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Einleitung 1

1 Einleitung

Das Virus der Bovinen Virusdiarrhoe / Mucosal Disease (BVDV), ein Pestivirus aus der
Familie der Flaviviridae, wurde 1946 erstmals im Zusammenhang mit einer Durchfall-
erkrankung bei Rindern beschrieben (Olafson et al., 1946). BVD/MD ist eine weltweit ver-
breitete Rinderkrankheit, die zu hohen $konomischen Verlusten fYhrt. Die Krankheit ver-
ISuft meist subklinisch, kann aber auch zu enteralen und respiratorischen Symptomen
fYhren. Die Infektion tragender Rinder hat FruchtschSden und Aborte zur Folge. Eine Be-
sonderheit ist die Entstehung von persistent infizierten (PI) Tieren, die 0,5-1,5% aller Rin-
der in Deutschland ausmachen und hauptverantwortlich fYr die Virusverbreitung sind (Or-
ban et al,, 1983; Liess, 1985; Liess et al., 1987; Houe, 1995). Die Infektion von serologisch
negativen KYhen mit nichtzytopathogenem BVDV wShrend des ersten Drittels der TrSch-
tigkeit fYhrt zu PFTieren, die meist gesund zur Welt kommen und das Virus lebenslang in

gro8en Mengen ausscheiden.

BekSmpft wird die BVD/MD in Deutschland unter anderem durch Impfung. Dies gestaltet
sich jedoch schwierig, da die Anforderungen an eine BVD-Vakzine so hoch sind, dass sie
bisher von keiner kommerziell erhSltlichen Vakzine volstSndig erfYlit werden. Zur Auswahl
stehen attenuierte Lebendvakzinen, die zwar eine protektive ImmunitSt induzieren, aber
selbst VirSmie und Impfvirusausscheidung zur Folge haben k3nnen, und inaktivierte Vak-
zinen, die zwar weder zu VirSmie noch zu Kontakttierinfektionen, aber auch nicht immer
zur vollstSndig belastbaren ImmunitSt fYhren. Mit modernen Methoden der Mdekularbio-
logie versucht man, die Vorteile beider Systeme zu kombinieren. Sehr vielversprechend
sind dabei neben Spalt- und Vektorvakzinen sog. Pseudovirionen. Diese sind selbstSndig
replizierende Deletionsmutanten (= Replikon), die nach trans-Komplementierung nicht im

Stande sind, infektiSse Nachkommen zu erzeugen (= defective in second cycle, DISC).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die in vitro-Charakterisierung und Trans-
Komplementierung eines BVDV-Replikons (ncp7! C) und die anschlie§ende experimen-
telle Immunisierung von KSlbern mit komplementierten ncp7! C-Pseudovirionen, wobei
deren ImmunogenitSt und Eignung als neuartiger BVD-Impfstoff experimentell geprYft

wurde.
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2 Schrifttum

2.1 Das Virus der Bovinen Virusdiarrhoe

2.1.1 Virusstruktur und -taxonomie

Das Virus der Bovinen Virusdiarrhoe (BVDV) ist als Mitglied des Genus Pestivirus
ein behYlltes Virus mit einem Durchmesser von 40-60 nm, das aus viraler RNA,
einem sie umgebenden Kapsid und einer VirushYlle besteht (Gray und Nettleton,
1987; Moennig und Plagemann, 1992). Die VirushYlle wird von den drei Glykopro-
teinen E™°, E1 und E2 gebildet (Chu und Zee 1984; Coria et al., 1983; Enzmann
und Weiland, 1978; Horzinek et al., 1967). Ef"®, das im Gegensatz zu E1 und E2
keinen Membrananker besitzt, ist der LipidhYlle vermutlich locker assoziiert (Wei-
land et al.,, 1992). BVDV ist nahe verwandt mit dem Virus der Klassischen Schwei-
nepest (CSFV) und dem Border Disease Virus (BDV) des Schafes (Collett et al.,
1988(a); Korn, 1977; Pringle, 1998; van Regenmortel et al., 2000). Die Familie der
Flaviviridae beherbergt neben dem Genus Pestivirus das Genus Flavivirus mit dem
Gelbfiebervirus als Namensgeber und das Genus Hepacivirus mit einem einzigen
Vertreter, dem Hepatitis C-Virus (HCV) des Menschen (Pringle, 1998). Alle Pestivi-
ren sind imstande diverse WiederkSuer und Schweine zu infzieren, wobei BVDV
das breiteste Wirtsspektrum hat (Nettleton et al., 1980; Doyle und Heuschele, 1983;
Fernelius et al., 1973; Taylor et al., 1977).

Das BVDV wird aufgrund seiner Genomstruktur in die zwei Genotypen BVDV Typ |
und BVDV Typ Il eingeteilt (Becher et al., 1997; Beer und Wolf, 1999, Pellerin et
al., 1994; Ridpath und Bolin, 1997), wobei in Deutschland BVDV Typ | vorherr-
schend ist und BVDV Typ Il nur selten angetroffen wird (1-11%) (Wolfmeyer et al.,
1997; Beer und Wolf, 1999). Beide Genotypen unterscheiden sich weiterhin stark in
ihren antigenetischen Eigenschaften, so dass sie serologisch eindeutig unter-
scheidbar sind und gegenseitig keine oder geringe protektive ImmunitSt induzieren.
Je nach Quelle werden die Genotypen in unterschiedlich viele Subtypen eingeteilt.
Ridpath und Bolin (1998) unterscheiden BVDV Typ la und Ib, wShrend Giangaspero
und Mitarbeiter (1997) BVDV Typ la bis Ic und Becher und Mitarbeiter (1999) sogar
BVDV Typ la bis le differenzieren. BVDV wird aufgrund seines Verhaltens in Zell-
kultur in zwei Biotypen B zytopathogen (cp) und nicht-zytopathogen (ncp) b einge-
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teilt. Cp BVDV fYhren in Zellkultur aufgrund virusinduzierter Apoptose zur Zersts-
rung des Zellrasens (zytopathogener Effekt; CPE) (Zhang et al., 1996; Hoff und
Donis, 1997; Lambot et al, 1998). Nicht-zytopathogene BVDV fYhren zu keiner
lichtmikroskopisch sichtbaren VerSnderung in Zellkulturen, lassen sich in ihnen
aber effektiv passagieren und kSnnen daher unerkannte Kontaminanten von Zell-
kultur-Medien oder Impfstoffen, die fetales KSIberserum enthalten, sein (Levings et
al., 1991). Ncp BVDV sind es auch, die von persistent infizierten (Pl) KSlbern aus-
geschieden werden, solange sie nicht an Mucosal Disease (MD) erkrankt sind. Wird
ein VirSmiker mit einem antigenetisch eng verwandten cp BVDV superinfiziert oder
rekombiniert das eigene ncp BVDV durch Insertion oder Duplikation viraler oder
zellulSrer Sequenzen innerhalb der NS2/3-Region, erkrankt das Tier an MD (Tautz
et al., 1998). Somit kSnnen je ein cp und ein ncp BVDV ein Viruspaar bilden (sog.

matching pair).

2.1.2 Genomstruktur und Replikation

Das Genom des BVDV besteht aus einer einzelstrSngigen, positiv orientierten RNA
von etwa 12,3 kb LSnge (Collett et al., 1988b; Coria et al., 1983; Meyers et al.,
1989). Es kodiert fYr einen einzigen offenen Leserahmen (open reading frame;,
ORF), der von einer 5« und einer 3«untranslated region (UTR) flankiert wird. Die
etwa 385 Nukleotide lange 5«UTR bildet eine komplexe SekundSr und TertiSr-
struktur mit haarnadelfSrmigen Schleifen (Brown et al., 1992; Wang et al., 1995),
die die internal ribosomal entry site (IRES) enthSlt, die eine cap-unabhSngige
Translation erlaubt (Pestova und Hellen, 1999; Poole et al., 1995; Rijnbrand et al.,
1997). Desweiteren enthSlt die 5«UTR Sequenzen, die fYr die Synthese von Plus-
Strang-RNA (RNA"), die Translationsregulation und die Verpackung des viralen
Genoms verantwortlich sind (Becher et al.,, 2000; Yu et al., 2000). Die bei Pestiviren
weniger konservierte 3«UTR umfasst ca. 200 Nukleotide (Collett et al., 1988a; Do-

nis, 1995), die zwei Haarnadelstrukturen enthSit.

Der offene Leserahmen zwischen den nicht-translatierten Regionen kodiert fYr ein
einziges ca. 4000 AminosSuren umfassendes Polyprotein, das durch zellulSre und
virale Proteasen ko- und posttranslational prozessiert wird (Abbildung 1). Die vira-

len Strukturproteine (C, E”®, E1 und E2) befinden sich im aminoterminalen Bereich
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des Proteins hinter der Autoprotease N”°; an sie anschlie§end liegen caboxytermi-
nal die weiteren Nichtstrukturproteine (p7, NS2/3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B).

Q Q
& o v o W ¥ G Q-
$ & 4 888 & &

&)

C ERNSE1 E2

Abbildung 1: Genomorganisation von BVDV (schematisch)

Die Bindung des BVDV (Attachment) an die Wirtszelle und das Eindringen (Penet-
ration) erfolgen Yber rezeptorvermittelte Endozytose (Entry), bei der die Glykopro-
teine EXVS, E2 und der zellulSre CD46-Rezeptor essentiell zu sein scheinen (RYme-
napf, 2000; Igbal et al., 2000; Maurer et al., 2004). Die Freisetzung der Virus-RNA
aus dem Kapsid ist offensichtlich ein pH-abhSngiger Schritt (Donis, 1995). Transla-
tion und Prozessierung des ORF erfolgen nach Bindung der IRES an Ribosomen
am rauen Endoplasmatischen Retikulum (ER) (Poole et al., 1995; Pestova und Hel-
len, 1999). Am N-Terminus des Polyproteins spaltet sich autokatalytisch NP vom
Kapsidprotein ab (Stark et al,, 1993). Im ER erfolgt anschlieS8end die Abspaltung
der HYllproteine durch zelleigene Proteasen, Yberwiegend Signalasen (RYmenapf
et al., 1998). Die Nichtstrukurproteine werden durch die virale Serinprotease, die im
NS3 bzw. im NS2/3 lokalisiert ist, zusammen mit NS4A als Kofaktor im Zytoplasma
gespalten (Tautz et al., 1997). Die fYr die Replikation notwendigen Proteine biden
den Replikationsapparat zur Synthese von Minusstrang-RNA (RNAP®), die als Matri-
ze fYr die Plusstrang-RNA (RNA") dient (Gong et al., 1996). Dabei wird angenom-
men, dass 10-15 mal mehr RNA" als RNAP® gebildet wird, was frYhestens sechs
Stunden nach der Infektion nachweisbar ist (Behrens et al.,, 1998; Gong et al.,
1996; Moser et al. 1999). Es ist bisher nicht bekannt, durch welche Signale die
Verpackung der RNA" in die Kapside eingeleitet wird. Zusammenbau und Reifung
der Virionen erfolgen schlie8lich im ER und Golgi-Apparat (Ohmann, 1990;
Gray und Nettleton, 1987). Die reifen Virionen werden anschlieS8end durch Exozy-
tose virushaltiger Membranvesikel ausgeschleust (Budding) (Ohmann, 1990)
(Abbildung 2).
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Abbildung 2: Schema des Replikationszyklus von BVDV in der Zelle (Darstellung nach von Freyburg,
1999)

2.2 BVDV-BekSmpfung

Zur BekSmpfung der BVDV eignen sich zwei Methoden, die sich auch kombinieren
lassen. Erstens die Merzung der PI-Tiere und zweitens die Immunisierung der Rin-
derpopulation gegen BVDV. WShrend die skandinavischen LSnder DSnemark,
Schweden und Finnland durch eine Nicht-Impfpolitik und strenge Seuchenmas8re-
geln BVDV-frei geworden sind (Bitch und Ronsholt, 1995; Lindberg und Alenius,
1999; Greiser-Wilke et al., 2003), setzt Deutschland auf die Detektion von PI-Tieren
und die Impfung. Seit 2004 ist die Liste der anzeigepflichtigen Tierseuchen um die
Bovine Virusdiarrhoe erweitert worden (BAnz. Nr. 145, Seite 17386 vom 15. Juli
2004). FYr die Impfung gegen BVDV stehen zwei Systeme zur VerfYgung: attenu-
ierte Lebendvakzinen und inaktivierte Vakzinen. Um jeweils Vor- und Nachteile der-
selben und die daraus resultierende Problematik darzulegen, ist es notwendig, auf

die Mechanismen der ImmunitSt einzugehen.

2.2.1 ImmunitSt

Die natYrliche Infektion mit BVDV induziert in immunkompetenten Tieren eine um-
fassenden Protektion in Form von hohen neutralisierenden AntikSrper-Titern und
effektiver zellulSrer ImmunitSt, de zur Beseitigung von ncp Virus fYhrt und vermut-

lich mehrere Jahre vor einer erneuten BVDV-Infektion schYtzt (Potgieter, 1995).
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Immunkompetente Rinder entwickeln nach einer Infektion mit BVDV einerseits eine
humorale (B-Zellen) und andererseits eine zelluSre (T-Zellen) ImmunitSt (Collen
und Morrison, 2000; Potgieter, 1995). Immunogen wirken dabei die viralen Proteine
E™NS, E2 und NS3, wobei nur E2 neutralisierende Antikdrper zu induzieren vermag
(Collen et al., 2002; Donis und Dubovi, 1987; Donis et al., 1988; Weiland et al.,
1989). Da das E2-Protein stammspezifisch ist, ist die humorale ImmunitSt ebenfalls
nur fYr das Virus optimal, das sie induziert hat. Die Titer neutralisierender Antik3r-
per k3nnen zwischen heterologen BVDV-StSmmen um den Faktor 100 schwanken
(Wolfmeyer et al., 1997). Aufgrund fehlender Proteinexpression auf der ZelloberflS-
che ist es unwahrscheinlich, dass es zusStzlich eine Antik3rper-vermittelte Zytotoxi-
zitSt gibt (Beer et al., 1997; Grummer et al., 2001). Im Gegensatz zur humoralen
ImmunitSt, deren Aufgabe es ist, freie, im Blut und in Sekreten vorkommende Virio-
nen zu komplexieren, sorgt die zellulSre ImmunitSt durch die Aktivierung BVDV-
spezifischer zytotoxischer T-Zellen fYr die Beseitigung ncp-Virus-infizierter Zellen
(Beer et al., 1997). FYr die Induktion einer soliden zellulSren ImmuritSt ist es aller-
dings essentiell, dass sich replikationsfShiges Virus im Organismus befindet, das

imstande ist, virale Proteine intrazellulSr zu exprimieren (Zinkernagel, 1994).

Persistent infizierte Rinder, die durch eine Infektion mit einem ncp BVDV im ersten
Drittel der Gestation infiziert wurden und Yberlebten, bilden keine spezifische Im-
munitSt gegen dihrO BVDV aus, da sie sich zum Zeitpunktier Infektion im immunto-
leranten Stadium befanden und &ihiO BVDV als &k3rpereigenO erkennen. Sie sche
den das Virus in der Regel reaktionslos aus und sind Hauptursache fYr die Weiter-
verbreitung von BVDV in der Rinderpopulation (Orban et al., 1983; Liess, 1985;
Liess et al., 1987; Houe, 1995). Im Falle einer Superinfektion mit einem antigene-
tisch identischen cp BVDV sind sie nicht in der Lage dieses zu bekSmpfen und
sterben an MD (Fritzemeier et al.,, 1995). PI-Tiere kSnnen allerdings gegen eine

heterologe Superinfektion mit BVDV, z. B. durch Impfung, regulSr Antikrper bilden.

2.2.2 BVD-Vakzinen
Die Anforderungen an BVD-Vakzinen sind sehr hoch. Sie mYssen einerseits eine
protektive ImmunitSt hervorrufen, die der nach einer Infektion gleichkommt und dVr-

fen gleichzeitig nicht zu diaplazentarer tbertragung und Virusausscheidung fYhren.
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Diese Anforderungen werden bisher weder von kommerziell erhSltlichen inaktivier-

ten noch von attenuierten Lebendimpfstoffen vollstSndig erfYIit.

Lebendvakzinen aus attenuierten cp oder ncp BVDV induzieren oft schon nach ein-
maliger Applikation hohe neutralisierende AntikSrper-Titer (Chapek et al, 1978;
Cortese et al., 1998a; Haralambiev et al., 1975). Als Lebendvakzine ist in Deutsch-
land nur der Stamm Oregon C24V (cp) zugelassen, der eine Protektion auch gegen
heterologen BVDV Typ Il zu erzeugen vermag (Frey et al.,, 2002). Jedoch wurde
anhand von Oregon C24V belegt, dass durch die Immunisierung mit Lebendvakzi-
nen wShrend der TrSchtigkeit alle Formen von FruchtbarketsstSrungen auftreten
und bei Anwendung in der FrYhtrSchtigkeit P+Tiere erzeugt werden k3nnen (Thie-
rauf, 1993). Um dem zu entgehen, wurden inaktivierte Impfstoffe entwickelt, die
sich nicht systemisch vermehren und mit einem Adjuvans kombiniert werden (Beer,
2000; Bolin, 1995; Brownlie et al., 1995; Fernelius et al., 1971; Howard et al., 1994;
McClurkin und Coria, 1980). Wirksamkeit und Dauer der Belastbarkeit dieser Impf-
stoffe sind allerdings umstritten (Bolin, 1995; Wolf et al., 1996), wobei mehrere
Impfstoffe in der Bundesrepublik fYr fetale Protektion zugelassen sind. Die PrYfung
des fetalen Schutzes erfolgt dabei 3-6 Monate nach Immunisierung mit verwandten
BVDV-StSmmen.

