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I. Einleitung 1

|. Einleitung

Influenza A Viren, wie der zuletzt aufgetretene lam@ HIN1 Pandemiestamm,
machen deutlich, dass die Familie Orthomyxoviridaeisspezies enthélt, von
denen ein erhebliches Gefahrenpotential fir MenschTier ausgeht. Influenza
A Viren sind behillte Viren, deren Genom in achhzeistrangige RNA-
Segmente gegliedert ist. Aufgrund ihrer Hillmemiprateine Hamagglutinin
(HA) und Neuraminidase (NA) werden sie in 16 versdane HA- und neun

verschiedene NA-Subtypen eingeteilt (Fouchier e28I05).

Durch das Entstehen neuer, antigenetisch versaieediefluenzasubtypen gegen
die keine ausreichende Immunitat in der Wirtspopatavorhanden ist, kann es
zu pandemischen Ausbrichen kommen. Das Schwein Bander Entstehung
neuer Influenzavirussubtypen eine besondere Rglielesn, da es in seinem
Respirationstrakt Rezeptoren besitzt, die von hanannd auch von aviaren
Influenzaviren bevorzugt werden. Diese Glykoprateneptoren, an die das
Influenza A Virus bindet, unterscheiden sich in Bessition der Sialinsaurereste
(human:a2-6 und aviara2-3) (Rogers und Paulson, 1983). Aus diesem Grund
besteht somit in seltenen Fallen die Moglichkesissidas Schwein gleichzeitig
mit einem humanen und einem avidren Influenza Ais4ubtyp infiziert ist und
als sogenanntes ,Mixing-Vessel' fungiert (Brown, 080 Ito et al., 1998;
Scholtissek et al., 1985). Wird eine Schweinezali¢ diese Weise koinfiziert,
kann es zu einem Antigen-Shift, d. h. zur Neuanondgnund Mischung ganzer
Gensegmente der beiden Virussubtypen kommen. Dutabl genetische
Reassortment zweier Virussubtypgenome kann einigvdleuer Influenza A

Virussubtyp entstehen, der Genomsegmente beid&arjiziren” enthalt.

Fibrozyten sind Zellen die, funktionell einer Kométion aus Fibroblasten und
Leukozyten entsprechen. Sie haben antigenprasemtier Eigenschaften und
ahneln in ihrer Funktion Dendritischen Zellen (Blacat al., 1994; Chesney et
al., 1997). Durch ihre Eigenschaft Fremdantigendzimehmen und zu

prasentieren, haben porcine Fibrozyten ein besendhes Potential zur
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Aufnahme von Mikroorganismen, u.a. auch Viren. @ih dnfluenza A Viren
produktiv in porcinen Fibrozyten vermehren konmght,es zu klaren. Fibrozyten
sezernieren eine Reihe pro- und anti-inflammatbas&ytokine (Chesney et al.,
1998) und sind somit ein wichtiger Teil der unsfisgzhen Immunantwort. Die
antivirale Abwehrfunktion porciner Fibrozyten wurdasher nur nach der
Infektion mit dem Klassischen SchweinepestvirusKZSdurch die Stimulation
zytotoxischer T-Zellen zur Produktion von Interfiergamma (IFNy) gezeigt
(Balmelli et al., 2005). Neuere Untersuchungen Batmelli et al. (2007) auf
eine mogliche Produktion und Sekretion von I#-Nind des hdchst potenten,
antiviralen Interferon alpha (IFM} durch porcine Fibrozyten ergaben keine
messbaren Interferonwerte nach der Stimulation @BFV und selbst
genverandertes CSFV (CSVA®) filhrte bei porcinen Fibrozyten nach Kontakt
mit CSFV lediglich zu einer geringen Produktion \aterferone/-p (Balmelli et
al., 2007). Die Interferonproduktion, bzw. die Ruktion antiviraler Substanzen

durch porcine Fibrozyten nach Influenza A Viruslakttist bislang unbekannt.
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Zielsetzung

Folgende Ziele wurden mit dieser Arbeit verfolgt:

Die erfolgreiche Etablierung der Kulturbedingungemd die Charakterisierung
von porcinen Fibrozyten waren Voraussetzung flire aWersuche. Die
Permissivitat von porcinen Fibrozyten fur ausgew&hlinfluenza A
Virussubtypen ist nicht bekannt. Sie ist speziéit fliesen Zelltyp aber ein
wichtiges Kriterium, sowohl als moéglicher Ort einéirusvermehrung mit der
Reassortanten-Entstehung als auch zur Definition Id8uenza A Virus-

spezifischen Abwehrfunktion.

Die Untersuchung der Infektionsfahigkeit und diestfisiifung einer produktiven
oder abortiven Vermehrung von verschiedenen In#aeA Virusisolaten in
primaren porcinen Fibrozyten war ein Ziel diesendst. Dieses wurde anhand
von Zellkulturiberstanden und Zelllysaten, durchinféktion sowie mit

immunhistologischen und molekularbiologischen Me#o erreicht.

Eine Vergleichsanalyse der Sekretion antiviraleff8tvon priméaren porcinen
Fibrozyten und homologen — vom gleichen Individustammenden - porcinen
peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) sollteifsghluss tber die
antivirale Kapazitat der Zellen geben. Mit Hilfenes IFNe. ELISPOT und mit

einem Vesikularen Stomatitis Virus-Hemmtest (VSVnrkietest) wurde nach der
Stimulation mit verschiedenen Influenza A Virussyden und Kontrollviren die
antivirale Kapazitat der Zellen anhand von Zellytiberstdnden in

Parallelexperimenten untersucht.

Die Zielsetzung der Untersuchung schliel3t zwei vatioe Ansatze ein: A) die
Frage nach produktiver oder abortiver Infizierb@rkmorciner Fibrozyten mit
Influenza A Viren und B) direkt damit verbunden dieage nach der Fahigkeit
porciner Fibrozyten zur Produktion antiviral wirksar Zytokine. Damit sollte
geklart werden, ob Fibrozyten durch ihre Abwehrfiork in der Lage sind eine
homologe (porcine) bzw. eine heterologe (aviaréduémza A Virusinfektion zu

kontrollieren oder ob eine produktive Infektion nidl ist.
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[l. Literaturtbersicht

1. Fibrozyten
1.1 Ursprung und Morphologie

Humane periphere Fibrozyten wurden 1994 von Bugathseiner Arbeitsgruppe
bei einem Forschungsprojekt zur Wundheilung entdeclBei der
lichtmikroskopischen Untersuchung von Zellen, dieblaitan implantierte
Wundkammern von Mausen infiltrieren, fielen spiridehige Zellen auf (Bucala
et al., 1994). Bis heute wurden Fibrozyten bei Mbées, Mausen, Makaken und
Schweinen beschrieben (Balmelli et al., 2005; Bauedlal., 1994; Chesney et al.,
1997; Zhu et al., 2000).

Fibrozyten machen in etwa 0,5 % der peripherenl&lkbzyten aus und haben

einen Durchmesser von 18,5 um (Yang et al., 2002).

Immunfluoreszenzfarbungen zeigen, dass diese Zetlen extrazellularen

Matrixproteine Kollagen 1, Kollagen Il sowie Filmektin und Vimentin

exprimieren. Ebenfalls werden auf ihrer Oberfladee Gesamtleukozytenmarker
CDRO 45, das hamatopoetische Stammzellantigen CD (ddster of

differentiation) und der Panmyeloidmarker CD 13 raxpert (Bucala et al.,

1994).

Kapillarendothelzellen sind Zellen, auf deren Oldetie CD 34 nachgewiesen
wurde und die keine h&matopoetischen Stammzelleth @tina et al., 1990).
Durch die Expression des Gesamtleukozytenmarkergwies des

Panmyeloidmarkers auf humanen Fibrozyten und dderieen Expression des
Endothelzellmarkers van Willebrandfaktor (Bucalalkt 1994) kann jedoch von
einem Ursprung aus dem Knochenmark ausgegangeneumcandothelialer

Ursprung der Fibrozyten ausgeschlossen werden. mshivan Versuchen mit
radioaktiv markierten Knochenmarkzellen bei chiméar®lausen sollte der
myeloide Ursprung der Fibrozyten nachgewiesen wer@arch die negative
Markierung der Fibrozyten gelangten Bucala et H994) zu der Ansicht, dass

Fibrozyten entweder von gegen Radioaktivitat resign Knochenmarkzellen
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oder von mesenchymalen Vorlauferzellen abstammessemi (Bucala et al.,
1994).

Bei der Kultivierung von, aus humanem Blut geworeren peripheren
mononuklearen Blutzellen (PBMC) entwickeln sich magn bis zwei Wochen
Fibrozyten (Bucala et al., 1994). Dies veranlassbe et al. (2001) zu der
Annahme, dass sich Fibrozyten aus einer Subpopualaier kultivierten PBMC
entwickeln missen. Spéater bewiesen Abe et al. (20fdss sich aus PBMC
gewonnene Kkultivierte Fibrozyten aus einer Popatatvon CD 14+ Zellen

differenzieren.

1.2 Die Differenzierung von Fibrozyten beeinflussete Faktoren

Verschiedene Faktoren haben Einfluss auf die Gdffeierung von humanen

Fibrozyten aus CD 14+ peripheren Monozyten.

Bei der Untersuchung welche Faktoren CD 14+ Mormzydazu veranlassen,
sich zu Fibrozyten zu differenzieren, zeigten Abale (2001), dass der direkte
Kontakt von CD 14+ Monozyten mit CD 14- T-Zellenemem Verhaltnis von
1:3 die Differenzierung zu Kollagen+ CD 11lb+ Fibyten steigert. Die
Forschungsgruppe um Yang beschreibt dagegen eirsgéater, dass der direkte
Kontakt zu T-Lymphozyten nicht notig ist, sonderassl Zellkulturiiberstande
und das in ihnen enthaltenden Zytokin Transforngrnmgwth factorfl (TGF{1)
von CD 14- Kulturen ausreichen, um die Differenaigy von Fibrozyten zu

stimulieren (Yang et al., 2002).

Nachdem bekannt war, dass T-Zellen durch ein vaerihsezerniertes Zytokin
CD 14+ Monozyten zur Differenzierung zu Fibrozyteimulieren koénnen,
untersuchten Shao et al. (2008) den Einfluss Tet&ltll-sezernierter Zytokine
auf die Differenzierung von humanen Fibrozyten.dgi¢assen sich in eine Thl
(IFN-y, IL-12, IL-2, IL-10, TNF$) und eine Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13)
Zytokingruppe unterteilen. Da die Th2 Zytokine hieekin 4 (IL-4) und IL-13

bei  Fibroblasten zu einer (gesteigerten Kollagengkbdn und
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Kollagenablagerung fihren und deren Differenzierung Myofibroblasten
stimulieren (Powell et al, 1999), wurde ihr Eistu auf die
Fibrozytendifferenzierung untersucht. Bei der Kuérung von humanen PBMC
steigerten diese Zytokine die Differenzierung voandzyten zu Fibrozyten. Die
Thl Zytokine IFNy und IL-12 hingegen hemmten die Ausdifferenzierwog
Monozyten (Shao et al., 2008). IL-12 wirkt dabeihtidirekt auf die Monozyten,
sondern es stimuliert die naturlichen Killerzellamr Produktion von IFN-und
hemmt somit indirekt die Fibrozytendifferenzieru@ogdan und Schleicher,
2006; Cooper et al., 2001; Schleicher et al., 2005)

Die Ausschuttung von Th2 Zytokinen spielt aufgruder im oberen Abschnitt
erwahnten Steigerung der Kollagenproduktion vonrdhlasten und deren
Differenzierung zu Mpyofibroblasten, ein grol3e Rolleei fibrosierenden
Erkrankungen (Tredget et al., 2006; Wynn, 2004j}ielReen mit fibrosierenden
Erkrankungen haben im Gegensatz zu gesunden Mensahen geringeren
Gehalt an Serum Amyloid P (SAP) im Serum (Pillingak, 2003). SAP ist ein
im Blut zirkulierendes Protein, das zur Familie ékemtraxine z&hlt und bei der
Immunantwort eine Rolle spielt (Noursadeghi et @000). Da bei vielen
fibrosierenden Erkrankungen Fibrozyten nachgewiesemden (Bellini und
Mattoli, 2007; Moore et al., 2005; Phillips et akp04), kdnnte es einen
Zusammenhang zwischen dem geringen Gehalt an SAPdem gesteigerten
Auftreten von Fibrozyten geben. Pilling et al. (3P0Obeschrieben den
hemmenden Einfluss von SAP auf die Entwicklung ¥drozyten aus PBMC.
Schon geringe Anderungen in der Konzentration vohP Shatten groRe
Auswirkungen auf die Differenzierung von Fibrozytérilling et al., 2003).
Patienten mit fibrosierenden Erkrankungen fehlséimhibierende Wirkung von
SAP fir die Ausdifferenzierung von Fibrozyten ausridzyten (Pilling et al.,
2003) damit kann es zu einer UberschieRenden Piioduknd Ablagerung von
extrazellularen Matrixproteinen kommen (vgl. Absthi 1.7). Die hemmende
Wirkung von SAP kann nicht durch die differenziggafdordernden Zytokine IL-
4 und IL-13 aufgehoben werden (Shao et al., 2008).
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SAP bindet an Fc-Rezeptoren und gibt auf diesem Yébyndene Proteine und
Bakterien an phagozytierende Zellen weiter (Bhaggdst al., 2001). Da auch
Immunglobulin G (IgG) an Fc-Rezeptoren bindet, tsuehten Pilling et al.
(2006) in einer Folgestudie, ob IgG ebenfalls einBmfluss auf die
Fibrozytendifferenzierung hat. Die Rl bzw. FgRIl Rezeptoren auf
Monozyten kénnen sowohl von SAP als auch von queetetem oder Hitze-
aggregiertem monomeren IgG aktiviert werden, wash snegativ auf die
Differenzierung der Monozyten zu Fibrozyten auswifkilling et al., 2006). Die
Vernetzung von IgG entsteht durch die Bildung vonmiunkomplexen, bei der
Bindung von Pathogenen. Bei einer Infektion liegGlin groReren Mengen
gebunden vor und hemmt somit die Differenzierung @&grozyten aus
Monozyten. Wie im Abschnitt Il 1.5.1 genauer besaben, sind Fibrozyten an
der Wundheilung beteiligt. Ist eine Wunde infizjevird priméar eine Beseitigung
der Infektion angestrebt und nicht der Wundversshldurch eine Stimulation
der Fibrozytendifferenzierung. Die Vernetzung voigGl aufgrund der
vorliegenden Pathogene hemmt die Differenzierung Fkerozyten, verzégert
den Wundschluss und erhéalt die Anzahl an Monozyten angeborenen

Immunreaktion.

1.3 Differenzierung der Fibrozyten anhand ihrer Obeflachenmarker

Die Abgrenzung der Fibrozyten von anderen peripgh&letzellen erfolgt durch
ihre Oberflachenmarker und ihre Morphologie. Dies&&derheit der Fibrozyten
ist die gleichzeitige Expression der Marker hamag&tischer Stammzellen CD
34, des Panleukozytenmarkers und die ExpressiorKetlagen | und weiteren

extrazellularen Matrixproteinen.

Die ersten erkennbaren Unterschiede von sich ausokAoen differenzierenden
Fibrozyten zu Monozyten sind morphologische Merlenalbevor eine
Unterscheidung anhand charakteristischer Oberftéanbéekile moglich ist. Im

Gegensatz zu der runden Morphologie der Monozytert mrem
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bohnenférmigen Zellkern sind Fibrozyten lichtmikkopisch als spindelférmige

Zellen mit ovalem Zellkern zu erkennen (Pillingaét 2009a).

Im spateren Entwicklungsverlauf exprimieren Fibterny im Gegensatz zu
peripheren Monozyten den Stammzellmarker CD 34 iavér Oberflache.
Wohingegen Monozyten unter anderem die Antigene33PCD 35 und CD 93
exprimieren, die sowohl bei Fibrozyten als auchNMakrophagen nicht oder nur
sehr schwach detektierbar sind (Pilling et al.,, @00 und daher der

Unterscheidung zwischen diesen Zellpopulationenatiekénnen.

Die Unterscheidung von Fibrozyten und Makrophagannkauch anhand des
Oberflachenmarkers PM-2K erfolgen, welcher nur Wekrophagen exprimiert

wird. Andere Makrophagenmarker wie nicht-spezifesdisterasen werden in
geringerem Ausmald auch von Fibrozyten exprimieittir{§ et al., 2009a). Ein

wichtiges Unterscheidungsmerkmal von Fibrozytenamderen Zellen, die das
Gesamtleukozytenantigen CD45RO auf ihrer Oberfladdesitzen, ist die

gleichzeitige Expression von Kollagen. Eine Unteesdung von Makrophagen
und Fibrozyten anhand der Kollagenproduktion isthhimoéglich, da auch

Makrophagen in einem gewissen Umfang positiv aufagen | getestet wurden
(Vaage und Lindblad, 1990). Unklar ist, ob es zumeei eigenstandigen
Produktion von Kollagen | in Makrophagen kommt odbrsie durch Aufnahme
von Kollagen falsch positiv reagieren (Lucattelli al., 2003; Vaage und
Lindblad, 1990).

Fibroblasten produzieren Kollagen und kdénnen daleht mit diesem Antigen
unterschieden werden. Um Fibrozyten von Fibrobrasitel unterscheiden,
konnen die Proteine TE-7 oder HA-BP sowie zellidar&ibronektin

herangezogen werden, da sie nur von Fibroblastpnneiert werden (Pilling et
al., 2009a).

Im Verlauf der Kultivierung von humanen Fibrozytetrd die Expression von
einigen Oberflachenmarkern wie des CD 34 Antigesadsvacher. In der Studie
von Bellini und Mattoli (2007) wird der Verlust vo&D 45 und CD 34
beschrieben, wogegen Pilling et al. (2009a) inrilgteidie nur von einem CD 34
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Verlust sprechen. Auch porcine Fibrozyten - voremll solche, die durch
Subkultivierung aus primaren Fibrozyten entstehsagenannte sekundare
Fibrozyten - exprimieren die Antigene MHC KlasseGD 1, CD 14, und CD 16
nicht langer auf ihrer Oberflache (Balmelli et 2005).

1.4 Oberflachenmarker und sezernierte Proteine

Die Fibrozyten préasentieren auf ihrer Oberflacheneei Reihe von
charakteristischen Oberflachenmarkern. Eine Zusawfassung, der auf der
Oberflache von primaren humanen Fibrozyten exprige Antigene gibt die

folgende Tabelle wieder.

Tab. 1: Expression auf primaren humanen Fibrozyten irovitr

Nachweis auf anderen

Marker Funktion
Zellen

CD 1l1a Adhesionsmolekl Lymphozyten,
Granulozyten,
Monozyten

CD 11b Adhesionsmolekl Monozyten,
Granulozyten,
natirliche Killer-
Zellen (NK)

CD 11c Integrin alpha X Dendritische Zellen,
Monozyten,
Makrophagen,
neutrophile
Granulozyten, B-
Lymphozyten,

CD 13 Panmyeloidmarker Myeloide und
Dendritische Zellen

CD 18 B2-Integrin Myeloide und
Dendritische Zellen

CD 29 B1-Integrin Epithelzellen

CD 34 Hamatopoetischer Hamatopoetische
Stammzellmarker Stammzellen,
embryonale
Fibroblasten

CD 40 schwach B-Lymphozyten,
Makrophagen,
Dendritische Zellen,
Endothelzellen

CDROA45 Panleukozytenmarker Leukozyten

CD 49 a al-Integrin

CD49b a2-Integrin
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Fortsetzung der Tab. 1

Nachweis auf anderen

Marker Funktion
Zellen
CD49e a3-Integrin
CD 54 Intrazellulares Monozyten,
Adhasionsmolekal Lymphozyten
CD 58 Adhéasionsmolekiil Antigenprasentierende
Zellen, Makrophagen
CD 61 B3-Integrin Thrombozyten
CDh71 Transferrinrezeptor Makrophagen,
aktivierte Zellen
CD 80 Ko-Stimulator von CD 28 Antigenprasentierende
Zellen
CD 86 Ko-Stimulator von CD 28 Antigenprasentierende
Zellen
CD 105 Endoglin, Teil des TGBF Endothelzellen,
Rezeptorkomplex Makrophagen,
Fibroblasten, glatte
Muskelzellen
CD 148 Rezeptor-Typ Tyrosin-Protein| Leukozyten
Phosphatasg
CD 162 P-Selektin Glykoprotein Zirkulierende
Ligand-1 Leukozyten
MHC Il Molektile Major histocompatibility Antigenprasentierende
HLA-DR molecule zur Zellen
HLA-DP Antigenprasentation
HLA-DQ
Chemokinrezeptoren:
CCR1
CCR3
CCR4 Lymphozyten
CCR5 promyeloide Zellen
CCR7 aktivierte
CCR9 Lymphozyten
CXCR1
CXCR3
CXCR4 unreife CD 34+ Zellen

Fibrozyten produzieren und sezernieren eine Reibe Rroteinen. In der

folgenden Tabelle werden die von primaren humanénogyten produzierten

und sezernierten Proteine zusammenfassend auégelist
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Tab. 2: Proteine, die von primaren humanen Fibrozyten ymit und sezerniert

werden

Protein Funktion SELTENER) Yo
anderen Zellen

Angiogenin Angiogenese Fibroblasten,
Tumorzellen

Basic fibroblast growth Angiogenese, Chemotaxis und Fibroblasten,

factor(bFGF) Mitogen fur Endothelzellen; Wund{ Tumorzellen

und Gewebeheilung; stimuliert

Sekretion Endothelzellen und neuronale Zellen

Fibronektin Perizellulare Matrix Mesenchymale
Zellen,

lymphoide Zellen

Granulocyte-macrophage-
colony stimulating
factor (GM-CSF)

Sekretion

Stimuliert Wachstum und
Differenzierung von myeloiden,
monozytaren Zellen und
Dendritischen Zellen

Makrophagen, T-
Lymphozyten

Growth-related-oncogene
(GRQu)

Sekretion

Chemotaxis und Aktivierung
neutrophiler, basophiler
Granulozyten

Fibroblasten,
Monozyten,

Melanozyten,
Epithelzellen

Interleukin-Jo (IL-1 o)

Sekretion

T-Lymphozyten und Makrophagen
Aktivierung

Makrophagen,
Epithelzellen

Interleukin-6 (IL-6)

Sekretion

Lymphozyten Aktivierung in
Wundreparation; Abwehr, Akute-
Phase-Reagent, Imnmunantwort,
Hamatopoese

T-Lymphozyten,
B-Lymphozyten,
Monozyten,
Makrophagen
Fibroblasten,
Keratinozyten,
Hepatozyten,
Endothelzellen

Interleukin-8 (IL-8)

Sekretion

Chemotaxis von neutrophilen,
basophilen, eosinophilen
Granulozyten, T-Lymphozyten

Keratinozyten,
neutrophile
Granulozyten, T-
Lymphozyten,
Makrophagen,
Monozyten,
Endothelzellen,
Fibroblasten

Interleukin-10 (IL-10)

Sekretion

Antiinflammatorisches Zytokin

Monozyten, Th2
—Zellen

Macrophage-colony
stimulating factor (M-CSF)

Sekretion

Makrophagen/Monozyten
Aktivierung bei der Wundheilung

Glatte
Muskelzellen
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Fortsetzung Tab. 2

Protein

Funktion

Sekretion von
anderen Zellen

Macrophage inflammatory

Aktiviert T-Lymphozyten,

T-Lymphozyten, B-

protein-l. (MIP-1a), Monozyten, Makrophagen, NK1 Lymphozyten,

Macrophage inflammatory | Zellen, basophile Granulozyten, Langerhans Zellen,

protein-2 (MIP-2) unreife Dendritische Zellen, neutrophile
Knochenmarkzellen; Granulozyten,
Chemotaxis fur B-Lymphozyten,Makrophagen
zytotoxische T Zellen,

Sekretion eosinophile Granulozyten

Macrophage inflammatory | Aktivierung von Granulozyten, | Makrophagen

Protein 2 (MIP-2)

Sekretion

Sekretion von
proinflammatorischen Zytokine

Matrix metalloproteinase-9
(MMP-9)

Sekretion

Abbau von Matrix

Keratinozyten,
Makrophagen,
Monozyten

Monocyte chemotactic
protein (MCP-1)

Chemotaxis von Monozyten,
Dendritischen Zellen, T-

Fibroblasten, glatte
Muskelzellen,

Gedéchtniszellen Endothel,
Monozyten,
Sekretion Makrophagen
Platelet-derived growth Proliferation und Migration von| Thrombozyten,
factor A (PDGFe) endothelialen Zellen; aktiviert | Monozyten,

Zellen mit mesenchymalem
uUrsprung

Fibroblasten,
Endothelzellen,

Sekretion Epithelzellen
Smooth muscle actin Kontraktiles Element Myofibroblasten
(a-SMA)

Tumor necrosis factau-
(TNF- a)

Sekretion

Lokale Entztindungsreaktion,
Endothelzellaktivierung

Makrophagen, NK-
Zellen, T-
Lymphozyten

Transforming growth factor-
a (TGFw)

Steigert die Expression und
Ablagerung der extrazellularen
Matrix; reduziert MMP Aktivitat

Fibroblasten,
Makrophagen

Transforming growth factor-
Bl (TGF$1)

Sekretion

Hemmt Zellwachstum, anti-
inflammatorisch, induziert IgA
Sekretion

Chondrozyten, T-
Lymphozyten,
Monozyten

Vascular endothelial cell
growth factor (VEGF)

Sekretion

Angiogenese; Mitogen fir
vaskulares Endothel

Fibroblasten,
Epithelzellen,
Tumorzellen

Vimentin

Intermediares Filament

Fibroblasten
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1.5 Funktion

Wie der, sich aus einer Kombination der Begriffdrbblast und Leukozyt
zusammengesetzte Name Fibrozyt bereits andeutbenhdiese Zellen ein
breites Aufgabenfeld, das man grob in die BereidMeindheilung und

Immunabwehr untergliedern kann.

1.5.1 Fibrozyten und Wundheilung

Der Prozess der Wundheilung lasst sich in vier @nasterteilen: einer ersten
Phase der Blutstilung, Hamostase genannt, folgt @&xsudation- bzw.
Entziindungsphase, in der Keime und zerstorte Zbkseitigt werden. Die dritte
Phase, in der es durch die Produktion von extnalZedin Matrixproteinen zur
Neubildung des zerstérten Gewebes und zur Angiareese kommt, wird als
Proliferationsphase bezeichnet. In der abschlie@en&dRegenerationsphase

kommt es zur Reepithelialisierung (Midwood et 2004).

Etwa 10 % aller Zellen, die bei einer akuten Gewelstzung auftreten, sind
Fibrozyten (Bucala et al., 1994). Durch ihre Fakigollagen | und weitere
extrazellulare Matrixproteine, wie Kollagen IlI, dfonektin und Vimentin zu
produzieren, tragen sie zur Neubildung des zeestd@&ewebes bei und sind aus
diesem Grund auch in Narbengewebe nachweisbar Bwtaal., 1994). Die
Fibrozyten sind nur an der Entzindungs- und Pralifensphase des

Wundheilungsprozesses beteiligt.

In der Exsudationsphase werden Zellen des Immuesigstwie T-Lymphozyten
und Monozyten, durch die Freisetzung bestimmter n@itene und die
Reaktionen mit ihren Zellrezeptoren zur Migrationdie Wundgebiete angeregt.
Humane Fibrozyten sezernieren einige solcher Chemapkwie MIP-1 a
(Macrophage Inflammatory Protein; CCL3) MIP-11 (Mathage Inflammatory
Protein; CCL4) und MCP-1 (Monocyte Chemotactic Biotl; CCL2), die zu

einer Migration von Leukozyten in die Wundregiorhfén, um dort moégliche
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eingedrungene Pathogene und Zellfragmente zu lyEseif{Chesney et al.,
1998).

Auch die Migration humaner Fibrozyten in die Wurgiomen erfolgt
chemokinvermittelt. Humane Fibrozyten besitzen \@éremokinrezeptoren auf
ihrer Oberflache: CCR3, CCR5, CCR7 und CXCRA4. Maifiitbrozyten verfiigen
anstatt iber CCR3 und CCR5 iber den CCR2 Rezepbar €t al., 2001). Abe et
al. (2001) zeigten, dass vor allem der Chemokinpexe CCR7 und das
entsprechende sekundare lymphoide Gewebschemokiton@ary lymphoid
tissue chemokin (SLC)) die Migration von Fibrozytém das Wundgebiet
induzieren. SLC entstammt dem Endothel von Blutdeif& was erklaren koénnte,
weshalb sich die Zahl der Fibrozyten in einem Wuiidgt um die neugebildeten
Blutgefal3e akkumuliert (Abe et al., 2001).

In der Proliferationsphase werden die Bindegewdlesze durch die
Ausschuittung der Zytokine TGFE und TNFe, den ersten Mediatoren bei
Wundheilungsprozessen, zur Teilung und Produktiam wextrazellularen
Matrixproteinen angeregt (Kovacs und DiPietro, 992iese Zytokine haben
auch einen Einfluss auf Fibrozyten. TGE-steigert die Anzahl aus humanen
PBMC gewonnener Fibrozyten und fihrt zu einer um-380 % gesteigerten
Expression von Kollagen | (Abe et al., 2001). Tfmnd IL-13 hingegen, die
von Fibrozyten in einem héheren Mal3 als von Monezyader T-Lymphozyten
ausgeschittet werden, flhren zur Ausschittung meeit€€hemokine und
hamatopoetischen Wachstumsfaktoren, die bei der iofrggenese eine
wichtige Rolle spielen (Abe et al., 2001; Chesniegle 1998).

