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Einleitung und Schrifttum

1 Einleitung und Schrifttum

1.1 Einleitung

Die klassische Schweinepest

Die klassische Schweinepest (classical swine fever, G3Fine in der Liste A der OIE
eingruppierte Infektionskrankheit der Schweine, die durch das Viruski@ssischen
Schweinepest (CSFV) hervorgerufen wird.

Das Virus der klassischen Schweinepest (CSFV) ist einéfertrm Genus Pestivirus in der
Familie derFlaviviridae, der noch das Hepatitis-C-Virus und das Flavivirus angehdren. Die
veterindrmedizinisch bedeutsamsten Vertreter des Genus Pessividisieben dem CSFV,
das Border-Disease-Virus (BDV) und das Bovine-Virus-Diarioas (BVDV) mit seinen
zwei Genotypen. Das Viruspartikel setzt sich aus einem hexlagowauskapsid mit ca.30
nm Durchmesser und einer sphéarischen Virushille mit 50-60 nm Durcmmssammen
(Wengler et al.; 1995). Es handelt sich um ein RNA-Virus, mé&me Genom von 12,5 kbp
positiver Polaritat. Zwischen einem 5'nicht translatierten iBeréNTR), der als interne
ribosomale Bindungsstelle (IRES) fungiert, und einem nicht pohpdigeten 3° NTR
(Moormann und Hulst, 1988), liegt ein offener Leserahmen (ORFjiidein hypothetisches
Polyprotein mit ca. 3900 AS kodiert. Dieses wird von viralen und zedol&roteasen co-
und post-translationell in 11 bzw. P2oteine prozessiert (Meyers et al.; 1999).

Wie auch bei BVDV und BDV unterscheidet man bei CSFV zweicheeslene Biotypen. Bei
zytopathogenen (cp) Virusstammen kommt es beirdeitro Vermehrung zur Zerstérung der
Wirtszelle. Hier werden NS2 und NS3 vorwiegend getrennt voneinander gefudabt-
zytopathogene (ncp) CSFV-Stamme reprasentieren die absolute Metehé&eldviren und
schadigenn-vitro die Wirtszellennicht lichtmikroskopisch sichtbar. Bei diesen Viren kann
nur intaktes Fusionsprotein NS2-3 nachgewiesen werden (Aoki et al.; 2004).

Die Genomorganisation der Pestiviren ist in Abbildung 1 schematisch aufgezeigt.
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Abb.1

Genomorganisation der Pestiviren
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Abb.1: Das Genom der Pestiviren besteht aus einem offenen Leseré@RE), der von
einer IRES (5'NTR) und einem nicht polyadenylierten 3"NTRkKikrt wird. Fur die co- und
posttranslationell prozessierten Proteine sind bislang folgende Funktionen bekannt:

Npro: Autoprotease (Stark et al.; 1993),
Inhibitor von IFNe und Apoptose (Ruggli et al.; 2003)
C: Kapsidprotein
Erns Hullprotein; RNase (C-Terminus) (Schneider et al.; 1993);

Transportdomane (N-Terminus) (Langedijk; 2002)
Elund E2: Hullproteine; Beteiligt an der Zellpenetration (Wang et al.; 2004)

P7: unbekannt (Elbers et al.; 1996)

NS2: Regulation der Replikation (Moser et al.; 1999)

NS3: Helikase, NTPase, Protease (Bazan und Fleterick; 1989; Gorbdlealya e
1989; Wiskerchen et al. ; 1991; Grassman et al.; 1999)

NS4a: Co-Faktor der Protease des NS3 (Xu et al.; 1997)

NS4b: unbekannt

NS5a: Bindet den zellularen Elongationsfaktor eEF1A (Johnson et al.; 2001)

NS5b: RNA-abhéngige-RNA-Polymerase (Xiao et al.; 2002)

Nach der oronasalen Aufnahme und priméren Vermehrung in den Tonsilleregieméren
Lymphknoten und den Peyer'schen Platten, verbreitet sich das CSFW gunpho-
hamatogene Streuung im Koérper, wobei es sowohl frei im Serurayelhsin den Monozyten
und immaturen Granulozyten detektiert werden kann (Summerfield #988a). Neben dem
Epithel von Niere, Nebenniere, Pankreas, Bronchien, und lleum laksdag Virus im
Endothel der GefalRe nachweisen (Narita et al.; 2000), wo es zauMaskulopathie fuhrt
(Bensaude et al.; 2004), in deren Folge es zu Gerinnungsneigunghtordb®dzytopenie
und, aus ihr hervorgehend, zu den makroskopisch erkennbaren Blutungen kommt. Da das
Virus in der Lage ist, dendritische Zellen (DC) zu infizier€arfasco et al.; 2004) gelangt es
unter Umstanden mit diesen in die sekundaren lymphatischen Organkoiiat es zu einer
zentral in den Lymphfollikeln beginnenden Virusreplikation und zur Depletien B-
Lymphozyten (Susa et al.; 1992). Sehr frih im Krankheitsverlaufirssahtigen auch in
Erythroblasten, Megakaryozyten und Zellen der myeloischen Entwickkihgs im

2
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Knochenmark nachweisbar. Die Vorlauferzellen der weiRen und roteneBdutzwerden
apoptotisch und das Knochenmark zellarm und retikulinfaserreich (Gorflazyafndoz et
al.; 2003), so dass die in der Peripherie absterbenden Zellen ni@bhsreichendem Malde
ersetzt werden konnen. Im peripheren Blut zirkulieren nur noch drastestlivierte
Populationen von B- und T-Lymphozyten, die im Verlauf der Krankheit auckbefallen
werden (Summerfield et al.; 1998b). Dartber hinaus sind die periphergmghbzyten auch
funktionell beeintrachtigt (Pauly et al.; 1998). Zwar zeigen die @edlmen aktivierten
Phanotyp, jedoch wird der Apoptoseinducer Fas auf ihrer Oberflacieegatiert und ein
erhohter Anteil der Zellen geht in Apoptose (Summerfield et al.; 1998b). Iralkkeln von
Lymphknoten und Milz werden nicht nur virusinfizierte Zellen, sondeichanicht infizierte
Nachbarzellen in der Apoptose angetroffen. Dies ist neben den Fas-tragengtapliozyten
noch auf zellulare Faktoren, wie Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNéday, virale Faktoren,
wie Erns, zurtckzufiihren, die von den infizierten Zelle freigesetzt werBems¢hke et al.;
1997, Choi et al.; 2004). Im Thymus entwickelt sich eine cortikalgnbaytendepletion, bis
im Terminalstadium der Phanotyp der Thymozyten dem der T-Lymphozge peripheren
Blutes entspricht (Pauly et al.; 1998). Es kommt somit zu einesiveasBeeintrachtigung
des Immunsystems, die auch fir BVDV gezeigt werden konnte (Charlestgr2€04l).

Die patho-physiologischen Veranderungen fuhren zu Krankheitssymptoneefjeler von
40°C und mehr, Anorexie, Lethargie, Durchfall, respiratorischen Symptdtomjunktivitis,
Lymphknotenschwellung, petechialen Blutungen und im Terminalstadiuimalesrvosen
Stoérungen, die in unterschiedlichem Mal3 akut oder chronisch auftretemk@hoennig et
al., 2003). Bei transplazentarer Infektion kommt es zum Fruchtod odéfyregeribertritt
zwischen dem 50. und 70. Trachtigkeitstag zur Geburt persistenteitdiziFerkel, die
mehrere Monate bei schlechtem Wachstum uberleben kénnen und in ddésaufZsrund
ihrer Immuntoleranz grof3e Mengen Virus ausscheiden (van Oirschot undrd,etp3t).
Nach Uberleben der Erkrankung, wird eine starke Immunitat audgebHiierbei wird die
Immunantwort gegen cp Stamme im BVDV System als schnelleeffiektiver als gegen ncp
Stdmme beschrieben. Dies fiihrt man, wie das Potential der &ecpn®t Feten persistent zu
infizieren, auf die ausbleibende Stimulation der unspezifischen Immuetaldurch die ncp
Virusstamme zurtick (Brackenbury et al.; 2003). Die humorale Immunantwiotet sich in
erster Linie gegen die Hullproteingyds, E1 und E2 sowie gegen das Nicht-Strukturprotein
NS2-3. Antikorper, die gegen die Glykoproteine E2 (Weiland et al.; 1990) Eder
(Windisch et al.; 1996) gerichtet sind, kdnnen neutralisierende Eigdtescheesitzen, da
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diese Proteine am Viruseintritt in die Zelle beteiligt sfiidang et al., 2004) und vermitteln
einen, zumindest teilweisen Schutz gegen die Erkrankung (Terpstra et al.; 1988).

PBMC von infektionsimmunen Tieren reagieren @mu¥itro Restimulation durch CSFV mit
Proliferation (Armengol et al.; 2002), Cytokin-Sekretion (Suradhat.e2001; Suradhat und
Damrongwatanapokin 2003) und Cytotoxizitat (Piriou et al.; 2003). Fur G%Rkten in d/d
Haplotyp identischen Schweinen mehrere T-Zell-Epitope auf vedsres Proteinen des
Virus charakterisiert werden (Armengol et al.; 2002). Bei Wotgtungen der
zellvermittelten Immunreaktion beim verwandten BVDV sind die Pnet&2 und vor allem
das NS2-3 als dominierende T-Zell-Stimulatoren beschrieben (Galigy 2000; Collen und
Morrison; 2002). Mit einem adenoviralen Vektor, der das NS3 Proteinnegotj konnte im
Mausmodel eine humorale und zellulare Immunreaktion gegen BVDV herutggexrerden
(Elahi et al.; 1999). Jedoch besitzen Seren, die nur Antikdrper gegeNSta Protein des
BVDV enthalten keine neutralisierenden Eigen-schaften (Bolin und Ridpath; 1989).

Immunisierungsstrategien gegen das CSFV

Nach der weitgehenden Tilgung des Virus aus der Hausschweinepoputaten meisten
EU-Mitgliedstaaten ist die vorbeugende Impfung in der Européisciméon1990 untersagt
worden. Seit dieser Zeit kam es allerdings immer wieder SB-Rusbriichen in vormals
virusfreien Gebieten, meist durch Einschleppung aus dem auRRereuropéaischaer Auker
Uber Wildschweine. Zur Eindammung eines Ausbruches wurden friheGcteeine im
Umkreis von 500-1000 Meter um den betroffenen Betrieb getttet. NadtelAl® der EU
Richtlinie 2001/89/EG besteht seit 2001 die Mdglichkeit der Anordnung Biaempfung.
Hierzu kann unter hohen Auflagen das attenuierte Lebendvirus C-S{(&mmese strain)
oder mit weniger Restriktionen eine Markervakzine eingeseterdem, die eine
Unterscheidung von geimpften und infizierten Tieren ermdglicht. Mkombinanten
Vacciniaviren, die verschiedene Proteine oder Proteinkombinationen d&¥ @8r
Expression brachten, konnte experimentell gezeigt werden, dasSlglasprotein E2 das
Hauptziel neutralisierender Antikorper ist und mit ihm allem &chutz gegen die Infektion
erreicht werden kann (Konig et al.; 1995). Die Epitope der neusnaisiien Antikorper, die
gegen E2 gerichtet sind, konnten vor allem in den N-terminalen Dermédes Proteins
lokalisiert werden (van Rijn et al.; 1996). In Immunisierungsvemsnicinduzierte man
neutralisierende Antikdrper durch die Verabreichung von E2 mit vetsaie® Systemen, die

nachfolgend aufgelistet sind:
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E2 kodierende Plasmid DNA: Plasmid DNA erzeugt erst nach mehrfachen Isienungen
einen messbaren Antikorpertiter, was sie fur eine Notimpfung ungergacht
(Andrew et al.; 2000). Auch die gleichzeitige Expression von ko-stineuite=n
Faktoren fuhrte nicht zu einer Antikdrperantwort nach einfacher Appikati
(Wienhold; 2002).

Rekombinantes Vaccinia Virus: Hiermit sind neutralisierende Antikdrper sclobndea
Erstimpfung nachweisbar. Es kommt aber auch zu einer starken Inaktionegegen
den Vektor, weder die Ausscheidung und Ubertragung des Vektors nalchpdieng
noch die Ausbreitung von CSFV nach einer Belastungsinfektion wurden ugfters
(Rumenapf et al.; 1991; Konig et al.; 1995).

Rekombinantes Adenovirus: Wie auch die Vaccinia-Rekombinante erzeugt das Adenovirus
neutralisierende Antikérper gegen CSFV als auch gegen den Vekwmtsbeach
einmaliger Verabreichung. Es kommt jedoch zur unkontrollierten direisg des
rekombinanten Adenovirus durch die Impflinge (Hammond et al.; 2000; 2001).

Rekombinantes Pseudorabiesvirus: Nach der einmaligen Immunisierung mE SFérE2
exprimierenden PRV-Rekombinante sind neutralisierende Antikorper messbdie
Tiere sind sowohl gegen PRV als auch gegen CSFV geschitzt. Somit ist awhehier
starke Induktion der vektorspezifischen Immunitdt gegeben. Aussagen Uber
Ausscheidung von Impf- oder Infektionsvirus wurden nicht getroffen (Hwoaft
lddekinge et al.; 1996; Peeters et al.; 1997).

Baculo exprimiertes Glycoprotein E2 in Ol-in-Wasser-Adjuvans: DasilBaicus Expres-
sionssystem wurde zur Produktion von CSFV Glycoprotein E2 eingesetagjrolde
Mengen des korrekt glykosylierten Proteins herzustellen (Ruggli;et995). Diese,
fur die Notimpfung zugelassene Markervakzine, induziert in einigélerF bereits
nach einfacher Applikation neutralisierende Antikérper (Bouma €1299). Dennoch
schitzt sie selbst nach zweimaliger Applikation nicht sicher Wwamie und

Virusausscheidung (Dewulf et al.; 2001).

Neben diesen E2 Subunit-Vakzinen wurden als neue Alternative chwirére aus BVDV
und CSFV konstruiert (van Gennip et al.; 2000; Reimann et al.; 2004). Hkergten mit
einem rekombinanten BVD-Virus, in dem das BVDV E2 gegen ein CSEAUSgetauscht
worden war, neutralisierende Antikérper und Schutz von Schweinen gegen QG&HRV
einmaliger Applikation erzeugt werden. Weder nach der Impfungh noach der

Belastungsinfektion kam es zu messbarer Virusausscheidung. iDipftga Tiere konnten
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wie bei den Subunit-Vakzinen durch die Abwesenheit von CSk\&§&pezifischen
Antikorpern von infizierten Tieren unterschieden werden (Reimanal.ef004). Wie zu
erwarten fuhrten auch CSFV Viren, die im Austausch das E2 oggr des BVDV
enthielten, zum Schutz vor CSFV. Man vermied es jedoch den, fur digahsaiton
wichtigen N-Terminus des E2, auszutauschen. Eine Unterscheidung diypWiius-
infizierten Tieren war mittels kompetitiven ELISA-Systemeighich (van Gennip et al.;
2000).

Da diese Chiméaren aber ein vollstandiges Pestivirusgenom ltenthanuss untersucht
werden, ob sie in der Lage sind, die Plazentaschranke zu Uberwinden yrsisitent
infizierten Ferkeln zu fihren. Auch die mogliche Rekombination diesen&an mit im Feld
vorhandenen Pestiviren muss aus Sicherheitsgriinden bedacht werden. $2ieefsusg der
chimaren Viren muss ausgeschlossen werden kénnen und eine Apathogemitair fir das
Schwein, sondern auch fir Rind und kleine Wiederkduer muss gewd&hiseist, damit es im
Zuge einer CSFV-Impfkampagne nicht zu BVDV/BDV Ausbriichen kommen kann.
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1.2 Schrifttum

Immunisierung mit rekombinanten Pockenviren unter besonderer Berldgsiahti

heterologePrime-Boostimpfstrategien

In der Geschichte der Impfstoffentwicklung wurde der Sichewdmsgptskt immer mehr in den
Vordergrund gestellt. In Folge dessen wird der Einsatz derm#bnten Lebendvakzinen
immer weniger akzeptiert, einerseits wegen der Gefahr der Riakomutzur Virulenz,
andererseits wegen Ausscheidung von vermehrungsfahigen Erregern. Behidsicheren
Impfstoffe aus inaktivierten Pathogenen jedoch die zellulare Immunemnmwounzureichend
aktivieren, suchte man nach einer Madglichkeit Sicherheit mit H#ektivitdt von
Lebendvakzine zu verbinden. Als Ldsung boten sich Vektoren an, die zuesBijpr
immunogener Bestandteile eines Pathogens im Impfling fihren undt swben der

humoralen auch die zellulare Seite des Immunsystems ausreichend stimulier

Expression von Fremdgenen mit Pockenviren

Die heterologe Impfung gegen Menschenpocken (Variola) mit Vaedimusstammen ist
eine der erfolgreichsten Pionierleistungen der Medizin. Im VMeérldieser Impfkampagne
wurden die Vertreter der VirusfamiliBoxviridae intensiv untersucht und man fand unter
anderem Eigenschaften, die sie als Vektoren zur Expression voaniigehen besonders
geeignet machen. Sie besitzen ein Genom aus doppelstrangigerutbdNAinen Enzym-
apparat, der bei der DNA-Synthese mdogliche Fehler behebt (Clan 2002). Mit seinen
120-300 kb ist das Genom deoxviridaesehr grol3 und es enthélt viele nicht essentielle Gene
und nicht kodierende DNA Abschnitte, die als Ziel fur die Insertion vemBgenen dienen
kénnen. So sind fur das Vaccinia Virus verschiedenste Gene bekanmt, Didstion die
Virusreplikation nur geringflgig beeinflussen, z.B. das Thymidinkizee-(Buller et al.;
1985) oder das Hamagglutinin-Gen (Lee et al.; 1992). Ebenso wurden Viesigteidie nach
der Deletion z.B. des E3L-Gens, ein verandertes Wirtsspektrunerzdigornemann et al.;
2003). Der Ausstausch intergenomischer Sequenzen bewirkte hingege\hkdarang der
Eigenschaften des Virus (Smith et al.; 1993). Fur das Genus Parapgozind ebenfalls
mehrere nicht essentielle Gene und DNA Bereiche beschriebdra(&zl.; 1999; Spehner et
al.; 2004; Mclinnes et al.; 2001; Marsland et al.; 2003).

Uber homologe Rekombination mit poxviralen Sequenzen, die das Fremdgkieréia
(Mackett et al.; 1982), oder durch-vitro Ligation (Merchlinsky et al.; 1992) lassen sich
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fremde DNA Abschnitte gerichtet an einem Punkt des PockengenonmetzemsSomit kann
z.B. ein viruseigenes Gen selektiv gegen ein Fremdgen ausgetawesdenwDies kann
ausgenutzt werden, um virale Virulenzgene zu deletieren (Hornemarn 2008). Uber
dieses gezielte Ausschalten bestimmter Genomabschnitte konepéikationsdefiziente
Mutanten erzeugt werden, die eine sicherere Anwendung ermagliqi@artaglia et al.;
1992). Dieser gerichtete Austausch von Genomabschnitten ermoégbent aach die
Anwendung der Negativselektion. In einer Rekombinanten, die ein Regortenghalt, wird
dieses durch das gewiinschte Fremdgen ausgetauscht, welchest effipiemiert werden
soll. Um dies sicher zu stellen wird eine Selektion auf Abweserdes Reporters
durchgefuhrt. Durch seine hohe Aufnahmekapazitat von bis zu 25kb Fremdsalkie
(Smith und Moss; 1983) besteht sogar die Mdglichkeit rekombinante Virenstellen, die
mehrere Fremdgene stabil in ihr Genom integriert haben und aieseexprimieren. Dies
kann zum einen ausgenutzt werden, um rekombinante Viren herzustelletenait gegen
mehrere Pathogene geimpft werden kann. Zum anderen ermoéglichtneEirdmatz der
Positivselektion, bei der aul3er der beabsichtigten Expression eiessldens, z.B. zur
spateren Immunisierung, noch ein Selektionsprotein, z. B. eine Antibbeggikgenz, in das
Genom integriert wird. Hierdurch kann ein Selektionsdruck auf dieh ndem
Rekombinationsereignis noch im Uberschuss vorhandenen Wildtypviren ausmeliblie
Aufreinigung der Mutanten beschleunigt werden.

Die virale mRNA wird von einer viruseigenen DNA abhéngigen RR@#lymerase ohne
splicing synthetisiert (Wittek et al.; 1982). Somit kdnnen Proteinsgathenge und -zeit-
punkt Uber virale oder synthetische Promotoren, die in ihrer Wirkung glefaniert sind,
gesteuert werden. Als Fremdgen kann man u. a. cDNA der flgesutinschtes Protein
kodierenden mMRNA einsetzen, man bendtigt also nicht unbedingt gensVissen Uber die
Struktur des Gens.

Sogar in Zellen, in denen és-vitro nicht zu einer produktiven Virusvermehrung kommt,
werden viele der vom Virusgenom kodierten Proteine produziert (§oned al.; 1993), es
kommt aber nicht mehr zur Bildung neuer, infektioser Viruspartikett¢® und Moss; 1992;
Stittelaar et al.; 2001). Somit kdnnen Virusstamme eingesetzien, die in der Zielspezies
nicht vermehrungsfahig sind. So kénnen zum Beispiel Vertreter dass@e/ipoxvirus oder
das modifizierte Vaccinia Virus Ankara (MVA) (Stickl und Hot#a-Mintzel; 1971),
obwohl sie in S&ugerzellen nicht replizieren, zur Immunisierung \drg&ieren benutzt
werden. Auch konnten bereits in der fir das Parapoxvirus nicht gsven Spezies Maus

positive Immunisierungsergebnisse mit rekombinanten Parapoxvirett eerden (Rziha et



Einleitung und Schrifttum

al.; 2000; Fischer et al.; 2003; Henkel et al.; 2005). Die Proteimsyat und
posttranslationelle Prozessierung wird von der eukaryotischen Zellerkstelligt. Somit
entsprechen die Produkte koérpereigener wie auch viraler Fremdgeders aals bei
prokaryotischen Expressionssystemen, in ihrer Struktur immer deprudgsprotein. Der
Transport des Fremdproteins kann entwetlech seine eigenen Signalsequenzen geregelt
werden, so dass er dem bei der natlrlichen Herstellung entsprichtdasidtrotein wird
gezielt an einen bestimmten Ort in der Zelle dirigiert.s8ul Signalsequenzen verwandt
wurden, um das exprimierte Protein gezielt in ein KompartimenZgeplasma oder an die

Zelloberflache zu bringen.

Immunisierung mit Pockenvektoren

Neben der intradermalen Applikation, die den natirlichen Infektionsveeg?dckenviren
nachvollzieht, fihrt auch die subkutane und die intramuskulare Applikationnduktion
einer systemischen Immunantwort (Flexner und Moss; 1996).

Die klassische Eintrittspforte der Pockenviren ist die vedetut und Schleimhaut. Zur
Erzeugung einer starken Schleimhautimmunitat ist die mukosalekapph des Impfstoffes
der Weg der Wahl. Nach mukosaler Applikation von poxviralen Vektoren kasmsowohl
zu einer systemischen als auch zu einer lokalen Immunreaktion (Gherard2@04).

Da nicht nur die humoralen, sondern auch die zellularen Immunmechangtieert
werden, wurden Impfvektoren auf Pockenvirusbasis hauptsachlich im Zesdrang mit
verschiedenen intrazellularen Pathogenen, wie z.B. Plasmodierr @taalg 1996) und dem
HI-Virus (Michel et al.; 1988), sowie Tumorerkrankungen (Wang etl8P5) erforscht, bei
denen der Schutz hauptsachlich auf den zellvermittelten Immunreaktionen. basiert
Wegen der zuerst vorliegenden umfangreichen Informationen zum Genorivagoimia
Virus wurde zunéchst vor allem mit Vaccinia-Stammen expettigrt. Die meisten Vaccinia
Virus Stamme (incl. einiger Impfstdmme) sind vor allem dunctbreites Wirtspektrum nicht
gefahrlos einsetzbar. Bei der Impfung von immunsupprimierten Ratienit replizierenden
Vacciniavirusrekombinanten kann es, analog zum Ursprungsvirus, zum Aunftesher
disseminierten Infektion und klinischen Manifestation (Redfield et1887), und sogar zu
todlichen Enzephalitiden (Lane et al.; 1969), kommen. Ebenso ist ein Auesclies Virus
durch den Impfling moéglich. So wurden nicht nur Transmissionen innertealSpezies
(Egan et al.; 2004), sondern auch vom Tier auf den Menschen beschrickemy (€zal.;
1991). Zum einen kann dieser Gefahr dadurch begegnet werden, dags empfanglichen
Wirt nur mit hoch attenuierten Viren arbeitet. Prominentesaisierfur ist der Vaccinia
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Virus Stamm MVA, der nach vielfacher Passagierung auf ewidellen nicht mehr in der
Lage ist, in einem Grol3teil der vom S&augetier-stammenden Zellegplizieren. Dennoch ist
eine gute Fremdgenexpression in Mammalierzellen beschrieben (S44il2604).

Grofite Sicherheit bieten jedoch die in der Impfspezies nicht isxplmlen Pockenviren. Da
es hier nicht zur Vermehrung und Generalisierung im geimpften Indimdkommen kann,
ist auch eine Freisetzung des gentechnisch verdnderten Organisndiss Umwelt und
dadurch die Infektion von Kontaktindividuen unmaglich. Diesen Sicherheitsvidnt&auger
bieten die Vertreter des Genus Avipox. Sie fuhren im S&ugelier nur zur Expression
relativ geringer Mengen von Fremdantigen.

Vertreter des Genus Parapoxvirus haben beim Sauger ein natérhgeschranktes
Wirtsspektrum, das im Wesentlichen die Wiederkauer einschlie® (a Mclnnes; 2002).
Die von Parapockenviren verursachten Erkrankungen haben rein lokalerkt€hamet
Restriktion der Infektion auf Haut und Schleimh&aute ohne systemistbageB/erbreitung
(Robinson und Lyttle; 1992; Haig und Mclnnes; 2002). Obwohl auf molekutdryene die
Auswirkungen einer Parapoxvirus Infektion in nicht permissiven Zellen nocht ni
ausreichend geklart sind, wird die Anwendung im nicht permissiveter8yshne grol3eres
Risiko gesehen (Fischer et al.; 2003; Henkel et al.; 2004).

Als Pathogene der Wiederkauer (sporadische Ubertragung aMetesthen) sind moglichst
attenuierte rekombinante Parapockenviren gute Kandidaten als rieplddafiziente
Vektoren fur verschiedene Tierarten (Pferd, Schwein, Hund, Katzeptbaomw natirlichen
Wirt (Marsland et al.; 2003) als auch im nicht permissiven Syskemmt es nach
Applikation von rekombinantem Parapoxvirus ovis zur Fremdgenexpression und zur
Antikdrperbildung gegen Proteine, die unter der Kontrolle friher Promotatienz.B. des
vegf-e Promotors, stehen (Rziha et al.; 1999; Fischer et al.; 2003 ; Henkel et al.; 2004).

Adjuvans-Eigenschaften der Pockenviren

Eine wichtige Vorrausetzung und Weichenstellung fur die Bilduner esoliden, spezifischen
Immunitat ist die optimale Aktivierung des angeborenen Teils #ragunsystems (innate
immunity; Paramunitat). Bei einer Infektion kommt es zur Intévakivon konservierten
Molekilen, die vielen Pathogenen eigen sind (Pathogen Associated Moldatterns,
PAMP), mit Rezeptoren der Zellen des angeborenen ImmunsysteatterifPRecognizing
Receptors, PRR). Diese unspezifische Pathogenerkennung bewirkt unteenmandie

Induktion von Zytokinen und die Maturierung dendritischer Zellen (Janeway.;e2002;

Gallucci und Matzinger; 2001). Attenuierte Lebendimpfstoffe enthaltesedPAMP in
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nativer Form, wohingegen sie bei der Immunisierung mit inaktemnerErregern oder
einzelnen Proteinen in Form eines Adjuvans zugegeben werden mussen. ilderuig der
unspezifischen Abwehrzellen, gemessen z.B. Uber die Sekretion voh [Fi
koloniestimulierender Faktoren oder die Erh6hung der NK-Zell-Aktivisétiiir Pockenviren
beschrieben (Mayr et al.; 1989). Eine besonders starke Stiomnulalieses, auch als
Paramunitat angesprochenen Phanomens, wurde bei inaktivierten bzw. piidtresmden
Parapockenviren nachgewiesen (Buttner et al.; 1995b, Fachinger &0@0a; b). Als
Mechanismus fur die Induktion unspezifischer Immunreaktionen wird dr@pBxvirus ovis
die Interaktion mit den PRR CD14 und Toll-like-Rezeptoren der Zalles angeborenen
Immunsystems diskutiert (Friebe et al.; 2004). Im Schwein konnte UbatidieStimulation
von PBMC zu Proliferation und Produktion von IFNund IL-2 durch inaktivierte
Pockenviren gezeigt werden (Fachinger et al.; 2000b), wobei im E&aflenaktivierten
Parapockenviren eine nicht genauer definierte superantigen-ahnliatkengv postuliert
wurde (Fachinger et al.; 2000a).

Die Aktivierung der zellvermittelten Immunantwort ist spezaalf die dendritischen Zellen
angewiesen. Eine Akkumulation dieser Zellen ist in Parapoxvirussaatuien L&sionen zu
finden (Haig et al.; 1997; Rose et al.; 1999). Die Maturierungldedritischen Zellen ist fur
inaktivierte (Buttner et al.; 1993) wie auch nicht replizierende Ruogken beschrieben
(Drillien et al.; 2004). Uber dién vitro Stimulation durch inaktivierte Parapockenviren
hinaus, konnte ein positiver Effekt auf eine simultan verabreichte Imp$omghl auf
humoraler (Blttner et al.; 1986) wie auch auf zellularer (e al.; 2004) Ebene gezeigt
werden.

Prinzipiell ist auch der zusatzliche Einbau von Immunmodulatorgenensitsdaom eines
Vektorvirus maoglich (Bronte et al.; 1995). Diese kdnnen jedoch dieiriénang des
Vektorvirus beschleunigen und somit die Stimulation des Immunsystem dasdRremdgen
verklrzen, was zu einem geringeren Immunisierungserfolg fuhren (Ksta et al.; 2004).
Eine weitere Mdoglichkeit, die Immunantwort zu steigern, ist Basbringen bekannter, fur
MHCII Peptide kodierender Sequenzen in den Vektor. Hierdurch komn#uesiner
Aktivierung der Terer Zellen, die das Zytokinmillieu mitgestalten, auch wenn sie nicht
Fremdgen spezifisch geprimt sind (Clark et al.; 1987; Good et al.; 1987).

11
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Fremdgen-spezifische Immunreaktion

Bei der Immunisierung mit rekombinanten Pockenviren aktiviert daprinsberte
Fremdprotein die humorale Immunantwort. Dies konnte sowohl flir Rekombinanten
replizierender als auch replikationsdefizienter Pockenviren imreztew gezeigt werden. Es
besteht eine klare Dosis-Wirkung-Beziehung, was auch die stahkeneinogenitat von
replizierenden Vektoren erklart (Andrew et al.; 1989). Auch ein EinfliessApplikationsart
auf Qualitdt und Quantitat der Antikorperantwort ist beschrieberkoBaten hohe Serum-
Antikdrpertiter in i.v. immunisierten Mausen erzeugt werden (Ande¢ al.; 1989). Eine
Produktion der schleimhautprotektiven IgA Antikbrper konnte hingegen in eiisiier nach
mucosaler (Eo et al.; 2001) oder intradermaler (Hagensee et al.;li#Ghisierung erzeugt
werden. Die humorale Immunantwort kann durch Fusion der Transmembrandonmidne de
zellstandigen Immunglobuline mit dem Fremdgen, das dadurch adbdidlache der Zelle
dirigiert wird, noch verstarkt werden (Langford et al.; 1986).

