INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Dr. med. vet.
beim Fachbereich Veterinirmedizin
der Justus-Liebig-Universitit Gieflen

Andreas T. Ege



Bibliografische Informationen der Deutschen Bibliothek

Die Deutsche Bibliothek verzeichnet diese Publikation in der Deutschen Nationalbibliografie;
Detaillierte bibliografische Daten sind im Internet {iber http://dnb.ddb.de abrufbar.

1. Auflage 2007

© 2007 by Verlag: Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft Service GmbH, Gieflen
Printed in Germany

ISBN 978-3-939902-40-9

Verlag: DVG Service GmbH
Frankfurter Strale 89
35392 Gieflen
0641/24466
geschaeftsstelle@dvg.net
www.dvg.net



Attenuierung von Pestiviren durch
gezielt ins Genom eingefiihrte
Mutationen:

In vitro und in vivo Experimente mit
CSFV und BVDV

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Dr. med. vet.
beim Fachbereich Veterinidrmedizin
der Justus-Liebig-Universitiat Gieen

Andreas T. Ege



Aus dem Institut fiir Virologie
Betreuer: Prof. Dr. H.-J. Thiel

und

dem Friedrich-Loeffler-Institut
Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
Institut fiir Immunologie
Betreuer: PD Dr. G. Meyers

Attenuierung von Pestiviren durch gezielt ins Genom
eingefiihrte Mutationen:
In vitro und in vivo Experimente mit CSFV und BVDV

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Dr. med. vet.
beim Fachbereich Veterindrmedizin
der Justus-Liebig-Universitit Gie3en

Eingereicht von

Andreas T. Ege

Tierarzt aus Mannheim

Giessen 2007



Mit Genehmigung des Fachbereichs Veterindrmedizin
der Justus-Liebig-Universitit Gie3en

Dekan:

Prof. Dr. M. Reinacher

Gutachter:

Prof. Dr. H.-J. Thiel
PD Dr. G. Meyers

Tag der Disputation:

21.02.2007



Teile dieser Arbeit sind bereits verofffentlicht worden:

Martina von Freyburg, Andreas Ege, Armin Saalmiiller und Gregor Meyers
Comparison of the effects of RNase-negative and wild-type classical swi-
ne fever virus on peripheral blood cells of infected pigs

J. Gen. Virol. 2004 Jul;85(Pt 7):1899-908



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 11
1.1 Pestiviren . .. ... ... ... ... .. .. ....... 11
1.1.1 Klassische Schweinepest . . . . . . ... .. ... 12

.12 BVD . ... 13

1.2 Genom und Genomorganisation der Pestiviren . . . . . . . 15
13 E™ 20
1.4 Zielsetzung der Arbeit . . . ... ... ... ... ... 22
2 Material & Methoden 23
2.1 Material . . . .. ... 23
2.1.1 Antikérper . . .. ... ... ... ... 23

2.1.2 Bakterien . . .. ... ............... 24

213 Enzyme . . . ... ... 24

214 Gerdte . . . ... .. 24

2.1.5 Vorgefertigte Reagenziensysteme (,,Kits*) . . . . . 27

216 Plasmide ... ................... 28

217 Primer. .. ... ... ... ... 28

2.1.8 Radiochemikalien . .. .............. 30

2.1.9 Reagenzien . . . ... ... ... ... ..., 30
2.1.10 Software . . ... ... ... ... ... ..., 33
2.1.11 Stammlosungen und Medien . . . . . . ... ... 34
2.1.12 Verbrauchsmaterialien . . .. ... ... ... .. 40
2.1.13 Versuchstiere . . . .. ... ............ 41
2.1.14 Virusstimme und -mutanten . . . . . .. ... .. 42
2.1.141 CSFV . ... . ... ... ... 42

2.1.142 BVDV . .. ... ... .. ....... 42

2.1.14.3 weitere Viren . . ... ... ...... 43

2.1.15 Zellkultur . . . . . ... ... 43



Inhaltsverzeichnis

22

2.1.16 Zellkulturmedien . . . . ... ... ... .....

Methoden . . . . .. .. .. ...
22.1 Gewebekultur . . . ... ... Lo
2.2.1.1  Bestimmung der Zahl lebender Zellen
2.2.1.2  Infektion von Gewebekulturzellen
2.2.1.3 Indirekte Immunfluoreszenz . . . . . . .
2.2.1.4  Titration von Viren und Titerberechnung
2.2.1.5 Transfektion von BHK-Zellen mit RNS .
2.2.1.6  Transiente Expression viraler Proteine
im T7-Vacciniavirus-System . . . . . .
2.2.2  Mikrobiologische Methoden . . . . . .. ... ..
2.2.2.1 Anzucht von Bakterien . ... ... ..
2.2.2.2  Herstellung transformationskompetenter
Bakterien. . . . . ... ... ... ...
2.2.2.3  Hitzeschock-Transformation von kom-
petenten Bakterien mit Plasmid-DNS . .
2.2.2.4  Plasmidpriparation fiir Testzwecke (,,Mi-
niprdp®) ... oL
2.2.2.5 Plasmidpriparation zur Gewinnung hoch
gereinigter DNS in groeren Mengen (,,Mi-
dipraps™) . . . . . ...
2.2.3 Photometrische Analyse von Nukleinsduren . . . .
2.2.4  Methoden zur Isolierung und Analyse von RNS . .
2.24.1 Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Behandlung
von Losungen . . . .. ... ... ...
2.24.2 RNS-Isolierung aus Zellen . . ... ..
2.2.43 RNS-Agarosegelelektrophorese . . . . .
2244 NorthermBlot . .. ... ........
2.24.5 Radioaktive Markierung von DNS durch
,.Nick-Translation® . .. ... ... ..
2.24.6 Test auf RNase-Aktivitdt . . . ... ..
2.2.5 Standard DNS-Techniken . . ... ... ... ..

2.2.5.1 Phenol-/ Chloroform-Extraktion von Nu-
kleinsduren . . . . . ... ... ... ..
2.2.5.2 Ethanolfdllung von DNS . . . ... ..

48
48
48
49
49

49

51



Inhaltsverzeichnis

226

227

2.2.8
229
2.2.10

2.2.11

2.2.12

2.2.5.3 [Isopropanolfdllung von DNS . . . . .. 56
2.2.54 Spaltung von DNS mit Restriktionsen-
ZYMEN . . . o v e e e e e 56
2.2.5.5 Herstellung glatter Enden an DNS-Mo-
lekiilen . . . . ... ... .. ..., 56
2.2.5.6  Ligation von DNS-Fragmenten mit T4-
DNS-Ligase . . . ............ 57
2.2.5.7 DNS-Agarosegelelektrophorese . . . . . 57
2.2.5.8 Isolierung von DNS-Fragmenten aus Aga-
rosegelen . . . . ... .. ... ... 58
Polymerasekettenreaktion (PCR) ausgehend von
DNS Matrizen . . ... .............. 58
2.2.6.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) . . . . 58
2.2.6.2  Reverse Transkription-Polymeraseketten-
reaktion (RT-PCR) . . . . .. ... ... 59
Sequenzierungvon DNS . . . . ... ... . ... 59
2271 PCR ....... ... .. . ... 59
2.2.7.2  Elektrophorese von Sequenzreaktionen
im Harnstoff-Acrylamid-Gel . . . . . . 60
In vitro Transkription . . . . . . . ... ... ... 60
In vitro Translation . . . . . ... ... .. .... 61
Proteinanalytische Methoden . . . . . . . . .. .. 61
2.2.10.1 Radioimmunprizipitation (RIP) . . . . . 61
2.2.10.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) . .. ... ... ... ... 63
2.2.10.3 Gelbehandlung und Fluorografie . ... 63
Expressionskonstrukte E™ . . . . .. ... L. 64
2.2.11.1 Affinity®System . . . . . .. ... ... 64
2.2.11.2 Impact™-CN System . . . . ... ... 66
2.2.11.3 Sindbis-Expressionssystem . . . . . . . 68
Tierexperimentelle Methoden . . . . . ... ... 68
22.12.1 Infektion . . . ... ... ... ..... 68
2.2.12.2 Erhebung klinischer Parameter . . . . . 69
2.2.123 Nasentupfer . .. ... ... ...... 69
22.124 Blutproben . . . . . ... ... ... .. 69



Inhaltsverzeichnis

2.2.12.5 Bestimmung der Gesamtleukozytenzahl

2.2.12.6 ,buffy coat“ Gewinnung . . . . ... ..
2.2.12.7 Serumneutralisationstest (SNT) . . . . .
2.2.12.8 FACS-Analyse von Blutproben . . . . .
2.2.12.9 Fotale Organproben . . . . . . ... ..
2.2.12.10 Virusnachweis . . . . . ... ... ...

3 Ergebnisse

3.1

CSEV . .

3.1.1 Tierexperimentelle Arbeiten zum CSFV E™*

3.1.1.1  Studien zur RNase Funktion . . . . . . .
3.1.1.1.1 TVi16a .. ..........
3.1.1.1.2 Zellkkultur . . ... ......
3.1.1.1.3 TVI9 ... ... ... ....
3.1.1.14 TV20 ... ..........

3.1.1.2  Versuche zur trans-Komplementierung

der RNase-Funktion . . . ... ... ..
31121 TVI17 ... ... ... ... .
31122 TVI18 .. ... ... ... ..

3.1.1.3  Versuche zur Expression und Aufreini-

gungvon E™ . ...
3.1.1.3.1 Impact™-System . .. .. ..
3.1.1.3.2  Affinity®-System . . .. ...

3.1.1.3.3  Sindbisvirus-Vektor-System

3.1.2 Funktionsanalysenzu NP® . . . . . . . ... ...
3121 TVI1I6b. . ... ... .. ... .....

70
70
70
72
73
74

138

3.2.1 Studien zum Schutz vor diaplazentarer Ubertragung 138

3.2.1.1 RNase negative Mutante XIKE-B . . . .

3.2.1.2 NP Deletionsmutante XIKE-A-NdN . .

3.2.1.3  RNase negative, NP™-deletierte Doppel-
mutante XIKE-B-NdN . . . . . ... ..

140
143

147

3.2.2  Studien zur Uberpriifung der Vakzinierungseffizienz 149

3.2.2.1  Erster Belastungsversuch . . . ... ..
3.2.2.2 Zweiter Belastungsversuch . . . . . ..

150



Inhaltsverzeichnis

4 Diskussion
Zusammenfassung/ Summary
Literaturverzeichnis
Abklirzungsverzeichnis
Abbildungsverzeichnis

Tabellenverzeichnis

10

182
200
204
223
224
226



1 Einleitung

1.1 Pestiviren

Pestiviren gehoren zur Familie Flaviviridae [30], welche neben dem Ge-
nus Pestivirus noch die Genera Flavivirus und Hepacivirus umfafit. Mit-
glieder des Genus Flavivirus sind human- und tierpathogene Viren wie
z.B. das Gelbfieber-, Louping-Ill- und Dengue Virus. Das einzige voll
anerkannte Mitglied des Genus Hepacivirus ist das humane Hepatitis-C
Virus. Das GB Virus B wurde vorlédufig als Mitglied dieses Genus einge-
ordnet. Die GB Viren A und C sind derzeit nichtklassifizierte Mitglieder
der Familie Flaviviridae [67].

Zum Genus Pestivirus gehoren neben wirtschaftlich unbedeutenden Viren
bei Giraffen, Rentieren [10] und Antilopen [110] die wirtschaftlich bedeu-
tenden Erreger ,,Virus der klassischen Schweinepest (CSFV - Classical
Swine Fever Virus)®“, ,,Virus der bovinen Virusdiarrhoe und der Mucosal
Disease (BVDV - Bovine Virus Diarrhoe Virus)* mit zwei offiziellen Spe-
zies und das ,,Virus der Border Disease der Schafe (BDV - Border Disease
Virus)“.

Eine Besonderheit der Pestiviren ist, da jede Virusspezies in zwei Bio-
typen vorkommt. Diese werden durch ihr Verhalten in der Zellkultur als
zytopathogen (zp) und nicht-zytopathogen (nzp) unterschieden [7, 34, 58,
61, 105]. Entsprechend replizieren nzp Viren ohne sichtbaren Effekt in der
Zellkultur. Zp Viren fiithren zu Apoptose und Lysis der Zelle.

Nach der Infektion trichtiger Wirtstiere sind alle Pestiviren in der Lage,
die Plazenta der Tiere zu passieren und die Foten zu infizieren [78, 103].
Auf Grund der anatomischen Begebenheiten der Plazenta von Wieder-
kduern und Schweinen konnen die miitterlichen Antikorper (Ak) dagegen
nicht auf die Foten iibertreten. Bis zu der Ausbildung eines kompetenten
Immunsystems sind diese weitgehend ungeschiitzt da eine erregerspezi-
fische Immunreaktion nicht moglich ist. Die Ubertragung auf die Foten
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1 Einleitung

fiihrt in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt der Trichtigkeit zu Aborten, der Ge-
burt miigestalteter, schwacher, scheinbar gesunder oder gesunder Jung-
tiere. Von besonderer Bedeutung ist die Fiahigkeit nicht-zytopathogener
Viren, nach Infektion der Foten in diesen persistente Infektionen hervor-
zurufen [4, 63, 68, 69, 80, 85]. Persistent infizierte (p.i.) Tiere sind im-
muntolerant gegeniiber dem persistierenden Virus. Bei Wiederkéduern, vor
allem bei mit BVDV persistent infizierten Kélbern, kann die persistente
Infektion fiir Monate bis Jahre zu klinisch unauffélligen Ausscheidertie-
ren fithren. Persistent infizierte Ferkel sterben dagegen im Allgemeinen
nach wenigen Wochen bis einigen Monaten [14, 108].

1.1.1 Klassische Schweinepest

Die klassische Schweinepest (KSP) ist ein hamorrhagisches Fieber der
Schweine, einhergehend mit Fieber, Leukopenie, B-Zell Depletion, Durch-
fall, Anorexie, zentralnervosen Symptomen, Blutungen, Kiimmern und
Tod [78, 98, 103]. Nach Berichten aus dem 19. Jhd. verlief die Krank-
heit damals meist perakut bis akut mit einer kurzen Inkubationszeit und
hoher Mortalititsrate [25]. Der perakute Verlauf tritt heute nur noch sehr
selten auf, und die Mortalititsraten beim akuten Verlaufs sind drastisch
gesunken. Im Gegensatz dazu sind chronische Verldufe haufig [106, 116].
Nach deutschem und EU Tierseuchenrecht gehort die KSP zu den anzei-
gepflichtigen Tierseuchen, und muf3 auch dem OIE (Office internationale
des épizooties) gemeldet werden.

In Deutschland und weiteren Léndern der EU stellen Wildschweinrotten
ein wichtiges Reservoir fiir CSFV dar. Von Zeit zu Zeit kommt es zu
Schweinepestausbriichen in Zucht- und Mastbestidnden. So kam es z.B.
1997/98 in den Niederlanden, Spanien, Deutschland, Belgien und Italien
zu einer groB3eren Epidemie. Kleinere Ausbriiche kamen und kommen in
diesen und auch anderen Lindern immer wieder vor [28], zuletzt in Nie-
dersachsen im Friihjahr 2006.

Ziel der BekdmpfungsmaBnahmen der Schweinepest ist die Tilgung der
Seuche. Daher werden beim Ausbruch der Schweinepest die gesamten Be-
stande der betroffenen Betriebe getotet (gekeult), die Tierkorper und Ein-
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1.1 Pestiviren

streu sicher entsorgt und die Betriebe desinfiziert. Transport von Tieren in
und aus dem Gebiet um den Infektionsherd wird untersagt und die Einhal-
tung der Maflnahmen wird streng kontrolliert. Mittels epidemiologischer
Untersuchungen wird versucht, Quellen und Verbreitungswege des Erre-
gers zu ermitteln.

Impfungen sind nur im Notfall nach einem Seuchenausbruch rings um
die betroffenen Gebiete als sogenannte Ringimpfungen zulissig. Nach ei-
ner Simulation der Christian-Albrechts-Universitit in Kiel kann eine Rin-
gimpfung den Epidemieverlauf verbessern, wenn sie spétestens am 18.
Tag nach der amtlichen Feststellung durchgefiihrt wird [51]. Mit konven-
tionellen Impfstoffen ist eine Unterscheidung der geimpften von mit Feld-
virus infizierten Tieren nicht moglich. Abhilfe dagegen konnten sogenann-
te Markervakzinen schaffen. Von konventionellen Vakzinen unterscheiden
sich Markervakzinen durch Negativ- (Deletions-) oder Positivmarker, die
zu einer unterschiedlichen Antikorperbildung fithren. Im Gegensatz zum
Wildtypvirus bleibt im Fall der Negativmarker die Bildung von Ak ge-
gen ein bestimmtes Epitop des Virus aus. So z.B. bei dem von Moor-
mann et al entwickelten Markervakzinen [79]. Bei Positivmarker werden
Ak gegen ein Epitop ausgebildet, da dem Wildtypvirus fehlt, z.B. gegen
peptide-KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) im Fall eines Mykoplasmen-
Impfstoffs [111]. Gegen die klassische Schweinepest sind in der EU der-
zeit zwei Markervakzinen und ein Testsystem zugelassen [28, 29]. Aller-
dings kann die Impfung dazu fiihren, dafl die Schweinepopulation zumin-
dest iiber einen begrenzten Zeitraum nicht vollstindig immunisiert ist, und
es trotz Impfung zu einer zunichst unbemerkten Weiterverbreitung des
Wildtypvirus kommt [79].

1.1.2 BVD

Die Bovine Virusdiarrhoe verlduft bei adulten, immunkompetenten Rin-
dern in der Regel harmlos. In den meisten Féllen ist der Verlauf subkli-
nisch und wird nicht bemerkt. Der iiberwiegende Teil der Rinder erlei-
det im Laufe des Lebens eine BVDV-Infektion, wie seroepidemiologische
Untersuchungen gezeigt haben [38, 95]. Im akuten Verlauf treten transien-
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1 Einleitung

te Leukopenie, Fieber, leichter Durchfall, respiratorische Symptome und
Immunsuppression auf [103].

1993 kam es zu Ausbriichen einer neuen Form von BVD in Quebec und
Ontario (Kanada), mit schwerem akuten Verlauf [15, 83]. Infizierte Tie-
re aller Altersklassen hatten Fieber, Pneumonie und Durchfall. In Onta-
rio starben, je nach Betrieb, 10-20% der Tiere, in Quebec ca. 25% der
Mastkdilber [3]. Die serologische Kreuzreaktion zwischen den klassischen
BVDV-Stimmen und diesen neuen Isolaten war recht gering. Die in die-
sen Fillen isolierten Virusstimme wiesen einen Unterschied von ca. 25%
in der Sequenz der 5 -nicht-translatierten Region (5’-NTR) zu den klas-
sischen Stimmen auf. Soweit untersucht, weichen auch die kodierenden
Sequenzen erheblich von denen klassischer BVDV-Stimme ab, wihrend
sowohl diese als auch die neuen Isolate untereinander signifikant hohere
Homologie aufweisen. Aufgrund dieser unterschiedlichen Charakteristika
wurde eine Unterscheidung in zwei Spezies, BVDV-1 (,.klassische* Stim-
me) und BVDV-2 (,,neue” Isolate) vorgenommen [83, 88]. Weitergehen-
de Untersuchungen zeigten, dal BVDV-2 schon vor den oben genannten
Ausbriichen in Kanada in verschiedenen Regionen verbreitet waren, und
daB nicht alle BVDV-2 Stimme schwerwiegende Krankheiten auslosen.
Auch Viren mit einer Virulenz vergleichbar zu BVDV-1 gehoren dem Typ
2 an.

Kommt es bei Kiihen wihrend der Graviditit zu einer Infektion mit BVDYV,
kann es zu Resorptionen, Aborten oder der Geburt mi3gestalteter oder per-
sistent infizierter Kdlber kommen [5, 23, 89]. Diese Probleme bei trich-
tigen Tieren sind hauptsichlich ausschlaggebend fiir die wirtschaftliche
Bedeutung dieses Erregers. Bei Kélbern und Jungkiihen tritt vereinzelt, in
der Regel im Alter zwischen 6 Monaten und 2 Jahren eine Erkrankung auf,
die als Mucosal Disease (MD) bezeichnet wird. Sie geht mit ausgedehnter
Ulzeration des Gastrointestinaltraktes als hauptsichlicher pathologischer
Verdnderung einher. Charakteristisch ist die hohe Mortalitit. Der Tod tritt
gewohnlich innerhalb von 2 Wochen nach Auftreten der klinischen Sym-
ptome ein [5, 78].

Laut Tierseuchengesetz ist BVD/MD seit November 2004 eine anzeige-
pflichtige Tierseuche. Eine bundesweite amtliche Bekdampfungsverordnung
ist derzeit noch in der Planung, das Vorgehen der einzelnen Bundeslén-
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1.2 Genom und Genomorganisation der Pestiviren

der ist nicht einheitlich. Auf Landerebene liegen zumindest fiir Sachsen-
Anhalt und Brandenburg solche Verordnungen vor, fiir Bayern hat die bay-
rische Tierseuchenkasse ab 2006 ein Bekdmpfungsprogramm aufgestellt.
BekidmpfungsmafBinahmen gegen BVD konzentrieren sich auf die Vermei-
dung und Elimination von p.i. Tieren um die Infektionskette zu durchbre-
chen [77]. Dafiir notwendige Mallnahmen gliedern sich in Bestandsdia-
gnostik und Impfprogramme. Um eine Bewertung als ,,Bestand frei von
Virdmikern* zu erhalten, diirfen keine Tiere mehr als positiv getestete Vi-
ramiker (persistent infizierte Tiere) im Bestand vorhanden sein. Vorhande-
ne Virdmiker miilen unverziiglich geschlachtet werden. In BVDV-freien
Betrieben diirfen keine BVDV-Vakzinen eingesetzt werden, der Einsatz
von BVD-Impfstoffen ist nur in Verbindung mit der Identifikation und Eli-
mination der Virdmiker sinnvoll.

In Deutschland sind drei Lebendvakzinen mit und ohne systemische Vi-
rusvermehrung sowie sechs inaktivierte Vakzinen zugelassen. Erstere in-
duzieren eine gute Immunantwort mit Schutz vor Infektion und diapla-
zentarer Ubertragung. Von Nachteil ist die mogliche Impfinfektion der
Foten bei Immunisierung wihrend der Graviditéit und die Ausscheidung
der Impfviren mit Gefiahrdung gravider Nachbartiere. Bei Lebendvakzinen
ohne systemische Vermehrung und inaktivierten Vakzinen fillt die Immu-
nantwort schwicher und weniger lange anhaltend aus. Die Zuverlassigkeit
des Schutzes der Foten vor diaplazentarer Ubertragung bei Infektion des
graviden Tiers ist bei einigen Impfstoffen jedoch nur iiber einen relativ
kurzen Zeitraum und unter Umstinden nicht vollstindig [11, 13, 123] ge-
geben. FEin weiteres Problem ist die mangelhafte Kreuzprotektivitét der
Antikorper gegen BVDV-1 oder BVDV-2 [83], die meisten am europdi-
schen Markt erhiltlichen Vakzinen basieren auf BVDV-1.

1.2 Genom und Genomorganisation der Pestiviren
Das Genom der Pestiviren besteht aus einer Einzelstrang RNS positiver

Polaritit [18, 64] von ca. 12,5 kB Linge [22]. Es wurden jedoch auch
Genome beschrieben, die in Folge von Rekombinationen erheblich grofer
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1 Einleitung

oder kleiner als 12,5 kB sind [54, 75]. Diese Rekombinationen fiihren zur
Insertion zelluldrer Sequenzen [72], Duplikation [8, 72, 73, 86, 101] oder
Deletion von Teilen des Virusgenoms [52, 74, 76, 102].

An beiden Enden der Pestivirus RNS befinden sich nicht-translatierte Re-
gionen (NTR), dazwischen liegt ein einzelnes, grofles Leseraster (ORF,
,open reading frame*). Die 5’-NTR umfaf}t ca. 385 Nukleotide, deren Se-
quenz bei allen Pestiviren groBe Ahnlichkeit aufweist. Diese Region der
RNS kann haarnadelformige Sekundirstrukturen ausbilden [60] und ent-
hilt eine interne Ribosomenbindungsstelle (IRES, ,.internal ribosomal ent-
ry site®) [84].

An die 5°-NTR schlieBt sich der ORF an, welcher fiir ein Polyprotein von
ca. 4000 Aminosduren (AS) kodiert [17].Das Polyprotein wird ko- und
posttranslational von Proteasen der Wirtszelle und des Virus in minde-
stens 12 reife Proteine gespalten [55, 64] (Abbildung 1.1).

Als erstes Protein ist das Nichtstrukturprotein NP (N-terminale Protease)

IRES
5-UTR - ~12,5 kb/ ~4000 AS +3"-UTR
Pt 2 ¢ e LA v
N [CE=[ET[E2] | nNs23 | 4B 5o | sB
p7 4A

Abbildung 1.1: Genom und Polyprotein mit Spaltstellen der Pestiviren (am Beispiel des
CSFV)
5’ - 5’-Ende; 3’ - 3’-Ende; IRES - interne Ribosomenbindungsstelle; UTR -
nichttranslatierte Region; kB - Kilobasen; AS - Aminosduren; NP*°, C, E™S,
El, E2, p7, NS23, 4A, 4B, 5A, 5B - Virale Proteine (s. Text); Pfeile - weisen
auf Spaltungsstellen durch viruseigene Proteine; Rauten - weisen auf Spal-
tungsstellen durch Wirtszell Proteasen; ? - weisen auf Spaltungsstellen, deren
Spaltungsprotein noch nicht (sicher) gekldirt ist

im Polyprotein enthalten. NP™ spaltet sich autoproteolytisch von dem fol-
genden Kapsidprotein C ab [94]. NP™ besitzt wahrscheinlich immunmo-
dulatorische Eigenschaften. In Makrophagen in Zellkultur verhindert es
Apoptose und Interferonbildung[90]. Ob NP™-Deletionsmutanten attenu-

16



1.2 Genom und Genomorganisation der Pestiviren

iert sind, ist derzeit noch in der Diskussion. Ergebnisse aus Tierversuchen
mit CSFV-NP™-Deletionsmutanten mit vollstdndiger Deletion zeigten At-
tenuierung, aber auch eine signifikante Wachstumseinschrinkung der Vi-
ren [66]. Erste Versuche mit NP™-teildeletierten CSFV Mutanten deute-
ten darauf hin, dafl diese Attenuierung zumindest teilweise die Folge der
Wachstumseinschriankung sein konnte (von Freyburg & Meyers, unverof-
fentlichte Ergebnisse und vorliegende Arbeit).

Im Anschluf3 an NP™ liegt das Kapsidprotein (C) im Polyprotein. C besitzt
ein Molekulargewicht von ca. 14 kD. Es ist ein basisches Protein, dient
vermutlich der Verpackung der viralen RNS und der Interaktion mit den
Hiillproteinen [104]. Auf das Kapsidprotein folgen drei weitere Struktur-
proteine: E™, E1 und E2. Alle drei sind Glykoproteine, fiir E1 und E2
sind putative Membrananker identifiziert worden, die typische Merkma-
le von Transmembransequenzen besitzen [91]. Wie E™ im Viruspartikel
verankert ist, ist dagegen zur Zeit noch nicht geklirt, ein klassischer Trans-
membrananker fehlt ihm [91]. Es gibt Hinweise, dafl die carboxytermina-
le Region des Proteins eine amphipatische Helix ausbildet, die als Mem-
brananker fungiert [31].

Gegen E™ und E2 werden neutralisierende Antikorper gebildet; gegen
letzteres fillt die Inmunantwort jedoch stérker aus [24, 82, 107, 114, 115].
Sowohl fiir E™ als auch fiir E2 wird eine Funktion bei der Virusbindung
an die Zielzellen und die nachfolgende Infektion diskutiert, wobei E2 ver-
mutlich das Rezeptor bindende Protein darstellt [41, 46, 47, 65]. Alle drei
Glykoproteine liegen sowohl in Zellen als auch in Virionen als Disulfid-
verbundene Homodimere (E™*, E2) und/ oder Heterodimere (E™*, E1, E2)
vor [59, 104].

Auf die Strukturproteine folgt das Protein p7, welches in virusinfizierten
Zellen, nicht jedoch in Virionen nachgewiesen werden konnte [27]. Die
Spaltung zwischen E2 und p7 verlduft unvollstindig, was zu zwei Formen
von E2 mit unterschiedlichem C-Terminus fithrt. Wird die Spaltung von
E2 und p7 vollstindig unterdriickt, kommt es nicht mehr zur Bildung von
infektiosem Virus, obwohl die RNS-Replikation weiterhin ablduft [37].

An p7 schlielen sich 6 Nichtstrukturproteine an, welche fiir year=1996,
die Polyprotein-Prozessierung und/ oder RNS-Replikation essentiell sind
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1 Einleitung

[35, 36, 99, 100, 113, 119, 121]. Zum Teil sind die genauen Funktionen
der einzelnen Proteine noch nicht geklért.

NS2/3 ist das erste dieser Nichtstrukturproteine. NS2/3 wird teilweise in
NS2 und NS3 gespalten [6, 17, 53, 55, 72, 93, 101]. Bei nzp-Stdmmen
von BVDV kommt es nur wihrend der ersten ca. sechs Stunden post in-
fectionem zu einer deutlichen Spaltung des Proteins [55]. Bei zp-Stdmmen
konnen auch spiter als sechs Stunden post infectionem hohe NS3-Spiegel
nachgewiesen werden. Nicht bei allen zp-BVDV-Stammen jedoch fiihrt
eine Spaltung von NS2/3 zu NS3, sondern NS3 wird bei manchen dieser
Isolate zumindest zum iiberwiegenden Teil von einer duplizierten Genom-
region exprimiert. NS2 enthilt im C-terminalen Bereich des Genoms ein
Zinkfinger dhnliches Motiv [21], das vermutlich an Metallionenbindung
beteiligt ist. Es ist anzunehmen, daB3 die vermutete Fihigkeit des NS2,
Metallionen zu binden wie beim HCV fiir die proteolytische Aktivitit des
Proteins wichtig ist. Die NS2 Protease ist fiir die Spaltung des NS2-3 in
NS2 und NS3 bei den nzp BVDV und vermutlich auch einer Reihe von zp
BVDYV verantwortlich. Diese Spaltung ist essentiell fiir die RNS Replika-
tion [55].

Auch das NS3 besitzt Proteaseaktivitit. Es ist fiir die Prozessierung des
Polyproteins am eigenen C-Terminus und stromab davon verantwortlich
[101, 121]. NS3 kann aber nicht nur als Serinprotease [119] fungieren,
sondern besitzt auch Helikase- [113] und NTPase-Aktivitdt[99]. Die He-
likase iibernimmt nach der giingigen Theorie bei der RNS-Replikation die
Aufgabe, RNS-Doppelstringe zu trennen.

Die letzten beiden Proteine des Polyproteins sind NS4 und NS5. Diese
beiden Nichtstrukturproteine werden jeweils nochmals gespalten, es ent-
stehen NS4A und NS4B, bzw. NS5A und NS5B [17, 19]. NS4A fungiert
als Kofaktor des NS3 und ist fiir einen Teil der NS3 Proteasespaltungen
essentiell [101, 121]. Welche Rolle NS4B bei der Virusreplikation spielt
ist nicht bekannt. Interessanterweise wurde gezeigt, dal eine Mutation
im NS4B in der Lage ist, die Zytopathogenitit eines zp-BVDV zu unter-
driicken [87]. Die Funktion, die NS4B offensichtlich fiir die Zytopathoge-
nitét hat, ist aber noch nicht niher definiert. Beim nahe verwandten HCV
ist das NS4B an der Umgestaltung der intrazelluliren Membransysteme
beteiligt [26].
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1.2 Genom und Genomorganisation der Pestiviren

Die Funktion von NS5A ist noch nicht gut untersucht. Es ist essentiell
fiir die Replikation der viralen RNS, ist aber im Gegensatz zu den an-
deren Komponenten der Replikase in trans supplementierbar. Zusétzlich
zu seiner Rolle bei der viralen RNS Replikation scheint NS5A auch eine
Rolle bei der Interaktion mit der Wirtszelle zu spielen. So wurde nach-
gewiesen, daf} es an den eukaryotischen Translations-Elongations-Faktor
1A (eEF1A, eucaryotic translation elongation factor 1A) bindet [49]. Vor
kurzer Zeit wurde zudem eine Funktion bei der Bildung von Viruspartikeln
vorgeschlagen [2]. NS5A ist ein stabiles Protein und wird in der infizierten
Zelle phosphoryliert [19]. Im Gegensatz dazu besitzt NS5B nur eine kur-
ze Halbwertszeit. NS5B ist die virale RNS-abhingige RNS-Polymerase
[36, 96, 120, 122].
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1 Einleitung

1.3 E™

E™S, friither auch als EO bezeichnet,
ist das dritte Protein im pestivira-

len Polyprotein. Die Polypeptidket- cli4-cl38 /
te des E™ umfalit ca. 230 Amino-
sduren und besitzt ein rechnerisches
Molekulargewicht von ca. 28 kD. In
der mit CSFV infizierten Zelle be-
tragt das Molekulargewicht jedoch
ungefihr 44 - 48 kD. Die Diffe-
renz ist Folge der auffallend star-
ken Glykosylierung des E™ Prote-
ins; der Kohlenhydratanteil erhoht
sich wihrend der Reifung des Pro-

teins deutlich [104]. In der infizier-
ten Zelle llegt Ems als Monomer Abblldung 1.2: 3D Modell des CSFV E™S
[57]

und Homodimer vor. E™ Homodi-
mere konnten auch im Viruspartikel
nachgewiesen werden [104]. Es besitzt 4 intra- und in der Regel eine inter-
molekulare Disulfidbriicke. Beim C-Stamm des CSFV wird die intermole-
kulare Disulfidbriicke durch das Cystein an Position 171 gebildet, das als
einziges Cystein im E™ nicht vollstandig zwischen den bekannten Pesti-
virussequenzen konserviert ist. Das Cystein 171 fehlt bei einigen CSFV-
Stdmmen, gleiches gilt bei BVDV fiir das korrespondierende Cystein [57].

E™S besitzt keinen klassischen Transmembrananker und wird in be-
trachtlichen Mengen von infizierten Zellen sezerniert [91]. Reines E™S
kann ab einer Konzentration von ca. 100 ug/ml die Infektion empfing-
licher Zellen durch CSFV verhindern. Vermittelt wird diese Eigenschaft
durch die irreversible Bindung von E™® an einen zelluldren Rezeptor. Die-
se Bindung findet auch an nicht fiir CSFV-Infektion empfinglichen Zellen
statt [41]. Dies ist ein Hinweis darauf, daB E™ fiir die Bindung des Virus
an die Zelloberfliche mit verantwortlich ist, fiir den eigentlichen Eintritt
in die Zelle aber noch andere Faktoren eine Rolle spielen. Der Zellrezep-
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1.3 E™

tor, mit dem E™ interagiert, ist mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Gly-
kosaminoglykan, z.B. Heparansulfat. Sowohl fiir BVDV als auch CSFV
wurde gezeigt, dal E™ an Glykosaminoglykane und auf Agarose fixiertes
Heparin bindet, dagegen nicht an Zellen, die keine Glykosaminoglykane
ausbilden[43, 46]. Zumindest CSFV erwirbt diese Eigenschaft jedoch erst
nach einigen Zellkulturpassagen. Aus infizierten Schweinen isoliertes und
nur kurz in SK6 Zellen passagiertes Virus scheint nicht an Heparin oder
Heparansulfat zu binden [43]. Sowohl das Maul- und Klauenseuche Virus
als auch Simian Virus erwerben in der Zellkultur ebenfalls eine Bindungs-
fahigkeit fiir Heparansulfat. Diese Mutation geht bei beiden Viren mit ei-
ner Attenuierung einher, was fiir CSFV jedoch nicht zutrifft [44]. Als es-
sentiell fiir die Bindung von Glykosaminoglykanen wurden fiir CSFV der
Austausch eines Serins gegen ein Arginin an Position 476 [43] sowie ei-
ne Aminosduresequenz im C-terminalen Bereich von E™ (AS 480 - 487)
identifiziert [47]. Mit Hilfe von pseudotypisierten Retroviren konnte ge-
zeigt werden, daB E™ fiir den Eintritt in die Zelle nicht unabdingbar ist
sondern die Glykoproteine E1 und E2 dafiir ausreichend sind [112]. Da-
gegen ist E™ essentiell fiir die Bildung infektioser Pestiviren [117].

Die ungewdhnlichste Eigenschaft des E™ ist, daBl es Ribonukleaseak-
tivitdat (RNase-Aktivitit) aufweist. Der Besitz einer RNase als Hiillprotein
ist bisher ein Unikat der Pestiviren. Die RNase besitzt eine Substratspe-
zifitat fiir Uridin und wird durch Zinkionen inhibiert [39, 92]. Mit Hilfe
von rekombinantem E™® konnte gezeigt werden, dall weder die Bildung
von Homodimeren noch die Anwesenheit von Kohlenhydrat-Anteilen fiir
die Funktion als Enzym notwendig sind [118]. Monoklonale Antikorper
(mAb, monoclonal Antibody) gegen E™, die CSFV neutralisieren, wei-
sen eine starke Inhibition der Ribonuklease-Aktivitit auf[118]. Inaktivie-
rung der RNase-Aktivitit durch gezielte Mutagenese fiihrt bei BVDV und
CSFV zu lebensfiahigen Virusmutanten. Die RNase ist also fiir die Repli-
kation von Pestiviren in der Zellkultur nicht essentiell. Die Wachstums-
kurven der RNase-negativen Mutanten sind vergleichbar mit denen der
Wildtyp-Viren [42, 70, 71]. In Tierversuchen erwiesen sich diese Mutan-
ten aber als teilweise oder vollig attenuiert [70, 71]. Die Vermutung liegt
nahe, daf3 die E™ RNase mit der Immunantwort des Wirtes interferiert.
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1 Einleitung

Die genauen Mechanismen dieser vermuteten Immunsuppression sind je-
doch noch unklar.

Als weiteres besitzt E™ die Fihigkeit, von aulen durch die Zellmembran
zu gelangen und so in Zellen einzudringen. In der Zelle verteilt sich das
E™ im perinukledren Raum an zytoplasmatischen Membranen [56]. Ver-
antwortlich fiir diese Fihigkeit sind die 37 C-terminalen Aminoséuren. Sie
ermdoglichen auch den Transport daran gebundener Fremdproteine durch
die Zellmambran und dann weiter zum Nukleus und zu zytoplasmatischen
Membranen [56].

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, weitere Erkenntnisse zur Funk-
tion des Glykoproteins E™ der Pestiviren zu sammeln. In Tierversuchen
mit Schweinen und Rindern wurden verschiedene Mutanten mit RNase-
negativem E™ untersucht. Weiterhin wurden Experimente durchgefiihrt,
mit denen die Beteiligung von NP und E™ bei der Etablierung von persi-
stenten Infektionen untersucht wurde. Zur Vorbereitung weiterer Arbeiten
wurden verschiedene Moglichkeiten erprobt, das E™ des Virus der klas-
sischen Schweinepest in heterologen Systemen zu exprimieren und anzu-
reichern.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antikorper
24/16  (anti-(a)-CSFV  EO; FLI (Weiland et al., 1992)

IgGZa)

al8 (a-CSFV E2; IgGyy) FLI (Weiland et al., 1990)

IgGop, ALEXA 488 Invitrogen, Karlsruhe

a-CBD NEB, Frankfurt/M.

a-CD21 Pharmingen, San Diego, California,
USA

a-Sindbis FLI (Enzmann)

o-SWC3 Lunney, 1993

a-CSFV  EO0  (Baculovirus- FLI (Meyers et al., 1999)
exprimiertes Protein)

BVDV-Mix gegen E2 (1a5, FLI (Weiland et al., 1989)
lal6, 1b8, 1b31, 1cl17)

I1gG-PE Southern Biotech, Birmingham, Alaba-
ma, USA

1gGy,-PE Southern Biotech, Birmingham, Alaba-
ma, USA

Kaninchen-o-Maus IgG, FITC-  Dianova, Hamburg

konjugiert

Kaninchen-o-Maus IgG, PO- Dianova, Hamburg

konjugiert

mAk Code4 Dr. E. Dubovi

Ziege-o-Kaninchen IgG, FITC- Dianova, Hamburg

konjugiert
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2 Material & Methoden

Ziege-o-Kaninchen IgG, PO-
konjugiert

2.1.2 Bakterien
E. coli Topl10F’

2.1.3 Enzyme

DNase I (10.000 U/ml)
Klenow-Fragment (5.000 U/ml)
Restriktionsendonukleasen

RNAguard (Porcine,
U/ml)

RNase A
T4-DNA-Ligase
U/ml)
T4-DNA-Polymerase
U/ml)
T4-Polynukleotidkinase
(10.000 U/ml)
SP6-RNA-Polymerase (20.000
U/ml)

Tfl-DNA-Polymerase (5 U/ul)

39.800

(400.000

(3.000

Dianova, Hamburg

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Amersham-Pharmacia, Freiburg
NEB, Frankfurt/M.

