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EINLEITUNG

1 Einleitung

Alle Lebewesen sind standig Pathogenen, wie Viren, Bakterien, Pilzen und Wiirmern,
ausgesetzt. Wirbeltiere verteidigen sich gegen diese Pathogene durch ein nicht-adaptives
und ein adaptives Immunsystem. Das adaptive (erworbene) Immunsystem agiert
pathogenspezifisch liber spezifische T- und B-Zellrezeptoren, beziehungsweise Antikorper.
Gegen Pathogene, die dem Wirt unbekannt sind, missen diese spezifischen Rezeptoren
erst gebildet werden. Das nicht-adaptive (angeborene) Immunsystem bildet in diesem Fall
die erste Verteidigungslinie gegen eindringende Pathogene.

Viren sind obligat intrazelluldre Parasiten, deren kleinste infektidse Einheit aus einer
einzelstrangigen RNA bestehen kann. Da Viren keinen eigenen Stoffwechsel betreiben, sind
sie zu der Amplifikation ihres Genoms auf Wirtszellen angewiesen. Dazu haben Viren
Strategien entwickelt, die nicht-adaptive Immunantwort des Wirtes zu umgehen. Durch die
Aufklarung dieser Strategien lassen sich neue Erkenntnisse Uber das nicht-adaptive

Immunsystem und die Viren gewinnen.

1.1 Influenzaviren

Die behiillten Influenzaviren besitzen ein segmentiertes einzelstrangiges RNA-Genom mit
negativer Orientierung, also komplementar und in entgegengesetzter Orientierung zu
messenger (mM)RNA und werden den Orthomyxoviridae (griechisch: orthos = Standard,
richtig; myxa = Schleim) zugeordnet. Zu der Familie der Orthomyxoviridae gehdren
Influenzaviren der Typen A, B und C sowie Thogoto- und Isaviren. Wahrend Influenzaviren
der Typen B und C in ihrem Wirtspektrum fast ausschlielich auf den Menschen beschrankt
sind, kommen Influenza A Viren in verschiedenen Spezies vor. Vogel, insbesondere
Wasservogel, bilden das natlrliche Influenza A Virusreservoir. Neben dem Menschen
infizieren Influenza A Viren Schweine, Pferde und viele andere Sdugerspezies. Die
Influenzavirustypen A, B und C werden durch immunogenetische Unterschiede ihrer
Nukleo- und Matrixproteine unterschieden. Influenza A Viren werden weiterhin in
verschiedene Subtypen entsprechend ihrer Oberflaichenproteine Hamagglutinin (HA) und
Neuraminidase (NA) unterteilt. Von 16 verschiedenen HA- und 9 verschiedenen NA-
Varianten kommen H1 bis H3 sowie N1 und N2 bei im Menschen verbreiteten Influenza A

Viren vor (Lamb, 2001).
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Influenzavirusstimme werden benannt durch Angabe des Typs (A, B oder C), der Spezies
aus dem der Stamm isoliert wurde, des Ortes der Isolation, einer laufenden Nummer und
dem Jahr in dem der Stamm isoliert wurde (WHO, 1980). Fiir Influenza A Viren wird
zusatzlich der Subtyp angegeben. Wurde der Virusstamm aus einem Menschen isoliert,
verzichtet man auf die Speziesangabe. Die Bezeichnung B/Memphis/18/95 gehort
demnach zu einem Influenza B Virusisolat in Memphis aus dem Jahr 1995 oder
A/duck/Vietnam/367/2005 (H5N1) zu einem Influenza A Virus isoliert aus einer Ente in
Vietnam im Jahr 2005 vom Subtyp H5N1. Die folgenden Ausfiihrungen beschranken sich

auf die fiir diese Arbeit relevanten Influenza A Viren.

1.1.1 Aufbau von Influenza A Viren

Influenza A Viren erscheinen im Elektronenmikroskop als spharische Partikel mit einem

Durchmesser von 80-120 nm (Abbildung 1-1). Stabformige HA- und pilzformige NA-

Ry

il #

¥

Fortsatze ragen circa 10 - 14 nm ausder

Lipidhllle der Viruspartikel (Lamb,
2001), die der Wirtszellmembran
entstammt (Kates et al., 1962). Die HA-
und NA-Proteine bilden die wichtigsten
antigenen Determinanten der Influenza
A Viren. Das Matrixprotein 2 (M2) wird
in nur geringer Anzahl als Tetramer auf
der Lipidhille prasentiert (Zebedee &
Lamb, 1988).

Abbildung 1-1: Elektronenmikroskopische Aufnahme

Der schematische Aufbau eines einesInfluenzaviruspartikels.
(http://phil.cdc.gov/PHIL Images/8430/8430 lores.ipg;

Influenza A Virions (Abbildung 1-2) zeigt  von L. Palmer; M. L. Martin, CDC/Erskine).

unter der Lipidhille eine Schicht von Matrixprotein 1 (M1), die acht Segmente des
Virusgenoms (insgesamt 13-14.000 Nukleotide) in Form von Ribonukleoproteinkomplexen
(VRNPs) und einige NS2/NEP-Proteine (Richardson & Akkina, 1991). Die vRNPs bestehen
aus je einer einzelstrangigen RNA an die Nukleoproteine (NP) sowie RNA-abhingige RNA-
Polymerasekomplexe assoziiert sind, die aus den drei Polymeraseproteinen PA, PB1 und
PB2 bestehen (Murti et al., 1992). Das Nichtstrukturprotein 1 (NS1) und das nicht von allen
Influenza A Viren kodierte PB1-F2 Protein (Chen et al., 2001) werden nur in Wirtszellen

exprimiert und nicht in Virionen verpackt.
2
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Die acht viralen RNA-Segmente (VRNA) enthalten die genetische Information fiir die
verschiedenen viralen Proteine, wie in Abbildung 1-2 angedeutet. Die VRNA liegt im Virion
vermutlich in quasizirkuldrer, pfannenstiel-dahnlicher Form als coiled-coil vor (Compans et
al., 1972; Hsu et al., 1987). Jedes VRNA-Segment enthalt nichtkodierende komplementére
Regionen am 3’- und 5’-Ende. Diese terminalen 12 oder 13 Nukleotide sind hoch

konserviert und Bindestelle fiir den viralen Polymerasekomplex (Tiley et al., 1994).
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| NA Ny o ) o f PBI-F2 (87) Mitochondrial lokalisiert,
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Abbildung 1-2: Schematischer Aufbau eines Influenza A Virions und eine Ubersicht zu den viralen
Gensegmenten und der von ihnen kodierten Proteine. Dargestellt sind die neun Strukturproteine, der
Aufbau eines Virions und tabellarisch die viralen Gensegmente, die ihrer GroRe entsprechend von 1-8
nummeriert werden. Die in der Tabelle aufgefiihrten NS1- und PB1-F2-Proteine werden nur in infizierten
Zellen exprimiert.

1.1.2 Replikation der Influenza A Viren

Influenza A Viren binden ({ber ihr HA-Protein an terminale Sialinsdaurereste (N-
Azetylneuraminsauren) glykosylierter Membranproteine der Zielzelle. Avidre Influenza A
Viren binden Uber ihr HA-Protein an die in Vogeln liberwiegend vorkommenden a2,3 an
die folgende Galaktose gebundenen Sialinsdurereste, das HA-Protein humaner Stamme an
die im Menschen Uberwiegenden a2,6-Konjugate (Connor et al., 1994; Couceiro et al.,
1993; Rogers & Paulson, 1983). Der Spezies-spezifisch unterschiedliche Rezeptorbesatz
wurde und wird als ein wesentlicher Bestandteil der Interspeziesbarriere zwischen Vogel
und Mensch fir Influenza A Viren angesehen. Seit kurzem erst ist bekannt, dass a2,3-
verknipfte Sialinsdurereste auch von einigen humanen Lungenzellen prasentiert werden

(Shinya et al., 2006).
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Abbildung 1-3: Der Replikationszyklus von Influenzaviren, modifiziert nach (Neumann et al.,, 2009). Die
Abbildung wird in dem sich unmittelbar anschlieRenden Textteil erldutert.

Nach Anbindung des Viruspartikels (Abbildung 1-3) wird es Uber Rezeptor-vermittelte
Endozytose in das Zellinnere aufgenommen (Matlin et al., 1981). Die Ansauerung des
Endosoms im Zytoplasma |6st eine Konformationsanderung der HA-Proteine aus. Das HA-
Fusionspeptid wird dabei exponiert und initiilert die Fusion der Virus- und
Endosomenmembran (Bullough et al., 1994). Uber die durch M2-Proteine gebildeten
tetrameren lonenkandle stromen Protonen aus dem Endosom in das Innere des
Viruspartikels (Pinto et al., 1992; Sugrue & Hay, 1991). Protein-Protein-Interaktionen
zwischen den vVRNPs und den M1-Proteinen werden dadurch geschwéacht und es kommt zu
der Freisetzung der vRNPs in das Zytoplasma (Martin & Helenius, 1991a).

Influenzaviren replizieren im Zellkern der Wirtszelle (Martin & Helenius, 1991b). Die vVRNPs
werden dazu NP-abhdngig aktiv von Wirtszellproteinen in den Zellkern transportiert
(O'Neill et al.,, 1995). Von der vRNA wird im Zellkern mRNA durch den viralen
Polymerasekomplex transkribiert. Als Primer fiir die Transkription in mRNA dienen 12-14
Nukleotide lange 5-m7G-Enden, die durch den viralen Polymerasekomplex von
Polymerase-Il abhdngig entstehender Wirtszell-mRNA geschnitten werden (,cap

snatching”) (Krug et al., 1979; Plotch et al., 1981). Durch den viralen RNA-abhangigen RNA-
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Polymerasekomplex wird auch eine 3’-poly-Adeninsequenz generiert (Luo et al., 1991;
Pritlove et al., 1998).

Die mRNA des M- und NS-Segments wird gespleiflt, wodurch jeweils zwei Proteine (M1
und M2, bzw. NS1 und NS2/NEP) translatiert werden (Lamb & Choppin, 1981; Lamb et al.,
1978; Lamb et al., 1981). PB1-F2 wird Uber einen alternativen Leserahmen von der PB1-
MRNA translatiert (Chen et al., 2001). Wahrend PB1-F2 sich an Mitochondrien lokalisiert
findet, werden die restlichen translatierten viralen Proteine wieder in den Zellkern
transportiert (Smith et al., 1987) oder im Fall der Oberflachenproteine Uber das raue
Endoplasmatische Retikulum prozessiert.

Entweder Gber den nukledren NP-Gehalt (Shapiro & Krug, 1988; Vreede et al., 2004) oder
NS2/NEP-abhéngig (Robb et al., 2009) kommt es im Infektionsverlauf zu einem Umschalten
von der Transkription der vRNA-Segmente zu deren Replikation. Dazu wird Primer-
unabhangig komplette komplementdare cRNA von der vVRNA abgeschrieben, die dann als
Matrize fir neue vVRNA dient. Die neu gebildete VRNA wird in Form von vRNPs durch
Wechselwirkung mit dem Matrixprotein M1 (Martin & Helenius, 1991a) und dem
nukledren Exportprotein NEP/NS2 in der spaten Infektionsphase aus dem Zellkern
transportiert (O'Neill et al., 1998).

Die Oberflachenproteine HA, NA und M2 werden von dem rauen Endoplasmatischen
Retikulum Uber den Golgi-Apparat und das Trans-Golgi-Netzwerk prozessiert und auf die
Zellmembran transportiert. Dabei werden verschiedene Modifikationen, wie N-
Glykosylierungen und Palmitoylierungen, angefligt (Lamb, 2001).

Da gezeigt wurde, dass transfiziertes M1 allein eine Knospung virusahnlicher Partikel
vermittelt (Gomez-Puertas et al., 2000), wurde angenommen, dass M1 die treibende Kraft
fir das Knospen der Viren von der Wirtszellmembran ist, wie es fiir die meisten anderen
lipidumhdiillten Viren der Fall ist. Neuere Erkenntnisse deuten aber darauf hin, dass HA und
nicht M1, bei Anwesenheit von Neuraminidaseaktivitat, die Knospung antreibt (Chen et al.,
2007a).

Wie die vVRNPs in neue Virionen eingebaut werden, ist unklar. Urspriinglich nahm man an,
dass bis zu 12 vRNPs zufillig in die Viruspartikel verpackt werden, so dass statistisch nur
10 % der Virusnachkommen alle acht RNA-Segmente enthalten (Enami et al., 1991).

Neuerdings werden segmentspezifische Signale, die den Einbau der vRNPs in die sich neu
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bildenden Partikel steuern, immer haufiger diskutiert (Marsh et al., 2008; Noda et al.,
2006; Odagiri & Tashiro, 1997).

Auf  der  Zellmembran  befindliche Sialinsdurereste ~ werden  durch  die
Neuraminidaseaktivitdit des NA-Proteins abgespalten, um eine Readsorption der neu
gebildeten Viren an der Zellmembran zu verhindern (Palese et al., 1974). Das HA-Protein
wird als Vorlauferprotein exprimiert und Giberwiegend durch Wirtsproteasen, zum Beispiel
Protease Clara oder Plasmin im Respirationstrakt von Sdugern in eine HA1l- und HA2-
Untereinheit gespalten und dadurch aktiviert (Kido et al., 1999). HA1 und HA2 bleiben tber
eine Disulfidbriicke miteinander verbunden (Skehel & Wiley, 2000).

Die Funktion der Nichtstrukturproteine NS1 und PB1-F2 ist Uberwiegend
immunmodulatorischer Art. PB1-F2 wird nicht bei Infektion aller Influenza A Viren
exprimiert und scheint eine proapoptotische Funktion in Monozyten zu besitzen, wahrend
es wenig Einfluss auf die Replikation und Vermehrung von Influenza A Viren zeigt (Chen et

al., 2001; McAuley et al., 2010). Die Funktion des NS1-Proteins wird unter 1.2.2.2 erlautert.

1.1.3 Pathogenese saisonaler Influenza A Viren

Influenzaviren sind die Erreger der echten Grippe (Influenza) im Unterschied zu
gewohnlichen Erkaltungserkrankungen, die Gberwiegend von Reo-, Adeno- und Rhinoviren
oder durch bakterielle Infektionen ausgeldst werden. Saisonal bilanziert man bis zu 15.000
durch Influenzavirusinfektionen bedingte Todesfalle allein in Deutschland (AGI, 2008).

Die Influenza ist eine respiratorische Erkrankung, da sich Influenzaviren im Menschen fast
ausschlieBlich in den Epithelien des Respirationstraktes vermehren. Dieser
Gewebetropismus wird vermutlich durch das Vorhandensein entsprechender Proteasen zu
der HA-Aktivierung bedingt. Ubertragen werden Influenzaviren Uber ausgeatmete
Aerosole, seltener durch Kontakt. Typische Symptome einer Influenzavirusinfektion sind
unter anderem Kopf- und Gliederschmerzen, trockener Husten und insbesondere plotzlich
auftretendes hohes Fieber. In den meisten Fallen ist die Influenza eine selbstlimitierende
Erkrankung. Komplikationen treten haufiger bei alteren oder immunsupprimierten
Menschen und Hochschwangeren auf. Die Vorschadigung der Epithelien durch
Influenzaviren erleichtert eine Infektion mit anderen Erregern, so dass es haufig zu

bakteriellen Sekundarinfektionen kommt.
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1.2 Die nicht-adaptive Inmunantwort

In Sdugern unterscheidet man eine spezifische, adaptive Immunantwort und die
evolutiondr altere, unspezifischere nicht-adaptive Immunantwort. Gegeniber dem
Organismus unbekannten Erregern ist in den ersten Tagen der Infektion das nicht-adaptive
Immunsystem die einzige Verteidigung des Wirtes und ist bereits kurz nach Eindringen des
Pathogens aktiv.

Das nicht-adaptive Immunsystem wird auch als angeborenes Immunsystem (im engl.
innate immunity) bezeichnet und wird durch bestimmte auf Pathogenen wiederkehrende
Strukturen (pathogen associated molecular patterns (PAMPs)) aktiviert, die von wenigen
spezifischen Rezeptoren (pattern recognition receptors (PRR, Abschnitt 1.2.2) als fremd
erkannt werden (Janeway, 1989). Diese PRR kommen auf nahezu allen Zellen vor, so dass
Pathogen befallene Gewebszellen, ebenso wie spezialisierte Zellen des nicht-adaptiven
Immunsystems, wie Makrophagen, dendritische Zellen und natiirliche Killerzellen, zu der
Aktivierung einer Immunantwort beitragen kdnnen. Der Pathogenerkennung folgt eine
rasche intrazellulare Aktivierung verschiedener Gene die fiir Proteine kodieren, die die
Pathogenabwehr aktivieren. So wie beispielsweise die Typ | Interferon (IFN)-Gene
(Abschnitt 1.2.1) werden nur wenige Gene direkt durch PRR-vermittelte Signale aktiviert.
Sekretiertes Typ | IFN (ko-)stimuliert dann allerdings die Expression vieler weiterer Gene,
die fur direkt antiviral wirkende Proteine oder verschiedene Zytokine kodieren (Samuel,
2001). Neben den durch sie induzierten Zytokinen wirken sekretierte Typ | IFN auch selbst
aktivierend auf spezialisierte Immunzellen, wie natirliche Killerzellen und dendritische
Zellen (Biron et al., 1999; Gallucci et al., 1999; Le Bon et al., 2001). Durch die Koevolution
von Wirt und Virus haben Influenza A Viren, wie alle anderen Viren auch, Mechanismen
entwickelt, die Aktivierung einer nicht-adaptiven Immunantwort zu unterdricken
und/oder deren Wirkung zu entgehen (Abschnitt 1.2.2.1). Influenza A Viren unterdriicken
dazu die Aktivierung des Typ | IFN-Systems und zusatzlich die Funktion einiger antiviral

wirkender Proteine (Abschnitt 1.2.2.2).

1.2.1 Das Typ | Interferonsystem

Bereits 1957 identifizierten Isaacs und Lindenmann das Interferon als einen pH-resistenten
Faktor, der von Zellen nach Behandlung mit durch Hitze inaktiviertem Influenza A Virus

sezerniert wird und die Replikation homo- und heterologer Viren inhibiert (Isaacs &
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Lindenmann, 1957). Interferone waren die ersten entdeckten und therapeutisch
verwendeten Zytokine. Interferone werden in drei Typen unterteilt. Zu der Familie der Typ
| IFN zdhlen im Menschen ein IFNB-Gen, 13 IFNa-Isotypen und je ein IFNw, -€ und -k-Gen
(Pestka et al.,, 2004). Die Bedeutung des Typ | IFN-Systems wird durch die hohe
Suszeptibilitat von Menschen und Mausen mit einem Defekt in Signalwegen des Typ | IFN-
Systems gegeniber viralen Infektionen veranschaulicht (Deonarain et al., 2000; Dupuis et
al., 2003). Das einzige bekannte Typ Il IFN (IFNy) wird von Makrophagen und anderen
Immunzellen sekretiert und ist wichtig fiir die Ausbildung einer adaptiven Immunantwort.

Typ | und lll IFN zeigen stark Uberlappende Funktionen. Typ Il IFN (IFNA1-3)-defiziente
Mause mit intakten Typ | IFN-Genen weisen nur eine geringfligig hohere Suszeptibilitat
gegeniber Influenzaviren auf und der Typ lll IFN-Rezeptor (ein heterodimerer IL-28Ra/IL-

10RB-Komplex) wird auch nur in einigen Geweben exprimiert (Mordstein et al., 2008).

1.2.2 Erkennung von Pathogenen durch das nicht-adaptive Immunsystem

Pathogene werden durch das nicht-adaptive Immunsystem Uber drei verschiedene
Rezeptorfamilien erkannt, die zelleigene von fremden Strukturen unterscheiden.
Toll-dhnliche Rezeptoren (TLRs = Toll-like receptors) sind membranstandige Rezeptoren.
Von den elf bekannten humanen TLR detektieren TLR-3, -7, -8 und -9 virale Strukturen.
TLR-7 und -8 erkennen in Endosomen virale RNA (Diebold et al., 2004; Lund et al., 2004),
TLR-9 virale oder bakterielle, nicht methylierte DNA (Hemmi et al., 2000; Lund et al., 2003)
und TLR-3 erkennt doppelstrdangige (ds-)RNA (Alexopoulou et al., 2001). Alle TLR, die virale
Infektionen erkennen, stimulieren die Typ | IFN-Gene (Kawai & Akira, 2008).

NOD-dhnliche Rezeptoren (NLRs, neuerdings als nucleotide binding domain and leucine rich
repeat containing receptors bezeichnet) detektieren zytoplasmatisch eine Vielzahl
zellfremder Strukturen. Seit 2009 finden sich in der Fachliteratur zunehmend Hinweise,
dass NLRs in die Detektion von Virusinfektionen und in die Aktivierung des nicht-adaptiven
Immunsystems involviert sind. Beispielsweise wurde gezeigt, dass das NLR mit Pyrin-
Domaéne (NLRP)-3-Protein-enthaltende Inflammasom in die Aktivierung von Caspase-1 und
der Caspase-l-vermittelten Reifung von IL-18 und IL-18 wahrend Influenza A Virus-
Infektionen in Madusen und humanen Zellen involviert ist (Allen et al., 2009). Wéahrend die
Expression von NLRP-3 in Makaken zwar durch Influenzaviren stammspezifisch reguliert
wird, wurde in diesem Modellsystem ein Einfluss von NLRP-3 auf die Typ | IFN-Sekretion

nicht deutlich (Cilloniz et al., 2009). Andererseits zeigten Sabbah et al. kirzlich fir NOD2
8
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eine (moglicherweise indirekte) Interaktion mit ssRNA und eine darauf folgende
Aktivierung von IRF-3 iber IPS-1 (Sabbah et al., 2009).

Die beiden DExD/H-Box Helikasen RIG-I und MDA-5 (Andrejeva et al., 2004; Yoneyama et
al., 2004) bilden die dritte bekannte Familie von PRR, die RIG-I-dhnlichen Rezeptoren (RLR).
Diese zytoplasmatischen Rezeptoren binden dsRNA und RIG-I zusatzlich 5’-
triphosphorylierte (5’-PPP-)ssRNA. Nach der Bindung von RIG-I an 5’-PPP-RNA, bzw. nach
dsRNA-Bindung durch MDA-5, binden diese Rezeptoren an IPS-1 (auch als MAVS, VISA und
Cardif bezeichnet) was zu der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB und IRF-3 fihrt
und somit unter anderem zu einer Aktivierung der Typ | IFN-Gene (Kawai et al., 2005;
Meylan et al., 2005; Seth et al., 2005; Xu et al., 2005). Interessanterweise stellt NLRX-1
(NLR mit unbekannter N-terminaler Domédne-1) einen Negativregulator dieses Signalweges
dar, indem es moglicherweise konstitutiv kompetitiv die Interaktion von RIG-I und
wahrscheinlich MDA-5 mit IPS-1 inhibiert (Moore et al., 2008). Die Funktionalitat der RIG-I
und NOD2-Proteine erscheint stark redundant. Beide Proteine binden IPS-1 und beide
aktivieren IRF-3 nach Influenzavirusinfektionen (Sabbah et al., 2009; Yoneyama et al.,
2004). Es wurde aber auch spekuliert, dass NOD2 zu friiheren Zeitpunkten nach Infektion
IRF-3 aktiviert und RIG-I im weiteren Verlauf der Infektion diese Funktion tUbernimmt

(Sabbah et al., 2009).

DsRNA wurde (ber Jahrzehnte als universeller Aktivator des nicht-adaptiven
Immunsystems bei Virusinfektionen betrachtet. Nicht nur das Typ | IFN-System, sondern
auch viele antiviral wirksame Proteine werden durch dsRNA aktiviert und man nahm an,
dass dsRNA wiahrend der Replikation aller Viren gebildet wird. Bei der Replikation
einzelstrangiger RNA-Viren konnen dsRNA-Intermediate bei der Synthese der
komplementaren genomischen und antigenomischen RNA entstehen, wahrend dsRNA bei
DNA-Virusinfektionen vermutlich durch Transkripte gegenlaufiger Leserahmen gebildet
wird ((Jacobs & Langland, 1996; Kumar & Carmichael, 1998; Weber et al., 2006) und darin
enthaltene Quellen). Lange Zeit wurde daher angenommen, dass TLR-3 auch das nicht-
adaptive Immunsystems als Antwort auf Influenza A Virusinfektionen aktiviert
(Alexopoulou et al., 2001). Bei der Replikation von negativ-Strang RNA-Viren, wie
Influenza- und La Crosse Viren (Orthomyxoviridae) sowie Sendai und New Castle Disease
Viren (Paramyxoviridae) deren ssRNA-Genom mit Nukleoproteinen assoziiert ist, konnte

jedoch kaum dsRNA in infizierten Zellen nachgewiesen werden (Pichlmair et al., 2006;
9
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Weber et al., 2006). Die Entdeckung von RIG-I und die Erkenntnis, dass virale 5’-PPP-RNA
ebenfalls eine nicht-adaptive Immunantwort auslosen kann, waren wohl die
bedeutendsten Erkenntnisse der molekularen Virologie der letzten Jahre (Hornung et al.,
2006; Pichlmair et al.,, 2006; Yoneyama et al., 2004). Auch wahrend Influenza A
Virusinfektionen wird das nicht-adaptive Immunsystem durch Induktion der Typ | IFN-Gene
als Folge der Erkennung der 5’-triphosphorylierten c- und vRNA durch RIG-I, aktiviert
(Hornung et al., 2006; Opitz et al., 2007; Pichlmair et al., 2006).

Fiir verschiedene RNA-Viren sind mittlerweile Mechanismen bekannt, die RLR-abhangigen
Signalwege zu inhibieren. So inhibieren Paramyxoviren durch ihre V-Proteine MDA-5, bei
Hepatitis C Virus-Infektionen wird IPS-1 durch die virale NS3/4A-Protease abgebaut und
Picornaviren sequestrieren die 5-PPP-Enden der viralen RNA durch ihr Vpg-Protein,
degradieren RIG-lI durch 3C(pro) und induzieren die Degradation von MDA-5 durch
zelluldre Proteasen (Andrejeva et al., 2004; Barral et al., 2009; Meylan et al., 2005). Auch

Influenzaviren unterdriicken die Aktivierung des RIG-I-Signalweges (Abschnitt 1.2.2.2).

1.2.2.1 Die Typ | IFN-induzierte Immunantwort auf Influenzavirusinfektionen

Nach der Bindung von RIG-I an Influenzavirus-5’-PPP-RNA kommt es zu einer Aktivierung
des RIG-I-Signalweges (Hornung et al., 2006; Opitz et al., 2007; Pichlmair et al., 2006). Die
Bindung 5’-PPP-RNA und eventuell dsRNA durch RIG-I fihrt zu einer
Konformationsanderung im RIG-I-Protein und zu dessen Bindung an IPS-1 an der duRReren
Mitochondrienmembran (Seth et al, 2005). Uber die Rekrutierung mehrerer
Adapterproteine und verschiedener Kinasen kommt es dann zu der Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren IRF-3 und NF-kB (Wathelet et al., 1998). Aktiviertes IRF-3
translokalisiert in den Zellkern, wo es mit dem Transkriptionskoaktivator CBP (creb binding
protein, auch p300) assoziiert, die Positivregulatorischen Domanen -l und -lll in den Typ |
IFN-Promotoren bindet und die Transkription der Typ | IFN-Gene im Zusammenspiel mit
NF-kB und AP-1 stimuliert.

Sekretiertes Typ | IFN bindet auto- und parakrin an Typ | IFN-Rezeptoren und induziert so
die Phosphorylierung und Aktivierung der Januskinasen Jak1 und Tyk2, die dann STAT1 und
STAT2 aktivierend phosphorylieren. Zusammen mit IRF-9 bilden STAT1 und -2 einen
trimeren Komplex. Dieser, IFN stimulierter Genfaktor (ISGF-)3 genannte Komplex, bindet

im Zellkern spezifische DNA-Sequenzen (ISRE, interferon stimulated responsive elements) in
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den Promotoren Uber hundert verschiedener Gene, die als IFN-stimulierte Gene (ISG)
zusammengefasst werden (zusammengefasst in (Wolff et al., 2008)).

Die Sekretion von Typ | IFN flUhrt so zu einer verstdrkten Expression verschiedener
Zytokine, antiviral wirkender Proteine und auch von Komponenten des RIG-I-Signalweges,
wie RIG-I selbst, wodurch sich die Typ | IFN-Antwort selbst amplifiziert (Der et al., 1998;
Sanda et al., 2006; Taniguchi & Takaoka, 2002).

Die Aktivierung einer Typ | IFN-Antwort hat weit reichende Folgen auf die Replikation von
Viren. Die durch Typ | IFN auto- und parakrin induzierte Expression antiviral wirkender
Proteine versetzt IFN-stimulierte Zellen in einen so genannten ,antiviralen Zustand” in dem

die Virusreplikation unterdrickt wird (Abbildung 1-4).

IFN IFN IFN IFN
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o Oligo-Adenylat-
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Abbildung 1-4: Funktionen ausgewadhlter antiviral wirksamer Proteine. Typ | IFN-stimulierte Zellen
exprimieren unter anderem verstarkt die Proteinkinase R (PKR), Oligoadenylatsynthetase (OAS) -1 und -2,
Mx-Proteine (im Menschen MxA) sowie RIG-I, MHC-1 (Major histocompatibility complex 1), 1SG15 (IFN-
stimuliertes Genprodukt, 15 kDa), iNOS (induzierbare Stickoxidsynthetase) und weitere Proteine mit direkter
oder indirekter antiviraler Funktion. Die Bindung von dsRNA und eventuell 5’-PPP-RNA fiihrt zu der
Aktivierung von PKR und OAS, wodurch es zu einem Stopp der Proteinbiosynthese und zu unspezifischer
Degradation zelluldrer und viraler RNA kommt. Die Mx-Proteine besitzen GTPase-Aktivitdt und hemmen
moglicherweise den intrazelluldren Transport viraler RNPs.

Die wichtigsten Typ | IFN-abhdngig exprimierten antiviralen Proteine, die die

Influenzavirusreplikation unterdriicken kénnen, sind die Proteinkinase R (PKR), MXxA
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(myxovirus (influenza virus) resistance A) und die 2’-5’-Oligoadenylatsynthetasen (OAS) -1
und -2 (Samuel, 2001).

PKR phosphoryliert in Anwesenheit von dsRNA, oder bestimmten ssRNA-Spezies, unter
anderem den Elongationsfaktor elF2a (Galabru & Hovanessian, 1987; Nallagatla et al.,
2007; Samuel, 1979) und inhibiert dadurch dessen essentielle Funktion bei der Initiation
der Proteinbiosynthese. Aktivierte PKR unterdriickt so die Translation zelluldrer und viraler
mRNA. Die PKR-Expression wird zwar Typ | IFN-abhdngig stimuliert, PKR ist aber auch
konstitutiv exprimiert. Die antivirale Bedeutung von PKR wird dadurch unterstrichen, dass
verschiedenste Viren die PKR-vermittelte Inhibition der Proteinbiosynthese unterdriicken.
So sequestriert das Vaccinia Virus Uber das E3L Protein dsRNA, ICP34.5 des humanen
Herpesvirus | sorgt fiir die Dephosphorylierung von elF2a und die Virus-assoziierte RNA1
von Adenoviren blockiert die dsRNA-Bindestelle in der PKR ohne zu deren Aktivierung zu
flihren (Chang et al., 1992; He et al., 1997; Kostura & Mathews, 1989).

Das humane MxA-Protein, eine Dynamin-dahnliche GTPase, ist im Zytoplasma lokalisiert
(Lindenmann, 1964; Staeheli & Haller, 1985). Die Typ | IFN-induzierte Expression der Mx-
Proteine kann die Replikation einiger Viren der Orthomyxoviridae (Influenza- und Thogoto
Viren), Paramyxoviridae (Masern Virus), Bunyaviridae (La Crosse Virus) und Rhabdoviridae
(Vesikulares Stomatitis Virus), Zelllinien- und Spezies-spezifisch, inhibieren. Bei Infektionen
von Thogoto und La Crosse Viren konnte gezeigt werden, dass das MxA Protein den
intrazelluldren Transport viraler Proteine oder Ribonukleoproteinpartikel inhibiert
(zusammengefasst in (Haller et al., 2007)).

Weiterhin wird die OAS durch eine Typ | IFN-Stimulation verstarkt exprimiert. Die Synthese
von 2’-5’-oligoA-Strangen durch die OAS in Gegenwart von dsRNA (Kerr & Brown, 1978),
depletiert den ATP-Haushalt der Wirtszelle und aktiviert die konstitutiv exprimierte
Endoribonuklease RNasel, welche nach Bindung an 2’-5’-oligoA unspezifisch virale und
zellulare RNA, einschlieBlich ribosomaler RNA, degradiert (Clemens & Williams, 1978; Diaz-
Guerra et al., 1999).

Zusatzlich stimulieren Typ | IFN die Expression und Sekretion verschiedener Zytokine von
Influenza A Virus-infizierten Epithelzellen, die zu der Rekrutierung und Aktivierung von
Makrophagen, dendritischen Zellen und Neutrophilen beitragen konnen (Veckman et al.,

2006).
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1.2.2.2 Modulation der nicht-adaptiven Immunantwort durch Influenza A Viren

Influenza A Viren unterdriicken die Aktivierung des Typ | IFN-Systems durch ihr NS1-
Protein. Ein NS1-defizientes Influenza A Virus vermehrt sich kaum in IFN-kompetenten
Zellen, aber effizient in VERO-Zellen oder STAT1-knock-out Mausen, deren Typ | IFN-
Antwort blockiert ist (Garcia-Sastre et al., 1998). Es wurde weiterhin gezeigt, dass das NS1-
Protein die Virus-vermittelte Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF-3, NF-kB und AP-1
und so die Induktion der Typ | IFN-Gene inhibiert (Garcia-Sastre et al., 1998; Guo et al.,
2007; Ludwig et al., 2002; Mibayashi et al., 2007; Talon et al., 2000; Wang et al., 2000).
Urspriinglich nahm man an, dass das NS1-Protein dazu wahrend der Virusreplikation
entstehende dsRNA-Intermediate bindet, diese vor den PRR sequestriert und so die
Aktivierung des Typ | IFN-Systems verhindert. Andere Studien fihrten die IFN-
antagonistische Wirkung des NS1-Proteins auf dessen Fahigkeit zuriick, Polyadenylierung,
SpleiBen und den nukledren Export zellularer mRNA zu inhibieren (Fortes et al., 1994; Lu et
al., 1994; Nemeroff et al., 1998; Qiu & Krug, 1994). Diese Fahigkeit der NS1-Proteine
scheint aber Virusstamm-spezifisch stark zu variieren (Kochs et al., 2007).

Die Transkriptionsfaktoren, die die Transkription der Typ | IFN-Gene stimulieren, werden
Uberwiegend RIG-I-vermittelt bei saisonalen Influenzavirusinfektionen aktiviert (Opitz et
al., 2007). Das Influenzavirus-NS1-Protein unterdriickt diese Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren. So wurde eine Interaktion zwischen den NS1-Proteinen saisonaler
Influenza A Viren und RIG-I nachgewiesen (Guo et al., 2007; Mibayashi et al., 2007). Des
Weiteren wurde auch eine Interaktion von NS1 mit TRIM25 gezeigt, wodurch eine TRIM25-
vermittelte aktivierende Ubiquitinylierung von RIG-I unterdriickt wird (Abbildung 1-5 und
(Gack et al., 2009)). Neben der Unterdriickung der Aktivierung des Typ | IFN-Systems und
somit der Expression IFN-induzierter antiviraler Proteine, wie beispielsweise Mx1, iNOS
und ISG15, moduliert das NS1-Protein auch die Aktivierung von PKR und OAS. Dazu bindet
und sequestriert NS1 PKR- und OAS-aktivierende RNA (Lu et al., 1995; Min & Krug, 2006)
und interagiert direkt mit PKR (Min et al., 2007; Tan & Katze, 1998). Weiterhin wirkt NS1
der virusinduzierten Apoptose infizierter Zellen durch eine Aktivierung des PI3K/Akt-

Signalweges entgegen (Ehrhardt et al., 2007).
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Abbildung 1-5: Das Influenza A Virus NS1-Protein inhibiert die Aktivierung des Typ | IFN-Systems durch
RIG-I und die Aktivierung der Proteinkinase R (PKR). Die wahrend der viralen Replikation gebildete 5’-PPP-
VRNA wird im Verlauf der Infektion aus dem Zellkern exportiert und von RIG-I und PKR gebunden. Das NS1-
Protein inhibiert RIG-I unter anderem durch Bindung an TRIM25, wodurch die Signalweiterleitung an IPS-1
und die folgende Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF-3/-7 und NF-kB unterdriickt wird. NS1 interagiert
weiterhin mit PKR und unterdriickt die zu deren Aktivierung essentielle Autophosphorylierung. Weiterhin
unterdriicken die NS1-Proteine einiger Stamme den Kernexport zellularer mRNA und so auch die Expression
antiviral wirkender Proteine. Modifiziert nach (Wolff & Ludwig, 2009).

Anhand von Mauszellen, denen gleichzeitig funktionelle PKR-, RNasel- und Mx-Gene
fehlen, wurde gezeigt, dass weitere Proteine in begrenztem Umfang zu einem IFN-
induzierten antiviralen Zustand beitragen (Zhou et al., 1999). Dies sind vermutlich antiviral
wirkende Proteine, wie beispielsweise die Adenosin-Desaminase (ADAR) oder ISG15. ISG15
(IFN-stimuliertes Genprodukt, 15 kDa) wird dhnlich Ubiquitin an verschiedene Proteine,
unter anderem an Proteine mit direkter oder indirekter antiviraler Wirkung konjugiert.
Waiahrend der Wirkmechanismus von ISG15 unbekannt ist, ist bekannt, dass ISG157-M3use
suszeptibler fur Influenzavirusinfektionen sind und dass das NS1-Protein von Influenza B
Viren die ISG15-Konjugation unterdriickt (Lenschow et al., 2007; Yuan & Krug, 2001; Zhao
et al., 2005).

1.3 Influenzavirus-Pandemien und ihre Entstehung

Zu einer Influenza-Pandemie, einem weltweiten Grippeausbruch, kommt es, wenn sich

neuartige Influenzaviren, gegen die der Mensch keine bestehende Immunitdt besitzt, in
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der menschlichen Population ausbreiten. Im 20. Jahrhundert kam es 1918, 1957 und 1968
zu solchen Pandemien sowie im Jahr 2009.

1918/19 verursachte ein Influenza A Virus vom Subtyp HIN1 die ,Spanische Grippe“ mit
20 - 50 Millionen Todesfillen weltweit. Man geht davon aus, dass das vermutlich rein
avidre H1N1-Virus direkt von Voégeln auf Schwein und Mensch (bertragen wurde
(Taubenberger et al., 1997). Die ,Asiatische Grippe” des Jahres 1957 wurde von einem
Influenza A Virus verursacht das neben 5 Segmenten des HIN1-Virus die PB1-, HA- und NA-
Segmente eines avidaren H2N2-Virus besal und demnach durch Reassortierung entstand
(Kawaoka et al., 1989; Scholtissek et al., 1978). Das Virus der ,Hong-Kong-Grippe” von
1968 entstand durch Reassortierung des zirkulierenden H2N2-Virus mit einem weiteren
avidren Influenza A Virus. Das so entstandene H3N2-Virus besal} neben dem HA auch das
PB1-Segment des aviaren Virus (Kawaoka et al., 1989).

Im Unterschied zu den bisher genannten Pandemien, kam es im Jahr 2009 bei der
»Schweinegrippe-Pandemie” zu einem Neueintrag eines Virus mit Oberflachenproteinen
bisher im Menschen vorkommender Subtypen. Allerdings besaR das H1N1-Virus das HA
Protein eines klassischen Schweinevirus und das NA-Protein eines eurasischen Vogel-
dahnlichen Schweinevirus. Aus diesen Viren stammen bis auf die Polymeraseuntereinheiten
auch die weiteren Genomsegmente. PA und PB2 entstammen einem Nordamerikanischen
avidren Influenzavirus und das PB1-Segment einem saisonalen H3N2-Stamm (Dawood et
al., 2009; Neumann et al., 2009).

Reassortante Influenzaviren entstehen durch gleichzeitige Infektion einer Zelle mit
verschiedenen Influenzavirusstéammen. In die neu gebildeten Virionen werden dann
Segmente beider Viren eingebaut (Webster et al., 1971). Die H2N2- und H3N2-
Reassortanten entstanden moglicherweise in Schweinen, die auf ihren Lungenzellen
Membranproteine mit a2,3- und a2,6-verknipften Sialinsdureresten tragen und demnach
gut von aviaren und humanen Influenza A Viren infiziert werden kénnen. In Schweinen
konnen so reassortante Viren entstehen, denen das humane Immunsystem naiv gegeniiber
steht und die sich auch von Mensch zu Mensch gut verbreiten, da sie humane Zellen tber
a2,6-Sialinsdurereste infizieren konnen.

Neben Reassortierungsereignissen, die zu einem so genannten Antigen-shift fuhren
kénnen, kommt es in den im Menschen zirkulierenden saisonalen Influenzaviren zu dem

Auftreten von Drift-Varianten. Durch kleinere Unterschiede in den Oberflachenproteinen
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entgehen diese Varianten den durch Impfungen oder durch friihere Infektionen im
Menschen gebildeten neutralisierenden Antikérpern und verursachen dadurch die
saisonalen Grippewellen.

Ursache fiir die Entstehung solcher Drift-Varianten ist die hohe Fehlerrate der RNA-
abhangigen RNA-Polymerase, wodurch es zu haufig auftretenden Aminosaureaustauschen
in den viralen Proteinen kommt.

Je nach Wirt in dem das Virus repliziert, werden auch vorteilhafte Aminosaureaustausche
in anderen Virusproteinen selektioniert. Da Influenzaviren Uberwiegend in Voégeln
replizieren, sind sie sehr gut an avidare Wirte angepasst. In Vogeln vorteilhafte Varianten
konnen bei zoonotischen Infektionen allerdings hinderlich sein und neue, fiir die
Replikation im neuen Wirt vorteilhafte, Varianten bilden sich selektionsbedingt aus. Dies
kann dazu fiihren, dass es zu deutlichen funktionellen Unterschieden zwischen
Influenzavirusproteinen von beispielsweise humanen und avidren Influenzavirusstaimmen
kommt. So ist bekannt, dass aviare Influenzaviren in humanen Zellen initial schlecht
replizieren (Hayman et al.,, 2007; Hayman et al., 2006) und dass Influenzaviren durch
mehrmaliges Passagieren in einem Wirt an diesen adaptiert werden konnen. Dabei
akkumulieren genetische und funktionelle Unterschiede mit der zunehmenden
Zirkulationsdauer des Virus im neuen Wirt. Die zunehmende Affinitdt der Influenzavirus
HA-Proteine zu a2,6-verknilipften Sialinsdureresten ist daflir ein gutes Beispiel. Eine
weitere haufig beobachtete Anpassung ist der Aminosaureaustausch E627K im PB2-Protein
bei einem Neueintrag avidrer Influenzaviren in die menschliche Population (Subbarao et

al., 1993).

1.3.1 Antivirale Therapie und Prophylaxe

Momentan sind zwei Wirkstoffklassen antiviraler Medikamente gegen Influenza A Viren
verfigbar. Adamantane (Amantadin und Rimantadin) blockieren die lonenkanalfunktion
des M2-Proteins (Hay, 1992) und Oseltamivir (Tamiflu, Roche) und Zanamivir (Relenza,
GlaxoSmithKline) inhibieren die virale Neuraminidase (Abbildung 1-6). Adamantan-
resistente H3N2-Influenzavirusstdmme sowie Oseltamivir-resistente HIN1-Stamme sind
mittlerweile aber weit verbreitet (AGI, 2008). Die neue pandemische H1IN1-Variante aus
Schweinen weist bisher eine Resistenz gegen Adamantane, kaum aber gegen Oseltamivir

auf (CDC, 2009).
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Abbildung 1-6: Strukturformeln der zugelassenen antiviralen Chemotherapeutika Oseltamivir (links) und
Zanamivir (rechts). Oseltamivir wird unter dem Markennamen Tamiflu in Tablettenform vertrieben, wahrend
Zanamivir als Relenza als zu inhalierendes Pulver angeboten wird [http://en.wikipedia.org/wiki/Oseltamivir
und http://en.wikipedia.org/wiki/Zanamivir].

Impfstoffe vermitteln einen sehr guten Schutz gegen saisonale Influenzaviren, kénnen aber
nur gegen Stamme schiitzen die bereits bekannt sind und fir eine Anzucht zur Verfiigung
stehen. Die Vorlaufzeit fiir ,Grippe“-Impfstoffe betragt zurzeit etwa ein halbes Jahr, wie
die Entwicklung und Produktion von Impfstoffen gegen die neue H1N1-Variante
(Schweinegrippe) zeigte. Des Weiteren muss die Formulierung der trivalenten saisonalen
Influenzavirusvakzine auf Grund der auftretenden Drift-Varianten kontinuierlich angepasst

werden.

1.3.2 Charakteristika zoonotischer Influenza A Viren des Subtyps H5N1

Wahrend die vergleichsweise milden Pandemien 1957 und 1968 durch reassortante Viren
ausgeldst wurden, kam es bei der verheerenden Spanischen Grippe vermutlich zu einer
direkten Ubertragung avidrer Influenzaviren auf den Menschen. Auch die Influenza A Viren
des Subtyps H5N1 (,Vogelgrippe”) wurden 1997 direkt von Végeln auf den Menschen
Ubertragen. Von den 18 initial in Hongkong Infizierten starben 6 Menschen bevor das
Keulen allen Gefligels in Hongkong diesen Ausbruch beendete. Seit Beginn des Jahres
2003 kommt es erneut zu direkten Ubertragungen von avidren H5N1 Influenza A Viren auf
den Menschen. Bis Juni 2010 wurden der WHO anndhernd 500 Infektionen im Menschen
gemeldet, die zu etwa 60 % fatal verliefen (WHO, 2010a).

Im Gegensatz zu den oben genannten pandemischen Influenza A Viren und der aktuell
zirkulierenden H1N1-Variante aus Schweinen, wurde eine direkte Ubertragung der H5N1-
Stamme von Mensch zu Mensch nur in Ausnahmefdllen beobachtet. Da H5N1-Stamme
jedoch fortgesetzt auf den Menschen libertragen werden, besteht weiterhin die Gefahr,

dass sie durch Reassortierung oder andere genetische Verdanderungen eine hohere
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Ubertragbarkeit von Mensch zu Mensch erwerben und in Folge dessen eine Pandemie
auslosen konnten.

Die zoonotischen H5N1-Infektionen im Menschen unterscheiden sich im Krankheitsverlauf
deutlich von Infektionen mit saisonalen Influenzaviren. H5N1-infizierte Patienten zeigen
neben allgemeinen Grippesymptomen, Atemnot und Leukopenie und entwickeln haufig
schwere virale Pneumonien, die zu einem akuten Atemnotsyndrom (acute resipratoy
distress syndrome, ARDS) und multiplem Organversagen bis hin zum Tod fiihren (Abdel-
Ghafar et al., 2008). Berichte Uber andere Influenza A Viren, die bei Infektion im Menschen
eine so hohe Mortalitat (= 60 %) verursachen, sind nicht bekannt (WHO, 2010b). Die hohe
Pathogenitat der H5N1-Stamme wurde mit einer hohen Viruslast in den Infizierten und
einer starken Zytokininduktion in Zusammenhang gebracht (de Jong et al., 2006; Deng et
al., 2008; Peiris et al., 2004; To et al., 2001; Uiprasertkul et al., 2007). Damit
Ubereinstimmend sind in HS5N1-Infizierten oftmals eine periphere Lymphopenie,
interstitielle Pneumonien, aktive Hamophagozytose sowie vielfdltige Schadigungen der
Lunge nachweisbar (Ng et al., 2006; To et al., 2001; Tran et al., 2004; Uiprasertkul et al.,
2007). Ob die teilweise beobachteten hohen Zytokinkonzentrationen in Patientenseren
Ursache oder Folge der beobachteten Lungenschaden in H5N1-Patienten sind, ist jedoch
unklar (Uiprasertkul et al., 2007).

Die in H5N1-Infizierten beobachtete Hamophagozytose, ist vergleichbar mit der so
genannten Hamophagozytischen Lymphohistiozytose (HLH) (Henter et al., 2006). Die oft
fatal verlaufende HLH geht einher mit einer massiven Hyperzytokinamie, tritt oft als Folge
bakterieller, viraler oder Tumorerkrankungen auf und &dhnelt im Krankheitsbild einer
akuten Sepsis (Fisman, 2000). Die Phagozytose von Blutzellen und deren Vorlauferzellen
erfolgt durch Makrophagen und Monozyten, die wahrscheinlich durch hohe
Konzentrationen an IFNy, TNFa und IL-6 aktiviert werden. Als Quelle dieser Zytokine
werden deregulierte T-Lymphozyten vermutet (zusammengefasst in Fisman, 2000). Eine
Verbindung zwischen einer unkontrollierten IFN-Antwort und einem fehlerhaften
Umschalten auf eine adaptive Immunantwort wurde fiir fatale SARS-
Coronavirusinfektionen, die ebenfalls zu einer Hyperzytokinamie fiihren, postuliert und fiir
H5N1-Infektionen vermutet (Cameron et al., 2007).

