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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1. Die Klassische Schweinepest

Die klassische Schweinepest (europaische Schweinepest), im englischen Sprachraum
auch als “classical swine fever* (CSF) oder “Hog Cholera“ bezeichnet, ist eine virale
Erkrankung, die unter naturlichen Bedingungen nur beim Haus- und Wildschwein
auftritt. Der Erreger der klassischen Schweinepest ist das “classical swine fever virus”
(CSFV), das eine der dkonomisch bedeutendsten Tierseuchen verursacht (Eetwards
al., 2000 a). Die Krankheit wurde erstmals 1833 im US-Bundesstaat Ohio beobachtet.
Die Beschreibung der Virusatiologie erfolgte durch DeSchweinitz und Dorset (1904) zu
Beginn dieses Jahrhunderts. Heute tritt die Krankheit in den Landern Europas, Zentral-

und Stdamerikas, Asiens und Afrikas auf.

1.1.1. Das Schweinepestvirus

1.1.1.1. Taxonomie

Das CSF-Virus gehort zusammen mit dem Virus der Bovinen Virusdiarrhoe (BVDV)
und dem Border-Disease-Virus (BDV) zum Genus der Pestiviren (Fenner, 1976). Die
Pestiviren sind serologisch, physikalisch-chemisch und morphologisch miteinander
verwandt (Horzinek, 1981). So wurden z.B. fir das CSF- und das BVD-Virus
serologische Kreuzreaktionen beobachtet (Darbyshire, 1960). Die Pestiviren wurden
ursprunglich aufgrund der positiveRolaritat und Morphologie ihres Genoms in die
Familie der Togaviridae eingeordnet (Horzinek, 1971; Westastagl., 1985). Spater
wurden sie aufgrund neuerer Erkenntnisse uber ihre Genomorganisation und
Replikationstrategie der Familie der Flaviviridae zugeordnet (Wengler, 1991). Die
Familie der Flaviviridae umfal3t weiterhin das Hepatitis C Virus (HCV) und das

Flavivirus (Franckiet al., 1991).
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1.1.1.2. Morphologie

Pestiviren sind kleine umhullte RNS-Viren mit einer gréf3e von 40-60 nm (Ritchie &

Fernelius, 1967 und 1968; Enzmann & Weiland, 1978). Die Virionen bestehen aus
einem Nukleokapsid (30 nm), das von einer mit Glykoproteinen besetzten Lipidhulle
umgeben ist (Horzine&t al., 1967 und 1971).

1.1.1.3. Physikalisch-chemische Eigenschaften

Das Virus ist relativ stabil in Exkrementen und frischen Fleischprodukten €BaVi,
1965). Aufgrund ihrer Lipidhille sind die Viren empfindlich gegen organische
Losungsmittel und Detergenzien (Moennig, 1988). Eine Abnahme bzw. Zerstérung der

Infektiositat kann durch Hitze und Proteasen erzielt werden (Edwards, 2000 b).

1.1.1.4. Genomorganisation und virale Proteine

Das Genom der Pestiviren besteht aus einem einzelnen RNA-Strang mit positiver
Polaritat (Rimenapét al., 1989; Collettet al., 1988 a; Moormanset al., 1990).

Das Genom von etwa 12,5 Kilobasen (kB) (Moormann & Hulst, 1988; Rimethapf

1989) enthalt einen offenen Leserahmen (“open reading frame®, ORF), der von
nichttranslatierten Bereichen flankiert ist (Collettal., 1989). Dieser kodiert flr ein
Polyprotein von etwa 4000 Aminosauren (Meyeatsal., 1989). Das 3'-Ende des
Genoms der Pestiviren ist nicht polyadenyliert (Moormann & Hulst, 1988; Restard
al.,1987; Collettet al., 1988 a).

Die viralen Proteine, die vom Genom kodiert werden, entstehen durch co- und
posttranslationale Prozessierung eines hypothetischen Polyproteins. Im 5° Bereich des
offenen Leserahmens findet sich bei Pestiviren das Nichtstrukturprotein p23, das in der
Lage ist, sich autoproteolytisch vom N-terminalen Bereich des Polyproteins abzuspalten
(Thiel et al., 1991; Starlet al., 1993). Auf diese N-terminale Proteasée'{Nfolgen in 3
Richtung des Leserasters das Nukleokapsidprotein p14, sowie die drei Glykoproteine EO
(gp44/48), E1 (gp33) und E2 (gp55) (Thiel al., 1991; Starket al., 1990). Einzelne
Glykoproteine lassen sich sowohl als Monomere als auch als Dimere nachweisen. Die

Proteine EO und E2 bilden Homodimere. Heterodimer-Bildung konnte fir die
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Glykoproteine E1 und E2 nachgewiesen werden (Weiland et al., 1990; Thiel et al.,
1991). Sowohl das EO Glykoprotein, welches Ribonukleaseaktivitat aufweist (Schneider
et al., 1993), als auch das E2 Glykoprotein wurden als Oberflachenproteine auf dem
Virion nachgewiesen (Weilandt al., 1992; Unger, 1993). Bei dem Glykoprotein E1

handelt es sich um ein Transmembranprotein (Weitrad., 1990).

In Richtung des 3"-Endes folgen auf die Sequenzen der Strukturproteine die kodierenden
Bereiche der Nichtstrukturproteine p7 (Elbetsal., 1996), NS2-3 (p125), NS4A (pl10),
NS4B (p30), NS5A und NS5B (p130) (Collettal., 1988 b; Meyers, 1990; Wiskerchen

& Collett, 1991). Die Spaltung von Protein NS2-3 in NS2 und NS3 ist charakteristisch
fur cytopathogene Biotypen des BVD-Virus (Collettal., 1991; De Moerlozest al.,

1992). Fur das CSF Virus konnte ein analoges NS3-Prozessierungsprodukt des NS2-3-
Proteins nachgewiesen werden (Thaedl., 1991). BVDV NS2-3 und der entsprechende
Polyproteinbereich von CSFV enthalten typische Sequenzmotive fur Helikase, Protease
und NTPase (Gorbalenyeat al. 1989 a und 1989 b; Bazan & Fletterick, 1989). Das
NS5B Nichtstrukturprotein weist Sequenzmotive fur RNA-abhangige RNA-Polymerasen
auf (Meyerset al., 1989).

5 ATG TGA 3
NproC EO E1 E2 p7 NS2-3 NS4A NS4B NS5A NS5B
|Nsp| Strukturproteine Nichtstrukturproteine (Nsp)

Abb.1.: Genomorganisation des CSFV

Die Abbildung zeigt schematisch die Lage der Struktur- und Nichtstrukturproteine (Nsp) auf dem
Genom des CSFV.
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1.1.2. Infektionswege

Die Infektion von Schweinen mit CSFV erfolgt unter nattrlichen Bedingungen oronasal.
Das Virus vermehrt sich priméar in lymphatischen Organen (Dunne, 1959; Rolle & Mayr,
1984). Nach dem Eintritt in die Blutbahn werden weitere lymphatische Gewebe und das
Knochenmark infiziert und eine sekundare Virusvermehrung findet statt (Ressang,
1973).

Charakteristische Zielzellen fur die Virusinfektion sind lymphoretikulare Zellen,
Endothelzellen und Makrophagen (Ressang, 1973)

Das Schweinepest-Virus kann diaplazental auch auf Foéten Ubertragen werdemt (Frey
al., 1980). Dies ist von der Tragezeit, dem Alter des Schweines und von der Virulenz
des Erregers abhangig (van Oirschot & Terpstra, 1977). Die infizierten Ferkel Uberleben
die Geburt h&ufig nur wenige Wochen (Megeal., 1981).

1.1.3. Krankheitshild

Das CSF-Virus tritt in diversen Stdmmen auf, die nach Infektion ihres Wirts
Krankheitsbilder unterschiedlichen Schweregrades auslésen. Diese beinhalten, neben
klinisch inapparenten Formen auch perakute, akute, subakute und chronische
Krankheitsbilder. Die verschiedenen Viren werden demnach in hochvirulente (z.B.
Stamm Brescia), maRig-virulente (z.B. Stamm Alfort Tubingen), schwachvirulente (z.B.
Stamm Glentorf) und avirulente Stamme (z.B. C-Stamm) eingeordnet (van Oirschot &
Terpstra, 1977).

Neben dem beteiligten Virusstamm sind fur die Inkubationszeit und den Erkrankungs-
grad auch die Virusdosis und verschiedene Wirtsfaktoren, wie Alter, Konstitution,
Kondition und Immunkompetenz des Tieres verantwortlich (van Oirschot, 1988).

Tiere, die mithochvirulenten Erregern infiziert wurden, kdnnen ein perakutes oder
akutes Krankheitsbild ausbilden. Bei einer perakuten Infektion steigt die
Korpertemperatur auf bis zu 4C an und das Tier stirbt ohne weitere Symptome 2-5
Tage nach Infektion (post infectionem) (Dunne, 1973). Ein akuter Krankheitsverlauf
auBert sich durch verschiedene Symptome, wie z.B. Anstieg der Korpertemperatur auf
Werte um 41 °C, Leukopenie, Nasenausfluf3, Konjunktivitis, zentralnervése Stérungen,

posteriore Paresis, Durchfall, Hdmorrhagien und Zyanosen der Haut. Viele Tiere sterben
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10-14 Tage nach Ausbruch der Krankheit (Trautwein, 1988). Die Mortalitat liegt je nach
Virusstamm zwischen 30% und 100% (van Oirschot, 1988).

Die malig-virulentenVirusstamme verursachen entweder subakute oder chronische
Krankheitsverlaufe. Beim chronischen Verlauf kann man drei Phasen beobachten. In der
ersten Phase entspricht der Verlauf dem akuten Krankheitsbild in abgeschwéachter Form.
Charakteristische Symptome sind Schwache, Anorexie und Durchfall (Mengeling &
Cheville, 1968; Wensvoort & Terpstra, 1985). Nach einer kurzen Erholungsphase,
kommt es dann allerdings wieder zu einer Verstarkung der Symptome, die zum Tod
fuhren kdnnen (Mengeling & Packer, 1969; Trautwein, 1988).

Im Gegensatz dazu verlauft eine Infektion msghwachvirulenten Stdmmen haufig
inapparent.

Avirulente Virusstammetreten nur unter Laborbedingungen auf und werden zur

Impfstofforschung genutzt.

1.1.4. Epidemiologie

Die Ausbreitung der Erregers der klassischen Schweinepest erfolgt auf verschiedenen
Wegen (Terpstra, 1988; Blaha et al.,, 1994):

* durch direkten Kontakt von nicht infizierten mit infizierten Schweinen

» durch Verflutterung von nicht oder nicht ausreichend pasteurisierten Schlachtabfallen,
da Schweinefleisch und Schweinefleischprodukte tUber Jahre infektids bleiben kénnen
(Edgar, 1952)

e durch kontaminierte Kleidung oder Instrumente bzw. mangelhafte Reinigung und
ungenugende Desinfektion von Transportfahrzeugen

» aerogen (selten)

 durch Arthropoden z.B. Fliegen (Dorsattal., 1919)

» durch den unkontrollierten Einsatz der “modified life“-Vakzine in den flinfziger und
sechziger Jahren. In den Jahren 1967 und 1968 traten 21 % aller Schweinepestausbriiche
in den USA aufgrund dieser Impfung auf (Tillery, 1968)

e durch Wildschweinpopulationen (Harkness & Roeder, 1988). CSFV infizierte
Wildschweine wurden in den letzten Jahren in Osterreich, Frankreich, Deutschland,

Italien und Schweiz beobachtet (Moennig, 2000)
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Wie stark sich das Virus ausbreitet hangt insbesondere von seiner Virulenz ab. Je grofer
die Virulenz eines Erregers ist, um so schneller breitet er sich durch die Ausscheidung
von Sekreten in einem Bestand aus und um so einfacher ist andererseits seine Diagnose
(Fields, 1995).

1.1.5. Diagnostik

1.1.5.1. Virus- und Antigennachweis

Die Standardtechnik fir den Nachweis des CSF-Virus ist dessen Isolierung in
Zellkultur. Die Testproben werden dabei zusammen mit porcinen Zellen inkubiert und
der Virusnachweis erfolgt durch CSFV-spezifische Antikdrper. Der Test ist aufwendig
und dauert ca. 3 Tage. Virusantigennachweis in Gewebeschnitten unter Verwendung der
Immunfluoreszenz ist schneller aber weniger sensitiv. Zum “Screening” einer grof3en
Anzahl von CSFV Verdachtsfallen kann der Virus Antigen ELISA verwendet werden.
Der Test ist aber nicht so sensitiv wie die Virusisolationmethode. Ein viraler RNA-
Nachweis ist eine alternative Methode der Labordiagnose (Patol., 2000).
AuRRerdem wird zur Unterscheidung der verschiedenen CSFV-Stammen die RT-PCR mit
anschlieBender Sequenzierung herangezogen (Hofnehnml., 1994; Lowings et

al., 1996; Greiser-Wilkest al., 1998).

1.1.5.2. Antikdrpernachweis

Der Virusneutralisationtest (VNT) ist die sensitivste und spezifischste Methode flr den

Nachweis CSFV-spezifischer Antikorper. Dabei werden porcine Serum mit einem CSF-
Referenzvirus inkubiert. Sind in dem Serum spezifische Antikdrper enthalten, so wird
das Referenzvirus neutralisiert (Liess & Prager 1976; Holm-Jensen, 1981). Der Test
dauert 2-3 Tage. Als weitere Methode werden auch ELISAs zum Antikérper-Nachweis

eingesetzt.
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1.1.6. Die Impfstoffentwicklung

Die bislang verwendeten CSFV-Vakzinen kdnnen in Vakzinen aus inaktivierten Viren
und Vakzinen aus attenuiertem Viren unterteilt werden.

Ein Problem bei der Herstellung von Vakzinen aus inaktivierten Viren sind die grof3en
Mengen, die einem Tier verabreicht werden missen. Au3erdem mufl3 die erste Impfung
Uber einen Zeitraum von 2 bis 3 Wochen aufgebaut werden. Hinzu kommen die hohen
Herstellungskosten und die nur kurz anhaltende Schutzwirkung. Aufgrund dieser Fakten
werden solche Impfstoffe fur die Bekdmpfung der klassischen Schweinepest heute nicht
mehr verwendet (Biront & Leunen, 1988).

Ein besserer Impfschutz wurde mit attenuierten Viren erreicht, die entweder zahlreiche
Kaninchenpassagen (z.B. C-Stamme) oder Zellkulturpassagen (z.B. Thiverval-Stamm)
durchliefen (Launaiset al., 1972; Schimizu, 1980). Allerdings kann bei der
Immunisierung trachtiger Sauen eine Infektion der Foten nicht immer verhindert werden
(Johnsoret al., 1974). Auch hat man nach einigen Passagen im Schwein eine Reversion
von attenuierten Viren zu virulenten Stammen beobachtet. Als GegenmalRnahme wurde
in verschiedenen Landern die Zahl der Passagen in Kaninchen (Aynaud, 1988) oder in
Zellkulturen erhoht. Mit den attenuierten Stammen konnte ein grofRRer Erfolg bei der
Bekadmpfung der Seuche erzielt werden.

Alle bisher beschriebenen Impfstoffe bieten keine Mdglichkeit zwischen Feld- und
Impfvirus serologisch zu unterscheiden. Aus diesem Grund wurde die Vakzination von
der Europaischen Union (EU) verboten. Das seit 1980 eingefliihrte EU
Bekampfungsprogramm gegen die Klassischen Schweinepest beruht auf Ausmerzung
infizierter Bestande. Zur Zeit ist eine Impfung mit attenuiertem Virus nur im
Ausnahmefall zulassig (EU-Richtlinie 80/217/EEC).

Dennoch wird weiterhin intensiv an der Entwicklung eines zuverlassigen diagnostisch
detektierbaren Impfschutzes gearbeitet.

Fur die Herstellung eines Impfstoffes gegen das CSF-Virus wurden von der EU folgende
Kriterien vorgeschlagen (Biront & Leunen, 1988):

» geringe Herstellungskosten

* genetische StabilitdkeineReversion zu hochvirulenten Stammen

* Nachweisbarkeit und Unterscheidbarkeit der geimpfter und infizierter Tiere

(eindeutige Diagnose)
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« |langanhaltende Schutzwirkung

» keine pathogenen Effekte der Vakzine (z.B. fur Foten von trachtigen Sauen)

Im Gegensatz zu den konventionellen Vakzinen erlauben rekombinante Lebend-
impfstoffe und Subunit-Vakzinen die Differenzierung von immunisierten und infizierten
Tieren. Eine in der EU zugelassene Marker-Vakzine gegen die Klassische Schweinepest
beruht auf im Baculovirussystem exprimierten E2 Glykoprotein von CSFV (vaneRijn

al., 1996). Diese Vakzine beruht auf der Tatsache, dal3 bei Immunisierung von
Schweinen mit rekombinantem E2 ein Schutz gegen eine CSFV-Infektion aufgebaut
werden konnte (van Zigt al., 1991; Hulstet al., 1993; Van Rijnet al., 1996). Nach der
Immunisierung koénnen vakzinierte und infizierte Tiere durch einen, auf viralen
Proteinen (z.B. den Oberflachenglykoprotein EQ) basierenden ELISA unterschieden
werden. Die Merkmale dieser CSF-Marker-Vakzine wurden von Moenning und
Fritzmeier (zitiert nach Ahrenst al., 2000) wie folgt beschrieben: hohe Sicherheit,
Induktion von Schutzimmunitat, serologische Unterscheidung zwischen geimpften und
infizierten Tieren, schnell und langanhaltende Schutzwirkung sowie Schutz gegen eine
horizontale und eine vertikale Infektion (Moormaenal., 2000). Eine relativ spate
Induktion von neutralisierenden Antikdrpern und eine zeitlich begrenztere Immunitéat
sind die Nachteile dieser Art von Vakzine im Vergleich zu der attenuierten C-Stamm

Vakzine.

Ein anderer Weg beruht darauf gezielt immunogene Bereiche des Virus zu identifizieren
und dadurch Vakzine zu entwickeln, die die jeweiligen spezifischen B- und T-Zell-
Epitope des Pathogens enthalten. Im Idealfall reicht eine begrenzte Aminosaurezabhl, fur
eine solche Immunisierung aus, so dass von einer Peptidvakzine gesprochen werden
kann. Hunde konnten z.B. mit zwei Pentadecapeptiden, die lineare B-Zell-Epitope des
caninen Parvovirus enthielten und an den Immunmodulator KLH (keyhole limpet
haemocyanin) gekoppelt waren, immunisiert und vor einer Infektion mit dem Parvovirus

geschiutzt werden (Langevedtal., 1994).

Eine Verbesserung der Immunisierung wurde durch eine Uberlappung von T-Helfer-
Zell- und B-Zell-Epitopen erzielt. Solche Impfstoffe sind mittlerweile fur verschiedene
Viren beschrieben, z.B. Bovinen Herpesvirus-1 (Gaoal., 1999), Influenza Virus

(Fitzmauriceet al., 1996). Weitere Versuche zeigten, dal3 eine Kopplung von B- mit T-
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Zell-Epitopen (Cox et al., 1988) oder eine kolineare Synthese der verschiedenen Epitope
(Borras-Cuestat al., 1987 und 1988) die Immunogenitat der Peptidantigene erhdht.
Haufig wurden zur Steigerung der Immunogenitat der Peptide Adjuvantien wie KLH
(Francis et al., 1985), N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-
cysteinyl (PamgCys) oder inkomplettes Freund’sches Adjuvants (Fraetial., 1987)
verwendet. PapCys ist ein effektiver Aktivator von neutrophilen Granulozyten (Seifert
et al., 1990), Makrophagen (Hauschildtal., 1990) und NK-Zellen (Obest al., 1998).
Dieses Adjuvans kann auf3erdem B-Zellen polyklonal stimulieren étLak, 1986) und

die Bildung von peptidspezifischen CTL unterstutzen (Sclaidal., 1991). Nach
Immunisierung von Meerschweinchen mit einem Eays gekoppelten Peptid des
MKSV waren die Tiere nach einer Belastungsinfektion geschutzt (Wiesnillalr.,
1989). Neuere Untersuchungen zeigen den Toll-like Rezeptor 2 als Target fir
synthetische bakterielle Lipopeptide (Akieaal., 2001; Mulleret al., 2001).