NEB, Frankfurt/M.

Fermentas, St. Leon-Rot

Gibco BRL, Eggenstein
Amersham-Pharmacia, Freiburg

Amersham-Pharmacia, Freiburg
NEB, Frankfurt/M.

NEB, Frankfurt/M.
NEB, Frankfurt/M.
NEB, Frankfurt/M.

Promega, Mannheim

Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Reaktionen mit diesen Enzy-
men entsprechend der Hersteller-Protokolle mit den gelieferten Kompo-

nenten durchgefiihrt.

2.1.4 Gerate

Abzug Variolab Mobilion W90
ABI-PRISM 377 DNA Se-
quencer und Zubehor

Waldner, Wangen
Applied Biosystems, Weiterstadt
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2.1 Material

Begasungsbrutschrank 3166
Begasungsbrutschrank Stericult
200

Branson Ultraschallgerdt Soni-
fier B-30, B-15

Coulter® A€eT diff™ Analysator

Diavert-Invertmikroskop
Eismaschine AF 10
Filmkassetten
Fluoreszenzmikroskop
Axioskop
Elektroporationskiivetten
Gelelektrophoresekammern,
horizontal
Gelelektrophoresekammern,
vertikal

Geltrockner SE 1160

Zeiss

Genepulser™

Glaswaren

Herolab E.A.S.Y. Geldokumen-
tationssystem
Inkubationsschiittler G-25
Kiihlwasserbad

Kiihlschrank Liebherr
Laminar-flow-Reinraumplatz,
LFR 80 VU
Laminar-flow-Reinraumplatz
Liquid Scintillation Analyser,
Trio Carb 2100 TR

Forma Sci., Marietta, Ohio, USA
Forma Sci., Marietta, Ohio, USA

Heinemann, Schwibisch Gmiind

Coulter Corporation, Miami, Florida,
USA

Leitz, Wetzlar

Scotsman

Agfa, Koln

Zeiss, Oberkochen

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
FLI-Eigenbau

FLI-Eigenbau

Hoefer Scientific Instruments, San
Francisco, CA, USA

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Schott, Mainz
Herolab, Wiesloch

New Brunswick, Edison, NJ, USA
Haake, Karlsruhe

Liebherr, Ochsenhausen

Prettl, Pfullingen

Heraeus, Osterode
Packard, Groningen, Niederlande
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2 Material & Methoden

Magnetriihrer, beheizbar: IKA-
MAG RCT

Mettler J-Serie Waagen
Microcomputer Electrophoresis
Power Supply 250 / 1000
Mikroprozessor-pH-Meter 743,
Knick
Mikrowellengerét
760/62.B
Phosphoimager Fujifilm BAS
1500

Pipetten

HMG

Pipettierhilfe Pipetboy acu
Power Supply PS 500 X

Ultra Turax
Rontgenfilmentwicklungsma-
schine QX 130

Sartorius Analytic A 200 S
(Feinwaage)
Schiittler VariShaker
Semi-Phor TE70
transfer unit)
Spectrophotometer
3000

Speed Vac Concentrator (Sa-
vant)

Sterilbank Lamin Air HLP 2472
GS /HB 2472

(Semi-dry

Ultraspec

IKA Labortechnik, Staufen i. Br.

Mettler-Toledo, GieBen
Renner, Dannstadt

Bachofer, Reutlingen
Bosch, Gerlingen
Fujifilm, Diisseldorf

Eppendorf, Hamburg

Gilson, Villiers-le Bel, Frankreich
Vitaris AG, Baar

Hoefer  ScientificInstruments,
Francisco, CA, US

Janke & Kunkel KG, Staufen i. Br.
Konika, Hohenbrunn

San

Sartorius, Gottingen

Dunn Labortechnik

Hoefer  ScientificInstruments,
Francisco, CA, USA
Pharmacia Biotec

San

Bachhofer, Reutlingen

Heraeus, Osterode
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2.1 Material

Tiefkiihlschrank
(-20°C)
Tiefkiihlschrank UF 75-450S
Thermomixer 5436
Transilluminator (254 nm)
Transilluminator (302 nm)
Transilluminator (WeiBlicht)

Liebherr

Trio-Thermoblock (fiir PCR)
Typhoon 9410 Variable Mode
Imager

Typhoon Blue Laser Module
Ultraspec 3000 (UV/VIS-
Spektrophotometer)
UV-Leuchte

Vortex Vibrofix VF1 (IKA)
Wasserbad Julabo U3/ F20/
SW20C

Zentrifugen:
Kiihltischzentrifuge 5402
Laborzentrifuge: Minifuge GL,
Varifuge RF
Tischultrazentrifuge TL-100
Tischzentrifuge 5415 C

Rotor TLA 45

Liebherr, Ochsenhausen

Colora Mef3technik GmbH, Lorch
Eppendorf, Hamburg

Bachhofer, Reutlingen

R. Vetter, Ammerbuch
Messinginstrumentebau GmBH, Erlan-
gen

Biometra, Gottingen

Amersham Biosciences

Amersham Biosciences
Amersham-Pharmacia, Freiburg

Bachhofer, Reutlingen
Bachhofer, Reutlingen
Bachhofer, Reutlingen

Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Osterode

Beckman, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Beckman, Miinchen

2.1.5 Vorgefertigte Reagenziensysteme (,,Kits*)

Affinity®Protein ~ Expression
and Purification System

ABI™ PRISM BigDye Termi-
nator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit

Stratagene, La Jolla, CA, USA

Applied Biosystems, Weiterstadt
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Impact™-CN Protein Purificati- NEB, Beverly, MA, USA

on System

Nick Translation Kit Amersham-Pharmacia, Freiburg
Nucleobond AX Plasmid purifi- Macherey-Nagel, Diiren

cation protocoll

NucleoSpin Extract Macherey-Nagel, Diiren
NucleoSpin® RNAII Machery-Nagel, Diiren
NucleoTrap Kit Macherey-Nagel, Diiren
OneStep RT-PCR Kit Qiagen, Hilden
RNA-Isolations Kit Macherey-Nagel, Diiren
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

SuperSignal West Pico Chemi- Pierce, Rockford, IL, USA
luminescent Substrate

TNT T7 Coupled Reticulocyte Promega, Madison, WI, USA
Lysate System

TNT T7 Coupled Wheat Germ Promega, Madison, WI, USA
System

2.1.6 Plasmide

DH-EB Gabe von Sondra Schlesinger, Wa-
shington University, St. Louis

pCAL-n-Ek Stratagene, La Jolla, CA, USA
pCITE2a AGS, Heidelberg
pSinRep5 Invitrogen GmbH, Karlsruhe
pTYBI, 4 NEB, Beverly, MA, USA

2.1.7 Primer

.Sense‘-Primer

Name Sequenz Position
BVD32III| AAA TcT cTg cTg TAc ATg gcA cAt g von G. Meyers; 342¢
CALS- cAT ggA Tcc ATg AAg cgA cgA Tgg AAA | 89 in pCAL-n-EK; BamHI
BAMH AAg AAT TTc ATA g Schnittstelle
“in BVDV Newyork
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CM28 ggA gAg AAT ATc Acc cAg Tg von C. Meyer; 1.171¢
EO5- gcc ccA Tee geg gee geg Arg Acg Acg AcA | 1.174%; NotI Schnittstelle;
BNE Agg AgA AcA TAA cTc AAT ggA Acc TgA | EK-Target
g
EOSSIT cAt gec ATg gee ¢cTg TTg GeT Tgg geg gTg | 1.120¢
HCV- ggT gTc TAg AAA ccA TgA Ag ccc TgT | 1.118¢; Xbal Schnittstelle
EO-Xbal | TggcTT gggcg
PanPesti | ATg ccc wTA cTA ggA cTA gcA von M. v. Freyburg; 99¢
5
PS17.1 Acc Tge Agg TAT gAc AA von G. Meyers
T7 Tcg AgA ATA cgA cTc AcT ATA Anfang T7-Promotor
,Antisense‘-Primer
Name Sequenz Position
AEO1 AAA gAT ATc TgT TAg cAg ccg gAT cccc | 7.339 im pTYB4
BVD33II | gcA ccA Acc ATg TTT gTT ccA TTc ATg 14197
clo.1Ir ccT gge cTg ggT gAc cAc gTT gAc 1.560 ¢
CALS3- Acc geg gee geg AgA Tee Acg cgg AAc | 187 in pCAL-n-EK; Notl
NOT cAg AAg Tgecce Schnittstelle
CM21 cTc cAc Tec gcA gtA Tgg AcT Tge von C. Meyer; 1.879
CM26 TcT ATc cTA TcT gge TTA gge Tge von C. Meyer; 926/
E03-MX | cAg AcgcgT TcT AgA ggc ATA ggc Acc | 1.854 %, Miul, Xbal
AAA ccA ggT TTT g Schnittstelle
EOStop ggA ATT cTc Agg cAT Agg cAc cAA Acc | 1.854!
Agg
“in BVDV Newyork
bin CSFV Alfort Tue
‘in CSFV Alfort Tue
in CSFV Alfort Tue
¢in CSFV Alfort Tue
fin BVDV Newyork
8in CSFV Alfort Tue
"in BVDV Newyork
in BVDV Newyork
Jin BVDV Newyork
*in CSFV Alfort Tue

!in CSFV Alfort Tue
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2 Material & Methoden

HCV- cgg AAT TcG cTc TTc cge Agg cAT Agg | 1.850 ¢; SaplI Schnittstelle
EO-Sapl | cAccAA Acc AggT

PanPesti | TcA AcT ccA TgT gce ATg TAc von M. v. Freyburg; ?

30

SS3- cTc ggA Tec gge Tge TAc Agg cTG gTA | 1.174 ¢; BamHI Schnitt-
BAMH cAgcAAg stelle

“in CSFV Alfort Tue

bin CSFV Alfort Tue

¢in CSFV Alfort Tue

2.1.8 Radiochemikalien

35S Trans-Label
mCi/ml)

L-¥-Cystein (1.075 Ci/mmol, 10 mCi/ml)
L-33-Methionin (1.175 Ci/mmol, 10 mCi/ml)
0—32P dCTP (3.000 Ci/mmol, 1.000 mCi/ml)
14C-Protein-Molekulargewichtsstandard

2.1.9 Reagenzien

0.24-9.5 Kb RNA Ladder

1 Kb Plus DNA Ladder
Acridinorange (research grade)
Acrylamid-Stammldsungen
Agarose fiir die Gelelektrophorese
Aminoethylcarbazol (AEC)
Ammoniumsulfat

Ampicillin (Amp)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)

(1.175 Ci/mmol,

10,5 ICN, Eschwege

ICN, Eschwege
ICN, Eschwege
ICN, Eschwege

Amersham-Buchler,

Braunschweig

GibcoBRL, Eggenstein
GibcoBRL, Eggenstein
Serva, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
GibcoBRL, Eggenstein
Fluka, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Bacto-Agar
Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton
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Bio-Rad Protein Assay

BlueDextran/ EDTA

Borsidure

Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin; Fraktion
V)

Césiumchlorid
Calciumchlorid-Dihydrat

Chloroform

Coomassie Brillant Blue G250

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs)
DMF (N, N-Dimethylformamid)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

DTT (Dithiothreitol)

EDTA (Ethylendiaminotetraacetat-di-
natriumsalz)

EGTA (Ethylen-bis-(oxyethylennitri-
lo)-Tetraessigsdure)

Erythrosin B

Essigsidure (HAc)

Ethanol

Ethidiumbromid (EtBr)

FCS (fotales Kélberserum)

Formalin

Formamid

Glycerin (87%)

Glycin

Glyoxal (40%)
Guanidiniumisothiocyanat

Harnstoff

31

Bio-Rad, Miinchen
Perkin Elmer, Uberlingen
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Amersham-Pharmacia, Freiburg

Fluka, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Boehringer Mannheim
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Hoechst, Frankfurt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
PAA, Seromed

Merck, Darmstat
GibcoBRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Fluka, Taufkirchen
GibcoBRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
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HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-pipera-
zin-1-ethan-sulfonséure)

IPTG (Isopropylthiogalaktosid)
Kaliumacetat (KAc)

Kanamycin (Kan)

Lauryl-Sarcosinat (N-Lauryl-Sarcosin)
Lipofect AMINE Reagent

Lipofectin Reagent

Lithiumchlorid
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
B-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumacetat-Trihydrat (NaAc)
Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdesoxycholat (95%) (DOC)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat
Ni2+-NTA-Agarose

Nonidet P40

NOVALyse

Nukleosidtriphosphate (NTPs)

Orange G

PAGE-Plus 40% Concentrate
Pefablock SC (AEBSF)

Penicillin G

Phenol fiir DNA-Extraktion, Tris-
gesittigt

Phenol fiir RNA-Extraktion, H,O-
gesittigt
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Fluka, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Riedel de Haen, Taufkirchen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
GibcoBRL, Eggenstein
GibcoBRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Qiagen, Hilden
Boehringer Mannheim
Dianova, Hamburg
PeqLab, Erlangen
Fluka, Taufkirchen
AMRESCO, Solon, Ohio, USA
Boehringer Mannheim
Griinenthal, Stolberg
AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt



2.1 Material

Phenolrot

Poly(U)

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
ProteingréBenstandard, geférbt, fiir PA-
GE

Salzsdure (HCI)

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

Sephadex G-50 und G-15 Siulenmate-
rial

Streptomycin (Strep)

Sucrose (Saccharose)

SuperFect Transfection Reagent
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylendi-
amin)

Tricin

Tris (Trishydroxymethylaminomethan)
Triton X-100

Trizol Reagenz

tRNA (aus Hefe)

Tween-20

Ultima Gold, Szintillationsfliissigkeit

Xylencyanol FF

2.1.10 Software

Merck, Darmstadt
Pharmacia

Roth, Karlsruhe
NEB, Frankfurt/M.

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Amersham-Pharmacia, Freiburg

Hefa Pharma, Werne
Serva, Heidelberg
Qiagen, Hilden
Serva, Heidelberg

ICN, Eschwege

GibcoBRL, Eggenstein

Sigma, Deisenhofen
GibcoBRL, Eggenstein
Boehringer Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Packard., Groningen, Nieder-
lande

Fluka, Taufkirchen

Auswertung von Sequenzdaten erfolgte mit DNS Sequencing Analysis
Software, Version 2.1.1., Applied Biosystems.

Die Analyse und der Vergleich der Nukleotid- und Aminosiuresequen-
zen wurde mit Hilfe der University of Wisconcin Genetics Computer Group
(UW-GCQG) Software (Devereux et al., 1984), Version 10.0 durchgefiihrt.

Die graphische Darstellung von Plasmidkonstrukten wurde mit pPDRAW32
1.0 (http://www.acaclone.com) durchgefiihrt.
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2.1.11 Stammlésungen und Medien

Acridinorange-Stammlosung:
10 mg/ml in 1 x PBS

Acridinorange-Arbeitslosung:
Stammlosung 1 : 300 in 1x

Phosphatpufter
Affinity Binding Buffer:
150 mM NaCl 10 mM B-Mercaptoethanol
1,0 mM MgAc 1,0 mM Imidazole
2,0 mM CaCl, 50 mM Tris-HCI (pH8,0)
Affinity Elution Buffer:
150 mM NaCl 10 mM B-Mercaptoethanol
2,0 mM EGTA 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)

Ampicillin-Losung (1.000x):

100 mg/ml in H,O sterilfiltriert, Lagerung bei -20 °C
APS-Losung:

10% (w/v) APS in H,O aliquotieren, Lagerung bei -20°C
CaCly-Losung:

15% Glycerin 10 mM PIPES, pH 7,1

60 mM CaCl,
Coomassie-Losung:

0,1% Coomassie Brilliant Blue in Fixierer
Coomassie-Entfdrbe-Losung:

3% Glycerin 20% Methanol
in Wasser.
CsCl-Losung:
5,7 M CsCl 10 mM Tris-HCIL, pH 7,0

DEPC-Wasser:
0,1% DEPC in Aqua bidest
Uber Nacht bei RT geriihrt.
DEPC durch Autoklavieren inaktiviert.
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Ethidiumbromid-Losung:

10 mg/ml
FACS-Puffer:

3% FCS in PBS-A
Fixier-Losung fiir PAGE:

10% Essigsaure 30% Methanol
Glyoxal:

8,8 M Glyoxal (40% in H,0O)

mit SERDOLIT MB-1 entionisieren
Hybridisierungslosung, 5%:

1 mM EDTA 40 mM Phosphatpuffer, pH 7,0
0,25 M Na,HPO4 x 2 H,0 1 mM EDTA
0,25 M NaH,PO4 x H,0 5% SDS

Hybridisierungswaschlosung, 1%:
40 mM Phosphatpuffer, pH 7,0 1 mM EDTA

1 % SDS
Impact™ Column Buffer:

500 mM NaCl 20 mM Na-HEPES
Impact™Cleavage Buffer A:

500 mM NaCl 50 mM DTT

20 mM Na-HEPES
Impact™Cleavage Buffer B:
500 mM NaCl 50 mM Hydroxylamin
20 mM Na-HEPES
Jagow-Anodenpuffer (10x):
0,2 M Tris-HCI, pH 8,9
Jagow-Gelpuffer:
0,3% SDS 3 M Tris-HCl
pH 8,45
Jagow-Kathodenpuffer (10x):
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0,1% SDS 0,1% Tricin
0,1 M Tris-HCl pH 8,25
Klenow-Puffer, 10x:
50 mM MgCl, 10 mM DTT
100 mM Tris-HCl pH 8,5
Kristallviolett-Losung:
1% Kiristallviolett 50% Ethanol
Ligasepuffer, 10x:
100 mM DTT 100 mM MgCl,
250 ug/ml BSA 500 mM Tris-HCl
pH 7.8
Laemmli Puffer:
8% (w/v) SDS 40% (v/v) Glycerin
700 mM B-Mercaptoethanol 250 mM Tris-HCI
pH 6,8
Laemmli-Elektroden-Puffer (10x):
0,25 M Tris 1,92 M Glycin
pH 8,3 vor SDS-Zugabe mit 10% SDS
HCl

LB (Luria Bertrani)-Agar:
LB-Medium + 1,5% (w/v) Agar

LB-Medium:
0,5% (w/v) NaCl 5 g/l 0,5% (w/v) Hefeextrakt 5 g/l
1,0% Bacto-Trypton 10 g/l pH 7,3 mit NaOH
LB++-Medium:
20 mM MgSOy4 10 mM KCl

in LB-Medium

. Miniprip“ Losung 1:
10 mM EDTA 50 mM Glukose
50 mM Tris-HCl pH 8,0
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» Miniprdp “ Losung 2:
0,2 M NaOH
. Miniprdp“ Losung 3:
1% Triton X-100
pH 4,8
NucleoBond®S1:
10 mM EDTA
50 mM Tris-HCI
NucleoBond®S2:
1% SDS
NucleoBond®S3:
2,8 M KAc
NucleoBond®N2:
15% Ethanol
0,15% Triton X-100
pH 6,3 mit H3POy4
NucleoBond®N3:
15% Ethanol
100 mM Tris
NucleoBond®N5:
15% Ethanol
100 mM Tris

PBS (Poly Buffered Saline):

2,7 mM KCl

1,5 mM KH,PO4 x 2 H,O

0,5 mM MgCl, x 6 H,O
PBS/A:

2,7 mM KC1

1,5 mM KH2P04 x 2 HzO
Phenol:

3 M NaAc

100 ug/ml RNase A
pH 8,0

200 mM NaOH

pH 5,1

900 mM KCl1

100 mM Tris

1,15 M KCl

pH 6,3 mittels H3PO4

1 M KCl
pH 6,3 mittels H3PO4

6,7 mM NazHPO4 X2 HQO
0,7 mM CaCl, x 2 H,O
137 mM NaCl

6,7 mM NazHPO4 X2 H20
137 mM NaCl
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Phenollosung gesittigt mit 100 mM Tris-HCI, pH 7,5 mit
0,1% Hydroxychinolin

Phosphatpuffer (50x):

250 mM Na,HPO4 x 2 H,O pH mit NaOH auf 6,8 - 7 einstellen
Polynukleotidkinase-Puffer (10x):

100 mM MgCl, 50 mM DTT

700 mM Tris-HCI pH 7,6
Probenpuffer fiir DNA-Agarose-Gele (10x):

20 mM EDTA, pH 8,0 50% Glycerol

0,2% Xylencyanol 0,2% Orange G

0,1% Bromphenolblau
Probenpuffer f. DNA-Sequenzgele (1x):

80% Formamid 20% BlueDextran/ EDTA
Probenpuffer f. RNA-Agarose-Gele (1x):

0,25% Xylencyanol FF 0,1% Orange G

30% Glycerin 0,25% Bromphenolblau

in DEPC-H,0 16sen
Probenpuffer fiir PAGE (1x):

62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8 20% B-Mercaptoethanol
10% Glycerin 2% SDS
0,01% Bromphenolblau 0,01% Phenolrot
6 M Harnstoff
RIP-Grundpuffer:
100 mM NaCl 1 mM EDTA
2 mg/ml BSA 20 mM Tris
pH 7,6

RNA-Lysis-Mix:
4 M Guanidiniumisothiocyanat ~ 0,5% Lauryl-Sarcosinat
25 mM Lithiumcitrat 0,1 M B-Mercapthoethanol
RNase-Puffer:
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40 mM Tris
5 mM Dithiothreitol

SP6-RNA-Polymerase-Puffer:

NEB, Frankfurt/M.
SSC-Puffer (20x):
3 M NaCl

mit NaOH auf pH 7,0

Sucrose 25%:
1% Triton X100
0,1% SDS
in RIP-Grundpuffer
Triton 0,2%:

0,2% Triton in RIP-Grundpuffer

Triton (alt) 1%:
0,1% Desoxycholat
1% Triton X-100

Triton (neu) 1%:
0,5% Desoxycholat
1% Triton X-100

RNase A-Losung:

10 mg/ml RNase A in 1 x TE

0,5 mM EDTA

0,3 M Na-Citrat

0,5 % Desoxycholat
25% Sucrose

0,1% SDS
in RIP-Grundpuffer

0,1% SDS
in RIP-Grundpuffer

aliquotiert nach mehrmaligem Erhitzen und Abkiihlen

TAE-Puffer (50x):

250 mM Natriumacetat

3 M NaCl

pH 7.8 mit Essigsédure

TBE-Puffer (10x):
500 mM Borat
500 mM Tris-HCI
TE-Puffer (10x):

50 mM Na,-EDTA
2 M Tris

20 mM Na,-EDTA
pH 8,3
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10 mM Na,-EDTA 100 mM Tris-HCl
pH7,5
Tetracyclin (500x):
50 mg/ml in 70% Ethanol
Lagerung in Aliqots bei -20 °C
Translations-Reaktionsgemisch, 12,5x (Boehringer Mannheim):
37,5 mM Fructose-1,6- 30,0 mM cAMP

bisphosphat
12,5 mM dATP 2,5 mM dGTP
100 mM Creatinphosphat 312,5 uM Aminosduren (ohne Met)
250 mM Hepes pH 7,6
Transkriptionspuffer (5x):
30 mM MgCl, 50 mM NaCl
10 mM Spermidin 300 mM Tris-HCI
pH7,5

2.1.12 Verbrauchsmaterialien

Einmalspritzen 1, 5, 10, 20 ml Braun, Melsungen
Henke Sass Wolf GmbH, Tuttlingen

Gewebekultur-Kunststoft- Greiner, Frickenhausen

Einmalartikel
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ
USA

Einmalkaniilen 18, 22G Terumo, Leuven, Belgien

(Halb-)Mikroreaktionsgefifie Eppendorf, Hamburg

Nitrozellulose BA 83 (Ref.-# Schleicher & Schuell, Dassel

401396, 0,2 uM)

Pipettenspitzen Greiner, Frickenhausen
Abimed, Langenfeld

Polaroid-Filme Typ 665, 667 Polaroid, Cambridge, MA, USA

Probenrohrchen ,,Blue Cap“ 15,  Greiner, Frickenhausen

50 ml
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Probenrdhrchen 6, 14 ml Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ
USA

Rontgenfilme BioMax MR Kodak, Rochester, NY, USA

Zentrifugenrohrchen, Beckman, Miinchen

Polyallomer-Rohrchen

2.1.13 Versuchstiere

Sechs bis acht Wochen alte Ferkel (deutsche Landrasse) wurden vom Ver-
suchsgut ,,Unterer Lindenhof* der Universitit Hohenheim oder vom ,,Re-
berhof* in Schwibisch-Hall- Gailenkirchen bezogen.

Tragende Sauen (deutsche Landrasse) wurden iiber die Viehzentrale Siid-
west GmbH bezogen.

Die Tiere wurden vor Versuchsbeginn klinisch untersucht und fiir minde-
stens drei Tage an die Stallbedingungen adaptiert. Seren der Versuchstiere
wurden zunichst auf neutralisierende Antikorper gegen Schweinepestvi-
rus getestet.
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2.1.14 Virusstimme und -mutanten

2.1.141 CSFV

230/1 RNase negative (RNase®) attenuierte Mutante H346
deletiert (A), auf Basis CSFV Alfort/Tiibingen.

255/1 RNase® attenuierte Mutante W300G, auf Basis
CSFV Alfort/Tiibingen.

283/3 RNase® attenuierte Mutante H297K, auf Basis CSFV
Alfort/Tiibingen.

666 A-H132 RNase® attenuierte Mutante H132A, auf Basis CSFV
Alfort/Tiibingen.

E3812 Alfort/Tiibingen mit Ubiquitinsequenz zwischen NP™
und C.

E3816 CSFV-NPA mit Ubiquitinsequenz, auf Basis CSFV
Alfort/Tiibingen.

Riems Riemser Impfstamm

SP50 Alfort/Tiibingen, Passage #50.

W300GR Reisolat gewonnen aus einem Schwein nach Infektion
mit 255/1.

2.1.14.2 BVDV

KE9 nzp BVDV Typ 1

KEI13 nzp BVDV Typ 2

NYO93/C nzp BVDV Typ 2

XIKE-A nzp BVDV Typ 2, von Christiane Meyer auf Basis
NY93/C hergestellt, Wildtyp(wt)-Sequenz, vom in-
fektiosen cDNA Klon erhalten.

XIKE-A-NdN nzp BVDV Typ 2, Mutante von Christiane Meyer auf
Basis NY93/C, ANP™,

XIKE-B nzp BVDV Typ 2, H349-Deletionsmutante von Chri-

stiane Meyer auf Basis NY93/C, RNase®.
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XIKE-B-NdN nzp BVDV Typ 2, H349-Deletionsdoppelmutante von
Christiane Meyer auf Basis NY93/C, ANP™ und
RNase®.

2.1.14.3 weitere Viren

14.1 attenuierte Tollwutvirus-Mutante auf Basis von Impf-
stamm SAD B19 mit RNase®-E™S,

Mul attenuierte Tollwutvirus-Mutante auf Basis von Impf-
stamm SAD B19 mit RNase®-E™,

Vacciniavirus modifizierter Stamm Ankara, T7-Polymerase expri-

mierend (MVA-T7) erhalten von Dr. B. Moss.

2.1.15 Zellkultur

38A1D (Schweinelymphom-) Zellen [97]: erhalten von Prof. Dr. Schifer
(MPI fiir Virusforschung, Tiibingen).

BHK-21 (Baby Hamster Kidney, Baby-Hamsternieren) Zellen, erhalten
von T. Riimenapf (Universitit Giessen).
MAX (Porcine Transformed Kidney, transformierte Schweinenieren) Zel-
len: hergestellt im FLI Tiibingen von T. Pauly und M. Konig.
MDBK-(Marbin Darby Bovine Kidney-, MD Rindernieren-)B2 Zellen :
Zellklon im FLI etabliert von G. Meyers, auf Basis der American Type
Culture Collection Linie CCL 22.
SK6 (Schweinenierenzellen Linie 6) Zellen, erhalten von A. Summerfield.
STE (Swine Testis Epithelioid, Schweinehoden Epithel) Zellen (STE): er-
halten von Dr. R. Ahl, FLI Tiibingen.

2.1.16 Zellkulturmedien

BFA-34T: Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium mit folgenden Zusit-
zen:
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0,0178 g/l L-Alanin 0,03 g/l L-Asparaginsiure

0,07 g/1 Glycin 0,075 g/1 L-Glutaminsiure

0,025 g/1 L-Prolin 0,1 mg/1 Biotin

0,025 g/l Hypoxanthin 3,7 g/l NaHCO3
Vor Gebrauch Zugabe von 10% fotalem Kilberserum (FCS), 0,04 g/1 Pe-
nicillin und 0,07 g/l Streptomycin.

BFA-35 (Trypsinlosung):

8,0 g/l NaCl 0,2 g/l KC1

1,44 g/l NaHPO4 x 2 H,O 0,2 g/l KHPO4 x 2 HO
2,5 g/l Trypsin 1:300 1,23 g/l EDTA Na; x 2 H,O
0,016 g Phenolrot

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium: SIGMA, Steinheim
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2.2 Methoden

2.2.1 Gewebekultur

Gewebekulturzellen wurden in BFA-34T Medium mit 10% fotalem Kal-
berserum (FCS) bei 37°C und 7% CO, in feuchter Atmosphire gehalten.
Die am Boden der Gewebekulturschale anhaftende Zellen wurden alle 3-4
Tage (bei Erreichen eines konfluenten Zellrasens) durch Trypsinbehand-
lung abgeldst und in geeigneten Verdiinnungen (MDBK-B2 & SK6 1:10,
BHK-21 1:15) in neue Gewebekulturschalen eingesédt und weiter inku-
biert.

2.2.1.1 Bestimmung der Zahl lebender Zellen

Zur Bestimmung der Zahl lebender Gewebekulturzellen wurden diese mit
Trypsin 8-10 min im Brutschrank inkubiert. Nach dem Abltsen der Zel-
len vom Boden der Gewebekulturschale erfolgte die Suspension der Zellen
mit einer Glaspipette bis einzelne Zellen vorlagen. Durch Zugabe des dop-
pelten Volumens an FCS-haltigem Medium wurde die Trypsinbehandlung
gestoppt.

Zur Bestimmung der Zahl an lebenden Zellen wurde die Zellsuspen-
sion 1:10 in Erythrosin B (Img/ml in PBS) verdiinnt. Im Gegensatz zu
lebenden Zellen nehmen tote Zellen das Erythrosin B auf und fiarben sich
dadurch rétlich. In einer Neubauer Zihlkammer wurden die in 4 Eckqua-
draten befindlichen nicht angefirbten Zellen unter dem Mikroskop ausge-
zihlt. Die Berechnung der Zellzahl (in Zellen/ml) erfolgte mittels folgen-
der Formel:

Zellzahl x 7 x Verdiinnungsfaktor x 103

2.2.1.2 Infektion von Gewebekulturzellen

Gewebekulturzellen wurden in der Regel am Vortag der Infektion so ein-
gesit, dal zum Zeitpunkt der Infektion ein Zellrasen mit ca. 80% Dichte
erhalten wurde. Die Infektion der Zellen erfolgte bei 37°C in 20% des
normalen Kulturvolumens bei einer m.o.i. von 0,01-1. Nach einstiindiger
Inkubation wurde der Uberstand abgenommen, neues Medium zugegeben
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und der Ansatz in der Regel 72 bis 120 h im Brutschrank stehengelassen.
Die mit zytopathogenen Viren infizierten Zellen wurden nach Auftreten
des zytopathischen Effektes geerntet.

2.2.1.3 Indirekte Immunfluoreszenz

Zum spezifischen Nachweis einer Virusinfektion von Kulturzellen wurde
die indirekte Immunfluoreszenz (IF) durchgefiihrt. Dazu wurde das Gewe-
bekulturmedium abgenommen und der Zellrasen dreimal mit PBS gewa-
schen. Die Fixierung der Zellen erfolgte mit Aceton/Methanol (1:1) fiir 15
min bei -20°C. Danach wurden die Zellen im kalten Luftstrom getrock-
net. Nach Rehydrierung des Zellrasens mit PBS erfolgte die Inkubation
mit dem ersten Antikorper (al8 oder 24/16 1:10 bei CSFV, a-BVDV-Mix
1:10 bei BVDV oder a-sindbis bei Sindbis-Virus in PBS verdiinnt) fiir
mindestens 1 h bei 37°C. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden
die Zellen fiir 1 h bei 37°C mit dem zweiten Antikorper (anti-Spezies IgG-
Antikorper, FITC-konjugiert; 1:100 in PBS) inkubiert. Die Zellen wurden
erneut dreimal mit PBS gewaschen und im Fluoreszenzmikroskop beur-
teilt.

Im Unterschied zur oben beschriebenen Vorgehensweise wurden die
Zellen fiir IF mit mAk Code 4 wie folgt behandelt:

Fixierung mit 4% PFA fiir 20 min bei 4°C, Waschen mit PBS und Per-
meabilisation mit 0,1% Saponin fiir 5 min bei 4°C .

Code 4 wurde zwischen 1:2 und 1:5 verdiinnt. Alle weiteren Schritte
erfolgten wie bei der obengenannte IF.

2.2.1.4 Titration von Viren und Titerberechnung

Die Endpunkttitrationen von Viren wurde in 96-Loch-Platten durchge-
fithrt. Die Titration erfolgte in Verdiinnungsstufen von 1:10. Fiir jeden
Verdiinnungsschritt wurden in Glasréhrchen 1,8 ml FCS-haltiges BFA-
34-T vorgelegt. In das erste Rohrchen wurden 200 ul Virussuspension zu-
gegeben und griindlich gemischt. Dann wurden fortlaufend 200 gl in das
ndchste Rohrchen iiberfiihrt und gemischt, bis die gewiinschte Endverdiin-
nungsstufe erreicht wurde. Angeimpft wurden 4 oder 8 Reihen im Doppel-
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ansatz mit je 100 ul pro Vertiefung. Die so vorbereiteten Platten wurden
auf Eis gelagert bis die Zellen vereinzelt und ausgezihlt waren. Dann wur-
den in jede Vertiefung 1,5 x 10* SK6- oder 1,75 x 10* MDBK-B2-Zellen
in 100 ul BFA-34-T zupipettiert.

Anschlieend wurden die Platten fiir 5 Tage im Brutschrank inkubiert.
Die Auswertung erfolgte mittels indirekter Immunfluoreszenz. Der Titer,
bezogen auf einen Milliliter, wurde nach der Formel von Spearman/ Kar-
ber wie folgt geschitzt:

1 1
x0*§+ﬁle,

wobei xq der positive Exponent der hochsten Verdiinnung war, bei der
alle Testobjekte positiv reagierten,

n die Anzahl der pro Verdiinnung eingesetzten Testobjekte und

Y x; die Summe aller auf die Infektion positiv reagierenden Testobjekte,
ab und einschliefilich xg.

2.2.1.5 Transfektion von BHK-Zellen mit RNS

Die Transfektion von BHK-Zellen mit RNS erfolgte mittels Elektropora-
tion. Am Arbeitstag wurden sie mit BFA-35 vom Schalenboden abgelost
und bei 400g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. AnschlieBend wurden die
Zellen in eiskaltem DEPC-PBS/A resuspendiert und erneut zentrifugiert.
Dieser Waschschritt wurde noch zweimal wiederholt und zuletzt die Zel-
len wieder resuspendiert. Die Zellzahl wurde bestimmt und 107 Zellen pro
500 ul DEPC-PBS/A in die Elektroporationskiivetten (4 mm Elektroden-
abstand) gefiillt. Die BHK-Suspension wurde mit 20 ul RNS, die vom re-
kombinanten pSinRep5 transkribiert worden war, und 20 ul Sindbis-Helfer
(DH-EB) - RNS vermengt. Elektroporiert wurde mit einer Kondensator-
spannung von 850 V bei einer Kapazitit von 25 uF. Die Halbwertszeit der
Entladung lag zwischen 0,5 - 0,9 ms. Die Zellen wurden zweimal elektro-
poriert und nach 10 min Lagerung auf Eis in 25 cm? Zellkulturflaschen
ausgesit. Bis zum Auftreten eines zytopathischen Effektes wurden die
kotransfizierten Zellen (Konstrukt- und Helfer-RNS) bei 37°C unter 5%
CO,-Atmosphire inkubiert.
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Der virushaltige Transfektionsiiberstand wurde nach Auftreten des zy-
thopatischen Effekts abgenommen und bei -70°C gelagert.

2.2.1.6 Transiente Expression viraler Proteine im
T7-Vacciniavirus-System

Die Transfektion wurde mit dem ,,SuperFect® Transfection Reagent* von
Qiagen durchgefiihrt. Am Vortag umgesetzte BHK-Zellen (3,5 cm Scha-
le, 80% konfluent) wurden einmal mit BFA-34T Medium ohne FCS ge-
waschen und mit MVA-T7-Vacciniavirus mit einer m.o.i. von 5 infiziert.
Wihrend der einstiindigen Inkubation bei 37°C mit 7 % CO, wurden
die DNS-Proben fiir die Transfektion vorbereitet. Hierzu wurden 4 ug
Plasmid-DNS in 75 ul BFA-34T ohne FCS mit 10 ul SuperFect®-Reagenz
vermischt und 5-10 min bei RT inkubiert. In dieser Zeit wurden die Zel-
len einmal mit PBS gewaschen. Danach wurden 600 ul Medium mit FCS
zum Transfektionsansatz zugegeben, gemischt und der Ansatz in die ent-
sprechende Gewebekulturschale gegeben. Nach 4 h Inkubation bei 37°C
wurde der Transfektionsansatz verworfen. Die Zellen wurden mit 1 ml
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium ohne Cystein/ Methionin bedeckt
und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert, um die intrazelluldren Vorrite an
nicht radioaktivem Cystein und Methionin zu reduzieren. Der Uberstand
wurde verworfen und mit einer Mischung aus 500 ul Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium ohne Cystein/ Methionin und 17 ul 3>S-Trans-Label (178
uCi) bedeckt. Die Zellen wurden iiber Nacht inkubiert.

2.2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1 Anzucht von Bakterien

Samtliche Bakterienstimme wurden bei 37°C unter Schiitteln (175 UpM)
in oder auf Platten mit LB-Medium angezogen. Die Selektion plasmidhal-
tiger Bakterien erfolgte durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums.
(100 mg Ampicillin / Liter Medium).
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2.2.2.2 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Von einer entsprechenden Agarplatte mit dem gewiinschten Stamm bzw.
aus einer Dauerkultur wurde eine Vorkultur in LB-Medium angeimpft und
tiber Nacht inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurde dann morgens auf ei-
ne OD (optische Dichte) von 0,05-0,1 die Hauptkultur angeimpft und bei
37°C unter Schiitteln inkubiert und das Wachstum iiber die ODggg re-
gelmiBig verfolgt. Die E. coli Zellen wuchsen bis zu einer ODggo = 0,6
und wurden dann bei 4°C abzentrifugiert (10 min, 3.000 UpM, Minifuge
GL). Die Bakterien wurden in 1/4 des Ausgangsvolumens eiskalter CaCl,-
Losung resuspendiert und 40 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden
erneut wie oben beschrieben abzentrifugiert, in 1/20 des Ausgangsvolu-
mens in eiskalter CaCl,-Losung resuspendiert und erneut 1-3 h auf Eis
inkubiert. Die nun transformationskompetenten Bakterien wurden bis zur
Verwendung in Aliquots bei -70°C gelagert.

2.2.2.3 Hitzeschock-Transformation von kompetenten
Bakterien mit Plasmid-DNS

Zur Transformation wurde der Ligationsansatz bzw. 10-50 ng Plasmid-
DNS zu 50 ul kompetenten E. coli Bakterien gegeben und 20 min auf Eis
inkubiert. Nach Durchfiihrung eines Hitze-/Kélteschocks (2 min, 42°C, 1
min auf Eis) erfolgte die Zugabe von 200 ul LB++-Medium. Anschlieend
wurde der Ansatz 40-50 min bei 37°C inkubiert, danach auf einer LB-
Agarplatte mit dem gewiinschten Selektions-Antibiotikum ausplattiert und
12-16 h bei 37°C inkubiert. Ausgehend von den entstandenen Kolonien
wurden ,,Minipréaps* angeimpft.

2.2.2.4 Plasmidpréaparation fiir Testzwecke (,,Miniprap*)

Die Isolierung der Plasmid-DNS erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse (Birnboim, 1979). 1,5 ml einer 4 ml Ubernachtkultur der zu testen-
den Bakterienklone wurden 5 min bei 5.000 UpM (Eppendorf-Zentrifuge)
abzentrifugiert. Die pelletierten Bakterien wurden in 100 ul Losung I re-
suspendiert und 5 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden 200 ul Lo-
sung II zugegeben, der Ansatz durch kurzes Vortexen gemischt und fiir 5
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min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte die Neutralisation mit 150 ul Lo-
sung III fiir 10 min auf Eis und das Pelletieren der Proteine und der chro-
mosomalen DNS (10 min, 14.000 UpM). Der plasmidhaltige Uberstand
wurde in ein neues Eppendorfgefif3 tiberfithrt und die Plasmid-DNS mit
400 ul Isopropanol 5 min bei RT gefillt. Die Plasmid-DNS wurde abzen-
trifugiert (5 min, 14.000 UpM), einmal mit 200 ul Isopropanol gewaschen
und in der ,,Speed Vac* getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 50
ul H,O das 250 ng RNase A enthielt, aufgenommen und durch Schiitteln
gelost. Fiir die Spaltung mit Restriktionsendonukleasen wurden 1,5 ul der
DNS-Losung in einem 10 ul Ansatz mit der gewiinschten Endonuklease
fiir 30-60 min behandelt und anschlieBend der Reaktionsansatz in einem
Agarosegel aufgetrennt.