Die beobachtete hohe Zytokinsekretion und die starke Aktivitdt von Immunzellen in H5N1-

Patienten deuten darauf hin, dass wahrend H5N1-Infektionen das humane nicht-adaptive
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Immunsystem stark aktiviert wird, was direkt oder durch eine fehlerhafte Aktivierung
adaptiver Immunmechanismen den Krankheitsverlauf negativ beeinflussen kdonnte.

Im Unterschied zu den H5N1-Stammen, sind die Influenza A Viren, die saisonale
Grippewellen verursachen, streng darauf angewiesen, die Aktivierung des nicht-adaptiven
Immunsystems zu unterdriicken, um sich effizient im Menschen vermehren zu kdnnen.
Auch in Zellkulturexperimenten wurde gezeigt, dass HS5N1-Isolate aus Patienten die
Transkription der Typ | IFN-Gene stark stimulieren kdnnen und dass verschiedene Zytokine
im Vergleich zu saisonalen Influenzaviren verstarkt von H5N1-infizierten humanen Zellen
sekretiert werden (Chan et al.,, 2005; Cheung et al., 2002). Weitere Untersuchungen
zeigten, dass sich H5N1-Stamme aus dem Jahr 1997 auch in Anwesenheit von IFNa, IFNy
oder TNFa, Hauptaktivatoren der antiviralen Funktionen des nicht-adaptiven
Immunsystems, zu dhnlich hohen Titern wie in unstimulierten Zellen vermehren kdnnen.
Saisonale Influenzaviren zeigten diese Fahigkeit, die mit dem H5N1-NS-Segment assoziiert
wurde, nicht (Seo et al, 2002). Urspriinglich wurden diese Versuche als auf
Lungenepithelzellen vom Schwein durchgefiihrt, publiziert. Die Herkunft der Zellen aus der
Schweinelunge wird mittlerweile aber bezweifelt (Silversides et al., 2010).

Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die H5N1-Stamme gut im Menschen
replizieren kénnen, trotzdem sie, im Gegensatz zu saisonalen Influenzaviren, eine starke
nicht-adaptive Immunantwort auslésen. Wahrend die starke Aktivierung der
Immunantwort durch schlechte Anpassung an humane Zellen hervorgerufen werden
kdénnte, scheint die Immunantwort gegen die H5SN1-Stdamme unwirksam zu sein. Es ware
aber auch denkbar, dass andere Besonderheiten in den asiatischen H5N1-Stammen diesen
Viren einen Vorteil vermitteln, der den Nachteil der starken nicht-adaptiven
Immunantwort auf deren Vermehrung aufwiegt.

Die gute Vermehrung der H5N1-Stamme im Menschen wird sicher teilweise durch das
Fehlen neutralisierender Antikérper beglinstigt. Auch besitzen die H5N1-Stamme die
Fahigkeit sich systemisch im Menschen auszubreiten (Buchy et al., 2007; de Jong et al.,
2006; Gu et al., 2007). Die Fahigkeit dazu liegt im HA-Protein dieser Viren. Die HA-Proteine
von H5- und H7-Subtypen kénnen eine multibasische Spaltstelle aufweisen. Solche HA-
Proteine, wie sie auch in den asiatischen H5N1-Stammen vorkommen, sind nicht auf
spezifische extrazellulare Proteasen zu ihrer Aktivierung angewiesen, sondern werden

bereits im Trans-Golgi-Netzwerk durch ubiquitdr vorkommende Subtilisin-ahnliche
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Proteasen in HA1 und HA2 prozessiert und aktiviert (Klenk & Garten, 1994; Stieneke-
Grober et al., 1992). Die multibasische Spaltstelle wird auch mit der hohen Pathogenitat
dieser Viren in Vogeln assoziiert, wenn auch neuere Erkenntnisse vermuten lassen, dass
eine multibasische Spaltstelle allein nicht ausreichend ist, um eine hohe Pathogenitat in
Vogeln zu vermitteln (Stech et al., 2009).

Weiterhin werden die NS1-, PB1-F2- und PB2-Proteine als wichtige Determinanten fir die
Pathogenitat der H5SN1-Stamme in Sdaugern betrachtet. Im PB2-Protein der H5N1-Stamme
sind Adaptationen (E627K, D701N und einige mehr) beschrieben, die mit der hohen
Pathogenitat der HS5N1-Stamme assoziiert werden konnten und zu einer besseren
Vermehrungsfahigkeit in Sdugern fihren (Chen et al., 2007b; Le et al., 2009; Li et al., 2009;
Li et al., 2005; Mehle & Doudna, 2008; Subbarao et al., 1993). Fiir das H5N1 PB1-F2-Protein
ist eine stark pro-apoptotische Aktivitat beschrieben. Fiir die Aminosaureposition 66 in
PB1-F2 wurde gezeigt, dass ein Serin an dieser Position einem H5N1-Stamm aus dem Jahr
1997 und dem rekonstituierten H1N1-Virus von 1918 eine hoéhere Pathogenitdt und
Virulenz in Maé&usen vermittelt (Conenello et al., 2007). Wéahrend die NS1-Proteine
saisonaler Influenzaviren die Aktivierung einer IFN-Antwort in humanen Zellen inhibieren,
ist unklar, ob die H5N1-NS1-Proteine diese Fahigkeit ebenfalls besitzen (Cheung et al.,
2002; Lipatov et al., 2005). Die H5N1-NS1-Proteine wurden aber auch fiir die effiziente
Vermehrung von H5N1-Stammen auf IFN-behandelten Zellen verantwortlich gemacht,
wahrend saisonale Influenzaviren diese Fahigkeit nicht aufwiesen (Seo et al., 2002). Die

NS1-Proteine kdnnten so wesentlich zu der Pathogenitat der HSN1-Stamme beitragen.

1.4 Fragestellung

Es ist bekannt, dass saisonale Influenza A Viren die von RIG-I vermittelte Aktivierung des
Typ | IFN-Systems durch ihr NS1-Protein effizient unterdriicken (Garcia-Sastre et al., 1998;
Guo et al., 2007; Huang et al., 2000; Ludwig et al., 2002; Mibayashi et al., 2007; Opitz et al.,
2007; Pichlmair et al., 2006; Talon et al., 2000). Dies ist essentiell fiir ihre effiziente
Vermehrung in humanen Zellen, da die Expression IFN-stimulierter Gene die Replikation
dieser Viren stark unterdriickt. Weiterhin wurde gezeigt, dass bestimmte hochpathogene
asiatische H5N1-Stamme im Menschen eine starke Sekretion verschiedener Zytokine
auslosen, in humanen Zellen das Typ | IFN-System stark aktivieren und zumindest in
einigen Zellen in Gegenwart hoher Typ | IFN-Konzentrationen gut replizieren (Chan et al.,

2005; Cheung et al., 2002; de Jong et al., 2006; Seo et al., 2002). Andererseits ist bekannt,
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dass aviare Influenzaviren sich in humanen Zellen oft nur schlecht vermehren (Hayman et
al., 2007; Hayman et al., 2006). Fir die direkt von Vogeln auf den Menschen (ibertragenen
H5N1-Stamme ist allerdings eine gute Vermehrungsfahigkeit im Menschen oder humanen

Zellen gezeigt (de Jong et al., 2006; Zeng et al., 2007).

Es sollten daher folgende Fragestellungen untersucht werden:

1. Unterscheiden sich H5N1-Isolate, die aus Patienten oder Vogeln isoliert wurden, in
ihrer Vermehrungsfahigkeit in humanen Zellen und wie stark aktivieren sie das
humane Typ | IFN-System? Welchen Einfluss hat das humane Typ | IFN-System auf
die Vermehrungsfahigkeit verschiedener H5N1-Isolate?

2. Finden sich genomische oder funktionelle Unterschiede in den untersuchten H5N1-
Stammen, auf die gegebenenfalls die beobachteten Unterschiede zu saisonalen
Influenzaviren bei der Aktivierung und Blockade des humanen Typ | IFN-Systems
zuriickgefihrt werden kénnen?

3. Zeigen insbesondere die H5N1-NS1-Proteine Unterschiede in ihrer Funktionalitat

die Aktivierung des humanen Typ | IFN-Systems zu unterdriicken?

Um diesen Fragen nachzugehen wurden verschiedene HS5N1-Isolate aus Vogeln und
Menschen im Hinblick auf ihre Replikationsfahigkeit und Induktion des Typ | IFN-Systems in
verschiedenen humanen Zellkultursystemen untersucht und mit einem saisonalen H3N2-
Isolat und einer rekombinanten Variante dieses Isolates mit einer Deletion des NS1-Genes
verglichen.

Motivation dieser Arbeit war es, zu klaren, durch welche viralen Faktoren und tber welche
Signalwege es bei H5N1-Infektionen in humanen Zellen zu der berichteten starken
Aktivierung des Typ | IFN-Systems im Vergleich zu saisonalen Influenzaviren kommt. Die
Ursachen der beschriebenen Hyperzytokinamie bei H5N1-Infektionen lieBen sich dadurch
moglicherweise auf molekularer Ebene erkldren. Die effiziente Replikation der H5N1-
Stamme in Anwesenheit hoher Typ | IFN-Konzentrationen deutete weiterhin auf eine fir
Influenzaviren bisher nicht beobachtete Fahigkeit hin, der antiviralen Wirkung von Typ |
IFN zu entgehen. Ein besseres Verstandnis der Prozesse bei der Modulation des nicht-
adaptiven Immunsystems durch Influenzaviren dient nicht nur dem Erkenntnisgewinn,

sondern kdnnte moglicherweise auch zu neuen Therapieansatzen fiihren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

1,5 ml Reaktionsgefalle

15 ml Réhrchen

50 ml R6hrchen

Acrylamid (Rotiphorese)

Agarose NEEO Ultra Qualitat
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampizillin

Avicel RC-581

B-Mercaptoethanol

Bacto-Agar

Borsdure

Bruteier (VALO SPF-Eier)
Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin 30 % (BSA)
Bovines Albumin (BA) Fraktion V
Medium fiir bronchiale Epithelzellen (BEGM)
Calciumchlorid

Ciprofloxacin

CL-XPosureTM Film

Coomassie Brilliant Blue R250
DEAE-Dextran

Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol (DTT)
DNA-Ldngenstandard Mass Ruler
DNA-Langenstandard Fast Ruler
DNA-6x Ladepuffer

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM)
Einwegspritzen

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendinitrilotetraessigsdure (EDTA)
FACS-Rohrchen

Formaldehyd 10 % (Methanol-frei)
Formaldehyd 37 %

Fotales Rinderserum (FBS)
Glukose

L-Glutamin

Glyzerol

Glyzin

Hefeextrakt

HiPerfect

IFNa, rekombinant

IGEPAL CA-830

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kristallviolett

LipofectAMINE2000

poly-D-Lysin
Lymphozyten-Separationsmedium LSM-1077
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Sarstedt, Nimbrecht

Roth, Karlsruhe

TPP, Schweiz

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

FMC BioPolymer, Belgien
Roth, Karlsruhe
Becton-Dickenson, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Lohmann, Cuxhaven

Sigma, Steinheim

PAA Laboratories, Linz
Roth, Karlsruhe

Lonza, USA

Merck, Darmstadt

MP Biomedicals, Eschwege
Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
Polysciences, Inc., USA
Roth, Karlsruhe

Biochrom, Cambridge, GB
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Becton-Dickenson, Heidelberg
Qiagen, Hilden

PBL InterferonSource, NJ, USA
Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Steinheim

PAA Laboratories, Linz
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Magnesiumchlorid

Methanol

Milchpulver

Minimal Essential Medium (MEM)
Natriumchlorid

Natriumdesoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat

Natriumhydroxid

Natriumvanadat

Nichtessentielle Aminosauren, Lésung fur die Zellkultur
Nitrozellulose Transfer-Membran (Protran)
Opti-MEM

Opti PRO SFM ohne Glutamin
Paraformaldehyd

Pefabloc

Penizillin/Streptomyzin (Pen/Strep)

Pipetten fiir die Zellkultur

Protein-Assay zur Protein-Konzentrationsbestimmung
Protein-Molekulargewichtsstandard

RPMI 1640

Salzsaure

Schwefelsdure

SuperSignal WestDura Extended Duration Substrat
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Triton-X100

Trypsin/EDTA

Trypsin (TPCK behandelt)

Trypton

Tween-20

Zellkulturflaschen

Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen

Zellkulturschalen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe
Schleicher & Schuell, Dassel
Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe
Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

BioRad, Miinchen
Fermentas, St. Leon-Rot
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Steinheim

Difco, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

TPP, Schweiz

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
TPP, Schweiz

Greiner, Solingen

Zellschaber TPP, Schweiz

2.1.2 Verwendete Zellen

293T-Zellen Humane Nierenzelllinie

A549-Zellen Humane adenokarzinome Lungenepithelzelllinie
Calu-3-Zellen Humane Bronchioepithelzelllinie

Humane Makrophagen

Humane Lungengewebe

zu Makrophagen ausdifferenzierte Monozyten aus Spenderblut

Uberwiegend alveoldre Lungendissektionen, tumorfrei

MDCK-Zellen Epithelzelllinie aus der Niere eines Hundes
NHBE-Zellen Primare humane Bronchioepithelzellen
VERO-Zellen Epithelzelllinie aus der Niere einer Griinen Meerkatze; serumfrei,

(AVIR GreenHills Biotechnology, Osterreich)
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2.1.3 Influenzavirusstaimme

HK/97 - A/Hongkong/156/1997 (H5N1) Stammsammlung FG 17; RKI; Berlin
Thai/04 - A/Thailand/1 (Kan-1)/2003 (H5N1) Stammsammlung FG 17; RKI; Berlin
Ch/Ind - A/Chicken/Indonesien/R132/2006 (H5N1) Stammsammlung FG 17; RKI; Berlin
Duck/VN - A/Duck/Vietnam/TG24-01/2005 (H5N1) Stammsammlung FG 17; RKI; Berlin
Buzz/BIn - A/Common Buzzard/Berlin/1/2006 (H5N1) Stammsammlung FG 17; RKI; Berlin
Pan/99 - A/Panama/2007/1999 (H3N2) Stammsammlung FG 17; RKI; Berlin
Pan-deINS1 - A/Panama-deINS1 (H3N2) Stammsammlung FG 17; RKI; Berlin

Angegeben sind die hier gebrauchten Abkiirzungen und vollstdndigen Bezeichnungen der
verwendeten Influenzavirusstimme. Bei den H3N2-Stammen (Pan/99 und Pan-delNS1)
handelt es sich um rekombinante Viren, dargestellt von A. Zéhner, RKI. Das rekombinante
Pan/99-Virus wurde bereits charakterisiert und zeigt eine zum nattrlichen Isolat identische
Vermehrungsfahigkeit (Anton, 2010) und I6st eine vergleichbar geringe Typ | IFN-Sekretion

in A549-Zellen aus (personliche Mitteilung G. Heins).

2.1.4 Bakterienstimme

Escherichia coli, Stamm XL1-Blue Bioline, Luckenwalde

2.1.5 Maedien fiir Bakterien

LB-Medium Trypton 10 g/l
Hefeextrakt 5g/l
NaCl 10g/l

pH 7,2, Antibiotika-Zugabe nach dem Autoklavieren

2x YT-Medium Trypton 16 g/
Hefeextrakt 10 g/l
NaCl 10 g/l
pH 7,2
SOC- Medium Trypton 20 g/l
Hefeextrakt 5g/l
NaCl 10 mM
KCl 2,5mM
(nach dem Autoklavieren) Mg2+ -Stock 20 mM
Mg**-Stock MgCl, x 6 H,0 1M
MgS0,4, 7 H,0 1M
Glukose 0,4 % (w/v)
LB-Agar mit Ampizillin LB-Medium
Bacto-Agar 1,5 % (w/v)
(nach dem Autoklavieren und Abkihlen auf < 50 °C) Ampizillin 100 pg/ml
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2.1.6 Enzyme

Calf intestine alkaline phosphatase (CIAP) (200 U/pl) Fermentas, St. Leon-Rot
RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptase (200 U/pl) Fermentas, St. Leon-Rot
M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/pl) Invitrogen, Karlsruhe

RNase | (100 U/pl)
RNase IIl (1 U/pul)
RNasin (40 U/ul)
BsmB1 (10 U/ul)

2.1.7 Kits

Invisorb Spin Plasmid Mini Two

QIA Shredder Kit

QIAspin Plasmid Maxi/Midi/Mini Kit
QIAEXII Gel Extraction Kit

QlAquik PCR Purification Kit

Expand High Fidelity PCR System
In-Fusion Dry-Down PCR Cloning Kit
BigDye Terminator 3.1 Kit

QlAamp MinElute Virus Spin Kit
IFNB-ELISA

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Promega, Mannheim

NEB, Frankfurt am Main

Invitek, Berlin

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim
Clonetech/Takara, Frankreich
Applied Biosystems, Darmstadt
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Zytokin-Multiplex-ELISA BioRad, Miinchen und Panomics, Italien

2.1.8 Plasmide

pHW2000 erhalten von R. Webster (Hoffmann et al., 2000)
pHW2000-A/Pan/2007/99-PB1
pHW2000-A/Pan/2007/99-PB2
pHW2000-A/Pan/2007/99-PA

(A. Zdhner, RKI, FG 17)
(
(
pHW2000-A/Pan/2007/99-HA (A. Zéhner, RKI, FG 17)
(
(

A. Zdhner, RKI, FG 17)
A. Zdhner, RKI, FG 17)

pHW2000-A/Pan/2007/99-NP
pHW2000-A/Pan/2007/99-NA

A. Zohner, RKI, FG 17)
A. Zdhner, RKI, FG 17)

pHW2000-A/Pan/2007/99-M (A. Zoéhner, RKI, FG 17)
pHW2000-A/Pan/2007/99-NS (A. Zohner, RKI, FG 17)

pTK-RL-luc Promega

pNF-kB-luc Stratagene/Agilent Technologies

p125-luc erhalten von T. Fujita (Yoneyama et al., 1996)
pHW2000-A/Vietnam/1194/2004-HA (A. Zoéhner, RKI, FG 17)
pHW2000-A/Moskau/10/99-HA (A. Anton, RKI, FG 17)
pHW2000-A/WSN/33-HA (A. Zoéhner, RKI, FG 17)
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2.1.9 Oligonukleotide

Oligonukleotide zur Amplifikation und Sequenzierung des PA-Segments

BD-Uni-PA1

CGA AGT TGG GGG GGA GCG AAA GCA GGT AC

BD-Uni-PA2

GGC CGC CGG GTT ATT AGT AGA AAC AAG GTA CTT

[A/Thai-HK-PA-1501-1483 r

[TGA ATT TGC TTATCATTG G

[A/Thai-HK-PA-1301-1319 f

CAA TTG AGC ACATTG CAA G

Oligonukleotide zur Amplifikation und Sequenzierung des NA-Segments

|A/Ck/duck-Ind/VN-PA-1663-1644 1

CTC CTA TCT CGa GGA CAC AG

BD-Uni-NA-1

GCA AGT TGG GGG GGA GCA AAA GCA GGA GT

A/Ck/duck-Ind/VN-PA intern f

[TCC CAC TTG AGG AAT GAT AC

BD-Uni-NA-2

GGC CGC CGG GTT ATT AGT AGA AAC AAG GAG T

PA-Buzzard-1136-1155 1

CGT CAT TTC TTA CTT CTC CGC

NA-Buss1160-1190 f

[TCC AGC ATC CAG AAC TGA CAG GAT TAG ATT GC

PA-Buzzard-88-69-f

[ATC CGA GAT TGG AGC CAC AC

NA-Buss150-121 r

GCT GAT TGG TTC AGC TTG GCG TTG ATT CCC

Oligonukleotide zur At

mplifikation und Sequenzierung des PB1-Segments

Oligonukleotide zur Amplifikation und Sequenzierung des M-Segments

PB2-598-616 GAA GAA CTC CGA GAT TGC
PB2-1735-1718 1 TTG CAG GAT TCG GAG ACC
PB2-Buzzard-133-114 f TAT CTC CCG AAG AGG TCA GC
PB2-Buzzard-99-93d1 r CGT CAT TTC TTA CTT CTC CGC
Olj; ide zur und ierung des HA.
BD-Uni-HA-1 CGA AGT TGG GGG GGA GCA AAA GCA GGG G
BD-Uni-HA-2 GGC CGC CGG GTT ATT AGT AGA AAC AAG GGT GTT TTT AAC

Sonde M+64 MGB

BD-Uni-PB1-1 CGA AGT TGG GGG GGA GCG AAA GCA GGC A BD-Uni-VI-1 JCGA AGT TGG GGG GGA GCA AAA GCA GGT AG
BD-Uni-PB1-2 GGC CGC CGG GTT ATT AGT AGA AAC AAG GCATTT BD-Uni-M-2 IGGC CGC CGG GTT ATT AGT AGA AAC AAG GTA G
PB1-484-503 GGT CTA ACA GCT AAT GAATC
PB1-Buzzard/Rev-1062-1042 GTT TGA GAA CAT TAT AGG GGC Oligonukleotide zur Amplifikation und Sequenzierung des NS-Segments
PB1-HK+Thail121-1145 f ICAC AAA TAC CAG CAG ARATGC TTG C BDUn NS Al JCGA AGT TGG GGG GGA GCA AAA GCA GGG TG
PB1-HK+Thai 1373-1348 1 [TGA GAG CGA AAT CAT CAG AGG ATT GG BDUnNSE2 [GGC CGC CGG GTT ATT AGT AGA AAC AAG GGT G
PB1-HK+Thai 542-564 f CAA TGG ATA AGG AAG AAA TGG AG
PB1-HK+Thai 10180 1 CCA GTA TAA GGG AAT GTG GTA C o Tevars Tran R on won VA
PB1-HK+Thai 1624-1643 f [ATG ATA AAC AAC GAC CTT GG Unil2a IAGC AAA AGC AGG
PB1-HK+Thai 2160-2180 f [AGG CCA GTT GGA ATT TCC AGC Unil2g IAGC GAA AGC AGG
PB1-Indo-VN-1200 f CTG AAT CTT GGA CAG AAA AGG
PB1-Indo-VN-500 f GCT GCA ACT GCT TTG GCC AAC
= — - — Oligonukleotide real time -Experimente

- zur inid ung des Pl M+ 25 [AGA TGA GTC TTC TAA CCG AGG TCG
BD-Uni-PB2-1 CGA AGT TGG GGGG GGA GCG AAA GCA GGT C M-124 CCW GCA AAR ACA TCY TCA AGT YTC TG
BD-Uni-PB2-2 GGC CGC CGG GTT ATT AGT AGA AACAAG GTCGTT T

FAM - TCA GGC CCC CTC AA - MGB

Tubulin fw. TGG AAC CCA CAG TCATTG ATG A
Tubulin rev. [TGA TCTC CCT TGC CAATGG TGT A
Sonde FAM - AGA TGC TGC CAA TAA CTA TGC CCG AGG- P

small interfering -RNA

Kontroll-siRNA (sense)

UUC UCC GAA CGU GUC ACG U-dTdT

A/Buss-HA-1403-1432 f

TAG GGA TAA TGC AAA GGA GCT TGG TAA CGG

[A/Buss-HA-252-223 ¢

CAT TGA GGA ATT CGT CACACA TTG GGT TCC

HAH5-1203-1184

GAT CGA GTT GAC CTT ATT GG

HSHA-Primer 428-444 f

CCC AAA AGT TCT TGG TC

H5-HA 504-480 r

[AAA CTA TTC GGT ATG GTG TAA AGA

Kontroll-siRNA (ant/- )

ACG UGA CAC GUU CGG AGA A-dTdT

RIG-I-siRNA (sense)

CGA UUC CAU CAC UAU CCA U-dTdT

RIG-I-siRNA (anti-sense)

[AUG GAU AGU GAU GGA AUC G-dTdT

Tabelle 2-1: Verwendete Primer, Sonden und siRNA

2.1.10 Antikorper

Primdre Antikorper

gerichtet gegen Hersteller/Vertreiber Spezies Verdiinnung

Influenza A/NS1 BioGenes Kaninchen 1:5000

Influenza A/NP Sigma/ABD-Serotec Maus 1:1000

[B-Tubulin Sigma Maus 1:10.000

a-Aktin Novus Biologicals Kaninchen 1:4.000

Rig-I Axxora Kaninchen 1:1000

Statl Santa Cruz Maus 1:200

p-Statl Cell Signaling Technology Kaninchen 1:1.000

STAT2 Santa Cruz Kaninchen 1:800

p-STAT2 Cell Signaling Technology Kaninchen 1:1.000

PKR Epitomics Kaninchen 1:2.500

p-PKR (T446) Epitomics Kaninchen 1:1.000

elF2a Cell Signaling Technology Kaninchen 1:1.000

p-elF2a (S51) Cell Signaling Technology Kaninchen 1:1.000

CD14-FITC BD-Biosciences Maus 1:50

CD206-APC BD-Biosciences Maus 1:50

CD86-PE BD-Biosciences Maus 1:50

CD3-FITC BD-Biosciences Maus 1:50

CD56-PE BD-Biosciences Maus 1:50

CD8O-FITC BD-Biosciences Maus 1:50

HLA-RD-FITC BD-Biosciences Maus 1:50

CD154-APC BD-Biosciences Maus 1:50

Sekundére Antikérper
lgerichtet gegen Hersteller/Vertreiber Spezies Verdiinnung

Polyklonaler anti-Kaninchen-HRP Dako Cytomation Schwein 1:10.000
Polyklonaler anti-Maus-HRP Dako Cytomation Kaninchen 1:10.000
IRDye 800 CW anti-Kaninchen Li-Cor Ziege 1:8.000
IRDye 600 anti-Maus Li-Cor Ziege 1:10.000
Polyklonaler anti-Kaninchen-HRP Cell Signaling Technology Ziege 1:10.000

Tabelle 2-2: Fiir Western Blots und FACS-Untersuchungen verwendete Antikdrper
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2.1.11 Puffer und Losungen
PBS

Kristallviolett-L6sung

Zelllysispuffer

10x SDS-Elektrophoresepuffer

6x SDS-Probenpuffer

Semidry-Blotpuffer

10x TBS-T

10x TBE-Puffer

6x DNA-Probenpuffer

2.1.12 Gerate

ABI Prism 3100 Genetic Analyzer
BIO-LINK CrossLinker

NacCl

KCl
Na,HPO,
KH, PO,

Ethanol
Kristallviolett

Tris, pH 7,5
NaCl

Glyzerol

SDS
Na-Deoxycholat
NP40

EDTA

NasVO,
Pefabloc

Tris
Glycin
SDS

0,5 M Tris-HCl, pH 6,8
1 M Tris-HCl, pH 7,5
1 M HCI

SDS

0,5 M EDTA

Glyzerin
Bromphenolblau
B-Mercaptoethanol

Tris
Glyzin
SDS
Methanol

Tris-HCI, pH 8,0
NaCl
Tween 20

Tris
Borsaure
EDTA, pH 8,0

Bromphenolblau
Xylencyanol
Glycerol

EDTA, pH 8,0

Applied Biosystems

137 mM
2,7mM
80,9 mM
1,5mM

1:10 mit 4 % Formaldehyd/PBS verdiinnte 10x Stocklésung aus

20 % (v/v)
1% (w/v)

25 mM
137 mM
10 % (v/v)
0,1 % (w/v)
0,5 % (w/v)
1% (v/v)
2mM
1mM
1mM

250 mM
1,92 M
10 g/

9,8 ml

1,2 ml

0,4 ml

1,7¢g

0,5 ml

5ml
Spatelspitze
8 % (v/v)

48 mM
30 mM
1,3mM
20 % (v/v)

100 mM
1,5M
0,5 % (v/v)

0,89 M
0,89 M
10 mM

0,1 % (w/v)
0,1 % (w/v)
30 % (v/v)
10 mM

Vilber Lourmat, Eberhardzell
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Elektrophoresezubehor
Eppendorf Thermomixer

FACS-Calibur

Immunfluoreszenz-Mikroskop Diaphot 300

Laminar Airflow HERAsafe

Luminex100

LB941 TriStar Multimode Luminometer

MS2 Minishaker
Nanodrop1000

Nikon Eclipse TS100
Odyssey-Scanner
PCR-Gerat Primus 96
Power Pac 200 und 300
SPOT RT Digitalkamera
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
Transilluminator
Zellkulturschrank
Zellkulturschrank NuAIRE
Zentrifuge 5417 R
Zentrifuge Multifuge 1SR

Zentrifuge Pico 17

Zentrifuge RC5C mit den Rotoren SS-34 und GSA

2.1.13 Software

ABI-Prism 5

Adobe Photoshop CS3 extended
Adobe Acrobat Professional 9
AIDA Image Analyzer v.4.18
Corel Draw 12 und X3
Endnote X2

FlowJo 8.8.4

Lasergene 8

Mac OS w 10

Microsoft Excel 2003
Microsoft Word 2003

Mozilla Firefox

MxPro

Windows XP

Wikipedia
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BioRad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

BD Biosciences

Nikon, Dusseldorf

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
BioRad, Miinchen

Berthold, Pforzheim

IKA, Staufen

Thermo Fischer

Nikon, Dusseldorf

LI-COR biosciences, USA

Peqglab, Erlangen

BioRad, Miinchen

Diagnostic Instruments

BioRad, Miunchen

INTAS, Gottingen

Sanyo/EWALD Innovationstechnik
Varolab, GieRRen

Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Tabellenkalkulation, Statistik
Bildbearbeitung
Textverarbeitung
Bildbearbeitung
Grafikgestaltung
Textverarbeitung
FACS-Auswertung
Sequenzauswertung
Betriebssystem
Tabellenkalkulation
Textverarbeitung
Internetrecherche
g-PCR-Auswertung
Betriebssystem

Online-Enzyklopadie
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur
Alle Zellkulturarbeiten wurden steril durchgefiihrt. Verwendete Medien und Puffer wurden
vor ihrer Verwendung auf 37 °C erwarmt. Die Zellkulturen wurden in einem Brutschrank

bei 37 °Cund 5 % CO,-Gehalt in humidifizierter Atmosphare kultiviert.

2.2.1.1 Kultur der permanenten Zelllinien und NHBE-Zellen

Fur die Zellkultur wurde DMEM fiir A549- und 293T-Zellen, sowie MEM fir MDCK-Zellen,
mit 10 % FBS, 2 mM Glutamin und mit Antibiotika (Penizillin/Streptomycin (100 pg und
100 U/ml) und Ciprofloxacin (10 pg/ml)) versetzt. Calu-3-Zellen wurden kultiviert in MEM
mit 15 % FBS, 2 mM Glutamin, 1 mM Na-Pyruvat, 0,1 mM nicht-essentiellen Aminosduren,
1,5 g/l NaHCO3 und den Antibiotika. VERO-Zellen wurden in Opti PRO SFM kultiviert, dem
2 mM Glutamin und die Antibiotika zugefiigt wurden und NHBE-Zellen in BEGM mit allen
vom Hersteller mitgelieferten Additiven.

Alle Zelllinien wurden in T75 Zellkulturflaschen mit 10 ml Kulturmedium kultiviert und nach
Bedarf umgesetzt. Dazu wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen
und mit 1,5 ml Trypsin/EDTA-L6sung inkubiert, bis sie sich vom Boden losten. Die
Zellsuspension wurde in FBS-haltigem Medium aufgenommen und der gewiinschte Anteil

in eine neue Zellkulturflasche mit entsprechend vorgelegtem Kulturmedium Gberfihrt.

2.2.1.2 Préaparation und Haltung humaner Makrophagen

Vom Deutschen Roten Kreuz, Berlin, bezogene Leukozytenpraparationen (jeweils ca. 80 ml)
wurden mit EDTA-Waschpuffer (RPMI 1640 mit 5% FBS und 0,2 mM EDTA) auf 200 ml
aufgefillt und in acht 50 ml-Réhrchen (berfihrt, in denen 20ml LSM 1077
(Lymphozytenseparationsmedium) vorgelegt waren. AnschlieRend wurde bei 800 xg fir
30 min bei RT (minimale Beschleunigung und Bremsstarke) zentrifugiert und dann die dem
LSM aufliegenden peripheren Blutmonozyten (PBMC) geerntet. Die erhaltene
Zellsuspension wurde auf vier 50 ml-R6hrchen verteilt und dreimal mit EDTA-Waschpuffer
gewaschen (250 xg, 5 min). Nach dem letzten Zentrifugieren wurden die Zellpellets in
jeweils 10 ml EDTA-Waschpuffer aufgenommen, erneut auf ein Ficoll-Kissen gegeben
(diesmal 10 ml LSM verdiinnt mit 1,4 ml PBS) und bei 800 xg fir 30 min zentrifugiert. Die
PBMC wurden erneut geerntet, einmal in auf 37 °C temperierten PBS gewaschen und dann

in 10 ml PBS aufgenommen. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden je 2 x 10°%-Zellen in die
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Vertiefungen einer 24-Kalottenplatte gegeben. Nach dem Absetzen der Zellen fiir 2 h bei
37 °C wurden die nicht adhérierten Zellen abgenommen, die adharenten Zellen mehrfach
mit auf 37 °C erwdrmten PBS gewaschen und dann in Makrophagenmedium (RPMI 1640
mit 10 % FBS, 4 mM Glutamin und Pen/Strep) fiir 10 d bei 37 °C inkubiert.

Um zu zeigen, dass die nach der 10-tdgigen Inkubationszeit erhaltenen Zellen, die fir
Makrophagen zu erwartenden Oberflaichenmarker aufweisen, wurde ein Teil aller
Praparationen durchflusszytometrisch untersucht. Dazu wurden die ausdifferenzierten
Ansatze erneut mit PBS gewaschen, die adhdrenten Zellen mit einem Zellschaber von den
Zellkulturplatten gel6st, in ein 15 ml-Réhrchen Uberfiihrt, bei 800 xg abzentrifugiert und in
FACS-Puffer (PBS mit 0,5% BSA und 0,02 % NaN3) gewaschen. AnschlieBend wurden
jeweils etwa 10° Zellen in FACS-R6hrchen uberfiihrt, abzentrifugiert und in 50 pl
Antikorperlosung (in  FACS-Puffer 1:50 verdiinnte Antikorper, siehe Tabelle 2-2)
resuspendiert. Nach 30-mindtiger Inkubation bei 4°C und gelegentlichem leichten
Vortexen der Ansdtze wurde mit 3 ml FACS-Puffer aufgefiillt, die Zellen abzentrifugiert und
in 100 ul FACS-Puffer resuspendiert. Die Analyse der Oberflaichenmarker wurde dann
zytometrisch zusammen mit entsprechenden Kontrollen in einem FACS-Calibur-Gerat
durchgefihrt und mit der Flowlo-Software ausgewertet. Infektion der Makrophagen

erfolgte am nachsten Tag, wie unter 2.2.2.2 beschrieben.

2.2.1.3 Kultur der humanen Lungengewebsbiopsien

Die verwendeten Lungengewebsbiopsien wurden von S. Hippenstiel und A. Becher
(Charité-Klinikum, Berlin) zur Verfiigung gestellt. Dabei handelt es sich um Stiicke humanen
Lungengewebes, dass verschiedenen Patienten im Rahmen einer Lungendissektion
entnommen und auf Abwesenheit tumorhaltigen Gewebes begutachtet wurde. Die Stlicke
der Lungensektionen, die (iberwiegend aus alveoldaren Gewebe bestanden, wurden dann in
Scheiben geschnitten, mit einer 8-mm-Gewebestanze in gleich grolRe Stlicke geteilt,
mehrfach ausgiebig in PBS gewaschen, einzeln in 24-Kalottenplatten Gber Nacht inkubiert

und dann fir die durchgefiihrten Experimente verwendet.

2.2.1.4 Transfektion eukaryotischer Zellen

Transfektion von Plasmiden
Eukaryotische Zellen wurden mittels Lipofektion mit LipofectAMINE2000 transfiziert. Die

zu transfizierenden Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in einem Verhaltnis von
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1:2 umgesetzt. Die bendtigte Menge LipofectAMINE2000 (1,5 — 2 pl je pug Plasmid-DNA)
wurde entsprechend dem Herstellerprotokoll in Opti-MEM verdinnt und 5 min bei RT
inkubiert. Die zu transfizierende DNA wurde ebenfalls in Opti-MEM verdiinnt, mit der
LipofectAMINE2000-Verdiinnung vereinigt, gemischt und 20 min bei RT inkubiert, wodurch
sich Aggregate der kationischen Lipide mit den Plasmiden ausbilden. Diese Aggregate
werden dann endozytotisch von den Zellen aufgenommen (Midoux et al., 2009). Zu
transfizierende Zellen wurden mit PBS gewaschen, mit EDTA-Trypsin abgelost, in FBS-
haltigem Medium aufgenommen und anschlieBend bei 300 xg fiir 3 min pelletiert.
AnschlieBend wurden die Zellen in Transfektionsmedium (jeweiliges Zellkulturmedium
ohne Antibiotika) resuspendiert und so in neue Zellkulturgefalle umgesetzt, dass die Zellen
nach dem Absetzen den GefdBboden zu 40 -70 % bedeckten. Das LipofectAMINE2000-
DNA-Gemisch wurde tropfenweise zu den frisch umgesetzten Zellen gegeben. Die Zellen
wurden anschliefend im Brutschrank inkubiert und das Transfektionsmedium 6 h nach

Transfektion durch Kulturmedium ersetzt.

Transfektion von small interfering (si)RNA

Fiir die Transfektion von siRNA wurde das HiPerfect-Reagenz verwendet. Transfiziert
wurden 300 ng siRNA mit 12 ul HiPerfect in Zellen einer Vertiefung einer 12-Kalottenplatte.
Das Reagenz wurde dazu in Opti PRO-Medium mit der siRNA gemischt, 15 min bei RT
inkubiert und dann tropfenweise zu den zu transfizierenden A549-Zellen gegeben. Es
wurde darauf geachtet, dass die Zellen zum Zeitpunkt der Transfektion den
Zellkulturboden zu maximal 50 % bedeckten. Ein Wechsel des Zellkulturmediums der
Transfektionsansdtze war bei Verwendung dieses Reagenz nicht notwendig. Die Zellen
wurden mit einer spezifisch gegen RIG-I gerichteten siRNA transfiziert oder mit einer
Kontroll-siRNA (Tabelle 2-1), die keine 100 %-ige Identitdat mit einer bekannten zelluldren
RNA aufweist. Je nach Experiment wurde 36 bis 48 h nach Transfektion mit den Zellen

weiter gearbeitet.

2.2.2 Arbeiten mit Influenza A Viren

2.2.2.1 Infektion von eukaryotischen Zellen mit Influenza A Viren

Alle Experimente mit replikationsfahigen H5N1-Viren wurden unter L3-Laborbedingungen
durchgefiihrt. Einen Tag vor der Infektion wurden Zellen der permanenten Zelllinien so
umgesetzt, dass zum Zeitpunkt der Infektion 70 - 90 % des ZellkulturgefaBbodens von den
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Zellen bedeckt wurde. Gegebenfalls wurde den Zellkulturansdtzen 6 h vor der Infektion
rekombinantes IFNa (500 IU/ml Zellkulturliberstand) zugesetzt.

Virusverdiinnungen wurden in PBS™ (PBS mit 0,2 % BA, 0,1 g/| MgCl,, und 0,2 g/I CaCl,)
angesetzt. Zu infizierende Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und dann die
Virusverdiinnung auf die Zellen pipettiert. Das Volumen der Virusverdiinnung wurde
moglichst klein gewahlt, so dass eine hoch konzentrierte Virussuspension knapp den
Zellrasen bedeckte. Die Anzahl der verwendeten infektiosen und replikationsfahigen
Viruspartikel (pfu = Plaque bildende Einheiten, bestimmt auf MDCK-Zellen) pro Zelle im
Infektionsansatz ist im Folgenden als Multiplizitdt der Infektion [moi] angegeben. Die
Zellen wurden fur 45 min bei RT mit den Virussuspensionen inkubiert und alle 15 min
geschwenkt. AbschlieBend wurden die Virusverdinnungen abgenommen, die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen und dann in dem entsprechenden Zellkulturmedium kultiviert,
dem aber statt 10% FBS, 0,2 % BA zugefiigt waren und das gegebenenfalls mit IFNa
(500 IU/ml) versetzt wurde. Alle infizierten Ansatze wurden bei 37 °C inkubiert.

Die HA-Proteine niedrigpathogener Influenza A Viren, die keine multibasische Spaltstelle
aufweisen, werden in vivo durch Proteasen im Lungensekret aktiviert, die nur bestimmte
Lungenepithelzellen sekretieren. A549-Zellen sekretieren diese Proteasen nicht, ebenso
wie VERO und MDCK-Zellen. Die verwendeten niedrigpathogenen H3N2-Stamme, Pan/99
und Pan-deINS1, sind daher fiir eine effiziente Vermehrung in diesen Zellen auf die Zugabe
einer Protease angewiesen. Dem Infektionsmedium wurde dazu TPCK-Trypsin zugesetzt.
A549-Zellen werden durch das TPCK-Trypsin leicht vom Zellkulturboden abgel6st. Die
optimale TPCK-Trypsinkonzentration wurde daher fiir jede Trypsincharge neu titriert und
lag meist bei 0,4 pg/ml Kulturmedium. Zu infizierten MDCK- und VERO-Zellen sowie zu den
Makrophagen wurde 1 ug TPCK-Trypsin je ml Kulturmedium gegeben.

Die erhaltenen Lungengewebsstiicke wurden mehrfach in PBS gewaschen und mit
4x10° pfu der verwendeten Viren in RPMI 1640 mit 0,3 % BA, 2 mM Glutamin fir eine
Stunde bei RT infiziert. Danach wurde das Inokulum entfernt, die Lungenstiicke zweimal
mit PBS gewaschen und anschlieBend in RPMI 1640 mit 0,3 % BA, Glutamin und Antibiotika

inkubiert.
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2.2.2.2 Virusanzucht im Hiuhnerei, VERO- und MDCK-Zellen

Stocks der verwendeten Viren wurden entweder in 10 d alten embryonierten Hiihnereiern
(aviare H5N1-Isolate), MDCK- (humane H5N1-Isolate) oder VERO-Zellen (rekombinante
Viren) angezogen.

Die Eier wurden mit 70 % Ethanol desinfiziert und dann am stumpfen Ende im Bereich der
Luftblase eine kleine Offnung gebohrt, durch welche mit einer Kaniile (0,55 x 25 mm)
1000 pfu der Viren in 100 ul PBS™ injiziert wurden. Die Offnung wurde mit Klebstoff
verschlossen und die Eier bei 37 °C fir 48 h inkubiert. AnschlieBend wurden die Eier
mindestens 4 h im Kihlschrank gekihlt, so dass sich die BlutgefiaRe des Embryos
verengten, um ein blutfreies Abnehmen der Allantoisfllissigkeit zu erleichtern. Die Eischale
wurde dazu im Bereich der Luftblase entfernt und die Eihaut mit einer Pinzette abgezogen.
Die Allantoisflissigkeit wurde dann abpipettiert, zentrifugiert (250 xg, 5 min) und
aliquotiert. Da Influenzaviren eine hohe Mutationsrate aufweisen und durch Viruspassagen
im Brutei oder in humanen Zellen spezifische Adaptationen auftreten, beziehungsweise
selektioniert werden konnen, wurden nur die avidren H5N1-Isolate auf diese Weise
passagiert.

Virusstocks der humanen H5N1-Isolate wurden in MDCK-Zellen angezogen, die dazu mit
einer moi von 0,01 - 0,001 infiziert wurden. 24 bis 40 h nach der Infektion wurden die
Zellkulturiberstande abgenommen, zentrifugiert und aliquotiert.

Virusstocks der rekombinanten Pan/99- und Pan-deINS1-Viren, sowie der Pan/99 x H5N1-
NS-Reassortanten wurden auf VERO-Zellen angezogen. Diese Zellen besitzen keine
funktionellen Typ | IFN-Gene, wodurch sich Influenzaviren sehr gut in diesen Zellen
vermehren und gegebenenfalls ein Adaptationsdruck auf die NS1-Proteine vermieden
wird. VERO-Zellen wurden fir die Virusanzucht mit einer moi von 0,01 infiziert und 36 —
60 h nach Infektion die Zellkulturliberstande abgenommen, zentrifugiert und aliquotiert.

Samtliche Virusstocks wurden bei -80 °C gelagert.

2.2.2.3 Titerbestimmung von Influenzaviren mittels Plaguetest

Mit Hilfe von Plaquetests kann die Anzahl infektiéser replikationskompetenter
Viruspartikel in einer Viruslosung bestimmt werden. Dazu wurden MDCK-Zellen mit
sequentiellen 1:10 Verdinnungen der zu testenden Virussuspension infiziert (Abschnitt

2.2.2.1) und die Anzahl der gebildeten Plagues in Abhangigkeit der Verdiinnungsstufe
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bestimmt. Zusammen mit dem zur Infektion eingesetzten Volumen der Verdiinnung kann
dann die Konzentration Plaque-bildender Einheiten [pfu/ml] berechnet werden.

Da neu gebildete Influenzaviren in das Zellkulturmedium abgegeben werden, muss deren
freie Diffusion unterbunden werden, um eine Plaquebildung in Zellkultur beobachten zu
konnen. Dazu wurden die infizierten MDCK-Zellen mit Avicel-Medium (MEM, versetzt mit
1,25 % Avicel RC-581, 0,2 % BA, 6 mM NaHCO; und 0,01 % DEAE-Dextran) Uberschichtet.
Die mikrokristallinen Avicel-Partikel setzen sich auf den infizierten Zellen ab und behindern
die freie Diffusion neu gebildeter Viruspartikel, die so nur Zellen in der Nahe der Zelle
infizieren konnen der sie entstammen. Dies fihrt bei einer ausreichend geringen
Infektionsdosis dazu, dass die Nachkommenschaft eines replikationskompetenten
Viruspartikels einen abgegrenzten Bereich des Zellrasens infiziert. Diese Bereiche (Plaques)
wurden 24 h nach Infektion in den mit PBS gewaschenen, fixierten (4 % Formaldehyd/PBS)
und permeabilisierten (0,25 % Triton X-100/PBS) adharenten Zellen der einzelnen Anséatze
durch NP-Immunfarbung sichtbar gemacht und gezahlt. Alternativ wurden 48 h nach
Infektion die durch die Virusinfektion entstandenen Locher im Zellrasen nach dem
Waschen, Fixieren und Farben der Zellen mit Kristallviolett (0,1 % in 2 % Ethanol/PBS, 5

min) bestimmt.

2.2.2.4 Herstellung reassortanter Influenza A Viren

Zur Herstellung der reassortanten Influenza A Viren wurden je 0,5 pg der Plasmide
pHW2000-Pan/99-PB1, -PB2, -PA, -NP, -HA, -NA, -M und die entsprechenden pHW2000-
H5N1-NS-Plasmide (Abschnitt 2.2.3.8) mit 6 pul LipofectAMINE2000 in 293T-Zellen
transfiziert. 6 Stunden nach der Transfektion wurde das Transfektionsgemisch
abgenommen, durch DMEM (mit 0,2 % BA, statt 10 % BSA und mit 1 pg/ml TPCK-Trypsin)
ersetzt und die Zellen fiir 48 h bei 37 °C inkubiert.

In den pHW2000-Plasmiden befindet sich cDNA der Virussegmente unter Kontrolle eines
Polymerase-ll- und in entgegengesetzter Richtung unter Kontrolle eines Polymerase-I-
Promotors. Dem entsprechend wird von den Plasmiden sowohl die virale mRNA, als auch
VRNA transkribiert. Die Expression der viralen Proteine und der vRNA geniigt, um die
Bildung neuer Influenzaviren zu ermdoglichen.

100 pl der virushaltigen Zellkulturiiberstdande wurden anschliefend fir eine erste Anzucht
der Viren in 10 Tage alte Bruteier injiziert, um genligend Virus fir weitere Passagen der

Viren auf VERO-Zellen zu generieren. Die Identitadt der reassortanten Influenza A Viren und
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die Abwesenheit von Mutationen im Vergleich zu den urspriinglichen HSN1-NS-Segmenten
wurde nach der Passage im Hiihnerei und nochmals nach mehreren Passagen auf VERO-
Zellen durch Sequenzierung verifiziert.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Reverse Transkription

In einer reversen Transkriptasereaktion (RT) wird durch eine Reverse Transkriptase (RNA-
abhdngige DNA-Polymerase) von einem RNA-Molekil ein einzelstrangiges DNA-Molekiil
(cDNA) abgeschrieben. Virale RNA fiir Sequenzierungen und Klonierungen wurde dazu aus
Virusstocklésungen mit dem QlAamp MinElute Virus Spin Kit nach Herstellerangaben
(Qiagen) isoliert und mit dem RevertAid MulV-Reverse Transkriptase-Kit nach
Herstellerprotokoll (Fermentas) in cDNA umgeschrieben. Verwendet wurden dazu die in
Tabelle 2-1 angegebenen UniA/G-Primer. Die Matrix- und Tubulin-cDNA-Fragmente fiir die
real time-PCR-Versuche wurden aus RNA-Prdparationen infizierter A549-Zellen (RNeasy-
Kit) mit der M-MLV Reversen Transkriptase in 40 pl-Ansatzen entsprechend dem
Herstellerprotokoll generiert. Verwendet wurden dazu die auch fir die real time-

Untersuchungen verwendeten (reverse-) Riickprimer.

