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May it be an evening star
Shines down upon you
May it be when darkness falls
Your heart will be true
You walk a lonely road

Oh! How far you are from home.

Mornie utulié
Believe and you will find your way
Mornie alantié

A promise [ives within you now.

May it be the shadows call
Will fly away
May it be you journey on
7o light the day
When the night is overcome

You may rise to find the sun.

aus: May it be (Enya)
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Taxonomie von Pestiviren

Pestiviren werden aufgrund ihrer Morphologie, Genomorganisation und Strategie der
Genexpression nach der derzeit giiltigen Nomenklatur des ICTV (,,International Committee
for Taxonomy of Viruses*) zur Virusfamilie der Flaviviridae gezahlt. Diese Familie umfasst
zurzeit drei Genera: Flavivirus, Pestivirus und Hepacivirus. Zusétzlich zu den drei Genera
gibt es Gruppen von Viren (GB-Virus A und GB-Virus C), die innerhalb der Familie noch
nicht klassifiziert sind (Thiel et al., 2005). Eine Auflistung von (ausgewahlten) Virusspezies

aus den Genera ist in Tab. 1 dargestellt.

Tab. 1: Virusfamilie Flaviviridae.

Genus (ausgewahlte) Spezies

Pestivirus Klas_sische_s Schvyeinepest_\/irus (KSPV)
Bovines Virus Diarrhée Virus 1 (BVDV-1)
Bovines Virus Diarrhoe Virus 2 (BVDV-2)
Border Disease Virus (BDV)
»vorlaufige” Spezies: ,,Giraffe-1
Isolate ohne Spezieszuordnung: z. B. ,,HoBi*, ,,Antilope“,
,Bungowannah Virus*

. Dengue-Virus

Flavivirus Friihsommermeningoenzephalitis-Virus (FSMEV)
Gelbfieber-Virus
Japanische-Enzephalitis-Virus
Louping-HI-Virus
Wesselsbron-Virus
West-Nil-Virus

. Hepatitis C Virus (HCV)
Hepacivirus GB Virus B (GBV-B)
nicht klassifiziert GB Virus A und C (GBV-A und GBV-C)

Das Genus Pestivirus umfasst mit dem Virus der Klassischen Schweinepest (KSPV), dem
Virus der Bovinen Virus Diarrhde (Typ 1 und 2) und dem Border Disease Virus (BDV)
veterindrmedizinisch bedeutsame Virusspezies. Einige Pestiviren kénnen auf der Basis
phylogenetischer Analysen nicht den oben genannten Spezies zugeordnet werden; dies weist
auf eine erhebliche Diversitat innerhalb des Genus hin. Ein Isolat aus einer Giraffe
(Bezeichnung: ,,H38“ oder ,,Giraffe-1“), das vor tber 30 Jahren isoliert wurde, ist von der
ICTV als mogliche funfte Spezies eingestuft worden (Thiel et al., 2005). Weitere Pestiviren,

die bislang keiner der bestehenden Spezies zugeordnet wurden, sind die Isolate ,,Antilope*
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(Vilcek et al., 2001; Cedillo-Rosales, 2004), ,,.Bungowannah virus®“ (Kirkland et al., 2007) und
,HoBI“.Mittlerweile wurden weitere Isolate mit enger Verwandschaft zu ,,HoBi“ beschrieben;
daher wird diese Gruppe unter ,,HoBi-like* Isolaten zusammengefasst (Schirrmeier et al.,
2002; Stahl et al., 2009). Abb. 1 zeigt eine grafische Darstellung der Heterogenitat von

Pestiviren in Form eines phylogenetischen Baumes auf Basis des NP Gens.

Abb. 1: Genetische Verwandtschaft von Pestiviren.

Phylogenetischer Baum auf Basis des NP Gens mit Vertretern des Genus Pestivirus einschlieBlich
der lIsolate ohne Spezieszugehorigkeit (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von C. Forster,
Giessen).

1.2 Wirtsspektrum, Pathogenese und Klinik

Pestiviren infizieren ausschlielich Paarhufer. KSPV konnte bislang unter natirlichen
Bedingungen nur aus Haus-, Wildschweinen und Pekaries (Nabelschweinen; Vargas Teran et
al., 2004) isoliert werden. Im Gegensatz dazu ist die Wirtsspezifitat der ruminanten Pestiviren
BVDV-1, BVDV-2 und BDV weniger stark ausgepragt.

So wurden BVD-Viren unter natlrlichen Bedingungen aufler vom Rind auch aus Schaf,
Ziege, Schwein und Wildwiederkéduerarten isoliert (Becher et al., 1997; 1999; Nettleton,
1990). Nach meist oronasaler Ubertragung repliziert das Virus primér in den Schleimhauten

der Eintrittspforte und induziert in der Folge eine Immunsuppression in Verbindung mit
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Leukopenie und Infektion von lymphatischem Gewebe. Im Hinblick auf Kklinische
Auspragung kénnen unterschiedliche Bilder bei den verschiedenen Virusspezies beobachtet

werden.

1.2.1 Bovines Virus Diarrhoe Virus 1 und 2 (BVDV-1 und -2)

Die Infektion von immunkompetenten adulten Rindern mit BVDV verlduft meist subklinisch
oder unter milden Erkrankungserscheinungen mit einer kurzen Virdmie (Pritchard, 1963;
Baker, 1987). Die Klinik ist gepragt von Diarrhée, Fieber, Depression, Anorexie, vermehrtem
Sekretausfluss aus Nase und Augen, Schleimhautveranderungen am Flotzmaul sowie
Fruchtbarkeitsstorungen und respiratorischen Symptomen (Potgieter et al., 1985; Baker,
1987). Durch die Entwicklung einer spezifischen Immunantwort wird die Infektion in der
Regel aber rasch eliminiert. Eine Sonderform stellt die Infektion mit hoch virulenten BVDV-
Stammen dar, wobei respiratorische Symptome und ein h&morrhagisches Syndrom mit
Blutungen der Schleimhé&ute, blutigem Durchfall und Thrombozytopenie auftreten kdnnen,
die oft zum Tod der Tiere fiihren (Rebhun et al., 1989; Corapi et al., 1990b; Pellerin et al.,
1994).

Bei trachtigen Tieren kann es zu einer diaplazentaren Infektion der Frucht kommen, die
abhéngig vom Zeitpunkt der Infektion wahrend der Trachtigkeit in Abort, Totgeburt,
Missbildungen oder der Geburt lebensschwacher Kalber resultieren kann (Casaro et al., 1971;
Kahrs et al., 1973; Baker, 1987). Durch eine Infektion mit nicht zytopathogenen (nzp, siehe
Kap. 1.5) BVD Viren im ersten Trimester der Trachtigkeit (Tage 40 - 125) kann es zur Geburt
persistent infizierter (Pl) Kélber kommen, die lebenslang kontinuierlich Virus ausscheiden.
PI-Tiere bleiben haufig im Wachstum zurlick, konnen aber auch klinisch unaufféllig sein
(Coria und Mc Clurkin, 1978). ,,Mucosal Disease”“ (MD) ist eine besonders schwere
Verlaufsform der BVD und tritt ausschlieBlich bei PI-Tieren meist im Alter von 6 bis 24
Monaten auf.

Die MD Erkrankung geht mit Fieber, Anorexie, schweren Ulzerationen und Nekrosen der
Schleimhdute sowie der lymphatischen Organe des Verdauungstrakts einher und fihrt Gber
unstillbare, oft blutige Durchféalle nach wenigen Tagen zum Tod (Brownlie et al., 1984).
Interessanterweise lasst sich aus einem an MD erkrankten Tier immer ein nzp BVDV und ein
zytopathogenes (zp) BVDV isolieren, die antigenetisch eng miteinander verwandt sind und
daher als Paar bezeichnet werden. Hieraus wurde die Hypothese abgeleitet, dass entweder
eine Mutation des nzp Biotyps im PI-Tier (Corapi et al., 1988; Howard, 1990; Meyers und

Thiel, 1996) oder eine Superinfektion mit einem zp Isolat zu dem parallelen Nachweis beider
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Biotypen fuhrt (Brownlie et al., 1984; Fritzemeier et al., 1997; Becher et al., 1999). In
Deutschland soll die BVD Erkrankung auf der Grundlage der BVD/MD-Verordnung vom
11.12.2008, die 2011 in Kraft tritt, bekdmpft und in deutschen Rinderbestanden ausgerottet

werden.

1.2.2 Border Disease Virus der Schafe (BDV)

BDV verursacht bei Schafen und Ziegen zumeist subklinisch verlaufende oder mit milden
Symptomen wie Diarrhde einhergehende Infektionen, die bei adulten Tieren zur Ausbildung
virusneutralisierender Antikorper fiihren (Meyers und Thiel, 1996). Ebenso wie nach
Infektion mit BVDV-1 und -2 kann es zu Fruchtbarkeitsstorungen kommen. Eine
diaplazentare Infektion des FOtus kann bei tragenden Tieren zum Abort, zu Missbildungen der
Frucht oder zur Geburt lebensschwacher, persistent infizierter Lammer flihren (,,Hairy
shaker” Syndrom) (Nettleton, 1990; Terpstra, 1981). In Analogie zu Infektionen mit BVDV
beim Rind wurde ein MD-&hnliches Krankheitssyndrom beobachtet, das offenbar nur selten
vorkommt (Nettleton et al., 1992).

1.2.3 Kilassisches Schweinepest Virus (KSPV)

Infektionen mit KSPV kdnnen bei Schweinen abhéngig von der Virulenz des entsprechenden
Stamms mit hoher oder niedriger Morbiditat und Letalitit einhergehen. Es werden akute und
chronische Verlaufe beobachtet. Dabei treten Fieber, Anorexie, Diarrh6e und zentralnervose
Storungen auf. In einigen Fallen zeigen sich typische Hamorrhagien in Haut, Schleimhéduten
und inneren Organen. Auch sind Fruchtbarkeitsstérungen, diaplazentare Infektionen und die
Geburt persistent infizierter Tiere von erheblicher Bedeutung. Es ist anzunehmen, dass durch
staatliche Bekdampfungsmallnahmen KSPV Stdmme von hoher Virulenz selektiv
zuriickgedrangt wurden. Entsprechend fihren KSPV Stdmme, die bei neueren Ausbriichen in
Europa isoliert wurden, in den meisten Féllen eher zu Erkrankungsformen mit weniger
charakteristischen Symptomen (Floegel-Niesmann et al., 2003).

Die Erkrankung unterliegt in Deutschland der Anzeigepflicht und wird EU-weit auf der
Grundlage der Richtlinie des Rates 2001/89/EC und Entscheidung der Kommission
2002/106/EC einheitlich bekampft.

1.3 Virusaufbau und Genomorganisation

Pestiviren sind behillt mit einem Durchmesser von 40-60 nm und einem elektronendichten
inneren Kapsid (@ ca. 30 nm) (Meyers und Thiel, 1996) (siehe Abb. 2). Die genauere

14



Einleitung

Charakterisierung von Virionen erweist sich bisher als schwierig. Eine Reinigung wird durch
vergleichsweise niedrige Viruskonzentrationen nach Anzucht in Zellkultur und durch die
Sedimentationseigenschaften (Dichte in Sucrosegradienten: 1,13 g/ml, in lodixanol: 1,09
g/ml), die keine klare Trennung von zelluldaren Membranen erlauben, erschwert (Laude, 1979;
Maurer et al., 2004).

Die Darstellung und Immunmarkierung von Viruspartikeln in Suspension konnten u. a. bei
Verwendung von Kalium-Natrium-Tartrat erreicht werden (Dichte von KSPV: 1,18g/ml)
(Unger, 1993).

a ,Jm b

Abb. 2: Transmissionselektronenmikroskopische Darstellung von Pestiviren.

a)  Pestiviruspartikel (BVDV-1, Virussuspension nach  Gradientenzentrifugation) im
Negativkontrastverfahren (Foto mit freundlicher Genehmigung von M. Konig, Giessen). b)
Dunnschnitt infizierter MDBK Zellen mit extrazelluldren Pestiviruspartikeln (,,Giraffe-1*) (Foto aus
der vorliegenden Arbeit).

Virionen sind Uber einen relativ breiten pH Bereich stabil, lassen sich aber durch organische
Losungsmittel, Detergenzien und Hitze (Temperaturen tber 40 °C) inaktivieren (Thiel et al.,
2005). Das Genom besteht aus einer einzelstrdngigen Ribonukleinsdure (RNS) mit positiver
Polaritat, ist ca 12,3 Kilobasen (kB) groR und enthalt einen offenen Leserahmen (,,open
reading frame*, ORF), der von nicht translatierten Regionen (5’NTR mit ca. 380 Nukleotiden
und 3’NTR mit ca. 200 Nukleotiden) flankiert wird (Collett et al., 1988a; Brock et al., 1992;
Avalos Ramirez et al., 2001). Die NTR-Bereiche enthalten wichtige Signale fir die
Replikation des Virusgenoms und die Synthese der Virusproteine.

1.4 Translation und Funktionen der viralen Proteine

Der ORF kodiert fiir ein Polyprotein von 4000 AS (Aminosduren). Die Translation wird durch
eine Signalsequenz (IRES, ,.internal ribosomal entry site”) in der 5’NTR initiiert (Rijnbrand
etal., 1997; Chon et al., 1998; Di Marco et al., 2005).

Somit l&sst sich die Translationsinitiation der Pestiviren, aber auch die der Hepaciviren von

der durch eine 5’-Cap-Struktur initiierten Translation der Flaviviren abgrenzen (Tsukiyama-
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Kohara et al., 1992; Poole et al., 1995). Das Polyprotein wird wéhrend und nach der
Translation durch virale und zelluldre Enzyme in vier Strukturproteine C (Core, Kapsid), E™
(E= ,,envelope”, rns = ,,RNase secreted”), E1 und E2 sowie acht Nicht-Strukturproteine (NS)
NP, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B gespalten (Purchio et al., 1984; Miller,
R. H. und Purcell, 1990) (siehe Abb. 3).

Abb. 3: Genomaufbau und Lokalisation der Pestivirusproteine im Virusmodell.
NTR = nicht translatierte Region, ORF = ,,open reading frame*, offener Leserahmen.

Die N-terminale Protease N ist das erste Protein, das im ORF kodiert wird. Es erzeugt
durch seine autokatalytische Abspaltung den N-Terminus des im Polyprotein folgenden
Kapsidproteins C (Wiskerchen et al., 1991; Stark et al., 1993).

Das Kapsidprotein und die Glykoproteine der Virushille E™, E1 und E2 sind die
Strukturproteine des Virions (Thiel et al., 1991; Weiland, F. et al., 1999). Das aus etwa 90 AS
bestehende Kapsidprotein wird durch die zellulare Signalpeptidase von E™ abgespalten und
durch weitere Prozessierung seines C-Terminus durch eine ER-stdndige Signalpeptid
Peptidase entsteht das reife Kapsidprotein (Heimann et al., 2006). Der Anteil an basischen
Aminosauren im Kapsidprotein ermdglicht vermutlich die Bindung von RNS und es wird

postuliert, dass diese Eigenschaft zudem eine wichtige Rolle bei der Viruskapsidbildung spielt
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(Murray et al., 2008b). E™, E1, E2 und p7 werden ebenfalls durch Signalpeptidasen
freigesetzt, wobei fir die Spaltung zwischen E™ und E1 eine noch unbekannte zellulare
Protease postuliert wird (Riimenapf et al., 1993; Lin et al., 1994; Elbers et al., 1996; Harada
et al., 2000).

Das E™-Protein ist Bestandteil des Pestivirions und bildet Uber Disulfid-Briicken
Homodimere aus. Die Membranbindung wird durch einen C-terminal gelegenen
ungewohnlichen Membrananker erreicht (Fetzer et al., 2005; Tews und Meyers, 2007). E™
besitzt dartiber hinaus eine intrinsische RNase-Aktivitdt und kann in freier Form auch
extrazellular nachgewiesen werden (Rimenapf et al., 1991; Thiel et al., 1991; Riumenapf et
al., 1993). Es wurde gezeigt, dass es im Uberstand von infizierten Zellen Doppelstrang (ds)
RNS bindet und bei niedrigem pH diese Uber seine RNase Aktivitat abbaut (Igbal et al., 2004;
Magkouras et al., 2008). Dartber hinaus ist es in der Lage zelluldre Membranen zu passieren
(Langedijk, 2002). Daher wird vermutet, dass E™ auch intrazellular dsRNS bindet, diese im
endosomalen Kompartiment abbaut und so die angeborene Immunantwort (Bildung von
alpha- und beta-Interferon) unterdriicken kann.

In E1 und E2 konnten C-terminale hydrophobe Sequenzen identifiziert werden, die fir die
Membranverankerung dieser Proteine verantwortlich sind (Van Zijl et al., 1991; Rimenapf et
al., 1993). Auch diese Strukturproteine sind uber Disulfidbriicken miteinander verbunden; in
infizierten Zellen und in Virionen konnen E1/E2-Heterodimere und E2-Homodimere
vorliegen (Weiland, E. et al., 1990; Thiel et al., 1991). E2 ist bei Pestiviren fur die Bindung
der Virionen an den zellularen Rezeptor CD46 verantwortlich (Maurer et al., 2004). Im
infizierten Tier werden Antikorper gegen E™ und E2 gebildet (Weiland, E. et al., 1990;
1992), die eine schitzende Immunitat vermitteln (Rimenapf et al., 1991; Konig et al., 1995).
Der 3’terminale Bereich des ORF kodiert fir Nicht-Strukturproteine. Von einigen dieser
Proteine sind Funktionen bekannt: NS2 z. B. besitzt Autoproteaseaktivitat, durch die eine
Spaltung von NS2-3 erfolgt (Lackner et al., 2004); freies NS3 besitzt NTPase-, Helikase und
Serinprotease-Aktivitat und ist essentiell fur die virale Replikation. Daneben ist NS3 auch flr
die Freisetzung der nachfolgenden Nicht-Strukturproteine verantwortlich (Collett et al., 1991,
Meyers und Thiel, 1996; Tautz et al., 1997; Xu et al., 1997). Die unprozessierte Form von
NS2-3 wird offensichtlich fir die Bildung neuer Viruspartikel bendtigt (Agapov et al., 2004).
NS4A ist ein Kofaktor fur die NS3 Protease (Tautz et al., 1997). Die Nicht-Strukturproteine
NS3-NS5B bilden den Replikationskomplex (Tautz et al., 1994; Behrens et al., 1998), wobei
NS5B die Funktion einer RNS-abhdngigen RNS-Polymerase zukommt (Zhong, W. et al.,
1998; Kao et al., 1999; Steffens et al., 1999).

17



Einleitung

1.5 Biotypen

Anhand ihrer Eigenschaft, in empfénglichen Gewebekulturzellen einen zytopathischen Effekt
(zpE) hervorzurufen, wird bei Pestiviren ein zytopathogener (zp) Biotyp von einem nicht
zytopathogenen (nzp) Biotyp unterschieden. Der zpE ist gekennzeichnet durch Apoptose der
Zellen, die mit Vakuolisierung des Zytoplasmas und Kernpyknose einhergeht (Gillespie et al.,
1960a; 1960b; Zhang et al., 1996; Hoff und Donis, 1997; Grummer et al., 1998; Birk et al.,
2008). Zytopathogene Biotypen zeichnen sich durch eine erhdhte Expression von freiem NS3
und vermehrte RNS-Replikation aus (Meyers und Thiel, 1996; Lackner et al., 2004). Die
Kaskade zur Einleitung der Apoptose bei Pestivirusinfektion ist bis jetzt nicht vollstandig
geklart. Es ist moglich, dass ER-Stress-Signale eine Rolle spielen (Jordan et al., 2002b), die
durch eine (bermaRige Beanspruchung von ER-Membranen bei der Bildung von

Replikationskomplexen entstehen kdnnten (Rimenapf und Thiel, 2008).

1.6 Replikation und Virusmorphogenese

Die Replikation des viralen Genoms findet in Assoziation mit intrazellularen Membranen
statt. Es werden sowohl die Nicht-Strukturproteine NS3 bis NS5B als auch zellulére
Komponenten bendtigt. Pestivirus RNS wird bereits 4-6 h nach der Infektion nachgewiesen
(Gong et al., 1996; 1998).

Obwohl die Strukturproteine von Pestiviren seit einigen Jahren bekannt sind, blieben die
einzelnen Schritte bei der Synthese neuer Virionen sowie deren genauer Aufbau, Struktur und
Stochiometrie bisher weitgehend unbekannt. Es wird vermutet, dass sich die Strukturproteine
der Virushille an den Membranen des rauen endoplasmatischen Retikulums (rER) anreichern.
Weiterhin wird angenommen, dass die Virionen in Form von Knospung ("Budding”) an
intrazellularen Membranen insbesondere des rER entstehen, wobei das Genom und das
Kapsid in die Hulle eingeschlossen werden (Grummer et al.,, 2001). Die Nicht-
Strukturproteine NS2-3 und NS5B spielen ebenfalls eine Rolle bei der Virionenentstehung
und Ausschleusung (Agapov et al., 2004; Ansari et al., 2004). Virionen werden
wahrscheinlich Gber den exozytotischen Weg aus der Zelle ausgeschleust. Ein ,,Budding* an
der Zellmembran gilt als unwahrscheinlich, da die Hullproteine dort nicht nachgewiesen
werden konnten (Greiser-Wilke et al., 1991; Weiland, F. et al., 1999).

Es wird angenommen, dass das rER und die dort lokalisierten Enzyme einen entscheidenden
Einfluss auf die Faltung der viralen Strukturproteine und somit die Virussynthese haben

(Branza-Nichita et al., 2001; Durantel et al., 2004). Eine Golgi-assoziierte Prozessierung
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konnte durch Resistenz von virionassoziiertem E2-Protein gegenliber Endoglukosidase H
(Jordan et al., 2002a) sowie durch das Ausbleiben von Virussekretion nach Brefeldin A
Behandlung, die den sekretorischen Weg im Bereich des ER und cis-Golgi Bereiches
zusammenbrechen l&sst, gezeigt werden (Macovei et al., 2006).

1.7 Replikationsort und Morphogenese von Flaviviren

Innerhalb der Virusfamilie Flaviviridae ist die Replikation und Morphogenese von Vertretern
des Genus Flavivirus - insbesondere im Bereich der Ultrahistologie - zur Zeit am besten
untersucht. Im Folgenden wird der Begriff ,,Flaviviren“ ausschlieBlich zur Bezeichnung von
Vertretern des Genus Flavivirus verwendet. Die Replikation von Flaviviren findet in enger
Assoziation mit virusinduzierten intrazellularen Membranalterationen statt, die um die
Replikationskomplexe herum entstehen und aufgrund ihrer unterschiedlichen Morphologie als
»Membranenkonvolute®, ,parakristalline Strukturen® und ,Vesikelpakete“ bezeichnet
werden. In den verdnderten Bereichen konnten mittels Immunelektronenmikroskopie virale
Struktur- und Nicht-Strukturproteine sowie dsRNS nachgewiesen werden (Westaway et al.,
1997a; 1997b; Mackenzie und Westaway, 2001; Mackenzie, 2005; Miller, S. et al., 2007).
Darlber hinaus gelang der morphologische Nachweis von Viruspartikeln im Lumen des ER in
unmittelbarer N&he zu den veranderten Membranen sowie im Golgi-Komplex (Westaway et
al., 1997b; Mackenzie und Westaway, 2001). In einer aktuellen Studie wurde zum ersten Mal
die intrazellulare Lokalisation von Virionen des Dengue Fieber Virus (Uber
Elektronentomografie dargestellt (Welsch et al., 2009). Durch die Tomografie
(dreidimensionale Auswertung von Diinnschnitten) konnte gezeigt werden, dass die durch die
Virusinfektion alterierten Membranen Teil eines vom ER stammenden Netzwerkes sind.
Weiterhin wurden in Membranvesikeln Poren entdeckt, durch die synthetisierte RNS nach
Replikation freigesetzt werden kdnnte. In unmittelbarer N&dhe dazu konnten Virionen bei der
Abschnirung an ER Membranen beobachtet werden. Somit steht der Prozess der
Virionenentstehung fir Flaviviren kurz vor seiner Aufklarung. Synthetisierte Virionen werden
uber den sekretorischen Weg der Zelle transportiert; der Transport beinhaltet bei Flaviviren
die Reifung der E und M Proteine im Golgi-Komplex (Murray et al., 2008a). Die Freisetzung
reifer Partikel soll iber Exozytose stattfinden, konnte allerdings bisher ultrahistologisch nicht
dargestellt werden.
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1.8 Replikationsort und Morphogenese von Hepaciviren

Die herkdbmmliche Anzucht von HCV in Zellkultur ist nicht mdéglich; dies beintrachtigte lange
Untersuchungen zur Vermehrung von HCV. Mittlerweile stehen verschiedene in-vitro
Modelle zur Verfugung, die Uber Expression viraler Proteine oder Uber den Einsatz von
Replikons eine natirliche Infektion simulieren und erste Einsichten in den Replikations- und
Morphogeneseprozess von Hepaciviren erlauben (Moradpour et al., 2007; Lindenbach et al.,
2005; Wakita et al., 2005; Zhong, J. et al., 2005).

Es wurde gezeigt, dass die Expression sowohl einzelner (Nicht-) Strukturproteine als auch des
gesamten Polyproteins in Kulturzellen umfassende Membranverénderungen hervorruft. Durch
Immunultrahistologie wurde nachgewiesen, dass die membranverandernden Proteine (Egger
et al., 2002) sowie dsRNS (Gosert et al., 2003) an den alterierten Membranen lokalisiert sind,
die mit dem Begriff ,,membrandses Netz* als Synonym fir den viralen Replikationskomplex
bezeichnet werden.

Die Expression von HCV Strukturproteinen fuhrt zur Bildung von virusahnlichen Partikeln
(,,virus like particles”, VLPs) (Durchmesser 50 nm) in Zellkultur, die sich an ER Membranen
in das Lumen abschniren (Blanchard et al., 2002; Vauloup-Fellous et al., 2006). In einer
anderen Studie wurden Partikel von 50-60 nm Durchmesser nach Transfektion des
vollstandigen HCV Genoms bei der Abschnirung an ER Membranen und in
zytoplasmatischen Vesikeln gefunden. Durch Immunelektronenmikroskopie konnten E1
(Hullprotein) und C (Kapsidprotein) an ER Membranen nachgewiesen werden (Murakami et
al., 2006).

Nach dem momentan gultigen Modell erfolgt die Replikation von HCV im Zytoplasma an
veranderten zellularen Membranen (,,membrandses Netz“) in enger Assoziation mit der
Abschnirung neuer Virionen an vom ER stammenden Membranen. Die Ausschleusung
findet Ober den sekretorischen Weg der Zelle statt (Moradpour et al., 2007), wobei eine
maogliche  Verbindung zwischen dem Lipoprotein-Metabolismus der Zelle und der
Virusmorphogenese postuliert wird (Popescu und Dubuisson, 2010).

Abb. 4 zeigt vereinfacht im direkten Vergleich die momentan gultigen Modelle fur die
Virusmorphogenese und -freisetzung der drei Genera aus der Familie Flaviviridae (Murray et
al., 2008a).
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Abb. 4: Vorgeschlagene Wege der Morphogenese fiir Mitglieder der Familie Flaviviridae.
Aus Murray et al., 2008a; mit freundlicher Genehmigung der Nature Publishing Group (NPG).
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1.9 Der sekretorische Weg der Zelle

Nach aktuellem Wissensstand wird angenommen, dass der intrazellulare Transport von
Pestivirionen Uber den sekretorischen Weg der Zelle und die Freisetzung Uber Exozytose
stattfinden (Lindenbach und Rice, 2001; Thiel et al., 2005; Murray et al., 2008a; Rimenapf
und Thiel, 2008). An dieser Stelle wird daher der momentane Kenntnisstand zum
sekretorischen Weg der Zelle kurz zusammengefasst.

Innerhalb der Zelle stehen alle beteiligten Kompartimente untereinander und mit der
Zellmembran (iber Transportvesikel in Verbindung. Abb. 5 zeigt eine Ubersicht Gber die
Verkniipfung des sekretorischen und des endozytotischen Weges. Uber den sekretorischen
Weg (rote Pfeile) werden Proteinmolekile vom ER zur Plasmamembran oder zu den
Lysosomen transportiert, wahrend tber den endozytotischen Weg (griine Pfeile) z. B. Proteine
von Vesikeln an der Zellmembran aufgenommen werden und dann ber Endosomen zu
Lysosomen transportiert werden. Dabei ist die Transportrichtung eines Vesikels eindeutig
festgelegt, da sich die meisten Transportvesikel an mit bestimmten Schlisselproteinen
besetzten Membranregionen (,,coated vesicles®) bilden. Es gibt drei gut charakterisierte Arten
von Transportvesikeln: ,,Clathrin-coated”, ,,COP | (coatomer Proteins) coated“ und ,,COP Il
coated* Vesikel, die jeweils fiir unterschiedliche Transportwege genutzt werden.

Abb. 5: ,,Landkarte* des sekretorischen und endozytotischen Weges der Zelle.

Darstellung der beteiligten Zellkompartimente: Die Pfeile stellen den endozytotischen (griin), den
sekretorischen (rot) Weg und reverse Transportrichtungen (blau) fir den Rickfluss bestimmter
Proteine dar (©2008 aus: ,,Molecular Biology of the Cell“, 5. E., von Alberts et al. Reproduziert mit
Erlaubnis von Garland Science & Taylor and Francis LLC).
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Die nach der Translation in der Membran oder im Lumen des ER angereicherten Proteine
werden mithilfe der im ER angesiedelten Enzyme gefaltet, glykosiliert und auf vollstandige
und korrekte Faltung tGberpruft. Bei korrekter Faltung ergibt sich ein Signal zur Anreicherung
in ,,COP Il coated* Vesikeln (Durchmesser ca. 50 nm). Daruber hinaus werden im Lumen des
ER lokalisierte Proteine ohne spezifisches Signal mit einer niedrigeren Effizienz in ,,COP Il
coated” Vesikel gepackt (unspezifischer Transport).

Die Vesikel schniren sich an sogenannten ,,ER exit sites” (Bereiche ohne Ribosomen) von
der ER Membran ab und gehen in das ERGIC (,,ER und Golgi Intermediate Compartment®)
uber. Es handelt sich hierbei um ein Kompartiment, das aus vesikuldren und tubul&ren
Anteilen (,,Vesicular tubular clusters®, VTC) besteht und eine dynamische Verbindung zum
Golgi-Komplex darstellt. Der Golgi-Komplex ist der Ort der Synthese und Prozessierung von
Oligosacchariden und besteht aus einer geordneten Serie von Kompartimenten, die von
Proteinen von cis nach trans durchlaufen werden. Nach Prozessierung im Golgi-Komplex
kommen auf dem weiteren Transportweg im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) mehrere Wege in
Frage (Abb. 6).

Abb. 6: Mdgliche Wege im Trans-Golgi-Netzwerk.

Drei gut charakterisierte Wege fiir die Sortierung von Proteinen im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN).
Signal induzierter Transport zu Lysosomen (1), Signal-vermittelte Abtrennung in sekretorischen
Vesikeln fir regulierte Sekretion (2), nur in sekretorischen Zellen) und Ausschleusung auf dem
konstitutiven Weg Uber Exozytose (3). (©2008 aus: ,,Molecular Biology of the Cell*, 5. E., von
Alberts et al. Reproduziert mit Erlaubnis von Garland Science & Taylor and Francis LLC).
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Proteine mit einer Mannose 6-Phosphat Markierung werden in ,,Clathrin coated” Vesikeln zu
den Lysosomen transportiert (1), Proteine mit einem Signal fur sekretorische Vesikel werden
in diesen gesammelt und Uber den regulierten Sekretionsweg ausgeschleust (2, nur in
sekretorischen Zellen) und Proteine ohne besondere Markierung werden in unpolarisierten
Zellen automatisch auf dem konstitutiven Weg in Vesikeln aufgenommen und tber Exozytose
freigesetzt (3). Nach der Fusion des Transportvesikels mit der Zellmembran kann die
Vesikelmembran sofort wieder zur Endozytose eingesetzt werden. Signalproteine werden
entweder (ber retrograden Transport zurlickgefuhrt oder in Lysosomen entsorgt (Alberts et
al., 2008).

1.10 Ultrahistologische Darstellung der Morphogenese von Pestiviren

Um die Pestivirusmorphogenese und die Sekretion von Virionen besser verstehen zu kénnen,
bieten sich prinzipiell ultrahistologische Studien an infizierten Zellkulturen an. Allerdings
konnten mit dieser Methode bisher kaum Aufschlisse Uber den Reifungs- und
Ausschleusungsprozess von Pestiviruspartikeln gewonnen werden. Die Schwierigkeit in der
ultrahistologischen Untersuchung liegt vor allem im Vergleich z. B. zu Flaviviren darin, dass
bei Pestivirusvermehrung in Zellkultur wenige Viruspartikel in infizierten Zellen gebildet
werden.

In den 80er Jahren gab es einige Studien zur Ultrahistologie von pestivirusinfizierten
Zellkulturen und Organen bzw. Leukozyten BVDV infizierter Kalber. Bereits 1982
berichteten Bielefeldt Ohmann und Bloch, dass in Zellen des Intestinums und der Nieren
BVDV-infizierter Kélber virusahnliche Partikel in kleinen Vesikeln und grofReren Vakuolen
gefunden wurden, die in den Extrazelluldrraum entleert wurden. Diese Ergebnisse sind
allerdings kritisch zu sehen, da die Autoren das Auftreten dieser Partikel auch in nicht-
infizierten Kontrollzellen einrdumen. Spater konnten dann in Lymphozyten und Monozyten
persistent infizierter Tiere Viruspartikel in kleinen zytoplasmatischen Vesikeln nachgewiesen
werden (Bielefeldt Ohmann et al., 1987). Studien mit BDV und BVDV in Zellkultur fiihrten
zu den ersten Aufnahmen von Pestiviruspartikeln im rER-Lumen (Gray und Nettleton, 1987).
Die Entstehung der Virionen (,,Budding*) sowie die Ausschleusung aus der Zelle wurden
bislang nicht beobachtet. Ein Nachweis extrazelluldrer Pestivirionen an der Zellmembran
gelang fur KSPV in Zellkultur sowohl morphologisch als auch durch Immunogoldmarkierung
des Hillproteins E™ (Weiland, E. et al., 1992; Weiland, F. et al., 1999). Interessanterweise

gelang in diesem Zusammenhang der Nachweis des E2 Proteins an den extrazellularen
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Virionen nicht, obwohl Antikérper zur Verfligung standen, die in anderen

immunbhistologischen Verfahren zu sehr guten Ergebnissen fuhrten.

1.11 Einsatz der Elektronenmikroskopie (EM) in der Zellbiologie

Fur ultrahistologische Untersuchungen zur Morphogenese von Viren in infizierten Zellen
kommen verschiedene Verfahren in Frage. Dabei muss zwischen zwei Zielrichtungen
unterschieden werden. Der erste Weg fihrt Gber stringente Fixierung und Einbettung in
Epoxidharze unter Verlust von Antigenzuganglichkeit zu einer sehr guten Erhaltung und
Darstellung der Zellmorphologie, die bei entsprechenden technischen Voraussetzungen auch
die Rekonstruktion von dreidimensionalen Strukturen (Elektronentomografie) erlaubt (Welsch
et al., 2009: Morphogenese von Flaviviren). Der Weg der klassischen Epoxidharzeinbettung
wurde bei allen bisher verdffentlichten elektronenmikroskopischen Untersuchungen zu
Pestiviren gewahlt (Kapitel 1.10). Die Immunogoldmarkierung extrazellulérer Viruspartikel
wurde durch eine Bindungsreaktion vor der Einbettung (,,Pre-Embedding“-Verfahren)
erreicht (Weiland, E. et al., 1992; Weiland, F. et al., 1999).

Andere Verfahren zielen auf eine optimale Antigenerhaltung und Zugéanglichkeit der
Antigene nach Einbettung und Dunnschnittherstellung ab. Hierbei kann wiederum zwischen
Einbettungen in Methacrylat-Kunststoffe und Gefriereinbettung unterschieden werden
(Griffiths, 2004). In den 80er Jahren wurden Methacrylat-Kunststoffe entwickelt, die eine
Einbettung unter Vermeidung hoher Temperaturen und starker Fixierung erlaubten. Diese
Harze polymerisieren in der Kalte unter ultraviolettem (UV) Licht. Bekannte Vertreter sind
»Lowicryl“ (Fa. Lowi) (Carlemalm et al., 1982) sowie ,,LR White* und ,LR Gold* (Fa.
London Resin Company) (Causton, 1984). Sie wurden z. B. in den Arbeiten von Egger et al.,
2002 zur Markierung von HCV-Proteinen und von Kolesnikova et al. fur Studien zur
Filovirusmorphogenese eingesetzt (Kolesnikova et al., 2002; 2004a; 2004b). Nachteile der
Kunststoffeinbettungen liegen in der Toxizitat der Komponenten (Arbeitsschutz) und in der
vergleichsweise schlechten Strukturerhaltung. Sie erreichen nicht das Ziel, den Zustand der
lebenden Zelle abzubilden. Vor allem die Darstellung zellularer Membranen ist mit dieser
Methode sehr schwierig. Als Alternative wurden verschiedene Verfahren entwickelt, um den
Zustand der Zelle im wahrsten Sinne des Wortes ,,einzufrieren®. Hierzu mussen Zellen im
Hochdruck-Gefrierverfahren prapariert, Diinnschnitte in der Kryoultramikrotomie angefertigt
und im Kryoelektronenmikroskop ausgewertet werden (Chang et al., 1981; Mcdowall et al.,
1983).
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Diese Methode hat allerdings neben einem hohen apparativen und technischen Aufwand den
Nachteil, dass sie nicht die Anwendung von immunzytochemischen Methoden erlaubt. Daher
kann bei Immunmarkierungen in der Ultrahistologie zur Strukturerhaltung der Zellen sowie
zum Schutz der Probe vor Manipulationen momentan nicht auf Temperaturen tber 0 °C und
chemische Fixierung verzichtet werden (Griffiths, 2004; Md&bius, 2009). In Abb. 7 werden
verschiedene Wege der Gefriereinbettung in der Elektronenmikroskopie dargestellt. Der Weg,
der in dieser Arbeit zur Immunogoldmarkierung von Pestivirusproteinen an Zelldiinnschnitten
gewahlt wurde, ist farblich hervorgehoben.

Im wesentlichen wird bei der verwendeten Methode, die nach dem Pionier auf diesem Gebiet
in den 60er und 70er Jahren TOKUY ASU-Methode genannt wird, Probenmaterial nach einer
Fixierung mit Formaldehyd und Infiltration mit Saccharose (Gefrierschutz) in fllissigem
Stickstoff ohne Einbettungsmedium eingefroren und konserviert. Im Anschluss werden in der
Kélte bei -100 bis -120 °C Dunnschnitte angefertigt, die anschliefend aufgetaut und bei
Raumtemperatur zur Immunmarkierung eingesetzt werden kénnen. Die Auswertung erfolgt in
einem herkdmmlichen Transmissionselektronenmikroskop ohne spezielle Kryovorrichtung
(Tokuyasu, 1973, 1976; Tokuyasu und Singer, 1976; Tokuyasu, 1978, 1980, 1983, 1986).

