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Stellungnahme der ZKBS
zur Risikobewertung von gentechnischen Arbeiten mit

rekombinanten Influenza-A-Viren

Influenza-A-Viren (FLUAV) gehdren zur Familie der Orthomyxoviridae. Sie verfugen uber ein
negativ orientiertes RNA-Genom, welches auf acht Segmente verteilt ist. Urspriinglich wurde
angenommen, dass das virale Genom flir zehn Proteine kodiert. In den letzten Jahren wurden
jedoch weitere sieben Translationsprodukte beschrieben, die aus der Verwendung alternativer
Startkodons bzw. Leserahmen oder durch alternatives Spleilen entstehen. Die biologische
Relevanz und die Funktion dieser Translationsprodukte sind noch nicht vollstandig geklart [1].

Innerhalb der Spezies FLUAV werden die Viren anhand ihrer Oberflachenproteine Hamagglu-
tinin (HA) und Neuraminidase (NA) in Subtypen unterteilt. Aktuell sind 18 HA- und 11 NA-
Varianten bekannt, die in verschiedenen Kombinationen auftreten kénnen (Bezeichnung
HxNy) [2; 3]. Die Viren weisen ein breites Wirtsspektrum auf und kénnen sowohl Saugetiere
als auch Vogel infizieren, wobei Wasservogel wahrscheinlich das natirliche Reservoir (mit
Ausnahme der Fledermaus-assoziierten FLUAV der Subtypen H17N10 und H18N11) darstel-
len. FLUAV weisen ein hohes zoonotisches Potenzial auf und sind in der Lage, sich auch
dauerhaft an neue Wirte anzupassen [2]. Die hohe Anpassungsfahigkeit beruht zum einen auf
einer vergleichsweise hohen Mutationsfrequenz und zum anderen auf der Fahigkeit ganze
Genomsegmente zwischen verschiedenen FLUAV austauschen zu kénnen (Reassortierung)
[2; 4]. Das durch FLUAYV induzierte Krankheitsbild kann je nach Subtyp und Wirt variieren und
kann sich von weitgehend asymptomatisch bis hin zu einer schweren Erkrankung mit todli-
chem Verlauf erstrecken. Daher werden FLUAV differenziert nach Subtyp und Stamm der Ri-
sikogruppe 2, 3 oder 4 zugeordnet, wobei es sich bei FLUAV der Risikogruppe 4 bislang aus-
schlief3lich um Viren handelt, die im Rahmen von Forschungsvorhaben erzeugt wurden [5; 6].
Bezuglich des Genomaufbaus unterscheiden sich die Viren der verschiedenen Risikogruppen
jedoch nur geringfugig. Es gibt keine Gene, welche ausschliellich bei FLUAV einer bestimm-
ten Risikogruppe vorzufinden sind. Die unterschiedlichen Eigenschaften und Gefahrdungspo-
tenziale ergeben sich durch Mutationen und Sequenzvariationen in multiplen viralen Genen.
Dabei ist zu beachten, dass die fur das Gefahrdungspotenzial relevanten Eigenschaften bei
FLUAV meist durch mehrere virale Gene definiert werden (polygenisch determinierte Viru-
lenz). Innerhalb verschiedener Gene wurden dabei Mutationen und Sequenzmotive identifi-
ziert, die mit einer erhdhten Virulenz assoziiert sind [7]. Allerdings ist hier zu beachten, dass
die biologische Bedeutung solcher Mutationen/Sequenzmotive in Abhangigkeit des FLUAV-
Subtyps, Virus-Stammes und der Wirtsspezies betrachtlich variieren kann [7; 8].

Aufgrund der polygenisch determinierten Virulenz, der genetischen Variabilitat sowie dem brei-
ten Wirtsbereich ergeben sich einige Besonderheiten, die sowohl bei der Antragsstellung als
auch bei der Bewertung von gentechnischen Arbeiten mit FLUAV zu berlcksichtigen sind. Im
Folgenden werden allgemeine Hinweise und Bewertungskriterien zu haufig durchgefihrten
gentechnischen Arbeiten zusammengefasst.

1. Hinweise zur Angabe der verwendeten Spenderorganismen

Fir eine differenzierte Bewertung einer gentechnischen Arbeit ist die genaue Angabe der ver-
wendeten Spender- und Empfangerorganismen notwendig. Im Fall von FLUAV beinhaltet dies
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die Angabe der verwendeten Subtypen. Die Angabe der Risikogruppe allein (z. B. ,Influenzavi-
ren der Risikogruppe 2“) reicht nicht aus. Gibt es innerhalb der verwendeten Subtypen zudem
Varianten oder Stamme verschiedener Risikogruppen (z. B. H1N1: sowohl Virus der Spani-
schen Grippe von 1918, Risikogruppe 3, als auch saisonale Viren der Risikogruppe 2), ist
kenntlich zu machen, welche Varianten oder Stdmme verwendet werden. Es ist darliber hinaus
anzugeben, ob das HA des zu verwendenden Stammes eine monobasische oder polybasische
Spaltstelle besitzt.

Bei den im Folgenden beschriebenen Bewertungskriterien unterscheidet die ZKBS zwischen
humanpathogenen und nicht-humanpathogenen FLUAV. Zu den humanpathogenen FLUAV
zahlen hierbei insbesondere humane Viren der Subtypen H1N1, H2N2, H3N2 und von ihnen
abgeleitete Laborstdmme sowie bestimmte Stdmme der avidaren Subtypen H5N1, H5NG,
H7N2, H7N3, H7N7, H7N9, HON2 und H10N8.

2. Einstufung von rekombinanten FLUAV der Subtypen H17N10 und H18N11

Die RNA neuartiger FLUAV der Subtypen H17N10 und H18N11 wurden erstmals in den Jah-
ren 2009 und 2010 in rektalen Abstrichen verschiedener siidamerikanischer Fledermausspe-
zies nachgewiesen. Die Seropravalenz von Antikérpern gegen diese Viren betrug bis zu 50 %.
Obwonhl der Nachweis viraler RNA in Leber, Darm, Lunge und Niere auf eine systemische
Infektion hinweist, ist keine Erkrankung der infizierten Tiere beschrieben [9].

