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Summary

Summary

Influenza A viruses (IAV) originating from birds can cause severe disease in humans. Among the
several subtypes transmitted to humans, subtypes HSN1 and H7N9 are of particular interest as
they caused outbreaks in humans with high mortality rates. These viruses continue to occasionally
transmit from birds to humans representing a pandemic risk. During infection [AV have to
overcome host-specific cellular defence mechanisms of the innate immunity, which are not fully
defined. In this work, we wanted to investigate interaction of IAV with two factors of innate
immunity, namely, airway mucus and IFN-induced antiviral proteins.

In humans, IAV replicate in the respiratory epithelium of airways. Airway epithelium is covered
by the so-called mucous blanket. Mucins, highly glycosylated sialylglycoproteins, are the major
component of this blanket. They serve as decoy receptors for many pathogens, including viruses.
It is generally believed, that human mucins mainly express a2-3-linked sialic acids and that avian
viruses are more sensitive to neutralization by mucus than human viruses (Couceiro et al., 1993).
However, more recent reports show higher sensitivity of human viruses to neutralization by
mucus than avian viruses.

In the first part of this thesis, we wanted to address this discrepancy and study inhibitory function
of mucus secretions from human tracheo-bronchial epithelial (HTBE)-cultures. We found that
inhibition depends on the cell system used. In standard laboratory MDCK cells human seasonal
virus showed high sensitivity to mucus while infection of avian virus was not inhibited. However,
in HTBE-cultures human and avian virus showed comparable sensitivity to mucus. The finding
that avian and human viruses bound to mucus to similar extend supported our data. To identify
the inhibitory components in mucus we investigated properties of mucus samples. Our data show
that mucus samples express 02-6- and a2-3-linked sialic acids and that inhibition of influenza
infection is dependent on sialic acids in mucus. In summary, we show that avian and human
viruses are inhibited by human bronchial mucus which contradicts the general hypothesis that
avian viruses are more sensitive to mucus than human viruses.

In the second part, we investigated properties of HA and NA affecting virus sensitivity to the IFN-
B-induced antiviral state by constructing recombinant viruses with HA and NA of representative
avian, zoonotic and human influenza viruses and internal genes of the lab strain A/Puerto
Rico/8/1934. IFN-B is secreted during initial phase of virus infection and induces expression of
several hundred so-called interferon-stimulated genes (ISGs). These proteins can have antiviral
activity like the interferon induced transmembrane protein family (IFITM), which inhibits viral
fusion.

Virus sensitivity to the antiviral state correlated with the pH-optimum of fusion. Viruses with high
pH-optimum of fusion, like viruses containing HA and NA of the zoonotic viruses HSN1 or

H7NO, infected IFN-B-stimulated cells more efficiently than viruses with low pH-optimum of
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fusion. These findings were confirmed by testing recombinant mutant viruses with single point
mutations in the HA of A/Hong Kong/1/1968 affecting the pH-optimum of fusion.

Concordant with the data from recombinant viruses, wildtype isolates of HSN1, H7N9 and
pandemic virus from 2009 showed a higher pH-optimum of fusion and lower sensitivity to the
antiviral state than pandemic 1968 and seasonal human virus.

IFITM proteins were already described as a potent inhibitor of influenza virus fusion. We show
that inhibition of viruses by IFITM proteins is dependent on the pH-optimum of viral-induced
fusion. Viruses with a high pH-optimum of fusion, such as HSN1 and H7N9, showed lower
restriction in MDCK cells stably expressing human IFITM2 and IFITM3 than viruses with a low
pH-optimum of fusion.

Our results demonstrate for the first time that the pH-optimum of fusion affects virus sensitivity
to IFN-induced effector molecules, including IFITM. These data imply that the high pH-optimum
of fusion of zoonotic viruses, such as HSN1 and H7N9, may contribute to their ability to infect

and cause severe disease in humans.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Aus Vogeln stammende Influenza-A-Viren (IAV) konnen im Menschen einen schweren
Krankheitsverlauf verursachen. Unter den diversen Subtypen, die vom Vogel auf den Menschen
iibertragen werden, sind vor allem die Subtypen HSN1 und H7N9 von besonderem Interesse, da
sie fiir [AV-Ausbriiche mit hohen Mortalititsraten verantwortlich sind. Diese Viren werden
gelegentlich vom Vogel auf den Menschen iibertragen und stellen deswegen ein pandemisches
Risiko dar. Wiéhrend der Infektion miissen IAV verschiedene wirtsspezifische
Verteidigungsmechanismen der angeborenen Immunantwort iiberwinden, deren Effekt auf die
Infektion durch IAV nicht vollstindig bekannt ist. In dieser Arbeit sollte die Interaktion von IAV
mit zwei Faktoren der angeborenen Immunantwort néher untersucht werden: die Interaktion von
IAV mit humanem Atemwegsmucus und die Interaktion mit IFN-induzierten antiviralen
Proteinen.

Im Menschen replizieren IAV im Epithel des Respirationstraktes. Das Epithel ist dabei von einer
Mucusschicht bedeckt. Mucine, welche hochgradig glykosilierte sialinsdurehaltige Proteine sind,
bilden dabei den Hauptanteil des Mucus aus. Sie dienen als extrazelluldre Rezeptoren fiir
Pathogene, wie zum Beispiel Viren. Im Allgemeinen wird angenommen, dass humane Mucine
hauptsidchlich a2-3-verkniipfte Sialinsduren exprimieren und dass avidre Viren sensitiver
gegeniiber der Neutralisation durch Mucus sind als humane Viren (Couceiro et al., 1993). Neuere
Studien hingegen zeigen, dass humane Viren sensitiver gegeniiber Mucus sind als avidre Viren.
Im ersten Teil der Arbeit sollte diese Diskrepanz in der Literatur und der inhibitorische Effekt
von Mucus aus humanen tracheo-bronchialen Epithel (HTBE)-Kulturen auf die IAV-Infektion
untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition abhidngig vom genutzten
Zellsystem war. Im Standardzellsystem, MDCK-Zellen, zeigte das humane saisonale Virus eine
hohe Sensitivitit gegeniiber Mucus, wéihrend die Infektion avidrer Viren nicht inhibiert wurde.
Dahingegen zeigten das avidre und das humane Virus in HTBE-Kulturen eine vergleichbare
Inhibition durch Mucus. Dieses Ergebnis wurde dadurch unterstiitzt, dass avidre und humane
Viren Mucus im vergleichbaren Ausmall banden. Um die inhibitorischen Komponenten im
Mucus zu identifizieren, wurden die Mucuseigenschaften bestimmt. Dabei konnte festgestellt
werden, dass die Mucusproben sowohl 02-6- als auch a2-3-verkniipfte Sialinsduren aufweisen
und dass die Inhibition von IAV abhéngig von den Sialinséuren im Mucus ist. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass sowohl avidre als auch humane Viren durch humanen bronchialen Mucus
inhibiert werden. Dies widerspricht der allgemeinen Hypothese, dass avidre Viren sensitiver
gegeniiber bronchialen Mucus sind als humane Viren.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, inwiefern die Eigenschaften des HAs und der

NA die Virussensitivitit gegeniiber dem [FN-B-induzierten antiviralen Status beeinflussen. Dafiir
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wurden rekombinante Viren hergestellt, die das HA und NA reprasentativer avidrer, zoonotischer
und humaner Viren sowie die internen Gene des Laborstammes A/Puerto Rico/8/1934 besitzen.
IFN-B wird wéhrend der initialen Phase einer Virusinfektion sezerniert und induziert die
Expression mehrerer hundert sogenannter Interferon-stimulierter Gene (ISGs). Diese Proteine
konnen eine antivirale Aktivitit aufweisen wie zum Beispiel die Interferon-induzierte-
Transmembran-Protein-Familie (IFITM), welche die Fusion zwischen viralen und zelluldren
Membranen inhibieren. Der genaue Wirkmechanismus der IFITM-Proteine ist jedoch nicht
bekannt.

Die Virussensitivitit gegeniiber dem antiviralen Status korrelierte mit dem pH-Optimum der
Fusion. Viren mit einem hohen pH-Optimum der Fusion, wie zum Beispiel Viren, die das HA
und NA der zoonotischen Viren H5SN1 und H7N9 besaflen, infizierten mit IFN-f vorstimulierte
Zellen effizienter als die Viren mit einem niedrigen pH-Optimum der Fusion. Dieses Ergebnis
wurde bestétigt, indem rekombinante Viren getestet wurden, die einzelne Punktmutationen im
HA des A/Hong Kong/1/1968 besal3en, die das pH-Optimum der Fusion beeinflussten.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der rekombinanten Viren wiesen die
korrespondierenden Wildtypisolate des HSN1-, des H7N9-Virus und des pandemischen Virus
von 2009 ein hoheres pH-Optimum der Fusion sowie eine geringere Sensitivitit gegeniiber dem
IFN-B-induzierten antiviralen Status auf als das pandemische Virus von 1968 und ein humanes
saisonales Virus.

Es wurde bereits beschrieben, dass IFITM-Proteine wirksame Inhibitoren der viralen Fusion sind.
In dieser Arbeit wird gezeigt, dass die Inhibition von Viren durch IFITM-Proteine abhingig vom
pH-Optimum der viralen Fusion ist. Viren mit einem hohem Fusions-pH, wie zum Beispiel HSN1
und H7NO, zeigten eine geringere Reduktion der Infektion in MDCK-Zellen, welche das humane
IFITM2 und IFITM3 stabil exprimierten, als Viren mit einem niedrigen Fusions-pH.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zum ersten Mal, dass das pH-Optimum der Fusion die
Virussensitivitdt gegeniiber IFN-induzierten Effektormolekiilen, inklusive IFITM-Proteine,
beeinflusst. Diese Daten deuten des Weiteren darauf hin, dass das hohe pH-Optimum der Fusion
zoonotischer Viren, wie zum Beispiel das H5N1- und das H7N9-Virus, zu ihrer Fahigkeit

beitragen konnte, den Menschen zu infizieren und schwere Krankheitsverlaufe zu verursachen.
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1 Einleitung

1.1 Influenza-A-Viren

1.1.1 Taxonomie

Influenza-A-Viren (IAV) gehdren zur Familie der Orthomyxoviridae, zu der auch die Influenza-
B-, die Influenza-C-Viren, die Thogotoviren und die Isaviren gehdren. Sie besitzen ein
einzelstringiges, segmentiertes RNA-Genom in negativer Orientierung und sind
membranumbhiillt (Webster et al. 1992; Cox, Neumann und Donis 2004). Die acht Gensegmente
konnen dabei insgesamt, je nach Strang, fiir bis zu 18 verschiedene virale Proteine kodieren (s.
Tabelle 1.1) (Szewczyk, Bienkowska-Szewczyk und Krol 2014).

Die IAV werden weiterhin aufgrund der Antigenitit der beiden Oberflichenmolekiile
Hamagglutinin (HA) und Neuraminidase (NA) in Subtypen unterteilt. Die Einteilung erfolgt
entsprechend der HA- und NA-Nummerierung, z.B. H5N1. Bisher sind 18 HA- und 11 NA-
Subtypen bekannt (Tong et al., 2013, 2012). Die vollstindige Nomenklatur von IAV beruht auf
dem Virustyp (A, B, C), dem Wirt (auBer Menschen), dem Land in dem das Virus isoliert wurde,
der Isolatnummer und dem Jahr in welchem es isoliert wurde. Zum Beispiel ist das Virus
A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) ein H5N1-Virus mit der Isolatnummer 1203, das aus einem

Patienten in Vietnam im Jahr 2004 isoliert wurde.
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1.1.2 Verbreitung der Influenza-A-Viren

Abbildung 1.1: Wirtsspektrum und Wege der Interspeziestransmission von Influenza-A-Viren
(modifiziert nach Yoon, Webby und Webster 2013)

Das natiirliche Wirtsreservoir von IAV sind wildlebende Wasservogel. In ihnen konnten 16 HA
und 9 NA-Subtypen nachgewiesen werden (zusammengefasst in Olsen et al., 2006; Webster et
al., 1992). Die HA-Subtypen H17 und H18 und die NA-Subtypen N10 und N11 stellen dabei
Ausnahmen dar, da sie ausschlieBlich in Fledermédusen nachgewiesen wurden und bisher kein
Virus mit diesen HA- und NA-Subtypen isoliert werden konnte (zusammengefasst in Yoon et al.,
2013). Von wildlebenden Wasservogeln konnen IAV auf andere avidre Spezies, wie
domestiziertes Gefliigel, oder Sdugerspezies, wie das Schwein oder den Menschen, iibertragen
werden (s. Abb. 1.1) (zusammengefasst in Short et al., 2015). IAV konnen durch engen Kontakt
mit avidren Spezies oder anderen Sduger-Spezies vom Tier auf den Menschen iibertragen werden
(Yoon, Webby und Webster 2013; Short et al. 2015).

In den verschiedenen Spezies zirkulieren unterschiedliche IAV-Subtypen. So zirkulieren im
Menschen nur AV der Subtypen H1 und H3 (zusammengefasst in Hay et al., 2001). IAV des H2-
Subtyps zirkulierten zwischen 1957 und 1968 und wurden 1968 durch die Asiatische Grippe des
Subtyps H3N2 verdriangt (zusammengefasst in Cox & Subbarao, 2000 und Webster et al., 1992).
Eine Ubertragung anderer Subtypen, wie z.B. H5 und H7, auf den Menschen ist ebenfalls moglich
(Easterday und Couch 1975; Webster et al. 1992; R6hm et al. 1996). Im Gegensatz zu den
pandemischen und saisonalen Viren sind diese Subtypen nicht in der Lage effizient zwischen

Menschen zu zirkulieren (Peiris et al., 2004; Subbarao et al., 1998).



Einleitung

1.2 Morphologie und Genetik

1.2.1 Morphologie

Abbildung 1.2: Schematischer Aufbau eines Influenza-A-Virus (modifiziert nach Subbarao &
Joseph, 2007).

IAV sind von pleomorpher Gestalt mit einem Durchmesser von 80 bis 120 nm. Es sind umbhiillte
Viren in deren Membran die Glykoproteine Hamagglutinin (HA) und Neuraminidase (NA) sowie
der Protonenkanal M2 eingelagert sind (s. Abb. 1.2) (zusmmengefasst in Webster et al., 1992).
Dabei liegt das HA als Homotrimer und die NA als Homotetramer in der Membran vor. Die
Membran wird durch eine Doppellipidschicht gebildet, die ihren Ursprung in der
Wirtszellemembran hat und bei der Virusabknospung entsteht. Die Membran wird von innen
durch das Matrixprotein M1 ausgekleidet (s. Abb. 1.2). Assoziiert mit dem M1-Protein befinden
sich im Virusinneren acht Ribonukleoprotein-Komplexe (RNPs) (zusammengefasst in Webster
et al., 1992). Die RNPs bestehen aus je einem Genesegment einzelstréngiger viraler RNA in
negativer Orientierung, welches vom Nukleokapsidprotein (NP) umhiillt ist. Dabei bilden sie eine
doppel-helikale Struktur aus (Zheng und Tao 2013). Da das 3°- und das 5‘-Ende der viralen RNA
komplementér zueinander sind, bilden die beiden Enden eine partiell doppelstringige RNA. An
dieses Ende der RNA ist der Polymerasekomplex, bestehend aus den drei Polymeraseproteinen
PB1 (polymerase basic protein 1), PB2 (polymerase basic protein 2) und PA (polymerase acid
protein), gebunden (Noda und Kawaoka 2010).
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1.2.2 Genomaufbau und kodierte Proteine

Das Genom der IAV besteht aus acht Gensegmenten einzelstringiger RNA in negativer
Orientierung (zusammengefasst in Webster et al., 1992). Die Gensegmente 1, 4, 5 und 6 kodieren
fiir je ein virales Protein, wihrend die anderen Gensegmente fiir mehrere virale Proteine kodieren
konnen. Gensegment 1 kodiert fiir das Protein PB2, welches im viralen Replikationszyklus fiir
die Cap-Bindung verantwortlich ist. Genesegment 2 kann neben dem PB1-Protein, welches die
Funktion einer RNA-abhédngigen RNA-Polymerase einnimmt, weiterhin fiir die beiden Proteine
PB1-F2 (Chen et al., 2010) und das N40-Protein kodieren (Wise et al., 2009). Das Gensegment 3
kann wiederum fiir das Polymerase-Protein PA sowie fiir das PA-X Protein kodieren (Jagger et
al., 2012). Das PA besitzt eine Endonukleaseaktivitit, die fiir das Abspalten der 5°-Caps von
zelluliren mRNAs zustindig ist. Zusitzlich koénnen auf dem Gensegment 3 noch die
Nukleotidsequenzen fiir die Proteine PA-N155 und PA-N182 kodiert sein (Vasin et al., 2014).
Das Segment 4 kodiert fiir das Glykoprotein HA, das Segment 5 fiir das Nukleokapsidprotein NP.
Gensegment 6 wiederum kodiert fiir die NA, ebenfalls ein Glykoprotein. Die Segmente sieben
und acht kodieren fiir jeweils zwei Proteine, M1 und M2 bzw. NS1 und NS2, die durch
alternatives Spleilen entstehen (Webster et al., 1992). Auf diesen Segmenten kdnnen zusétzlich
noch die Proteine M42 und NS3 kodiert sein (zusammengefasst in Vasin et al., 2014). Die Anzahl
viraler Proteine variiert dabei abhidngig vom Virusisolat. Insgesamt konnten bisher 18
verschiedene Virusproteine nachgewiesen werden (zusammengefasst in Szewczyk, Bienkowska-
Szewczyk und Krol 2014).

Die bekannten Funktionen, die Segmentlokalisation und die GroBe der einzelnen Proteine sind in

Tabelle 1.1 zusammengefasst.
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Tabelle 1.1: Genesegment, Grofie und Funktion der Influenza-A-Proteine des Virus A/Anhui/1/2013
(zusammengefasst in Cox, Neumann und Donis, 2004 und Vasin et al., 2014).

Proteingrofie

Gensegment Proteinname Funktion
5 (AS)
Cap-Bindung
! PB2 759 Initiation der Transkription
RNA-abhéngige RNA-Polymerase
PB1 757 )
Teil des Polymerasekomplexes
Virulenzfaktor
2 PBI-F2 %0 Induktion Mitchondrien-assoziierter Apoptose
PB1-N40 718 Balanciert die Expression zwischen PB1 und PB1-
F2
PA 716 Endonukleaseaktwltat
Cap-Snatching
PA-X 259 Vermittelt den er‘tszell—Shutoﬁ” um die antivirale
3 Antwort zu vermindern
PA-N155 Funktion nicht bekannt
PA-N182 Funktion nicht bekannt
Rezeptorbindung
4 HA 530 pH-induzierte Fusion im Endosom
NP 498 Enkapsidiert das RNA—Genom
5 Transport der RNPs in den Kern
eNP Funktion nicht bekannt
Sialidaseaktivitit
6 NA 454 Avidre NAs: HAD-Doméne
Matrixprotein
Ml 252 Involviert in Export viraler RNPs an Membran
Protonenkanal
7 M2 o7 (Ansduerung des Virusinneren)
M42 Trunkierte Version von M2; Protonenkanal
Interferon-Antagonist
NS 230 Bindung viraler RNA
g NS2 121 Nuklearef {Export der RNP-Komplexe
Pathogenititsfaktor
NS3 Adaption an Maus

Funktion nicht bekannt
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1.3 Replikationszyklus

ol
osé“g\v\ \ % Rezeptorbindung
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mRNA-Synthese
A-Replikation

Abbildung 1.3: Replikationszyklus eines Influenza-A-Virus (modifiziert nach Neumann et al.,
2009).

IAV binden iiber das HA an terminale Sialinséduren, die auf Glykoproteinen und Glykolipiden auf
der Zelloberfliche vorhanden sind. Hauptsdchlich gelangen IAV mittels Rezeptor-vermittelter
Endozytose in die Zelle, wobei auch beschrieben wurde, dass mittels Makropinozytose die Zelle
durch IAV infiziert werden kann (de Vries et al., 2011). Die IAV liegen zunichst im Endosom
vor, welches wihrend seiner Reifung zum Lysosom angeséduert wird. Durch die Ansduerung des
Endosoms kommt es zur Konformationsanderung im HA, welche zur Fusion der viralen mit der
endosomalen Membran fiihrt (s. 1.4.2) (zusammengefasst in Skehel und Wiley, 2000). Im Zuge
der Ansduerung werden durch das M2-Protein Protonen in das Virusinnere geleitet, was zur
Dissoziation der RNP-Komplexe vom M1-Protein fiihrt. Nach erfolgter Fusion werden die RNPs
ins Zytoplasma entlassen. Sie werden mit Hilfe von zelluléren Importinen in den Nukleus
transportiert, wo die mRNA-Synthese durch den viralen Polymerasekomplex initiiert wird. PB1
synthetisiert einen zur viralen RNA komplementéren Strang, der zum einen als Vorldufer-mRNA,
zum anderen als Template fiir die Herstellung neuer viraler RNA dienen kann. Bei der Herstellung
viraler mRNA findet das sogenannte Cap-Snatching statt. Die zelluldren Caps werden durch PB2
gebunden und durch PA von der zelluldren mRNA abgespalten. AnschlieBend werden sie an die
virale mRNA angefiigt. mRNAs werden aus dem Nukleus ausgeschleust und die viralen Proteine
synthetisiert. Dabei werden die Proteine PB1, PB2, PA, NS1, NS2 und NP an freien Ribosomen
im Zytoplasma translatiert. Diese Proteine werden anschlieBend wieder in den Zellkern

transportiert. Dort findet neben der mRNA-Synthese auch die Replikation des viralen Genoms
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statt. Dabei werden neu synthetisierte RNA-Genome vom NP encapsidiert und es findet die
Anlagerung eines Polymerasekomplexes pro RNA-Strang statt. Die so entstandenen RNP-
Komplexe werden anschlieBend, vermittelt durch das NS2- und M1-Protein, an die Zellmembran
transportiert (zusammengefasst in Neumann, Noda und Kawaoka, 2009).

Die Proteine HA, NA und M2 werden ins ER translatiert und gelangen tiber das endoplasmatische
Retikulum (ER) und den Golgiapparat an die Zellmembran. Dabei wird das HA im ER zunéchst
glykosyliert (high mannose type) und im Golgiapparat zu Oligosaccharide des komplexen Typs
weiter prozessiert. An der Zellmembran bilden die Proteine HA, NA und M2 zusammen mit dem
M1-Protein und den RNP-Komplexen neue Virionen, die von der infizierten Zelle abknospen

(zusammengefasst in Cox et al., 2004).

1.4 Hamagglutinin

Abbildung 1.4: HA-Trimer von A/Aichi/2/1968 (H3N2). Ein HA-Monomer in blau und rot,
verbleibende HA-Monomere in grau. Blau: HA1; rot: HA2 (1HGG, Proteindatenbank).

Das HA ist ein Typ-I Transmembranprotein. Es gibt verschiedene Subtypen, die aufgrund ihrer
serologischen Eigenschaften unterschieden werden und sich um mindestens 30 % in ihrer
Aminosauresequenz des HA1 unterscheiden (Webster et al., 1992). Bisher sind 18 HA-Subtypen
bekannt, von denen 16 in wildlebenden Wasservogel und zwei ausschlieBlich in Flederméusen,
H17 und H18, gefunden wurden (Sun et al., 2013; Tong et al., 2013).

Das HA liegt als Homotrimer in der Virusmembran vor (zusammengefasst in Cox et al., 2004;
Wiley, Skehel und Waterfield, 1977). Es wird als Vorlduferprotein HAO im endoplasmatischen
Retikulum synthetisiert und anschlieBend iiber den Golgi-Apparat an die Zellmembran
transportiert (zusammengefasst in Skehel und Wiley, 2000).

11
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Amino (N)-terminal befindet sich das Signalpeptid, welches wahrend des Transports des HAs
abgespalten wird (zusammengefasst in Veit und Thaa, 2011; Nayak und Jabbar, 1989). Das HA
ist tiber die C-terminale Transmembrandoméne, bestehend aus hydrophoben Aminoséauren, in der
Virusmembran verankert (Cox et al., 2004).

Durch Proteasen wird das HAO-Vorlduferprotein in die beiden Untereinheiten HA1 (s. Abb. 1.4
blau) und HA2 (s. Abb. 1.4 rot) gespalten, welche durch eine Disulfidbriicke miteinander
verbunden sind (Segal et al., 1992). Bei der Spaltung des HAO wird das Fusionspeptid (s. 1.4.2)
freigelegt (zusammengefasst in Skehel und Wiley, 2000). Die Spaltung des HAO ist essentiell fiir
die Infektiositit der Viren (Garten et al., 1981; Klenk, et al., 1975). Viren, deren HAO nicht
gespalten wurde, konnen an die Rezeptoren binden und endozytiert werden. Da das Fusionspeptid
nicht frei vorliegt, konnen sie jedoch nicht die Zielzelle infizieren (Klenk et al., 1975; Lazarowitz
und Choppin, 1975). Die Spaltung des HAs kann sowohl intrazelluldr (Horimoto et al., 1994;
Stieneke-Grober et al., 1992) als auch extrazellulér stattfinden (Klenk et al., 1975). Viren mit
nicht gespaltenem HAO konnen auch vor der Infektion der Zielzellen durch auf der Zielzelle
exprimierte Proteasen gespalten werden (Garten et al., 2015; Boycott, Klenk und Ohuchi, 1994).
Weiterhin wurde gezeigt, dass bakterielle Proteasen in der Lage sind das HA von IAV zu
aktivieren (Tashiro et al., 1987).

Aufgrund der Aminosduresequenz der Spaltstelle und somit aufgrund der damit verbundenen
Sensitivitit gegeniiber Wirtsproteasen werden avidre IAV in hochpathogene avidre Influenza
Viren (HPAI) und niedrigpathogene avidre Influenza Viren (LPAI) eingeteilt (zusammengefasst
in Alexander, 2000). HPAI besitzen ein HA mit einer multibasischen Spaltstelle. Die
Aminoséduresequenz der multibasischen Spaltstelle ist R-X-R/K-R und wird durch ubiquitir
exprimierte Substilin-dhnliche zelluldre Proteasen gespalten (Stieneke-Grober et al., 1992). Durch
die ubiquitdre Expression der Proteasen kann das HA dieser IAV in jedem Gewebe aktiviert
werden und somit zu systemischen Infektionen fithren (zusammengefasst in Alexander, 2000;
Rott, 1992).

LPAI hingegen besitzen an der Spaltstelle ein einzelnes Arginin, ein monobasisches Spaltmotiv
(Garten et al., 1981). Diese HAs konnen nur durch Trypsin-dhnliche Proteasen gespalten werden,
die in einzelnen Geweben exprimiert werden und somit die Infektion lokal begrenzen
(zusammengefasst in Alexander, 2000). HAs mit monobasischer Spaltstelle konnen durch
Proteasen wie Trypsin (Klenk et al., 1975), HAT oder TMPRSS2 gespalten werden (Bottcher et
al., 2006).

Das HA1 bildet die globuldren Kopfdoméne des HA-Trimers, welche aus mehreren p-Faltblittern
besteht und vermittelt die Rezeptorbindung durch die in ihm enthaltene Rezeptorbindungsdoméne
(s. Abb. 1.4) (zusammengefasst in Skehel und Wiley, 2000).

Das HAZ2 bildet die Stiel-Doméne des HAs (s. Abb. 1.4) und verankert das HA-Molekiil iiber eine

Transmembrandoméine in der Virusmembran. Es besteht aus mehreren Helices, welche im
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Verlauf der pH-induzierten Fusion von entscheidender Bedeutung sind (s. 1.4.2) (Skehel und
Wiley, 2000).

An das HA2 ist das Fusions-Peptid, bestehend aus hydrophoben Aminosduren, gebunden
(Stevens et al., 2004; Xu und Wilson, 2011).

1.4.1 Rezeptorbindung und Rezeptorspezifitat

Die Rezeptoren von IAV sind endstindige Sialinsduren, die an Zuckerketten auf Glykolipiden
und Glykoproteinen auf der Zelloberfliche gebunden sind (Rogers und Paulson, 1983). Man
unterscheidet im Allgemeinen zwei Rezeptortypen: den humanen und den avidren Rezeptortyp.
Der humane Rezeptortyp besitzt eine a2-6-Verkniipfung zwischen der Sialinsdure (NeuSAc) und
dem nichsten Zucker (NeuSAco2-6Galfl-4GIlcNAc), wohingegen es beim avidren
Rezeptortypen eine a2-3-Verkniipfung ist (NeuSAca2-3Galf1-3GlcNAc, NeuSAco2-3Galpl1-
4GIcNAc, s. Abb. 1.5) (Connor et al., 1994).

NeuSAco2-6Galf1-4GlcNAc NeuSAco2-3GalB1-3GlcNAc Neu5Aco2-3GalB1-4GlcNAc

Neu5Aca2-3Galf1-4(6-Su)(Fuca 1-3) Neu5Aca2-3Galp1-4(6-Su)  NeuSAco2-3GalB1-4(Fucal-3)
GlcNAc GIcNAc GlcNAc

Abbildung 1.5: Struktur der Influenza-Rezeptoren (modifiziert nach A. S. Gambaryan et al., 2008).

Viren, die an den Menschen und das Schwein adaptiert sind, binden a2-6-verkniipfte Sialinséuren
wihrend avidre Viren a2-3-verkniipfte Sialinsduren binden (Matrosovich et al., 1997; Rogers und
Paulson, 1983). Jedoch konnen auch Viren mit avidrer Rezeptorspezifitit im Menschen

nachgewiesen werden, wie zum Beispiel das HSN1 Virus A/Vietnam/1203/2004 (Ramos et al.,
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2011). Es gibt auch Beispiele, bei denen ein Virusisolat den avidren und den humanen
Rezeptortypen binden kann (Ramos et al., 2013; Rogers und D’Souza, 1989).

Neben der Verkniipfung der terminalen Sialinsduren wird die Bindung avidrer IAV durch die
Verkniipfung der darauffolgenden Zuckerreste als auch durch Seitengruppen der Glykane
beeinflusst (Gambaryan et al., 2005). Viren aus Enten binden an a2-3-verkniipfte Sialinséduren
mit einer B1-3-Verkniipfung zwischen dem zweiten und dem dritten Zucker (Neu5Aca2-3Galp1-
3GIcNAc) (s. Abb. 1.5). Viren aus Mowen binden praferenziell an a2-3-verkniipfte Sialinsduren
mit einer Fucosegruppe und einer B1-4-Verkniipfung zwischen dem zweiten und dem dritten
Zucker (NeuSAca2-3Galp1-4(Fucal-3)GlcNAc) (s. Abb. 1.5). Viren aus domestiziertem
Gefliigel mit den Subtypen HS, H7 und H9 binden an sulfatierte Rezeptoren mit einer a2-3- und
einer fl1-4-Verkniipfung (NeuSAca2-3Galf1-4(6-Su)GIcNAc) (s. Abb. 1.5). Zusitzlich dazu
konnen einige Vertreter der HA-Subtypen HS5, H7 und H9 auch den humanen Rezeptortyp binden
(Gambaryan et al., 2006).

Im menschlichen Respirationstrakt kommt hauptsiachlich der humane Rezeptortyp vor (Klenk et
al., 2011). Dabei sind in den oberen Atemwegen mehr 02-6- als a2-3-Sialinsduren vorhanden
(Matrosovich et al., 2004b). In den unteren Atemwegen sind die Rezeptoren gleich verteilt. Erst
in den Alveoli kommen a2-3 Sialinsduren in signifikanten Mengen vor (Shinya et al., 2006).

Bei allen pandemischen Viren konnte ein Wechsel in der Rezeptorspezifitit von a2-3- zu a2-6-
Sialinsduren beobachtet werden. Deswegen nimmt man an, dass eine Anderung der
Rezeptorspezifitit von avidr auf human ein entscheidender Faktor bei der Adaption avidrer Viren
an den Menschen ist (de Graaf und Fouchier, 2014; Neumann und Kawaoka, 2015a; Paulson und
de Vries, 2013).

In avidren Spezies kommen sowohl 02-3- als auch a2-6-verkniipfte Sialinsduren als potentielle
Rezeptoren fiir IAV vor. Dabei ist die Expression a2-3-verkniipfter Sialinséuren in Vogeln
deutlich stiarker ausgeprigt als die Expression a2-6-verkniipfter Sialinsduren (Costa et al., 2012).
Die Rezeptoren sind sowohl im Respirationstrakt als auch im Gastrointestinaltrakt (GIT) von
Vogeln vorhanden. Die Replikation von IAV in wildlebenden Wasservogeln findet im
Gastrointestinaltrakt (GIT) statt (Webster et al., 1992).

Schweine weisen im Respirationstrakt a2-3- und a2-6-verkniipfte Sialinsduren auf (Ito et al.,
1998; Y. Suzuki et al.,, 2000). Ahnlich wie beim Menschen treten jedoch in den unteren
Atemwegen mehr a2-3 Sialinsduren auf. Schweine gelten als potentielle Mischgefaf3e flir die
Entstehung neuer humaner Viren (Neumann, Noda und Kawaoka, 2009; Trebbien, Larsen und
Viuff, 2011; Wu et al., 2014). Avidre Viren infizieren Schweine und kénnen sich in ihnen an
Sduger adaptieren, zum Beispiel durch Anderung der Rezeptorspezifitit. Zusitzlich dazu -
aufgrund der Tatsache, dass Schweine durch humane, porzine und aviédre Viren infiziert werden
konnen - kann es zu Reassortierungereignissen zwischen avidren, porzinen und humanen Viren

im Schwein kommen (Scholtissek, Ludwig und Fitch, 1993). Reassortierung beschreibt den
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Austausch eines oder mehrerer viraler Gene zwischen mehreren IAV (s. 1.6).
Reassortierungsereignisse zwischen porzinen und humanen Viren konnten schon nachgewiesen
werden (Zhu et al., 2011), so entstand das pandemische Virus von 2009 durch
Reassortierungsereignisse im Schwein (Garten et al., 2009).

Der primdre Replikationsort von IAV im Menschen ist das tracheo-bronchiale Epithel des
Respirationstraktes. Dieses Epithel besteht aus verschiedenen Zelltypen, wie Mucus-
produzierende Becherzellen, zilientragende Zellen, basale Zellen. Auch subepitheliale Driisen
sind vorhanden (zusammengefasst in Rose, 2006). Die Rezeptorsperzifitit beeinflusst den
Zelltropismus der IAV. So konnte in ausdifferenzierten Zellen des tracheo-bronchialen Epithels
(HTBE-Kulturen) gezeigt werden, dass Viren mit rein avidrer Rezeptorspezifitit ausschlieBlich
zilierte Zellen infizierten, wihrend humane Viren sowohl zilierte als auch nicht zilierte Zellen
infizierten (Matrosovich et al., 2004b). Es wird vermutet, dass die Affinitét fiir a2-3-verkniipfte
Sialinsduren, welche in signifikanten Mengen in den Alveoli vorkommen, mit verantwortlich ist
fiir eine erhohte Pathogenitit avidrer Viren im Menschen. Diese Vermutung beruht dabei auf der
Tatsache, dass avidre Viren in den Alveoli replizieren und eine erhohte Pathogenitit aufweisen

(Wit et al., 2008).

Abbildung 1.6: Bindung des humanen Rezeptors im H2-Monomer von A/Singapore/1/1957. Griin:
190-Helix; blau: 130er-Schleife; orange: 220er-Schleife; rot: humaner Rezeptor, grau: verbleibende
HA-Strukturen (1WR?7, Proteindatenbank) (J. Liu et al., 2009).

Die Rezeptorbindungsdomédne (RBD) liegt auf der Spitze des HA1l (s. Abb. 1.6). Die
Rezeptorbindungsdoméne wird durch drei Gruppen von Aminoséuren bestimmt: der 130er-
Schleife (s. Abb. 1.6 blau), der 220er-Schleife (s. Abb. 1.6 orange) und der 190er-Helix (s. Abb.
1.6 griin) (Skehel und Wiley, 2000; Weis et al., 1988; Wilson, Skehel und Wiley, 1981). Der
Boden der Rezeptorbindungstasche wird durch die konservierten Aminosauren Y98, W153, H183
und Y195 definiert (zusammengefasst in Gamblin und Skehel, 2010; Skehel und Wiley, 2000).
Mutationen in diesen erwdhnten Strukturen kdnnen zum einen die Rezeptorspezifitdt und zum

anderen die Bindungsstirke des HAs an den Rezeptor verdndern. Die bekanntesten Mutationen,

15



Einleitung

die die Rezeptorspezifitit beeinflussen, sind L226Q und S228G. Die Rezeptorspezifitdt dndert
sich in dem Fall von a2-3, aviér, zu a2-6, human (Daniels et al., 1987).

Wie zuvor erwihnt konnen IAV aus domestiziertem Gefliigel sulfatierte Rezeptoren binden. Fiir
diese Bindung ist Position 193 in der Rezeptorbindungsdomine verantwortlich. Diese Position
interagiert bei sulfatierten Rezeptoren mit einer f1-4-Verkniipfung zwischen dem zweiten und
dem dritten Zucker mit deren Sulfatgruppe. Positiv geladene Aminoséuren wie Lysin kdnnen {iber
elektrostatische Anziehung direkt mit der negativ geladenen Sulfatgruppe interagieren
(Gambaryan et al., 2012).

Fiir die Bindung von fucosylierten Rezeptoren ist die Position 222 relevant. Durch die rdumliche
Néhe der Fucosegruppe o2-3p1-4-verkniipfter Rezeptoren, kann ein Lysin an Position 222
Wasserstoffbriickenbindungen mit der Fucose ausbilden (Gambaryan et al., 2005). Im Falle der
Pandemie von 2009 wiesen Isolate aus todlich verlaufenden Fallen vermehrt die Mutation D222G
im HA auf. Die 222G-Variante des pandemischen Virus hatte eine erhdhte Affinitit zu 02-3-
verkniipften Sialinsduren und eine erhohte Bindung an Typ II-Pneumozyten, zilierte Zellen und

alveolare Makrophagen zur Folge (Chutinimitkul et al., 2010; Y. Liu et al., 2010).

16



Einleitung

1.4.2 pH-induzierte HA-vermittelte Fusion

Abbildung 1.7: Struktur des HA-Trimers von A/Aichi/2/1968 (H3N2) vor (links) und nach
(rechts) der Fusion. Schwarz: HAI; griin: Fusionspeptid; rot: A-Helix; blau: B-Schleife
(links)/B-Helix (rechts); orange: C-Helix; grau: zwei HA-Monomere (1HGG und 1HTM,
Proteindatenbank).

Die Fusion der viralen mit der endosomalen Membran ist ein essentieller Schritt im
Replikationszyklus von IAV. Durch die Fusion werden die RNP-Komplexe in das Zytoplasma
freigesetzt und anschliefend zum Nukleus transportiert, wo die Transkription und die Replikation
der viralen RNA stattfinden (zusammengefasst in Webster et al., 1992). Die Fusion wird durch
das Fusionspeptid im HA2 vermittelt (s. Abb. 1.7 griin). Im HA2 kniipft eine groBe a-Helix (A-
Helix) an die Transmembrandoméne (TMD) an (s. Abb. 1.7, rot). In einem HA-Trimer bilden die
drei A-Helices eine Coiled-coil Struktur aus (s. Abb. 1.7) (Wilson, Skehel und Wiley, 1981;
Stevens et al., 2004). Die A-Helix ist {iber die B-Schleife (Loop) (s. Abb. 1.7, blau) mit der C-
Helix verbunden (s. Abb. 1.7, orange) (Ha et al., 2002).

Das Fusionspeptid liegt nach erfolgter Spaltung des HAO N-terminal im HA2 vor (s. Abb. 1.7
griin). Dabei ist es hoch konserviert bei verschiedenen HA-Subtypen. Es besteht aus den 23 N-
terminalen, meist hydrophoben, Aminoséuren im HA2 (Cross et al., 2009). Die Struktur des
Fusionspeptids in der Zielmembran konnte bisher noch nicht nachgewiesen werden. Sehr
wahrscheinlich liegt es jedoch als a-Helix bei der Fusion vor (Skehel et al., 2001).

Nach erfolgter Endozytose wird bei der Reifung des Endosoms vom frithen iiber das spéte
Endosom zum Lysosom das Endosomeninnere angesduert. Das HA1 wird protoniert und diese

Protonierung fiihrt zur Dissoziation der HA 1-Molekiile voneinander sowie zur Ablosung des HA1
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vom Rezeptor (Huang et al., 2002; Bottcher et al., 1999). Diese Konformationsianderung erlaubt
es HO-Molekiilen, in die Ektodoméne des HAs einzudringen und mit dem HA zu interagieren.
Die H,O-Molekiile interagieren mit der B-Schleife im HA2 und diese durchlduft dadurch eine
Loop-to-Helix-Transition (Carr, Chaudhry und Kim, 1997; Carr und Kim, 1993). Dies fiihrt dazu,
dass das HA2 eine verlidngerte Coiled-coil Konformation einnimmt, die zur Einlagerung des
Fusions-Peptids in die Endosomenmembran fiihrt (s. Abb. 1.7) (Carr et al., 1997).

Durch eine strukturelle Anderung in der A-Helix an den Positionen 106-112 kollabiert die
verliangerte Coiled-coil Konformation (Wilson, Skehel und Wiley, 1981; Bullough et al., 1994).
Dadurch kommt das in der Zielmembran integrierte Fusionspeptid in die Nihe der
Transmembranregion des HAs in der Virusmembran (Durrer et al., 1996; Chen, Skehel und
Wiley, 1999). In Folge kommen auch die virale und die endosomale Membran in raumliche Néhe.
Zunéchst fusionieren dabei die jeweils &uBleren Lipidschichten der Doppellipidmembranen.
Diesen Vorgang nennt man Hemifusion. AnschlieBend mischen sich auch die Lipide aus den
anderen Lipidschichten der Membranen und eine Fusionspore entsteht (Borrego-Diaz et al., 2003;
Park, Gruenke und White, 2003). Die Fusionspore wird dabei durch die Konformationsédnderung
weiterer HA-Molekiile am Rand der Pore vergroBert (Leikina et al., 2004).

Der pH, bei dem die Fusion induziert wird, kann zwischen einzelnen Viren variieren.
Pandemische Viren, humane saisonale Viren und Viren aus wildlebenden Wasservogeln haben
einen niedrigen Fusions-pH von 5,0-5,2. Man nimmt deswegen an, dass diese Viren im spiten
Endosom fusionieren (Okamatsu et al., 2016; Galloway et al., 2013). Viren aus Schweinen und
domestiziertem Gefliigel fusionieren hingegen bei einem héheren pH von bis zu 6 (Baumann et
al., 2015; Okamatsu et al., 2016).

Bisher konnten iiber 70 Aminosduren im HA detektiert werden, die einen Einfluss auf den
Fusions-pH haben konnen (zusammengefasst in Russell, 2014). Diese Aminosiurereste haben
sowohl einen Einfluss auf die Sekundir- als auch die Teriérstruktur des HAs und beeinflussen

somit den Fusions-pH.

1.4.3 Stabilitat und Transmission

Die Stabilitét von IAV gegeniiber niedrigem pH ist ein wichtiger Faktor bei der Virusadaption an
neue Spezies. Dabei korreliert die Stabilitit der IAV mit dem Fusions-pH des HA. Viren mit
einem niedrigen Fusions-pH weisen eine hohere Stabilitdt auf als Viren mit hohem Fusions-pH
(Costello, Whittaker und Daniel, 2015; Mair et al., 2014; Russell, 2014; Skehel und Wiley, 2000;
Baumann et al., 2015).

Die pH-Stabilitét ist abhéngig vom Virus-Strang und der Spezies, aus der das Virus isoliert wurde
(Scholtissek, 1985; Costello, Whittaker und Daniel, 2015). So konnte gezeigt werden, dass Viren

aus wildlebenden Wasservogeln und Menschen eine hohere Stabilitit aufwiesen als Viren, die

18



Einleitung

aus Schweinen oder domestiziertem Gefliigel isoliert wurden (Baumann et al., 2015; Russier et
al., 2016; Scholtissek, 1985; Costello, Whittaker und Daniel, 2015).