Seit ihrer Etablierung ist die Methode von einigen Arbeitsgruppen weiterentwickelt worden.
Studien zur Charakterisierung der Methode und zur Verbesserung der Schnitterhaltung
(Griffiths et al., 1984) sowie Arbeiten zur Artefaktentstehung flihrten zu einem besseren
Verstdndnis der Grundlagen (Richter, 1994). Mittlerweile sind Protokollvariationen
anerkannt, die zu einer verbesserten Darstellung der Zellmorphologie fiihren (Liou et al.,
1996) und gute Vorlagen fur Immunmarkierungen bieten (Slot et al., 1991). Griffith und
Posthuma, 2002 haben gezeigt, dass angefertigte Schnittpréparate bis zu einem halben Jahr
ohne Antigenitatsverlust bei 4 °C gelagert werden kdnnen. Seit 1996 wurde die Methode fiir
die immunultrahistologischen Arbeiten zur Flavivirusreplikation und -morphogenese

erfolgreich eingesetzt (Mackenzie et al., 1996b) (siehe Kap.1.7).
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Abb. 7: Ubersicht zu Kryoverfahren zur Einbettung von Geweben und Zellen in der
Elektronenmikroskopie (EM).

Der in dieser Arbeit gewéhlte Weg zur Immunogoldmarkierung von Diinnschnitten aus Kulturzellen
ist farblich hervorgehoben.
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2 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Morphologie und Morphogenese von
Pestiviren durch Einsatz ultrahistologischer Verfahren zu beleuchten und besser zu verstehen.

Die Arbeit gliedert sich in drei Teile, die im folgenden kurz erléutert werden.

Im ersten Teil der Arbeit sollten Infektionsmodelle erarbeitet werden, um ultrahistologische
Studien an pestivirusinfizierten Zellen zu ermdglichen. Mithilfe molekularbiologischer und
klassischer virologischer Verfahren sollte der Zeitraum der initialen Virusvermehrung
bestimmt werden, um optimale Bedingungen fir ultrahistologische Untersuchungen zu

schaffen.

Im zweiten Teil der Arbeit dienten die zuvor etablierten Infektionsmodelle zur
elektronenmikroskopischen Untersuchung. Ziel war die Darstellung der Virionenentstehung
sowie des intrazelluldaren Transports und der Freisetzung. Als weiterer Aspekt sollte geklart
werden, ob bei der ultrahistologischen Untersuchung intrazellulare Membranalterationen
durch die Virusreplikation und Morphogenese, wie fir Flaviren und Hepaciviren beschrieben,

nachgewiesen werden kénnen.

Im dritten Teil der Arbeit sollten antigenerhaltende Verfahren zum Nachweis von
Pestivirusproteinen in infizierten Zellen eingesetzt werden. Zu Beginn der Arbeit stand am
Institut fur Virologie kein Verfahren zur Verfigung, durch das Ergebnisse mit guter
Darstellung von Zellmorphologie und guter Markierungseffizienz erreicht werden konnten.
Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit Protokolle zu Methacrylat-Kunststoffeinbettungen
sowie Gefriereinbettungen nach TOKUYASU eingefiihrt. Zur Etablierung der Verfahren
wurden Zellkultursysteme gewdhlt, in denen (Pesti-)Virusproteine berexprimiert wurden.
Die Methode nach TOKUYASU wurde schlieBlich zur Untersuchung pestivirusinfizierter
Zellen ausgewéhlt. Am Institut stand eine Reihe von Antikérpern zum Nachweis
verschiedener Pestivirusproteine zur Verflgung, die Aufschliisse Uber die intrazellulére
Proteinverteilung in infizierten Kulturzellen erlauben sollten.

Schlief3lich sollten Uber Kolokalisationsexperimente mit Markierungen von Virusproteinen
und zelluldaren Markerproteinen die Erkenntnisse zur intrazelluldaren Proteindistribution

bestatigt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellen

BHK-21: “Baby hamster kidney” Zellen; American Type Culture Collection (ATCC-
CCL-10)

BHK-21p577: “Baby hamster kidney” Zellen, pTet-on Regulatorplasmid, Expression
BVDV-1 “NADL” E2 (inkl. Influenza HA-Tag); T. Rimenapf, Institut fur
Virologie, FB Veterindrmedizin, Giessen

MDBK: »-Madin Darby bovine kidney“ Zellen; American Type Culture Collection
(ATCC CCL-22)

PK-15: “Porcine kidney” Zellen; American Type Culture Collection
(ATCC CCL-33)

SF-21: »~Spodoptera frugiperda“ Schmetterling-Ovarialzellen: T. Lengsfeld, BFAV
Tibingen

SK-6: »Swine kKidney* Zellen; M. Hofmann, IVI, Mittelhdusern, Schweiz

SK-6p830: »Swine kidney* Zellen, pTet-on Regulatorplasmid, Expression BVDV-1

Lnep7« E™-p7; T. Rumenapf, Institut fir Virologie, FB Veterinarmedizin,
Giessen

3.1.2 Virusstamme

BVDV-1 ,NADL": erhalten von Dr. M. Collett (Collett et al., 1988b)

BVDV-2 ,,890" erhalten von Dr. J. F. Ridpath, Virology Cattle Research, National
Animal Disease Center, USDA, Ames lowa, USA

Pestivirus “Giraffe-1": erhalten von Dr. D. J. Paton, VLA Weybridge, UK

KSPV “Alfort-Tib”: erhalten von Dr. Ahl, BFAV Tibingen

KSPV ,Alfort-Tib-JIV*: erhalten von Dr. P. Becher, Institut fur Virologie, FB
Veterindrmedizin, Giessen (Gallei et al., 2008)

Tollwutvirus Stamm ,,CVS*: erhalten von Dr. M. Konig, Institut fur Virologie, FB
Veterindrmedizin, JLU Giessen. ATCC: VR 959.

Infektiéser Klon BVDV-1 ,,cp7-388*: cDNS erhalten von Dr. P. Becher, Institut fur

Virologie, FB Veterindrmedizin, Giessen
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Rekombinantes Autographa californica nuclear polyhedrosis Virus (AcNPV), Familie

Baculoviridae, ,,AcNPV-890/E2“:

Niederlande)

3.1.3 Antikorper und Seren

3.1.3.1 Primar-Antikorper

erhalten von Dr. B. Makoschey (Intervet, Boxmeer,

Tab. 2: Auflistung der verwendeten Primar-Antikorper.

Sortierung nach Reihenfolge des Antigens im Pestivirusgenom, am Ende der Liste Antikdrper gegen
andere Antigene. Abklrzungen: IgG = Immunglobulin G, Kan. = Kaninchen, mAk = monoklonaler
Antikorper, msp. = monospezifisch, n. b. = nicht bekannt, pAk = polyklonaler Antikorper.

verwendetes Antikorper Typ Herkunft

Antigen Bezeichnung

NP, 3H5 IgG1 B. Lamp, Institut fiir Virologie, FB

BVDV-1,ncp7* Vet.Med., JLU Giessen

NP, 13B6 IgG1 B. Lamp, Institut fiir Virologie, FB

BVDV-1,ncp7* Vet.Med., JLU Giessen

Core, GRS-C3 (1E5) mAK, Roman-Sosa, 2007

BVDV-1 ,ncp7“ 1gG2b

Core, GRS-C1 (5H4) | mAK, Roman-Sosa, 2007,

KSPV ,,Alfort-Tlb* 1gG1 Heimann et al., 2006

E™, 50F4 mAKk J. Baumeister, Institut fir Virologie, FB

KSPV ,Alfort-Tib* IgG1 Vet. Med., JLU Giessen

E™, 24/16 mAKk Weiland, E. et al., 1992

KSPV ,Alfort-Tib" 1gG2a

E™, Kan aE™ pAk K. Elbers, BFAV Tihbingen

KSPV ,,Alfort-Tlb* msp.

E1, 8F2#1 mAK, G. Roman-Sosa, Institut fur Virologie,

KSPV , Alfort-Tiib* IgG2b | FB Vet.Med., JLU Giessen

E2, SCR25 mAK, Cedillo-Rosales, 2004

BVDV-1,.cp7“ IgG2b

E2, SCR48 mAK, Cedillo-Rosales, 2004

BVDV-1,.cp7“ IgG2b

E2, SCR60 mAK, Cedillo-Rosales, 2004

BVDV-1 ,cp7“ IgG1

E2, SCR95 mAK, Cedillo-Rosales, 2004

BVDV-1 ,cp7“ 1gG2b

E2, SCR4 mAK, Cedillo-Rosales, 2004

BVDV-2 ,890" 1gG1

E2, Kan aE2 pAKk, K. Elbers, Bundesforschungsanstalt fur

KSPV ,Alfort* msp. Viruskrankheiten der Tiere (BFAV),
Tubingen

E2, Al8 mAK, Weiland, E. et al., 1990

KSPV ,Alfort” 1gG2a

E2, D5 mAK, Weiland, E. et al., 1989

BVDV-1,NADL* 1gG1
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verwendetes Antikorper Typ Herkunft

Antigen Bezeichnung

E2, 1b31 mAK, Weiland, E. et al., 1989

BVDV-1,NADL" IgG1

E2, F48 mAKk Weiland, E. et al., 1990

KSPV , Alfort-Tib* 1gG2a

NS2, 9D11 1gG1 B. Lamp, Institut fiir Virologie, FB

KSPV , Alfort-Tib* Vet.Med., JLU Giessen

NS3, Codel/4/7 (Pool) | mAks, | E. Dubovi, Cornell University, NY,

BVDV ,,Singer” IgG USA (Corapi et al., 1990a)

NS4A, 10E10 IgG2b | B. Lamp, Institut fir Virologie, FB

KSPV , Alfort-Tiib* Vet.Med., JLU Giessen

NS4A, 4B7 IgG2b | B. Lamp, Institut fur Virologie, FB

,KSPV Alfort-Tib" Vet.Med., JLU Giessen

NS5A, 3B10 IgG1 B. Lamp, Institut fir Virologie, FB

,KSPV Alfort-Tib* Vet.Med., JLU Giessen

NS5B, 6D2 IgG1 B. Lamp, Institut fir Virologie, FB

,KSPV Alfort-Tib* Vet.Med., JLU Giessen

n.b., 2NB2, P4Gl11, | mAk Shannon et al., 1991

BVDV P4ALL (Pesti) | o

n.b., N2B12, INBS5, | mAk Shannon et al., 1991

BVDV piDg (BVDV) | PO

n. b., P3F6 mAK Shannon et al., 1991

BVDV (rum. Pesti)

Nukleoprotein, SE Kan. Lopez Yomayuza, 2009

Tollwutvirus ,,PM pAk

1503*

dsRNS J2 IlgG2a | Lot J2-0702, English & Scien.
Consulting, HR

Protein Disulfid aPDI Kan. Stressgen/ Biomol, USA/ BRD

Isomerase (PDI) (Stressgen) pAk

PDI, aPDI (Sigma) Kan. Sigma-Aldrich, USA

bovine Leber IgG

3.1.3.2 Sekundar-Antikdrper/ Protein A Gold

Kaninchen (Kan.) anti Maus IgG (H+L, “heavy and light chain”), Bricken-Antikorper

(BrAk), Fa. Rockland

Protein A, konjugiert mit kolloidalem Gold (5, 10 oder 15 nm) (= PAG), CMC Utrecht, NL
Ziege anti Kaninchen (Kan.) 1IgG (H+L), konjugiert mit Cy-3 Farbstoff, Fa. Dianova

Ziege anti Maus 1gG (H+L), konjugiert mit Cy-3 Farbstoff, Fa. Dianova
Ziege anti Maus 1gG (H+L), konjugiert mit kolloidalem Gold (10 nm), Fa. BBI
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3.1.4 Enzyme

Restriktionsendonukleasen Fa. NEB, Promega, Serva
RNaseOUT, 40 U/ul Fa. Gibco

RNaselnhibitor Fa. Takara
sSp6-RNS-Polymerase Fa. Takara

Superscript 11 RNase H- reverse Fa. Invitrogen
Transkriptase 200 U/ul

Biotherm Taq-Polymerase 5 U/ul Fa. NaTuTec

Turbo DNasel Fa. Ambion

3.1.5 Oligonukleotide und Sonden

Alle Sequenzen fur Primer und Sonden zum Nachweis von Pestiviren wurden der Dissertation
von S. Cedillo-Rosales (Cedillo-Rosales, 2004) entnommen. Es wird ein 147 Basenpaare (Bp)
langes Fragment aus dem 5’NTR-Bereich des Genoms amplifiziert. Die Primer und Sonden
fir den Nachweis der 18s-RNS Sequenz wurden mithilfe der Genbank und dem Programm
Primer Express® (Applied Biosystems) ausgewahlt. Es wird ein 74 Bp langes Fragment
amplifiziert.

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma MWG und der Firma Qiagen/ Operon bezogen,

TagMan® Sonden wurden von der Fa. Applied Biosystems bezogen.

pv-03R 5" -TCCATGTGCCATGTACAGCAG - 3’
pv-02 5’ - GTGGACGAGGGCATGCC - 3
18s-01 5" - CGGAGAGGGAGCCTGAGAA -3’

18s-02R 5" - GGGTCGGGAGTGGGTAATTT -3’

pvTaq0l1 5" FAM - ACAGTCTGATAGGATGCTGCAGAGGCCC - TAMRA 3’
pvTaq02 5’ VIC - CAGGTCTCTGCTACACCCTATCAGGCTGTG - TAMRA 3’
18sTaq01 5" VIC - ACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGG - TAMRA 3’

3.1.6 Vorgefertigte Medien und Systeme

QIlAshredder Zelllysat- Fa. Qiagen
Homogenisatorsaulchen

RNeasy®RNS Praparations-Kit Fa. Qiagen

SF900 1l SFM Medium Fa. Invitrogen
sp6-RNS Transkriptionskit Fa. Takara
TagManUniversal PCR Master Mix (2x) Fa. Applied Biosystems
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3.1.7 Chemikalien und Reagenzien

Agarose (Elektrophorese) Fa. Gibco-BRL
Ammoniumchlorid Fa. Serva
Bovines Serum Albumin (BSA) Fa. Serva
Chloroform Fa. Fluka
Dithiothreitol (DTT) Fa. Fermentas
Dimethylsulfoxid (DMSO) Fa. Sigma
DNS-GroRenmarker (1 kb, 100 b) Fa. Invitrogen
Ethanol Fa. Roth

1-,2- Epoxypropan (Propylenoxid) Fa. Roth
Ethidiumbromid Fa. Roth
Gelatine Fa. Roth
Glutardialdehyd (GA, 25 % Lsg.) Fa. Roth
Glycin Fa. Roth
Methylcellulose, 25 centipoises Fa. Sigma
Natriumazid (NaNs) Fa. Merck
Octyl-D-Glucopyranoside Fa. Fluka
Orange-G Fa. Fluka
Osmiumtetroxid, OSO4 (2 % Lsg.) Fa. Roth
Paraformaldehyd (PFA) Fa. Fluka
Penicillin/ Streptomycin Fa. Sigma
Phenol Fa. Appligene
Polyvinylpyrrolidon Fa. Roth
Ribonukleosidtriphospate (rNTPs) Fa. Boehringer Mannheim
Saccharose Fa. Fluka
Tanninsiure Fa. Sigma
Trypanblau Fa. Serva
Tween-20 Fa. Fluka
Uranylacetat Fa. Merck
Wasser, RNase frei Fa. Roth

3.1.8 Puffer, Losungen und Harze

ABDB-A (Antibody
dilution buffer-A)

1 % (w/v) BSA, 0,05 % (v/v) Tween 20, 0,01 % (w/v) NaN3;
in 1x TBS, bei 4 °C gelagert

Auftragepuffer Gel-
Elektrophorese

0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,1 % (w/v)
Orange G, 30 % (v/v) Glycerin, H,O ad 10 ml, -20 °C. Bei
Verwendung Zugabe von 4 pl Ethidiumbromid

Bleicitrat-Lsg. nach
REYNOLDS

1,33 g Pb(NO3), und 1,76 g Naz(CsHs07) [2 H,0] zu 30 ml
Agqua dd, 30 min Schitteln (Reynolds, 1963)

Cacodylatpuffer, 0,2 M, pH
7.2

50 ml Losung A (42,8 g Na-Cacodylat auf 1 | Aqua dd), 4,2
ml 0,2 M HCI, 155 ml Aqua dd

DNS-Leiter 6 ml H,O, 100 pl Tris/HCI (pH 7,5; 0.5 M), 50 ul 0.1 M
EDTA (pH 8,0), 125 ul 1 % (w/v) Orange G, 50 ul 1 % (w/v)
Bromphenolblau, 400 ul Glycerin, 200 ul DNS-Leiter

Epoxid-Harz 16 g Epon 812, 8 g Epon Harter DDSA, 8,7 g Epon Harter

MNA, 0,4 g Beschleuniger DMP-30 (alle Fa. Serva),
aliquotieren und bei -20 °C lagern
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LR-Gold + 0,1 % (w/v) Benzil zum Aushérten,
beide Fa. London Resin Company Limited
Neb4-Puffer Fa. NEB

OrangeG Loading Buffer 2,5 ml OrangeG 1 % (w/v), 3 ml Glycerin, 4,5 ml H,O
(0,25 % (vIv))

Paraformaldehyd- 16 g PFA in 90 ml Aqua dd, mit NaOH pH auf 7,4 einstellen,
Stammldsung (16% (w/v)) | filtrieren und bei -20 °C lagern

Phosphate buffered saline 0,8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, 0,2 g/l KH,PO4xH-0, 1,15 g/l

deficient (PBS def.) Na;HPO,4 x H,0 in 950 ml Aqua dd, autoklaviert, bei 4 °C
gelagert

Phosphatpuffer 0,2 M pH 19 ml Losung A (27,6 g/l NaH,PO4xH0), 81 ml Lésung B

7,4 (35,7 g/l Na;HPO4x2H,0)

Pioloform Lsg. 0.4 % (w/v) | Pioloform-Pulver (Fa. Plano) in Ethylenchlorid (Fa. FLUKA)
I0sen, nach 24 h aufschitteln, im Dunkeln lagern

Puffer Vllla (2,5x) 125 mM Tris (pH 8,3), 187,5 mM KCI, 7,5 mM MgCl,, 25
mM DTT, 1,25 mM dNTPs, gelagert bei -20 °C

TBS (Tris buffered saline) 50 mM Tris, 0,85 % (w/v) NaCl, pH 7,6, bei 4 °C gelagert

3.1.9 Medien und Mediumzusatze fur die Zellkultur

Doxyzyklin Fa. ICN

Einfriermedium 10 % (v/v) DMSO in FKS

Fotales Kalberserum (FKS) | Fa. PAA Laboratories

Geneticinsulfat (G418) Fa. Calbiochem

Insektenzellenmedium 1 1 SF900I1-Medium, 2 ml Penicillin/Streptomycin (500x), 200
pl Amphotericin (500x), bei 4 °C gelagert

Penicillin/ Streptomycin 50000 1U/ml Penicillin G, 50 mg/ml Streptomycinsulfat; in

(500x) Aqua dd gelost; sterilfiltriert (0,1um) und bei -20 °C gelagert

Trypsin-EDTA-LGsung 8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 1,44 g/l Na;HPO,4 x 2H,0, 2,5 g/l

Trypsin, 1:300, 0,16 g/l Phenolrot in Aqua dd gel6st,
sterilfiltriert (0,1 mm), bei 4 °C gelagert

Zellkulturmedium CCM-34 | Zellkulturmedium DMEM plus 0,0178 g/l L-Alanin, 0,7 g/l
Glycin, 0,025 g/l L-Prolin, 0,1 mg Biotin, 0,025 g/l
Hypoxanthin, sterilfiltriert, Lagerung bei 4 °C

bei Anbruch Zugabe von Antibiotika: Penicillin 100.000 1U/I,
Streptomycin 0,1 g/l

Zellkulturmedium DMEM 4,5 g/l DMEM-Pulver (Fa. Gibco, Invitrogen Incorporation)
0,075 g/l L-Glutaminséure, 3,7 g/l NaHCOs, sterilfiltriert,
Lagerung bei 4 °C; bei Anbruch Zugabe von Antibiotika:
Penicillin 100.000 1U/I, Streptomycin 0,1 g/I

3.1.10 Fotodokumentation

Agepon Fa. Agfa
D19 (Negativentwickler) Fa. Kodak
Dokumol (Negativfixierer) Fa. Tetenal
IlIfospeed RC Deluxe (Fotopapier) Fa. llford
Iso 163 Planfilm (Negative) Fa. Kodak
PQ Universal (Papierentwickler) Fa. llford
Papierfix Rapid Fixer (Papierfixierer) Fa. llford
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3.1.11 Gerate

Analysenwaage

Fa. Sartorius

Bedampfungsanlage

Fa. Balzers

Brutschrank Stericult 2000 (mit CO,-Begasung)

Fa. Forma Scientific

Brutschrank (ohne CO,-Begasung)

Fa. WTC Binder

CCD-Mikroskopkamera (F-View II),
Dokumentationssoftware

Fa. SIS (Soft-Imaging System)

Diamantmesser fur (Gefrier-) Ultramikrotomie Fa. Diatome
Elektronenmikroskop EM 910 Fa. Zeiss
Elektrophorese Power Supply Fa. Amersham
Elektroporationsgerét (Gene Pulserll) Fa. BioRad
Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiovert und Fa. Zeiss

Filtermodule

Gefriergerate (-20 °C, -70 °C)

Fa Liebherr, Fa. Bosch

Gelkammern flr Elektrophorese

Werkstatt des MZI, Giessen

Glaswaren Fa. Schott
Invert-Mikroskop Fa. Zeiss
Kihlschrénke Fa. Liebherr
Kryoultramikrotom ,,UC6/FC6* Fa. Leica
Laborator 138 S (Prézisionsfachvergrolerer) Fa. Durst
Magnetrihrer IKA-Werke
Mehrkanalpipetten Fa. Biohit
Mehrkanaldispensierpipetten Fa. Biohit
Messerbrecher "EM-KMR3* Fa. Leica
Mikroliterpipetten (10, 20, 200, 1000 pl) Fa. Gilson
Negativscanner "G4050 " Fa. hp
PCR-Kabinett Holten Lamin Air/PCR Mini Typ Fa. Holten

HVPCR

Thermocycler GeneAmp PCR System2400

Fa. Applied Biosystems/ Perkin Elmer

Photometer Gene Quant I1 RNA/DNA Calculator

Fa. Pharmacia Biotech

Pipettierhilfe (Pipet Boy Plus)

Fa. Integra Bioscience

real time PCR Gerat ABI Prism 7000,
Dokumentationssoftware

Applied Biosystems

Reinstwasseranlage Purelab Plus UF

Fa. USF Deutschland GmbH

Schlauchpumpe (ECONO PUMP) Fa. BIO RAD
Sicherheitswerkbank Klasse I1 Fa. Clean Air
Trimmvorrichtung TM60 Fa. Spenger

Ultramikrotom ,,Ultracut” Fa. Reichert

Vortex Fa. IKA

Wasserbad WB10 Fa. Memmert GmbH & Co. KG
Zelleinfriergerat ,,Mr. Frosty* Fa. Nalgene

Zentrifuge (4 °C) Kendro Megafuge 1,0R Fa. Heraeus

Zentrifuge (4 °C) Biofuge Fresco Fa. Heraeus

Zahlkammer nach Fuchs-Rosenthal

Fa. Fisher Scientific
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkulturtechniken

3.2.1.1 Haltung der Zelllinien

Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen (Sicherheitswerkbank, Klasse II)
durchgefihrt. Bei allen verwendeten Zellkulturen (bis auf SF-21) handelt es sich um adhérente
Saugerzelllinien, die jeweils fur 3-4 Tage in einem Inkubator bei 37 °C , 5 % CO; und
wasserdampfgeséttigter Luft in Zellkulturschalen (@ 10 cm) gehalten und anschlie3end
passagiert wurden. Hierzu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 10 ml Trypsin-
EDTA-L6sung gewaschen, und anschlielend die Zellkulturschalen mit 2 ml der selben
Losung 5-15 min bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen unter Zugabe von
10 ml frischem Medium (CCM-34 (,cell culture medium®) aufler BHK-21: DMEM
,Dulbecco’s modified Eagle medium)) mit 10 % Foétalem Kalberserum (FKS) (v/v) von der
Kulturschale abgeldst und vereinzelt. Die Zellsuspension konnte nun zur Passagierung der
Zellen oder fiir Infektionsversuche auf neue Schalen, bzw. Zellkulturplatten Ubertragen
werden. pTet-on Zelllinien wurden unter Zugabe von G418-Sulfat (100 mg/l) gehalten.

Die adhéarente Insektenzelllinie SF-21 (Schmetterlings-Ovarialzellen) wurde bei 27 °C ohne
CO,-Begasung in Insektenzellenmedium in Zellkulturflaschen gehalten und alle 3-4 Tage
passagiert. Hierzu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen in frischem Insektenzellmedium
durch Abklopfen resuspendiert und zur weiteren Passagierung oder flr Infektionsversuche in

neue Zellkulturflaschen bzw. auf Zellkulturplatten Gbertragen.

3.2.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl einer Zellsuspension wurde nach Abldsen und Resuspendieren
der Zellen in frischem Medium (siehe Kapitel 3.2.1.1) ein Aliquot im Verhaltnis 1:10 mit
Trypanblau-Farbeldsung (0,25 % (w/v) in NaCl) versetzt und in einer Zahlkammer nach
Fuchs-Rosenthal unter einem Invertmikroskop ausgezéhlt. Die Auszahlung berlcksichtigte 4
groBe Quadrate der Kammer (Diagonale). Gezédhlt wurden nur lebende Zellen ohne
Blaufarbung. Die Zellzahl/ml wurde mit folgender Formel ermittelt:

Zellzahl/ml = n x V x 1250

n= Anzahl Zellen in 4 GroRquadraten

V= Verdinnungsfaktor
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3.2.1.3 Kryokonservierung von Zellen

Zur Konservierung von Zellen wurden diese nach Ablésen und Resuspendieren (siehe Kapitel
3.2.1.1) durch Zentrifugation vom Medium getrennt und je nach Zelldichte in 1-3 ml
Einfriermedium aufgenommen (ca. 1x10° Zellen/ml) und in Kryordhrchen abgefiillt. Zum
schonenden Einfrieren wurden die Rohrchen mithilfe einer Einfrierbox (,,Mr. Frosty®, Fa.
Nalgene) langsam (ca. 1 °C/ Min) bis -70 °C heruntergekiihlt und anschlieBend tiber flissigem
Stickstoff gelagert.

Eingefrorene Zellen wurden im warmen Wasserbad schnell aufgetaut, in frischem

Kulturmedium aufgenommen und in Kulturgefale ausgesét.

3.2.2 Herstellung von Virusstocks

Pestivirusstamme wurden auf MDBK, PK-15 bzw. SK-6 Zellen vermehrt. Hierzu wurde das
Medium einer 10 cm Kulturschale mit einem zu 80 % konfluentem Zellrasen entfernt, der
Zellrasen ein Mal mit Medium (ohne FKS) gewaschen und Virus (,,multiplicity of infection*
(m. 0. i.) <1) in 2 ml Medium (ohne FKS) auf die Zellen gegeben und 1 h im Brutschrank
inkubiert. Im Anschluss wurde mit Medium (mit 10 % FKS (v/v)) auf 10 ml aufgefillt. Nach
2-3 Tagen konnte der virushaltige Uberstand gewonnen werden; zellgebundenes Virus wurde
durch drei Frier-Tau-Zyklen freigesetzt und nach Abzentrifugation (700 g, 5 min) von
zellularen Bestandteilen dem Uberstand hinzugefiigt. Die Lagerung der Virusstocks erfolgte
bei -70 °C und vor der Verwendung in Infektionsstudien wurde der Virustiter durch
Endpunkttitration (siehe unten) bestimmt.

3.2.3 Titration von Pestiviren

Virustitrationen wurden direkt in 96well Platten durchgefuhrt. Hierzu wurde eine
geometrische Verdlnnungsreihe des Virus (1:5 in 5er Schritten) mit 4 Replikaten angelegt.
AnschlieBend wurde 50 ul Zellsuspension pro Vertiefung hinzugegeben (2x10° Zellen/ml,
sieche Kapitel 3.2.1.2) und der Ansatz fir 3 Tage bei 37 °C, 5 % CO, und
wasserdampfgeséattigter Atmosphare im Brutschrank inkubiert. Das Ablesen der Titration
erfolgte bei zp Pestiviren Uber die ldentifikation des virusspezifischen zpE und bei nzp

Pestiviren Uber den indirekten Immunfluoreszenztest (11FT, siehe Kapitel 3.2.4).
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Der Virustiter wurde mit einer vereinfachten Formel, abgeleitet von SPAERMANN und
KARBER (Kéarber, 1931), berechnet und mit der Einheit , Tissue Culture Infectious Dose
50/ml* (TCIDso/ml) angegeben:

m = |0910 d (>Ri +0,5)

m = negativer dekadischer Logarythmus des Titers bezogen auf das Testvolumen (100 pl)
d =Verdinnungsfaktors (hier: 1:5)
> Ri = Summe der Reaktionsraten

Die Varianz der Titer wurde wie folgt berechnet:

Varianz = 2 x \ (d2 x (p1+ p2+ p3+...))

d = log der Verdinnung

_ Anteil positiver Kulturen (1 - Anteil positiver Kulturen . (Anzahl Ansitze — 1)
P einer Verdinnungsstufe einer Verdinnungsstufe) '
Beispiel:

Titration 1:5 in 5er Schritten mit 4 Ansatzen,
Anteil positiver Kulturen: Stufe 1= 1, Stufe 2= 0,75, Stufe 3= 0,5

pl=1 x (1-1) :(4-1)=0
p2=0,75 x(1-0,75) :(4-1)=0,0625

p3=05  x(1-0,5) :(4-1)=0,0833

Varianz des Titers= 2 x \ (0,6992 x (0+ 0,0625 + 0,0833)) = 0,534

3.2.4 Indirekter Immunfluoreszenztest (11FT)

Zum Nachweis von Pestivirusproteinen in Kulturzellen ,,in situ® im lichtmikroskopischen
Bereich wurde ein indirekter Immunfluoreszenztest (1IFT) durchgefuhrt. Hierzu wurde der
infizierte Zellrasen nach dem Abnehmen des Uberstandes mit PBS ohne Ca™"/ Mg™* (PBS
def.) gewaschen und mit 2 % (w/v) PFA in PBS def. fir 20 min bei 4 °C fixiert. Im Anschluss
wurde das Fixans entfernt und der Zellrasen 3x mit PBS def. gewaschen. Zur
Permeabilisierung wurden die Zellen mit 0,5 % Octylglucosid-L6sung (0,5 % (w/v) Octyl-D-

Glucopyranosid in PBS def., bei 4 °C gelagert) fur 5 min bei Raumtemperatur iberschichtet.
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Danach wurde der Zellrasen wieder 3x mit PBS def. gewaschen, in der Folge der Primar-
Antikorper (Ak), verdiinnt in ABDB-A Puffer, auf den Zellrasen gegeben und der Ansatz bei
37 °C im Brutschrank 1 h inkubiert. Nach 3x Waschen mit PBS def. wurde der
Detektionsantikdrper (Ziege anti Maus bzw. Kaninchen, konjugiert mit Cy3; 1:500 in ABDB-
A Puffer verdiinnt) auf den Zellrasen gegeben und der Ansatz wiederum bei 37 °C im
Brutschrank fur 1 h inkubiert. Nach abschlieBendem Waschen mit PBS def. erfolgte die
Auswertung unter einem Invert-Fluoreszenzmikroskop bei Griinanregung (ca. 552 nm). Eine
spezifische Fluoreszenz fiir Pestivirusproteine wurde ausschlieRlich im Zytoplasma der Zellen
beobachtet, das Verteilungsmuster war abhéngig vom nachgewiesenen Antigen. Ein Zellrasen
wurde als positiv gewertet, wenn mindestens eine Zelle mit spezifischer Fluoreszenz

beobachtet wurde. Bei jedem Ansatz wurden Negativ- und Positivkontrollen mitgefuhrt.

3.2.5 Infektions- und Expressionsmodelle

3.2.5.1 Infektionsversuche zur Erstellung von Wachstumskurven

Infektionsstudien wurden zur Erstellung von Wachstumskurven und RNS-Quantitifizierung
mit den Pestiviren BVDV-1 ,,NADL*, BVDV-2 ,,890“ und ,,Giraffe-1“ durchgefuhrt. Hierzu
wurden MDBK-Zellen in Suspension gebracht und gezéhlt. Daraufhin wurden die Zellen
pelletiert (500 g/ 5 min) und in mdoglichst kleinem Volumen von virushaltigem
Zellkulturiiberstand (4 °C) mit einer m. o. i. = 10 resuspendiert. Zur Infektionssynchronisation
wurde der Ansatz 1 h bei 4 °C (Adhé&sion) und im Anschluss 1 h bei 37 °C (Infektion) unter
standigem Schwenken inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen durch 2maliges Pelletieren
(s. 0.) und Resuspendieren in Zellkulturmedium (mit 5 % FKS (v/v)) gewaschen und danach
mit Zellkulturmedium (mit 5 % FKS (v/v)) auf das gewiinschte Endvolumen mit 5x10°
Zellen/ml eingestellt. Nun wurden 2 ml der Suspension zur Bestimmung des Nullwertes
entnommen, durch Zentrifugation (500 g, 5 min) der Uberstand von den Zellen getrennt und
zur spateren Titerbestimmung bei -70 °C eingefroren, wéhrend das Zellpellet sofort in 500 pl
RNS-Lysispuffer (RLT, RNeasy®RNS Praparations-Kit) zur weiteren Verwendung in der real
time RT- PCR (siehe Kapitel 3.2.7) aufgenommen wurde. Die restliche Zellsuspension wurde
zu je 2 ml auf Mini-Zellkulturschalen ausgesdt und bei 37 °C, 5 % CO; und
wasserdampfgeséttigter Luft im Brutschrank bis zur Entnahme am Messzeitpunkt inkubiert.
Pro Messzeitpunkt wurde eine Schale enthommen und der Zellrasen unter dem Invert-

Lichtmikroskop im Hinblick auf Zelladhdsion und Ausbildung eines zpE beurteilt.
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Der Uberstand wurde abgenommen, zum Abtrennen von toten Zellen zentrifugiert und zur
spateren Titerbestimmung bei -70 °C eingefroren, wahrend der Zellrasen 2x mit PBS def.
gewaschen und im Anschluss in 500 pl RNS-Lysispuffer aufgenommen wurde. Bei jeder
Infektionsstudie wurde eine Negativkontrolle mit nicht-infizierten Zellen angesetzt und zum
Zeitpunkt ,,Null“ und ,letzter Messzeitpunkt* wie flr die infizierten Zellen beschrieben

prapariert.

3.2.5.2 Infektionsversuche zur Einbettung fur die Elektronenmikroskopie

Infektionsversuche zur Einbettung fiir die Elektronenmikroskopie wurden mit den Pestiviren
BvDV-1 ,NADL"“, BVDV-2 ,890% ,Giraffe-1“ (auf MDBK-Zellen), KSPV , Alfort-Tib*
(auf PK-15 Zellen) und KSPV ,Alfort-Tub-JIV* (auf SK-6 Zellen) durchgefihrt. Fir die
Infektionsversuche mit dem Tollwutvirusstamm ,,CVS* wurden BHK-21 Zellen
(Zellkulturmedium: DMEM) verwendet. Fir Flacheinbettungen wurden Zellen in Mini-
Schalen ausgesét, fur Blockeinbettungen wurden 10 cm Schalen verwendet. Bei jedem Ansatz
wurden nicht-infizierte Zellen als Negativkontrollen mitgefthrt. Die Zellen wurden 12-24 h
vor der Infektion so ausgesat, dass der Zellrasen zum Zeitpunkt der Infektion 90-100 %
konfluent war. Das Medium wurde abgenommen, der Zellrasen einmal mit Medium (ohne
FKS) gewaschen und im Anschluss mit der entsprechenden Virussuspension mit einer m. o. i.
zwischen 1 und 10 fiir 1 h bei 4 °C und im Anschluss 2 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde
der Ansatz mit Medium (mit 10 % FKS (v/v)) aufgefullt (Mini-Schalen 2 ml, grof3e Schalen
10 ml) und bis zum gewdhlten Fixierungszeitpunkt fir die EM-Praparation bei 37 °C, 5 %
CO2 und wasserdampfgeséttigter Luft inkubiert. Die weiteren Schritte ab der Fixierung sind

in Kapitel 3.2.8 beschrieben.

3.2.5.3 Transfektionsversuche zur Erstellung von Wachstumskurven und zur

Einbettung fur die Elektronenmikroskopie

Transfektionsversuche mittels Elektroporation zur Erstellung von Wachstumskurven und zur
Einbettung fir die Elektronenmikroskopie wurden mit replikationskompetenter RNS des
BVDV-1 ,cp7“ Gesamtklons (cp7-388) durchgefiihrt; die cDNS (komplementare
Desoxyribonukleinséure) wurde freundlicherweise von P. Becher (Institut fur Virologie, FB
Vet.Med., Giessen) zur Verfligung gestellt. Bei jeder Elektroporation wurden
Negativkontrollen (Elektroporation von MDBK-Zellen ohne cDNS) mitgefiihrt.
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3.25.3.1 Préaparation der RNS

Zunachst wurde die vorliegende cDNS in RNS transkribiert. Hierzu wurde zuerst ein Smal-

Verdau zur Linearisierung der cDNS durchgefiihrt:

cDNS 15 ul (0,29 pg/ul, pro Ansatz werden 4-5 g verwendet)

Smal 8 ul (Enzym, als letztes zugeben)
Neb4 12 ul (Puffer, 1/10 des Ansatzes)
H,0 85 ul

Gesamt 120 pl

Der Ansatz wurde durch vortexen gemischt, 1,5 h auf einem Wéarmeblock bei 30 °C inkubiert
und danach sofort auf Eis gestellt. Zur Kontrolle des Verdaus wurde eine Gel-Elektrophorese
(1 % Agarosegel, 3 pl cDNS, 4 pl OrangeG loading buffer; 100 V, 35 min) durchgefiihrt.
Parallel dazu wurde eine Phenol/ Chloroform- Reinigung zur Entfernung der Puffer und
Enzyme aus dem Smal-Verdau durchgefiihrt. Der Ansatz (120 ul) wurde mit Aqua dd auf 400
pl aufgefullt und mit 400 pl Phenol (+ 0,1 % (w/v) Hydroxychinolin) (berschichtet,
geschdttelt und zentrifugiert (13000 U, 5min). Danach wurde die obere Phase vorsichtig
abgenommen und in einem neuen GefaR mit 400 pl Chloroform tberschichtet, geschdittelt und
zentrifugiert (s.0.). Im Anschluss wurde fur eine Ethanol-Fallung die obere wassrige Phase
vorsichtig abgenommen, in einem neuen Gefall mit 1 ml 100 % Ethanol und 40 pl 3 M KCI
vermischt und tber Nacht zum Ausfallen bei -20 °C gelagert. Am ndchsten Tag wurde der
Ansatz nach dem Auftauen zentrifugiert (13000 U, 1 h), im Anschluss wurde die Flussigkeit
vollstdndig abgenommen, 200 ul Ethanol (70 % (v/v)) vorsichtig auf das Pellet gegeben und
der Ansatz wiederum zentrifugiert (13000 U, 5 min). Die Flissigkeit wurde wieder abgekippt,
das Pellet in 22 pl Wasser (RNase frei, Fa. Roth) aufgenommen und zur weiteren
Verwendung auf Eis gestellt oder bei -20 °C eingefroren.

Die Reaktion fur die in vitro Transkription wurde wie folgt angesetzt:

10fach sp6-Puffer 4 ul

BSA 0,1 % (w/v) 4 ul (1/10 des Gesamtansatzes)

DTT 100 mM 4 ul (1/10 des Gesamtansatzes)
NTPs 5 mM 4 ul (1/10 des Gesamtansatzes)
RNase Inhibitor 1l

linearisierte DNS 21,5 ul (Ansatz — 0,5 pl fiir Probegel)
sp6-Polymerase 2 WUl (zuletzt!)

Gesamt 40,5 pl

Der Ansatz wurde durch vortexen gemischt, 1 h auf einem Wéarmeblock bei 37 °C inkubiert
und danach sofort auf Eis gestellt oder bei -20 °C gelagert.
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Zur Kontrolle der Transkription wurde eine Gel-Elektrophorese (1 % (w/v) Agarosegel, 2 ul
RNS, 4 ul OrangeG loading buffer; 100 V, 35 min) durchgefihrt.