Die meisten Proteine der Fledermaus-assoziierten FLUAV weisen eine enge Verwandtschaft
zu denen anderer FLUAV-Subtypen auf. Ausgenommen hiervon sind HA und NA. Diese be-
sitzen zwar eine Proteinstruktur, welche vergleichbar mit der der entsprechenden Proteine an-
derer Subtypen ist. Sie haben jedoch im Gegensatz zu den HA- und NA-Proteinen anderer
Subtypen keine hadmagglutinierende Eigenschaft bzw. Neuraminidase-Aktivitat. Entsprechend
wurde fUr die Oberflachenproteine der Subtypen H17N10 und H18N11 die Bezeichnung HA-
bzw. NA-like (HL bzw. NL) vorgeschlagen. Ein weiterer Unterschied zu typischen HA anderer
Subtypen ist, dass HL keine Affinitdt gegenlber Sialinsaure-haltigen Rezeptoren aufweist, an
die Influenzaviren typischerweise binden. Der virale Rezeptor der Fledermaus-assoziierten
FLUAYV ist bisher unbekannt [10]. Untersuchungen weisen zudem darauf hin, dass der Zelltro-
pismus dieser Viren sehr begrenzt ist. So konnten von mehr als 30 getesteten etablierten Sau-
gerzelllinien und Hihnerfibroblasten bisher lediglich die Hundezelllinien MDCK Il und RIE 1495
sowie in geringem Umfang die humanen Krebszelllinien U-87 MG und SK-MEL-28 infiziert
werden. Die Transkription der viralen RNA durch den viralen Polymerasekomplex in Anwesen-
heit des Nukleoproteins ist hingegen in verschiedenen aviaren und Saugerzelllinien moglich,
darunter auch solche des Menschen[11].

Ko-Infektionen und Experimente mit einem Reverse-Genetik-System belegen, dass eine
Reassortierung i. d. R. lediglich zwischen den Subtypen H17N10 und H18N11, nicht jedoch
mit den anderen Subtypen mdglich ist. Diese Inkompatibilitat wird zum einen der Spezifitat des
Nukleoproteins der Fledermaus-assoziierten FLUAV flr das Verpackungssignal dieser Viren,
zum anderen aber auch einer partiellen Inkompatibilitat zwischen den Proteinen des Polymera-
sekomplexes und dem Nukleoprotein zugeschrieben. Ein Austausch eines Teils der kodieren-
den Region des HL und/oder NL ist hingegen mdglich, sofern die Verpackungssignale inner-
halb der nicht-kodierenden Regionen und den 5- und 3‘-Enden der kodierenden Region er-
halten bleiben. Mit diesem Ansatz wurde bereits eine Chimare mit den internen Genen eines
FLUAV des Subtyps H17N10 und dem HA und NA des Maus-adaptierten Stammes A/SC35M
(H7N7) erzeugt. Diese Chimare zeigte einen im Vergleich zum Fledermaus-assoziierten Virus
erweiterten Zelltropismus, war jedoch im Gegensatz zum Stamm A/SC35M fir Mause apatho-
gen [10; 12].
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2.1. Kriterien fur die Bewertung von Mutanten der FLUAV-Subtypen H17N10 und
H18N11

FLUAV der Subtypen H17N10 und H18N11 weisen einen engen Zelltropismus auf und kénnen
in nur wenigen der bisher getesteten Zellkultursysteme replizieren. Zudem sind sie bisher nicht
mit einer Pathogenitat fir den Menschen oder Tiere assoziiert. Auch bei Austausch der kodie-
renden Region des HL war eine Mutante des Subtyps H17N10 zwar infektids, jedoch apatho-
gen fur Mause. Es gibt demnach zurzeit keine Hinweise darauf, dass die Veranderung von
Fledermaus-assoziierten FLUAV der Subtypen H17N10 und H18N11 der Risikogruppe 2 das
Gefahrdungspotenzial dieser Viren signifikant erhdhen kénnte. Mutanten dieser FLUAV sind
mit den folgenden Ausnahmen der Risikogruppe 2 zuzuordnen:

a) Werden mit dem Ziel einer Erweiterung des Zelltropismus Teile der kodierenden Re-
gion des HL und NL durch die entsprechenden Abschnitte des HA und NA von FLUAV
der Risikogruppe 2 ersetzt und wird anschlieRend versucht, die mutierten FLUAV
durch serielle Passagierung an andere Sauger oder Végel zu adaptieren, sind die re-
sultierenden Mutanten im Einzelfall durch die ZKBS zu bewerten.

b) Werden mit dem Ziel einer Erweiterung des Zelltropismus Teile der kodierenden Re-
gion des HL und NL durch die entsprechenden Bereiche des HA und NA von FLUAV
der Risikogruppe 3 ersetzt, sind die resultierenden Mutanten unabhangig von einer
weiteren Adaptation im Einzelfall durch die ZKBS zu bewerten.

Hinweis: Ergeben sich aus den durchgefihrten Experimenten Erkenntnisse, dass das Ge-
fahrdungspotenzial einzelner Mutanten Uber dem eines Organismus der Risiko-
gruppe 2 liegen konnte, oder liegen dem Projektleiter entsprechende Daten vor, wird
empfohlen, die Arbeiten zunachst auszusetzen und eine Einzelfallbewertung bei
der ZKBS einzuholen.

2.2. Kriterien fur die Bewertung von Reassortanten mit FLUAV der Subtypen
H17N10 und H18N11

Bisherige Daten weisen darauf hin, dass eine Reassortierung zwischen Fledermaus-assozi-
ierten FLUAV des Subtyps H17N10 oder H18N11 und FLUAV anderer Subtypen nicht oder
nur in seltenen Fallen (z. B. Reassortierung mit dem M-Genomsegment von FLUAV der Sub-
typen H1N1 und H3N2) mdglich ist. Insbesondere der Austausch des HA-Genomsegments
eines Fledermaus-assoziierten FLUAV gegen das entsprechende Genomsegment eines an-
deren FLUAV scheint nicht mdglich. Eine Erweiterung des eingeschrankten Zelltropismus von
Fledermaus-assoziierten FLUAV durch Reassortierung ist daher wenig wahrscheinlich. Dem-
entsprechend ist derzeit nicht davon auszugehen, dass eine Reassortierung der unverander-
ten Genomsegmente von FLUAV des Subtyps H17N10 und/oder H18N11 der Risikogruppe 2
und/oder FLUAV der Risikogruppe 2 oder 3 anderer Subtypen zu einer signifikanten Erhdhung
des Gefahrdungspotenzials flhrt. Mit der folgenden Ausnahme sind solche Reassortanten der
Risikogruppe 2 zuzuordnen:

Werden Reassortanten gebildet, bei denen das HA-, NA- und NP-Genomsegment von FLUAV
der Risikogruppe 3 und wenigstens ein Genomsegment von Fledermaus-assoziierten FLUAV
der Risikogruppe 2 stammt, sind diese im Einzelfall durch die ZKBS zu bewerten.