Aufgrund dieser Erkenntnisse wird empfohlen, um die Sicherheit der Totvakzinen
und die EffektivitSt der Lebendvakzinen zu kombinieren, Jungtiere einmal, bzw.
Kontakttiere zweimal mit inaktivierter Vakzine vorzuimpfen und anschlie§end mit at-
tenuierter Lebendvakzine zu boostern. So kann die Wahrscheinlichkeit einer tber-
tragung von Impfvirus auf Kontakttiere und die Entstehung von PI-Tieren minimiert

werden (Hofmann, 1999).

In Tabelle 1 sind die Vor- und Nachteile der Vakzinetypen kurz zusammengefasst.
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Tabelle 1: GegenYberstellung von Vor- und Nachteilen bei Lebend- und Totimpfstoffen

Vorteile

Nachteile

Lebendimpfstoffe

Totimpfstoffe

Lange ImmunitStsdauer

Schneller ImmunitStseintritt

Belastbare ImmunitSt ge-
genYber heterologer BVDV-

Infektion

Einfache Herstellung

Keine unkontrollierte Impfvi-

rusausbreitung

Keine RYckmutation zu vi-

rulenten StSmmen

Keine Kontamination mit
vermehrungsfShigen

Fremdviren

WShrend der GraviditSt -

plizierbar

Impferkrankung durch ungenY-

gende Attenuierung

Gefahr der Kontakttierinfektion

MD-Erkrankung infolge Vakzi-

nierung

Kontaminationsgefahr der Vak-

zine mit ncp-BVDV

Evtl. auftretende ImpfschSden

Vergleichsweise aufwSndige

Herstellung

Langsam eintretender Impf-
schutz, wiederholte Applikation

nstig

ImmunitSt nur begrenzt belast-

bar

Kurze ImmunitStsdauer

2.2.3 Neue AnsStze in der Vakzineentwicklung

Um eine ideale Vakzine, die jeweils die Vorteile beider bisher vorhandenen Vakzi-

negruppen beinhaltet, zu erhalten, setzt man mehr und mehr auf moderne, moleku-
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larbiologische Verfahren. Bisher kommerziell nicht erhSkliche Vakzinetypen sind
Spaltvakzinen (Subunit-Vakzinen), DNA-Vakzinen und Vektorimpfstoffe. Neueste
Versffentlichungen beschreiben au§erdem den Gebrauch von sog. dRepikonsO als
Zukunft in der VirusbekSmpfung (Widjojoatmodijo et al., 2000; van Gennip et al.,
2002).

FYr die Generierung von Spaltvakzinen bietet sich aufgrund seiner ImmunogenitSt
und der FShigkeit, neutralisierende Antik3rper zu induzieren, das Glykoprotein E2
an. Es wurde bisher experimentell fYr die Immunisierung gegen CSFV (de Smit,
2000) und BVDV (Bolin und Ridpath, 1996; Bruschke et al., 1999) eingesetzt. Zu-
sammenfassend kann gesagt werden, dass nur de Smit mit einer E2-Spaltvakzine,
zweimalig kurz vor und kurz nach der Insemination an Sauen verabreicht, eine feta-
le Infektion verhindern konnte. Alle anderen Versuche, mit Spaltvakzinen eine Vi-
rSmie als potentielle Gefahr fYr den Fetus zu verhindern, scheiterten oft bereits bei
der homologen Testinfektion. Kamstrup und Mitarbeiter (1992) versuchten, Spalt-
vakzinen durch die Verwendung von ISCOMs (immunostimmulating complex) als
Adjuvantien effektiver zu machen. ISCOMs werden hohe stimmulierende Eigen-
schaften, sowohl der humoralen als auch der zellulSren ImmunitSt, zugeschrieben.
Versffentlichungen, die die Protektion im Falle einer Testinfektion belegen, existie-

ren allerdings bisher nicht.

FYr die Verwendung von BVDV-E2-kodierenden DNA-Plasmiden mit einem herpes-
viralen Promotor zur Immunisierung liegen derzeit nur zwei publizierte Experimente
vor. So wurden E2-DNA-Plasmide sowohl im Mausmodell (Harpin et al., 1997) als
auch bei Rindern (Harpin et al., 1999) eingesetzt. Die nach mehrfacher Applikation
erreichten Antik3rpertiter waren fYr in Liposomen verpackte DNA (L-DNA) deutlich
h3her als fYr dnackteO DNA (NDNA). Dennoch wurde ein begrenzter Schutz fYr die
N-DNA-immunisierten Rinder beschrieben (Harpin et al., 1999).

FYr den Einsatz von Vektorvakzinen zur Immunisierung gegen BVDV ist bisher vor
allem die E2-Expression im Herpesvirus-1-Vektor publiziert (Kweon et al., 1999;
Schmitt et al., 1999). Ob die neutralisierenden AntikSrper, die bei den immunisier-
ten KSlbern von Kweon 1999 induziert wurden, einer Belastungsinfektion standhal-

ten wYrden, ist bisher allerdings nicht bekannt.
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Als Virusvektoren fYr die BVDV-Immunisierung dienten bisher das Sindbis-Virus-
System, das als Modell in MSusen und Kaninchen nachweislich z.T. hohe (bis
1:10000) Antik3rpertiter erzielen konnte (von Freyburg, 1999; KYhne, 2000) und
das AModifizierte Vakzinia Virus AnkaraO MVA, (Beer, 200), das gegenYber dem
Sindbis-VirusbSystem den Vorteil hat, dass es einer niedrigeren Sicherheitsstufe
L1/S1 (statt L2/S2) angehsrt und in WiederkSuerzellen das eingesetzte Fremdgen

exprimieren kann.

Eine vielversprechende neue Entwicklung ist die Komplementierung von BVDV-
dReplikonsO, die im Folgenden ausfYhrlich besprochen weien soll und Gegenstand

der vorliegenden Arbeit ist.

2.3 Replikons

2.3.1 Darstellun g verschiedener Replikonsysteme

Replikons sind selbstSndig replizierende, nicht-infektisse RNA-Einheiten. lhnen feh-
len im Allgemeinen alle oder zumindest einige fYr die Bildung von Virionen essen-
tielle Genomregionen, so dass nur noch die Replikationsinformation im Genom vor-
handen und keine Synthese von Virusnachkommen mehr msglich ist (Abbildung 3).
Sie kommen entweder natYrlicherweise vor, wobei sie dann ein Helfervirus fYr die
Bildung von infektiSsen Nachkommen benstigen ( defective interfering particle), oder
sie werden in vitro durch gezielte Deletion und ggf. Insertion von Fremdgenen syn-
thetisiert (Behrens et al., 1998; Moser et al., 1999; Stettler et al., 2002; Reimann et
al., 2003). In der Anwendung sind Replikons sehr vielfSkig. Sie k3nnen permanent
in Zellen exprimiert als in vitro-Modell dienen, wie es fYr HCV beschrieben ist
(Lohmann et al, 1999) oder als ChimSren Fremdgene bis hin zu Volll$hgen-
Genomen fremder Viren, fYr die es kein geeignetes Zellsystem gibt, exprimieren
und fYr die in vitro-Charakterisierung verfYgbar machen (Pietschmann und Bar-
tenschlager, 2001; lkeda et al, 2002; Molenkamp et al, 2003; Reimann et al.,
2004). Desgleichen k3nnen sie in Zellen transfiziert fYr die Komplementierung an-
derer defekter Genome als Helfer fungieren (Khromykh et al., 1998; Varnavski et
al., 1999).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung eines BVDV-Replikons am Beispiel von DI9 und dessen
intrazellulSre Replikation

Replikons k3nnen aber auch Yber Helferviren oder Yber in Zellen konstitutiv expri-
mierte Proteine trans-komplementiert werden und sogenannte Pseudovirionen bil-
den, die sich als attenuierte Vakzinen anbieten. Diese Pseudovirionen werden je
nach Autor VLP (virus like particles) (Khromykh, 2000) oder DISC (defective in se-
cond cycle) (Reimann, 2004) genannt. In der vorliegenden Arbeit soll der Ausdruck
dPseudovirionO benutzt werden, da der Gebrauch der AbkYrzungn VLP B auch
verwendet fYr leere VirushYllenD und DISC P ebenfalls synonym fYr replikationsde-
fekte Genome B MissverstSndnisse hervorrufen kann. Mit Pseudovirionen sind ein-
mal-infektiS§se Viren gemeint, die durch ein Helfersystem ihre HYlle (und somit In-
fektiositSt) erhalten, jedoch selbst nur ein defektes, aber replikationskompetentes
Genom besitzen. Nach erfolgreicher Infektion einer Zielzelle kSnnen sie sich dort
vermehren und bestimmte (Fremd-) Proteine exprimieren, aber keine Virusnach-

kommen bilden.

Replikons auf Plusstrang-RNA-Basis haben gegenYber konventionellen DNA-

basierten Expressionssystemen einige entscheidende Vorteile:

¥ Fremdgenexpression in hohem Ma8e, bei gleichzeitiger autonomer

Replikation;

¥ Rein zytoplasmatische Replikation, was Splicing im Zellkern und Integration

ins Wirtsgenom unmsglich macht;
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¥ Kein Egress von Viren aus der Zelle, was eine hohe biologische Sicherheit
bedeutet. Pseudovirionen kSnnen sich nicht replikativ im Impfling ausbreiten

und daher auch nicht durch den Impfling ausgeschieden werden;

¥ Relativ kleines Genom (7-9 kb), was einfache Manipulationen als cDNA und

effiziente Klonierungsstrategien ermsglicht.
Replikons ksnnen auf verschiedene Weise appliziert werden:
¥ Transfektion nackter, in vitro-transkribierter RNA;

¥ Transfektion von Plasmid DNA, die in vivo durch die zellulSre RNA-

Polymerase |l synthetisierte RNA ins Zytoplasma entlSsst;
¥ Infektion mit verpackten Replikons (Pseudovirionen).

Obwohl die Applikation von nackter RNA beschrieben ist (Johanning et al., 1995),
machen es die InstabilitSt der RNA und die notwendige in vitro-Transkription
schwierig, nackte RNA im gro8en Stil zu verabreichen. Deutlich einfacher ist es mit
Plasmid-DNA, die im Stande ist, funktionale Replikon-RNA in vivo zu produzieren
und bei deren Applikation man schwierige Schritte wie die RNA-PrSparation um-
geht. Replikon-RNA verpackt in Pseudovirionen verhindert den RNA-Abbau und
steigert die EffektivitSt der Immunantwort, da sie den natYrlichen Infektionsweg,

z.B. bei der rezeptorvermittelten Endozytose, nachahmt.

Replikon-basierte Expressionssysteme wurden bisher fYr Alphaviren, Picornaviren
und Flaviviren beschrieben (Khromykh, 2000).

Vorteile von Alphaviren (vertreten durch das Semliki-Forest-Virus (SFV), das Sind-
bisvirus und das Venezuelan Equine Encephalitis Virus (VEE)) sind die nachweis-
lich hohe Induktion von AntikSrpern (Fleeton et al., 2000) sowie die Induktion einer
CD8*-T-Zell-Antwort (Anraku et al., 2002). Die subgenomische RNA, in der die
Fremdgene exprimiert werden, wird etwa 100mal mehr als die genomische VolllSn-
gen-RNA produziert. Eine sehr gute Protektion gegen Testinfektionen ist ebenfalls
beschrieben (Hariharan et al., 1998).

Bei Picornaviren (vertreten durch das Poliovirus und das Humane Rhinovirus 14)
wird das Fremdgen anstelle der Strukturproteine VP2, VP3 und VP1 inseriert (Kap-

lan und Racaniello, 1988; McKnight und Lemon, 1996). Picornaviren besitzen wie
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Pestiviren nur einen ORF und bilden keine subgenomische RNA, so dass Struktur-

und Nicht-Strukturproteine equimolar vorliegen.

Flaviviren (vertreten durch das Kunjinvirus) bilden ebenfalls keine subgenomische
RNA, haben aber Alphaviren gegenYber den Vorteil, dass sie auch nicht-
zytopathogene Replikons bilden, was nachweislich zu einer prolongierten Ex-
pression der Fremdgene und somit zu einer intensiveren Immunantwort fYhren

kann (Varnavski et al., 2000).

Replikons werden nicht nur als Vakzine gegen Virusinfektionen, sondern auch als
Therapiemsglichkeit tumorSser Erkrankungen experimentell eingesetzt (Cheng et
al, 2002), zum Beispiel bei der BekSmpfung des durch Humane Papillomaviren
(HPV) ausgeldsten Zervixkarzinoms. Versuche zeigten, dass MSuse, die mit dem
das HPV-Onkogen E7 exprimierenden Kunjin-Replikon immunisiert wurden, einem

Tumorchallenge standhielten (Herd et al., 2004).

2.3.2 Komplementierung von Replikons

Ziel der Komplementierung von Replikons ist die Bildung von Pseudovirionen. Die-
se sind im Stande, /n vitro und in vivo Zellen zu infizieren. Speziell in vivo bedeutet
dies eine enorme Effizienzsteigerung beim Einsatz von Replikons im Rahmen von
Immunisierungen. Des Weiteren entfallen zusStzliche Schritte wie DNA- oder RNA-

Aufreinigung, da die von den Zellen gebildeten Virionen selbst appliziert werden.
Die Komplementierung kann auf verschiedene Weise erfolgen.

Polioviren werden durch die Transfektion von in vitro-transkribierten RNAs in Zellen
generiert, die bereits zuvor mit Poliovirus-VP1-Kapsid-VorlSuferprotein-
exprimierendem Vakzinia Virus infiziert wurden (Ansardi et al., 1993). Die dabei
entstehenden Pseudovirionen werden allerdings nicht aus den Zellen ausge-
schleust (Ansardi et al., 1993).

Flavivirus-Replikons werden durch zwei konsekutive Transfektionen verpackt. Da-
bei wird zunSchst das zu transkribierende Replikon in Zellen transfiziert. 24-36
Stunden spSter wird ein heterologes, die fehlenden Flavivirus-Strukturproteine
exprimierendes, nicht infektiSses Helfervirus (beispielsweise SFV) in dieselben Zel-
len transfiziert (Khromykh et al., 1998; Varnavski et al., 1999). Dank der im Helfervi-

rus-Genom verSnderten Anordnung der Flavivirus-Strukturproteine, ist bei dieser
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Art der Komplementierung die unerwYnschte Rekombinationen von Replikon- und
Helfervirus-RNA fast unmsglich. Nach der Komplementierung werden die Virionen
aus der Zelle ausgeschleust (Khromykh et al.,, 1998; Varnavski und Khromykh,
1999).

FYr Alphaviren existieren zwei Komplementierungsmechanismen. Zum einen die
Kotransfektion von Alphaviurs-Replikon und DH (defective helper)-RNA (LiljestrSm
und Garoff, 1991; Bredenbeek et al.,, 1993), zum anderen die Transfektion des Al-
phavirus-Replikons in eine Alphavirus-Strukturprotein-exprimierende Zelllinie (Polo
et al., 1999). Speziell wenn die Strukturproteine auch hier in verSnderter Reihenfal-
ge, als natYrlicherweise im Genom vorliegend, exprimiert werden, vermindert sich
die Gefahr unerwYnschter Rekombinationen, sie ist jedoch nicht vollstSndig ausge-
schlossen. Auch diese Pseudovirionen werden in den ZellkulturYberstand abgege-
ben (Bredenbeek et al., 1993; LiljestrSm und Garoff, 1991).

2.3.3 Replikons veterinSrmediznisch relevanter Pestiviren
Replikons bei Pestiviren Shneln aufgrund ihrer Verwandtschaft denen der Flavivi-
ren. Wie eingangs beschrieben besitzen Pestiviren mehrere Strukturproteine. Die

Deletion aller oder einiger Strukturproteine fYhrt zur Bildung von Replikons.

Prototyp des BVDV-Replikons ist das defective interfering particle DI9, dem au8er
den Strukturproteinen auch p7 und NS2 fehlen, so dass NS3 direkt an N an-
schlie8t (Tautz et al., 1994). DI9 wurde zusammen mit einem Helfervirus als CP9-
Virusstock publiziert. Es stellte sich heraus, dass CP9, zytopathogen in Zellkultur,
aus einem nicht-zytopathogenen Helfervirus und jenem defekten interferierenden

Partikel (DI19) mit einer GenomISnge von 8 kb bestand (Abbildung 3 Seite 11).

FYr BDV-Replikons existiert nur eine Versffentlichung, die sich mit dem E2-
bedingten Zelltropismus bei Pestiviren befasst (Liang et al., 2003). Nach der Versf-
fentlichung des infektiSsen cDNA-Klons durch Gregor Meyers (Meyers et al., 1996),
wurden auf dieser Basis Replikons fYr CSFV (Behrens et al., 1997) und BVDV
(Reimann et al., 2002) publiziert. Replikons kSnnen komplementiert wie attenuierte
Lebendimpfstoffe eine protektive ImmunitSt erzeugen, wie fYreine CSFV-Mutante
mit deletierter ERNS-Region gezeigt werden konnte (Widjojoatmodijo et al., 2000). FYr
CSFV und BVDV existieren Experimente, die nach Immunisierung mit chimSren

CSFV/BVDV in Schweinen eine protektive ImmunitSt gegenYber einer Testinfektion
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mit CSFV belegen (van Gennip et al.,, 2001; Reimann et al., 2004). Replikons kSn-
nen Fremdgene auch bicistronisch exprimieren oder durch die Expression von
Strukturproteinen Yber ein separates Cistron (zweite IRES) komplementiert werden
(Stettler et al., 2002).