Die Prasentation von Fremdprotein Uber das MHCII-Molekll der antigesmiérenden
Zellen zur Stimulation der {Eier —Ze€llen, erfolgt nach Aufnahme und lysosomalem Verdau
des Proteins. Eine effektive Gestaltung dieses Mechanismus koncledilaktes Leiten des
Proteins zu den Lysosomen erreicht werden (Rowell et al.; 1995).

Da die Proteinsynthese bei Pockenviren ausschlief3lich im Cytopkattfendet, kommt es
auch zu einer MHCI-Prasentation und somit zur Induktion cytotoxischemiphozyten, die
Fremdgen-spezifisch sind (Ramirez et al.; 2000). Die BildungWBICI-Peptid-Komplexen
findet nur frih nach der Infektion der Zelle statt, da es bei hohemspértikel-
Zellzahlverhaltnis (multiplicity of infection, MOI) wahrend dpoxviralen Replikation zum
sogenannten ,shut off*, d.h. der Unterbindung der Synthese zellulareziretokommt
(Andrew et al.; 1992). Somit erscheint es gunstig die Fremdgenexpregsich einen frihen
oder kombiniert einen frihen und spéten Promotor zu kontrollieren. Nebemicdmgen
Zeitpunkt der Expression sind auch Effekte des richtigen ,Targetwegthrieben. Unter
anderem fuhrte die Verbringung des Fremdgens ins endoplasmafstkalum zu einer

verstarkten Antwort cytotoxischer T-Lymphozyten (Irvine et al.; 1995).

Vektor-spezifische Immunreaktion

Der Erfolg der Vacciniaimmunisierung zur Eradikation von Varidaiérte in erster Linie
auf der Erzeugung einer starken, lang anhaltenden Immunitat. So koraieKorgakt mit

Vacciniavirus hohe Titer an neutralisierenden Antikbrpern gemesssrden. Ebenso
konnten aus Probanden, die mit Vaccinia geimpft wurden, sowohl CD4+ (kittalg 1992)
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als auch CD8+ (Demkowicz und Ennis; 1993) vaccinia-spezifische,ozigohe T-Zellen
isoliert werden.

Bei der Immunisierung mit rekombinanten Vacciniaviren kann sichsedistarke
Immunantwort gegen den Vektor nachteilig auswirken (Kindig e1293; Harrington et al.;
2002). Sie kann dazu fuhren, dass es bei der zweiten Applikationeilgsegl Pockenvektors
nicht mehr zu einer ausreichenden Fremdgenexpression kommt, dawagwschnell vom
Immunsystem neutralisiert und evtl. eliminiert wird (Gheratdale 2004). Dieses Problem
ist in erster Linie bei kurzen Impfintervallen gegeben, wogegemt nieplizierende
Pockenvektoren bei langen Zwischenimpfzeiten gute Boost-Effekte im bgemol
Impfregime erzielen kbnnen (Moore und Hill; 2004). Bei einem homolog@frégime mit
Pockenvektoren, kommt es zu einer starken Konkurrenz der T-Lymphozyten um die
Kostimulation durch antigenprésentierende Zellen. Durch die GroReedsrvirus betragt
das Verhéaltnis von vektorspezifisch zu fremdgenspezifisch geprimit&ellen nach
Erstkontakt bis zu 30:1 (Harrington et al.; 2002), was eine folgendecttedieaktion vor
allem gegen den Vektor beginstigt. Zusatzlich werden dominante, Howh BZellen in
einer Gedachtnissreaktion selektiert (Palmowski et al.; 2002). Soekgeneigt werden, dass
bei Verwendung eines Polyepitops nur das dominante Epitop eine gute Inmvomalurch
homologen Poxvirusboost auslosen konnte (Woodberry et al.; 2003). Ein dominantes,
vektorspezifisches Epitop ist damit in der Lage, die Immunantgegen das Fremdgen zu
supprimieren. Sowohl Mitglieder des Genus Avipox (Fries et al.; 19898 auch der
Vacciniavirus Stamm MVA (Gherardi et al.; 2004) induzieren ioghhpermissiven Wirt eine
geringere Immunantwort gegen sich selbst als zur Replikatiogefdhockenvektoren im
gleichen System. Im Gegensatz zu den meisten Vektorkandidatendeans Genus
Orthopoxvirus wird selbst im natirlichen Wirt nur eine unzureichende humadrateunitat
gegen das Parapockenvirus ausgepragt. Die gebildeten Serumantikorpeerscidiit vor
einer Reinfektion (Buddle et al.; 1984). Ebenso bekampft zwar die iertizzellulare
Immunitat, bei der vor allem die CD4+ Lymphozyten funktionell sinebydl et al.; 2000),
das Virus bei einer Sekundarinfektion, es kommt jedoch nur zur Reduktidbydgrtome
und einer schnelleren Abheilung der L&sionen, nicht aber zu stémiemunitat. Im
naturlichen Wirt sind die Parapockenviren in der Lage sich lokadlen Haut effektiv
gegeniber systemischen Immunreaktionen abzuschotten (Haig und M@0@2s; So kann
es moglicherweise immer wieder zu Reinfektionen kommen. Eirtersigehe Applikation
(z.B. intramuskulédr) von Parapoxvirusvektoren schlie3t das lokal wigksamd

wirtsrestringierte immunevasive Potential des Virus mogltisbese aus, ohne seine positiv-
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immunmodulierenden Eigenschaften zu beeintrachtigen. Eine mehrmsjgfemische
Applikation rekombinanter Parapockenviren sollte immer wieder zu uirggsExpression

des gewtinschten Fremdgens fuhren (Rziha et al.; 2000).

Heterologe Prime-Boost Impfstrategien mit Pockenvirusvektoren

Da zur Initiierung einer belastungsfahigen zellularen Immunit&ist eine mehrfache
Impfung in kurzer Zeit nétig ist, musste man das Problem deruhmeaktion gegen den
Vektor beheben. Eine Mdoglichkeit ist die Applikation des rekombinantensVibei der
Wiederholungsimpfung auf Schleimh&ute, da es hier nach systemBdienpfung nicht
zum Kontakt mit neutralisierenden Antikdrpern kommt (Eo et al.; 20049oBders attraktiv
erschien aber die Mdglichkeit, Antigene mit Hilfe von unterstiiieen Vektoren in einem
heterologerPrime-BoostRegime zu verabreichen. Meistgebrauchter, moderner Ansalie ist
Erstimmunisierung mit antigenspezifisch kodierender DNA, gefolgt vorerezweiten
Impfung mit einem, meist poxviralen Vektor, der das gleicheg&mtizur Expression bringt
(Ramsay et al.; 1997; 1999; Degano et al.; 1999; Hill et al.; 2000;ddexeal 2002). Somit
kommt es bei beiden Immunisierungen zur Synthese des Antigens indigepen Zellen,
die eine Stimulation der humoralen, aber vor allem auch der zehulatmunantwort zu
Folge hat (Ramshaw und Ramsey; 2000) Dartiber hinaus wurden auch Pockenvektor
Adenovirus-Vektoren kombiniert (Gilbert et al.; 2002). Beide Virenlrea sich durch die
Induktion einer starken vektorspezifischen Immunantwort aus und zeigteausdar
resultierend, schlechte Ergebnisse bei der homologen FolgeimmumngieDurch das
Kombinations-Impfregime konnte eine starke fremdgenspezifische Immuorargusgelost
werden (Casimiro et al.; 2003). Gleiches wurde auch bei der kombmi¢grwendung des
Virus der vesikularen Stomatitis (VSV) mit einem Vaccini&kdevirus gezeigt (Haglund et
al.; 2002). Einen positiven synergistischen Effekt konnte das Zusarpislewsn Vektoren
aus Orthopoxviren mit Vertretern verschiedener anderer GenerRodeiridae, wie z.B.
Avipoxvirus (Prieur et al.; 2004) oder auch Parapoxvirus (Hausmannl.;e2G05),
demonstrieren. Selbst beim Einsatz von Lebendimpfstoffen konnte eine Iiifekivitat
einer heterologen Pockenvektor-Zweitimmunisierung gegenuber der homokvgeiten
Applikation des Lebendimpfstoffes u. a. bei der Erzeugung antigenispheif T-Zellen
gegen dasMycobakterium tuberculosigezeigt werden (Vordermeier et al.; 2004). Auffallig
ist bei all diesen Kombinationsstrategien, dass die heterologginelgime zu einer starkeren
Aktivierung der T-Zell-vermittelten Immunantwort fihren als homoldgstcourt et al,;
2002; Woodland; 2004).
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Zum einen wird bei nicht vorhandener Vektorimmunitat wahrscheinlichggiilgere Menge
an Fremdantigen exprimiert. Desweiteren konnten Liu et al. (2008¢rzedass es bei der
Verwendung von Papillomavirus vektorspezifisch zur Induktion IL-10 sezender Zellen
kommt. Bei der homologen Auffrischimpfung kommt es deshalb zu stlrkKED Sekretion.
Diese unterbindet die Induktion IFNproduzierender Zellen, ein Phdanomen das in IL-10-
defizienten Mausen nicht beobachtet werden konnte. Man erklart d#ivggo Effekt der
heterologen Zweitimmunisierung auch damit, dass der Boost zumtkowiikt mit dem
Fremdantigen fuhrt, aber nur den Erstkontakt mit dem Vektor darddatturch, dass die
Zellen bei der Gedachtnisreaktion schneller proliferiereehtshnen auch der Grof3teil der
antigenprésentierenden Zellen, Zytokine und anderer stimulier&adtésren zur Verfiigung
(Palmowski et al.; 2002; Moore und Hill; 2004). Man umgeht Uberdies aubel@its
beschriebene Problem der Hierarchie der fremdgenspezifischenvekidrspezifischen
Epitope. Neben der quantitativen Uberlegenheit (T-Zellprolifamtwird nach heterologem
Boost auch die Bildung eines umfassenderen Fremdgen-spezificdef-Repertoires
beschrieben (Vordermeier et al.; 2004).

In der Literatur sind auch Arbeiten zu finden, in denen melitgnee-BoostKombinationen
miteinander verglichen wurden. Allgemein lasst sich sagen, dagsrgelsnis von der Starke
der Einzelreaktionen nach den Impfungen abhéngt (Vazquez-Blomgaist 2004). So war
eine Kombination von adenoviralen oder avipoxviralen Vektoren mit dem Vacvinus
Vektor MVA effektiver als dessen Kombination mit einer PlasmidADvakzine (Moore und
Hill; 2004). Auch wird der richtigen Reihenfolge der ImmunisierungenEnfluss auf den
Impferfolg zugeschrieben. Bei einer systemischen Applikationrd wDNA zur
Erstimmunisierung empfohlen. Bei der Kombination verschiedener Veki@atezr der
Poxviridaescheint der Einsatz der Avipoxviren mit ihrer geringeren Espvaseffizienz im
Sauger aldrime vor einemBoostmit dem replikationsrestringierten Vaccinia Virus MVA
besser geeignet, als die Verabreichung in umgekehrter Reihenfolge é¥atta2005).

Neben der Starke der induzierten Immunantwort ist auch die Lagkét der Immunitat
wichtig fur den Impferfolg. Wahrend homologe Plasmid-DNA Impfnegirelativ wenige
Effektorzellen erzeugen, bleiben diese Zellen als Gedachetisszlange erhalten. Bei
heterologen DNA-Pockenvirus Applikationskombinationen werden kurzfristly wiele
Effektorzellen erzeugt. Bei der Generierung von Gedachtniazéheet sich jedoch kein
Unterschied mehr zwischen homologer und heterologer Auffrischungsigg&antra et al.;
2004).
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Auch die lokale Immunantwort ist mit Pockenviren durch mukosale oderdémtrale
Verabreichung aktivierbar. Da es zur Induktion von IgA Antikdrpern rkbmstellt die
vektorspezifische Immunitat ein Problem bei der Revakzinierung Alash hier ist das
Verhaltnis von fremdgenspezifischer zu vektorspezifischer Immumantwei nicht
replizierenden Pockenvektorviren besser als bei replizierenden (Ghetamal.; 2004).
Deshalb wurde auch hier der Nutzen heterologer Auffrischimpfunggutdmshtet. Zur
effektiven Applikation von Nukleinsduren oder Peptiden sind Adjuvantien ssbcki
(Vajdy et al.; 2004). Es ist aber auch nach mukosaler Erstimpfaitgsystemischer
Wiederholungsimpfung ein Verstarkungseffekt sowohl systemischuals lokal zu erzielen.
Da das rekombinante Pockenvirus eine weitaus starkere Erstantaiofbkaler Applikation
erzeugt als Plasmid-DNA, ist zur Erzeugung einer guten lokaienauch systemischen
Immunantwort die Applikationsfolge poxviraler Vektor gefolgt von PliaisBNA am besten
geeignet (Eo et al.; 2001).
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1.3 Ziel der Arbeit

Nach wie vor ist klassische Schweinepest eine Bedrohung f&ctigeineproduktion in der
europaischen Union, insbesondere nach der EU-Erweiterung und kiunfiigerteEings-
absichten. Deshalb besteht ein starkes Interesse, einen Imptstexfitwickeln, der in einer
Interventionsimpfkampagne eingesetzt werden kann. Die Wunschvorstelturipss eine
Interventionsimpfung eine belastungsfahige Immunitat bereits kach mler Applikation
eines geeigneten Impfstoffes erzeugt. Die im Baculovirygdssionssystem hergestellte und
zugelassene Glykoprotein E2 Subunit Vakzine erfillt dieses Kintenicht voll. Wichtig
hierbei ist, dass nicht nur die Manifestation der klassischewebcbpest verhindert oder
zumindest abgemildert wird, sondern in erster Linie, dass die Audsogeund somit die
Verbreitung des Virus gestoppt wird. Um eine Unterscheidung vampdeein gegentber
infizierten Tieren durchfihren zu konnen (Konzept DIVA = differentratid infected from
vaccinated animals), muss der Impfstoff eine Markerkomponente ltenthdn der
vorliegenden Arbeit sollte die Effektivitat von so genannten Subunitshoffen, die nur mit
einem Proteinbestandteil des CSFV immunisieren, mit Hilfe emswen Parapocken-
vektorvakzine Uberprift werden. Hierbei sollte die Induktion der Immunantaoft
humoraler wie auch auf zellularer Ebene charakterisiert welEmimpfschutz wurde durch
eine Belastungsinfektion mit einer letalen Dosis eines hochewieih Stammes des CSFV
getestet. Neben der Beurteilung der klinischen Symptome derertgn Tiere wurde in
limitiertem Umfang auch die Ausscheidung des Virus und Ansteckumgeimpfter
Zustallkontrollen begutachtet.

Da aus der Literatur Informationen zur Immunogenitat der ProtEeund NS3 der
Pestiviren bekannt waren, wurden diese Virusuntereinheiten als Antggem@hlt. Dabei
steht die Expression und immunisierende Potenz des CSFV Glykopr@tam IEontext mit
der Entwicklung eines neuen rekombinanten Parapockenvirus als Impfvekibitt@punkt.
Dementsprechend wurde das rekombinante Virus ORFV D1701VrVE2 hdigesteitro
analysiert und danach in verschiedenen Immunisierungsversucherehdese detaillierte
Uberpriifung der Stimulation sowohl des angeborenen wie auch desenaorTeils des
Immunsystems wurde vorgenommen. Letztendlich wurde auch die Anwkailthrs neuen
Vektors im Rahmen einer heterologBnme-BoostVakzinierung im Schwein gepruft, um
Informationen zur Einsatzmdglichkeit dieses Konzepts zur eventuekebesserung des

Impferfolges zu erhalten.
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2 Material

2.1 Tiere

In den Immunisierungsversuchen mit ORFVD1701VrVE2 und dem AdjuvaDprLfanden
Schweine der Deutschen Landrasse Verwendung. Sie wurden ausrdechsstation fur
Tierhaltung, Tierzlichtung und Kleintierzucht der Universitat Hohenheszogen. Die Tiere
hatten zu Beginn der Versuche ein Alter von 6-8 Wochen und wogen ungefahr g0E28 k
Immunisierung mit der Lebendvakzine und dem bakteriell exprimi&&®wurde in Tieren
der Rasse Minchener Miniaturschwein (MMS) (Sambraus; 1987) durchgddigse Tiere
hatten bei Versuchsbeginn ein Alter von 24 Wochen und ein Gewicht vof &g. Beines
der Tiere wies zu Beginn der Immunisierungsversuche pestivirusspezifstikorper auf.
Fur die Unbedenklichkeitsprifung im Schaf wurden 2 Tiere der RasseaM&andschaf in

einem Alter von 12 Monaten verwandt.

2.2 Zellen

Porcine mononukleare Zellen des peripheren Blutes

(peripheral blood mononuclear cells PBMC):
Diese Zellen wurden aus Vollblutproben der Tiere gewonnen und entweder direkt
nach der Gewinnung oder nach der Kryokonservierung in flissigem Stickstoff
verwendet.

MA-104 (ATCC Nr: CRL-2378.1) Zellinie:
Diese Zelllinie wurde zur Anzucht der Parapoxviren verwendet.,

KOP-R (Kalber-Oesophagus) Zellinie (RIE 244).
Diese Zellinie wurde zur Anzucht der Parapoxviren verwendet.

MDBK (Madin-Darby-Bovine-Kidney)-Zellinie (ATCC Nr. CCL22):
Diese Zelllinie wurde zum Nachweis der antiviralen Potenz von Typ InFN
Zellkulturiberstadnden verwendet (Rubinstein et al.; 1981)

PK-15 (Porcine-Kidney)-Zellinie (ATCC Nr. CCL33):
Diese Zelle wurde als CSFV-Indikatorzelle in der Ko-Kultivierung und
Serumneutralisationstest verwendet (OIE Manual of Diagnostic Teskéaaathes

for Terrestrial Animals).
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STE (Swine-Testis-Epitheloid) (Kosmidou; 1995):

Diese Zellinie wurde zur Anzucht des CSFV Stammes Eystrup verwendet.

2.3 Viren

Parapoxvirus ovis ORFVD1701VrV (Henkel 1997)
FamiliePoxviridae Genus Parapoxvirus
Die verwendete Viruscharge wurde auf MA-104 Zellen vermehrt und hatte eieen Tit
von 10 KIDsy ml.

Die Charge wurde in Portionen zu 1 ml bei -70°C gelagert

Parapoxvirus ovis ORFVD1701VrVE2
FamiliePoxviridag Genus Parapoxvirus
Die verwendete Viruscharge wurde auf MA-104 Zellen vermehrt und hatte eieen Tit
von 10 KIDsy/ ml.
Die Charge wurde in Portionen zu 1 ml bei -70°C gelagert

Virus der klassischen Schweinepest (classical swine fever virus; CS&inMIEystrup
FamilieFlaviviridae, Genus Pestivirus
Die verwendete Viruscharge wurde auf STE Zellen vermehrt und hatte einewchite
10" KIDsg/ ml.
Die Charge wurde in Portionen zu 1 ml bei -70°C gelagert. Das Virus wurde bis zur

Zellinfektion auf Eis gekuhlt.

Virus der klassischen Schweinepest (classical swine fever virus; C&inS_othringen
(Kosmidou et al.; 1998)
FamilieFlaviviridae, Genus Pestivirus
Die verwendete Viruscharge wurde auf STE Zellen vermehrt und hatte einewchite
10" KIDsg/ ml.
Die Charge wurde in Portionen zu 1 ml bei -70°C gelagert. Das Virus wurde bis zur

Zellinfektion auf Eis gekuhlt.
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Virus der Stomatitits Vesikularis (VSV) Stamm Indiana
FamilieRhabdoviridag Genus Vesiculovirus
Die verwendete Viruscharge wurde auf CEC (chicken embryo cells) Zellereker
Die Charge wurde in Portionen zu 1 ml bei -70°C gelagert. Das Virus wurde bis zur
Zellinfektion auf Eis gekuhlt.
2.4 Zytokine

rekombinantes humanes IER (hrIFNa2):
freundlicherweise zur Verfigung gestellt vom National Institute fealth (NIH), Bethesda,

MD, USA; Standard No. Gxa 01-901-535

2.5 Pharmaka

Azaperon (Stressifi) Fa. Janssen-Cilag GmbH
Ketaminhydrochlorid (Urostamih Fa. Serum-Werk Bernburg AG
Penicillin G Fa. Grunenthal
Streptomycinsulfat Fa. Serva

2.6 Antikorper und Antiseren

Anti CD6 MAK a38b2 (Maus IgG1) (Pauly et al.; 1996)

Anti CD 21 mAK anti CD21 (Maus IgG1) (Denham et al.; 1998)
BDPharmigen, CA, USA

Anti SWC3 MAK 74-22-15A (Maus 1gG2b) (Peskovitz et al.; 1984)

freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. J.K. Lunney, USDA,
Beltsville, MD, USA

Die aufgefuhrten monoklonalen Antikérper gegen porcine Leukozytenoberflachenantigen
wurden von A. Saalmiller, FLI, Tubingen, zur Verfligung gestellt.

Anti porcine IFNe mAK 27100-1 (Maus IgG1) (L"Haridon et al.; 1991)
PBL Biomedical Laboratories, Picataway, NJ, USA
Anti porcine IFNy  mAK MP700 (Maus IgG1)
Perbio Science, Erembodegem, Belgien
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Anti porcine IFNa  polyklonales Kaninchenserum 37100-1

PBL Biomedical Laboratories, Picataway, NJ, USA

Anti porcine IFNy  polyklonales Kaninchenserum PP700

Perbio Science, Erembodegem, Belgien

Anti CSFV E2

mMAK al8 (Maus IgG1) (Weiland et al.; 1990)

Anti CSFV NS3 MAK C16 (Maus IgG1) (Peters et al.; 1986)

Konjugierte Antikorper

Anti Maus POD

Anti Maus IgG1-PE

Anti Maus 1gG2b-Alexa 488
Anti Schwein POD

Anti Kaninchen AP

2.7 Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid-Stammldsungen
Agar

Agarose fur Gelelektrophorese
Ampicillin

Aqua bidest.

Bacto Hefeextrakt

Bacto Trypton

BCIP/NBT
Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)
Calciumchlorid (CaG)
ConcanavalinA (ConA)
DEPC

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Di-Natriumhydrogfenphosphat (Na2HPO4)

Ethanol (vergallt)

Fa. Dianova

Fa. Jackson Immuno Research
Fa. Molecular Probes

Fa. Dianova

Fa. Promega

Fa. AppliChem, Roth
Fa. Difco
Fa. Gibco BRL
Fa. Boehringer Mannheim
Hergestellt mit einer
Milli-Q-Ultrafiltrationsanlage
Fa. Difco
Fa. Difco
Fa. Sigma
Fa. Serva
Fa. Sigma
Fa. Merck
Fa. Sigma
Fa. Sigma
Fa. Merck
Fa. Merck
Fa. Roth



Material

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Fa. Serva
Ethidiumbromid Fa. Serva

FBS (fétales bovines Serum) Fa. PAA
Heparin-Natrium, 186000 U/g Fa. Serva

HEPES Fa. Fluka
Heringssperma-DNA Fa. Sigma
Kaliumchlorid (KCI) Fa. Merck
Kaliumhydrogencarbonat KHCO3) Fa. Merck
Kaliumhydrogenphosphat (KHPO4) Fa. Merck
Kristallviolett Fa. Sigma

L-15 Fa. Life Technologies
Lymphozytenseparationsmedium (1,077 g/ml) Fa. PAA
Magnesiumchloridhexahydrat (MgCl 6H20) Fa. Merck
MEM-NEAA Fa. Life Technologies
Natriumcarbonat (Na2CO3) Fa. Merck
Natriumchlorid (NaCl) Fa. Merck
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Fa. Merck
Nukleosidtriphosphate Fa. Roche

OPD Fa. Sigma

RPMI 1640 Fa. PAA
Schwefelsaure (H2S04) Fa. Sigma
Tris-geséttigtes Phenol fur DNA-Extraktion Fa. AppliChem, Roth
H,O-gesattigtes Phenol fur RNA-Extraktion Fa. AppliChem, Roth
Trypsin 250 Fa. Difco
Tryptose-Phosphat-Broth (TPB) Fa. Difco
Trypanblau, rein Fa. Serva

Tween 20, rein Fa. Serva
Prestained-SDS-PAGE Proteinlangenmarker Fa. Bio-Rad, New Englamad®iol
SDS-PAGE Proteinlangenmarker Fa. Bio-Rad, New England Biolabs
TEMED Fa. Sigma

22



2.8 Nukleinsauren

Material

DNA Molekulargewichtsstandard

(50 bp; 100 bp; 1 kbp) Fa. Invitrogen
Random Primers Fa. Invitrogen
Oligonukleotidprimer (siehe Tabelle 2.1) Fa. Invitrogen
Tabelle 2.1
Sequenz Referenz

CSFV Diagnostik

Panpest.seq.

GTAGTC GTC AGT GTT TCG

Panpest.rev.

GCC ATG TAC AGC AGA GAT

Ridpath et al.; 1994

Panpest.n.seq|

CGA CAC TCC ATT AGT TGA GG

Panpest.n.rev.

GTC CAT AAC GCC ACG AAT AG

Ridpath et al.; 1994

CSFV E2
E2.seq GCT AGC CTG CAA GGA AGA CSFV Alfort 187
Nt 2443-2459
(Meyers et al. 1989
E2.rev TCACTG CTG TGC ACT CTA CSFV Alfort 187
Nt 2850-2867
(Meyers et al. 1989
PPV Diagnostik
42k.seq. TGA TCA GGA TCC TTA ATT TAT TGG CTT| Blittner et al.; 1995¢
GCAGAACT
42k.rev. GTACTT GAATTC GTT CTC CTC CAT CCQ
CCT GGG CG
42k.n.rev. GCG AGT CCG AGA AGA ATA CG

1
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Plasmide

Klon 1051: E2 Gen von CSFV Alfort 187 in pBc SK (-) Phagemid
(Zur Vefligung gestellt vonG. Meyers; FLI Tubingen)

Pdv-Rec: Pstl-Subfragment des Hind IlI- Fragmentes H von ORFV D170liImétise
deletiertem vegf-e-Gen und multipler Klonierungsstelle (multiple clonteg s
MCS). Das Plasmid enthalt sowohl den Promotor als auch das
Transkriptionsstopsignal des vegf-e Gens
(Zur Verfugung gestellt von HJ.Rziha; FLI Tlbingen).

2.9 Zellkulturmedien und —zuséatze

MEM-Hepes:

9,6 g Minimum Essential Medium (MEM) mit Hepes Salzen
2 g NaHCO3

ad 1,0 | Aqua dest.; pH7,3; steril filtrieren

RPMI-Medium:
RPMI 1640-Medium mit L-Glutamin und NaHCO3 (PAA)

BFA-37:

9,6 g Minimum Essential Medium (MEM) mit Earle’s Salzen, nicht-essamtidliminosauren
und L-Glutamin

(Invitrogen LifeSciences)

2 g NaHCO3

ad 1,0 | H20 dest., steril filtrieren

L-15-Medium (Leibovitz-Medium):

14,59 L-15

0.85g NaHC@

ad 1,0 | Aqua dest.; pH7,3; steril filtrieren

TPB-Medium (Tryptose-Phosphat-Broth)
29,59 TPB, ad 1,0 | Aqua dest.; steril filtrieren
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MDBK-Medium
45% L-15-Medium
45% BFA-37

10% TPB

BFA-40:

0,125% Trypsin
0,025% EDTA
0,4% NacCl

0,01% KCI

0,01% KH2PO4
0,057% Na2HPO4

Fotales bovines Serum (FBS):
Steril-filtriertes, Endotoxin-getestetes fotales bovines Serum (PA#Javzur

Komplementinaktivierung vor Gebrauch 30 Minuten bei 56°C inaktiviert.

Penicillin/Streptomycin-Stammlésung:

1 Mio L.E. Penicillin und 1g Streptomycin in 10 ml Aqua dest. I6sen, steril filtrieren und bei
4°C lagern.

Alle Kulturmedien wurden im Verhéltnis 1:1000 mit der Penicillin/Streptomyci

Stammldsung versetzt.

2.10 Puffer und Losungen fur immunologische Arbeiten

PBS (Phosphat gepufferte Salzlésung) :
140 mM NacCl

2,7 mM KCI

6,5 mM Na2HPO4

1,5 mM KH2PO4

0.7 mM CadC}

0,5 mM MgC} 6H,0; pH7,2-7,4
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PBS-A (Phosphat gepufferte Salzldsung ohne zweiwertige lonen):
140 mM NaCl

2,7 mM KCI

6,5 mM Na2HPO4

1,5 mM KH2PO4; pH7,2-7,4

PBS-A-Tween:
0,05% (v/iv) Tween20 in PBS-A

Isotone Kochsalzlésung:
0,9% (w/v) NaCl in Aqua dest.

Lysis Puffer:
150 mM NHA4CI
8mM  KHCO3

1 mM EDTA; pH 7,0

FACS-Puffer:
2% (v/v) FBS in PBS-A

Coating Puffer:
100 m M NaHCQ, pH 9,6

Losungen fur immunologische Arbeiten

Concanavalin-A L6sung:

0,1% (w/v) ConA in isotoner Kochsalzlésung

Heparin-Losung
0,2% (w/v) Heparin in PBS

Trypanblau-L6ésung
0,1% (w/v) Trypanblau in PBS
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Kristallviolett-Formalin-L6sung:
25% Formalin, konzentriert, 5% Kristallviolett-Losung (15% (w/v) Kristallgibin Ethanol),
70% Aqua dest.