3. Einstufung von rekombinanten FLUAV der ubrigen Subtypen

Im Gegensatz zur Risikobewertung von Mutanten und Reassortanten von FLUAV der Subty-
pen H17N10 und H18N11 ist bei FLUAV der Ubrigen Subtypen keine weitgehend allgemein-
gultige Einstufung mdéglich. Vielmehr missen fir ihre Bewertung die genaue Art der Verande-
rung sowie die Eigenschaften der Spenderviren berlcksichtigt werden.
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3.1. Kriterien fiir die Bewertung von FLUAV-Mutanten

Bereits das Einfligen von wenigen Mutationen bzw. kurzen Nukleinsaureabschnitten kann das
Gefahrdungspotenzial von FLUAV signifikant verandern. Dies fuhrt dazu, dass bestimmte
FLUAV-Mutanten vorsorglich einer héheren Risikogruppe zugeordnet werden. Bislang sind
nicht alle molekularen Faktoren bekannt, die das Gefahrdungspotenzial von FLUAYV definieren,
jedoch werden das Oberflachenprotein HA sowie die Proteine des Polymerasekomplexes
(PB1, PB2, PA und gdf. ihre akzessorischen Proteine) als die Faktoren angesehen, die mal3-
geblich das Gefahrdungspotenzial bestimmen.

3.1.1. Mutation des Genomsegments des Hamagglutinins

Das Oberflachenprotein HA hat entscheidenden Einfluss auf Wirtsbereich, Zelltropismus und
Transmissibilitat. Verdnderungen innerhalb des HA-Genomsegments kénnen daher das Ge-
fahrdungspotenzial von FLUAYV beeinflussen.

3.1.1.1. Mutation des HA-Genomsegments von FLUAV der Risikogruppe 2

Wird das HA-Genomsegment von FLUAV der Risikogruppe 2 verandert, sind die resultieren-
den Mutanten in den nachfolgenden Fallen vorsorglich der Risikogruppe 3 zuzuordnen:

a) Es werden basische Aminosauren an der Spaltstelle des HA eingefligt, so dass dieses
von ubiquitaren Wirtszellproteasen gespalten werden kann.

oder

b) Es werden Mutationen eingefligt (z. B. innerhalb der Rezeptorbindungsstelle), die eine
Adaptation an den Menschen darstellen und/oder die Virulenz fur oder die Transmissibi-
litat zwischen Saugern erhéhen oder eine dieser Wirkungen zum Ziel haben.

oder

c) Es werden Nukleinsaureabschnitte des HA-Genomsegments von nicht-humanpathoge-
nen FLUAV durch homologe Nukleinsdureabschnitte humanpathogener FLUAV ersetzt.
Ausgenommen hiervon ist der Austausch gegen Nukleinsdureabschnitte der sehr gut
charakterisierten Laborstamme A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) und A/WSN/1933 (H1N1).

Werden heterologe subgenomische Nukleinsdureabschnitte z. B. anderer Virusspezies einge-
fugt, die den Zelltropismus oder das Wirtspektrum der Viren erweitern kénnen, sind die Mu-
tanten im Einzelfall durch die ZKBS zu bewerten.

Alle dbrigen HA-Mutanten von FLUAYV der Risikogruppe 2 sind der Risikogruppe 2 zuzuord-
nen.

Hinweis: Eine auf der Fachliteratur basierende Liste mit Mutationen, die Punkt b) erflllen, ist
auf der Homepage der ZKBS (www.zkbs-online.de) zur Verfugung gestellt.

3.1.1.2. Mutation des HA-Genomsegments von FLUAV der Risikogruppe 3

Wird das HA-Genomsegment von FLUAYV der Risikogruppe 3 verandert, sind die resultieren-
den Mutanten mit den folgenden Ausnahmen der Risikogruppe 3 zuzuordnen:

a) Wird durch Mutation eine polybasische Spaltstelle in eine monobasische Spaltstelle um-
gewandelt, ist die Mutante der Risikogruppe 2 zuzuordnen.

b) Ist das Ziel der Veranderung eine Attenuierung, kann im Einzelfall durch die ZKBS ge-
pruft werden, ob die Mutante ggf. in die Risikogruppe 2 herabgestuft werden kann.

c) Einige Stdamme der aviaren FLUAV konnen schwere Erkrankungen im Menschen verur-
sachen. Diese Viren weisen in der Regel keine oder nur eine sehr geringe Transmissibi-
litat zwischen Menschen auf. Werden in diese Viren Mutationen eingeflhrt, die darauf
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abzielen, die Transmissibilitdt zwischen Saugern zu erhéhen, sind die erzeugten Mutan-
ten vorsorglich der Risikogruppe 4 zuzuordnen [6].

3.1.2. Mutation der Genomsegmente des Polymerasekomplexes

Der trimere Polymerasekomplex besteht aus den Proteinen PB1, PB2 und PA und spielt eine
entscheidende Rolle bei der Auspragung der Virulenz sowie bei der Adaptation an einen neuen
Wirt. Veranderungen an den fir die Proteine des Komplexes kodierenden Genomsegmenten
kénnen somit das Gefahrdungspotenzial von FLUAV entscheidend beeinflussen.

3.1.2.1. Mutation der PB1-, PB2- und PA-Genomsegmente von FLUAV der Risikogruppe 2

Werden die Genomsegmente des Polymerasekomplexes von FLUAV der Risikogruppe 2 ver-
andert, sind die resultierenden Mutanten grundsatzlich vorsorglich der Risikogruppe 3 zuzu-
ordnen. Ausgenommen hiervon ist das Einfligen von Reportergenen oder technischen Se-
quenzen (z. B. tags) sowie die Veranderung der Verpackungssignale, da davon auszugehen
ist, dass das Einfligen bzw. Verandern dieser Elemente das Gefahrdungspotenzial nicht er-
hoht. Ebenfalls ausgenommen von einer vorsorglichen Einstufung in die Risikogruppe 3 sind
Mutanten der sehr gut charakterisierten Laborstamme A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) und
A/WSN/1933 (H1N1). Da diese Stdmme aufgrund ihrer Passagierungsgeschichte nur eine
sehr geringe Pathogenitat fir den Menschen aufweisen, ist nicht davon auszugehen, dass sich
ihr Gefahrdungspotenzial durch das Einfiigen von Punktmutationen tber das eines Organis-
mus der Risikogruppe 2 hinaus erhoht.