Tabelle 2: Humanmedizinisch und veterinSrmedizinisch relevante Replikons

Humanmedizinisch relevant veterinSrmedizinisch rel - e-
vant
Replikon Fremdgen Replikon Fremdgen
Picornaviren HRV 14 ohne
Poliovirus HIV
Alphaviren SFV HCV
Flaviviren KUN HPV BDV BVDV
TBEV ohne BVDV CSFV / ohne
YV HCV CSFV BVDV / ohne
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellen
PT

PT 805

PT 875

KOP-R

3.1.2 Virusisolate
CS8644

ncp’
PT810
SES5508
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RIE11, permanente
KSlIbernieren-Zelllinie

(Zellbank fYr Zelllinien in der
VeterinSrmedizin [ZBV] FLI
Insel Riems)

RIEBO5, siehe RIE11,
exprimiert permanent die
Strukturproteine C, EfS, E1
und E2 von BVDV (Stamm
PT810) (Beer et al.
unversffentlichte Daten)
RIE875; siehe RIE11,
exprimiert permanent die
Strukturproteine C und E®"° von
BVDV (Stamm PT810) (Beer et
al. unversffentlichte Daten)
RIE244, diploide bovine
Zelllinie, ...sopharynxgewebe
(ZBV FLI Insel Riems)

LMU MYnchen
G. Meyers, FLI
LMU MYnchen
LMU MYnchen
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3.1.3 Bakterien, Plasmide und NukleinsSuren

3.1.3.1 Bakterien

E. coli-Stamm DH10B"
E. coli-Stamm OneShot* TOP10

3.1.3.2 Plasmide
ncp7! C_969
pGEM-T Easy
pCR*2.1-Topo

3.1.3.3 NukleinsSuren

3.1.3.3.1 Marker
1 kb DNA-GrS8enmarker

3.1.3.3.2 Primer

Invitrogen

Invitrogen

I. Reimann, FLI
Promega

Invitrogen

MBI Fermentas

17

Die Primer wurden von der Firma MWG hergestellt. NukleinsSure-Angaben beziehen

sich auf die cp7-Sequenz (Meyers et al. 1997) bzw. auf die des synthetischen Gens
Syn ORF des BVDV-Isolates PT810 (T. Schlapp, Bayer AG).
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Tabelle 3: Primer zur Amplifizierung von PCR-Fragmenten innerhalb und au8erhalb der Kapsid-

kodierenden Region von ncp7 bzw. von PT810

Oligo Nukleotidsequen z Position | Richtung
50- 30 (nt) (und
Virus)
C-873Not TTA AGC GGC CGC ATC ATG TCC GAC |873-912 |vorwSrts
ACA AAA GAT GAA GGG (ncp7)
C-1178RXba |CCAATC TAGATTATCCCATTGTGA |[1178- rYckwSrts
CTT CAA AGA AAA 1142 (ncp7)
Cmod-1031R |GAC TTG GTATTT GAC GCC GTC G 1031- rYckwSrts
1009 (PT810)

Tabelle 4: Plasmidspezifische Oligonukleotide fYr die automatische Sequenzierung

Oligo Nukleotidsequenz
50~ 30

M13pUC Sequencing Primer (-20) GTAAAACGACGGCCAGT

M13pUC Sequencing Primer (-40) GTTTTTCCCAGTCACGAC
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3.1.4 AntikSrper
3.1.4.1 Monoklonale Antikdrper (mAK) fYr die indirekte Immunfluoreszenz

Tabelle 5: mAK fYr IF

Bezeichnung Subtyp SpezifitSt Referenz/Hersteller

E2-Mix BVDV-E2 TiHo Hannover

(CA 1/2; CA34/1/2; CA3/2/22)

WwB215 19G,, BVDV-E2 (Edwards et al., 1988)
Genotyp | CVL-Weybridge
(PT 810)

WB210 I9G, BVDV-E™N® Edwards et al., 1988
Genotyp | CVL Weybridge
(PT810)

Cl6 IgG, NS3 (Peters et al., 1986)
Pan-Pestivirus | (Edwards et al., 1988)

Dr Bommmeli AG

3.1.4.2 SekundSre Antiksrper

anti-mouse lg ALEXA*® Molecular Probes
3.1.5 Enzyme

Restriktionsendonukleasen New England Biolabs
T4 DNA Ligase Promega

T7 RNA Polymerase Promega
Tag-DNA-Polymerase Qiagen

Trypsin Serva

FYrdie Reaktionen wurden die vom jeweiligen Enzymhersteller mitgelieferten Puffer

eingesetzt.
3.1.6 Kits
QIAGEN One Step RT-PCR Kit Qiagen
QIAGEN Plasmid Purification Midi Kit Qiagen
QIAGEN-Plasmid Purification Maxi Kit Qiagen
QIAquick Nucleotide Removal Kit Qiagen

QuantiTect Probe RT-PCR Kit Qiagen
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RiboMax? Large Scale RNA Production System-T7 Promega

RNeasy Mini Kit
Topo TA Cloning Kit

Qiagen
Invitrogen

3.1.7 Enzyme -linked Immunosorbent Assays (ELISA)

BVD-Virus IIl Chekit
Ceditest BVDV
Herdcheck BVDV (AntikSrper)

3.1.8 Chemikalien und Reagenzien
%Mercaptoethanol

Aceton

Agar

Agarose

Amphotericin B

Ampicillin

Digitonin

DMEM (Dulbecco«s Modified Eagle Medium)

Bommeli Diagnostics

Cedi Diagnostics B.V.

IDEXX

Merck
Roth
Gibco
Gibco
Sigma
USB
Sigma
Gibco

EDTA (EthylendiamintetraessigsSure; Dinatriumsalz) Roth

Ethanol

Ethidiumbromid

FKS (Fetales KSlberserum)
Gentamicin

Glucose

Isopropanol (2-Propanol)
Kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO,
Magnesiumchlorid, MgCl,
Magnesiumsulfat, MgSO,

Methanol
Natriumdihydrogenphosphat, NaH,PO,
Natriumhydrogencarbonat, NaHCO,
Natriumhydroxid, NaOH
Oligonukleotide

Paraformaldehyd (PFA)

Roth
Bio-Rad
Gibco
Sigma
Sigma
Roth
Serva
Sigma
Merck
Roth
Merck
Merck
Scharlau
MWG
Sigma

20
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Penicillin-Streptomycin-LSsung

Phenol

Probenpuffer, reduzierend

Rinderserumalbumin (BSA)
Trichlormethan/Chloroform

Trizol-Reagenz

Tween 20

X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-%D-Galactosid)

3.1.9 LSsungen und Puffer

EthidiumbromidfSrbel3sung
0,5 pg/ml Ethidiumbromid in A. dest.

Ladepuffer
40 % Sucrose

0,05 % Bromphenolblau
1ImM EDTA

0,1 % SDS

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

LB-Medium
LB-Broth

LB-Selektions -Agar -Platten
LB-Agar
+ 100 pg Ampicillin/ml Agar

LB-Selektions -Medium
LB-Medium
+ 100 pg Ampicillin/ml Medium

21

Sigma
Roth
Roth
Sigma
Roth
Gibco
Bio-Rad
Sigma
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LB-X-Gal-IPTG-Agar -Platten fYr Blau -Wei§ Selektion

80 pg/ml X-Gal
250 pg/ml IPTG

Lysis -Puffer (pH 7,4)
8,29 g/l NH,CI

1,00 g/l KHCO;,
0,372g/| EDTA

in H,O ISsen und autoklavieren

PBSP® (pH 7,4)
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
10 mM Na,HPO,
2 mM KH,PO,

Probenpuffer fYr Agarosegel -Elektrophorese
0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol FF

30 % Glycerin

in H,O ISsen

RNA-Probenpuffer (denaturierend) fYr Agarosegel
10 pl Formamid, entionisiert
3,5 pl Formaldehyd, 37% (w/v)

2 pl 10 x MOPS-Puffer

SOC
2 % Bacto Trypton
0,5 % Bacto Hefeextrakt
10 mM NacCl
20 mM Glucose
10 mM MgCl,
10 mM MgSO,

-Elektrophorese
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0,5 x TBE
45 mM Tris-Borat
1 mM EDTA

Transportmedium _fYr_Nasentupfer
5% inaktiviertes, BVD-freies Rinderserum
100000 IE/I Penicillin
100 mg/I Streptomycin
50000 IE/I Gentamicin
2,5 mg/l Amphotericin B
in PBS®

TrypsinlSsung
136 mM NacCl
2,6 mM KClI

8 mM NaH,PO,
1,5 mM KH,PO,
3,3 mM EDTA
0,125 % Trypsin

3.1.10 GerSte und Verbrauchsmaterialien

3.1.10.1 GerSte

Brutschrank B6

CellDyn 3700

CO,-Brutschrank QMI300VBA
Digitalkamera CAMEDIA C-3040ZO0OM
EasyjecT Elektroporationssystem
Fluoreszenz Mikroskop 1X50
Gelelektrophoresekammern, horizontal
Geltrockner
Horizontal-Elektrophoreseaparatur
InkubationsschYttler C25KC

Inversionsmikroskop

Heraeus
Abbott
Nunc
Olympus
EquiBio
Olympus
Bio-Rad
Hofer
Bio-Rad
New Brunswick Scientific
Nikon

23
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KYhlwasserbad
Labor-Zentrifugen

LICOR Automatischer Sequenzer
Megafuge 1.0 R

MagnetrYhrer

MikrowellengerSt

pH-Meter

Pipetten

Power Pac StromversorgungsgerSte
PrSzisionswaagen
Sicherheitswerkbank
Thermocycler PTC-200
Thermomixer

Transilluminator
Vertikal-Elektrophoreseaparatur

Vortex Reax

3.1.11 Verbrauchsmaterialien
ElektroporationskYvetten 0,4 cm
KanYlen

Luer-Monovetten (EDTA, Serum)
Petrischalen

Pipettenspitzen

ReaktionsgefS§e
Zellkulturplastikwaren

Zellschaber

Lauda

Hettich, Eppendorf
MWG

Heraeus

IKA

Quelle

Knick

Eppendorf, Abimed
Bio-Rad

Sartorius
Heto-Holten

MJ Research
Eppendorf

Serva

Bio-Rad

Heidolph

Bio-Rad

Terume Europe N.V.
Sarstedt

Costar

Eppendorf
Eppendorf, Sarstedt
Sarstedt

Nunc

24
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3.2 Methoden
3.2.1 Molekularbiologische Methoden
3.2.1.1 In vitro-Transkription

Die zu transkribierende DNA wurde zunSchst mittels Restrikionsendonuklease-
Verdau (Smal) linearisiert. Anschlie§end erfolgte eine Reinigung mit dem QIA-
quick™ Nucleotide Removal Kit (Qiagen). Abweichend von den Herstellerangaben
wurde der erste Schritt (Adsorbieren der DNA an die Matrix) wiederholt. Das in ste-
rlem Wasser aufgenommene PrSzipitat wurde anschlie§end mit T7-Polymerase
(RiboMAX™ Large Scale RNA Production System D T7) transkribiert.

Reaktionsansatz:

DNA 1 ug

5 x Transkriptionspuffer 4 pl

25 mm rNTP«s 6 pl
Enzym-Mix 2 ul
DEPC-H,0 ad 20 pl

Der Ansatz wurde fYr drei Stunden bei 37;C inkubiert und danach mittels Agarose-

gelelektrophorese analysiert.

3.2.1.2 Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese erfolgte in 1-2 %igen Gelen und wurde mit 0,5 x TBE
als Gel- und Elektrophoresepuffer durchgefYhrt. Den Gelen wurden 100 ng/ml Ethi-
diumbromid zugesetzt. Die Proben wurden mit ! Ladepuffer versetzt, auf das Gel
aufgetragen und fYr 30 Minuten bei einer Spannung von 100 V aufgetrennt. Da-

nach wurde die RNA unter UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert.
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3.2.1.3 Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

Reaktionsansatz (QuantiTect™ Probe RT-PCR: Qiagen):

RNA 1-5 pl (entspricht 1-2 pg Gesamtzell-RNA)
2 X Probe RT-Master Mix 12,5 ul

VorwSrts-Primer (10pM) 0,75 pl

RYckwSrtsPrimer (10pM) 0,75 pl

RT-Mix (Enzym) 0,25 ul

H,O ad 25 pl

Mittels RT-PCR konnte die RNA bei 50;C zunSchst revers transkribiert werden.
Nach einem 95;C-Denaturierungsschritt, der gleichzeitig die reverse Transkriptase
inaktiviert und die Tag-DNA-Polymerase startet, wurde die cDNA mittels T7-
Polymerase amplifiziert. Die RT-PCR wurde im Thermocycler PTC-200 durchge-
fYhrt.

ZyKklus-Protokoll:

Reverse Transkription 50{C 30 min

Initiale Aktivierung 95iC 15 min
Denaturierung 94iC 30s
Annealing 56ijC 30s
Extention 72;C 1 min

Insgesamt 30 Zyklen
Finale Extention 72;iC 10 min abkYhlen auf 10;C
3.2.2 Zellkulturarbeiten

3.2.2.1 Zellkultur-Haltung

FYr die Experimente wurden KOP-R- und PT-Zelllinien verwendet. Sie wurden in
DMEM (Dulbecco«s Modified Eagle«s Medkuryp kultiviert und mit 10 %
hitzeinaktiviertem FKS supplementiert. In regelmS8igen AbstSnden wurden die
Zellen, nach einmaligem Waschen mit PBS®, mit einer Trypsinl§sung vom
Untergrund gelSst und in frischem Medium resuspendiert. Ein Teil der Suspension

wurde in der Zellkulturflasche belassen und der Rest je nach Anwendung auf



Material und Methoden 27

flasche belassen und der Rest je nach Anwendung auf weitere Flaschen verteilt

oder verworfen. Die Zellen wurden bei 37{C und 5 % CO, inkubiert.

3.2.2.2 Transfektion / Transkomplementierung

Die Transfektion erfolgte durch Elektroporation. Am Vortag geteilte, 80 % dicht ge-
wachsene PT805-Zellen wurden nach Entfernen des Mediums und einmaligem
Waschen mit PBS® mit ATV aus T175-Zellkulturflaschen abgel3st und zweimal bei
400 x g fYr eine Minute mit PBS® gewaschen. Pro 0,4 cm-ElektroporationskYvette
wurden ca. 1x 10" Zellen in 700 ul PBS® suspendiert und mit ca. 5ug RNA-
Transkript ncp7! C vermischt. Die Elektroporation erfolgte zweimal bei 850 V und
25 YF im Elektroporator (Equibio). Anschlie§end wurden die Zellen aus vier KYvet-
ten in T175-Zellkulturflaschen ausgesSt und mit antibiotikahaltigem Medium bei
37iC inkubiert. Nach 24 Stunden Inkubation wurde der virionenhaltige fberstand
abgenommen und in KunststoffrShrchen bei B70iC bis zur weiteren Bearbeitung
gelagert. Zu den transfizierten Zellen wurde erneut Zellkultur-Medium zugegeben
und fYr weitere 24 Stunden bei 37;C inkubiert. Dieser tberstand (48 Stunden nach
Transfektion geerntet) wurde ebenfalls in KunststoffrShrchen YberfYhtt und bei
b70;C gelagert.

3.2.2.3 Virusvermehrung

FYr die Virusvermehrung wurde 1 ml Virussuspension auf eine T175-Zellkultur-
flasche mit dichtgewaschenen KOP-R-Zellen gegeben und bei 37;C drei Tage lang
inkubiert. Anschlie8end wurde der ZellkulturYberstand in ein Kunststoffr§hrchen
YberfYhrt und ZelltrYmmer 10Minuten lang bei 2000 x g sedimentiert. Der tber-
stand wurde in 2 ml-KunststoffrShrchen bis zu seiner Verwendung bei B70;C gela-

gert.

3.2.2.4 Virustitration

Der Virustiter wurde in 96-Lochplatten auf KOP-R-Zellen bestimmt. Dazu wurde der
virushaltige ZellkulturYberstand in Log10-VerdYnnungsstufen titriert und auf Zellen
drei Tage lang bei 37;C inkubiert. Die Titerbestimmung erfolgte anschlie§end mit-
tels indirekter Immunfluoreszenz mit dem Anti-NS3-AntikSrper C16 und dem sekun-

dSren Antiksrper Alexa 488 anti-mouse. Der Titer wurde als Kulturinfektidse Dosis
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50 % (KIDg,) pro ml nach der Methode von Spaerman und Kaerber (Mayr et al.,

1974) angegeben.

3.2.2.5 Indirekter Immunfluoreszenztest

Der indirekte Immunfluoreszenztest erfolgte in Zellkulturplatten (6-Loch-, 24-Loch-,
96-Lochplatte). ZunSchst wurden die Zellen mit PBS® gewaschen und mit 4 % Para-
formaldehyd fYr 15 Minuten auf Eis fixiert. Nach einem erneuten Waschschritt er-
folgte die Permeabilisierung der Zellmembranen mit 0,0025 % Digitonin fYr
5 Minuten bei Raumtemperatur. Danach wurde zweimal mit PBS® gewaschen und
der erste Antik3rper fYr 30 Minuten zugegeben. Weiterem zweimaligen Waschen
folgte der sekundSre Antiksrper fYr 30Minuten. Anschlie§end wurden die Zellen

dreimal mit PBS® gewaschen und unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt.

