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3.3.2 Replikation in primären Zellen und Lungenkulturen 

NHBE-Zellen wurden mit einer moi von 0,01 und die Lungenkulturen mit 

4x105 pfu pro Stück (ca. 100 mg Gewebe) infiziert und die Überstände zu den 

angegebenen Zeitpunkten genommen. Die mittels Plaquetest auf MDCK-Zellen 

bestimmte Virusmenge im Überstand ist in Abb. 3.9 dargestellt. 

 

Abb. 3.9: Replikation saisonaler, aviärer und porziner Viren in Lungenkulturen (A) 
und primären NHBE-Zellen (B). Lungenkulturen bzw. NHBE-Zellen wurden mit den angege-
benen Viren infiziert (4x105 pfu bzw. moi 0,01) und die Virusmenge im Überstand nach 0, 16, 
24 und 48 h (und 72 h) mittels Plaquetest auf MDCK-Zellen bestimmt. Dargestellt sind Mittel-
werte  SEM von Triplikaten aus 6 (A) bzw. von Duplikaten aus zwei (B) unabhängigen Experi-
menten. Die Nachweisgrenze lag bei 60 pfu/ml (gestrichelte Linie). 

Sowohl in primären NHBE-Zellen als auch in Lungenkulturen replizierte das 

hochpathogene H5N1-Virus (Thai/04) zu hohen Titern. Im Gegensatz dazu 

vermehrte sich das niedrigpathogene Virus (Dk/Alb) und das klassische 

Schweinevirus (Sw/Wis) nur zu sehr geringen Titern. Auffällig ist, dass in 

NHBE-Zellen das H5N1-Virus zu deutlich höheren Titern als das saisonale Vi-

rus replizierte, während im Lungenmodell sich beide Viren zu nahezu gleichen 

Titern vermehrten. 

Da aviäre Viren unter natürlichen Bedingungen im Gastrointestinaltrakt von 

Vögeln bei etwa 41°C replizieren, wurde getestet, ob das aviäre Virus bei hö-

heren Temperaturen als den im humanen unteren Respirationstrakt üblichen 

37°C effizienter repliziert. Dazu wurden Lungenkulturen mit Dk/Alb infiziert 

und anschließend entweder bei 37°C oder bei 41°C inkubiert.  
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Die Knospung der Viren wurde in der Elektronenmikroskopie untersucht. Wie 

in Abb. 3.14 zu sehen, finden sich sowohl knospende Viren für Pan/99 als 

auch für Dk/Alb in A549-Zellen (A). Ebenso sind auch in Lungenkulturen (B) 

abschnürende Viren für beide Virusstämme zu erkennen. Damit sind Virionen 

des niedrigpathogenen aviären Virus fähig von der Zellmembran zu knospen. 

Dementsprechend ließen sich auch virale Partikeln im Überstand sowohl von 

Pan/99- als auch Dk/Alb-infizierten A549-Zellen mittels HA-Test und Plaque-

test nachweisen (Abb. 3.15 A, B).  

 Pan/99 Dk/Alb 

Virusstock 1/150 1/1450 

A549-ÜS 1/230 1/12810

Lungen-ÜS 1/150 1/31180
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Abb. 3.15: Viruspartikel des aviären Virus zeigen eine deutlich geringere Infektiösität 
als Partikel des saisonalen Virus. (A,B) A549-Zellen wurden mit Pan/99 oder Dk/Alb infiziert 
(moi 2,5) und die Virustiter mittels HA-Test (A) oder Plaquetest auf MDCK-Zellen (B) nach 6 und 
24 h ermittelt. (C,D) Lungenkulturen wurden mit Pan/99, Dk/Alb oder Thai/04 infiziert und 
nach 48 h die Virusmenge im Überstand mittels HA-Test (C) oder Plaquetest auf MDCK-Zellen 
(D) bestimmt. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte  SEM von jeweils drei (A,C,D) bzw. zwei (B) 
unabhängigen Experimenten. (E) Verhältnis pfu (infektiöse Partikel) zu HA-bildenden Partikeln 
(HAP). 
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die Virionen somit infektiös sind. Um zu untersuchen, ob die niedrige Infektiö-