4x SDSProbenpuffer:
8% SDS, 20% 3-Mercaptoethanol, 20% Glycerin, 0,004% Bromphenolblau, 250 mM Tris-

HCI, pH 6,8

Tris-Glycin-Puffer:
192 mM Glycin, 25 mM Tris-OH, 0,1% SDS

Natrium-Dodekylsulfat- Polyakrylamidgele

Sammelgel Trenngel
Acrylamid 5% 12,5%
30% Acrylamid 1,67 ml 12,5 ml
1% N,N‘'-Methylenbisacrylamid 1,30 mi 3,1 mil
1 M Tris-HCI, pH 8,8 - 11,2 ml
1M Tris-HCI, pH 6,8 1,25 mi -
20% SDS 0,05 ml 0,15 ml
ad O 10 ml 30 ml
TEMED 5 ul 10-20 pl
10% Ammoniumpersulfat (APS) 50 pl 400 pl

2.11 Puffer und Losungen fur molekularbiologische Arbeiten

Agarosegelelektrophorese:
1 x TAE-Puffer
40 mM Tris, 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA mit Eisessig auf pH 7,8 eingestellt

10x DNA-Probenpuffer
20 mM EDTA, pH 8,0, 50% Glycerin, 0,2% OrangeG, 0,2% Xylencyanol, 0,1%

Bromphenolblau
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Prokaryotische Zellkultur:
LB-Medium
10 g Bacto Trypton, 5 g Bacto Hefeextrakt, 5 g NaCl, ad 20;iH 7,5

LB-Agar
LB-Medium mit 1,5% Agar

Selektionsmedium

LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin,

~Schnellminipraparation bakterieller Plasmid-DNA:
Bakterien-Lysepuffer
9 Vol. 10x Auftragspuffer, 11 Vol. $D, 40 Vol. 0,2 N NaOH/1%SDS

10x Auftragspuffer
0,25% Xylencyanol, 0,25% Bromphenolblau, 25% Ficoll 400

Losung 2
3 M Kaliumacetat, 1,8 M Ameisensaure

Plasmid-Schnellpraparation:
Losung A

50 mM Glucose, 25 mM Tris/Cl pH 8,0, 10 mM EDTA, 2 mg/ml Lysozym

Losung B
0,1 N NaOH, 1% SDS

Lésung C
3 M Na-Acetat pH 4,8

TE-Puffer
10 mM Tris-HCI, pH 7,6, 1 mM EDTA
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DNA-Sequenzierung:
1x TBE
90 mM Tris, pH 8,3, 90 mM Borséaure, 2 mM EDTA in(

Denaturierendes 4,25% Acrylamidgel zur Sequenzierung

7,5 ml 30%ige Acrylamidstamml6ésung, 6 ml 10x TBE (890 mM Tris, 890 mM Borsaure, 200
mM EDTA)und 21 g Harnstoff, ad 21 mL8

2.12 Radioaktive Substanzen

a->?P dCTP Fa. ICN Biomedicals GmbH
2.12 Enzyme

SuperScript Ill Reverse Transkriptase Fa. Invitrogen

Tag DNA Polymerase Fa. Invitrogen

Restriktionsenzyme
(EcoR V, Hind Ill, Apa I, BamH I, Xbal) Fa. New England Biolabs

T-4-Ligase Fa. New England Biolabs
DNA Polymerase I, Klenow Fragment Fa. New England Biolabs
2.13 Kits

Puregen® DNA Isolation Kit Fa. Gentra Systems
Nucleobond extract Kit Fa. Clontech
PlasmidMidiKit® Fa. Quiagene

ABI® Prism Dye Terminator Cycle Fa. Perkin Elmer
Sequencing Ready Reaction Kit

Rediprimé& Il DNA Labeling System Fa. Amersham

Cyto Set§Swine IFNyELISA Fa. Biosource

Vector VIP® Peroxidase Substrat Kit Fa. Vector Laboratories, CA, USA
Effecten& Transfection Reagent Fa. Quiagene
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2.14 Verbrauchsmaterialien

Mikroreaktionsgefalie
Nylon-Membran, positiv geladen
Pipettenspitzen

Rontgenfilme BioMax MR
Zellkulturplastikwaren
Zentrifugenrohrchen
Mikrotiterplatten, Rundboden
Mikrotiterplatten, Flachboden
Nunc-Immuno Plate Maxisorb
Einfrierréhrchen
ELISPOTPIatten
FACS-ROhrchen

Kanulen

Material

Roéhrchen, steril, 15 ml; 50 ml (BlueCaps)

Spritzen

Zerstauberflasche

Sterilfilter, Millex®-VV, 0,1um
Serilfilter, 0,22 pm; 0,45 pm

2.15 Gerate

DurchfluRzytometer:
FACStar plus

Spektralphotometer (ELISA-Reader):

Sunrise

Feinwaagen:

Mettler PE 200
Sartorius Analytic
Magnetrthrer:
IKA-Combimag RCO

30

Fa. Eppendorf
Fa. Roche
Fa. Greiner
Fa. Kodak
Fa. Greiner
Fa. Beckman Instruments
Fa. Greiner
Fa. Greiner
Fa. Nunc
Fa. Greiner
Fa. Millipore
Fa. Becton-Dickinson
Fa.
Fa. Greiner
Fa. Henke-Sass-Wolf GmbH
Fa. Roth
Fa. Millipore
Fa. Schleicher und Schuell

Fa. Becton Dickinson

Fa. Tecan

Fa. Mettler

Fa. Sartorius

Fa. Janke & Kunkel KG
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Mikroskope:
Modell 471202 Fa. Zeiss
Modell 090-135-001 Fa. Leica

Micropipetten

8-Kanal (50 pul-250 pl) Fa. Titertek
Pipetman® (100 pl- 1000 pl) Fa. Gilson
Precision® ( 0,5 pl-10 pl; 5 pl-50 pl; 20 ul-200ul) Fa. Biozym

Mixer:
Vortex Fa. Bachofer

pH-Mel3gerat:

Digital-pH-Meter 646 Fa. Bachofer
Thermometer:
Hartmann Digital Fa. Hartmann

Transfereinheit:
Trans Blot SD Appararur Fa. BioRad

Ultrafiltrationsanlage zur Herstellung von Aqua bidet.:
Milli-Q-Ultrafiltrationsanlage Fa. Millipore

Wasserbad Fa. Memmert

Zahlkammmer:

Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer Fa. Roth
Zellkultur:

Brutschrank Fa. Forma Scientific
Reine Werkbank Fa. Caeg Schirp
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Zentrifugen:

Megafuge 2,0 R

Minifuge T

Mini Spin

Ultrazentrifuge Centrikon T-1055

Material

Fa. Heraeus
Fa. Heraeus
Fa. Eppendorf

Fa. Kontron Instruments
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3 Methoden

3.1. Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Isolierung von Parapoxvirus DNA mit PureG&raNA Purification System

Zur Entfernung von Zelltrimmern und damit auch DNA-haltiger Zeti&gewurde die
Virussuspension bei 1000 x g fir 10 Minuten zentrifugiert. Mit dem Udnealstvurde eine
2,5-stiindige Ultrazentrifugation bei 50000 x g durchgefuhrt. Das Uttaizgyen-Pellet
wurde zur DNA-Isolierung in Zell-Lysis Puffer aufgenommen, mit |39 Proteinase K
versetzt und Uber Nacht bei“gbinkubiert. Nach Zugabe von RNase wurde das Zelllysat eine
weitere Stunde bei 3T inkubiert. Durch den Zusatz von Protein Prazipitationslosung und
einer Zentrifugation Gber 3 Minuten bei 12000 x g wurden die Proteirgefalls und
pelletiert. AnschlieBend fallte man mittels Isopropanol aus dem Ubédrdia DNA, die, nach
einem Waschschritt mit 70% Ethanol, in 20ul Hydration Solution UlechiNbei 65%C

hydratisiert wurde und so fur weitere Analysen bereit stand.

3.1.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration und Reinheit von Nukleinsauren in wassriger Losung \whodemetrisch
bestimmt. Hierzu wurden UV-Absorptionsspektren im Wellenlangerdfersn A=320-220

nm aufgenommen. Die Konzentration der Nukleinséduren errechnet sideragstinktion bei
A=260 nm (ODRgp). Eine ODBgo von 1,0 entspricht dabei einer Konzentration von 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA, 33 pg/ml einzelstrangiger DNA bzw. 40 pd@NA. Aus dem
Verhéltnis der Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm »6@0D,g0) la3t sich der
Reinheitsgrad der Nukleinsdure ableiten. Fur reine DNA liegedi@siotient zwischen 1,8
und 2,0; fur reine RNA zwischen 1,9 und 2,1.

3.1.3 Aufarbeitung synthetischer Oligonukleotidprimer
Das Oligonukleotid-Lyophilisat wurde mit sterilem DEPG@cHauf eine Konzentration von
500 pM/ul eingestellt. Diese Stockloésung konnte anschlieRend mit BEOGuf die in der

PCR gewtinschte Primerkonzentration weiter verdiinnt werden.
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3.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Mullis et al.; 1986)

Bei der PCR wird ein bestimmter DNA Abschnittvitro vervielfaltigt. Der Abschnitt wird
von Bereichen flankiert, an die Oliginukleotidprimer spezifisch lugbieren konnen. Von
diesem Doppelstrangbereich aus wird der Oligonukleotidprimeeiaera 3"Ende von einer
thermostabilen DNA-Polymerase verlangert. Die in einem Thaeyaler durchgefihrte
Reaktion gliedert sich in die drei Schritte: Denaturierung (95%90; Sekunden),
Hybridisierung des Primers (,Annealing“; X °C=Tm; 90 Sekunden)Amglifikation (72°C,
60-180 Sekunden, je nach Gro3e des zu amplifizierenden Abschnittes). Dielidginea
temperatur richtet sich nach dem Schmelzpunkt Tm der PrimenoterGC-Gehalt des
Primers abhéngig ist. Er berechnet sich nach ,4+2 Formel*:

Tm=4°C (G+C) + 2°C (A+T)

Die Reaktion fand in einem 50 pl Reaktionsgemisch statt, das nebétrioemn (0,5-2 pM
je Primer) und defagq DNA-Polymerase (2,5U) noch Tris-HCI; pH8,4 (20mM) und die Salze
KCI (50mM) und MgC}(1,5-3mM) sowie den dNTP-Mix (0,02uM/dNTP) enthielt.

3.1.5 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die DNA im Bereich bestimadg. palindromer
Sequenzen spalten. Die Spaltung der DNA erfolgte in einem Realdmisch, das aus
Reaktionspufferkonzentrat und Aqua bidest. nach Herstellerangabentbguwede. Fir 1ug

DNA wurden 10-20 Units (U) Restriktionsendonuklease eingesetztVDiemenanteil des
Enzyms in der endgultigen Losung darf, auf Grund des inhibitorischekt&sf des in ihm
enthaltenen Glycin, 10% nicht Ubersteigen. Die Reaktion fand bei der vensteHer

empfohlenen Temperatur statt. Die Reaktionszeit betrug zur Frdgenstellung

gesamtviraler DNA 6h -18h, fir das Schneiden von Plasmiden und PCR-Prodbkfgach

der jeweiligen Reaktionszeit erfolgte eine Inaktivierung degyes durch 10-minitige
Inkubation bei 65°C.

3.1.6 DNA-Agarosegelelektrophorese

Aufgrund ihrer negativen Gesamtladung, bewegen sich Nukleins&uren in elektrischen
Feld von der Kathode zur Anode. Findet diese Bewegung in einem Agaratat, so
trennen sich Nukleinsaurefragmente ihrer Grol3e nach auf, da kregenénte sich bei
gleicher angelegter Spannung schneller bewegen als langere.

Fur die Auftrennung wurden 0,8%-3%-ige (w/v) TAE-Agarosegele verwatidf fur die

Visualisierung der DNA, Ethidiumbromid in einer Konzentration vopl8@&nthielten. Als
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Laufpuffer diente 1x TAE-Puffer, der ebenfalls Ethidiumbromid ar @ben genannten
Konzentration enthielt. Die zu untersuchenden Nukleinsaureproben wurtdBtaapuffer im
Verhaltnis 9:1 gemischt und dann in die Geltaschen eingefilltliigsiren Nukleinsauren
wurde ein DNA Molekulargewichtsstandard in einer randstandigen Tadeke Gels
mitgefiihrt, anhand dessen die Grol3e einer vorhandenen Bande iolieigBschatzt werden
konnte. Nun legte man eine Spannung von 5 V/ cm an und liel3 diese einwikehe bi
Lauffront des Blaupuffers ungeféahr zwei Zentimeter vom unteren &esl&els entfernt war.
Jetzt konnten im Gel vorhandene Nukleinsduren durch die Fluoreszenzedksligrtenden
Farbstoffes Ethidiumbromid unter UV-lllumination bei einer Anreguredenlange von 254

nm bzw. 366 nm sichtbar gemacht werden.

3.1.7 Isolierung von DNA aus Agarogeelen

Nach Auftrennung in einem praparativen Agarosegel mit geringehhm@&zpunkt und
Farbung mit Ethidiumbromid wurden gewlnschte DNA-Fragmente unter |digpaelUV-
Licht (A=366 nm) ausgeschnitten und mittels des Nucleobond extract Kit® naclhéndas
Herstellers aus dem Gel isoliert.

Hierzu wurde die Agarose in 300 pl/mg Agarose NB1 Puffer b&C 5§eschmolzen. Die
Loésung wurde auf die Saule aufgetragen und 1 Minute bei 6000 x gfugistti
AnschlieRend wurde die Saule mit Puffer NB3 2x gewaschen und getrotiaver die
gebundene DNA mit 50ul Aqua bidest. Uber 2-minutige Zentrifugatiod2@90 x g eluiert

wurde.

3.1.8 Ligation von DNA

Die T4-Ligase katalysiert die Ausbildung von Phosphodiesterbrickestlzen dem 3"OH

und dem 5"Phosphat-Ende doppelstrangiger DNA Molekiile.

Fur die Ligation wurden jeweils ca. 200 ng Vektor-DNA und ein &quiresl&erhaltnis an

Insert-DNA, die mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnittedem waren, eingesetzt.
Die Ligation erfolgte mit 200 U T4-DNA-Ligase in 1x T4-DNA-ldge-Puffer und einem

Gesamtvolumen von 20 ul Gber Nacht bei 14°C.
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3.1.9 Prokaryotische Zellkulturen

Kultivierung und Kryokonservierung vdascherichia coli

Der verwendeteE. coli Stamm XL1-Blue wurde in LB-Medium angezogen oder auf LB-
Agarplatten kultiviert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C lber Nacht. Swspeskulturen
wurden bei 200 rpm geschiittelt. Fur eine Kryokonservierung wurden 500 tul kuit 30 %

Glycerin versetzt, in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelager

Herstellung Transformations-kompeteniecoli mittels CaCl Methode (Cohen et al.; 1972)

Durch CaCj Behandlung in der exponentiellen Wachstumsphase erhalten E. coh dedle
Kompetenz, freie DNA aus dem umgebenen Medium aufzunehmen.

Zur Herstellung transformationskompetentércoli wurde LB-Medium mit einerkE.coli
Ubernachtkultur 1:100 angeimpft und bei 37°C bis zu eineg@n etwa 0,4 geschiittelt.
Nach Abkuhlen auf Eis wurden die Bakterien pelletiert (3600 x g, 5 #%@), in 0,5
Volumen eiskalter 50 mM Cag&L6sung aufgenommen und 30 min auf Eis inkubiert. Nach
erneuter Zentrifugation (3600 x g, 30 s, 4°C) wurde das Bakterienpellg05 V eiskalter

50 mM CaCj-Losung vorsichtig resuspendiert. Die kompetenten Bakterien wurdeufliar
entweder direkt zur Transformation eingesetzt oder nach Zugabe vonGlgc#in zu je
200 pul aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -708Qum Verwendung

gelagert.

Transformation

Fur die Transformation wurde 0,1-1 ng Plasmid-DNA oder 5 pl logatinsatz zu je 100 pl
kompetenter Bakterien gegeben. Der Ansatz wurde fiir 30 min auf Eisenkiach einem
2-minutigen Hitzeschock bei 42°C und 2 min auf Eis erfolgten die Zugan 1 ml
antibiotikafreiem LB-Medium und eine anschlieRende Inkubation des Angéatz&s min bei
37°C zur Regeneration und Expression des plasmidkodierten Resistenzgehskuxzer
Zentrifugation (3600 x g, 5 min) wurde das Pellet in 100-200 pl antiafogien LB-Medium

resuspendiert, auf LB-Selektionsagar ausplattiert und Giber Nacht bei 37°C ihkubier
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3.1.10 Praparation von Plasmid-DNA
3.1.10.1 Analytische Isolierung von Plasmid-DNA

~ochnellminipraparation” bakterieller Plasmid-DNA (Le Gouill und Ddi§91)

Fir eine schnelle Uberpriifung von transformierten Bakterienklondas Vorhandensein
rekombinanter Plasmide kann mittels dieser Schnellmethode Pi&¥w#id direkt aus

Bakterienkolonien, die auf einer Agarplatte angezogen wurden, isaliertden. Die

Bakterienklone werden hierbei mit einer Pipettenspitze direkt voAgirplatte gepickt und
in einem Eppendorfgefal3 in 16 pl Bakterien-Lysepuffer resuspendaah Zugabe von 3 pul
Losung 2 wird fur 4 min bei 12000 x g zentrifugiert und der gesamte nsllaiehaltige

Uberstand in einem Agarosegel aufgetrennt.

Plasmid-Schnellpréparation (Birnboim und Doly, 1979)

3 ml LB-Medium, komplettiert mit dem entsprechenden Antibiotikum, wurdienfir mit
einer transformierten Einzelkolonie angeimpft und Gber Nacht bei 37Wviédl Je 1 mi
dieser Ubernachtkultur wurde kurz abzentrifugiert (5 min, 5400 x g) un@elbet in 100 pl
Losung A resuspendiert. Die alkalische Lyse der Zellen erfdgtehlie3end durch die
Zugabe von 100 pl Lésung B und nach kurzem, vorsichtigen Mischen dier@ugabe von
150 pl Losung C. Proteine und chromosomale DNA wurden hierbei prédipind nach
Inkubation der Proben fur 20 min auf Eis abzentrifugiert (15 min, 12000. xDg)
nukleinsaurehaltige Uberstand wurde fiir 15 min bei Raumtemperat® Wut. 100%igem
Ethanol gefallt, nach Zentrifugation (15 min, 12000 x g) mit 70%igem Ethgawhschen,
unter Vakuum getrocknet und die Nukleinsaure in 50 pl TE-Puffer mit 1@l RNase A
aufgenommen. Nach Abbau der RNA bei 37°C fur 30 min wurden je 2 pPrd&en im
Agarosegel analysiert. Insert-tragende Klone zeigen ein verzogenéserhalten gegenuber
dem Leervektor.

3.1.10.2 Praparative Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung grofRerer Mengen reiner Plasmid-DNA, wie sie Sequenzierungen oder
Transfektionen bendtigt wurden, erfolgte die Praparation mit BEsmid Midi Kit® von
Qiagene. Dieses stellt eine modifizierte Form der alkalisdhgse nach Birnboim mit
anschlieender Aufreinigung der DNA Uber eine Saulenmatrix dar.

Hierzu wurden 100ml Selektionsmedium mit Bakterien angeimpft und Nibent bei 37C

inkubiert. Die Bakterien wurden am nachsten Tag bei 4000 xg pelettid in Puffer S1
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resuspendiert. Nach der Zugabe von Puffer S2 wurde 5 Minuten bei Rauerdém
inkubiert, bevor Puffer S3 zugefligt wurde und fur 20 minuten t@iidkubiert wurde. Die
Prazipitierten Proteine wurden bei 12000 x g abzentrifugiert unBNArhaltige Uberstand
auf eine mit Puffer N2 aquilibrierte Sadule gegeben. Nach zwigjemal Waschen der Séaule
mit Puffer N3 wurde die Plasmid-DNA mittels Puffer N5 eltiand durch Zugabe von

Isopropanol gefallt, mit 70% Alkohol gewaschen und in Aqua bidest aufgenommen.

3.1.11 Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Entfernung von Proteinen wurden wassrige Nukleinsaure-Losungen nacleeinait je
einem Volumen Phenol, Phenol/Chloroform (1:1) und Chloroform ausgeschittetbeHi
kommt es zur Denaturierung der Proteine, die Uber Zentrifugatiodesm<semisch entfernt
werden konnen. Fir die Extraktion von DNA wurde eine Tris-gesatiganollésung (pH
7,6), fur RNA eine HO-gesattigte Phenollésung verwendet (pH 4,0). Um die Trennung der
Phasen zu beschleunigen und die Abnahme der wéssrigen Oberplesisechtern, wurden

die ausgeschuttelten Fraktionen jeweils kurz zentrifugiert (1 a®2000 x g). Nach den
Extraktionsschritten wurden die in der wassrigen Phase gelostdeidsauren mit Ethanol

prazipitiert.

3.1.12 Ethanolprazipitation

Durch die Zugabe von Ethanol und einwertigen lonen kann die Ld&slichkeit Woh D
herabgesetzt und diese anschlieRend préazipitiert werden.

Fur die Féallung von DNA wurde die wassrige Nukleinsaureldsung m@ ¥Yblumen 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen 100%igem Ethanol versetzt und 15 iR be
prazipitiert. Nach Zentrifugation (10 min, 12000 x g) wurde das Peitef0%igem Ethanol
gewaschen, getrocknet und je nach VerwendungszweckOGnadder Puffer aufgenommen.
Die Prazipitation von RNA erfolgte mit 1/10 Volumen 4 M Lithiumchdotind 3 Volumen
kaltem 100%igem Ethanol. Nach Inkubation fiir 30 min bei —70°C oder 2 h bei —208€ w
die geféllte RNA bei 4°C abzenrifugiert (15 min, 12000 x g) und miekal70%igen Ethanol
gewaschen. Das bei Raumtemperatur getrocknete Pellet amsdblielend in RNase freiem

H,O aufgenommen.
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3.1.13 Sequenzierung von DNA mittels Kettenabbruchverfahren (Sanger et al.; 1977)

Fur Sequenzierungen von DNA wurde den &RisM Big Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit®erwendet. DieCycle Sequencing PCfequenzreaktion) wurde nach
Angaben des Herstellers (100-500 ng DNA ; 1,5-3 pmol Primer; BiguDye reaction mix
ad 10 pl HO) mit DNA aus praparativen Isolierungen durchgefiihrt. Die Reakturde in
24 Zyklen (Denaturierung: 30 s, 96°C; ,Annealing“: 15 s, 50°C; Amplifikatdbbmin, 60°C)
durchgefuhrt

Der Reaktionsansatz wurde anschlieRend mit 25 pl 100%igem Ethanab fimin bei
Raumtemperatur gefallt und 45 min bei 12000 x g zentrifugiert. Dietipete DNA wurde
mit 150 pl 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und bis zum weiteleau@h bei 4°C
gelagert. FUr die Analyse der Sequenzreaktion auf einem denaturi&ike-Sequenzgel
wurde die Probe in 5 pl Probenpuffer fir Sequenzierung (Perkin Etesrspendiert und 2

min bei 95°C denaturiert und 3 pl der Probe auf das Gel aufgetragen.

Die gelelektrophoretische Analyse der Sequenzreaktionen erfolgidem ABI Rrism 377

DNA Sequencerfrur die bengtigten 48 cm langen, 4,25%igen denaturierenden Gele wurden
7,5 ml 30%ige Acrylamidstamml6ésung, 6 ml 10x TBE und 21 g Harnstoff und 21,@l
gemischt, Uber ein 0,2 um Zellulosefilter filtriert und entgastciNZugabe von 350 pl 10%
APS und 15 pl TEMED wurde die Lésung mit Hilfe einer Spritzedi@a zum System
gehdrende Gelkammer gedrickt. Nach zweistiindiger Polymerisgég®rGels erfolgte der
Einbau in dieSequencerApparatur, mit 1x TBE als Elektrophorese-Puffer. Sobald beim
Vorlauf (50 W) eine konstante Geltemperatur von 51°C erreicht wardenudie Proben
aufgetragen und der Hauptlauf gestartet (2700 V, 12 h). Die Ausweder Sequenzdaten
erfolgte automatisch mittels der zum System gehdrenden Seft¢NA Sequencing

Analysis Software, Version 2.1.1).

3.1.14 Southern Blot

Denaturierte  DNA-Fragmente konnen kovalent an Nitrozellulosemembrgeéanden

werden. An diese kann markierte, komplementdre DNA durch sypd®fiBasenpaarung
hybridisieren. Hierdurch ist die Detektion von speziellen DNA-Ab#ten in gesamtviraler
DNA moglich.
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Southern Transfer (Southern, 1975)

Nukleinsduren koénnen nach elektrophoretischer Auftrennung Utber Diffusion vom
Elektrophoresegel auf eine Nylonmembran transferiert und kovalendiese gebunden
werden.

Die DNA wurde durch die Behandlung des Geles mit 0,5M HCI furiduddn depuriniert

und anschlielend mit 0,5M NaOH/1,5M NaCl alkalisch denaturiert. Pamsier erfolgte
durch Diffusion von 0,25M NaOH/1,5M NaCl. Nach 12h-24h neutralisierte man die
Nylonmembran mit 2xSSC und die DNA wurde mit Hilfe von UV-Lightl2J) Bestrahlung
kovalent an die Membran gebunden. Nachdem die Nylonmembran 2h im Vakuuneofen

80°C gebacken wurde, konnte sie trocken aufbewahrt werden.

Herstellung radioaktiv markierter DNA Sonden

Die radioaktive Markierung von DNA, die aus Agarose-Gelen isoliert wurde, &rfiolig

Hilfe des "Rediprim®& DNA Labelling System". Das Prinzip dieser Methode bestetin,da
dass ein Gemisch verschiedener Nonamer-Oligonukleotide an die DNA hybiraiielie
dadurch entstandenen DNA-Doppelstrangbereiche in Anwesenheit der KlenaneRasgg

und eines radioaktiv markierten Nukleotids*(P dCTP) verlangert werden (Feinberg und
Vogelstein, 1983).

Etwa 10-30 ng der zu markierenden DNA, wurden mit Aqua bidest aubesamtvolumen
von 45 pul eingestellt und durch 10-minitiges Aufkochen denaturiert. Die DNA-.Losung
wurde mit dem im Kit portionierten Markierungsmix (enthalt dNTPs und Klenow-
Polymerase) gemischt und mit 5q+f°P dCTP (50 pCi) versetzt. Der Ansatz wurde 30
Minuten bei 37°C inkubiert und die Reaktion mit 5 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0) abgestoppt.
Nicht eingebaute Radionukleotide wurden mit einer Sephadex G50-Saule abgetriennt. Be
dieser Ausschlusschromatographie konnen kleinere Molekile in die Porsn de
Saulenmaterials eindringen und werden bei der Elution zurlckgehalédmend grol3ere
Molekule nicht ins Saulenmaterial eindringen kbnnen. Die Saule wurdé miit0,01 M TE
(pH 7,4) aquilibriert und sodann die radioaktive Probe aufgetragen. Mitlge00ul 0,01 M
TE (pH 7,4) wurde zweimal eluiert, wobei Eluat 2 den Hauptadisil markierten Probe

enthielt.

Hybridisierung radioaktiv markierter Sonden-DNA
Die Hybridisierungen wurden in einem Glasrohr im temperierten Rafiersk

durchgefuhrt. Vor der Hybridisierung wurde die Nylonmembran 1 Stunde bei 65°C in 0,1X
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SSC/0,5% SDS vorinkubiert. Mit 5 ml der Hybridisierungslosung ohne Swudde fir
mindestens 2 Stunden bei der errechneten Hybridisierungstemperatkuboait. Die in der
Hybridisierungslosung enthaltene denaturierte Heringssperma-@ibidte zur Abséattigung
unspezifischer Bindungsstellen auf der Membran. Die Hybridisnréeatur lag ca. 25°C
unter der mittleren Schmelztemperatur des DNA/DNA-Hybrids, rdich folgender Formel
berechnet wurde:

Tm =81,5°C + 16,6 (log c[Na+]) + 0,41 (% G+C)

Die radioaktiv markierte Probe wurde fir 10 Minuten im kochenders¥&iaad denaturiert,
schnell auf Eis abgekuhlt und in 1ml Hybridisierungslésung aufgenomidiese LOsung
wurde zu der vorhybridisierten Nylonmembran gegeben und tber Nacht baredineten
Hybridisierungstemperatur inkubiert. Nach der Hybridisierung wumadht oder unspezifisch
gebundene Radioaktivitdt entfernt, indem die Membran zunéchst zwgbnislinuten im
Schittelwasserbad in 2X SSC/0,1% SDS und anschlieend zwei- bis fiifrivehuten in
0,1X SSC/1% SDS gewaschen wurde, bis keine Radioaktivitdt mehr iVaschlosung
gemessen werden konnte. Die Waschldsungen hatten eine Temperatur von 72°C.

Autoradiographie

Nach den Waschschritten wurde die Membran auf einem Whatman-Ramegetrocknet
und ein Rontgenfilm in einer Filmkassette mit Verstarkerfgienach Strahlungsintensitéat
der Membran, fur 1 bis 7 Tage, bei-70°C exponiert.

3.1.15 Isolierung von Gesamtzell-RNA mit TRIZbReagent

Das TRIzol® Reagent ist ein monophasisches Gemisch aus Phenol wemnidiG-
Isothiocyanat. Es stabilisiert die RNA wahrend der Homogenidieitte. Diese kann
anschlieRend nach der Methode von Chomczynski und Sacchi (1987) extrahiert werden.
Man versetzte das zu untersuchende Gewebe mit TRIzol® Reagenbkuterte fir 5
Minuten bei Raumtemperatur. Danach mischte man die L6sung hidgra@rm und
zentrifugierte sie, nach 10 mindtiger Inkubation bei RaumtemperdiurlS Minuten bei
12000 x g und 4C. Die wassrige, RNA-haltige Phase Uberfiihrte man in ein Epdgets
und prazipitierte die RNA mit Isopropanol. Das RNA Pellet wurdehrder Zentrifugation
mit 70% Ethanol gewaschen und in DEPC-Wasser fir 10 Minuten b@ité@ratisiert.
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3.1.16 Reverse Transkription (RT)

Die Reverse Transkription ist die Synthese von komplementérer RRAA) von einem
RNA Strang durch die SuperScfigil Reverse Transkriptase.

1pg RNA, und Primer wurden mit DEPC-Wasser zu einem Gesamten von 11pl
aufgefullt und fir 10 Minuten bei 7Q inkubiert. Nach 5 weiteren Minuten beiCl setzte
man 4pl 5 x first strand buffer, 2,5 pl 10mM dNTP, 40 U RNasedurd 2pl 0,1 M DDT
hinzu und inkubierte 2 Minuten bei 42 Hiernach gab man 100U der SuperSE&tpt
Reverse Transkriptase hinzu und inkubierte 1h b&éC4gefolgt von 15 Minuten bei 7G.

Die so entstandene cDNA konnte nun in eine PCR eingesetzt werden.
3.2 Herstellung des rekombinanten Parapockenvirus ORFV D1701VrVE2

Erstellung des Transfervektors

Die fur das Glykoprotein E2 des CSFV Stammes Alfort187 kodierende WiNde von G.
Meyers im Plasmidvektor pBC-SK(-) freundlicherweise zurfifgung gestellt. Mit Hilfe der
Schnittstellen BamHI und Xbal wurde die E2 Sequenz aus dem Vekidmggsn und die
enstandenen Uberhange mit Hilfe des Klenowenzyms begradigt.v@erH.-J. Rziha
bereitgestellte Vektor pdV-Recl wurde mit dem RestriktionserzgaRV geschnittenen und
das E2 Gemblunt-to-bluntmit ihm ligiert (Abb. 4.1). Mit Plasmiden, die ein von pdV-Recl
unterschiedliches Laufverhalten in der Gelelektrophorese zeigterdeweine Doppel-
Restriktion mit den Restriktionsenzymen Hind Ill, das im Plassoltheidet, und Apa |, das
im Insert schneidet, durchgefiihrt. Bei Klonen, die das Insert in datigen Orientierung
enthielten, ergab sich ein 900bp Fragment. Die so selektierteniékasmrden schliel3lich

mittels Sequenzierung auf Ubereinstimmung mit der tiberpriift.

Ko-Transfektion

Zur Herstellung des CSFV-E2 exprimierenden Parapoxvirus wurdeP-daslaktosidase
rekombinante Virus ORFV D1701VrV von M. Henkel zur Verfigung gedtdénkel; 1997)
Dieses Virus enthalt an Stelle des vegf-e-Gengdaalaktosidasegen (lacZ) von E.coli unter
der Kontrolle des synthetischen Promotors elP1(Pfleiderer.;e1395). Mit diesem Virus
wurden MA-104 Zellen in einer M®D,5 in einer 6-Loch-Gewebekulturplatte beimpft und
fur zwei Stunden inkubiert. Nach der Adsorption des Virus wurde das Meatigenommen
und gegen Transfektionsmedium ersetzt. Dieses enthielt 1ug DN2yd&tabilisierung und

Einschleusung in die Zelle mit Enhancer und TransfectionsreageiiEtfdetene Transfection
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Reagerit versetzt wurden war. Die so transfizierten Zellen wurden lnis Auftreten von
komplettem -cpE bebriitet, die Zellen und der Uberstand geerntet und bis zur Selektion bei

-70°C gelagert.

Negative Selektion aup-Galaktosidase-Expression

Da das E2 Gen ebenso von den parapoxspezifischen Sequenzen des Psth&utisfrdes
Hindlll Fragments H flankiert wurde, wie auch dfsGalaktosidasegen, kann es bei
homologer Rekombination der neuen InsertDNA mit der Virusnukleinsauregetiohteten
Austausch deg-Galaktosidasegen gegen die fur CSFV E2 kodierende DNA kommen.
Deshalb wurde im ersten Schritt eine Negativselektion durchgefihrt.

Die Virusernte des Transfektionsansatzes wurde in logl0 Sohatié MA-104 titriert.
Sobald sich erste Plaques bildeten wurde das Medium gegen lYadbeaRgarose in 2x
MEM ohne Phenolrot ausgetauscht, in dem 0,3 mg/ml BluoGal in DMSOt geddsn. Nach
Uber Nacht Kultivierung farben sich ORFV D1701VrV Plaques blagl libhtmikroskopisch
ungefarbten (weil3en) Plaques wurden als potentiell mit neu rekombindmén infizierte
Zellen mit einer Pasteur-Pipette gepickt. Diese ,Plaque-Rekigung” wurde wiederholt,
bis nach 10 Selektionsrunden nur noch weil3e Plaques vorhanden waren, die dann bis

Ausbildung eines kompletten cpE weiter inkubiert wurden..