3.2.2.6 Passagieren auf Zellkultur

Zur Bestimmung des Virusgehaltes der 24 und 48 Stunden nach der Transfektion in
komplementierende Zellen (PT 805) geernteten ZellkulturYberstSnde, wurde je 1ml
ZellkulturYberstand nach einmaligem Waschvorgang mit PBS® und Mediumwechsel
auf einen dichten Rasen nicht komplementierender, empfSnglicher Rinder§sopha-
gus-Zellen (KOP-R) in 6-Lochplatten pipettiert und bei 37;C und 5 % CO, fYr
2 Stunden inkubiert. Danach folgte einem Waschschritt der Mediumwechsel und die
Inkubation Yber 3-5 Tage. Dann wurde der tberstand abgenommen und erneut
nach Waschen und Mediumwechsel auf frische Zellen Yberfyhrt. Nach zweistYndi-
ger Inkubation bei 37;C wurde das Medium gewechselt und die Zellen 3-5 Tage im
Brutschrank inkubiert. Die Zellen der Infektion (0. Passage) und aller weiteren Pas-
sagen wurden mit C16 als primSrem und anti-mouse Alexa 488 als sekundSrem
Antik&rper angefSrbt, um vermehrungsfShiges Virus nachzuweisen. Der gesamte
Vorgang wurde, wenn kein Virus nachgewiesen werden konnte, bis zu vier mal

wiederholt.
3.2.2.7 RNA-Isolierung aus Zellen

3.2.2.7.1 Isolierung mit Trizol-Reagent
Zur Gewinnung von RNA aus Zellkultur wurde der Zellmonolayer einer 6-Lochplatte

mit 1 ml Trizol beschichtet und die FIYssigkeit bis zur vollstSndigen Lyse des Zellia-
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sens mehrmals mit der Pipette aufgezogen und in ein 1,5 ml-KunststoffrShrchen
YberfYhrt. Nach einer Inkubation von 5Minuten bei Raumtemperatur, darauf folgen-
der Zugabe von 0,2 ml Chloroform pro ml Ausgansmenge Trizol und 15 Sekunden
krSfigem SchYtteln, wurde erneut 23 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dar-
auf folgte mittels Zentrifugation (1300 x g 15 Minuten 4{C) die Auftrennung von
RNA und DNA. WShrenddessen wurde in einem neuen 1,5 ml-Kunststoffr§hrchen
0,5 ml Isopropanol pro ml Ausgansmenge Trizol vorgelegt und die klare, RNA-
haltige Phase nach der Zentrifugation hinzugegeben und fYr 10 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Nach einer zehnminYtigen Zentrifugation bei 13000 x g und
4;C wurde der 1 berstand vorsichtig abgegossen, so dass das PrSzipitat gelartig am
Boden des RsShrchens zu erkennen war. Das Pellet wurde mit 1 ml 75 % Ethanol
(mit RNase freiem Wasser verdYnnt) pro ml Ausgangsmenge Trizol gemischt und
bei 8000 x g und 4{C fYr 5 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in 20-30 pl RNa-

se-freiem Wasser aufgenommen und bei B70;C gelagert.

3.2.3 Tierversuch

3.2.3.1 Tiere

Die Tierversuche wurden gemS§ @ 8 Abs 1 des Tierschutzgesetzes unter dem Ak-
tenzeichen 310-4/7221.3-1.1-017/01 durch die Regierung des Landes Mecklen-

burg-Vorpommern genehmigt.

3.2.3.2 Auswahl

FYr die Versuche wurden insgesamt 25 BVDV- und BHV-1-AntikSrper-freie Fleck-
viehkSlber aus bayerischen Betrieben ausgewShlt. Zwei Wocren nach der Ankunft
im Versuchstierstall auf der Insel Riems wurden die vier bis fYnf Monate alten KS-

ber erneut getestet und als BVDV- und BVD-AntikSrper-frei befunden.

3.2.3.2.1 Haltung

Die Haltung der Tiere erfolgte im IsolierstallgebSude des FLI auf der Insel Riems.
Im ersten Tierversuch standen beide Tiergruppen in zwei rSumlich getrennten StS-
len. Im zweiten Tierversuch wurde die Kontrollgruppe in einem von den immunisier-
ten Tieren getrennten Raum gehalten, wShrend die zwei Immunisierungsgruppen in

Anbindehaltung in einem Raum gemeinsam, aber ohne direkten Kontakt zwischen
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den Gruppen, gehalten wurden. Ab dem Einstalldatum wurde bei allen Tieren tSg-
lich die rektale KSpertemperatur gemessen und das Allgemeinbefinden kontrolliert.

Beginn des Versuches war 2 bzw. 3 Wochen nach Einstallen der KSIber.

3.2.3.2.2 Einteilung

Die KSlber, die durchweg in einem sehr guten Gesundheitszustand waren, wurden
unabhSngig von Alter und Gr8e zufSllig in zwei (erster Versuch) bzw. drei Gruppen
(zweiter Versuch) eingeteilt. Dabei bestand jede Gruppe aus fYnf Tieren. In jedem
Versuch waren eine Kontrollgruppe, die nicht immunisiert wurde, und eine bzw.

zwel Immunisierungsgruppen enthalten.
Tierversuch 1:

Ohrmarken-Endziffern der KSlber in Gruppe 1 (Vakzinegruppe): 173, 537, 554, 758,
997

Ohrmarken-Endziffern der KSlber in Gruppe 2 (Kontrollgruppe): 97, 99, 172, 610,
611

Tierversuch 2:

Nummerierung der KSlber in Gruppe 3 (= zweimal immunisiert): 1, 2, 3, 4, 5
Nummerierung der KSIber in Gruppe 4 (= Kontrollgruppe): 6, 7, 8, 9, 10
Nummerierung der KSlber in Gruppe 5 (= einmal immunisiert): 11, 12, 13, 14, 15

3.2.3.2.3 Immunisierung

FYr die Immunisierungen wurden jeweils trans-komplementierte ncp7! C-
Pseudovirionen verwendet. Der Titer der ImmunisierungsiSsungen im ersten Tier-
versuch betrug nach RYcktitration 10> KIDg/ml (erste Immunisierung) bzw.
10°*?° KIDso/ml (zweite Immunisierung). Im zweiten Tierversuch lagen die Titer nach

RYcktitration bei 10° bzw. 10587 KID4,/ml.
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Tierversuch 1 (TV 1): Die Vakzinegruppe (Gruppe 1) wurde zweimal im Abstand

von 29 Tagen mit jeweils 2 ml oben genannter ImmunisierungslSsung intramusk u-
ISr (i.m) und intranasal (i.n.) immunisiert. Die Kontrollgruppe (Gruppe 2) wurde

nicht immunisiert (Abbildung 4).

1. Immunisierung 2. Immunisierung Testinfektion (SE 5508)
/ Gruppe 1 f Gruppe 1 / Gruppe 1 und 2
Tag 0 Tag 29 Tag 62 Tag 90

Abbildung 4: Immunisierungsschema in Tierversuch 1

Tierversuch 2 (TV 2): Gruppe 3 wurde zweimal im Abstand von 28 Tagen mit je-

weils 2 ml oben genannter ImmunisierungslSsung i.m. immunisiert. Gruppe 5 wurde
einmal an Tag 28 des Versuches mit 2 ml ImmunisierungslSsung i.m. immunisiert.

Die Kontrollgruppe (Gruppe 4) wurde nicht immunisiert (Abbildung 5).

1. Immunisierung 2. Immunisierung Gruppe 3 Testinfektion (SE 5508)
/ Gruppe 3 / 1. Immunisierung Gruppe 5/ Gruppe 3,4 und 5
Tag 0 Tag 28 Tag 61 Tag 89

Abbildung 5: Immunisierungsschema in Tierversuch 1
Die i.m.-Immunisierungen erfolgten jeweils als Injektion in den M. quadriceps. Die
intranasale Applikation der ImmunisierungsiSsung erfolgte mittels auf eine Glas-

spritze aufgesetzten ZerstSuber.

3.2.3.2.4 Testinfektion
Als Virus fYr die Testinfektion diente der Stamm SE5508 (BVDV Typ Ib, Wolfmeyer
et al., 1997).

Die Infektion erfolgte, den natYrlichen Infektionsweg nachahmend, intranasal mittels
auf eine Glasspritze aufgesetzten ZerstSuber. Beide GerSte wurden vor Gebrauch
ausgekocht und mit steriliem PBSP ausgespYlt. Es wurden 2ml einer auf
10° KID,,/ml verdYnnten, auf Eis transportierten Virussuspension an Tag 61 (TV 1),
bzw. an Tag 62 (TV 2) appliziert. Die VerdYnnung der Virussuspension erfolgte vor

Ort, bzw. im Labor auf Eis in Zellkulturmedium. Nach der Applikation wurde eine
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geringe Menge der LSsung im Labor zur erneuten Titerstimmung auf KOP-Zellen im
8-fach Ansatz rYcktitriert.

3.2.3.3 Probengewinnung, -verarbeitung, -lagerung

3.2.3.3.1 EDTA-BIut- und Serumproben
Die fYr die virologischen und serologischen Tests benstigten Serum- und mit EDTA
gerinnungsgehemmten Blutproben wurden durch Punktion der V. jugularis gewon-

nen und bis zur Verarbeitung und endgYltigen Lagerung auf Eis transportiert.

Nach gr¥Yndlichem Durchmischen wurde in der EDTA-Blutprobe per automatischer
ZShlung (CellDyn 3700, Abbott) die Leukozytenzahl bestimmt und ein Differential-
blutbild erstellt.

FYr die virologische Untersuchung der Leukozyten wurde anschlie§end in jeder
Blutprobe eine 10’ Leukozyten enthaltende Menge Blut entnommen und 1:4 in Ly-
sispuffer verdYnnt. Nach Erythrolyse bei 4{C wurde nach zweimaligem Waschen
mit PBS® und Zentrifugationsschritten von 10 Minuten bei 2000 x g das Leukozyten-

pellet in 1 ml PBS® resuspendiert.

Je 10° Leukozyten wurden am Tag der Probenentnahme im Doppelansatz auf Zell-
kulturplatten mit KOP-R-Zellen verimpft und fYr 4-5 Tage bei 37{C und 5 % CO,

inkubiert.

Die Lagerung der verbleibenden Leukozyten und des restlichen EDTA-Blutes er-
folgte bei B70;C.

Die Seren wurden nach tbernachtlagerung bei 4;C fYr 15 Minuten bei 2000 x ¢
zentrifugiert und der tberstand in KunststoffrShrchen YberfYhrt. Je ein Probenrshr-
chen pro Tier und Tag der Serumgewinnung wurde bei 56iC fYr 30 Minuten im
Wasserbad inaktiviert. Die Lagerung erfolgte bis zur DurchfYhrung von ELISA und
SNT bei B20;C.

3.2.3.3.2 Nasentupfer

FYr die virologische Untersuchung wurden mittels Wattestab, der tief in den Nasen-
raum eingefYhrt und darin kurz gedreht wurde, Zellen und Sekret des Nasen-
schleimhautepithels entnommen und in 1 ml Transportmedium auf Eis ins Labor

transportiert.



Material und Methoden 33

Dort wurde die Probe vor ftberfYhrung der FIYssigkeit in ein 2 ml-
KunststoffrShrchen fYr eine Minute grYndlich mittels Vartex geschYttelt. Zur virologi-
schen Untersuchung wurden pro Tier 100 yl Nasentupferprobe im Doppelansatz am
Tag der Probengewinnung auf KOP-R-Zellen angeimpft. Bis zur Auswertung mittels
ImmunfluoreszenzfSrbung wurden die Proben 4-5 Tage bei 37;C und 5 % Co, inku-
biert.

Die restliche FlYssigkeit wurde bei B70;C gelagert.

3.2.3.4 \Virusisolierung

Die Virusisolierung aus Nasentupfern und Leukozyten erfolgte in 24-Lochplatten.
DafYr wurde das Medium der am Vortag ausgesSten Zellen (KOP-R) gewechselt
und jeweils 100 pl Nasentupferprobe bzw. Leukozytensuspension (10° Leukozyten)
zugegeben. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37;C und 5 % CO,. Die Zel-
len wurden tSglich auf Pilzkontamination oder m3gliche ZytotoxizitSt kontrolliert.
Nach 4-5 Tagen wurde der tberstand abgenommen und bis zur Auswe rtung bei
Pr70jC gelagert. Vorhandene Virusproteinexpression wurde mittels Immunfluores-
zenz-FSrbung der Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht. Im
Falle des Virusnachweises wurde der vorher gesicherte Tberstand weiterpass agiert

und nach 4-5 Tagen erneut mittels Immunfluoreszenz untersucht.

3.2.3.5 Serumneutralisations-Test

Der Serumneutralisations-Test (SNT) wurde in 96-Lochplatten durchgefYhrt. Bei
jedem Test wurde jeweils ein negatives und ein positives Kontrollserum mitgefYhrt,
und der Titer des Virus per RYcktitration in log10 Schritten als 8-fach-Ansatz Yber-
prYft. Je Probe wurde eine Dreifachbestimmung durchgefYhrt. Nach Vorlage von
50 yl Medium in alle Vertiefungen au8er denen der Reihe A, wurde in die Reihe A
100 pl Serum pipettiert. 50 pl davon wurden per Mehrkanalpipette in Reihe B Yber-
fYhrt. Nach Spitzenwechsel wurde die FlYssigkeit in Reihe B durch 10maliges Auf-
und Niederpipettieren gemischt und 50 pl davon in Reihe C YberfYhrt. Dies wurde
wiederholt, bis die gewYnschte VerdYnnungsstufe erreicht war. 50 pl der letzten
VerdYnnungsreihe wurden verworfen. Anschlie§end wurden 100 KID, einer Virus-
I3sung zugegeben und alles zusammen fYr 2 Stunden bei 37;C und 5 % CO, inku-
biert. Anschlieg§end wurden in 100 pl ca. 20000 Zellen (KOP-R) dazu gegeben und
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der Ansatz 4-5 Tage bei 37;C und 5 % CO, inkubiert. Die Auswertung erfolgte mit-

tels indirekter Immunfluoreszenz.
3.2.3.6 Immunenzymatischer Nachweis von AntikSrpern und Antigen

3.2.3.6.1 Nachweis von Strukturprotein-spezifischen AntikSrpern

Zum Nachweis von AntikSrpern gegen BVDV-Strukturproteine wurde ein kommer-
ziell erhSltlicher indirekter ELISA (Herdcheck? BVDV Antik3rper, IDEXX) verwendet.
Es wurde bei der DurchfYhrung nach Herstellerangaben gearbeitet, wobei die Inku-

bationszeit stets 90 Minuten bei Raumtemperatur betrug.

3.2.3.6.2 Nachweis von Nichtstrukturprotein-AntikSrpern
Zum Nachweis von AntikSrpern gegen das Nichtstrukturprotein NS3 wurde eben-
falls ein kommerziell erhSltlicher blocking-ELISA (Ceditest” BVDV, Cedi Diagnostics

B.V.) entsprechend den Herstellerangaben verwendet.

3.2.3.6.3 Nachweis von Ef"-Antigen (Capture-ELISA)

Zum Nachweis von ER™S-Antigen wurde ein kommerziell erhSltlicher Antigen-
capture-ELISA (BVD-Virus Il Chekit®, Bommeli Diagnostics) verwendet. Die Test-
durchfYhrung erfolgte nach Herstellerangaben, wobei immer eine Inkubationsdauer

von 90 Minuten bei 37;C gewShlt wurde.
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4 Ergebnisse

4.1 Invitro -Charakterisierung von ncp7 AC

Ausgangskonstrukt fYr die Charakterisierung war der Replikon-Klon ncp7! C (Rei-
mann, 2004). Es handelt sich hierbei um eine Mutante mit einer Deletion von 126
Nukleotiden im Bereich der Basen 969 bis 1095 (Abbildung 6). Ncp7! C basiert auf
dem infektidsen cDNA-Klon pA/BVDV/Ins- (Meyers et al., 1996), der das VolllSn-

gen-Genom des Stammes ncp7 enthSit.

4.1.1 Transkription und Transfektion

Die ncp7! C-cDNA wurde in vitro-transkribiert, mittels Gelelekrophorese aufgetrennt
und durch anschlie§ende Ethidiumbromid-FSrbung detektiert (Abbildung 6). Die
transkribierte RNA wurde per Elektroporation in Rinderzellen transfiziert, um Repli-
kation und Proteinexpression zu YberprYfen. Die transfizerten Rinderzellen wurden
nach 24 Stunden mit Hilfe des indirekten Immunfluoreszenz-Tests beurteilt. Da es
bisher keine Kapsid-spezifischen AntikSrper gibt, erfolgte die Beurteilung der Repli-
kation und Proteinexpression durch den Nachweis der Proteine NS3, E™"° und E2,
fYr die monoklonale Antksrper (mAK) existieren. Zum Vergleich wurden jeweils ein
VolllSngen-ncp7-Klon, eine replikationsdefiziente Mutante (ncp7! Aatll) und zusStz-
liche replikationskompetente Deletionsmutanten (ncp7! EF™ und ncp7! E2) transfi-
ziert (Reimann et al, 2003; Reimann, 2004). Bei den Mutanten ncp7! EX® und
ncp7! E2 konnte die Deletion bei gleichzeitiger Replikation durch die Nicht-
AnfSrbbarkeit der Proteine EXS bei ncp7! E®™S und E2 im Fall von ncp7! E2 gezeigt
werden. FYr ncp7! C konnte die Replikation und Expression von NS3, E”S und E2

mittels indirekter IF nachgewiesen werden (Abbildung 6).
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ncp7AC 969-1095 T—

Transkribierte >
Replikon-RNA

Abbildung 6: Schematische Darstellung der BVYDV-Deletionsmutante ncp7! C 969-1095; Darstellung
der transkribierten ncp7! C-RNA im Ethidiumbromid-gefSrbten Agarosegel und Replikationsnachweis
Yber den NS3-AntikSrper C16 24 Stunden nach Transfektion von transkribierter ncp7! C-RNA in
Rinderzellen.

4.1.2 Komplementierung auf PT 805-Zellen

Durch die Transfektion in komplementierende Rinderzellen, die sSmtliche BVDV-
Strukturproteine exprimieren (PT 805), entstanden Pseudovirionen, die jeweils 24
und 48 Stunden nach der Transfektion geerntet werden konnten. Die durch Titration
der 24- und 48-Stundenwerte auf nicht-komplementierenden Rinderzellen ermittel-
ten Titer lagen bei maximal 10°'* KIDs/ml (durchschnittlich 10° KIDy,/ml, n = 18;

Abbildung 7).
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Titer nach Transfektion von ncp7AC in
PT 805
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Abbildung 7: Titer nach Transfektion von ncp7! C in PT 805 (n=18).