Bei der Neubildung von zerstortem Gewebe ist dieluBig neuer Blutgefalle
wichtig, um die Versorgung zu gewahrleisten. Auadhf aiese Phase der
Wundheilung haben Fibrozyten einen Einfluss, wietldpp et al. (2001) in ihrer
Studie beschreiben. Die Angioneogenese kann inRitasen unterteilt werden:
Zuerst erfolgt die Verdauung des umgebenden Bindebes, darauf folgt die
Migration von Endothelzellen und abschliel3end koresitin der dritten Phase

zur Proliferation der eingewanderten endotheligdefien. Das von Fibrozyten
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exprimierte Enzym Matrixmetalloproteinase (MMP-@hft zur Zerstérung der
Basalmembran und ermdglicht damit die Einwanderdag Endothelzellen in
das Wundgebiet. Die Sekretion der Faktoren bFGFGNEPDGF und weiteren
Angiogenesefaktoren durch Fibrozyten fuhrt zur Mtgm und Proliferation der
Endothelzellen. Die Férderung der Angiogenese diiblozyten konnte sowohl

in vitro als auch in vivo nachgewiesen werden (ldag et al., 2001).

Die Kontraktion der Wundrander ist wichtig, um eirgchnellen Verschluss der
Wunde zu gewahrleisten. Myofibroblasten sind Zelie neben der Produktion
von Kollagen, kontraktile Proteine wie-SMA exprimieren und somit die
Wundrander kontrahieren kodnnen. Humane Fibrozytéimn&n sich zu

Myofibroblasten differenzieren (Hong, 2007; Philipt al., 2004; Schmidt et al.,
2003) und Abe et al. (2001) zeigten in vitro, dighigkeit von Fibrozyten

Kollagengele zu kontrahieren. Dies lasst daraufieflgébn, dass Fibrozyten auch

in vivo bei der Wundkontraktion eine Rolle spie(éte et al., 2001).

Durch die Produktion von extrazellularen Matrix@ioen, der Kontraktion der
Wundrander und der Beteiligung an der Bildung netutgefal3e sind

Fibrozyten an vielen Stellen im Wundheilungsprozess Bedeutung.

1.5.2 Fibrozyten und Immunabwehr

Anhand der auf den Fibrozyten exprimierten Obehigiantigene wird deutlich,
dass sie eine wichtige Funktion in der Immunabwelspielen.

Antigenprasentierende Zellen, die Uber den Hautkdsnpatibilitdits (MHC)-

Komplex T-Lymphozyten aktivieren, besitzen auf thr®berflache die
Antigenpaare CD 11a/18 - CD 54, CD 58 - CD 2 und &D- CD 28. Humane
Fibrozyten exprimieren CD 11a, CD 54, CD 58 und &Dauf ihrer Oberflache,
wobei die Auspragung der MHC Klasse Il Molekule (KHlI) teilweise starker
ausgebildet ist als auf den Monozyten (Chesney.,e1297). Somit verfiigen sie

Uber alle essentiellen Oberflachenmarker zur Ptasen von Antigenen.
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Die Antigenprasentation der Fibrozyten ist MHC Hhédngig und bendétigt die
Ko-Stimulation von CD 86 sowie eine Adh&sion durdie Interaktion des
Antigenpaars CD 11a:CD 54 (Chesney et al., 1997).

Humane und murine Fibrozyten haben nicht nur didigk&it Antigene zu
prasentieren, sondern sie besitzen auch das RateRGedachtniszellen und
naive T-Zellen zu aktivieren. Die Fahigkeit, nailymphozyten zu aktivieren,
wurde bisher allein den Dendritischen Zellen zubgasben(lnaba et al., 1990;
Levin et al.,, 1993). Die Stimulation von T-Memoryhphozyten durch
Fibrozyten ist jedoch deutlich ausgepragter als sigrch Monozyten
hervorgerufen wird (Chesney et al., 1997). Die Wktiung und Stimulation von
zytotoxischen T-Lymphozyten konnte mit porcinen rbiyten, die mit dem
klassischen Schweinepestvirus (CSFV) infiziert vamrdfestgestellt werden, was
ihre Beteiligung an der spezifischen antiviralenmiumantwort beweist (Balmelli
et al., 2005).

Demzufolge konnen Fibrozyten sowohl eine T-Zellmigm als auch eine
Aktivierung der T-Zellen verursachen (vgl. Abschnit 1.5.1). Neben der
Anregung von T-Zellen zur Migration durch die Ausgttung von Chemokinen
(MCP-1) konnte anhand eines Mausemodells die Mmraton Fibrozyten in die
regionalen Lymphknoten gezeigt werden. Dort prasesnt sie Antigene auf
ihrer Oberflache und aktivieren T-Zellen (Chesneglg 1997).

Fibrozyten sind den Dendritischen Zellen in ihreankion Antigene zu

prasentieren und naive T-Lymphozyten zu aktivieseir ahnlich.

Um die Funktion der Fibrozyten in der angeboremamunabwehr zu klaren,
haben Balmelli et al. (2007) untersucht, inwiew&iibrozyten Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (PAMP, pathogen-aastst molecular patterns)
erkennen koénnen. Zur Erkennung sogenannter PAMPRB%Stigen Zellen
bestimmte Rezeptoren, die Toll-dhnlichen-Rezept¢f&mR, toll-like-receptors).
Dies sind Proteine, die hauptséchlich in der Membron Monozyten,
Makrophagen und Dendritischen Zellen vorkommen $laka und Medzhitov,

2004) Durch die Erkennung spezifischer Komponenten vathéyenen fihren
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sie zu einer Freisetzung von IFN Typ | und andepeoinflammatorischen
Zytokinen. Porcine Fibrozyten exprimieren auf ihr@berflache den Toll-
ahnlichen Rezeptor 7 (TLR-7). Die Sekretion desrplmmmatorischen Zytokins
IL-6, ausgeldst durch die Stimulation des TLR-T,dsrch Fibrozyten hoher als
sie durch Dendritische Zellen hervorgerufen wiral(Belli et al., 2007). IL-6
spielt eine wichtige Rolle im Ubergang von der @wyenen zur erworbenen
Immunitat, da es chemotaktisch fir T-Lymphozytenrkwi und die
Differenzierung der B-Lymphozyten und Monozyten Makrophagen férdert
(Jones, 2005). Fibrozyten Ubernehmen mit der EnkegrPathogen-assoziierter
Muster, der Antigenprasentation und der Aktivierumgn T-Lymphozyten

sowohl Aufgaben in der angeborenen als auch irdeorbenen Immunabwehr.

Fibrozyten spielen also eine wichtige Rolle in denmunabwehr und
Wundheilung von akuten Verletzungen. Sie sind imipberen Blut stéandig
enthalten und gelangen dadurch schnell an den @rtVerletzung bzw. an
Eintrittspforten und kodnnen aufgrund der Bildung nvoextrazellularen
Matrixproteinen die Wundheilung einleiten. Daribéiaus beugen sie
maoglichen Infektionen mit Erregern, die Uber die nfe oder andere

Eintrittspforten eindringen kénnen, vor.

1.6 Schweinefibrozyten

Aus kultivierten PBMC, welche mittels Dichtegradiemtrennung aus
Gesamtblut von Schweinen gewonnen wurden, entwickelh, wie auch bei
humanen und murinen PBMC (Bucala et al., 1994)Verlauf von ein bis zwei
Wochen spindelférmige adharente Zellen (Balmellakt 2005). Im Vergleich
zur Literatur Gber humane und murine Fibrozytentiser die Fibrozyten der

Schweine erheblich weniger bekannt.

Primare Schweinefibrozyten exprimieren auf ihrere@iche, im Gegensatz zu
humanen und murinen Fibrozyten neben den Oberifitgcb&einen MHC Klasse
[ und Il, CD 1, CD 16 und CD 80/86 auch das Antig&WC-3 (Balmelli et al.,

2005). SWC-3 entspricht dem humanen CD 172 und Wwadptsachlich auf
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porcinen myeloiden Zellen exprimiert (Alvarez et &000). Eine Subpopulation
der porcinen Fibrozyten besitzt auf ihrer Zellokfie die Antigene CD 14 und
SWC-8, die auf allen B-Lymphozyten, Granulozytend ueinigen T-Zellen

exprimiert werden (Balmelli et al., 2005). Der Maytenmarker CD 14 konnte
auf der Oberflache von humanen Fibrozyten nicheldetrt werden (Pilling et
al., 2009a).

Ebenso wie humane und murine Fibrozyten sind sowwhhare als auch
sekundare porcine Fibrozyten in der Lage, intraiml Kollagen | zu
produzieren (Balmelli et al., 2005). In Langzeitkul verlieren porcine
Fibrozyten die Oberflachenmarker MHC II, CD 1, CB Lnd CD 16,
wohingegen bei humanen und murinen Fibrozyten mur\rlust der Marker
CD 34 und CD45RO0O beschrieben ist (Bellini und Migtt®007; Pilling et al.,
2009a). Das Antigen SWC-8 wird andererseits vonusgddren porcinen

Fibrozyten vermehrt exprimiert (Balmelli et al.,0B).

Die Zytokine IFNy, TNF-w und IL-13 fuhren, wie bei den Fibrozyten der
anderen Spezies (vgl. Abschnitt 1l 1.3), zu einestgigerten Proliferation der
Fibrozyten. IFNy, TNF-0, und IL-18 induzieren eine Hochregulation der MHC |
Expression auf sekundaren Fibrozyten; nur fféhrt auch zu einer Steigerung
der MHC Il Antigenexpression auf der ZelloberflagBalmelli et al., 2005).

Auch in ihrer Funktion als antigenprasentierendiéedend in ihren Aufgaben bei
der Wundheilung unterscheiden sich die porcinerroZjgten nach der bisher
vorliegenden Literatur nicht von humanen oder nemirFibrozyten. In ihrer
Studie zeigten Balmelli et al. (2005) eine effektiEndozytosefahigkeit bei
Fibrozyten. Diese wird bendtigt, um in ihrer Fuoktials antigenprasentierende
Zelle, Fremdpartikel aufzunehmen, zu prasentiererd wanschlielend T-
Lymphozyten zu aktivieren. Die Fahigkeit CD 4+ @D 8+ T-Lymphozyten zu
aktivieren, wurde anhand der Infektion von porcinEibbrozyten mit dem
klassischen Schweinepestvirus (CSFV) bestétigt niBdil et al., 2005).
Fibrozyten fuhrten bei der CSFV-Infektion zu eirfusschittung von IFN-

durch T-Lymphozyten. Demzufolge sind porcine Filyten an der Induktion der
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spezifischen antiviralen Abwehr beteiligt. Neuenstéfsuchungen von Balmelli
et al. (2007) ergaben keine messbaren Interferdawerch der Stimulation von
porcinen Fibrozyten mit CSFV, selbst genverandeB®BEV (CSVEP™), bei dem
das Gen, welches die Transkription von Interferetab(IFN) antagonisiert,
ausgeschaltet ist, konnte die Fibrozyten nur zeregeringen Produktion von

Interferone/-p stimulieren (Balmelli et al., 2007).

1.7 Fibrozyten in pathologischen Prozessen

Fibrosierende Erkrankungen entstehen durch einekkedte Vermehrung von
Bindegewebe in Organen und Geweben, die meist algeFchronischer
Erkrankung oder Durchblutungsstorungen auftretenrc die Sekretion von
extrazellularen Matrixproteinen spielen Fibrozytédinisch vor allem bei

fibrosierenden Krankheitsbildern der Haut und Lueges Rolle.

Hypertrophe Narbenbildung und Keloid sind Formen er8bhie3ender
Wundheilungsprozesse. In diesen pathologischeneBsen, bei denen es zu
einer Ubermafigen Produktion von Bindegewebe komwantgde das Vorkommen
von CD 34+, Kollagen I+ und-SMA+ Fibrozyten beschrieben (Aiba und
Tagami, 1997; Yang et al., 2002), wobei eine ggstée Kollagenproduktion mit
einer Abnahme des CD34 Antigens einherging. Bei dgpertrophen

Narbenbildung und dem Keloid kommt es zu einer ajgstten TGF-f

Produktion (Ghahary et al., 1993; Peltonen et1#91), welche bei Fibrozyten
zu einer gesteigerten Kollagenproduktion fihrt (Addeal., 2001) und somit die

Ubermafige Bildung von Bindegewebe erklart.

Ein weiteres Krankheitsbild der Haut, das vor alldmei Menschen mit
Niereninsuffizienz auftritt und bei dem es auch emer Vermehrung des
Bindegewebes kommt, ist die Nephrogene Systemibdirese (NSF). Cowper
und Bucala (2003) haben in den Hautbiopsien voreR&n mit NSF Kollagen
[+/CD34+ spindelférmige Zellen gefunden.

Lungenfibrose kann zum einen durch aus dem umlskgen Gewebe

einwandernde Fibroblasten entstehen, die sich zofibtpblasten differenzieren,
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zum anderen indem sich Epithelzellen zu Myofibret#a ausdifferenzieren
(Gomperts und Strieter, 2007).

Nach neueren Studien sind auch zirkulierende Fiteogz die durch Chemokine
angelockt werden, an der Entstehung der Lungers@bitmeteiligt (Moore et al.,
2005; Phillips et al., 2004). Das Chemokin CXCL1Edwon der Lunge bei
diffusem  Schaden ausgeschiittet. Durch das Zusarpmeénsder

Chemokinrezeptoren CXCR4 mit dem ausgeschitteterCRI2 migrieren

CXCR4+ Fibrozyten in das Wundgebiet (Phillips et &004). Aufgrund der
Ablagerung von extrazellularen Matrixproteinen komes zur Fibrose der
Lunge. Fibrozyten werden auch in Verbindung mit eaed fibrosierenden
Lungenerkrankungen, wie interstitieller Pneumoniend u idiopathischer
Lungenfibrose beschrieben (Andersson-Sjoland et 2008; Mehrad et al.,
2007).

Asthma ist eine chronisch-entziindliche Krankhe#&j ter es unter anderem
durch Bronchospasmen und Fibrosierung des Binddgesveu einer Einengung
des Bronchiallumens und somit zu Atemnot kommt.rdzten wurden von
Schmidt et al. (2003) in der BronchialschleimhautnvAsthmapatienten
nachgewiesen. Durch die Ausdifferenzierung vondzigten zu Myofibroblasten
und die Ablagerung von extrazellularen Matrixproggi kommt es zu
subepithelialer Fibrose, einem charakteristischathglogischen Befund bei
Asthma (Schmidt et al., 2003).

Als Folge von chronisch-obstruktiven Lungenerkrarden oder als
Sekundarerkrankung bei Asthma kann es zu pulmondypertonie kommen.
Eine Beteiligung der Fibrozyten an der Entstehuag mlimonalen Hypertonie
wurde von Frid et al. und Varcoe et al. beschriefpaid et al., 2006; Varcoe et
al., 2006). Bei der pulmonalen Hypertonie kommtlesch Lumenverengung der
Lungengefalle zu einem Bluthochdruck im  Lungenkaafsl Die
Lumenverengung ist bedingt durch die Zunahme an kMlasllen und
Bindegewebe, welche durch die Differenzierung vonbrdzyten zu

Myofibroblasten und die Produktion von Kollagentamsle kommen kann.
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Fibrozyten wurden auch bei Arteriosklerose, chramés Pankreatitis und
Zystitis nachgewiesen (Barth et al., 2002a; Flatcme Guiffre, 2005; Nimphius
et al., 2007)

Im umgebenden Stroma von benignen Tumoren kommer8€DKollagen 1+

Fibrozyten vor. Invasive maligne Tumore weisen dage eine deutliche
Abnahme an CD 34+-SMA+ Zellen auf (Barth et al., 2002a; Barth et al.
2002b; Barth et al., 2002c; Nimphius et al., 20@iese Eigenschaft konnte in
der Diagnostik eingesetzt werden, um maligne vonigmen Tumoren zu

unterscheiden.

2. Interaktion von Influenza A Virus Subtypen mit
Schweinezellen

Das Schwein nimmt im Zusammenhang mit der Influgmaaepidemiologie
eine besondere Stellung ein. Es kann als ,Mixingsé&¥ zur Entstehung neuer
Subtypen bei der Doppelinfektion einer Zelle mit ezwinfluenzaviren
unterschiedlicher Speziesherkunft fuhren (BrowrQ&G5choltissek et al., 1985;
Zambon, 1999). Aus diesem Grund ist die Infektiamsd Replikationsfahigkeit
von Influenza A Virussubtypen in Schweinezellendmeters im Hinblick auf ein

maogliches Reassortment interessant.

Influenza A Viren unterschiedlicher Spezies konseh in den verschiedensten
Schweinezellen vermehren, wobei Zellen des Atmuagtds als nattrliche
Zielzellen von Influenza A Viren besonders empféiglsind (Ferrari et al.,
2003). Primar gewonnene Zellen zeigten gegenub#iinan eine gesteigerte
Empféanglichkeit bei der produktiven Infektion vorvigen und porcinen

Influenza A Virussubtypen (Sugimura et al., 2000).

Seo et al. zeigten 2001 mit ihrer Studie, dasReiplikationsfahigkeit humaner,
aviarer und porciner Influenza A Virussubtypen inineg porcinen
Lungenepithelzelllinie (St. Jude porcine lung ce8dPL) mit allen Influenza A
Subtypen hdoher ist, als in MDCK Zellen. Selbst inD®K Zellen nicht
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vermehrbare aviare Influenza A Virussubtypen zeigie SJPL anhand von

zytopathogenem Effekt eine Vermehrungsfahigkeit.

Eine sehr empfangliche Zelllinie gegeniber derktié@ von humanen, avidren
und porcinen Influenza Virussubtypen (Replikatidest ausgedrickt als
Kulturinfektiose Dosis; KIRy 10"%*- 10""4ml) stammt aus den Trachealzellen
neugeborener Schweine (NPTr). Das hohe Vermehrotgysial der Viren in
diesen Zellen zeigt sich darin, dass sich die Vers kaum von denen in
embryonierten Hiihnereiern vermehrten Viren (Eiitifide Dosis; ElRy; 10™° -
106%*ml) unterscheiden (Ferrari et al., 2003).

Neben Zellen aus dem Atmungstrakt zeigen Schwesnenzelllinien, wie PK-
15 und IB-RS2 einen lichtmikroskopisch deutlichhsiiaren zytopathogenen
Effekt nach der Infektion mit verschiedenen Schwaifluenza A Virussubtypen
und dem hochpathogenen aviaren Influenza A Subffd1H(Choi et al., 2006;
Li et al., 2009). Priméare Schweinenierenzellen (8Kdl vor allem Nierenzellen
von neugeborenen Ferkeln (NSK) oder Embryonen (E&8Hgen eine hdhere
Empféanglichkeit mit deutlich hoheren Virustitern1sy/0,1ml (log 10): NSK:
7,74 , ESK: 5,29, SK: 4,88, PK-15: 3,08, IB-RS-256) fiur Influenza A
Virussubtypen von Vogel und Schwein, gegentberidhinien PK-15 und IB-
RS-2 (Ferrari et al., 2003; Sugimura et al., 2000).

Auch in Zellen aus dem Geschlechtstrakt des SclesgiHodenzellen (ST) und
Eileiterzellen (PFT)) konnte eine Replikationsfd@g von Schweineinfluenza
Viren nachgewiesen werden (Bouillant et al., 19Choi et al., 2006). Eine
Zusammenfassung der Empfanglichkeit und Viruspradokin verschiedenen

Schweinezellen gibt Tabelle 3 wieder.
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Tab. 3: Replikationsfahigkeit von Influenza Viren in velngedenen Schweinezellen

Die Replikationsfahigkeit wird angegeben als obewoed unterer Grenzwert der
ermittelten KIBy/0,1 ml Werte. Als Vergleich wurde die am haufigsteenutzte
MDCK Zelllinie mit in die Tabelle aufgenommen.

i Spezies der getesteten
Zelllinie KIDs¢/0,1ml (log) Influenza Subtypen
Lungenepithelzelllinie (St. | 1,50 - 5,25 aviare Influenza Subtypen
Jude porcine lung cells, 2,00 - 6,50 humane Influenza Subtypen
SJPL) 3,75 - 6,50 porcine Influenza Subtypen
Trachealzellen

. aviare Influenza Subtypen,
neugeborener Schweine |7,5-8,5 .
(NPTY) porcine Influenza Subtypen
N aviare Influenza Subtypen,
Schweinenierenzellen (SK)| 4,42 - 5,33 porcine Influenza Subtypen
embryonale
. aviare Influenza Subtypen,
Schweinenierenzellen 4,76 - 5,82 porcine Influenza Subtypen
(ESK)
Nierenzellen neugeborener aviare Influenza Subtypen,
: 9 7,24 -7,74 humane Influenza Subtypen,
Schweine (NSK) )
porcine Influenza Subtypen
aviare Influenza Subtypen,
PK-15 2,58 -3,59 porcine Influenza Subtypen
IB-RS? 226 - 2.87 awar.e Influenza Subtypen,
porcine Influenza Subtypen
MDCK 5,6 -7,08 humane Influenza Subtypen
20-55 porcine Influenza Subtypen
3,0-5,25 aviare Influenza Subtypen

(Choi et al., 2006; Ferrari et al., 2003; Li et 2D09; Seo et al., 2001; Sugimura et al.,
2000)

Schweineinfluenza Viren induzieren in porcinen Lenzellen die Sekretion von
IFN-a, TNF-« und Il-1. Porcine plasmazytoide Dendritische ZellgDC)
werden hingegen durch Influenza Viren zur Sekretion II-2, IL-6, I[FN-o. und -
B angeregt, jedoch nicht zur Produktion von Ii=NDurch die Sekretion dieser

Zytokine kommt es zu einer Aktivierung des Immunegss (Calzada-Nova et



Il. Literaturtbersicht 24

al., 2010; Summerfield und McCullough, 2009; VanetRe et al., 1999).
Untersuchungen der antiviralen Schutzfunktion vBiN-bb und IFNy bei der
Infektion von primaren Schweinenierenzellen und 8ehweinenierenzelllinie
PK-15 mit dem Influenza A Virus (H7N1) und dem Magaren-Stomatitis-
Virus (VSV) haben gezeigt, dass nur porcines tFEMer einer Zellzerstérung
durch die Viren schutzt (Horisberger, 1992).

Um in die Wirtszelle eindringen zu kbnnen, bindafidenza A Viren mit ihrem
HA-Protein an, die sich in der Wirtszelloberflachéefindenden,
Sialinsdurerezeptoren (Gambaryan et al., 2005; léteret al., 1995).
Makrophagen und Dendritische Zellen benétigen zuwinAhme von Influenza A
Viren keine spezifischen Rezeptoren. Die Viren weardurch Endozytose nach
Erkennung durch  Toll-dhnliche  Rezeptoren (TLR) vordiesen
antigenprasentierenden Zellen aufgenommen. Da Hitwo den Dendritischen
Zellen in ihrer Funktion dhneln (Bucala et al., 49€hesney et al., 1997) und
mit dem Toll-&hnlichen Rezeptor 7 auf ihrer Obeffi& Pathogen-assoziierte
Muster erkennen konnen (Balmelli et al., 2007), téd@®s auch hier die
Mdglichkeit, dass sie zur Aufnahme von Influenzaviken keine spezifischen
Rezeptoren bendtigen. Balmelli et al. (2005) zeigtedie hohe
Endozytosefahigkeit  durch  porcine  Fibrozyten  mit Ifédi von
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Proteinen. Weitdregersuchungen zu Art der

Endozytose wurden bisher noch nicht durchgeftihrt.
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l1l. Material und Methoden

1. Material

1.1 Zellen

1.1.1 Zelllinien

Madin Darby Canine Kidney (MDCK) ATCC®Nr. CCL-34™
Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) ATCC®Nr. CCL-22™

HelLa Zellen, humane Zervikalkarzinomzellen ATCC®NECL-2™
CaCo-2 Zellen, humane Adenokarzinomzellen ATCCRNFB-37™

1.1.2 Primarzellen

Huhnererythrozyten Klinik fur Vogel, LMU Mineh
Leukozyten aus Schweineblut Schlachthof, Minchen
Huhnerembryofibroblasten (HEF) Bayerisches Lanahe$ar

Gesundheit und Lebensmittel-
sicherheit, Oberschleil3heim

1.2 Zellkulturmedien

Minimal Essential Medium (MEM) PAA, Pasching, @seich
mit Earls Salzen

Dulbeco’'s MEM (DMEM) PAA, Pasching, Osterreich
RPMI 1640 PAA, Pasching, Osterreich

1.3 Antikorper

1.3.1 ELISPOT (Enzyme Linked Immuno Spot Test)

Tab. 4: Antikdrper fur IFNe. ELISPOT

Antikorper Klon Gebrauchsverdinnun Hersteller

Mouse anti-pig IFNe | 27100-1| 5 pg/ml PBL interferon source Inc.
New Jersey, USA

Rabbit anti-pig IFNe. | 37100-1| 1 pg/ml PBL interferon source Inc.
New Jersey, USA

Anti-rabbit-1gG 1:2500 Promega GmbH,

(H+L)-HRP Mannheim
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1.3.2 Immunhistologie

Tab. 5: Antikdrper fur Immunhistologie

Antikorper Gebrauchsverdinnung Hersteller

Kaninchenserum anti | 1:250 Dr. Heiner v. Buttlar, Institut
Influenza A H5N2avi fur Immunologie Tubingen
Kaninchenserum anti | 1:1000 Dr. Heiner v. Buttlar, Institut
Influenza A H1N1lavi fir Immunologie Tubingen
14/1

Anti-rabbit-IgG (H+L)- | 1:2000 Promega GmbH, Mannheim
HRP

1.3.3 Durchflusszytometer (fluorescence activatecetl sorting, FACS)

Tab. 6: Primarantikorper fur die Durchflusszytometrie

Antikorper | Klon Ig Isotyp Gebrauchsmengg Hersteller
Anti-MHC 74-11-10 Mouse anti-pig|, 100 pl Prof. Dr. Armin
Klasse | lgG2b Saalmdiller
(SLA-1) (Universitat Wien)
Anti-MHC MSA3 Mouse anti-pig,| 33 pul Prof. Dr. Armin
Klasse Il lgG2a Saalmdller
(SLA-DR) (Universitat Wien)
Anti-SWC-3 | 74-22-15A | Mouse anti-pig,33 pul Prof. Dr. Armin
lgG2b Saalmiiller
(Universitat Wien)
CD 14 MIL2 Mouse anti-pig,| 10 pl (1:10 verd. | BIOZOL
lgG2b mit PBS) Diagnostica
Vertrieb GmbH,
Eching
Anti- COL-1 Mouse anti- 1:1000 Sigma Aldrich
Kollagen 1 human, Chemie GmbH,
lgG1 Minchen

Tab. 7: Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte Antikdrper fir Dierchflusszytometrie

Fluoreszin Ig Isotyp Gebrauchsmenge Hersteller

ALEXA Fluor® 633 Goat anti- 25 ul Invitrogen
mouse, IgG2a GmbH,

und IgG1 Karlsruhe

R-Phycoerythrin (PE) Goat anti- 2 ul Invitrogen
mouse, IgG2b GmbH,

Karlsruhe
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1.4 Viren

1.4.1 Laborvirusstamme

Tab. 8: Verwendete Laborvirusstamme

Virus Stammbezeichnung

Influenza A HIN1 Sw Impfstamm FLUAV/Sw/Belzig/2/2D

Newcastle Disease V'r“5|mpfstamm La Sota

(NDV)

Parapoxvirus ovis ORF Virus Stamm D1701
Vesikulares Stomatitis Stamm Indiana

Virus (VSV)

1.4.2 Feldvirusisolate

Tab. 9: Verwendete Feldvirusisolate

Influenza A Genbank

Subtyp Stammbezeichnung Acc.No. Publiziert
. , HQ259221-
H1N1 avi A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1 HQ259228 (Rabl, 2010)
H1N1 porc 114/3 Feldisolat Bayern 2010
H1NZ2 porc 127/2 Feldisolat Bayern 2010
H1N1 porc 140/3 Feldisolat Bayern 2010
FJ743477,
. : DQ402042,
H5N2 avi A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 DQ792925. (Fuchs, 2009)
DQ387854

Die Influenza A Virus Isolate A/Mallard/Bavaria/1#32008 H1N1 und
A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 wurden im Rahmen &ggdvogelmonitoring
zur Uberwachung der Influenza A Virus PravalenBmyern von Frau Dr. C.
Fuchs und Frau Dr. S. Rabl in Vorarbeit aus Prolaarnal isoliert (Fuchs,
2009; Rabl, 2010).

Die Schweineinfluenzaisolate wurden in der Routiagdostik der
Veterinarvirologie durch Mitarbeiter des Bayerische_andesamtes fir

Gesundheit und Lebensmittelsicherheit in einerear&ipassage isoliert.
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1.5 Nukleinsauren und Oligonukleotide

1.5.1 Primer

Fur die Reverse Transkription (RT) wurden RandomaBr der Firma
Invitrogen (Karlsruhe) verwendet. Alle anderen getan Primer wurden von
der Firma Eurofins MWG/Operon (Ebersberg) syntinetis

Primer fUr die Subtypisierung der Schweineinfluenzairusisolate

Tab. 10: Primer fur die Subtypisierung der Schweineinflienasisolate

Anzahl DNA
Primerbezeichnung und Sequenz Basenpaare| Fragmentgroi3e

(bp) der PCR
H1for

25 bp
5-ATG CTA ACA AYT CCACMG ACACTG T-3
Hlrev 955 bp
5-GGA TTC ATW GAA GGR GGA TGG ACA 28 bp
GGA-3
N2for

22 bp
5-GAA CCT TAY GTG TCA TGC GA-3

571 bp

N2rev

18 bp
5 -TGG AAW CAA TGC TAT AAT-3

Primer fir die Sequenzierung von A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1IN1

Tab. 11: Primer fur die Sequenzierung von A/Mallard/Bavdr@b-8/2008 HIN1

Anzahl DNA
Primerbezeichnung und Sequenz Basenpaare| Fragmentgrof3e
(bp) der PCR
avi-PA-For
23 bp
5-TGG ATY CAG AGT GAA TTC AAC AA-3
: 743 bp
avi-PA-Rev
24 bp
5-GGT TCT GCA CAC CTT CCC GAT AGA-3’
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Fortsetzung Tab. 11
DNA
Anzahl
. _ Fragmentgrol3e
Primerbezeichnung und Sequenz Basenpaare
der PCR
avi-NA for
19 bp
5-ATT GGATCAATC TGT ATG G-3’
: 642 bp
avi-NAN1-R1
24 bp
5-GTT GTT CCT CCA ACT CTT GAT AGT-3

Die Sequenzierung des restlichen Influenza A ViAiMallard/Bavaria/185-
8/2008 H1IN1 Genoms und die Primerentwicklung fi& 8egmente PA und NA
erfolgte durch Dr. Roland Zell am Institut fir Viegie und Antivirale Therapie

des Universitatsklinikums Jena.