1.2. Zielsetzung der Arbeit

Eine wesentliche Voraussetzung fir die Entwicklung einer effektiven Peptidvakzine ist
die Identifizierung von Epitopen. Das Forschungsvorhaben im Rahmen dieser
Doktorarbeit beruht auf der Identifizierung von B- und T-Zell-Epitopen des CSFV mit
Hilfe von Uberlappenden Pentadekapetiden, die 82% des offenen Leserahmen des CSFV
abdecken. Dabei war es notig mit Hilfe verschiedener Testsysteme die humorale und die
zellulare Immunantwort gegen das Virus der klassischen Schweinepest im natirlichen

Wirt zu charakterisieren.



MATERIAL UND METHODEN

2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

2.1.1. Antikdrper, Antiseren und Konjugate

2.1.1.1. Monoklonale Antikdrper gegen porcine Leukozyten

oCD4

aCD8

oCD25

aCD45

aMHC-I

MAK 74-12-4 (Maus 1gGap; «)
American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, MD, USA
(Pescovitz et al., 1984)

mMAK 11/295/33 (Maus 1gGzs; )
BFAV Tubingen
(Jonjic & Koszinowski, 1984)

mAk K231-3B2 (Maus IgG k)

freundlicherweise erhalten von Dr. C. Stokes, University of Bristol,
UK

(Baileyet al., 1992)

mAk 3a56 (Maus IgG k)
BFAV Tubingen
(Zuckermanret al., 1994)

mAK 74-11-10 (Maus lg&; )

freundlicherweise erhalten von Dr. J. K. Lunney, USDA Beltsville,
MD, USA

(Pescovitzt al., 1984)
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aMHC-11 mMAK MSA3 (Maus 19G,,; «)
freundlicherweise erhalten von Dr. Hammerberg, Virginia
Polytechnic Institute, Blacksburg, USA
(Hammerberg & Schurig, 1986)
2.1.1.2. Monoklonale Antikorper gegen CSFV
aE2 mAK al8 (Maus 1gGga; k)
BFAV Tubingen
(Weiland et al., 1990)
2.1.1.3. Monoklonale Antikdrper und Antiseren gegen porcine Zytokine
Maus-anti-Schwein-Interferon-y (mAk) Fa. Endogen
Kaninchen-anti-Schwein-Interferon-y (polyclonal Ak) Fa. Endogen
2.1.1.4. Konjugate
Biotinylierte Antikérper

Ziege-anti-Maus-1gGga-biotin Fa. Biozol

Fluorochrom-markierte Antikoérper

Ziege-anti-Maus-1gG;p, FITC-konjugiert Fa. Biozol
Ziege-anti-Maus-1gG;, PE-konjugiert Fa. Biozol
Cy5 konjugiertes Streptavidin (Strept-Cy5) Fa. Dianova

11
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Peroxidasekonjugate

Peroxidase konjugiertes Ziege-anti-Maus IgG (H+L) Fa. Bio-Rad
Peroxidase konjugiertes Ziege-anti-Schwein 1gG (H+L) Fa. Biozol

2.1.2. Chemikalien und biologische Produkte

Aminoethylcarbazole (AEC) Fa. Sigma
-Mercaptoethanol Fa. Merck
Bovines Serum Albumin (BSA), Fraktion V, pH 7 Fa. Serva
Calciumchlorid (CaCl5) Fa. Merck

3,3 -Diaminobenzidine (DAB) Fa. Sigma
Dichlormethan (DCM) Fa. Fluka
Diethylether Fa. SDS
Diisopropylcarbodiimid (DIC) Fa. Fluka
Dimethylformamid (DMF) Fa. Merck
Dimethylsulfoxid (DMSO) Fa. Merck
Dinatriumhydrogenphosphat (h4POy) Fa. Merck
Dulbecco’s Minimal Essential Medium (DMEM) Fa. GibcoBRL
E2 Glykoprotein Fa. Bayer
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Fa. Serva
Ethanol Fa. Roth
Ethandithiol Fa. Fluka
Ficoll-Paque Fa. Pharmacia
Fmoc-Aminoséauren Fa. Novabiochem
Fotales Kalberserum (FCS) Fa. PAA
Harnstoff Fa. Sigma
Heparin-Natrium Fa. Serva
Hepes Fa. Serva
Hydroxybenzotriazol (HOBt) Fa. Fluka
Kaliumchlorid (KCI) Fa. Merck
Kaliumdihydrogenphosphat (KiROy,) Fa. Merck

L-15 Fa. Life Technologies
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L-Glutamin Fa. Merck
Magnesiumchloridhexahydrat (MgCl,  6H,0) Fa. Merck
MEMa Fa. GibcoBRL
MEM-NEAA Fa GibcoBRL
Methanol (CH3;0OH) Fa. SDS
Natriumchlorid (NaCl) Fa. Merck
Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) Fa. Merck
Ortho-Phenylendiamin-Dihydrochlorid (OPD) Fa. Sigma
Penicillin Fa. Grunenthal
Pferdenormalserum (PNS) Fa. Biochrom KG
Phenol Fa. Fluka
Piperidin Fa. Merck
Schwefelséaure (}80,) Fa. Merck
Streptomycinsulfat Fa. Serva
tert.-Butylalkohol Fa. Merck
Thioanisol Fa. Fluka
Trifluoressigsaure (TFA) Fa. SDS
Trypanblau Fa. Serva
Trypsin Fa. Difco
Tryptose-Phosphate-Broth (TPB) Fa. Difco
Tween 20 Fa. Serva
Wang-Harz Fa. Novabiochem
Wasserstoffperoxid (bD,) Fa. Merck
Zitronensaure-Monohydrat Fa. Merck
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2.1.3. Gerate

DurchfluRzytometer:

FACStar plus Fa. Becton Dickinson
Argon Laser, Spinnaker 1361 Fa. Spectra Physics
Helium-Neon-Laser, Modell 127 Fa. Spectra Physics

Elektrospray-Massenspektrometrie:
Triple-Quadropol-Massenspektrometer (VG Quattro Il) Fa. Micromass

Elektrospray-lonenquelle

ELISA-MelR3gerat:

Multiskan MC Fa. Titertek
Feinwaagen:

M160/M80 Fa. Sauter

MC1 Analytic 210S Fa. Sartorius

Gammastrahlenmef3gerat:

Cobra Autogamma Fa. Packard

HPLC
Hochdruck-Pumpensystem, Modell 480 Fa. Gynkotek
Automatischer Probengeber, Modell Gina 160
Photodiodenarraydetektor UVD-320

Nucleosil C18-Saule Fa. Grom

Mikrowellenherd:

Mikromat Fa. AEG
Mikroskop:
Diavert Invertmikroskop Fa. Leitz
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Mixer:

Vortex Fa. Bender & Hobein

Peptidsynthesi zer:
Syro-Pipettierroboter Fa. MultiSynTech

Szintillationszahler:
Microbeta 1450 Fa. Wallac

Ultrafiltrationsanlage zur Herstellung von bidestilliertem Wasser:

Milli Q-Ultrafiltrationsanlage Fa. Millipore

Ultraschallgerat:

Bransonic 1200 Ultrasonic cleaner Fa. Branson
Wasserbad:
Wasserbad GFL Fa. GfL

Zahlkammer:

Neubauer-Zahlkammer Fa. Fisher Scientific

Zellerntegerat:

Cell Harvester Fa. Inotech
Zellkultur:

Brutschrank Fa. Heraeus

Sterilbank Laminair Fa. Heraeus
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Zentrifugen:
Zentrifuge Fa. Eppendorf
Megafuge 1,0R Fa. Heraeus
Biofuge 13 Fa. Heraeus
Zentrifuge fur Mikrotiterplatten Fa. Hermle
2.1.4. Peptide

Es wurden 573 Pentadekapeptide synthetisiert (Armengol, 1997), die eine Uberlappung
von 10 Aminosauren enthalten. Die Peptide wurden in 1% DMSO in einer
Konzentration von je 1 mg/ml gel6st. Alle weiteren Verdiinnungen wurden entweder in

H,O oder in Medium durchgeflihrt.

2.1.5. Puffer, Medien und Losungen

2.1.5.1 Puffer

PBS (Phosphat gepufferte Salzlésung), pH 7,2
0,5 mM MgCh.6H,0O
0,7 mM CaC{
1,5mM KHPOy
140 mM NacCl
2,7 mM KCI
6,5 mM NaHPO,
in Aqua bidest.

PBS-A, pH 7,2
1,5mM KHPO,
140 mM NacCl
2,7 mM KCI
6,5 mM NaHPO,
in Aqua bidest.
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PBS-Tween: wie PBS-A, jedoch mit 0,05 (*/,) % Tween 20

FACS-Puffer
3 (Y/y) % FCSin PBS-A

ELISA-Waschpuffer
0,1 (“/\) % Tween 20 in PBS

Na-Acetatpuffer, pH 5,0
0,05 M HsCCOO Na'.3H,0
0,0009 (“/y) % CH3COOH

TPB-Puffer
29,59 Tryptose-Phosphate-Broth

in 11 Aquabidest.

Versen-Trypsin-Puffer, pH 7,2

14 mM KH2PO4
2 mM EDTA
6,5 mM NaHPO,

0,125 mg/ml Trypsin
135 mM NaCl
in Aqua bidest.
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2.1.5.2. Medien

Lymphozytenkul turmedium

500 ml

10 (YIv) %
100 1U/ml
0,1 mg/ml
2 mM
0,05 mM
10 mM

Medium fur STE-Zellen

40 ('1\) %
40 (') %
10 (') %
10 (') %
100 1U/ml
0,1 mg/ml

Medium fir MAX-Zellen

500 ml
10 (/\) %
100 1U/ml
0,1 mg/ml
2 mM
0,05 mM
10 mM

MEMa

FCS

Penicillin G
Streptomycinsulfat
L-Glutamin
-Mercaptoethanol
HEPES (pH 7,2)

MEM-NEAA
L-15

TPB
Pferdeserum
Penicillin G

Streptomycinsulfat

DMEM

FCS

Penicillin G
Streptomycinsulfat
L-Glutamin
B-Mercaptoethanol
HEPES (pH 7,2)
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Einfriermedium

50 (“Iy) %
40 ("Iy) %
10 (Y1) %

2.1.5.3. Losungen

Trypanblaulésung
0,25 {1) %

Abspaltlésung
6,27 {I\) %
4,14 {1,) %
2,13 {1\) %
5 (\) %

Lymphozytenkulturmedium
FCS
DMSO

Trypanblau in 0,15 M NacCl

Phenol
Thioanisol
1,2-Ethandithiol
Aqua bidest

82,46 {,) % TFA

2.1.5.3.1. Substratldsungen

OPD-ELISA-Substratlésung

4,67 g
9,15¢g
0,59

Zitronensaure
NaHPO,
OPD

in 1 | Aqua bidest.

AEC-Substratlésung
3 mg
0,75 ml
14,25 ml

AEC
DMF
Na-Acetatpuffer
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2.1.6. Radioaktive Substanzen

(Methyl-3H)-Thymidin Fa. Amersham Buchler
Naz*'CrO, Fa. Amersham Buchler
2.1.7. Kits

CHEKIT® CSF-SERO Fa. Hoechst
DAB-Substratldsung Fa. Sigma

2.1.8. Verbrauchsmaterialien

Abdeckplatten fur Mikrotiterplatten Fa. Greiner
Einfrierrohrchen; 1,8 ml Fa. Greiner
Einschweil3folien fir radioaktive Filter Fa. Wallac
Eppendorfrohrchen; 1,5 ml, 2 ml Fa. Eppendorf
FACS-R6hrchen, Falcon Fa. Becton Dickinson
Feststoffszintillator Meltilex A Fa. Wallac
Gewebekulturflaschen: 50 ml, 250 ml, 500 ml Fa. Greiner
Mikrotiterplatten, Rundboden Fa. Greiner
Mikrotiterplatten, Flachboden Fa. Greiner
Nitrozelluloseplatten Fa. Millipore
Nunc-Immuno Plate Maxisorb Fa. Nunc
Petrischalen Fa. Greiner
Probenréhrchen fur Gammastrahlenmef3gerat Fa. Sarstedt
R6hrchen, 15ml, 50ml Fa. Greiner
Szintillationsfilter (Printed Filtermat A) Fa. Wallac

2.1.9. Versuchstiere

An der BFAV geziichtete Inzuchtschweine vom d/d-Haplotyp (NIH-Minipigs) (Seichs
al., 1976; Thistlethewaitet al., 1984).
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2.1.10. Virusstamme

“Classical swine fever virus" (CSFV), Stamm Alfort/187 (Aynaud, 1976; Ruetgdl.,
1996) and Stamm Glentorf (Pittlest al., 1968), erhalten von Dr. R. Ahl, BFAV
Tubingen.

2.1.11. Zellinien

MAX-Zellinie: Transformierte Nierenzellen eines d/d-Inzuchtschweines.

Erhalten von Dr. T. Pauly, BFAV, Tubingen (Paetyal., 1995).

STE-Zellinie: Swine testis epitheloid Zellen (STE) (McClurktral., 1966).
Erhalten von Dr. R. Ahl, BFAV, Tubingen.
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2.2. Methoden

2.2.1. Infektionsver suche

Zwei Inzuchtschweine (NIH-Minipigs, d/d-Haplotyp; Schwein 1 und 18) und ein
outbred Schwein (Schwein 39) wurden intramuskular (i.m.) mit CSFV infiziert. Schwein
1 wurde mit 16 TCIDsy CSFV-Alfort/187 und Schwein 18 und 39 mit *IDCIDs
CSFV-Glentorf infiziert. Die Tiere 1 und 18 wurden zweimal, Tier 39 einmal im
monatlichen Abstand einer Challengeinfektion unterworfen. Schwein 1 wurde dabei mit
500 TCIDy, CSFV-Alfort/187 und die Schweine 18 und 39 mit® TCIDsy, CSFV-
Glentorf inokuliert. Plasma bzw. Serum und Blutproben wurden vor der Infektion und

zu bestimmten Zeitpunkten nach dem jeweiligen Infektionen entnommen.

2.2.2. Isolierung und Kultivierung von porciner Zellen

2.2.2.1. Isolierung mononuklearer Zellen

Zur Gewinung mononukleéarer Zellen aus dem peripheren Blut (peripheral blood mononuclear
cells, PBMC) wurde heparinisiertes Blut im Verhéltnis 1:1 mit PBS verdtinnt. Davon wurden
je 30 ml auf 15 ml Ficoll-Paque (Dichte 1,077 g/ml) geschichtet (Boyum, 1964). Nach
Zentrifugation (30 min, 800 x g, RT) konnten die PBMC aus der Interphase zwischen Serum
und Ficoll entnommen werden. Die PBMC wurden zweimal mit PBS und einmal mit

Lymphozytenkulturmedium gewaschen (10 min, 500 x g, 4 °C).

2.2.2.2. Bestimmung der Anzahl lebender Zellen

Zur Bestimmung der Vitalitat der isolierten PBMC wurde der “Trypanblau-

Exklusionstest” durchgefihrt. Aliquots der Zellsuspensionen wurden mit einer
Trypanblauldsung versetzt. Tote Zellen wurden durch den Farbstoff blau gefarbt. Die
Zahl der ungefarbten, lebenden Zellen konnte in einer Neubauer-Zahlkammer im

Mikroskop bestimmt werden.
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2.2.2.3. Bedingungen fur die Zellkultur

Die Inkubationsschritte bei Zellkulturarbeiten wurden in einem feuchten Brutschrank
mit 5 % CO, bei 37 °C durchgefihrt.

2.2.2.4. Kultivierung von Zellinien

Die  Kultivierung der STE-Zellen erfolgte in  50ml oder 250 ml
Plastikgewebekulturflaschen mit 5 oder 12 ml STE Medium. Die MAX-Zellen wurden
in 500 ml Gewebekulturflaschen mit 25 ml DMEM Medium kultiviert. Die Inkubation
erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5 % £@obald sich ein dichter einschichtiger
Zellrasen gebildet hatte, wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen mit
Trypsinlésung (ca. 10 min) abgeltst. Die abgelésten Zellen konnten in frischem

Kulturmedium auf neue Gewebekulturflaschen im Verhaltnis 1:3 bis 1:4 verteilt werden.

2.2.2.5. Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden in kaltem Einfriermedium in einer Konzentration von 1-
3x10’ Zellen/ml in Einfrierrdhrchen aufgenommen. Vor Lagerung der Proben in

flissigem Stickstoff wurden die Zellen fir 48 Stunden auf —70 °C heruntergekuhlt.

2.2.2.6. Auftauen von Zellen

Eingefrorene Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C bis zum Gefrierpunkt aufgetaut, in
20 ml kaltem Lymphozytenkulturmedium aufgenommen und zweimal gewaschen
(10 min, 500 x g).
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2.2.3. Charakterisierung von Leukozytenpopulationen mit Hilfe der

DurchfluRzytometrie

Die unterschiedlichen Leukozytenpopulationen wurden durch Fluoreszenzmarkierung
von zellspezifischen Oberflachenantigenen nachgewiesen. Die fluoreszenzmarkierten
Zellen wurden im DurchfluBzytometer (fluorescence activated cell sorter, FACS)

analysiert.

2.2.3.1. Immunfluor eszenzmarkierung von Zellen

Um den Phanotyp von PBMC zu charakterisieren wurde eine Dreifarbenimmun-
fluoreszenz durchgefiihrt. 1x3@ellen wurden nach folgendem Protokoll markiert:

1. Inkubation mit jeweils 0,1 ml von folgenden murinen monoklonalen Antikdrpern
(mAK) mit unterschiedlichen Isotypen: anti-CD4 (lg]; anti-CD8 (IgGs) und entweder
anti-CD25 (IgGQ) oder anti-CD45 (IgQ.

2. Inkubation mit jeweils 0,1 ml von folgenden isotypspezifischen anti-Maus-
Antikorpern:algGay-FITC, algGi-PE, algGas-biotin.

3. Inkubation mit 0,1 ml Streptavidin-Cy5.

Alle Inkubationsschritte wurden fur 20 min bei 4 °C durchgefuhrt. Nach jedem
Inkubationsschritt wurden die Zellen zweimal mit je 1 ml FACS-Puffer gewaschen und
zentrifugiert (5 min, 500 x g). Die markierten Zellen wurden in FACS-Puffer
resuspendiert und 2,5x1@ellen pro Probe im DurchfluBzytometer analysiert. PBMC,
die mit den bei Schritt 2 und 3 eingesetzten Fluorochromkonjugaten markiert worden
waren, dienten als Kontrolle. Alle Antikdrper und Konjugate wurden vor ihrer
Verwendung in der DurchflulBzytometrie austitriert und in FACS-Puffer entsprechend

verdinnt.

