassen
(Laemmli, 1970). Bei der Probenvorbereitung wirdSSIb Probenpuffer im Uberschuss zu
den Proteinen hinzugegeben. Die Probe wird andidnié 5 Minuten auf 95°C erhitzt, um
Sekundar- und Tertiarstrukturen aufzubrechen. Je@ES-Anion bindet an zwei
Aminosaurereste der Proteine, was ihnen eine negdtadung verleiht, die ungefahr

proportional zur Masse ist.

Durchfuhrung:
Zu Beginn wurden alle Komponenten der Gelkammer@iefRapparatur gereinigt, sowie das

Gel nach folgendem Pipettierschema vorbereitet:
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Trenngel Trenngel Sammelgel
(10%) (15%) (4,5%)
30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid 3,4 mi 5,0 mi omb
1,5M Tris/HCL + 0,4% SDS, pH 8,8 2,5ml 2,5ml
0,5M Tris/HCL + 0,4% SDS, pH 6,8 --- 1,3ml
ddH20 3,9 ml 2,3 ml 2,9 ml|
10% APS 50 pl 50 pl 50 ul
TEMED 5,5 pl 5,5 l 7 ul

APS und TEMED wurden direkt vor dem Giel3en des fgefs hinzugegeben und die
Gelschicht mit Isopropanol Uberschichtet, um einattggy Oberkante zu erzeugen. Nach
Auspolymerisieren des Gels wurde das Isoproparggraiimmen und APS sowie TEMED zu
der vorbereiteten Sammelgelldsung hinzugegebenlL@keing Gber das Trenngel gegossen
und der Gelkamm eingesetzt. Nach ausreichendemfeoigationszeit wurde das Gel nun
vertikal in die Elektrophoresekammer eingespanmt die Kammer mit 1x SDS-Laufpuffer

geflllt. Nach Entfernen des Kamms wurden die Teasapespult und die Proben sowie 1ul
PageRuler Prestained Protein Ladder Plus von Fean@ndie Taschen pipettiert. Anode und
Kathode wurden angeschlossen, sowie eine Spannumg MO0 Volt angelegt. Die

Elektrophorese wurde gestoppt, nachdem die Farlebded Lauffront aus dem Gel hinaus

geflossen war.

3.22.2 Western Transfer von Proteinen auf Nitradedle (Semi-Dry-Blot)

Die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Protkémeen mittels Elektroblotting auf eine
Nitrozellulose- (NC-) Membran transferiert werdéabei wandern die durch SDS negativ
geladenen Proteine in Richtung Anode und binderhdhydrophobe Wechselwirkungen an
die NC-Membran.

Durchfuhrung:
Als Vorbereitung fur den Transfer wurden Filterpapi zugeschnitten und mit den in der
Tabelle angegebenen Puffern getrankt. Fir den BeyBlot wurden die Papiere, Membran

und Gel zwischen zwei Graphitelektroden wie folgschichtet:
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Kathode

9 Filterpapiere Getrankt mit Kathodenpuffer
SDS-Gel

NC-Membran Befeuchtet mit Anodenpuffer Il
6 Filterpapiere Getrankt mit Anodenpuffer Il
3 Filterpapiere Getrankt mit Anodenpuffer |

Anode

Die fur den Transfer benétigte Stromstarke lasdt aus der Flache des Gels berechnen (0,8
mA/cm?). Der Transfer erfolgte dementsprechendédmeer zu blottenden Membran fir 75
Minuten bei 43 mA.

3.22.3 Detektion viraler Proteine auf Western Bhotdels Odyssey-Technik

Mittels des Odyssey Systems kdnnen mit einem lofrBluoreszenz-Farbstoff gekoppelte, an
die Membran gebundene Antikérper bei der gegebé&tietlenlange detektiert werden und

die entsprechenden Banden mit einem Marker verghicherden.

Durchfuhrung:

Nach dem Semi-Dry-Blot wurde die Membran vorsiclatis der Blotkammer genommen und
bei 4°C Uber Nacht in PRS mit 10% Milchpulver geblockt. Am nachsten Morgearde die
Membran dreimal 10 Minuten mit PBgsgewaschen und zusatzlich fir eine Stunde ing8BS
mit 1% BSA geblockt. Nach dem Blocken wurde diesBlgkeit abgegossen und der erste
Antikorper in PBQes mit 1% BSA fur 90 Minuten bei Raumtemperatur higegeben. Nach
erneutem dreimaligem Waschen mit RBSwurde der zweite Antikorper (Infrarot-
Fluoreszenz-markiert) in PB& mit 0,1% Tween, 1% Milchpulver verdinnt und fur 90
Minuten zu der Membran gegeben. Die Membran wurdehmals dreimalig mit PB&
gewaschen. Am Odyssey-Gerat wurde die Membran staget und einzelne Banden auf

deren korrekte Laufhohe und Intensitéat untersucht.
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3.23 Zellkern-Zytoplasma Auftrennung

Zur Konzentrationsbestimmung des NS1-Proteins itik&® und Zytoplasma infizierter
Zellen wurde eine Auftrennung mittels des ,Nucldaxtraction Kits* von IMGENEX
durchgefuhrt. Dabei wird mittels eines hypotoneacitruffers eine Zelllyse herbeigefuhrt und
durch Abzentrifugieren der Zellkerne eine Fraktnng durchgefihrt. Die Fraktionen
wurden in einem Proteingel aufgetragen. Mittels esBlot-Verfahren konnten die Banden
identifiziert und quantifiziert werden. (siehe 3.2

Die Durchfihrung erfolgte nach dem im Benutzerhamtib aufgefuhrten Kapitel V.
NUCLEAR EXTRACTION KIT PROCEDURE A. Preparation Niuclear Extract from Cells
von IMGENEX.

3.24 Intrazellularer Proteinnachweis mittels inkie® Immunfluoreszenz

Der Nachweis von Proteinen mittels Immunfluoreszdifistochemische Fluoreszenz-
Anfarbung) beruht auf der Affinitat von Antikérpemu bestimmten Epitopen als Antigen-
Antikorper-Reaktion. Dadurch lassen sich Antigeneif aZelloberflachen und in

permeabilisierten Zellen nachweisen. Bei der indée Immunfluoreszenz wird im ersten
Schritt ein spezifischer Antikoérper (Primérantikérp auf die zu untersuchenden Zellen
aufgebracht. Im zweiten Schritt kann ein Sekundé@rper, der mit einer fluoreszierenden
chemischen Gruppe (z.B. Rhodamin) gekoppelt istseh primaren Antigen-Antikorper-
Komplex detektieren. Fluoreszenzfarbstoffe habem Higenschaft, bei Bestrahlung mit
kurzwelligem Licht (UV-Licht), Licht einer langereWellenlange zu emittieren und so die

markierten Antigene sichtbar zu machen.

Durchfuhrung:

Konfluente Zellen wurden einen Tag vor Infektion @ne 24 Well-Platte mit 1 ml
Medium/Vertiefung und einem Deckglaschen/Vertiefauggesat. Die Verdinnung wurde so
gewdahlt, dass die Zellen bei der Infektion nochhniwollstdndig konfluent waren.
Unmittelbar vor der Infektion wurden die Zellen 8if°C warmem PBS gewaschen. Die
Virussuspension wurde mit PBSbis zu einer MOI von 1 (ein infektibses Virus [#elle)
verdunnt. 500ul der Verdinnung wurden auf die Zelgegeben und 30 min bei 37°C
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inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit PBSjewaschen und mit 1ml
Infektionsmedium weitere 7,5 Stunden bei 37°C in&ttb

Der Uberstand der 24-Well-Platten wurde abgesaungt die Zellen wurden mit 500ul
Aceton/Methanol (-20°C) 15 Minuten bei -20°C fixieAnschlielend wurde mit 500ul
PBSier + 0,1% Triton X100 10 Minuten permeabilisiert ud@nach dreimal 15 Minuten mit
PBSies gewaschen. Die Platten wurden Gber Nacht bei ATBiSs gelagert und am nachsten
Morgen in PB&s (1%BSA) eine Stunde geblockt. Als Erstantikbrperde ein polyklonaler
Antikorper gegen den N-Terminus von NS1 aus Zi&mn{a Cruz Biotechnology) in PR
(1%BSA) 1:100 verdunnt, 50 pl mit je 1 ug DAPI @afspannten Parafilm vorgelegt und das
Deckglaschen kopfuber auf die Antikorperlosung geldNach zwei Stunden wurde das
Deckglaschen zurick in die 24-Well-Platte gelegt wreimal mit PB&s 15 Minuten
gewaschen. Wahrenddessen wurde der Rhodamin-gdi@ppeeitantikbrper in PB&s
(0,1% Tween, 1% Milchpulver) 1:500 verdinnt. 50 gieser Verdinnung wurden auf
gespannten Parafilm vorgelegt. Nach dem Waschvgrgamde das Deckglaschen kopfiber
auf die zweite Antikorperldsung gelegt und 1,5 Sembei Raumtemperatur inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBSwurde das Deckglaschen kopfuber mit 15 pl Mowial a
einem Objekttrager fixiert.

Die Praparate wurden im Dunklen aufbewahrt und mitem Fluoreszenzmikroskop
(Axiovert 200 ApoTome, Firma Zeiss) betrachtet totdgrafiert.

3.25 Rezeptorbindungs-Assay

96-Well Platten wurden mit einer 0,1%igen (w/v) tketbsung beschichtet. Fetuin ist ein
polyvalentes Substrat, mit 8,7% gebundenen Neusiunen (NeuS) auf der Oberflache
(unter anderem 2-3 und 2-6 gebunden). Die Uber Nacht beschichteten Plaiterden
30min mit 2-fachen Virusverdinnungen (in RBSnokuliert, um die Bindung der Viren an
2-3 bzw. 2-6 verlinkten NeuS zu gewahrleisten. Alle Schntierden auf Eis durchgefihrt,
um die Aktivitat der viralen Neuraminidase zu inkilen. Die Platten wurden anschlielend
mit PBSier (0,01% TWEEN 20) gewaschen. Durch Zugabe von Metthaceton (1:1, -20°C)
werden die gebunden Viren an der Fetuin-bedeckteerflache fixiert. Nach nochmaligem
Waschen mit PB&s (0,01% TWEEN 20) wurden entweder biotinylierte $acus nigra oder
Maackia amurensis Lektine zugegeben (1:1000 ingBBB% BSA). Sambucus nigra Lektin
erkennt spezifisch 2-6 gebundene NeuS, wahrend Maackia amurensis nLekii 2-3

verlinkte NeuS bindet. Nach erneutem Waschen m&RB0,01% TWEEN 20) wurden die
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Platten mit Streptavidin (800nm-Fluoreszenz-matkiénkubiert und nach drei weiteren
Waschschritten mit PB§am LI-COR (USA) Odyssey Infrared Imaging Systeangescannt
und die Intensitat der Fluoreszenz quantifizierts Mal3 fur die Effizienz, mit der die
untersuchten Viren an2-3 bzw. 2-6 verlinkte Neuraminsauren binden, wurde die mae
Bindungsverdinnung (BDmax) angegeben. Sie entgptmhhdchsten Verdinnungstufe, bei
der noch mindestens 95% der entsprechenden Newamen von dem Hamagglutinin des

Virus gebunden werden.

3.26 Virusfreisetzungs-Assay

Fiur eine effiziente Virusausbreitung ist es notwgndass sich neugebildete Viren von
bereits infizierten Zellen l16sen kénnen. Um die eeigten Virusmutanten auf diese
Eigenschaft zu untersuchen, wurden konfluent gesexat CEF und DEF (in 6cm-Schalchen)
mit einer MOI von 3 fiir 1 h bei 37°C inkubiert uadschlieRend zweimal mit PB$0,2%
BSA gewaschen. Der dritte Waschschritt wurde mitSPRpH 5,0) durchgefiihrt, um
verbleibende, nicht endozytierte Viren zu inaktieie Nach Zugabe von 4 ml DMEM, 0,2%
BSA wurden die Zellen 24h bei 37°C und 5%Ci@kubiert. Im Anschluss wurde das
Medium abgenommen (24h-Uberstand) und die Zellerdauerneut mit PBS, 0,2% BSA
gewaschen. Nach Zugabe von 2 ml DMEM, 0,2% BSA wenrdie Zellen mit einem
Zellschaber abgekratzt (Zellsuspension). Der 24brtand, sowie die Zellsuspension
wurden fur 3 Minuten mit Ultraschall behandelt, g@bundene Viren von den Zellen und
Zelltrimmern abzulésen. Die Proben wurden ansahtid3nittels Plaquetest (siehe 3.4) auf

die Menge neugebildeter Viruspartikel untersuchtt omteinander verglichen.