2.2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe zweier DNA-Oligonukleotide (Primer), die an jeweils einen Strang des zu
amplifizierenden DNA-Abschnittes hybridisieren und einer hitzebestiandigen DNA-
Polymerase kann durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) ein DNA-Polynukleotid
vervielfaltigt werden. Durch aufeinander folgende Zyklen von Denaturierung, Anlagerung
von Hin- bzw. Rickprimern (Annealing) und Kettenverlangerung (Elongation) werden die
DNA-Abschnitte dabei exponentiell amplifiziert. Verwendet wurden das Expand High
Fidelity PCR System entsprechend den Herstellerangaben und die in Tabelle 2.1
angegebenen segmentspezifischen BD-Primer. Richtwert flir die Elongationszeit war 1 min

je 1000 nt.

2.2.3.3 Elektrophoretische Auftrennung von DNA im Agarosegel

Durch Agarosegelelektrophorese konnen DNA-Fragmente entsprechend ihrer GroRe
aufgetrennt werden. Ein Vergleich der Bandenintensitdten zwischen dem GréRenstandard

mit bekannten DNA-Mengen und der interessierenden Bande erlaubt weiterhin eine grobe
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Abschatzung der Konzentration der entsprechenden DNA in der Probe. Es wurden
1-2 %-ige TBE-Agarosegele verwendet. Vor dem GielRen des Gels wurde Ethidiumbromid
(0,3-0,5 ug/ml Endkonzentration) zu der aufgekochten TBE-Agarose pipettiert. Die
aufzutrennenden Proben wurden mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt und in die Taschen des
ausgeharteten Gels pipettiert. Als GroRenstandard wurden die Fast Ruler-DNA-Marker
»low range” und ,middle range” benutzt. Die DNA-Banden wurden anschlieBend auf einem
Transilluminator mit UV-Licht sichtbar gemacht, fotografiert und aus dem Gel geschnitten.
Aus Agarosegelen geschnittene DNA wurde dann mit dem QIAEXII Gel Extraction Kit nach

den Angaben des Herstellers gereinigt und in 20 - 50 pl ddH,0 eluiert.

2.2.3.4 Transformation kompetenter E. coli durch Hitzeschock

50 pl E. coli XL1-blue Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, mit der zu transformierenden
Plasmid-DNA (20 - 200 ng) gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach Hitzeschock fiir 60 s
bei 42 °C und 2 min Inkubation auf Eis wurden die Ansatze mit 450 pl vorgewarmtem SOC-
Medium versetzt und bei 37 °C flr 45 min auf einem Schittler inkubiert. Danach wurden
unterschiedliche Mengen der Bakteriensuspension auf Antibiotika-enthaltenden LB-Platten

ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.3.5 Plasmidpréparation

Zu der Praparation von Plasmiden aus Bakterien wurden die QlAspin Plasmid Mini, Midi
und Maxi-Kits oder das Invisorb Plasmid Mini-Kit entsprechend den Herstellerprotokollen

verwendet. Die praparierte DNA wurde mit ddH,O eluiert.

2.2.3.6 Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentration in Wasser geléster DNA und RNA wurde durch Messung der Absorption
(A = 260nm) an einem Nanodropl000-Gerat bestimmt und mit der mitgelieferten

Software berechnet.

2.2.3.7 DNA-Sequenzierung nach Sanger

Fiir die Sequenzierung von DNA wurde das ABI BigDye Terminator 3.1 Kit benutzt. Bei der
verwendeten Kettenabbruch-Methode nach Sanger (Sanger et al., 1977) werden im
Verlauf einer linearen PCR in Anwesenheit Fluorophor-markierter Didesoxyribonukleotide

Kettenabbruchfragmente jeder moglichen Nukleotidzahl generiert. Diese werden
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anschlieend ihrer Nukleotidanzahl entsprechend aufgetrennt und das terminale
Didesoxyribonukleotid anhand des unterschiedlichen Fluorophors identifiziert.

Verwendet wurden die in Tabelle 2.1 angegebenen Primer. Die generierten PCR-Produkte
der zu sequenzierenden Proben wurden im hausinternen Sequenzierlabor des RKI
gereinigt, elektrophoretisch aufgetrennt und die Elektropherogramme mit der Sequencing

Analyses 3.7 Software ausgewertet.

Ansatz
Template 1-3 ng (FragmentgroRe 100-200 Nt)
3-10 ng (FragmentgréRe 200-500 Nt)
10-20 ng (FragmentgrofRe 500-1000 Nt)
150-300 ng (Plasmid-DNA)
Primer (10 uM) 1ul
BigDye 3.1 1 ul (enthélt die Polymerase, dNTPs + Fluorophor-markierte ddNTP)
5x Puffer ABI 1,5 ul
ddH,0 Ad 10 pl

PCR-Programm

Denaturierung 95 °C 2 min

Denaturierung 95°C 10s

Annealing 50-55 °C 5s 25 Zyklen
Elongation 60 °C 4 min

Pause 4°C oo

2.2.3.8 Herstellung von H5N1-NS-Segment-enthaltenden pHW?2000-Plasmiden

Fir die Darstellung der pHW2000-H5N1-NS-Plasmide wurde das pHW2000-Plasmid durch
BsmB1-Behandlung linearisiert und mit dem QIAquik PCR Purification Kit gereinigt. Die
H5N1-NS-vRNA wurde in einer Reversen Transkriptasereaktion in cDNA transkribiert. Die
cDNA wurde mit den BD-Uni-NS-Primern, die zum Plasmid homologe Uberhinge von 15
Nukleotiden besitzen, mittels PCR amplifiziert und durch Agarosegelextraktion
aufgereinigt. Die mit den H5N1-NS-Segmenten herzustellenden pHW2000-Plasmide

wurden dann mit dem In-Fusion PCR Klonierungssystem (Abbildung 2-1) generiert.

@ (i) (iii) ()
— =

L [
_— -G_ = |
 — —— -— -
= T T F =D T
PCR mit Gen-spezifischen PCR Produkt und lineatisierter Vektor — Generierung einzelstringiger Regionen Produkt
Primer mit 15 bp Uberhang, durch In-Fusion Enzym und Fusion
homolog zum Vektor von PCR Produkt und Vektor

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung des BD In-Fusion PCR-Klonierungssystems. Erlauterungen im Text.
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Das generierte DNA-Fragment (Abbildung 2-1i ) mit den entsprechenden Uberhingen
(30 ng) und 50 ng des linearisierten pHW2000-Vektors wurden gemischt, mit ddH,0 auf
10 pl aufgefiillt, zu dem lyophilisierten In-Fusion Reaktionsansatz gegeben und 15 min bei
37 °C und 15 min bei 50 °C inkubiert (ii). Das im Reaktionsansatz enthaltene Enzym, eine
Pockenvirus DNA-Polymerase mit 3’-5’-Exonukleaseaktivitat, generiert
Einzelstrangbereiche an den Enden des PCR-Produktes (iii), die anschlieRend Ulber die
homologen Bereiche im Plasmid fusioniert werden (iv). Die Ligation der aneinander
gelagerten homologen Bereiche des Insert-Plasmid-Komplexes erfolgt nach Transformation
des Reaktionsgemisches in E. coli durch eine bakterielle Ligase. Fiir die Transformation
wurden die Reaktionsansatze mit 40 ul TE-Puffer (im Kit enthalten) verdinnt und 2,5 pl der
Verdiinnungen dann in mitgelieferte kompetente BD Fusion-Blue E. coli nach
Herstellerangaben transformiert.

Erfahrungsgemall werden bei Verwendung dieses Kits nur wenige (oft < 10) Klone nach
Transformation erhalten, die aber liberwiegend das gewiinschte Konstrukt enthalten. Die
erhaltenen Klone wurden in 2x YT-Medium bei 37 °C vermehrt und aus den Kulturen die
Plasmide im kleinen MaRstab aufgereinigt (Abschnitt 2.2.3.5) und sequenziert (Abschnitt
2.2.3.7). Bei nachgewiesener wt-NS-Sequenz wurde ein Teil der entsprechenden, bei 4 °C
gelagerten, Bakteriensuspensionen erneut vermehrt und die Plasmide dann per QlAspin

Plasmid Maxi Kit aufgereinigt.

2.2.3.9 vRNA-Transfektionsexperimente und real time-PCR-Versuche

Fir die unter Abschnitt 3.5 durchgefihrten Untersuchungen zum vRNA-Gehalt in
infizierten Zellen, wurde aus infizierten A549-Zellen (moi=1) mit dem RNeasy Kit die
gesamte zellulare RNA 10 h nach Infektion aufgereinigt und photometrisch auf eine
Konzentration von 1 ug/ul eingestellt. Die im Folgenden als Gesamtzell-RNA-Praparation
bezeichnete RNA wurde dann entweder nach Behandlung mit alkalischer Phosphatase
(CIAP), RNase-Verdau oder unbehandelt in frische A549-Zellen transfiziert oder per real
time-PCR untersucht.

Um die in den Gesamtzell-RNA-Praparationen enthaltene 5’-triphosphorylierte v- und
cRNA zu dephosphorylieren, wurden je 10 ug Gesamtzell-RNA mit 5 U CIAP, 20 U RNasin in
20 ul Anséatzen fiir 3 h bei 42 °C inkubiert. Anschliefend wurden die Reaktionsansatze und
die parallel ohne Enzym mitgefliihrten Kontrollansatze mit dem RNeasy-Kit aufgereinigt und

die Konzentration der Eluate erneut bestimmt. Weiterhin wurden je 2 pg der Gesamtzell-
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RNA-Praparationen mit 2 U RNase-Ill oder 200 U RNase-l in den entsprechenden Puffern in
10 ul Gesamtvolumen fiir 2 h bei 37 °C behandelt. Enzymbehandelte oder unbehandelte
RNA wurde anschliefend mit LipofectAMINE2000 in A549-Zellen transfiziert und nach 8 h
der IFNB-Gehalt in den Zellkulturiberstanden bestimmt.

Der Gehalt 5’-triphosphorylierter vVRNA-Enden wurde per real time-PCR-Analyse anhand
der Kopienzahl des 5’-Endes der Matrix-vRNA abgeschatzt. Dazu wurde ein entsprechender
Bereich der Matrix-vRNA und der Tubulin-mRNA mit den in Tabelle 2-1 angegebenen
entsprechenden reverse-Primern in einer Reversen Transkriptasereaktion (M-MLV Reverse
Transkriptase) nach Herstellerangaben in ¢cDNA umgeschrieben. Die Anzahl der cDNA-

Kopien wurde dann mittels TagMan-Untersuchungen bestimmt.

Ansatze: Template + 10x Puffer + 5 mM MgCl, + 100 uM je dNTP + 0,5 U Platinum Taq
DNA-Polymerase in 25 pl Ansatzen. Fur die Bestimmung der Tubulin-cDNA-Anzahl wurden
abweichend 4,5 mM MgCl, verwendet.

PCR-Programm: 95 °C fiir 5 min und dann 45-mal 95 °C fiir 15 s und 60 °C fir 30 s in einem
Stratagene Mx3000P-Gerat.

Neben der M-Segment-cDNA-Anzahl relativ zu dem Tubulin-cDNA-Gehalt wurde auch die
Konzentration der M-Segment-cDNA anhand eines Standards bestimmt. Dieser Standard
bestand aus sequentiellen 1:10 Verdiinnungen eines Plasmids bekannter Konzentration,
das ein H5N1-M-Segment enthielt. Des Weiteren wurde analog ein weiterer Standard mit
dem M-Segment eines Influenzavirus vom H1-Subtyp mitgefiihrt. Beide Standards zeigten
zueinander kaum Unterschiede im Ergebnis der real time-PCR-Versuche und gemittelt liber

alle Versuche eine Reaktionseffizienz von 95 % an.

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

In der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Lammli,
1970) werden Proteine Uberwiegend anhand ihres Molekulargewichts aufgetrennt. In einer
Mini-Protean3-GieRvorrichtung wurde zwischen zwei entfetteten Glasplatten mit einem
Abstand von 0,75 mm oder 1,5 mm das Trenngel und nach dessen Polymerisierung das
Sammelgel gegossen. Durch einen Kamm im Sammelgel wurden Taschen zur

Probenbeladung gebildet. Die Proben wurden mit 6x SDS-Probenpuffer versetzt, 5 min bei
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95 °C inkubiert und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 — 150 V in

vertikalen Laufapparaturen.

Zusammensetzung der Trenngel Sammelgel
SDS-Gele 7.5 % 12,5% 15 % 5% Tabelle 2-3: Zusammensetzung
30% Acrylamid/Bis (29:1) 2,6 ml 4,1 ml 5,0 ml 0,83 ml der Polyacry'amidge'e fur die
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5ml diskontinuierliche denaturierende
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,25 ml Gelelektrophorese.
H,O 4,7 ml 32ml 2,8
10 % SDS 100 pl 50 ul
10 % APS 100 pl 50 ul
TEMED 6l 6 ul

2.2.4.2 \Western Blot

Per SDS-PAGE aufgetrennte Proteinproben wurden aus dem Gel im semidry-Blotverfahren
auf Nitrozellulose-Membranen Ubertragen. Das Gel, die Membran und die verwendeten
Whatman-Papiere wurden vorher in semidry-Blotpuffer dquilibriert. Geblottet wurde fir
60 - 90 min (je nach Molekulargewicht der interessierenden Proteine und Dicke des Gels)
bei 80 mA pro Gel.

Zur Detektion und Analyse bestimmter Proteinbanden auf der Membran wurde diese 1 h
in 3 % fettfreiem Magermilchpulver/TBS-T und dann mit dem primaren Antikorper in 0,5 %
Magermilchpulver/TBS-T fir mindestens 1 h bei RT oder Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Nach mehrfachem Waschen in TBS-T fir je 5 min folgte die Inkubation mit sekundaren
Spezies-spezifischen Antikérpern in 0,5 % Magermilchpulver/TBS-T fir 1h bei RT. Die
verwendeten Antikorper und deren Verdiinnungen sind in Tabelle 2-2 angegeben. Primare
und sekundare Antikorper gegen phosphorylierte Proteine und Fluorophor-markierte
Sekundarantikorper wurden in 5% BSA/TBS-T verdinnt. Nach viermaligem Waschen
wurde entweder ein durch die an die sekundaren Antikdrper gekoppelte Meerrettich-
Peroxidase (HRP) erzeugtes Chemolumineszenzsignal erfasst oder die Fluorophor-

gekoppelten Sekundarantikorper an einem Li-Cor Odyssey Gerat digital detektiert.

2.2.4.3 Multiplex-ELISA und IFNB-ELISA

Die Konzentrationsbestimmung in das Zellkulturmedium sekretierter Zytokine erfolgte per
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Dabei bindet das zu messende Zytokin an
einen an eine feste Matrix (Zellkulturgefal, bzw. Fluorophor-gekoppelte Partikel in den
Multiplex-ELISA) gekoppelten Antikdrper und wird im ndchsten Schritt von einem weiteren
Antikorper gebunden (Sandwich-ELISA). Die Menge des so gebildeten Antikdrper-Zytokin-

Antikorper-Komplexes wurde entweder Uber die Aktivitdt von an den Zweitantikorper
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gekoppelten Enzymen (IFNB-ELISA) bestimmt, oder fluorimetrisch Uber einen weiteren
Fluorophor-markierten Antikérper der den Zweitantikérper bindet (Multiplex-ELISA).

Samtliche ELISA wurden inklusive aller Standards und Kontrollen gemaB den
Herstellervorgaben durchgefiihrt. Die Messung und Auswertung der Multiplex-ELISA

erfolgte auf einer Luminex100-Plattform mit Hilfe der mitgelieferten Software.

2.2.4.4 Reportergenstudien

Um die Aktivitat bestimmter zelluldarer Transkriptionsfaktoren zu untersuchen, wurden
Versuche mit dem Dualen Luziferase-Kit (Promega) durchgefiihrt. Dazu wird ein Plasmid
mit einem Luziferasegen (hier aus dem Leuchtkafer (Firefly)) unter der Kontrolle eines
moglichst nur von diesem Transkriptionsfaktor abhangigen Promotors, sowie ein weiteres
Plasmid, von dem konstitutiv eine andere Luziferase-mRNA (hier aus der Gemeinen
Seefeder (Renilla)) transkribiert wird, in die zu untersuchenden Zellen kotransfiziert. Die
Zellen werden dann je nach Versuch stimuliert. Anhand der konstitutiv exprimierten
Luziferase wird eine mogliche unterschiedliche Transfektionseffizienz {iber verschiedene
Ansatze korrigiert und die Expression der Reportergen-Luziferase ermoglicht Aussagen zu
der Aktivitat des entsprechenden Transkriptionsfaktors unter den Versuchsbedingungen.
Die Luziferaseexpression wird dabei indirekt Gber deren Aktivitdt in entsprechenden

Zelllysaten bestimmt.

Um zu untersuchen, ob die Uberexpression verschiedener HA-Proteine eine Aktivierung
von NF-kB auslést, wurden 0,75ug vorhandener pHW2000-Plasmide mit den
entsprechenden HA-Segmenten und die Luziferaseplasmide (50 ng pNF-kB-luc und 10 ng
pTK-RL-luc) je Vertiefung einer 12-Kalottenplatte in 293T-Zellen kotransfiziert. 24 - 48 h
nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Luziferaseaktivitaten entsprechend

dem Herstellerprotokoll bestimmt.

Um zu untersuchen, wie gut die NS1-Proteine die Aktivierung des humanen IFNB-
Promotors unterdriicken, wurden je 0,75 pg der pHW2000-NS-Plasmide mit 50 ng p125-luc
und 10 ng pTK-RL-Luc in 293T-Zellen in 12-Kalottenplatten kotransfiziert. 24 h nach
Transfektion wurden die Zellen mit Pan-deINS1 (moi = 1) infiziert und 16 h nach Infektion
die Zellen nach dem Herstellerprotokoll lysiert und die Luziferaseaktivitaten bestimmt. Da
sich 293T-Zellen leicht vom Zellkulturgefall |6sen, wurden die Zellkulturplatten vor den

Versuchen mit poly-D-Lysin behandelt.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der in Abschnitt 1.4 formulierten Fragestellung anhand
von zwei H5N1-Patientenisolaten, A/Hongkong/156/97 und A/Thailand/1 (Kan-1)/2004
(HK/97 und Thai/04) und den drei aviaren H5N1-Isolaten
A/Chicken/Indonesien/R132/2004, A/Duck/Vietham/TG24-01/2005 und A/Common
Buzzard/Berlin/1/2006 (Ch/Ind, Duck/VN und Buzz/BIn) nachgegangen. Diese wurden
vergleichend zu dem saisonalen H3N2-Stamm A/Panama/2007/1999 (Pan/99) untersucht.
Da insbesondere die Funktionalitdt der H5N1-NS1-Proteine untersucht werden sollte,
wurde fir weitere Vergleiche auch eine NS1-Deletionsmutante des Pan/99-(H3N2)-
Stammes, das Pan-delNS1 Virus, mitgeflihrt.

Zu Beginn wurde die Vermehrungsfahigkeit der verschiedenen Influenza A Virusisolate in
humanen Zellen untersucht und die dabei ausgeloste Typ | IFN-Sekretion untersucht
(Abschnitt 3.1) und deren Einfluss auf die Vermehrungsfahigkeit der Virusisolate analysiert
(Abschnitt 3.2). Es sollte so Uberpriift werden, wie weit bereits publizierte Ergebnisse zu
der Aktivierung des Typ | IFN-Systems durch H5N1-Stamme und deren moglicherweise IFN-
insensitive Vermehrung auf die im Folgenden verwendeten humanen Zellkultursysteme
und Viren zutreffen. Anschliefend wurden beobachtete Unterschiede zwischen den H5N1-

Stammen und zu saisonalen Influenzaviren naher untersucht (Abschnitte 3.3 bis 3.5).

3.1 Vermehrung und Typ | IFN-Induktion der H5N1-Viren in humanen Zellen

In einem ersten Schritt wurde die Vermehrungsfahigkeit der HS5N1-Isolate auf
verschiedenen humanen Lungenepithelzelllinien untersucht. Wie in der Einleitung
erlautert, stellen Vogel das natirliche Reservoir von Influenza A Viren dar. Die
Vermehrungsfahigkeit von Influenza A Viren in humanen Zellen ist abhangig von dem
Rezeptorbesatz der zu infizierenden Zellen und Wechselwirkungen zwischen viralen und
zellularen Proteinen, die sich deutlich zwischen Vogeln und Menschen unterscheiden
konnten. Einige humane Lungenzellen préasentieren 02,3- und a2,6-verknipfte
Sialinsdurereste. Dies gilt beispielsweise fiir die im Folgenden verwendeten humanen
A549- und Calu-3-Zellen (Cashman et al., 2004; Zeng et al., 2007) und auch fir die aus
Primaten stammenden VERO-Zellen, wie durch spezifische Farbung von a2,6- und a2,3-
standigen Sialinsaureresten mit entsprechenden Lektinen in der Arbeitsgruppe gezeigt

wurde (V. Weinheimer, persénliche Mitteilung).
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Die Vermehrungsfahigkeit der verwendeten H5N1-Isolate ist daher in den verwendeten
humanen Zelllinien wahrscheinlich iberwiegend von der funktionellen Interaktion viraler
und zellularer Proteine abhangig. Auf Grund speziesspezifischer Unterschiede in zellularen
Proteinen konnen diese Interaktionen beeintrachtigt sein. Des Weiteren replizieren aviare
Influenzaviren bei etwa 42 °C im Darmtrakt von Vogeln, wahrend die humanen Zellkulturen
bei 37 °C gehalten werden. Auch dies kdnnte die Funktionalitat einiger viraler Proteine, wie
beispielsweise der Polymeraseproteine, einschranken oder verandern (Dalton et al., 2006;
Massin et al., 2001). Die Vermehrungsfahigkeit von Influenza A Viren wurde im Folgenden
anhand der zu bestimmten Zeiten nach Infektion in dem Zellkulturiiberstand befindlichen
Viruspartikel untersucht, die als Anzahl Plaque-bildender Einheiten [pfu/ml] auf MDCK-

Zellen quantifiziert wurden.

3.1.1 Vermehrungsfahigkeit der HSN1-Influenzaviren in A549-Zellen

A549-Zellen stellen die am haufigsten zur Untersuchung von Influenzaviren verwendete
humane respiratorische Zelllinie dar. Um die Vermehrungsfihigkeit der verschiedenen
Viren zu untersuchen, wurden A549-Zellen mit einer Multiplizitat von 0,01 infiziert und
Uber einen Zeitraum von 48 h die Zunahme der im Zellkulturiiberstand befindlichen
Virusmengen verfolgt. Um eine effiziente Vermehrung des Pan/99 und Pan-delNS1-
Stammes zu ermoglichen, wurde TPCK-behandeltes Trypsin zugesetzt. Die ermittelten

Vermehrungskurven sind in Abbildung 3-1 dargestellt.
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Abbildung 3-1: Vermehrung der verwendeten H5N1- und H3N2-Virusstimme auf A549-Zellen. A549-Zellen
wurden mit einer Multiplizitat von 0,01 pfu je Zelle (moi = 0,01) infiziert. Die Konzentration Plaque-bildender
Einheiten in den Zellkulturiiberstanden zu den angegebenen Zeitpunkten wurde auf MDCK-Zellen bestimmt.
Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Mittelwerte (SEM) wieder und zeigen nur den positiven
Schwankungsbereich. Gezeigt sind Daten aus mindestens drei Versuchen, die Gberwiegend in Duplikaten
angesetzt wurden.
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Es ist zu erkennen, dass sich die humanen H5N1-Isolate zu drei- bis vierfach héheren Titern
im Vergleich zu dem saisonalen Pan/99-Stamm vermehrten. Die aus Voégeln isolierten
H5N1-Stamme erreichten dagegen nur um mehr als das 10-fache niedrigere Titer als der
Pan/99-Stamm. Das Pan-delNS1-Virus zeigte keine Vermehrung auf A549-Zellen. Da sich
das Pan-deINS1-Virus vom Pan/99-Stamm nur durch das Fehlen des NS1-Proteins
unterscheidet, verdeutlicht deren unterschiedliche Vermehrungsfahigkeit, wie wichtig das
NS1-Protein fur die Vermehrung von Influenza A Viren ist. Dieses Experiment zeigte auch,
dass die humanen H5N1-Stamme in humanen Zellen offensichtlich einen
Replikationsvorteil gegenlber den avidren Ch/Ind-, Duck/VN- und Buzz/Bln-Isolaten

aufweisen.

3.1.2 Monozyklische Vermehrung der H5N1-Influenzaviren in A549-Zellen

Die multizyklischen Vermehrungskurven in Abbildung 3-1 zeigten bereits zum friihesten
erfassten Zeitpunkt deutliche Unterschiede in den erreichten Titern der einzelnen
Virusstamme. Dies weist auf groRRe Unterschiede in den Replikationsgeschwindigkeiten
oder aber der Sensitivitdt gegeniliber antiviralen Abwehrreaktionen der untersuchten
Stamme hin. Um dieser Beobachtung nachzugehen, wurde die Vermehrung der Viren auch
zu frihen Zeitpunkten nach Infektion (monozyklische Vermehrung) untersucht. In
Abbildung 3-2A ist eine schnellere Vermehrung der humanen H5N1-Isolate im Vergleich zu
dem saisonalen Pan/99-Virus und den getesteten avidren Isolaten deutlich erkennbar. Um
dies zu quantifizieren, wurden in Abbildung 3-2B Trendlinien an die Messwerte gelegt und
deren Steigungen in Abbildung 3-2C angegeben. Die Steigungen verdeutlichen, dass die
Bildung von Tochterviren im Fall der humanen H5N1-Isolate schneller geschieht als bei
Pan/99 und den avidren Isolaten. Dies zeigt weiterhin, dass die in Abbildung 3-1
erkennbare geringe Vermehrungsfahigkeit der avidaren H5N1-Isolate nicht auf eine
unterschiedliche Anzahl primar infizierter Zellen zuriickzufihren ist. Wiirden die einzelnen
Stamme ahnlich schnell replizieren, aber durch die avidaren H5N1-Isolate initial weniger
Zellen infiziert werden, wiirden die Trendlinien dhnliche Steigungen aufweisen und fir die

aviaren Isolate lediglich zu geringeren Titern verschoben sein.
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Abbildung 3-2: Monozyklische Vermehrung der H5N1- und H3N2-Viren auf A549-Zellen. In drei
unabhangigen Versuchen wurden A549-Zellen mit einer moi von 0,01 infiziert. Die Fehlerbalken geben den
SEM in positiver Richtung wieder (A). An die zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmten Virustiter in den
Zellkulturlberstanden wurden lineare Trendlinien angelegt (B) und Steigungen und BestimmtheitsmaRe der
linearen Trendlinien angegeben (C).

Weiterhin wurde, anhand des nach Infektion von A549-Zellen neu gebildeten NP-Proteins,
per Western Blot untersucht, ob A549-Zellen moglicherweise unterschiedlich gut von den
verwendeten Viren infiziert werden. Sollten weniger A549-Zellen durch die avidaren H5N1-
Stamme im Vergleich zu den anderen Viren infiziert worden sein, wiirde man einen
geringeren NP-Gehalt in den entsprechenden Lysaten infizierter Zellen erwarten. Wie in
Abbildung 3-3 zu erkennen ist, weisen mit den aviaren H5N1-Isolaten infizierte A549-Zellen
keinen geringeren NP-Gehalt im Vergleich zu mit den humanen H5N1-Isolaten und Pan/99

infizierten Zellen auf.
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Abbildung 3-3: NP-Gehalt in mit den angegebenen H5N1- und H3N2-Stimmen infizierten A549-Zellen.
A549-Zellen wurden infiziert (moi = 1) und zu den angegebenen Zeiten nach Infektion lysiert [Stunden nach
Infektion, hpi]. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis. Zum Vergleich aufgetragener Proteinmengen ist
zelluldares Aktin gezeigt. Fir die NP-Detektion wurde der in Tabelle 2.2 angegebene monoklonale
Primarantikorper verwendet.

Das aviare Isolat Buzz/Bln wurde in einigen Versuchen, wie beispielsweise in den in
Abbildung 3-2 und 3-3 dargestellten, nicht mitgefiihrt, da es im urspringlich geplanten
Umfang dieser Arbeit nicht enthalten war. Fiir manche Analysen wurden allerdings Daten
zu einem weiteren aviaren H5N1-Isolat fiir eine gesicherte Interpretation als vorteilhaft
erachtet. In diesem Fall wurden fiir das Buzz/BlIn-Isolat einige Experimente wiederholt,

wobei stets urspriinglich verwendete H5N1-Stamme mitgefiihrt wurden.

3.1.3 IFNB-Sekretion Influenza A Virus-infizierter A549-Zellen

Flr eine effiziente Replikation von Influenza A Viren ist die NS1-vermittelte Unterdriickung
des nicht-adaptiven Immunsystems wesentlich (Garcia-Sastre et al., 1998). In der
Fachliteratur finden sich aber fiir einige H5N1-Viren Hinweise, dass sie das nicht-adaptive
Immunsystem stark aktivieren. So wurde gezeigt, dass H5N1-Stamme nach Infektionen
humaner Zellen die Typ | IFN-Gene stark aktivieren konnen (Chan et al., 2005; Cheung et
al., 2002), was wesentlich zu einer Aktivierung des nicht-adaptiven Immunsystems beitragt
(Samuel, 2001). Saisonale Influenza A Viren blockieren die Aktivierung der Typ | IFN-Gene,
wodurch die Sekretion von Typ | IFN unterdrickt wird.

Um zu untersuchen, wie stark die verfiigbaren H5N1-Viren eine Sekretion von Typ | IFN
auslésen, wurde die IFNB-Konzentration in Zellkulturliberstanden infizierter Zellen per

ELISA bestimmt (Abbildung 3-4).
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Abbildung 3-4: IFNB-Konzentration in A549-Zellkulturiiberstanden nach Infektion mit den H5N1- und
H3N2-Stammen. Dargestellt sind per ELISA bestimmte IFNB-Konzentrationen in den Zellkulturiiberstanden
wahrend multizyklischer Vermehrung (A) 24 und 48 h nach Infektion (moi = 0,01, N > 3, Mittelwerte +/- SEM)
und 16 h nach Infektion mit hoher Multiplizitat (B; moi = 1, N > 3, Mittelwerte +/- SEM; *p < 0,05; **p <0,01).

Es zeigte sich, dass die hier getesteten humanen H5N1-Isolate, HK/97 und Thai/04 in A549-
Zellen auch unter verschiedenen Infektionsbedingungen nur dhnlich schwach wie das
saisonale Pan/99-Virus eine Sekretion von IFNB auslosten. Mit den aviaren H5N1-Isolaten
infizierte Zellen sekretierten dagegen deutlich mehr dieses Typ | IFN. Nach Infektion von
A549-Zellen mit dem Pan-delNS1-Virus waren duBerst hohe IFNB-Konzentrationen in den
Zellkulturiberstanden nachweisbar (Abbildung 3-4B), da hier die Induktion der Typ | IFN-
Gene nicht durch das virale NS1-Protein inhibiert wird (Garcia-Sastre et al., 1998; Kochs et
al., 2009).

Wahrend die humanen H5N1-Isolate in den bisher gezeigten Experimenten auf A549-Zellen
eine etwas schnellere Vermehrung als das saisonale Pan/99-Virus zeigten und hohere Titer
erreichten, wiesen die avidren H5N1-Isolate eine geringe Vermehrungsfiahigkeit, eine
langsame Replikation und eine starke Aktivierung des humanen Typ | IFN-Systems in A549-

Zellen im Vergleich zu Pan/99 auf.

3.1.4 Vermehrungsfahigkeit der H5SN1-Influenzaviren in Calu-3-Zellen

A549-Zellen sind humane Typ II-Pneumozyten, die aus Tumorzellen isoliert wurden. Um zu
untersuchen in wie weit die Ergebnisse der Untersuchungen in A549-Zellen auch auf
andere Zelllinien und Lungenepithelzelltypen (bertragbar sind, wurden die bisher
gezeigten Untersuchungen mit Calu-3-Zellen wiederholt. Calu-3-Zellen sind humane

Lungenepithelzellen aus bronchialem Gewebe und sekretieren eine Protease, die eine
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Zugabe von TPCK-Trypsin fiir eine effiziente Vermehrung saisonaler Influenzaviren unnétig

macht (Zeng et al., 2007).
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Abbildung 3-5: Vermehrung der H5N1-Isolate und des Pan/99-Virus auf Calu-3-Zellen. Dargestellt sind die
Virustiter zu den angegebenen Zeitpunkten in den Zellkulturliberstanden infizierter Calu-3-Zellen (moi = 0,01,
N > 2). Die erreichten Titer der in der Abbildung angegebenen Virusstimme wurden mittels Plaqueassay auf
MDCK-Zellen bestimmt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Mittelwerte (SEM) wieder und
zeigen nur den positiven Schwankungsbereich. Gezeigt sind Daten aus zwei, teilweise drei Versuchen, die
Gberwiegend in Duplikaten angesetzt wurden.

In Abbildung 3-5 sind eine bessere Vermehrung der humanen und eine geringere
Vermehrung der avidaren H5SN1-Isolate im Vergleich zu Pan/99 in Calu-3-Zellen zu erkennen,
ahnlich der Virusvermehrung in A549-Zellen. Allerdings sind die Unterschiede in den
erreichten Titern zwischen den humanen und aviaren H5N1-Isolaten etwas geringer als in
A549-Zellen. Die aviaren H5N1-Isolate vermehrten sich auf Calu-3-Zellen zu mehr als
10-fach (Duck/VN), beziehungsweise 1000-fach (Ch/Ind) héheren Titern im Vergleich zu

A549-Zellen. Die Pan-deINS1-Variante vermehrte sich, wie in A549-Zellen, kaum.

3.1.5 Typ | IFN-Sekretion Influenza A Virus-infizierter Calu-3-Zellen

Um die in Calu-3-Zellen durch die Infektion mit den Virusstammen ausgeloste Typ | IFN-
Sekretion zu untersuchen, wurden die Zellen mit den verwendeten Virusstammen infiziert
(moi = 1) und 16 h nach Infektion die IFNB-Konzentrationen in den Zellkulturiiberstanden

bestimmt (Abbildung 3-6).
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Abbildung 3-6: IFNB-Konzentration in Zellkulturiiberstanden von Calu-3-Zellen nach Infektion mit den
H5N1- und H3N2-Stammen. Die dargestellten IFNB-Konzentrationen in den Zellkulturiiberstdnden wurden
16 h nach Infektion der Calu-3-Zellen (moi = 1) mit den untersuchten Virusstammen per ELISA bestimmt.

Nach Infektion von Calu-3-Zellen mit den avidren H5N1-Isolaten Ch/Ind und Duck/VN
kommt es zu einer starkeren IFNB-Sekretion als nach Infektion mit den humanen H5N1-
Isolaten und dem saisonalen Pan/99-Virus. Durch das Pan/99-del-NS1-Virus wurde
wiederum die starkste Sekretion von IFNB ausgelost. Dies entspricht dem Ergebnis auf
A549-Zellen (Abbildung 3-4B). Ein Vergleich der jeweils nach Infektion mit den gut IFN-
induzierenden Virusstammen (Pan-delNS1, Ch/Ind und Duck/VN) gemessenen IFNB-
Konzentrationen zeigt aber auch, dass infizierte Calu-3-Zellen deutlich geringere Mengen
an IFNB sekretieren als infizierte A549-Zellen. Wahrend die Ursache fiir diesen
zelllinienspezifischen Unterschied unklar ist, kénnte dies moglicherweise die bessere
Vermehrung der avidren Stamme in Calu-3-Zellen im Vergleich zu der A549-Zelllinie

erklaren.

3.1.6 Virale Vermehrungsfahigkeit in primaren humanen Zellen und Lungengeweben

Calu-3- und A549-Zellen sind permanente Zelllinien, die urspriinglich aus Tumorgeweben
isoliert wurden. Um experimentelle Daten zu erhalten, die die in vivo Situation
moglicherweise besser reflektieren, wurden die HS5N1-Stamme auch in primaren
bronchialen Epithelzellen (NHBE) und humanen Lungengewebsbiopsien untersucht.

Die Versuche in NHBE-Zellen (Abbildung 3-7) zeigten eine zu Calu-3- und A549-Zellen
dhnliche Vermehrungsfahigkeit der HSN1-Stamme: Die humanen H5N1-Isolate vermehrten

sich zu hohen Titern, wahrend die avidren lIsolate und insbesondere der Ch/Ind-Stamm
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eine deutlich geringere Vermehrungsfahigkeit aufwiesen. Das Pan/99-Virus vermehrte sich

in den NHBE-Zellen weniger effizient als in A549- und Calu-3-Zellen.
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Abbildung 3-7: Vermehrung der H5N1-Stamme und des saisonalen H3N2-Stammes auf NHBE-Zellen. NHBE-
Zellen wurden mit einer moi von 0,01 in Triplikaten infiziert und die Virustiter in den Zellkulturiiberstanden
zu den angegebenen Zeitpunkten per Plaquetest auf MDCK-Zellen bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte
dreier Versuche + SEM.

Die Vermehrung der verwendeten Viren und die durch sie ausgeloste IFNB-Sekretion
wurden auch in humanen Lungengewebsbiopsien untersucht. Die Lungenstiicke sollten
durch die Anwesenheit verschiedenster Zelltypen, inklusive alveoldarer Makrophagen und
durch ihre komplexe Struktur die Bedingungen im unteren humanen Respirationstrakt
deutlich besser reflektieren als homogene Zellkulturen permanenter Zelllinien oder
primdrer Zellen. Die Lungengewebsbiopsien entstammen Patienten, denen im Rahmen
einer Lungendissektion Lungengewebe im Helios-Klinikum Berlin entnommenen wurde.
Far die Experimente wurden tumorfreie humane Lungenbiopsien verwendet, die von S.
Hippenstiel und A. Becher (Charité-Klinikum, Berlin) freundlicherweise zur Verfligung
gestellt wurden. Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse wurden in Zusammenarbeit
mit V. Weinheimer (RKI, FG 17) generiert.

Fiir die Untersuchung der Vermehrungsfahigkeit der untersuchten Viren und der durch sie
ausgeldsten Aktivierung einer Typ | IFN-Antwort wurden moglichst gleich groRe
Lungengewebsstiicke zweier Spender in Triplikaten mit jeweils 4 x 10° pfu infiziert. Wie in
Abbildung 3-8 zu erkennen ist, zeigten die humanen HS5N1-Isolate eine dhnlich gute
Vermehrungsfahigkeit wie der Pan/99-Stamm. Im Gegensatz dazu vermehrten sich die

aviaren H5N1-Isolate in den humanen Lungengeweben kaum.
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Abbildung 3-8: Vermehrung der H5N1-Stimme und des saisonalen Pan/99-Stammes in humanen
Lungengewebsbiopsien. Die Biopsien wurden in Scheiben geschnitten und maoglichst gleich grofRe Stiicke mit
einer 8-mm-Gewebestanze ausgestanzt. Die so erhaltenen Stlicke wurden in Triplikaten mit 4 x 10° pfu der
verwendeten Viren infiziert. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM aus den Mittelwerten der Triplikate zweier
Versuche mit Geweben jeweils unterschiedlicher Spender.

Die Infektion der Lungenstiicke mit den avidren H5N1-Isolaten fiihrte zu einer deutlich

starkeren Sekretion von IFNB im Vergleich zu Pan/99 (Abbildung 3-9).
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Abbildung 3-9: Konzentration von IFNB in den Zellkulturiiberstinden infizierter humaner
Lungengewebsbiopsien. Lungengewebsstiicke zweier Spender wurden in Triplikaten mit 4 x 10° pfu der
Virusstimme infiziert und die IFNB-Konzentrationen in den Zellkulturiiberstanden zu den angegebenen
Zeitpunkten per ELISA bestimmt (Mittelwerte aus den Mittelwerten der jeweiligen Triplikate +/- SEM).

Auffallig war, dass auch die humanen H5N1-Isolate in den Lungengewebsbiopsien eine
deutlich starkere IFNB-Sekretion im Vergleich zu Pan/99 induzierten. Eine starkere Typ |
IFN-Sekretion durch die humanen H5N1-Isolate im Vergleich zu Pan/99 wurde nur in den
humanen Lungengewebsbiopsien, nicht aber auf den permanenten Zelllinien (Abbildung 3-

4 und Abbildung 3-6) und auch nicht in anfanglichen Versuchen auf den primaren NHBE-
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Zellen (Daten nicht gezeigt) beobachtet. Dies koénnte darauf hindeuten, dass die
Anwesenheit verschiedener Zelltypen in dem komplexeren Lungengewebsbiopsiemodell
eine stdarkere IFNB-Induktion durch die H5N1-Stamme im Vergleich zu dem saisonalen

Pan/99-Stamm bedingt.

3.1.7 Typ | IFN-Sekretion H5N1-Virus-infizierter humaner Makrophagenprdparationen

Durch die humanen H5N1-Isolate wurde in den Lungengewebsbiopsien eine starkere
Sekretion von IFNB im Vergleich zu Pan/99 ausgeldst. Dies konnte aus Stamm-spezifischen
Unterschieden resultieren, die in Lungenepithelzellen nicht deutlich werden. So ist
bekannt, dass H5N1-Stamme im Vergleich zu saisonalen Influenza A Viren in Makrophagen
die Typ | IFN-Gene stark aktivieren kdénnen und auch eine starke Sekretion anderer
Zytokine auslésen (Cheung et al., 2002). Makrophagen konnten demnach direkt zu den
gemessen IFNB-Konzentrationen im Lungenmodell beitragen oder andere Zellen dazu
stimulieren, grofRere Mengen IFNB zu sekretieren. Eine durch die H5N1-Stdmme in
Makrophagen ausgeloste starkere Immunantwort im Vergleich zu saisonalen
Influenzaviren wirde sehr wahrscheinlich auch die beobachtete Hyperzytokinamie in
H5N1-Infizierten mit erklaren kénnen. Daher wurde untersucht, ob infizierte humane
Makrophagen nach H5N1-Infektion mehr IFNB sekretieren, als nach Infektion mit dem
saisonalen H3N2-Stamm und in Abschnitt 3.1.8 auch die Sekretion weiterer Zytokine. Dazu
wurden aus humanen Leukozytenprdparationen Monozyten isoliert und zu Makrophagen
ausdifferenziert. Die ausdifferenzierten Makrophagenkulturen wurden dann mit

spezifischen Antikorpern gefarbt und zytometrisch charakterisiert (Abbildung 3-10).
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Abbildung 3-10: FACS-Analyse der ausdifferenzierten Makrophagenkulturen. Adhdrente Zellen wurden vom
Boden der Zellkulturgefalle gel6st, gewaschen und mit Fluorophor-gekoppelten Antikorpern gefarbt. Zur
Analyse wurde die Zellpopulation anhand der GroRe und Granularitdt der Zellen in zwei Subpopulationen
separiert (A). Die groRere Subpopulation (> 90 % der Zellen) wurde als Makrophagenpopulation bezeichnet,
die kleine Subpopulation einfach als ,Andere’. B-D: Histogramme der Fluoreszenzsignale getrennt nach
Subpopulationen. Verwendet wurden Antikdrper gegen CD206 (B), CD14 (C) und HLA-DR (D). Dargestellt ist
das exemplarische Ergebnis fuir eine Makrophagenpréparation.
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Die nach der Ausdifferenzierung in den Makrophagenpraparationen enthaltenen Zellen
erschienen im Lichtmikroskop Uberwiegend als fiir Makrophagen typische, grolie,
abgeflachte adhdrente Zellen mit ausgepragten Pseudopodien (Daten nicht gezeigt).
Weiterhin enthielten die Kulturen einige kleine, nicht adhdrente Zellen. Auf Grund der
morphologischen Unterschiede sind diese Populationen durch ihre
Lichtbrechungseigenschaften zytometrisch gut unterscheidbar (Abbildung 3-10A). Die
grofRen Zellen in den Zellpopulationen (>90 % der Gesamtzellpopulation) waren CD206,
CD14 und HLA-DR positiv. Der Anteil an kleineren Zellen setzte sich wahrscheinlich aus
mehreren Zellpopulationen zusammen, die teilweise CD3, CD56 und HLA-DR-positiv waren.
Die Zellen in der Makrophagenpopulation erschienen homogen und zeigten keine positive
Farbung von CD3 und CD56 und eine schwache Farbung von CD86 (Daten teilweise nicht
gezeigt).

CD206 ist der Makrophagen-Mannoserezeptor, der nur von Makrophagen und einigen
dendritischen Zellen exprimiert wird. Dendritische Zellen sind allerdings nicht adhdrent
und waren bei der Praparation und den nachfolgenden Waschschritten ausgewaschen
worden. CD14 ist ein allgemeiner Marker fir monozytare Zellen und HLA-DR ist eine
Untereinheit des MHC-II-Rezeptors, charakteristisch fiir antigenprasentierende Zellen. Die
Zellen der Makrophagenpopulation erschienen weiterhin schwach CD86 positiv was
typisch fir monozytare Zellen ist. Dendritische Zellen zeigen ein deutliches CD86-Signal,
wodurch sich dendritische Zellen weiterhin von Makrophagen unterscheiden. CD3 ist ein T-
Zellmarker und eine CD56-Expression ist typisch fiir natlrliche Killerzellen. Beide
Antikorper farbten nur Zellen in der kleineren Subpopulation an, was auf geringe Anteile
nicht ausgewaschener T- und NK-Zellen in den Praparationen hinweist.

Nachdem durch FACS-Analyse gezeigt wurde, dass die ausdifferenzierten Zellpraparationen
zu Uber 90 % aus Makrophagen bestanden, wurden die Zellen mit den verschiedenen
H5N1-Isolaten, Pan/99 und Pan-delNS1 infiziert und nach 24 h die IFNB-Konzentration in
den Zellkulturiberstanden und der NP- und NS1-Gehalt in den Lysaten der infizierten
Zellen bestimmt. Mit dem verwendeten IFNB-ELISA wurde dazu nur der IFNB-Gehalt von

Zellkulturiberstanden einer Makrophagenpréaparation bestimmt (Abbildung 3-11).
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Abbildung 3-11: IFNB-Konzentration in Zellkulturiiberstinden von Makrophagen, nach Infektion mit den
H5N1-Stimmen und Pan/99. Die IFNB-Konzentrationen in den Zellkulturiberstinden humaner
Makrophagen wurden 24 h nach Infektion (moi = 2, ein Versuch) per ELISA bestimmt.

Das Experiment wurde mit Makrophagenpraparationen von drei weiteren Spendern
wiederholt, allerdings wurden die IFNB-Konzentrationen hier im Rahmen eines Multiplex-

ELISA (siehe Abschnitt 3.1.8) bestimmt und sind daher in Abbildung 3-12 in pg/ml

angegeben.
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Abbildung 3-12: IFNB-Konzentrationen in Zellkulturiiberstainden von Makrophagen, die mit den H5N1-
Stammen und Pan/99 infiziert wurden. Im Rahmen eines Multiplex-ELISA-Versuches wurden die IFNB-
Konzentrationen in den Zellkulturiiberstdnden infizierter humaner Makrophagen (moi = 2, 24 h nach
Infektion (Mittelwerte +/- SEM, N = 3, jeweils in Triplikaten) gemessen (A). Um die Infektion/Replikation der
Viren in humanen Makrophagen zu kontrollieren, wurde der NP-Gehalt in den Makrophagen 24 h nach
Infektion per Western Blot untersucht (B, ein exemplarisches Ergebnis).

In den insgesamt vier untersuchten Makrophagenpraparationen (Abbildung 3-11 und 3-12)
I6sten die humanen HS5N1-Isolate eine zu dem Pan/99-Stamm vergleichbar geringe

Sekretion von IFNB aus. Nach Infektion mit den avidaren H5N1-Isolaten sekretierten

54



Ergebnisse

Makrophagen dagegen deutlich mehr IFNB als mit den humanen Isolaten infizierte. Diese
Ergebnisse sind demnach vergleichbar mit den Befunden auf den Lungenepithelzelllinien.

Die Experimente mit den Makrophagen wiesen darauf hin, dass die beobachtete starke
IFNB-Sekretion in H5NI1-infizierten Lungengewebsbiopsien nicht auf eine zu den
Epithelzelllinien unterschiedliche Modulation des Typ | IFN-Systems in Makrophagen
zurlickzufiihren ist. Da Makrophagen in den Lungenstlicken nachweisbar sind und auch
infiziert werden (V. Weinheimer, personliche Mitteilung), kénnten sie die IFN-Antwort
anderer Zellen beispielsweise durch zytokinvermittelte Stimuli verstarken. Andererseits,
kénnten auch Zytokine, die neben IFNB von Epithelzellen sekretiert werden, in anderen
Zelltypen die IFNB-Sekretion verstarken. Daher wurden im folgenden Abschnitt die
Konzentrationen weiterer von Lungenepithelzellen und Makrophagen sekretierter Zytokine
bestimmt. Sollte sich zeigen, dass sowohl die humanen als auch die aviaren H5N1-Stamme
in dem einen oder anderen Zelltyp die Sekretion bestimmter Zytokine starker stimulieren
als der saisonale H3N2-Stamm, konnte dies ein Erkldarungsansatz fiir die hohere

Pathogenitat der HS5N1-Stamme sein.