2.2.3.2. DurchfluRzytometrische Analysen

Die fluoreszenzmarkierten Zellen wurden mit einen Durchflul3zytometer, das mit einem
Argon- und Helium-Neon-Laser ausgeristet war, analysiert. Streulicht- und
Fluoreszenzsignale einzelner Zellen wurden mit Hilfe spezifischer Detektoren

gemessen. Die Streulichtparameter enthalten das Vorwartsstreulicht und das
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Seitwartsstreulicht. Das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) definiert
Zellpopulationen aufgrund ihrer GrofRe. Das Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) stellt
ein relatives Mal3 fur die intrazellulare Granulation der Zellen dar. Durch weitere
fluoreszenzabhangige Parameter kdnnen Oberflachenantigene sichtbar gemacht werden.
Dabei wird die Fluoreszenzintensitat von Fluoreszeinisothiocyanat (FITC),
Phycoerythrin (PE) und Cy5 durch die unterschiedlichen Wellenlangen des emittierten
Lichtes unterschieden. Die Quantifizierung der Fluoreszenz- und Streulichtemissionen
jeder einzelnen Zelle wurde gespeichert. Die Daten wurden anschlieRend mit Hilfe von

Computerprogrammen (PC-Lysis und Cell Quest) ausgewertet.

2.2.4. Funktionelle Tests mit Lymphozyten

2.2.4.1. Lymphoproliferationstest

PBMC wurden in einer Konzentration von®1Bellen/ml in Lymphozytenkulturmedium
resuspendiert und in einer Rundbodenmikrotiterplatte ausplattiert. Die Zellen wurden
entweder mit Virus (2x1DTCIDsy CSFV Alfort/187 oder 5x1DTCIDsy CSFV Glentorf

pro Vertiefung) oder mit Peptiden (12;8/ml und 25 pg/ml) stimuliert. Nach 5tagiger
Inkubation der Zellen bei 37°C in 5 % G®urde 37 kBq (uCi) [*H]Thymidin pro
Vertiefung zugegeben und die Kultur flr weitere 18 Stunden inkubiert. Danach wurde
die Mikrotiterplatte eingefroren um defH]Thymidineinbau zu stoppen und die Zellen

zu lysieren. Mit Hilfe eines Zellerntegerates (Cell Harvester) wurde der Inhalt der
Mikrotiterplatte auf Filtermatten gesaugt. Nach Trocknen der Filter in einem
Mikrowellengerat (160 W, ca. 5 min) wurde die Feststoffszintillatorplatte auf diese
Filter aufgeschmolzen. Schlie3lich konnten die abgekihlten Filter in einen Folienbeutel
eingeschweil’t und die Menge des eingebauteiThymidins im Szintillationszahler
gemessen werden. Alle Messungen wurden als Vierfachbestimmung durchgefiihrt. Der
Stimulationsindex (SI) berechnete sich als: cpm stimulierte Mikrokulturen/cpm

Mikrokulturkontrolle. Ein Stimulationsindex 2 wurde als positiv angesehen.
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2.2.4.2. Zytolytischer Aktivitatstest

Zur Untersuchung der CSFV-spezifischen zytolytischen Aktivitat von T-Lymphozyten
wurden °'Cr Freisetzungstests durchgefithrt. CSFV-spezifische zytolytische T-
Lymphozyten (Effektorzellen, cytolytic T lymphocytes, CTL) stammten aus PBMC
eines CSFV-Glentorf infizierten Schweines. Die PBMC wurden in einer Konzentration
von 1@ Zellen/ml in Lymphozytenkulturmedium aufgenommen unditro mit CSFV

(Stamm Glentorf; MOI 0,5) fir 6 Tage in Rundbodenmikrotiterplatten restimuliert.

Als Zielzellen im Chromfreisetzungstest dienten MAX-Zellen, die mit CSFV (Stamm
Glentorf, MOI 1) fiir 48 Stunden inkubiert wurden. 1%1dieser MAX-Zellen wurden

mit 100uCi Nay>'CrO, fir 60 min (37 °C, 5 % C§& markiert. Nach dreimaligem
Waschen wurden die Zellen in Lymphozytenkulturmedium aufgenommen. Fir die
Peptidansatze wurden 4xX1Gicht-infizierte, Chrom-markierte Zielzellen mit 2@
Peptid fur eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Die Effektorzellen wurden in einer
Konzentration von 5xI0Zellen/ml eingestellt und in log-2 Stufen in drei
Parallelansatzen in Rundbodenmikrotiterplatten titriert. 1l0Wirus-infizierte oder mit
Peptid-inkubierte Zielzellen wurden in einer Konzentration von iHllen/ml zu den
titrierten Effektorzellen gegeben. Der Ansatz wurde zentrifugiert (5 min, 100 x g) und 4
Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach Zentrifugation der Zellen (10 min, 600 x Q)
wurde die Menge von freigesetzteéhCr durch Lyse der Zielzellen in 10 Uberstand

pro Mikrokultur gemessen.

Die Berechnung der spezifischen Lyse erfolgte nach folgender Formel:
% spezifische Lyse = ((cpmX-cpm LC)/(cpm HC-cpm LC))x100
X die Probe
LC (low control)  Spontanlyse der Zielzellen im Kulturmedium

HC (high control) Gesamteinbau von radioaktiv&@r in die Zielzellen

cpm radioaktive Zerfalle pro Minute
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Als Kontrolle diente die Chromfreisetzung mit Uberstand aus mock-infizierten
Zielzellen oder mit negativem Peptid behandelten Zielzellen, die mit Effektorzellen

inkubiert wurden.
2.2.4.3. IFN-y-ELISPOT-Test

Zu einer Quantifizierung von IFN-freisetzenden Zellen wurde der IFN-y ELISPOT-

Test eingesetzt. Eine Nitrozelluloseplatte wurde mit einem monoklonalen Antikoérper
gegen porcines IFN- (5 ug/ml in PBS-A; 100ul/Vertiefung) Uber Nacht bei 4 °C
beschichtet. Die Vertiefungen wurden mit PBS-A gewaschen und mitul200
Lymphozytenkulturmedium fir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. PBMC aus
CSFV infizierten Schweinen wurden in verschiedenen Konzentrationen (12540
1x10° Zellen/Mikrokultur) mit 100ul Virussuspension (2x10* TCIDsy CSFV-Alfort/187

oder 5x10 TCIDs; CSFV-Glentorf /Vertiefung) in Parallelansatzen in der Antikérper
beschichteten Platte inkubiert. Fur die Peptidansatze wurden die PBMC
(1x10° Zellen/Vertiefung) mit Peptid 290 @@g/ml bis 100ug/ml pro Vertiefung)
stimuliert. Als Kontrolle dienten PBMC, die mit Uberstand aus mock-infizierten Zellen
oder mit negativem Peptid inkubiert wurden. Die Platte wurde dann fur 44-48 Stunden
bei 37 °C in 5% C@ inkubiert. Nach Waschen der Platten mit PBS-A erfolgte die
Zugabe eines in PBS-A verdunnten anti-IfFNaninchenserums (2og/ml). Nach
einstindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Platte mit PBS-A gewaschen
und ein Peroxidase-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper (1:200 in PBS-A
verdinnt) zugegeben. Nach Inkubation fur 1 Stunde bei Raumtemperatur wurden die
Vertiefungen mit PBS-A gewaschen. Die Farbung der {Ryezifischen Spots erfolgte

durch Zugabe von 3,3"-Diaminobenzidine (DAB). Nach 4-7 min wurde die Reaktion
durch Waschen mit PBS-A und,8 gestoppt. Die Platten wurden anschlieBend uber

Nacht getrocknet und die Spots mit einem Stereomikroskop ausgezahlt.
2.2.5. Gewinung von Serum bzw. Plasma
Zur Gewinnung von Serum wurde das Blut bei Raumtemperatur inkubiert bis es

geronnen war. Das Fibrin und die Blutzellen wurden durch Zentrifugation bei 2300 x g

fir 20 min abgetrennt.
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Zur Gewinnung von Plasma wurde heparinisiertes Blut (0,1 mg Heparin/ml Blut)

zentrifugiert und die Uberstande bei —20 °C eingefroren.

2.2.6. ELISA

2.2.6.1. Peptid-ELISA

Um lineare B-Zell-Epitope zu bestimmen wurde der Peptid-ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) durchgefhrt.

Die ELISA-Platten (Nunc-Immuno Plate Maxisorb) wurden, soweit nicht anders
angegeben, mit einer Peptidlosung (#0ml, 100ul pro Vertiefung) beschichtet und

uber Nacht bei 37 °C eingetrocknet. Um unspezifische Bindungen der Antikorper zu
verhindern, wurden danach die Platten in PBS mit 3 % BSA fir 2 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Nach dem Blockierungsschritt wurden die Platten dreimal mit PBS-Tween
gewaschen und anschlieBend mit Plasma (Verdiinnung 1:100 PBS/3 % BSA, wenn nicht
anders angegeben) fur 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurde
ein Peroxidase-konjugierter Ziege-anti-Schwein-Antikérper (1:3000 in PBS/3 % BSA)
zugegeben und fur 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach funf weiteren Waschschritten
wurden zur Farbung eine OPD-Substratlésung yBVertiefung) mit 0,04 ul/ml H,0,
zugegeben. Das Abstoppen der Farbreaktion erfolgte nach ca. 10 min im Dunkeln mit
2 M H,SO, (100pl/Vertiefung). Die Messung der Farbintensitat wurde mit Hilfe eines
ELISA-MelRgerats bei 492 nm vorgenommen. Als Positivkontrolle wurde das
rekombinante E2 Glykoprotein von CSFV Stamm Brescia verwendet. Als
Negativkontrolle wurde das Peptid Nr. 5 eingesetzt. Fur jeden ermittelten Wert wurde

eine Doppelbestimmung durchgefihrt.
2.2.6.2 Kompetitions-EL | SA
Zum Nachweis von CSFV-spezifischen Antikérpern im Blutserum und -plasma von

Schweinen wurde ein Enzymimmuntest (CHEKIT-CSF-SERQO) verwendet. Der Test

wurde nach Angaben des Herstellers durchgefthrt.
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2.2.7. Virusanzucht und Virustitration

2.2.7.1. Virusanzucht

Zur Vermehrung von CSFV wurden STE-Zellen in Suspension mit CSFV und einer MOI

von 0,02 bis 0,2 in Kulturgefal3en infiziert. Nach 3 Tagen Inkubation bei 37 °C wurden
die infizierten Zellkulturen bei —70 °C eingefroren, um durch Lyse der Zellen
intrazellulares CSFV freizusetzen. Zur Abtrennung der Zelltrimmer von virushaltigem
Uberstand wurde das Lysat bei 2000 xg und 4 °C fir 30 min zentrifugiert. Die

Virusernte wurde aliquotiert und bei -70 °C gelagert.

2.2.7.2. Virustitration

Zur Bestimmung der Viruskonzentrationen wurden CSFV-haltige Suspensionen in
Kulturmedium tber mehrere Stufen auf Flachbodenmikrotiterplatten titriert.

STE-Zellen wurden so auf Flachbodenmicrotiterplatten ausgesat, dal3 nach 3-tagiger
Inkubation (37 °C, 5 % C& 90 % Konfluenz erreicht war. Nach der Inkubation wurde
der Zellrasen gewaschen, getrocknet und fir 20 min bei 4 °C mipllBthanol pro
Vertiefung fixiert. AnschlieBend wurde die Platte getrocknet und ein anti-E2
monoklonaler Antikérper (mAk al8; 1:40 in PBS) dazugegeben. Nach einer Stunde
Inkubation bei 37 °C wurde die Platte dreimal gewaschen und ein Peroxidase-
konjugierter Ziege-anti-Maus-Antikérper (1:1000 in PBS) zugegeben. Nach einer
Inkubationszeit von einer Stunde bei 37 °C wurde die Platte fuinfmal gewaschen und
eine AEC Substratldsung mit Opl/ml H,O, (50 ul/Vertiefung) zugegeben. Nach ca. 15-

20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde der Zellrasen nochmals gewaschen und
100ul Waschpuffer pro Vertiefung einpipettiert. AnschlieBend wurde der Virustiter

durch Auszéahlen der gefarbten Plaques im Mikroskop bestimmt.
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2.2.8. Peptidsynthese

In der vorliegenden Arbeit wurde die Synthese der Peptide nach der Festphasen-
peptidsynthese (Merrifield, 1963; Merrifield, 1985) durchgefuhrt. Die Peptide wurden
nach der Fmoc-Strategie (Fields & Noble, 1990) in einem multiplen Peptidsynthesizer
hergestellt. Wang-Harz wurde als Festphase verwendet. Das Harz wurde vor der

Synthese mit DMF vorgequollen.

Zur Kupplung wurden die Fmoc-geschitzten Aminosauren in HOBt/DMF (0,6 M) geldst
und in zehnfachem UberschuR bezogen auf die Harzbelegung eingesetzt. Schwerlésliche
Aminosauren wurden fur 10 min mit Ultraschall behandelt. Als Kupplungsreagenz
wurden DIC (1,5M in DMF/DCM (2:1)) und HOBt verwendet. Die Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe erfolgte mit Piperidin/DMF (1:1). Zwischen den einzelnen

Arbeitsschritten wurden die Harze mit DMF gewaschen.

Nach der Synthese wurden die Harze je dreimal mit Methanol (1ml) und Diethylether
(Iml) gewaschen um verbliebene Reagenzien und DMF zu entfernen. Danach wurden

diese Uber Nacht getrocknet.

Die Abspaltung des Peptides vom Harz erfolgte durch Zugabe vopl50spaltlésung

je Reaktionsgefal. Nach drei Stunden wurde die Abspaltlosung Uber eine Fritte in ein
Zentrifugen-Rohrchen filtriert und tiefgekuhlter Diethylether (5 ml) zugegeben. Zur

vollstandigen Fallung wurden die Losungen 14 Stunden bei -20°C aufbewahrt,
abzentrifugiert (3000 x g; 5 min) und der Uberstand dekantiert und verworfen. Das
verbleibende Peptid wurde zweimal mit Diethylether (2 ml) gewaschen. Schliellich

wurden die Peptide itert.-Butylalkohol/Wasser (1:4, 5 ml) gel6st und lyophilisiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Peptide mit der Electrospray-lonisations-

Massenspektrometrie (ESI-MS) charakterisiert und die Reinheit mittels HPLC tUberpruift.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Herstellung synthetischer CSFV-spezifischer Peptide

Fur die Entwicklung einer synthetischen Peptidvakzine ist die Identifizierung immun-
relevanter Epitope eine Voraussetzung. Heutzutage kdnnen zwar antigene Bereiche durch
Computerprogramme vorhergesagt werden, aber sowohl B- als auch T-Zell-Epitope werden
mit diesen theoretischen Methoden nur ungefahr bestimmt. Uberlappende Peptide, die virale
Proteine abdecken, stellen eine der Strategien zur Eingrenzung und Identifizierung von
antigenen Determinanten von Krankheitserregern dar.

Im Rahmen dieser Arbeit zur Untersuchung der porcinen Immunantwort gegen das Virus
der klassischen Schweinepest (CSFV) wurden 573 Peptide synthetisiert. Diese
Pentadekapeptide mit einer Uberlappung von je 10 Aminosauren decken 82 % der
Aminosauresequenz des hypothetischen Polyproteins des CSFV-Stamms Glentorf ab.
Dieser Bereich entspricht dem Struktur- sowie einem Teil der Nichtstrukturproteine des
CSFV (Abb. 2). Die Peptide wurden durch multiple Festphasenpeptidsynthese mittels
eines Pipettierroboters hergestellt. Die Peptide wurden sowohl zur Identifizierung von
B-Zell-Epitopen als auch zur Aufklarung von T-Zell-Epitopen eingesetzt.

Alle synthetisierten Peptide wurden nachfolgend mit Elektrospray-Massenspektrometrie (ESI-
MS) identifiziert. Um die Reinheit der Peptide zu untersuchen wurde anschliel3end eine
HPLC-Analye durchgefuhrt. Der Grol3teil der Peptide zeigte eine Reinheit von 70 %
(Armengol, 1997).
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NproC EO E1 E2 p7 NS2-3 NS4A NS4B NS5A NS5B

Nsp Strukturproteine Nichtstrukturproteine (Nsp)

synthetische Peptide:

337 NNKMTDESEYGVKTD

338 DESEYGVKTDSGCPE

339 GVKTDSGCPEGARCY

340 SGCPEGARCYVFENPE

Abb. 2.: Herstellung CSFV-spezifischer synthetischer Peptide

Die Abbildung zeigt schematisch das CSFV-Genom. Vom translatierten Gesamtgenom des CSF-Virus

Stamm Glentorf wurden 573, jeweils um zehn Aminosauren Uberlappende, Pentadekapeptide
synthetisiert. Der durch Pentadekapeptide erfasste Genombereich ist grau gekennzeichnet. Als Beispiel
fur die Uberlappende Peptidsynthese sind die Peptide 337-340 aus dem NS2-3 Bereich schematisch

dargestelit.
3.2. Untersuchung der spezifischen Immunantwort bei CSFV-infizierten Schweinen

Zur Untersuchung der spezifischen Immunantwort nach einer CSFV Infektion mussten zuerst
Schweine mit CSFV infiziert werden und PBMC und Plasma aus diesen geprimten Tieren
gewonnen werden. Zu diesem Zweck wurden zwei Inzuchtschweine (d/d Haplotyp; Schwein

Nr.1 und Nr. 18) und ein outbred Schwein (Schwein Nr. 39) wie folgt infiziert: Das Schwein

Nr. 1 wurde zuerst mit 10* K1Ds, (halbmaximale Kultur-infektiose Dosis) CSFV-Alfort/187
intramuskular (i.m.) infiziert. Die erste und zweite Challengeinfektion des Schweins erfolgte
i.m. mit 500 KIDy, CSFV-Alfort/187. Die Schweine Nr. 18 und 39 wurden zuerst mit 10
KIDsy CSFV-Glentorf i.m. infiziert. Die erste Challengeinfektion beider Schweine erfolgte
i.m. mit 10 KIDsy CSFV-Glentorf. Die zweite Challengeinfektion beim Schwein Nr. 18
wurde i.m. mit 18KID so CSFV-Glentorf durchgefiihrt.
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Zur Kontrolle der CSFV-spezifischen humoralen und zellvermittelten |mmunantwort
wurden Blutproben aus der vena jugularis externa vor Infektion (Kontrollwerte) und zu
bestimmten Zeitpunkten nach Infektion abgenommen. Aus den Blutproben wurden
sowohl Plasma als auch PBMC gewonnen. Die PBMC wurden in funktionellen Tests
wie Proliferationsassays, CTL-assays oder IFN-y ELISPOT-assays auf ihre CSFV
spezifische zellvermittelte Immunantwort geprift. Das gewonnene Plasma wurde zur
Untersuchung der CSFV-spezifischen humoralen Immunantwort in verschiedenen

ELISA analysiert.

3.2.1. Untersuchung der CSFV spezifischen humoralen Immunantwort

3.2.1.1. Untersuchung von Plasma auf Antikorperreaktivitat

Die Reaktion des spezifischen Immunsystems in Form von Antikérpern gegen einen
Krankheitserreger braucht eine bestimmte Zeitspanne. Diese Zeitspanne ist unter
anderem abhangig vom Wirtstier sowie auch dem Krankheitserreger. Zur Kontrolle der
humoralen Immunantwort wurden die Plasmen aller infizierten Schweine zu
verschiedenen Zeitpunkten (vor und nach Infektion) auf CSFV-spezifische Antikorper
mittels eines kommerziellen ELISA-Kit untersucht.

