Molekularbiologische Grundlagen der Spezies- und Organspezifitit
von Influenza-A-Viren

Von Christoph Scholtissek*

Die Influenza ist eine der groBen Seuchen, die noch nicht unter Kontrolle gebracht werden
konnte. Dies beruht auf der hohen Variabilitiit des auslésenden Agens, der Influenza-A-
Viren. Diese Viren benehmen sich wie ein Chamileon: Sie passen sich auBerordentlich
schnell verinderten Umweltbedingungen an. Neue Stimme werden ,,synthetisiert”, die die
Immunabwehr des Wirtes unterlaufen kdnnen, die Speziesbarrieren iiberschreiten und die
hochpathogen sein kénnen. Wir beginnen, die molekularen Grundlagen fiir diese auflerge-
wohnliche Variabilitat zu verstehen. Das Genom der Influenza-A-Viren besteht aus acht
Einzelstrang-RNA-Segmenten. Jedes der acht RNA-Segmente, deren Totalsequenz bekannt
ist, ist ein Gen. Bei der Doppelinfektion eines geeigneten Organismus mit zwei verschiede-
nen Influenza-A-Stimmen benimmt sich jedes RNA-Segment wie ein Chromosom. Das be-
deutet, daB durch Umverteilung der 16 RNA-Segmente theoretisch 28 —2 =254 Neukombi-
nationen (Reassortanten) erwartet werden konnen, die alle verschiedene Eigenschaften ha-
ben. Weiterhin werden Mutationen in den einzelnen RNA-Segmenten relativ leicht tole-
riert. Ein weiteres groBes Problem ergibt sich aus dem gewaltigen Reservoir verschiedener
Influenza-A-Viren im Tierreich, vor allen Dingen in den Wasserzugvdgeln, in denen diese
Viren kaum Symptome auslésen und die die unterschiedlichsten Virus-Subtypen iiber Kon-
tinente verbreiten. Diese Erkenntnisse lassen es notwendig erscheinen, prinzipiell neue
Wege zur Bekdmpfung dieser groBen Seuche einzuschlagen.

1. Einleitung

Influenza-A-Viren sind die Erreger von groen Pande-
mien, wie z. B. 1918/19 der Spanischen Grippe oder 1968
der Hongkong-Grippe. Weiterhin infizieren Influenza-A-
Viren, im Gegensatz zu den Typen B und C, unter natiirli-
chen Bedingungen auch andere Spezies wie Vdgel, Pferde,
Schweine, Seehunde, Nerze und Wale, in denen sie die un-
terschiedlichsten Symptome hervorrufen. Deshalb soll in
diesem Beitrag nur auf die Influenza-A-Viren eingegangen
werden.

1.1. Struktur

Influenza-A-Viren sind relativ komplex aufgebaut (Abb.
1, rechts)!'l. Sie haben eine Lipidhiille, die wihrend der Vi-
rusreifung von der Wirtszelle beigesteuert wird, und aus
der nach auBen zwei verschiedene Glycoproteine ragen.
Da ist einmal das Himagglutinin(HA), das als Trimer an
den Neuraminsédure-haltigen Wirtszellrezeptor bindet und
die wichtigste immunogene Komponente ist, gegen die der
infizierte Organismus neutralisierende Antikdrper produ-
ziert. Die zweite Oberflichenkomponente, die fir die Im-
munabwehr eine weniger wichtige Rolle spielt, ist das den
Rezeptor zerstorende Enzym, die Neuraminidase(NA).
Obwohl dieses Enzym sehr gut studiert ist®>, sind noch
viele Fragen zur Rolle, die es im Infektionsgeschehen
spielt, unbeantwortet.

Die Lipidhiille ist innen vom Matrix- oder Mem-
bran(M)-Protein ausgekleidet. Der Kern des Virus, das
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Nucleocapsid, hat, elektronenmikroskopisch betrachtet,
eine fadige, helicale Struktur; als Hauptbestandteil enthilt
er das basische Nucleoprotein{(NP). Die drei sogenannten
P-Proteine (PB1, PB2 und PA) kommen nur in etwa je
zehn Exemplaren pro Nucleocapsid vor. In das Nucleo-
capsid ist das genetische Material des Influenza-A-Virus
eingelagert. Es besteht aus Einzelstrang-RNA (vRNA), die
nicht, wie bei den meisten Viren, in einem einzigen Makro-
molekiil pro Viruspartikel vorkommt, sondern in acht Seg-
menten. Jedes Segment stellt ein Gen dar (Abb. 1,
links)"* . Das Nucleocapsid hat RNA-Polymerase-Aktivi-
t4t, d.h. an der internen vRNA-Matrize wird die dazu
komplementire RNA (cCRNA) synthetisiert.

Abb. 1. Struktur und Strukturelemente eines Influenza-A-Virus (rechts) und
Zuordnung der Genprodukte (Mitte) zu den durch Polyacrylamid-Gelelek-
trophorese getrennten viralen RNA-Segmenten (Gene) (links). Im Innern des
Virus befindet sich der Polymerasekomplex, der aus den drei P-Proteinen
PB2, PB1, PA und dem Nucleoprotein NP besteht. Dic Lipiddoppelschicht
ist innen mit dem Membran- oder M-Protein ausgekleidet. Eingelagert und
nach auBen ragend sind die beiden Glycoproteine Hamagglutinin (HA) und
Neuraminidase (NA). Das kleinste RNA-Segment enthilt die Information
fur zwei Nichtstrukturproteine (NS).
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1.2. Nomenklatur

Die Proteine im Innern des Virus, wie das NP- oder das
M-Protein, sind gruppenspezifische Antigene, nach denen
die Influenzaviren in die Typen A, B und C eingeteilt wer-
den. Da diese Viruskomponenten im intakten Partikel von
monospezifischen Antikdrpern nicht erreicht werden kon-
nen, unterliegen sie nicht dem Selektionsdruck durch das
Immunsystem des Wirtes und sind deshalb im Gegensatz
zu den Oberflichenkomponenten HA und NA relativ kon-
serviert. Die Influenza-A-Viren teilt man aufgrund signifi-
kanter serologischer Unterschiede der HAs und NAs in
Subtypen ein. Man unterscheidet bis jetzt dreizehn HA-
und neun NA-Subtypen, die in fast allen Kombinationen
miteinander auftreten!). Bei humanpathogenen Isolaten
hat man bisher allerdings nur drei HA- und zwei NA-Sub-
typen gefunden. Bei der Bezeichnung der Virusstimme
gibt man in der Regel bei den Erstisolaten, mit Ausnahme
der aus Menschen isolierten Viren, noch die Spezies an.
Weiterhin wird der Ort der Isolierung, die Isolatnummer
und das Jahr angemerkt. Meistens fiigt man vereinfacht
noch den Serotyp beziiglich HA (H) und NA (N) an. Fol-
gendes Isolat, das 1976 aus einer Ente in Alberta (Kanada)
isoliert wurde, soll als Beispiel dienen: A/duck/Alberta/
35/76 (HIN1).