3.1.8 Untersuchung der Zytokinsekretion Influenza A Virus-infizierter Zellen

Wie in der Einleitung beschrieben, wurden insbesondere im Serum von Patienten mit
fatalen H5N1-Infektionen héhere Zytokinkonzentrationen gefunden, als bei Menschen mit
saisonaler Influenza. Dies betraf insbesondere die Zytokine IP-10, MCP-1, MIG, IL-6, IL-8,
IL-10 und IFNy (de Jong et al., 2006). Manche Forscher sehen Lungenepithelzellen als
,Sentinel’ des nicht-adaptiven Immunsystems, die die folgende Immunantwort durch die
Sekretion bestimmter Zytokine pragen (Hippenstiel et al, 2006). Neben
Lungenepithelzellen koénnten auch spezialisierte Immunzellen des nicht-adaptiven
Immunsystems (beispielsweise Makrophagen oder dendritische Zellen) Quelle der als
Antwort auf H5N1-Infektionen stark sekretierten Zytokine sein (Aldridge et al., 2009;
Cheung et al., 2002; Sandbulte et al., 2008).

Im Folgenden wurde der Frage nachgegangen, ob Lungenepithelzellen als Antwort auf eine
Infektion mit den verschiedenen Influenzaviren, qualitativ und/oder quantitativ
unterschiedliche Zytokine sekretieren. Dazu wurde ein auf fluoreszierenden Partikeln
basierender Multiplex-ELISA verwendet, der es erlaubt die Konzentrationen mehrerer
Zytokine in einer Probe Zellkulturiberstand simultan zu bestimmen. Diese Messungen

waren nicht in einer Laborumgebung der biologischen Sicherheitsstufe 3 durchfiihrbar. Es
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war daher zuvor nétig Protokolle fur die Virus-Inaktivierung in den Zellkulturiiberstanden
zu etablieren. Durch die Inaktivierung durfte aber auch die Messung der
Zytokinkonzentrationen nicht gestort werden. Deshalb wurden Zellkulturiiberstande von
infizierten Zellen mit ultraviolettem Licht fiir bis zu 60 Minuten bestrahlt (Stratagene
CrossLinker, max. Intensitatseinstellung) und die Konzentration replikationskompetenter
Viruspartikel per Plaqueassay auf MDCK-Zellen analysiert (Abbildung 3-13A). Nach 10
Minuten UV-Bestrahlung waren nur noch wenige infektidose Viruspartikel nachweisbar.
Daher wurde anschlieRend getestet, ob die Uberstinde nach 15 Minuten UV-Bestrahlung
noch infektios flr Bruteier sind. Dieser Test ist sensitiver als ein Plaqueassay und zeigte
keine replikationskompetenten Viruspartikel an (Daten nicht gezeigt). Da durch UV-
Bestrahlung auch Proteine denaturiert werden, wurde einmalig die Abnahme der
Konzentrationen einiger Zytokine in Abhdngigkeit von der Einwirkdauer des UV-Lichts

bestimmt (Abbildung 3-13B).
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Abbildung 3-13: Abnahme infektioser Viruspartikel und der per Multiplex-ELISA messbaren
Zytokinkonzentration durch UV-Bestrahlung. In einem BIO-LINK CrossLinker (Vilber Lourmat) wurden jeweils
500 pl Zellkulturiiberstand bei maximaler Intensitat fiir die angegebene Dauer bestrahlt (Wellenlange
254 nm, etwa 14 cm Abstand zur Lichtquelle). AnschlieRend wurde der Gehalt replikationskompetenter
Viruspartikel per Plaqueassay (A) oder die Konzentration verschiedener Zytokine mittels Multiplex-ELISA (B)
untersucht.

Eine Bestrahlungsdauer von 15 min geniigte, um die Viren in einem 500 pl-Volumen in
einer 12-Kalottenplatte ohne Deckel zu inaktivieren. Wie in Abbildung 3-13B zu erkennen,
kommt es durch eine 15-miniitige Bestrahlung allerdings zu einer Abnahme der
nachweisbaren Zytokinkonzentrationen um 20 - 70 %. Die in den folgenden Experimenten
ermittelten Zytokinkonzentrationen konnen demnach deutlich geringer sein, als die
Konzentrationen, die wahrend den Infektionen tatsachlich in den Zellkulturiberstanden

auftraten. Wahrend dies einen Vergleich mit Literaturdaten stark erschwert, ist die
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Abnahme der messbaren Zytokinkonzentrationen fiir den Vergleich der sekretierten
Zytokinmengen nach Infektion mit den verschiedenen Viren eher vernachldssigbar.

Um moglichst vollstandig die von A549-Zellen sekretierten Zytokine zu bestimmen, wurden
die zu der Zeit umfangreichsten Multiplex-ELISA-Kits (BioRad) verwendet und die
Konzentrationen von 50  Zytokinen  bestimmt. In den  UV-inaktivierten
Zellkulturiberstdanden von A549-Zellen waren nach Infektion, mit den H5N1-Stammen,

Pan/99 und Pan-delNS1 (moi = 1, 16 h nach Infektion) folgende Analyten messbar:

- IL-1ra, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-12(p70), IL-15, IL-17 (Interleukine)

- GM-SCF, SDF-1a, G-CSF, SCF, FGF, VEGF (Wachstumsfaktoren)
- IFNy, IFN-a2 (Interferone)

- TNFa

- ICAM-1, VCAM-1, Gro-1a, IP-10, MIP-1B, SDF-1a, RANTES, MIF, MIG, VEGF
(Chemokine und an der Immunzellbewegung beteiligte Analyte)

Fiir viele der anderen Analyte wurden keine auswertbaren Messwerte erhalten, da deren
Konzentrationen unter oder im Bereich der Nachweisgrenze (< 1-2 pg/ml) lagen. Fir einige
relevante Analyte sind die erhaltenen Daten in Abbildung 3-14 beispielsweise gezeigt.

Diese Konzentrationsbestimmung einer Vielzahl sekretierter Zytokine zeigte, dass kein
Zytokin nach Infektion mit den humanen H5N1-Isolaten von A549-Zellen starker sekretiert
wurde als nach Infektion mit Pan/99 (Abbildung 3-14, Daten teilweise nicht gezeigt). Die
Zytokine IP-10, MIG, IL-6 und IFNy, die in Seren von Patienten mit H5N1-Infektionen in
hohen Konzentrationen nachgewiesen wurden (de Jong et al., 2006), wurden von A549-
Zellen nur nach Infektion mit den aviaren H5N1-Isolaten und Pan-delNS1 stark sekretiert,
nicht aber von Pan/99- oder mit den humanen H5N1-Isolaten infizierten Zellen. Dies gilt
auch fur IL-1ra, FGF, MIP-1B, RANTES und MIF. Fir MCP-1 und IL-8 wurden keine
auswertbaren Messwerte erhalten und IL-10 scheint von A549-Zellen nicht sekretiert zu
werden. Auch samtliche weiteren durchgefiihrten Multiplex-ELISA-Messungen (Daten nicht
gezeigt) zeigten, dass die humanen H5N1-Isolate und Pan/99 eine vergleichbar geringe
Zytokinantwort in A549-Zellen auslésen. Lediglich die avidaren H5N1-Isolate und Pan-

delINS1 I6sten in A549-Zellen stark die Sekretion einiger Zytokine aus.
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Abbildung 3-14: Zytokinkonzentrationen in Zellkulturiiberstinden von A549-Zellen nach Infektion mit den
H5N1- und H3N2-Stammen. Die dargestellten Zytokinkonzentrationen (A-F) wurden per Multiplex-ELISA in
den Zellkulturiiberstanden infizierter A549-Zellen (moi = 1, 16 h nach Infektion) bestimmt. Samtliche Proben
wurden dazu 15 min UV-inaktiviert. Dargestellt ist das Ergebnis eines Versuchs.

Am Beispiel der A549-Zelllinie wurden demnach keine Unterschiede in der
Zytokinsekretion von Pan/99- und mit den humanen H5N1-Isolaten infizierten
Lungenepithelzellen beobachtet. Im Gegensatz dazu l6sten die humanen H5N1-Stamme in
den Lungengewebsbiopsien aber eine starkere IFNB-Sekretion im Vergleich zu Pan/99 aus
(Abbildung 3-9). In den Lungenstiicken residente Makrophagen sind wahrscheinlich nicht
die Quelle der gemessenen hoheren IFNB-Konzentrationen (Abbildung 3-12) kdnnten aber
moglicherweise andere Zytokine verstarkt sekretieren. Deshalb wurden die
Konzentrationen an TNFa, IL-1B, IL-6, Mip-1B, IP-10, RANTES, IFNB und MCP-1 in den
Uberstinden infizierter Makrophagenpriparationen bestimmt. Die analysierten
Zellkulturtberstande stammten von Makrophagenpraparationen dreier Spender, die mit
einer Multiplizitdt von 2 fir 24 h in Triplikaten infiziert wurden (Abschnitt 3.1.7). Es zeigte
sich, dass lediglich Makrophagen, die mit Pan-deINS1 beziehungsweise mit den avidren
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H5N1-Isolaten infiziert wurden, verschiedene Zytokine in hoheren Konzentrationen
sekretierten, als mit Pan/99-infizierte (Abbildung 3-15). Die gemessenen
Zytokinkonzentrationen, die von infizierten Makrophagen sekretiert wurden, wiesen
teilweise grolRe, wahrscheinlich spenderabhangige, Unterschiede auf. Die Vermutung, dass
die humanen H5N1-Isolate Makrophagen zu einer starkeren Zytokinsekretion im Vergleich

zu Pan/99 stimulieren kénnten, wurde fir die gemessenen Analyte aber nicht bestatigt.
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Abbildung 3-15: Zytokinkonzentrationen in den Zellkulturiiberstainden humaner Makrophagen nach
Infektion mit den verwendeten H5N1- und H3N2-Stammen. Die dargestellten Zytokinkonzentrationen
wurden in den UV-inaktivierten Zellkulturiiberstanden infizierter humaner Makrophagen per Multiplex-ELISA
bestimmt (moi = 2, 24 h nach Infektion; Mittelwerte +/- SEM, N = 3, jeweils in Triplikaten).

Anhand der gemessenen Zytokinkonzentrationen, die von Lungenepithelzellen und
Makrophagen als Reaktion auf die Infektion mit den verschiedenen Viren sekretiert
wurden, kann die im Vergleich zu Pan/99 starkere Sekretion von IFNB in H5N1-infizierten
Lungengewebsbiopsien nicht erklart werden. Die bestimmten Zytokinprofile lieferten
keinen Hinweis, wie es zu der Hyperzytokindmie in H5N1-Infizierten kommt, es sei denn,
man postuliert, dass die H5N1-Infektionen durch Virusstimme verursacht werden, die den
hier untersuchten avidren Isolaten sehr dhnlich sind. Dann wadre aber keine effiziente
Vermehrung dieser Viren im Menschen zu erwarten, was nur schwer mit der beobachteten

hohen Viruslast in HSN1-Infizierten vereinbar ist.
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3.2 Das Typ | IFN-System reduziert die Vermehrung der H5N1-Isolate

Die Versuche zu der Vermehrungsfahigkeit und der Typ | IFN-Induktion durch die H5N1-
Stamme zeigten, dass sich die humanen H5N1-Isolate in humanen Lungenepithelzellen und
-geweben vergleichbar effizient vermehrten wie ein saisonales H3N2-Virus. Im Gegensatz
dazu zeigten die avidren H5N1-Isolate eine geringe Vermehrungsfahigkeit in humanen
Zellen. Die humanen H5N1-Isolate lI6sten in den Lungenepithelzelllinien und Makrophagen
nur eine geringe IFNB-Sekretion aus, wahrend avidre Isolate eine starke IFNB-Sekretion
induzierten. Es ist bekannt, dass Typ | IFN die Vermehrung saisonaler Influenzaviren
inhibieren koénnen (lsaacs & Lindenmann, 1957), wahrend einige HS5N1-Stamme
moglicherweise eine Typ | IFN-insensitive Vermehrung zeigen (Seo et al., 2002). Im
Folgenden wurde daher der Einfluss von Typ | IFN auf die Vermehrung der verschiedenen

Viren untersucht.

3.2.1 Vermehrung der H5N1-Viren in Typ | IFN-defizienten VERO-Zellen

Zu diesem Zweck wurde die Vermehrung der H5N1-Stdmme in VERO-Zellen untersucht.
Diese Nierentumorzellen einer Afrikanischen Griinen Meerkatze exprimieren auf Grund
einer genetischen Deletion keine Typ | IFN. Durch die Untersuchungen sollte sich zeigen,
ob die durch die avidren H5N1-Isolate ausgelOste starke Typ | IFN-Sekretion deren geringe

Vermehrungsfahigkeit in humanen Lungenepithelzellen bedingt.
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Abbildung 3-16: Vermehrung der H5N1- und H3N2-Viren auf VERO-Zellen. VERO Zellen wurden mit einer
moi von 0,01 infiziert und zu Pan/99- und Pan-delNS1-infizierten Ansitzen wurde TPCK-Trypsin gegeben
(1 pg/ml). Gezeigt sind die Mittelwerte der per Plagueassay bestimmten Virustiter in den
Zellkulturiiberstdanden zu den angegebenen Zeitpunkten aus drei Versuchen + SEM.
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Die Vermehrung der getesteten Viren auf den IFN-inkompetenten VERO-Zellen ist in
Abbildung 3-16 gezeigt. Die Pan-delNS1-Mutante vermehrte sich auf diesen Zellen
vergleichbar effizient wie das Pan/99 wt-Virus. Die zuvor auf den Lungenepithelzellen
beobachtete starke Attenuation dieser Mutante demonstriert anschaulich wie deutlich das
Typ | IFN-System die Vermehrung saisonaler Influenzaviren unterdriicken kann und wie
wichtig das NS1-Protein fiir deren Vermehrung auf Typ | IFN-kompetenten Zellen ist
(Garcia-Sastre et al., 1998). Auch die avidaren H5N1-Isolate, die auf A549-Zellen eine starke
Sekretion von Typ | IFN auslésten, vermehrten sich auf den VERO-Zellen zu deutlich

héheren Titern.
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Abbildung 3-17: Vergleich der 24 und 48 h nach Infektion erreichten Titer auf A549- und VERO-Zellen.
Dargestellt sind die entsprechenden Virustiter aus den in Abbildung 3-1 und Abbildung 3-16 gezeigten
Ergebnissen.

Ein Vergleich der Titer zu denen sich die verschiedenen Viren auf A549- und VERO-Zellen
vermehrten (Abbildung 3-17) zeigt, dass insbesondere die auf A549-Zellen stark Typ | IFN-
induzierenden Stamme auf VERO-Zellen deutlich hohere Titer erreichen. Auffallig dabei ist,
dass die auf VERO-Zellen erreichten Titer der Duck/VN- und Buzz/Bln-Isolate zwar an die
Titer des saisonalen Pan/99-Stammes heranreichen, nicht aber an die Titer der humanen
H5N1-Isolate. Die humanen lIsolate scheinen dementsprechend auch auf VERO-Zellen
einen Replikationsvorteil gegeniiber den anderen Stammen aufzuweisen, der Typ | IFN-

unabhangig zu sein scheint.

3.2.2 Vermehrung der H5N1-Viren in Typ | IFN-vorbehandelten Zellen

Die Vermehrung der avidren H5N1-Isolate schien durch die Abwesenheit funktioneller Typ |
IFN-Gene in den VERO-Zellen beglinstigt. Allerdings konnten auch andere bisher nicht
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identifizierte zelllinienspezifische Unterschiede zwischen den VERO-Zellen und den
Lungenepithelzelllinien zu der besseren Vermehrungsfahigkeit der avidren H5N1-Isolate
auf den VERO-Zellen beitragen (Hayman et al., 2007).

Um zu Uberprifen, ob die Vermehrungsfahigkeit der HS5N1-Stamme tatsachlich Typ | IFN-
sensitiv ist und um gegebenenfalls Hinweise auf eine unterschiedliche IFN-Sensitivitat der
verschiedenen Stamme zu erhalten, wurde deren Vermehrungsfahigkeit in den drei bisher
getesteten Zelllinien in Gegenwart eines Typ | IFN untersucht. Ein rekombinantes humanes
IFNa-Hybrid wurde dazu 6 h vor Infektion dem Zellkulturmedium zugesetzt (500 IU/ml)
und die Konzentration des Typ | IFN-Analogons wurde auch nach der Infektion in den

Zellkulturtberstanden konstant gehalten.
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Abbildung 3-18: Virusvermehrung auf A549-Zellen in Gegenwart von IFNa. Dem Kulturmedium von A549-
Zellen wurde ein rekombinantes humanes IFNa (500 IU/ml) 6 h vor Infektion hinzugefiigt und auch nach
Infektion (moi = 0,01) wurde das Kulturmedium mit IFNa versetzt. Die zu den angegebenen Zeitpunkten
erreichten Virustiter wurden mittels Plaqueassay auf MDCK-Zellen bestimmt (Mittelwerte + SEM, N = 3).

Wie in Abbildung 3-18 deutlich wird, vermehrten sich alle getesteten Viren in den IFNa-
stimulierten A549-Zellen nur zu sehr geringen Titern. Ein direkter Vergleich der von den
verschiedenen Viren nach 24 und 48 h auf A549-Zellen mit und ohne IFNa-Stimulation
erreichten Titer ist in Abbildung 3-19 gezeigt. Eine stark verringerte Vermehrung (um 1-5
Log-Stufen) aller untersuchten Influenzaviren in A549-Zellen bei Anwesenheit groRerer Typ
| IFN-Mengen wird dabei deutlich. Der durch Typ | IFN in den Zellen induzierte antivirale

Status unterdriickt demnach auch die Vermehrung der H5N1-Stamme.
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Abbildung 3-19: Vergleich der auf A549-Zellen mit und ohne IFNa-Behandlung erreichten Titer. Dargestellt
sind die entsprechenden Virustiter 24 und 48 h nach Infektion aus den in Abbildung 3-1 und Abbildung 3-18
gezeigten Ergebnissen.

Ein genauer Vergleich der Typ | IFN-Sensitivitat der verschiedenen Viren ist auf Grund ihrer
sehr unterschiedlichen Vermehrungsfahigkeit und Typ | IFN-Induktion auf unstimulierten
Zellen schwierig. Das Thai/04-Isolat erreicht in Anwesenheit des Typ | IFN-Analogons die
hdchsten Titer, wiahrend die erreichten Titer des Pan/99- und des HK/97-Stammes im
Vergleich zu den auf unstimulierten A549-Zellen erreichten Titern am deutlichsten

reduziert waren.

In IFNa-stimulierten Calu-3-Zellen (Abbildung 3-20) vermehrten sich die H5N1-Isolate in
48 h zu bis zu 10-fach geringeren Titern im Vergleich zu unbehandelten Zellen, wahrend
der erreichte Titer des Pan/99-Stammes 15-fach verringert war. Die Vermehrung aller
Stamme in Calu-3-Zellen wurde durch eine IFN-Behandlung deutlich weniger stark

unterdrickt als in A549-Zellen.
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Abbildung 3-20: Vermehrung der H5N1-Stamme und von Pan/99 auf IFN-stimulierten Calu-3-Zellen. Dem
Kulturmedium von Calu-3-Zellen wurde ein rekombinantes humanes IFNa (500 1U/ml) 6 h vor Infektion
hinzugefiigt und auch nach der Infektion (moi = 0,01) wurde das Kulturmedium mit dem IFNa versetzt. Die zu
den angegebenen Zeitpunkten erreichten Virustiter wurden mittels Plaqueassay auf MDCK-Zellen bestimmt

(Mittelwerte + SEM, N > 2) (A). Vergleich der auf Calu-3-Zellen mit und ohne IFNa-Behandlung erreichten
Titer nach 24 und 48 h (B).

Da laut Herstellerangaben das Typ | IFN-Analogon an die Typ | IFN-Rezeptoren von
menschlichen Zellen, aber auch an die Rezeptoren von Maus und Ratte bindet und daher
deutlich unspezifischer als die natirlich vorkommenden Interferone ist, wurde auch

versucht, VERO-Zellen mit dem IFNa zu stimulieren (Abbildung 3-21).
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Abbildung 3-21 Vermehrung der H5N1- und H3N2-Viren auf IFN-stimulierten VERO-Zellen. Dem
Kulturmedium der VERO-Zellen wurde das rekombinante IFNa (500 IU/ml) 6 h vor Infektion hinzugefligt und
auch nach der Infektion (moi = 0,01) wurde das Kulturmedium mit IFNa versetzt. Die zu den angegebenen

Zeitpunkten erreichten Virustiter wurden mittels Plaqueassay auf MDCK-Zellen bestimmt (Mittelwerte +
SEM, N 2 2).

Im Unterschied zu den Lungenepithelzelllinien vermehrten sich alle Virusstamme auf IFNa-
stimulierten VERO-Zellen dhnlich effizent wie auf nicht vorbehandelten VERO-Zellen.
Lediglich die Geschwindigkeit der Virusvermehrung schien durch die IFNa-Stimulation
leicht verringert. Die maximalen Titer der schnell replizierenden humanen H5N1-Isolate

und Pan/99 wurden in Gegenwart von IFNa zwischen 36 und 48 h erreicht, wahrend diese
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Viren auf unstimulierten VERO-Zellen ihre maximalen Titer bereits vor dem 36 h-Wert
erreichten (Abbildung 3-16).

Ob VERO-Zellen, die als Primatenzelllinie humanen Zellen evolutiondr ndher sind als
Mause- oder Rattenzellen tatsachlich mit diesem IFN-Analogon stimulierbar sind, blieb
unklar. RIG-1, dessen Expression gut Typ | IFN-stimulierbar ist, war in den VERO-Zellen auch
nach Stimulation mit dem IFNa in einem Western Blot nicht nachweisbar (Daten nicht
gezeigt). Dies deutet auf eine schlechte Stimulierbarkeit der VERO-Zellen mit diesem Typ |
IFN hin, kénnte aber auch durch eine geringe Affinitat des verwendeten Antikdrpers gegen
das RIG-I-Protein der Primatenzellen erkldart werden, da dieser gegen humanes RIG-I
gerichtet ist. VERO-Zellen sind grundsatzlich Typ | IFN-stimulierbar, allerdings zeigen auch
andere rekombinante a-IFNs in diesen Zellen eine deutlich geringere Fahigkeit als
,natirliche’ Typ I IFNs, die Replikation von Viren zu unterdriicken (Dahl et al., 2004).

Die in Abbildung 3-16 bis 3-21 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Vermehrung der
H5N1-Stamme sowohl auf A549- als auch auf Calu-3-Zellen in Anwesenheit von Typ | IFN
verringert war. Die Vermehrung der getesteten H5N1-Stdamme in humanen Zellen ist
demnach Typ | IFN sensitiv. Signifikante Unterschiede in der Typ | IFN-Sensitivitdt zwischen
den HS5N1-Stammen und Pan/99 wurden nicht beobachtet, auch wenn die
Vermehrungsfahigkeit des Pan/99-H3N2-Stammes in Gegenwart von Typ | IFN etwas

deutlicher reduziert schien als die des Thai/04-Stammes.

3.3 Die Aktivierung des Typ | IFN-Systems durch die H5N1-Isolate

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass

- die humanen H5N1-Isolate in humanen Zellen kaum Unterschiede gegeniber
Pan/99 in ihrer Vermehrungsfahigkeit, Typ | IFN-Induktion und in der Typ | IFN-
Sensitivitat ihrer Vermehrungsfahigkeit aufweisen.

- die aviaren H5N1-Isolate sich in humanen Zellen im Vergleich zu den anderen
getesteten wt-Stammen zu geringeren Titern vermehren und eine starke Sekretion
von IFNB und anderen Zytokinen auslosen.

- die geringe Vermehrungsfahigkeit der avidaren H5N1-Isolate zumindest teilweise auf

die durch sie verursachte starke Sekretion von Typ I IFN zurlickzufiihren ist.

Die humanen H5N1-Isolate scheinen offenkundig also die Fahigkeit zu besitzen, die

Aktivierung des humanen Typ | IFN-Systems zu vermeiden oder zu unterdriicken, wahrend
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den aviaren Isolaten diese Eigenschaft fehlt. Im Folgenden wurde versucht, Unterschiede
in den Aminosduresequenzen der H5N1-Virusproteine zu identifizieren, die die
Unterschiede zwischen den humanen und avidren Isolaten erklaren koénnten und
untersucht, tUber welche Signalwege die H5N1-Isolate das humane Typ | IFN-System

aktivieren.

3.3.1 Analyse der Primarstruktur der viralen Proteine

Um der Ursache fiir die beobachteten Unterschiede in der Vermehrungsfahigkeit und IFN-
Induktion zwischen den humanen und avidren H5N1-Isolaten nachzugehen, wurden die
untersuchten Virusstdmme (mit Unterstliitzung von A. Zohner) sequenziert und die
Primédrstrukturen aller viralen Proteine (mit Ausnahme der Nukleoproteine) miteinander
verglichen. In Tabelle 3-1 ist ein Uberblick und Vergleich der Aminosiurepositionen
dargestellt, die bereits als wichtig fiir die Pathogenese von H5N1-Stdammen in Sdugerzellen

identifiziert wurden.

Aminosaurepositionen im HA 1 NA

86 124 138 156 212 226 227 228 263 Stalk-del.
A/HongKong/156/1997 A N L A E Q S G T +
AlThailand/1 Kan-1)/2004 v S Q T R Q S G T
Alchicken/Indonesia/R132/2006 A D L A K Q S G A +
Alduck/VietNam/TG24-01/2005 \' S Q T R Q S G T +
A/Bussard/Berlin/1/2006 A D Q A K Q S G T +
A/Panama/2007/1999 A - R K N v S S S

Aminosaurepositionen im NS1 NS2

42 del 80-84 92 103 106 149 127 189 195 228 31 56
A/HongKong/156/1997 S E L | A D D S P M H
AlThailand/1 Kan-1)/2004 S + D (87) F M A \ D T S M H
Alchicken/Indonesia/R132/2006 S + D (87) F M A T D S S M H
Alduck/VietNam/TG24-01/2005 S + D (87) F M A T D T S M H
A/Bussard/Berlin/1/2006 S + D (87) F M A T D S S M H
A/Panama/2007/1999 S D F M A N D S S M H

PB1 PB1-F2 Aminosaurepositionen im PB2 M PA

317 66 318 355 627 701 702 168 127 336
A/HongKong/156/1997 | N R K E D K T \Y L
AlThailand/1 Kan-1)/2004 M N R R E N K T Vv L
Alchicken/Indonesia/R132/2006 M N R R E D K | Y, L
Alduck/VietNam/TG24-01/2005 M N R R E D K | \ L
A/Bussard/Berlin/1/2006 M N R R K D K | \ L
A/Panama/2007/1999 M N R R K D R T \ L

Tabelle 3-1: Ubersicht iiber Aminosdurepositionen die als wichtig fiir die Pathogenitit von H5N1-Stimmen
in Sdugern identifiziert wurden, nach (Lycett et al., 2009). Aminosauren, die in pathogeneren H5N1-Viren
gefunden werden, sind fett markiert. Fir die Sequenz der PB2-Proteine von HK/97 und Thai/04 wurde
teilweise auf publizierte Daten zurickgegriffen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/FLU.html)
Weiterhin sind in rot die Aminosaurepositionen gezeigt, in denen sich alle avidren Isolate von den humanen
H5N1-Isolaten unterscheiden. Das NP-Segment wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht sequenziert. Die
gesamten Sequenzierungsdaten finden sich im Anhang.

Identifiziert wurden diese Aminosaurepositionen durch einen Vergleich der Eigenschaften
verschiedener Virusisolate, die dann auf genomische Unterschiede zuriickgefiihrt wurden,
oder durch revers-genetische Studien (Chen et al., 2007b; Jackson et al., 2008; Jiao et al.,

2008; Le et al., 2009; Matrosovich et al., 1999; Obenauer et al., 2006; Seo et al., 2002;
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Subbarao & Shaw, 2000; Wu et al., 2008). Weiterhin sind sdmtliche Aminosdurepositionen
rot hervorgehoben, in denen sich alle untersuchten avidren H5N1-Isolate von den
humanen H5N1-Isolaten unterscheiden. Zu dem ist ein Vergleich mit dem Pan/99-Stamm
gezeigt, flr den auf bereits in der Arbeitsgruppe generierte Sequenzdaten zurlickgegriffen
wurde (Anton, 2010).

Die Aminosauresequenzen der untersuchten humanen H5N1-Stamme unterscheiden sich
gemeinsam nur in den Aminosauren an Position 168 im Matrixprotein und 127 im NS1-
Protein von den drei hier wuntersuchten avidren H5N1-Isolaten. In den
Aminosaurepositionen, die mit einer erhdhten Pathogenitat assoziiert wurden, finden sich
dagegen keine Unterschiede, die eindeutig die humanen H5N1-Isolate von den avidren
Isolaten abgrenzen wirden.

Aminosdure 127 im NS1-Protein befindet sich in einem Bereich der als wichtig flr die
Bindung der zelluldren Proteinkinase R beschrieben ist (Min et al., 2007). Die durch
Autophosphorylierung aktivierte PKR phosphoryliert elF2a und bewirkt so einen Stopp der
zellularen Proteinbiosynthese. Es ist bekannt, dass die Interaktion von NS1 mit PKR wichtig
ist, um diesen PKR-vermittelten Stopp der Proteinbiosynthese zu unterdriicken (Galabru &
Hovanessian, 1987; Nallagatla et al., 2007; Samuel, 1979). Fur PKR ist des Weiteren eine
modulatorische Funktion auf NF-kB beschrieben, die durch Wechselwirkung von PKR mit
IKKB vermittelt wird und zu der Aktivierung der I-kB-Kinase fiihrt (Chu et al., 1999). NF-kB
spielt eine wichtige Rolle bei der Induktion verschiedener Zytokine und stimuliert auch den
IFNB-Promotor. Es ist daher mdoglich, dass das NS1-Protein auch Uber PKR einen
modulatorischen Einfluss auf die Aktivierung des Typ | IFN-Systems austbt und/oder die
nicht-adaptive Immunantwort moduliert (McAllister & Samuel, 2009). Die Aktivierung von
PKR durch die im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit untersuchten H5N1-Stamme ist in
Abschnitt 3.3.2 beschrieben.

Der Aminosaureaustausch 1168T im Matrixprotein ist eine nicht-synonyme Mutation, die
die Hydrophobizitat dieser Position verandert. In der Fachliteratur wurde diese
Aminosaureposition bisher mit keiner Funktionalitat assoziiert. Ein Vergleich mit den
vollstdndigen M1-Proteinsequenzen in der Influenzadatenbank des NCBI zeigte, dass etwa
30 % der 172 avidren und etwa 50 % der humanen H5N1-Isolate 168T aufweisen. Es
handelt sich daher wahrscheinlich nicht um eine wichtige/essentielle speziesspezifische

Adaptation.
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Die Duck/VN- und Thai/04-Isolate werden beide in Clade 1 eingeordnet und zeigen
zueinander kaum Unterschiede in den in Tabelle 3-1 aufgefiihrten Pathogenitéats-
assoziierten Aminosdurepositionen. Da der Duck/VN-Stamm im Vergleich zu den anderen
aviaren lsolaten Buzz/BIn und Ch/Ind eine schwéachere Sekretion von IFNB in humanen
Zellen auslost, wurde auch nur nach spezifischen Unterschieden von Ch/Ind und Buzz/BIn
im Vergleich zu den humanen H5N1-Isolaten gesucht. Diese beiden aviaren H5N1-Isolate
unterscheiden sich gemeinsam von den humanen HS5N1-Isolaten in den
Aminosaurepositionen 124 und 212 in den HA-Proteinen (Tabelle 3-1) sowie an den
Positionen 653 in den PA- und 363 und 435 in den NA-Proteinen. Die Influenzavirus HA-
Proteine kdnnen wahrend ihrer Prozessierung im Endoplasmatischen Retikulum eine ER-
Uberladungs-Antwort (ER-overload response) ausldsen, was zu einer verstirkten NF-kB-
Aktivierung fiihren kann (Pahl & Baeuerle, 1995) und so die Sekretion von IFNB verstarken
kénnte. Eine Uberexpression verschiedener HA-Proteine (von H5-, H3- und H1-Subtypen)
zeigte allerdings keinen aktivierenden Einfluss auf ein NF-kB-Reporterkonstrukt in 293T-
Zellen (Daten nicht gezeigt).

Die Aminosduren an Position 124 und 212 im HA-Protein liegen in antigenen Bereichen und
unterscheiden sich zwischen den H5N1-Isolaten wahrscheinlich auf Grund antigener Drift
(Wu et al., 2008). Auch die Aminosaurepositionen 363 und 435 im NA-Protein liegen in der
extrazellularen Kopfregion und die entsprechenden Aminosauren (in den beiden avidren
Isolaten Glycin, bzw. Serin statt Glutamin, bzw. Glycin) kommen haufig in avidren und
humanen H5N1-Isolaten vor. Die Moglichkeit, dass diese Aminosdurepositionen in den HA-
und NA-Proteinen einen Einfluss auf die Menge an sekretierten IFNB ausiiben konnten,
erschien daher duRerst unwahrscheinlich und wurde nicht weiter verfolgt.

Die Aminosaureposition 653 im PA-Protein (in den beiden avidren lsolaten Serin statt
Prolin) liegt in einem a-helikalen Bereich der wichtig fir die Interaktion mit PB1 ist. Es ist
bekannt, dass beispielsweise die Mutationen E656A und G657A diese Interaktion stark
behindern, was die Transkription und Replikation von Influenzaviren erheblich reduzieren
kann (He et al, 2008; Regan et al., 2006). Einem moglichen Einfluss der
Polymerasekomplexe auf das Potential der Viren, die Sekretion von IFNB auszulésen, wird
in Abschnitt 3.5 nachgegangen.

Weitere = Aminosdurepositionen in  denen sich die analysierten avidren

Influenzavirusproteine gemeinsam von den Proteinen der humanen H5N1-Isolate
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unterscheiden, fanden sich nicht. Die unterschiedlichen Eigenschaften der humanen und
avidaren HS5N1-Isolate resultieren demnach wahrscheinlich aus einem Zusammenspiel
individueller Unterschiede, die auch in verschiedenen Gensegmenten lokalisiert sein

kénnen.

3.3.2 Aktivierung von PKR durch die untersuchten Influenza A Viren

Die Aktivierung von PKR erfolgt durch Autophosphorylierung nach RNA-abhangiger PKR-
Dimerisierung und wird durch das NS1-Protein inhibiert (Hatada et al., 1999; Min et al.,
2007; Nallagatla et al., 2007; Tan & Katze, 1998). Alle in der hier vorliegenden Arbeit
untersuchten avidren Isolate unterscheiden sich von den humanen H5N1-Isolaten in der im
NS1-Protein identifizierten PKR-Bindedoméane an Aminosaureposition 127 (Tabelle 3-1).

Es ware daher moglich, dass es wahrend der Infektion humaner Zellen mit den avidren
H5N1-Isolaten zu einer starkeren Aktivierung von PKR kommt, wodurch sich die geringe
Vermehrungsfahigkeit dieser Viren erkldaren lieBe. Um dies zu untersuchen, wurde der
Gehalt an phosphoryliertem (antiviral aktivem) PKR zu verschiedenen Zeiten nach Infektion
von A549-Zellen per Western Blot analysiert (Abbildung 3-22).

HK/97 Thai/04
0 1 3 6 10 16 0 1 3 6 10 16 [hpi]
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Abbildung 3-22: Gehalt an phosphoryliertem PKR (P-PKR) in infizierten A549-Zellen. Mit den angegebenen
Virusstimmen infizierte A549-Zellen (moi = 1) wurden zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion
lysiert und der Gehalt an phosphorylierten (P-PKR) und nicht phosphorylierten PKR per Western Blot
untersucht. Zur Infektionskontrolle ist der Gehalt an viralem NP und als Ladekontrolle zelluldres Aktin gezeigt.
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Wie zu erkennen ist, fihrte die Infektion mit dem Pan-deINS1-Stamm zu einer starken PKR-
Phosphorylierung (P-PKR). Im Unterschied dazu war der Gehalt an phosphoryliertem PKR in
den wt-Virus-infizierten A549-Zellen gering und zeigte kaum Unterschiede zwischen den
humanen und avidren H5N1-Isolaten und Pan/99. Daraus ist zu schlussfolgern, dass die
NS1-Proteine der avidaren und humanen Isolate die Aktivierung von PKR vermutlich

vergleichbar effizient unterdriicken.

3.3.3 Die H5N1-Isolate aktivieren RIG-I abhadngig das humane Typ | IFN-System

Es ist bekannt, dass nach Infektion mit saisonalen Influenza A Viren die Typ | IFN-Gene
RIG-l-abhdngig aktiviert werden kénnen. Das RIG-I-Protein bindet im Zytoplasma der
infizierten Zellen an 5’-triphosphorylierte RNA, wie beispielsweise die vVRNA und cRNA von
Influenzaviren (Hornung et al., 2006; Pichlmair et al., 2006). Durch die dann folgende
Interaktion zwischen RIG-1 und MAVS wird ein Signalweg aktiviert, der zu der Aktivierung
von IRF-3 und NF-kB fuhrt, die dann die Transkription der Typ | IFN-Gene stimulieren. Da
die avidren H5N1-Stamme in humanen Zellen eine sehr starke IFNB-Sekretion ausldsten,
wurde im Folgenden untersucht, ob dies allein RIG-lI-abhangig erfolgt (Opitz et al., 2007),
oder ob diese Isolate moglicherweise auch andere Typ | IFN-induzierenden Signalwege

aktivieren.
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Abbildung 3-23: Die IFNB-Sekretion infizierter A549-Zellen ist bei verringerter RIG-I-Expression reduziert.
Mit einer RIG-I-spezifischen (ausgefiillte Balken) oder einer Kontroll-siRNA (weille Balken) transfizierte A549-
Zellen wurden 36 h nach Transfektion mit den verschiedenen Virusstammen (moi = 1) infiziert. 16 h nach
Infektion wurde die IFNB-Konzentrationen in den Zellkulturiberstanden per ELISA bestimmt. Der RIG-I-Gehalt
in den transfizierten und infizierten Zellen wurde per Western Blot untersucht (obere Banden). Der
Tubulingehalt in den Lysaten ist zum Vergleich der aufgetragenen Proteinmengen ebenfalls gezeigt (untere
Banden). Dargestellt ist ein exemplarisches Ergebnis zweier unabhangiger Versuche.
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Dazu wurden A549-Zellen mit einer RIG-I-spezifischen siRNA transfiziert, oder mit einer
siRNA, die keine 100 %-ige Identitat zu einer humanen mRNA-Sequenz aufweist (Kontroll-
siRNA) und 36 - 48 h spater mit den untersuchten H5N1-Stimmen infiziert. 16 h nach
Infektion wurden die IFNB-Konzentrationen in den Zellkulturiiberstanden per ELISA
bestimmt und die siRNA-vermittelte Expressionsinhibition von RIG-I per Western Blot
untersucht (Abbildung 3-23). Es zeigte sich, dass mit der RIG-I-spezifischen siRNA
transfizierte Zellen deutlich (80 -90 %) weniger IFNB nach einer Infektion sekretieren als
die Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen. Eine Quantifizierung der Western Blot-Daten ergab
eine durch die spezifische siRNA um 80 - 90 % reduzierte Expression von RIG-I im Vergleich
zu den Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen.

Typ | IFN konnen schon in geringen Mengen die RIG-I-Expression stark stimulieren
(Abbildung 3-24). Die in Abbildung 3-23 erkennbaren Unterschiede in der RIG-I-Expression
zwischen den mit den verschiedenen Viren isolierten Zellen, konnten daher auf deren
unterschiedlich starke IFN-Induktion zurickgefiihrt werden. Die selbst bei geringer IFN-
Induktion doch deutlich starkere RIG-I-Expression in Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen
nach Infektion mit Pan/99 im Vergleich zu den humanen H5N1-Isolaten (Abbildung 3-23),

kann so allerdings nicht erklart werden und wird am Ende der Arbeit diskutiert.

IFNB [IU/ml] O 1 5 10 25 50 100 200

Rig-I — — — —

Tubulin . T T G S G T S

Abbildung 3-24: Die RIG-I-Expression wird durch Typ I IFN stimuliert. A549-Zellen wurden durch Zugabe der
angegebenen Konzentrationen (IU/ml) des Typ I IFN-Analogons zum Zellkulturmedium iber Nacht stimuliert
und anschlieRend die RIG-I-Expression mittels Western Blot untersucht.

Diese Analyse, sowie die im Folgenden dargestellten siRNA-Experimente zeigen, dass die
IFNB-Sekretion von A549-Zellen nach Infektion mit den untersuchten Influenza A Viren von
der RIG-I-Expression abhangig ist. Auch im Fall der avidren H5N1-Stamme leisten daher
RIG-lI-unabhangige Signalwege offensichtlich keinen wesentlichen Beitrag zu der

Aktivierung des Typ | IFN-Systems in den humanen Lungenepithelzellen.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass alle verwendeten Stamme die Sekretion von Typ |
IFN  RIG-l-vermittelt auslosen, wurde anschlieBend untersucht, ob die
Vermehrungsfahigkeit der verschiedenen Stamme bei reduzierter RIG-I-Expression erhoht

ist. Um dies zu untersuchen wurden A549-Zellen mit den im vorangegangenen Experiment
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verwendeten siRNAs transfiziert, anschlieBend mit einer Multiplizitat von 0,01 infiziert und
die Virusvermehrung und die IFNB-Konzentration in den Zellkulturiiberstdanden Uber eine
Dauer von 48 h untersucht.

Wie in Abbildung 3-25 gezeigt, flihrte die Transfektion der RIG-I-siRNA auch (iber die
langere Dauer des Experimentes zu einer sehr effizienten Inhibition der RIG-I-Expression.
Es ist weiterhin zu erkennen, dass die Stimme HK/97 und Thai/04, im Unterschied zu
Pan/99, wiederum die Expression von RIG-I in Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen nur sehr

schwach stimulierten.

A
Virus HK/97 Thai/04 Ch/Ind Duck/VN Pan/99  Pan-delNS1
Rig-I-siRNA + - + - + - + - + - + -
Rig-I - -y - pri—
NP ——a — e ———
Altin T ——  — v — T ———
NS1 e '
— emm S —
B -
250 -o- HK/97
200- I A = Thai/04
—4— Ch/Ind
Duck/VN
-~ Pan/99

IFNB [IU/mI]

----  + Kontroll-siRNA
=+ Rig-I-siRNA

Zeit nach Infektion [h]

Abbildung 3-25: RIG-I-Expression und IFNB-Sekretion siRNA-transfizierter A549-Zellen nach H5N1- und
H3N2-Infektion. Mit einer RIG-I-spezifischen oder Kontroll-siRNA transfizierte A549-Zellen wurden 36 h nach
Transfektion infiziert (moi = 0,01), 48 h nach Infektion lysiert und der RIG-I-Gehalt sowie die Expression
viraler Proteine (NP und NS1) per Western Blot analysiert (A). Die IFNB-Konzentration in den
Zellkulturiiberstanden 14, 24, 36 und 48 h nach Infektion wurden per ELISA bestimmt (B).

In Abbildung 3-25A ist eindeutig eine effiziente Inhibition der RIG-I-Expression durch die
RIG-I-spezifische siRNA zu erkennen. Auch die im Zellkulturmedium akkumulierenden IFNB-
Mengen waren unter diesen Bedingungen deutlich reduziert. Interessanterweise war in
diesen Kulturen jedoch kaum ein Einfluss auf die Vermehrungsfahigkeit der untersuchten
Virusstimme zu erkennen (Abbildung 3-26). Die erreichten Virustiter in den
ZellkulturGberstanden von RIG-I-siRNA-transfizierten Zellen unterschieden sich kaum von

den erreichten Titern in den Kontroll-siRNA-transfizierten Ansdtzen. Es zeigte sich
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allerdings nach 48 h ein teilweise héherer NP- und NS1-Gehalt in den Lysaten der

infizierten RIG-I-siRNA-transfizierten Zellen.

9 —e— HK/97
T 8 -8 Thai/04
2 7 4~ Ch/ind
S 61 Duck/VN
é 5- ——- Pan/99
5+
3 34 + Rig-FsiRNA
§ 2 ----  + Kontroll-siRNA
11+t T T T
0 12 24 36 48

Zeit nach Infektion [h]

Abbildung 3-26: Einfluss einer siRNA-vermittelten Expressionsinhibition von RIG-l auf die
Vermehrungsfihigkeit der HSN1-Isolate und Pan/99 in A549-Zellen. Neben den in Abbildung 3-25 gezeigten
Daten wurde auch die Vermehrung der H5N1-Stamme sowie des saisonalen H3N2-Stammes in den mit einer
RIG-I-spezifischen siRNA oder mit einer Kontroll-siRNA transfizierten A549-Zellen untersucht. Dazu wurden
die Virustiter in den entsprechenden Zellkulturiberstdnden zu den angegebenen Zeitpunkten mittels
Plaqueassay auf MDCK-Zellen bestimmt.

Es ist moglich, dass das Typ | IFN-System erst ab einer bestimmten Typ | IFN-Konzentration
einen antiviralen Zustand ausldst. Daflir spricht, dass Typ | IFN auch von nicht infizierten
Zellen konstitutiv auf niedrigem Niveau exprimiert werden, was fiir die schnelle
Amplifikation der IFN-Sekretion nach Virusinfektion wichtig ist (Takaoka & Yanai, 2006).
Auch der mit zunehmender Typ | IFN-Stimulation sprunghafte Anstieg der RIG-I-Expression
in Abbildung 3-24 weist darauf hin. Um Uber eine Verringerung der Rig-I-Expression zu
zeigen, dass Typ | IFN die Vermehrung der H5N1-Stamme inhibieren kdnnen, muss die

siRNA-vermittelte Reduktion der RIG-I-Expression wahrscheinlich noch vollstandiger sein.

3.4 Funktionalitéit der H5N1-NS1-Proteine in humanen Zellen

Die bisher dargestellten Experimente zeigten, dass auch H5N1-Influenzaviren das Typ | IFN-
System Uber den RIG-I-abhangigen Signalweg aktivierten. Daraus kann man schlieRen, dass
die beobachtete starke IFNB-Induktion durch die avidren H5N1-Isolate in einer starkeren
Stimulation des RIG-I-Signalweges oder aber in einer eingeschrankten Fahigkeit der avidren
NS1-Proteine diesen Rezeptor zu inhibieren, begriindet sein kénnte. Dem Letzteren wurde

im Folgenden nachgegangen.
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3.4.1 Primarstrukturvergleich der verschiedenen NS1-Proteine

In Abbildung 3-27 ist ein Vergleich der Aminosauresequenzen der NS1-Proteine der
verwendeten Virusstdmme gezeigt. Neben den einzelnen blau markierten Unterschieden
in der Primarstruktur dieser Proteine sind die bekannten funktionellen Domanen
verschiedenfarbig unterlegt. In diesen funktionellen Bereichen finden sich keine weiteren
auffalligen Sequenzunterschiede in den verschiedenen NS1-Proteinen, die eindeutig auf
eine unterschiedliche Funktionalitdit der aviaren und humanen HS5N1-NS1-Proteine

hinweisen wirden.