Zur Mengenbestimmung der transkribierten RNS wurde zunéchst ein DNS-Verdau (5,5 pl
Aqua dd, 4 pl Transkript, 0,5 pl TurboDNase) bei 37 °C auf einem Warmeblock flir 15 min
durchgefiihrt, gefolgt von einer weiteren Phenol-Chloroform Reinigung (10 pl Ansatz + 390
ul Aqua dd) wie oben beschrieben. Das Pellet wurde anschlieBend in 100 pl RNase freies
Wasser aufgenommen und die optische Dichte (OD) in einem Photometer bei 260 nm
gemessen. Aus dem gemessenen OD-Wert wurde die Konzentration der RNS-Menge
berechnet (OD260 x 4 = RNS in pg/ pl Transkript).

3.2.5.3.2 Elektroporation

Am Vortag wurden MDBK-Zellen auf groBen (@ 10 cm) Zellkulturschalen so umgesetzt
(1:3), dass der Zellrasen am Tag der Elektroporation konfluent war. Das Medium wurde
abgenommen, die Zellen trypsiniert und in 5 ml PBS def. resuspendiert, vereinzelt und in zwei
Portionen aufgeteilt. Danach wurde der Uberstand durch Zentrifugation (2000 U, 4 min)
entfernt, die Zellen nochmal mit PBS def. gewaschen und im Anschluss mit PBS def. auf ein
Volumen von 400 pl eingestellt, 4 ul RNS dazugegeben (nicht bei Negativkontrollen) und
gemischt. Die Suspension wurde in eine Elektroporationskammer pipettiert und bei 180 V und
950 puF mit dem Genepulser transfiziert. AnschlieRend wurden die transfizierten Zellen mit
Medium (CCM-34 mit 10 % FKS) aus der Kuvette herausgespilt, auf das bendtigte
Endvolumen eingestellt und auf Mini-Zellkulturschalen ausgesét. Die Entnahme der Proben
an den Messzeitpunkten erfolgte wie in Kapitel 3.2.5.1 beschrieben.

Zur Einbettung von Zellen fur die Elektronenmikroskopie wurden die Zellen ebenfalls in
Mini-Schalen (Flacheinbettung) ausgesat. Die weiteren Schritte ab der Fixierung sind in
Kapitel 3.2.8 beschrieben.

3.2.5.4 Expression pestiviraler Strukturproteine mit dem Tet-on Expressionssystem

Zur Einbettung fur die Elektronenmikroskopie wurden Versuche mit pTet-on
Expressionssystemen durchgefiihrt. Durch die Uberexpression pestiviraler Strukturproteine
sollte die Etablierung immunelekotronenmikroskopischer Nachweisverfahren ermdglicht
werden. Die verwendeten Zelllinien SK-6p830 und BHK-21p577 wurden freundlicherweise
von T. Rimenapf (Institut fir Virologie, FB Vet. Med., Giessen) zur Verfligung gestellt. Sie

enthalten ein pTet-on Regulatorplasmid, dass eine G418 Resistenz beinhaltet.

42



Material und Methoden

Das Plasmid kodiert das Gen fiir das Regulatorprotein ,,Reverser tetrazyklin-kontrollierter
Transaktivator” (rtTA), welches eine induzierbare Transkription eines Gens durch die Zugabe
des Tetrazyklin-Derivates Doxyzyklin erlaubt.

Die SK-6p830 Zelllinie exprimiert die Pestivirus-Strukturproteine E™ - E1 - E2 - p7 (BVDV-
1 ,ncp-7%). Die BHK-21p577 Zelllinie exprimiert das Pestivirussprotein E2 mit einem
zusétzlichen HA-Membrananker am C-Terminus (HA: Hamaglutinin-Protein von
Influenzaviren, Signalprotein fur Transport zur Plasmamembran).

Zur Induktion der Genexpression wurden Zellen am Vortag so ausgesat, dass der Zellrasen am
Versuchstag 80-90 % konfluent war. Fir Flacheinbettungen wurden die Zellen in Mini-
Schalen und fur Blockeinbettungen in groRen Schalen ausgesét. Zur Induktion wurde dem
Medium (CCM-34 mit 10 % FKS (v/v) und 100 mg/l G418-Sulfat) Doxyzyklin (2,5 pl/ml)
zugegeben und die Schalen bei 37 °C, 5 % CO; und wasserdampfgesattigter Luft im
Brutschrank fur 24 h bis zur Fixierung inkubiert. Die weiteren Schritte ab der Fixierung sind
in Kapitel 3.2.4 (1IFT) und 3.2.8 (EM) beschrieben.

3.2.5.5 Baculovirus-Expressionsversuche fur den IIFT und zur Einbettung fur die

Elektronenmikroskopie

Es wurden Infektionsversuche mit dem rekombinanten Baculovirus ,,AcNPV-890/E2*
durchgefuhrt, bei dessen Vermehrung in den SF-21 Zellen das E2 Strukturprotein des BVDV-
2 Stammes ,,890“ exprimiert wird. Durch die Uberexpression des Proteins sollte die
Etablierung immunelektronenmikroskopischer Nachweisverfahren ermdglicht werden. Der
konfluente SF-21 Zellrasen wurde abgel6st, resuspendiert, gezahlt und auf eine Zellzahl von
1,5x 10° Zellen/ ml eingestellt. Je 2,5 ml Zellsuspension wurden in kleine (25 cm?)
Zellkulturflaschen ausgesédt und 1 h bei Raumtemperatur zur Adhé&sion stehen gelassen. Im
Anschluss erfolgte die Infektion mit 1,5 ml virushaltigem Zellkulturiiberstand (Titer: 103 PFU
»plague forming units“/ ml). Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei Raumtemperatur wurden
die Flaschen mit 4 ml frischem Insektenzellmedium aufgeftllt und fur 72 h bei 28 °C ohne
CO,-Zufuhr im Brutschrank inkubiert. Zur Erfolgskontrolle der Infektion wurden parallel
Infektionsansatze in Mini-Schalen mitgefuhrt, die 24 h, 48 h und 72 h p. i. mittels IIFT auf die
Expression von Pestivirusproteinen untersucht wurden. Die weiteren Schritte ab der Fixierung
sind in Kapitel 3.2.4 (IIFT) und 3.2.8 (EM) beschrieben.
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3.2.6 Kinetik der Virusvermehrung

Die initiale Phase der Virusfreisetzung in infizierten Zellen wurde mit Hilfe von
Vermehrungskinetiken untersucht. Zur Erstellung von Wachstumskurven wurden die
Uberstande aus den Infektions- bzw. Transfektionsstudien (3.2.5.1 bzw. 3.2.5.3) eingesetzt
und Zellreste durch Zentrifugation entfernt. Der Virustiter wurde durch Endpunkttitration, wie
in Kapitel 3.2.3 beschrieben, bestimmt. Die Ergebnisse wurden in einer Microsoft®excel-

basierten Grafik dargestellt.

3.2.7 Quantitative real time Polymerase Kettenreaktion (qrt PCR)

3.2.7.1 RNS-Préaparation aus Zellen fur die real time PCR

Zur RNS Praparation wurden das RNeasy®RNS Praparations-Kit und QIAshredder Zelllysat —
Homogenisator-Saulchen  (Fa. Qiagen) verwendet. Zellen aus Infektions- und
Transfektionsversuchen (siehe Kapitel 3.2.5.1 und 3.2.5.3) wurden in Mini-Schalen gehalten,
am gewahlten Messzeitpunkt das Kulturmedium entfernt, der Zellrasen 2x mit PBS def.
gewaschen und die Zellen in 500 pl RNS-Lysispuffer (RLT) vollstandig lysiert. 350 pl davon
wurden auf Homogenisatorsaulchen gegeben und bei 13000 U fir 3 min zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde bei -20 °C zur spateren Aufarbeitung eingefroren oder direkt mit 1 Vol
70 % Ethanol (v/v) versetzt. Der Ansatz (700 ul) wurde auf eine RNS Préparationsséule
uberfuhrt und bei 10000 U flr 15 s zentrifugiert. Die S&ule wurde nacheinander mit 700 pl
Waschpuffer RW1 und zweimal mit 500 pl Waschpuffer RPE beschickt und jeweils
zentrifugiert (s.0.); der letzte Zentrifugationsschritt erfolgte bei 13000 U fir 2 min. Daraufhin
wurde die S&ule in ein frisches 1,5 ml Réhrchen uberfiihrt und die gebundene RNS mit 30 pl
AVE-Puffer eluiert (10000 U, 1 min). Die RNS wurde zur sofortigen Weiterverwendung auf
4 °C oder zur Lagerung auf -20 °C tberfuhrt.

3.2.7.2 Reverse Transkription (RT)

Alle Reaktionsgemische fir die RT-PCR wurden als Mastermixe (Protokoll siehe Tab. 3)
angesetzt. Die Herstellung der Mastermixe erfolgte raumlich getrennt von der Durchfiihrung
der Reversen Transkription und der grt PCR. Jeweils 14 pl Mastermix A und 5 pl der
eluierten RNS wurden in 0,2 ml Réhrchen pipettiert. Der Ansatz wurde bei 94 °C fir 3 min in
einem Thermocycler denaturiert und danach auf 4 °C abgekihlt. 81 pl Mastermix B wurden

jedem Ansatz zugegeben.
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Die Ansatze wurden bei 45 °C fir 30 min inkubiert, dann fir 2 min auf 94 °C erhitzt und
schliellich auf 4 °C abgekuhlt. Die erhaltene cDNS wurde sofort verwendet, tibrige Mengen

wurden bei -20 °C fur spétere Versuche gelagert.

3.2.7.3 qrtPCR

In der grt PCR wurden Zellen aus Infektionsversuchen zur Wachstumskurvenerstellung im
Modus ,relative Quantifizierung* untersucht. Zur Validierung wurden zuvor die in diesem
Modus parallel laufenden qrt PCRs zum Nachweis von Pestivirus-Genom und von 18s-RNS
(housekeeping gene) im Modus ,,absolute Quantifizierung“ getrennt von einander auf ihre
Effizienz getestet. Hierzu wurden aus stark positiven Proben Verdinnungsreihen der cDNS in
10er Schritten (unverdiinnt - 1:1000) zur spateren Berechnung der Standardkurve angelegt
und wie Einzelproben in der grt PCR untersucht. Bei jedem Lauf wurde RNS von nicht-
infizierten Kontrollzellen sowie Wasserkontrollen mitgefihrt.

Fur jede grt PCR wurde das folgende Protokoll verwendet: Jeweils 162 pl des real time PCR
Mixes (siehe Tab. 3) wurden in 1,5 ml Réhrchen pipettiert und 18 ul der erhaltenen cDNS
dazugegeben. Jede Probe wurde als Triplikat angesetzt, so dass 3x je 50 pl in die Vertiefungen
der Streifen/ Platten pipettiert wurden. Ansédtze zur Verwendung im Modus ,relative
Quantifizierung* wurden sowohl mit dem 18s-RNS Mix als auch dem Pestivirus-RNS Mix
pipettiert. Zum Nachweis des BVDV-1 Stammes ,,NADL“ wurde die Sonde ,,pvTag0l“
verwendet und zum Nachweis des BVDV-2 Stammes ,,890“ und ,,Giraffe-1“ die Sonde
,pvTago2“ (Cedillo-Rosales, 2004). Die Ansétze wurden in einem ABI Prism 7000 Sequence
Detection System wie folgt inkubiert: 1 Zyklus: 2 min 50 °C, 10 min 95 °C, gefolgt von
40 Zyklen:  15s95°C, 1 min60 °C.

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der ABI Prism 7000 SDS Software
»Absolute Quantifizierung (AQ)“ (Standardkurvenerstellung zum Effizienzvergleich) oder

»Relative Quantifizierung (RQ)* (Proben aus den Infektionsversuchen).
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Tab. 3: Master-Mixe fir die Reverse Transkription und fur die real time PCR.

Reverse Transkription Mastermix A (Volumen in pl pro cDNS-Probe)

Primer pvO3R (50 uM) 1

Primer 18s02R (50 uM) 1

Aqua dd 12

Reverse Transkription Mastermix B (Volumen in pl pro cDNS-Probe)
Puffer Vllla (2,5fach) 40

RNaseOUT (40 U/ul) 0,5

Superscript RT (200 U/ul) 0,5

Agua dd 40

Real time PCR Mix fr 18s-RNS (Volumen in pl pro cDNS-Probe, x 3 fur Triplikate)

TagManUniversal PCR Master Mix (2fach) | 30

Primer 18s01 (50 uM) 0,6
Primer 18s02R (50 uM) 0,6
Sonde 18sTaq (5 uM) 3
Aqua dd 19,8

Real time PCR Mix flr Pesti-RNS (Volumen in pl pro cDNS-Probe, x 3 fur Triplikate)

TagManUniversal PCR Master Mix (2fach) | 30

Primer pv02 (50 uM) 12
Primer pvO3R (50 uM) 0,6
Sonde pvTag01/ pvTaq02 (5 uM) 3
Aqua dd 19,8

3.2.8 Einbettungsverfahren fur die Elektronenmikroskopie

3.2.8.1 Epoxid Kunstharz-Einbettung

Ein Hauptaspekt dieser Arbeit war die elektronenmikroskopische Untersuchung
pestivirusinfizierter Kulturzellen zur Darstellung von Viruspartikeln. Hierzu wurden drei
verschiedene Techniken zur Einbettung von Kulturzellen in Epoxid-Kunstharz durchgefiihrt.
Abb. 15 in Kapitel 4.2.1 auf Seite 71 zeigt die unterschiedlichen Techniken im direkten
Vergleich. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse wurden hauptséchlich mit der doppelten

Monolayer-Einbettung (,,Sandwich-Methode*) erzielt.

3.2.8.1.1 Blockeinbettung

Am ausgewahlten Zeitpunkt p. i. wurden die Zellen einer 10 cm Schale mit Trypsin-EDTA-
Losung bzw. mit einem Zellschaber abgeldst (beschrieben in Kap. 3.2.1.1), in 2 ml frischem
Zellkulturmedium (mit 5 % FKS-Zusatz) aufgenommen und darin pelletiert (2000 U, 5 min).

Daraufhin wurde das Zellpellet 1x mit PBS def. gewaschen (Uberstand abgieRen, Zellen in

PBS resuspendieren, 5 min bei 2000 U zentrifugieren, Uberstand abgieBen). Im Anschluss
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wurde das Zellpellet mit 500 ul 2,5 % Glutardialdenyd (GA) (w/v) Uberschichtet und
mindestens 20 min bei 4 °C fixiert. Im Anschluss wurde das GA abgenommen, das Zellpellet
2x mit PBS def. gewaschen (s. 0.), mit 1 ml 2 % OsO,4 (w/v) uberschichtet und 1 h im
Dunkeln inkubiert. Dieser Inkubationsschritt fuhrte zu einer Schwarzfarbung und guter
Erkennbarkeit der Zellen. Nach Ende der Inkubationszeit wurde das OsO, entfernt, das Pellet
2x mit Aqua dd gewaschen (s. 0.), anschlieBend der Uberstand vollstandig entfernt und das
Réhrchen mit dem Pellet in ein Wasserbad (37 °C) verbracht. Nun wurde 1 Tropfen 3 % Agar
(w/v) (aufgekocht und auf 45 °C gebracht) in das vorgewédrmte Réhrchen gegeben und direkt
in das Pellet eingeriihrt. Zum Ausharten des Pellets wurde das Rohrchen auf Eis gestellt, so
dass im Anschluss der Pellet-Block geldst und auf Parafilm in kleine Blockchen mit 1 mm
Kantenlange geschnitten werden konnte. Darauf folgte die Entwasserung und Einbettung der
Zellblockchen:

— 30 % Ethanol (v/v), 15 min

— 50 % Ethanol (v/v)/ 1 % Uranyl-Acetat (UA) (w/v), 45 min (im Dunkeln)

— 70 % Ethanol (v/v), 15 min

— 96 % Ethanol (v/v), 15 min

— 100 % Ethanol, 30 min (2x)

— 100 % Epoxypropan, 15 min (2x)

— Epoxypropan/ Epoxid-Harz (1+1), 60 min (auf dem Schwenker)

— Epoxypropan/ Epoxid-Harz (1+2), Giber Nacht (bei 4 °C)

— 100 % Epoxid-Harz, 4-6 h (auf dem Schwenker).

AnschlieRend wurden die Zellbléckchen in mit Epoxid-Harz gefillte Einbettungsférmchen
uberfuhrt und in einem Ofen 48 h bei 60 °C und 24 h bei 40 °C ausgehdartet. Zur Herstellung
einer geeigneten Schnittflache wurde das fertige Kunststoffblockchen in eine Trimmfrése
eingespannt und solange zugeschnitten, bis das Zellpellet den angeschnittenen Bereich

vollstandig ausfullte.

3.2.8.1.2 Flacheinbettung von doppeltem Monolayer (,,Sandwich*-Methode)

Am ausgewahlten Zeitpunkt wurden die Kulturzellen auf Mini-Schalen 2x mit PBS def.
gewaschen (s. 0.), mit 2,5 % GA (w/v) fur 5 min bei RT und im Anschluss mit frischem GA
fir mind. 20 min bei 4 °C fixiert. Nach 2x Waschen folgte eine Inkubation mit 1 ml 2 % OsO,
(w/v) fur 1 h bei RT im Dunkeln.
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Dieser Inkubationsschritt fuhrte zu einer Schwarzfarbung und guter Erkennbarkeit der Zellen.
AnschlieBend wurde der Zellrasen 2x mit Aqua dd gewaschen (s. 0.) und es folgte die
Entwésserung und Einbettung in der Reihenfolge:

— 30 % Ethanol (v/v), 15 min

— 50 % Ethanol (v/v)/ 1 % UA (w/v), 45 min

— 70 % Ethanol (v/v), 15 min

— 96 % Ethanol (v/v), 15 min

— 100 % Ethanol, 30 min (2x)

— Ethanol/ Epoxid-Harz (1+1), 60 min (auf dem Schwenker)

— Ethanol/ Epoxid-Harz (1+2), 60 min (auf dem Schwenker)

— Ethanol/ Epoxid-Harz (1+3), Gber Nacht (bei 4 °C)

— 100 % Epoxid-Harz, 6 h (Fullhéhe ca. 3 mm, auf dem Schwenker).

Anschliefend wurden die Ansatze in einem Ofen 48 h bei 60 °C und 24 h bei 40 °C
polymerisiert. Danach wurde die ausgehértete Kunststoffplatte mechanisch (mit Hammer und
MeiRel) oder thermisch (durch Tauchen in flissigen Stickstoff) von der Kulturschale geldst
und je Schale zwei Blockchen mit einer Kantenldnge von 3 x 10 mm herausgeségt. Hierbei
wurde besonders auf die Unversehrtheit der zellhaltigen Unterseite geachtet.
Einbettungsformchen wurden mit einem Tropfen Epoxid-Harz befullt, daraufhin das erste
Blockchen mit der zellhaltigen Seite nach oben hineingelegt und flussiges Harz auf der
Oberflache des Blockchens verteilt, so dass nun das zweite Blockchen mit der zellhaltigen
Seite nach unten daraufgelegt werden konnte. Mit einem weiteren Tropfen Epoxid-Harz
wurde das Préparat von oben eingedeckt und in einem Ofen 48 h bei 60 °C und 24 h bei 40 °C
ausgehértet. Zur Herstellung einer geeigneten Schnittflache wurde das fertige
Kunststoffblockchen in eine Trimmfrése eingespannt und solange zugeschnitten, bis beide

Zellschichten im angeschnittenen Bereich enthalten waren.

3.2.8.1.3 Direkte Flacheinbettung von einfachem Monolayer

Zum ausgewahlten Zeitpunkt wurden die Kulturzellen auf Mini-Schalen 2 x mit PBS def.
gewaschen (s. 0.) und mit Fixans (2,5 % GA (w/v), 0,4 % Tanninsdure (w/v), 1 % PFA (w/v)
in 0,1 M Cacodylatpuffer) flir 5 min bei RT und im Anschluss mit frischem Fixans fir
mindestens 20 min bei 4 °C inkubiert. Danach wurde der Zellrasen wieder 2x mit PBS def.
gewaschen (s. 0.) und im Anschluss mit 1 ml 1 % OsQO, (w/v) fiir 1 h bei 4 °C im Dunkeln

inkubiert.
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AnschlieRend wurde der gut sichtbare Zellrasen 3 x mit Aqua dd gewaschen (s.0.), entwéssert
und eingebettet:

— 50 % Ethanol (v/v), 10 min (2 X, bei 4 °C)

— 70 % Ethanol (v/v), 10 min (bei 4 °C)

— 70 % Ethanol (v/v), 1,2 % UA (w/v), 90 min bei RT (Raumtemperatur)

— 90 % Ethanol (v/v), 10 min (2 x)

— 100 % Ethanol, 5 min (5 x)

— Ethanol/ Epoxid-Harz (2+1), 30 min

— Ethanol/ Epoxid-Harz (1+1), 30 min

— Ethanol/ Epoxid-Harz (1+2), 30 min

— 100 % Epoxid-Harz, 60 min.

Im Anschluss wurde das Epoxid-Harz groftenteils von der Kulturschale abgesaugt und
aufgeschnittene Gelatine-Kapseln kopfiiber auf den Zellrasen gestellt. Nach wenigen Stunden
im Ofen bei 60 °C wurden die Kapseln mit Epoxid-Harz vollstandig aufgefullt und die Schale
wurde fiir weitere 24 h zum Polymerisieren in den Ofen gestellt.

Die ausgehérteten Kunststoff-Kapseln wurden mechanisch (mit Hammer und Meif3el) oder
thermisch (durch Tauchen in flussigen Stickstoff) von der Kulturschale gel6st. Zum
Zuschneiden wurden die Blockchen in eine Trimmfrése eingespannt und so zugeschnitten,
dass der angeschnittene Bereich einen geschlossenen Teil des Zellrasens enthielt. Bei der
Auswahl und im Umgang mit den Blockchen wurde besonders auf die Unversehrtheit der

zellhaltigen Unterseite geachtet.

3.2.8.2 ,,LR-Gold* Acrylharz-Einbettung

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war der Nachweis von Virusprotein mithilfe der
Immunelektronenmikroskopie. Flr eine bessere Antigenerhaltung und -zuganglichkeit im
Vergleich zur Epoxidharz-Einbettung wurden Zellen in ,,LR-Gold* Acrylharz eingebettet, das
in der Kélte und unter UV-Licht polymerisiert.

Kulturzellen einer 10 cm Schale wurden 1x mit PBS def. gewaschen (s. 0.) und im Anschluss
mit 4 % PFA (w/v) (4 ml, 3 min) anfixiert. 2 ml PFA wurden anschlieBend abgenommen, die
Zellen in den verbleibenden 2 ml mit einem Zellschaber vorsichtig abgekratzt, in ein
Rohrchen gegeben und sofort bei 7000 U/ min pelletiert. Im Anschluss wurde das Pellet 3x fir
20 min mit PBS def. und zuletzt mit 50 mM NH,CI-Lésung (in PBS def.) fur 30 min

Uberschichtet.
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Nun folgte die Entwiésserung und Einbettung durch Uberschichten des Zellrasens:

— 30 % Ethanol (v/v), 10 min (2 x)

— 50 % Ethanol (v/v), 10 min (2 x)

— 70 % Ethanol (v/v), 10 min (2 x)

— 90 % Ethanol (v/v), 10 min (2 x)

— 100 % Ethanol, 10 min (2 x)

— Ethanol/ “LR-Gold” (1+1), 60 min

— 100 % ,,LR-Gold*, 60 min

— 100 % ,,LR-Gold", Gber Nacht (bei 4 °C)

Im Anschluss wurde das Pellet in frischem LR-Gold (mit 0,1 % Benzil (w/v)) vorsichtig
resuspendiert, in 0,2 ml Rohrchen Uberfuhrt und 60 min bei 4 °C aufbewahrt. Die
Polymerisation erfolgte in der Kélte (-20 °C) mit UV-Licht (Abstand Lampe - Kapseln = 12
cm) fir drei Tage. Nach volistandiger Aushartung wurden die Rohrchen vorsichtig
aufgeschnitten, die Blocke zum Zuschneiden in eine Trimmfrase eingespannt und so

zugeschnitten, dass das Zellpellet den angeschnittenen Bereich vollstandig ausfllte.

3.2.8.3 Gefriereinbettung

Der Nachweis von Virusproteinen mithilfe Immunelektronenmikroskopie wurde weiterhin
Uber die Praparations- und Markierungsmethode nach TOKUYASU durchgefiihrt. Hierzu
wurden zum ausgewahlten Zeitpunkt 5 ml des Kulturmediums einer 10 cm Zellkulturschale
entfernt, durch 5 ml 2fach Fixans (4 % PFA (w/v), 0,4 % GA (w/v) in Phosphatpuffer) ersetzt
und die Schale fir 5 min zurlck in den Brutschrank gestellt. AnschlieBend wurde das
Gemisch durch 1fach Fixans (2 % PFA (w/v), 0,2 % GA (w/v) in Phosphatpuffer) ersetzt und
die Schale 2 h bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde der Zellrasen 3x 2 min mit PBS def. und
3x 2 min mit 0,1 % Glycin ((w/v) in PBS def.) gewaschen. Je Schale wurden ca. 1,8 ml
Gelatine (1 % (w/v) in PBS def.) zugegeben, die Zellen darin vorsichtig mit einem
Zellschaber abgekratzt, in ein Réhrchen tberfuhrt und sofort pelletiert (3000 U, 4 min). Der
Uberstand wurde vollstandig abgenommen und das Pellet in 1 ml vorgewarmter Gelatine (10
% (w/v) in PBS def.) vorsichtig resuspendiert und fir 10 min in ein Wasserbad (37 °C)
verbracht. Im Anschluss wurden die Zellen pelletiert (7000 U, 5 min) und danach sofort auf
Eis gestellt. Nach dem Erstarren des Pelletblocks wurde das R6hrchen mit einer Rasierklinge
aufgeschnitten und der Zell-/ Gelatineblock auf Parafilm (auf Eis) in kleine Blockchen mit
1mm Kantenldnge geschnitten, die sofort in ein R6hrchen mit 2,3 M Saccharose (in 0,1 M

Phosphatpuffer) Uberfuhrt wurden.
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Die Infiltration mit der Saccharose erfolgte tber Nacht bei 4 °C auf einem Drehrad. Am
nachsten Tag wurden die Blockchen aus der Saccharose entnommen und unter einem
Stereomikroskop auf Aluminiumpins (Fa. Leica) aufgesetzt, die unmittelbar nach dem
manuellen Ausrichten der Bléckchen in flissigen Stickstoff geworfen und auch fir spéteren

Gebrauch darin gelagert wurden.

3.2.9 Anfertigung von Ultradinnschnitten

3.2.9.1 Praparation von Objekttragern (Netzchen) fur die Elektronenmikroskopie

Gereinigte Glasobjekttrager wurden fur 5-10 s in ein mit Pioloform-L6sung (0,4 % (w/v) in
Chloroform) gefllltes Becherglas getaucht (unter dem Abzug), zigig wieder entnommen und
senkrecht zum Trocknen hingestellt, so dass ein dinner Flissigkeitsfilm auf dem Glas
zurlickblieb. Sobald der Film getrocknet war, wurde er auf einer Seite in der N&he des
Glasrandes mit einer Skalpellklinge eingeritzt und angehaucht, daraufhin wurde das Filmstuick
durch Eintauchen des Objekttragers in einen mit Aqua dd gefullten Trog von der Unterlage
abgeldst, so dass der Film auf der Wasseroberflache flottierte. Objekttragernetze (Cu-/Rho-
Netze, 200 mesh) wurden mit der dunkleren, matten Seite dem Film zugewandt vorsichtig
dicht nebeneinander aufgelegt (ca. 4 x 6 Netze pro Film). Die Netze wurden nun durch
Eintauchen entweder eines Stiickes Filterpapier (Verwendung fur Kunstharzschnitte) oder
eines Glasobjekttragers mit Plastikaufkleber (fiir Gefrierschnitte) vorsichtig von der
Wasseroberflache aufgenommen, ohne dass Falten im Kunststofffilm entstanden. Die
Netzchen wurden auf einem Heizblock ca. 15 min getrocknet und im Anschluss in einem
staubfreien Behélter aufbewahrt.

Der getrocknete Pioloformfilm auf den Netzen wurde zur Stabilisierung gegen den
Elektronenstrahl mit Kohlenstoff in einem Vakuumverdampfer (10°3-107% Pascal) unter
Hochspannung (2400 V / 90-100 mA) so lange bedampft, bis eine kaum sichtbare
(Gefrierschnitte) bzw. leichte (Kunstharzschnitte) Graufarbung erreicht wurde.

Um die mit Kohlenstoff bedampfte Oberflache zu hydrophilisieren, wurden die Netze flr
Kunstharzschnitte beglimmt, dadurch wurden Molekiile in der Kohlenstoffschicht ionisiert, so

dass eine hydrophile Oberflache entstand (Vakuum von 1-10 Pascal fiir 2-3 min).
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3.2.9.2 Ultramikrotomie bei Raumtemperatur

Alle Schnitte von Blécken nach Einbettung in Epoxid-Harz und nach Einbettung in LR-Gold-
Acrylharz wurden bei Raumtemperatur in einem Ultramikrotom nach Trimmen mit einer
Trimmfrase und manuellem Nachtrimmen mithilfe einer Rasierklinge angefertigt.

Die GroRe der Schnitte lag bei einer Kantenldnge von etwa 500 um. Die Dicke der Schnitte
wurde anhand der Interferenzfarbe geschéatzt, zur weiteren Untersuchung wurden Schnitte mit
einer silbernen bis goldenen Farbe (ca. 80-120 nm) ausgewéhlt. Die Schnitte wurden mit
einem Diamantmesser angefertigt, wobei entstandene Schnitte als Schnittbédnder auf der
Wasseroberflache des Messertroges mit einer Wimper gesammelt wurden und in Gruppen von
8-16 Schnitten auf befilmte 200 mesh Netze (siehe Kap. 3.2.9.1) Ubertragen wurden. Nach
dem Trocknen wurden die Netzchen im Falle von Epoxid-Harz Schnitten direkt kontrastiert
(45 min 2 % UA (w/v) in feuchter Kammer/ im Dunkeln, u. U. zusatzlich 5 min Bleicitrat
nach Reynolds), bzw. im Falle von Acrylharzschnitten zunéchst einer Immunogoldmarkierung
(siehe Kap.3.2.10.2) zugefihrt.

3.2.9.3 Kryoultramikrotomie nach TOKUYASU

Alle Schnitte nach Gefriereinbettung wurden in der Kalte in einem Ultramikrotom mit
Gefriereinrichtung angefertigt. Zum Trimmen der Préparate wurden diese aus der Lagerung in
flissigem Stickstoff entnommen und die Schnittfliche im Mikrotom mit selbst hergestellten
Glasmessern (Messerbrecher) auf eine zellreiche rechteckige Flache mit einer Kantenlange
von 250x350 pum getrimmt. Im Anschluss wurde die Temperatur auf -110 °C eingestellt und
mit einem Diamantmesser Gefrierdiinnschnitte in einer Dicke von 60-100 nm hergestellt.
Schnittbédnder wurden mithilfe einer Wimper auf der Messeroberseite ausgerichtet und mit
einem linsenférmigen Tropfen aus einer 1:1 Mischung von 2,3 M Saccharose (in 0,1 M
Phosphatpuffer) und 2 % Methylcellulose ((w/v) in Aqua dd) in einer Ose (Drahtdicke 0,3
mm, Durchmesser 2,5 mm) abgenommen. Hierbei wurde darauf geachtet, dass der Zeitpunkt
der Schnittaufnahme kurz vor dem Gefrieren des Tropfens gewéhlt wurde, um ein Anfrieren
an das Messer zu verhindern und eine gute Schnittqualitat zu erhalten. Im Anschluss wurde
der Tropfen aulRerhalb der Kryokammer aufgetaut und auf einem befilmten 200 mesh Netz
abgesetzt. Auf diese Art gewonnene Schnitte wurden bei 4 °C gelagert und im Anschluss fir

Immunogoldmarkierungen verwendet.
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3.2.10 Indirekte Immunogoldmarkierung

Zum Nachweis von viralen oder zelluldren Proteinen in den préparierten Kulturzellen wurden
indirekte Immunogoldmarkierungen durchgefiihrt. Der Nachweis erfolgte tber Primér-Ak und
mit kolloidalem Gold gekoppelte Sekundér-Ak oder Protein A.

Kolloidales Gold stellt sich im elektronenmikroskopischen Bild als runde,
elektronenundurchldssige (schwarze) Markierung dar und ist in unterschiedlichen
Durchmessern erhéltlich. In dieser Arbeit wurde kolloidales Gold in 5, 10 und 15 nm Grol3e
eingesetzt.

Die folgenden Verfahren wurden durchgefthrt:

1) ,,Pre-Embedding“ Markierungsverfahren, bei denen die Proteinmarkierung an unfixierten
oder leicht anfixierten Zellen in der Kulturschale unmittelbar vor der Einbettung in
herkdmmliches Kunstharz erfolgt und eine Markierung ausschliellich extrazellulér erfolgen
kann (z. B. an extrazellularen Viruspartikeln (\VPSs)).

2) ,Post-Embedding”“ Markierungen; dieser Begriff fasst alle Markierungsprotokolle
zusammen, bei denen die Proteinnachweisreaktion nach der Einbettung am angefertigten
Schnitt nach der Ultramikrotomie durchgefiihrt wird, wobei sowohl intrazellulare als auch

extrazellulédre Strukturen markiert werden kdnnen.

3.2.10.1 ,,Pre-Embedding*“ Markierung an Kunstharzschnitten

Dieses Verfahren erlaubt ausschliel3lich extrazellulare Markierungen. Zum ausgewahlten
Zeitpunkt wurde der Zellkulturtiberstand von Minischalen (@ 3,5 cm) mit infizierten Zellen
bzw. nicht infizierten Kontrollzellen abgesaugt; alle weiteren Schritte bis zur Entwésserung
wurden bei 4 °C durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit einem in PBS verdiinnten Primar-Ak
fir 120 min in einer feuchten Kammer inkubiert. Im Anschluss wurde der Zellrasen 2x2 min
mit PBS gewaschen und die Zellen mit einem goldgekoppelten Sekundar-Ak (Ziege anti
Maus, 10 nm Gold) fur 90 min in einer feuchten Kammer inkubiert, gefolgt von 2x Waschen
mit PBS. Danach wurde der Zellrasen mit 2,5 % GA (w/v) in Cacodylatpuffer 30 min fixiert,
gefolgt von 2x3 min Waschen mit Cacodylatpuffer und der erste Kontrastierung mit 1 % OsO4
(w/v) fir 60 min. AnschlieBend wurde der Zellrasen 2 x 5 min mit Aqua dd gewaschen, bevor
die zweite Kontrastierung mit 0,5 % UA (w/v) Uber Nacht stattfand. Danach wurde eine
Entwasserung und Flacheinbettung von doppeltem Monolayer in Epoxidharz wie in Kapitel
3.2.8.1.2 beschrieben durchgefuhrt (ohne UA-Zusatz in der Alkoholreihe).
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3.2.10.2 ,,Post-Embedding* Markierungen an Kunstharzschnitten

Indirekte Immunogoldmarkierungen wurden an Diinnschnitten nach Einbettung von Zellen in

»,LR-Gold* Acrylharz durchgefihrt. Hierzu wurden, wie in Kapitel 3.2.9.2 beschrieben,

Dinnschnitte von infizierten (bzw. induzierten) und nicht infizierten (bzw. nicht induzierten)

Zellen auf Objekttragernetzchen gesammelt und im Anschluss auf Tropfen (10-30 pl) einer

Markierungsreihe in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert:

5 % BSA (w/v) in PBS def., 60 min

1. Ak verdunnt in PBS def. mit 0,5 % BSA (w/v), 0,05 % Tween-20 (v/v), 60 min 6x2 min
Waschen in PBS def.

2. Ak (Ziege anti Maus, goldgekoppelt) verdiinnt in PBS def. mit 0,5 % BSA (w/v), 0,05 %
Tween-20 (v/v), 60 min

6x 2 min waschen in PBS def.

1 % GA (w/v) Fixierung in PBS def., 10 min

6x2 min waschen mit Aqua dd

Trocknen der Schnitte

2 % UA (w/v) Kontrastierung, 3 min

Bleizitrat nach Reynolds Kontrastierung, 30 s

Spulen mit Aqua dd und Trocknen der Schnitte

Als Kontrolle wurden bei jeder Markierungsreihe nicht infizierte Zellen mit dem eingesetzten

Primar-Ak getestet sowie eine Markierung von infizierten Zellen ohne Primar-Ak zum

Ausschluss von unspezifischen Bindungen des Sekundér-Aks durchgefihrt.
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3.2.10.3 ,,Post-Embedding* Markierung von Gefrierschnitten

Indirekte Immunogoldmarkierungen wurden an Gefrierdlinnschnitten, hergestellt nach der
TOKUYASU Technik (siehe Kapitel 3.2.9.3), durchgefuhrt. Hierzu wurden Dinnschnitte
nach Lagerung bei 4 °C zunéchst zur Entfernung der Gelatine fur 20 min kopftuber auf 37 °C
bis 40 °C warmes PBS def. in einer Petrischale gelegt. Im Anschluss wurden die Netze auf
Tropfen (10-30 pl) einer Markierungsreihe in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert:

0,1 % Glycin (w/v) m PBS def., 3x 2 min

1 % BSA (w/v)in PBS def., 3 min

Priméarantikorper in 1 % BSA (w/v) in PBS def., 30 min
0,1 % BSA (w/v) in PBS def., 5x 2 min

falls der Priméarantikorper aus der Maus stammte:

- Bruckenantikorper Kan. anti Maus in 1 % BSA
(w/v) in PBS def., 30 min

- 0,1 % BSA (w/v)in PBS def.,, 5x 2 min

F Y

- Protein A Gold (10 nm bei Einzelmarkierung, 5 nm bei Doppelmarkierung)
in 1 % BSA (w/v) in PBS def., 20 min

- PBS def., 5x 2 min
1 % GA (w/v)in PBS def., 5 min

fur eine Doppelmarkierung:

- PBS def., 3x 2 min

- Wdh der Markierungsreihe mit Primérantikdrper
und Protein A Gold 15 nm
bis
1 % GA (w/v) in PBS def., 5 min

F Y

h 4

- Aquadd., 10x 1 min
- 2 % Methylcellulose-Lsg (w/v) und 4 % UA-Lsg (w/v)

im Verhiltnis 8+2 bis 9+1 gemischt, 5 min auf Eis
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Im Anschluss wurden die Netze mit einer Ose (Drahtstiarke 0,3 mm, Ose @ 3,5 mm) vom
Tropfen aufgenommen wund auf Filterpapier ausgestrichen, so dass ein dunner
Methylcellulose-Film zuriickblieb und das Netz in der Ose hielt. Nun wurden die Netze
getrocknet und anschlieRend mit einer Pinzette vorsichtig aus der Ose herausgelGst.

Bei jeder Markierungsreine wurden Schnitte von negativen Kontrollzellen mit dem
eingesetzten Primar-Ak sowie Schnitte positiver Zellen ohne Primar-Ak als Kontrollen

mitgeflhrt.

3.2.11 Elektronenmikroskopische Untersuchung

Alle elektronenmikroskopischen Praparate wurden unter einem

Transmissionselektronenmikroskop ausgewertet. Hierbei wurden zuerst die entsprechenden

Negativkontrollen durchgemustert. Die Objekttragernetze wurden nach den folgenden

Gesichtspunkten beurteilt:

— makroskopischer Zustand (Hinweise auf grobe Beschadigung?)