Instabile avidre Viren werden durch enge rdumliche Nihe vom Vogel auf den Menschen
iibertragen (Chen et al., 2013; WHO, 2016b). Dabei scheint die Massentierhaltung eine
entscheidende Rolle zu spielen, da sich in diesen Stdllen IAV mit instabilen HAs etablieren
konnten und persistieren (Leibler et al., 2009; Harder et al., 2009).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass HPAI-Viren eine geringere Stabilitit aufweisen als LPAI-
Viren (DuBois et al., 2011). Es ist jedoch anzumerken, dass das Virus des H7N9-Ausbruchs von
2013 ebenfalls eine geringe Stabilitét aufweist, obwohl es zu den LPAI gezahlt wird (Belser et
al., 2013). Im Falle eines HPAI HSN1-Virus wurde gezeigt, dass eine stabilisierende Mutation im
HA zu einer Attenuierung der Replikation und erhdhten Ubertragbarkeit in Enten fiihrte (Reed et
al., 2010). In Hiithnern beeinflusst die pH-Stabilitdt von H5-Viren ebenfalls die Pathogenitét.
Viren mit einer geringen Stabilitdt sind pathogener als Viren mit einer hohen Stabilitdt (DuBois
etal., 2011).

Neuere Studien weisen darauf hin, dass die pH-Stabilitdt der Viren einen Einfluss auf die
Transmissionsroute haben konnte. Wéahrend der Adaptation eines HSN1-Virus an das Frettchen
traten neben Adaptionen in der RBD, die die Rezeptorspezifitit von a2-3 auf a2-6 dnderten, auch
HA-stabilisierende Adaptionen auf (Imai et al., 2012; Linster et al., 2014). Diese Viren waren in
der Lage Frettchen via Aerosole zu infizieren. Weitere Studien zeigten, dass die stabilisierenden
Mutationen nicht allein ausreichend sind, um den H5N1-Subtyp im Frettchenmodell per Luft
iibertragbar zu machen, sondern auch der Wechsel in der Rezeptorspezifitit notwendig ist
(Shelton et al., 2013; Zaraket et al., 2013). Bei dem pandemischen Virus von 2009 konnte
beobachtet werden, dass Isolate aus der frithen Phase der Pandemie eine niedrigere Stabilitét als
Isolate aus der spiten Phase der Pandemie aufweisen (Russier et al., 2016). Dies ist ein Hinweis
darauf, dass humane Viren sich in Richtung eines stabilen HA entwickeln.

Enten-Viren weisen eine hohe Stabilitdt auf (Baumann et al., 2015; Russier et al., 2016). Da die
Transmission zwischen Enten iiber die fikal-orale Route verlduft vermutet man, dass eine erhdhte
Stabilitdt der IAV die Transmission iiber das Wasser erleichtert und eine schnelle Inaktivierung
der Viren verhindert. So kdnnen stabile Viren im Wasser langer infektios bleiben (Reed et al.,

2010).
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1.5 Neuraminidase

Abbildung 1.8: Aufsicht auf die enzymatische Domiine (ED) und die Himadsoprtionsdoméne
(HAD) gezeigt anhand des Models des N2-Tetramer von A/Tokyo/3/1967. Grau und schwarz: NA-
Monomere; gelb: HAD, griin: enzymatische Doméne (Struktur 3TIA aus Proteindatenbank).
Die Neuraminidase (NA) ist neben dem HA das zweite Glykoprotein der IAV. Sie ist ein Typ 1I-
Transmembranprotein (Webster et al., 1992). Es gibt bislang 11 bekannte NA-Subtypen, wovon
die Subtypen 1-9 in wildlebenden Wasservogeln und die Subtypen 10 und 11 in Flederméusen
nachgewiesen wurden (Wu et al., 2014). Die NA liegt in der Virusmembran als Homotetramer
vor und bildet pilzférmige Strukturen aus (Colman, 1994).
Die NA besitzt eine zytoplasmatischen Doméne, eine Transmembrandoméne (TMD), eine Stiel-
Domine und eine Kopfdoméne in der die enzymatische Doméne (ED) vorliegen (Laver et al.,
1984). Avidre Viren besitzen zusitzlich eine Himabsorptionsdoméne (HAD) (Uhlendorff et al.,
2009).
Die zytoplasmatische Doméne der NA liegt N-terminal im Protein und ist sechs Aminosiduren
lang. Diese sechs Aminosduren sind in allen Subtypen hoch konserviert (Blok und Air, 1982;
Blok etal., 1982). Es konnte gezeigt werden, dass bei der Deletion der zytoplasmatischen Doméne
filamentdse Influenza-Partikel entstehen (Jin et al., 1997). Daraus lésst sich schlieBen, dass diese
Domine einen Einfluss auf die Virusbildung und die Abknospung neuer Viren hat. Weiterhin
wurde gezeigt, dass Mutationen innerhalb der zytoplasmatischen Doméne zur Bildung infektioser
Viruspartikel fithren, die jedoch eine verringerte Fitness aufweisen (Barman et al., 2004).
Die TMD der NA besteht aus hydrophoben Aminosduren und weist einige zwischen den
einzelnen Subtypen konservierte Bereiche auf. Die konservierten Bereiche liegen zwischen den
Aminoséuren 7 bis 14 am N-Terminus und den Aminoséduren 22 bis 28 am Carboxy (C)-Terminus

der TMD. Die TMD ist fiir die Verankerung der NA in der Virusmembran verantwortlich.
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Weiterhin ist die TMD fiir die Assoziation der NA mit Lipid rafts sowie fiir die apikale Sortierung
entscheidend (Barman und Nayak, 2000).

Die Stiel-Doméne verbindet die enzymatische Doméne mit der TMD. Die Léange kann dabei
variieren. Bei der Adaption avidrer Viren an domestiziertes Gefliigel, wie zum Beispiel Hiithner
kommt es zu einer Deletion in der Stieldoméne, wodurch die NA verkiirzt wird (Yamada et al.,
2012; Matrosovich et al., 1999). NAs mit verkiirzter Stieldoméne sind dennoch in der Lage
Sialinséuren abzuspalten. Es wird vermutet, dass die Deletion eine Anpassung der Viren ist, um
die Balance zwischen HA und NA aufrechtzuhalten (Yamada et al., 2012; Long, Benfield und
Barclay, 2014).

Die ED ist fiir die Abspaltung endsténdiger Sialinséuren verantwortlich. Dabei bildet die ED eine
Tasche am Kopf der NA (s. Abb. 1.8). Diese Tasche wird durch Aminoséuren flankiert, die in
vielen NAs konserviert vorliegen (zusammengefasst in Air und Laver, 1989). Ahnlich wie das
HA besitzt die NA eine Spezifitét fiir unterschiedlich verkniipfte Sialinsduren. So spalten NAs
avidrer Viren hauptsichlich Sialinsduren von a2-3-verkniipften Rezeptoren ab. Bei der Adaption
avidrer Viren an den Menschen #ndert sich die Priaferenz der NA zu 02-6-verkniipften
Sialinsduren. Dennoch sind die NAs humaner Viren in der Lage auch a2-3-verkniipfte
Sialinsduren abzuspalten (Kobasa et al., 1999; Baum und Paulson, 1991). Neben der Spezifitit
konnen NAs aus verschiedenen Viren sich in ihrer Aktivitét, d.h. in der Menge der abgespalten
Sialinsduren, unterscheiden. NAs avidrer Viren spalten im Allgemeinen mehr Sialinsduren ab als
NAs humaner Viren (Suzuki et al., 2003). Die Neuraminidase-Aktivitit kann von entscheidender
Bedeutung fiir eine effiziente Virusreplikation sein. Sie hilft den IAV sich von Rezeptoren zu
l6sen, die auf nicht zelluldren Proteinen vorhanden sind (Matrosovich et al., 2004a; Cohen et al.,
2013). Solche Proteine, wie z. B. Muzine, kommen im Mucus vor und bilden eine erste
Verteidigung gegen Pathogene (s. 1.7.1) (zusammengefasst in Thornton et al., 2008).

Nach erfolgter Replikation in der Wirtszelle verhindert die Sialidase-Aktivitdt der NA, dass neu
gebildete Viren nicht an die bereits infizierte Zelle binden und sich somit effektiv von der
Wirtszelle 16sen (Wagner, Matrosovich und Klenk, 2002). Weiterhin desialylisiert die NA neu
synthetisierte Viren, was verhindert, dass diese aneinander binden und Cluster bilden (Palese et
al., 1974).

Fiir eine effiziente Infektion ist eine optimale Balance zwischen der HA-vermittelten
Rezeptorbindung und der rezeptorzerstorenden Funktion seitens der NA wichtig (Wagner,
Matrosovich und Klenk, 2002; Ohuchi et al., 2006; Yen et al., 2011). Ein stark bindendes HA in
Kombination mit einer schwachen NA wiirde zu einer starken Hemmung durch Rezeptoranaloga
oder zu einem Verweilen von neu synthetisierten Viren auf der schon infizierten Zelle fiihren.
Andererseits wiirde ein schwach bindendes HA mit einer starken NA dazu fithren, dass die
Rezeptoren schneller abgespalten werden als das HA diese Rezeptoren binden kann. Die Balance

hat also einen FEinfluss auf die Replikationseffizienz, auf die Sensitivitidt gegeniiber Inhibitoren
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im Mucus, auf die Virulenz und auf die Transmission (Gerlach et al., 2012; Xu et al., 2012;
Diederich et al., 2015; Yen et al., 2011).

Neben der ED gibt es eine weitere Doméne, die terminale Sialinsduren binden kann: die HAD
(s. Abb. 1.8) (Laver et al., 1984). Die HAD wird durch drei Peptidschleifen gebildet, in denen
flinf Aminosduren konserviert vorliegen: 367S, 3708S, 372S, 400N und 403W (Kobasa et al.,
1997).

Die HAD kommt ausschlieBlich in aviéiren Viren vor. Bei der Ubertragung von IAV vom Vogel
auf den Menschen treten Mutationen auf, die zum Verlust der HAD fiihren. Die genaue Funktion
der HAD ist nicht bekannt. Man vermutet, dass sie es der NA ermdglicht lange, hochsialylisierte
Proteine zu binden und die Abspaltung der Sialinsduren von diesen Proteinen zu erleichtern
(Uhlendorff et al., 2009).

Weiterhin wurde gezeigt, dass eine erhohte NA-Aktivitdt zu einer fritheren Induktion der HA-
vermittelten Fusion beitrdgt (Reed et al., 2010; DuBois et al., 2011). Allerdings ist der
Mechanismus wie die NA die pH-Stabilitdt beeinflusst nicht bekannt. Es wird vermutet, dass die
erhohte NA-Aktivitét die Ablosung des HAs vom Rezeptor im Endosom erleichtert und somit die
Fusion schneller eingeleitet werden kann (DuBois et al., 2011). Da die NA auch einen Einfluss
auf die Virusstruktur und somit auf die Verteilung der HA-Molekiile hat, konnte dies auch einen
Einfluss auf die HA-vermittelte Fusion haben (Zhang et al., 2000; Jin et al., 1997).

Die NA ist neben dem M2-Protein ein Ziel spezifischer Influenza-Medikamente. Das
Medikament Tamiflu beinhaltet Oseltamivirphophat, das in das Substrat Oseltamivircarboxylat
(OC) hydrolysiert wird und als Substratanalog dient. Dieses Substrat hemmt kompetitiv die NA.
Dieses Medikament wird vor allem bei schweren Krankheitsverldufen verabreicht. Allerdings
fiihrt die Gabe zur Entstehung von Oseltamivir-resistenten NAs. Diese weisen unter anderem die
Mutation H275Y (N1-Nummerierung) auf, welche die Viren weniger sensitiv gegeniiber OC

macht (Gubareva, Webster und Hayden, 2001).

1.6 Epidemiologie

1.6.1 Pandemien

Im Lauf der letzten 100 Jahre gab es vier groB3e IAV-Pandemien. Pandemien entstehen durch das
Aufeinandertreffen eines neuen IAV auf eine fiir das Virus immunologisch naive Bevolkerung.
Diese pandemischen Viren koénnen dabei einen neuen Subtyp reprdsentieren oder durch
Wiedereinfiihrung eines alten IAV-Subtyps entstehen (Taubenberger und Morens, 2009; Garten
et al., 2009). Pandemische Viren treten global auf und iibertragen sich sehr effizient zwischen
Menschen (WHO, 2016b). Es gibt zwei Modelle wie sie entstehen konnen. Zum einen kdnnen

pandemische Viren durch einen antigenic shift, einem Reassortierungsereignis, entstehen.
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Reassortierung bezeichnet den Austausch von Gensegment zwischen mindestens zwei Viren, die
dieselbe Zelle infiziert haben. Durch den Austausch der Gensegmente kénnen antigenetisch neue
Viren entstehen. In Bezug auf die Antigenitit pandemischer Viren ist besonders der Austausch
der Oberflachenproteine HA und NA von entscheidender Bedeutung (Kuntz-Simon und Madec,
2009).

Zum anderen konnen pandemische Viren auch durch einen sogenannten antigenic drift entsteht.
Darunter versteht man die Entstehung pandemischer Viren durch Mutationen in den einzelnen
Proteinen, die die Antigenitit signifikant beeinflussen. Durch die Mutationen entstehen Viren,
gegen die kein Immunschutz in der Population vorhanden ist (Kuntz-Simon und Madec, 2009).
Die Spanische Grippe war ein IAV des Subtyps HINI und wurde um 1918 vom Vogel auf den
Menschen tlbertragen. Wéhrend dieser Pandemie starben mindestens 20 Millionen Menschen
(zusammengefasst in Horimoto und Kawaoka, 2001). Dieses Virus entstand wahrscheinlich durch
die Adaption eines vollstdndigen avidren Virus an den Menschen (antigenic drift) und zirkulierte
bis zum Jahr 1957 im Menschen (Taubenberger und Morens, 2009).

Im Jahr 1957 trat die Asiatische Grippe des Subtyps H2N2 auf. Dabei wurden die Gene HA und
NA, sowie das PB1-Gen des HIN1-Virus (Spanische Grippe) durch die Gensegmente eines
avidren Virus ausgetauscht. Die verbleibenden Gensegmente entstammten einem humanen Virus.
Dieses Virus ersetzte das bis dahin zirkulierende HIN1-Virus. Bis 1968 zirkulierte dieses Virus
im Menschen. An diesem [AV starben 1957 ca. 1 Million Menschen (Taubenberger und Morens,
2009).

1968 kam es zum Ausbruch der Hongkong Grippe, einem H3N2 Virus, an dem ca. 500.000
Menschen starben. Bei diesem Virus wurden durch Reassortierung mit einem avidren Virus das
HA- und das PB1-Gen des H2N2-Virus der Asiatischen Grippe ausgetauscht (Taubenberger und
Morens, 2009). Seit 1968 zirkuliert der Influenza-Subtyp H3N2 im Menschen.

Die bisher letzte Pandemie war die so genannte Schweinegrippe von 2009. Dies war ein Virus
des Subtyps HIN1, welches vom Schwein auf den Menschen libertragen wurde. Es entstand aus
einem porzinen Virus, welches dass NA- und M-Gen eines eurasischen Schweinevirus sowie die
verbleibenden Gensegmente einer Tripelreassortante aus dem Schwein (Neumann, Noda und
Kawaoka, 2009). Wihrend des Zeitraums der Pandemie von 2009 bis August 2010 zdhlte die
WHO knapp 1 Millionen infizierte Personen von denen 18449 starben (WHO, 2011). Dieses
Virus zirkuliert bis heute im Menschen und ist mittlerweile ein saisonal zirkulierendes Virus

(WHO, 2016c).

1.6.2 Saisonale Influenza

Neben pandemischen Viren zirkulieren im Menschen so genannte saisonale Influenza-A-Viren.

Diese Viren gehen aus pandemischen Viren hervor, weisen jedoch nicht die fiir pandemische
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Viren typische Mortalitdt und Morbiditat auf (Klenk, 2012). Momentan treten saisonale IAV der
Subtypen H3N2, die aus dem pandemischen Virus von 1968 hervorgehen, und HINI1, die aus
dem pandemichen Virus von 2009 hervorgehen, auf. In der Zeit von 1957 bis 1968 zirkulierte
weiterhin ein saisonales Virus des Subtyps H2N2, welches aus der asiatischen Grippe hervorging
(zusammengefasst in Wendel et al., 2015). Durch die hohe Anzahl an jahrlichen Infektion kommt
es unter den saisonalen Viren regelmifBig zu Mutationen (antigenic drift), die die Antigenitét
beeinflussen, weswegen jahrlich ein neuer Impfstoff gegen IAV prouziert werden muss.

Im Gegensatz zu pandemischen Viren sind saisonale Viren weniger pathogen, da ein
Immunschutz in der Bevolkerung schon teilweise vorhanden ist. Dennoch kommt es jahrlich zu
ca. 3 bis 5 Millionen Infektionen durch saisonale IAV, die in ca. 250.000 bis 500.000 Todesfillen
resultieren (WHO). Risikogruppen fiir einen schweren Krankheitsverlauf sind dabei vor allem

Menschen tiber 65 Jahren und Kinder unter 5 Jahren (Thompson et al., 2009; Nair et al., 2011)

1.6.3 Zoonotische Infektionen durch aviare Influenza

Zoonotische Infektion durch avidre IAV konnen im Menschen eine Krankheit mit schwerem
Verlauf auslosen (Gao et al., 2013; Yuen et al., 1998). Diese Viren zirkulieren effizient in Vogeln
und durch den engen Kontakt der Menschen mit Gefliigel kommt es zu Ubertragungen der Viren
auf den Menschen (Taubenberger und Morens, 2009). Die bekanntesten Vertreter einer avidren
Influenza im Menschen sind Viren der Subtypen HSN1 und H7N9. Die meisten der humanen
Infektionen mit diesen Viren konnen auf den Kontakt von Menschen mit infiziertem Gefliigel
zuriickgefiihrt werden (WHO, 2016b). Eine effiziente Mensch-zu-Mensch Ubertragung dieser
Viren ist bisher nicht beobachtet worden, auch wenn es einzelne Ubertragungen im familiiren
Umfeld gab (Qi et al., 2013). Im Gegensatz zu saisonalen oder pandemischen Viren ist die
Transmission avidrer Viren zwischen Menschen ineffizient, weil man annimmt, dass diese Viren
nicht ausreichend fiir eine effiziente Ubertragung auf und zwischen Menschen angepasst sind
(zusammengefasst in Neumann und Kawaoka, 2015b).

IAV des Subtyps H5N1 wurden zum ersten Mal 1997 vom Vogel auf den Menschen iibertragen
(de Jong et al., 1997). Dieses Virus besitzt eine multibasische Spaltstelle und gehort daher zu den
HPAI (Yuen et al., 1998). Es zeichnete sich durch eine hohe Pathogenitit sowie eine hohe
Sterblichkeit unter den infizierten Menschen aus. Eine Infektion mit einem H5NI1-Virus im
Menschen kann zu schwerwiegenden Komplikationen fithren. So sind neben den klassischen
Grippesymptomen auch Hémorrhagien, das Reye-Syndrom, Nierenversagen und septischer
Schock beschrieben worden (Yuen et al, 1998). Seit 1997 kommt es regelmiBig zur Ubertragung
von H5N1 auf den Menschen. In den Jahren 2003 und 2004 kam es zu einem grof3eren Ausbruch
eines H5N1-Virus in Vietnam und Thailand. Ein Isolat dieses Ausbruchs, A/Vietnam/1203/2004,

ist ein sehr gut untersuchtes Virus, welches auch in dieser Arbeit genutzt wird (s. 2.4). Der letzte
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groBere Ausbruch von H5N1-Viren fand 2015 in Agypten statt, bei dem 136 bestitigte Fille
auftraten, von denen 39 starben (WHO, Stand Oktober 2016). Insgesamt sind seit 2003 856 Fille
einer H5N1-Infektion im Menschen registriert worden, von denen 452 Personen starben (WHO,
2016a). Im Gefliigel konnen diese Viren Ausbriiche verursachen, die mit einer Mortalitétsrate von
bis zu 70 % einhergehen (Claas et al., 1998). Eingeddmmt werden diese Ausbriiche meist durch
Vernichtung des infizierten Gefliigels.

IAV des Subtyps H7N9 wurden zum ersten Mal 2013 in Asien im Menschen nachgewiesen.
Dieses Virus wird zu den LPAI gezéhlt (Gao et al., 2013). Seine Ausbreitung beschrinkt sich
bisher auf den asiatischen Raum (WHO, 2016b). Obwohl es zu den LPAI gezahlt wird zeichnet
es sich durch eine hohe Pathogenitit im Menschen aus. Die Symptome, die bei einer schweren
Infektion auftreten, reichen von respiratorischen Symptomen, Diarrhoe und Erbrechen bis zum
acute respiratory disease syndrom (ARDS), Pneumonie, Rhabdomyolyse und septischer Schock
(Liu, Liu und Yang, 2013; Gao et al., 2013). Seit Auftreten dieses Virus sind 793 Menschen am
H7NO9-Subtyp erkrankt, von denen 319 starben (Stand: Oktober 2016) (WHO, 2016b). Im
Gegensatz zum H5N1-Subtyp kommt es bei der Infektion von Gefliigel durch das H7N9 zu keiner
Symptomatik, was die Nachverfolgung der Ausbreitung erschwert (zusammengefasst in Bui et

al., 2016).

1.7 Angeborene Immunantwort

Die angeborene Immunantwort ist die erste Verteidigungslinie des Korpers gegen Pathogene. Zu
thr zdhlen physikalische Barrieren, wie zum Beispiel Mucus und Kollektine, sowie das
angeborene Typl-Interferon-System (IFN-o/B), welches die Expression von iiber 300 antiviraler
Interferon-stimulierte Gene (ISGs) stimuliert (zusammengefasst in Tripathi, White und

Hartshorn, 2013).

1.7.1 Mucus in den Atemwegen

Mucus ist eine gelartige Schutzschicht, die sich auf vielen Epithelien, wie z.B. den
Atemwegsepithelien oder auch den Epithelien im Gastrointestinaltrakt, befindet (Voynow und
Rubin, 2009). Die Mucuskomponenten werden von Mucus-produzierenden sekretorischen Zellen
sowie von subepithelialen Driisen produziert und apikal sezerniert (Lamblin et al., 1984). Auf
dem Atemwegsepithel bildet der Mucus eine 4-7 um dicke gelartige Schicht (s. Abb. 1.9). In
dieser Mucusschicht konnen Staubpartikel und Pathogene eingefangen werden. Durch das
Schlagen der Zilien auf der apikalen Seite zilierter Zellen werden die Pathogene in Richtung
Pharynx transportiert, wo sie dann verschluckt werden (s. Abb. 1.9) (Knowles und Boucher,

2002).
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Der Mucus besteht zu 97-99 % aus Wasser und zu 1-3 % aus Feststoffen, inklusive Ionen und
Proteinen. Im Mucus konnten iiber 190 verschiedene Proteine mittels Massenspektrometrie
identifiziert werden (Kesimer et al., 2009; Ali et al., 2011). Die am héufigsten darin

vorkommenden Proteine sind die sogenannten Muzine (Ali et al., 2011).

Transportrichtung eingefangener Pathogene

Gelartige Mucusschicht

Perizilidre Schicht

7 f =
Zilierte Basale  Sekeretorische
Zelle Zelle Zelle

Abbildung 1.9: Aufbau und Funktion des Atemwegsepithels (modifiziert von Tilley, Walters,
Shaykhiev, & Crystal, 2015).

Neben Muzinen kénnen auch so genannte Exosomen in Mucussekretionen vorkommen (Kesimer
et al.,, 2009b). Dies sind membranumhiillte Vesikel, die unter anderem membrangebundene
Muzine auf ihrer Oberflache aufweisen konnen (Kesimer et al., 2013; Kesimer et al. 2009).

In humanem Mucus konnten sowohl 02-6- als auch a2-3-verkniipfte Sialinsduren nachgewiesen
werden, welche die Rezeptoren fiir avidre und humane 1AV sind (Ehre et al., 2012; Kesimer et
al., 2009). Das Vorkommen avidrer und humaner Rezeptoren im Mucus kann variieren. So wiesen
Mucusproben von Patienten mit zystischer Fibrose a2-3-verkniipfte Sialinséuren in erhéhtem
MaBe auf und nur geringe Mengen a2-6-verkniipfter Sialinséuren (Shori et al., 2001).

Couceiro et al. zeigten in ihren Experimenten, dass humane Viren an die Oberfléche von
Atemwegsepithelien binden konnten, wéihrend avidre Viren ausschlieBlich an Mucus-Vesikel in
Becherzellen binden (Couceiro, Paulson und Baum, 1993). Sie schlussfolgerten daraus, dass
verschiedene Selektionsdriicke bei der Adaption der Rezeptorspezifitit avidrer IAV an den
Menschen auf die IAV wirken: zum einen die Notwendigkeit eine hohe Affinitét fiir den Rezeptor
auf der Zelle zu haben und zum anderen eine geringe Affinitit fiir Rezeptoren auf mucosalen
Proteinen (Couceiro, Paulson und Baum, 1993). Dies fiihrte zu dem Schluss, dass avidre Viren an
humanen Mucus binden und somit die Infektion gehemmt wird, wihrend humane Viren nicht
bzw. schwach an den Mucus binden und somit nicht gehemmt werden. Dies konnte erkldren,
warum avidre Viren den Menschen so ineffizient infizieren (Limsuwat et al., 2013; Nicholls,

2013; Scharfman, Lamblin und Roussel, 1995).
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Auf der anderen Seite zeigten andere Gruppen, dass Mucus die Infektion humaner Viren in
Zellkultur deutlich hemmt, wihrend die Infektion avidrer Viren nur leicht gehemmt wird (Roberts
et al., 2011; Limsuwat et al., 2013).

In vitro konnte weiterhin gezeigt werden, dass humane und avidre Viren ausdifferenzierte
Kulturen des tracheo-bronchialen Epithels, welche Mucus auf die Oberfliche sezernieren,
infizieren konnen (Matrosovich et al., 2004b). Auch kommt es regelméBig zur Infektion von
Menschen durch Viren mit avidrer Rezeptorspezifitit (Nicholls et al., 2007; Yuetal., 2011). Diese
Ergebnisse widersprechen dem allgemeinen Konzept, weswegen die Interaktion von Mucus mit
IAV kontrovers diskutiert wird. Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktion von Mucus mit AV

und seine protektive Rolle gegeniiber einer IAV-Infektion niher zu untersuchen.

1.7.2 Angeborene Immunantwort gegen IAV

Zur Induktion der antiviralen Immunantwort miissen Viren durch zelluldre Sensoren detektiert
werden. Die Aktivierung dieser Sensoren fithrt zur Expression antiviraler und
proinflammatorischer Proteine. IAV konnen von Toll-like-receptors (TLRS), retionic acid
inducible gene-I (RIG-I) Rezeptoren und nucleotide oligomerization domain (NOD)-like
Rezeptoren detektiert werden (zusammengefasst in Pulendran und Maddur, 2014).

Der endosomal vorliegende TLR7-Rezeptor detektiert einzelstringige virale RNA, nachdem
RNP-Komplexe in den Endosomen degradiert wurden. Die Rezeptoren TLR2 und TLR4
erkennen wahrscheinlich die viralen Glykoproteine HA und NA. Die aktivierten TLR-Rezeptoren
aktivieren Myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88), das den TNF-a-Rezeptor
assoziierten Faktors 6 (TRAF6) aktiviert, welcher wiederum die mitogen-activated protein kinase
(MAPK) und den nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB)
aktiviert (zusammengefasst in van de Sandt, Kreijtz und Rimmelzwaan, 2012).

RIG-I detektiert intrazellulér 5°-triphosphorylierte, doppelstrangige RNA, wie sie auch in der
Promoterregion der [AV- RNPs vorliegt (Weber et al., 2013; Weber und Weber, 2014). Darauthin
interagiert RIG-I mit dem mitochondiral antiviral signaling adapter (MAVS) (zusammengefasst
in Belgnaoui, Paz und Hiscott, 2011). Dieser aktiviert iiber eine Signalkaskade die
Transkriptionsfaktoren interferone regulatory factor (IRF) IRF3 und IRF7. Parallel dazu werden
auch die Kinasen IKKo wund IKKp aktiviert, welche NF-xB aktivieren. Diese
Transkriptionsfaktoren migrieren in den Nukleus und initiieren die Expression der Interferone
(IFN) o und B sowie anderer proinflammatorischer Zytokine (zusammengefasst in Weber und
Weber, 2014).

IFN-B wird als erste Immunantwort auf eine Virusinfektion sezerniert und kann autokrin oder
parakrin wirken. Es ist ein Typ I-IFN und bindet an den IFN-o/B-Rezeptor, was zur Aktivierung
des JAK/STAT-Signalweg fiihrt (zusammengefasst in Schneider, Chevillotte und Rice, 2015).
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Die Bildung dieses Faktors fiihrt zur Produktion der mRNA von iiber 300 ISGs. Bisher sind
jedoch noch nicht alle Genprodukte sowie ihre Funktion bekannt. Fiir einige der ISG-Produkte
konnte ein antiviraler Effekt nachgewiesen werden, wie z.B. MxA, OAS, Viperin, Tetherin und
Interferon induced transmembrane proteins (IFITM) (zusammengefasst in van de Sandt et al.,
2012).

Die 2 -5 oligoadenylate synthetase (OAS) inhibiert die virale Replikation, indem sie die RNAse
L aktiviert. Die RNAse L wiederum degradiert sowohl zelluldre als auch virale RNA. Dies fiihrt
zu einem generellen Translationsstopp innerhalb einer Zelle und kann zur Apoptose der
infizierten Zelle fithren (zusammengefasst in Silverman, 2007).

Das MxA-Protein wird bei [FN-Stimulation durch Interferone vom Typ I und Typ III exprimiert.
Es zeigt eine antivirale Wirkung gegen viele verschiedene Viren, u.a. auch IAV. Dabei inhibiert
es, zusammen mit anderen IFN-abhéngigen Faktoren, den Transport von RNP-Komplexen in den
Nukleus. MxA inhibiert nicht die priméire Transkription von IAV. Jedoch inhibiert es im weiteren
Verlauf der Infektion die Replikation von IAV (zuammengefasst in Haller, Staeheli und Kochs,

2007; Haller et al., 2015).

1.7.2.1 IFITM-Protein Familie

IFITMs (Interferon induced transmembrane proteins) sind eine Proteinfamilie deren Expression
durch Typ I- und Typ II-Interferone induziert wird. Bisher sind fiinf humane IFITM-Proteine,
IFITM1, IFITM2, IFITM3, IFITMS5 und IFITM10, bekannt (zusammengefasst in Perreira et al.,
2013). Die IFITM-Proteine IFITM1, IFITM2 und IFITM3 zeigen einen antiviralen Effekt gegen
unterschiedliche Virusfamilien, u.a. Filoviridae und Orthomyxoviridae (Brass et al., 2009; Huang
et al., 2011; Perreira et al., 2013). Sowohl die Infektion umhiillter als auch nicht umhiillter Viren
kann durch IFITM1, IFITM2 und IFITM3 gehemmt werden (Smith et al., 2014; Anafu et al.,
2013).

IFITM-Proteine weisen zwei hydrophobe Doménen auf. Ob es sich dabei um Transmembran-
oder Intramembrandominen handelt ist noch nicht abschlieBend gekldrt. Zwischen den
hydrophoben Doménen befindet sich ein hoch konservierter intrazelluldrer Loop (Brass et al.,
2009). Wie genau die einzelnen Doménen der IFITM-Proteine in der Membran angeordnet sind,
ist nicht vollstdndig bekannt. Ein Modell besagt, dass die Proteine zwei TMD aufweisen und
sowohl der C- als auch der N-Terminus im ER-Lumen vorliegen. Ein anderes Modell besagt, dass
beide Termini im Zytosol vorliegen und die hydrophoben Doménen als Intramembrandoménen
fungieren. Das dritte Modell besagt, dass der N-Terminus im Zytosol vorliegt, der C-Terminus
hingegen im ER-Lumen. Dabei fungiert eine hydrophobe Doméne als TMD und die andere als

Intramembrandomine (zusammengefasst in Bailey et al., 2014).
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IFITM?2 und IFITM3 kolokalisieren mit Endosomen- und Lysosomenmarkern, wie LAMP1 und
CD63 (Huang et al., 2011; Amini-Bavil-Olyaee et al., 2013). Aber auch Marker des friithen
Endosoms, wie Tfr oder EEA1, kolokalisieren mit IFITM3 (Weston et al., 2016). Somit wird
davon ausgegangen, dass Viren, die die Zelle iiber das Endosom oder das Lysosom infizieren,
durch die dort vorkommenden IFITM-Proteine gehemmt werden. IFITM-Proteine konnten auch
in geringen Mengen an der Zellmembran detektiert werden. Durch ein Endozytose-Motiv
(YXX®) konnen sie jedoch wieder internalisiert werden. Uber die Lokalisation von IFITM1 ist
weniger bekannt. Erste Studien deuten darauf hin, dass IFITM1 in anderen subzelluldren
Kompartimenten wie IFITM2 und IFITM3 vorkommt (zusammengefasst in Perreira et al., 2013).
Die genaue Funktionsweise der IFITM-Proteine ist nicht bekannt. Zum einen wird vermutet, dass
sie die Fusion hemmen, indem sie die Membran versteifen. Zum anderen wird vermutet, dass
IFITM-Proteine die Ansduerung der Endosomen beeinflussen, was der Ausloser der
Membranfusion von manchen Viren ist, und somit das Uberwinden der Endosomenmembran
durch Viren verhindern (zusammengefasst in Bailey et al., 2014). Bisher wurde jedoch lediglich
nachgewiesen, dass IFITM-Proteine den Eintritt von Viren in das Zytoplasma hemmen (Feeley
etal., 2011). Neuere Daten weisen darauf hin, dass im Falle umhiillter Viren die Hemifusion bzw.
die Bildung der Fusionsporen inhibiert wird (Desai et al., 2014; Li et al., 2013). Weiterhin wird
dariiber diskutiert ob die IFITM-Proteine iiber ihre Interaktion mit VAPA (Vesicle-associated
membrane protein-associated protein A) die Cholesterol-Verteilung im Endosom beeinflussen
und iiber diesen Mechanismus die virale Fusion inhibieren (Wrensch, Winkler und P6hlmann
2014; Amini-Bavil-Olyaee et al., 2013).

Es wird vermutet, dass die Sensitivitdt der Viren gegeniiber den IFITM-Proteinen davon abhéngig
ist, in welchem zelluldirem Kompartiment sie fusionieren (Narayana et al., 2015; Savidis et al.,
2016). Somit wiirden IFITM2 und IFITM3 Viren hemmen, die im Endosom die Fusion
induzieren. Bisher ist nicht bekannt, ob die Virussensitivitdt gegeniiber IFITM-Proteinen auch
abhingig vom Fusions-pH der Viren ist. Sollte dies der Fall sein, konnte die Sensitivitit von [AV
sowohl durch das HA als auch die NA, die beide einen Einfluss auf den Fusions-pH haben,
beeinflusst werden. Auch wenn viele Studien zur antiviralen Wirkung von IFITM-Proteinen
durchgefiihrt wurden, ist die genaue Funktionsweise dieser Proteinfamilie nicht bekannt und

bedarf weiterer Untersuchungen.

1.7.2.2 Viperin und Tetherin

Viperin und Tetherin sind IFN-induzierte Genprodukte, die sowohl durch Typ I- als auch Typ II-
IFN induziert werden konnen. Viperin inhibiert die Replikation verschiedener Viren, wie z.B.
IAV, Dengue- oder Hepatitis-C-Viren. Die Inhibition findet dabei jedoch erst in spéteren Phasen
der Replikation statt. Im Falle von IAV interferiert Viperin mit dem viralen Budding. Dabei
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scheint Viperin die Lipid Rafts und somit die Region der Zellmembran zu zerstdren von denen
Viren abknospen (zusammengefasst in Wang, Hinson und Cresswell, 2007).

Es konnte gezeigt werden, dass Tetherin, auch BST-2 genannt, die Replikation verschiedener
Viren inhibieren kann, darunter auch IAV (zusammengefasst in Swiecki, Omattage und Brett,
2013). Weiterhin wurde gezeigt, dass die antivirale Wirkung darauf beruht das virale Budding zu
inhibieren, indem neue IAV-Partikel an der infizierten Zelle zuriickgehalten werden (Mangeat et
al., 2012). Dabei spielt die NA eine entscheidende Rolle in der IAV-Sensitivitidt gegeniiber
Tetherin, da sie bei der viralen Abknospung eine wichtige Funktion hat (s. 1.5) (Yondola et al.,
2011; Leyva-Grado et al., 2014). Mangeat et al. zeigten, dass die NA die Glykosylierung des
Tetherins beeinflusst und somit vermutlich auch die antivirale Aktivitit dieses Proteins (Mangeat
et al., 2012). Ob die Virussensitivitdt gegeniiber Viperin, welches die Membranfluiditét der Zelle

beeinflusst, ebenfalls durch die NA beeinflusst wird, ist nicht bekannt.

1.7.3 Interaktion viraler Proteine mit dem IFN-System

IAV haben verschiedene Mechanismen entwickelt, um der Immunantwort entgegenzuwirken.
Dabei beeinflussen virale Proteine die Produktion von Interferonen, zelluldre antivirale Proteine,
oder die zellulire mRNA-Synthese.

NS1 ist ein Virulenzfaktor der IAV. Es konnte gezeigt werden, dass [AV mit einem defekten NS1
im Tierversuch eine reduzierte Virulenz aufweisen. NS1 bindet die virale RNA und hemmt somit
die Detektion von RNP-Komplexen durch RIG-I, PKR und OAS. Weiterhin hemmt NS1 die
Oligomerisierung von TRIM25, welches wichtig fiir die posttranslationale Modifikation von
RIG-I sowie fiir die Interaktion mit PKR ist. Auch die Aktivierung und die nukleére Translokation
von IRF-3, NF-xB und ATF-2/c-Jun wird durch NS1 gehemmt (zusammengefasst in Marc, 2014).
NS1 inhibiert zudem die mRNA-Prozessierung, was die IFN-Expression sowie die Expression
von ISGs hemmt (zusammengefasst in Goraya et al., 2015). Es wurde vermutet, dass die NS1-
Aktivitdt avidrer Viren die Ursache fiir die schwache Replikation avidrer Viren in Séugern sei.
Jedoch konnte gezeigt werden, dass auch NS1-Proteine avidrer Viren die IFN-Antwort von
Sdugern vergleichbar gut hemmen wie NS1-Proteine humaner Viren (Hayman et al., 2007). Viren
mit einem trunkierten NS1, welches seine IFN-inhibierende Funktion verloren hat, konnten in
Hiihner-Zellen in Anwesenheit von Hiithner-IFN zu vergleichbaren Titern replizieren wie das
Virus mit intaktem NS1 (Cauthen et al., 2007; Marcus et al., 2010).

Der Polymerase-Komplex bendtigt bei der mRNA-Synthese die 5°-Caps der zelluldren mRNA.
Das so genannte Cap-snatching durch das PA-Protein sorgt indirekt dafiir, dass die zellulare
Genexpression inhibiert wird, da deren mRNA aufgrund des fehlenden Caps nicht translatiert

werden kann (zusammengefasst in Goraya et al., 2015).
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PB1-F2 ist in der Lage, die Produktion von IFN-§ zu inhibieren indem es mit MAVS assoziiert.
MAYVS wird fiir die Induktion von IFN durch den RLR-Signalweg (RIG-I like receptor) benétigt.
Somit inhibiert PB1-F2 die IFN-Expression (Varga et al., 2011).

PB2 interagiert ebenso wie PB1-F2 mit MAVS und kann somit die IFN-Expression inhibieren
(Goraya et al., 2015). Ein weiterer Mechanismus bei der Evasion der Immunantwort seitens des
PB2 besteht in der adaptiven Mutation E627K. Bei der Adaption aviédrer Viren an den Menschen
kommt es zu der Punktmutation E627K im PB2. Diese Mutation fiihrt dazu, dass RIG-I schwicher
an die RNPs bindet, wodurch RIG-I schlechter aktiviert wird (Weber et al., 2015).

Inwiefern jedoch die beiden Glykoproteine den IAV helfen, der angeborenen Immunantwort zu

entkommen ist noch nicht im Detail bekannt.

1.8 Zielsetzung

Die zoonotischen Influenza-A-Viren (IAV) der Subtypen H5N1 und H7N9 verursachen im
Menschen eine schwere Erkrankung mit hohen Mortalititsraten bis zu 53 %. Die Griinde fiir die
hohe Mortalitit und Pathogenitét sind bisher nicht bekannt.

Bei der Infektion sind die Viren verschiedenen Faktoren der angeborenen Immunantwort
ausgesetzt und miissen diese umgehen. Einer dieser Faktoren ist die Mucusschicht, die die apikale
Seite des Respirationstraktes bedeckt. Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktion zwischen IAV
und Mucus ndher zu untersuchen und somit die vorliegende Diskrepanz zu erkliren (s. 1.7.1).
Dafiir sollten IAV in verschiedenen Zellsystemen auf ihre Sensitivitit gegeniiber Mucus sowie
die Mucuseigenschaften untersucht werden.

Nach der Infektion werden IAV innerhalb der Zelle detektiert, was zur Sekretion von IFN- fiihrt.
IFN-B induziert die Expression verschiedener antiviraler Proteine. Eine verringerte Sensitivitét
der Viren gegeniiber antiviralen Effektormolekiilen konnte in einer erhdhten Pathogenitét
resultieren. Die hohe Pathogenitit zoonotischer Viren wurde auf die Interaktion der
Polymerasegene sowie des NS1 mit zelluldren Proteinen zuriickgefiihrt. Des Weiteren wurde
vermutet, dass die Priferenz zoonotischer Viren fiir sulfatierte Rezeptoren (s. 1.4.1) ebenfalls zu
deren hoher Pathogenitdt beitrdgt. Bisher ist jedoch nicht bekannt, inwiefern die
Rezeptorbindungs- und Fusionseigenschaften des HAs und die Eigenschaften der NA einen
Einfluss auf die Infektion von IFN-B-stimulierten Zellen haben. Deswegen sollten rekombinante
Viren mit HAs und NAs verschiedener reprasentativer avidrer, zoonotischer und humaner Viren
untersucht werden. Die rekombinanten Viren wurden auf ihre Rezeptorbindungs- und Fusions-
Eigenschaften untersucht. Anschliefend sollten die Viren auf ihre Sensitivitdt gegeniiber dem
IFN-induzierten antiviralen Status iiberprift werden. Sollten die Fusions-Eigenschaften einen
Einfluss auf die Sensitivitdt der Viren gegeniiber IFN haben, so sollte die Sensitivitit gegeniiber

Fusions-hemmenden antiviralen Proteinen, IFITMs, ndher untersucht werden.
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2 Material
2.1 Plasmide

Plasmidname

pHW2000-HA (HK/68)
pHW2000-NA (HK/68)
pHW2000-malH2N2/HA
pHW2000-malH2N2/NA
pHW2000-R2/HA
pHW2000-ShH7N9/HA
pHW2000-ShH7N9/NA
pHW2000-malH7N 1/HA
pHW2000-malH7N1/NA

pHW2000-PB2 (PRS)
pHW2000-M (PRS)
pHW2000-NP (PRS)
pHW2000-NS (PRS)
pHW2000-PA (PRS)
pHW2000-PB1 (PRS)

pHW?2000

Virusstrang

A/Hong Kong/1/1968
A/Hong Kong/1/1968

A/Mallard/New York/6750/1978
A/Mallard/New York/6750/1978

A/Hong Kong/1/1968
A/Shanghai/1/2013
A/Shanghai/1/2013
A/Mallard/Alberta/34/2001
A/Mallard/Alberta/34/2001

A/Puerto Rico/8/1934
A/Puerto Rico/8/1934
A/Puerto Rico/8/1934
A/Puerto Rico/8/1934
A/Puerto Rico/8/1934
A/Puerto Rico/8/1934

Material

Herkunft

Tatyana Matrosovich
Tatyana Matrosovich
Yoshihiro Kawaoka
Yoshihiro Kawaoka
Tatyana Matrosovich
Jan Baumann

Jan Baumann

Janina Bergmann

Janina Bergmann

Robert Webster
Robert Webster
Robert Webster
Robert Webster
Robert Webster
Robert Webster

Zur Verfiigung gestellt
von Erich Hoffmann und
Robert Webster, St. Jude
Children’s Research
Hospital, Memphis, TN,
USA
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2.2 Primer

Material

Alle Primer wurden von der Firma Eurofins Genomics hergestellt.