sität der aviären Virionen (Abb. 3.15 E) im Lungenmodell mit nicht ausrei-

chend gespaltenem HA korreliert, wurden aviäre Virionen auf das Vorhanden-

sein gespaltenen HAs untersucht. Dazu wurden Lungenkulturen mit 5x106 pfu 

des aviären (Dk/Alb) oder des saisonalen (Pan/99) Virus infiziert und die aus 

dem Überstand aufgereinigten Virionen mittels Westernblotanalyse hinsichtlich 

des Prozessierungszustandes des HA-Proteins untersucht. Es zeigte sich, dass 

sowohl in Virionen des saisonalen Virus (Pan/99) als auch in Virionen des avi-

ären Virus (Dk/Alb) gespaltenes HA1 nachzuweisen war (Abb. 3.17). 
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Abb. 3.17: Nachweis von gespaltenem HA in Virionen. (A) Humane Lungenkulturen wur-
den mit den Viren Pan/99 und Dk/Alb infiziert (5x106pfu) und nach 24 h die Virionen im Über-
stand durch Ultrazentrifugation aufgereinigt. Der Nachweis des HA-Vorläuferproteins HA0 und 
des Spaltproduktes HA1 in Virionen erfolgte in der Westernblotanalyse unter Verwendung H3- 
und H12-spezifischer Antikörper. (B) Spaltbarkeit der HA-Proteine durch TPCK-Trypsin. 3620 
HAU/ml eines HA0-Virusstocks (MDCK-Überstand) mit ungespaltenem HA-Protein wurden mit 
den angegebenen Mengen TPCK-Trypsin 1 h bei 37°C inkubiert, die Virionen mittels Ultrazentri-
fugation aufgereinigt und mittels SDS-PAGE und Westernblotanalyse auf gespaltenes HA unter-
sucht. (C) Nachspaltung der Lungenüberstände mit TPCK-Trypsin. Überstände infizierter Lungen 
(4x105 pfu, 24 h p. i.) wurden entweder mit oder ohne 10 µg/ml TPCK-Trypsin für 30 min bei 
37°C inkubiert und anschließend die Menge infektiöser Partikel mittels Plaquetest bestimmt. 
Dargestellt sind Mittelwerte  SEM von drei verschiedenen Patientenproben. 
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Auch wenn das aviäre HA nicht komplett gespalten wird, sollte das vorhande-

ne HA1 für die Infektiösität der Viruspartikel ausreichen. Um dies zu bestäti-

gen, wurden Überstände infizierter Lungenkulturen mit TPCK-Trypsin behan-

delt, um nicht gespaltenes HA nachzuspalten und anschließend die 

Infektiösität der Virionen im Plaquetest untersucht. Wie in Abb. 3.17 C darge-

stellt, zeigen sich keine Unterschiede zwischen behandelten und unbehandel-

ten Proben. Da auch in den Überständen von Dk/Alb-infizierten A549-Zellen 

der Anteil der nichtinfektiösen Virionen sehr groß war (Abb. 3.15 E), wurde 

zudem die Spaltbarkeit des aviären HAs durch TPCK-Trypsin untersucht (Abb. 

3.17 B). Auch hier zeigte sich, dass sich das aviäre HA gut von TPCK-Trypsin 

spalten lässt. 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das aviäre HA sowohl durch 

TPCK-Trypsin als auch durch eine im Lungenkulturmodell vorhandene Protease 

gespalten wird. Damit lässt sich die geringe Infektiösität der Virionen im 

Überstand Dk/Alb-infizierter Lungen- und Zellkulturen nicht durch ein unzurei-

chend gespaltenes aviäre HA-Protein erklären. 

3.7 Replikation der pandemischen H1N1-Viren 2009 

Mit dem Auftreten der H1N1 Pandemie 2009 wurden zwei verschiedene Pati-

entenisolate im Lungenmodell und den primären Zellen untersucht. Beide Iso-

late (Bay/09 und HH/09) replizierten in primären NHBE-Zellen sowie humanen 

Lungenkulturen effizienter als ein klassisches Schweinevirus (Sw/Wis). Auffäl-

lig ist, dass beide Isolate zu leicht unterschiedlichen Titern replizierten. Wäh-

rend sich Bay/09 mit Titern von über 105 pfu im Lungenmodell vergleichbar zu 

einem saisonalen Virus verhielt, erreichte HH/09 Titer die etwa eine Logstufe 

tiefer lagen (Abb. 3.18).  
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Abb. 3.18: Vermehrung saisonaler und pandemischen Influenzaviren in NHBE-Zellen 
(A) und Lungenkulturen (B). NHBE-Zellen und Lungenkulturen wurden mit den verschiede-
nen Virusstämmen infiziert (moi 0,01 bzw. 4x105 pfu) und die Virusmenge im Überstand nach 
der angegebenen Zeit mittels Plaquetest auf MDCK-Zellen bestimmt. Dargestellt sind jeweils 
Mittelwerte  SEM von Duplikaten aus zwei unabhängigen Experimenten (A) bzw. von Triplika-
ten aus drei unabhängigen Experimenten (B). 