Kann fir Mutanten anderer FLUAYV der Risikogruppe 2 dargelegt werden, dass die eingefiigte
Mutation (bei Mehrfachmutationen in der spezifischen Kombination) nicht zu einer Steigerung
der Replikationseffizienz in humanen Lungenzellen oder einer anderen relevanten Saugerzell-
linie (z. B. MDCK) oder der Virulenz in einem relevanten Tiermodell fuhrt, entfallt die vorsorg-
liche Hochstufung. Solche Mutanten sind ebenfalls der Risikogruppe 2 zuzuordnen.

Hinweis: Das Erflllen der genannten Bedingung kann durch Verweis auf die Fachliteratur
sowie durch experimentelle Daten belegt werden. Eine auf der Fachliteratur basie-
rende Liste mit Mutationen, die die genannte Bedingung erflllen, ist auf der Home-
page der ZKBS (www.zkbs-online.de) zur Verfugung gestellt. Werden experimen-
telle Daten vorgelegt, mussen diese den im Anhang aufgefuhrten Kriterien gentigen.

3.1.2.2. Mutation der PB1-, PB2- und PA-Genomsegmente von FLUAYV der Risikogruppe 3

Werden die Genomsegmente der Proteine des Polymerasekomplexes von FLUAV der Risiko-
gruppe 3 verandert, sind die resultierenden Mutanten mit der unten genannten Ausnahme der
Risikogruppe 3 zuzuordnen. Werden Veranderungen eingefugt, die gezielt die Virulenz stei-
gern sollen, kdnnen ggf. zusatzliche Sicherheitsmallinahmen wie z. B. das Duschen und der
Kleidungswechsel bei Verlassen des Labors erforderlich sein.

Ist das Ziel der Veranderung eine Attenuierung, kann im Einzelfall durch die ZKBS gepriift
werden, ob die Mutante ggf. in die Risikogruppe 2 herabgestuft werden kann.

3.1.3. Mutation der librigen Genomsegmente

Die Proteine des Polymerasekomplexes sowie das HA werden als die Faktoren angesehen,
die mafigeblich das Gefahrdungspotenzial von FLUAV definieren. Daher wird davon ausge-
gangen, dass Veranderungen der M-, NA-, NP- und NS-Genomsegmente von FLUAV auler
in den nachfolgend genannten Fallen nicht zu einer Erhéhung der Risikogruppe gegeniber
dem unveranderten Ausgangsvirus fuhren.

a) Werden Veranderungen, die die Virulenz im Sauger steigern oder steigern sollen (z. B.
durch eine Resistenzvermittiung gegenliber humanen antiviralen Effektoren) in FLUAV
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der Risikogruppe 2 eingefiigt, sind die resultierenden Mutanten vorsorglich der Risiko-
gruppe 3 zuzuordnen.

oder

b) Werden Veranderungen, die eine Resistenz gegenilber zugelassenen antiviralen Wirk-
stoffen vermitteln oder vermitteln sollen in FLUAV der Risikogruppe 2 oder 3 eingefuhrt,
ist im Einzelfall durch die ZKBS zu prifen, ob die Zuordnung zu einer héhere Risiko-
gruppe erforderlich ist. Ausgenommen hiervon ist die Mutation der sehr gut charakteri-
sierten Laborstamme A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) und A/WSN/1933 (H1N1).

Hinweis: Eine auf der Fachliteratur basierende Liste mit Mutationen, die Punkt a) oder b) er-
fullen, ist auf der Homepage der ZKBS (www.zkbs-online.de) zur Verfliigung gestellt.

3.2. Kriterien fiir die Bewertung von FLUAV-Reassortanten

Der Austausch von Genomsegmenten zwischen verschiedenen FLUAYV flihrt zum Entstehen
von Reassortanten, die sich in ihren Eigenschaften und ihrem Gefahrdungspotenzial von ihren
Ausgangsviren unterscheiden konnen. Daher wird bei der Bewertung von Reassortanten die
Risikogruppe der Spenderviren zwar bericksichtigt, stellt jedoch nicht das alleinige Bewer-
tungskriterium dar. Vielmehr ist fir die Bewertung von entscheidender Bedeutung, welche Ge-
nomsegmente ausgetauscht werden sollen und welche biologischen Eigenschaften die Spen-
derviren aufweisen.

3.2.1. Reassortierung zwischen FLUAV der Risikogruppe 2

Bei der Reassortierung zwischen FLUAV der Risikogruppe 2 kann es ggf. zur Bildung von
Reassortanten kommen, die ein erhdhtes Gefahrdungspotenzial (Risikogruppe 3) aufweisen.
Dies kann insbesondere dann der Fall sein, wenn durch Reassortierung ein Wirtswechsel (von
Tier zu Mensch) oder eine systemische Infektion ermdglicht wird. Nachfolgend aufgefiihrte
Reassortierungen sind daher wie folgt zu bewerten:

a) Werden Reassortanten zwischen FLUAV der Risikogruppe 2 gebildet, wobei eines oder
mehrere der PB1-, PB2-, PA- und/oder HA-Genomsegmente ausgetauscht werden, so
dass die Reassortante wenigstens eine an den Menschen adaptierende Sequenzvaria-
tion erhalt, die im Empfangervirus nicht vorhanden war, sind die resultierenden
Reassortanten im Einzelfall durch die ZKBS zu bewerten.

Hiervon ausgenommen sind Reassortanten mit sechs oder mehr Genomsegmenten der
sehr gut charakterisierten Laborstdmme A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) und A/WSN/1933
(H1N1).

Als adaptierende Sequenzvariationen gelten insbesondere solche, die die Virulenz fir
oder die Transmissibilitdt zwischen Saugern steigern oder die Bindung an den humanen,
a2,6-verlinkten Rezeptortyp verstarken konnen.