In Tabelle 1 ist die Reaktivitat der Plasmen der verschiedenen Schweine dargestellt. Das
Plasma von Schwein 1 zeigte bereits zwei Wochen nach der ersten Infektion CSFV-
spezifische Antikdrper. Fur Schwein 18 und 39 wurden erst nach drei Wochen CSFV-

spezifische Antikdrpern nachgewiesen.
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Tage nach der ersten Infektion

Schwein 1 O | 3| 7 |14]|21 | 29|36 |3 |42 | 49 56 | 63
Schwein 18 0| 9|22 |28 |42 | 51 | 58| 76
Schwein 39 0| 9|22 | 28|42 | 51 | 58

Tabelle 1.: Infektionsplan und spezifischer Antikérpernachweis eines mit CSFV-Stamm Alfort/187
(Schwein 1) und zweier mit CSFV-Stamm Glentorf (Schwein 18 und 39) infizierten Schweine

Die Tabelle zeigt das Auftreten CSFV-spezifischer Antikdrper (grau) in Seren CSFV-infizierter Tiere.
Die Zahlen reprasentieren die Tage der Blutentnahme nach Infektion. Die InfektionszeitpunKittsind

dargestelit.

3.2.1.2. Identifizierung von linearen B-Zell-Epitopen

Eine der erfolgreichsten Strategien zur ldentifizierung von linearen B-Zell-Epitopen

basiert auf der Verwendung von synthetischen Peptiden (Wiesnetibér 1992; Beck-
Sickinger & Jung, 1993). Zur Untersuchung der linearen B-Zell-Epitope fiur CSFV
wurden daher 565 Uberlappenden Pentadekapeptide (Kap. 3.1.) zusammen mit Plasma
von CSFV-infizierten Schweinen im ELISA getestet. Plasmen die vor der Infektion

gewonnen wurden dienten als Negativkontrolle.

3.2.1.2.1. Optimierung der ELISA Bedingungen

Um verlassliche Aussagen uber mogliche CSFV-spezifische lineare B-Zell-Epitope zu
bekommen mussten die Bedingungen des Peptid-ELISA optimiert werden. Beim Standard-
Peptid-ELISA werden Plasma und Antigen in der Platte coinkubiert. Um bei positiven
Peptiden ein maximales Signal zu erhalten, muss daher eine optimale Plasma- und
Antigenkonzentration ermittelt werden. Zuerst wurde die Plasmakonzentration bestimmt, bei
der der Anteil der CSFV-spezifischen Antikdrper ein im ELISA optimal detektierbares Signal
ergab. Fur diese Versuche wurde ein rekombinantes Baculovirus-exprimiertes Glykoprotein
E2 zusammen mit verschiedenen Plasmaverdinnungsreihen im ELISA ausgetestet. In
Abbildung 3 sind die Ergebnisse der Plasmatitration dargestellt. Bei einer Antigen-
konzentration von 100 ng/well steigt die optische Dichte, d.h. der Gehalt an E2-spezifischen

Antikdrpern mit zunehmender Plasmakonzentration bis zu einem Plateauwert an.
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Abb. 3.: Optimierung der Plasmakonzentration im ELISA

Die Abbildung zeigt die Reaktivitat von verschiedenen Plasmaverdinnungen (1:50 bis 1:6000) eines
CSFV-Stamm Glentorf infizierten Schweines mit rekombinantem E2 Glykoprotein (100 ng/well). Als
Kontrollplasma wurde Plasma verwendet, das vor Infektion gewonnen wurde. Der OD-Index wurde als

Quotient der optische Dichte (OD) des CSFV-Plasmas und der OD des Kontrollplasmas bestimmt.

Ausgehend von diesen Daten wurde in einem Vorversuch eine Plasmakonzentration von

1:100 fur die Optimierung der Antigenkonzentration im Peptid-ELISA verwendet. In den
folgenden Experimenten wurden ca. 70 Peptide in einer Standardkonzentratiopg/aeI?

im Peptid-ELISA ausgetestet. Das Glykoprotein E2 diente sowohl bei der Optimierung als
auch bei den folgenden Tests zur Detektion von linearen B-Zell-Epitopen im ELISA als
Positivkontrolle. Um optimale ELISA Bedingungen fur die Peptide zu ermitteln wurde das
Peptid 2, das in diesem Vorversuch als positiv identifiziert wurde, weiter charakterisiert. In
Abbildung 4 sind die Ergebnisse der Titration von Peptid 2 mit verschiedenen
Plasmakonzentrationen dargestellt. Mit Erhéhung der Konzentration des Peptidantigens bei
konstanter Plasmaverdinnung steigt der im ELISA gemessene OD-Index auf einen
Maximalwert an und sinkt dann wieder ab. In diesen Versuchen konnten als optimale
Bedingungen zur Detektion linearer B-Zell-Epitope eine Antigenkonzentration pgiwdll

bei einer Plasmakonzentration von 1:100 ermittelt werden. Die 565 verschiedenen Peptide

wurden analog den optimalen Bedingungen in den folgenden Tests eingesetzt.
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Abb. 4.: Optimierung der Antigen- und Plasmakonzentrationen im Peptid-ELISA zur Detektion
CSFV-gpezifischer linearer B-Zell-Epitope

Die Abbildung zeigt die Reaktivitdt von Peptid 2 mit verschiedenen Plasmaverdinnungen (1:50, weilRe
Balken; 1:100, graue Balken; 1:500, schwarze Balken) eines CSFV-Stamm Glentorf infizierten
Schweins. Das Peptid 2 wurde zur Bestimmung der optimalen Peptidkonzentration titriert. Als
Kontrollplasma wurde das Plasma des selben Schweines verwendet, das vor der Infektion gewonnen
wurde. Als Positivkontrolle wurde rekombinantes E2-Glykoprotein mitgefiihrt. Der OD-Index wurde

analog zu Abb. 3 bestimmt.

3.2.1.2.2. Detektion linearer B-Zell-Epitope im CSFV Polyprotein

Alle 565 zur Verfligung stehenden Peptide aus dem offenen Leseraster des CSFV-Genoms
(Kap. 3.1.) wurden unter den optimierten Bedingungepg(#ell; Plasmakonzentration:

1:100) auf potentielle B-Zell-Epitope untersucht. Fiur die Schweine 1, 18 und 39 wurden dazu
Plasma 63, 76 bzw. 58 Tage nach der Infektion im ELISA getestet. Fur Schwein 39 konnte in
der Autoprotease Region des CSFV ein lineares B-Zell-Epitop (Peptid 2) mit Peptidsequenz
FELLYKTNKRKPMGYV, identifiziert werden. Diese Ergebnisse sind in Abb. 5 dargestellt.
Fur die Tiere 1 und 18 konnte mit allen getesteten Plasmafraktionen trotz nachweisbarer
CSFV-spezifischer Antikdrper kein positives Peptid ermittelt, das heil3t kein lineares B-Zell-

Epitop detektiert werden.
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Abb. 5.: Identifizierung eines linearen B-Zell-Epitops des CSFV

Die Abbildung zeigt exemplarisch die Reaktivitat verschiedener Pentadekapeptide aus dem N-terminalen
Bereich des CSFV (4ug/well, graue Balken) mit dem Plasma eines CSFV-Stamm Glentorf infizierten
Schweines (Schwein 39). Ein Peptid wurde als positiv bewertet, wenn der OD-Index (siehe Alb. 3)
war. Das Peptid 2 konnte eindeutig als positiv identifiziert werden. Im Test wurde das rekombinante E2-

Glykoprotein (E2) als Positivkontrolle (schwarzer Balken) mitgefihrt.

3.2.2. Untersuchung der spezifischen zellvermittelten Immunantwort aus CSFV

infizierten Schweinen

Neben der humoralen Immunantwort spielt bel einer erfolgreichen Immunisierung die durch
T-Lymphozyten vermittelte zellulare Immunantwort eine entscheidende Rolle. Daher wurde
in dieser Arbeit neben der Identifizierung von B-Zell-Epitopen ein weiterer Schwerpunkt auf
die Detektion von T-Zell-Epitopen gelegt. Dazu wurde untersucht, wie Lymphozyten des
peripheren Blutes von infizierten Schweinen auf das Virus sowie auf die Uberlappenden
synthetischen Peptide des CSFV reagieren. Die Analyse der zellvermittelten Immunantwort
erfolgte mittels Proliferationsassays, IFNELISPOTS-assays sowie durch den Nachweis der
virusspezifischen zytolytischen T-Lymphozyten. Eine Analyse des Phanotyps der CSFV-

aktivierten T-Zellen wurde mit Hilfe der Durchflul3zytometrie erstellt.
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3.2.2.1. Stimulation von virusspezifischen T-Lymphozyten durch CSFV

Eine antigen-spezifische Immunantwort wird ausgelést, wenn naive T-Zellen Antigen-
fragmente Uber MHC-Molektile auf der Oberflache einer antigenpréasentierenden Zelle
erkennen. Die aktivierten T-Zellen produzieren verschiedene Zytokine (z.B. IL-2, IL-4,
IFN-v), die ihre Proliferation und weitere Differenzierung steuern. T-Lymphozyten, die
schon einmal mit einem Antigemn vivo in Kontakt waren, kdnnerin vitro in
Anwesenheit desselben Antigens zur Proliferation, d. h. zur Zellteilung angeregt
werden. Diese Proliferation kann dann tiber den Einbau von radioaktitdithymidin

in die neusynthetisierte DNA quantifiziert werden.
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Abb. 6.: Induktion einer CSFV-spezifischen zellularen Immunantwort

Die Abbildung zeigt die Proliferation von PBMC eines mit dem CSFV-Stamm Alfort/187 infizierten
Schweines (Tier Nr. 1), die zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion gewonnen wurden (schwarze
Balken). Diein vitro Stimulation der PBMC erfolgte mit einer MOI von 0,1. Das Schwein wurde am Tag
21 und am Tag 49 nach der ersten Infektion nochmals infiziert (Pfeile). Bei einem Stimulationsindex
(Sl = cpm stimulierte Kulturen / cpm Kontrollkulturen) > 2 wurde eine Proliferation als CSFV spezifisch
gewertet. Als Kontrolle diente die Proliferation von PBMC derselben Tieres die vor der Infektion

gewonnen wurden (weil3er Balken).
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Zur Untersuchung der CSFV spezifischen zellvermittelten Immunantwort wurden
Inzuchtschweine (NIH-Minipigs, d/d-Haplotyp) mit verschiedenen CSFV Stammen
infiziert. Fur die Kontrolle der Immunantwort der entsprechenden Tiere wurden
Blutproben vor Infektion (Kontrollgruppe) und zu bestimmten Zeitpunkten nach
Infektion abgenommen, aus denen PBMC isoliert wurden. Zunéchst wurde untersucht,
ob PBMC von Schwein 1 (Abb. 6) oder Schwein 18 (Abb. 7) eine Proliferation nach
einer Restimulation mit CSFV zeigen. Zu diesem Zweck wurden PBMC mit CSFV fir
finf Tagein vitro inkubiert und anschlieBend die Proliferation der stimulierten Zellen

durch Zugabe vor’H]Thymidin bestimmt.
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Abb. 7.: Zellulare CSFV-spezifische Immunantwort

Die Abbildung zeigt die Proliferation von PBMC eines mit CSFV-Stamm Glentorf infizierten Schweines (Tier
Nr. 18), die vor (prei.) und 76 Tage nach der ersten Infektion (p. i.) gewonnen wurden. Diein vitro Stimulation
der PBMC erfolgte mit dem CSFV Stamm Glentorf (schwarze Balken, MOI 0,5). Als Negativkontrolle diente

die Proliferation von PBMC, die mit Uberstand von mock-infizierten Zellen (weiRRe Balken) kultiviert wurden.

Fur das Schwein Nr. 1 (Abb. 6) wurde 29 Tage nach der ersten Infektion eine CSFV-
spezifische Proliferation nachgewiesen. Der Stimulationsindex steigerte sich im
zeitlichen Verlauf bis auf Maximalwerte zwischen 3 und 4. Fur das Schwein 18 (Abb. 7)
wurde die virusspezifische Proliferation der PBMC vor und 76 Tage nach der Infektion
bestimmt. Die Proliferation virusrestimulierter Kulturen ist durch die schwarzen Balken,
die Kontrollgruppe, die mit Medium aus mock-infizierten Zellen kultiviert wurde, durch
weille Balken dargestellt. Es zeigte sich, dass sowohl bei Schwein 1 als auch bei

Schwein 18 eine CSFV-spezifische Proliferation nachzuweisen war.
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Abb. 8.: Kinetik der CSFV-spezifischen Proliferation von PBMC

PBMC des Schweines 18 wurden mit dem CSF-Stamm Glentorf (schwarze Balken, MOI 0,5)
restimuliert. Die Proliferation der PBMC wurde an verschiedenen Tagen (Tag 2 bis Tag 6) Uber einen
18stiindigen’[H]Thymidineinbau bestimmt. PBMC inkubiert mit Medium aus mock-infizierten Zellen

(weille Balken) dienten als Kontrolle.

Nachdem eine CSFV-spezifische Proliferation von PBMC aus infizierten Schweinen
nachgewiesen werden konnte, sollte untersucht werden, zu welchem Zeitpunkt nach
Restimulation eine optimale Proliferation der PBMC zu beobachten war.

Aus diesem Grund wurden PBMC von Schwein 18 mit Virus restimuliert und die virus-
spezifische Proliferation zwischen den Tagen 2 und 6 tber W¢fTHymidineinbau
gemessen (Abb. 8). Fur die Tage 2 und 3 konnte keine CSFV-spezifische Proliferation
nachgewiesen werden, da die Proliferationswerte (cpm) der CSFV-stimulierten PBMC
(Abb. 8, schwarze Balken) nur wenig Uber den Werten der nicht stimulierten PBMC
(Abb. 8, weil3e Balken) lagen. Ab Tag 4 wurde ein starkerer Anstieg der spezifische
Proliferation CSFV-stimulierter Zellen im Vergleich zu der geringeren Proliferation der
mit Medium aus mock-infizierten Zellen inkubierten PBMC beobachtet. Zwischen Tag 5
und Tag 6 zeigte die Proliferation der CSFV-stimulierten Zellen ein Plateau. Basierend
auf den vorliegenden Daten (Abb. 8) wurde Tag 5 als optimaler Zeitpunkt flr eine
CSFV-spezifische Proliferation ermittelt, da der Abstand zwischen spezifischen und
unspezifischen Proliferation am gréssten war. An Tag 6 war ein leichtes Ansteigen der
Spontanproliferation zu beobachten. Die nachfolgenden Untersuchungen wurden mit

einer Restimulationszeit von je 5 Tagen durchgefihrt.
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3.2.2.1.1. Virusstamm-abhangige T-Zell-Stimulation

Zur Analyse einer CSFV-stammabhéangigen T-Zellproliferation wurden PBMC von Schwein
Nr. 1 (infiziert mit CSFV-Stamm Alfort/187) mit verschiedenen CSFV-Stammen (Alfort
Tldbingen, Alfort/187) in vitro restimuliert (Abb. 9). AuRerdem wurde die Antigen-
Dosisabhangigkeit der CSFV-spezifischen Proliferation analysiert. Zu diesem Zweck wurden
die PBMC des Schweines 1 mit verschiedener MOI (0,04 —2,5) des CSFV-Stammes
Alfort/187 und des Stammes Alfort Tubingen restimuliert (Abb. 9). Mit zunehmender MOI
war auch hier eine Zunahme der Proliferation bis zu einem Plateauwert zu beobachten. Wie in
Abbildung 9 gezeigt, konnte eine CSFV-spezifische Proliferation sowohl fur Stamm Alfort
Tldbingen als auch fir Stamm Alfort/187 nachgewiesen werden. Die Ergebnisse zeigten
allerdings eine deutlich héhere Proliferation der PBMC bei der in vitro Restimulation mit dem
homologen Virus dem CSFV-Stamm Alfort/187.
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Abb. 9.: CSFV-Stamm- und dosisabhangige T-Zellproliferation

Die Abbildung zeigt die virusspezifische Proliferation von PBMC eines mit CSFV-Stamm Alfort/187 infizierten
Schweines (Schwein 1), nach in vitro Restimulation mit verschiedenen CSFV-Stammen (graue Balken: Alfort
Tlbingen; schwarze Balken: Alfort/187). Alle Viren wurden mit einer MOI von 2,5-0,04 eingesetzt. Als

Kontrolle wurde die Spontanproliferation der PBMC dargestellt (weiRe Balken).
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Obwohl beide Stamme eine Aminosaurehomologie von 86.3 % aufweisen (GenBank Alfort
Tlbingen: J04358; GenBank Alfort/187: X87939) zeigte sich hier, dass ein Teil der T-Zell-
Epitope stammspezifisch ist. Zusammenfassend konnte also gezeigt werden, dass die CSFV-
spezifische Proliferation sowohl stammspezifisch (Abb. 9) als auch zeit- (Abb. 6) und
dosisabhangig (Abb. 9) ist.

3.2.2.2. Stimulation von virusspezifischen T-Lymphozyten durch synthetische

Peptide

Nachdem der Nachweis einer CSFV-spezifischen Stimulation von porcinen PBMC gelungen
war (Abb. 6, Abb. 7), sollten nun einzelne Fragmente der viralen Antigene, die fir diese
Reaktivitat verantwortlich sind, identifiziert werden. Zur ldentifizierung dieser porcinen T-
Zell-Epitope wurden PBMC eines CSFV-Stamm Glentorf infizierten Schweines (Schwein
18), die 76 Tage nach der ersten Infektion gewonnen wurden, mit den CSFV-uberlappenden
Pentadekapeptiden (Kap. 3.1n)vitro restimuliert. Falls ein bestimmtes Peptid ein T-Zell-

Epitop enthalten sollte, sollte es durch eine erhdhte Proliferation der PBMC detektierbar sein.

3.2.2.2.1. Optimierung des peptidspezifischen Proliferationsassays

Um eine optimale peptidspezifische Proliferation von PBMC zu erhalten, mussten bestimmte
Parameter wie Zell- und Peptidkonzentration als auch Inkubationszeitinde#tro
Restimulation bestimmt werden. Ausgehend von den beschriebenen Daten der Stimulation
von PBMC mit Virus (Abb. 8), wurde in einem Vorversuch die gleiche Zellkonzentration und
Inkubationszeit verwendet. In diesem Experiment wurden ca. 300 Peptide mit einer
Konzentration von 25g/ml im Proliferationstest ausgetestet. Die Peptidkonzentration wurde
entsprechend der Literatur fur T-Zell-Epitopmapping des FMDV gewahlt (Blahab.,

2000). Auffallig war Peptid 290, das den hochsten Stimulationsindex zeigte. Zur Bestimmung
der optimalen Peptidkonzentration im Proliferationsassay wurden PBMC von Schwein 18 mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Peptid 290 (6,28¢a@l) inkubiert und die
spezifische Proliferation tibefH]Thymidineinbau gemessen (Abb. 10). Die Proliferation der
PBMC in Anwesenheit des Peptides erwies sich als konzentrationsabhangig (Abb. 10). Aus

Kostengrinden wurde fir weitere Untersuchungen eine Peptidkonzentration von 12,5 und
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25 pg/ml ausgewahlt, da ab capg/ml eine peptidspezifische Proliferation nachzuweisen

war.

Stimulationsindex

50 25 6,25
ug Peptid/ml

Abb. 10.: Einflu3 der Peptidkonzentration auf die Stimulation CSFV-spezifischer T-Lymphozyten

im Proliferationstest.

Die Abbildung zeigt den Stimulationsindex fur Peptid 290 in einer Konzentration von 50, 25 und 6,25
pg/ml. Der SI wurde analog zu Abbildung 6 ermittelt.