Da das pandemische HH/09-Virus ineffizienter als das pandemische Bay/09-

Virus und beide Viren nicht zu so hohen Titern wie das H5N1-Virus replizierten 

(vergleiche Abb. 3.9), wurde versucht durch mehrfaches Passagieren der Vi-

ren in den Lungenkulturen die Replikationseffizienz zu steigern. Die nähere 

Untersuchung solcher adaptiven Virusvarianten könnte Aufschluss über mögli-

che weitere Virulenzmarker der pandemischen Viren geben.   

 

Abb. 3.19: Passagieren der pandemischen H1N1-Viren in Lungenkulturen. Je zwei Lun-
genkulturen wurden mit den pandemischen Viren Bay/09 oder HH/09 infiziert, nach 24 h die 
Überstande abgenommen und unverdünnt zur Infektion weiterer Lungenkulturen verwendet. 
Die Virusmenge in den Überständen wurden mittels Plaquetest auf MDCK-Zellen für die einzel-
nen Passagen bestimmt (A). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte ± SEM der zwei infizierten 
Lungenkulturen. (B) Plaquemorphologie der Passagen 1 und 2 auf MDCK-Zellen. 
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Wie in Abb. 3.19 dargestellt, war es jedoch nicht möglich adaptive Virusvari-

anten zu erzeugen. Nach zwei Passagen war der Virustiter so gering, dass es 

nicht mehr zu einer erfolgreichen Infektion kam und kein Virus mehr im Über-

stand nachgewiesen werden konnte. Auch ließ sich in den Passagen 1 und 2 

keine Veränderung der Plaquegrößen feststellen (Abb. 3.19 B). 

3.8 Cytokininduktion aviärer, porziner und humanpathogener 

 Influenzaviren 

Während einer Virusinfektion kommt es im Wirt zu einer Aktivierung des an-

geborenen Immunsystems. Saisonale Influenzaviren können mit Hilfe ihres 

NS1-Proteins Teilbereiche des angeborenen Immunsystems wie z. B. die Aus-

schüttung bestimmter Cytokine inhibieren und damit eine effektive Replikation 

im Wirt erreichen. Um zu untersuchen, ob aviäre und porzine Influenzaviren 

ebenfalls in der Lage sind, Teile der angeborenen Immunantwort zu inhibie-

ren, wurde die Induktion von Chemokinen, Interleukinen und Typ I Interfero-

nen nach Infektion mit den verschiedenen Virusstämmen untersucht. 

3.8.1 Induktion von Chemokinen, Interleukinen und Typ II 

 Interferonen durch die verschiedenen Virusstämme 

Zur Untersuchung der induzierten Chemokine IP-10, MIP-1β, RANTES und IL-

8, der Interleukine IL-1β und IL-6 und des Typ II Interferons IFN-γ nach Vi-

rusinfektion wurden A549-, Calu-3-, NHBE-Zellen und humane Lungenkultu-

ren mit humanpathogenen, aviären und porzinen Viren infiziert. 24 h nach der 

Infektion wurde die sekretierte Cytokinmenge im Überstand der Zellen mittels 

Multiplex-Cytokinassay und ELISA bestimmt. In den Lungenkulturen ließ sich 

für das hochpathogene H5N1-Virus (Thai/04) eine deutliche Induktion von IP-

10, MIP-1β und IL-1β und eine leichte Induktion von IL-8 und IFN-γ feststel-

len. Im Vergleich dazu führte die Infektion mit dem saisonalen Virus (Pan/99) 

nur zu einer geringen Induktion der entsprechenden Cytokine (Abb. 3.20). 