Primer fir die Paninfluenza RT-Real-time-quantitative PCR (RT-gPCR)

Tab. 12: Primer fur die paninfluenza RT-gPCR

Primerbezeichnung und Sequenz Quelle

IVA-1 for

5-AGA TGA GTC TTC TAA CCG AGG TCG-3
(Spackman et al., 2002)

IVA-1 rev
5-TGC AAAAAC ATCTTC AAG TYT CTG-3'

Tab. 13: Primer fur die interne Kontroll-RNA (IC2)

Primerbezeichnung und Sequenz Quelle

IVA-2 for

5-TCG AGG GCG ACA CCC TG-3
(Hoffmann et al., 2006)

IVA-2 rev
5-CTT GTA CAG CTC GTC CAT GC-3'

N1 Sequenzen auf Anfrage beim FLI erhaltlich
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1.5.2 Sonden fir die Paninfluenza RT-Real-Time-quattative PCR (RT-

gPCR)

Tab. 14: Sonden fur die paninfluenza RT-qPCR

Sondenbezeichnung und Sequenz

Quelle

IVA-1 Sonde

5'-FAM-TCA GGC CCC CTC AAA GCC GA-

BHQ1-3’

(Spackman et al., 2002)

IVA-2 Sonde (interne Kontrolle)

5'-HEX-AGC ACC CAG TCC GCC CTG AGC

A-BHQ1-3’

(Hoffmann et al., 2006)

1.6 Chemikalien und Reagenzien

Agarose fur Gelelektrophorese
Ammoniumchlorid (NHCI)

Aqua bidestilata (water purification systems)

DEPC-RO

Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTP)

Digitonin

DTTO0,1M
EDTA

Ethanol 99 %
Ethidiumbromid

Ficoll (Separationsmedium, Dichte p=1,077)
IC2-RNA (Kontroll-RNA fur die paninfluenza

RT-gPCR)
Interferon alpha-Standard

Kaliumhydrogencarbonat (KHG

Gibco, Invitrogenli®l, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
Mioltp GmbH, Schwalbach
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrog@mbH, Karlsruhe
Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Munchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt; Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
VWR International, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
PAA,dPasg, Osterreich
FriedheLoffler-
Institut (FLI), Insel Riems
Prof. Wolf, Genzentruer dMU
Minchen
AppliChem GmbH, Darmstadt
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Methanol
PBS (mit und ohne Ca/Mg)
RNAse-Out

D(+)-Saccharose

TAE-Puffer
Trypanblau
Tween®20

Vecotor Peroxidase Substrat Kit

1.6.1 Losungen und Puffer

PBS ohne Ca/Mg:
PBS ohne Ca/Mg (10x)
1:10 verdunnt mit sterilem Aqua bidest.

Lésungen zur Gewinnung der PBMC

EDTA-LGsung:
1,5 mg EDTA/mI Blut

15 mg EDTA in 1 ml PBS ohne Ca/Mg geldst

Lysepuffer:

NH,CI 8,29 g/l
KHCO; 1 g/l
EDTA 0,3723 g/l

Puffer fir ELISPOT

PBS ohne Ca/Mg + 0,05 % Tween ®20

Merck KGaA, Darmstadt
PAA, Pasching, Ostelrei
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
Vector Labora®ri
BIOZOL Diagnostica Vertrieb
GmbH, Eching

PAA, Pasching, Osterreich

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

PAA, Paschingteeich; Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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Lésungen fur Immunbhistologie

Fixationslosung:
3 Teile Ethanol (99 %ig)

1 Teil Methanol (100 %ig)

Waschlosung 1:
2 Teile Aqua bidest.
1 Teil Waschlosung I

Wachlésung 2:
PBS mit Ca/Mg +
0,1 % Tween®20

Puffer fir PCR

6x DNA-Ladepuffer

100 bp-Grélenmarker
50x TAE-Puffer bzw.

1x TAE-Puffer verdinnt in Aqua bidest.

1.7 Zusatze fur Zellkulturmedium

Natrium-Bikarbonat, 7,5 %
Fetales bovines Serum (FBS)
Gentamycin

Nicht-essentielle Aminosauren

1.8 Enzyme und Kits

1.8.1 Enzyme

HotStar Taq Polymerase

Pfx-AccuPrimerTM Polymerase

VWR International GmbH,
Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

PAA, Pasching, Osterreich
Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Minchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Gibco, Invitrogen GmbH, Kauhe

PAA, Pasching, Ostiehre
PAA, Pasching, €sobr
PAA, Pasching, Osterreich

PAA, Pasching, (sieh

Invitrogen GmbH, Karlsruh
Invitrogen GmbH, ksauhe
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SuperScript Il Reverse Transkriptase InvitrogenbBnKarlsruhe
SuperScript Il Taq Polymerase Invitrogen GmblHdsI&ruhe

Die notwendigen Reagenzien und Puffer wurden vomnstdiéer mitgeliefert.

1.8.2 Kits
QiAamp®viral RNA Minikit Qiagen GmbH, Hilden
QIAquick Gel Extraktion Kit Qiagen GmbH, Hilden

Die notwendigen Reagenzien und Puffer wurden vonstidiber mitgeliefert.

1.9 Verbrauchsmaterial

FACS Falcon®-Rohrchen Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

FACS Netz Drahtgewebe Weisse & Eschrich

(Maschenweite 0,042 mm) Drahtgewebefabriken GmbEio&
KG, Ludwigsstadt

Kulturflaschen Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Mikrotiterplatten (Rundboden) Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen

Mikrotiterplatten (Rundboden fur FACS) Sarstedt &&o., NUrnbrecht

Multiscreen filter plates fur ELISPOT Millipore G, Schwalbach

PCR optical adhesive film Applied Biosystems Dehland
GmbH, Darmstadt

PCR-Platten Applied Biosystems Deutschland
GmbH, Darmstadt

PCR soft stripes Biozym Biotech Trading GmbH,
Wien, Osterreich

Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg

Safelocktubes Eppendorf AG, Hamburg

Schutzhandschuhe Rdsner-Mautby Meditrade GmbH,

Kiefersfelden
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Zentrifugenrohrchen

Zellschaber

1.10 Gerate und Laborhilfsmittel

BD FACSCanto Il

Bebrutungsschrank (Eier)
Brutschrank CQ
Gelelektrophoresekammer:
Horizon®11.14

Agargel midi-wide

EliSpot-Reader, Viruspot 04
Fotoapparat
Geldokumentationssystem
Laborwaage

Mikroskop, Axiovert 40C
(Objektive: 1x5, 1x10, 1x20, 1x40)
Mikrowellengerat
Mx3000P®

Mx3005P ™

Pipettierhilfe, Easypet
Glaspipetten

Schierlampe
Sterilwerkbank
Trio-Thermoblock

Vortex Genie 2

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

TPP-AG, Trasadingen, Schweiz

d@en Dickinson GmbH,
Heidelberg

Grumbach Brutgerate Bitsslar
Binder GmbH, Tuttlingen

Whatman GmbH, Dassel
Biometra GmbH, Géttingen

AID GmbH, Strassberg
Canon GmbH, Krefeld

Biometra GmbH, Géttingen
Sartorius AG, Gottingen
Carl-Zeiss AG, Gottinge

Bartscher GmbH, Salzkotten

Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Eppendorf AG, Hamburg

Brandt GmbH, Wertheim

Karl-Blohm GmbH, Hamburg

Heraeus GmbH, Harnau

Biometra GmbH, Goéttingen

Scientific Industries Inc., New ¥pr
USA
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1.10.1 Zentrifugen

Tischzentrifuge Z 233 MK-2; Rotor F-45-24-11  Herr8lerthold AG, Gosheim
Heraeus Megafuge 1.0R; Rotor 75007570 Heraeus GidbaHhau
Ultrazentrifuge, Optim&” L-90 K; 45 Ti Rotor Beckman Coulter GmbH, Krefeld

1.10.2 Software

Die Auswertung der FACS-Ergebnisse erfolgte mit den Becton Dickinson
GmbH (Heidelberg) mitgelieferten Software FACS D&#® und der Software
FlowJo Version 7.6.3 (Tree Star Inc. USA).

Zur Analyse der Agarosegelelektrophorese wurde Bl®@ocAnalyze (BDA)

liveH Version 2.46.8.1 von Biometra GmbH (Gottingrrwendet.

Die ELISPOT-Platten wurden mit Hilfe des EliSpotdders und der

dazugehorigen Software Version 3.4.0 von AID GmBittgssberg) ausgewertet.

Die Real-Time-PCR Thermocycler wurden mit der MXPr@ PCR Software

von Stratagene (Amsterdam, Niederlande) betrieben.

2. Methoden
2.1 Zellen

2.1.1 Zellkulturen

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte im Brutscdink standardmafig bei 37°C,
95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO Die Zellkulturmedien wurden je nach
Kulturbedingung der Zelllinie mit fetalem bovinemer8m (FBS), 7,5 %
Natrium-Bikarbonat (Bic) und nicht-essentiellen-Armsauren  (NEA)

komplementiert.

Bei einer Kulturdichte von ca. 95 % wurden die Kgllurschalen je nach Zellart
1:2-1:8 geteilt und subkultiviert.
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Zur Subkultivierung wurde das Medium abpipettiglie Zellen mit Hilfe von
Trypsin von der Zellkulturschale abgeldst und aheBlend bei 1.000 U/min
zehn Minuten zentrifugiert (Megafuge 1.0, Heraeu®s Zellpellet wurde je
nach Teilungsrate mit dem jeweiligen Medium resuogipEt und in

Zellkulturflaschen gegeben.

MDCK Zellen (Madin Darby Canine Kidney) wurden inB¥1 Earls mit 10 %
FBS und 1 % Bic kultiviert. 10 % FBS, 1 % NEA un@4dBic komplementierten
das Medium (MEM Earls) fur MDBK Zellen (Madin Darldovine Kidney).
Beide Zelllinien wurden alle drei Tage mit einer illiegsrate von 1:8
subkultiviert.

Dem Medium (MEM Earls) von humanen Zervikalkarzirmmiten (HeLa Zellen)
wurde 10 % FBS zugefigt und die Zellen jeden dritfBag mit einer

Teilungsrate von 1:6 geteilt.

Humane Adenokarzinomzellen aus dem Kolon (CaCo-Re@e wurden mit
RPMI 1640 Medium, das mit 15 % FBS und 0,5 % Bimktementiert wurde,

kultiviert und jeden dritten Tag mit einer Teilungte von 1:3 geteilt.

2.1.2 Periphere mononukleare Blutzellen (peripherablood mononuclear
cells, PBMC)

Schweineblut wurde direkt beim Totungsvorgang nalgktrischer Betdubung

im Schlachthof gewonnen.

Fur die Waschschritte bei der Gewinnung der porci@BMC aus dem
Gesamtblut wurde sterile phosphathaltige SalzIoqiBS) ohne Kalzium und

Magnesium verwendet.

200-400 ml Schweine-EDTA-BIut wurden in 50 ml Zeéfgenréhrchen mit
Erythrozytenlysepuffer (LP) im Verhaltnis 2:3 va®eund nach zehn Minuten
Inkubationszeit bei 1.600 U/min fir zehn Minuten gd&fuge 1.0Heraeus)

zentrifugiert. Falls nach dem Waschen mit sterilBS noch Erythrozyten
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enthalten waren, wurden die Zellen ein weiteres mial10 ml Lysepuffer fur
funf Minuten inkubiert und anschlieBend mit PBS %@ ml aufgefillt und
zentrifugiert (1.600 U/min fur zehn Minuten). Die 10 ml PBS resuspendierten
Lymphozyten wurden zur Dichtegradiententrennung3uiml Ficoll geschichtet
und bei Raumtemperatur 36 Minuten bei 1.600 U/mimmeo Abbremsen der

Zentrifuge zentrifugiert.

Der aus PBMC bestehende weildliche Ring, der siasch&n dem Plasma und
dem Trennmedium gebildet hatte, wurde vorsichtigeslommen und zweimal
mit PBS gewaschen. Nach dem letzten Waschschrittdevudas Pellet
entsprechend seiner Grof3e in 5 ml, 10 ml oder 1Medium (DMEM + 20 %
FBS) resuspendiert. Die PBMC wurden einer LebendFEsbung mit
Trypanblau unterzogen und in einer Fuchs-Rosemthatmer ausgezéhlt. Je
nach Verwendung wurden die PBMC mit einer Zelldickon 1x16 - 5x1¢°

lebende Zellen/ml eingesetzt.

2.1.3 Fibrozyten (Fb)

Zur Kultivierung der Fibrozyten wurden die PBMC auf10 lebende Zellen/ml
eingestellt und je nach Bedarf in Anzuchtmedium @EN + 20 % FBS) in
Zellkulturflaschen oder Platten eingesat. Nach 4&n&en erfolgte ein
Mediumwechsel, um die nicht adharenten Zellen ztieamen. Nachfolgend
wurde einmal wdchentlich bis zur Verwendung derletgl das Medium

gewechselt.

2.1.4 Hihnerembryofibroblasten (HEF)

Die Gewinnung der HEF wurde am Bayerischen LandesanGesundheit und
Lebensmittelsicherheit nach der in den Virologischebeitsmethoden Band |
von Mayr et al. (1974b) beschrieben Methode durfiigé und bis zur
Verwendung bei -196°C in flussigem Stickstoff geldg
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2.2 Virologische Methoden

2.2.1 Virusvermehrung
2.2.1.1 Im Hihnerei

Spezifisch-pathogen-freie Eier (SPF-Eier) der Firrhahmann Tierzucht
(Cuxhaven) wurden zehn bis elf Tage bei 37°C bebri200 ul der zu
vermehrenden Viruslosung wurden in die Allantoidadhnjiziert. Nach

Absterben bzw. nach Tétung (mindestens 4 Stunde® & der Embryonen
wurde die Allantoisflissigkeit steril enthommen usidd Hamagglutinationstest
zum quantitativen Nachweis von hamagglutinierend€irus durchgefthrt.

Anschlieend wurde die Virussuspension Uber ein%iges Zuckerkissen
(Saccharose) geschichtet und mittels Ultrazentaiog (40.000 U/min, 4°C,
zwei Stunden; Optimd' L-90 K) konzentriert.

Die Titerbestimmung erfolgte durch log Virustitati(vgl. Abschnitt Il 2.2.3).

2.2.1.2 In Zellkultur

Die Vermehrung von Viren mittels Zellkultur erfofgentweder durch simultane
Infektion, d. h. Zellen und Virus wurden gleichmgitin eine Kulturschale

gegeben, oder durch Infektion eines Zellmonolayers.

Lichtmikroskopisch (Axiovert 40C Zeiss, GottingeNergrofRerung 1x5 bis
1x20) wurde taglich das Auftreten von Zellzerst@uaytopathogener Effekt,
cpE) Uberprift. Bei Auftreten von cpE wurde der k$tend abgenommen und
die Zellen mittels Trypsin abgeltst. Nach dreimahgGefriertauen konnte nun
eine Zunahme des Virusgenomgehaltes in dem Zelimmbhtmittels PCR oder
durch erneute Verimpfung des Virusmaterials undhtifigkroskopischer
Uberpriifung auf cpE eine produktive Vermehrung ém &ellen nachgewiesen
werden. Durch Titration des geernteten Zellmaterikbnnte der Virustiter

ermittelt werden.
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2.2.2 Gewinnung von Zellkulturiiberstanden und Zellysaten

Zur Ermittlung einer produktiven bzw. einer aboetiv Vermehrung der
verschiedenen Influenza A Virussubtypen wurden ria@v, 48 und 72 Stunden
separat  Zellkulturiiberstdnde und Zellen abgenommeam den
Virusgenomgehalt zu ermitteln. Jeweils paarweiserdewm PBMC und
Fibrozyten eines Tieres mit den Influenza A Subtype
FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 H1IN1, A/Mallard/Bavaria/1852008 H1N1 und
A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 mit einer Multipligitof Infection (MOI) 1
zwei Stunden adsorbiert (37°C, 5 % g@anach wurden die Zellen dreimal mit
sterilem PBS gewaschen, um Reste des Einsaatwrastiernen. Nach 6, 24, 48
und 72 Stunden Inkubation im Brutschrank bei 3@ CQ wurden vorsichtig
jeweils 500 ul Zellkulturiberstand abgenommen umel Zellen mit 500 ul
Trypsin von der Kulturplatte gelost. Gesamt-RNA deimit dem Qiagen RNA
mini Extraktion Kit extrahiert. Der Virusgenomnachkiw erfolgte mit der
paninfluenza-RT-gPCR (vgl. Abschnitt Il 2.3.6).

2.2.3 Virustitration

Fur die Virustitrationen wurden MDCK Zellen in 24th-Platten eingesat. Das
zu titrierende Virus wurde in Iqgg Schritten mit Zellkulturmedium verdiinnt. Die
Vertiefungen der Platte wurden im Vierfachansatzt @ 0,1 ml der
Virusverdinnungen simultan beimpft. Vier Vertief@ng wurden als
Zellkontrolle mitgefuihrt. Die Platte wurde vier Tadei 37°C und 5 % CO
inkubiert.

Die Titration wurde taglich lichtmikroskopisch (Aowert 40C Zeiss, Goéttingen;
VergroBerung 1x5 bis 1x20) ausgewertet und nach Vegen wurde ein

immunbhistologischer Antigennachweis durchgeftihgl.(Abschnitt I11 2.4.3).
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Der Virustiter wurde mit der Spearman und KaerbetiMde bestimmt (Mayr et
al., 1974a) und die KIg/100 pl entsprechend der vorhandenen Zellzahl igir d

gewulnschte MOI verdinnt:

l0g, KID 5, — Endpunktvrdinnung = X, —g+ dZ(;j

Xo:  logio des reziproken Wertes der Verdinnung, bei deRelegenten positiv sind
d: logipdes Verdunnungsfaktors (d=1,0 bei 1:10 Verdlinnung)

n: die Zahl der Reagenten, die fur jede Verdunreingesetzt werden

r: Anzahl der positiven Reagenten

2.2.4 Hamagglutinationstest

Der Hamagglutinationstest dient zur Bestimmung Hésnagglutinationstiters
der Virussubtypen (Selbitz et al., 2011).

In eine 96-Loch Rundbodenplatte wurden 25 pl NatrRhosphat-Puffer (Na-P-
Puffer) vorgelegt. Bei der Erythrozytenkontrolle KE wurden 50 pl pro

Vertiefung pipettiert. Die Proben wurden im Doppsiatz a 25 pl in die oberste
Reihe der Platte pipettiert und dann eine Verdigawgihe angelegt, indem
immer 25 pl in die nachste Vertiefung Uberpipettigurden. Die letzten 25 pl
wurden verworfen. In jede Vertiefung (aul3er der EKiyden 25 pl Na-P-Puffer
zugegeben. Je 50 pl einer 1 % Huhnererythrozytenfpgverdinnt in Na-P-

Puffer) wurden in die Vertiefungen pipettiert unde dPlatte vorsichtig

geschittelt. Die Auswertung erfolgte nach 10 - 15nWen. Durch die

Hamagglutination kommt es zu keiner Sedimentati@n Hrythrozyten am

Plattenboden; die Losung blieb trib. Fehlte die dgglutinierende Wirkung

sedimentierten die Erythrozyten tropfenférmig amattehboden.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Primerauswabhl

Verschiedene Influenza A Virus Sequenzen aus deBINI&atenbank wurden

miteinander verglichen, um in hoch konserviertennlé&eeichen mdgliche
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Primerbindungsstellen ausfindig zu machen. Das nidignt der Influenza A

Virus Sequenzen erfolgte mit der freizuganglicheftv&are ClustalW.

Die Primer wurden mittels der ,4+2-Regel* ausgewdahim eine moglichst

ahnliche Annealingtemperatur zu erhalten.
T =T -2°C; T = 4°C (G+C) + 2°C (A+T)
a m m

Annealingtemperatur
Schmelztemperatur des Primers
Anzahl der Base Guanosin
Anzahl der Base Cytidin

Anzahl der Base Adenosin
Anzahl der Base Thymidin

4200

Um Fehlbindungen zu vermeiden wurde Uberprift, ibRtimer untereinander

bzw. in Reverse-Richtung binden.

2.3.2 Extraktion von Nukleinsdure

Die Extraktion der RNA erfolgte mit dem Qiagen RN#ni Extraktion Kit nach

Anleitung des Herstellers.

In ein 1,5 ml Eppendorftube wurden 560 pl AVL Puffé ul carrier RNA
(gelost in AVL Puffer) und 5,6 pl einer internendmlle (IC2) vorgelegt. Nach
Zugabe von 140 ul Probe bzw. 140 ul RNA freies-Wag¢Biethylpyrocarbonat
behandeltes Wasser; DEPC-Wassal3, Extraktionskontrolle, wurde gevortext
und zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. &gté die Zugabe von 560
ul Ethanol (99 %). Nach finfmaligem Schwenken wardgurch kurzes
Anzentrifungieren eventuell vorhandene Tropfen ietkel entfernt. Jeweils 630
ul Losung wurden auf die QlAamp Mini RNA-bindendeiegelerde-
Saulenmatrix gegeben und bei 8.000 U/min eine Mimantrifugiert (Eppendorf
Tischzentrifuge Z 233 MK-2). Die Saule wurde nun ®n neues
Auffangrohrchen gesetzt und der Vorgang wiedertiadts Waschen der auf der
Saulenmatrix gebundenen RNA erfolgte in zwei Stdmiimit jeweils 500 ul der
im Kit enthaltenen Waschpuffer. Nach dem ersten dNsshritt wurde fur eine



I1l. Material und Methoden 42

Minute bei 8.000 U/min zentrifugiert, wogegen natdm zweiten Waschpuffer
mit 14.000 U/min fir drei Minuten zentrifugiert wie. Anschliel3end wurde bei

14.000U/min fUr eine Minute trocken zentrifugiertn Pufferreste zu beseitigen.

Nach Platzieren der Saule in ein 1,5 ml Tube wurdeittig 60 pl des
Eluationspuffers AVE pipettiert. Nach einminttigerkubation wurde durch
Zentrifugation (8.000 U/min, eine Minute) die RNAorv der Saule in das

Reaktionsgefal} eluiert.

Nicht direkt weiter verwendete RNA wurde bei -80j€lagert.

2.3.3 Reverse Transkription (RT)

Um RNA amplifizieren zu kodnnen, muss diese vorabttalds Reverse-
Transkriptasen in komplementare DNA (cDNA) umgestien werden. In den

folgenden Tabellen werden die verwendeten Realgemssche dargestellt.

Tab. 15: Reaktionsgemisch 1 fir Reverse Transkription

Reagenzien Menge
Random-Primer (0,03 pg/ml) 1l
dNTP (je 25 mM) 0,5 ul
RNA Template 10,5 pl

Tab. 16: Reaktionsgemisch 2 fir Reverse Transkription

Reagenzien Menge
5x First-Strand-Puffer 4 ul
DTT (0,1 M) 2 pl
RNAse OUT 1l
Superskript Il Reverse Transkriptase 1l
Gesamtvolumen der

Reaktionsgemische 1 und 2 20 pl
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Das Reaktionsgemisch 1 (vgl. Tab. 15) wurde in reing2 ml PCR-Tube
angesetzt und im Thermocycler (Biometra) bei 6506f fMinuten erhitzt und

danach sofort fir mindestens eine Minute auf Egegen.

In der Zwischenzeit wurde der zweite Reaktionsm{.(Tab. 16) angesetzt. Je 8
pl des Reaktionsgemisches 2 wurden der ersten gdaugefligt. Danach wurde
zuerst zehn Minuten bei 25°C und darauf eine Stlnedd2°C erhitzt. Am Ende
wurde die Transkriptase durch 15-minitiges Erhitaah 70°C deaktiviert. Die
komplementare DNA wurde nun als Template in der REiigesetzt oder zur

spateren Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

2.3.4 Konventionelle PCR

Die konventionelle PCR wurde in dem 3-Block Therywder der Firma
Biometra (Gottingen) durchgeftihrt.

Protokoll der Schweineinfluenzavirus-Subtypisierung

Das Schweineinfluenzavirus-Probenmaterial entstammtis dem  zur
Routinediagnostik  eingesandten  Probenmaterial.  Dd&daterial der
Probennummer 114 wund 127 entstammte aus Organailatériunge),
wohingegen das Material der Probennummer 140 awoeneiNasentupfer

gewonnen wurde.

Potentiell im Probenmaterial enthaltenes Virus eumtierst in embryonierten
Huhnereiern vermehrt und danach aus einem 140 pigqudd der
Allantoisflissigkeit mit dem Qiagen RNA mini Extiadn Kit die RNA
extrahiert. Die Umschreibung der RNA zu cDNA ertelglurch Randompriming
der Firma Invitrogen (Karlsruhe). Die in der PCRwendeten Primer sind in
Abschnitt Il 1.5.1 Tabelle 10 aufgelistet.

Die Tabellen 17 und 18 zeigen das fur die Schwefhenzasubtypisierung

verwendete PCR-Protokoll.
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Tab. 17: Thermalprofil der H1-PCR fir Schweineinfluenza §pisierung

Initiale 95°C 15 Min.
Denaturierung

Denaturierung 95°C 60 Sek.

Annealing 50°C 30 Sek. |35 Zyklen
Elongation 72°C 60 Sek.

Finale Elongation | 72°C 10 Min.

Tab. 18: Reaktionsgemisch fur Schweineinfluenza Subtypisigr

Reagenzien Menge
10x Puffer 5 ul
MgCl, (25 mM) 2,5 pl
Primer for/rev (50 mM) 0,1 pl
HotstarTaq 0,5 ul
dNTP (je 10 mM) 0,5 ul
DEPC-RO ad 50 pl
cDNA Template 1l
Gesamtvolumen

Reaktionsansatz 50 ul

Protokoll fur PA/NA-PCR

Fur die Amplifizierung der Proteine Polymerase A@RA) und Neuraminidase
(NA) des Influenza A Virus Isolat A/Mallard/Bavafi#5-8/2008 H1IN1 wurde
die RNA dieser Proteine mit genspezifischen PrinrrcDNA umgeschrieben,
um unspezifische Produkte bei der Reversen Traptgkmi zu vermeiden. Die in

der PCR verwendeten Primer sind in Abschnitt IL1L-Babelle 11 aufgelistet.

Die Tabellen 19 und 20 zeigen das zur Amplifikatenwendete PCR-Protokoll.
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Tab. 19: Thermalprofil der PA/NA-PCR

Initiale 98°C 30 Sek.

Denaturierung

Denaturierung 98°C 10 Sek.

Annealing NA: 58°C 30 Sek. | 35 Zyklen
PA: 60°C 30 Sek.

Elongation 72°C 30 Sek.

Finale Elongation | 72°C 10 Min.

Tab. 20: Reaktionsgemisch fur PA/NA-PCR

Reagenzien Menge

5x Phusion®HF Puffer | 10 ul

Primer for/rev (10 uM) | 2 pl

Phusion® Polymerase | 0,5 pul

(0,02 U/pl)

dNTP (je10 mM) 1l
DEPC-RO ad 50 pl
cDNA Template 1l

Gesamtvolumen
Reaktionsansatz 50 ul

2.3.5 Agarosegelelektrophorese

Zur Visualisierung der in der PCR amplifizierten Bffragmente wurde je nach
GroRRe der zu erwartenden Fragmente ein 1-1,5 %o&ggel hergestellt. Dazu
wurde Agarosepulver in TAE-Puffer gelést und Etaidbromid zur

Visualisierung zugesetzt (3 pl Ethidiumbromidlosund 00 ml Gel). 9 ul Probe
wurden mit 1 pl Ladepuffer versetzt und in die @sthen pipettiert. Die

Auftrennung von DNA-Fragmenten aus der PCR erfolgte einer
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Gelelektrophoresekammer der Firma Biometra (G&ttindoei 90 Volt und 500
mAmp. in 50-60 Minuten.

Zur Auswertung diente das GeldokumentationsgeratBiometra, bei dem die
DNA-Fragmente mit Hilfe von kurzwelligem UV-Lichtz£254 nm) sichtbar
gemacht werden. Sollten die DNA-Fragmente sequdngierden, wurden die
Banden auf einer UV-Platte bei langwelligem UV-Lic{A=360 nm)
ausgeschnitten und mit Hilfe des Gel-Extraktiorskiton Qiagen nach

Herstellerangaben aus dem Gel extrahiert.

Die Sequenzierung erfolgte extern bei der Firmaottioss MWG (Martinsried)

mittels der auch bei der PCR verwendeten Primer.