2.2.2.5 Plasmidpréaparation zur Gewinnung hoch gereinigter
DNS in gréBeren Mengen (,,Midipraps*)

GroBere Plasmidpriparationen wurden mit dem NucleoBond®-AX-Kit -
durchgefiihrt. 100 ml LB/AMP Medium wurden mit 25 ul Plasmidlosung
angeimpft. Die Kultur wurde ca. 16 Stunden bei 37°C geschuttelt und dann
15 min bei 5.000 UpM (Minifuge RF) zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet in 4 ml kalter Losung S1 resuspendiert. Nach Zugabe
von 4 ml S2 wurde der Ansatz durch vorsichtiges, mehrmaliges Invertie-
ren des Rohrchens gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Anschlieend
erfolgte die Zugabe von 4 ml Losung S3. Der Ansatz wurde erneut vor-
sichtig gemischt und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz
bei 4°C und 12.000g fiir 25 min zentrifugiert um die denaturierten Protei-
ne und die chromosomale DNS abzutrennen. Der Uberstand wurde auf die
vorher mit 2,5 ml Losung N2 #quilibrierte Sdule pipettiert. Nachdem der
Uberstand vollstindig durchgelaufen war, wurde einmal mit 10 ml Losung
N3 gewaschen und schlielich die DNS mit 5 ml Losung N5 von der Séule
eluiert. Durch Zugabe des 0,7-fachen Volumens Isopropanol erfolgte die
Féllung der DNS. Anschlieend wurde die DNS durch Zentrifugation bei
4°C und 15.000g pelletiert, mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und
in HO gel6st.
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2.2.3 Photometrische Analyse von Nukleinsauren

Die Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren wurde anhand der UV
Absorption der DNS- oder RNS-Proben ermittelt (Sambrook et al., 1989).
Dabei wurden in 100 ul Volumen am Photometer in Quarz-Kiivetten Ver-
diinnungen (meist 1:100) der Proben in Wasser gegen Wasser als Null-
wert bei den Wellenlidngen 260 / 280 nm gemessen. Die Konzentration
von Nukeinsdure-Losungen errechnet sich aus der Extinktion der Losung
bei 260 nm. Eine Extinktion 260 nm von 1,0 entspricht bei einer Schicht-
dicke von 1 cm nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz einer Konzentration
von 50 ug/ ml bei doppelstriangiger DNS, 33 ug/ ml bei einzelstriangiger
DNS und 40 ug/ ml bei einzelstriangiger RNS.

Die Reinheit von Nukleinsdure-Losungen 148t sich anhand des Verhalt-
nisses der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm abschétzen. Das Verhiltnis
ist 1,8 - 2,0 bei reiner DNS und 1,9 - 2,1 bei reiner RNS.

2.2.4 Methoden zur Isolierung und Analyse von RNS

Beim Umgang mit RNS wurde stets mit Handschuhen gearbeitet, um den
Abbau der RNS durch Kontamination mit RNasen zu vermeiden.

2.2.4.1 Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Behandlung von
Lésungen

Alle beim Arbeiten mit RNS verwendeten Losungen (auBler Tris-Losungen
und Elektrophoresepuffer) wurden mit DEPC behandelt. Durch das DEPC
werden in den Losungen befindliche RNasen irreversibel inaktiviert. Nach
Zugabe von 0,1% DEPC wurde iiber Nacht bei RT geriihrt und das DEPC
anschlieend durch Autoklavieren inaktiviert.

2.2.4.2 RNS-Isolierung aus Zellen

Zur RNS-Isolierung aus Zellen wurden in der Regel entweder das RNeasy
Mini Kit von Qiagen oder das NucleoSpin® RNS 1II Kit von Macherey-
Nagel verwendet.
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Die Zellen wurden in einem Puffer mit hohem Anteil chaotroper Ilonen
lysiert. Gleichzeitig deaktiviert der Puffer RNasen und stellt die Bedingun-
gen fiir eine Adsorption der RNS an die Silika-Membran her. Mit DNase
I wird ebenfalls gebundene DNS von der Membran entfernt. Waschen mit
weiteren Puffern entfernt Salz, Zellmetaboliten und andere Zellbestand-
teile. Am Ende wird die reine RNS mit RNase-freiem Wasser eluiert.

Alle Priparationen wurden getreu den Protokollen der Hersteller mit
den mitgelieferten Materialien durchgefiihrt.

RNS-Isolierung mittels CsCl-Gradienten Zentrifugation

Alternativ wurde die RNS iiber einen Cisium-Chlorid Gradienten mittels
Ultrazentrifugation isoliert.

Das Kulturmedium der Zellen einer 8,5 cm Kulturschale wurde verwor-
fen und die Zellen in 6 ml RNS-Lysis-Mix resuspendiert, wodurch eine
Zelllyse und eine Inaktivierung von RNasen erreicht wurde (Chirgwin et
al., 1979). Die Zellsuspension wurde in einem Polyallomer-Réhrchen auf
ein 4,5 ml CsCl-Kissen geschichtet und fiir 21 h bei 32.000 UpM und 20°C
im SW41-Rotor zentrifugiert. Aufgrund ihres hohen spezifischen Gewich-
tes (> 1,8 g/ml) wird die RNS pelletiert, wihrend die anderen zelluldren
Komponenten (DNS, Lipide, Proteine) im Uberstand bleiben. Nach Be-
endigung der Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen, das Zen-
trifugenréhrchen auf den Kopf gestellt und der Boden mit einem heiflen
Skalpell abgeschnitten. Die RNS wurde in 320 ul H,O gelost und durch
Zugabe von 40 ul 2 M KAc, pH 5,6 und 800 ul absolutem EtOH fiir 30
min bei -70°C gefillt. Nach einmaligem Waschen mit 80% EtOH wurde
die RNS in H;O gelost. Die Lagerung der RNS-Losung erfolgte bei -20°C.

2.2.4.3 RNS-Agarosegelelektrophorese

Zur Vermeidung intramolekularer Riickfaltungen der RNS und damit ver-
bundenem verdndertem Laufverhalten im Agarosegel wurde die RNS vor
dem Auftragen mit Glyoxal behandelt und ein Formaldeyd-haltiges Aga-
rosegel verwendet (Keil et al., 1984).

1-5 ug Gesamtzell-RNS oder 3 ul aus dem in vitro Transkriptionsansatz
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wurden mit 3 ul 5 x Phosphatpuffer und 1,8 ul 40% Glyoxal in einem Ge-
samtansatz von 12,3 ul fiir 35-45 min bei 56°C denaturiert und anschlie-
Bend mit 3 ul Probenpuffer versetzt. Fiir die Herstellung eines 1%igen
Agarosegeles wurden 1,5 g Agarose mit 140 ml H,O im Mikrowellengert
aufgekocht. Unter Riihren erfolgte die Zugabe von 3 ml 50 x Phosphatpuf-
fer. Nach Abkiihlen auf 60°C wurden 21 ml einer mindestens 36,5%igen
Formaldehydlosung zugegeben und das Gel gegossen (Horizontalgel der
Grofle 14 x 25 cm). Nach Zugabe von 1 x Phosphatpuffer in die Kam-
mer wurden die Geltaschen mit den Proben beladen. Die Auftrennung der
RNS erfolgte bei einer Spannung von 4 V/cm mit stindiger Pufferumwil-
zung fiir etwa 4 h. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel
5-10 min in einer Acridinorangelosung gefarbt und anschlieBend 3 x 15
min in 1 x Phosphatpuffer entfarbt. Die denaturierte RNS wurde im UV-
Licht (254 nm) sichtbar gemacht, und das Gel mit dem Typhoon Imager
dokumentiert.

2.2.4.4 Northern Blot

Transfer von RNS auf Filter: Im Anschluf} an die Farbung des RNS-Gels
erfolgte der Transfer auf die N+-Nylonmembran. Dazu wurde eine Gel-
gieBkammer mit der offenen Seite nach unten in eine grole Wanne ge-
stellt, die etwa 1 cm hoch mit Transferpuffer (20 x SSC) gefiillt war. Auf
die Gelkammer wurden zwei Lagen mit 20 x SSC befeuchtetes Filterpa-
pier (Whatman 3MM) gelegt, dessen Linge so bemessen war, daf3 die En-
den des Filterpapieres in die Transferlosung tauchten. Das Gel wurde mit
den Taschen nach oben auf das Filterpapier gelegt. Als néchstes folgten
der genau gelgrofle Nylonfilter und zwei gleich grofe Filterpapiere, die
mit 20 x SSC angefeuchtet waren. Anschlieend wurde ein Stof3 trockenes,
saugfihiges Papier aufgelegt und mit einem Gewicht (ca. 1 kg) beschwert.
Uber die Kapillarkrifte des Papiers wurde die Transferlosung durch das
Gel gesaugt und die RNS auf die Nylonmembran transferiert (Sambrook
etal., 1989). Das Gel wurde mindestens 12 h ,,geblottet*. Nach dem Trans-
fer wurde die ,,RNS-Leiter* auf der Membran unter einer UV-Lampe (254
nm) sichtbar gemacht und mit einem Kugelschreiber markiert. Zur Zersto-
rung des Glyoxal, das die Hybridisierung beintrichtigt, und zur Fixierung
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der RNS auf der Membran, wurde diese fiir 3-4 h bei 80°C im Vakuum
gebacken.

RNS / DNS-Hybridisierung: Die Hybridisierungen wurden in Glasroh-
ren durchgefiihrt, die in Wéarmeschrianken mit 6 UpM rotierten. Die Hy-
bridisierungstemperatur betrug 68°C fiir homologe Sonden. Alle verwen-
deten Losungen wurden im Wasserbad auf 68°C vorgewirmt. Zum Absét-
tigen unspezifischer Bindungsstellen und Auswaschen von Acridinorange
wurde die Nylonmembran mit der fest gebundenen RNS fiir 2 x 20 min
in ungefihr 20 ml Hybridisierungslosung vorhybridisert. Danach wurde
die Vorhybridisierungslosung verworfen und durch 8 ml Hybridisierungs-
16sung ersetzt und die hitzedenaturierte radioaktive Sonde zugegeben. Die
Hybridisierung erfolgte iiber Nacht. Danach wurde der Filter einmal 30
min in 5% Hybridisierungswaschlosung und zweimal 30 min in 1% Hy-
bridisierungswaschlosung gewaschen, getrocknet und autoradiographisch
ausgewertet.

2.2.4.5 Radioaktive Markierung von DNS durch
»Nick-Translation*

Zur radioaktiven Markierung durch ,,Nick-Translation* werden durch das
Enzym DNase I zufallsméBig offene Phosphodiesterbindungen (,,nicks*)
in einem doppelstrangigen DNS-Molekiil erzeugt. Mit Hilfe der 5°-3’-
Exonukleaseaktivitidt der DNase I werden weitere Nukleotide entfernt und
bei der Polymerasereaktion durch neue Nukleotide ersetzt. Da die einge-
setzten dCTP-Nukleotide an der o-Position 32P-markiert sind, wird die
neu synthetisierte DNS radioaktiv markiert (RIGBY, 1977). Die Markie-
rungsreaktion wurde mit dem ,,Nick Translation Kit“ durchgefiihrt. Das zu
markierende DNS-Fragment wurde aus einem Agarosegel eluiert. Maxi-
mal 50 ng des Fragmentes wurden mit 4 ul dNTP-Mix, 30 uCi o**P dCTP
und 2 ul Enzymlosung in einem Gesamtansatz von 20 ul fiir 60-90 min bei
15 °C inkubiert. Durch Zugabe von 80 ul TES (10 mM Tris-HCI, pH 7,5,
5 mM EDTA, 0,5% SDS) wurde die Reaktion gestoppt und die freien Nu-
kleotide durch Zentrifugation iiber eine Sephadex G-50 Séule abgetrennt.
Die Messung der radioaktiven Markierung erfolgte im Mini-Assay Typ 6-
20. Die Sonde wurde vor der Zugabe in die Hybridisierungslosung 4 min
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auf 95°C erhitzt, um die DNS-Doppelstringe in Einzelstrange zu trennen.

2.2.4.6 Test auf RNase-Aktivitat

SK6 Zellen wurden mit einer m.o.i. von 0,01 mit der entsprechenden Vi-
rusmutante infiziert. Als positiv Kontrolle wurden Zellen mit Wildtyp Vi-
rus infiziert, als negativ Kontrolle fungierten nicht infizierte Zellen. 48h
nach Infektion wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in 400
ul Triton(alt) lysiert. Das Lysat wurde in 1,5 ml Reaktionsgefif3e tiberfiihrt
und fiir 20 sec im 4°C Wasserbad beschallt (Branson Ultraschallgerit, 100
Watt). Zur Kldrung wurden die Proben zentrifugiert (5 min, 14.000 UpM,
4°Q), der Uberstand wurde ultrazentrifugiert (1h, 45.000 UpM, 4°C).

Fiir die Feststellung der RNase-Aktivitdt wurde in einem Gesamtvolu-
men von 200 ul gearbeitet. 50 ul des Uberstandes der Ultrazentrifugation
wurden mit 80 ug Poly(U) und 20 ul 10 x RNase Puffer versetzt und mit
DEPC-Wasser auf 200 ul aufgefiillt. Die Mischung wurde fiir 1h bei 37°C
inkubiert. Im Anschlufl wurde die Reaktion mit 200 ul 1,2 M Perchlor-
sdure / 20 mM Lanthansulfat fiir 15 min auf Eis gestoppt und fiir 15 min
zentrifugiert (14.000 UpM, 4°C, Eppendorf 5402).

100 ul des Uberstandes wurden zu 300 ul DEPC-Wasser pipettiert und
die optische Dichte bei 260 nm im Photometer gemesen.

2.2.5 Standard DNS-Techniken
2.2.5.1 Phenol-/ Chloroform-Extraktion von Nukleinsauren

Um Proteine aus wissrigen Nukleinsdurelosungen zu entfernen, wurden
diese mit 1 Volumen Phenol ausgeschiittelt (Sambrook et al., 1989). Die
Proteine gelangen dabei in die Phenol- oder Interphase. Durch Zentrifuga-
tion bei 14.000 UpM (Eppendorf-Zentrifuge) fiir 4 min erfolgte die Pha-
sentrennung. Nach Abnahme der nukleinsdurehaltigen wissrigen oberen
Phase und Uberfiihrung in ein frisches GefiB wurde in gleicher Weise
noch zweimal extrahiert: Eimal mit 1:1 Phenol/ Chloroform und abschlie-
Bend nur mit Chloroform. Durch eine anschlieBende Ethanolfillung wurde
die Nukleinsdure weiter gereinigt und konzentriert.
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2.2.5.2 Ethanolfédllung von DNS

Die DNS-Losung wurde mit 1/10 Volumen 3 M NaAc (pH 5,4) und dem
2,5fachen Volumen absolutem EtOH vermischt und fiir 30 min bei -70°C
oder auf Trockeneis inkubiert. Anschliefend wurde die DNS 15 min mit
14.000 UpM bei 4°C (Eppendorf-Zentrifuge) pelletiert. Zum Entfernen
vorhandener Salzreste wurde die DNS mit 70% EtOH gewaschen, danach
im Vakuum getrocknet und in H,O gelost.

2.2.5.3 Isopropanolfédllung von DNS

Die DNS-Losung wurde mit 1/10 Volumen 3 M NaAc (pH 5,4) und dem
0,7-fachen Volumen Isopropanol vermischt und fiir 5 min bei RT inku-
biert. Die Pelletierung und das Waschen der gefillten DNS erfolgten wie
bei der EtOH-Féllung.

2.2.5.4 Spaltung von DNS mit Restriktionsenzymen

Zur Analyse von Plasmid-DNS oder zur Herstellung von rekombinanter
DNS wurde die DNS mit Restriktionsendonukleasen des Typs II behan-
delt, die spezifische Sequenzen in doppelstringiger DNS erkennen und
spalten konnen. Die Spaltung von DNS erfolgte nach den Vorschriften der
Hersteller der entsprechenden Enzyme unter Verwendung der mitgelie-
ferten Puffer. Dabei wurden DNS-Konzentrationen von 0,25 ug ul nicht
iiberschritten. Die Volumina betrugen 10 - 15 wl fiir analytische Verdaue
mit bis zu 0,3 ug DNS und 50 oder 100 u fiir priparative Verdaue mit 1-5
pg DNS. Die Enzyme wurden mit 2-5 U fiir 30 min bis 5 h eingesetzt.

2.2.5.5 Herstellung glatter Enden an DNS-Molekiilen

Fiir die Ligation nicht kompatibler Enden nach Restriktionsenzymspal-
tung ist es z. T. notwendig, an DNS mit Einzelstrang-Uberhiingen glatte
Enden zu erzeugen. Hierzu wurde das gro3e Fragment der DN'S-Polymerase
I (Klenow-Fragment) verwendet, dem die 5°-3’-Exonukleaseaktivitit fehlt.
Mit Hilfe der noch vorhandenen 3’-5’-Exonukleaseaktivitit und der 5°-3’-
Polymeraseaktivitit konnen nicht kompatible Enden durch Abbau eines
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3’-Uberhanges bzw. durch Auffiillen eines 5°-Uberhanges glatte Enden
hergestellt werden.

Zum Auffiillen von 5’-Uberhiingen wurde die DNS (bis zu 0,25 ug/ ul)
in 1 x Klenow-Puffer gelost und mit 1 Einheit Klenow-Fragment pro ug
DNS bei 37°C 15 min mit dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 125 uM)
inkubiert. Sollten 3’—Uberh'z’mge entfernt werden, so wurden die dNTPs
erst nach 5 min Inkubation von DNS mit Enzym bei 37°C zugegeben.
Zur Inaktivierung des Enzyms wurde eine Phenol-/Chloroformextraktion
mit anschlieender Ethanolfdllung der DNS durchgefiihrt. Eine alterna-
tive Methode stellt die Verwendung von T4-DNS-Polymerase dar. DNS-
Mengen, Nukleotidkonzentrationen und Inkubationszeiten entsprechen de-
nen bei der Behandlung mit Klenow-Polymerase,aber mit T4-DNS-Poly-
merase kann i. d. R. im Puffer des vorhergehenden DNS-Verdaus gearbei-
tet werden.

2.2.5.6 Ligation von DNS-Fragmenten mit T4-DNS-Ligase

Die T4-DNS-Ligase katalysiert mit Hilfe von ATP und Mg?+-Ionen die
Ausbildung einer kovalenten Phosphodiesterbindung zwischen der 5’-Phos-
phatgruppe und der 3’-Hydroxylgruppe von DNS-Molekiilen. Fiir die Li-
gation wurden ungefihr 100-500 ng DNS pro Reaktionsansatz (30 ul) in 1
x Ligationspuffer mit 3 U T4-DNS-Ligase versetzt. Die Ligation erfolgte
entweder fiir 16 h bei 14 °C oder fiir 4 h bei RT. Die molaren Verhéltnisse
der Ligationspartner (Insert : Plasmid) lagen bei 3 : 1 fiir die gerichte-
te Klonierung (,,sticky end*) und bei 5 : 1 fiir die Ligation glatter Enden
(,,blunt end®).

2.2.5.7 DNS-Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wurde als Standardmethode zur Analyse
und Reinigung von DNS-Fragmenten eingesetzt.

Fiir die Auftrennung von DNS-Fragmenten wurden horizontale 0,6-
1,5% (w/v) Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer
(mit 100 ng/ml EtBr) in der Mikrowelle durch Kochen gelost und in die
Horizontalgelapparaturen gegossen. Nach dem Erstarren wurde das Gel
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mit 1 x TAE (mit 100 ng/ml EtBr) iiberschichtet, die DNS-Proben mit 0,2-
fachem Volumen Probenpuffer versetzt und aufgetragen. Die Auftrennung
erfolgte bei 4-8 V/cm (i.d.R. 105 V konstant). Als Langenstandard wur-
de parallel zu den Proben ein kommerzieller Standard elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach dem Gellauf konnten die DNS-Fragmente im UV-Licht
(254/302 nm) sichtbar gemacht und fotografiert werden.

2.2.5.8 Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNS aus der Agarose erfolgte mit Hilfe des Nucleo-
Trap Kits oder des NucleoSpin Kits nach Angaben der Hersteller. Das
Prinzip beider Kits beruht auf der Bindung von Nukleinsiduren an Glas-
partikel (Vogelstein und Gillespie, 1979). Nach der Restriktionsenzym-
spaltung wurden die DNS-Fragmente im Agarosegel aufgetrennt, das ge-
wiinschte DNS-Fragment unter UV-Licht (302 nm) aus dem Gel ausge-
schnitten und in ein Eppendorfgefif tiberfiihrt. Nach Auflésung der Aga-
rose in einer Losung chaotroper Salze und Zugabe der Glaspartikelsuspen-
sion erfolgten mehrere Waschschritte und die Ablosung der DNS vom Tré-
germaterial durch Inkubation in Wasser bzw. einem niedermolaren Tris-
Puffer mit pH 7,5.

2.2.6 Polymerasekettenreaktion (PCR) ausgehend von DNS
Matrizen

2.2.6.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Es wurden ca. 1-10 ng des DNS-Templates mit je 13 pMol Plus- und Mi-
nusstrang Primer, 5,0 ul 10 x PCR-Puffer mit MgCl, (Appligene), 1 ul
10 mM dNTPs, 1 ul DMSO sowie 1 U Tfl-Polymerase versetzt und auf
ein Gesamtvolumen von 50 ul mit HyO aufgefiillt. Fiir Standardansitze
wurden die Reaktionsparameter abgeschitzt mit den Annahmen, dass Tfl-
Polymerase etwa 1 kb je min synthetisiert und die Hybridisierungs-Tem-
peratur der Primer mit der ,,2+4-Regel* bestimmt werden kann.
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2.2.6.2 Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion
(RT-PCR)

RT-PCR wurde mit dem OneStep RT-PCR Kit von Qiagen getreu dem
Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Standardansitze erfolgten i.d.R. mit fol-
genden Zyklusparametern:

Reverse Transkription: 50°C 30 min

Initierung Tag-Pol. und Inaktivierung reverse Transkriptasen 95°C 15
min

Denaturierung: 94°C 1 min

Annealing: 52°C 45 sec

Elongation: 72°C 90 sec (abhingig von der erwarteten Fragmentgrofie)

Zahl der Zyklen: 30-35

letzte Verldngerung: 72°C 10 min

2.2.7 Sequenzierung von DNS
2.2.7.1 PCR

Fiir Sequenzierungen von Plasmid-DNS und PCR-Fragmenten wurde der
,,BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit*“ von Per-
kin Elmer verwendet. Dabei handelt es sich um ein PCR-Kettenabbruch-
System (Sanger et al., 1977), bei dem die zum Abbruch fithrenden Nu-
kleotidderivate 4 verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe tragen (Smith et al.,
1986). Somit ist die Analyse einer Sequenz in einer Gelspur moglich. Zur
Sequenzierung von Plasmid-DNS wurde 1 ug DNS pro Ansatz verwendet,
DNS aus (RT-)PCR-Ansitzen wurde gereinigt und dann 5 ul der jeweili-
gen gereinigten DNS eingesetzt.

Reaktionsansatz:

DNS

3,6 pM Oligonukleotid-Primer

3,0 ul Reaktionsmix BigDye-Kit

ad 10ul Aqua bidest

Die Sequenzreaktionen wurden im 9600-PCR System von Perkin-Elmer
durchgefiihrt. Reaktionsbedingungen: 24 Zyklen mit:

30 sec 96°C
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15 sec 50°C

4 min 60°C

Kiihl- und Lagerschritt auf 4°C.

Der Reaktionsansatz wurde anschlieSend mit 25 ul Ethanol (100%) und
1,1 ul NaAc (pH 5,4; 3 M) gemischt, vier Minuten bei RT gefillt, 20 Minu-
ten mit 14.000 UpM zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge), mit 150 ul Etha-
nol (75%) gewaschen und getrocknet. Dieses getrocknete Pellet wurde bei
- 20°C gelagert bis zur gelelektrophoretischen Analyse. Hierzu wurde die
Probe in 3,5 ul Probenpuffer fiir DNS-Sequenzgele resuspendiert, drei Mi-
nuten bei 95°C denaturiert und 1,7 ul auf das Gel aufgetragen.

2.2.7.2 Elektrophorese von Sequenzreaktionen im
Harnstoff-Acrylamid-Gel

Die Sequenzreaktionen der DNS-Proben wurden mit 7 M Harnstoff-5,25%-
Acrylamid-Gelen (Long Ranger, Applied Biosystems) in 1x TBE im ABI
PRISM 377 DNS Sequencer mit einer Trennstrecke von 48 cm analy-
siert. Das System wurde nach Angaben des Herstellers installiert. Die Mi-
schung wurde durch Nitrocellulose mit 0,2 um Porendurchmesser filtriert
und entgast, 310 ul APS (10%) und 40 ul TEMED zupipettiert und das
Sequenzgel zwischen den montierten Glasplatten gegossen. Nach Auspo-
lymerisieren des Gels erfolgte der Einbau in die Apparatur mit 1 x TBE
als Elektrophorese-Puffer.

Sobald beim Vorlauf (1.000 V, 50 W, 35 mA) eine Betriebstemperatur
von 51°C erreicht war, wurden die Proben aufgetragen und der Hauptlauf
gestartet (1.200 V, 150 W, 50 mA). Die Auswertung der Sequenzdaten er-
folgte automatisch (Programm: DNS Sequencing Analysis Software, Ver-
sion 2. 1.1).

2.2.8 In vitro Transkription

4 ug Plasmid-DNS wurden am 3’-Ende durch einen Restriktionsenzym-
schnitt, der nicht zu iiberhdngenden Enden fiihrt, linearisiert und mit Phe-
nol/Chloroform extrahiert. Fiir die Ethanolfdllung wurde die fiir Nuklein-
sdureféllungen tibliche Menge an EtOH aber 1/8 Volumen 2 M KAc, pH
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5,6, statt des sonst verwendeten 1/10 Volumens 3 M NaAc zugesetzt. Die
getrocknete DNS wurde in 25 ul HyO-DEPC aufgenommen und fiir die in
vitro Transkription mit der SP6-RNS-Polymerase eingesetzt.

In einem Gesamtansatz von 50 ul wurden neben der linearisierten DNS
5 ul 10x SP6 Puffer NEB-Biolabs, 2,3 ug BSA (DNase und RNase frei),
20 U des RNase-Inhibitors RNSguard, 20 U SP6-RNS-Polymerase und 10
ul NTP-Mix (10mM) eingesetzt. Das restliche Volumen wurde mit DEPC-
Wasser aufgefiillt.

Der Transkriptionsansatz wurde 1 h bei 37°C inkubiert. Da die tran-
skribierte RNS zur Transfektion von Zellen eingesetzt wurden, erfolgte
anschlielend eine Aufreinigung iiber eine Sephadex G-50 Sdule. Nach
Phenol-/Chloroformextraktion und Ethanolfillung wurde die getrocknete
RNS in 20 ul H,O-DEPC aufgenommen. Zum Test wurden 3,5 ul in einem
denaturierenden Agarosegel aufgetrennt und nach Acridinorange-Féarbung
die Qualitdt der RNS bewertet. Fiir die Transfektion in BHK-Zellen wur-
den 3 ul der transkribierten RNS eingesetzt.

2.2.9 In vitro Translation

Die in vitro Translation wurde mit dem ,,TNT T7 Coupled Reticulocyte
Lysate System‘ gemif3 den Angaben des Herstellers (Promega) durchge-
fiihrt. Ausgehend von zirkuldrer Plasmid-DNS erfolgt hierbei in einem 25
ul Reaktionsansatz sowohl die in vitro Transkription der RNS mit Hilfe
der T7-RNS-Polymerase als auch die in vitro Translation. Die radioakti-
ve Markierung der translatierten Proteine erfolgte mit 3>S-Methionin. Die
Analyse erfolgte tiber SDS-PAGE.

2.2.10 Proteinanalytische Methoden

2.2.10.1 Radioimmunprazipitation (RIP)

Die radioaktiv markierten Zellen wurden in 500 ul 1% Triton(alt)-Puffer
mit 2% SDS lysiert, 10 min bei 95°C inkubiert und danach 20 sec im Ultra-
schallbad behandelt. Fiir den Einsatz unter nicht-denaturierenden Bedin-
gungen unterblieb der Inkubationsschritt bei 95°C. Anschlielend wurde
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das Antigenmaterial zunichst bei 5.000 UpM in der Eppendorfzentrifuge
abzentrifugiert und der Uberstand in Ultrazentrifugenrshrchen iiberfiihrt.
Die Pelletierung von unloslichen Zellbestandteilen erfolgte fiir 60 min bei
45.000 UpM (TLA45-Rotor, TL100-Zentrifuge).

Die Uberstinde wurden mit dem 4fachen Volumen an 1% Triton(alt)-
Puffer verdiinnt und die Radioaktivitét eines 5 ul Aliquots mit 50 ul HoO
und 2 ml Szintillationsgemisch in einem Szintillationszihler bestimmt. Zu
einer Probenmenge von 10° cpm wurde der erste Antikorper (5 ul der Ka-
ninchenseren, 5-8 ul der mAk, die nach Herstellerangaben vorbereitet wa-
ren) zugegeben. Nach je einstiindiger Inkubation bei 37°C und 4°C erfolg-
te die Zugabe einer Staphylococcus aureus Protein A Suspension (Kessler,
1981). Die Proben wurden danach fiir 30 min bei RT inkubiert und dabei
alle 10 min geschiittelt. AnschlieBend wurden die Proben 30 min oder iiber
Nacht bei 4°C inkubiert.

Uber die Wechselwirkung zwischen dem Staphylococcus aureus Pro-
tein A und dem Fc-Teil der Antikérper kommt es zur Ausbildung von
Proteinkomplexen, die durch Zentrifugation angereichert werden konnen.
Durch Waschen werden die Bakterien-Protein-Komplexe von ungebunde-
nem Protein und freien, markierten Aminosduren getrennt. Dazu wurden
die Prazipitate resuspendiert, mit einem Sucrose-Kissen (25%, 500 ul) un-
terschichtet und pelletiert (25% Sucrose, 5 min, 4.500 UpM, Eppendorf
5410 C). Die Uberstinde wurden abgesaugt und die Prizipitate in 1 ml
1% Triton(neu)-Puffer resuspendiert und bei 4.000 UpM (Eppendorf 5410
C) fiir 4 min abzentrifugiert. Nach erneutem Waschen der Prizipitate mit
0,2% Triton-Puffer wurden die Pellets in 10 ul einer Mischung aus 3 ml
0,2% Triton und 7 ml H,O aufgenommen. Nach Zugabe von 40 ul Proben-
puffer mit 5% B-Mercaptoethanol wurden die Proben fiir 3 min auf 95°C
erhitzt und 10 min bei 10.000 UpM (Eppendorf 5410 C) zentrifugiert.

Der Uberstand mit den freigesetzten Proteinen wurde in ein neues Ep-
pendorfgefif3 tiberfithrt und die Radioaktivitit von 5 ul Aliquots mit ei-
nem Szintillationszihler bestimmt. Entsprechend der Radioaktivitdtsmen-
ge wurde die Menge des Probenmaterials ermittelt, die dann in einer SDS-
PAGE aufgetrennt wurde.
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2.2.10.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE folgte der Anleitung von Schigger & von Jagow (1987).
Die Glasplatten (18 cm x 16 cm) fiir die Proteingele wurden mit Ace-
ton gereinigt und nach Einlage von zwei 1,5 mm ,,Spacern” in die GieB3-
vorrichtung (SE 6015, Hoefer Sci.) eingespannt. Anschliefend wurde die
Trenngellosung (i. d. R. 10-12% fiir Jagow-Gele) im Vakuum entgast, das
Gel nach APS- und TEMED-Zugabe bis ca. 3,5 cm unter den oberen Rand
der Glasplatten gegossen und mit H>O iiberschichtet. Das Trenngel wurde
2-24 h nach dem GieBlen mit einem 4%igen Sammelgel iiberschichtet und
ein 15- oder 10-Taschen-Kamm (SE 511-15-1,5, Hoefer Sci.) eingesetzt.

Nach 30 min wurde der Kamm aus dem polymerisierten Sammelgel
entfernt, die Geltaschen mehrfach mit H,O und Kathodenpuffer gespiilt
und anschliefend die zuvor fiir 3 min auf 95°C erhitzten Proben aufge-
tragen. Nach Uberschichtung der Proben mit Kathodenpuffer wurde das
Gel in die Vertikalapparatur eingespannt und 600 ml Kathodenpuffer in
die obere Kammer (SE 6054, Hoefer Sci.) und 1,4 1 Anodenpuffer in die
untere Kammer (SE 6056) eingefiillt. Die Auftrennung der Proteine er-
folgte bei konstanter Spannung (45-55 V) iiber eine Dauer von 12-16 h.
Als Molekulargewichtsstandards (Amersham-Buchler) dienten C! radio-
aktiv markierte Proteine (N-terminale Methylierung).

2.2.10.3 Gelbehandlung und Fluorografie

Nach der Elektrophorese wurde das Gel 1 h in Fixierlosung mit Coomassie-
Farbstoff und anschlieend ca. 3 h in Entfarbelosung geschwenkt. Danach
wurde das Gel auf Whatmann 3MM-Filterpapier im Vakuum getrocknet
(Geltrockner SE 1160 (Hoefer Scientific Instruments) 2 h, 60°C). Die Ex-
position gegen Rontgenfilme erfolgte bei Raumtemperatur (RT) fiir va-
riable Zeitraume. Die Filme wurden in einer Entwicklermaschine auto-
matisch entwickelt und getrocknet. Alternativ zur Filmentwicklung wurde
gegen eine Phospho-Imager-Platte bei RT tiber Nacht oder fiir 1,5 Tage
exponiert.
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2.2.11 Herstellung von Konstrukten fiir die Expression von
El‘l‘lS

2.2.11.1 Affinity® Protein Expression and Purification System
(Stratagene)

Aus dem Vektor pCal-n-Ek wurde mittels PCR die fiir das Calmodulin-
bindende Peptid (CBP) kodierende Sequenz amplifiziert und dabei am
5’-Ende mit einer BamHI- und am 3’-Ende mit einer NotI-Schnittstelle
versehen. Dafiir wurden die Primer CAL5-BAMH und CAL3-NOT einge-
setzt. Die DNS Sequenz des Vektors, die fiir ein Enterokinase(Ek) Spaltsi-
gnal kodiert, wurde mittels PCR an das 5’-Ende der E™ kodierenden Se-
quenz des CSFV fusioniert. Weiterhin wurde eine NotI-Schnittstelle am
5’- sowie eine Xbal-Schnittstelle am 3’-Ende eingefiigt. Hierfiir wurden
die Primer EO5-BNE und E03-MX eingesetzt. Die kodierende Sequenz
fiir die E™*-Signalsequenz (SSeq) wurde ebenfalls mittels PCR amplifi-
ziert und eine Ncol- und BamHI-Schnittstelle am 5’- bzw. 3’-Ende einge-
fithrt. Hierfiir wurde das Primerpaar EOSSII und SS3-BAMH verwendet.
Zum Einsatz kamen die fiir E™-Wildtyp kodierende Sequenz aus CSFV
Alfort/ Tiibingen und Sequenzen von zwei RNase-negativen Mutanten:
E™-H346A und E™-H297K.

Konstrukt | Bestandteile
K11 E™-SSeq und pCal-n-Ek CBP
K12 E™-SSeq-CBP und Ek-E™-WT
K13 E™S-SSeq-CBP und Ek-E™-H346A
K14 E™-SSeq-CBP und Ek-E™-H297K
K15 E™$-SSeq-CBP-Ek-E™-WT und pCITE 2a
K16 E™s-SSeq-CBP-Ek-E™-H346A und pCITE 2a
K17 E™$-SSeq-CBP-Ek-E™-H297K und pCITE 2a

Tabelle 2.1: Konstrukte Affinity
CBP = DNS-Sequenz die fiir Calmodulin bindendes Peptid kodiert, Ek = DNS-Sequenz die
fiir die Enterokinasespaltstelle kodiert, E™-H346A = DNS-Sequenz die fiir E™-H346A
kodiert, E™-H297K = DNS-Sequenz die fiir E™-H297K, E™-WT = DNS-Sequenz die fiir
E™-WT, SSeq = DNS-Sequenz die fiir Signalsequenz kodiert
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Die verschiedenen PCR-Produkte
wurden mit den entsprechenden Ein Beispiel fiir den Aufbau der
Restriktionsenzymen gespalten und Konstrukte am Bild des K15:

T7 transcription start

in folgenden Schritten miteinan-
der ligiert: die DNS der Signal-
sequenz mit der des Calmodulin-
bindenden Peptids zu dem Kon-
strukt K11. Die verschiedenen E™s-
kodierenden Sequenzen jeweils mit
dem Konstrukt K11 zu den Kon-
strukten K12 - K14. Diese DNS
wiederum wurde in den mit Ncol
und Xbal linearisierten Vektor pCITE-
2a ligiert, resultierend in den Kon-
strukten K15 - K16. pUC origi

.Zur Aufreinigung von Proteinen Abbildung 2.1: Konstrukt K15
mlt CBP .Wuljden 100 4l CallmOdu' S - Signalsequenz, CBP - Calmodulin
lin Resin in ein LS, 'ml Reaktionsge- bindendes Peptid, Ek - Enterokinase-
fall gegeben, der Uberstand nach 2 Spaltstelle
min Zentrifugieren bei 1.000 UpM
abgenommen. Das Calmodulin Resin wurde vier mal mit je 400 ul Bin-
dungspuffer gewaschen. 400 ul Uberstand einer Probe, die analog der
unter Radioimmunprizipitation (2.2.10.1) beschriebenen Methode durch
beschallen und Ultrazentrifugation erhalten worden war, wurde zu dem
Calmodulin Resin gegeben und gemischt. Dann folgte eine Inkubation fiir
2 Stunden bei 4°C.

Nach der Inkubation wurde fiinf mal mit je 600 ul Bindungspuffer ge-
waschen. Im Anschluf3 daran wurde vier mal mit jeweils 400 ul Eluti-
onspuffer gewaschen und die jeweiligen Uberstinde als Ul - U4 in neue
Reaktionsgefifle iberfiihrt. Zuletzt wurde das Calmodulin Resin mit 200
ul Laemmli-Puffer 5 min bei 95°C erhitzt. Der Proteingehalt der jeweili-
gen Fraktionen wurde spiter durch PAGE in einem 10%igen Jagow-Gel
untersucht.

T3
mwanscription
seart
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2.2.11.2 Impact™-Protein Purification System (NEB)

Zur Herstellung der Expressions-

konstrukte wurde die DNS-Sequenz  Ein Beispiel fiir den Aufbau der
des E™ mit den Primern HCV- Konstrukte am Bild des K2:
EO0-Xbal und HCV-EO-Sapl ampli-
fiziert. Zum Einsatz kamen die Se-
quenz des E™-Wildtyp aus CSFV
Alfort/ Tiibingen und von zwei
RNase-negativen Mutanten: E™S-
H346A und E™S-H297K. Die re-
sultierenden Produkte wurden mit
Sapl geschnitten, der 5’-Uberhang
mittels Klenow-Fragment zu einem
glatten Ende aufgefiillt. Die Reak-
tion wurde durch Phenolextraktion
beendet und durch Ethanolféllung
gereinigt und gefillt. AnschlieBend )
wurde die DNS mit Xbal geschnit- Abbildung 2.2: Konstruki K2

ten.

Der Vektor pTYB4 wurde mit Smal und Xbal geschnitten, im pripa-
rativen Agarosegel aufgetrennt, die erwiinschte Bande ausgeschnitten und
die DNS eluiert. pTYB4 und die jeweiligen E™-DNS-Sequenzen wurden
ligiert. Daraus entstanden die Konstrukte K2 - K4.

Konstrukt | Bestandteile
K2 E™-H346A und pTYB4
K3 E™-H297K und pTYB4
K4 E™-WT und pTYB4

Tabelle 2.2: Konstrukte Impact™
E™S-H346A = DNS-Sequenz die fiir E™S-H346A kodiert, E™-H297K = DNS-Sequenz die
fiir E™-H297K kodiert, E™-WT = DNS-Sequenz die fiir E™-WT kodiert, pTYB4 = Vek-
torsequenz
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Die Konstrukte K2 - K4 wurden mit den Restriktionsendonukleasen
BlpI und Xbal behandelt. Die entstandenen DNS-Stiicke wurden im pré-
parativen Agarosegel aufgetrennt. Die Bande, die der DNS-Sequenz des
E™ - Sce VMA Intein - Chitin bindende Domine entsprach (ca. 2400 kB)
wurde ausgeschnitten und die DNS eluiert. Die so erhaltene DNS wurde
zuerst mit dem Klenow-Fragment der E. coli DNS-Polymerase und dann
mit Xbal behandelt. Der Vektor pSinRepS wurde mit Stul und Xbal li-
nearisiert und mit der E™ - Sce VMA Intein - Chitin bindende Doméne -
DNS zu den Konstrukten K8, K9 und K10 ligiert.

