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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Influenza A Viren

1.1.1 Taxonomie
Zur Familie der Orthomyxoviridae gehoren die Influenza Viren Typ A, B und C,
sowie die Thogotoviren [Wright et al., 2001 und ICTV 2004] (s. Tab.1).

Tabelle 1: die wichtigsten Vertreter der Orthomyxoviridae

Genus Mensch

Influenza A, B Influenza A Viren bei Menschen
Geflugel, Schwein, Pferd, Seehunden, Walen,
Influenza B Viren bei Menschen

Influenza C Influenza C Viren bei Mensch und Schweinen

Thogotoviren Tick-Borne-Thogotovirus bei Zecken und Mausen
Dhori-Virus bei Zecken und Mausen

Die Nomenklatur fur Influenza A Viren richtet sich nach den beiden
Oberflachenproteinen Hamagglutinin  und Neuraminidase. Es gibt 16
Hamagglutinin- und 9 Neuraminidase-Komponenten, die in Kombination als
Subtypen definiert sind [Fouchier et al., 2005]. Fur Influenza Viren von Typ B
und C gibt es keine Subtypisierung [Shen et al., 2009].

Die Einteilung der aviaren Influenza A Viren (AlV) der Subtypen H5 und H7
kann durch die Angabe zur Virulenz in ,high pathogenic avian Influenza virus’
(HPAI) und ,low pathogenic avian Influenza virus’ (LPAI) erganzt werden.
Dabei wird neuerdings die Spaltstelle im  Hamagglutinin  als
molekularbiologisches Unterscheidungskriterium flr diese Angabe verwendet
[Senne et al.,2006].

1.1.2 Morphologie
Die Viruspartikel sind pleomorph und zeigen keine einheitliche Form oder

GroRRe. Die Mehrzahl der Partikel weist jedoch bei elektronenmikroskopischer
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Darstellung (Abb. 2) eine spharische Form mit einem Durchmesser von

~120nm auf. Die Abbildungen 1 zeigt die schematische Darstellung eines

Influenza A Viruspartikels mit den wichtigsten Proteinen.

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Darstellung eines Influenza-Partikels (Fotos: LGL-
OberschleiBheim, F. Horvarth). Dargestellt sind einzelne Influenza-Partikel.
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113 Genomorganisation

Influenza A Viren besitzen ein segmentiertes RNA-Einzelstrang-Genom in
negativer Polaritat (-ssRNA). Ca. 13600 Basen codieren auf acht Segmenten
insgesamt 10 oder 11 Proteine (Tab.2), da das PB1-F2 Protein nicht in allen
Influenza A Virusisolaten vorhanden ist [Shaw et al., 2008; Zell et al., 2007]. In
der Regel codiert jedes RNA-Segment ein Protein. Allerdings kénnen durch
alternative Splice-Vorgange auch zwei Proteine synthetisiert werden. Die 3’-
und 5-Enden bilden pfannenstielahnliche Strukturen aus und stellen die
Signalsequenzen fur die Initiation der Transkription und der RNA-Replikation
dar. Zum Schutz der einzelstrangigen RNA sind diese mit argininreichen
Nukleoproteinen (NPs) assoziiert. Am 3’-Ende jedes Segments befinden sich

ca. 50 Einheiten des viruseigenen Polymerasekomplexes (Pol-Komplex).

114 Virusproteine

Die Virusproteine der Influenza A Viren lassen sich in Struktur— und
Nichtstrukturproteine unterteilen. Zu den Strukturproteinen gehoéren die
Membranproteine  Hamagglutinin ~ (HA), Neuraminidase (NA), der
Transmembran-lonenkanal (M2), das Matrixprotein (M1) sowie die
Komponenten des Nukleokapsids (Nukleoprotein (NP) und
Polymerasekomplex PB1, PB2 und PA). Die Nichtstrukturproteine umfassen
NS1 und NS2 sowie PB1-F2, wobei PB1-F2 nicht immer vorhanden ist
[Henklein et al., 2005]. In zahlreichen H1N1-Virusisolaten aus Schweinen
hatte das PB1-F2- Protein ein in-Frame Stoppcodon an den Positionen 11, 25
und 36 [Zell et al., 2007]. In Tabelle 2 sind die Virusproteine den Segmenten

des Virusgenoms zugeordnet aufgelistet.



EINLEITUNG

Tabelle 2: Die RNA-Genomsegmente von A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2
und die durch sie codierten Proteine.

Segment Nukleotide® Protein Funktion
(Bp)
1 2977 PB2 Polymerase-Komplex
Cap-Binding
PB1 Polymerase-Komplex
5 2974 PB1 RNA-abhangige RNA-Polymerase
PB1F2 auf ORF2 im PB1-Segment codiert
induziert Apoptose
Polymerase-Komplex
3 2151 PA Protease-Aktivitat
HA N-terminaler Anteil von HA,,
4 1695 HA ! Adsorption an Neuraminsaure, Rezeptorbindung
0 HA C-terminaler Anteil von HA,,
2

Membranfusion

Nukleoprotein, Hauptkomponente des
5 1497 NP Nukleokapsids
Kerntransportsignal: Nukleokapside in Kern

Neuraminidase
entfernt endstédndige Neuraminsauren von
infizierten Zellen, verhindert so das Verkleben von
neuen Viuspartikeln bei deren Freisetzung

6 1410 NA

kleidet Innenseite der Lipiddoppelschicht aus,

M1 aktiv bei Morphogenese

7 982 M

Transmembran-Protein-lonen-Kanal

M2 sehr frih im Infektionszyklus aktiv

Kernprotein, Co-Faktor beim RNA-Splicen,
NS1 reguliert Export der gesplicten RNA
8 838 NS wirkt als Interferon-Antagonist

NS2 Funktion nicht eindeutig bekannt

% Die Nukleotide (Bp) geben die Anzahl der Basen in der codierenden Region wieder

Neben den viruseigenen Proteinen lassen sich auch eine Vielzahl zellularer
Proteine mittels Proteomtechnik [Maxwell et al., 2007], sowohl in der Hulle, als
auch im Inneren eines Virion, nachweisen und identifizieren. Die Funktion der
eingebauten Wirtszellproteine ist allerdings nicht ganzlich aufgeschlusselt und
es ist auch nicht sicher, ob es sich dabei um unspezifisch eingebaute Proteine
handelt, die im Zuge des ,Budding-Prozesses’ in die Virushulle eingelagert
wurden [Shaw et al., 2008]. Neben Influenza A Viren konnten auch bei
anderen umhdullten Viren Wirtszellproteine im Virion nachgewiesen werden
[Maxwell et al., 2007].
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11.5 Replikation

Das Virus bindet an Sialinsaurereste von Glykoproteinen oder Glykolipiden auf
der Zelloberflache. Die Endocytose und anschlieende Ansauerung der
Clathrin-umhdllten Einschlusskérper durch den M2-Protonenkanal flhrt zur
Konformationsanderung von HA, [Harder et al., 2006]. Die fusogene Region
am N-Terminus von HA, kommt in unmittelbare Nahe der
Endosomenmembran. Der hydrophobe Charakter am N-Terminus fuhrt zum
Verschmelzen der Lipiddoppelmembranen von Virus und Endosom. Virale
Nukleokapside gelangen, induziert durch das Kerntransportsignal der NP,
durch Kernporen in den Nukleus, wo die Transkription der viralen RNA (VRNA)
in messenger-RNA (mRNA) und komplementare RNA (cRNA) stattfindet.

Zu Beginn des Replikationszyklus (Abb.3) dienen die Ribonukleoprotein-
komplexe als Matrize fur die Bildung von viraler mRNA. Der Promotor liegt am
3’-Ende, den Transkriptionspunkten vorgelagert. Da die RNA-abhangige RNA-
Polymerase (PB1) die Synthese der neuen Strange nicht selbst initiieren kann,
entfernt das PB2 die 5-Cap-Struktur der zelluldaren mRNA-Molekile, sog.
,Cap-Snatching“ [Gastaminaz et al., 2003], und lagert diese an das 3’-Ende
der vRNA an. Das PB2-Protein bindet ein Uridin, welches immer an letzter
Position der vRNA steht, an einen Adeninrest, der sich in den ersten 10-13
Basen der 5-Cap-Struktur zellularer mRNA-Molekule befindet. Die PB2-
eigene Protease-Aktivitat spaltet nach dem Adenin und erzeugt so ein freies
3’-OH-Ende, das als Primer flr die Polymeraseschritte dient. Dies hat
zweierlei zur Folge: einerseits dienen diese Cap-Molekile als Primer fur die
RNA-Polymerase, andererseits werden die zellulare Transkription und
Translation unterbrochen und der Wirtsstoffwechsel ganz auf die Bedurfnisse
der Virusreplikation eingestellt.

Die Elongation der neuen RNA-Strange erfolgt durch den viralen
Polymerasekomplex (Pol-Komplex) bestehend aus PB2, PB1 und PA. Die
Transkription endet 15-20 Nukleotide (Nkt) vor dem 5-Ende, dessen
pfannenstieldhnliche Doppelstrangbereiche eine natlrliche Barriere fur den

Pol-Komplex darstellen. Beim Export der viralen mRNA ins Cytoplasma wirken
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virale und zellulare Faktoren zusammen. Die Translation der
membranassoziierten Proteine HA, NA und M2 erfolgt an der Membran des
endoplasmatischen Reticulums (ER). Eine Signalase entfernt nach
Durchschleusen der Aminosaure (AS) -Ketten ein N-terminales Signalpeptid
von HA, NA und M2. Uber den Golgi-Apparat und Golgi-Vesikel werden HA,,
NA und M2 an die Zelloberflache transportiert. Dort interagieren sie zu
trimeren (HA) bzw. tetramaren (NA) Komplexen, werden glykosiliert und HA,
und M2 zusatzlich mit einer Palmitinsaure modifiziert. M2 reguliert als
Protonenpumpe den pH-Wert und verhindert so die vorzeitige Induktion der
Fusionsaktivitat der HA-Komplexe.

PB2, PB1, PA, NP, NS1, NS2 und M1 weisen eine Signalsequenz fir den
Transport in den Kern auf. Um den Transkriptionsapparat auf den
Replikationsschritt umzustellen, missen freie, neu synthetisierte NPs im Kern
angereichert werden. Diese interagieren mit Proteinen des viralen Pol-
Komplexes und leiten die Replikation ein. Die Bildung der notwendigen freien
3’-OH-Gruppe als Primer fir die RNA-anhangige RNA-Polymerase erfolgt wie
bei der Initierung der viralen mMRNA-Synthese. PB2, PB1 und PA I6sen den
Hairpin-Loop am 5-Ende auf und es erfolgt die Synthese eines kompletten
Genomstranges (Antigenom), welcher wiederum mit NPs assoziiert und als
Matrize flr die Negativstrang-Synthese dient. Diese neuen Genomstrange
assoziieren mit NP, PB2, PB1 und PA zu Nukleokapsiden (VRNPs) und
werden von M1-Proteinen umgeben. Diese Komplexe werden, vermittelt durch
die Exportfunktion von NS2, aus dem Kern ins Cytoplasma an Stellen
transportiert, an denen besonders viele HA-, NA- und M2-Proteine in die
Membran eingelagert sind. Man vermutet, dass die VRNPs mit den
assoziierten  M1-Proteinen an die ins Cytoplasma reichenden
Oberflachenproteine binden. Es erfolgt die Bildung der initialen Budding-
Struktur. Die Zellmembran stulpt sich aus, umschliel3t die Nukleokapside und
gibt diese durch Knospung an die Zelloberflache ab. Die Aktivitat der NA
entfernt endstandige N-Acetyl-Neuraminsaurereste von viralen und zellularen

Oberflachenproteinen. So soll ein Verkleben der neu gebildeten Viruspartikel
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untereinander oder eine Wechselwirkung der Viruspartikel mit bereits
infizierten Zellen vermieden werden.

Ausschlielich Viren mit allen acht Genomsegmenten sind infektids [Lamb et
al., 2001]. Allerdings ist unklar, ob es einen Mechanismus gibt, der
gewahrleistet, dass immer alle Segmente in das zu bildende Viruspartikel
gelangen. Viel wahrscheinlicher erscheint stattdessen, dass in jedes Virion 11-
13 Nukleokapsidsegmente eingelagert werden, ohne RuUcksicht um welche
Segmente es sich handelt. Diese Hypothese wird durch die Tatsache
unterstitzt, dass nur ca. 10% der neu gebildeten Viruspartikel in Zellkultur

infektios sind.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Replikationszyklus eines Influenza A Virus in
einer Zelle (www.grippeinfo.de).
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1.1.5.1 Antigenic Drift und Antigenic Shift

Die hohe Mutationsrate im Influenzagenom ist auf die relativ geringe
Lesegenauigkeit der RNA-abhangigen RNA-Polymerase
(Replicase) zurick zu flhren, welcher zusatzlich auch eine
Fehlerkorrekturfunktion (Proofreading, 5’-3’-Endonuclease-Aktivitat) fehlt
[Poland et al., 2007]. Viele abgeschwachte und nicht-infektidse Genotypen
werden durch konstant auftretende Mutationen erzeugt. Der hohe
Selektionsdruck, z.B. durch Antikérper oder suboptimale Zellpermissivitat,
fihrt dazu, dass nur Genotypen mit deutlichen Wachstumsvorteilen Gberleben
und sich daraus eine neue Population gegenuber den | Elternviren’
durchsetzen kann [Zambon, 1999].

Eine problematische Eigenschaft von Influenza A Viren sind Punktmutationen,
die wahrend der Replikation mit einer Haufigkeit von etwa 10 [Modrow,
2003] bis 10° Basen [Poland et al., 2007] auftreten und vor allem die
codierenden Genbereiche von HA und NA betreffen. Der daraus resultierende
Austausch von AS kann zu einer grundlegenden Anderung in der Sekundéar-
und Tertiarstruktur der betroffenen Proteine fuhren [Proenca-Mddena, 2007].
Durch die fehlende oder die geringe Kreuz-Reaktivitdt mit von friheren
Infektionen noch vorhandenen Antikdrpern kann eine durch Antigendrift
entstandene Influenza A Virusvariante in der betroffenen Wirtspopulation
Infektionen mit gravierenden Erkrankungen auslosen [Al Fares et al., 2005].
Weltweit auftretende Pandemien wurden in der Regel durch Viren mit
multiplen Mutationen oder durch Auftreten des sog. Antigenshift verursacht.
Letzteres, sehr seltenes Ereignis, tritt auf, wenn zwei unterschiedliche
Influenza A Viren, mdglicherweise auch von unterschiedlichen Wirtspezies
stammend, gleichzeitig eine Wirtszelle infizieren. Daflr gilt das Schwein als
Risikowirt, das heifl3t als sog. ,Mixing vessel“, da es sowohl von humanen als
auch von aviaren Influenza A Virussubtypen infiziert werden kann [Hampson
et al., 2006, Zambon 1999]. Bei der Replikation in zweifach infizierten Zellen
kann es zu einer Neukombination ganzer Genomsegmente (Reassortment)

kommen. Vollig neue Subtypen kdonnen entstehen, deren Partikel gemischte
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Genomsegmente von beiden ,Elternviren’ enthalten kénnen. Beispielsweise
kann so ein ,Reassortantenvirus“ volle Virulenz fir Menschen zeigen und
gleichzeitig ein Oberflachenantigen, z.B. das HA, von einem Tiervirus tragen.
Je nach Dynamik seiner Vermehrung und Ausscheidung kann so ein Virus das
Potential entwickeln, eine Pandemie auszulésen [Zambon, 1999].

Neben der laborexperimentellen Moglichkeit, ein Reassortantenvirus mit
ausgesuchten Gensegmenten durch die Reverse Genetics-Technik
herzustellen [Parks et al., 2007], ist es auch moglich, dass sich ein Influenza A

Reassortantenvirus auf natirliche Weise bildet (Abb.4).

a-2,3
Rezeptorpréferenz Vo ge] - MC]]_SC]]. ijbemagung
‘o

HS5N1; H7N7:; H9N2
Direkte Ubertragung méglich aber selten

a-2,3und a-2,6
Rezeptoren vorhanden

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Ubertragungswege von Influenza A Viren iiber
die Speziesbarriere hinweg mit moglicher Reassortantenbildung.

Auf naturlichem Weg entstehen Reassortantenviren nur durch mindestens
eine Doppelinfektion mit unterschiedlichen Influenza A Subtypen in einem
Wirt. Die haufigsten Doppelinfektionen treten in der Vogelpopulation auf, da
dort alle Subtypen einen endemischen Status aufweisen [Nicholson et al.,

2003]. Dies kann zur Bildung von neuen Influenza A Subtypen flhren, die
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uberwiegend in der Vogelpopulation zirkulieren. Dartber hinaus ist es moglich,
dass ein Reassortantenvirus aus einem aviaren und einem nicht-aviaren

Virussubtyp gebildet wird.

1.1.6 Wirts- und Gewebespezifitat

Die naturlichen Wirte fur alle Influenza A Viren sind beim Wassergefligel zu
finden, vor allem Anseriformes (u.a. Ganse, Enten, Schwane) und
Charadriiformes (u.a. Mowen und Seeschwalben) sind asymptomatische
Virustrager. An diese Wirtstiere konnte sich das Virus uber lange Zeit
anpassen, so dass es zu einer Koexistenz, eine Art evolutionares Wirt-Virus-
Gleichgewicht, mit diesen Vogeln kam [Louie, 2005]. Somit gibt es flr
Influenza A Viren, wie flr viele andere Viren auch, geeignete Tragerwirte, die
fur die Sicherung der Virusreplikation und Verbreitung sorgen.

Von seinem naturlichen Tragerwirt (Carrier) kann das Virus jederzeit auf einen
neuen Wirt Ubergehen, sich gunstigstenfalls an diesen adaptieren und in der
neuen Wirtspopulation einen endemischen Status erreichen. Das Virus wird
damit von seinem ursprunglichen Reservoir unabhangig. Allerdings herrscht
nicht sofort ein adaptiertes Gleichgewicht. Daher fuhren solche Infektionen
haufig zu unterschiedlich schwerer klinischer Symptomatik. Tabelle 3 zeigt die
naturlichen Wirte fur alle bekannten HA- und NA-Subtypkomponenten der

Influenza A Viren.

10
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Tabelle 3: Hauptwirte der Influenza A Subtypenkomponenten

H:;“nfgg:‘f:t"e“ Natiirlicher Wirt | Natiirlicher Wirt Nﬁgﬁx:“gﬁze
H1 HU, WG, NG, SW | HU, WG, NG, SW N1
H2 HU, WG, NG HU, WG, NG, SW N2
H3 HU, WG, NG, SW, WG, NG N3

EQ
H4 WG, NG WG, NG N4
H5 WG, NG WG, NG N5
H6 WG, NG WG, NG NG
H7 WG, NG, EQ WG, NG, EQ N7
Hg WG, NG WG, NG, EQ N8
Ho WG, NG WG, NG N9
H10 WG, NG
H11 WG, NG
H12 WG, NG
H13 WG, NG
H14 WG, NG
H15 WG, NG
H16 WG

HU: humane Influenza A Subtypkomponente

WG: Wassergefliigel

NG: Nutzgefliigel

SW: porcine Influenza A Subtypkomponente

EQ: equine Influneza A Subtypomponenten, H3N8 auch bei Hunden [Crawford et al., 2005].

Einer der Hauptfaktoren der Wirtsspezifitat ist die unterschiedliche Rezeptor-
Bindespezifitat des Hamagglutinin [Hampson et al., 2006]. Als Rezeptor fur
das HAs-Protein dienen endstandige N-Acetyl-Neuraminsauren auf der
Zelloberflache [Owen et al., 2007]. Die Rezeptorbindestelle auf dem HA;-

Protein wird durch die raumliche Anordnung des homotrimeren HA-Proteins
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gegeben, erst dann befinden sich die entsprechenden AS in raumlicher Nahe
zueinander. Die Interaktion erfolgt Uber Wasserstoffbricken und van-der-
Waal'sche-Krafte [Modrow et al., 2003]. Je nach Art der glykosidischen
Bindung der Sialinsaurereste mit der Galaktose werden die Zellrezeptoren
eher von aviaren oder humanen Influenza A Viren bevorzugt. Humane
Influenza A Viren bevorzugen eine «-2,6 Bindung der N-Acetyl-
Neuraminsaurereste mit der Galaktose. Diese Rezeptoren findet man in den
menschlichen Atemwegen, vor allem in den Epithelzellen der
Nasenschleimhaut, des Rachens, der Luftrohre und der Bronchien [Shinya et
al., 2006; Baum et al., 1990]. Aviare Influenza A Viren bevorzugen hingegen
eher eine a-2,3 Bindung der N-Acetyl-Neuraminsaurereste mit der Galaktose
[Harder et al., 2006]. Jedoch reicht z.T. schon der Austausch einer einzigen
Aminosaure in der Rezeptorbinderegion aus, um die Bindungspraferenz
soweit zu andern, dass ein primar an aviare Rezeptoren bindendes Virus nun
auch an humane Zellrezeptoren binden kann [Matrosovich et al., 1997; Naeve
et al., 1984]. Das humane Lungengewebe ist durchaus fur AIV empfanglich.
Da sich die entsprechenden Rezeptoren aber in den unteren Regionen des
Respirationstraktes, und dort vor allem an nicht-bewimperten Zellen, befinden,
konnen die dort replizierten Viren nur sehr schwer ausgeschieden werden.
Dem gegenlber kdnnen humane Influenza A Viren, welche in den oberen
Regionen des Respirationstraktes replizierten, sehr leicht durch Niesen und
Husten ausgeschieden und verteilt werden [Shinya et al., 2006]. Schweine und
Pferde sind fur AIV empfanglich, da bei ihnen, wie bei den Vogeln, die N-
Acetyl-Neuraminsaure a-2,3 mit der Galaktose verknipft ist [Vahlenkamp et
al., 2006]. Neben der von AIV bevorzugten o-2,3 Bindung der N-Acetyl-
Neuraminsaure mit der Galaktose exprimieren Schweine auch die von
porcinen und humanen Influenza A Viren bevorzugte a-2,6 Bindung der N-
Acetyl-Neuraminsaure mit der Galaktose [lto et al., 1998]. Somit kdnnen
Schweine simultan von aviaren und nicht-aviaren Influenza A Viren infiziert
werden, in deren Infektionsverlauf beide Viren repliziert werden [Hampson et

al., 2006; Zambon, 1999]. Die Replikation von AIV im Schwein kann zu einer
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Verschiebung der Bindungspraferenz hin zu «a-2,6 Bindung der N-Acetyl-
Neuraminsaure mit der Galaktose fuhren. Daher wird das Schwein als eine Art
Zwischenwirt flr die Bildung von humanen Pandemieviren angesehen
[Bateman et al., 2008].

1.1.7 Immunreaktionen

Zu Beginn der Infektion reagiert das angeborene Immunsystem (innate
immunity) Uber die Erkennung sog. PAMPs (pathogen associated molecular
pattern) durch dendritische Zellen und Makrophagen [Si-Tahar et al., 2009].
Durch die Erkennung des Pathogens durch membranstandige,
keimbahnkodierte Rezeptoren kommt es zur Phagozytose, einem aktiven
Prozess, bei dem das gebundene Pathogen zuerst von der Membran des
Phagozyten (dendritische Zellen, Makrophagen) umhdullt und anschlief3end in
einem Vesikel, Phagosom, aufgenommen wird. Durch die Ansduerung des
Phagosoms durch Lysosome wird dessen Inhalt mittels Enzyme und weiterer
toxischen Substanzen zerstort und abgetdtet. Dendritische Zellen sind primar
nicht dazu da, die Krankheitserreger zu zerstoren, sondern viel mehr besteht
ihre Aufgabe darin, die Antigene von Pathogenen zu den peripheren
Lymphknoten zu transportieren und dort den T-Lymphozyten zu prasentieren.
Intravesikulare Antigene, z.B. durch Phagozytose aufgenommene kleine virale
Partikel oder in den Phagosomen abgetotete und prozessierte Pathogene,
binden an MHC-II-Molekule und werden mit diesen an der Zelloberflache
prasentiert [Janeway et al, 2005].

Daruber hinaus sezernieren sie eine Reihe antiviral und regulativ wirkender
Zytokine, u.a. die Interleukine (IL) IL-1, IL-6 und IL-8, sowie die Interferone
(IFN) IFN-a, IFN-B und IFN-y. Influenza A Viren induzieren verstarkt die
Synthese von IFN-a und IFN-B [Marcus et al., 2005]. Diese sind bereits kurze
Zeit (~2-24h) nach der Infektion nachweisbar und induzieren einen antiviralen
Status sowohl in bereits betroffenen, als auch in nicht-infizierten Zellen.

Darliber hinaus aktivieren sie Natlrliche Killer (NK)-Zellen, welche MHC-
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unabhangig die Erkennung und effiziente Lyse infizierter Zellen durchfihren
kénnen [Jewell et al., 2007, Chavez-Galan et al., 2009].

Wahrend einer Influenza Infektion kommt es durch die Bindung von RIG-1
[Loo et al., 2008] an dsRNA viralen Ursprungs und viraler ssRNA ohne 5’-Cap-
Struktur zur Konformationsanderung von RIG-1. Dies fuhrt zur Initiation
multipler Signalwege, welche u.a. die Expression von IFN und inflamatorischer
Zytokine steigert [Yoneyama et al., 2004].

Das von infizierten Zellen sekretierte IFN steigert die antivirale Immunantwort
indem es an membranstandige IFN-Rezeptoren anderer Zellen bindet.
Dadurch werden verstarkt antivirale Substanzen gebildet, welche wiederum
die angeborene Immunantwort stimulieren und somit das Immunsystem
gegenuber der viralen Infektion in Alarmbereitschaft setzen [Gongora et al.,
1999].

Allerdings besitzen Influenza A Viren mit dem NS1-Protein einen wirksamen
Mechanismus, um die Typ-I-IFN-Wirkung zu unterbinden [Zamarin et al., 2009,
Solérzano et al., 2005, Haye et al., 2009]. Das virale NS1 Protein ist ein
starker Virulenzfaktor, indem es das Vorhandensein der Influenza Viren
maskiert und die Immunantwort durch mehrere Mechanismen unterdruckt
[Fernandez-Sesma, 2007; Garcia-Sastre et al., 1998; Hale et al., 2008]. NS1
bindet an den RIG-1/IPS-1 Komplex [Guo et al., 2006; Mibayashi et al., 2006;
Opitz et al., 2007] und blockiert die downstream Signale. Dies resultiert in
einer verringerten Expression von Typ1 IFN und inflammatorischer Zyokine.
DarUber hinaus kann NS1 die Prozessierung zelluldarer mRNA und den
Nukleus-Zytoplasma-Transport unterbrechen, indem es an den zellularen
MRNA-Prozessierungsfaktor (CPSF) bindet und somit die zellulare
Proteinsynthese auf einem post-transkriptionellen Level beendet [Chen et al.,
1999; Kochs et al., 2007; Nemeroff et al., 2003; Noah et al., 2003].

Die Kontrolle der Virusinfektion durch adaptive Immunreaktionen erfolgt vor
allem durch neutralisierende Antikérper und zytotoxische T-Zellen (Cytotoxic
T-lymphocytes, CTL). Virusspezifische CD4"-Zellen induzieren und verstarken

die humorale Immunantwort und die Bildung von neutralisierenden AK, die vor
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allem gegen das HA gerichtet sind [Martinez et al.,, 2006]. Diese schutzen
lebenslang effektiv vor einer erneuten Infektion mit dem gleichen Virusstamm,
ebenso wie IgA;-AK von Nasenschleimhautzellen vor einer Reinfektion mit
dem bereits im Organismus befindlichen Virus schitzen [Bizanov et al., 2005].
AK gegen NA hingegen reduzieren die Ausbreitung im Korper, schutzen aber
nicht vor einer Infektion an sich [Hampson et al., 2006].

Durch die Vermehrung des Virus im Zytosol der infizierten Zelle kommt es zur
Bindung viraler Peptidfragmente an MHC-I-Molekdile, die so beladen an der
Zelloberflache prasentiert werden. Inaktivierte Impfstoffe flhren zwar zu einer
Schutzwirkung, diese beruht aber vor allem auf der Bildung von Antikorpern
gegen die Oberflachenproteine HA und NA und der Bildung von CD4'-T-
Zellen. Durch das Fehlen der aktiven Vermehrung der Impfviren erfolgt die
Prasentation der viralen Peptidfragmente ausschlielich in MHC-II-Molekulen.
Die fir die Bildung von CD8'-CTLs notwendige Prasentation der viralen
Peptidfragmente in Kombination mit MHC-I-Molekulen bleibt aus.

Die Expression von MHC-I-Molekulen wird durch IFN-y zusatzlich erhoht
[Uetani et al., 2008]. Dies fuhrt zu einer verbesserten Erkennung und
Eliminierung infizierter Zellen durch CTL, da diese Antigene (AG) nur in
Verbindung mit MHC-I-Molekulen erkennen. Nach Erkennung des Liganden
und des AG auf der Zielzelle kommt es zu einer kurzen stabilen Paarung und
gezielter Freisetzung von Effektormolekiulen, wie z.B. Perforine und
Granzyme. Perforine bilden Poren in der Zellmembran, Granzyme lésen den
programmierten Zelltod aus, wobei die dabei aktivierten Nukleasen auch virale
DNA/RNA zerstoren und somit verhindern, dass bereits fertige oder halbfertige
Viren freigesetzt werden und andere Zellen infizieren kénnen [Pardo et al.,
2009].

Influenza A Viren mit einer HPAI-Schnittstelle kdnnen von nahezu jeder
Protease aktiviert werden [Hampson et al., 2006], wodurch sie nicht auf ein
Gewebe restringiert bleiben und somit jedes Organ infizieren kdnnen. Durch
diesen Umstand ist es den Viren maoglich, sich innerhalb kurzer Zeit sehr stark

zu vermehren und den infizierten Organismus mit Nachkommenviren zu
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uberschutten. Das Immunsystem kann dieser Menge an zu eliminierenden
Viren und infizierten Zellen nicht mehr Herr werden, es kommt zu einer
generalisierten Infektion [Hampson et al., 2006].

Influenza A Viren mit einer LPAI-Schnittstelle sind vor allem auf den
Respirationstrakt beschrankt, in dem nur Trypsin-ahnliche Proteasen das
Hamagglutinin spalten und somit das Virus aktivieren konnen [Hampson et al.,
2006].

1.1.7.1 Impfung gegen Influenza A Viren bei Nutztieren

Die Impfung gegen Influenza A Viren ist bei Schweinen bivalent und gegen
H3N2 und H1N1 gerichtet [Vahlenkamp et al., 2006]. Da Schweine ein
ausgepragtes Sozialverhalten haben und in engem Kontakt zueinander leben,
kann sich eine Influenza A Virusinfektion sehr schnell in einem Bestand
ausbreiten. Daher ware eine vollstandige Vaccinierung der gesamten
Population von Noéten. Dies ist aber aus praktischer und dkonomischer Sicht
nur sehr schwierig durchzuflihren [Vahlenkamp et al., 2006].

Die Einschleppung von Influenza A Viren in einen Nutzgefligelbestand flhren
zur Keulung des selbigen. Um einen falsch-positiven Befund auszuschliel3en,
herrscht EUweit ein Impfverbot [BGBI, 2007] und wer impft, darf seine Tiere
nicht mehr exportieren. Eine Ausnahmegenehmigung kann jedoch erteilt
werden. Eine Impfung flhrt zu einer Reduzierung der Virusausscheidung und
einer Verringerung der klinischen Symptome [Van der Goot et al., 2005].
Allerdings kann eine Virusausscheidung nicht komplett vermieden werden
[Van der Goot et al., 2006]. Dies fuhrt zu einer unkontrollierten Ausbreitung in
der Geflugelpopulation, da geimpfte aber infizierte Tiere keine klinischen
Symptome zeigen [Bruschke et al., 2007]. Mittels des DIVA- (Differentiating
Infected from Vaccinated Animals) Prinzips soll eine Unterscheidung zwischen
infizierten und geimpften Tieren moglich werden. Dabei unterscheiden sich
das Impfvirus und das Feldvirus z.B. im Neuraminidase-Subtyp. So kann ein
geimpftes aber infiziertes Tier identifiziert werden und mittels weiterer
MaRnahmen, wie z.B. Tétung aller Feldvirus infizierter Tiere, eine weitere

Ausbreitung verhindert werden. Allerdings flihrt eine Anderung des NA-
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Subtypes bzw. das Auftreten mehrerer Feldviren mit unterschiedlichen NA-
Subtypen zu Problemen, wenn sich Feld- und Impfvirus darin nicht mehr tGber
den NA-Subtyp unterscheiden lassen [Capua et al., 2004].

Pferde erhalten durch inaktivierte Vaccinien oder Spaltvaccinien einen
kurzzeitigen Antikorper-induzierten Schutz vor einer Infektion durch equine
Influenza A Viren [Paillot et al., 2008]. Alternative Impfstrategien umfassen den
Einsatz von ,immune-stimulating complex (ISCOM)-based vaccines’ [Sjolander
et al., 1998]. Diese ISCOM-Impfstoffe imitieren den Langzeitschutz, der durch
eine natirliche Infektion mit dem Virus induziert wird. Geimpfte Tiere zeigten
nach der zweiten Immunisierung nur geringe klinische Erscheinungen und

keine Virusausscheidung.

1.2 Aviare Influenza in verschiedenen Wirtsspezies

Infektionen mit aviaren Influenza A Viren (AlV) verlaufen bei vielen Wildvdgeln
in der Regel klinisch inapparent. Selbst die potentiell hochpathogenen H5 und
H7 Subtypen verursachten in der Wildvogelpopulation selten ernsthafte
Erkrankungen mit Todesfolge [Webster et al., 2007], bis es 1997 zu einer
Anderung dieser Situation kam. Ein aus Asien stammender hoch pathogener
H5N1 Subtyp verursachte zuerst in Asien, dann in Europa und Afrika,
vermehrt Todesfalle bei Schwanen, Enten und Gansen [Sturm-Ramirez et al.,
2004]. Dieses Virus erlangte schliel3lich  spezieslUbergreifendes

Infektionspotential.

1.2.1 Im Menschen

Der erste Fall von aviarer Influenza im Menschen wurde 1997 aus Hong Kong
gemeldet. 18 Menschen infizierten sich mit einem H5N1 Subtyp, sechs davon
starben [Conly, 2004]. Tabelle 4 zeigt die wichtigsten aviaren Influenza A

Subtypen im Menschen.

Tabelle 4: Aviare Influenza A Virusinfektionen im Menschen
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Subtyp Auftreten Erkrankte / Todesfalle
1997, Hong Kong 18/6
->A/Hong Kong/97 H5N1
2003, Hong Kong 2/1
H5N1
—~>A/Hong Kong/213/03, H5N1
Falle weltweit gesamt (19.06.08, WHO) 385/ 246
1998, Guandong, China 9/0
1999, Hong Kong 2/0
HION2

- A/Hong Kong/99 HI9N2

1980, Cape Cod, USA 4/0
- A/Seal/Mass/1/1980 H7N7
H7N7
2003, Netherlands 86 /1

-> A/Netherlands/219/2003 H7N7

Es konnte gezeigt werden, dass A/Hong Kong/97 seinen genetischen
Ursprung allein im Vogel hat und nicht aus einem Reassortment von aviaren
und humanen Influenza A Viren hervorgegangen ist [Claas et al., 2003].