Positive Selektion auf E2-Expression

Mit der durch Negativselektion erhaltenen reinen Viruspopulation wunadeute MA-104
Zellen beimpft und der Nachweis einer CSFV-E2 Expression mitfe Hder
Immunhistochemie unter Verwendung der CSFV-E2 spezifischen monoklohaldbrper
al8 (Weiland et al.; 1990) durchgefihrt.

3.3 Immunologische Methoden

3.3.1 Serumgewinnung
Nach 10-minutiger Inkubation nicht gerinnungsgehemmter Blutproben bei 3Wui@en
diese fur 10 Minuten bei 1000 x g zentrifugiert, der gelbliche Udnedst(Serum)

abgenommen und bei -20°C gelagert.
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3.3.2 Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

Der ELISA ist eine Methode zur Detektion von Festphasen, i. da Rodystyrol-Kunststoff,

gebundenen Proteinen (Antigene/Antikorper). Antigene konnen mit Isjezifischer

Antikdrper nachgewiesen werden. Diese Antikdrper sind entweder dimaktymgekoppelt

oder werden indirekt mit enzymgekoppelten anti-Spezies Immungholoodirkiert. Nach

Zusatz eines geeigneten Substrats wird durch die Enzymakauit&arbumschlag bewirkt,
der als optische Dichte (O.D.) bei einer geeigneten WellenlAngemessen wird und der
proportional ist zur Konzentration des zu bestimmen Antigens. DurciMedgsung einer

Verdunnungsreihe bekannter Konzentrationen (Standard), kann eine quantitatsagé
getroffen werden.

ELISA zur Bestimmung proteinspezifischer Antikérper im Serum
Zur Bestimmung der proteinspezifischen Antikorper in einem Serumdeveine ELISA-
Flachbodenplatte (Nunc) mit 10pg/ml des Proteins in Coatingpuffer Nlacht bei 4°C
beschichtet. Zur Abséattigung unspezifischer Proteinbindungsstelietievdie Platte 1h bei
37°C mit ELISA-Blockinglosung inkubiert. Nach funf Waschschrittert RBS-A-Tween
wurden das Serum bzw. die Serumverdiinnungen aufgetragen und firuzide Bei 37°C
bebritet. Die nach den nachsten Waschschritten noch an das Proteitlegebbuspezifischen
Antikorper des Serums wurden nun mit einem Peroxidase konjugierterSpezies
Antikorper und dem Peroxidase-Substrat OPD quantitativ bestimmogigche Dichte der
Lésung wurde nach Abstoppen der Farbreaktion mit 28Qd in einem ELISA-Reader bei
einer Wellenlange von 492nm bestimmt.
Der Grenzwert (Cut off) wurde wie folgt berechnet:

Cut off= Mnegt2s

Mieg: arithmetisches Mittel der O.D. der negativen Seren

s : Standardabweichung der O.D. der negativen Seren

Als ELISA-Antikdrpertiter wurde der reziproke Wert der Verdiinnangegeben, bei der die
O.D. unter den Cut off fallt.

Zur Bestimmung CSFV E2-spezifischer Antikérper wurde Baculo exiertes E2-Protein
zur Beschichtung der Platte verwandt. Das zur Detektion der NSBisgeen Antikorper
gebrauchte NS3-Protein war in E. coli exprimiert worden.
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3.3.3 Serumneutralisationstest

Zur Bestimmung der Menge Antikorper in einer Serumprobe, die einaahgietende Potenz
gegen ein Virus haben, wird ein Serumneutralisationstest durchgeféhrdiBem werden
Serumprobe und eine definierte Virusmenge zusammen inkubiert und ansthlieRe
permissive Zellen zugegeben, um lichtmikroskopisch zu prifen, ob noch niclatliseustes,
infektionsfahiges Virus vorliegt. Zur Bestimmung des Antikdrpediteurde das Serum
hierbei in log2 Stufen zur Festlegung der Verdiinnung, die die vorgeg®ireismenge (100
KiDso) nicht mehr neutralisieren kann, verdinnt (OIE Manual of DiagnoststsTand
Vaccines for Terrestrial Animals).

50ul der Serumprobe bzw. ihrer Verdinnung wurden mijtl ®ner CSF-Virussuspension,
die 100 KIDyo enthalt in den Vertiefungen einer 96-Loch-Gewebekulturplatte 15€l 8% 2h
inkubiert. Hiernach gab man 1j00Suspension der CSFV permissiven Zellen PK-15 zu und
inkubierte Uber 4 Tage bei 37, 5% CO2 unter Wasserdampfsattigung.

Die Auswertung erfolgte durch Detektion des Virus mittelsnimhistochemischer Farbung
(3.5.4). Der vorhandene Antikdrpertiter konnte dann nach Kaerber (1931) G&l3

berechnet werden.

3.3.4 Western Blot

Diskontinuierliche Natrium-Dodecylsulfat PolyakrylamidgelelektropheréSDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinlésungen erfolgt durch eine
diskontinuierliche SDS-PAGE nach AEmmLl  (1970). Trenngele wurden mit einer
Konzentration von 12,5% Acrylamid und Sammelgele mit 5% Acrylamisveredet. Vor
dem Auftrag wurden die Proben mit 0,25 Volumen 4x SDS-Probenpuffer zteuset durch
10minttiges Erhitzen auf 95°C denaturiert. Die Elektrophorese erfoldtas-Glycin-Puffer

bei einer konstanten Stromstarke von 25 mA in einer Minigelapparatur.

Western Blot Analyse

Der Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine awdzBlitrlose erfolgte nach
dem ,semi-dry“-Verfahren mit defrans-Blot SDApparatur®. Entsprechend den Angaben
des Herstellers wurden Minigele fir 30 min bei 10 V geblottetschlie3end wurde die
Nitrozellulose zur Absattigung unspezifischer BindungsstellerB@imin in PBS mit 10%
(w/v) Magermilchpulver geschwenkt. Die Inkubation mit dem erstensAnim (Verdinnung
in PBS-A-Tween mit 10% (w/v) Magermilchpulver) erfolgte UbeacNt bei 4°C oder fur
mindestens 2 h bei Raumtemperatur. Nach dem Waschen der Membrarl 5imxin PBS-
A-Tween wurde der zweite, mit Peroxidase (POD) -konjugietetikdrper (Verdinnung
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1:1000 in PBS-Tween mit 10% (w/v) Magermilchpulver) zugegeben und 2 ih be
Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fir je 15mRBS-T wurde die
Membran gefarbt. Die Farbereaktion erfolgte fir 1 min in 10 ml ECL Fanoedos

Die Auswertung erfolgte durch kurzzeitiges (10s-60s) expositiorBibdtes auf einen ECL-
Hyperfilm®.

3.3.5 Isolierung von mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut (PBMGglsnit
Dichtegradientzentrifugation
Zur Durchfuhrung immunologischer Tests werden haufig die mononukledeten Zes
peripheren Blutes (PBMC) verwendet. Diese bestehen neben den Lyrngrhexxch aus
Makrophagen und nattrlichen Killerzellen.
Zur lIsolierung dieser Zellen wurde Ficoll4f0Suspension definierter Dichte (Schwein,
Mensch: p = 1,077 g/ml) mit einer gerinnungsgehemmten Vollblutprobe Uberschichte
Anschlielend wurde bei 700xg fir 35 Minuten zentrifugiert, um einen koetiichien
Gradienten zu erzeugen, wobei der Rotor am Ende des Laufes niadrhgelaurde, sondern
auslaufen musste. Es entstand eine typische Phasenaufteiliwandigmten nach oben wie
folgt geschichtet war:
Erythrozyten- Granulozyten- Ficoll48&Buspension - PBMC- Plasma
Die PBMC-Interphase wurde abgenommen, in ein neues Gefal} tberfithiB8-A 1:10
verdinnt und bei 400xg fur 10 Minuten pelettiert. Das so entstandene dteliatlt meist
neben den PBMC auch noch einen kontaminierenden Teil Erythrozyten, chais Seiner
Rotfarbung zeigte. Die Erythrozyten wurden nun durch ResuspendiereZetlen in
hypotonem Erythrozyten-Lysepuffer zerstort und die PBMC ernedetigel. Das nun
vorliegende saubere PBMC Pellet konnte in RPMI 1640 Nahrmediuml1@% FBS

aufgenommen werden und stand fur immunologische Tests bereit.

3.3.6 Bestimmung der Zellzahl einer Zellssuspension

Die Bestimmung der Anzahl lebender Zellen in einer Zellsuspenswwsde mit Hilfe der
Trypanblau-Ausschlussmethode und einer Fuchs-Rosenthal-Z&hlkammergediinch
Hintergrund der Methode ist, dass lebende Zellen den eindringendenofarbgipanblau,
wieder ausschleusen und somit ungefarbt erscheinen. Tote Zellen farben sigernivige.
Die Zellen wurden in einer definierten Menge Medium aufgenomnign. Teil der
Suspension wurde mit Trypanblau verdinnt und 10ul dieser Zellverdiinnung Fuatis-
Rosenthal-Zahlkammer tberfiihrt. Nun zahlte man die ungefarbten Zellen in dGt@uaauf
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einer Diagonalen in der Zahlkammer. Die in der Suspension emiaftellkonzentration
berechnet man nach folgender Formel:

N= nx5x1000xvd
N: Zellen/ml n: gezahlte Zellen  vd: reziproke Verdinnung der Zgéuson in

Trypanblau

3.3.7 Invitro Stimulation von PBMC

Zur Untersuchung der Produktion von Zytokinen wurden frisch isolierte adgetaute
PBMC auf eine Anzahl von 5xi@ellen/ ml in RPMI+10% FBS eingestellt. 1 ml dieser
Suspension wurde mit der gleichen Zahl Viruspartikel versetzt IfOund auf ein
Gesamtvolumen von 1,5 ml mit Medium aufgefillt. Nach einer Inkubatio24h bei 37°C
und 5% CQ unter Wasserdampfsattigung wurde der Zellkulturiberstand entnomntkn
Zellen sowie das ORFV durch Filtration mit einer PorengrofRe vou®,kentfernt. Die so

gewonnenen zellfreien Uberstande wurde bei -20°C gelagert.

3.3.8 Bestimmung von Typl-Interferon in Zellkulturiberstanden

Zur Bestimmung des Typl-Interferongehaltes in Zellkulturiberstandehseine Eigenschaft
genutzt, MDBK-Zellen gegen die Zelllyse durch das Virus dem&titis Vesikularis (VSV)

zu schitzen (modifiziert nach Rubinstein et al.; 1981). Es handeltssitit um einen
funktionellen Zythopathogenitats-Inhibitionstest.

Zur Bestimmung der optimalen Virusmenge, die in dem Test edtrjeserden sollte, wurde

die Verdiunnung der Virusstocklosung bestimmt, bei der Zellen in aletie¥ungen einer
Verdiinnungsstufe nach 18h durch das Virus komplett lysiert wurden.

In 96-Loch-Flachbodenplatten wurden die zu testenden Zellkulturiberstande sow
humaner IFNa 2a Standard (Gax01-901-535) als Positivkontrolle in log2 Schritten verdunnt.
In jedem Test wurden eine Zellkontrolle und eine Viruskontrolle rfiitge in deren
Vertiefungen nur Medium vorgelegt wurde. Nun gab man pro Vertiefung Bindr
Zellsuspension mit £Zellen/ml hinzu und lieR die Zellen iiber 4-6h bei 37°C und 5% CO
unter Wasserdampfsattigung dicht wachsen. Dann wurde das Medium oasetekentfernt

und durch die Virusgebrauchsverdinnung ersetzt. Nachdem man das Virus3ZP(bend

5% CO2 unter Wasserdampfsattigung adsorbieren liel3, gab man Medi@% mBS hinzu

und inkubierte die Platten bei oben genannten Bedingungen Uber Nacht. Sabald di
Viruskontrollen einen kompletten cpE zeigten, konnte das Medium von den dekantiert

werden und die noch lebenden Zellen mit Kristallviolett-Formalin-bgsiuber 20 Minuten
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bei Raumtemperatur fixiert, angefarbt und anschlieRend mit Leit@sgsw gewaschen
werden. Nun war eine makroskopische und mikroskopische Auswertung moglichyie
Interferongehalt wurde als experimentelle Einheit (EU) angegebeé nach folgender Formel
berechnet:

EU Typl-IFN/m|= 2 Verdunnungsstufg: 50

3.3.9 ELISPOT

Mit der ELISPOT-Methode kann die Anzahl der Zellen in einer Suspension bestierden,

die bestimmte Proteine (u. a. Zytokine) sezernieren. Sezerdigtkine werden mit Hilfe
von spezifischen Antikdrpern auf einer Membran gebunden und anschlielend
immunochemisch detektiert. Der hierbei entstehende unldsliche Farbstoét an die
Membran, sodass im Bereich einer sezernierenden Zelle ein Farbpunkt (Sgiet)tent

Zum Nachweis Zytokin produzierender Zellen in den PBMC eines dlignerde eine
ELISPOT Platte mit spezifisch reaktiven monoklonalen Antikorpegegedas zu
untersuchende Protein beschichtet. Hierzu wurden die VertiefudegeRlatte 2x mit PBS-A
gewaschen und man gab p0@der Antikbrperverdinnung in jede Vertiefung und lagerte die
Platte GUber Nacht abgedeckt b&C4 Am nachsten Tag wurde die Platte mit RPMI+10%FBS
gewaschen und anschlielRend unspezifische Bindungsstellen auf der nitatls 200pl
RPMI+ 10%FBS fir 2h bei 3T abgesattigt. Nun wurden die Stimuli und die Zellen auf die
Platte gegeben. Bei viraler Stimulation musste das Verha&ltmsZellen zu Viruspartikeln
bestimmt werden, es betrug normalerweise 1 @&IQIAls Negativkontrolle wurde Zellysat
der Zelle verwandt, auf der das Virus angezlchtet worden war. AlsvRostrolle wurde der
polyklonale Stimulus Conclavidin A (ConA) in einer Konzentration v/l eingesetzt.
Die so beschickte Platte wurde fur 24h bef@75% CQ und wasserdampfgesattigter
Atmosphére inkubiert.

Zur Entwicklung der Platte wurden die Zellen in zwei Waschg&ehrimit Aqua bidest. und
drei Waschschritten mit PBS-A-Tween entfernt. Ein polyklonalesisAnim gegen das
sezernierte Protein wurde in PBS-A-Tween +0,1%BSA verdinnt, edd \jertiefung wurde
mit 10Qul beschickt. Es folgte eine Inkubation von 1h bei Raumtemperatur. Nexth
Waschschritten mit PBS-A-Tween wurde eine Verdiunnung einesdierign Antikorpers,
der spezifisch an die vorher eingesetzten AntikGrper bindet, inA2B8een-0,1%BSA
zugegeben. Nach einer weiteren Stunde Inkubation bei Raumtempevati@nverneut funf
Waschschritten mit PBS-A-Tween durchgefuhrt. Nun gab man dasr&utistdas Enzym
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des Konjugates hinzu. Nach Farbumschlag und Erkennung erster Spots rkgptdas
Substrat ab und wusch die Platte 5x mit Leitungswasser. NaahTemeknungsphase von
zwei bis drei Tagen im Dunkeln konnte die Platte mit einem EQIEReader ausgewertet

werden.

Interferon alpha (IFNx) ELISPOT

Der IFN-o ELISPOT wurde mit dem monoklonalen Antikérper 27100-1 in einer
Konzentration von 5ug/ml beschichtet. Das gebundene Wwikde mit dem polyklonalen
anti-IFN-« Serum 37100-1 aus dem Kaninchen in einer Konzentration von 2,5ug/ml
detektiert. Zur Visualisierung verwendete man anti-Kaninchen-AP-Kohjuiga einer
Verdiinnung von 1/2000 und das Substrat der alkalischen Phosphatase BCIP/NBT.

Interferon gamma (IFN) ELISPOT

Fur den IFNy ELISPOT wurde der monoklonale Antikrper MP700 in einer Konzentration
von 5pg/ml zur Beschichtung und das polyklonale Kaninchenserum PP700nen ei
Konzentration von 2,5ug/ml als Detektor eingesetzt. Als Konjugat fiegaati-Kaninchen-
AP-Konjugat in einer 1/2000 Verdinnung. Substrat war BCIP/NBT

3.3.10 CD6-Depletion der PBMC mit dem MACSSystem

Mit Hilfe von oberflachenantigenspezifischen Antikdrpern kdnnen Zellenmmagnetischen
Partikeln markiert werden. Durch Einbringen der Zellen in ein M#gld kdnnen die nicht
markierten von den markierten Zellen abgetrennt werden. Elenésne fir das markierte
Oberflachenantigen negative, depletierte Zellpopulation und eine figsdiedigen positive
Zellpopulation.

10" PBMC wurden fiir 20 Minuten beP@ in 100p! anti-swine-CD6AnNtikdrper (mAK; Isotyp
IgG;) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurdenZdiéen in 100ul
einer 1/10 Verdinnung von Rat-anti-Mouse-lg@icroBeat§ in MACS-Puffer
resuspendiert und fir 30 Minuten béiC4inkubiert. Nach 2 Waschschritten mit MACS-
Puffer wurden die Zellen in 1ml MACS-Puffer resuspendiert. RCS-Columif wurde in
den Magneten eingespannt und mit 3ml MACS-Puffer aquilibriertjorbadie Zellen
zugegeben wurden. Hiernach wurde die Saule mit 1ml MACS-Pudigngespult. Die nach
der Zugabe der Zellen aufgefangene Flussigkeit enthielt die CDGveegaellen.

Die Reinheit der Zellpopulation wurde durch FACS-Analyse der PBMCund nach der

Depletion bestimmt.
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3.3.11 Charakterisierung von Leukozytenpopulationen mit Hilfe der Durchflu3zytametri

Die unterschiedlichen Leukozytenpopulationen kénnen durch Fluoreszenzmarkierung von
zellspezifischen Oberflachenantigenen nachgewiesen werden. [iRireszenzmarkierten
Zellen wurden im Durchflul3zytometer (fluorescence activated cell sbA€IS) analysiert.

Immunfluoreszenzmarkierung von Zellen

Um den Phanotyp von B-Zellen zu charakterisieren wurde eine ahweifimmunfluoreszenz
durchgefuhrt. 10@l Vollblut wurden nach folgendem Protokoll markiert:

1. Inkubation mit jeweils 5@l anti CD21Antikorper (mAK; Isotyp Igg und

anti-swine- SWC3 (mAKk; Isotyp 104

2. Inkubation mit jeweils 5@l von folgenden, isotypspezifischen, konjugierten Antikdrpern:
goat-anti-mouse Ig(=PE; goat-anti-mouse Ig&Alexa488

Um die Reinheit der CD6- Zellen zu bestimmen wurden 50ul anti-s@@Antikdrper
(mAK; Isotyp IgG) und goat-anti-mouse Ig&’E verwandt.

Alle Inkubationsschritte wurden fir 30 min bei 4 °C durchgefuhrt. Nach jedem
Inkubationsschritt wurden die Zellen zweimal mit je 1 ml FAG®HT gewaschen und
zentrifugiert (5 min, 400 x g). Die markierten Zellen wurden in FA@8dP resuspendiert
und 2,5x10 Zellen pro Probe im DurchfluRzytometer analysiert. PBMC, dienmitiden bei
Schritt 2 eingesetzten Fluorochromkonjugaten markiert worden waremtedi als
Isotypkontrolle. Alle Antikérper und Konjugate wurden vor ihrer Verwendimgder

Durchflul3zytometrie austitriert und in FACS-Puffer entsprechend verdinnt.

Durchfluzytometrische Analysen

Die fluoreszenzmarkierten Zellen wurden mit einem DurchfluRzytemetas mit einem
Argon- und Helium-Neon-Laser ausgeristet war, analysiert. Stnéulund Fluoreszenz-
signale einzelner Zellen wurden mit Hilfe spezifischer Detekt gemessen. Die
Streulichtparameter enthalten das Vorwartsstreulicht und dasvasssdtreulicht. Das
Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) definiert Zellpopatetn aufgrund ihrer Grol3e.
Das Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) stellt elatives Mal3 fur die intrazellulare
Granulation der Zellen dar. Durch weitere fluoreszenzabhangigameter konnen
Oberflachenantigene sichtbar gemacht werden. Dabei wird die Flaoeasiensitat
verschiedener Fluorochrome durch die unterschiedlichen Wellenlangen deertem

Lichtes unterschieden. Die Quantifizierung der Fluoreszenz- undliSttemissionen jeder
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einzelnen Zelle wurde gespeichert. Als B-Lymphozyten wurden €D&ZWC3- Zellen
angesprochen.

Die Daten wurden anschlieend mit Hilfe von Computerprogrammen YBiS-und Cell
Quest) ausgewertet.

3.4 Eukaryotische Zellkulturen

3.4.1 Kultivierung und Lagerung von Zellen

Zur Virusanzucht und zum Virusnachweis wurde mit adharent wachsertien gearbeitet.
Diese Zellen wurden in Gewebekulturflaschen liegend kultiviert,ebizur Bildung eines
konfluenten Zellrasens (Monolayer) kam. Zur Weiterkultivierung wudde Zellrasen mit
BFA-40 fur 10 Minuten bis zur Ablésung aller Zellen inkubiert und diestantiene
Einzelzellsuspension konnte dann auf neue Zellkulturflaschen in einemingehten
Teilungsverhaltnis verbracht und mit neuem Medium kultiviert werden.

Fur die benutzten Zellen wurden folgende Medien, Mediumzusétze uhehg®ierhaltnisse

verwandt:

Zelle Medium Mediumzusatz Teilungsverhaltnis
MA-104 MEM-Hepes 10% FBS 1:4

KOP BFA-37 10% FBS 1:3

MDBK MDBK-Medium 5% FBS 1:6

PK-15 MEM-Hepes 10% FBS 1:4

STE MDBK-Medium 10% PNS 1:4

Zur Lagerung wurden Zellen in Medium mit einem Zusatz von 10% FBSLO% DMSO
suspendiert und anschlieBend fur 4h bei 4°C, und 16h bei -70°C gefroren, bevor sie in
flissigem Stickstoff bei -196 °C gelagert wurden. Aufgetaut wuienZellen in 42°C
warmem Wasser. Das Einfriermedium wurde nach zehnminutigerifdgation bei 400 x g

dekantiert und die Zellen wurden in eine Gewebekulturflasche mit frischefiuMeingesat.
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3.5 Virusanzucht und Titerbestimmung

3.5.1 Virusanzucht

Zur Vermehrung von Viren, lasst man diese in einer permis&ieka replizieren und erntet
die Viruslésung unter Zerstorung aller noch intakten Zellen.

Das Virus wurde zusammen mit den Zellen in einer Zellkultwsfladei 37C, 5%CQ unter
Wasserdampfsattigung inkubiert. Hierbei unterscheidet man zwiselrer simultanen
Einsaat von Virus und frisch geteilten Zellen und einer Animpfung\Miess auf bereits
konfluent gewachsene Zellen.

Bei Viren, die einen cpE zeigen, wurde bei 90-95% Zelllyse diesémte durchgefihrt. Bei
Zellinfektion ohne cpE erfolgte die Virusernte nach einer bestimnatle optimal getesteten
Zeitspanne (CSFV: 4 Tage). Zur Ernte wurde die Zellkultur melsreiagefroren und wieder
aufgetaut, um alle Zellen zu lysieren. Zur Entfernung von Zelltrémmvurde das Zelllysat

bei 1000 x g fur 10 min zentrifugiert und der virushaltige Uberstand abgenommen.

3.5.2 Viruskonzentration mittels Ultrazentrifugation

Zur Erhohung des Virustiters in einer Virussuspension, kann diese Kamzentrierung

durch Ultrazentrifugation unterzogen werden. Bei den hier angewagdesften kommt es
zur Sedimentation der Viruspartikel. Nach Abnahme des Uberstandes kanirushaltige

Pellet in einem kleinen Volumen sterilen PBS aufgenommen wer@eklether das zu
sedimentierende Virus ist, desto h6her muss die applizierte g-gé@atihlt werden. Bei PPV

mit ihrem Durchmesser von ca. 300nm wurde mit 50000 x g tber 2,5h zentrifugiert.

3.5.3 Virustitration

Die Viruskonzentration einer LOsung wird mit Hilfe einer Endpunktverdigsiahe
bestimmt (Mayr et al.; 1974).

Hierzu wurde das Virus in log1l0 Schritten verdinnt, indem mampl1@@ususpension mit
900ul Medium mischte. 10@ jeder Verdinnungsstufe wurden in jeweils vier Vertiefungen
einer 24-Loch Gewebekulturplatte gegeben. Hierauf gab man vieysfrermissive Zellen
und inkubierte fir drei bis vier Tage bei °87 5% CQ im wasserdampfgesattigten
Brutschrank. Danach erfolgte die lichtmikroskopische Bestimmung virds@osiund

virusnegativer Vertiefungen und die Titerberechnung nach Kaerber mit der Formel:
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KIDso/ml = (X,— d/2 + d/n x> ;) x 10
X,. Der positive Exponent der hdchsten Verdinnungweécher alle Vertiefungen viruspositiv sind
d: Dosisabstand der Verdiunnungsstufen in Logarithther: 10); n: Anzahl der

Replikate pro Verdinnungsstufgex;: Summe aller positiven Vertiefungen, ab und eitisBlich der Stufe x

3.5.4 Virusnachweis mittels immunochemischer Methoden

Geht die Virusreplikation mit einem lichtmikroskopisch fassbaretopathischen Effekt
(cpE) einher, so kann die Anwesenheit des Virus anhand des cpE lidskoikisch
ausgewertet werden. Einige Viren, darunter die meisten St&heséCSFV, verursachen
keinen lichtmikroskopisch erkennbaren cytopathischen Effekt. Zum Nachiessr Viren
bedient man sich meist des Nachweises von viralen Proteineisnmtteunohistochemischer
Methoden.

Zur Detektion von viralen Proteinen im Zytoplasma der Wirtszellesste diese fixiert und

ihre Zellmembran zur Penetration der verwendeten Antikorper pbilmeat werden.
Hierzu Uberschichtet man den Zellrasen mit einer % Ethanol ¥ Acégumg und inkubiert

ihn 20 min bei 4C. Nachdem man den Zellrasen 3x mit PBS-A-Tween gewaschen und gut
getrocknet hat, Uberschichtet man ihn mit einer Gebrauchsverdinnung ormaekl
Antikorper in PBS-A gegen das virale Protein, das nachgewigsseten soll. Man inkubiert

die Platte fur 1h bei 3€. Nach erneutem dreimaligem Waschen und Trocknen wird der
Zellrasen mit  anti-Maus-POD Konjugatverdinnung Uberschichtet. Nacstuediger
Inkubation bei 37C wascht und trocknet man erneut und gibt dann das Peroxidase-Substrat
VIP Vector stain® hinzu. Nach 20 Minuten bei Raumtemperatur im Duorfigebt sich das
Zytoplasma der Zellen, in denen virales Protein vorhanden istawotlan. Man entfernt

das Substrat, wascht den Zellrasen mit Wasser und wertet den Test licbkopksch aus.

3.6 Infektionsnachweise

3.6.1 Isolierung der weifl3en Blutzellen (WBC) aus Vollblutproben

Das Virus der Klassischen Schweinepest fuhrt zu einer \Vabeshalb ist es méglich, im
Blut infizierter Tiere, zu bestimmten Zeiten, Virus nachzuweid2as Virus liegt zu einem
kleinen Teil im Serum vor, der Hauptteil befindet sich jedoch Zaligden in den

Leukozyten. Zum Nachweis des Virus wurden die Leukozyten aus dem Blut isoliert

Zur Isolation der Zellen wurde gerinnungsgehemmtes Blut fur 1Quteimbei 1000 x g

zentrifugiert. Es kommt zu folgender Schichtung der Blutbestandteile:

Erythrozyten -Leukozyten (buffy coat)- Plasma
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Man entnahm mit einer sterilen Pipette selektiv die Leukozyteidra Hierbei kam es
unweigerlich zur Kontamination mit Erythrozyten, die mit Hilfe vompdipnem Lysispuffer
lysiert wurden. Nach einer anschlieRenden Zentrifugation fur 10 MirngedA00 x g wurde
der hamoglobinhaltige Uberstand verworfen und das Leukozytenpelletweiteren

Bearbeitung in PBS resuspendiert.

3.6.2 Organprobenentnahme und —bearbeitung

Zum Nachweis von CSFV in den Organen eines Tieres, wurdgan@moben wahrend der
Sektion steril entnommen und bis zur weiteren Untersuchung bei -708Qede Die
Organteile wurden dann in Wirfel mit einer Seitenlange von lcmhgigsn und mittels
Morser und Pistill homogenisiert. Das Homogenisat wurde bei 400 & G Minuten
zentrifugiert und der potentiell virushaltige Uberstand durch 0,22 phvéeran filtriert und
zum Virusnachweis in der Ko-Kultivierung mit permissiven Indikatlereeingesetzt oder

zum Virus-Nukleinsadurenachweis tiber RT-PCR mit TRIzol® Reagens versetzt

3.6.3 Virusnachweis mittels Ko-Kultivierung

Zum Nachweis von vermehrungsfahigem CSFV in Proben wurde die Infekbon
pestivirusfreien PK-15 Zellen durch Kultivierung in Anwesenheit der Probenegjetest

Man gab in die Vertiefung einer 24 Loch Platte lo@er zu untersuchenden Probe. Hierauf
wurde 1 ml frisch geteilter, pestivirusfreier PK-15 Zellen zubipe. Nach viertagiger
Inkubation wurde das CSFV mittels immunohistochemischer Farbung (B&:Bbyewiesen.
Zur Quantifizierung des Virusgehalts der Proben wurden loglOilwetohgsreihen des

Probenmaterials angelegt.

3.6.4 Virusnachweis mittels RT-PCR

Zum Nachweis von Nukleinsauren des CSFV, wurde aus den Leukozyten bzw
Gewebeproben die Gesamtzell-RNA mit TRIzol® Reagent isokerschlieRend wurde mit
1pg dieser RNA die diagnostische RT-PCR mit den Primern naldekV(1994) zum
Nachweis CSFV-spezifische-RNA durchgefuhrt. An diese schid dsenestedPCR nach
Ridpath et al. (1994) an.
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3.7 Tierexperimentelle Methoden

3.7.1 Haltung der Tiere

Die Tiere wurden nach den Vorgaben des Tierschutzgesetzes innst@ntseigenen
Stallungen in Gruppen zu 2-5 Tieren gehalten. Sie wurden zweimathtdgit einem
handelsublichen Alleinfuttermittel fir Schweine und Wasser ad libidwarsorgt. Die

Tierversuche wurden vom Regierungsprasidium Tubingen genehmigt (A.Z.28EHA2)

3.7.2 Klinische Untersuchung

Eine klinische Untersuchung der Tiere fand taglich statt. Hievo@iden neben der
Beurteilung des Allgemein- und Ernahrungszustandes und der Anteilnahtee dmgebung
auch die Farbung von Haut und Schleimh&uten, die Kotkonsistenz, der Appetiteund di
Rektaltemperatur bewertet. Eine Rektaltemperatur Uber 40°C wlgdéeber klassifiziert
(Gillespie et al.; 2000). Tiere, die schwere Symptome von CSkefetagige Fieberphasen,
Anorexie, Durchfall, Inkoordination oder Apathie zeigten, wurden euthemasind

unmittelbar anschlieRend seziert.

3.7.3 Blutentnahme

Blut wurde am lebenden Tier durch Punktion der Vena jugularis extge&onnen. Zur
Gewinnung von Vollblut wurde den verwendeten Spritzen der Gerinnungshéetiemairin in
einer Konzentration von 0,1mg/ml Blut zugesetzt. Zuséatzlich wurde Bdut
Serumgewinnung ohne den Zusatz von gerinnungshemmenden Substanzen inegileam st

Reagenzglas gesammelt.