1.3. Vermehrung

Die Influenzaviren gehéren zu den Negativstrang-Viren.
Das bedeutet, da3 die virale(v) RNA nicht infektids ist, da
sie keine Boten-RNA(mRNA)-Funktion hat. Da in nicht-
infizierten Wirtszellen keine RNA-abhidngige RNA-Poly-
merase vorkommt, miissen alle Negativstrang-Viren ihre
eigene RNA-Polymerase mitbringen. Nach Adsorption an
die Wirtszelle und Fusion der Virusmembran mit zelluld-
ren Membranen wird das Nucleocapsid freigesetzt und
wandert in den Zellkern. Dort beginnt nun die sehr kom-
plizierte Synthese der viralen mRNA. Dazu bindet der Po-
lymerasekomplex an die permethylierte Cap-Struktur
(siehe Abb. 2) am 5-Ende der von der Wirtszelle frisch

)—P=0 Abb. 2. Methylierte Cap-Struktur am 5'-Ende der
von der Wirtszelle neu synthetisierten hnRNA.
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synthetisierten Vorldufer-mRNA (hochmolekulare, hetero-
gene Kern-RNA (hnRNA)) und spaltet die hnRNA nach
10-13 Nucleotiden hinter einem Purin (Abb. 3). Dieses 5'-
Endstiick der zelluliren hnRNA dient als Startermolekiil
fiir die eigentliche virusspezifische mRNA (Basenpaarung
nach den Watson-Crick-Regeln), so daB hinter diesem letz-
ten Purinnucleotid die Sequenz komplementdr zum 3’-
Ende der vRNA ist"! In der Nihe des 5'-Endes der vVRNA
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Abb. 3. Drei Schritte, die fiir den Start der fir Influenzaviren spezifischen
mRNA-Synthese notwendig sind. 1. Bindung des viralen Polymerase-Kom-
plexes an die permethylierte Cap-Struktur der neu synthetisierten zelluldren
hnRNA und Spaltung 10 bis 13 Nucleotide hinter einem Purinnucleotid. 2.
Initiation der Synthese der viralen mRNA durch Basenpaarung des am 3'-
Ende der vRNA befindlichen Uridinmonophosphates mit dem Purin am 3'-
Ende des zelluldren Startermolekiils und Anlagerung des ersten Guanosin-
triphosphates (Paarung mit dem vorletzten Cytidinmonophosphat der
vRNA). 3. Verlangerung der viralen mRNA entsprechend den Watson-Crick-
Regeln (nach Krug [7]).

befindet sich ein Signal fiir die unspezifische Synthese ei-
nes Polyadenylsiureschwanzes von 50-200 AMPs, so daf}
nicht die gesamte Information auf die mRNA iibertragen
wird. Das heit, daB3 die acht in vivo synthetisierten Influ-
enzavirusspezifischen mRNA-Segmente am S'-Ende véllig
heterogen sind, da fast alle zelluliren hnRNAs als Starter
dienen kénnen. Da aulerdem am 3'-Ende der mRNA-Seg-
mente Information fehlt, kann diese RNA selbstverstind-
lich nicht als Matrize fiir die Synthese der vRNA-Seg-
mente dienen, die spéter in die reifen Viruspartikel einge-
baut werden sollen. Aus diesem Grunde wird in der infi-
zierten Zelle eine zweite Sorte von cRNA synthetisiert, die
weder die von der zelluldren hnRNA ibernommene Cap-
Struktur enthilt noch den Poly-A-Schwanz am 3'-Ende,
sondern die gesamte unmodifizierte komplementire Infor-
mation besitzt®, Beide Sorten der virusspezifischen cRNA
- jeweils aus acht Segmenten bestehend - kommen in der
infizierten Zelle nebeneinander vor. Die Regulationsme-
chanismen, die zu diesen beiden unterschiedlichen cRNAs
fiihren, sind noch véllig unbekannt. An den sechs gréBten
vRNA-Segmenten wird jeweils eine mRNA synthetisiert,
an den beiden kleinsten vRNAs dagegen jeweils zwei un-
terschiedliche mRNAs. Eine dieser beiden mRNAs ent-
steht durch SpleiBen, d.h. am RNA-Segment 7 wird neben
der ungespleiiten mRNA, die fiir das M-Protein codiert,
noch eine gespleiBte mRNA synthetisiert, die das Nicht-
strukturprotein M2 codiert. Entsprechend enthilt das
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RNA-Segment 8 die Information fiir die beiden Nicht-
strukturproteine NS1 und NS2©. Uber den Mechanismus,
wie die richtigen acht vRNA-Segmente ausgewihlt und in
die Viruspartikel verpackt werden, ist noch nichts be-
kannt.

Die Synthese der nicht glycosylierten Proteine findet
(wahrscheinlich mit Ausnahme des M2-Proteins) an freien
Polysomen im Cytoplasma der Wirtszelle statt, wahrend
die Glycoproteine (und wahrscheinlich das M2-Protein) an
den membrangebundenen Polysomen gebildet werden.
Auf dem Weg iiber den Golgi-Apparat zu der Cytoplasma-
membran werden die viralen Glycoproteine weiter modifi-
ziert, z. B. durch Glycosylierung, Verkniipfung mit Fettsiu-
ren und Spaltung des HAs zu den iiber Disulfidbriicken
verbundenen Untereinheiten HA; und HA,"%. Durch An-
einanderlagerung der verschiedenen Struktureinheiten,
Knospung (Budding) und Abschniiren bilden sich dann
die neuen infektidsen Viruspartikel.

1.4. Zuordnung der RNA-Segmente zu den Genprodukten

Fiir die Zuordnung der RNA-Segmente zu den Genpro-
dukten wurde von uns zunichst eine Vielzahl von tempera-
tursensitiven(ts) Mutanten des Virus der Klassischen Ge-
fligelpest (fowl plague virus (FPV)), A/FPV/Rostock/34
(H7N1), durch Mutagenisierung mit 5-Fluoruracil und Se-
lektion mit Hilfe des Plaque-VergréBerungstestes!!'!! herge-
stellt. Danach wurden primire Hithnerembryozellen(HEZ)
in Kultur paarweise mit den verschiedenen ts-Mutanten
doppelt infiziert; dann wurde gepriift, ob bei 40°C, eine
Temperatur, bei der sich die ts-Mutanten nicht vermehren
(,,nichtpermissive Temperatur*), Virusvermehrung statt-
fand. Wenn die die Temperatursensitivitit verursachenden
Defekte (ts-Defekte) bei den beiden zur Doppelinfektion
verwendeten Viren in verschiedenen RNA-Segmenten (Ge-
nen) liegen, entsteht bei einem Reassortment - einer Art
Umverteilung der Gene - unter anderem der Wildtyp
(siche Abb. 4), d.h. die nicht-defekten Gene erginzen sich
zu einem bei 40°C vermehrungsfihigen Virus. Liegen die
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— Komplementation

zum Wildtyp moglich

Keine Rekombination
zum Wildtyp moglich

Abb. 4. Schema des Reassortments (der Rekombination) zum Wildtyp nach
Doppelinfektion einer Zelle mit zwei verschiedenen temperatursensitiven (ts)
Mutanten eines Influenza-A-Virus, bei denen die ts-Defekte entweder in zwei
verschiedenen oder in denselben RNA-Segmenten liegen. Bei der nichtper-
missiven Temperatur von 40°C wird auf den Wildtyp selektioniert.
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ts-Defekte bei den beiden zur Doppelinfektion verwende-
ten Mutanten dagegen im gleichen RNA-Segment, ist Re-
kombination zum Wildtyp nicht méglich. Auf diese Weise
kann man simtliche ts-Mutanten entsprechend der Anzahl
der RNA-Segmente in acht Rekombinationsgruppen ein-
teilen und aufgrund des biologischen Defektes bereits eine
grobe Zuordnung der Mutationen treffen!'?. Wenn man je-
doch HEZ bei 40°C mit je einer ts-Mutante und einem an-
deren Influenza-A-Virus doppelt infiziert, das in HEZ
keine Plaques bilden kann (siehe Abschnitt 4), sind alle bei
40°C vermehrungsfihigen Viren automatisch Reassortan-
ten, bei denen mindestens das defekte Gen der FPV-Mu-
tante durch das allele Gen des anderen Virus ersetzt ist.
Die Herkunft der einzelnen RNA-Segmente in solchen
Reassortanten, ob sie von dem einen oder dem anderen El-
terntyp herstammen, haben wir urspriinglich mit der Hy-
bridisierungstechnik festgestellt!"®!, Eine andere Méglich-
keit, den Urspriing der einzelnen Gene festzustelien, ist ein
Vergleich der Wanderungsgeschwindigkeiten in der Poly-
acrylamidgel-Elektrophorese der RNA-Segmente und der
viralen Proteine der Elternstimme mit denen der Reassor-
tanten!”! oder ein Vergleich der ,,tryptischen Fingerprints*
der Proteine der Eltern und der Reassortanten!'®. Das Er-
gebnis ist in Abbildung 1 dargestelit.