Als Empfangervirus wird hierbei das Virus angesehen, von dem die Reassortante die
Mehrzahl der Genomsegmente erhalt. Bei einer gleichmafigen Verteilung der Genom-
segmente sind entsprechend mehrere Viren als Empfanger zu bertcksichtigen.

b) Wird ein HA-Genomsegment mit einer polybasischen Spaltstelle auf FLUAV der Risiko-
gruppe 2 Ubertragen, sind die resultierenden Reassortanten der Risikogruppe 3 zuzu-
ordnen.

Alle Ubrigen Reassortanten zwischen FLUAV der Risikogruppe 2 sind der Risikogruppe 2
zuzuordnen.

Hinweis: Bei der Beschreibung der geplanten gentechnischen Arbeit ist anzugeben, ob an
den Menschen adaptierende Sequenzvarianten, die im Empfangervirus nicht vorlie-
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gen, oder eine polybasische Spaltstelle Ubertragen werden. Fehlt eine solche An-
gabe, werden die entstehenden Reassortanten vorsorglich der Risikogruppe 3 zu-
geordnet. Eine auf der Fachliteratur basierende Liste mit Sequenzvariationen, die
Punkt a) erfillen, ist auf der Homepage der ZKBS (www.zkbs-online.de) zur Verfu-
gung gestellt.

3.2.2. Reassortierung mit FLUAV der Risikogruppe 3

Werden Reassortanten hergestellt, bei denen auch FLUAV der Risikogruppe 3 als Spendervi-
ren verwendet werden, werden diese wie folgt bewertet:

a) Reassortanten zwischen FLUAV der Risikogruppe 3 sind grundsatzlich der Risiko-
gruppe 3 zuzuordnen.

b) Reassortanten zwischen FLUAYV der Risikogruppe 3 und FLUAV der Risikogruppe 2, bei
denen wenigstens eines der PB1-, PB2-, PA- oder HA-Genomsegmente vom Virus der
Risikogruppe 3 stammt, sind vorsorglich der Risikogruppe 3 zuzuordnen, sofern we-
nigstens eines der Ausgangsviren humanpathogen ist.

¢) Reassortanten zwischen FLUAV der Risikogruppe 3 und FLUAV der Risikogruppe 2, bei
denen keines der PB1-, PB2-, PA- und HA-Genomsegmente vom Virus der Risiko-
gruppe 3 stammt, sind im Einzelfall durch die ZKBS zu bewerten.

d) Reassortanten zwischen nicht-humanpathogenen FLUAV der Risikogruppe 3 und nicht-
humanpathogenen FLUAYV der Risikogruppe 2, sind unabhangig von den ausgetausch-
ten Genomsegmenten im Einzelfall durch die ZKBS zu bewerten.

4. Bewertung von Arbeiten mit gentechnisch veranderten FLUAV

Arbeiten mit gentechnisch veranderten FLUAYV sind entsprechend der Risikogruppe der Viren
der Sicherheitsstufe 2, 3 oder 4 zuzuordnen.

AbschlieBende Hinweise:

Es wird darauf hingewiesen, dass bei einer vorsorglichen Einstufung von FLUAV-Mutanten
oder -Reassortanten in die Risikogruppe 3 oder 4 experimentelle Daten nachgereicht werden
kdénnen, die zu einer Neubewertung und ggf. Herabstufung der gentechnisch veranderten Vi-
ren fuhren kénnen.

Werden Reassortanten gebildet, in die anschlieBend Mutationen eingebracht werden, ist zu-
nachst die Reassortante allein zu bewerten. Ausgehend von deren Risikogruppe kénnen die
Mutationen abschliefiend gemaf Punkt 3.1. bewertet werden.
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Anhang

Punkt 3.1.2.1 kann durch Vorlage von Literaturdaten oder unveréffentlichten Daten belegt wer-
den. Hierzu sind der zustandigen Landesbehdrde oder der ZKBS eine entsprechende Publi-
kation oder experimentelle Daten, die den in der Abbildung aufgefiihrten Anforderungen ge-
ndgen, zur Bewertung vorzulegen.

Die Mutation' steigert NICHT die Pathogenitat nach
intranasaler Inokulation im relevanten Tiermodell2.

erfiillt nicht getestet nicht erfiillt

Y

Die Mutation' steigert NICHT die
Abgabe von Viruspartikeln durch
humane Lungenzellen oder eine
andere relevante Saugerzelllinie?.
Dies ist anhand einer Kinetik zu
belegen*. Daten eines Polymerase-
Assays sind fur den Nachweis
eines Fehlens einer Steigerung der
Replikationseffizienz nicht
ausreichend.

|
- nicht erfullt/nicht
erfallt getestet
hJ Y \d \d
Risikogruppe 2 Risikogruppe 3

'im identischen genetischen Hintergrund und bei Mehrfachmutationen in ihrer spezifischen
Kombination

2z. B. Maus oder Frettchen
3z. B. MDCK
“Die Zahl der Messpunkte und der Endpunkt der Kinetik sind in geeigneter Weise zu wahlen.
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(Az. 45310.0113, aktualisiert Dezember 2019)

In diesem Dokument stellt die Geschaftsstelle der ZKBS in der Fachliteratur beschriebene
Aminosaure-Punktmutationen und -Deletionen bzw. Sequenzvarianten zusammen, die be-
stimmte Bewertungskriterien der allgemeinen Stellungnahme zu gentechnischen Arbeiten mit
Influenza-A-Viren (FLUAV) erflillen. Die Listen werden regelmafig aktualisiert und sind nicht
als abschlie3end zu betrachten. Ein Abgleich zwischen den in einer gentechnischen Arbeit zu
verwendenden Mutanten oder Reassortanten mit den aktuellen Listen ersetzt daher nicht die
individuelle Gefahrdungsbeurteilung der Arbeit durch den Projektleiter.

zu 3.1.1.1. Mutationen im HA-Genomsegment von FLUAYV der Risikogruppe 2

Die im Folgenden aufgefiihrten Aminosaure-Punktmutationen bzw. -Deletionen erflillen das
unter 3.1.1.1. b) genannte Kriterium. FLUAV mit einer oder mehreren dieser (Kombinationen
von) Mutationen sind daher vorsorglich der Risikogruppe 3 zuzuordnen.