3.7.4 Immunisierung

Die Impfstoffe wurden auf die skarifizierte Haut, intra-derrial.), intra-muskular (i.m.)
oder intravends (i.v.) verabreicht.

Die Applikation auf die skarifizierte Haut erfolgte durch bestien eines 5cm x 2cm grof3en
Hautareals im Nacken. Die Haut wurde zuvor mit einer Kanule zinisErythembildung
eingeritzt.

Die i.d.-Applikation erfolgte am Ohr. Der Impfstoff wurde mit einéanile (0,6x25), bei
flachem Einstichwinkel zwischen die Schichten der Haut injizRei der Injektion bildete
sich eine leicht erhabene Quaddel.
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I.m.-Injektionen wurden in die Nackenmuskulatur vorgenommen. Bei der Impfdosis
verteilung (,multi-site* Applikation) wurde der Impfstoff in vieverschiedene Muskeln
injiziert (Abb. 3.1).

Zur i.v.-Injektion wurde eine der sichtbaren Venen des Ohres punktiert.

Abbildung 3.1: Injektionsstellen bei der Impfdosis\erteilung
(.multi-site“Applikation)

Wahrend die Tiere i. d. R. nur durch eine i. m. Injektions am Ohrgmnulnisiert
wurden, wurde die Impfdosis bei der ,multi-site“Applikation auf \igektionsstellen
in die Nacken- und Glutealmuskulatur (Pfeile) verteilt.

3.7.5 Belastungsinfektion

Ziel einer Immunisierung ist der Schutz vor der Infektion. Deshalb wurdenelie fach den
Impfungen einer Belastungsinfektion mit dem CSFV unterzogen. Hierzu wurdéadiee le
Dosis von 2x10TCIDso des CSFV Stammes Eystrup den Tieren zur Hélfte intramuskular (i.
m.) und zur Halfte mit einer Zerstauberflasche intranasal (i. n.) verabg®leyers et al.;
1999). Alternativ wurde in den Immunisierungsversuchen mit bakteriellem N&rilund

dem Lebendimpfstoff die gesamte Belastungsvirusdosis intranasal gegeben.
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4 Ergebnisse

4.1. Analysen des E2 exprimierenden, rekombinanten Parapoxvirus ORFV D1701VrVE2

Uber die Sequenzanalyse konnte bestatigt werden, dass in dem ekisfepdV-Recl das
E2 Gen des CSFV Stammes Alfort 187 in das Pst-Subfragmemhtiddl - Fragmentes H
von ORFV D1701 eingefligt worden war. Somit entstand das VektorplgsiidE2. Das E2
Gen steht hier unter Kontrolle des Promotors des vegf-e-Gens dgoiarus ovis (Rgr-o-
An das 5Ende des Inserts schlieRt sich das parapoxvirale Tipdiasis-Stopsignal
((Ts)NTyegre an.

Dieses Plasmid (pdV-E2) wurde in Zellen transfiziert, die zuwdr ORFV D1701VrV
infiziert worden waren (Henkel; 1997). Das E2-Gen konnte so durch homologe
Rekombination wahrend der Replikation des Virus gegen d3alaktosidasegen
ausgetauscht werden. Zellen, in denen sich das Reportergen exg@ndeier ORFV
D1701VrV vermehrt hat, farbten sich bei Zugabe des Substrates BfubGa. Es waren
aber auch deutlich mikroskopisch erkennbare, nicht gefarbte Plaques vorh&ndeh
mehrere Aufreinigungen weil3er Plaques, die von Viren gebildet wurddenen das E2 Gen
inseriert worden war, wurde die Parapoxrekombinante ORFV D1701VrVE2 isoliert.

p\;:t_l g { [ L'N.l.'.'ﬂf‘_': e
pdV-Recl I For >4j—|5'mr.r[—.’.|’r'udl[[-f-.‘c‘u[-i\r"—f’.s.r]—.H{.rm]]]—Kpul—}'.'c'r:]{]—.\'m’] |-i-| O R F 3w

Preate (T)NT, e
- 9L )-lj-‘r )-H-l ORF 3 =

Hind Il Apa |

Abbildung 4.1 : Schematische Darstellung der Multipe Cloning Site (MCS)
von pdV-Recl vor und nach der Insertion des E2 Gs:

Das E2 Gen wurde in den durch EcoRV Spaltung tiseaten Vektor pdV-
Recl eingesetzt. Das Gen liegt zwischen dem ve@fremotor und der
poxviralen mRNA Terminierungssequenz. Die Schmliesh fur Hindlll und
Apal, die zur Analyse der richtigen Orientierung d&ens benutzt wurden, sind
eingezeichnet. Weitere Details der Klonierung sleth Text zu entnehmen.
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4.1.1 Nachweis E2 spezifischer DNA im Genom von ORFV D1701VrE2

Nach Vermehrung von Plaque-gereinigtem Virusmaterial wurdsh re@aner Ultrazentri-
fugation aus dem Viruspellet virale DNA von ORFV D1701VrVEZ2 isali&tis dieser

konnte unter Verwendung CSFV-E2 spezifischer OligonukleotidprimempE2ifsche DNA

mittels PCR amplifiziert werden.

Nach Restriktionsenzymverdau der DNA des Virusgenoms mit Kpmhtkodas Fremdgen
mit einer CSFV-E2 spezifischen, radioaktiv markierten Sonde in derth&n Blot

Hybridisierung nachgewiesen werden. Das Insert liegt, wigbinildung 4.2 zu sehen, im

Kpnl-Fragment G, das eine Grof3e von ca. 7kb aufweist.

58



Ergebnisse

M ORFV ORFV M ORFV ORFV
VrV VIVE2 \ViaY VIVE2

Abbildung 4.2 : Southern Blot Analyse auf CSFV-E2 kdierende DNA

Genomische DNA von ORFV D1701VrV und ORFV D1701V2/&urde mit dem
Restriktionsenzym Kpnl gespalten und die entstaed&magmente in einem 1%
Agarosegel aufgetrennt (links).

Die aufgetrennte DNA wurde auf Nitrozellulose gétdbund gegen eine radioaktiv
markierte CSFV-E2 Sonde hybridisiert.

Die Sonde bindet im 7kb gro3en Fragment des ORFXODYrVE2 (rechts).

M: 1kbp DNA Molekulargewichtsstandard
ORFV VrV: DNA des ORFV D1701 VrV
ORFV VrEZ2: DNA des ORFV D1701 VrIVE2
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4.1.2 Expression des Glykoproteins E2 in permissiven und nicht permissiven Zellen

Um die Expression des im ORFV D1701VrVE2 inserierten CSFV BEZS&e@aachzuweisen
musste nach Zellinfektion die Préasenz des E2 Glykoproteins gezergerweDa die
Rekombinante zur Immunisierung von Schweinen, die kein naturlicher fiirtdas
Parapoxvirus ovis sind, verwendet werden sollte, wurden sowohl fir das pM@rmissive
Zellen (MA-104) als auch fur das Virus nicht permissive Schezgllen (prim. Schweine-
lungenzellen) auf die Expression von E2 nach der Infektion mit OREROLVIVEZ2 unter-
sucht. Wie in Abbildung 4.3 zu sehen ist, kommt es nur in den permissalean Zur
Ausbildung der fur das Virus typischen Plaques (ZellzerstoruHggr ist eine klare
Assoziation von Plaquebildung und E2-Expression zu erkennen. Auch wenn es nach de
Infektion der Schweinezellen nicht zur Ausbildung des typischemsMpE kommt, so kann
in ihnen doch das Glykoprotein E2 immunhistochemisch nachgewiesen weardesidén
Zelllinien konnte das Protein nach Infektion mit ORFV D1701VrVE2 auckelsitVestern
Blot Analyse mit dem CSFV-E2 spezifischen Antikorper al8 nachgewiesennverde
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A Permissive Zellen B Nicht permissivelZel
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Abbildung 4.3: Expression des E2 Proteins

A: ORFV permissive MA-104 Zellen wurden mit eine\~ 0,1 infiziert. 24h
spater wies der Zellrasen erste Plaques auf undenormunhistochemisch mit
den CSFV-E2 spezifischen monoklonalen Antikorper@ gefarbt. Es kommt
zur plaque-assoziierten Anfarbung der Zellen

B: Nicht permissive priméare Schweinelungenzellemden mit einer MOI ~ 1
infiziert und nach 24h wie bei A immunhistochemiggfarbt. Das E2 Protein
konnte auch im Zytoplasma dieser Zellen nachgewiaszden.

Weder in permissiven noch in nicht permissivenetekonnte eine Anfarbung
von nicht virusexponierten Kontrollzellen gefundeerden.
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4.1.3 Sicherheit der Applikation von ORFV D1701VrVE2

Neben der Bildung einer belastungsfahigen Immunitat spielt dene®ieitsaspekt bei
Impfstoffen eine bedeutende Rolle. So soll sich ein sicheres Impfvindglichst nicht im
Impfling vermehren und auf keinen Fall zu Krankheitssymptomen fihreseDPramisse
wurde bei der Konstruktion des rekombinanten Virus dadurch Rechnung getdags als
Ausgangsvirus der hoch attenuierte ORFV D1701, ein ehemals zsgeds Impfvirus,
benutzt wurde. Mit dem vegf-e-Gen wurde zuséatzlich noch ein Vizgken dieses Virus
deletiert (Meyer et al.; 1999; Savory et al.; 2000).

Um die sichere Applikation des Virus zu uberprifen, wurde sowohl dérliohe Wirt, das
Schaf, als auch die Zielspezies, das Schwein, mit dem Virusemfizan applizierte 10
KiDso auf ein Hautareal, das man vorher skarifiziert hatte. Das Bgelri in solche
Hautlasionen entspricht dem naturlichen Infektionsweg des ParapoxilsisKontrolle
wurde der virulente Wildtyp ORFV MRI eingesetzt, der in der 8ehd typische, pustulare
Veranderungen erzeugt. Nach Applikation von ORFV D1701VrVE2 waren \bedarSchaf
noch beim Schwein L&asionen in den Hautarealen zu erkennen, die mit ldeniiReanten
infiziert worden waren (Abb. 4.4). Die Avirulenz im Schaf wurde lerdir ORFV
D1701VrV gezeigt (Rziha et al.; 1999)

Als weiterer Test der Sicherheit wurde das Vorliegen eineéanve untersucht. Es ist
bekannt, dass es wahrend der Infektion des permissiven Wirtes nielmezuviramischen
Verbreitung des Virus im Korper kommt (Robinson und Lyttle; 1992). Um die
Generalisierung des Virus auf dem Blutweg auch fur das Schawszuschliel3en, injizierte
man zwei Schweine intravends mit 91K!ID50 des rekombinanten Virus. In den weil3en
Blutzellen der Tiere konnte nach 24h mit Hilfe einer diagnostisciigR [Blttner et al.;
1995a) mit anschlieRendesemi-nestedPCR keine Parapox-spezifische DNA detektiert

werden.
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Abbildung 4.4 : Unschéadlichkeitsnachweis von ORFV D701VrIVE2 in
Schaf und Schwein

Hautareal (Schaf) am Tag 5
post infectionem

Auf das zuvor skarifizierte
Hautareal wurde das
virulente ORF Virus MRI
aufgebracht.

Zu sehen sind typische
pustulére bis nekrotisierende
Hautlasionen

Hautareal (Schaf) am Tag 5
post infectionem

Auf das zuvor skarifizierte
Hautareal wurden £XID«,
des ORFV D1701VrVE2
aufgebracht.

Es entwickelten sich keine
ORFV-typischen Lasionen
bis zum Abschluss der
Wundheilung.

Hautareal (Schwein) am Tag
5 post infectionem

Auf das zuvor skarifizierte
Hautareal wurden £XID«,
des ORFV D1701VrVE2
aufgebracht.

Es entwickelten sich keine
ORFV-typischen Lasionen
bis zum Abschluss der
Wundheilung.
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4.1.4 Stimulation der Typl Interferon Synthese in porcinen PBMC durch ORFV
D1701VrVE2

Zur Einleitung einer protektiven Immunantwort ist die richtigengtation des unspezifi-
schen Anteils des Immunsystems (innate immunity) notwendig. Eirkalwdi fir die
Aktivierung dieser Immunantwort gegen Virusinfektionen ist diediig von Typ | IFN.
Zur Kontrolle, ob die Rekombinante eine Typ | Interferon induzierendien im Schwein
besitzt, wurdenin vitro PBMC ORFV naiver Schweine mit vermehrungsfahigem ORFV
D1701VIVE2 mit einer MOI~ 1 stimuliert. Zum einen wurde die Anzahl IFN-
produzierender Zellen im ELISPOT-Assay bestimmt. Die in eime@iten Ansatz nach 24h
gewonnenen Zellkulturiiberstdnde wurden im Zythopathogenitats-Inhibgsinauf ihre
antivirale Potenz getestet. Auch wenn es grof3e individuelle Uhiedsc gab, so konnten
doch in den PBMC aller beprobten Tiere (n=4) l&Nproduzierende Zellen nachgewiesen
werden (Abb. 4.5). Ebenso besalRen alle Zellkulturiiberstande VSV antRotdaz (Abb.
4.6). Nachdem die Induktion von IFNund die Sekretion antiviral wirksamer Substanzen in
porcinen PBMCin-vitro nachgewiesen werden konnte, wurde die Stimulation einer IFN-
Freisetzung auchin-vivo getestet. Hierzu injizierte man RBIDs, des rekombinanten Virus
intraventds zwei Schweinen. Nach 16h wurde Serum dieser Schweiwmarga und im
Zythopathogenitats-Inhibitionstest auf seine VSV antivirale Wirkugegestet. Da die Typ |
IFN saurestabil sind, wurde, bevor die Seren in dem Test etmg®aaerden, ihr pH-Wert
kurzzeitig mit Salzsaure auf pH3 abgesenkt und anschlieRendNatmbnlauge auf pH7
zurick titriert. Im Serum beider Tiere konnte Typ | IFN nach ldggktion nachgewiesen
werden (Tierl: 80 EU; Tier2: 320 EU). ORFV D1701VrVE2 bewirkt asohin vivo eine

Produktion von antiviral wirksamen Zytokinen.
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VSV antivirale Aktivitat von PBMC-Uberstanden
ORFV-naiver Tiere (n=4)

300

250 -

200 -

150 -

E.U./ mil

100 -

50

Mock ORFVD1701VrVE2

Abbildung 4.5 : Induktion von Typl IFN in porcinen PBMC

PBMC von ORFV naiven Schweinen wurden mit ORFV DIfR(E2 (MOI~1)
oder MA-104 Mock fur 24h inkubiert und anschlie3ele Typ | IFN Menge in
den Zellkulturiberstdnden im Zythopathogenitatsdiionstest bestimmit.
Angegeben sind der Mittelwert und die einfache &atabweichung der VSV
antiviralen Wirksamkeit in experimentellen Einhaii&.U.).

65



Ergebnisse

IFN-a ELISPOT
Mittelwerte (n=4) ORFV-naiver Schweine

300

250 -

200 -

150 -

100 -

Spotanzahl/ 5x10° PBMC

0 =
Mock ORFVD1701VrVE2

Abbildung 4.6 : Induktion von Typl IFN in porcinen PBMC

5x10° PBMC von 4 ORFV naiven Schweinen wurden mit eidél~1 ORFV
D1701VrVE2 oder einem vergleichbaren Volumen MANMdek in 0,15 ml
Gesamtvolumen im IFN- ELISPOT stimuliert. Angegeben ist die mittlere
Anzahl IFNu sezernierender Zellen + der einfachen Standardabwey.
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4.2 Immunisierungsversuche

4.2.1 Immunantwort nach der Immunisierung mit dem Lebendimpfstoff P&stiffa

Zur genaueren Charakterisierung der Immunantwort gegen CSFV undaldierung der
verschiedenen Testsysteme wurden zwei Ferkel mit der vomehersmpfohlenen Dosis
der CSFV Lebendvakzine Pestftfa die den attenuierten Virusstamm ,Chinese* enthalt,
immunisiert. Nach dieser Impfung wurde die humorale und die zeldfmunantwort
untersucht und der vermittelte Schutz durch eine intranasale Belastakgsn mit einer
Dosis von 4 x 10 KID s, des virulenten CSFV Stammes Eystrup durchgefiihrt.

Antikorperbildung nach der Immunisierung mit dem Lebendimpfstoff Pestiffa®

Bereits nach einmaliger Applikation des Lebendimpfstoffes konnten am Tag 21erach d
Applikation geringe Titer neutralisierender Antikdrper in den Seren der naategewiesen
werden (Tier 20: 1:8 ; Tier 21: 1:24). Diese Titer stiegen kurz nach der iBedasifektion
stark an (Tier 20 und Tier 21: 1:256).

IFN-y Produktion nach der Immunisierung mit dem Lebendimpfstoff P&Stiffa

Ebenso wie die humorale Immunantwort bereits durch einmalige mjelies Lebendvirus
aktiviert wurde, konnten auch schon nach der Erstimpfung in den PBMC derQ&-V-
spezifische IFN¢ produzierende Zellen nachgewiesen werden. Nach der Belastighktjsin
konnte allerdings kein signifikanter Anstieg dieser Zellpopulatidtarert werden (Daten
nicht gezeigt). Um zu untersuchen, in wie weit die f-pNroduzierenden PBMC als CSFV
spezifisch geprimte T-Zellen einzugrenzen sind, wurde der ELTS#@h Depletion der
CD6 + Zellen mit Hilfe des MAC%Systems nochmals durchgefiihrt. Durch die Depletion
der CD6 + Zellen wurden nahezu alle IFNsroduzierenden Zellen, die auf CSFV Re-
stimulation und nicht auf Mock Stimulation reagierten, entfernt (AbD. Die Zellen, die
auf CSFV-Re-Stimulation IFN-sezernieren, exprimieren somit den Oberflachenmarker
CD6.

Verlauf nach der Belastungsinfektion
Nach der intranasalen Belastungsinfektion kam es weder zunmetsuftklinischer Symptome
noch zu einem Anstieg der Korpertemperatur der Tiere. Die Balgstirusausscheidung

durch die Tiere wurde in diesem Versuch nicht untersucht.
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IFN-y sezernierende PBMC vor und nach der CD6 Depletion

200
150 -
100 | B CSFV Eystrup
O STEMock
50
N — m
20 vor CD6 20 nach CD6 21 vor CD6 21 nach CD6
Depletion Depletion Depletion Depletion

Abbildung 4.7 Einfluss der Depletion der CD6+ Zella auf das Ergebnis des IFN¢ ELISPOT

PBMC der mit dem Lebendimpfstoff immunisierten &eawurden am Tag 21 nach der Impfung gewonnen untFhay
spezifischen ELISPOT eingesetzt. Dargestellt siedSpotzahlen produziert von 5 x°IPBMC bzw. nur den CD6 negativen
Zellen aus 5 x 10 PBMC nach der CD6-Depletion aus zwei verschiede®shweinen (Tier 20; Tier 21).
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4.2.2 Immunisierung mit dem rekombinanten Parapoxvirus ORFV D1701VrVE2

Nachdem die Eigenschaften des rekombinanten Parapoxvirus ORFV D1 HAWrVitro
analysiert worden waren und sowohl die Insertion als auch die $sxpnedes E2-Gens des
CSFV nachgewiesen werden konnten, wurde die Rekombinate in verschiedenen
Immunisierungsversuchen eingesetzt, um ihre Fahigkeiten als dhtpfvim Schwein zu

untersuchen.

4.2.2.1 Homolog®rime-Boostmmunisierung

Als erstes wurde das rekombinante Virus in einem klassisEheme-Boostimpfregime
getestet. Zur Immunisierung wurden zwei verschiedene Applikatiensdenutzt. Der
Impfstoff wurde zwei Schweinen bei der Erstimpfung auf die skaite Haut aufgetragen,
bevor dann 3 Wochen spéater die Zweitimmunisierung durch intradermale Ifjekjion
erfolgte (Gruppe 1). Somit wurde das Impfvirus bei den Immunisierumgeas natirliche
Zielorgan der Parapoxvirus Infektion, die verletzte Haut, eingebracht.

Die zweite Gruppe, bestehend aus 3 Tieren, erhielt im Abstand von leb8nféochen zwei

I. m. Injektionen, was der ublichen Applikationsroute von Impfstoffen beim &ohw
entspricht.

Jede Immunisierungsdosis enthielf K0D s, Parapoxvirus ORFV D1701VIVE2.

Zur Analyse der Immunantwort wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Blutprobe
entnommen und das Serum auf neutralisierende Antikérper, sowie M€ RBf CSFV-
spezifische IFN¢ produzierende Zellen untersucht. Zur Ermittlung des Infektionsschutzes
wurde 28 Tage nach der Zweitimpfung eine Belastungsinfektion i@ 2%IDsy CSFV
Eystrup durchgefihrt, wobei jeweils die Halfte i. n. bzw. i. makezicht wurde (Meyers et
al.; 1999).

Antikorperbildung nach der Immunisierung

Vor und nach den Impfungen sowie nach der Belastungsinfektion wurden Serepfiagén
gewonnen. Da bekannt war, dass Antikorper, die gegen das Glykoproteini&Regesind,
neutralisierende Eigenschaften besitzen, wurden die Seren in emanalidationstest gegen
CSFV eingesetzt. In diesem funktionellen Testsystem werden dikdAper nachgewiesen,
die das Virus am Eindringen in die Zelle hindern und somit die Virasserung stoppen

konnen.
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Nach der Immunisierung Uber die skarifizierte Haut konnten keine afisigrenden
Antikdrper nachgewiesen werden. Jedoch fiihrte die intradermale Boastisienung zu
CSFV neutralisierenden Antikdrpertitern (Tierl: 1:35; Tier2: 1:36) Gegensatz hierzu
reichte die einmalige i. m. Applikation des rekombinanten ParapoxvitusErzeugung
neutralisierender Antikorper (Tier3: 1:7; Tierd: 1:2; Tier5: 1:5)edeTiter sich nach der
Auffrischungsimpfung noch steigerten (Tier3: 1:50; Tierd4: 1:35; Tiel®6). Beide
Tiergruppen zeigten 7 Tage nach der Belastungsinfektion einen stankéieg der CSFV
neutralisierenden Antikorpertiter (Abb.4.8).
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Titer 1:
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O post prime
10000 @ post boost
M post infectionem

1000
100 -
10
1 |
0,1 -

Tierl(skar/i.d.) Tier2(skar/i.d.) Tier3(i.m./i.m.) Te(i.m./i.m.) Tier5(i.m./i.m.)

Abbildung 4.8: CSFV-Neutralisierende Antikorper nach homologerPrime-Boostimmunisierung mit ORFVD1701VrIVE2

Serum der Tiere wurde vor (naive), nach der er§iest prime) und der zweiten (post boost) Immunisigen sowie 7 Tage
nach der Belastungsinfektion (post infectionem)saifien Gehalt an CSFV-neutralisierenden Antikarggtestet. Dargestellt
sind die Titer der neutralisierenden Antikorpere [Erstimmunisierung von Tierl und Tier2 erfolgt @urAufbringen von
ORFV D1701VrVEZ2 auf die skarifizierte Haut, die Augchungsimpfung durch intradermale Injektion (skad.). Die Tiere

3; 4 und 5 erhielten zwei intramuskuléare Injektion@.m./ i.m.). Alle Tiere erhielten die gleiche &9 an Impf- und
Belastungsvirus.
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IFN-y Produktion nach der Immunisierung

Die Induktion einer zellvermittelten Immunantwort wurde durch dieetsnichung der PBMC
auf IFN+y produzierende Zellen im ELISPOT begutachtet. Hierbei wurde nuAmkeil der
Spots als CSFV-spezifisch angesprochen, der oberhalb der Anzasll&podie bei Mock-
Stimulation entstanden. Weder nach der Erstimmunisierung noch nach deschuhgs-
impfung konnten signifikante Anzahlen CSFV-spezifischer {Froduzierender Zellen
detektiert werden (p>0,1). Erst nach der Belastungsinfektiordemt CSFV kommt es zur
Detektion eines signifikanten Unterschiedes zwischen den Spotzdidenach CSFV-Re-
Stimulation und Mock Stimulation entstehen (p<0,05) (Abb. 4.9)

Verlauf nach der Belastungsinfektion

In den Tagen nach der Belastungsinfektion wurden die Tiere klinisch untersuchtjchagie
Messung der Korperinnentemperatur einschloss. Die verwandte Virusilodes bei einem
ungeimpften Kontrolltier zu schweren Symptomen der klassischen Bwpast, in Form
von Durchfall, Anorexie und Apathie. Im Krankheitsverlauf war beiafieJier ein stetiger
Temperaturanstieg zu beobachten. Am Tag 7 post infectionem fand maredéestliegend
vor und es musste aus Tierschutzgrinden euthanasiert werden. Unabhéngider
Applikationsart des Impfstoffes wurden bei keinem der Impflingeiddhe Symptome oder

eine Korpertemperatur Uber 40°C diagnostiziert.

Das rekombinante Parapoxvirus ORFV D1701VrVE2 induziert sowohl nacluentnaler
Boostimmunisierung als auch schon nach einmaliger intramuskularerkégmi CSFV-
neutralisierende Antikorper. In keinem der beprobten Tiere wurde fgnifikante Anzahl
CSFV-spezificher IFN¢ sezernierender Zellen durch die Impfung induziert. Dennoch wurde
in diesem Prime-BoostRegime ein Schutz vor Klinischen Symptomen der klassischen
Schweinepest erzeugt.
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Abbildung 4.9: IFN-y produzierende Zellen nach homologer Prime-Boost*“Immunisierung mit ORFV D1701VrVE2

Die PBMC der Tiere, die die Impfung intramuskulénadten hatten, wurden zu verschiedenen Zeitpunkbéer{naive), nach
der ersten (post prime) und der zweiten (post Bolmsinunisierung sowie 7 Tage nach der Belastungkiidn (post
infectionem) im IFNy spezifischen ELISPOT untersucht. Gezeigt sindtderen Spotanzahlen nach CSFV Stimulation
(grau) bzw. Mock Stimulation (weil3) + der einfacH&andardabweichung.
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4.2.2.2 Einfachimmunisierund?sime only

Da in der EU die Immunisierung gegen CSFV nur im Rahmen eineresangten
Interventionsimpfung erlaubt ist, sollte die Mdoglichkeit untersuchtdem bereits nach
einmaliger Impfung mit dem rekombinanten Parapoxvirus ORFV D1701¥®@igen Schutz
gegen die CSFV-Infektion zu erzeugen. Somit wurde ein Tierversuch kohziée die
Situation eines kurzen Zeitabstandes zwischen Impfung und Belastigh¢jsn nachvoll-
zieht. Hierzu wurde die Belastungsinfektion bereits 18 Tage nach etemaligen
Immunisierung mit 10KIDs, der Rekombinanten durchgefiithrt. Da dies eine extrem kurze
Zeitspanne ist, versuchte man die Effektivitat der Immunisiedadyrch zu erhgéhen, dass
bei drei Tieren (Tier 8; 9; 10) die Impfdosis auf vier untersclobdli Lymph-
knoteneinzugsgebiete verteilt wurde. Warrel et al. (1984) konntennzelges dies zu einer
schnelleren Antikdrperinduktion bei geringerer applizierter Amtigenge fuhrt. Um dieses
Reaktionsverhalten nach Applikation an verschiedenen Injektionsstellariti(gie”) zu
Uberprifen, wurde zwei weiteren Tieren (Tier 6; 7) nur an eirdleS(,single-site”), die
gleiche Impfdosis appliziert.

Neben der Einmalimpfung und der zeitlichen Nahe zwischen Impfung ela$tBng wird

von einer Interventionsimpfung noch verlangt, dass es nicht nur zurnderbng der
klinischen Krankheitssymptomatik, sondern auch die der Erregerausscheigungrliegen
kommt. Um dies zu untersuchen, wurde zu beiden Tiergruppen am Tag nach de
Belastungsinfektion, nach grindlicher Reinigung des Stalles, je eanupites Kontrolltier
zugestallt. Dieses sollte durch Erkrankung und/oder Serokonversion esth&igen des

Infektionsvirus durch die Impflinge anzeigen.

Antikorperbildung nach der Immunisierung

Bereits 17 Tage nach der Immunisierung konnten in den Seren von 2 deuwlt8sjte”
Impflinge neutralisierende Antikorper festgestellt werderi(B: 1:4; Tier 9: 1:6). Das dritte
Schwein aus dieser Gruppe sowie beide Tiere, die ,singleggiaipft wurden, hatten keine
detektierbaren neutralisierenden Antikorpertiter. In den Serengdierpften Tiere waren 7
Tage nach der Belastungsinfektion hohe Titer an neutralisierendébryetn zu finden.
Wahrend die ,multi-site* geimpften Tiere hier noch hohere Tawgwiesen, hatten sich die

Titer der beiden Tiergruppen am Tag 11 post infectionem angeglichen (Abb. 4.10).
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Abbildung 4.10: Neutralisierende Antikorper nach enmaliger (,prime only*) Immunisierung mit ORFV D170 1VrIVE2

Serum der Tiere wurde vor (naive) und nach der Imsiwerung (post prime) sowie 7 und 11 Tage nachBi#astungsin-
fektion (post infectionem) auf seinen Gehalt an Z®Eutralisierenden Antikdrpern getestet. Dargéssahd die Titer der
neutralisierenden Antikorper. Die Applikation despifstoffes erfolgte intramuskular, wobei zwei Tielie gesamte Dosis in

die Nackenmuskulatur erhielten (,,single-site” Impdle) und bei drei Tieren die gleiche Gesamtdasisier Injektionsstellen
in der Nacken und Glutealmuskulutur verteilt wufthaulti-site* Impflinge).
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IFN-y Produktion nach der Immunisierung

Um zu untersuchen, in wie weit die Impfung mit der Rekombinantenrinalge ist, eine
zellvermittelte Immunantwort nach einmaliger Applikation zu ind@iemwurden vor der
Impfung sowie vor und nach der Belastungsinfektion die PBMC daee Buf die Produktion
von IFN+ untersucht. Nach einmaliger Injektion konnten am Tag 17 keine CSFV-
spezifischen IFN+ produzierenden Zellen nachgewiesen werden. Dies galt sowohl fir die
»single-site* als auch fur die ,multi-site” Impflinge. Afh Tag nach der Belastungsinfektion
waren nach in vitro CSFV-Re-Stimulation zahlreiche K-Nroduzierende PBMC im
ELISPOT nachweisbar. Wahrend diese sich bei den ,multi-sigsflingen hochsignifikant
(p<0,0005) von den Spotzahlen bei Mock-Stimulation unterschieden, zeigtesingjke;site”
geimpften Tiere auch nach Stimulation mit Mock oder reinem Mediima grol3e Anzahl
Spots (Abb. 4.11). Dieses Phanomen konnte ebenfalls iny I§ipézifischen ELISA gezeigt
werden. Eines der beiden ,single-site* immunisierten Tieretasdysunter der Blutentnahme
am Tag 11 post infectionem. Bei dem anderen Tier konnten hohe Anzahlep IFN
produzierender Zellen unabhangig von der Stimulation bzw. Re-Stimulatauin Tag 60

im ELISPOT nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.11: IFN-y produzierende Zellen nach prime only* Immunisierung mit ORFV D1701VrVE2

Die PBMC der Impflinge wurden vor (naive) und nagr Immunisierung (post prime) sowie nach der Befagsinfektion
(post infectionem) im IFN-spezifischen ELISPOT untersucht. Gezeigt sindsgietzahlen nach CSFV Restimulation (grau)
bzw. Mock Stimulation (weil3) fir jeweils ein repeasatives Tier, dem die Impfdosis in vier versckigel Muskeln (,multi-
site®: links) bzw. in nur einen Muskel (,single-sit rechts) injiziert wurde.
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Ergebnisse

Verlauf nach der Belastungsinfektion

Bei der klinischen Untersuchung der Tiere nach der Belastungsoriekbnnten keine
Symptome der klassischen Schweinepest bei den Impflingen geseftamwDie Messungen
zur Entwicklung der Korpertemperatur zeigten, dass die ,singie-ggimpften Tiere eine
kurze zweitdgige Fieberphase zeigten, wohingegen bei den giattiimpflingen keine
Temperatur Uber 40°C gemessen wurde (Abb. 4.12).