Primer

HK/68-HA H17:R For
HK/68-HA H17,R Rev
HK/68-HA H17,Y For
HK/68-HA H17,Y Rev
HK/68-HA K82,T For
HK/68-HA K82,T Rev
HK/68-HA Y98,F For
HK/68-HA Y98F Rev
pHW-For

pHW-Rev

HA-Bm For

HA-Bm Rev

NA-uni For

NA-uni Rev

NA-Bm For
NA-Bm-Rev

Sequenz

5’CGCTGTGCCTGGGACGTCATGCGGTGCCAAACS®
5S’GTTTGGCACCGCATGACGTCCCAGGCACAGCG3®
5’CAACGCTGTGCCTGGGATATCATGCGGTGCCAAAC3®
5S’GTTTGGCACCGCATGATATCCCAGGCACAGCGTTG3®
5’CAGGACCTCGAGACATACGTTGAAGACAC3®
5S’GTGTCTTCAACGTATGTCTCGAGGTCCTG3¢
5S’GCTTTCAGCAACTGTTTCCCTTATGATGTGCC3¢
5’GGCACATCATAAGGGAAACAGTTGCTGAAAGC3®
5’CTCACTATAGGGAGACCC3®
5’GAGGTATATCTTTCGCTCC3¢
S’TATTGGTCTCAGGGAGCAAAAGCAGGGG3®
S’ATATCGTCTCGATATTAGTAGAAACAAGGAG3?
5’CTACAGCAAAAGCAGGAGT3®
5’GCAGTAGAAACAAGGAGTTTTTT3¢
S’TATTCGTCTCQGGGAGCAAAAGCAGGAGT3!
S’ATATCGTCTCGTATTAGRAGAAACAAGGAGY’
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2.3 Nicht-rekombinante Viren

Virusstrang

A/Thailand/KAN-1/2004

A/Anhui/01/2013

A/Memphis/14/1996

A/Hong Kong/1/1968

A/Hamburg/05/2009

Eigenschaften

hochpathogenes HSN1-Virus,
Isolat des Ausbruchs von 2004

H7N9-Virus, Isolat des
Ausbruchs von 2013

saisonales, humanes Virus
(HIN1)

pandemisches Virus von 1968
(H3N2)

pandemisches Virus von 2009
(HINT)

Material

Herkunft

Pilaipan Puthavathana,
Mabhidol University,
Bangkok, Thailand

John McCauley,
Crick Worldwide
Influenza Centre,
London, UK

Robert Webster, St. Jude
Children’s Research
Hospital, Memphis, TN,
USA

Earl Brown,
University of Ottawa,
Ottawa, Kanada

Institut fiir Virologie,

Philipps-Universitét
Marburg
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Material

2.4 Rekombinante Viren

Inen Gene

1nze

d Ursprung der e

iren un

te Vi

inan

Rekomb

Tabelle 2.1

600/S/3MmquieH/y 9661/%1/SldWaN/V 6007/S/3mquie/y  siydwop/uewny-¢owpd

6007/S/3MquEH/ ¥ LL61/1/e1RARg NN/ Y 6007/S/3mquieH/y eLeAegMp-60wpd

6002/S/3MquIEH/ Y $00T/1LT/PUElIRYL/V 6007/S/3mquieH/y puerey [ -60wpd

600¢/S/3mquieH/y 900C/eMO/QUIMNG/Y 6007/S/3mquieH/y eMO[/Ms-6owpd

6007/S/3MquieH/V 6007/S/3mquieH/y 6007/S/3mquieH/y 6owpd
PE61/8/09Ty OMoNd/ Y 8961/1/3uo3] SuoH/v 8961/1/3u03] SuoH/v Td-89/3H
¥€61/8/001y oMaNd/V 8961/1/3u0y SuoH/vV 8961/1/3u0y SuoH/vV d86A-89/3H
vE61/8/000Y 01oNd/ Y 8961/1/3u0y SuoH/vV 8961/1/3u0y SuoH/v LZ8M-89/3H
¥£61/8/000Y 0MNJ/V 8961/1/3u03] SUOH/V 8961/1/3u03] SUOH/V ALTH-89/3H
7€61/8/001y 01N/ 8961/1/3u0y] SuoH/v 8961/1/3u0y SuoH/v ALTH-89/3H
¥€61/8/001y 0MaNJ/V 8961/1/3u0y SuoH/vV 8961/1/3u0y SuoH/v LM-89/3H
PE61/8/091y 01Nd/Y €107/1/reysueys/y €107/1/reysueys/y 6NLH-US
PE61/8/000d OHNg/Y ¥00T/€0TT/WEWAIA /Y $00T/€0TT/WEWAIA /Y INSH-NA
PE61/8/091y 01oNg/Y 100T/7€/EHqIV /PIB[[EIN/V 100T/4€/eHqIV/PIE[[EIN/V INLH [ew
PE61/8/00T OMONG/Y  8L6T/0SLI/AIOX MON/PIE[IEIN/Y — 8L61/0SLI/MIOXA MON/PIE[EIN/Y CNCTH [ew
PE61/8/091y 01oNg/Y 8661/611/eHqIY/PIE[[EIN/V 8661/61 1/eHOqIY/PIE[[EIN/V INTH-Tew
YE61/8/09T OMaNd/Y 9661/ 1/SYdWAN/V 9661/#1/SYdWAN/V INTH-WON
U JouId)ulI Juen§ SuenS-vN Suens-vH STILIIA
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2.5 Enzyme
Dpnl
Neuraminidase (V. cholerae)
Phusion Polymerase
Proteinase K
Trypsin-EDTA
Trypsin-TPCK

2.6 Chemikalien

Agarose Seakem

Ampicillin (Natriumsalz)

Avicel

Bakto Agar

Betaferon

Borat/ Borséure

Bovines Serum Albumin (BSA)
Calciumchlorid

Dimethyl Sulfoxid (DMSO)
DNA-Marker GeneRuler™ 1kb DNA ladder
DNA-Marker GeneRuler™ DNA loading Dye
dNTPS

Ethanol (EtOH)

Ethidiumbromid (EtBr)
Ethylendiaminetetraacetic acid (EDTA)
Fetale Calve Serum (FCS)

Geneticin

Glycin

Hefeextrakt

Isopropanol

Kaliumchlorid

L-Glutamin

Lipofectamin™

Magnesiumchlorid

Manganchlorid

Material

Thermo Scientific, USA

Sigma Aldrich, Steinheim; Deutschland
MBI Fermentas, USA

New England Biolabs, USA

Gibco, BRL, Karlsruhe; Deutschland
Sigma, Diisseldorf; Deutschland

Cambrex Bioscience, Rockland; USA
Serva, Heidelberg; Deutschland

FMC Biopolymers; USA

Becton, Dickinson & Co.; USA
Schering; Deutschland

Riedel-de-Haen, Seelze; Deutschland
MP Biomedicals LLC, Berlin; Deutschland
Merck, Darmstadt; Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim; Deutschland
MBI Fermentas; USA

MBI Fermentas; USA

MBI Fermentas; USA

J.T. Baker; Niederlande

Roth, Karlsruhe; Deutschland

Roth, Karlsruhe; Deutschland

Gibco BRL, Karlsruhe; Deutschland
Gibco BRL, Karlsruhe; Deutschland
Roth, Karlsruhe; Deutschland

Merck, Darmstadt; Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen; Deutschland
Merck, Darmstadt; Deutschland

Gibco BRL, Karlsruhe; Deutschland
Gibco BRL, Eggenstein; Deutschland
Merck, Darmstadt; Deutschland

Merck, Darmstadt; Deutschland

36



22-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (MES)
Natriumacetat (NaAc)
Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Normal Horse Serum (NHS)
Oseltamivircarboxylat (OC)
Paraformaldehyd (PFA)

Penicillin/ Streptomycin

Pepton

Polyethylen Glykol (PEG 4000)
Puromycin

Schwefelsdure

3,3¢-5,5 Tetramethylbenzidine (TMB)
Tris

Triton-X-100

True Blue™ Peroxidase Substrate
Tween 80

Wasserstoffperoxid

2.7 Medien

Material

Sigma-Aldrich, Steinheim; Deutschland
Merck, Darmstadt; Deutschland
Riedel-de-Haen, Seelze; Deutschland
Riedel-de-Haen, Seelze; Deutschland
Sigma-Aldrich, Tauftkirchen; Deutschland
Roche; UK

Roth, Karlsruhe; Deutschland

Gibco BRL, Karlsruhe; Deutschland
Merck, Darmstadt; Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim; Deutschland
InvivoGen, San Diegon; USA

Merck, Darmstadt; Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim; Deutschland
Acros Organics, New Jersey; USA

Serva, Heidelberg; Deutschland

KPL, Gaithersburg; USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen; Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim; Deutschland

2x MEM Gibco BRL, Eggenstein; Deutschland

1x DMEM Gibco BRL, Eggenstein; Deutschland

OptiMEM Gibco BRL, Eggenstein; Deutschland

Overlay-Medium 2x MEM 250 ml
Penicillin/Streptomycin 5,5ml
BSA (30 %) 1,4 ml

Infektionsmedium 1x DMEM 500 ml
Glutamin 5,5 ml
Penicillin/ Streptomycin 5,5ml
BSA (30 %) 1,4 ml
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Wachstumsmedium (Calu3,

A549, MDCK)

Selektionsmedium IFITM2 und
IFITM3 exprimierender MDCK-
Zellen

2.8 Zelllinien

MDCK

MDCK-SIAT

MDCK-G

MDCK-hIFITM2

MDCK-hIFITM3

Material

1x DMEM 500 ml
FCS 50 ml
Glutamin 5,5 ml
Penicillin/ Streptomycin 5,5 ml
1x DMEM 500 ml
FCS 50 ml
Glutamin 5,5 ml
Penicillin/ Streptomycin 5,5ml
Pyromycin 5 pg/ml

Madin Darby canine kidney cells,
permanente Epithelzelllinie aus der Niere eines

Cockerspaniels

wie MDCK, exprimieren stabil die 2,6-Sialyl-Transferase
kodiert

Madin Darby canine kidney cells,
zur Verfiigung gestellt von Michael Winkler und Stefan
Pohlmann, DPZ Géttingen, Deutschland

wie MDCK-G, exprimieren stabil humanes IFITM2
zur Verfiigung gestellt von Michael Winkler und Stefan
Pohlmann, DPZ Géttingen, Deutschland

wie MDCK-G, exprimieren stabil humanes IFITM3
zur Verfiigung gestellt von Michael Winkler und Stefan
Pohlmann, DPZ Géttingen, Deutschland
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A549

Calu3

293T

Material

permanente, humane Zelllinie,

alveolare basale Epithelzelllinie aus einem Adenokarzinom
Cultured human airway epithelial cells,

Permanente, humane Zelllinie,

Epithelzelllinie aus Lungenadenokarzinom

permanente, humane Zelllinie, embryonale Nierenzellllinie

2.9 Primare Zellkulturen

HTBE

HAEC

2.10 Antikorper

Human tracheal and bronchial epithelial cells,
primére Zelllinie, humane Lungenzellen aus Trachea und

Bronchien, Lonza

Human alveolar epithelial cells,
primére Zellllinie, humane Typ II-Pneumozyten,
zur Verfiigung gestellt von Susanne Herold, Justus-

Liebig-Universitédt GieBen, Deutschland

Anti-Influenza-A-NP (monoklonal, Maus) Abcam, Cambridge, England

[Klon 9G8] ab43821

Anti-Maus IgG (Kaninchen), HRP-gekoppelt DAKO, Dénemark
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2.11 Mucusproben

Tabelle 2.2: Bezeichnung und Herkunft der Mucusproben

Material

Lot.-Nummer der

Mucusbennenung HTBE-Kulturen Herkunft
HTBE-1 ABO0054
HTBE-2 6F4181 Bereitgestellt von Dr. T.
Matrosovich, von HTBE-
HTBE-3 SF1387 Kulturen gesammelt
HTBE-4 7F3833
Bereitgestellt von Dr. T.
Matrosovich, von
HNE-Mucus - humanen Nasenepithel
(HNE)- Kulturen
gesammelt
Bereitgestellt von Dr. M.
Nasaler Mucus e Matrosovich, durch nasale

Spiilungen gewonnen
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2.12 Fetuine und Polymere

Material

Tabelle 2.3: Bezeichnung der bovinen Fetuine und der Polymere, Verkniipfungstyp und Herkunft

Fetuinpriiparation

Herkunft

F2379

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

F128 (HRP-gekoppelt)

F129 (HRP-gekoppelt)

F3 (HRP-gekoppelt)

Hergestellt und bereitgestellt

von Dr. M. Matrosovich

Polymername Glykosilierungsmuster Herkunft
p6°SLN NeuSAco2-6Galpf1-4GlcNAc

Bereitgestellt von Prof. Dr.
p3‘SLN NeuSAca2-3GalB1-4GlcNAc

Nicolai Bovin, Institut fiir

3‘SLN (biotinyliert)

NeuSAca2-6GalB1-4GIcNAc

Bioorganische Chemie,

Moskau, Russland

6°SLN (biotinyliert)

NeuSAco2-3Galpf1-4GlcNAc

2.13 Lektine

Biotinyliertes Maackia Amurensis Lectin I (MAL I)

Biotinyliertes Maackia Amurensis Lectin II (MAL II)

Biotinyliertes Sambucus Nigra Lectin (SNA)

HRP-Streptavidin

Vector laboratories, USA
Vector laboratories, USA

Vector laboratories, USA
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2.14 Losungen

0,3 % Triton-Losung

10x TBE-Puffer

Ampicillin Stock-Losung

Ammoniumchloridlésung (NH4Cl; 1M)

Avicel-Stock (2,5 %)

ELISA-Puffer

Erythrozytenldsung (1 %)

Fixierlosung (PFA)

LB-Medium

Triton-X-100 (10 % Stock)
Glycin
PBSdef

Tris Base

Borat

0,5M EDTA pHS,0
dH20

Ampicillin
dH.O

NH4Cl
dH,0O

Avicel RC-591F
dH,O

Normal Horse Serum
10 % Tween 80
PBSdef

Erythrozyten
PBSdef

PFA
PBSdef

Hefeextrakt
Pepton
NaCl

dH,O

Material

3ml
0,15¢g
100 ml

108 g
55¢g
4 ml
ad 11

100 mg

1 ml

2,67¢g
50 ml

125¢g
500 ml

10 ml
1 ml

89 ml

1 ml

99 ml

40 ¢
11

58
10g

5¢
ad 11
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LB-Amp-Platten (20 Platten)

Lektinlosung

MES-Puffer

NaAcetat- Puffer pH 5,5 (3M)

PBSdef

PBS™

LB-Medium
Bacto-Agar
NaOH (10M)

Ampicillin (1 mg/ml)

NacCl (3M Stock)
CaCl, (1M Stock)
MnCl, (0,1M Stock)
MgCl, (1M Stock)

Gelost in Wasser

MES (1M Stock)
NaCl (3M Stock)
CaCl, (1M Stock)
MgCl, (1M Stock)
H,O

C2H3N3.02
dH,O
pH-Justierung:

NaCl
KCl
Na;HPO,
K,HPO,
ddH,O

NaCl
KCl
Na,HPO,
K,HPO,
MgCl,
CaCl,
ddH.O

Material

200 ml
3g

20 pl

200 pl

S5ml
10 pl
10 pl
10 pl
95 ml

50 ml
25 ml
450 ul
250 ul
425 ml

24,61 g
ad 100 ml

Essigsdure

8,00 g
0,20 g
L15¢
0,20 g
ad 11

8,00 g
0,20 g
LLI5g
0,20 g
0,10 g
0,13¢g
ad 11
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Reaktionspuffer fiir

Rezeptorbindungsassay

TSS-Puffer

Waschpuffer (immunhistochemische

Férbung)

Waschpuffer (Bindungs-Assay)

2.15 Reaktionskits

HiSpeed Plasmid Maxi Kit
One-Step RT-PCR Kit
QIAamp® viral RNA Mini Kit
QIAquick® Gel Extraction Kit
QIAquick® PCR Purification Kit

RNeasy® Mini Kit

2.16 Laborequipment

Epoch Mikroplatten Elisa-Reader
Eppendorf Tischzentrifuge 5424
Eppendorf Research Pipette

Tween 80

BSA-NA (5% Stock)
NA-Inhibitor
PBSdef

LB-Medium

PEG

DMSO

MgClL, 1M, pH 6,5

Tween 80 (10 %)
PBSdef

Tween 80 (10 %)
PBSdef

Qiagen, Hilden; Deutschland
Qiagen, Hilden; Deutschland
Qiagen, Hilden; Deutschland
Qiagen, Hilden; Deutschland
Qiagen, Hilden; Deutschland

Qiagen, Hilden; Deutschland

Biotek, USA

Eppendorf, Hamburg; Deutschland
Eppendorf, Hamburg; Deutschland

(1-10 pl; 20-200 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)

GelDoc 2000 (Gel imaging system)
Hera Cell 150 Incubator

Biorad, Richmond; USA

Material

10 ul

I ml
1 uM
50 ml

85 ml
10g
Sml
Sml

S5ml
11

1 ml

11

Heraeus Instruments, Hanau; Deutschland
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Hera Safe Biosafety cabinet
Lichtmikroskop optech Mod. 1B
Mikrowelle

Multifuge 3S-R

NanoDrop 1000 (Photometer)
Optima™ L-100K Ultrazentrifuge
Schiittler

Spectrafuge™ Mini-Zentrifuge
Thermal Cycler 2720

Thermo Block Dri block DB-A2
Wasserbad 1004

Material

Heraeus Instruments, Hanau; Deutschland

Exacta + Optech GmbH, Miinchen; Deutschland

Bosch

Heraeus Instruments, Hanau; Deutschland
PeqLab, Erlangen; Deutschland

Beckman Coulter, Krefeld; Deutschland
Kreutz, Reiskirchen; Deutschland

Labnet International, Woodbridge; USA
Applied Biosystems, Darmstadt; Deutschland
Techne, Staffordshire; UK

GFL, Burgwedel; Deutschland

2.17 Verbrauchsmaterialien

Combi-Tips Ritips

Cryo-Tubes (2 ml)

Eppendorf Reaction-Tubes (1,5 und 2 ml)
Micro-tubes, Schraubverschluss

Nunc-Immuno 96-well microtiter plates

Parafilm

PCR Reaction Tubes (0,2 ml)
Plastikpipetten (2, 5 und 10 ml)
Polypropylen Reaction Tubes (15 und 50 ml)
PP-Test Tubes (5 ml)

Skalpell

Single-Use pipette tips

TipOne pipette tips
Zellkulturflaschen (25 und 75 cm?)
Zellkulturplatten (6, 12, 24 und 96
Vertiefungen)

Ritter, Schwabmiinchen; Deutschland
Corning; Niederlande

Eppendorf; Hamburg; Deutschland
Sarstedt, Nirnbrecht; Deutschland
Thermo Scientific, Lanenselbold;
Deutschland

Pechiney Plastic, Neenah

Biozyme, Hess. Oldendorf; Deutschland
Greiner, Frickenhausen; Deutschland
Greiner, Frickenhausen; Deutschland
Greiner, Frickenhausen; Deutschland
PfM AG, K6lIn; Deutschland

B Braun, Melsungen; Deutschland
Starlab, Ahrensburg; Deutschland
Greiner, Frickenhausen; Deutschland

Greiner, Frickenhausen; Deutschland
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2.18 Software
Bioedit
ImagelLab
Adobe Photoshop CS3 Extended, Version 10.0
Microsoft Office (Excel, Word, PowerPoint)

Material

Ibis Biosciences, USA
Bio-Rad Laboratories, USA
Adobe Systems, USA
Microsoft, USA
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Methoden

3 Methoden
3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 RNA-Isolierung

Fiir die Sequenzierung der Influenza-Gene der rekombinanten Viren wurde die RNA der Viren
isoliert. Die RNA-Isolierung aus virushaltigen Zelliiberstinden von MDCK-Zellen oder
Allantoisfliissigkeiten wurde mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen nach Herstellerangaben

durchgefiihrt. Die RNA wurde in 50 pl RNAse-freiem Wasser eluiert und bei -20°C gelagert.

3.1.2 Reverse Transkriptase (RT)-PCR
Die RT-PCR dient der Herstellung von cDNA aus viraler RNA. Die cDNA kann anschliefend

zur Sequenzierung (s. 3.1.5) oder zur Klonierung von Gensegmenten in Vektoren verwendet
werden. Im Falle der viralen einzelstrangigen RNA wird zunichst ein Primer bendtigt, der an das
3°-Ende der RNA bindet. Die reverse Transkriptase, eine RNA-abhdngige DNA-Polymerase, fiigt
darauthin zur RNA komplementére Desoxyribonukleotide an die RNA an. Der so gewonnene
cDNA-Strang dient als Template fiir eine nachfolgende PCR, bei der die cDNA amplifiziert wird.
Um die cDNA von der RNA zu trennen folgt ein Denaturierungsschritt. Es folgt die
Annealingphase mit der Anlagerung eines Primers, der komplementir zum 3‘-Ende des cDNA-
Strangs ist. An diesem Primer beginnt die Elongation fiir einen zur cDNA komplementéren DNA-
Strang. Anschlieend wird die DNA denaturiert und beide Primer lagern sich an je einen DNA-
Strang an. In der Elongationsphase werden dann komplementére Desoxyribonukleotide angefiigt.
Dadurch entstehen DNA-Doppelstringe, deren Anzahl im Verlauf der PCR-Reaktion

exponentiell zunimmt.

Durchfiihrung
Es wurde das One-Step RT-PCR Kit von Qiagen verwendet. Fiir die vollstdndige Amplifikation

des HAs werden die Primer HA-Bm-for und HA-Bm-rev genutzt (s. 2.2). Fiir die Amplifikation
der NA werden die Primer NA-Bm-for und NA-Bm-rev verwendet (s. 2.2). Der RT-PCR-Ansatz

wird wie folgt angesetzt:
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Methoden

RT-PCR-Ansatz:

RNA 6 pl
Primer (for, 20 pmol) 1,5 pl
Primer (rev, 20 pmol) 1,5 pl
Enzymmix 2 ul
dNTPs (25 uM) 2 ul
RNAse Inhibitor 0,3 ul
5x RT-Puffer 10 ul
RNAse freies H.O 26,7 ul

Das folgende PCR-Programm wird fiir die RT-PCR verwendet:

PCR-Programm

Reverse Transkription 45°C 30 min
Denaturierung 95°C 15 min
Denaturierung 95°C 20s
Primerannealing 55°C 30s 35x
Elongationsphase 68°C 2,5 min
Terminale Kiihlung 4°C

Die PCR-Produkte werden elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid geférbt.
Die Genprodukte werden mittels des QIAquick PCR Purification Kits von Qiagen isoliert und zur
Sequenzierung eingeschickt, welche durch die Firma Seqlab durchgefiihrt wird (s. 3.1.5).

3.1.3 Mutagenese

Die Mutagenese erlaubt es Proteine mit einzelnen Aminosduresubstitutionen aus Plasmid-DNA
zu generieren. Dabei wird die Punktmutation zunichst in Plasmid-DNA eingefiigt, die die
genetische Information des zu mutierenden Gens enthélt. Das Plasmid kann anschlieBend fiir die
Transfektion genutzt werden. Durch die Wahl der Primer kann diese Mutation an den meisten
Stellen innerhalb des Plasmid-Inserts eingefligt werden. Die Primer sind dabei groBtenteils
komplementér zur Plasmid-DNA unterscheiden sich jedoch an dem Basentriplett, welches mutiert

werden muss.
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Methoden

Die Plasmid-DNA wird zunidchst denaturiert. Dadurch konnen sich die Primer an die zu
mutierende Stelle anlagern. Die Elongation der DNA startet bei den Primern und das ganze
Plasmid wird synthetisiert. Durch mehrfaches wiederholen des Zyklus entsteht am Ende eine
Mischung aus mutierter Plasmid-DNA und urspriinglicher Plasmid-DNA. Um die urspriingliche
Plasmid-DNA zu entfernen wird die DNA mit Dpnl verdaut, welches methylierte DNA spaltet.
Somit wird ausschlieBlich die urspiingliche bakterielle DNA verdaut und die neu synthetisierten
Plasmide verbleiben in der Probe. Diese DNA wird dann zur Transformation von Bakterien

genutzt (s. 3.1.4).

H17:.R
H17\Y

Abbildung 3.1: Himagglutinin-Monomer von A/Hong Kong/1/1968 mit eingefiigten Mutationen.
Farblich markiert sind die mittels Mutagenese eingefiigten Aminosduren. Rot: Position 17;; griin:
Position 825; blau: Position 98;; gelb: Positionen 226, und 228, (modifiziert von Struktur 4FNK,
Proteindatenbank).
In dieser Arbeit wurde die Mutagenese dazu verwendet einzelne Punktmutationen in das HA des
Virus A/Hong Kong/1/1968 einzufiigen (s. Abb. 3.1). In das HA1 sollten die Mutationen H17,Y,
H17:R und Y98, F eingefiigt werden. Weiterhin sollte in das HA2 die Mutation K82,T eingefiigt

werden.

Durchfiihrung

Zum Einfligen der Mutationen werden die entsprechenden Primer gewihlt (s. 2.2). Diese werden
zusammen mit dem Plasmid pHW2000-HA (HK/68) in einem Quikchange (QC)-PCR Ansatz
(s.u.) bei der PCR (s.u.) verwendet.
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Methoden

QC-PCR-Ansatz:

Plasmid 1 ul
Primer (for, 20 pmol) 2 ul
Primer (rev, 20 pmol) 2 ul
Phusion Polymerase 0,5 ul
dNTPs (10 uM) 1 pl
Phusion HF-Puffer 1 ul
H>O 42,5 ul

Das folgende PCR-Programm wird fiir die QC-PCR verwendet:

OC-PCR-Programm

Denaturierung 98°C 1,5 min
Denaturierung 98°C 30s
Primerannealing 60°C 20s 16x
Elongationsphase 68°C 3,5 min
Terminale Elongation 72°C 7 min
Terminale Kiihlung 4°C

Um das urspriingliche Plasmid aus der Probe zu entfernen, folgt auf die PCR ein Dpn/-Verdau
fiir 1 h bei 37°C. Die Probe wird anschlieBend fiir die Transformation von E. coli Bakterien

verwendet (s. 3.1.4).

3.1.4 Transformation

Bei der Transformation werden Plasmide in Bakterien eingebracht um groflere Mengen der
Plasmid-DNA zu erhalten. Dafiir werden 100 ul einer E. coli Ubernachtkultur in 20 ml LB-
Medium gegeben und bei 37°C fiir 3 h inkubiert. AnschlieBend werden die Bakterien fiir 30 min
auf Eis inkubiert. Es folgt eine Zentrifugation fiir 10 min bei 3000 rpm. Der Uberstand wird
verworfen und das Pellet in 2 ml TSS-Puffer resuspendiert. Die Plasmid-DNA wird zu 200 pl
Bakterien gegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Es folgt ein Hitzeschock bei 40°C im
Wasserbad fiir 45 s. AnschlieBend werden 400 pul LB-Medium (+ 1:1000 Ampicillin (1 mg/ul))
hinzugegeben und erneut bei 37°C fiir 1 h inkubiert. Dieser Ansatz wird anschliefend auf LB-
Amp-Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Von den auf den Platten
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wachsenden Kolonien werden Mini-Preps angefertigt. 4 ml LB-Medium (+ 1:1000 Ampicillin (1
mg/ul)) werden mit einer einzelnen Kolonie angeimpft. Anschlieend wird die Kultur iiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Die Plasmid-DNA wird mit Hilfe des HiSpeed Plasmid Mini Kit der Firma
Qiagen aus den Bakterien extrahiert. Die Plasmid-DNA wird anschlieBend sequenziert (s. 3.1.5).
Die angeimpften Kulturen werden genutzt um eine Maxi-Préparation durchzufiihren. Dafiir
werden 200 pl der Kultur in 200 ml LB-Medium (+ 1:1000 Ampicillin (1 mg/pl)) gegeben und
iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Plasmid-DNA aus der Kultur wird mit Hilfe des HiSpeed
Plasmid Maxi Kit der Firma Qiagen aus den Bakterien extrahiert. Die Plasmid-Sequenz wird

anschlieend ebenfalls sequenziert (s. 3.1.5).

3.1.5 Sequenzierung

Die Sequenzierung dient der Bestimmung einer DNA-Sequenz. Die Sequenzierung erfolgte durch
die Firma Seqlab aus Gottingen. Die zu sequenzierenden DNA werden zusammen mit einem
Primer eingeschickt und durch Seqlab sequenziert. Die Sequenzen werden mittels dem Programm
BioEdit (Ibis Biosciences, USA) auf eventuelle Mutationen im Vergleich zur Ursprungs- bzw.
Datenbanksequenz untersucht. Nach Analyse der Sequenzen werden Plasmide und Viren mit

ungewiinschten Mutationen bzw. Sequenzen verworfen.

3.2 Zellkultur

Fiir alle MDCK-Zelllinien sowie die A549- und Calu3-Zellen wird Wachstumsmedium (DMEM,
1 % Glutamin, 1 % Pen/Strep, 10 % FCS) verwendet. Fiir die beiden Zelllinien MDCK-hIFITM2
und MDCK-hIFITM3 wird fiir die Selektion der IFITM-exprimierenden Zellen zusétzlich
Puromycin (2 pg/ml) hinzugegeben. Fiir die Selektion der MDCK-SIAT-Zellen wird dem
Wachstumsmedium Geniticin (1 mg/ml) hinzugegeben.

Falls nicht anders beschrieben, werden die Zellen (ausgesit in T75-Flaschen) zweimal mit 8 ml
PBSdef gewaschen. Anschlieend werden 2 ml Trypsin-EDTA hinzugegeben und die Zellen bei
37°C inkubiert. Nach Ablosen der Zellen, werden 8 ml Wachstumsmedium hinzugegeben und die
Zellen darin resuspendiert. AnschlieBend wird die entsprechende Menge an Zellen fiir die ndchste
Passage oder den Versuch ausgest.

HTBE-Kulturen sind ein Modellsystem fiir das tracheo-bronchiale Epithel. Diese Zellkulturen
differenzieren zu zilientragenden, mucusproduzierenden und basalen Zellen aus. Die HTBE-
Kulturen wurden kommerziell erworben (Lonza) und durch Dr. Tatyana Matrosovich (Institut fiir
Virologie, Philipps-Universitdt Marburg) wie zuvor beschrieben kultiviert (Matrosovich et al.,

2004b).
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HAEC-Kulturen, bestehend aus Typ II-Pneumozyten, dienen als Modellsystem fiir die Alveoli.
Die Zellen sind Proben einer Lobektomie, die distal von Tumoren mit Einverstindnis der
Patienten entnommen wurden (genehmigt durch die Ethikkomission des Insituts fiir Pahtologie
und Chirurgie, Justus-Liebig-Universitdt GieBen). Die Lobektomie wurde durch Stefan
Gattenloehner und Biruna Witte (beide UKGM) durchgefiihrt. Diese Zellen wurden auf 6,5-mm
Transwell-Clear Membrane supports (Porengréfle 0,4 pum, Corning) ausgesit. Die HAEC-
Kulturen wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Susanne Herold (Justus-Liebig-Universitit

GieBen) zur Verfligung gestellt.

3.3 Herstellung rekombinanter Viren
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Abbildung 3.2: Prinzip des Acht-Plasmid-Systems (Hoffmann et al., 2001).

Fir die Herstellung rekombinanter Viren wurde das Acht-Plasmid-System nach Hoffmann
genutzt (Hoffmann et al., 2000). Dabei werden die einzelnen Gensegmente der [AV in den Vektor
pHW2000 inseriert. Die Zellen werden mit den acht Plasmiden transfiziert aus denen dann die
viralen Proteine und neue virale Genome entstehen. AnschlieBend werden aus den Genomen und
den Proteinen neue Viren gebildet (s. Abb. 3.2).

Das Insert im pHW2000-Vektor wird durch einen RNA-Pol I-und einen RNA-Pol II-Promotor

flankiert. Dabei liegt der Pol [-Promotor am 5°-Ende des /nserts und der Pol II-Promotor am 3°-
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Ende. Dies fiihrt zum einen zur Bildung von mRNAs durch zelluldre Polymerasen am Pol II-
Promotor, aus denen dann alle viralen Proteine gebildet werden, unter anderem die viralen
Polymeraseproteine PB1, PB2 und PA. Am Pol I-Promotor kdonnen die viralen RNA-Polymerase-
Proteine binden und vRNAs bilden. Diese vVRNAs dienen der Bildung von RNP-Komplexen oder
als Template fiir die erneute mRNA-Synthese aus vVRNA (s. Abb. 3.2). Die neu gebildeten RNP-
Komplexe und viralen Proteine dienen anschlieBend der Bildung von neuen Virionen.

Durch die Verwendung des rekombinanten Systems kann die Bedeutung von Genkombinationen
und Einzelmutationen in Genen fiir die Viruseigenschaften untersucht werden.

Die Glykoproteine HA und NA der rekombinanten Viren wurden aus représentativen avidren,
humanen und zoonotischen Viren gewonnen. Das HA- und das NA- Gen einzelner Virusisolate
wurden zusammen transfiziert um die Balance aufrechtzuerhalten, die im Virusisolat vorliegt. Die
verbleibenden Gene, PB1, PB2, PA, NP, NS und M stammen hingegen aus dem Laborstrang
A/Puerto Rico/8/1934, wenn nicht anders beschrieben. Somit konnen alle Unterschiede, die
zwischen den rekombinanten Viren beobachtet werden, auf die Eigenschaften des HAs und der

NA und ihre Balance zuriickgefiihrt werden.

3.3.1 Transfektion von HEK293-Zellen

HEK293-Zellen werden einen Tag vor der Transfektion in eine T25-Flasche so ausgesit, dass sie
bei der Transfektion eine Konfluenz von mindestens 70 % aufweisen.

Fiir die Herstellung rekombinanter Viren werden acht pHW-Plasmide verwendet, die fiir die acht
gewiinschten Virusgensegmente codieren. Sechs Plasmide codieren dabei fiir die Gensegmente
PB1, PB2, PA, NP, NS und M vom Virus A/Puerto Rico/8/1934, wihrend die Plasmide fiir das
HA und NA aus unterschiedlichen Viren codieren (s. 2.1).

Pro Ansatz wird je 1 pg jedes Plasmids in 500 pl Opti-MEM gelost. Weiterhin werden pro Ansatz
25 pl Lipofectamin in 500 pl fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach den 5 Minuten
werden die beiden Ansétze zusammengefiihrt und vorsichtig gemischt. Dieser Ansatz inkubiert
fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur. Die Zellen werden zwischenzeitlich zweimal mit PBSdef
gewaschen und der Transfektionsansatz auf die Zellen gegeben. Die Zellen und der
Transfektionsansatz werden fiir 6 h bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Nach der Inkubationszeit
wird der Transfektionsansatz abgenommen und durch 5 ml Infektionsmedium (DMEM, 0,1 %
BSA, 1% Penicillin/Streptomycin (P/S), 1 % Gln) ersetzt. Dieser Ansatz wird fiir 48 h bei 37°C
und 5 % CO; inkubiert.

AnschlieBend wird der Uberstand fiir 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Dadurch werden
Zellreste aus dem Uberstand entfernt. Es folgt eine einstiindige Inkubation bei 37°C mit Trypsin-
TPCK (1 pg/ml) um ungespaltenes HA zu aktivieren.
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3.3.2 Infektion von MDCK-Zellen

Um ausreichende Mengen an Virus zu generieren wird der HEK293-Uberstand fiir die Infektion
von MDCK-Zellen genutzt. Da die MDCK-Zellen keine HA-spaltende Protease exprimieren,
werden die neu synthetisierten Viren nicht aktiviert und kdnnen keine Zellen infizieren (s. 1.4).
Aus diesem Grund wird dem Zelliiberstand Trypsin-TPCK zugefiigt, welches das HA neu
entstandener Viren spaltet. Dadurch kénnen neu gebildete Viren weitere Zellen infizieren und die

Ausbeute an Viren wird dadurch erhoht.

Durchfiihrung

MDCK-Zellen werden am Vortag der Infektion so ausgesit, dass sie am Tag der Infektion eine
Konfluenz von mindestens 80 % aufweisen. Die Zellen werden zweimal mit je 8 ml PBS™
gewaschen. Fiir die Infektion wird 1 ml des HEK293-Uberstandes auf die Zellen gegeben. 1 h
nach Infektion werden 15 ml Infektionsmedium, versetzt mit Trypsin-TPCK (1 ug/ml),
hinzugegeben. Die Infektion wird fiir 48 h bei 37°Cund 5 % CO; inkubiert. Um eine Inaktivierung
der Viren durch angesduertes Medium wihrend der Infektion zu verhindern, wird das Medium
regelméBig mit Bicarbonat (7,5 % Stock) gepuffert. Nach der Inkubationszeit wird der Uberstand
fiir 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wird verworfen und der Uberstand alliquotiert
und bei -80°C gelagert.

Die Titer der Viren werden durch Titration mittels einzyklischer Replikation (s. 3.4.1) und
Plaque-Assay (s. 3.4.2) in MDCK-Zellen bestimmt. Die Identitdt der Viren wird nach RNA-
Isolierung (s. 3.1.1) und RT-PCR (s. 3.1.2) durch Sanger-Sequenzierung bestitigt (s. 3.1.5).

3.3.3 Infektion von embryonierten Hithnereiern

Fir die Infektion von Hiihnereiern werden 11 Tage alte embryonierte Hithnereier verwendet.
Jedes Ei wird mit 200 pl des HEK293-Uberstands infiziert. Da in der Allantoishohle eine HA-
aktivierende Protease vorhanden ist, wird hier kein Trypsin-TPCK hinzugegeben. Die Eier
werden anschlieBend bei 35°C fiir zwei Tage inkubiert. Danach werden sie flir mindestens 1 h bei
4°C gelagert. AnschlieBend werden die Eier geoffnet und die klare Allantoisfliissigkeit
entnommen. Die Allantoisfliissigkeit wird anschlieBend fiir 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert.
Das Pellet wird verworfen und die Allantoisfliissigkeit alliquotiert und bei -80°C gelagert.

Auch hier werden die Titer der Viren durch Titration mittels einzyklischer Replikation (s. 3.4.1)
und Plaque-Assay (s. 3.4.2) bestimmt. Die Identitét der Viren wird durch Sanger-Sequenzierung
bestimmt (s. 3.1.5).
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3.4 Virusquantifizierung

3.4.1 Titration mittels einzyklischer Replikation

Bei der Titration mittels einzyklischer Replikation wird die Anzahl infektioser Partikel in
Virusproben bestimmt. Die Inkubationszeit betrdgt 8 h. Dadurch wird das HA der neu
synthetisierten Viren nicht gespalten wodurch es zu keiner Infektion von Nachbarzellen durch
neu entstandene Viren kommt. Es werden somit nur die infektidsen Partikel der Originalprobe
detektiert, die eine Zelle infizieren. Diese Viren durchlaufen lediglich einen Replikationszyklus.

Der Assay wurde wie zuvor schon beschrieben durchgefiihrt (Matrosovich et al., 2007).

Durchfiihrung
Die Titration wird in MDCK- und A549-Zellen durchgefiihrt. Von den zu titrierenden Viren wird

eine 10fach-Verdiinnungsreihe in Infektionsmedium (DMEM, 1 % Gln, 1 % P/S, 0,1 % BSA)
hergestellt. Zellen mit einer Konfluenz von 90 % in 96-Vertiefungsplatten werden zweimal mit
100 ul/ Vertiefung PBS™ gewaschen. Pro Vertiefung werden dann 100 ul Virusverdiinnung
hinzugegeben. Die Infektion wird bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. 8 h nach der Infektion wird
das Inoculum entfernt und die Zellen mit 4 % kaltem PFA fixiert. Im Falle der nicht-
rekombinanten Viren werden die Zellen fiir 24 h mit 4 % PFA fixiert, da die Infektionen mit
diesen Viren unter BSL3-Bedingungen stattfinden musste. Infizierte Zellen werden mittels
immunhistochemischer Farbung gegen das virale NP detektiert (s. 3.4.3). Der Titer wird in Focus

forming units (FFU)/100 ul angegeben.

3.4.2 Titration mittels Plaque-Assay

Im Plaque-Assay wird die Anzahl replizierender Partikel ermittelt. Im Gegensatz zur Titration
mittels einzyklischer Replikation werden hier mehrere Replikationszyklen betrachtet. Durch die
Zugabe einer HA-spaltenden Protease, in diesem Falle Trypsin-TPCK, wird das HA der neu
synthetisierten Viren gespalten und es kann zu einer Verbreitung der Viren auf dem Zellrasen
kommen. Durch den viskosen Overlay konnen die neu synthetisierten Viren nur benachbarte

Zellen infizieren und es kommt zu einer kreisférmigen Ausbreitung der Viren (s. Abb. 3.3).
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Abbildung 3.3: Immunhistochemische Firbung eines Plaqueassays des rekombinanten Virus
VN-H5N1 auf MDCK-Zellen.

Durchfiihrung
Der Plaque-Assay wurde wie zuvor schon beschrieben durchgefiihrt (Matrosovich et al., 2006).

Von den Viren wird eine 10fach-Verdiinnungsreihe in Infektionsmedium angelegt. MDCK-
Zellen mit einer Konfluenz von 90% in 6-Vertiefungenplatten werden zweimal mit 2
ml/Vertiefung PBS™ gewaschen. AnschlieBend werden die Zellen mit 1 ml/Vertiefung der
Virusverdiinnungen bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Eine Stunde nach der Infektion werden pro
Vertiefung 2 ml Overlay (2x MEM, 1,25 % Avicel, 1,5 pg/ml Trypsin-TPCK) hinzugegeben. Die
Zellen werden anschlieBend fiir 48 h bei 37°C und 5 % CO- inkubiert. AnschlieBend werden die
Zellen mit 4 % kalten PFA fixiert und infizierte Zellen werden mittels immunhistochemischer
Farbung gegen das virale NP nachgewiesen (s. 3.4.3).

Um den Titer zu errechnen wird die Anzahl der Plaques bestimmt und mit dem entsprechenden

Verdiinnungsfaktor verrechnet. Der Titer wird in PFU/ml angegeben.