— Anzahl und Erhaltungszustand der Schnitte auf dem Netz (Lage der Schnitte,
Faltenbildung, Risse?)

— Zelldichte/ Schnitt (einzelne Zellen, Zellgruppen, Schnitt komplett mit Zellen ausgefilit?)

— Zellerhaltung/ Morphologie (Darstellung der Zellmembranen und des Zytoplasmas,
Faltenbildung im Zellschnitt, Messerscharten?)

— Wirkung des Kontrastmittels (Kontrast, Detailerkennbarkeit, Kristalle, weitere Artefakte?)

— Ergebnis der Immunogoldmarkierung (Verhéltnis der Markierung von Negativkontrollen
zu Positivkontrollen, Artefaktbildung durch Goldkonglomerate?)

— Im Falle einer unbefriedigenden Qualitat der Préparate wurde die Beurteilung abgebrochen

und der Versuch ab der kritischen Stelle wiederholt.

Als Kriterien fir die Identifizierung von Pestivirionen wurden folgende Punkte beachtet:

- Durchmesser 40 bis 60 nm (Schwankungen kamen durch Préparation zustande)

- anndhernd runder oder hexagonaler Umriss

- Differenzierung von Virushille (feine Umrisslinie, nur einfache Lipidmembran

sichtbar) und dunkel kontrastiertem Kapsid

Diese Kriterien wurden anhand von Fotos von Pestivirionen in Dinnschnitten aus
hausinternen Vorarbeiten und aus der Literatur (Gray und Nettleton, 1987; Weiland, F. et al.,
1999) entwickelt. Abb. 8 zeigt extrazellulare Pestivirionen nach Epoxidharz- und

Gefriereinbettung.

56



Material und Methoden

a b

Abb. 8: Extrazellulare Pestivirionen nach Epoxidharz- (a) und Gefriereinbettung (b).
Beide Fotos stammen aus der vorliegenden Arbeit.

3.2.12 Fotodokumentation und —bearbeitung

Von ausgewahlten Bereichen der beurteilten Praparate wurden Bilder mit einer
Belichtungszeit von 0,8- 1,2 s in Form von klassischen Negativaufnahmen (1SO163 Planfilm)
angefertigt. Diese wurden durch Beluftung des Kameraraumes dem Elektronenmikroskop
entnommen und in einer Dunkelkammer entwickelt:

— 3-4 min Entwickler (D19, Fa. Kodak)

— 1 min Wasserbad

— 8-10 min Fixierer (Dokumol, Fa. Tetenal; 1:5 in H,0)

— 8-10 min Wasserbad

— 1xin Agepon (Fa. Agfa, 1:200 in H,O) getaucht

— 30 min Trockenschrank.

Im Anschluss wurden die Negative entweder in einem Negativscanner (Fa. hp) in digitale
Positive umgewandelt oder es wurden Abzige auf Fotopapier (llfospeed RC Deluxe) mit
einem PrazisionsfachvergroRerer (Laborator 138S) in einer Dunkelkammer angefertigt:

— Papier: Kategorie 1 (weich-Konturen) — 5 (hart-Kontrast)

— Belichtungszeit: 0,5 - 5 s (Schwérzung ansteigend)

— Blendeneinstellung: 5,6/ 8/ 11/ 16 (Schwarzung abfallend)

Nach der Belichtung wurde der Abzug bis zum Erscheinen des Bildes in Entwicklerldsung
(PQ Universal, 1:10 in H,0) geschwenkt, und im Anschluss 1 min im Wasserbad getaucht, 2-5
min im Fixierbad (Rapid Fixer, 1:10 in H,0) gelagert und anschlieRend luftgetrocknet. Zur

weiteren Verwendung der Abziige wurden diese ebenfalls mithilfe eines Scanners digitalisiert.
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte der Morphogeneseprozess von Pestiviren in infizierten Kulturzellen mit
ultrahistologischen Verfahren untersucht werden. Hierzu wurden in Vorversuchen zundchst
Infektionsmodelle verschiedenener Pestiviren durch Erstellung von Wachstumskurven
charakterisiert. Die Ergebnisse zu diesem ersten Teil der Arbeit werden in Kapitel 4.1
vorgestellt. Basierend auf den Ergebnissen wurden pestivirusinfizierte Kulturzellen
ultrahistologisch mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie untersucht (Kap. 4.2). Im
Anschluss erfolgte der immunelektronenmikroskopische Nachweis mit im Institut
verfiigbaren Antikérpern, um die genaue zelluldre Lokalisation viraler Proteine zu
untersuchen. Kapitel 4.3 beinhaltet alle Ergebnisse zur Auswahl und zum Einsatz
antigenerhaltender Einbettungsverfahren (Einbettung in Acrylharz, Gefriereinbettung). Zur
Etablierung  dienten vor allem  Zellkulturmodelle, in  denen eine  hohe
Virusantigenkonzentration vorlag (Baculovirus-Expressionssystem, Tet-on
Expressionssystem, Tollwutvirusinfektion von BHK-21 Zellen). Schlieflich wurde die
Gefriereinbettung nach TOKUYASU ausgewéhlt, und es gelang mit dieser Technik erstmals
der immunelektronenmikroskopische Nachweis verschiedener Pestivirus-Strukturproteine in

infizierten Kulturzellen.

4.1 Auswahl geeigneter Infektionsmodelle (Vorversuche)

4.1.1 Auswahl und Herstellung geeigneter Virusstocks verschiedener Pestiviren

Am Beginn der Arbeit stand die Auswahl geeigneter Infektionsmodelle flr die geplanten
ultrahistologischen Untersuchungen. Hierzu wurde auf verschiedene im Institut etablierte
Virus-/ Zellsysteme zuruckgegriffen. Es wurden Pestivirus-Stdmme bevorzugt, die
vergleichsweise hohe Virustiter nach Anzucht in der Zellkultur erreichten. Auf diese Weise
sollten optimale Ausgangsbedingungen fiir die ultrahistologischen Untersuchungen
geschaffen werden. Tab. 4 zeigt eine Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Viren sowie
die Virustiter der angelegten Virusstocks berechnet nach Endpunkttitration.
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Tab. 4: Fur Infektions-, Morphologie- und Immunbhistologiestudien ausgewahlte Pestiviren.
Die Virustiter wurden durch Endpunkttitration ermittelt. TCIDso = Tissue culture infectious dose 50,
zp = zytopathogener Biotyp, nzp = nicht zytopathogener Biotyp

Verwendung in dieser Arbeit
4 irusti Bio-
C:Jrsl?:wahltes }I_/g:JSt'tfrl Zellart Infektions | Morphologie- | Immun-
s0/M typ | studien studien histologie-
studien
BVDV-1 .
3,5x10 MDBK | zp X X -
»NADL"
BVDV-2,890“ |35x10° |MDBK |nzp |x X X
.Giraffe-1* 45x10" |MDBK |[zp |x X X
KSPV 6
5,8x10 PK-15 nzp |- - X
LAlfort-Tib*
KSPV ,,Alfort-
Tub-JIV* 6
8,7x10 SK-6 zp - - X
(BVDV ,,cp-7*
JIV-Insertion)

4.1.2 Erstellung von Virusvermehrungskinetiken

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Vorarbeiten zu den elektronenmikroskopischen
Untersuchungen beschrieben. Hier wurde zundchst das Augenmerk darauf gelegt, einen
geeigneten Zeitraum nach der Infektion der Zellen zu definieren, in dem die
Virusmorphogenese beginnt und erstmals neu entstandene Virionen in ausreichender Zahl in
den infizierten Zellen nachgewiesen werden konnen. Hierzu wurden Kulturzellen infiziert
bzw. transfiziert; in kurzen Zeitabstdnden erfolgte die quantitative Bestimmung der viralen
RNS in den Zellen als MaR fir den Verlauf der Genomreplikation sowie die Bestimmung des
Virustiters im Uberstand als MaR fiir freigesetzte infektiose Viren. Die Infektions-/
Transfektionsversuche konzentrierten sich auf die initiale Virusfreisetzung nach der Infektion,
d. h. den ersten Vermehrungszyklus nach Virusinokulation/ Transfektion. Daher wurden die
Messzeitpunkte in engen Zeitabstanden von 2-4 h innerhalb der ersten 24-30 h der Infektion
gewéhlt. Im Anschluss konnte aufgrund der Ergebnisse ein Zeitfenster fir die
elektronenmikroskopische Untersuchung festgelegt werden.
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4.1.2.1 Infektionsmodelle

Zur Erstellung von Wachstumskurven und zur RNS-Quantifizierung sollten die eingesetzten
Zellen moglichst alle zeitgleich infiziert werden. Daher wurde auf eine Synchronisation der
Infektion (Adhésionsphase 1 h bei 4 °C) sowie auf eine hohe Infektionsdosis (m. o. i. > 1)
Wert gelegt. Im Anschluss an die Inokulationszeit (1 h bei 37 °C) wurden die infizierten
Zellen in Minischalen ausgesét, so dass zu jedem Messzeitpunkt der Uberstand einer Schale
zur Endpunkttitration sowie der Zellrasen zur Quantifizierung der enthaltenen viralen RNS
zur Verfligung stand. Bei den zytopathogenen Pestivirusstimmen konnte im Laufe der

Infektion die Ausbildung eines typischen zpE beobachtet werden (s. Abb. 9).

a b

Abb. 9: Pestivirusinduzierter zpE auf MDBK-Zellen.
a) Nicht infizierter intakter Zellrasen. b) Pestivirusinduzierter zpE des Zellrasens mit Schrumpfung,
Spindelform und Absterben infizierter Zellen.

4.1.2.2 Transfektionsmodelle

Ein weiterer Ansatz, der eine Synchronisation der Virusreplikation in Zellkultur ermdglicht,
ist die Transfektion von replikationskompetenter Virus-RNS mittels Elektroporation. Vorteile
der Transfektion liegen zum einen in der exakten Synchronisation des Infektionszeitpunktes,
zum anderen werden bei anschlieBenden ultrahistologischen Studien nur neu entstandene
Viruspartikel detektiert. Hierfur wurde der infektiose Klon des BVDV-1-Stammes ,,cp7*
(cp7-388) mittels Elektroporation in MDBK Zellen transfiziert. Nach Transkription der c-
DNS zu infektioser RNS wurde eine Transfektionsdosis von ca. 1,3 pg RNS pro grolier
Schale MDBK-Zellen (ca. 3 x 10’ Zellen/ Schale) in den Versuchen eingesetzt.

Zur Uberprifung der Transfektionseffizienz wurde ein indirekter Immunfluoreszenztest
(IIFT) zum Nachweis des Pestivirus-Nicht-Strukturproteins NS3 durchgefihrt.

NS3 konnte 10-12 h nach der Transfektion in 80 % der adherenten Zellen nachgewiesen

werden. Die Ausbildung eines pestivirustypischen zpE wurde friihestens 16 h p. t. beobachtet.
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4.1.2.3 Erstellung von Wachstumskurven zur Untersuchung der initialen

Virusvermehrung

Der Virustiter der zellfreien Zellkulturiiberstande aus den Infektions-/ Transfektionsversuchen
wurde durch Endpunkttitration auf permissiven Zellen und Berechnung nach SPEARMAN
und KARBER als TCIDso/ml ermittelt. Auf dieser Grundlage wurden fir jede Virus-/
Zellkombination zun&chst Ein-Schritt-Wachstumskurven Gber einen relativ weiten
Zeitrahmen (0 h bis 24-30 h p. i.) erstellt (Abb. 10 a, c, e und Abb. 11a). Im Anschluss wurde
eine zweite Wachstumskurve mit engerem oder verschobenem Zeitrahmen fir den zuvor
ermittelten Zeitraum der initialen Virusfreisetzung erstellt (Abb. 10 b, d, f und Abb. 11b). Nur
die infizierten/ transfizierten Zellen der zweiten Wachstumskurven wurden fir die
quantitative real time RT-PCR verwendet.

Bei Betrachtung der Wachstumskurven nach Infektion féllt auf, dass zum Zeitpunkt ,,0“ nach
Infektion bereits ein Virustiter von bis zu 10* TCIDso/ml gemessen wurde. Hierbei handelt es
sich um Virus, dass nach der Inokulation durch Waschen nicht entfernt werden konnte.

Das Auftreten eines zpE als Folge der Virusreplikation der zytopathogenen Isolate stellte eine
zeitliche Begrenzung fir die geplanten elektronenmikroskopischen Studien dar, da die
Zellmorphologie moglichst unbeeintréchtigt sein sollte.

Die Wachstumskurven von BVDV-1 ,,NADL" (Abb. 10 a und b) zeigen, dass der initiale
Virustiteranstieg im Uberstand bereits zwischen 6 und 12 h p. i. stattfand. Ein zpE trat erst ab
16 h p. i. auf.

Im Vergleich dazu fand die Virusfreisetzung bei BVDV-2 ,,890* etwas spéter statt. Abb. 10 ¢
und d zeigen den initialen Virustiteranstieg in einem Zeitraum von 8 bis 16 h p. i.. Ein zpE
wurde im Lauf der Infektion nicht beobachtet.

Bei Betrachtung der Wachstumskurven vom Pestivirus ,,Giraffe-1* ist anzumerken, dass
neben einem initialen Titeranstieg 8 bis 16 h p. i. ein zweiter Anstieg nach 20 h p. i. im
gewéhlten Untersuchungszeitraum festgestellt werden konnte. Ab 16 h. p. i. wurde ein
massiver zpE beobachtet.

61



Ergebnisse
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Abb. 10: Wachstumskurven nach Infektion von MDBK Zellen.

Die Infektion erfolgte jeweils mit einer m. o. i. von 10. Der Virustiter wurde durch Endpunkttitration
der Zellkulturliberstdnde bestimmt. zpE = Erstmaliges Auftreten eines zpE bei lichtmikroskopischer
Betrachtung des Zellrasens. gestrichelter Kasten = identifizierter Zeitraum flr initialen Anstieg. Die
Zeitpunkte fur die Wachstumskurven auf der rechten Seite wurden basierend auf den Ergebnissen der
Wachstumkurven auf der linken Seite gewéhlt.a) und b): BVDV 1 ,NADL*. ¢) und d): BVDV-2
,»,390“. e) und f): ,,Giraffe-1“.

Die Wachstumskurven fur BVDV-1 ,,cp7* (Abb. 11 a und b) nach Transfektion von MDBK
Zellen zeigten eine initiale Virusfreisetzung in einem Zeitraum von 8 h und 13 h p. t.. Ein
Virustiter im Uberstand der Zellen war zu friihen Zeitpunkten im Gegensatz zu den
Infektionsstudien nicht nachweisbar, da bei der Transfektion nicht mit infektiosem Virus,
sondern lediglich mit replikationskompetenter RNS gearbeitet wurde. Ein zpE wurde ab 16 h
p. t. beobachtet.

1. Wachstumskurve Virustiter 2. Wachstumskurve Virustiter
BVDV-1 "cp7"'/ Transfektion MDBK BVDV-1 "cp7"/ Transfektion MDBK
1E+07 1E+07 7DE
1E+06 1E+06 -
1 I
1E+05 | ! 1E+05 ! !
1 = 1
£ 1Evos | € 1Evos | ! :
a | a) - :
O 1E+03 1 1 O 1E+03 A ! |
— : ~ : 1
1E+02 | 1E+02 : / .
! 1
1E+01 1 | 1E+01 : :
1 ! 1
1E+00 +—* 1E+00 S
0 4 8 12 16 20 24 28 0 4 8 12 16 20 24 28
hp.t hp.t
a P b P

Abb. 11: Wachstumskurven nach Transfektion von MDBK Zellen.

Ca. 3 x 10’ Zellen wurden mit 1,3 Hg infektioser RNS transfiziert. Der Virustiter wurde durch
Endpunkttitration des Zellkulturliberstandes bestimmt. zpE = Erstmaliges Auftreten eines zpE bei
lichtmikroskopischer Betrachtung des Zellrasens. gestrichelter Kasten = Zeitraum flr initialen
Anstieg. Die Zeitpunkte fur die Wachstumskurve auf der rechten Seite wurden basierend auf den
Ergebnissen der Wachstumkurve auf der linken Seite gewahlt.
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4.1.2.4 Quantitative real time PCR zum Nachweis der Virusreplikation

Eine quantitative Bestimmung von pestiviraler RNS wurde an den einzelnen Messzeitpunkten
aus den infizierten Zellen mittels real time PCR durchgefuhrt. Bei dieser Methode werden
Amplifikate zum Zeitpunkt ihrer Entstehung wéhrend der PCR quantifiziert, im Gegensatz
zum Nachweis von akkumulierten Amplifikaten bei der herkémmlichen ,,Endpunkt“-PCR. In
dieser Arbeit wurde eine TagMan real time PCR verwendet, die nach dem Prinzip des
»Fluorescence resonance energy transfer” (FRET) funktioniert (siehe Abb. 12). Im Bereich
des durch die Primer festgelegten amplifizierten Sequenzabschnittes bindet eine Sonde
(,,Probe*), die mit zwei Farbstoffen, einem fluoreszierender Reporter (Donor) und einem
Quencher (Akzeptor) gekoppelt ist. Wenn beide Farbstoffe an der Sonde gebunden sind, wird
die Anregungsenergie des Reporters auf den Quencher uUbertragen. Bei jedem
Vermehrungszyklus wéhrend der Elongation spaltet die DNS-Polymerase die Sonde ab, so
dass der Reporterfarbstoff freigesetzt wird und die Fluoreszenz des Reporters nicht mehr
abgeschwacht wird. Bei der Fluoreszenzmessung gibt der Ct-Wert an, bei welchem Zyklus
(C) das Fluoreszenzsignal einen gesetzten Schwellenwert (Threshold) tberschritten hat.

Polymerisation R = Reporter
Q = Quencher
Vorwiérts-Primer Sonde
5 > ¢ * 3
3 5
5 - 3
« =
Riickwarts-Primer
Strangdislokation
5 > \ 3:
3 5
5 . 3
vAg °
<(R)>
Abspaltung PG% N
/7
5 >e * 3
3 5
5 - 3
« 5
Polymerisation VA7
bgeschl 4@%?
abgeschlossen B
Via N\ y: \N_ 7/ 3
5 >
3 5
5 3
< 5(

Abb. 12: Prinzip der FRET Signalentstehung.
Zeichnung nach: Applied Biosystems SDS Trainings.
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Fur die Auswertung und Quantifizierung der PCR Produkte standen verschiedene Modi zur
Auswahl. Es wird unterschieden zwischen absoluter und relativer Quantifizierung. Zur
absoluten Quantifizierung, d.h. zur Bestimmung der Nukleinsdure-Kopienzahl in einer Probe
muss vor der eigentlichen Analyse eine Standardprobe prapariert werden. Hierfur eignen sich
DNS-Plasmide oder in vitro transkribierte RNS, deren Konzentration bzw. Kopienzahl sich
durch OD-Messung bestimmen lasst. Aus dem Standard wird eine Verdinnungsreihe zur
Erstellung einer Standardkurve erzeugt. Die Kopienzahlen der untersuchten Proben kénnen
im Anschluss an die PCR Uber die ermittelten Cy-Werte anhand der Standardkurve berechnet
werden.

Fur die vorliegende Arbeit war die genaue Kopienzahl nicht von Bedeutung, vielmehr
interessierte der Vergleich der Menge an viraler RNS zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Infektion. Daher wurde die relative Quantifizierung gewéhlt, die von der an den
Thermocycler angeschlossenen Software (ABI Prism 7000 Sequence Detection System 1.1)
nach der AACy-Methode berechnet wurde. Dieses Verfahren erlaubt die relative Bestimmung
der Nukleinsduremengen in den eingesetzten Proben in Relation zu einem Kalibrator-Wert.
Als Kalibrator-Wert kann z. B. eine Probe zum Zeitpunkt 0 nach Infektion eingesetzt werden.
Der Kalibratorwert wird gleich 1 gesetzt und die Werte der anderen Proben als die x-fache
Nukleinsaure-Menge im Vergleich zum Kalibrator ausgedriickt. Somit ist ein Vergleich
zwischen unterschiedlichen Proben ohne die Kenntnis der Kopienzahl eines Standards sowie
ohne die Erstellung einer Standardkurve mdglich.

Zur relativen Quantifizierung muss eine interne Kontrolle (,,housekeeping gene®) eingesetzt
werden. Um absolute Schwankungen der Ziel-Nukleinsdure hinsichtlich Menge und Qualitat
zu relativieren, eignet sich u. a. der Nachweis von zelluldren Genen bzw. mRNS, die in allen
Zellen konstant in gleicher Menge exprimiert wird. In der vorliegenden Arbeit wurde ein
Abschnitt der ribosomalen 18s-RNS als interne Kontrolle ausgewahlt (Giulietti et al., 2001;
Pfaffl, 2001). Es handelt sich dabei um nichtkodierende RNS, die in eukaryotischen Zellen in
konstanter Konzentration vorliegt. Sie tradgt keine genetische Information, die in Proteine
umgeschrieben wird, sondern ist zusammen mit den ribosomalen Proteinen am Aufbau und
der enzymatischen Aktivitat des Ribosoms und damit an der Proteinsynthese beteiligt.

Der relativen Quantifizierung nach der AACt-Methode liegt folgende Formel zugrunde,
welche die Menge an Ziel-DNS, normalisiert gegen die interne Kontrolle und relativ zu einer

Kalibrator-Probe, ausdrickt:
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X = 2AACT

AACt = ACyProbe — ACy Kalibratorprobe
= (CtZiel-NS Probe — Crinterne Kontrolle) — (CyZiel-NS-Kalibrator — Crinterne Kontrolle)

(Applied Biosystems, 2001; Giulietti et al., 2001; Pfaffl, 2001)

Um den Versuchsansatz zur relativen Quantifizierung von pestiviraler Nukleinsaure
durchzufiihren, musste zunéchst ein Vergleich der 18s-RNS-PCR und der Pestivirus-PCRs
durchgefiihrt werden. Hiermit sollte gezeigt werden, dass die Effizienz (Verdopplung aller

Amplifikate pro Zyklus) fir die beiden PCRs ausreichend und vergleichbar ist.

4.1.2.4.1 Validierung der quantitativen real time PCR

Bevor die relative Quantifizierung nach der AAC+-Methode angewendet werden kann, muss
zur Validierung einer gewéhlten Kombination von Ziel-Nukleinsédure (NS) und interner
Kontrolle fur beide PCR Protokolle eine real time PCR im Modus absolute Quantifizierung
durchgefiihrt werden, um zu zeigen, dass die beiden PCRs eine ausreichende Effizienz (E)
aufweisen. Bei der Validierung wurde eine Probe eingesetzt, welche die nachzuweisende
Zielsequenz in ausreichender Menge enthielt, damit sich eine Verdinnungsreihe (z. B. 1:10
Uber mind. 4 Stufen) zur Erstellung einer Standardkurve anlegen lieB. Bei der grafischen
Darstellung werden auf der x-Achse die gewdéhlten Verdunnungsstufen und auf der y-Achse
die Cr-Werte der jeweiligen Probe aufgetragen (siehe Abb. 13). Der Cr-Wert gibt an, bei
welchem Zyklus das Fluoreszenzsignal den gesetzten Schwellenwert (Threshold)
Uberschritten hat. Durch lineare Regression ergibt sich aus der in der Geradengleichung
angegebenen Steigung (m) die Effizienz (E) der PCR (Pfaffl, 2001):

E=10""

Der Idealwert ist fir m = -3,33, somit flir E = 2 und entspricht einer Verdopplung der NS-
Menge innerhalb eines jeden PCR-Zyklus. Es muss mindestens eine Effizienz E >=1,8
erreicht werden (Ginzinger, 2002).

Weiterhin sollte durch den Vergleich der Steigung der Standardkurven gezeigt werden, dass
die PCRs nicht nur eine ausreichende, sondern auch eine &hnliche Effizienz aufweisen. Hierzu
wird die Differenz der Steigungen (Am) der beiden Standardkurven berechnet. Eine
Validierung erfolgt bei Am <= 0,1 (Applied Biosystems, 2001).
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Standardkurve 18stagq01-PCR
(E=2,01)

y=-3,275x + 6,17

log Verdinnung

Cr+Werte

Standardkurve pvtaq01-PCR

y=-3,261x+ 17,79

(E=2,03)
28 g\\\\
26

24 A
22

20 A

18

16 ‘
-3 -2 -1
log Verdiinnung

Standardkurve pvtag02-PCR

30

y=-3,38x + 18,885

(E=1,97)
N

28

26 A

24 A

Cr-Werte

22 A

20

18 T

-3 -2 -1
log Verdinnung

o

c

Abb. 13: Validierung zur relativen Quantifizierung.
Standardkurven erstellt anhand der Ct-Werte (Triplikate) gegen die entsprechende Verdiinnungsstufe.
Die Steigung m der Standardkurve wird in der Gleichung y= mx + b in der Grafik dargestellt. Die
Effizienz E errechnet sich daraus tiber die Formel E = 10 ™. Fir alle Ansétze wird eine ausreichende
Effizienz (>= 1,8) und eine Steigungsdifferenz Am <= 0,1 berechnet.
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In Tab. 5 sind die verwendeten PCRs sowie ihre Validierung fur den Einsatz zur relativen
Quantifizierung zusammengestellt. Es wurde gezeigt, dass die ausgewahlten Primer/
Sondenkombinationen fur die Durchfihrung einer relativen Quantifizierung nach der AAC+-
Methode geeignet sind.

Eine Validierung zur Effizienz der reversen Transkription wurde nicht durchgefihrt. Es

wurde angenommen, dass sie bei den Ansatzen gleich ist.

Tab. 5: Ergebnisse der real time PCR Validierung fur die relative Quantifizierung.

Sonde Ziel-DNS Effizienz (Emax = 2) AmZiel-DNS-PCR/m18sPCR
(Validierung >=1,8) (Validierung <=0,1)

18staq01 18s (Ribosomale RNS) 2,01 -
pvtagq01 BVDV-1,.cp7“u.,,NADL" | 2,03 0,014
pvtag02 BVvVDV-2,.890%, ,Giraffe-1“ | 1,97 -0,105

4.1.2.4.2 Relative Quantifizierung der Pestivirus RNS aus den Infektionsversuchen

RNS aus infizierten MDBK Zellen aus den Infektions- bzw. Transfektionsstudien (Kap.
4.1.2.1 und 4.1.2.2) wurde fir die real time PCR prapariert. Da die genaue Kopienzahl der
Nukleinséure fur die vorliegende Arbeit nicht von Bedeutung war, sondern lediglich der
Vergleich zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion, wurde die relative
Quantifizierung nach der AACt-Methode mit 18s-RNS als interne Kontrolle angewendet.
Nach erfolgreicher Validierung der PCR Effizienzen (Kap. 4.1.2.4.1) konnte die relative
Quantifizierung fur alle Infektionsstudien eingesetzt werden. Die Formelberechnung und die
Auswertung in Form von Balkendiagrammen erfolgte automatisch durch die Gerate-Software
nach der Einspeisung der Daten aus einer durchgefuhrten real time PCR. Der Kalibrator-Wert
wurde in den dargestellten Grafiken (Abb. 14) stets der Probe ,,0 h p. i./ p. t.* zugeordnet. Die
Werte der anderen Proben wurden als die x-fache NS-Menge im Vergleich zum Kalilbrator
ausgedruickt.

Die Balkendiagramme in Abb. 14 zeigen die initiale Phase der viralen NS-Zunahme und
somit der viralen Replikation in den infizierten/ transfizierten Zellen. Bei den
Infektionsmodellen beginnt diese bereits 6 h nach der Infektion, wahrend bei dem
Transfektionsmodell fir BVDV-1 ,cp7“ ein Wert > 1 erst zum Zeitpunkt 11 h p. t. zu

erkennen ist.
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Die relative NS- Menge erreicht bei den Infektionsmodellen nach wenigen Stunden einen
Plateauwert, ,,NADL" erreicht 14 h p. i. die ca. 30fache NS-Menge, ,,890* erreicht bereits 8 h
p. i. die ca. 50fache NS-Menge und ,,Giraffe-1“ erreicht 14 h p. i. die ca. 100fache NS-Menge
im Vergleich zum Kalibratorwert 0 h p. i.. Im Transfektionsmodell fir ,,cp7“ wird bis zum
letzten Messzeitpunkt (16 h p. t.) kein Plateauwert erreicht, zu diesem Zeitpunkt wurde die ca.
15fache NS-Menge zum Kalibratorwert gemessen.

Bei ,,NADL" und ,,cp7* traten zu den friihen Messzeitpunkten (4 h p. i. und 6 h p. t.) Werte
von <1 auf (Abb. 14 a und d). Dieses Phdnomen kann durch RNS-Degradation nach der
Infektion vor Beginn der effektiven Genomreplikation bedingt sein.

RNS Quantifizierung RNS QL.J.antif.iIzierung
BVDV-1 "NADL"/ MDBK BVDV-2 890"/ MDBK
1000 1000
g .
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= o
g 1007 £ 100 -
£ N2
R £
S, 2
(o))
10 - @
% § 10 -
2 =
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Abb. 14: Grafische Darstellung der relativen Quantifizierung nach real time PCR.

Die relative NS-Menge wurde durch relative Quantifizierung nach der AACt-Methode (real time PCR)
bestimmt. Kalibrator = Wert, mit dem alle anderen Werte verglichen werden und der =1 gesetzt wird.
Kalibrator in diesen Balkendiagrammen: ,,0 h p. i./ p. t.*“. Gestrichelter Kasten = Zeitraum fir initialen
Anstieg.
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4.1.3 Erarbeitung der Infektionsmodelle fur ultrahistologische Untersuchungen

Ziel der Infektions- bzw. Transfektionsstudien war es, durch Virustiterbestimmung im
Zellkulturberstand und durch Quantifizierung viraler NS aus Zellen den Zeitraum fur die
Morphogenese und Ausschleusung von verschiedenen Pestiviren zu bestimmen, um im
Anschluss gezielt ultrahistologische Untersuchungen an eingebetteten Zellen durchfiihren zu
konnen. Bei jedem Infektionsmodell wurde darauf geachtet, ein Untersuchungszeitfenster
innerhalb des Zeitraums des initialen Virustiteranstiegs bzw. der initialen Virusreplikation
auszuwahlen. Die Ergebnisse aus den Wachstumskurven decken sich mit den jeweiligen
guantitativen NS-Messungen insofern, als dass der Anstieg von viraler RNS in der infizierten/
transfizierten Zelle vor oder zeitgleich zum Auftreten von infektibsem Virus im
Zellkulturiberstand gemessen wurde.

Zum besseren Uberblick tber die Vorversuche sind in Tab. 6 die Ergebnisse der
Wachstumskurven und der NS-Quantifizierungen zusammengefasst. Die in der Folge
ausgewadhlten Zeitpunkte zur Einbettung und ultrahistologischen Untersuchung von Zellen

sind angegeben.

Tab. 6: Zusammenfassung der Untersuchungen zur Infektionskinetik.

Pestivirus initialer  Virus- | initialer Virus-RNS- | Auftreten gewahlter  Zeitpunkt
titeranstieg  im | Anstieg in Zellen eines zpE fur ultrahistologische
Kulturtiberstand Studien

BVDV-1 | 6-12hp.i. 6-14hp.i. ab16hp.i. [1ONP-I

»NADL"

BVDV-2 10-16 h p. i. 6-10 h p. i. ) 10, 14 und 16 h p. i.

,»890%

,Giraffe-1“ | 10-16 h p. i. 8-14hp. i. ab16hp.i. | 12 13und15hp.i.

BVDV-1  |8-13hp.t. 8-16 h p. t. ab16hp.t |[10undl2hp.t

”Cp7u

Bei den folgenden Infektionen fur die ultrahistologischen Untersuchungen wurde das Prinzip
der Infektionssynchronisation (Adhasionsphase 1 h bei 4 °C) sowie der hohen Infektionsdosis
(m. o. i. >= 1) fortgefiihrt. Im Unterschied zu den Kinetikstudien wurde die Virussuspension
nach einer Inokulationsphase von 2 h nicht abgenommen, sondern lediglich mit frischem

Medium aufgefiillt.
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4.2 Elektronenmikroskopische Untersuchungen zur Darstellung von

Viruspartikeln (Ultrahistologie)

4.2.1 Probenpréaparation

Zur Anfertigung von Ultradinnschnitten aus Monolayer-Zellkulturen wurden drei
verschiedene Techniken zur Einbettung in Epoxidharze angewandt:

a) Blockeinbettung: Zellanschnitt ungerichtet,

b) Flacheinbettung Monolayer: Zellanschnitt horizontal und

c¢) Flacheinbettung doppelter Monolayer ,,Sandwich-Methode*: Zellanschnitt vertikal.

Abb. 15: Verschiedene Praparationsmethoden von Monolayerzellen aus einer Kulturschale.
a) Blockeinbettung, Zellanschnitt ungerichtet. b) Direkte Monolayer Flacheinbettung, Zellanschnitt
horizontal. c) Flacheinbettung doppelter Monolayer, ,,Sandwich-Methode*, Zellanschnitt vertikal.
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zu a) Die Blockeinbettung beinhaltet das mechanische (Zellschaber) oder enzymatische
(durch Trypsin-EDTA) Abldsen des Zellrasens von der Kulturschale und die Herstellung
eines Zellpellets durch Zentrifugation. Die Herstellung eines Zellpellets aus mechanisch
abgeltsten Zellen gelang nicht, so dass die weitere Praparation ausschlieBlich mit
trypsinierten Zellen durchgefuhrt wurde. Aus dem fixierten Zellpellet wurden nach
Stabilisierung in Agar kleine Zellblocke herausgeschnitten und in Epoxidharz eingebettet. Die
Dunnschnitte, die aus dem polymerisierten Epoxid-Block angefertigt wurden, enthielten
Zellen in loser Anordnung und in ungerichteter Anschnittebene. Die Zelldichte pro Schnitt
war starken Schwankungen unterworfen und direkt abhangig von der Zelldichte im agar-
stabilisierten Zellpellet. AuBerdem beeinflusste die Zelldichte pro Schnitt die Schneidbarkeit
des Probenblockes. Anhand der Dunnschnitte konnte eine Orientierung durch die
Identifizierung von Apikal-/ Basalmembran angeschnittener Zellen nicht vorgenommen
werden.

zu b) Eine weitere Methode war die Flacheinbettung eines Zellmonolayers, die einen
horizontalen Schnitt durch die Zellen erlaubte. Hierbei erfolgte die Fixierung der Zellen im
Zellverbund, und vor der Polymerisation des Epoxid-Harzes wurden Zylinder aus Gelatine-
Kapseln auf den Zellrasen gestellt und mit Epoxid-Harz befillt. Nach der Polymerisation
wurden die ausgehérteten Zylinder mechanisch von der Kulturschale abgelést. An ihrem
unteren Ende befand sich nun ein Monolayer aus eingebetteten Zellen, so dass nach dem
Zutrimmen eine Schnittflache der Zellen im horizontalen Anschnitt entstand. Die Anzahl der
Diinnschnitte war begrenzt auf die ,Dicke* des Zellmonolayers, so dass eine exakte
Ausrichtung der Probe zum Schneidemesser notwendig war, um eine optimale Ausbeute an
Diinnschnitten zu erreichen.

zu c) Die Flacheinbettung von doppelten Monolayern, die sogenannte ,,Sandwich*-Methode,
wurde ebenfalls eingesetzt. Durch die zweifache Polymerisation dauerte die Praparation von
Dunnschnitten 2 Tage langer. Bei dieser Methode wurden die Zellen im Préparat vertikal
angeschnitten und lieRen sich im Zellverbund beurteilen. Hierbei konnte von jedem Praparat

eine unbegrenzte Anzahl von Schnitten hergestellt werden.
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Wahrend der Praparation von Zellschnitten in Epoxidharzen traten beim Schneiden der
Blocke gelegentlich folgende Phanomene auf:

- unterschiedliche Schnittdicke, abweichend von angestrebter silberfarbener Interferenz;
hierbei sehr dicke Schnitte (kupferfarben) alternierend mit sehr diinnen Schnitten
(grau),

- fehlende Bildung von Schnittbandern,

- Herabziehen des gerade gewonnenen Schnittes an der Rickseite der Messerschneide
und Benetzen des Préparateblocks anstatt Aufschwimmen des Schnittes auf der
Wasseroberflache und

- Bildung von Falten im Schnitt an Ubergangsstellen zwischen Probe und Kunstharz
aufgrund  unterschiedlicher ~ Schneideeigenschaften und  Spannungen im
Préaparateblock.

Die aufgeflihrten Schwierigkeiten lieRen sich durch Nachtrimmen des Préparates, Korrektur

der Préparat-, Messerausrichtung oder Préparataustausch weitestgehend beheben.

4.2.2 Elektronenmikroskopische Auswertung

Die angefertigten Dinnschnitte wurden anschliefend kontrastiert und in einem
Transmissionselektronenmikroskop (TEM Zeiss 910) ausgewertet. Bei der Beurteilung der
Schnittqualitat und Zellerhaltung wurden gelegentlich folgende Phdanomene beobachtet:

- zerstorte oder schlecht erhaltene Zellmembranen,

- gequollene Zellen,

- Falten durch das Schneiden,

- schwache Kontrastierung und

- schlechte intrazelluldre Strukturerhaltung (schlechte  Auflésung, verwischte
Strukturen).

Im Falle von mangelhafter Zellmorphologie wurden die Praparation und Einbettung von
Zellen wiederholt.

Bei der Identifizierung und Lokalisierung von intrazelluldaren Viruspartikeln traten
gelegentlich die folgenden Phanomene auf:

- Die Unterscheidung von zellularen Vesikeln und Pestiviruspartikeln anhand ihrer
Morphologie war in einigen Zellkompartimenten nur eingeschrankt moglich. So
fanden sich in multivesikularen Koérperchen nicht infizierter Zellen Partikel, die den
zugrunde gelegten Kriterien fur Identifizierung von Pestivirionen (siehe Kapitel
3.2.11, Seite 56) entsprachen.
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- Die Identifizierung von Viruspartikeln (VPs) war daher nur in den Kompartimenten
ER, Golgi und in zelluldren Transportvesikeln eindeutig mdglich, wobei je nach
Zellanschnitt eine Differenzierung der ER Membranen, der Vesikelmembranen von
ERGIC (,,Endoplasmatic Reticulum Golgi Intermediate Compartment®) und TGN
(,» Trans-Golgi-Network*) aufgrund morphologischer Kriterien nicht eindeutig méglich
war.

- Die Darstellung von intrazelluldaren Viruspartikeln war meist weniger eindeutig als die

der extrazellularen Viruspartikel; dadurch wurde ihre Identifizierung erschwert.

In den nun folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen
Untersuchungen zur Darstellung von Viruspartikeln fur jedes Infektionsmodell einzeln
beschrieben und anhand von ausgewéhlten EM Bildern illustriert. In Tab. 8 auf Seite 83

werden die Befunde zusammengefasst dargestellt.

Die Legende fir die Abklrzungen, die zur Beschriftung der elektronenmikroskopischen

Bilder verwendet wurden, findet sich in Tab. 7.

Tab. 7: Legende fur verwendete Abklrzungen bei der Beschriftung von EM Bildern.

Abkirzung Bedeutung

ER Endoplasmatisches Retikulum
EZR Extrazelluldrraum

G Golgi-Komplex

Lys Lysosom

M Mitochondrium

MLK Multilamellares Kérperchen
MVK Multivesikul&res Korperchen
N Nukleus, Zellkern

VP Viruspartikel

ZP Zytoplasma
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4.2.2.1 Infektionsmodell BVDV-1, NADL*

Mit BVDV-1 ,,NADL* infizierte MBDK-Zellen wurden 10 h p. i. fixiert, entwéssert und in
Epoxid-Harz eingebettet. Es wurden Einbettungen nach der ,,Monolayer“-Methode, bei der
die Zellen horizontal angeschnitten werden und nach der ,,Sandwich“-Methode, bei der die
Zellen vertikal angeschnitten werden, durchgefiihrt. Nach dem gleichen Protokoll wurden
jeweils nicht infizierte MDBK-Zellen als Negativkontrolle prapariert.