2.3.6 Real-Time-quantitative PCR

Mit Hilfe der Real-Time-quantitativen PCR (gPCR)nkadie Quantitat neu
amplifizierter DNA wahrend der Polymerase-Kettektesm (PCR) direkt
abgelesen werden. Die in dieser Studie einges&etd-Time-PCR beruht auf
dem Prinzip der Detektion der pro Amplifikationsiyk abgegebenen
Fluoreszenzsignale unter Verwendung von sequenifisgben Fluorochrom-

gekoppelten Sonden.

Paninfluenza Reverse Transkription Real-Time-quantiative PCR (RT-
gPCR)

Das fur die paninfluenza RT-qgPCR verwendete Prdtokind in den Tabellen
21 und 22 aufgefihrt.

Tab. 21: Thermalprofil fir die paninfluenza RT-qPCR naclta8pman et al. (2002)

Reverse Transkription 50°C 30 Min.

Inaktivierung RT/ initiale | 94°C 2 Min.

Denaturierung

Denaturierung 94°C 30 Sek.

Annealing 57°C 30 Sek. 50 Zyklen

Elongation 68°C 30 Sek.
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Tab. 22: Reaktionsgemisch fir die paninfluenza RT-gPCR

Reagenzien Menge
DEPC-HO ad 25 pl
2x Reaktion Mix 12,5 pl
SuperScript Il Platinum Tag DNA 1l
Polymerase

IVA-1 Primer-Sonden-Mix: 2 ul

20 pl Primer IVA-1 for 100 pm/ul
30 pl Primer IVA-1 rev 100 pm/pl
2,5 pl Sonde IVA-1 (FAM) 100 pm/ul

IVA-2 Primer-Sonden-Mix: 2 ul
5 ul IVA-2 for 100 pm/mi
5 pul IVA-2 rev 100 pm/ml
2,5 ul Sonde IVA-2 (HEX) 100 pm/ml

RNA-Template 5 ul

Gesamtvolumen

Reaktionsansatz 25 pul

Je nach Probenumfang wurde die PCR in 96-Loch-Mietten oder in 0,2 ml
Reaktionsgefaen angesetzt und mit den ThermocycMx3000F und

Mx3005P™ der Firma Stratagene durchgefiihrt. Die Auswertutgigte mittels

der vom Hersteller mitgelieferten MxPPOQPCR Software.

Die gPCR Ergebnisse werden als ,cycle thresholdtte/gG-Werte) angegeben,
da der Ausgangsgenomgehalt in den Proben nichinbékear und somit keine
Standardkurve erstellt werden konnte, mit welcher @enomkopiezahl der
Proben anhand der ermittelter\@erte angegeben werden kann. DeM@rt

beschreibt den Zyklus, bei dem erstmalig die Flsoeaz signifikant Uber die
Hintergrundfluoreszenz ansteigt. Als positiv gal@&AWVerte mit einem Anstieg
der Fluoreszenzsignale bis zum Zyklus 36. Alle asdéNerte wurden nach
Vorgaben des nationalen Referenzlabors (FLI, IRsems) als negativ bewertet.
Als Positivkontrolle wurde RNA der Influenza A Vssubtypen H5 bzw. H7 und
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die interne Kontrolle (IC2) zur Sicherung einenzaéinten Amplifikation und zur

Beurteilung der Quantifizierung mitgefthrt.

2.4 Immunologische Methoden

2.4.1 Interferon-a ELISPOT (Enzyme-Linked-Immuno-Spot-Test)

Der IFN-o. ELISPOT dient dem Nachweis von Interferonbildumgl .(5ekretion
durch Zellen ausgelost durch die eingesetzten W%imsili. Bei allen

Blutspendertieren wurden parallel die PBMC und ézgten untersucht.

Beschichten und Blocken der Platte:

96-Loch-Platten von der Firma Milipore (Schwalbashirden mit 15 pl Ethanol
35 % benetzt und nach einer Inkubationszeit vorereMinute dreimal mit
sterilem PBS (sPBS) gewaschen. Die Platte wurde miirden monoklonalen
Antikdrpern (mAb) gegen IFN-alpha (Mouse anti-pagziFN-o (27100, PBL),
5 pug/ml) beschichtet. Dabei wurden 100 pul mAb pestéfung einpipettiert und
die Platte Giber Nacht bei 4°C inkubiert.

Um Uberschissige Antikdrperldsung zu entfernendeie Platte zweimal mit
je 150 ul Blocklésung (DMEM + 20 % FBS, 1 % NEA2®b Gentamycin) pro

Vertiefung gewaschen und anschlieRend mit 200 edeatti L6sung mindestens
zwei Stunden bei 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und % CO, freie

Bindungsstellen der Plattenvertiefungen geblockt.

Zugabe der Zellen und Stimuli:

Nach Abkippen der Blockldsung wurden in jede Véuiigy 100 ul PBMC bzw.
Fibrozyten mit einer Zellzahl von 5x3@bende Zellen/ml eingesét. Als Stimuli
wurden die verschieden Influenza A VirussubtyperURN/Sw/Belzig/2/2001
HIN1, HIN1 Sw. 140, A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 NH1 und
A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2, sowie ein Paramyxasi (Newcastle Disease
Virus) und/oder ein Parapoxvirus (ORFV) als Pokitivtrolle verwendet. Je 100

pl Viruslosung wurden entsprechend 100 hamaggareniden Einheiten (HAE)
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bzw. im Fall von ORFV mit einer MOI ~1 pro 100 i die entsprechenden

Vertiefungen pipettiert.

Nachweis von IFNe;:

Nach einer Inkubationszeit von 21-23 Stunden béC3B5 % Luftfeuchtigkeit
und 5 % CQ wurden, nach zehnmaligem Waschen mit PBS (ohn&ig)at
0,05 % Tween20, 100 ul Detektor-Antikdrper (Rabhbitti-porcine-1FNe;
37100, PBL) in einer Konzentration von 2,5 pg/mgegeben und eine Stunde
inkubiert (bei 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit). Die Akorper wurden in PBS
(ohne Ca/Mg) mit 0,1 % FBS-Gehalt verdinnt. Durehrmmaliges Waschen mit
PBS (ohne Ca/Mg) + 0,05 % Tween 20 wurden ResteAdeikorperldsung
beseitigt. In einer Verdinnung von 1:2.000 wurdé@ il HRP konjugierte anti-
rabbit Antikérper (Promega, Mannheim) pro Vertigjumpipettiert und 45
Minuten abgedunkelt bei Raumtemperatur inkubierumZ Entfernen der
Uberschissigen Antikoérperlosung wurde viermal nidSRohne Ca/Mg) + 0,05

% Tween20 und dreimal mit PBS (ohne Ca/Mg) gewasche

Zur Visualisierung vorliegender Antikorperkomplexevurden 100 pl
Peroxidasesubstrat pro Vertiefung (Biozol, Echifigy) funf Minuten auf der
Platte belassen. Anschlielend wurde die Platte dfjolm unter flielRendem
Wasser gewaschen. Nach Abnahme der Folie wurdePllite 24 Stunden

getrocknet und anschlie3end mit Hilfe des EliSpe&der Systems ausgewertet.

Die Anzahl an IFNa spezifischen Spots errechnet sich aus der Sulunaéles
Mittelwertes der korrespondierenden Negativkongolyon dem Mittelwert der

Spotzahlen aller Vertiefungen, die mit demselbem@us erzeugt wurden.

2.4.2 Vesikularer Stomatitis Virus-Hemmtest

Der Vesikulare Stomatitis Virus-Hemmtest (VSV-Tedignt der Bestimmung
antiviraler Aktivitat in Zellkulturiberstdnden, didurch Verhinderung der
Zellzerstorung durch das Vesikuldre Stomatitis ¥i(MSV) nachgewiesen wird
(Rubinstein et al., 1981).
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Gewinnung der Zellkulturiberstande

Periphere mononukleare Blutzellen (PBMC):

PBMC wurden, wie in Abschnitt 1l 2.1.2 beschriebgewonnen und mit einer
Zelldichte von 1x1® lebende Zellen/ml in eine 24-Lochplatte eingesat.
Anschlieend wurden sie mit 100 hamagglutinieren&arheiten (HAE) der
verschiedenen Influenzasubtypen (FLUAV/Sw/Belzigd®1 HIN1, HIN1 Sw.
140, A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1, A/Mallardiaria/1/2005 H5N2)
und des Newcastle Disease Virus und/oder mit MOIde& Parapoxvirus pro
Vertiefung beimpft. Nach Inkubation bei 37°C und¥6 CO, fur 24 Stunden

wurden vorsichtig 700 pl Uberstand abgenommen @nd20°C gelagert.

Fibrozyten:

Zur Gewinnung der Fibrozyten wurden PBMC mit eiZefldichte von 1x10
lebendeZellen/ml in eine 24-Lochplatte eingesat (20 % FB®MEM). Nach
zwei Tagen erfolgte ein Mediumwechsel, der ansBklmel einmal wdchentlich
wiederholt wurde. Sobald ein dichter Zellrasen (odl(* Zellen/ml) vorhanden
war, wurden die Fibrozyten ebenfalls mit 100 HAEvbaMOI ~1 bei ORFV
Viruslosung - der oben genannten Virustypen - peotiéfung beimpft. Nach 24-
stundiger Inkubationszeit bei 37°C und 5 %, @@rden auch hier vorsichtig 700
ul Uberstand abgenommen und bis zur weiteren Wnthsrg bei -20°C

gelagert.

Es wurden immer paarweise Zellkulturiberstdnde RP&MC und Fibrozyten

eines Individuums gewonnen und parallel untersucht.

In der Tabelle 23 werden die zur Induktion der $&8&n von antiviralen

Substanzen, eingesetzten Viren aufgelistet.
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Tab. 23: Eingesetzte Induktoren zur Sekretion antiviralgoSanzen

Virusisolat/ Stimulus Abklrzung Gebrauchs.-
konzentration
Parapoxvirus (D1701) ORFV MOI ~ 1
New Castle Disease Virus, La Sota NDV 100 HAE
A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1IN1 H1N1 185/8 avi Ol8AE
A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 H5N2 avi 100 HAE
FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 H1IN1 HIN1 Sw Impf 100 HAE
H1N1 Sw Feldisolat 140 HIN1 Sw 140 100 HAE

Bestimmung der antiviralen Aktivitat der Zellkultur tberstande

Die Gebrauchsverdiinnung (GV) des verwendeten VEsiku Stomatitis Virus
(VSV) wurde durch eine lggTitration in MDBK Zellen im Doppelansatz
ermittelt. Es wurde die Virusverdiinnung gewahlte diach Inkubation Uber
Nacht eine nahezu vollstandige Zelllyse hervorgarufat (VSV-GV: 1:700).
Als Interferonkontrolle wurde ein IFN-Standard verwendet, um den Gehalt an
antiviral wirksamen Substanzen bestimmen zu ko6nggm6 mg/ml; zur

Verfuigung gestellt von Dr. E. Wolf, Genzentrum Mban).

In einer 96-Loch-Mikrotiterplatte wurde beginnendit nden unverdinnten
Zellkulturiiberstanden eine Igyerdinnungsreihe angelegt. Dazu wurden in die
erste Vertiefungsreihe im Doppelansatz 100 ul Preibgipettiert und in alle
weiteren Vertiefungen der Platte 50 pul Medium (MB#rls + 10 % FBS + 1 %
NEA + 1 % Bic) vorgelegt. Nun wurde vertikal eine2 IVerdinnungsreihe
angelegt. Fur die IFN-Kontrolle wurde ebenfalls eine 1:2 Verdinnungseeih
vertikal mit dem IFNe-Standard angelegt. In die zwei vertikalen 8-LoclikBe,

die als Zellkontrolle bzw. Viruskontrolle dientewurden nur je 50 pl Medium

pro Vertiefung einpipettiert.
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Allen Plattenvertiefungen wurde 50 ul MDBK-Zellsesion, die auf 1,3x£0
lebende Zellen/ml eingestellt war, zugegeben uedPifatte bei 37°C, 5 % GO

Gehalt sechs Stunden inkubiert.

Hatte sich in allen Plattenvertiefungen ein dichtadharenter Zellrasen
(Monolayer) gebildet, wurde das Medium vorsichtigar sterilen Bedingungen
abgekippt und 50 pl der VSV-GebrauchskonzentrghianWell zugegeben. Bei

der Zellkontrolle wurden anstatt der ViruslosungilBMWedium einpipettiert.

Nach einer einstiindigen Virusadsorption bei 37°@ £0,-Sattigung wurde in
jede Vertiefung 100 pl Medium zugegeben und diett®l@iber Nacht im
Brutschrank (37°C, 5 % Cfpinkubiert.

Ausgewertet wurde der Test, sobald bei der Viruskdle eine 100 %ige
Zellzerstorung (zytopathogener Effekt, cpE) sichtear. Zur Auswertung
wurde die Platte unter dem Mikroskop beurteilt whel Endverdinnungsstufen
ermittelt, bei welchen 50 % cpE auftraten. Die Bareing des Gehalts an
antiviralen Substanzen in den Zellkulturiiberstanderiolgte durch den
mitgefihrten IFNe Standard. Die antivirale Wirkung des IFNStandards ist
definiert, dass eine Einheit (Unit, U) des IleNstandards die Zerstérung durch

das Vesikulare Stomatitis Virus von MDBK Zellen & % reduziert.

VSV-antivirale Aktivitat = Konzentration IFN-in IFN-a-Standard x Verdinnungsstufe Probe

/Verdiinnungsstufe IFN-Standard

2.4.3 Immunhistologie

Um die Infektionsfahigkeit der Influenzasubtypen UAV/Sw/Belzig/2/2001
HIN1, HIN1 Sw. 140, A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 NH1, A/Mallard/
Bavaria/1/2005 H5N2 zu dberpriufen, wurde mittels miimhistologie
Virusantigen in den Zellen nachgewiesen. Zellmoyeiawurden mit 0,1 ml
Viruslosung mit einer MOI von 1 infiziert. Nach zisgindiger Adsorption bei

37°C wurde das Einsaatvirus durch dreimaliges Wascimit sterilem PBS
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entfernt, um nur das in die Zellen aufgenommene. lwas sich in den Zellen

vermehrte Virus zu erfassen.

48 Stunden nach der Infektion der Zellen wurdeldealt der Platten vorsichtig
abgekippt und die einzelnen Vertiefungen mit Wasshhg 1 (WL 1) dreimal
gewaschen. Nach einer 20-mindtigen Fixierung miteei Ethanol-Methanol-
Gemisch bei 4°C erfolgte die Zugabe eines InflueAz&/irus spezifischen
Immunserums (Kaninchenserum anti-H1N1; 1:1000 s PB2 % Pferdeserum
verdinnt). Um unspezifische Bindungen der Serurk@rger zu minimieren,

wurden diese vorab auf den zu farbenden Zellen Bifdn bei 37°C adsorbiert.

Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde belC3®urde die Platte dreimal
mit Waschlésung 2 (WL 2) gewaschen und die Detekantikorper zugegeben
(Anti-rabbit-HRP; 1:2500 in PBS + 2% Pferdeserundi@nt). Erneut wurde die
Platte eine Stunde bei 37°C inkubiert, gefolgt doai weiteren Waschschritten
mit WL 2. Es folgte die Zugabe von Peroxidase-Sualbstvelches durch das an
den zweiten Antikorper gekoppelte Enzym umgesetarde. AbschlielRend

wurde die Platte noch einmal mit WL 1 gewaschen dadach WL 1 als

Stopplosung auf der Platte belassen.

Eine intrazellulare Influenza A Virus-spezifische ntlyenprasenz wurde
anschlie3en lichtmikroskopisch (Axiovert 40C Zei€xjttingen; Vergrol3erung

1x5 bis 1x20) ausgewertet.

2.5 Durchflusszytometrische Analysen

Zur Charakterisierung von Fibrozytenantigenen wutdse Durchflusszytometer
FACS Canto Il der Firma Becton Dickinson (Heidetheverwendet. Es wurden

von jeder Probe je 10 000 Zellen untersucht.
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2.5.1 Markierung von Zelloberflachenantigen

Bei der Fluoreszenz-basierten Markierung von Zeltdachenmarkern wurde

fur die Waschschritte immer PBS ohne Kalzium undyMesium verwendet.

Die adharenten Fibrozyten wurden mittels sterileallschabern von der
Zellkulturschale gel6st und einmal mit PBS gewascli&.000 U/min, zehn
Minuten; Megafuge 1.0, Heraeus). Eine Einzel-Zslmnsion wurde durch
griindliches Resuspendieren mit PBS erreicht undZdiken auf 2x16 lebende

Zellen/ml eingestellt.

Je 25 pul Zellsuspension wurden in eine Mikrotitaeti{@ pipettiert und durch
Zentrifugieren (1.200 U/min, zwei Minuten) pelletie Nach Abkippen des
Uberstandes wurden ,cluster of differentiation (CD)spezifische
Primarantikorper (vgl. Tab. 6) zugefugt und zehmiden bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch dreimaliges Waschen der Platte 6@ ul PBS pro Vertiefung
wurden die ungebundenen Antikorper entfernt. Da Rlien&rantikbrper nicht
bereits fluorochromgekoppelt waren, folgte ein et Antikbrperzugabeschritt.
Die fur die Isotypen der Priméarantikorper spezhime Fluoreszein-gekoppelten
Sekundarantikérper (vgl. Tab. 7) wurden in angegebeKonzentration
zugegeben und zehn Minuten im Dunklen bei Raumteatyeinkubiert. Erneut
wurde mit je 100 pl PBS pro Vertiefung gewasched am Ende 100 pul PBS
pro Plattenvertiefung belassen. Um eine gute Eideéisuspension zu erhalten,
wurden die Zellen kurz vor der Analyse durch eimhBtetz (Maschenweite
0,042 mm) in 350 pl FACS-Flow pipettiert.

Bei der Analyse aller Fluoreszenzfarbstoffmarkigem wurden eine nicht
markierte Zellkontrolle sowie eine nur mit dem jevgen IgG Isotyp-
spezifischen Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sekusatikbrper inkubierte
Probe - als Hintergrund-Negativkontrolle — mitgetifvgl. Abb. 1).
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Abb. 1: Punktediagramm: Als Negativkontrolle wurden primforcine Fibrozyten nur
mit den entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff-maekie8ekundarantikdrpern inkubiert

Q1: PE einfach positive Zellen

Q2: ALEXA Fluor 633 und PE doppeltpositive Zellen
Q3: ALEXA Fluor 633 einfach positive Zellen

Q4: ALEXA Fluor 633 und PE negative Zellen

Bei der Auswertung der Negativkontrolle wurde dasl®ediagramm in jeweils
vier Quadranten so unterteilt, dass die nur mit d&ekundarantikbrper
inkubierten Zellen alle in dem vierten Quadrantinké unten; Q4) zu liegen
kamen (vgl. Abb. 1). Danach wurde die Quadrantdagimg auf alle weiteren
zugehorigen Proben Ubertragen. Als positivmarkientden alle Zellen gewertet,
die nicht im Quadranten Q4, links unten abgebiadatden.

Die Auswertung erfolgte mit den Programmen Flowdd EACS Diva 6.0.

2.5.2 Intrazellularer Kollagennachweis

Fur die Waschschritte bei dem intrazellularen Aerigachweis wurde immer

PBS ohne Kalzium und Magnesium verwendet.

Mittels Zellschabern wurden die adharenten Fibreayton der Zellkulturschale
geldst und anschlieRend bei 1.000 U/min zehn Mmuatntrifugiert (Megafuge

1.0, Heraeus). Die Zellen wurden mit PBS gut resndpert, um mdglichst eine
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Einzel-Zellsuspension zu erhalten. Anschlieenddenrdie Zellen mit dem
Lebend-Tot-Ausschlussfarbstoff Trypanblau inkubiemd nur die lebenden
(ungefarbten) Zellen gezahlt und auf 2kZ@llen/ml eingestellt. Nur Proben mir

> 90% lebenden Zellen wurden verwendet.

Die Fixierung der Zellen erfolgte mit 100 pl 1 %r&armaldehyd (verdinnt in
PBS) pro Vertiefung und 15-mindtiges Inkubieren #8C. Nach Ablaufen der
Inkubationszeit wurden 100 pl PBS zugegeben und 10200 U/min zwel
Minuten zentrifugiert. Durch die Zugabe von 1000ugitonin (0,01 %) wurde
die Zellmembran permeabilisiert, damit die Antikérpn die Zelle eindringen
konnen. Nach einer Inkubationszeit von finf Minutbai Raumtemperatur

wurde mit 100 pl PBS gewaschen (1.200 U/min, zweilen zentrifugiert).

100 pl des Priméarantikorpers gegen Kollagen Tyd:L.000 verd. in PBS)
wurden pro Vertiefung pipettiert und bei Raumterap@r zehn Minuten
inkubiert. AnschlieBend wurde zweimal mit 100 pl SPBewaschen (1.200
U/min, zwei Minuten zentrifugiert). Da der Primat&drper nicht

fluorochromgekoppelt war, bedurfte es sekundaretelerantikorper. 100 pl
ALEXA Fluor 633 gekoppelte Antikdrper wurden proitiefung zugegeben und
zehn Minuten im Dunklen bei Raumtemperatur inkubiéMach erneutem
zweimaligen Waschen mit 100 pl PBS wurden die Zederch ein Stahlnetz
(Maschenweite 0,042 mm) in 350 pl FACS-Flow Uberffiiimd eingelesen.

Die intrazellulare Farbung und die Antikérperbinduan Zelloberflachenmarker

erfolgten gleichzeitig.

Zur Analyse der Negativkontrolle wurden die Zelledie nur mit dem
Sekundarantikorper inkubiert wurden, in einem Histonm gegen ALEXA
Fluor 633 dargestellt. Ein Marker wurde auf die A4 Fluor 633 negativen
Zellen gesetzt (Hintergrundfluoreszenz) und aufwdegteren Proben Ubertragen
(vgl. Abb. 2). Zellen mit hoherer Fluoreszenzinigits aul3erhalb des

Markerbereichs wurden als positiv gewertet.
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Abb. 2: Histogramm: Als Negativkontrolle wurden priméare giae PBMC nur mit dem
Sekundarantikorper Alexa Fluor 633 (x-Achse) inlubider Marker (Balken; neg.)

wurde auf die Alexa Fluor 633 negativen Zellen tgsend als Hintergrundrichtwert
benutzt.

Die Vorversuche zur Austestung des Kollagen | Airilers wurden mit HelLa-
Zellen durchgefuhrt, da sie bekannter weise inthalze Kollagen exprimieren
(Green und Goldberg, 1965). Dabei wurden nach déechgn Protokoll

vorgegangen, wie es anschlieRend auch bei denzZytieroverwendet wurde.
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I\VV. Ergebnisse

1. Gewinnung der Influenza Virus Isolate

Das in der Virusdiagnostik eingehende Geflugelpnof&terial wurde zunachst
gemall dem im Qualitaitsmanagement des Bayerischardekamtes flr
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) fesgn
Untersuchungsstandard behandelt und einem Influgkiz&creening mittels
paninfluenza RT-qPCR unterzogen (Spackman et@02)2 Bei einem positiven
Influenza A Virusgenomnachweis wurden die ProbenSaubtypisierung an das
Nationale Referenzlabor des Friedrich-Loffler-Ings (FLI, Insel Riems)
geschickt sowie in einer H5/H7/N1-RT-gPCR auf diesBubtyp-
Genomkomponenten am LGL weiter untersucht (Fudd@92Rabl, 2010).

Das Influenza A Virus Genom (A/Mallard/Bavaria/186008 H1N1) wurde
nach Hamagglutinin- und Neuraminidase-Typbestimmuog Dr. Roland Zell
am Universitatsklinikum  Jena  komplett mit dem ian®
Hochleistungssequenziergerat sequenziert. Die @emsae der kodierten
Sequenz fur die Neuraminidase (NA) und einem kediden Teilbereich des
Polymerasekomplexes (PA) mussten aufgrund problsomsr RNA
Sekundarstrukturen konventionell mit Hilfe der RTHR amplifiziert werden.
Die erhaltenen PCR-Fragmente wurden von der Firmaofths Operon

(Martinsried) sequenziert (vgl. Abschnitt 1X).
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100 bp
Ladder

042 bp 743 bp
Abb. 3: PA und NA PCR
(bp=Basenpaar)

Erwartete PCR-Fragmente der amplifizierten NA (642und PA (743 bp) Segmente
des Influenza A Virus (A/Mallard/Bavaria/185-8/2088N1) und
(A/Mallard/Bavaria/185-26/2008 H1N1) gelelektropétisch aufgetrennt in einem 1 %
Agarosegel mit einer 100 bp-Ladder als GréRenmggeminente Bande bei 600 bp).
S1: NA-Fragment A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1IN1

S2: NA-Fragment A/Mallard/Bavaria/185-26/2008 H1IN1

S3: PA-Fragment A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1

S4: PA-Fragment A/Mallard/Bavaria/185-26/2008 H1N1

Das Schweineprobenmaterial (Probennummern: 114, d2d 140) wurde
ebenfalls nach dem festgelegten Untersuchungssthaéa LGL behandelt. Ein
positiver Influenza A Virusgenomnachweis konnte dar paninfluenza-RT-
gPCR fur alle drei Schweineproben ermittelt wer(leg. Tab. 24).

Tab. 24: Influenza A Virusgenomnachweis der Schweineprabeter paninfluenza-
RT-gPCR

Schweineprobenmaterial (Probennummer) | Ci-Wert

114 16,4

127 15,33

140 14,33
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Da beim Schwein hauptsachlich die drei Influenz&ubtypen H1IN1, H1IN2 und

H3N2 vorkommen (Choi et al., 2002; Olsen, 2002)rden die Proben zuerst auf
das Vorliegen des Neuraminidasesubtyps N1 untetsdathier bereits eine vom
FLI etablierte H5/H7/N1-RT-gPCR zur Verfigung staBei dem Feldisolat mit

der Probennummer 140 konnte als einziges der a@tev&neinfluenzaisolate in

der N1-spezifischen RT-gPCR ein positiver Nachwiés N1-Gensegmentes
detektiert werden (G=16,74).

Die Primerauswahl fur die weitere Bestimmung der -HANnd NA-
Subtypkomponenten erfolgte durch Alignment versiddner, in der NCBI-
Gendatenbank vorliegender, Hamagglutinin und Neumaase Gensequenzen
porciner Influenza A Viren, um auf diese Weise Hawiservierte Bereiche fir
die Primerbindungsstellen zu ermitteln. Die ausdd#iga Primer wurden von der
Firma Eurofins Operon (Martinsried) synthetisiddas fir die H1-spezifische
RT-PCR erwartete DNA-Amplifikationsfragment hattenee Lange von 955
Basenpaaren (bp). Mit der N2 spezifischen RT-PCRde/ein DNA-Fragment
mit einer Lange von 571 bp amplifiziert. Bei der b8gisierung des
Probenmaterials konnte anhand der konventionelleiRPRR ein H1N1
Influenza A Virus (Probennummer 140) und zwei H1M#uenza A Viren
(Probennummern 114 und 127) festgestellt werdeh Alap. 4).
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100 bp Ladder

S1

955 bp 571 bp

Abb. 4: Schweineinfluenzasubtypisierung der Proben 114,ut@ 140

Erwartete DNA-Fragmente der H1 (955 bp) und N2 (B@LRT-PCR der
Schweineinfluenza A Virusisolate mit den Probennwemnrl14, 127 und 140
gelelektrophoretisch aufgetrennt in einem 1,5 %rAgegel mit einer 100 bp Ladder als
GrolRenmarker (prominente Bande bei 600 bp).

S1-3: H1-DNA-Fragment; S1: Probe 114; S2: Probe $37 Probe 140

S4-5: N2-DNA-Fragment; S4: Probe 114 im Doppelansab: Probe 127 im
Doppelansatz

Die nach der gelelektrophoretischen Auftrennung alesm Agarosegel
ausgeschnittenen und aufgereinigten DNA-Fragmenieden extern von der

Firma Eurofins Operon (Martinsried) sequenziert.(@dpschnitt 1X).

In den weiteren Versuchen wurde nur das H1IN1 Sctwigluenza A Isolat
eingesetzt, um so einen direkten Vergleich zu deiiNHSchweineimpfstamm
(FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 H1IN1) und dem avidren H1Nafluenzasubtyp
(A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1) herzustellen.

Die fur diese Studie ausgewahlten Influenza A Sodatywurden in grol3erer
Menge in zehntdgigen embryonierten Hihnereiern garmund jeweils der
Hamagglutinationstiter (HA-Titer) bestimmt. Naclolger Reinigung der Virus-
haltigen Allantoisfliissigkeit Uber ein 40 %iges Kerkissen (Saccharose) und
Konzentration durch Ultrazentrifugation (40.000 WHm4°C, zwei Stunden;
Optima™ L-90 K) wurde der Virustiter in MDCK Zellen bestininfvgl. Tab.
25).
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Tab. 25: Eingesetzte Virussubtypen

hamagglutinierend{ MDCK
Influenza A Virussubtyp Einheit Zellkulturtiter
(HAE in 25 pul) (KID 50 10g10)

A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1

_ > 256 16°/ml
3. Eipassage
A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 5

. > 320 16 /ml
3. Eipassage
H1N1 Sw 140 .