Ein labordiagnostisch erfassbares Symptom der klassischen Sgbesting die Reduktion
der B-Lymphozyten im peripheren Blut (Susa et al.; 1992). Diese wwde und an
verschiedenen Tagen nach der Infektion durchflul3zytometrisch bestinbint 4.13). Alle
immunisierten Tiere zeigten ein kurzes Abfallen des relatifeteils der B-Zellen im
peripheren Blut, die jedoch ab Tag 6 wieder auf Normalwertgesti Diese Erholung zeigte
ein ungeimpftes Kontrolltier nicht, viel mehr war hier eine ammale Reduktion dieser
Lymphozytenpopulation bis zum Todestag zu sehen.

Ebenso wie die Impflinge und die Infektionskontrolle wurden auch die |[lkastaollen
untersucht. Das Schwein, das den Stall mit den ,single-site“uimsierten Tieren teilte,
erkrankte an der klassischen Schweinepest und zeigte alle typBgimptome einschliel3lich
hohem Fieber und B-Zellreduktion. Die Symptome konnten ungeféahr drei needredem
Auftreten erster Symptome bei der Infektionskontrolle gesehenewelhs Tier musste am
Tag 12 p.i. ebenfalls euthanasiert werden.

Die Zustallkontrolle in der Gruppe der ,multi-site” Impflingeigte keine Symtomatik der

klassischen Schweinepest und war selbst 2 Monate nach der Zustallung noch seronega

Virus-Reisolierung aus infizierten Tieren

Aus den Leukozyten der Infektionskontrolle konnte ab Tag 3 p.i. CSFV tiselenden.
Ebenso war auch das Zustallkontrolltier der ,single-site” Imgé am Tag 7 viramisch. Aus
den bei der Sektion entnommenen Organen beider Tiere konnte ebenfafisisdliert
werden.

Weder aus den Leukozyten noch aus Organverreibungen der geimpfeenridetter ,multi-
site* Zustallkontrolle konnte zu irgendeinem Zeitpunkt CSFV in Zeilkubngezichtet
werden. Um einen Einfluss neutralisierender Antikérper auf dieuémzauszuschliel3en,
wurden die in der Ko-Kultivierung negativ getesteten Proben auch in @i@gnostischen
RT-PCR mit anschlielenderestedPCR auf virale RNA getestet. Auch hier waren alle
Proben der immunisierten und des zugestallten Tieres aus der ,multi-sifgiéanegativ.
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Abbildung 4.12: Korperinnentemperatur der ORFV D1701VrVEZ2 ,prime only* Implflinge
Kurz vor und nach der Belastungsinfektion wurddi¢igdie Korpertemperatur durch rektale Messungitteth Dargestellt
sind die Kérpertemperaturen der Tiere, die die thopfs auf vier Muskeln verteilt (,multi-site”: dualgrau) oder in nur einen

Muskel (,single-site“: hellgrau) injiziert bekamesgwie die eines nicht immunisierten Kontrolltie(sshwarz). Als Fieber
wurden Temperaturen tber 40°C gewertet.
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Abbildung 4.13: Relativer Anteil der B- Zellen an cen Gesamtleukozyten nachprime only* Immunisierung
mit ORFVD1701VrVE2

Im Zeitraum zwischen Tag 8 vor und Tag 11 nach Idenunisierung wurden mehrfach Blutproben enthnommed der
relative Anteil der B-Zellen an den GesamtleukomytieirchfluRzytometrisch bestimmt. Dargestellt sthe Ergebnisse fur
jeweils ein reprasentatives Tier das die Impfdasisvier Stellen (,multi-site: Quadrate, dunkelgysazw. an einer Stelle
(,single-site“: Kreise, hellgrau) injiziert bekommatte, sowie fur die ungeimpfte InfektionskoriegdDreiecke, schwarz).
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Ergebnisse

Wahrend die einmalige Impfung der Schweine mit der gewéhlten Desidmpfvirus bei
Applikation an einer Stelle die CSFV-Ausscheidung nicht zu verhindechta, schien die
~multi-site” - Applikation diesbezlglich unter Berucksichtigung dgeringen Tierzahl

effizient zu sein.

Es wurde deshalb entschieden die Effektivitat der ,multi-sigeplkation mit einer groéf3eren
Tierzahl zu testen. Gleichzeitig sollte ein Vergleich mitmdauf dem Chinese-Stamm
basierenden Lebendimpfstoff Pesfftangestellt werden.

Dieser Versuch wurde im biologischen Sicherheitsbereich derSAKRgence francaise de
sécurité sanitaire des aliments), Swine Immunology and \gyolonit, in Ploufragan,
Frankreich, durchgefuhrt.

Jeweils fiinf Schweine wurden entweder mit dem Lebendimpfstofflessite* oder mit 10
KIDso des Parapoxvirus ORFV D1701VrVE2 ,multi-site” geimpft. 21 Tageespatfolgte
eine rein intranasale Belastungsinfektion mit KD s, CSFV Eystrup. Zu diesem Zeitpunkt
befanden sich im gleichen Stall drei ungeimpfte Tiere, die durah ldolzwand von den
immunisierten Tieren abgetrennt waren und nicht infiziert wurdem darauf folgenden Tag
entfernte man diese Trennung nach grundlicher Reinigung des SttlalteVerlauf des
Tierversuches wurde die humorale Immunantwort getestet und nacleldstuBgsinfektion

wurden die Tiere auf klinische Symptomatik untersucht.

Antikorperbildung nach der Immunisierung

Sowohl vor der Immunisierung als auch vor und nach der Belastungsinfektrden Seren
von den Tieren gewonnen und im Neutralisationstest getestet. Der Lrpéstdif fihrte 21
Tage nach der Immunisierung zu geringen CSFV neutralisierendgkoioertitern in den
Seren von vier der funf Impflinge. Am gleichen Tag konnten in demnSeye drei der flinf
Tiere, die das rekombinante Parapockenvirus erhalten hatten, nergatie Antikdrper
nachgewiesen werden. Es lagen jedoch geringere Titer vorialeb€-Stamm-Impflingen.
In den Seren der Tiere aus beiden Gruppen kam es in Folge dstuBgtanfektion zu einem
sprunghaften Anstieg der Titer. Auffallig war hierbei, dassTag 7 nach der Infektion in
den Seren der ORFV D1701VrVE2 geimpften Tiere signifikant hohdsr meutralisieren-
der Antikbrper messbar waren, als in denen der Tiere, die den Leipdsidiff erhalten
hatten (p<0,025) (Abb. 4.14).
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Abbildung 4.14: Neutralisierende Antikdrper nach enmaliger Immunisierung mit der C-Stamm Schweinepest
Lebendvakzine, bzw. ORFD1701VrVEZ2, Injektion hier auf vier Muskeln verteilt (,multi-site®)

Serum der Tiere (n=5) wurde vor (naive) und naahimenunisierung (post prime) sowie 7 Tage nachBiastungsinfektion
(post infectionem) auf seinen Gehalt an CSFV-nésteaenden Antikorpern getestet. Dargestellt sitel Mittelwerte der
neutralisierenden Antikorpertiter = der einfacl@&andardabweichung.

Die Signifikanzberechnung der Titerunterschiedéhrdar Belastungsinfektion erfolgte mit dékelch-Test
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Verlauf nach der Belastungsinfektion

Nach der intranasalen Belastungsinfektion zeigte eines deW @RKFO1VrVE2 geimpften
Tiere eine funf Tage anhaltende Fieberphase. In der, zu dieseantnommenen Blutprobe,
konnte jedoch kein Virus nachgewiesen werden. An den Tagen 5-8 p.i. wdem zwei der
Zustallkontrollen febril. In diesen zwei Tieren konnte in dieseit Auch eine Virdmie
nachgewiesen werden. Obwohl in den Blutproben aller Gbrigen Thera Virus
nachgewiesen werden konnte, wurde post mortem in der Milz emegftinigs, der vorher
keinerlei Symptomatik gezeigt hatte, CSFV-RNA mit Hilfe der RT-PCieldiert.

Ebenso wie bei den Zustallkontrollen der Tiere, die mit dem rek@nt@n Parapoxvirus
immunisiert worden waren, wurden auch bei den Tieren, die das Stdllafit den
Lebendvirus-Impflingen teilten, zwei als viraemisch erkannt. Aueh Wwurde in Proben der
Milz sowohl bei einem geimpften, als auch bei allen drei zudestallieren CSFV-
spezifische, virale Nukleinsaure mit Hilfe der RT-PCR nachgewiesen.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in der Gruppe der ORFYIMDVE?2
immunisierten Tiere, bei diesem Impfregime der Immunschutzhangend so labil war, dass
es zur Transmission des Belastungsvirus kam. Diese UberyagsnBelastungsvirus konnte

jedoch auch durch Impfung mit dem attenuierten CSFV C-Stamm nicht verhinddehwe
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Ergebnisse

4.2.2.3 Heterologerime-Boostmmunisierung mit rekombinantem E2 Protein
und ORFV D1701VrVE2

Obwohl gegen das Parapoxvirus im Schwein wahrscheinlich keindietfémmunantwort
ausgelost wird, sollte der Effekt einer heterologgime-Boostimmunisierung untersucht
werden. Denn trotz des Anstieges der Antikorpertiter nach der hgemlo
Auffrischungsimpfung konnte kein signifikanter Anstieg der H-Igroduzierenden Zellen
erkannt werden. Im getesteten heterologen Impfregime wurdenTzevei (Tier 11; Tier 12)
ohne die Verwendung eines Adjuvans mit der vom Hersteller empfoh2oss von 329
E2-Protein, das im Baculovirussystem hergestellt worden wanumsiert. 14 Tage spéater
erfolgte die Boosterimmunisierung mit “18IDs, des rekombinanten Parapoxvirus ORFV
D1701VrVEZ2, das ebenfalls in die Nackenmuskulatur verabreicht wiideReaktion des

Immunsystems wurde nach beiden Impfungen untersucht.

Antikorperbildung nach der Immunisierung

Sowohl vor der Erstimmunisierung als auch nach dieser waren kelé-@tralisierenden
Antikorper in den Seren der Tiere nachweisbar. Am Tag 14 nach d&rsglfingsimpfung
konnten in den Seren beider Schweine neutralisierende Titer (Tidr18;: Tier 12: 1:12)
detektiert werden Abb. (4.15).

IFN-y Produktion nach der Immunisierung

Analog zur humoralen Immunantwort fuhrte die Immunisierung mit demouBvirus-
exprimierten Glykoprotein E2 nicht zu einer Induktion CSFV-spehésc [FN«y

produzierender Zellen. Wahrend die Zweitimmunisierung mit ORFV D170E¥rviach
homologer Erstimmunisierung keinen starken Anstieg dieser Zellgapukxzeugte, wurden
nach dem heterologen Prime mit E2-Glykoprotein viele CSFV-spelzd IFN

produzierende Zellen generiert (Abb. 4.16).
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Abbildung 4.15: Neutralisierende Antikérper nach hanologer Prime-Boostimmunisierung mit ORFV D1701VrVE2
bzw. heterologerPrime-Boostimmunisierung mit Baculovirus-exprimiertem E2 und ORFV D1701VrVE2

Serum der Tiere wurde vor (naive) und nach deemrgiost prime) und zweiten (post boost) Immunisigrauf seinen Gehalt
an CSFV-neutralisierenden AntikOrpern getestetgBstellt sind die Titer der neutralisierenden Adtger. Die Tiere 3; 4 und
5 erhielten bei beiden Immunisierunger! KODs, ORFV D1701VrVE2 (homologer boost). Die Tiere 10Uk erhielten als

Erstimpfung 32ug Baculovirus-exprimiertes E2 Glykaipin ohne Adjuvans, gefolgt von einer Zweitimpgumit 16 KID s,
ORFV D1701VrVEZ2 (heterologer boost).
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Abbildung 4.16: IFN-y produzierende Zellen nach heterologePrime-Boostimmunisierung mit
Baculovirus-exprimiertem E2 und ORFV D1701VrVE2

Die PBMC der Impflinge wurden vor (naive) und natdr ersten (post prime) und zweiten (post boosthumsierung im
IFNy spezifischen ELISPOT untersucht. Gezeigt sindSpetzahlen nach CSFV Stimulation (grau) bzw. Motkn&lation
(weil3), der im heterologeRrime-Boostimpfregime mit Baculovirus-exprimiertem E2 und ORB1701VrVE2 immuni-
sierten Tiere 11 und 12.
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4.2.3 Uberprufung der Adjuvanseigenshaften des L-OprRsmsudomonas aeruginosa

Durch die Immunisierung mit dem Glykoprotein E2 des CSFV kdnnen nsidgrahde
Antikorper induziert werden und es kommt zum partiellen Schutz dee.Tigm diesen
Schutz effektiver zu gestalten, koénnte eine starkere Aktivieruniipul&zer Immun-
mechanismen hilfreich sein.

Das L-Oprl, ein Protein der aul3eren Membran Pseudomonas aerugingsat als starker
Induktor einer Thl Antwort im Mausmodel beschrieben. Fir seine Wirkehgder
Lipidbereich essentiell (Cote-Sierra et al.; 2002). Es ist meitbeschrieben, dass durch
Einsatz dieses Adjuvans bei der Immunisierung die zellulareumamtwort im Vordergrund
steht, sondern auch, dass eine bestehende Th2 Immunantwort in éiee Htdrdominierte
Immunantwort geandert werden kann (Revets et al.; 2004). Um assuchen, ob das
Adjuvans eine &hnliche Wirkung auch im Schwein erzielen kann, wurde dgnd=
Immunisierungsversuch durchgefihrt.

Drei Gruppen zu je vier Tieren wurden 2 x im Abstand von drei WocheRk2rProtein, das
im Baculovirus System exprimiert worden war, immunisiert {Zewfigung gestellt von A.
Saalmdller). Das Protein entspricht dem, das in der zugelasseéheBuliinit-Vakzine
Bayovac CSF E2 der Firma Bayer Verwendung findet. Anstelle des in diesepfstoff
benutzten Ol-in-Wasser Adjuvans wurde das Lipoprotein L-Oprl, das ini Exfimiert
worden war, verwandt (zur Verfigung gestellt von H Revets). Syhweine in Gruppe 2
erhielten mit 16 pg die Halfte, die Tiere der Gruppe 1 mig &ipm Viertel der vom Hersteller
empfohlenen Glykoprotein E2 Dosis. Bei diesen beiden Tiergruppen wurdehgéstoff
pro Tier 35 pg L-Oprl bei beiden Impfungen zugesetzt. Die SchvreiGeuppe 3 dienten als
Kontrollgruppe und erhielten nur die halbe optimale Dosis E2-Glykoprotein ohne Adjuvans.
Neben der Induktion E2-spezifischer und dartiber hinaus neutralisierendedrpetiwurde,
mit Hilfe des IFNy ELISPOT die Generierung CSFV-spezifischer W-Nwoduzierender
Zellen in den PBMC der geimpften Tiere untersucht. Der durch dpfulng vermittelte

Schutz wurde durch eine i.n. Belastungsinfektion mit letaler CSFV-Dosiprulier

Antikorperbildung nach der Immunisierung mit dem Glykoprotein E2 und L-Oprl
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An verschiedenen Tagen vor und nach der Immunisierung sowie nach der

Belastungsinfektion wurden den Tieren Blutproben entnommen. Die hieeausnigenen
Seren wurden mit einem E2 spezifischen ELISA untersucht. Beasts der ersten Impfung
konnten geringe Mengen E2-reaktiver Antikbrper nachgewiesen werderbeHiunter-
schieden sich die Mittelwerte der O.D. der beprobten dregilippen nur geringfligig. Nach
der Boost-Immunisierung konnte ein signifikanter Unterschied zwnscheren aus der
Gruppe 2 und 3 festgestellt werden (p<0,025). Nach der Belastungsinfedtiors in allen
Tieren zu einer starken Bildung E2-spezifischer Antikdrper (Abb. 4.17).

Neben diesem rein quantitativen Nachweis E2 - reaktiver Antikmpede aul3erdem die
Funktion der Antikorper im Neutralisations-Test gegen CSFV Eystrup untersuuht4{A8).
Neutralisierende Antikorper konnten in den Seren der Schweine allgop@&r friilhestens
nach der Zweitimpfung detektiert werden. Obwohl kein signifikantentetdchied der
Serumtiter der Tiere aus Gruppe 2 und Gruppe 3 vorlag, fiel hieslleon auf, dass in der
Gruppe 3 (Impfung ohne Adjuvans) nur ein Tier neutralisierende Antikdrperder
Belastungsinfektion zeigte. In allen vier Tieren der Gruppe 2, digldiche Dosis Antigen
erhalten hatten, wurden, mit Hilfe des Adjuvans L-Oprl, bereitsh ndem Boost
neutralisierende Antikorper induziert. Sogar in den Seren von drei der vieUe@ruppe 1
waren diese Antikérper nach dem Boost nachweisbar, obwohl diesenlieein Viertel der
empfohlenen Dosis, diese jedoch mit Adjuvans, erhalten hatten. NackldstuBgsinfektion
stiegen die neutralisierenden Antikorpertiter sprunghaft an. Ag T post infectionem
unterschieden sich die Titer der Gruppe 2 und 3 signifikant (p<0,025) (Abb. 4.18)
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Abbildung 4.17: Nachweis E2-spezifischer Antikdrpeim ELISA nach Immunisierung mit Baculovirus-exprimiertem

E2 Glykoprotein mit und ohne Adjuvans L-Opr
Die Seren der Tiere wurden vor der Immunisieruragv@), nach der Auffrischungsimpfung (post boosi)l @ Tage nach der
Belastungsinfektion (post infectionem) auf ihrenh@le an E2-spezifischen Antikbrpern getestet. Dis&édnmensetzung des
Impfstoffes ist in der Legende in Klammern angegeliargestellt sind die Mittelwerte + der einfact#andardabweichung
der optischen Dichte (O.D.) fiir die verschiedenemgruppen, die bei einer Serumverdiinnung von 1€2@i&lt wurden.
Die Signifikanzberechnung der Unterschiede nactZdaitimmunisierung erfolgte mit dekivelch-Test.
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Abbildung 4.18: CSFV-Neutralisierende Antikdrper nach Immunisierung mit Baculovirus-exprimiertem E2
Glykoprotein mit undlene Adjuvans L-Oprl

Serum der Tiere wurde vor (naive) und nach den Imsnerungen (post prime; post boost) sowie nachBié#astungsinfek-

tion (post infectionem) auf seinen Gehalt an CSk&titralisierenden Antikérpern getestet. Dargestailt die Mittelwerte der

neutralisierenden Antikorpertiter der verschiedemgrgruppen. Die Zusammensetzung des Impfstidtas der Legende in

Klammern angegeben. Zusatzlich ist in den SaulenRlatentnahmezeitpunktes post boost eine Einzalifschliisselung

angegeben. Tiere, die neutralisierende AntikOrpgwigsen, sind mit einem +, Tiere ohne messbardraleierende Anti-

korper, mit einem - gekennzeichnet.
Die Signifikanzberechnung der Unterschiede naclBa¢astungsinfektion erfolgte mit devdelch-Test.
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IFN-y Produktion nach der Immunisierung

Im vorliegenden Tierexperiment sollte vor allem untersucht werole das Adjuvans L-Oprl
in der Lage ist, eine starke zellvermittelte Immunitat inv&n zu erzeugen. Als Mald
hierfir wurde die Generierung CSFV-spezifischer lNroduzierender Zellen untersucht.
Aus den Blutproben, die den Schweinen im Verlauf des Tierversuchssnmenen wurden,
wurden die PBMC isoliert und im IFN-ELISPOT unter CSFV und Mock-Stimulation
beprobt. Es wurde das Verhéltnis der lfrl®roduzenten nach Mock Stimulation und CSFV
Stimulation begutachtet. Die Differenz dieser beiden Zahlen watsdeCSFV-spezifisch
angesehen. Zum anderen wurden die Spotzahlen an den verschiedenen Blutezimamenet
sowie der verschiedenen Tiergruppen verglichen. Weder nach demisierung ohne noch
mit Adjuvans konnten messbare Zahlen CSFV-spezifischerylipheduzierende Zellen in
den PBMC vor der Belastungsinfektion induziert werden. Am 7. Tagh nder
Belastungsinfektion konnte nur in den PBMC aus Tieren der Gruppe Znitider hohen
Dosis E2 in Verbindung mit L-Oprl immunisiert worden waren, ein Sigmter Unterschied
der Spotzahlen nach CSFV Stimulation verglichen mit Mock Stinomagesehen werden
(p<0,001) (Abb. 4.19).

Bei der Betrachtung der individuellen Ergebnisse fiel noch deetlicdder Unterschied
zwischen den mit und den ohne Adjuvans geimpften Tieren auf. In Gruppe &ighahier
nur bei dem einen Tier eine gro3e Zahl CSFV-spezifischerylfbduzierender PBMC
nachweisbar, das auch bereits vor der Belastungsinfektion ngetexlide Antikorper zeigte.
Im Gegensatz hierzu konnten nach der Belastungsinfektion bei Bkeen der Gruppe 2

viele CSFV-spezifische Spots detektiert werden.
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Abbildung 4.19: Vergleich der IFN-y produzierenden Zellen in den PBMC der Impflinge nah der Belastungsinfektion

Am Tag 7 nach der Belastungsinfektion wurden Valiptoben der Tiere aller Gruppen (je n=4) entnomorahaus ihnen die
PBMC gewonnen. Diese wurden im ELISPOT auf dasegeh IFNy produzierender Zellen untersucht. Angegeben sied d
Mittelwerte der Spotzahlen / 5xX1®BMC =+ der einfachen Standardabweichung firr dieejéige Gruppe. Die Zusammen-
setzung des Impfstoffes ist in Klammern angegelb&n. bei Tieren in Gruppe 2 lag ein hoch signifikantUnterschied
zwischen den Spotzahlen nach CSFV- bzw. Mock-Satian vor (p<0,001). Die Signifikanzberechnung ke mit dem
Student’s t-Test
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Verlauf nach der Belastungsinfektion

Am Tag 20 nach der Auffrischungsimpfung wurden alle Impflindgeeeiner Dosis von 5x10
KID 5o des virulenten CSFV-Stammes Eystrup intranasal infiziert.danauf folgenden Tag
wurde in jeden Stall zum Monitoring der CSFV-Ausscheidung ein Tiezugestellt.
Wahrend Gruppe 1 und Gruppe 2 mit einem nicht geimpften Tier Gberwaotény war das
Schwein, das zu Gruppe 3 verbracht wurde, mit dem Lebendimpfstofff&estimunisiert
worden und wies geringe Titer neutralisierender Antikdrper sowie éoe IFNy messbare,
zellvermittelte Immunantwort gegen CSFV am Tag der ZustaburigAn jedem Tag wurden
die Tiere klinisch untersucht und die Korpertemperatur gemesselennTéergruppen kam
es zum Auftreten von Fieber (Abb. 4.20). Wahrend die Tiere der Gruppeé 2wvei der Tiere
der Gruppe 1 sich erholten, blieben die restlichen febril und musstéemebutzrechtlichen
Grinden getottet werden.

In Gruppe 1 und 3 zeigten die Tiere Diarrhoe, bei den schwerkrarikeen gesellten sich
noch Apathie und Paresen hinzu. Am Tag 6 post infectionem (p.i.) mussteMiglieder
der Gruppe 3 und eines der Gruppe 1 mit schweren klinischen Symptatiemasiert
werden. Am Tag 7 mussten die Ubrigen Tiere der Gruppe 3 getotetwArdeTag 16 wurde
der Versuch durch Totung aller Tiere, bis auf zwei MitgliederGleppe 2, beendet. An den
Tagen 7 und 10 p.i. wurden die Leukozytenfraktion auf das Vorliegen von Videy iKo-
Kultivierung untersucht; negative Ergebnisse wurden mit Hilfedi@gnostischen RT-PCR
uberpruft. Ebenso wurde mit den post mortem entnommenen Proben der Nagamgen.
Die Ergebnisse der Virusnachweise sowie die Totungstage dexr Jimd in Tabelle 4.1
zusammengefasst.

Trotz des relativ milden Verlaufs der Krankheit bei den Schweimé&ruppe 2 erkrankte die
Zustallkontrolle hier genauso wie die der Gruppe 1. Beide Tier¢epelgjarrhoe, Anorexie
und Apathie und es konnte sowohl eine Viramie als auch post mortem iNider Milz
nachgewiesen werden. Erstaunlich war, dass die Zustallkontroll&dgape 3 trotz der
einmaligen Immunisierung mit dem Lebendimpfstoff ebenfalls kdhes Symptome der
klassischen Schweinepest, vor allem intermittierendes FietigtezEntgegen der Erwartung
konnte kein Anstieg der neutralisierenden Antikorpertiter nachgewigseden. Wahrend in
der Ko-Kultivierung in den Proben dieses Schweines kein Virus nadbaveisr, detektierte
die RT-PCR virale Nukleinsdure in der Leukozytenprobe des Tagegsi.lDiese hothere
Sensitivitat der RTrestedPCR gegenuber dem kulturellen Virusnachweis wurde von Paton et
al. (2000) beschrieben.
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Somit konnte in diesem Versuch eine Milderung der klinischen Sympbarekeine sterile
Immunitat und keine Verhinderung der Virusausscheidung durch die Vefalngi des L-
Oprl mit einer suboptimalen Dosis E2-Antigen gezeigt werdenresgant war, dass auch
eine einmalige Immunisierung mit dem Lebendimpfstoff PeStiff@ht vor der Ansteckung
mit dem CSFV schutzte.

Tabelle 4.1: Virusnachweis aus Proben der Impflinge

Tiernummer Virdmie Virus in der Milz Tag der Euthanasie
d.7 p.i. | d.10 p.i. Post mortem
Gruppe 1 (8ug E2+ Oprl)
43 + n.d. + 6 p.i.
44 + - - 13 p.i. *
46 + n.d. + 7p.i.
61 + n.d. + 6 p.i.
Gruppe 2 (16pg E2+0prl)
40 - - n.d. n.d.
57 - - - 13 p.i.*
60 - - n.d. n.d.
62 + - - 13 p.i.*
Gruppe 3 (16ug E2)
58 + n.d. + 7p.i.
64 + n.d. + 6 p.i.
65 + n.d. + 6 p.i.
70 + n.d. + 7 p.i.

An den Tagen 7 und 10 post infectionem (p.i.) wuads Vollblut der Tiere die
Leukozytenfraktion isoliert und auf das vorliegearmehrungsfahigen Virus
durch Ko-Kultivierung untersucht. Negative Befundeirden mit Hilfe der
diagnostischen RT-PCR Uberprift. Positive Befuridd mit einem +, negative
mit einem - gekennzeichnet. Die Zusammensetzungndefstoffes ist bei den
Gruppen in Klammern angegeben. Der Zeitpunkt deadig der Tiere ist eben-
falls angegeben. Die an Tag 13p.i. geschlachtetere Zeigten keine klinischen
Symptome der klassischen Schweinepest mehr, wah dugekennzeichnet ist.
Die Tiere 40 und 60 wurden Uber einen langerenraein beobachtet, weswe-
gen keine post mortem Diagnose durchgefuhrt wumdk)(
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Abbildung 4.20: Koérpertemperaturentwicklung der Impflinge nach der Belastungsinfektion

Nach der Belastungsinfektion wurde jeden Tag digoktiemperatur der Tiere durch rektale MessungtetniDargestellt ist
die Anzahl der geimpften Tiere pro Gruppe, die amgiligen Tag eine Temperatur von 40°C oder > aaden. Die Zusam-
mensetzung des Impfstoffes ist in der Legende antthern angegeben. Tiere, die bereits euthanaseetew mussten, sind
hierbei ebenfalls als positiv gewertet. WahreneisGruppel und Gruppe2 zur Erholung einiger Tier&ersuchsverlauf
kam, mussten alle Tiere der Gruppe3 mit Fiebertgewerden.
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4.2.4 Immunisierung mit dem Nicht-Struktur-Protein NS3

Im Rahmen der ,Subunit® Immunsierungen sollte untersucht werden,ignwait eine
Immunisierung mit dem NS3 Protein allein eine protektive Immuwmamtgegen eine CSFV
Infektion auslésen kann. Das zur Immunisierung benutzte NS3 “Sulateitgr (von D.
Wienhold freundlicherweise zur Verfigung gestellt) wurdEscherichia coliexprimiert und
mittels Vakuumdialyse aufgereinigt. Seine Spezifitdt wurde imastéfn Blot mit den
monoklonalen Antikérpern C16 nachgewiesen (Peters et al.; 1986; iGhélke et al.;
1991). Vier Schweine der Rasse MMS wurden mit diesem Proteimalreim. geimpft. Bei
der Erstimpfung am Tag -66 wurden 4 ug Protein 1:1 gemischt in ktterpl Freund’schen
Adjuvans appliziert. Die Zweitimmunisierung am Tag -45 und Drittuimgf am Tag -14
wurden mit jeweils 2 pg NS3 durchgefiihrt. Wéahrend das Protein bezwdeitimpfung
zusammen mit inkomplettem Freund’'schen Adjuvans verabreicht wund#gchtete man bei
der dritten Immunisierung auf Hilfsstoffe. 14 Tage nach detedrifpplikation, am Tag O,
wurde eine Belastungsinfektion mit 5XIDso des hochvirulenten CSFV Stammes Eystrup
intranasal durchgefuhrt.

Antikorperbildung nach der Immunisierung mit dem NS3 Protein

Zur Bestimmung der Spezifitat der induzierten Antikorper wurde \&iastern Blot - Analyse
mit den Seren der Tiere vom Tag der Infektion durchgefiihrt. Higteden PK-15 Zellen in
einer MOK1 mit CSFV infiziert und nach 24h lysiert. Die Proteine ddizierten und von
nicht infizierten PK-15 Zellen wurden mittels SDS-PAGE elgdroretisch aufgetrennt und
mit den Seren der geimpften Schweine als Prim&rantikérper inkubiartdas NS3 in den
verschiedenen Biotypen der Pestiviren unterschiedlich vorliegt, wuoyeohs mit dem ncp
CSFV-Stamm Eystrup als auch mit dem cp CSFV-Stamm logén infizierte Zellen
verwendet.

Wahrend vor der Impfung keines der Tiere NS3 reaktive Antikdrperiesiflkonnten nach
der 3. Impfung in den Seren aller 4 Schweine Antikérper gegen dearPnachgewiesen
werden. Diese waren spezifisch fur das ca. 120kd schwere NS2¢h$usitein des ncp-
Stammes, bzw. fur das ca. 90kd schwere NS3 des cp-Stammes (Abb.4.21).

Zur Quantifizierung der NS3-bindenden Antikérper wurde mit den Saremtikorper-
ELISA durchgefuhrt. Die Seren wurden auf ELISA-Platten gdteslie mit in E. coli

exprimiertem NS3 beschichtet worden waren. Da es sich hignbein ubiqitdres Bakterium
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handelt und mit dem gleichen Material immunisiert wurde, musste Bindung von
Antikérpern, die gegen bakterielle Antigene gerichtet sind zur Medimg starker
Hintergrundreaktionen, verhindert werden. Um solche stérenden AntikorperraGeicds zu
entfernen, wurden sie 1h bei 37°C rhit coli Lysat prdabsorbiert, entstandene Antigen-
Antikorperkomplexe pelletiert, und nur der Uberstand in die ELISA-Platte tberfiihrt
Auch wenn es individuelle Unterschiede gab, konnten nach der ersterséuffrgsimpfung
NS3-spezifische Antikdrpertiter in den Seren aller Tiere iinest werden. Die dritte Immu-
nisierung lie3 diese Antikorpertiter nochmals ansteigen, wobhi dire intraindividuellen
Unterschiede noch starker manifestierten (Abb.4.22).