HK/97-NS1 MDSNTVSSEFQVDCFLWHVRKRFADQELGDAPFLDRLRRDOKSLRGRGSTLGLDIRTATRE
Thai/04-NS1 MDSNTVSSFOQVDCFLWHVRKRFADQELGDAPFLDRLRRDOKSLRGRGNTLGLDIETATRA
Ch/Ind-NS1 MDSNTVLSFQVDCFLWHVRKRFADQELGDAPFLDRLRRDOKSLRGRGNTLGLDIETATRA
Duck/VN-NS1 MDSNTVSSFQVDCFLWHVRKRFADQELGDAPFLDRLRRDOKSLRGRGNTLGLDIETATRA
Pan/99-NS1 MDSNTVSSFQVDCFLWHIRKQVVDQELSDAPFLDRLRRDOQRSLRGRGNTLGLDIKAATHV
* ok ok ok ok ok **********:**: . .****.************:******.******. :**:
HK/97-NS1 GKHIVERILEEESDEALKMTIASVPAPRYLTEMTLEEMSRIWLMLIPKQKVTGSLCIRMD
Thai/04-NS1 GKQIVERILEEESPKALKM—{~---PASRYLTDMTLEEMSRDWEFMLMPKQKVAGISLCIKMD
Ch/Ind-NS1 GKQIVERILEEESPEALKM—{----PASRYLTDMTLEEMSRDWEFMLMPKQKVAGISLCIKMD
Duck/VN-NS1 GKQIVERILEEESPKALKM—{~---PASRYLTDMTLEEMSRDWEFMLMPKQKVAGISLCIKMD
Pan/99-NS1 GKQIVEKILKEESPEALKMTMASTPASRYITDMTIEELSRNWEMLMPKQKVEGPLCIRMD
**:***:**:****:**** **.**:*:**:**:**:*:**:***** ‘k.***:**
HK/97-NS1 QOA[LMDKD[ ILKANEFSVIFNRLEALILLRAFTDEGAIVGEISPLPSLPGHTEEDVKNAIGV
Thai/04-NS1 QALMDKV[I ILKANEFSVIFDRLETLILLRAFTEEGAIVGEISPLPSLPGHTGEDIKNAIGV
Ch/Ind-NS1 QOALMDKTNVILKANEFSVIFDRLETLILLRAFTEEGAIVGEISPLPSLPGHTGEDVKNAIGV
Duck/VN-NS1 QAIMDKTIILKANFSVIFDRLETLILLRAFTEEGAIVGEISPLPSLPGHTDEDVKNAIGV
Pan/99-NS1 OALMEKNIMLKANESVIFGRLETIVLLRAFTEEGAVVGEISPLPSFPGHTIEDVKNAIGV
Kokfeok ok [ ok Rk kPR Rk kA ks s Ak ok sk k ok A AR KKk A Ak kA AR kk sk k ok kAR
HK/97-NS1 LIGGLEWNDNTVRVSETLOREFTWRSSDENGRSPLPPKQKRKMERTIEPEV]
Thai/04-NS1 LIGGLEWNDNTVRVTETIQRFAWRSSDEDGRLPLPPNQKRKMART IESEV]
Ch/Ind-NS1 LIGGLEWNDNTVRVSETIQRFAWRSSNEDGRLPEFPPNOKRKMARTIGSEV]
Duck/VN-NS1 LIGGLEWNDNTVRVTETIQRFAWRSSDEDGRLPLPPNQKRKMARTIESEV]
Pan/99-NS1 LIGGLEWNDNTVRVSKNLOQRFAWRSSNENGGPPLTPKOKRKMARTARSKYV]
KAk kA A kfek ko k ke ckk ke kkk ke k ke eekkkAlR Kk .k

Abbildung 3-27: Primérstrukturvergleich der H5N1- und Pan/99-NS1-Proteine. Die aus Sequenzdaten
abgeleiteten Aminosauresequenzen der NS1-Proteine wurden gegenibergestellt [T-COFFEE Version_5.05:
http://www.tcoffee.org] und Unterschiede zwischen den Sequenzen durch blaue Buchstaben
hervorgehoben. Die rote Markierung kennzeichnet in der NS1-Aminosduresequenz des hier verwendeten
HK/97-Stammes einen Unterschied (N101D) zu den veréffentlichten HK/97-NS1-Sequenzen. Farbig unterlegt
sind funktionelle Bereiche des NS1-Proteins. Rot markiert ist die N-terminale RNA-Bindungsdomé&ne der NS1-
Proteine (AS 1-73) die auch ein Kernimportsignal enthalt (AS 34-38). Die Deletion der AS 80-84 ist typisch fir
die H5N1-Stamme ab 2003 und fallt in einen Bereich der fir die Wechselwirkung einiger NS1-Proteine mit
elFAG essentiell ist (AS 81-113, griin). Die Aminosauren 123-127 sollen die NS1-Bindung an PKR vermitteln
(gelb) und der Bereich Uber die Aminosauren 134-147 stellt ein Kernexportsignal (grau) dar. Die identifizierte
Bindungsstelle fur CPSF30 (blau, AS 184-188) erscheint hoch konserviert in den verwendeten Stammen.
Dunkelgrau gekennzeichnet findet sich das zweite Kernlokalisierungssignal in den NS1-Proteinen und daran
anschlieBend die PABII-Bindedomane (AS 223-230) die auch das C-terminale PDZ-Ligandenmotiv enthalt (AS
227-230, lila). Des Weiteren wurden bereits zwei SH3- (AS 164-167 und 213-216) und eine SH2-Bindedomane
(AS 89-93) in den Aminosaduresequenzen identifiziert. Die SH2- und die erste SH3-Domane wurden als wichtig
fir die Wechselwirkung von NS1 mit der p85B-Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)
identifiziert.
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3.4.2 Herstellung und Analyse von Pan/99 x H5N1-NS-Reassortanten

In den bisher dargestellten Versuchen wurde fiir das Pan-deINS1-Virus die geringste
Vermehrungsfahigkeit und die starkste IFNB-Induktion im Vergleich zu den anderen
untersuchten Viren beobachtet. Die humanen H5N1-Isolate sowie das saisonale H3N2-
Virus vermehrten sich am effizientesten und losten nur die Sekretion geringer IFNpB-
Mengen aus. Da flr die avidaren H5N1-Isolate im Vergleich zu Pan-deINS1 und den
humanen Influenzavirusisolaten eine intermediare Vermehrung und IFNB-Induktion
beobachtbar war, wurde angenommen, dass die avidaren NS1-Proteine eine eingeschrankte
Funktionalitdt in humanen Zellen aufweisen. Aus dem Primarstrukturvergleich der H5N1-
NS1-Proteine konnten keine funktionellen Unterschiede vorausgesagt werden, weshalb die
Funktionalitat der NS1-Proteine vergleichend naher untersucht werden musste. Zu diesem
Zweck wurden reassortante Viren hergestellt, die das NS-Segment der verschiedenen
H5N1-Isolate im Hintergrund des Pan/99-Stammes tragen. Die in Abbildung 3-28
dargestellten Viren unterscheiden sich von dem verwendeten rekombinanten Pan/99-
Stamm nur in ihrem NS-Segment und daher sollten Unterschiede zwischen diesen Viren
allein auf die NS-Proteine zurlickzufiihren sein. Da die NS-Segmente der Influenza A Viren
sowohl NS1 als auch NS2/NEP kodieren, werden wahrend der Infektion mit diesen Viren
sowohl das H5N1-NS1- und -NS2-Protein exprimiert. Die Reassortanten wurden in dem
Pan/99-Hintergrund hergestellt, da ein entsprechender Plasmidsatz bereits vorlag und das

Pan/99-wt-Virus sowie das Pan-deINS1-Virus hier bereits ndher charakterisiert wurden.

H5N1 \- “//‘,/;/{// H3N2 Pan/99 x HK/97-NS

Plasmide
(PHW2000) Pan/99 x Thai/04-NS
. *RTEF’“““’” Pan/99 x Ch/lnd-NS
( 1 Zusammenbau —
~ - d,
- Knospung Pan/99 x Duck/VN-NS

Abbildung 3-28: Schematische Darstellung der Generierung der verwendeten reassortanten Viren. Durch
Transfektion von 293T-Zellen mit pHW2000-Plasmiden, die die Segmente 1-7 des Pan/99-Stammes (griin)
enthalten und eigens dafiir generierter pHW2000-Plasmide mit den NS-Segmenten der H5N1-Stamme (rot),
wurden die im Folgenden verwendeten rekombinanten Viren hergestellt. Diese Reassortanten tragen im
Pan/99-Hintergrund die H5N1-NS-Segmente (rechts).
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3.4.3 Vermehrungsfihigkeit reassortanter Pan/99 x H5N1-NS-Viren

Mit Hilfe der dargestellten Virusreassortanten kann unter anderem untersucht werden,
wie effizient die H5SN1-NS-Proteine die Vermehrungsfihigkeit des Pan/99-Hintergrundes
unterstitzen und wie gut sie die RIG-I-vermittelte Sekretion von Typ | IFN unterdriicken
kénnen. Es war zu erwarten, dass die reassortanten Viren je nach Funktionalitat der H5SN1-
NS-Proteine in humanen Zellen eher Charakteristika wie das Pan/99-wt-Virus (effiziente
Vermehrung, geringe IFNB-Sekretion infizierter Zellen) oder wie die Pan-delNS1-Variante
zeigen. Dazu wurde im Folgenden die Vermehrungsfahigkeit der reassortanten Viren in den
verschiedenen Lungenepithelzelllinien, VERO-Zellen und den Lungengewebsbiopsien
untersucht. Mogliche Unterschiede in der Funktionalitdit der H5N1-NS1-Proteine die
Aktivierung und/oder die Wirkung einer nicht-adaptiven Immunantwort zu unterdriicken,
sollten durch die parallel durchgefiihrte Bestimmung der sekretierten IFNpB-
Konzentrationen offensichtlich werden. Die Arbeit, die Uber eine Typ | IFN-insensitive
Vermehrungsfahigkeit einiger HS5N1-Stamme berichtete, zeigte auch, dass diese Fahigkeit
mit dem NS-Segment transferierbar ist (Seo et al., 2002). Daher wurde die Vermehrung der
reassortanten Viren ebenfalls auf IFN-stimulierten Zellen untersucht, um die NS-Proteine

diesbezliglich vergleichen zu kénnen.

3.4.3.1 Vermehrung der reassortanten Viren in A549-Zellen

Die Vermehrungsfahigkeit der reassortanten Viren in A549-Zellen war lberwiegend mit
der des Pan/99-Stammes vergleichbar (Abbildung 3-29). Nur die Reassortante, die das
Ch/Ind-NS-Segment enthalt, vermehrte sich weniger effizient und erreichte nach 48 h
einen Titer, der etwa 1,5 GroRenordnungen unter dem des Pan/99-wt-Virus lag. Im
Vergleich zu den wt-H5N1-Stammen (Abbildung 3-1) erreichten die Reassortanten mit den
aviaren H5N1-NS-Segmenten interessanterweise deutlich héhere Titer in A549-Zellen
(Abbildung 3-29). Dementsprechend komplementierten die eingefligten HS5N1-NS-
Gensegmente die Vermehrung des Pan/99-Virus in A549-Zellen effizient. Dies deutet
darauf hin, dass die Nichtstrukturproteine der parentalen avidren H5N1-Isolate nicht

ursachlich verantwortlich fiir deren geringe Vermehrungsfahigkeit in humanen Zellen sind.
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Abbildung 3-29 Vermehrung der reassortanten Pan/99 x HSN1-NS1-Viren in A549-Zellen. A549-Zellen
wurden mit den reassortanten Viren infiziert (moi = 0,01) und die Virustiter im Zellkulturiiberstand zu den
angegebenen Zeitpunkten nach Infektion bestimmt (Mittelwerte + SEM, N > 2).

Die Vermehrungskurven der reassortanten Viren auf A549-Zellen, die mit dem
rekombinanten IFNa stimuliert wurden, zeigten klar eine Typ | IFN-sensitive
Vermehrungsfahigkeit der untersuchten Viren (Abbildung 3-30). Die durch die
verschiedenen reassortanten Viren in Gegenwart von Typ | IFN erreichten Titer zeigten
dabei kaum Unterschiede zueinander. Die auf Typ | IFN-stimulierten A549-Zellen
beobachtete leicht bessere Vermehrungsfahigkeit des Thai/04-Isolates im Vergleich zu
HK/97 und Pan/99 lieR sich fir die entsprechende Reassortante nicht beobachten und

somit nicht auf das NS1-Protein zurtckfiihren.
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Abbildung 3-30: Vermehrung der Pan/99 x H5N1-NS1-Viren auf IFNa stimulierten A549-Zellen. Analog zu
vorausgegangenen Experimenten wurden A549-Zellen mit dem rekombinanten IFNa (500 1U/ml) stimuliert
und die Virusvermehrung in Anwesenheit des Typ | IFN-Analogons anhand der Virustiter in den
Zellkulturiiberstdnden zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion untersucht. Gezeigt sind die
Mittelwerte + SEM zweier unabhangiger Experimente.
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3.4.3.2 Vermehrung der reassortanten Viren in Calu-3-Zellen

Die reassortanten Viren vermehrten sich in Calu-3-Zellen zu Titern die nach 48 h dem des
Pan/99-Stammes entsprachen (Abbildung 3-31). Die Vermehrung der Reassortante mit
dem Ch/Ind-NS-Segment war dabei im Vergleich zu den anderen Viren etwas verzogert.
Auf Typ | IFN-stimulierten Calu-3-Zellen zeigte sich eine leicht geringere
Vermehrungsfahigkeit aller verwendeten Viren im Vergleich zu unstimulierten Zellen

(Abbildung 3-32).

9-
E 8- -o- Pan/99
3 7- -~ Pan x HK/97-NS
S 6- -® Pan x Thai/04-NS
g; 5 —— Pan x Ch/Ind-NS
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Abbildung 3-31: Vermehrung der Pan/99 x H5N1-NS1-Viren in Calu-3-Zellen. Calu-3-Zellen wurden mit den
angegebenen Virusstimmen infiziert (moi = 0,01) und die Virustiter zu den angegebenen Zeitpunkten im
Zellkulturiiberstand mittels Plaqueassay auf MDCK-Zellen bestimmt (Mittelwerte + SEM, N > 2).

Pan/99

Pan x HK/97-NS
Pan x Thai/04-NS
Pan x Ch/Ind-NS
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L)

LI

Virustiter [Log,, pfu/ml]
T

Zeit nach Infektion [h]

Abbildung 3-32: Vermehrung der Pan/99 x H5N1-NS1-Viren in IFNa-stimulierten Calu-3-Zellen. Calu-3-
Zellen wurden, wie in Abbildung 3-20 beschrieben, mit dem Typ | IFN-Analogon stimuliert, mit den
Virusstimmen infiziert (moi = 0,01) und die in Gegenwart des IFN-Analogons zu den angegebenen
Zeitpunkten erreichten Virustiter in den Zellkulturiiberstanden bestimmt (Mittelwerte + SEM, N = 1).
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Die Vermehrung der Pan/99 x Ch/Ind-NS-Reassortante schien auf IFNa-stimulierten Calu-3-
Zellen am starksten reduziert. Eine geringere Typ | IFN-Sensitivitdit der
Vermehrungsfahigkeit der Reassortanten mit den H5N1-NS-Segmenten im Vergleich zu
Pan/99 wurde auch auf Calu-3-Zellen nicht deutlich. Wie bereits bei der Untersuchung der
wt-Viren festgestellt, fihrte die Stimulation von Calu-3-Zellen mit dem rekombinanten
IFNa im Vergleich zu A549-Zellen zu einer deutlich geringeren Reduktion der viralen

Vermehrungsfahigkeit.

3.4.3.3 Vermehrung der reassortanten Viren in VERO-Zellen

Die geringere Vermehrungsfahigkeit Pan/99-Reassortante mit dem Ch/Ind-NS-Segment
konnte auf eine starkere Aktivierung des Typ | IFN-Systems in A549- und Calu-3-Zellen
zurickzufihren sein. Deshalb wurde die Vermehrung der reassortanten Viren auch auf
VERO-Zellen untersucht. Die NS-Reassortanten zeigten im Vergleich zu dem Pan/99-Stamm
auf VERO-Zellen eine nahezu identische Vermehrung (Abbildung 3-33). Die Vermehrung
der Reassortante mit dem Ch/Ind-NS-Segment schien leicht verzogert zu sein, doch alle
Stamme erreichten etwa 36 h nach Infektion dhnliche maximale Titer. In mit der Pan-
deINS1-Variante infizierten Zellen wird kein NS1-Protein exprimiert. Die sehr ahnliche
Vermehrung aller rekombinanten Viren auf VERO-Zellen, die keine funktionellen Typ | IFN-
Gene besitzen, deutet darauf hin, dass die NS1-Proteine in diesen Zellen kaum die
Vermehrungsfahigkeit der Viren beeinflussen. Moglicherweise ist demnach die verzogerte

Vermehrung der Ch/Ind-NS-Reassortante auf dessen NS2-Protein zuriickzufuhren.
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Abbildung 3-33: Vermehrung der Pan/99 x H5N1-NS1-Viren auf VERO-Zellen. VERO-Zellen wurden mit den
Virusstimmen infiziert (moi = 0,01) und die erreichten Virustiter in den Zellkulturiiberstanden dieser Zellen,
die keine funktionellen Typ | IFN-Gene besitzen, zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt
(Mittelwerte + SEM, N = 2).
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Die Stimulation der VERO-Zellen mit dem Typ | IFN-Analogon hatte kaum einen Einfluss auf
die Vermehrung der meisten Virusstimme (Abbildung 3-34). Nur die Vermehrung der
Ch/Ind-NS-Reassortante und des Pan-delNS1-Stammes waren in Anwesenheit des
rekombinanten IFNa verringert. Neben der moglicherweise durch das Ch/Ind-NS2-Protein
verursachten Reduktion der Vermehrungsgeschwindigkeit, konnte dies darauf hindeuten,
dass das Ch/Ind-NS1-Protein etwas weniger gut einen moglichen antiviralen Effekt des

IFNa-Analogons in diesen Zellen antagonisiert als die NS1-Proteine der anderen Stamme.
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Abbildung 3-34: Vermehrung der Pan/99 x H5N1-NS1-Viren in Typ | IFN-stimulierten VERO-Zellen. VERO-
Zellen wurden mit 1000 IU/ml des Typ | IFN-Analogons stimuliert, mit den Virusstammen infiziert (moi = 0,01)
und die in Gegenwart des IFN-Analogons erreichten Virustiter in den Zellkulturiiberstinden zu den
angegebenen Zeitpunkten bestimmt (Mittelwerte der Duplikate eines Versuchs + SEM).

3.4.3.4 \Vermehrung der reassortanten Viren in humanen Lungengeweben

In humanen Lungengewebsbiopsien zeigten die reassortanten Viren unerwartet grole

Unterschiede in ihrer Vermehrungsfahigkeit (Abbildung 3-35).
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Abbildung 3-35: Vermehrung der reassortanten Pan/99 x H5SN1-NS1-Viren in humanen Lungengeweben.
Stiicke humaner Lungengewebe wurden mit jeweils 4 x 10° pfu infiziert und die viralen Titer in den
Zellkulturiiberstdanden zu den angegebenen Zeitpunkten auf MDCK-Zellen bestimmt. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM zweier Versuche in Triplikaten mit Geweben unterschiedlicher Spender.
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Die Pan/99-Reassortante mit dem Ch/Ind-NS-Segment vermehrte sich kaum und auch die
anderen H5N1-NS-Reassortanten replizierten zu teilweise deutlich geringeren Titern als
Pan/99. Die H5N1-NS-Proteine offenbarten in den humanen Lungengewebsbiopsien eine
eingeschrankte Funktionalitdt, die auf den verwendeten Zelllinien nicht deutlich wurde.
Moglicherweise verursachen die reassortanten Viren dhnlich wie die wt-H5N1-Stamme in
den Lungenstiicken eine starkere Aktivierung des Typ | IFN-Systems. Die daraus
resultierende ausgepragtere nicht-adaptive Immunantwort kénnte dann zu der geringeren

Vermehrung der Reassortanten fliihren. Dem wurde im Folgenden nachgegangen.

3.4.4 IFNB-Sekretion von mit den H5N1-NS-Reassortanten infizierten Zellen

Um die Funktionalitdt der HSN1-NS1-Proteine im Hinblick auf die Inhibition der Aktivierung
des humanen Typ | IFN-Systems zu untersuchen, wurde der IFNB-Gehalt in den
Zellkulturiberstanden von infizierten A549-Zellen und Lungengeweben 24 und 48 h nach

Infektion bestimmt (Abbildung 3-36).
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Abbildung 3-36: IFNB-Konzentrationen in A549-Zellkulturiiberstinden nach Infektion mit den
Pan/99 x HSN1-NS1-Viren. A549-Zellen wurden mit den reassortanten Viren infiziert (moi= 0,01) und die
Konzentration von IFNB in den Zellkulturiiberstdnden zu den angegebenen Zeitpunkten per ELISA untersucht.
Dargestellt sind die Mittelwerte zweier unabhangiger Experimente +/- SEM.

Wie in Abbildung 3-36 und in Abbildung 3-37 zu erkennen ist, wurde nach Infektion mit
den reassortanten Viren nur wenig IFNB von den A549-Zellen und humanen

Lungengewebsstlicken in das Zellkulturmedium sekretiert.
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Abbildung 3-37: IFNB-Konzentration in Zellkulturiiberstinden von Lungengewebsbiopsien, die mit den
Pan/99 x H5N1-NS1-Viren infiziert wurden. Stiicke humaner Lungengewebe wurden mit jeweils 4 x 10° pfu
infiziert und die IFNB-Konzentrationen in den Zellkulturiiberstanden zu den angegebenen Zeitpunkten mittels
ELISA bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM zweier Versuche in Triplikaten mit Geweben
unterschiedlicher Spender.

Die avidaren H5N1-Isolate aktivieren das humane Typ | IFN-System stdrker als die humanen
H5N1-Isolate und Pan/99, wie die IFNB-Konzentrationen in den Zellkulturiiberstanden
infizierter A549-Zellen und humaner Lungengewebsbiopsien zeigten (Abbildung 3-4 und
Abbildung 3-9). Die hohe IFNB-Konzentration in A549-Zellkulturiiberstanden nach Infektion
mit der Pan-delNS1-Variante (Abbildung 3-4B) belegt, dass auch das Pan/99-Virus das
humane Typ | IFN-System stark aktiviert. Bei der Replikation des wt-Pan/99-Virus wird
diese Aktivierung jedoch durch das NS1-Protein unterdriickt. Da die Infektion mit den
H5N1-NS-Reassortanten zu keiner verstarkten IFNB-Sekretion flhrte, ist zu vermuten, dass
auch die H5N1-NS1-Proteine in der Lage sind, die Aktivierung des humanen Typ | IFN-
Systems effizient zu unterdriicken.

Die geringere Vermehrung der reassortanten Viren in den Lungengewebsbiopsien im
Vergleich zu Pan/99 (Abbildung 3-35) ist, wie die geringen IFN-Konzentrationen in
Abbildung 3-37 zeigen, interessanterweise nicht auf eine verstarkte Typ | IFN-Sekretion
zurickzufiihren. Da sich die reassortanten Viren nur durch die H5S5N1-NS-Segmente vom
Pan/99-wt-Virus unterscheiden, deutet dies auf andere, bisher unbekannte vom NS1- oder

NS2-Protein abhdngige Ursachen hin.
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Aus der Vermehrungsfahigkeit der NS-Reassortanten und deren Aktivierung des humanen
Typ | IFN-Systems im Vergleich zu Pan/99 und dem Pan-delNS1-Stamm lasst sich schlieRen,
dass die HS5N1-NS1-Proteine die Vermehrung des Pan/99-Hintergrundes gut
komplementieren und wahrscheinlich ebenso effizient wie das Pan/99-NS1-Protein in der

Lage sind, eine Aktivierung des Typ | IFN-Systems in humanen Zellen zu unterdriicken.

3.4.5 Inhibition der Aktivierung des humanen IFNB-Promotors durch die NS1-Proteine

Die verschiedenen H5N1-NS1-Proteine schienen dhnlich gut die Aktivierung des humanen
Typ | IFN-Systems zu unterdriicken. Um diese Beobachtung in einem unabhangigen
zweiten Ansatz zu untersuchen, wurde ein Reportergen-Versuch durchgefiihrt. Dazu
wurden die H5N1-NS1-Proteine in 293T-Zellen durch Transfektion der auch fir die
Herstellung der reassortanten Viren verwendeten pHW2000-NS-Plasmide exprimiert.
Gleichzeitig wurden ein Firefly-Luziferase exprimierendes Reporterkonstrukt unter
Kontrolle des humanen IFNB-Promotors und ein konstitutiv Renilla-Luziferase
exprimierendes Plasmid kotransfiziert. In diesen nun das NS1-Protein exprimierenden
293T-Zellen wurde anschlieBend der IFNB-Promotor durch Infektion mit der Pan-delNS1-

Mutante stimuliert.
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Abbildung 3-38: Die H5N1-NS1-Proteine unterdriicken die Aktivierung des humanen IFNB-Promotors. 293T-
Zellen wurden mit den pHW2000-NS-Plasmiden, p125-Luc und pRL-TK-Luc kotransfiziert und 30 h spater mit
Pan-deINS1 (moi = 1) fir 16 h infiziert. AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und die Aktivitdt der
Luziferasen in den Lysaten bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte dreier unabhangiger Versuche in Triplikaten
+/- Standardabweichung (SD), x-fach zu jeweils entsprechend transfizierten aber nicht infizierten Zellen.
Weiterhin wurde mittels Western Blot die Expression der NS1-Proteine untersucht und es ist die NP-
Expression in den Pan-delNSl-infizierten Zellen gezeigt sowie Aktin zum Vergleich der aufgetragenen
Proteinmengen.
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In Abhadngigkeit von der Fahigkeit der verschiedenen NS1-Proteine, die Aktivierung
und/oder die Expression der Firefly-Luziferase unter Kontrolle des humanen IFNB-
Promotors zu inhibieren, sollten eventuelle funktionelle Unterschiede zwischen den NS1-
Proteinen detektiert werden (Abbildung 3-38). Es zeigte sich, dass alle hier untersuchten
NS1-Proteine vergleichbar gut die Aktivierung des IFNB-Promotors und/oder die Expression
der Firefly-Luziferase nach Pan-deINS1-Infektion unterdriickten. Die schwache Pan/99-NS1-
Bande in Abbildung 3-38 ist nicht auf eine geringe Expression des Pan/99-NS1-Proteins
zurlickzufiihren, sondern auf die bekannte geringe Affinitdt des fir den Western Blot

verwendeten Antikdrpers zu diesem NS1-Protein.

3.5 Madgliche Ursachen fiir die starke Aktivierung des RIG-I-Signalweges durch die

aviéiren H5N1-Isolate

Die in Abschnitt 3.4 dargestellten Versuche zeigten, dass das Pan/99- und die H5N1-NS1-
Proteine vergleichbar effizient in humanen Zellen die Induktion einer Typ | IFN-Antwort
unterdriicken. Weitere Analysen ergaben, dass die aviaren H5N1-Stamme RIG-I-vermittelt
eine starke Sekretion von IFNB in humanen Zellen auslosen (Abschnitt 3.3.3). Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass wahrend der Infektion mit den avidaren H5N1-Isolaten eine so
starke Aktivierung des RIG-I-Signalweges erfolgen muss, dass sie nur unvollstdandig von den
NS1-Proteinen unterdrickt werden kann. RIG-I wird wahrend Influenzavirusinfektionen
durch 5’-PPP-RNA aktiviert (Hornung et al., 2006; Pichlmair et al.,, 2006). Aus den
bisherigen Ergebnissen lasst sich also die Hypothese ableiten, dass wahrend der Infektion
mit den avidren H5N1-Stammen mehr 5’-PPP-RNA im Zytoplasma infizierter Zellen fir RIG-I
zuganglich ist.

Es ist bekannt, dass die Polymeraseproteine von Influenzaviren einem starken
Adaptationsdruck im Verlauf zoonotischer Influenzavirusinfektionen unterliegen (Lycett et
al., 2009; Salomon et al., 2006; Song et al., 2009; Subbarao et al., 1993). Neben ihrer
temperaturabhangigen katalytischen Funktion missen die viralen Polymeraseproteine
auch mit verschiedenen zelluldren und viralen Proteinen wechselwirken. Es ist moglich,
dass bei der Replikation der avidren H5N1-Isolate mehr cRNA oder vRNA gebildet wird
(Bradel-Tretheway et al., 2008). Auch kénnte unvollstandige c- und vVRNA von den aviaren
Viren in humanen Zellen gebildet werden, moglicherweise in Form so genannter defective
interfering (DI)-RNA (Davis et al., 1980). Eine einzelne Mutation in den PA-Proteinen

(R638A) kann schon dazu fiihren , dass DIRNA verstarkt gebildet wird (Fodor et al., 2003).
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Auch die in Abschnitt 3.3.1 beschriebenen Besonderheiten der Ch/Ind und Buzz/BIn-PA-
Proteine konnten zu der Bildung von mehr 5’-PPP-RNA fiihren, wodurch der RIG-I-
Signalweg starker aktiviert und eine hdhere IFNB-Sekretion ausgeldst werden konnte.
Unabhangig davon, ob mehr vollstandige oder verkiirzte RNA durch eine erhéhte oder
veranderte Aktivitdt der avidren Polymerasen gebildet wird, konnte dies eine starke
Aktivierung der Typ | IFN-Gene auslésen und so die Vermehrungsfahigkeit dieser Viren,
beispielsweise PKR oder RNasel abhangig, verringern.

Um zu untersuchen ob Unterschiede in dem Gehalt 5’-PPP-RNA-Spezies zu der
beobachteten starkeren Stimulation des RIG-I-Signalweges durch die aviaren H5N1-Isolate
fihren, wurden A549-Zellen mit einer Multiplizitat von 1 fir 10 h infiziert und anschlieSend
die Gesamtzell-RNA der infizierten Zellen isoliert. 1 pg der isolierten RNA wurde dann in
A549-Zellen transfiziert und 8 h nach Transfektion die IFNB-Konzentration in den

Zellkulturiberstanden der transfizierten Zellen bestimmt (Abbildung 3-39).
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Abbildung 3-39: A549-Zellen sekretieren IFNB nach Transfektion von RNA aus infizierten A549-Zellen. 1 pg
der aus infizierten A549-Zellen (moi = 1, 8 h nach Infektion) isolierten RNA wurde in unbehandelte A549-
Zellen transfiziert und 8 h nach Transfektion die IFNB-Konzentration in den Zellkulturiiberstanden per ELISA
bestimmt (Mittelwerte eines Versuchs in Duplikaten +/- SD).

Diese Messung sollte klaren, ob tatsachlich Unterschiede in dem RNA-Gehalt der infizierten
Zellen Ursache fiur die unterschiedlichen Mengen an sekretiertem IFNB sind. Das in
Abbildung 3-39 dargestellte Ergebnis zeigt, dass die RNAs aus infizierten Zellen eine sehr
starke IFNB-Sekretion in A549-Zellen ausldsten, RNA aus nicht infizierten Zellen dagegen
nicht. 1 ug der RNA-Praparationen transfiziert in 1 x 10° A549-Zellen fiihrte teilweise zu der

Sekretion sehr hoher IFNB-Konzentrationen. Die RNA aus Thai/04- und den avidaren H5N1-
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Isolaten infizierten Zellen I6ste eine deutlich starkere IFNB-Sekretion aus als RNA, die aus
HK/97 und Pan/99, bzw. Pan-delNS1-infizierten Zellen isoliert wurde. Uberraschend war,
dass die aus Thai/04-infizierten Zellen isolierte RNA eine ahnlich hohe IFNB-Sekretion
ausloste, wie die RNA-Praparationen aus mit den avidren H5N1-Isolaten infizierten Zellen.

Kontrollversuche zeigten, dass die Fahigkeit der RNA-Praparationen eine IFNB-Sekretion
auszuloésen durch Behandlung mit RNase-l und -lll, sowie durch Dephosphorylierung der
RNA um mehr als 95 % reduziert wird (Abbildung 3-40). Weder Proteine, noch in den
infizierten A549-Zellen exprimierte Typ | IFN-mRNA tragen demnach bedeutsam zu der
Aktivierung des Typ | IFN-Systems nach Transfektion der Gesamtzell-RNA bei. Bereits
mehrfach gezeigt wurde, dass eine Triphosphatgruppe am 5’- RNA-Ende essentiell fiir die

Aktivierung von Rig-l ist (Hornung et al., 2006; Rehwinkel et al., 2010; Schlee et al., 2009).
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Abbildung 3-40: 5’-PPP-RNA induziert die Sekretion von IFNB in A549-Zellen. RNA wurde aus infizierten
oder nicht infizierten Zellen isoliert und mit den angegebenen Enzymen wie unter Material und Methoden
beschrieben, behandelt. RNase-behandelte RNA-Praparationen wurden direkt wieder in A549-Zellen
transfiziert, wahrend die Phosphatase-behandelten Ansatze per RNeasy-Kit aufgereinigt wurden und gleiche
Konzentrationen in A549-Zellen transfiziert wurden. 8 h nach Transfektion wurde die IFNB-Konzentration in
den Zellkulturiberstanden mittels ELISA bestimmt.

Dies deutet darauf hin, dass wahrend der Replikation einiger H5SN1-Isolate in A549-Zellen
tatsachlich deutlich mehr 5’-PPP-RNA gebildet wird, als bei der Replikation des HK/97-
Isolates und des saisonalen Pan/99-Stammes. Eine eindeutige Aussage, ob die starkere
Aktivierung des humanen Typ | IFN-Systems durch die avidren H5N1-Stamme durch
quantitative Unterschiede in den viralen RNA-Replikationsprodukten oder -intermediaten
verursacht wird, kann nur durch deren Quantifizierung getroffen werden. Mogliche
Unterschiede in den gebildeten 5’-PPP-RNA-Spezies (c-RNA, vVRNA oder DIRNA) miissen bei
der Quantifizierung beriicksichtigt werden und machen mehrere umfangreiche real time-

PCR-Versuche notwendig.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, H5N1-Influenza A Viren im Vergleich zu saisonalen Stammen
hinsichtlich mechanistischer Unterschiede in der virusvermittelten Induktion und Blockade
des Typ | IFN-Systems zu untersuchen.

Motiviert wurden diese Untersuchungen durch Publikationen, die zeigten, dass H5N1-
Influenzaviren die Transkription der Typ | IFN- und anderer Zytokingene in humanen Zellen
starker aktivieren als saisonale Virusstimme (Chan et al., 2005; Cheung et al., 2002).
Weiterhin verlaufen Infektionen durch die 1997 und kontinuierlich seit 2003 in Stidostasien
direkt auf den Menschen Ubertragenen hochpathogenen avidren H5N1 Influenza A Viren
zu etwa 60 % fatal (WHO, 2010a) und deren Pathogenitdt wurde mit hohen
Zytokinkonzentrationen im Serum Infizierter und einer hohen Viruslast assoziiert (de Jong
et al., 2006). Diese Befunde sind erstaunlich, denn Influenza A Viren, die im Menschen
zirkulieren und die saisonalen Grippewellen auslésen, verursachen nur selten fatale
Infektionen im Menschen. Auch sind diese saisonalen Stimme darauf angewiesen, die
Aktivierung der Typ | IFN-Gene zu unterdriicken, denn durch die Expression und Sekretion
der Typ | IFN kommt es zu der Expression antiviral wirksamer Proteine, die ihre Replikation
unterdricken. Interessanterweise zeigten Experimente von Seo et al. aber, dass die
Vermehrung der asiatischen H5N1-Stamme nicht durch Typ | IFN verringert wird. Diese
H5N1-Stdamme schienen daher bemerkenswerte Unterschiede zu saisonalen Influenza A
Viren aufzuweisen. Die Charakterisierung der zugrunde liegenden Mechanismen erschien
viel versprechend, um neue Erkenntnisse Uber das nicht-adaptive Immunsystem und
dessen Modulation durch Influenzaviren zu gewinnen und um die hohe Pathogenitat der
H5N1-Stdamme zu erkldren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde dazu die Vermehrungsfahigkeit der H5N1-Stamme in
humanen Zellen untersucht, die von den infizierten Zellen sekretierten Mengen IFNB und
anderer Zytokine bestimmt und mdégliche Mechanismen zu der starken Aktivierung des Typ
| IFN-Systems analysiert. Daflir wurden zwei H5N1-Patientenisolate (humane H5N1-Isolate
HK/97 und Thai/04) und drei H5N1-Isolate aus Vogeln (aviare Isolate Ch/Ind, Duck/VN und
Buzz/BIn) untersucht. Der Vergleich aviarer und humaner H5N1-Isolate sollte zeigen, ob die
publizierten Eigenschaften der H5N1-Patientenisolate in avidaren HS5N1-Stdammen

konserviert sind, was zu der Abschatzung des pandemischen Potentials dieser Stamme
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beitragen konnte. Die Eigenschaften dieser fiinf H5N1-Stamme wurden weiterhin mit
einem humanpathogenen saisonalen H3N2-Stamm (Pan/99) verglichen.

Im Vergleich zu Pan/99 zeigte sich in den durchgefiihrten Experimenten eine vergleichbar
gute Vermehrungsfahigkeit der humanen H5N1-Isolate in humanen Lungenepithelzellen.
Auch l6sten diese H5N1-Isolate nur vergleichbar gering die Sekretion von IFNB und
anderen Zytokinen in humanen Lungenepithelzellen und Makrophagen aus. Im
Unterschied zu Pan/99 und den humanen H5N1-Isolaten zeigten die avidren H5N1-Isolate
nur eine geringe Vermehrungsfahigkeit in humanen Zellen und induzierten eine starke
IFNB-Sekretion. Die Vermehrung aller H5N1-Stamme wurde durch Typ | IFN drastisch
verringert, wie Experimente mit IFN-behandelten Zellen zeigten. In Zellen, die keine
funktionellen Typ | IFN-Gene besitzen, vermehrten sich die avidaren H5N1-Isolate deutlich
effizienter und erreichten dhnlichere Titer zu den anderen untersuchten Influenzaviren.
Die stark von den avidren H5N1-Isolaten ausgelOste Typ | IFN-Sekretion scheint demnach
auch deren geringe Vermehrungsfahigkeit in humanen Zellen mit zu bedingen (Punkt 1 der
Fragestellung, Abschnitt 1.4).

Die humanen H5N1-Isolate zeigten kaum Unterschiede zu dem saisonalen H3N2-Stamm,
wahrend sich die avidaren H5N1-Isolate in humanen Zellen wenig effizient vermehrten und
stark die Sekretion von IFNB und anderen Zytokinen ausldsten. Erworbene Adaptationen
an humane Zellen, die den aviaren Isolaten fehlen, konnten eine mégliche Erklarung fir die
bessere Vermehrung der humanen H5N1-Isolate sein. Um diese zu identifizieren wurden
die Stamme sequenziert (Anhang, Tabelle 3-1) und nach Aminosdurepositionen in den
viralen Proteinen gesucht, die die avidren H5N1-Isolate von den humanen Isolaten
abgrenzen. Die wenigen Aminosaurepositionen in den viralen Proteinen in denen sich alle
untersuchten humanen H5N1-Stamme von den avidren unterscheiden, konnten aber nicht
mit deren unterschiedlicher Vermehrung und Aktivierung des Typ | IFN-Systems assoziiert
werden (Abschnitt 3.3.1 und 3.3.2). Die unterschiedliche Vermehrungsfahigkeit und Typ |
IFN-Induktion der avidren und humanen H5N1-Isolate muss daher aus Kombinationen
stammspezifischer Unterschiede resultieren, die nicht Uber die untersuchten Stamme
konserviert sind. Die geringe Vermehrungsfahigkeit der avidren H5N1-Stdmme ging einher
mit einer beobachteten starken Typ | IFN-Induktion. Wie sich herausstellte, I6sen in
humanen Zellen auch H5N1-Stamme die Sekretion von IFNB in Abhangigkeit von RIG-I aus

(Punkt 2 der Fragestellung).
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Da das NS1-Protein der wichtigste virale Modulator des nicht-adaptiven Immunsystems
und essentiell zur Unterdriickung der Sekretion von Typ | IFN ist, wurde inbesonder die
Funktionalitat der HSN1-NS1-Proteine in humanen Zellen untersucht. Sdmtliche HSN1-NS1-
Proteine unterdriickten interessanterweise vergleichbar effizient die Aktivierung des
humanen IFNB-Promotors und reassortante Pan/99-Viren mit den H5N1-NS-Segmenten
vermehrten sich effizient und I6sten nur eine geringe IFNB-Sekretion aus. Eine in humanen
Zellen eingeschriankte Funktionalitdt der H5N1-NS1-Proteine, die RIG-I-vermittelte
Aktivierung der Typ | IFN-Gene zu unterdriicken, liegt demnach nicht vor (Fragestellung,
Punkt 3).

Die experimentellen Ergebnisse dieser Arbeit lassen folgende Schlussfolgerungen zu:

1.) Humane und avidre H5N1-Isolate unterscheiden sich deutlich in ihrer
Vermehrungsfahigkeit und l16sen unterschiedlich stark die Sekretion von Typ | IFN
aus. Die Vermehrung aller untersuchten H5N1-Viren kann durch das humane Typ |
IFN-System inhibiert werden.

2.) Die Aktivierung der Typ | IFN-Gene wird auch bei H5N1-Infektionen von RIG-I
vermittelt. Samtliche HS5N1-NS1-Proteine zeigen aber keine eingeschrankte
Funktionalitat hinsichtlich der Unterdriickung einer Typ | IFN-Antwort in humanen
Zellen.

3.) Humane H5N1-Isolate I6sen keine starkere Zytokinsekretion als ein saisonales
Influenzavirus in  humanen Lungenepithelzellen und Makrophagen aus.
Moglicherweise ist eine Untersuchung komplexer Zellkulturmodelle (wie
beispielsweise Lungenbiopsien) notwendig, um eine Hyperzytokindmie in H5N1-
Infizierten nachzuvollziehen.

4.) Veranderungen in den viralen Polymerasekomplexen und/oder anderen viralen
Proteinen als dem NS1-Protein sind von wesentlicher Bedeutung fir die

Vermeidung einer Typ | IFN-Antwort und bei der Adaptation an humane Zellen.

4.1 Vermehrungsfdhigkeit und Typ I IFN-Induktion der H5N1-Stéiimme in humanen
Zellen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sich humane und avidare H5N1-Isolate deutlich in
ihrer Vermehrungsfihigkeit in humanen Zellen unterscheiden. Bei der Ubertragung von
H5N1-Influenzaviren von Vogeln auf den Menschen treten die Viren von ihrem natirlichen

Reservoir auf einen neuen Wirt (ber (Zoonose). Wahrend einige Viren streng
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speziesspezifisch sind, weisen andere ein breites Wirtsspektrum auf. So infizieren
beispielsweise Variola- und Polioviren nur Mensch und Affe, Influenza A Viren und
Newcastle Disease Viren (NDV, Genus Morbillivirus) Vogel- und Sdugerspezies und einige
Viren, wie Arboviren und einige Togaviren, sogar Sduger und Insekten. Viele Viren weisen
dabei ein natirliches Reservoir auf in dem sie hdufig wenig oder apathogen sind. Dies
erlaubt es ihnen, in diesen Wirten zu persistieren oder, wie Influenzaviren im Vogeln,
schnell eine hohe Nachkommenschaft zu produzieren, die dann auf neue Wirte
Ubertragbar ist. Eine schwere Symptomatik kann dabei dazu fluhren, dass der infizierte Wirt
von Artgenossen gemieden wird und auch ein schneller Tot des Wirtes tragt oft nicht zu
der Verbreitung der Virusnachkommenschaft bei. Die Ubertragung eines Virus von einer
Spezies auf eine andere (Zoonose) ist eher selten und haufig mit schweren und schwersten
Symptomen verbunden, beispielsweise Infektionen von Alphavirinae (Togaviridae) im
Menschen (Weiss, 2002). Ubertragungen avidrer Influenzaviren auf den Menschen sind nur
vereinzelt beschrieben (Tabelle 4.1) und berlcksichtigt man die weite Verbreitung von
H5N1-Stammen im asiatischen Nutzgefliigel und die rdumliche Nahe von Mensch und
beispielsweise Haushuhn in diesen Gebieten, sind humane H5N1-Infektionen auch ein eher

seltenes Ereignis (Abdel-Ghafar et al., 2008; Vong et al., 2009).

Humane Infektionen mit avidren Influenzaviren
Jahr Ort Subtyp | Infektionen/Tote
1996, 2003 UK, NL H7N7 90/1
1997 HK H5N1 18/6
1999, 2003, 2007 | HK/China HION?2 9/0
2002, 2003, 2007 USA, UK H7N2 6/0
2003 - 2010 verbreitet | H5N1 ~500/60%
2004 Canada H7N3 2/0

Tabelle 4-1 Dokumentierte direkte Ubertragungen von avidren Influenzaviren auf den Menschen, nach
(Maines et al., 2008).

Wie bei Gelbfieber, Rabies und anderen Viren fihren zoonotische Infektionen oft nicht zu
einer weiteren Verbreitung in der neu infizierten Spezies. Auch H5N1-Infektionen im
Menschen verlaufen mit schweren Symptomen, die haufig zum Tot des Infizierten flihren
und ohne dass es zu einer weiteren Transmission in der menschlichen Population kommt.
Fiir eine weitere Verbreitung ist es essentiell, dass es zu der Bildung einer ausreichenden
Nachkommenschaft kommt (produktive Infektion), die gut zwischen Individuen der neu
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infizierten Spezies Ubertragbar ist. Produktive Infektionen kénnen einerseits durch die
Immunabwehr des  Wirtes verhindert werden, andererseits muss die
Virusnachkommenschaft auch so ausgeschieden werden, dass sie neue Wirte erreicht und
in der Lage sein, entsprechende Zellen zu infizieren. Im Unterschied zu den hier
untersuchten humanen H5N1-Isolaten, die sich genomisch kaum von den avidren H5N1-
Stammen unterscheiden, ist aus Zellkulturexperimenten bekannt, dass avidre
Influenzaviren sich in humanen Zellen nur wenig effizient vermehren (Hayman et al., 2007;
Hayman et al., 2006). Als Ursache fir die geringe Vermehrungsfahigkeit avidrer
Influenzaviren in humanen Zellen wurden die Rezeptorspezifitdt der aviaren HA-Proteine
und eine durch diese Viren verstdrkt ausgeldste Typ | IFN-Sekretion identifiziert sowie eine
fehlende Adaptation der viralen Polymeraseproteine diskutiert (Connor et al., 1994;
Couceiro et al., 1993; Gabriel et al., 2007; Gabriel et al., 2005; Hayman et al., 2007,
Hayman et al., 2006; Rogers & Paulson, 1983; Subbarao et al., 1993). Bei H5N1-Infektionen
in Menschen und anderen Saugern wurde aber eine hohe Viruslast bei HSN1-Infektionen
beobachtet (Baskin et al., 2009; de Jong et al., 2006; Maines et al., 2005). Dies wirft die
Frage auf, warum die humanen H5N1-Isolate im Menschen eine gute
Vermehrungsfahigkeit zeigen und welchen Einfluss das nicht-adaptive Immunsystem auf
die Vermehrung der H5N1-Stdamme hat.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten humanen H5N1-Isolate vermehrten sich in
den durchgefiihrten Zellkulturexperimenten vergleichbar effizient, wie der saisonale H3N2-
Stamm. Die effiziente Vermehrung einiger HS5N1-Stamme in den durchgefiihrten
Experimenten ist gut erklarbar, da die verwendeten A549-, Calu-3 und VERO-Zellen auch
a2,3-verknlpfte Sialinsdurereste prdsentieren, Uber die avidre Influenzaviren Zellen
infizieren (personliche Mitteilung, V. Weinheimer und (Cashman et al., 2004; Zeng et al.,
2007)). Daher ist der Einfluss einer eventuell unterschiedlichen Rezeptorpraferenz auf die
Vermehrung der verschiedenen Viren in den durchgefiihrten Experimenten vermutlich
gering. Dementsprechend fanden sich im Rahmen dieser Arbeit weder in der
monozyklischen Vermehrung (Abbildung 3-2) noch in dem viralen Proteingehalt infizierter
Zellen (Abbildung 3-3) Hinweise darauf, dass die verwendeten Zelllinien schlechter von den
avidren HS5N1-Isolaten als von Pan/99 infiziert werden. Neuere Untersuchungen des
Rezeptorbesatzes in humanen Lungen zeigen ebenfalls das Vorhandensein dieser

Rezeptoren (Shinya et al., 2006), was erklart, warum die H5N1-Stadmme auch Menschen
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produktiv infizieren koénnen. Die «2,3-gebundenen Sialinsdurereste werden aber
insbesondere im tieferen menschlichen Respirationstrakt exprimiert, was zu der geringen
Transmissibilitdt der H5N1-Stamme zwischen Menschen beitragen konnte (Shinya et al.,
2006).

Die bisher diskutierten Ergebnisse zeigen, dass sich H5N1-Stamme durchaus effizient in
humanen Zellen vermehren kdnnen. Warum vermehrten sich aber die avidren H5N1-
Isolate nicht ebenso effizient wie die Patientenisolate? Neben dem Rezeptorbesatz miissen
andere zelluldre oder virale Faktoren die geringe Vermehrungsfahigkeit der aviaren H5N1-
Isolate in humanen Zellen bedingen. Die Bestimmung der IFNB-Konzentrationen in den
Zellkulturiberstanden infizierter Zellen (Abbildung 3-4, Abbildung 3-6 und Abbildung 3-12)
zeigte, dass die Infektion mit den avidren H5N1-Isolaten eine starke Sekretion von IFNB in
den humanen Lungenepithelzellen und Makrophagen auslost. Im Unterschied dazu
sekretierten Zellen die mit Pan/99 oder mit den humanen H5N1-Isolaten infiziert wurden
nur wenig dieses Typ | IFNs.

Das Typ | IFN-System ist in der Lage die Replikation einer Vielzahl von Viren zu
unterdriicken. Dieser Effekt wird Uberwiegend durch die Expression antiviral wirkender
Proteine vermittelt, welche die IFN-stimulierten Zellen in einen so genannten antiviralen
Zustand versetzen (Samuel, 2001; Stark et al., 1998). Die beobachtete drastisch reduzierte
Vermehrung der H5N1-Stamme auf den Typ | IFN-behandelten humanen
Lungenepithelzelllinien demonstriert anschaulich, dass das humane Typ | IFN-System die
Vermehrung von H5N1-Stammen inhibieren kann (Abbildung 3-19). In einer Arbeit aus
dem Jahr 2002 wurde dagegen publiziert, dass die Vermehrung einiger H5N1-Stamme,
darunter das hier verwendete HK/97-Isolat in porzinen Lungenepithelzellen nicht durch
eine Typ | IFN-Behandlung inhibiert wird (Seo et al., 2002). Die porzine Herkunft dieser
Zellen ist mittlerweile widerlegt, indem gezeigt wurde, dass es sich um Zellen einer
Afrikanischen Griinen Meerkatze handelt (Silversides et al., 2010). Da es sich bei den von
Seo et al. verwendeten Zellen demnach nicht um Schweinezellen handelt, aber mit
porzinem Interferon stimuliert wurde, zeigte das verwendete Typ | IFN auf diese Zellen
wahrscheinlich kaum Wirkung, da Interferone streng speziesspezifisch wirken. Weiterhin
wiesen die im Vergleich zu A549-Zellen deutlich geringeren Unterschiede in den erreichten
Titern der avidren und humanen H5N1-Isolate auf den Typ | IFN-defizienten VERO-Zellen

ebenfalls auf eine IFN-sensitive Vermehrung der H5N1-Stamme hin (Abbildung 3-17).
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Dieses Ergebnis zeigt auch, dass die geringe Vermehrungsfahigkeit der aviaren H5N1-
Isolate in den humanen Lungenepithelzellen zumindest teilweise durch die von ihnen stark
ausgeloste Typ | IFN-Sekretion bedingt ist. Dass avidre H5N1-Isolate eine starkere Sekretion
von Typ | IFN im Vergleich zu saisonalen Laborstimmen in vitro auslésen, ist in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit kiirzlich gezeigt worden (Ocana-
Macchi et al., 2009).