Nachdem eine Konzentrationsabhéngigkeit der peptidspezifischen Proliferation nachgewiesen
wurde, sollte untersucht werden, zu welchem Zeitpunkt nach Restimulation mit einem Peptid
eine optimale Proliferation der PBMC zu beobachten war. Aus diesem Grund wurden PBMC
mit einer Peptidkonzentration von R§/ml stimuliert und die spezifische Proliferation
zwischen Tag 3 und 6 tiber déri]Thymidineinbau gemessen (Abb. 11). Auf Messwerte des
Tages 2 wurde aufgrund der Daten der CSFV-spezifischen Kinetik (Abb. 8) verzichtet. Ab
Tag 3 konnte ein starker Anstieg der Proliferationswerte der peptidstimulierten Zellen im
Vergleich zu der Proliferation der mit Medium inkubierten PBMC beobachtet werden.
Basierend auf den vorliegenden Daten (Abb. 11) wurde der Tag 5 als der optimale Zeitpunkt
fur die Messung einer peptidspezifischen Proliferation definiert und die nachfolgenden

Untersuchungen mit eineam vitro Restimulationszeit von 5 Tagen durchgefihrt.
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Abb. 11.: Kinetik der peptidspezifischen Proliferation von PBMC

PBMC eines CSFV-Stamm Glentorf infizierten Schweines wurden mit Peptid 290 (25pug/ml, schwarze
Balken) inkubiert. Die peptidspezifische Proliferation der PBMC wurde an verschiedenen Tagen (Tag 3

bis Tag 6) Uber einen 18stiindigétH] Thymidineinbau bestimmt. PBMC, die mit einem negativen
Peptid (weille Balken) inkubiert wurden, dienten als Kontrolle. Der Stimulationsindex wurde analog zu
Abbildung 6 ermittelt.

3.2.2.2.2. Identifizierung CSFV-spezifischer T-Zell-Epitope

Zur ldentifizierung CSFV-spezifischer T-Zell-Epitope wurden 573 CSFV-spezifische Peptide

in Proliferationsassays mit PBMC des Schweines 18 getestet. Bel den Peptidantigenen

handelt es sich um die 10 AS Uberlappende Pentadekapeptide, die sowohl die
Strukturproteinregion als auch einen Teil des Nichtstrukturproteinbereiches des CSFV
umspannen (Kap. 3.1.).

Ein Peptid wurde ab einem Stimulationsindex (S| peptid = cpm Peptidproliferation / cpm
Kontrollproliferation) von 2 als positiv bewertet. Als Negativkontrolle diente ein irrelevantes
Peptid (Peptid 5), dessen peptidspezifische Proliferationswerte (Sl ca. 1) unter denen der
CSFV spezifischen Peptide lag (P).
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Abb. 12.: T-Zell-Epitope des CSFV Stamm Glentorf

Die Abbildung zeigt den Stimulationsindex (SI Peptid = cpm Peptidproliferation / cpm
Kontrollproliferation) von verschiedenen Peptiden, die als T-Zell-Epitope im Proliferationstest
identifiziert wurden. PBMC vom Schwein 18 wurden fir 5 Tage mit den jeweiligen Peptiden (12,5 und
25 ug/ml) stimuliert. Die Proliferation der peptidspezifischen T-Lymphozyten wurde {ber einen
18stiindigen JH]Thymidineinbau gemessen. Ein Peptid wurde bei einen Stimulationsird2xals
positiv gewertet. Im Test wurde das Peptid 5 als Negativkontrolle (N) mitgefihrt. Fir jedes Peptid ist

der Sl fir die Peptidkonzentration gezeigt, mit der die optimale Stimulation erreicht wurde.

Von den 573 getesteten Peptiden waren 26 Peptide in der Lage eine spezifische Proliferation

von PBMC eines CSFV-infizierten Tieres zu induzieren (Abb. 12). 11 stimulierende Peptide
stammten aus dem Strukturprotein- und 15 aus dem Nichtstrukturproteinbereich des CSFV.
Uberlappende Peptide, aus den ProteinbereicRéndNund p7, waren nicht in der Lage eine
spezifische Proliferation anzuregen. Innerhalb der 26 positiven Peptide wurden
unterschiedlich stimulierende Effekte beobachtet. Den hdchsten stimulatorischen Effekt
zeigte Peptid 290, das deshalb fur weitergehende Untersuchungen verwendet wurde. Zur
Kontrolle der CSFV spezifischen Reaktivitat der 26 Peptide, wurden diese mit vor Infektion
gewonnen PBMC inkubiert und die Proliferation iiber einen 18stiindigéhhymidineinbau
gemessen. Die geringen Stimulationsindices (Sl ca. 1) zeigten zusatzlich die CSFV-

Spezifizitat der stimulierenden Peptidsequenzen.
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3.2.2.3. Lokalisierung der T-Zell-Epitope des CSFV Stamms Glentor f

Abb. 13 zeigt die Lokalisation der in Proliferationsassays als positiv identifizierten Peptide

auf den hypothetischen Polyprotein des CSFV (Abb. 13). 11 Peptide lassen sich den
Strukturproteinen EO, E1 und E2 zuordnen, 15 Peptide den Nichtstrukturproteinen NS2-3,

NS4A, NS4B und NS5A. Auf den viralen Proteinen NP, C und p7 konnte kein T-Zell-Epitop
nachgewiesen werden. Einige Bereiche zeigten eine starke Ansammlung positiver Sequenzen

so z.B. die Grenzregion zwischen E1 und E2 sowie die Region zwischen NS2-3 und NS4A.

Oft wurden benachbarte Peptide als positiv identifiziert, da aufgrund der Uberlappenden
Sequenzen Epitope auf beiden Sequenzen lokalisiert sind, so z.B. Peptide 133-134; 200-201;
455-456-457; 536-537. Im Gegensatz dazu konnten auch einzelne Peptide als positiv
identifiziert werden, in deren N&ahe keine weiteren stimulierenden Sequenzen identifiziert
wurden; so z.B. Peptid 114, 336, 407.

NproC EO E1 E2 p7 NS2-3 NS4A NS4B NS5A NS5B
77 82 114 133 162 200 260 287 336 407 438 470 536 537
131 134 201 274 296 455 456 457 561
140 148 290
|Nsp| Strukturproteine Nichtstrukturproteine (Nsp)

Abb. 13.: Lokalisation der T-Zell-Epitope des CSFV

Die Abbildung zeigt die Genomorganisation des offenen Leserahmens des CSFV (Meyers & Thiel,

1996). Die einzelnen Genomabschnitte, die fur die verschiedenen Proteine kodieren, sind
gekennzeichnet. Die stimulierenden Peptide sind als Linie dargestellt. Unterhalb der Grafik sind die

internen Nummern der Peptide angegeben.
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3.2.2.4. Charakterisierung der peptidspezifischen T-Zel-Antwort des CSFV-Stamms
Alfort/187

Far die Entwicklung einer Vakzine, die auf synthetischen Peptiden basiert, missen
bestimmte Grundvoraussetzungen erfillt werden. Eine solche Vakzine sollte ein grofRes
Spektrum von verschiedenen MHC-Allelen abdecken, zudem sollte eine mdéglichst
stammubergreifende zellvermittelte Immunantwort induziert werden. Deshalb wurden
die fur den CSFV-Stamm Glentorf (Schwein 18) als positiv identifizierten Peptide, in
Proliferationsassays mit PBMC vom Schwein 1, das mit dem CSFV Stamm Alfort/187
infiziert worden war, ausgetestet. Ziel war es immunodominante Epitope zu
charakterisieren, die fur beide Stamme (Alfort/187 und Glentorf) eine starke

Immunantwort induzieren kdnnen.

N 77 82 114 131 133 134 140 148 162 200 201 260 274 287 290 296 336 407 438 455 456 457 470 536 537 561
Peptide

Abb. 14.: T-Zell-Epitope des CSFV Stamm Alfort/187

Die Abbildung zeigt den Stimulationsindex von verschiedenen Peptiden, die als T-Zell-Epitope fur
Stamm Glentorf identifiziert wurden. Die PBMC von Schwein 1 wurden fiir 5 Tage mit den jeweiligen
Peptiden (12,5 und 2fg/ml) inkubiert. Die Proliferation der peptidspezifischen T-Lymphozyten wurde

Uber PH]Thymidineinbau gemessen. Ein Peptid wurde bei einem Stimulationsird2xals positiv
gewertet. Im Test wurde das Peptid 5 als Negativkontrolle (N) mitgefuhrt. Fir jedes Peptid ist der Sl flr
die Peptidkonzentration gezeigt, mit der die optimale Stimulation erreicht wurde. Der S| wurde wie in
Abbildung 6 ermittelt.
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Die Abbildung 14 zeigt die stimulatorische Kapazitat der 26 Peptide, die in vorhergehenden
Versuchen (Abb. 12) als positiv bewertet wurden, mit PBMC eines CSFV-Stammes
Alfort/187 infizierten Schweines. Von den 26 fir den CSFV-Stamm Glentorf positiv
identifizierten Peptide konnten 18 in Proliferationsassays als stimulierende Sequenzen fir
beide Stamme bestatigt werden. Die als positiv identifizierten Peptide zeigten in beiden
Schweinen (Schwein 1 und 18) jedoch unterschiedliche Proliferationsmuster. Ahnlich wie bei
der Restimulation mit Virus zeigten die PBMC von Schwein 18 (Stamm Glentorf) auch bei
der Restimulation mit Peptiden hohere Proliferationswerte. Trotz einer Aminosaurehomologie
konnte auch durch synthetische Peptide eine Stammspezifitdt nachgewiesen werden. Zur
Kontrolle der CSFV spezifischen Reaktivitat der 18 positiven Peptide, wurden diese mit
PBMC gewonnen, vor Infektion inkubiert und die Proliferation Uber einen 18stlindigen
3H]Thymidineinbau gemessen. Die geringeren Proliferationswerte (SI ca. 1) zeigen
zusétzlich die CSFV-Spezifizitat der stimulierenden Peptidsequenzen. Das Peptid 290 zeigte
sowohl fur den CSFV-Stamm Alfort/187 als auch fur den Stamm Glentorf den hdchsten
Stimulationsindex. In Tabelle 2 sind die stimulierenden Peptidsequenzen fir beide Stamme
zusammengefasst. Auffallig war, dass ein einziger Aminosaureaustausch in der Sequenz zum
Verlust der stimulierenden Wirkung des Peptids fuhren konnte (Peptid 77). Im Gegensatz
dazu zeigte ein Austausch von mehreren nicht essentiellen Aminosauren keine Wirkung auf
die Stimulationsfahigkeit des Peptids (z.B. Peptid 114). Interessanterweise waren einige
Peptide (z.B. 133, 134) zu finden, die keinerlei AS-Austausche zwischen den beiden
Stammen zeigten, aber trotz einheitichem MHC, unterschiedliche stimulatorische

Eigenschaften aufwiesen.
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Tabelle 2.: Sequenzunterschiede der Peptide zwischen den Stdmmen Glentorf und Alfort 187

Die Tabelle zeigt die 26 Aminosauresequenzen der Peptide, die als T-Zell-Epitope fiir den CSFV-Stamm

Glentorf nachgewiesen wurden. Die unterstrichenen Peptide konnten ebenfalls fir den Stamm Alfort/187

als positive Peptide bestatigt werden. Aminosaureaustausche sind fett darg#stetibsaureposition

im CSFV Polyprotein®Position innerhalb der viralen Proteirf@ie unterstrichene Aminosauresequenz

zeigt das in der Literatur beschriebene CTL-Epitop (Paub}., 1995)¢ Aminosaureaustausch zwischen

den beiden Stammen.

Peptid Aminosaure® Lokalisation® Peptidsequenz nach Stamm Glentoff Alfort/187¢
?7 (381-395) EO CRYDKDADI NVVTQA Y,
82 (406-420) EO KKGKNFSFAGTI | EG | .V
114 (566-580) E1l TASALYLI SYYVI PQ SY.LH
131 (651-665) E1 TRVWNSASTTAFLI C

133 (661-675) El AFLI CLI KVLRGQI V

134 (666-680) E1 LI KVLRGQI VQGVI W

140 (696-710) E2 DYRYAI SSTNEI GLL

148 (736-750) E2 | CAAGSFKVTALNVYV AV
162 (806-820) E2 TTLLNGSAFYLVCPI

200  (996-1010) E2 YEPRDSYFQQYMLKG

201  (1001-1015) E2 SYFQQYMLKGEYQYW

260  (1296-1310) NS2-3 TLI LI LPTYELTKLY

274  (1366-1380) NS2-3 KAI LI SCI SNKWQF I

287  (1431-1445) NS2-3 KKFFLLSSRVKELI I

290  (1446-1460) NS2-3 KHKVRNEVMVHWFDD DG
296  (1476-1490) NS2-3 ATLSKNKNCI LCTVC N-H
336  (1676-1690) NS2-3 VVCQSNNKMTDESEY

407  (2031-2045) NS2-3 SQSPYVVVATNAI ES

438  (2186-2200) NS2-3 EPI QLAYNSYETQVP

455  (2271-2285) NS2-3-NSMA GL STAENALLVALFG

456  (2276-2290) NS4A ENALLVALFGYVGYQ

457  (2281-2295) NS4A VALFEFGYVGYQALSKR

470  (2346-2360) NS4B EAMTNYAKEGI QF MK K-R
536  (2676-2690) NS4B-NS5A S EGKI RQL SSNY I L E

537  (2681-2695) NS4B-NS5SA R QL SSNY I LELLYKEF

561  (2801-2815) NS5A VELYYKGTTI KLDFN T.A
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3.2.2.5. Induktion antigenspezifischer Interferon-y (IFN-y)-Freisetzung

Interferon y (IFN-y) ist ein Zytokin, dass nach Aktivierung von T-Helfer-Zellen (Ty1-Zellen)
(Mosmann & Coffman, 1989), zytolytischen T-Zellen (Fong & Mosmann, 1990) und NK-
Zellen (Bach et al., 1997) freigesetzt wird. Dieses Zytokin induziert die Phagozytose und
steigert die MHC-Klasse-| Expression. Die IFN-y Freisetzung stellt ein Parameter fur die
Aktivierung der zellvermittelten Immunantwort. Zum Nachweis der {#FNeisetzung nach

in vitro CSFV- bzw. Peptid Stimulation wurden ELISPOT-assays (enzyme-linked-
immunospot assay) eingesetzt.

Mit Hilfe dieses Test kann die IFiNFreisetzung auf Einzelzellebene ermittelt und damit die

Frequenzen der antigenspezifischen, aktivierten T-Lymphozyten bestimmt werden.

3.2.2.5.1. Interferon-y Freisetzung nach CSFV-Stimulation

Mit Hilfe von ELISPOT kann untersucht werden, ob eine Stimulation von PBMC mit CSFV
eine gesteigerte IFM¥reisetzung induziert. Durch dieses Experiment wéare eine quantitative
Bestimmung der Zellen, die IFiproduzieren, maglich.

Zu diesem Zweck wurden verschiedene Konzentrationen von PBMC von CSFV Stamm
Glentorf und Alfort/187 infizierten Schweinen in Anwesenheit von Virus fir zwei Tage
kultiviert und anschlieRend die Zahl der IfNproduzierenden Zellen durch den Test
quantifiziert (Abb. 15).
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Abb. 15.: IFN-y Sekretion durch Virusstimulation

Zahl der im ELISPOT detektierten IFN-y sekretierenden Zellen einem CSFV-Stamm Glentorf (a) oder
Alfort/187 (b) infizierten Schweinen. Die PBMC wurden ab einer Konzentration von 10’ Zellen/ml
titriert und mit CSFV Stamm Glentorf (5x10* TCIDso/Vertiefung; ®) oder CSFV Stamm Alfort/187
(2x10* TCIDso/Vertiefung; e) inkubiert. Als Kontrolle wurden PBMC mitgefiihrt, die in Medium von

mock-infizierten Zellen kultiviert wurden (o).
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Von 1,25x10° bis 2,5x10° Zellen/Vertiefung lieRen sich im ELISPOT fiir CSFV-stimulierte
PBMC entweder keine oder nur eine sehr geringe Zahl vonylkd¥retierenden Zellen
nachweisen (Abb. 15 ae; 15 b, ). Die Zellzahl der IFNg¢ sekretierenden Zellen der
jeweiligen Negativkontrolle (Abb. 15 &, 15 b, o) lagen bei diesen Zellkonzentrationen im
gleichen Bereich wie fiir CSFV-stimulierte PBMC. Ab 2,5k%Z@llen/Vertiefung konnte ein
Anstieg in der Zahl der IFN-sekretierenden Zellen sowohl fur PBMC aus dem mit CSFV-
Stamm Glentorf (Abb. 15 a) als auch mit CSFV Stamm Alfort/187 infizierten Schweines
(Abb. 15 b) verzeichnet werden. Die Anzahl der Spots stieg dabei mit zunehmender Zellzahl.
Im Gegensatz dazu bewegten sich die Werte der Negativkontrolle weiterhin in einem Bereich
von maximal 15 Spots. Eine CSFV Stimulation von PBMC® @éllen/Vertiefung) des mit
CSFV Stamm Glentorf infizierten Schweines fuhrte zu einer 13fach héheren Anzahl von IFN-
y freisetzenden Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle. Bei der CSFV-Stimulation von
PBMC aus einem mit CSFV Stamm Alfort/187 infizierten Schweines konnte eine 7fache
Erhdhung der Zahl der IFM-freisetzenden Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle
nachgewiesen werden.

Mit diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass porcine PBMC nach Stimulation mit CSFV
in der Lage sind, IFN-zu produzieren. Das heil3t, dass CSFV eine T-Zellantwort auslosen
kann. Diese IFN¢Sekretion war CSFV spezifisch aufgrund der geringe Anzahl der Spots, die

mit Uberstand aus mock infizierten Zellen gezahlt wurden.

Vergleicht man Abb.15a mit 15b so fallt auf, dass fir PBMC eines mit CSFV Stamm
Glentorf infizierten Schweines eine hohere Zahl an Spots nachgewiesen werden konnte als fur
PBMC eines mit CSFV Stamm Alfort/187 infizierten Schweines. Dies lasst auf eine
unterschiedliche Immunantwort der beiden Schweine schliel3en, geht man davon aus, dass bei
diesen Experimenten verwendeten Viruskonzentrationen fur die Stimulation optimal sind,

was in vorangegangenen Proliferationstests bewiesen werden konnte.
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3.2.2.5.2. Interferon-y Freisetzung nach Peptidstimulation

Nachdem gezeigt werden konnte, dass CSFV IFN-y induzieren kann, stellte sich die

Frage in wie weit eine in vitro Restimulation mit Peptid 290 einen Einflu3 auf die IFN-

Sekretion hat.
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Abb. 16.: IFN-y Sekretion durch Peptidstimulation

IFN-y sekretierende Zellen aus einem CSFV-Stamm Glentorf (a) oder Alfort/187 (b) infizierten
Schweines wurden im ELISPOT nachgewiesen. Die PBMC (10 Zellen/ml) wurden mit verschiedenen
Konzentrationen (5 pg/ml, 25 pg/ml und 100 pg/ml) von Peptid 290 (®) stimuliert. Als Kontrolle wurden
mit Peptid 5 (o) kultivierte PBMC mitgefiihrt.

53



ERGEBNISSE

Zu diesem Zweck wurden PBMC der beiden Schweine (1, 18; Abb. 16) mit verschiedenen
Konzentrationen (5 pg/ml, 25 pg/ml und 100 pg/ml) des Peptids 290 im ELISPOT-Test
eingesetzt.

Aufgrund der ELISPOT-Tests, die mit CSFV durchgefuhrt wurden, wurde eine Zellzahl
von 10 Zellen/Vertiefung als Optimalkonzentration fiir diese Versuche ausgewahilt.