2. Molekulare Grundlagen
der Influenza-Pandemien und -Epidemien

2.1. Antigenshift

Durchschnittlich alle zehn bis zwanzig Jahre tritt erfah-
rungsgemiB plotzlich ein humanpathogenes Influenza-A-
Virus mit neuen Oberflichenantigenen auf, gegen die in
der menschlichen Population keine neutralisierenden Anti-
korper vorhanden sind, so daBl dieser neue Stamm ei-
ne Pandemie starten kann (Antigenshift). Als wir den
1968 plotzlich aufgetretenen A/Hong Kong/1/68(H3N2)-
Stamm genetisch mit der Hybridisierungstechnik unter-
suchten, stellten wir fest, daf} alle Gene mit Ausnahme des
HA-Gens praktisch identisch waren mit dem vorher in der
menschlichen Population vorhandenen H2N2-Virus (A/
Singapore/1/57). Das HA-Gen des Hongkong-Virus zeigte
dagegen genetisch eine enge Verwandtschaft mit dem alle-
len Gen eines bereits 1963 aus einer Ente in der Ukraine
isolierten Influenza-A-Virus!'®, Deshalb stellen wir uns die
Entstehung des Hongkong-Stammes entsprechend der
Darstellung in Abbildung 5 vor: Danach sollen diejenigen
Gene, die fiir die Speziesspezifitit, d.h. Vermehrungsfahig-
keit im Menschen und fiir die entsprechenden Symptome
verantwortlich sind, beim Reassortment in einem doppelt
infizierten Wirt - moglicherweise im Schwein (siche Ab-
schnitt 6.2) - von dem H2N2-Stamm iibernommen worden
sein, und nur das HA-Gen wurde durch das Entenvirus
beigesteuert. Das bedeutet, daBl die Natur ,Woife im
Schafspelz** produziert und damit die Immunabwehr des
Organismus unterlauft. Beim Singapur-Stamm, der 1957
eine Pandemie ausldste, stellten wir fest, daB nur die
RNA-Segmente 1, 5, 7 und 8 von einem vorher aufgetrete-
nen humanpathogenen H1N1-Stamm idbernommen wur-
den und die Segmente 2, 3, 4 und 6 - d.h. beide Oberfla-
chenantigene - ausgetauscht waren''®.
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Abb. 5. Schema zur Erklirung der Entstehung eines neuen pandemischen
Influenza-A-Stammes (Antigenshift). Eine Zelle wird gleichzeitig von einem
tierpathogenen und dem zur Zeit vorherrschenden humanpathogenen Stamm
infiziert. Eine der 254 moglichen Neukombinationen hitte die rechts im Bild
angegebene Genkonstellation, bei der nur das HA-Gen vom tierpathogenen
Stamm herriihrt, die anderen Gene vom humanpathogenen Virus iibernom-
men werden.

Eine andere Maoglichkeit, eine Pandemie auszuldsen, be-
steht darin, daB ein Virussubtyp fiir viele Jahre in der
menschlichen Population nicht nachweisbar ist und dann,
wenn eine neue Generation junger Menschen herange-
wachsen ist, plétzlich wieder auftaucht. Das geschah 1977,
als ein HIN1-Virus eine Pandemie ausloste, das genetisch
in allen RNA-Segmenten praktisch identisch war mit ei-
nem bereits 1950 isolierten HIN1-Stamm!'®'”, Mit dem
neuen HIN1-Virus wurden fast nur nach 1950 geborene
Menschen infiziert, da in 4lteren Menschen noch schiit-
zende Antikdrper gegen diesen Stamm vorhanden waren.
Maoglicherweise hat 1950 der HIN1-Stamm durch Genaus-
tausch die Wirtsspezifitit gewechselt (sieche Abschnitt 3),
verblieb fiir 27 Jahre in diesem neuen Wirt, und kehrte
dann durch neuerlichen Austausch des gleichen Gens wie-
der in den urspriinglichen Wirt zuriick. Wir haben einen
solchen zweimaligen Wirtswechsel durch Genaustausch
beim Virus der Klassischen Gefliigelpest im Laboratorium
im Modellexperiment nachvollziehen kénnen!'®,

2.2. Antigendrift

Das plotzliche Auftauchen pandemischer Influenza-A-
Stamme durch Austausch der Gene, die fiir die Oberfli-
chenantigene NA und/oder HA codieren - man spricht
von Antigenshift -, wird durch die Segmentierung des Ge-
noms ermdglicht. Neben dem plétzlichen Auftreten neuer
Stimme gibt es noch die langsame Verdnderung der Ober-
flichenantigene durch Mutation und die Selektion der da-
bei entstehenden Varianten durch das Immunsystem. Die-
sen Vorgang bezeichnet man als Antigendrift. Antigendrift
scheint deshalb bei Influenzaviren so stark ausgeprégt zu
sein, weil die Oberflichenantigene offensichtlich Domai-
nen besitzen, in denen Mutationen selten letal, d.h. funk-
tionell wenig bedeutsam sind, in denen aber die Antigen-
determinanten liegen. Anders als die iibrigen Gene, die
weitgehend konserviert sind, zeigen die HA- und NA-
Gene bestimmte Regionen hoher genetischer Variabili-
titl’". Diese Regionen sind identisch mit den Antigendo-
minen'?®?" (siche Abb. 6). Trotz des Antigendrifts gibt es
noch unterschiedlich stark ausgeprdgte serologische
Kreuzreaktionen, d.h. ,,Driftviren* werden von vorhande-
nen Antikorpern teilweise erkannt. Durch Driftviren wer-
den die meist weniger heftigen und bisweilen ortlich be-
grenzten Epidemien ausgeldst.
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Abb. 6. Schematische Darstellung
der Struktur des Hamagglutinin-
Monomers des A/Aichi/2/
68(H3N2)-Stammes. Die Symbole
A, ®, R und @ geben Mutationen
in den vier Antigenbereichen an, die
zu immunologischen Veridnderun-
gen fiihren. Die Balken geben a-He-
lix-, die breiten Pfeile B-Faltblatt-
Strukturen wieder (mit Genehmi-
gung von Macmillan Journals Ltd.
dem Deckblatt von Nature (London)
289 (1981) Nr. 5796 entnommen)
[21].