3.27 Interferoninduktion und InterferonmRNA-spezifische RT-PCR

Eine Virusinfektion bewirkt in Zellen normalerweiggne Induktion von Typ-I-Interferon.
Influenza A-Viren sind durch das Interferon-antagmrende Protein NS1 in der Lage, diese
Induktion und somit den Ubergang der Zelle in eimeniviralen Status zu hemmen. Um
diesen Effekt nachweisen zu kénnen, wurden CEFRedetiit einer MOI von 0,5 infiziert, und
7,5h nach Infektion wurde die RNA aus den infiaerZellen mit Hilfe des RNeasy MiHits
von Qiagen (siehe 3.6) isoliert. Als Positiv-Korigovurden CEF mit PolylC (5ug/2,5x10
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Zellen) transfiziert (Lipofectamin 2000), was zunei Aktivierung der Interferon-
Produktion fuhrt. Zur Amplifikation der Interferon-mRNA wurde eine RT-PCR (OneStep
RT-PCR Kit von Qiagen) nach Herstellerangaben rait tblgenden Primern durchgefuhrt:
GenBankaccession no. NM_ 001024836, Primer von Positioh 8 213 und98 bis 379.
Als RNA-Mengenkontrolle wurden des Weiteren Hiuhnekktin-mRNA-spezifische Primer
(GenBankaccession no. CHKBACTN, Primer von Position 866886 undl278 bis 1259).
in der RT-PCR eingesetzt. Die Produkte wurden nemi 1,5%igen Agarosegel aufgetrennt
und nach Ethidiumbromid-Behandlung unter UV-Liabioigrafiert. Die Intensitéat der Banden
wurde mit Hilfe des Programms ImageJ 1.38x vom ot Insitute of Health (USA)

bestimmt.

53



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1 Uberblick

In der vorliegenden Arbeit sollten Pathogenitatsdainanten von Influenza A-Viren anhand
des hochpathogenen aviaren Influenzavirus A/ogttadiy984/00 (984) und der
niedrigpathogenen Variante A/chicken/Italy/1082(2982) herausgearbeitet werden. Diese
Viren wurden wahrend einer Influenza-Epizootie talién isoliert, in deren Verlauf der
hochpathogene Phanotyp aus Viren niedriger Patlitégjérervorgegangen war (Banks et al.,
2001). Aufgrund von Sequenzanalysen konnten Mutatian annéhernd jedem viralen Gen,
abgesehen von M2, NS2 und PB1-F2, nachgewieserewerd

Mittels ,Reverser Genetik Systeme” der Viren 9841 11982 wurden Reassortanten generiert,
welche ein Gensegment des LPAI- (1082) und siebens€&mente des HPAI-Virus (984)
tragen. Signifikante Unterschiede im Wachstum awiaran Zellen, die auf das
Vorhandensein viraler Pathogenitatsmerkmale saobtielassen, konnten nur bei einem
Austausch des NS- bzw. des HA-Segments beobachtdew.

Das HA der hochpathogenen Virusisolate wies neldear enultibasischen Spaltstelle eine
zusétzliche Glykosylierung im Bereich der Rezeptatbngsstelle auf, die in den meisten
niedrigpathogenen Varianten nicht zu detektieren Wan diese zusatzlichen Glykane naher
zu charakterisieren wurden HPAI-Virusmutanten hstegjét, deren Glykosylierungsmuster an
der Rezeptorbindetasche des HAs dem der LPAI-\&r@spricht. Das verringerte Wachstum
dieser Mutanten, sowie deren verzogerte Ausbreitum@vidren Embryonen konnte auf
molekularer Ebene auf eine ineffiziente Virusfr&asmg zurtckgefuhrt werden.

Der Austausch des NS-Segments fuhrte auf aviardenZebenfalls zu einer verminderten
Vermehrung der reassortierten Viren. In dieser Arkennte nachgewiesen werden, dass
dieses Wachstumsdefizit auf Mutationen in den Fekun Lokalisationssignalen des NS1
basiert. Das NS1-Protein der HPAI-Viren konnte akliiert in den Nukleoli und dem
Cytoplasma der infizierten Zellen detektiert werdesihrend die LPAI-Variante zu grofl3en

Teilen nuklear, aber nicht ausschlieRlich nukle@@é&alisiert war.
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4.2 Herstellung und Charakterisierung von InflueRemssortanten

4.2.1 Herstellung rekombinanter Viren des Stammehiféken/Italy/1082/99

Neben dem bereits etablierten reversen GenetikeBystdes HPAI-Virus 984
(A/ostrich/Italy/984/00) wurde ein System zur Helstng von rekombinantem LPAI Virus
1082 (A/chicken/Italy/1082/99) bendttigt. Hierzu warmit Hilfe des QlAamp® Viral RNA
Mini Kit virale VRNA aus 1082 Virussuspension igoti um sie in der nachfolgenden
Klonierung in ein RNA-Polymerase |-/ RNA-Polymeraldd’romotor Plasmid (pHW2000)
einzusetzen (siehe Hoffmann et al., 2000). Zurnsare Transkription der acht vVRNAs wurde
entsprechend der Herstellerangaben des OmnisciiptKi®s (Qiagen) vorgegangen. Als
Primer diente ein 12 Basen langes Oligonukleotas, sich an die Influenza-spezifischen 5’-
Enden der vRNAs anlagern konnte. In der anschlieé&e®CR wurden Primer verwendet, die
entsprechend der Vorgaben zur spateren Klonieruhgife des ,BD In-Fusion Dry-Down
PCR Cloning Kits* (3.7) konzipiert waren. Nach Tsésrmation und Plasmidisolation (3.9)
wurden positive Klone (Abb. 4.1 Kontroll-PCR) gleermalRen auf 1ug/ul zur Herstellung

der Virusreassortanten eingestellt.
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Abb. 4.1 PCR-Produkte hergestellt mit den spezifischen kelgmimern der Influenza-Gensegmente
im pHW2000-Vektor. Auftrennung in 1%igem Agarosegel

4.2.2 Herstellung von Reassortanten

Zur Herstellung von Virusreassortanten wurden Misdturen, wie in 3.13 beschrieben,

transfiziert und die generierten rekombinanten Wineach Plaquereinigung (3.14) und

Sequenzierung (3.15) im embryonierten Hihnerei ebnnund anschliel3end der Virustiter
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der Allantoisfliissigkeiten bestimmt. Folgende Vieassortanten (in Tab. 4.1) wurden mittels

der beiden reversen Genetik-Systeme fur rekomben@84 und 1082 Viren hergestellt:

Reassortante | Segmente dés\| 1082 im Hintergrund vorHPAI 984

084/1082 PB1

084/1082 PB2

084/1082 PA

084/1082 HA

084/1082 NP

084/1082 NA

084/1082 M

084/1082 NS

Tabelle4.1 Reassortanten aus der Kombination der Gensegrdesteiedrigpathogenen 1082-Virus

und des hochpathogenen 984-Virus.

4.2.3 Wachstum der Virusreassortanten auf aviaete?

Um die Pathogenitatsdeterminanten der HPAI-Viremzegrenzen, wurden primare
Huhnerembryofibroblasten (CEF) mit den hergestel884/1082 Virusreassortanten infiziert
und zu bestimmten Zeitpunkten Proben des Uberssasmt@ommen.

Die Zellen wurden mit einer MOI von 4x f@er acht Einzelreassortanten infiziert und 16, 24,
48 und 72 Stunden nach der Infektion Proben abgemem um deren Plaquetiter zu
bestimmen. Die erhaltenen Daten sind in Abbilduriygtaphisch dargestelit.
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Wachstum der Reassortanten auf CEF

—o— 984wt
1,00E+08

—n—984/1082 PB1

1,00E+07 —o—984/1082 PB2
—5¢—984/1082 PA
1,00E+06
——984/1082 HA
- Tryp
1,00E+05 1 —m—984/1082 HA
— +Tryp
% 1,00E+04 - —a— 984/1082 NP
e —=—984/1082 M
1,00E+03 1
—o—984/1082 NA
1,00E+02 984/1082 NS
1,00E+01 -+
1,00E+00 & T T T
0 24 48 72
h p.i.

Abb. 4.2 Konfluent gewachsene Hilhnerembryofibroblasten emimit einer MOl vor#ix 10*
infiziert. Der Uberstand der mit den verschiedeReassortanten infizierten
Huhnerembryofibroblasten wurde 16, 24, 48 und pd.rauf Virusmenge Uberpruift.

Aus den gewonnenen Daten geht hervor, dass deadat des NS- sowie des HA-Segments
von 984 zu 1082 zu einem verringerten Wachstum rdassortierten Viren fuhrt. Der
Austausch des HAs ohne zusatzliche Zugabe von iry{84/1082 HA —Tryp) lasst den
Virustiter im Uberstand der infizierten Hihneremifigroblasten (CEF) auf maximal 7x10
pfu/ml steigen (siehe Kap. 1.10). Mit Zugabe vogpBin (984/1082 HA +Tryp) erreicht der
Titer 6,3x10 pfu/ml. Der Titer des 984-Wildtyp-Virus (984wt)rtegen liegt bei ca. 1,1x10
pfu/ml und ist somit um den Faktor 18 hdher als Tiéer der Reassortante 984/1082 HA
unter Zugabe von Trypsin. Diese Differenz weistengn Virulenzfaktor im HA-Protein hin,
der nicht durch die Entstehung der multibasischealtStelle im HPAI-Virus 984wt zu
erklaren ist.

Eine noch deutlichere Differenz im Virustiter kanar beobachtet werden, wenn das 1082
NS-Segment in den Hintergrund des 984-Virus eiragiirwird (984/1082 NS). Mit maximal
1,6x1d pfu/ml liegt dieser ca. um das 680fache niedrgerim Uberstand der mit 984wt-
Virus infizierten CEF.
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Der Austausch eines der anderen Segmente fihdrilMéchstumskurve der entsprechenden
Reassortanten (984/1082 PB1, 984/1082 PB2, 984/R88384/1082 NP, 984/1082 NA und
984/1082 M) nicht zu einer signifikanten Verandeyim Vergleich zum 984wt-Virus.

4.2.4 Sequenzvergleich LPAI vs. HPAI Hamagglutinin

Das HA-Protein des 1082-Virus (LPAI) unterscheidsich neben der inserierten

multibasischen Spaltstelle (338-341) in weitereht daminoséauren von dem des HPAI 984-
Virus (siehe Tab. 4.2). Die aufféalligste Verandeyuergibt sich aus dem Austausch des
Alanins zu Threonin an Position 125, was zur Ehistg einer zusatzlichen

Glykosylierungsstelle in der Nahe der Rezeptorbngdtasche fuhrt. Weitere LPAI-Viren der
Italien-Epizootie entwickelten zudem ein zusataghGlykan an Aminosaureposition 149
(sieche Kap. 1.13). Diese Glykosylierungsstellen dear im Laufe dieser Arbeit naher

untersucht.

Position (H1 Numerierung Mutation
119 T A
125 A T
128 A T
184 vV G
217 A E
338-341 Insertion SRVR
444 A T
457 Q L
543 K R

Tab.4.2 Positionen der Mutationen, die zwischen dem HAdénodes niedrigpathogenen 1082-Virus

und dem des hochpathogenen 984-Virus existieren.
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4.2.5 Sequenzvergleich LPAI vs. HPAI NS1

Beim Vergleich der NS1-Proteinsequenzen des 1082+ des 984-Virus konnten zwei

Mutationen im Kernexportsignal (NES) detektiert desn (Position 136 und 139). Des
Weiteren war der C-Terminus des HPAI (984)-NS1 iergleich zum LPAI (1082)-NS1 um

6 Aminosauren deletiert. Das NS2, obwohl vom glerctGensegment als Spleil3variante
synthetisiert, wurde von den Mutationen nicht b#esst.