Durch Passagen auf nicht-komplementierenden Rinderzellen konnten Rekombinati-
onen mit den BVDV-Typ Ic-Stukturproteinen der Zelllinie und Kontaminationen mit
replikationskompetenten BVDV ausgeschlossen werden. Eine Infektion der emp-
fSnglichen Rinderzellen mit Pseudovirionen fYhrte in cer Regel zu 80-100 % infizier-
ten Zellen. Nach der ersten Passage konnten dagegen nur noch Einzelzellen infi-
ziert werden, da sich die Viren nicht mehr von Zelle zu Zelle ausbreiten konnten
und keine neuen Virionen gebildet wurden. Ab der dritten Passage waren schlie§-
lich keine infizierten Zellen mehr mittels indirekter Immunfluoreszenz detektierbar
(Abbildung 8).



Ergebnisse 38

Abbildung 8: Indirekte ImmunfluoreszenzfSrbung: oben links ncp7 C 24 h nach Transfektion in
PT 805-Zellen, unten von links nach rechts: Infektion (=0. Passage), 1. und 2. Passage von trans-
komplementiertem ncp7! C auf KOP-R-Zellen.

Zur weiteren Absicherung wurde RNA per Trizolreagent aus mit ncp7! C-
Pseudovirionen infizierten, nicht komplementierenden Rinderzellen gewonnen und
mittels RT-PCR analysiert. Dabei wurden verschiedene Primerpaare gewShlt, um

msgliche Kontamination und Rekombination aufzudecken (Tabelle 6).

Ein VorwSrtsprimer mit ncp7-Sequenz unmittelbar vor der Deletion (Primer C-
873Not) kombiniert mit einem RYckwSrtsprimer innerhalb der Kagpsid-Sequenz des
BVDV-Stammes, der fYr die Generierung der komplementierenden Zelllinie ver-
wendet wurde (Primer Cmod-1031R) und der heterolog zu ncp7 ist, ergab kein RT-
PCR-Produkt (Abbildung 9).

Ein VorwSrtsprimer mit ncp7-Sequenz unmittelbar vor der Deletion (Primer C-
873Not) kombiniert mit einem ncp7-RYckwSrtsprimer hinter der KapsidDeletion
(Primer C-1178RXba) ergab ein verkYrztes PCR-Fragment, das der LSnge der Ge-

nomsequenz minus der 126 Basenpaar-Deletion entsprach (Abbildung 9).
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Tabelle 6: Theoretische Gr§8en der PCR-Produkte nach Amplifizierung mit zwei verschiedenen

Primerpaaren fYr ncp7! C und ncp7.

Virus PCR-Primer Erwartete Fragmentgrs8e | Fragmentgrs8e
Fragmentgrs8e bei bei
(inkl. Kontamination | Rekombination
PrimerYberhSnge)
Ncp7! C C-873Not Kein Fragment
C-1178RXba 212 bp 338 bp Zu erwarten
ncp7 C-873Not
(Kontrolle) | C-1178RXba 338 bp 338 bp 338 bp
Ncp7! C C-873Not Kein Fragment zu | Kein Fragment 188 b
Cmod-1031R erwarten zu erwarten P
ncp7 C-873Not Kein Fragment zu | Kein Fragment | Kein Fragment
(Kontrolle) | Cmod-1031R erwarten Zu erwarten Zu erwarten
Primerpaar Primerpaar
C-873 Not C-873 Not
+ cp7 + Cmod-
1178RXba 1031R
500 bp—p- =
300 bp—p o
200 bp—p
100 bp—p.

Abbildung 9: Ethidiumbromid-gefSrbtes Agarosegel der PCR-Produkte mit zwei unterschiedlichen
Primerpaaren, zum Ausschluss von Kontamination und Rekombination nach Trans-Komplementierung
von ncp7! C mit PT 805 (Trizolaufreinigung von RNA nach der 0. Passage auf KOP-R-Zellen).

4.1.3 Komplementierung auf PT 875

ZusStzlich zur Komplementierung auf PT805 wurde untersucht, ob sich die
Transfektionseffizienz unter der Verwendung einer weiteren komplementierenden
Zelllinie steigern ISsst. Im Gegensatz zu PT805, die sSmtliche BVDV-
Strukturproteine exprimiert, exprimiert PT 875 nur die Strukturproteine C und E™°.
Es konnten jedoch durch die Transfektion von ncp7! C-RNA in PT 875 keine
hSheren Transfektionstiter erreicht werden als in PT 805. Die erreichten Titer lagen

mit durchschnittlich 10°*KID,,/ml sogar um den Faktor 100 niedriger als bei
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lich 10° KID,/ml sogar um den Faktor 100 niedriger als bei Verwendung der Zelllinie
PT 805 (Abbildung 10).

Titer nach Transfektion von ncp7AC in PT 805

bzw. PT 875
6
5 ~— .
//v v\0
4
% 3 / -— —— 805
9 — % | —m—3875

Zeit

Abbildung 10: Titer nach Transfektion von ncp7! C in PT 875 im Vergleich zur Transfektion in PT 805.
4.1.4 Versuche zur Passagier barkeit von komplementierten Replikons
auf komplementierenden Zelllinien

Um infekti§se Pseudovirionen fYr die Immunisierung der Tiere zu erhalten, war es
grundsStzlich nstig, die in vitro-transkribierte ncp7! C-RNA in komplementierende
Zellen zu transfizieren. Der virionenhaltige tberstand lie§ sich ohne Tit erabfall je-
weils 24 und 48 Stunden nach Transfektion ernten. Um hSufige Transfektionen zu
vermeiden, wurde untersucht, ob sich die Replikons auf komplementierenden Zellli-
nien weiter passagieren lassen und so kontinuierlich infektiSse Pseudovirionen zur
VerfYgung stehen. Es wurden die Zelllinien PT 805 und PT 875 verwendet. Es ge-
lang allerdings auf keiner der beiden Zelllinien, das Virus Yber mehr als 3 Passagen
zu erhalten. Der Titer fiel rasch von 10°KIDs,/ml auf unter 10*° KID;,/ml ab, so dass
in der 3. Passage nur noch Einzelzellen infiziert wurden und sich das Virus nicht

weiter ausbreiten konnte.
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4.2 Tierversuche

4.2.1 Konzept

Es wurden zwei Tierversuche im Abstand von 7 Monaten durchgefYhrt. Ziel des
ersten Versuches (TV 1 mit den Gruppen 1 und 2) war, herauszufinden, ob trans-
komplementierte ncp7! C-Pseudoviren im Stande sind, eine belastbare ImmunitSt
zu induzieren. Der Tierversuch erfolgte an 10 KSIbern. Es wurden zwei Gruppen zu
je fYnf Tieren gebildet. Eine Gruppe (Gruppe 1) wurde zweimal im Abstand von
29 Tagen (an Tag 0 und Tag 29) jeweils intramuskulSr (i.m.) und intranasal (i.n.) mit
trans-komplementiertem ncp7! C immunisiert. Die zweite Gruppe (Gruppe 2) diente
als Kontrolle und wurde nicht immunisiert. Die Testinfektion mit einem heterologen

BVDV Typ Ib (Stamm SE 5508) erfolgte an Tag 61.

Der zweite Tierversuch (TV 2 mit den Gruppen 3-5) baute auf den ersten Tierver-
such auf. Es sollte untersucht werden, ob erstens eine einmalige Applikation mit
trans-komplementierten ncp7! C-Pseudovirionen ausreichend fYr einen Schutz ge-
gen heterologen BVDV-Typ | ist und zweitens, ob die fYr die Praxis leichter zu
handhabende i.m.-lmmunisierung ausreichend fYr die Ausbildung einer protektiven
ImmunitSt ist. Es wurden drei Gruppen zu je fYnf Tieren gebildet. Gruppe 3 wurde
zweimal im Abstand von 28 Tagen i.m. mit frans-komplementierten ncp7! C-
Pseudovirionen immunisiert. Gruppe 4 diente als Kontrollgruppe fYr die Test
infektion. Gruppe 5 wurde einmalig am Tag 28 des Versuchs i.m. mit frans-
komplementierten ncp7! C-Pseudovirionen immunisiert. Die Testinfektion mit hete-
rologem BVDV Typ Ib wurde bei allen drei Tiergruppen an Tag 62 des Versuches
durchgefYhrt. Der Versuch begann an Tag null mit der ersten Immunisierung von

Gruppe 3.

4.2.2 Ergebnisse nach Immunisierung

4.2.2.1 Klinische und hSmatologische Parameter

Nach den Applikationen der Pseudovirionen blieben die KSlber aller drei Immunisie-
rungsgruppen beider Versuche klinisch unauffSllig. Die Tiere zeigten kein gestsrtes
Allgemeinbefinden, keine erhshte KSrpertemperatur (Abbildung 11 und Abbildung
12) und keinerlei sichtbaren oder fYhlbaren Reaktionen an der Impfstelle. Im Diffe-

rentialblutbild konnten keine erheblichen Abweichungen im Vergleich zu den Tagen
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vor der Immunisierung festgestellt werden. Die Leukozytenzahlen blieben stabil bei
Werten um 100 % bezogen auf Werte von Tag O und -5 (Abbildung 13). Auch im
zweiten Tierversuch konnte bei keiner der Tiergruppen (Gruppe 3, 2x immunisiert;
Gruppe 4, Kontrollgruppe; Gruppe 5, die in demselben Raum wie Gruppe 3 aufge-
stallt war, 1x immunisiert) Abweichungen hinsichtlich der KSrpertemperatur be-
obachtet werden (Abbildung 12). Die Tiergruppen 3 (1. Immunisierung an Tag 0)
und 5 (1. Immunisierung an Tag 28) zeigten unabhSngig von der Immunisierung
einen geringgradigen Abfall der relativen Leukozytenzahlen, wobei insbesondere
Gruppe 3 (zweimal immunisiert) bis zur Testinfektion auf dem etwas niedrigen Ni-
veau verblieb. Zudem zeigte auch die Kontrollgruppe geringgradige Schwankungen
in den relativen Leukozytenzahlen, z.B. zwischen Tag 35 und 42 nach der 1. Immu-

nisierung der Gruppe 3 (Abbildung 14).

Temperatur (Mittelwerte)

l1.lmm. lZ. Imm.

—&— Gruppe 1
—°—Gruppe 2

Tage nach 1. Imm.

Abbildung 11: Temperaturmittelwerte der Gruppen 1 (zweimal immunisiert an Tag O und 29) und 2
(Kontrollgruppe) nach 1. und 2. Immunisierung in TV 1.
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Abbildung 12: Temperaturmittelwerte der Gruppen 3 (zweimal immunisiert an Tag O und 28),
4 (Kontrollgruppe) und 5 (einmal immunisiert an Tag 28) nach 1. und 2. Immunisierung in TV 2.

Leukozyten in Prozent

LZ. Imm.

40

20 ‘

0 7 14

21 28 35 42 49 56
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—=— Gruppe 1
—0o— Gruppe 2

Abbildung 13: Leukozytenzahlen in Prozent als Mittelwerte fYr die Gruppen 1 (zweimal immunisiert an

Tag 0 und 29) und 2 (Kontrollgruppe) in TV 1 nach 1. und 2. Immunisierung.
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Leukozyten in Prozent

L L1. Imm. Gr. 5
1. Imm. Gr. 3
1400 2. Imm. Gr. 3

—e— Gruppe 3
—+— Gruppe 4
—a— Gruppe 5

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63
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Abbildung 14: Leukozytenzahlen in Prozent als Mittelwerte fYr die Gruppen 3 (zweimal immunisiert an
Tag 0 und 28), 4 (Kontrollgruppe) und 5 (einmal immunisiert an Tag 28) in TV 2 nach 1. und 2.
Immunisierung.

4.2.2.2 Virusisolierung aus Leukozyten und Nasentupfern

Nach den Immunisierungen wurden von allen Tieren jeweils 10° Leukozyten und
100 pl NasentupferflYssigkeit im Doppelansatz auf Rinderzellen angeimpft. Es
konnte bei keinem der geimpften Tiere, weder in TV 1 noch in TV 2, Virus aus Leu-

kozyten oder Nasentupferproben isoliert werden.

4.2.2.3 AntikSrper-Entwicklung

Alle Tiere reagierten zu Beginn der Versuche im BVDV Typ I- und ll-spezifischen

Neutralisationstest AntikSrper-negativ.

42231 TV1i

Erste spezifische AntikSrper konnten an Tag 21 nach der 1. Immunisierung im NS3-
blocking-ELISA detektiert werden (Abbildung 15). Die Werte von Tier Nummer 173
lagen an Tag 14 mit 42% allerdings bereits nahe am ELISA-Schwellenwert von
50 %. Im Serumneutralisationstest (SNT) erreichten die vakzinierten KSIber gegen
den Impfstamm am Tag der zweiten Immunisierung (Tag 29) Titer zwischen 1:16
und 1:64 (Abbildung 17). Gegen den heterologen BVDV-Stamm SE5508, der fYr die

Testinfektion eingesetzt wurde, waren durchschnittliche Titer um 1:6 ausgebildet
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worden. Nach der zweiten Immunisierung stiegen die Werte im NS3-blocking-ELISA
bis Tag 5 nach der zweiten Immunisierung auf durchschnittlich 93 %. An Tag 16
nach der zweiten Immunisierung war die SSttigungsgrenze von etwa 100 % bei al-
len Tieren erreicht (Abbildung 15). Im indirekten Vollvirus-ELISA konnten AntikSrper
oberhalb des Schwellenwertes von 30 % erst ab Tag 5 nach der zweiten Immuni-
sierung nachgewiesen werden. Ab Tag 7 nach der zweiten Immunisierung wurden
hier durchschnittliche Werte um 80 % ermittelt, die bis zur Testinfektion nicht Yber-
schritten wurden (Abbildung 16). Im SNT gegen den homologen BVDV-Stamm
ncp7 konnten am Tag der zweiten Immunisierung von Gruppe 1 mittlere Titer von
1:34 ermittelt werden. Am Tag der Testinfektion wurden bereits Titer zwischen
1:256 und 1:1024 gegen ncp7 detektiert (Abbildung 17). Gegen den heterologen
Testinfektionsstamm SE5508 lagen die neutralisierenden Titer am Tag der zweiten
Immunisierung bei 1:6,4 und stiegen nach der zweiten Immunisierung bis zum Tag
der Testinfektion bei allen KSlbern auf Yber 1:256 (Abbildung 18).

Mittelwerte NS3-blocking-ELISA

l1.|mm. lZ. Imm.

115

—&— Gruppe 1

% 55 —o— Gruppe 2

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63

Tage nach 1. Imm.

Abbildung 15: Mittelwerte nach 1. und 2. Immunisierung fYr die Gruppen 1 (zweimal immunisiert an
Tag 0 und 29) und 2 (Kontrollgruppe) im NS3-blocking-ELISA in TV 1. Die gestrichelte Linie markiert
den Grenzwert zum positiven Bereich des ELISA bei 50%.
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Mittelwerte Vollvirus-ELISA
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Abbildung 16: Mittelwerte nach 1. und 2. Immunisierung fYr die Gruppen 1 (zweimal immunisiert an
Tag 0 und 29) und 2 (Kontrollgruppe) im Vollvirus-ELISA in TV 1. Die gestrichelte Linie markiert den
Grenzwert zum positiven Bereich des ELISA bei einer OD von 0,3.

Mittelwerte SNT (ncp7)
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10000
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Titer

Abbildung 17: Mittelwerte der neutralisierenden Titer nach 1. und 2. Immunisierung, getestet mit dem
homologen Impfstamm ncp7 fYr die Gruppen 1 (zweimalimmunisiert) und 2 (Kontrollgruppe) in TV 1.
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Mittelwerte SNT (SE 5508)
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Abbildung 18: Mittelwerte der neutralisierenden Titer nach 1. und 2. Immunisierung, getestet mit dem
heterologen Testinfektionsstamm SE5508 fYr die Gruppen 1 (zweimal immunisiert) und
2 (Kontrollgruppe) in TV 1.

42232 TV2

Erste BVDV-spezifische AntikSrper waren im NS3-blocking-ELISA oberhalb des
Schwellenwertes von 50 % ab Tag 28 bei einem Tier (Nr. 3), das bereits an Tag 21
nach der ersten Immunisierung mit 43 % deutlich Yber dem Gruppenmittel von
28,8 % lag, nachweisbar. Ab Tag 3 nach der 2. Immunisierung konnten spezifische
AntikSrper bei allen zweimal immunisierten Tieren (durchschnittlicher Wert 50,6 %)
beobachtet werden (Abbildung 19). Auch im zweiten Versuch konnten im Vollvirus-
ELISA erst ab Tag 7 nach 2. Immunisierung spezifische Werte Yber dem Schwel-
lenwert von 0,3 nachgewiesen werden und pendelten sich bis zur Testinfektion bei
knapp 0,8 ein (Abbildung 20). Im SNT stellte sich die zweimal immunisierte Gruppe
3 folgendermas8en dar: Bis zur zweiten Immunisierung wurden gegen das homologe
Impfvirus ncp7 Titer von durchschnittlich 1:13 gebildet, die nach der zweiten Immu-
nisierung nochmals anstiegen, so dass am Tag der Testinfektion Titer von durch-
schnittlich 1:1083 erreicht wurden (Abbildung 21). Gegen den heterologen SE5508
wurde nach einmaliger Immunisierung in Gruppe 3 ein Titer von 1:3 und in Gruppe
5 von 1:14 erreicht. Die zweite Immunisierung bei Gruppe 3 fYhrte zu einem
sprunghaften Titeranstieg auf bis zu maximal 1:512 bei Tier Nummer 3 und zu
1:305 im Durchschnitt am Tag der Testinfektion (Abbildung 22).
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Abbildung 19: Mittelwerte nach 1. und 2. Immunisierung fYr die Gruppen 3 (zweimal immunisiert),
4 (Kontrollgruppe) und 5 (einmal immunisiert) im NS3-blocking-ELISA in TV 2. Die gestrichelte Linie
markiert den Grenzwert zum positiven Bereich des ELISA bei 50%.

oD

1,9

1,4

0,9

0,4

Mittelwerte Vollvirus-ELISA

L l1.|mm.Gr.5

1. Imm. Gr. 3 2. Imm. Gr. 3
//I—J\J\J/I
/

0 14 21 28 35 42 49 56 63

Tage nach 1. Imm.