_ > 160 16/ml
3. Eipassage
FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 HIN1

8000 16/ml

6. Zellpassage (MDCK Zellen)

2. Lichtmikroskopische Morphologie von porcinen peipheren
Fibrozyten

Die PBMC wurden gemald der in Abschnitt Il 2.1.2sdd@iebenen Methode
gewonnen und mit einer Zelldichte von’ Z&llen/ml eingesét (Anzuchtmedium:
DMEM + 20 % FBS). Nach zwei Tagen wurden die nidhtrenten Zellen
abpipettiert. Ab dem dritten bis finften Tag wamnste Fibrozyten mit ihrer
typischen Morphologie als adharente spindelfornidgdien zu erkennen (vgl.
Abb. 5 a). Diese spindelférmigen Zellen zeigtenieselférmiges Wachstum. Im
Laufe der ersten Woche fand eine weitere Differemaig spindelférmiger
Zellen und eine Ausweitung der Zellinseln, dieweilse zu grol3eren Arealen
zusammenwuchsen, statt. Innerhalb von zwei bis \Wechen entstand so aus
den einzelnen Inseln ein zusammenhangender ZellrGggd. Abb. 5 b). Im
Laufe der Kultur kam es bei zu starkem Zellwachstmeiner Stelle immer
wieder zur Ablosung ganzer Inselgruppen bevor dieseeinem Zellrasen
(Monolayer) zusammenwachsen konnten. Nach Sublerting der Fibrozyten
bildete sich innerhalb von vier Tagen ein neuerlrdeén aus den typischen

spindelférmigen Zellen aus.
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Primare Fibrozyten 4 Tage in Kultur

Primare Fibrozyten 5 Tage in Kultur

Abb. 5a: Wachstumsstadien von priméren porcinen Fibrozyten

Priméare porcine Fibrozyten kultiviert in DMEM + 20 FBS;

Mikroskop: Axiovert 40C Zeiss, Gottingen; VergroGeg (a), (b) 1x10

(a) vier Tage in Kultur: erste einzelne spindelférmiglen (—) sind sichtbar;

(b) funf Tage in Kultur: es kommt inselférmig zu eirernahme der spindelférmigen
Zellen (—)
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Primare Fibrozyten 6 Tage in Kultur

Primare Fibrozyten 10 Tage in Kultur

Abb. 5b: Wachstumsstadien von primaren porcinen Fibrozyten

Priméare porcine Fibrozyten kultiviert in DMEM + 20 FBS;

Mikroskop: Axiovert 40C Zeiss, Goéttingen; Vergrokeg(c), (d) 1x10

(c) sechs Tage in Kultur: deutliche Inselbildung spifiirmiger Zellen, sowie z. T.
Zusammenwachsen einzelner Inselgruppen;

(d) zehn Tage in Kultur: ein geschlossener Zellraseausgebildet

Kultivierungsversuche mit dem von Pilling et al.0(®) beschriebenen
serumfreien Medium fihrten zu keiner nennensweligfierenzierung von

Fibrozyten aus porcinen PBMC.
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Zur weiteren Charakterisierung der Zellen wurdemnzéois 21 Tage alte
Schweinefibrozyten mit Fluorochrom-gekoppelten RAdtpern gegen ihre
charakteristischen Oberflachenmarker gefarbt. Diarsi2llung ungefarbter,
primarer porciner Fibrozyten im Vorwartsstreuli¢forward-Scatter, FSC) und
im Seitwartsstreulicht (Side-Scatter, SSC) ergatiar dichte Zellwolke (88,42
% der Gesamtzellzahl) im Punktediagramm (dot pkot) mittlerer Grof3e und
Granularitdt (vgl. Abb. 6). Bei der weiteren Austwerg wurden durch
Eingrenzung (gating) nur Zellen, die in der dichtetellwolke lagen,

bericksichtigt.

256K

192K

128K 4

SSC-A

Bak 5 .

——————————
G4k 128K 182K 256K

FSC-A

Abb. 6: Primére porcine Fibrozyten (14 Tage in Kultur) m&orwarts- und
Seitwartsstreulicht (FSC und SSC) im Punktediagrguawh plot) mit einem Gate um
die Hauptpopulation (88,42 %).

x-Achse: FSC
y-Achse: SSC

Die zur Markierung der Oberflachenantigene eingsset Primarantikorper
waren nicht Fluorochrom-gekoppelt. Aus diesem Grumdrden die mit
Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelten SekundaranthtAhEXA Fluor 633 und
R-Phycoerythrin (PE) eingesetzt.
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Die Markierung der Fibrozyten mit dem Anti-MHC K&as| Antikorper ergab 67
% MHC-Klasse | positive Zellen aus der Gesamtpapria(vgl. Abb. 7). In

einer Doppelfarbung mit Antikérpern gegen die Oldetienmarker MHC Klasse
Il und SWC-3 konnte bei 62,75 % der porcinen Figtea eine Expression
beider Oberflachenmarker nachgewiesen werden. 26%44 der Zellen

exprimierten das Oberflachenantigen SWC-3, zeig@eloch keine Expression
des MHC Klasse Il Oberflachenantigens (vgl. Abh.Bie fir primare porcine
Fibrozyten charakteristische Expression des Olwdréidantigens MHC Klasse |
sowie die gleichzeitige Auspragung der Oberflachégane MHC Klasse Il und
SWC-3 konnten auf der Oberflache von Uber 60 % weersuchten Zellen

nachgewiesen werden.

150 32,98 67,02

a ]

100

#Cells

50

0 -

s 103 1III4 1{]5

Comp-PE-A:: MHC |

Abb. 7: Histogramm: Nachweis von Anti-MHC Klasse | Antigaaf primaren porcinen
Fibrozyten

x-Achse: Fluoreszenz der mit dem Anti-MHC Klassmdl PE-gekoppelten
Sekundarantikérper markierten Zellen

y-Achse: Zellzahl

a: 32,96 % der Zellen zeigten keine Expression dekCNKlasse | Antigens
b: 67,02 % der Zellen zeigten eine Expression deMithsse | Antigens
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26,14 62,75

Comp-PE-A:: SWC-3
=
[y

11,00 0,12

L]
g
0 1'D3 104 107

Comp-Alexa Fluor 633-A: MHC Il

Abb. 8: Punktediagramm: Primare porcine Fibrozyten markmettAnti-SWC-3 (y-
Achse) und Anti-MHC Klasse Il (x-Achse) Antikdrpern

Q1: SWC-3 einfach positive Zellen (26,14 %)

Q2: doppelt markierte Zellen (62,75 %)

Q3: MHC Klasse Il einfach positive Zellen (neg)

Q4: SWC-3 und MHC Klasse Il negative Zellen (11 %)

Durch die Doppelfarbung zehn bis 21 Tage alter @rem porciner Fibrozyten
mit den Antikdrpern Anti-CD 14 und Anti-MHC Klassi konnten in der
Durchflusszytometrie 63 % doppelt positive Zellemitelt werden. 31,13 % der
Fibrozyten exprimierten das Antigen CD 14 auf in@erflache, konnten aber
mit dem Anti-MHC Klasse |l Antikorper nicht markiewerden (vgl. Abb. 9).
Porcine  Fibrozyten exprimieren auf ihrer Oberflachsowohl das
Oberflachenantigen CD 14 als auch das Oberflachigesn MHC Klasse |l
(Balmelli et al., 2005). Anhand der Doppelfarbumg Durchflusszytometer
konnte bei 63 % der Zellen eine doppelte Expressi@nflr primére porcine

Fibrozyten charakteristischen Oberflachenantigamhgewiesen werden.
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Comp-Alexa Fluor 633-A:: MHC 1l

Abb. 9: Punktediagramm: Priméare porcine Fibrozyten matkmetr Anti-CD 14 (y-
Achse) und Anti-MHC Klasse Il (x-Achse) Antikdrpern

Q1: CD 14 einfach positive Zellen (31,13 %)

Q2: doppelt markierte Zellen (63 %)

Q3: MHC Klasse Il einfach positive Zellen (neg)

Q4: CD 14 und MHC Kilasse Il negative Zellen (5,42 %

Durch die intrazellulare Bindung kreuzreaktiver taumar Anti-Kollagen Typ |
Antikdrper in priméren porcinen Fibrozyten konnt fast 12 % der Zellen eine
Expression des Kollagen Typ | ermittelt werden (Vdib. 10).



IV. Ergebnisse 69

100

400 88,27 11,73

i Ix—OHg +
300 =N Ly

80

60
200

#Cells
% of Max

40
100

20

0 4 S
0

103 IU‘1 105 0

Comp-Alexa Fluor 633-A: Collagen |

TLERT MY

a Comp-Alexa Fluor 633-A; Collagen | IJ

5

Abb. 10: Histogramm: Intrazellulare Markierung primarer @aer Fibrozyten mit
humanen Anti-Kollagen Typ | Antikdrpern

(@) 11,73 % der primaren porcinen Fibrozyten (14 Tiageultur) zeigten eine
intrazellulare Expression des Kollagen Typ | (KoHignach der Fluoreszenzmarkierung
mit den Antikdrpern gegen humanes Kollagen 1.

(b) Darstellung der Expression von Kollagen | durdmg@re porcine Fibrozyten (griine
Linie) nach Uberlagerung des Hintergrundsignalse(tdnie).

Untersuchungen im Durchflusszytometer ergaben, dalssr 60 % der
analysierten Zellen das Oberflachenantigen MHC $dak exprimieren. Eine
gleichzeitige Expression der Antigene MHC Klasseautd SWC-3 sowie der
Antigene MHC Klasse Il und CD 14 auf der Oberfla&oante auch bei tber 60
% der primaren porcinen Fibrozyten nachgewiesen de&er Nach der
Fluoreszenzmarkierung der Fibrozyten mit den humafeti-Kollagen Typ |

spezifischen Antikorpern konnte nur bei knapp 12 d®ér Zellen eine

intrazellulare Expression von Kollagen Typ | ersilitiverden.

Die aus den porcinen PBMC kultivierten Zellen kamt somit
lichtmikroskopisch anhand ihrer Morphologie und duden Nachweis der fir
porcine Fibrozyten typischen Oberflachenantigenelen Durchflusszytometrie

als porcine primare Fibrozyten charakterisiert weerd
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3. Virusnachweis
3.1 Vermehrungsfahigkeit der Influenza A Virussubtyp Isolate

3.1.1 Vermehrung in Madin Darby Canine Kidney Zellen (MDCK)

Um die Vermehrungsfahigkeit der verschiedenen V(kgh. Tab. 26) in MDCK
Zellen zu bestimmen, wurden die Virussubtypen i 1® Verdinnungsstufen
simultan in MDCK Zellen verimpft. Es konnten Viritet fiur die aviaren
Influenza A Virusisolate von £§ KIDsyml berechnet werden. Eir das
Schweineimpfvirus FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 H1IN1 ergaixh ein Virustiter
von 1G KIDsy/ml, wahrend die Infektionsfahigkeit des Schweifleignza A
Feldisolats HIN1 140 mit einem Titer von>*f0KIDs/ml deutlich geringer
ausfiel. Die Infektion der Zellen mit den Influen&aVvirussubtypen und die Titer
wurden in der Immunhistologie mit Hilfe der Influem A Virus-spezifischen,

polyklonalen Antikérper (Kaninchenserum anti-H1Nidestatigt.

In Tabelle 26 werden die Infektionstiter der veredenen Influenza A

Virusisolate zusammengefasst.

Tab. 26: Infektionstiter der Influenza A Virusisolate in MIK Zellen

Die Titerbestimmung erfolgte nach Ermittlung derdpanktverdiinnung mit Hilfe des
zytopathogenen Effekts und immunhistologischer &édgb Berechnet wurden die
Virustiter mit der Spearman-Kaerber-Methode (Malyale, 1974a) (vgl. Abschnitt 111

2.2.3).

MDCK Zellkulturtiter

Virussubt

A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1 30/l

A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 PO/ml

A H1IN1 Sw 140 10°ml

FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 HIN1 10ml
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Bei dem Influenza A Virus (A/Mallard/Bavaria/1852808 H1N1) wurde
zusatzlich der Infektionsverlauf Uber zwei Zellgggsn in MDCK Zellen
untersucht. Ein zytopathogener Effekt (cpE) wurdeehn simultaner log 10
Virustitration bis zu einer Verdinnungsstufe von™10chtmikroskopisch
beobachtet. Durch immunhistologische F&arbung mitfluémza A Virus-
spezifischen, polyklonalen Antikdrpern (Kaninchemse anti-H1N1avi) konnte
ein Virustiter von 10° KIDs¢/ml berechnet werden. Bei erneuter Verimpfung (2.
Passage) der unverdiinnten Virusernte aus dérTitations-Verdiinnungsstufe
in MDCK Zellen konnte nach 24 Stunden bei simultanekulation bei ca. 5 %
der Zellen cpE lichtmikroskopisch beobachtet werdaie Virusprasenz konnte
mit Hilfe der paninfluenza RT-gPCR (vgl. Tab. 2'8shitigt werden.

Tab. 27: Replikation und Genomnachweis von Influenza A/lsialBavaria/185-
8/2008 H1N1 in MDCK Zellen

Die Replikation und die Genomprasenz des Influenza Virusisolats
A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1 in MDCK Zellen wde Uber zwei Zellpassagen
anhand des zytopathogenen Effekts (cpE) und denfaenza RT-gPCR (EWNerte)
beurteilt.

Passage in _ _
zytopathogener | Virusgenomnachweis
Influenza Subtyp MDCK
Effekt (cpE) (Ct -Wert)
Zellen
_ bis
A/Mallard/Bavaria/185-
1. MDCK | Verdunnungsstufe 14,73
8/2008 H1N1 4
10
A/Mallard/Bavaria/185-
2. MDCK ca. 5% cpE 19,91
8/2008 H1N1
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3.1.2 Vermehrung in Fibrozyten

Um die Infektionsfahigkeit primérer porciner Fibyoezn mit den Influenza A
Virusisolaten A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1, Mdllard/Bavaria/1/2005
H5N2 sowie dem Schweineimpfvirus FLUAV/Sw/Belzig2@01 H1IN1 und dem
Schweinefeldisolat HIN1 140 zu testen, wurden éienzTage bis drei Wochen
kultivierten Fibrozyten mit einer MOI 1 und MOI Oger Viren infiziert. Um nur
das in die Zellen aufgenommene Virus und die newnthgfisierten
Nachkommenviren zu beurteilen, wurde das Einsasvitach zweistindiger
Adsorption durch dreimaliges Waschen mit PBS entferNach einer
Inkubationszeit von 48 Stunden konnte lichtmikrqgkoh bei allen eingesetzten
Viren ein deutlicher, zytopathogener Effekt (cpE) beiden MOIs beobachtet
werden (vgl. Tab. 28 und 29).

Bei dem Influenza A Virusisolat A/Mallard/Bavari@005 H5N2 wurde bei der
Animfdosis MOI 1 mit 20-30 % der deutlichste cpEHorm von Zellabkugelung
(ca. 30 % der Zellen) und Zytolyse (ca. 20 % ddieng festgestellt, wahrend bei
den HIN1 Schweineinfluenza Isolaten Sw 140 und FW(BAv/Belzig/2/2001
jeweils nur ca. 10 % cpE als Zellabkugelung auszin@a waren. Die Infektion
der Fibrozyten mit dem Influenza A Virusisolat A/Néaid/Bavaria/185-8/2008
H1N21 verursachte ca. 10 % Zytolyse und ca. 20 %u@elung der Zellen und
damit ebenfalls einen starkeren zytopathogenerkefigl. Tab. 28).

Im Unterschied dazu ergab sich bei einer ca. zehnf@ringeren Animpfmenge
der Viren (MOI 0,1) bei allen Influenza Subtypenf3ar dem Feldisolat HIN1
140, eine Reduktion des aufgetretenen cpE um edaHdifte. Bei dem Influenza
A Virusisolat HIN1 Sw 140 konnten lichtmikroskopgiskeine zytopathogenen
Veranderungen mehr im Vergleich mit der Zellkoriedestgestellt werden (vgl.
Tab. 29).
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Tab. 28: Zellzerstorung (cpE) durch Influenza A Virusisel@ primaren porcinen
Fibrozyten, MOI 1

Die unterschiedliche Empfanglichkeit primarer poesi Fibrozyten (10-21 Tage in
Kultur) infiziert mit verschiedenen Influenza A \dssubtypen mit MOI 1 (Tab. 28) und
MOI 0,1 (Tab. 29) wurde anhand des lichtmikroskopibeobachteten zytopathogenen
Effekts (in % von 100 % intaktem Zellrasen (Mon@gy beurteilt.

_ zytopathogener Effekt (cpE), 48 h p. i.
Influenza A Virussubtyp
(MOI 1)
A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1IN1 ca. 10-20 %
A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 ca. 20-30 %
FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 HIN1 ca. 10 %
A HIN1 Sw 140 ca. 10 %

(p. i.= post inoculationem)

Tab. 29: Zellzerstorung durch Influenza A Virusisolate mnpéren porcinen
Fibrozyten, MOI 0,1

_ zytopathogener Effekt (cpE), 48 h p. i.
Influenza A Virussubtyp
(MOI 0,1)
A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1 ca. 10 %
A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 ca. 10 %
FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 HIN1 ca.5%
A HIN1 Sw 140 lichtmikroskopisch nicht erkennbar

Die Infektion der priméren porcinen Fibrozyten ohin Influenza A Viren wurde
mittels immunhistologischer Farbung mit Influenza Yirus-spezifischen
Antikdrpern bestatigt (Kaninchenserum anti-H1IN1gvgl. Abb. 11 a + Abb. 11
b).

Intrazellulares Virusantigen konnte mit der immutbiogischen Farbung nach
Infektion mit den aviaren Influenza A Virussubtyp@&iMallard/Bavaria/185-
8/2008 H1N1, A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 und deé®chweinefeldisolat
H1N1 140 nachgewiesen werden. Nach der Infektioh deim Influenza A
Virusisolat A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 konntemele Zellen identifiziert
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werden, die intrazellulares Virusantigen enthalfea. 10 % geféarbte Zellen),
wohingegen nach Inokulation mit dem Schweineinfagen Impfvirus
FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 HIN1 nur der Hintergrundféwmmg ahnliche,
unspezifisch gefarbte Zellen, d.h. keine intradailen Virusantigene,

lichtmikroskopisch nachgewiesen werden konnten.

In Tabelle 30 wird die mittels Immunhistologie fgsstellte Anzahl an priméaren
porcinen Fibrozyten, die intrazellulares Virusaatigenthalten, im Uberblick

dargestellt.

Tab. 30: Immunhistologische Farbung primarer porciner Fifgten (ca. 10Zellen)

Influenza A Subtyp Anzahl gefarbter Zellen/ Vertiefunb

ca. 5 % der Zellen (MOI 1)
ca. 50 Zellen (MOI 0,1)

A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1

ca. 10 % der Zellen (MOI 1)
ca. 5 % der Zellen (MOI 0,1)

A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2

unspezifische Farbung

FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 HIN1
(MOI 1 und MOI 0,1)

ca. 50 Zellen (MOI 1)
ca. 5-10 Zellen (MOI 0,1)

A HIN1 Sw 140
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HIN1 aw 15548

H5172 awn

Abb. 11a: Immunhistologische Farbung von priméaren porciniimdzyten

Nachweis von Influenza A Virusantigen in der immistblogischen Farbung primarer
porciner Fibrozyten mit Influenza A Virus-spezifien polyklonalen Antikdrpern
(Kaninchenserum anti-H1N1avi)

(a) Infektion mit dem Influenza Isolat A/Mallard/Bavat185-8/2008 H1IN1 (MOI 1)
(b) Infektion mit dem Influenza Isolat A/Mallard/Bavafi/2005 H5N2 (MOI 1)
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HI1N1 Sw 40

Zelllkontrolle

Abb. 11b: Immunhistologische Farbung von priméren porcinimdzyten

Nachweis von Influenza A Virusantigen in der immistblogischen Farbung priméarer
porciner Fibrozyten mit Influenza A Virus-spezifien polyklonalen Antikorpern
(Kaninchenserum anti-H1NZ1avi)

(c) Infektion mit dem Influenza Isolat HIN1 Sw 140 (MO

(d) Fibrozyten Zellkontrolle
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Der Unterschied bei einer geringeren Animpfmenge\deusisolate (MOI 0,1)
zeigte sich auch in einer geringeren Menge an ifil@atbarem, intrazellularen
Virusantigen (vgl. Abb. 12 und Tab. 30).
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Abb. 12: Immunhistologische Farbung von primaren porcinémdzyten

Nachweis von Influenza A Virusantigen in der immistblogischen Farbung primarer
porciner Fibrozyten mit Influenza A Virus-spezifi@n polyklonalen Antikdrpern
(Kaninchenserum anti-H1N1avi) nach Infektion mitrdfluenza Virus
A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 (MOI 0,1); (= gefarbte Zelle)

Bei der Infektion von primaren porcinen Fibrozytart dem Schweineinfluenza
A Virus Isolat FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 H1N1 konntehtmikroskopisch zwar
cpE, jedoch immunhistologisch kein intrazellulakdsusantigen nachgewiesen
werden. Aufgrund der unklaren Befunde wurde dasudfeolat auf primaren
porcinen Fibrozyten (acht Tage in Kultur) mit eir©l 1 adsorbiert und nach
2, 6, 24 und 48 Stunden Zellkulturiberstand abgenem In der anschlielRenden
Titration der gewonnenen Zellkulturiberstande in GKD Zellen konnte keine
produktive Vermehrung des Virus nachgewiesen werbtlach Verimpfung der
Uber 48 Stunden abgenommenen Zellkulturiberstamdmté in keinem Fall
lichtmikroskopisch ein cpE in MDCK Zellen beobacdhigerden.
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3.1.3 Zellspektrum des Influenza A Virusisolats A/Millard/Bavaria/185-
8/2008 H1N1

Zur weiteren Charakterisierung des aviaren InflaenA Virusisolats
A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1 (HA-Titer: >1:2%6 25 pl) wurden es auf
seine Vermehrungsfahigkeit in der humanen Zellli@aCo-2 mittels log 10
Virustitration getestet. Bei der immunbhistologischgestatigung mit Influenza A
Virus-spezifischen polyklonalen Antikdrpern (Kanmemserum anti-HS5N2avi)
konnte ein Titer von ¥ KIDsy/ml berechnet werden. Nach der 1. Passage
dieses Influenza Subtyps in CaCo-2 Zellen wurdeHiiie der paninfluenza RT-
gPCR im Zellkulturiberstand und Zelllysat Virusgenanhand eines &Vertes
von 17,03 nachgewiesen. In der RT-gPCR konnte eawr zweiten Passage in
den CaCo-2 Zellen ein Virusgenomnachweis mit de@WV€rt von 24,71
erbracht werden. Eine produktive Vermehrung des H1Mfluenza A
Virusisolats A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 in CaCoz®llen konnte somit

nachgewiesen werden.

Um das Replikationsverhalten des avidaren HLN1 V8nlats A/Mallard/Bavaria/
185-8/2008 auch in wirtsspezifischen Zellen zu eestwurde eine log 10
Titration dieses Influenza A Virus (HA-Titer: >1:@5in 25 pl) in
Huhnerembryofibroblasten (HEF) durchgefiihrt. Dakminte ein Endpunkttiter
von 10 KIDsyml mit Hilfe immunbhistologischer Farbung durch Ilrdnza A
Virus-spezifische, polyklonale Antikérper (Kaninetserum anti-H5N2avi)
ermittelt werden. Lichtmikroskopisch konnte ein tliebher cpE bis zu einer
Verdiinnungsstufe von Fbeobachtet werden. Vergleicht man die Virustites d
Influenza Virusisolats A/Mallard/Bavaria/185-8/2088.N1 in wirtsspezifischen
(HEF) mit denen in heterologen Zellen (MDCK und ©&aZ}, so wird deutlich,
dass sich dieses Isolat besser in den heterologkenZ/ermehrt hat. In Tabelle
31 werden die Virustiter des Influenza A VirusigelaA/Mallard/Bavaria/185-
8/2008 H1NL1 in den verschiedenen Zellen gegentibtsiife
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Tab. 31: Virustiter des aviaren Influenza A Virus A/Mall@aBhvaria/185-8/2008 H1N1

in den verschiedenen Zellen

Zellen Virustiter (KIDsy/ml)
MDCK 10°/ml

CaCo-2 16°ml

HEF 10/ml

3.2 Vermehrungsfahigkeit im Huhnerei

Die Infektion embryonierter Huhnereier mit InfluenA Viren erfolgte zur
weiteren Bestimmung der Virulenz und zur Vermehruder Viren. Die
Uberpriifung der infizierten Hihnereier erfolgte acurtagliche Kontrolle der

Vitalitdt der Embryonen mit Hilfe einer Schierlampe

Die Infektion von zehntagigen embryonierten Hihmgremit dem Influenza A
Virusisolat A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1 fuértbei der Halfte der
infizierten Eier nach vier Tagen zum Absterben #grhnerembryonen. Die
produktive Vermehrung wurde durch einen Hamagghtomstiter (HA-Titer)

von >1:32 bestétigt. Nach grober Reinigung Uber€ifbiges Zuckerkissen und
Konzentrierung von 680 ml Allantoisflissigkeit reig Ultrazentrifugation

konnte ein HA-Titer von >1:256 festgestellt werden.

Das Influenza A Virusisolat A/Mallard/Bavaria/1/ZDMH5N2 fuhrte bei zwei
Drittel der infizierten Eier nach vier Tagen zumsMrben der Embryonen. Ein
HA-Titer von 1:64 bestéatigte eine produktive Vermatyg. Nach Konzentrierung
von 510 ml Allantoisflissigkeit mittels Ultrazeritrgation und grober Reinigung
Uber ein 40 %iges Zuckerkissen konnte bei diesemsigolat ein HA-Titer von

>320 ermittelt werden.

Das Schweineinfluenzafeldisolat HIN1 Sw 140 fuhoes der Infektion von
embryonierten Hihnereiern zu keinem Absterben aelrifonen. Nach Abtoten

der Embryonen funf Tage post infectionem konnte EiA-Titer von 1:8
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festgestellt werden. Nach Ultrazentrifugation vo202ml Allantoisflissigkeit
kombiniert mit grober Reinigung uber ein 40 %igascikerkissen konnte ein
HA-Titer von >1:128 detektiert werden. Eine produ&tVermehrung konnte
auch durch Nachweis der Influenza A Virusgenompraseit der paninfluenza
RT-gPCR bestatigt werden(&ert: 15,15).

Die Pathogenitat der avidaren Influenza A Virusiselagegeniber dem
Schweinefeldisolat HIN1 140 zeigt sich drin, dags avidren Isolate zum
Absterben der Embryonen fihren. Unterstrichen wdids auch durch die
hoheren HA-Titer.

3.3 Genomnachweis in Zellkulturiberstdnden und Zelysaten

In Abschnitt IV 3.1.2 wurde die Infektion von pring& porcinen Fibrozyten mit
den charakterisierten Influenza A Virussubtypenchdasben. Zur Ermittlung
einer genaueren Definition produktiver bzw. ab@tiVermehrung der Influenza
A Virussubtypen A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1NELUAV/Sw/Belzig/
2/2001 HIN1 und A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 inrgoen PBMC und
Fibrozyten wurde die Prdsenz von Virusgenom quatntitmit der RT-gPCR

nachgewiesen.

Der Virusgenomnachweis in Zellkulturiberstanden detllysaten der mit den
Influenza Virussubtypen infizierten Fibrozyten uRBMC wurde Uber einen
Zeitverlauf von 72 Stunden in der RT-gPCR erbrabBle. Zellkulturiiberstande
und Zelllysate wurden, wie in Abschnitt Il 2.2.2dzhrieben, separat gewonnen

und untersucht.

In den Uber einen Zeitraum von 72 Stunden geworm&mdikulturiberstanden
von PBMC und Fibrozyten ergab sich, Virussubtyp hiréagig, ein
Genomnachweis in der RT-gPCR von durchschnittli¢gh28,30. Im Zelllysat
wurde ein Virussubtyp-unabhangiger Genomnachweislen RT-gPCR von
durchschnittlich &27,3 bei PBMC und £26,5 bei Fibrozyten erbracht. Es
konnte weder ein bedeutender Anstieg der Virusgd&opmen in den

Zellkulturiiberstanden noch in den Zelllysaten Ulkeren Zeitraum von 72
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Stunden festgestellt werden (vgl. Abb. 13 und Ab#). Die Replikation und
damit eine Freisetzung und signifikante ZunahmeeneMiruspartikel, als
Kriterium einer produktiven Vermehrung dieser Vsubtypen in porcinen
PBMC und Fibrozyten, war nicht evident.
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O T T T 1

6h 24h 48h 72h

Zeitpunk( der Gewinnung von Zellkulturiiberstinden

Abb. 13:Virusgenomnachweis fur die verschiedenen Virusqdayn= 3) in
Zellkulturiberstanden von porcinen PBMC und primgvercinen Fibrozyten (Fb) nach
Initialinokulation MOI 1 tber ein Zeitintervall von2 Stunden
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Zeitpunkt der Gewinnung von Zelllysaten

Abb. 14: Virusgenomnachweis fur die verschiedenen Virusgédst (n= 3) in
Zelllysaten von porcinen PBMC und primaren porciférozyten (Fb) nach
Initialinokulation MOI 1 Uber ein Zeitintervall von2 Stunden

Abbildung 14 zeigt zwar bei den tber 72 Stundenayggnen Zelllysaten nach
48 Stunden Inkubationszeit sowohl bei den porciR&MC als auch bei den
Fibrozyten bei allen Influenza A Virussubtypen egeringgradige Zunahme der
Virusgenome, welche sich in einem niedrigererr\W@rt aul3ert, diese
unterscheiden sich jedoch nicht signifikant von darsgangswerten (6h) und

den nach 72h wieder zurtickgegangenen Werten (\oji. 24).