Zellmorphologie: Die Morphologie der infizierten Zellen unterschied sich nicht signifikant
von der Morphologie nicht infizierter Zellen. Es wurden keine deutlichen Alterationen
zelluléarer Membranen beobachtet. Anzeichen flir Apoptose lagen nicht vor.
Pestiviruspartikel: Viruspartikel konnten weder intrazellular noch extrazellulér dargestellt
werden. Daher wurden keine weiteren Praparate zu anderen Zeitpunkten nach der Infektion

angefertigt.

4.2.2.2 Infektionsmodell BVDV-2 ,,890“

Mit BVDV-2 ,,890“ infizierte MBDK-Zellen wurden 10 h, 13 h und 16 h p. i. fixiert,
entwéssert und in Epoxid-Kunstharz eingebettet. Es wurden Einbettungen nach der
»oandwich“-Methode durchgefiihrt. Nicht infizierte MDBK-Zellen wurden nach dem
gleichen Protokoll als Negativkontrolle prépariert.

Zellmorphologie: Die Morphologie der infizierten Zellen unterschied sich nur in geringem
MaRe von der Morphologie nicht infizierter Zellen. Gelegentlich erschienen die Lumina des
rER dilatiert. Dartber hinaus wurden keine deutlichen Alterationen zellularer Membranen
beobachtet. Gelegentlich wurden Zellschnitte mit stark kondensiertem und kontrastiertem
Zytoplasma gefunden.

Pestiviruspartikel: Es konnten zu allen Fixierungszeitpunkten p. i. sowohl intrazellulér als
auch extrazellular Viruspartikel dargestellt werden. Die Zellorganellen, in denen intrazellulare
Viruspartikel gefunden wurden, konnten morphologisch als rER-Lumina, Golgi-Komplexe
und kleine Vesikel identifiziert werden (s. Abb. 16).

Die Zahl der aufgefundenen Viruspartikel war sehr niedrig. In den meisten Zellanschnitten
traten keine Viruspartikel auf und selten wurde mehr als 1 VP pro Zellanschnitt identifiziert.
Zwischen den einzelnen Fixierungszeitpunkte konnten keine eindeutigen Unterschiede in der

VP-Verteilung und Haufigkeit ermittelt werden.

75



Ergebnisse

EZR

c di

Abb. 16: Nachweis von VPs in mit BVDV-2 ,,890 infizierten MDBK Zellen.

a) VP in Vesikel assoziiert mit Golgi-Komplex, 16 h p. i. (Bild Nr. 485) b) Drei VPs in vesikuldren
Strukturen (evtl. auch Lumen des ER), 13 h p. i. (Bild Nr. 487) c) VP in Vesikel, gedffnet zum
Extrazellularraum, 10 h p. i. (Bild Nr. 390) d) VP im Lumen des ER, 10 h p. i. (Bild Nr. 397). Balken
entspricht 200 nm. Pfeile deuten auf V/Ps.
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4.2.2.3 Infektionsmodell ,,Giraffe-1*

Mit dem Pestivirus ,,Giraffe-1“ infizierte MBDK-Zellen wurden 12 h, 13 h und 15 h p. i.
fixiert, entwéssert und in Epoxid-Harz eingebettet. Es wurden Flacheinbettungen nach der
»,Monolayer“-Methode, nach der ,Sandwich“-Methode sowie Blockeinbettungen von
Zellpellets durchgefuhrt. Parallel wurden nicht infizierte MDBK-Zellen als Negativkontrollen
prapariert.

Zellmorphologie: Die Morphologie der infizierten Zellen unterschied sich nur in geringem
MaRe von der Morphologie nicht infizierter Zellen. Gelegentlich erschienen die Lumina des
rER infizierter Zellen dilatiert. Daruber hinaus wurden keine deutlichen Alterationen
zelluldarer Membranen beobachtet. Als friihe Anzeichen fir Apoptose der Zellen konnten ab
13 h p. i. regelmé&Rig auftretende stark angefarbte Zellschnitte mit kondensiert erscheinendem
Zytoplasma angesprochen werden. Verstarkte Vakuolisierung trat in einigen Zellschnitten auf.
Allerdings konnte nur nach Verwendung der ,,Monolayer“-Einbettungsmethode bei
horizontalem Zellanschnitt eine stdrkere Vakuolisierung im Vergleich zu nicht-infizierten
Zellen beobachtet werden. Klassische morphologische Zellalterationen der Apoptose wie
Chromatinkondensation und ,,Blebbing* der Zellmembran traten zu den gewéhlten
Untersuchungszeitpunkten nicht auf.

Pestiviruspartikel: Die Auswertung der mit ,,Giraffe-1* infizierten MDBK-Zellen lieferte im
Vergleich zu den anderen Infektionsmodellen die meisten positiven Befunde (Abb. 17). Bei
der Untersuchung von infizierten Zellen 12 h p. i. wurden VPs im ER Lumen (Abb. 17 a und
b), in intrazelluldren Vesikeln und extrazelluldr an der Plasmamembran gefunden. Zu spéteren
Zeitpunkten (13 h, 15 h) lieRen sich VVPs dartber hinaus vereinzelt in Golgi-Komplexen
nachweisen (Abb. 17 c). In Abb. 17 b liegen VPs in einem dilatierten Lumenabschnitt des ER
vor, der eine ER ,,Exit Site* darstellt, da die ER-Membran dort nicht mit Ribosomen besetzt
ist. Abb. 17 f zeigt VPs im Lumen von Vesikeln oder vom ER, bei denen eine Verbindung
zwischen Virushille und Vesikelmembran auffallt. Es bleibt unklar, ob die Verbindung als
ein letzter Schritt des ,,Budding” oder auch als spezifische Bindung des VPs an ein
Transportvesikel gesehen werden kann. In wenigen Fallen wurden VPs in Vesikeln gefunden,
die zum Extrazellularraum getffnet waren (Abb. 17 g und h). Das Vesikel in Abb. 17 h
unterscheidet sich morphologisch eindeutig von den ,,Clathrin coated pits“ (gezeigt in Abb.
17 j), Uber die Pestiviren in Zellen hineingelangen kdnnen.
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Daher handelt es sich wahrscheinlich bei dieser Aufnahme um den Moment der Freisetzung
von VPs. Die Haufigkeit des Auftretens von extrazellular liegenden VPs (Abb. 17 g bis j)
nahm zu, je spéter der Fixierungszeitpunkt p. i. gewéahlt war.

Abb. 17: Nachweis von VPs in mit dem Pestivirus ,,Giraffe-1 infizierten MDBK Zellen.

a) Zwei VPs in ER Lumen, 13 h p. i. (Bild Nr. 399) b) Drei VPs in ER Lumina, 12 h p. i. (Bild Nr.
278) ¢) Zwei VPs im Lumen von Golgi-Membrankomplexen, 15 h p. i. (Bild Nr. 407). Balken
entspricht 200 nm. Pfeile deuten auf \V/Ps.
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zu Abb. 17 d) VP in Lumen von Golgi und assoziiertem Vesikel, 13 h p. i. (Bild Nr. 406) €) VP in
Vesikel assoziiert mit Golgi und ER, 13 h p. i. (Bild Nr. 402) f) Zwei VPs in Vesikeln oder ER
Lumina, Verbindung zwischen Virushille und Vesikelmembran, 13 h p. i. (Monolayer-Einbettung =
horizontaler Anschnitt) (Bild Nr. 1546). Balken entspricht 200 nm. Pfeile deuten auf \V/Ps.
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g) Mehrere extrazellulare VPs, ein VP in gedffnetem Vesikel (eingekreist), 13 h p. i. (Monolayer-
Einbettung = horizontal geschnitten) (Bild Nr. 1549) h) VP in zum Extrazellularraum getffnetem
Vesikel, 13 h p. i. (Bild Nr. 401) i) mehrere extrazellulare VVPs an der Zellmembran, 15 h p. i. (Bild
Nr. 387) j) weiler Pfeil deutet auf Endozytose Vesikel ,,Clathrin coated pit“, daneben VP im EZR, 12
h p. i. (Bild Nr. 283). Balken entspricht 200 nm (a-i) bzw. 100 nm (j). Schwarze Pfeile deuten auf V/Ps.
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Weiterhin wurden in multivesikularen Korperchen (MVK), die dem endosomalen
Kompartiment der Zelle zugeordnet werden, virusahnliche Partikel gefunden (Abb. 18). Eine
eindeutige ldentifizierung von VPs uber die Grofle und Morphologie konnte hier nicht
vorgenommen werden, da MVK in nicht-infizierten Zellen ebenfalls Partikel mit gleicher
GroRe und ahnlicher Form enthielten (Bilder nicht gezeigt). Allerdings ist hervorzuheben,
dass eine hexagonale Form der Partikel nur in MVKs infizierter Zellen beobachtet wurde.
Abb. 18 a zeigt neben mdglichen Viruspartikeln ein gefilltes Vesikel mit einem Durchmesser
von ca. 100 nm (eingekreister Bereich). Dieses Vesikel weist eine Verbindung zur MVK-
Membran auf und steht in Kontakt zu einer vesikularen Struktur (evtl. Anschnitt des ER) im

Zytoplasma, die wiederum viruséhnliche Partikel enthélt.

'e'4

MVK

Abb. 18: Mdgliche VPs in multivesikularen Kérperchen (MVK) in mit dem Pestivirus ,,Giraffe-
1* infizierten MDBK Zellen.

a) Zwei VP-artige Strukturen in MVK-Lumen, eingekreist: kleines Vesikel in Verbindung zur MVK-
Membran,12 h p. i. (Bild Nr. 280) b) Eine VP-artige Struktur in MVK-Lumen, 15,5 h p. i. (Bild Nr.
413). Balken entspricht 200 nm. Pfeile zeigen auf mogliche VPs.
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4.2.2.4 Transfektionsmodell BVDV-1 ,,cp7*

Mit dem BVDV-1 Stamm ,,cp-7* transfizierte MBDK-Zellen wurden 10 h und 12 h p. t.
fixiert, entwéssert und in Epoxid-Harz eingebettet. Es wurden Flacheinbettungen nach der
»Sandwich“-Methode durchgefiihrt. Nach den jeweils gleichen Protokollen wurden nicht-
transfizierte MDBK-Zellen als Negativkontrollen prapariert.

Die elektronenmikroskopische Auswertung der angefertigten Ultradiinnschnitte fiihrte zu
folgenden Ergebnissen:

Zellmorphologie: Die Ultrastruktur der Zellen war gut erhalten, es konnten keine
Alterationen oder Schadigungen durch die Elektroporation festgestellt werden. Im Vergleich
zu den Kontrollzellen konnten ebenfalls keine Auffélligkeiten gefunden werden.
Pestiviruspartikel: Sowohl 10 h als auch 12 h p. t. konnten weder intrazellular noch

extrazellular VPs gefunden werden.
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4.2.3 Zusammenfassung der EM-Ergebnisse zur Darstellung von Pestivirionen

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen zur Darstellung von Pestiviruspartikeln
erlaubten bei den Infektionsmodellen BVDV-2 ,,890* und ,,Giraffe-1“ die Darstellung von
intra- und extrazelluldaren  Viruspartikeln. Die negativen Befunde bei dem
Transfektionsmodell BVDV-1 ,,cp-7* kdnnen durch die vergleichsweise niedrigen Virustiter
(10° TCIDso/ml), die nach der initialen Virusfreisetzung im Uberstand erreicht werden, erklart
werden. Bei BVDV-1 ,NADL" kann das negative Untersuchungsergebnis auf diese Weise
allerdings nicht erkléart werden, da sowohl die Wachstumskurve als auch die Ergebnisse der
NS-Quantifizierung den Modellen ,,Giraffe-1“ und BVDV-2 ,,890* sehr &hnlich sind. Die
folgende Tabelle fasst die Befunde der ultrahistologischen Untersuchung zusammen.

Tab. 8: Ergebnistbersicht der EM-Untersuchungen zur Darstellung von Pestiviruspartikeln.

Infektionsmodell Befunde Fotos
BVDV-1,NADL" keine VPs -
(10hp.i) keine deutlichen Membranalterationen

BVDV-2 ,,890“ niedrige Anzahl von Viruspartikeln extrazellular und | Abb.
(10h, 13h, 16 h p. i.) intrazelluldr zu allen Zeitpunkten 16

Lokalisation: rER Lumen, Golgi-Komplex, kleine Vesikel

keine deutlichen Membranalterationen

,»Giraffe-1 Viruspartikel extrazellular (15hp.i.>>12hp.i.) Abb.

(12h,13 h,15hp.i.) | regelméRiges Auftreten von Viruspartikeln intrazellular zu 17

allen Zeitpunkten

Lokalisation: rER Lumen (auch ER ,exit sites*), Golgi-
Komplex, kleine Vesikel (selten: zum Extrazellularraum
ge6ffnet); mogliche VPs in MVKs

ggr. Dilatation von ER Lumina, keine deutlichen

Membranalterationen

BVDV-1 ,,cp7* keine VPs -

(10h,12hp.t) keine deutlichen Membranalterationen
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4.3 Elektronenmikroskopische Untersuchungen zum Nachweis von

Virusproteinen (Immun-Ultrahistologie)

4.3.1 Immunogoldmarkierungen an Kunstharzschnitten

4.3.1.1 ,,Pre-Embedding* Immunmarkierungen an mit Pestiviren infizierten Zellen

In der Literatur gibt es Berichte iber erfolgreiche Immunogoldmarkierung von extrazellularen
Pestivirionen in Dinnschnitten (Weiland, E. et al., 1992; 1999). Es sollte untersucht werden,
ob mit dem zur Verfligung stehenden Infektionsmodell ,,Giraffe-1* &hnliche Ergebnisse
erzielt werden konnen. Fur eine ,,Pre-Embedding* Immunmarkierung wurden infizierte Zellen
wie bei der konventionellen Flacheinbettung prapariert, mit dem Unterschied, dass vor der
Einbettung der Zellrasen zundchst mit den Primdr- und anschlieBend mit dem Gold-
konjugierten Sekundér-Ak inkubiert wurde, wodurch Viruspartikel an der Zelloberflache
markiert werden sollten. Als Virus-/ Zellsystem wurde ,,Giraffe-1* auf MDBK-Zellen 15 h p.
i. eingesetzt, da bei Voruntersuchungen (siehe Kap. 4.2.2.3) eine hohe Anzahl von Virionen
an der Zelloberflache vor Manifestation des zpE gefunden wurde. Als erste Ak wurden mAk
gegen E2 (SCR60) und gegen E™ (50F4) eingesetzt. Die elektronenmikroskopische
Auswertung der angefertigten Ultradinnschnitte fuhrte zu folgenden Ergebnissen:
Zellmorphologie: Die Erhaltung und Darstellung der Zellmorphologie war befriedigend. Die
Identifizierung von Zellorganellen war méglich und die Plasmamembran erschien grof3tenteils
intakt. Aufgrund des Zeitpunkts von 15 h p. i. zeigten einige Zellen bereits Anzeichen fur
beginnende Apoptose durch starke Farbung von kondensiert erscheinendem Zytoplasma.
Pestiviruspartikel/ Immunmarkierung: Es wurden zahlreiche Viruspartikel entlang der
Plasmamembran im Extrazelluldarraum gefunden, wobei an der Apikalseite der obersten
Zellschicht die wenigsten VVPs auftraten. Dies ist vermutlich auf einen Verlust von VPs durch
Abgang in den Uberstand wihrend der Inkubation oder als Folge der im Protokoll enthaltenen
Waschvorgange zurtickzufiihren. Weiterhin wurden VPs in zum Extrazellularraum gedffneten
Vesikeln gefunden (Abb. 19 b). Eine Goldmarkierung von VVPs war sowohl beim Einsatz des
antiE2, als auch des antiE™ Ak nur selten erfolgreich. VPs waren zudem fast immer nur mit
einzelnen Goldpartikeln markiert (siehe Abb. 19 a). In den Kontrollen (infizierte Zellen ohne
1. AK) wurde keine Markierung von VPs gefunden. Somit konnte mithilfe dieser Methode der
Nachweis von E2 und E™ an VPs geflihrt werden, allerdings nur mit unbefriedigender
Effizienz.
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Variationen des Protokolls in Bezug auf die Vorfixierung der Zellen (keine Fixierung, 10 min
1% PFA, 1 h 2 % PFA) hatten keinen Einfluss auf die Markierungsrate. Ursachen fur die
schwache Markierung konnen u. a. in der Bindungsaffinitat der Ak oder in der Zugénglichkeit
der Antigene liegen.

Abb. 19: Darstellung und Immunmarkierung von extrazellularen VPs an mit dem Pestivirus
,»Giraffe-1* infizierten MDBK Zellen 15 h p. i.

a) Schwache Gold-Markierung von VPs (weiler Pfeil) im EZR, mAk antiE2 (SCR60), Ziege
antiMaus 1gG konj. 10 nm Gold (Bild Nr. 600) b) VPs (nicht markiert) zum Teil in zum EZR
gedffneten Vesikeln (Bild Nr. 595). Balken entspricht 200 nm. Schwarze Pfeile zeigen auf nicht
markierte VPs.

4.3.1.2 ,,Post-Embedding“-Immunmarkierungen

Ein Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Verteilungsmuster von Pestivirusproteinen in
infizierten Kulturzellen auf ultrahistologischer Ebene. Fir eine Immunmarkierung sind
Zellschnitte nach Epoxid-Harz-Einbettung ungeeignet, da eine geringe Antigenzuganglichkeit
im Schnitt vorliegt. Die Préparation beinhaltet starke Fixierungen (mit OsO4 und GA) und
Erhitzen der Zellen auf 60 °C fiir 48 h. Diese Faktoren tragen zu einer geringen Erhaltung und
verminderten Erreichbarkeit von Antigenen bei. Daher wurde fiir die Markierungsversuche
eine Einbettung in das Acrylharz LR Gold (Polymerisation in Kalte unter UV-Licht)
angewandt. Die auspolymerisierten Praparate eigneten sich sehr gut zur Anfertigung von
Dinnschnitten mit gleichmé&Riger Dicke (ca. 100 nm).
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Da die Zellen allerdings &hnlich wie bei der Blockeinbettung mit Epoxidharzen als loses
Pellet in Suspension wéhrend der Polymerisierung vorlagen, schwankte die Zelldichte im
Schnitt stark und eine Beurteilung der Zellorientierung im Zellverbund war nicht moglich.

Zur Etablierung der Methode wurden Markierungsversuche in Zellkultursystemen
durchgefiinrt, die durch Uberexpression pestiviraler Strukturproteine eine besonders hohe

Antigenkonzentration versprachen (siehe Tab. 9).

Tab. 9: Verwendete Expressionssysteme.

Expressionssystem Expression von Herkunft Ag-Lokalisation
SF21  (Insektenzellen) | E2 BVDV-2 ,,890“ Endoplasmatisches
und Baculovirussystem Retikulum
SK6, Tet-on System E™-E1-E2-p7 BVDV-1 ,ncp7“ | Endoplasmatisches
Retikulum
BHK-21, Tet-on System | E2 + HA BVDV-1 Plasmamembran
(Influenzavirus) »NADL"

4.3.1.2.1 Markierung von E2 im Baculovirus-Expressionssystem

Das Baculovirus-Expressionssystem auf der Basis modifizierter Varianten des Autographa
californica Nuclear Polyhedrosis Virus (AcNPV) wird haufig fir die heterologe Expression
von Glykoproteinen eingesetzt. Das rekombinante Baculovirus ,,ACNPV-890/E2* exprimiert
nach Infektion von Insektenzellen (SF-21) das vollstdndige Strukturprotein E2 von BVDV-2
,»,390% (mit Membrananker). Zur Kontrolle des Expressionsverlaufs wurde fir die vorliegende
Arbeit 24 h, 48 h und 72 h p. i. ein IIFT zum Nachweis des E2 Proteins (1. Ak: antiE2
(SCR60)) durchgefiihrt. 24 h p. i. waren ca. 5%, 48 h p.i.ca. 15% und 72 h p. i. ca. 50 % der
Zellen positiv. 72 h p. i. zeigte ein Teil der Zellen einen zpE und hatte sich als Folge der
Baculovirusinfektion bereits aus dem Zellrasen geldst. Infizierte und nicht-infizierte SF-21
Zellen wurden 72 h p. i. in ,LR Gold“ eingebettet und Ultradlinnschnitte angefertigt. Die
elektronenmikroskopische Auswertung fuihrte zu folgenden Ergebnissen:

Zellmorphologie: Die Darstellung der zellularen Strukturen, insbesondere der Membranen,
erwies sich als nicht befriedigend; eine Identifizierung von Zellorganellen war haufig nicht

maoglich.
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Insgesamt wirkten die Zellen aufgequollen und beschéadigt. Baculoviren konnten in vielen
Zellen dargestellt werden. Durch die massive Virusentstehung und die damit einhergehende
Zellschéadigung wurde die morphologische Auswertbarkeit massiv eingeschrankt.
Immunmarkierung: In wenigen Zellanschnitten konnte eine ,perlenschnurartige®
Markierung (Intensitat: +/++) des E2 Proteins (mdglicherweise entlang von Membranen) oder
gehduft an amorphen kontrastreichen Strukturen festgestellt werden (siehe Abb. 20). Eine
Zuordnung der Markierung zu bestimmten Zellkompartimenten war aufgrund der
unbefriedigenden Zellmorphologie nicht moéglich. Baculoviren wurden ebenfalls markiert,
diese Markierung erwies sich allerdings als eine unspezifische Bindung des 2. Aks, da sie
auch in der Kontrolle ohne Primér-Ak auftrat.

a

Abb. 20: Immunogoldmarkierung des E2-Proteins an SF-21 Zellen 72 h nach Infektion mit
rekombinantem Baculovirus ,,AcNPV-890/E2".

mAk antiE2 (SCR60), Ziege antiMaus 1gG konj. 10 nm Gold. a) gehaufte Markierung an amorpher
elektronendichter Struktur (Bild Nr. 605) b) lineare Markierung, entlang von Membranen? (Bild Nr.
606). Balken entspricht 200 nm (a) bzw. 250 nm (b).

4.3.1.2.2 Markierung von E2 im Tet-on Expressionssystem

Die verwendeten Zelllinien SK-6p830 und BHK-21p577 beinhalten durch stabile
Transfektion ein pTet-on Regulatorplasmid, das eine Resistenz gegen das Aminoglykosid
Geniticin (G418) vermittelt. Das Plasmid kodiert zudem fir das Regulatorprotein ,,reverser
tetrazyklin-kontrollierter ~ Transaktivator” (rtTA). RtTA erlaubt eine induzierbare
Transkription und Uberexpression des gewiinschten Gens durch die Zugabe des Tetrazyklin-
Derivates Doxyzyklin. An den zur Verfligung stehenden Expressionssystemen sollte das

Pestivirus-Strukturprotein E2 nachgewiesen werden.
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Die SK-6 Zelllinie p830 enthélt zusatzlich zum Regulatorplasmid die Gene zur Expression
der Pestivirus-Strukturproteine E™ — E1- E2 — p7 (BVDV-1 ,,ncp-7*). Der Nachweis fiir das
E2-Protein wurde im ER erwartet, da die C-terminale Transmembrandomane des Proteins ein
Signal fur Verbleib im ER darstellt.

In der BHK-21-Zelllinie p577 (E2 -HA, BVDV-1 ,,NADL") wird dieses Signal durch den
Membrananker des Hamagglutinin-Proteins von Influenzaviren ersetzt, der als Signal fur
Transport zur Plasmamembran gilt, so dass hier der Nachweis von E2 an der Plasmamembran
erwartet wurde.

Zuné&chst wurden induzierte Zellen im IFT 12 h, 24 h und 48 h post inductionem (p. ind.) mit
einem antiE2 Ak (SCR60) getestet, um einen geeigneten Zeitpunkt fir die Einbettung zu
finden. Die Fluoreszenz wurde wie erwartet bei SK-6 Zellen im Zytoplasma mit ER-typischer
Verteilung und bei BHK-21 Zellen an der Plasmamembran nachgewiesen (siehe Abb. 21 a,
b). Ab 24 h p. ind. wurde eine ausgeprégte Fluoreszenz aller Zellen festgestellt, daher wurden
zu diesem Zeitpunkt die Einbettung in ,LR Gold* und die Immunogoldmarkierung
durchgefiihrt.

Zellmorphologie SK-6p830 und BHK-21p577: Die Darstellung der zellul&ren Strukturen,
insbesondere der Membranen, erwies sich als nicht befriedigend. Eine Identifizierung von
Zellorganellen war héufig durch fehlende Kontrastierung intrazellularer Membranen
unmdoglich. Insgesamt wirkten die Zellen haufig aufgequollen und stark vakuolisiert.
Immunmarkierung SK-6p830: An einigen Zellen wurden Goldmarkierungen (Intensitat:
+/++) im ER-Lumen oder im Bereich der ER-Membranen gefunden, wobei die Membranen
selbst nicht gut darstellbar waren (Abb. 21c). In manchen Féllen fand sich eine Markierung an
Kernmembranen. Die Mehrzahl der Zellschnitte war nicht markiert. Die Kontrollen
(induzierte Zellen ohne 1. Ak, nicht induzierte Zellen) zeigten nur sehr vereinzelte
unspezifische Markierungen.

Immunmarkierung BHK-21p577: An fast jeder Zelle wurden Goldmarkierungen
(Intensitat: ++/+++) an den Aulengrenzen der Zellen - insbesondere an Zellfortsatzen -
gefunden, wobei die Darstellung der Plasmamembran nicht gelang (Abb. 21d). Vereinzelt
wurden weitere Markierungen im Zytoplasma nahe der Plasmamembran gefunden, eine
Zuordnung  zu  bestimmten  Zellkompartimenten  war  aufgrund  mangelnder
Membrandarstellung nicht moéglich. Die Kontrollen (induzierte Zellen ohne 1. Ak/ nicht
induzierte Zellen) zeigten keine bzw. seltene vereinzelte Markierungen der Plasmamembran

an.
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Aufgrund der unbefriedigenden Zellmorphologie wurden Versuche zur Verbesserung des
Protokolls unternommen, die einen Zusatz von PVP wahrend der Entwésserung und
Einbettung sowie alternative Wege zur Gewinnung des Zellpellets (Trypsinieren statt
Abschaben, Einbettung des Zellpellets in Agar) beinhalteten. Diese Versuche flihrten jedoch

zu keiner deutlichen Verbesserung der Zellmorphologie.
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Abb. 21: Nachweis von E2 im Tet-on Expressionssystem 24 h p. ind. in HFT und IEM (LR Gold)
a) und b): mAk antiE2 (SCR60), Ziege antiMaus 1gG konj. Cy3. a) SK-6p830 Zellen, Fluoreszenz im
Zytoplasma, ER typische Verteilung. b) BHK-21p577 Zellen, Fluoreszenz an Plasmamembran.

¢) und d) mAKk antiE2 (SCR60), Ziege antiMaus IgG konj. 10 nm Gold. ¢) SK-6p830 Zellen,
Goldmarkierung im ER Lumen. (Bild Nr. 675) d) BHK-21p577 Zellen, Goldmarkierung entlang der
Zellgrenze (Bild Nr. 685). Balken entspricht 200 nm.
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4.3.2 Immunogoldmarkierungen an Kryodunnschnitten nach TOKUYASU

Aufgrund der unbefriedigenden Ergebnisse der ,,Post-Embedding® Immunmarkierungen an
Acrylharz-Schnitten bezogen auf Signalstarke und insbesondere auf Zellmorphologie wurde
nach einer alternativen antigenerhaltenden Einbettung gesucht. Eine sehr gut geeignete
Methode ist die Praparations- und Markierungsmethode nach TOKUYASU. Dabei werden
Zellen nach Fixierung mit PFA in Gelatine mithilfe eines Kryoprotektors in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Schnitte werden bei ca. -120 °C hergestellt, woflr ein spezielles
Gefrierultramikrotom benétigt wird. Im spateren Verlauf des Dissertations-Projekts stand ein
solches Gerat (Leica Ultracut UC/FC 6) an der ZBB (Zentrale Biotechnische Betriebseinheit)
der Justus-Liebig-Universitat Giessen externen Nutzern zur Verfugung. Somit ergab sich in
Verbindung mit der Teilnahme an einem Workshop zur Kryoultramikrotomie (von W.
Mdobius, Max Planck Institut fur experimentelle Medizin, Goéttingen) die Gelegenheit, die
Methode fur diese Arbeit am Institut zu etablieren.
Bei der Herstellung von Dinnschnitten nach TOKUYASU ergibt sich bei spaterer
Immunogoldmarkierung eine bessere Zugénglichkeit der Antigene, verbunden mit einer guten
Erhaltung und Darstellung der Morphologie. Eine Beurteilung im urspringlichen Zellverbund
ist wie bei ,,LR-Gold* nicht méglich, da die Probenpraparation das Abschaben der Zellen von
der Kulturschale sowie das Pelletieren der Zellen beinhaltet. Bei Markierungsversuchen an
Gefrierschnitten wurde zur Detektion Protein A Gold (PAG) konjugiert mit kolloidalem Gold
eingesetzt. Protein A bindet mit hoher Affinitat den Fc-Teil von IgG, z. B. von Kaninchen.
Bei der Verwendung von Maus-Ak musste meist ein Briicken-Ak (Kaninchen anti-Maus 1gG)
eingesetzt werden, da die Bindungsaffinitit von PAG fir Maus 1gG Subklassen
unterschiedlich ist.
Die angefertigten Dlinnschnitte wurden nach Immunmarkierung und Kontrastierung in einem
TEM (Zeiss 910) ausgewertet. Bei der Beurteilung der Schnitte wurden gelegentlich folgende
Mangel bemerkt:

- starke Faltenbildung im Schnitt (,,zerknitterte Schnittbander*),

- starke Schrumpfung der Schnitte,

- schnelles ReiRRen der Schnitte unter dem Elektronenstrahl,

- Kontrastmittelkristalle,

- zu schwache/ zu starke Kontrastierung,

- schwache intrazellulare Auflésung (verwischte Strukturen) und

- ausgewaschene Zellorganellen.
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Je nach Ursache des Problems (Zelldichte, Fixierung, Schnittlibertragung, Kontrastierung)
wurde die Praparation an der entscheidenden Stelle wiederholt.

Tab. 7 (Seite 74) beinhaltet als Legende alle Abkirzungen, die zur Beschriftung der
elektronenmikroskopischen Bilder in den folgenden Kapiteln verwendet wurden.

4.3.2.1 Markierungsversuche zur Etablierung der Immunogoldmarkierung an

Gefrierdiinnschnitten

Zur Etablierung des Verfahrens wurden vor der Untersuchung von Pestiviren zwei Studien
durchgefiihrt, um die Methode auf ihre Sensitivitdt und Praktikabilitat zu testen. Die erste
Studie wurde an den bereits vorgestellten Zelllinien SK6p830 und BHK-21p577
durchgefiihrt, die die Markierung von E2 nach Uberexpression erlauben. Auf Versuche mit
dem Baculovirus-Expressionssystem, das beim ,,.LR-Gold“ Verfahren nicht befriedigende
Markierungsergebnisse erbrachte, wurde verzichtet. Stattdessen wurde ein Infektionsmodell
mit dem Tollwutvirusstamm ,,CVS“ ausgewahlt, da aus institutseigenen \Vorversuchen
bekannt war, dass eine hohe Virionen- und somit auch Antigenkonzentration im Zytoplasma
infizierter Zellen vorliegt und entsprechende Antikdrper zum Nachweis viraler Proteine am

Institut zur Verfigung standen.

4.3.2.1.1 Markierungsversuche am Infektionsmodell Tollwutvirusstamm ,,CVS* und
BHK-21 Zellen

Dieses Infektionsmodell wurde ausgewahlt, da aus VVorarbeiten am Institut (Lopez Yomayuza,
2009) zur Morphogenese von Tollwutviren an Kunstharzschnitten bekannt war, dass
zahlreiche Virionen im Zytoplasma infizierter BHK-21-Zellen vorliegen. BHK-21 Zellen
wurden 48 h nach einer Infektion mit dem Stamm ,,CVS* fixiert und fiir die Kryoeinbettung
prapariert. Zur Erfolgskontrolle der Infektion wurde in einem Parallelansatz ein IIFT zum
Nachweis des Nukleoproteins durchgefiihrt (polyklonaler Ak (pAk) gegen Tollwutvirus
Nukleoprotein, Ziege anti-Kaninchen 1gG konj. mit Cy3). Ein deutliches Fluoreszenzsignal
im gesamten Zellrasen bestétigte den Erfolg der Infektion (siehe Abb. 22 a und b). Fir die
Immunogoldmarkierung an den Gefrierschnitten wurde der Sekundar-Ak durch Protein A
Gold (PAG) konjugiert mit 10 nm Gold ersetzt, das direkt an den Kaninchen-Ak bindet, so
dass bei diesem Ansatz auf den Einsatz eines Briicken-Ak verzichtet werden konnte.
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Zellmorphologie: Die Darstellung der Zellmorphologie wurde als gut bewertet; es gelang
eine Darstellung von Kernmembran, Plasmamembran sowie von Zellorganellen.

Weiterhin konnten entstehende Virionen im Zytoplasma, in MVKs und an der
Plasmamembran dargestellt werden. Aufgrund der massiven Virusvermehrung kam es zu
starken Alterationen der Zellmorphologie im Vergleich zu den Kontrollzellen (z. B.
Entstehung von Virionen an intrazelluliren Membranen, massives Auftreten von
Virionvorstufen im Zytoplasma und im endosomalen Kompartiment). Aufgrund der hohen
Viruslast war eine Identifizierung einzelner Zellkompartimente in vielen Bereichen infizierter
Zellen nicht mehr moglich.

Immunmarkierung: An den infizierten  Zellen wurden sehr  haufig
Immunogoldmarkierungen (Intensitat: ++ -> ++++) als Nachweis des Nukleoproteins
gefunden (Abb. 22 c¢ und d). Die Markierungen zeigten sowohl eine Assoziation mit
(Vorstufen von) Virionen als auch starke fokale Haufungen im Zytoplasma. Letztere stellen
eine starke Anreicherung des N-Proteins im Rahmen der Virusvermehrung dar und

entsprechen dem punktférmigen Muster der Fluoreszenz im IIFT (siehe Abb. 22 a).
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Abb. 22: Nachweis des Nukleoproteins von Tollwutvirusstamm ,,CVS“ in IIFT und IEM an
Kryodunnschnitten.

BHK-21 Zellen 48 h p. i., IIFT: @) und b) Nachweis des Nukleoproteins im Zytoplasma, pAk antiN,
Ziege antiKan. IgG konj. Cy3. IEM: c) und d) Nachweis des Nukleoproteins frei im Zytoplasma und
an entstehenden VPs (schwarze Pfeile). pAk antiN, PAG 10 nm (Bild Nrn. 1871 und 1872). Balken
entspricht 200 nm.

4.3.2.1.2 Markierung von E2 im Tet-on Expressionssystem

Fir diese Markierungsversuche wurden SK6p830 und BHK-21p577 Zellen unter den
Bedingungen wie in Kap. 4.3.1.2.2 beschrieben eingesetzt. Die Fixierung und
Gefriereinbettung erfolgte ebenfalls 24 h p. ind.. Der E2-Nachweis wurde mit einem mAKk
antiE2 (SCR60) durchgefihrt.

Zellmorphologie: Die Darstellung der Zellmorphologie wurde als gut bewertet, da eine
Darstellung von Kernmembran, Plasmamembran sowie von Zellorganellen (ER, Golgi,
Mitochondrien) gelang, die eine Zuordnung von Goldmarkierungen zu bestimmten
Zellkompartimenten erlaubte. Die Zellen wirkten nicht aufgequollen oder grob beschadigt.
Eine Verénderung der Zellmorphologie hinsichtlich Membranalterationen wurde im
Vergleich von induzierten zu nicht-induzierten Zellen nicht festgestellt.

Immunmarkierung SK6p830: An den induzierten Zellen wurden regelmalig
Immunogoldmarkierungen (Intensitat: ++) gefunden, die eine deutliche Assoziation zu ER-
bzw. zu Kernmembranen zeigten (siehe Abb. 23 a und b). Diese Markierungen wurden an den
Negativkontrollen (nicht-induzierte Zellen sowie induzierte Zellen ohne Primar-Antikorper
(Ak)) nicht gefunden.

Immunmarkierung BHK-21p577: An den induzierten Zellen wurden haufig
Immunogoldmarkierungen (Intensitat: +++) gefunden, die eine deutliche Assoziation mit der
Plasmamembran zeigten, insbesondere an Zellfortsétzen.

Weiterhin konnten Immunmarkierungen (Intensitat: ++) mit Assoziation zu Membranen des
ER und des Golgi gefunden werden, die den Transportweg des E2 Proteins innerhalb der
Zelle kennzeichnen (siehe Abb. 23 c und d).
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Abb. 23: Nachweis von E2 im Tet-on System in der IEM an Kryodlnnschnitten.

Zellen 24 h p. ind., Ak antiE2 (SCR60), Briicken-Ak Kan. antiMaus IgG, Protein A Gold 10 nm. a)
SK-6p830 Zellen, Nachweis von E2-Protein an ER-Membranen (Bild Nr. 2008) b) SK-6p830 Zellen,
Nachweis von E2-Protein an der Kernmembran (Bild Nr. 2007) ¢) BHK-21p577 Zellen, Nachweis von
E2 Protein an der Zellmembran (Bild Nr. 2003) d) BHK-21p577 Zellen, Nachweis von E2 Protein auf
dem sekretorischen Weg (Golgi-Komplexe, Transportvesikel) und an der Zellmembran (Bild Nr.
2001). Balken entspricht 200 nm.
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4.3.2.2 Markierungversuche an verschiedenen Pestivirus-Infektionsmodellen

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war der intrazelluldre Nachweis von Pestivirusproteinen in
der Ultrahistologie. Insbesondere durch Kolokalisation mit zellularen Kompartimenten sollten
Erkenntnisse zur Virusmorphogenese gewonnen werden. Der Nachweis von pestiviralen
Proteinen an Gefrierdiinnschnitten wurde an verschiedenen Infektionsmodellen (Ubersicht
siehe Tab. 10) versucht. Aus den ultrahistologischen Untersuchungen zur Darstellung von
Viruspartikeln (siehe Kapitel 4.2) wurden die Infektionsmodelle BVDV-2 ,,890“ und
,Giraffe-1* Gbernommen, da mit ihnen die meisten intrazelluldren Viruspartikel in diesen
Versuchen dargestellt werden konnten. Hinzugenommen wurden der KSPV-Stamm ,,Alfort-
Tub* und KSPV ,Alfort-Tub-JIV*, da fir den Nachweis von KSPV-Proteinen eine grofe
Auswahl an Antikorpern im Institut zur Verfligung stand. KSPV ,,Alfort-Tiib-JIV* beinhaltet
eine Insertion von ,,JIV* (cellular J-domain protein interacting with viral protein) des BVDV-
1 ,,cp8“ (Miiller et al., 2003) zwischen dem N und dem Kapsidgen des KSPV-Stammes
LAlfort™. In Zellkultur kommt es durch die Insertion zum Auftreten eines zpE (Gallei et al.,
2008). KSPV ,,Alfort-Tub-JIV* wurde in die Reihe der Infektionsmodelle aufgenommen, da
es sich durch eine hohe Replikation und hohe Virustiter bei Vermehrung in Zellkultur
auszeichnet.

Tab. 10: Pestivirus-Infektionsmodelle fur die Immunultrahistologie (TOKUYASU-Technik).