Die humanen HS5N1-Isolate vermehrten sich im Vergleich zu Pan/99 in den
Lungenepithelzelllinien zu hoheren Titern. In den Lungengewebsbiopsien wurde nur eine
ahnliche Vermehrungsfihigkeit der humanen HS5N1-Isolate und Pan/99 festgestellt
(Abbildung 3-8). Auch dies kénnte durch die im Vergleich zu Pan/99 beobachtete starkere
IFNB-Sekretion der mit den humanen H5N1-Isolaten infizierten Lungengewebsbiopsien
erklart werden: Wahrend die humanen H5N1-Isolate in den homogenen Zellkulturen nur
die Sekretion geringer IFNB-Mengen induzieren und eine bessere Vermehrungsfahigkeit im
Vergleich zu Pan/99 zeigen, wird durch die humanen H5N1-Stdmme in den
Lungengewebsbiopsien eine starkere IFNB-Sekretion ausgeldst, wodurch sich deren
Vermehrungsfahigkeit auf das Niveau des Pan/99-Stammes reduziert (Abbildung 3-9 und
Abbildung 3-8).

Diese Ergebnisse zeigen, dass das humane Typ | IFN-System die Vermehrung der H5N1-
Stamme unterdriicken kann. Dass Typ | IFN die Vermehrung der H5N1-Stamme in
humanen Zellkulturen zumindest verzégern kdnnen, wurde erstmals 2007 angedeutet
(Zeng et al., 2007). Mittlerweile zeigen auch publizierte Ergebnisse in Mausen und
Mauszellen (Szretter et al., 2009) sowie in Frettchen (Kugel et al., 2009) eine reduzierte
Vermehrung der H5N1-Stamme durch eine Typ | IFN-Behandlung. Auch liber eine geringere
Transmissibilitat von H5N1-Viren zwischen Typ | IFN-behandelten Meerschweinchen wurde
berichtet (Van Hoeven et al., 2009). Typ | IFN sind demnach in einer Vielzahl von Spezies
gegen H5N1-Stamme antiviral wirksam. Eine geringere Typ | IFN-Sensitivitat der
Vermehrungsfahigkeit von H5N1-Stammen im Vergleich zu saisonalen Influenzaviren
wurde weder in den zu dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten noch in verschiedenen
Publikationen deutlich (Szretter et al., 2009; Zeng et al., 2007).

Es wurde weiterhin publiziert, dass humane H5N1-Isolate die Typ | IFN-Gene humaner
Lungenepithelzellen und Makrophagen deutlich starker transkriptionell aktivieren als

saisonale Influenzaviren (Chan et al., 2005; Cheung et al., 2002). Im Unterschied dazu
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I6sten die in der hier vorliegenden Arbeit untersuchten humanen H5N1-Stamme in den
epithelialen Zelllinien und humanen Makrophagen eine zu Pan/99-vergleichbar geringe Typ
| IFN-Sekretion aus (Abbildung 3-4 und Abbildung 3-12). Andere Autoren kommen
ebenfalls zu einem solchen Ergebnis (Zeng et al., 2007). Zeng et al. verglichen ebenfalls
humane H5N1-Isolate mit dem saisonalen Pan/99-Stamm und demonstrierten, dass die
H5N1-Stamme weder eine starkere transkriptionelle Aktivierung der Typ | IFN-Gene noch
eine starkere Sekretion von IFNB nach Infektion humaner Zellen auslésen. Die
Unterschiede zu den erstgenannten Arbeiten (Chan et al., 2005; Cheung et al., 2002)
resultieren wahrscheinlich aus den verschiedenen verwendeten Virusstdmmen.
Moglicherweise aktiviert das saisonale Pan/99-Virus deutlich starker das humane Typ | IFN-
System als die von den anderen Autoren zum Vergleich verwendeten saisonalen

Influenzaviren.

4.2 Mechanismen der Induktion und Blockade des Typ | IFN-Systems durch die
H5N1-Stdmme

Zu Beginn der hier durchgefiihrten Arbeiten wurde angenommen, dass die beschriebene
starke Zytokinsekretion, die von H5N1-Stammen in humanen Zellen ausgeldst wird, auf
einer zu saisonalen Influenzaviren unterschiedlichen Wechselwirkung mit dem nicht-
adaptiven Immunsystem beruht. Typ | IFN sind ein wichtiger aktivierender Teil dieses
Immunsystems und Viren haben unterschiedlichste Mechanismen entwickelt, die
Aktivierung oder die antivirale Wirkung einer Typ | IFN-Antwort zu umgehen.
Paramyxoviren mit negativ-orientiertem ssRNA-Genom unterdriicken beispielsweise durch
ihre akzessorische V- und C-Proteine die Aktivierung einer Typ | IFN-Sekretion und
zusatzlich die Jak-STAT-vermittelte Aktivierung der IFN-stimulierten Gene (Goodbourn &
Randall, 2009). Rota- und Orthoreovirinae, die ein segmentiertes dsRNA-Genom aufweisen,
degradieren entweder IRF-3 und -7 und unterdriicken die Aktivierung von NF-kB und so
auch eine IFN-Induktion (Rotaviren) oder sequestrieren dsRNA und inhibieren PKR
(Reoviren). Viren beider Virusfamilien verhindern zuséatzlich die Akkumulation von ISGF-3
im Zellkern (Sherry, 2009). Auch DNA-Viren modulieren durch immunmodulatorische
Proteine das Typ | IFN-System. Beispielsweise inhibiert das Papillomvirus-E6-Protein IRF-3
und das Vaccinia Virus-E3L-Protein sequestriert unter anderem dsRNA (Ronco et al., 1998;

Xiang et al., 2002).

94



Diskussion

Es ist bekannt, dass saisonale Influenzaviren tber ihr NS1-Protein die Aktivierung des RIG-I-
Signalweges, die Reifung und den Export zellularer mRNAs und die Aktivierung von PKR
unterdriicken. Wie wichtig fiur Influenzaviren die Vermeidung einer IFN-Antwort ist, zeigen
die Ergebnisse zu der Pan-delNS1-Mutante. Dieses Virus unterscheidet sich von dem
Pan/99 wt-Stamm nur durch die Deletion von NS1. In Typ | IFN-kompetenten A549- und
Calu-3-Zellen ist dieses Virus im Vergleich zu Pan/99 stark attenuiert (Abbildung 3-1 und
Abbildung 3-5) und Infektion mit hoher Multiplizitat |6ste in A549-Zellen die starkste IFNB-
Sekretion aller untersuchten Viren aus (Abbildung 3-4B). Auf den IFN-inkompetenten
VERO-Zellen vermehrten sich das Pan-deINS1-Virus und der Pan/99-Stamm dagegen
vergleichbar effizient (Abbildung 3-16).

Die avidren H5N1-Isolate zeigten eine etwas effizientere Vermehrung und geringere Typ |
IFN-Induktion als das Pan-deINS1-Virus aber eine geringere Vermehrungsfahigkeit und
starkere Typ | IFN-Induktion als die humanen HS5N1-Isolate und das Pan/99-wt-Virus
(Abbildung 4-1).

Humane H5N1-
Isolate und Pan/99

Vermehrungsfahigkeit _—

Abbildung 4-1 Zusammenfassung Vermehrungsfihigkeit und Typ | IFN-Induktion in humanen Zellen

Pan-deINS1  Avidre H5N1-Isolate

Eine eingeschrankte Funktionalitat der NS1-Proteine avidarer H5N1-Isolate, die Typ | IFN-
Induktion in humanen Zellen zu inhibieren, wiirde diese Beobachtungen gut erklaren.
Die durchgefiihrten Versuche unter siRNA-vermittelter Reduktion der RIG-I-Expression
zeigten, dass RIG-I essentiell fur die Sekretion von IFNB nach H5N1-Influenzavirusinfektion
ist. Ein analog durchgefiihrter RNAi-Versuch zeigte sogar, dass RIG-I fur die IFNB-Induktion
durch die weniger engverwandten Influenza B Viren essentiell ist (Daten nicht gezeigt). Ein
moglicher Einfluss von NOD2 auf die Typ | IFN-Induktion durch Influenzaviren (Sabbah et
al., 2009) wurde erst spat im Verlauf der Arbeiten bekannt und nicht untersucht. Die hier
prasentierten Ergebnisse zusammen mit den publizierten Ergebnissen deuten darauf hin,
dass NOD2 und RIG-I Komponenten desselben Signalweges zur Aktivierung des Typ | IFN-
Systems sind, da jeweils ein essentieller Beitrag zur IFN-Induktion nach
Influenzavirusinfektion beobachtet wurde (Opitz et al., 2007; Sabbah et al., 2009).
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Interessanterweise zeigte sich aber, dass alle H5N1-NS1-Proteine effizient die Typ | IFN-
Sekretion humaner Zellen unterdriicken. So unterdriickten auch die NS1-Proteine der
aviaren H5N1-Stamme in einem Reporterassay effizient die Aktivierung des humanen IFNB-
Promotors durch das Pan-delNS1-Virus (Abbildung 3-37), unterstiitzten die Vermehrung
reassortanter Viren im Pan/99-Hintergrund (Abbildung 3-34) und unterdriickten deren Typ
| IFN-Induktion (Abbildung 3-36). In verschiedenen Arbeiten wurde fir andere avidre NS1-
Proteine ebenfalls eine gute Funktionalitdt in humanen Zellen beobachtet (Hayman et al.,
2007; Hayman et al., 2006; Sandbulte et al., 2008).

Die Aktivierung der Typ | IFN-Gene wird durch Interaktion der NS1-Proteine mit RIG-I,
weiteren zelluldren Proteinen wie TRIM-25 und mit RIG-l-aktivierender 5’-PPP-RNA

unterdriickt (Gack et al., 2009; Mibayashi et al., 2007; Rehwinkel et al., 2010).
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Abbildung 4-2: Darstellung moglicher NS1-Funktionen, die die Expression von IFN-stimulierten Genen
beeinflussen kdnnten. Die RIG-I vermittelte Aktivierung der Typ | IFN-Gene als Folge der Erkennung viraler
RNA wird durch Unterdriickung der RIG-I-Aktivierung durch NS1 unterbunden (links, 1). Die Expression der
Typ | IFN-Gene und der IFN-stimulierten Gene (ISGs) konnte durch die NS1-vermittelte Inhibition der Reifung
und des Kernexports zelluldrer mRNA unterdriickt werden (2). Durch einen Einfluss des NS1-Proteins oder
anderer viraler Proteine auf die Expression oder Funktion von SOCS-3, kdnnte auch die Signalweiterleitung
von aktivierten Typ | IFN-Rezeptoren hin zu der Aktivierung der STAT-Proteine und somit zu der Bildung des
IFN-stimulierten Genfaktors-3 (ISGF-3) unterdriickt werden (3). Wahrend alle drei Mechanismen Einfluss auf
die Expression antiviral wirksamer Proteine haben kdénnen, wiirden die rechts dargestellten Mechanismen
(2 und 3) auch die Wirkung einer Typ | IFN-Stimulation abschwachen.

Weiterhin binden die NS1-Proteine CPSF30 und andere Proteine, die an der mRNA-Reifung

zelluldrer Gene beteiligt sind und unterdriicken so die Translation zelluldrer Proteine
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(Fortes et al., 1994; Nemeroff et al., 1998; Satterly et al., 2007). Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimente lassen allerdings keine Aussage darliber zu, ob die Blockade
des Typ | IFN-Systems durch NS1 (iberwiegend durch die Inhibition der RIG-I-vermittelten
transkriptionellen Aktivierung der Typ | IFN-Gene oder durch die Retention und
Degradation zellularer mRNA im Zellkern vermittelt wird (Abbildung 4-2, Mechanismen 1
und 2). Auch saisonale Influenzaviren unterdriicken eine Typ | IFN-Antwort in deutlich
unterschiedlichem Ausmafl Uber die Inhibition des RIG-I-Signalweges oder U(ber die
Inhibition von CPSF30 und der post-transkriptionellen mRNA-Reifung (Kochs et al., 2007).
Moglicherweise wird aber auch die tber Typ | IFN und den IFNa/B-Rezeptor vermittelte
transkriptionelle Aktivierung IFN-stimulierter Gene in mit den humanen H5N1-Isolaten
infizierten Zellen anders moduliert als in Pan/99-infizierten Zellen. Es ist denkbar, dass die
SOCS-3-Expression (suppressor of cytokine signaling-3) in den H5N1-infizierten Zellen
starker hochreguliert wird, als in Pan/99 infizierten Zellen (Mechanismus 3 in Abbildung
4-2). SOCS-3 inhibiert die Signalweiterleitung von dem IFNo/B-Rezeptor hin zu der
Phosphorylierung der STAT1- und STAT2-Proteine und kann so die transkriptionelle
Aktivierung IFN-stimulierter Gene wahrend Influenzavirusinfektionen herabregulieren
(Pauli et al., 2008). Auf welchem Weg die Expression von SOCS-3 als Antwort auf
Influenzavirusinfektion induziert wird, ist bisher nicht ganzlich geklart. Bekannt ist, dass die
Aktivierung der SOCS-3-Expression abhangig von 5’-PPP-RNA und teilweise NF-kB ist, nicht
aber von Typ | IFN (Pauli et al., 2008). Eine Analyse des mRNA-Gehaltes IFN-stimulierter
Gene oder deren Expression in IFN-stimulierten Zellen, die die verschiedenen NS1-Proteine
exprimieren, konnte zeigen, ob und in welchem Ausmal} die H5N1-NS1-Proteine Uber die
in Abbildung 4-2 dargestellten Mechanismen 2 und 3 wirken.

Dass die in Abbildung 4.2 dargestellten Mechanismen 2 und 3 eine wesentlichen Rolle bei
der Unterdriickung einer Typ | IFN-Antwort durch die H5N1-Stdmme spielen kdnnten,
deutete sich in den RNAi-Versuchen an: In den Pan/99-infizierten Kontroll-siRNA-
transfizierten Zellen ist eine deutliche RIG-I-Expression erkennbar (Abbildung 3-23 und
Abbildung 3-25), in entsprechenden mit HK/97 und Thai/04 infizierten Ansatzen war eine
RIG-I-Expression per Western Blot dagegen kaum detektierbar. Die RIG-I-Expression wird
Uber IRF1 durch Typ | IFN stark stimuliert (Abbildung 3-24 und (Sanda et al., 2006; Su et al.,
2007; Yoneyama & Fujita, 2010)). Das Pan/99-Virus loste in diesen Ansatzen eine etwas

schwéchere Sekretion von IFNB als Thai/04 aus, wodurch eine geringe RIG-I-Expression in
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Pan/99 infizierten Ansdtzen zu erwarten ware. Dass dies nicht der Fall ist, kbnnte durch
eine starkere Unterdriickung der Reifung und des Exports zellularer mRNA durch die NS1-
Proteine der humanen HS5N1-Isolate im Vergleich zu dem Pan/99-NS1-Protein erklart
werden oder auch durch eine unterschiedliche SOCS-3-Regulation/Expression. Ein starkes
Eingreifen der humanen H5N1-Stamme in die mRNA-Reifung und den Jak-Stat-Signalweg
(Mechanismen 2 und 3 in Abbildung 4.2) misste den Effekt von Typ | IFN auf deren
Vermehrung erkennbar reduzieren. Die Vermehrung von Pan/99 und den humanen H5N1-
Isolaten war aber in Anwesenheit des Typ | IFN-Analogons stark und kaum unterschiedlich
reduziert. Allerdings war die Vermehrung des Pan/99-Stammes und des HK/97-Isolates im
Vergleich mit den anderen Stammen in Typ | IFN-behandelten A549-Zellen am starksten
reduziert (Abbildung 3-18). Interessanterweise wurde berichtet, dass die NS1-Proteine der
H5N1-Stamme aus dem Jahr 1997 nicht an CPSF30 binden konnen, da die dafiir als
essentiell angesehenen Aminosduren F103 und M106 in deren NS1-Proteinen nicht
vorkommen (Tabelle 3.1 und (Twu et al., 2007)).

Eine genauere Untersuchung, welchen Beitrag die Mechanismen 2 und 3 zur
Unterdrickung einer Typ | IFN-Antwort leisten, kdnnte daher interessant sein. Dazu musste
die Vermehrung der Viren bei Anwesenheit steigender Typ | IFN-Konzentrationen
untersucht werden. Fiir diese Experimente sollte mit der IFN-Behandlung der Zellen erst
nach erfolgter Infektion begonnen werden. Auch sollten Typ | IFN-defiziente aber
nachweislich IFN-stimulierbare Zellen verwendet werden, um die Ergebnisse nicht durch

mogliche Unterschiede in der IFN-Induktion durch die Viren selbst zu verfalschen.

4.3 Humane H5N1-Isolate I6sen keine stéirkere Zytokinsekretion in homogenen

Zellkulturen aus

Die im Ergebnisteil dargestellten Konzentrationsbestimmungen von Zytokinen (Abbildung
3-14 und Abbildung 3-15) zeigen, dass die humanen H5N1-Isolate in Lungenepithelzellen
und Makrophagen keine starkere Zytokinsekretion auslosten als das Pan/99-Virus. Nur die
aviaren H5N1-Isolate, die auch eine starke IFNB-Sekretion auslésen, verursachten eine
erhohte Sekretion verschiedener Zytokine, was darauf hindeutet, dass die Sekretion der
gemessenen Zytokine und IFNB dhnlich induziert wird und/oder dass die Zytokinsekretion
durch Typ | IFN stimuliert wird.

Flr einige Zytokine, wie RANTES, IP-10 und MCP-1 ist gezeigt, dass sie Typ | IFN-induzierbar

sind, oder, wie zusatzlich auch TNFa und IL-8, nach Infektion Typ | IFN-stimulierter Zellen
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verstarkt sekretiert werden (Buttmann et al., 2007; de Veer et al., 2001; Veckman et al.,
2006). Eine neuere Publikation deutet andererseits an, dass beispielsweise die Sekretion
der Zytokine RANTES, IP-10 und IL-6 als Antwort auf Influenza A Virusinfektionen in vitro
Uberwiegend Typ | IFN unabhédngig erfolgt, moglicherweise direkt durch die Aktivierung
von IRF-3 (Goodman et al.,, 2010). Einige Zytokingene scheinen demnach durch das
Zusammenspiel mehrerer Signalwege hoch redundant reguliert.

Wahrend die hohe Pathogenitat von H5N1-Stammen im Menschen mit einer hohen
Viruslast und hohen Zytokinkonzentrationen im Serum der Infizierten assoziiert wurde,
|6sten die humanen H5N1-Isolate in den zu der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Experimenten nur eine zu Pan/99 vergleichbar geringe Zytokinsekretion aus. Hohe
Zytokinkonzentrationen wahrend H5N1-Infektionen korrelieren oft auch mit einer hohen
Viruslast (de Jong, 2008; Ng et al., 2006; van den Brand et al., 2010; Zhou et al., 2009). Dies
deutet stark darauf hin, dass die Hyperzytokindmie wahrend H5N1-Infektionen eher eine
Folge des schweren Infektionsverlaufes ist, nicht aber durch ein hoheres Potential der
humanen H5N1-Isolate, die Sekretion von Zytokinen auszulésen, verursacht wird. Dass die
durch die H5N1-Stamme in vivo induzierten hohen Konzentrationen verschiedener
Zytokine deren hohe Pathogenitdt bedingen, ist auch mehr und mehr zu bezweifeln. So
zeigten sich in NF-kB- oder Zytokinrezeptor-knock-out Mausen keine Unterschiede in der
schwere der Symptomatik von H5N1-Infektionen (Droebner et al., 2008; Salomon et al.,
2007). Auch andere Viren, beispielsweise SARS-CoV, induzieren dhnlich wie H5N1-Viren in
den Lungen infizierter Makaken stark die Transkription der Typ | IFN- und IL-6-, IL-8- und IP-
10-Gene, verursachen prozentual aber deutlich weniger fatale Infektionen (SARS-CoV 11 %,
statt 60 % bei H5N1-Infektionen) im Menschen (Baskin et al., 2009; Cilloniz et al., 2009; de
Lang et al., 2007; Ng et al., 2006). Das humane Respiratorische Synzytial-Virus verursacht
nur selten fatale Infektionen (<< 1%, (Leung et al., 2005)) und induziert ebenfalls die
Expression verschiedener Zytokingene, wie fiir Typ | IFN, IL-6, IL-8, IP-10 und RANTES
gezeigt wurde (Arnold et al., 1994; Garofalo et al., 1996; Olszewska-Pazdrak et al., 1998).
Im Unterschied zu den homogenen Lungenepithelzell- und Makrophagenkulturen l6sten
die humanen H5N1-Isolate in den humanen Lungengewebsbiopsien interessanterweise
eine starkere Sekretion von IFNB im Vergleich zu Pan/99 aus (Abbildung 3-9). Dies kdnnte
darauf hindeuten, dass andere Zellen als Epithelzellen und Makrophagen durch die H5N1-

Stamme starker als durch das Pan/99-Virus dazu stimuliert werden, IFNB zu sekretieren.
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Insbesondere kimen (plasmazytoide) dendritische Zellen dafiir in Frage, die phagozytierte
Influenzaviren TLR-7-abhangig detektieren und grofe Mengen Typ | IFN sekretieren
(Diebold et al., 2004; Sandbulte et al., 2008). Durch die Abwesenheit verschiedener
Zelltypen konnten die verwendeten homogenen Zellkulturen daher ein zu vereinfachtes
Modellsystem darstellen, um die Hyperzytokindmie in H5N1-Infizierten zu erklaren. Die
Aktivierung oder Kostimulation von Immunzellen durch infizierte Lungenepithelzellen, die
als ,Sentinel’ des nicht-adaptiven Immunsystems betrachtet werden, kdnnte ebenfalls dazu
fUhren, dass bestimmte Zytokine in vivo deutlich starker sekretiert werden (Hippenstiel et
al., 2006). Eine Konzentrationsbestimmung der von Lungengewebsbiopsien sekretierten
Zytokine wird im Rahmen einer anderen Promotionsarbeit derzeit in der Gruppe analysiert
und koénnte weitere Hinweise dazu liefern, ob die Hyperzytokindmie in H5N1-Infizierten
durch in dieser Arbeit nicht untersuchte Zelltypen verursacht wird.

Interessanterweise vermehrten sich die HSN1-NS-Reassortanten im Vergleich zu Pan/99 in
den Lungenstiicken deutlich weniger effizient als in A549-Zellen, ohne eine starkere Typ |
IFN-Sekretion auszuldosen. Dies konnte darauf hindeuten, dass die H5N1-NS1-Proteine
Signalwege, die nicht in die Aktivierung des Typ | IFN-Systems involviert sind, anders
beeinflussen als saisonale Influenzavirus-NS1-Proteine. Denkbar waren beispielsweise
Signalwege der Apoptoseregulation, wie der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-
abhangige Signalweg, oder Signalwege die zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren Jun-
N-terminale Kinase oder AP-1 fiihren (Ehrhardt et al., 2007; Ludwig et al., 2002). Andere
H5N1-NS1-Funktionen kénnten so moglicherweise auch zu einer verstarkten Aktivierung
bestimmter Zytokingene beitragen, wie durch in vivo-Experimente von Lipatov et al.

angedeutet.

4.4 Mogliche Erklirungen fiir die unterschiedlich starke Typ | IFN-Induktion der

avidren und humanen H5N1-Isolate

Die untersuchten humanen H5N1-Isolate unterscheiden sich deutlich in ihrer
Vermehrungsfahigkeit und in der durch sie ausgelosten Typ | IFN-Sekretion von den
untersuchten avidaren H5N1-Stammen. Dabei handelt es sich bei den humanen H5N1-
Isolaten auch um avidre Influenzaviren die lediglich bereits im Menschen replizierten. Es ist
bekannt, dass avidre Influenzaviren nach Infektion humaner Zellen eine stirkere Sekretion
von IFNB auslésen koénnen und sich weniger effizient vermehren als saisonale

Influenzaviren (Hayman et al., 2007; Hayman et al., 2006).
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Worum vermehren sich die humanen H5N1-Isolate dann so effizient in humanen Zellen?
Einerseits ist es moglich, dass die humanen H5N1-Isolate bereits Adaptationen an humane
Zellen wahrend der Infektion im Menschen erworbenen haben. Daraufhin deutet, dass die
urspriinglichen HS5N1-Patientenisolate in der Tat teilweise aus einer Population
verschiedener Varianten des selben Virus bestehen (Le et al., 2009). Demnach werden bei
der Infektion im Menschen bestimmte Subpopulationen oder Viren mit bestimmten
Polymorphismen/Mutationen stark selektioniert. Je nach Replikationsdauer im Menschen
konnte dies dazu fiihren, dass die isolierten H5N1-Stamme bereits unterschiedlich gut an
humane Zellen angepasst sind. Auch nach der Isolation kann es zu einer weiteren Selektion
und Adaptation durch Passagen in humanen oder mammalen Zellkultursystemen kommen.
Die in der Fachliteratur untersuchten humanen H5N1-Isolate kdnnen daher unterschiedlich
stark an humane Zellen adaptiert sein. Auch die Eigenschaft, stark die Sekretion
verschiedener Zytokine auszuldsen, kdnnte dadurch im Vergleich zu den urspriinglich auf
den Menschen Ubertragenen H5N1-Viren abnehmen.

Eine Vielzahl von Adaptationen avidrer H5N1-Stamme an humane oder Saugerzellen ist
bereits beschrieben und grofStenteils in Tabelle 3-1 zusammengefasst. Die
Sequenzierungsdaten der in der vorliegenden Arbeit verwendeten H5N1-Stamme zeigten,
dass keine dieser Adaptationen in beiden humanen H5N1-Isolaten vorkommt und
demnach essentiell fir deren gute Vermehrungsfahigkeit in humanen Zellen ist. Die
Proteine der hier untersuchten humanen H5N1-Isolate unterscheiden sich von allen
Proteinen der avidaren Isolate nur in den Aminosdurepositionen 127 im NS1-Protein und
168 im M1-Protein. Eine ursachliche Bedeutung fiir die phanotypischen Unterschiede
zwischen den avidren und humanen H5N1-Isolaten konnte diesen genomischen
Unterschieden nicht zugeordnet werden (Abschnitt 3.3.1 und 3.3.2). Es erscheint daher
wahrscheinlich, dass die unterschiedliche IFNB-Induktion und Vermehrungsfiahigkeit der
untersuchten Stamme aus stammspezifischen Unterschieden, moglicherweise in mehreren
Gensegmenten, resultiert.

Im Vergleich zu bereits publizierten Sequenzdaten des HK/97- und Thai/04-Stammes
fanden sich auf Aminosaureebene nur ein Unterschied im HK/97-NS1-Protein und je einer
in den PA-Proteinen. Vergleichsdaten fiir die untersuchten avidren Viren existieren nicht.
Es ist nicht auszuschlieRen, dass die beobachteten Mutationen in den humanen H5N1-

Isolaten dazu flhren, dass sie sich ahnlicher zu saisonalen Influenzaviren verhalten, als die
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urspriinglich aus Patienten isolierten Viren. Die Mutation im HK/97-PA-Protein (K142E;
Lysin in den publizierten Sequenzen) wurde bereits als einer von acht Unterschieden
zwischen den H5N1-Isolaten A/Vietnam/1203/2004 und A/Vietnam/1204/2004
beschrieben. Diese Isolate wurden aus dem gleichen Patienten isoliert und sind
wahrscheinlich Teil einer Quasispezies (Novak, 1992; Tran et al.,, 2004). Wahrend das
Vietnam/1203-Isolat E142 aufweist, tragt das Vietnam/1204-Isolat K142 im PA-Protein und
weist eine 40-fach hohere letale Dosis in Mausen auf. Die hohere Pathogenitdt des
Vietnam/1203-Isolates wird aber auf die gut untersuchte Variation E627K in dessen PB2-

Protein zurtickgefiihrt (Maines et al., 2005).

Andererseits ist es moglich, dass stammspezifische Unterschiede vor der Ubertragung auf
den Menschen, statt erst danach erworbene Adaptationen, die unterschiedliche
Vermehrungsfahigkeit und Typ | IFN-Induktion der untersuchten humanen und avidren
H5N1-Isolate bedingen. So wurde gezeigt, dass sich humane H5N1-Isolate in Mausen und
Frettchen effizienter vermehren als avidre und eine hdhere Pathogenitdt aufweisen
(Govorkova et al., 2005; Maines et al., 2005). Govorkova et al. verglichen beispielsweise
aviare und humane H5N1-Isolate in einem Frettchenmodell und beobachteten, dass vier
von vier getesteten humanen H5N1-Isolaten hohe Titer in den Tieren erreichten und fatale
Infektionen verursachten. Von neun ebenfalls getesteten avidaren HS5N1-Isolaten
verursachten nur zwei fatale Infektionen, die sich dhnlich effizient vermehrten wie die
humanen H5N1-Isolate (Govorkova et al., 2005). Diese Ergebnisse kdnnten darauf
hindeuten, dass moglicherweise nur ein kleiner Teil der in Voégeln vorkommenden
hochpathogenen H5N1-Stamme fatale Infektionen in Saugern hervorrufen kann.
Moglicherweise gehoren die in der vorliegenden Arbeit untersuchten avidren Isolate nicht
dazu, was die deutlichen Unterschiede zwischen den hier untersuchten H5N1-Stimmen
ebenfalls erkldaren wiirde. Wenn nur ein geringer Anteil der aktuell in Vogeln zirkulierenden
H5N1-Stamme produktive humane H5N1-Infektionen verursachen kann, wiirde dies auch

gut deren Seltenheit begriinden.

Unabhdngig von der Frage, warum sich die humanen H5N1-Isolate so deutlich von den hier
untersuchten aviaren Isolaten unterscheiden, bleibt noch die Frage offen, wodurch es zu
der in dieser Arbeit beobachteten geringeren Vermehrungsfahigkeit der avidren Isolate

kommt. Die avidaren H5N1-Isolate verursachten eine starke Aktivierung des Typ | IFN-
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Systems in den untersuchten humanen Zellen, die nicht auf funktionelle Unterschiede in
den NS1-Proteinen zurlickgefiihrt werden konnte. Demnach miissen andere virale
Faktoren in den avidren H5N1-Isolaten die starke Typ | IFN-Sekretion ausldsen.

Die transkriptionelle Aktivierung der Typ | IFN-Gene durch die H5N1-Stdmme wird von RIG-
I-vermittelt (Abbildung 3-23) das wahrend der Replikation gebildete 5’-triphosphorylierte
RNA erkennt (Hornung et al., 2006; Pichlmair et al., 2006). Demnach ist es wahrscheinlich,
dass die avidren H5N1-Isolate in humanen Zellen mehr RIG-I-aktivierende RNA
produzieren, wodurch eine starkere IFNB-Sekretion ausgeldst wird. Aus HK/97-, Pan/99-
oder Pan-delNS1-infizierten Zellen isolierte RNA I[0ste in transfizierten Zellen nur eine
schwache Sekretion von IFNB aus, im Unterschied zu RNA-Praparationen aus Zellen, die
mit den anderen Viren infiziert wurden (Abbildung 3-39). Da die IFNB-Sekretion in diesen
Versuchen nur durch 5’-PPP-RNA-Enden stimuliert wurde (Abbildung 3-40), muss wahrend
der Infektion mit den avidren lIsolaten und Thai/04 tatsachlich mehr 5’-PPP-RNA gebildet
worden sein (Hornung et al., 2006; Rehwinkel et al., 2010; Schlee et al., 2009).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht mehr abschlieRend geklart werden, ob die avidren
H5N1-Isolate das Typ | IFN-System auf Grund funktioneller Unterschiede in den
Polymeraseproteinen starker aktivieren. Dafiir spricht, dass insbesondere Adaptationen in
den Influenzavirus-Polymerasegenen wichtig fiir deren effiziente Replikation in Sdaugern
sind (Bradel-Tretheway et al., 2008; Gabriel et al., 2007; Gabriel et al., 2005; Massin et al.,
2001; Salomon et al., 2006; Subbarao et al., 1993). Interessanterweise zeigen die
Ergebnisse mehrerer neuerer Publikationen, dass reassortante Viren, die HS5N1-
Polymerasesegmente tragen, verschiedene Zytokine starker induzieren kénnen (Conenello
et al., 2007; Li et al., 2009; Mok et al., 2009; Song et al., 2009). Ein hoherer Gehalt an 5’-
PPP-RNA, der zu einer verstarkten Detektion der Infektion durch RIG-I fiihrt, kbnnte diese
Beobachtungen gut erkliren. Uber eine in humanen Zellen hoéhere Aktivitat avidrer
Polymerasekomplexe im Vergleich zu saisonalen Influenzaviren ist bereits berichtet
worden (Bradel-Tretheway et al., 2008).

Im Fall eines Laborstammes (A/Puerto Rico/8/34 (H1IN1)) trugen nur komplette/volle Lange
virale RNAs zu der RIG-I-Aktivierung in humanen Zellen bei (Rehwinkel et al., 2010). Bei der
Replikation der aviaren H5N1-Isolate in humanen Zellen kénnte aber auch viel defective
interfering (DI-)RNA gebildet werden, die entsteht, wenn bei der Transkription interne

Bereiche der Vorlage nicht mit synthetisiert werden (Davis et al., 1980; Fodor et al., 2003).
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FUr Paramyxoviren wird ein wichtiger Einfluss der Polymerasegenauigkeit auf die Typ | IFN-

Induktion und die virale Fitness bereits diskutiert (Goodbourn & Randall, 2009).

4.5 Ergebnis dieser Arbeit

Die in der vorliegenden Arbeit dokumentierte Analyse humaner und aviarer H5SN1-Isolate
im Vergleich zu einem saisonalen humanpathogenen Influenzavirus liefert insbesondere
neue Erkenntnisse zu der Aktivierung und Blockade des humanen Typ | IFN-Systems durch
(aviare) Influenzaviren. So zeigt diese Arbeit, dass auch H5N1-Stamme sich in Gegenwart
von Typ | IFN kaum vermehren und dass die Vermeidung der Aktivierung des Typ | IFN-
Systems wahrscheinlich einen wichtigen adaptiven Schritt avidrer Influenzaviren an den
humanen Wirt darstellt. Zusammen mit den durchgefiihrten Untersuchungen die zeigen,
dass nicht alle humanen H5N1-Stamme eine starke Sekretion von Typ | IFN und anderen
Zytokinen in humanen Zellen auslosen, tragt diese Arbeit dazu bei, Widerspriiche
verschiedener Publikationen in der Fachliteratur zu klaren und das pandemische Potential
dieser Viren besser einzuschatzen. AuRerdem wird deutlich, dass das in der Fachliteratur
verfliigbare Wissen (iber Adaptationen der H5N1-Stdmme an humane Zellen nicht
ausreicht, um die gute Vermehrung zumindest einiger HSN1-Stamme in humanen Zellen zu
erklaren.

Um eine Pandemie zu verursachen, missen die H5N1-Stamme sich gut im Menschen
vermehren kénnen und die Fahigkeit aufweisen, sich effizient von Mensch zu Mensch zu
verbreiten. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten humanen H5N1-Isolate zeigen in
humanen Zellen eine ebenso effiziente Vermehrung, wie das saisonale H3N2-Virus Pan/99.
Allerdings wurde bisher nur eine geringe Ubertragbarkeit von H5N1-Viren zwischen
Menschen beobachtet (Abdel-Ghafar et al., 2008). Dies ist wahrscheinlich dadurch
begriindet, dass die H5N1-Viren, im Unterschied zu saisonalen Influenzaviren, im
Menschen (berwiegend in tiefen Lungenbereichen replizieren und sich deshalb schlecht
durch Niesen und Husten verbreiten (Shinya et al., 2006; van Riel et al., 2010). Da sich
Menschen in den letzten sieben Jahren knapp 500-mal mit H5N1-Stammen infiziert haben
und weiterhin infizieren werden, besteht eine ernstzunehmende Wahrscheinlichkeit, dass
H5N1-Stamme die Fahigkeit erwerben, sich effizient von Mensch zu Mensch zu verbreiten.
Im Unterschied zu der aktuell stattfindenden Pandemie, ausgeldst durch ein HIN1-Virus
aus Schweinen das nur selten fatale Infektionen im Menschen verursacht, konnte eine

Pandemie mit H5N1-Viren zu deutlich hoheren Opferzahlen fihren. Ursache dafiir ist die
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hohe Pathogenitat der H5N1-Stamme, die bei etwa 60 % der Infektionen zu einem fatalen
Ausgang fiihrt (WHO, 2010a). Der (iberwiegende Anteil der menschlichen Bevdlkerung
besitzt ein H5N1-Stammen gegenliber naives Immunsystem. Das bedeutet, dass das nicht-
adaptive Immunsystem bis zu der Ausreifung spezifischer B- und T-Zellen H5N1-Infektionen
allein einddmmen muss. Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte effiziente Vermehrung
einiger H5N1-Isolate in humanen Zellen kann daher entscheidend zu der ungewohnlich
hohen Pathogenitdt der H5N1-Stamme im Menschen beitragen. Die Hyperzytokindmie, die
mit der Pathogenitat der HSN1-Stamme im Menschen assoziiert wurde, erscheint an Hand
der im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse, eher als Folge der hohen Viruslast. So
zeigt diese Arbeit, dass nicht alle H5N1-Isolate in humanen Lungenepithelzellen oder
Makrophagen die Sekretion von Typ | IFN und anderen Zytokinen starker stimulieren als
ein saisonales (H3N2) Virus. Auf Grund der hohen Viruslast der H5N1-Stimme im
Menschen werden wahrscheinlich viele Zellen infiziert, die dann Zytokine sekretieren und
zu einer starken Infiltration von Immunzellen in die infizierte Lunge fiihren kénnen. Das
Lungengewebe wird dabei durch die massive Virusinfektion und wahrscheinlich auch durch
die Immunzellaktivitat geschadigt, was zu Gewebeschdaden bis hin zu Organversagen
fahren kann.

In Bezug auf die Induktion und Blockade des Typ | IFN-Systems war es im Rahmen dieser
Arbeit wichtig zu zeigen, dass H5N1-Influenzaviren das Typ | IFN-System nicht generell
stark aktivieren und sich in Anwesenheit von Typ | IFN auch dhnlich wenig vermehren wie
saisonale Influenzaviren. Die Gabe von Typ | IFN um die hohe Viruslast bei H5N1-
Infektionen zu reduzieren, konnte daher in Betracht kommen. Eine praventive Gabe
geringer Typ | IFN-Dosen gegen Influenzavirusinfektionen wird zurzeit klinisch getestet (O.
Planz, personliche Kommunikation) und ware den vorliegenden Ergebnissen zufolge auch
im Fall einer H5N1-Pandemie denkbar. Typ | IFNs werden bereits zu der Behandlung von
Schubférmig-remittierender Multipler Sklerose, einigen Krebserkrankungen und von
Hepatitis B und C Virusinfektionen klinisch eingesetzt (Kiladjian et al., 2008; Tourbah &
Lyon-Caen, 2007). Auch fir die Einddmmung und Beseitigung von SARS-CoV-Infektionen
wird die Typ | IFN-Antwort als essentiell angesehen und wurde die therapeutische Gabe
von Typ | IFN untersucht (Cameron et al., 2007; Cinatl et al., 2003; Dahl et al., 2004; de
Lang et al., 2007).
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine zu saisonalen Influenzaviren &dhnliche
Funktionalitait der H5N1-NS1-Proteine und dass deren Funktionalitat auch fur die
Vermehrung der H5N1-Stamme wichtig ist. Dies macht das NS1-Protein zu einem noch
attraktiveren Ziel fir die Entwicklung neuer antiviraler Medikamente (Basu et al., 2009).
Des Weiteren bietet die neue Information, dass neben den saisonalen auch aviare
Influenzaviren den humanen RIG-I-Signalweg fiir eine effiziente Replikation im Menschen
inhibieren miissen, moglicherweise einen Anreiz, nach klinisch nutzbaren Aktivatoren
dieses Signalweges zu suchen, die jenseits der NS1-vermittelten Blockade ansetzen. Eine
solche Klasse antiviraler Medikamente kénnte neben Influenzaviren auch gegen andere
Viren wirksam sein, wie beispielsweise Hanta Viren, Hepatitis C Viren und Picornaviren, die
ebenfalls den RIG-I-Signalweg inhibieren.

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass Adaptationen in den
Polymeraseproteinen aviarer Influenzaviren entscheidend zu der Vermeidung einer Typ |
IFN-Antwort in humanen Zellen beitragen konnen. Viele publizierte Untersuchungen
machen Adaptationen in den Polymeraseproteinen fiir eine effiziente Vermehrung aviarer
Influenzaviren in humanen Zellen verantwortlich. In wie weit dies mit einer verringerten
Aktivierung des Typ | IFN-Systems in Zusammenhang steht, wurde bisher nicht untersucht.
Reassortante Viren, die in einem definierten Hintergrund die HSN1-Polymerasesegmente
tragen, konnen dazu ebenso interessante Erkenntnisse liefern, wie eine Charakterisierung
der wahrend der Replikation von Influenzaviren gebildeten RNAs und ihres Beitrages zu der

Aktivierung des nicht-adaptiven Immunsystems.
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5 Zusammenfassung

Die antiviral wirkenden Typ | Interferone (IFNB und die verschiedenen a-IFN) werden von
infizierten Zellen als Antwort auf Virusinfektionen sekretiert. Typ | IFN induzieren die
Expression antiviraler Proteine, aktivieren Immunzellen und die Sekretion weiterer
Zytokine. Humane Influenza A Viren unterdriicken die RIG-I-vermittelte Aktivierung der Typ
| IFN-Gene mit Hilfe ihres NS1-Proteins, um sich effizient vermehren zu kénnen. Im
Unterschied zu diesen saisonalen Influenzaviren wurde gezeigt, dass die hochpathogenen
H5N1-Stdamme die Typ | IFN-Gene stark aktivieren und sich trotzdem zu hohen Titern
vermehren. Eine starke IFN-Sekretion kdnnte zu der beobachteten Hyperzytokindmie in
H5N1-Infizierten beitragen, die mit der hohen Pathogenitat der H5N1-Stamme assoziiert
wurde. Die der starken Typ | IFN-Induktion in H5N1-infizierten Zellen zugrunde liegenden
Mechanismen sind kaum verstanden und wurden durch vergleichende Untersuchungen
humaner und aviarer H5N1-Isolate und einem saisonalen H3N2-Stamm analysiert.

Die durchgefiihrte Charakterisierung avidarer und humaner H5N1-Isolate in verschiedenen
humanen Zellkultursystemen zeigte eine geringe Vermehrungsfahigkeit der aviaren H5N1-
Isolate, die eine starke IFNB-Sekretion auslosten. Die humanen H5N1-Isolate und das
saisonale H3N2-Virus zeigten dagegen eine effiziente Vermehrung und geringe IFNfB-
Induktion. Die Vermehrung aller Viren war durch Typ | IFN inhibierbar. Die geringe
Vermehrung der avidren lIsolate konnte mit deren starker IFNB-Induktion in humanen
Zellen assoziiert werden. Die HS5N1-NS1-Proteine zeigten eine fir alle Stamme
vergleichbare Funktionalitat, die Aktivierung des humanen IFNB-Promotors zu inhibieren.
Reassortante Viren, die die HSN1-NS-Segmente im Hintergrund des H3N2-Stammes tragen,
zeigten, dass die H5N1-NS-Segmente die Vermehrung saisonaler Viren unterstitzen
konnen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die H5N1-Stamme das Typ | IFN-System
RIG-l-abhangig aktivieren und RIG-l-unabhdngige Typ | IFN-induzierende Signalwege nicht
wesentlich zu der durch die HSN1-Stamme ausgeldsten Typ | IFN-Sekretion beitragen.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass avidre nicht aber humane H5N1-Isolate ein
starkes Typ | IFN-induzierendes Potential besitzen kénnen, das im Fall der avidaren Isolate
nicht durch deren NS1-Proteine vollstandig kontrolliert werden kann. Weiterhin zeigte sich,
wie fiir saisonale Influenzaviren auch, dass die H5N1-Stamme darauf angewiesen sind, die
Aktivierung des Typ | IFN-Systems zu umgehen um sich effizient in humanen Zellen

vermehren zu kdnnen.
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Sequenzdaten der untersuchten H5N1-Isolate

Im Folgenden sind die in Kooperation mit A. Zohner, RKI, FG 17, generierten
Sequenzierungsergebnisse dargestellt. Die NP-Segmente wurden nicht und die PB2-

Segmente der humanen H5N1-Isolate nur partiell sequenziert.