Wurden die Zellen mit einer zehnfach geringerenmpfdosis (MOI 0,1) mit
denselben Virussubtypen infiziert, konnten leicht ermainderte
Virusgenomgehalte in der paninfluenza RT-gPCR eethitverden. Folgende
durchschnittliche EWerte wurden ermittelt: 31,8 (PBMC) und 28,9 (leibyten)
fur die Zellkulturiberstdnde (vgl. Abb. 15) sowi8,2 (PBMC) und 28,6

(Fibrozyten) fur die Zelllysate. Auch bei einer iggeren Animpfdosis konnte
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keine Zunahme der Genomkopien als Indikator fle groduktive Vermehrung

bis zum Zeitpunkt von 72 Stunden post infectionemhgewiesen werden.
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Zeitpunkt der Gewinnung von Zellkulturiiberstinden

Abb. 15: Virusgenomnachweis fur die verschiedenen Virusgédst (n= 3) in
Zellkulturtberstadnden von porcinen PBMC und primgvercinen Fibrozyten (Fb) nach
Initialinokulation MOI 0,1 Uber ein Zeitintervalion 72 Stunden

Zur Bestatigung der in der paninfluenza RT-gPCRa@ewen Ergebnisse wurden
embryonierte Hihnereier mit den 72 Stunden postuladionem abgenommenen
Zelllysaten infiziert. Nur mit den Influenza A VmeA/Mallard/Bavaria/185-
8/2008 H1N1 (HA-Titer: >1:16) und A/Mallard/Bavatl#2005 H5N2 (HA-
Titer:1:32) konnte mittels H&magglutinationstesneeiVirusprasenz in der
Allantoisflissigkeit nach vier Tagen nachgewiesererden. Keines der

Virusisolate fuhrte zum Absterben der Hilhnerembeyon
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4. Interferon-a Nachweis und antivirale Wirksamkeit

4.1 Interferon-a Sekretion

Die Sekretion des antiviralen Zytokins Interferdpha (IFN-) durch porcine
PBMC und Fibrozyten wurde parallel nach Stimulatioit den in Tabelle 32
aufgefuhrten Virussubtypen in vitro untersucht. @@muli zur Induktion der
IFN-a Sekretion wurden mit 100 hamagglutinierenden Eiehe (HAE)
eingesetzt und im Falle von ORFV mit einem Virgstion 16 KID s¢/ml (MOl
~1) die Anzahl der IFNt sezernierenden Zellen im ELISPOT bestimmit.

Die durchschnittlichen IFN: spezifischen Spotzahlen ergaben sich aus den
Mittelwerten aller, mit denselben Stimuli erzeugt&pots abzuglich der

Mittelwerte der korrespondierenden Negativkontille

Tab. 32:Im IFN-a ELISPOT eingesetzte Stimuli

Virusisolat/Stimulus Abkirzung Gebrauchs-
konzentration
Parapoxvirus (D1701); KoV ORFRV MOI ~ 1
New Castle Disease Virus, La Sota; KoV NDV 100 HAE.
A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1 H1N1 185/8 avi OL8AE
A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 H5N2 avi 100 HAE
FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 HIN1 HIN1 Sw Impf 100 HAE
H1N1 Sw Feldisolat 140 HIN1 Sw 140 100 HAE

(KoV= Kontrollvirus)

Es wurden PBMC und die daraus kultivierten Fibremytaus zwolf EDTA-
Blutproben von Schlachtschweinen im ELISPOT auf -lENspezifische
Spotbildung untersucht. Zum Zeitpunkt der Untersungh befanden sich die
Fibrozyten 9 bis 14 Tage in Kultur. Die Stimulatsaeit der Zellen mit den
eingesetzten Virussubtypen betrug 21 bis 22 SturdenAuswertung der IFN-

Sekretion erfolgte Uber die Ermittlung der mittier&potzahl mit Hilfe des
ELISPOT-Readers Viruspot 04 der Firma AID (Strasgpe
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Um Antikorper vermittelte Virusneutralisation ausehblieBen wurden die Seren
aller Blutspender im ELISA auf Prasenz von Antikémp gegen Influenza A
Virus (getestet. Die Untersuchung der Blutspenderf apezifische

Schweineinfluenza Antikoérper im ELISA lieferte néiga Ergebnisse.

4.1.1 Interferon-a. Sekretion von porcinen PBMC

Bei Stimulation der porcinen PBMC konnte unabhé&ngmn eingesetzten
Virusstimulus, eine durchschnittliche IFiNspezifische Spotzahl von 64 Spots
gezahlt werden (vgl. Abb. 19). Funf der sechs esageen Stimuli (vgl. Tab. 32)
induzierten eine deutliche Sekretion von I[kENdurch die PBMC. Das
Schweineinfluenza Feldisolat HIN1 140 hingegentgibei der Stimulation der
porcinen PBMC zu einer sehr geringen Spotzahl (GtZal=17).

Die Stimulation mit dem aviaren Influenza A Virubsyp H5N2 flhrte bei den
PBMC - im Vergleich mit den anderen Stimuli - fastr doppelten Menge an
sezerniertem IFNx (@ Spotzahl=97).

Bei den als Positivkontrollen eingesetzten Stim@RFVY und NDV konnten
durchschnittlich 54 (ORFV) bzw. 53 (NDV) IFN-spezifische Spots gezahlt
werden (vgl. Abb. 16)Mit Spotzahlen von durchschnittlich 67 (HIN1 Sw Rnp
und 58 (H1N1 avi 185/8) erzielte die Stimulationt ndiesen Influenza A

Virussubtypen ahnliche Werte, wie die Positivkolérm.
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Abb. 16: Durchschnittliche Anzahl an IFN-spezifischen Spots (y-Achse) nach der
Stimulation von porcinen PBMC mit den angegebenearv(x-Achse)
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Abb. 17a: IFN-a spezifische Spots nach der Stimulation von primgiecinen
Fibrozyten (10-21 Tage in Kultur) mit den angegedmeXirussubtypen

IFN-a spezifischeSpots ausgewertet mit dem ELISPOT-Reade
Negativkontrolle: DMEM

Positivkontrolle: ORFV= Parapoxvirus D1701
Postivkontrolle: NDV= New Castle Disease Virus,3a@ta
H1N1 Sw Impf= FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 H1IN1
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Abb. 17b: IFN-a spezifische Spots nach der Stimulation von prim§@ cinen
Fibrozyten (10-21 Tage in Kultur) mit den angegedreXirussubtypen

IFN-a spezifische Spots ausgewertet mit dem ELISPOT-&ead
H1N1 avi 185/8= A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1IN1

H5N2 avi= A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2

H1N1 Sw 140= Schweineinfluenza Feldisolat HIN1 140

4.1.2 Interferon-a Sekretion von porcinen Fibrozyten

Die primaren porcinen Fibrozyten reagierten nach Smulation durch die
eingesetzten Virussubtypen (vgl. Tab. 32) mit dédusg von durchschnittlich
142 IFN-a spezifischen Spots, unabhéngig vom eingesetztemnlss (vgl. Abb.
19). Bei der getrennten Betrachtung der einzelnfindnza A Virusstimuli (vgl.

Abb. 17 a, 17 b und 18) wird deutlich, dass deéamvinfluenzasubtyp H5N2 mit
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einer Spotanzahl >200 (& Spotzahl=206) mit Abstaiel meisten IFNx
spezifischen Spots hervorruft. Am schwachsten wedle porcinen Fibrozyten
durch das Schweineinfluenza Feldisolat HIN1 140 f@otzahl= 58) zur
Sekretion von IFNx stimuliert. Bei der Stimulation mit dem HI1N1
Schweineimpfvirus konnten durchschnittlich nur 1®p0ots gezahlt werden. Das
Vogelisolat HIN1 185/8 induzierte die Fibrozyteneiner IFNe. Sekretion, die
mit der Bildung von durchschnittlich 148 Spots inI&POT im mittleren

Bereich lag.

Die als Kontrollviren mitgefuhrten Viren ORFV undDV flhrten zu einer
durchschnittlichen Bildung von 122 (ORFV) bzw. 15DV) IFN-a

spezifischen Spots.
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Abb. 18: Durchschnittliche Anzahl an IFN-spezifischen Spots (y-Achse) nach der
Stimulation von primaren porcinen Fibrozyten (1092ige in Kultur) mit den
angegebenen Viren (x-Achse)



IV. Ergebnisse 90

4.1.3 Vergleich der Interferon-o. Sekretion von porcinen PBMC und
Fibrozyten

Vergleicht man die IFNt Sekretion der vom gleichen Spenderindividuum
stammenden porcinen PBMC und priméaren Fibrozytéramaa der im ELISPOT
ermittelten Spotanzahl und unabhangig von den setgeen Stimuli, reagieren
Fibrozyten mit der Bildung einer deutlich héherepotanzahl (PBMC: @
Spotanzahl=63; Fb: @ Spotanzahl=142) (vgl. Abb. 19)

Mit dem Wilcoxon-Test konnte ein statistisch sigtahter Unterschied zwischen
der Gesamtspotzahl von Fibrozyten und PBMC (p 0@ Wilcoxon-Test)
berechnet werden (vgl. Abb. 19).
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Abb. 19: Anzahl IFN« spezifischer Spots (y-Achse) von porcinen PBMC prricharen
porcinen Fibrozyten (Fb, 10-21 Tage in Kultur) um@igig vom eingesetzten
Virusstimulus



IV. Ergebnisse 91

Abbildung 20 zeigt die Unterschiede der IlleN-Produktion der zwei
Zellpopulationen nach der Stimulation mit den versdenen Viren. Danach ist
die Bildung von IFNe spezifischen Spots bei allen Stimuli durch diengiien

Fibrozyten hoher als bei den parallel untersuckRighIC.

Ein signifikanter Unterschied konnte bei den awdtefluenza A Subtypen
H5N2 (p=0,047)und H1N1 185/8 (p=0,028) (Wilcoxon-Test ohne Bordai-

Adjustierung) berechnet werden.

Der deutliche Unterschied der IFdN#nduktion stimuliert durch das Newcastle
Disease Virus durch Fibrozyten (@ 159 Spots) untMEB@ 53 Spots), ergab
jedoch aufgrund des geringeren Stichprobenumfamg®)( keine statistisch

nachweisbaren Unterschiede.

Das Schweinefeldisolat HIN1 Sw 140 stimulierte solvebe PBMC als auch die
Fibrozyten nur geringgradig zur Sekretion von I&Nwvas sich in einer niedrigen
Spotanzahl von @ 17 Spots (PBMC) und @ 58 Spotsd&atstellt.

Bei den Schweineinfluenzaisolaten FLUAV/Sw/Belzi@@1 H1N1 und dem
Feldisolat H1IN1 140 sowie bei den als Positivkdigro eingesetzten
Repréasentanten anderer Virusfamilien ORFV und ND@¥rie kein signifikanter
Unterschied in der IFN- Sekretion zwischen primaren Fibrozyten und PBMC

festgestellt werden.
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Abb. 20: Anzahl IFN+« spezifische Spots von porcinen PBMC und darausvierten
primaren porcinen Fibrozyten (Fb, 10-21 Tage intéjlinduziert durch die
unterschiedlichen Stimuli.

Mittelwerte (Kreise) und 95 %-Konfidenzintervalke Iptervall in dem 95% der
ermittelten Werte liegen) der Anzahl der IfeNspezifischen Spots von porcinen PBMC
und primaren porcinen Fibrozyten induziert dural @igegebenen Virussubtypen..

4.2 Ermittlung antiviraler Wirksamkeit gegen Vesikulares Stomatitis
Virus (VSV)

Die Sekretion antiviraler Substanzen von PBMC untiim@ren porcinen
Fibrozyten des gleichen Individuums wurde verglerah untersucht. Dazu
wurde in einem VSV-antiviralen-Test die Hemmung delurch das Vesikulare
Stomatitis Virus (VSV) hervorgerufenen — ZerstéryongE) von MDBK Zellen
durch in Zellkulturiiberstdanden der PBMC und Fibtenyenthaltenen antiviral

wirksamen Substanzen, untersucht. Die Zellkultursid@de wurden, wie in
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Abschnitt Il 2.4.2 beschrieben, nach Infektion nden in Tabelle 33

aufgelisteten Virussubtypen gewonnen.

Tab. 33: Eingesetzte Induktoren zur Sekretion antiviralebsSanzen durch Fibrozyten
und PBMC

Virusisolat/ Stimulus Abkirzung Gebrauchs-
konzentration
Parapoxvirus (D1701); KoV ORFV MOI ~ 1
New Castle Disease Virus, La Sota; Ko\ NDV 100 HAE.
A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1 H1N1 185/8 avi OlaAE
A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 H5N2 avi 100 HAE
FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 HIN1 HIN1 Sw Impf 100 HAE
H1N1 Sw Feldisolat 140 HIN1 Sw 140 100 HAE

(KoV= Kontrollvirus)

Die Berechnung der antiviralen Aktivitat erfolgteh@and eines mitgefihrten
IFN-a Standards (vgl. Abschnitt 1l 2.4.2).

Im Vergleich wird durch die Uberstande von primaFébrozyten - unabhangig
von den eingesetzten Stimuli - eine quantitativeblich starkere antivirale
Wirksamkeit erzielt (bezogen auf die IFINKonzentration in pg/ml) als durch
PBMC-Uberstande (vgl. Abb. 21). Durchschnittliclzesierten Fibrozyten 12,9
pg/ml an VSV-antiviral wirksamen Substanzen, wogede Sekretion bei den
PBMC im Durchschnitt nur 3,5 pg/ml betrug.

Statistisch konnte ein signifikanter Unterschieg(Qy©04; p < 0,01 Wilcoxon-
Test) zwischen der von Fibrozyten und PBMC (Stimulunabhangig)

sezernierten Menge an VSV-antiviralen Substanzescheet werden.
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Abb. 21: Vergleich der Sekretion von antiviralen Substanderch porcine PBMC und
primare porcine Fibrozyten Stimulus unabgangig, HAE

Der Gehalt der von porcinen PBMC und primaren paciFibrozyten (Stimulus
unabhangig) sezernierten antiviralen Substanzedenvain Hand des mitgeftihrten IFN-
a Standards (y-Achse) in pg/ml berechnet.

Die einzelnen Virussubtypen stimulieren die Zellemerschiedlich stark zur
Sekretion von antiviralen Substanzebie Menge an antiviral wirksamen
Substanzen, die nach der Stimulation der Fibrozgezerniert wurde, war im
Vergleich zu den parallel untersuchten isogenen EBb&i allen eingesetzten
Virusisolaten und den Kontrollviren gréf3er (vgl. Al22).

Die Produktion von VSV-antiviral wirksamen Substanzdurch Fibrozyten,
induziert durch die Stimulation mit dem aviarenllehza A Virussubtyp H5N2
war deutlich héher als im Falle von PBMC. Ein sfigainter Unterschied konnte

aufgrund der geringen Stichprobenzahl (n=6) nienebhnet werden.
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Der aviare Influenza A Virus Subtypstimulus H5N2duzierte bei den
Fibrozyten ebenso wie bei den PBMC die starkstesgéhigttung an antiviral
wirksamen Substanzen (Fb: 25,8 pg/ml; PBMC: 7,9nbg/

In den PBMC-Uberstanden konnten durch die Stimutatimit dem
Schweinefeldisolat HIN1 140 keine messbaren Wertanéiviraler Wirksamkeit
detektiert werden, wahrend eine starke Ausschuti8Y-antiviral wirksamer
Substanzen in den Fibrozyten-Uberstanden messha(Rba 21,9 pg/ml). Fir
die induzierte Potenz VSV-antiviral wirksamer Uliérgle durch die anderen
Virusisolate konnte eine Differenz von 3 bis 4 plgawischen der sezernierten
Menge antiviraler Substanz von Fibrozyten und PBb&Zechnet werden (vgl.
Abb. 22).
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Abb. 22: Vergleich der Sekretion von VSV-antiviral wirksam8ubstanzen durch
porcine PBMC und primare porcine Fibrozyten, durelschiedene Stimuli. HAE

Gehalt an antiviral wirksamen Substanzen, beredmmemitgefihrten IFNx Standard,
in pg/ml (y-Achse); (n. m.= nicht messbar)



IV. Ergebnisse 96

Bei der um eine log 10 Stufe geringeren Infektiasssl der eingesetzten Viren
ergab die Stimulation der Fibrozyten mit den Koliwieen ORFV (0,15 pg/ml)
und NDV (0,3 pg/ml) einen 20-fach niedrigeren Wamt sezernierter antiviraler
Wirksamkeit. Die Sekretion an VSV-antiviral wirksam Substanzen durch
Fibrozyten reduzierte sich um ca. 10 % bei der waderten Infektionsdosis der
Influenza A Virussubtypen H1IN1 Sw Impf (0,7 pg/mB1N1 avi 185/8 (1,2
pg/ml) und H5N2 avi (2,6 pg/ml). Bei der Stimulatider Fibrozyten mit dem
Schweineinfluenzafeldisolat HIN1 140 mit einer iregerten Infektionsdosis
konnte kein Gehalt an sezernierten antiviral winrkea Substanzen im VSV-Test
gemessen werden. Von den mit der um eine log 1(e Sgeringeren
Infektionsdosis inkubierten PBMC stimulierten nie &irussubtypen HIN1 Sw
Impf (5,18 pg/ml), HIN1 avi 185/8 (0,3 pg/ml) undMN2 avi (1,29 pg/ml) zur

Sekretion von VSV-antiviral wirksamen Substanzeden Zellkulturiiberstand.

4.3 Vergleich der Sekretion antiviraler Substanzemm ELISPOT und
VSV-Test

Die Ausschuittung von antiviralen Substanzen nactStenulation mit Viren aus
unterschiedlichen Virusfamilien und mit verschiegien Influenza A
Virussubtypen ist bei Fibrozyten signifikant héhels bei PBMC desselben
Individuums (ELISPOT p=0,0001 VSV-Test p=0,004; ©,81 Wilcoxon-Test).
Diese Aussage konnte sowohl im IfNELISPOT als auch durch den VSV-Test

bestatigt werden.

Bezogen auf die einzelnen Virusstimuli ist sowold &potanzahl des IFN-
ELISPOT als auch der im VSV-Test gemessen Gehadeaarnierter antiviraler
Wirksamkeit nach Stimulation mit dem aviaren Inflaa A Virussubtyp
A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 am grof3ten. Ein sidwainter, durch diesen
Stimulus hervorgerufener Unterschied der I&I$ekretion zwischen Fibrozyten
und PBMC konnte nur im ELISPOT nachgewiesen we(@nSPOT p=0,047,

Wilcoxon-Test).
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Die Stimulation sowohl der Fibrozyten als auch deBMC mit dem
Schweineinfluenza Feldisolat HIN1 140 fihrte im {&NELISPOT nur zu einer
sehr geringen Bildung an IFdspezifischen Spots (Fb: @ Spotzahl=58, PBMC:
@ Spotzahl=17). Im VSV-Test hingegen konnte durcd bhkubation der
Fibrozyten mit dem Schweinefeldisolat HIN1 140 mitirchschnittlich 21,9
pg/ml der zweithochste Gehalt an antiviraler Aktiviin den Uberstanden
gemessen werden. Die Stimulation der PBMC fuhrté&einer mit diesem Test

messbaren antiviralen Aktivitat.

Vergleicht man die beiden Schweineinfluenza H1Nbt@en in ihrer Kapazitat
zur Anregung der Sekretion von IFdN-bzw. von VSV-antiviral wirksamen
Uberstanden wird deutlich, dass das SchweineimpfisSBLUAV/Sw/Belzig/
2/2001 HAIN21 zur Bildung einer deutlich hoheren Anzan IFNe spezifischen
Spots im ELISPOT, sowohl bei PBMC (& 67 Spots)aalsh bei Fibrozyten (&
107 Spots) fuhrt. Das porcine HIN1 Influenza A isolat 140 fihrte dagegen
bei Stimulation der PBMC nur zu einem Drittel ured Bibrozyten nur zur Halfte
der IFN- spezifischen Spotzahlen (PBMC: @ 17, Fibrozyten:58). Im
Gegensatz dazu konnte im VSV-Hemmtest bei der tiaelder Fibrozyten mit
dem Schweineimpfstamm nur eine geringe antiviralek¥mkeit gemessen
werden (@ 8,8 pg/ml). Das Schweineinfluenzafeldisdi1N1 140 stimulierte
jedoch nur die porcinen Fibrozyten zur Sekretion potent antiviral wirksamen
Substanzen (& 21,9 pg/ml).

Die im VSV-Test gemessene antivirale Wirksamkeit Mafluenza Viren im
Vergleich mit der eines anderen RNA-Virus (NDV) rhadeutlich, dass alle
eingesetzten Influenza A Viren einen starkeren @tisizur Freisetzung antiviral
wirksamer Aktivitdt darstellen. Auch bei der Inktiba der PBMC und
Fibrozyten mit Parapoxvirus (ORFV), einem groRemptex aufgebauten und
behillten Doppelstrang-DNA-Virus, konnten - vergkn mit den Influenza A
Virussubtypen - nur deutlich geringere Mengen araivwirksamer Aktivitat
gemessen werden. Im IFN-spezifischen Test (ELISPOT) war nach der
Stimulation von PBMC mit den avidren Influenza Aréfi immer eine hohere
Anzahl an IFNe spezifischen Spots im Vergleich zu NDV und ORFVsgimr.
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Nur nach Stimulation mit Fibrozyten (Abb. 20) koemtverglichen zu den
Influenza A Virusstimuli mit den beiden Kontrollein z. T. h6here IFN-

spezifische Spotzahlen gemessen werden. Porcimezlyten wurden als potente
Produzenten von IFN-und VSV-antiviral wirksamen Substanzen identifigzie
die sich im direkten intra-individuellen Vergleiogh dieser Leistung immer den

PBMC als Uberlegen erwiesen.
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V. Diskussion

Wahrend bei bisherigen Untersuchungen mit porcin€éibrozyten die
Aktivierungsfahigkeit der T-Lymphozyten und die Béigung der Fibrozyten
am angeborenen Immunsystem im Vordergrund standied,hier im aktuellen
infektionsmedizinischen Zusammenhang die Interaktion primaren porcinen
Fibrozyten mit verschiedenen Influenza A Virusspety analysiert. Im
Mittelpunkt standen dabei die Kultivierung und Cliderisierung der Fibrozyten
sowie die Infektions- und Vermehrungsfahigkeit aavgghlter Influenza
Virusisolate und deren stimulierende Potenz zud&kbon und Sekretion von

antiviral wirksamen Substanzen.

1. Charakterisierung porciner Fibrozyten

Bisherige Erkenntnisse bei der Gewinnung und Chersierung der porcinen
Fibrozyten konnten nur zum Teil bestéatigt werdenotd des lymphozytéaren
Blutbildes von Schweinen (Kraft und Durr, 2005) amarmindestens 200 ml
Schweineblut notig, um eine ausreichende Mengeilamo#yten aus PBMC fur
die Versuchsreihen zu gewinnen. Diese gréf3eremi@ogen konnten nur durch
Auffangen des Blutstromes beim Totungsvorgang dereT am Minchner
Schlachthof gewonnen werden. Dadurch konnte eikéeballe Kontamination
nicht immer vermieden und schlachtstressbedingtakfifmen der Blutzellen
nicht ausgeschlossen werden. Zusatzlich erschwaate in Abschnitt 1V 2
beschriebene inselférmige und heterogene Wachsenmesien der Zellen in
Kultur mit einer daraus resultierenden variablentiKierungsdauer von zehn
Tagen bis drei Wochen die Gewinnung der primarercipen Fibrozyten. Die
von Pilling et al. (2003; 2009b) gewonnenen Erkeisse einer besseren
Differenzierung von humanen Fibrozyten in serunefreiMedium konnten nicht
auf porcine Fibrozyten Ubertragen werden. Eine dddhzierung der porcinen
Fibrozyten erfolgte lediglich mit der bereits vonal®elli et al. (2005)

beschriebenen Kultivierungsmethode.
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Die aus den porcinen PBMC gewonnen Zellen konntehtrhikroskopisch

anhand ihrer charakteristischen Morphologie - sgiitgdmige adharente Zellen
mit einem ovalen Zellkern - als Fibrozyten klassdrt werden. Durch den
Nachweis der fur Schweinefibrozyten typischen QBehfenantigene MHC
Klasse | und II, SWC-3 und CD 14 mittels Fluoreszmarkierung im

Durchflusszytometer (Balmelli et al., 2005) konntdie Fibrozyten eindeutig
identifiziert werden. Demgegenuber war in diesard&t nur bei ca. 12 % der
untersuchten Zellen eine Expression des fur Filieveycharakteristischen
intrazellularen Kollagen Typ | nachweisbar (Balmel al., 2005; Bucala et al.,
1994). Eine Erklarung hierfir dirfte die Verwenduthgr derzeit kommerziell
ausschlief3lich verfigbaren, fir humanes Kollagep Tgpezifischen Antikdrper
sein, bei denen eine Kreuzreaktivitdt mit Schweatleggen vom Hersteller
(Sigma-Aldrich, Miinchen) angegeben wird. Eine Ubigyng der

Funktionsfahigkeit dieser Antikérper im Durchfluggzameter wurde vom

Hersteller bis dato nicht durchgefiihrt. Uberdiearke auch in friiheren Studien
von Balmelli et al. (2005) im Durchflusszytometeei kelf Tage kultivierten,

porcinen Fibrozyten nur eine geringe Expression M¢allagen Typ |

nachgewiesen werden. Eine deutliche, intrazelluBxpression von Kollagen
Typ | durch primére porcine Fibrozyten konnte offan nur durch konfokale
Mikroskopie ermittelt werden (Balmelli et al., 2005Jedoch ist keine

GroélRenordnung der positiv markierten Zellen bekannt

Im Gegensatz zu porcinen Fibrozyten konnte bei gmém humanen Fibrozyten
mittels Analyse im Durchflusszytometer eine deb#icKollagen | Expression
festgestellt werden. Dabei ist jedoch in Betraalntzehen, dass Bucala et al.
(1994) diese Fibrozyten Uber einen Zeitraum vorhsed#/ochen kultivierten,
bevor sie analysiert wurden. Chesney et al. (19@&)wendeten flir eine
entsprechende Versuchsreihe - im Gegensatz zurdstadie - bereits direkt
Fluoreszinfarbstoff-markierte Kollagen | spezifiscAntikbrper zur Analyse von
zehntagigen, vorab mittels cell sorting im Durckfimytometer isolierten,

humanen Fibrozyten.
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Dies lasst darauf schlieen, dass primare porcineroFyten weniger
intrazellulares Kollagen Typ | exprimieren. Aufgdumoher Hintergrundwerte
wegen der Eigenfluoreszenz porciner Fibrozyten kEmnantigenspezifische
Antikdrper gegen porcines Kollagen Typ | eventualdeutigere Ergebnisse
erzielen. Da die Kollagenproduktion in porcinen rBityten bei einer langeren
Kultivierungsdauer moglicherweise wie bei humaneibrdzyten zunimmt
(Bucala et al.,, 1994), waren in weiteren Untersangsueihen eventuelle
Schwankungen der Kollagenproduktion Uber einen déary Zeitverlauf zu

erfassen.

2. Vermehrungsfahigkeit von Influenzaviren in porchen
Fibrozyten

Balmelli et al. (2005) konnten primare porcine bBiyten mit dem Klassischen
Schweinepestvirus (CSFV) infizieren und eine prdoek Vermehrung
nachweisen. Anlasslich des Auftretens des aktuéilenanen H1N1 Influenza A
Pandemievirus wurden in dieser Studie niedrigpaheg LPAI, low pathogenic
avian influenza) H1N1-Subtypen von Schwein und \Yagmvie ein potentiell
starker pathogener, aviarer Influenza A VirussuldfgiN2 ausgewahlt, um die
Vermehrungsfahigkeit dieser Virusisolate in prinmanggorcinen Fibrozyten zu
untersuchen. Da H1N1 Influenza A Virussubtypen dadvb@i Mensch, Schwein
und Vogel vorkommen (Alexander, 2000; Garten et28109), sind sie besonders
im Hinblick auf speziestbergreifende Infektionendudie Entstehung von
Antigen-Shift von Bedeutung. Der direkte Vergleibn avidren und porcinen
Influenza A Viren des gleichen Subtyps (H1N1l) ueteander sowie von
Schweineinfluenzaviren eines Impfstamms mit dene®iReldisolats erschienen
dabei interessant. Der auch als niedrigpathoge®\lj]L&ingestufte Influenza A
Virussubtyp A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 wurdedre Untersuchungen mit
eingeschlossen, da er aufgrund seiner Membranpeotéémagglutinin H5 und
Neuraminidase N2 zur Gruppe der potentiell pathegdnfluenzasubtypen z&hlt
(Gaidet et al., 2008; Lee et al., 2005). Durch einentigen-Drift ist die
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Entstehung von hochpathogenen Influenza A H5N2 Sgubtypen beschrieben
(Lee et al., 2005).

Die Infektion der Fibrozyten mit den aviaren Infliza A Virussubtypen
A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1, A/Mallard/Bavafl1/2005 H5N2 und des
Schweineinfluenza Feldvirusisolates HIN1 Sw 140nkenichtmikroskopisch
anhand eines zytopathogenen Effektes (cpE) nackgewi und mit
immunbhistologischer Farbung intrazellularen Viruggens bestatigt werden
(vgl. Abschnitt 1V 3.1.2). Am deutlichsten gelangeser Nachweis mit dem
Vogelinfluenza A Virusisolat A/Mallard/Bavaria/1/@b H5N2.

Im Vergleich zu den zwei untersuchten Schweineisald=LUAV/Sw/Belzig/
2/2001 HIN1 und HIN1 Sw 140, zeigten die beideravi Influenza Isolate
(A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 und A/Mallard/Bavati85-8/2008 H1N1) in

den wirtsfremden Schweinezellen eine weitaus bedsé&ktionsfahigkeit.

Die Empfanglichkeit von aviaren Influenza A Virussypen in Schweinen und
in Schweinezellen wurde auch schon in frihereniStudntersucht. Kida et al.
(1994) kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass aWhgenza A Viren ein

hoheres Potential zur Infektion von Schweinen hadlenporcine Influenza A
Viren. Im Gegensatz dazu zeigten andere Studiess &chweinezellen aus
Atmungsorganen empfanglicher fur porcine InflueAz&ubtypen sind (Schmidt
et al.,, 1974; Van Poucke et al., 2010). Eine gdleerAussage uber das
Infektionsvermégen einzelner Virusisolate in hongao oder heterologen

Systemen kann daher nicht gemacht werden.