3.4.3 Immunhistochemische Farbung

Mit Hilfe der immunhistochemischen Farbung werden in dieser Arbeit infizierte Zellen detektiert
um die Infektion zu quantifizieren. In zuvor permeabilisierten Zellen bindet ein Primérantikdrper
an das nachzuweisende Antigen, im Falle dieser Arbeit das virale NP-Protein. Der Fc-Teil des
Primérantikérpers wird durch einen polyklonalen Sekundarantikérper gebunden. Dadurch, dass
mehrere Sekundérantikorper an einen Primédrantikdrper binden, wird das finale Signal verstarkt.
Durch die enzymatische Aktivitit des Sekundirantikorpers werden bei Zugabe des

entsprechenden Substrats infizierte Zellen blau gefarbt und kdnnen quantifiziert werden.
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Durchfiihrung

Die Immunfarbung wird wie schon vorher beschrieben durchgefiihrt (Matrosovich et al., 2007).
Die infizierten Zellen werden mit 4 % PFA fixiert und anschlieBend mit PBSdef gewaschen. Das
PBSdef wird entfernt und es wird 0,1 % Triton zu den Zellen gegeben. 15 min nach Zugabe wird
das Triton entfernt und die Zellen erneut mit PBSdef gewaschen. Der Erstantikorper (mouse-aNP,
abcam, 1:5000 in ELISA-Puffer) wird hinzugegeben und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Zellen werden dreimal fiir je fiinf Minuten mit Waschpuffer (PBSdef, 0,05 %
Tween) gewaschen. Der Zweitantikorper (rabbit-o-mouse, HRP-gekoppelt, DAKO; 1:2000 in
ELISA-Puffer) wird hinzugegeben und ebenfalls fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Zellen werden erneut dreimal fiir je 5 Minuten mit Waschpuffer gewaschen. Nach dem
Waschen wird das HRP-Substrat TrueBlue (KPL) hinzugegeben. Die Farbreaktion wird 30
Minuten nach Substratzugabe durch Waschen der Zellen mit Wasser abgestoppt. Anschlieend
werden die Platten an der Luft getrocknet. Die infizierten Zellen werden mit Hilfe eines

Lichtmikroskops quantifiziert.

3.5 Viruscharakterisierung

3.5.1 Sensitivitit rekombinanter Viren gegeniiber niedrigem
pH
Die Stabilitét der Viren wird zum groBen Teil durch die pH-Stabilitidt des HA-Proteins bestimmt,
wobei auch andere virale Proteine, wie z.B. das M2-Protein, zur Stabilitit beitragen kdnnen
(Alvarado-Facundo et al., 2014). Dabei korreliert die pH-Stabilitdit mit dem Fusions-pH
(zusammengefasst in Mair et al., 2014; Russell, 2014; Skehel & Wiley, 2000). Nach Rezeptor-
vermittelter Endozytose der Viren wird das Endosom angesduert. Dabei untergeht das HA eine
Konformationsdnderung, die zur Fusion der endosomalen mit der viralen Membran fiihrt
(s. 1.4.2). Findet die Ansduerung aullerhalb der Zelle statt kommt es ebenfalls zur
Konformationséinderung des HAs. Dadurch kann das HA nicht mehr den Rezeptor binden, die
Rezeptor-vermittelte Endozytose wird inhibiert und die Fusion der viralen mit der endosomalen
Membran wird nicht induziert. Die Viren sind dadurch inaktiviert und kdnnen die Zellen nicht
infizieren. Stabile Viren sind bei einem niedrigen pH noch in der Lage Zellen zu infizieren.

Instabile Viren hingegen zeigen schon bei relativ hohen pH-Werten eine verringerte Infektiositit.
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Durchfiihrung
Die pH-Stabilitdt wurde wie zuvor schon beschrieben analysiert (Baumann et al., 2015). 20.000

FFU der Viren werden mit 250 ul MES-Puffer verschiedener pH-Werte (4,8-6) fiir 30 min bei
37°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wird der pH-Wert durch eine 1:100 Verdiinnung der
Probe in Infektionsmedium neutralisiert. MDCK-Zellen mit einer Konfluenz von 90 % werden
zweimal mit PBS™ gewaschen und pro Vertiefung in einer 96-Vertiefungenplatte mit 100 ul der
Viren infiziert und fiir 15 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen mit 4 % kalten
PFA fixiert und infizierte Zellen werden durch eine immunhistochemische Farbung gegen das
virale NP detektiert (s. 3.4.3). Als Kontrolle dient eine Infektion bei der die Viren bei einem pH-
Wert von 7 inkubiert wurden. Die Infektion bei einem bestimmten pH-Wert wird anschlieend in

Relation zur Kontrolle gesetzt.
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Relative Infektion (% der Kontrolle)

pHso.ua (Mem-HINT) pHso.ua (VN-H5NT)
Abbildung 3.4: Bestimmung des pHso.na bei Inaktivierung der Viren durch niedrigen pH. Mittels
linearer Interpolation wird der pH-Wert bestimmt, bei dem die Infektion zu 50 % reduziert ist.
Um unterschiedliche Viren zu vergleichen, wird in jedem Experiment mittels linearer
Interpolation der pH-Wert bestimmt, bei dem 50 % der Zellen infiziert werden (pHso-na)
(s. Abb. 3.4). Aus den einzelnen Werten aller Experimente werden danach der Mittelwert sowie

das Konfidenzintervall berechnet. Die statistische Auswertung erfolgt wie in 3.7 beschrieben.

3.5.2 Inhibition der Infektion durch Ammoniumchlorid
Ammoniumchlorid (NH4Cl) ist eine membrangingige, lysomotrophe Substanz, die
konzentrationsabhéngig eine Ansduerung des endosomalen pHs verhindert (Maxfield, 1982). Das
Produkt der Hydrolyse, NH4OH akkumuliert dabei in den Endosomen und fangt freie Protonen
ab. Dadurch kann die Infektion von IAV dosisabhédngig inhibiert werden, da der fiir die HA-
induzierte Fusion bendtigte pH nicht erreicht wird (Krenn et al., 2011).
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Die Infektion von Viren, welche bei einem hohen Fusions-pH im Endosom fusionieren, wird bei
hohen Konzentrationen von NH4Cl inhibiert. Die Infektion von Viren, welche bei einem
niedrigem Fusions-pH im Endosom fusionieren, wird hingegen schon bei niedrigen

Konzentrationen von NH4Cl inhibiert (s. Abb. 3.5) (White, Matlin und Helenius, 1981).

Durchfiihrung

Um die Virussensitivitit gegeniiber NH4Cl zu {iiberpriifen wurde der Versuch wie zuvor
beschrieben durchgefiihrt (Baumann et al., 2015). 200 FFU/100 pl werden mit verschiedenen
Konzentrationen NH4ClI (Stammlosung 100 mM) inkubiert. MDCK-Zellen (90 % Konfluenz) in
96-Vertiefungenplatten werden zweimal mit PBS™" gewaschen und anschliefend mit 100 pl der
Virus/ NH4Cl-Gemische infiziert. 15 h nach der Infektion werden die Zellen mit 4 % kaltem PFA
fixiert und infizierte Zellen mittels einer immunhistochemischen Fiarbung gegen das virale NP
detektiert (s. 3.4.3).

Die Virusverdiinnungen der nicht-rekombinanten Viren werden hergestellt und auf die mit NH4Cl
stimulierten Zellen gegeben. Um eine multizyklische Replikation der Viren zu verhindern erfolgt
die Infektion tiber 8 h. AnschlieBend werden die Zellen fiir 24 h mit 4 % PFA fixiert. Darauthin
erfolgt die Detektion infizierter Zellen mittels einer immunhistochemischen Fiarbung gegen das

virale NP (s. 3.4.3).

—
[
S
7D

—@— Mem-HIN1

—O— VN-H5N1

Relative Infektion (% der Kontrolle)

50 4
0 T T T |E T T T T T T T :l T ’ LI ﬂ T T T
Ammoniumchlorid [mmol]
ICso (Mem-HIN1) 1Cs0 (VN-H5N1)

Abbildung 3.5: Bestimmung der ICso bei der Inhibition der Infektion durch NH4Cl. Mittels
linearer Interpolation wird die Konzentration NH4Cl bestimmt, bei der die Infektion zu 50 % reduziert
ist (ICso).
Die Anzahl infizierter Zellen in Anwesenheit von NH4Cl wird in Relation zur Kontrollinfektion,
Infektion ohne NH4Cl, gesetzt (s. Abb. 3.5). Zum Vergleich der Viren wird in jedem Experiment
mittels linearer Interpolation die NH4Cl-Konzentration bestimmt, bei der es zu einer 50 %igen

Inhibition kommt (ICso) (s. Abb. 3.5). Aus den einzelnen Werten aller Experimente werden der
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Mittelwert sowie das Konfidenzintervall ermittelt. Die statistische Auswertung erfolgt wie in 3.7

beschrieben.

3.5.3 Detektion der pH-abhingigen Konformationsinderung
im HA
In diesem Versuch wird die Konformationsianderung des HAs detektiert. Dafilir werden Viren auf
einer mit Fetuin beschichteten Platte immobilisiert. Durch die Zugabe von pH-Puffern dndert das
HA seine Konformation, was das HA sensitiv gegeniiber proteosomalen Abbau macht (Steinhauer
et al, 1991). Die HAs, die die Konformation geéndert haben, kdnnen nach einer
Proteasebehandlung keine Rezeptoren mehr binden. Durch Zugabe von HRP-gekoppeltem
Fetuin, welches durch jedes HA gebunden werden kann, werden die HAs detektiert, die keine
Konformationsianderung durchlaufen haben. Die Absorption nimmt bei vermehrter
Konformationsdnderung ab, was man anhand einer verringerten Absorption nachweisen kann.
Viren, die bei einem hohen Fusions-pH fusionieren, zeigen somit bei hohen pH-Werten eine
verringerte Absorption. Viren, die bei einem niedrigen Fusions-pH fusionieren, zeigen

entsprechend erst bei niedrigeren pH-Werten eine verringerte Absorption (s. Abb. 3.6).

Durchfiihrung

Die Detektion der Konformationsdnderung wird wie zuvor schon beschrieben durchgefiihrt (van
Poucke et al., 2015). Mit Fetuin beschichtete ELISA-Platten (96 Vertiefungen) werden mit 50
ul/Vertiefung Virus bei 4°C fiir 15 h inkubiert. Die Virusverdiinnungen wurden vorher mittels
Scatchard-plot ermittelt (3.5.7.1). Die Virusverdiinnung wird abgenommen und die Platten
einmal mit 100 pl/Vertiefung PBSdef gewaschen. AnschlieBend werden die Platten mit
100 pl/Vertiefung Block-Losung (0,1% NA-behandeltes BSA in PBSdef) fiir 1 h bei 4°C
inkubiert. Die Blocklosung wird abgenommen und die Platte mit kaltem PBSdef gewaschen. Die
Viren werden mit NaAc-Puffern mit unterschiedlichem pH-Werten fiir 15 min bei 4°C inkubiert.
Die pH-Puffer werden abgenommen und die Viren mit Proteinase K bei 37°C fiir 1 h inkubiert.
AnschlieBend werden die Viren dreimal mit Waschpuffer (0,01% Tween in PBSdef) gewaschen.
AnschlieBend werden 50 pl/Vertiefung HRP-gekoppeltes Fetuin fiir 1 h bei 4°C zu den Viren
gegeben. Die Verdiinnung des Fetuins wurde zuvor bestimmt (s. 3.5.7.2). Es folgen fiinf
Waschschritte mit Waschpuffer (100 pl; 200 pl; 300 pl; 400 pl; 300 pl). Gebundenes Fetuin wird
durch Zugabe des HRP-Substrats TMB (100 pl/ Vertiefung) detektiert. Die Farbung wird durch
Zugabe von 50 pl/ Vertiefung Schwefelsdure (5% H2SO4 in H2O) abgestoppt. Die Absorption

wird im ELISA-Reader bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen.
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Die gemessene Absorption bei unterschiedlichen pH-Werten wird in Relation zur gemessenen
Absorption von Viren gesetzt, die bei einem pH von 7 inkubiert wurden (s. Abb. 3.6). Zum
Vergleich unterschiedlicher Viren werden fiir jedes Experiment mittels linearer Interpolation der
pH-Wert bestimmt bei dem 50% der Absorption noch vorhanden ist (pHso) (s. Abb. 3.6). Aus den
Replikaten aller Experimente werden anschlieBend Mittelwerte und Konfidenzintervalle

berechnet. Die statistische Auswertung erfolgt wie in 3.7 beschrieben.
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Abbildung 3.6: Bestimmung des pHso bei der pH-induzierten Reduktion der Absorption. Mittels
linearer Interpolation wird der pH-Wert bestimmt, bei dem die Absorption zu 50 % reduziert ist.

3.5.4 Virusreplikation in verschiedenen Modellsystem der
humanen Atemwege

Es wird angenommen, dass humane Viren hauptsdchlich den Respirationstrakt in der Trachea und
den Bronchien infizieren. Avidre Viren hingegen sollen hauptsdchlich im unteren
Respirationstrakt, wie zum Beispiel den Alveoli, replizieren (Shinya et al., 2006; van Riel et al.,
2010). Um die Abhéngigkeit des Replikationsverhaltens von IAV von HA und NA im Menschen
ndher zu untersuchen, wurden Wachstumskinetiken in verschiedenen Zellsystemen humaner
Atemwegszellen  durchgefiihrt.  Daflir  wurden  Calu3-Zellen, Kulturen humaner
tracheobronchialer Epithelzellen (HTBE-) sowie humane alveolare Epithelzellen (HAEC)
verwendet. Die zuletzt genannten sind primédre Zellen, die zum einen das tracheo-bronchiale
Epithel des Respirationstraktes (HTBE) und zum anderen das Epithel der Alveoli modellieren
sollen (HAEC). Im Gegensatz zu anderen Zellsystemen, wie z.B. A549-Zellen, sind diese drei
Zellsysteme in der Lage das HA von neu synthetisierten Viren zu spalten und somit eine

multizyklische Replikation der rekombinanten Viren zu ermoglichen.
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3.5.4.1 Replikation in HTBE-Kulturen

HTBE-Kulturen werden unter einem air-liquid interface (ALI) kultiviert. Dies bedeutet, dass die
Zellen nur von der basolateralen Seite der Filter mit Medium inkubiert werden wéhrend die
apikale Seite kein Medium erhélt. Dadurch differenzieren sich die Zellen in zilierte Zellen,
mucusproduzierende Zellen und basale Zellen aus. Auf den Zellen wird apikal Mucus sezerniert.
Diese Zellen wurden von Dr. Tatyana Matrosovich, wie zuvor beschrieben, auf Filtern ausgesit

und zur Verfiigung gestellt (Matrosovich et al., 2004b).

Durchfiihrung
Die HTBE-Kulturen werden fiinfmal mit PBSdef gewaschen. Anschlieend werden die Zellen

mit 400 PFU/Filter infiziert. Eine Stunde nach der Infektion wird das Inoculum entfernt und die
Zellen fiir 96 h bei 37°C und 5% CO> inkubiert. Zum Entnehmen der Virus-enthaltenden Proben
werden alle 24 h 300 pl Infektionsmedium (DMEM, 1% Glutamin, 1% P/S, 0,1% BSA) auf die
Zellen gegeben und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Diese 300 pl werden als Probe entnommen
und bei -80°C gelagert. Nach 96 h werden die HTBE-Kulturen mit 4% PFA fixiert. Die Virus-
Titer der Proben werden mittels einzyklischer Replikation auf MDCK-Zellen bestimmt (s. 3.4.1).

3.5.4.2 Replikation in HAEC-Kulturen

HAEC-Kulturen sind primére humane Typ II-Pneumozyten. Sie sind ein Modellsystem fiir das
alveolare Epithel. Diese Zellen wurden auf 6,5-nm Transwell-Clear Membrane supports
(PorengroBe 0,4 pm, Corning) ausgesit und von unseren Kooperationspartner Prof. Susanne

Herold (Justus-Liebig-Universitét, Gielen) zur Verfiigung gestellt.

Durchfiihrung
Die Zellen werden zweimal mit PBSdef gewaschen. Die Infektion erfolgt mit 4000 PFU/Filter.

Es folgt eine Inkubation bei 37°C fiir 2 h. Das Inoculum wird entfernt und frisches Medium (200
ul) auf die Zellen gegeben. Das Wachstum der Viren wird {iber einen Zeitraum von 96 h
beobachtet. Alle 24 h wird der komplette Uberstand (200 ul) entnommen und durch frisches
Medium ersetzt. Der Uberstand wird bei -80°C gelagert. Die Titer der Proben werden mittels
einzyklischer Replikation auf MDCK-Zellen bestimmt (s. 3.4.1).
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3.5.4.3 Replikation in Calu3-Zellen

Calu3-Zellen sind eine permante Laborzelllinie, die der humanen Lunge entstammt. Sie diente

ebenfalls als ein Modellsystem fiir die Replikation der rekombinanten Viren im Respirationstrakt.

Durchfiihrung

Calu3-Zellen (90% Konfluenz, 24-Vertiefungenplatten) werden vor der Infektion zweimal mit
PBS"™ gewaschen. AnschlieBend werden die Zellen mit einer MOI von 0,01 infiziert. Das
Inoculum wird eine Stunde nach der Infektion durch 800 pl frisches Infektionsmedium ersetzt.
Das Wachstum wird {iber einen Zeitraum von 72 h beobachtet. Alle 24 h wird eine Probe des
Uberstandes (100 pl) entnommen und der Titer mittels einzyklischer Replikation auf MDCK-
Zellen bestimmt (s. 3.4.1).

3.5.5 Virusinhibition durch bronchialen @ Mucus in
verschiedenen Zellsystemen

Mucus wird in den Atemwegen produziert und auf die Zelloberfliche sezerniert. Der Effekt des
Mucus auf die Infektion von IAV kann durch Untersuchung der Virusinhibition bestimmt werden.
Dabei wird die Infektion in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen Mucus durchgefiihrt.
Die inhibitorische Wirkung auf die Infektion kann dann anhand einer verringerten Infektion
nachgewiesen werden. Der in diesen Versuchen verwendete Mucus wurde von HTBE-Kulturen
gewonnen. Des Weiteren wurden eine Probe von HNE-Kulturen, einem Modellsystem fiir das
nasale Epithel, und eine Mucusprobe eines Probanden aus dem nasalen Epithel verwendet (s.

2.11).

Durchfiihrung
MDCK-Zellen sowie SIAT-Zellen (90% Konfluenz, 96-Vertiefungenplatten) werden vor der

Infektion zweimal mit PBS™ gewaschen und es werden 50 pl/Vertiefung Infektionsmedium
hinzugegeben. Es wird eine Verdiinnungsreihe vom Mucus in Infektionsmedium angesetzt (finale
Verdiinnungen: 1:16 — 1:1024). Anschlieend werden pro 100 ul Mucusverdiinnung 100 pl einer
Virusverdiinnung (800 FFU/100 pl) hinzugegeben. Von dieser Verdiinnung werden 50
ul/Vertiefung auf die Zellen gegeben. Die Zellen werden anschlieBend bei 37°C und 5% COx fiir
8 h inkubiert. Die Zellen werden fixiert und infizierte Zellen werden mittels einer
immunhistochemischen Farbung gegen das virale NP detektiert (s. 3.4.3).

90%-konfluente Calu3-Zellen in 24-Vertiefungenplatten werden zweimal mit PBS*™ gewaschen.

Im Vergleich zum Versuch in MDCK-Zellen werden bei den Calu3-Zellen 150 ul/ Vertiefung des
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Infektionsmedium vorgelegt und anschliefend mit 150 ul/ Vertiefung des Mucus/Virus-Gemischs
infiziert.

Fiir Inhibitionsstudien in HTBE-Kulturen wird zunichst der Mucus der HTBE-Kulturen
entnommen. Dieser Mucus dient anschlieBend als Probe. AnschlieBend werden die HTBE-
Kulturen 10-mal mit 300 pul PBS™ gewaschen. Fiir die Infektion der HTBE-Kulturen werden
2000 FFU der Viren Mem-HIN1 und mal-HINI in 500 pl unverdiinntem Mucus aus den
entsprechenden HTBE-Kulturen verdiinnt. Als Kontrolle werden 2000 FFU Virus in
Infektionsmedium verdiinnt. Gleichzeitig werden MDCK-Zellen mit 200 FFU der Viren in
Anwesenheit von Mucus in einer Verdiinnung von 1:40 infiziert. Die Infektion wird nach 8 h
abgestoppt und infizierte Zellen werden mittels einer immunhistochemischen Férbung gegen das
virale NP-Protein detektiert (s. 3.4.3).

Um die Sensitivitdt verschiedener Viren gegeniiber Mucus zu vergleichen wird die Anzahl
infizierter Zellen in Anwesenheit von Mucus in Relation zur Anzahl infizierter Zellen in

Abwesenheit von Mucus gebracht. Die statistische Auswertung erfolgt wie in 3.7 beschrieben.

3.5.5.1 Einfluss der NA auf die Virusneutralisation durch Mucus: NA-
AKktivitit

Unterschiede in der Spaltungseffizienz von Sialinsduren, vermittelt durch die NA, kdnnen zu
einer unterschiedlichen Infektionseffizienz in Anwesenheit von Mucus fithren. Um diese
Hypothese zu untersuchen, wurde der NA-Inhibitor Oseltamivircarboxylat (OC) genutzt. Dieses
Sialinsdure-Analog hemmt kompetitiv die NA-Aktivitdt. Bei gechemmter NA wird erwartet, dass
die Inhibition durch den Mucus verstirkt wird. Sollte die inhibitorische Wirkung des Mucus
ausschlieBlich abhédngig von der NA-Aktivitit sein, sollte die Inhibition bei gehemmter NA

zwischen Viren vergleichbar sein.

Durchfiihrung
Der Neutralisationsassay wird wie in 3.5.5 fiir MDCK-Zellen beschrieben durchgefiihrt. Vor der

Infektion wird OC in einer Konzentration von 1 uM zu den Viren gegeben. Als Kontrolle dient
die Virusneutralisation ohne Mucus in Anwesenheit von OC. Parallel dazu wird ein
Neutralisationsassay ohne OC durchgefiihrt.

Um die Sensitivitdt verschiedener Viren gegeniiber Mucus zu vergleichen wird die Anzahl
infizierter Zellen in Anwesenheit von Mucus in Relation zur Anzahl infizierter Zellen in

Abwesenheit von Mucus gebracht.
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3.5.6 Bindungsaffinitit in MDCK-Zellen
In diesem Versuch wird die Bindungsaffinitit der Viren in MDCK-Zellen verglichen. Die NA

von V. cholerae spaltet terminale Sialinsduren und somit den Rezeptor von IAV ab. Inkubiert man
Zellen mit der NA von V. cholerae, so wird die Infektion von IAV aufgrund der fehlenden
Rezeptoren inhibiert. Dabei wird die Infektion von Viren, die stark an ihren Rezeptor binden

weniger stark beeinflusst als die Infektion von Viren, die schwach an ihren Rezeptor binden.

Durchfiihrung

Es wird eine 1:4 Verdiinnungsreihe der NA von V. cholerae angelegt, ausgehend von einer
Konzentration von 43,2 mU NA. Pro Vertiefung einer 96-Vertiefungen-Platte werden 50 pl dieser
NA-Verdiinnung zu den MDCK-Zellen (90% Konfluenz) gegeben und fiir 30 min bei 37°C
inkubiert. Nach der Inkubation werden zu den Zellen 200 FFU/ Vertiefung in 50 ul gegeben. 15 h
nach der Infektion werden die Zellen mit 4% PFA fixiert und infizierte Zellen werden mittels
einer immunhistochemischen Farbung gegen das virale NP detektiert (s. 3.4.3). Als Kontrolle
dient in diesem Versuch die Infektion von unbehandelten Zellen. Die Infektion der Zellen, die
mit NA vorbehandelt wurden, wird in Relation zur Kontrollinfektion, Inkubation der Zellen ohne

NA von V. cholerae, gesetzt.

3.5.7 Solid-Phase Fetuin binding Assays

Die folgenden Versuche dienen der Bestimmung der Rezeptorbindung von IAV. Mit Hilfe dieses
Assays kann man Bindungspartner von IAV bestimmen, die z.B. im Mucus enthalten sind
(s.3.5.7.3). Auch kann man mit Hilfe von Polymeren oder Fetuinen mit definierten
Sialinsdurestrukturen die Rezeptorspezifitit sowie die Bindungsstirke der IAV detektieren
(s.3.5.7.2). Um diese Versuche durchfilhren zu konnen, miissen zunédchst die optimale
Virusverdiinnung (s. 3.5.7.1) und die optimale Fetuinkonzentration (s. 3.5.7.2) bestimmt werden.
Dabei wird dieser Versuch wie zuvor beschrieben durchgefiihrt (Gambaryan und Matrosovich,
1992; Matrosovich und Gambaryan, 2012).

Fiir eine effizientere Bindung von IAV an ELISA-Platten werden diese mit Fetuin beschichtet.
Fetuin ist ein bovines Protein, welches humane und avidre Rezeptoren besitzt und durch IAV

gebunden werden kann.
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3.5.7.1 Bestimmung der optimalen Virusverdiinnung

Es wird eine 2-fach Verdiinnungsreihe der Viren in PBSdef angelegt. Die mit Fetuin
beschichteten Platten werden fiir 15 h bei 4°C mit je 50 pl/Vertiefung der Virusverdiinnungen
inkubiert. Nach der Inkubation wird der Uberstand entfernt und die Platte wird einmal mit kaltem
PBSdef gewaschen. AnschlieBend werden die Platten mit 100 pl/Vertiefung Blockldsung
(PBSdef, 0,1% NA-behandeltes BSA) fiir 1 h bei 4°C geblockt. Danach wird die Blockldsung
abgenommen und es wird fiir 1 h bei 4°C HRP-gekoppeltes Fetuin (1:1000 in Reaktionspuffer)
auf die Platten gegeben (50 pl/Vertiefung). Das Fetuin wird entfernt und die Platte wird fiinfmal
mit ansteigender Menge Waschpuffer (100 pl; 200 ul; 300 pl; 400 pl; 300 pl) gewaschen.
Gebundenes Fetuin wird durch die Zugabe des HRP-Substrats TMB (100 pl/Vertiefung)
detektiert. Die Firbereaktion wird durch die Zugabe Schwefelsdure (5%) abgestoppt
(50 pl/Vertiefung). Die Messung der Absorption erfolgt im ELISA-Reader bei einer Wellenlénge
von 450 nm.

Die Absorption wird gegen die Virusverdiinnung aufgetragen. Dabei nimmt die Absorption mit
steigender Verdiinnung ab. Zu Beginn der Kurve, bei niedrigen Verdiinnungen, existiert jedoch
ein Plateau. Die optimale Virusverdiinnung ergibt sich aus dem Verlauf der Absorptionskurve.
Es wird die hochste Verdiinnung verwendet, bei der die Absorption noch geséttigt vorliegt

(Plateau) (Matrosovich and Gambaryan, 2012).

3.5.7.2 Direkter Fetuin-Bindungs-Assay

Bei dem direkten Bindungsassay wird die Bindung der Viren an Bindungspartner untersucht.
Dabei konnen die Bindungspartner sowohl Fetuine als auch spezifische Rezeptoranaloga sein.
Mit Hilfe dieses Assays kann die Bindungsstéirke durch die Berechnung der Affinititskonstante
(Kam) ermittelt werden. Als Rezeptoranaloga dienen HRP-gekoppelte Polymere, an die die
entsprechenden Zuckerketten auf der Oberflédche gekoppelt sind. In dieser Arbeit dienen das
Polymer 3°SLN als Analog fiir a2-3-verkniipfte Sialinsduren und das Polymer 6°SLN als Analog
fiir a2-6-verkniipfte Sialinsduren (s. 2.12).

Durchfiihrung

Auf mit Fetuin beschichteten Platten wird die vorher bestimmte optimale Virusverdiinnung
aufgetragen (s. 3.5.7.1). Die Platten werden fiir 15 h bei 4°C inkubiert. Nicht gebundenes Virus
wird durch das Waschen mit kaltem PBSdef entfernt. Anschliefend werden die Platten mit 100
ul/Vertiefung Blockldsung (PBSdef, 0,1% NA-behandeltes BSA) fiir 1 h bei 4°C inkubiert um
potentielle freie Bindungsstellen abzuséttigen. Es wird eine 2-fach Verdiinnungsreihe des HRP-

gekoppelten Fetuins bzw. des biotinylierten Polymers in Reaktionspuffer angelegt (beginnend bei
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1:1000). Die Blocklosung wird abgenommen und das Fetuin wird auf die Platten gegeben
(50 pl/Vertiefung) und fiir 1 h bei 4°C inkubiert. Der Bindungspartner wird entfernt und die Platte
wird fiinfmal mit Waschpuffer gewaschen (100 pl; 200 pl; 300 pl; 400 pl; 300 pl). Im Falle der
Polymere werden 50 pl pro Vertiefung eines HRP-gekoppeltes Streptavidins (1:400 in
Reaktionspuffer) hinzugegeben und fiir 1 h bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wird nicht
gebundenes Streptavidin durch mehrmaliges Waschen (s.0.) entfernt. Gebundene Fetuine bzw.
gebundes Streptavidin werden durch die Zugabe des HRP-Substrats TMB (100 pl/Vertiefung)
detektiert. Die Farbereaktion wird durch die Zugabe Schwefelsdure (5%) nach 30 min abgestoppt
(50 ul/Vertiefung). Die Messung der Absorption erfolgt im ELISA-Reader bei einer Wellenlédnge
von 450 nm.

Aus diesen Daten werden Scatchard-plots erstellt (s. Abb. 3.7) indem der Quotient aus Absorption
und Konzentration (A/C) gegen die Absorption aufgetragen wird (Matrosovich und Gambaryan,
2012). Dies dient der Bestimmung der Affinitdtskonstanten K., die ein Maf fiir die Affinitdt der
Viren an den Bindungspartner ist. Je grofer Kqgrist, desto grofer ist die Bindungsstérke. K ergibt

sich aus dem Quotienten der beiden Achsenabschnitte:

A/Crax

aff

K

A
max
Dabei stellen A/Crax den Y-Achsenabschnitt und Amax die maximale Absorption dar (s. Abb. 3.7).
Diese Konstante wird zum Vergleich der Bindungsstirke der rekombinanten Viren herangezogen.
Anhand dieser Graphen ldsst sich zudem die optimale Fetuinverdiinnung fiir den Fetuin-

Inhibitionsassay bestimmen, welche bei halbmaximaler Absorption vorliegt (Amaxo,s, S. Abb. 3.7).

@ Fetuin

1 1,5
Absorption

AmaxO,S Amax

Abbildung 3.7: Scatchard-Plot der direkten Bindung von Fetuin fiir das Virus mal-H1N1.
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3.5.7.3 Kompetitiver Bindungsassay

Im Gegensatz zum direkten Bindungsassay wird in diesem Experiment die Bindung an
Bindungspartner bestimmt, indem man die inhibitorische Wirkung der Analoga auf die Bindung
eines HRP-gekoppelten Influenza-Bindungspartners untersucht. Das Prinzip beruht auf der
kompetitiven Inhibition zwischen HRP-Fetuin und dem potentiellen Inhibitor. Je stirker die
Bindung an den Inhibitor, desto geringer wird die gemessene Absorption. In der vorliegenden

Arbeit wurde dieser Versuch dafiir verwendet die Inhibitoren im Mucus nidher zu untersuchen.

Durchfiihrung

Auf mit Fetuin beschichteten Platten wird die vorher bestimmte Virusverdiinnung aufgetragen (s.
3.5.7.1). Die Platten werden fiir 15 h bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation wird das Virus
entfernt und die Platte wird einmal mit kaltem PBSdef gewaschen. AnschlieBend werden die
Platten mit 100 pl/Vertiefung Blocklosung (PBSdef, 0,1% NA-behandeltes BSA) fiir 1 h bei 4°C
inkubiert um potentielle freie Bindungsstellen abzuséttigen. Die vorher bestimmte optimale
Menge an Fetuin (s. 3.5.7.2) wird mit Mucus gemischt. Als Kontrolle werden die beiden nicht-
markierten Polymere p3‘SLN und p6‘SLN als Inhibitoren verwendet (s. 2.12). Die Blockldsung
wird entfernt und das Mucus/Fetuingemisch aufgetragen (50 pl/Vertiefung). Nach 1 h Inkubation
bei 4°C wird das Fetuingemisch verworfen und die Platten werden fiinfmal mit Waschpuffer
gewaschen (100 ul; 200 pl; 300 pl; 400 ul; 300 ul). Gebundenes Fetuin wird durch die Zugabe
des HRP-Substrats TMB detektiert. Die Farbungsreaktion wird durch die Zugabe von
Schwefelsdure (5%) nach 30 min abgestoppt. Die Absorption wird im ELISA-Reader bei einer
Wellenlénge von 450 nm bestimmt. Die Absorption in Anwesenheit von Mucus wird in Relation
zur Absorption in Abwesenheit von Mucus gesetzt. Dieser Quotient wird gegen die

Mucusverdiinnung aufgetragen.

3.5.8 Virussensitivitit gegeniiber dem IFN-induzierten
antiviralen Status

Ein Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob das HA und/ oder die NA einen Einfluss auf die
Virussensitivitit gegeniiber dem IFN-induzierten antiviralen Status haben. Dafiir wurden
verschiedene Zelltypen mit IFN-f stimuliert und anschlieBend infiziert. Zunédchst wurde die
Sensitivitit der Viren gegeniiber humanen, durch IFN-B-induzierte, Effektormolekiilen wéhrend
des Viruseintritts untersucht, da gerade in dieser frithen Infektionsphase das HA und die NA einen
entscheidenden Einfluss haben konnen. Dazu wird eine Abwandlung der Titration mittels

einzyklischer Replikation genutzt (s. 3.4.1).
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3.5.8.1 Virusinhibition durch IFN-B-induzierte Effektormolekiile beim
Viruseintritt in A549- und Calu3-Zellen

Zunichst wurde die Virussensitivitit gegeniiber IFN in A549- und Calu3-Zellen getestet, da diese

Zelllinien aus dem humanen Respirationstrakt sind. Weiterhin wurde bereits gezeigt, dass sie bei

Stimulation mit IFN eine antivirale Antwort aufbauen.

Durchfiihrung
IFN-B (Stock: 8*%10° U/ml) wird in Wachstumsmedium verdiinnt (1 U, 10 U, 100 U, 100 U) und

zu 90% konfluente A549-Zellen in 96-Vertiefungenplatten gegeben. Diese werden fiir 24 h bei
37°C und 5% CO, stimuliert. Nach einem Waschschritt mit PBS™ werden die Zellen mit
200 FFU/Vertiefung, verdiinnt in Infektionsmedium, infiziert. 8 h nach der Infektion werden die
Zellen mit 4% kalten PFA fixiert. Infizierte Zellen werden mittels immunhistochemischer
Férbung gegen das virale NP detektiert (s. 3.4.3). Die Infektion in stimulierten Zellen wird in
Relation zur Infektion in unstimulierten Zellen gesetzt. Fiir die nicht-rekombinanten Viren wird
dieses Protokoll leicht abgeéndert, da die Infektion unter BSL3-Bedinungen stattfinden muss. Die
Zellen werden wie bereits beschrieben mit IFN-f vorbehandelt, jedoch werden die Zellen nach
der Infektion fiir 24 h mit 4% PFA fixiert. Der Nachweis infizierter Zellen erfolgt wie zuvor
beschrieben (s. 3.4.3).

Calu3-Zellen werden in 24-Vertiefungenplatten ausgesit. 24 h vor der Infektion werden die
Zellen (90% Konfluenz) mit IFN-B stimuliert. Die Zellen werden mit 400 FFU/Vertiefung
infiziert. 8 h nach der Infektion werden die Zellen fixiert und infizierte Zellen werden durch eine

immunhistochemsiche Farbung gegen das virale NP detektiert (s. 3.4.3).

3.5.8.2 Virusinhibition durch IFN-p-induzierte Effektormolekiile in
HAEC- und HTBE-Kulturen

Da A549- und Calu3-Zellen permanente Zelllinien sind sollte ebenfalls untersucht werden, ob die

in diesen Zelllinien beobachteten Effekte auch in primiren Zellen des Respirationstraktes, wie

HTBE- und HAEC-Kulturen, reproduziert werden kénnen. Primére Typ II-Pneumozyten wurden

wie zuvor beschrieben von Patienten gewonnen und auf Filter-Inserts ausgesit (s. 3.5.4.2). Diese

Zellen wurden von unserem Kooperationspartner Prof. Dr. Susanne Herold (Justus-Liebig-

Universitéit Gieen) zur Verfiigung gestellt.

Die HTBE-Kulturen wurden wie zuvor beschrieben hergestellt (s. 3.5.4.1) und von Dr. Tatyana

Matrosovich (Philipps-Universitit Marburg) auf Filtern ausgesét und kultiviert.

Die Experimente zur Sensitivitit von IAV gegeniiber IFN-f in HTBE- und HAEC-Kulturen

wurden von Dr. Tatyana Matrosovich durchgefiihrt.
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Durchfiihrung
HTBE-Kulturen werden von der basolateralen Seite 24 h vor der Infektion mit 20 U/ml IFN-8

stimuliert, welches zum gewechselten Wachstumsmedium zugefiigt wird. Anschlieend werden
die HTBE-Kulturen von der apikalen Seite mit PBS™" gewaschen und mit 60.000 FFU, basierend
auf dem MDCK-Titer, in 200 ul Wachstumsmedium von der apikalen Seite infiziert. 1 h nach
Zugabe der Viren, wird das Inoculum entfernt und die Kulturen fiir weitere 7 h bei 37°C inkubiert
und anschlieBend fixiert.

HAEC-Kulturen werden ebenfalls 24 h vor der Infektion mit 2 U/ml oder 20 U/ml IFN- sowohl
von der apikalen als auch von der basolateralen Seite her inkubiert. AnschlieBend werden die
Zellen von der apikalen Seite mit 20.000 FFU Virus pro Filter infiziert. Die Kulturen werden fiir
8 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend fixiert.

Sowohl in HTBE- als auch in HAEC-Kulturen werden infizierte Zellen mittels

immunhistochemischer Farbung gegen das virale NP detekiert (s. 3.4.3).

3.5.8.3 Replikation von Viren in Anwesenheit von IFN-§

In diesem Versuch soll untersucht werden inwieweit das HA und NA die Sensitivitit der Viren
gegeniiber IFN-f iiber einen lingeren Infektionszeitraum beeinflussen konnen. Wihrend die
zuvor beschriebenen Versuche ausschlieBlich den Viruseintritt untersuchen (s. 3.5.8.1) werden
hier die kombinierten Effekte aus Viruseintritt, Virusknospung und Replikation untersucht.
Dadurch wird auch beobachtet inwiefern die beiden Glykoproteine mit IFN-induzierten
Effektormolekiilen, die spétere Phasen der Replikation inhibieren, interagieren. Dafiir wurden die

Zellen iiber den ganzen Replikationszeitraum mit IFN-f stimuliert.

Durchfiihrung
Calu3-Zellen (90% Konfluenz) in 24-Vertiefungenplatten werden 24 h Stunden vor der Infektion

mit humanem IFN-$ (0 U, 10 U, 100 U, 1000 U pro Vertiefung) bei 37°C und 5% CO> stimuliert.
AnschlieBend werden die Zellen mit PBS™ gewaschen und mit einer MOI von 0,01 mit den
rekombinanten Viren fiir 1 h bei 37°C und 5% CO; infiziert. Das Inoculum wird entfernt und 800
ul Infektionsmedium versetzt mit IFN-p (0 U, 10 U, 100 U, 1000 U) hinzugegeben. Die Zellen
werden bei 37°C und 5% CO; fiir 72 h inkubiert. Alle 24 h werden 100 ul Probe entnommen. Als
Kontrolle dient das Wachstum der rekombinanten Viren in unstimulierten Zellen. Die Virustiter

dieser Proben werden mittels einzyklischer Replikation auf MDCK-Zellen bestimmt (s. 3.4.1).
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3.5.9 Virusinhibition durch humanes IFITM2 und IFITM3

IFITM-Proteine sind IFN-stimulierte Genprodukte, die die virale Fusion an der Zellmembran und
im Endosom inhibieren konnen. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit war es von besonderen
Interesse IFN-stimulierte Effektormolekiile zu untersuchen, die die virale Fusion inhibieren.

Die Sensitivitit der rekombinanten Viren gegeniiber humanem IFITM2 und IFITM3 wurde in
dieser Arbeit durch die Infektion von MDCK-Zellen iiberpriift, die das humane IFITM2 bzw. das
humane IFITM3 stabil exprimieren. Diese Zellen wurden von unseren Kooperationspartnern Dr.
Michael Winkler und Dr. Stefan Péhlmann (beide DPZ Goéttingen) zur Verfiigung gestellt. Als
Kontrolle dient die urspriingliche untransfizierte MDCK-Zelllinie, MDCK-G.

Durchfiihrung
Die Replikationseftizienz der Viren wird mit Hilfe der einzyklischen Replikation (s. 3.4.1) und

des Plaque-Assays (s. 3.4.2) in IFITM2- und IFITM3-exprimierenden Zellen iiberpriift. Dabei
wird der Titer nach einzyklischer Replikation bestimmt um den Einfluss der IFITM-Proteine auf
den viralen Zelleintritt zu untersuchen. Der Plaque-Assay soll den Einfluss der [FITM-Proteine
auf eine multizyklische Replikation untersuchen.

Bei der einzyklischen Replikation wird eine 10fach-Verdiinnungsreihe der Viren erstellt. Die
Zellen werden infiziert und anschlieBend die Titer wie zuvor beschrieben bestimmt. Anschlielend
wird die Differenz zwischen den Titern in IFITM2- und IFITM3- exprimierenden Zellen und dem
Titer in MDCK-G Zellen bestimmt.

Der Plaqueassay wird entsprechend des Protokolls in 3.4.2 durchgefiihrt. Nach Fiarbung der
Plaques (s. 3.4.3) werden die Plaques anschlieBend eingescannt und die PlaquegroBe mit Hilfe
des Ruler-Tools des Programms Photoshop CS3 vermessen. Dabei dient die Plaquegrdf3e als ein
Indikator fiir eine effiziente Replikation. Grofle Plaques deuten auf eine effizientere Replikation
hin als kleine Plaques. Die PlaquegroBe in IFITM2- und IFITM3 exprimierenden Zellen wird
dabei in Relation zu der Plaquegrofe in MDCK-G Zellen gesetzt.

3.6 Mucuscharakterisierung

3.6.1 Entnahme von Mucusproben

Der in dieser Arbeit verwendete bronchiale Mucus wurde von HTBE-Kulturen gesammelt. Dafiir
wird zu ausdifferenzierten HTBE-Kulturen 200 pl PBSdef pro Kultur gegeben und fiir 30
Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wird der Uberstand aller Kulturen desselben Donors
in einem GefiB vereint und bei 3000 rpm fiir 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird

alliquotiert und bei -80°C gelagert. Der HNE-Mucus enstammt humanen nasales Epithel (HNE)-
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Kulturen und wird wie der HTBE-Mucus gesammelt (s. 0.). Der nasale Mucus wurde von einem
Freiwilligen zur Verfiigung gestellt und wurde wie durch Wilson et al. Beschrieben entnommen

(Wilson and Allansmith, 1976).

3.6.2 Nachweis von IAV-Rezeptoren mittels spezifischer
Lektine

Der Rezeptor von IAV sind terminale Sialinséuren. Sialinsduren konnen mit spezifischen
Lektinen nachgewiesen werden. Lektine sind Zucker-bindende Proteine. Die fiir den Nachweis
von IAV-Rezeptoren relevanten Lektine sind SNA aus Sambucus nigra und MAL-I und MAL-II
aus Maackia amurensis. SNA bindet spezifisch an NeuSAca2-6Galf1-4GIlcNAc, den humanen
Rezeptortyp. MAL-I bindet an Neu5SAca2-3Galf1-4GlcNAc, den Rezeptortyp fiir Gefliigelviren.
MAL-II bindet an Neu5Aca2-3GalB1-3GalNAc, den Rezeptortyp fiir IAV aus wildlebenden
Wasservogeln. Avidre Viren konnen sich in der Erkennung von Seitengruppen am Rezeptor, wie
z.B. Fucosegruppen oder Sulfatgruppen, unterscheiden (s. 1.4.1). Mdgliche Seitengruppen der
Sialinsduren konnen durch die in dieser Arbeit verwendeten Lektine nicht nachgewiesen werden.
In dieser Arbeit dient die Lektinfirbung dem Sialinsdurenachweis in verschiedenen
Mucusproben. Es wird ein Solid-phase-Assay verwendet. Dabei binden biotinylierte Lektine an
die Sialinsduren der Proben, mit denen ELISA-Platten beschichtet wurden. Die Lektine kann man
durch Zugabe eines HRP-gekoppelten Streptavidin nachweisen. Durch Zugabe eines HRP-
Substrats kann man gebundene Lektine spektroskopisch nachweisen. Dabei nimmt die

Absorption mit steigendem Verdiinnungsfaktor der Probe ab (s. Abb. 3.8).