Auffallend ist, dass das niedrigpathogene aviäre Virus (Dk/Alb) im Lungenge-

webe eine mit dem Thai/04-Virus vergleichbar hohe oder sogar vermehrte 

Induktion von IP-10, MIP-1β, IL-1β, IL-8 und IFN-γ hervorrief, die in Zellkultu-

ren nicht erkennbar war. In Zellkulturen zeigte das aviäre Virus (Dk/Alb) für 
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IP-10 zwar eine im Vergleich zum saisonalen Virus (Pan/99) vermehrte Induk-

tion, diese war jedoch um das dreifache geringer als für das hochpathogene 

H5N1-Virus (Thai/04; Abb. 3.21). MIP-1β und IL-1β ließen sich in den Zellkul-

turen kaum nachweisen. Die pandemischen H1N1-Viren führten weder in den  
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Abb. 3.20: Differenzielle Cytokin- und Chemokinsekretion durch aviäre, porzine, sai-
sonale und pandemische Influenzaviren in humanen Lungenkulturen. Humane Lungen-
kulturen wurden mit den angegeben Viren infiziert und die Cytokin-/Chemokinmenge im Über-
stand nach 24 h mittels Multiplex-Cytokinassay oder ELISA bestimmt. Angegeben sind 
Mittelwerte (Striche) und Einzelwerte von drei unabhängigen Experimenten (*p<0,05; 
**p<0,01;***p<0,001; student’s t-test). 
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Zellkulturen noch im Lungengewebe zu einer starken Cytokinantwort (Abb. 

3.20, Abb. 3.21). Dagegen führte die Infektion mit dem porzinen Stamm 

(Sw/Wis) im Lungenmodell zu einer deutlichen Induktion von IP-10 und zu 

einer leichten MIP-1β-Induktion (Abb. 3.20).  
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Abb. 3.21: Differenzielle Cytokininduktion aviärer, porziner, saisonaler und pandemi-
scher Influenzaviren in NHBE-, A549- und Calu-3-Zellen. NHBE-, A549- und Calu-3-Zellen 
wurden mit den angegebenen Viren infiziert (moi 0,01) und die Cytokinkonzentration im Über-
stand 24 h p. i. mittels Multiplex-Cytokinassay bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte  SEM 
von drei (NHBE, A549) bzw. zwei (Calu-3) unabhängigen Experimenten (***p<0,001; student’s 
t-test). 
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Eine deutliche Induktion des Chemokins RANTES ließ sich nur auf A549- und 

NHBE-Zellen feststellen. Hier führten sowohl Thai/04- als auch Dk/Alb-Viren 

zu einer erhöhten Induktion im Vergleich zur Infektion mit Pan/99-Viren (Abb. 

3.21). In den Überständen infizierter Lungen war RANTES dagegen kaum 

nachweisbar (nicht dargestellt). Das Chemokin IL-8 und das Interleukin IL-6 

waren deutlich zu detektieren. Hier zeigte sich für IL-8 auf den Lungenkultu-

ren eine sehr geringe Erhöhung bei Infektion mit Thai/04- und Dk/Alb-Viren 

und für IL-6 eine leichte Induktion bei Infektion mit den Thai/04-Viren auf 

A549 und Calu-3-Zellen, die auf der Lunge nicht zu erkennen waren (Abb. 

3.20, Abb. 3.21). 

3.8.2 Induktion von Typ I Interferonen durch die 

 verschiedenen Virusstämme 

Für die im Überstand der Zellen und Lungenkulturen gemessenen Typ I IFNe 

ergab sich ein ähnliches Bild wie für die zuvor beschriebenen Chemokine und 

Interleukine.  
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Abb. 3.22: Differenzielle Typ I Interferoninduktion durch aviäre, porzine, saisonale 
und pandemische Influenzaviren in humanen Lungenkulturen. Humane Lungenkulturen 
wurden mit den angegebenen Viren infiziert und die Cytokin-/Chemokinmenge im Überstand 
nach 48 h mittels ELISA bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte (Striche) und Einzelwerte von 
drei unabhängigen Experimenten (*p<0,05; **p<0,01; student’s t-test). 

Das hochpathogene H5N1-Virus führte zu einer vermehrten IFN-Induktion in 

Zell- und Lungenkulturen. Das niedrigpathogene aviäre Virus (Dk/Alb) indu-

zierte dagegen nur im Lungengewebe deutlich IFN-α und IFN-β; erstgenann-

tes wurde auch in primären NHBEs induziert. Pandemische H1N1-Viren und 
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das porzine Virus führten zu einer mit saisonalen Viren vergleichbar geringen 

Induktion von Typ I IFN (Abb. 3.22, Abb. 3.23). 
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Abb. 3.23: Differenzielle Typ I Interferoninduktion aviärer, porziner, saisonaler und 
pandemischer Influenzaviren in NHBE-, A549- und Calu-3-Zellen. NHBE-, A549- und 
Calu-3-Zellen wurden mit den angegebenen Viren infiziert (moi 0,01) und die Cytokinkon-
zentration im Überstand 24 h p. i. mittels Multiplex-Cytokinassay bestimmt. Dargestellt sind 
Mittelwerte  SEM von drei (NHBE, A549) bzw. zwei (Calu-3) unabhängigen Experimenten. 