3. Beeinflussung von Pathogenitit, Wirtsspezifitit
und Organtropismus durch Reassortment

3.1. Konstruktion apathogener Reassortanten

Die Natur macht beim Antigenshift offensichtlich von
der Moglichkeit Gebrauch, ,,Wélfe im Schafspelz** zu pro-
duzieren. Deshalb haben wir?? und andere!”*?* versucht,
»Schafe im Wolfspelz* herzustellen, um sie als Lebendvac-
cine zu nutzen. Unter Beibehaltung der Gene fiir die Ober-
flachenglycoproteine HA und NA sollten die Gene der ge-
fahrlichen Viren ausgetauscht werden, die deren Pathoge-
nitdt verursachen. Mit unseren ts-Mutanten haben wir
nach den in Abschnitt 1.4 beschriebenen Methoden eine
Vielzahl unterschiedlicher Reassortanten des Virus der
Klassischen Gefliigelpest hergestellt und auf ihre Pathoge-
nitdt getestet. Dabei stellte sich heraus, daB durch Aus-
tausch des RNA-Segmentes 1 (PB2-Gen) durch das allele
Gen des humanpathogenen A/PR/8/34(H1N1)-Stammes
eine fiir Hihner vollig apathogene Reassortante entstand,
die die Oberflichenantigene des gefdhrlichen Stammes
enthielt. Hithner konnten durch Infektion mit dieser Re-
assortante gegen eine Uberinfektion mit dem Wildstamm
vollig geschiitzt werden. Wenn fiir den gleichen Versuch
allerdings das Schweine-Influenzavirus A/sw/1976/31
verwendet wurde, war die entsprechende Reassortante so
pathogen wie der Wildtyp. In diesem Fall mufite eine an-
dere ts-Mutante mit einem Defekt im PB1-Gen (RNA-Seg-
ment 2) verwendet werden. Die Reassortante, die das
RNA-Segment 2 vom Schweine-Influenzavirus enthielt,
war vollig apathogen und konnte als mdglicher Kandidat
fiir eine Lebendvaccine betrachtet werden?, Bei all diesen
Studien kam heraus, daB3 wir zwar nicht voraussagen kén-
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nen, welches Gen des gefiahrlichen Virus durch das ent-
sprechende Gen eines welchen Prototypstammes ersetzt
werden muf3, um die Pathogenitit zu verlieren, daf es aber
in erster Linie auf die Genkonstellation des Polymerase-
komplexes ankommt, d.h. auf Gene, deren Genprodukte
eng kooperieren (siche Abschnitt 1.1y Weitere Studien
ergaben, daB sich die apathogenen Reassortanten des Vi-
rus der Klassischen Gefliigelpest bei der Korpertempera-
tur des Huhnes (41°C) nur langsam vermehren, so daB3 die
Immunabwehr den Wettlauf mit dem Virus im infizierten
Organismus gewinnt. Ausgehend von dieser Beobachtung
konnten wir sehr rasch potentielle Vaccinestimme isolie-
ren, und zwar durch Doppelinfektion selbst mit zwei hoch-
pathogenen Elternstimmen und Selektion mit dem Plaque-
VergréBerungstest auf Reassortanten, die schlecht bei
41°C wachsen. Diese Reassortanten waren alle apathogen
fiir Hithner und hatten Basenaustausche in den Genen des
Polymerasekomplexes!®®,

3.2. Neurotrope Reassortanten

Wenn wir in der Lage sind, durch RNA-Segmentaus-
tausch die Pathogenitit von Influenza-A-Viren zu eliminie-
ren, sollte es auch moglich sein, ausgehend von zwei fiir
einen bestimmten Organismus harmlosen Viren, hochpa-
thogene Reassortanten zu konstruieren. Fiir Studien zur
Pathogenitétssteigerung eignen sich Mause, da diese Tiere
unter natiirlichen Bedingungen frei von Influenza sind. So-
lange Influenzaviren nicht durch Passagieren, d.h. durch
mehrere Cyclen von Infektion und Isolation, an diese
Tiere adaptiert sind, werden Miuse normalerweise nach
artifizieller Infektion mit diesen Viren nicht krank. Als
Reassortanten, die durch Reassortment des Virus der Klas-
sischen Gefliigelpest mit verschiedenen humanpathogenen
oder avidren (von Vogeln stammenden) Influenzastimmen
erhalten worden waren, in jungen Méusen getestet wurden,
stellte sich heraus, daB einige dieser Reassortanten in der
Lage waren, die Tiere zu téten. Anders als die Elternviren
vermehrten sich die pathogenen Reassortanten besonders
in den Miusegehirnen zu hohen Titern. Auch in Miusege-
hirn-Zellkulturen replizierten sich diese Reassortanten,
wihrend die Elternviren oder apathogene Reassortanten
das nicht konnten. Entscheidend war auch hier wieder der
Austausch bestimmter Polymerasegene?”-?8), Der Zusam-
menhang zwischen Genkonstellation und Neurotropismus
fiir das Elternpaar FPV/Virus N ist in Tabelle | gezeigt®®,
Hier haben wir es also mit einem besonders klaren Fall der
Verinderung des Organtropismus und parallel dazu mit ei-
ner Steigerung der Pathogenitit durch Reassortment zu
tun. Kritisch bei diesen Experimenten ist, daB die M#use
durch Immunisierung gegen eine intranasale Infektion -
das entspricht dem natiirlichen Infektionsweg — mit diesen
neurotropen Reassortanten nicht geschiitzt werden kon-
nen, da die Nervenendigungen des Riechnervs in der Na-
senschleimhaut das Virus aufnehmen, das sich dann iiber
den Bulbus olfactorius iiber das gesamte Gehirn ausbrei-
tet. Durch die Immunisierung kann nur eine Virimie und
eine generalisierte Infektion®® verhindert werden; dies hat
jedoch keinen EinfluB auf die Virusvermehrung im Gehirn
und damit auf den tédlichen Ausgang?'.
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Tabelle 1. Vermehrung von Reassortanten aus dem Virus der Klassischen
Geflugelpest (F) und dem A/chicken/Germany,,N*/49-Virus (N) in Lungen
und Gehirnen nach intranasaler Infektion von zwei Tage alten Miusen. Mit
Ausnahme des ersten Virus (Virus N) stammen bei allen Reassortanten die
Gene PB2, HA, NA und M vom Virus der Klassischen Gefliigelpest ab.
Wenn das PB1- und/oder PA-Gen vom Virus N stammen, sind die Reassor-
tanten fiir Miuse neurotrop. Wenn auBerdem noch das NS-Gen ausge-
tauscht ist, ist der Virustiter im Gehirn nochmals erhdht. Austausch des NP-
Gens bewirkt dagegen Verlust der neurotropen Eigenschaften oder schwicht
diese Eigenschaft zumindest ab. Alle Tiere, bei denen Viren im Gehirn ge-
funden werden, sterben, allerdings entsprechend den Titern unterschiedlich
schnell (29].

Herkunft der Gene Virustiter vier Tage nach Infektion

{Plaque-bildende Einheiten/mL Suspension]

PBI PA NP NS Lunge Gehirn
N N N N 10* <10’
F F F F 10! <10
N F F F 10° 10°
N F F N 10° 10
F N F F 10¢ 10°
N N F F 107 10°
N N F N 107 10¢
F F N F <10’ <10’
F N N F <10' <10’
N N N F 10¢ 10

Die Natur scheint auch von dieser Moglichkeit der Pa-
thogenititssteigerung Gebrauch zu machen: 1979 kam es
an der Neuenglandkiiste in den USA zu einem groBen See-
hundsterben, wobei man bei den toten Tieren ein Influen-
za-A-Virus sowohl aus der Lunge als auch aus dem Gehirn
isolieren konnte™®?. Die genetische Analyse dieses Virus er-
gab, daB es sich offensichtlich um eine Reassortante aus
avidren Influenzastimmen handelte®?.