Bei den PBMC des mit CSFV Stamm Glentorf infizierten Schweines (Tier 18) stieg die
Anzahl der Spots mit der Zunahme der Konzentration des stimulierenden Peptids (Abb. 16 a,
e). Im Gegensatz dazu blieb die Anzahl der IFN-y sekretierenden Zellen bei der
Negativkontrolle (irrelevantes Peptid &), konstant. Schon bei einer Peptidkonzentration von

5 ug/ml des Peptids 290 konnten peptidspezifische IFN-y sekretierende Zellen nachgewiesen

werden. Eine Stimulation von PBMC von Tier 18 mit Peptid 290g(ml) fuhrte dabei zu

einer 3,5fach erhéhten Anzahl IRN- sekretierender Zellen im Vergleich zur
Negativkontrolle. Bei einer Peptidkonzentration von ff@nl stieg die Anzahl der IFN-y
sekretierenden Zellen bis auf das 5fache in Vergleich zur Negativkontrolle an.

Fur die PBMC, des mit dem CSFV Stamm Alfort/187 infizierten Schweines (1), stieg die
Anzahl der Spots mit Zunahme der Konzentration von Peptid 290 an, bis ein Plateau erreicht
wurde. Ab einer Peptidkonzentration von [28ml konnten peptidspezifische IFN-y
sekretierende Zellen nachgewiesen werden. Bei dieser Konzentration verdoppelte sich die
Anzahl der IFNy sekretierenden Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle. Wie bei der
Reaktion gegen Gesamtvirus zeigen auch die PBMC des Schweines 18 nach Restimulation
mit Peptidantigen eine deutlich hohere Aktivitdt. Zusammenfassend konnte in diesen
Versuchen gezeigt werden, dass die Anzahl der yilbkretierenden Zellen in porcinen

PBMC durch Stimulation mit Peptid 290 und Virus erhoht werden konnte. Die CSFV-
Spezifizitat der IFNy Sekretion zeigt sich durch den Vergleich der Anzahl der IFN-y
sekretierenden Zellen bei Inkubation von porcinen PBMC mit Peptid 5 bzw. mock-Kontrolle.
AulRerdem konnten tierspezifische Unterschiede an der Anzahy HeNetierenden Zellen

nachgewiesen werden.
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3.2.2.6. MHC-Restriktion einer virus- oder peptidspezifischen T-Zell-Proliferation

Virusspezifische CTL erkennen mit ihrem T-Zell-Rezeptor virale Peptide nur, wenn diese in
Assoziation mit MHC-Klasse-1-Molektlen auf der Oberflache infizierter Zellen prasentiert
werden (Zinkernagel & Doherty, 1979; Vitiello & Sherman, 1983). Das CD8 Molekil
stabilisiert dabei die Bindung zwischen T-Zell-Rezeptor und Antigen-MHC-Klasse-I-
Komplex und spielt damit eine wichtige Rolle bei der CTL-Aktivierung. Bei der Aktivierung
von T-Helfer-Zellen kommt es zur Bindung zwischen dem T-Zell-Rezeptor und einem
Antigen-MHC-Klasse-lI-Molekll Komplex, der auf antigenprasentierenden Zellen prasentiert
wird. Die T-Helfer-Zellen tragen auf ihrer Zelloberflache unter anderem auch das
Glykoprotein CD4, das die Bindung zwischen T-Zell-Rezeptor und MHC-Klasse-II-Molekl
stabilisiert. Durch die Blockierung der Oberflachenmolekiile CD4, CD8, MHC-I und MHC-II
mit Hilfe von spezifischen monoklonalen Antikdrpern kann die MHC-Restriktion einer

antigenspezifischen Proliferation nachgewiesen werden.

3.2.2.6.1. MHC-Restriktion einer virusspezifischen T-Zell-Proliferation

Um die MHC-Restriktion fur die virusspezifische T-Zell-Proliferation zu
charakterisieren, wurden PBMC unter Zugabe der entsprechenden monoklonalen
Antikorper (mAKk) fir 5 Tage mit CSFV inkubiert und anschlieBend die Proliferation
Uber den Einbau von radioaktivem®H|Thymidin bestimmt (Abb. 17). Als
Positivkontrolle diente die Proliferation von PBMC, die mit Virus und ohne den Zusatz
von mAKk restimuliert wurden. Als Negativkontrolle wurden die PBMC mit Uberstand

aus mock-infizierten Zellen und ohne mAk inkubiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Werte der CSFV-spezifischen Proliferation (Positiv-
kontrolle: Abb. 17, ohne Ak, schwarzer Balken) dreifach hoher lagen als die Werte der
Negativkontrolle (Abb. 17, ohne Ak; weil3er Balken). Die CSFV-spezifische Stimulation
von PBMC konnte sowohl durch den Zusatz von Antikdrpern gegen CD4 und MHC-
Klasse-lI-Moleklle als auch durch mAk gegen CD8 und MHC-Klasse-I-Molekile
deutlich inhibiert werden. Sowohl fur die T-Helfer-Zell-Aktivierung als auch fur die
CTL-Aktivierung konnte durch den mAk eine Inhibition der Proliferation von ca. 50 %

beobachtet werden. Die Ergebnisse zeigten, dass die virusspezifische Proliferation
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sowohl auf einer MHC-Klasse-l als auch auf einer MHC-Klasse-1I Antigenprasentation

beruht.
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Abb. 17.: MHC-Restriktion einer virusspezifischen T-Zell-Proliferation.

PBMC (10°/Mikrokultur) eines mit dem CSFV-Stamm Glentorf infizierten Schweines (Schwein 18)

wurden mit CSFV (2x10° TCIDso/Mikrokultur, schwarze Balken) unter Zugabe von mAk gegen CD4,
MHC-Klasse-1I, CD8 und MHC-Klasse-l stimuliert. Die Proliferation der Zellen wurde durch den

Einbau von [*H]Thymidin quantifiziert. PBMC, die mit Uberstanden aus mock-infizierten Zellen
inkubiert wurden, dienten als Negativkontrolle (weier Balken). Im Gegensatz dazu dienten PBMC, die
nur mit CSFV (schwarzer Balken, ohne AKk) inkubiert wurden, als Positivkontrolle. Der

[*H]Thymidineinbau der Positivkontrolle wurde als 100 % angesetzt.
3.2.2.6.2. MHC-Restriktion einer peptidspezifischen T-Zell-Proliferation

Die Untersuchungen zur MHC-Restriktion einer peptidspezifischen T-Zell-Proliferation

wurden exemplarisch mit dem Peptid 290, aufgrund seiner hohen stimulatorischen Kapazitat,
durchgefuhrt. Zum Nachweis der MHC-Restriktion der peptidspezifischen T-Zell-
Proliferation wurden PBMC aus einem mit dem CSFV Stamm Glentorf infizierten
Inzuchtschwein (76 Tage p.i.) unter Zugabe der entsprechenden monoklonalen Antikorper flr
5 Tage mit dem Peptid 290 (3&/ml) inkubiert. AnschlieBend wurde die Proliferation durch

den PH]Thymidineinbau gemessen (Abb. 18). Als Positivkontrolle (Abb. 18, ohne Ak,
schwarzer Balken) diente die Proliferation von PBMC, die mit Peptid 290 ohne Zusatz von
mAKk stimuliert wurden. PBMC, die mit einem irrelevanten Peptid (Peptid 5) ohne Zusatz von

mAKk kultiviert wurden, dienten als Negativkontrolle (Abb. 18, ohne Ak, weil3er Balken).
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Ohne den Zusatz von Antikorpern liel3 sich fur die Positivkontrolle, (mit Peptid 290
stimulierten PBMC) eine im Vergleich zur Negativkontrolle (mit Peptid 5 stimulierten
PBMC) um mehr als das Doppelte gesteigerte Proliferation, nachweisen (Abb. 18, ohne AKk).
Durch Zugabe von mAk gegen CD4 und MHC-Klasse-Il zum Inkubationsansatz konnte die
peptidspezifische Proliferation deutlich inhibiert werden. Die Proliferationswerte lagen nach
Zugabe des Antikdrpers gegen CD4 und MHC-Klasse-Il im Bereich der Negativkontrolle.
Eine Inhibition der peptidspezifischen Proliferation konnte ebenfalls flr die Zellen gezeigt
werden, die mit mAk gegen CD8 und MHC-Klasse-I inkubiert wurden. Die peptidspezifische
Proliferation wurde nach Zugabe der mAk gegen CD8 und MHC-Klasse-l um ca. 30 % und
nach Zugabe von mAk gegen CD4 und MHC-II um ca. 50 % inhibiert. Die Ergebnisse der
Blockierungsexperimente zeigten, dass das Peptid 290 sowohl eine MHC-II restringierte T-

Helfer-Zell-Aktivierung als auch eine MHC-I restringierte CTL-Aktivierung induziert.
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Abb. 18.: MHC-Restriktion einer peptidspezifischen T-Zell-Proliferation.

PBMC (10° Zellen/Mikrokultur) eines mit dem CSFV-Stamm Glentorf infizierten Schweines (Schwein

18) wurden unter Zugabe von mAk gegen CD4, MHC-Klasse-II, CD8, MHC-Klasse-I mit Peptid 290

(25 pg/ml, schwarze Balken) stimuliert. Die Quantifizierung der Proliferation der PBMC erfolgte Uber
den[*H]Thymidineinbau. PBMC, die mit einem irrelevanten Peptid (Peptid 5) inkubiert wurden, wurden
als Negativkontrolle eingesetzt (weil3er Balken). Im Gegensatz dazu dienten PBMC, die mit Peptid 290
(schwarzer Balken, ohne AK) inkubiert wurden, als Positivkontrolle. BEiThymidineinbau der

Positivkontrolle wurde als 100 % angesetzt.
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3.2.2.7. Durchflusszytometrische Charakterisierung CSFV stimulierter PBMC

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde eine phanotypische Charakterisierung der
CSFV-spezifischen T-Zellen durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurden spezifische
fluorochrom markierte mAk gegen verschiedene Leukozytendifferenzierungsantigene

des Schweines verwendet.

3.2.2.7.1. Nachweis einer Aktivierung von CSFV-restimulierten PBMC

Um die CSFV-spezifischen T-Lymphozyten naher zu charakterisieren, wurden PBMC eines
mit CSFV-Stamm Alfort/187 infizierten Schweins vor und sechs Tage nach in vitro
Restimulation mit CSFV, mit monoklonalen Antikbrpern gegen die T-Zelldifferenzierungs-
antigene CD4, CD8 und zusammen mit CD25 und CDA45 fur die durchflusszytometrische
Analysen markiert. Das CD25 Antigen diente als Marker fir aktivierte Zellen. Ruhende und
naive T- und B-Lymphozyten exprimieren einen Teil des IL-2-Rezepfrsind y-Kette).

Nach Aktivierung dieser Zellen wird die Synthese deKette induziert. Der mAk gegen
CD25 erkennt ein Epitop auf der o-Kette des IL2-Rezeptors, das ausschliel3lich auf
aktivierten B- und T-Zellen exprimiert wird. Bei dem Oberflachenmolekil CD45 handelt es
sich um ein auf allen hdmatopoetischen Zellen exprimiertes Antigen, dessen Dichte auf
Lymphozyten besonders hoch ist. Charakteristisch ist die Expression verschiedener Isoformen
auf unterschiedlich differenzierten T-Zellen. Die Isoform CD45RC wird auf naiven T-Zellen,
die Isoform CD45R0 auf aktivierten Zellen und Gedéachtniszellen exprimiert. Nach
Markierung der Zellen mit dem Antikérper gegen CD45RC enthélt die negative Fraktion
aktivierte T-Zellen und T-Gedéachtnis-Zellen.

Die Abbildung 19 (a und b) zeigt die Streulichtparameter (forward scatter, FSC vs. side
scatter, SSC) von PBMC vor (a) und sechs Tage nach in vitro Restimulation mit CSFV (b).
Der Anteil aktivierter T-Zellen, in der Regel grof3e Zellen mit hoher Granularitat (hoher FSC
und SSC, Abb. 19 a, b), war bei den virusrestimulierten Zellen deutlich héher im Vergleich zu

den nicht stimulierten Zellen.
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Abb. 19: Expression von CD25 und CD45RC auf PBMC vor und nach in vitro Restimulation mit

CSFV

PBMC (2x10°/Mikrokultur) eines mit dem CSFV-Stamm Alfort/187 infizierten Schweines wurden fiir 6
Tage mit Virus (2x1ﬂ)TCID50 CSFV Stamm Alfort/187/Mikrokultur) restimuliert. Jeweils 1X1Dellen

vor und nach der Restimulation wurden mit mAk gegen CD25 oder CD45 markiert und
durchfluBzytometrisch analysiert. Die fluoreszenzunhabhangigen Streulichtparameter FSC (forward
scatter, Vorwartsstreulicht) und SSC (side scatter, Seitwéartsstreulicht) fur ruhende (a) und fur CSFV
stimulierte PBMC (b) sind als Dotplotdarstellungen gezeigt. Aufgrund der unterschiedlichen GréRe und
Granularitat lassen sich in Darstellung b ruhende Zellen (R1) von aktivierten Zellen (R2) unterscheiden.
Die Histogramme (c-h) zeigen die Fluoreszenzintensitat fir CD25 (c-e) und CD45 (f-h) bei nicht
stimulierten PBMC (c, f) sowie ben vitro kultivierten ruhenden (d, g) und aktivierten (e, h) CSFV
stimulierten PBMC.
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Die in vitro CSFV-restimulierten PBMC konnten aufgrund der Streulichtparameter in
kleinere ruhende Zellen mit geringer Granularitat (Abb. 19 b, R1) und grol3e blastenartige
Zellen mit hoher Granularitat (Abb. 19 b, R2) untergliedert werden. Beide Zellfraktionen
wurden auf ihre CD25 und CD45RC Expression analysiert. Der Anteil an CD25-positiven
Zellen innerhalb dein vitro kultivierten ruhenden Population (Abb. 19 d, 15 %) entsprach
ungefahr dem Anteil der CD25-positiven Zellen innerhalb der nicht stimulierten Zellen (Abb.
19 ¢, 8%). Allerdings war die Expression von CD25 etwas erhoht. Im Gegensatz dazu lag der
Anteil der CD25-positiven Zellen in der Population der blastenartigen Zellen (Abb. 19 e) bei

82 % und zeigte eine deutliche hohe CD25 Expression.

Ahnliche Ergebnisse konnten bei der CD45 Expression gezeigt werden. Auch hier @hnelten
sich die CD45RC-Expression auf ruhenden virusrestimulierten (Abb. 19 g, 57 %) Zellen und
auf nicht stimulierten Zellen (Abb. 191, 53 %). In der Blasten Populationirdestro
aktivierten CSFV-spezifischen T-Zellen war die CD45RC Expression deutlich niedriger
(Abb. 19 h, 20 %).

3.2.2.7.2. Phanotypische Charakterisierung von PBMC nach in vitro Restimulation

Das vorherige Kapitel beschrieb den Phéanotyp von CSFV restimulierten PBMC in Bezug auf
die Expression von CD25 und CD45. Im Folgenden sollte nun Uber eine zusatzliche
Markierung mit mAk gegen CD4 und CD8 geklart werden, welche der T-Zellsubpopulationen
durch das CSFV-Antigen aktiviert wurden. PBMC eines CSFV-Stamm Alfort/187 infizierten
Schweins wurden fur 6 Tage mit CSFV bzw. mit dem Peptid 290 stimuliert. Nach der
Inkubationszeit wurden die Zellen mit monoklonalen Antikdrpern gegen CD4, CD8 und
CD25 markiert und durchflusszytometrisch untersucht. Abbildung 20 zeigt den Anteil der
CD25-positiven T-Zellen nach Virus- und Peptidstimulation. Es zeigte sich, dal3 der Anteil
der CD25-exprimierenden Zellen bei der CSFV Stimulation (Abb. 20 b) hoher lag als bei der
entsprechenden Negativkontrolle (Abb. 20 a, mock). Ahnliche Ergebnisse fanden sich fir
peptidstimulierte Zellen. Der Anteil der CD25-exprimierenden Zellen hatte nach Stimulation
der PBMC mit Peptid 290 (Abb. 20 d) im Vergleich zur Negativkontrolle (Abb. 20 c, Peptid
5) zugenommen. Mit Hilfe einer Dreifarbenimmunfluoreszenzanalyse mit monoklonalen
Antikdrpern gegen CD4, CD8 und CD25 wurden dann die T-Zellsubpopulationen, die die
CD25-positiven Zellen enthielten, bestimmt (Abb. 20 e-h, Abb. 21).
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Abb. 20: Anteil und Phanotyp CD25-positiver T-Zellen nach Virus- und Peptidstimulation

PBMC (2x10°/Mikrokultur) eines mit dem CSFV Stamm Alfort/187 infizierten Schweines wurden mit Virus (CSFV strain Alfort/187, 2x10* TCIDsy/Mikrokultur;

b, f) bzw. Peptid 290 (5 pug/Mikrokultur; d, h) stimuliert. Nach einer Inkubationszeit von 6 Tagen wurden die PBMC (1x10° Zellen) mit monoklonalen
Antikérpern gegen CD4, CD8 und CD25 durchfluRzytometrisch analysiert. PBMC, die mit dem Peptid Nr. 5 (c, g) oder mit dem Winerstac#t—infizierten
Zellen (a, e) inkubiert wurden, dienten als Negativkontrolle. Die Abbildung zeigt graphisch den prozentualen Anteil dezellB2%a-d) und den Anteil durch
CD4 und CDS8 definierten T-Zellsubpopulationen an den CD24lIfraktionen (e-h). Dabei wird der Anteil der 1. CIZD8"; 2: CD4CDS8; 3: CD4CDS§8'; 4:

CD4CD8 T-Lymphozyten beschrieben.
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Abb. 21.: Phanotypische Charakterisierung CD25 stimulierter PBMC

PBMC (2x10°Mikrokultur) eines mit CSFV Stamm Alfort/187 infizierten Schweines wurden mit Virus
(CSFV Stamm Alfort/187, 2x10* TCIDs/Mikrokultur) sowie dem Peptid 290 (5 ug/Mikrokultur)
stimuliert. Nach 6 Tagen wurden die PBMC (1x10°) mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern gegen
CD4, CD8 und CD25 durchfluBzytometrisch analysiert.

Die Darstellung zeigt die CD4versus CD8- Antigenexpression der CD2%BMC-Fraktionen (siehe
Abb.20), die mit Virus (b) oder Peptid 290 (i) vitro stimuliert wurden. Phanotyp der CD2BBMC,

die mit dem Uberstand von mock-infizierten Zellen (a) oder dem Peptid 5 (c) inkubiert wurden, dienten
als Negativkontrolle. Die in den Darstellungen auftretenden Quadranten wurden durch unmarkierte
Zellen festgelegt und definieren doppel-negativ, einfach positive und doppel-positive Zellpopulationen.
Die prozentualen Anteile der verschiedenen T-Zellsubpopulationen (I:GIE#, II: CD4'CDS§', lIl:
CD4CDS8, IV: CD4'CDS8) sind in den Ecken der einzelnen Quadranten angegeben.
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Durch die Expression der Differenzierungsantigene CD4 und CD8 kénnen innerhalb der
CD25" aktivierten T-Lymphozyten einzelne T-Zellsubpopulationen identifiziert werden.
Bei der Markierung von Zellen mit monoklonalen Antikdrpern gegen CD4 und CDS8
lassen sich beim Schwein vier T-Lymphozytensubpopulationen definieren (Abb. 21):
CD4'CDS8" (Quadrant 1) und CD4ACD8(Quadrant 1V) stellen die T-Helfer-Zellen dar.
Zellen mit dem Phanotyp CD&DS8" enthalten dabei die aktivierten T-Helfer- und T-
Helfer-Gedachtnis-Zellen (Saalmdiller al., 1989; Summerfiel@t al., 1996). Die CD4-
einfachpositive T-Zellsubpopulation enthalt dagegen hauptsachlich naive T-Helfer-
Zellen. Zytolytische T-Zellen (CTL) und NK-Zellen finden sich in der QD@8
Fraktion (Quadrant I) (Jonjic & Koszinowski, 1984; Saalmiller & Bryant, 1994; Pauly
et al.,, 1996). Die Subpopulation mit dem Phanotyp GIIa8 enthalt die B-
Lymphozyten, Monozyten und Lymphozyten mit y3-T-Zell-Rezeptor (Quadrant IlI)
(Hirt et al., 1990).