Position Mutation
136 AR
139 D N
225-230 Deletion: RVESEV

Tab.4.3 Positionen der Mutationen, die zwischen dem NSiter des niedrigpathogenen 1082-Virus

und dem des hochpathogenen 984-Virus existieren.

4.3 Herstellung rekombinanter Virusmutanten

Um die zuvor detektierten Mutationen im HA- und NBDbtein des 984-Virus naher zu
charakterisieren, wurden rekombinante Virusmutarstes den bereits etablierten 984- und
1082-Systemen (siehe Kapitel 4.2.1) hergestellzuDaurden die entsprechenden poll-HA-

und poll-NS-Plasmide durdh vitro Mutagenese (Kap. 3.8) wie folgt verandert.

4.3.1 Mutagenese der poll-HA-Plasmide

Zur Untersuchung der zusatzlichen Glykosylierurgjkst im Hamagglutinin der Virusisolate
der ltalienepidemie 1999/2000 (siehe Kap. 1.13jden bereits zuvor die entsprechenden
Mutationen in die HA-Plasmide des 984-Virus eingefiiZuerst wurde dabei ein 984-HA-
Plasmid ohne Glykosylierungsstelle an der Rezeptddbasche (HA-GO) hergestellt. Nach
Uberprifung des HA-GO-Plasmids wurde hieraus eiritenes Konstrukt mit nur einer

Glykosylierungsstelle an Aminosaureposition 149 {(B2) generiert. Die Plasmide wurden
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anschlieBend durch Sequenzierung auf die gewumsdhtgationen Uberprift. Das Wildtyp
984-HA-Plasmid besitzt ein Glykan an Position 128 wird nachfolgend als HA-G1

bezeichnet.

4.3.2 Mutagenese der poll/polll-NS-Plasmide

Die Primer fur die NS1-Mutagenese des poll-NS-Pldsndes 984-Virus, beziehungsweise
des poll/polll-NS-Plasmids des 1082-Virus wurdengawahlt, dass sie die Sequenz des
NS2-Gens nicht beeinflussten. Das 984-NS-Plasmidievinit den Primern Ital-NS-IN/VD-
fo und Ital-NS-IN/VD-re durchn vitro Mutagenese (Kap. 3.8) so verandert, dass das BS1 d
LP/HP-Plasmids das Kernexportsignal (NES) des LPilis 1082 (Position: 136 V, 139 D)
aufweist. Umgekehrt wurde bei der Mutagenese dé&R2-NB-Plasmids vorgegangen. Bei
dem HP/LP-Plasmid wurde mit Hilfe der Primer 1ta&lVD/IN-fo und Ital-NS-VD/IN-re das
NES des HPAI-Virus 984 eingefugt (Position: 13639 N).

4.3.3 Rescue der Virusmutanten

Mittels reverser Genetik sollten rekombinante 98reN hergestellt werden, die sich
ausschlief3lich in den mutierten Positionen von HAl INS1 unterscheiden. Dazu wurden
293T-Zellen mit den poll-Plasmiden des 984-Virusl wien entsprechenden HA-Plasmiden
(HA-GO, HA-G1, HA-G2) oder NS-Plasmiden (NS-LP/LRS-LP/HP, NS-HP/LP, NS-
HP/HP) transfiziert. Der Rescue erfolgte wie un8L3 beschrieben. Das Genom der
erzeugten Viren wurde sequenziert und zusatzlicks déorhandensein der HA-
Glykosylierungen sowie die Deletion des NS1-Pratadnrch Western Blot-Analysen (siehe
Abb. 4.3) Gberpruft.
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A Gl GO G2 KDa Marker HP/HP HP/LP LP/HP LP/LP B
55 S—
35—
27 .
i — NS1

s -

Abb 4.3 Die in die Proteine HA (A) und NS1 (B) eingebraahMutationen wurden mittels Western
Blot Gberpruft. MDCK II-Zellen wurden mit einer MQbn 2 infiziert und 10h p.i. lysiert. Das Lysat

wurde in einem 12%igen SDS-Gel aufgetrennt, und-thfrotein mit Anti-KP-Serum (Kaninchen)

sowie das NS1-Protein mit Anti-NS1-Antikorper (Z&ggletektiert. Zur Visualisierung im Odyssey-
Scanner (LICOR) wurden Fluoreszenz-markierte Zwéitérper verwendet. Die zusétzliche
Glykosylierung des HAs sowie der verlangerte C-Tiaus des NS1 fuhrte zu einem Shift im

Laufverhalten im SDS-Gel. Das HA-Protein ist alaZelbande zu sehen, da kein Mercaptoethanol zur

Auflésung der Disulfidbriicke zwischen HAnd HA, zugegeben wurde.

Es konnten alle eingefihrten Mutationen in den metshenden Segmenten verifiziert und

unerwinschte Mutationen in den restlichen Segmerdaesgeschlossen werden. Die
rekombinanten Viren sind in Tab. 4.4 aufgefiuhrt.
Genom- Virusmutante
Segment ["984'Go | 984 G1| 984 GJ| 984 HP/HB84 LP/HP] 984 HP/LP| 984 LP/LP
PB1 984 984 984 984 984 084 984
PB2 984 984 984 984 984 984 984
PA 984 984 984 984 984 984 984
HA HA-GO | HA-G1 | HA-G2 984 984 984 984
NP 984 984 984 984 984 984 984
NA 984 984 984 984 984 984 984
M 984 984 984 984 984 984 984
NS 984 984 984 NS HP/HPNS LP/HP| NS HP/LP| NS-LP/LP

Tab.4.4 Hergestellte 984-Virusmutanten die sich aussclidie® den eingebrachten Mutationen im

HA oder NS1-Gen unterscheiden.
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4.4 Charakterisierung der HA-Glykosylierungsmutante

4.4.1 Wachstum auf verschiedenen aviaren Zellen

Influenza A-Viren des Subtyps H7N1 konnten wahrded Ausbruchs in Nord-Italien (siehe
Kap. 1.13) aus verschiedenen aviaren Spezies riselerden. Diese Viren entwickelten in
den verschiedenen Spezies unterschiedlich ausdep&gnkheitsverlaufe, die von milden,
kaum detektierbaren Beschwerden bis hin zu eindlictd verlaufenden Infektion reichten.
Um zu evaluieren, ob es sich bei den entstandens#itzichen Glykosylierungen des HAs
um Anpassungen an einzelne avidre Spezies hamdetlen CEF, DEF und TEF-Zellen mit
einer MOI von 0,0004 der Glykosylierungsmutanted-@&, -G1 und -G2 infiziert und eine
Wachstumskurve erstellt. Dazu wurde 16, 24, 48 ufl Stunden nach Infektion
Uberstand des Mediums entnommen. Um zu bestimmienn aliesen Zeitintervallen eine
Virusvermehrung stattgefunden hat, wurde mittelyBétest der Titer des Uberstandes zum
entsprechenden Zeitpunkt ermittelt. Die erhalteDaten sind in den Abb. 4.4 A-C graphisch
dargestellt.

Hieraus ist ersichtlich, dass sich die drei Glyk@syngsmutanten hinsichtlich ihrer
Replikationseffizienz auf CEF, DEF und TEF deutlbneinander unterscheiden. Die GO-
Mutante wéchst in allen getesteten avidaren Zellemden geringsten Titern heran. Das G1-
Virus zeigt die héchste Wachstumsgeschwindigkeit mmximalen Titern von etwa 6x10
pfu/ml in CEF, 7x10pfu/ml in TEF und 8x10pfu/ml in DEF. Die maximalen Titer dieses
Virus sind im Vergleich zum GO-Virus in allen Zellem etwa das 100fache erhdht. Die Titer
des G2-Virus sind in CEF im Vergleich zum GO-Virug geringfugig hoher, liegen jedoch in
DEF bereits etwa eine log-Stufe hoher. Eine Ausrebitdet die G2-Mutante auf TEF, die
mit maximal 1,6x10pfu/ml annahernd die Titer des G1-Virus erreichenérell lasst sich
sagen, dass die zuséatzliche Glykosylierung an Asdince-Position 123 im HA (G1-Virus) zu
einer Beschleunigung und Steigerung der VirusprodoKuhrt. Die Glykosylierungsstelle an
Position 149 des HAs (G2-Virus) verstarkt das ivashstum nur teilweise im Vergleich zur

Mutante ohne zuséatzliches Glykan in der Nahe deepterbindungstasche (GO-Virus).
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4.4.2 Gewebstropismus in verschiedenen aviaren ymbn

Die mit GO-, G1- und G2-Virus infizierten Embryoneer Art Gallus gallus(Haushuhn),

Meleagris gallopavo (Truthahn/Pute)und Anas platyrhynchos(Stockente) wurden zur
Untersuchung des Gewebstropismus sagital in 20umeliScheiben geschnitten, um
anschlieBend mittelsin situ Hybridisierung (Abb. 4.5 Huhn GO0-G2) und immun-
histochemischer Nachweismethoden (Abb. 4.5 Ente Ruité G0-G2) (siehe Kap. 3.17-20)
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Bereiche zu detektieren, in denen Virusreplikattattfindet. Wahrend bei der Methode der
in situ Hybridisierung die virale RNA in infizierten Zehedetektiert wird, kbnnen durch
immunhistochemische Anfarbung virale Proteine ifiziarten Zellen nachgewiesen werden.
Da jedoch bei beiden Methoden spezifisch infiziedtdlen angefarbt werden, kénnen die
Ergebnisse miteinander verglichen werden. Infiziefellen erscheinen bei den situ
Hybridisierung schwarz angefarbt. Beim immunhis@ulschen Virusnachweis wurde im
Uberblick des gesamten Torsos der infizierten Eimibey (Abb. 4.5) ein 800nm-Fluoreszenz-
markierter Zweitantikdrper verwendet, der beim $&an der Schnitte im Odyssey-Gerat
(LICOR) grin abgebildet wird. Durch die Farbung dechnitte mit Hilfe von HRP-
gekoppeltem Zweitantikbrper und DAB-Behandlung lescen die detektierten
Virusproteine im Mikroskop dunkelbraun.

Auffallig ist, dass sich das G1-Virus in allen ustgchten Spezies systemisch ausbreiten
kann. Wahrend die von der G2-Mutante infiziertenrddshe sich in Enten- und
Putenembryonen nur geringfluigig von denen des GuadsViinterscheiden, lasst sich im
Huhnerembryo ein ausgepragter Herztropismus erkeribas GO-Virus zeigt in allen drei
Spezies die geringste Ausbreitungsgeschwindigkmitduhn ist es hauptséchlich im Herzen
nachzuweisen, kann jedoch punktuell auch in and®&ereichen detektiert werden. Im
Putenembryo zeigt sich ebenfalls eine sehr punktd&rteilung der Infektion, wéahrend im
Entenembryo hauptsachlich Bereiche des Magen-Daaktds betroffen sind.
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Huhn Ente Pute

GO

Gl

G2

Abb. 4.5 Gewebstropismus der Viren GO, G1 und G2 in infigemHuhner-, Puten- und
Entenembryonen. Die 11-13 Tage alten Embryonen evundit je 1000 pfu infiziert, 36h p.i. in -
50°C-kaltem Isopentan schockgefroren und anschigt@8um breite sagitale Schnitte angefertigt.
Links: in situ Hybridisierung mit°S-markierten RNA-Sonden gegen influenza NP-mRNAW&rz).
Rechts: Immunhistochemischer Virusnachweis (gnimpidyssey-Scanner mit Anti-KP-Serum
(Kaninchen) und Anti-Kaninchen-800nm-Antikérper. tot umrandeten Bereich befindet sich das

Herz.
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Die Schnitte der Embryonen wurden anschlielendr eit@matoxylin-Eosin Behandlung
unterzogen und im Fall der immunhistochemischerdAnfng wurde Virusprotein mit HRP-
gekoppeltem Zweitantikbrper und DAB-Behandlung mgshiesen. Radioaktiv markierte
virale mMRNA wurde durch Uberschichtung mit Foto-Esimn detektiert.