Konstrukt | Bestandteile
K8 E™S-H346A Intein, CBD und pSinRep5
K9 E™-H297K, Intein, CBD und pSinRep5
K10 E™-WT, Intein, CBD und pSinRep5

Tabelle 2.3: Konstrukte Impact™2
E™S-H346A = DNS-Sequenz die fiir E™-H346A kodiert, E™-H297K = DNS-Sequenz die
fiir E™-H297K kodiert, E™-WT = DNS-Sequenz die fiir E™-WT kodiert, Intein = DNS-
Sequenz die fiir Sce VMA Intein aus Vektor pTYB4 kodiert, CBD = DNS-Sequenz die fiir
Chitin bindende Domdine aus Vektor pTYB4 kodiert, pSinRep5 = Vektorsequenz,

Fiir die Funktionskontrolle der Chitin-Bindung und Trennung der Pro-
teine vom Chitin wurde nach einem modifizierten Protokoll auf Basis des
Herstellerprotokolls wie folgt verfahren:

Die Proteine wurden mittels Vaccinia-Virus-T7-Expression exprimiert.
Als erster Schritt der Reinigung wurde eine Aufarbeitung analog der Pro-
benvorbereitung fiir eine RIP durchgefiihrt (siehe 2.2.10.1). 100 ul des
Uberstandes wurden fiir eine RIP verwendet.

300 ul Chitin Beads wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefil3 gefiillt und
bei 12.000 UpM fiir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt
und die Chitin Kiigelchen dreimal mit je 1 ml Sdulenpuffer gewaschen.

Die restlichen 400 ul des Uberstandes aus dem ersten Schritt wurden
zusammen mit 440 ul Sidulenpuffer zu den Chitin Kiigelchen gegeben und
bei Raumtemperatur fiir 1 h leicht geschiittelt. Im Anschlufl wurde der
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Ansatz wieder bei 12.000 UpM fiir 1 min zentrifugiert und der Uberstand
in ein frisches ReaktionsgefiR als Ul iiberfiihrt.

Die Kiigelchen wurden zweimal mit je 1 ml Spaltungspuffer gewaschen
und schlieBlich mit 1 ml Spaltungspuffer resuspendiert. Diese Suspension
wurde bei 4°C iiber Nacht stehen gelassen. Nach erneutem Zentrifugie-
ren am nichsten Tag wurde der Uberstand als U2 in ein neues Reaktions-
gefif} iiberfiihrt. Die Kiigelchen wurden erneut mit 1 ml Spaltungspuffer
resuspendiert und ca. 8 h bei RT leicht geschiittelt, zentrifugiert und der
Uberstand als U3 in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Zuletzt wurden
die Chitin Kiigelchen mit 450 ul Laemmli-Puffer 5 min gekocht und der
daraus resultierende Uberstand auch in ein frisches ReaktionsgefiB iiber-
fiihrt.

2.2.11.3 Sindbis-Expressionssystem

Zum Aufbau der rekombinanten Sindbis-Virus cDNS Konstrukte wurde
der Vektor pSinRep5 mit Stul und Xbal linearisiert.

Die DNS-Sequenz des E™ wurde mit den Primern HCV-EO-Xbal und
HCV-EO-Sapl amplifiziert. Zum Einsatz kamen die Sequenzen des E™-
Wildtyp aus CSFV Alfort/ Tiibingen und von zwei RNase-negativen Mu-
tanten: E™-H346A und E™-H297K. Die resultierenden Produkte wurden
mit Sapl behandelt, der 5’-Uberhang mittels Klenow-Fragment zu einem
glatten Ende aufgefiillt. Die DNS wurde durch Phenolextraktion und Etha-
nolfidllung gereinigt und gefillt. AnschlieBend wurde sie mit Xbal ge-
schnitten.

pSinRep5 und die jeweilige CSFV ¢cDNS wurde zu den Konstrukten
K18, K19 und K20 ligiert.

2.2.12 Tierexperimentelle Methoden
2.2.12.1 Infektion

Schweine wurden, wenn nicht anders beschrieben, mit ca. 2 x 10° KIDsq
infiziert. Dazu wurden 1/3 der Dosis intramuskuldr (i.m.) in der Musku-
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Konstrukt | Bestandteile
K18 E™-wt und pSinRep5
K19 E™-H346A und pSinRep5
K20 E™-H297K und pSinRep5

Tabelle 2.4: Konstrukte Sindbis
E™S-wt = DNS-Sequenz die fiir E™-wt kodiert, E™-H346A = DNS-Sequenz die fiir E™-
H346A kodiert, E™-H297K = DNS-Sequenz die fiir E™-H297K kodiert, pSinRep5 = Vek-
torsequenz

latur des Ohrgrundes und je 1/3 der Dosis je Nasenloch intranasal (i.n.)
appliziert.

2.2.12.2 Erhebung klinischer Parameter

Korpertemperatur, Nasenausflul, Futter- und Wasseraufnahme, Kot- und
Harnabsatz, Verhalten und Aussehen wurden ab 5 - 3 Tage vor Infektion
bis mindestens 14 Tage nach Infektion tidglich gemessen bzw. beobachtet.
Die Korpertemperatur wurde wéhrend der Fiitterung rektal erfaf3t.

2.2.12.3 Nasentupfer

Zur Entnahme von Nasentupfern wurde die Watte von sterilen Vaginaltup-
fern auf herkommliche Wattestabchen gewickelt und diese erneut sterili-
siert. Die Tupfer wurden unmittelbar nach der Entnahme mit 1 ml Kul-
turmedium (ohne FCS) fiir 15 min ausgeschiittelt und die erhaltene Sus-
pension bei 4°C fiir 5 min mit 1.500 g (Heraeus Minifuge) zentrifugiert.
Nach Filtration durch 0,2 uM Einmalsterilfilter konnte das Filtrat direkt
zum Virusnachweis auf SK6 Zellen eingesetzt werden.

2.2.12.4 Blutproben

Blutproben beim Schwein wurden zu vorgegebenen Zeitpunkten, i.d.R. an
Tag O post infectionem (pi), 3, 5, 7, 10, usw. bis zum Schlachttag, unter
sterilen Bedingungen aus der Vena jugularis externa gewonnen. Wurde
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versehentlich die Arteria jugularis getroffen, wurde stattdessen dieses Blut
verwendet.

Fiir die Serumgewinnung wurde das Blut unmittelbar nach der Entnah-
me zur Gerinnung in 15 ml Glasrohrchen tiberfiihrt. Nach der Gerinnung
des Bluts (1h bei 37°C) wurden die Glasrohrchen zentrifugiert (6.000
UpM, 4°C, 10 min, Heraeus Minifuge). Der Uberstand wurde abgenom-
men, in 2 ml Reaktionsgefifle aliquotiert und bei -70°C gelagert.

Fiir die Gewinnung von ,,buffy coat* wurden die Spritzen vor der Blutent-
nahme mit 1 ml Heparinlosung (356 IU Heparin/ ml in PBS) gefiillt.

2.2.12.5 Bestimmung der Gesamtleukozytenzahl

Aus heparinisiertem Vollblut wurde mit dem Coulter Analysator oder im
Zihlkammerverfahren mit Neubauer-Zdhlkammer die Gesamtleukozyten-
zahl ermittelt. Die angegebenen Werte entstanden beim Einsatz der Zihl-
kammer durch Mittelung der Ergebnisse zweier Einzelbestimmungen. Bei
einer Differenz der beiden Werte um mehr als 10% wurde die Bestimmung
wiederholt.

2.2.12.6 ,buffy coat“ Gewinnung

Heparinisiertes Vollblut wurde fiir 15 min bei RT mit 1.800 UpM in einer
Heraeus Minifuge zentrifugiert und das Plasma abgenommen. Zur Lyse
der Erythrozyten wurde das Restblut mit 4 ml Lysispuffer vermischt und
fiir 5 - 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurde das Gemisch bei 4°C mit
1.800 UpM (Heraeus Minifuge) fiir 5 min zentrifugiert. Dieser Lysisschritt
wurde 1 - 2 mal wiederholt. Anschliefend wurde das Zellpellet 2 mal in 5
ml kaltem PBS-A gewaschen. Die Zellzahl des ,,buffy coat (BC) wurde
mittels Neubauer-Zihlkammer bestimmt und auf 107 Zellen pro ml einge-
stellt.

2.2.12.7 Serumneutralisationstest (SNT)

Das Serum wurde fiir 30 min bei 56°C inaktiviert. In 96-Loch Platten wur-
de, auler in der ersten Reihe, 50 ul Medium pro Loch vorgelegt. In die er-
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ste Reihe wurden 100 ul Serum pipettiert, je drei Ansitze fiir jede Probe.
50 ul davon wurden in die nédchste Reihe iiberfiihrt. Die Pipettenspitzen
wurden gewechselt, das Serum-Medium-Gemisch vermischt und wieder
50 ul in die néchste Reihe iibertragen. Dies wurde fortgesetzt bis zur letz-
ten Reihe. So entstand eine Verdiinnungsreihe in 2er Schritten. Bis zur
Zugabe des Virus wurden die Platten auf Eis gelagert. Es wurden ca. 100
KIDsq des Testvirus in 50 ul Medium pro Loch zugegeben. Fiir Schweine-
seren wurde CSFV Alfort/ Tiibingen, fiir Rinderseren NY93c (BVDV-2)
oder KE9 (BVDV-1) verwendet. Die Proben wurden fiir eine Stunde bei
37°C inkubiert. Danach wurden bei Schweineseren 2 x 10* SK6 Zellen
und bei Rinderseren 1,75 x 10* MDBK-B2 Zellen in 100 ul Medium pro
Loch zugegeben und fiir 5 Tage bei 37°C inkubiert. Zur Kontrolle, ob die
Virusverdiinnung korrekt war, wurde parallel eine Virustitration der ver-
wendeten Verdiinnung durchgefiihrt.

Die Auswertung erfolgte mittels indirekter Immunfluoreszenz (siehe
2.2.1.3).

Zum Nachweis von Antikorpern gegen Tollwutvirus wurde wie folgt
vorgegangen:

Die Seren wurden nicht inaktiviert, die Verdiinnungsschritte erfolgten
als Ser Reihe (50 ul Serum wurden mit 200 ul Medium gemischt, davon 50
ul tiberfiihrt, usw.). Die Proben wurden in die Vertiefungen einer 96-Loch
Platte gegeben, in der ersten Zeile (A) der Platte wurde eine serumfreie
Kontrolle angelegt. Tollwutvirus wurde so eingestellt, da3 bei Zugabe von
50 ul Virusverdiinnung nach 24 Stunden ca 40 - 50% der Zellen deutliche
Fluoreszenz zeigten. In jede Vertiefung wurden 50 ul des Tollwutvirus
gegeben. Die Platte wurde fiir 90 min bei 37°C inkubiert. Anschlieend
wurden 100 ul Zellsuspension ( 10° Zellen/ ml) pro Vertiefung zugegeben
und die Platte fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert.

Danach wurde die Platte mit PBS gespiilt, mit kaltem 80% Aceton fi-
xiert (30 min, 4°C) und getrocknet. Zum Firben wurde 1 Tropfen Tollwut-
Konjugat/ Vertiefung zugegeben, 30 min bei 37°C inkubiert, noch dreimal
gewaschen und die Proben dann unter dem Fluoreszenzmikroskop aus-
gewertet. Der Titer wurde als 1:x und in Internationalen Einheiten (IU,
international unit) angegeben.
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2.2.12.8 FACS-Analyse von Blutproben

Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) oder flow cytometry ist eine
gute Moglichkeit, Zellgemische im Hinblick auf ihre Zusammensetzung
zu analysieren bzw. einzelne Zellspezies aus solchen Gemischen zu iso-
lieren. Einzelne Zellen werden dazu in einem Fliissigkeitsstrom so durch
das Gerit geleitet, daf} statistisch gesehen nur Einzelzellen den Analyse-
raum im Analysezeitintervall passieren. Die Zellen werden im Analyse-
raum durch einen oder mehrere Laserstrahlen geleitet. Dadurch kommt es
zu einer Streuung des Lichts. Zudem werden Fluoreszenzfarbstoffe, mit
denen Zellen spezifisch markiert werden, angeregt. Photomultiplier tubes
wandeln das Streulicht, bzw. das emitierte Fluoreszenzlicht in elektrische
Signale um und ermdglichen so die Sammlung und Auswertung der Da-
ten, z.B. Gesamtzellzahl, Zahl der spezifisch markierten Zellen, Grofle der
Zellen, u.a.

Im Zusammenhang mit den Tierversuchen wurden zwei Arten der FACS
Analyse durchgefiihrt.

Zum einen wurden die prozentualen Anteile einzelner Zellspezies an
den Zellen des peripheren Blutes bestimmt. Dazu erfolgte die Markierung
von Oberflichen-Antigenen mit spezifischen Antikorpern zur Erkennung
und Zihlung der B-Zellen. Dazu wurden je 50 ul CD21- und SWC3-
Antikorper in 1:5 bzw. 1:400 Gebrauchsverdiinnung in FACS-Ro6hrchen
vorgelegt. Es wurden 100 - 200 ul heparinisiertes Vollblut zugegeben und
fiir 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Dann wurden die Zellen mit 100
ul NOVALyse (Dianova, Hamburg) fixiert. Zur Erythrozytenlyse wurden
2 ml H,O zugegeben, das ganze gemischt und wieder 15 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 1.800 UpM (Hera-
eus Minifuge) und 4°C pelletiert. Danach wurden je 50 ul der zweiten
Antikorper in Gebrauchsverdiinnung (IgG1-PE- 1:100 und IgG,, ALEXA
488-Antikorper 1:50) zugegeben und wieder fiir 15 min bei RT im Dun-
keln inkubiert. Die Zellen wurden im Anschluf} erneut pelletiert und zwei-
mal mit je 2 ml PBS-A gewaschen. AbschlieSend wurde das Zellpellet in
200 ul PBS-A aufgenommen, die Rohrchen mit Alufolie abgedeckt und
bis zur Messung im Kiihlschrank aufbewahrt.

Als zweites wurden intrazelluldre virale Antigene zum Nachweis der
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CSFV Infektion detektiert. Dazu wurden die Zellen aus 100 - 200 ul hepa-
rinisiertem Vollblut mit 100 ul NOVALyse (Dianova, Hamburg) fixiert (15
min, RT, dunkel) und mit 2 ml H,O die Erythrozyten lysiert (15 min, RT,
dunkel). Die Zellen wurden pelletiert (5 min, 4°C, 1.800 UpM, Heraeus
Minifuge) und in 100 ul 0,0025% Digitoninlosung aufgenommen. Nach 5
min bei RT wurde das Gemisch mit 2 ml PBS-A aufgefiillt und die Zellen
erneut pelletiert. Das Pellet wurde mit 50 ul mAk al8 (1:10 vorverdiinnt
in PBS-A) aufgenommen und bei RT fiir 20 min inkubiert. Danach wurde
erneut wie oben pelletiert, zweimal mit je 2 ml PBS-A gewaschen und das
Pellet in 50 ul des vorverdiinnten (1:100 vorverdiinnt in PBS-A) 1gGo,-
PE gelost. Die Inkubation erfolgte wie beim ersten Antikorper (RT, 20
min). Die Zellen wurden wieder pelletiert, zweimal mit je 2 ml PBS-A
gewaschen, in 200 yl FACS-Puffer aufgenommen, die FACS Rohrchen
mit Alufolie abgedeckt und bis zur Messung im Kiihlschrank aufbewahrt.

Die FACS-Messungen wurden iiblicherweise von Dr. Armin Saalmiil-
ler durchgefiihrt. Die Vorgehensweise war wie von Parks et al [81] und
Alberti et al [1] beschrieben.

2.2.12.9 Foétale Organproben

Organproben wurden nur in Versuchen mit trichtigen Tieren analysiert.

Folgende fotale Organproben wurden steril entnommen: Bauch- und
Abdominalhthlenfliissigkeit (wenn vorhanden), Milz, Niere, Jejunum, me-
senteriale Lymphknoten, Thymus, sternales Knochenmark, Kleinhirn und
Plazenta. Wurde kein Fotus gefunden, wurde eine Probe des Uterus ent-
nommen. Die Proben wurden bei -70°C gelagert.

Aufbereitung der Proben erfolgte entweder mit Morsern oder mit dem
Ultra-Turrax.

Im ersten Fall wurde das gefrorene Gewebe zusammen mit sterilem
Sand zermorsert, in 2 ml kaltem PBS-A suspendiert, die Suspension in
Rohrchen iiberfiithrt und der Morser erneut mit 2 ml PBS-A gespiilt. Die
Organ-Sand Suspension wurde zentrifugiert (2.000 - 4.000 UpM, 4°C, 10
min), der Uberstand zuerst durch ein 0,45 4M und dann durch ein 0,2 uM
Sterilfilter passiert. Das Filtrat wurde bei -70°C gelagert.

Mit dem Ultra-Turrax wurden die Proben als Sammelprobe aller Organe
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eines Fotus in 50 ml Blue Caps zerkleinert und mit 10 ml kaltem PBS-A
vermischt. Die Organsuspension wurde zentrifugiert (6.000 UpM, 4°C,
10 min, Heraeus Minifuge), in 14 ml Rohrchen aliquotiert und bei -70°C
gelagert. Die Stidbe des Ultra Turrax wurden zwischen den verschiede-
nen Proben in Desinfektionsmittel (Mikrozid) laufen gelassen, fiir 5 min
im Desinfektionsmittel getaucht, luftgetrocknet und in destiliertem Wasser
gespiilt. Zwischen den Proben von Tieren verschiedener Gruppen wurden
sie autoklaviert. Vor dem Animpfen auf Zellen wurden 2 ml des Homoge-
nats abgenommen, bei 4°C mit 14.000 UpM (Eppendorf Centrifuge 5402)
zentrifugiert und die Animpfung mit dem Uberstand durchgefiihrt.

2.2.12.10 Virusnachweis

Fiir den Virusnachweis im Blut bzw. Organmaterial infizierter Tiere wur-
den 24-Loch Zellkulturplatten so mit Zellen eingesit, daf3 sie am Arbeits-
tag zu ca. 70 - 80% dicht waren. Fiir den Nachweis von BVDV wurden
MDBK-B2 Zellen, fiir den Nachweis von CSFV SK6 Zellen verwendet.
Es wurden 10° ,.buffy coat” Zellen, 100 ul Organhomogenat oder 100 ul
Nasentupferfiltrat im Doppelansatz angeimpft. Die Platten wurden fiir 5
Tage bei 37°C inkubiert, dann dreimal gefroren und getaut und 100 ul
der Ansitze auf frische Zellen iiberfiihrt. Diese wurden wiederum 5 Tage
inkubiert und dann mit IF analysiert.
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3.1 CSFV

3.1.1 Tierexperimentelle Arbeiten zum CSFV E™
3.1.1.1 Studien zur RNase Funktion

Alle bisher in unserem Labor hergestellten und getesteten RNase®-Mu-
tanten des CSFV waren in vitro und in vitro genetisch stabil. Sie variierten
nur im Ausmaf} der Attenuierung, wobei sich 2 Typen unterscheiden lie-
Ben. Wurde das Histidin an Position 297 verdandert, kam es zu einer deutli-
chen Attenuierung. Nach Mutation bzw. Deletion des Histidin an Position
346 trat vollstidndige Attenuierung auf.

In den nachfolgend beschriebenen Versuchen wurde mit CSFV 255/1
eine weitere RNase®-Mutante mit Austausch des Tryptophan an Position
300 gegen ein Glycin in vitro und in vivo untersucht. In zuvor von Martina
von Freyburg durchgefiihrten Versuchen wurde in der Zellkultur auf SK6-
Zellen kein Unterschied der Wachstumseigenschaften im Vergleich zum
RNase®-Wildtyp festgestellt.

Es wurden vier Tierversuche mit CSFV 255/1 durchgefiihrt. In den er-
sten beiden Versuchen, durchgefiihrt von Martina von Freyburg, zeigte
sich, daB diese Mutante nur teilweise attenuiert ist. Die Tiere hatten tran-
sient Fieber bis 41°C und eine verminderte Futteraufnahme (FA). Eine Vi-
rdmie lief sich iiber drei Tage nachweisen. Leukopenie trat transient iiber
drei bis vier Tage auf. Es kam zu einer deutlichen Ausbildung von neutra-
lisierenden Antikorpern (nAk). Diese Ergebnisse waren vergleichbar zu
denen, die mit Viren erhalten worden waren, die eine Mutation an Posi-
tion 297 aufwiesen (H297L oder H297K). Uberraschend war dann aber
der Befund, daB reisoliertes Virus sich im Enzymtest als RNase® erwies.
Durch Analyse der E™-Sequenz der reisolierten Viren konnte bestitigt
werden, dal} das Virus revertiert war. Sowohl phédnotypische als auch ge-
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notypische Analysen deuteten darauf hin, daB} eine vollstindige Reversion
zum Wildtyp erfolgt war.

Zur weiteren Untersuchung dieser Ergebnisse wurden zwei weitere Tier-
versuche, TV16a und TV 19, durchgefiihrt.

3.1.1.1.1 TV 16a Vier Ferkel wurden mit 2 x 10°> KIDsy CSFV 255/1
in 6 ml Medium infiziert. 2 ml wurden i.m., 4 ml intranasal (je 2 ml pro
Nasenloch) appliziert.

Klinisch wiesen die Tiere ein heterogenes Bild auf. Die Tiere 46/3 und
46/4 waren an Tag 10 p.i. abgeschlagen und ansonsten iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum ohne Auffilligkeiten.

Tier 46/1 war an den Tagen 10, 12, 14, 15, 17 und 18 p.i. abgeschlagen
oder hatte ein deutlich schlechtes Allgemeinbefinden (AB) und schlechte
FA. An Tag 17 p.i. hatte es blutige Fices.

Tier 46/2 hatte von Tag 9 p.i. bis Tag 14 p.i. ein schlechtes AB mit
deutlich verminderter FA. An Tag 11 trat zusitzlich noch Diarrhoe auf, an
Tag 18 p.i. fand keine FA statt. Sowohl Tier 46/1 als auch Tier 46/2 wurden
an Tag 18 p.i. aufgrund des schlechten Allgemeinzustandes geschlachtet.

Die Tiere hatten von Tag 6 p.i. an Fieber mit Temperaturen bis iiber
41°C. Bis auf Tier 46/2 fiel die Temperatur zwischen Tag 9 und 11 p.i.
wieder ab. An den Tagen 16 und 17 war dann ein zweiter Fieberanstieg zu
beobachten. Bei Tier 46/2 stieg die Temperatur an Tag 11 auf tiber 41,5°C
an, fiel bis Tag 15 auf unter 40°C um dann erneut iiber 41°C zu steigen
(Abbildung 3.1).

Tiere 46/1 und 46/2 zeigten zwischen Tag 5 und 10 p.i. einen deutlichen
Abfall der Leukotytenzahl, die bis Tag 12 wieder leicht zu steigen begann.
Bei Tier 46/1 brach die Leukozytenzahl an Tag 18 p.i. wieder deutlich ein,
bei Tier 46/2 bereits an Tag 14 p.i. Tier 46/3 bewegte sich bis Tag 9 p.i.
auf dem Niveau der Nullkontrolle, um dann einen deutlichen Anstieg der
Leukozyten zu erfahren. Bei Tier 46/4 fielen die Leukozyten auf unter 10
G/l an Tag 7 p.i. ab, um sich danach deutlich zu erholen (Abbildung 3.2).

Die B-Zellen fielen bei den Tieren 46/1 und 46/2 von Tag 0 bis Tag 17
p.i. stetig ab, um am Tag ihrer Schlachtung wieder drastisch anzusteigen.
Die B-Zellen der Tiere 46/3 und 46/4 fielen erst ab Tag 3 p.i. ab, erreichten

76



3.1 CSFV

°C
42 -
——46/1
—m— 462
4613

4614

41,5 4

41 4

40,5 4

Tage post infectionem

Abbildung 3.1: TV 16a: Korperkerntemperatur der Tiere in °C

an Tag 8 p.i. ihr Minimum, und stiegen dann wieder auf ihr Ausgangsni-
veau an (Abbildung 3.3).

Zur Untersuchung, ob und wann revertiertes Virus im Blut bzw. im Na-
sensekret der Tiere nachweisbar war, wurde der Virusnachweis aus Ab-
strichen der Nasenschleimhaut und aus buffy coat Zellen durchgefiihrt. In
den buffy coat Zellen konnte bei allen Tieren an Tag 7 p.i. CSFV nachge-
wiesen werden. Die kiirzeste Virdmie-Phase hatte Tier 46/4 (drei Tage von
Tag 5 bis Tag 7 p.i.). Tier 46/3 hatte von Tag 5 bis 12 p.i. (8 Tage) und Tier
46/2 von Tag 7 bis zu seinem Schlachttag (10 Tage) Virdmie. Tier 46/1
hatte mit 13 Tagen, von Tag 7 bis zu seiner Schlachtung an Tag 18 p.i., die
langste Virdmiephase.

Aus den Nasenabstrichen liefl sich nur bei drei Tieren CSFV nach-
weisen: fiir Tier 46/3 blieben die Abstriche iiber den gesamten Versuchs-
zeitrum negativ. Tier 46/1 schied von Tag 7 bis 14 p.i., Tier 46/2 von Tag
7 bis 17 p.i. und Tier 46/4 an Tag 17 p.i. CSFV iiber die Nase aus.

Aus frith und spit CSFV-positiven buffy coat- und Nasenabstrichproben
von jedem Tier reisoliertem Virus wurde RNS isoliert, mittels RT-PCR in
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Abbildung 3.2: TV 16a: Leukozytenzahl der Tiere in G/I
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Abbildung 3.3: TV 16a: B-Zellen der Tiere in % der Gesamtleukozytenzahl

78



3.1 CSFV

CATGEGATCGGGCCCGAGAAA

CA TGGGA TC TGGCCCGAGAAA

BC

CATGGGATCTGGCCCGAGAAA

NS

Abbildung 3.4: Sequenzvergleich E™ TV 16a, reisoliertes Virus von Tier 46/1
1V - Infektionsvirus; BC - aus buffy coat isoliertes Virus an Tag 5 p.i.; NS - aus
Nasenabstrich isoliertes Virus an Tag 10 p.i.; Codon 300 ist unterstrichen
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2,014
Tag 1,775 M Positiv
14 (46/1) 2,014 m46/4
bzw. 17 1,719
@6/2 + 046/2
46/4) pi m46/1
E Negativ

Tag 2‘25
7 pi 1,96
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Abbildung 3.5: RNase-Test von Viren isoliert aus Nasentupfern von Tieren aus TV 16a
Lichtabsorption bei 260 nm Wellenlinge, gemessen wird die Bildung sdureldslicher nie-
dermolekularer RNS aus dem Substrat Poly(U).

Negativ - Negativkontrolle; Positiv - Positivkontrolle; 46/1 - Probe von Tier 46/1, Tag 7
und 14 p.i.; 46/2 - Probe von Tier 46/2, Tag 7 und 17 p.i.; 46/4 - Probe von Tier 46/4, Tag
17 p.i.

DNS umgeschrieben und amplifiziert. Es wurde das Primerpaar EQ5SII
und EOStop eingesetzt, um den Sequenzbereich des E™ vollstindig abzu-
decken. Im Anschluf3 daran wurde die amplifizierte cDNS mit den selben
Primern sequenziert. In allen Féllen konnte nur die Sequenz von Wildtyp
E™S nachgewiesen werden (Beispiel in Abbildung 3.4).

Eine phénotypische Untersuchung auf RNase-Aktivitit wurde durchge-
fiihrt. Dazu wurden reisolierte Viren aus den buffy coat- und Nasenab-
strichproben von jedem Tier auf SK6-Zellen in 3,5 cm Zellkulturschalen
iiberimpft und nach 48 Stunden Inkubation ein RNase-Test durchgefiihrt.
Mit Ausnahme einer Probe (BC von Tier 46/2, 7 p.i.), die unter der Nega-
tivkontrolle lag, waren alle Proben RNase-positiv (Abbildungen 3.5 und
3.6).

Alle Tiere entwickelten neutralisierende Antikorper gegen CSFV. Der
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Abbildung 3.6: RNase-Test von Viren isoliert aus buffy coat Zellen von Tieren aus TV 16a
Lichtabsorption bei 260 nm Wellenlinge, gemessen wird die Bildung sdureloslicher nie-
dermolekularer RNS aus dem Substrat Poly(U).

Negativ - Negativkontrolle; Positiv - Positivkontrolle; 46/1 - Probe von Tier 46/1, Tag 7
und 18 p.i.; 46/2 - Probe von Tier 46/2, Tag 7 und 18 p.i.; 46/3 - Probe von Tier 46/3, Tag
5 und 12 p.i.; 46/4 - Probe von Tier 46/4, Tag 5 und 7 p.i.
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Titer lag an Tag 18 p.i.,, dem Tag, an dem die ersten beiden Tiere ge-
schlachtet wurden, zwischen 1:100 und 1:1000 (Daten nicht gezeigt).

Dieser Versuch bestitigte im Wesentlichen die Ergebnisse des vorheri-
gen, von Martina von Freyburg durchgefiihrten Experiments. Allerdings
war der Krankheitsverlauf in TV 16a stark heterogen. Zwei Tiere erkrank-
ten schwer und muflten vor Ende des Versuchs euthanasiert werden. Die
anderen beiden Tiere erkrankten weniger stark und erholten sich zum Ende
des Versuchs hin wieder. Sowohl systemisch (aus Blutleukozyten) als auch
lokal (aus Abstrichen der Nasenschleimhaut) lieff sich nur Virus reisolie-
ren, das zum Wildtyp revertiert war.

3.1.1.1.2 Zellkultur In den Tierversuchen hatte die CSFV-Mutante -
255/1 frith nach Infektion eine vollstindige Reversion gezeigt, wihrend
die Mutation bei Passagen in SK6 Zellen stabil blieb. Um festzustellen, ob
sich die CSFV-Mutante in verschiedenen Zellinien ebenso stabil verhélt
wie in SK6-Zellen, wurden parallel zu den Tierexperimenten Versuche mit
Passagen der Mutante in verschiedenen Zellinien in Kultur durchgefiihrt.

CSFV 255/1 wurde in SK6-, 38A1D-, STE- und MAX-Zellen mehr-
fach passagiert. In SK6 Zellen konnte nach mehr als 16 Passagen keine
Sequenzverinderung beobachtet werden, ebenso in 38A1D Zellen nach 8
Passagen. In STE und MAX Zellen hingegen wurden erste Zeichen einer
Reversion in einem RNase Test nach der 6. Passage entdeckt. Hinweise
auf eine vollstindige Reversion wurden nach der 8. Passage beobachtet
(Abbildung 3.7). Diese Hinweise wurden durch RT-PCR und Sequenzie-
rung der erhaltenen DNS bestitigt (Daten nicht gezeigt).

3.1.1.1.3 TV19 Die aus dem vorherigen Tierversuch (TV16a) reiso-
lierten Viren wiesen sowohl phino- als auch genotypisch eine Reversion
zum Wildtyp auf. Diese Reversion trat bereits vollstindig bei den friihe-
sten Isolaten auf. Trotzdem erkrankte ein Teil der Tiere nur schwach und
erholte sich zum Ende des Versuchs wieder. Dafiir sind zwei Erkldarungen
moglich. Zum einen kann das Virus an einer anderen Stelle des Genoms
eine Mutation aufweisen, die fiir diese Teilattenuierung verantwortlich ist.
Zum anderen kann die kurze Zeitspanne, die das Virus fiir die Reversion
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Abbildung 3.7: RNase-Aktivitdit von 255/1 in Zellkultur-Passagen.

Lichtabsorption bei 260 nm Wellenlinge, gemessen wird die Bildung sdureloslicher nie-
dermolekularer RNS aus dem Substrat Poly(U).

Zellextrakte verschiedener mit CSFV 255/1 infizierter Zellen. Hinter dem Schrigstrich
folgt jeweils die Passagezahl des Virus. Riems - Wildtyp E™ als Positivkontrolle; Kontrol-
le (1 und 2) - Zellextrakt nicht-infizierter Zellen als Negativkontrolle
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benotigt, dem Immunsystem des Wirtes genug Zeit geben, eine ausrei-
chende Immunantwort zur Elimination der Infektion auszubilden. Um die
erste Erkldarung auszuschlieen, wurde ein Tierversuch mit reisoliertem
CSFV aus Versuch TV16a durchgefiihrt. Hierzu wurden drei Ferkel mit
dem aus Tierversuch 16a reisolierten, revertierten CSFV 255/1R infiziert.
Die Infektionsdosis betrug 2 x 10° KIDsp in 3 ml Medium. 2 ml wurden
intranasal (1 ml pro Nasenloch), 1 ml i.m. appliziert.

Alle drei Tiere entwickelten deutliche klinische Zeichen. Tier 1 hatte ab
Tag 8 p.i. Durchfall, schlechte bis fehlende FA und ein mittel- bis hoch-
gradig gestortes AB. An Tag 10 p.i. blutete das Tier aus dem After, an Tag
14 waren am rechten Ohr Ekchymosen zu erkennen, es entwickelten sich
Nasenausfluf} und deutliche Atemgerdusche. An Tag 16 war der Kot wiB3-
rig, das Tier zitterte und taumelte. An Tag 17 p.i. war das Tier festliegend,
mit Ekchymosen an beiden Ohren, den Kronsdumen, Tarsal-, Karpalge-
lenken und den Schinken. Tier 2 hatte an Tag 4 p.i. leichte Diarrhoe, ab
Tag 10 ein geringgradig bis hochgradig gestortes AB und schlechte FA.
An Tag 16 und 17 war der Kot diinnbreiig. Beide Tiere wurden an Tag 17
p.i. aufgrund des schlechten ABs geschlachtet. Tier 3 wies an Tag 10 und
11 p.. ein geringgradig gestortes AB und schlechte FA auf. An Tag 12
war das AB hochgradig gestort. Die linke Hintergliedmale wurde nicht
belastet. Die Haut iiber dem Tarsalgelenk wies eine offene Schiirfwunde
auf, das Gelenk war geschwollen und auf Druck fluktuierend. Aufgrund
der rasanten Verschlechterung des ABs wurde das Tier geschlachtet.

In der pathologischen Untersuchung waren bei Tier 1 alle Lymphkno-
ten blutig imbibiert, nach kaudal hin zunehmend. In beiden Nieren fanden
sich zahlreiche Petechien, keilférmige Blutungen in der Leber, die sich
vereinzelt bis 0,5 cm tief in das Parenchym zogen. In der Blasen- und Ma-
genschleimhaut fanden sich vereinzelt Petechien. Bei Tier 2 fanden sich
nur vereinzelt Petechien in der Blasen- und Magenschleimhaut. Bei Tier 3
fand sich dorsal iiber dem linken Tarsalgelenk eine blutig-schwartige Ver-
dickung von ca. 1 cm Tiefe, 3 cm Breite und 6 cm Linge. Das Tarsalgelenk
selbst war ohne besonderen Befund.

Alle drei Tiere bekamen Fieber bis iiber 41°C, das bis zum jeweiligen
Schlachttermin anhielt, beginnend mit Tag 5 p.i. (Abbildung 3.8).

Die Leukozytenzahlen im Blut der Tiere fielen zwischen Tag 3 und 10
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p-i. auf rund 5 G/1 ab. Auf diesem Niveau stagnierten sie bis zur Schlach-
tung. Ebenso verringerte sich die Zahl der B-Zellen, sie erreichten an Tag
3 p.i. bereits ein durchschnittliches Niveau von 1,3% der Gesamtleukozy-
ten, erholte sich an Tag 5 p.i. kurzfristig und fiel dann fiir den restlichen
Verlauf auf Werte zwischen 2,8% und 0,9% (Abbildungen 3.9 und 3.10).

Virdmie konnte ab Tag 3 (Tier 4) bzw. Tag 5 (Tiere 1 und 2) bis zum Ver-
suchsende nachgewiesen werden. Mittels ,,Fluorescence Activated Cell
Sorting* (FACS) wurden die peripheren Blutleukozyten auf CSFV-Infek-
tion hin untersucht. Dazu werden die infizierten Zellen und eventuell vor-
handenes Virus mit Fluoreszenzfarbstoffen spezifisch markiert. Die mar-
kierten Zellen werden dann in einem Fliissigkeitsstrom durch den Analy-
seraum im FACS-Analysator geleitet. Die Fluoreszenzfarbstoffe werden
durch Laser angeregt. Weiterhin kommt es zu einer Streuung des einge-
strahlten Lichts. Nach Umwandlung des emitierten Lichts und des Streu-
lichts in elektrische Signale ist so die Differenzierung u.a. nach Zellart,
Zellgroe und CSFV-Infektion moglich. Der Anteil infizierter Leukozy-
ten, der mittels FACS nachweisbar war, lag ab Tag 10 p.i. im Durchschnitt
zwischen 13,6 und 25,5% (Abbildung 3.11).

Keines der Tiere entwickelte nAk gegen CSFV.

Nach den Ergebnissen dieses Tierversuchs 146t sich sicher sagen, daf3
das Virus 255/1 aus TV16a zu hoch pathogenem Wildtyp CSFV revertiert
ist. Alle 3 Tiere entwickelten akute, todlich verlaufende Schweinepest oh-
ne Ausbildung neutralisierender Antikorper gegen CSFV.
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Abbildung 3.8: Korperkerntemperatur der Tiere aus TV19 in °C
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Abbildung 3.9: Gesamtleukozyten der Tiere aus TV19 in G/l
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Abbildung 3.10: B-Zellen der Tiere aus TV19 in % der Gesamtleukozyten
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Abbildung 3.11: CSFV-infizierte Leukozyten der Tiere aus TVI19
in % der Gesamtleukozyten
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3.1.1.1.4 TV 20 Die transplazentare Ubertragung von Virus auf den
Foétus im triachtigen Tier gehort zu den zentralen Problemen von pestivi-
ralen Infektionen. Da die Inaktivierung der E™ RNase des CSFV Alfort/
Tiibingen durch Deletion der AS 346 zur vollstindigen Attenuierung des
Virus fiihrte und zudem die Virusmutante nahezu keine Virdmie erzeugte,
lag nahe zu iiberpriifen, ob diese Mutation auch die transplazentare Infek-
tion verhindert.

In einem weiteren Tierversuch sollte deshalb untersucht werden, wie
sich die Inaktivierung der RNase-Aktivitit des E™ bei der Infektion gra-
vider Sauen auf die Foten auswirkt.

Es wurden zwei Gruppen zu je 4 trichtigen Sauen gebildet. Die Tiere
waren bei der Ankunft am 54. Tag der Trichtigkeit, die Infektion wurde
acht Tage spiter durchgefiihrt. Die erste Gruppe wurde als Kontrollgruppe
mit CSFV Riems (Riemser Schweinepest Vakzine) mit folgendem Infek-
tionsschema infiziert: 2 x 10° KIDsg in 3 ml BFA-34 mit FCS, 2 ml intra-
nasal (je 1 ml je Nasenloch) und 1 ml intramuskulér. Die zweite Gruppe
wurde mit der RNase-negativen attenuierten CSFV-Mutante 230/1 nach
dem gleichen Schema infiziert. Die Korperkerntemperatur wurde von Tag
-3 bis Tag 7 p.i. erfalt. Blutproben wurden an Tag O und 6 post infectionem
ebenso wie am Schlachttag entnommen und auf Virdmie untersucht. Zu-
sdtzlich wurden an Tag O p.i. und am Schlachttag Serumproben gewonnen
und auf neutralisierende Antikorper gegen CSFV untersucht. Von weite-
ren Blutprobenentnahmen wurde abgesehen, um die Tiere nicht unnétig zu
stressen und damit das Risiko fiir Aborte oder Friihgeburten zu erhShen.

Nach der Infektion entwickelte keines der Tiere Fieber (Tabelle 3.1 und
Grafik 3.12). Virdmie lief sich nur bei einem der mit CSFV 230/1 Tiere
(Tier 883, an Tag 6 p.i.) nachweisen. Zu Beginn des Versuchs hatte kei-
nes der Tiere neutralisierende Antikorer gegen CSFV. Bis zum Ende des
Versuchs stieg der Antikorpertiter auf Werte zwischen 1:40 und 1:320.

Euthanasiert wurden die Tiere 3 Tage (Gruppe CSFV Riems) bzw. 2 Ta-
ge (Gruppe CSFV 230/1) vor dem errechneten Abferkeltermin mit Pentobar-
bital (Eutha®77, Essex Tierarznei, Miinchen).

Die Foten wurden entnommen und Gewebe als Sammelproben genom-
men wie unter Methoden beschrieben. Bei mumifizierten Friichten wur-
den, soweit moglich, die gleichen Proben entnommen. Als bereits vor der
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Euthanasie tote Foten wurden nur Foten eingestuft, die aufgrund ihres Zu-
standes (Mumifizierung, beginnende Mumifizierung) sicher als tot klassi-
fiziert werden konnten.