Der Anteil der Antikorper, die neutralisierende Potenz besitzendavim Neutralisations-
Test auf PK-15 Zellen mit anschliel3ender immunhistochemischektidetevirusinfizierter
Zellen bestimmt. Obwohl, wie im Western Blot und ELISA gezeidilS3 spezifische
Antikorper durch die Immunisierung generiert wurden, konnten zu keinem Zeitpaméder
nach der Impfung bzw. nach der Infektion ncp CSFV-neutralisierende Apgikdvachge-

wiesen werden.

97



Ergebnisse

Al CSFV ncp pra vaccinationem

5 9 14 15 Cl6 ,
ZV ZV ZV ZV ZV

NS2/3—> 1 ek
NS3 —* 1 =9
A2 CSFV ncp post 2. boost
o) Q 14 15 Ci16
ZzV ZV zVv zZV zv'®
NS2/3 —» - e = 132
NS3 — L bl LB ~f

I  emtw BN

B1 CSFV cp pra vaccinationem

) @ 14 15 C16
Z N LN ZN LN 7\ s

-

NS2/3—> | R
NS3 —> | -

=
e

B2 CSFV cp post 2. boost

o) @ 14 15 Cl1¢6

kDa

ZVZVZINZIVZV
NS2/3— [E e pob - 122
NS3 = e =y

- 0

-
-

Abbildung 4.21: Nachweis NS3-spezifischer Antikbrper mittels Westn Blot Analyse

Seren der Impflinge (5; 9; 14; 15) vor der ersten Immunisierung (AluBd nach der dritten
Immunisierung (A2; B2) wurden im Western Blot auf ihre Reaktivitdt Zelllysaten von
nicht infizierten PK-15 Zellen (Z) und CSFV infizierten PK-18lIEn (V) analysiert. Der
Test wurde sowohl mit dem nicht zythopathogenen CSFV Stamm Eygtyuals auch mit
dem zythopathogenen CSFV Stamm Lothringen (B) durchgefuhrt. AlgivRosirolle
wurden jeweils die NS3 spezifischen monoklonalen Antikérper C16 (C16) mit eingesetzt
Alle Tiere zeigen nach der Immunisierung Antikorper, die bei defmt zythopathogenen mit
NS2-3 bzw. dem NS3 des zythopathogenen CSFV Stammes reagierten.
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Abbildung 4.22: NS3-spezifischer-Antikorper-ELISA

Die Seren der NS3 Impflinge (n=4) wurden zu vemdbnen Zeitpunkten vor der Impfung (naive) und rdeahersten (post 1.
boost) und zweiten (post 2. boost) Auffrischunggumg gewonnen. Die Seren wurden im ELISA auf N&&ktive Anti-
korper getestet. Als Titer ist der reziproke Weet Verdinnung angegeben, bei dem das Serum noetoptische Dichte
oberhalb des ,Cut off* ergab. Dargestellt ist dattéwert der Antikorpertiter + der einfachen Standabweichung
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IFN-y Produktion nach der Immunisierung mit dem NS3 Protein

Als Parameter fur die zellvermittelte Immunantwort gedas CSFV wurde erneut die IFN-
Produktion der PBMC getestet. Hierzu wurden zu verschiedenen Zeitpwdttemd nach
den Impfungen sowie nach der Belastungsinfektion PBMC der Tieré-N-y-ELISPOT
unter in vitro CSFV Stimulation bzw. Restimulation untersucht. Es everdeut die Anzahl
der Zellen detektiert, die auf virale Stimulation das Zytokin pretem. Als CSFV-
spezifisch wurden die Spotzahlen festgelegt, die deutlich Ulbanadd Mock Stimulation
entstandenen Spotzahl lag. Die Induktion signifikanter Zahlen CSF\fispeer, IFN«y
produzierender PBMC (p<0,005) konnte bereits nach der zweiten Injekthigaveiesen
werden (Abb. 4.23). Obwohl noch nach der nachsten Auffrischungsimpfung eereweit
Anstieg dieser Zellpopulation zu beobachten war, reduzierte siclzamewieder nach der
Belastungsinfektion bei den klinisch kranken Tieren (Abb. 4.23).

Verlauf nach der Belastungsinfektion

In Folge der intranasalen Belastungsinfektion mit S5xdDs, des hochvirulenten CSFV-
Stammes Eystrup entwickelten die Tiere nach einer Inkubationszei5 Tagen Fieber. Im
weiteren Verlauf bis hin zum Tag 9 post infectionem (p. i.), an dienTiere auf Grund der
schweren klinischen Symptomatik euthanasiert werden mussten, wur@enoBj Anorexie,
Inkoordination und vor allem Apathie beobachtet. Die Auspragung der Kiigsggmptome
bei den Impflingen unterschied sich nicht von denen, die ein ungesnpfteves, aber

identisch infiziertes Kontrolltier zeigte.
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Abbildung 4.23: IFN-y produzierende Zellen nach der Immunisierung mit den NS3 Protein

Die PBMC der NS3 Impflinge (n=4) wurden zu versdeigen Zeitpunkten vor der Impfung (naive) und rdehersten (post
1. boost) und zweiten (post 2. boost) Auffrischumggung sowie nach der Belastungsinfektion (pofgafionem) im IFNy
spezifischen ELISPOT untersucht. Gezeigt sind digelverte der Spotanzahlen nach CSFV Stimulatgyay) bzw. Mock
Stimulation (weil3) an den jeweiligen Zeitpunkterdet einfachen Standardabweichung.

Die Signifikanz der Unterschiede der beiden Stirmoileen wurde mit derStudent’s t-Tesbestimmit.
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Virus-Reisolierung aus infizierten Tieren

Um die Auswirkungen der Infektion Gber das klinische Bild hinaus zu sudken, wurden
am Tag 5 p. i. und Tag 7 p. i. Blutproben der Tiere entnommen. Aus diesee die
Leukozytenfraktion isoliert und mittels Ko-Kultivierung auf das \Wegkn von
vermehrungsfahigen CSFV untersucht. Ebenso wurden Proben der Milz, dier l&tktion
entnommen worden waren, analysiert.

Alle geimpften Schweine sowie das Kontrolltier, waren arddieiBlutentnahmeterminen
virAmisch und es konnte auch in der Milz post mortem Virus nachgewveselen (Daten
nicht gezeigt). Hiermit konnte eine produktive CSFV Infektion mit kadung auf dem

Blutweg bestatigt werden.

Die alleinige, dreimalige Immunisierung mit dem CSFV ,SubuRitbtein NS3 fihrte nicht
zur Bildung CSFV-neutralisierender Antikdrper, induzierte aberitsereach der zweiten
Applikation virusspezifische IFN- produzierende Lymphozyten. Ein Schutz vor letaler
Belastung mit dem CSFV Stamm Eystrup konnte selbst nach digegmamnpfung nicht

erzielt werden.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Herstellung und Charaktenisgeder immunisierenden
Eigenschaften eines neuen Parapockenvektorimpfstoffes gegen die i€$erderungen an
neue Impfstoffe gegen CSF sind hoch:

a) es soll die induzierte Immunantwort vergleichbar sein mit des bekannten
Lebendimpfstoffes auf der Basis des attenuierten CSFV Stammes g€hine

b) Der Impfstoff soll die Unterscheidung geimpfter und naturlichiziedter Tiere
ermoglichen (Markervakzine).

Aus diesen Grinden sollte auch die Forderung nach schnellem postvakz8tiatzeintritt
im Falle einer ,Interventionsimpfung® gepruft werden. Neben dealyse bedeutender
immunologischer Parameter wurde letztlich als praxisrelegaQualitatskriterium der neuen
Versuchsvakzine der Schutz vor einer letalen Belastungs-infektibdem CSFV klinisch

und immunologisch tberwacht.

Die adaptive Immunantwort nach Infektion mit CSFV

Unter den Virusisolaten des CSFV sind unterschiedliche Viruledegeaisgepragt. Die
Virulenzunterschiede zeigen sich nicht nur in der klinischen Veflauh der Krankheit,
sondern auch in ihrer histopathologischen Auspragung. Zwar ist dienv@rggilung des
Virus vergleichbar, jedoch ist der Grad der ausgelésten Gewebggam@ bei schwach
virulenten Stammen weitaus geringer ausgepragt (Narital.pt2@00). Der genaue
Mechanismus, der die Virulenz bestimmt, ist noch nicht endgtiltighdasselt. Bislang gibt
es Ergebnisse, die Mutationen speziell in den Glykoproteipgaufid E2 als Determinanten
der Virulenz beschreiben (van Gennip et al.; 2004).

Fir die postnatale Infektion mit dem CSFV sind je nach KonstitutioWtges und Virulenz
des Erregers eine perakute, eine akute und eine chronische \Merfaefs beschrieben
(Moennig et al.; 2003). So kann es in Folge der Infektion mit einem hadenten Erreger
zum perakuten Versterben des Tieres ohne messbare Immuninduktion komreengén
Fallen, vor allem nach Infektion mit schwach virulenten CSFV Stéamkaen es auch zum
chronischen Verlauf der Erkrankung kommen. Die Tiere zeigen irtesrande

Krankheitsschibe mit Fieber und Enteritis. Hieraus resultiererzelusng und Tod der
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Tiere. Uber den kompletten Krankheitsverlauf ist Virus im Blut Tiere nachweisbar und
wird wahrscheinlich auch ausgeschieden, was eine weite Verbreaitomiglicht (Handel et
al.; 2004; Choi und Chae; 2003). Bei dieser Verlaufsform wird nur eine eiozande
Immunitat ausgebildet. Bei der Infektion &lterer Tiere und/oder der Infekiibschwach
virulenten CSFV-Stammen kommt es dagegen zu einer kurzen akutesubdénischen
Infektion, in deren Verlauf eine starke zellvermittelte wie hual@immunitat ausgebildet
wird.

Bereits in den ersten Tagen nach der Infektion CSFV-naie¥e kommt es zur Reduktion
aller Lymphozytenpopulationen im peripheren Blut. Extrem sind die COBD8- naiven T-
Helferzellen hiervon betroffen (Summerfield et al.; 2001). Uberdiedié Reduktion der B-
Lymphozyten nicht nur im Blut, sondern auch in den lymphatischen @nghaschrieben
(Susa et al.; 1992). Als Ursache fur die Apoptose der Lymphozytetewelas sezernierte,
virale Glykoprotein Rkns (Bruschke et al.; 1997), sowie vom Virus induzierte zellulare
Faktoren wie TNFe diskutiert (Choi et al.; 2004). Durch den Mangel an Lymphozytenest di
Ausbildung einer adaptiven Immunantwort kurz nach der Infektion nahezesasgssen.
Waéhrend es bei der Infektion mit hochvirulenten CSFV Stammen zu sieéigen
Lymphozyten-Reduktion bis zum Todestag kommt, steigen die Lympmzajien bei
Infektion mit einem schwach virulenten Stamm nach einigenideder an (Summerfield et
al.; 2001). Dadurch ist die Ausbildung einer viruspezifischen ImmunitBitgaantitativ
ausreichender, zellularer Basis wieder moglich.

Sowohl nach dberlebter Infektion als auch nach der Immunisierung netmelCSFV-
Lebendimpfstoff sind neutralisierende Antikorper in den Seren der faefeveisbar. Ebenso
kénnen in den PBMC CSFV-spezifische IFNproduzierende Zellen (Suradhat et al.; 2001,
Piriou et al.; 2003) und zytotoxische T-Lymphozyten nachgewiesedewgiPiriou et al.;
2003).

Neben diesen Beobachtungen in infektionsimmunen Tieren nach Uberstakdarnidreit ist
auch ein Anstieg der unspezifischen Lyse syngener Zellen digcRBMC nicht immuner
CSFV-infizierter Tiere bekannt (Pauly et al.; 1996). Dieser noch ungeklérstand zeigt die
Wichtigkeit einer adaquaten, tierspezifischen Negativkontrolle der Bestimmung
zellvermittelter Immunreaktionen im CSFV-System. Wéahrend desspezifische Anteil der
zytotoxischen Zellen innerhalb der porcinen PBMC das Oberflacheear@®®6 tragt, sind
die Effektoren der unspezifischen Lyse syngener Zellen CD6time@auly et al.; 1996).
Inwieweit diese Abgrenzung auch fir die IfFNsroduzierenden Zellen mdglich ist, wurde
durch die CD6 Depletion der PBMC vor der Durchfiihrung desyENezifischen ELISPOT
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untersucht. Weil nach der Entfernung der CD6 + Zellen aus den PBM@himuaner Tiere
die Spotzahlen nach CSFV-Re-Stimulation das gleiche Niveau dek Btimulierten Zellen
aufwies, konnte gezeigt werden, dass die virusspezifischen ProduzergeriFide
groRtenteils in der CD6 + Fraktion der PBMC lokalisiert sind. (&@schnitt 4.2; Abb. 4.7).
Das porcine Oberflachenantigen CD6 wird auf reifen T-Lymphozytenh dem o/p-T-
Zellrezeptor ko-exprimiert (Pauly et al.; 1996). Somit bestétigeese Ergebnisse die
Aussagen von Rodriguez-Carreno et al. (2002), die in der Durchaufieyie zeigen
konnten, dass die Majoritat der auf Stimulation hin k-sezernierenden Zellen derf T-

Zellrezeptor tragen.

Das Glykoprotein E2 des CSFV als Induzent von Immunreaktionen

Die Bedeutung neutralisierender Antikdrper als wichtiger Bestdralher soliden Immunitat
gegen CSF st unbestritten (Piriou et al.; 2000). Die hier etatbei Ergebnisse
unterstreichen die Wichtigkeit der Induktion neutralisierender ArpioOrals sicheren
prognostischen Parameter fur die Immunitat gegen das CSFVdiAde sind nicht messbare
neutralisierende Antikorpertiter gegen CSFV nicht ausschlaggebéndeifien fehlge-
schlagenen Immunschutz, z.B. nach Impfung mit der attenuierten Lebemsy/ékzEtamm)
(Suradhat et al.; 2001). Um nach der Infektion schnell die Bildung neigrahder
Antikorper in ,geprimten®, aber eventuell noch seronegativen Tierenduzieren, sollte ein
Interventionsimpfstoff deshalb, neben der schnellen Aktivierung zeliitelter Abwehr-
mechanismen, auch die Bildung neutralisierender AntikGrper verursachen.

Als Kandidat fur eine neue vektorexprimierte CSFV ,Subunit®* Kompanemtrde, wie
schon im Baculovirus-Expressionssystem, das Glykoprotein E2 ausgewidsés Dvirale
Glykoprotein ist das Hauptziel der Antikdrperantwort gegen CSFV. ERaknEpitope
CSFV- neutralisierender Antikorper (Weiland et al.; 1990). Ubestiesulieren Peptide des
E2 Glykoproteins PBMC CSFV-immuner Schweine zur Proliferatiom@gol et al.; 2002).
Im BVDV-System wurden CD4+ T-Zellen immuner Tiere neben N88havon E2 zur
Proliferation stimuliert (Collen und Morrison; 2000). Uber diese Erkessgniaus
infektionsimmunen Tieren hinaus, konnte in mehreren experimentelleriz&nszumindest
ein partieller Schutz gegen klinische Symptome der klassischewe®pest durch die
Applikation von E2-Subunit-Vakzinen erzeugt werden. Die Injektion von Bacukvir
exprimiertem Glykoprotein E2 induziert zwar neutralisierendeikérnper, kann aber die

horizontale und vertikale Erregerstreuung nicht vollstandig verhin@awylf et al.; 2001).
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Bei der Applikation E2-kodierender Plasmid-DNA kénnen erst nach meigenal
Applikation neutralisierende Antikdrper gemessen werden (Andrew;e2060; Wienhold,
2002). Die Verwendung verschiedener viraler Vektorsysteme, die hwest replizieren
konnen, erscheint wegen der potentiellen Ausscheidung des Impfvektors usmas dar
folgenden Sicherheitsbedenken ungeeignet (Konig et al.; 1995; Haoftddekinge et al.;
1996; Hammond et al.; 2000; Hahn et al.; 2001). Die Verabreichung von Pegésdf?
fuhrte selbst nach zweimaliger Injektion nicht zu einem vollenddimen Schutz (Dong et al.;
2002). In all diesen Versuchen wurde die Aktivierung der zellverteittdinmunitat nicht
untersucht. Es ist aber bekannt, dass rekombinante Vacciniaviren enaotaliger
Verabreichung einen partiellen Schutz gegen CSFV vermitténi@Ket al.; 1995). Elahi et
al. (1999) konnten in Mausen durch die Immunisierung mit einem BVDV-R&mierenden
Huhnerpockenvirus neutralisierende Antikorper und Zellen, die auf BVIu&ition IFN«y
produzierten, induzieren. Dies waren ermutigende Impulse zur EntwicklengORFV
D1701VrVEZ2 Vektorvakzine und ihrer Prifung im Schwein.

Expression des Glykoprotein E2 durch das rekombinante Parapoxvirus ORFV D1701VrVE2

Um den durch das Glykoprotein E2 vermittelten Schutz zu optimieren, sonarienach
Moglichkeiten, neben der Stimulation der Antikdrperbildung auch die Asktivig der
zellvermittelten Immunreaktion bei der Immunisierung mit diesamisgrotein effektiv zu
gestalten. Eine Madglichkeit, eine Subunit-Vakzine zu entwickeln, dike zellvermittelte
Immunantwort aktiviert, ist die Herstellung rekombinanter Virendiesem Zusammenhang

oft verwendete Viren sind die Mitglieder der FamHexviridae

Charakterisierung des rekombinanten Parapoxvirus ORFV D1701VrIVE2

Aufgrund der postulierten hohen Sicherheit bei der Anwendung im mpehnissiven
Wirtstier Schwein und der andererseits fur diese Tierart hbedenen immun-
stimulatorischen Eigenschaften des Parapoxvirus ovis (Buttner &98bb; Fachinger et al.;
2000a; b), wurde das fur das E2 Glykoprotein kodierende Gen des CSam&aIfort 187
in das Genom des hochattenuierten Parapox-Impfvirus ORFV D1701 @flagir; 1981)
eingesetzt. Als Zielort fur die Insertion wahlte man den vegkalékus des Parapoxvirus.
Dieses nicht essentielle Gen von ORFV D1701 konnte durch die Repoe&rgZ und xgpt
ersetzt werden. Dies fuhrte zu ORFV D1701VrV (Henkel; 1997). Diedetibnsmutante ist

selbst flr das permissive Wirtstier avirulent (Rziha et al.; 1999; 2000).
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Die Mitglieder derPoxviridaesind in der Lage, in viele verschiedene Zelltypen einzudringen.
Es wird eine Anlagerung an die Zelle Uber viruskodierte Rezeptorgaliikosaminoglykane
diskutiert. Fir das Genus Parapoxvirus wird ein Rezeptor fir dakosaminoglykan
Heparinsulfat, das ubiquitar auf Zelloberflachen angetroffen wird, pest¢Ecagliarini et
al.; 2004) Nach der Penetration werden Genprodukte der Pockenviren auckhin ni
permissiven Zellen produziert (Sutter und Moss; 1992). Dementsprechend kogintvitro
Synthese des Glykoproteins E2 nach Infektion mit ORFV D1701VrVE2 sowohl
permissiven, als auch in nicht permisssiven, porcinen Zellen, niittetéinhistochemie und
in der Western Blot Analyse mit den E2-spezifischen, monoklonalen Apékdal8 gezeigt
werden (vgl. Abschnitt 4.1; Abb. 4.3).

Die in-vivo Expression und Produktion des Glykoprotein E2 konnte indirekt Gber die Bildung
E2 spezifischer Antikdrper nach der Immunisierung CSFV-naiver &dewnachgewiesen
werden (vgl. Abschnitt 4.2.2).

Die Sicherheit der Anwendung des rekombinanten Virus ORFV D1701VreE3ahwein
wurde ebenfalls nachgewiesen. Nach keiner der Applikationen kamuresiegativen
Beeinflussung des Allgemeinbefindens der Impflinge. Selbst dashwdllziehen des
naturlichen Infektionsweges durch Aufbringen des Virus auf die verweindatt, fuhrte
weder im Schwein noch im Schaf zu parapoxspezifischen Lasione\baglhnitt 4.1. Abb.
4.4).

Im natirlichen Wirt, dem Schaf, kommt es wahrend der Erkrankunigt raa einer
Ausbreitung auf dem Blutweg (Robinson und Lyttle; 1992). Zur Uberprifungr ei
Virdmiephase im Schwein, wurde eine sehr hohe Dosis der Rekombavegité&Schweinen
I.v. injiziert. Bereits 16h nach dieser Injektion war keine viralAOmehr in den Leukozyten
der Tiere mit einer diagnostischeeminestedPCR nachweisbar (vgl. Abschnitt 4.1). Diese
Beobachtung zusammen mit der Tatsache, dassi-esgro nicht zu einer produktiven
Virusvermehrung in porcinen Zellen kommt, fihrt zu der Annahme, das#jdididn des
Virus nur zur Infektion direkt getroffener Zellen fuhrt. In dieserden offensichtlich virale
Gene, unter ihnen das inserierte Fremdgen E2, exprimiert. Diesterinfektion® st dann
die Immunreaktion aus. Da es bei Orthopockenviren im nicht pewamns8ystem nicht zur
Bildung neuer infektibser Partikel kommt (Sutter und Moss; 1992) liegh akeine
Generalisierung vor. Analog ist auch nach ORFV Applikation im &alhmeine Ausscheidung
des rekombinanten Virus unwahrscheinlich. Tats&chlich konnten in den Serereram die
mit den Impflingen nach der i. m. Injektion im gleichen Stall gelmalvurden, keine E2

spezifischen Antikorper detektiert werden (vgl. Abschnitt 4.2.2.2).
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Fur das Schwein wurde eine immunmodulatorische Wirkung des Paraporvisidur
vermehrungsfahiges (Buttner et al.; 1995b) wie auch inaktivieviess nachgewiesen
(Fachinger et al.; 2000a; b).

In der vorliegenden Arbeit wurde im Schwein untersucht, ob die vermehéimnggsf
Rekombinante die fur ORFV D1701 beschriebene Immunstimulation auSldsohl fur das
Parapoxvirus ovis ein Homolog des IFN-Resistenzgens E3L von Vaagcmis beschrieben
ist (Mclnnes et al.; 1998) konnte nachgewiesen werden, dass por8NMC Pauf
parapoxvirale Stimulation IFN-sezernieren. Die Zellkulturiiberstande ORFV D1701VrVE2
exponierter PBMC besal3en antivirale Wirkung. Somit konnte eine Aklivg angeborener
Immunreaktionen fur das replizierende Virus ORFV D1701Vn\iERitro gezeigt werden
(vgl. Abschnitt 4.1; Abb. 4.5 und Abb. 4.6).

Auch die Induktion von Serum IFN wurde-vivo durch die i.v. Applikation von TOKID 50
des rekombinanten Virus in zwei Schweinen untersucht. 16h nach digdeioh zeigten die
Seren dieser Tiere antivirale Wirksamkeit gegen das VSV.eDkesinte als Typ | IFN-

vermittelt charakterisiert werden, da sie sich als saureresistaasdvgl. Abschnitt 4.1).

Prime-Boostimmunisierung mit dem rekombinanten Parapoxvirus ORFV D1701VrVE2
Es wurden verschiedene Immunisierungsversuche mit dem rekombinavireis
durchgefuhrt. Die Induktion der Immunantwort wurde auf zellularer avch auf humoraler
Ebene vor und nach der Belastungsinfektion mit dem hoch virulenten Ca&RIMSEystrup
untersucht.

Im Rahmen der Unschadlichkeitstests wurde die Applikation (ber diefizkae
Schweinehaut vorgenommen. Die dermale Applikation nicht replizierermd&efviren kann
die humoralen wie auch die zellvermittelten Immunmechnismen aieivi€laracha et al.;
2003). Hier waren allerdings nach der Applikation véh&@Ds, von ORFV D1701VrVE2
auf die skarifizierte Haut keine CSFV-neutralisierenden Anp&bmachweisbar. Bei dieser
Art der Applikation kann die Zahl der infizierten Zellen geringein als nach i. m. Injektion.
Ferner wurde die Effizienz der E2 Expression in der Haut niclehgeviesen. Die
erfolgreiche Immunisierung des nicht permissiven Wirtes UberHdiet wurde mit dem
rekombinanten Parapoxvirus durch eine intradermale Zweitimmunisiedang vorher
skarifizierten Tiere gezeigt, weil diese zur Bildung CSFMtraisierender Antikorpern
fuhrte (vgl. Abschnitt 4.2.2.1).

Eine zweimalige i. m. Applikation des ORFV D1701VrVE2 fuhrt messhon nach

Erstapplikation zur Bildung CSFV-neutralisierender Serumantikdrpernand der Zweit-
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immunisierung immer zu einem Anstieg der Antikorpertiter. (vgl. chibgtt 4.2.2.1; Abb.
4.8). Eine Inhibition der immunologischen Gedéachtnissreaktion gegen dasidénre durch
vektorspezifische Immunitat, wie sie fir rekombinante Orthopoxvireschreben ist
(Gherardi et al.; 2004), war hier also nicht gegeben. Diese Beobgdhiuricht permissiven
Wirt (Schwein) kann aus der Parapoxvirus-Infektion des naturlicherte$Vi(Schaf)
geschlossen werden. Als Reaktion auf die Infektion kommt es zwaginam normalen
adaptiven Immunreaktion auf zellvermittelter, wie auch auf huraoiEbene (Jenkinson et
al.; 1990; Haig et al.; 1996a; b; Anderson et al.; 2001). Im GegensaenzOrthopoxvirus
Infektionen werden jedoch kaum neutralisierende AntikOrper gegelfadtapoxvirus gebildet
(Buddle und Pulford; 1984).

Zwar waren in den PBMC der Impflinge keine signifikanten Anzall&SFV-spezifischer
IFN-y sezernierender Zellen nachweisbar, dennoch waren die Tiere voletdéen
Belastungsinfektion mit dem CSFV-Stamm Eystrup vor klinischenpEymen der Krankheit

geschutzt.

.Prime only*“ Immunisierung mit dem rekombinanten Parapoxvirus ORFV D1701VrVE2
Bei einer Interventionsimpfung sollte Schutz gegen eine Infektibrdem CSFV nicht nur
nach zweimaliger Immunisierung mit dem E2 exprimierenden rekombema@RFV
vermittelt werden, sondern bereits durch einmalige Applikationichtreverden. Aus
Sicherheitsgrinden fand ein nicht replizierendes Vektorsystem Ydamg. Fir nicht
replizierende Pockenviren ist eine geringere Immunogenitat imlafeingzu replizierenden
Rekombinanten beschrieben (Andrew et al.; 1989). Deshalb galt es einaibm@mngs-
strategie zu finden, die eine moglichst schnelle und starke Akinge der Immun-
mechanismen auch ohne produktive Replikation des Virus bewirkt. Deshatibereinée man
die Impfdosis in die tributdren Gebiete verschiedener Lymphknoten f{;siel). Die
schnellere Immuninduktion durch diese ,multi-site“Applikation wurde imnbtden fir die
Impfung gegen Tollwut beschrieben (Warrel et al.; 1984; Madhusudang €0@2). Im
vorliegenden Modell konnten durch diese Verteilung vohKI@s, in zwei von drei Tieren
bereits am Tag 17 nach der Impfung neutralisierende AntikOrpgrgeaiesen werden. In
zwei gleichzeitig mit derselben Dosis in nur einen Muskel immemen Tieren, konnten zu
diesem Zeitpunkt noch keine neutralisierenden Antikorper detektiert wévde Abschnitt
4.2.2.2; Abb. 4.10).

Der positive Effekt dieser Impfdosisverteilung lasst sich uatelerem mit dem Priming in

verschiedenen Lymphknoten erklaren. Auch bei der Immunisierung mitedbendimpfstoff
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kommt es durch die fur diesen beschriebem&ivo Vermehrung und Ausbreitung zur
Stimulation in verschiedenen Immunkompartments (Lorena et al.; 2001).eiba
Vermehrung und Ausbreitung bei ORFV D1701VrVE2 im Schwein nicht vorlgsdite eine
Applikation, die mehrere Lymphknoten erreicht, effizienter sein. Hiagere Ursache fur
die bessere Immuninduktion nach ,multi-site“ Injektion kdnnte darinebest, dass es zu
einer hoheren Zell-Trefferquote kommt. Da es bei der InfektianPockenviren im nicht-
permissiven Wirt nicht zur Bildung neuer, infektiéser Partikel kon(Butter und Moss;
1992), hangt die Menge Fremdantigen, die zur Immuninduktion fihrt, mit hoher
Wabhrscheinlichkeit von der Anzahl infizierter Zellen ab. Eine besgerteilung kbnnte also,
Uber die Infektion einer grolB3eren Anzahl Zellen, zu besserer E2 dSigmeund mehr
produziertem Antigen fuhren. Dies kdnnte dann eine starkere Immunantwort auslose
Obwonhl sie keine CSFV-spezifischen IFNproduzierenden PBMC aufwiesen, waren die
~-multi-site” Impflinge vor der Infektion mit dem CSFV Stamnydfrup geschiitzt. Dies galt
auch fur das Tier, das am Tag der Belastungsinfektion keinebaressneutralisierenden
Antikorper aufwies. Auch die nur in einem Muskel (,single-site8ingpften Schweine
zeigten keine klinischen Symptome der klassischen Schweinepdsth jestellte man bei
ihnen eine zweitagige Fieberphase fest. Die geimpften Tieigten nur eine transiente
Reduktion der peripheren B-Lymphozyten nach der Infektion, wahrend es berkiamkten
Kontrolltier zu einer stetigen verminderung dieser Lymphozytenpaopualahne Erholungs-
tendenz kam (vgl. Abschnitt 4.2.2.2; Abb. 4.13). Diese positive Beeinflussung-deii-B
reduktion nach der Belastungsinfektion ist auch in Folge der Immunisiemihgder
Lebendvakzine beschrieben (Piriou et al.; 2003). Diese Erholung vondait-Reduktion in
Verbindung mit dem bereits erfolgten ,Priming“ von B-Lymphozytemdaglicht es
wahrscheinlich den Tieren relativ schnell nach der Infektion aksigrende Antikdrper
gegen das CSFV zu bilden und so die Infektion zu bekampfen. Wéahrend béibderdie
Impfdosisverteilung (,multi-site”) geschutzten Tiere die Anzdbl CSFV-spezifischen
IFN-y produzierenden PBMC anstieg, konnte in den PBMC der ,single-siteflihge nur
eine grolRere Anzahl der unspezifisch liFNbroduzierenden Zellen nachgewiesen werden
(vgl. Abschnitt 4.2.1.2; Abb4.11). Eine &hnliche unspezifische Aktivierung wardsh
anhand der starken Lyse nicht infizierter, syngener Zellen dwuoiphozyten nach CSFV-
Infektion beschrieben (Pauly et al.; 1996). Zusatzlich berichten ®uinetd et al. (1998b)
von einem aktivierten Phanotyp der T-Lymphozyten in nicht immunen GSfiderten
Schweinen. Ein weiteres Indiz fur die kurzzeitige EtablierungBé¢astungsinfektion in den

»Single-site* Impflingen ist, dass ein, am Tag nach der Infektionhnen gestelltes CSFV-

110



Diskussion

naives Tier, an CSF erkrankte. Es kann also von einer Erregeradsescheieser Tiere
ausgegangen werden. Im Gegensatz hierzu kam es zu keineaginegtdes Belastungsvirus
durch die ,multi-site” immunisierten Tiere auf ihren zugestallt naiven Stallgenossen.
Selbst zwei Monate nach der Zustallung hatte dieses Kontrddkiee CSFV-spezifischen
Antikorper im Serum (vgl. Abschnitt 4.2.2.2). Aus diesem Pilotexperirgehen Hinweise
fur die hohere Effektivitat nicht replizierender Vektorimpfstoffierch die Impfdosis-
verteilung (,multi-site* Applikation) hervor.