Im Hidhnerembryo zeigt sich (siehe Abb. 4.6), dass der Infektion mit dem G1-Virus
besonders das Endothel betroffen ist. Dies istlidaunh den grof3en Blutgefal3en (Abb. 4.6 C
*), den Blutgefal3en der Lunge (Abb. 4.6 K *) undrdEndokard des Herzens (Abb. 4.6
zu beobachten. Die sich entwickelnden Blutgefaligemnaviaren Lunge gruppieren sich hier
um die zentral liegenden Parabronchien. Wie in AbB. F, G und H # zu erkennen ist,
kdnnen Myozyten des Herzens durch alle Glykosytigamutanten infiziert werden. Wie aus
Abb. 4.6 B und C hervorgeht, sind das G2-Virus urgbesondere das GO-Virus jedoch in

ihrer Fahigkeit, das Endothel (hier dianica intimg zu infizieren, enorm eingeschrankt.
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Abb. 4.6 Zelltropismus der Glykosylierungsmutanten in Hidengbryonen. Die 11 Tage alten
Embryonen wurden mit je 1000 pfu infiziert, 36h mi-50°C-kaltem Isopentan schockgefroren und
anschlieBend wurden 20um breite sagitale Schnigiefartigt. Mittelsin situ Hybridisierung einer
*S-markierten RNA-Sonde gegen die virale NP-mRNAdewvirus (schwarz) in den
Embryonenschnitten nachgewiesen und anschlieRBergeg&ngefarbt. Die Bilder zeigen in 63facher
VergroRerung grofRe BlutgeféalRe (A-D) und Herz (Esélyie Lunge (I-L) der Embryonen in 180facher
VergroRerung. # = Myozyten. o = Endokard. * = Biheh
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Ente

Magen

Abb. 4.7 Zelltropismus der Glykosylierungsmutanten in Eetabryonen. Die 13 Tage alten

Embryonen wurden mit je 1000 pfu infiziert, 36h mi-50°C-kaltem Isopentan schockgefroren und
anschlief3end wurden 20um breite sagitale Schnitiefartigt. Immunhistochemischer Virusnachweis
(dunkelbraun) mit Anti-KP-Serum (Kaninchen), AntaKinchen-HRP-Antikérper und DAB-
Anfarbung. Die Schnitte wurden anschlieRend HE gegearbt. Die Bilder zeigen in 400facher
VergroéRerung grof3e BlutgefalRe (A-D) sowie Herz (Etdinge (I-L) und Magen (M-P) der
Embryonen in 63facher Vergrof3erung. * = Endothel.
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In den Schnitten der infizierten Entenembryonerziserkennen, dass sich das G1- und das
G2-Virus in annédhernd gleichem Ausmal? in den Erelaéischichten der grof3en Blutgefal3e
vermehrt (Abb. 4.7 C und D). Das GO-Virus hinged@mn dort wie bereits zuvor in den
infizierten Hihnerembryonen kaum nachgewiesen we(édéb. 4.7 B). Auch im Herz kann
die GO-Mutante nur schwach detektiert werden (AbB.F), wahrend das Herz der mit G1-
und G2-Virus infizierten Embryonen stark braun dad# ist (Abb. 4.7 G und H).

Auch in den Endothelien der Lunge (siehe 4.7 J#d des Magens ist die Replikation der
GO-Mutante im Vergleich zum G1- und G2-Virus stardrringert. Wéahrend die braune
Anfarbung der Virusproteine entlang der GefaReanMagenwand beim G1- und dem G2-
Virus in Abb. 4.7 O und P deutlich zu erkennen listndelt es sich bei der GO-Mutante (4.7
N) nur um eine punktuelle, lokal begrenzte Infektio

Die Virusausbreitung im Putenembryo weicht nur mggfiigig von der im Entenembryo ab
(Abb. 4.8). Jedoch lasst sich hier eine deutlictefektion der Endothelien, besonders in den
grof3en Blutgefalie, durch das GO-Virus nachweiséi.(A.7 B).
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Pute

Blutgefass Herz Lunge Magen
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Abb. 4.8 Zelltropismus der Glykosylierungsmutanten in Patabryonen. Die 11 Tage alten
Embryonen wurden mit je 1000 pfu infiziert, 36h mi-50°C-kaltem Isopentan schockgefroren und
anschlieBend wurden 20um breite sagitale Schmtjefartigt. Immunhistochemischer Virusnachweis
(dunkelbraun) mit Anti-KP-Serum (Kaninchen), Antaiinchen-HRP-Antikérper und DAB-
Anfarbung. Die Schnitte wurden anschlieRend HE gagarbt. Die Bilder zeigen in 400facher
VergroRerung grof3e BlutgefalRe (A-D) sowie Herz (Ettinge (I-L) und Magen (M-P) der

Embryonen in 63facher VergroRerung. * = Endothel.
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4.4.3 Mittlere Todeszeit infizierter Embryonen

Um Unterschiede in der Pathogenitat der Viren &m dviaren Wirt zu ermitteln, wurden die
mittleren Todeszeiten (Mean death time, MDT) irdizer Hihnerembryonen, wie in Kap.
3.21 beschrieben, bestimmt. Infiziert wurde miteeiDosis, die ausreichend ist, um 100% der
Embryonen zu infizieren.

Die GO-Mutante zeigt in Abb. 4.9 die geringste Bgtnitat mit einer MDT von 86h p.i.,
wahrend die G1-Variante nur knapp 30h benétigtallmEmbryonen zu téten. Das G2-Virus
zeigt einen intermedidren Phanotyp mit einer MDTn viast 70h. Die beschleunigte
systemische Ausbreitung der Viren mit zusatzlichelykan an Position 123 (in geringerem
Mal3 auch Viren mit Glykan an Position 149) flhrtezner drastischen Verkirzung der MDT
der infizierten Huhnerembryonen. Die Eliminationglijeher Glykosylierung an der
Rezeptorbindungsstelle des HAs bewirkt eine Vedangung der Virusausbreitung, woraus

im weiteren Verlauf der Infektion ein spaterer Temkstpunkt resultiert.

Mittlere Todeszeit
120

100

80 -

[h] p.i.

40 A

Abb. 4.9 Mittlere Todeszeit infizierter Hihnerembryoneno Riirus wurden jeweils 10 embryonierte
Eier mit 10 pfu der Viren GO, G1 und G2 Uber ditaAtoishdhle infiziert. AnschlieRend wurden die
Eier alle 12h auf abgestorbene Embryonen untersDobtMDT driickt den mittleren Todeszeitpunkt

der infizierten Embryonen aus.
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4.4.4 Untersuchung der Rezeptorspezifitdt des Hghatugins

Influenza A-Viren sind in der Lage spezifiscl2-3 oder 2-6 gebundene, endstandige
Neuraminsauren (NeuS) zu binden, um mittels Enaseyin ihre Zielzellen aufgenommen
zu werden. Um die Bindungseigenschaften der Glyli@sygsmutanten zu charakterisieren,
wurde ein Fetuinbindungstest (Fetuin binding assgpliert, in dem Fetuin, welches ein
polyvalentes Substrat mit2-3 oder 2-6 gebundenen, endstédndigen Neuraminsauren
darstellt, als Rezeptor dient. 96-Well-Platten veurddazu mit Fetuin Uberschichtet, die
Glykosylierungsmutanten in abnehmender Konzentaziogegeben und nach mehrmaligem
Waschen wurden nicht-Virus-gebundene NeuS mittelstihen detektiert, die spezifisch je
eine der beiden Neuraminsaureverknupfungen erkefsneme Kap 3.24).

Fetuinbindungs-Assay

G2 ‘

G1 NNl C2-3 [

GO N |G2
0G0

8G1

2 1’4 1’8 1’16 1’32 1’64 1’12 1’16 1’32 1".64 1I12I'!

Virusverdiinnung BDmax

Abb. 4.10Fetuinbindungstest der Viren GO, G1 und G2. Links6 und 2-3 verlinkte Neuramin-
sauren wurden durch biotinylierte Sambucus nigchMaackia amurensis Lektine und Fluoreszenz-
markiertes Streptavidin nachgewiesen. Rechts: didmale Bindungsverdinnung (BDmax) ent-
spricht der Verdiinnungsstufe der Viren, bei derdegtens 95% der Neuraminséuren durch das HA
gebunden werden. Messungen wurden mit dem LI-COR€&y Infrared Imaging System
durchgefuhrt.

Aus Abbildung 4.10 wird deutlich, dass zwischen @pkosylierungsmutanten G1, G2 und
GO bezlglich der Praferenz der Bindung voR-3 oder 2-6 verlinkten NeuS keine
signifikanten Unterschiede bestehen. Die maximaiedihgsverdinnung (BDmax) der
Viren zeigt, dass G2 nur unwesentlich besser also@ G1 an 2-6 verknipfte NeuS
binden kann. Die Unterschiede in der BDmax f2r3 verknipfte NeuS sind noch geringer.
Die in Kap 4.4.2 beschriebene Reduzierung des tBettoopismus des GO- und G2-Virus
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kann nicht durch eine geanderte Bevorzugung \&8 oder 2-6 verlinkten Neuraminsauren

als Rezeptormolekul der Viren erklart werden.

4.4.5 Freisetzung neu gebildeter Viren

Ein weiterer wichtiger Schritt im Vermehrungszyklstellt die Freisetzung der Viren nach
Infektion der Zelle dar. Ist die Bindung des HA-fios zum zellularen Rezeptor zu stark,
kann es dazu kommen, dass neu gebildete Virusphaikder bereits infizierten Zelle hangen

bleiben und dementsprechend nicht mehr in der kagk neue Zellen zu infizieren.

A 100% B 100%
80% | = u - so% | - || |
60% - 60% -
40% | - = 0%
20% - 20%
0% - 0%

G1 G2 GO G1 G2

- geloste Viren - gebundene Viren

Abb. 4.11Freisetzung der Viren GO, G1 und G2 von infiziert&ihner- (A) und
Putenembryofibroblastenzellen (B). Die Zellen wurddt einer MOI von 3 infiziert. 24h p.i. wurden
Zellen und Zelliiberstand zur Freisetzung gebund€imaspartikel getrennt voneinander mit
Ultraschall behandelt. Das Verhaltnis gelosterkneser Virionen im Zelliberstand und den an
Zellen gebundenen Viruspartikeln wurde mittels B&tgst bestimmt.

Um festzustellen, ob die in Kap 4.4.2 nachgewiesgagingerte Ausbreitung der G2- und

insbesondere der GO-Viren in avidren Embryonen hdumine Veranderung der
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Virusfreisetzung zu erklaren ist, wurden Huhnerbl§A.11 A) und Entenembryofibroblasten
(Abb. 4.11 B) mit den entsprechenden Virusmutamtéziert und 24h p.i. auf die Menge
freier und gebundener infektioser Partikel tGberpfgiehe Kap 3.25).

Hier konnte beobachtet werden (Abb. 4.11 A/B), dsisk das G1-Virus am effizientesten
von Zellen beider Spezies l6sen kann (98,4% bzw8%% wahrend nur 1,4% bzw. 3,2% der
Viren an den Zellen haften bleibt. Dahingegen korambei der GO-Mutante zu einer deutlich
geringeren Freisetzung von nur 68,5% bzw. 66% dergebildeten Viruspartikel. Mehr als
30% der Viren bleiben an der bereits infiziertefiezgebunden und kénnen dementsprechend
keine neuen Zellen infizieren. 8,2% bzw. 21,8% @&-Mutante bleiben an den Zellen

gebunden.

4.5 Charakterisierung der NS1-Mutanten

Wie aus Abbildung 4.2 bereits deutlich zu erkennsety fiihrt das Einbringen des

niedrigpathogenen NS-Gensegments in den Hintergdesdhochpathogenen Virus 984 zu
einer starken Verringerung im Wachstum der reaiestah Viren. Die Unterschiede zwischen
hoch- und niedrigpathogenem NS-Segment beschrasikbnauf den Austausch von zwei
Aminosauren im NES und der Deletion des C-Termihes NS1-Proteins (siehe Kap 4.2.5).
Aus diesem Grund wurden die in 4.3.3 beschriebesleombinanten Viren hergestellt und in

den hier folgenden Kapiteln charakterisiert.