Die nachsten Falle von H5N1 beim Menschen traten erst wieder 2003 auf.
Allerdings handelte es sich 1997 und 2003 nicht um die gleichen Viren
[Nicholson et al., 2003]. Das 1997 aufgetretene Virus wies noch zahlreiche
Eigenschaften von Influenza A Viren von Wasserwildgefligel auf. Dies zeigte,
dass ein Influenza A Virus des Wassergeflligels ohne vorherige Anpassung an
Land-/ Hausgeflugel im Menschen replizieren kann [Shinya et al., 2006]. Seit
diesem Zeitpunkt wurden Falle von H5N1 bei Haus- und Nutzgefligel in
zahlreichen Landern in Asien, Europa und Afrika nachgewiesen. Nach dem
Auftreten von H5N1-Infektionen im Menschen flhrte eine verstarkte
Uberwachung seit 1998 zur Entdeckung von neun humanen Infektionen mit
dem Subtyp HINZ2 in der Provinz von Guangdong, China. 1999 wurden zwei
weitere Falle bei Kindern aus Hong Kong gemeldet [Nicholson et al., 2003].

Keinerlei serologische Anzeichen einer Infektion im nahen Umfeld der Kinder
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wiesen wie bei H5N1 darauf hin, dass Ubertragungen von Mensch zu Mensch
vorlagen [Conly et al., 2004]. Dennoch besteht nach wie vor die begriindete
Gefahr, dass es erneut zu einer Ubertragung von AlV vom Subtyp HON2 auf
den Menschen kommt, da es zahlreiche HON2 Genotypen gibt, welche sowohl
die fur AIV typische «-2,3 Rezeptorbindungspraferenz, als auch die von
humanen und porcinen Influenza A Viren bevorzugte «-2,6 Bindung der N-
Acetyl-Neuraminsaure mit der Galaktose als Rezeptor aufweisen [Matrosovich
et al., 2001; Choi et al., 2004; Nagarajan et al., 2009].

Als dritter aviarer Influenza A Virussubtyp fuhrte H7N7 zu Infektionen im
Menschen. 1980 zeigten vier Personen eine eitrige Konjunktivitis nach Kontakt
mit toten Seehunden, die an einer Infektion mit A/Seal/Mass/1/80 H7N7
gestorben waren [Webster et al., 1981].

Zwischen Ende Februar und Ende Mai 2003 gab es in den Niederlanden einen
Ausbruch von Geflugelpest mit einem Influenza A Virus des Subtypes H7N7,
in dessen Verlauf es zu einem schweren Fall von ,acute respiratory distress
syndrome*“ mit Todesfolge kam. Das Virus hatte groRke Ahnlichkeiten zu einem
LPAI H7N7, welches aus Wildenten isoliert worden war [Fouchier et al., 2004].
Das Virusgenom wurde bei 86 Personen nachgewiesen. Das Virusisolat,
welches den Tod eines Tierarztes verursachte, unterschied sich an 14 AS-
Positionen von den anderen Virusisolaten. Der Austausch von Glutaminsaure
(E) durch Lysin (K) an Position 627 im PB2-Protein (PB2-g627k) schien eine
entscheidende Rolle zu spielen und kdnnte unter Beihilfe einer oder weniger
Aminosaure-Austausche im  HA-Protein den besonders schweren

Infektionsverlauf erklaren [Fouchier et al., 2003; Munster et al., 2007].

1.21.1 Therapie

Gangige Therapeutika bei einer Influenza A Virusinfektion sind Amantadin
bzw. Rimantadin. Beide werden sowohl als Prophylaxe als auch in der
Behandlung eingesetzt. Es handelt sich bei beiden Substanzen um
trizyklische, primare Amine, welche die Virusreplikation im Stadium der

Partikelaufnahme und Freisetzung der Nukleokapside im Zytoplasma
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hemmen. Angriffspunkt ist dabei das M2-Protein. Auf Grund der schnellen
Entstehung von Resistenzen bleibt die Behandlung mit Amantadin und
Rimantadin Hochrisikogruppen vorbehalten. Dennoch haben mittlerweile 96%
der zirkulierenden H3N2 Virusstamme eine Resistenz gegenuber Amantadin
und Rimantadin entwickelt [Deyde et al., 2007].

Andere Behandlungsansatze umfassen die Gabe von
Neuraminidasehemmern wie z.B. Oseltamivir (Tamiflu®) und Zanamivir
(Relenza®). Diese Substanzen dienen dazu, die Ausbreitung der Viren im Wirt
zu vermindern, ein Schutz vor einer Infektion wird dadurch nicht gewahrleistet.
Indikationen fur die Gabe von Oseltamivir und Zanamivir sind eine eindeutige
Exposition von Influenza A Viren, ein frihes Erkennen der Infektion (die Gabe
sollte spatestens 48h nach dem Auftreten der ersten Symptome erfolgen) oder
wenn eine Impfung aus gesundheitlichen Grinden nicht ratsam ist [Fiore et al.,
2007].

Impfstoffe gegen Influenza A Viren werden den jahrlich zirkulierenden
Stammen angepasst und in bebriteten Hihnereiern hergestellt. In der Regel
enthalten sie drei Komponenten: einen H3N2 und einen H1N1 Subtyp sowie
den zirkulierenden Influenza B Stamm [Gerdil et al., 2003, Sasaki et al., 2008,
Paul-Ehrlich-Institut, 2009]. Personen, welche einmal einem Influenza A Virus
ausgesetzt waren, sind immunologisch ,geprimed’, d.h. bei einer erneuten
Infektion mit dem gleichen Subtyp kann ihr Immunsystem schneller reagieren
und der Krankheitsverlauf ist deutlich schwacher. Auch eine gewisse

Kreuzimmunitat zwischen den Subtypen ist vorhanden [Epstein et al., 2006].

1.2.2 In anderen empfanglichen Wirten

Naturliche Influenza A Virusinfektionen bei Saugern treten neben dem
Menschen noch bei Schweinen, Pferden und Meeressaugern (Wale und
Seehunde), sowie bei Nerzen auf. 1930 erfolgte aus dem Schwein die erste
Isolierung eines Influenza A Virus (A/Swine/lowa/1930 H1N1). Diverse
Subtypen zirkulieren in der Schweinepopulation, wobei sich in Europa und in
den USA unterschiedliche Linien durchgesetzt haben [Heinen, 2003; Olsen,

2002]. Die Virusausscheidung dauert weniger als eine Woche, die
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Ubertragung verlauft (ber Trdpfcheninfektion oder direkten Kontakt. Alle
porcinen Influenza A Virusstdamme sind mit einem Krankheitsgeschehen
assoziiert und es scheinen keine Unterschiede in der Virulenz der porcinen
Influenza A Virusstdmme zu geben. Dennoch sind subklinische Infektionen
sehr verbreitet und ein Groldteil der Schweine infiziert sich mit einem oder
mehreren Influenza A Virusstdmmen ohne klinische Symptome zu zeigen [Van
Reeth et al., 2007]. Influenza A Virusinfektionen in Pferden erfolgen
hauptsachlich durch zwei Subtypen, wobei sich, wie bei den Schweinen, zwei
Linien durchgesetzt haben: H7N7 in Europa (A/equi-1 von 1956) und H3N8 in
den USA (A/equi-2 von 1963). Equidae galten lange als sog. Dead-End-Wirte,
da H3N8 Viren der Pferdelinie in keinem anderen Wirt entdeckt wurden.
Allerdings konnte inzwischen eine naturliche Infektion von Greyhound-Hunden
mit H3N8 nachgewiesen werden, welche in Kontakt mit Virus-ausscheidenden
Rennpferden standen [Crawford et al., 2005].

Experimentelle AlIV Infektionen bei Schweinen und Pferden fihren meist zu
schweren Erkrankungen mit einer massiven Virusreplikation und
Entzindungen in Epithelzellen des Respirationstraktes und dem Auftreten
allgemeiner grippaler Krankheitssymptome. Die Virusausscheidung beginnt
zwischen 18-72 h nach der Infektion. Virusausscheidungen, die nicht Gber den
Respirationstrakt erfolgen sind ausgesprochen selten. Eine Genesung mit
vollstandiger Kontrolle der Infektion (Viruseliminierung) erfolgt in der Regel
nach 7-10 Tagen [Van Reeth et al., 2007].

1.3 Pathogenitat/Virulenz als Multi-Gen Ereignis

Da an der Replikation und der Virulenz pathogener Influenza A Viren mehrere
Gene beteiligt sind, kann keinem Gen bzw. keinem Protein die entscheidende
Rolle, einzig und allein die Ursache fur Replikationseffizienz, die Pathogenitat,
das Wirtsspektrum oder die Virulenz zu sein, zugeteilt werden. Innerhalb einer
Wirtsspezies und im infizierten Individuum gibt es zahlreiche Genomabschnitte

eines zirkulierenden Influenza A Virus, die eine wichtige Rolle fur die
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Replikationseffizienz und die Virulenz spielen. So ist die viel beschriebene
Spaltstelle des Hamagglutinin (HA) [Stech et al., 2005; Horimoto et al., 1995;
Londt et al.,, 2008] bei den nach Geflugelpestverordnung als besonders
gefahrlich genannten H5- und H7-Subtyp-Komponenten ausschlaggebend fur
die Definition der Virulenz als HPAI- und LPAI-Viren [Senne et al., 2006].
Dartber hinaus ist diese Spaltstelle auch mitverantwortlich daflr, ob die
Infektion lokal auf den Gastro-Intestinaltrakt restringiert bleibt, oder ob es zu
einem generalisierten Infektionsverlauf kommt [Pasick et al., 2005].

AuRerdem spielt das HA auch fir die Wirtsspezifitat eine entscheidende Rolle
[Hampson et al., 2006]. So kann der Austausch weniger oder sogar nur einer
AS die Wirtsspezifiat soweit verandern, dass aviare Influenza A Viren nicht
mehr nur an ihre bevorzugten Zellrezeptoren binden sondern nun auch
humane Zellrezeptoren zum Andocken an die Zelle benutzen kénnen. Jedoch
konnen auch Influenza A Viren mit identischer HA-Sequenz eine
unterschiedliche Infektiositat und Virulenz fur Sauger aufweisen [Li et al.,
2006; Jiao et al.,, 2008]. Die Neuraminidase ist das zweite bedeutende
Virusoberflachenprotein. Hier kann der Austausch von AS einerseits die
Neurovirulenz beeinflussen [Ward, 1995], oder andererseits Resistenzen
gegen die momentan auf dem Markt befindlichen Influenza-Medikamente
fordern [Wang et al., 2002; De Jong et al., 2005]. DarUber hinaus gibt es auch
zahlreiche Genomabschnitte, die Virusproteine mit Einfluss auf das
Wirtsspektrum kodieren. Die AS 627 im PB2-Protein spielt z.B. eine
entscheidende Rolle in der Wirtsspezifitat. Die Anderung von Glutamins&ure
zu Lysin fuhrt dazu, dass ein aviares Influenza A Virus auch in Saugerzellen
replizieren kann [Subbarao et al., 1993]. Die Mutation der AS an Position 701
im PB2-Protein ist ebenfalls mitverantwortlich daftr, dass H5N1-Viren mit
Enten als originarem Wirt auch in der Maus mit toédlichem Verlauf replizieren
konnen [Li et al., 2005].

Ein hypervariables immundominantes Epitop im Bereich der AS 418-426 des
Nukleoproteins kann, abhangig von der AS-Sequenz, besser oder schlechter

von zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt werden [Boon et al., 2006]. Somit
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hat es Einfluss auf die Immunantwort und dadurch auf die Viruselimination in
befallenen Wirtszellen.

Das M2-Protein spielt ebenfalls eine wichtige Rolle im Infektionszyklus und ist
somit ein weiterer Angriffspunkt fir Influenza-Medikamente, wie z.B.
Amantadin und Rimantadin. Durch Mutationen in der hydrophoben
Transmembranregion des M2 konnen jedoch sehr schnell Influenza A
Virusstamme entstehen, die gegenuber Amantadin und Rimantadin resistent
sind [Deyde et al., 2007].

AS-Austausche im NS1-Protein kbnnen zu einem dramatischen Anstieg der
Virulenz von H5N1 Isolaten in Mausen fuhren [Jiao et al., 2008]. Auch sind
NS1-Proteine am Unterlaufen des Immunsystems der Wirtszelle beteiligt und
wirken als Interferon-Antagonist [Krug et al., 2003]. Darliber hinaus fiihrt eine
Glutaminsaure (E) an Position 92 im NS1-Protein zur Ausbildung von

Resistenzen gegenuber antiviralen Zytokinen im Schwein [Seo et al., 2002].

14 Zielsetzung

Influenza A Viren aviaren Ursprungs haben grole Bedeutung als
Zoonoseerreger und haben auf Grund des Seuchenzuges des asiatischen
H5N1-Subtyps sowohl aus gesundheitlicher als auch aus wirtschaftlicher Sicht
eine zentrale Rolle in der infektionsmedizinischen Forschung eingenommen.
Mit der vorliegenden Arbeit sollen biologische, immunologische und
molekulare Eigenschaften von ausgewahlten aviaren Influenza A Virus
Subtypen aus Stockenten vergleichend untersucht werden.

Zwei als hochpathogen (HPAI) charakterisierte Viren vom asiatischen Subtyp
H5N1, A/Mallard/Bavaria/1/2006 H5N1 und A/Mallard/Bavaria/10/2007 H5N1,
wurden fur vergleichende Analysen ausgewahlt da sie sich nach der
diagnostischen Abklarung in der Hamagglutinin-Schnittstelle nur in einer
Aminosaure unterscheiden und bei einem Virusisolat offensichtlich ein
limitiertes, altersabhangiges Krankheitsgeschehen vorlag. Als Vertreter der in

der Geflligelpestverordnung (Gefligelpestverordnung Bibl. | Nr. 51 vom
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22.10.2007 S.2348) aufgefuhrten AIV mit H5 Komponente wurde das
Virusisolat A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 in die Untersuchung einbezogen,
obwohl es nach der HA-Schnittstelle als LPAI einzustufen war. AlV vom H5N2
Subtyp haben in der Vergangenheit durch genetische Veranderungen nach
Serienpassagen in Nutzgefligel eine Virulenzsteigerung und Wandlung zu
HPAI erfahren [Lee et al., 2005; Okamatsu et al., 2007; Gaidet et al., 2008].
Dies wurde bislang in der Maus als Saugermodell noch nicht gepruft. Ein
weiteres als LPAI eingestuftes Virusisolat A/Mallard/Bavaria/3/2006 H10N?7,
welches nach den einschlagigen Tierseuchenregularien keiner Risikogruppe
(weder H5 noch H7 HA-Komponente) zugeordnet ist, sollte als Reprasentant
der schwach pathogenen Subtypen vergleichend untersucht werden. Nach der
diagnostischen Abklarung sollte fur diese selektierten AIV zunachst eine
Vermehrung im bebriteten HUhnerei erfolgen, um ausreichend Virusmaterial
fur weitere in vitro und in vivo Experimente zur VerfUgung zu haben. Die
genaue molekulare Subtypisierung der gewahlten AlV-Isolate, sowie die
Charakterisierung einzelner Virulenzfaktor-kodierender Genbereiche sollten
mit effizienten und schnellen Methoden (z.B. multiplex real-time RT-PCR)
durchflhrbar sein. Mit Viruskonzentrat aus der Eivermehrung sollten in vitro
verschiedene Zellen infiziert werden, um eine permissive oder abortive
Situation und Unterschiede in der Virusvermehrung zu Kklaren. Die
Pathogenitat fur die BALB/c Maus sollte in Zusammenarbeit mit dem Institut
fur Immunologie des Friedrich Loffler Instituts (FLI) in TUbingen untersucht
werden. Ferner sollte getestet werden, ob sich das als schwach pathogen
eingestufte H5N2 Isolat in der Maus, auch nach Blindpassagen, avirulent
verhalt. Klinische Erscheinungen bei infizierten Tieren waren zu kontrollieren
und ferner sollte eine Virus-Reisolierung versucht werden. In diesem
Zusammenhang galt es auch, eine heterologe Schutzfunktion gegen die
Infektion mit einem Mause-adaptierten virulenten Belastungsstamm
(A/FPV/Bratislava/79 H7N7) zu prufen.

Schweine gelten als Reservoir fur AIV Reassortment und als Quelle fir

potentiell humanpathogene Influenza A Viren. Nachdem experimentelle
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Infektionen mit Influenza A Viren vom Subtyp H5N1 bisher im Schwein klinisch
inapparent oder nur mit milden Symptomen verlaufen sind, war zu klaren, ob
und welche Immunreaktionen beim Schwein unter Umgehung der natirlichen
Eintrittspforten durch intramuskulare Immunisierung mit inaktiviertem AIV der
Subtypen H5N1 und H7N2 auftreten. Dies sollte durch einen Impfversuch mit

naiven Ferkeln und adulten Schweinen getestet werden.
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2 MATERIAL

2.1 Zelllinien

Caco-2 — Zellen ATCC® Nr. HTB-37
CRFK — Zellen ATCC® Nr. CCL-94
MDBK — Zellen ATCC® Nr. CCL-22
MDCK - Zellen ATCC® Nr. CCL-34
MA-104 — Zellen ATCC® Nr. CRL-2378.1
PK-15 — Zellen ATCC® Nr. CCL-33

2.2 Standardmedien

Minimal Essential Medium mit Earls Salzen (MEM Earls)

Gibco
RPMI mit stabilem L-Glutamin PAA
Dulbecco’s MEM (DMEM) PAA

2.3 Nukleinsauren und Oligonukleotide

2.3.1 Nukleinsauren
DNA 100 bp GréRenmarker Invitrogen
DNA 50 bp GroRenmarker Invitrogen
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2.3.2 Oligonukleotide

Segment/
Name Primer — Sequenz

Subtyp
INF-1 5 -AAAGCAGGG GTCTGATCT -3
INF-2 5-TTCTTTTTGATAAGC CATA-3’ 0
INF-3 5 -GTGAGC TCAGCATGTCC-73 2
INF-4 5 - ATG GTG AGR GGG TGT AT -3’ T 3
INF-5 5 - ACC AAG TGT CAAACT CCA-3’ o o
INF-6 5 -TCG GACCTT GTC GTAAAG -3 N
INF-7 5 — GAT GTC TGG ACT TAY AAT -3’ »
INF-8 5 — ACAATC TGA ACT CACAAAT -3
INF-9 5 — AGC AAA AGC AGG AGT GAA-3 o0
INF-10 5 - ATG AAATGG AAC ACC CAA-3 ®
INF-11 5 -TGA CAC ARTACATGATAG -3 = %
INF-12 5 - TGG AAW CAA TGC TAT AAT -3’ N Q
INF-13 5 —-CTG CAGAGA CAACTGGAA-3 >
INF-14 5 —TTC TAA AAT TGC GAAAGC -3
INF-15 5 - CAG GGG ATAATTCTATYAA-3
INF-16 5 -TAAGGRTARCARTTGCTG -3’ o0
INF-17 5 -YTG CAC AYT RATAGATGC -3 @
INF-18 5 -CATTAYHGAGCTTTTCCC -3 T %
INF-19 5 - ATA AGC ATM TAY TGG AC -3’ @ Q
INF-20 5 -CATTTGTGG TAWATYTTGA-3 ~
INF-21 5 - GAAATAYTG HGA RGA CAC -3’
INF-22 5 — AGT AGA AAC AAG GGT GTT -3
INF-23 5 — CAA AAG CAG GAG TTY AAA-3’ o0
INF-24 5 -CAW GCR CTT GCY GACCA-3 ®
INF-25 5 -TGACAARCAYTCHAATGG -3 = %
INF-26 5 — ATT DGG RTC CCA AAT CAT -3’ - o
INF-27 5 - GGATAY ATM TGC AGY GG -3 >
INF-28 5 — AGT AGA AAC AAGGAGTTT -3
INF-29 5 — AAA AGC AGG GGA TAC GAA -3
INF-30 5 - CAY TTC ATC TCT GCATAGAA-3 o0
INF-31 5 —-TTC ACM TAY AGY GGA ATAAG -3’ @
INF-32 5 -TGATGY CTGAARCCATACCA-3 T %
INF-33 5 -TTC AAT GGG GCW TTC ATAGC -3 ~ @
INF-34 5 -TTCCTTATRCTSKCCATTCA-3 ~
INF-35 5 -TAG CAATGG AGAATCAGCA-3

INF-36 5 — AGT AGA GAAACAAGGGTGTT -3
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INF-37 5 — AGC AAA AGC AGG GGT CAC AA—3'

INF-38 5 — CAY TTK AGY TCY GCA TAG AA - 3’ o
INF-39 5 — GGG ATT GAC AAG ATA AGC AC — 3 o
INF-40 5 — GAW AGA TTY TGA AAA GGG AG — 3 T §
INF-41 5 — AAY GGY GGA YTA ATA GCA CC - 3 S 0
INF-42 5 — TCT GAA TCA GCC ATG TCA AT - 3 =
INF-43 5 — ATA GAA TCT GAR TTG AGT GA - 3

INF-44 5 — AGT AGA AAC AAG GGT GTT TT - 3

INF-45 5 — AGC AAA AGC AGG GTG GTT GA -3 o
INF-46 5" — CKW CCR ATR CCG TCA TGG CA -3 o
INF-47 5 — GAT TYG GKG AAA GTG AAC AA - 3 = 5
INF-48 5 — TTC AAC ATY TCR AAW CCA CT - 3 ~N 2
INF-49 5 — GCC AGR CAY ATW GAG AAT G - 3 =
INF-50 5 — AGT AGA AAC AAG GGT GTT T - 3

NP1094-for. 5 —ATT GCT TCA AAT GAG AACA -3 NP-HS
NP1360-rev. 5 — CTG GAA WGA CAC ATC TTC -3

PB2-1594-for. 5 — TCA TCR TCA ATG ATG TGG — 3 PB2-HS
PB2-1982-rev. 5 —GCC TTR TTG TAR TTGAACA -3

NS1-74for. 5 — AGA CAT GKG TGA TGC CCC — 3

NS1-529-rev. 5 —ATT GCA TTT TTG ACA TCC TC - 3

NS1-1 for. 5 — AGC AAA AGC AGG GTG ACAA -3 Segment 8
NS2-513-for. 5 — GAG GAT GTC AAA AAT GCA AT - 3

NS2-863-rev. 5 — AGT AGA AAC AAG GGT GTT TT - 3

PB1-462-for. 5 — TCT AAC AGC CAA TGAATC - 3 PB1-HS
PB1-1114-rev. 5 —TTT CTG CTG GTATIG TG -3

Uni12 5 — AGC AAA AGC AGG - 3 RT
N1,2,4,58-for. 5 —AGC AAA AGC AGG AGT TT -3 .
N1,2,4,5,8-rev. 5 — AGT AGA AAC AAG GAG TTT - 3 S 50V
N3-for. 5 — AGC AAA AGC AGG TGC GAG - 3 2 zs
N3-rev. 5 — AGT AGA AAC AAG GTG CTT T-3' S £ 35
N7-for. 5 — AGC AAA AGC AGG GTG ATT - 3 © g 3
N6,7,9-rev. 5 — AGT AGA AAC AAG GGT STT TT - 3’ T S 2
NG,9-for. 5 — AAA AGC AGG GTS AAR ATG AAT - 3 0
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5 —ACTTTY ASY TTC AAT GGG GC -3

CS-H7-for. , , Spaltstelle
OO HTrov. 5 —CCY TGT GCATTT TGA TG - 3 H7
CS-H5-for. 5 — GCT CCH GAA TAT GCRTAC AA-3 Spaltstelle
CS-Hb5-rev. 5-GTGTTCATTTTIRTCAATGATTGA-3 H5
NP-1 5 -TAATCA CTACYG AGT GACAT -3’ o0
NP-2 5 — CCT TGC ATC AGA GAG CAC AT -3’ @
NP-3 5 — GAT GCC ACR TAY CAGAGAAC -3 Z %
NP-4 5 —-TCY TCA AAT GCT GCAGAG TG -3’ Y Q
NP-5 5 — CCA AAT GAR AATCCRGCACA-3 o
NP-6 5 — AGT AGA AAC AAC GGTATTTT -3

PB1-1 5 — AGC GAA AGC AGG CAAAC -3

PB1-2 5 - GCY AAW GCR GTT GCAGC -3’

PB1-3 5 — AGT GGA YAARCT GACCCA-3% 0
PB1-4 5—-TTTRGT RTT GTC TCC AGT -3 )
PB1-5 5 -TTG GAG GSA ATGARAAGAA-3 8 "%
PB1-6 5 -GCTTGTATT CCCTCATGA -3’ = @
PB1-7 5 — GAY GGACTC CAATCCTC-73 =
PB1-8 5 — CAA CRG CAT CATATTCCAT -3

PB1-9 5 — GAY GAA GAY TAY CAG GG -3’

PB1-10 5 — GAA GGA CAAGCT AAATTCA-3

PB2-1 5 — AAA GCA GGT CAAATATATTC -3

PB2-2 5 -TTRGCACTGAGR TCT GC -3’

PB2-3 5 - GGT TRAAAC ATGGRACCT -3’ o0
PB2-4 5 -CATTGC TGC YTT GCATAT -3 @
PB2-5 5 -AGA GCAACRGTATCAGC -3 8 %
PB2-6 5 -GARTATTCATCYACTCCCA-3 N D
PB2-7 5 - ATG GGR ATG ATC GGAATA -3 -
PB2-8 5 - CTC ATT CCT GAKCCTCT -3

PB2-9 5 — AAT AAARCTKCTACCMTTT-3

PB2-10 5-TCGTTT TTA AAC AATTCGAC -3

Mat-1 5 — AAG CAG GTA GAT ATT GAAAG -3’ 0
Mat-2 5 — AAT CTG CTC ACAWGT GGC -3’ - = &
Mat-3 5 - CTY GCC AGT TGC ATG GG -3 S © 3
Mat-4 5 -GCCTGC AAATTTTCAAGAAG -3 ez 9
Mat-5 5 — ATG GTG CAG GCAATGAG -3 S z,

Mat-6 5 —AGT AGAAAC AAGGTAGTTTT -3
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PA-1 5 - AGC GAAAGCAGGTACTGAT-3
PA-2 5 - GCC AAC AAGATAAAATCCG-3
PA-3 5 -CGATTC ATT GAAATT GGAGT -3’ o0
PA-4 5-TTTGACCGC TGAGAGCA-3 @
PA-5 5 -GGC TGCATTGAGGGCA-3 _) %
PA-6 5 -ATT CACATGCCT TGTTGAA -3’ > Q
PA-7 5 — AAC ATG AAG AAAACAAGCCA-3 o
PA-8 5 - AGG AGC ATG TCT CCTATCCC -3’
PA-9 5 —-TGT GAG TAT GGAATTCTC -3
PA-10 5 — GGA CAG TAT GGA TAG CAA-3
2.4 Aviare Influenza A Virus (AlV) -isolate
Subtyp |Stammbezeichnung Abklrzung Acc. No.

. HA: DQ387854
H5N2 | A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 H5N2 NA: D8402042

NP: DQ792925

H7N2 |A/Mallard/Bavaria/1-R/2005 H7N2 |H7N2

A/Mallard/Bavaria/1/2006 HSN1 ~ |H5N1-c265 | ha. Dogoooos

NP: DQ792924

HA: FJ183472

H5N1 A/Mallard/Bavaria/10/2007 H5N1 H5N1-Ism NA: FJ183473
NP: FJ213606

A/Mallard/Bavaria/10/2007 H5N1 H5N1-Ism-
nach einer Passage in CRFK-Zellen | CRFK

H1ON7 |A/Mallard/Bavaria/3/2006 H1ON7 | H10N7 ATl

NP: DQ792927

2.5 Enzyme und Kits

2.5.1 Enzyme

HotStar Taqg Polymerase Invitrogen
Pfx-AccuPrimeTM Polymerase Invitrogen
SuperScript Il Reverse Transkriptase Invitrogen

Streptavidin gekoppelte alkalische Phosphatase
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Taq Polymerase

Invitrogen

Invitrogen

FUr Reaktionen mit diesen Enzymen wurden die vom jeweiligen

Enzymhersteller mitgelieferten Puffer verwendet.

2.5.2 Kits, Puffer und Losungen
5x RT-Puffer

6x DNA-Ladepuffer

10x PCR-Puffer

50x TAE Puffer

Hamalaun nach Mayer

TE-Puffer
QIAquick Gel Extraction Kit

2.6 Antikorper und Konjugate

27100-1, mAK anti porcine IFN-a
37100-1 (Rabbit-anti-Pig) IFN-a.
MP700, mAK anti porcine IFN-y
PP700, (Rabbit-anti-Pig) IFN-y
IFN-o Standard

OBT 1551 Gesamtpartikel (a-Influenza)

Kaninchen-Serum (a-Influenza H5N2)

Biotinylierter Sekundar-AK

Invitrogen

Sigma

Invitrogen

Gibco

Aqua dest.q 1

1g Hamatoxylin

0,2g Natriumjodat (NalO3)
50g Kalialaun (KAI(SO4),+ 12 H,0O
50g Chloralhydrat

1g Zitronensaure
Applichem

Qiagen

PBL Biomedical Laboratories
PBL Biomedical Laboratories
Perbio Science

Perbio Science

Roche

Immunologicals Direct

Dr. Voigt, FLI Tubingen
Dako
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(a-Ziege, Maus, Kaninchen)

Vector VIP Peroxidase Substrat Kit
Peroxidase-gekoppelter Streptavidin —
Biotin-Komplex

Anti-Rabbit Konjugat

Alkalische Phosphatase

F8 Mab Mouse anti Influenza NP
Peroxidase-Konjugat Donkey anti Goat
Anti-Kaninchen-HRP-POD

2.7 Chemikalien und Reagenzien

Agarose fur Gelelektrophorese
Bromphenolblau

BSA

Chlorophorm

Concanavalin A (ConA)
Dithiothretinol 0,1M (DTT)
DAB

EDTA, Dinatriumsalz
Ethidiumbromid

Ficoll (Seperationsmedium, Dichte p=1,077)

Formamid, deionisiert
Glykogen
Nukleosidtriphosphate, dNTPs
PBS

B-Propiolacton

Protein Block Serumfree
RNase-Out

TBS

32

Vector Laboratories

Dako

Promega

Vector

HyTest

Jackson Immuno Research

Promega

Gibco BRL
Serva
Sigma
Roth

Invitrogen

Dako

Roth

Roth

PAA
Gibco BRL
Qiagen
Invitrogen

PAA

Sigma

Dako Cytomatic
Invitrogen

PAA
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Triton X-100

TRIzol® Reagent
Trypanblau
Tween®-20
Xylencyanol

Zylexis®

Zusatze fur Zellkultur
Bikarbonat (Bik), 7,5%
FBS

Gentamycin

Nicht-essentielle AS
Penicillin G
Streptomycin

Wasserstoffperoxid

Sigma
Invitrogen
Roth

Roth
Fluka

Pfizer

PAA

PAA

PAA

PAA
Grunenthal
Hefa Pharma
Merck

Alle nicht gesondert aufgefihrten Chemikalien wurden von den Firmen Merck,

Roth, Sigma oder Scharlau bezogen.

2.8 Verbrauchsmaterial

Elispot-Platten
Mikroreaktionsgefalie
Mikrotiterplatten, Rundboden
Mikrotiterplatten, Flachboden
PCR-Tubes 0,2ml
Pipettenspitzen
Schutzhandschuhe
Schutzmasken, 3M 9332 FFP3
Stahlkugeln (5mm)

Zellkulturplastikwaren
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Millipore
Eppendorf
Greiner
Greiner
Biozym
Eppendorf
Kimberly-Clark

VWR

Qiagen

Greiner
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Zentrifugenrdohrchen

2.9 Gerate und Laborhilfsmittel
Begasungsbrutschrank
Fluoreszenz-Mikroskop, Axioskop 2 plus
Einbettautomat Vip5
EliSpot-Reader, Viruspot 04
Fotoapparat AxioCam MRc2
Geldokumentationssystem
HeiRluftofen

Heizblock
Horizontal-Elektrophoresekammern
Laborwaage CP622-0CE
Mikroskop Labovert

Microtom

Mikrowellengerat
Minigel-Elektrophoreseapparatur
Mx3000P®

Mx3005P ™

Pipetten

Pipettenspitzen

Photometer

Power Supplies

Sterilbank Lamin Air

Tissue Lyser

Tissuetek Ausgiel3station
Trio-Thermoblock

Vortex Genie 2
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Beckman Instruments

Heraeus

Zeiss
Sakura
AID
Zeiss
Biometra
Heraeus
Eppendorf
Kisker, Bio-Rad
Sartorius
Leitz
Microm
Bosch
Kisker
Stratagene
Stratagene
Eppendorf, Abimed
Eppendorf
Eppendorf

Pharmacia, LKB, Bio-Rad

Heraeus
Qiagen
Sakura
Biometra
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2.9.1 Zentrifugen

2K15 Sigma

Biofuge A Heraeus

Biofuge 13 Heraeus

Biofuge pico Heraeus

Eppendorf Tischzentrifuge 5415 Eppendorf

Omnifuge 2.0 RS Heraeus
Ultrazentrifuge Centrikon T-1055 Kontron Instruments
Zellzahlkammer Fuchs-Rosenthal
Zentrifuge J2-21 Beckman Instruments

2.9.2 Software

Die Analyse und der Vergleich der Nukleotid- und Aminosauresequenzen
sowie die Entwicklung der sequenzspezifischen Primer wurde mit Hilfe der
DNAMAN Software von Lyonnon BioSoft Version 5.2.9. durchgeflhrt.

Die Analyse der Agarosegelelektrophorese erfolgte mit der zum Gerat
zugehorigen Software BioDocAnalyze (BDA) liveH Version 2.46.8.1 von

Biometra.
Die real-time PCR Gerate (Mx3005P® und Mx3000P™) sind Produkte der
Firma Stratagene und wurden mit der vom Hersteller mitgelieferten MxPro™

QPCR Software betrieben.

Die Auswertung der EliSpot-Platten im EliSpot-Reader erfolgte mit der zum

Gerat zugehorigen Software von AlD.

Die immunhistologischen Bilder wurden mit dem Sofwareprogramm Axio

Vision Release 4.3 (11-2004) aufgenommen.
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3 METHODEN

3.1 Zellkulturen

Die Kultivierung der adharent wachsenden Zellen erfolgte standardmaRig in
einem Zellkulturbrutschrank bei 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,. Die
zur Kultur von eukaryotischen Zellen verwendeten Medien wurden gekauft und
vor Gebrauch je nach Kulturbedingungen der Zellen, mit fotalem bovinen
Serum (FBS), nicht-essentiellen Aminosauren (NEA), Bikarbonat (Bik),
Pyruvat und Antibiotika komplementiert. Bis auf Caco-2-Zellen, die als
Monolayer beimpft wurden, wurden alle anderen verwendeten Zellkulturen
simultan bei der Zelleinsaat beimpft.

Bei Erreichen einer Konfluenz von etwa 95 % wurden die Kulturen durch

Ablosen mit Trypsin je nach Zelltyp 1:2 bis 1:8 geteilt und subkultiviert.