Da die hochpathogenen H5N1-Viren in den Lungenkulturen stark IFN induzier-

ten, welches eigentlich die Virusreplikation inhibiert, sie aber dennoch sehr 

effizient replizierten, wurde untersucht, ob die Replikation der H5N1-Viren im 

Gegensatz zu saisonalen Viren unabhängig von vorhandenem IFN ist. Hierzu 

wurden Lungenkulturen mit rekombinantem IFN-α 6 h inkubiert und anschlie-

ßend entweder mit Thai/04 oder Pan/99 infiziert. In Abb. 3.24 ist die Virus-

menge im Überstand 24 h nach der Infektion dargestellt. Während die Ver-

mehrungsfähigkeit des saisonalen Virus (Pan/99) nach IFN-Vorbehandlung im 

Vergleich zu nicht vorbehandelten Zellen deutlich abnahm, zeigte sich für die 

mit Thai/04 infizierten Proben nur eine leichte Reduktion der Replikation nach 

Vorbehandlung.  

Zusammenfassend induzierte das hochpathogene H5N1-Virus eine sehr starke 

Cytokinantwort in Zell- und Lungenkulturen während die pandemischen H1N1-

Viren von 2009 mit dem saisonalen Virus vergleichbar geringe Mengen an Cy-
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tokinen induzierten. Ebenso zeigte das niedrigpathogen aviäre Virus auf den 

Lungenkulturen eine starke Cytokininduktion, die jedoch auf den Zellkulturen 

nicht zu beobachten war. 

 

Abb. 3.24: Replikation saisonaler (A) und H5N1 (B) Influenzaviren mit und ohne IFN-
Vorbehandlung. Lungenkulturen wurden für 6 h mit 500 U IFN-α (+IFN) bzw. ohne IFN (-IFN) 
inkubiert, anschließend mit Pan/99 (A) oder Thai/04 (B) infiziert und die Virusmenge im Über-
stand 24 h p. i. mittels Plaquetest auf MDCK-Zellen bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte (Stri-
che) und Einzelwerte von vier unabhängigen Experimenten. Gleiche Symbole stehen für Proben 
eines Patienten. 

3.8.3 Nachweis der interferoninduzierten Proteine ISG15 und 

 MxA 

Sekretiertes IFN-α/β führt über die Bindung an den IFN-α/β-Rezeptor (IFNAR) 

zur Induktion der Expression der antiviral wirkenden interferonstimulierten 

Gene (ISG). Da bisher noch nicht bekannt ist, ob solche komplexen Signalwe-

ge der nichtadaptiven Immunität auch in den hier verwendeten Lungenkultu-

ren untersucht werden können, wurde im Folgenden die Induktion des ISGs 

ISG15 näher betrachtet. Nach der Induktion und Expression wird freies ISG15 

in einer komplexen Enzymkaskade an über 150 verschiedene Zielproteine ge-

bunden. Für diese Kaskade müssen mindestens drei Konjugationsenzyme (E1, 

E2 und E3) vorhanden sein, die ebenfalls durch Typ I IFN induziert werden. 

Wie in Abb. 3.25 dargestellt, konnte nach IFN-Behandlung sowohl eine deutli-

che ISG15-Induktion als auch eine vermehrte ISG15-Konjugation in den Lun-

genkulturen beobachtet werden. Auch nach Infektion mit dem Thai/04-Virus 

zeigte sich eine vermehrte Induktion von ISG15 und dessen Konjugate, die 
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mit der beobachteten hohen Typ I IFN-Induktion korrelierte. Im Vergleich da-