Die Untersuchung des Zellspektrums des avidren H1MILienza Isolates
A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 bestatigte die in deBchweinefibrozyten
nachgewiesene Antigenprasenz dieses Virusisolat&risfremden Zellen. Die in
den caninen MDCK (1% KIDsy/ml) und humanen CaCo-2 Zellen £f0
KIDsyml) ermittelten Virustiter waren erheblich hoherls adie in
wirtsspezifischen Hilhnerembryofibroblasten (HEFD*(KIDsy/ml). Die gute
Replikation in CaCo-2 Zellen, die von einem humaAdenokarzinom im Kolon

abstammen, lasst sich mit der Vermehrung aviardludnza Viren im
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Intestinaltrakt erklaren (Webster et al., 1978)cAZhirnov et al. (2007) stellten

fest, dass Influenza A Viren in CaCo-2 Zellen bessplizieren als in HEF.

Nach der Infektion von Fibrozyten mit dem Schwaeifleienzavirus Impfstamm
FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 HIN1 zeigte sich immunhisiglsch keine
spezifische intrazellulare Farbung von Virusantigees konnte jedoch
lichtmikroskopisch ein cpE festgestellt werden. Naerneuter Uberpriifung
durch  Titration von mit diesem Isolat infizierten ibfozyten-
Zellkulturiiberstanden konnte gezeigt werden, dassekproduktive Vermehrung
dieses Virussubtyps in den Fibrozyten stattfandgAuwnd haufiger Passagen in
MDCK Zellen und damit einer Attenuierung des Impfmes
FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 H1N1 zur Influenzaimpfsto#stellung kdnnte ein
Verlust der Infektionsfahigkeit fir andere Zellemhergegangen sein. Die
Mdglichkeit einer antigenetischen Variation beiezivermehrung von Influenza
Viren in embryonierten Huhnereiern und in MDCK 2ellist in der Literatur
bereits beschrieben (Katz et al., 1987; Katz undstér, 1988; Oh et al., 2008;
Robertson et al., 1985; Rocha et al., 1993).

Nach der Infektion von Fibrozyten und PBMC mit desrschiedenen Influenza
A Viren wurden die gewonnenen Zellkulturiiberstéandd Zelllysate mittels RT-
gPCR auf Virusgenomprasenz untersucht. Dabei korbde keinem der
Influenzaisolate ein bedeutender Anstieg der Viemsgnkopien Uber einen
Verlauf von 72 Stunden festgestellt werden (vglsétimitt IV 3.3). Die bereits in
der immunhistologischen Férbung nachgewiesene dnfla Virusinfektion der
Fibrozyten konnte mit dem Virusgenomnachweis brgtatverden, jedoch
konnte keine Replikation der Influenza A Virussyi®g in primaren porcinen
Fibrozyten und PBMC nachgewiesen werden. Bei dem NH1
Schweineinfluenzaisolat FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 koan in der

Immunhistologie bislang nicht eindeutig eine AntigeAsenz in Fibrozyten
nachgewiesen werden. Der deutliche Virusgenomnashineder gPCR ist ein
Hinweis auf die Infektionsfahigkeit dieses Virussyds, der jedoch nur das
Vorliegen von Virusgenom oder Virusgenomteilen nialver von kompletten
Viren beweisen kann.



V. Diskussion 104

Einen produktiven Infektionsverlauf von aviaren updrcinen Influenza A
Virussubtypen in Schweinezellen konnten Seo e(24101) und Massin et al.
(2010) nachweisen. Bei den in ihren Studien besbknen Zellen mit einem
produktiven Infektionsverlauf handelt es sich jddowm solche des
Atmungstraktes, die besonders empfanglich fir &fia A Viren sind.
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass eingdjlenmfektionsmaglichkeit
von priméren porcinen Fibrozyten mit Influenza ArafA in dieser Studie
nachgewiesen werden konnte, jedoch keine nennetesswirmehrung bzw.
Freisetzung von Tochterviren Uber 72 Stunden messha Das Risiko eines
Reassortments wird durch den abortiven Infektioriaué gemindert zumal eine
MOI von 1 in der Natur nur selten vorkommt. Jed@tlzu bemerken, dass sich
Fibrozyten besonders an Eintrittspforten (Wundhmg)u befinden. Die bloR3e
Prasenz von Virusgenom in der Zelle kann bei dimiektion mit einem zweiten,
zu produktiven Vermehrung fahigen Influenzavirugzdem zum Austausch von
Genomsegmenten fuhren mit der mdglichen KonsequiemzEntstehung von
reassortierten Virusnachkommen. Die Untersuchungei@n Influenza A
Virussubtypen - auch hochpathogener Isolate - ang produktive Vermehrung
in den Fibrozyten sowie die Analyse des Reassotpogntials bei einer
Doppelinfektion mit zwei verschiedenen InfluenzaViken bleibt zukinftigen
Studien vorbehalten. Gleiches gilt auch fir diegEraob die Infektion der
Fibrozyten rezeptorvermittelt ist oder ob Fibrozyte- &hnlich wie
Monozyten/Makrophagen - keine spezifischen Sialires@zeptoren zur
Aufnahme von Influenza Viren bendétigen, sondernselielurch Endozytose
aufnehmen. Balmelli et al. (2005) beschrieben kereidie hohe

Endozytosefahigkeit der porcinen Fibrozyten.
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3. Antivirale Aktivitat der Fibrozytentberstande

Die Sekretion von Interferon alpha (IFY- wird hauptsachlich durch
Doppelstrang-RNA-Viren induziert. Aber auch ander&iren und

Mikroorganismen, sowie Zytokine und Wachstumsfadtorkonnen eine
Interferonfreisetzung bewirken (Bekisz et al., 2004lby und Duesberg, 1969).
IFN-a gehdrt zu den Typ-l Interferonen und kann bei Assvéheit von Viren

durch alle kernhaltigen Zellen synthetisiert wer@@feber et al., 2003).

In bisherigen Untersuchungen zeigten Balmelli et (@005), dass porcine
Fibrozyten T-Lymphozyten aktivieren konnen und diesdaraufhin

proinflammatorische Zytokine - wie Interferon gam(ifaN-y) - sezernieren. Bei
der Infektion von porcinen Fibrozyten mit dem Klasken Schweinepestvirus
(CSFV) konnte keine Sekretion von INFdurch Fibrozyten detektiert werden
(Balmelli et al., 2007). Wird anstatt des natirdiohCSFV ein defizientes CSFV
als Stimulus eingesetzt, bei dem das Gen fir datgiBrN’"® - welches hemmend
auf die IFN-Ausschittung wirkt - ausgeschaltet {®auhofer et al., 2007),
konnte hingegen bei porcinen Fibrozyten eine geriRgoduktion von IFN:

nachgewiesen werden (Balmelli et al., 2007). Einradiger Interferon

antagonistischer Effekt ist auch bei Influenza Aeviibekannt.

Ausschlaggebend fir die in dieser Arbeit durchge#ijh vergleichende
Untersuchung von PBMC und Fibrozyten war zum eirgggs PBMC nach
Stimulation mit verschiedenen Viren zu den wichegs Interferon (IFN)
Produzenten zahlen (Buttner et al., 1995; Siegal.etl999; von der Ohe et al.,
2001) und damit als Vergleichsmal3stab fur die taten-Bildungsfahigkeit von
Fibrozyten dienten. Zum anderen war entscheidends &ich Fibrozyten aus
einer PBMC-Subpopulation (CD 14 + Monozyten) diéiezieren und hier auch
so generiert wurden (Abe et al., 2001). Gut erBathivurde, dass eine aus den
PBMC angereicherte Fibrozytenpopulation erheblicdthmFN-o sezerniert als
alle Zellen der PBMC und damit wahrscheinlich aneen Anreicherungsort

(Eintrittspforte) eine effektive Abwehrbarriere gegViren bilden kann.
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In den meisten verdffentlichten Studien wurde digoKin-Ausschuttung der
Fibrozyten mittels mRNA-Nachweis (Chesney et @98), ELISA (Balmelli et
al., 2007) oder Bioassay (Balmelli et al., 2007jeusucht. Mit dem in dieser
Arbeit eingesetzten ELISPOT konnte mittels IeNspezifischer Spots auf
Einzelzellebene - nach der Stimulation der porcirfebrozyten mit den
verschieden Influenza A Virussubtypen - ein siduaifit grol3eres Potential zur
Produktion und Sekretion von IF&-(p<0,0001, Wilcoxon-Teptals bei den
parallel untersuchten PBMC festgestellt werden. PAutie im VSV-Test
nachgewiesene antivirale Wirksamkeit von porcindrdzyten-Uberstanden ist
signifikant gréRRer, als diejenige der parallel wsiiehten PBMC vom gleichen
Blutspender (p= 0,004, p<0,01; Wilcoxon-Test). Riegrheblich hbéhere
antivirale Wirksamkeit im Vergleich zu PBMC verdieht die wichtige
Funktion porciner Fibrozyten in der Immunantwort dundie lokale
Abwehrbarriere an Eintrittspforten. Die Hemmung #3V-Vermehrung kann
durch ein Gemisch an antiviral wirksamen Zytokinearursacht worden sein,
u.a. muss hier der Tumor Nekrosefaktor (TNF) gehamerden (Beutler und
Cerami, 1987).

Vergleicht man die in dieser Studie untersuchtaveiatle Wirksamkeit von
PBMC und Fibrozyten nach Stimulation mit dem Panraonyrus (NDV) und den
Orthomyxoviren, so fallt auf, dass alle eingesetziefluenza A Viren eine
starkere induktive Eigenschaft zur Erzeugung vonVAAftiviral wirksamer
Aktivitat haben. Da dem als Referenzvirus herangemen Newcastle Disease
Virus (NDV) in der Literatur eine gute Interferonduktion zugeschrieben wird
(Kohase und Vilcek, 1979; Kowal und Youngner, 19K&rcus et al., 1983),
unterstreicht dies das Stimulationspotential déluémza A Viren zur Sekretion
von antiviralen Substanzen trotz der Typ | Intesfehemmenden Genfunktion
des viralen Nichtstrukturproteins 1 (NS1) (Hayelet 2009; Wang et al., 2000).
Das NS1 Protein hemmt die Expression von KENund anderen
inflammatorische Proteinen, indem es an den RIBS/l Komplex - den
Hauptausloser fur antivirale Immunantwort - binfleétio et al., 2007; Mibayashi

et al., 2007) und so Signalwege blockiert. Dariibeaus reguliert NS1 auch die
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Synthese, den Transport und die Translation zeduletnRNA und beeinflusst
somit die zellulare Proteinsynthese (Chen et 8991 Kochs et al., 2007; Lu et
al., 1995; Samuel, 2001).

Ob die von Influenz A Viren ausgehende Interferatagonistische Genfunktion
auch in porcinen Fibrozyten wirksam ist und evelhtoei jedem Subtyp-Isolat

anders effektiv ist, bleibt zu klaren.

Bei dem in dieser Studie angewandten ELISPOT iredteiNDV bei Fibrozyten
die zweithochste Anzahl an IF&-spezifischen Spots im ELISPOT, womit die

gute Interferoninduktion dieses Virus bestatigt eeur

Das als guter Stimulator der IFiNProduktion in humanen, ovinen und porcinen
peripheren mononuklearen Blutleukozyten (Buttneralet 1995) beschriebene
Parapoxvirus D 1701 (ORFV) (Mayr et al., 1981) waumkeben dem NDV als
Kontrollvirus ausgewahlt. In dieser Studie konnfedoch bei der Stimulation
der porcinen Fibrozyten mit dem ORFV im Vergleichit nnfluenza A
Virussubtypen nur deutlich geringere Mengen VSWaral wirksamer
Substanzen gemessen werden. Auch im ELISPOT karadk Stimulation mit
den aviédren Influenza A Viren eine hohere AnzahliN-a spezifischen Spots
im Vergleich zum ORFV festgestellt werden. Diesgdbnisse bestatigen, wie
schon der Vergleich mit dem NDV, das gute Stimolapotential der RNA
Viren und speziell der hier eingesetzten InfluenaViren zur Typ |
Interferonbildung durch Fibrozyten und PBMC.

Betrachtet man die unterschiedliche Stimulationspotzur Erzeugung VSV-
antiviral wirksamer Uberstande und die IENnduktion durch die Influenza A
Viren der einzelnen Wirtsspezies, fallt das groBeeRtial des avidren Influenza
A Subtyps A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 sowohl ifbiezyten als auch in
PBMC auf (vgl. Abschnitt IV 4.1 und Abschnitt IV3).

Hinweise auf statistisch signifikante Unterschiedeschen der IFNx Sekretion
von porcinen Fibrozyten und dazugehorigen PBMGCettef nur die Berechnung

der im IFNa ermittelten, durchschnittlichen Spotzahlen derasam Stimuli
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A/Mallard/Bavaria/1/2005 H5N2 (p=0,047) und A/Mati@dBavaria/185-8/2008
H1IN1 (p=0,028, Wilcoxon-Test ohne Bonferroni-Adjasting). Fur eine exakte
Aussage musste die Stichprobenanzahl (n=12) emwéhden. Bei den Ubrigen
eingesetzten Stimuli war zwar eine hohere antiwirstivitat von Fibrozyten als
von PBMC messbar, aber statistisch nicht berechezmit wird durch diese
Studie herausgestellt, dass die aviaren Influenz¥irdssubtypen in ex vivo
gewonnenen porcinen Zellen nicht nur ein gro3eragektionspotential
gegenuber den Schweineisolaten besitzen, sonderh signifikant groRere
Mengen an sezerniertem IFIN-nduzieren kénnen als die hier eingesetzten

porcinen Isolate.

Auffallig war die starke VSV-antivirale Wirkung, d&berstande, die durch die
Infektion mit dem Schweinefeldvirusisolat HIN1 1¥@n Fibrozyten sezerniert
wurden. Im IFNe. ELISPOT konnte dagegen nach Stimulation mit diesem
Virussubtyp nur eine sehr geringe Anzahl an kiNpezifischen Spots erzielt
werden. Eine mogliche Erklarung hierfir ware, dasdere antiviral wirksame
Substanzen, z.B. TNF, von den Fibrozyten in denrstbad abgegeben wurden.
Weitere Substanzen mit antiviralen Eigenschafted die - auch von Fibrozyten
sezernierten - Chemokine MIR:lund MIP-B (Chesney et al., 1998), deren
antivirale Wirkung gegenidber dem Humanen Immunsche&Virus (HIV)
nachgewiesen wurde (Capobianchi et al., 1998; iiez| 1999). Von der Ohe et
al. (2001) belegten in ihrer Studie, dass MPsiach viraler Stimulation mit
NDV durch neutrophile Granulozyten sezerniert witin die Gesamtheit der
von Fibrozyten nach Stimulation sezernierten argtigen Substanzen zu
bestimmen, misste eine Differenzierung mit newiedeénden Antikdrpern im
ELISA durchgefiihrt werden oder zumindest eine Asalauf mRNA Ebene.
Eine andere Erklarung fur diese gegenséatzlicheruidf im ELISPOT und
VSV-Test konnte sein, dass die Interferon-Ausscimgit durch das
Schweinefeldisolat HIN1 140 gehemmt wird. Dies wlidie geringe Sekretion
von IFN-o im ELISPOT erklaren. Die Interferon-AusschitturanwZellen kann,
wie oben erlautert, durch das Binden des Influerizas Nichtstrukturproteins 1

(NS-1 Protein) an doppelstrangige DNA gehemmt werfleu et al., 1995;
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Ludwig et al., 2002; Smith et al., 2001; Talon kf 2000; Wang et al., 2000).
AbschlieBend muss angemerkt werden, dass aufgrued geringen
Untersuchungsanzahl (n=3) mit diesem Virusisolahy{&ineisolat HIN1 140)

keine allgemeingultige Aussage gemacht werden kann.

Das Schweineimpfvirus FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 H1NInduzierte eine
durchschnittlich im mittleren Bereich liegende Mengn antiviral wirksamen
Substanzen, im Vergleich zu den anderen eingesetatkienza A Viren Der
Unterschied in der Sekretion von antiviral wirksanmfgubstanzen, der sich im
ELISPOT und im VSV-Hemmtest zum zweiten Schweirlagriza Isolat HIN1
140 zeigt, liegt an den - im vorherigen Abschnigsthriebenen - moglichen
Ursachen der Schwankung der durch das HIN1 14Qatiswiduzierten

Interferonausschittung und an dessen niedrigerrsintbungsanzahl.

Aufgetretene Schwankungen in der lleNSekretion bei der Stimulierung der
Fibrozyten kénnten durch Zusammenlagerung bzw.lbiidang - wie schon in
Abschnitt IV 2 bei der Kultivierung der Fibrozytbeschrieben - entstanden sein.
Nowacki et al. (1993) beschreiben ferner altersigidi Schwankungen in der
IFN-a Sekretion von Schweinen. Ihrer Studie zufolgedist IFN-Ausschittung
bei Schweinen in einem Alter von 20 bis 25 Wochafso unter dem
durchschnittlichen Schlachtalter von Schweinen @&.Wochen) am hdchsten
(Nowacki et al., 1993). Eine Variation im Alter dBtutspender-Schweine und
die damit verbundenen IFN-Schwankungen konnten, ebenso wie eine durch
Transportstress bedingte Beeintrachtigung der dFRroduktion (Artursson et
al., 1989), eine Rolle bei den Schwankungen deregeenen IFN: Werte

gespielt haben.

In Erganzung zu Balmelli et al. (2007) konnte iesd#ir Studie eine deutliche
Interferonproduktion der Fibrozyten durch die IntoRk mit Orthomyxoviren,
einem Paramyxovirus und einem Parapoxvirus naclegsni werden. Wie
wichtig Interferone in der Immunantwort bei Virugktionen sind, wird im
Zusammenhang mit der Pathogenese verschiedener DNA RNA-Viren
beschrieben (Garcia-Sastre et al., 1998; Grieddr\ogel, 1999; Muller et al.,
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1994; Siegal et al., 1999; van den Broek et al95)9Interferone hemmen die
Influenza Virus Replikation, indem sie die Zellear ZProduktion antiviraler
Proteine anregen. Die antiviralen Proteine Mx urdednin Proteinkinase R
(PRK) hemmen die Aufnahme des Virusnukleokapsiddem Zellkern und

verhindern die virale RNA-Synthese (Haller et dl998; Haller und Kochs,
2002; Samuel, 2001). Anhand der in dieser Studiehgewiesenen, hohen
Ausschittung an antiviral wirksamen Substanzen w@ngker signifikanten

Interferoninduktion, konnte eine Beteiligung dempiren porcinen Fibrozyten
an der Immunabwehr bei einer Influenza A Virusiniek bewiesen werden.
Durch die direkte antivirale Wirkung des IFd\-aber auch durch seine
Auswirkungen auf andere Immunzellen, wie Naturlichi€illerzellen,

Dendritische Zellen und T-Helfer-Zellen (Biron &t 4999; Le Bon et al., 2001;
Montoya et al., 2002), wird die VirusvermehrungSohweinezellen und damit
auch die Entstehung potentieller neuer Virussubtypelurch eine

Doppelinfektion gemindert. Im Rahmen dieser Studierde gezeigt, dass
porcine Fibrozyten bei den wirtsfremden aviarenukriza A Viren ein deutlich
hoheres Potential zur Interferonbildung als bei blmgen Influenza A Viren

haben und somit einer Infektion weiterer Schweilleaeentgegenwirken.

Neben Fibrozyten kann eine Vielzahl von Zellen ffgen produzieren. Natural
Interferon Producing Cells (NIPs) gehtren zu detepesten IFN-Produzenten
und entsprechen plasmazytoiden Dendritischen Z@iBxC) (Cella et al., 1999;
Siegal et al., 1999). Bei der Inokulation von pD@ imfluenza A Viren kénnen
groRe Mengen an sezerniertem IkNyemessen werden (Diebold et al., 2004;
Lund et al., 2004). Die Induktion der IFiN-Sekretion durch NIPs erfolgt Gber
den, auch bei Fibrozyten vorkommenden (Balmelkalet2007), Toll-dhnlichen
Rezeptor 7 (TLR 7) (Diebold et al., 2004; Lund kt 2004). Da bei Fibrozyten
der Induktionsmechanismus zu IFN-Sekretion bislanigekannt ist, sind hierzu
an diese Studie anschlielBende Untersuchungen elarsdie Untersuchung
weiterer Virusstdmme denkbar. Nachdem Fibrozyten@endritischen Zellen in
ihren anderen immunologischen Funktionen ahnliod $Chesney et al., 1997),

konnte mit dieser Studie auch das Potential zudidton von IFNe von
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porcinen Fibrozyten nachgewiesen werden. Da NIRs kieine Teilpopulation
der PBMC darstellen und sich Fibrozyten aus einBME-Subpopulation
differenzieren, ist die bloRe Anreicherung der &ayten durch die
Langzeitkultur ein  wesentlicher Faktor der quattita so starken
Zytokinproduktion. Es stellt sich die Frage, ob mimeben den pDC auch

Fibrozyten den NIPs zugeordnet werden missten.
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VI. Zusammenfassung

Interaktion von Influenza A Virus Subtypen mit prim aren porcinen
Fibrozyten

Stephanie Maier

Aus dem peripheren Blut von Schlachtschweinen wurgeimare porcine
Fibrozytenkulturen hergestellt und die Zellen ckseasiert. Die Infizierbarkeit
der Fibrozyten durch aviare und porcine Influenz&ifen wurde gepruft. Dazu
wurden ein quantitativer Virusgenomnachweis, ein mimhistologischer
Antigennachweis sowie eine Virusvermehrung im Eid um Zellkulturen
durchgefiihrt. Das Potential von porcinen Fibrozytear Sekretion von
Interferon alpha (IFNx) und zur Erzeugung von Vesikularen Stomatitis ¥iru
(VSV)-hemmenden, antiviral wirksamen Uberstandemdeum ELISPOT und
einem Biotest gepriuft. Dazu wurden verschiedentuénza A Virussubtypen
aviaren und porcinen Ursprungs zur vergleichendenufation von peripheren
mononuklearen Blutzellen (PBMC) und Fibrozyten désichen Blutspenders

eingesetzt.

Eine Infektion der priméren porcinen Fibrozyten mén aviaren Influenza A
Virussubtypen A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1 Mullard/Bavaria/1/2005
H5N2 und dem Schweineisolat HIN1 Sw 140, jedochtnmsit dem Impfvirus
FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 H1IN1, konnte anhand von pdthogenem Effekt
und immunhistologischer Farbung nachgewiesen weiieninfektion wurde an

Hand von quantitativem Virusgenomnachweis als nicbtuktiv beurteilt.

Die vergleichende Prifung der Sekretion von aralwvirksamen Stoffen (v. a.
IFN-a) nach der in vitro Stimulation mit den aviarenllighza A Viren und den
porcinen Influenza A Virussubtypen H1N1 durch daginen Fibrozyten ergab
eine signifikant groRere Sekretionsleistung, alsclludie PBMC desselben

Individuums.

Damit konnte erstmals die wichtige Rolle der Filyten des Schweines in der

Abwehr von Influenza A Virusinfektionen nachgewiesaverden. Eine
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produktive Vermehrung der Influenza A Viren in péran porcinen Fibrozyten
und PBMC konnte durch die potente Interferan Produktion und die
Biowirksamkeit ihrer Uberstande im VSV antiviral@®est verhindert werden.
Dennoch besteht durch das Vorliegen von intrazakuh Virusgenom uber 72
Stunden die Mdglichkeit eines Austauschs von Geegmenten, bei
gleichzeitiger Infektion mit mehreren Influenza Aréh. Ob aber ein genetischer
Austausch mit Neuanordnung von Genomsegmentenragtdbung eines neuen
Influenza A Virussubtyps in porcinen Fibrozyten md@oppelinfektion mdglich

ist, bleibt zu klaren.

Weitere Untersuchungen mit porcinen Fibrozyten siadfgrund ihrer
Eigenschaft Fremdantigene aufzunehmen und zu préseEn besonders
interessant auch im Hinblick auf ihre Abwehrrolkevivo an Eintrittspforten von

Mikroorganismen.
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VII. Summary

Interaction of Influenza A virus subtypes with primary porcine
fibrocytes

Stephanie Maier

Primary porcine fibrocytes were generated frompeepheral blood of slaughter
pigs. The cells were characterised and an infeafaie cells with influenza A
viruses of avian and porcine origin was tested.tRat reason quantitative virus
genome and immunhistological antigen detection e &s viral replication in
eggs and cell cultures were performed. The potenfigorcine fibrocytes to
secrete interferon alpha (IFN-and to produce antiviral supernatants to inhibit
the replication of vesicular stomatitis virus (VSWas proven by ELISPOT and
bioassay. For this purpose different influenza Auses of avian and porcine
origin were used for comparative stimulation ofipleeral blood mononuclear

cells (PBMC) and fibrocytes of the same blood donor

An in vitro infection of the primary porcine fibrgtes with the avian influenza A
virus subtypes A/mallard/Bavaria/185-8/2008 H1N1MAllard/Bavaria/1/2005
H5N2 and the porcine isolate HIN1 Sw 140, howewrfor the vaccine strain
FLUAV/Sw/Belzig/2/2001 H1N1, could be confirmed bytopathogenic effect
and immunbhistological staining. By quantitative ugr genome detection the

infection was judged as non productive.

Comparative testing of the secretion of antivirabstances (mainly IFN) by
porcine fibrocytes, after in vitro stimulation widtvian and porcine influenza A
viruses, revealed a significantly higher amount sacreted substances in

comparison to PBMC of the same individual.