Durchfiihrung
Eine ELISA-Platte wird mit 50 pl/Vertiefung einer Verdiinnungsreihe der Probe (Proben

verdiinnt in PBSdef, Startverdiinnung 1:100) beschichtet. Als Kontrolle dienten
Verdiinnungsreihen von Fetuin (Startkonzentration: 5 pg/ml), 3’SLN (Startkonzentration: 1pM),
6’SLN (Startkonzentration: 1uM) und Siatf (Startkonzentration: 1uM). Dabei diente das Polymer
6’SLN als Analog fiir NeuSAca2-6GalB1-4GlcNAc, das Polymer 3’SLN fiir NeuSAca2-3Galf1-
3GalNAc und Siatf als Analog fiir NeuSAca2-3GalB1-4GlcNAc. Die Platte wird liber Nacht bei
4°C inkubiert. AnschlieBend wird die ELISA-Platte mit 100 pl/Vertiefung der Blocklésung (0,1%
NA-behandeltes BSA in PBSdef) fiir 1 h bei 4°C inkubiert. Die Blocklosung wird entfernt und
die Vertiefungen werden zweimal mit PBSdef gewaschen. Die biotinylierten Lektine werden in
Lektinlosung verdiinnt. Dabei wird das Lektin SNA 1:10.000, das Lektin MAL-I 1:1.600 und das
Lektin MAL-II 1:400 verdiinnt. Die Lektinverdiinnungen werden auf die Platte gegeben (50
ul/Vertiefung) und fiir 1 h bei 4°C inkubiert. Danach werden die Verdiinnungen abgenommen
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und die Platte dreimal mit Waschpuffer (PBSdef + 0,1% Tween80) gewaschen. Anschlie3end
wird HRP-gekoppeltes Streptavidin in Lektinlosung 1:400 verdiinnt. Pro Vertiefung werden 50
ul des Streptavidins hinzugegeben. Die Platte wird anschlieend fiir 1 h bei 4°C inkubiert. Danach
wird das Streptavidin entfernt und die Platte wird fiinfmal gewaschen. Gebundenes Streptavidin
wird durch die Zugabe des HRP-Substrats TMB (100 pl/ Vertiefung) detektiert. Die Farbreaktion
wird mit Schwefelsdure (5%) abgestoppt (50 pl/Vertiefung). Die Absorption wird anschlieend
bei 450 nm im ELISA-Reader gemessen. Die gemessene Absorption wird gegen die
Mucusverdiinnung aufgetragen (s. Abb. 3.8).

Um die Sialinsdurekonzentration fir SNA, MAL-I und MAL-II zu bestimmen, wird mittels
linearer Interpolation die Verdiinnung des Mucus und der Polymere bestimmt, bei der die
Absorption halbmaximal war (Xog). Im Falle von SNA und MAL-II betrug die halbmaximale
Absorption 0,8, im Falle von MAL-I war sie 0,5. Mit der errechneten Konzentration cog des
Polymers (s. Abb. 3.8) kann man anschlieBend die Konzentration der Sialinsduren der
Mucusproben bei dieser Absorption berechnen. Die Gesamtkonzentration ¢y der Sialinsduren in

den Mucusproben ergibt sich dann aus der Formel:

Ctot

Mit X g als Verdiinnungfaktor des Mucus bei einer Absorption von 0,8 und co s als Konzentration

=Cog * Xog

des entsprechenden Polymers bei einer Absorption von 0,8. Fiir MAL-I wurde die Berechnung

entsprechend an die Absorption von 0,5 angepasst.

1,6
£
§ —O—bronchialer Mucus
=
g —e—6SLN
=y
g 0,8 \
2 |
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Abbildung 3.8: Bestimmung von co,s und Xo,s zur Berechnung der Sialinsiurekonzentration.

3.6.3 Fraktionierung des Mucus

In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob die Inhibitoren fiir avidre und humane IAV in

verschiedenen Fraktionen vorkommen und somit unterschiedliche Eigenschaften haben.
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Zusitzlich sollte untersucht werden, welchen Einfluss Exosomen auf die Bindung von IAV haben.
Exosomen sind vesikulidre Strukturen, die in humanen Bronchialmucus vorkommen konnen. Fiir
Exosomen wurde weiterhin gezeigt, dass sie die Infektion von IAV inhibieren kénnen (Kesimer
et al., 2009).

Durch eine differentielle Zentrifugation, inklusive Ultrazentrifugation (UZ), sollte der Mucus
fraktioniert werden, um einzelne Komponenten wie z.B. Exosomen oder 16sliche Muzine zu
separieren. Exosomen kommen dabei in den Pellets der Ultrazentrifugation vor. Dahingegen

werden 16sliche Muzine in den UZ-Uberstand sezerniert.

Durchfiihrung

1,5 ml Mucus werden zunichst bei 10.000 g fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein
neues GefdB iiberfiihrt. Das Pellet aus diesem Zentrifugationsschritt wird in 100 pl PBSdef
resuspendiert. Es wird im Folgenden als ,LZ-Pellet“ bezeichnet. Der Uberstand wird
anschlieBend fiir 2 h bei 110.000 g in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Das Pellet aus diesem
Schritt wird ebenfalls in 100 ul PBSdef resuspendiert. Es wird als ,,UZ-Pellet™ bezeichnet. Der
Uberstand wird als ,,UZ-Uberstand** bezeichnet.

AnschlieBend wird im Fetuin-Bindungs-Inhibitionsassay (s. 3.5.7.3) die inhibitorische Wirkung
der Proben auf die Fetuinbindung verschiedener Viren untersucht. Als Kontrolle dient die
Inhibition durch den urspriinglichen Mucus. Die inhibitorische Wirkung wird quantifiziert, indem
mittels linearer Interpolation die Verdiinnung aller Proben bestimmt wird, bei der 50 % der
Absorption noch vorhanden sind (s. Abb. 3.9). Es wurde definiert, dass bei 50 % Absorption eine
inhibitorische Einheit (IU) vorhanden war. Die Gesamtmenge an inhibitorischen Einheiten (IU o)

einer Probe ergibt sich aus der Gleichung:

IU
X
50% Vtot

U, =20 x X
° ml

Mit Xsoy als Verdiinnungsfaktor, bei der 50 % der Absorption (1 IU) vorhanden ist und Vi als
Gesamtvolumen der Probe. Der Faktor 20 ergibt sich aus der eingesetzten Menge des Inhibitors
von 50 pl. Die inhibitorische Wirkung wird anschlieBend in Relation zur inhibitorischen Wirkung

des unbehandelten Mucus gesetzt.
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Abbildung 3.9: Bestimmung von Xso% der Mucusfraktionen im Fetuin-Bindungs-Inhibitions-
Assay.

3.6.4 Detektion von Inhibitoren im Mucus

Mucus kann hitze-instabile B-Inhibitoren, sialinséurehaltige Proteine oder auch Antikdrper
enthalten, die alle einen Einfluss auf die Bindung von IAV haben kénnen. Um zu iiberpriifen ob
solche Inhibitoren die Bindung von IAV beeinflussen kdnnen, wird ein Teil der Mucusprobe fiir
1 h bei 37°C mit einer Sialidase von V. cholerae vorbehandelt um Sialinsduren abzuspalten. Ein
weiterer Teil der Mucusprobe wird flir eine Stunde bei 62°C inkubiert um B-Inhibitoren zu
inhibieren. Als Kontrolle dient eine NA-behandelte BSA-Probe. Als weitere Kontrolle fiir eine
effiziente Inhibition dient unbehandelter Mucus. Alle Proben werden im indirekten Fetuin-
Bindungs-Inhibitionsassay (s. 3.5.7.3) auf ihre inhibitorische Wirkung gegeniiber der Viren Mem-
HIN1 und mal-HIN1 untersucht.

3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Student’s T-Test. Wenn nicht anders
beschriebend wurde der Mittelwert aller Ergebnisse sowie die Standardabweichung ermittelt um
den p-Wert zu berechnen. Dabei wurde ein p-Wert kleiner als 0,05 als statistisch signifikant
bewertet. Die statistische Signifikanz wurde nach folgender Klassifizierung gekennzeichnet:

*p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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4 Ergebnisse

4.1 Herstellung und Charakterisierung
rekombinanter Viren

4.1.1 Herstellung rekombinanter Viren

In dieser Arbeit sollte der Einfluss des Himagglutinins (HA) und der Neuraminidase (NA) auf
die Virussensitivitit gegeniiber humanen Wirtsfaktoren untersucht werden. Dafiir wurden 2:6
rekombinante Viren hergestellt. Diese sollten das Hdmagglutinin (HA) und die Neuraminidase
(NA) reprisentativer humaner, avidrer und zoonotischer Viren und die internen Gene des
Laborstranges A/Puerto Rico/8/1934 enthalten. Zur Herstellung dieser Viren wurde das Acht-
Plasmid-System nach Hoffmann et al. verwendet (s. 3.3). Dafiir wurden das HA- und NA-Gen
der Viren A/Mallard/New York/6750/1978, A/Mallard/Alberta/34/2001 und A/Shanghai/2/2013
in das pHW2000-Plasmid kloniert.

Die neu hergestellten rekombinanten Viren enthalten die Glykoproteine HA und NA von
A/Mallard/New York/6750/1978 (mal-H2N2), A/Mallard/Alberta/34/2001 (mal-H7N1) und
A/Shanghai/2/2013 (Sh-H7N9) sowie alle anderen Gene des Virus A/Puerto Rico/8/1934. Die
Viren Mem-HI1N1, mal-HIN1 und VN-H5N1 wurden von Janina Wolf zur Verfligung gestellt,
neu passagiert und titriert. Dabei enthalten die Viren mal-H1N1, mal-H2N2 und mal-H7N1 das
HA und die NA avidrer Viren (s. Tabelle 4.1). Das Virus Mem-H1N1 enthélt die Glykoproteine
eines reprasentativen humanen saisonalen Virus und die Viren VN-H5N1 und Sh-H7N9 die
Glykoproteine zoonotischer Viren (s. Tabelle 4.1).

Um den Einfluss der Rezeptorbindungs- und Fusionseigenschaften niher analysieren zu kdnnen
wurden die Mutationen Y98,F, H17,Y, H17,R und K82,T mittels gezielter Mutagenese (s. 3.1.3)
in das HA des Virus A/Hong Kong/1/1968 eingefiigt. Dabei entschieden wir uns fiir dieses Virus,
da die Glykoproteine bereits im pHW2000-Plasmid vorlagen und die Mutationen bereits
ausfiihrlich in der Literatur beschrieben wurden. Diese Mutationen sollten zum einen den
Fusions-pH éndern, wie im Falle der Mutationen H17,Y, H17,R und K82,T. Zum anderen sollte
die Rezeptorspezifitit verdndert werden, wie im Falle der Mutationen Y98:F, L.226,Q und
S228,G.

Fiir die Mutation H17,Y wurde gezeigt, dass sie den Fusions-pH um 0,3 Einheiten absenkt
(Thoennes et al., 2008). Die Mutation H17,R hingegen soll den Fusions-pH um 0,7 Einheiten
erhohen (Rott et al., 1984). Auch die Mutation K82,T soll den Fusions-pH um 0,4 Einheiten
erhohen (Lin et al., 1997).
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Die Mutation Y98F hingegen verdndert die Rezeptorbindung. Fiir sie wurde gezeigt, dass beim
Auftreten dieser Mutation die Bindungsstirke und die Replikationseigenschaften stark beeinflusst
sind (Martin et al., 1998; Bradley et al., 2011). Die rekombinanten HK-Mutanten wurden von
Luca Hensen hergestellt.

Zuséatzlich wurde ein rekombinantes Virus mit den Mutationen L226,Q und S228,G im HA von
A/Hong Kong/1/1968 produziert. Diese Mutationen fithren zur Anderung der Rezeptorspezifitit
von 02-6- zu 02-3-verkniipften Sialinséuren (Matrosovich et al., 2007).

Auch die Fusions- und Bindungsmutanten besitzen als Hintergrund die internen Gene des
Laborstammes A/Puerto Rico/8/1934. Als Kontrolle aller Mutanten diente ein rekombinantes
Virus mit dem wildtypischen HA und der NA von A/Hong Kong/1/1968.

Die Identitét aller rekombinanten Viren wurde mittels Sequenzierung des HAs und der NA (s.
3.1.5) bestitigt. Es konnten keine Mutationen im Vergleich zu den Datenbank-Sequenzen der

Wildtypviren innerhalb des HAs und der NA detektiert werden.

4.1.2 Rezeptorspezifitit der rekombinanten Viren

Tabelle 4.1: Rezeptorbindungseigenschaften der rekombinanten Viren. n.b.: nicht bestimmt;
Nummern in Klammern geben die Referenz an: (1) Matrosovich et al., 2004b; (2) Matrosovich et al.,
2007; (3) Matrosovich et al., 2000; (4) Gambaryan et al., 2012; (5) Gambaryan et al., 2006; (6) Shi et
al., 2013.

Virusname | Herkunft von HA und NA Rezeptorspezifitit Priferiertes
Polymer
Mem-HIN1 | A/Memphis/14/96 Neu5Aco2-6GalB1-4GlecNAc (1,2) 6’SLN
mal-HIN1 A/Mallard/Alberta/119/1998 NeuSAco2-3Galp1-3GlcNAc (1,2) 3’SLN
mal-H2N2 A/Mallard/New York/6750/1978 | NeuSAco2-3GalB1-3GlcNAc (3) 3°SLN
mal-H7N1 A/Mallard/Alberta/34/2001 Neu5Aco2-3Galp1-3GlcNAc (4) 3‘SLN
. Neu5Aco2-3GalB1-4GIcNAc (5)
VN-H5N1 A/Vietnam/1203/2004 3°‘SLN
Neu5Aco2-3GalB1-4(6-Su)GlcNAc (5)
Neu5Aco2-3GalB1-4(6-Su)(Fucal-
) 3)GIcNAc (6)
Sh-H7N9 A/Shanghai/2/2013 NeuSAco2-3Galp1-4(6-Su)GIcNAc (6) n.b.
Neu5Aca2-6Galp1-4GlcNAc (6)

Die Rezeptorspezifitit der rekombinanten Viren wurde gemessen, um zu iiberpriifen, ob die
Rezeptorbindungseigenschaften der wildtypischen Viren erhalten geblieben sind. Die
Rezeptorbindungseigenschaften der wildtypischen Viren wurden bereits beschrieben (s. 1.4.1)
und sind in Tabelle 4.1 angegeben. Die Rezeptorspezifitit der rekombinanten Viren wurde mittels
direktem Fetuin-Bindungs-Assay bestimmt (s. 3.5.7.2, Daten nicht gezeigt). Dabei wird die
Bindung von biotinylierten Polymeren mit spezifischen Glykosilierungsmustern an [AV
bestimmt. Im Falle dieser Arbeit waren dies das 3°SLN- und das 6°SLN-Polymer. Diese dienen

als Substratanaloga fiir den avidren (3°SLN) beziechungsweise den humanen (6’SLN)
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Rezeptortyp. Gebundene Polymere werden anschliefend durch Zugabe eines HRP-gekoppelten
Streptavidins und anschliefender Zugabe des HRP-Substrats TMB detektiert.

Die Rezeptorspezifitit des Sh-H7N9 wurde nicht getestet, da es zum Zeitpunkt der Experimente
nicht vorlag. Das Virus Mem-HINI1 préferierte die Bindung an das 6°SLN-Polymer (s. Tabelle
4.1), wohingegen die Viren mal-H1N1, mal-H2N2, mal-H7N1 und VN-H5N1 die Bindung an
das 3‘SLN-Polymer préferieren (s. Tab. 4.1). Die ermittelten Bindungseigenschaften der

rekombinanten Viren entsprechen denen der korrespondierenden wildtypischen Viren.

4.1.3 Bestimmung der fusogenen [Eigenschaften der
rekombinanten Viren

Neben den Rezeptorbindungseigenschaften der rekombinanten Viren sollten die
Fusionseigenschaften der Viren bestimmt werden, um zu untersuchen, ob sich die rekombinanten
Viren vergleichbar zu ihren korrespondierenden Wildtypisolaten verhalten. Die
Fusionseigenschaften konnen speziesabhingig variieren. Humane IAV und I[AV aus
wildlebenden Wasservogeln fusionieren meist bei einem niedrigeren pH als zoonotische IAV
(Baumann et al., 2015; Scholtissek, 1985). Zur Bestimmung der fusogenen Eigenschaften wurden

drei Experimente durchgefiihrt.

4.1.3.1 pH-induzierte Konformationsinderung des Himagglutinins

In diesem Versuch sollte die pH-abhingige HA-Konformationsinderung der einzelnen
rekombinanten Viren verglichen werden (s. 3.5.3). Die Viren wurden auf mit Fetuin beschichteten
ELISA-Platten immobilisiert. AnschlieBend wurden die Viren mit verschiedenen pH-Puffern
inkubiert. Durch die pH-Behandlung durchliduft das HA eine Konformationsédnderung, die zum
Verlust der Rezeptorbindung fiihrt. Die HAs, die keine Konformationséinderung durchlaufen
haben, werden durch HRP-gekoppelte Fetuine detektiert. Als Vergleich zwischen den
verschiedenen Viren wurde mittels linearer Interpolation der pH-Wert (pHso-na) bestimmt, bei
dem 50 % der Absorption im Vergleich zur Kontrolle bei pH 7 noch vorhanden sind (s. Abb. 3.6).
Das HA des Virus Mem-H1N1 verdndert die Konformation beim niedrigsten pH (s. Tab. 4.2).
Die Viren mal-HIN1 und mal-H2N2 weisen im Vergleich zu Mem-H1N1 einen leicht hSheren
pHso-na auf. Dahingegen dndern die Viren VN-H5N1 und Sh-H7N9 im Vergleich zu den anderen

Viren beim hochsten pH die Konformation.
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4.1.3.2 Inhibition der Infektion durch Ammoniumchlorid

Zur Bestimmung der intrazelluldren fusogenen Eigenschaften des HAs der rekombinanten Viren
wurde der pH-abhingige endosomale Viruseintritt durch die Ammoniumchlorid (NH4Cl)-
abhéngige Inhibition bestimmt (s. 3.5.2). Bei der Reifung des Endosoms hin zum Lysosom wird
der pH des Endosomeninneren gesenkt. NH4Cl verhindert dosisabhingig die Absenkung des
endosomalen pH, was zur Inhibition der Infektion fithrt. Zum Vergleich der Viren wurde die
inhibitorische Konzentration, bei der die Infektion um 50 % reduziert wurde, bestimmt (ICsp)
(s. Abb. 3.5). Viren, die bei einem niedrigen endosomalen pH fusionieren, sind sensitiver
gegeniiber NH4Cl (niedrige ICso) als Viren, die bei einem hohen endosomalen pH fusionieren
(hohe ICsp).

Die zoonotischen Viren VN-H5N1 und Sh-H7N9 weisen eine geringe Sensitivitit gegeniiber
NH4Cl auf (s. Tab. 4.2). Dahingegen zeigen das humane Virus Mem-H1N1 und die avidren Viren
mal-HIN1, mal-H2N2 und mal-H7N1 eine hohere Sensitivitdt gegeniiber NH4Cl (s. Tab. 4.2).
Zusammen mit den Ergebnissen der Bestimmung des pHso der Konformationsinderung
(s. 4.1.3.1) zeigen diese Ergebnisse, dass die Viren VN-H5N1 und Sh-H7N9 bei einem hohen
endosomalen pH die Fusion induzieren, wihrend die Viren Mem-H1N1, mal-H1N1, mal-H2N2

und mal-H7N1 bei einem niedrigeren endosomalen pH die Fusion induzieren.

4.1.3.3 Virusinaktivierung durch niedrigen pH

Die pH-abhéngige Virusinaktivierung ist ein Indikator fiir die Stabilitét der Viren in der Umwelt.
Humane Viren und Viren aus wildlebenden Wasservogeln weisen meist eine hohere Stabilitit auf
als Viren aus domestiziertem Geflligel. Die Stabilitdt korreliert dabei mit dem Fusions-pH
(s. 1.4.3). Dieser Versuch beruht auf dem Verlust der Infektionsfdahigkeit der Viren durch
Vorbehandlung der Viren mit unterschiedlichen pH-Puffern (s. 3.5.1).

Die zoonotischen Viren VN-H5N1 und Sh-H7N9 weisen eine geringe Stabilitit mit einem pHso
zwischen 5,5 und 5,7 auf (s. Tab. 4.2). Demgegeniiber zeigen das humane Virus Mem-HI1NI1
sowie die avidren Viren mal-HIN1 und mal-H2N2 eine hohe Stabilitdt mit einem pHso von 5,2
bis 5,3 (s. Tab. 4.2). Somit zeigen die rekombinanten Viren die speziestypischen Fusions- und

Stabilitatseigenschaften.
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Tabelle 4.2: Viruseigenschaften: pH der Konformationsinderung, Inhibition durch NH4Cl, pH-
Stabilitit; MW: Mittelwert; KI: 95 %-Konfidenzintervall; P: p-Wert, der mittels zweiseitigem Student ‘s
T-Test gegeniiber dem Virus Mem-HINT1 bestimmt wurde, auf drei Nachkommastellen gerundet; n.b.: Wert
wurde in diesem Experiment nicht bestimmt (s. 3.7); (n): Anzahl der Replikate.

Konforml;goizl';inderung ICso (NH4Cl in mM) pH-Stabilitit (pHso)
(pHs0-n4)

Virus MW  KI() P |MW  KI@m P |MW  KI@m p
Mem-HINT 47  +0,08 (12) 0,48 0,08 (12) 503 40,04 (8)
mal-HINI 49  +0,07(12) 0,000 | 0,77 +0,07(8) 0,000 | 528  +0,06(7) 0,333
mal-H2N2 51 +0,10(12) 0,000 | 1,17 0,10(4) 0,000 | 524  +0,10(4) 0,800
mal-H7N1 nb. 0,89  +0,12(8) 0,000 | 548  +0,10(5) 0,000
VN-H5N1 57 0,05(14) 0,000 | 1,55 +0,05(8) 0,000 | 566 +0,02(12) 0,000
Sh-H7N9 5,6 +0,09 (6) 0,000 | 1,36  +0,09(2) 0,000 | 5,64 +0,01(4) 0,000

80



Ergebnisse

4.2 Replikationsverhalten rekombinanter Influenza-
A-Viren

Es besteht die Hypothese, dass humane Viren ausschlieBlich in den oberen Atemwegen
replizieren, dem tracheo-bronchialen Epithel, wohingegen avidre und zoonotische Viren
hauptséchlich in den tieferen Atemwegen, dem Epithel der Alveoli replizieren. Diese Hypothese
sollte mit den rekombinanten Viren untersucht werden. Dafiir wurden verschiedene
Modellsysteme der humanen Atemwege infiziert und das Wachstumsverhalten iiber einen

Zeitraum von mindestens 72 h beobachtet (s. Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1: Wachstumskinetiken in A) Calu3-Zellen (n=3), B) HTBE-Kulturen (n=3), C) und
D) HAEC-Kulturen (n=2). Blau: humanes Virus (Mem-H1N1), rot: avidre und zoonotische Viren.
Reprisentative Ergebnisse von 3 (A, B) bzw. 2 (C, D) Experimenten. Die Signifikanz wurde mittels
zweiseitigem Student’s T-Test gegen das Virus mal-HIN1 getestet (s. 3.7).
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4.2.1 Replikationsverhalten in Calu3-Zellen

Das Wachstumsverhalten in Calu3-Zellen wurde beobachtet, da diese Zellen eine permanente
Zelllinie aus dem humanen Lungenepithel sind und somit dem Replikationsort der IAV
entstammen. Die Zellen wurden mit einer MOI von 0,01 infiziert. Alle 24 h wurden Proben des
Uberstands entnommen, deren Titer nach einzyklischer Replikation (s. 3.4.1) bestimmt wurden.
In Calu3-Zellen replizierte das Virus VN-H5N1 sehr effizient zu hohen Titern von bis zu 7,1*10°
FFU/100 pl (s. Abb. 4.1 A). Die Viren Mem-HIN1, mal-HIN1 und Sh-H7N9 replizierten im
Vergleich zu VN-H5N1 deutlich ineffizienter. Die Titer unterschieden sich dabei im Vergleich
zu den Titern des Virus VN-H5N1 um vier log-Stufen.

4.2.2 Replikationsverhalten in primaren humanen tracheo-
bronchialen Epithelzellen (HTBE)

Der primére Replikationsort von IAV im Menschen ist das tracheo-bronchiale Epithel. Aus
diesem Grund wurde in diesem Versuch das Wachstumsverhalten der rekombinanten Viren in
HTBE-Kulturen untersucht (s. 3.5.4.1). HTBE-Kulturen sind ein Modellsystem fiir die tracheo-
bronchialen Atemwege. Die HTBE-Kulturen wurden mit 400 PFU/ Filter der rekombinanten
Viren infiziert. Alle 24 h wurden Proben entnommen und die Titer mittels einzyklischer
Replikation bestimmt (s. 3.4.1).

Alle getesteten Viren konnten in diesem Zellsystem replizieren (s. Abb. 4.1 B). Die beiden Viren
VN-H5N1 und mal-H1N1 replizierten effizienter als die beiden Viren Mem-H1N1 und Sh-H7NO9.
Das Virus mal-HIN1 zeigte 72 h nach der Infektion einen um fast zwei log-Stufen niedrigeren
Titer als das Virus VN-H5N1. Das Virus Mem-H1INI replizierte weniger effizient als die Viren
VN-H5NT1 und mal-HIN1. Das Virus Sh-H7N9, welches 72 h nach der Infektion einen Titer von
1,1*10% FFU/100 pl aufwies (s. Abb. 4.1 B), wuchs am ineffizientesten.

4.2.3 Replikationsverhalten in primaren humanen Typ II-
Pneumozyten (HAEC)

Im vorherigen Versuch wurde das Replikationsverhalten der Viren in den oberen Atemwegen
untersucht. In Typ II-Pneumozyten sollte das Replikationsverhalten in den unteren Atemwegen,
den Alveoli, validiert werden. Das Epithel der Alveoli wird hauptsédchlich von Typ I-
Pneumozyten gebildet. Weiterhin befinden sich im Alveolarepithel Typ II-Pneumozyten, welche
unter anderem als Stammzellen fiir Typ I-Pneumozyten dienen. Typ II-Pneumozyten wurden mit
den rekombinanten Viren infiziert und iiber einen Zeitraum von 96 h wurden Proben entnommen.

Die Titer der Proben wurden nach einzyklischer Replikation bestimmt (s. 3.4.1).
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Es zeigte sich, dass das Virus VN-HS5N1 und das Virus Mem-HIN1 Virus in diesen priméren
Zellen zu signifikant héheren Titern replizierten als das mal-HIN1 oder das Sh-H7N9 Virus (s.
Abb. 4.1 C und D). In beiden Fillen waren 24 h nach der Infektion die Titer bis zu zwei log-
Stufen hoher als die der Viren mal-HIN1 und Sh-H7N9. Das Maximum der Replikation war
spatestens nach 48 h erreicht. Das Virus mal-HIN1 wies zu diesem Zeitpunkt einen um 2-log-
Stufen niedrigeren Titer auf. Das Virus Sh-H7NO replizierte vergleichbar zum Virus mal-HIN1
(s. Abb. 4.1 D). Die Titer von VN-H5N1 und Mem-HIN1 n#herten sich erst 72 h nach der
Infektion den Titern von mal-HIN1 und Sh-H7N9 an (s. Abb. 4.1 D).

Die Replikationsversuche zeigen, dass das Virus VN-H5NI1 sehr effizient in allen Zellsystemen
repliziert. Dies deutet darauf hin, dass die Glykoproteine des Virus VN-H5NI1 eine Ursache fiir
die hohe Pathogenitit des HSN1-Subtyps im Menschen sein konnen, da sie die Replikation dieses
Virus in verschiedenen Gewebetypen ermoglichen. Weiterhin zeigen die Replikationsversuche,
dass das humane Virus, Mem-H1N1, in HAEC-Kulturen effizienter repliziert als in Calu3-Zellen
und HTBE-Kulturen. Im Vergleich zu VN-H5N1 replizieren die Viren mal-HIN1 und Sh-H7N9
in allen Zellsystemen weniger effizient. Die effiziente Replikation der Viren Mem-HIN1 und
VN-H5N1 in HAEC-Kulturen deutet darauf hin, dass der starke Tropismus avidrer Viren in
Alveoli nicht abhidngig von der Rezeptorspezifitit sein muss. Eine ineffiziente Replikation
rekombinanter Viren, wie es bei den Viren Sh-H7N9 und mal-HI1N1 der Fall ist, kann auch auf
eine Inkompabilitit der Glykoproteine mit den internen Genen des Virus A/Puerto Rico/8/1934
zuriickzufiihren sein. Ein &dhnlicher Effekt konnte ebenfalls von anderen Arbeitsgruppen

beobachtet werden (Johnson et al., 2015).

4.3 Inhibition der IAV-Infektion durch humanen
Atemwegsmucus

Mucus wird als physikalische Barriere auf die Oberfldche des Respirationsepithels, dem priméren
Replikationsorts von AV, sezerniert. In ihm sind IAV-bindende Proteine enthalten, die die
Infektion inhibieren (Tamura und Kurata, 2004). Es wird davon ausgegangen, dass die Infektion
avidrer Viren stark durch bronchialen Mucus gehemmt wird, wéhrend die Infektion humaner
Viren nur gering durch Mucus gehemmt wird. Die Daten, die zur Inhibition avidrer und humaner
Viren durch Mucus frither erhoben worden waren, lassen jedoch keine eindeutigen Schliisse zur
Inhibition von IAV durch Mucus zu (s. 1.7.1).

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Interaktion von IAV mit Proben von bronchialen

Mucus und nasalen Mucus untersucht.
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4.3.1 Virusinhibition durch humanen bronchialen Mucus in

MDCK-Zellen
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Abbildung 4.2: Inhibition rekombinanter Viren durch humanen bronchialen Mucus
(Priaparation HTBE-1, s. 3.6.1) in MDCK-Zellen. Es wurde eine 10-fach Verdiinnungsreihe des
Mucus angelegt und die Viren mit diesen Verdiinnungen fiir 15 min inkubiert. Anschlieend wurden
MDCK-Zellen mit dieser Mischung infiziert. AnschlieBend wurden infizierte Zellen durch eine
immunhistochemische Farbung detektiert (s. 3.5.5). A) Beispiel fiir immunhistochemische Farbung bei
der Virusinhibition durch Mucus, B) Inhibition der Infektion durch Mucus (n=3). Die Signifikanz
wurde mittels zweiseitigem Student’s T-Test gegeniiber dem Virus Mem-HINI1 berechnet (s. 3.7). Die
Viren mal-HIN1 und VN-H5N1 unterscheiden sich bei allen Mucusverdiinnungen signifikant (p<0,05)
vom Virus Mem-HINT.

Ziel dieses Versuches war es, den inhibitorischen Effekt des bronchialen Mucus auf die IAV-
Infektion zu untersuchen (s. 3.5.6). Bronchialer Mucus wurde aus HTBE-Kulturen gewonnen,
welche Mucus auf ihre Oberfliche sezernieren (s. 3.6.1). MDCK-Zellen wurden mit den
rekombinanten Viren in Anwesenheit verschiedener Mucuskonzentrationen infiziert.

Die Infektion des Virus Mem-HIN1 wurde {iber den betrachteten Konzentrationsbereich des
bronchialen Mucus (Praparation HTBE-1, s. 2.10) anndhernd vollstindig inhibiert (s. Abb. 4.2
B). Die beiden avidren Viren mal-HINI und VN-H5N1 zeigen hingegen eine deutlich geringere
Sensitivitéit gegeniiber Mucus. Dieses Experiment deutet darauf hin, dass humane Viren sensitiver

gegeniiber humanen bronchialen Mucus bei der Infektion von MDCK-Zellen sind als avidre oder
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zoonotische Viren. Es stellt sich die Frage, warum das humane Virus Mem-H1N1 deutlich starker

durch bronchialen Mucus inhibiert wird als das avidre und das zoonotische Virus.

4.3.2 Bindungsaffinitiat von Viren in MDCK-Zellen
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Abbildung 4.3: Infektionseffizienz von Mem-HIN1 und mal-HIN1 nach NA-Behandlung von
MDCK-Zellen. Es wurde eine 4-fach Verdiinnungsreihe der NA von V. cholerae angesetzt
(Startverdiinnung 1:100). AnschlieBend wurden MDCK-Zellen mit den einzelnen Verdiinnungen fiir
30 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden mit 200 FFU Virus pro Vertiefung infiziert (s. 3.5.6).
AnschlieBend wurden infizierte Zellen mittels immunhistochemischer Farbung gegen das virale NP
detektiert. Angegeben sind der Mittelwert von zwei unabhidngigen Experimenten sowie die
Standardabweichung. Die Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s T- Test bestimmt (s. 3.7).
Eine Inhibition der Infektion durch Mucus kann von zwei Faktoren abhédngig sein. Zum einen
kann die Inhibition abhéngig von der Rezeptorbindung des Virus sein und zum anderen von der
Anzahl der Influenza-Rezeptoren auf den Zellen. Viren, die eine hohe Affinitit fiir ihren Rezeptor
auf der Zelloberfliche aufweisen, wiirden weniger durch Mucus inhibiert als Viren, die eine
geringe Affinitét fiir ihren Rezeptor haben. Um zu iiberpriifen, ob die inhibitorische Wirkung von
Mucus abhdngig von der Affinitidt der Viren fiir ihren Zellrezeptor ist, wurde die Anzahl der
Influenza-Rezeptoren auf den Zellen reduziert (s. 3.5.6). Dafiir wurden MDCK-Zellen mit
unterschiedlichen Verdiinnungen der Sialidase von V. cholerae inkubiert und anschlieBend mit
den Viren Mem-HIN1 und mal-HIN1 infiziert. Die Sialidase von V. cholerae spaltet die
terminalen Sialinsduren auf den Zellen ab. Die Infektion von Viren mit einer hohen
Bindungsaffinitit wird durch die Abspaltung der Rezeptoren weniger stark inhibiert als die
Infektion von Viren mit einer niedrigen Bindungsaffinitit.
Die Vorbehandlung der Zellen mit der NA resultierte im Falle des Mem-HIN1 Virus in einer
Reduktion der Infektion (s. Abb. 4.3). Im Gegensatz dazu zeigte das Virus mal-HINI1 einen

Anstieg der Infektion auf 300 % bei der niedrigsten NA-Verdiinnung (s. Abb. 4.3). Dies deutet
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darauf hin, dass das Virus mal-HIN1 eine hohere Affinitdt zu MDCK-Zellen hat als das Virus
Mem-HINI1. Die erhohte Affinitdt konnte dazu beitragen, dass die Infektion des Virus mal-HINI1

weniger effizient inhibiert wird, als das zum Beispiel beim Virus Mem-HIN1 der Fall ist.

4.3.3 Verteilung der Sialinsduren in humanem Mucus

1000000 B Neu5Aco2-6GalB1-4GIcNAc
B NeuS5Aca2-3Galp1-4GlcNAc

100000 2 NeuSAca2-3Galp1-3GalNAc

10000

1000

100

10

Sialinsdurekonzentration [uM]

1
bronchialer Mucus (HTBE-1) HNE-Mucus Fetuin

Abbildung 4.4: Verteilung von Sialinsiiuren in bronchialem (HTBE-1) und HNE-Mucus. Mucus
wurde auf ELISA-Platten gecoatet. Als Kontrolle diente eine Verdiinnungsreihe von Polymeren, die
entsprechende Zuckerverkniipfungen aufweisen und deren Konzentration bekannt ist. AnschlieBend
wurde eine Verdiinnungsreihe biotinylierter Lektine angesetzt. Die Verdiinnungen wurden zu den
Mucusproben gegeben. Biotinylierte Lektine wurden durch HRP-gekoppeltes Streptavidin
nachgewiesen. Das gebundene Streptavidin wurde durch Zugabe des HRP-Substrats TMB detektiert.
Zur Bestimmung der Konzentration wurde die Absorption der Mucusproben in Relation zu der
Absorption der Polymere gesetzt (s. 3.6.2). Mittelwert und 95 %-Konfidenzintervall dreier Replikate

eines reprasentativen Experimentes.

Aufgrund der unterschiedlich starken Inhibition der Infektion avidrer und humaner Viren durch
bronchialen Mucus (s. 4.3.1) stellte sich die Frage nach dem Verhéltnis humaner und avidrer
Rezeptoren in unterschiedlichen Mucusproben. Ein hoherer Anteil humaner Rezeptoren konnte
eine verstidrkte Inhibition humaner Viren induzieren. Die Quantifizierung der Sialinsduren
erfolgte mit spezifischen Lektinen in einem Solid-Phase-Assay. Die Lektine MAL-I und MAL-II
binden an a2-3-verkniipfte Sialinsduren wobei das Lektin MAL-I NeuSAca2-3-Galp1-4GlcNAc
bindet wihrend das Lektin MAL-II Neu5Aca2-3-GalB1-3GalNAc bindet. Diese Lektine dienen
dem Nachweis avidrer Rezeptoren. Das Lektin SNA bindet o2-6-verkniipfte Sialinsduren und
dient dem Nachweis humaner Rezeptoren. Zur Bestimmung der Konzentration wurde eine
Standardreihe spezifischer sialinsdurehaltiger Proteine verwendet, die die Verkniipfung der
avidren und humanen Viren aufweisen (s. 3.6.2). Als Standard wurde ein natiirliches
sialinsdurehaltiges Protein, bovines Fetuin, verwendet, das sowohl «2-3- als auch 02-6-
verkniipfte Sialinsduren auf der Oberflache besitzt.

Im bronchialen Mucus (Préparation HTBE-1, s. 2.11) und im HNE-Mucus konnten 02-6-

verkniipfte Sialinsduren nachgewiesen werden (s. Abb. 4.4). Als Vertreter der avidren Rezeptoren
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konnten a2-3-p1-4-verkniipfte und a2-3-B1-3-verkniipfte Sialinsduren im bronchialen und HNE-
Mucus nachgewiesen werden (s. Abb. 4.4). Der bronchiale Mucus weist dabei mehr a2-6-
verkniipfte Sialinsduren als a2-3-verkniipfte Sialinsduren auf. Dieser Unterschied ist beim HNE-
Mucus weniger stark ausgeprdgt. Die Anzahl der avidren Rezeptoren im HNE-Mucus ist
vergleichbar mit der Anzahl im bronchialen Mucus. Jedoch konnte dieser Unterschied auch
abhingig von der Prédparation sein, weswegen weitere Mucusproben untersucht werden miissen.
Durch das Vorkommen humaner sowie avidrer Rezeptoren sollte der Mucus in der Lage sein,

sowohl humane als auch avidre IAV zu inhibieren.

4.3.4 Einfluss des NA-Inhibitors Oseltamivircarboxylat auf
die Virusinhibition durch humanen bronchialen Mucus
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Abbildung 4.5: Inhibition rekombinanter Viren durch humanen bronchialen Mucus (HTBE-1)
in An- und Abwesenheit des NA-Inhibitors Oseltamivircarboxylat (+ OC) in MDCK-Zellen.
Dieses Experiment wurde wie in 3.5.5.1 beschrieben durchgefiihrt. Représentatives Ergebnis von zwei
unabhingigen Experimenten; angegeben ist der Mittelwert von zwei Replikaten sowie deren
Standardabweichung; als Kontrolle diente die Infektion in Abwesenheit von Mucus.
Die NA beeinflusst die Sensitivitit der IAV gegeniiber Mucus (Cohen et al., 2013). Um zu
iberpriifen, ob die Unterschiede in der Inhibition durch unterschiedliche NA-Aktivitdten
hervorgerufen werden, wurde die Inhibition in Anwesenheit des NA-Inhibitors
Oseltamivircarboxylat (OC) untersucht (s. 3.5.6.2).
Die Infektion der avidren Viren wurde in Anwesenheit von OC und bronchialen Mucus um ca.

40 % im Vergleich zur Infektion in Abwesenheit von OC verringert. Beim humanen Virus Mem-

HINI1 betrug dieser Unterschied 60 %. Beim humanen Virus Mem-HIN1 stellte sich eine
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komplette Hemmung der Infektion bei einer Mucus-Verdiinnung von 1:64.000 in Anwesenheit
von OC ein, wihrend bei ungehemmter NA eine komplette Inhibition erst bei einer Mucus-
Verdiinnung von 1:4.000 zu beobachten war (s. Abb. 4.5). Im Gegensatz dazu wurde die Infektion
des avidren und des zoonotischen Virus selbst bei gehemmter NA nicht vollstdndig durch den
Mucus inhibiert.

Die Hemmung der NA durch die Zugabe von OC fiihrt zu einer erhohten Sensitivitdt humaner
und avidrer Viren gegeniiber Mucus (s. Abb. 4.5). Dieses Experiment zeigt auch, dass die NA-
Aktivitit den inhibitorischen Effekt des Mucus beeinflusst. Jedoch erkldren die Unterschiede in
der NA-Aktivitit nicht die starke Hemmung des humanen Virus Mem-H1N1 im Vergleich zu den
beiden Viren mal-HIN1 und VN-H5NI.

4.3.5 Vergleich der Virusneutralisation durch bronchialen
Mucus in MDCK- und MDCK-SIAT-Zellen
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Abbildung 4.6: Neutralisation durch humanen bronchialen Mucus in MDCK- und MDCK-
SIAT-Zellen. A) Mem-HIN1; B) Mal-H1N1, reprisentatives Ergebnis von zwei unabhingig
voneinander durchgefiihrten Experimenten; angegeben ist der Mittelwert von drei Replikaten sowie
deren Standardabweichung. Die Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s T-Test im Vergleich
zur Infektion in MDCK-Zellen ermittelt (s. 3.7).

MDCK-SIAT-Zellen exprimieren die 2,6-Sialyl-Transferase, welche a2-3-verkniipfte
Sialinsduren in 02-6 verkniipfte Sialinsduren umwandelt (Matrosovich et al., 2003). Dadurch wird
die Anzahl der humanen Rezeptoren auf der Zelloberfldche erhoht. Es sollte iiberpriift werden,
inwiefern eine Erhohung der humanen Rezeptoren auf der Zelloberfliche die Virusneutralisation

beeinflusst.
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In MDCK-SIAT-Zellen weist das Virus Mem-HIN1 eine verringerte Sensitivitdt gegeniiber
bronchialem Mucus auf als in nativen MDCK-Zellen (s. Abb. 4.6 A) wohingegen die Inhibition
des Virus mal-HINT1 keinen Unterschied in den beiden Zelllinien aufweist (s. Abb. 4.6 B).

Trotz einer Erhohung der humanen Rezeptoren bleibt das humane Virus deutlich sensitiver

gegeniiber bronchialem Mucus als das avidre Virus.