Pestivirus Zelllinie Zeitpunkt  der Fixierung

nach Infektion

BVDV-2 ,,890“ MDBK 13 h,24 h
,»Giraffe-1 MDBK 13 h
KSPV ,,Alfort-Tib* PK-15 12 h,24 h
KSPV ,,Alfort-Tub-JIV* SK-6 12 h

(BVDV ~ ,cp-7¢  JIV-

Insertion)

An den Modellen wurde eine breite Palette am Institut fur Virologie zur Verfugung stehender
Antikorper getestet. Alle Antikorper wurden zunéchst auf infizierten Zellen (Infektion mit den
in der Studie verwendeten Pestiviren) im indirekten Immunfluoreszenztest Uberprift (siehe
Tab. 11).
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Tab. 11: Ubersicht zum getesteten Reaktionsspektrum der verngQaren Antikorper im HFT.
+ = Fluoreszenzsignal im Zytoplasma; - = keine Fluoreszenz; = Signal nur schwach uber
Hintergrundsignal

2 <

o E_ 133 |3, g% P >% L5
3H5 NP - - - - - -
13B6 NP - - - - + -
GRS-C3 Core + + + - - -
GRS-C1 Core - - - + + -
50F4 E™ + + + + - -
24/16 E™ - - - + - -
Kan aE™ E™ + + + + + )
8F2#1 El + + + +* +* (+)
SCR25 E2 + + + - - -
SCR48 E2 + - + - - -
SCRG60 E2 + + + - - -
SCR95 E2 + + + - - -
SCRpool E2 + + +- - - -
(25, 48, 60, 95)

SCR4 E2 - + - - - -
Kan aE2 E2 +* +* +* + + +
Al8 E2 - - - + + N
D5 E2 + + + + + -
1b31 E2 - + + - - -
F48 E2 + - - + + -
9D11 NS2 + +* + +* +* (+)
Codel/4/7(Pool) | NS3 + + + + + -
10E10 NS4A + + + + + -
4B7 NS4A + + + + + -
3B10 NS5A - - + + + -
6D2 NS5B - - - - - -
2NB2, P4G11, | BVDV + - + + + -
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P4A11
N2B12, INB5, | BVDV
- + - - -
PID8
P3F6 BVDV - - - - - -
J2 dsRNS | Ak nichtin IIFT getestet
aPDI PDI
+ + + + + +
»otressgene
aPDI ,,Sigma* | PDI + + + + + +

Nach positivem Ergebnis im IHFT wurden die Antikérper in der IEM eingesetzt, auf ihre
Detektionseigenschaften getestet und die geeignete Verdinnung Uber Verdinnungsreihen
ermittelt. Eine vollstandige Ubersicht der in der IEM eingesetzten Antikérper findet sich in
Tab. 13 auf Seite 106.

Um die Lokalisation im ER von in der IEM nachgewiesenen Pestivirusproteinen zu
verifizieren, wurden Doppelmarkierungen mit dem ER Marker PDI durchgefiihrt. PDI
(Protein Disulfid Isomerase) ist ein Enzym, das im Lumen des ER vorkommt und den
Austausch von Disulfid-Briicken an entstandenen Proteinen katalysiert. Es besitzt ein C-
terminales ER-Retentionssignal (KDEL) und ist als ER-Marker anerkannt. Bei dem fiir diese
Arbeit verwendeten Markierungsprotokoll war eine Doppelmarkierung von pestiviralen
Proteinen und PDI nur moglich, da ein Ak gegen PDI aus Kaninchen zur Verfugung stand
und in Frage kommende Pestivirus-Ak aus der Maus stammten. Die Unterscheidung erfolgte
Uber die Bindung des Protein A an unterschiedliche GoldgroRen, wobei das héufiger
vorkommende Antigen (PDI) tber 15 nm Gold (mit geringerer Bindungseffizienz) und das
seltener vorkommende Antigen (Pestivirusproteine) tber 5 nm Gold (mit hoherer
Bindungseffizienz) nachgewiesen wurde.

Ein positives Signal bei der Verwendung von 5 nm Gold war gekennzeichnet von
Ansammlungen vieler Goldpartikel. Im Gegensatz dazu bestand ein positives Signal bei der
Verwendung von 15 nm Gold meist aus einem einzelnen Partikel, da weitere Bindungen

aufgrund der GoldgroRe verhindert wurden.
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Der Einzelnachweis von PDI (ber 10 nm Gold fiihrte hingegen zu Ansammlungen von
mehreren Goldpartikeln im ER Lumen (Bilder nicht gezeigt). In den folgenden Kapiteln wird
im einzelnen auf die intrazellularen Verteilungsmuster der in der IEM nachgewiesenen
Pestivirusproteine eingegangen.

Virionen waren am besten in Prdparaten darstellbar, die nicht markiert, sondern direkt
kontrastiert wurden. Abb. 24 a und b zeigen Pestivirionen aus dem Infektionsmodell ,,Giraffe-
1%/ MDBK 13 h p. i. in kleinen Vesikeln. In Abb. 24 c sind vermutlich mehrere VPs im ER
Lumen dargestellt, bei einem scheint das dunkel kontrastierte Kapsid nicht vollstdndig von
der Hillmembran umgeben zu sein. Ob es sich dabei um ,,Budding® an der ER-Membran
handelt, kann anhand dieses Bildes nicht eindeutig geklart werden.

Abb. 24: Darstellung von Pestivirionen in Gefrierschnitten nach TOKUYASU.

a) und b): VPs in kleinen Vesikeln in der Nahe der Plasmamembran. c) Mehrere VVPs im ER Lumen.
Mdgliches ,,Budding” eines VPs an Bildausschnitt skizziert. Pfeile zeigen auf VVPs. Balken entspricht
200 nm (Bild Nrn. 1439, 1448, 1443).
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4.3.2.2.1 Nachweis des Kapsidproteins in der IEM an Kryodunnschnitten

Der Nachweis des Kapsidproteins in der IEM an Kryodunnschnitten gelang fir die
Infektionsmodelle BVDV-2 ,890“ 13 h bzw. 24 h p. i. (Haufigkeit: +) und fir das
Infektionsmodell ,,Giraffe-1“ 13 h p. i. (Haufigkeit: ++) mit dem mAk ,,GRS-C3“. Die
Markierungen zeichneten sich durch eine punktuelle Anhdufung von Goldpartikeln an
verschiedenen Stellen im Zytoplasma, teilweise an Membranen des ERs sowie auch im
Lumen von MVKs und teilweise an nicht genauer bestimmbaren Lokalisationen im
Zytoplasma aus (siehe Abb. 25). Weiterhin wurden extrazelluldre Markierungen gefunden,
wobei es sich wahrscheinlich um die Detektion von VPs handelt. An Stellen mit starker
Markierung war allerdings die Identifizierung von Viruspartikeln nicht mehr eindeutig
mdoglich. Die Assoziation zum ER Lumen konnte durch Kolokalisation mit dem ER-Marker

PDI tber Doppelmarkierung bestatigt werden (siehe Abb. 26).

4.3.2.2.2 Nachweis des Strukturproteins E™ in der IEM an Kryoduinnschnitten

Der Nachweis des Strukturproteins E™ in der IEM an Kryodinnschnitten gelang fir das
Infektionsmodell BVDV-2 ,,890“ 24 h p. i. mit dem mAk ,50F4“ (Haufigkeit: +). Die
Markierungen fanden sich im Zytoplasma innerhalb von MLKs und MVKs (siehe Abb. 27 a).
Eine Markierung einzelner Viruspartikel wurde nicht beobachtet. 13 h p. i. gewonnene
Praparate lieBen sich mit dem gleichen Antikorper nicht markieren. Der Nachweis des E™
gelang weiterhin fur das Infektionsmodell KSPV , Alfort-Tub-JIV* mit dem mAKk ,,24/16“.
Die Markierungen befanden sich im Zytoplasma, eine genauere Lokalisierung war aufgrund
der geringen Haufigkeit des Signals nicht moglich (Haufigkeit: (+)). In einem Fall konnte die
Markierung allerdings direkt einem Viruspartikel in einer Vakuole an der Grenze zum

Extrazellularraum zugeordnet werden (siehe Abb. 27 b).

4.3.2.2.3 Nachweis des Strukturproteins E1 in der IEM an Kryodinnschnitten

Der Nachweis des Strukturproteins E1 gelang in der IEM an Kryodlnnschnitten fir die
Infektionsmodelle BVDV-2 ,,890“ 13 h p. i., ,,Giraffe-1* und KSPV , Alfort-Tub“ 24 h p. i.;
allerdings war die Markierung in allen Féllen nur schwach (Haufigkeit: (+)). Die
Markierungen fanden sich an Membranen im Zytoplasma; eine ER Lokalisierung konnte fur
einige Markierungen postuliert werden (siehe Abb. 28, MDBK Zellen 13 h p. i. ,,Giraffe-1*),
eine Kolokalisierung mit dem ER-Marker PDI gelang aufgrund der geringen Haufigkeit der
E1 Markierung nicht. In Abb. 28 fallt neben dem E1 Nachweis am ER die Darstellung eines
VP im ER Lumen auf.
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4.3.2.2.4 Nachweis des Strukturproteins E2 in der IEM an Kryodinnschnitten

Der Nachweis des Strukturproteins E2 gelang in der IEM an Kryodunnschnitten fiir das
Infektionsmodell ,,Giraffe-1 mit den mAk ,,.SCR25* und ,,SCR60* (Markierungshaufigkeit:
+(+)) sowie flr die KSPV-Infektionsmodelle mit dem mAk ,,A18“ (Haufigkeit: +++). Die
Markierungen fanden sich in den meisten Fallen an schlauchartigen Membranstrukturen,
deren Topologie dem ER entsprach. Diese Lokalisation konnte durch eine Doppelmarkierung
mit dem ER-Marker-Ak (antiPDI ,,Stressgene) bestatigt werden. Einzelne im Schnitt
dargestellte Virionen wurden von den Antikdrpern nicht markiert. Ausgewahlte Bilder zum
E2-Nachweis sind in Abb. 29 dargestellt. Bild a) zeigt eine Ubersicht einer mit KSPV
LAlfort-Tub-JIV* infizierten SK-6 Zelle 12 h p. i.; Bereiche mit E2 Protein Nachweis sind
hervorgehoben. Bild b) zeigt einen Detailausschnitt derselben Zelle mit ausgeprégter
Goldmarkierung (10 nm) entlang intrazellularer Membranen. In Bild c) ist ein Ausschnitt
einer anderen Zelle mit intensiver E2-Markierung zu sehen, wobei nicht nur zellulére
Membranen, sondern auch MVKs markiert sind. Abb. 30 zeigt das Ergebnis einer
Doppelmarkierung mit dem ER-Marker PDI an Zellschnitten desselben Ursprungs; E2 Protein
wurde Uber 5 nm Gold nachgewiesen und PDI Uber 15 nm Gold. Es konnte eine

Kolokalisation der beiden Proteine gezeigt werden.

4.3.2.2.5 Nachweis der Nicht-Strukturproteine in der IEM an Kryodinnschnitten

Der Nachweis diverser Nicht-Strukturproteine (N™°, NS2, NS3, NS4A, NS5A, NS5B) wurde
mithilfe verschiedener am Institut fir Virologie zur Verfligung stehender Antikorper versucht.
Es konnte jedoch keine Markierung mit den verwendeten Infektionsmodellen erreicht werden,
obwohl die Antikorper in der Vortestung im IIFT zum Teil fir einen Proteinnachweis gut

geeignet waren.

4.3.2.2.6 Nachweis von Doppelstrang RNS in der IEM an Kryodinnschnitten

Doppelstrang-RNS entsteht u. a. bei der Replikation des Genoms von Pestiviren und ist ein
Marker fir die Lokalisation viraler Replikationskomplexe. Der Nachweis von Doppelstrang
RNS in der IEM an Kryodiinnschnitten gelang fur das Infektionsmodell BVDV-2 ,,890“ 13 h
und 24 h p. i. (Haufigkeit: +) und fiir das Infektionsmodell ,,Giraffe-1* 13 h p. i. (Haufigkeit:
++) mit dem mAk ,J2“. Die Markierungen zeichneten sich durch starke punktuelle
Anhdaufung von Goldpartikeln entweder frei im Zytoplasma oder aber meist in MVVKSs oder an
der MVK Membran aus (siehe Abb. 31).
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Bei einer Doppelmarkierung mit dem ER Marker PDI konnte keine Kolokalisation gezeigt
werden (Bilder nicht gezeigt). Fir das Infektionsmodell ,,Giraffe-1“ konnten dsRNS-

Markierungen vereinzelt auch extrazellular zwischen den Zellen gefunden werden.

4.3.2.2.7 Zusammenfassung der IEM Ergebnisse an Gefrierdiinnschnitten

Mithilfe der etablierten Gefriereinbettung nach TOKUYASU ist es erstmalig gelungen,
Pestivirusproteine ultrahistologisch unter Einsatz verschiedener Zellkultur-Infektionsmodelle
nachzuweisen. Die gute Erhaltung und Darstellung der Zellmorphologie erlaubten meist eine
klare Zuordnung der Markierung zu bestimmten Zellkompartimenten. Eine Lokalisation im
ER konnte tber Kolokalisationsstudien mit dem ER-Marker PDI verifiziert werden.

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Markierungversuche tabellarisch zusammengefasst. In
Tab. 12 finden sich in Stichworten die Befunde zur intrazelluldaren Lokalisation der
markierten Antigene und in Tab. 13 das Reaktionsspektrum und die Verwendbarkeit der
eingesetzten Primar-Ak. Bei einem Vergleich mit den Ergebnissen aus dem IIFT féllt auf,
dass von den Antikorpern, die zum Nachweis diverser Pestivirusproteine im IIFT geeignet
sind, nur wenige ein spezifisches Signal in der IEM erbrachten.

Tab. 12: Infektion mit Pestiviren: Ergebnisse der IEM an Gefrierdiinnschnitten von mit
Pestiviren infizierten Zellen.

Antigen Ergebnis der Immunmarkierung an Gefrierdiinnschnitten

Kapsidprotein Frei im Zytoplasma, assoziiert mit ER Membranen, im ER

Lumen und kleinen Vesikeln, vereinzelt extrazellular (VPs?)

E™ In MVKs/ MLKs (nur zu spaten Zeitpunkten, 24 h p. i.),

vorher nicht nachweisbar

El Hauptséachlich assoziiert mit ER Membranen, in der Zelle

gleichmaRig verteilt

E2 Hauptsachlich assoziiert mit ER Membranen, in der Zelle

gleichmaRig verteilt, auch in MVKs

NP°  NS2, NS3, NS4A, | Keine Markierung durch die vorhandenen Antikorper
NS5A, NS5A

dsRNS Zytoplasma, v. a. in MVKs, keine Kolokalisation mit ER-

Marker, vereinzelt extrazellular
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MVK

a

Abb. 25: Nachweis des Kapsidproteins in der IEM an Kryodinnschnitten.

,Giraffe-1* inf. MDBK-Zellen 13 h p. i.. Nachweis des Kapsidproteins im ER Lumen (a) und in MVK

(b) Uber mAKk antiC (GRS-C3), BrAk Kan. antiMaus 1gG, Protein A 10 nm Gold (Bild Nrn. 1957,
1953). Balken entspricht 200 nm.

C

Abb. 26: Kolokalisation des Kapsidproteins mit ER-Marker PDI.

,Giraffe-1* inf. MDBK-Zellen 13 h p. i.. Nachweis des Kapsidproteins (weile Pfeile) und
Kolokalisation mit dem ER-Marker PDI, mAk antiC (GRS-C3), BrAk Kan. antiMaus IgG, Protein A 5
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nm Gold und Kan. antiPDI (Stressgene), Protein A 15 nm Gold (Bild Nrn. 3137, 3139, 3140). Balken
entspricht 200 nm.

ZP

MLK/ MVK
ZP

a b

Abb. 27: Nachweis des Strukturproteins E™ in der IEM an Kryodiinnschnitten.

a) BVDV-2 ,890“ inf. MDBK-Zellen 24 h p. i.. E™ Nachweis in MLK iiber mAk antiE™ (50F4),
BrAk Kan. antiMaus IgG, Protein A 10 nm Gold (Bild Nr. 2343). b) KSPV , Alfort-Tiib-JIV* 12 h p.
i.. E™ Nachweis an VP (Pfeil), mAk antiE™ (24/16), BrAk Kan. anti Maus IgG, Protein A 10 nm
Gold (Bild Nr. 3467). Balken entspricht 200 nm.

%
1

Abb. 28: Nachweis des Strukturproteins E1 in der IEM an Kryodinnschnitten.

,»Giraffe-1“ 1gG MDBK Zellen 13 h p. i. Nachweis des E1 Proteins an ER Membranen tber mAk
antiEl (8F21), BrAk Kan. anti Maus IgG, Protein A 10 nm Gold (Bild Nr. 2781). Pfeil deutet auf VP
in ER Lumen. Balken entspricht 200 nm.
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c

Abb. 29: Nachweis des E2 Strukturproteins in der IEM an Kryodinnschnitten.
KSPV , Alfort-Tub-JIV* inf. SK-6 Zellen 12 h p. i.. Nachweis von E2, mAk antiE2 (A18), BrAk Kan.

anti Maus, Protein A 10 nm Gold. (a) Ubersicht eines Zellanschnitts; in mit Sternen gekennzeichnten
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Bereichen liegt eine Goldmarkierung vor. (b) (Detailausschnitt aus a) und (c) zeigen starke
Immunogoldmarkierung an ER Membranen (Bild Nrn. 3371-73 (a und b), 3369 (c)). Balken entspricht

200 nm ( nur b, c).

N ZP ¥
p ¥
¥
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¥ ¥
G
ER ER

¥
¥
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a b

Abb. 30: Kolokalisation des Strukturproteins E2 mit ER-Marker PDI.

KSPV ,Alfort-Tib-JIV* inf. SK-6 Zellen 12 h p. i.. Nachweis der Kolokalisation von E2 mit ER-
Marker PDI ber mAKk antiE2 (A18) BrAk Kan. antiMaus IgG, Protein A 5 nm Gold und Kan. antiPDI
IgG (Stressgen), Protein A 15 nm Gold (Bild Nrn. 3474, 3476). Pfeile zeigen auf E2-Markierung.

Balken entspricht 200 nm.

MVK o
MVK
a w
MVK
w
w

w

MVK
w

w

b w
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Abb. 31: Nachweis von Doppelstrang RNS in der IEM an Kryodinnschnitten.
»Giraffe-1* inf. MDBK-Zellen 13 h p. i.. Nachweis von Doppelstrang RNS (schwarze Pfeile) in
MVKs tber mAK anti-dsRNS (J2), BrAk Kan. anti Maus 1gG, Protein A 10 nm Gold (Bild Nrn. 2780
(a), 2770 (b), 2772 (c)). Balken entspricht 200 nm.

Tab. 13: Ubersicht zum Reaktionsspektrum der in der IEM eingesetzten Antikorper.
= Ak bindet; + > +++ = Aussage Uber Intensitat und Haufigkeit des Signals, |:| = kein Signal Uber
Hintergrundmarkierung, coPDI = Kolokalisation mit PDI in Doppelimmunmarkierung; n. d. = nicht
durchgefihrt = Ag/ Ak Kombination bereits negativ in IIFT, daher nicht durchgefihrt.

© S = = 5 | g8«
Y= D 3 5 5 | = ) ) = 0o D
Antikérper g’é 835 382 582.?2 eSS g 8c E§=>
Bezeichnung 58| £2 |2%3(af3|0 0 |9%8|088|¢=2
pro
3H5 N 1:100 -
pro
1386 N 1:100 i
GRS-C3 Core |1:5-50 |+ + ++,
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GRS-C1 Core |,.5 ) i )
Kan aE™ E™ 1:50- |- - - - - -
500
rns
50F4 E 110 |- .\ ] ] ] ]
s
24116 E 110 ] ] )
8F2#1 = 1:20  |(+) - +) - (+) -
SCR25 E2 1:20 i nd. +(+)
SCR48 E2 1:20 )
SCR60 E2 10.20 | +(+),
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5 Diskussion

5.1 Einsatz  verschiedener EM-Einbettungstechniken far die

Untersuchungen zur Pestivirusmorphogenese

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Einbettungsverfahren fur Kulturzellen eingesetzt.
Die Einbettungsmethoden Epoxidharz, ,,LR-Gold*“ Acrylharz und Gefriereinbettung flhrten
zu unterschiedlichen Darstellungen der Zellmorphologie, insbesondere von Membranen. Abb.
32 zeigt dies am Beispiel von Membranen des ER. Bei Einbettung in Epoxidharz wurden
Membranen dunkel kontrastiert (durch die Verwendung von OsQ,), bei der ,,.LR-Gold"-
Einbettung schwach bzw. gar nicht, und nach TOKUYASU Gefriereinbettung hoben sie sich
hell gegen das Zytoplasma ab.

Abb. 32: Darstellung von Membranen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) nach
unterschiedlichen Einbettungen.
0S0O4 = Osmiumtetroxid, UA = Uranylacetat

Die Einbettung in Epoxidharze eignete sich am besten fiir morphologische Untersuchungen,
wéhrend Einbettungen in Acrylharze durch die ungeniigende Darstellung von Membranen
und starkes Aufquellen der Zellen hierfiir nicht in Frage kamen. Es stellte sich heraus, dass

die Gefriereinbettung nach TOKUYASU prinzipiell fir morphologische Untersuchungen gut
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geeignet ist, allerdings schwankten Auflésung und Kontrast von Praparation zu Praparation

und die Identifizierung des rER war durch fehlende Schwarzung von Ribosomen gelegentlich

erschwert. Eine Immunogoldmarkierung der Schnitte fiihrte durch die Behandlung mit

Blockingreagenzien und durch mehrere Waschschritte im Vergleich zu nativen Préparaten

stets zu geringfugigen Einbul3en in der Morphologiedarstellung.

Fur die Immunogoldmarkierungen waren die Acrylharzeinbettungen ebenfalls weniger

geeignet. Mit dem verwendeten Markierungsprotokoll wurden deutlich schwéchere

Markierungsintensitaten erreicht als bei der Immunmarkierung an Kryoschnitten; aulRerdem

wurde die Zuordnung der Markierungen zu bestimmten Strukturen oder Kompartimenten

durch die ungenugende Darstellung von Membranen erschwert. Sowohl die Acrylharz-

Einbettung als auch die Methode nach TOKUYASU wurden im Rahmen dieser Arbeit am

Institut fir Virologie etabliert. Dabei zeigte sich, dass die TOKUYASU-Technik nur einen

etwas erhohten apparativen Aufwand fur die Anfertigung der Gefrierdiinnschnitte und fur die

Lagerung der Probenbltcke in flussigem Stickstoff als Nachteile mit sich bringt, so dass nach

einer Einarbeitungsphase alle Markierungsversuche an pestivirusinfizierten Zellen mit dieser

Methode durchgefiihrt werden konnten. Diese Technik vereint nach eigener Erfahrung eine

relativ einfache Probenpraparation mit einer guten Darstellung der zelluldaren Morphologie

sowie einer guten Erhaltung und Zugénglichkeit der Antigene. Wie in der Arbeit von Griffith
und Posthuma, 2002 beschrieben, ist es mdoglich, angefertigte Schnitte vor der

Immunmarkierung ohne Verlust der Antigenitdit mehrere Wochen im Kuhlschrank

aufzubewahren.

Als wichtige Parameter fur die Markierung und Kolokalisation von Antigenen stellten sich

heraus:

— Bindungsaffinitat der Priméar-Ak: Nur ein geringer Anteil der erfolgreich in der
indirekten Immunfluoreszenz ~ eingesetzten  Antikorper ~ fuhrte  bei  der
Immunogoldmarkierung von Gefrierdinnschnitten zu einem positiven Ergebnis. Dieses
Phanomen wird von EM- Arbeitsgruppen haufig beobachtet (Griffiths, 2004; W. Mdbius,
MPI Géttingen, D. Zeuschner, MPI Minster, personliche Mitteilungen). Bei den in dieser
Arbeit erzielten Ergebnissen zum Pestivirusproteinnachweis an infizierten Zellen muss
bedacht werden, dass unterschiedlich viele Antikorper fir den Nachweis der einzelnen
Proteine zur Verfligung standen (z. B. ein Antikorper gegen E1, zehn Antikdrper gegen
E2), und dass die Eignung dieser Antikorper fir Immun-EM sehr verschieden war.
Ahnliche Beobachtungen wurden bei der Auswahl von Antikorpern zum Nachweis

zellulérer Markerproteine gemacht. Insgesamt wurden sieben verschiedene Antikorper
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zum Nachweis von ER Marker-Proteinen (PDI, KDEL-Motiv, Calnexin) getestet (davon
sechs kommerzielle Ak, Daten nicht gezeigt), wovon schlieBlich nur ein PDI-Ak fiir die
Kolokalisationsstudien geeignet war.

Zuganglichkeit der Antigene: Im Rahmen der durchgefiuhrten Markierungen fiel auf,
dass z. B. die Markierung von E2 an ER-Membranen mit mehreren Antikérpern an
unterschiedlichen Infektionsmodellen gut gelang, jedoch nicht an intrazellularen oder
extrazellularen Virionen. Eine mogliche Erklarung hierfir ist die erschwerte
Zuganglichkeit der antigenen Doméne nach dem Einbau des Proteins in das Virion, so
dass der Antikorper nicht mehr mit der gleichen Effizienz daran binden kann. Zu Beginn
der Markierungsversuche wurde erwartet, dass die in den ultrahistologischen Studien
nachgewiesenen Virionen mittels Immunogold an Gefrierschnitten leicht zu markieren
sind. Es gelangen allerdings nur wenige Aufnahmen von markierten Virionen, die als
solche auch erkennbar waren. Ein moglicher Grund hierfir wird mittels Abb. 33 erléutert:
Eindeutig erkennbare Virionen befinden sich meist volistdndig innerhalb eines
Kryoschnittes (Dicke ca. 80 - 100 nm), so dass sie zwar gut abgebildet werden, die
Antikdrper und das Protein A gekoppelte Gold allerdings nicht daran binden kdnnen.
Angeschnittene Virionen, die an der Oberflache des Schnittes liegen, werden hingegen
markiert, allerdings ist bei diesen Viruspartikeln die typische Morphologie nicht optimal
unter der Markierung erkennbar. Die gleiche Aussage gilt auch fir zellulare Strukturen

und Organellen, die in den Schnitten enthalten sind.

Abb. 33: Zuganglichkeit viraler Antigene im Kryoschnitt und Darstellung der Virionen im EM.
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— Antikdrperkombination  fur Doppelmarkierungen:  Zur  Durchfiihrung  von
Doppelmarkierungen nach dem hier angewandten Protokoll musste einer der beiden
Primar-Ak aus dem Kaninchen stammen (direkte Bindung an Protein A Gold). Da alle
»funktionierenden Antikorper gegen Pestivirusproteine und gegen dsRNS aus der Maus
kamen, waren Kolokalisationsversuche mit zwei Antikérpern gegen unterschiedliche
Pestivirusproteine oder z. B. E™ und dsRNS nicht mdglich. Leider gelang es wahrend des
Projekts nicht, weitere Antikdrper zum Nachweis anderer zellularer Markerproteine (fur
endosomales Kompartiment, fir Transportvesikel und Golgi-Netzwerk) erfolgreich zu
testen. Bei der Suche nach einem geeigneten ER-Marker wurden bereits sieben
verschiedene Antikorper ausprobiert. Fir die zukinftige Auswahl weiterer Marker-
Antikorper sollte auf Empfehlungen und Erfahrungswerte von anderen EM-

Arbeitsgruppen zuriickgegriffen werden.

5.2 Ultrahistologische Untersuchungen zur Morphogenese von Pestiviren

Um die Morphogenese von Viren besser zu verstehen, bieten sich ultrahistologische Studien
an infizierten Zellkulturen oder Organen an. Allerdings konnten mit dieser Methode bisher
kaum Aufschlisse Gber den Reifungs- und Ausschleusungsprozess von Pestiviruspartikeln
gewonnen werden. Es ist aufféllig, dass in der Literatur kaum Berichte zur
Pestivirusmorphogenese zu finden sind, wéhrend fur die eng verwandten Flaviviren (Genus
Flavivirus) zahlreiche Arbeiten existieren. Die Schwierigkeit in der ultrahistologischen
Untersuchung liegt im Vergleich zu Flaviviren vor allem darin, dass bei der
Pestivirusvermehrung in Zellkultur weniger infektiose Viruspartikel je infizierter Zelle
gebildet werden (verwendete Pestivirus-Infektionsmodelle: ca. 10” TCIDs¢/ml, siehe Tab. 4,
Seite 59; bei Flaviviren: Virustiter > 108 TCIDso/ml, Tajima et al., 2008). In Abb. 34 wird der
Erwartungswert flr das Auffinden von Pestivirionen in Dunnschnitten infizierter Kulturzellen
schematisch dargestellt. Auf der Grundlage eines Virustiters von ca. 10° TCIDs/10ml und ca.
3 x 10" MDBK Zellen in einer Kulturschale lasst sich errechnen, dass in einer Zelle weniger
als 10 infektidse Viruspartikel gebildet werden. Von einer Zelle lassen sich ca. 200
Diinnschnitte anfertigen, die im Mittel ca. 10 infektidse Viruspartikel enthalten kénnen. Diese
grobe Naherung verdeutlicht die Schwierigkeiten, die sich bei Morphogenesestudien von
Pestiviren ergeben. Die Zahl der zu erwartenden Viruspartikel liegt allerdings etwas hoher, da
bei dem Rechenbeispiel nur infektioses Virus berlicksichtigt wird, wahrend unreife und

defekte Virionen nicht erfasst werden.
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Abb. 34: Schematische Darstellung des Erwartungswertes fir Virionen (VP) in Dinnschnitten.

Aufgrund des geringen Erwartungswertes flr die intrazelluldre Virionenkonzentration wurde
in den durchgefiihrten Infektionsversuchen bei der Infektion der Zellen auf die Verwendung
einer hohen m. o. i. (> 1) und eine Synchronisation der Infektion Wert gelegt, um zum
Zeitpunkt ,,0* eine Infektion moglichst aller Zellen zu erreichen. So befanden sich bei der
anschlieBenden elektronenmikroskopischen Auswertung annéhernd alle betrachteten Zellen
im gleichen Stadium der Virusvermehrung, womit die Wahrscheinlichkeit fir die
Beobachtung von Morphogeneseereignissen erhéht wurde.

Ziel der Untersuchungen zur Morphogenese war das Studium bestimmter Stadien wahrend
der Virusentstehung, namlich ,,Budding®, Reifung, Transport. Um den gewunschten Zeitraum
im Vorfeld moglichst genau einzugrenzen, wurde im ersten Teil der Arbeit bei der
Etablierung der Infektionsmodelle groRRer Wert auf die ldentifizierung des Zeitpunkts der
initialen Virusfreisetzung gelegt. Infizierte Zellen sollten zu einem Zeitpunkt ultrahistologisch
untersucht werden, zu dem schon RNS-Replikation stattgefunden und der Anstieg des
Virustiters im Uberstand gerade begonnen hatte. Die quantitativen NS-Messungen ergaben in
den Infektionsmodellen einen Anstieg der viralen RNS ab 6-8 h p. i. als Signal fir beginnende
Genomreplikation. Der Anstieg von infektiosem Virus im Zellkulturiiberstand als Merkmal
fiir die beginnende Virusfreisetzung begann entweder zeitgleich oder kurze Zeit spéter (6-10 h
p. i.). Es ist davon auszugehen, dass die Replikation von Pestiviren wenige Stunden nach
Eintritt in die Zellen beginnt und die Genomreplikation zeitgleich mit viralen Proteinsynthese
stattfindet, so dass sich der Zusammenbau neuer Virionen unmittelbar anschlieBen kann. Die
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Zeitpunkte fir EM Untersuchungen wurden in den Bereich des exponentiellen Anstiegs der
Wachstumskurve gelegt. Fir alle Infektionsmodelle ergaben sich auf Basis der erstellten
Wachstumskinetiken sehr friihe Untersuchungszeitpunkte beginnend mit 10 h p. i. (Tab. 6,
Seite 70). Die in dieser Arbeit erstellten Kinetiken decken sich mit Ergebnissen aus der
Literatur; dort wurde bei der Erstellung einer Wachstumskinetik fir BVDV virale RNS ab 4 h
p. i. und ein Anstieg von infektidsem Virus im Uberstand zwischen 10 und 14 h p. i.
festgestellt (Gong et al., 1996).

Die drei untersuchten Infektionsmodelle BVDV-1 ,NADL", BVDV-2 ,,.890“ und Pestivirus
,Giraffe-1* fihrten zu sehr &hnlichen Wachstumskurven in MDBK Zellen und zwar im
Hinblick auf den Zeitraum des exponentiellen Anstiegs und die absolute H6he des Virustiters
(Abb. 10, Seite 63). In der anschlieRenden elektronenmikroskopischen Untersuchung zur
Virusmorphogenese gab es allerdings groRe Unterschiede bei dem Nachweis von Virionen.
Die Auswertung von BVDV-1 ,NADL* infizierten Zellen flihrte zu einem negativen
Ergebnis, wohingegen bei BVDV-2 ,890“ Infektionen selten und bei Infektionen mit
,Giraffe-1* haufiger Virionen im ER, im Golgi-Komplex, in kleinen Vesikeln und
extrazellular an der Plasmamembran gefunden wurden. Die Ursache hierfir geht aus den
Wachstumskurven allein nicht hervor. Aus den Ergebnissen der quantitativen real time PCR
kann abgelesen werden, dass beim Infektionsmodell ,,Giraffe-1* im Vergleich zu den anderen
Modellen die hdéchsten relativen Mengen an RNS (mehr als 100fach im Vergleich zum
Zeitpunkt ,,0“) innerhalb der ersten 24 h p. i. erreicht werden. Die hthere RNS-Menge kann
die Basis fir eine ebenfalls erhdhte Translation und Virionensynthese darstellen. So l&sst sich
erklaren, dass im Infektionsmodell ,,Giraffe-1“/ MDBK mehr Virionen an den Membranen
des ER entstehen und aus der Zelle ausgeschleust werden als bei den anderen Modellen. Da
sich dies bei Messungen des Infektiositatstiters aber offensichtlich nicht widerspiegelt, muss
die Mdglichkeit in Betracht gezogen werden, dass ein erheblicher Teil der produzierten
Virionen nicht infektios ist.

Negative Ergebnisse ergab die ultrahistologische Untersuchung von mit BVDV-1 ,cp7*
transfizierten MDBK-Zellen. In der Wachstumskurve liel sich zwar innerhalb von 4 Stunden
die gesamte initiale Freisetzung von infektiosem Virus zeigen, doch war der in diesem Modell
erreichte  Virustiter von 10° TCIDso/ml wahrscheinlich insgesamt zu niedrig, um
elektronenmikroskopisch Virionen darstellen zu kénnen.

In den aus der Literatur bekannten Arbeiten zur Pestivirusmorphogenese wurden u. a.
pestivirusinfizierte Zellkulturen, Leukozyten und Zellen des Intestinums und der Nieren

BVDV-infizierter Kélber elektronenmikroskopisch untersucht (Bielefeldt Ohmann und Bloch,
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1982 und Bielefeldt Ohmann et al., 1987). Die Autoren berichteten, dass virusahnliche
Partikel in kleinen Vesikeln und groReren Vakuolen vorlagen, die in den Extrazelluldarraum
entleert wurden. Die Ergebnisse dieser Verdffentlichungen sind allerdings kritisch zu sehen,
da die abgebildeten Vesikel wahrscheinlich MVKs darstellen und die Autoren das Auftreten
der virusdhnlichen Partikel auch in Vesikeln von Kontrollzellen einrdumen. Spatere Studien
mit BDV und BVDV in Zellkultur fihrten zu den ersten Aufnahmen von Pestiviruspartikeln
in Lumina des rauen endoplasmatischen Reticulums (rER) (Gray und Nettleton, 1987). Die
Entstehung der Virionen (,,Budding) sowie die Ausschleusung aus der Zelle wurde nicht
beobachtet. Diese Studien wurden zwar mit hoher m. o. i. (=1) durchgefiihrt, die Zellen
allerdings erst 72 h p. i. fixiert.

Ein Nachweis extrazellularer Pestivirionen an der Zellmembran gelang fur KSPV und BVDV
in Zellkultur sowohl morphologisch als auch durch Immunogoldmarkierung des Hullproteins
E™ (Weiland, E. et al., 1992; Weiland, F. et al., 1999).

In diesen Studien wird erwahnt, dass VPs im ER Lumen nach BVDV-1 ,,NADL* Infektion
von Kulturzellen nachgewiesen wurden (Daten in der Publikation nicht gezeigt); Gber weitere
Erkenntnisse zu ,,Budding” und Virusausschleusung wurde allerdings nicht berichtet. In der
genannten Studie wurden die Zellen mit einer m. o. i. von 0,1 infiziert und 46 h p. i. fixiert.

Es ist anzunehmen, dass in den bisher verdffentlichten Arbeiten zur Pestivirusmorphogenese
neben einer oft niedrigen m. o. i. ein nicht optimaler Zeitpunkt nach Infektion gewahlt wurde,
so dass wesentliche Schritte der Virionenmorphogenese und -sekretion bereits abgelaufen

waren.

5.3 Modell zur Morphogenese von Pestiviren

Obwohl die Strukturproteine von Pestiviren seit einigen Jahren bekannt sind, blieben die
einzelnen Schritte bei der Synthese von Virionen sowie deren genauer Aufbau, Struktur und
Stochiometrie bisher weitgehend unbekannt. Die Replikation des viralen Genoms findet in
Assoziation mit intrazellularen Membranen statt; hierfir werden sowohl die Nicht-
Strukturproteine NS3 bis NS5B als auch zellulére Faktoren benétigt. Es wird angenommen,
dass sich Replikationskomplexe an alterierten Membranen bilden, dhnlich wie fur Flaviriren
und Hepaciviren beschrieben (Kapitel 1.7 und 1.8). Weiterhin wurde vermutet, dass sich die
Strukturproteine der Virushille an den Membranen des rER anreichern. Virionen entstehen
demnach in Form von Knospung ("Budding™) an intrazellularen Membranen insbesondere des
rER, wobei das Kapsid mit Genom in die Hulle eingeschlossen wird. Virionen werden danach

wabhrscheinlich Uber den exozytotischen Weg aus der Zelle ausgeschleust.
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Im Folgenden werden die in dieser Arbeit erzielten Teilergebnisse zur
Pestivirusmorphogenese losgelést von den einzelnen Infektionsmodellen zusammengefasst
und im Hinblick auf das bestehende Modell aus der Literatur diskutiert. Abb. 35 zeigt das
derzeit gultige Modell (vgl. Abb. 4, Seite 21, Murray et al., 2008a) illustriert mit Bildern aus
der vorliegenden Arbeit.

In den Untersuchungen zur Morphogenese (Kapitel 4.2) konnten bereits 10-12 h p. i.
Pestivirionen intrazellular vor allem im ER Lumen gezeigt werden. Meist wurde nur ein
Virion pro ER-Lumenanschnitt gefunden, und bis auf eine geringgradige Dilatation zeigte
sich keine morphologische Verdnderung von betroffenen ER-Abschnitten. Auch zu spéteren
Untersuchungszeitpunkten (14-16 h p. i.) konnten Virionen noch im ER nachgewiesen
werden. Der Moment der Virusentstehung konnte ultrahistologisch nicht eindeutig dargestellt
werden; Bilder wie in Abb. 24, Seite 98, die auf die mégliche Abschnirung von VPs in das
ER Lumen hinein hinweisen, konnen den Vorgang aufgrund der zweidimensionalen

Darstellung und begrenzter Auflésung nicht eindeutig abbilden.
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Abb. 35: Derzeit gliltiges Modell zur Pestivirusmorphogenese, illustriert mit Bildern aus der
vorliegenden Arbeit.