—e— Gruppe 3
—— Gruppe 4
—a— Gruppe 5

Abbildung 20: Mittelwerte nach 1. und 2. Immunisierung fYr die Gruppen 3 (zweimal immunisiert),
4 (Kontrollgruppe) und 5 (einmal immunisiert) im Vollvirus-ELISA in TV 2. Die gestrichelte Linie
markiert den Grenzwert zum positiven Bereich des ELISA bei einer OD von 0,3.
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Abbildung 21: Mittelwerte der neutralisierenden Titer nach 1. und 2. Immunisierung, getestet mit dem
homologen Impfstamm npc7 fYr die Gruppen 3 (zweimal immunisiert), 4 (Kontrollgruppe) und
5 (einmal immunisiert) in TV 2.

Mittelwerte SNT (SE 5508)
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Abbildung 22: Mittelwerte der neutralisierenden Titer nach 1. und 2. Immunisierung, getestet mit dem
heterologen Testinfektionsstamm SE5508 fYr die Gruppen 3 (zweimal immunisiert), 4 (Kontrollgruppe)
und 5 (einmal immunisiert) in TV 2.
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4.2.2.4 Antikrper gegen weitere BVDV-StSmme

Es folgten weiterhin Untersuchungen zur AntikSrperentwicklung gegen weitere he-
terologe VirusstSmme. DafYr wurden SNTs mit den BVD\StSmmen PT810 (Typ Ic)
und CS8644 (Typ Il) jeweils am Tag der Testinfektion durchgefYhrt. Dabei erreich-
ten die zweimal immunisierten Gruppen 1 und 3 gegen PT810 Titer von 1:43 bzw.
1:46. Gegen den BVDV-Typ II- Stamm CS8644 wurden fYr die Gruppen 1 und 3
Titer von 1:3 und 1:7 ermittelt. Gruppe 5 aus TV 2, die nur einmalig immunisiert
worden war, wies gegen PT810 lediglich einen Titer von 1:2 und gegen CS8644
einen Titer kleiner 1:2 auf (Abbildung 23).

SNT am Tag der Testinfektion

10000
1000
M Gruppe 1
3 100 | B Gruppe 3
= — 1 Gruppe 5
10 - ]
. ] ;

ncp? SE 5508 PT 810 CS 8644

BVDV-Stamme

Abbildung 23: Neutralisierende Titer aller drei immunisierten Tiergruppen (Gruppe 1 = zweimal
immunisiert in TV 1; Gruppe 3 = zweimal immunisiert in TV 2 und Gruppe 5 = einmal immunisiert in
TV 2) am Tag der Testinfektion gegen die BVDV-StSmme ncp7 (Typ Ib), SE5508 (Typ Ib), PT810 (Typ
Ic) und CS8644 (Typ ).

4.2.3 Ergebnisse nach Testinfekti on

4.2.3.1 Klinische und hSmatologische Parameter

In beiden Tierversuchen konnten bei den zweimal immunisierten Tieren, gleichgYl-
tig ob im. und i.n. oder nur im. immunisiert, keine BVDV-spezifischen
Krankheitssymptome nachgewiesen werden, wohingegen drei von fYnf Tieren in
der einmalig i.m.-immunisierten Gruppe 3 in TV 2 leichten Nasenausfluss und
Husten zeigten. Die zweimal immunisierten Tiere hatten im gesamten

Versuchsverlauf kontinuierliche, nicht von der Norm abweichende Temperaturwerte
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che, nicht von der Norm abweichende Temperaturwerte (Abbildung 24 und
Abbildung 25). Die Leukozytenzahlen dieser KSlber lagen um 100 %, bezogen auf
den Mittelwert von Tag -5 und O nach der Testinfektion in TV 1 (Abbildung 26) bzw.
von Tag -23, -20 und 0 nach der Testinfektion in TV 2 (Abbildung 27). Alle Tiere der
einmal immunisierten Gruppe zeigten eine kurzfristig Leukopeniephase, bei der die
Leukozytenzahlen auf durchschnittlich 46 % (42,2 - 48,6 %) an Tag 4 nach der
Testinfektion absanken, aber innerhalb von 4 Tagen wieder Werte von 80% erreich-
ten und zu Versuchsende wieder bei etwa 100 % lagen (Abbildung 27). Nur das
Tier mit der Nummer 11 zeigte mit 71 % der ursprYnglichen Leukozytenzahl am

Versuchsende einen reduzierten Wert (Tag 89).

In beiden Versuchen erkrankten alle Tiere der Kontrollgruppen akut mit BVDV-
spezifischen Symptomen wie Nasenausfluss, Augenausfluss, Husten und Fieber
bis 41.2iC (Abbildung 24 und Abbildung 25). Zudem konnte eine deutliche Leuko-
penie mit Werten unter 30 % ihrer Normalwerte beobachtet werden, die sich bis
zum Versuchsende an Tag 90 (TV 1) bzw. 89 (TV 2) nur bei zwei Tieren im ersten
und bei einem Tier im zweiten Versuch wieder auf 100 % einstellten (Abbildung 26
und Abbildung 27).

Temperatur (Mittelwerte)
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—o— Gruppe 2

Abbildung 24: Temperaturmittelwerte der Gruppen 1 (zweimal immunisiert) und 2 (Kontrollgruppe)
nach Testinfektion in TV1.
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Abbildung 25: Temperaturmittelwerte der Gruppen 3 (zweimal immunisiert), 4 (Kontrollgruppe) und
5 (einmal immunisiert) nach Testinfektion in TV 2.
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Abbildung 26: Leukozytenzahlen in Prozent fYr die Gruppen 1 (zweimal immunisiert) und
2 (Kontrollgruppe) in TV 1 nach Testinfektion.
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Abbildung 27: Leukozytenzahlen in Prozent fYr die Gruppen 3 (zweimal immunisiert),
4 (Kontrollgruppe) und 5 (einmal immunisiert) in TV 2 nach Testinfektion.

4.2.3.2 Virusisolierung aus Leukozyten und Nasentupfern

Nach der Testinfektion wurden von jedem Tier je im Doppelansatz 10° Leukozyten

und 100 pl NasentupferflYssigkeit auf Rinderzellen verimpft.

Nach der Testinfektion mit BVDV SE5508 konnte Yber 10 Tage in beiden Kontroll-
gruppen pro Tier fYr 6-7 Tage Virus sowohl aus Leukozyten als auch aus Nasentup-
fern isoliert werden. Im zweiten Tierversuch wurde zusStzlich in der Tiergruppe, die
nur einmalig i.m. immunisiert worden war, kurzzeitig (fYr 1-3 Tage pro Tier) Virus
aus Leukozyten und in vier von fYnf KSIbern auch aus Nasentupfernmittels Anzucht

auf Zellkultur nachgewiesen (Tabelle 7 und Tabelle 8).

Mittels Sequenzierung von aus Leukozyten und Nasentupfern isolierter RNA, konn-
te das Virus, das fYr die Testinfektion eingesetzt wurde, als Agens fYr die Erkran-

kung bestStigt werden.
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Tabelle 7: Virusisolierung an den Tagen 1 bis 11 nach der Testinfektion in TV 1 aus Leukozyten (a)
und Nasentupfern (b) durch Animpfung im Doppelansatz auf Zellkultur; positive Ereignisse wurden mit
1 bzw. 2 (Virusnachweis im Doppelansatz) gekennzeichnet, negative Ereignisse mit 0. Gruppe 1
wurde zweimal immunisiert. Gruppe 2 diente als nicht immunisierte Kontrollgruppe.

JE ]2 ’ 3 4 ]s B 7 8 ] 10 1

173 00" | o/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0

537 o/0 |00 |0/ 0/0 0/0 0/0 0/0 o/0 0/ 0/0 0/0

~ |ss4 |oo o |0l 0/0 0/0 0/0 0/0 00 0/ 0/0 0/0
& 758 |o0 |0l |of o0 0/ |0/ 0/0 0/0  0/0 0/0 0/0
S 997 |00 |olo |0l 0/0 o0 0/0 0/0 0/0 | 0/0 000 0/0
[ a9 0/ 0/0
a7 0/0 0/0

~ 172 0/0 0/0
g 610 ' 0/0 0/0
& W 0/0 0/0

Tabelle 8: Virusisolierung an den Tagen 1 bis 11 nach der Testinfektion in TV 2 aus Leukozyten (a)
und Nasentupfern (b) durch Animpfung im Doppelansatz auf Zellkultur; positive Ereignisse wurden mit
1 bzw. 2 (Virusnachweis im Doppelansatz) gekennzeichnet, negative Ereignisse mit 0. Gruppe 3
wurden zweimal immunisiert, Gruppe 4 diente als nicht immunisierte Kontrollgruppe, Gruppe 5 wurde
einmal immunisiert.
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4.2.3.3 Antigennachweis mittels ELISA

ZusStzlich wurde ein E“S-Antigen-capture-ELISA mit EDTA-Blutproben durchge-
fYhrt. Mit diesem ELISA wurden deutlich erhdhte OD-Werte fYr die virSmische K-
trollgruppe gemessen. Allerdings erreichten nur vier von fYnf Tieren im ersten Tier-
versuch und drei von fYnf Tieren im zweiten Tierversuch fYrmindestens einen Tag
Werte Yber dem testspezifischen Schwellenwert von 30 %, so dass die Mittelwerte

nur an Tag 8 p. inf. im zweiten Tierversuch positiv fYr BVDV-Antigen waren. Im
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zweiten Tierversuch lag das Tier mit der Nummer 15 mit 22 % in der Gruppe der
einmalig Immunisierten knapp unter dem Schwellenwert, wShrend sich alle anderen
KSlber dieser Gruppe deutlich unterhalb der Nachweisgrenze des Antigen-ELISA
bewegten (Abbildung 28 und Abbildung 29).

Mittelwerte Antigen-ELISA

62
54
46

38 —— Gruppe 1
%30 T T —o— Gruppe 2
22

- /N

Tage nach Testinfektion

Abbildung 28: Antigen-ELISA der Gruppen 1 (zweimal immunisiert) und 2 (Kontrollgruppe) nach der
Testinfektion in TV 1. Die gestrichelte Linie markiert den Grenzwert von 30% zum positiven Bereich
des ELISAs.
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Mittelwerte Antigen-ELISA
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—— Gruppe 5
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Abbildung 29: Antigen-ELISA der Gruppen 3 (zweimal immunisert), 4 (Kontrollgruppe) und 5 (einmal
immunisiert) nach der Testinfektion in TV 2. Die gestrichelte Linie markierte den Grenzwert von 30%
zum positiven Bereich des ELISAs.

4.2.3.4 AntikSrper-Entwicklung

Nachdem bereits nach der zweiten Applikation von Pseudovirionen bei den zweimal
immunisierten Tieren im NS3-blocking-ELISA der SSttigungswert erreicht war,
konnte nach der BVDV-Testinfektion keine Steigerung mehr beobachtet werden. In
der Gruppe der einmal immunisierten KSlber von TV 2 konnte ein kontinuierlicher
AntikSrperanstieg von einem Wert von 50,5 % am Tag der Testinfektion bis hin zur
SSttigungsgrenze von 100 % an Tag 10 p. inf. gemessen werden. Die bis zur Test-
infektion AntikSrper-freien Kontrolltiere entwickelten NS3-spezifische AntikSrper mit
einem durchschnittlichen Wert von 62,8 % innerhalb der ersten 14 Tage und Wer-
ten von bis zu 96 % an Tag 21 (Abbildung 30 und Abbildung 31).
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Mittelwerte NS3-blocking-ELISA
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Abbildung 30: Mittelwerte nach der Testinfektion im NS3-blocking-ELISA fYr die Gruppen 1 (zweimal
immunisiert) und 2 (Kontrollgruppe) in TV 1. Die gestrichelte Linie markiert den Grenzwert zum posi-
tiven Bereich des ELISAs bei 50%.

Mittelwerte NS3-blocking-ELISA
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Abbildung 31: Mittelwerte nach der Testinfektion im NS3-blocking-ELISA fYr die Gruppen 3 (zweimal
immunisiert), 4 (Kontrollgruppe) und 5 (einmal immunisiert) in TV 2. Die gestrichelte Linie markiert den
Grenzwert zum positiven Bereich des ELISAs bei 50%.

Im indirekten Vollvirus-ELISA stellte sich die AntikSrper-Entwicklung anders dar. Bei
der Gruppe mit den zweimal immunisierten KSlbern in TV 1, die vor der Testinfek-

tion OD-Werte von im Durchschnitt 0,8 (0,57-1,13) hatte, blieb der Wert zunSchst
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konstant und stieg an Tag 10 auf durchschnittlich 1,4 (1,2-1,6) und von da aus kon-
tinuierlich auf 1,9 (1,5-2,3) an Tag 90 an (Abbildung 32). Die relativ breite Streuung
der Minimal- und Maximal-Werte resultiert aus den unterschiedlich starken Reaktio-
nen der einzelnen Tiere, die individuell aber sehr konstant waren: das Tier mit der
Ohrmarke 173 hatte immer die hichsten Werte, wShrend das Tier mit der Ohrmar-

ke 997 immer die niedrigsten Werte aufwies.

Abbildung 32: Mittelwerte nach der Testinfektion im Vollvirus-ELISA fYr die Gruppen 1 (zweimal
immunisiert) und 2 (Kontrollgruppe) in TV 1. Die gestrichelte Linie markiert den Grenzwert zum
positiven Bereich des ELISAs bei einer OD von 0,3.

Im zweiten Tierversuch war ein sehr Shnlicher Verlauf in Gruppe 3 (zweimal immu-
nisiert) zu beobachten. Der durchschnittliche OD-Wert von 0,77 (0,6-1,0) blieb eini-
ge Tage nach der Testinfektion unverSndert und stieg an Tag 10 p. inf. plstzlich auf
durchschnittlich 1,1 (0,6-1,7) und von dort kontinuierlich auf 1,8 (1,6-2,1) an Tag 21
und leicht abfallend auf 1,7 (1,4-2,6) an Tag 28 p. inf. (Versuchsende) an. Auch in-
nerhalb dieser Tiergruppe lag eine gewisse Streuung der Werte vor, wobei aber

beim Einzeltier kontinuierliche Messwerte zu beobachten waren (Abbildung 33).

Gruppe 5 (einmal immunisiert) erreichte vor der Testinfektion eine mittlere OD von
0,1 (0,03-0,17), stieg ab Tag 7 p. inf. steil an auf 1,8 (1,5-2,1) an Tag 24 p. inf. und
fiel bis Tag 89 wieder leicht auf durchschnittlich 1,4 (1,6-2,2) ab (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Mittelwerte nach der Testinfektion im Vollvirus-ELISA fYr die Gruppen 3 (zweimal
immunisiert), 4 (Kontrollgruppe) und 5 (einmal immunisiert) in TV 2. Die gestrichelte Linie markiert den
Grenzwert zum positiven Bereich des ELISAs mit einer OD von 0,3.

Im SNT gegen den Impfstamm ncp7 verhielten sich beide zweimal immunisierten
Gruppen relativ konstant. Sie hielten noch knapp zwei Wochen lang ihren durch die
Immunisierungen erworbenen Titer, um an Tag 14 sprunghaft anzusteigen (Gruppe
1 von 1:508 auf 1:5517 im Durchschnitt; Gruppe 3 von 1:1083 auf 1:6278 im Durch-
schnitt). Gruppe 1 des ersten Tierversuches pendelte sich in den folgenden zwei
Wochen auf 1:7562 ein, wohingegen Gruppe 3 auf einen durchschnittlichen Titer
von 1:2736 abfiel. Die einmal immunisierte Gruppe 5 in Tierversuch 2 machte einen
Titeranstieg unmittelbar nach der Testinfektion durch und stieg auf Werte von
1:15193 im Durchschnitt, was deutlich Yber den Titern der zweimal immunisierten
Tiere lag. Die Kontrollgruppen beider Versuche blieben bis zur Testinfektion BVDV-
AntikSrper-frei. An Tag 14 nach der Testinfektion lie§en sich bei ihnen erstmals Ti-
ter gegen den Stamm ncp7 messen, die fYr Gruppe 2 bei1:87 und fYr Gruppe 4 bei
1:44 lagen (Abbildung 34 und Abbildung 35).
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Abbildung 34: Mittelwerte der neutralisierenden Titer nach der Testinfektion, getestet mit dem
homologen Impfstamm ncp7 fYr die Gruppen 1 (zweimal immunisiert) und 2 (Kontrollgruppe) in TV 1.

Abbildung 35: Mittelwerte der neutralisierenden Titer nach der Testinfektion, getestet mit dem
homologen Impfstamm ncp7 fYr die Gruppen 3 (zweimal immunisiert), 4 (Kontrollgruppe) und
5 (einmal immunisiert) in TV 2.

Gegen den Testinfektionsstamm SE5508 bildete Gruppe 2 an Tag 14 nach der
Testinfektion Titer von durchschnittlich 1:90, Gruppe 4 von 1:150 aus. Zu Versuchs-

ende erreichte Gruppe 2 durchschnittliche neutralisierende Titer von 1:792 gegen
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ncp7 und 1:1644 gegen SE5508. €hnlich verhielt sich Gruppe 4 aus TV 2. Dort wa-
ren zu Versuchsende gegen ncp7 durchschnittliche neutralisierende Titer von 1:333
und gegen SE5508 Titer von 1:1271 nachweisbar (Abbildung 36 und Abbildung 37).