3.1.1 MDBK (Bos taurus, Madin Darby Bovine Kidney), MDCK (Canis
familiaris, Madin Darby Canine Kidney) und CRFK (Felis catus,
Crandell-Rees Feline Kidney) Zellen

MEM Earls-Medium wurde mit 10 % FBS und 1 % Bik komplementiert. Sobald

der Zellrasen in der Regel nach ca. drei Tagen dicht gewachsen war, wurden

die Zellen 1:8 geteilt.

3.1.2 MA-104 Zellen (Cercopithecus aethiops, Affennierenzellen)
MEM Earls-Medium wurde mit 10 % FBS, 1 % NEA und 1 % Bic.
komplementiert. Sobald der Zellrasen in der Regel nach drei Tagen dicht war,

wurden die Zellen 1:8 geteilt.

3.1.3 Caco-2-Zellen (Zellen eines Dickdarmkarzinoms)
RPMI-Medium wurde mit 12 % FBS und 0,5 % Bic. komplementiert. Nach ca.
drei Tagen waren die Zellen so dicht gewachsen dass sie 1:2,5 — 1:3 geteilt

werden konnten.
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3.1.4 PK-15-Zellen (Sus scrofa, Schweinenierenzellen)
MEM Earls-Medium wurde mit 10 % FBS, 1 % NEA und 0,7 % Bic.
komplementiert. Sobald der Zellrasen in der Regel nach drei Tagen dicht

gewachsen war, wurden die Zellen 1:5 geteilt.

3.1.5 Periphere Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMC)

Ca. 6 ml EDTA-Blut wurden zur Dichtegrandiententrennung auf 7 ml Ficoll in
15 ml-Bluecaps geschichtet und 35 min bei 1600 rpm und Raumtemperatur
(RT) ohne Abbremsen der Zentrifuge =zentrifugiert. Der dber dem
Trennmedium erscheinende weisliche Ring aus PBMC’s wurde abgenommen
und in ca. 40 ml steriles PBS (sPBS) gegeben, gemischt und erneut 10 min
bei 1500 rpm und RT zentrifugiert. Falls nach einem weiteren Waschschritt in
sPBS mit anschlieender Zentrifugation noch Erythrozyten in dem PBMC-
Pellet vorhanden waren, wurde das Pellet in 5 ml Lysepuffer gelost und 10min
inkubiert, erneut in sPBS resuspendiert und wieder zentrifugiert. Das Pellet
wurde zur Herstellung einer Einzelzellsuspension und zur Bestimmung der
Lebendzellzahl der PBMC in Abhangigkeit der PelletgréRe in 2-4 ml

Anzuchtmedium (AZM) resuspendiert (Sedimentldsungsmenge in ml).

3.1.5.1 Bestimmung der Lebendzellzahl

Um die Zahl der lebenden PBMC-Zellen in der Zellsuspension bestimmen zu
konnen, wurden 100 pl der in 3.1.5.1 beschriebenen Sedimentldsungsmenge
(SLM) in einer 1:100 Verdinnung mit 500 uyl Trypanblau und 9,4 ml sPBS
eingesetzt. Lebende Zellen werden nicht durch das Trypanblau angefarbt und
konnen daher im Lichtmikroskop von den blaugefarbten toten Zellen
unterschieden werden.

Ausgezahlt wurden die Zellen in einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer (Abb.6).
Dabei wurden zwei mal 16 Kleinstquadrate diagonal (beide roten Linien) in
der Zahlkammer liegend ausgezahlt und der Mittelwert ermittelt. Die
gewunschte Lebendzellzahl pro zu bildendem ml Zellsuspension ergab sich
aus der gezahlten Zellzahl (GZ), der Zahlkammerkonstanten (K), der

Sedimentlésungsmenge (SLM) in ml und der gewlinschten Zellzahl wie folgt:
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GZ x KK x 5LM

= X ml AZM
Gewlinschte Zellzahl
A mlAZM
M Zusatz an Zellsuspension fiir die gewiinschte Zellzzhl in 1ml AZM

3.2 Virologische Methoden
3.2.1 Virusvermehrung

3.2.1.1  In bebriteten Hihnereiern

Die Virusvermehrung erfolgte standardmaRig in 10-12 Tage alten bebruteten
Huhnereiern von spezifisch pathogenfreien (SPF)-HUhnern der Firma
Lohmann Tierzucht (Cuxhaven). 200 pl einer virushaltigen Losung wurden in
die Allantoishohle injiziert. Nach Absterben des Embryos wurde die
Allantoisflussigkeit steril entnommen und uber ein Zuckerkissen durch
Ultrazentrifugation grob gereinigt. Die Titerbestimmung erfolgte wie in
3.2.1.2.1 beschrieben.

3.21.2 In Zellkultur

Die Virusvermehrung in Zellkultur erfolgte in unterschiedlichen Zelllinien (s.
2.1). Diese wurden wie in 3.1 beschrieben kultiviert und geteilt. Bis auf Caco-
2-Zellen wurden alle simultan infiziert. Dabei wurden auf eine 50 ml-
Zellkulturflasche 200 uyl einer virushaltigen Losung gegeben. Nach
weitgehender Zellzerstirung (80-100 % zytopathogener Effekt. cpE) wurden
die infizierten Kulturen mehrfach gefriergetaut und nach zehnminGtiger
Zentrifugation der Zelldetritus separiert und verworfen. Die virushaltigen
Ubertsdnde wurden entweder bei -70°C eingelagert oder durch
Ultrazentrifugation Uber ein Zuckerkissen grob gereinigt und konzentriert. Die
Titer an infektiosem Virus und der Hamagglutinationstiter der Konzentrate
wurden nach Resuspension der Pellets in den angegebenen Volumina TE-

Puffer bestimmt.
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Nach vollstandiger Lyse der Zellen wurde der Uberstand sowie das Zelllysat

uber Zucker gereinigt und der Titer bestimmt.

3.2.1.2.1 Titerbestimmung

Um den Titer einer virushaltigen Losung zu bestimmen, wurde die gewunschte
Zelllinie auf 2x10° Zellen/ml eingestellt und jeweils 0,5 ml dieser Zellldsung in
die Napfe einer 24-Loch-Platte eingesetzt. Jeweils vier Vertiefungen pro
Verdunnungsstufe wurden mit 0,1 ml Virusldésung simultan beimpft (Ausnahme
Caco-2-Zellen, siehe 2.1). Beginnend mit der unverdinnten (uv) Viruslésung
wurde eine 1:10-Verdiinnungsreihe bis 10 — 10° entsprechend der zu
erwartenden Endtiter, eingesetzt. Zur Kontrolle waren mindestens zwei Napfe
mit reiner Zellkultur notwendig.

Die Titerbestimmung erfolgte nach der Spearman [Spearman, 1908] und
Kaerber [Kaerber, 1931] Methode:

log1o KIDsy — Endpunktverdlinnung = X, —? + dz G)

Xo:  logyo des reziproken Wertes der Verdinnung, bei der alle Reagenten
positiv sind;

d: logqe des Verdunnungsfaktors (d=0,3 bei einem Verdunnungsfaktor von
1:2; d=0,7 bei 1:5; d=1,0 bei 1:10);

n: die Zahl der Reagenten, die fir jede Verdlinnung eingesetzt werden;

r: Anzahl der positiven Reagenten pro Verdlinnungsstufe.

3.2.1.3 In der Maus

BALB/c-Mause wurden am FLI Tubingen von Emanuel Hassbach mit
unterschiedlichen Virusdosen intraperitoneal infiziert. Fur den Virusnachweis
wurden die Mause nach vier Tagen euthanasiert und Lunge und Gehirn
entnommen. Diese wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80°C bis zur Virus-RNA Extraktion aufbewahrt.
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3.2.2 Virusinaktivierung

Die Virusinaktivierung fir den Impfversuch erfolgte nach Angaben aus
Budowsky et al., 1993. Dabei wurde zu einer Losung mit H5N1-c265
(A/Mallard/Bavaria/1/2006 H5N1), bzw. H7N2 (A/Mallard/Bavaria/1-R/2005
H7N2) beta-Propiolacton (PL) mit einer Endkonzentration von ~0,06%
gegeben. Die Inkubation erfolgte zuerst unter Rihren und standiger pH-
Kontrolle mit Aufrechterhaltung von pH 7,4 durch Zugabe von NaOH bei
Raumtemperatur fur 2,5 h und anschlie3end Gber Nacht bei 4°C. Im Anschluss
an die Inkubation wurde die Lésung bei 2000 rpm fur 10 min zentrifugiert und
der Uberstand bei 4°C gelagert. Die vollstdndige Virusinaktivierung der Lésung

wurde durch dreimalige Blindpassagieren in CEF und MA-104-Zellen getestet.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Primerkonstruktion

Die Konstruktion der Primer erfolgte mit Hilfe der DNAMAN Software. Dabei
wurden in der NCBI-Datenbank hinterlegte Influenza A Sequenzen
miteinander verglichen. In hoch konservierten Bereichen konnte anschlie3end
nach madglichen Regionen fur die Bindungstselle der Primer gesucht werden.
Fir jedes zu amplifizierende Gensegment wurden, je nach Lange, zwei bis
funf Primerpaare gesucht, deren Amplifikate Uberlappende Bereiche hatten,
um diese nach der Sequenzierung mittels Software zu einem kompletten
Segment zusammen setzen zu kdnnen.

Damit die Primerpaare eine moglichst ahnliche Annealingtemperatur haben,
wurde mittels der ,4+2“-Regel (siehe 3.3.2.3) die Lange der Primer gewahilt.
Daruber hinaus wurde getestet, ob die Primersequenzen untereinander oder in
Revers-Richtung binden konnen. Passende Primer wurden bei der Firma
OPERON bestellt.
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3.3.2 Praparation und Analyse von RNA und DNA

3.3.21 Gewinnung von Virusgenom aus Probenmaterial

Die Extraktion der viralen RNA aus Probenmaterial erfolgte mit dem TRIzol®
Reagent von Invitrogen nach Angaben des Herstellers.

Organproben, ca. 30 mg, wurden mit Stahlkigelchen (5 mm &, Qiagen) und 1
ml TRIzol® in einem Tissue Lyser bei 25 Hz 90 sek geschreddert.
Tupferproben wurden in 500 pl MEM dreimal ausgewaschen. 200 pul der
Tupferprobenlésung wurden mit 600 ul TRIzol versetzt.

200 ul Allantoisflussigkeit wurden mit 600 pl TRIzol® und 1 pl Glykogen (20
Mg/Ansatz; 20 mg/ml Gebrauchslosung) versetzt.

Die TRIzol®-Probenlésung wurde 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert
und anschlieRend mit 200 pl Chloroform je ml Ausgangsmenge TRIzol®
versetzt, 15 sek kraftig geschittelt, bei RT fur 2-3 min inkubiert und
anschlieBend 15 min bei 10000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die oberste,
wassrige Phase wurde in ein frisches Eppendorf Reaktionsgefal’ tberfuhrt, mit
einem Volumen Isopropanol gemischt, sanft geschwenkt und 10 min bei RT
inkubiert. Darauf folgte ein Zentrifugationsschritt von 20 min bei 4°C und
12000 U/min. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 500 pl 75%igem
Ethanol gewaschen und anschliefend flir 10 min bei 4°C und 10000 U/min
zentrifugiert. Das Ethanol wurde abgenommen und verworfen und der
Waschschritt  wiederholt. Nach dem Waschen wurde das Ethanol
weitestgehend entfernt und die RNA bei 40°C im Thermoblock mit offenem
Deckel ca. 10 min getrocknet. Die nun trockene RNA wurde in 40-100 pl
H,Opepc resuspendiert und flr 10 min bei 60°C im Thermoblock inkubiert. Die
resupendierte RNA wurde bei -70°C gelagert oder sofort in die reverse

Transkriptionsreaktion eingesetzt.

3.3.2.2 Reverse Transkription
Da fur die Polymerase-Kettenreaktion DNA als Ausgangsmaterial bendtigt
wird, musste die gewonnene RNA in komplementare DNA (cDNA)

umgeschrieben werden. Fur ein Ansatzvolumen von 20 pl wurden 8 pl RNA
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(Gewinnung siehe 3.2.1) zusammen mit 2,5 yl Aquapgpc, 1 pl Uni12-Primer
[Hoffman et al., 2001] und 0,5 yl dNTPs (je 12,5mM) in ein 0,2 ml PCR-Tube
pipettiert. Der Ansatz wurde fur 5 min bei 65°C erhitzt und anschlie3end sofort
auf Eis gestellt. In der Zwischenzeit wurde der Reaktionsmix angesetzt: pro
Probe 4 pl 5xRT-Puffer, 2 ul DTT, 1 ul RNase-Out und 1 pl Reverse
Transkriptase. Der Reaktionsmix wurde dem Proben-Primer-Mix zugesetzt
und das gesamte Volumen wurde 1h bei 42°C erhitzt. In den anschlielienden
15 min bei 70°C wurde die Transkriptase deaktiviert. Die so erhaltene cDNA
wurde spater als Template fur die PCR eingesetzt und bis dahin bei -20°C

gelagert.

3.3.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde in Thermocyclern (Biometra) mit
beheizbaren Deckeln durchgefuhrt. Amplifizierte DNA-Fragmente, die
nachfolgend fir Sequenzierungen eingesetzt werden sollten, wurden mittels
des AccuPrime™ Pfx DNA Polymerase PCR Systems (Invitrogen) hergestellt.
Das in diesem System eingesetzte Enzym besitzt eine Proofreading-Aktivitat
und fuhrt somit zu einer extrem niedrigen Fehlerrate in den Amplifikaten.
Reaktionsansatze und -bedingungen, sowie die PCR-Zyklen wurden nach den
Angaben des Herstellers gewahlt. Die Annealingtemperatur (T,) fur die
Hybridisierung der Primer an die Matrizen-DNA wurde in Abhangigkeit des
GC-Gehaltes der Primersequenz entsprechend der ,4+2“Regel (T,= T-2°C;
Tn=4°C (G+C) + 2°C (A+T)) bestimmt. Nach Reaktionsende wurde 1/10 des
PCR-Ansatzes gelelektrophoretisch analysiert. Die zu sequenzierenden

Fragmente, wurden aus praparativen Agarosegelen isoliert und gereinigt.

3.3.2.4 Agarosegelelektrophorese

Fur die gelektrophoretische Auftrennung von DNA wurden je nach Grof3e der
zu trennenden Fragmente 0,7 — 2%ige horizontale Agarosegele mit 1x TAE-
Puffer als Gel- und Elektrophoresepuffer eingesetzt [Sambrook, 1989]. Den
Gelen wurde vor der Polymerisation Ethidiumbromid zur spateren

Visualisierung der DNA zugesetzt: 3 ul Ethidiumbromid (1%ig in Wasser) auf
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100 ml Gel. Die Auftrennung der DNA-Proben erfolgte nach Zugabe von 6x
DNA-Ladepuffer bei einer konstanten Spannung von 5V/cm.

Die Detektion von DNA-Fragmenten, die aus dem Gel isoliert und
weiterfuhrend verwendet wurden, erfolgte auf einer Leuchtplatte mit
langwelligem UV-Licht (A=360 nm). Fur photographische Aufnahmen wurde
ein digitales Geldokumentationssystem (Biometra) eingesetzt, bei welchem die
Gele bei kurzwelligem UV-Licht (A.=254 nm) analysiert wurden. Fragmente, die
fur weitere Arbeiten verwendet werden sollten, wurden mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers aus den Agarosegelen
extrahiert und die DNA bei -20°C aufbewahrt.

3.3.2.5 Sequenzierung und Analyse von DNA Fragmenten

Die Sequenzierung wurde bei der Firma Eurofins MWG (Martinsried) in
Auftrag gegeben. Fur die Sequenzierreaktion wurden die gleichen Primer wie
fur die PCR verwendet.

Die Analyse der erhaltenen Sequenzen erfolgte mit Hilfe der DNAMAN
Software. Dabei wurden die kurzen, sich Uberlappenden Amplifikat-Sequenzen

aneinander gelegt und somit die komplette Sequenz gebildet (Abb.5)

cDNA - Matrize

Fragment 1

Fragment 2
Fragment 3

Fragment 4
Fragment 5

S — e

X\ /J

Bereiche

Fertig sequenziertes Gen
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Sequenzierstrategie fiir alle Influenza A
Genomsegmente. Fiir PB2, PB1 und PA wurden fiinf Primerpaare, fiir HA vier Primerpaare,
fiir NA, NP und M je drei Primerpaare und fiir das NS-Protein zwei Primerpaare verwendet.

3.3.3 Entwicklung und Etablierung einer Multiplex-PCR

Um moglichst viele vermeintlich wichtige, Virulenzfaktoren codierende
Genomereiche mit einem PCR-Ansatz zu erhalten, wurden die in der Literatur
beschriebenen Genombereiche von zahlreichen, in der NCBI-Datenbank
hinterlegten Sequenzen miteinander verglichen und Primer aus konservierte
Genbereichen ausgewahlt (verwendete Primer siehe 2.3.2.). In einem zweiten
Schritt wurden die Fragmentlangen so gewahlt, dass die GroRenunterschiede
ausreichend waren, um diese in einem Agarosegel deutlich unterscheiden und
zuordnen zu kénnen und um moglichst viele Amplifikate aus einem PCR-
Ansatz zu erhalten. Die so ausgewahlten Primer wurden mit der DNAMAN-
Software getestet, um sicher zu stellen, dass sie nur einmal an gewulnschter
Stelle im Genom und nicht untereinander oder revers binden. Darlber hinaus
wurde die Primerlange so gewahlt, dass alle Primer eine annahernd gleiche
Annealingtemperatur besitzen. Da die zu amplifizierenden Genomabschnitte
nicht die Oberflachenproteine HA und NA beinhalteten, sollte die PCR
subtypunabhangig funktionieren.

Fur die Optimierung der PCR-Reaktionsparameter wurden sowonhl
unterschiedliche  Primerkonzentrationen und unterschiedliche Primer-
kombinationen, als auch die Konzentration von MgCl,, dNTPs und Tag-
Polymerase variiert und eingesetzt. Die PCR-Bedingungen wurden wie in

3.3.2.3 beschrieben gewahlt.
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3.4 Immunologische Methoden

3.4.1 Immunhistochemie

3.41.1 Vorbereitung der Gewebeproben

Die abgestorbenen, oder bei der Negativkontrolle abgetoteten Huhner-
embryonen, sowie alle anderen zu untersuchenden Gewebeproben, wurden
solange in 3,5 % Formalin eingelegt, bis das Formalin die Probe vollstandig
durchzogen hatte. Vor der Paraffineinbettung wurde die Probe mindestens
eine Stunde unter flieRendem Leitungswasser gewassert. Aus den
Gewebeproben wurden je nach Fragestellung relevante ca. 2 mm dicke
Stucke mit einem Skalpell oder einer Schere abgetrennt und in
Kunststoffeinbettkassetten Uberfuhrt. Die Fixierung und Entwasserung erfolgte
in einem Gewebeeinbettautomaten nach den Betriebsanweisungen des
Herstellers. Die Paraffinblocke wurden an einer AusgielRstation (Sakura,
Tissuetek-Ausgielstation) gegossen und auf einer Kihlplatte ausgehartet.
Mittels eines Rotationsmikrotoms wurden aus den ausgeharteten und
gekuhlten Paraffinblécken ca. 6-7 um dicke Paraffinschnitte hergestellt. Diese
wurden in einem ca. 43-45°C warmen Wasserbad gestreckt, auf Objekttrager
gezogen und anschlielend flir mindestens eine Stunde im Brutschrank bei
37°C getrocknet.

3.41.2 Farbung der Gewebeproben

Nach dem Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte wurden
diese fur 5 min in PBS (pH 7,4) eingelegt. Die Blockierung der endogenen
Peroxidase erfolgte durch 10 min Inkubation in 3% Wasserstoffperoxid in
PBS. Beendet wurde dieser Vorgang durch vorsichtiges Spulen der
Gewebeschnitte und zweimaliges Waschen a 5 min in PBS. Um etwaige
unspezifische Bindungen der AK zu verhindern, wurden die Gewebeschnitte
fur 20 min mit Normalserum geblockt und dieses danach vorsichtig mit
Zellstoff abgesaugt. Die Inkubation mit den Primarantikbrpern (Kaninchen-
Serum, a-Influenza H5N2, Dr. Voigt FLI Tubingen) erfolgte mit einer 1:2000
Verdinnung Uber Nacht bei 4°C.
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Nach dreimaligem Waschen der Schnitte in PBS erfolgte die Inkubation fur 30
min mit einem biotinylierten Sekundarantikdrper in einer 1:400 Verdinnung.
Uberschiissige, nicht-gebundene Antikdrper wurden durch dreimaliges
Waschen a 5 min in TBS entfernt. Um die spezifisch gebundenen Antikdper in
der spater folgenden Reaktion mit dem DAB-Komplex sichtbar zu machen,
wurden die Schnitte fur 40 min mit einem Peroxidase-gekoppelten
Streptavidin-Biotin-Komplex inkubiert. Der Streptavidin-Biotin-Komplex wurde
30 min vor Gebrauch nach Angaben des Herstellers (Dako) angesetzt.
Uberschiissiger, nicht-gebundener Komplex wurde durch dreimaliges
Waschen a 5 min in TBS entfernt. Die Detektion der gebundenen Antikorper
erfolgte durch die Inkubation der Schnitte mit einer Substrat-Chromogen-
Losung. Sobald die Schnitte eine Braunfarbung zeigten, wurde die Reaktion
durch vorsichtiges Spulen mit H,Opiest. gestoppt. Die Gegenfarbung der
Schnitte erfolgte mit Hadmalaun nach Mayer mit anschlieRendem Blauen unter
Leitungswasser.

Die fertig gefarbten Schnitte wurden mittels aufsteigender Alkoholreihe bis
zum Xylol dehydriert und mit Eukitt eingedeckelt.

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Schritte bei Raumtemperatur
durchgeflhrt.

3.4.2 Impfversuch mit inaktiviertem H5N1 und H7N2

3.4.21 Impfversuchskonzeption

Die Immunisierung der 10 Ferkel mit inaktiviertem H5N1-c265 erfolgte nach
dem in Abbildung 6 dargestellten Impfschema. Zum Zeitpunkt Z, wurde die
erste Vaccinierung mit inaktiviertem H5N1-c265 vorgenommen und die Null-
Werte der PBMC nach Stimulation mit RPMI, MDCK-Uberstand und ConA
ermittelt. Einer Gruppe (Tiere Nr. 6-10) wurde zusatzlich zum Impfvirus ein
Immunstimulans (Zylexis®) auf Basis von inaktiviertem Parapoxvirus ovis
[Traeder et al., 2005] verabreicht.

An den angegebenen Zeitpunkten Zy bis Z7; wurde von allen geimpften Tieren
Blut enthommen. Zudem wurden die PBMC gewonnen und die Sekretion von
Interferon-a. und Interferon-y gemessen.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Impfschemas zur Immunisierung der 10 Ferkel
mit inaktiviertem H5N1-c265.

Der zweite Impfversuch wurde mit einer Gruppe von drei adulten weiblichen

Schweinen nach dem Impfschema in Abbildung 7 durchgefuhrt. Als Impfvirus

wurde inaktiviertes H7N2-Virus verwendet.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Impfschemas fiir den zweiten Impfversuch zur
Immunisierung der drei adulten weiblichen Schweine mit inaktiviertem H7N2-Virus.

Fir beide Impfversuche wurde B-Propiolacton (PL) inaktiviertes Virus
eingesetzt. Im ersten Impfversuch wurde der H5N1-c265 Virusstamm, im
zweiten Impfversuch der H7N2 Virusstamm eingesetzt. Als Immunstimulans
wurde in beiden Impfversuchen das Praparat Zylexis® (Pfizer) auf Basis des
inaktivierten Orf Virus-Stammes D1707 als eine Groldtierdosis eingestzt.

Die 1. + 2. Vaccinierung im Ferkel-Impfversuch erfolgte mit dem H5N1-c265
Virusisolat (Ausgangstiter vor der Inaktivierung 10”?°/ml), 1:5 in PBS bzw. 1:5
in Zylexis® verdiinnt. Die 3. Vaccinierung im ersten Impfversuch erfolgte mit
einer geringeren Dosis des H5N2-Virusisolats, ebenfalls in PBS, bzw. Zylexis®
verdunnt.

Im zweiten Impfversuch wurde die neu erhaltene AIV Reassortante H7N2
verwendet. Die H7N2-Viruslosung hatte einen HA-Ausgangstiter-Titer von
> 1:64 vor der Inaktivierung. Jeweils 2 ml der inaktivierten H7N2-Zylexis®
Mischung (5 ml Virus + 1,5 ml Zylexis®) wurden in die Nackenmuskulatur

injiziert.

3.4.2.2 Interferon-y Nachweis mittels EliSpot-Analyse

Mit der EliSpot-Methode kann aus einer Zellsuspension von PBMC eines
Tieres die Anzahl der Zellen bestimmt werden, welche ohne Stimulation bzw.
nach einer Stimulation bestimmte Zytokine sezernieren. Dafur wurden EliSpot-
Platten (Millipore) mit 15 pl/Well 35% Ethanol benetzt und 1 min inkubiert.
Das Uberschussige Ethanol wurde abgekippt. Die Platten wurden dreimal mit
sterilem PBS (sPBS) gewaschen und anschlieRend mit einem monoklonalen
Antikdrper gegen das zu untersuchende Zytokin beschichtet. Zum Nachweis
der IFN-y Sekretion wurden die Antikdrper in sPBS (IFN-y (MP700): 5 pg/ml)
verdunnt und je 100 pl/Well auf die Platten gegeben. Bei jeder Platte wurde als
Negativkontrolle Uberstand der Zellen verwendet, in welchen das Stimulus-
Virus vermehrt wurde. Als Positivkontrolle wurde immer eine Concanavalin A
(ConA, 2,5 pug/ml) Stimulation mitgefihrt. Die so bestlckten Platten wurden bei
4°C Uber Nacht inkubiert.
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Nach der Inkubation wurde die AK-Losung abgekippt und die Platte zweimal
mit je 150 pl/Well H,O4t gewaschen. Anschliel3end erfolgte das Blocken der
verbliebenen Bindungsstellen auf der Membran mit 150 pl/Well RPMI + 10%
FBS fur 2 h bei 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,. Das Blocking-
Medium wurde abgekippt und 100 ul der auf die gewunschte Zellzahl
eingestellten Zellsuspension mit dem gleichen Volumen des entsprechenden
Stimulus auf die Platte gegeben und 18-48 h bei 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit
und 5 % CO, inkubiert.

Der Inkubation folgte sechsmaliges Waschen mit PBS+0,01Tween®20 & 150
pI/Well und die Inkubation der Platten mit dem 2. AK, der in sPBS+0,5 % FBS
in gewlnschter Konzentration angesetzt wurde, bei 37°C, 5 % CO, und 95 %
Luftfeuchtigkeit fur 2 h. Im Anschluf® folgte erneut sechsmaliges Waschen mit
sPBS-0,01Tween®20 a 150 pl/Well. 100 pl/Well anti-Kaninchen AP-Konjugat in
einer 1:1000 Verdlinnung in PBS wurden fir 45 min bei RT und Dunkelheit auf
der Platte gelassen. AnschlieRend wurde das Konjugat abgekippt und die
Platte dreimal mit je 150 pl/Well PBS-0,01Tween®20 und dreimal mit je 150
pl/Well sPBS gewaschen. Die Anfarbung der spezifisch gebundenen AK
erfolgte durch Inkubation mit 100 ul/Well Substrat flr ca. 5min bei RT in
Dunkelheit. Angesetzt wurde die Substrat-Losung 20 min vor Gebrauch nach
Angaben des Herstellers. Sobald Spots zu erkennen waren wurde die
Reaktion durch mehrmaliges Eintauchen in Wasser gestoppt. Nach Abnahme
der Folienabdeckung am Boden der Platte wurde diese Uber Nacht getrocknet.
Zur Detektion von IFN-y sezernierenden Zellen wurden monoklonale Mause-
AK MP700 als Fanger-AK (anti Pocine IFN-y) und das polyklonale
Kaninchenserum PP700 (Rabbit-anti-Pig IFN-y) als Detektor-AK eingesetzt.
FUr die Visualisierung wurde ein anti-Kaninchen-AP-Konjugat in einer
Verdlinnung von 1:1000 und als Substrat die alkalische Phosphatase
BCIP/NBT verwendet.

Die Auswertung erfolgte Uber das EliSpot-Messgerat (Viruspot 04) der Firma

AID mit der dazu gehdrenden Software.
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3.4.2.3 Antivirale Wirkung von peripheren mononukledaren (PBMC)
Zelluberstanden

Der Test auf antivirale Wirkung von PBMC-Uberstanden wurde nach Sasaki et
al. (2008) durchgefuhrt. In 96-Loch Flachboden-Mikrotiterplatten wurden pro
Vertiefung 50 ul Zellsuspension (1x10° Zellen/ml) von MDBK-Zellen
zusammen mit 50 pl TestflUssigkeit eingesetzt. In den Zell- und Viruskontrollen
wurde nur Anzuchtmedium (AZM) zugesetzt. Die zu testenden
Zellkulturiberstande (ZKU) wurden in 1:2 Verdinnungsstufen in AZM
angesetzt und jeweils im Doppelansatz der Zellsuspension beigefligt. Als IFN-
o Kontrolle diente rekombinantes Interferon 2 der Firma Roche (Roferon®,
1:10000000 Vorverdlinnung einer 1,7 mg/ml Konzentration). Es wurde
ebenfalls in einer 1:2 Verdinnungsreihe in AZM angesetzt und entsprechend
der Zellsuspension beigefugt. Nach einer Inkubation von 4-6 h bei 37°C und 5
% CO, Sattigung (nach 6 h sollte der Zellrasen dicht sein), wurde das Medium
steril abgenommen und 50 pl/Vertiefung einer Vesikulares Stomatitis-Virus
Stamm Indiana Gebrauchsverdunnung (VSV-GV, 1:800 mit einem Titer von
10""°/ml) zugegeben. Bei der Zellkontrolle wurde an Stelle der
Virusverdinnung AZM beigefligt. Nach einer Stunde Virusadsorption bei 37°C
und 5 % CO, Sattigung wurde die Viruslosung abgenommen und den Zellen
100 pl/Well Erhaltungsmedium (incl. 2 % FBS) zugesetzt. Die Inkubation
erfolgte Uber Nacht bei 37°C und 5 % CO, Sattigung.

Sobald die Zellkontrolle einen cytopathogenen Effekt (CPE) von 100 % zeigte
wurde die antivirale Wirkung der eingesetzten Zellkulturiberstande bezogen
auf die IFN-a. Kontrolle wie folgt berechnet:

IFN-o. /ml ZKU = IFN-o. Standard bei 50 % CPE x Faktor auf 1 ml x

Verdlinnung

= IFN-a 'St-CPE 50 % X Verdﬂnnung I:)r'ObeCPE 50%

3.4.24 Antikorpernachweis

Es wurde ein ELISA der Firma ID.Vet nach den Vorschriften des Herstellers
eingesetzt. Es handelt sich um einen kompetitiven ELISA (IDSCREEN®), der
Antikérper gegen das Nukleoprotein des Influenza A Virus detektiert.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Virusisolierung und Selektion der AIV-Subtypen

Die Virusisolierung erfolgte zunachst zu Diagnostikzwecken entweder aus
eingeschickten Tupferproben, zumeist von Jagdenten, oder aus gefundenen
und angelieferten Vogelkadavern. Die Proben wurden nach festgelegten
Standardbedingungen (QSA O 0751-1) aufbereitet und einem molekularen
AlV-Screening auf Prasenz von AlV-Genom mittels real-time PCR unterzogen
[Spackman et al., 2002]. AlV-positive Proben wurden zur Bestatigung sowonhl
an das Nationale Referenzlabor (NRL) des FLI auf der Insel Riems gesandt,
als auch in einer weiteren real-time PCR auf H5, H7 und N1 hin untersucht.
Unter allen positiven Proben wurden folgende Stamme ausgewahlt, in
grolerer Menge in  embryonierten  Hihnereiern  vermehrt und
molekularbiologisch definiert, sowie auf biologische Eigenschaften naher
untersucht:

A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2

A/Mallard/Bavaria/1/2006 H5N1

A/Mallard/Bavaria/10/2007 H5N1

A/Mallard/Bavaria/3/2006 H10N7

Mit diesen Isolaten waren alle AIV Subtyp-Kategorien in den vergleichenden
Untersuchungen enthalten: zwei HPAI-Isolate (beide H5N1-Isolate), ein LPAI-
Isolat (H5N2), das den Subtypen zuzuordnen ist, die bekannterweise durch
Antigenic Drift in ein HPAI-Isolat Ubergehen konnen und ein LPAlI-Isolat
(H10N7), welches nach der Gefligelpestverordnung keiner Risikogruppe

angehort.
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4.2 Subtypisierung ausgewahliter Isolate

Um die durch das NRL bestatigte Vortypisierung zu vervollstandigen und eine
komplette Nukleotidsequenz verschiedener Genomsegmente der
ausgewahlten Isolate zu erhalten, wurden Vergleiche mit einer groRen Anzahl
von Sequenzen aus der NCBI-Datenbank durchgefuhrt. Dadurch konnten
hochkonservierte Sequenzbereiche identifiziert werden, in denen die zu
konstruierenden Primer liegen sollten, um so eine Amplifikation mit moglichst
hoher Subtypspezifitat zu erhalten (Abb.8).

| — INF-1 | — INF-3 |— INF-5 |— INF-7

»
»

T« INF-2 1« INF-4 1« INF-6 INF-8«— 1

Abbildung 8: schematische Darstellung der Primeranordnung fiir die Amplifikation kurzer,
sich iiberlappender Genomabschnitte von HS5.
Bindeposition von INF-1: -23 = Nukleotid-Positionen vor ATG mit A als Position 1.

FUr das Hamagglutiningen wurden vier, fur das Neuraminidasegen drei
Primerpaare verwendet. Tabelle 5 gibt die ungefahre Bindestelle der Primer

und die ungefahre Grdlie der zu amplifizierenden Fragmente wieder.

Tabelle 5: Binderegion der Primer und die zu erwartende FragmentgrofRe des
PCR-Produkts

Segment Position der Primer Fragmentgrofie

INF-1: ~ -23 S1:~520 bp

= INF-2: ~ 500

= INF-3: ~ 420 S2: ~ 490 bp

g INF-4: ~ 910

> H5  INF-5: ~ 860 S3: ~ 520 bp

£ INF-6: ~ 1380

T INF-7: ~ 1330 S4: ~ 400 bp
INF-8: ~ 1730
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INF-37: ~ -27 S1: ~ 440 bp
INF-38: ~ 420
INF-39: ~ 360 S2: ~ 530 bp
H1o  INF-40: ~ 895
INF-41: ~ 760 S3: ~ 590 bp
INF-42: ~ 1330
INF-43: ~ 1210 S4: ~ 500 bp
INF-44: ~ 1710
INF-9: ~ -20 S1: ~ 520 bp
INF-10: ~ 500
INF-11: ~ 450 S2: ~ 450 bp
3 N2 INF-12: ~ 900
g INF-13: ~ 950 S3: ~ 500 bp
£ INF-14: ~ 1440
©
£ INF-23: ~ -20 S1: ~ 550 bp
2 INF-24: ~ 530
N1 INF-25:~430 S2: ~ 580 bp
INF-26: ~ 1100
INF-27: ~ 950 S3:~490 bp
INF-28: ~ 1440
INF-45; ~ -25 S1: ~ 580 bp
INF-46: ~ 560
N7  INF-47: ~ 340 S2: ~ 700 bp
INF-48: ~ 1140
INF-49: ~ 950 S3:~490 bp
INF-50: ~ 1440

Die auf diese Weise konstruierten Primer (s.2.3.2) flhrten in den
entsprechenden PCRs zur Amplifikation der gewunschten Genbereiche
(Abb.9).