4. Beeinflussung von Pathogenitiit und
Wirtsspezifitit durch Mutation

Eine iibliche Methode zur Pathogenititsabschwichung
durch Mutation und Selektion von apathogenen Varianten
ist das Passagieren eines pathogenen Virus in einem ande-
ren Wirt. Dariiber hinaus sind ts-Mutanten von Influenza-
viren schon friih als mogliche Kandidaten einer Lebend-
vaccine isoliert worden. Die Idee ist, daB sich solche Viren
im oberen Respirationstrakt bei relativ niedrigen Tempera-
turen noch vermehren und dort die Bildung von Antikor-
pern induzieren, insbesondere solcher der IgA-Klasse. Die
Korpertemperatur im unteren Respirationstrakt wiirde
eine weitere Vermehrung der ts-Mutante verhindern?®*2%,
Viren, die an niedrige Temperaturen (25°C) adaptiert sind
und dementsprechend eine Vielzahl von Mutationen ha-
ben, scheinen fiir diese Zwecke besonders geeignet, weil
die Wahrscheinlichkeit der Reversion zum Wildtyp ab-
nimmt®%37, Folgende Fakten miissen dabei beriicksichtigt
werden: Begiinstigt wiederum durch das segmentierte Ge-
nom sind Suppressormutationen (Pseudoreversionen)*s-*
und Suppressorrekombinationen!® - darunter versteht
man die Unterdriickung des ts-Erscheinungsbildes durch
Mutation in anderen Genen oder durch Austausch von an-
deren Genen unter Beibehaltung der ts-Mutation - bei In-
fluenzaviren nicht selten, so daBB Reversionen zum ts™-
Phinotyp selbst bei Viren mit multiplen ts-Defekten haufig
vorkommen. Eine genaue Analyse solcher ts-Mutanten hat
ergeben, daB3 die Hiufigkeit der Reversion zum ts*-Phi-
notyp vom RNA-Segment abhingt, in dem sich der ts-De-
fekt befindet. Die Reversion ist in den Genen am h#ufig-
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sten, deren Genprodukte miteinander kooperieren; die Ur-
sache sind wahrscheinlich Suppressormutationen. Wenn
Doppelmutanten bei mittlerer Temperatur in Gewebekul-
turen passagiert werden, erscheinen sehr schnell ts*-Re-
vertanten. Bei hoher Temperatur geht solch eine Mutante
beim Passagieren verloren (keine Replikation). Bei niedri-
ger Temperatur gibt es keinen Selektionsdruck, und des-
halb haben mégliche Revertanten keine Chance. Dement-
sprechend wurden Hiihner, die mit einer Doppelmutante
des Virus der Klassischen Gefliigelpest intratracheal (iiber
die Luftrohre) infiziert wurden (relativ niedrige Tempera-
tur im oberen Respirationstrakt) krank, oder sie starben.
Wenn sie intramuskulér infiziert wurden (sofort 41°C), 16-
sten sie keinerlei Symptome aus™'. Aus diesem Grunde
scheint die Idee, ts-Mutanten iiber den Respirationstrakt
zu applizieren, nicht vielversprechend. Auflerdem zeigte
sich, daB beim Passagieren der in Abschnitt 3.1 beschriebe-
nen apathogenen Reassortanten bei erhohter Temperatur
sehr schnell wieder hochpathogene Varianten entstan-
den!*?, Selbst der Austausch ganzer RNA-Segmente fiihrt
also nicht zu einer sicheren Lebendvaccine.

Die Spaltbarkeit des Himagglutinins (HA) in die Spalt-
produkte HA, und HA, in infizierten Zellen durch Tryp-
sin-dhnliche Enzyme ist die Voraussetzung dafiir, daB3 sich
Influenza-A-Viren iiber viele Cyclen vermehren kon-
nen*>#1; sie ist deshalb ein wichtiger Pathogenititsfak-
tor*3l, Zellen, bei denen die entsprechende Protease das
Hiamagglutinin eines bestimmten Stammes nicht spalten
kann, kdnnen nur nichtinfektiése Viren ausschleusen, es
sei denn, man fiigt dem Kulturmedium kleine Mengen
Trypsin zul**%) Die Spaltbarkeit von HA hingt also
zum einen vom Virus ab, zum anderen von der Wirtszelle.
Zum Beispiel vermehren sich in der Chorioallantoismem-
bran des angebriiteten Hiihnereis praktisch alle Influenza-
viren. Die ausgeschleusten Viren besitzen alle ein gespalte-
nes HA. Damit kann man Hiihnerembryozellen (HEZ) in
Kultur infizieren. Aber nur einige wenige Stimme vom
H5- und H7-Subtyp verlassen die HEZ mit gespaltenem
HA und kdnnen in diesen Zellen Plaques bilden. Die an-
deren Viren durchlaufen in HEZ nur einen einzigen Ver-
mehrungscyclus und bilden keine Plaques!**—*. Aufgrund
dieser Eigenschaft sollte man erwarten, da} bei einem Vi-
rus, bei dem das HA von der in einer bestimmten Zelle
vorhandenen Protease nicht gespalten wird, das HA-Gen
durch Mutation so veridndert werden kann, daf} das Gen-
produkt spaltbar wird. Genau das ist bei der Adaptation
eines Influenzavirus durch Passagieren in einer normaler-
weise (fast) nicht permissiven Zellinie erreicht worden. Die
so gewonnenen Varianten produzierten ohne Zusatz von
Trypsin ein gespaltenes HA in der neuen Wirtszelle, in der
sie sich nun gut vermehrten. Die Spaltbarkeit von HA in
der neuen Wirtszelle konnte durch Sequenzanalyse der
HA-Gene des Ausgangsstammes und der Varianten dem
Austausch einer einzigen Aminosdure zugeordnet wer-
den'\. Dies ist ein Beispiel dafiir, daB durch eine einzige
Punktmutation das Virus sich so verdndert, da es in ei-
nem zunéchst nicht-permissiven Wirt infektiés wird.

Die Natur macht auch von dieser Moglichkeit Ge-
brauch, um die Pathogenitit eines Virus fiir seinen natiirli-
chen Wirt zu erhdhen. So wurde im Frithjahr 1983 in einer
Hiihnerfarm in Pennsylvania ein Influenzavirus isoliert,
das in Hiihnern nur milde Symptome wie verminderte Ei-
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legefiahigkeit hervorrief. Bereits im Oktober desselben Jah-
res starben in umliegenden Farmen viele Hithner, aus de-
nen man ein Virus isolierte, das sich nur in wenigen Punkt-
mutationen von dem ersten Isolat unterschied. Das kaum
pathogene Virus vermehrte sich in primiren Hiihnerfi-
broblasten mit (fast) ungespaltenem HA zu ganz niedrigen
Titern, wihrend bei der pathogenen Variante in der glei-
chen Wirtszelle das HA gespalten wurde und die Virustiter
hoch waren. Auch hier konnte durch Sequenzierung des
HA-Gens gezeigt werden, daB diese Eigenschaftsinderung
mit einem einzigen Aminosiureaustausch korreliert, der
zum Verlust einer Kohlenhydratseitenkette in der Nahe
der Spaltstelle fiihrte!*®,