Alle Fotos entstammen dieser Arbeit (Bild Nrn. (v. oben n. unten): 401, 1546, 407, 402, 278, 1443),
Zeichnung (Mitte) Ausschnitt aus Abb. 4, Seite 21 (Quelle: Murray et al., 2008a; mit freundlicher
Genehmigung der Nature Publishing Group (NPG)).
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Weiteren Aufschluss Uber die Morphogenese von Pestiviren kdnnen elektronentomografische
Auswertungen von Dinnschnitten liefern, die einen Einblick in die dritte Dimension erlauben
(siehe Flaviren: Welsch et al., 2009). Insgesamt wurden Bilder, die auf ,,Budding“ hinwiesen,
nur &uRerst selten gefunden, obwohl das Vorliegen von VPs im ER Lumen die am hdufigsten
detektierte Lokalisation von VPs in infizierten Zellen war. Daher wird postuliert, dass es sich
beim ,,Budding“ um einen Vorgang handelt, der vergleichsweise schnell ablduft. Die
Ergebnisse der immunultrahistologischen Versuche (Kapitel 4.3.2.2) untermauern das Modell
der Virionenenstehung am ER, da sich das Hillprotein E2 an Membranen des ER anreicherte
und auch das Kapsidprotein in Assoziation mit dem ER nachgewiesen werden konnte. Diese
Befunde konnten durch den Nachweis der Kolokalisation mit dem ER Marker PDI
abgesichert werden.

Darliber hinaus gelangen in dieser Arbeit erstmalig Aufnahmen von intrazelluléren
Pestivirionen auBerhalb des ER Kompartimentes. So wurden Virionen im Golgi-Komplex und
einzeln in kleinen Vesikeln im Zytoplasma gefunden. Einige dieser Vesikel befanden sich in
unmittelbarer Nahe zur Plasmamembran, und selten wurden zum Extrazellularraum (EZR)
getffnete Vesikel beobachtet, die VPs enthielten. Mit zunehmender Zeit nach der Infektion
reicherten sich VPs im EZR an der Zelloberflache an, wobei VPs sowohl an der apikalen,
lateralen als auch an der basalen Seite von Zellen entdeckt wurden. Es bleibt anzumerken,
dass es sich bei allen verwendeten Zellkulturmodellen um nicht-polarisierte Zellen handelte.
Die gewonnenen Erkenntnisse verbessern das Verstdndnis der Virusentstehung und ihres
Transports Uber den sekretorischen Weg innerhalb der Zelle und fiihren zu folgendem Modell
(siehe Abb. 35): Nach der Entstehung der Viruspartikel im ER Uber ,,Budding” werden die
VPs an ER Exit Sites in ,,COP Il coated*“ Vesikel aufgenommen und in das ERGIC (ER-
Golgi-Intermediate-Compartment) abgegeben. Zu allen untersuchten Zeitpunkten p. i. waren
stets mehr VPs im ER Kompartiment als in Vesikeln oder im Golgi-Komplex nachweisbar.
Daraus kann geschlossen werden, dass die Ausschleusung aus dem ER Lumen entweder sehr
schnell passiert oder mit einer schlechten Effizienz tber den ,,unspezifischen Transportweg*

ohne ein spezifisches Transportsignal stattfindet.
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Weiterhin kann anhand der durchgefiihrten Markierungsversuche von E2 im Tet-on System
(siehe Kapitel 4.3.2.1.1, Seite 91) belegt werden, dass E2 nach induzierter Expression im ER
lokalisiert ist und nur in Verbindung mit dem HA-,tag“ (Influenza H&magglutinin) zur
Plasmamembran transportiert und dort nachgewiesen werden kann. Somit wird das ER als Ort
fiir den Zusammenbau von Virionen bestétigt.

Das Vorkommen von Viruspartikeln in Vesikeln des ERGIC konnte nicht eindeutig gezeigt
werden, da die Identifizierung dieser Vesikel nur (ber den Nachweis bestimmter
Markerproteine (z. B. p23, ERGIC53, KDEL-Rezeptor) moglich ist. Geeignete Antikorper
standen im Rahmen dieser Arbeit nicht zur Verfligung. Virionenenthaltende Vesikel lagen
allerdings meist in enger Assoziation zu ER oder Golgi-Membrankomplexen vor; da Virionen
in Kompartimenten des Golgi-Apparates gefunden wurden, wird eine Beteiligung des ERGIC
(einziger Transportweg vom ER zum Golgi-Komplex) fir den Virionentransport postuliert.
Hinweise, dass Pestiviren den Golgi-Komplex passieren, gaben bereits die Arbeiten von
Unger, 1993 und Jordan et al.,, 2002a (Endoglykosidase H Resistenz von sezernierten
Virionen) sowie Macovei et al., 2006 (Zusammenbruch der Virussekretion nach Brefeldin A
Behandlung). Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Bilder von Virionen im Golgi-
Komplex liefern den Beweis fur dieses Postulat.

Nach der Prozessierung im Golgi-Komplex ergeben sich auf dem weiteren sekretorischen

Weg der Zelle mehrere Moglichkeiten:

1. Proteine mit einer Mannose 6-Phosphat Signalmarkierung werden in ,,Clathrin coated*
Vesikeln zu den Lysosomen transportiert,

2. Proteine mit einem Signal fur sekretorische Vesikel werden in diesen gesammelt und
Uber den regulierten Sekretionsweg ausgeschleust (nur in sekretorischen Zellen) und

3. Proteine ohne besondere Markierung werden in unpolarisierten Zellen automatisch

uber den konstitutiven Weg in Vesikeln aufgenommen und tiber Exozytose freigesetzt.

Der letztgenannte Weg stellt die wahrscheinlichste Mdglichkeit des intrazelluldren Transports
von Pestivirionen dar. Er wird auch ,,default pathway* (frei Ubersetzt: ,,Standardweg* oder
auch ,,Notausgang“) genannt, da Proteine keine spezifischen Signale besitzen mussen, um
friiher oder spater Uber das Trans-Golgi-Netzwerk zur Plasmamembran transportiert und dort
freigesetzt zu werden. Fir die eindeutige ldentifizierung dieser Vesikel gilt wie fur das
ERGIC die Notwendigkeit des Nachweises Uber entsprechende Markerproteine. Die Vesikel,
die Virionen beinhalteten und sich in unmittelbarer Nahe zur Plasmamembran oder sogar
geb6ffnet zum EZR befanden, werden als Exozytose-Vesikel angesprochen, da sie sich
morphologisch von Endozytose-Vesikeln (,,Clathrin Coated Pits*) unterscheiden lassen, tber
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die der Viruseintritt in die Zelle vermittelt wird (Krey et al., 2005; Lecot et al., 2005). Ein
wichtiger Aspekt der Beobachtungen zur Virusfreisetzung in dieser Arbeit ist, dass
Pestivirionen stets einzeln in kleinen Vesikeln gefunden wurden. Somit wird an dieser Stelle
die Hypothese Uber die Freisetzung von Pestivirionen aus Vesikeln in groBen Aggregaten
(Bielefeldt Ohmann und Bloch, 1982; 1987) fur die hier gewahlten Zellkulturmodelle in Frage
gestellt.

Der Moment der Virusfreisetzung konnte nur selten abgebildet werden. Dies beruht
wahrscheinlich auf der Tatsache, dass die Exozytosevesikel nach ihrer Offnung zum
Extrazellularraum sofort Teil der Plasmamembran werden. Die Bildung einer solchen Pore ist
unter energetischen Aspekten fur die Zelle sehr unglnstig, so dass die entstehende

Einstllpung der Membran sofort verschwindet.

5.4 Morphologie von Pestiviren

Extrazelluldre VPs lieRen sich grundsatzlich morphologisch besser darstellen als intrazelluldre
Partikel. Haufig lag in Bildern der klassischen Epoxidharzeinbettung bei den Partikeln die
Virushille eher lose als in einer engen Verbindung zum dunkel kontrastierten Kapsid vor und
eine hexagonale Symmetrie, wie in einem Bild der Arbeit von Weiland, F. et al., 1999
gezeigt, konnte bei einigen Partikeln erkannt werden. Ein signifikanter Unterschied in der
Virionenmorphologie, der auf Reifungsprozesse wahrend der Ausschleusung aus der Zelle
hinweisen kdnnte, wurde in den verschiedenen Zellkompartimenten und im Extrazellularraum
nicht beobachtet. Diese Aussage bezieht sich darauf, dass Anderungen der Kapsid- oder
Hillmorphologie in den verschiedenen Kompartimenten nicht verzeichnet wurden.
Untersuchungen von Macovei et al., 2006 zeigten, dass nach Blockade des sekretorischen
Weges durch Brefeldin A auf Héhe des cis-Golgi-Kompartiments aus der Zelle gewonnene
Virionen infektiés waren. Daher ist davon auszugehen, dass Pestivirionen bereits beim
Verlassen des ER-Kompartiments infektids sind und kein entscheidender Reifungsprozess im
Golgi-Komplex, wie fur das M-Protein von Flaviviren gezeigt, notwendig ist (siehe Abb. 4).

Ein Merkmal samtlicher abgebildeter Virionen war, dass sich stets nur eine einfache
Membran der Virionenhille darstellen lieR, die entweder lose oder eng anliegend zur inneren
Membran und zum dunkel kontrastierten Kapsid lokalisiert war. Dies lasst auf eine sehr enge
Verbindung zwischen Kapsid und innerer Hullmembran schliefen und deckt sich mit
Darstellungen aus der Literatur sowie mit den Untersuchungen von Unger, 1993, in denen es
nicht gelang, durch chemische Behandlung die gesamte Hiille zu entfernen und Viruskapside

isoliert darzustellen.
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5.5 Replikationsort von Pestiviren

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf dem Aspekt der Morphogenese von Pestivirionen. Bei
den ultrahistologischen Auswertungen wurde auflerdem nach Alterationen von zelluldren
Membranen aufgrund von Virusreplikation gesucht. Fur die untersuchten Infektionsmodelle
konnten zu keinem der untersuchten Zeitpunkte nach der Infektion bzw. Transfektion
signifikante Membranverdnderungen gefunden werden, die auf die Neu-Entstehung eines
Kompartiments fir Virusreplikation hinweisen. Es bleibt anzumerken, dass die Replikation
von Pestiviren bereits einige Stunden vor den gewéhlten Untersuchungszeitpunkten von 10-16
h p. i. beginnt ( 6 h p. i. eigene Arbeiten, 4 h p. i. Gong et al., 1996; 1998), und dass die
Studien, die Membranveranderungen als Folge der Replikation von Vertretern des Genus
Flavivirus zeigen, frihestens 24 h p. i. (Mackenzie et al., 1996a; Westaway et al., 1997a;
1997b; 1999; 2001; Welsch et al., 2009) durchgefihrt wurden. Um die Existenz umfassender
Membranalterationen als Folge der Pestivirusreplikation auszuschlieRen, ist eine Ausweitung
der ultrahistologischen Untersuchung auf frithere (< 10 h p. i.) und spatere (> 24 h p. i., bei
nzp Viren) Zeitpunkte erforderlich. Die immunelektronenmikroskopischen Untersuchungen
erbrachten im Hinblick auf die bei der Genomreplikation beteiligten viralen Nicht-
Strukturproteine wenig Erkenntnisse. Mit keinem der im Institut zur Verfigung stehenden
Antikorper konnten pestivirale Nicht-Strukturproteine Gber Immunogoldmarkierung
nachgewiesen werden.

Welsch et al., 2009 fanden bei ultrahistologischen Untersuchungen von mit Dengue Virus
infizierten Zellen Vesikel (@ ca. 80-90 nm) innerhalb von ER Lumina, die als Ort der
Replikation vermutet werden, sowie Poren in diesen Vesikeln, durch die synthetisierte RNS
nach Replikation ausgeschleust werden koénnte. Solche Vesikel innerhalb von ER Lumina
wurden zu keinem Zeitpunkt nach der Infektion mit Pestiviren in den verwendeten Modellen
beobachtet.

Bemerkenswerterweise gelang mithilfe der Immunelektronenmikroskopie der Nachweis von
Doppelstrang-RNS. Doppelstrang-RNS entsteht wahrend der Vermehrung von RNS-Viren
und kann daher als Marker fur die virale Genomreplikation diskutiert werden.
Interessanterweise trat eine intensive Markierung im Zytoplasma, sowie am haufigsten in
zelluldaren Kompartimenten auf, die als multivesikulare Korperchen (MVK) oder
multilamelldare Korperchen (MLK) identifiziert wurden und somit dem endosomalen
Kompartiment angehdren. Im folgenden Kapitel wird auf eine mdogliche Rolle des

endosomalen Kompartiments bei der Vermehrung von Pestiviren n&her eingegangen.
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5.6 Die Rolle des endosomalen Kompartiments bei der Vermehrung von

Pestiviren

Die ultrahistologischen und immunultrahistologischen Untersuchungen in dieser Arbeit
lieferten mehrfach Hinweise auf eine Rolle des endosomalen Kompartiments bei der
Vermehrung von Pestiviren u. a. durch Befunde in MVKs. MVKs entstehen auf dem Weg
von frihen zu spaten Endosomen und tragen ihren Namen, da sie grofle Mengen an
invaginierten Membranen und Vesikeln, die spéter in Lysosomen zersetzt werden, beinhalten.
Das endosomale Kompartiment schlie3t weiterhin endozytotische Vesikel ein, durch die
Komponenten der Plasmamembran oder extrazellulares Material internalisiert werden und in
Endosomen transportiert werden. Dort kann der Inhalt der Vesikel entweder recycelt oder den
Lysosomen zum Abbau zugefiihrt werden. Abb. 36 verdeutlicht die enge Verknipfung des

endosomalen Kompartiments mit anderen intrazellularen Transportwegen.
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Abb. 36: Einbindung des endosomalen Kompartiments in intrazelluldre Transportwege.

Das endosomale Kompartiment ist Uber friihe Endosomen, spdte Endosomen und Recycling
Endosomen mit dem Golgi-Komplex und somit dem sekretorischen Weg verbunden. Frihe
Endosomen und Recycling Endosomen stehen weiterhin in direktem Kontakt mit der Plasmamembran.
Late Endosome/ Multivesicular Body = MVK (aus Bonifacino und Glick, 2004, mit Genehmigung von
Elsevier Limited, Oxford, UK).

Eine Beteiligung des endosomalen Kompartiments bei der Virionenentstehung wurde bereits
flr andere RNS-Viren postuliert:

Virionen des Marburg Virus aus der Familie der Filoviridae entstehen durch Abschniirung an
der Plasmamembran infizierter Zellen, insbesondere an den Zellfortsatzen (Filopodien). Das
Virus nutzt den sogenannten ,retrograden endosomalen Transportweg, um synthetisiertes

Matrixprotein und teilweise auch Hullprotein Uber MVK d&hnliche Vesikel zur
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Plasmamembran zu transportieren und diese Virusproteine dort fur die Virionenentstehung
bereit zu stellen. Diese Erkenntnisse wurden aufgrund von ultrahistologischen Studien zur
Kolokalisation der Virusproteine mit Markerproteinen des endosomalen Kompartiments
gewonnen (Kolesnikova et al., 2004b; Mittler et al., 2007).

Fur Retroviren wird eine Beteiligung des endosomalen Kompartiments bei der Entstehung
von Virionen ebenfalls diskutiert. Retroviren schniiren sich direkt an der Plasmamembran in
den Extrazellularraum ab. Hierbei machen sie sich den sogenannten ,ESCRT pathway*
(,,endosomal sorting complex required for transport®) zunutze, dessen regulare Aufgabe darin
besteht, zur Degradation bestimmte (und mit Ubiquitin markierte) Zelloberflachenrezeptoren
in intraluminale Vesikel (ILV) von MVKSs einzubauen. Das HIV (Humanes Immundefizienz
Virus) macht sich diese zellulare Maschinerie, die eine zytoplasma-abgewandte Abschniirung
von Vesikeln ermoglicht, zunutze, indem das virale Gag-Protein an freie ESCRT-Proteine
bindet und so an der Plasmamembran eine Virionenabschnirung in den Extrazelluldrraum
erreicht (Welsch et al., 2007). Es wurde weiterhin gezeigt, dass Retroviren in Vesikeln des
spaten endosomalen Kompartiments vorkommen und dass freigesetzte Virionen MVK-
Markerproteine tragen (Morita und Sundquist, 2004). Der genaue Mechanismus, wie die
Virionen dabei einer Degradation in den Lysosomen entgehen und stattdessen an der
Plasmamembran freigesetzt werden, ist noch nicht geklart. AuBerdem wird diese Theorie in
der aktuellen Literatur kontrovers diskutiert (Orenstein, 2007), da es sich bei zuvor in
ultrahistologischen Studien als MVKs identifizierten Vesikeln lediglich um Einsttilpungen der
Plasmamembran und somit um extrazellulére Bereiche handeln konnte (Pelchen-Matthews et
al., 2004).

Im Verlauf der in dieser Arbeit durchgefiihrten ultrahistologischen Untersuchungen fielen
sowohl bei den Studien zur Morphogenese als auch in den Markierungsversuchen zur
Proteindistribution immer wieder positive Befunde in MVKs oder MLKs des endosomalen
Kompartimentes auf. Zuerst wurden mdgliche VPs mit hexagonaler Form in MVKs von mit
,Giraffe-1* infizierten Zellen gefunden. Eine eindeutige Identifikation war allerdings allein
auf Basis der Morphologie-Kriterien nicht moglich, da auch in MVKs nicht-infizierter Zellen
haufig sehr &hnliche Partikel in GroRe und Struktur (die oben erwéhnten ILVs) vorkommen.
Weiterhin gelang der Nachweis des Kapsidproteins durch Immunmarkierungen an
Gefrierdunnschnitten (v. a. ,,Giraffe-1“, 13 h p. i.) in MVKs, und der einzige Nachweis des
E™ Proteins war mit einer Lokalisierung in MLKs und MVKs verbunden (BVDV-2 ,,890“,
24 h p. i.). Das E2 Protein wurde ebenfalls in MVVKs nachgewiesen, allerdings nur in dem
Modell mit der hdchsten Markierungsintensitat fir das Protein (,,Alfort-Ttb-JIV*).
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Besonders deutlich fiel der Nachweis von dsRNS in MVKs aus (,,Giraffe-1“, 13 h p. i. und
BVDV-2 ,,890“ 13 h und 24 h p. i.). Die Markierungen zeichneten sich durch starke
punktuelle Anhdufung von Goldpartikeln meist in Assoziation mit MVK-&hnlichen Vesikeln
(an der Vesikelmembran oder innerhalb der Vesikel) aus.

Der Nachweis von dsRNS konnte die Lokalisation von Replikationskomplexen in diesem
Kompartiment anzeigen. Die dsRNS musste allerdings vor dem endosomalen Milieu
geschitzt werden (z. B. durch eine Vesikel-Membran). Solche Vesikel mit Verbindung zur
MVK-Membran konnten zwar durchaus gezeigt werden (siehe Abb. 18, Seite 81), aber nicht
in Zusammenhang mit der Markierung von dsRNS. Eine alternative Erklarung ist, dass
dsRNS uber die MVKs der Degradation in Lysosomen zugefuhrt wird. Es bleibt noch zu
klaren, Uber welchen Transportweg die dsRNS in dieses Kompartiment gerat. Weiter ist
maoglich, dass es sich bei den Vesikeln, in denen dsRNS nachgewiesen wurde, nicht um
MVKSs, sondern um Autophagosomen handelt. Diese bilden sich ausgehend von kleinen
Vesikeln im Zytoplasma als Membranhillen, die Proteine oder auch ganze Zellorganellen
umschliefen und dann Gber Verschmelzung den Lysosomen zufiihren kénnen. Die Bildung
von Autophagosomen ist streng reguliert und sehr komplex; ausldésende Faktoren kdnnen
Energiebedarf, Zelldifferenzierung oder auch Infektionen mit Bakterien oder Viren sein
(Alberts et al., 2008). DsRNS im Zytoplasma als Folge von Virusinfektionen (Herpesviren)
ist als ein Ausléser von Autophagie Uber die Aktivierung der PKR (Protein Kinase R) bekannt
(Kirkegaard et al., 2004).

In diesem Zusammenhang ist der Nachweis des E™ ausschlieRlich innerhalb von MLKs und
MVKs 24 h p. i. bemerkenswert. Igbal et al. zeigten bereits, dass E™ dsRNS binden kann und
bei niedrigem pH-Wert seine RNase Aktivitat entwickelt (Igbal et al., 2004). Weiterhin wurde
nachgewiesen, dass E™ eine Fahigkeit zur Translokation an Membranen besitzt und auf diese
Weise nach seiner Sezernierung in den Uberstand wieder in die Zelle gelangen kénnte
(Langedijk, 2002) um so dsRNS zu binden und womdglich in das endosomale Kompartiment
zu Uberflhren. Dort konnte es durch die RNase Aktivitat zu Abbau von dsRNS kommen und
so zu einer Unterdriickung der angeborenen Immunantwort (Bildung von alpha- und beta-
Interferon) der Wirtszelle. Ein Beleg hierfiur konnte in den untersuchten Modellen nicht
erbracht werden, da eine Kolokalisationsstudie von E™ und dsRNS aufgrund fehlender
Antikdrperkombination fur eine Doppelmarkierung nicht durchgefiihrt werden konnte.
Weiterhin wurden die erfolgreichen Nachweise fir E™ und dsRNS jeweils an
unterschiedlichen Infektionsmodellen und an unterschiedlichen endosomalen Strukturen
(MLKSs und MVKSs) gefihrt.
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In MVKs gelang der Nachweis des Kapsidproteins und des E2 Proteins. Im Hinblick auf die
morphologischen Befunde zum Vorliegen von virusahnlichen Partikeln in MVKs handelt es
sich um einen bemerkenwerten Nachweis. Diese Befunde flihren zu der Hypothese, dass
tatsachlich  Pestivirionen in  MVKs infizierter Zellen vorliegen. Das endosomale
Kompartiment ist eng mit dem sekretorischen Weg verbunden; aus dieser Verbindung

ergeben sich mehrere Erklarungsmoglichkeiten fur das Vorkommen von Virionen in MVKSs:

— Sezernierte Virionen werden durch ,,Clathrin coated pits* endozytotisch aufgenommen
und in die friihen Endosomen transferiert. Dort kommt es bei Absenkung des pH Werts zu
einer Fusion der Vesikelmembranen und Freisetzung des Genoms in das Zytoplasma
(Krey et al., 2005). In diesem Fall wirde es sich bei dem Fund von Pestivirionen in
MVKs um einen Moment wéhrend der Infektion der Zelle handeln. Da die Zellen
frihestens 12 h p. i. fir die Untersuchung fixiert wurden, ist das Vorliegen einer
Erstinfektion zu diesem Untersuchungszeitpunkt allerdings unwahrscheinlich. Eine
Reinfektion einer bereits infizierten Zelle ist ebenso unwahrscheinlich, da Lee et al., 2005
zeigten, dass Kulturzellen nach Infektion mit Pestiviren bereits auf der Stufe des
Viruseintritts fir Infektionen mit weiteren Pestiviren nicht mehr empfanglich sind.

— Auf dem sekretorischen Weg der Zelle sind in der Literatur bisher drei verschiedene
Maoglichkeiten des Proteinsorting im trans-Golgi-Bereich beschrieben (siehe auch Abb. 6,
Seite 23). Fur neu synthetisierte lysosomale Enzyme (Hydrolasen) gibt es einen Abzweig
vom sekretorischen Weg zum endosomalen Kompartiment. Diese Proteine tragen an
Aminogruppen gekoppelte Oligosaccharide, die von im Golgi-Komplex lokalisierten
Enzymen erkannt werden, die eine Mannose-6-Phosphatmarkierung durchfihren. Im
trans-Golgi-Apparat werden die M6P-Reste von membranintegralen M6P-Rezeptoren
erkannt. Im spaten Endosom trennen sich die M6P-Rezeptoren bei pH6 wieder von ihren
Liganden und werden recycelt (Alberts et al., 2008). Dieser signalinduzierte Transport in
das endosomale Kompartiment ist speziell auf lysosomale Enzyme zugeschnitten;
momentan gibt es keine Anhaltspunkte dafur, dass pestivirale Proteine entsprechende
Signalsequenzen enthalten und so Virionen auf diesem Weg in MVKSs transportiert
werden konnnten.

— Wie bereits angesprochen, besitzen Zellen die Fahigkeit zur Autophagie. Sie dient vor
allem dem Recycling von Zellorganellen. Autophagie findet kontinuierlich statt, kann aber
auch aufgrund von Reizen (z. B. Virusinfektion) ausgelost werden (Cuervo, 2004;
Kirkegaard et al., 2004). Es kann zur unselektierten Invagination von zellularem Material
in groBe Vesikel kommen, die MVKs morphologisch durchaus &hnlich sehen konnen.
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Daher besteht die Mdglichkeit, dass sich die nachgewiesenen Virionen ebenso wie die
nachgewiesene dsRNS in Autophagosomen befinden, deren Bildung durch die Infektion
der Zelle provoziert wird. Diese Vesikel fusionieren immer mit Lysosomen, und der Inhalt
wird enzymatisch abgebaut und recycelt. Ein morphologisches Merkmal von
Autophagosomen sind doppelschichtige Hullmembranen, die bei der Bildung der
Phagosomen entstehen. Dieses Merkmal wurde allerdings nicht immer im Zusammenhang
mit virusahnlichen Partikeln in MVKs gefunden.

— Der Weg in das endosomale Kompartiment bedeutet nicht immer Degradation des
gesamten Inhalts in spaten Endosomen und Lysosomen, denn es gibt einerseits
»Recycling“-Endosomen®, die membrangebundene Endozytose-Rezeptoren zuriick an die
Plasmamembran transportieren und andererseits die ,,lysosomale Sekretion®, die es Zellen
erlaubt, ,unverdauliches* Material abzugeben. Dieser Weg wird insbesondere in
Stresssituationen genutzt, so dass sich die Frage stellt, ob Pestivirionen zufallig oder
gezielt in das endosomale Kompartiment gelangen. Weiterhin ist noch unklar, ob sie im
Anschluss auf diesem Weg aus der Zelle als nicht infektidse Virionen ,,entsorgt* werden
oder ob sie den retrograden endosomalen Transportweg gezielt fur ihre Freisetzung nutzen

kdnnen.

Aus der Liste der aufgefiihrten Moglichkeiten zur Interpretation der Befunde im endosomalen
Kompartiment erscheinen die Hypothesen zur Autophagie und zur lysosomalen Sekretion am
wahrscheinlichsten. Beide Mechanismen stellen Reaktionen der Zelle auf Stress dar, und eine
Stresssituation liegt nach Infektion mit Pestiviren und ihrer Replikation im Zytoplasma fir die
Zelle eindeutig vor. Anhand dieser Modelle lassen sich sowohl der Nachweis von dsRNS als
auch von Pestivirusproteinen und Virionen innerhalb der Vesikel-Strukturen erklaren. In der
Literatur findet das verstarkte Auftreten von zytoplasmatischen Vakuolen nach Infektion von
MDBK Zellen mit zp BVDV-Isolaten gegenwaértig Beachtung. Birk et al., 2008 postulierten
einen ,neuartigen”“ Weg des Zelltods nach zp Pestivirusinfektion, der vor allem durch
Vakuolisierung gekennzeichnet ist und sich von klassischer Autophagie und Apopotose
unterscheiden soll. Weiskircher et al., 2009 berichten vom Nachweis des NS4B Proteins in
Assoziation mit alterierten zellularen Membranen, die sich bei genauerer Betrachtung als
Vakuolen mit Ahnlichkeit zu MVKs und MLKSs herausstellen kénnten.

Zurzeit gibt es keine weiteren publizierten Arbeiten, die Erkenntnisse zur Rolle des
endosomalen Kompartiments bei der Pestivirusvermehrung vermitteln. Es wird daher als
wichtig angesehen, weitere Aufschliisse Uber den Ursprung und die ldentifizierung der

entsprechenden Vakuolen bzw. MVKs zu gewinnen. Ein bedeutender Aspekt hierbei ist die
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Durchfuhrung von Kolokalisationsexperimenten mit Pestivirusproteinen und Markerproteinen
des endosomalen Kompartiments. Neben dem Nachweis einer Kolokalisation kénnten diese

Experimente zur Klassifizierung der Vesikel (z. B. als friihe oder spate Endosomen) fuhren.

AbschlieRend soll hervorgehoben werden, dass in dieser Arbeit erstmals Pestivirusproteine
ultrahistologisch an infizierten Zellen nachgewiesen werden konnten. Durch die Einfiihrung
der Immunogoldmarkierung an Gefrierschnitten nach TOKUYASU wurde eine neue
Dimension erdffnet, die ein besseres Verstandnis der Pestivirusreplikation und Morphogenese
ermoglicht. Um weitere Erkenntnisse durch die etablierte Methodik zu gewinnen, ist es
notwendig, maoglichst viele unterschiedliche Antikdrper gegen pestivirale Struktur- und Nicht-
Strukturproteine einzusetzen und auf ihre Eignung fur die Immunultrahistologie zu testen. In
Verbindung mit einer umfassenden Auswahl an Antikdrpern gegen zelluldre Markerproteine
konnten mithilfe dieser Methode die VVorgénge der Pestivirusvermehrung ultrahistologisch
umfassender aufgeklart werden. Eine weitere wichtige Rolle kommt in Zukunft der
dreidimensionalen  Darstellung ~ von  ultrahistologischen  Bildern  durch  die
Elektronentomografie zu, die eine Aufklarung der Ereignisse zur Pestivirusvermehrung auf

subzellularer Ebene erlauben kann.
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6 Zusammenfassung

Das Genus Pestivirus umfasst mit dem Virus der Klassischen Schweinepest (KSPV), dem
Virus der Bovinen Virus Diarrhoe (BVDV-1 und -2) und dem Border Disease Virus (BDV)
veterindrmedizinisch  bedeutsame Virusspezies. Pestiviren werden aufgrund ihrer
Morphologie, Genomorganisation und Strategie der Genexpression zur Virusfamilie
Flaviviridae gez&hlt. Zu dieser Familie gehdren auBerdem die Genera Flavivirus und
Hepacivirus. Obwohl die Strukturproteine von Pestiviren seit einigen Jahren bekannt sind,
blieben die einzelnen Schritte bei der Entstehung neuer Virionen sowie deren genauer
Aufbau, Struktur und Stochiometrie bisher weitgehend unbekannt. Es wird vermutet, dass
sich die Strukturproteine der Virushille an den Membranen des rauen endoplasmatischen
Retikulums (rER) anreichern. Virionen entstehen demnach durch Knospung ("Budding") an
intrazellularen Membranen, wobei Kapside mit Genom in die Hdlle eingeschlossen und
Virionen anschlie3end tber den sekretorischen Weg ausgeschleust werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Morphologie und Morphogenese von
Pestiviren durch Einsatz ultrahistologischer Verfahren aufzuklaren.

Im ersten Teil der Arbeit wurden mithilfe von Wachstumskurven und Nukleinséure-
Quantifizierung Infektionsmodelle erarbeitet, die anschliefend im zweiten Teil der Arbeit
ultrahistologische Studien an pestivirusinfizierten Zellen ermdglichten. Es stellte sich heraus,
dass insbesondere das Pestivirus ,,Giraffe-1“ durch eine vergleichsweise hohe intrazellulére
Virionenkonzentration fur ultrahistologische Studien geeignet ist. Die EM-Untersuchungen
konnten den vermuteten Weg fur die Virusmorphogenese und -ausschleusung aus der Zelle
durch den Nachweis von Virionen im ER, Golgi-Komplex, Transportvesikeln und bei der
Exozytose belegen. Der Moment des ,,Budding®“ konnte allerdings nicht gezeigt werden.
Intrazellulare Membranalterationen, bei Vertretern der Genera Flavivirus und Hepacivirus
beschrieben als Folge der Bildung viraler Replikationskomplexe, wurden fiir die verwendeten
Infektionsmodelle in Kulturzellen nicht beobachtet.

Im dritten Teil der Arbeit sollten schliel3lich antigenerhaltende Verfahren zum Nachweis von
Pestivirusproteinen in infizierten Zellen eingesetzt werden. Es wurden Protokolle zu
Methacrylat-Kunststoffeinbettungen  sowie  Gefriereinbettungen nach TOKUYASU
eingefihrt. Zur Etablierung der Verfahren wurden u. a. Expressionssysteme gewéhlt, die eine
Uberexpression viraler Proteine erlaubten.

Basierend auf den Auswertungen der Markierungsversuche an diesen Expressionsmodellen

wurde schlielich die Methode nach TOKUYASU zur Untersuchung pestivirusinfizierter
-127 -



Zusammenfassung

Zellen ausgewahlt. Am Institut stand eine Reihe von Antikérpern zum Nachweis von
Pestivirusproteinen zur Verfligung, mit denen der Nachweis des Kapsidproteins, der
Hullproteine E™, E1 und E2 sowie von dsRNS als Marker fiir virale Replikationskomplexe
gelang. Fir das Kapsidprotein und E2 konnte durch Kolokalisationsexperimente mit dem ER
Marker PDI eine Lokalisierung im endoplasmatischen Retikulum nachgewiesen werden.
Interessant ist, dass das Kapsidprotein, E™, E2 und dsRNS in Vesikeln/ Vakuolen des
endosomalen Kompartiments vorliegen. Es bleibt zu klaren, wie Pestiviren in dieses
Kompartiment geraten bzw. eindringen. Weiterhin ist noch unklar, ob fir sie dadurch Vorteile
fur die Virionenfreisetzung entstehen oder ob es sich vielmehr um eine
»Entsorgungsmalinahme* der infizierten Zellen handelt, bei der Virionen degradiert werden.
Mit der Methode nach TOKUYASU wurde eine attraktive Mdoglichkeit zum
Virusproteinnachweis und fir Kolokalisationsstudien im ultrastrukturellen Bereich infizierter
Kulturzellen erfolgreich etabliert. Die in dieser Arbeit eingesetzten Methoden zur
ultrastrukturellen Analyse von pestivirusinfizierten Zellen legen aufgrund der erzielten
Ergebnisse den Grundstein fur weiterfiihrende Kolokalisationsexperimente.

Weiterhin sollte auf der Grundlage der erzielten Ergebnisse zur Darstellung von Pestivirionen
der Einsatz der Elektronentomografie in Betracht gezogen werden, um eine dreidimensionale
und somit verbesserte Auflésung zellulérer/ viraler Strukturen zur besseren Analyse von

Morphogeneseprozessen zu erreichen.
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7/ Summary

The genus Pestivirus comprises with Classical Swine Fever Virus (CSFV), Bovine Viral
Diarrhoea Virus (BVDV-1 and -2) and Border Disease Virus (BDV) virus species of great
importance in veterinary medicine. Pestiviruses are assigned to the virus family Flaviviridae
due to their virion morphology, genome organisation and strategy of gene expression.
Additional members of this family are the genera Flavivirus and Hepacivirus. Although
pestiviral structural proteins are known for many years several aspects of virion assembly
remained unknown as well as virion composition, structure and stoichiometry. It is assumed
that the structural proteins of the viral envelope accumulate at membranes of the rough
endoplasmic reticulum (rER). Accordingly, virions are thought to bud at intracellular ER
derived membranes where the capsid containing the viral genome is surrounded by the viral
envelope. Afterwards virions are supposed to be released from cells via the host cell secretory
pathway.

The aim of the present work was to examine morphology and morphogenesis of pestiviruses
in infected culture cells using ultrahistological methods.

In the first part of the thesis infection models were established based on virus growth curves
and quantification of viral nucleic acid. In the second part these models allowed
ultrahistological studies on pestivirus infected culture cells. It turned out that especially the
pestivirus “Giraffe-1” is suitable for ultrastructural studies due to the relatively high
intracellular virus load. The electron microscopy examinations demonstrated the supposed
pathway of pestiviral morphogenesis and egress from infected cells by virion detection inside
the ER, Golgi complex, transport vesicles and exocytosis vesicles. The moment of virus
budding could not be clearly shown. Intracellular membrane alterations, described as side
effect of viral replication complex formation in flavivirus and hepacivirus replication were not
observed in culture cells for the pestivirus infection models.

In the third part of the project antigen preserving methods were applied for ultrahistological
detection of pestiviral proteins in infected culture cells. Within the scope of this work
protocols for methacrylate-resin embedding as well as cryo-embedding (TOKUYASU) were
introduced. To establish the methods cell culture expression models were chosen which
allowed over-expression of viral proteins.

The cryo-embedding method of TOKUYASU was applied for labeling experiments of
pestivirus infected culture cells. At the institute a set of antibodies against different pestivirus

proteins was available. In the scope of this work the detection of the capsid protein, the
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envelope proteins E™, E1 and E2 as well as of dsRNS as marker for viral replication
complexes was accomplished. By colocalisation experiments with the ER marker PDI a
localisation in the ER could be shown for the capsid protein and E2. An interesting finding
was the localisation of the capsid protein, E™, E2 and dsRNS in vesicles/ vacuoles of the
endosomal compartment. It remains to be clarified whether pestiviruses enter this
compartment in order to utilize distinct mechanisms for their replication or whether this
detection reflects efforts of the infected cells to eliminate the virus.

With the method of TOKUYASU an attractive method for virus protein detection and
colocalisation studies on the ultrastructural level has been established. The methods for
ultrastructural analysis of pestivirus infected cells applied in this work represent the basis for
further colocalisation experiments.

Based on the presented results of pestivirion detection the application of electron tomography
should be considered. This will allow a three dimensional and therefore improved resolution
of cellular and viral structures and thereby an extensive analysis of virion morphogenesis

processes.

130



Literaturverzeichnis

8 Literaturverzeichnis

Agapov, E. V., Murray, C. L., Frolov, 1., Qu, L., Myers, T. M. und Rice, C. M. (2004). Uncleaved
NS2-3 Is Required for Production of Infectious Bovine Viral Diarrhea Virus. J. Virol. 78,
2414-2425.

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K. und Walter, P. (2008). Molecular
Biology of the Cell, Fifth Edition. New York, Garland Science.

Ansari, I. H., Chen, L. M., Liang, D., Gil, L. H., Zhong, W. und Donis, R. O. (2004). Involvement
of a bovine viral diarrhea virus NS5B locus in virion assembly. J Virol 78, 9612-23.

Applied Biosystems (2001). Relative Quantitation of Gene Expression. ABI Prism 7700 Sequence
Detection System User Bulletin #2.

Avalos Ramirez, R., Orlich, M., Thiel, H.-J. und Becher, P. (2001). Evidence for the presence of
two novel pestivirus species. Virology 286, 456-65.

Baker, J. C. (1987). Bovine viral diarrhea virus: a review. J Am Vet Med Assoc 190, 1449-58.

Becher, P., Orlich, M., Kosmidou, A., Kénig, M., Baroth, M. und Thiel, H.-J. (1999). Genetic
diversity of pestiviruses: identification of novel groups and implications for classification.
Virology 262, 64-71.

Becher, P., Orlich, M., Shannon, A. D., Horner, G., Kénig, M. und Thiel, H.-J. (1997).
Phylogenetic analysis of pestiviruses from domestic and wild ruminants. J Gen Virol 78 ( Pt
6), 1357-66.

Behrens, S. E., Grassmann, C. W., Thiel, H.-J., Meyers, G. und Tautz, N. (1998). Characterization
of an autonomous subgenomic pestivirus RNA replicon. J Virol 72, 2364-72.

Bielefeldt Ohmann, H. und Bloch, B. (1982). Electron Microscopic Studies of Bovine Viral Diarrhea
Virus in Tissues of Diseased Calves and in Cell Cultures. Archives of Virology 71, 57-74.

Bielefeldt Ohmann, H., Ronsholt, L. und Bloch, B. (1987). Demonstration of bovine viral diarrhoea
virus in peripheral blood mononuclear cells of persistently infected, clinically normal cattle. J
Gen Virol 68 (Pt 7), 1971-82.