4.3.6 Virusinhibition durch humanen bronchialen Mucus in
Calu3-Zellen
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Abbildung 4.7: Inhibition der Virusinfektion durch humanen bronchialen Mucus (HTBE-1) in
Calu3-Zellen. Repriasentatives Ergebnis von zwei unabhidngigen Experimenten; angegeben ist der
Mittelwert sowie das 95 %-Konfidenzintervall. Die Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s
T-Test gegen das Virus Mem-HIN1 bestimmt (s. 3.7).
MDCK-Zellen sind eine Zelllinie aus der Niere eines Hundes und exprimieren sowohl o2-6-
verkniipfte als auch a2-3-verkniipfte Sialinsduren. Deswegen sollte die Inhibition in einem
relevanteren Zellsystem, welches a) humanen Ursprungs ist und b) von dem berichtet wurde, dass
es mehr a2-6-verkniipfte als a2-3-verkniipfte Sialinsduren exprimiert (Hsu et al., 2011). Aus
diesem Grund wurde die Inhibition durch bronchialen Mucus in Calu3-Zellen untersucht.
Im Vergleich zu MDCK-Zellen zeigte das Virus Mem-HINI1 eine verringerte Sensitivitit
gegeniiber dem Mucus HTBE-1 in Calu3-Zellen (s. Abb. 4.7). Fiir das avidare Virus mal-HIN1
zeigten sich keine Unterschiede zur Inhibition in MDCK-Zellen. Auch in humanen Calu3-Zellen
war das Virus Mem-HINI1 sensitiver gegeniiber bronchialem Mucus als das Virus mal-HIN1 (s.

Abb. 4.7), jedoch ist diese Inhibition nicht so stark ausgeprigt wie in MDCK-Zellen.
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4.3.7 Vergleich der Virusinhibition durch humanen
bronchialen Mucus in HTBE-Kulturen und MDCK-
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Abbildung 4.8: Inhibition der Virusinfektion durch humanen bronchialen Mucus in A) MDCK-
Zellen und B) HTBE-Kulturen. Reprisentatives Ergebnis von zwei unabhingigen Experimenten;
angegeben ist der Mittelwert von zwei Replikaten sowie deren Standardabweichung. Die Signifikanz
wurde mittels zweiseitigem Student’s T-Test bestimmt (s. 3.7).

Die Ergebnisse der Mucusinhibition in SIAT- und Calu3-Zellen lassen darauf schlielen, dass das
Zellsystem einen signifikanten Einfluss auf die Inhibition haben kann. Im Menschen replizieren
IAV im tracheo-bronchialen Epithel, dessen Zellen hauptséchlich a2-6-verkniipfte Sialinsduren
exprimieren (Nicholls et al., 2007). Die meisten Labor-Zelllinien reprdsentieren nicht die
Verteilung der Sialinsduren dieses Epithels. Das bekannteste Modellsystem des humanen
Respirationstraktes sind ausdifferenzierte HTBE-Kulturen, die unter Air-Liquid-Interface-
Bedingungen gewonnen werden. HTBE-Kulturen sind primire Zellen aus dem tracheo-
bronchialen Epithel. In diesem Versuch sollte untersucht werden, wie sich der Mucus auf die
Infektion in einem der natiirlichen Situation nachempfundenen System auswirkt (s. 3.5.5). Zum
Vergleich wurden MDCK-Zellen in Anwesenheit der gleichen Mucusprobe infiziert. Dabei
wurde in HTBE-Kulturen unverdiinnter Mucus verwendet, da die natiirliche Situation, die bei der
Infektion des tracheo-bronchialen Epithels vorliegt, simuliert werden sollte. Zusitzlich dazu
musst die Infektionsdosis im Vergleich zu MDCK-Zellen erhéht werden, da die Virustiter in
HTBE-Kulturen niedriger sind.

Der Unterschied zwischen den beiden Viren mal-HIN1 und Mem-H1N1 war in HTBE-Kulturen
weniger stark ausgeprigt als in MDCK-Zellen (s. Abb. 4.8). In MDCK-Zellen wurde das Virus
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Mem-HIN1 komplett gehemmt, wohingegen das Virus mal-HIN1 nur schwach gehemmt wurde
(s. Abb. 4.8 A).
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass humane und avidre IAV im menschlichen

Respirationstrakt gleich stark durch bronchialen Mucus gehemmt werden.

4.3.8 Bindungsinhibition durch nasalen und bronchialen
Mucus

Dieser Versuch diente der Untersuchung der Bindung von humanem Mucus unterschiedlichen
Ursprungs an [AV. Zur Bestimmung der Bindung wurde der Fetuin-Bindungsinhibitions-Assay
verwendet (s. 3.5.7.3). Das Prinzip dieses Versuches beruht auf der kompetitiven Inhibition der
Bindung des HRP-gekoppelten Fetuins an immobilisierte Viren durch verschiedene
Mucusproben. Als Kontrolle wurden die Polymere p6°‘SLN und p3°‘SLN als Inhibitoren
verwendet, die entweder den avidren (p3‘SLN) oder den humanen (p6‘SLN) Rezeptor auf der
Oberflache aufweisen.

Die bronchialen Mucusproben HTBE-1 und HTBE-2 (s. 2.11) inhibierten die Fetuinbindung
seitens des Virus mal-HIN1 effektiver als der nasale Mucus, der in diesem Fall von einem
Freiwilligen stammte (s. Abb. 4.9 A). Das Polymer p3°SLN zeigte eine mit dem nasalen Mucus
vergleichbare inhibitorische Wirkung, wohingegen es zu keiner Inhibition seitens des p6°SLN-
Polymers kam.

Das Virus Mem-HIN1 wurde effektiv durch Mucus HTBE-1 und HTBE-2 gehemmt
(s. Abb. 4.9 B). Der nasale Mucus inhibierte wie auch schon beim Virus mal-HIN1 weniger
effizient die Fetuinbindung. Es erfolgte keine Hemmung durch das Polymer p3°‘SLN. Die
Hemmung durch das Polymer p6°SLN war vergleichbar mit der inhibitorischen Wirkung durch
die beiden bronchialen Mucusproben.

Sowohl das humane Virus Mem-HIN1 als auch das avidre Virus mal-HIN1 binden an Mucus.
Somit sollten die Infektion beider Viren durch Mucus inhibiert werden. Die verminderte
Inhibition der nasalen Mucusprobe im Vergleich zu den HTBE-Proben konnte auf eine hohere
Verdiinnung dieser Probe zuriickzufiihren sein. Die Inhibition durch die Polymere deuten darauf
hin, dass das Virus Mem-HIN1 durch o2-6-verkniipfte Sialinsduren und das Virus a2-3-

verkniipfte Sialinsduren inhibiert werden.
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Abbildung 4.9: Bindungsinhibition durch nasalen und bronchialen (HTBE-1, HTBE-2) Mucus.
A) Mem-HIN1, B) mal-H1N1; angegeben ist die relative Absorption in Bezug von gebundenem HRP-
gekoppelten Fetuin im Vergleich zur Absorption in Abwesenheit von Mucus. Représentatives Ergebnis
von drei unabhingigen Experimenten.
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4.4 Charakterisierung von bronchialen und nasalen
Mucusproben

4.4.1 Inhibitorische Komponenten im Mucus

Um zu untersuchen, ob im bronchialen Mucus sialinsdurehaltige Inhibitoren, hitzesensitive [3-
Inhibitoren oder andere Inhibitoren vorhanden sind, wurde die Mucusprobe HTBE-1 auf
unterschiedliche Arten vorbehandelt (s. 3.6.4). Zum einen wurde der Mucus fiir 1 h bei 37°C mit
der NA von V. cholerae inkubiert, um sialinsdurehaltige Inhibitoren zu inaktivieren. Weiterhin
wurde der Mucus bei 62°C inkubiert, um B-Inhibitoren zu inaktivieren. Die vorbehandelten
Proben wurden anschlielend im Fetuin-Bindungs-Inhibitions-Assay, wie zuvor beschrieben, auf
ihre inhibitorische Wirkung getestet (s. 3.5.7.3). Um die Wirkung der verschiedenen
Komponenten auf avidre und humane Viren zu vergleichen wurden die Viren Mem-H1N1 und
mal-HIN1 getestet.

Der unbehandelte und der bei 62°C inkubierte Mucus hemmten die Fetuinbindung des Virus
Mem-HINI1 fast komplett (s. Abb. 4.10 A). Lediglich bei der hdchsten Mucusverdiinnung war
eine reduzierte Inhibition messbar. Die NA-Behandlung des Mucus reduzierte deutlich die
inhibitorische Wirkung des Mucus, wenn auch nicht vollsténdig.

Auch beim Virus mal-HIN1 verénderte die Hitzebehandlung des Mucus die inhibitorische
Wirkung des Mucus kaum (s. Abb. 4.10 B). Wurde der Mucus jedoch mit der NA von V. cholerae
vorbehandelt, konnte man keine Inhibition der Bindung feststellen.

Die Inhibition der Fetuinbindung durch Mucus ist somit abhidngig von Sialinsduren und

unabhéngig von hitzesensitiven Komponenten.
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Abbildung 4.10: Relative Bindung eines HRP-Fetuins in Anwesenheit unterschiedlich

vorbehandelter humaner bronchialer Mucusproben (HTBE-1). A) Mem-HIN1 und B) mal-HINI.
Reprisentatives Ergebnis von drei unabhingigen Experimenten.
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4.4.2 Fraktionierung des Mucus

Exosomen sind Membranvisikel, die auch in Mucusproben aus HTBE-Kulturen vorkommen
koénnen. Es wurde beschrieben, dass Exosomen durch die Anwesenheit von 02-6-verkniipften
Sialinsduren auf ihrer Membran einen inhibitorischen Einfluss auf die Infektion humaner IAV
haben konnen (Kesimer et al., 2009). Exosomen konnen durch eine Differentialzentrifugation
isoliert werden und treten dabei im Pellet der Ultrazentrifugation auf. Durch die Fraktionierung
des Mucus sollte iiberpriift werden, ob die Inhibitoren avidrer und humaner Viren in
unterschiedlichen Mucusfraktionen auftreten, wie zum Beispiel der exosomenhaltigen Fraktion.
Dabei wurden drei Fraktionen erstellt (s. 3.6.3): das Pellet der Low-Speed-Zentrifugation (LZ-
Pellet), das Pellet der Ultrazentrifugation (UZ-Pellet) und der Uberstand der Ultrazentrifugation
(UZ-Uberstand). Die unterschiedlichen Fraktionen wurden ebenso wie der unbehandelte Mucus
hinsichtlich ihrer inhibitorischen Wirkung gegeniiber den Viren mal-H1N1, Mem-HIN1 und VN-
H5N1 im Fetuin-Bindungs-Inhibitionsassay getestet (s. 3.5.7.3). Eine Mucusprobe wurde von
HNE-Kulturen isoliert (HNE-Mucus), eine Mucusprobe wurde von einem Freiwilligen zur
Verfligung gestellt (nasaler Mucus) und zwei Mucusproben wurden von HTBE-Kulturen isoliert
(HTBE-3, HTBE-4).

In diesem Versuch zeigte sich ein Unterschied zwischen der Inhibition avidrer und humaner
Viren. Die Inhibition durch den nasalen Mucus wird fiir das Virus Mem-HIN1 vermehrt durch
das UZ-Pellet vermittelt, wihrend dies bei den avidiren Viren vermehrt durch den UZ-Uberstand
vermittelt wird (s. Abb. 4.11 A und B). Diese Unterschiede bestehen bei den bronchialen
Mucusproben, HTBE-3 und HTBE-4, nicht zwischen avidren und humanen Viren (s. Abb. 4.11
C und D). Avidre und humane Viren werden hier hauptsichlich durch den UZ-Uberstand
inhibiert. Das LZ-Pellet zeigte keine inhibitorische Wirkung gegeniiber den rekombinanten Viren.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Inhibition in Mucus aus HTBE-Kulturen
hauptsichlich durch losliche Proteine vermittelt wird. Im nasalen Mucus wird die Inhibition
sowohl durch l6sliche Komponenten vermittelt, kann aber wie im Falle von Mem-HIN1 vermehrt
durch nicht 16sliche Komponenten vermittelt werden. Unterschiede zwischen den einzelnen
Mucusproben konnen unterschiedliche Ursachen haben, so wurden die Mucusproben von
verschiedenen Donoren und auch zu unterschiedlichen Zeitpunkten gesammelt, was einen

Einfluss auf die Zusammensetzung haben kann.

95



>

70 7

60 -

50 1

40 -

30 1

20 A

10 1

Relative Inhibition (% der Kontrolle)

Mem-HIN1 mal-HIN1

a

140 -

120 A

100 -

80 A

60 -

40

20 A

Relative Inhibition (% der Kontrolle)

il

VN-H5N1

Mem-HINI

mal-HINI1

VN-H5NI1

30

25

20

15

10

Relative Inhibition (% der Kontrolle)

70

60

50

40

30

20

10

Relative Inhibition (% der Kontrolle)

Ergebnisse

[

Mem-HIN1 mal-HINI VN-H5NI1

Mem-HIN1 mal-HIN1 VN-H5NI1

Abbildung 4.11: Virusinhibition durch den UZ-Uberstand (weil) und das UZ-Pellet (schwarz)
verschiedener Mucusproben. A) nasaler Mucus, B) HNE-Mucus, C) HTBE-3, D) HTBE-4.
Représentatives Ergebnis von drei unabhingigen Experimenten; angegeben ist die relative
inhibitorische Wirkung in Bezug zur maximalen inhibitorischen Wirkung des unbehandelten Mucus.

96



Ergebnisse

4.5 Einfluss des HAs und der NA auf die Sensitivitat
der Viren gegeniiber dem IFN-induzierten anti-
viralen Status

Als eine der ersten Reaktionen auf eine virale Infektion sezernieren infizierte Zellen Typ I-
Interferone (IFN), welche den antiviralen Status von Zellen induzieren. Bei IFN-Stimulation
werden von den Zellen unter anderem antivirale Effektormolekiile produziert, die verschiedene
Einfliisse auf den viralen Replikationszyklus haben konnen (s. 1.7.2).

Um den Einfluss der Glykoproteine HA und NA gegeniiber dem antiviralen Status zu
untersuchen, wurden Zellen mit IFN-B vorstimuliert und anschlieBend mit 2:6-rekombinanten
Viren infiziert. Dabei wurde zunéchst die einzyklische Replikation in Anwesenheit von IFN-3
beobachtet, um auf die initialen Schritte der Infektion zu fokussieren und Einfliisse von IFN-
induzierten Effektormolekiilen auf die Viruszusammensetzung, Abknospung und Ausbreitung

auszuschlieBen (s. 3.4.1).
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Abbildung 4.12: Inhibition der Infektion rekombinanter 2:6-Viren nach IFN-Stimulation von A)
A549-Zellen und B) Calu3-Zellen. Die Zellen wurden fiir 24 h mit unterschiedlichen Konzentrationen
von IFN-f inkubiert. AnschlieBend wurden sie mit 200 FFU Virus infiziert. Infizierte Zellen wurden
mit einer immunhistochemischen Fiarbung gegen das virale NP detektiert. Repréisentatives Ergebnis
von fiinf (A) bzw. 2 (B) unabhéngigen Experimenten. Angegeben sind die Mittelwerte sowie die 95 %-
Konfidenzintervalle; die Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s T-Test im Vergleich zum
Virus Mem-HIN1 bestimmt (s. 3.7).

Die Infektion aller Viren wird durch die IFN-B-Stimulation der A549-Zellen dosisabhéngig
gehemmt (s. Abb. 4.12 A). Dabei wurde die Infektion der Viren VN-H5N1 und Sh-H7N9 weniger
stark gehemmt als die Infektion der anderen Viren Mem-HIN1, mal-HIN1 und mal-H2N2
(s. Abb. 4.12 A).

Um auszuschlieBen, dass der in A549-Zellen beobachtete Effekt zelltypspezifisch ist, wurde die
Virussensitivitdt gegeniiber dem IFN-induzierten Status der rekombinanten Viren in einer

weiteren humanen Zelllinie, Calu3-Zellen, bestimmt (s. 3.5.8.1). Auch in diesem Zellsystem wird
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die Infektion aller getesteten Viren durch eine IFN-B-Stimulation der Zellen gehemmt
(s. Abb. 4.12 B). Dabei zeigte das Virus VN-H5N1 wieder eine verringerte Sensitivitét gegeniiber
IFN-B im Vergleich zu den anderen getesteten Viren Mem-H1N1 und mal-H1N1. Somit wurden
die Ergebnisse aus den A549-Zellen bestitigt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Sensitivitdt von IAV gegeniiber IFN-B abhédngig von den
Glykoproteinen HA und NA sein kann. Aufgrund der Zusammensetzung der rekombinanten
Viren (s. 4.1) konnen die beobachteten Unterschiede auf Unterschiede in der Rezeptorbindung,
dem Fusions-pH oder auch der NA zuriickzufiihren sein. Dabei scheint keine Korrelation
zwischen der Inhibition der Infektion und der Rezeptorspezifitit der Viren zu bestehen, da das
Virus Mem-HINI1 und die Viren mal-HIN1 und mal-H2N2 gleich stark inhibiert werden.
Vielmehr scheint dieser Effekt mit dem Fusions-pH zu korrelieren, da die beiden Viren VN-H5N1

und Sh-H7N9 einen héheren Fusions-pH aufweisen als die anderen drei Viren (s. Tab. 4.2).

4.6 Einfluss der HA-vermittelten Fusion auf die
Sensitivitat gegeniiber dem IFN-induzierten
antiviralen Status

Die Sensitivitit von Viren gegeniiber dem antiviralen Status scheint mit dem pH-Optimum der
Fusion zu korrelieren. Es ergibt sich daraus die Hypothese, dass ein hohes pH-Optimum der

Fusion die Inhibition von IAV durch IFN- induzierte Effektormolekiile reduziert.

4.6.1 Herstellung rekombinanter Viren mit Fusions-pH
beeinflussenden Punktmutationen im HA

Um den Einfluss des Fusions-pH auf die Sensitivitdt gegeniiber dem IFN-induzierten antiviralen
Status zu untersuchen, wurden rekombinante Viren mit Fusions-pH-beeinflussenden Mutationen
im HA des Virus A/Hong Kong/1/1968 mittels des Acht-Plasmid-Systems hergestellt (s. 3.3).
Dabei wurden die den Fusions-pH erhdhenden Mutationen H17,R (Rott et al., 1984) und K82,T
(Lin et al., 1997), sowie die den Fusions-pH absenkende Mutation H17,Y (Thoennes et al., 2008)
eingefligt (s. 3.1.3). Die Identitdt der Viren und das Vorhandensein der Mutationen wurden mittels
Sanger-Sequenzierung des HAs und der NA (s. 3.1.5) bestitigt. Die Titer der Viren wurden
sowohl mittels einzyklischer Replikation auf MDCK- und A549-Zellen (s. 3.4.1) als auch im
Plaque-Assay (s. 3.4.2) bestimmt. Die Unterschiede in den Fusionseigenschaften wurden

anschlieend in zwei Experimenten untersucht.
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4.6.2 Detektion der pH-induzierten Konformationsinderung

Zur Uberpriifung des Einflusses der Mutationen wurde der pH der Konformationsinderung
untersucht (s. 3.5.3). Im Vergleich zum Virus HK/68-WT wiesen die Viren HK/68-K82T und
HK/68-H17R einen hoheren pHso der Konformationsdnderung auf (s. Tab. 4.3). Das Virus
HK/68-H17Y hingegen zeigt einen geringeren pHso.ua der Konformationsidnderung im Vergleich
zum Virus HK/68-WT. Das Virus HK/68-H17R besitzt den hochsten pH der

Konformationsdanderung.

4.6.3 Sensitivitit gegeniiber NH4Cl

Um den Einfluss der Punktmutationen auf den endosomalen Viruseintritt zu bestitigen, wurde
die Inhibition der Infektion durch die lysomotrope Substanz NH4Cl untersucht (s. 3.5.2). Dabei
zeigten die Viren HK/68-K82T und HK/68-H17R im Vergleich zum Virus HK/68-WT eine
geringere Sensitivitit gegeniiber NH4Cl auf (s. Tab. 4.3). Das Virus HK/68-H17Y hingegen wies
im Vergleich zu HK/68-WT eine hohere Sensitivitét auf.

Die Sensitivitdt gegeniiber NH4Cl sowie der pHso der Konformationsédnderung zeigen, dass das
Virus HK/68-H17R den hochsten Fusions-pH aufweist, gefolgt vom Virus HK/68-K82T. Das
Virus HK/68-H17Y weist den niedrigsten Fusions-pH auf. Diese Ergebnisse stimmen mit den

schon vorab publizierten Daten dieser Mutationen iiberein.

Tabelle 4.3: Fusionseigenschaften der rekombinanten HK/68 Viren. MW: Mittelwert; KI: 95 %-
Konfidenzintervall; P: p-Wert aller Replikate des zweiseitigen Student’s T-Test in Bezug auf das Virus
HK/68-WT; n.b.: Wert wurde in diesem Experiment nicht bestimmt; (n): Anzahl der Replikate.

pH der Konformationsinderung ICs0 (NH4Cl, mM)
(pHs0-14)

Virus MW KI (n) P MW KI (n) P
HK/68-WT 4,9 +0,03 (13) 0,317  £0,026 (12)
HK/68-HI7R 5,3 +0,15 (7) 0,000 1,003  £0,173 (11) 0,000
HK/68-H17Y 4,7 +0,05 (7) 0,000 0,254  +0,028 (11) 0,006
HK/68-K82T 5,1 +0,04 (7) 0,000 0,814  +0,042 (9) 0,000
HK/68-YI98F n.b. 0,388  +0,040 (10) 0,006
HK/68-R2 n.b. 0,353 0,015 (8) 0,107
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4.6.4 Bestimmung der Sensitivitit von rekombinanten
Fusionsmutanten gegeniiber IFN-f3

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die HK/68-Mutanten sich in ihren Fusionseigenschaften
unterscheiden, wurde die Sensitivitét dieser Viren gegeniiber dem IFN-induzierten antiviralen
Status untersucht (s. 3.5.9).

Die Infektion der Viren HK/68-WT und HK/68-H17Y wurde in mit IFN-B vorstimulierten A549-
Zellen gleich stark inhibiert (s. Abb. 4.13 A). Dahingegen zeigten die beiden Viren HK/68-K82T
und HK/68-H17R eine verringerte Sensitivitdt gegeniiber der IFN-B-Vorbehandlung der A549-
Zellen. Dabei wies das Virus HK/68-H17R die geringste Sensitivitit gegeniiber IFN-f auf.
Auch in Calu3-Zellen weisen die beiden Viren HK/68-WT und HK/68-H17Y eine hoéhere
Sensitivitit gegeniiber IFN-f auf als das Virus HK/68-H17R (s. Abb. 4.13 B).

Diese Daten bestitigen die Hypothese, dass die Sensitivitit von IAV gegeniiber IFN- durch den
Fusions-pH der IAV beeinflusst wird. Viren mit einem hohen Fusions-pH sind weniger sensitiv

als Viren mit einem niedrigen Fusions-pH.
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Abbildung 4.13: Inhibition der Infektion rekombinanter Fusionsmutanten in IFN-
vorstimulierten A) A549-Zellen und B) Calu3-Zellen. Die Zellen wurden fiir 24 h mit
unterschiedlichen Konzentrationen von IFN-f inkubiert. AnschlieBend wurden sie mit 200 FFU Virus
infiziert. Infizierte Zellen wurden mit einer immunhistochemischen Farbung gegen das virale NP
detektiert. Repréisentatives Ergebnis von fiinf (A) bzw. 2 (B) unabhidngigen Experimenten. Angegeben
sind die Mittelwerte von drei (A549) bzw. zwei (Calu3) Replikaten eines repriasentativen Experiments
sowie die 95 %-Konfidenzintervalle; die Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s-T-Test in
Bezug auf das Virus HK/68-WT bestimmt (s. 3.7)
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4.6.5 Inhibition der Infektion durch IFN-induzierte
Effektormolekiille in  primaren HAEC-  und
ausdifferenzierten HTBE-Kulturen
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Abbildung 4.14: Sensitivitit rekombinanter Viren gegeniiber IFN-$ in A) HAEC-;B) HTBE-
Kulturen. Die Zellen wurden fiir 24 h mit unterschiedlichen Konzentrationen, im Falle der HTBE-
Kulturen mit 20 U/ml, von IFN-B inkubiert. HAEC-Zellen wurden mit 2x10* FFU der Viren pro Kultur
infiziert. Angegeben sind der Mittelwert sowie die Standardabweichung zweier Experimente mit
jeweils drei Replikaten (n=6). HTBE-Kulturen wurden mit 6x10° FFU der Viren pro Kultur infiziert
Angegeben sind der Mittelwert sowie die Standardabweichung jedes Experiments mit jeweils 3 bis 4
Replikaten. 8 h nach der Infektion wurden die Zellen fixiert und infizierte Zellen wurden mit einer
immunhistochemischen Farbung gegen das virale NP detektiert. Die Signifikanz wurde mittels
zweiseitigem Student’s T-Test im Vergleich zum Virus HK/68-WT ermittelt (s. 3.7).
Um zu iiberpriifen, ob die beobachteten Effekte in den Standardzelllinien A549 und Calu3 in
einem der natiirlichen Situation nachempfundenen System reproduzierbar sind, wurden primére
HTBE- und HAEC-Kulturen mit IFN-f vorstimuliert und mit den rekombinanten Viren infiziert
(s. 3.5.8.2). Dafiir wurden die zoonotischen Viren VN-H5N1 und Sh-H7N9 sowie das Virus
HK/68-WT und seine Mutante mit hoherem Fusions-pH, HK/68-H17R, verwendet.
In HAEC-Kulturen wies das Virus HK/68-WT die grofite Sensitivitdt gegeniiber der IFN-
Stimulation der Zellen auf (s. Abb. 4.14 A). Die Viren HK/68-H17R, VN-H5N1 und Sh-H7N9,
welche einen hoheren Fusions-pH als das Virus HK/68-WT aufweisen, zeigten eine geringere
Sensitivitdt gegeniiber IFN-B-induzierten Effektormolekiilen.
In HTBE-Kulturen wurden drei Experimente durchgefiihrt. Die Kulturen stammten dabei von
verschiedenen Donoren. In allen drei Experimenten zeigte das Virus HK/68-H17R eine geringere
Sensitivitdt gegeniiber der IFN-Behandlung als das Virus HK/68-WT (s. Abb. 4.14 B). Die Viren
VN-H5N1 und Sh-H7N9 zeigten nur in einem von drei Experimenten eine verringerte Sensitivitit

gegeniiber der  IFN-Vorbehandlung im  Vergleich zum  Virus  HK/68-WT
(s. 4.14 B, Experiment 3).
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Die Experimente aus den A549- und Calu3-Zellen konnten somit in HAEC-Kulturen reproduziert
werden. In HTBE-Kulturen konnten die Ergebnisse nur teilweise reproduziert werden. HK/68-
WT und seine Mutante HK/68-H17R zeigten jedoch in allen vier getesteten Zellsystemen die
gleiche relative Sensitivitit gegeniiber IFN-f. Dies deutet darauf hin, dass auch in priméren Zellen
ein hoheres pH-Optimum der Fusion die Inhibition des viralen Eintritts durch IFN-induzierte

Effektormolekiile reduziert.

4.7 Einfluss der Rezeptorbindungseigenschaften auf
die Sensitivitit gegeniiber dem IFN-induzierten
antiviralen Status

4.7.1 Herstellung rekombinanter Viren mit unterschiedlicher
Rezeptorspezifitit

Inwiefern die Rezeptorspezifitit einen Einfluss auf die Virussensitivitit gegeniiber dem IFN-
vermittelten antiviralen Status hat, sollte mit einem weiteren Set an rekombinanten Viren
untersucht werden. Dabei wurden Mutationen in das HA des Virus A/Hong Kong/1/1968
eingefiigt, die die Rezeptorbindung beeinflussen (s. 3.1.3). Es wurden die Mutationen L226,Q
und S228,G in das HA von A/Hong Kong/1/1968 eingefiigt (HK/68-R2), welche die
Rezeptorspezifitit von 02-6 zu a2-3 dndern (Matrosovich et al., 2007). Zum anderen wurde die
Mutation Y98,F eingefiigt, fiir die beschrieben ist, dass sie die Bindungsaviditit beeinflusst
(HK/68-Y98F) (Martin et al., 1998). Die rekombinanten Viren wurden mittels des Acht-Plasmid-
System hergestellt (s. 3.3) und ihre Identitdt mittels Sanger-Sequenzierung des HA und der NA
bestitigt (s. 3.1.5). AnschlieBend wurden die Titer der rekombinanten Viren mittels einzyklischer

Replikation (s. 3.4.1) und Plaque-Titer (s. 3.4.2) bestimmt.

4.7.2 Sensitivitit gegeniiber NH4Cl

Da bereits gezeigt wurde, dass der Fusions-pH die Sensitivitdt gegeniiber IFN beeinflussen kann,
wurde die Sensitivitdt der Viren gegeniiber NH4CI untersucht, um einen potentiellen Einfluss der
Rezeptorbindung auf die Fusionseigenschaften auszuschlieen.

Zwischen dem Virus HK/68-WT und dem Virus HK/68-R2 konnte kein signifikanter Unterschied
in der Sensitivitdt gegeniiber NH4Cl festgestellt werden. Im Gegensatz dazu besitzt das Virus
HK/68-Y98F eine leicht hohere Sensitivitit gegeniiber NH4Cl als das Virus HK/68-WT
(s. Tabelle 4.3). Dennoch kann man davon ausgehen, dass die Viren bei einem dhnlichen pH die

Fusion der viralen mit der endosomalen Membran induzieren.
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4.7.3 Inhibition der Infektion rekombinanter
Rezeptorbindungsmutanten  durch  IFN-induzierte
Effektormolekiile
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Abbildung 4.15: Inhibition der Infektion der Rezeptormutanten durch IFN in A549-Zellen.
A549-Zellen wurden 24 h vor der Infektion mit IFN-f inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
200 FFU der Viren infiziert. 15 h nach der Infektion wurden infizierte Zellen durch eine
immunhistochemische Farbung gegen das virale NP-Protein detektiert. Die Anzahl infizierter Zellen in
Anwesenheit von IFN wurde in Relation zur Kontrolle (keine Stimulation mit IFN) gebracht. Die
Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s T-Test in Bezug auf das Virus HK/68-WT bestimmt
(s. 3.7); reprasentatives Ergebnis von drei unabhidngigen Experimenten; angegeben sind die Mittelwerte
von drei Replikaten sowie die 95 %-Konfidenzintervalle.

Die Sensitivitdt gegeniiber IFN-induzierten Effektormolekiilen der Rezeptorbindungsmutanten
wurde wie zuvor schon beschrieben durchgefiihrt (s. 3.5.8.1). Die Rezeptorbindungsmutanten
HK/68-R2 und HK/68-Y98F zeigten in mit IFN vorstimulierten A549-Zellen eine zum Virus
HK/68-WT vergleichbare Inhibition der Infektion (s. Abb. 4.15). Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die Rezeptorspezifitit keinen Einfluss auf die Sensitivitit der Viren gegeniiber dem IFN-

induzierten antiviralen Status in A549-Zellen hat.

4.8 Einfluss der NA auf die Sensitivitit gegentiber
dem IFN-induzierten antiviralen Status

Die rekombinanten Viren mit HAs und NAs reprasentativer humaner, avidrer und zoonotischer
Viren unterscheiden sich abgesehen von ihrer Rezeptorspezifitdt und ihrem Fusions-pH auch in
ihrer NA (s. 4.1). Die NAs dieser Viren konnen sich sowohl in ihrer Spezifitit, Abspaltung aviérer
oder humaner Rezeptoren, als auch ihrer Aktivitit, Effizienz der Abspaltung, unterscheiden

(s. 1.4). Um einen moglichen Einfluss der NA auf die Sensitivitdt von Viren gegeniiber dem IFN-
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induzierten antiviralen Status zu untersuchen, wurden rekombinante Viren verwendet, welche die
NA von Viren aus verschiedenen Spezies besitzen (s. 2.4). Dabei enthielt das Virus pdm09 alle
Gene des pandemischen Virus von 2009. Das Virus pdm09-human/Memphis enthielt die NA
eines humanen saisonalen Virus, das Virus pdm09-dk/bavaria enthielt die NA eines avidren Virus.
Das Virus pdm09-sw/lowa enthielt die NA eines klassischen Schweinevirus und das Virus
pdm09-Thailand die NA eines avidr-dhnlichen Schweinevirus. Diese rekombinanten Viren waren
in unserer Arbeitsgruppe schon vorhanden und bereits charakterisiert worden (Gerlach et al.,

2012).

4.8.1 Sensitivitit rekombinanter Viren mit unterschiedlicher
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Abbildung 4.16: Inhibition der Infektion rekombinanter Viren mit unterschiedlicher NA durch
NH4Cl. Eine NH4CI-Verdiinnungsreihe wurde erstellt und die Viren mit dieser Verdiinnungsreihe
inkubiert. MDCK-Zellen wurden mit 200 FFU der Viren infiziert und 15 h nach der Infektion wurden
die infizierten Zellen mittels einer immunhistochemischen Farbung gegen das virale NP detektiert. Die
ICso wurde mittels linearer Interpolation ermittelt und die Mittelwerte sowie die 95 %-
Konfidenzintervalle aller Experimente wurden bestimmt (n=6). Die Signifikanz wurde mittels
zweiseitigem Student’s T-Test in Bezug auf das Virus pdm09 bestimmt (s. 3.7).

Durch Bestimmung der Virussensitivitit gegeniiber NH4Cl sollte untersucht werden, ob der
Austausch des NA-Gens den Fusions-pH beeinflusst (s. 3.5.2).

Die Viren pdm09 und pdm09-human/Memphis zeigten eine vergleichbare Sensitivitdt gegeniiber
NH4Cl (s. Abb. 4.16). Dahingegen wiesen die Viren pdm09-dk/bavaria, pdm09-sw/lowa und

pdm09-Thailand eine im Vergleich zum Virus pdm09 héhere Sensitivitéit auf. Daraus lédsst sich

schlieBen, dass das Virus pdm09 bei einem hoheren pH als die Viren pdm09-dk/bavaria, pdm09-
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sw/lowa und pdm09-Thailand die Fusion induziert. Somit kann die Herkunft der NA einen
Einfluss auf den pH-abhéngigen Eintritt von IAV in die Zelle haben. Es wurde bereits gezeigt,

dass Anderungen in der NA-Aktivitit das pH-Optimum der Fusion beeinflussen kann (DuBois et

al., 2011).

4.8.2 Inhibition der Infektion rekombinanter Viren mit unter-
schiedlicher NA durch IFN-induzierte Effektormolekiile
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Abbildung 4.17: Inhibition der Infektion rekombinanter Viren mit unterschiedlicher NA durch
IFN-induzierte Effektormolekiile in A549-Zellen. Die Zellen wurden 24 h vor der Infektion mit IFN-
B inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 200 FFU der Viren infiziert. 15 h nach der Infektion
wurden infizierte Zellen durch eine immunhistochemische Farbung gegen das virale NP-Protein
detektiert. Représentatives Ergebnis von drei unabhingigen Experimenten. Angegeben sind die
Mittelwerte sowie die 95 %-Konfidenzintervalle eines Experiments. Die Signifikanz wurde mittels
zweiseitigem Student’s T-Test in Bezug auf das Virus pdm09 bestimmt (s. 3.7).

Es sollte als nichstes untersucht werden, ob der Austausch der NA auch einen Einfluss auf die
Virussensitivitit gegeniiber IFN hat.

Das Virus pdm09 zeigte die geringste Sensitivitit gegeniiber dem IFN-induzierten antiviralen
Status (s. Abb. 4.17). Auch zeigte das Virus pdm09-Thailand, welches die grofite Sensitivitit
gegeniiber NH4Cl aufweist, die groBte Sensitivitit gegeniiber dem IFN-induzierten antiviralen
Status. Dieser Effekt des NA-Austauschs scheint mit dem Einfluss der NA auf die Fusion zu
korrelieren. Alle anderen Viren zeigten eine intermedidre Sensitivitit. Allerdings sind die
Unterschiede nur gering. Somit scheint die NA nur einen geringen Einfluss auf die
Virussensitivitit gegentiber IFN zu haben, was mit ihrem geringen Einfluss auf die Fusion

korreliert.
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4.9 Inhibition der Infektion durch humane IFITM-
Proteine
Die Beobachtung, dass die IAV-Sensitivitit gegeniiber IFN-f abhéngig vom Fusions-pH der

Viren war, fithrte zu der Vermutung, dass die IFN-induzierten Transmembranproteine (IFITMs)
eine entscheidende Rolle bei der Inhibition der initialen IAV-Infektion spielen. IFITM-Proteine
inhibieren die Infektion verschiedener Virusfamilien, indem sie die virale Fusion inhibieren (Li
etal., 2013). Es sollte untersucht werden, ob die Sensitivitit von IAV gegeniiber IFITM-Proteinen
ebenfalls abhingig vom pH-Optimum der Fusion ist. Um dies zu untersuchen, wurden zwei
MDCK-Zelllinien verwendet, die entweder das humane IFITM2- oder das humane IFITM3-
Protein stabil exprimieren (s. 2.8). Diese Zellen wurden von unseren Kooperationspartner
Professor Stefan Pohlmann und Dr. Michael Winkler (DPZ Géttingen) zur Verfiigung gestellt.
Die Sensitivitdt gegeniiber den IFITM-Proteinen wurde nach mono- (s. 3.4.1) sowie nach

multizyklischer Replikation (s. 3.4.2) bestimmt.

4.9.1 Sensitivitit gegeniitber humanem IFITM2 und IFITM3
in der frithen Replikationsphase
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Abbildung 4.18: Titerreduktion rekombinanter Viren bei Uberexpression von humanen IFITM2
(wei) und IFITM3 (schwarz) nach einem Replikationszyklus. Die Titer in MDCK-hIFITM2 und
MDCK-hIFITM3 Zellen wurden mittels einzyklischer Replikation (s. 3.4.1) bestimmt und in Relation
zu den Titern in MDCK-G Zellen gesetzt. A) Fusionsmutanten; die Signifikanz wurde mittels
zweiseitigem Student’s-T-Test in Bezug auf das Virus HK/68-WT bestimmt (n=3) (s. 3.7); B) Viren
mit HA und NA reprisentativer aviirer und humaner Viren; die Signifikanz wurde mittels
zweiseitigem Student’s-T-Test in Bezug auf das Virus Mem-HINI bestimmt (n=2) (s. 3.7);
reprasentative Ergebnisse von drei unabhéngigen Experimenten.

Zur Bestimmung der Virussensitivitét gegeniiber IFITM2 und IFITM3 beim Viruseintritt wurde
die monozyklische Replikation in den drei Zelllinien MDCK-G, MDCK-hIFITM2 und MDCK-
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hIFITM3 beobachtet (s. 3.4.1). Dafiir wurden die rekombinanten Viren titriert und die Titer mit
den Titern in der parentalen Zelllinie (MDCK-G) verglichen, die kein IFITM-Protein exprimiert.
Die Infektion aller rekombinanten Viren wurde durch die Expression von IFITM2 und IFITM3
inhibiert (s. Abb. 4.18). Dabei zeigte bei den Fusions-Mutanten das Virus HK/68-H17R die
geringste Titerreduktion, wihrend das Virus HK/68-H17Y die groBte Sensitivitit aufwies
(s. Abb. 4.18 A). Das Virus HK/68-WT zeigte eine intermedidre Sensitivitét.

Bei den rekombinanten Viren mit HAs und NAs reprisentativer IAV weisen die beiden Viren
Mem-HIN1 und mal-HIN1 die grofte Sensitivitit gegeniiber IFITM2 und IFITM3 auf
(s. Abb. 4.18 B). Die beiden Viren VN-H5N1 und Sh-H7N9 zeigten hingegen die geringste
Titerreduktion.

Dies deutet darauf hin, dass die Sensitivitit der IAV gegeniiber IFITM2 und IFITM3 beim

Viruseintritt abhéngig vom Fusions-pH der Viren ist.

4.9.2 Sensitivitit gegenuber humanem IFITM2 und IFITM3
nach mehreren Replikationszyklen

Neben der Sensitivitit gegeniiber IFITM-Proteinen in frithen Replikationsphasen sollte auch die
Sensitivitdt nach mehreren Replikationszyklen untersucht werden (s. 3.5.9). Dafiir wurde die
PlaquegroBe der rekombinanten Viren in IFITM2- und IFITM3-exprimierenden MDCK-Zellen
mit der Plaquegrof3e in parentalen MDCK-Zellen verglichen (s. Abb. 4.19 A).

Die Plaques des Virus HK/68-WT zeigten eine stirkere GroBenreduktion in IFITM2- und
IFITM3-exprimierenden Zellen als die Plaques des Virus HK/68-H17R (s. Abb. 4.19 B).

Bei den rekombinanten Viren mit HA und NA repréisentativer [AV wiesen die Plaques der Viren
Mem-HINI1, mal-HIN1 und HK/68-WT ebenfalls eine stirkere Groflenreduktion auf als die
Plaques der Viren VN-H5N1 und Sh-H7N9 (s. Abb. 4.19 C).

Aus den beiden Experimenten in IFITM-exprimierenden Zellen (4.9.1 und 4.9.2) ldsst sich
schlieBen, dass die Sensitivitdt der Viren gegeniiber IFITM2 und IFITM3 sowohl in der frithen
Replikationsphase (4.9.1) als auch nach mehreren Replikationszyklen (4.9.2) abhidngig vom
Fusions-pH der Viren ist. Viren mit hohem Fusions-pH, wie HK/68-H17R, VN-H5N1 oder Sh-
H7N9, sind weniger sensitiv gegeniiber der Expression von IFITM-Proteinen als Viren mit einem

niedrigen Fusions-pH, wie Mem-H1N1, mal-HIN1 oder HK/68-WT.
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Abbildung 4.19: Verinderung der Plaquegrofie nach Infektion von IFITM2- und IFITM3-
exprimierenden Zellen. Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von Virus in
Anwesenheit von Trypsin-TPCK und Overlaymedium infiziert. Infizierte Zellen wurden mittels
immunhistochemischer Farbung gegen das virale NP-Protein detektiert und die PlaquegrofBe in allen
Zelllinien ermittelt. Die PlaquegréBe von 30-50 Plaques in MDCK-hIFITM2 und MDCK-hIFITM3
wurde in Relation zu der Plaquegréfie in MDCK-G Zellen gesetzt. A) Beispiele fiir die Reduktion
der Plaquegrofie in IFITM-exprimierenden Zellen; B) Reduktion der Plaquegriofie der
Fusionsmutanten, die Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s-T-Test in Bezug auf das
Virus HK/68-WT bestimmt (n>34) (s. 3.7); C) Reduktion der Plaquegriofie rekombinanter Viren
mit HA und NA reprisentativer Viren, die Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student ’s-T-Test
in Bezug auf das Virus Mem-HINI1 bestimmt (n>39) (s. 3.7); repréasentatives Ergebnis von drei
unabhéngigen Experimenten.
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4.10 Multizyklische Replikation in Anwesenheit von
IFN-B

Die bisher durchgefiihrten Experimente zur Sensitivitit der Viren gegeniiber IFN-f} betrachteten
hauptsichlich die frithen Phasen der Infektion. Um den Einfluss der kombinierten Effekte der
IFN-induzierten Effektormolekiile zu friithen sowie spdten Zeitpunkten der Infektion zu
betrachten, wurde das Wachstumsverhalten rekombinanter Viren in Calu3-Zellen in Anwesenheit
von IFN- iiber einen Zeitraum von 72 h beobachtet (s. 3.5.8.3). Dafiir wurden Calu3-Zellen mit
IFN-B stimuliert. 24 h nach der Stimulation wurden die Zellen mit einer MOI von 0,01 infiziert.
1 h nach der Infektion wurde das Inoculum durch Medium ersetzt, welches IFN-f enthielt. Alle
24 h wurden Proben des Uberstands entnommen und der Titer der Proben nach einzyklischer

Replikation bestimmt.