3994
&4 ]
"-,-/‘ T ] 'r}./"jt\ AV'{FAP
"l \/
an A —+—riems
T 1] —=— 23001
£ = _
LS T .
T T 3?,59 T T T 1
4 2 L[] 2 4 L] 8

Abbildung 3.12: Durchschnittliche Korperkerntemperaturen der Tiere aus TV 20 in °C
riems = Gruppe CSFV Riems; 230/1 = Gruppe 230/1

In der Kontrollgruppe hatten die Sauen insgesamt 55 Ferkel, von denen
5 bereits tot oder mumifiziert waren. In keinem der Ferkel lie} sich Virus
nachweisen (Tabelle 3.2).

In der Gruppe, die mit CSFV 230/1 infiziert worden war, hatten die
Sauen 44 Ferkel, von denen 6 bereits tot oder mumifiziert waren. Eines der
vermutlich noch lebenden Ferkel hatte Petechien auf Haut und Nieren. In
15 Ferkeln aus 3 verschiedenen Sauen lief3 sich Virus nachweisen (Tabelle
3.3).

89



3 Ergebnisse

Tier -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6

882 385 384 382 383 382 384 384 382 381 384

886 383 386 384 386 386 384 386 382 385 384

888 383 385 387 384 38 384 382 382 384 383

889 387 386 387 384 385 383 386 387 387 388

881 38 382 379 386 378 383 384 383 382 38

883 381 379 382 381 381 383 385 382 382 38

884 378 379 378 379 38 38 38,2 38 384 384

887 383 381 381 384 386 384 386 386 386 388

in °C

Tabelle 3.1: Korperkerntemperatur der Tiere aus TV20 in °C
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Gruppe CSFV Riems

Nr. Muttersau Fotus-Nr. Virus Pathologie
882 /1

/1 mumifiziert
/1

/1

/1

/1

//

1/

/1

/1

/1

//

0NN AW~

el

—
N - O

886 1/

/1

/1

//

!/ mumifiziert
1/

/1

/1 Tot
//

10 1/

11 1/

12 /1

13 /1

[c=BEN e WY B O I

\©

Fortsetzung auf nichster Seite
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Fortsetzung von letzter Seite

Nr. Muttersau Fotus-Nr. Virus Pathologie

14 /1

15 /1
888 /1
/1
/1
/1
/1
/1
/1
/1
/1
/1
/1

— = 0 0 O L AW =

—_ O

889 1/ Mumifiziert

//

//

!/

!/

//

// Tot

//

9 //

10 1/

11 !/

12 !/ Tot, Purpura in der
Plazenta

0NN AW~

13 /1

Fortsetzung auf nichster Seite
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Fortsetzung von letzter Seite

Nr. Muttersau Fotus-Nr. Virus Pathologie
14 /1
15 /1
16 1/
17 1/

Tabelle 3.2: Daten zu den Foten der Tiere aus Gruppe CSFV Riems, TV 20
/ = Virus negativ; + = Virus positiv, Virusnachweis erfolgte in Doppelbestim-
mung
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Gruppe CSFV 230/1
Nr. Muttersau Fotus-Nr. Virus Pathologie
881 1 // Tot
2 ++
3 //
4 +/
5 // Mumifiziert
6 +/
7 ++
8 ++
9 + + Lebend; Petechien
auf Haut und Nieren
10 /+
11 !/ Tot
12 !/
13 //
14 //
883 1 ++
2 ++
3 ++
4 !/ Tot, Purpura in der
Plazenta
5 //
6 ++
7 /] Tot, Purpura in der
Plazenta
8 //

Fortsetzung auf nichster Seite
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Fortsetzung von letzter Seite

Nr. Muttersau Fotus-Nr. Virus Pathologie
9 ++
10 ++
884 1/
/1
+/
/1
/1
+/
/1

NN AW~

887 /1
//
/1
1/
1/
/1
!/
1/
1/
10 1/
11 /1
12 /1
13 !/ Kiimmerer

0N AW~

el

Tabelle 3.3: Daten zu den Foten der Tiere aus Gruppe CSFV 230/1, TV 20
/ = Virus negativ; + = Virus positiv, Virusnachweis erfolgte in Doppelbestim-
mung
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3.1.1.2 Versuche zur trans-Komplementierung der
RNase-Funktion

Es ist moglich, dal E™ als Virulenzfaktor seine Funktion nicht unmittel-
bar am Ort der Virusreplikation, sondern in der Umgebung des Infekti-
onsherdes oder weiter davon entfernt im Organismus ausiibt. Dafiir spre-
chen zwei Eigenschaften des E™ , namentlich das Fehlen eines bekann-
ten Membranankers und die vermutlich damit verbundene Sezernierung,
sowie die Fahigkeit der C-terminalen Sequenz die Plasmamembran pas-
sagieren zu konnen, und damit von aufen in Zellen zu gelangen. Ist diese
Theorie richtig, miite man RNase®-CSFV-Mutanten mit wt-E™ in trans
supplementieren und damit den pathogenen Phénotyp wieder regenerie-
ren konnen. Um diese Theorie zu iiberpriifen wurden zwei vergleichbare
Tierversuche (TV 17 und TV 18) durchgefiihrt.

In beiden Versuchen wurde mit zwei Gruppen zu je 4 Ferkeln gearbeitet.
Alle Schweine wurden mit 103 KIDs der RNase©-Mutante CSFV H297K
in 3ml Medium infiziert. 1/3 der Dosis wurde i.m., 2/3 i.n. verabreicht.
Zum gleichen Zeitpunkt bekam die erste Gruppe die attenuierte Tollwut-
Mutante Mul, und die zweite Gruppe die attenuierte Tollwut-Mutante
14.1. Mul exprimiert RNase®-E™®, withrend 14.1 die durch Deletion der
AS 346 erzeugte RNase® Variante des Proteins exprimiert (Herstellung
der Mutanten in Kooperation mit der AG Conzelmann, LMU Miinchen).
Die Infektion mit den Tollwutviren fand i.m. im M. glutaeus statt.

Die Infektionsdosis fiir die Tollwut-Mutanten betrug im ersten Versuch
jeweils 5 x 10° KIDs , im zweiten Versuch je 6 x 107 KIDsj, .

3.1.1.2.1 TV17 Die Tiere aus Gruppe 26 wurden zusitzlich zur RNase®-
Mutante mit der RNase®-Tollwut-Mutante Mul (5 x 10° KIDsy), die Tiere
aus Gruppe 28 mit der RNase®-Tollwut-Mutante 14.1 (5 x 10% KIDs) in-
fiziert.

Tier 26/3 wieB bereits zum Infektionsdatum eine reduzierte FA und
leichtes Niesen, an Tag 1 p.i. kamen wélrige Diarrhoe und mittelgradig
gestortes AB hinzu. Am 4. Tag p.i. fand keine Futteraufnahme mehr statt,
an Tag 5 p.i. wurde Tier 26/3 aus tierschiitzerischen Griinden geschlachtet.
In der Pathologie fand sich eine Polyserositis, generalisierte Lymphadeni-
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tis und Bursitis am linken Knie. Die anderen Tiere der Gruppe 26 zeigten
von Tag 3 bis Tag 6 p.i., Tier 26/4 wieder von Tag 8 bis Tag 11 p.i. ei-
ne Korperkerntemperatur > 40°C (Tabelle 3.4 und Bild 3.13). Die weitere
klinische Zeichen traten nicht auf.

Schweinepest-Virus konnte an Tag 5 und 7 p.i., bei Tier 26/4 von Tag 5
p-i. bis zur Schlachtung an Tag 17, aus dem BC reisoliert werden.

Zur sichereren Kontrolle der Antikdrperentwicklung wurden die Tiere
iber die Erfassung der anderen Parameter hinaus (bis Tag 12 p.i.) erst nach
ca 3,5 Wochen p.i. geschlachtet.

Die Tiere aus Gruppe 28 zeigten ab Tag 3 bis Tag 12 p.i. eine Koper-
kerntemperatur von iiber 40°C an. Bei den einzelnen Tieren dauerte diese
Phase zwischen 4 und 9 Tagen (Tabelle 3.5 und Bild 3.13). Durchfall hatte
Tier 28/4 an Tag 3 und von Tag 7 bis 10 p.i., Tier 28/3 an Tag 6 bis 8 und
Tag 10 bis 13 p.i., Tier 28/1 an Tag 8, 10 und 11 p.i.. Tier 28/2 hatte kei-
nen Durchfall. Tier 28/1 wies ab Tag 6, die anderen Tiere ab Tag 7 p.i. eine
schlechte FA auf. Bei allen Tieren war das AB an Tag 6 p.i. mittelgradig
gestort, mit tageweisen Schwankungen zwischen hochgradig gestort und
ungestortem AB zog sich dies bis Tag 10 p.i.. Tier 28/4 wurde aufgrund
des schlechten ABs an Tag 10 p.i. geschlachtet, die anderen Tiere erholten
sich zwischen Tag 12 und 14 p.i.

Schweinepest-Virus konnte zwischen Tag 5 und 12 p.i. aus dem BC
reisoliert werden.

In beiden Gruppen kam es zu einer deutlichen, transienten Leukopenie
zwischen Tag 5 und 10 p.i. (Tabelle 3.6 und Bild 3.14) und ebenso zu
einer B-Zell-Depletion zwischen Tag 5 und 10. Danach erholten sich beide
Gruppen, aber Gruppe 26 hatte an Tag 12 noch einmal einen Einbruch der
B-Zell Zahlen (Tabelle 3.7 und Bild 3.15).

Das reisolierte Virus war in allen Fillen noch RNase® (Bild 3.16). Zur
Kontrolle des Genotyps wurde RNS der reisolierten Viren aufgereinigt,
eine RT-PCR mit den Primern EO5SII und EOStop durchgefiihrt und im
Anschluf} mit den selben Primern der fiir das E™ kodierende Bereich se-
quenziert. In allen Fillen war der Austausch des Histidin Codons 297 ge-
gen ein Lysin Codon (CAT —> AAA) erhalten.

Bei keinem Tier konnte intrazellulidres Virus mittels FACS in Leukozy-
ten nachgewiesen werden.
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Zur Kontrolle, ob sich die Tollwut Virus Mutanten vermehrt hatten, oder
ob sie gleich nach der Infektion vom Immunsystem eliminiert worden wa-
ren, wurde der Antikorperstatus gegen Tollwut Virus an Tag O p.i. mit dem
am Tag der Schlachtung verglichen. Dabei lagen die Werte an Tag O p.i.
bei allen Tieren bei 1,5 IU und am Schlachttag bei den meisten Tieren bei
7,5 TU. Bei Tier 28/2 lagen sie bei 1,5 IU und bei Tier 28/4 bei 37,5 TU.

Zusammenfassend ergab TV 17, daB3 die Tiere beider Gruppen eine
CSFV-Infektion mit im Vergleich zum klassischen Bild milder Symptoma-
tik durchliefen. Bis auf ein Tier erholten sie sich nach kurzer Krankheits-
phase wieder von der Infektion. Die Tiere der mit RNase®-E™ supple-
mentierten Kontrollgruppe erschienen sowohl vom personlichen Eindruck
als auch von den erfaften Parametern her weniger schwer erkrankt als die
RNase®-E™ supplementierte Gruppe. Da die Abweichungen der beiden
Gruppen voneinander jedoch noch innerhalb der statistischen Streuung la-
gen, wurde ein weiterer Tierversuch unter vergleichbaren Bedingungen
durchgefiihrt.
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Tag pi/ Tier 26/1 26/2 26/3 26/
2 39,7 388 402 394
-1 39 392 40,7 394
0 389 39 402 393
1 392 393 41,7 395
2 394 398 413 395
3 40,5 39,7 40,7 39,9
4 40,1 403 40,8 402
5 40,8 404 41*% 404
6 402 403 40,5
7 39,8 39,8 39,5
8 399 39,8 40,7
9 402 398 40,8
10 39,6 39,7 40,3
11 39 392 40,6
12 39,5 392 39,5
13 39,6 39,5 39,3
14 393 392 39,5
15 394 393 39,3
16 39 389 39,2
17 38,9 388 39,1

in °C

Co-Infiziert Tollwut Virus Mul

* Tier geschlachtet.

Tabelle 3.4: TV 17; Korperkerntemperatur der Tiere in

Gruppe 26
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Tagpi/ Tier 28/1 282 283 28/4
-2 39 392 392 394
39,2 393 394 393

1
[y

0 39 398 392 39
1 39,3 39,8 393 39
2 39,6 40 39,6 39,7
3 40,7 39,7 39,6 395
4 40,3 40,6 39,6 393
5 40,6 40,9 40,3 40,2
6 41,5 414 40,8 40,2
7 40,6 41,6 40,2 412
8 41,1 41,2 40,5 409
9 40,9 41 40,5 39,7
10 40,2 40,6 39,6 394*
11 39,1 40 398
12 38,9 40,2 39,2
13 39 39,6 392
14 39 394 391
15 39,2 39,1 393
16 39,2 388 39
17 39,1 389 39,1

in °C

Co-Infiziert mit Tollwut Virus 14.1
* Tier geschlachtet.

Tabelle 3.5: TV 17; Korperkerntemperatur der Tiere aus
Gruppe 28
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—&— Stall 26: Mu3
—&— Stall 28: 14.1

Tag p.i.
Abbildung 3.13: Korperkerntemperatur der Tiere aus TV 17, Durchschnitt in °C

Gruppe 26: CSFV H297K + RNase® Tollwut Virus Mul
Gruppe 28: CSFV H297K + RNase® Tollwut Virus 14.1
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Tagpi/ Tier 26/1 26/2 26/3 26/4 28/1 282 28/3 28/4
0 12,1 2595 14,3 27,03 2434 2926 26,07 16,52
3 13,76 12,49  2041* 19,09 1794 3542 1502 23,17
5 9,63 9,46 9,84 12 13,1 886 15,17
7 8,13 8,36 747 14,79 6.3 9,57 17
10 21,57 1622 237 12,62 947 11,62 23,6*
12 27,07 27,86 238 2644 11,86 17,06
14 2995 2091 1,86 16,13 9,78 34,58

in G/1

Tiere 26/1-26/4: Co-Infiziert Tollwut Virus Mul; Tiere 28/1-28/4: Co-Infiziert mit

Tollwut Virus 14.1
* Tiere geschlachtet.

Tabelle 3.6: Gesamtleukozyten der Tiere aus TV 17
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Abbildung 3.14: Gesamtleukozytenzahlen der Tiere aus TV 17, Durchschnitt in G/I

Gruppe 26: CSFV H297K + RNase® Tollwut Virus Mul
Gruppe 28: CSFV H297K + RNase® Tollwut Virus 14.1
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Tag pi/ Tier 26/1 26/2 26/3 26/4 28/1 282 283 28/4
0 10,64 6,14 0,64 1,69 6,63 2,41 1,53 2,33
3 5,68 3,94 0,6% 1,94 3,81 4,76 8,76 2,99
5 3.4 2,2 2,18 1,67 2,26 3,46 1,49
7 1,06 3,67 1,66 2,1 0,6 19 0,5
10 1046 2,97 0,57 3,02 0,71 569  049%
12 2,171 2,86 2,66 34 1,24 4,49
14 6,29 6,53 3,27 2,42 4,02 4,13

in % Gesamtleukozyten

Tiere 26/1-26/4: Co-Infiziert Tollwut Virus Mul; Tiere 28/1-28/4: Co-Infiziert mit
Tollwut Virus 14.1

* Tiere geschlachtet.

Tabelle 3.7: B-Zellen der Tiere aus TV 17
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Abbildung 3.15: B-Zellzahlen der Tiere aus TV 17, Durchschnitt in % der Gesamtleukozyten

Gruppe 26: CSFV H297K + RNase® Tollwut Virus Mul
Gruppe 28: CSFV H297K + RNase® Tollwut Virus 14.1
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-

1] 04 1

2 24

Abbildung 3.16: RNase-Test der reisolierten Viren aus buffy coat Zellen in TV 17.
Lichtabsorption bei 260 nm Wellenlinge, gemessen wird die Bildung sdureloslicher nie-
dermolekularer RNS aus dem Substrat Poly(U).

Stallnummer-Tiernummer/ Tag p.i.
Gruppe 26: infiziert mit CSFV H297K + RNase® Tollwut Virus Mul
Gruppe 28: infiziert mit CSFV H297K + RNase® Tollwut Virus 14.1
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3.1.1.2.2 TV 18 Dieser zweite Versuch zur Supplementierung von
RNase®-E™ CSFV mit wt-E™ wurde durchgefiihrt, da der erste Versuch
zwar andeutete, dal die Supplementierung zur Verstirkung der Krank-
heitssymptome fiihrt, die Ergebnisse aber aufgrund der geringen Tierzahl
auch als statistische Streuung erklirt werden konnten. In der Erwartung,
den Unterschied zwischen der mit RNase®-E™ und der mit wt-E™ sup-
plementierten Gruppe verstirkt zum Ausdruck bringen zu konnen, wurde
in diesem Versuch die Infektionsdosis fiir das Tollwut-Virus im Vergleich
zum Versuch TV 17 hoher gewihlt (6 x 107 KIDs statt 5 x 10° KIDs).

Die Tiere aus Gruppe 52 wurden zusétzlich zur CSFV RNase®-Mutante
mit der RNase®-Tollwut-Mutante Mul (6 x 107 KIDsg), die Tiere aus
Gruppe 50 mit der RNase®-Tollwut-Mutante 14.1 (6 x 107 KIDs) infi-
ziert.

In Gruppe 52 hatten alle Tiere an Tag 6 p.i. schlechte FA und mittel-
gradig gestortes AB, an Tag 8 p.i. hatten drei Tiere (52/1 - 52/3) leichte
Diarrhoe, bei gleichzeitig guter FA und gutem AB. An Tag 10 p.i. hatte
Tier 52/3 schlechte FA, AB und leichte Diarrhoe, an Tag 11 p.i. wiesen
alle Tiere eine schlechte FA auf. Danach waren die klinischen Zeichen bis
zum Tag der Schlachtung 0.b.B. Temperatur iiber 40°C hatten Tier 52/1
und 52/2 an Tag 6 p.i., und Tier 52/3 von Tag 10 bis zur Schlachtung (Ta-
belle 3.8 und Abb. 3.17). Schweinepest-Virus konnte an Tag 5 und 7 p.i.
(52/3: Tag 5 und 10 p.i.) aus BC reisoliert werden.

Tier 52/3 entwickelte an Tag 8 p.i. eine hochgradige Lahmheit der hin-
teren rechten Extremitiit mit fluktuierender Schwellung am Tarsalgelenk.
Uber die nichsten 12 Tage wechselte der Grad der Lahmheit zwischen
leicht und mittelgradig. Von Tag 11 bis Tag 14 p.i. wurde das Tier anti-
biotisch behandelt (1ml Baytril / d i.m.). Nach anfénglicher Besserung lag
das Tier an Tag 18 p.i. fest und wurde geschlachtet. Bei der pathologischen
Untersuchung lieBen sich 7 ml dickfliissiger Eiter aus der Schwellung ent-
nehmen, die Achillessehne war teilweise eingeschmolzen. Das Tarsalge-
lenk selbst war 0.b.B. Der restliche Tierkorper war ebenfalls 0.b.B.

Zur sichereren Kontrolle der Antikorperentwicklung wurden die ande-
ren Tiere liber das Erfassen der anderen Parameter hinaus (bis Tag 12 p.i.)
erst nach ca 3,5 Wochen p.i. geschlachtet.

In Gruppe 50 hatte eines der Tiere an Tag 6 p.i. leichte Diarrhoe: es liel
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sich nicht zuordnen welches. An Tag 8 p.i. hatte Tier 50/3 leichte Diarrhoe.
Alle anderen Tiere waren iiber den Beobachtungszeitraum klinisch 0.b.B.
Fieber hatten nur die Tiere 50/2 und 50/4 an Tag 5 p.i. (Tabelle 3.9).

Schweinepest-Virus konnte an Tag 5 und 7 p.i. (50/2: Tag 7 und 10 p.i.)
aus BC reisoliert werden.

Die Tiere beider Gruppen hatten an Tag 5 und 7 p.i. eine transiente
Leukopenie und B-Zell-Depletion (Tabellen 3.10 und 3.11, Bilder 3.18
und 3.19). Mittels FACS lieB sich kein intrazelluldres CSFV in Leukozyten
nachweisen. Die Kontrolle des Genotyps der reisolierten Viren wies in
allen Fillen einen Erhalt des Austausches H297K und keine ,,second site*
Mutationen auf. Die Kontrolle des Phénotyps auf RNase-Aktivitidt wurde
daher nicht durchgefiihrt.

Der Antikorpertiter gegen Tollwut stieg von durschnittlich 1,08 IU (0,3
- 1,5) auf 2,46 IU (0,5 - 4,2).
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| 14,
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Abbildung 3.17: Korperkerntemperatur der Tiere aus TV 18, Durchschnitt der jeweiligen
Gruppe in °C
Gruppe 50: CSFV H297K + RNase® Tollwut Virus 14.1
Gruppe 52: CSFV H297K + RNase® Tollwut Virus Mul
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Tagpi/ Tier 52/1 5272 52/3 52/4
-3 38,6 389 38,7 385
-2 38,5 38,7 38,6 392
-1 38,9 38,6 38,8 39,1
0 38,7 385 388 39
1 38,8 38,7 38,7 389
2 38,6 38,7 389 388
3 39,2 394 39,6 39,1
4 38,5 394 384 389
5 38,8 384 39,6 393
6 40,6 40 39,9 39,1
7 393 39,1 39,5 385
8 39,5 39,2 393 388
9 39,1 39,3 393 385
10 383 39 40,6 393
11 38,2 389 40,7 39,1
12 384 382 399 381
13 38,6 38,7 40,5 384
14 38,5 385 40,6 38,6

in °C

Co-infiziert mit Tollwut Virus Mul

Tabelle 3.8: TV 18; Korperkerntemperatur der Tiere aus

Gruppe 52
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Tagpi/ Tier 50/1 5072 50/3 50/4

-3 38,5 388 38,7 385
-2 38,8 39 38,3 387
-1 389 38,7 384 393
0 38,8 389 38,6 387
1 38,2 38,7 39 39

2 38,5 387 389 388
3 39,2 39,1 393 399
4 39 396 389 395
5 39,8 40,1 39,8 40,1
6 39,3 39,6 39,7 40

7 38,5 38,7 38,8 397
8 389 39 39 398
9 38,8 39 39 389
10 39,2 39,1 38,8 39,7
11 392 39 39,1 398
12 38,2 387 382 391
13 38 384 38,7 394
14 384 383 38,8 392

in°C

Co-infiziert mit Tollwut Virus 14.1

Tabelle 3.9: TV 18; Korperkerntemperatur der Tiere aus
Gruppe 50
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Abbildung 3.18: Gesamtleukozyten der Tiere aus TV 18, Durchschnitt der jeweiligen Gruppe
in G/l
Gruppe 50: CSFV H297K + RNase® Tollwut Virus 14.1
Gruppe 52: CSFV H297K + RNase® Tollwut Virus Mul
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Abbildung 3.19: B-Zellen der Tiere aus TV 18, Durchschnitt der jeweiligen Gruppe in % der
Gesamtleukozyten
Gruppe 50: CSFV H297K + RNase® Tollwut Virus 14.1
Gruppe 52: CSFV H297K + RNase® Tollwut Virus Mul
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Tag pi/ Tier  50/1 5072 50/3 50/4 52/1 5272 52/3 52/4

-4 9,6 12,9 18,4 19,7 28,8 22,8 19,2 13,2

3 12,3 14,4 15,9 16,8 28,1 14,2 16,9 16,2

5 9,7 13,4 14,7 10,8 20,1 9.1 8,2 19.2

7 59 14,7 12,2 12,4 18,7 99 16,4

10 28,6 18,8 8.8 154 18 11,7 246% 255

12 222 245 21,1 252 38 20,1 21,4
in G/1

Tiere 50/1 - 50/4: Co-infiziert mit Tollwut Virus 14.1; Tiere 52/1 - 52/4:
Co-Infiziert mit Tollwut Virus Mul

Leere Felder: kein Blut gewonnen

* Tier geschlachtet.

Tabelle 3.10: Gesamtleukozyten der Tiere aus TV 18
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Tag pi/ Tier 50/1 5072 50/3 50/4 52/1 52/2 52/3 52/4

-4 44 3,12 6 6,05 5,52 7,03 10,38 4,12
3 491 1,7 3,95 3,28 1,52 3,46 3,12 2,5
5 1,67 0,44 0,66 0,11 0,27 0,74 1,06 0,4
7 2,23 0,62 3,31 2,58 0,21 1,62 0,71
10 2,44 1.4 43 1,73 0,7 0,75 0,66* 1,52
12 3,7 2,3 32 2,06 0,6 1,95 2,85

in % Gesamtleukozyten
Tiere 50/1 - 50/4: Co-infiziert mit Tollwut Virus 14.1; Tiere 52/1 - 52/4: Co-Infiziert mit
Tollwut Virus Mul

Leere Felder: kein Blut gewonnen

* Tier geschlachtet.

Tabelle 3.11: B-Zellen der Tiere aus TV 18
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3.1.1.3 Versuche zur Expression und Aufreinigung von E™

Bisher wurde reines E™® durch die Expression in Insektenzellen mit Hilfe
eines Baculovirus- [39, 40], Autographa californica nuclear polyhedro-
sis virus- [41] oder Drosophila-Expressionssystems [46] gewonnen. Dies
fiihrt zu einer Glykosylierung des Proteins, die nicht identisch mit der in
der S#ugerzelle stattfindenden Glykosylierung von E™ ist. Es sollte des-
halb der Versuch unternommen werden, CSFV-E™ in BHK-Zellen zu ex-
primieren. Es ist zu erwarten, dafl die Expression des Proteins in Sduger-
zellen zu einer Glykosylierung fiihrt, wie sie auch nach der Infektion im
natiirlichen Wirt auftritt.

Zu diesem Zweck wurde mit drei Expressionssystemen experimentiert.
In den Fillen der ersten beiden Expressionssysteme wurde die fiir E™®
kodierende Sequenz in einem Expressionsvektor mit der fiir einen geneti-
schen Marker (,,tag™) kodierenden Sequenz fusioniert. Es wurde entweder
ein an Chitin (Impact™-Protein Purification System) oder ein an Calm-
odulin (Affinity®-System) bindender tag verwendet. Im folgenden Schritt
wurden die Sequenzen beider Proteine in den pSinRep-Vektor des Sindbis-
Virus-Expressionssystems kloniert. Mit diesem System sollte auf relativ
einfache Art und Weise eine groBere Menge Protein aus Sdugerzellen zu
gewinnen sein.

Nach der Expression des Fusionsproteins bindet der tag dann entweder
an eine mit Chitin oder an eine mit Calmodulin beschichtete Matrix und
nicht markierte, ungewiinschte Proteine konnen abgewaschen werden. Im
Anschluf} 1d6t sich das Fusionsprotein von der Matrix eluieren und der tag
sich abspalten.

3.1.1.3.1 Impact™-System Das Impact™-Expressionssystem expri-
miert das in den Vektor pTYB4 klonierte Protein zusammen mit einer
Chitin bindenden Doméne (CBD) als C-terminalem tag. Zwischen dem
Protein und dem tag wird das Sce VMA Intein exprimiert. Die CBD bindet
an Chitin, das an kleinen Kiigelchen immobilisiert ist. Uber Waschschrit-
te lassen sich so kontaminierende Proteine entfernen. Das Zielprotein 143t
sich iiber die selbstabspaltende Eigenschaft des Inteins unter Anwesen-
heit von Thiolen (z.B. DTT, B-Mercaptoethanol) wieder von der Matrix
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eluieren.

Die Vektoren der pTYB-Serie sind dazu gedacht Proteine in E. coli zu
exprimieren. Da fiir uns eine Expression in Sdugerzellen, speziell in BHK-
Zellen, erwiinscht war, muflte die Gen-Sequenz des Proteins, des Inteins
und der CBD in einen entsprechend geeigneten Vektor transferiert wer-
den. Auf Grund der guten Erfahrungen im Labor wurde dafiir der Vektor
pSinRep 5 gewihlt.

Die Plasmide K2 bis K4 wurden wie in Material & Methoden beschrie-
ben konstruiert. Die Sequenzen, die fiir das jeweilige E™ kodieren, wur-
den mittels PCR amplifziert und tiber die Restriktionsschnittstellen Smal
und Xbal in den Vektor pTYB4 inseriert. Eine Testspaltung der Plasmide
mit den Enzymen Xbal und Blpl zeigte Fragmente in der zu erwartenden
GroBe von ca. 5800 und 2400 Basenpaaren (Abbildung 3.20).

Aus diesen Konstrukten wurde die Se-
quenz, die fiir E™, das Intein und die CBD
kodieren, mit den Enzymen BlpI und Xbal
herausgeschnitten und in den Vektor pSin-
Rep 5 kloniert. Das Ergebnis waren die
Konstrukte K8, K9 und K10. Testspaltun-
gen mit den Enzymen Xbal und Notl er-
gaben die erwarteten Banden von ca. 9600
und 2800 Basenpaaren Grofle (Abbildung
3.21).

Die E™Sequenz und die daran angren-
zenden kodierenden Bereiche wurden mit
den Primern EOSSII, ps17.1, ¢19.1r und
EOStop sequenziert. Fiir die weiteren Ex-
perimente wurden nur Konstrukte verwen- Abbildung 3.20: Testspalung der
det, die keine Abweichungen in den se- E™-pTYB4 Plasmide mit Xbal

<-- 6000

<-- 2000

K A S und Blpl
quenzierten Bereichen enthielten. Spur 1: K2, Spur 2: K3, Spur 3:
Mit dem Plasmid K3 wurde eine tran- K4, Spur 4: Gréfenmarker 1kB+

siente Expression mittels Vaccinia-T7-

Transfektion in BHK-Zellen durchgefiihrt und die dabei anfallenden Pro-
teine mit 3°S radioaktiv markiert. In der indirekten Immunfluoreszenz mit
mAb 24/16 und anti-mouse conjugated FITC lief sich die Expression des
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3.1 CSFV

E™ nachweisen (Daten nicht gezeigt).

Im Weiteren wurde die Protein-Aufrei-
nigung durchgefiihrt, wobei ein gegeniiber
dem Herstellerprotokoll entsprechend der
Beschreibung in Material & Methoden mo-
difziertes Verfahren durchgefiihrt wurde.
Teilmengen der dabei anfallenden Frak-
tionen wurden in Immunprézipitationsex-
perimenten (RIP) eingesetzt (Abbildungen
3.22 und 3.23).

In der RIP direkt aus Zellextrakt 14t
sich das Fusionsprotein (ca. 100 kD) mit
dem gegen E™® gerichteten mAb 24/16
nachweisen (Abbildung 3.22; Spur 3).
Nach Inkubation des entsprechenden Zell-
extraktes mit den Chitinkiigelchen wurden Abgri}gl}ng .3~2C1 1:3 DT6S§§p;ltu;lgPlder
die nicht gebundenen Proteine abgetrennt . - thsl;'(ba Lo
(U1, Abbildung 3.22, Spuren 5-7 und Ab- Spur 1: K8, Spur 2: K9, Spur
bildung 3.23, Spuren 2-4). Mittels RIP 143t 3: K10, Spur 4: Gréfenmarker
sich das Fusionsprotein im entsprechen- 1kB+
den Uberstand nicht, E™ ohne CBD hingegen nachweisen (Abbildung
3.22, Spuren 9 bzw. 10). Die gewaschenen Chitinkiigelchen wurden mit
Spaltungspuffer behandelt, wodurch gebundenes E™ in den Uberstand
(02) gelangen sollte. Jedoch 1Bt sich in dem U2 keine spezifische Ban-
de nachweisen (Abbildung 3.23, Spuren 6 und 7). Zur Freisetzung von
nicht gespaltenem CBD-E™ wurden die Chitinkiigelchen anschlieend
mit Laemmli-Puffer bei 95°C fiir 5 min in Anwesenheit von SDS be-
handelt (SDS). Diese Behandlung zerstort nicht kovalent verbundene Pro-
teinkomplexe. In diesem Uberstand taucht das CBD-E™ Fusionsprotein
wieder auf (Abbildung 3.23, Spuren 9 und 10). Damit war offensichtich,
dal die Abspaltung des gebundenen Proteins nicht funktioniert hatte. Es
wurde mit zwei verschiedenen, vom Hersteller des Systems empfohlenen
Spaltungs-Puffern vergeblich versucht das Intein zur Abspaltung zu bewe-
gen (Abbildung 3.23, Spuren DTT bzw. HA).

Die Selbstabspaltung des Inteins, und damit die Trennung des E™ von
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der CBD, funktionierte in diesen Experimenten eindeutig nicht. Somit er-
wies sich das Impact™-System als fiir unsere Zwecke nicht geeignet.

RIP V] RIP U1
L K3 1219 L K3 1219 L K3 1219

kD

CBD-Erns > 97

66

Erns ---> 45

30

Abbildung 3.22: 1. Nachweis des Fusionsproteins CBD-E™
Aufarbeitung des radioaktiv markierten Zellysats einer transienten Vacciniavirus-
Expression unter denaturierenden Bedingungen direkt aus dem Zellysat und nach der Bin-
dungsreaktion an eine Chitin-Matrix.
HM = High molecular weight marker
RIP = Radioimmunpriizipitation mit gegen E™ gerichtetem mAb 24/16
Ul = Uberstand nach Proteinbindung an eine Chitin-Matrix(= nicht gebundene Proteine)
RIP Ul = das Ul wurde mit gegen E™ gerichtetem mAb 24/16 prizipitiert
L = Zellkontrolle ohne Testplasmid
K3 = Fusionskonstrukt CBD-E™ K3
1219 = E™S-wt Positivkontrolle
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U1 U2 SDS
HM L DTT HA L DTT HA L DTT HA LM

kD
<--- CBD-Erns

20,1

12,5

Abbildung 3.23: 2. Nachweis des Fusionsproteins CBD-E™
Aufarbeitung des radioaktiv markierten Zellysats einer transienten Vacciniavirus-
Expression unter denaturierenden Bedingungen von nicht an die Chitin-Matrix gebun-
dener, nach Intein Spaltung eluierter und nach Intein Spaltung auf der Séiule verbliebener
Proteine direkt aus dem Uberstand. Die Intein-Spaltungsreaktion wurde mit zwei verschie-
denen, vom Hersteller empfohlenen Spaltungspuffern durchgefiihrt.
HM = High molecular weight marker
Ul = Uberstand nach Proteinbindung an Chitin-Matrix (= nicht gebundene Proteine)
U2 = Uberstand nach Inkubation mit Spaltungspuffer (= nach Intein Spaltung eluierte
Proteine)
SDS = nach Aufkochen mit Laemmli-Puffer (= Proteine, die nach der Intein Spaltung auf
der Matrix verblieben waren)
L = Zellkontrolle ohne Testplasmid
DTT = Spaltungspuffer mit DTT
HA = Spaltungspuffer mit Hydroxylamin
LM = Low molecular weight marker
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3.1.1.3.2 Affinity®-System Bei dem Affinity®-Expressionssystem
wird ein Calmodulin bindendes Peptid (CBP) als ,tag® verwendet. Die
aus dem Vektor pCAL-n-EK genommene CBP kodierende Sequenz wur-
de 5°- oder 3’-terminal an das gewiinschte cDNS-Fragment angefiigt. Zur
Aufreinigung des Ziel-Proteins wird das Zell-Homogenat nach transienter
Expression iiber eine mit Calmodulin beschichtete Matrix gegeben; das
Fusionsprotein bindet an das Calmodulin. Nach einem Waschschritt kann
das Zielprotein entweder mit Enterokinase oder mit Thrombin von dem
CBP abgespalten und von der Matrix gewaschen werden.

Konstrukte K15 bis K17 wurden wie in Material & Methoden beschrie-
ben konstruiert. Eine Testspaltung der Plasmide mit Xbal und Ncol zeigte
Fragmente in der zu erwartenden Gré8e von ca. 3700 und 900 Basenpaa-
ren
(Abbildung 3.24).

Die E™Sequenz sowie die angrenzen-
den Bereiche wurden mit den Primern
EOS5SII, ps17.1, ¢19.1r und EOStop sequen-
ziert. Fir die weiteren Experimente wur-
den nur Konstrukte benutzt, die keine Mu-
tationen in diesen Bereichen aufwiesen.

Mit dem mAb 24/16 lie sich nach
Vaccinia-T7-Expression E™ mit indirekter
Immunfluoreszenz nachweisen.

In der RIP war das Fusionsprotein mit
der zu erwartenden Grof3e von ca. 50 kD KB+ K15 K16 K17
kaum zu detektieren. Stattdessen fanden

sich drei Banden bei ca. 27, 29 und 31 kD
(nicht gezeigt). Abbildung 3.24: Testspaltung der

. . Plasmide E™ CBP-pCITE mit
Das gleiche Bandenmuster findet sich Xbal und Neol

nach einer RIP aus dem Uberstand nach Spur 1: Griifenmarker, Spur 2:
der Bindungsreaktion an das Calmodulin K15, Spur 3: K16, Spur 4: K17
(Abbildungen 3.25 und 3.26, Spuren 2 - 4).

Das Ergebnis ist unabhéngig davon, ob das Zellysat unter denaturierenden
oder nicht-denaturierenden Bedingungen gewonnen wurde und von der
Konzentration der Kalzium-Ionen, die auf die Calmodulinbindung groflen

120
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EinfluB} haben sollten.

Im Uberstand nach der Spaltung mit Enterokinase findet sich keine spe-
zifische Proteinbande (Abbildungen 3.25 und 3.26, Spuren 5 - 7). Ebenso-
wenig nach dem Aufkochen des Calmodulins mit Laemmli-Puffer (Abbil-
dungen 3.25 und 3.26, Spuren 8 - 10).

Zur weiteren Abkldarung der Frage, ob das gewiinschte Fusionsprotein
aufgrund von Instabilitét in der transienten Expression nicht nachweis-
bar war, wurde eine in vitro Translation durchgefiihrt. Dabei wies nur die
Vektor-Kontrolle (Abbildung 3.27, Spur 4) eine spezifische Bande bei ca.
14 kD auf. Es ist also nicht gelungen das Konstrukt mit den verwendeten
Methoden korrekt zu exprimieren.
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RIP-U1 02 SDS
HM 1219 K15 L 1219 K15 L 1219 K15 L LM

Erns-CBP --->
Erns --->

Abbildung 3.25: 1. Nachweis des Fusionsproteins CBP-E™

Aufarbeitung des radioaktiv markierten Zellysats einer transienten Vacciniavirus-
Expression unter denaturierenden Bedingungen; Bindungsreaktion an eine Calmodulin-
Matrix mit 2 mM CaCl,-Bindungspuffer.

HM = High molecular weight marker, RIP-Ul = RIP mit gegen E™ gerichtetem mAb
24/16 aus dem Uberstand nach Bindungsreaktion an Calmodulin (= nicht gebundene Pro-
teine), U2 = Uberstand nach der ersten Elution mit Enterokinase enthaltendem Spaltungs-
puffer (= eluierte Proteine), SDS = Uberstand nach Aufkochen mit Laemmli-Puffer (= auf
der Matrix verbliebene Proteine), LM = Low molecular weight marker, 1219 = E™-wt
Positivkontrolle, K15 = Fusionskonstrukt CBP-E™ K15, L = Zellkontrolle ohne Testplas-
mid
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RIP-U1l U2 SDs
HM 1219 K15 L 1219 K15 V L 1219 K15 V

kD

97
66
CBP-Erns --->
>
Erns a5
30
30
20,1
14,3

12,5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abbildung 3.26: 2. Nachweis des Fusionsproteins CBP-E™

Aufarbeitung des radioaktiv markierten Zellysats einer transienten Vacciniavirus-
Expression unter nicht-denaturierenden Bedingungen; Bindungsreaktion an eine
Calmodulin-Matrix mit 10 mM CaCl,-Bindungspuffer.

HM = High molecular weight marker, RIP-Ul = RIP mit gegen E™ gerichtetem mAb
24/16 aus dem Uberstand nach Bindungsreaktion an Calmodulin (= nicht gebundene Pro-
teine), U2 = Uberstand nach der ersten Elution mit Enterokinase enthaltendem Spaltungs-
puffer (= eluierte Proteine), SDS = Uberstand nach Aufkochen mit Laemmli-Puffer (= auf
der Matrix verbliebene Proteine), LM = Low molecular weight marker, 1219 = E™-wt
Positivkontrolle, K15 = Fusionskonstrukt CBP-E™ K15, V = Vektorkontrolle, L = Zell-
kontrolle ohne Testplasmid
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kD kD

66

45

30 30

20,1

calmodulin-
<-- bindendes
12,5 Protein

6,5

Abbildung 3.27: Analyse der in vitro Translation des Konstrukts K15 in einem 10%igen

Jagow Gel.
HM = High molecuolar weight marker, L = Leerkontrolle, K15 = Fusionskonstrukt CBP-
E™ K15, v = pCal-n-Ek Vektorkontrolle, LM = Low molecular weight marker
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3.1.1.3.3 Sindbisvirus-Vektor-System In ecinem weiteren Ansatz,
E™ in Sédugerzellen zu exprimieren, wurde versucht das Protein iiber ein
Sindbis-Vektor-System in BHK-Zellen ohne weitere Veridnderungen zu
exprimieren.