Birk, A. V., Dubovi, E. J., Cohen-Gould, L., Donis, R. und Szeto, H. H. (2008). Cytoplasmic
vacuolization responses to cytopathic bovine viral diarrhoea virus. Virus Res 132, 76-85.

Blanchard, E., Brand, D., Trassard, S., Goudeau, A. und Roingeard, P. (2002). Hepatitis C virus-
like particle morphogenesis. J Virol 76, 4073-9.

Bonifacino, J. S. und Glick, B. S. (2004). The mechanisms of vesicle budding and fusion. Cell 116,
153-66.

Branza-Nichita, N., Durantel, D., Carrouée-Durantel, S., Dwek, R. A. und Zitzmann, N. (2001).
Antiviral Effect of N-Butyldeoxynojirimycin against Bovine Viral Diarrhea Virus Correlates
with Misfolding of E2 Envelope Proteins and Impairment of Their Association into E1-E2
Heterodimers. J. Virol. 75, 3527-3536.

Brock, K. V., Deng, R. und Riblet, S. M. (1992). Nucleotide sequencing of 5' and 3' termini of
bovine viral diarrhea virus by RNA ligation and PCR. J Virol Methods 38, 39-46.

Brownlie, J., Clarke, M. C. und Howard, C. J. (1984). Experimental production of fatal mucosal
disease in cattle. Vet Rec 114, 535-6.

Carlemalm, E., Garavito, R. M. und Villiger, W. (1982). Resin development for electron
microscopy and an analysis of embedding at low temperature J. Microsc. 126, 123-143.
Casaro, A. P., Kendrick, J. W. und Kennedy, P. C. (1971). Response of the bovine fetus to bovine

viral diarrhea-mucosal disease virus. Am J Vet Res 32, 1543-62.

Causton, B. E. (1984). "The choice of resins for immunocytochemistry”. Immunolabelling for
electron microscopy. J. M. Polak and I. M. Carndell. Amsterdam, Elsevier.

Cedillo-Rosales, S. (2004). Charakterisierung ruminanter Pestiviren mittels Polymerasekettenreaktion
und monoklonaler Antikdrper. Dissertation. Institut fir Virologie, Justus-Liebig-Universitét
Giessen.

Chang, J. J., McDowall, A. W., Lepault, J., Freeman, R., Walter, C. A. und Dubochet, J. (1981).
Freezing, sectioning and observation artefacts of frozen hydrated sections for electron
microscopy. J Microsc 132, 109-123.

-131 -



Literaturverzeichnis

Chon, S. K., Perez, D. R. und Donis, R. O. (1998). Genetic analysis of the internal ribosome entry
segment of bovine viral diarrhea virus. Virology 251, 370-82.

Collett, M. S., Anderson, D. K. und Retzel, E. (1988a). Comparisons of the pestivirus bovine viral
diarrhoea virus with members of the flaviviridae. J Gen Virol 69 ( Pt 10), 2637-43.

Collett, M. S., Larson, R., Belzer, S. K. und Retzel, E. (1988b). Proteins encoded by bovine viral
diarrhea virus: the genomic organization of a pestivirus. Virology 165, 200-8.

Collett, M. S., Wiskerchen, M., Welniak, E. und Belzer, S. K. (1991). Bovine viral diarrhea virus
genomic organization. Arch Virol Suppl 3, 19-27.

Corapi, W. V., Donis, R. O. und Dubovi, E. J. (1988). Monoclonal antibody analyses of cytopathic
and noncytopathic viruses from fatal bovine viral diarrhea virus infections. J Virol 62, 2823-7.

Corapi, W. V., Donis, R. O. und Dubovi, E. J. (1990a). Characterization of a panel of monoclonal
antibodies and their use in the study of the antigenic diversity of bovine viral diarrhea virus.
Am J Vet Res 51, 1388-94.

Corapi, W. V., Elliott, R. D., French, T. W., Arthur, D. G., Bezek, D. M. und Dubovi, E. J.
(1990b). Thrombocytopenia and hemorrhages in veal calves infected with bovine viral
diarrhea virus. J Am Vet Med Assoc 196, 590-6.

Coria, M. F. und Mc Clurkin, A. W. (1978). Specific immune tolerance in an apparently healthy
bull persistently infected with bovine viral diarrhea virus. J Am Vet Med Assoc 172, 449-51.

Cuervo, A. M. (2004). Autophagy: many paths to the same end. Mol Cell Biochem 263, 55-72.

Di Marco, S., Volpari, C., Tomei, L., Altamura, S., Harper, S., Narjes, F., Koch, U., Rowley, M.,
De Francesco, R., Migliaccio, G. und Carfi, A. (2005). Interdomain communication in
hepatitis C virus polymerase abolished by small molecule inhibitors bound to a novel allosteric
site. J Biol Chem 280, 29765-70.

Durantel, D., Carrouée-Durantel, S., Branza-Nichita, N., Dwek, R. A. und Zitzmann, N. (2004).
Effects of Interferon, Ribavirin, and Iminosugar Derivates on Cells Persistently Infected with
Noncytopathic Bovine Viral Diarrhea Virus. Antimicrob. Agents Chemother. 48, 497-504.

Egger, D., Wolk, B., Gosert, R., Bianchi, L., Blum, H. E., Moradpour, D. und Bienz, K. (2002).
Expression of Hepatitis C Virus Proteins Induces Distinct Membrane Alterations Including a
Candidate Viral Replication Complex. J. Virol. 76, 5974-5984.

Elbers, K., Tautz, N., Becher, P., Stoll, D., Rumenapf, T. und Thiel, H.-J. (1996). Processing in the
pestivirus E2-NS2 region: identification of proteins p7 and E2p7. J Virol 70, 4131-5.

Fetzer, C., Tews, B. A. und Meyers, G. (2005). The carboxy-terminal sequence of the pestivirus
glycoprotein E(rns) represents an unusual type of membrane anchor. J Virol 79, 11901-13.

Floegel-Niesmann, G., Bunzenthal, C., Fischer, S. und Moennig, V. (2003). Virulence of recent
and former classical swine fever virus isolates evaluated by their clinical and pathological
signs. J Vet Med B Infect Dis Vet Public Health 50, 214-20.

Fritzemeier, J., Haas, L., Liebler, E., Moennig, V. und Greiser-Wilke, 1. (1997). The development
of early vs. late onset mucosal disease is a consequence of two different pathogenic
mechanisms. Arch Virol 142, 1335-50.

Gallei, A., Blome, S., Gilgenbach, S., Tautz, N., Moennig, V. und Becher, P. (2008).
Cytopathogenicity of classical Swine Fever virus correlates with attenuation in the natural
host. J Virol 82, 9717-29.

Gillespie, J. H., Baker, J. A. und Mg, E. K. (1960a). A cytopathogenic strain of virus diarrhea virus.
Cornell Vet 50, 73-9.

Gillespie, J. H., Sheffy, B. E. und Baker, J. A. (1960b). Propagation of hog cholera virus in tissue
culture. Proc Soc Exp Biol Med 105, 679-81.

Ginzinger, D. G. (2002). Gene quantification using real-time quantitative PCR: an emerging
technology hits the mainstream. Exp Hematol 30, 503-12.

Giulietti, A., Overbergh, L., Valckx, D., Decallonne, B., Bouillon, R. und Mathieu, C. (2001). An
overview of real-time quantitative PCR: applications to quantify cytokine gene expression.
Methods 25, 386-401.

Gong, Y., Shannon, A., Westaway, E. G. und Gowans, E. J. (1998). The replicative intermediate
molecule of bovine viral diarrhoea virus contains multiple nascent strands. Arch Virol 143,
399-404.

132



Literaturverzeichnis

Gong, Y., Trowbridge, R., Macnaughton, T. B., Westaway, E. G., Shannon, A. D. und Gowans,
E. J. (1996). Characterization of RNA synthesis during a one-step growth curve and of the
replication mechanism of bovine viral diarrhoea virus. J Gen Virol 77 ( Pt 11), 2729-36.

Gosert, R., Egger, D., Lohmann, V., Bartenschlager, R., Blum, H. E., Bienz, K. und Moradpour,
D. (2003). Identification of the Hepatitis C Virus RNA Replication Complex in Huh-7 Cells
Harboring Subgenomics Replicons. J. Virol. 77, 5487-5492.

Gray, E. W. und Nettleton, P. F. (1987). The Ultrastructure of Cell Cultures Infected with Border
Disease and Bovine Virus Diarrhoea Viruses. J. Gen. Virol. 68, 2339-2346.

Greiser-Wilke, 1., Dittmar, K. E., Liess, B. und Moennig, V. (1991). Immunofluorescence studies
of biotype-specific expression of bovine viral diarrhoea virus epitopes in infected cells. J Gen
Virol 72 ( Pt 8), 2015-9.

Griffith, J. M. und Posthuma, G. (2002). A reliable and convenient method to store ultrathin thawed
cryosections prior to immunolabeling. J Histochem Cytochem 50, 57-62.

Griffiths, G. (2004). "The use of Electron Microscopy in Cell Biology". Encyclopedia of Molecular
Cell Biology and Molecular Medicine. R. A. Meyers. Weinheim, Wiley.VCH. Vol. 4.

Griffiths, G., McDowall, A., Back, R. und Dubochet, J. (1984). On the preparation of cryosections
for immunocytochemistry. J Ultrastruct Res 89, 65-78.

Grummer, B., Beer, M., Liebler-Tenorio, E. und Greiser-Wilke, 1. (2001). Localization of viral
proteins in cells infected with bovine viral diarrhoea virus. J. Gen. Virol. 82, 2597-2605.
Grummer, B., Moennig, V. und Greiser-Wilke, 1. (1998). Cytopathogenic bovine viral diarrhea

viruses induce apoptosis in bovine cell culture. Dtsch. Tierarztl. Wochenschrift 105, 29-31.

Harada, T., Tautz, N. und Thiel, H.-J. (2000). E2-p7 region of the bovine viral diarrhea virus
polyprotein: processing and functional studies. J Virol 74, 9498-506.

Heimann, M., Roman-Sosa, G., Martoglio, B., Thiel, H.-J. und Rumenapf, T. (2006). Core protein
of pestiviruses is processed at the C terminus by signal peptide peptidase. J Virol 80, 1915-21.

Hoff, H. S. und Donis, R. O. (1997). Induction of apoptosis and cleavage of poly(ADP-ribose)
polymerase by cytopathic bovine viral diarrhea virus infection. Virus Research 49, 101-113.

Howard, C. J. (1990). Immunological responses to bovine virus diarrhoea virus infections. Rev Sci
Tech 9, 95-103.

Igbal, M., Poole, E., Goodbourn, S. und McCauley, J. W. (2004). Role for bovine viral diarrhea
virus Erns glycoprotein in the control of activation of beta interferon by double-stranded RNA.
J Virol 78, 136-45.

Jordan, R., Nikolaeva, O. V., Wang, L., Conyers, B., Mehta, A., Dwek, R. A. und Block, T. M.
(2002a). Inhibition of Host ER Glucosidase Activity Prevents Golgi Processing of Virion-
Associated Bovine Viral Diarrhea Virus E2 Glycoproteins and Reduces Infectivity of Secreted
Virions. Virology 295, 10-19.

Jordan, R., Wang, L., Graczyk, T. M., Block, T. M. und Romano, P. R. (2002b). Replication of a
Cytopathic Strain of Bovine Viral Diarrhea Virus Activates PERK and Induces Endoplasmic
Reticulum Stress-Mediated Apoptosis of MDBK Cells. J. Virol. 76, 9588-9599.

Kahrs, R. F., Hillman, R. B. und Todd, J. D. (1973). Observations on the intranasal vaccination of
pregnant cattle against infectious bovine rhinotracheitis and parainfluenza-3 virus infection. J
Am Vet Med Assoc 163, 437-41.

Kao, C. C., Del Vecchio, A. M. und Zhong, W. (1999). De novo initiation of RNA synthesis by a
recombinant flaviviridae RNA-dependent RNA polymerase. Virology 253, 1-7.

Kérber, G. (1931). Beitrag zur kollektiven Behandlung pharmakologischer Reihenversuche. Arch exp
Pathol Pharmacol 162, 480.

Kirkegaard, K., Taylor, M. P. und Jackson, W. T. (2004). Cellular autophagy: surrender, avoidance
and subversion by microorganisms. Nat Rev Microbiol 2, 301-14.

Kirkland, P. D., Frost, M. J., Finlaison, D. S., King, K. R., Ridpath, J. F. und Gu, X. (2007).
Identification of a novel virus in pigs--Bungowannah virus: a possible new species of
pestivirus. Virus Res 129, 26-34.

Kolesnikova, L., Bamberg, S., Berghofer, B. und Becker, S. (2004a). The Matrix Protein of
Marburg Virus Is Transported to the Plasma Membrane along Cellular Membranes: Exploiting
the Retrograde Late Endosomal Pathway. J. Virol. 78, 2382-2393.

Kolesnikova, L., Berghofer, B., Bamberg, S. und Becker, S. (2004b). Multivesicular Bodies as a
Platform for Formation of the Marburg Virus Envelope. J. Virol. 2004, 12277-12287.

- 133 -



Literaturverzeichnis

Kolesnikova, L., Bugany, H., Klenk, H. D. und Becker, S. (2002). VP40, the matrix protein of
Marburg virus, is associated with membranes of the late endosomal compartment. J Virol 76,
1825-38.

Konig, M., Lengsfeld, T., Pauly, T., Stark, R. und Thiel, H.-J. (1995). Classical swine fever virus:
independent induction of protective immunity by two structural glycoproteins. J Virol 69,
6479-86.

Krey, T., Thiel, H.-J. und Riimenapf, T. (2005). Acid-resistant bovine pestivirus requires activation
for pH-triggered fusion during entry. J Virol 79, 4191-200.

Lackner, T., Muller, A., Pankraz, A., Becher, P., Thiel, H.-J., Gorbalenya, A. E. und Tautz, N.
(2004). Temporal modulation of an autoprotease is crucial for replication and pathogenicity of
an RNA virus. J Virol 78, 10765-75.

Langedijk, J. P. (2002). Translocation activity of C-terminal domain of pestivirus Erns and ribotoxin
L3 loop. J Biol Chem 277, 5308-14.

Laude, H. (1979). Nonarbo-togaviridae: comparative hydrodynamic properties of the pestivirus
genus. Brief report. Arch Virol 62, 347-52.

Lecot, S., Belouzard, S., Dubuisson, J. und Rouille, Y. (2005). Bovine viral diarrhea virus entry is
dependent on clathrin-mediated endocytosis. J Virol 79, 10826-9.

Lee, Y.-M., Tscherne, D. M., Yun, S.-l., Frolov, I. und Rice, C. M. (2005). Dual Mechanisms of
Pestiviral Superinfection Exclusion at Entry and RNA Replication. J. Virol. 79, 3231-3242.

Lin, C., Lindenbach, B. D., Pragai, B. M., McCourt, D. W. und Rice, C. M. (1994). Processing in
the hepatitis C virus E2-NS2 region: identification of p7 and two distinct E2-specific products
with different C termini. J Virol 68, 5063-73.

Lindenbach, B. D., Evans, M. J., Syder, A. J., Wolk, B., Tellinghuisen, T. L., Liu, C. C,,
Maruyama, T., Hynes, R. O., Burton, D. R., McKeating, J. A. und Rice, C. M. (2005).
Complete replication of hepatitis C virus in cell culture. Science 309, 623-6.

Lindenbach, B. D. und Rice, C. M. (2001). "Flaviviridae: The Viruses and Their Replication”. Fields
Virology. D. M. Knipe and P. M. Howley. Philadelphia, New York, Lippincott-Raven
Publishers.: 991-1042.

Liou, W., Geuze, H. J. und Slot, J. W. (1996). Improving structural integrity of cryosections for
immunogold labeling. Histochem Cell Biol 106, 41-58.

Ldpez Yomayuza, C. C. (2009). Charakterisierung der Tollwutvakzinen "Rabipur" und "Rabivac"
und der enthaltenen Virusstdamme FluryLEP und PM 1503. Dissertation. Institut fir Virologie,
Justus-Liebig-Universitat Giessen.

Mackenzie, J. M. (2005). Wrapping things up about virus RNA replication. Traffic 6, 967-77.

Mackenzie, J. M., Jones, M. K. und Westaway, E. G. (1999). Markers for trans-Golgi Membranes
and the Intermediate Compartment Localize to Induced Membranes with Distinct Replication
Functions in Flavivirus-Infected Cells. J. Virol. 73, 9555-9567.

Mackenzie, J. M., Jones, M. K. und Young, P. R. (1996a). Immunolocalization of the Dengue Virus
Nonstructural Glycoprotein NS1 Suggests a Role in Viral RNA Replication. Virology 220,
232-240.

Mackenzie, J. M., Jones, M. K. und Young, P. R. (1996b). Improved membrane preservation of
flavivirus-infected cells with cryosectioning. J Virol Methods 56, 67-75.

Mackenzie, J. M. und Westaway, E. G. (2001). Assembly and Maturation of the Flavivirus Kunjin
Virus Appear To Occur in the Rough Endoplasmic Reticulum and along the Secretory
Pathway, Respectively. J. Virol. 75, 10787-10799.

Macovei, A., Zitzmann, N., Lazar, C., Dwek, R. A. und Branza-Nichita, N. (2006). Brefeldin A
inhibits pestivirus release from infected cells, without affecting its assembly and infectivity.
Biochem Biophys Res Commun 346, 1083-90.

Magkouras, 1., Matzener, P., Rumenapf, T., Peterhans, E. und Schweizer, M. (2008). RNase-
dependent inhibition of extracellular, but not intracellular, dsRNA-induced interferon
synthesis by Erns of pestiviruses. J Gen Virol 89, 2501-6.

Maurer, K., Krey, T., Moennig, V., Thiel, H.-J. und Rimenapf, T. (2004). CD46 is a cellular
receptor for bovine viral diarrhea virus. J Virol 78, 1792-9.

McDowall, A. W., Chang, J. J., Freeman, R., Lepault, J., Walter, C. A. und Dubochet, J. (1983).
Electron microscopy of frozen hydrated sections of vitreous ice and vitrified biological
samples. J Microsc 131, 1-9.

134



Literaturverzeichnis

Meyers, G. und Thiel, H.-J. (1996). Molecular characterisation of pestiviruses. Adv. Virus Res. 47,
53-118.

Miller, R. H. und Purcell, R. H. (1990). Hepatitis C virus shares amino acid sequence similarity with
pestiviruses and flaviviruses as well as members of two plant virus supergroups. Proc Natl
Acad Sci U S A 87, 2057-61.

Miller, S., Kastner, S., Krijnse-Locker, J., Buhler, S. und Bartenschlager, R. (2007). The non-
structural protein 4A of dengue virus is an integral membrane protein inducing membrane
alterations in a 2K-regulated manner. J Biol Chem 282, 8873-82.

Mittler, E., Kolesnikova, L., Strecker, T., Garten, W. und Becker, S. (2007). Role of the
transmembrane domain of marburg virus surface protein GP in assembly of the viral envelope.
J Virol 81, 3942-8.

Mobius, W. (2009). Cryopreparation of biological specimens for immunoelectron microscopy. Ann
Anat 191, 231-47.

Moradpour, D., Penin, F. und Rice, C. M. (2007). Replication of hepatitis C virus. Nat Rev
Microbiol 5, 453-63.

Morita, E. und Sundquist, W. I. (2004). Retrovirus budding. Annu Rev Cell Dev Biol 20, 395-425.

Maller, A., Rinck, G., Thiel, H.-J. und Tautz, N. (2003). Cell-derived sequences in the N-terminal
region of the polyprotein of a cytopathogenic pestivirus. J Virol 77, 10663-9.

Murakami, K., Ishii, K., Ishihara, Y., Yoshizaki, S., Tanaka, K., Gotoh, Y., Aizaki, H., Kohara,
M., Yoshioka, H., Mori, Y., Manabe, N., Shoji, I., Sata, T., Bartenschlager, R., Matsuura,
Y., Miyamura, T. und Suzuki, T. (2006). Production of infectious hepatitis C virus particles
in three-dimensional cultures of the cell line carrying the genome-length dicistronic viral RNA
of genotype 1b. Virology 351, 381-92.

Murray, C. L., Jones, C. T. und Rice, C. M. (2008a). Architects of assembly: roles of Flaviviridae
non-structural proteins in virion morphogenesis. Nat Rev Microbiol 6, 699-708.

Murray, C. L., Marcotrigiano, J. und Rice, C. M. (2008b). Bovine viral diarrhea virus core is an
intrinsically disordered protein that binds RNA. J Virol 82, 1294-304.

Nettleton, P. F. (1990). Pestivirus infections in ruminants other than cattle. Rev Sci Tech 9, 131-50.

Nettleton, P. F., Gilmour, J. S., Herring, J. A. und Sinclair, J. A. (1992). The production and
survival of lambs persistently infected with border disease virus. Comp Immunol Microbiol
Infect Dis 15, 179-88.

Orenstein, J. M. (2007). Replication of HIV-1 in vivo and in vitro. Ultrastruct Pathol 31, 151-67.

Pelchen-Matthews, A., Raposo, G. und Marsh, M. (2004). Endosomes, exosomes and Trojan
viruses. Trends Microbiol 12, 310-6.

Pellerin, C., van den Hurk, J., Lecomte, J. und Tussen, P. (1994). Identification of a new group of
bovine viral diarrhea virus strains associated with severe outbreaks and high mortalities.
Virology 203, 260-8.

Pfaffl, M. W. (2001). A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-PCR.
Nucleic Acids Res 29, e45.

Poole, T. L., Wang, C., Popp, R. A., Potgieter, L. N., Siddiqui, A. und Collett, M. S. (1995).
Pestivirus translation initiation occurs by internal ribosome entry. Virology 206, 750-4.
Popescu, C. I. und Dubuisson, J. (2010). Role of lipid metabolism in hepatitis C virus assembly and

entry. Biol Cell 102, 63-74.

Potgieter, L. N., McCracken, M. D., Hopkins, F. M. und Guy, J. S. (1985). Comparison of the
pneumopathogenicity of two strains of bovine viral diarrhea virus. Am J Vet Res 46, 151-3.

Pritchard, W. R. (1963). The Bovine Viral Diarrhea-Mucosal Disease Complex. Adv Vet Sci Comp
Med 41, 1-47.

Purchio, A. F., Larson, R., Torborg, L. L. und Collett, M. S. (1984). Cell-free translation of bovine
viral diarrhea virus RNA. J Virol 52, 973-5.

Rebhun, W. C., French, T. W., Perdrizet, J. A., Dubovi, E. J., Dill, S. G. und Karcher, L. F.
(1989). Thrombocytopenia associated with acute bovine virus diarrhea infection in cattle. J Vet
Intern Med 3, 42-6.

Reynolds, E. S. (1963). The use of lead citrate at high pH as an electron-opaque stain in electron
microscopy. J Cell Biol 17, 208-12.

Richter, K. (1994). Cutting artefacts on ultrathin cryosections of biological bulk specimens. Micron
25, 297-308.

-135-



Literaturverzeichnis

Rijnbrand, R., van der Straaten, T., van Rijn, P. A., Spaan, W. J. und Bredenbeek, P. J. (1997).
Internal entry of ribosomes is directed by the 5' noncoding region of classical swine fever virus
and is dependent on the presence of an RNA pseudoknot upstream of the initiation codon. J
Virol 71, 451-7.

Roman-Sosa, G. (2007). Charakterisierung des Core-Proteins von Pestiviren. Dissertation. Institut fir
Virologie, Justus-Liebig-Universitat Giessen.

Rumenapf, T., Stark, R., Meyers, G. und Thiel, H.-J. (1991). Structural proteins of hog cholera
virus expressed by vaccinia virus: further characterization and induction of protective
immunity. J Virol 65, 589-97.

Rimenapf, T. und Thiel, H.-J. (2008). "Molecular Biology of Pestiviruses". Animal Viruses:
Molecular Biology. T. C. Mettenleiter and F. Sobrino. Norfolk, UK, Caister Academic Press.

Rumenapf, T., Unger, G., Strauss, J. H. und Thiel, H.-J. (1993). Processing of the Envelope
Glycoproteins of Pestiviruses. J. Virol. 67, 3288-3294.

Schirrmeier, H., Strebelow, G., Depner, K. R. und Beer, M. (2002). "Heterogenicity of
Pestiviruses: Determination and Characterisation of Novel Genotypes and Species." 5"
European Society of Veterinary Virology Pestivirus Symposium, St. John's College,
Cambridge.

Shannon, A. D., Richards, S. G., Kirkland, P. D. und Moyle, A. (1991). An antigen-capture ELISA
detects pestivirus antigens in blood and tissues of immunotolerant carrier cattle. J Virol
Methods 34, 1-12.

Slot, J. W., Geuze, H. J., Gigengack, S., Lienhard, G. E. und James, D. E. (1991). Immuno-
localization of the insulin regulatable glucose transporter in brown adipose tissue of the rat. J
Cell Biol 113, 123-35.

Stahl, K., Beer, M., Schirrmeier, H., Hoffmann, B., Belak, S. und Alenius, S. (2009). Atypical
'HoBi'-like pestiviruses--recent findings and implications thereof. Vet Microbiol 142, 90-3.

Stark, R., Meyers, G., Rimenapf, T. und Thiel, H.-J. (1993). Processing of pestivirus polyprotein:
cleavage site between autoprotease and nucleocapsid protein of classical swine fever virus. J
Virol 67, 7088-95.

Steffens, S., Thiel, H.-J. und Behrens, S. E. (1999). The RNA-dependent RNA polymerases of
different members of the family Flaviviridae exhibit similar properties in vitro. J Gen Virol 80
(Pt 10), 2583-90.

Tajima, S., Takasaki, T. und Kurane, I. (2008). Characterization of Asn130-to-Ala mutant of
dengue type 1 virus NS1 protein. Virus Genes 36, 323-9.

Tautz, N., Elbers, K., Stoll, D., Meyers, G. und Thiel, H.-J. (1997). Serine protease of pestiviruses
determination of cleavage sites. J. Virol. 71, 5412-5422.

Tautz, N., Thiel, H.-J., Dubovi, E. J. und Meyers, G. (1994). Pathogenesis of mucosal disease: a
cytopathogenic pestivirus generated by an internal deletion. J Virol 68, 3289-97.

Terpstra, C. (1981). Border disease: virus persistence, antibody response and transmission studies.
Res Vet Sci 30, 185-91.

Tews, B. A. und Meyers, G. (2007). The pestivirus glycoprotein Erns is anchored in plane in the
membrane via an amphipathic helix. J Biol Chem 282, 32730-41.

Thiel, H.-J., Collett, M. S., Gould, E. A., Heinz, F. X., Houghton, M., Meyers, G., Purcell, R. H.
und Rice, C. M. (2005). "Family Flaviviridae". Virus Taxonomy. VIIith Report of the
International Committee on Taxonomy of Viruses. C. M. Fauquet, M. A. Mayo, J. Maniloff, U.
Desselberger and L. A. Ball. San Diego, USA, Academic Press: pp. 979-996.

Thiel, H.-J., Stark, R., Weiland, E., Rimenapf, T. und Meyers, G. (1991). Hog cholera virus:
molecular composition of virions from a pestivirus. J Virol 65, 4705-12.

Tokuyasu, K. T. (1973). A technique for ultracryotomy of cell suspensions and tissues. J Cell Biol 57,
551-65.

Tokuyasu, K. T. (1976). Membranes as observed in frozen sections. J Ultrastruct Res 55, 281-7.

Tokuyasu, K. T. (1978). A study of positive staining of ultrathin frozen sections. J Ultrastruct Res 63,
287-307.

Tokuyasu, K. T. (1980). Immunochemistry on ultrathin frozen sections. Histochem J 12, 381-403.

Tokuyasu, K. T. (1983). Present state of immunocryoultramicrotomy. J Histochem Cytochem 31,
164-7.

136



Literaturverzeichnis

Tokuyasu, K. T. (1986). Application of cryoultramicrotomy to immunocytochemistry. J Microsc 143,
139-49.

Tokuyasu, K. T. und Singer, S. J. (1976). Improved procedures for immunoferritin labeling of
ultrathin frozen sections. J Cell Biol 71, 894-906.

Tsukiyama-Kohara, K., lizuka, N., Kohara, M. und Nomoto, A. (1992). Internal ribosome entry
site within hepatitis C virus RNA. J Virol 66, 1476-83.

Unger, G. (1993). Proteinbiochemische und strukturelle Analysen des Virus der klassischen
Schweinepest Dissertation. Eberhard-Karls-Universitat Tibingen.

van Zijl, M., Wensvoort, G., de Kluyver, E., Hulst, M., van der Gulden, H., Gielkens, A., Berns,
A. und Moormann, R. (1991). Live attenuated pseudorabies virus expressing envelope
glycoprotein E1 of hog cholera virus protects swine against both pseudorabies and hog
cholera. J Virol 65, 2761-5.

Vargas Teran, M., Calcagno Ferrat, N. und Lubroth, J. (2004). Situation of classical swine fever
and the epidemiologic and ecologic aspects affecting its distribution in the American
continent. Ann N Y Acad Sci 1026, 54-64.

Vauloup-Fellous, C., Pene, V., Garaud-Aunis, J., Harper, F., Bardin, S., Suire, Y., Pichard, E.,
Schmitt, A., Sogni, P., Pierron, G., Briand, P. und Rosenberg, A. R. (2006). Signal peptide
peptidase-catalyzed cleavage of hepatitis C virus core protein is dispensable for virus budding
but destabilizes the viral capsid. J Biol Chem 281, 27679-92.

Vilcek, E., Ahl, R., Stark, R., Weiland, F. und Thiel, H.-J. (2001). "A novel pestivirus genotype
isolated from pronghorn antilope. Nicht verdffentlicht. AF410791."

Wakita, T., Pietschmann, T., Kato, T., Date, T., Miyamoto, M., Zhao, Z., Murthy, K,
Habermann, A., Krausslich, H.-G., Mizokami, M., Bartenschlager, R. und Liang, T. J.
(2005). Production of infectious hepatitis C virus in tissue culture from a cloned viral genome.
Nature medicine 11, 791-796

Weiland, E., Ahl, R., Stark, R., Weiland, F. und Thiel, H.-J. (1992). A Second Envelope
Glycoprotein Mediates Neutralization of a Pestivirus, Hog Cholera Virus. J. Virol. 66, 3677-
3682.

Weiland, E., Stark, R., Haas, B., RuUmenapf, T., Meyers, G. und Thiel, H.-J. (1990). Pestivirus
glycoprotein which induces neutralizing antibodies forms part of a disulfide-linked
heterodimer. J Virol 64, 3563-9.

Weiland, E., Thiel, H.-J., Hess, G. und Weiland, F. (1989). Development of monoclonal
neutralizing antibodies against bovine viral diarrhea virus after pretreatment of mice with
normal bovine cells and cyclophosphamide. J Virol Methods 24, 237-43.

Weiland, F., Weiland, E., Unger, G., Saalmuller, A. und Thiel, H.-J. (1999). Localization of
pestiviral envelope proteins Erns and E2 at the cell surface and on isolated particles. J. Gen.
Virol. 80, 1157-1165.

Weiskircher, E., Aligo, J., Ning, G. und Konan, K. V. (2009). Bovine viral diarrhea virus NS4B
protein is an integral membrane protein associated with Golgi markers and rearranged host
membranes. Virol J 6, 185.

Welsch, S., Miller, S., Romero-Brey, 1., Merz, A., Bleck, C. K., Walther, P., Fuller, S. D., Antony,
C., Krijnse-Locker, J. und Bartenschlager, R. (2009). Composition and three-dimensional
architecture of the dengue virus replication and assembly sites. Cell Host Microbe 5, 365-75.

Welsch, S., Muller, B. und Krausslich, H. G. (2007). More than one door - Budding of enveloped
viruses through cellular membranes. FEBS Lett 581, 2089-97.

Westaway, E. G., Khromykh, A. A., Kenney, M. T., Mackenzie, J. M. und Jones, M. K. (1997a).
Proteins C and NS4B of the Flavivirus Kunjin Translocate Independently into the Nucleus.
Virology 234, 31-41.

Westaway, E. G., Mackenzie, J. M., Kenney, M. T., Jones, M. K. und Khromykh, A. A. (1997b).
Ultrastructure of Kunjin Virus-Infected Cells: Colocalization of NS1 and NS3 with Double-
Stranded RNA, and of NS2B with NS3, in Virus-Induced Membrane Structures. J. Virol. 71,
6650-6661.

Wiskerchen, M., Belzer, S. K. und Collett, M. S. (1991). Pestivirus gene expression: the first protein
product of the bovine viral diarrhea virus large open reading frame, p20, possesses proteolytic
activity. J Virol 65, 4508-14.

- 137 -



Literaturverzeichnis

Xu, J., Mendez, E., Caron, P. R., Lin, C., Murcko, M. A,, Collett, M. S. und Rice, C. M. (1997).
Bovine viral diarrhea virus NS3 serine proteinase: polyprotein cleavage sites, cofactor
requirements, and molecular model of an enzyme essential for pestivirus replication. J Virol
71, 5312-22.

Zhang, G., Aldridge, S., Clarke, M. C. und McCauley, J. W. (1996). Cell death induced by
cytopathic bovine viral diarrhoea virus is mediated by apoptosis. J Gen Virol 77 ( Pt 8), 1677-
81.

Zhong, J., Gastaminza, P., Sharookh, K., Kato, T., Burton, D. R., Wieland, S. F., Uprichard, S.
L., Wakita, T. und Chisari, F. V. (2005). Robust hepatitis C virus infection in vitro. Proc.
Natl. Acad. Sci. 102, 9294-9299.

Zhong, W., Gutshall, L. L. und Del Vecchio, A. M. (1998). Identification and characterization of an
RNA-dependent RNA polymerase activity within the nonstructural protein 5B region of
bovine viral diarrhea virus. J Virol 72, 9365-9.

138






Teile dieser Arbeit wurden bereits auf folgenden Kongressen vorgestellt:

1. Jahrestagung der Gesellschaft fiir Virologie, Miinchen, 15.-18. Mérz 2006
Posterprasentation:
S. Deike, M. Kénig and H.-J. Thiel

»,Morphology and morphogenesis of pestiviruses*

2. 14th European Microscopy Congress (EMC 2008), Aachen, 1.-5. September 2008
Vortrag:
S. Deike, M. Kénig and H.-J. Thiel
“Assembly and maturation of pestiviruses”

3. Internationaler Workshop: “Electron Microscopy (EM) in Infectious Diseases and
Pathogen Research (Glienicke-Workshop 2008)”, Berlin, 6./7. November 2008
Eingeladener Vortrag:

S. Deike, M. Konig and H.-J. Thiel

“Immunogoldlabeling of cryosections - Exploring the Tokuyasu technique”

4. European Society for Veterinary Virology (ESVV), 8th International Congress of
Veterinary Virology, Budapest, 23.-26. August 2009
Vortrag:
S. Schmeiser, M. Koénig and H.-J. Thiel

“Assembly and maturation of pestiviruses - observations at ultrastructural level”



Danksagung

Die vorliegende Dissertation wurde am Institut fir Virologie, Fachbereich Veterindrmedizin
der Justus-Liebig-Universitdt Giessen unter der Betreuung von Prof. Dr. H. - J. Thiel
angefertigt. Diese Arbeit wurde in Teilen durch die “Stiftung der Eheleute Dr. med. vet.

Hans-Joachim und Gertrud Engemann” der Justus-Liebig-Universitat Giessen geférdert.

Ich danke an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. H. - J. Thiel fiir die Uberlassung des Themas dieser
Dissertation und fir die langjahrige Forderung, Betreuung und Unterstltzung bei der

Anfertigung der Arbeit.

Mein besonderer Dank gilt Dr. Matthias Konig fur die Idee zu dieser Arbeit und fur
unendlichen Enthusiasmus, Hilfsbereitschaft, Geduld und Vertrauen im Verlauf dieses
Projekts. Ich nehme aus dieser Zeit weit mehr mit als nur die Begeisterung fir

Elektronenmikroskopie, die du in mir geweckt hast.

Ich danke Prof. Paul Becher fir die Mdglichkeit zur Durchfihrung der
Transfektionsexperimente in  seiner  Arbeitsgruppe, fur stete Gesprachs- und

Diskussionsbereitschaft sowie fur einen wegweisenden Blick in meine berufliche Zukunft.

Ferner bedanke ich mich bei Prof. Tillman Rimenapf fir die Bereitstellung von Zelllinien
und Antikorpern sowie fiir die stete Diskussionsbereitschaft in Bezug auf mein Projekt.

Mein Dank geht ebenfalls an Dr. Martin Hardt aus der ZBB der JLU Giessen fur die
freundliche Bereitstellung der technischen Mdoglichkeiten zur Kryoultramikrotomie und vor
allem Anna Mdbus fir die tatkraftige Unterstiitzung bei der Probenpréparation.

Ich danke Heidrun Will fir die Einarbeitung in die Elektronenmikroskopie und fiir die gute
Zusammenarbeit im EM-Labor sowie Kerstin Gobler, Jochen Lowitzer und Renate Neidhardt
fiir die freundliche Aufnahme im Diagnostischen Labor und fiir die stete Hilfsbereitschaft in

allen Belangen.

Ich mdchte mich sehr gern bei Dr. Wiebke Mébius vom MPI fur experimentelle Medizin in
Gottingen fur eine tolle Einfuhrung in die Kryoultramikrotomie und flr ihre freundliche

Unterstitzung bei der Beantwortung vieler weiterer Fragen bedanken.



Ganz besonders danke ich Babsi, Deborah und Tine fir jedwede Form der Unterstlitzung in
jeder Phase meiner Arbeit. Thr habt mir in guten und schlechten Zeiten beigestanden und ich

vermisse euch schrecklich.

Ein lieber Dank geht ebenfalls an meine Kollegen Alex, Claudia, Dominique, Gleyder, Jessica
und Moni, fir eine schone Zeit, eine gute Arbeitsatmosphare und oftmals die richtigen Worte

im richtigen Augenblick.

Ein groRBes Dankeschon auch an Mirjam Lang und Stephanie Schumacher, fur den
gemeinsamen Gang durch alle Hohen und Tiefen der Dissertation, eure Freundschaft und

schlieBlich fir das Korrekturlesen meiner Arbeit.

Ich danke meinen lieben Freundinnen Hannah und Tatjana dafir, dass ihr mich schon so lange
und auch durch diesen Lebensabschnitt begleitet habt, fir euer offenes Ohr und fur eure

Freundschaft.

Ich danke meinen Eltern dafiir, dass sie mir das Studium und das Promotionsstudium

ermdoglicht haben und fur die Unterstitzung wahrend dieser Zeit.

Ein herzlicher Dank geht auch an meine Oma Liesel fiir das lebhafte Interesse an meiner
Doktorarbeit, viele anregende Diskussionen sowie den besonderen Doktorhut!

Tim, ich danke dir flir dein Interesse an meiner Arbeit, deine Unterstlitzung und den Halt, den
du mir gegeben hast. Ich danke dir sehr fur dein Verstandnis wéhrend der Fertigstellung
dieser Arbeit und verspreche dir, in Zukunft meinen Urlaub nicht mehr mit Pestiviren zu

verbringen.

Last but not least:
Danke auch an das TEM 910, dafur dass du immer zuverldssig mitgearbeitet hast (bis auf den

Wasserschaden im Herbst 2008); dank dir war der Zauberlehrling nie ,,allein im Dunkeln®.









,7 VVB LAUFERSWEILER VERLAG

—

VVB LAUFERSWEILER VERLAG
STAUFENBERGRING 15
D-35396 GIESSEN

Tel: 0641-5599888 Fax: -5599890

redaktion@doktorverlag.de
www.doktorverlag.de

LTI TR IRY Y NUR IR O]
ISBN: 978-3-8359-5701-5

3 5

91178383 957015




	Anfang(Titel-Widmung).pdf
	Master_Diss_11012011.pdf
	Ende(Danksagung).pdf


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