4.5.1 Wachstum auf aviaren Zellen

Das rekombinante 984 wt-Virus zeigt im Wachstum Blithnerembryofibroblastenzellen
(vgl. 4.4.1) einen deutlichen Replikationsvortedggnuber allen getesteten Virusmutanten.
Dieser Unterschied betragt bereits 16h nach Irdekgp.i.) mehr als 2 Log-Stufen. Das Virus
mit NES und C-Terminus des niedrigpathogenen NSisG684 LP/LP) zeigt ein deutlich
vermindertes Wachstum zu allen untersuchten Zektieun

Die Virusmutanten 984 LP/HP und 984 HP/LP mit ertteredem NES oder dem C-Terminus
der niedrigpathogenen Isolate zeigen im Wachstunareintermediaren Phanotyp der sich im
Titer 16h p.i. noch nicht von der 984 LP/LP Mutaateghebt. 48h p.i. erreichen 984 LP/HP
und 984 HP/LP jedoch teilweise 50fach hohere Ti#&4 LP/LP erreicht zu den spateren
Zeitpunkten nur Virustiter, die #@fu/ml nicht tiberschreiten (siehe Abb. 4.13).
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Wachstum der NS1-Mutanten auf
Hihnerfibroblasten

1,E+07

l,E+06 //&/A\ X
1,E+05

—A— 984wt

E 1,E+04 —6—984 HP/LP
=}
5 1,E+03 /// —— 984 LP/HP

1,E+02

/// —m— 984 LP/LP
1,E+01
1,E+00 T
Oh. 16h. 24h. 48h. 72h.
p.i

Abb. 4.13Wachstum der NS1-Mutanten 984wt, HP/LP, LP/HP LIERh Hiihnerzellen. Die
Embryofibroblasten wurden mit einer MOI von 4xi6fiziert. Der Uberstand der infizierten Zellen

wurde 16h, 24h, 48h und 72 h p.i. auf die vorhaedéirusmenge tberprift.

4.5.2 Mittlere Todeszeit infizierter Embryonen

Als Mal3 der Pathogenitat driickt die Mean Death T{MBT) den mittleren Todeszeitpunkt
11 Tage alter infizierter Hihnerembryonen bei elmestimmt Infektionsdosis aus (vgl. Kap.
3.21). Wie aus dem Diagramm Abbildung 4.14 ersichlfihrt die Infektion mit wt-Virus
zur schnellsten mittleren Todeszeit. 984 LP/HP @84 HP/LP zeigen untereinander keine
signifikanten Unterschiede. Die infizierten Hihmaleyonen lberleben etwa 8 h langer als
bei 984 wt. Die Variante 984 LP/LP zeigt die gestegPathogenitat und die entsprechend
hdchste MDT, die mit 49,2 h etwa 12 h tUber der38bwt Virus liegt.
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MDT [h p.i]

984 LP/HP 984 wt

Abb.4.14 Mittlere Todeszeit infizierter Hihnerembryonen.vidgden jeweils 10 embryonierte Eier
mit 10 pfu der Viren 984 LP/LP, HP/LP, LP/HP undi@& Gber die Allantoishdhle infiziert.
AnschlieRend wurden die Eier alle 12h auf abgestwlEmbryonen untersucht. Die MDT drtickt den

mittleren Todeszeitpunkt der infizierten Embryoraers.

4.5.3 Infektiositat der NS1-Virusmutanten

Zur Bestimmung der EID50 (Infektionsdosis, die nemdig ist, um die Halfte der
inokulierterten Huhnereier zu infizieren) wurdereEmit verschiedenen Verdinnungsstufen
der Virusmutanten infiziert (siehe Kap. 3.21). Vdies Abbildung 4.15 hervorgeht, bendtigt
das rekombinante Virus 984 LP/LP eine Infektionsglo®n etwa 6,6 pfu zur Infektion der
Halfte der Eier. 984 HP/LP und 984 LP/HP benotiggektionsdosen von 1,2 bzw. 1,4 pfu.
Das rekombinante Wildtypvirus 984 wt weist mit 66 pfu deutlich die geringste Edfauf.
Eine EID;, von weniger als 1 pfu kann auftreten, da die Vieewor auf MDCK-Zellen

getitert wurden und sich die meisten Influenzavinenh effizient in diesen Zellen vermehren.
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EID 50

infectious dose [pful]

984 LPALP 984 HP/LP 984 LPHP 984 wit

N

Abb. 4.1511 Tage alte Hihnerembryonen wurden mit den vaadehen NS1-Mutanten in 10er
Verdunnungsschritten beimpft. 48h p.i. wurde dilatioisflliissigkeit der Eier mittels HA-Test auf
Viruswachstum untersucht. Die E{fbeschreibt die Virusdosis bei der genau die Héle

inokulierten Embryos infiziert wird.

4.5.4 Intrazelluldre Lokalisation der NS1-Mutanten

Das NS1-Protein der niedrig- und hochpathogenearMimterscheidet sich unter anderem in
2 Aminosaureaustauschen im NES. Daher wurde diallsation in den Zellkompartimenten
mittels Zellkern - Zytoplasma Auftrennung und quiativer Auswertung im Western Blot
untersucht. Im Western Blot wurde NS1 undAktin (als Zytoplasma-Marker) detektiert
(Abb. 4.16A).In Abbildung 4.16B ist quantitativ ausgewertet elhen, dass beide Viren mit
hochpathogenem Kernexportsignal (984 HP/LP; 984w erhohte Konzentration des NS1-
Proteins im Zytoplasma zeigen. Bei der Variante 8824LP und 984 LP/LP ist deutlich

weniger NS1 im Kern lokalisiert.

s



Ergebnisse

984wt 984 HP/LP 984 LP/HP 984 LP/LP PBS
CYy ZK CYy ZK CY ZK CYy ZK CcY ZK
-Aktin
NS1
100%
90% -
80% -
70% -
60% ONS1im
50% I Zytoplasma
40% L I BNS1im
Zellkern
30% -|-
20% 1 T
10% A
0%
984wt 984 HP/LP 984 LP/LP 984 LP/HP

Abb. 4.16 Detektion von NS1-Protein in Zellkern- (ZK) undtdplasma- (CY) Fraktion von
infizierten Hihnerembryofibroblasten (A). Die Zellevurden mit einer MOI von 2 der NS1-Mutanten
infiziert und 7,5h nach Inokulation fraktioniertAktin wurde als Kontrolle fur die Zytoplasma-
Fraktion verwendet. Die Quantifizierung (B) der Ban wurde mit Hilfe der Odyssey Infrared

Imaging Software durchgefuhrt.

Um die durch Fraktionierung festgestellte Lokalmatdes NS1 zu Uberprifen, wurden
Immunfluoreszenzstudien durchgefuhrt. Dazu wurd@mgre Hihnerembryofibroblasten mit

den verschiedenen NS1-Mutanten mit einer MOI vanfiziert und nach 7,5 Stunden fur die

Immunfluoreszenz fixiert. Das NS1-Protein ist inbAl#.17 rot dargestellt; die Zellkerne der
Zellen wurden mit DAPI (4,6-Diamino-2-phenylindaihgefarbt und erscheinen blau.

Das NS1 des 984wt-Virus ist sowohl in den Nukladdi auch im Zytoplasma vorzufinden. Im
Zellkern kann aufRerhalb der Nukleoli nur sehr weNi§1l detektiert werden (siehe Abb
4.17A+a). Das NS1 der Virusmutante mit niedrigpgter NES-Sequenz und deletiertem
C-Terminus (984 LP/HP) ist in der Immunfluoreszenz sehr schwach im Zytoplasma zu
beobachten, wohingegen die Nukleoli verstarkt N$fwaisen (4.17B+b). Die Ubrigen

Bereiche des Zellkerns scheinen frei von NS1-Pnoii sein. Das NS1-Protein der 984
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HP/LP-Mutante ist wie aus Abbildung 4.17D+d vorramggim Zytoplasma vorzufinden. NS1
im Zellkern ist nicht im Nukleolus akkumuliert. Bei 984 LP/LP-Virus sind die NS1-
Proteine Uber die gesamte Zelle verteilt, und rdefi ebenfalls keine Akkumulation in den
Nukleoli statt (4.17E+e)

Abb. 4.17 Lokalisation des NS1-Proteins in
infizierten HihnerembryofibroblasteBie Zellen
wurden mit einer MOI von 1 infiziert, 7.5h nach

Infektion fixiert und das NS1 der Viren 984 wt

(A, @), 984 LP/HP B, b), PBS als Negativ-
Kontrolle (C), 984 HP/LP P, d) und 984 LP/LP
(E, e wurde durch indirekte Immunfluoreszenz
detektiert. Der Zellkern wurde mit DAPI gefarbt.

VergroRerung: 630fach bei Bildern mit
Grol3buchstaben; eine zusatzlicher 2fach
Digitalzoom und nur der Rhodamin-Kanal bei

Bildern mit kleinen Buchstaben.
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4.5.5 Interferon-Antagonismus der NS1-Mutanten

Um eine Erklarung fur die in 4.5.1 beobachteten Ngaansunterschiede der rekombinanten
NS1-Mutanten zu finden, wurde die Induktion deseifgron- -mRNA Niveaus durch die
virale Infektion untersucht. Die Induktion der Irfegon- -mRNA-Mengen wurde mittels RT-
PCR (siehe Kap 3.7.1 und 3.7.2) und InterferemRNA-spezifischen Primern Uberpruft.
Zuséatzlich wurde eine RT-PCR zur Amplifikation derAktin-mRNA als Kontrolle

durchgefuhrt.
Q>
<
Q a a Q
T & T 3§ =
~ ~ Q Q
INF-
-actin
120%
100% L
80%
60%
40% - T
20% — —
O% ! T T T T
HP/HP  HP/LP LP/HP  LP/LP  PolylC  PBS

Abb 4.18Induktion von Interferon- (INF- ) durch Infektion der NS1-Mutanten 984wt, 984 LP/HP
984 HP/LP and 984 LP/LP in Hihnerembryofibroblasizie Zellen wurden mit einer MOI von 0,5

infiziert (entspr. Kochs et al., 2007). 7,5h nagbkulation wurde zellulare RNA isoliert und durch
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Auftrennung der RT-PCR-Produkte im Agarosegel aaifiRNA-Menge von IFN-und -Aktin

untersucht. Die Banden wurden mit Hilfe der SofevemageJ (National Institute of Health, USA)

quantifiziert. RNA auZellen, dieals Positivkontrollemit polyIC transfiziert wurden, entsprechen
einer 100%igen Induktion von INFHMRNA Transkription.