A/Hongkong/156/97 (H5N1)
PB2 (partiell)

GGGAGACTGTAAAGATCCAATGGTCCCAAGAACCCACCATGCTATACAATAAGATGGAGTTTGAACCATTTCAATCTTTA
GTACCAAAGGCTGCCAGAAGCCAATATAGTGGATTTGTGAGAACGCTATTCCAGCAGATGCGTGATGTTTTGGGAACGT
TTGACACTGTTCAAATAATCAAACTACTACCATTTGCAGCAGCCCCACCTGAACAGAGTAGGATGCAATTTTCTTCTCTGA
CTGTGAATGTGAGGGGATCAGGAATGAGAATACTTGTGAGAGGTAACTCCCCTGCGTTTAAMTACAWCAAGACAACT
AAGAGGCTTACAATACTTGGGAAGGACGCAGGTGCACTTACAGAGGACCCAGATGAAGGAACAGCAGGAGTAGAGTS
TGCAGTATTGAGAGGGTTTCTAATTCTCGGCAAAGAAGACAAAAGATATGGACCAGCATTGAGCATCAATGAACTGAG
CAATCTTACGAAAGGGGAG

PB1

ATGGATGTCAATCCGACTTTACTTTTCTTaAAAGTGCCAGCGCAAAATGCCATAAGTACCACATTCCCTTATACTGGAGAT
CCCCCATACAGCCATGGAACAGGAACAGGATACACCATGGACACAGTCAACAGAACACATCAATATTCAGAAAAAGGG
AGGTGGACAACAAACACAGAGACCGGAGCACCCCAACTCAACCCTATTGATGGACCATTACCTGAAGATAACGAGCCG
AGCGGGTATGCACAAACAGATTGTGTATTGGAAGCAATGGCTTTCCTTGAAGAATCCCACCCAGGACTCTTTGAAAACT
CATGTCTTGAAACGATGGAAGTTGTCCAGCAAACGAGAGTGGATAAGCTGACCCAAGGTCGCCAGACCTATGACTGGA
CATTGAACAGAAACCAGCCGGCTGCAACTGCTTTGGCCAACACCATAGAAGTATTCAGATCGAACGGTCTAACAGCCAA
TGAGTCAGGAAGGCTAATAGATTTCCTCAAGGACGTAATGGAATCAATGGATAAGGAAGAAATGGAGATAACAACACA
TTTCCAGAGAAAGAGAAGAGTGAGGGACAACATGACCAAGAAAATGGTCACACAAAGAACAATAGGGAAAAAGAAGC
AAAGGCTGACAAAAAAGAGCTACCTAATAAGAGCACTGACACTGAACACAATGACAAAAGATGCTGAAAGGGGAAAA
TTGAAAAGGCGAGCGATTGCAACACCCGGAATGCAAATCAGAGGATTCGTGCACTTTGTCGAAGCACTAGCAAGGAGC
ATCTGTGAAAAACTTGAGCAATCTGGACTCCCCGTCGGAGGGAATGAGAAGAAGGCTAAATTGGCAAATGTTGTGAGA
AAGATGATGACTAACTCACAAGATACAGAGCTCTCTTTTACAGTTACCGGAGACAACACCAAATGGAATGAGAATCAGA
ATCCTCGAATATTTCTAGCAATGATAACATACATCACAAGGAACCAACCTGAATGGTTTAGAAATGTCTTGAGCATTGCC
CCTATAATGTTCTCAAATAAGATGGCGAGGTTAGGGAAAGGATACATGTTCGAGAGTAAGAGCATGAAGCTACGGACA
CAAATACCAGCAGAAATGCTTGCAAACATTGACTTGAAATACTTCAACGAATCAACGAGAAAGAAAATTGAGAAAATAA
GACCTCTACTAGTAGAGGGCACAGCCTCATTGAGTCCAGGGATGATGATGGGCATGTTTAATATGCTAAGTACGGTCTT
AGGAGTCTCAATCTTAAATCTTGGGCAGAAGAGGTACACCAAAACCACATACTGGTGGGATGGGCTCCAATCCTCTGAT
GATTTCGCTCTCATAGTGAATGCACCAAATCATGAGGGAATACAAGCAGGAGTGGATAGATTCTATAGGACTTGCAAAC
TAGTTGGAATCAACATGAGCAAAAAGAAGTCTTACATAAATCGGACAGGAACATTTGAGTTCACAAGCTTTTTCTACCGC
TATGGGTTTGTAGCCAACTTCAGCATGGAGCTGCCCAGCTTTGGAGTTTCCGGAATTAATGAATCGGCTGACATGAGCA
TTGGAGTTACAGTGATAAAGAATAATATGATAAACAACGACCTTGGACCAGCAACAGCTCAGATGGCTCTTCAGCTGTT
CATTAAGGACTACAGATACACCTACCGATGCCACAGAGGTGATACACAAATTCAAACTAGAAGATCATTTGAATTGAAG
AAGCTGTGGGAGCAGACCCGCTCAAAGGCAGGACTGTTGGTTTCAGATGGAGGGCCGAATTTATACAACATCCGGAAT
CTTCACATTCCAGAAGTTTGCTTGAAGTGGGAGTTGATGGATGAAGATTATCAGGGAAGACTGTGTAACCCTCTGAACC
CGTTTGTCAGTCATAAGGAAGTTGAATCCGTCAACAATGCTGTGGTAATGCCAGCCCATGGTCCAGCCAAGAGCATGGA
ATATGATGCCGTTGCAACTACACATTCATGGATTCCCAAGAGAAACCGCTCCATTCTCAACACTAGCCAAAGGGGAATTC
TTGAGGATGAACAAATGTACCAGAAGTGCTGCACTCTATTCGAGAAATTCTTCCCTAGCAGTTCATACCGGAGGCCAGTT
GGAATTTCCAGCATGATGGAGGCCATGGTGTCTAGGGCCCGAATTGATGCACGGATTGACTTCGAATCTGGAAGGATT
AAGAAAGAAGAATTTGCTGAGATCTTGAAGATCTGTTCCACCATTGAAGAGCTCGGACGGCAAGGGAAGTGAATTTGG
CTTGTCCTTCATGAAAAAATGCCTTGTTTCTACT
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PA

CTTTGTGCGACAATGCTTCAATCCAATGATTGTCGAGCTTGCGGAAAAGACAATGAAAGAGTATGGGGAAGATCCGAA
GATTGAAACAAACAAGTTCGCTGCAATATGCACACACTTAGAAGTCTGCTTCATGTATTCAGACTTCCATTTCATTGACG
AACGAGGCGAATCAATAATTGTGGAATCTGGTGATCCGAATGCATTGTTGAAACACCGGTTTGAAATAATTGAAGGAA
GAGACCGAGCAATGGCCTGGACAGTGGTGAATAGCATCTGCAACACCACAGGAGTCGATAAACCCAAATTCCTTCCGG
ATCTATACGACTACAAGGAAAACCGATTCACTGAAATTGGTGTGACACGGAGGGAAGTTCATATATATTACTTAGAGAA
AGCTAACAAGATAAAATCCGAGGAAACACATATCCACATCTTCTCATTCACTGGAGAAGAAATGGCCACTAAAGCTGAC
TACACCCTTGATGAAGAGAGCAGGGCAAGAATCAAAACCAGACTATTCACCATAAGACAGGAAATGGCAAGCAGGGGT
CTATGGGACTCCTTTCGTCAGTCCGAGAGAGGCGAAGAGACAATTGAAGAAAGATTTGAAATCACAGGGACCATGCGT
AGGCTTGCCGACCAAAGTCTCCCACCTAACTTCTCCAGCCTTGAAAACTTTAGAGCCTATGTGGATGGATTTAAACCGAA
CGGCTGCATTGAGGGCAAGCTTTCTCAAATGTCGAAAGAAGTGAACGCCAGAATTGAGCCATTTCTGAAGACAACACCA
CGTCCTCTCAGATTGCCTGATGGACCTCCCTGCTCCCAGCGGTCGAAATTCTTGCTGATGGATGCTCTGAAATTAAGCAT
TGAGGACCCGAGCCATGAGGGGGAGGGGATACCGCTATATGATGCGATCAAATGCATGAAAACATTCTTTGGCTGGAG
AGAGCCCAACATCATCAAACCACACGAAAAAGGCATAAATCCAAATTATGTGCTGGATTGGAAGCAGGTGCTGGCAGA
ACTCCAGGATATTGAAAATGAGGATAAAATCCCAAAAACAAAGAACATGAAGAAAACAAGCCAATTAATGTGGGCACT
CGGAGAGAATATGGCACCGGAAAAAGTGGACTTTGAGGATTGCAAAGACATTGACGATCTGAAACAGTATCACAGTGA
TGAGCCAGAGCTCAGATCGCTAGCAAGCTGGATCCAGAATGAGTTCAACAAGGCATGTGAATTGACCGATTCGAGCTG
GATAGAACTTGATGAGATAGGGGAAGATGTTGCCCCAATTGAGCACATTGCAAGTATGAGAAGGAACTACTTCACAGC
GGAGGTGTCCCATTGCAGGGCTACTGAGTACATAATGAAGGGGGTTTACATAAACACAGCTTTGCTCAATGCATCTTGT
GCAGCCATGGATGACTTCCAACTGATTCCAATGATAAGCAAATGCAGAACAAAAGAAGGAAGGAGGAGGACAAACCTG
TATGGGTTCATTGTAAAAGGAAGGTCCCATTTGAGAAATGATACTGACGTGGTGAACTTTGTGAGTATGGAATTCTCCC
TTACTGACCCAAGGCTGGAGCCACACAAATGGGAAAAGTACTGTGTTCTTGAAATAGGGGAAATGCTCTTGCGGACTGC
AATAGGTCAAGTGTCAAGGCCCATGTTCCTGTATGTGAGAACTAACGGAACCTCAAAAATTAAGATGAAATGGGGGAT
GGAAATGAGGCGCTGCCTTCTTCAATCTCTTCAACAGATTGAGAGCATGATCGAGGCTGAGTCTTCTATCAAAGAGAAA
GACATGACCAAAGAGTTCTTTGAAAACAGATCGGAGACATGGCCAATTGGAGAGTCACCTAAGGGAGTGGAGGAAGG
CTCCATCGGGAAGGTGTGCAGAACCTTACTAGCAAAATCTGTGTTCAACAGCCTATATTCATCTCCACAACTCGAAGGAT
TTTCAGCTGAATCGAGAAAACTACTACTCATTGTTCAAGCACTTAGGGACAACCTGGAACCTGGAACCTTCGATCTTGAA
GGGCTATATGGAGCAATTGAGGAGTGCCTGATTAATGATCCCTGGGTTTTGCTTAATGCATCTTGGTTCAACTCCTTCCT
CACACATGCACTAAGATAGTTGTGGCAATGCTACTATTGCTATCCATACGCCAAAA

HA

ATGGAGAAAACAGTGCTTCTTCTTGCAACAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCAAACAA
CTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAATGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAAGGACACA
CAACGGGAAGCTCTGCGATCTAAATGGAGTGAAGCCTCTCATTTTGAGGGATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGA
AACCCTATGTGTGACGAATTCATCAATGTGCCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAGTCCAGCCAATGACCTCT
GTTATCCAGGGAATTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAGAT
CATCCCCAAAAGTTCTTGGTCCAATCATGATGCCTCATCAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACCTTGGGAGGTCCTCCT
TTTTCAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAGTGCATACCCAACAATAAAGAGGAGCTACAATAATACCAACCA
AGAAGATCTTTTGGTACTGTGGGGGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCTCTATCAAAATCCAACC
ACCTACATTTCCGTTGGAACATCAACACTGAACCAGAGATTGGTTCCAGAAATAGCTACTAGACCCAAAGTAAACGGGC
AAAGTGGAAGAATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAGCCGAATGATGCCATCAATTTCGAGAGTAATGGAAATTTCAT
TGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAACAATTATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGC
AACACCAAGTGTCAAACTCCAATGGGGGCGATAAACTCTAGTATGCCATTCCACAACATACACCCCCTCACCATCGGGG
AATGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAGATTAGTCCTTGCGACTGGACTCAGAAATACCCCTCAAAGAGAGAGAAGAAG
AAAAAAGAGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATG
GGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGATACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTC
ACCAATAAGGTCAACTCGATCATTAACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAATAACTTGGAAA
GGAGGATAGAGAATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGATTCCTAGATGTCTGGACTTACAATGCTGAACTTCTGGTTCT
CATGGAAAATGAGAGAACTCTCGACTTTCATGACTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGG
GATAATGCAAAGGAGCTGGGTAATGGTTGTTTCGAATTCTATCACAAATGTGATAATGAATGTATGGAAAGTGTAAAAA
ACGGAACGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGACTAAACAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAAT
CAATGGGAACTTACCAAATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGGTAGCTGGTCTA
TCTTTATGGATGTGCTCCAATGGATCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAA
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NA

TCAGAAGATAATAACCATTGGATCAATCTGTATGGTAGTTGGGATAATCAGCTTGATGTTACAAATTGGAAACATAATAT
CAGTATGGGTCAGCCACATAATTCAAACTTGGCACCCAAACCAGCCTGAACCATGCAATCAAAGCATCAATTTTTACACT
GAGCAGGCTGCAGCTTCAGTGACATTAGCGGGCAATTCCTCTCTCTGCCCTATTAGTGGATGGGCTATATACAGCAAGG
ACAATAGTATArGAATTGGTTCCAAAGGGGATGTGTTTGTTATAAGAGAACCATTCATCTCATGCTCCCATTTGGAATGC
AGAACCTTTTTCTTGACCCAAGGAGCCCTATTGAATGACAAGCATTCTAATGGGACCGTCAAAGACAGGAGCCCCTATA
GAACTTTAATGAGCTGTCCTGTTGGTGAGGCTCCTTCCCCATACAACTCAAGGTTTGAGTCTGTTGCTTGGTCGGCAAGT
GCTTGCCATGATGGCATTAGTTGGCTAACAATTGGAATTTCCGGTCCGGATAATGGGGCTGTGGCTGTGTTGAAATACA
ATGGCATAATAACAGACACCATCAAGAGTTGGAGGAACAACATACTGAGGACGCAAGAGTCTGAATGTGCATGTGTGA
ATGGTTCTTGTTTTACTGTAATGACAGATGGACCGAGTAATGAACAGGCCTCATACAAGATTTTCAAGATAGAAAAGGG
GAGGGTAGTCAAATCAGTTGAGTTGAACGCCCCTAATTATCATTACGAGGAATGCTCCTGTTATCCTGATGCTGGCGAA
ATCACATGTGTGTGCAGGGATAATTGGCATGGCTCGAACCGACCATGGGTGTCTTTCAATCAGAATCTGGAGTATCAAA
TAGGATATATATGCAGTGGGGTTTTCGGAGACAGTCCACGCCCCAATGATGGGACAGGCAGTTGTGGTCCAGTGTCTCT
TAACGGAGCGTATGGAGTAAAAGGGTTTTCATTTAAATACGGCAATGGTGTTTGGATCGGGAGAACCAAAAGCACTAG
TTCCAGGAGCGGTTTTGAAATGATTTGGGATCCAAATGGGTGGACCGAAACAGACAGTAGCTTCTCGTTGAAGCAAGA
CATCATAGCAATAACTGATTGGTCAGGATACAGCGGGAGTTTTATTCAACATCCAGAACTGACAGGATTAAATTGCATG
AGACCTTGCTTCTGGGTTGAACTAATCAGAGGGAGGCCCAAAGAGAAAACAATCTGGACTAGTGGGAGCAGTATATCT
TTCTGTGGTGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAG

M

ATGAGTCTTCTaACCGAGGTCGAAACGTACGTTCTCTCTATCATCCCATCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCGCGCAGAG
ACTTGAGGATGTTTTTGCAGGGAAGAACACAGATCTTGAGGCTCTCATGGAATGGCTAAAGACAAGACCAATCCTGTCA
CCTCTGACTAAGGGAATTTTAGGGTTTGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGATTTG
TCCAAAATGCCCTAAATGGGAATGGAGACCCAAACAACATGGACAGGGCAGTTAAACTATACAAGAAGCTGAAGAGGG
AAATGACATTCCATGGAGCAAAGGAAGTTGCACTCAGTTACTCAACTGGTGCGCTTGCCAGTTGCATGGGTCTCATATA
CAACCGGATGGGAACAGTGACCACAGAAGTGGCTCTTGGCCTAGTATGTGCCACTTGTGAGCAGATTGCTGATGCCCAA
CATCGGTCCCACAGGCAGATGGCGACTACCACCAACCCACTAATCAGGCATGAGAACAGAATGGTACTAGCCAGCACTA
CGGCTAAGGCCATGGAGCAAATGGCTGGATCAAGTGAGCAGGCAGCAGAGGCCATGGAAGTCGCAAGTCAGGCTAGA
CAAATGGTGCAGGCAATGAGGACAATTGGGACTCACCCTAGCTCCAGTaCAGGTCTAAAAGATGATCTTATTGAAAATT
TGCAGGCTTACCAGAAACGGATGGGGGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTGATCCTCTCGTTGTTGCAGCAAGTATCATTG
GGATATTGCACTTGATATTGTGGATTCTTGATCGTCTTTTCTTCAAATGCATTTATCGTCGCTTTAAATACGGTTTGAAAA
GAGGGCCTTCTACGGAAGGAGTGCCTGAGTCTATGAGGAAGAGTATCGGCAGGAACAGCAGAATGCTGTGGATGTTG
ACGATGGTCATTTtGTCAACATAGAGCTGgAgTAAAAAACTACCTTGTTTCTACT

NS

GTGACAAAAACATAATGGATTCCAACACTGTGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGCTTTCTTTGGCATGTCCGCAAACGATTT
GCAGACCAAGAACTGGGTGATGCCCCATTCCTTGACCGGCTTCGCCGAGATCAGAAGTCCCTAAGAGGAAGAGGCAGC
ACTCTTGGTCTGGACATCAGAACTGCCACTCGTGAAGGAAAGCATATAGTGGAGCGGATTCTGGAGGAAGAATCTGAT
GAGGCACTTAAAATGACTATCGCTTCAGTGCCTGCTCCACGCTACCTAACTGAAATGACTCTTGAGGAAATGTCAAGGA
ACTGGTTAATGCTCATTCCCAAGCAGAAAGTGACAGGGTCCCTTTGCATTAGAATGGACCAGGCAATAATGGATAAAGA
CATCATATTGAAAGCAAACTTTAGTGTGATTTTTAATCGACTTGAAGCTCTGATACTACTTAGAGCTTTTACAGACGAAG
GAGCAATAGTGGGCGAAATCTCACCATTACCTTCCCTTCCAGGACATACTGAAGAGGATGTCAAAAATGCAATTGGGGT
CCTCATCGGAGGACTTGAATGGAATGATAACACAGTTCGAGTCTCTGAAACTCTACAGAGATTCACTTGGAGAAGCAGT
GATGAGAATGGGAGATCTCCACTCCCTCCAAAACAGAAACGGAAAATGGAGAGAACAATTGAGCCAGAAGTTTGAAGA
GATAAGATGGTTAATTGAAGAAGTGCGACATAGGTTAAGAATTACAGAGAATAGCTTTGAACAAATAACCTTTATGCAA
GCCTTACAACTATTGCTTGAAGTGGAGCAAGAGATAAGAACTTTCTCGTTTCAGCTTATTTAATGATAAAAAACAC

A/Thailand/1 (Kan-1)/2004 (H5N1)
PB2 (partiell)

TTAATGGTTGCATACATGTTGGAAAGGGAACTAGTCCGCAAAACCAGATTCCTACCGGTAGCAGGCGGAAAAAGCAGT
GTGTACATTGAGGTATTGCATTTGACTCAAGGGACCTGCTGGGAACAGATGTACACTCCAGGCGGAGAAGTGAGAAAT
GACGATGTTGACCAGAGTTTGATCATCGCTGCCAGAAACATTGTTAGGAGAGCAACGGTATCAGCGGATCCACTGGCAT
CACTGCTGGAGATGTGTCACAGCACACAAATTGGTGGGATAAGGATGGTGGACATCCTTAGGCAAAATCCAACTGAGG
AACAAGCTGTGGATATATGCAAAGCAGCAATGGGTCTGAGGATCAGTTCTTCCTTTAGCTTTGGAGGCTTCACTTTCAAA
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AGAACAAGTGGATCATCCGTCAAGAAGGAAGAGGAAGTGCTTACAGGCAACCTCCAAACATTGAAAATAAGAGTACAT
GAGGGGTATGAGGAATTCACAATGGTTGGGCGGAGGGCAACAGCTATCCTGAGGAAAGCAACTAGAAGGCTGATTCA
GTTGATAGTAAGTGGAAGAGACGAACAATCAATCGCTGAGGCAATCATTGTAGCAATGGTGTTCTCTCAGGAGGATTG
CATGATAAAGGCA

PB1

ATGGATGTCaATCCGACTTTACTTTTCTTGaAAGTACCAGTGCAAAATGCTATAAGTACCACATTCCCTTATACTGGAGAC
CCTCCATACAGCCATGGAACAGGGACAGGATACACCATGGACACAGTCAACAGAACACACCAATATTCAGAAAAGGGG
AAGTGGACAACAAACACAGAGACTGGAGCACCCCAACTCAACCCGATTGATGGACCACTGCCTGAGGATAATGAGCCC
AGTGGGTATGCACAAACAGATTGTGTATTGGAAGCAATGGCTTTCCTTGAAGAATCCCACCCAGGGATCTTTGAAAACT
CGTGTCTTGAAACAATGGAAATTGTTCAACAAACAAGAGTGGATAAACTGACCCAAGGTCGCCAGACCTATGACTGGAC
ATTGAATAGAAACCAACCGGCTGCAACTGCTTTGGCCAACACTATAGAAATCTTCAGATCAAACGGTCTAACAGCCAAT
GAATCGGGACGGCTAATAGATTTCCTCAAGGATGTGATGGAATCAATGGATAAGGAAGAAATGGAGATAACAACACAT
TTCCAGAGAAAGAGAAGGGTGAGGGACAACATGACCAAAAAAATGGTCACACAAAGAACAATAGGGAAGAAAAAACA
AAGGCTGAACAAAAAGAGCTACCTGATAAGAGCACTGACACTGAACACAATGACAAAAGATGCAGAAAGAGGCAAATT
GAAGAGGCGAGCGATTGCAACACCCGGAATGCAAATCAGAGGATTCGTGTACTTTGTTGAAACACTAGCGAGGAGTAT
CTGTGAGAAACTTGAGCAATCTGGACTCCCAGTCGGAGGGAATGAGAAGAAGGCTAAATTGGCAAACGTCGTGAGGA
AGATGATGACTAACTCACAAGATACTGAACTCTCCTTTACAATTACTGGAGACAATACCAAATGGAATGAGAATCAGAA
TCCTAGGATGTTTCTGGCAATGATAACGTACATCACAAGGAACCAGCCAGAATGGTTTCGGAATGTCTTAAGCATTGCA
CCTATAATGTTCTCAAACAAAATGGCGAGACTAGGAAAAGGATACATGTTCGAAAGTAAGAGCATGAAGTTACGAACA
CAAATACCAGCAGAAATGCTTGCAAACATTGATCTTAAATACTTCAATGAATTAACGAAAAAGAAAATTGAGAAAATAA
GGCCTCTATTAATAGATGGTACAGCCTCATTGAGCCCTGGAATGATGATGGGCATGTTCAACATGCTGAGTACAGTCCT
AGGAGTTTCAATCCTGAATCTTGGACAGAAAAGGTACACCAAAACCACATATTGGTGGGACGGACTCCAATCCTCTGAT
GATTTCGCTCTCATCGTAAATGCACCGAATCATGAGGGAATACAAGCAGGAGTGGATAGGTTTTATAGGACTTGTAAAC
TAGTTGGAATCAATATGAGCAAGAAGAAGTCTTACATAAATCGGACAGGGACATTTGAATTCACGAGCTTTTTCTACCG
CTATGGATTTGTAGCCAATTTCAGTATGGAGCTGCCCAGTTTTGGAGTGTCTGGAATTAATGAATCGGCCGACATGAGC
ATTGGTGTTACAGTGATAAAAAACAATATGATAAACAACGACCTTGGGCCAGCAACAGCTCAGATGGCTCTTCAGTTAT
TCATCAAGGACTACAGATACACATACCGATGCCACAGAGGGGATACGCAAGTCCAAACAAGGAGATCATTCGAGCTGA
AGAAGCTGTGGGAGCAAACCCGTTCAAAGGCAGGACTGTTGATTTCAGATGGAGGACCAAATCTATACAATATCCGAA
ATCTCCATATTCCTGAAGTCTGCTTAAAATGGGAATTGATGGATGAAGATTACCAGGGCAGACTGTGTAATCCTCTGAAT
CCATTCGTCAGCCATAAGGAAATTGAATCTGTCAACAATGCTGTAGTAATGCCAGCTCATGGCCCGGCCAAGAGTATGG
AATATGATGCCGTTGCAACTACACATTCATGGATTCCTAAAAGGAACCGTTCCATTCTCAATACGAGTCAAAGGGGAATT
CTTGAGGATGAACAGATGTACCAGAAGTGCTGCAATTTATTCGAGAAATTCTTCCCCAGCAGTTCATATCGGAGGCCAG
TTGGAATTTCCAGCATGGTGGAGGCCATGGTGTCTAGGGCCCGAATTGACGCACGAATTGATTTCGAGTCTGGAAGGA
TTAAGAAAGAAGAGTTTGCTGAGATCATGAaGATCTGTTCCACCATTGAAGAACTCAGACGGCAAAAATAGTGAATTTA
GCTTGTCCTTCGTGAAAAAATGCCTTGTTTCTACTAATAC

PA

TTTGTGCGACAATGCTTCAATCCAATGATCGTCGAGCTTGCGGAAAAGGCAATGAAAGAATATGGGGAAGATCCGAAA
ATCGAAACGAACAAGTTTGCTGCAATATGCACACACTTGGAGGTCTGTTTCATGTATTCGGATTTTCACTTTATTGATGA
ACGGAGTGAATCAATAATTGTAGAATCTGGAGATCCGAATGCATTATTGAAACACCGATTTGAAATAATTGAAGGAAGA
GACCGAACGATGGCCTGGACTGTGGTGAATAGTATCTGCAACACCACAGGAGTTGAGAAACCTAAATTTCTCCCAGATT
TGTATGACTACAAAGAGAACCGATTCATCGAAATTGGAGTGACACGGAGGGAAGTTCATACATACTATCTGGAGAAAG
CCAACAAGATAAAATCCGAGAGGACACATATTCACATATTCTCATTCACAGGGGAGGAAATGGCCACCAAAGCGGACTA
CACCCTTGATGAAGAGAGCAGGGCAAGAATTAAAACCAGGCTGTTCACCATAAGGCAGGAAATGGCCAGTAGGGGTCT
ATGGGATTCCTTTCGTCAATCCGAGAGAGGCGAAGAGACAATTGAAGAAAAATTTGAAATCACTGGAACCATGCGCAG
ACTTGCAGACCAAAGTCTCCCACCGAACTTCTCCAGCCTTGAAAACTTTAGAGCCTATGTGGATGGGTTCGAACCGAACG
GCTGCATTGAGGGCAAGCTTTCTCAAATGTCAAAAGAAGTGAATGCTAGAATTGAGCCATTTTTGAAGACAACGCCACG
CCCTCTCAGACTACCTGATGGGCCTCCTTGCTCTCAGCGGTCGAAGTTCTTGCTGATGGATGCCCTTAAATTAAGCATCG
AAGACCCGAGTCATGAGGGGGAGGGGATACCACTATACGATGCAATCAAATGCATGAAGACATTTTTCGGATGGAAAG
AGCCCAACATCGTGAAACCACATGAAAAAGGCATTAACCCCAATTACCTCCTGGCTTGGAAGCAAGTGCTGGCAGAACT
CCAAGATATTGAAAATGAGGAGAAAATCCCAAAAACAAAGAACATGAAAAAAACAAGCCAGTTGAAGTGGGCACTCG
GTGAGAACATGGCACCAGAGAAAGTAGACTTTGAGGACTGCAAAGATGTTAGCGATCTAAGACAGTATGACAGTGATG
AACCAGAGTCTAGATCACTAGCAAGCTGGATTCAGAGTGAATTCAACAAGGCATGTGAATTGACAGATTCGAGTTGGAT
TGAACTTGATGAAATAGGAGAAGACGTAGCTCCAATTGAGCACATTGCAAGTATGAGAAGGAACTATTTTACAGCGGA
AGTATCCCATTGCAGGGCCACTGAATACATAATGAAGGGAGTGTACATAAACACAGCCCTGTTGAATGCATCCTGTGCA

XVI
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GCCATGGATGACTTTCAACTGATTCCAATGATAAGCAAATGCAGAACCAAAGAAGGAAGACGGAAAACTAATCTGTATG
GATTCATTATAAAAGGGAGATCCCACTTGAGGAATGATACCGATGTGGTAAATTTTGTGAGTATGGAATTCTCTCTTACT
GATCCGAGGCTGGAGCCACACAAGTGGGAAAAGTACTGTGTCCTCGAGATAGGAGACATGCTCCTCCGGACTGCAGTA
GGCCAAGTTTCAAGGCCCATGTTCCTGTATGTAAGAACCAATGGAACCTCCAAGATCAAAATGAAATGGGGCATGGAA
ATGAGGCGATGCCTTCTTCAATCCCTTCAACAAATTGAAAGCATGATTGAAGCCGAGTCTTCTGTCAAAGAGAAGGACA
TGACCAAAGAATTCTTTGAAAACAAATCAGAAACATGGCCGATTGGAGAGTCCCCCAAGGGGATGGAGGAAGGCTCCA
TCGGGAAGGTGTGCAGAACCTTGCTGGCGAAGTCTGTGTTCAACAGTTTATATGCATCTCCACAACTCGAGGGGTTTTC
AGCTGAATCAAGAAAATTGCTTCTCATTGCTCAGGCACTTAGGGACAACCTGGAACCTGGGACCTTCGATCTTGGAGGG
CTATATGAAGCAATTGAGGAGTGCCTGATTAACGATCCCTGGGTTTTGCTTAATGCGTCTTGGTTCAACTCCTTCCTCGCA
CATGCACTGAAATAGTTGTGGCAATGCTACTATTTGCTATCCATACTGTCCA

HA

ATGGAGAAAATAGTGCTTCTTTTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCAAACAA
CTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAAAGACACA
CAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTGAGAGATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGA
AACCCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTGCCGGAATGGTCCTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGTCAATGACCTCT
GTTACCCAGGGGATTTCAATGACTATGAAGAATTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAGAT
CATCCCCAAAAGTTCTTG(gtccagtcatgaagectcattaggggtg) AGCTCAGCATGTCCATACCAGGGAAAGTCCTCCTTTTTCA
GAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAGTACATACCCAACAATAAAGAGGAGCTACAATAATACCAACCAAGAAG
ATCTTTTGGTACTGTGGGGGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCTCTATCAAAACCCAACCACCTAT
ATTTCCGTTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAGAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCAAAGTG
GAAGGATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAACCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAATGGAAATTTCATTGCTCCA
GAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAACAATTATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAACACCA
AGTGTCAAACTCCAATGGGGGCGATAAACTCTAGTATGCCATTCCACAATATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCC
AAATATGTGAAATCAAACAGATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAAGAGAGAGAAGAAGAAAAAAG
AGAGGATTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACCA
CCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAA
GGTCAACTCGATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAACAACTTAGAAAGGAGAAT
AGAGAATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGGTTCCTAGATGTCTGGACTTATAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGGAA
AATGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAATG
CAAAGGAACTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCATAAATGTGATAATGAATGTATGGAAAGTGTAAGAAACGGAA
CGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGACTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAG
GAATTTACCAAATACTGTCAATTTATTCTACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGGTAGCTGGTCTATCCTTAT
GGATGTGCTCCAATGGGTCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAATTTGTGAGTTCAGATTG

NA

ATGAATCCAAATAAGAAGATAATAACCATCGGATCAATCTGTATGGTAACTGGAATGGTTAGCTTAATGTTACAAATTG
GGAACTTGATCTCAATATGGGTCAGTCATTCAATTCACACAGGGAATCAACACAAAGCTGAACCAATCAGCAATACTAA
TTTTCTTACTGAGAAAGCTGTGGCTTCAGTAAAATTAGCGGGCAATTCATCTCTTTGCCCCATTAATGGATGGGCTGTAT
ACAGTAAGGACAACAGTATAAGGATCGGTTCCAAGGGGGATGTGTTTGTTATAAGAGAGCCATTCATCTCATGCTCCCA
CTTGGAATGCAGAACTTTCTTTTTGACTCAGGGAGCCTTGCTGAATGACAAGCACTCCAATGGGACTGTCAAAGACAGA
AGCCCTCACAGAACATTAATGAGTTGTCCTGTGGGTGAGGCTCCCTCCCCATATAACTCAAGGTTTGAGTCTGTTGCTTG
GTCAGCAAGTGCTTGCCATGATGGCACCAGTTGGTTGACAATTGGAATTTCTGGCCCAGACAATGGGGCTGTGGCTGTA
TTGAAATACAATGGCATAATAACAGACACTATCAAGAGTTGGAGGAATAACATACTGAGAACTCAAGAGTCTGAATGTG
CATGTGTAAATGGCTCTTGCTTTACTGTAATGACTGACGGACCAAGTAATGGTCAGGCATCACATAAGATCTTCAAAATG
GAAAAAGGGAAAGTGGTTAAATCAGTCGAATTGGATGCTCCCAATTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTGATG
CCGGCGAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAATTGGCATGGCTCAAATCGGCCATGGGTATCTTTCAATCAAAATTTGGA
GTATCAAATAGGATATATATGCAGTGGAGTTTTCGGAGACAATCCACGCCCCAATGATGGAACAGGTAGTTGTGGTCCG
GTGTCCTCTAACGGGGCATATGGGGTAAAAGGGTTTTCATTTAAATACGGCAATGGTGTCTGGATCGGGAGAACAAAA
AGCACTAATTCCAGGAGCGGCTTTGAAATGATTTGGGATCCAAATGGGTGGACTGAAACGGACAGTAGCTTTTCAGTGA
AACAAGATATCGTAGCAATAACTGATTGGTCAGGATATAGCGGGAGTTTTGTCCAGCATCCAGAACTGACAGGACTAGA
TTGCATAAGACCTTGTTTCTGGGTTGAGTTGATCAGAGGGCGGCCCAAAGAGAGCACAATTTGGACTAGTGGGAGCAG
CATATCTTTTTGTGGTGTAACTAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAATTGCCATTCACCATTGACA
AGTAG

XVII
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M

ATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCTCTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCGCGCAGAA
ACTTGAAGATGTCTTTGCAGGAAAGAACACCGATCTCGAGGCTCTCATGGAGTGGCTAAAGACAAGACCAATCCTGTCA
CCTCTGACTAAAGGGATTTTGGGATTTGTATTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTG
TCCAGAATGCCCTAAATGGAAATGGAGATCCAAATAATATGGATAGAGCAGTCAAGCTATATAAGAAGCTGAAAAGAG
AAATAACATTCCATGGGGCTAAGGAGGTCGCACTCAGCTACTCAACCGGTGCACTTGCCAGTTGCATGGGTCTCATATA
CAACAGGATGGGAACGGTGACTACGGAAGTGGCTTTTGGCCTAGTGTGTGCCACTTGTGAGCAGATTGCAGATTCACA
GCATCGGTCTCACAGACAGATGGCAACTACCACCAACCCACTAATCAGACATGAGAACAGAATGGTGCTGGCCAGCACT
ACAGCTAAGGCTATGGAGCAGATGGCAGGATCAAGTGAGCAGGCAGCGGAAGCCATGGAGATCGCTAATCAGGCTAG
GCAGATGGTGCAGGCAATGAGGACAATTGGGACTCATCCTAACTCTAGTGCTGGTCTGAGAGATAATCTTCTTGAAAAT
TTGCAGGCCTACCAGAAACGAATGGGAGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTGATCCTATTGTTGTTGCCGCAAATATCATT
GGGATCTTGCACTTGATATTGTGGATTCTTGATCGTCTTTTCTTCAAATGCATTTATCGTCGCCTTAAATACGGTTTGAAA
AGAGGGCCTGCTACGGCAGGGGTACCTGAGTCTATGAGGGAAGAGTACCGGCAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGATGT
TGACGATGGTCATTTTGTCAACATAGAATTGGAGTAAAAAA

NS

ATGGATTCCAACACTGTGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGCTTTCTTTGGCATGTCCGCAAACGATTTGCAGACCAAGAACT
GGGTGATGCCCCATTCCTTGACCGGCTTCGCCGAGATCAGAAGTCCCTAAGAGGAAGAGGCAACACTCTTGGTCTGGAC
ATCGAAACAGCTACGCGCGCAGGAAAGCAGATAGTGGAGCGGATTCTGGAGGAGGAGTCTGATAAGGCACTTAAAAT
GCCGGCTTCACGCTACCTAACTGACATGACTCTCGAAGAAATGTCAAGGGACTGGTTCATGCTCATGCCCAAGCAGAAA
GTGGCAGGTTCCCTTTGCATCAAAATGGACCAGGCAATAATGGATAAAGTCATCATATTGAAAGCAAACTTCAGTGTGA
TTTTTGACCGGTTGGAAACCCTAATACTACTTAGAGCTTTCACAGAAGAAGGAGCAATCGTGGGAGAAATCTCACCATT
ACCTTCTCTTCCAGGACATACTGGTGAGGATATCAAAAATGCAATTGGCGTCCTCATCGGAGGACTTGAATGGAATGAT
AACACAGTTCGAGTCACTGAAACTATACAGAGATTCGCTTGGAGAAGCAGTGATGAGGATGGGAGACTTCCACTCCCTC
CAAATCAGAAACGGAAAATGGCGAGAACAATTGAGTCAGAAGTTTGAAGAAATAAGGTGGCTGATTGAAGAAGTAAG
ACATAGATTGAAAATTACAGAAAACAGCTTCGAACAGATAACGTTTATGCAAGCCTTACAACTACTGCTTGAAGTGGAG
CAAGAGATAAGAGCCTTCTCGTTTCAGCTTATTTAATGATAAAAAACACCCTTGTTTCTACTAATAACCCGGCGGCCCAA
AATGCCGACTCGG

A/chicken/Indonesia/R132/2006 (H5N1)
PB2

AGGGAACTGGTCCGCAAAACCAGATTCCTACCGGTAGCAGGCGGAACAAGCAGTGTGTACATTGAGGTATTGCATTTG
ACTCAAGGGACCTGCTGGGAACAGATGTACACTCCAGGCGGAGAAGTGAGAAACGACGATGTTGATCAGAGTTTGATC
ATCGCTGCCAGAAACATTGTTAGGAGAGCAACGGTATCAGCGGATCCACTGGCATCACTGCTGGAAATGTGTCACAGCA
CACGAATTGGTGGGACAAGGATGGTGGACATCCTTAGGCAAAATCCAACTGAGGAACAAGCTGTGGATATATGCAAAG
CAGCAATGGGTCTGAGAATCAGTTCATCCTTTAGCTTTGGAGGCTTCACTTTCAAAAGAACAAGTGGATCATCCGTCACG
AAGGAAGAGGAAGTGCTTACAGGCAACCTCCAAACATTGAAAATAAGAGTACATGAGGGGTATGAGGAATTCACAATG
GTTGGGCGGAGGGCAACAGCTATCCTGAGGAAAGCAACTAGAAGGCTGATTCAGTTGATAGTAAGTGGAAGAGACGA
ACAATCAATCGCTGAGGCAATCATTGTAGCAATGGTGTTCTCACAGGAGGATTGCATGATAAAGGCAGTCCGAGGCGA
TCTGAATTTCGTAAACAGAGCAAACCAAAGGTTAAACCCCATGCATCAACTCCTGAGACATTTTCAAAAGGACGCAAAA
GTGCTATTTCAGAACTGGGGAATTGAACCCATTGATAATGTCATGGGGATGATCGGAATATTACCTGACATGACTCCCA
GCACAGAAATGTCACTGAGAGGAGTAAGAGTTAGTAAAATGGGAGTGGATGAATATTCCAGCACTGAGAGAGTAGTT
GTGAGTATTGACCGTTTCTTAAGGGTTCGAGATCAGCGGGGGAACGTACTCTTATCTCCCGAAGAGGTCAGCGAAACCC
AGGGAACAGAGAAATTGACAATAACATATTCATCATCAATGATGTGGGAAATCAACGGTCCTGAGTCAGTGCTTGTTAA
CACCTATCAATGGATCATCAGAAACTGGGAAACTGTGAAGATTCAATGGTCTCAAGACCCCACGATACTGTACAATAAG
ATGGAGTTTGAACCGTTCCAATCCTTGGTACCTAAAGCTGCCAGAGGCCAATACAGTGGATTTGTGAGAACATTATTCCA
ACAAATGCGTGACGTACTGGGGACATTTGATACTGTCCAGATAATAAAGCTGCTACCATTTGCAGCAGCCCCACCGGAG
CAGAGCAGAATGCAGTTTTCTTCTCTAACTGTGAATGTGAGAGGCTCTGGAATGAGAATACTCGTAAGGGGCAATTCCC
CTGTGTTCAACTACAATAAGGCAACCAAAAGGCTTACCGTTCTTGGAAAGGACGCAGGTGCATTAACAGAGGACCCAG
ATGAGGGGACAGCCGGAGTGGAATCTGCAGTACTGAGGGGATTCCTAATTTTAGGCAAGGAGGACAAAAGGTATGGA
CCAGCATTGAGCATCAATGAACTGAGCAATCTTGCGAAAGGGGAGAAAGCAAATGTACTGATAGGGCAAGGAGATGT
GGTGTTGGTAATGAAACGGAAACGGGACTCTAGCATACTTACTGACAGCCAGACAGCGACCAAAAGAATTCGGATGGC
CATCAATTAG

XVIII
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PB1

ATGGATGTCAATCCGACTTTACTTTTCTTGAAAGTACCAGTGCAAAATGCTATAAGTACCACATTCCCTTATACTGGAGAC
CCTCCATACAGCCATGGAACAGGGACAGGATACACCATGGACACAGTCAACAGAACACACCAATATTCAGAAAAGGGG
AAGTGGACAACAAACACAGAGACTGGAGCACCCCAACTCAACCCGATTGATGGACCACTACCTGAGGATAATGAGCCC
AGTGGGTATGCACAAACAGATTGTGTATTGGAAGCAATGGCTTTCCTTGAAGAATCCCACCCAGGGATCTTTGAAAACT
CGTGTCTTGAAACGATGGAAATTGTTCAACAAACAAGAGTGGATAAACTGACCCAAGGTCGCCAGACTTATGACTGGAC
ATTGAATAGAAACCAACCGGCTGCAACTGCTTTGGCCAACACTATAGAAATCTTCAGATCGAACGGTCTAACAGCCAAT
GAATCGGGACGGCTAATAGATTTCCTCAAGGATGTGATGGAATCAATGGATAAGGAAGAAATGGAGATAACAACACAT
TTCCAGAGAAAGAGAAGAGTGAGGGACAACATGACCAAGAAAATGGTCACACAAAGAACAATAGGGAAGAAAAAACA
AAGGCTGAACAAAAGGAGCTACCTGATAAGAGCACTGACACTGAACACAATGACAAAAGATGCAGAAAGAGGCAAAT
TGAAGAGGCGAGCAATTGCAACACCCGGAATGCAAATCAGAGGATTCGTGTACTTTGTTGAAACACTAGCGAGGAGTA
TCTGTGAGAAACTTGAGCAATCTGGACTCCCAGTCGGAGGGAATGAGAAGAAGGCTAAATTGGCAAACGTCGTGAGGA
AGATGATGACTAACTCACAAGATACTGAACTCTCCTTTACAATTACTGGGGACAATACCAAATGGAATGAGAATCAGAA
TCCTAGGATGTTTCTGGCAATGATAACGTACATCACAAGGAACCAGCCAGAATGGTTTCGAAATGTCTTAAGCATTGCCC
CTATAATGTTCTCAAACAAGATGGCGAGATTAGGGAAAGGATACATGTTCGAAAGTAAGAGCATGAAGTTACGAACAC
AAATACCAGCAGAAATGCTTGCAAACATTGATCTTAAATACTTCAATGAATTAACGAAAAAGAAAATTGAGAAAATAAG
ACCTCTATTAATAGATGGTGCAGCCTCATTGAGCCCTGGAATGATGATGGGCATGTTCAACATGCTGAGTACAGTCCTA
GGAGTCTCAATCCTGAATCTTGGACAGAAAAGGTACACCAAAACCACATATTGGTGGGACGGACTCCAATCCTCTGATG
ATTTCGCTCTCATCGTAAATGCACCGAATCATGAGGGAATACAAGCAGGAGTGGATAGGTTTTATAGGACTTGTAAACT
AGTTGGAATCAATATGAGCAAGAAGAAGTCTTACATAAATCGGACAGGGACATTTGAATTCACGAGCTTTTTCTACCGC
TATGGATTTGTAGCCAATTTCAGTATGGAGCTGCCCAGTTTTGGAGTGTCTGGAATTAATGAATCGGCCGACATGAGCA
TTGGTGTTACAGTGATAAAGAACAATATGATAAACAACGACCTTGGGCCAGCAACAGCTCAGATGGCTCTTCAGCTATT
CATCAAGGACTACAGATACACATACCGATGCCACAGAGGGGATACGCAAATCCAAACGAGGAGATCATTCGAGCTGAA
GAAGCTGTGGGAGCAAACCCATTCAAAGGCAGGACTGTTGGTTTCAGATGGAGGACCAAATCTATACAATATCCGAAA
TCTCCACATTCCTGAGGTCTGCTTGAAATGGGAATTGATGGATGAAGATTACCAGGGCAGACTGTGTAATCCTCTGAAT
CCGTTCGTCAGCCATAAGGAAATTGAATCTGTCAACAATGCTGTAGTAATGCCAGCTCATGGCCCGGCCAAGAGTATGG
AATATGATGCCGTTGCAACCACACATTCATGGATTCCTAAAAGGAATCGTTCCATTCTCAATACGAATCAAAGGGGAATT
CTTGAGGATGAACAGATGTACCAGAAGTGTTGCAATCTATTCGAGAAATTCTTCCCCAGCAGTTCATATCGGAGGCCAG
TTGGAATTTCCAGCATGGTGGAGGCCATGGTGTCTAGGGCCCGAATTGACGCACGAATTGATTTCGAGTCTGGAAGGA
TTAAGAAAGAAGAGTTTGCTGAGATCATGAAGATCTGTTCCACCATTGAAGAGCTCAGACGGCAAAAATAGTGAATTTA
GCTTGTCCTTTCGTGAAAAAATGCCTTGTTTCTACTAATAAC

PA

TTTGTGCGACAATGCTTCAATCCAATGATTGTCGAGCTTGCGGAAAAGGCAATGAAAGAATATGGGGAAGATCCGAAA
ATCGAAACGAACAAATTTGCTGCAATATGCACACACTTGGAGGTCTGCTTCATGTATTCGGACTTTCACTTTATTGATGA
ACGGAGTGAATCAATAATTGTAGAATCTGGAGATCCGAATGCATTATTGAAACACCGATTTGAAATAATTGAAGGAAGA
GACCGAACGATGGCCTGGACTGTGGTGAATAGTATTTGCAACACCACCGGAGTCGAGAAACCCAAATTTCTCCCAGATT
TGTATGACTACAAAGAGAACCGATTCGTTGAAATTGGAGTGACACGGAGGGAAGTTCATACATACTATCTGGAGAAAG
CCAACAAGATAAAATCCGAGAAGACACACATTCACATATTCTCATTCACAGGGGAGGAAATGGCCACCAAAGCGGACTA
CACCCTTGATGAAGAGAGCAGGGCAAGAATTAAAACCAGGCTGTTCACCATAAGACAGGAAATGGCCAGTAGGGGTCT
ATGGGATTCCTTTCGTCAATCCGAGAGAGGCGAAGAGACAATTGAAGAAAAATTTGAAATCACTGGAACCATGCGCAG
ACTTGCCGACCAAAGTCTCCCACCGAACTTCTCCAGCCTTGAAAACTTTAGAGCCTATGTGGATGGATTCGAACCGAACG
GCTGCATTGAGGGCAAGCTTTCTCAAATGTCAAAAGAAGTGAATGCTAGAATTGAGCCATTTTTGAAGACAACGCCACG
CCCTCTCAGATTACCTGATGGGCCTCCTTGCTCTCAGCGGTCGAAGTTCTTGCTGATGGATGCTCTTAAATTAAGCATCG
AAGACCCGAGTCATGAGGGGGAGGGGATACCACTATACGATGCAATCAAATGCATGAAGACATTTTTCGGTTGGAAGG
AGCCCAACATCGTGAAACCACATGAAAAAGGTATAAACCCCAATTACCTCCTGGCTTGGAAGCAAGTGCTGGCAGAACT
CCAAGATATCGAAAATGAGGAGAAAATCCCAAAAACAAAGAACATGAAAAAAACAAGCCAGTTGAAGTGGGCACTCG
GTGAGAACATGGCACCAGAGAAAGTAGACTTTGAGGACTGCAAAGATGTTAGCGATCTAAAACAGTATGACAGTGATG
AACCAGAGTCTAGATCACTAGCAAGCTGGATTCAGAGTGAATTCAACAAGGCATGTGAATTAACAGATTCGAGTTGGAT
TGAACTTGATGAAATAGGAGAGGACGTTGCTCCAATTGAGCACATTGCAAGTATGAGAAGGAACTATTTTACAGCGGA
AGTATCCCATTGCAGAGCCACTGAATACATAATGAAGGGAGTGTACATAAACACAGCTATGTTGAATGCATCCTGTGCA
GCCATGGATGACTTTCAACTGATTCCAATGATAAGCAAATGCAGAACCAAAGAAGGAAGACGGAAAACTAATCTGTATG
GATTCATTATAAAGGGAAGATCCCACTTGAGRAATGATACCGATGTGGTAAATTATGTGAGTATGGaATTCTCTCTTACT
GACCCAAGGCTGGAGCCACACAAGTGGGAAAAGTACTGTGTCCTCGAGATAGGAGACATGCTCCTCCGGACTGCAATA
GGTCAAGTTTCAAGGCCCATGTTCCTGTATGTGAGAACCAACGGAACCTCCAAGATCAAAATGAAATGGGGCATGGAA
ATGAGGCGATGCCTTCTTCAATCCCTCCAACAAATTGAAAGCATGATTGAAGCCGAGTCTTCTGTCAAAGAGAAGGACA

XIX
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TGACCAAAGAATTCTTTGAAAACAAATCAGAAACATGGCCGATTGGAGAGTCCCCCAAAGGAGTGGAGGAAGGCTCCA
TCGGAAAGGTGTGCAGAACCTTGCTGGCGAAGTCTGTGTTCAACAGTTTGTATGCATCTTCACAACTCGAGGGGTTTTC
AGCTGAATCAAGAAAATTGCTTCTCATTGCTCAGGCACTTAGGGACAACCTGGAACCTGGGACCTTCGATCTTGGAGGG
CTATATGAAGCAATTGAGGAGTGCCTGATTAACGATCCCTGGGTTTTGCTTAATGCGTCTTGGTTCAACTCCTTCCTCGCA
CATGCACTGAAATAGTTGTGGCAATGCTACTATTGCTATCCATACTGTCCAAAAAAGTACCTTGTTTCTACTAATAA

HA

ATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCAAACAA
TTCAACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAAAGACACAC
AACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTAAGAGATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGG
AACCCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTACCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGCCAATGACCTCT
GTTACCCAGGGAATTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAGAT
CATCCCCAAAAGTTCTTGGTCCGATCATGAAGCCTCATCAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACCTGGGAAAGTCCTCCT
TTTTTAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAGTGCATACCCAACAATAAAGAGAAGCTACAATAATACCAACCA
AGAAGATCTTTTGGTACTGTGGGGGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAGGCTATATCAAAACCCAACC
ACCTATATTTCCGTTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAAAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGC
AAAGTGGAAGGATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAATCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAATGGAAATTTCAT
TGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAGCAATTATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGC
AACACCAAGTGTCAAACTCCAATGGGGGCGATAAACTCTAGTATGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACCATCGGGG
AATGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAGATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAAGAGAGAGAAGAA
GAAAAAAGAGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTaT
GGGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGT
CACCAATAAGGTCAACTCGATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAATAACTTAGAA
AGGAGAATAGAGAATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGATTCCTAGATGTCTGGACTTATAATGCTGAACTTCTGGTTC
TCATGGAAAATGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTTAAGAACCTCTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAG
GGATAATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCACAAATGTGATAATGAATGTATGGAAAGTATAAG
AAACGGAACGTATAACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGATTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGG
AATCAATAGGAACTTACCAAATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGATGGCTGGT
CTATCTTTATGGATGTGCTCCAATGGATCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAA

NA

CCAAATCAGAAGATAATAACCATTGGATCAATCTGTATGGTAATTGGAATAGTTAGCTTAATGTTACAAATTGGGAACAT
GATCTCAATATGGGTCAGTCATTCAATTCAGACAGGGAATCAACACCAAGCTGAATCAATCAGCAATACTAACCCTCTTA
CTGAGAAAGCTGTGGCTTCAGTAACATTAGCGGGCAATTCATCTCTTTGCCCCATTAGAGGATGGGCTGTACACAGTAA
GGACAACAGTATAAGGATCGGTTCCAAGGGGGATGTGTTTGTTATTAGAGAGCCGTTCATCTCATGCTCCCACTTGGAA
TGCAGAACTTTCTTTTTGACTCAGGGAGCCTTGCTGAATGACAAGCACTCCAACGGGACTGTCAAAGACAGAAGCCCTC
ACAGAACATTGATGAGTTGTCCTGTGGGTGAGGCTCCCTCCCCATACAACTCAAGGTTTGAGTCTGTTGCTTGGTCAGCA
AGCGCTTGCCATGATGGCACCAGTTGGTTGACAATTGGAATTTCTGGCCCAGACAATGGGGCTGTGGCTGTATTGAAAT
ACAATGGCATAATAACAGACACTATCAAGAGTTGGAGGAACAACATACTGAGAACTCAAGAGTCTGAATGTGCATGTG
TAAATGGCTCTTGCTTTACTGTAATGACTGATGGACCAAGTAATGGGCAGGCATCATATAAGATCTTCAAAATGGAAAA
AGGGAAAGTGGTTAAATCAGTCGAATTGGATGCTCCTAATTATCACTATGAGGAGTGCTCCTGTTATCCTGATGCCGGC
GAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAATTGGCATGGCTCAAATAGGCCATGGGTATCTTTCAATCAAAATTTGGAGTATC
AAATAGGATATATATGCAGTGGAGTTTTCGGAGACAATCCACGCCCCAATGATGGAACAGGTAGTTGTGGTCCGATGTC
CCCTAACGGGGCATATGGGGTAAAAGGGTTTTCATTTAAATACGGCAATGGTGTTTGGATCGGAAGAACCAAAAGCAC
TAATTCCAGGAGCGGCTTTGAAATGATTTGGGATCCAAATGGGTGGACTGGAACGGACAGTAGCTTTTCGGTGAAACA
AGATATAGTAGCAATAACTGATTGGTCAGGATATAGCGGGAGTTTTGTCCAGCATCCAGAACTGACAGGATTAGATTGC
ATAAGACCTTGTTTCTGGGTTGAGTTAATCAGAGGGCGGCCCAAAGAGAGCACAATTTGGACTAGTGGGAGCAGCATA
TCTTTTTGTGGTGTAAATAGTGACACTGTGAGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTA
G

M

ATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCTCTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCGCGCAGAA
ACTTGAAGATGTCTTTGCAGGAAAGAACACCGATCTCGAGGCTCTCATGGAGTGGCTAAAGACAAGACCAATCCTGTCA
CCTCTGACTAAAGGGATTTTGGGATTTGTATTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTG
TCCAGAATGCCCTAAATGGAAATGGAGATCCAAATAATATGGATAGGGCAGTTAAGCTATATAAGAAGCTGAAAAGAG

XX
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AAATAACATTCCATGGGGCTAAGGAGGTCGCACTCAGCTACTCAACCGGTGCACTTGCCAGTTGCATGGGTCTTATATA
CAACAGGATGGGAACGGTGACTACGGAAGTGGCTTTTGGCCTAGTGTGTGCCACTTGTGAGCAGATTGCAGATTCACA
GCATCGGTCTCACAGGCAGATGGCAACTATCACCAACCCACTAATCAGGCATGAAAACAGAATGGTGCTGGCCAGCACT
ACAGCTAAGGCTATGGAGCAGATGGCGGGATCAAGTGAGCAGGCAGCGGAAGCCATGGAGGTCGCTAATCAGGCTAG
GCAGATGGTGCAGGCAATGAGGACAATTGGGACTCATCCTAACTCTAGTGCTGGTCTGAGAGATAATCTTCTTGAAAAT
TTGCAGGCCTACCAGAAACGAATGGGAGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTGATCCTCTTGTTGTTGCCGCAAGTATCATT
GGGATCTTGCACTTGATATTGTGGATTCTTGATCGTCTTTTCTTCAAATGCATTTATCGTCGCCTTAAATACGGTTTGAAA
AGAGGGCCTTCTACGGCAGGGGTACCTGAGTCTATGAGGGAAGAATACCGGCAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGATGT
TGACGATGGTCATTTTGTCAACATAGAATGG

NS

ATGGATTCCAACACTGTGTTAAGCTTTCAGGTAGACTGCTTTCTTTGGCATGTCCGCAAACGATTTGCAGACCAAGAACT
GGGTGATGCCCCATTTCTTGACCGGCTTCGCCGAGATCAGAAGTCCCTAAGAGGAAGAGGCAACACTCTTGGTCTGGAC
ATCGAGACAGCTACTCGTGCGGGAAAGCAAATAGTGGAGCGGATTCTGGAGGAGGAGTCTGATGAGGCACTTAAAAT
GCCGGCTTCACGCTACCTAACTGACATGACTCTCGAAGAAATGTCAAGGGACTGGTTCATGCTCATGCCCAAGCAGAAA
GTGGCAGGTTCCCTTTGCATCAAAATGGACCAGGCAATAATGGATAAAACCGTCATATTGAAAGCAAACTTCAGTGTGA
TTTTTGACCGGTTGGAAACCCTAATACTACTTAGAGCTTTCACAGAAGAAGGAGCAATCGTAGGAGAAATCTCACCATTA
CCTTCTCTTCCAGGACATACTGGTGAGGATGTCAAAAATGCAATTGGCGTCCTCATCGGAGGACTTGAATGGAATGATA
ACACAGTTCGAGTCTCTGAAACTATACAGAGATTCGCTTGGAGAAGCAGTAATGAGGATGGGAGACTTCCATTCCCTCC
AAATCAGAAACGGAAAATGGCGAGAACAATTGGGTCAGAAGTTTGAAGAAATAAGGTGGCTGATTGAAGAAGTACGA
CATAGATTGAAAATTACAGAAAACAGCTTCGAACAGATAACATTTATGCAAGCCTTACAACTACTGCTTGAAGTGGAGC
AAGAGATAAGAGCCTTCTCGTTTCAGTTTATTTAATGATAAA

A/duck/Vietham/TG24-01/2004 (H5N1)

PB2

AGGGAACTGGTCCGCAAAACCAGATTCCTACCGGTAGCAGGCGGAACAAGCAGTGTGTACATTGAGGTATTGCATTTG
ACTCAAGGGACCTGCTGGGAACAGATGTACACTCCAGGCGGAGAAGTGAGAAATGACGATGTTGACCAGAGTTTGATC
ATCGCTGCCAGAAACATTGTTAGGAGAGCAACGGTATCAGCGGATCCACTGGCATCACTGCTGGAGATGTGTCACAGC
ACACAAATTGGTGGGATAAGGATGGTGGACATCCTTAGGCAAAATCCAACTGAGGAACAAGCTGTGGATATATGCAAA
GCAGCAATGGGTCTGAGGATCAGTTCTTCCTTTAGCTTTGGAGGCTTCACTTTCAAAAGAACAAGTGGATCATCCGTCAA
GAAGGAAGAGGAAGTGCTTACAGGCAACCTCCAAACATTGAAAATAAGAGTACATGAGGGGTATGAGGAATTCACAAT
GGTTGGGAGGAGGGCAACAGCTATCCTGAGGAAAGCAACTAGAAGGCTGATTCAGTTGATAGTAAGCGGAAGAGACG
AACAATCAATCGCTGAGGCAATCATTGTAGCAATGGTGTTCTCACAGGAGGATTGCATGATAAAGGCAGTCCGAGGCG
ATCTGAATTTCGTAAACAGAGCAAACCAAAGATTAAACCCCATGCATCAACTCCTGAGACATTTTCAAAAGGATGCAAAA
GTGCTATTTCAGAATTGGGGAATTGAACCCATTGATAATGTCATGGGGATGATAGGAATATTACCTGACATGACTCCTA
GCACAGAAATGTCACTGAGAGGAGTAAGAGTTAGTAAAATGGGAGTGGATGAATATTCCAGCACTGAGAGAGTAGTT
GTAAGTATTGACCGTTTCTTAAGGGTTCGAGATCAGCGGGGGAACGTACTCTTATCTCCCGAAGAGGTCAGCGAAACCC
AGGGAACAGAGAAATTGACAATAACATATTCATCATCGATGATGTGGGAAATCAACGGTCCTGAGTCAGTGCTTGTTAA
CACTTATCAGTGGATCATCAGAAACTGGGAGACTGTGAAGATTCAATGGTCTCAAGACCCCACGATGCTGTACAATAAG
ATGGAGTTTGAACCGTTCCAATCCTTGGTACCCAAAGCTGCCAGAGGTCAATACAGTGGATTTGTGAGAACATTATTCCA
ACAAATGCGTGACGTACTGGGGACATTTGATACTGTTCAGATAATAAAGCTGCTACCATTTGCAGCAGCCCCACCGGAG
CAGAGCAGAATGCAGTTTTCTTCTCTAACTGTGAATGTGAGAGGCTCAGGAATGAGAATACTCGTAAGGGGCAATTCCC
CTGCGTTCAACTACAATAAGGCAACCAAAAGGCTTACCGTTCTTGGAAAGGACGCAGGTGCATTAACAGAGGATCCAG
ATGAGGGGACAGCCGGAGTGGAATCTGCAGTACTGAGGGGATTCTTAATTCTAGGCAAGGAGGACAAAAGGTATGGA
CCAGCATTGAGCATCAATGAACTGAGCAATCTTACGAAGGGGGAGAAAGCTAATGTGCTGATAGGGCAAGGAGACGT
GGTGTTGGTAATGAAACGAAAACGGGACTCTAGCATACTTACTGACAGCCAGACAGCGACCAAAAGGATTCGGATGGC
CATCAATTAG

PB1

ATGGATGTCAATCCGACTTTACTTTTCTTGAAAGTACCAGTGCAAAATGCTATAAGTACCACATTCCCTTATACGGGAGA
CCCTCCATACAGCCATGGAACAGGGACAGGATACACCATGGACACAGTCAACAGAACACACCAATATTCAGAAAAGGG
GAAGTGGACAACAAACACAGAGACTGGAGCACCCCAACTCAACCCGATTGATGGACCACTACCTGAGGATAATGAGCC
CAGTGGGTATGCACAAACAGATTGTGTATTGGAAGCAATGGCTTTCCTTGAAGAATCCCACCCAGGGATCTTTGAAAAC
TCGTGTCTTGAAACGATGGAAATTGTTCAGCAAACAAGAGTGGATAAACTGACCCAAGGTCGCCAGACCTATGACTGGA

XXI
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CATTGAATAGGAACCAACCGGCTGCAACTGCTTTGGCCAACACTATAGAAATCTTCAGATCGAACGGTCTAACAGCCAA
TGAATCGGGACGGCTAATAGATTTCCTCAAGGATGTGATGGAATCAATGGATAAGGAAGAAATGGAGATAACAACACA
TTTCCAGAGAAAGAGAAGGGTGAGGGACAACATGACCAAAAAAATGGTCACACAAAGAACAATAGGGAAGAAAAAAC
AAAGGCTGAACAAAAAGAGCTACCTGATAAGAGCACTGACACTGAACACAATGACAAAAGATGCAGAAAGAGGCAAA
TTGAAGAGGCGAGCGATTGCAACACCCGGAATGCAAATCAGAGGATTCGTGTACTTTGTTGAAACACTAGCGAGGAGT
ATCTGTGAGAAACTTGAGCAATCTGGACTCCCAGTCGGAGGGAATGAGAAGAAGGCTAAATTGGCAAACGTAGTGAG
GAAGATGATGACTAACTCACAAGATACTGAACTCTCCTTTACAATTACTGGAGACAATACCAAATGGAATGAGAATCAG
AATCCTAGGATGTTTCTGGCAATGATAACGTACATCACAAGGAACCAGCCAGAATGGTTTCGGAATGTCTTAAGCATTG
CCCCTATAATGTTCTCAAACAAAATGGCGAGACTAGGAAAAGGATACATGTTCGAAAGTAAGAGCATGAAGTTACGAAC
ACAAATACCAGCAGAAATGCTTGCAACCATTGATCTTAAATACTTCAATGAATTAACGAAAAAGAAAATTGAGAAAATA
AGGCCTCTATTAATAGATGGTACAGCCTCATTGAGCCCTGGAATGATGATGGGCATGTTCAACATGCTGAGTACAGTCC
TAGGAGTCTCAATCCTGAATCTTGGACAGAAAAGGTACACCAAAACCACATATTGGTGGGACGGACTCCAATCCTCTGA
TGATTTCGCTCTCATCGTAAATGCACCGAATCATGAGGGAATACAAGCAGGAGTGGATAGGTTTTATAGGACTTGTAAA
CTAGTTGGGATCAATATGAGCAAGAAGAAGTCTTACATAAATCGGACAGGGACATTTGAATTCACGAGTTTTTTCTACC
GCTATGGATTTGTAGCCAATTTCAGTATGGAGCTGCCCAGTTTTGGAGTGTCTGGAATTAATGAATCGGCCGACATGAG
CATTGGTGTCACGGTGATAAAAAACAATATGATAAACAACGACCTTGGGCCAGCAACAGCTCAGATGGCTCTTCAGTTA
TTCATCAAGGACTACAGATACACATACCGATGCCACAGAGGGGATACGCAAATCCAAACAAGGAGATCATTCGAGCTG
AAGAAGCTGTGGGAGCAAACCCGTTCAAAGGCAGGACTGTTGGTTTCAGATGGAGGACCAAATCTATACAATATCCGA
AATCTCCATATTCCTGAAGTCTGCTTAAAATGGGAATTGATGGATGAAGATTACCAGGGCAGACTGTGTAATCCTCTGAA
TCCATTCGTCAGCCATAAGGAAATTGAATCTATTAACAATGCTGTAGTAATGCCAGCTCATGGTCCGGCCAAGAGTACG
GAATATGATGCCGTTGCAACTACACATTCATGGATTCCTAAAAGGAACCGTTCCATTCTCAATACGAGTCAAAGGGGAA
TTCTTGAGGATGAACAGATGTACCAGAAGTGCTGCAACCTATTCGAGAAATTCTTCCCCAGCAGTTCATATCGGAGGCC
AGTTGGAATTTCCAGCATGGTGGAGGCCATGGTGTCCAGGGCCCGAATTGATGCACGAATTGATTTCGAGTCTGGAAG
GATTAAGAAAGAAGAGTTTGCCGAGATCATGAAGATCTGTTCCACCATTGAAGAACTCAGACGGCAAAAATAGTGAATT
TAGCTTGTCCTTTCGTGAAAAAATGCCTTGTTTCTACTAATAAC

PA

TTTGTGCGACAATGCTTCAATCCAATGATTGTCGAACTTGCGGAAAAGGCAATGAAAGAATATGGGGAAGATCCGAAA
ATCGAAACGAACAAGTTTGCTGCAATATGCACACACTTGGAGGTCTGTTTCATGTATTCGGATTTTCACTTTATTGATGA
ACGGAGTGAATCAATAATTGTAGAATCTGGAGATCCGAATGCATTATTGAAACACCGATTTGAAATAATTGAAGGAAGA
GACCGAACGATGGCCTGGACTGTGGTGAATAGTATCTGCAACACCACAGGAGTTGAGAAACCTAAATTTCTCCCAGATT
TGTATGACTACAAAGAGAACCGATTCATCGAAATTGGAGTGACACGGAGGGAAGTTCATACATACTATCTGGAKAAAGC
CAACAAGATAAAATCCGAGAAGACACATATTCATATATTCTCATTCACAGGGGAGGAAATGGCCACCAAAGCGGACTAC
ACCCTTGATGAAGAGAGCAGGGCAAGAATTAAAACCAGGCTGTTCACCATAAGGCAGGAAATGGCCAGTAGGGGTCTA
TGGGATTCCTTTCGTCAATCCGAGAGAGGCGAAGAGACAATTGAAGAGAAATTTGAAATCACTGGAACCATGCGCAGA
CTTGCAGACCAAAGTCTCCCACCGAACTTCTCCAGCCTTGAAAACTTTAGAGCCTATGTGGATGGATTCGAACCGAACGG
CTGCATTGAGGGCAAGCTTTCTCAAATGTCAAAAGAAGTGAATGCTAGAATTGAGCCATTTTTGAAGACAACGCCACGC
CCTCTCAGACTACCTGATGGGCCTCCTTGCTCTCAGCGGTCGAAGTTCTTGCTGATGGATGCCCTTAAATTAAGCATCGA
AGACCCGAGTCATGAGGGGGAGGGGATACCACTATACGATGCAATCAAATGCATGAAGACATTTTTCGGCTGGAAAGA
GCCCAACATCGTGAAACCACATGAAAAAGGTATAAACCCCAATTACCTCCTGGCTTGGAAGCAAGTGCTGGCAGAACTC
CAAGATATTGAAAATGAGGAGAAAATCCCAAAAACAAAGAACATGAAAAAAACAAGCCAGTTGAAGTGGGCACTAGG
TGAGAACATGGCACCAGAGAAAATAGACTTTGAGGACTGCAAAGATGTTAGCGATCTAAGACAGTATGACAGTGATGA
ACCAGAGTCTAGATCACTAGCAAGCTGGATTCAGAGTGAATTCAACAAGGCATGTGAATTGACAGATTCGAGTTGGATT
GAACTTGACGAAATAGGAGAAGACGTAGCTCCAATTGAGCACATTGCAAGTATGAGAAGGAACTATTTTACAGCGGAA
GTATCCCATTGCAGGGCCACTGAGTACATAATGAAGGGAGTGTACATAAACACAGCCCTGTTGAATGCATCCTGTGCAG
CCATGGATGACTTTCAACTGATTCCAATGATAAGCAAATGCAGAACCAAAGAAGGAAGACGGAAAACTAATCTGTATGG
ATTCATTATAAAAGGGAGATCCCACTTGAGGAATGATACCGATGTGGTAAATTTTGTGAGTATGGAATTCTCTCTTACTG
ATCCGAGACTGGAGCCACACAAGTGGGAAAAGTACTGTGTCCTCGAGATAGGAGACATGCTCCTCCGGACTGCAGTAG
GCCAAGTTTCACGGCCCATGTTCCTGTATGTAAGAACCAATGGAACCTCCAAGATCAAAATGAAATGGGGCATGGAAAT
GAGGCGATGCCTTCTTCAATCCCTTCAACAAATTGAAAGCATGATTGAAGCCGAGTCTTCTGTCAAAGAGAAGGACATG
ACCAAAGAATTCTTTGAAAATAAATCAGAAACATGGCCGATTGGAGAGTCCCCCAAGGGAGTGGAGGAAGGCTCCATC
GGAAAGGTGTGCAGAACCTTGCTGGCGAAGTCTGTGTTCAACAGTTTATATGCATCTCCACAACTCGAGGGGTTTTCAG
CTGAATCAAGAAAATTGCTTCTCATTGCTCAGGCACTTAGGGACAACCTGGAACCTGGGACCTTCGATCTTGGAGGGCT
ATATGAAGCAATTGAGGAGTGCCTGATTAACGATCCCTGGGTTTTGCTTAATGCGTCTTGGTTCAACTCCTTCCTCGCAC
ATGCACTGAAATAG

XX
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HA

ATGGAGAAAATAGTGCTTTTTCTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCAAACAA
CTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAAAGACACA
CAACGGAAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTGAGAGATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGA
AACCCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTGCCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGTCAATGATCTCT
GTTACCCAGGGGATTTCAATGACTATGAAGAATTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAGAT
CATCCCCAAAAGTTCTTGGCCCAGTCATGAAGCCTCATTAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACCAGGGAACGTCCTCCT
TTTTCAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAGTACATACCCAACAATAAAGAGGAGCTACAATAACACCAACCA
AGAAGATCTTTTGGTACTGTGGGGGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAAGCTCTATCAAAACCCAACC
ACCTATATTTCCGTTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAGAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGC
AAAGTGGAAGGATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAACCGAATGATGCAATCAATTTCGAGAGTAATGGAAATTTCAT
TGCCCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAACAATTATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGC
AACACCAAGTGTCAAACACCAATGGGGGCGATAAATTCTAGTATGCCATTCCACAATATACACCCTCTCACCATCGGGG
AATGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAGATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAAGAGAGAGAAGAA
AAAAGAGAGGATTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGG
TACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACC
AATAAGGTCAACTCGATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAAGCCGTTGGAAGGGAATTTAACAACTTAGAAAGGA
GAATAGAGAATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGGTTCCTAGATGTCTGGACTTATAATGCTGAACTTCTGGTTCTCAT
GGAAAATGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGAT
AATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCATAAATGTGATAATGAATGTATGGAAAGTGTAAGAAAC
GGAACGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAAACTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCA
ATAGGAATTTACCAAATACTGTCAATTTATTCCACAGTAGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGGTAGCTGGTCTATC
CTTATGGATGTGCTCCAATGGGTCGTTACAATGCAGAATATGCATTTAGATTTGTGAGTTCAGATTGTAGTT

NA

CAGAAGATAATAACCATCGGATCAATCTGTATGGTAACTGGAATAGTTAGCTTAATGTTACAAATTGGGAACATGATCTC
AATATGGGTCAGTCATTCAATTCACACAGGGAATCAACACCAATCTGAACCAATCAGCAATACTAATTTTCTTACTGAGA
AAGCTGTGGCTTCAGTAAAATTAGCGGGCAATTCATCTCTTTGCCCCATTAACGGATGGGCTGTATACAGTAAGGACAA
CAGTATAAGGATCGGTTCCAAGGGGGATGTGTTTGTTATAAGAGAGCCGTTCATCTCATGCTCCCACTTGGAATGCAGA
ACTTTCTTTTTGACTCAGGGAGCCTTGCTGAATGACAAGCACTCCAATGGGACTGTCAAAGACAGAAGCCCTCACAGAA
CATTAATGAGTTGTCCTGTGGGTGAGGCTCCCTCCCCATATAACTCAAGGTTTGAGTCTGTCGCTTGGTCAGCRAGTGCT
TGCCATGATGGCACCAGTTGGTTGACAATTGGTATTTCTGGCCCAGACAATGGGGCTGTGGCTGTAGTGAAGTACAATG
GCATAATAACAGACACTATCAAGAGTTGGAGGAACAACATACTGAGAACTCAAGAGTCTGAGTGTGCATGTGTAAATG
GCTCTTGCTTTACTGTAATGACTGACGGACCAAGTAATGGTCAGGCATCACATAAGATCTTCAAAATGGAAAAAGGGAA
AGTGGTTAAATCAGTCGAATTGGATGCTCCTAATTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTGATGCCGGCGAAATCA
CATGTGTGTGCAGGGATAATTGGCATGGCTCAAATCGGCCATGGGTGTCTTTCAATCAAAATTTGGAGTATCAAATAGG
ATATATATGCAGTGGAGTTTTCGGAGACAATCCACGCCCCAATGATGGAACAGGTAGTTGTGGTCCGGTGTCCTCTAAT
GGGGCATATGGGGTAAAAGGTTTTTCATTTAAATACGGCAATGGTGTCTGGATCGGGAGAACCAAAAGCACTAATTCCA
GGAGCGGCTTTGAAATGATTTGGGATCCAAATGGGTGGACTGAAACGGACAGTAGCTTTTCAGTGAAACAAGATATCG
TAGCAATAACTGATTGGTCAGGATATAGCGGGAGTTTTGTCCAGCATCCAGAACTGACAGGACTAGATTGCATAAGACC
TTGTTTCTGGGTTGAGTTGATCAGAGGGCGGCCCAAAGAGAGCACAATTTGGACTAGTGGGAGCAGCATATCTTTTTGT
GGTGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAG

M

ATGAGTCTTCTAACAGAGGTCGAAACGTACGTTCTCTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCGCGCAGAA
ACTTGAAGATGTCTTTGCAGGAAAGAACACCGATCTCGAGGCTCTCATGGAGTGGCTAAAGACAAGACCAATCCTGTCA
CCTCTGACTAAAGGGATTTTGGGATTTGTATTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTG
TCCAGAATGCCCTAAATGGAAATGGAGATCCAAACAATATGGATAGGGCAGTGAAGCTATATAAGAAGCTGAAAAGAG
AGATAACATTCCATGGGGCTAAGGAGGTTGCACTCAGCTACTCAACTGGTGCACTTGCCAGTTGCATGGGCCTCATATA
CAACAGGATGGGAACGGTGACTACGGAAGTGGCTTTTGGCCTAGTGTGTGCCACTTGTGAGCAGATTGCAGATTCACA
GCATCGGTCTCACAGACAGATGGCAACTATCACCAACCCACTAATCAGACATGAGAACAGAATGGTGCTGGCCAGCACT
ACAGCTAAGGCTATGGAGCAGATGGCGGGATCAAGTGAGCAGGCAGCGGAAGCCATGGAAATCGCTAATCAGGCTAG
GCAGATGGTGCAGGCAATGAGGACAATTGGGACTCATCCTAACTCTAGTGCTGGTCTGAGAGATAATCTTCTTGAAAAT
TTGCAGGCCTACCAGAAACGAATGGGAGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTGATCCTATTGTTGTTGCCGCAAATATCATT
GGGATCTTGCACTTGATATTGTGGATTCTTGATCGTCTTTTCTTCAAATGCATTTATCGTCGCCTTAAATACGGTTTGAAA

XX
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AGAGGGCCTGCTACGGCAGGGGTACCTGAGTCTATGAGGGAAGAGTACCGGCAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGATGT
TGACGATGGTCATTTGTCAACATAGAATGATAA

NS

ATGGATTCCAACACTGTGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGCTTTCTTTGGCATGTCCGCAAACGATTTGCAGACCAAGAACT
GGGTGATGCCCCATTCCTTGACCGGCTTCGCCGAGATCAGAAGTCCCTAAGAGGAAGAGGCAACACTCTTGGTCTGGAC
ATCGAAACAGCTACTCGCGCAGGAAAGCAAATAGTGGAGCGGATTCTGGAGGAGGAGTCTGATAAAGCACTTAAAATG
CCGGCTTCACGCTACCTAACTGACATGACTCTCGAAGAAATGTCAAGGGACTGGTTCATGCTCATGCCCAAGCAGAAAG
TGGCAGGTTCCCTTTGCATCAAAATGGACCAGGCAATAATGGATAAAACCATCATATTGAAAGCAAACTTCAGTGTGAT
TTTTGACCGGTTGGAAACCCTAATACTACTTAGAGCTTTCACAGAAGAAGGAGCAATCGTGGGAGAAATCTCACCATTA
CCTTCTCTTCCAGGACATACTGATGAGGATGTCAAAAATGCAATTGGCGTCCTCATCGGAGGACTTGAATGGAATGATA
ACACAGTTCGAGTCACTGAAACTATACAGAGATTCGCTTGGAGAAGCAGTGATGAGGATGGGAGACTTCCACTCCCTCC
AAATCAGAAACGGAAAATGGCGAGAACAATTGAGTCAGAAGTTTGAAGAAATAAGGTGGCTGATTGAAGAAGTAAGA
CATAGATTGAAAATTACAGAAAACAGCTTCGAACAGATAACGTTTATGCAAGCCTTACAACTACTGCTTGAAGTGGAGC
AAGAGATAAGAGCCTTCTCGTTTCAGCTTATTTAATGATAAAAAACACCCTTGTTTCTACTAATAACCCGGCGGCCCAAA
ATGCCGACTCGG

A/Buzzard/Berlin/1/2006 (H5N1)

PB2

ATGGAGAGAATAAAGGAATTAAGAGATCTAATGTCACAGTCCCGCACTCGCGAGATACTAACAAAAACCACTGTGGAC
CATATGGCCATAATCAAGAAATACACATCAGGAAGACAAGAGAAGAACCCTGCTCTCAGAATGAAATGGATGATGGCA
ATGAAATATCCAATCACAGCGGACAAGAGAATAATAGAGATGATTCCTGAAAGGAATGAACAGGGACAGACACTCTGG
AGCAAGACAAATGATGCTGGATCGGACAGGGTGATGGTGTCTCCCCTAGCTGTAACTTGGTGGAATAGGAATGGGCCG
ACGACAAGTACAGTTCATTATCCAAAGGTTTATAAAACATACTTTGAGAAGGTTGAAAGGTTAAAACATGGAACCTTTG
GTCCCGTTCATTTCCGAAACCAAGTTAAAATACGCCGCCGAGTTGATACAAATCCTGGCCATGCAGATCTCAGCGCTAAA
GAAGCACAAGATGTCATCATGGAGGTCGTTTTCCCAAATGAAGTGGGAGCTAGAATATTGACTTCAGAGTCACAATTGA
CAATAACGAAAGAGAAGAAAGAAGAGCTCCAAGATTGTAAGATTGCTCCCTTAATGGTTECATaCATGTTGGAAaGGGA
aCTGGTCCGCaAAACCAGATTCCTACCAGTAGCAGGCGGAACAAGCAGTGTGTACATTGAGGTATTGCATTTGACTCAA
GGAACTTGCTGGGAACAGATGTACACTCCAGGCGGAGAAGTAAGAAATGACGATGTTGACCAGAGTTTGATCATTGCT
GCCAGAAACATTGTTAGGAGAGCAACGGTATCAGCGGATCCACTGGCATCACTGCTGGAGATGTGTCACAGCACACAA
ATTGGTGGGATAAGGATGGTGGACATCCTTAGGCAAAATCCAACTGAGGAACAAGCTGTGGATATATGCAAAGCAGCA
ATGGGTCTGAGGATCAGTTCATCCTTTAGCTTTGGAGGCTTCACTTTCAAAAGAACAAGTGGATCATCCGTCACGAAGG
AAGAGGAAGTGCTTACAGGCAACCTCCAAACATTGAAAATAAGAGTACATGAGGGGTATGAGGAATTCACAATGGTTG
GGCAGAGGGCAACAGCTATCCTGAGGAAAGCAACTAGAAGGCTGATTCAGTTGATAGTAAGTGGAAGAAACGAACAA
TCAATCGCTGAGGCAATCATTGTAGCAATGGTGTTCTCACAGGAGGATTGCATGATAAAAGCAGTCCGAGGCGATCTGA
ATTTCGTAAACAGAGCAAACCAAAGATTAAACCCCATGCATCAACTCCTGAGACATTTTCAAAAGGACGCAAAAGTGCT
ATTTCAGAATTGGGGAACTGAACCCATTGATAATGTCATGGGGATGATCGGAATATTACCTGACATGACTCCCAGCACA
GAAATGTCACTGAGAGGAGTAAGAGTTAGTAAAGTGGGAGTAGATGAATATTCCAGCACTGAGAGAGTAGTTGTAAGC
ATTGACCGCTTCTTAAGGGTTCGAGACCAGCGGGGGAACGTACTCTTATCTCCCGAAGAGGTCAGCGAAACACAGGGA
ACAGAGAAGTTGACAATAACATATTCATCATCAATGATGTGGGAAATCAACGGTCCTGAGTCAGTGCTTGTTAACACCT
ATCAATGGATCATCAGAAaCTGGGAGACAGTGAAAATTCAGTGGTCTCAAGACCCCACTATGTTGTACAATAAGATGGA
GTTTGAACCGTTCCAATCCTTGGTACCTAAAGCTGCCAGAGGTCAATACAGTGGATTTGTGAGAACATTATTCCAACAAA
TGCGTGACGTACTGGGGACATTTGATACTGTCCAGATAATAAAGCTGCTACCATTTGCAGCAGCCCCACCGAAGCAGAG
CAGAATGCAGTTTTCTTCTCTAACTGTGAATGTGAGAGGCTCAGGAATGAGAATACTCATAAGGGGCAATTCCCCTGTG
TTCAACTACAATAAGGCAACCAAAAGACTTACCGTTCTTGGAAAGGACGCAGGTGCATTAACAGAGGATCCAGATGAG
GGGACAGCCGGAGTGGAATCTGCAGTACTGAGGGGGTTCCTAATTCTAGGCAAGGAGGACAAAAGATATGGACCAGC
ATTGAGCATCAATGAACTGAGCAATCTTGCAAAAGGGGAGAAAGCTAATGTGCTGATAGGGCAAGGAGACGTGGTGTT
GGTAATGAAACGGAAACGGGACTCTAGCATACTTACTGACAGCCAGACAGCGACCAAAAGAATCCGGATGGCCATCAA
TTA

PB1

ACTTTACTTTTCTTGAAAGTACCAGTGCAAAATGCTATAAGTACCACATTCCCTTATACTGGAGACCCTCCATACAGCCAT
GGGACAGGGACAGGATACACCATGGACACAGTCAACAGAACACACCAATATTCAGAAAAGGGGAAGTGGACAACAAA
CACAGAGACTGGAGCACCCCAACTCAACCCGATTGATGGACCACTACCTGAGGATAATGAGCCCAGTGGTTATGCACAA
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ACAGATTGTGTATTGGAAGCAATGGCTTTCCTTGAAGAATCCCACCCAGGGATCTTTGAAAACTCGTGTCTTGAAACGAT
GGAAATTGTTCAACAAACAAGAGTGGATAAACTGACCCAAGGTCGTCAGACCTATGACTGGACATTGAATAGAAACCA
ACCGGCTGCAACCGCTTTGGCCAACACTATAGAAATCTTCAGATCGAACGGTCTAACAGCCAATGAATCGGGACGGCTA
ATAGATTTCCTCAAGGATGTGATGGAATCAATGGATAAGGAAGAAATGGAGATAACAACACACTTCCAGAGGAAGAGA
AGAGTGAGAGACAACATGACCAAAAAGATGGTCACACAAAGAACAATAGGGAAGAAAAAGCAAAGGCTGAACAAAAA
GAGCTACCTGATAAGAGCACTGACACTGAATACAATGACAAAAGATGCAGAAAGAGGCAAATTGAAGAGGCGAGCAA
TTGCAACACCCGGAATGCAAATCAGAGGATTCGTGTACTTTGTTGAAACATTAGCGAGGAGTATCTGTGAGAAACTTGA
GCAATCTGGACTCCCAGTTGGAGGGAATGAAAAGAAGGCTAAATTGGCAAACGTCGTGAGGAAGATGATGACTAATTC
TCACGATACTGAACTTTCCTTTTCAATTACTGGAGACAATACTAAATGGAATGAGAATCAGAATCCTAGGATGTTTCTGG
CAATGATAACATACATCACAAGGAACCAGCCAGAATGGTTTCGGAATGTCTTAAGCATTGCCCCTATAATGTTCTCAAAC
AAAATGGCAAGATTAGGAAGAGGATACATGTTCGAAAGTAAGAGCATGAAGTTGCGAACACAAATACCAGCAGAAAT
GCTTGCAAACATTGATCTTAAATACTTCAATGAATTAACGAAAAAGAAAATTGAAAAAATAAGACCTCTATTAATAGATG
GTACAGCCTCATTGAGCCCTGGAATGATGATGGGCATGTTCAACATGCTGAGTACAGTTCTGGGAGTCTCAATCTTGAA
CCTTGGACAGAAAAGGTACACCAAAACCACATATTGGTGGGACGGACTCCAATCCTCTGATGATTTCGCTCTCATCGTAA
ATGCACCGAATCATGAGGGAATACAAGCAGGAGTGGATAGATTTTATAGGACTTGTAAATTAGTTGGAATCAACATGA
GCAAGAAGAAGTCTTACATAAATCGGACAGGGACATTTGAATTCACGAGCTTTTTCTACCGCTATGGATTTGTAGCCAAT
TTCAGTATGGAGCTGCCCAGTTTTGGAGTGTCTGGAATTAATGAATCGGCCGACATGAGCATTGGTGTTGCAGTGATAA
GGAACAATATGATAAACAACGACCTTGGGCCAGCAACAGCTCAGATGGCTCTTCAGCTATTCATCAAGGACTACAGATA
CACATACCGATGCCACAGAGGGGATACGCAAATCCAAACGAGGAGATCATTCGAGCTGAAGAAGCTGTGGGAGCAAA
CCCGTTCAAAGGCAGGACTGTTGGTTTCAGATGGAGGACCAAATCTATACAACATCCGAAATCTCCATATCCCTGAGGTC
TGCTTGAAATGGGAATTGATGGATGAAGATTACCAGGGCAGACTGTGTAATCCTCTGAATCCGTTCGTCAGCCATAAGG
AAATTGAATCTGTCAACAATGCTGTAGTAATGCCAGCTCATGGCCCGGCCAAGGGTATGGAATATGATGCCGTTGCAAC
TACGCATTCATGGATTCCTAAAAGGAATCGTTCCATTCTCAATACGAGTCAAAGGGGAATTCTTGAGGATGAACAGATG
TACCAGAAGTGCTGCAATCTATTTGAGAAATTCTTCCCCAGCAGTTCATATCGGAGGCCAGTTGGAATTTCCAGCATGGT
GGAGGCCATGGTGTCTAGGGCCCGAATTGATGCACGAATTGATTTCGAGTCTGGAAGGATTAAGAAAGAAGAGTTTGC
TGAGATCATGAAGATCTGTTCCACCATTGAAGAGCTCAGACGGCCAAAATAGTGAA

PA

ATGGAAGATTTTGTGCGACAATGCTTCAATCCAATGATTGTCGAGCTTGCGGAAAAGGCAATGAAAGAATATGGGGAA
GATCCGAAAATCGAAACGAACAAATTTGCTGCAATATGCACACACTTGGAGGTCTGTTTCATGTATTCGGATTTTCACTT
TATTGATGAACGGAGTGAATCAATAATTGTAGAATCTGGAGATCCGAATACATTATTGAAACACCGATTTGAAATAATT
GAAGGAAGAGACCGAACGATGGCCTGGACTGTGGTGAATAGTATTTGCAACACCACAGGAGTCGAGAAACCTAAATTT
CTCCCAGATTTGTATGACTACAAAGAGAACCGATTCATTGAAATTGGAGTGACACGGAGGGAAGTTCATACATACTATC
TGGAGAAGGCCAACAAGATAAAATCCGAGAAGACACATATTCACATATTCTCATTCACAGGGGAGGAAATGGCAACCA
AAGCGGACTACACCCTTGATGAAGAAAGCAGGGCAAGAATTAAAACCAGGCTGTTCACCATAAGACAGGAAATGGCCA
GTAGGGGTCTATGGGATTCCTTTCGTCAATCCGAGAGAGGCGAAGAGACAATTGAAGAAAAATTTGAAATCACTGGAA
CCATGCGCAGACTTGCTGACCAAAGTCTCCCACCGAACTTCTCCAGCCTTAAAAACTTTAGAGCCTATGTGGATGGATTC
GAACCGAACGGCTGCATTGAGGGCAAGCTTTCTCAAATGTCAAAAGAAGTGAATGCTAGAATTGAGCCATTTTTGAAGA
CAACGCCACGCCCTCTCAGATTACCTGATGGGCCTCCTTGCTCTCAGCGGTCGAAATTCCTGCTGATGGATGCCCTTAAA
TTAAGTATCGAAGACCCGAGTCATGAGGGGGAGGGGATACCACTATACGATGCAATCAAATGCATGAAGACATTTTTC
GGGTGGAAGGAGCCCAACATCGTGAAACCACATGAAAAGGGTATAAACCCCAATTACCTCCTGACTTGGAAGCAAGTG
CTGGCAGAACTCCAAGATATTGAAAATGAGGAGAAAATCCCAAAAACAAAGAACATGAAAAAAACAAGCCAGTTGAGG
TGGGCACTCGGTGAGAACATGGCACCAGAGAAAGTAGACTTTGAGGACTGCAAAGATGTTAGCGATCTAAGACAGTAT
GACAGTGATGAACCAGAATCTAGATCACTAGCAAGCTGGATTCAGAGTGAATTCAACAAGGCATGTGAATTGACAGAC
TCGAGTTGGATTGAACTTGATGAAATAGGAGAGGATGTTGCTCCAATTGAACACATTGCAAGTATGAGAAGGAACTATT
TTACAGCGGAAGTATCCCATTGCAGAGCCACTGAATACATAATGAAGGGAGTGTACATAAACACAGCCCTGTTGAATGC
ATCCTGTGCAGCCATGGATGACTTTCAACTGATTCCAATGATAAGCAAATGCAGAACCAAAGAAGGAAGACGGAAAACT
AATCTGTATGGATTCATTATAAAAGGAAGATCCCACTTGAGGAATGATACCGATGTGGTAAATTTTGTGAGTATGGAAT
TCTCTCTTACTGATCCGAGATTGGAGCCACACAAGTGGGAAAAGTACTGTGTCCTCGAGATAGGAGACATGCTCCTCCG
GACTGCAGTAGGTCAAGTTTCAAGGCCCATGTTCCTGTATGTGAGAACCAACGGAACCTCCAAGATCAAAATGAAATGG
GGCATGGAAATGAGACGATGCCTTCTTCAATCCCTTCAACAAATTGAAAGCATGATTGAAGCCGAATCTTCTGTTAAAGA
GAAGGACATGACCAAAGAATTCTTTGAAAACAAATCTGAAACATGGCCGATCGGAGAATCCCCCAAAGGAGTGGAGGA
AGGCTCCATTGGAAAGGTGTGCAGAACCTTGCTGGCGAAGTCTGTGTTCAACAGTTTATATGCATCTTCACAACTCGAG
GGGTTTTCAGCTGAATCAAGAAAATTGCTTCTCATTGCTCAGGCACTTAGGGACAACCTGGAACCTGGGACCTTCGATCT
TGGAGGGCTATATGAAGCAATTGAGGAGTGCCTGATTAACGATCCCTGGGTTTTGCTTAATGCGTCTTGGTTCAACTCCT
TCCTCGCACATGCACTGAAATAG
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HA

TGCTTCTTTTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCAAACAACTCGACAGAGCAG
GTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTCACTGTTACACACGCCCAAGACATACTGGAAAAGACACACAACGGGAAGCTC
TGCGATCTAAATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTAAGAGATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGGAACCCAATGTGTG
ACGAATTCCTCAATGTGCCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGATCAATCCAGCCAATGACCTCTGTTACCCAGGGAA
TTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCCAAAAGTT
CTTGGTCAGATCATGAAGCCTCATCAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACCAGGGAAGGTCCTCCTTTTTTAGAAATGT
GGTATGGCTTATCAAAAAGGACAATGCATACCCAACAATAAAGAGAAGTTACAATAATACCAACCAAGAAGATCTTTTG
GTACTGTGGGGGATTCACCATCCAAATGATGCGGCAGAGCAGACAAGGCTCTATCAAAACCCAACCACCTATATTTCCG
TTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAAAATAGCTACTAGATCCAAGGTAAACGGGCAAAGTGGAAGGA
TGGAGTTCTTTTGGACAATTTTAAAACCGAATGATGCAATAAACTTTGAGAGTAATGGAAATTTCATTGCTCCAGAAAAT
GCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAACAATTATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAACACCAAGTGTC
AAACTCCAATAGGGGCGATAAACTCTAGTATGCCATTCCACAACATCCACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAAATAT
GTGAAATCAAACAGATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAGGAGAGAGAAGAAGAAAAAAGAGAGG
ACTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACCACCATAG
CAACGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAAATGGAGTCACCAATAAGGTCA
ACTCGATCATTAACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAATAACTTAGAAAGGAGAATAGAAAA
TTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGATTCCTAGATGTCTGGACTTATAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGGAAAATGAG
AGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAATGCAAAGG
AGCTTGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCACAGATGTGATAATGAATGCATGGAAAGTGTAAGAAACGGATCGTATGA
CTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGATTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAACCTA
CCAAATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGCTCCCTAGCACTGGCAATCATGGTGGCTGGTCTATCTTTATGGATGT
GCTCCAATGGATCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAATTTGGAGTTCAGATTGA

NA

ACCATCGGATCAATCTGTATGGTAATTGGAATAGTTAGCTTAATGTTACAAATTGGGAACATGATCTCAATATGGGTCAG
TCATTCAATTCAGACAGGGAATCAACGCCAAGCTGAACCAATCAGCAATACTAAATTTCTTACTGAGAAAGCTGTGGCTT
CAGTAACATTAGCGGGCAATTCATCTCTTTGCCCCATTAGCGGATGGGCTGTATACAGTAAGGACAACAGTATAAGGAT
CGGTTCCAGGGGGGATGTGTTTGTTATAAGAGAGCCGTTCATCTCATGCTCCCACTTGGAATGCAGAACTTTCTTTTTGA
CTCAGGGAGCCTTGCTGAATGACAAGCACTCCAATGGGACTGTCAAAGACAGAAGCCCTCACAGAACATTAATGAGTTG
TCCTGTGGGTGAGGCTCCCTCCCCATATAACTCAAGGTTTGAGTCTGTTGCTTGGTCAGCAAGTGCTTGCCATGATGGCA
CCAGTTGGTTGACAATTGGAATTTCTGGTCCAGACAATGGGGCTGTGGCTGTATTGAAATACAATGGCATAATAACAGA
CACCATCAAGAGTTGGAGGAACAACATACTGAGAACTCAAGAGTCTGAATGTGCATGTGTAAATGGCTCTTGCTTTACT
GTAATGACTGATGGACCAAGTAATGGGCAGGCATCATATAAGATCTTCAAAATGGAAAAAGGGAAAGTGGTTAAATCA
GTCGAATTGGATGCTCCTAATTATCACTATGAGGAGTGCTCCTGTTATCCTGATGCCGGCGAAATCACATGTGTGTGCAG
GGATAATTGGCATGGCTCAAATAGGCCATGGGTATCTTTCAATCAAAATTTGGAGTATCAAATAGGATATATATGCAGT
GGAGTTTTCGGAGACAATCCACGCCCCAATGATGGAACAGGTAGTTGTGATCCGGTGTCCCCTAACGGGGCATATGGG
GTAAAAGGGTTTTCATTTAAATACGGCAATGGTGTCTGGATCGGGAGAACCAAAAGCACTAATTCCAGGAGCGGCTTTG
AAATGATTTGGGATCCAAATGGGTGGACTGGAACGGACAGTAGCTTTTCGGTGAAGCAAGATATCGTAGCAATAACTG
ATTGGTCAGGATATAGCGGGAGTTTTGTCCAGCATCCAGAACTGACAGGATTAGATTGCATAAGACCTTGTTTCTGGGT
TGAGTTAATCAGAGGGCGGCCTAAAGAGAGCACAATTTGGACCAGTGGGAGCAGCATATCTTTTTGTGGTGTAAATAG
TGACACTGTTAGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAGTTGTTCAAAAAA

M

ATGAGTCTTCTaACCGAGGTCGAAACGTACGTTCTCTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCGCGCAGAA
ACTTGAAGATGTCTTTGCAGGAAAGAACACCGATCTCGAGGCTCTCATGGAGTGGCTAAAGACAAGACCAATCCTGTCA
CCTCTGACTAAAGGGATGTTGGGATTTGTATTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTG
TCCAGAATGCCCTAAATGGAAATGGAGATCCAAATAATATGGATAGGGCAGTTAAGCTATATAAGAAGCTGAAAAGAG
AAATAACATTCCATGGGGCTAAGGAGGTCGCACTCAGCTACTCAACCGGTGCACTCGCCAGTTGCATGGGTCTCATATA
CAACAGAATGGGCACAGTGACTACGGAAGTGGCTTTTGGCCTAGTGTGTGCCACTTGTGAGCAGATTGCAGATTCACAG
CATCGGTCTCACAGACAGATGGCAACTATCACCAACCCACTAATCAGGCATGAGAACAGAATGGTGCTGGCCAGCACTA
CAGCTAAGGCTATGGAGCAGATGGCGGGATCAAGTGAGCAGGCAGCGGAAGCCATGGAGGTCGCTAATCAGGCTAGG
CAAATGGTGCAGGCAATGAGAACAATTGGGACTCATCCTAACTCTAGTGCTGGTCTGAGAGATAACCTTCTTGAAAATT
TGCAGGCCTACCAGAAACGAATGGGAGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTGATCCTCTTGTTGTTGCCGCAAGTATCATTG
GGATCTTGCACTTGATATTATGGATTCTTGATCGTCTTTTCTTCAAATGCATTTATCGTCGCCTTAAATACGGTTTGAAAA
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GAGGGCCTTCTACGGAAGGAGTACCTGAGTCTATGAGGGAAGAGTATCGGCAGGAACAGCAGAATGCTGTGGATGTT
GACGATGGTCATTTTGTCAACATAGAATTGGAGAAAAAA

NS

ATGGATTCCAACACTGTGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGCTTTCTTTGGCATGTCCGCAAACGATTTGCAGACCAAGAACT
GGGTGATGCCCCATTCCTTGACCGGCTTCGCCGAGATCAGAAGTCCCTAAGAGGAAGAGGCAACACTCTTGGTCTGGAC
ATCGAAACAGCTACTCGTGCGGGAAAGCAGATAGTGGAGCGAATTCTGGAGGAGGAGTCTGATGAGGCACTTAAAAT
GCCAGCTTCACGCTACCTAACTGATATGACTCTCGAGGAAATGTCAAGGGACTGGTTCATGCTCATGCCCAAGCAGAAA
GTGACAGGTTCCCTTTGCATCAAAATGGACCAGGCAATAATGGATAAAACCATCATATTGAAAGCAAACTTCAGTGTGA
TTTATGACCGGTTAGAGACCCTAATACTACTTAGAGCTTTCACAGAAGAAGGAGCAATCGTGGGAGAAATCTCACCATT
ACCTTCTCTTCCAGGACATACTAATGAGGATGTCAAAAATGCAATTGGCGTCCTCATCGGAGGACTTGAATGGAATGAT
AACACAGTTCGAATCTCTGAAATTATACAGAGATTCGCTTGGAGAAGCATTGATGAGGATGGGAGACTTCCACTCCCTC
CAGATCAGAAACGAAAAATGGCGAGAACAATTGAGTCAAAAGTTTGAAGAAATAAGGTGGCTGATTGAAGAAATACG
ACATAGATTGAAAATTACAGAAAACAGCTTCGAACAGATAACGTTTATGCAAGCCTTACAACTACTGCTTGAAGTGGAG
CAAGAGATAAGAACCTTCTCGGGTCAGCTTATTTAA
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