Im SNT gegen den Testinfektionsstamm SE5508 stiegen in Gruppe 1 des ersten
Tierversuches die Titer nach anfSnglicher StabilitSt bei durchschnittlich 1:508 an
Tag 14 nach der Testinfektion auf 1:5514 und auf 1:7562 an Tag 28 nach der Test-
infektion. Die neutralisierenden Titer in Gruppe 3 des zweiten Tierversuchs, die
ebenfalls zweimal vor der Testinfektion immunisiert worden war, stiegen ebenfalls
nach einer Stagnation bei durchschnittlich 1:305 an Tag 14 sprunghaft auf 1:4590
und auf 1:7081 an Tag 21 nach der Testinfektion. Von da an begann allerdings ein
Abfall auf 1:2234 an Tag 28 nach der Testinfektion (Abbildung 36 und Abbildung
37).

Abbildung 36: Mittelwerte der neutralisierenden Titer nach der Testinfektion, getestet mit dem
heterologen Testinfektionsstamm SE5508 fYr die Gruppen 1 (zweimal immunisiert) und
2 (Kontrollgruppe) in TV 1.
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Abbildung 37: Mittelwerte der neutralisierenden Titer nach der Testinfektion, getestet mit dem
heterologen Testinfektionsstamm SE5508 fYr die Gruppen 3 (zweimal immunisiert), 4 (Kontrollgruppe)
und 5 (einmal immunisiert) in TV 2.
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5 Diskussion

Die Entwicklung neuer BVDV-Impfstoffe ist angesichts der SchwSchen der vorhan-
denen Formulierungen B konventionelle 4Tot und LebendvakzinenO- ein wichtiges
Ziel fYr die Begrenzung von BVDV-bedingten SchSden, aber auch fYr die Unter-
stYtzung einer gezielten Eradiaktion. Entwicklungsziel kdnnen dabei nur Impfstoffe
sein, die einerseits keine SchSden verursachen und andererseits so wirksam sind,
dass sie eine BVDV-bedingte VirSmie blockieren und fetale Protektion erwarten
lassen (Beer und Wolf, 2003; Greiser-Wilke et al., 2003).

WShrend konventionelle AnsStze keine zusStzlichen Erfolgemehr versprechen, bie-
ten neue gentechnische Konstrukte erweiterte MSglichkeiten. So sind seit der Exis-
tenz von sogenannten infektidsen Klonen fYr BVDV direkte Eingriffe in die Genom-
Struktur dieser RNA msglich (Meyers et al. 1996; Vassilev et al.,, 1997). Durch die
Deletion von Genomabschnitten, die fYr essentielle virale Proteine kodieren, ksn-
nen dabei Deletionsmutanten konstruiert werden, die zwar noch zur RNA-
Replikation und Protein-Expression, aber nicht mehr zur Generierung infektiSser
Nachkommen-Viren befShigt sind (sog. Replikons; Harada et al., 2000; Reimann et
al., 2003). Die deletierten Abschnitte dieser Replikons kSnnen allerdings durch Hel-
ferzellen in-trans zur VerfYgung gestellt werden, was die Herstellung sogenannter
Pseudovirionen erlaubt, die in einer vollstSndigen VirushYlle das zur Genexpression
befShigte Defektgenom beherbergen (Grassmann et al., 2001; Harada et al., 2000;
Reimann et al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurden solche Pseudovirionen auf der Basis eines BVDV
Defektgenomes des nichtzytopathogenen BVDV-Stammes ncp7 (pA/BVDV/Ins-;
Meyers et al., 1996) hergestellt, wobei zunSchst die genetische Information fYr das
Kapsidprotein partiell deletiert worden war (ncp7! C-Replikon). Ncp7! C-Replikon-
RNA wurde durch Transfektion in eine alle BVDV-Strukturproteine exprimierende
Helferzelle trans-komplementiert. Auf diese Weise wurden einmal-infektiSse, repli-
kationskompetente Pseudovirionen generiert, die in keinem Fall zu einer Rekombi-
nation oder Reversion fYhrten, was mittels RT-PCR und Passagen auf nicht-
komplementierenden Zellen YberprYft wurde. Diese Pseucbvirionen wurden steril

gewonnen und zur Immunisierung an KSlber verabreicht. In einem ersten Tierver-
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such konnte erstmals fYr BVDV gezeigt werden, dass ncp7! C-Pseudovirionen in
der Lage sind, nach zweimaliger intramuskulSrer und intranasaler Applikation eine
Immunantwort zu induzieren, ohne im Tier zu einer sich ausbreitenden Infektion zu
fYhren oder von den Impflingen wieder ausgeschieden zu werden. Die Immunant-
wort erwies sich zudem nach der Belastungsinfektion mit einem heterologen BVDV
als protektiv. Im zweiten Tierversuch konnte demonstriert werden, dass auch eine
zweimalige i.m.-Immunisierung mit einmal infektiSsen, replikationskompetenten
ncp7! C-Pseudovirionen zu einer belastbaren ImmunitSt fYhrte, die ebenfalls gegen
die Infektion mit heterologem BVDV schYtzte. Gleichzeitig zeigte sich, dass die
einmalige i.m.-Immunisierung nicht ausreichend vor einer heterologen Testinfektion
schYtzte, jedoch eine verkYrzte Krankheitsphase mit deutlich verminderter Virus-

ausscheidung zur Folge hatte.

5.1 Komplementierung von ncp7 AC-Replikons

FYr Flaviviren konnte das Prinzip der Trans-Komplementierung bereits 1998
(Khromykh et al., 1998) gezeigt werden, als Kunjin-Replikons mit Hilfe von Kunjin-
Strukturprotein-exprimierenden SFV-Replikons verpackt wurden. Die Trans-
Komplementierung mit Hilfe einer Zelllinie konnten fYr Pestiviren Widjojoatmodjo
und Mitarbeiter (2000) erstmals mit CSFV nachweisen. Sie zeigten, dass sich
CSFV-Replikons mit Deletionen im Ef*-codierenden Bereich erfolgreich durch eine
komplementierende, Ef"S-exprimierende Schweine-Nieren-Zelllinie verpacken las-

sen und einmal-infektiSse Pseudovirionen bilden.

Van Gennip und Mitarbeiter (2002) etablierten ein System, in dem sich CSFV-E2-
Deletionsmutanten effektiv mit Hilfe frans-komplementierender Zellen verpacken
lieS8en. Zu diesem Zweck testeten sie drei ! E2-Replikons auf jeweils drei Zelllinien,
die das E2-Protein von CSFV exprimierten. Interessanterweise lieS8en sich die
Replikons nur mit einer der drei E2-exprimierenden Zelllinien komplementieren. Die
Transfektionseffizienz lag jeweils bei unter 10 PFU/ml, lie§ sich aber bei einer Zell-
linie durch serielle Passagen auf dieser Zelllinie auf bis zu 10*° KIDg/ml steigern.
Leider gelang es van Gennip und Mitarbeitern nicht, die Unterschiede zwischen der
komplementationsfShigen und den nichtkomplementationsfShigen Zelllinien darzu-
legen. Im Gegensatz zu dieser Studie, lieS8en sich die hier beschriebenen ncp7! C-

Replikons durch Transfektion in C-E2-exprimierende Rinderzellen (PT 805) sehr
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effizient trans-komplementieren, wobei die Titer 24 - 48 Stunden nach der Transfek-
tion bei 10*°-10%° KID.,/ml, in AusnahmefSllen bei Yber 1¢ KIDs,/ml, lagen. Aller-
dings war es nicht msglich, die erreichten Titer durch Passagen auf den komple-
mentierenden Zellen aufrecht zu erhalten. Sowohl auf der sSmtlche BVDV-
Strukturproteine exprimierenden Zelllinie PT 805 als auch auf der Zelllinie, die nur C
und ER® von BVDV exprimierte (PT 875), fielen die einmal nach der Transfektion
erreichten Titer innerhalb von 3-5 Passagen auf weniger als 10*° KID;,/ml ab. Die

Ursache dafYr konnte bisher nicht ermittelt werden.

Van Gennip und Mitarbeiter (2002) Su8erten die Vermutung, dass die Expression
des Strukturproteins E2 zu einer Hemmung der Infizierbarkeit der Zellen fYhrt, da
bereits Hulst und Moormann (1997) gezeigt hatten, dass sich durch die Zugabe von
E2 in Zellkulturmedium die Infizierbarkeit von Zellen mit Pestiviren dosisabhSngig
reduzieren ISsst. Gegen diese Theorie als alleinige Ursache spricht allerdings, dass
sich auch auf der nur die BVDV-Stukturproteine C und E™"® exprimierenden Zelllinie
PT 875 die Pseudovirionen ncp7! C nicht passagieren lassen. Harada und Mitarbei-
ter (2000) konnten zudem demonstrieren, dass bereits die konstitutive p7-
Expression zu dem oben beschriebenen PhSnomen der Interfferenz mit Blockierung
der Passagierbarkeit von Peudovirionen fYhrte. Die gleiche Beobachtung wurde
auch von Reiman und Mitarbeitern (2003) fYr eine BVDV-E2-Deletionsmutante be-
schrieben. Interessanterweise war die Infizierbarkeit von PT 805-Zellen bei den in
dieser Arbeit durchgefYhrten Experimenten zunSchst auchfYr komplette, nicht ver-
Snderte BVDV stark reduziert. Nach einigen Passagen waren allerdings Virusmut-
anten entstanden, die problemlos und ohne Interferenzerscheinungen auf den Hel-

ferzellen weiterpassagiert werden konnten (Daten nicht gezeigt).

Um das alnterferenzphSnomenO genauer zu kiSren, sind eitere Studien auf ver-
schiedenen Zelllinien, auch solchen, die nur einzelne Strukturproteine exprimieren,
geplant. Hierbei gilt es zu bedenken, dass die Nutzung von BVDV-Pseudovirionen
als kommerzielle Vakzinen eher wahrscheinlich ist, wenn eine Passagierung msg-

lich wird.

Als positiv-strSngige RNA Viren besitzen Pestiviren eigentlich das Potential zur Re-
kombination und Mutationen (Donis et al. 1998; Meyers und Thiel, 1996). So konn-

ten Becher und Mitarbeiter beschreiben, dass es nach der Applikation eines cp
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Impfvirus an persistierend infizierte Tiere zur Rekombiantion beider BVDV im Be-
reich der Nichtstrukturproteine kommen kann, was bei den betroffenen Tieren sogar
zu t3dlicher Mucosal Disease fYhrte (Becher et al., 2001). Erfreulicherweise bestS-
tigten die Versuche mit ncp7! C-Pseudovirionen die Rekombinations-, Reversions-,
und Mutationsvermutungen nicht. Werden verpackte Replikons als Vakzinen einge-
setzt, sollten Rekombinationen ausgeschlossen sein, da die Pseudovirionen msgli-
cherweise ihre Replikationskompetenz durch Reversion zurYckerlangen wYrden
und es zu VirSmie und Kontakttierinfektionen im Impfbestand, mit den damit ver-
bundenen SchSden, kommen k3nnte. Nach zahlreichen Transfektionen von
ncp?7! C-Replikons konnten mittels RT-PCR und nicht-komplementierenden Rinder-
zellen, auf denen sich einmal-infektiSse Pseudovirionen nicht seriell passagieren
lassen, in keinem Fall Rekombinationen im Bereich der Deletion und die damit ver-
bundene Generierung von infektiSsen Revertanten festgestellt werden. Dies spricht
fYr eine hohe StabilitSt der ncp7! C-Pseudovirionen, insbesondere im Bereich der
Kapsid-kodierenden Region. Auch Reimann und Mitarbeiter (2003) beobachteten
keine Revertanten nach Komplementierung von ncp7! E2-Replikons. Zwei Ursa-
chen fYr die extrem geringe oder sogar fehlende Reversions- und Rekombinations-
m3glichkeit kSnnen diskutiert werden: (1) das fYr die PT 805-Zelllinien verwendete
synthetische Gen ist deutlich weniger homolog zu der ncp7-Sequenz, was eine ho-
mologe Rekombination erheblich erschwert, und (2) im Bereich der Strukturproteine
ist die RNA-abhSngige RNA-Polymerase von BVDV nicht mehr in der Lage, den
notwendigen Sprung (switch) zwischen zwei verschiedenen Ausgangsmatrizen zu
vollfYhren, was ihr offensichtlich im Bereich der Nichtstrukturproteine gelingt (Be-
cher et al., 2001).

Bei der Verpackung der meisten anderen Replikon-Systeme, z.B. dem Sindbis oder
Semliki-Forest Systemen, treten stets Reversionen mit einer hohen Frequenz auf
(Weiss und Schlesinger, 1991). Selbst die gYnstigsten Verpackungsvarianten fYh-

ren zu etwa einer Revertante je 10* Pseudoviren (Bredenbeek et al., 1993).

BVDV Pseudoviren auf der Basis des ncp7! C-Replikons kSnnen somit durch
Transfektion in die Helferzelle PT 805 in ausreichender Menge produziert werden,
allerdings ist eine Passagierung bisher nicht m3glich. Die Voraussetzungen fYr eine

sichere Immuniserung ohne VirSmie und Virusausscheidung sind erfYlit, da in kei-
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nem Fall infektiSse Revertanten auftraten. Die hergestellten Pseudovirionen wurden

daher in zwei Immunisierungs- und Challenge-Experimenten eingesetzt.

5.2 Immunisierung von KSIbern mit dem trans  -komplementierten
Replikon ncp7 AC zur sichere n Protektion vor einer BVDV -
Infektion

FYr die Immunisierung von Rindern zum Schutz gegen eine BVDV-Infektion existie-
ren zwei Systeme: inaktivierte Vakzinen und attenuierte Lebendvakzinen (Beer und
Wolf, 2003). Totvakzinen haben den Vorteil, dass sie sehr sicher sind, da nach ihrer
Applikation keine Virusvermehrung und Bausbreitung im Tier stattfindet, was so-
wohl Kontakttierinfektionen als auch die diaplazentare Infektion eines eventuell vor-
handenen Fetus verhindert. Totvakzinen bieten jedoch unter UmstSnden selbst
nach mehrfacher Immunisierung keinen zuverlSssigen Schutz gegen eine Infektion
mit BVDV (Pichler, 1995; Wolf et al, 1996). Hingegen induziert die einmalige Immu-
nisierung mit einer gut replikationsfShigen Lebendvakzien in der Regel eine belast-
bare ImmunitSt. Dies ist allerdings mit dem Risiko einer VirSmie nach der Immuni-
sierung verbunden, was zu diaplazentarer Infektion mit den Konsequenzen des
Aborts und der Geburt lebensschwacher, permanent-infizierter KSIber und der Kon-
takttierinfektion (11-28% laut Thierauf, 1995) infolge Impfvirusausscheidung fYhren
kann (Cortese et al., 1998).

Um Lebendvakzinen sicherer zu machen, werden verschiedene Modelle zur Attenu-
ierung gewShlt. Makoschey und Mitarbeiter (2004) konstruierten BVDV-Mutanten
mit Deletionen in der 5«UTR, die in vitro durch reduzierte Plaquegrs8en und niedri-
gere Titer auffielen. Nach der Infektion von Rindern mit diesen Deletionsmutanten
wurde eine im Vergleich zu einer Feldvirusinfektion deutlich verkYrzte Leukopenie
und eine reduzierte VirSmiephase beobachtet. Klinische Symptome konnten in die-
ser Versffentlichung nur vorsichtig bewertet werden, da sie sowohl in der Infek-
tionsgruppe als auch in der Kontrollgruppe auftraten. Gegen eine VirSmie bei einer

zweiten Infektion mit dem Wildtypvirus waren die Impflinge geschYizt.

Eine weitere MSglichkeit der Attenuierung von Lebendvakzinen ist die Eliminierung
der RNase-AktivitSt des Glykoproteins E™°, wie von Freyburg und Mitarbeiter
(2004) zeigten. Jedoch kam es sowohl in vitro als auch in vivo relativ schnell zur

Bildung von Revertanten, die sich nach Reisolierung und erneutem Verimpfen in
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Schweine als virulent herausstellten (Frey et al.,, 2004). Beide sehr interessanten
Systeme haben allerdings den Nachteil, dass die genetischen VerSnderungen ge-
ring sind, keine essentiellen Bereiche betroffen sein dYrfen und daher Reversionen,
insbesondere nach mehreren Tierpassagen, zu erwarten sind. Ein echter Vorteil zu
den derzeit erhSitlichen BVDV-Lebendvakzinen ist daher nicht unbedingt zu erwar-

ten.

Das Ziel, Sicherheit und EffektivitSt zu kombinieren, wird daher eher durch die hier
beschriebenen trans-komplementierten Replikons (Pseudovirionen) ermsglicht. Sie
besitzen einerseits die FShigkeit zur RNA-Replikation und Protein-Expression, ha-
ben andererseits aber mangels der Msglichkeit zur Bildung von Virusnachkommen
nicht das Potential zur Ausbreitung im Impfling. Widjojoatmodjo und Mitarbeiter
(2000) untersuchten erstmals trans-komplementierte CSFV-Replikons auf ihre Eig-
nung als Vakzine und zeigten, dass Schweine trotz Leukopenie und klinischer
Symptome zumindest partiell vor einer t3dlichen CSFV-Testinfektion geschYtzt wa-
ren. Allerdings wurde in diesen Experimenten nur eine einmalige Applikation der
Pseudovirionen geprYft, und die besten Ergebnisse wurden nach intradermaler An-

wendung beobachtet.