zu kam es nach Infektion mit dem saisonalen Virus (Pan/99) zu einer deutlich 

geringeren Induktion und ISGylierung, was gut mit der gemessenen geringen 

IFN-Menge im Lungenüberstand im Einklang steht. Für das Virus Dk/Alb ergab 

sich kein einheitliches Bild. Während es in Lunge 1 ISG15 nur schwach indu-

zierte, fanden sich bei Lunge 2 deutlich ISG15 und ISG15-Konjugate. Verglei-

chende Analysen auf pneumozytenähnlichen A549-Zellen zeigten eine deutli-

che Induktion von ISG15 sowohl nach IFN-Behandlung als auch nach 

Infektion mit den verschiedenen Viren. Auffällig ist, dass die Induktion von 

ISG15 nach Infektion mit dem Thai/04-Virus trotz einer vermehrten IFN-

Antwort (Abb. 3.23) vergleichbar mit einer Infektion mit dem Pan/99-Virus 

war. Im Gegensatz zu den Lungenkulturen ließen sich hier also keine großen 

Unterschiede zwischen den verschiedenen Virusstämmen zeigen. Lediglich in 

Bezug auf die ISGylierung ließen sich leichte Unterschiede feststellen. So führ-

te die Infektion mit Thai/04 und Dk/Alb zu einer im Vergleich zu Pan/99 leicht 

vermehrten ISGylierung wie sie auch im Lungenmodell zu beobachten war.  

 

Abb. 3.25: Nachweis von freiem und konjugiertem ISG15 nach Infektion von A549-
Zellen (A) bzw. Lungenkulturen (B). A549-Zellen bzw. Lungenkulturen wurden mit den 
angegebenen Viren infiziert (moi 1 bzw. 4x105pfu). 24h p. i. wurden Lysate hergestellt, diese 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mittels eines polyklonalen Kaninchenserum freies 
und konjugiertes ISG15 detektiert. 

Die Expession von ISG15 und MxA, als ein weiteres IFN-induziertes Gen, wur-

de in A549 Zellen mittels Immunfluoreszenz weiter untersucht. Dabei zeigte 

sich, dass sowohl für die aviären als auch die saisonalen und hochpathogenen 

Viren neben ISG15 auch MxA nach Infektion in der Immunfluoreszenz nach-

 - 77 - 



Ergebnisse 

weisbar war (Abb. 3.26). Auffällig ist, dass die ISG15-Fluoreszenz in NP-

positiven Zellen (Abb. 3.26A, Pfeilspitzen), deutlich niedriger war als in umlie-

genden nicht infizierten Zellen. Um dies zu quantifizieren, wurde die mittlere 

Fluoreszenzintensität (MFI) für ISG15 mit Hilfe von FACS-Analysen bestimmt. 

Hierbei zeigten sich für alle Viren vergleichbare MFI für ISG15, wobei die MFI 

für das Thai/04-Virus etwas niedriger als für das saisonale Virus (Pan/99) war. 

Wie in Abb. 3.27 dargstellt, ließen sich im „dot blot“ (NP-Fluoreszenz versus 

ISG15-Fluoreszenz) deutlich zwei Zellpopulationen erkennen, eine die ein 

starkes NP-Signal aufweist und damit deutlich infiziert war (Population 1) und 

eine, die relativ negativ für NP ist und damit nicht oder nur sehr schwach infi-

ziert war (Population 2). 

 

Abb. 3.26: Nachweis der interferoninduzierten Proteine ISG15 und MxA. A549-Zellen 
wurden mit den angegebenen Viren infiziert (moi 1). 20 h p. i. wurden die Zellen fixiert und 
mittels indirekter Immunfluoreszenzanalyse die Proteine ISG15 (grün A) und NP (rot A) bzw. 
MxA (rot, B) dargestellt. Maßstab 10 µm. 

Vergleicht man die zwei Populationen hinsichtlich ihrer MFI für ISG15 lassen 

sich signifikante Unterschiede zwischen den Populationen erkennen. In Zellen, 

die starke NP-Signale hatten und daher infiziert waren, war kaum ISG15 

nachweisbar, während ISG15 in schwach oder nicht infizierten Zellen deutlich 

exprimiert wurde. Dieser Effekt ist unabhängig von dem Vorhandensein des 

viralen NS1, da er auch bei einer Infektion mit einem Virus ohne NS1 

(PanΔNS1) zu beobachten war. Zudem lässt sich dieses Phänomen für alle 

verwendeten Virusstämme beobachten, so dass keine Unterschiede zwischen 
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den verschiedenen Virusstämmen bezüglich der Induktion von ISG15 fest-

stellbar waren. 