Die Konstrukte K18 - K20 wurden wie unter Material und Methoden
beschrieben hergestellt. In die fiir E™ kodierende Sequenz wurden ei-
ne Xbal und eine Sapl Schnittstelle mittels PCR eingefiigt und die Se-
quenz amplifiziert. Uber diese Schnittstellen wurde die E™ kodierende
Sequenz in den Vektor pSinRep5 inseriert. Dieser Vektor kodiert nur fiir
den Replikationsapparat des Sindbisvirus, der in der Lage ist, die inse-
rierten Proteine zu vermehren (Replikon). Zur Generierung infektoser Vi-
ruspartikel ist die Zugabe eines Helferplasmids notwendig, welches fiir
die Hiillproteine kodiert. In Kombination dieser beiden Plasmide entsteht
so ein zur autonomen Vermehrung kompetentes Virussystem, daf} iiber
ein segmentiertes Genom verfiigt. Eine Testspaltung der rekombinanten
pSinRep5 Plasmide mit Xbal und Notl er-
gab die zu erwartenden Banden von ca.
9500 und 1100 Basenpaaren (Abbildung
3.28).

Eine Sequenzierung der DNS mit den
Primern EOS5SII, PS17.1, c19.1r, EOStop
wurde durchgefiihrt, um ,,second-site* Mu-
tationen in der fir E™ oder die Signal-
sequenz kodierenden Sequenz auszuschlie-
Ben. Es wurde nur mit Konstrukten ohne
solche Mutationen weitergearbeitet.

Zu Testzwecken wurde zunichst nur
mit K18 weitergearbeitet und eine in vi-
tro Transkription mit dem Konstrukt und
der Helfer-DNS (DH-EB) als Matrize wie Abbildung 3.28: Testspaltung der
unter Methoden beschrieben durchgefiihrt, ~ PSinRepS-E™ Plasmide K18 -
Der Erfolg der in vitro Transkription wur- K20 mit Xbal und Nott
de mit einem RNS-Gel iiberpriift. Fiir K18 Spur 1: Grofsenmarker, Spur

. . . . .. 2: K18, Spur 3: K19, Spur 4:
zeigte sich eine Bande bei ca. 9 kB, fiir K20
DH-EB zeigten sich zwei Banden die bei
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ca. 7,5 bzw. ca. 6 kB laufen (Abbildung 3.29), anstelle einer einzelnen zu
erwartenden Bande bei ca. 6 kB.

K18 DH-EB kB

Abbildung 3.29: RNS-Gel mit Proben der in vitro transkribierten RNS ausgehend von K18
und DH-EB
Spur 1: K18, Spur 2: DH-EB, Spur 3: Grioflenmarker

BHK-Zellen wurden mittels Elektroporation mit der K18-RNS und der
DH-EB-RNS cotransfiziert. Nach einer ersten Passage der transfizierten
Zellen in Gewebekulturflaschen bis zum Auftreten eines zythopathogenen
Effekts (zpe) wurden frische BHK-Zellen in 3,5 cm Gewebekulturschalen
mit 100 ul Uberstand aus der 1. Passage infiziert. Die Gewebekulturfla-
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schen wurden bei -70°C gelagert.

Nach dem Auftreten eines zpe in den Schalen wurden die Zellen mit
Aceton/Methanol fixiert und anschlieBend eine Immunfluoreszenz durch-
gefiihrt. Als erster Antikorper kamen mAb 24/16 oder ein gegen Sindbis
Virus gerichtetes polyklonales Kanincheserum zum Einsatz. Als zweiter
Antikorper wurden entweder a-mouse/ oder o-rabbit/FITC eingesetzt. Als
Positivkontrolle fiir den E™ Nachweis wurden mit CSFV SP50 infizier-
te SK6-Zellen eingesetzt und mit mAb 24/16 und o-mouse/FITC gefirbt.
Als Positivkontrolle fiir den Nachweis von Sindbis Virus Strukturprote-
inen wurden BHK-Zellen mit Sindbis-Virus infiziert und mit o-Sindbis
und o-rabbit/FITC gefirbt.

In der Immunfluoreszenz leuchteten die mit Transfektionsiiberstand in-
fizierten Zellen der beiden Positivkontrollen deutlich griin. Die mit o-
Sindbis behandelten Zellen, die mit Uberstand von K18 RNA transfizier-
ten Zellen infiziert worden waren, fluoreszierten zu ca. 50% schwach. In
den mit mAb 24/16 behandelten Parallelschalen waren nur vereinzelte Zel-
len fluoreszierend. Auch nach mehreren Passagen der in trans komplemen-
tierten Sindbis Virus Replikons lie sich E™ nur in vereinzelten Zellen
nachweisen, Sindbis Virus Strukturproteine hingegen in der iiberwiegen-
den Zahl der Zellen.
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3.1.2 Funktionsanalysen zu NP™

Aus publizierten Daten gibt es Hinweise, dal NP™ modulierend in das Pa-

thogenititsgeschehen eingreift und somit eventuell einen Pathogenitits-
marker darstellt [66, 90]).

In einem ersten Tierversuch, durchgefiihrt von Martina von Freyburg,
erhielt unsere Arbeitsgruppe keinen Hinweis auf eine Attenuierung von
CSFV durch Deletion des NP™. In diesem Versuch wurden vier Schwei-
ne mit der CSFV-Mutante E3816 infiziert. Im Genom dieser Mutante auf
Basis des CSFV-Alfort Tiibingen ist der tiberwiegende Teil des NP™ Gens
durch Ubiquitin ersetzt. Das Ubiquitin dient in dieser Konstruktion als
Prozessierungssignal, das fiir die Generierung des C-Proteins mit korrek-
tem Aminoterminus sorgt.

Als Kontrolle wurden vier Ferkel mit der Mutante E3812 (NP™-Wildtyp,
Ubiquitin-Sequenz eingefiigt) infiziert. Die Mutante E38I2 beruht eben-
falls auf CSFV-Alfort Tiibingen. In diesem Fall wurde das wt-NP™ erhal-
ten. C-Terminal des NP™ wurde auch bei dieser Mutante eine Ubiquitin-
Sequenz eingefiigt. Dies dient dazu, Ubiquitin-Effekte auf Infektiositit
und Pathogenitit des Virus auszuschlieBen. Die Infektionsdosis betrug 10°
KIDsp in 6 ml Medium. 4 ml wurden intranasal (2 ml je Nasenloch), 2 ml
i.m. appliziert. Tiere beider Gruppen entwickelten mit Tag 5 p.i. begin-
nend Fieber tiber 40°C. Ab Tag 6 p.i. bekamen Tiere aus beiden Gruppen
Durchfall, der zum Teil blutig war, wiesen schlechte FA auf, hatten zum
Teil NasenausfluB} und alle ein schlechtes AB. Bei allen Tieren kam es zu
einer liber den gesamten Versuchszeitraum zunehmenden Leukopenie und
B-Zell Depletion.

Im Gegensatz zu den oben genannten Ergebnissen erzielten Mayer et
al. durch vollstindige Deletion des NP Gens eine vollstdndige Attenu-
ierung von CSFV Alfort/187 und CSFV Eystrup [66]. In diesen Experi-
menten wurden die Tiere, im Gegensatz zu dem oben beschriebenen von
Martina von Freyburg durchgefiihrten Versuch, ausschlielich intra nasal
infiziert. Aus diesem Grund wiederholten wir die Experimente mit unse-
ren CSFV-ANP™-Mutanten mit ausschlieBlich intra nasaler Infektion (TV
16b, 3.1.2.1).
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3.1 CSFV

3.1.2.1 TV 16b

Dieser Versuch diente dazu, dal Ergebnis des oben genannten Tierver-
suchs (durchgefiihrt von Martina von Freyburg) zu erhérten. In diesem
Versuch wurde jedoch ein hoherer Infektionstiter verwendet. Vier Ferkel
wurden mit der CSFV-Mutante E3816 infiziert (Gruppe 45). Als Kontrolle
wurden vier Ferkel mit der Mutante E3812 infiziert (Gruppe 44).

Die Infektionsdosis betrug 5 x 10° KIDsq in 4 ml Medium. Die Appli-
kation erfolgte intranasal (2ml je Nasenloch).

In Gruppe 45 wies nur ein Tier (45/2) klinische Zeichen auf. Von Tag 7
p.i. bis Tag 14 p.i. war das AB mittel- bis hochgradig gestort und es hatte
Diarrhoe. Ab Tag 10 p.i. trat Nasenausflu auf, ab Tag 11 p.i. war die FA
eingeschrinkt oder fehlte ganz. An Tag 14 p.i. wurde das Tier aufgrund
des schlechten Allgemeinzustandes geschlachtet.

In Gruppe 44 wies ein Tier (44/2) iiber 9 Tage, eines (44/4) tiber 5 und
eines (44/3) an zwei Tagen klinische Zeichen auf. Tier 44/2 hatte von Tag
9 bis 17 p.i. ein mittel- bis hochgradig gestortes AB. An Tag 9 p.i. hatte
es blutigen Kot, Durchfall trat an Tag 11 und 15 bis 17 auf. Nasenaus-
fluB} trat an den Tagen 10 bis 12 und 14 auf. Von Tag 11 bis Tag 17 p.i.
war die FA reduziert oder blieb ganz aus. An Tag 17 p.i. wurde das Tier
aufgrund des schlechten Allgemeinzustandes geschlachtet. Tier 44/3 hatte
an Tag 10 p.i. Diarrhoe und an Tag 24 p.i. blutigen Kot. Tier 44/4 hatte
von Tag 11 bis Tag 13 p.i. Nasenausflu}, an Tag 12 p.i. eine schlechte FA
und mittelgradig gestortes AB. An Tag 19 p.i. hatte es blutigen Kot und
ein mittelgradig gestdrtes AB. An den Tagen 20 und 22 p.i. war das AB
geringgradig gestort.

Die Tiere beider Gruppen entwickelten ab Tag 4 (Gruppe 44) bzw. Tag
6 (Gruppe 45) Fieber iiber 39°C. In Gruppe 45 traten Temperaturen bis
tiber 40°C, in Gruppe 44 bis iiber 41°C auf. In beiden Gruppen sank die
Temperatur ab Tag 15 (Gruppe 45) bzw. Tag 21 wieder (Tabelle 3.12 und
Abbildung 3.30).

In beiden Gruppen kam es zu einem deutlichen Abfall der Leukozytenzah-
len, in Gruppe 45 um mehr als 50% auf 5,03 G/I an Tag 7 p.i., in Gruppe
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3 Ergebnisse

Tagpi 44/1 44/2 44/3 44/4 45/1 45/2 45/3 45/4
-5 383 38,6 393 388 385 384 387 384

-4 389 38,6 38,8 389 38,6 385 385 38,6
-3 38,8 38,7 38,5 386 383 38,6 38,6 384
-2 39 384 38,7 388 38,6 38 38,2 38,1
-1 392 38,6 38,8 39 385 385 383 38,6
0 39,1 383 38,6 389 388 382 38,6 387
1 392 389 39,6 396 39 38 38,7 38

2 39,2 389 38,8 393 389 38 39,3 384
3 38,7 38,6 38,7 389 38,7 385 388 395
4 39,5 39,1 39 394 39,1 383 38,6 383
5 39,7 392 394 392 38 38,2 38,7 379
6 39,5 40,1 39,1 392 388 39,6 393 383
7 39,1 394 389 395 38,6 388 383 387
8 39,8 40,3 394 392 391 40 39 387
9 39,5 404 399 392 39,1 40,1 39,7 388
10 39,5 402 40 393 395 403 384 39

11 399 41,8 40,9 40,1 39,2 404 393 393
12 39,8 40,5 39,6 416 393 398 399 398
13 39,6 39,8 40,1 398 394 39,8 389 398
14 39,2 40,5 40,3 403 404 402* 38,77 39,1
15 40 414 40,2 398 39 * 38,8 39,1
16 39,8 41,8 404 40,2 38,6 * 38,5 38,6
17 39,3 40,2*¥ 40,5 41,1 384 * 38,3 384
18 39,4 * 40 40,3 38,6 * 38,7 38,5
19 39.1 * 40,3 40,3 38,6 * 38,5 384
20 39,4 * 40,3 40,9 38,38 * 38 383
21 384 * 40,3 404 383 * 38,4 385
22 38,7 * 39 39,1 383 * 38,5 38,6
23 39,3 * 40,3 39,5 385 * 384 384

Tabelle 3.12: Korperkerntemperatur der Tiere aus TV 16b in °C
Gruppe 44 = NP+ Ubiquitinsequenz Wildtyp, Gruppe 45 = ANP™+ Ubiquitinsequenz
infiziert
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Abbildung 3.30: Korperkerntemperatur der Tiere aus TV 16b
Gruppendurchschnitte, in °C
Gruppe 44 = NP + Ubiquitinsequenz Wildtyp, Gruppe 45 = ANP™® + Ubiquitinsequenz

44 mit 9,99 G/ um fast 50%. In Gruppe 45 erholten sich die Leukozy-
tenwerte nach Tag 7 p.i. wieder, und stiegen im Mittel auf 39,93 G/1 an.
In Gruppe 44 erholten sich die Leukozytenwerte bis zum Versuchsende
nicht mehr und bewegten sich immer um etwa 10 G/1 (Tabelle 3.13 und
Abbildung 3.31).

Die B-Zellzahlen beider Gruppen fielen von Anfangs durchschnittlich
6,2% der Gesamtleukozyten auf 2,21% (Gruppe 44, Tag 12 p.i.) bzw. auf
2,05% (Gruppe 45, Tag 7 p.i.). In Gruppe 45 erholten sich die B-Zellen ab
Tag 17 p.i. wieder und stiegen auf Werte tiber 5%. In Gruppe 44 pendel-
ten sich Werte um 3% bis Versuchsende ein (Tabelle 3.14 und Abbildung
3.32).

Virdmie trat bei allen Tieren beider Gruppen auf. In Gruppe 45 dauerte
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Tagpi 44/1 44/2 44/3 44/4 45/1 452 45/3 45/4
-1 13,61 1451 2382 20,74 1375 2227 18,16 19,61
3 8,06 13 1421 16,1 11,6 1452 10,13 17,13
5 10,62 885 734 2394 7,36 8,13 7.1 12,39
7 855 1194 1073 872 537 6,28 2,21 6,24
10 6,83 1403 14,15 126 1561 15,3 8,75 1391
12 1,17 624 916 1334 1988 1754 19,14 16,65
14 1388 892 973 6,75 30,89  1122% 3552 13,32
17 13,78 5.2% 9,78 14,51 17,59 * 17,41 24,76
21 14,17 * 3,17 7,98 22,5 # 17,11 24,69
26 20,96 # 4,74 8,97 3509 * 314 533

in G/1

Gruppe 44 = NP+ Ubiquitinsequenz Wildtyp; Gruppe 45 = ANP™+

Ubiquitinsequenz infiziert

Tabelle 3.13: Gesamtleukozytenzahlen der Tiere aus TV 16b
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Abbildung 3.31: Leukozytenzahlen der Tiere aus TV 16b
Gruppendurchschnitte, in G/l
Gruppe 44 = NP + Ubiquitinsequenz Wildtyp, Gruppe 45 = ANP™® + Ubiquitinsequenz
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3 Ergebnisse

Tagpi 44/1 44/2 44/3 44/4 45/1 4572 45/3 45/4
-1 731 485 68 562 921 256 803 496

3 9,24 3 6,4 5,34 8,36 12,69 7,68 7,82
5 9,4 3,96 5,52 3,82 4,79 4,88 4,05 4,38
7 3,52 29 3,31 5,75 3,1 1,05 1,2 2,86

10 1,81 6,38 1,32 6,16 4,11 0,97 3,78 3,81
12 3,82 2,18 2,82 0,02 4,13 1,04 2,98 1,98

14 8,9 1,38 1,1 1,89 24 0,38* 5,26 23
17 6,81  145% 0,71 2,36 7,78 * 3,62 3,75
26 4,94 * 0,54 2,62 6,52 * 6.6 3.4

Tabelle 3.14: B-Zellzahlen der Tiere aus TV 16b in % der Gesamtleukozyten
Gruppe 44 = NP+ Ubiquitinsequenz Wildtyp, Gruppe 45 = ANP™®+ Ubiquitinsequenz,
infiziert
* geschlachtet

12 4 _ ——44
—m—45
10 -
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Tage pi

Abbildung 3.32: B-Zellzahlen der Tiere aus TV 16b
Gruppendurchschnitt, in % der Gesamtleukozyten; Gruppe 44 = NP + Ubiquitinsequenz,
Wildtyp, Gruppe 45 = ANP™ + Ubiquitinsequenz
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Abbildung 3.33: Durchschnittlicher Antikorpertiter der Tiere aus TV 16b
Titer in log2, Gruppe 44 = NP + Ubiquitinsequenz Wildtyp, Gruppe 45 = ANP™® + Ubi-
quitinsequenz

die Virdmie zwischen 9 und 16 Tagen, bei Tier 45/2 bis zur Schlachtung.
In Gruppe 44 dauerte die Virdmie zwischen 7 und 24 Tagen, allerdings nur
bei Tier 44/1 nicht bis zur Schlachtung (Tabelle 3.15).

Auch aus den Nasenabstrichen lief3 sich bei allen Tieren wenigstens an
einem Tag CSFV isolieren. In der Gruppe 45 zwischen einem und drei
Tagen, in Gruppe 45 bei einem Tier (44/1) an einem, bei den anderen von
Tag 10 p.i. an bis zur Schlachtung (Tabelle 3.16).

Die Tiere beider Gruppen entwickelten vergleichbare Titer von neutra-
lisierenden Antikorpern gegen CSFV (Abbildung 3.33).

Dieser Versuch gibt Hinweise auf eine Attenuierung von CSFV durch
die Deletion des NP, die aber nur schwach ausgeprigt ist. Der Krank-
heitsverlauf war in beiden Gruppen fiir eine CSFV-Infektion in verschie-
denen Beziehungen atypisch. Die Symptomatik der Einzeltiere war stark
heterogen. Es 146t sich sagen, daBl beim CSFV Alfort Tiibingen die At-
tenuierung durch die Deletion des NP, wie sie bei der Mutante E3816
durchgefiihrt wurde, auch bei intranasaler Infektion nur partiell ist und
nicht dazu fiihrt, daB keine Krankheitssymptome mehr auftreten.
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3 Ergebnisse

Tage pi 441 442 443 444 45/1 452 453 45/

0 11 /1 11 11/ 11 /1 /1 /1
3 I+ ++ /1 +/ ++ /1 ++ 11/
5 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
7 ++ ++ ++ ++ 11/ ++ ++ ++
10 ++ /1 ++ ++ I+ ++ ++ ++
12 11/ ++ ++ ++ +/ +/ +/ 1/
14 1/ ++ ++ ++ 11/ + 4% +/ +/
17 11 ++* ++ ++ 11 * /1 11
21 11/ * ++ ++ /1 * /1 ++
26 /1 * ++ ++ /1 * /1 11/

/ = Virusnegativ, + = Viruspositiv
Gruppe 44: NP Wildtyp + Ubiquitinsequenz, Gruppe 45: ANP+
Ubiquitinsequenz

*
geschlachtet

Tabelle 3.15: Virusnachweis aus ,, buffy coat* Zellen der Tiere aus TV 16b
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3.1 CSFV

Tage pl 44/1 4472 44/3 44/4 45/1 45/2 45/3 45/4
0 11 /1 /1 11 /1 /1 11/ 11
3 /1 11 /1 +/ /1 /1 /1 11
5 11 /1 /1 11 /1 11/ 11/ 11
7 /1 /1 /1 11/ /1 /1 /1 11
10 +/ ++ ++ ++ 1/ +/ ++ 11/
12 /1 ++ ++ ++ /+ ++ 11 ++
14 !/ ++ ++ ++ 1/ + 4% +/ 11/
17 1/ + 4% ++ ++ 1/ * 11/ 11/
21 11 * ++ ++ /1 * 11/ 11

/ = Virusnegativ, + = Viruspositiv

Gruppe 44: NP Wildtyp + Ubiquitinsequenz, Gruppe 45: ANP+
Ubiquitinsequenz

*
geschlachtet

Tabelle 3.16: Virusnachweis aus Nasenabstrichen der Tiere aus TV 16b
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3 Ergebnisse

3.2 BVDV

Die Planung der beschriebenen Versuche, die Vermehrung und Charakte-
risierung der Viren fiir die Infektionen waren Bestandteil der vorliegenden
Arbeit. Die Infektion von Rindern, Erfassung klinischer Parameter und
Probenentnahmen fiir die Laboruntersuchungen wurden in Felcsit, Un-
garn, durchgefiihrt. Die Laboruntersuchungen wurden dann im Rahmen
der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt und ausgewertet.

3.2.1 Studien zum Schutz vor diaplazentarer Ubertragung

Eines der zentralen Probleme bei pestiviralen Infektionen, insbesondere
bei Infektionen mit BVDYV, ist die diaplazentare Infektion der Foten. Diese
fotale Infektion fiihrt in Abhiingigkeit vom Zeitpunkt der Infektion wih-
rend der Trachtigkeit zum Fruchttod, Geburt lebensschwacher oder mifige-
bildeter Kilber oder zur Geburt persistent infizierter, scheinbar gesunder
Kilber. Das Ziel jeder BVDV Vakzineentwicklung ist deshalb, durch die
Impfung eine belastbare Immunitit zu induzieren. Bei Lebendimpfstof-
fen sollte zudem erreicht werden, daf} das Impfvirus selber nicht zu einer
diaplazentaren Infektion des Fotus fiihrt.

Zu diesem Zweck wurden in unserem Labor verschiedene BVDV-Mu-
tanten entwickelt. Alle hier eingesetzten Mutanten basieren auf dem nzp
BVDV-2 NY93/C und wurden von Christiane Meyer konstruiert. XIKE-A
besitzt wt-Sequenz, bei XIKE-A-NdN wurde das NP™ bis auf die ersten
4 Kodons deletiert. XIKE-B ist eine Mutante, deren E™ durch Deletion
des H349 keine RNase-Aktivitit mehr aufweist, und XIKE-B-NdN weist
sowohl die Deletion des H349 als auch die oben genannte Deletion des
NP auf.

Wihrend die Deletion des H349 in XIKE-B keinen Einfluf auf die
Wachstumseigenschaften des Virus hatte [70], bewirkte die Einfiihrung
der NP™-Deletion eine Reduktion des Endtiters um ca. 1 log Stufe bei
XIKE-A-NdN, bzw. um ca. 1,5 log Stufen bei XIKE-B-NdN (Daten nicht
gezeigt, Publikation in Vorbereitung).

Die Tierversuche im Rahmen der f6talen Schutzstudien wurden durch-
gefiihrt, um zu untersuchen, ob die jeweiligen Virusmutanten in der Lage

138



3.2 BVDV

sind, im graviden Tier auf den Fotus iiberzugehen und diesen zu infizieren.
Dazu wurden tragende Rinder zwischen dem 60. und 90. Tag der Trichtig-
keit infiziert. Eine tierdrztliche Kontrolle der Trichtigkeit erfolgte vor der
Infektion, einen Monat danach und zu Ende der Versuche. Geschlachtet
wurden die Tiere zwei Monate nach der Infektion.

Die folgenden klinischen Parameter wurden erfaf3t: Appetitlosigkeit,
TranenfluB3, Konjunktivitis, Nasenausflu}, orale Erosionen und Haemor-
rhagien, Durchfall, Husten und Atemfrequenz sowie Erosionen im Klau-
enbereich.
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3 Ergebnisse

3.2.1.1 RNase negative Mutante XIKE-B

Drei trichtige Rinder wurden mit der RNase® BVDV-Mutante XIKE-B
infiziert. Die Infektionsdosis betrug 2 x 10° KIDs in 2 ml Volumen, die
Applikation erfolgte intramuskular.

Tier # 1464 wies keinerlei klinische Symptomatik auf. Tier # 1438 hatte
an Tag 12 p.i. Husten, Tier # 1585 hatte an Tag 10 eine reduzierte FA und
an den Tagen 10 - 13 Husten.

Eines der Tiere (# 1438) wies an Tag 2 p.i. eine erhohte Temperatur von
39,0°C auf, ein weiteres (# 1585) hatte an Tag 9 p.i. Fieber von 40,8°C.
Bei den anderen Tieren, und an den anderen Tagen blieb die Temperatur
unter 39°C.

Nur eines der Tiere (# 1464) hatte an drei Tagen eine Leukopenie (Tab.
3.17).

Bei keinem der Tiere konnte Virus im ,,buffy coat” nachgewiesen wer-
den.

Zwei Monate nach der Infektion (zwischen dem 120. und 150. Tag der
Tréachtigkeit) wurden die Tiere getotet, von den Foten die unter Methoden
(2.2.12.9) genannten Organe entnommen und auf BVDV hin untersucht.
Bei zwei Tieren konnte Virus in den fotalen Gewebeproben nachgewiesen
werden, wihrend die Plazenta in allen drei Fillen virusnegativ blieb (Tab.
3.18).

Aus jeweils einer viruspositiven Probe je Tier wurde RNS extrahiert.
Nach einer RT-PCR mit den Primern BVD32III und CM21 wurde das
amplifizierte cDNS Fragment mit denselben Primern sequenziert. Weder
in den Bereichen der fiir E™ noch der fiir NP kodierenden Sequenzen
wurden unerwiinschte Mutationen gefunden, die Deletion des H349 war
in allen Fillen erhalten.

Nach diesen Ergebnissen ist es offensichtlich, daf} fiir BVDV die allei-
nige Elimination der RNase-Aktivitit des E™ die diaplazentare Infektion
der Foten nicht verhindert, selbst wenn das Virus fiir das adulte Tier weit-
gehend apathogen ist.
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sternales

Abdominal- Thorakal- Mesenterial-

Tier Nr. Fliissigkeit Fliissigkeit ~ Lymphknoten Diinndarm  Milz Thymus  Niere Knochenmark  Kleinhirn Plazenta
1438 NA NA /1 /1 /1 /1 /1 /1 11 /1
1464 ++ NA ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 1/
1585 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ /1

3 Ergebnisse

Doppelanimpfung, / = Virusnegativ, + = Viruspositiv, NA = nicht vorhanden

Tabelle 3.18: Virusnachweis in fotalem Gewebe nach Infektion der Muttertiere mit XIKE-B

142



3.2 BVDV

3.2.1.2 NP Deletionsmutante XIKE-A-NdN

Es ist publiziert, dal die Anwesenheit von pestiviralem NP™ mit einer In-

hibition der Interferonantwort der infizierten Zelle korreliert [90]. Inter-
feron ist ein wichtiger Botenstoff der angeborenen Immunitit im Kampf
gegen Infektionserreger. Da die Unterbindung der Interferonantwort eine
zentrale Rolle bei der Etablierung einer persistenten Infektion nach dia-
plazentarer Ubertragung von BVDV auf den Fotus spielen soll [12], ist es
moglich, daf3 NP eine entscheidende Rolle bei der Generierung persistent
infizierter Kilber spielt.

Mit der fiir adulte Tiere apathogenen, NP deletierten BVDV-2 Mutante
XIKE-A-NdN sollte im Tierexperiment kontrolliert werden, ob eine dia-
plazentare Infektion der Foten ohne NP™ verhindert werden kann.

Fiinf trachtige Rinder wurden zwischen Tag 60 und 90 der Tréchtig-
keit mit der NP™deletierten BVDV-2-Mutante XIKE-A-NdN infiziert. Die
Infektionsdosis betrug 2 x 10° KIDsy in 2 ml Volumen, die Applikation
erfolgte intramuskulér.

Als einziges Tier zeigte Tier # 1583 an Tag 8 p.i. eine reduzierte FA,
weitere Symptome traten nicht auf.

In einem der Tiere (# 1637) wurde kein Fotus gefunden.

Tier # 1583 hatte an Tag 8 p.i. Fieber von 39,9°C, Tier # 1621 zeigte an
Tag 5 p.i. erhohte Temperatur von 39,0°C. Bei den anderen Tieren, und an
den anderen Tagen blieb die Temperatur unter 39°C.

Drei der Tiere (# 1562, 1583 und 1596) hatten an mindestens einem Tag
einen Abfall der Leukozytenzahl von mindestens 40%. Die beiden anderen
Tiere wiesen keine Leukopenie auf (Tab. 3.19).

Bei keinem der Tiere konnte Virus im ,,buffy coat” nachgewiesen wer-
den.

Zwei Monate nach der Infektion (zwischen dem 120. und 150. Tag der
Trachtigkeit) wurden die Tiere getdtet, von den Foten die unter Metho-
den (2.2.12.9) genannten Organe entnommen und auf BVDV hin unter-
sucht. In den Gewebeproben der vier vorhandenen Féten (von den Tieren
# 1562, 1583, 1596 und 1621) konnte bei den Foten der Tiere # 1583,
1596 und 1621 BVDV nachgewiesen werden. Das fiinfte Tier (#1637) war
zum Zeitpunkt der Schlachtung trotz vorangegangener, positiver Trichtig-
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3 Ergebnisse

keitsuntersuchung nicht tragend, der wahrscheinlich stattgefundene Abort
ist nicht beobachtet worden. Von diesem Tier wurden Gewebeproben des
Uterus untersucht, die BVDV-frei waren (Tab. 3.20).

Aus jeweils einer virupositiven Probe je Tier wurde RNS extrahiert.
Nach einer RT-PCR mit den Primern BVD32III und CM21 wurde mit den-
selben Primern eine Sequenzierung des amplifizierten cDNS Fragments
durchgefiihrt. Im Bereich der fiir E™ kodierenden Aminosduren wurde
keine Mutation gefunden. Die NP™-Deletion war erhalten und in den ver-
bliebenen fiir NP kodierenden AS war keine Mutation.
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3 Ergebnisse

Abdominal- Thorakal- Mesenterial- sternales

Tier Nr. Fliissigkeit Fliissigkeit ~ Lymphknoten — Diinndarm  Milz ~ Thymus  Niere ~ Knochenmark  Kleinhirn — Plazenta

146

1562 NA NA 11/ /1 11 11/ /1 /1 /1 11/
1583 ++ NA /1 11 ++ ++ ++ +/ ++ /1
1596 ++ ++ ++ ++ ++ /+ ++ ++ ++ /1
1621 ++ ++ 1/ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 1/
1637* NA NA NA NA NA NA NA NA NA 17"

Doppelanimpfung, / = Virusnegativ, + = Viruspositiv, NA = nicht vorhanden

*
Kein Fotus vorhanden, Uterusprobe

Tabelle 3.20: Virusnachweis in fotalem Gewebe nach Infektion der Muttertiere mit XIKE-A-NdN



3.2 BVDV

3.2.1.3 RNase negative, NP-deletierte Doppelmutante
XIKE-B-NdN

Die Untersuchungen zur transplazentaren Ubertragbarkeit von entweder
RNase® oder NPdeletierter BVDV-2 Mutanten auf Fiten ergab, daB kei-
ne der beiden Verinderungen alleine die Infektion der Foten verhindern
konnte. Da sowohl NP als auch E™ in der Diskussion stehen, mit der
angeborenen Immunreaktion der Zelle zu interferieren, wurde als weiterer
Ansatzpunkt eine Kombination beider Marker in einem Virusgenom er-
stellt und weitere Experimente mit der davon abgeleiteten RNase®, ANP™©
BVDV-2 Doppelmutante (XIKE-B-NdN) durchgefiihrt.

Fiinf trichtige Rinder wurden mit der RNase®, NP*deletierten BVDV-
2 Mutante XIKE-B-NdN infiziert. Die Infektionsdosis betrug 10° KIDs
in 6 ml Volumen, die Applikation erfolgte intranasal.

Bei keinem der Tiere trat eine Storung des Allgemeinbefindens auf, die
Korpertemperaturen blieben innerhalb der physiologischen Grenzen und
es kam zu keiner Leukopenie.

Bei keinem der Tiere konnte Virus im ,,buffy coat* nachgewiesen wer-
den.

Zwei Monate nach der Infektion (zwischen dem 120. und 150. Tag der
Trichtigkeit) wurden die Tiere getotet, von den Foten die unter Methoden
(2.2.12.9) genannten Organe entnommen und auf BVDV hin untersucht.
Es konnte in keiner der fotalen Gewebeproben Virus nachgewiesen wer-
den (Tab. 3.21). Trotzdem ist davon auszugehen, daf} die Infektion erfolg-
reich war, denn alle Tiere entwickelten neutralisierende Ak.
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Abdominal- Thorakal- Mesenterial- sternales
Tier Nr. Fliissigkeit Fliissigkeit ~ Lymphknoten — Diinndarm  Milz ~ Thymus  Niere ~ Knochenmark  Kleinhirn — Plazenta
0921 /1 NA NA 11 11 /1 /1 11 11 /1
1013 /1 NA NA /1 /1 /1 /1 /1 11 /1
1015 /1 NA NA /1 11 /1 /1 /1 11 /1
1055 /1 NA NA 11 11 /1 /1 11 11 /1
1075 /1 NA NA /1 /1 /1 /1 /1 11 /1

3 Ergebnisse

Doppelanimpfung, / = Virusnegativ, + = Viruspositiv, NA = nicht vorhanden

Tabelle 3.21: Virusnachweis in fotalem Gewebe nach Infektion der Muttertiere mit XIKE-B-NdN
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3.2 BVDV

3.2.2 Studien zur Uberpriifung der Vakzinierungseffizienz

Die nachfolgend beschriebenen Tierversuche wurden durchgefiihrt, um zu
sehen ob mit BVDV XIKE-B-NdN geimpfte Tiere nach erfolgreicher Be-
deckung und Belastungsinfektion Schutz vor Krankheitssymptomen und
diaplazentarer Ubertragung zeigen wiirden. Die ausgewihlten Tiere wur-
den intramuskulédr einmalig immunisiert, die Impfdosis betrug in allen Fal-
len 10° KIDs .

Ca. vier Wochen nach der Immunisierung erfolgte die Besamung. Eine
tierdrztliche Kontrolle der Trichtigkeit erfolgte vor der Infektion, einen
Monat danach und zu Ende der Versuche. Die Infektion fiir den Bela-
stungstest erfolgte zwischen dem 60. und 90. Tag der Graviditét.

Die folgenden klinischen Parameter wurden erfat: Appetitlosigkeit,
TranenfluB3, Konjunktivitis, Nasenausflu}, orale Erosionen und Haemor-
rhagien, Durchfall, Husten und Atemfrequenz sowie Erosionen im Klau-
enbereich.

Es wurden zwei voneinander unabhédngige Belastungsversuche durch-
gefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.2.2.1 Erster Belastungsversuch

In diesem Versuch wurden je fiinf Tiere mit XIKE-B beziehungsweise mit
XIKE-B-NdN geimpft (Gruppe 2 und Gruppe 4). Nach der Impfung traten
weder lokal an der Impfstelle noch systemisch Reaktionen auf.

Der Belastungstest erfolgte in der Gruppe 2 mit dem Typ 1 BVDV KE9
und in der Gruppe 4 mit dem Typ 2 BVDV KEI13. Zusitzlich wurden
jeweils zwei trichtige, nicht geimpfte Tiere als Kontrollen mit BVDV KE9
(Gruppe 1) oder mit BVDV KE13 (Gruppe 3) infiziert. Zwischen Tag 0
und 42 post challenge (pc) wies keines der Tiere klinische Symptome auf.

Die Korperkerntemperatur der Tiere betrug bei allen zwischen 37,9 und
38,6°C von Tag -5 p.i. bis einschlielich Tag 21 pc. Danach wurde auf
eine weitere Aufzeichnung der Werte verzichtet.

Die beiden Tiere der Gruppe 1 wiesen von Tag 4 bis Tag 8 pc eine deut-
liche Leukopenie auf. Die Tiere der Gruppe 2, mit Ausnahme der Tiere
#1214 und #1218, hatten keinen signifikanten Abfall der Leukozytenzahl
(Tab. 3.22 und Abbildung 3.34). Tier 1214 hatte an den Tagen 10 und 14 -
16, das Tier 1218 an den Tagen 4 -8 pc eine geringgradige Leukopenie.

Die Gruppe 3 hatte von Tag 4 bis 8 pc eine leichte Depression der Leu-
kozyten, die Gruppe 4 wiederum hatte, mit einer Ausnahme, keinen si-
gnifikanten Abfall der Leukozytenzahl (Tab. 3.23 und Abbildung 3.34).
Tier #1156 der Gruppe 4 wies an den Tagen 2 sowie 12 - 16 eine leichte
Leukopenie auf.

Bis auf die drei Ausreifler der Gruppen 2 und 4 war der Verlauf der
Leukozyten-Zahlen nur geringen Schwankungen innerhalb der jeweiligen
Gruppen unterworfen.

In den Kontrollgruppen waren die ,,buffy coatSZellen aller Tiere an
mindestens drei Tagen viruspositiv. Am ldngsten hielt die Virdmie bei Tier
#1126 mit dreizehn Tagen an, bei dem zweiten Tier der Gruppe 1 (#1249)
nur drei Tage. In der Gruppe 3 dauerte die Virdmie bei Tier #1104 sieben,
bei Tier #1108 fiinf Tage lang an (Tab. 3.24 und 3.25).

Bei den Tieren der beiden geimpften Gruppen lie sich keine Virdmie
nachweisen (Tab. 3.24 und 3.25).

Zwei Monate nach der Belastungsinfektion (zwischen dem 120. und
150. Tag der Trichtigkeit) wurden die Tiere getdtet, von den Foten die
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3.2 BVDV

GIL

#— G4

1 4 9 14 19 24
Tage pi

29

Abbildung 3.34: Durchschnittliche Gesamtleukozytenzahl der Tiere aus dem 1. Belastungs-
versuch

G1 = Kontrollgruppe, KE9 infiziert; G2 = Impfgruppe XIKE-B, KE9 infiziert; G3 = Kon-
troligruppe, KE13 infiziert; G4 = Impfgruppe XIKE-B-NdN, KEI3 infiziert
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Gruppe 1

3 Ergebnisse

Tiernummer Tage nach Belastungsinfektion
-1 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30
1249 11.2 12,25 49 63 6.6 1275 113 104 96 8.6 1.2 122 12,0 118 10.35 745
1126 10.0 8.3 5.1 6.1 55 132 142 1095 11,65 8.85 12,6 1135 9.9 1185 1235 825
Gruppe 2
Tiernummer Tage nach Belastungsinfektion
-1 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30
1200 132 13,1 152 1475 173 1365 165 128 10.6 115 13,25 132 13,75 112 1005 1175
1217 935 8,00 9.4 1425 104 1105 150 1035 8,05 8,15 12,70 108 11,75 103 122 7.95
1197 1125 1105 125 1.8 8.4 11,70 895 6.1 8.45 8.8 9.45 1215 1205 9,05 975 8.5
1214 8.85 9.35 92 10,2 128 745 10,6 7.7 7.6 11,05 10,7 10,85 8,75 9.1 7.8 10,2
1218 10,05 108 7.0 6.65 69 9,45 11,9 9.1 10.75 8.9 11,95 12,1 9.1 92 79 8.7
in G/L

Gruppe 1: Kontrolle, Gruppe 2: XIKE-B geimpft;

beide Gruppen KE9 belastet

Tabelle 3.22: Gesamteukozytenzahlen der Tiere aus den Gruppen 1 und 2 des ersten Belastungsversuchs
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3 Ergebnisse

Gruppe 1

Tiernummer Tage nach Belastungsinfektion
0 2 4 6 8 0 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
1126 Y A A Y Y e b b Y ) Y Y VA
1249 11 /1 I ++ I+ /1 Y Y

Gruppe 2

Tiernummer Tage nach Belastungsinfektion
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
1214 11 /1 1/ /1 [ /1 Y A T
1218 11 /1 /1 /1 /i 11/ Y N
1197 11 /1! 11/ /1 [ /1 Y A A Y
1217 Iy /1 /1 11/ /7 11/ Y Y A Y
1200 11 /1 /1 /1 /7 11/ Y A A T

Doppelanimpfung, / = Virusnegativ, + = Viruspositiv

Gruppe 1: Kontrolle, Gruppe 2: XIKE-B geimpft;

beide Gruppen KE9 belastet

Tabelle 3.24: Virusnachweis in ,,buffy coat* Zellen von Tieren aus den Gruppen 1 und 2
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3 Ergebnisse

unter Methoden (2.2.12.9) genannten Organe entnommen und auf BVDV
hin untersucht. Fiir Tier # 1218 wurde trotz vorheriger positiver Trachtig-
keitsuntersuchung kein Fotus gefunden. Ein Abort wurde nicht beobach-
tet. Zur Untersuchung wurde eine Probe des Uterus entnommen. In nahezu
allen Gewebeproben der Foten beider Kontrollgruppen wurde Virus reiso-
liert. Einzig aus der Plazenta-Probe von Tier #1108 in Gruppe 3 konnte
kein BVDYV isoliert werden (Tab. 3.26 und 3.27). Dagegen war es nicht
moglich, in den Gewebeproben der Foten der geimpften Gruppen BVDV
nachzuweisen (Tab. 3.26 und 3.27).