SIS (H3;Num- beschriebener Effekt Referenz
merierung)
Asn21X? erhohte Virulenz im Sauger [1]
His34GIn erhdhte Transmissibilitdt zwischen Saugern [2]
Glu83Lys + Ser128Pro verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [3]
Glu83Lys + Arg171Lys verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [3]
Ser119Arg verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [4]
Ser125Asn verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [5]
verbesserte Bindung an a2,6-Glykane;
Asn133Asp erhdhte Virulenz im Sauger [6]

' Basierend auf dem vollstandig prozessierten Protein; die Aminosauren des N-terminalen Signalpeptids sind nicht
berlcksichtigt; aufgrund von Insertionen und Deletionen kann die tatsachliche Position innerhalb des HA eines
spezifischen Stammes, insbesondere solcher anderer HA-Subtypen, ggf. von der angegebenen Position abwei-
chen. Eine Konvertierungstabelle einiger Aminosaurepositionen innerhalb des HA der Subtypen H1pdm, H3, H5,
H7 und H9 ist in Burke DF, Smith DJ (2014), PLoS One. 9(11):e112302 veréffentlicht. Ein fool zur Konvertierung
zwischen allen HA-Subtypen steht auf der Internetseite des Bacterial And Viral Bioinformatics Resource Center
(https://www.bv-brc.org/) zur Verfligung.

2X: jede beliebige Aminosaure, die zum Verlust der N-Glykosylierungsstelle (Asn-X-Ser/Thr) fihrt
10
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Ser128Pro + Arg171Lys

verbesserte Bindung an a2,6-Glykane

[3]

Leu129Val + Ala134Val

verbesserte Bindung an a2,6-Glykane

[7]

A1333 verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [8]
Ser137Ala verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [9]
Lys141Asn verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [4]
Gly143Arg + Arg171Lys | verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [3]
Asp145Gly/Asn verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [4]
eSS aizet | vebessete | Bihaung e az@Ghkane: |y
As158X° e Transmissibitat zwischen Saugom | 1112
Ser159Asn verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [5]
Thr160X* \é?r:gﬁf: ?I'r:aensmigisri]t()jilljitr;igt zwisirr:en S%i,géﬁ]lykane; [5, 12-15]
Asp176Asn verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [16]
Asn186Lys verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [3, 17]
Asp187Gly verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [18]
Thriarero s Metzaries | SbESSCe | B e azeGMane |
Glu190Gly verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [18]
Thr192lle verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [9]
Lys193Arg verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [5]
e ey AT 5 10,1
Asn197Lys/Asp verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [3, 20]
a7 21,22
Val214lle verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [10]
Asp225Gly erhohte Virulenz im Sauger [23]
GIn226Leu verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [17, 24]
Leu226GIn erhdhte Virulenz im Sauger [25]
Ser227Asn verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [17, 18]
GIn227Met verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [4]
Gly228Ser verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [17, 24]

3 A133: Deletion der Aminosaure 133 im H5 und H1-Subtyp; im H3-Subtyp ist die dquivalente Aminosaure natirli-

cherweise deletiert

4 A129: Deletion der Aminos&ure 129 im H5-Subtyp; im H3-Subtyp ist die &quivalente Aminosaure natirlicherweise

deletiert

11
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e gy, T M| gy
Arg246Lys verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [4]
Glu255Lys verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [18]
Leu331lle + Gly453Arg erhohte Virulenz im Sauger [27]
e enaissbilal zwischen Saugem | g

zu 3.1.2.1. Mutation der PB1-, PB2- und PA-Genomsegmente von FLUAV der Ri-
sikogruppe 2
Die im Folgenden aufgefuhrten Aminosaure-Punktmutationen erfullen das unter 3.1.2.1. ge-

nannte Kriterium. FLUAV mit einer oder mehreren dieser (Kombinationen von) Mutationen sind
daher der Risikogruppe 2 zuzuordnen.

Substitution® beschriebener Effekt Referenz
PB1
Asp2Y® verringerte Replikationseffizienz im Sauger [29, 30]
Val3Y® verringerte Replikationseffizienz im Sauger [29, 30]
Asn4Y® verringerte Replikationseffizienz im Sauger [29, 30]
Pro5Y® verringerte Replikationseffizienz im Sauger [29, 30]
ThreY® verringerte Replikationseffizienz im Sauger [29, 30]
Leu7Y® verringerte Replikationseffizienz im Sauger [29, 30]
gy |vehgete | Repliconsefizenz | m - Sauer | o g
Phe9Y® verringerte Replikationseffizienz im Sauger [29, 30]
Leu10Y® verringerte Replikationseffizienz im Sauger [29, 30]
Lys11Y® verringerte Replikationseffizienz im Sauger [29, 30]
Val12Y® verringerte Replikationseffizienz im Sauger [29, 30]
Pro13Y® verringerte Replikationseffizienz im Sauger [29, 30]
Ala14Y® verringerte Replikationseffizienz im Sauger [29, 30]
PB2
Arg209Lys verringerte Replikationseffizienz im Sauger [32]

5 Nummerierung basierend auf einem Referenzstamm (siehe https://www.bv-brc.org/); Aufgrund von Insertionen
und Deletionen kann die tatsachliche Position innerhalb der Proteine eines spezifischen Stammes ggf. von der
angegebenen Position abweichen.

6 jede beliebige Aminosaure mit anderer Ladung oder Hydrophobizitat (d. h. nicht-konservative Aminosauren)

12
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Glu282Ser verringerte Replikationseffizienz im Sauger [33]
Lys6276I SO Videns m Shvger o B4
Asn701Asp verringerte Virulenz im Sauger [35]
PA
Asp164Ala verringerte Replikationseffizienz im Sauger [36]
Glu165Ala verringerte Replikationseffizienz im Sauger [36]
Glu166Ala verringerte Replikationseffizienz im Sauger [36]
Thr173Ala verringerte Replikationseffizienz im Sauger [36]
Phe176Ala verringerte Replikationseffizienz im Sauger [36]
Glu199Lys verringerte Replikationseffizienz im Sauger [32]
Glu206Lys verringerte Replikationseffizienz im Sauger [37]
Arg638Y® verringerte Replikationseffizienz im Sauger [38, 39]
moroey: | emgere | Repbtonsefaerz m - Sauger | 5,3

zu 3.1.3. Mutation der iibrigen Genomsegmente

a) Die im Folgenden aufgefihrten Aminosaure-Punktmutationen bzw. -Deletionen erfiillen das
unter 3.1.3. a) genannte Kriterium. FLUAV mit einer oder mehreren dieser (Kombinationen
von) Mutationen sind daher vorsorglich der Risikogruppe 3 zuzuordnen.