Abbildung 21 zeigt die Expression von CD4 und CD8 auf CD2&llen, die mit Virus
(Abb. 21 b) bzw. mit dem Peptid 290 (Abb. 21 d) stimuliert worden waren. Der
prozentuale Anteil der verschiedenen T-Lymphozytenpopulationen ist in dem
entsprechenden Quadranten gezeigt. Als Negativkontrolle wurden die PBMC mit
Uberstand von mock-infizierten Zellen (Abb. 21 a) oder mit dem irrelevanten Peptid
Nr. 5 (Abb. 21 c) inkubiert.

Wie schon oben erwahnt, kénnen porcine CD4 positive T-Helfer-Zellen anhand ihrer
CD8 Expression in CD8naive T-Helfer-Zellen und CD€DS8" aktivierte T-Helfer-
Zellen und T-Helfer-Gedachtnis-Zellen untergliedert werden. Eine Bestimmung des
Verhaltnisses der beiden T-Helfer-Zellsubpopulationen sollte einen Rickschlul3 auf eine
mogliche T-Helfer-Zell-Aktivierung erlauben.

Dieses Verhéltnis betragt bei der Inkubation der PBMC mit der mock-Kontrolle (Abb.
21 a; % Quadrant Il durch % Quadrant V) 4,1. Dieser Quotient stieg durch die
Restimulation mit Virus auf 6,6 an. Bei der Restimulation der PBMC mit dem
irrelevanten Peptid 5 bzw. mit Peptid 290 stieg der Quotient von 4,6 auf 5 an. Dies
deutet zuséatzlich auf eine Aktivierung der T-Helfer-Zellen sowohl durch eine
Restimulation mit Virus als auch mit Peptid 290 hin.

Weiter wurde ein deutlicher Anstieg der COB8" Fraktion von 32% auf 47% bei der
Restimulation der PBMC mit Virus (Abb. 21 b, Quadrant I) im Vergleich zu der

Negativkontrolle (Abb. 21 a, Quadrant I) beobachtet. Im Fall der Stimulation mit dem
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irrelevanten Peptid 5 (Abb. 21 ¢, Quadrant 1) bzw. mit dem Peptid 290 (Abb. 21 d,
Quadrant 1) zeigte sich ein vergleichbares Anstieg von 32% auf 42%. Diese
Zellpopulation der CD4'CD8" enthélt sowohl MHC-I restringierte CTL als auch NK-
Zellen. In der Abbildung 21 (b, d) wird deutlich, dass vor allem eine Zunahme der CD8-
hochpositiven Zellen zu verzeichnen war. Die Zellen konnten als MHC-I restringierte T-
Zellen definiert werden. Eine Zunahme von CD8-schwach positiven NK-Zellen war
weniger stark. Der Anteil der CD4D8 Subpopulation blieb in allen Gruppen nahezu
konstant (Abb. 21 a-d, Quadrant Ill). Dies zeigt, dass weder B-ZellenydTZRllen,

noch Monozyten durch die entsprechenden CSFV-Antigene restimuliert wurden.

3.2.2.8. Zytolytische Aktivitdt CSFV-spezifischer T-Lymphozyten

Antigenspezifische zytolytische T-Lymphozyten (CTL) spielen eine zentrale Rolle im
spezifischen Immunsystem bel der Abwehr von viralen Infektionen (Pasternack, 1988).

Die bisherigen durchflusszytometrischen Daten haben gezeigt, dass die CD4CD8" CTL
Population nach Stimulation mit CSFV oder mit dem Peptid 290 deutlich zunimmt

(Abb. 21). Daruber hinaus konnten auch die Experimente zur Charakterisierung der
MHC-Restriktion (Abb. 17, 18) eine deutliche Beteiligung CD8 positiver, MHC-I
restringierter T-Lymphozyten (CTL) zeigen. Die Rolle dieser zytolytischen T-
Lymphozyten sollte ndher untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden CTL-Test
(Chromfreisetzungstest) durchgefuhrt. Bei diesem Test wurde die Lyse der chrom-
markierten Zielzellen durch die CSFV-spezifisch-aktivierten Effektorzellen (CTL)
mittels Messung der Chromfreisetzung bestimmt. Die Starke der Lyse ist dabei ein Mal3
far die Aktivierung der CTL. PBMC, eines mit dem CSFV Stamm Glentorf infizierten
Inzuchtschweines, wurden als Effektorzellen eingesetzt. In Vorversuchen konnte gezeigt
werden, dass nur PBMC, die mit dem Vinusvitro restimuliert wurden, eine deutliche
zytolytische Aktivitat zeigten also eine hohe Rate virusspezifischer CTL enthielten. Als
Zielzellen wurden MAX-Zellen eingesetzt. MAX-Zellen wurden nach Transformation
von Nierenzellen eines d/d-Inzuchtschweines mit dem SV-40 ,large* T Antigen
gewonnen. Diese Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache MHC-Klasse-1 Molekile und
kénnen mit CSFV infiziert werden. Beides sind Voraussetzungen fir eine erfolgreiche
Prasentation von viralen Antigenen und fir die Erkennung durch CSFV-spezifische
CTL.
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3.2.2.8.1. Zytolytische Aktivitat CSFV-spezifischer T-Lymphozyten nach Stimulation
mit CSFV

Zum Nachweis CSFV-spezifischer CTL wurden PBMC eines infizierten Schweines
(CSFV-Stamm Glentorf) in vitro fur 6 Tage mit CSFV restimuliert. Nach der
Kultivierung wurden die PBMC auf ihre zytolytische Aktivitat im Chromfreisetzungstest
untersucht. Dazu wurden Zielzellen mit CSFV-Stamm Glentorf (Abb. 22, MOI 1) fir 2
Tage infiziert und miP'Cr markiert. Die zytolytische Aktivitat der CSFV-spezifischen
CTL wurde gegenliber den chrommarkierten Zielzellen in einem 4stindigen
Chromfreisetzungstest analysiert. Als Negativkontrolle dienten die mit mock inkubierten
Zielzellen (MAX-Zellen).

Die Abbildung 22 zeigt die Lyse der CSFV-infizierten MAX-Zellen durch die CSFV-
spezifischen CTL (Abb. 22¢) im Vergleich zur Negativkontrolle (Abb. 22, o). Die
CSFV-spezifische Lyse war deutlich abhangig von der Zahl der Effektorzellen
(virusrestimulierte PBMC). Bei einem Verhaltnis von Effektorzellen zu Zielzellen von
50:1 lag die zytolytische Aktivitat ca. 60 % uber der der Negativkontrolle. Auffallend
war, dass eine hohe spezifische Lyse bereits ab einem Effektor:Zielzell-Verhéltnis von
12.5:1 nachgewiesen werden konnte. Diese hohe spezifische Lyse scheint mit einer
hohen Rate CD'8Zellen nachin vitro Restimulation zu korrelieren.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die PBMC eines CSFV-infizierten
Schweins eine deutliche CSFV-spezifische CTL-Aktivitdt zeigten. Diese Ergebnisse
stehen im Einklang mit denen der MHC-Restriktionsexperimente (Abb. 17, Nachweis
eine MHC-Klasse-I-Restriktion) und der durch durchflusszytometrische Analysen
(Abb. 21, Zunahme der CD@D8" T-Zellsubpopulation durch Virusrestimulation)
gewonnenen Daten. Nachdem eine CSFV-spezifische-zytolytische-Aktivitat bei CSFV
infizierten Zellen gezeigt werden konnte, stellt sich die Frage, ob im Peptid 290 ein

CTL-Epitop zu finden ware.
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Abb. 22.: Zytolytische Aktivitat CSFV-spezifischer T-Lymphozyten

Die zytolytische Aktivitat von CTL eines d/d-Inzuchtschweines wurde gegen CSFV-infizierte (MOI 1;
®) bzw. mit mock-infizierten (©) Zielzellen im Chromfreisetzungstest untersucht. Als Effektorzellen
dientenin vitro mit CSFV (MOI 0.5) restimulierte PBMC aus einem CSFV-Stamm Glentorf-infizierten

Schwein. Als Zielzellen wurden die MAX-Zellen eingesetzt.

3.2.2.8.2. Zytolytische Aktivitat CSFV-spezifischer T-Lymphozyten nach Stimulation
mit dem Peptid 290

Durch die durchflusszytometrischen Untersuchungen konnte eine Aktivierung der CD4

CD8" Zellpopulation nach Stimulation von PBMC mit dem Peptid 290 nachgewiesen
werden. In den folgenden Versuchen sollte nun geklart werden, ob das Peptid 290 von
CSFV-spezifischen CTL im Chromfreisetzungstest erkannt wird und somit ein MHC-I

restringiertes T-Zell-Epitop darstellt.
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Abb. 23.: Zytolytische Aktivitat CSFV-spezifischer T-Lymphozyten nach Stimulation mit Peptid 290

Die zytolytische Aktivitat von CTL eines d/d-Inzuchtschweines wurde gegen Peptid €920 (ug
Peptid/4x10 Zielzellen) bzw. mit dem irrelevanten Peptid %) (inkubierten Zielzellen im
Chromfreisetzungstest untersucht. Als Effektorzellen dienten in vitro mit Virus (MOI 0,5) restimulierte
PBMC aus einem CSFV Stamm Glentorf-infizierten Schwein. Als Zielzellen wurden die MAX-Zellen

eingesetzt.

Zu diesem Zweck wurden PBMC eines mit Stamm Glentorf infizierten Schweins in vitro

fur 6 Tage mit CSFV restimuliert um eine hohe Rate CSFV spezifische CTL zu
gewinnen. Die mit dem Virus restimulierten PBMC wurden als Effektorzellen in den
CTL-Test eingesetzt. Als Zielzellen wurden chrommarkierte MAX-Zellen mit dem

Peptid 290 fur 1 h inkubiert. Danach wurde die zytolytische Aktivitat der in log2-Stufen
titrierten Effektorzellen gegenidber den beladenen Zielzellen in einem 4stindigen
Chromfreisetzungstest untersucht. Als Negativkontrolle dienten MAX-Zellen die mit

dem irrelevantem Peptid (Peptid 5) inkubiert worden waren.

Es konnte eine deutliche Lyse der mit dem Peptid 290 inkubierten Zielzellen (Abb. 23,
e) nachgewiesen werden. Die Kontrolle, Zielzellen inkubiert mit dem Peptid 5 (Abb. 23,

0), zeigte nur eine geringe Lyse. Die spezifische Lyse war abhidngig von der Zahl der
Effektorzellen. Bei einem Effektorzell zu Zielzell Verhaltnis von 25:1 und 50:1 lag die
zytolytische Aktivitat deutlich Uber die Negativkontrolle. Eine Steigerung der
Effektorzellzahl fuhrte zu einer Erhdhung der spezifischen Lyse der Zielzellen. Ein

toxischer Effekt der Peptide konnte in den Versuchen ausgeschlossen werden, da die
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Werte fur die spontane Lyse der inkubierten Zielzellen mit und ohne irrelevantem Peptid
nur geringflgig voneinander abwichen. Die Ergebnisse zeigten, dass mit dem Peptid 290
inkubierte Zielzellen von CSFV-spezifischen CTL erkannt wurden, was darauf
hindeutet, dass im Peptid 290 ein CSFV-spezifisches CTL-Epitop enthalten ist.

Im Vergleich mit den vorhergehenden Versuchen zur MHC-Restriktion (Abb. 18) und
den Durchflusszytometrieanalysen (Abb. 21) muss davon ausgegangen werden, dass das
Peptid 290 sowohl eine MHC-I als auch eine MHC-II restringierte Immunantwort

induzieren kann und sowohl ein CTL als auch ein T-Helfer-Zell-Epitop enthalt.
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4. DISKUSSION

Die Klassische Schweinepest ist eine weltweit verbreitete Infektionskrankheit, die
bedeutende wirtschaftliche Schaden verursacht (Edwatrals, 2000 a; Stegemast al .,
2000). Der letzte groRe Seuchenzug wurde in Europa 1997 dokumentiert (Greiser-Wilke,
2000). Vermutlich breitete sich damals die Seuche ausgehend von Deutschland utber

Holland und von dort Uber Italien, Spanien und Belgien aus.

Die heutzutage eingesetzten BekdmpfungsmalBnahmen beruhen auf einem strikten
Vakzinationsverbot und der Vernichtung infizierter Tiere bzw. verdachtiger Herden.
Aullerdem setzt man verstarkt auf hygienische MalRnahmen und eine intensive

epidemiologische Diagnostik.

Diese BekampfungsmalRnahmen wurden erlassen, da die entweder aus attenuierten oder
inaktivierten Viren bestehenden klassischen Vakzine keine serologische Unterscheidung
zwischen vakzinierten und infizierten Tieren erlauben. Das auf dieser Tatsache
basierende Vakzinationsverbot der EU-Komission kann nur mit Sondergenehmigung fir
Notimpfungen aufgehoben werden. Diese Notimpfungen sollten im Ernstfall einen Ring
immunisierter “Landwirtschafsbetriebe” erzeugen, der die weitere Ausbreitung der

Krankheit verhindert.

Um diese aufwendige und nur bedingt wirkungsvolle Strategie zu verbessern wurde eine
neue Generation von CSFV-Vakzinen und ein damit verbundener serologischer
Diagnostik-Test entwickelt, der die Unterscheidung zwischen vakzinierten und
infizierten Tieren ermoglicht (Van Rijret al., 1999). Die derzeitig zugelassenen
Vakzine-Subeinheiten beruhen auf rekombinantem E2 Glykoprotein von CSFV, das im
Baculovirussystem exprimiert wird (Hulst al., 1993). Die Unterscheidung beruht
darauf, dass im Serum von geimpften Tiere keine Antikorper gegen das EO Glykoprotein

nachweisbar sind.

Schweine, die nur ein Mal mit der E2-Marker-Vakzine geimpft wurden, sind ca. 13
Monate gegen eine lethale Infektion mit CSFV geschutzt. Im Gegensatz dazu sind Tiere,
die mit der klassischen C-Stamm Vakzine geimpft wurden, bis zu 6 Jahre gegen eine
lethale Infektion geschitzt (de Smit, 2001).

Ein weiterer Nachteil der E2-Marker-Vakzine besteht mdglicherweise darin, dass

aufgrund der groRen Anzahl von Epitopen, die ein rekombinantes Protein enthélt, eine
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Kreuzreaktivitat mit Antikbrpern gegen andere Pestiviren auftreten kann. Dieser Fall

wurde fur Picornaviren beschrieben (Neitzetral., 1991).

Eine andere Alternative zu den bislang beschriebenen Vakzinen wére eine synthetische
Peptidvakzine, die aus definierten B- und/oder T-Zell-Epitopen eines Virus besteht @lenne
al., 1997; Wiesmdulleret al., 1989). Durch diese Vakzine kdnnte zudem aufgrund der
spezifischen B- oder T-Zell-Epitope eine Kreuzreaktivitdt zwischen eng verwandten Viren
und falsch-positive Diagnosen verhindert werden (Stiea., 1999). Die Verwendbarkeit

einer solchen Vakzine wird seit langerem bei verschiedenen Virusinfektionen untersucht
(DiMarchi et al., 1986; Morgan & Moore, 1990).

Die Analyse der Bindungsmotive von MHC-Molekulen durch Poolsequenzierungetfalk

1991 und 1994; Stevanovic & Jung, 1993) oder Peptidbibliotheken (Fleckesisikjril996;

Junget al., 1998) spielen bei der Aufklarung von T-Zell-Epitopen eine wichtige Rolle. Der
Einsatz von Uberlappenden synthetischen Peptiden ist eine weitere erfolgreiche Strategie zur
Identifizierung von B- und T-Zell-Epitopen (Mulleet al., 1996; Oberet al., 1998;
Wiesmiilleret al., 1992, Beck-Sickinger & Jung, 1993).

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die Identifizierung linearer B- und T-Zell-
Epitope des Klassischen Schweinepestvirus. 573 Pentadekapeptide mit einer
Uberlappung von 10 Aminosauren wurden fir die Epitopkartierung hergestellt. Diese
Sequenzen umfassten die gesamte Strukturproteine (Nukleokapsid, EO, E1 und E2) und
einen Teil der Nichtstrukturproteine Rl p7, NS2-3, NS4A, NS4B und NS5A) des
CSFV-Stamm Glentorf.

Lineare B-Zell-Epitope sind in der Regel maximal 8 Aminosauren lang und werden tber
3-4 Aminosaure-Bindungsstellen vom Antikérper erkannt (Geysen, 1985). Eine
Uberlappung von 10 Aminosauren wurde gewahlt um ein potentielles Epitop im ELISA

optimal erfassen zu kdnnen.

Die ldentifizierung der linearen B-Zell-Epitope wurde mit Hilfe der CSFV Stamm
Glentorf spezifischen synthetischen Peptide und Plasma von einem CSFV Stamm
Glentorf infizierten Schwein im Peptid-ELISA durchgefiihrt. Ein einziges lineares B-
Zell-Epitop konnte auf einem Peptid aus dem Autoproteasé™)(NProtein
(FELLYKTNKRKPMGYV) lokalisiert werden. Allerdings enthielten nicht alle Plasmen

von Glentorf infizierten Tieren Antikdrper gegen dieses Peptid.
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Auffallend war, dass kein Pentadekapeptid aus dem Bereich des E2-Glykoproteins als
B-Zell-Epitop identifiziert werden konnte, obwohl das rekombinante E2 Protein, im
gleichen Test als positiv erkannt wurde. Es ist bekannt, dass dieses Protein B-Zell-
Epitope enthalt (Yuwet al., 1996), doch mit Hilfe der in dieser Arbeit durchgefihrten
Peptid-ELISA kdnnen nur lineare-B-Zell-Epitope und keine Konformationsepitope
identifiziert werden. Es ist anzunehmen, dass die Plasmen der verschiedenen Schweine
Antikorper enthalten, die E2-Konformationsepitope erkennen kdénnen, aber nicht Teile
der Epitope auf einem kurzen Pentadecapeptid.

Das gefundene B-Zell-Epitop kdnnte als Teil eine Peptidvakzine verwendet werden,
wodurch im optimalsten Fall eine Unterscheidung zwischen vakzinierten und infizierten
Tiere moglich ware. Da das Plasma von infizierten Tieren Antikdrper gegen alle viralen
Proteine aufweist (Sheet al., 1999) ist eine Unterscheidung von vakzinierten Tieren,
deren Plasma auschlief3lich Antikdrpern gegen das synthetische Peptid enthélt, durch
einen Peptid-ELISA moglich. Diese Peptid-ELISA konnte dann ganz auf infektiéses
CSFV verzichten.

Peptidvakzinen, die aus B- und zusatzlich T-Zell-Epitopen bestehen, induzieren eine
effektivere Immunantwort (Borras-Cuesttal., 1987; Collenet al., 1991; Piattiet al.,

1991). Eine synthetische Peptidvakzine, die aus einem B- und T-Zell-Epitop des Maul-
und Klauenseuche Virus bestand und kovalent an Tripalmitoyl-S-glyceryl-
cysteinylserylserine (Paj@ys) gebunden war, konnte Meerschweinchen gegen eine

Belastungsinfektion schitzen (Wiesmiuletral., 1989).