5. Maglicher Organtropismus
durch Stabilitit des Virus im sauren Milieu

Bei Influenzaviren mit gespaltenem Héimagglutinin
kommt es bei einem pH-Wert zwischen 5 und 6 zu einer
irreversiblen Konformationsinderung des HAs; sie wird
mit der Fusion der Virusmembran mit den Endosomen-
membranen - Endosomen sind intrazelluldre Vesikel - und
damit mit der Einschleusung des Nucleocapsids in die infi-
zierte Zelle in Verbindung gebracht'*\. Bei Viren mit unge-
spaltenem HA findet diese Konformationsénderung nicht
statt. Diese Viren konnen keine Infektion starten, da sich
bei ihnen die HA-Konformation nicht dndert und sie des-
halb nicht in Endosomen aufgenommen werden®”. Wer-
den Viren mit gespaltenem HA in freier Ldsung einem
niedrigen pH ausgesetzt, so findet eine Konformationsén-
derung statt, und die Viren erleiden einen irreversiblen
Verlust der Infektiositdt. Viele Viren mit ungespaltenem
HA halten dagegen eine lingere Sdurebehandlung bei pH-
Werten weit unter 5 aus. Diese Viren benétigen allerdings
fiir ihre weitere Vermehrung ein Enzym mit Trypsin-dhnli-
cher Spaltungsspezifitit (siehe Abschnitt 4). Die hochpa-
thogenen aviiren Influenzaviren werden im Gegensatz zu
apathogenen Stimmen von allen bisher untersuchten Zel-
len mit gespaltenem HA ausgeschleust®”!; sie sind gegen
Siuren extrem empfindlich®®), Das groBte Reservoir fiir
unterschiedliche Influenza-A-Viren bieten die Wasservo-
gel. Diese Influenzaviren sind fiir ihre natiirlichen Wirte
weitgehend apathogen, und sie werden wéhrend der gro-
Ben Vogelziige iiber weite Strecken transportiert und ver-
teilt®?, Sie vermehren sich in einem einigermaBen gut defi-
nierten Abschnitt des Diinndarms'**. Die natiirliche Infek-
tionsroute bei Wasservigeln ist nicht bekannt. Sie lassen
sich im Laboratorium aber iiber die Kloake infizieren.
Wire dies auch der natiirliche Infektionsweg, dann wiir-
den die im Teichwasser bei relativ niedrigem pH-Wert
iiberlebenden Viren®!! mit ungespaltenem HA in die Re-
gionen des Darmes vordringen, in denen noch geniigend
Trypsin zu ihrer Aktivierung vorhanden ist und dort eine
Infektion auslosen. In unteren Regionen des Darmes, in
denen Trypsin fehlt, wiirden die Viren nur mit ungespalte-
nem HA ausgeschleust und iiber die Fices ins Teichwasser
entlassen werden. Dieses Verhalten der aviiren Influenza-
viren wiirde einmal erkliren, warum diese Viren bei Was-
servigeln einen so eng begrenzten Organtropismus haben
und deswegen weitgehend apathogen sind und sich enorm
leicht in der Natur ausbreiten. Zum anderen wire
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verstindlich, warum sich die hochpathogenen aviiren Vi-
ren wegen ihrer hohen Saureempfindlichkeit (Harnsdure,
die in Vogelfices in hohen Konzentrationen vorkommt,
hat einen pK-Wert von 5.5) sehr schlecht ausbreiten und
nur deshalb ihren natiirlichen Wirt nicht ausrotten®', Die
oben genannten Eigenschaften des HAs bei Viren der Was-
servogel ist aber sicherlich nicht der einzige Faktor fiir de-
ren Organtropismus, da Reassortanten zwischen Entenvi-
ren und humanpathogenen Stimmen mit in HEZ nicht
spaltbarem HA des zweiten Elternvirus im Laboratoriums-
experiment einen anderen Tropismus aufweisen kon-
nen™,

6. Die Rolle des Nucleoproteins
bei der Organ- und Speziesspezifitit

6.1. Das Nucleoprotein als Phosphoprotein

Viren kénnen nur dann eine Zelle infizieren, wenn diese
Rezeptoren fiir sie haben. Rezeptoren fiir Influenza-A-Vi-
ren sind Neuraminsédure-haltige Glycoproteine und -lipide
wie Ganglioside. Obwohl es in bezug auf die Bindungsart
der Neuraminsiure eindeutig Rezeptorspezifititen fiir In-
fluenzaviren gibt”®®, kommen auf Vertebratenzellen mei-
stens alle moglichen Neuraminsdure-haltigen Rezeptoren
vor, so daf fast alle Warmbliiter-Vertebratenzellen, zumin-
dest abortiv, d.h. ohne infektiése Viruspartikel zu bilden,
von allen Influenzaviren infiziert werden k&énnen. Das
heifit, daB es bei diesen Viren Faktoren in den Zellen ge-
ben muB, die es ihnen verbieten oder erlauben, sich zu ver-
mehren. Wichtig ist zum Beispiel, ob es in der betreffenden
Zelle oder in ihrer unmittelbaren Umgebung eine Protease
mit Trypsin-Spaltungsspezifitit (Spaltung nach Arg oder
Lys) gibt, die in der Lage ist, das HA des infizierenden In-
fluenzastammes zu spalten. Da aber Reassortanten existie-
ren, die zwar ein fiir eine bestimmte Wirtszelle spaltbares
HA haben, sich dort aber trotzdem nicht vermehren kén-
nen''®, muB es noch weitere Restriktionen geben.

Im Prinzip geht es also darum, daB die Wirtszelle eine
oder mehrere Viruskomponenten so verindert, daB3 sich
das Virus entweder vermehren kann oder nicht. Eine in der
Natur viel verwendete Regulationsmethode ist die Modifi-
kation von Proteinen durch Phosphorylierung®”. Bei
Influenzaviren gibt es mindestens drei virusspezifische
Proteine, die phosphoryliert sein kénnen. Das sind das
NPU8-62 sowie das M-** und das NS1-Protein'®*. Da bei
allen bisher untersuchten Influenza-A-Virusstimmen das
NP phosphoryliert ist, aber keineswegs bei allen Stimmen
das NS1- und/oder das M-Protein, haben wir uns zunichst
mit dem Studium der Phosphorylierung des NPs be-
faBe!®s],

Wenn tatsiichlich die in den verschiedenen Zellen vor-
kommenden Protein-Phosphokinasen mit unterschiedli-
cher Phosphorylierungsspezifitit bestimmen, ob das rich-
tig oder falsch phosphorylierte NP seine Funktion bei der
Virusvermehrung erfiillen kann, dann sollten folgende
Voraussetzungen erfiillt sein: 1) Die Phosphopeptid-Fin-
gerprints der NPs sollten sich nach Markierung mit *?P-
Orthophosphat in vivo und Verdauung der isolierten NPs
mit Trypsin unterscheiden, wenn man ein und denselben
Wirtszelltyp mit verschiedenen Influenza-A-Viren infiziert.
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2) Die Phosphopeptid-Fingerprints des NPs eines be-
stimmten Influenzavirus sollten sich auch unterscheiden,
wenn man verschiedene Wirtszellen mit diesem Virus infi-
ziert. 3) Die Phosphopeptid-Fingerprints sollten durch
Mutation im NP-Gen beeinflul3bar sein, wenn gleichzeitig
die Funktion, d. h. der Phdnotyp des NPs verindert wird.
Wie Abbildung 7 zeigt, ist das Phosphopeptidmuster der
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Abb. 7. Phosphopeptid-Fingerprints von Nucleoprotein verschiedener Influ-
enza-A-Stimme, das in Gegenwart von *?P-Orthophosphat in unterschiedli-
chen Zellen synthetisiert wurde. Folgende Viren wurden eingesetzt: das Virus
der Klassischen Gefliigelpest (A/FPV/Rostock/34), Virus N (A/chicken/
Germany ,,N“/49), HO (A/Hong Kong/1/68) und PR8 (A/PR/8/34). Fol-
gende Wirtszellen wurden verwendet: CEF = Primare Hithnerembryozellen;
MDCK = Permanente Hundenierenzellen; HelLa= Permanente menschliche
Carzinomzellen. Die Virusausbeute nimmt durchschnittlich von CEF nach
MDCK um den Faktor 10 ab, von CEF nach HeLa um den Faktor 1000.
Nach Wachstum auf HeLa-Zellen ist das NP aberphosphoryliert. Nach
Wachstum auf MDCK-Zellen fehit dem PRB-NP das Phosphopeptid 6; beim
FPYV ist das Hauptphosphopeptid 3 nur noch schwach markiert [65).