Vergleicht man die in Abb. 4.18 dargestellten mRMangen, die 7,5h nach Infektion
beobachtet wurden, fallt auf, dass diese im Fadl @&4wt-Virus am starksten reduziert sind.
Sie betragt nur 1,9% der Menge der Positivkontrflleansfektion der Zellen mit PolyIC).
Nur geringfigig mehr Induktion ist mit 4% bei eiriafektion mit dem 984 HP/LP-Virus zu
erkennen. Im Vergleich zu diesen beiden Viren konastdurch die Infektion mit den
Mutanten mit niedrigpathogener NES-Sequenz (984LRPund 984 LP/HP) zu einer
Hochregulierung der InterferomimRNA-Transkription. Diese betragt 34% bzw. 39% der
Induktion durch polyIC, ist aber gegentber der R&Btrolle um das 13-15fache erhdht. Der
Interferon- -Antagonismus korreliert offenbar mit dem Vorhanskin der hochpathogenen

NES-Sequenz im NS1-Protein, welche zu einer Akkatnuh des Proteins im Zytoplasma
fuhrt.
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5. Diskussion

5.1 Ziel der Arbeit

Aviare Influenza A-Viren werden aufgrund der dusik hervorgerufenen Erkrankungen in
domestiziertem Gefligel in die Gruppen der niedatgpgenen (LPAI-Viren) und
hochpathogenen Viren (HPAI-Viren) unterteilt. Wehad niedrigpathogene Viren in den
meisten Fallen nur durch milde Krankheitssymptomd uerringerte Eiproduktion auffallig
werden, stellen hochpathogene avidre Influenza w#Viein massives Risiko fur die
Geflugelindustrie dar, da diese Viren Mortalitateravon bis zu 100% verursachen kdnnen.
Des Weiteren sind einige dieser Viren (H5N1, H7NvYer Lage, Menschen zu infizieren
und dort teils schwerwiegende Krankheitsverlaufeversachen. Ausbriiche solcher HPAI-
Viren treten immer wieder in Geflugelfarmen in dgnzen Welt auf und fihren in sehr
wenigen Fallen auch zu Infektionen im Menschen. Basbruch eines hochpathogenen
aviaren H7N7-Virus fiuihrte beispielsweise im Febr@@03 in den Niederlanden zum Tod
eines Veterindrs. Bei weiteren 89 Personen, die sdhr engen Kontakt mit infiziertem
Geflugel hatten, konnte ebenfalls eine Infektionhgeewiesen werden (Fouchier et al., 2004).
Die 1997 erstmals in Hongkong aufgetretenen undammoch kursierenden hochpathogenen
aviaren H5N1-Viren fuhrten bis heute zur Infektison 369 Menschen, von denen 234
todlich verliefen (WHO-Internetseite). Trotz derlater hohen Mortalitatsrate dieser
Influenzaviren im Menschen handelt es sich jedocachn wie vor um einen
Tierseuchenerreger. Bis zu diesem Zeitpunkt koreitee Ubertragung von Mensch zu
Mensch nach Informationen der WHO nicht zweifelsfrachgewiesen werden. Der relativ
geringen Zahl menschlicher Opfer, stehen gegenid@eMillionen tote Vogel im Fall von
H7N7 und mehr als 150 Millionen Vdgel, die bis jetiurch das H5N1-Virus zu Tode
gekommen sind.

Die Virusisolate, die in dieser Arbeit verwendetrden, konnten wahrend eines Ausbruchs
von Viren des Subtyps H7N1 in Norditalien in demréam 1999/2000 isoliert werden. Im
Dezember 1999 kam es dort in Gefligelzuchtbetriebem ersten Auftreten von HPAI-
Viren, welche sich aus zuvor grassierenden Vireedmger Pathogenitat (LPAI-Viren)
entwickelt hatten (Banks et al., 2000). Das Hamatggh (HA) der HPAI-Isolate wies eine
multibasische Spaltstelle auf, welche als Grundvssatzung fur die hohe Pathogenitat dieser
Viren gilt. Das HA von Viren mit einer solchen Sggétlle kann von der ubiquitar

vorkommenden, zelluldren Protease Furin in die téinbeiten HA und HA, gespalten und
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damit aktiviert werden (Klenk et al., 1988). LPAIfgn mit einem HA mit mono- oder
dibasischer Spaltstelle konnen hingegen erst auf delloberflache oder nach
Virusfreisetzung durch exogene Proteasen nachdespakrden (Garten et al., 1981; Klenk
und Garten 1994).

Das HA der hochpathogenen Isolate unterscheidbtdgs Weiteren durch eine zusatzliche
N-Glykosylierungsstelle an Position 123 in der Nd@lee Rezeptorbindungstasche von dem
der meisten LPAI-Viren. Diese besitzen entweder @lgkan an Position 149 oder keine
zusatzliche Glykosylierung in diesem Bereich. Dawhéndensein solcher Glykane wurde
zuvor mit der notwendigen Balance zwischen Rezbpidungsaffinitit des HAs und der
Rezeptor-zerstorenden Aktivitat der viralen Neuradase in Verbindung gebracht (Wagner
et al., 2000). Ziel dieser Arbeit war es, den kisfl der zusatzlichen Glykane auf die
Pathogenitat anhand rekombinant hergestellter Varemntersuchen, die sich ausschlie3lich
in diesem Merkmal voneinander unterscheiden.

Neben dem HA gilt das Nichtstrukturprotein 1 (NSdh Influenza A-Viren als bedeutender
Virulenzfaktor. Dieses besitzt die Fahigkeit, durdlerhinderung des Exports zelluléarer
MRNA aus dem Kern (Noah et al., 2003) und sein&fam als IFN- und IFN- Antagonist
(Solorzano et al., 2005) sowie zuséatzlicher Inteoalen mit RNA und anderen zelluléaren
Proteinen, den Infektionsverlauf entscheidend zinfkeissen. Dundon et al. (2006) konnte
durch Sequenzanalysen von 40 Virusisolaten der gesannten Italien-Epizootie zeigen,
dass alle HPAI-Viren eine C-terminale Trunkieruranye Aminosauren im NS1 aufweisen,
die nicht bei den niedrigpathogenen Viren auftrmder vorliegenden Arbeit konnten weitere
zwel Mutationen im Kernexportsignal des NS1 (V1881139N) zwischen LPAI- und HPAI-
Viren aufgedeckt werden. Die Auswirkungen der Motan im NS1-Protein der HPAI-

Viren sollte ebenfalls mit Hilfe rekombinanter ira@ntersucht werden.

5.2 Charakterisierung reassortierter Influenzaviren

Influenza A-Viren besitzen ein segmentiertes RNA¥@® (siehe Kap. 1.3). Somit ist es
madglich, aus reversen Genetik-Systemen zweier Yix8rusreassortanten herzustellen, die
Segmente von zwei verschiedenen Influenzavireretra@/ie in Tab. 4.1 zu sehen, wurden in
dieser Arbeit, aus den rekombinanten Systemen deshplathogenen 984- und des
niedrigpathogenen 1082-Virus Einzelreassortantergdstellt, deren Genom aus jeweils

sieben Segmenten des 984-Virus und je einem Segiesni082-Virus besteht. Es konnte
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gezeigt werden, dass nur der Austausch des HA-NBxBegments zu einer signifikanten
Veranderung im Wachstumsverhalten der Viren audrawvi Zellen fuhrte (siehe 4.2.3). Diese
Veranderung konnte auf nur wenige Unterschiede en @enomsequenz zurlckgefuhrt
werden (4.2.4 und 4.2.5). Die HA-Proteinsequenz miedrigpathogenen 1082-Virus wies
neben einer monobasischen Spaltstelle nicht dieatzich N-Glykosylierung des
hochpathogenen 984-Virus im Bereich der Rezeptdumgsstelle auf. Die Zugabe von
Trypsin in den Uberstand der mit 984/1082HA-ViroBzierten Zellen (zur Nachspaltung des
HAs mit monobasischer Spaltstelle) fuhrte nicht woflstdandigen Wiederherstellung der
Virustiter des 984-Virus mit multibasischer Spals im HA. Der Unterschied im
Wachstumsverhalten wurde daher auf die zusatzlidh&lykosylierung des HAs des
hochpathogenen 984-Virus zurtickgefuhrt. Das NS-®egrkodiert flr zwei Proteine (NS1
und NS2), wobei jedoch zwischen den beiden untatsacViren nur das NS1 Unterschiede
in der Proteinsequenz aufwies. Somit konnten neleerGlykosylierung des HAs, auch diese

Mutationen im NS1 als Pathogenitatsdeterminatentifitgert werden.

5.3 Die HA-Kopfglykane als Pathogenitatsdeterminamtiarer Influenza A-Viren

Das Hamagglutinin von Influenza A-Viren hat im \@rf des Infektionszyklus zwei
Funktionen zu erflllen, die fir eine effiziente M8vermehrung unabdinglich sind. Zum einen
hat es die Fahigkeit, nach vorangegangener Endezytes Viruspartikels virale und zellulare
Membran zu fusionieren, was zu einer Freisetzumg\iéleokapside ins Zytoplasma fuhrt.
Die zweite Funktion des HAs ist es, an endstandipuraminsaduren glykosylierter
Membranbestandteile als Rezeptormolekil auf delz&lie zu binden. Diese Fahigkeit kann
das Virus jedoch ebenfalls mit einem schwerwiegen@oblem bei der Freisetzung
neugebildeter Partikel konfrontieren. Hierbei kags dazu kommen, dass das HA dieser
Viren an die bereits infizierte Zelle bindet odee &iren miteinander verklumpen. Dieses
Problem wird von der ebenfalls in der Virusmembvanankerten Neuraminidase geldst, die
die Neuraminsauren auf der Zell- und Virusobet&hbydrolytisch abspaltet. Ist die Bindung
des Rezeptors durch das HA jedoch zu stark, korsnen die neugebildeten Viren nicht
effizient von der infizierten Zelle l6sen. Andergits kann ein Virus mit starker
Neuraminidaseaktivitat und schwacher Rezeptorbigsihigkeit schlecht an neue Zielzellen
binden. Die Effizienz der HA- und NA-Aktivitdt stdin ausbalanciert sein, um eine

produktive Virusvermehrung zu gewahrleisten (Waggteal., 2000). Oligosaccharide an der
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Spitze des HAs konnen die Affinitat des Virus zuuNaminsauren auf Erythrozyten und
anderen Zellen herabsetzen (Crecelius et al., 1D84m et al., 1986; Ohuchi et al., 1997).
Diese Affinitatsverringerung basiert wahrscheinliabf einer sterischen Behinderung der
Zuganglichkeit der Rezeptorbindungstasche.

Die in dieser Arbeit erhaltenen Daten deuten danaufdass die Schaffung eines zusatzlichen
N-Glykans in der Nahe der Rezeptorbindungsstetie bevorzugte Mdoglichkeit fur das Virus
darstellt, die Bindungsaffinitdit zum zellularen Bptor zu reduzieren. Wie in Kap. 4.4.5
dargestellt, fuhrt dieser Effekt dazu, dass dieusfieisetzung aus infizierten Zellen verstarkt
wird. Ein Ausbruch, wie er 1999/2000 in Norditalistattfand, begunstigt evolutionar solche
Viren, die sich besonders schnell in und zwischeen dVirten ausbreiten konnen.
Geflugelfarmen stellen fur das Virus eine Ansamrglwon Wirten dar, wie sie bei
Wildvogeln in freier Natur nicht vorzufinden ist.oR ist die Distanz zwischen zwei Wirten
meist sehr viel gré3er, so dass es fur das Virahtedig ware, schnell zu replizieren und
dadurch seinen Wirt schnell zu téten. In der Masedraltung hingegen steht dem Virus eine
gro3e Menge an Wirten auf engem Raum zur Verfiugwafei Virusmutanten bevorzugt
werden, die moéglichst schnell viele Nachkommenvpeoduzieren und freisetzen. Langsam
replizierende Viren werden hierbei berwachsenausselektiert.

Das Glykan an Position 123 (G1) hat einen deutlppbsitiveren Effekt auf die
Virusfreisetzung und -vermehrung als die zusateli@iykosylierung an Position 149 des
HAs (G2). Im Uberstand infizierter Hihnerembryoegllist dieser Unterschied besonders
deutlich, wahrend G1 und G2 im Uberstand von Entenl Putenembryozellen annahernd
den gleichen Titer aufweisen. Das GO-Virus ohnek&ty an der Rezeptorbindungsstelle
wachst in den Zellen aller getesteten avidrer $sezu den geringsten Titern heran (siehe
Kap 4.4.1). Beide zusatzlichen Glykosylierungssteltles HAs sind im Verlauf der Italien-
Epizootie zwar aus einem gemeinsamen Vorgangescfedetrennt voneinander, entstanden
(Banks et al., 2001). Die Glykosylierung an Positid9 (G2) stellt moglicherweise eine
Anpassung an Puten und Enten dar, wéhrend die Ghnfa als evolutionarer Vorteil in
Huhnern entstanden sein kénnte.