Als die Effektivitat der ,multi-site® Immunisierung in PloufragaRrankreich, tGberprift
wurde, kam es jedoch zur Virustransmission auf CSFV-naive Schwemshlsin der
ORFV D1701VrVE2 ,multi-site* geimpften Tiergruppe, als auch in Hentrollgruppe, in
der die Tiere mit der attenuierten Lebendvakzine geimpft wordeenyIn diesem Versuch
teilten die Zustallkontrollen mit den Impflingen am Tag der Balagsinfektion den Stall und
waren nur durch eine Holzbarriere von diesen abgetrennt. Deshalb lwkstéhibglichkeit,
dass die naiven Tiere nicht durch Virus, das von den Impflingen absggsc wurde,
sondern durch ein bei der intranasalen Belastungsinfektion entstanfiere®l infiziert
wurden. Diese Art der Aerosol-Transmission innerhalb des Stallbiterde fir das CSFV

experimentell gezeigt (Dewulf et al.; 2000).

IFN-y Produktion nach der Applikation von ORFV D1701VrVE2

Wahrend der Infektion des natirlichen Wirtes wird eine {FMwtwort gegen das
Parapoxvirus ausgelost. Diese konnte lokal durekitu Hybridisierung IFN-spezifischer
MRNA in der Hautlasion des Schafes bei einer Re-Infektion gemerglen (Anderson et al.;
2001). Bei Re-Infektionen wurden ab dem ersten Tag vermehrt CD4+ und TDB8+
Lymphozyten in den afferenten Lymphbahnen, die die Lasion dri@njegefunden. Ab Tag
drei nach der Re-Infektion sezernieren diese Zeflentro ohne weitere Stimulation 1FN-
(Yirrell et al.; 1991a; b; Haig et al.; 1992; 1996a; b). Die systemische ImmuoraimtwSchaf
ist bislang nicht ausreichend untersucht.

Im porcinen System konnte die Induktion von INs-vitro in naiven PBMC ab Tag drei
nach der Stimulation mit inaktiviertem Parapoxvirus ovis gezgegytlen. Dies war jedoch
nicht Ausdruck einer adaptiven Immunantwort gegen das Parapoxvirus, sonddm aigir
Effekt eines viruseigenen“Superantigens” charakterisiert (Faahat@e.; 2000a).

Dennoch konnten weder nach der einmaligen Injektion von ORFV D1701VrVEZ2, noch durch
eine homologe Auffrischungsimpfung direkk-vivo signifikante Anzahlen CSFV-spezifi-
scher IFNy produzierender Zellen innerhalb der PBMC nachgewiesen werden paghaitt
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4.2.2; Abb. 4.9 und 4.11). Eine geringe Frequenz fremdantigenspezifischer Kefiate
abhangig vom exprimierten Fremdgen auch fir rekombinante MVA-Vekg@esigt werden
(Smith et al.; 2005). In diesem Zusammenhang kénnte die hier angewan&ROT-
Methode nicht ausreichend sensitiv zur Detektion der wenigen geprifiellen sein, zumal
hier immer adequate Mock-Kontrollen mitegefthrt wurden.

Wie fur die anderen Mitglieder der Familie dBoxvirirdae sind auch fur das Genus
Parapoxvirus einige zum Vorteil des Virus immunmodulierende Gesehbeben (Haig und
Mcinnes; 2002). Uber die Wirksamkeit dieser Faktoren im nicht pexais§Virt ist bislang
wenig bekannt. Da sie jedoch oftmals gro3e Homologien zu Genen dé&ssWries
aufweisen wird postuliert, dass sie im Verlauf der Ko-Evolutiondmms Genom des Wirtes
in das Genom des Pockenvirus tUbergegangen sind (Nash et al.; 1999\ URiesfur eine
hohe Wirtsspezifitat fur die natirliche Wirtsspezies sprecheatsachlich konnte ein
inhibitorischer Faktor gegen das GM-CSF und das IL-2 (GIF) imo@edes Parapoxvirus
ovis entdeckt werden. Dieser erwies sich als extrem spdzifisd interagierte mit ovinen
aber nicht mit humanen Zytokinen, obwohl der Mensch auch einen peenid4iirt fir das
Virus darstellt (Deanne et al.; 2000). Fur ein ORFV-kodiertes dfimgndes IL-10 ist
hingegen die Wirksamkeit auf murine Immunzellen beschrieben (Flezhialy, 1997; 2000;
Imlach et al.; 2002; Lateef et al.; 2003). Dennoch konnte eine uni@ebitigte
Immunogenitat parapoxviraler Vektorvakzinen in dieser Spezies naclsgewierden (Rziha
et al.; 2000; Fischer et al.; 2003; Henkel et al.; 2004).

Heterologe Prime-Boost Immunisierung mit Baculovirus exprimiertem E2 und ORFV
D1701VrVE2

Die effektive Aktivierung speziell der zellvermittelten Mecismen der adaptiven
Immunantwort durch ein heterologeBrime-Boos Regime ist mehrfach beschrieben
(Ramshaw und Ramsay; 2000; Woodland; 2004). Dieses Phanomen konnte in der
vorliegenden Arbeit auch bei der Kombination des Baculovirus-expranierE2-
Glykoprotein mit dem rekombinanten Parapoxvirus im Schwein gezeigteweNach der
heterologen Auffrischungsimpfung konnten grof3e Zahlen CSFV-spéafisiFNy
sezernierender Zellen innerhalb der PBMC der Impflinge giesfiarwerden (vgl. Abschnitt
4.2.2.3; Abb. 4.16). Hausmann et al. (2005) konnten in der Maus zeigen, dass degkomol
Boost mit rekombinantem Parapoxvirus nur marginal zytotoxische [€Zalduziert. Nach
der Anwendung des Parapoxvirus als heterologe Auffrischungsimpfwig Exstimmuni-

sierung mit einem rekombinanten Vaccinia-Virus, welches dashgldProtein exprimierte,
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konnte allerdings eine gute virusspezifische Lyse infiziertsdled durch die Immunzellen der
geimpften Mause gesehen werden.

Fur die relativ schlechten Ergebnisse homologer Auffrischungsimefungit Vektor-
vakzinen auf zellularer Ebene werden verschiedene Erklarungsansatze miskutie

Eine Ursache konnte die teilweise oder vollstdndige Neutraligiesles Impfvektors bei der
Auffrischungsimpfung sein, wie sie fur Orthopockenvektoren beschrisbéGherardi et al.;
2004). Diese wirde die Expressionseffizienz mindern. Gegen daspoRaras werden
allerdings kaum neutralisierende Antikorper gebildet. Wéhrend bei diopoxviralen
Vektorsystemen auch auf humoraler Ebene kein positiver Effek@alkérischungsimpfung
zu sehen ist, konnte dieser fur das rekombinante Parapoxvirus geeetginw(Abschnitt
4.2.1.1; Abb. 4.8).

Ein weiterer bei der Erstimmunisierung ausgeloster Effekt kodigelnduktion vektor-
spezifischer IL-10-sezernierender Zellen sein. Dieses Zytokis, dla zellvermittelte
Immunantwort suprimiert, wirde dann bei Zweitkontakt mit dem Vektaemiert. Diese
Hypothese konnte durch Versuche mit Mausen bestatigt werden, denknld@da&en fehlt.
Bei diesen Tieren konnte trotz bestehender Papillomavirusimmuimitét zellvermittelte
Immunreaktion gegen ein mit diesem Vektor appliziertes Antigene&istgwerden. Im
Gegensatz hierzu zeigten Mause, die IL-10 bilden konnten, keine zettedam
Immunreaktion gegen das Impfantigen, wenn sie bereits vorher mit\@ktor Kontakt
hatten (Liu et al.; 2003).

Ein weiterer Erklarungsansatz fur die geringe Effektivitét homologen Auffrischimpfung
ergibt sich aus der Hierarchie der T-Zell-Epitope. Bei mvediger Applikation des gleichen
Impfstoffes fuhrt diese zur Selektion von Lymphozyten bestimmtezifgge (Palmowski et
al.; 2002; Subbramanian et al.; 2003). Bei poxviralen Vektorsystememud#m ein
Verhaltnis vektorspezifischer Zellen zu fremdantigenspezifiscBeilen bis zu 30:1
beschrieben (Harrington et al.; 2002). Somit kbnnte die zellvertaiti@munantwort gegen
das E2 Glykoprotein auch von dominanten Epitopen des Vektors unterdriickt werden.
Wird das Parapoxvirus als heterologe Zweitimmunisierung eitgjesst die negative
Beeinflussung der zellvermittelten Immunreaktion durch bestehéelrimmunitat nicht
gegeben.

Zusatzlich kann sich noch positiv auswirken, dass bei der heterologetinZpfung nur
gegen die Epitope des E2 eine Gedachtnisreaktion ausgeldost wird (Woodzow);
Wahrenddessen wird gegen die Epitope des Vektors nur die retdwachere und

langsamer einsetzende Primarreaktion ausgeldst. Den flr die Egesie2 spezifischen T-
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Lymphozyten steht somit der Grol3teil der antigenpréasentierendéen 42eid von diesen
gebildeten Zytokine zur Verfigung (Palmowski et al.; 2002). Es koautamatisch zur
Selektion der E2-spezifischen Zellklone, die in gro3er Zahl alsvV&pEzifische Effektor-
zellen detektiert werden konnten (Abschnitt 4.2.2.3; Abb. 4.16).

Die Belastungsinfektion als heterologe Boost-Immunisierung

Vordermeier et al. (2004) konnten zeigen, dass der heterologe Boa$trbeiduktion der
zellularen Immunantwort gegen ein Pathogen nicht nur die Effektizitégier Subunit-
Vakzinen verbessert, sondern auch positive Effekte erzielt, wener aler beiden
angewandten Impfstoffe ein attenuierter Erregerstamm ist. EircénlAblauf ist bei einer
Interventionsimpfung gegeben. Die mit der Subunit-Vakzine immuresiéiiere kommen in
Kontakt mit dem Feldvirus. Letzteres reprasentiert dann diedheger Auffrischimpfung, da
es zum Zweitkontakt mit dem Antigen kommt, das in der Vakzine enthake. Tatsachlich
konnten in ORFV D1701VrVE2 Impflingen nach der Belastungsinfektion méRN-y
Produzenten im ELISPOT detektiert werden, als zu gleichen ZeigrumktTieren, die mit
dem Lebendimpfstoff immunisiert worden waren. Auch war die nacBelastungsinfektion
gemessene humorale Immunantwort bei den Tieren, die das rekombiriaiRté éhalten
hatten, signifikant gro3er, als bei Tieren, die mit dem CSFmi8tgChinese” immunisiert
worden waren (vgl. Abschnitt 4.2.2.2; Abb. 4.14).

Uber diese ,Verstarkung® der sekundaren Immunantwort bei heterolBgene-Boost
Regimen kann also eine hohe Effektivitat von Subunit-Impfstoffen pestwerden. Zwar
kommt es bei der Immunisierung mit nur wenigen Antigenen eindé®dats auch nur zur
Immuninduktion gegen diese Bestandteile. Jedoch kann der Nachteil der geriBgste der
Immunantwort durch eine starkere Antwort bei Kontakt mit dem Ggsdhogen
(Belastungsvirus) teilweise oder ganz ausgeglichen werden.s D¥eheint den
Wirkungsnachteil der Subunit-Vakzinen zu mindern, den man als Preisdigir

Markerkomponente in Kauf nehmen muss.

Das Lipoprotein L-Oprl als Adjuvans bei der Immunisierung mit dem Glykepr&2

Parallel zum Hauptziel der vorgelegten Arbeit, nAmlich der Eiktwig und Erprobung eines
neuen parapoxviralen Vektors, wurde nach weiteren Verbesserogigdmeiten der

Glykoprotein E2 vermittelten Schutzwirkung gesucht. Es sollte nebeistdaulation der
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Antikorperbildung auch die Aktivierung der zellvermittelten Immunreaktiormet diesem
Protein gunstig beeinflusst werden.

In der zugelassenen Vakzine wird ein klassisches Ol-in-Wasavans mit seinen
bekannten Nachteilen der Granulombildung eingesetzt (Goto; 1978). Ae &eBen wurde
bei der Impfung von Tieren mit dem Baculovirus-exprimierten E2 Pralas Lipoprotein L-
Oprl der ausseren Membran vétseudomonas aeruginosaigesetzt. Dieses Lipoprotein
wurde als starker Induzent zellvermittelter Immunmechanismelansmodell beschrieben
(Cote-Sierra et al.; 2002). Diese Wirkung konnte auf die Interaktiblemy murinen TLR-2
und daraus resultierende Maturierung der antigenprasentierenden @dAC) zurickgefuhrt
werden (Hertz et al.; 2001). Zusatzlich werden TLR-2-Ligandén skektiv von den APC
internalisiert und Uber MHC-II-Molekile prasentiert (Schjetnealet 2003). Fir porcine
Makrophagen ist Uberdies die Effektive Aufnahme und MHC-I-Présentaon L-Oprl
bekannt. Dies wird bei der Verwendung von Antigen-L-Oprl-Fusionsproteinsgeautzt
(Leitao et al.; 1998).

In den immunisierten Tieren konnte ein Effekt des Adjuvans auf die Bildengalisierender
Antikorper gezeigt werden. Wahrend alle Tiere, die das Adjuvemdten hatten, vor der
Belastungsinfektion neutralisierende Antikorper aufwiesen, konnterkdpgr mit dieser
Funktion nur in einem der Tiere nachgewiesen werden, die die gMihge E2 jedoch ohne
L-Oprl erhalten hatten (vgl. Abschnitt 4.2.3; Abb. 4.18). Diese Stitoula der
Antikorperbildung durch das Lipoprotein konnte im Mausmodell ebenfalls dezeiglen.
Diese kommt hier bei vergleichbaren Titern der Antikérper vom psdtyG; durch die
starkere Bildung von Antikérpern des Isotyp hggbistande (Cote-Sierra et al.; 2002).
Jedoch konnten unabhangig von der Anwendung des L-Oprl keine CSFV-speziffSghen
produzierenden Zellen vor der Belastungsinfektion innerhalb der PBMCgeaidsen
werden. Diese mangelnde Induktion der zellvermittelten Immunantstonnter Umsténden
auf die Darreichungsform des Impfstoffes zurtickzufihren. Ein wichiMgehanismus zur
Stimulation der zellvermittelten Abwehr durch das L-Oprl istldternalisierung und MHCI-
Prasentation des fusionierten Antigens. Da ein solches Fusionsprotgimariag, wurde mit
einer E2 L-Oprl-Mischung immunisiert. Die geringere Stirtiala der zellvermittelten
Abwehrmechanismen durch das Adjuvans in Antigen-L-Oprl-Gemischeraust dem
Mausmodel bekannt (Cote-Sierra et al.; 2002).

Nach der Belastungsinfektion zeigten die Rezipienten des L-@pdldicher applizierter E2-
Antigenmenge mildere Symptome des CSF. Dieses Ergebnis wdsrantl der besseren

Bildung neutralisierender Antikorpertiter in den Tieren dieser Gruppe zuterwar
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Neben den milderen Krankheitssymptomen fiel am Tag 7 nach dastBedjsinfektion noch
eine grolRere Anzahl CSFV-spezifischer Ifrldroduzierender Zellen in den PBMC der Tiere
auf, die das Adjuvans und die hohe Antigendosis erhalten hatten (vghmbgk2.3; Abb.
4.19). Diese kann jedoch nicht unbedingt auf die Wirkung des Adjuvans gefibkt
werden, da eines der vier Tiere, die kein Adjuvans erhalten hagegleichbare IFN¢
ELISPOT Ergebnisse aufwies.

Fur das Lipoprotein L-Oprl vo®sedomonas aeruginosann eine Stimulation humoraler
Immunmechanismen im Schwein nach den vorliegenden Ergebnissen angenoenen.
Uber diese kann auch die bessere Protektion gegen die CSFV-Infektiart ardden. Fir
die Stimulation der zellvermittelten Immunantwort gab es im @gehden Versuch keine
eindeutigen Hinweise. Eine abschlieRende Bewertung der Wirksadigsés Adjuvans im
Schwein sollte aber erst nach Untersuchungen mit L-Oprl-Fusionsprotziioggen.

Immunisierung mit dem Nicht-Struktur-Protein NS3

Nach der Immunisierung mit dem Lebendimpfstoff kommt es schraliexiner messbaren
Aktivierung der zellvermittelten, als der humoralen Immunitat, st erst ab Tag 21
nachgewiesen werden konnte (Suradhat et al.; 2001). Da Tiere voirdeidion geschutzt
sein konnen, ehe die Ausbildung neutralisierender Antikdrper im Seruhweigbar ist,
scheint die Induktion einer starken zellvermittelten Immunitat eamtwges Kriterium in der
Schutzausbildung zu sein. Peptide des Nicht-Strukturproteins NS3 stenutiee PBMC
CSFV-immuner Tiere zu starker Proliferation (Armengol et 2002). Ahnliches ist fur das
nah verwandte BVDV beshrieben (Collen et al.; 2002). Zusatzlich konnan éflal. (1999)
durch die Immunisierung mit einem rekombinanten Adenovirus, das das MN&8Pdes
BVDV exprimierte, virusspezifische IFN-sezernierende Zellen in M&usen induzieren. Ein
Epitop CSFV-spezifischer cytotoxischer T-Zellen wurde flur das Hidlokompatibilitéats-
Inzuchtschwein im C-terminalen Bereich des NS3 beschrieben (Btaly, 1995). All dies
weist auf eine Bedeutung von NS3 bei zellvermittelten Immuneeki gegen das CSFV
hin, weshalb hier seine immunisierenden Fahigkeiten und letztenddicie snogliche
Schutzinduktion geprift wurden.

Die Immunisierung mit bakteriell exprimiertem NS3 Protein @&FV unter Verwendung
von Freund’schem Adjuvans fiihrte zur Bildung NS3 spezifischer Antikddigeim Western
Blot und ELISA nachweisbar waren (vgl. Abschnitt. 4.2.4; Abb. 4.21 und 4.22). Dennoch
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besalRen die Seren der Tiere weder vor noch nach der Belastekiiysmheutralisierende
Potenz. Dieses Phanomen beschrieben schon Bolin und Ridpath (1989) fir daé B&D
konnten in frih nach der Immunisierung mit einem Lebendimpfstoff gewonrgsren NS3-
spezifische Antikorper nachweisen. Diese Seren enthielten jedoche kBVDV-
neutralisierenden Titer.

Bei den NS3 Impflingen kommt es offensichtlich erst bei der Bedgsinfektion zum
Kontakt mit den Virusproteinen, die neutralisierende Antikdrper induziddee Produktion
dieser Antikérper kann deshalb wahrscheinlich zeitlich nicht vor @esssiven Reduktion der
B-Lymphozyten beginnen (Susa et al.; 1992). Moéglicherweise istnuassive B-Zell-
Depression in der Peripherie Ausdruck nachhaltiger Storungen dalldgenese, deren
weitere Folge das Ausbleiben der Bildung neutralisierender Antikotper is

Die NS3-Subunitvakzine fuhrte nach zweimaliger Applikation zu einesshaen Induktion
IFN-y produzierender Zellen innerhalb der PBMC der Impflinge (vgl. Abst4.2.4; Abb.
4.23). Dennoch war die ausschliel3lich gegen das NS3 gerichtete Immunamtbin der
Lage, die Impflinge gegen eine Infektion mit dem CSFV zu schitige Impflinge
erkrankten nach der Belastungsinfektion im gleichen Mal3e wie g@impftes Kontrolltier
(vgl. Abschnitt 4.2.4).

Dass die zellvermittelte Immunitat allein nicht in der Lagfe vor einer Infektion mit dem
CSFV zu schitzen, konnten auch Piriou et al. (2000) zeigen, die durchss@repal ransfer
von T-Lymphozyten aus CSFV-immunen Schweinen auf naive Tiere diktilori mit dem
Virus nicht beeinflussen konnten.

Die NS3 Impflinge zeigten nach der Belastungsinfektion eine Abnabere CSFV-
spezifischen IFN:produzierenden Zellen. Diese Beobachtung kann als funktionelles Korrelat
zu der mehrfach beschriebenen Reduktion der T-Zellen im periphevenvwihrend der
CSFV-Infektion, aufgefasst werden (Markowska-Daniel et al.; 199®nnserfield et al.;
1998b; 2001).

Die durch die Immunisierung mit einer NS3-Subunit-Vakzine ausgeldstunantwort ist
trotz der guten Aktivierung der zellvermittelten Immunmechanismeht in der Lage, vor
einer Infektion mit dem CSFV zu schiitzen. Dies kann unter anderaieauinfahigkeit der

induzierten Antikdrper zurtickgefiihrt werden, das CSFV zu neutralisieren.
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AbschlieRend lasst sich sagen, dass Schutz vor dem letalen Ausgarkiasischen
Schweinepest durch die Applikation des E2 Proteins gezeigt werden ekobats
Parapoxvirus ovis stellt fir die Applikation dieses ,Subunit® ProtémsSchwein einen
vielversprechenden Vektor dar. Es zeichnet sich durch hohe Sithendeeine effiziente
Fremdgenexpression im nicht permissiven Wirtstier aus. DurclGdi®e seines Genoms
stellt es viele potentielle Insertionsorte zur Verfugung. Ingegbsatz zu orthopoxviralen
Vektorsystemen kommt es nicht zu einer starken Immunreaktiom gegsen Vektor, was
die mehrfache Applikation moglich macht. Im nicht permissiven Widsitzt das
Parapoxvirus immunmodulatorische Eigenschaften, die eine Adjuvanska&hiickung fur
das exprimierte Antigen haben konnten. Dadurch war es mdglichtshessh einmaliger
Applikation eine Protektion gegen das CSFV zu erzeugen. Vor allenh molec
Impfdosisverteilung (,multi-site* Applikation) des rekombinanten Paxvirus ovis ORFV
D1701VrVE2 konnte in einem Pilotprojejekt eine relativ schnelle, protektive Immuniodukt
gezeigt werden. Diese sollte in gréRer dimensionierten Versublestitigt und eine
Anwendung des ,multi-site* Konzeptes speziell fur Interventionsimisierungen tberdacht
werden

Sowohl nach der Belastungsinfektion, als auch in einerme-Boost Regime mit
Baculovirus-exprimiertem E2 Protein und der Parapoxrekombinante, konnteositive
Wirkung der heterologen Zweitimmunisierung auf die Induktion der zellvesiten
Immunreaktion nachvollzogen werden.

Fur das Adjuvans L-Oprl konnte eine Stimulation humoraler Immunmechanigezeigt
werden. In wie weit es, Uber seine bessere Vertraglichkeit hieges, Fortschritt gegeniber
einem klassischen Ol-in-Wasser-Adjuvans darstellt, bleibt zu klaren.

Das ,Subunit® Protein NS3 stellte sich als starker Induzent \C§fezifischer IFNy
produzierender Zellen heraus, konnte jedoch weder neutralisierend@rfati noch einen
Schutz vor der CSF induzieren. Durch die Applikation von NS3 zusammeB2nkbnnten
zellvermittelte und humorale Immunmechanismen aktiviert werderunted Umsténden ein

komplexerer Schutz der Impflinge bewerkstelligt werden.
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6 Zusammenfassung

Da es immer wieder zu Ausbriichen der klassischen Schwein€s#s) i der Europaischen
Union kommen kann, besteht Bedarf nach einer Vakzine, die in einer Intenggmipfung
eingesetzt werden kann. Da die hierfur bislang zugelassene HRIn® Vakzine keine
ausreichende Protektion vermittelt, wurde nach Mdglichkeiten gesucht,ddech E2
vermittelten Immunschutz vor allem auch auf der zellularen Ebene zu verbesse

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht das zu diesem Zweck entwiekeékombinante
Parapoxvirus ovis ORFV D1701VrVE2. Sowohl die Expression des inser{édes in nicht
permissiven, porcinen Zellen, als auch die Apathogenitat der Vektoneakai das Schwein,
wurden gezeigt. Eine Stimulation angeborener Immunreaktionen (inmateinity) im
Schwein wurde beispielhaft durch die Bildung von l&ENmd antivirale Aktivitat fur die
Vektovakzine nachgewiesen. In mehreren Impfversuchen trat die BilduBV-C
neutralisierender Antikérper bereits nach einmaliger Immunisgerein. Der Schutz der
geimpften Tiere vor einer letalen Belastungsinfektion, eindglidie des Ausbleibens von
Fieber und der Erholung von der typischen B-Lymphozyten-Reduktion wurgieherrEin
kurzer Zeitraum zwischen Immunisierung, detektierbaren neugralimien Antikorpertitern
und Infektionsschutz war in einem Pilotversuch durch die Verteilundnagidosis auf vier
verschiedene Injektionsstellen (,multi-site” Applikation) re&ibiar. So geimpfte Schweine
Ubertrugen, im Gegensatz zu klassisch, nur in einen Muskel immtensi€reren, das
Belastungsvirus nicht auf ein zugestalltes naives Tier. Waheendei homologer Zweit-
immunisierung mit ORFV D1701VrVE2 zwar zum Anstieg der Serumargititer kam,
konnten keine IFN-produzierenden Zellen unter den PBMC der Impflinge detektiert werden.
Dies &ndert sich, wenn das rekombinante Parapoxvirus in einem bg&r&rime-Boost
Impfregime mit Baculovirus-exprimiertem E2 Protein eingdsetmrde. Ein ahnlicher
positiver Effekt auf die IFN- produzierenden Zellen wird evident, wenn die
Belastungsinfektion nach erfolgter Impfung mit ORFV D1701VrVE2taterologer Boost
wirkt. Hier waren nach der Infektion mehr IFNproduzierende Zellen in den PBMC der
Impflinge detektierbar, als bei Tieren, die vor der Infektion mit einem CIS#Fdéndimpfstoff
(homolog) immunisiert worden waren.

Die zusatzlich durchgefuhrte Prufung des Effektes des Lipoprot@prLvonPseudomonas

aeruginosaauf die Immunogenitat des Baculovirus-exprimierten E2 zeigtie ppsitive
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Beeinflussung der humoralen Immunantwort, jedoch im vorliegenden Verkemen
Einfluss auf zellvermittelte Inmunmechanismen.

Die Immunogenitat einer zweiten Untereinheit des CSFV, debt{$trukturproteins NS3,
wurde untersucht. Dieser Bestandteil des CSFV wurde als guiduzdnt [FNy

produzierender Zellen charakterisiert. Die nach der Immunisierebgdgten Antikorper
neutralisierten das CSFV allerdings nicht und die Tiere wareht nior einer letalen

Belastungsinfektion geschutzt.
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Summary

Recombinant parapoxvirus vaccine against classwaie fever:
comparative characterization of immune reactiorsaime

Despite good efforts in eradication of classical swine fe€&HV) within the EU massive
disease outbreaks cannot be excluded. Therefore an “intervention viaocgtegtegy” is one
option in legal EU combat strategies against CSF. At the moare®2 subunit vaccine is
licensed in the EU but possibly can be replaced by an improvetgaocachieve optimal
stimulation of the humoral as well as the cellular immune respoii$e aim of the present
work was the generation of a new Parapoxvirus ovis vector expgebs E2 glycoprotein of
CSFV which was named ORFV D1701VrVEZ2. It could be successfullypdstrated that his
vector vaccine efficiently expresses the foreign gene even lis ok swine as a non
permissive host. It was shown to be completely avirulent for pigs.véhtor is a potent
stimulator of IFNe. and VSV antiviral activity in porcine PBMC supernatants. In sdve
animal immunisation experiments with swine ORFV D1701VrVE2 inducesiF\C
neutralizing serum antibodies already after a single apijplicatmmunized piglets were
protected against lethal CSFV challenge and did not develop fewwacindted and
challenged animals recovered from the characteristic C88¥ced B-cell reduction. The
distribution of the vaccine dose over four intra-muscular injections s{taulti-site
application) led to a rapid induction of neutralizing antibodies analtd protection from
CSF after a single vaccination. In contrast to single sitrinated animals, multi-site
vaccinated piglets did not transmit the challenge virus to a nanteale Two successive
vector virus applications in a homologous prime-boost regimen did not provdke |
producing cells among PBMC. However, a heterologous prime-bogstnae as a
combination of prime with baculovirus expressed glycoprotein E2 followdmbbst with the
parapoxvirus vector induced high numbers of KIgroducing cells. A similar beneficial
effect became evident when the challenge infection mimicked théeba@ecination after a
single vector prime. In contrast when the challenge CSFV wasedpafier a homologous
prime with modified live CSFV vaccine the immunised piglets respbmdth lower numbers
of IFN-y producing cells as well as lower titres of CSFV-neutralizing semitibodies.

In additional experiments the adjuvant effect of lipoprotein L-Oprl Pseudomonas

aeruginosawas tested in combined administration with baculovirus expressed Eglets
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using sub-optimal doses of the E2 protein. The adjuvant showed a bereffiecalon the
formation of CSFV neutralizing serum antibodies but had no influence on the number of
IFN-y producing cells in piglets before challenge.

As another important CSFV subunit the immunogenic properties &.tleli produced non
structural protein NS3 have been tested. Although NS3 induced high a&mafuifEN<y
producing cells in PBMC of vaccinated piglets their serum antisodid not neutralize
CSFV and even after two booster vaccinations the animals wereatettpd against lethal
CSFV challenge.
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8 Anhang

Verzeichnis der Abkirzungen

a alpha

Abb. Abbildung

APS Ammoniumpersulfat

ATCC American Type Culture Collection
Bluo-Gal hologeniertes Indoly®-D-Galactosid
bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

Y gamma

°C Grad Celsius

CD Cluster of Differentiation

Ci Curie

cpe cytopathogener Effekt

CTL cytotoxische T-Lymphozyten

Da Dalton

dCTP 2 -Desoxy-Cytidin-5"-triphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat

d.h. das heif3t

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DTT Dithiothreitol

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ER Endoplasmatisches Retikulum
FBS fotales bovines Serum

g Gramm bzw. relative Zentrifugalbeschleunigung
GIF GM-CSF-inhibitorischer Faktor

GM-CSF Granulocyte-Macrophage-Colony-Stimulating-Factor
h Stunde

IFN Interferon

lg Immunoglobulin

IL Interleukin

ITR Inverted Terminal Repeats

kb(p) Kilobasen(paare)

kDa Kilodalton

I Liter

m milli

M Molaritatseinheit

MCS multiple cloning site

MEM Minimal Essential Medium

ng Mikrogramm

MHC Major Histocompatibility Complex
min Minute

MOI multiplicity of infection (Infektionsdosis)
MRNA messenger RNA

MVA modified vaccinia virus Ankara
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ng Nanogramm

NK Zelle Naturliche Killerzelle

nm Nanometer

Nt Nukleotid

O.D. optische Dichte

ORFV Orf Virus

p Plasmid

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PE Phycoerythrin

Pen Penicillin

p.i. post infectionem

POD Peroxidase

PPV Parapoxvirus

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

RT Raumtemperatur/ Reverse Transkription
S. siehe

SSC Standard Saline Citrat

SSPE Standard Saline-Phosphat-EDTA
Strep Streptomycin

Tab. Tabelle

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA

TE Tris-EDTA

TEAB Triethanolamin-Puffer

TEMED N,N,N",N",-Tetramethylethylendiamin
Th-Zelle T-Helferzelle

TK Thymidinkinase

Tm Schmelztemperatur

Tris Trishydroxymethylaminoethan

U Unit

uv Ultraviolett

Vv Volt

VACV Vaccinia Virus

vegf vascular endothelial growth factor
viv Volumeneinheit pro Volumeneinheit
wiv Gewichtseinheit pro Volumeneinheit
ZNS Zentralnervensystem

% Prozent

Fur die Bezeichnung von Nukleotiden und Aminosauren wurden die international
gebrauchlichen 1UB-Einbuchstaben-Codes verwendet.
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