NPs tatsidchlich Virusstamm-spezifisch, wenn ein und die-
selbe Wirtszelle von verschiedenen Viren infiziert wird,
und es hidngt von der Wirtszelle ab, wenn ein und dasselbe
Virus sich in verschiedenen Wirtszellen vermehrt. Weiter-
hin fanden wir, daB8 sich das Phosphorylierungsmuster dn-
dert, wenn ein Virus eine ts-Mutation im NP-Gen hat. Bei
Reversion zum Wildtyp wird das Muster wieder normal®®®,
Diese Befunde sind zwar noch keine Beweise fiir die The-
se, daB der Organismus iiber die Phosphorylierung von vi-
ralen Proteinen die Virusvermehrung kontrolliert, sie sind
jedoch mit ihr in Einklang. Gegenwirtig versuchen wir,
mit Hilfe von Substanzen, die spezifisch mit zelluldren
Protein-Phosphokinasen reagieren, die Virusvermehrung
zu beeinflussen. Hier bieten sich in erster Linie Hormone
an, die moglicherweise auf dieser Ebene in das Krank-
heitsgeschehen eingreifen. Erste Ergebnisse zeigen, daf3
wir z. B. mit Insulin in einer Konzentration, die der physio-
logischen nahekommt, die Vermehrung von Influenzaviren
verzdgern koénnen. Dieser Effekt wird durch Substanzen,
die den Insulinrezeptor durch Phosphorylierung verén-
dern, noch verstirkt®,
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6.2. Das Nucleoprotein als bestimmende Komponente fiir
die Speziesspezifitit

Die Erfahrung lehrt, daBl Vogel-Influenzaviren unter na-
tiirlichen Bedingungen Menschen nicht infizieren und um-
gekehrt humanpathogene Influenzaviren nicht Vogel. Das-
selbe trifft fiir Pferde-Influenzaviren zu. Schweine bilden
offensichtlich eine Ausnahme. Humanpathogene Viren
sind in Schweinen gefunden worden'®”), und Landwirte
sind von den in ihren Schweinebestinden vorkommenden
Influenzaviren infiziert worden'®®%, AuBlerdem gibt es
Hinweise darauf, daB Schweine-Influenzaviren unter na-
tirlichen Bedingungen auf Puten iibertragen wurden®.
Diese Beobachtungen werfen die Frage auf, welche Virus-
komponenten fiir die Aufrechterhaltung der Speziesbarrie-
ren verantwortlich sind.

Der erste Hinweis fiir die wichtige Bedeutung des Nu-
cleoproteins fiir die Wirtsspezifitit kam von Experimen-
ten, in denen die defekten Gene von ts-Mutanten des Virus
der Klassischen Gefliigelpest gegen die allelen Gene des
humanpathogenen A/Hong Kong/1/68 (H3N2)-Virus
durch Doppelinfektion auf Hithnerembryozellen ausge-
tauscht werden sollten (sieche Abschnitt 1.4). Dieser Aus-
tausch gelang bei allen Mutanten mit Ausnahme von sol-
chen mit Defekten in den HA- oder NP-Genen. Weil der
Hongkong-Stamm ein in Hithnerembryozellen nicht spalt-
bares Himagglutinin hat, war bei den HA-Mutanten der
Austausch nicht méglich!'®. Fiir die NP-Mutanten war der
Grund zunichst nicht ersichtlich, da der Austausch nach
Doppelinfektion mit den getesteten Schweine-, Pferde-
oder Vogel-Influenzaviren ohne weiteres moglich war. Als
fiir die Doppelinfektion eine andere Wirtszelle, eine per-
manente Hundenierenzelle(MDCK), verwendet wurde, ge-
lang der Austausch des NP-Gens des Gefliigelpestvirus ge-
gen das NP-Gen des Hongkong-Stammes problemlos. Die
so auf MDCK-Zellen gewonnenen Reassortanten ver-
mehrten sich allerdings nicht mehr auf HEZ und waren
apathogen fiir Hithner"®. Das bedeutet, da8 wir das Ge-
flagelpestvirus durch Austausch des NP-Gens dazu brach-
ten, seinen Wirt zu wechseln.

In den siebziger und achtziger Jahren haben Shortridge
et al. im stidchinesischen Raum eine Vielzahl von H3N2-
Viren nicht nur vom Menschen, sondern auch von Vogeln
und Schweinen isoliert. Seit Jahrhunderten leben dort
Menschen, Enten und Schweine in engem Kontakt”", so
daf} sich die Isolate besonders gut zum Studium der Frage
eignen, inwieweit Influenzaviren die Speziesbarrieren
iiberschreiten konnen. Wir haben acht humanpathogene,
zehn porcine und fiinfzehn avidre H3N2-Isolate in dem
oben beschriebenen Doppelinfektionstest mit NP-ts-Mu-
tanten des Virus der Klassischen Gefliigelpest eingesetzt,
um zu sehen, ob wir auf HEZ vermehrungsfihige Reassor-
tanten erhalten. Wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist, gelang
der Austausch des NP-Gens des Gefligelpestvirus mit kei-
nem der humanpathogenen H3N2-Stimme, dagegen mit
allen aviidren Isolaten. Bei den Schweine-Influenzaviren
gelang der Austausch mit zwei Isolaten (Swi126 und
Sw127) sehr gut, mit den anderen acht nicht. Das NP-Gen
der Sw126- und Sw127-Isolate zeigte im Hybridisierungs-
test etwa die gleiche niedrige genetische Verwandtschaft
zum urspriinglich vom Menschen isolierten WSN-Test-
stamm (A/WSN/33; HIN1) wie die avidren Viren, wih-
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Tabelle 2. Zusammenfassung der Eigenschaften von H3IN2-Influenza-A-Vi-
ren, die von Menschen, Schweinen und Vgeln isoliert wurden. WSN ist ein
urspriinglich humanpathogener Teststamm; 3/1, 5/1 etc. kennzeichnen indi-
viduelle Monoklone, die die verwendeten monoklonalen Antikérper produ-
zieren.

Untersuchte Virus isoliert aus
Eigenschaften Mensch Schwein Gefliigel Schwein
alle alle, alle nur Swi26
Isolate  auBer Swi126 Isolate und Swl127
und Swi27

Fihigkeit, das NP-Gen

von FPV auszutauschen  — - - + +
Hybridisierung mit WSN-

RNA-Segment 5, RNase-

Resistenz [%) 28-31 28 17 17-18
Bindung an monoklonale 3/1, 5/1, 3/1,5/1, /1,571, 3/1,5/1,
Antikorper gegen NP des 7/3 7/3 7/3, 15074
WSN-Virus, gebundene 150/4,