Serumproben wurden bei Versuchsbeginn und einen Monat nach der
Impfung, direkt vor und einen Monat nach der Belastungsinfektion sowie
am Versuchsende gewonnen. Es wurden zwei Neutralisationstests durch-
gefiihrt. Im ersten wurde auf neutralisierende Antikorper gegen BVDV-2
untersucht, im zweiten auf nAk gegen BVDV-1.

Antikorper gegen BVDV-2 stiegen nach der Impfung in Gruppe 2 (Imp-
fung: XIKE-B, Belastungsinfektion: Typ 1 BVDV KE9) auf Werte zwi-
schen 1:2%7 und 1:2!%7, die der Gruppe 4 (Impfung: XIKE-B-NdN, Bela-
stungsinfektion: Typ 2 BVDV KE13) zwischen 1:2° und 1:2'°. Nach der
Belastungsinfektion erreichten die Titer am Ende des Versuchs nur gering-
fiigig hohere Werte in Gruppe 2, in Gruppe 4 hingegen stiegen die Werte
um das vier- bis achtfache. In Gruppe 1 blieben die Titer mit 1:25 und
1:28 deutlich unter denen der geimpften Gruppe und denen der Gruppe 3,
die mit 1:2!%7 und 1:2'03 das gleiche Maximum erreichten wie die ge-
impften Tiere (Abbildung 3.35).

Antikorper gegen BVDV-1 stiegen nach der Impfung zunichst gar nicht
oder nur minimal. Einzig in Gruppe 2 erreichten drei Tiere Werte um 1:23.
Zum Zeitpunkt der Belastungsinfektion waren die Titer der Gruppe 2 auf
1:2 bis 1:2° angestiegen, die der Gruppe 4 auf etwa 1:2%, mit Tier #1156
als AusreiBer mit einem Antikrper-Titer von 1:2°. Die Tiere der Kontroll-
gruppen wiesen mit einer Ausnahme keinen nennenswerten Titer auf, nur
Tier #1249 hatte einen Anfangstiter von 1:2°, was darauf schlieBen 1iBt,
daB dieses Tier bereits vor dem Versuch eine BVDV-1 Infektion hatte. Die
dabei erworbene Immunitit war allerdings nicht ausreichend um die In-
fektion der Foten zu verhindern (Tab. 3.26). Nach der Belastungsinfektion
stiegen die Titer in allen Gruppen deutlich an. In den geimpften Gruppen

156



3.2 BVDV

Z pun [ uaddn.io) 4ap ua121] SND U23Q.J UOA UdQOLAUDEL() UL SIPMYIDUSILIIA 9T € I[[OqRL

J9)se19q 6 uaddnin) aproq
yduwted g-my1X g oddnin ‘ejonuoy :1 addnin

IONNULIEGID) 1P 9q0I1J USSIPNLIS ‘SNIQ, UIY = 4 ‘USPUBYIOA JYOIU = YN ‘Anisodsniip = + ‘Anedousniip =/ ‘Sunjduuejoddoq

11 /1 11 11 11 /1 11 11 VN 11 0021
11 /1 11 11 11 /1 11 11 VN 11 LITt
11 /1 11 11 /1 /1 /1 /1 VN /1 L6IT
w/ [ VN VN VN VN VN VN VN VN VN +8ITI
11 /1 11 11 /1 /1 11 /1 VN VN 4448
DIUIZD]J wAyu1a]y) YADUUIYIOUY] 241N snudy ], 2N uLppuung uajouyydudy 12y81851]] 112y81551]] UN 421]
§DULD]S -|PLI2IUISI -[pyDAOY ], -[punuopqy
7 3ddnan
+/ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ VN ++ 6be1
++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ VN ++ 9711
DIUIZD]J wAyu1d] ) FADUWUIYIOUY] 241N snudy ], 2NN uppuunq uajouyydudy 12Y815SN]] 112Y315SN]] UN 421
§2DULILS -|DLI2IUISI -|pypAOY ] -[punUopqy

1 3ddnan

157



Gruppe 3

Abdominal- Thorakal- Mesenterial- sternales
Tier Nr. Fliissigkeit Fliissigkeit ~ Lymphknoten — Diinndarm  Milz ~ Thymus  Niere ~ Knochenmark  Kleinhirn — Plazenta
1108 +/ NA ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ /1
1104 ++ NA ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ /+
Gruppe 4
Abdominal- Thorakal- Mesenterial- sternales
Tier Nr. Fliissigkeit Fliissigkeit ~ Lymphknoten — Diinndarm  Milz ~ Thymus  Niere ~ Knochenmark  Kleinhirn — Plazenta
1145 /1 NA /1 /1 /1 /1 /1 /1 11 /1
1156 /1 NA /1 11 /1 /1 /1 /1 11 /1
1216 /1 NA /1 /1 11 /1 /1 11 11 /1
1151 NA NA /1 /1 /1 /1 /1 /1 11 /1
1152 /1 NA /1 /1 11 /1 /1 /1 11 /1

3 Ergebnisse

/ = Virusnegativ, + = Viruspositiv, NA = nicht vorhanden

Gruppe 3: Kontrolle, Gruppe 4: XIKE-B-NdN geimpft;
beide Gruppen KE13 belastet

Tabelle 3.27: Virusnachweis in Organproben von Foten aus Tieren der Gruppen 3 und 4
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3.2 BVDV

erreichten sie ihr Maximum einen Monat nach der Belastung, um bis zum
Ende des Versuchs auf Werte von 1:27 bis 1:2!° (Gruppe 2), bzw. von 1:2*
bis 1:2°3 (Gruppe 4) zu fallen. Die beiden Kontrollgruppen erreichten ihr
Maximum erst am Ende des Versuchs, mit Werten von 1:2!! und 1:2!1:3
(Gruppe 1), bzw. von 1:2%7 bis 1:2%3 (Gruppe 3) (Abbildung 3.36).

Zusammenfassend 146t sich die SchluBfolgerung ziehen, da mit BVDV
infizierte trichtige Kiihe, die zuvor mit den BVDV-2-Mutanten geimpft
worden waren, gegen die Belastungsinfektion geschiitzt waren. Dabei ist
festzuhalten, daf3 die XIKE-B geimpften Tiere einer Belastung mit he-
terologem Virus (BVDV-1) ausgesetzt wurden, wihrend bei den mit der
Doppelmutante immunisierten Tieren ein anderer BVDV-2 Stamm fiir die
Belastung verwendet wurde. Die Immunitéit war ausreichend, um die Fo-
ten vor einer Infektion zu schiitzen.
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3 Ergebnisse

m1126
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Abbildung 3.35: SNT gegen BVDV-2 KE13
Gruppe 1 (Kontrolle, KE9): 1126, 1249; Gruppe 2 (geimpft XIKE-B, KE9): 1197, 1200,
1214, 1217, 1218; Gruppe 3 (Kontrolle, KE13): 1104, 1108; Gruppe 4 (geimpft XIKE-B-
NdN, KE13): 1145, 1151, 1152, 1156, 1216
Akl = Akklimatisation, 1 MpV = 1 Monat nach Impfung, Belastung = Belastungsinfektion,
1 MpB = I Monat nach Belastungsinfektion, Ende = Versuchsende
m1126
log2 1240
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Abbildung 3.36: SNT gegen BVDV-1 KE9
Gruppe 1 (Kontrolle, KE9): 1126, 1249; Gruppe 2 (geimpft XIKE-B, KE9): 1197, 1200,
1214, 1217, 1218; Gruppe 3 (Kontrolle, KE13): 1104, 1108; Gruppe 4 (geimpft XIKE-B-
NdN, KE13): 1145, 1151, 1152, 1156, 1216
Akl = Akklimatisation, 1 MpV = 1 Monat nach Impfung, Belastung = Belastungsinfektion,
1 MpB = 1 Monat nach Belastungsinfektion, Ende = Versuchsende
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3.2 BVDV

3.2.2.2 Zweiter Belastungsversuch

In diesem Versuch wurden 19 Kiihe mit BVDV XIKE-B-NdN geimpft.
Fiir die Belastungsinfektion wurden 12 dieser Kiihe mit BVDV-1 KE9
(Gruppe 1) und sieben mit BVDV-2 KE13 (Gruppe 3) infiziert. Zusitzlich
wurden jeweils vier ungeimpfte Kiihe als Kontrollen mit KE9 (Gruppe 2)
oder KE13 (Gruppe 4) infiziert.

Nach der Impfung waren weder lokal an der Impfstelle noch systemisch
Reaktionen zu erkennen.

Eine Leukozytenzidhlung wurde an den Tagen 0, 3, 6, 9, 12 und 15 post
vaccinationem durchgefiihrt. In Gruppe 1 hatte nur ein Tier (# 3679) eine
Leukopenie an Tag 6 pv (Tab. 3.28). In Gruppe 3 hatten zwei Tiere (# 3628
und 3680) eine Leukopenie, ebenfalls an Tag 6 pv (Tab. 3.29).

Nach der Impfung hatte nur ein Tier der Gruppe 1 an Tag 12 pv nach-
weisbare Virdmie, die Leukozyten aller anderen Tiere waren zu jedem Pro-
benzeitpunkt Virus negativ (Tab. 3.30 und 3.31).

Die Belastungsinfektion erfolgte zwischen dem 60. und 90. Tag der
Trichtigkeit (zwischen dem 88. und 118. Tag nach der Impfung) mit 10°
KIDso der o.g. Viren. AuBler Fieber wurden bei keinem der Tiere nach der
Belastungsinfektion klinische Symptome beobachtet. Jedoch abortierte ei-
nes der mit XIKE-B-NdN geimpften und KE9 belasteten Tiere (Gruppe 1:
Tier # 3667). Von dem Fétus konnte nur der Kopf asserviert werden.

In beiden geimpften Gruppen (Gruppe 1 und 3) trat mit einer Ausnahme
(Gruppe 3, Tier # 3605: 39,2°C an Tag 10 pc) keine erh6hte Temperatur
oder Fieber auf.

In den Kontrollgruppen hatte in Gruppe 2 auch nur ein Tier (# 3767) an
Tag 10 pc Fieber von 39,7°C, wihrend in Gruppe 4 alle Tiere um die Tage
8 - 11 pc Fieber zwischen 39,2 und 41,2°C.

Nach der Belastungsinfektion trat bei Tieren aus allen Gruppen Leu-
kopenie auf (Tabellen 3.32, 3.33, 3.34 und Abbildung 3.37). In Gruppe 1
war die Leukopenie am wenigsten stark ausgeprigt, 5 Tiere hatten an zwi-
schen einem und fiinf Zeitpunkten Leukopenie (Tab. 3.32). In Gruppe 3
hatten alle Tiere einen deutlichen Abfall der Leukozytenzahlen zu einem
bis vierzehn Zeitpunkten (Tab. 3.34).

In den Kontrollgruppen hatten alle Tiere eine Leukopenie. In Gruppe 2
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3 Ergebnisse

Gruppe 1
Tag post vaccinationem
Tiernummer 0 3 6 9 12 15
3602 133 132 6,7 8.8 10,9 10,7
3606 11,3 10,9 8,6 7,5 129 150
3607 124 123 10,7 7.8 182 184
3626 136 11,6 105 11,8 11,7 19,2
3629 12,7 11,5 11,7 8,0 16,7 15,7
3649 49 10,0 8,0 126 219 179
3652 140 139 108 9,9 19,5 13,3
3667 6,0 12,8 9,4 9,2 19,5 10,9
3679 142 109 8,2 9,5 13,0 12,6
3693 57 14,5 10,8 10,7 19,1 19,9
3702 8.8 15,6 7,6 8,0 16,9 15,5
3713 142 176 121 19,7 231 202

in G/, mit XIKE-B-NdN geimpft

Tabelle 3.28: Gesamtleukozytenzahl post vaccinatio-
nem der Tiere aus Gruppe 1
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3.2 BVDV

zu vier bis fiinf Zeitpunkten und in Gruppe 4 zu zwei bis fiinfzehn Zeit-
punkten (Tabellen 3.33 und 3.34).

G

140

—— Gruppe 1
—B— Gruppe 2

120 \ —&— Gruppe 3
\ —*— Gruppe 4
100
%\ m
=0 \\W = %
" N

40

1] 2 4 51 g8 10 12 14 168 18 20 22 24 25 X8 30
Tag postinfectionem

Abbildung 3.37: Durchschnittliche Leukozytenzahl aller Tiere.
Gruppe 1: XIKE-B-NdN geimpft, KE9 belastet; Gruppe 2: ungeimpft, KE9 belastet; Grup-
pe 3 XIKE-B-NdN geimpft, KE13 belastet; Gruppe 4: ungeimpft, KE13 belastet

Nach der Belastungsinfektion wies von den beiden geimpften Gruppen
nur ein Tier in Gruppe 3 (# 3605) an Tag 10 BVDV in den ,,buffy coat*
Zellen auf. In den beiden ungeimpften Kontrollgruppen war jedes Tier
zumindest an einem Tag Virus positiv, die meisten an zwei oder drei Tagen
(Tabellen 3.35, 3.36 und 3.37). Auler dem oben bereits beschriebenen Fall
traten nach der Belastungsinfektion keine Aborte auf.

Zwei Monate nach der Belastungsinfektion (zwischen dem 120. und
150. Tag der Tréchtigkeit) wurden die Tiere getotet, von den Foten die un-
ter Methoden (2.2.12.9) genannten Organe entnommen und auf BVDV hin
untersucht. In beiden Kontrollgruppen konnte BVDV in den Organproben
der Foten aller Rinder nachgewiesen werden (Tab. 3.38 und 3.39). Bei den
geimpften Tieren lie sich in der mit KE9 belasteten Gruppe in vier von
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3 Ergebnisse

zwolf Fillen BVDV nachweisen. Von dem abortierten Fotus wurden Pro-
ben des Kleinhirns und des Submandibular-Lymphknotens entnommen.
Beide Proben waren virusnegativ, ebenso der Uterus des Muttertieres (Tab.
3.40). In der geimpften, mit KE13 belasteten Gruppe konnte in keiner Pro-
be Virus nachgewiesen werden (Tab. 3.41). Allerdings war ein Tier (Tier
# 3680) ohne Fotus, eine spezifische Ursache fiir den offensichtlich unbe-
merkt erfolgten Abort konnte nicht nachgewiesen werden. Der Uterus des
fraglichen Tieres war virusnegativ.

Die gewonnenen Serumproben wurden auf neutralisierende Ak unter-
sucht. Als Testviren wurden dabei ein zum Impfvirus heterologes BVDV-2
(KE13) und ein BVDV-1 (KE9) verwendet.

Nach der Belastungsinfektion stiegen die Antikorper gegen BVDV-2 in
allen Gruppen an. Am schwiichsten war der Anstieg in der ersten Kon-
trollgruppe (Gruppe 2, ungeimpft und KE9 belastet), in den anderen drei
Gruppen stiegen die Titer auf bis zu 1:2048 an (Tab. 3.42, 3.43 und Ab-
bildung 3.38). Gegen BVDV-1 blieb die Antikorperbildung wihrend der
ersten 30 Tage aus. Erst am Tag 54 pc kam es in allen Gruppen zu einem
erkennbaren Antikorpertiter, in den mit KE9 belasteten Gruppen 1 und 2
sehr deutlich, mit Titern bis zu 1:2048. In den mit KE13 belasteten Grup-
pen hingegen nur zu maximal 1:51 (Tab. 3.42, 3.43 und Abbildung 3.39).

Zusammenfassend 146t sich sagen, daB3 eine Impfung von Kiihen mit der
RNase®-ANP® Doppelmutante XIKE-B-NdN bei einer Infektion trichti-
ger Tiere mit BVDV-2 sowohl Muttertier als auch Fotus zuverldssig zu
schiitzen scheint. Eine Kreuzprotektivitit gegeniiber BVDV-1 ist dagegen
nach einmaliger Vakzination nur unzuverléssig ausgebildet.
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3.2 BVDV

2500

2000

1500

1000

a00

O Gruppe 1
B Grupps 2

OGupps 3
OGmupps 4

30
Tag post infectionem

Abbildung 3.38: SNT gegen BVDV-2 KE13
Gruppe 1: XIKE-B-NdN geimpft, KE9 belastet; Gruppe 2: ungeimpft, KE9 belastet; Grup-
pe 3 XIKE-B-NdN geimpft, KE13 belastet; Gruppe 4: ungeimpft, KE13 belastet
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3 Ergebnisse

Gruppe 3
Tag post vaccinationem
Tiernummer 0 3 6 9 12 15
3628 13,3 9.4 74 12,1 157 15,7
3637 140 134 11,8 11,5 141 18,3
3645 6,3 12,0 7,0 8.8 15,3 15,0
3653 10,7 9.4 9,7 11,2 123 11,5
3680 16,7 12,6 73 11,0 13,8 15,6
3708 13,2 9,7 12,2 9,5 16,6 142

in G/, mit XIKE-B-NdN geimpft

Tabelle 3.29: Gesamtleukozytenzahl post vaccinatio-
nem der Tiere aus Gruppe 3
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3.2 BVDV

Gruppe 1
Tag post vaccinationem
Tiernummer 0 3 6 9 12 15 30
3602 [V Y Y /1 /1
3606 [ Y /1 /1
3607 I Y Y Vb /1 /1
3626 [V Y Y /1 /1
3629 [ Y /1 /1
3649 I Y Y Vb /1 /1
3652 [V Y /1 /1
3667 [ Y e /1 /1
3679 [ Y Y /1 /1
3693 [V Y /1 /1
3702 [V Y YV /1
3713 [ Y Y /1 /1

Doppelanimpfung; / = Virus negativ; + = Virus positiv

XIKE-B-NdN geimpft.

Tabelle 3.30: Virusnachweis post vaccinationem in
Leukozyten der Tiere aus Gruppe 1
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3 Ergebnisse

Gruppe 3
Tag post vaccinationem

Tiernummer 0 3 6 9 12 15 30

3605 A e
3628 et
3637 [ Y
3645 I
3653 [ Y Y N V|
3680 [ A
3708 I

Doppelanimpfung; / = Virus negativ; + = Virus positiv
XIKE-B-NdN geimpft.

Tabelle 3.31: Virusnachweis post vaccinationem in
Leukozyten der Tiere aus Gruppe 3
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Gruppe 2

3 Ergebnisse

Tiernummer Tag post challenge
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
3756 160 109 62 68 79 102 80 11,6 10,7 11,1 12,3 1,2 94 134 6,3 11,1
3760 9,3 8,2 50 46 37 57 59 6,0 5.1 55 6,5 85 6,6 59 10,1 4.8
3767 10,2 9.4 86 43 48 72 59 7,1 8,5 82 83 6,7 8.4 6,1 11,2 6,7
3808 9,5 8.8 40 44 42 7,1 57 72 7,1 6,5 83 79 7,0 74 6,6 53
in G/1

Gruppe 2: ungeimpft, KE9 belastet

Tabelle 3.33: Gesamtleukozytenzahl der Tiere aus Gruppe 2 post challenge
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3 Ergebnisse

Gruppe 1

Tiernummer Tag post challenge

0 2 4 6 8 0 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
3702 N e
3649 A T e
3667 A e
3652 N A T e
3607 N T T e e
3693 R T A T T e
3626 T ey
3629 T T e
3713 A T T T e
3602 e
3679 A T T e T e
3606 N T T e

Doppelanimpfung; / = Virus negativ; + = Virus positiv

Gruppe 1: XIKE-B-NdN geimpft, KE9 belastet

Tabelle 3.35: Virusnachweis in Leukozyten der Tiere aus Gruppe 1 post challenge
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3.2 BVDV
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3 Ergebnisse

Gruppe 3

Tiernummer Tag post challenge
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
3708 11 11 11 /1 N N e
3628 117 11 11 /1 Y T e
3653 11 11 11 /1 Y N A T e
3637 11 11 11 /1 A Y T
3680 117 11 11 /1 Y T e
3605 11 11 11 -+ Y A e
3645 111 11 11 /1 Y T

Gruppe 4

Tiernummer Tag post challenge
0 2 4 6 8 10 2 14 16 18 20 22 24 26 28 30
3804 111+ 4+ I+ Y T e
3768 7V A L A A b e b e e A A Ve
3833 Y /1 Y Y T
3783 117+ 4+ /1 Y T e

Doppelanimpfung; / = Virus negativ; + = Virus positiv

Gruppe 3: XIKE-B-NdN geimpft, KE13 belastet; Gruppe 4: ungeimpft, KE13 belastet

Tabelle 3.37: Virusnachweis in Leukozyten der Tier aus den Gruppen 3 und 4 post challenge
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sternales

Abdominal- Mesenterial-
Tier Nr. Fliissigkeit Milz  Diinndarm  Lymphknoten ~ Niere ~ Thymus  Knochenmark  Kleinhirn — Plazenta
3804 NA ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ NA
3768 NA ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ NA
3833 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ NA
3783 NA ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ NA

3 Ergebnisse

Doppelanimpfung, / = Virusnegativ, + = Viruspositiv, NA = nicht vorhanden

Tabelle 3.39: Virusnachweis in Organproben der Féten aus Tieren der Gruppe 4 (nicht geimpft, BVDV-2 belastet)
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3 Ergebnisse

Abdominal- Mesenterial- sternales

Tier Nr. Fliissigkeit Milz  Diinndarm  Lymphknoten ~ Niere ~ Thymus  Knochenmark  Kleinhirn — Plazenta

3708 NA /1 /1 /1 /1 11 1/ /1 11
3628 /1 11/ /1 /1 /1 11 /1 /1 11
3653 NA /1l 11 /1 11 /1 11 /1 NA
3637 NA /1 /1 /1 /1 11 1/ /1 11/
3680+ NA NA NA NA NA NA NA NA /1
3605 NA 11 11 /1 11 /1 11 11 11
3645 NA /1 /1 /1 /1 11 1/ 11 11

Doppelanimpfung, / = Virusnegativ, + = Viruspositiv, NA = nicht vorhanden

*
Kein Fotus gefunden, nur eine Gewebeprobe des Uterus entnommen

Tabelle 3.41: Virusnachweis in Organproben der Féten aus Tieren der Gruppe 3 (XIKE-B-NdN geimpft, BVDV-2 bela-
stet)
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3.2 BVDV

Gruppe 1
vs BVDV-2 vs BVDV-1
Tiernummer Tag post infectionem
0 30 54 0 30 54
3602 51 1629 2048 1 0 2048
3606 80 1024 2048 O 0 2048
3607 51 815 1629 0 0 1629
3626 40 1629 1629 0 0 1629
3629 64 1629 1629 0 0 1629
3649 64 815 1024 0 0 1024
3652 20 1024 815 0 0 815
3667 32 1629 1629 0 0 1629
3679 32 644 815 0 0 815
3693 128 1287 2048 5 0 2048
3702 128 2048 1629 0 0 1629
3713 16 1287 1287 0 0 1287
Gruppe 2
vs BVDV-2 vs BVDV-1
Tiernummer Tag post infectionem
0 30 54 0 30 54
3756 0 5 16 4 0 2048
3760 0 4 16 4 0 1629
3767 0 8 16 0 0 2048
3808 0 6 16 4 0 2048

Tabelle 3.42: SNT Gruppen 1 und 2 gegen KE13 (BVDV-2) und KE9 (BVDV-1)
Titer als 1:x
Gruppe 1: XIKE-B-NdN geimpft, KE9 belastet;
Gruppe 2: ungeimpft, KE9 belastet
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3 Ergebnisse

Gruppe 3
vs BVDV-2 vs BVDV-1
Tiernummer Tag post infectionem
0 30 54 0 30 54
3605 20 64 102 0 0 6
3628 13 1024 80 0 0 16
3637 64 1024 128 2 0 8
3645 51 1024 256 0 0 10
3653 32 256 64 0 0 6
3680 64 815 644 0 0 204
3708 128 2048 512 0 0 32
Gruppe 4
vs BVDV-2 vs BVDV-1
Tiernummer Tag post infectionem
0 30 54 0 30 54
3768 0 815 2048 0 0 25
3783 0 1024 1024 0O 0 51
3833 0 128 256 0 0 10
3804 0 644 644 0 0 40

Tabelle 3.43: SNT Gruppen 3 und 4 gegen KE13 (BVDV-2) und KE9 (BVDV-1)
Titer als 1:x
Gruppe 3: XIKE-B-NdN geimpft, KE13 belastet;
Gruppe 4: ungeimpft, KE13 belastet
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3.2 BVDV
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Abbildung 3.39: SNT gegen BVDV-1 KE9
Gruppe 1: XIKE-B-NdN geimpft, KE9 belastet; Gruppe 2: ungeimpft, KE9 belastet; Grup-
pe 3 XIKE-B-NdN geimpft, KE13 belastet; Gruppe 4: ungeimpft, KE13 belastet

181



4 Diskussion

,Es gibt keine Fakten, nur Interpretationen.*
— Friedrich Nietzsche (1844-1900)

Die Zielsetzung dieser Arbeit war die Charakterisierung von attenuie-
renden Mutationen bei Pestiviren, vor allem beziiglich des Glykoprote-
ins E™und des Nichtstrukturproteins NP, Es sollte untersucht werden,
welche Mutationen sich fiir den Einsatz in attenuierten Lebendvakzinen
eignen und zudem versucht werden, Hinweise auf die mechanistische Ur-
sache der Attenuierung zu erhalten.

Pestiviren sind die Erreger einer Reihe wirtschaftlich bedeutsamer Er-
krankungen bei landwirtschaftlichem Nutzvieh. In Rinderbestinden 16st
das BVD-Virus bei adulten Tieren i.d.R. eine subklinische Infektion aus.
Unter Umstinden kommt es zu Durchfall (Bovine Virus Diarrhoe, BVD)
und zu Sekundirinfektionen auf Grund einer Immunsuppression durch das
BVDV. Ferner kommt es nach Infektion mit bestimmten BVDV-2 Stim-
men hiufig zu einem himorrhagischen Fieber mit schweren Erkrankungen
und Todesfillen bei Rindern aller Altersklassen.

Bei Infektionen triachtiger Kiihe kann es zu einer diaplazentaren Infek-
tion des Fotus kommen. Es konnen Fruchttod und die Geburt mi3gebilde-
ter, persistent infizierter oder gesunder Kilber auftreten, Abhédngig in er-
ster Linie vom Zeitpunkt der Infektion wihrend der Graviditit. Das grofite
Problem bei der Bekdmpfung der BVDV-Infektion ist die Ausbildung per-
sistenter Infektionen nach der diaplazentare Infektion der Foten. Daraus
resultierende lebensfihige Kilber sind Zeit ihres Lebens infiziert, schei-
den fortwdhrend BVDV aus und sind klinisch zunéchst nicht von gesun-
den, nicht-infizierten Kilbern zu unterscheiden. Allerdings erkranken die-
se Kilber in der Regel im Alter zwischen 6 Monaten und 2 Jahren an der
Mucosal Disease. Diese Erkrankung geht mit ausgedehnter Ulzeration des
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4 Diskussion

Gastrointestinaltraktes als hauptsidchlicher Verdnderung einher. Charakte-
ristisch ist die hohe Mortalitit. Der Tod tritt fiir gewohnlich innerhalb von
2 Wochen nach Auftreten der klinischen Symptome ein.

Das Virus der klassischen Schweinepest (CSFV) ist in seinem Infekti-
onsverlauf in der Regel aggressiver als das BVDV. Ahnlich dem BVDV-
2 verursacht es ein hdmorrhagisches Fieber, charakterisiert durch Fieber,
Leukopenie, B-Zell Depletion, Durchfall, Anorexie, zentralnervése Sym-
ptome, Blutungen, Kiimmern und Tod. Im 19. Jhd. verlief die Erkran-
kung meist perakut bis akut mit kurzer Inkubationszeit und einer hohen
Mortalitit. Dieses Bild hat sich im Laufe der Zeit gewandelt. Heute sind
chronische Verldaufe mit unspezifischer Symptomatik eher die Regel, aku-
te Verldufe treten seltener auf, und die Mortalititsrate dieser Verldufe ist
drastisch gesunken. Nur vereinzelt kommt es noch zu Ausbriichen mit pe-
rakutem Verlauf.

Auch das CSFV kann bei einer Infektion wihrend der Tréichtigkeit die
Foten infizieren. Im Gegensatz zu BVDV kommt es beim CSFV jedoch
nur selten zur Etablierung einer persistenten Infektion [14]. In der Regel
treten Fruchttod mit Aborten und Mummifikationen, Geburt mi3gebildeter
oder lebenschwacher, oder gesunder Ferkel, welche die Infektion tiberwin-
den konnten, auf.

Das dritte relevante Pestivirus ist das Border Disease Virus (BDV) der
Schafe. Auch bei dem BDV kommt es bei Infektion immunkompetenter
Tiere i.d.R. zu subklinischer, transienter Infektion mit anschlieender Im-
munitdt gegen homologe BDV-Stimme. Wie BVDV und CSFV kommt es
bei Infektionen withrend der Triichtigkeit zu diaplazentarer Ubertragung
auf den Fotus. Analog zur fiir BVDV beschriebenen Situation kommt es in
Abhingigkeit des Trichtigkeitsstadiums zu Fruchttod, Geburt mifigebilde-
ter, persistent infizierter oder gesunder Lammer. Die persistent infizierten
Lammer sind meist lebensschwach und sterben noch vor dem Absetzen.
Sie sind meist zu klein fiir ihr Alter, weisen exzessiven Haarwuchs auf, das
VlieB ist oft hyperpigmentiert, und es tritt oft unkontrolliertes Muskelzit-
tern auf (,,hairy shaker* Limmer). Auch die persistent infizierten Ldmmer
sind zeitlebens Ausscheider von BDV.

Die zentrale Problematik bei pestiviralen Infektionen sind zum einen
das immer héufigere Auftreten von schwach virulenten Feldstimmen, und
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4 Diskussion

die damit einhergehenden diagnostischen Probleme. Zum anderen die lang
anhaltende persistente Infektion vor allem der Kilber, aber auch der Lam-
mer. Wirtschaftlich besonders relevant sind in Europa die durch die In-
fektion verursachten Fruchtbarkeitsstorungen und, im Falle des CSFV, die
Kosten infolge der Keulung infizierter Bestinde.

Die Uberlebensstrategie der Pestiviren 148t sich wohl am besten am Bei-
spiel des BVDV formulieren. Durch die schwach virulenten Feldstimme
und die entsprechend unauffillig verlaufende Infektion bei adulten Tieren
kommt es zu einer Verbreitung des Virus, ohne dafl der Wirt nachhaltig
geschidigt wird. Wird eine Kuh zwischen Mitte des ersten und Anfang
des zweiten Trimesters (40. bis 120. Tag) der Graviditit infiziert, kann das
Virus die Plazentarschranke iiberschreiten, den Fotus infizieren und eine
persistente Infektion etablieren. Nach der Geburt dieses persistent infizier-
ten Kalbes kommt es durch die dauernde Ausscheidung von BVDV seitens
des Kalbes zu einer anhaltenden Verbreitung des Virus, ohne dal3 klinische
Symptome erkennbar wiren.

Zur Etablierung der Persistenz ist die Entwicklung einer spezifischen
Immuntoleranz gegen das entsprechende BVD Virus notwendig. Dies er-
folgt zum Zeitpunkt der Infektion, wihrend das adaptive Immunsystem
reift und es zur Unterscheidung zwischen korpereigenen und korperfrem-
den Strukturen kommt. Da das Virus sich zu diesem Zeitpunkt bereits im
Gewebe befindet, wird es als korpereigen erkannt. Zur Aufrechterhaltung
der Persistenz muf sich das Virus dann nur noch mit der angeborenen Im-
munreaktion auseinandersetzen.

Diese Immuntoleranz gegen das persistierende Virus ist hochspezifisch.
Gelangen durch Superinfektion BVDV in den Organismus, welche sich
antigenetisch deutlich genug vom persistierenden Ursprungsvirus unter-
scheiden, kann das Immunsystem gegen diese antigenetisch anderen Erre-
ger eine normale Immunantwort mit der Bildung von Antikorpern ausbil-
den, und unter Umsténden das persistierende Virus aufgrund von Kreuzre-
aktivitdt sogar eliminieren [20]. Dagegen konnten Fray et al. keine gegen
BVDV gerichteten Antikorper im Serum persistent infizierter (pi.) Kal-
ber nachweisen. Allerdings treten in den Keimzentren der Lymphknoten
von pi Kélbern Immunkomplexe mit E™ auf [32]. Ursédchlich dafiir ist
vermutlich eine nicht vollstindige B-Zell Toleranz gegeniiber dem persi-
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stierenden Virus. Das Ausbleiben zirkulierender Antikorper gegen E™ ist
moglicherweise zum Teil auf eine nicht erfolgende Reifung der B-Zellen
aufgrund der grolen Menge 16slichen Antigens zuriickzufiihren [32]. Die-
se Hypothese erklirt allerdings nicht das Ausbleiben einer gegen E2 ge-
richteten Ak-Antwort, so daf3 wahrscheinlich weitere virale Abwehrme-
chanismen fiir die Aufrechterhaltung der Toleranz erforderlich sind.

Entscheidend fiir die Etablierung der Immuntoleranz sind vor allem
zwei Faktoren. Der erste ist der Zeitpunkt der Infektion. Nur zwischen
dem 40. und etwa 120. Tag der Trichtigkeit kann das BVDV eine per-
sistente Infektion ausbilden, da der Fotus in diesem Zeitraum noch nicht
immunkompetent ist. Der zweite Faktor ist der Biotyp des BVDV. Alle
Pestiviren kommen als zytopathogene (zp) und nicht-zytopathogene (nzp)
Biotypen vor. Zur Etablierung einer persistenten Infektion ist nur der nzp
Biotyp befihigt. Beide Biotypen unterscheiden sich in vivo nicht nur in
ihrer Fihigkeit infizierte Zellen zu zerstoren. Intranasale Infektion mit zp
BVDV im immunkompetenten Kalb fiihrt nicht zu erkennbaren Serum-
spiegeln von Interferon (IFN), wihrend es nach Infektion mit nzp BVDV
zu hohen, anhaltenden Serumspiegeln kommt ??. Wahrscheinlich bleibt
die Infektion mit zp BVDV auf die Gewebe der Mucosa und Submucosa
begrenzt, mit einer schnellen und starken lokalen Interferonantwort.

Dagegen umgeht nzp BVDV die lokale Immunabwehr und gelangt als
freies Virus in die Lymphknoten wo es iiber die Interaktion mit plasma-
zytoiden dendritischen Zellen (plasmacytoid dendritic cells, PDC) zur In-
duktion von IFNo kommt. Zu diesem Zeitpunkt, ca. 24 - 36 h nach der
Infektion, hat sich das BVDV allerdings schon im Gewebe des Wirtstieres
weitrdumig verteilt [12].

Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal zwischen zp und nzp BVDV
ist die Fihigkeit, das NS2-3 Protein in NS2 und NS3 zu spalten. Nzp
BVDV spaltet NS2-3 nur in der frithen Phase der Infektion, zp BVDV
wihrend des gesamten Verlaufs der Infektion [55]. Die intrazelluldre NS3-
Konzentration wiederum korreliert mit der Anreicherung intrazellulédrer
viraler RNS [9], [109], so daB es nach Infektion mit zp BVDV zur Akku-
mulierung von viralen RNS Molekiilen kommt, bis die Apoptose der Zelle
eintritt. Durch die zeitliche Einschrinkung der Prozessierung des NS2-3
dagegen kann das nzp Virus seine Replikationsrate kontrollieren und so-
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mit den Tod der infizierten Zelle verhindern. Offensichtlich ist dies eine
Grundvoraussetzung, um dem angeborenen Immunsystem zu entkommen
und eine persistente Infektion zu etablieren.

Allerdings geht die Virusreplikation auch bei nzp BVDV nicht ohne die
Bildung von dsRNS (doppelstrang RNS) einher, die als ein Hauptsignal
fiir die Induktion von Interferon durch die infizierte Zelle gilt. Die Anwe-
senheit auch von geringen Mengen an dsRNS sollte zu einer Interferonant-
wort als Reaktion seitens der Zelle fiihren und damit die Bekdmpfung des
Virus einleiten. Das bedeutet, daf die kontrollierte Replikation der nzp Vi-
ren nicht der alleinige Weg sein kann, den das Virus beschreitet, um dem
Immunsystem des Wirts zu entkommen. Das Virus muf3 folglich weite-
re Mechanismen entwickelt haben, um die angeborene Immunantwort zu
behindern oder zu umgehen.

Das nahe verwandte Hepatitis C Virus (HCV) etabliert ebenfalls ei-
ne persistente Infektion als Uberlebensstrategie. Bei diesem Mitglied der
Flaviviridae dient das Nichtstrukturprotein-Paar NS3/4A und das Nicht-
strukturprotein NSSA der Unterbindung einer Interferonantwort. NS3/4a
bilden zusammen einen Enzymkomplex, der als Serin-Protease und RNS-
Helikase fungiert. Zur Unterbindung der Interferonantwort kommt es durch
Proteolyse der TRIF (Toll-IL-1 receptor domain-containing adaptor indu-
cing IFN). Der TRIF verbindet den Toll-like receptor 3 (TLR3) mit Kina-
sen welche den IFN regulatory factor 3 (IRF-3) und NF-kB aktivieren.
Durch die Proteolyse des TRIF unterbleibt die Aktivierung von IRF-3 und
NF-kB, und dadurch die Bildung von IFN [62]. NS5A unterbindet die
IFN-induzierte Proteinkinase (PKR), in dem es mit deren katalytischem
Zentrum interagiert [33].

Pestiviren besitzen ebenfalls einen NS3/4A-Proteinkomplex, welcher
als Serin-Protease und RNS-Helikase fungiert [113, 119]. Fiir das pesti-
virale NS3 gibt es bisher keinen Hinweis, dafl es mit dem Immunsystem
interagiert. Allerdings wurden bislang auch noch keine direkten Untersu-
chungen in dieser Hinsicht durchgefiihrt. Im Gegensatz zu HCV besitzen
die Pestiviren jedoch zwei zusitzliche Proteine, NP™ und E™*, die beide
in der Diskussion stehen, an der Umgehung des Immunsystems des Wirts
beteiligt zu sein.
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Das Glykoprotein E™ der Pestiviren besitzt vielfiltige Funktionen, und
seine Bedeutung fiir die Pestiviren ist bisher noch nicht vollstindig ge-
klart. Es ist eines der viralen Strukturproteine [104] und Ziel neutralisie-
render Antikorper [114], besitzt jedoch keinen klassischen Membrananker
und wird somit in betrichtlichen Mengen von infizierten Zellen sezerniert
[91]. Weiterhin ist es wahrscheinlich an der Bindung der Pestiviren an die
Zelloberflache mit verantwortlich, da es mit Glykosaminoglykanen auf der
Zelloberfliche interagiert [46]. Fiir den Eintritt in die Zelle dagegen ist E™®
vielleicht nicht unabdingbar [112], fiir die Bildung infektitser Pestiviren
ist es jedoch essentiell [117].

Eine weitere Eigenschaft des E™ ist die Fahigkeit Zellmembranen zu
passieren, in die Zelle einzudringen und sich im perinukleiren Raum an
zytoplasmatischen Membranen zu verteilen [56]. Die wohl ungewohnlich-
ste Funktion des E™ jedoch ist die als Ribonuklease, welche eine Beson-
derheit der Pestiviren darstellt, die bisher bei anderen RNS Viren nicht
gefunden wurde [39, 92]. CSFV neutralisierende Antikdrper weisen zum
Teil eine starke Inhibition der RNase-Aktivitidt auf [118]. Die Inaktivie-
rung der RNase-Aktivitdt fithrt sowohl in vitro als auch in vivo zu le-
bensfihigen BVDV und CSFV Mutanten. Welche Rolle die RNase fiir
das Virus spielt ist noch nicht geklrt, es kann allerdings als gesichert gel-
ten, daf sie an der Pathogenitit der Pestiviren beteiligt ist. RNase-negative
Mutanten, sowohl von BVDYV als auch von CSFV, erwiesen sich im Tier-
experiment als weitgehend bis vollig attenuiert [70, 71].

Interessanterweise ist der Grad der Attenuierung, zumindest bei CSFV,
abhingig von der Lokalisation der die RNase inaktivierenden Mutation.
Wird das Histidin an Position 346 des ORF deletiert oder durch ein Lysin
oder Leucin ersetzt, kommt es zu einer vollstandigen Attenuierung des Vi-
rus. Wird hingegen das Histidin an Position 297 veridndert, kommt es zu
Krankheitssymptomen, die allerdings deutlich schwicher ausgeprigt sind
als bei einer Infektion mit wt CSFV. Im Gegensatz zu wt Infektionen erho-
len sich die Tiere um Tag 10, einem Zeitpunkt, der mit der Bildung neutra-
lisierender Antikorper korreliert, plotzlich wieder [71]. Da verschiedene
Mutationen, die die RNase-Funktion des E™ eliminieren, zu einer Atte-
nuierung fithren, ist es sehr wahrscheinlich, daf} diese Attenuierung auf
den Verlust der RNase Aktivitit zuriickzufiihren ist. Der Unterschied in
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der Attenuierung zwischen den H346 und den H297 Mutanten 146t jedoch
vermuten, dal mit einer Veridnderung des H346 noch ein weiterer, bis-
her ungeklirter Pathogenitdtsmechanismus beeintriachtigt wird. Um dieses
Problem genauer zu beleuchten, wurde die RNase-Funktion tiber Mutation
an einer weiteren Stelle, der Position 300, ausgeschaltet.