Eine weitere, bereits durch Skehel et al. (198#)isdiley und Skehel (1987) beschriebene
Funktion zusatzlicher Glykane in den Kopfbereichdar HA-Proteine, ist es, dem
immunologischen Druck des Wirtes durch das Verdeck&igener Epitope zu entkommen.
Da es sich bei den untersuchten Tieren in diesbeifum Hihnerembryonen handelt, die
noch nicht Uber ein ausgereiftes Immunsystem verfiigonnen hierzu keinerlei Aussagen

gemacht werden.
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Beobachtungen, nach denen zuséatzliche Glykane andikelRathogenitat und Virulenz von
Influenzaviren in Huhnern erhéhen (Desphande et 18187; Matrosovich et al., 1999),
konnten durch die Bestimmung der mittleren TodesZ®IDT; siehe Kap 4.4.3) der
untersuchten Glykosylierungsmutanten in Hihnereorey bestatigt werden. Das Glykan an
Position 149, und besonders das an Position 12gerrazum beschleunigten Tod der
infizierten Embryonen bei.

Beim Stamm A/FPV/Rostock/34 (H7N1), welcher ebdsfdlber die beiden zuséatzlichen
Glykane an Position 123 und 149 des HAs verfuginke von Feldmann et al. (2000) gezeigt
werden, dass die hohe Pathogenitat des Virus mieresystemischen Verbreitung im
Huhnerembryo assoziiert ist. Diese beruht auf degktion des Endothels, das die Wande der
BlutgefalRe in sdmtlichen Organen des Korpers ausldm infizierten Hihnerembryo kann
man beim G2- und GO0-Virus gegeniber dem G1-Virae eeutlich verringerte Infektion des
Endothels beobachten (vg. Abb. 4.6). BesondersGfleMutante ist in den endothelialen
Bereichen der grol3en Blutgefal3e (Abb. 4.6B) sovem dEndokard (Abb. 4.6F), das die
Innenwéande des Herzens auskleidet, kaum mehr naelszen. Trotzdem konnen sich alle
Glykosylierungsmutanten systemisch im Huhneremlanysbreiten (siehe Abb. 4.5). Hierbei
fallt auf, dass GO besonders das Herz und hier wiinin Myozyten infiziert, wie es bereits
bei einem anderen hochpathogenen Virus (A/turkeyldtd/50-92/91 (H5N1)) nachgewiesen
werden konnte (Kobayashi et al., 1996).

Das G2- wie auch das G1-Virus kdnnen im Entenembry&ndothel der grol3en BlutgefalRe
detektiert werden (Abb. 4.7 C+D), wahrend das G/idort nicht nachzuweisen ist (Abb.
4.7 B). In den kleineren, sich entwickelnden Gefé@er Lunge, des Herzens und des Magens
kann jedoch GO, wie auch G1 und G2, beobachtetametdd den infizierten Putenembryonen
kann bei allen Virusmutanten eine Replikation ind&imel, sowohl der grol3en als auch der
kleinen Gefal3e detektiert werden (siehe Abb. 4A8kh in diesen Embryonen ist das Signal
der G2-, besonders jedoch das der GO-Mutante dewtihwéacher als das des G1-Virus.

Auf molekularer Ebene konnte fur keine der Glykesyngsmutanten eine Praferenz fir die
Bindung ana2-3 odera2-6 gebundene, endstandige Neuraminsaduren fedtgesteden
(Kap 4.4.4). Alle Viren konnten bessap-3 alsa2-6 verlinkte Neuraminséuren binden, wie
es fur die meisten aviaren Influenzaviren besclenelwurde (Rogers und Paulson 1983;
Connor et al.,, 1994; Gambaryan et al., 2003; Mairich et al.,, 2004). Die zuvor
beobachteten Unterschiede in Wachstum, VerbreitumpPathogenitat der Viren lassen sich
nicht durch die Bevorzugung verschiedener Rezeptordurch die einzelnen
Glykosylierungsmutanten erklaren. Die Menge freggeter, neugebildeter Viruspartikel ist
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jedoch durch die zusétzliche Glykosylierung des Hggeniber der GO-Mutante deutlich

erhoht (siehe Kap. 4.4.5). Dies kann moglicherweiseeiner starkeren Bindung des

unglykosylierten HAs zum zellularen Rezeptor begsirsein (siehe Abb. 5.1). Obwohl die

virale Neuraminidase nicht in der Lage ist, dirakt das HA gebundene Neuraminsauren
abzuspalten, konnte eine haufigere kurzzeitige Rerablosung des glykosylierten HAs

dazu fuhren, dass die Neuraminidase vermehrt diglithkeit erhalt, die Rezeptoren zu

entfernen. Dies héatte eine vermehrte Freisetzungei®ldeter Viren zur Folge, wie sie beim

G1- und G2-Virus in Abb. 4.11 dargestellt ist.

Abb. 5.1 Modell der verbesserte
Freisetzung von Viren m
zusatzlichem Glykan in der Na
der Rezeptorbindungsstelle des
Hamagglutinins.

e &

Virusfreisetzung

A Bei Viren ohne Glykan nahe d
Rezeptorbindungstasche kommt
zu einer verringerten Freisetzy
neugebildeter Viruspartikel Viele
Viren Dbleiben durch die fes
Bindung des HAs an d
Rezeptoren h) auf  der
Zelloberflache haftera).

B Viren mit zuséatzlichem Glyka{X
nahe der Rezeptorbindgsstelle
besitzen eine verringerte Affinit
zum zellularen Rezeptor ( F).
Dies erleichtert der virale
Neuraminidase die Abspaltung ¢
Rezeptormolekils  von der
Oberflache der infizierten Zelld).
Dadurch kommt es zu ein
verstarkten Freisetzung neu
synthetisierter Viruspartikel.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass zusatzlichligkane nahe der
Rezeptorbindungstasche des HAs den Prozess desalfiiisung von der infizierten Zelle
verbessern konnen, was hochst wahrscheinlich zuodechleunigten Virusausbreitung im
aviaren Wirt fuhrt. Die schnelle Ausbreitung fukermutlich auch zu einem ,Uberrennen®
des angeborenen Immunsystems des Wirtes, wasnsilgr gesteigerten Pathogenitat des G1-
Virus zeigt. Daher lasst sich zusammenfassend sagss der Erwerb zusatzlicher Glykane

am Hamagglutinin ein wichtiges Pathogenitatsmerkmaiarer Influenzaviren darstellt,
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welches bei weiteren Ausbrichen von aviaren InftaeA-Viren in domestiziertem Geflligel
als Warnsignal fur eine mdgliche Beschleunigung Weusausbreitung gesehen werden

muss.

5.4 Mutationen der Lokalisationssignale des NS1inbkessen die Virulenz aviarer

Influenzaviren

Das NS1-Protein von Influenza A-Viren kann mit eirgroen Anzahl von zellularen
Faktoren sowohl Protein-Protein als auch ProteirARMeraktionen eingehen (Krug et al.,
2003; Li et al., 2006; Chien et al., 2004; Hatadd &ukada, 1992; Nemeroff et al., 1998).
Diese Wechselwirkungen sind fur eine effiziente ugirermehrung essentiell, da sie
beispielsweise die Auswirkungen als auch die Aktiwvhg der angeborenen Immunantwort
des Wirts supprimieren koénnen. Die Hauptfrage ferist, wie diese mannigfaltigen
Interaktionen optimal fur die Virusreplikation inen verschiedenen Phasen des
Infektionszyklus  reguliert werden. Das  NS1-Proteirbesitzt durch  zwei
Kernlokalisationssignale (Greenspan et al., 1988y Kernexportsignal (Li et al., 1998),
sowie das Nukleoluslokalisationssignal (Melén et2007), die Mdglichkeit, die Lokalisation
zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion zu weegim und entsprechend seine
Interaktionspartner zu  verdndern. Die  Kernlokal@sasignale, sowie das
Nukleoluslokalisationssignal bestehen vorwiegensl lsasischen Aminosauren, wahrend das
Kernexportsignal (Aminosaurepositionen 134-147) aydrophoben Aminosauren besteht
und zudem durch einen bislang unbekannten vira#toF gesteuert wird, ohne den es nicht
funktionell ist (Li et al., 1998).

In dieser Arbeit konnte dargelegt werden, dass Ni8& der hochpathogenen Virusisolate
Mutationen in dem Kernexportsignal (NES) sowie eibeletion des C-Terminus aufweist
(siehe Kap. 4.2.5). Aus dieser C-terminalen Trumnkig ergibt sich eine Wiederherstellung
des Nukleoluslokalisationssignals (NoLS), das augsglich bei Viren des hochpathogenen
Phanotyps vorzufinden ist. Dieses ist C-terminaimalerweise an Aminosaureposition 219
bis 230, bzw. 219 bis 237 (je nach Virusisolategeh und beinhaltet mehrere der basischen
Aminosauren Arginin und Lysin. Bei vielen aviaresolaten wird dieses NoLS durch die
saure Aminosaure Glutamat an den Aminosaurepositi@27 und 229 ausgeschaltet (Melén
et al.,, 2007). Frihe Italien-Isolate niedrigpathware Phanotyps weisen diese sauren

Aminosauren auf (Dundon et al., 2006). Die Deletitieser Glutaminsauren fihrt zum
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Verlust des nicht-basischen Glutamats an Positidhuhd 229 und somit zur Aufhebung der
Hemmung des NoLS. In dieser Arbeit konnte, wie hA4.17 A, B, D und E gezeigt, auch
fur avidre Zellen bestatigt werden, dass das Hwferder Glutaminsauren an Position 227
und 229 des NS1 zur Relokalisation des Proteingein Nukleolus fuhrt. Des Weiteren
scheint auch eine Verkirzung des C-Terminus auf 2Bfnosauren auszureichen, um
dennoch ein funktionelles NoLS zu beinhalten.

C-terminale Verklirzungen des NS1 konnen im Genoatewvilnfluenza A-Virus-Subtypen
nachgewiesen werden, wie beispielsweise in HININZH2H3N2, HON2 (Dundon et al.,
2006), H3N8 (MacRae et al.,, 2005) und sogar in rainbumanen H5N1-Isolat
(A/Vietnam/1203/04), das nachweislich im  FrettciModell zu schwersten
Krankheitsverlaufen fihrte (Govorkova et al., 200%yie aus Kap. 4.5.2 und 4.5.3
hervorgeht, weist das HPAI 984-Virus mit verkurzt€rterminalen Ende ebenfalls eine
Erh6hung der Pathogenitat, im Besonderen jedochindiektiositat in Hihnerembryonen auf.
In vorangegangenen Arbeiten (Krug und Soeiro, 1¥obnte gezeigt werden, dass NS1 im
Nukleolus zur Inhibition der rRNA-Synthese fihrtirFandere Viren gibt es Belege, dass
virale Proteine im Nukleolus dazu fuhren, dass dmle Transkription und Translation
bevorzugt wird oder dass der Zellzyklus auf di@lkn Bedurfnisse abgestimmt wird (Hiscox,
2002). Die vorwiegende Lokalisation der viralen Mwakapsidproteine des Dengue-, Kunjin-
und des Japanese-Encephalitis-Virus spielt in dedlen Replikation und Pathogenese in
Saugerzellen eine wichtige Rolle (Mori et al., 2008ang et al., 2002; Westaway et al.,
1997). Durch direkte Interaktion mit Proteinen \Wiekleolin und B23 kénnen beispielsweise
Adenoviren eine Steigerung der viralen Replikatibewirken (Matthews et al., 2001;
Okuwaki et al., 2001).

Abgesehen von der Wiederherstellung des NoLS, fdikerfTrunkierung des C-Terminus des
NS1 zum Wegfall bzw. zur Veranderung weiterer figsdn Teil des Proteins beschriebener
Funktionen. Chen et al. (1999) konnte nachweisass dich zwischen Position 223 und 237
des NS1-Proteins eine PABII-Binde-Doméane befinB&tse wurde durch die bei den HPAI-
Viren aufgetretene Deletion fast vollstandig zemstivar jedoch bereits bei dem NS1 der
LPAI-Viren mit 230 Aminosauren nur verkirzt vorzufien. Die HPAI-Viren mit verkurztem
NS1-Protein replizierten jedoch besser in Hihn&me(siehe Kap. 4.5.1) und infizierten
embryonierte Huhnereier besser als die Virusmutamé 230 Aminosauren langem NS1-
Protein und somit potentiell noch vorhandener Bstelee (Kap. 4.5.3). Die Interaktion
zwischen NS1 und PABII fuhrt normalerweise dazigsdder Export zellularer mRNAs aus

dem Zellkern gehemmt wird. Die vollstdndige Delstidieser Domane des NS1 sollte

89



Diskussion

eigentlich zu verringerter Virulenz fuhren; das &eigil von dem, was in dieser Arbeit
nachgewiesen werden konnte. Daraus laf3t sich 8enljedass bereits die 230 Aminosauren
lange LPAI NS1-Variante hochstwahrscheinlich niofghr zu einer starken Interaktion mit
dem PABII-Protein in der Lage ist und somit dies@kiion des C-Terminus des NS1 bei den
untersuchten Virusisolaten nur eine untergeordRett spielt.