 

Abb. 3.27: ISG15-Expression in infizierten A549-Zellen. A549-Zellen wurden mit den 
angegebenen Virusstämmen infiziert (moi 1), nach 20 h fixiert und die Expression von ISG15 
und NP mittels indirekter FACS-Analyse nachgewiesen. Dargestellt sind jeweils repräsentative 
„dot blots“ (A), die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) von ISG15 gesamt (B) und die MFI von 
ISG15 aufgeteilt nach Populationen 1 und 2 (C). Dargestellt sind Mittelwerte  SEM von zwei bis 
drei unabhängigen Experimenten. 

Zusammenfassend induzierten in A549-Zellen alle untersuchten Viren ISG15 

und dessen Konjugate, wobei letztere in Thai/04-infizierten Zellen etwas stär-

ker als in Pan/99-infizierten Zellen nachzuweisen waren. In mit Thai/04-

 - 79 - 



Ergebnisse 

 

Abb. 3.29: Aviäre Viren sind mit Pneumozyten Typ II assoziiert. Lungenkulturen wurden 
für 24 h mit Dk/Alb (A) oder mock (B) infiziert und anschließend für die elektronenmikroskopi-
sche Analyse aufgearbeitet. Viren (schwarze Pfeilspitzen), zelluläre Mikrovilli (offene Pfeilspit-
zen) und Lamellarkörperchen (LK) sind indiziert. 
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Arbeit wurde die Bindung der Viren an mögliche Zielzellen nicht untersucht, 

daher kann eine reine Bindung des saisonalen Virus an Typ I Pneumozyten 

nicht ausgeschlossen werden. Dennoch zeigen unsere Daten eindeutig, dass 

die infizierten Zellen hauptsächlich Typ II Pneumozyten sind. 

Im Rahmen dieser Arbeit und durch unsere Kooperationspartner konnte eben-

falls gezeigt werden, dass sowohl hochpathogene aviäre H5N1-Viren als auch 

das niedrigpathogene aviäre Virus präferenziell Typ II Pneumozyten infizieren 

(Abb. 3.29 und Anhang I). Letzteres Ergebnis steht im Einklang mit einer Stu-

die von van Riel et al. in der eine vermehrte Bindung aviärer H5N9- und 

H6N1-Viren an Typ II Zellen gezeigt wurde (van Riel et al. 2007).  

Für die porzinen und pandemischen Viren konnte durch unsere Kooperations-

partner ebenfalls gezeigt werden, dass sie hauptsächlich Typ II Pneumozyten 

infizieren (Anhang I). Dieses wird durch eine histologische Untersuchung an 

100 tödlich verlaufenden Fällen der 2009 Pandemie gestützt (Shieh et al. 

2010). Auch konnte in einer elektronenmikroskopischen Studie eine vermehr-

te Assoziierung pandemischer Viren mit Typ II Pneumozyten gezeigt werden 

(Basu et al. 2011). 

Zusätzlich konnten für alle Viren auch influenzapositive Makrophagen gefun-

den werden (Anhang III). Da diese nicht nach Infektion mit UV-inaktivierten 

Viren identifiziert wurden (Daten nicht gezeigt) ist davon auszugehen, dass 

auch Makrophagen von humanpathogenen und aviären Influenzaviren infiziert 

werden. Es wurde bereits gezeigt, dass primäre humane Alveolarmakropha-

gen empfänglich für Infektionen mit humanpathogenen und aviären Influen-

zaviren sind (Yu et al. 2011). Dennoch stellen infizierte Makrophagen in den 

Lungenkulturen nur einen Bruchteil aller infizierten Zellen dar und tragen da-

her wahrscheinlich nicht merkbar zu den gemessenen Virustitern bei, könnten 

jedoch an der gemessenen Cytokininduktion beteiligt sein. 

Der Befund, dass humanpathogene, aviäre und porzine Viren alle fast aus-

schließlich Typ II Pneumozyten infizieren zeigt, dass die in Zusammenhang 

mit H5N1-Infektionen beobachtete vermehrte Virusreplikation und Pathogeni-

tät im Menschen nicht alleine durch die Fähigkeit erklärt wird, Typ II Pneumo-

zyten zu infizieren. Weitere Studien sind nötig, um einen genaueren Einblick 

in die komplexe Pathogenität hochpathogener H5N1-Viren zu bekommen.  