S1 S2 S3 S4 S5
-——
—————

—— — S— o
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Abbildung 9: Agarosegelelektrophorese aller PCR-Fragmente des HA am Beispiel des
H5N2-Isolates.
S1: Fragment 1, S2: Fragment 2, S3: Fragment 3, S4: Fragment 4, S5: 100bp-Gréenmarker.

Da der Neuraminidase-Subtyp des H10-Isolates unbekannt war, wurden
Primer fur die Amplifikation eines Neuraminidase-Full-Length Genproduktes in
Anlehnung an die Arbeit von Hoffmann et al., 2001 gesucht und synthetisiert.
Mit deren Hilfe konnte eine Vorabdifferenzierung in vier Gruppen gemacht
werden: N1,2,4,5,8; N3; N7 und N6 und N9. Die Vorabtypisierung mit Hilfe der
Suchprimer sprach fur eine Neuraminidase des Subtyps N7 (Abb.10). Das so
erhaltene Amplifikat konnte aus dem Agarosegel extrahiert und von den
Enden kommend ansequenziert werden. Die erhaltenen
Sequenzinformationen wurden Uber die BLAST-Funktion mit Sequenzen der
NCBI-Datenbank verglichen und konnten so dem Neuraminidase-Subtyp N7
eindeutig zugeordnet werden. Daraufhin wurde ein vollstandiger Satz von

Primern flr N7 konstruiert und die komplette Sequenz ermittelt.

S1 S2 S3 S4 S5 S6

600bp —

A

Abbildung 10: Agarosegelelektrophorese.

A: Vorabtypisierung der Neuraminidase des HI10-Isolats mit den N-Suchprimern.
S1: N1,2,4,5,8-Primer, S2: N3-Primer, S3: 100bp-Gré3enmarker, S4: N7-Primer, S5: N6,9-
Primer, S6: Mastermix.

Eine Subtypisierung mit den kompletten Sequenzen des HA und der NA war
somit fur beide H5N1-Isolate, sowie fur das H5N2- und das H10N7- Isolat
moglich. Die Sequenzen wurden anschliefend in der NCBI-Datenbank

hinterlegt (s. Anhang).

54



ERGEBNISSE

421 Sequenzvergleiche
Um genetische Verwandtschaftsgrade zu ermitteln, wurden die in AS
umgeschriebenen Sequenzdaten mit den in der NCBI-Datenbank hinterlegten

Sequenzen verglichen.

4211 A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2

Das italienische Isolat A/Mallard/Italy/4223-2/2006 H5N2 (Acc.No. CY034758)
weist mit nur drei verschiedenen Aminosauren (AS) den geringsten
Unterschied in der AS-Sequenz des HA zum A/Mallard/Bavaria/1/2005 (H5N2)
auf. Nur vier unterschiedliche AS im HA zeigen weitere drei Isolate,
A/Mallard/Sweden/39/2002 H5N3 (Acc.No. AY995891),
A/Mallard/Netherlands/3/1999 H5N2 (Acc.No. AY684894) und
A/Mallard/Teall/ltaly/3812/2005 H5N3 (Acc.No CY022645.).

Die AS-Sequenz der NA eines Isolates aus Italien (A/Teal/ltaly/3931-38/2005
H5N2 (Acc.No. CY022638) hat mit nur einer unterschiedlichen AS an Position
402 (nach initialem Methionin als Position 1) die grofte Ahnlichkeit zur AS-

Sequenz des Neuraminidasegens des bayerischen H5N2-Isolats.

4.2.1.2 A/Mallard/Bavaria/1/06 HSN1 und A/Mallard/Bavaria/10/07 H5N1
Die beiden H5N1-Isolate zeigen, insbesondere im HA, untereinander grolde
Unterschiede auf (Abb.11A + B).

A) Hamagglutinin

H5N1-1sm-HA MEKIVLLLATENLVKSDQICI GYHANNSTKQVDTI MEKNVTVTHAQD I LEKTHNGKLCDLDGVKPL I LRDCSVAGWLLGN 80
H5N1-c265-HA ———f----- BR----------—————p— e 80
H5N1-1sm-HA PMCDEFLNVPEWSY I VEKINPANDLCYPGNFNDYEELKHLLSRINHFEKIQI IPKSSWSDHEASSGVSSACPYQGRSSFF 160
HEN1-C265-HA @ 160
H5N1-1Ism-HA RNVVWL IKKNDAYPT IKISYNNTNQEDLLVLWG IHHPNDAAEQTRLYKNPTTY I SVGTSTLNQRLVPK IATRSKVNGQSG 240
H5N1-c265-HA ~ -————————- dn------ P g-————— - 240
H5N1-1Ism-HA RMEFFWT ILKPNDAINFESNGNF IAPENAYK 1 VKKGDST IMKSELEYGNCNTKCQTP IGAINSSMPFHN IHPLT IGECPK 320
H5N1-c265-HA ~ ———— e 320
H5N1-1Ism-HA YVKSNRLVLATGLRNS.E_GAIAGF IEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKA IDGVTNKVNS 400
HEN1-C265-HA ——— e o o 400
H5N1-Ism-HA 1 IDKMNTQFEAVGREFNNLERR IENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNAKELG 480
H5N1-C265-HA @ ——— e 480
H5N1-1Ism-HA NGCFEFYHRCDNECMESVRNGTYDYPQYSEESRLKREEI SGVKLESIGTYQILSI YSTAASSLALAI MVAGLSLWMCSNG 560
H5N1-c265-HA ~ ———————— eV 560
H5N1-1Ism-HA SLQCRICI™* 568
H5N1-c265-HA ~ ———————- * 568
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B) Neuraminidase

H5N1-1sm-NA MNPNQKIITIGSICMVIGIVSLMLQIGNMIS IWVSHS IETRNQRQAEP I SNTKFLTEKAVASVTLAGNSSLCP ISGWAVY 80
H5N1-c265-NA —————em e e ettt 80
H5N1-1sm-NA SKDNSIRIGSRGDVFV IREPFISCSHLECRTFFLTQGALLNDKHSNGTMKDRSPHRTLMSCPVGEAPSPYNSRFESVAWS 160
HEN1-C265-NA ] - 160
H5N1-1sm-NA ASACHDGTSWLT IGISGPDNGAVAVLKYNG I ITDT IKSWRNNILRTQESECACVNGSCFTVMTDGPSNGQASYK I FKMEK 240
HBN1-C265-NA  ———— e S———————————- 240
H5N1-1sm-NA GKVVKSVELDAPNYHYEECSCYPDAGE I TCVCRDNWHGSNRPWVSFNQNLEYQIGY I CSGVFGDNPRPNDGTGSCGPVSH 320
HBN1-C265-NA ———— - p 320
H5N1-Ismaning-NA NGAYGVKGFSFKYGNGAWIGRTKSTNSRSGFEMIWDPNGWTGTDSSFSVKQD IVAITDWSGYSGSFVQHPELTGLDCIRP 400
H5N1-c265-NA —————————o— Vo 400
H5N1-Ismaning-NA CFWVELIRGRPEESTIWTSGSS ISFCGVNSDTVSWSWPDGAELPFT IDK* 449
H5N1-c265-NA ——————————— K- * 449

Abbildung 11: Alignment beider H5N1-Isolate.
A: Alignment der HA-Sequenz auf AS-Ebene. Der rot unterlegte Bereich umfasst die HA-

Spaltstelle, die nur an einer AS-Position einen Unterschied aufweist.
B: Alignment der NA-Sequenz auf AS-Ebene.

4.2.1.2.1 A/Mallard/Bavaria/1/2006 H5N1

Unterschiede auf AS-Ebene betreffen ausschlielBlich die HA-Sequenz. Mit
jeweils einer unterschiedlichen AS, allerdings an verschiedenen Positionen,
sind die Isolate A/Greyland Goose/France/06310/2006 HS5N1 (Acc.No.
AM498631), A/Tufted Duck/Bavaria/10/2006 H5N1 (Acc.No. EF165056) und
A/Cygnus Olor/Czech Republic/5170/2006 H5N1 (Acc.No. EU443544) dem
A/Mallard/Bavaria/ 1/2006 H5N1-Isolat am ahnlichsten. Fur die NA-Sequenz
gibt es aus Bayern aus dem gleichen Jahr 2006 diverse Isolate, u.a.
A/Swan/Bavaria/6/2006 H5N1 (Acc.No. EF165573), A/Tufted
Duck/Bavaria/4/2006 H5N1 (Acc.No. EF165571), A/Common
Pochard/Bavaria/7/2006 H5N1 (Acc.No. EF165574), A/Eagle
Owl/Bavaria/10/2006 H5N1 (Acc.No. EF165576), A/Common
Buzzard/Bavaria/11/2006 H5N1 (Acc.No. EF165577) welche auf AS-Ebene

eine identische Sequenz aufweisen.
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4.2.1.2.2 A/Mallard/Bavaria/10/2007 H5N1

Das bayerische H5N1-Isolat aus dem Jahr 2007 unterscheidet sich in der AS-
Sequenz des HA in drei AS-Positionen gegenuber einem Isolat aus Kuwait
(A/Falcon/Kuwait/1019-7/2007 H5N1 (Acc.No. EU391537), in einer AS-

Position gegenuber einem Isolat aus Krasnodar
(A/Chicken/Krasnodar/300/2007 H5N1 (Acc.No. EU163431)) und in zwei AS-
Positionen gegenuber weiteren Isolaten aus Kuwait, u.a.

A/Chicken/Kuwait/KISR3/2007 (Acc.No. CY029956) H5N1.

Ein Isolat aus Krasnodar (A/Chicken/Krasnodar/300/07 H5N1 (Acc.No.
EU163432)) aus dem Jahr 2007 unterscheidet sich in der AS-Sequenz der NA
nur an Position 337 (ab initialem Methionin an Position 1). Somit weist dieses
Isolat die groRte Ahnlichkeit zum bayerischen A/Mallard/Bavaria/10/2007
H5N1 auf.

4.2.1.3 A/Mallard/Bavaria/3/2006 H10N7

Das H10N7-Isolat hat in der AS-Sequenz des HA die gréRte Ubereinstimmung
mit einem Isolat aus dem Jahr 2003 aus der Mongolei
(A/Duck/Mongolia/149/2003 H10N5  (Acc.No. AB450456). Dennoch
unterscheiden sich beide Isolate an 10 AS-Positionen.

Die groRte Ubereinstimmung der AS-Sequenz der NA zeigen mit
Unterschieden an jeweils vier AS-Positionen u.a. die Isolate A/Anser
anser/Germany/R752/2006 H7N7 (Acc.No. AM933236) und
A/Duck/Mongolia/583/2002 H4N7 (Acc.No. AB289334). Interessanterweise

zeigen andere H10N7 Isolate weit mehr Sequenzunterschiede.
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4.3 Immunhistochemischer Nachweis von AlV im Hiuhnerembryo
Um feststellen zu kdnnen, ob eine generalisierte oder Ortlich restringierte
Infektion  vorliegt, kann Uber immunhistochmische Methoden das
Vorhandensein von Viruspartikeln in verschiedenen Geweben nachgewiesen
werden.

Unter diesen Voraussetzungen wurden 10 Tage alte bebritete SPF-Eiern wie
unter 3.2.1.1 beschrieben mit A/Mallard/Bavaria/1/2006 H5N1 beimpft. Nach
24 Stunden waren die HUhnerembryos abgestorben. Die toten Embryonen

wurden wie in 3.4 beschrieben weiter bearbeitet.

A: Schnabelbereich

58



ERGEBNISSE

\ep

C: Lungenausschnitt
Abbildung 12: Immunhistochemische Anfarbung von Influenza A Viruspartikel in
unterschiedlichen Gewebearten. Die Ubersicht erfolgte mit einer 10x2,5-VergroBerung, die
Detailansicht wurde mit einer 10x10-VergroBerung aufgenommen.

Al: UbersichtsvergroBerung des Schnabels mit Zunge und Rand des Auges mit anfirbten
Influenza Viruspartikel.

A2: DetailvergroBBerung von Al. A3 und A4: Negativkontrolle.

B1: Partieller Darstellung von Magen (Ma) und Leber (Le). B2: DetailvergroBBerung von B1.
B3 und B4: Negativkontrolle.

C1: UbersichtsvergroBerung von Lungengewebe mit angefirbten Influenza Viruspartikeln.
C2: DetailvergrofSerung von C1. C3 und C4: Negativkontrolle.

Wie in Abbildung 12 zu erkennen ist, flhrte die Infektion der
Huhnerembryonen mit H5N1-c265 zu einer generalisierten Infektion. In Lunge,
Leber, Magen und Gehirn konnten Influenza A Viruspartikel mittels

Immunhistologie nachgewiesen werden.

4.4 Molekulare Analytik von Nukleo- und Matrixprotein

Da sowohl die NA als auch das HA einem starken Selektionsdruck ausgesetzt
sind, ist die Variabilitat hier besonders hoch. Daher wurden zur besseren
Charakterisierung noch das Nukleo- und das Matrixprotein in die molekulare

Analyse mit einbezogen.
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Zu diesem Zweck wurden Primer fur das Nukleo- und das Matrixprotein,
unabhangig vom Virus-Subtyp, nach dem gleichen Prinzip wie fir die
Hamagglutinin- und die Neuraminidasesequenzen mit Hilfe einer Fulle von
Sequenzenvergleichen aus der NCBI-Datenbank, konstruiert. Die ungefahre
Bindestelle in Subtyp-konservierten Nukleotidsequenzbereichen und die zu

erwartende Grofde der Fragmente sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Position der Primer und Grol3e der zu amplifizierenden Fragmente

Segment Position der Primer Fragmentgrofie
NP-1: ~-20 S1: ~ 540 bp
NP-2: ~ 520

Nukleoprotein NP-3: ~ 480 S2: ~ 580 bp
NP-4: ~ 1050
NP-5: ~ 950 S3: ~ 520 bp
NP-6: ~ 1465
Mat-1: ~ -20 S1:~500 bp
Mat-2: ~ 475

Matrixprotein Mat-3: ~ 370 S2:~370 bp
Mat-4: ~ 730
Mat-5: ~ 640 S3:~390 bp
Mat-6: ~ 1030

In Abbildung 13 sind am Beispiel des H10N7-Isolats die Einzelfragmente und
die Full-Length Amplifikate von Matrix- und Nukleoprotein nach der PCR im
Agarosegel dargestellt. Zu erkennen ist ebenfalls, dass es zu keinen

Missmatch-Bindungen und unspezifischer Amplifikation kam.

S1 S2 S3 S4 S5 S1 S2 S3 S4 S5
[— —
—_—
—
< — S
<“— 600bp —
R
— —
A B
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Abbildung 13: Agarosegelelekrophorese der PCR-Fragmente fiir das Matrix (A)- und das
Nukleoprotein (B) am Beispiel des HION7-Isolates.

A: S1: Fragment 1, S2: Fragment 2, S3: Fragment 3, S4: 100bp-GroBenmarker, S5: Matrix-
Full-length Amplifikat.

B: S1: NP-Full-length-Amplifikat, S2: Fragment 1, S3: 100bp-GroBenmarker, S4: Fragment
2, S5: Fragment 3.

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden wie in 3.3.2 beschrieben weiter
bearbeitet und sequenziert. Die Sequenzergebnisse fur das NP und das M

wurden in der NCBI-Datenbank (Acc.No. s. Anhang) hinterlegt.

441 Homologievergleich der AS-Sequenzen der bayerischen Isolate
Beide H5N1-Isolate (H5N1-c265 und H5N1-Ism) weisen die gleiche AS-
Sequenz sowohl im M1 als auch im M2 auf. HSN2 und H10N7 haben die
gleiche AS-Sequenz im M1, weisen aber einen AS-Unterschied im M2 auf
(Abb.14A + B). Der Sequenzunterschied zwischen den HPAI- und den LPAI-
Isolaten (rot unterlegte AS flr HPAI-Isolate bzw. gelb hinterlegte AS fur LPAI-
Isolate) umfasst mehrere AS: im M1 sind es zehn AS, im M2 sind es vier bzw.
finf AS.

Der Sequenzunterschied im NP (Abb.14C) betrifft ebenfalls mehrere AS,
sowohl zwischen, als auch innerhalb der HPAI- und LPAIl-Isolate. Hier ist
ebenfalls zu sehen, dass die Unterschiede zwischen den HPAI- und LPAI-
Isolaten grofder sind als zwischen den beiden H5N1-Isolaten oder zwischen
H5N2 und H10N?7.

A) M1-Protein

HS5N1-Ism-M1 MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQ LEDVFAGKNTDLEALMEWLKTRPI LSPLTKGILGFVFTLTVPSERGLQRRRFV 80

H5N1-c265-M1 ~ @ -—---coo-oooee R R R 80

—————————————— e ettt Tt 80
HION7-M1 ~  —mmmmmmmmmmo e Y o 80
H5N1-Ism-M1 QNALNGNGDPNNMDRAVKL YRKLKRE I TEHGAKEVALSYSTGALASCMGL I YNRMGTVTTEVAFGLVCATCEQIADSQHR 160
HEN1-C265-M1 ~  ——mmmmmmmmmm e e 160

-------------------- o o~ 160
HION7-M1 ~ mmmmmmmmmmmmmmmmme o o 160
H5N1-Ism-M1 SHRQVMETITNPL IRHENRMVLASTTAKAMEQMAGSSEQAAEAMEVANIQARQMVQAMRT IGTHPIISSAGLRDNLLENLQAY 240
H5N1-c265-M1 @ --———B B - 240

----- e~ S v S IS V)|
HION7-M1 ~ ———m—o S — S R K-d--mmmmmm 240
H5N1-Ism-M1 QKRMGVQMQRFK* 252
HSN1-C265-M1 ~  ————-mmmmmem * 252

------------ * 252
HION7-M1 ~ —mmmmmmmmmee * 252
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B) M2-Protein

H5N1-Ism-M2 MSLLTEVETPTRNIWECICSDSSDPLVIAASI IGILHLILWILDRLFFKC1YRRLKYGLKRGPSTEGVPESMREEYRQEQ 80
H5N1-c265-M2 ~  —————cmeee - - 80
————————————— g-—-k-————— 80
HION7-M2 ~  —— e g---k-———-———- B 80
H5N1-Ism-M2 QNAVDVDDGHFVNIELE* 97
H5N1-c265-M2 B * 97
S — U--* 97
H10N7-M2 L * 97
C) Nukleoprotein
HS5N1-Ism-NP MASQGTKRSEQMETGGERQNATE IRASVGRMIEG I GRFY IQVCTELKLSDYEGRL IQNS I TIERMVLSAFDERRNRYLE 80
H5N1-c265-NP ————————= Y- B 80
————————— S Yo Bt et (G 80
HION7-NP  ————mmom Y Vg — —m o k--- 80
HS5N1-Ism-NP EHPSAGKDPKKTGGP1 YRRRIGKWVRELI LYDKEE IRRIWRQANNGEDATAGLTHLMIWHSNLNDATYQRTRALVRTGMD 160
H5N1-C265-NP ——mmmmmmmmmmmmmo e 160
-------------------- e 160
HION7-NP oo Al 160
H5N1-1sm-NP PRMCSLMQGSTLPRRSGAAGAAVKGVGTMVMEL IRMIKRG INDRNFWRGENGRRTR IAYERMCN I LKGKFQTAAQRAMMD 240
HENL-C265-NP oo 240
———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— 240
HION7-NP oo 240
H5N1-1sm-NP QVRESRNPGNAE I EDL IFLARSAL I LRGSVAHKSCLPACVYGLAVASGYDFEREGYSLVGIDPFRLLQNSQVFSLIRPNE 320
HBNL-C265-NP  —mmmm oo oo 320
———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— 320
HION7-NP e 320
H5N1-1sm-NP NPAHKSQLVWMACHSAAFEDLRVSSF IRGTRVVPRGQLSTRGVQIASNENMEEVMDSHTLELRSRYWAIRTRSGGNTEQQR 400
HENL1-C265-NP ~  mmmmmmmmmmmmmmm e R R n--- 400
-------- S~ 400
HION7-NP e | n--- 400
H5N1-1sm-NP ASAGQISIQPTFSVQRNLPFERAT IMAAFTGNTEGRTSDMRTE I IRMMESARPEDVSFQGRGVFELSDEKATNPIVPSFD 480
HSN1-C265-NP —mmooemmmme e BB - 480
------- ) 480
HION7-NP ——mem—e S fo-———————————- 480
HS5N1-Ism-NP MNNEGSYFFGDNAEEYDN* 498
H5N1-c265-NP - * 498
—S——— * 498
H1ON7-NP - * 498

Abbildung 14: Alignment der AS-Sequenz fiir das NP, M1 und M2 beider H5N1-Isolate,
sowie der Isolate von HION7 und H5N2.

A: Alignment von M1; B: Alignment von M2; C: Alignment des NP.

Griin/tiirkis: nur in einer Sequenz vorhanden; Rot: nur in HPAI-Sequenz; Gelb: nur in LPAI-
Sequenz. HSN1-Ism: A/Mallard/Bavaria/10/2007 H5N1,

H5N1-¢c265: A/Mallard/Bavaria/1/2006 H5N1

H5N2: A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2, HION7: A/Mallard/Bavaria/3/2006 HION7

4.5 Infektionsverlauf in Zellkulturen
Zur HPAI-Stamme
A/Mallard/Bavaria/1/2006 H5N1 und A/Mallard/Bavaria/10/2007 H5N1 und der
beiden LPAI-Stamme A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2
A/Mallard/Bavaria/3/2006 H10N7 wurden Zellspektum
Infektionsverlauf in Zellkultur der einzelnen Isolate getestet.
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Der Infektionsverlauf der Virusisolate in Zellkulturen verschiedener Herkunft
unterschied sich deutlich unter den HPAI- und den LPAI-Isolaten. Wahrend die
LPAI-Isolate nur in MDCK- und Caco-2-Zellen einen zytopathogenen Effekt
(,cytopathic effect®, CPE) aufwiesen, verursachten die HPAI-Isolate auch nach
weiteren Passagen und noch in hohen Titrations-Verdunnungsstufen in allen
getesteten Zellen einen CPE. Nach Infektion mit den LPAI-Subtypen war der
CPE in CRFK und Ma-104-Zellen nach spatestens drei Zellkultur-Passagen
vollig verschwunden. Jedoch zeigten beide LPAl-Isolate in der ersten
Passage, sowohl in MDCK als auch in Caco-2-Zellen, bis in hohe
Verdunnungsstufen eine deutliche Virusvermehrung (Abb.15 und 16).

Das H10N7-Isolat verursachte nach der ersten Passage in MDCK- und in
Caco-2-Zellen einen CPE auf (Abb.15). In hoheren Passagen waren ein CPE

bzw. eine Virusvermehrung auch durch Immunhistochemie nicht mehr nach-

weisbar
i i | e S —7} - .",‘f}z,?- "' YR
P Ak L . oA« IGE
nicht-infizierte Zelle ' . o P AR - L4 e 3 T -
L | Pl e S gl
& f S , %
o M s
: y ped >
D P & ®
infizierte Zelle # 6 g
e i ¢ = @ » i ".\ ’ ] ]
o B :.‘?i e s <3 mght-mﬁaerte Zelle
g e -~ ¥ . calllh i

Abbildung 15: Erste Passage nach Infektion von Zellkulturen mit dem H10N7-Isolat.

A: Caco-2-Zellen
B: MDCK-Zellen.

Fur das H5N2-Isolat konnte nach MDCK, Ma-104 und CRFK-Zellinfektion
ebenfalls ab der dritten Passage lichtmikroskopisch kein CPE mehr festgestellt
werden. Die Virusvermehrung zeigte nach der ersten Passage einen abortiven
Verlauf. In Caco-2-Zellen hingegen kam es zu einer produktiven
Virusvermehrung, die auch in der 10. Passage durch log10 Titration und
Immunhistochemie in den hohen Verdinnungen (Abb. 16) noch eindeutig

nachweisbar war (10. Viruspassage: M-PCR positiv, Titer 10%°/ml).
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Abbildung 16: Infektion von Zellkulturen mit dem H5N2-Isolat.
A: Caco-2-Zellen (10. Viruspassage)

B: CRFK-Zellen (1. Viruspassage, dann abortiv)

C: MDCK-Zellen (1. Viruspassage, dann abortiv)

D: MDCK-Zellkulturkontrolle

Beide H5N1-Isolate fuhrten in allen getesteten Zelllinien zu einer produktiven
Virusvermehrung. Um einen direkten Vergleich ziehen zu konnen, wurden
beide Virusisolate auf MDCK-Zellen austitriert, um so eine aquivalente Animpf-
menge Virus in den anderen Zelllinien als Ausgangsinfektion (multiplicity of
infection, MOI) einsetzen zu konnen. Dazu musste der MDCK-Ausgangstiter
von H5N1-Ism 1:100 verdinnt werden, um in gleicher Dosis (MOI) zu H5N1-
c265 in den anderen getesteten Zellkulturen eingesetzt zu werden. Die so
ermittelten Endpunkttiter sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Die beiden bayerischen H5SN1 HPAI-Isolate konnten ein breites
Zellkulturspektrum (Primaten, canine, feline und porcine Zellen) zur
produktiven Virusvermehrung nutzen. Fur beide H5N1-Isolate konnte somit ein
ahnliches Replikationsverhalten in den getesteten Zellkulturen nachgewiesen

werden.
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Tabelle 7: Auflistung der Virustiter® nach der ersten Passage.

Zelllinie MDCK MA-104 Caco-2 CRFK PK-15
Beimfung simultan simultan Monolayer simultan simultan
Isolat c265° | Ism° | c265 Ism | ¢c265 | Ism | ¢c265 | Ism | c265 | Ism
Titer /ml 10° | 10" | 10"° | 10° | 10® | 10°™ | 10%° | 10" | 10" | 107°

* Die Titerbestimmung erfolgte iiber die Beurteilung des CPE und mittels Farbung. Berechnet
wurde der jeweilige Endpunkttiter liber die Spearman- [Spearman 1908] und Kaerber-
[Kaerber 1931] Methode (siehe 3.2.1.2.1).
b ¢265: A/Mallard/Bavaria/1/2006 H5N1;
¢ Ism: A/Mallard/Bavaria/10/2007 H5N.

4.6 Natirlichen Reassortantenbildung in der Maus mit den
Stammen A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 und
A/FPV/Bratislava/1979 H7N7

Infektionen mit HPAI-Stdammen kdnnen BALB/c-Mause in der Regel sehr

schnell toten [Evseenko et al., 2007]. Das als LPAI eingestufte HS5N2-Isolat

hingegen zeigte zumindest in den Caco-2-Zellen einen produktiven

Infektionsverlauf Uber zehn Viruspassagen. AIV H5N2 Subtypen zeigten im

Hausgefligel schon mehrmals eine Virulenzsteigerung zu HPAI mit

Krankheitssymptomen und Todesfalle [Okamatsu et al., 2007; Gaidet et al.,

2008]. Aus diesem Grund wurde das HS5NZ2-Isolat gewahlt um seine

Pathogenitat in der BALB/c-Maus zu prufen und ferner seine Eignung als

Immunisierungsvirus gegen Mause-pathogenes HPAI zu testen. Als BALB/c

Maus-pathogenes Belastungsvirus wurde dafur A/FPV/Bratislava/1979 H7N7

(FPV-H7N7) gewahlt [Neumann et al., 1995].

Die beiden Ausgangsviren A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 (Mallard-H5N2)

und A/FPV/Bratislava/1979 H7N7 (FPV-H7N7) unterscheiden sich in

grundlegenden Eigenschaften. FPV-H7N7 (von A/Fowl/Dobson/1927 H7N7
abgeleitet) wird auf Grund seiner Spaltstelle den HPAI-Viren zugeordnet, ist an

Mause adaptiert und fuhrt bei einer Infektion zu klinischen Erscheinungen.

Mallard-H5N2 dagegen konnte aus einer gesunden Jagdente isoliert werden

und wird nach seiner HA-Spaltstelle den LPAI-Viren zugeordnet.
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Um das Auftreten von Kklinischen Erscheinungen bei Mausen nach der
Belastung mit FPV-H7N7 einem der Virusisolate zuordnen zu konnen, bzw.
um abzuklaren, ob noch Genom des H5N2-Virus in den Mausen vorhanden ist
oder ob die Vermehrung des H7N7-Isolats dominant das Impfvirus verdrangt
hat, wurde von den Lungen der infizierten Mause eine H5/N7/N1 multiplex
RealTime-PCR durchgefuhrt (Abb.17).

Amplification Plots

Abbildung 17: HSH7N1 RealTime-PCR nach Gewinnung und reverser Transkription von
Gesamt-RNA aus Lungenverreibungen infizierter und erkrankter Mause.

1: Doppelprobe mit H7-spezifischen Primern; 2: Doppelprobe mit H5-spezifischen Primern;
3: Positivkontrolle N1; 4: Positivkontrolle H7; 5: Positivkontrolle HS;

6:Doppelprobe mit N1-spezifischen Primern.

Das stark positive Ergebnis fur H7 (C+-Wert 14,79) und das schwach positive
Ergebnis fur HS5 (Ci-Wert 44) zeigen das Vorhandensein von zwei
verschiedenen HA-Virussubtypen, da sowohl H5- als auch H7-spezifische
DNA nachgewiesen werden konnte. Uber Plaquertitration in Ma-104-Zellen
erfolgte eine Selektion des H7-Virussubtyps. Das Virus aus den Plaques

wurde anschlieRend weiter in MA-104-Zellen vermehrt und aufgereinigt. Bei
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einer weiteren H5H7N1 real-time PCR war in dem gereinigten H7-Virus keine
spezifische H5-DNA mehr detektierbar. Damit wurde evident, dass das Maus-
adaptierte Belastungsvirus FPV-H7N7 den LPAI Subtyp H5N2 verdrangt hatte,
nachdem zumindest die H5-Hamagglutininkomponente mit der RealTime-PCR
nicht mehr nachweisbar war. Nach der genannten Triplex-RealTime-PCR war
jedoch der NA-Subtyp noch unklar. Weil auch kein N1-spezifisches Signal
mehr zu erkennen war, obwohl die N1-Positivkontrolle einwandfrei funktioniert
hatte (Abb 17, Nr. 4) lag der Verdacht nahe, dass ein Reassortantenvirus

entstanden war.

4.6.1 Charakterisierung des Reassortantenvirus

FiUr eine erste Charakterisierung eines moglichen Reassortantenvirus wurde
nach der Plaquereinigung Gesamt-RNA des Virus gewonnen und jedes
Segment mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben. Die
Vorabtypisierung von HA und NA erfolgte wiederum Uber eine H5/H7/N1-
RealTime-PCR und fuhrte nur zu einem positiven Ergebnis fur H7. Die
Prasenz von H5- und N1-spezifischer DNA konnte nicht nachgewiesen werden
(Abb.18).
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Abbildung 18: RealTime-PCR des H7N2-Virusisolats nach Plaquereinigung {iber Ma-104-
Zellen. AusschlieBlich H7-spezifische DNA konnte nachgewiesen werden, H5- und NI-
spezifische DNA war nicht nachweisbar.

1: Probe mit H7-spezifischen Primern; 2: Positivkontrolle mit H7-spezifischen Primern; 3:
Positivkontrolle mit N1-spezifischen Primern; 4: Positivkontrolle mit HS5-spezifischen
Primern; 5: Negativkontrollen und H7-Virusisolat mit H5- und N1-spezifischen Primern.

Um den NA-Suptyp des H7-Virus eindeutig zuordnen zu kénnen, wurde mittels
spezifischer Primer flir N1 (INF-23/24), N2 (INF-11/12) und N7 (INF-47/48) in
einer konventionellen PCR der NA-Subtyp ermittelt (Abb.19). Das Ergebnis
war die spezifische PCR-Amplifikation eines NA-Fragmentes des Subtyps N2.
Weder N1- noch N7-spezifische DNA konnte nachgewiesen werden (Abb. 19).
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Abbildung 19: Agarosegelelektrophorese nach einer konventionellen PCR zur Amplifikation
N1-, N2- und N7-spezifischer DNA aus den Lungenverreibungen der erkrankten Méuse.

1: Nl-spezifische Primer INF23/24; 2: N2-spezifische Primer INF-11/12; 3: N7-spezifische
Primer INF-47/48.

Die RNA aus allen so gepfriften Virusplaques (n=20) ergab in der
konventionellen RT-PCR fur die drei NA-Subtypkomponenten das in Abb. 18
gezeigte Ergebnis. Somit hatte sich in der BALB/c-Maus ein Reassortanten-
virus vom Subtyp H7N2 auf natlrlichem Wege gebildet und hatte zumindest
im hier untersuchten Lungengewebe alle anderen evtl. aufgetretenen
Reassortantenviren, sowie das HS5N2-Impfvirus als auch das H7N7-

Belastungsvirus, verdrangt.

4.6.1.1 Gesamtgenom-Vergleich von H7N2, HS5N2 und H7N7

Um eine exakte molekulare Charakterisierung des Reassortantenvirus
vorzunehmen wurde durch direkten Vergleich sowohl der Nukleotid-, als auch
der AS-Sequenzen der Ausgangsviren mit dem Gesamtgenom des in der
BALB/c-Maus neu entstandenen Subtyps H7N2 (Siehe Anhang 7.3) die
Herkunft der einzelnen Gensegmente des neuen H7N2 nachgewiesen.

Das entstandene Reassortantenvirus weist somit eine 5:3 Verteilung der
Segmente auf, wobei funf Segmente von dem HPAI-Belastungsvirus H7N7,
und drei Segmente von dem LPAI-Virus H5N2 stammen. PB2, NP und NA
stammen von dem fur die BALB/c-Maus apathogenen H5N2
A/MAllard/Bavaria/1/2005. Die restlichen finf Genomsegmente sind
A/FPV/Bratislava/79 H7N7 zuzuordnen. Die Abbildung 20 zeigt schematisch

nach dem Ergebnis des Gesamtgenom-Vergleichs die Zuordnung der
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Genomsegmente aus den beiden ursprunglich zur Infektion der BALB/c-
Mause verwendeten AIV Subtypen zur neu entstandenen Reassortante. Das
mafgeblich fur die molekulare Einteilung in HPAI und LPAI verantwortliche HA
(Spaltstelle) stammt von dem HPAI-Virus H7N7 (Anhang 7.3). Damit kann

man das Reassortantenvirus H7N2 ebenfalls den HPAI-Viren zuordnen.

A/FPV/Bratislava/79 H7N7 HPAI

PB2
PB1
NA
HA
NP
NA

NS

A/Mallard/Bavaria/1-R/2005 H7N2 HPAI

Abbildung 20: Schematische Darstellung der Segmentverteilung im Reassortantenvirus
H7N2.