Die 4 letzten Aminosauren am C-Terminus des NShé&drdes Weiteren als PDZ-Doménen-
Ligand dienen (Obenauer et al., 2006). Durch diedBng ihrer PDZ-Domanen an andere
Proteine kdnnen sich Multiproteinkomplexe ausbilddre in vielen zellularen Funktionen
wie der Signaltransduktion und dem intrazellulafigansport von Proteinen eine wichtige
Rolle spielen (Jele et al., 2003). Obenauer et al. konnten zeigens dies C-terminale
Aminosauresequenz der haufigsten Vertreter derravidnfluenzaviren (-ESEV) tber 30
humane Proteine mit PDZ-Domanen effektiv bindetngeigen bindet die aktuell am
haufigsten vorkommende humane C-terminale NS1-Seq@@SKV) diese Proteine nicht,
bzw. nur eingeschrankt. Obwohl Uber die Interaktvom PDZ-Domanen in aviaren Zellen
wenig bekannt ist, ist davon auszugehen, dasshMinienierung des Einflusses des NS1 auf
zellulare Proteine mit PDZ-Domanen von Vorteil wada es nicht zur Zerstérung vieler
zellularer Signal- und Transportwege kommen wiuiidie C-terminale Deletion des NS1
kann daher auch als notwendige Entwicklung vorE@stehung des HPAI NES-Signals zu
sehen sein, da dieses, wie aus 4.5.4 hervorgebtneuZunahme des Exports von NS1 in das
Zytoplasma fuhrt. Diese Zunahme des nukledren Espoird durch die beiden Mutationen
(1136V/N139D) ausgelost, was, wie die C-terminalelddion, zu einer Erhdéhung der
Infektiositat und der Pathogenitat fuhrt (vgl. MDIRd EID50 von 984wt und 984LP/HP in
Abb. 4.14 und 4.15). Die auch in den Immunfluorezaeifnahmen in Abb. 4.17 A und D
erkennbare Verstarkung der Export-Fahigkeit des M#&Xder NES-Sequenz der HPAI-Viren
gegenuber dem Signal der LPAI-Viren (Abb. 4.17D &)dorreliert mit einer Inhibition der
IFN- -mRNA Produktion. In Abb. 4.18 ist gezeigt, dass Miutationen im NES des NS1 der
hochpathogenen Viren, unabhangig von dem, durcbelietion des C-Terminus entstandene,
NoL-Signal zu einer Abnahme der IFNMRNA-Menge fuhren. Eine grol3ere Menge des
NS1-Proteins im Zytoplasma kann durch vielfaltiggetaktionen die Induktion von IFN-
entsprechend starker hemmen. Es wurde gezeigtdaaB¥KKR-Kinase, welche normalerweise
Doppelstrang-RNA identifizieren kann, im Zytoplasmiarch NS1 gebunden wird, was zu
einer Unterbrechung des Interferon-Verstarkungsh#s/kihrt (Li et al., 2006). Auch RIG-I,
ein zellulares Protein, das ebenfalls im Zytoplasmezufinden ist, kann die 5" -Phosphat-

Gruppen von nicht-zellularer RNA erkennen und deldutie IFN- induzieren (Pichlmaier et
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al., 2006). NS1 kann durch direkte oder indirekiedBng diese Aktivierung und somit den
Ubergang der infizierten Zelle in den antiviraleat8s blockieren (Hatada und Fukuda, 1992,
Min und Krug, 2006). Durch Inhibierung von IRF-3duiNF- B im Zytoplasma kann NS1
ebenfalls die IFN- Transkription reduzieren (Talon et al., 2000, Wahgl., 2000).

Eine erhdhte Konzentration an NS1-Protein im Zyaspia kann durch die Interaktion mit
dem eukaryotischen Translationsinitiator elF4G znere verstarkten Translation viraler
MRNAs fuhren (Burgui et al., 2003; Aragon et abpQ). Des Weiteren sind in der frihen
Infektionsphase apoptotische Prozesse als anavirdflechanismus fir den viralen
Replikationzyklus hinderlich. Der apoptotische Rz durch die Aktivierung des PI3K/Akt
Signalweges wird beispielsweise durch die Binduog MS1 an die Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K) im Zytoplasma verhindert (Zhirnov ukéenk 2007; Ehrhardt et al., 2007).
Zudem konnte beobachtet werden, dass die N-tereniDamane des NS1-Proteins fur die
Kontrolle der Caspase-1 abhangigen Apoptose imierfen primaren humanen Makrophagen
zustandig ist (Stasakova et al., 2005).

Weitere Vorteile, die sich aus der vorrangig zyasphatischen Akkumulation des NS1
ergeben, ist die verstarkte Interaktion mit deb 2ligo (A) Synthetase. Hierdurch wird die
Aktivierung des RNaseL-Signalwegs inhibiert, waseeDegradation zellularer und viraler
RNA zur Folge hatte und fir das Virus von Nachigire (Min und Krug 2006).

De la Luna et al. (1995) konnten zeigen, dass NS&izer Erh6hung der viralen Translation
beitragen kann, was eine Erklarung fur die gestegeWachstumsraten der NS1-Mutanten
mit hochpathogenem NES darstellt (vgl. Kap 4.5Eihe Mutation im NES an Position 137
des NS1 von Valin zu Isoleucin konnte auch im Fafer todlich verlaufenen Tier-zu-
Mensch Ubertragung eines H7N7-Virus 2003 in dendBlianden als einzige Mutation
festgestellt werden, die das NS1-Protein des méinkeh von dem des aviaren Virusisolats
unterschied (Fouchier et al., 2004). Dies konnte weiteres Indiz fur die Relevanz der
Anpassung des NES fir eine gesteigerte Transmissigkeit des Virus darstellen.
Zusammengefasst lasst sich sagen, dass die derdhutiationen im NES und dem NoLS des
NS1-Proteins der hochpathogenen Viren verursacptenerte Verteilung des Proteins
offenbar eine erhohte Infektionseffizienz ermddlicidie verstarkte Akkumulation im
Nukleolus und der erhéhte Export des NS1 in dapgsma wirken additiv, um eine

gesteigerte Virulenz des Influenzavirus zu ermdgic
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6. Zusammenfassung

Im Jahr 1999 kam es in ltalien bei Gefligel zu ginAusbruch hochpathogener aviarer
Influenza A-Viren (HPAI-Viren) des Subtyps H7N1,rdeum Verlust von 14 Millionen
Tieren fuhrte. Aus Stammbaumanalysen ging henass dlie HPAI-Viren aus bereits zuvor
zirkulierenden Influenzaviren niedriger Pathogen{t&PAl-Viren) hervorgingen. Neben der
Entwicklung einer multibasischen Spaltstelle im H@glutinin (HA) dieser Viren konnten
durch Sequenzanalysen weitere markante Untersclaetkchen HPAI- und LPAI-Viren
detektiert werden. Das HA der HPAI-Viren wies emsétzliche Glykosylierung an Position
123 in der Nahe der Rezeptorbindungsstelle auf.niesten LPAI-Isolate besitzen dort kein
oder nur ein Glykan an Position 149. Im NS1-Prqgteelches den viralen Faktor fur die
Suppression der zellularen Immunantwort darstetibnten Mutationen im Kernexportsignal
(NES) sowie eine Deletion von sechs Aminosauren @sierminus der HPAI-Viren
festgestellt werden.

Im ersten Teil dieser Doktorarbeit wurden daheromekinante Viren des HPAI-Isolats
Alostrich/Italy/984/00 (984) generiert, die sichsachlie3lich in den Glykosylierungstellen
nahe der Rezeptorbindungstasche des HAs unterschi®&s Vorhandensein eines Glykans
an Position 123 stellte sich in den Experimentensanifikante Pathogenitatsdeterminante
heraus. Die zusatzliche N-Glykosylierung fuhrte zueiner erhohten
Freisetzungsgeschwindigkeit der Viren am Ende deplikationszyklus. Die dadurch
beschleunigte systemische Virusausbreitung im emidkVirt steigerte die Mortalitat
erheblich.

Des Weiteren wurden fur den zweiten Teil der Arbekombinante 984 NS1-Mutanten
hergestellt, deren NES und/oder C-Terminus von neind?Al-Virusisolat stammen. Es
konnte gezeigt werden, dass diese Viren reduzigvieshstum auf avidren Zellen sowie eine
verminderte Infektiositat fir den aviaren Wirt awggen. Dieser Effekt konnte auf eine
veranderte Lokalisation des HPAI-NS1 in den vemdénen Stadien der Infektion
zuruckgefuhrt werden.

Zusammengenommen bewirken das zusatzliche GlykaRaaition 123 des HA und die
Mutationen im NS1-Protein des HPAI-Virus eine diehié Steigerung der Pathogenitat im

aviaren Wirt.
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Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleosidtriphosphat

double stranded

Escherichia coli
Ethylendinitrilotetraessigsaure
eukaryotic translation initiation factor 2
Endoplasmatisches Retikulum
fotales Kalberserum

Gramm

Guanin

Stunde

Hamagglutinin
Hamagglutinin-Esterase-Fusionsprotein
Interferon

interferon regulatory factors

Kilo

Kilodalton

Liter

Meter

milli

molar

Matrixprotein

melanoma differentiation-associated gene 5
minimal essential medium

Minute
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Abkirzungsverzeichnis

mol Mol
MRNA messenger RNA
mikro
n nano
NA Neuraminidase
NC Nitrocellulose
NES nuclear export signal
NLS nuclear localisation signal
NP Nukleoprotein
NS1 Nichtstrukturprotein 1
NS2/NEP Nichtstrukturprotein 2/ nukleares Expartpin
nt Nukleotid
oD optische Dichte
P/S Penicillin/ Streptomycin
PA Polymeraseprotein, azidisch
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PB1 Polymeraseprotein basisch 1
PB2 Polymeraseprotein basisch 2
PBS phosphate buffered saline
PCR polymerase chain reaction
pfu plaque forming units
Pfu Pyrococcus furiosus
pH potentia hydrogenii
PKR protein kinase R
Pol Polymerase
poly(A)- Polyadenylierungs-
Rig-I retinoic acid inducible gene |
RNA Ribonukleinsaure
RNP Ribonukleoprotein
rpm rounds per minute
RT Raumtemperatur
RT Reverse Transkription
S Sekunden
SS single stranded
SDS Natriumdodecylsulfat
Tab. Tabelle
Taq Thermus aquaticus
TBE TRIS-Borsaure-EDTA-Puffer
TEMED N,N,N,N""Tetramethylethylendiamin
TGN Trans-Golgi-Netzwerk
TRIS Trishydroxymethylaminomethan
TSS transformation and storage solution
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VRNA
WHO
wt

Aminosauren:

ICD'”I'I'IUO>

< s< 40w ImOUVTzZzZTr X

Abkirzungsverzeichnis

Unit
Volt
virale RNA
world health organisation
Wildtyp

(Ala) = Alanin
(Cys) = Cystein
(Asp) = Asparaginsaure
(Glu) = Glutaminsaure
(Phe) = Phenylalanin
(Gly) = Glycin
(His) = Histidin
(lle) = Isoleucin
(Lys) = Lysin
(Leu) = Leucin
(Met) = Methionin
(Asn) = Asparagin
(Pro) = Prolin

(GIn) = Glutamin
(Arg) = Arginin

(Ser) = Serin

(Thr) = Treonin
(val) = Valin

(Trp) = Tryptophan
(Tyr) = Tyrosin
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