Thus an important role of primary porcine periph&taod fibrocytes in defence
against influenza A viruses could be shown for tingt time. A productive
replication of influenza A viruses in porcine filsgges and PBMC might be
avoided by the efficient production of interferen and the VSV antiviral

bioactivity of their supernatants. However the [ubs/ of re-assortment of
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genome segments after a double influenza A virteciion cannot be excluded
since the genome detection was possible over 7&h®his hypothesis has to be
confirmed in further experiments. Future invesiigas with porcine fibrocytes
are of special interest because these cells aenfpahtigen presenting cells and
play a role in vivo defence at the entry sitesgathogens.
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IX. Anhang

1. Genomsequenzen

1.1 Gesamtgenomsequenz des Influenza A Virus
A/Mallard/Bavaria/185-8/2008 H1IN1

Polymerase Basic 2:

AATATATTCAATATGGAGAGAATAAAAGAACTGAGAGATTTGATGTCGCAG
TCTCGCACTCGCGAGATACTGACAAAAACCACTGTGGACCATATGGCCATA
ATCAAGAAATATACGTCAGGAAGACAGGAGAAGAATCCTGCTCTTAGGATG
AAATGGATGATGGCAATGAAATATCCGATTACAGCAGACAAAAGAATAATG
GAGATGATCCCTGAAAGAAATGAGCAGGGTCAGACTCTTTGGAGCAAAACG
AATGATGCTGGATCAGACAGAGTGATGGTGTCACCTCTGGCTGTGACGTGG
TGGAACAGAAATGGACCAACGACAAGTACAGTCCATTATCCAAAAGTCTAT
AAAACCTACTTTGAAAAGGTCGAAAGGTTAAAGCATGGAACCTTCGGTCCC
GTTCATTTTCGAAATCAGGTTAAAATACGCCGCAGGGTTGACATAAACCCA
GGCCATGCAGATCTCAGTGCCAAAGAAGCACAAGATGTCATCATGGAGGTC
GTTTTCCCAAACGAAGTCGGAGCCAGGATATTGACATCAGAGTCACAGTTA
ACAATAACAAAAGAAAAGAAGGAGGAGCTTCAGGACTGTAAAATTGCCCC
TTTGATGGTGGCATACATGTTGGAAAGAGAACTGGTTCGTAAAACCAGATT
CCTACCAGTGGCTGGCGGGACAAGCAGCGTGTATATAGAGGTGTTGCACTT
AACCCAAGGGACTTGCTGGGAACAAATGTACACACCGGGAGGGGAGGTGA
GAAATGATGATGTTGATCAGAGTTTAATTATTGCTGCTAGAAATATTGTTAG
GAGAGCAACAGTATCAGCAGACCCGTTGGCTTCGCTCTTGGAAATGTGCCA
TAGTACACAAATTGGCGGAATAAGGATGGTAGACATCCTTAGACAAAATCC
AACAGAAGAGCAAGCTGTGGATATATGCAAAGCAGCAATGGGCCTAAGGA
TCAGTTCATCCTTCAGCTTTGGAGGTTTCACTTTCAAAAGGACAAGTGGGT
ATCTGTCAAAAGAGAAGAAGAAGTGCTCACCGGCAATCTCCAGACATTGAA
AATAAGAGTGCATGAAGGATATGAGGAATTCACAATGGTCGGGCGAAGAG
CAACAGCCATTCTAAGGAAAGCAACCAGAAGGCTGATTCAATTGATAGTGA
GTGGAAGAGACGAGCAGTCAATAGCCGAAGCAATCATAGTGGCAATGGTGT
TCTCACAGGAAGACTGCATGATAAAAGCAGTACGAGGTGATTTGAATTTTG
TCAACAGAGCGAACCAGCGGCTAAATCCCATGCATCAACTCCTGAGGCATT
TCCAAAAGGATGCAAAGGTGCTCTTTCAAAACTGGGGAGTTGAACCCATTG
ACAATGTCATGGGGATGATTGGAATATTACCTGACATGACCCCCAGCACAG
AGATGTCACTAAGAGGAGTGAGAGTCAGTAAAATGGGAGTGGATGAATATT
CAAGTACTGAGAGAGTGGTCGTGAGCATTGATCGCTTCTTGAGGGTCCGAG
ACCAGAGGGGAAATGTGCTCTTGTCTCCTGAAGAGGTTAGTGAAACACAGG
GAACAGAAAAGTTGACGATAACATATTCATCGTCCATGATGTGGGAAATCA
ATGGCCCAGAATCAGTATTAGTTAACACATACCAATGGATCATTAGAAACT
GGGAAACTGTGAAGATTCAGTGGTCCCAAGACCCTACAATGCTATACAATA
AGATGGAGTTTGAGCCCTTTCAGTCCTTAGTGCCTAAGGCTGCTAGAGGCE
GTATAGTGGATTTGTGAGGACACTATTCCAGCAGATGCGTGATGTACTGGG
GACATTTGACACTGTCCAGATAATAAAGCTGCTACCATTTGCAGCAGCCC@
CCAGAACAGAGTAGGATGCAGTTCTCTTCTCTAACTGTGAACGTAAGGGGT
TCAGGAATGAGAATACTTGTGAGAGGCAACTCCCCTGTGTTCAACTATAAC
AAAGCAACCAAGAGGCTTACAGTCCTTGGAAAGGATGCAGGTGCATTGACA
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GAAGATCCAGATGAGGGAACAGCAGGAGTAGAGTCTGCGGTATTAAGAGG
ATTTCTAATTCTGGGCAAGGAAGACAAAAGATATGGACCAGCATTGAGCAT
CAACGAATTGAGCAATCTTGCGAAAGGGGAGAAGGCTAATGTGTTGATAGG
GCAAGGAGACGTGGTGTTGGTAATGAAACGGAAACGGGACTCTAGCATACT
TACTGACAGCCAGACAGCGACCAAAAGAATTCGGATGGCCATCAATTAGTG
TCGAATTGTTTAAA

Polymerase Basic 1:

ACCATTTGAATGGATGTCAATCCGACTTTACTTTTCTTAAAAGTGCCAGCE
AAAATGCTATAAGTACTACATTCCCTTACACTGGAGATCCTCCATACAGCCA
TGGAACAGGAACAGGATACACCATGGACACGGTCAACAGAACACATCAAT
ACTCAGAGAAGGGAAAGTGGACAACAAACACAGAGACCGGAGCACCCCAA
CTCAACCCAATTGATGGACCATTACCTGAGGACAACGAGCCAAGTGGATAT
GCACAAACGGATTGCGTGTTGGAAGCAATGGCTTTCCTTGAAGAATCCCAC
CCAGGGATCTTTGAAAACTCTTGTCTCGAAACGATGGAAATTGTTCAGCAA
ACAAGAGTGGACAAACTAACCCAAGGTCGCCAGACTTATGACTGGACACTG
AATAGAAACCAACCAGCTGCAACTGCTTTGGCCAACACTATAGAGGTCTTC
AGATCGAACGGTCTGACAGCCAATGAATCGGGGAGACTAATAGATTTCCTC
AAGGATGTGATGGAATCAATGGATAAAGAAGAGATGGAAATAACAACACA
TTTCCAGAGAAAGAGAAGAGTAAGGGACAACATGACCAAGAAGATGGTCA
CACAAAGAACAATAGGAAAGAAGAAGCAGAGGCTAAACAAGAGGAGCTAC
TTAATAAGAGCACTGACATTGAACACAATGACAAAAGATGCAGAAAGAGG
CAAATTGAAGAGGCGGGCAATTGCAACACCCGGGATGCAAATTAGAGGATT
CGTGTATTTTGTCGAAACACTGGCGAGGAGCATCTGTGAGAAACTTGAGCA
ATCTGGACTCCCTGTTGGAGGGAATGAGAAGAAGGCTAAATTGGCAAATGT
CGTAAGAAAAATGATGACTAACTCACAAGATACAGAGCTCTCCTTTACAAT
TACTGGAGACAACACCAAATGGAATGAGAATCAAAATCCTCGGATGTTCCT
GGCAATGATAACATACATCACAAGAAACCAACCTGAATGGTTTAGAAATGT
CTTGAGCATCGCCCCTATAATGTTCTCAAACAAAATGGCGAGATTAGGAAA
AGGATACATGTTTGAAAGTAAGAGCATGAAGCTACGGACACAAATACCGGC
AGAAATGCTTGCAAACATTGACTTGAAATACTTCAACGAATCAACGAAAAA
GAAAATTGAGAAAATAAGACCTCTGCTAATTGATGGCACAGCCTCATTGAG
TCCTGGAATGATGATGGGCATGTTCAATATGTTGAGCACAGTGTTAGGAGT
TCAATCCTGAATCTTGGGCAAAAGAGGTACACCAAGACCACATACTGGTGG
GATGGACTCCAATCCTCTGATGACTTCGCTCTCATAGTGAATGCACCGAAT
ATGAGGGAATACAAGCAGGAGTGGATAGGTTCTATAGGACCTGCAAACTGG
TTGGGATCAACATGAGCAAAAAGAAGTCTTACATAAACCGGACAGGGACCT
TTGAGTTCACAAGCTTTTTCTACCGCTATGGGTTTGTAGCCAACTTCAGTA
GGAATTACCCAGCTTTGGAGTGTCCGGAATCAATGAATCGGCTGACATGAG
CATTGGAGTCACAGTGATAAAGAACAATATGATAAACAATGACCTTGGACC
AGCAACAGCTCAGATGGCTCTTCAGCTATTCGTCAAGGACTATAGGTACAC
CTACCGATGCCACAGGGGCGATACACAAATTCAAACGAGGAGATCATTCGA
GCTGAAGAAGCTGTGGGAGCAGACCCGCTCAAAGGCGGGGCTGTTGGTATC
AGATGGAGGCCCAAACCTGTACAACATTAGGAATCTCCACATTCCAGAGGT
CTGCTTGAAGTGGGAACTGATGGATGAAGATTACCAGGGCAGGCTGTGTAA
TCCTCTGAATCCGTTTGTCAGTCATAAGGAAATTGAGTCCGTAAACAATGO
GTTGTAATGCCAGCCCATGGGCCAGCCAAGAGCATGGAATATGATGCTGTT
GCGACTACACACTCATGGATCCCTAAGAGGAACCGTTCCATTCTCAATACA
GCCAAAGGGGAATTCTTGAGGATGAGCAAATGTATCAGAAGTGCTGCAGTC
TGTTCGAGAAATTCTTCCCCAGTAGTTCATATAGAAGGCCAGTTGGAATTTC
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CAGCATGGTGGAGGCCATGGTGTCTAGGGCCCGAATTGATGCACGCATTGA
TTTCGAATCTGGAAGGATTAAGAAAGAAGAGTTTGCTGAGATCATGAAGAT
CTGTTCCACCATTGAAGAGCTCAGACGGCAAAAATAGTGAATTTAGCTTGTC
CTTCATGAAAAAATGC

Polymerase Acid:

GATCCAAAATGGAAGACTTTGTGCGACAATGCTTCAATCCAATGATTGTCG
AGCTTGCGGAAAAGGCAATGAAAGAATATGGGGAAGACCCGAAAATCGAG
ACGAACAAGTTTGCTGCGATATGCACACACTTAGAAGTCTGTTTCATGTATT
CGGATTTCCACTTTATTGATGAACGAGGTGAATCAATAATTGTAGAATCGGG
CGATCCGAATGCATTACTGAAACACCGTTTTGAAATAATTGAAGGGAGAGA
CCGAACAATGGCCTGGACAGTGGTGAATAGCATCTGCAACACCACAGGAGT
CGAGAAACCTAAATTTCTCCCTGATTTGTACGACTATAAAGAGAACCGATTC
ATTGAAATTGGAGTGACACGGAGGGAAGTCCACATATACTATTTGGAAAAA
GCCAACAAGATAAAATCCGAGAAGACACACATTCACATATTCTCATTCACC
GGAGAGGAAATGGCCACCAAAGCGGACTACACTCTTGACGAAGAGAGTAG
GGCAAGAATCAAAACTAGGCTGTTCACTATAAGGCAAGAAATGGCCAGTAG
GGGTCTATGGGATTCCTTTCGTCAGTCCGAGAGAGGCGAAGAGACAATTGA
AGAAAGATTTGAAATTACAGGAACCATGCGCAGGCTTGCCGACCAAAGTCT
CCCACCGAACTTCTCCAGCCTTGAAAACTTTAGAGCCTATGTGGATGGATT
GAACCGAACGGCTGCATTGAGGGCAAGCTTTCTCAAATGTCAAAAGAAGTG
AACGCCAGAATTGAGCCATTTCTGAAAACAACACCGCGCCCCCTCAAGTTG
CCTAATGGACCTCTTTGCTCTCAGCGGTCGAAATTCTTGCTGATGGATGCT
TTAAATTAAGCATCGAAGACCCGAGTCATGAGGGGGAGGGGATACCGCTAT
ATGATGCAATTAAATGCATGAAGACATTTTTCGGCTGGAAAGAGCCCACCA
TCGTAAAGCCACATGAAAAAGGCATAAACCCCAATTACCTCCTGGCTTGGA
AGCAGGTACTGGCAGAACTCCAAGATATTGAAAATGAGGAGAAAATCCCA
AGAACAAAGAACATGAAGAAAACAAGCCAATTGAAGTGGGCACTTGGTGA
GAACATGGCACCAGAGAAAGTAGACTTTGAGGATTGCAAAGATGTTAGTGA
TCTAAGGCAGTATGACAGTGATGAACCAGAGTCTAGATCGCTAGCAAGCTG
GATCCAGAGTGAATTCAACAAGGCATGCGAATTGACAGACTCAAGTTGGAT
TGAGCTAGATGAAATAGGAGAGGACATTGCTCCAATTGAGCACATTGCAAG
TATGAGAAGAAATTATTTCACGGCAGAAGTATCCCATTGCAGAGCTACTGA
ATACATAATGAAGGGAGTGTACATGAACACAGCCTTGTTGAATGCATCCTG
TGCAGCCATGGATGACTTCCAATTGATTCCAATGATAAGCAAATGCAGAAC
CAAAGAAGGAAGACGGAAAACCAACCTATACGGATTCATTATAAAAGGAA
GATCCCACTTGAGAAATGACACTGATGTGGTAAACTTTGTGAGTATGGAATT
CTCTCTTACTGACCCGAGGTTGGAGCCACACAAATGGGAAAAGTACTGCGT
TCTCGAGATAGGAGACATGCTCCTACGGACTGCAATAGGCCAGGTGTCAAG
GCCCATGTTCCTGTATGTGAGAACCAATGGAACCTCCAAGATCAAGATGAA
ATGGGGTATGGAAATGAGACGATGCCTTCTTCAATCCCTTCAGCAGATTGA
GAGCATGATTGAGGCTGAGTCTTCTGTCAAAGAGAAGGACATGACCAAAGA
ATTCTTTGAAAACAAATCAGAAACATGGCCAATCGGAGAGTCACCCAAAGG
GGTGGAGGAAGGCTCTATCGGGAAGGTGTGCAGAACCTTATTAGCAAAATC
TGTGTTCAACAGTCTATATGCATCTCCACAACTCGAGGGGTTCTCAGCTGA
TCAAGAAAATTGCTTCTCATTGTTCAGGCACTTAGGGATAACCTGGAACCTG
GGACCTTCGATCTTGGGGGGCTATATGAAGCAATTGAGGAGTGCCTGATTA
ATGATCCCTGGGTTTTGCTTAATGCGTCTTGGTTCAACTCCTTCCTCACALRT
GCACTGAAATAGTTGTGGCAATGCTACTATTTACTATCCATACTGTCCAAAA
AAACAA
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Hamagglutinin:

ACAGTCCCTCAAAATCAAATCAATCAAGATGGAAGCAAAACTACTCGTATT
ATTCTGCATGTTCACTGCATTAAAAGCCGATACCATCTGTATAGGCTACCA
GCAAACAATTCTACAGACACTATCGACACAGTGCTAGAGAAGAATGTAACT
GTGACTCACTCAGTTAATTTACTCGAAGACAATCATAATGGAAAACTCTGCA
ACCTGAACGGAATAGCCCCATTACAGCTAGGGAAATGCAACGTTGCGGGGT
GGCTCCTCGGCAACCCGGAATGTGACCTGCTGCTCACTGCGAATTCATGET
CTATATAATAGAAACTTCAAATTCAGAAAATGGAACATGCTACCCCGGGGA
ATTCATCGATTATGAAGAATTGAGAGAACAACTAAGTTCAGTGTCTTCATTT
GAGAAATTTGAGATTTTCCCGAAGGCAAACTCGTGGCCAAATCATGAGACA
ACCAAAGGTGTCACAGCTGCATGCTCTTACTCTGGAGCTAGCAGTTTTTAT
GAAATTTGCTATGGATAACAAAGAAGGGAACTTCCTATCCTAAACTCAGTA
AATCATACACAAACAACAAGGGAAAAGAAGTGCTTGTACTTTGGGGAGTGC
ATCATCCTCCAACTACAAATGAACAGCAAACACTCTATCAGAATACTGATG
CATATGTTTCAGTTGGGTCATCAAAATACAACCGGAGATTCACACCTGAAAT
AGCTGCCAGACCTAAAGTCAGAGGGCAAGCGGGTAGGATGAATTATTATTG
GACACTATTGGATCAGGGAGACACAATAACCTTTGAAGCAACTGGGAATTT
AATAGCACCATGGTATGCTTTTGCACTAAACAAGGGTTCTGATTCTGGTATT
ATAACATCAGATGCTCCAGTTCATAATTGTGACACAAAATGCCAAACCCCTC
ATGGTGCTATTAACAGTAGTCTCCCTTTCCAGAATGTGCATCCCATCACTA
TGGAGAGTGCCCTAAATATGTTAAAAGCACCAAACTAAGGATGGCAACAGG
CCTGAGAAACATTCCTTCCATTCAATCTAGAGGACTCTTCGGTGCAATTGC
GGGTTCATTGAAGGGGGATGGACAGGAATGATAGATGGGTGGTATGGGTAT
CATCATCAGAATGAGCAAGGGTCTGGTTATGCAGCTGATCAGAAGAGCACA
CAAAATGCAATCGACGGGATAATCAACAAGGTGAATTCAGTAATTGAGAAG
ATGAACACTCAATTCACTGCAGTGGGTAAGGAGTTCAACAATCTGGAAAGG
AGAATTGAGAATCTGAATAAGAAGGTTGACGATGGATTTCTGGATGTTTGG
ACATACAATGCAGAATTGCTTGTTCTGCTCGAGAATGAAAGGACCTTGGATT
TCCATGACTCCAATGTGAGGAATCTGTATGAAAAGGTCAAATCACAGCTGA
GGAATAATGCCAAAGAGATTGGGAATGGGTGCTTCGAGTTCTACCACAAAT
GTGATGACGAGTGCATGGAGAGTGTGAAGAATGGCACATATGACTATCCTA
AGTACTCAGAGGAGTCCAAACTGAACAGAGAAGAAATAGGCGGGGTAAAA
TTGGAATCAATGGGGGTTTACCAGATTTTGGCGATTTACTCCACAGTCGCA
GCTCTCTGGTCTTGTTAGTCTCCCTGGGGGCAATCAGTTTTTGGATGTGTIT
AATGGATCATTGCAATGCAGAATATGCATTTAGAACTGGGATTTTAAATTAT
ATGGAAAAACAAAGGCATNTCAGNGCCCAGGCAGGGA

Nucleoprotein:

GATAATCACTCACTGAGTGACATCAACATCATGGCGTCTCAAGGCACCAAA
CGATCTTATGAACAGATGGAAACTAGTGGAGAACGCCAGAATGCCACTGAG
ATCAGAGCATCTGTTGGAAGAATGGTTGGTGGAATTGGGAGATTTTATATA
CAGATGTGCACTGAACTCAAACTCAGCGACTATGAAGGAAGGCTGATTCAG
AACAGCATAACAATAGAGAGAATGGTTCTCTCCGCATTTGATGAAAGGAGG
AACAAATACCTGGAAGAACATCCCAGTGCTGGGAAAGACCCAAAGAAGAC
TGGAGGTCCAATTTATCGAAGGAGAGACGGGAAATGGATGAGAGAACTGA
TTCTGTATGACAAAGAGGAGATCAGAAGGATCTGGCGTCAAGCGAACAATG
GAGAAGACGCAACTGCTGGTCTCACTCACCTGATGATCTGGCATTCCAACT
AAATGATGCCACATACCAGAGAACTAGAGCTCTCGTGCGTACTGGGATGGA
CCCCAGAATGTGCTCTCTGATGCAAGGATCAACTCTCCCAAGGAGATCTGG
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AGCCGCTGGTGCAGCAGTAAAGGGAGTCGGAACGATGGTGATGGAACTAAT
TCGGATGATAAAGCGAGGGATTAATGATCGGAATTTCTGGAGAGGCGAAAA
CGGACGAAGGACAAGGATTGCATATGAGAGAATGTGCAACATTCTCAAAGG
GAAATTCCAAACAGCAGCACAAAGAGCAATGATGGACCAGGTGCGAGAAA
GCAGAAATCCTGGGAATGCTGAAATTGAAGATCTCATCTTTCTGGCACGAT
TGCACTCATTCTGAGAGGATCAGTGGCCCACAAGTCCTGCTTGCCTGCTTIG
GTGTATGGACTTGCTGTGGCCAGTGGATATGACTTTGAGAGAGAAGGGTAC
TCTCTAGTTGGAATAGATCCTTTCCGTCTGCTTCAAAACAGCCAGGTCTTEA
GTCTTATTAGACCAAATGAGAATCCTGCACACAAGAGTCAATTGGTGTGGA
TGGCATGCCATTCTGCAGCATTTGAAGACCTGAGAGTCTCAAGTTTTATCA
AGGGACAAGAGTAGTTCCAAGAGGACAACTATCCACCAGAGGAGTTCAAAT
TGCTTCAAATGAGAACATGGAAACAATGGACTCCAGCACTCTTGAACTAAG
AAGCAGATATTGGGCTATAAGAACTAGAAGCGGAGGGAACACCAACCAAC
AGAGAGCATCTGCAGGACAAATCAGTGTACAGCCTACTTTCTCAGTACAGA
GGAATCTTCCCTTCGAAAGAGCAACCATTATGGCAGCATTCACAGGGAATA
CAGAGGGAAGAACATCTGACATGAGGACTGAAATCATAAGAATGATGGAG
AGTGCCAGACCAGAAGATGTGTCTTTCCAGGGGCGGGGAGTCTTCGAGCTC
TCGGACGAAAAGGCAACGAACCCGATCGTGCCTTCCTTTGACATGAGTAAT
GAAGGATCTTATTTCTTCGGAGACAATGCAGAGGAGTATGACAATTAAAGA
AAACAA

Neuraminidase:

AATGAATCCAAATCAAAAGATAATAACCATTGGATCAATCTGTATGGTAAT
TGGAATAGTCAGTTTGATGTTACAAATTGGGAATATAATCTCAATATGGGTT
AGTCATTCAATCCAGACAGGGAATCAGCACCAGCCTGAACCGTGCAATCAA
AGCATCATTACTTATGAAAACAACACTTGGGTAAATCAGACATATGTCAAC
ATCAGTAATACCAATTTTCTTACTGAGCAAGCTGTGGTTTCAGTGACATTAG
CGGGTAATGCATCTCTTTGCCCAATTAGTGGATGGGCTATATACAGTAAGG
CAACGGTATAAGAATTGGTTCCAAAGGGGATGTGTTTGTTATAAGGGAGCC
ATTCATCTCATGTTCTCATTTAGAATGCAGAACCTTCTTTTTGACTCAGGG
GCCCTGTTGAATGATAAGCACTCTAACGGGACCGTCAAAGATAGAAGCCCT
TATAGGACCTTGATGAGTTGTCCTGTGGGTGAGGCTCCTTCCCCATATAACT
CAAGGTTTGAGTCTGTTGCTTGGTCAGCAAGTGCTTGTCATGACGGCATTA
TTGGTTGACAATTGGGATCTCTGGCCCAGACAATGGGGCCGTGGCTGTATT
AAATACAATGGCATAATAACAGACACTATCAAGAGTTGGAGGAACAACATA
CTGAGAACTCAAGAGTCTGAATGTGCATGTGTAAATGGTTCTTGCTTTACT
TGATGACCGACGGACCAAGCAACGGACAGGCCTCATATAAAATTTTCAAGA
TAGAAAAAGGGAAAGTAGTTAAATCAGTCGAATTGAATGCCCCTAATTACC
ACTACGAAGAGTGCTCCTGTTATCCGGATGCGGGCGAAATCATATGTGTGT
GTAGGGATAATTGGCATGGCTCAAATCGGCCGTGGGTATCTTTCAACCAAA
ATTTGGAGTATCAAATAGGGTATATATGTAGTGGAGTTTTCGGAGACAATCC
ACGCCCCAATGATGGAACGGGCAGTTGCGGTCCTGTGTCCTCTAATGGAGC
ATACGGAGTAAAAGGGTTCTCATTTAAATACGGCAATGGTGTTTGGATCGG
GAGAACCAAAAGCACTAGTTCCAGGAGCGGCTTTGAAATGATCTGGGATCC
AAATGGGTGGATTGAAACGGACAGTAGCTTCTCAGTGAAACAAGATATCGT
AGCAATAACTGATTGGTCAGGATATAGCGGGAGTTTTGTCCAGCACCCAGA
ATTGACCGGGTTAGATTGCATGAGACCTTGTTTCTGGGTGGAGCTAATCAG
GGGCGGCCCAAAGAGAATACAATTTGGACCAGTGGGAGCAGCATATCCTTT
TGTGGTGTAAATAGTGACACTGTAGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAG
TGCCATTCACCATTGACAAGTAGTTTGTTCAAAAAACTCCACTT
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Matrixprotein:

ATTGAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCTCTCTATCA
CCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCGCGCAGAGACTTGAAGATGTCTT
TGCAGGGAAAAACACCGATCTCGAGGCTCTCATGGAATGGCTAAAGACAAG
ACCAATCCTGTCACCTCTGACTAAGGGGATTTTAGGGTTTGTGTTCACGCT
ACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAAAATGCC
CTAAATGGGAATGGAGACCCAAACAACATGGACAGGGCAGTCAAACTGTA
CAGGAAGTTGAAAAGAGAGATAACATTCCATGGGGCTAAAGAAGTTGCACT
CAGCTACTCAACCGGTGCACTTGCCAGTTGTATGGGTCTCATATACAACAG
ATGGGAACGGTGACCACAGAAGTGGCTTTTGGCCTGGTATGTGCCACCTGT
GAGCAGATTGCTGATTCACAGCATCGGTCCCACAGGCAGATGGTAACTACC
ACCAATCCACTAATCAGACATGAAAACAGAATGGTGCTGGCCAGCACTACG
GCTAAGGCTATGGAGCAGATGGCTGGGTCAAGTGAGCAGGCAGCGGAAGC
CATGGAGGTTGCTAGTCAGGCTAGGCAGATGGTGCAGGCGATGAGGACAAT
TGGGACTCACCCTAGCTCCAGTGCCGGTCTGAAAGATGATCTCCTTGAAAR
TTGCAGGCCTACCAGAAACGGATGGGAGTGCAAATGCAGCGATTCAAGTGA
TCCTCTCGTTATTGCCGCAAGTATCATTGGGATCTTGCACTTGATATTGTG
ATTCTTGATCGTCTTTTCTTCAAATGTATTTATCGTCGCCTTAAATACGGTIT
GAAAAGAGGGCCTTCTACGGAAGGAGTGCCTGAGTCTATGAGGGAAGAGT
ATCGGCAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGATGTTGACGATGGTCATTTTGTCA
ACATAGAGCTGGAGTAAAAAACTACCTTGT

Nichtstrukturprotein:

AGCAAAAGCAGGGTGACAAAAACATAATGGATTCCAACACTGTGTCAAGCT
TTCAGGTAGACTGCTTTCTTTGGCATGTCCGCAAACGATTTGCAGACCAAG
ACTGGGTGATGCCCCATTCCTTGACCGGCTTCGCCGAGATCAGAAGTCCGT
AGAGGAAGAGGCAGCACTCTTGGTCTGGACATCGAGACAGCTACTCGTGCG
GGAAAGCAGATAGTGGAGCGGATTCTGGAGGAAGAATCTGATGAGGCACTT
AAAATGACTATTGCTTCAGTGCCGGCTTCACGCTACCTAACTGACATGACT
TTGAAGAGATGTCAAGGGACTGGTTCATGCTCATGCCCAAGCAGAAAGTGG
CAGGTTCCCTTTGCATCAGAATGGACCAAGCAATAATGGATAAAAACATCA
TATTGAAAGCAAACTTCAGTGTGATTTTTGACCGACTAGAAACCCTAATACT
ACTTAGAGCTTTCACAGAAGAAGGAGCAATTGTGGGAGAAATCTCACCGTT
ACCTTCTCTTCCAGGACATACTGATGAGGATGTCAAAAATGCAATTGGGGT
CTCATCGGAGGACTTGAATGGAATGATAACACAGTTCGAGTCTCTGAAACT
CTACAGAGATTCGCTTGGAGAAGCAGTAATGAGGATGGGAGACCTCCACTC
CCTCCAAAGCAGAAACGGAAAATGGCGAGAACAATTGAGTCAGAAGTTTG
AAGAAATAAGATGGCTGATTGAAGAAGTGAGACATAGATTGAAGATTACA
GAGAACAGCTTCGAACAGATAACGTTTATGCAAGCCTTACAACTATTGCTTG
AAGTGGAGCAAGAGATAAGAACTTTCTCGTTTCAGCTTATTTAATGATAAA
AAACACCCTTGTTTCTACT
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1.2 Sequenzen Schweineinfluenza HIN1 140

H1 for 907 bp

GATGTGACAGTTACACACTCAGTCAACCTACTAGAGGACAGTCACAATGGG
AAATTATGTAGACTGAAAGGAATAGCCCCATTACAATTGGGGAAATGCAGC
ATTGCTGGATGGATCTTGGGGAACCCAGAATGTGAGTCACTATTTTCTAAG
AATCATGGTCCTATATTGCAGAAACAACAAATTCTGAAAATGCAATATGTT
ACCCAGGGTATTTCTCCGACTACGAGGAGTTAAGGGAGCAATTGAGTTCAG
TATCATCATTCGAGAGATTCGAAATATTCCCCAAAGAAAGTTCATGGCCCA
AACACAGCGTAAACAAAGGAGTAACTGCATCATGCTCCCACAAAGGGAAC
AGCAGTTTTTACAAAAACCTGCTATGGCTAACGGAGAAAAATGGCATTTAC
CCAAATCTGAGCAAGTCTTATGTAAACAACAGAGATGAAGAAGTCCTTGTG
TTATGGGGTGTTCATCACCCGTCTAATATAGAGGATCAAAGGGCCATATA
GTAAAGAAACTGCTTATGTTTCTGTAGTGTCCTCACACTACAACAAGAGGTT
TATCCCAGAAATTGCAAAAAGACCCAAAGTAAGGAATCAAGAAGGGAGAA
TTAACTACTACTGGACTCTACTAGAACCCAAGGACACAATAATATTTGAAG
CAAATGGAAATTTAATAGCGCCATGGTATGCTTTTGCACTGAGTAGAGGCTT
TGAGTCAGGAATCATCGTATCAAATGCATCAGTGGATGAGTGTGACACGAA
GTGTCAAACCCCCCGGGGGGCAATAAACAGCAGCCTCCCTTTCCAGAATGT
ACATCCAGTAACAATAGGAGAATGCCCAAAGTACGTCAGGAGTAAAAAATT
AAGGATGGTTACAGGACTAAAGAAC

H1 rev 957 bp

AGAAGGAATGTTCCTTAGTCCTGTAACCATCCTTAATTTTTTACTCCTGAGST
ACTTTGGGCATTCTCCTATTGTTACTGGATGTACATTCTGGAAAGGGAGGT
GCTGTTTATTGCCCCCCGGGGGGTTTGACACTTCGTGTCACACTCATCCAC
GATGCATTTGATACGATGATTCCTGACTCAAAGCCTCTACTCAGTGCAAAAG
CATACCATGGCGCTATTAAATTTCCATTTGCGTCAAATATTATTGTGTCCTIG
GGTTCTAGTAGAGTCCAGTAGTAGTTAATTCTCCCTTCTTGATTCCTTACTT
GGGTCTTTTTGCAATTTCTGGGATAAACCTCTTGTTGTAGTGTGAGGACAT
ACAGAAACATAAGCAGTTTCTTTACGGTATATGGCCCTTTGATCCTCTATAT
TAGACGGGTGATGAACACCCCATAACACAAGGACTTCTTCATCTCTGTTGT
TACATAAGACTTGCTCAGATTTGGGTAAATGCCATTTTTCTCCGTTAGCCA
AGCAGGTTTTTGTAAAAACTGCTGTTCCCTTTGTGGGAGCATGATGCAGTA
CTCCTTTGTTTACGCTGTGTTTGGGCCATGAACTTTCTTTGGGGAATATTTG
AATCTCTCGAATGATGATACTGAACTCAATTGCTCCCTTAACTCCTCGTAG
CGGAGAAATACCCTGGGTAACATATTCCATTTTCAGAATTCGTTGTTTCT®
AATATAGGACCATGATTTCTTAGAAAATAGTGACTCACATTCTGGGTTCCCC
AAGATCCATCCAGCAATGCTGCATTTCCCCAATTGTAATGGGGCTATTCCT
TCAGCCTACATAATTTCCCATTGTGACTGTCCTCTAGTATGTTGACTGAGGT
GTAACTGTCACATTCTTCTCGAGGGACTGTGTCAACA
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