4.6.1.2 Zellspektrum des Reassortantenvirus H7N2

Es galt die Frage zu klaren, ob das neue HPAI A/Mallard/Bavaria/1-R/2005
H7N2 Reassortantenvirus einen ahnlichen Infektionsverlauf in Zellkultur
aufweist wie andere HPAI-Isolate, insbesondere die hier gepriften beiden
bayerischen HPAI-H5N1-Isolate. Unklar war umgekehrt, ob das
Reassortantenvirus, wegen der Genomsegmente des LPAI H5N2-Isolats,
eventuell einen den LPAI-Viren ahnlichen abortiven Infektionsverlauf zeigt.

Der Infektionsverlauf in Zellkultur des Reassortantenvirus H7N2 war
vergleichbar mit dem Infektionsverlauf in Zellkultur der beiden H5N1-Isolate. In
allen getesteten Zelllinien (MDCK, MA-104, Caco-2 und CRFK) konnte eine
Virusvermehrung mit Ausbildung von CPE nachgewiesen werden (Tab.8 und
Abb.21).
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Das Ergebnis der Zellkultur-Infektionsversuche entsprach den Ergebnissen mit
den HPAI-H5N1-Viren, die in allen Zellen zu einer produktiven Infektion fahig

waren.

Tabelle 8: Virustiter® des Reassortantenvirus H7N2 (KID50’mI) nach der ersten

Passage.
Zellinie MDCK MA-104 Caco-2 CRFK
Beimpfung Simultan Simultan Monolayer Simultan
Titer 1. Passage 10%/ml 10%"/ml 10%/ml 10%°/ml

* Titerberechnung siehe 3.2.1.2.1

nicht-infizierte Zelle

infizierte Zelle
icht-infizierte Zelle

fizierte Zelle

A

fizierte Zelle
infizierte Ze

cht-infizierte Zelle

Abbildung 21: Darstellung von Infektionen des Reassortantenvirus H7N2 in verschiedenen

Zelllinien.
A: Ma-104-Zellen, B: Caco-2-Zellen, C: MDCK-Zellen, D: CRFK-Zellen.
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4.7 Kodierende Genbereiche der AlV-Isolate mit Virulenzbezug

Neben der Spaltstelle, deren AS-Sequenz die Einteilung in HPAI und LPAI
bedingt, gibt es noch weitere Virulenzfaktoren. Diese sind meist an eine
einzige oder wenige AS gebunden und geben ebenfalls Auskunft Uber die
potentielle Gefahr, die vor allem von einem nach der HA-Spaltstellensequenz

als HPAI definierten Virus ausgehen kann.

4.71 Vergleich der Virulenz zweier H5N1-Viren in der Maus
H5N1-c265, H5N1-Ism und H5N1-Ism-CRFK gehoéren auf Grund der HA-
Spaltstelle zu den HPAI-Viren. Im Bereich HA-Spaltstelle unterscheiden sie
sich nur in einer AS-Position (Abb.22).

H5N1-c265 RMEFFWT I LKPNDAINFESNGNF IAPENAYKITVKKGDSTI 280
HoNL-Ism-El . i -—— 4
HS5N1-1sm-CRFK . . i it i i eemaeama s ——— 4
H5N1-c265 MKSELEYGNCNTKCQTP IGAINSSMPFHNIHPLT IGECPK 320
H5N1-Ism-EH @ @---—------"—-i i i e 44
H5N1-Ism-CRFK -—-—-———-"-"-"—-"+"-"-"+""oooo i i i i i i o o 44
H5N1-c265 YVKSNRLVLATGLRNSPQEBERRRKKRGLFGAIAGF IEGGW 360
H5N1-Ism-Ef - ————————————————— B 84
HS5N1-Ism-CRFK —--———————————————- - 84
H5N1-c265 QGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAIDGVTNKVNS 400
H5N1-Ism-E} -\~ 124
H5N1-1sm-CRFK —-—-—=-—=——— = 124
H5N1-c265 1 1DKMNTQFEAVGREFNNLERR IENLNKKMEDGFLDVWTY 440
HONL-Ism-El  ————— o i 129
HSN1-1sm-CRFK —=—=—— . i i i e e e i eaaeaan 129

Abbildung 22: Alignment der Spaltstellenregion von H5N1-¢265, HSN1-Ism-Ei und H5N1-
Ism-CRFK.

Nachdem der Austausch einzelner Aminosauren in verschiedenen Genen der
AIV mit Auswirkungen auf die Virulenz in der Maus beschrieben wurde [Katz et
al., 2000, Chen et al., 2007] stellte sich die Frage, ob der Unterschied in einer
Aminosaure in der HA-Spaltstellenregion evtl. von Bedeutung ist. Die mit
H5N1-c265 infizierten BALB/c-Mause starben auch mit geringen
Infektionsdosen sehr schnell (Abb.23). Im Gegensatz dazu war H5N1-Ism
nach der Eivermehrung nur in hohen Dosen (1x10° pfu) relativ schwach

virulent in der Maus mit einer Letalitdt von 20% (Abb.24). Interessant war,
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dass sich das lIsolat H5N1-Ism nach nur einer Passage in CRFK-Zellen
(H5N1-Ism-CRFK) als hoch virulent fir BALB/c-Mause erwies, mit nur 40%
Uberlebensrate bei Applikation von 1x10° pfu (Abb.24).

H5N1-c265
100% ¥ :

S 0 1
= 80% l‘_? n=6
‘_;’ 60% l *Infektionsdosis
S i 5 0 0,5x10"'pfu  m 1x10"pfu
5 ° i A 7x10'pfu A 1x10%pfu
» 20%

0% ; ’

0 5 10 15

days p.i
Abbildung 23: Uberlebensrate von BALB/c-Méiusen nach Infektion mit HSN1-c265.

H5N1-Ism
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e 40% m 1x10"'pfu o 5x10"pfu
2 A 1x10%pfu A 1x10%pfu
e 20%
=
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H5N1-Ism-CRFK
100% ¥ i O
2 80% * =
c J&_ﬂ ‘n=6
= 60% sInfektionsdosis
S L | o 1x10%pfu = 1x10°pfu
S A 1x10%pfu A 1x10°pfu
= 20%
»
0% ‘ ‘
0 5 10 15
days p.i

Abbildung 24: Uberlebensrate von BALB/c-Miusen nach Infektion mit H5N1-Ism und
H5N1-Ism-CRFK.
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Der Vergleich der Viruslast (Abb.25) von Lungen und Gehirnen von BALB/c-
Mausen nach der Infektion mit H5N1-Ism-CRFK zeigte deutlich, dass H5N1-
Ism-CRFK keinen Neurotropismus aufweist. Stattdessen wird als klassischer

Manifestationsort das Lungengewebe bevorzugt.

Vergleich der Viruslast in Gehirn und Lunge

45

B Gehirn
B Lunge

C;-Wert in M-PCR

uv 10*-1 10*-2 10*-3 10*-4 10*-5 10*-6

Virus-Verdiinnungsstufen

Abbildung 25: Cr-Werte der M-PCR von Lungen- bzw. Gehirnverreibungen von, mit HSN1-
Ism-CRFK infizierten, BALB/c-Méusen. Die Miuse wurden am vierten Tag nach der
Infektion euthanasiert.

uv = unverdiinnt, 10*-1 = 10™ verdiinnt, etc.

Wenn man davon ausgeht, dass eine Verschiebung von 3,33 Ct-Werten nach
oben bei einer optimalen Vervielfaltigung, d.h. eine Verdopplung der
vorhandenen Amplifikate pro Zyklus, einer 1:10 Verdunnung entspricht,
befindet sich in den unverdinnten Lungengeweben der infizierten Mause eine
ca. 10000-fach héhere Viruslast als in den unverdinnten Gehirnverreibungen
derselben Mause. Da die Virusgenomlast in den Gehirnverreibungen auch
unverdiinnt schon recht gering ist, erkennt man keinen Verdunnungseffekt in
den Ct-Werten der real-time PCR.

Infektionsversuche mit CRFK- bzw. MDCK-Zellen erbrachten ein

vergleichbares Ergebnis wie die real-time PCR. Die Virustiter der
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Lungenverreibungen waren in beiden Zellkulturen ahnlich hoch und lagen im
Durchschnitt bei 10%""/ml in MDCK-, bzw. bei 10%**/ml in CRFK-Zellen. Eine
Virusvermehrung hingegen war, nach Inokulation von Gehirnverreibungen, in
beiden Zellkulturen nicht nachweisbar. Neben der HA-Spaltstellensequenz
sind noch verschiedene andere Genombereiche der Influenza A Viren als
molekulare Indikatorbereiche flur Virulenz beschrieben [Carr et al., 2006,
Fechter et al., 2003, Li et al., 2006, Cononello et al., 2007]. Aus diesem Grund
sollte eine schnelle und einfache Methode zur Erfassung und molekularen

Charakterisierung einiger dieser Genombereiche entwickelt werden.

4.7.2 Funktion einer Multiplex-PCR

Zur Charakterisierung und um besseren Screening der Influenza A Viren
wurde zusatzlich eine Multiplex-PCR etabliert.

Um mdoglichst viele, vermeintlich wichtige, Virulenzfaktoren-kodierende
Bereiche mit einem PCR-Ansatz zu erhalten, wurden die in der Literatur
beschriebenen Genombereiche von zahlreichen, in der NCBI-Datenbank
hinterlegten Sequenzen, miteinander verglichen und die Primer in hoch
konservierte Sequenzregionen gelegt (verwendete Primer s. 2.3.2).

Da die zu amplifizierenden Genomabschnitte nicht die Oberflachenproteine
HA und NA beinhalteten, sollte die PCR subtypunabhangig sein und wurden
mit Isolaten folgender Subtypen getestet (Abb.26):

A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 H5N2
A/Mallard/Bavaria/1-R/2005 H7N2 H7N2
A/Mallard/Bavaria/1/2006 H5N1 H5N1-c265
A/Mallard/Bavaria/10/2007 H5N1 H5N1-Ism
A/Mallard/Bavaria/3/2006 H10N7 H10N7
A/Swine/Belzig/2/2001 H1N1 Sw-H1N1
A/Equine/Prag/1/1956 H7N7 Eqg-H7N7
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Die Kombination von vier Primerpaaren, benannt nach den Zielregionen (PB2,

NP, PB1 und NS1), erwies sich als besonders gunstig.

100bp 50bp
Ladder Ladder
—— e
ool = 2 3 4 &) 6 7
600bp —
e . . PB1-653bp

500bp

400bp ”
- = S S NS - 440bp
L e ge—

300bp ’ W We— g - 388bp
’ - WS e NP - 284bp

Abbildung 26: Agarosegelelektrophorese nach Multiplex-PCR.
1: H5N2; 2: H7N2; 3: HSN1-¢265; 4: HION7; 5: HSN1-Ism; 6: Sw-HINT1; 7: EQ-H7N7.

Alle PCR-Produkte der eingesetzten Isolate zeigten das erwlnschte
Bandenmuster, allerdings in unterschiedlicher Starke. Dariber hinaus gelang
es auch nicht-aviare Isolate zu testen, die ebenfalls die erwarteten DNA-
Fragmente aller vier zu amplifizierenden Genomabschnitte zeigten. Eine
direkte Gewinnung der amplifizierten DNA aus dem Gel zur anschliel3enden

Sequenzierung war flr alle Fragmente der Isolate mdglich.

4.7.21 Vergleich kritischer Genombereiche beider HSN1 Viren
Unabhangig von der unterschiedlichen Pathogenitdat in der Maus,
unterscheiden sich die beiden H5N1-Isolate A/Mallard/Bavaria/1/2006 (H5N1-
c265) und A/Mallard/Bavaria/10/2007 (H5N1-Ism) auch in anderen kritischen
Genombereichen. Da sich H5N1-Ism-CRFK im Vergleich zu H5N1-Ism als
virulent in BALB/c-Mausen erwies, wurde H5N1-Ism-CRFK mit in den
Vergleich einbezogen um mogliche Unterschiede von H5H1-Ism und H5N1-
Ism-CRFK zu erkennen.

In Tabelle 9 sind in der Literatur beschriebene wichtige AS-Positionen in

Genombereichen aufgelistet, die mit bekannten Virulenzfaktoren korrelieren.
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Tabelle 9: Sequenzunterschiede auf AS-Ebene zwischen H5N1-¢265% H5N1-
Ism® und H5N1-Ism-CRFK® mit Angabe der kritischen Aminosaure-position
nach den Literaturhinweisen zu Virulenzauswirkungen

Kritische AS-Position A/Mallard/Bavaria/ A/Mallard/Bavaria/ A/Mallard/Bavaria/
nach 1/2006 H5N1 10/2007 H5N1 10/2007 H5N1

Literaturangaben H5N1-c265 H5N1-Ism H5N1-Ism-CRFK

PB2¢,7 E K K

PB198 K K K

PB1347 M M M

PB137, M \'} \'}

PB1-F2 |[N66S1 S S S

PAss T T T

PA4o0 S S S

*465 \'} | |

HA-Schnittstelle PQGERRRKKR GLF PQEERRRKKR GLF PQEERRRKKR GLF

HA-Signalpeptid MEKIMLLLAIVSLVKS | MEKIVLLLAIINLVKS MEKIVLLLAIINLVKS

HAs3, \'"} A A

NP 418426 LPFERATIM LPFERATIM LPFERATIM

*10 Y H H

*101 D N N

*379 N S S

NA146 (126 N N N

NA 149 (129) I \'4 \'4

NA247 (228) S N N

NA334 (312) T T T

NA430 (410) R R R

*39 P L L

*41 G R R

*228 S N N

*320 P L L

*337 \"/ A A

*412 K E E

NS1149 A A A

NS2,00 M M M

* A/Mallard/Bavaria/1/2006 H5SN1

® A/Mallard/Bavaria/10/2007 H5N1

¢ A/Mallard/Bavaria/10/2007 H5N1 nach einer Passage in CRFK-Zellen.

Das Numbering im NA bezieht sich auf das N2-Numbering mit A/Mallard/Bavaria/1/2005
H5N2 als Referenzstamm und gibt auch die N2-Position an (in Klammern steht die interne
Position). AS mit * richten sich nach der Sequenz-internen Nummerierung.

Rot unterlegte AS bezeichnen AS in einem fiir die Maus pathogenen Stamm, blau unterlegte
AS bezeichnen das Vorkommen in fiir Mduse apathogenen Stimmen. Schwarz unterlegte AS
konnen nicht eindeutig mit Pathogenitit assoziiert werden.

Obwohl das A/Mallard/Bavaria/10/2007 (H5N1-Ism) Isolat bei der fur die

Pathogenitat in Mausen und Menschen wichtigen AS PB2¢; die
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virulenzindikative Variante K aufweist, war das Isolat fur Mause apathogen.
Hingegen zeigte das A/Mallard/Bavaria/1/2006 (H5N1-c265) Isolat bei PB2;,;
die apathogene AS E, war aber fur Mause hoch virulent.

Im PB1-Protein besitzt das H5N1-c265 an Position 372 ein Methionin, welches
sich als relevant fir die Pathogenitat in Mausen erwiesen hat [Li et al., 2005].
Alle anderen beschriebenen Aminosauren im PB1-Protein unterscheiden sich
in den beiden H5N1-Isolaten nicht.

Die PA-Proteine beider H5N1-Isolate unterscheiden sich in keiner
beschriebenen Aminosaure.

Die HA-Proteine beider H5N1-Isolate unterscheiden sich an insgesamt 11
Positionen. Drei dieser AS-Unterschiede liegen im Signalpeptid (SP) am N-
Terminus an Position 5, 11 und 12. Direkt in der Spaltstelle an Position 323
besitzt das H5N1-c265 Isolat ein Glycin, das H5N1-Ism Isolat hingegen eine
Glutaminsaure.

Eine weitere beschriebene AS mit Viruelnzbezug [Hulse-Post et al., 2007 liegt
an Position 532 (Positionsbezeichnung nach Abspaltung des SP). H5N1-c265
besitzt an dieser Position die fur hohe Virulenz indikative Aminosaure Valin,
wahrend das H5N1-Ism Isolat an dieser Position ein Alanin besitzt. Weitere
beschriecbene AS sind in beiden Isolaten identisch. Die restlichen
unterschiedlichen AS befinden sich an nicht weiter beschriebenen Positionen.
Die NP beider HS5N1-Isolate unterscheiden sich nur in nicht weiter
beschriebenen AS an Position 10, 101 und 379 (mit initialem Methionin an
Position 1). Weitere beschriebene AS mit Hinweisen auf Virulenzunterschiede
sind in beiden Isolaten identisch [Pantin-Jackwood et al., 2007, Gabriel et al.,
2007, Li et al., 2005].

Die NA beider H5N1-Isolate weisen sieben Unterschiede in ihren AS-
Sequenzen auf. Zwei dieser Unterschiede, an Position 146 (129) und 247
(228), sind beschrieben [Ward, 1995]. Die weiteren funf Unterschiede liegen
an nicht naher beschriebenen Positionen. In der Literatur fur molekulare
Identifikation von Pathogenitat und Virulenzunterschiede beschriebene AS
befinden sich an den Positionen 146 (126), 334 (312) und 430 (410). Sie

unterscheiden sich innerhalb beider Isolate aber nicht.
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Sowohl die M1- als auch die M2-Proteine sind auf AS-Ebene bei beiden
H5N1-Isolaten vollkommen identisch. Sie unterscheiden sich lediglich in ihrer
Nukleotid-Sequenz. Daher gibt es auch bei beschriebenen AS in diesen
Proteinen keine Unterschiede.

Die NS1-Proteine beider H5N1-Isolate sind auf AS-Ebene identisch. Das NS2-
Protein weist im Vergleich innerhalb beider HSN1-Isolate drei Unterschiede in
der AS-Sequenz an den Positionen 34, 50 und 60 auf. Beschriebene AS an
Position 48 und 100 [Li et al., 2005, Dubrovina et al., 1995] sind in beiden
Isolaten gleich.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Unterschiede an manchen AS-
Positionen vorhanden sind, diese aber nicht mit den in der Literatur definierten

Virulenz-assoziierten Loci bekannter Stamme ubereinstimmen.

4.8 Ergebnisse der Impfungen beim Schwein

Da eine intranasale HPAI-H5N1-Infektion bei Schweinen im Versuch bislang
kaum klinische Erscheinungsbilder hervorrief [Lipatov et al., 2008], wurden hier
mit inaktiviertem HPAI-H5N1 Ferkel immunisiert, um die Immunantwort nach
Umgehung der natlrlichen Eintrittspforten (intramuskular) zu prufen. Die
Sekretion von Interferon-a (IFN-a) und Interferon-y (IFN-y) durch PBMC wurde
nach in vitro Re-Stimulation mit unterschiedlichen aviaren und nicht-aviaren
Influenza A Viren untersucht. Die Blutentnahme und Gewinnung der PBMC
erfolgte  zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend des Impf- und
Boostverlaufs. H7N2-Infektionen bei Schweinen sind ausschlief3lich
experimenteller Natur und kommen unter naturlichen Bedingungen nicht vor.
Daher sollte in einem zweiten Impfversuch getestet werden, ob die Zahl IFN-y
sekretierenden Zellen vergleichbar mit denen bei einer experimentellen H5N1-
Infektion ist, bzw. ob es nach Restimulation der porcinen PBMC zur Sekretion

von IFN-a in den Zellkulturuberstand kommt.
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4.8.1 H5N1-Impfversuch mit naiven Ferkeln

4.8.1.1 Interferon-y Sekretion von porcinen PBMC

Um moglichst genau aussagen zu konnen, ab wann es zu einer vermehrten
Sekretion von IFN-y kommt, wurden die PBMC zu unterschiedlichen
Zeitpunkten gewonnen (Abb.6). Daruber hinaus sollte getestet werden, ob es
einen Unterschied in der Sekretion gibt, wenn dem inaktivierten Impfvirus ein
Adjuvans beigefugt wird. Als Stimulus fur die gewonnenen PBMC wurden die
in Tabelle 10 aufgeflhrten Virusstamme und Substanzen eingesetzt.
Abbildung 27 zeigt den Verlauf der IFN-y Sekretion der PBMC von Schweinen

in den beiden untersuchten Gruppen (n=5/Gruppe).

Tabelle 10: eingesetzte Stimuli

Virusstamm / Stimulus Abkurzung
A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 S-52
A/Mallard/Bavaria/1/2006 H5N1 (Impfvirus) S-51
A/Mallard/Bavaria/ H11N1 S-111
A/Swine/Belzig/2/2001 H1N1 S-11
A/Swine/Belzig/54/2001 H3N2 S-32
A/Mallard/Bavaria/1-R/2005 H7N2 S-72
ORF D1701 (Adjuvanskontrolle) ORF
Concanavalin A (ConA) (Positivkontrolle) ConA
RPMI-Medium RPMI
MDCK-Zellkulturiiberstand MDCK-US
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IFN-Gamma Verlauf Gruppe 1
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Gruppe 1: Tier1 -5

IFN-Gamma Verlauf Gruppe 2
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Abbildung 27: Schematischer Verlauf der IFN-y Sekretion der PBMC nach Stimulation mit
unterschiedlichen Influenza A Subtypen. Dargestellt ist auch der Vergleich der beiden
Gruppen: Verabreichung des Impfvirus ohne Immunstimulus (Gruppe 1), bzw. Verabreichung
des Impfvirus mit Immunstimulus (Gruppe 2). Z0 — Z6 siche Abb. 6.
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Es ist deutlich erkennbar, dass im Vergleich zur Stimulation mit RPMI-Medium
oder mit MDCK-Zellkulturiberstand, keine deutlich hohere Menge an IFN-y
sekretiert wird, wenn die PBMC mit anderen Influenza A Virusstammen
stimuliert werden. Bei den PBMC der Tiere aus Gruppe 1 zeigt ausschliel3lich
die Stimulation mit dem H3N2-Isolat am Zeitpunkt Z, (zwei Wochen nach der
2. Vaccinierung) eine deutlich héhere Menge an IFN-y sekretierenden Zellen
als die Kontrolle. Die Spotzahlen nach ConA-Stimulation zeigen zwischen Z,
und Z, ebenfalls einen starken Abfall. Allerdings kommt es nach Z, zu keinem
weiteren Abfall der Zahl von IFN-y sekretierenden Zellen, sondern sogar
wieder zu einem Anstieg Uber den Wert von Z, hinaus.

Bei den Tieren der Gruppe 2 ist der Verlauf der Spotzahlen nach Stimulation
der PBMC mit dem H3N2-Virusisolat sowie mit RPMI-Medium, MDCK-
Zellkulturiberstand und ConA nahezu identisch zum Verlauf der Spotzahlen
bei Gruppe 1. Bei Gruppe 2 erfolgte bei der Stimulation der PBMC mit dem
H1N1-Virusisolat kein Abfall der Spotzahlen zwischen Z, und Zs. Auch die
Spotzahlen nach einer Stimulation mit dem H5N2-Virusisolat nehmen ab dem
Zeitpunkt Z, weiter zu. Ein Anstieg der Spotzahlen ist ebenfalls zwischen Zs
und Zg nach der Stimulation der PBMC mit dem H5N1-Virusisolat zu erkennen.
Zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2 ist kein signifikanter Unterschied in der
IFN-y Sekretion der PBMC der Schweine zu erkennen. Bei allen Tieren kam es
zwischen Z; und Z3 zu einem Abfall der Spotzahlen und zu einem starken,
sprunghaften Anstieg zum Zeitpunkt Z,. Dieser sprunghafte Anstieg ist

vermutlich auf die Boost-Wirkung der zweiten Vaccinierung zurtick zu fuhren.
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4.8.1.2 Antikorperbildung von H5N1-immunisierten Ferkeln

Obwohl es nach der Immunisierung mit inaktiviertem H5N1-c265 Virus und
Vaccinierung mit aktivem H5N2-Vollvirus an Zeitpunkt Zs mit anschliel3ender in
vitro Re-Stimulation der PBMC mit unterschiedlichen Stimuli zu keinem
deutlichen Anstieg an IFN-y sekretierenden Zellen kam, ist eine Veranderung
der ELISA-Antikorper-Titer zu erkennen (Abb.28+29).

ELISA Antikorpertiterentwicklung Gruppe 1
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16 o
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Tier 1
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Titer 1:y

Blutenthahme

Abbildung 28: Dargestellt ist der Verlauf der Serum-Antikorpertiterder Tiere aus Gruppe 1

Die Titerentwicklung in Seren der Tiere aus Gruppe 1 (Abb.28) zeigt keinen
einheitlichen Verlauf. Tier 1 zeigt keinerlei Veranderung, Tier 2 und Tier 5
verzeichnen zwischen Z, und Zg einen Anstieg, zeigen aber anschlielend
keine Veranderung mehr im Titer. Tier 4 hat einen Titeranstieg zwischen Z,4
und Zg, zeigt aber zwischen Zg und Z; einen Abfall des H5-Titers.

AusschlieBlich Tier 3 zeigt einen kontinuierlichen Anstieg des Antikorpertiters.
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ELISA Antikorpertiterentwicklung Gruppe 2

35
30
25
—o—Tier 6
> 20 .
0 —&—Tier7
- -
E Tier 8
= 15 | Tier 9
—¥=Tier 10
10 \\
4
0 T T
Z4 Z6 z7

Blutentnahme

Abbildung 29: Verlauf der Serum-Antikorpertiter bei den Tieren aus Gruppe 2.

Bei den Seren der Tiere aus Gruppe 2 (Abb.39) ist im Unterschied zu Gruppe
1 eine mehr oder weniger einheitliche Entwicklung der ELISA-Antikorpertiter
zu erkennen. Mit Ausnahme von Tier 6, zeigen alle anderen Tiere nach einem
anfanglichen Titeranstieg zwischen Z, und Zg einen Titerabfall zwischen Zg
und Z;. Tier 6 zeigt nach einem Titeranstieg zwischen Z, und Zg keine weitere

Veranderung der Serumantikdrper.
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ELISA Antikorpertiter:
Vergleich Gruppe 1 und Gruppe 2
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Abbildung 30: Vergleich der ELISA-Antikorper der Tiere beider Impfgruppen (Gruppe 1
HS5NI1 inaktiviert; Gruppe 2 HSN1 inaktiviert mit Immunstimulans)

Im direkten Vergleich der Serumantikorper der Tiere beider Gruppen (Abb.30)
ist vor allem zu erkennen, dass es, im Gegensatz zu Gruppe 1, bei den Tieren
aus Gruppe 2 zu einem starken Anstieg zwischen Z, und Zg, zwischen Zg,
danach jedoch (Zs zu Z7) zu einem starken Abfall der Antikdrpertiter kam. Alla

Antikorpertiterunterschiede waren nicht spezifikant.

4.8.2 H7N2-Impfversuch mit adulten Schweinen

Um einen Vergleich zwischen H5N1- und H7N2-immunisierten Schweinen
machen zu konnen, wurden drei Tiere nach folgendem Schema immunisiert.
Neben der Anzahl an INF-y sekretierenden Zellen, sollte in diesem Versuch
auch die antivirale Wirkung von Zellkulturiberstanden getestet werden. Das
Impfschema und die Blutenthnahme zur Gewinnung der PBMC erfolgte wie in

Abbildung 7 gezeigt.
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4.8.2.1 Interferon-y Sekretion durch PBMC der H7N2-immunisierten
Schweine

Die Anzahl an INF-y sekretierenden Zellen wurde, wie bei 4.7.1, mit der

EliSpot-Methode bestimmt. Um mdglichst genau aussagen zu kénnen, ob und

wann es zu einer veranderten Anzahl von INF-y sekretierenden Zellen kommt,

wurden die PBMC zu unterschiedlichen Zeitpunkten gewonnen (Abb.31).
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Abbildung 31: Schematischer Verlauf der IFN-y Sekretion der PBMC der H7N2-
immunisierten Schweine nach Stimulation mit unterschiedlichen Influenza A Virusstimmen
(siehe Tab. 10).

Im Vergleich zu den HS5N1-immunisierten Ferkeln ist bei den H7N2-
immunisierten adulten Schweinen ein Anstieg der Interferon-y Sekretion bei
fast allen eingesetzten Stimuli zu erkennen. Bei allen Stimuli kommt es
zwischen der ersten und der zweiten Messung zu einem Anstieg von IFN-y
sekretierenden Zellen gegenuber der RPMI-Kontrolle. Lediglich bei Stimulation
mit dem PL-inaktivierten Impfvirus (S-72 PL) erfolgt bei T; eine Abnahme der
Spotzahlen. Alle anderen eingesetzten Stimuli fUhren auch bei T3 zu einem
Anstieg der Spotzahlen. Dennoch ist auch bei den H7N2-immunisierten

Schweinen zu erkennen, dass es im Vergleich der Stimulation mit RPMI oder
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anderen Influenza A Virusstammen keinen signifikanten Unterschied in der

Anzahl an IFN-y sekretierenden Zellen gibt.

4.8.2.2 Antivirale Wirkung von Zellkulturiiberstanden

Um zu untersuchen, ob es einen Unterschied in der VSB antiviralen Wirkung
gib, welche stimulierte PBMC in den Zellkulturiberstand sekretierten, wurden
PBMC der H7N2-immunisierten Schweine mit unterschiedlichen Stimuli

angeregt und die Menge an IFN-o Aquivalente Wirksamkeit der Ubersténde

bestimmt.
Interferon-Alpha im Zellkulturiiberstand
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Abbildung 32: Darstellung der sekretierten Menge an IFN-o durch Stimulation der PBMC
mit unterschiedlichen Stimuli zu unterschiedlichen Zeitpunkten.

In Abbildung 32 zeigt sich, dass S-51 als Stimulus verwendet zu beiden
Zeitpunkten die PBMC nicht zu einer Sekretion von IFN-a anregt. S-11 fuhrt
zwar zur Sekretion von IFN-a, allerdings ist die Ausschuttung geringer als bei
Stimulation der PBMC mit RPMI. S-32 (H3N2) ist der einzige Stimulus, der zu
antiviraler Aktivitdt der PBMC-Uberstande fiihrt (ausgedriickt in IFN ng/ml

gemessen an der Roferon® Wirkung).
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5 DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung neuer Isolate aviarer Influenza A Viren
aus Bayern. Der Wahl der Isolate, die in die vergleichenden Untersuchungen
einbezogen wurden, lagen mehrere Kriterien zu Grunde: Zwei H5N1-HPAI
Isolate, welche ein unterschiedliches Krankheitsgeschehen auslosen sollten,
ein potentiell pathogenes H5-Isolat mit einer LPAI-Spaltstelle und ohne
Neuraminidase Subtyp N1, sowie ein nach allen Richtlinien als LPAI
einzustufendes Isolat. H5N1-c265 und H5N1-Ism erflllten diese Bedingungen
fur die HPAI-Isolate: H5N1-c265 war in der Maus pathogen, H5N1-Ism
hingegen nicht. Das H5N2-Isolat besall eine LPAI-Schnittstelle und erfillte
somit die Voraussetzungen. Daruber hinaus werden H5N2-Viren oftmals als
Impfviren eingesetzt [Phillippa et al., 2007; Van Goot et al., 2008], wodurch
dieses Virusisolat noch interessanter war. Das H10N7-Isolat war nach allen
Kriterien als LPAI-Isolat einzustufen und somit als Vergleichsisolat bestens
geeignet.

Die Entwicklung von Primern fir das Hamagglutinin und die Neuraminidase
ermdglichte eine vollstandige Subtypisierung fir alle in die Studie
einbezogenen lsolate. Durch die NA-Suchprimer war es auch moglich, den
Neuraminidase-Subtyp des H10-Isolats zu bestimmen und Primer flr eine
vollstandige Sequenzierung zu konstruieren. Da H10N7-Isolate in der Literatur
bisher nicht viel beschrieben wurden, bestarkte dies die Wahl dieses Isolates
far die Studie.

Durch Sequenzvergleiche mit in der NCBI-Datenbank hinterlegten Sequenzen
konnte fir alle Isolate eine vermeintliche Herkunft bestimmt werden. Die
beiden H5N1-Isolate unterschieden sich unter einander und zu verschiedenen
Stammen, u.a. A/Duck/Switzerland/V389/2006 [Hofmann et al., 2008],
A/Cygnus olor/Czech Republic/10732/2007 [Nagy et al., 2009] neben der
Spaltstelle noch in zahlreichen anderen Aminosauren im Hamagglutinin. Der
BLAST-Vergleich zeigte fur beide Isolate unterschiedliche Urspriinge an. Dies

bestatigte die Vermutung, dass es in den Jahren 2006 und 2007 zu

88



DISKUSSION

mindestens zwei unabhangigen Viruseintragen nach Bayern kam [Starick et
al., 2008; Rinder et al., 2007]. Das H5N2-Isolat konnte durchaus aus einem
Reservoir in Bayern stammen. Die groBte Ahnlichkeit im Hamagglutinin
zeigten Isolate aus ltalien, den Niederlanden [Fouchier et al., 2005] und
Schweden [Munster et al., 2005] (Stand Okt. 2008). Grofke Ahnlichkeit in der
Neuraminidase zeigte ein, ebenfalls aus einer in Bayern geschossenen,
gesunden Jagdente isoliertes, H5N2-Virus aus dem Jahr 2007 [Acc.No.
FJ648284]. Dabei unterschieden sich die NA-Sequenzen beider Isolate in
lediglich drei Aminosauren. Dies legt den Schluss nahe, dass fur dieses Virus
ein Reservoir in der bayerischen Wassergeflugelpopulation zu finden ist. LPAI-
Viren existieren haufig in einem ausgewogenen Gleichgewicht mit adaptierten
Wirten, aus denen sie in regelmalligen Abstanden erneut in Erscheinung
treten. In Gegenden mit kalten Wintern kénnen Influenza A Viren gut
Uberwintern und in den folgenden Jahren in Gewassern mit reichem
Wildvogelaufkommen immer wieder Ausgangspunkt flr neue Infektionen Uber
den fakal-oralen oder fakal-kloakalen Infektionsweg darstellen [Ito et al., 1995].
Dies wirde den Umstand erklaren, dass eine Jagdente aus Bayern (Ottingen)
aus dem Jahr 2008 (Jagd September 2008) einen H5N2-Subtyp aufweist,
dessen N2, nach einem Sequenz-Vergleich, der Neuraminidase des H5N2-
Isolates am ahnlichsten ist.

Die HA-Spaltstelle des H5N1-Ismaning Isolats zeigte eine Besonderheit auf,
da die Aminosaure-Sequenz PQEERRRKKR GLF, mit einer Glutaminsaure
(E) an Position 3 nach dem initialen Prolin (P), bisher nicht in der Datenbank
bekannt war. Eine BLAST-Suche in der NCBI-Datenbank, sowie in der

.Influenza Sequence Database, ISD* (www.flu.lanl.gov) erbrachte keine

Ubereinstimmungen mit anderen hinterlegten Sequenzen. Dennoch besteht
die Moglichkeit, dass diese Aminosaure-Sequenz der HA-Spaltstelle bei einem
Geflugelpestausbruch im Oktober 2008 in Sachsen im Hamagglutinin vorlag.
Diese Vermutung wird durch das Vorhandensein einer Wobblebase an der fur
diese Aminosaure kodierenden Nukleotid-Sequenz bestarkt [AlV, Lagebericht
4, Oktober 2008].