Substitution’ beschriebener Effekt Referenz

M1

Asn30Asp + Thr215Ala | erhohte Virulenz im Sauger [40]

Thr37Ala erhohte Virulenz im Sauger [41]

lle43Met erhohte Virulenz im Sauger [42]

Thr139Ala erhohte Virulenz im Sauger [43]
NA

NA49-68 erhdhte Virulenz im Sauger [44]

A53-60 erhohte Virulenz im Sauger [45]

Asn58X? erhohte Virulenz im Sauger [45]

Asp248Asn erhohte Virulenz im Sauger [46]

7 Nummerierung basierend auf einem Referenzstamm (siehe https://www.bv-brc.org/) bzw. der N1-Konsensusse-
quenz; Aufgrund von Insertionen und Deletionen kann die tatsachliche Position innerhalb der Proteine eines spe-
zifischen Stammes ggf. von der angegebenen Position abweichen.

13
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Asp272Asn erhdhte Virulenz im Sauger [47]
Ser319Phe erhdhte Virulenz in Suger [48]
Asn365X? erhohte Virulenz im Sduger [43]
keinen Einfluss auf NA Aktivitat;
Ser430Gly verbesserte Bindung an a2,6-Glykane; | [48]
erhdhte Virulenz im Sauger
NP
Gly16Asp erﬂgmg Virulenz im Sauger NXARN-Resistenz: [49, 50]
Arg100Val ngmz Virulenz im Sauger VAN Resistenz: [49, 50]
Val100lle erhdhte Virulenz im Sauger [21]
lle133Leu erhohte Virulenz im Sauger [21]
Leu283Pro gmgmz Virulenz im Sauger VXANX]-Resisten [49, 50]
Phe313Tyr/Val 2:’2%:2 Virulenz im Sauger NXAM-Resistenz: [49, 50]
GIn357Lys erhohte Virulenz im Sauger [51]
le373Thr erhohte Virulenz im Sauger [21]
Lys470Arg erhohte Virulenz im Sauger [52]
NS1
Pro42Ser erhohte Virulenz im Sauger [53]
Gly45Arg erhohte Virulenz im Sauger [54]
A80-84 erhdhte Virulenz im Sauger [55]
Asp92Glu erhdhte Virulenz im Sauger [56]
Leu103Phe + lle106Met | erhdhte Virulenz im Sauger [57]
Val178lle erhohte Virulenz im Sauger [58]
Pro212Ser erhohte Virulenz im Sauger [58]
NS1(1-217) erhohte Virulenz im Sauger [59]
RSKV227-230ESEV? erhdhte Virulenz im Sauger [60, 61]

b) Die im Folgenden aufgefuhrten Aminosdaure-Punktmutationen erfillen das unter 3.1.3. b)
genannte Kriterium. FLUAV mit einer oder mehreren dieser (Kombinationen von) Mutatio-
nen sind daher im Einzelfall durch die ZKBS zu bewerten.

Substitution’

beschriebener Effekt

Referenz

8 Austausch des human-typischen Arg-Ser-Lys/Glu-Val-Motifs gegen das aviar-typische Glu-Ser/Pro-Glu-Val-Motiv
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Leu26Phe und Rimantadin® [62]
Val27Ala verringerte Sensitivitdt gegenlber Amantadin 62, 63]
und Rimantadin® ’
verringerte Sensitivitdt gegeniber Amantadin
Ala30Pro/Thr und Rimantadin® [62, 63]
Ser31Asn verringerte Sensitivitdt gegenlber Amantadin 62, 63]
und Rimantadin® ’
verringerte Sensitivitat gegentber Amantadin
Gly34Glu und Rimantadin® [62, 63]
NA
verringerte Sensitivitat gegenuber Oseltamivir
Glu104Val + Thr133lle und Zanamivir [64]
Val116Ala verringerte Sensitivitdt gegenuber Oseltamivir [65, 66]
und Zanamivir ’
verringerte Sensitivitat gegenuber Oseltamivir
lle117Vval und Zanamivir [67]
Glu119A1a/Gl verringerte Sensitivitdt gegentber Oseltamivir, (65, 67]
y Zanamivir und Peramivir ’
verringerte Sensitivitdt gegeniiber Laninamivir®,
GluT19Asp Peramivir und Zanamivir [68, 69]
Glu119Val verringerte Sensitivitdt gegenliber Oseltamivir [65]
GIn136Arg verringerte Sensitivitdt Peramivir und Zanamivir | [70]
verringerte Sensitivitat gegenuber Oseltamivir
GIn136Leu/Lys und Zanamivir [65, 71]
Asp151Gilu verringerte Sensitivitdt gegenliber Oseltamivir [72]
Arg156LVs verringerte Sensitivitdt gegentber Oseltamivir, (73]
9 y Zanamivir und Peramivir
verringerte Sensitivitdt gegenuber Oseltamivir
Asp199Asn/Glu/Gly und Zanamivir [74, 75]
lle223Val verringerte Sensitivitdt gegenliber Oseltamivir [75]
verringerte Sensitivitdt gegenudber Oseltamivir,
lle223Arg Zanamivir und Peramivir [65]
verringerte Sensitivitdt gegenuber Oseltamivir
Arg225Lys und Zanamivir [72]
Ser247Asn verringerte Sensitivitdt gegenuber Oseltamivir [66]
His253Tyr verringerte Sensitivitdt gegenuber Oseltamivir [65]

% in Deutschland nicht zugelassen
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His275Tyr verringerte Sensitivitat gegenlber Oseltamivir (65, 67, 75]
und Peramivir
Glu277Asp verringerte Sensitivitat gegenlber Oseltamivir 72]
und Zanamivir
Arg293Lys verringerte Sensitivitat gegentiber Oseltamivir | [65]
Asn295Ser verringerte Sensitivitat gegenlber Oseltamivir (65, 67, 75
und Peramivir
1 gr wgee - . g
Pro458Thr verrlngertg Sensﬂmtgt gegenuber !_anlnamlwr | 78]
Oseltamivir, Peramivir und Zanamivir
PA
lle38Ser/Thr \t;zrxrillngerte Sensitivitat gegeniiber Baloxavirmar- 77-81]
E198K verringerte Sensitivitat gegeniber Baloxavirmar- 2]
boxil
E199D \t/)(e;:(rillngerte Sensitivitat gegeniiber Baloxavirmar- (32, 83]

zu 3.2.1. Reassortierung zwischen FLUAYV der Risikogruppe 2

Die im Folgenden aufgeflihrten Sequenzvarianten erfiillen das unter 3.2.1. a) genannte Krite-
rium. Werden eine oder mehrere der Sequenzvarianten Ubertragen, sind die Reassortanten
daher im Einzelfall durch die ZKBS zu bewerten.