4.10.1 Replikation von HK/68-WT und HK/68-H17R in
Anwesenheit von IFN-f8
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Abbildung 4.20: Replikation von Fusionsmutanten in Calu3-Zellen in Anwesenheit von IFN-f.
A) HK/68-WT B) HK/68-H17R; reprisentatives Ergebnis von drei unabhidngigen Experimenten; die
Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student ‘s T-Test gegen die Kontrollinfektion (0 U IFN) getestet
(s. 3.7). Angegeben sind die Mittelwerte von vier Replikaten sowie ihr Konfidenzintervall. Pfeile
markieren Messpunkte, bei denen kein signifikanter Unterschied zur Kontrollinfektion vorhanden war
(p<0,05).

Zunichst wurde der Einfluss von IFN-f auf die Replikation des HK/68-WT Virus und seiner
Mutante HK/68-H17R betrachtet. Die Replikation beider Viren wurde in den ersten 24 h durch
IFN-B inhibiert. Die Titer des Virus HK/68-WT erreichten in Anwesenheit von IFN-f jedoch zu
keiner Zeit die Titer in unstimulierten Zellen (s. Abb. 4.20 A). Dahingegen erreichten die Titer
des Virus HK/68-H17R bei Stimulation der Zellen mit 10 U ml!' IFN nach 48 h die Titer in
unstimulierten Zellen (s. Abb. 4.20 B). Auch in Anwesenheit von 100 U ml!' IFN-B war die
Titerreduktion des Virus HK/68-H17R geringer als die Titerreduktion des Virus HK/68-WT.
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Der Fusions-pH beeinflusst nicht nur bei der initialen Infektion die Virussensitivitit gegeniiber

IFN-induzierten Effektormolekiilen (s 4.6.4), sondern auch iiber einen Zeitraum iiber 72 h.

4.10.2 Replikation rekombinanter Viren mit HA und NA
reprasentativer IAV
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Abbildung 4.21: Replikation rekombinanter Viren in Calu3-Zellen in Anwesenheit von IFN-f. A)
VN-H5N1; B) Mem-H1N1; C) Sh-H7N9; D) mal-HIN1; 0 U ml™! IFN (rot), 10 U ml"! IFN (weiB
gefiilltes Quadrat), 100 U ml"! IFN (schwarz gefiilltes Quadrat), 1000 U ml! IFN (weiB gefiillter Kreis);
repriasentatives Ergebnis von drei unabhingigen Experimenten; die Signifikanz wurde mittels
zweiseitigem Student’s T-Test gegen die Kontrollinfektion (0 U IFN) getestet (s. 3.7). Angegeben sind
die Mittelwerte von 4 Replikaten sowie ihr 95%-Konfidenzintervall.

Neben den Mutanten des HK/68-WT Virus sollte auch die Replikation der rekombinanten Viren
mit HAs und NAs reprasentativer IAV in Anwesenheit von IFN-f§ untersucht werden (3.5.8.3).

Das Virus VN-H5N1 zeigte eine geringe Sensitivitit gegeniiber der IFN-Stimulation
(s. Abb. 4.21 A). In Anwesenheit von 10 U ml! IFN-B waren die Titer 72 h nach der Infektion
vergleichbar mit den Titern in unbehandelten Zellen. Im Gegensatz dazu zeigten alle anderen
Viren eine deutliche 10- bis 20-fache Reduktion (1-2 log-Stufen) der Titer im Vergleich zu den
Titern in unstimulierten Zellen 72 h nach der Infektion. Auch bei den anderen IFN-§-
Konzentrationen waren die Unterschiede der Titer des Virus VN-H5N1 im Vergleich zu den

Titern in unstimulierten Zellen geringer als die der anderen Viren. In diesem Versuch kann man
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keine eindeutigen Unterschiede im Replikationsverhalten in Anwesenheit von IFN- zwischen
den Viren Sh-H7N9, Mem-H1N1 und mal-HINT1 feststellen.

Fiir drei der vier Viren korrelierte die Sensitivitéit gegeniiber IFN-3, wihrend der multizyklischen
Replikation mit dem Fusions-pH der Viren. Die einzige Ausnahme stellte das Virus Sh-H7N9
dar, welches sich so verhielt wie die Viren mit niedrigem Fusions-pH, Mem-HIN1 und mal-
HINI1. Dennoch zeigt der Vergleich des Virus HK/68-WT mit seiner Fusions-Mutant HK/68-
HI17R, dass ein hoherer Fusions-pH in einer verringerten Sensitivitét gegeniiber IFN-induzierten

Effektormolekiilen resultiert.
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4.11 Sensitivitat wildtypischer Viren gegeniiber dem
IFN-induzierten antiviralen Status

Weiterhin sollte untersucht werden, inwiefern die beobachteten Eigenschaften der rekombinanten
Viren beziiglich der Sensitivitit gegeniiber dem IFN-induzierten antiviralen Status {ibertragbar
auf die korrespondierenden wildtypischen humanen und zoonotischen Viren sind. Zusitzlich zu
dem saisonalen humanen Virus A/Memphis/14/96 (HIN1) wurden die pandemischen Viren
A/Hong Kong/1/1968 (H3N2) und A/Hamburg/5/2009 (HIN1) getestet. Weiterhin wurden die
beiden zoonotischen Viren A/Thailand/KAN-1/2004 (H5N1) und A/Anhui/1/2013 (H7N9)
getestet.

4.11.1 Inhibition der Infektion durch NH4Cl

1,8 7  ®A/Memphis/14/1996 (HIN1) *kk
1 m A/Hong Kong/1/1968 (H3N2)

B A/Hamburg/5/09 (HIN1)

1,4 4  ®A/Thailand/KAN-1/2004 (H5N1)
| mA/Anhui/1/2013 (H7N9)

1,6

7 ?

Abbildung 4.22: Inhibition der Virusinfektion durch NH4Cl. Eine Ammoniumchlorid-
Verdiinnungsreihe wurde erstellt und die Viren mit dieser Verdiinnungsreihe inkubiert. MDCK-Zellen
wurden mit dieser Mischung infiziert und 8 h nach der Infektion fixiert. Infizierte Zellen wurden durch
eine immunhistochemische Féarbung gegen das virale NP detektiert. Die Signifikanz wurde mittels
zweiseitigem Student’s T-Test in Bezug auf das Virus A/Memphis/14/96 bestimmt (n=6) (s. 3.7).

Um den pH des endosomalen Eintritts der wildtypischen Viren zu untersuchen, wurde die
Sensitivitit der Viren gegeniiber NH4Cl bestimmt (s. 3.5.2).

Das Virus A/Anhui/1/2013 (H7N9) wies die geringste Sensitivitdt gegeniiber NH4Cl auf (s. Abb.
4.22). Die beiden Viren A/Thailand/KAN-1/2004 (H5N1) und A/Hamburg/5/2009 (HINT1)
wiesen eine vergleichbare Sensitivitit gegeniiber NH4Cl auf, waren jedoch sensitiver als
A/Anhui/1/2013 (H7N9). Die Viren A/Memphis/14/1996 (HIN1) und A/Hong Kong/1/1968
(H3N2) waren am sensitivsten gegeniiber NH4Cl (s. Abb. 4.22). Diese Daten deuten darauf hin,
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dass die Viren A/Anhui/1/2013 (H7N9), A/Thailand/KAN-1/2004 (H5N1) und
A/Hamburg/5/2009 (HIN1) ein hoheres pH-Optimum der Fusion haben als die anderen Viren.

4.11.2 Sensitivitit gegeniiber dem IFN-induzierten antiviralen
Status in A549-Zellen
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Abbildung 4.23: Inhibition der Infektion nicht-rekombinanter Viren in IFN-vorstimulierten
A549-Zellen. A549-Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen IFN-f inkubiert und anschlieBend
infiziert. 8 h nach der Infektion wurden infizierte Zellen durch eine immunhistochemische Farbung
gegen das virale NP detektiert. Mittelwert und Standardabweichung zweier Experimente mit jeweils 3
Replikaten. Die Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student’s T-Test in Bezug auf das Virus
A/Memphis/14/1996 bestimmt (s. 3.7).

Das saisonale Virus A/Memphis/14/1996 (HIN1) und das pandemische Virus A/Hong
Kong/1/1968 (H3N2) zeigten die groBte Sensitivitit gegeniiber einer Stimulation der Zellen mit
IFN-B (s. Abb. 4.23). Dagegen wiesen die Viren A/Thailand/KAN-1/2004 (H5N1) und
A/Anhui/1/2013 (H7N9) und das pandemische Virus A/Hamburg/5/2009 (HIN1) eine verringerte
Sensitivitdt gegeniiber IFN-f auf. Daraus ldsst sich schliefen, dass unabhingig von wirts- und
strangspezifischen Unterschieden der sechs internen Gene der untersuchten Wildtypviren, die

Sensitivitit dieser Viren gegeniiber IFN-f mit dem viralen pH-Optimum der Fusion korreliert.
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5 Diskussion

IAV koénnen von anderen Spezies, wie z.B. Schweinen oder domestiziertem Gefliigel, auf den
Menschen libertragen werden (Garten et al., 2009; Chen et al., 2013; Yuen et al., 1998). Dabei
kam es in den letzten 100 Jahren zum Auftreten mehrerer Pandemien, wie z.B. der Spanischen
Grippe von 1918 oder der Schweinegrippe von 2009 (Taubenberger und Morens, 2009). Wahrend
pandemische Viren im Menschen zirkulieren, treten adaptive Mutationen auf, die meist im HA
und den Polymeraseproteinen lokalisiert sind. Die Mutationen im HA sind dabei zumeist HA-
stabilisierende =~ Mutationen und Mutationen, die die Rezeptorbindung verdndern
(zusammengefasst in Herfst et al., 2014). Diese Viren zirkulieren effizient im Menschen.

In besonderen Fokus sind in den letzten Jahren die beiden Virussubtypen H5N1 und H7N9
getreten. Diese Viren wurden vom Gefliigel auf den Menschen iibertragen und verursachen im
Menschen eine schwere Erkrankung einhergehend mit hohen Mortalitétsraten (Chen et al., 2013;
Yuen et al., 1998). Diese Viren zirkulieren ineffizient im Menschen und werden gelegentlich
durch engen Kontakt zwischen Menschen, z.B. bei der Krankenpflege, iibertragen (Taubenberger
und Morens, 2009; Qi et al., 2013).

Bei der initialen Infektion des menschlichen Respirationstraktes miissen die Viren verschiedene
Barrieren iiberwinden. Eine dieser Barrieren ist die Mucusschicht, die das Atemwegsepithel
bedeckt. Durch die Sekretion sialinsdurehaltiger Proteine kommt es zur Bindung von IAV an den
Mucus und die Infektion wird gehemmt (Cohen et al., 2013; Couceiro, Paulson und Baum, 1993).
Auch weitere Inhibitoren kommen im Mucus vor und kénnen die Infektion hemmen (Zanin et al.,
2016).

Ein Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, wie verschiedene Proben von nasalem und
bronchialem Mucus die Infektion von humanen, avidren und zoonotischen Viren beeinflusst. Da
der Fokus dieser Arbeit auf den Funktionen der beiden Glykoproteine lag, wurden in dieser Arbeit
rekombinante Viren hergestellt, die das HA und die NA représentativer avidrer, zoonotischer und

humaner Viren besallen sowie die internen Gene des Laborstamms A/Puerto Rico/8/1934.

5.1 Replikationsverhalten rekombinanter Viren in
verschiedenen Zellsystemen

Zunichst wurde das Replikationsverhalten der rekombinanten Viren in verschiedenen
Modellsystemen fiir die humanen Atemwege untersucht. Dafiir wurden zum einen HTBE-
Kulturen verwendet, die ein Modellsystem fiir das tracheo-bronchiale Epithel sind. Des Weiteren

wurden HAEC-Kulturen verwendet, welche aus humanen Typ II-Pneumozyten bestehen und ein
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Modellsystem fiir das alveolare Epithel sind. Weiterhin wurden Calu3-Zellen verwendet, die eine
permanente Zelllinie aus dem Lungenepithel darstellen.

In Calu3-Zellen replizierte das Virus VN-H5N1 am effizientesten und zu signifikant hoheren
Titern als die anderen getesteten Viren (s. Abb. 4.1 A). In HTBE-Kulturen replizierten das Virus
VN-H5N1 und das Virus mal-HIN1 am effizientesten (s. Abb. 4.1 B). Im Gegensatz dazu
replizierten die Viren Sh-H7N9 und Mem-HIN1 deutlich weniger effizient. In humanen Typ II-
Pneumozyten replizierten das Virus Mem-H1N1 und VN-H5N1 deutlich effizienter als die Viren
mal-HIN1 und Sh-H7NO (s. Abb. 4.1 C und D).

Die Unterschiede im Replikationsverhalten kdnnen verschiedene Ursachen haben. Da die
Modellsysteme aus unterschiedlichen Zelltypen bestehen, konnte die Rezeptorspezifitit einen
signifikanten Einfluss auf die Virusreplikation in den verschiedenen Modellen haben. HTBE-
Kulturen bestehen aus zilierten und mucusproduzierenden Zellen. Es wurde gezeigt, dass die
Rezeptorspezifitit den Zelltropismus in HTBE-Kulturen beeinflusst. So binden Viren mit aviérer
Rezeptorspezifitit ausschlieBlich zilierte Zellen, wihrend Viren mit humaner Rezeptorspezifitét
alle Zelltypen infizierten (Matrosovich et al., 2004b). Die hier verwendeten rekombinanten Viren
weisen ebenfalls Unterschiede in ihrer Rezeptorspezifitit auf. So bindet das Virus Mem-H1N1
ausschlieBlich an a2-6-verkniipfte Sialinsduren (s. Tab. 4.1). Rekombinante Viren mit HAs und
NAs avidrer und zoonotischer Viren binden hingegen praferentiell den avidren Rezeptortypen,
a2-3-verkniipfte Sialinsduren (s. Tab. 4.1). Man konnte die Replikationsunterschiede zwischen
dem Mem-HIN1 Virus und den avidren Viren durch Unterschiede in der durch die
Rezeptorspezifitit vermittelten Infektion erkléren. Dagegen spricht jedoch, dass die Viren VN-
HS5NI1 und Sh-H7NO trotz vergleichbarer Rezeptorspezifitit (Gambaryan et al., 2006; Ramos et
al., 2013; Shi et al., 2013) unterschiedlich effizient in allen Modellsystemen replizieren. Auch
spricht die vergleichbare Replikationseffizienz der Viren mal-HIN1, Sh-H7N9 und Mem-HINI1
in Calu3-Zellen sowie die vergleichbare Replikationseftizienz von Sh-H7N9 und Mem-HINI in
HTBE-Kulturen dagegen, da Mem-HINI1 préferentiell an 02-6-verkniipfte Sialinsduren und die
avidren Viren an a2-3-verkniipfte Sialinsduren binden (Gambaryan et al., 2012; Matrosovich et
al., 2004b; Matrosovich et al., 2007). Durch die Priferenz fiir a2-3-verkniipfte oder o2-6-
verkniipfte Sialinsduren wiirde man zudem einen deutlichen Unterschied zwischen der
Replikationseffizienz aller avidrer Viren und dem humanen Virus erwarten. Dies ist jedoch in
beiden Zellsystemen nicht der Fall, da zum Beispiel in HAEC-Kulturen die Viren Mem-HI1N1
und VN-H5NI gleich effizient replizieren.

Humane saisonale Viren replizieren primér in der Trachea und den Bronchien (Hers, 1966). Es
ist interessant zu beobachten, dass das Virus mit humanen Rezeptorbindungseigenschaften, Mem-
HINI, eine deutlich verringerte Replikationseffizient in HTBE-Kulturen aufweist als die Viren
VN-H5NI1 und mal-HIN1. Dies widerspricht der allgemeinen Hypothese, dass humane Viren

effizient in den oberen Atemwegen replizieren konnen. Da das Virus Mem-HINI1 die
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Glykoproteine eines reprasentativen humanen saisonalen Virus aufweist, kann man davon
ausgehen, dass das HA und die NA an die Replikation im Menschen adaptiert sind. Aus diesem
Grund sollte eine bessere Replikation im tracheo-bronchialen Epithel zu erwarten sein.

Auch die effiziente Replikation des Virus VN-H5N1 in HTBE-Kulturen widerspricht der
allgemeinen Hypothese, dass avidre Viren nur im alveolaren Epithel effizient replizieren knnen.
Fiir H5N1-Viren konnte jedoch auch gezeigt werden, dass sie ziliierte Zellen des tracheo-
bronchialen Epithels infizieren konnen (Shinya et al., 2006; van Riel et al., 2006), was auch ein
Hinweis darauf ist, dass VN-H5N1 effizient in HTBE-Kulturen replizieren kann. Aufgrund der
hohen Diversitit der HTBE-Kulturen variiert die Zusammensetzung der HTBE-Kulturen.
Dadurch kann es vorkommen, dass die Replikationsbedingungen, z.B. die Anzahl der Rezeptoren,
fiir humane Viren in diesem Fall ungiinstig waren. Auf der anderen Seite kann auch eine
Inkompatibilitidt des HAs und der NA von A/Memphis/14/1996 mit den internen Genen des Virus
A/Puerto Rico/8/1934 fiir die ineffiziente Replikation verantwortlich sein. Dass die Replikation
abhingig vom Zusammenwirken der internen Gene mit den Glyoproteinen sein kann, konnte
unter anderem von Johnson et al. gezeigt werden (Johnson et al., 2015).

Auch die effiziente Replikation des Virus Mem-HINI in HAEC-Kulturen widerspricht der
Hypothese, dass humane Viren nicht im alveolaren Epithel replizieren. Die Replikationseffizienz
dieses Virus ist somit umgekehrt zu der vorher erwarteten Replikationseffizienz. Auch die
effiziente Replikation des Virus VN-H5NI in beiden priméiren Zellsystemen war nicht erwartet
worden.

Es wurde von mehreren Gruppen gezeigt, dass neben der Rezeptorbindung auch die Stabilitét,
bzw. das pH-Optimum der Fusion, einen Einfluss auf die Replikationseffizienz haben kann. So
unterschied sich die Replikationseffizienz von Fusionsmutanten des H5SN1-Subtyps in A549-
Zellen. Viren mit einem niedrigem Fusions-pH replizierten weniger effizient als Viren mit hohem
Fusions-pH (Zaraket, Bridges und Russell, 2013). In MDCK-Zellen wiederum konnte gezeigt
werden, dass ein erhohter Fusions-pH zu einer verminderten Replikationseffizienz fithrte (Reed
et al., 2010). Daten aus Tierexperimenten in Hithnern und Mausen zeigten, dass Viren mit einem
hohen Fusions-pH effizienter replizieren konnen (Zaraket et al., 2013; Reed et al., 2010). Die in
der vorliegenden Arbeit verwendeten HTBE- und HAEC-Kulturen sind priméire humane Zellen
und modellieren das ausdifferenzierte bronchio-tracheale Epithel und das Alveoli-Epithel. Diese
primédren Zellen haben andere Eigenschaften als immortalisierte Zellen oder Zellen, die aus
Krebsbiopsien gewonnen wurden. Die Viren VN-HS5N1 und Sh-H7NO besitzen ein vergleichbares
hohes pH-Optimum der Fusion (s. Tab. 4.2). Dennoch repliziert das Virus VN-H5N1 deutlich
effizienter in beiden Modellsystemen als das Virus Sh-H7NO9 (s. Abb. 4.1). Ahnliches gilt fiir die
Viren Mem-HIN1 und mal-HIN1, welche ebenfalls ein vergleichbares pH-Optimum besitzen
(s. Tab. 4.2). In diesem Fall repliziert das Virus Mem-HINI1 effizienter in HAEC-Kulturen als

das Virus mal-H1N1, was gegen die allgemeine Theorie spricht, dass humane Viren nicht effizient
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in der Lunge replizieren konnen. In HTBE-Kulturen ist es genau umgekehrt. Wiirden
ausschlieBlich die Fusions-Eigenschaften der Viren die Replikationseffizienz beeinflussen, so
miisste die Replikation von VN-H5N1 und von Sh-H7NO gleich effizient sein. Dies gilt auch fiir
die Replikation von mal-HIN1 und Mem-H1N1. Somit scheinen Unterschiede im Fusions-pH als
Ursache fiir die unterschiedlichen Replikationseffizienzen auszuscheiden.

Alle rekombinanten Viren waren in der Lage in allen Zelltypen zu replizieren (s. Abb. 4.1). Dabei
zeigte das Virus VN-H5N1 im allen drei getesteten Zellsystemen die grofite
Replikationseffizienz. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die hohe Pathogenitét dieses
Virus im Menschen zumindest teilweise durch die Glykoproteine vermittelt wird, da es alle Teile
des Respirationstrakts, das tracheo-bronchiale Epithel (HTBE) und das Lungenepithel (HAEC),
effizient infiziert. Hingegen zeigte das Virus Sh-H7N9, welches im Menschen ebenfalls eine hohe
Pathogenitét aufweist, in keinem der Modellsysteme eine effiziente Replikation. Dies konnte
darauf hinweisen, dass die Replikationseffizienz dieses Virus durch HA- und NA-unabhingige

Faktoren, wie zum Beispiel eine erhohte Polymeraseaktivitat, vermittelt werden konnte.

5.2 Einfluss der humanen Mucusbarriere auf die
Infektion von IAV

Die Atemwege sezernieren eine Mucusschicht, die Pathogene wie z. B. IAV einfangen und da-
durch die Infektion der Atemwege verhindern soll. Ein Teil dieser Arbeit behandelt die
Interaktion von IAV mit humanem Mucus nédher zu untersuchen. Dafiir wurde die Inhibition der
Infektion durch bronchialen Mucus aus HTBE-Kulturen untersucht (s. 4.3). In MDCK-Zellen
konnte gezeigt werden, dass avidre (mal-HIN1) und zoonotische (VN-H5N1) Viren weniger
sensitiv gegeniiber bronchialen Mucus waren als humane Viren (Mem-H1NI1) (s. 4.3.1).

Es ist anzumerken, dass MDCK-Zellen aus der Niere eines Hundes stammen und somit nicht den
priméren Replikationsort im Menschen modellieren. Als Néchstes wollten wir untersuchen ob
auch in humanen Zellen humane Viren sensitiver gegeniiber bronchialen Mucus sind als aviire
Viren. Dazu wurden Calu3-Zellen verwendet, welche humane Lungenzellen sind. Auch in Calu3-
Zellen war das Virus Mem-H1NI1 sensitiver gegeniiber Mucus als das Virus mal-HIN1 (s. Abb.
4.). Die Inhibition des Virus Mem-HINI1 ist jedoch nicht so stark ausgeprdgt wie in MDCK-
Zellen. Des Weiteren wurde die Inhibition in HTBE-Kulturen bestimmt, welche das Epithel des
priméren Infektionsortes von IAV modellieren. In HTBE-Kulturen gab es keine Unterschiede in
der Inhibition zwischen avidrem und humanem Viren (s. Abb. 4.7).

Der allgemeine Konsens besagt, dass avidre Viren sensitiver gegeniiber bronchialem Mucus sind
und den Menschen daher nur schlecht infizieren konnen (Nicholls, 2013; Limsuwat et al., 2013;

Scharfman, Lamblin und Roussel, 1995). Dies geht auf die Arbeit von Couceiro et al. zuriick
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(Couceiro, Paulson und Baum, 1993). Couceiro et al. zeigten, dass bronchialer Mucus
hauptsichlich Proteine mit a2-3-verkniipften Sialinsduren enthélt. Weiterhin banden avidre Viren
an mucusproduzierende Zellen wohingegen humane Viren an die apikale Seite von Epithelzellen
banden. Daraus entstand die Vermutung, dass avidre Viren Mucus stirker als humane Viren
binden und dementsprechend starker gechemmt werden. Couceiro et al. stellten die Hypothese auf,
dass die Rezeptorbindung von IAV von mindestens zwei selektiven Driicken beeinflusst wird: 1.
dem Druck eine effiziente Bindung ans Epithel zu besitzen und 2. dem Druck nicht an den Mucus
zu binden. (Couceiro, Paulson und Baum, 1993). Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es die
Diskrepanz zwischen den generierten Daten und der vorherrschenden Meinung néher zu
untersuchen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und anderer Arbeiten beziiglich der Mucus-
vermittelten IAV-Inhibition widersprechen dem allgemeinen Konsens (Limsuwat et al., 2013;
Roberts et al., 2011). Die Inhibition durch Mucus basiert auf der kompetitiven Hemmung der
Rezeptorbindung mittels 16slicher Rezeptoranaloga. Somit kann die Inhibition durch Mucus
abhingig von den Glykoproteinfunktionen, Rezeptorbindung seitens des HAs und Sialidase-
Aktivitdt der NA sein (Zanin et al., 2016; Nicholls, 2013). Die Kombination aus einem stark
bindenden HA mit einer schwachen NA wiirde zu einer starken Hemmung durch Rezeptoranaloga
fiihren. Bei einem schwach bindenden HA mit einer starken NA kéme es zu einer zu schnellen
Abspaltung der Rezeptoren auf der Zelle, wodurch die Viren die Zelle nicht infizieren kénnten.
Die HA/NA-Balance kann einen signifikanten Einfluss auf die Inhibition von IAV durch Mucus
haben (s. 1.5). Viren mit niedriger NA-Aktivitit werden stiarker durch Mucus gehemmt, als Viren
mit hoher NA-Aktivitit bei gleichbleibender Rezeptorbindung seitens des HAs (Zanin et al.,
2015; Yang et al., 2014).

Die Inhibition durch Mucus kann auch abhéngig von im Mucus vorhandenen Inhibitoren und der
Rezeptorverteilung auf der Zielzelle sein. Die Sialinsduren in den Mucusproben aus dieser Arbeit
wurden mittels spezifischer Lektine nachgewiesen (s. Abb. 4.4). Es konnten die Rezeptoren
NeuSAca2-3Galp1-4GlcNAc, NeuSAca2-3Galp1-3GalNAc und NeuSAco2-6Galf1-4GIcNAc,
humane und avidre Rezeptoren, detektiert werden. Andere Gruppen konnten ebenfalls diese
Sialinsduren in Mucusproben nachweisen (Lamblin und Roussel, 1993; Thornton, Rousseau und
McGuckin, 2008). Somit haben die verwendeten Mucusproben die Kapazitidt Viren mit avidrer
sowie humaner Rezeptorspezifitdt zu inhibieren.

Es wurden fiir diese Arbeit Mucusproben von verschiedenen HTBE-Kulturen gesammelt.
Zusitzlich dazu wurden in dieser Arbeit Mucusproben von HNE-Kulturen und der nasale Mucus
eines  Freiwilligen untersucht. Die einzelnen Proben wiesen unterschiedliche
Inhibitionseffizienzen auf, was auf Unterschiede in der Zusammensetzung des Mucus
zurilickschlieBen lésst (Daten nicht gezeigt). Krankheiten konnen die Sialinsdureverteilung im
Mucus beeinflussen. Es wurde nachgewiesen, dass der Mucus von Patienten mit zystischer

Fibrose einen hoheren Anteil von a2-3-verkniipften Sialinsduren aufweist als der Mucus von
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gesunden Probanden (Shori et al.,, 2001; Lo-Guidice et al., 1997). Frither konnten nur
Mucusproben von Patienten mit zystischer Fibrose genutzt werden, wie das auch bei den
Mucusproben in den Arbeiten von Couceiro et al. der Fall war (Couceiro, Paulson und Baum,
1993). Dies konnte erkldren, warum avidre Viren an den Mucus in den Becherzellen gebunden
haben und humane Viren hingegen nur an der Zelloberflache banden.

Auch die Bindungsstirke der Viren an die Zelle konnte ein wichtiger Faktor sein, der die
Inhibition beeinflusst. Eine stérkere Bindung an die Zelle kdnnte die inhibitorische Wirkung des
Mucus verringern. Um die Bindungsstirke der Viren an die Zellen abzuschétzen, wurde die
Infektion verschiedener Viren in NA-vorbehandelten Zellen untersucht (4.3.2). Das Virus mal-
HINI zeigte eine geringere Sensitivitdt gegeniiber der Desialylsierung der Zellen als das Virus
Mem-HINI1 (s. Abb. 4.3). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass das mal-HINI eine hohere
Bindungsaffinitdt an die MDCK-Zellen hat als das Mem-H1NT1 Virus. Dies konnte den geringen
Effekt von bronchialen Mucus auf die Infektion des mal-HIN1 Virus erkldren. Eine verstérkte
Bindung an den zelluldren Rezeptor durch das Virus mal-HIN1 deutet auch darauf hin, dass es
stirker an avidre Rezeptoren im Mucus bindet. Da MDCK-Zellen jedoch eine gro3e Menge an
avidren Rezeptoren aufweisen (Matrosovich et al., 2003), ist es wahrscheinlich, dass durch die
hohe Anzahl aviédrer Rezeptoren die Inhibition abgeschwécht wird.

Die NA spaltet losliche Sialinsduren von Kdderrezeptoren im Mucus ab. Damit stellt die NA-
Aktivitét, welche zwischen Virusisolaten variieren kann (Cohen et al., 2013; Wagner et al., 2000),
einen entscheidenden Faktor der Hemmung durch Mucus dar. Um zu {iiberpriifen, ob eine
verringerte NA-Aktivitit des Mem-HIN1 Virus fiir die erhohte Sensitivitit gegeniiber Mucus
verantwortlich ist, wurde die Neutralisation in Anwesenheit des NA-Inhibitors Oseltamivir
durchgefiihrt (s. Abb.4.5). Trotz der Inhibition der NA-Aktivitit war das Virus Mem-HI1NI1
sensitiver gegeniiber Mucus als die beiden getesteten avidren Viren VN-H5N1 und mal-HINT.
Dies deutet darauf hin, dass die NA-Aktivitdt als Ursache fiir die Unterschiede der
mucusvermittelten Inhibition in diesem Versuchsaufbau ausgeschlossen werden kann und dass
die Inhibition primir auf der Wechselwirkung des HAs mit Mucus beruht. Des Weiteren konnte
beobachtet werden, dass die NA-Aktivitét ein wichtiger Faktor bei der Infektion in Anwesenheit
von bronchialen Mucus fiir avidre und humane Viren ist.

Im Gegensatz zu humanen Viren haben NAs aus avidren Viren eine zweite sialinsdurebindende
Doméne, die HAD (s. 1.5). Es wird vermutet, dass die HAD die Spaltung von langkettigen
sialinsdurehaltigen Proteinen erleichtert. Ob die HAD vorteilhaft bei der Inhibition durch
humanen bronchialen Mucus ist, muss noch untersucht werden. Aufgrund der Tatsache, dass
humane Viren keine HAD aufweisen (Uhlendorff et al., 2009; Kobasa et al., 1997), kann man
jedoch davon ausgehen, dass dies nicht der Fall ist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass vor allem die Rezeptorbindungs-

eigenschaften der Viren entscheidend fiir die mucusvermittelte Inhibition sind. Die Ergebnisse
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deuten auch darauf hin, dass die Wahl der Zelllinie die Inhibition der Infektion durch bronchialen
Mucus signifikant beeinflussen kann.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass in MDCK-Zellen das Virus Mem-H1N1 deutlich sensitiver
gegeniiber bronchialem Mucus war als die beiden avidren Viren mal-HIN1 und VN-H5NI1 (s.
Abb. 4.2). Dies stimmt mit vorherigen Beobachtungen anderer Gruppen iiberein, die
demonstrierten, dass humane Viren deutlich sensitiver gegeniiber Mucus waren als avidre
(Limsuwat et al., 2013; Roberts et al., 2011). MDCK-Zellen exprimieren auf der Oberfliche mehr
a2-3-verkniipfte als 02-6-verkniipfte Sialinsduren (Matrosovich et al., 2003). Avidre Viren
wiirden dadurch weniger stark gehemmt als humane Viren, da die kompetitive Hemmung aviérer
Viren durch die hohe Anzahl avidrer Rezeptoren auf den Zellen reduziert wird. Humane Viren
wiirden hingegen starker gechemmt werden, da weniger humane Rezeptoren auf der Zelloberflache
vorhanden sind. MDCK-SIAT-Zellen exprimieren die 2,6-Sialyltransferase, welche die Anzahl
humaner Rezeptoren durch die Transformation von o2-3-verkniipften Sialinsduren in a2-6-
verkniipfte Sialinsduren auf der Oberfliche der MDCK-Zellen erhoht (Matrosovich et al., 2003).
Bei Erhdhung der humanen Rezeptoren auf der Zelloberfliche zeigten sich signifikante
Unterschiede zur Inhibition in MDCK-Zellen. Das humane Virus war weniger sensitivin MDCK-
SIAT- als in MDCK-Zellen (s. Abb. 4.6). Dieser Versuch zeigt, dass eine Erhohung der
Rezeptoren die inhibitorische Wirkung von Mucus verringert. Daraus lésst sich schlieen, dass
die Wahl der Zelllinie einen signifikanten Einfluss auf die Inhibition der IAV-Infektion durch
Mucus haben kann. In Calu3-Zellen, einer humanen Zelllinie aus der Lunge, zeigt sich ebenfalls
eine verringerte Inhibition des humanen Virus im Vergleich zur Inhibition in MDCK-Zellen. In
HTBE-Kulturen, dem Modellsystem fiir das tracheo-bronchiale Epithel des Menschen, wiederum
zeigten sich keine Unterschiede in der Inhibition durch Mucus zwischen humanen und aviédren
Viren (s. Abb. 4.8). Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass in der Trachea und den Bronchien
humane und avidre Viren im gleichen Ausmal} gehemmt werden. Diese Erkenntnis widerspricht
der vorherrschenden Meinung, dass nur avidre Viren durch Mucus gehemmt werden. Dies
bedeutet wiederum, dass die standardmdBig genutzten Zellkultursysteme kein addquates Mittel
darstellen, um die Inhibition durch Mucus zu untersuchen. Die Inhibition kann auch abhéngig von
der Beschaffenheit der Zelloberfliche oder von der Anzahl der Rezeptoren auf den Zellen sein.
Die entstandene Diskrepanz zwischen dem Konsens beziiglich der Mucusinhibition und den in
Zellkultur auftretenden Ergebnissen kann durch die Wahl der Zelllinie sowie durch die Wahl der
Mucusprobe erklart werden. Der inhibitorische Effekt von Mucus auf die Infektion avidrer Viren
wurde durch die Wahl von MDCK-Zellen verringert (Limsuwat et al., 2013; Roberts et al., 2011).
Auf der anderen Seite kann durch die Mucusprobe von Patienten mit zystischer Fibrose, die
erhohte Mengen avidrer Rezeptoren enthalten (Shori et al., 2001; Lo-Guidice et al., 1997), die

Inhibition avidrer Viren verstirkt werden.
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Um diese Problematik zu umgehen, wurde die Bindung der Viren an unterschiedliche
Mucusproben im Fetuin-Bindungs-Inhibitionsassay untersucht. Dabei konnten wir zeigen, dass
die Bindung avidrer und humaner Viren an HRP-gekoppelten Fetuinen durch humanen Mucus
gehemmt wird. Die deutliche Bindung des Virus mal-H1N1 an den Mucus deutet darauf hin, dass
die Inhibition der Infektion in Zellen abhéngig von der Bindung der Viren an die Zellen ist.
Nasaler Mucus hemmte die Fetuinbindung weniger stark als die bronchialen Proben. Vermutlich
ist eine geringere Proteinmenge in dieser Mucusprobe dafiir verantwortlich. Wéhrend die
bronchialen Proben von den HTBE-Kulturen gesammelt werden, welche grofie Mengen an Mucus
produzieren, stammt der nasale Mucus von Probanden. Dadurch ist es wahrscheinlich, dass der
HTBE-Mucus einen hoheren Proteinanteil aufweist, was die unterschiedliche Intensitdt der
Hemmung erkléren konnte.

Somit zeigt die Hemmung der Rezeptorbindung sowie die Infektionsinhibition durch Mucus in
HTBE-Kulturen, dass sowohl avidre als auch humane Viren an nasalen und bronchialen Mucus
binden und durch ihn inhibiert werden konnen, woraus eine verringerte Infektionsrate resultiert.
Die Ergebnisse deuten ebenfalls darauf hin, dass avidre und humane IAV durch Mucus bei der
Infektion im humanen Respirationstrakt, wie er in HTBE-Kulturen modelliert wird, gleich stark

inhibiert werden.

5.3 Charakterisierung des Mucus

In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass Mucusproben aus HTBE-Kulturen eine
inhibitorische Wirkung gegeniiber IAV aufweisen. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es den
Mucus néher zu charakterisieren und potentielle Inhibitoren zu identifizieren.

Zum einen sollten die Sialinsduren im Mucus detektiert werden. Dass sowohl avidre als auch
humane Rezeptoren in humanem bronchialem Mucus aus HTBE-Kulturen enthalten sind, wurde
bereits gezeigt (s. Abb. 4.4) (Shori et al., 2001; Nicholls et al., 2007). Somit sollte der Mucus in
der Lage sein avidre und humane IAV zu inhibieren.

Mucus kann verschiedene Arten von Inhibitoren enthalten. So konnten hitzesensitive [-
Inhibitoren, wie z. B. Collektine, oder hitzestabile y-Inhibitoren, sialinsdurehaltige Proteine, in
den Mucusproben vorkommen (zusammengefasst in Anders et al., 1994). Deswegen wurde
bronchialer Mucus auf  unterschiedliche Weise vorbehandelt und im
Fetuinbindungsinhibitionsassay auf seine inhibitorische Wirkung untersucht. Um potentielle -
Inhibitoren zu inaktivieren, wurde der Mucus bei 62°C inkubiert. Diese Behandlung hatte keinen
Effekt auf die inhibitorische Wirkung des Mucus (s. Abb. 4.10). Dies konnte bedeuten, dass im
Mucus enthaltene B-Inhibitoren keinen Einfluss auf die Rezeptorbindung der getesteten Viren

haben. Andererseits gibt es keinen Nachweis von B-Inhibitoren in den verwendeten Mucusproben.
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Die NA von V. cholerae spaltet terminale Sialinsduren ab. Mit Hilfe der NA kann man iiberpriifen
ob ausschlieBlich sialylisierte Proteine die Bindung von IAV inhibieren oder ob auch andere
Mucuskomponenten eine inhibitorische Wirkung haben. Desialylisierte Proteine kénnen nicht an
IAV binden, was in einer verringerten Inhibition resultieren sollte. Um den Einfluss
sialinsdurealtiger Proteine auf die Inhibition zu untersuchen, wurde der Mucus mit der NA von
V. cholerae inkubiert. Durch die NA-Behandlung des Mucus ist die inhibitorische Wirkung
teilweise bzw. komplett aufgehoben (s. Abb. 4.10). Auch in Zellkultur konnten dhnliche Effekte
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Damit ist sowohl die beobachtete Reduktion der
Rezeptorbindung als auch die Infektionsinhibition durch Mucus auf 16sliche Sialinsduren in den
getesteten Mucusproben zuriickzufiihren. Diese Daten zeigen, dass die Infektionsinhibition durch
Mucus zum grofBiten Teil durch 16sliche, sialinsdurehaltige Komponenten mittels kompetitiver
Hemmung verursacht wird.

Um zu untersuchen ob avidre und humane Rezeptoren auf unterschiedlichen Komponenten im
Mucus auftreten wurde der Mucus durch Differentialzentrifugation fraktioniert. Dafiir wurden
sowohl bronchiale als auch nasale Mucusproben verschiedener Donoren verwendet. Die Fraktion
LZ-Pellet ist das Pellet nach Zentrifugation des Mucus bei niedriger Umdrehungszahl. Es enthélt
groBBe Mucuskomponenten, wie z.B. Zellreste. Diese Fraktion wies keinen inhibitorischen Effekt
auf. Losliche Inhibitoren wiirden bei der Differentualzentrifugation im Uberstand nach
Ultrazentrifugation vorkommen (UZ-Uberstand). Das Pellet der Ultrazenfrigutation (UZ-Pellet)
kann Komponenten, wie z.B. Exosomen und auf ihnen gebundene Proteine, beinhalten. Die
inhibitorische Wirkung dieser Fraktionen wurde im Fetuin-Bindungs-Inhibitionsassay getestet.
So zeigte der bronchiale Mucus HTBE-3 ausschlieBlich im UZ-Uberstand eine inhibitorische
Wirkung. Dahingegen konnte beim Mucus HTBE-4 auch das UZ-Pellet die Bindung an Fetuine
leicht inhibieren (s. Abb. 4.11). Dies weist darauf hin, dass die Inhibition abhingig vom Donor
sein kann. Beim nasalen Mucus (nasaler Mucus und HNE-Mucus, s. Abb. 4.11) ist der
Unterschied nicht so stark ausgeprédgt. Dennoch ist dies ein Hinweis darauf, dass die Verteilung
von Inhibitoren im Mucus abhédngig vom Donor der HTBE-Kulturen und vom Tag der
Mucusisolation variieren kann.

Die Verteilung von Inhibitoren avidrer und humaner Viren variiert je nach Herkunft der
Mucusprobe (s. Abb. 4.11), der ist bei den bronchialen Mucusproben jedoch vergleichbar. So
wurde der GroBteil der Inhibition der Proben HTBE-3 und HTBE-4 durch den UZ-Uberstand
vermittelt. Bei den nasalen Mucusproben war dieser Unterschied nicht so stark ausgeprégt. Die
Inhibition des humanen Virus wird hauptsiachlich durch das UZ-Pellet vermittelt, wéhrend bei
den avidren Viren die Inhibitoren in beiden Fraktionen zu vergleichbaren Mengen vorkommen
(s. Abb. 4.11). Dies deutet darauf hin, dass im nasalen Mucus die Inhibitoren humaner Viren
vermehrt auf nicht-16slichen Komponenten, wie z.B. Exosomen oder Zellreste, vorkommen. Dass

Exosomen in der Lage sind die Infektion von IAV zu inhibieren und in den apikalen Sekreten von
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HTBE-Kulturen vorkommen, wurde bereits nachgewiesen (Kesimer et al., 2009). Durch die
Ultrazentrifugation kénnen Exosomen im UZ-Pellet vorhanden sein, die 02-6 verkniipfte
Sialinsduren aufweisen. Kesimer et al. untersuchten die Inhibition jedoch nur anhand eines
humanen Virus. Die Inhibition avidrer Viren durch Exosomen ist nicht ndher untersucht (Kesimer
et al, 2009). Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass auch avidre Viren durch die
exosomenenthaltende Fraktion inhibiert werden konnen. Entweder haben die Exosomen neben
a2-6-verkniipften Sialinsduren auch noch o2-3-verkniipfte Sialinséuren, oder es sind im UZ-
Pellet noch andere a2-3-verkniipfte Sialinsduren tragende Komponenten enthalten. Es wire auch
moglich, dass bei der Abnahme des UZ-Uberstands Reste des Uberstands beim Pellet blieben.
Fiir andere mogliche Komponenten, fiir die gezeigt wurde, dass sie in der Exosomenfraktion
auftreten konnen, wie z.B. MUC4 und MUCI16, konnte bisher nicht gezeigt werden, dass sie an
IAV binden und somit die Infektion inhibieren (Kesimer et al., 2009).

Die genaue Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen wurde nicht ndher untersucht. Losliche
inhibitorische Komponenten im UZ-Uberstand konnten Muzine, wie z.B. Muc5B, oder andere
sialinsdurehaltige Proteine sein. Fiir diese Proteine wurde gezeigt, dass sie in der Lage sind IAV
zu binden und die Infektion zu inhibieren (Hillaire et al., 2014; Ehre et al., 2012).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Inhibition von mehreren Faktoren abhingig ist. Herkunft und
Donor spielen eine entscheidende Rolle fiir die Inhibitionskapazitit von Mucus. Dabei kdnnen
die Inhibitoren avidrer und humaner Viren auch in unterschiedlichen Fraktionen, bzw. auf

unterschiedlichen Komponenten auftreten.