Diskussion 

4.6 Ineffektive Replikation des niedrigpathogenen aviären 

 Virus und effektive Replikation des saisonalen und 

 hochpathogenen Virus - ein Modell 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein niedrigpathogenes 

aviäres Virus in humanen Lungenkulturen zwar zur Infektion von Typ II  

 

Abb. 4.2: Modell zur ineffektiven und effektiven Replikation aviärer und saisonaler 
Influenzaviren in der Alveole. (A) Das niedrigpathogene aviäre Virus infiziert effektiv Typ II 
Pneumozyten und bildet Nachkommenviren (a). Ein Großteil der abknospenden Virionen ist 
jedoch nicht infektiös. Die Infektion führt außerdem zu einer starken Cytokininduktion, die in 
den umliegenden Zellen einen antiviralen Status induziert und zudem residente Alveolar-
makrophagen (AM) zur weiteren Cytokinsekretion stimuliert. Treffen die wenigen gebildeten 
infektiösen Viruspartikel auf Zellen die sich im antiviralen Status befinden (b) oder treffen 
nichtinfektiösen Viruspartikel auf empfängliche Zellen (c), kommt es zu keiner effektiven Repli-
kation. (B) Das saisonale Virus infiziert ebenfalls Typ II Pneumozyten und bildet infektiöse 
Nachkommenviren (a), die die umliegenden Zellen infizieren (b) und somit zu einer effektiven 
Replikation führen. (C) Das hochpathogene aviäre Virus infiziert ebenfalls Typ II Pneumozyten 
produktiv, führt jedoch im Gegensatz zum saisonalen Virus zu einer starken Cytokininduktion in 
den Zellen (a). Dennoch infizieren die Nachkommenviren die umliegenden Zellen produktiv (b) 
und es kommt zu einer effizienten Replikation. 

Pneumozyten in der Lage war, aber die gebildeten Nachkommenviren jedoch 

zum größten Teil nicht infektiös waren. Gleichzeitig führte die Infektion zu ei-

ner starken Cytokininduktion. Die wenigen gebildeten infektiösen Viruspartikel 

treffen damit meist auf sich bereits im antiviralen Zustand befindende Zellen, 

wodurch sich das niedrigpathogene aviäre Virus vermutlich nur sehr ineffizient 

vermehren kann (Abb. 4.2 A). Auch saisonale und hochpathogene aviäre In-

fluenzaviren infizierten vorwiegend Typ II Pneumozyten, produzierten im Ge-
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gensatz zu dem niedrigpathogenen aviären Virus aber viele infektiöse Nach-

kommenviren, die die umliegenden Zellen produktiv infizieren können. Diese 

produktive Infektion erfolgte für das hochpathogene aviäre Virus trotz der 

vermehrt induzierten Cytokine - wahrscheinlich durch ein Zusammenspiel von 

einem einerseits sehr schnellen Infektionszyklus mit der Bildung sehr vieler 

Nachkommenviren, die bereits umliegende Zellen infizieren bevor in diesen 

ein antiviraler Zustand erreicht wurde und/oder einer andererseits aktiven 

Inhibierung antiviral wirkender Faktoren in infizierten Zellen. 

 Abschließend verdeutlicht das im Rahmen dieser Arbeit etablierte Lun-

genkulturmodell mit der Fähigkeit selektiv die Influenzavirusreplikation zu un-

terstützen und die Cytokininduktion im Patienten zu imitieren den Wert von ex 

vivo Modellen um Einblicke in die virale Pathogenität im Menschen zu bekom-

men. Zudem zeigen gerade die im Rahmen dieser Arbeit beobachteten Unter-

schiede in der Influenzavirusreplikation und Cytokininduktion zwischen ver-

schiedenen Zelllinien die Wichtigkeit primärer und physiologisch relevanter 

Modelle. Das Lungenmodell stellt damit ein wichtiges Instrument für zukünfti-

ge Studien z. B. zur Analyse verschiedener Therapeutika wie Neuraminida-

seinhibitoren dar.  
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Thermostabilität Virionen aviärer und saisonaler Influenzviren bei 37°C. 4x105pfu des 
aviäre und des saisonale Viren wurden bei 37°C in RPMI-Medium inkubiert und die Menge infek-
tiöser Partikel zu den angegeben Zeitpunkten mittels Plaquetest auf MDCK-Zellen bestimmt. 
Dargestellt sind Mittelwerte  SEM von zwei unabhängigen Experimenten 
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