Variante'® beschriebener Effekt Referenz
HA
Asn21X2 erhdhte Virulenz im Sauger [1
His34GlIn erhdhte Transmissibilitdt zwischen Saugern [2]
Glu83Lys + Ser128Pro verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [3]
Glu83Lys + Arg171Lys verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [3]
Ser119Arg verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [4]
Ser125Asn verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [5]
e I
Ser128Pro + Arg171Lys verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [3]
Leu129Val + Ala134Val verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [7
A1333 verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [8]

10 Nummerierung basierend auf einem Referenzstamm (siehe https://www.bv-brc.org/) bzw. der H3-Konsensusse-
quenz; aufgrund von Insertionen und Deletionen kann die tatsachliche Position innerhalb der Proteine eines spezi-
fischen Stammes ggf. von der angegebenen Position abweichen.
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Lys141Asn verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [4]

Gly143Arg + Arg171Lys verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [3]

Asp145Gly/Asn verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [4]

lle155Thr + A129° vert_)_esser_te Bl_ndqu an 0a2,6-Glykane; [10]
erhdhte Virulenz im Sauger

2 verbesserte  Bindung an a2,6-Glykane;
Asn158X erhohte Transmissibilitat zwischen Saugern [11,12]
Ser159Asn verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [5]

2 verbesserte  Bindung an a2,6-Glykane; .
Thr160X erhdhte Transmissibilitat zwischen Saugern [5, 12-15]
Asp176Asn verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [16]
Asn186Lys verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [3, 17]
Asp187Gly verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [18]
Thr197Pro + Met237Ley | Vé'Desserte  Bindung ~an  a26-Glykane; | 4o

erhohte Virulenz im Sauger
Glu190Gly verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [18]
Thr192lle verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [9]
Lys193Arg verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [5]

. verbesserte  Bindung an a2,6-Glykane;
GIn196Arg/His erhdhte Virulenz im Sauger [3, 10, 18]
Asn197Lys/Asp verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [3, 20]
Ser205Thr vertfesser.te Bl.ndur?_g an a2,6-Glykane; (21, 22]

erhohte Virulenz im Sauger
Val214lle verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [10]
Asp225Gly erhdhte Virulenz im Sauger [23]
GIn226Leu verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [17, 24]
Leu226GIn erhohte Virulenz im Sauger [25]
Ser227Asn verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [17, 18]
GIn227Met verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [4]
Gly228Ser verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [17, 24]

verbesserte  Bindung an  a2,6-Glykane;
Arg238lle erhohte Virulenz im Sauger [26]
Arg246Lys verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [4]
Glu255Lys verbesserte Bindung an a2,6-Glykane [18]
Leu331lle + Gly453Arg erhohte Virulenz im Sauger [27]
Leud28Met e_r_hohte .Transnjnssm__llltat zwischen Saugern, er- 28]

hoéhte Virulenz im Sauger

PB1
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Asp622Gly erhdhte Virulenz im Sauger [84]
Pro708Ser erhghte .Repllkgtlon§eff|2|enz im  Sauger; [85]
erhdhte Virulenz im Sauger
PB1-F2
Asn66Ser erhdhte Virulenz im Sauger [86]
PB2
Asp9Asn erhdhte Virulenz im Sauger [87]
S155N erhdhte Virulenz im Sauger [88]
Glu158Gly erhdhte Virulenz im Sauger [89]
M172 erhdhte Virulenz im Sauger [90]
Ala199Ser erhohte Virulenz im Sauger [87]
R251K erhdhte Virulenz im Sauger [91]
Asp256Gly erhdhte Replikationseffizienz im Sauger [92]
lle283Met + Lys526Arg erhohte Virulenz im Sauger [93]
D309N erhohte Virulenz im Sauger [28]
Lys389Arg erhohte Replikationseffizienz im Sauger [94]
T431M erhdhte Virulenz im Sauger [90]
Y448N erhdhte Virulenz im Sauger [90]
P453S erhohte Virulenz im Sauger [90]
Ala588Val erhghte .Repllkgtlon§eff|2|enz im  Sauger; [95]
erhdhte Virulenz im Sauger
erhdhte Replikationseffizienz im  Sauger;
GIn591Arg/Lys erhohte Virulenz im Sauger [96]
Val598Thr/lle erhghte .Repllkgtlon§eff|2|enz im  Sauger; [94]
erhdhte Virulenz im Sauger
erhdhte Replikationseffizienz im  Sauger;
Glu627Lys erhohte Virulenz im Sauger [92, 87
Asp701Asn erhohte Virulenz im Sauger [35]
PA
S49Y + D347G erhdhte Virulenz im Sauger [88]
Thr85lle erhohte Replikationseffizienz im Sauger [97]
Thro7lle erhghte .Repllkgtlon§efﬂ2|enz im  Sauger; [98]
erhdhte Virulenz im Sauger
Lys142Asn erhohte Virulenz im Sauger [87]
Ser224Pro + Asn383Asp | erhdhte Virulenz im Sauger [99]
M3111 erhohte Virulenz im Sauger [100]
Leu336Met erhohte Virulenz im Sauger [97]
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A343S erhdhte Virulenz im Sauger [100]
erhdhte Replikationseffizienz im  Sauger;

lle353Arg erhdhte Virulenz im Sauger [101]
erhdhte Replikationseffizienz im  Sauger;

Lys356Arg erhdhte Virulenz im Sauger [102]

Ser421lle erhdhte Virulenz im Sauger [87]

PA-X

252 Aminosaurevariante! erhdhte Replikationseffizienz im  Sauger; [103]
erhdhte Virulenz im Sauger
erhdhte Replikationseffizienz im  Sauger;

R195K erhohte Virulenz im Sauger [104]
erhdhte Replikationseffizienz im  Sauger;

K206R erhohte Virulenz im Sauger [104]
erhdhte Replikationseffizienz im  Sauger;

P210L erhdhte Virulenz im Sauger [104]
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