FYr die vorliegende Arbeit wurden KSIber mit Pseudoviionen immunisiert und an-
schlie§end testinfinziert. Die Immunisierung mit ncp7! C-Pseudovirionen wurde von
allen immunisierten KSlbern gut vertragen. Sie zeigten anschlie§end weder eine mit
der Impfung in Zusammenhang stehende Leukopenie noch eine erhShte Ksrper-
temperatur. Ebensowenig konnte nach den Immunisierungen Impfvirus in Blutleuko-
zyten oder Nasensekret nachgewiesen werden. Das spricht dafYr, dass das Virus
weder ausgeschieden wurde noch sich systemisch im Organismus ausgebreitet
hat. Diese Ergebnisse lassen zudem darauf schlie§en, dass die Immunisierung mit
trans-komplementierten ncp7! C-Pseudovirionen nicht zu Kontakttierinfektionen fYh-
ren kann und eine diaplazentare fbertragung des Impfvirus auf den Fetus im Falle
der Immunisierung von tragenden Rindern nicht wahrscheinlich ist, da es hierfYr zur
nachweisbaren VirSmie kommen mYsste (Thierauf, 1993; Wolf et al., 1996). Somit
scheint die Sicherheit der ncp7! C-Pseudovirionen vergleichbar mit der von Tot-
impfstoffen zu sein (Bolin, 1995), ist aber in jedem Fall derjenigen von replikations-

kompetenten Lebendvakzinen Yberlegen. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von
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Widjojoatmodijo und Mitarbeitern (2000) bei CSFV Yberein, die nach der Immunisie-
rung von Schweinen mit trans-komplementierten CSFV! Ef">-Replikons weder Fie-
ber noch klinische Symptome feststellen konnten. Angaben zu Leukopenie oder
Impfvirus-Reisolierung nach der Immunisierung liegen in dieser VerSffentlichung

allerdings nicht vor.

Die zweimalige i.m.- bzw. i.n.- und i.m.-Immunisierung mit ncp7! C-Pseudovirionen
fYhrte nachweislich zur Induktion einer BVDV-spezifischen Immunantwort, wie mit-
tels indirektem und blocking-ELISA sowie im homologen wie heterologen SNT
nachgewiesen werden konnte. Das Erscheinen von NS3-AntikSrpern (im blocking-
ELISA) spricht fYr die Replikationskompetenz der applizierten Pseudovirionen, Shn-
lich wie bei attenuierten Lebendimpfstoffen. So werden nach der Applikation einer
BVDV-Totvakzine zwar ebenfalls NS3-AntikSrper beobachtet, allerdings sind dazu
je nach Reinheit der Vakzinen mehrere Verabreichungen notwendig, und die Titer
sind hSufig gering (Beer et al., 2000). Neutralisierende AntikSrpertiter von 1:508
(Gruppe 1, TV 1, zweimal immunisiert) bzw. 1:1083 (Gruppe 3, TV 2, zweimal im-
munisiert) gegen den homologen Impfstamm und von 1:256 (Gruppe 1) bzw. 1:305
(Gruppe 3) gegen den heterologen Testinfektionsstamm lie§en einen Schutz be-
reits vor der Testinfektion mit heterologem BVDV-Typ Ib vermuten. Nach SNT mit
den heterologen BVDV-Typen Ic und Il am Tag der Testinfektion zeigte sich aller-
dings, dass selbst eine zweimalige Immunisierung mit ncp7! C-Pseudovirionen wie
erwartet nur eine schwache Immunantwort gegen den sehr heterologen BVDV-Typ
Il Stamm induziert, die vermutlich nur zum partiellen Schutz fYhren dYrfte. Alle-
dings sind derzeit auch keine konventionellen BVDV-Vakzinen in Deutschland auf
dem Markt, die BVDV-Typ Il berYcksichtigen (Beer und Wolf, 2003). Die BerYck-
sichtigung von BVDV-Typ Il bei der Vakzineentwicklung ist daher notwendig, auch
wenn in Deutschland noch sehr geringe BVDV-Typ Il PrSvalenzen von 1 bis 5%
beobachtet werden (Beer et al., 1996; Wolfmeyer et al., 1997). Allerdings existieren
bereits Berichte zu inaktivierten Prototypvakzinen, die beide BVDV-Genotypen ent-
halten (Beer et al., 2000)

Nach der Testinfektion der mit Pseudovirionen vakzinierten Rinder konnte in beiden

Tierversuchen bei den zweimal immunisierten Tiergruppen weder eine Leukopenie
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noch ein Anstieg der KSrpertemperatur festgestellt oder Challenge-Virus aus Blut-

leukozyten und Nasensekret isoliert werden.

Die vorliegenden Daten zeigen daher Yberzeugend, dass eine zweimalige Immuni-
sierung mit komplementiertem ncp7! C zu einer vollstSndigen Protektion gegen eine
Testinfekion mit BVDV-Typ | fYhrte. Nicht nur klinisch sondern auch auf Basis des
Viursnachweises in Blutleukozyten und Nasentupfern konnte dieser Schutz bestS-
tigt werden. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass ncp7! C-Pseudovirionen Shn-
lich wirksam sind wie replikationsfShige, attenuierte BVDV-Lebendvakzinen, ohne
allerdings deren Schadenspotential zu besitzen (Cortese et al., 1998b; Orban et al.,
1983). Der Vakzineprototyp Ybertrifft dabei die Schutzwirkung der CSFV-Replikons
(Widjojoatmodjo et al., 2000), wobei die zweimalige Applikation hier eine gro8e Rol-
le zu spielen scheint. So konnte aus den beiden Tierversuchen abgeleitet werden,
dass eine einmalige Applikation der Vakzine zwar bereits messbare neutralisieren-
de Antik3rper induzierte, diese jedoch nicht ausreichend fYr einen Schutz gegen
eine Infektion mit heterologem BVDV vom gleichen Subtyp waren. Die zweimalige
Applikation scheint somit fYr die erstrebenswerte sogenannte &sterile ImmunitStO
essentiell zu sein, und der notwendige Schutz vor VirSmie und damit die Chance
auf afetale ProtektionO sind gegeben. Hierbei verhielsich die vorgestellte Replikon-
Vakzine wiederum wie eine Totvakzine, da auch hier ein klarer Prime-Boost-Effekt
durch die zweifache Applikation im Abstand von 28 Tagen zu beobachten war (Beer
et al., 2000; Brownlie et al., 1995; Howard et al., 1994).

Die einmalige Immunisierung mit komplementiertem ncp7! C fYhrte hingegen nur
zum Aufbau einer partiellen ImmunitSt, die einer Testinfektion mit heterologem
BVDV nur teilweise standhielt. Es konnte beobachtet werden, dass die einmalig
immunisierten KSlber im Vergleich zu den nicht immunisierten Kontrolltieren eine
deutlich verkYrzte Leukopeniephase, eine verkYrzte Phase dea Temperaturer-

h3hung und eine verkYrzte VirSmie und Virusausscheidungdurchmachten.

Dabei ist der Applikationsweg nicht vorrangig von Bedeutung. Zumindest konnte
gezeigt werden, dass die zweimalige i.m.-Applikation von komplementiertem
ncp7! C eine vergleichbar gute ImmunitSt gegen die Testinfekiion hervorrief wie die
zweimalige i.m. und intranasale Applikation, die im ersten Versuch gewShlt wurde,

um den natYrlichen Infektionsverlauf nachzuahmen. Die zun&hst schneller anstei-
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genden und hsheren Titer nach der ersten Immunisierung im ersten Tierversuch,
die intramuskulSr und intranasal erfolgte, sind vermutlich auf die hdhere Impfvirus-
menge (2x 10° KIDs, i.m. plus 2x 10° KID, intranasal statt nur 2x 10° KIDg, i.m. im

zweiten Versuch) zurYckzufYhren.

Im Vergleich dazu untersuchten van Gennip und Mitarbeiter (2002) in Schweinen
drei unterschiedliche Applikationswege (intradermal, intramuskulSr und intranasal)
fYr die einmalige Immunisierung mit trans-komplementierten CSFV-Replikons. Da-
bei konnte gezeigt werden, dass nur die intradermale Immunisierung vor einem tsd-
lichem Ausgang der CSV-Challenge-Infektion schYtzen konnte. Die intramuskulSre
Immunisierung bewirkte bei den Schweinen lediglich einen partiellen Schutz, wSh-
rend die intranasale Immunisierung wirkungslos blieb. Hierbei sind die Daten der
i.m. Applikation mit den hier gezeigten Daten zur einmaligen Verabreichung ver-
gleichbar. Leider fehlen bisher andere Vergleichsarbeiten mit pestiviralen Pseudovi-

rionen als Impfstoff.

ZukYnftige Untersuchungen mit den vorgestellten BVDV-Pseudovorionen auf Basis
des ncp7! C-Replikons werden sich insbesondere auf die Dauer der ImmunitSt und
die Msglichkeiten zur fetalen Protektion konzentrieren. Auch die Testinfektion mit
weiteren heterologen BVDV-StSmmen (z.B. Ic oder 1l) muss fYr eine wetere Cha-

rakterisierung der Replikon-Vakzine erfolgen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass im Vergleich zu inaktivierten Vakzi-
nen und attenuierten Lebendvakzinen ncp7! C-Pseudovirionen erstmalig eine vsllig
neue Art von BVDV-Vakzine reprSsentieren, die die Vorteile beider bisher ange-
wandten Systeme B nSmiich Sicherheit bei der Applikation fYr Impftier, Fetus und
Kontakttiere und Effizienz der ImmunitStsinduktion bei zweimaliger Immunisierung B

in sich vereint.
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6 Zusammenfassung

Die aktive Immunisierung gegen eine Infektion mit dem Virus der Bovinen Virusdiarrhoe
(BVDV) ist wichtiger Bestandteil der BVD-BekSmpfung. Die derzeit verfYgkaren konven-
tionellen Impfstoffe zeigen aber entweder SchwSchen bei der Wirksamkeit (inaktivierte
Vakzinen) oder sind nicht vollkommen unschSdlich (replikationsfShige Lebendvakzinen).
In der vorliegenden Arbeit wurde daher ein vollkommen neuer Ansatz der Immunisierung
gegen BVDV untersucht.

Autonom replizierende BVDV-Defektgenome B sogenannte Replikons B mit einer Deletion
innerhalb der Kapsid-kodierenden Region wurden mittels einer Helferzelllinie, die alle
BVDV-Strukturproteine (Kapsid, Ef™®, E1, E2) konstitutiv exprimiert, effizient in Virionen
verpackt. Die Charakterisierung dieser frans-komplementierten Pseudovirionen zeigte,
dass die Verpackung einerseits zu Virustitern von bis zu 10° infektiSsen Einheiten/ml fYhr-
te, aber andererseits keine unerwYnschten, replikaionskompetenten Revertanten ent-
standen waren. Die charakterisierten BVDV-Pseudovirionen oder dverpadten ReplikonsO
wurden in zwei Tierexperimenten an 15 Rinder verabreicht, um ImmunogenitSt wie auch
UnschSdlichkeit im Vergleich mit 10 Kontrolltieren zu prYfen. Die Belastbarkeit der Repli-
kon-induzierten ImmunitSt wurde zusSzlich durch eine Testinfektion aller Rinder mit hete-
rologem BVDV Typ | getestet. Es konnte dabei gezeigt werden, dass die Immunisierung
mit Pseudovirionen in allen Tieren symptomlos und ohne messbare VirSmie oder Impfvi-
rusausscheidung verlief. Alle Tiere der zweimalig im Abstand von 4 Wochen intranasal
und/oder intramuskulSr immunisierten Tiergruppen zeigten eine Asterile ImmunitStO und
waren im Vergleich zu den nicht immunisierten Kontrolltieren komplett vor klinischen
Symptomen, VirSmie und Testvirusausscheidung geschYtzt. Die einmalige intramuskulSre
Applikation von Pseudovirionen induzierte hingegen nur einen partiellen Schutz gegen die
heterologe BVDV-Testinfektion mit gemilderten klinischen Symptomen und einer deutlich
reduzierten VirSmie und Ausscheidungsphase.

Die hier erstmals zur Immunisierung gegen BVDV vorgestellten Pseudovirionen stellen
somit eine neuartige Form von BVD-Vakzine dar, die eine sinnvolle und vielversprechen-
de Alternative zu den bisher vorhandenen Systemen bietet. Sie kombiniert die Eigenschaf-
ten derinaktivierten Impfstoffe (zweimalige Applikation, UnschSdlichkeit) mi denen der
Lebendimpfstoffe (Wirksamkeit).

Ncp7! C-Pseudovirionen stellen somit eine neuartige Form einer Pestivirus-Vakzine dar,
die eine sinnvolle Alternative zu den bisher vorhandenen Systemen bietet.
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Die hier erstmals zur Immunisierung gegen BVDV vorgestellten Pseudovirionen stellen
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de Alternative zu den bisher vorhandenen Systemen bietet. Sie kombiniert die Eigenschaf-
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die eine sinnvolle Alternative zu den bisher vorhandenen Systemen bietet.
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7 Summary

Packaged bovine viral diarrhea virus (BVDV) replico nsas a
novel BVDV vaccine

Immunisation against bovine viral diarrhea virus is a major part of BVDV eradication efforts in
Germany. However, the available conventional BVDV-vaccines have disadvantages concer-
ning efficacy (inactivated vaccines) or safety (live attenuated vaccines) of the different prepara-

tions. In the here presented study, a completely novel kind of BVDV-vaccine was investigated.

Autonomously replicating deleted genomes of BVDV P so called replicons Bwith a partial de-
letion within the capsid-encoding region were efficiently packaged into virions using a helper
cell line which constitutively expressed all structural proteins (Capsid, E®°, E1 and E2) of
BVDV. It could be demonstrated that these frans-complemented pseudovirions reached titers
of up to 10° infectious units/ml, and no replication competent, reverted virus mutants were ge-
nerated. In an efficacy and safety experiment, the characterised BVDV-pseudovirions or Op-
ckaged repliconsO were adrinistered to 15 cattle in three groups, and the immunised animals
were compared with naive control animals (n=10). Subsequently, all cattle were challenged
with a heterologous BVDV type | wildtype strain. It could be shown, that immunisation with
pseudovirions did neither induce any clinical signs nor detectable viremia or shedding of the
vaccine virus. In comparison to the nasve controls, all animals of the groups with two intranasal
and/or intramuscular immunisations in an interval of 4 weeks had a sterilsing immunityO and
were completely protected against clinical symptoms, viremia or shedding of challenge virus.
In contrast, the single intramuscular immunisation induced only partial protection against
BVDV challenge infection in combination with mild clinical signs and a markedly reduced vi-

remia as well as virus shedding.

The here for the first time presented novel kind of BVDV-vaccine, which is based on pseudovi-
rions, represents an interesting an promising alternative to the existing approaches. Pseudovi-
rions combine the properties of inactivated vaccines (Otwo shotO strategy, safety) witihose of

live attenuated vaccines (efficacy).

In conclusion ncp7! C-pseudovirions are a new type of vaccine that is a reasonable alternative

to the actually existing systems.
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The here for the first time presented novel kind of BVDV-vaccine, which is based on pseu-
dovirions, represents an interesting and promising alternative to the existing approaches.
Pseudovirions combine the properties of inactivated vaccines (dtwo shotO stragy, safety)

with those of live attenuated vaccines (efficacy).

In conclusion ncp7! C-pseudovirions are a new type of vaccine that is a reasonable alter-

native to the actually existing systems.
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9 AbkYrzungsverzeichnis

A

A Adenin

Ag Antigen

Ak AntikSrper

A. dest. Aqua destillata

ATV Alfevers Trypsin Versen

B

BDV Border Disease Virus

BHV1 Bovines Herpesvirus 1
BVDV Bovines Virusdiarrhoe Virus
BSA Bovines Serumalbumin

C

C Cytosin

C Kapsid

CD Cluster of Differentiation
cDNA Copy DNA

cp Zytopathogen

CPE Zytopathogener Effekt
CSFV Classical Swine Fever Virus
D

Dl Difective Interfering

DISC Defective In second Cycle
DIVA Differentiating Infected from Vaccinated Animals
DNA DesoxyribonukleinsSure

E

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethyldiamin-TetraessigsSure
ELISA Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay

ER Endoplasmatisches Retikulum
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F

FKS Fetales KSIberserum

FLI Friedrich-Loeffler-Institut ® Bundesinstitut fYr Tiergesundheit
G

G Guanin

H

HCV Hepatitis C-Virus

HIV Human Immunodeficiency Virus
HPV Humanes Papilloma Virus

I

IFN Interferon

IFT Immunfluoreszenz-Test

i.m. IntramuskulSr

Imm. Immunisierung

Inf. Infektion

IRES Internal Ribosomal Entry Side
ISCOM Immuno-Stimmulating Complex
U International Unit

K

kb Kilobasen

KID KulturinfektiSse Dosis

KUNV Kunjin Virus

L

LB Luria Bertani

LMU Ludwig-Maximilians-UniversitSt
M

mAKk Monoklonaler AntikSrper

MD Mucosal Disease

MVA Modifiziertes Vakzinia Virus Ankara
N

ncp Nicht-zytopathogen



AbkYrzungsverzeichnis

@)
oD
ORF

PBS®
PCR
PFA
PFU

Pl

p. imm.
p. inf.
Prv

RNA
RNA*
RNAP
RT-PCR

SDS
SFV
SIN

SNT

TBE
TBEV

UTR
uv

VEE

Optische Dichte
Open Reading Frame

Phosphat Buffered Saline (ohne Magnesium)
Polymerase Chain Reaction
Paraformaldehyd

Plaque Forming Unit

Persistent infiziert

Post immunisationem

Post infectionem

Pseudorabies Virus

RibonukleinsSure

Plusstrang-RNA

Minusstrang-RNA

Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

Sodiumdodecylsulfat
Semliki-Forest-Virus
Sindbis Virus
Serum-Neutralisationstest

Thymidin
Tris-Borat-EDTA-Puffer
Tickborne Encephalitis

Untranslated Region
Ultraviolett

Venezuelan Equine Encephalitis Virus

95



AbkYrzungsverzeichnis

Y
YV

Z
ZBV

Yellowfever Virus

Zellbank fYr Zelllinien in der VeterinSrmedizin
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