5.4 Virussensitivitit gegeniiber dem IFN-induzierten
antiviralen Status
IAV der Subtypen HSN1 und H7N9 verursachen im Menschen respiratorische Erkrankungen, die

mit einer hohen Pathogenitét einhergehen. Dabei zeichnen sie sich durch eine hohe Mortalitét
beim Menschen aus. So weisen Viren der Subtypen H5N1 und H7N9 Mortalitétsraten von 30 bis
80 % auf (WHO, 2016a). Die genauen Ursachen fiir die hohe Pathogenitét dieser Viren sind
Gegenstand aktueller Forschungen. Dabei wurden bisher vor allem die Rezeptorspezifitét dieser
Viren und die Spaltung des HAs als wichtige Pathogenitétsfaktoren angesehen. Das HA von
HPAI-Viren des Subtyps H5NI1 besitzt eine multibasische Spaltstelle, die eine systemische
Ausbreitung des Virus bei Vogeln ermoglicht (Stieneke-Grober et al., 1992; Yuen et al., 1998).
Jedoch zeigte das Auftreten des H7N9-Virus von 2013 mit einer monobasischen Spaltstelle, dass
eine multibasische Spaltstelle nicht notwendig fiir eine hohe Pathogenitét beim Menschen ist (Gao
et al., 2013). IAV aus domestiziertem Gefliigel, wie Viren der Subtypen HSN1 und H7NX,
praferieren sulfatierte NeuAca2-3GalB1-4GlcNAc als Rezeptor (Gambaryan et al., 2008;
Gambaryan et al., 2012). Das H7N9-Virus von 2013 kann zusétzlich den humanen Rezeptortypen
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binden (Xiong et al., 2013). Es wird vermutet, dass diese Priferenz fiir sulfatierte Rezeptoren
ebenfalls ein Pathogenitétsfaktor darstellt da dadurch bestimmte Gewebetypen, wie zum Beispiel
das Endothel, infiziert werden kdnnen (Ocafa-Macchi et al., 2009). Fiir HPAI H5N1-Viren wurde
beschrieben, dass sie einen Zytokinsturm ausldsen, welcher ebenfalls zur Pathogenitét dieser
Viren beitragen soll (de Jong et al., 2006; Cheng et al., 2010). Das Typ I- und Typ IlI-Interferon-
System dient der Abwehr viraler Infektionen. Durch die Aktivierung von Interferon-stimulierten
Genen wird ein antiviraler Status in den Zellen aufgebaut. Die Genprodukte dienen zum einen der
Detektion und zum anderen der Inhibition der Virusreplikation. Eine effiziente Replikation der
Viren ist dabei besonders abhidngig davon diese Immunantwort zu umgehen. Dabei geht man
davon aus, dass eine effizientere Vermeidung der Immunantwort mit einer héheren Pathogenitét
einhergeht. Ziel dieser Arbeit war es den Einfluss des HAs und der NA auf die Virussensitivitét
gegeniiber dem IFN-induzierten antiviralen Status zu untersuchen.

Um dies zu untersuchen wurden rekombinante Viren hergestellt, die das HA und die NA
reprasentativer avidrer, zoonotischer und humaner Viren besalen sowie die internen Gene des

Laborstammes A/Puerto Rico/8/1934.

5.4.1 Fusions-pH abhingige Sensitivitit der Infektion
wiahrend des Zelleintritts

Die rekombinanten Viren enthielten das HA und die NA reprisentativer aviérer, zoonotischer und
humaner Viren, inklusive zweier Vertreter der pathogenen H5N1- und H7N9-Subtypen. Die
Eigenschaften des HAs konnen sich abhidngig von der Spezies oder auch des Subtyps
unterscheiden. In dieser Arbeit wurden Viren untersucht, die sich in ihrer Rezeptorspezifitéit, dem
Fusions-pH und ihrer NA-Aktivitét unterscheiden. Bei der Infektion von IFN-f vorbehandelten
A549- bzw. Calu3-Zellen zeigten die beiden Viren VN-H5N1 und Sh-H7N9 eine deutlich
effizientere Infektion als die anderen getesteten Viren (s. Abb. 4.12). Dieser Versuch zeigt, dass
das HA und/ oder die NA einen signifikanten Einfluss auf die Infektion von IFN-vorstimulierten
Zellen haben kann. Interessanterweise zeigten die rekombinanten Viren VN-HS5N1 und Sh-H7N9
mit den Glykoproteinen hochpathogener zoonotischer Viren die geringste Sensitivitit gegeniiber
der IFN-Stimulation.

Die Sensitivitdit der Viren gegeniiber dem IFN-induzierten Status korrelierte dabei
interessanterweise mit dem Fusions-pH (s. Tab. 4.2). Die Viren mit hohem Fusions-pH, VN-
H5N1 und Sh-H7N9, infizierten [IFN-vorbehandelte Zellen effizienter als die Viren mit niedrigem
Fusions-pH, Mem-H1N1, mal-HIN1 und mal-H2N2. Aus diesen Ergebnissen ergab sich zunéchst
die Hypothese, dass der Fusions-pH die Virussensitivitit gegeniiber dem IFN-induzierten

antiviralen Status signifikant beeinflussen kann.
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Um diese Hypothese zu iiberpriifen wurden Fusionsmutanten des Virus A/Hong Kong/1/1968
hergestellt (s. Tab. 4.3). Die Fusionseigenschaften der Mutanten wurden analysiert und deckten
sich mit bereits publizierten Ergebnissen (Daniels et al., 1985; Lin et al., 1997; Rott et al., 1984;
Thoennes et al., 2008). Das Virus HK/68-H17R wies den hochsten Fusions-pH auf, wohingegen
das Virus HK/68-H17Y den niedrigsten Fusions-pH aufwies. Auch bei den Fusions-Mutanten
zeigte das Virus mit dem hochsten Fusions-pH, HK/68-H17R, die effizienteste Infektion nach
IFN-Vorstimulation der Zellen. Die Viren mit dem niedrigsten Fusions-pH hingegen, HK/68-WT
und HK/68-H17Y, zeigten die grofte Sensitivitit gegeniiber einer IFN-Vorbehandlung der Zellen
(s. Abb. 4.13). Damit bestidtigte sich, dass der Fusions-pH einen signifikanten Einfluss auf die
Virussensitivitdt gegeniiber dem IFN-induzierten antiviralen Status hat.

Die Signifikanz der Beobachtung, dass das pH-Optimum der Fusion die Sensitivitidt gegeniiber
dem IFN-induzierten Status beeinflusst, wurde zusétzlich durch Experimente in mit IFN-
stimulierten primaren HAEC-Kulturen und HTBE-Kulturen unterstiitzt. Auch in HAEC-Kulturen
waren die Viren HK/68-H17R, VN-H5N1 und Sh-H7N09 signifikant weniger sensitiv gegeniiber
der IFN-Behandlung als das Virus HK/68-WT (s. Abb. 4.14 A). Dies weist darauf hin, dass in
primdren Typ II Pneumozyten die Sensitivitit von IAV gegeniiber IFN-induzierten
Effektormolekiilen ebenfalls abhéngig vom Fusions-pH ist. In HTBE-Kulturen zeigte das Virus
HK/68-H17R in drei Experimenten ebenfalls eine geringere Sensitivitit als HK/68-WT, was auch
darauf hindeutet, dass im Epithel des Respirationstraktes der Fusions-pH die Sensitivitét
gegeniiber IFN beeinflusst. Die Daten fiir die Viren VN-H5N1 und Sh-H7N9 in HTBE-Kulturen
sind hingegen nicht eindeutig (s. Abb. 4.14 B). Diese Viren zeigten in zwei von drei Experimenten
keinen Unterschied in der Sensitivitdt gegeniiber IFN im Vergleich zu HK/68-WT. Da diese
Kulturen aus verschiedenen Zelltypen zusammengesetzt sind und zusitzlich noch Mucus auf die
Oberfléche sezernieren, kann ein Einfluss der Rezeptorspezifitit oder der NA auf die IFN-
Sensitivitdt nicht ausgeschlossen werden. Jedoch zeigen die Daten des Virus HK/68-WT und
seiner Mutante HK/68-H17R eindeutig, dass bei gleicher Rezeptorbindung und NA-Aktivitit der
Fusions-pH einen Vorteil fiir die Infektion darstellen kann, wenn der IFN-induzierte antivirale
Status aktiviert wurde.

Zusitzliche Experimente unserer Arbeitsgruppe, durchgefiihrt von Dr. Tatyana Matrosovich, in
denen die Sensitivitdt gegeniiber den Interferonen o und A untersucht wurden, zeigten den
gleichen Effekt (Daten nicht gezeigt). Die Sensitivitét gegeniiber einer Aktivierung der Zellen mit
diesen Interferonen ist ebenfalls abhidngig vom pH-Optimum der Fusion. Auch hier waren Viren
mit einem hohen Fusions-pH weniger sensitiv gegeniiber der IFN-Stimulation der Zellen als
Viren mit geringem Fusions-pH.

Auch die Sensitivitit der korrespondierenden Wildtyp-Isolate der rekombinanten Viren
gegeniiber IFN-induzierten Effektormolekiilen ist abhéngig vom pH des endosomalen Eintritts.

Das pandemische Virus A/Hamburg/5/2009 (HIN1) und die hochpathogenen Viren
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A/Thailand/KAN-1/2004 (H5N1) und A/Anhui/1/2013 (H7N9) wiesen die niedrigste Sensitivitit
gegeniiber NH4Cl auf wihrend das saisonale Virus A/Memphis/14/1996 (HIN1) und das
pandemische Virus A/Hong Kong/1/1968 (H3N2) die hochste Sensitivitidt aufwiesen (s. Abb.
4.22). Somit entlassen das H5N1, das H7N9 und das pandemische Virus von 2009 ihre RNPs
beim hochsten endosomalen pH in das Zytoplasma. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der
rekombinanten Viren, waren das HSN1-, das H7N9-Virus und das pandemische Virus von 2009
weniger sensitiv gegeniiber einer IFN-Vorbehandlung der Zellen als das saisonale Virus
A/Memphis/14/1996 und das pandemische Virus von 1968 (s. Abb. 4.23). Dies deutet darauf hin,
dass auch bei nicht-rekombinanten Wildtyp-Viren der Fusions-pH einen signifikanten Einfluss
auf die Sensitivitdt gegeniiber dem IFN-induzierten antiviralen Status haben kann, unabhéngig
von den 6 ,,internen” Genen. Dieser hohe Fusions-pH konnte zumindest teilweise den schweren
Krankheitsverlauf einer Infektion durch HSN1- und H7N9- Viren erklaren, da diese effizienter in
Anwesenheit der aktivierten angeborenen Immunantwort infizieren.

Dennoch muss man im Falle der nicht-rekombinanten Viren bedenken, dass hier auch interne
Gene, wie z.B. das M2-Protein, den Fusions-pH beeinflussen kénnen wie es Alvarado-Facundo
et al. nachweisen konnte (Alvarado-Facundo et al., 2014). Der am besten untersuchte IFN-
Antagonist von [AV ist das NS1-Protein. Die NS1-Proteine der nicht-rekombinanten Viren sind
unterschiedlichen Ursprungs und konnen unterschiedliche Aktivitdten aufweisen. Da jedoch nur
die intiale Infektion untersucht wird ist die antagonistische Funktion gegeniiber IFN des NSI1-
Protein zu vernachldssigen (zusammengefasst in Marc, 2014). Andere IAV-Proteine, fiir die
bekannt ist, dass sie in den friihen Phasen mit Faktoren der [IFN-Antwort interagieren sind das
PB2, welches mit RIG-I interagiert und das NP, welches mit MxA interagiert (Weber et al., 2015;
zusammengefasst in Haller et al., 2015). Inwiefern diese Proteine der Wildtypisolate die

Sensitivitit gegeniiber IFN beeinflussen miisste in weiteren Versuchen untersucht werden.

5.4.2 Einfluss der Rezeptorbindung auf die Virussensitivitit
gegeniiber IFN wahrend des Zelleintritts

Die getesteten rekombinanten Viren unterschieden sich nicht nur im Fusions-pH. So
unterschieden sie sich des Weiteren in ihrer Rezeptorspezifitit (s. Tab. 4.1). Deswegen sollte der
Einfluss der Rezeptorbindung auf die Virussensitivitit gegeniiber dem antiviralen Status
untersucht werden.

Dafiir wurden Rezeptorbindungsmutanten des Virus A/Hong Kong/1/1968 hergestellt. Das Virus
HK/68-R2 weist eine rein avidre Rezeptorspezifitit auf (Matrosovich et al., 2007). Die Mutation
YO8F beeinflusst die Bindungsstéirke an den Rezeptor, jedoch nicht die Spezifitit (Martin et al.,
1998).
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Die Rezeptorbindungsmutanten unterscheiden sich leicht in ihrem pH-Optimum der Fusion
(s. Tab. 4.3). Die verringerte Sensitivitit des Virus HK/68-Y98F gegeniiber NH4Cl weist darauf
hin, dass der Eintritt der RNPs ins Zytoplasma bei einem leicht héheren pH stattfindet. Dies kann
darauf zuriickzufiihren sein, dass sich das HA1 durch eine schwéchere Rezeptorbindung im
Endosom schneller vom Rezeptor 16sen kann und die Konformationsédnderung friiher initiiert
wird. Andere Arbeiten wie die von Imai et al. und DuBois et al. konnten zeigen, dass Mutationen
in der Rezeptorbindungsdomine den Fusions-pH beeinflussen kdnnen (Imai et al., 2012; DuBois
et al., 2011). Dabei zeigten sie, dass die Mutationen K216E und S221P an der Kontaktstelle
zwischen den HA1-Monomeren den Fusions-pH &dndern sowie dass der Wechsel in der
Rezeptorspezifitit iiber die Mutationen N224K und Q226L destabilisierend auf das HA wirkt.
Es zeigten sich keine Unterschiede in der Virussensitivitidt gegeniiber dem IFN-induzierten
antiviralen Status in A549-Zellen (s. Abb. 4.15). Die Ursache dafiir kdnnte sein, dass obwohl
kleine Unterschiede in der Sensitivitdt gegeniiber NH4Cl bestehen, diese Unterschiede nicht grof3
genug sind, um die IFN-Sensitivitit der Viren zu beeinflussen.

Wie bereits erwahnt kann die Rezeptorspezifitit den Zelltropismus beeinflussen. So wurde in
HTBE-Kulturen gezeigt, dass avidre und humane Viren unterschiedliche Zielzellen infizieren
(Matrosovich et al., 2004b; Thompson et al., 2006). Das HK/68-R2 Virus infizierte ausschlielich
zilierte Zellen in HTBE-Kulturen wohingegen das HK/68-WT alle Zelltypen in HTBE-Kulturen
infizierte (Matrosovich et al., 2007). Es ist durchaus denkbar, dass unterschiedliche Zelltypen im
Atemwegsepithel unterschiedliche Reaktionen auf die IFN-Stimulation zeigen, indem sie zum
Beispiel eine unterschiedlich starke Expression von IFITM-Proteinen aufweisen. Der durch die
Rezeptorbindung vermittelte Zelltropismus konnte somit den Viren ermoglichen einer
Immunantwort zu entgehen.

Auch ist es denkbar, dass unterschiedliche Zellen im Atemwegsepithel Unterschiede in ihrem
endosomalen pH aufweisen. In immortalisierten Zelllinien wurde gezeigt, dass z.B. MDCK-
Zellen einen niedrigeren endosomalen pH als A549-Zellen aufweisen (Zaraket et al., 2013). Somit
konnten Viren mit niedrigem Fusions-pH A549-Zellen schlechter infizieren, da sie auf eine
starkere Ansduerung des Endosoms angewiesen sind. Vero-Zellen weisen einen hoheren
endosomalen pH auf als MDCK-Zellen (Murakami et al., 2012). Fiir die in dieser Arbeit
verwendeten ausdifferenzierten HTBE-Kulturen ist jedoch nicht bekannt, inwieweit sich zilierte
und nicht-zilierte Zellen in der endosomalen Ansduerung unterscheiden. Auch ist nicht bekannt,
wie sich der endosomale pH im Vergleich zu MDCK-Zellen verhilt.

Dennoch kann man spekulieren, dass die Rezeptorspezifitit durch die Beeinflussung des
Zelltropismus auch einen Einfluss auf die Virussensitivitét gegeniiber IFN haben kann. Es konnte
sein, dass mogliche Unterschiede in der IFN-Sensitivitdt aufgrund der Rezeptorspezifitit der
Viren durch die Wahl des Zellsystems nicht detektierbar sind. Die Daten dieser Arbeit, die mit
den Viren VN-H5NI1 und Sh-H7N9 in [FN-vorstimulierten HTBE-Kulturen gewonnen wurden
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(s. 4.6.5), weisen ebenfalls darauf hin, dass die Rezeptorspezifitit fiir die Virussensitivitét

gegeniiber IFN relevant sein konnte.

5.4.3 Einfluss der Neuraminidase auf die Virussensitivitat
gegeniiber IFN wihrend des Zelleintritts

Die rekombinanten Viren mit dem HA und der NA représentativer avidrer, humaner und
zoonotischer ~ Viren  unterscheiden sich  abgesehen von den  Fusions- und
Rezeptorbindungseigenschaften ebenfalls in der Herkunft der NA. Es stellte sich die Frage, ob
auch die NA einen Einfluss auf die Virussensitivitit gegeniiber IFN hat. Dabei kann man
vermuten, dass die NA aufgrund ihrer Sialidaseaktivitit die Infektion signifikant beeinflussen
kann. Weiterhin wurde bereits beobachtet, dass die NA auch einen Einfluss auf das pH-Optimum
der Fusion haben kann (DuBois et al., 2011; Reed et al., 2010). Um dies zu iiberpriifen wurden
rekombinante Viren verwendet, die das HA des pandemischen Virus von 2009 und NAs
unterschiedlicher Herkunft besa3en. Diese Viren standen in unserer Arbeitsgruppe zur Verfiigung
und wurden bereits vorher charakterisiert (Gerlach et al., 2012).

Der Austausch des NA-Gens hatte einen signifikanten Einfluss auf die Sensitivitdt der Viren
gegeniiber NH4Cl (s. Abb. 4.16). Dies deutet darauf hin, dass die NA den Fusions-pH beeinflusst,
was auch von DuBois et al. und Reed et al. gezeigt werden konnte (DuBois et al., 2011; Reed et
al., 2010). Eine Erhhung der NA-Aktivitit resultierte bei ihnen in einem erhdhtem Fusions-pH.
Durch die Sialidaseaktivitdt erleichtert die NA das Ablosen des HA1 vom Rezeptor. Bei einer
erhohten NA-Aktivitit wiirde die Ablosung vom Rezeptor im Endosom schneller vermittelt
werden. Dadurch konnte die HA-Konformationsianderung des HA-Trimers im Endosom friiher
initiiert werden, was in einem hoheren Fusions-pH resultiert.

Der Effekt, den der Austausch der NA auf die Virussensitivitdt gegeniiber dem IFN-induzierten
Status hat, ist gering (s. Abb. 4.17). Wahrscheinlich werden diese Unterschiede durch den durch
die NA verdnderten Fusions-pH verursacht. Es ist jedoch nicht auszuschlieen, dass der
Austausch der NA durch andere als die hier getesteten NAs zu einem deutlicheren Unterschied in
der Sensitivitdt der Viren gegeniiber IFN fiihrt. Die Verpackungseffizient von verschiedenen NA-
Genen konnte varriieren, was auch das Losen des HAs vom Rezeptor beeinflussen kann. Man
muss des Weiteren bedenken, dass durch den Austausch des NA-Gens die Balance zwischen HA
und NA verdndert wird. So konnte es sein, dass man mit einem anderen HA einen deutlicheren
Einfluss des NA-Genaustauschs auf die Sensitivitit gegeniiber dem IFN-induzierten antiviralen

Status beobachten konnte.
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5.4.4 Virussensitivitit gegeniilber dem IFN-induzierten
antiviralen Status nach mehreren Replikationszyklen

Um den Einfluss der Virussensitivitit gegeniiber IFN iiber einen léngeren Zeitraum zu
untersuchen, wurde das Viruswachstum der rekombinanten Viren iiber 72 h in Anwesenheit von
IFN beobachtet (s. 4.20). Es konnte beobachtet werden, dass der Unterschied der Titer in
unstimulierten und mit 10 bzw. 100 U IFN-B stimulierten Zellen beim Virus HK/68-17R geringer
war als beim Virus HK/68-WT (s. Abb. 4.20). Dieses Ergebnis zeigt, dass der Fusions-pH nicht
nur bei der initialen Infektion einen Vorteil in IFN-stimulierten Zellen bietet, sondern auch iiber
einen lédngeren Zeitraum.

Auch das H5N1-Virus kann in Anwesenheit von IFN effizient replizieren. Dahingegen replizieren
die Viren Mem-HIN1, Sh-H7N9 und mal-HIN1 in Abwesenheit und Anwesenheit von IFN
schlecht (s. Abb. 4.21). Die Replikationseffizienz dieser drei Viren ist insgesamt sehr schwach
mit Titern von maximal 6,8%10° FFU/100 ul. Wir wissen von den vorangegangenen Versuchen,
dass Sh-H7N9 in Anwesenheit von IFN signifikant besser infiziert als Mem-H1N1 und mal-H1N1
(s. Abb. 4.12). Das Ausbleiben von Unterschieden bei multizyklischer Replikation kdnnte sich
durch eine geringe Replikationseffizienz dieser Viren ergeben. Andererseits konnte dies auch
bedeuten, dass die Rezeptorbindung und/ oder die NA-Aktivitdt einen entscheidenden Einfluss
haben konnen, da diese fiir die initiale Infektion bzw. fiir das Abknospen von neu synthetisierten
Viren eine entscheidende Rolle spielen (Yondola et al., 2011). Dennoch zeigt die Replikation der
Viren HK/68-WT und HK/68-H17R, dass der Fusions-pH einen signifikanten Einfluss auf die
Replikationseffizienz in ~ Anwesenheit von IFN  haben kann, wenn die

Rezeptorbindungseigenschaften sowie die NA-Eigenschaften gleich sind.

5.4.5 Virussensitivitit gegeniiber IFITM-Proteinen

In dieser Arbeit wurden Unterschiede in der Virussensitivitit gegeniiber dem IFN-induzierten
antiviralen Status nachgewiesen, die abhingig vom Fusions-pH waren. Potentielle IFN-induzierte
Inhibitoren der viralen Fusion sind die IFITM-Proteine. Fiir sie wurde gezeigt, dass sie die
Infektion von Viren inhibieren, indem sie die Fusion der Viren im Endosom verhindern (Bailey
et al., 2014; Brass et al., 2009D).

Der genaue Mechanismus, wie die Inhibition durch IFITM-Proteine vermittelt wird, ist noch nicht
bekannt. Zum einen wird davon ausgegangen, dass die Fusion durch Anderung der Cholesterin-
Homoostase beeinflusst wird (Amini-Bavil-Olyaee et al., 2013). Andere Publikationen wiederum
beschreiben einen Cholesterin-unabhidngigen Prozess der Inhibition (Wrensch, Winkler und
Pohlmann, 2014). Auch wurde gezeigt, dass IFITM-Proteine mit der Vakuolen Protonen-ATPase

und Clathrin interagieren und vermutlich die Anséuerung und das Trafficking von Endosomen
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bzw. Pathogenen beeinflussen (Wee et al., 2012). Anafu et al. beschreiben ebenfalls, dass IFITM3
die Ansduerung von Endosomen beeinflussen kann (Anafu et al., 2013). Beschrieben ist jedoch
auch, dass die Fusion der viralen mit der endosomalen Membran bei der Hemifusion, dem Beginn
der Vermischung der &uleren Lipidschichten beider Membranen, gestoppt wird, wodurch es nicht
zur vollstdndigen Fusion kommt und das Freisetzen der RNPs in das Zytoplasma verhindert wird
(Desai et al., 2014). All diese Daten deuten darauf hin, dass die Effizienz der IFITM-vermittelten
Inhibition der IAV-Infektion abhéngig vom pH-Optimum der Fusion sein kdnnte.

Es bestitigte sich, dass sowohl die initiale Infektion (s. Abb. 4.18) als auch die multizyklische
Replikation (s. Abb. 4.19) durch IFITM2- und IFITM3-Proteine Fusions-pH abhéngig inhibiert
wird. Auch hier zeigte sich, dass die Viren mit einem hohen Fusion-pH (HK/68-H17R, VN-H5N1
und Sh-H7N9) weniger stark durch die Expression von IFITM-Proteinen gehemmt werden als
Viren mit einem niedrigen Fusions-pH (HK/68-WT, Mem-HIN1, mal-HIN1, mal-H2N2), was
mit der Infektionsinhibition in Anwesenheit von IFN korreliert. Dariiber, dass der Fusions-pH die
Sensitivitidt gegeniiber IFITM-Proteinen beeinflussen kann, wurde bereits spekuliert (Long,
Benfield und Barclay 2014; Sun et al., 2016). Bisher fehlten jedoch eindeutige Daten, die diese
Hypothese belegten. Die hier vorliegende Arbeit weist durch das Verwenden von
Fusionsmutanten zum ersten Mal nach, dass die Sensitivitit von [AV gegeniiber humanen
IFITM2- und IFITM3-Proteinen abhédngig vom Fusions-pH sein kann.

Es scheint, dass ein hoher Fusions-pH ein Mechanismus ist die antivirale Wirkung von IFITM-
Proteinen zu umgehen. IFITM2 und IFITM3 kolokalisieren mit Markern des spiten Endosoms
und des Lysosoms (Sun et al., 2016; Huang et al., 2011; Feeley et al., 2011). Es ist denkbar, dass
Viren mit relativ hohem Fusions-pH, wie z.B. VN-H5N1 und Sh-H7N9, nicht in das
Zellkompartiment gelangen in dem die IFITM-Proteine vorliegen, indem sie die Fusion schon im
friihen Endosom einleiten. Bisher wurde vermutet, dass IAV ausschlieBlich im spédten Endosom
oder im Lysosom die Fusion einleiten (Grove und Marsh, 2011; Desai et al., 2014).

Fir andere Virusfamilien wurde bereits gezeigt, dass sie die antivirale Wirkung von IFITM-
Proteinen umgehen konnen, indem sie die Fusion schon im frithen Endosom induzieren. Dies
wurde zum Beispiel fiir das Vesikuldre Stomatitis Virus (VSV) gezeigt (zusammengefasst in
Diamond und Farzan, 2013). Interessanterweise entgehen Arenaviren der Inhibition durch
IFITM-Proteine (Brass et al., 2009), obwohl sie auch die Fusion im spiten Endosom einleiten
(zusammengefasst in Nunberg und York, 2012; Rojek und Kunz, 2008).

IFITM-Proteine konnten auch einen Einfluss auf den Zelltropismus von IAV haben. So infizieren
H5N1-Viren humane Endothelzellen sehr effizient. Zundchst wurde davon ausgegangen, dass
dieser Endothelzelltropismus aufgrund der einzigartigen Affinitdt flir sulfatierte Rezeptoren
(s. 1.4.1) zustande kommt (Feldmann et al., 2000; Ocana-Macchi et al., 2009; Zeng et al., 2012).
Neuere Daten zeigen jedoch, dass in Endothelzellen IFITM3 konstitutiv exprimiert wird (Sun et

al., 2016). Da unsere Daten zeigen, dass die Sensitivitit von Viren gegeniiber IFITM3 abhéngig

130



Diskussion

vom Fusions-pH ist, kann man dariiber spekulieren, dass HSN1- und auch H7N9-Viren das
Endothel aufgrund ihres hohen Fusions-pH besser infizieren als saisonale humane IAV mit einen
niedrigen Fusions-pH. Dies wird auch von Sun et al. vermutet und ihre Daten mit wildtypischen
Viren deuten auch darauf hin (Sun et al., 2016).

Es gibt Vermutungen dariiber, dass Polymorphismen in den Allelen der IFITM-Gene die
Pathogenitit von IAV im Menschen beeinflussen. Es wurde berichtet, dass eine Korrelation
zwischen dem rs12252-C Allel, welches fiir ein trunkierte Version des IFITM3 Proteins codiert,
und der Anfilligkeit von Menschen gegeniiber einer [AV-Infektion besteht (Everitt et al., 2012;
Yang et al., 2015). In vitro wurde gezeigt, dass sowohl die vollstindige IFITM3-Version als auch
die trunkierte Version in der Lage sind eine IAV-Infektion zu inhibieren (Williams et al., 2014).
Somit sind prinzipiell beide Versionen in der Lage Infektionen zu inhibieren. Der
Polymorphismus des rs12252-C Allels ist deswegen momentan Bestandteil kontroverser
Diskussionen (Lopez-Rodriguez et al., 2016). Inwiefern der Fusions-pH eine Rolle spielt in der
Sensitivitdt von IAV-Virus gegeniiber der trunkierten Version des IFITM3-Proteins, ist nicht
bekannt.

Man kann vermuten, dass eine verringerte Sensitivitit gegeniiber IFITM-Proteinen und der IFN-
vermittelten antiviralen Immunantwort in einer erhohten Pathogenitit resultiert. In avidren
Spezies konnte der Einfluss des Fusions-pH auf die Pathogenitit bereits demonstriert werden. In
Enten und Hiihnern fiihrte eine Erhohung des Fusions-pH zu einer erhohten Pathogenitit (Reed
et al., 2010; DuBois et al., 2011). Enten und Hiihner besitzen ein IFITM3-Analog, welches in der
Lage ist die [AV-Infektion zu inhibieren (Blyth et al., 2016; Smith et al., 2013). Es ist jedoch
nicht bekannt, ob die erhdhte Pathogenitit in Enten und Hiithnern durch eine verringerte
Sensitivitit gegentiber IFITM3 oder anderer ISGs verursacht wird.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Fusions-pH auch die Virussensitivitit gegeniiber
anderen ISGs beeinflusst. Ein moglicher Kandidat wire die Cholesterin-25-Hydroxylase
(CH25H), welche Cholesterin in 25-Hydroxycholesterol (25HC) umwandelt und dadurch die
Membranfluiditdt innerhalb einer Zelle beeinflusst (Liu et al., 2013). Eine verdnderte
Membranfluiditdt konnte dazu fithren, dass Viren mit unterschiedlichen Fusions-pH auch
unterschiedlich stark auf diese veréinderte Membranfluiditit reagieren. Die inhibitorische
Wirkung von 25HC auf die IAV-Replikation wurde bereits nachgewiesen und beruhte ebenfalls
auf einer Inhibition der Fusion (Liu et al., 2013; Gold et al., 2014; Blanc et al., 2013). Bisher
wurden jedoch nur eine begrenzte Anzahl von Viren in ihrer Sensitivitit gegeniiber der CH25H
getestet (Gold et al., 2014). Weiterhin ist der Effekt einer Depletion des CH25H-Gens auf eine
IAV-Infektion nicht so prignant wie die Depletion des IFITM3-Gens. Méuse ohne CH25H sind
immer noch in der Lage die IAV-Infektion zu kontrollieren (Gold et al., 2014), wohingegen fiir
IFITM3-KO Méuse die IAV-Infektion letal ist (Bailey et al., 2012). Somit hétte die CH25H nur
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einen geringen Effekt auf die IAV-Infektion. Jedoch konnte die Sensitivitdt gegeniiber der
CH25H von IAV zumindest partiell zur Pathogenitét der [AV beitragen.

Eine frithe Fusion der endosomalen mit der viralen Membran, z.B. im frithem Endosom, und die
damit verbundene Freisetzung der RNP-Komplexe wiirde dazu fiithren, dass RNP-Komplexe
frither durch zelluldre Sensoren, wie z.B. das RIG-I, detektiert werden konnten. Durch die
Erkennung doppelstringiger ,5-PPP-RNA durch das RIG-I, wie sie auch RNP-Komplexe von
IAV besitzen (Weber et al., 2013; Ehrhardt et al., 2010), kdme es zu einer IFN-Induktion und
somit zu der Aktivierung der angeborenen Immunantwort. Wie unsere Daten jedoch zeigen, sind
Viren mit einem hohen Fusions-pH weniger sensitiv gegeniiber der IFN-induzierten antiviralen
Antwort. Somit wiirde die friihe Erkennung nicht notwendigerweise in einer verstérkten bzw.
fritheren Inhibition resultieren.

Die Virussubtypen H5N1 und H7N9 kénnen bei der Ubertragung auf den Menschen eine schwere
respiratorische Erkrankung auslosen, die auch zum Tode fiihren kann. Die genauen Ursachen fiir
den schweren Krankheitsverlauf werden in der einzigartigen Rezeptorspezifitit dieser Viren
(Feldmann et al., 2000; Ocana-Macchi et al., 2009; Zeng et al., 2012) sowie in den internen
Genen, wie den Polymerasegenen oder NS1, gesucht (zusammengefasst in Fukuyama und
Kawaoka, 2011; Hulse et al., 2004; Klenk et al., 2011). Diese Viren losen einen Zytokinsturm
aus, welcher vermutlich zur hohen Pathogenitit beitrégt (de Jong et al., 2006; Cheng et al., 2010).
Die Daten dieser Arbeit deuten darauf hin, dass HSN1- und H7N9-Viren aufgrund ihrer geringen
Sensitivitét gegeniiber IFITM2- und IFITM3-Proteinen eine hohere Pathogenitit aufweisen. Auch
deuten die Daten darauf hin, dass ein hoher Fusions-pH einen Vorteil fiir die Replikation bringen
kann, wenn die IFN-Signalkaskade schon aktiviert wurde. Dennoch zeigt sich, dass IAV, die an
den Menschen adaptiert sind, einen niedrigen Fusions-pH aufweisen (Scholtissek, 1985;
Baumann et al., 2015; Beyer et al., 1986; Byrd-Leotis et al., 2015). Auch wurde gezeigt, dass das
pandemische Virus von 2009 sich von einem relativ hohen Fusions-pH im Menschen zu einem
Virus mit niedrigem Fusions-pH entwickelt hat (Russier et al., 2016). Die hochpathogenen Viren
der Subtypen H5N1 und H7N9 haben hingegen einen hohen Fusions-pH (Scholtissek, 1985;
Beyer et al., 1986; Daidoji et al., 2015). Somit sollte bei der Adaption an den Menschen der
Fusions-pH sinken bzw. die Stabilitit dieser Viren steigen. Daraus wiirde wiederum folgen, dass
diese Viren sensitiver gegeniiber IFITM-Proteinen und der IFN-vermittelten Immunantwort sind.
Sollten die Viren ihre geringe Sensitivitit gegeniiber der angeborenen Immunantwort beibehalten,
miisste dies durch adaptive Mutationen in anderen Proteinen, wie z.B. den Polymeraseproteinen
oder dem NS1, geschehen.

Bei Transmissionsstudien, bei denen das H5N1-Virus an Sduger adaptiert wurde, traten HA-
stabilisierende Mutationen auf (Herfst et al., 2012; Imai et al., 2012). Gleichzeitig waren diese
Viren per Aerosole iibertragbar. Diese Experimente deuten darauf hin, dass der Fusions-pH mit

der Transmissionsroute korreliert und dass eine erhohte Stabilitit essentiell fir eine effiziente
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Transmission zwischen Siugern ist. Die Tatsache, dass sich das HA bei der Ubertragung auf den
Menschen zu einem stabilen HA entwickelt (Russier et al., 2016), sowie die Tatsache, dass aus
Menschen isolierte Viren eine hohe Stabilitdt aufweisen (Scholtissek, 1985), deuten darauf hin,
dass der hohe Fusions-pH und somit eine verringerte Sensitivitit gegeniiber dem IFN-induzierten
antiviralen Status auf Dauer keinen evolutionédren Vorteil fiir das Virus darstellt.

Wirtsfaktoren konnten ebenfalls den Fusions-pH signifikant beeinflussen. So konnte der
Gewebetyp, in dem [AV replizieren, IAV selektieren, die einen hohen bzw. niedrigen Fusions-
pH aufweisen. So wurde gezeigt, dass das humane nasale Epithel einen leicht aziden Fusions-pH
aufweist (England et al., 1999; Washington et al., 2000). In wildlebenden Wasservogeln
replizieren IAV im GIT (zusammengefasst in Webster et al., 1992). Auch hier kann man davon
ausgehen, dass der Gewebs-pH einen Einfluss auf die AV Replikation hat.

Die infizierte Zelle selbst konnte einen Einfluss auf die Selektion von IAV mit verschiedenen
Fusions-pHs haben. Unterschiedliche Zelltypen konnen Unterschiede im endosomalen pH
aufweisen. Zum Beispiel wurde gezeigt, dass bei der Adaption eines IAV an Vero-Zellen
Mutationen auftraten, die das HA destabilisieren (Murakami et al., 2012). Somit wire die
Sensitivitit gegeniiber dem antiviralen Status nur einer von mehreren Faktoren, die einen Einfluss
auf den Fusions-pH nehmen konnte.

Vorstellbar ist auch, dass bei einer Infektion verschiedene Subpopulationen von Viren auftreten,
die sich im Fusions-pH unterscheiden. So konnten in den unteren Atemwegen, wiahrend einer
laufenden Infektion, Viren mit hohem Fusions-pH vorkommen wihrend in den oberen
Atemwegen mit leicht azidem pH Viren mit niedrigem Fusions-pH vorkommen, die iiber
Aerosole iibertragen werden. Es wurde bereits gezeigt, dass in einer infizierten Person
verschiedene Quasispezies von AV vorkommen und die Replikation in verschiedenen Bereichen
der Lunge beeinflusst wird (Seidel et al., 2014). Zumeist werden jedoch Mutationen beschrieben,
die vermutlich die Rezeptorbindung beeinflussen, wie z.B. die Positionen 222, 225 oder 187 im
HA (Chen et al., 2010; Resende et al., 2015). Bisher gibt es noch keine Hinweise darauf, dass
auch Quasispezies mit Unterschieden im Fusions-pH auftreten. Quasispezies mit einem hohen
Fusions-pH konnten bei schon aktivierter Immunantwort besser replizieren und sich innerhalb
eines Epithels effizienter verbreiten.

Diese Arbeit zeigt, dass die Sensitivitdt von IAV gegeniiber dem IFN-induzierten Status und auch
gegeniiber einzelnen ISG-Produkten, wie der IFITM-Protein-Familie, abhéngig vom Fusions-pH
der Viren sein kann. Diese Erkenntnis kann man auch auf andere Virusfamilien, die im Endosom
pH-abhingig die Fusion einleiten, iibertragen. Beispiele fiir solche Viren sind die Flaviviren
(zusammengefasst in Stiasny et al., 2011). Diese Arbeit gibt somit auch Hinweise darauf, dass
andere Virusfamilien je nach pH-Optimum der Fusion weniger sensitiv gegeniiber der Expression

von IFITM-Proteinen sein kdnnten und dadurch ihre Pathogenitét beeinflusst werden konnte.
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Anhang

8 Anhang
8.1 Virustiter

Tabelle 8.1: Titer nach einzyklischer Replikation und Plaque-Titer aller rekombinanten und nicht-
rekombinanten Viren in verschiedenen Zelllinien. n.b.: nicht bestimmt

Einzyklische Einzyklische Plaque-Titer
Virus Replikation Replikation MDCK-Zellen

MDCK-Zellen A549-Zellen (PFU/ml)

(FFU/100 pul) (FFU/100 pl)
Mem-HINI 1,3*107 5,7*%10° 1,8*%107
mal-HIN1 2,8%107 1,2*107 8,2%107
mal-H2N2 9,3*107 4,7%107 4,9%107
mal-H7N1 6,0%107 2,0%107 2,4%107
VN-H5N1 2,6%107 7,2%10° 9,3*107
Sh-H7N9 1,2*107 3,2*%10° 2,4%107
HK/68-WT 3,2*108 3,3*107 4,2%10%
HK/68-HI17R 3,1*108 1,9*108 3,9*%10%
HK/68-HI17Y 1,1*¥108 2,5*10° 1,3*10%
HK/68-K82T 3,7*%108 1,1*108 7,1%108
HK/68-Y98F 3,3*107 4,4%108 5,2*%10%
HK/68-R2 9,2*%107 7,8%10° 4,6*103
pdm09 7,6%103 6,2*%10* 6,9%103
pdm09-sw/lowa 3,1*¥10° 1,8*10* 2,5%10°
pdm09-Thailand 3,5%10° 1,5*10% 2,3*10°
pdm09-dk/Bavaria 1,1*107 1,4*10° 7,1*¥10°
pdm09-human/Memphis 5,1*%108 1,0*10° 3,6*%10°
Nicht-rekombinante Viren
A/Memphis/14/1996 (HIN1) 5,6%10° 1,7*¥103 n.b.
A/Hamburg/5/2009 (HINI) 9,4*10° 4,4%10° n.b.
A/Hong Kong/1/1968 (H3N2) 9,8*10° 2,7%103 n.b.
A/Thailand/KAN-1/2004 (H5N1) 9,6*10° 4,7%10* n.b.
A/Anhui/1/2013 (H7N9) 6,5*%103 1,1*10° n.b.
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8.2 Abkiirzungsverzeichnis

BSA Bovine serum albumin

bzw. bezichungsweise

c Konzentration

CH25H Cholesterol-25-Hydroxylase

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DNA Desoxyribonukleinsdure

ED Enzymatische Doméne

EDTA Ethylendiaminetetraacetic acid
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
et al. et alii

FCS Fotales Kédlberserum

FFU Focus forming units

GP Glykoprotein

GIT Gastrointestinaltrakt

h hour

HA Hamagglutinin

HAD Héamaadsorptionsdoméne

HAEC Human airway epithelial cells

HAT Human airway trypsin-like protease
HAU Héamagglutinierende Einheiten

HPAI Highly pathogenic avian influenza
hRBC humane rote Blutzellen

HRP Horse radish peroxidase

HTBE Human trachea-bronchial epithelial cells
IAV Influenza-A-Viren

IC Inhibitorische Konzentration

IFITM Interferon induced transmembrane protein
IFN Interferon

IKK IxB kinase

IRF Interferon regulatory factors
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Iu
LPAIV

M1/2
MAL-I
MAL-II
MAPK
MDCK
MEM
min

ml

MOI
mRNA
MyD88
NA
n.b.
NEP
NES
ng
NLS
nm
NP
NS1/2
OAS
PA
PB1
PB2
PBS
PCR
PFU
pH
RBD

Anhang

inhibitorische Einheit

Low pathogenic avian influenza virus
Molar

Matrixprotein 1/2

Maackia amurensis lectin [
Maackia amurensis lectin 11
Mitogen-activated protein kinase
Madin-Darby canin kidney
Miniumum essential medium
Minute

Milliliter

Millimolar

Multiplicity of infection
messenger RNA

Myeloid differentiation primary response gene 88
Neuraminidase

nicht bestimmt

Nuclear export protein
Nuclear export sequence
Nanogramm

Nuclear Localization sequence
Nanometer

Nucleoprotein
Nichtstrukturprotein 1/2
Oligoadenylate synthetase
Poylemrase acid

Polymerase basic 1
Polymerase basic 2

Phophate buffered saline
Polymerase chain reaction
Plaque forming units

Potentia hydrogenii

Rezeptorbindungsdoméne
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RIG-I
RNA
RNP

RT-PCR
s

SNA
TBE
TLR
TMD
TMB
TMPRSS2/4
TPCK
TRAF
TSS

ng

USA

VRNA
VSV
WHO
wt

z.B.

Retionic acid-inducible gene 1
Ribonukleinsdure
Ribonukleinprotein

Revolutions per minute

Reverse Transkriptions-PCR
Sekunden

Sambucus nigra lectin
Tris-Borate-EDTA

Toll-like receptor
Transmembrandomine
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin
Transmembran Protease Serin S2/4
Tosyl phenylalanyl chloromethyl Keton
TNF receptor associated factor
Transformation and Storage solution
Mikrogramm

Mikroliter

United States of America

Volt

virale RNA

Vesikulédres Stomatitis Virus

World health organisation

Wildtyp

zum Beispiel
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8.3 Aminosaureabkiirzungen

Aminosiure
Alanin
Arginin
Asparagin
Aspartat
Cystein
Glutaminsdure
Glutamin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin

3-Buchstabencode
Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Glu
Gln
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Try
Tyr

Val

1-Buchstabencode

A
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