Die resultierende Mutante, CSFV 255/1 mit Austausch des Tryptophan
an Position 300 gegen ein Glycin, war bei der Vermehrung in Zellkul-
tur (SK6-Zellen) stabil und wies vergleichbare Wachstumseigenschaften
wie das wt Virus auf. In vorhergehenden Experimenten zeigte die Mutan-
te eine teilweise Attenuierung im Vergleich zu CSFV Alfort/ Tiibingen
und die infizierten Schweine bildeten neutralisierende Antikorper gegen
CSFV aus. Reisoliertes Virus wurde phinotypisch und genotypisch analy-
siert und wies eine Reversion zum Wildtyp CSFV auf.

Auch in dem im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Expe-
riment (TV 16a, 3.1.1.1.1) erwies sich die Mutante als teilweise attenuiert.
Die Tiere entwickelten transientes Fieber. Zwei der Tiere zeigten an ei-
nem Tag deutliche Abgeschlagenheit als weiteres klinisches Zeichen und
erholten sich danach. Die anderen beiden Tiere entwickelten ein deutlich
schlechtes Allgemeinbefinden mit sistierender Futteraufnahme und Diarr-
hoe. Beide muften an Tag 18 p.i. geschlachtet werden. Das Bild der Leu-
kopenie und B-Zell Depletion spiegelt die klinischen Symptome wieder,
die iiberlebenden Tiere hatten keine oder transiente, die schwer erkrank-
ten Tiere eine anhaltende B-Zell Depletion. Bei allen Tieren konnte Viri-
mie nachgewiesen werden, und bei drei von vier Tieren wurde Virus aus
Nasenabstrichen isoliert. Reisoliertes Virus erwies sich genotypisch als
zum Wildtyp revertiert; die Untersuchung der RNase-Aktivitét korrelierte
mit dem Ergebnis der Sequenzierung. In einem nachfolgenden Experiment
(TV 19 3.1.1.1.3), in dem Schweine mit dem reisolierten wt Virus CSFV
W300G-R infiziert wurden, erkrankten alle Tiere schwer an klassischer
Schweinepest. Das erste Tier mufSte an Tag 12, die anderen beiden an Tag
17 p.i. aus Griinden des Tierschutzes geschlachtet werden. Keines dieser
Tiere hatte nAk gegen Schweinepest ausgebildet.

In der Zellkultur verhilt sich die Mutante unterschiedlich (3.1.1.1.2).
In manchen Zellinien bleibt die Mutation stabil (SK6 und 38A1D), in an-
deren revertiert sie ebenfalls (STE und MAX). Eine Tendenz die RNase-
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Aktivitdt wieder herzustellen ist wahrscheinlich nicht die Folge eines Vor-
teils des RNase positiven Virus. Bei anderen RNase® CSFV Mutanten
tritt ndmlich keine Reversion auf, obwohl die H297L oder K und H346L
oder K Mutanten ebenfalls nur eine bzw. zwei Basen austauschen miif3-
ten um zu revertieren. Das bedeutet, daf3 die Revertanten in bestimmten
Zelltypen, und in vivo, aufgrund eines Vorteils selektiert werden, der auf
einer anderen Eigenschaft des E™® beruht. Moglicherweise betriftt das sei-
ne Funktion wéhrend der Infektion der Zelle oder der Virusmorphogenese.

Die Schnelligkeit der Reversion zeigt, dall das wt Virus einen signifi-
kanten Vorteil bei der Vermehrung am primiren Replikationsort gegen-
tiber der Mutante haben muf. Bisher ist iiber die Funktion des E™ als
Strukturprotein und seine Interaktion mit der Wirtszelle nur bekannt, daf}
es mit zelluldren Glykosaminoglykanen interagiert [45, 46]. Daher wire
eine Diskussion tiber die molekulare Basis dieser Ergebnisse voreilig.

Eine interessantere Frage ist, warum CSFV W300G trotz der schnel-
len Reversion offensichtlich attenuiert ist. Von CSFV Lebend-Vakzinen
ist bekannt, daf} sie innerhalb kiirzester Zeit zumindest in einigen Tieren
eine protektive Immunitét hervorrufen [50]. Es konnte daher mdéglich sein,
daB die kurze Zeitspanne zwischen der Infektion und dem Auftauchen ei-
ner signifikanten Menge an Revertanten ausreichend ist, um das Immun-
system in die Lage zu versetzen eine protektive Immunantwort auszubil-
den. Alternativ wire es moglich, dal der Effekt der E™ RNase ein frithes
Ereignis im Infektionsgeschehen ist und daf ein spezifisches, noch unbe-
kanntes Ziel wihrend der initialen Phase der Infektion getroffen werden
muB, um eine Hemmung der Immunantwort auszultsen. Fiir die Kldrung
dieses Sachverhaltes sind weitere Experimente notig.

AufBer der Funktion der E™ RNase als ein Pathogenitdtsmarker von
Pestiviren ist iiber die Bedeutung und den Wirkmechanismus der RNase
bisher wenig bekannt. Eine der Eigenschaften des Proteins ist, dafl es von
infizierten Zellen in signifikanten Mengen sezerniert wird [91]. Zusammen
mit der Fahigkeit des C-Terminus Zellmembranen zu durchdringen und so
das restliche Protein in die Zelle zu transportieren [56] konnte dies darauf
hin deuten, daf das Protein seine Aufgabe zumindest nicht ausschlieBlich
am Ort der Virusreplikation erfiillt. Sollte diese Hypothese richtig sein,
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miifte man durch Bereitstellung der aktiven RNase in trans den patho-
genen Phinotyp in Tieren, die mit RNase® CSFV infiziert sind, wieder
herstellen kdnnen.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde in zwei Experimenten modi-
fiziertes attenuiertes Tollwutvirus als Vektor fiir E™ eingesetzt. Schweine
wurden mit RNase® CSFV und mit rekombinantem Tollwutvirus koinfi-
ziert. Die Kontrollgruppe erhielt ein Tollwutvirus mit RNase® E™S, die
zweite Gruppe ein Tollwutvirus mit RNase® E™S,

In dem ersten Experiment (TV 17, 3.1.1.2.1) zeigte die Gruppe mit dem
RNase® Tollwutvirus ein etwas stirker ausgeprigtes klinisches Bild als
die Kontrollgruppe. In dem zweiten Experiment (TV 18, 3.1.1.2.2) hin-
gegen lief sich dieses Ergebnis nicht reproduzieren, beide Gruppen zeig-
ten Krankheitssymptome, die sich nicht signifikant unterschieden. Bei den
meisten Tieren traten nur geringe Symptome auf. Lediglich Tier 52/3 der
Kontrollgruppe zeigte schwere Symptomatik, die allerdings wohl nur in-
direkt auf die CSFV Infektion zuriickzufiihren war. Unter antibiotischer
Therapie wurde die Lahmheit und das Allgemeinbefinden kurzzeitig bes-
ser. Nach der Schlachtung wurde dickfliissiger Eiter aus einer Schwel-
lung am rechten Tarsalgelenk gewonnen, und es konnte eine teilweise
Einschmelzung der Sehne festgestellt werden. Vermutlich ist dieser Ab-
szess auf eine Hautverletzung mit anschlieBender bakterieller Besiedlung
zuriickzufithren, wobei eine CSFV bedingte Immunsuppression die The-
rapieresistenz bedingt haben diirfte. Der zweite Versuch zeigte, daf} die im
ersten Versuch aufgetretene stirkere Symptomatik der RNase®-Gruppe
sich nicht reproduzieren lie. Damit ist mit dem gewihlten Versuchsan-
satz kein Beweis fiir die 0.g. Hypothese geliefert worden. Dies konnte ein
Hinweis darauf sein, dal E™ nicht in trans zur Verfiigung gestellt werden
kann. Eine andere Moglichkeit besteht darin, dal das Tollwutvirus System
nicht geeignet ist, um diese Fragestellung zu bearbeiten. Es konnte sein,
daB die Tollwutviren nicht ausreichend E™ produzieren um die Komple-
mentation zu erreichen. Ebensowenig 146t sich nach diesen Experimenten
eine Aussage dariiber treffen, wie sich das von den Tollwutviren produ-
zierte E™ im Wirt verteilt. Es ist daher durchaus denkbar, daB3 das von den
Tollwutviren produzierte E™® nicht seinen bisher unbekannten Wirkort er-
reicht. Eine weitere Erkliarung besteht in der Eliminationsgeschwindigkeit
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der Tollwutviren. Die Antikorperwerte der Serum-Nullkontrolle beweg-
ten sich mit durchschnittlich 1,5 TU (TV 17) bzw. 0,8 IU (TV 18) bereits
zu Beginn des Versuchs in Hohe der Positivkontrolle des SNT, vermut-
lich auf Grund einer hohen unspezifischen Immunreaktion der Schweine
gegeniiber Tollwutvirus. Dies konnte zu einer schnellen Elimination der
Tollwutviren, und damit zu einer zu niedrigen Konzentration oder zeitlich
zu kurzen Verfiigbarkeit von E™ im Organismus gefiihrt haben. Eine Ver-
mehrung der Tollwutviren hat jedoch wahrscheinlich stattgefunden, die
Antikorper-Titer stiegen in beiden Versuchen deutlich an.

Zusammengenommen ist jedoch zu sagen, daf dieser Versuchsansatz
die Frage nach der Komplementierung in trans nicht beantworten konnte.
Zur Kldrung der Frage nach dem Wirkprinzip der E™ RNase sind wei-
tere Experimente mit einem anderen Vektorsystem oder isoliertem E™®
notwendig.

Zu diesem Zweck wurde der Versuch unternommen, CSFV E™ in Ge-
webekultur so zu exprimieren, daf seine Glykosylierung méglichst dem
Muster in der natiirlichen Wirtszelle entspricht. Bisherige Ansitze zur Ge-
winnung von E™ wurden mit verschiedenen Insektenzellen Expressions-
systemen durchgefiihrt [39, 40, 41, 46]. Dies fiihrt zu Abweichungen im
Glykosylierungsmuster. Es ist gut moglich, daf eine verdnderte Glyko-
sylierung des E™ zu einer Verdnderung seiner Eigenschaften fiihrt. Wir
haben daher versucht, E™ in BHK-Zellen zu exprimieren, um authentisch
glykosyliertes Protein zu erhalten.

In einem ersten Versuch wurde dafiir das ,.Jmpact™-Protein Purifica-
tion System* von NEB verwendet (3.1.1.3.1). Das Zielprotein wird mit
einer Chitin-bindenden Doméne als C-terminalem Marker versehen. Zwi-
schen dem Protein und der CBD wurde das Sce VMA Intein eingefiigt.
Nach der Expression kann das Protein iiber die CBD an eine Chitin-Matrix
gebunden und von kontaminierenden Proteinen gereinigt werden. Die Ab-
spaltung des Zielproteins von der CBD, und damit der Chitin-Matrix, er-
folgt unter Anwesenheit von Thiolen durch die selbstabspaltende Eigen-
schaft des Inteins.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit hergestellten Expressionsvek-
toren zeigten sowohl in Restriktionsenzymspaltungen Banden der zu er-
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wartenden Grofe, als auch in der Sequenzanalyse der E™-Sequenz und
der angrenzenden Bereiche die richtige Sequenz. In ersten Expressionsex-
perimenten konnte ich mittels Immunfluoreszenz E™® nachweisen. In wei-
teren Expressionsexperimenten mit S radioaktiv markiertem Fusions-
protein konnte gezeigt werden, dal das E™S-Intein-CBD-Fusionsprotein
spezifisch an die Chitinkiigelchen des Impact™-Protein Purification Sy-
stem bindet. Die Abspaltung des E™ vom Intein, und somit von der CBD
und den Chitinkiigelchen in Anwesenheit von Thiolen hingegen fand nicht
statt. Es wurden zwei verschiedene vom Hersteller des Impact™ -Protein
Purification System empfohlene Spaltungspuffer unter verschiedenen, -
ebenfalls vom Hersteller empfohlenen Spaltungsbedingungen verwendet.
In keinem Experiment konnte eine Abspaltung des E™ festgestellt wer-
den. Nach dem Aufkochen mit Laemmli-Puffer hingegen fand sich das Fu-
sionsprotein wieder im Uberstand, so daB nachgewiesen war, daf} das Fu-
sionsprotein gebunden hatte. Damit ist klar, daf3 die Spaltung nicht funk-
tioniert hatte.

Die wahrscheinlichste Ursache fiir die fehlende Spaltung diirfte in der
Struktur des E™®, bzw. des Fusionsproteins zu suchen sein. Moglicherwei-
se fithrt die Faltung des E™ oder des Fusionsproteins zu einer Maskie-
rung der Spaltstelle, so daf} die Thiole nicht, oder nicht in ausreichendem
Mafe an das Intein gelangen konnen. Die vom Hersteller empfohlene Er-
hohung des pH und der Temperatur wéihrend der Spaltungsreaktion fiihrte
ebenso wenig zum Erfolg wie eine Verlidngerung der Inkubationszeit oder
eine hohere Konzentration an DTT. Auch der Wechsel zu Hydroxylamin
als Spaltungsreagenz brachte nicht den gewiinschten Erfolg. Fiir die C-
terminale Aminosédure Alanin (Basensequenz: GCC) besteht laut Herstel-
ler eine Spalteffizienz von 75 - 100%. Allerdings wurde das Expressions-
system fiir den Einsatz in Bakterien etabliert, daher ist es gut denkbar, daf3
die hier aufgetretenen Probleme eine Folge der Adaptation an das euka-
ryotische System sind.

Da das Impact™-Protein Purification System nicht zu dem gewiinsch-
ten Ergebnis fiihrte, wechselten wir das Expressionssystem und setzten das
,,Affinity® Protein Expression and Purification System* ein (3.1.1.3.2). Bei
diesem Verfahren wird das Zielprotein N-terminal mit einem Calmodulin-
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bindenden Peptid (CBP) und einer Spaltstelle fiir die Protease Entero-
kinase (Ek) versehen. Da die Enterokinase eine nur extrem selten zufil-
lig in Proteinen vorkommende Spaltsequenz erkennt, wird sie in verschie-
denen Systemen zur spezifischen Spaltung von Fusionsproteinen einge-
setzt. Nach der Expression kann das Fusionsprotein iiber das CBP an eine
Calmodulin-Matrix gebunden werden. Nach der Abtrennung von konta-
minierenden Proteinen erfolgt die Abspaltung des Zielproteins durch In-
kubation mit Enterokinase. Da auch dieses System urspriinglich fiir den
Einsatz in E. coli etabliert wurde, habe ich mit einer Modifikation des Sy-
stems gearbeitet. Die Sequenzen, die fiir das CBP und die Ek-Spaltstelle
kodieren, wurden tiber PCR isoliert und amplifiziert und zwischen die E™
Signalsequenz und die Sequenz des E™ inseriert. Dieses Fusionsprotein
wiederum wurde in den Vektor pCITE 2a ligiert, um eine Expression in
Saugetierzellen durchfiihren zu kénnen.

Die so hergestellten Expressionsvektoren zeigten sowohl in Restrikti-
onsenzymspaltungen Banden der zu erwartenden Grofle, als auch in der
Sequenzanalyse der E™-Sequenz und der angrenzenden Bereiche die rich-
tige Sequenz. In Expressionsexperimenten konnte die Expression von E™®
mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. Nach der Expression mit
35S markiertem Fusionsprotein lieBen sich geringe Mengen des vollstin-
dig glykosylierten Fusionsproteins bei ca. 50 kD nachweisen. Weitaus
stiarker exprimiert wurden allerdings Proteine mit Molekulargewichten von
ca. 27, 29 und 31 kD, was nicht bzw. nur teilweise glykosyliertem E™-
CBP-Fusionsprotein entsprechen kénnte. Nach Inkubation mit einer Cal-
modulin-Matrix in Bindungspuffern mit verschiedenen, vom Hersteller
empfohlenen CaCl, Konzentrationen fanden sich immer geringe Men-
gen des Fusionsproteins ungebunden im Uberstand. Nach einem ersten
Elutionsschritt fanden sich nur minimalste Mengen des Fusionsproteins,
nach Aufkochen der Calmodulin-Matrix iiberhaupt kein Fusionsprotein im
Uberstand. Versuche, das Testkonstrukt mittels einer in-vitro Translation
darzustellen, scheiterten. Der Vektor pCal-n-Ek lief3 sich problemlos trans-
latieren, in der Spur des Testkonstrukts fand sich keine spezifische Bande.
Uber die Ursache dieses Problems 14Rt sich derzeit nur spekulieren.

Es ist moglich, daB} es mit dem modifizierten ,,Affinity® Protein Expres-
sion and Purification System* zu einer Behinderung der Glykosylierung
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des Fusionsproteins kommt. Entscheidend aber ist, da} die Bindung an
die Calmodulin-Matrix bestenfalls marginal stattfand. Zur Feststellung der
Ursache fiir diese Behinderung wiren weitere Untersuchungen notwen-
dig, die von mir nicht durchgefiihrt wurden, da sie am Ergebnis zunichst
nichts gedndert hitten. Die fehlende Bindung des Fusionsproteins 146t sich
mit der fehlerhaften Glykosylierung nicht erkldaren. Wahrscheinlich liegt
in diesem Fall eine rdumliche Struktur des Fusionsproteins vor, die die
Ausbildung einer entsprechenden Bindungsstelle verhindert.

In einem letzten Versuch E™ in Sdugetierzellen zu exprimieren wurde
mit einem Sindbis-Vektor-System gearbeitet (3.1.1.3.3). Auch hier erga-
ben Spaltungen der Expressionsvektoren mit Restriktionsenzymen Ban-
den der erwarteten GroBe, und die Analyse der DNS-Sequenz des E™ und
des Markers wies die korrekte Sequenz auf. Nach der in-vitro Transkrip-
tion lie3 sich die RNS sowohl fiir das Testkonstrukt K18 als auch fiir das
defekte Helferkonstrukt (DH-EB) nachweisen. Nach der co-Transfektion
von BHK-Zellen mit K18 und DH-EB und Inkubation der transfizierten
BHK-Zellen bis zum zpe konnte eine deutlich Infektion der Zellen mit
DH-EB nachgewiesen werden. Die vom K18 abgeleiteten Proteine hin-
gegen fanden sich nur in einzelnen Zellen. Das Helferkonstrukt stellt nur
die Hiillproteine zur Verfiigung, die fiir die Bildung infektioser Viruspar-
tikel und die Infektion neuer Zellen notwendig sind. Ohne die vom Vektor
pSINrepS zur Verfiigung gestellten Nichtstrukturproteine, welche fiir die
RNS Replikation und Transkription notwendig sind, kann sich das DH-
EB nicht vermehren. Vor diesem Hintergrund ist es nicht nachvollziehbar,
warum zwar das DH-EB Konstrukt sich in der Kultur ausbreiten konnte,
die Expression des E™ aber nur in wenigen Zellen erfolgte. Eine mog-
liche Erkldrung wére, dal die vom Plasmid pSinRep5 abgeleitete RNS
durch Rekombination die Fremdsequenz eliminiert hat, und so ein Fremd-
gen freies replikationskompetentes System generiert wurde.

Weitere Versuche werden notwendig sein, um ein System zu finden,
das es ermdglicht, moglichst natiirlich glykosyliertes E™® in ausreichender
Menge fiir die Komplementierungsversuche isolieren zu konnen.

Nach den bisherigen Tierversuchen ist es ganz deutlich, dafl die E™
RNase ein Pathogenititsmarker ist. Ein Ausschalten der RNase Aktivitit
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fiihrt in Versuchen mit Kélbern oder Ferkeln zum (weitgehenden) Ausblei-
ben von Krankheitssymptomen. Als Folgerung daraus wollten wir testen
ob, ein Ausschalten der RNase allein ausreichend ist, um bei Infektion
gravider Tiere eine Infektion der Foten, und damit die Etablierung einer
persistenten Infektion zu verhindern. Ein Hinweis auf diese Moglichkeit
liegt darin, dal auch E™ in der Diskussion steht, die Interferonantwort
auf dsRNS zu blockieren [48]. Aus diesen Griinden haben wir sowohl
fiir BVDV als auch fiir CSFV Tierversuche mit RNase®-E™ Mutanten
in trachtigen Tieren durchgefiihrt.

Trichtige Kiihe wurden mit der attenuierten RNase® BVDV Mutante
XIKE-B infiziert (3.2.1.1). Die adulten Tiere zeigten nur minimale klini-
sche Symptome, Virdmie lief sich bei keiner der Kiihe nachweisen. Al-
lerdings konnte aus Organproben von zwei der drei Féten BVDV XIKE-
B isoliert werden. Trichtige Sauen wurden mit der attenuierten RNase®
CSFV Mutante 230/1 infiziert (3.1.1.1.4). Sowohl in der mit CSFV 230/1
als auch in der mit CSFV Riems infizierten Kontrollgruppe kam es zu mu-
mifizierten und retardierten Foten. In den offensichtlich schon ldnger to-
ten Foten lieB sich in beiden Gruppen kein Virus nachweisen. Bei den erst
kurz vor der Schlachtung verstorbenen, oder zum Zeitpunkt der Schlach-
tung eingeschliferten Foten, lieB sich nur in der mit CSFV 230/1 infizier-
ten Gruppe Virus nachweisen, bei insgesamt 15 von 44 Foten.

Die Ergebnisse dieser Versuche sind eindeutig: Die alleinige Eliminati-
on der E™ RNase ist nicht ausreichend, im trichtigen Tier die Foten vor
einer Infektion zu schiitzen. DaB sich in den mumifizierten Schweinefoten
kein Virus nachweisen 148t, ist kaum iiberraschend, da das Virus auf le-
bende Zellen zur Vermehrung angewiesen ist und im toten Gewebe wohl
durch lytische Prozesse schnell eliminiert wird. Das Riemser Impfvirus
lieB sich nicht in den bis zur Schlachtung lebenden Foten nachweisen. Of-
fensichtlich sterben hier alle infizierten Friichte fiihzeitig ab, oder die Fo-
ten, die nicht absterben, sind in der Lage die Infektion zu eliminieren. Im
Fall der ebenfalls attenuierten Mutante CSFV 230/1 ist dies nicht der Fall.
Wahrscheinlich konnte die Mutante erfolgreich eine persistente Infektion
etablieren.

NP™ ist die N-terminale Protease, ein Nichtstrukturprotein, das im vi-
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ralen Polyprotein am Aminoterminus zu finden ist. Es spaltet sich auto-
proteolytisch vom nachfolgenden Kapsid-Protein C ab. Als besonderes
Merkmal 148t sich NP nahezu vollstidndig deletieren, ohne die Lebens-
fahigkeit der Pestiviren in vitro und in vivo nachhaltig einzuschréinken. In
der Zellkultur verhindert es Apoptose und IFN-Bildung in Makrophagen
[90]. Diese Eigenschaft fiihrt zwangsldufig zu der Frage, ob ein Verlust
des NP zu einer Attenuierung von Pestiviren fiihrt.

In einem von Martina von Freyburg in der Arbeitsgruppe durchgefiihr-
ten ersten Versuch fand sich kein Hinweis auf eine deutlich Attenuierung
von CSFV NP Deletionsmutanten (Daten nicht verdffentlicht). Im Ge-
gensatz dazu fanden Schweizer Kollegen (Mayer et al, [66]) eine vollstéin-
dige Attenuierung von CSFV Alfort/187 und CSFV Eystrupp, nachdem
sie das virale NP™ Gen durch ein murines Ubiquitin Gen ersetzt hatten.
Im Gegensatz zu dem von Martina von Freyburg durchgefiihrten Versuch
erfolgte hier die Infektion der Schweine rein auf intranasalem Weg. Da
die Infektionsroute erhebliche Bedeutung fiir die Entwicklung der Krank-
heit haben konnte, erfolgte in dem zweiten von uns durchgefiihrten Ver-
such (TV 16b, 3.1.2.1) die Infektion ebenfalls nur intranasal. In diesem
Versuch stellten sich die mit NP™-Virus infizierten Tiere subjektiv stér-
ker krank dar, als die mit ANP™ CSFV infizierten Tiere. Die Streuung der
Befunde war in beiden Versuchsgruppen aber sehr hoch. Im Mittel hatte
die mit NP-CSFV infizierte Gruppe hoheres Fieber iiber einen ldngeren
Zeitraum, eine langer andauernde Leukopenie und B-Zell Depletion, eine
spéter eintretende Serokonversion und eine ldnger anhaltende Virdmie als
die ANP™ CSFV infizierten Tiere. Allerdings wiesen auch die mit ANP™
CSFV infizierten Tiere deutliche Krankheitssymptome auf, erholten sich
aber schneller und besser von der Infektion, als die mit NP°-CSFV infi-
zierte Gruppe.

Neben der Infektionsroute gibt es auch in der Konstruktion der Dele-
tionsmutanten Unterschiede. Die von Mayer et al. durchgefiihrte Deletion
des NP™ ist eine vollstindige Deletion, wihrend in unserer CSFV-Mutante
die ersten 29 Kodons des NP™ erhalten geblieben sind. Es wire denkbar,
daf es diese verbliebenen Kodons sind, welche fiir den Pathogenititsme-
chanismus eine entscheidende Rolle spielen. In dieser Hinsicht wire es
interessant, die Experimente von Ruggli et al. [90] zur Unterdriickung der
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Apoptose infizierter Zellen und der Unterdriickung der IFN-Antwort in
vitro mit unseren ANP™ Mutanten zu wiederholen.

Ein weiterer und eventuell entscheidenderer Unterschied zwischen den
verwendeten Virusmutanten liegt jedoch in der Wachstumskinetik der Mu-
tanten. Die von Mayer et al. eingesetzten Deletionsmutanten erreichen in
der SK6 Zellkultur nach 72 h zwar in etwa den gleichen Endtiter wie das
Wildtyp Virus, allerdings haben sie in den ersten 12 - 24 h eine Wachs-
tumsverzdgerung von iiber 1 log-Stufe. Diese Wachstumsverzégerung -
konnte dem Immunsystem die notwendige Zeit geben, ein Immunitét auf-
zubauen. Nach oraler Immunisierung von Schweinen tritt bereits nach
zwei Tagen eine partieller Schutz der Tiere vor Infektion auf [50]. Somit
konnte eine Attenuierung der NP'°-Deletionsmutante nicht nur auf dem
Verlust der Funktion des NP™ basieren, sondern auch Folge eines sekun-
ddren Wachstumsnachteils sein.

Die Ergebnisse unserer beiden Versuche zusammengenommen fiihrten
uns zu dem SchluB, daB die Deletion des NP™ zumindest beim Virus der
klassischen Schweinepest hochstens zu einer teilweisen Attenuierung des
Virus fiihrt. Eine Beteiligung des NP™an den Pathogenititsmechanismen
ist somit weiter in der Diskussion, muf3 aber in zusitzlichen Studien er-
hirtet werden. Offen bleibt in jedem Fall die Frage worin die Funktion
des NP™genau liegt, und wie es gegebenenfalls mit dem E™ oder anderen
Pathogenitdtsmarkern interagiert.

Unabhingig von der Frage nach der Attenuierung der Pestiviren im
adulten Tier durch Deletion des NP™konnte dieses Protein eine entschei-
dende Rolle bei der Etablierung einer persistenten Infektion spielen. Rug-
gli et al. haben gezeigt, dal NP™ die Resistenz von SK6-Zellen gegeniiber
einer durch Polyinosin-Polycytidin (poly(IC)) ausgeldsten Apoptose um
den Faktor 100 erhoht. Ebenso konnten sie zeigen, da3 NP die Bildung
von IFNo/B verhindert [90]. Nach Beobachtungen von Charleston et al.
ist die Unfahigkeit von zp BVDV im Fotus eine persistente Infektion zu
etablieren mit der Tatsache korreliert, daB die zp Viren, im Gegensatz zum
nzp Biotyp, im Fétus eine Interferonantwort auslosen [16]. Zythopatho-
gene BVDV Stimme entstehen durch Insertionen zelluldren oder viralen
Ursprungs oder Deletionen im viralen Genom, was dazu fiihrt, da$} sie die
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Fahigkeit verlieren, ihre eigene Replikation zu kontrollieren [55].

Um zu priifen ob NP™ deletiertes nzp BVDYV, welches ja analog zu den
Ergebnissen von Riiggli et al. ebenfalls eine Interferonantwort auslosen
sollte, noch in der Lage ist eine persistente Infektion zu etablieren, wur-
den fiinf trichtige Kiihe mit der NP™ deletierten BVDV-Mutante XIKE-
A-NdN infiziert (3.2.1.2). Schwache klinische Zeichen traten nur bei zwei
Kiihen auf, die restlichen blieben symptomlos. Eine Leukopenie trat drei
Tieren auf, Virdmie lie sich in keinem Fall nachweisen. Eines der Tiere
trug zum Versuchsende keinen Fotus mehr, ein Abort war nicht beobachtet
worden und in der Sektion fanden sich keine Hinweise auf die Ursache des
Aborts. Aus Gewebeproben der iibrigen vier Foten konnte in drei Féllen
BVDV isoliert werden. Nach Virusanzucht, RNS Isolierung und RT-PCR
konnte bestitigt werden, dafl es sich bei dem isolierten Virus um XIKE-
A-NdN handelt. BVDV XIKE-A-NdN besitzt im Vergleich zu wt BVDV
deutlich schlechtere Wachstumseigenschaften, dhnlich wie die Konstrukte
von Mayer et al. Somit bleibt auch bei XIKE-A-NdN die Frage, ob die At-
tenuierung des Virus tatsidchlich eine Folge der NP Deletion ist, oder ob
es die schlechtere Wachstumskinetik der Mutante nur dem Immunsystem
ermoglicht zu reagieren, bevor klinische Symptome einer BVDV Infektion
auftreten konnen.

Trotz der im adulten Tier attenuierten Natur von BVDV XIKE-A-NdN
ist es dem Virus offensichtlich moglich, die Plazenta zu iiberschreiten und
im Fotus eine persistente Infektion zu etablieren. Falls NP auch in vivo
die Aktivierung von Typ 1 IFN verhindert, muf} noch einer, oder mehrere
andere Mechanismen vorhanden sein, die es dem Virus ermoglichen die
Plazentarschranke zu iiberschreiten und in dem Fotus eine persistente In-
fektion zu etablieren. Da XIKE-A-NdN einen deutlichen Wachstumsnach-
teil gegeniiber dem wt Virus aufweist, ist mit dem von uns durchgefiihrten
Versuch auch gezeigt, dal} ein solcher Wachstumsnachteil die Etablierung
einer persistenten Infektion nicht verhindert.

Aus den Ergebnissen der Versuche mit NP Deletionsmutanten und
E™ RNase® Mutanten ergab sich die Uberlegung ob eine Doppelmuta-
tion mit NP Deletion und Eliminierung der E™ RNase eher zu dem ge-
wiinschten Erfolg der Unterbindung einer persistenten Infektion der Foten
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bei Infektion trichtiger Muttertiere fithrt. Da beide Proteine offensicht-
lich etwas mit der Blockade der Interferon-Antwort zu tun haben, konnten
die Systeme partiell redundant sein, oder sich gar gegenseitig verstéirken.
Ausgehend von dieser Uberlegung wurde fiir BVDV die ANP® RNase®
Doppelmutante BVDV XIKE-B-NdN erzeugt und im Tierversuch getestet
(3.2.1.3).

Nach der Infektion von triachtigen Rindern mit XIKE-B-NdN traten kei-
nerlei klinische Symptome auf, Virdmie lie} sich nicht nachweisen. Diese
Befunde zeigen, da3 die Doppelmutante wie die Einzelmutante attenuiert
ist. Als entscheidender Unterschied wurde aber festgestellt, daf3 sich in
keiner der fotalen Organproben BVDV nachweisen lief3.

Zumindest fiir BVDV bedeutet dies einen deutlichen Hinweis, dal} bei-
de Proteine an der Etablierung einer persistenten Infektion beteiligt sind
und diese unabhingig von einander etablieren konnen.

Die vorgestellte Doppelmutante XIKE-B-NdN stellt eine gute Basis fiir
die Entwicklung eines attenuierten BVDV-Lebendimpfstoffes dar. Sie ist
apathogen und kann keine persistente Infektion etablieren, aber es wird
durch Impfung mit der Mutante eine schiitzende Immunitit gegen BVDV-
2 Belastung erzeugt, die zuverldssig vor diaplazentarer Infektion schiitzt.
Da es sich bei dem Impfvirus um ein nzp BVDV handelt, ist zudem nicht
zu erwarten, daf} die zufillige Impfung von pi Tieren zu Impfzwischenfil-
len durch Auslésung einer MD fiihrt.

Weitere Arbeiten sind erforderlich, um die hoch interessanten Mecha-
nismen aufzukliren, die hinter den hier vorgestellten attenuierenden Mu-
tationen stehen.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt in vitro und in vivo Studien, mit de-
nen der Einfluf} verschiedener Punktmutationen in Pestivirusgenomen auf
die Virulenz der Erreger und deren Féahigkeit zur diaplazentaren Infektion
von Foten in trichtigen Tieren untersucht werden sollte. Dabei wurden
Versuche mit dem Virus der klassischen Schweinepest (CSFV) und dem
Virus der bovinen viralen Diarrhée (BVDV) durchgefiihrt. Angriffspunk-
te fiir die Mutationen waren die Genombereiche, die fiir das als RNase
fungierende Strukturglykoprotein E™ und die Protease NP™ kodieren.

Fiir CSFV wurde das Verhalten der RNase® Mutante W300G unter-
sucht. Diese Mutante ist zwar in der standardméBig verwendeten perma-
nenten Schweinenieren-(SK6)-Zellinie stabil, revertiert aber in infizierten
Tieren umgehend zu wt Virus. Diese Reversion erfolgte so schnell, daf3 die
Mutante in Proben aus infizierten Tieren nie nachweisbar war. Die Rever-
sion scheint offensichtlich Zell-spezifisch zu sein, da auch in zwei Linien
von Gewebekulturzellen die Restauration der Wildtypsequenz beobachtet
werden konnte.

Die RNase® CSFV Mutante H346A, fiir die in fritheren Versuchen ge-
zeigt wurde, dal sie im infizierten Tier keine nennenswerte Virdmie er-
zeugt, wurde in einem Experiment mit trichtigen Schweinen daraufhin
untersucht, ob sie zu einer diaplazentaren Infektion der Foten fihig ist.
Dabei zeigte sich, dal die RNase Mutation nicht ausreicht, die Infektion
der Foten zu verhindern.

Weiterhin wurde versucht, nihere Informationen iiber das Wirkprinzip
der E™-RNase zu erhalten, indem Schweine mit einem RNase® Virus
infiziert und die RNase in trans durch ein Vektor-Virus zur Verfiigung ge-
stellt wurde. Ziel dieses Versuches war, zu iiberpriifen, ob durch Supple-
mentierung der RNase die attenuierende Wirkung der RNase-Mutation im
Virus aufgehoben werden kann. Diese Versuche fiihrten nicht zu einer kla-
ren Aussage, weil vermutlich die in trans bereitgestellte Menge an RNase
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nicht ausreichte oder das Protein seinen Zielort nicht erreichte. Um diese
Probleme 16sen zu konnen, wurden Versuche unternommen, die RNase in
vitro zu exprimieren und zu reinigen. Drei verschiedene Expressionssyste-
me wurden getestet, die sich aber aus unterschiedlichen Griinden alle als
nicht tauglich erwiesen.

Zur Kldrung der strittigen Frage, ob die Deletion des Proteins NP™ zu ei-
ner Attenuierung des CSFYV fiihrt, wurde ein Tierexperiment mit einer NP™
Deletionsmutante des CSFV durchgefiihrt. Trotz heterogenen Verlaufs der
Erkrankungen bei den einzelnen infizierten Tieren war offensichtlich, daf}
die verwendete Deletionsmutante anders als dhnliche in der Literatur be-
schriebene Mutanten nicht apathogen ist. Dieses Ergebnis bestitigte die
Daten aus fritheren Experimenten in unserem Labor.

Die drei BVDV-2 Mutanten XIKE-B (E™ RNase®), XIKE-A-NdN (NP-
deletiert) und XIKE-B-NdN (E™ RNase® und NP©-deletiert) wurden in
Experimenten mit trichtigen Tieren auf ihre Fihigkeit zur diaplazentaren
Infektion der Foten untersucht. Dabei zeigte sich, daf} die beiden Einzel-
mutanten im Gegensatz zur Doppelmutante eine persistente Infektion in
den Foten etablieren konnen. Parallel dazu wurden Studien durchgefiihrt,
die der Uberpriifung der Vakzinierungseffizienz dieser Mutanten dienten.
Diese Versuche ergaben Hinweise darauf, da3 XIKE-B eine protektive
Immunitédt gegen BVDV-1 und BVDV-2 induzieren kann, wihrend Vak-
zinierung mit XIKE-B-NdN nur vor den Folgen einer BVDV-2 Infektion
schiitzt.
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Summary

The present thesis describes in vitro and in vivo studies to analyse the
influence of different point mutations in pestiviral genomes on the viru-
lence of the viruses and their ability to establish diaplacental infection of
foetuses in pregnant animals. Experiments with classical swine fever virus
(CSFV) and with bovine virus diarrhoea virus (BVDV) were conducted.
Targets for mutations were those genome areas that encode structural gly-
coprotein E™*, acting as a RNase, and protease NP™,

In case of CSFV, behaviour of RNase® mutant W300G was examined.
This mutant is stable in routinely used permanent swine kidney (SK6) cell
line, but reverted almost instantly to wt virus in infected animals. The re-
version happened so fast that mutant virus was not detectable in samples
of infected animals. This reversion was apparently cell specific, as restau-
ration of wildtype sequence could be observed in two tissue culture cell
lines.

Earlier experiments showed that RNase® CSFV H346A does not indu-
ce noteworthy viremia in infected animals. This mutant was examined in
an experiment with pregnant sows for its abilitiy to establish diaplacental
infection of foetuses. Thereby it was shown that the RNase mutation is not
sufficient to prevent fetal infection.

Furthermore, it was tried to gather more information concerning the de-
tailed function of E™S-RNase. To this end pigs were infected with RNase®
virus and the RNase was supplemented in trans via a vector virus. Purpo-
se of this experiment was to test, if supplementation of the RNase could
abrogate the attenuating effect of the RNase mutation in the virus. This
experiment yielded no conclusive answer, probably because in trans deli-
vered RNase did not suffice, or because the protein did not reach its site
of action. To solve these problems, experiments were accomplished to ex-
press and to purify the RNase. Three different expression systems were
tested, but each of them proved not to be suitable for varying reasons.

To clarify the question in dispute if deletion of protein NP™ leads to at-
tenuation of CSFV, an animal experiment with a NP™ deletion mutant of
CSFV was conducted. Despite heterogeneous course of disease in indi-
vidual infected animals, the used deletion mutant was obviously not apa-
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thogen, in contrast to similar mutants described in literature. This result
confirmed data of earlier experiments in our labaratory.

The three BVDV-2 mutants XIKE-B (E™ RNase®), XIKE-A-NdN (NP -
deleted) and XIKE-B-NdN (E™ RNase® and NP™-deleted) were exami-
ned in an experiment with pregnant animals to investigate if they were
able to establish diaplacental infection of foetuses. It was shown that both
single mutants, in contrast to the double mutant, were able to establish
persistent infection in foetuses. In parallel, studies were accomplished to
control vaccination efficiency of these mutants. The experiments indica-
ted that XIKE-B is able to induce protective immunity versus BVDV-1
and BVDV-2, while vaccination with XIKE-B-NdN protects only versus
BVDV-2 infection.
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A deletiert
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o- anti-

RNase® RNase negativ

RNase® RNase positiv

AB Allgemeinbefinden

AS Aminosédure

BC Bufty Coat

BDV  Border Disease Virus der Schafe
BHK Baby Hamster Kidney Cells

BVDV Bovine Virus Diarrhoe Virus, Virus des Virusdurchfalls der Rin-
der

CBD  Chitin bindende Doméne

CBP  Calmodulin-bindendes Peptid

CSFV Classical Swine Fever Virus, Virus der klassischen Schweinepest
DNS  Desoxyribonukleinsdure

dsRNS doppelstrang RNS

DTT Dithiothreitol

219



Abkiirzungsverzeichnis

eEF1A eucaryotic translation elongation factor 1A, eukaryotischer Translations-
Verlidngerungs-Faktor 1A

Ek Enterokinase

FA Futteraufnahme

FACS Fluorescence activated cell sorting
FCS  fetal calf serum, fotales Kilberserum
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HCV  Hepatitis C Virus
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IRES internal ribosomal entry site

IRF-3 IFN regulatory factor 3

U International Unit, internationale Einheit
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KID  Kultur infektiose Dosis

KSP  Klassische Schweinepest, Classical swine fever, Hog cholera
L Leucin

LB Luria Bertrani
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