Monoklone 469/4

rend die humanpathogenen und porcinen Isolate, bei de-
nen kein NP-Genaustausch auf HEZ méglich war, die glei-
che relativ hohe genetische Verwandtschaft zum WSN-
Stamm aufwiesen (Tabelle 2). Die NPs wurden auch mit
fiinf unterschiedlichen monoklonalen Antikérpern gegen
das NP des WSN-Stammes serologisch untersucht. Hier
nehmen die Isolate Sw126 und Sw127 eine Mittelstellung
ein (Tabelle 2). Wir schlielen aus diesen Ergebnissen, daB
die humanpathogenen H3N2-Viren nicht direkt auf Végel
libertragen werden konnen und wahrscheinlich auch nicht
umgekehrt; wahrscheinlich muB es vorher zu einem Re-
assortment im Schwein kommen. Die Schweine sind in be-
zug auf die Vermehrung humaner und avidrer Influenzavi-
ren offensichtlich toleranter. In dem beschriebenen Fall
wird die Speziesspezifitit durch das NP-Gen und dessen
Genprodukt determiniert. Die Gene, die fiir die Oberfli-
chenglycoproteine H3 und N2 codieren, kdnnen die Spe-
ziesbarriere wahrscheinlich leicht iiberschreiten, da sie in
allen hier untersuchten Isolaten, unabhingig von der Spe-
zies, vorkommen. Doppelinfektionsexperimente mit ts-
Mutanten mit Defekten in anderen Genen des Gefliigel-
pestvirus ergaben, daB auch die anderen Gene fiir die
Uberschreitung der Speziesbarriere keine entscheidende
Rolle spielen’?,

Die Isolate Sw126 und Sw127 nehmen in bezug auf das
NP-Gen eine Mittelstellung zwischen den humanen und
avidren H3N2-Stdmmen ein (Tabelle 2). Das koénnte be-
deuten, daf3 diese NPs von einem avidren Virus stammen
und sich an den neuen Wirt adaptieren, daf3 dieser Prozef3
aber noch nicht abgeschlossen ist. Die Phosphopeptid-Fin-
gerprints der NPs dieser beiden Viren sind bereits iden-
tisch ‘mit denen der anderen porcinen H3N2-Stimme und
verschieden von denen der avidren und humanpathogenen
H3N2-Isolate!’?,

Aufgrund dieser besonderen Stellung des Schweines als
Wirt far Influenzaviren verschiedener Herkunft kénnten
diese Tiere fir das pldtzliche Auftreten neuer pandemi-
scher Stamme (Reassortment nach Doppelinfektion) ver-
antwortlich sein. Die Lebensbedingungen in China béten
dariiber hinaus auch eine Erklirung, warum die meisten
Pandemien vom siidchinesischen Raum ausgehen™"\. Viel-
leicht wiirde die Verinderung dieser Bedingungen helfen,
das Auftreten des Antigenshifts zu vermeiden oder zumin-
dest seltener werden zu lassen.
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Abb. 8. Vergleich der Aminosiuresequenzen der Nucleoproteine der vier In-
fluenza-A-Viren A/parrot/Ulster/73 (H7N1), A/FPV/Rostock/34 (H7N1),
A/PR/8/34 (HINI) und A/NT/60/68 (H3N2). Die Sequenz fiir das Nucleo-
protein des FPV-Stammes ist im Ein-Buchstaben-Code wiedergegeben. Fiir

die anderen drei Viren sind nur die Aminosiure-Austausche gedruckt. Alle
vier NPs besitzen jeweils 498 Aminosauren [73).

Vergleiche der Aminosiuresequenzen der NPs humaner
und avidrer Isolate deuten darauf hin, daf} eine Adaptation
des NPs an den neuen Wirt moglicherweise stattfinden
kann. Wie Abbildung 8 zeigt, ist die Aminosiuresequenz
des NPs des 1973 aus einem Papagei isolierten Influenza-
virus (A/parrot/Ulster/73) sehr eng verwandt mit der Se-
quenz des NPs des Gefliigelpestvirus (FPV); von den nur
elf Aminosdureaustauschen sind allerdings acht Austau-
sche beim Papageivirus identisch mit denen beim human-
pathogenen A/PR/8/34-Virus, und neun mit denen beim
humanpathogenen A/NT/60/68-Virus. Das NP des Papa-
geivirus steht also genetisch eindeutig zwischen dem des
FPV und den beiden NPs der humanpathogenen Viren”*.,
Weitere Sequenzvergleiche sind allerdings notwendig, um
die These der Adaptation des NPs an den neuen Wirt zu
erhirten. Aber auch beim Parrot/Ulster-Stamm wiire wie-
der die Frage zu beantworten, ob fiir die Adaptation még-
licherweise ein Zwischenwirt notwendig ist.

7. Ausblick

Influenzaviren sind wegen ihres segmentierten Genoms
enorm variationsfihig. Das beruht nicht nur auf der Mag-
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lichkeit der Konstruktion neuer Viren durch Reassortment,
zu dem Viren mit nicht segmentiertem Genom prinzipiell
nicht in der Lage sind; bedeutsam ist hierfiir auch die Tat-
sache, dafl Mutationen in einem Gen keine polaren Effek-
te, z. B. Storung der Sekundirstruktur auf der Ebene der
RNA oder eines Polyproteins, auf andere Gene haben, wie
man das umgekehrt bei Viren mit einem einzigen Nuclein-
sduremolekiil erwartet. Influenza-A-Viren koénnen sich
deshalb sehr schnell an neue Umweltbedingungen adaptie-
ren, und es entstechen Varianten, die bestimmten Selek-
tionsdrucken, z. B. der Immunabwehr, ausweichen kénnen.
Dies ist der Grund dafiir, daB es auBerordentlich schwierig
ist, eine sichere Lebendvaccine herzustellen. Selbst die
heute praktizierte Verwendung von Tot- oder Spaltvacci-
nen ist nicht unproblematisch, weil wir immer der natiirli-
chen Entstehung von Varianten hinterherhinken, die ge-
rade in diesem oder im nichsten Winter die Epidemien
auslosen.

Ein weiteres Problem ergibt sich aus dem groBen Reser-
voir an Influenza-A-Viren im Tierreich, und hier besonders
in Wasservogeln. Wildenten und andere Wasserzugvdgel,
die bei ihren jihrlichen Ziigen Tausende von Kilometern -
auch von Kontinent zu Kontinent - zuriicklegen, gehéren
zu den Hauptverbreitern der Influenzaviren, vor alien Din-
gen, weil in diesen Wirten das Virus keine nennenswerten
Krankheitssymptome ausldst. Es ist fiir ein Virus kein Se-
lektionsvorteil fiir seinen Wirt besonders pathogen zu sein,
da ein Virus, das seinen Wirt ausrottet, selbst Gefahr lauft
auszusterben. Die Influenza-A-Viren kénnen sich aber sol-
che hochpathogenen Vertreter leisten, da sie aus ihrem
enormen Reservoir heraus immer wieder Reassortanten
mit neuen Eigenscharten ,synthetisieren** kénnen. Zum
Beispiel ist der H7N7-Stamm, der zumindest mitverant-
wortlich war fiir das grofie Seehundsterben an der Neu-
englandkiiste im Winter 1979/80, bisher nicht wieder auf-
getaucht, wohl aber ein anderer Subtyp. Es erscheint nicht
ausgeschlossen, dal die hochpathogenen Gefliigelpestvi-
ren, die sporadisch auftreten, jeweils Neukreationen sind,
da diese Viren meistens unterschiedliche Subtypkombina-
tionen aufweisen.

Die hier diskutierten Eigenschaften der Influenza-A-Vi-
ren machen es unwahrscheinlich, da man in absehbarer
Zeit in der Lage sein wird, diese Krankheitserreger auszu-
rotten - im Gegensatz z. B. zu den Pocken- oder Polioviren,
bei denen entweder bereits Erfolge erzielt wurden oder in
naher Zukunft zu erwarten sind.

Die im Laboratorium des Autors durchgefiihrten Experi-
mente wurden von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
(Sonderforschungsbereich 47) und dem Fonds der Chemi-
schen Industrie finanziell unterstiitzt. Ich danke diesen Insti-
tutionen fir ihre grofiziigige Hilfe. Weiterhin danke ich
Herrn Prof. Dr. R. Rott fiir hilfreiche Diskussionen und Frau
M. Seitz fiir das Tippen des Manuskripts.
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