89



DISKUSSION

Die molekulare Analyse weiterer ausgewahlter Influenza A Virus
Genombereiche umfasste neben der vollstdndigen Sequenz von
Hamagglutinin und Neuraminidase, auch die vollstandigen Sequenzen des
Matrix- sowie das Nukleoproteins. Beide Proteine spielen eine wichtige Rolle
im Infektionsverlauf und der Pathogenitat, sind aber nicht dem gleichen hohen
Selektionsdruck wie das Hamagglutinin und die Neuraminidase ausgesetzt
[Boon et al., 2006; Hui et al., 2003]. Der Sequenzunterschied von NP und M1,
bzw. M2 war innerhalb der LPAI-Viren (H5N2 und H10N7) und der HPAI-Viren
(H5N1-Isolate) geringer als zwischen den LPAI- und HPAI-Viren. Dies kénnte
sich dadurch erklaren, dass sich die Infektionsverlaufe von HPAI- und LPAI-
Viren stark unterscheiden [Mo et al., 1997; Hsieh et al., 2006]. Da jedoch nicht
alles von den Oberflachenproteinen Hamagglutinin und Neuraminidase
abhangt, mussen sich auch die internen Gene zwischen LPAI- und HPAI-Viren
unterscheiden und die Proteine einen Einfluss auf den Infektionsverlauf (lokal
begrenzt fur LPAI oder generalisiert bei HPAI) und die Schwere der Infektion
ausuben, bzw. Resistenzen und somit schwerer Infektionsverlaufe bedingen
konnen [Schnell et al., 2008; Jiao et al., 2007]

Im Infektionsverlauf der untersuchten aviaren Influenza A Virusisolate in unter-
schiedlichen Zellkulturen zeigten sich grof3e Unterschiede zwischen den LPAI-
und den HPAI-Viren. Das H10N7-Isolat war auf MDCK- und Caco-2-Zellen in
der ersten Passage noch vermehrungsfahig und fihrte zu einem deutlichen
CPE, konnte jedoch in weiteren Passagen auch nach Anfarbung mit
spezifischen Antikérpern nicht mehr nachgewiesen werden. Dies kdnnte daran
liegen, dass H10-Viren, oder allgemein LPAI-Viren ohne H5- oder H7-
Komponente, einen abortiven Infektionsverlauf in den meisten nicht-aviaren
Zellkulturen haben [Avery, 1975; Portincasa et al., 1990; Gujuluvu et al.,
1994].

Das H5N2-Isolat war, wie das H10N7-Isolat, in der ersten Passage sowohl auf
MDCK-, CRFK- als auch auf Caco-2-Zellen vermehrungsfahig, in weiteren
Passagen konnte es jedoch in MDCK- und CRFK-Zellen nicht mehr
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zum H10N7-Isolat war das H5N2-Isolat

jedoch auch nach der 10. Passage in Caco-2-Zellen noch mit einem sehr
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hohen Titer vorhanden. Die Caco-2-Zelllinie ist die einzige humanen Zelllinie,
die in dieser Untersuchung eingesetzt wurde und die erste humane Zelllinie,
die eine stete Replikation von Influenza A Viren erlaubt [Zhirnov et al., 2007].
Es handelt sich dabei, anders als bei den anderen eingesetzten Zelllinien, um
Intestinalzellen und nicht um Nierenzellen. Da LPAI-Viren auch gut im
Intestinaltrakt replizieren [Alexander, 2007], konnte dies erklaren, warum das
LPAI-H5N2-Isolat besser in den Caco-2- als in den Nierenzellen replizieren
kann. Daruber hinaus konnten Studien zeigen, dass Caco-2-Zellen 100-mal
empfanglicher fir Influenza A Viren sind als MDCK-Zellen oder
HUhnerembryozellen [Zhirnov et al., 2007]. Es erklart allerdings nicht, warum
das H10-Virusisolat nicht ebenfalls auf Caco-2-Zellen weiter replizieren
konnte.

Beide H5N1-Isolate (HS5N1-c265 und H5N1-Ism) zeigten in den Zellkulturen im
Vergleich ein ahnliches Verhalten und replizierten mit vergleichbar hohen
Endtitern in allen getesteten Zelllinien. HPAI-Viren sind in der Regel in der
Lage, sowohl in aviaren, als auch in nicht-aviaren Zelllinien zu replizieren [Yao
et al., 2001; Ollier et al., 2004]. Allerdings kommt es vor allem bei nicht-aviaren
Zelllinien haufig bereits nach wenigen Passagen zu einer Veranderung im
Genom, bevorzugt im Hamagglutinin und im PB2. Auch ein avirulentes
Feldisolat kann sich nach wenigen Passagen zu einem HPAI-Virus entwickeln
[lto et al., 2001] oder ein HPAI-Virus kann sich abschwachen [Steel et al.,
2009; Nicholson et al., 2003]. Dies liegt vor allem daran, dass das
Hamagglutinin eine entscheidende Rolle in der Wirtsspezifitat spielt [Hampson
et al., 2006; Neumann et al., 2006] und dass dem PB2 (vor allem angeziegt
durch AS Position 627) ebenfalls eine wichtige Rolle fur die
Vermehrungsfahigkeit in nicht-aviaren Zellen zugesprochen wird [Subbarao et
al., 1993; Gabriel et al., 2005].

FuUr die naturliche Erzeugung eines Reassortantenvirus muss mindestens eine
Doppelinfektion mit unterschiedlichen Influenza A Viren in einem Wirt
vorliegen. Fur gewodhnlich treten solche Doppelinfektionen in der
Vogelpopulation auf [Wan et al., 2008]. Diese rein aviaren Reassortantenviren

zirkulieren anschlielend vorwiegend in der Vogelpopulation. Die natlrliche
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Bildung eines Reassortantenvirus mit aviaren und nicht-aviaren Elternviren
erfolgte primar in Schweinen, da Schweine sowohl flr aviare, als auch nicht-
aviare Influenza A Viren empfanglich sind [Karasin et al., 2004; Webster et al.,
1992].

Bisher gibt es in der Literatur keine Angaben Uber eine naturliche Bildung
eines Reassortanenvirus in einem anderen Saugetier als dem Schwein. Bei
unseren Infektionsversuchen war es maoglich, in der Maus eine Doppelinfektion
mit einem aviaren, fur Mause apathogenen LPAI-Impfvirus und einem an die
Maus adaptierten HPAI-Belastungsvirus auszuldsen. Das dabei entstandene
Reassortantenvirus verdrangte wahrscheinlich alle anderen Viren in den
BALB/c-Mausen, sowohl das Impf- als auch das Belastungsvirus. Dies legt
den Schluss nahe, dass die Kombination von PB2, NA und NP des fur Maus
apathogenen Impfvirus mit den Gensegmenten fur PB1, PA, HA, M und NS
des Belastungsvirus den entstandenen Reassortantenvirus optimale
Bedingungen flur eine effiziente Replikation gab und es somit Vorteile
gegenuber allen anderen moglicherweise sonst noch entstandenen
Reassortantenviren hatte [Zambon, 1999]. Das HPAI-Hamagglutinin des
Mause-adaptierten Belastungsvirus ermoglichte dem Reassortantenvirus in
der Maus optimal zu replizieren und war somit gegenuber jenen Viren im
Vorteil, die das Hamagglutinin des Impfvirus besallen [Yao et al., 2001]. Die
vorhandenen Daten lassen den Schluss zu, dass das Reassortantenvirus u.a.
Dank des NS-Genomsegment gegenuber jenen Reassortantenviren einen
Vorteil hatte, die das NS-Segment des flr die Maus apathogenen Impfvirus im
Genom hatten [Seo et al, 2004; Hayman et al., 2007]. Durch das
Vorhandensein von drei LPAI-Segmenten war das Reassortantenvirus
vermutlich soweit abgeschwacht, dass es die Mause nicht zu schnell totete,
sondern eine effektive Replikation stattfinden konnte und es dem Virusleichter
durch Langzeitausscheidung ermdglicht wird, einen neuen Wirt zu infizieren.
Wie die beiden H5N1-Isolate konnte auch das H7N2-Reassortantenvirus, da
es sich um ein HPAI-Virus handelte, in allen eingesetzten Zelllinien mit

vergleichbaren Endtitern wie die H5N1-Isolate replizieren [Ollier et al., 2004].

92



DISKUSSION

Die Pathogenitat eines Influenza A Virus ist ein Multigen-Ereignis. Es sind
mehrere verschiedene Faktoren beteiligt und auf nahezu jedem
Genomsegment finden sich solche Faktoren bzw. einzelne Aminosauren, die
einen Einfluss auf die Pathogenitat, Wirtspezifitat und Virulenz haben [Jiao et
al., 2008; Donelan et al., 2003; Rimmelzwaan et al., 2004].

Um wichtige, in der Literatur beschriebene, Aminosauren naher untersuchen
und vergleichen zu kénnen, wurde eine Multiplex-PCR entwickelt, die mehrere
Genomabschnitte in einem Ansatz amplifizieren sollte. Diese Amplifikate
sollten sich soweit in der Grol3e unterscheiden, damit eine klare Zuordnung
der Fragmente in einem Agarosegel moglich wird. Durch die Sequenzierung
dieser kurzen Fragmente konnte dann auf die zu untersuchende Aminosaure
bzw. den zu untersuchenden Genomabschnitt geschlossen und mit anderen
bekannten Sequenzen verglichen werden. Die internen Genomsegmente
unterliegen keinem so starken Selektionsdruck wie z.B. die beiden
Hauptoberflachenproteine Hamagglutinin und Neuraminidase [Boon et al.,
2006; Hui et al., 2003]. Dennoch uben gerade die Proteine des Polymerase-
Komplexes einen zum Teil starken Einfluss auf die Pathogenitat und Virulenz
von einzelnen Influenza A Virusstammen aus [Hara et al., 2006; Gibbs et al.,
2003; Fechter et al., 2003; Gabirel et al., 2008; Gabriel et al., 2007]. Nicht
zuletzt spielt das PB2 eine wichtige Rolle in der Wirtsspezifitat, bzw. in der
Fahigkeit eines aviaren Influenza A Virus auch in nicht-aviaren Wirten
replizieren zu konnen [Shinya et al., 2003; Hulse-Post et al., 2007]. Um eine
genauere Aussage Uber die potentielle Gefahr eines Influenza A Virus machen
zu konnen, in der nicht nur die HA-Spaltstelle mit einbezogen wird, wurden
andere beschriebene Aminosauren bzw. kurze Genomregionen gesucht, die
einen Einfluss auf die Pathogenitat und Ubertragbarkeit haben.

Da es sich bei den ausgewahlten Genombereichen um die internen
Genomsegmente handelte, war es mdglich, die Primer so zu wahlen und zu
konstruieren, dass auch nicht-aviare Virusisolate detektiert werden konnten.
Dartber hinaus waren die Primer Subtyp-unabhangig, d.h. nicht auf bestimmte
Virusisolate limitiert. Somit ist es nun moglich, neben der wichtigen

Spaltstellen-Sequenz auch andere Aminosauren in die schnelle molekulare
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Beurteilung von Influenza A Virusisolaten mit einzubeziehen und Aussagen
bezliglich méglicher Gefahren machen zu kénnen.

Beide H5N1-Isolate wurden auf Grund der Aminosauresequenz der Spaltstelle
den HPAI-Viren zugeordnet. Dennoch unterschieden sich beide im Ei
vermehrten Viren in ihrer Virulenz fur BLAB/c-Mause. Wahrend das H5N1-
c265-Isolat eine hohe Letalitat bei den Mausen verursachte, zeigte sich das
H5N1-Ism-Isolats als weitgehend apathogen in der BALB/c-Maus. Da das
H5N1-Ism-Isolat erst spat im Jahr 2007 isoliert werden konnte, ist es auch
mdglich, dass sich die in der Wassergeflliigelpopulation noch zirkulierenden
H5N1-Viren attenuiert hatten. Somit ware es den H5N1-Viren maoglich, sich ein
natlrliches Reservoir in der Wildvogelpopulation zu schaffen, in dem sie ihre
Wirte nicht mehr téten und dadurch eine gesicherte Ubertragung auf einen
potentiell neuen Wirt mdglich machen um eine Selbst-Limitierung zu
vermeiden [Nicholson et al., 2003]. HPAI-Viren sind bevorzugt in adulten
Stockenten (Anas platyrhynchos) zu finden, da diese viel Virus ausscheiden
konnen, ohne Krankheitsbilder zu zeigen [Keawcharoen et al., 2008].
Uberaschenderweise war das H5N1-Ism-Isolat schon nach einer CRFK-
Passage wesentlich virulenter fir BALB/c-Mause. Die vorhandenen Daten
lassen vermuten, dass zu Beginn auf Grund der hohen Mutationsrate [Poland
et al., 2007] eine Mischpopulation von H5N1-Ism vorlag, in welcher nur wenige
Partikel, des fur die Maus hoch virulenten Virus vorhanden waren. Durch die
Passage in CRFK-Zellen wurde ein Selektionsdruck ausgeubt und es konnte
sich die fur die Maus virulente Population durchsetzen und die apathogene
Viruspopulation verdrangen [Zambon, 1999] Eine speziell fir das Matrixprotein
konzipierte und eingestellte real-time RT-PCR zum Nachweis von Influenza A
Viren [Spackman et al., 2002] erbrachte eine klare Bevorzugung des
Lungengewebes als Ort der Virusvermehrung fur das H5N1-Ism-CRFK-Isolat.
Im direkten Vergleich der Ct-Werte von Lungengewebe und Gehirn war in den
unverdinnten Organverreibungen in den Lungengeweben der infizierten
Mause eine ca. 10000-fach héhere Viruslast vorhanden. Diese Ergebnisse
wurden durch die Virusanzucht aus den Organverreibungen in MDCK- und

CRFK-Zellen noch Dbestatigt. Eine  Virusvermehrung aus den
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Lungenverreibungen wurde in beiden Zellen mit ahnlichen Endtitern
nachgewiesen, wohingegen eine Virusvermehrung aus den
Gehirnverreibungen nicht erkennbar war. Die ausbleibende Infektion des
Gehirns  kann  bei H5N1-Ism und H5N1-Ism-CRFK durch eine
Glykosilierungsstelle in der Neuraminidase an Position 130 (146 N2-
Numbering) erklart werden [Li et al., 1993]. Da das N1-Protein eine grol3e
Variabilitdt in der Lange der AS-Sequenz vorweist [Acc.No.: AAL75848
(H5N1); CAP45886 (H5N1); CAC95655 (H7N1); ABU50424 (N1)], wurde auf
ein Numbering zurtick gegriffen, welches sich auf die Positionen im N2 bezieht
[Wang et al., 2002]. Das N2-Protein besitzt in der Mehrzahl der Isolate auch
bei unterschiedlichen Hamagglutininin-Komponenten, eine einheitliche Lange
der Aminosaure-Sequenz [Acc.No.: ACA04733 (H5N2); BAF49410 (H5N2);
ACA6G4674 (H3N2); BAF34927 (H11N2); BAE80443 (HIN2)].

Der erste Verdacht, die Spaltstelle des H5N1-Ism-CRFK-Isolats kénne sich
geandert haben, erwies sich als Fehleinschatzung, denn die Sequenzierung
ergab keinerlei Mutationen im Bereich der Spaltstelle (siehe Abb.30). Dies
legte die Uberlegung nahe, dass sich an anderer Stelle im Genom etwas
geandert haben musste, was die plétzliche Pathogenitat fur Mause erklaren
konnte. In nahezu jedem Gen finden sich Aminosauren, die eine wichtige Rolle
fur die Pathogenitat und Virulenz eines Isolats in Mausen spielen [Carr et al.,
2006; Katz et al., 2000; Hulse-Post et al., 2007; Ward 1995; Brown et al.,
1999]. Da die Neuraminidase ebenfalls eine entscheidende Rolle fur die
Pathogenitat eines Influenza Virus spielt [Hulse et al., 2004], galt es zu klaren,
ob es zu Mutationen in der Neuraminidase des H5N1-Ism-CRFK-Isolats
gekommen war, welche das plotzlich auftretende Sterben der Mause erklaren
konnte. Jedoch erbrachte eine vollstandige Sequenzierung der Neuraminidase
von H5N1-Ism-CRFK keine Mutation, weder in beschriebenen noch in nicht-
beschriebenen Aminosauren, zum Vorschein und somit war auch die
Neuraminidase nicht fur die pl6tzlich auftretende Pathogenitat verantwortlich.
Fur den Vergleich weiterer wichtiger Aminosauren, wurden in der Literatur
beschriecbene = Genombereiche  gesucht, deren  Amplifikation und

anschlie®ende  Sequenzierung eine mogliche Erklarung fur die
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unterschiedliche Pathogenitat der H5N1-Isolate geben kdnnte. Wichtige, vor
allem die Pathogenitat fur Mause betreffende Genombereiche und einzelne
Aminosaren wurden amplifiziert, sequenziert und miteinander verglichen.
Jedoch erbrachte dieser Vergleich keine eindeutige Erklarung, flir die erhdhte
Virulenz des H5N1-Ism-CRFK-Virus in infizierten BALB/c-Mausen.

Die Gesamtsequenz beider H5N1-Viren vor und nach der Vermehrung in
CRFK-Zellen kdnnte entscheidene Informationen liefern. Schweine gehoéren zu
den naturlichen Wirten von bestimmten Influenza A Virussubtypen [Nicholson
et al., 2003; Olsen et al., 2006]. HIN1, H3N2 sowie H1N2 zirkulieren weltweit
in der Schweinepopulation, zeigen aber unterschiedliche Linien in Europa und
den USA. Veranderungen des Genoms durch Antigendrift erfolgt bei porcinen
Influenzaviren (SIV) seltener als bei humanen Influenzaviren [Van Reeth,
2007; Brown, 2000]. Beide durchgefuhrten Impfversuche erfolgten mit
Influenza A Virussubtypen, die nicht zu den natlrlichen SIV gehdren.

Durch Arbeiten von Kida et al., (1994); Choi et al., (2005) und Isoda et al.,
(2006) war bekannt, dass eine experimentelle H5N1-Infektion in Schweinen
keine nennenswerten klinischen Erkrankungsbilder verursacht. Es blieb die
Frage offen, ob eine Immunisierung unter Umgehung der natirlichen
Eintrittspforten und mit Anwendung eines Immunstimulans (Adjuvans) mit
einem inaktivierten H5N1-Virus zellulare und humorale Immunreaktionen
induziert. Alle zehn mit inaktiviertermm H5N1-c265 immunisierten Ferkel zeigten
keinerlei klinische Reaktionen. Weder die Re-Stimulation mit dem Impfvirus
noch die Stimulation mit anderen aviaren Influenza A Virusisolaten flhrte bei
den PBMC zu einem deutlichen Anstieg von [IFN-y sekretierenden Zellen.
Meist lag die Zahl der IFN-y sekretierenden Zellen unter denen der RPMI-
Kontrolle. Lediglich die Stimulation der PBMC mit H1IN1 und H3N2, zwei
klassischen porcinen Influenza A Viren, erzeugte unter den PBMC der Tiere in
beiden Gruppen eine deutlich grokere Anzahl IFN-y sekretierender Zellen als
die Stimulation mit RPMI oder MDCK-Zellkulturiberstand. IFN-y und andere
Zytokine wie Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha (TNF-alpha) und Interleukin-6 (IL-

6) werden bei einer Influenza Infektion ausgeschuttet und korrelieren mit der
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Schwere der Infektion [Charley et al., 2006]. Eine Immunisierung hingegen
reduziert die Menge an Zytokinen und minimiert somit klinische
Erscheinungsbilder, da wu.a. die Zytokine und damit einhergehende
EntzGndungsreaktionen flr die klinischen Erscheinungsbilder eine Influenza A
Virusinfektion verantwortlich sind [Seo et al., 2004; Jo et al., 2007].

Neben der zellularen Reaktion in Form der IFN-y Sekretion sollte auch die
Bildung von Antikorpern gegen H5 untersucht werden. Im Gegensatz zu den
Seren der Tiere aus Gruppe 2 (Immunisierung mit Adjuvans) war bei den
Schweineseren aus Gruppe 1 ein steter Anstieg des Antikdrpertiters messbar.
Da Influenza A Viren im Schwein vor allem an Schleimhautzellen binden und
replizieren, spielt die humorale Immunantwort vor allem dort eine wichtige
Rolle [Charley et al., 2006]. Infizierte oder geimpfte Tiere zeigen eine
dauerhafte IgA Antikdrper Immunantwort, was zu einem Schutz vor weiteren
Infektionen, auch mit anderen Influenza A Subtypen, fuhrt [Heinen et al.,
2001].

Im zweiten Impfversuch mit H7N2 immunisierten Schweinen wurde neben der
Sekretion von IFN-y auch die antivirale Wirkung von IFN-o im
Zellkulturiiberstand untersucht. Ahnlich wie bei den H5N1 immunisierten
Schweine, zeigten auch die H7N2 immunisierten Tiere keine signifikant
grolRere Zahl IFN-y sezernierender Zellen im Vergleich zur RPMI- und
Zellkuluriberstandkontrolle. Anders als bei den HSN1 immunisiserten
Schweinen, kam es jedoch, bis auf die Stimulation mit S-72 PL, nicht zu einem
Abfall der IFN-y Bildung. Auch die geringe Menge an VSV-antiviraler Aktivitat
(IFN-a) in den Uberstanden von re-stimulierten PBMC ist vermutlich auf
Influenza A Virus-Subtypen zurickzufuhren, die beim Schwein offensichtlich,
wenn sie nicht wirtsadaptierte Subtypen sind, auch schlechte Stimualtien
dieser naturlichen (angeborenen) Immunreaktion sind. Dies zeigt die Reaktion
auf die Stimulierung mit dem porcinen Influenza A Virus H3N2, die sogar Uber

der Immunreaktion durch Stimulierung mit dem Kontrollvirus lag.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war die molekularbiologische, biologische und
immunologische Untersuchung und Charakterisierung neuer Isolate des
aviaren Influenza A Virus aus Bayern.

Mit Hilfe von selbst konstruierten Primern konnte die Nukleotid- und
Aminosauresequenz von Hamagglutinin, Neuraminidase, Nukleoprotein und
der Matrixproteine fur die Isolate A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2,
A/Mallard/Bavaria/1/2006 H5N1, A/Mallard/Bavaria/3/2006 H10N7 und
A/Mallard/Bavaria/10/2007 H5N1 erhalten und analysiert werden.

Durch Sequenzvergleiche konnte eine gréRere Ahnlichkeit innerhalb der LPAI-
Isolate im Vergleich zu den HPAI-Isolaten festgestellt werden. Diese H5N1-
Isolate weisen in der Neuraminidase- und Hamagglutinin-Sequenz mehr
Unterschiede zu ihren vermeintlich nachsten Verwandten auf als
untereinander. Dagegen waren die internen Proteinen M1, M2 und
Nukleoprotein nahezu identisch. Fur die schnelle Abklarung virulenz-
assoziierter Aminosaureanderungen on verschiedenen Genomregionen wurde
eine Multiplex-PCR entwickelt, die de sofortige Sequenzierung der wichtigsten
Genomfragmente erlaubt.

Die Isolate zeigten unterschiedliches Verhalten in Zellkultur. Die LPAI-Isolate
waren meist nur in der ersten Passage vermehrungsfahig. Von den beiden
schwach pathogenen lIsolaten konnte im Gegensatz zum H10N7-Isolat das
H5N2-Isolat auch in hdheren Passagen in Caco-2-Zellen replizieren und
nachgewiesen werden. Die HPAI-Isolate konnten in allen getesteten Zellen
replizieren.

Die Vermehrungsfahigkeit und Virulenz beider H5N1-Isolate im Tiersystem
wurde in beimpften embryonierten Hihnereiern und in infizierten BALB/c-
Mausen verglichen. Beide Virusisolate konnten sehr gut in embryonierten
Huhnereiern replizieren und téteten den Embryo bereits nach 24 Stunden. Das
H5N1-Isolat aus dem Jahr 2006 fuhrte bereits in geringer Dosis zum Tod der

infizierten Mause, wohingegen das vorerst letzte bayerische H5N1 Isolat aus
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dem Jahr 2007 fur Mause geringgradig virulent war. Schon nach einmaliger
Passage in CRFK-Zellen zeigte dieses Virusisolat jedoch eine erhebliche
Virulenzsteigerung. Der Ausloser fur die Virulenzsteigerung konnte auf
Genomebene nicht eindeutig geklart.

Im Rahmen dieser Arbeit war es moglich, ein naturliches Reassortantenvirus
aus einem aviaren LPAI-Virus (A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2) und einem an
die Maus adaptierten HPAI-Virus (A/FPV/Bratislava/1979 H7N7) in der
BALB/c-Maus zu erhalten. Dieses Reassortantenvirus (H7N2) wurde durch
seine HA-Spaltstellensequenz als HPAI-Virus eingestuft und konnte in allen
getesteten Zellkulturen produktiv replizieren. Die Sequenzuntersuchung und
der Vergleich des kompletten Genoms erbrachte eine 3:5 Verteilung der RNA-
Segmente. Drei Segmente (PB2, NA, NP) stammten von dem H5N2-Isolat, die
restlichen funf Segmente waren dem H7N7-Isolat zuzuordnen.

Die Immunisierung von Schweinen mit inaktiviertem H5N1 und anschlieRender
Infektion mit H5N2-Vollvirus fuhrte zur Bildung von ELISA-Antikérpern ohne
klinische Symptome, jedoch nicht zur Sekretion von Interferon-Gamma nach
spezifischer in vitro Restimulation. Auch die Immunisierung mit inaktiviertem
H7N2 erbrachte ein ahnliches Ergebnis. Die Immunisierungsversuche mit
inaktiviertem H5 und H7 Al-Subtypen deuten darauf hin, dass Schweine nur
eine limierte Immunantwort (ELISA-Antikorper) auf diese Subtypen entwickeln.
Im Gegensatz dazu stehen eine starke zellulare und humurale Immunreaktion

gegen schweineadaptierte Influenza A Subtypen H1N1 und H3N2.
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7 ANHANG

7.1 Abkurzungsverzeichnis

AS
Abb.
AlV
Amp
ATP
AZM
bp
BSA
°C

ca.
ConA
CPE
dATP
dCTP
dGTP
DMSO
DNA
DNase
dNTP
dTTP
dUTP
EDTA
FBS
Kan.
kbp

g
GTP
h
HPAIV

LGL

LPAIV

¥

m

M

min

mRNA
NEA
N-Terminus
ORF

P

Aminosaure

Abbildung

Aviares Influenza A Virus

Ampicillin

Adenosin-5"-Triphosphat
Anzuchtmedium

Basenpaare

Rinderserumalbumin

Grad Celsius

circa

Concanavalin A

Zytopathogener Effekt
2’-Desoxy-Adenosin-5-Triphosphat
2 -Desoxy-Cytidin-5"-Triphosphat
2’-Desoxy-Guanosin-5"-Triphosphat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
2’-Desoxy-Nukleosid-5"-Triphosphat
2’-Desoxy-Thymidin-5°-Triphosphat
2’-Desoxy-Uridin-5"-Triphosphat
Ethylendiamin-tetraessigsaure

fetal bvine serum

Kanamycin

Kilobasenpaare (1000 Basenpaare)
Gramm

Guanosin-5"-Triphosphat

Stunde

High pathogenic avian Influenza A viurs
Bayerisches Landesamt fur Gesundheit und Lebens-
mittelsicherheit

Low pathogenic avian Influenza A virus
mikro

milli

molar (mol/ I)

Minute

messenger RNA

Nicht essentielle Aminosauren
Amino-Terminus

open reading frame

pico
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PBS
PCR
RNA
RNase
rom
RT
SLM
SPF
Tab.
TE
TRIS
U
u.N.
uv
uv
V
Vol.
w

phoshat bufferd saline
Polymerasechainreaction
Ribonukleinsaure
Ribonuklease

rounds per minute
Raumtemperatur
Sedimentldsungsmenge
Spezifisch pathogen-frei
Tabelle

Tris-EDTA-Puffer
Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan
Unit: Einheit fGr Enzymaktivitat
uber Nacht

unverdunnt

Ultraviolett

Volt

Volumen

Watt

Fur die Bezeichnung von Nukleotiden und Aminosauren wurden

international gebrauchlichen IUB-Einbuchstaben-Codes verwendet.

7.2 Sequenzen

7.21
PB2:
1

1

61

21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2

ATGGAGAGAATAAAAGAACTAAGAGATTTAATGTCACAGTCTCGCACTCGCGAGATACTT
M E R 1T K ELRDILMSQSRTRETI L

ACAAAAACCACAGTGGACCATATGGCCATAATTAAGAAGTACACATCAGGAAGACAGGAG
T K T TV DHMATIT 1 KK Y T S G R Q E

AAGAACCCTGCACTCAGAATGAAATGGATGATGGCAATGAAGTACCCAATCACAGCAGAC
K NP AL RMKWMMAMIEKY P I T AD

AAGAGAATAATGGAGATGATTCCTGAAAGAAATGAACAAGGGCAGACACTTTGGAGTAAA
K R I M EM 1 P ERNZEIGQGQTL W S K

ACAAACGATGCTGGATCAGATCGGGTTATGGTATCACCCCTAGCAGTAACATGGTGGAAC
T NDAG SDI RV MV S PL AV T WWN

AGAAATGGGCCGACAACAAGCACAGTCCATTACCCAAAGGTTTACAAAACCTACTTTGAG
R NG P TT STV HY P KV Y K TY F E

AAGATTGAAAGATTGAAGCATGGAACCTTTGGTCCTGTCCGTTTCCGAAACCAAGTCAAA
K 1 ERL KHGTFGP VR FRNOQV K

ATACGTCGCAGGGTTGATATAAATCCTGGTCATGCCGATCTCAGTTCTAAAGAAGCGCAA
Il R R RV DI NP GHADIULS S KE AQ
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481 GATGTCATCATGGAGGTCGTTTTCCCAAATGAAGTGGGAGCCAGGATATTAACATCGGAG
161 b v I Mm EV V FPNIEVGARTIT L T S E
541 TCACAATTGACAATAACTAAAGAGAAGAAGGAAGAACTTCAGGACTGTAAAATTGCTCCC
181 s QL T 1 TIKEIKIKEIEULQDT CIK 1 AP
601 CTAATGGTCGCATACATGTTGGAGAGAGAATTGGTCCGCAAGACCAGATTCCTTCCAGTT
201 L MV A YMLERELVRIKTWRFL PV
661 GCTGGTGGAACAAGCAGTGTATACATTGAAGTATTGCATTTAACACAAGGAACATGCTGG
221 AAG G T S SVY 1l EV L HLTIOQGTC W
721 GAACAAATGTACACTCCAGGTGGAGAAGTGAGAAATGATGATGTTGATCAGAGCTTAATC
241 E QMY TWPGGEVRNUDUDVDAQS L I
781 ATTGCTGCTAGAAACATAGTTAGGAGAGCAGCGGTATCAGCAGACCCACTGGCATCGCTA
261 I AARNI VRIRAAV S ADUPLAS L
841 TTGGAGATGTGTCATAGCACACAAATTGGTGGGATAAGAATGGTAGACATCCTCAGACAG
281 L EMCHSTOQI1 G GI RMV D1 L RQ
901 AATCCAACAGAAGAACAAGCCGTGGATATATGCAAAGCAGCAATGGGCCTGAGGATCAGT
301 NP TEEOQAVDICIKAAMGTLR R I S
961 TCATCCTTCAGCTTTGGAGGTTTCACTTTCAAAAGAACAAGTGGATCATCTGTCAAGAGA
321 s S F SF G GFTFKRTSG S S V KR
1021 GAAGAGGAAGTGCTTACAGGCAACCTCCAAACATTGAAAATAAGAGTACATGAAGGGTAC
341 E EEV L TGNILIGQTULI KT RV HEGY
1081 GAGGAATTCACAATGGTTGGGCGAAGAGCAACAGCTATTCTAAGGAAAGCAACCAGAAGG
361 E EFTMVGRRATAILIRIKATRR
1141 CTGATTCAACTGATAGTGAGTGGGAGAGACGAGCAGTCAATCGCTGAAGCGATCATAGTG
381 L1 @ L TvSsS GRDEZQSTIT AEATIT1YVYV
1201 GCAATGGTTTTCTCACAAGAGGATTGCATGATAAAAGCAGTACGAGGTGATTTGAATTTT
401 AMYVY F S Q EDCMTI1I KAV R G DL N F
1261 GTTAACAGAGCGAACCAGCGACTAAACCCTATGCATCAACTCCTGAGGCATTTCCAAAAA
421 VNRANUGQRILNWPMHOQOQLTILIRWHFQK
1321 GATGCAAAAGTGCTGTTTCAAAACTGGGGAATTGAACCCATTGACAATGTCATGGGAATG
441 D AK VL FQNWGTIT EWPI1T DNWVMGWM
1381 ATCGGAATATTGCCTGACATGACCCCCAGTACAGAGATGTCACTAAGAGGAGTGAGGGTC
461 I 61 L PDMT®PSTEMSILIRGV RV
1441 AGTAGGATGGGGGTGGATGAATATTCCAGCACCGAGAGAGTGGTCGTGAGTATTGACCGT
481 S R MGV DEY SSTERVV YV S 1T DR
1501 TTCTTAAGGGTTCGAGATCAACGTGGGAATGTGCTATTGTCTCCCGAAGAGGTTAGCGAA
501 FLRVRDIOQRSGNWVLILS®PETEV S E
1561 ACGCAGGGAACAGAGAAGTTGACAATAACATATTCATCGTCAATGATGTGGGAGATTAAT
521 T Q 6 T EK L TI1TYSSSMMMWE I N
1621 GGTCCAGAGTCAGTGCTGGTCAATACCTATCAATGGATCATCAGAAATTGGGAAACTGTA
541 G PE SV L VNTYOQWTIT1T 1 RNWETV
1681 AAGATCCAGTGGTCCCAGGATCCTACAATGCTATACAATAAGATGGAGTTCGAACCTTTT
561 K 1 Q w s QDb P TMUL Y NKMEF E P F
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1741 CAGTCCTTAGTACCTAAAGCTGCTAGAGGCCAATACAGTGGGTTTGTGAGGACACTGTTC
581 Q SLVPKAARTG GO QYSGTFVU RTTLF

1801 CAACAAATGCGAGATGTGCTTGGGACATTCGACACTGTTCAAATAATAAAACTGCTTCCC
601 Q QM RDVLGTT FDTUVOQTI1 1 KTLTLUP

1861 TTTGCTGCGGCCCCACCGGAGCAGAGTAGGATGCAATTTTCTTCTCTAACAGTTAATGTA
621 FAAAPPTET QSR RMOQTFSSLTUVNYV

1921 AGGGGATCAGGAATGAGAATGCTCGTGAGAGGCAACTCCCCCGTGTTCAACTACAACAAG
641 R GSGMPRMLVYVU RGNSTPVFNYNK

1981 GCAACCAAGAGGCTTACTGTCCTCGGGAAGGACGCAGGTGCACTGACAGAAGATCCAAAT
661 AT KRLTVLGS KT DA AGATLTTETDP N

2041 GAAGGCACAGCTGGAGTGGAATCTGCTGTACTGAGAGGGTTCCTAATTCTGGGCAAAGAA
681 EGTAGVTESAVTLTZ RTGTFTLTITLTGEKE

2101 AACAAGAGGTATGGACCAGCATTGAGCATCAACGAACTGAGCAATCTTGCGAAAGGGGAG
701 NKRY GPALTSTINTETLTSNTLATKTGE

2161 AAAGCTAACGTGTTGATAGGGCAAGGAGACGTGGTGTTGGTAATGAAACGGAAACGGGAC
721 K ANV LIGO QG GDUVVLVWME KT RTEKT RTD

2221 TCTAGCATACTTACTGACAGCCAGACAGCGACCAAAAGGATTCGGATGGCCATCAATTAG
741 S S 1 LTDJSOQTATI KR RTIEIRMATIN*

PB1:

1 ATGGATGTCAATCCGACTTTACTTTTCTTAAAAGTGCCAGCGCAAAATGCTATAAGTACT
1 M DV NZPTTLTLTFEFLTZEKVZPAQNATINIST

61 ACATTCCCTTACACTGGAGATCCTCCATACAGCCATGGAACAGGAACAGGATACACCATG
21 T FPYTGDTPPYSHGTG GTG GYTHM

121 GACACAGTCAACAGAACACATCAATACTCAGAGAAAGGAAAATGGACAACAAACACAGAG
41 D TVNZ RTHOQYSETZKTGT KWTTNTE

181 ACCGGAGCACCCCAACTCAATCCAATTGATGGACCATTACCTGAGGACAACGAGCCAAGT
61 T GAPOQTLNTPIDGTPTLTPETDNTETFPS

241 GGATATGCACAAACGGATTGCGTGTTGGAAGCGATGGCTTTCCTTGAAGAATCCCACCCA
81 G YAQTODTG CVLTEAMATFTLTETETSTHTYP

301 GGGATCTTTGAAAACTCTTGTCTTGAAACGATGGAAGTTGTTCAGCAAACAAGAGTGGAC
101 G 1 FENS ST CLTETMEVVQQTTR RUVD

361 AAACTAACCCAAGGTCGCCAGACTTATGACTGGACACTGAATAGAAATCAACCAGCTGCA
121 K LTQGI RU QTYDWTTLNT RNTOGQTPAA

421 ACTGCTTTGGCCAACACTATAGAGGTCTTCAGATCGAACGGTCTGACAGCCAATGAATCG
141 T ALANTTIEVTFRSNGTLTANES

481 GGAAGACTAATAGATTTCCTCAAGGATGTGATGGAATCAATGGATAAAGAAGAGATGGAA
161 G RLIODFTLTZEKTUDVMMETSWMDTEKTETETWME

541 ATAACAACACATTTCCAGAGAAAGAGAAGAGTAAGGGACAACATGACCAAGAAGATGGTC
181 I T THTFOQRIZ KT RR RV RDNMTZKTZ KMV

601 ACACAAAGAACAATAGGGAAGAAGAAGCAGAGGCTGAACAAGAGGAGCTACTTAATAAGA
201 T QRT I G KKZ KO QRTILNZEKT RSYTLTIR
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661 GCACTGACACTGAACACAATGACAAAAGATGCAGAAAGAGGCAAATTGAAGAGGCGGGCA
221 AL T L NTMTKDAEIRGI KL KR R A
721 ATTGCAACACCCGGGATGCAGATTAGAGGATTCGTGTACTTTGTCGAAACACTGGCGAGG
241 I ATPGMOQII R GF VY FV ETL AR
781 AGCATCTGTGAGAAACTTGAGCAGTCTGGACTCCCTGTTGGAGGGAATGAGAAGAAGGCT
261 s 1 CE KL EQ S GL PV G GNE K K A
841 AAATTGGCAAATGTCGTGAGAAAAATGATGACTAACTCACAAGATACAGAGCTCTCCTTT
281 K L ANV VR RIKMMTNSQUDTEL S F
901 ACAATTACTGGGGACAACACCAAATGGAATGAGAATCAAAATCCTCGGATGTTCCTGGCA
301 T 1 T GDNTKWNENIQNWPRMFL A
961 ATGATAACATACATCACAAGAAACCAACCTGAATGGTTTAGAAATGTCTTGAGCATTGCT
321 Mm 1 T Y I T RNQPEWFRNWVL S 1T A
1021 CCTATAATGTTCTCAAACAAAATGGCGAGATTAGGAAAAGGATACATGTTTGAAAGTAAG
341 P 1 M F S NIKWMARILGI KO GYMFE S K
1081 AGCATGAAGCTACGGACACAAATACCGGCAGAAATGCTTGCAAACATTGACTTGAAATAC
361 S M K L RTQT1 PAEMLANTIDTIL K'Y
1141 TTCAACGAATCAACGAGAAAGAAAATCGAGAAAATAAGATCTCTACTAATTGATGGCACA
381 F NE STIRIKI K 1T EK I RS L L I DG T
1201 GCCTCATTGAGTCCCGGAATGATGATGGGCATGTTCAATATGCTGAGCACAGTATTAGGA
401 AASLSPGMMMGMZEFNMMLSTVLG
1261 GTCTCAATCCTGAATCTTGGGCAAAAGAGGTACACCAAAACCACATACTGGTGGGATGGA
421 v § 1 LNL GQ KRY T KTTY WWD G
1321 CTCCAATCCTCTGATGACTTCGCTCTCATAGTGAATGCACCGAATCATGAGGGGATACAA
441 L @ S S DDZFAL1T VNAPNWHEGTI Q
1381 GCAGGAGTGGATAGGTTCTATAGGACCTGCAAACTGGTTGGGATCAACATGAGCAAGAAG
461 AAG V DRFYRTZ GCIKULV GI NMS KK
1441 AAGTCTTACATAAACCGGACAGGAACTTTTGAATTCACGAGCTTTTTCTACCGCTATGGG
481 K S$SYy I NR TGTUFEFTSFF Y R Y G
1501 TTTGTAGCCAACTTCAGTATGGAGTTACCCAGCTTTGGGGTGTCCGGAATCAATGAATCA
501 F VANJ FSMETLWPSZFSGV S G 1T N E S
1561 GCTGACATGAGCATTGGAGTTACAGTGATAAAAAACAATATGATAAACAATGACCTTGGA
521 AADMS I GV TV I KNNMMTINNDLG
1621 CCAGCAACAGCTCAGATGGCTCTTCAGCTATTCATCAAGGACTATAGGTACACGTACCGA
541 P ATAQMALOQULUFTI1T KDYRY TYR
1681 TGCCACAGGGGTGATACACAAATTCAAACGAGGAGATCATTCGAGCTGAAGAAGCTGTGG
561 C HRGDT QI Q TRR S FEUL KK L W
1741 GAGCAGACCCACTCAAAGGCAGGGCTGTTGGTATCAGATGGAGGACCAAACCTGTACAAC
581 E Q T HSKAGLULV S DGGPNUL Y N
1801 ATTAGGAATCTCCACATCCCAGAGGTCTGCTTGAAGTGGGAATTGATGGATGAAGATTAC
601 I R N L HI1T PEV CLIKWETLWMDEDY
1861 CAGGGCAGGCTGTGCAATCCTCTGAACCCGTTTGTCAGTCATAAGGAAATTGAGTCCGTA
621 Q G R L CNWPLNZPFVSHIKEILl E SV
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1921 AACAATGCTGTTGTAATGCCAGCCCATGGCCCAGCCAAGAGCATGGAATATGATGCTGTT
641 NNAV VMZPAHTGT PAIZKTSMEYTDAV

1981 GCGACTACACACTCATGGATCCCTAAGAGGAACCGTTCCATTCTCAATACCAGCCAAAGG
661 AT THSWTIPI KT RNR RS STILNTSZO QR

2041 GGAATTCTTGAGGATGAGCAAATGTATCAGAAGTGCTGCAGTCTATTTGAGAAATTCTTC
681 G I L EDEQMYQUKTCTCSILTFTETKTF FF

2101 CCCAGTAGTTCATACAGAAGGCCAGTTGGAATTTCCAGCATGGTGGAGGCCATGGTGTCT
701 P SSSYRWRPVGI SSMVEA AWMV S

2161 AGGGCCCGAATTGATGCACGCATTGATTTCGAATCTGGAAGGATTAAGAAAGAAGAGTTT
721 R AR 1 DARTIDTFTETSTGT RTI K KTETEF

2221 GCTGAGATCATGAAGATCTGTTCCACCATTGAAGAGCTCAGACGGCAAAAATAG

741 A E I M K1 CST1EETLTZ RTR RTZOQK =*

PA:

1 ATGGAAGACTTTGTGCGACAATGCTTCAATCCAATGATTGTCGAGCTTGCGGAAAAGGCA
1 M EDFVROQT CTEFNTPMTIVETLATEKA

61 ATGAAAGAATATGGGGAAGACCCGAAAATCGAGACGAACAAATTTGCTGCGATATGCACA
21 M K E Y G EDU PZ KTIETNIKTFAATILICT

121 CACTTAGAAGTCTGTTTCATGTATTCGGATTTCCACTTTATTGATGAACGAGGTGAATCA
41 HLEVT CT FMYSDTFEFUHTFTIDTET RTGTE S

181 ATAATTGTAGAATCGGGCGATCCGAATGCATTATTGAAACACCGTTTTGAAATAATTGAA
61 Il 1 VE S 6GDPNALTULTZ KU HRTETETITI1E

241 GGGAGAGACCGAACAATGGCCTGGACAGTGGTGAATAGCATCTGCAACACCACAGGAGTC
81 G RDRTMAWTVUVNSTIEICNTTGV

301 GAGAAGCCTAAATTTCTCCCCGATTTGTACGACTATAAAGAGAACCGATTCATTGAAATT
101 E KP KFLUPUDTULYDYKTENR RTETIE I

361 GGAGTGACACGGAGGGAAGTCCACATATACTATTTGGAAAAAGCCAACAAGATAAAATCC
121 G VTR REVHIYYLETZKA ANTEKTIKS

421 GAGAAGACACACATTCACATATTCTCATTCACCGGAGAGGAAATGGCCACCAAAGCGGAC
141 E K TH 1T HI1 FSFTGETEMATIKATD

481 TACACTCTTGACGAAGAGAGTAGGGCAAGAATCAAAACTAGGCTGTTCACTATAAGGCAA
161 Y TLDETE SR RARTIIKTRTLTETTIRDQ

541 GAAATGGCCAGTAGGGGTCTATGGGATTCCTTTCGTCAGTCCGAGAGAGGCGAAGAGACA
181 EMASRTGTLWUD ST FRUO QS STET RTGTETET

601 ATTGAAGAAAGATTTGAAATCACAGGAACCATGCGCAGGCTTGCCGACCAAAGTCTCCCA
201 l EERFE 1 TGTMPRI RLADTGOQSTLEP

661 CCGAACTTCTCCAGCCTTGAAAACTTTAGAGCCTATGTGGATGGATTCGAACCGAACGGC
221 P NF S SLENTFRAYVDGTEFTETPNSG

721 TGCATTGAGGGCAAGCTTTCTCAAATGTCAAAAGAAGTGAACGCCAGAATTGAGCCATTT
241 C 1 EG KL SQMSIKTEVNARTIETPTF

781 CTGAGAACAACACCGCGCCTCCTCAGGTTACCTGATGGACCTCCTTGCTCTCAGCGGTCG
261 LR TTPRILILURLUPDTGTPPTCSTZ QTR R S
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841 AAATTCCTGCTGATGGATGCCCTTAAATTAAGCATCGAAGACCCGAGTCATGAGGGGGAG
281 K F L L MDALIKUL S 1 EDP S HE G E
901 GGGATACCGCTATATGATGCAATTAAATGCATGAAGACATTTTTCGGCTGGAAAGAGCCC
301 G 1 PpPLYDAI KCMIKTFZFGWK E P
961 AACATCGTAAAGCCACATGAAAAAGGCATAAACCCCAATTACCTCCTGGCTTGGAAGCAG
321 N1 VK PHEIKGGTI NWPNY L L AWK Q
1021 GTGCTGGCAGAACTCCAAGATATTGAAAATGAGGAGAAAATCCCAAAAACAAAGAACATG
341 vV L AE L Q DI ENZEEIK T P KTKNM
1081 AAGAAAACAAGCCAGTTGAAGTGGGCACTTGGTGAGAACATGGCACCAGAGAAAGTAGAC
361 K K T $ QL KWALGIENMMAUPEK VD
1141 TTCGAGGACTGCAAAGATGTTAGTGACCTAAGGCAGTATGACAGTGATGAACCAGAGTCT
381 F EDCKDV S DLR QY D S D E P E S
1201 AGATCGCTAGCAAGCTGGATCCAGAGTGAATTCAACAAGGCATGCGAATTGACAGACTCA
401 R S L ASWI Q S EFNIKATZCETLTD S
1261 AGTTGGATTGAGCTAGATGAAATAGGAGAAGACATTGCCCCAATTGAGCACATTGCAAGT
421 s wi1ELIDETILII GEDI1I AP 1T EH I AS
1321 ATGAGAAGAAATTATTTCACGGCGGAAGTATCCCATTGCAGAGCTACTGAATACATAATG
441 M R RNYFTAEV SHT CRATEY I M
1381 AAGGGAGTGTACATAAACACAGCTTTGTTGAATGCATCCTGTGCAGCCATGGATGACTTC
461 K 6 v Yy I NTALILNASTCAAWMMDD F
1441 CAATTGATTCCAATGATAAGCAAATGCAGAACAAAAGAAGGAAGACGGAAAACCAACCTG
481 QL r PM 1 S K CRTIKEGRRIKTNL
1501 TACGGATTCATTATAAAAGGAAGATCCCACTTGAGAAATGACACTGATGTGGTAAACTTT
501 Y 6 F 11 K GR S HULWRNUDTDV V NF
1561 GTGAGTATGGAATTCTCTCTTACTGACCCGAGGTTGGAGCCACACAAATGGGAAAAATAC
521 v S M EF S L TDWPIRULEWPWHIKWE K'Y
1621 TGCGTTCTCGAGATAGGAGACATGCTCCTACGGACTGCAATAGGCCAGGTGTCAAGGCCC
541 cv?iLiLEeE1®"PG6GDMLLRTAIGAI QV SRP
1681 ATGTTCCTGTATGTGAGAACCAATGGAACCTCCAAGATCAAGATGAAATGGGGTATGGAA
561 M F LY VRTNGTSIK 1T KMKWGME
1741 ATGAGGCGATGCCTTCTTCAATCCCTTCAGCAGATTGAGAGCATGATTGAGGCCGAGTCT
581 M R R CLULOQSL Q QI E S M I E A E S
1801 TCTGTCAAAGAGAAGGACATGACCAAAGAATTCTTTGAAAACAAATCAGAAACATGGCCA
601 S vVK. EK DMTIKEFUFENIKSETWP
1861 ATCGGAGAGTCACCCAAAGGGGTGGAGGAAGGCTCTATCGGGAAGGTGTGCAGAACCTTA
621 Il 6 E S P K GV EEGS 1T G KV CRTL
1921 CTAGCAAAATCTGTGTTCAACAGTCTATATGCATCTCCACAACTCGAGGGGTTCTCAGCT
641 L AKSVFNZSILYASUZPAIQLETGTEFSA
1981 GAATCAAGAAAATTGCTTCTCATTGTTCAGGCACTTAGGGATAACCTGGAACCTGGGACC
661 E S RK LLULIVQALIRDNLEWPGT
2041 TTCGATCTTGGGGGGCTATATGAAGCAATTGAGGAGTGCCTGATTAATGATCCCTGGGTT
681 F DL G GLY EAI1I EECULTI1T NDUPWYV
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2101 TTGCTTAATGCGTCTTGGTTCAACTCCTTCCTCACACATGCACTGAAATAG
701 L LNASWTFNZSTFTLTHATLK *

HA: Acc.No. DQ387854

NP: Acc.No. DQ792925

NA: Acc.No. DQ402042

M Acc.No. FJ743477

NS1:

1 ATGGATTCCAACACTGTGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGCTTTCTTTGGCATGTCCGCAAA
1 M DSNTVSSFOQVDT CTFTLWHVRK

61 CGATTTGCAGACCAAGAACTGGGTGATGCCCCATTCCTTGACCGGCTTCGCCGAGATCAG
21 R FADUO QTETLTGDAPTFLTUDTZ RTLTE RTR RTDIDOQ

121 AAGTCCCTAAGAGGAAGAGGCAGCACTCTTGGTCTGGACATCGAAACAGCTACCCGTGCG
41 K S LRGP RGSTTLGTLTUDTIETATTRA

181 GGAAAGCAGATAGTGGAGCGGATTCTGGAAGAAGAATCTGATGAGGCACTTAAGATGACT
61 G KQ 1V ERTILTETETESDTEALTEKMT

241 ATTGCTTCAGTGCCGGCTTCACGCTACCTAACTGACATGACTCTTGAAGAGATGTCAAGG
81 Il ASVPASRYULTDMMTTULTETEHMS SR R

301 GACTGGTTCATGCTCATGCCCAAACAGAAAGTGGCAGGTTCCCTTTGCATCAGAATGGAC
101 DWFMLMPIKTG QI KVAGSTLTCTIURMD

361 CAGGCAATAATGGATAAAAACATCATATTGAAAGCAAACTTCAGTGTGATTTTTGACCGG
121 Q Al M DKNZIITLIKANTFSUVI1IFDTR

421 CTGGAAACCCTAATACTGCTTAGAGCTTTCACAGAAGAAGGAGCAATTGTGGGAGAAATC
141 L ETLILLU RATFTTETETGATIVGE.'I

481 TCACCGTTACCTTCTCTTCCAGGACATACTGATGAGGATGTCAAAAATGCAATTGGGGTC
161 S PLPSLUPGHTDTETDUVYVI KNI ATIGV

541 CTCATCGGAGGACTTGAATGGAATGATAACACAGTTCGAGTCTCTGAAACTCTACAGAGA
181 L 1 G GLEWNDNTVZ RVSETTLOG QR

601 TTCGCTTGGAGAAGCAGTAATGAGGATGGGAGACCTCCACTCCCTCCAAAACAGAAACGG
201 F AWRSSNETDTGRTPPLTZPTPTIKIOQKR

661 AAAATGGCGAGAACAATTGAGTCAGAAGTTTGA

221 K M AR T I E S E V *

NS2:

1 ATGGATTCCAACACTGTGTCAAGCTTTCAGGACATACTGATGAGGATGTCAAAAATGCAA
1 M DSNTVSSFOQDTILMPRMSIKMDQ

61 TTGGGGTCCTCATCGGAGGACTTGAATGGAATGATAACACAGTTCGAGTCTCTGAAACTC
21 L G SSSEDTLNGMMITGOQTFTESTLEK KL
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121 TACAGAGATTCGCTTGGAGAAGCAGTAATGAGGATGGGAGACCTCCACTCCCTCCAAAAC
41 Y R DS L GEAVMRPRMGUDIULHS L QN
181 AGAAACGGAAAATGGCGAGAACAATTGAGTCAGAAGTTTGAAGAAATAAGATGGCTGATT
61 R NG K WR E QUL S Q K FEET RWIL I
241 GAAGAAGTGCGACATAGATTGAAGATTACAGAGAACAGCTTCGAACAGATAACGTTTATG
81 E EVRHRLIK 1T TENZSUTFEZOQI TFM
301 CAAGCCTTACAACTATTGCTTGAAGTGGAGCAAGAGATAAGAACTTTCTCGTTTCAGCTT
101 Q AL QL LL EV EOQETI1I RTIFSZ FOQWL
361 ATTTAA

121 1 *

7.2.2 A/Mallard/Bavaria/1-R/2005 H7N2

A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 LPAI A/FPV/Bratislava/79 H7N7 HPAI

H7N2-Reassortant HPAI

PB2:

1 ATGGAGAGAATAAAAGAACTAAGAGATTTAATGTCACAGTCTCGCACTCGCGAGATACTT
1 M E R I K ELRDULMSOQSRTWRTETI L
61 ACAAAAACCACAGTGGACCATATGGCCATAATTAAGAAGTACACATCAGGAAGACAGGAG
21 T K T TV DHMATI1 1 K KY TS G R Q E
121 AAGAACCCTGCACTCAGAATGAAATGGATGATGGCAATGAAGTACCCAATCACAGCAGAC
41 K NP A LRMIKWMMAMIKY P 1 T ATD
181 AAGAGAATAATGGAGATGATTCCTGAAAGAAATGAACAAGGGCAGACACTTTGGAGTAAA
61 K R I Mm EM 1T P ERNEZGQG QTL W S K
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241 ACAAACGATGCTGGATCAGATCGGGTTATGGTATCACCCCTAGCAGTAACATGGTGGAAC
81 T NDAG S DRV MV S P L AV T WWN
301 AGAAATGGGCCGACAACAAGCACAGTCCATTACCCAAAGGTTTACAAAACCTACTTTGAG
101 R NG P TT STV HY P KV Y K TY F E
361 AAGATTGAAAGATTGAAGCATGGAACCTTTGGTCCTGTCCGTTTCCGAAACCAAGTCAAA
121 K 1 ERL KHGTFGP VR FRNOQV K
421 ATACGTCGCAGGGTTGATATAAATCCTGGTCATGCCGATCTCAGTTCTAAAGAAGCGCAA
141 Il R R RV DI NWPGHADILSS K E ADQ
481 GATGTCATCATGGAGGTCGTTTTCCCAAATGAAGTGGGAGCCAGGATATTAACATCGGAG
161 pbv I M EVVFPNEVGARTI L TS E
541 TCACAATTGACAATAACTAAAGAGAAGAAGGAAGAACTTCAGGACTGTAAAATTGCTCCC
181 s QL T 1 TKEIKIKEEULQD CIK 1 AP
601 CTAATGGTCGCATACATGTTGGAGAGAGAATTGGTCCGCAAGACCAGATTCCTTCCAGTT
201 L MV A YMLERELVRIKTWRFL PV
661 GCTGGTGGAACAAGCAGTGTATACATTGAAGTATTGCATTTAACACAAGGAACATGCTGG
221 AAG G T S S VY Il E VL HLTIOQGTCW
721 GAACAAATGTACACTCCAGGTGGAGAAGTGAGAAATGATGATGTTGATCAGAGCTTAATC
241 E QMY TP G G EV RNDDV D Q S L I
781 ATTGCTGCTAGAAACATAGTTAGGAGAGCAGCGGTATCAGCAGACCCACTGGCATCGCTA
261 I ANARNI VRRAAV S ADUPLASL
841 TTGGAGATGTGTCATAGCACACAAATTGGTGGGATAAGAATGGTAGACATCCTCAGACAG
281 L EMCHSTOQI1 G6GGI RMYV D1 L RQ
901 AATCCAACAGAAGAACAAGCCGTGGATATATGCAAGGCAGCAATGGGCCTGAGGATCAGC
301 NP TEEOQAVDICIKAAMGTLR R I S
961 TCATCCTTCAGCTTTGGAGGCTTCACTTTCAAAAGAACAAGTGGATCATCTGTCAAGAGA
321 s S FSFGGFTFKRTSGS S V KR
1021 GAAGAGGAAGTGCTTACAGGCAACCTCCAAACATTGAAAATAAGAGTACATGAAGGGTAC
341 E EEV L TGNULIQTULI KT RV HEGY
1081 GAGGAATTCACAATGGTTGGGCGAAGAGCAACAGCTATCCTAAGGAAAGCAACCAGAAGG
361 E EFTMVGRRATAILIRIKATRR
1141 CTGATTCAGCTGATAGTAAGTGGAAGAGACGAACAGTCAATCGCTGAAGCAATCATTGTA
381 L1 @ L I vs _GRDEZOQSTIT AEATIILYV
1201 GCAATGGTGTTCTCACAGGAAGATTGTATGATAAAAGCGGTCCGAGGTGATCTGAATTTT
401 AMY FSQ EDCMI1I KAVRGDL NF
1261 GTAAACAGAGCGAATCAGAGACTTAATCCCATGCATCAACTCTTAAGACACTTCCAGAAA
421 V NR AN QRILNWPMHOQLILIRWHFQK
1321 GATGCAAAAGTATTATTTCAAAATTGGGGGATTGAGCCCATTGACAATGTCATGGGAATG
441 DAK VL FQNWGTI EWPTITDNWVMGM
1381 GTCGGAATATTACCTGACATGACTCCGAACACAGAGATGTCACTAAGAGGAGTGAGGGTC
461 v 61 L PDMTWPNTEMMSILIRGV RV
1441 AGTAGGATGGGGGTGGATGAATATTCCAGCACCGAGAGAGTGGTCGTGAGTATTGACCGT
481 S R MGV DEY S STEWRVVV S 1T DR
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1501 TTCTTAAGGGTTCGAGATCAACGTGGGAATGTGCTATTGTCTCCCGAAGAGGTTAGCGAA
501 FLRVYRDT G QRGNVTLTLTSZPTETEVSE
1561 ACGCAGGGAACAGAGAAGTTGACAATAACATATTCATCGTCAATGATGTGGGAGATTAAT
521 T QG T EKLTTIHITTY SSSMMMWEI N
1621 GGTCCAGAGTCAGTGCTGGTCAATACCTATCAATGGATCATCAGAAATTGGGAAACTGTA
541 G PESVLVNTYOQWTITI1TRNWETV
1681 AAGATCCAGTGGTCCCAGGATCCTACAATGCTATACAATAAGATGGAGTTCGAACCTTTT
561 K 1 QWS QDUPTMLYNTIKMTETFTEPTF
1741 CAGTCCTTAGTACCTAAAGCTGCTAGAGGCCAATACAGTGGGTTTGTGAGGACACTGTTC
581 Q S LV PKAARGI QY SGFUVZ RTTLF
1801 CAACAAATGCGAGATGTGCTTGGGACATTCGACACTGTTCAAATAATAAAACTGCTTCCC
601 Q QM RDVLGTTF FDTWVOQTI 1 KTULTLTEP
1861 TTTGCTGCGGCCCCACCGGAGCAGAGTAGGATGCAATTTTCTTCTCTAACAGTTAATGTA
621 F AAAPPETZG QSR RMOQFSSLTVNYV
1921 AGGGGATCAGGAATGAGAATGCTCGTGAGAGGCAACTCCCCCGTGTTCAACTACAACAAG
641 R GSGM® RMLVYVYUZ RGNTSTZPVFNYNK
1981 GCAACCAAGAGGCTTACTGTCCTCGGGAAGGACGCAGGTGCACTGACAGAAGATCCAAAT
661 AT KR LTUVULGI KT DA AGATLTTETDPN
2041 GAAGGCACAGCTGGAGTGGAATCTGCTGTACTGAGAGGGTTCCTAATTCTGGGCAAAGAA
681 EGTAGVESA AV LI RGT EFTLTILTGKE
2101 AACAAGAGGTATGGACCAGCATTGAGCATCAACGAACTGAGCAATCTTGCGAAAGGGGAG
701 N KRY GPALTSTIHINTETLTSNTLATKGE
2161 AAAGCTAACGTGTTGATAGGGCAAGGAGACGTGGTGTTGGTAATGAAACGGAAACGGGAC
721 K ANV L1 G OQGUDVVLVMTZEKTE RTKT RTD
2221 TCTAGCATACTTACTGACAGCCAGACAGCGACCAAAAGGATTCGGATGGCCATCAATTAG
741 S S1 LTDSOQTATI KT RTIRMATIN™>*
PB1:

1 ATGGATGTCAATCCGACTTTACTGTTCTTGAAAGTTCCTGCGCAAAATGCAATAAGTACT
1 M DV NPTULTULTFLTIKVPAQNATIST
61 ACGTTCCCTTACACTGGAGATCCTCCATACAGCCATGGAACAGGGACAGGATACACCATG
21 T FPYTGDUPPYSHGTTGTGYTM
121 GACACAGTCAACAGGACACACCAATATTCGGAAAAGGGGAAATGGACAACAAACACTGAG
41 D TVNRTUHGOYSETZKTGT KWTTNTE
181 ACTGGAGCACCCCAACTTAATCCAATTGATGGCCCATTGCCTGAGGACAATGAACCAAGT
61 T GAPOQTULNPI1DTGTPTLTPTETDTNTEPS
241 GGATATGCACAAACAGACTGCGTCCTGGAAGCAATGGCTTTCCTTGAAGAATCCCATCCA
81 G YA QTDT CVLTEAMMATFTLTETETSHTEP
301 GGAATCTTTGAAAACTCGTGTCTTGAGACGATGGAAGTTGTTCAACAAACAAGAGTGGAC
101 G I FENSTC CLTETMEVVOQQTRUVD
361 AAACTGACCCAAGGCCGTCAGACTTATGATTGGACTTTGAATAGAAACCAGCCTGCTGCA

121 K L T Q GR Q TY DWTULNIRNQPAA
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421 ACTGCATTAGCAAACACTATAGAGGTCTTTAGATCGAATGGTCTAACAGCTAATGAATCA
141 T AL ANTI EV FRSNGLTANE S
481 GGGAGGCTCATAGATTTCCTCAAGGATGTGATGGAATCAATGGATAAGGAGGAAATGGAG
161 G RL I DFULKDVMESWMDIKEEME
541 ATAACAACACATTTCCAACGAAAGAGAAGAGTAAGAGACAACATGACCAAGAAAATGGTC
181 I T T HFQRKWRWRVRDNWMTK KMV
601 ACACAAAGAACAATAGGGAAGAAAAAGCAGAGACTTAACAAAAGGAGCTACCTAATAAGG
201 T Q R T 1 G K K KQWRULNIKWIRSY L 1R
661 GCTCTAACATTGAACACAATGACGAAAGATGCAGAAAGAGGTAAACTGAAGAGAAGAGCA
221 AL TLNTMTKUDA AERGIKL KRR A
721 ATTGCAACACCAGGGATGCAGATCAGAGGGTTTGTGTACTTTGTTGAGACACTGGCGAGA
241 I AT PGMOQII R GF VY FV ETL AR
781 AGCATTTGCGAGAAGCTTGAACAGTCTGGGCTACCAGTTGGAGGGAATGAGAAGAAAGCT
261 s 1 CEK L EQ S GL PV G GNE KK A
841 AAATTGGCAAATGTCGTGAGGAAGATGATGACGAACTCACAAGACACTGAGCTCTCTTTC
281 K L ANV VR RIKMMTNSQDTEL S F
901 ACAATCACCGGAGACAATACCAAATGGAATGAGAACCAAAACCCCCGAATGTTCCTGGCA
301 T 1 T 6 DNTIKWNENOQOQNWPIRMFL A
961 ATGATAACATACATCACAAGAAACCAACCTGAGTGGTTTAGAAATGTCTTGAGCATCGCG
321 Mm 1 T Y I T RNQPEWZFRNWVLS I A
1021 CCGATAATGTTTTCGAACAAAATGGGCAAGGCTAGGGAAAGGGTACATGTTCGAAAGCAAA
341 P 1 M F S NKWMGIRULGIKGY MFE S K
1081 AGCATGAAGCTCCGAACACAAATACCAGCAGAAATGCTAGCAAGTATTGATCTAAAATAT
361 S M KL RTOQII P AEMLAST1T DIL K'Y
1141 TTCAATGAACCAACAAGGAAGAAAATCGAGAAAATAAGGCCTCTCATAATAGACGGCACA
381 FNEPTIRIKI K 1T EIKTRWPULI1T 1 DG T
1201 GCCTCATTAAGCCCGGGAATGATGATGGGTATGTTCAACATGCTGAGTACAGTGTTGGGA
401 ASLSPGMMMGMZEFNMMLSTVLG
1261 GTCTCAATCCTGAATCTTGGGCAAAAGAGATACACCAAAACCACATACTGGTGGGATGGA
421 vV S 1 L NL G Q KRY TKTTYWWD G
1321 CTTCAGTCCTCTGATGATTTTGCTCTCATCGTGAATGCACCAAATCATGAGGGAATACAA
441 L @ S S DDZFAL 1 VNAPNWHEGTI Q
1381 GCGGGAGTGGATAGATTCTACAGAACCTGCAAGCTAGTTGGGATCAATATGAGCAAGAAA
461 A GV DR FYRTZ CIKULVGI NMS KK
1441 AAGTCCTATATAAATAGGACAGGAACATTCGAATTCACAAGCTTTTTCTACCGCTATGGA
481 K §$ Y1l NRTGTUFEFTSFFY R Y G
1501 TTTGTAGCCAATTTTAGTATGGAGTTGCCCAGCTTTGGAGTATCAGGAATTAATGAATCA
501 F VANZ FSMETLWPSZFSGV S G 1T N E S
1561 GCTGATATGAGCATTGGAGTAACAGTGATAAAGAATAACATGATAAACAATGATCTTGGA
521 AADMS I GV TV I KNNMMTINNDLG
1621 CCGGCAACAGCCCAAATGGCTCTCCAATTATTCATCAAGGACTACAGATATACATACAGG

541 P ATAQMALQL F 1T KDY RY T YR
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1681 TGTCACAGGGGAGACACACAAATCCAAACGAGGAGGTCATTCGAGCTAAAGAAGCTGTGG
561 CHRGDT QI QTRI RSTE EETLTKTI KL W

1741 GAGCAGACCCGCTCAAAGGCAGGACTGTTGGTTTCAGATGGCGGACCAAACCTGTACAAC
581 EQ TR SKAGTLTLVSDTGTGTZPNTLYN

1801 ATTCGGAATCTCCACATCCCGGAAGTTTGCCTGAAATGGGAACTAATGGATGAAGACTAT
601 Il R N L H 1 P EV CLIKWTETLMDTETDY

1861 CAGGGAAGACTTTGTAATCCCATGAACCCGTTTGTCAGTCATAAGGAAATTGAATCTGTA
621 Q G RLCNZPMNZPTFVSHTZKTETITESV

1921 AACAATGCTGTGGTAATGCCAGCCCATGGTCCAGCCAAAAGCATGGAATATGATGCTGTG
641 NNAV VMZPAHTGT PAIZKTSMTETYTDA AV

1981 GCAACTACACACTCTTGGATCCCTAAGAGAAACCGTTCCATTCTCAATACGAGTCAAAGG
661 AT THSMWTIPI KTZ RNR RSTILNTSZ QR

2041 GGAATCCTTGAGGATGAACAAATGTACCAGAAGTGTTGCAACCTATTCGAGAAATTCTTC
681 G I L EDEQMYOQKTCT CNTILTFTETKFF

2101 CCTAGCAGCTCATACAGAAGACCAGTTGGAATTTCCAGTATGGTGGAGGCCATGGTGTCT
701 P SSSYRWRPVGI SSMVEA AWMV S

2161 AGGGCCCGGATTGATGCACGAATTGACTTCGAGTCTGGAAGGATTAAGAAGGAAGAGTTT
721 R AR I DARTIDTFTETSG G RTI K KTEEF

2221 GCTGAGATCATGAAGATCTGTTCCACCATTGAAGAGCTCAGACGGCAGAAATAG

741 A E Il MK 1 CSTI ETETLTZ RTR RIEOQZK =*

PA:

1 ATGGAAGACTTTGTGCGACAATGCTTCAATCCAATGATCGTCGAGCTTGCGGAAAAAGCA
1 M EDFVROQT CTEFNTPMTIVETLATEKA

61 ATGAAAGAATATGGAGAGGACCCAAAACTCGAAACAAACAAATTCGCCGCAATATGCACA
21 M K EY G EDU PI KTULTETNIKTFAATITCT

121 CATTTGGAAGTATGCTTCATGTATTCAGATTTCCACTTCATCGATGAACGGGGTGAATCA
41 HLEVT CT FEFMYSDTFEFHTFTIDTET RTGE S

181 ATAATTGTAGAATCCAGTGATCCAAATGCACTTCTGAAGCACCGATTTGAGATAATTGAA
61 Il 1 VE S SDPNALTULTZ KU HRTETETITI1E

241 GGAAGAGATCGCACAATGGCTTGGACGGTGGTGAATAGCATTTGTAATACCGCAGGGGTT
81 G RDRTMAWTVUVNSTITITCNTATGV

301 GAGAAACCCAAATTTCTTCCGGATTTGTATGATTATAAGGAGAACCGATTTATTGAGGTT
101 E KP KFLPDTULYDYKTENZ RTETI EV

361 GGAGTGACAAGAAGGGAGGTCCACATATACTACTTAGAAAAAGCCAATAAGATAAAATCC
121 G VTR REVHTIYYLETZ KA ANTEKTIZKS

421 GAGAAGACACACATCCACATCTTCTCATTCACTGGGGAGGAAATGGCCACTAAAGAGGAC
141 E K TH 1T HI1 FSFTGETEMATKED

481 TACACTCTTGACGAAGAAAGCAGAGCAAGGATCAAAACCAGGCTATACACCATAAGGCAA
161 Y TLDETE SR RARTIIKTRTLYTTIRDQ

541 GAAATGGCCAGTAGAGGCCTCTGGGATTCCTTTCGTCAGTCCGAGAGAGGCGAAGAGACA

181 EMASRGLWDSFRQSER G EET
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601 ATTGAAGAAAGATTTGAAATCACAGGAACTATGCGCAGGCTTGCCGACCAAAGTCTCCCA
201 Il EERFEI1T TGTMRIRILADIGQS L P
661 CCGAACTTCTCCAGCCTTGAAAACTTTAGAACCTATGTGGATGGATTCGAACCGAACGGC
221 P NF S SLENJFRTYVDGFEUPNG
721 TGCATTGAGGGCAAGCTTTCTCAAATGTCCAAAGAAGTAAATGCAAGGATCGAGCCGTTT
241 c 1 EG KL S QMS KEVNARTI EPF
781 TTGAAGACAACACCACGCCCTCTCAGATTACCTGATGGGCCTCCCTGCTCTCAGCGGTCA
261 L K T TWPWRWPLWRLUPDSGWPUPICS Q R S
841 AAGTTCCTACTAATGGATGCTCTGAAATTAAGTATTGAAGACCCAAGCCATGAGGGGGAG
281 K F L L MDA AL KIUL ST EUDWPSHE G E
901 GGAATACCGCTATATGATGCAATAAAATGCATGAAAACATTCTTTGGCTGGAAAGAGCCC
301 G I PLYDAI KCMIKTFZFGWKE P
961 AACATTGTCAAACCACATGAGAAGGGCATAAATCCCAACTATCTCCTGGCTTGGAGGCAG
321 N 1T VX PHEIKGTI I NUPNYLLAWRDQ
1021 GTGCTAGCAGAGCTGCAGGATATTGAGAATGAAGAGAAAATCCCAAAAACAAAAAACATG
341 vV L AE L Q DI ENZEEIK T P KTKNM
1081 AAGAAAACAAGCCAATTGAAATGGGCACTTGGTGAAAACATGGCACCAGAGAAAGTAGAC
361 K K T §$ QL KWAULGENWMAWPE K V D
1141 TTTGAGGATTGCAAAGATGTTAGTGATCTAAAGCAATACGACAGTGACGAGCCAGAGCGG
381 F EDCI KDV SDULIKQY D S DE P E R
1201 AGGTCGCCAGCAAGTTGGATCCAGAGTGAATTCAACAAAGCATGTGAGCTGACTGATTCA
401 R S PASWI1I Q S EFNIKA AT CETL T D S
1261 AGTTGGATAGAACTTGATGAAATCGGGGAAGATGTCGCTCCAATTGAGCACATTGCAAGT
421 s wi1EVLTDZETIGETDVAPI1T EMH 1 AS
1321 AGGAGGAGAAACTATTTCACAGCAGAGGTGTCCCATTGCAGAGCAACGGAGTACATAATG
441 R R R NY FTAEV S HTZ CRATEY I M
1381 AAGGGGGTATACATAAACACTGCCTTGCTCAATGCATCCTGTGCAGCCATGGATGACTTC
461 K G vYy 1l NTALULNASTCAAWMMDD F
1441 CAGTTGATTCCAATGATAAGCAAATGCAGAACCAAAGAAGGAAGGCGGAAGACAAATCTG
481 e LT PpM 1 S K CRTIKEGRRIKTNL
1501 TATGGATTCATTATAAAAGGGAGATCCCACTTGAGAAATGATACAGATGTAGTGAACTTT
501 Y G F 1 1 K 6GR SHULWRNDTDV V N F
1561 GTGAGCATGGAGTTCTCTCTTACTGATCCGAGGCTGGAGCCACACAAATGGGAGAAGTAT
521 v S M EF S L TDWPIRULEWPHIKWE K'Y
1621 TGTGTTCTTGAGATAGGAGACATGCTCCTACGGACTGCAATAGGCCAAGCATCAAGGCCT
541 cv?:iLEIl GDMLLRTAIGOQASRP
1681 ATGTTCTTATATGTGAGGACCAATGGAACCTCCAAGATCAAGATGAAATGGGGTATGGAA
561 M F LY VRTNZGTSIK 1T KMIKWG M E
1741 ATGAGACGCTGCCTCCTTCAATCCCTCCAACAGATTGAGAGCATGATCGAATCCGAGTCC
581 M R RCLULOQSLQQII ESMTI1 E S E S
1801 TCTGTCAAAGAGAAAGACATGACTAAAGAATTCTTCGAAAACAAGTCTGAAACATGGCCC

601 S vVK. E K DMTIKEFUFENIZKSETWP
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1861 ATTGGAGAATCACCTAAAGGAGTGGAAGAAGGTTCCATTGGGAAAGTATGCAGGACTTTG
621 Il G E S PKGVETETG G STI G KV CRTL

1921 CTAGCGAAGTCTGTATTCAACAGCTTGTATGCATCTCCACAACTAGAGGGATTTTCAGCT
641 L AKSVFNSTLYA ASTPO QTLTETGTFSA

1981 GAATCAAGGAAACTGCTCCTTATTGTTCAGGCACTTAGGGACAACCTGGAACCTGGAACC
661 E SR KLTULTULTIVQALU RUDNTLTETPGT

2041 TTCAATCTTGGAGGGCTATATGAAGCAATTGAGGAGTGCCTGATTAATGATCCCTGGGTT
681 F NLGGTULYTEA ATIETET CTLTIEINUDZFPWYV

2101 TTGCTTAATGCATCTTGGTTCAACTCCTTCCTCACACATGCACTAAAATAG

701 L LNASWTFNSTFTLTHATLK *

HA:

1 ATGAACACTCAAATCCTGGTATTCGCCCTTGTGGCAGTCATCCACACAAATGCAGACAAA
1 M N T Q I LV FALVAUVYTIHTNATD K

61 ATTTGCCTTGGACATCATGCTGTATCAAATGGCACCAAGGTAAACACACTCACTGAGAGA
21 Il C L GHUHAV SNGT KVNTTLTTER

121 GGAGTAGAAGTTGTCAATGCAACAGAAACAGTGGAGCGGACAAACATCCCCAAAATTTGC
41 G VEVVNATTETVETRTNTIZPIKTIIC

181 TCAAAAGGGAAAAGAACCGTTGATCTTGGCCAATGCGGACTACTGGGGACCATTACCGGA
61 S K G KRTVDLGI QT CGTLTLTGTTI TG

241 CAACCTCAATGTGACCAATTTCTAGAATTTTCAGCTGATTTAATAATCGAGAGGCGGGAC
81 Q PQCDGQFLTETFSADTLTITIETRT RTD

301 GGAAATGATGTTTGTTACCCGGGGAAATTTGTGAATGGAGAGGCATTGCGGCAAATCCTC
101 G NDV CYPGIKTFVNTGTEALT RDOQTIL

361 AGAAAATCAGGTGGGATTAACAAAGAAACAATGGGATTCACATACAGTGGAATAAGAACC
121 R K S GG 1 NZKTETMGTEFTYSG I RT

421 AATGGAACAACTAGTGCGTGTAGAAGATCAGGATCTTCATTCTATGCAGAAATGAAGTGG
141 NG TTSAGCRI RS GSSFYATEWMEKW

481 CTCCTGTCAGATACAGACAATGCTGCTTTCCCACAAATGACGAAATCATACAAAAACACA
161 L LSDTUDNAATFUPOQMTIKSYKNT

541 AGGAGAGAACCAGCTCTGATAGTCTGGGGAATCCATCATTCAGGATCAACCACCGAGCAG
181 R REPALTIVWGTIHUHSGSTTEQ

601 ACCAAACTATATGGAAGTGGAAATAAACTGGTAACAGTCGGAAGTTCCAAATATCAGCAG
201 T KLY G SG6GNJZKTLVTVGSSKY QQ

661 TCTTTTGTGCCGAGTCCAGAAACACGACCACAAGTAAATGGCCAGTCCGGACGAATTGAT
221 S FVPSPETRPI QQVNSG GU QSGTR RTID

721 TTTCACTGGTTGATACTGGATTCCAATGACACAGTTACTTTTAGTTTCAATGGGGCTTTC
241 FHWULTILUDSNTUDTVTTEFEFSTFNGAF

781 ATAGCTCCAGATCGTGCTAGCTTCTTGAAGGGAAAGTCCATGGGAATCCAAAGCGATGTG
261 Il APDRAST FLJIKGIKSMGTI QS DV

841 CAGGTTGATGCCAATTGCGAAGGGGAATGCTACCACAGTGGAGGGACCATAACAAGCAGT

281 Q vVb ANZC CEGET CYHSGGT I T S S
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901 TTGCCCTTCCAAAACATCAACAGCAGGGCAGTTGGCAAGTGTCCAAGATATGTAAAACAG
301 L PFQNTINSRAVGI KT CPTZ RYVKDQQ

961 GAAAGTCTATTATTGGCAACAGGGATGAAGAATGTTCCCGAACTTTCCAAAAAAAGAAGA
321 E S LLULATTGMMIEKNVZPTETLST KTKTR RTR R

1021 AAAAGAGGCCTGTTTGGCGCCATAGCGGGGTTTATTGAAAATGGTTGGGAAGGTCTGGTC
341 K R G LF GA1AGTE EFTIENTGWTETGTLV

1081 GACGGATGGTACGGTTTCAGGCATCAGAATGCTCAAGGAGAAGGAACTGCAGCAGACTAC
361 D GWY GFU RUHGOQOQNAGQ QG GTETGTAATD Y

1141 AAAAGCACCCAGTCGGCAATTGATCAGATAACCGGAAAATTAAATAGACTCATTGAGAAA
381 K S T QSAT1DZ QTI1ITGIKTLNR RTILTIIEK

1201 ACTAATCAGCAATTTGAGCTAATAGATAATGAATTCACTGAGGTAGAAAAGCAGATTGGC
401 T NQQFETLTIDNTETFTEUVETEKT QTG

1261 AATGTAATTAACTGGACCAGAGACTCCATCACAGAAGTATGGTCTTACAATGCTGAACTT
421 NV I NWTWRUD ST TEVWSYNATE'L

1321 CTCGTGGCAATGGAAAATCAGCACACTATTGATCTAGCTGATTCAGAGATGAACAAATTG
441 LV AMENG QHTTI DLADTSTEWMNKL

1381 TATGAGCGAGTGAGGAAACAATTGAGGGAAAATGCTGAGGAAGATGGCACTGGTTGTTTT
461 Y ERVRIKU QLTI RTENATETEHDTGTTGTC F

1441 GAGATTTTCCACAAATGTGATGATGATTGTATGGCTAGTATAAGGAACAATACTTATGAT
481 E 1 FHKTCODUDTUDT CMASTITRNNTYTD

1501 CACAGCAAATACAGAGAAGAAGCAATGCAAAATAGAATACAAATTGACCCAGTCAAATTG
501 H S K Y RETEAMOQNTR RTIOQTIDTFPVKHL

1561 AGTGGTGGCTACAAAGATGTGATACTTTGGTTTAGCTTCGGGGCGTCATGCTTTTTACTT
521 S G GY KDV 1LWTF FSTFGAST CTFTLIL

1621 CTTGCCATTGCAATGGGCCTTGTCTTCATATGTGTGAAGAATGGAAACATGCGGTGCACT
541 L A1 AMGTLVTE EFTIT CVIKNSGNMRTE CT

1681 ATTTGTATATAA

561 1 c 1 =*

NP:

1 ATGGCGTCTCAAGGCACCAAACGATCTTATGAACAGATGGAAACTGGTGGGGAACGCCAG
1 M A S QG TIKU RS SYE EI QMTETSGTGTETRDOQ

61 AATGCTACTGAGATCAGAGCATCTGTTGGAAGAATGGTCGGTGGAATTGGTAGATTCTAC
21 NATETINIIRASVYVYGIRMVYGGTIGRF Y

121 ATACAGATGTGCACTGAACTCAAACTCAGTGACTATGAGGGGAGACTGATCCAGAACAGC
41 l QM CTELIKTULSDYTETGR RTLTIZOQNS

181 ATAACAATAGAAAGAATGGTTCTCTCTGCATTTGATGAGAGGAGAAACAAATACCTGGAA
61 I T 1 ER MV L SATFUDTETZ R RNIKTYLE

241 GAACACCCCAGTGCAGGAAAAGATCCGAAGAAAACTGGAGGTCCAATTTACAGAAGGAGA
81 E HP SAG KT DU PU KT KTG G GZPTI YRR RTR

301 GATGGAAAATGGGTGAGAGAGCTGATTCTGTATGACAAAGAAGAAATCAGAAGAATCTGG
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101

361
121

421
141

481
161

541
181

601
201

661
221

721
241

781
261

841
281

901
301

961
321

1021
341

1081
361

1141
381

1201
401

1261
421

1321
441

1381
461

1441
481

b G K WVIREWL1 LY DI KEZETILIRR I W

CGTCAAGCAAACAATGGAGAGGATGCAACTGCTGGTCTCACTCATCTGATGATTTGGCAT
R Q ANNGEIDATAGULTMHUL M I W H

TCCAATTTGAATGATGCCACATATCAGAGAACAAGAGCTCTCGTGCGTACTGGGATGGAC
S NL NDATYQRTWRALVRTGMD

CCCAGAATGTGCTCTCTGATGCAAGGATCAACTCTCCCGAGGAGATCTGGAGCTGCTGGT
PR MCSLMOQGSTLPRRSGAASG

GCAGCAGTGAAGGGGGTTGGAACGATGGTAATGGAGCTAATTCGGATGATAAAGCGGGGG
AAV K GV GGTWMVMETLTIRWMI K R G

ATCAATGATCGGAATTTCTGGAGAGGTGAAAATGGACGAAGAACCAGGATTGCATATGAG
Il NDRNF WWR G ENGRIRTR 1 A Y E

AGAATGTGCAATATCCTCAAAGGAAAATTTCAAACAGCAGCACAACGAGCAATGATGGAC
R MmCN 1T L KGKFQTAAQRAMMD

CAAGTGCGAGAAAGCAGGAATCCTGGGAATGCTGAGATTGAAGATCTCATCTTCCTGGCA
Q VR E S RNWPSGNAIETILI EDUL 1T F L A

CGGTCTGCACTCATCCTGAGAGGATCAGTGGCTCATAAATCCTGCTTACCTGCTTGTGTA
R S A L1 LRGSV AHI KS ST CLUZPATZCYV

TATGGACTTGCTGTGGCCAGTGGATACGACTTTGAAAGAGAAGGGTACTCTCTGGTCGGA
Y G LAV ASGYDVFEREG GY S L VG

ATAGATCCTTTCCGTCTGCTTCAAAACAGTCAAGTGTTCAGTCTCATTAGACCAAATGAG
Il b P FRLLQNSQVF SL 1T R P NE

AATCCAGCACACAAGAGCCAACTGATATGGATGGCATGCCATTCTGCAGCATTTGAAGAC
NP AHKSQL I WMAZCWHSAATFED

CTGAGAGTGTCAAGCTTCATCAGAGGGACTAGAGTGGTTCCAAGAGGACAATTGTCCACC
L RV SSFI1 RGTRVVPRGQL ST

AGAGGAGTTCAAATTGCTTCAAATGAGAACATGGAAACAATGGACTCCAGCACTCTTGAA
R Gv Q I AS NENMMETMD S S T L E

CTGAGAAGCAGATATTGGGCCATAAGAACCAGGAGTGGAGGAAACACCAACCAACAGAGA
L RSRYWAIRTRSGOGNTNIQQR

GCATCTGCAGGACAAATCAGCGTGCAACCCACTTTCTCAGTACAGAGAAATCTTCCCTTC
A°S AGQTI1SVQPTTFSVOQRNTLTPTF

GAGAGAGCGACCATCATGGCGGCATTCACAGGGAACACTGAGGGCAGAACATCTGACATG
ERATI MAAFTSGNTEGRT S DM

AGAACTGAAATCATAAAAATGATGGAAAGTGCCAAACCAGAAGATGTGTCTTTCCAGGGG
R T E I I K MME S AKUPEUDV S F Q G

CGGGGAGTCTTCGAGCTCTCGGACGAAAAGGCAACGAACCCGATCGTGCCTTCCTTTGAC
R 6 vV F EL SDEIKATNWZPI VP S FD

ATGAGTAATGAGGGATCTTATTTCTTCGGAGACAATGCAGAGGAGTATGACAATTAA
M § N E G S Y FF GDNAEE Y DN *
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NA:

1 ATGAATCCAAATCAGAAGATAATAACAATTGGCTCTGTCTCCCTAACCATTGCAACAGTA
1 M NP NQ K 1 1 T 1 G SV SLTTIATV

61 TGTTTTCTCATGCAGATTGCCATTCTAGCAACGACTATAACACTGCACTTCAAGCAAAAT
21 CFLMOQTIATILILATTTITLUHTETIKTOQN

121 GGATGCAACATTCCCTCGAACAATCAAGTAATGCCATGTGAGCCAATCATAGTAGAAAGG
41 G CN1TPSNNO GQVMPTCETPTII1VER

181 AATATAACAAAGATAGTGTATTTGAATAATACCACCATAGAAAAAGAACTTTGTCCTAAA
61 N1 T K 1 VY LNNTTIETZKTETLTCTPK

241 TTAATAGAATACAGGGATTGGTCGAAGCCACAGTGTCAGATTACAGGATTTGCTCCTTTC
81 L 1 EYRDWS KU PO QT COQTITGTFATPTF

301 TCCAAAGACAACTCAATCCGGCTTTCTGCTGGTGGGGACATTTGGGTAACAAGGGAACCT
101 S K DNSTI1TRLSAGGTDTIWVTRTEFP

361 TATGTGTCATGCAGTCCCGATAAATGTTATCAATTTGCACTTGGGCAGGGAACCACGCTA
121 Y VS CSPDZ KT CYOQFALGO QGTTHL

421 GACAACAAACACTCAAATGGCACAATACATGATAGGATTCCTCATCGAACCCTTCTGATG
141 D NKHSNGTTIHTDT RTIPHAR RTLTLM

481 AACGAGTTGGGTGTTCCATTTCATTTGGGGACCAAACAAGTGTGCATAGCATGGTCCAGC
161 NELGVUPTFHTLTGTI KT QVTCTIAWSS

541 TCAAGCTGTCATGATGGAAAGGCATGGTTACATGTTTGTGTTACTGGGGATGATAGAAAT
181 S S CHDGI K AMWTLUHVYVYTCVTGDTUDTR RN

601 GCAACTGCTAGTTTCATTTATGGTGGAGTGCTTGTTGACAGTATTGGTTCATGGTCTCAA
201 AT ASFI1 Y GGV LVDSTI1IGSWSDQQ

661 AATATTCTCAGAACTCAGGAGTCAGAATGCGTCTGCATCAATGGAACTTGTGCAGTAGTA
221 N1 LRT G QESTET CVTCTINSGTT CAUVYV

721 ATGACTGATGGAAGTGCATCAGGAAGGGCTGATACTAGAATACTATTCATTAGAGAGGGA
241 M T DGSASGIRADT RTIULTETIRTEG

781 AAAATTGTCCATACCAGCCCATTGTCAGGAAGTGCTCAGCATATAGAGGAATGTTCCTGT
261 K I VH TS PL S GSAUOQUHTIETETCSSTC

841 TATCCACGCTACCCAGACGTTAGGTGTGTTTGCAGAGACAATTGGAAAGGCTCAAATAGG
281 Y PR Y PDVI R CVCRIUDNWMWTI KTGSNR R

901 CCCATTATAGATATAAATATGGCAGATTATAGCATTGATTCTAGTTATGTGTGCTCGGGG
301 P 1 I DI NMADYSTI1TDJSSYVCSG

961 CTTGTTGGCGACACACCAAGAAACGATGATAGCTCTAGCAGCAGCAACTGCAAGGATCCC
321 L'V G6GDTPIRNUDTUDTSSS S SNTZG CIKTUDP

1021 AATAATGAGAGAGGGAACCCAGGGGTGAAAGGATGGGCTTTTGACTATGGAAGTGACGTT
341 NNERGNZPGVI KT GWATFTUDYGSDV

1081 TGGATGGGGAGAACAATCAGCAAGGATTCTCGCTCAGGTTATGAGACTTTCAGAGTCATT
361 W M GRT 1 S KDSRSGYETTEFEFTR RV I

1141 GACGGTTGGACCACAGCTAATTCCAAATCTCAGGTAAATAGACAAGTCATAGTTGACAAT
381 D GWTTANSU K SOQVNR RU QUV 1 VDN

1201 AATAACTGGTCTGGTTATTCTGGCATTTTCTCTGTTGAGGGCAGAAGTTGTATCAATAGA
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401 N NWSGY S G111 FSVEGH R ST CTINTR R

1261 TGTTTTTATGTGGAGTTGATAAGGGGAAGGCCACAAGAGACTAGAGTATGGTGGACTTCA
421 C FYVETLTI1IIRGRZPOQOETRVWWTS

1321 AACAGTATTGTAGTATTTTGTGGCACTTCAGGTACTTATGGAACAGGCTCATGGCCTGAT
441 NS 1 VYV FCGTSGTYGTGSWTZPTD

1381 GGGGCGAATATCAATTTCATGCCTATATAA

461 G ANITNTFMP 1 *

M1:

1 ATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCTCTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTC
1 M S LLTEVETYUVLJ ST I1UPSGUPL

61 AAAGCCGAGATCGCGCAGAGACTTGAAGATGTCTTTGCAGGGAAGAACACAGACCTTGAG
21 K AE I A QR LEUDVTFAGIKNTTDTILE

121 GCTCTCATGGAATGGCTAAAGACAAGACCGATCCTGTCACCTCTGACTAAGGGGATTTTA
41 A LMEWTLTI KT RZPIULSZPLTIKTGTIL

181 GGGTTTGTGTTTACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTC
61 G FVFTLTVZPSERGTLTUO ORI RTZR RTE EV

241 CAAAATGCCCTAAATGGGAACGGGGATCCGAACAACATGGATAGAGCCGTCAAGCTATAC
81 Q NALNGNGUDU PNNMMDI RAVKLY

301 AAGAAGCTAAAGAGAGAGATAACACTCCATGGAGCCAAGGAAGTGGCACTCAGTTACTCT
101 K K L KRETI TLHGAZKTEVATLS Y S

361 ACTGGTGCACTTGCAAGTTGCATGGGTCTCATATACAACAGAATGGGAACTGTGACCACA
121 T GALASTCMGLTIEIYNRMMGTVTT

421 GAGGTGGCATTAGGCCTAGTGTGTGCCACTTGTGAGCAAATTGCTGACTCACAGCATCGG
141 EVALSGTLVT CATT CETZ QTIADSTZ QHTR R

481 TCTCACAGACAGATGGTGACCACCACCAATCCACTAATCAGGCATGAAAACAGAATGGTG
161 S HROQMVYTTTNUPTLTIEIRUHENT RMYV

541 CTGGCCAGCACTACGGCTAAGGCTATGGAGCAAATGGCTGGGTCAAGTGAACAGGCAGCG
181 L ASTTAKAMMETZ OMMATGSSETZ QAA

601 GAAGCCATGGAGGTTGCTAGTCAGGCTAGGCAGATGGTGCAGGCGATGAGGACAGTTGGG
201 E AMEVASOQQARU QMVYVYOQAMZPRTVG

661 ACTCATCCTAGCTCCAGTGCTGGTCTGAAAGATGATCTCCTTGAAAATTTGCAGGCCTAC
221 T HPSSSAGTLTIKTDTDTLTLTENTLZG QAY

721 CAGAAACGGATGGGAGTGCAGCTGCAGCGATTCAAGTGA

241 Q K RM GV QL QR F K =

M2:

1 ATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGCCTACCAGAAACGGATGGGAGTGCAGCTGCAGC
1 M S LLTEVETTPTH RNGWTETCSTC S

61 GATTCAAGTGATCCTCTCGTTATTGCCGCAAGTATCATTGGGATCTTGCACTTGATATTG

21 D S SDPLV I A AS T 1 GI1 L HL 1T L
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121
41

181
61

241
81

NS1:

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
161

541
181

601
201

661
221

NS2:

61
21

121
41

TGGATTCTTAATCGTCTTTTCTTCAAATGTATTTATCGTCGCCTTAAATACGGTTTGAAA
w 1 L NRULFFKT CI1T YR RULIKY G L K

AGAGGGCCTTCTACGGAAGGAGTGCCTGAGTCTATGAGGGAAGAATATCGGCAGGAACAG
R G P STEGVPESMRETEYR QE Q

CAGTATGCTGTGGATGTTGACGATGGTCATTTTGTCAACATAGAGCTGGAGTAA
Q Y AA.WDVDDS GMH FVN1TEILE *

ATGGATTCCAACACTGTGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGCTTTCTTTGGCATGTCCGCAAG
Mm D SNTV S S FQV DT CFLWHV R K

CGATTTGCAGACCAAGAAATGGGCGATGCTCCATTCCTTGACCGGCTTCGCCGAGATCAA
R FADOQEMGIDAPTFULDRTILRRDDQ

AAGTCCCTGGGAGGAAGAGGCAGCACTCTTGGTCTGGACATCGAGACAGCTACTCGTGCT
K S L 666G RG S TULGLDT1T ETATRA

GGAAAGCAGATAGTGGAGCGGATTCTGGAGGAAGAATCCGATGAGGCACTTAAAATGACC
G K QI VERI1 L EEESDEALIKMT

ATTGCCTCTGCACCTGTTTCACGCTACCTAACTGACATGACTCTTGAGGAGATGTCAAGG
Il AS APV SRY L TDMMTULEEWMSR

GACTGGTTCATGCTCATGCCCAAACAGAAAGTGGCAGGCTCCCTTTGTATCAGAATGGAC
b wrMLMPIKOQIKV AGS L CTI1IT RMD

CAGGCAATCATGGACAAAAACATCACACTGAAAGCAAACTTCAGTATAATTTTTGATCGA
Q Al M DKNIT TLKANIFS 1T I F DR

TTGGAGACTCTAATACTACTAAGGGCTTTCACCGAGGAGGGAGCAATTGTTGGCGAAATC
L ETUL 11 L L RAFTETEGATILI V G E I

TCACCAGTGCCTTCTCTTCCAGGACATACTGATGAGGATGTCAAAAATGCAATTGGGGTC
S PV PSLPGHTDEUDUVIKNAILIGV

CTCATCGGAGGACTTGAATGGAATGATAACACAGTTCGAGTCTCTGAAACTCTACAGAGA
L 1 6 G L EWNUDNTVRYV S ETL QR

TTCGCTTGGAGAAGCAGTAATGAGGATAGGAGACCTCCACTCCCTCCAAAGCAGAAACGG
FAWRSSNZEIDWRR®PPLPP K Q KR

AAAATGGCGAGAACAATTGAGTCAGAAGTTTGA
K M AR T 11 E S E V *

ATGGATTCCAACACTGTGTCAAGCTTTCAGGACATACTGATGAGGATGTCAAAAATGCAA
Mm D SNTV S S F QDI LMRMSK MAQ

TTGGGGTCCTCATCGGAGGACTTGAATGGAATGATAACACAGTTCGAGTCTCTGAAACTC
L 6 S SSEDLNGMITOQFES L KL

TACAGAGATTCGCTTGGAGAAGCAGTAATGAGGATAGGAGACCTCCACTCCCTCCAAAGC
Y R DS L GEAVMRI1T GDULHSL Q S
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181
61

241
81

301
101

361
121

7.2.3
HA:
NA:
NP:

7.2.4
HA:
NA:
NP:

7.2.5
HA:
NP:
NA:

AGAAACGGAAAATGGCGAGAACAATTGAGTCAGAAGTTTGAAGAAATAAGGTGGTTGATT
R NG K WREQL S Q K F EE T R WL I

GAAGAAGTGAGACATAGATTGAAGATAACAGAGAATAGTTTCGAACAAATAACATTTATG
E EVRHRLIKI1T TENZSFEZ QI TFM

CAAGCCTTACAACTATTGCTTGAAGTGGAGCAAGAGATAAGAACTTTCTCGTTTCAGCTT
Q ALQLTLTLTEVTETZ QETIRTTFSTFOQL

ATTTAA

I *

A/Mallard/Bavaria/1/2006 H5N1

Acc.No. DQ458992
Acc.No. DQ458993
Acc.No. DQ792924
Acc.No. FJ743479

A/Mallard/Bavaria/10/2007 H5N1

Acc.No. FJ183472
Acc.No. FJ183473
Acc.No. FJ213606
Acc.No. FJ743480

A/Mallard/Bavaria/3/2006 H10N7

Acc.No: FJ183474
Acc.No. DQ792927
Acc.No. FJ186475
Acc.No. FJ743478
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7.3 Gesamtgenomvergleich von von H7N2, HSN2 und H7N7
Verglichen werden die Segeunzen von A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5NZ2,
A/Mallard/Bavaria/1-R/2005 H7N2 und A/FPV/Bratislava/79 H7N7.

H5N2  MERIKELRDLMSQSRTREILTKTTVDHMAI IKKYTSGRQEKNPALRMKWMMAMKYP I TADKR IMEM I PERNEQGQTLWSK 80
H7N2 e e 80
H7N7  mm e e e 80
H5N2  TNDAGSDRVMVSPLAVTWWNRNGPTTSTVHYPKVYKTYFEK I ERLKHGTFGPVRFRNQVK IRRRVD INPGHADLSSKEAQ 160
H7N2 e e B 160
H7N7 m e R 160
H5N2  DVIMEVVFPNEVGARILTSESQLTITKEKKEELQDCK I APLMVAYMLERELVRKTRFLPVAGGTSSVY IEVLHLTQGTCW 240
H7NZ e e e 240
HN7 e e e e 240
H5N2  EQMYTPGGEVRNDDVDQSL I IAARNIVRRAAVSADPLASLLEMCHSTQIGG IRMVD I LRQNPTEEQAVD I CKAAMGLRIS 320
H7N2 e e e 320
HN7 e e e e 320
H5N2  SSFSFGGFTFKRTSGSSVKREEEVLTGNLQTLKIRVHEGYEEFTMVGRRATAILRKATRRLIQLIVSGRDEQSIAEAI IV 400
H7N2 e e e 400
HN7 e e e e 400
H5N2  AMVFSQEDCM IKAVRGDLNFVNRANQRLNPMHQLLRHFQKDAKVLFQNWG I EP 1DNVMGMVG I LPDMTPNTEMSLRGVRV 480
H7NZ e e e e 480
HN7 e e e e e 480

H5N2 SRMGVDEYSSTERVVVSIDRFLRVRDQRGNVLLSPEEVSETQGTEKLTITYSSSMMWE INGPESVLVNTYQWI IRNWETV 560

H7N2 o e 560
H7IN7 - 560
H5N2  KIQWSQDPTMLYNKMEFEPFQSLVPKAARGQYSGFVRTLFQQMRDVLGTFDTVQI IKLLPFAAAPPEQSRMQFSSLTVNV 640
H7N2 oo e e 640
H7N7 e 640
HS5N2  RGSGMRMLVRGNSPVFNYNKATKRLTVLGKDAGALTEDPNEGTAGVESAVLRGFL I LGKENKRYGPALS INELSNLAKGE 720
H7N2 oo e 720
H7N7  mm e 720
HS5N2  KANVLIGQGDVVLVMKRKRDSSILTDSQTATKRIRMAIN 759
H7N2 e 759
HIN7 e 759
H5N2  MDVNPTLLFLKVPAQNAISTTFPYTGDPPYSHGTGTGYTMDTVNRTHQYSEKGKWTTNTETGAPQLNP IDGPLPEDNEPS 80
H7N2 e e e 80
H7N7 o e e e 80
H5N2  GYAQTDCVLEAMAFLEESHPGIFENSCLETMEVVQQTRVDKLTQGRQTYDWTLNRNQPAATALANT IEVFRSNGLTANES 160
H7N2 e e e 160
HIN7  mm e e e 160
H5N2  GRLIDFLKDVMESMDKEEME I TTHFQRKRRVRDNMTKKMVTQRT I GKKKQRLNKRSYL IRALTLNTMTKDAERGKLKRRA 240
H7N2 e e 240
H7N7  mm e e e e 240
H5N2  IATPGMQIRGFVYFVETLARS I CEKLEQSGLPVGGNEKKAKLANVVRKMMTNSQDTELSFT I TGDNTKWNENQNPRMFLA 320
H7N2 e e e 320
HN7 e e e 320
H5N2  MITYITRNQPEWFRNVLS I AP IMFSNKMARLGKGYMFESKSMKLRTQIPAEMLANIDLKYFNESTRKK I1EKIRSLEIDGT 400
HIN2Z oo oo - - g 400
HIN7? e e - - - 400
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H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

ASLSPGMMMGMFNMLSTVLGVSILNLGQKRYTKTTYWWDGLQSSDDFAL IVNAPNHEG IQAGVDRFYRTCKLVG INMSKK

MEDFVRQCFNPMIVELAEKAMKEYGEDPKEETNKFAAICTHLEVCFMYSDFHF IDERGES I IVESGDPNALLKHRFEI IE

MASQGTKRSYEQMETGGERQNATE IRASVGRMVGG IGRFY IQMCTELKLSDYEGRL IQNSITIERMVLSAFDERRNKYLE

480
480
480

560
560
560

640
640
640

720
720
720

757
757
757

160
160
160

240
240
240

320
320
320

400
400
400

480
480
480

560
560
560

640
640
640

716
716
716

80

80

160
160
160

240
240
240
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H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

M1

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

M2

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

NS1

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

NS2

H5N2
H7N2
H7N7

H5N2
H7N2
H7N7

QVRESRNPGNAE IEDL I FLARSAL ILRGSVAHKSCLPACVYGLAVASGYDFEREGYSLVG IDPFRLLQNSQVFSL IRPNE

———————— s ., A
ASAGQISVQPTFSVQRNLPFERAT IMAAFTGNTEGRTSDMRTE I IKMMESAKPEDVSFQGRGVFELSDEKATNP 1VPSFD
S I B B
MSNEGSYFFGDNAEEYDN
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320
320
320

400
400
400

480
480
480

498
498
498

80

80

160
160
160

240
240
240

252
252
252

80

80

160
160
160

230
230
230
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