Deshalb wurde in weiteren Versuchen die Identifizierung von T-Zell-Epitopen auf
unterschiedlichen viralen Proteinen des CSFV durchgefihrt. Um eine optimale Aussage
treffen zu kdnnen wurde zunéachst die CSFV-spezifische Proliferation von PBMC nach
Stimulation mit dem Virus untersucht. Dabei wurde das Testsystem in Bezug auf die
Inkubationszeit, die Zellkonzentration und die Virusdosis optimiert.

Zur Analyse der T-Zell-Epitope, wurden die Uberlappenden synthetischen Peptide in
Proliferationassays getestet. Da MHC-Klasse-II-Molekiile Peptide einer Lange von 10
bis 30 Aminosauren prasentieren (Chatzal., 1993) wurden fur die Epitopkartierung
Pentadekapeptide ausgewahlt. Bei Epitopkartierung von 82 % des gesamten kodierenden
Bereiches des CSFV konnten 26 positive Peptide durch PBMC eines mit CSFV Stamm
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Glentorf infizierten Schweines identifiziert werden. 11 dieser Peptide stammten aus dem
Strukturproteinbereich (EO, E1, E2) und 15 aus dem Nichtstrukturproteinbereich (NS2-
3, NS4A, NSAB und NS5A).

In dieser Arbeit wurden 5 positive Peptide (Peptide 140, 148, 162, 200 und 201) aus

dem E2 Glykoprotein als T-Zell-Epitop identifiziert. Das E2 Glykoprotein scheint ein
hoch-immunogenes Protein zu sein und wie in verschiedenen Arbeiten beschrieben ist,

eine Immunantwort gegen E2 allein ausreichend einen effektiven Schutz gegen eine

CSFV Infektion zu erzeugen (Van Zijl et al., 1991 ; Hulst et al., 1993 ; Konig et al.,

1995). An dieser protektiven Immunitat ist die humorale Immunantwort durch
neutralisierende Antikérper beteiligt (Weilaetlal., 1990 und 1992). Diese Ergebnisse
zeigen, dass dieses virale Protein auller einer humoralen auch eine zellulare
Immunantwort induzieren kann. Dabei ist eine Uberlappung von B- und T-Zell-Epitopen
in dem gleichen Proteinbereich moglich. Dies wurde auch fur andere Viren beschrieben
wie z.B. flr das Maul und Klauenseuche Virus (Rodrigetesd., 1994).

Interessant sind die Peptide 200 und 201 aus dem E2 Glykoprotein, die eine deutliche
Stimulation in Proliferationsassays zeigten. Diese Peptide bilden einen Teil eines bereits
beschriebenen B-Zell-Epitopes (¥t al., 1996). Es scheint hier eine Uberlappung von

B- und T-Zell-Epitopen vorzuliegen. Diese Tatsache macht diese Peptidsequenzen
besonders interessant, da Peptidvakzine, die aus B-Zell- und T-Zell-Epitopen bestehen,
eine bessere Antikérper Immunantwort induzieren (Borras-Cwesla, 1987; Colleret

al., 1991).

Auffallend war auch dass die Peptide 455 und 456 aus dem NS4A Protein, im
Proliferationsassays als positiv identifiziert wurden. Sie enthalten ein bereits
beschriebenes CTL-Epitop (Pauéy al., 1995). Eine gesteigerte CTL Immunantwort
kann u.a. auch durch die kovalente Bindung zwischen einem CTL- und T-Zell-Epitop
erreicht werden (Partideat al., 1996; Shirakt al., 1994; Stuhler & Walden, 1993).

Oft wurden in den durchgefiuihrten Versuchen zwei Uberlappende Peptide aufgrund der
Lokalisation des Epitops als positiv identifiziert (Peptide Nr. 133-134; 200-201; 455-
456-457; 536-537). Eine genaue Definition von minimalen T-Zell-Epitopen ist anhand

der Uberlappenden Peptide und der unterschiedlichen Lange der Epitope, die von T-
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Helfer-Zellen erkannt werden, schwierig (Rudensky et al., 1991). Es kdnnte sein dass in
einer solchem Sequenz mehrere uUberlappende Epitope enthalten sind. Das kann
allerdings nur entweder auf molekularer Ebene oder durch den Einsatz spezifischen T-

Zellklone geklart werden.

Auffallend war, dass 18 von 26 stimulierenden Peptiden auch eine proliferative
Reaktion bei PBMC aus einem mit dem CSFV Stamm Alfort/187 infizierten Schwein im
Proliferationsassays auslésen. Dies wird verstandlich wenn man die Aminoséaure-
sequenzhomologie zwischen beiden Stammen von 98.2% (GenBank Nr. in Tab. 3)
betrachtet. Aufgrund geringer Aminosaureunterschiede (Austausch einer einzigen
Aminosaure) konnte ein stammspezifisches Peptid (Peptid 77) aus dem Glykoprotein EO
identifiziert werden.

In allen untersuchten Tieren konnten in Proliferationsassays keine T-Zell-Epitope auf
den Proteinen N°, C und p7 fur beide CSFV-Stamme nachgewiesen werden.
Anderseits, lagen oftmals mehrere Epitope auf den Proteinen EO, E1, E2, NS2-3, NS4A,
NS4B und NS5A. Dies beweist die Bedeutung dieser Proteine in der zellvermittelten
Immunantwort. Das Pentadekapeptid 290 aus dem NS2-3 Proteinbereich, das den

hochsten Stimulationindex im Proliferationsassays zeigte, wurde weiter charakterisiert.

In beiden Inzuchtschweinen (MHC-dd-Haplotyp) wurden die meisten Peptide als
gemeinsame T-Zell-Epitope identifiziert. Anderseits wurden Peptide, die die gleiche
Aminoséauresequenz in beiden CSFV Stammen (Glentorf und Alfort/187) enthalten, nur
von PBMC aus einem Schwein als T-Zell-Epitop erkannt. Da davon auszugehen ist, dass
beide Inzuchtschweine identische MHC-Allele besitzen, muss diese unterschiedliche
Reaktivitat durch andere Wirtsfaktoren oder Virusfaktoren wie die unterschiedlichen
Stammen und ihr Verhaltan vivo erklart werden.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse sollte darauf hingewiesen werden, dass die
Identifizierung der T-Zell-Epitope mit PBMC zweier Schweine mit definiertem MHC
erfolgte. Tiere mit anderen MHC-Molekilen werden maoglicherweise ein abweichendes
Epitopreaktionsmuster zeigen.

Zur Analyse der IFN¢ Zytokinfreisetzung auf Zellebene aus CSFV und peptid-
stimulierten T-Zellen wurden ELISPOT durchgefuhrt. In einem komparativen Versuch

wurde gezeigt, dass der Zytokinnachweis mittels ELISPOT im Vergleich zum ELISA
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sensitiver war (Tanguay & Killion, 1994). Anderseits, sind T-Zell-Antworten, die mit

diesem Test nachgewiesen werden kénnten, aufylk&kretierende T-Zellen begrenzt.

Die Untersuchung der IFMsekretierenden Zellen wurde in Anwesenheit verschiedener

CSFV Stamme durchgefiihrt. Es konnte nachgewiesen werden, dass porcine PBMC, aus
CSFV-infizierten Schweinen, in der Lage waren nach Stimulation mit Peptid 290 bzw.
Virus IFN-y zu produzieren. Auffallend war dass Peptid 290 einen &hnlich starken
stimulatorischen Effekt wie das Virus zeigte. Zusammen mit den in Proliferationsassays
erhaltenen Daten deutet dies auf eine immunodominante Rolle des in Peptid 290

enthaltenen T-Zell-Epitopes hin.

Zur Untersuchung der T-Lymphozyten, die nach Stimulation von PBMC mit Peptid 290
an der Proliferation beteiligt waren, wurde die MHC-Restriktion der Proliferation
untersucht. Bei einer Restimulation mit CSKEN vitro beruhte die virusspezifische

Proliferation sowohl auf einer MHC-Klasse-I als auch auf einer MHC-Klasse-II

Antigenprasentation.

Es wurde erwartet, dass das Virus sowohl eine MHC-Klasse-I als auch eine MHC-
Klasse-ll Restriktion zeigte. Wird das Antigen durch Endozytose in die Antigen
prasentierenden Zellen (APC) aufgenommen, werden die prozessierten Peptide durch
MHC-II-Moleklle prasentiert (exogener Pfad). Da fur die Restimulation der PBMC
infektioses Virus verwendet worden war, wird davon ausgegangen, dass wéahrend der
Infektion neusynthetisiertes virales Antigen ebenfalls tUber den endogenen Pfad der
Antigenprasentation (MHC-I-Molekile) prasentiert wurde (Janewvefyal., 1997).
Vermutlich waren in den zuiin vitro Restimulation eingesetzten CSFV neben
infektiosen Viren (MHC-Klasse-I-Prasentation), auch inaktivierte Viren oder Teile der
Viren vorhanden, die dann von APC aufgenommen wurden (MHC-Klasse-II-

Prasentation).

Bei derin vitro Restimulation der CSFV-spezifischen PBMC mit Peptid 290 konnte
gezeigt werden, dass hauptsachlich T-Helfer-Zellen stimuliert wurden. Eine geringere
Inhibition der Proliferation wurde allerdings auch nach Zugabe von AntikGrper gegen
CD8 und MHC-Klasse-I beobachtet. Dies lasst auf eine MHC-I restringierte Stimulation
der CTL-Population schlieen. Dies konnte durch einen mit Hilfe der
DurchfluBzytometrie deutlichen Anstieg des prozentualen Anteils der GIT®}

Fraktion (CTL und NK-Zellen) sowohl nach Restimulation mit Virus als auch mit dem
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Peptid 290 im Vergleich zu den entsprechenden Negativkontrollen belegt werden. Es ist

davon auszugehen dass CTL bei der CSFV-Infektion eine sehr wichtige Rolle spielen.

CTL sind in der Lage virusinfizierte Zellen, zu erkennen und zu lysieren. Um zu
Uberpriufen ob das Peptid 290 von virusspezifischen CTL erkannt wird, wurden
Chromfreisetzungstests durchgefihrt. In dieser Arbeit wurde die zytolytische Aktivitat
von CSFV-spezifischen CTL, auf die Zielzellen (MAX-Zellen), die mit dem Peptid 290
inkubiert wurden, untersucht. Dadurch dass gezeigt werden konnte, dass das Peptid 290
von CSFV-spezifischen CTL erkannt wurde, kann man davon ausgehen, dass die
Sequenz des Peptids 290 ein CTL-Epitop enthalt.

Eine hohere zytolytische Aktivitdt der CTL gegen CSFV infizierte Zielzellen im
Vergleich zu Zielzellen, die mit dem Peptid 290 beladen wurden, konnte beobachtet
werden. Dies kann vermutlich durch die Anwesenheit von zuséatzlichen CTL Epitopen
z.B. auf dem NS4A Protein des CSFV (ENALLVALF) (Paudy al., 1995) erklart
werden.

CTL erkennen durch ihre T-Zell-Rezeptoren in der Regel Peptidfragmente von 8 bis 11
Aminosauren Lange, die an die entsprechenden MHC-Klasse-I-Molekile binderet(Falk
al., 1991). Anderseits kdnnen, wie auch in dieser Arbeit gezeigt, durchaus auch langere
Peptide in CTL-Tests als Epitope erkannt werden (Bertodetdi., 1993; Paulyet al.,

1995).

Zusammenfassend scheint das Peptid 290 sowohl ein T-Helfer-Zell-Epitop als auch ein
CTL-Epitop zu enthalten. In Verbindung mit einem B-Zell-Epitop kdnnte dieses Peptid
die ideale Basis fur eine effiziente Peptidvakzine bieten (An & Whitton, 1997). Hierzu
kommt, dass dieser Proteinbereich, der die Aminoséuren 1446-1460 des NS2-3 Proteins
umfasst zwischen den unterschiedlichen CSFV Stdmmen hoch konserviert ist
(Tabelle 3).
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Tabelle 3. Sequenzen des Peptids 290 in verschiedenen CSFV Stammen

Stamm Virusproteinsequenz 1446-1460 GenBank Nr.
Glentorf KHKVRNEVMVHWFDD U45478
Alfort Tibingen KHKV RNEVVVRWFGD J04358
Alfort/187 KHKVRNEVMVHWFGD X87939
Riems KHKVRNEVMVRWFGD u45477
Brescia KHKVRNEVMVHWFGD AF091661

Ein Vergleich der Virusproteinsequenzen dieses Bereiches zwischen Stamm Glentorf,
Alfort/187 und Brescia zeigen einen Aminosaureaustausch an Position 1459, zwischen
Glentorf und Riems zwei Aminosaureaustausche an Positionen 1456 und 1459 und
zwischen Stamm Glentorf und Alfort TUibingen drei Aminosdureaustausche an den
Positionen 1454, 1456 und 1459. Der Aminosaureaustausch an Position 1459 scheint fur
die Erkennung des Peptids nicht relevant zu sein, da Peptid 290 mit PBMC aus beiden
mit unterschiedlichen Stammen infizierten Schweinen im Proliferationsassays als positiv
identifiziert werden konnte. Uber die anderen AS-Austausche konnen zur Zeit noch

keine Aussagen gemacht werden.

Neben einer stammubergreifenden Sequenzhomologie eines synthetischen Peptides
spielt naturlich auch die Varianz der MHC-Molekule innerhalb einer Spezies bei der
Entwicklung von Vakzinen, die auf wenigen Epitopen basieren, eine entscheidende

Rolle.

Da diese Versuche bislang nur mit MHC-II definierten Inzuchtschweinen (dd-Haplotyp)
durchgefuhrt wurden, ist nicht anzunehmen dass diese Ergebnisse in vivo auf die
gesamte Schweinepopulation Ubertragen werden kdnnen. In weiteren Versuchen werden
aus diesen 26 Epitopen einzelne MHC-haplotyp unabhangige Epitope identifiziert
werden koénnen (Kuboet al., 1994; Oldstoneet al., 1992), die dann in

Vakzinationsversuchen eingesetzt werden sollten.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurden B- und T-Zell-Epitope des Klassischen
Schweinepestvirus (CSFV) mit Hilfe von synthetischen Peptiden im nattrlichen

Wirtstier identifiziert.

Ein Schwerpunkt war die Etablierung eines Peptid-ELISA mit dem lineare B-Zell-
Epitope nachgewiesen werden konnten. Um diese B-Zell-Epitopkartierung
durchzufiihren zu kénnen, wurden 565 Pentadekapeptide mit einer Uberlappung von 10
Aminosauren aus dem Leseraster des CSFV-Stammes Glentorf synthetisiert und im
ELISA eingesetzt. Diese Peptide decken ca. 80% des kodierenden Genombereiches von
CSFV ab. Ein einziges lineares B-Zell-Epitop wurde auf dem Autoprotease Protein des
CSFV identifiziert.

Im zweiten Teil der Arbeit gelang der Nachweis von T-Zell-Epitopen mit Hilfe der
Uberlappenden Pentadekapeptide. 26 Peptide konnten mit peripheren mononukleéaren
Blutzellen (PBMC) eines mit dem CSFV-Stamm Glentorf infizierten Schweines als
positiv identifiziert werden. 18 von diesen 26 Peptiden wurden von PBMC eines mit
dem CSFV-Stamm Alfort/187 infizierten Schweines in Proliferationsassays ebenfalls

erkannt.

Das Peptid 290 aus dem NS2-3 Bereich des CSFV, das in den Proliferationsassays den
hochsten Stimulationsindex zeigte, wurde weiter untersucht. Wie mit Hilfe von Elispot-
Assays gezeigt werden konnte, war das Peptid 290 in der Lage CSFV-sensibilisierte T-
Zellen zur IFNy-Produktion anzuregen. Blockierungsexperimente mit monoklonalen
Antikdrpern gegen an der Antigenprasentation beteiligte Molekule (CD4, CD8, MHC-I,
MHC-II) zeigten eine Aktivierung sowohl der T-Helfer-Zellen als auch der CTL nach
Stimulation mit Peptid 290. Diese Ergebnisse konnten durch Tests zur zellvermittelten

Lyse bestatigt werden.

Die in den verschiedensten CSFV-Stammen konservierte Sequenz von Peptid 290
scheint somit sowohl ein T-Helfer-Zell-Epitop als auch ein CTL-Epitop fur den MHC

dd-Haplotyp des Schweines zu erhalten. Wenn die Interaktion des Peptids 290 mit
anderen MHC Molekilen des Schweines geklart ist und sich als positiv erweist, wére

das Peptid 290 ein idealer Kandidat fur eine stammubergreifende Peptidvakzine.
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7. ANHANG

7.1. Liste der Pentadekapeptide, die das CSFV-Genom abdecken

NPO 1 VEL DHFELL YKTNKR C 20 HEKDSRTKPPDATI V
NP© 2 FELLYKTNKRKPNGV C a1 RTKPPDATI VWEGVK
NPO 3 KTNKRKPNGVEEPVY C 42 DATI VWEGVKYQVKK
NP© 2 KPMGVEEPVYDATGR C 43 VEGVKYQVKKKGKVK
NPO 5 EEPVYDATGRPLFGD C a4 YQUKKKGKVKGRNTQ
NP© 6 DATGRPLFGDPSEVH C 45 KGKVKGRNT QDGLYH
NP© 7 PLFGDPSEVHPQSTL C 26 GRNT QDGL YHNKNKP
NP© 8 PSEVHPQSTLKLPHD C a7 DGL YHNKNKPPESRK
NP© 9 PQSTLKL PHDRGRGN C 48 NKNKPPESRKKL EKA
NP© 10 KLPHDRGRGNI KT TL C 29 PESRKKLEKALLAWA
NP© 1 RGRGNI KTTLKNLPR C 50 KLEKALLAVAVI Al V
NP© 12 I KTTLKNLPRKGDCR C 51 LLAWAVI Al VLYQPV
NP 13 KNL PRKGDCRSGNHL C 52 VI Al VLYQPVEAENI

NPO 14 KGDCRSGNHLGPVSG C 53 CYQPVEAENI TOWNL
NP© 15 SGNHLGPVSG YVKP EO 54 EAENI TOWNL SDNGT
NPO 16 GPVSG YVKPGPVEY EO 55 TOWNLSDNGTNG OH
NP© 17 [ YVKPGPVEYQDYNG EO 56 SDNGTNG OHAMYLR
NP© 18 GPVFYQDYMGPVYHR EO 57 NG QHAMYLRGVSRS
NP© 19 QDYMGPVYHRAPLEF EO 53 AMYLRGVSRSLHGI W
NP© 20 PVYHRAPLEFFNEAQ EO 59 GVSRSLHGI WPEKI C
NP© 21 APLEFFNEAQECEVT EO 60 CHGI WPEKI CKGVPT
NP© 22 FNEAQECEVTKRI GR EO 61 PEKI CKGVPTHLATD
NP 23 FCEVTKRI GRVTGND EO 62 KGVPTHLATDTELKE
NP© 24 KRI GRVTGNDGKL YH EO 63 HLATDTELKEI QGVM
NP 25 VTGNDGKLYHI YVCI EO 64 TELKEl QGVVDASEG
NP© 26 GKLYHI YVCI DGCI L EO 65 I QGMVDASEGTNYTC
NP© 27 [ YVCI DGCI LLKLAK EO 66 DASEGTNYTCCKLOR
NP© 28 DGCI LLKLAKRGEPR EO 67 TNYTCCKL QRHEWNK
NP© 29 CKLAKRGEPRTLKW EO 63 CKL ORHEVWNKHGWCN
NP© 30 RGEPRTLKW RNFTD EO 69 HEWNKHGWCNWYNI D
NP© 31 TLKW RNFTDCPLWW EO 70 HGWCNVWNI DPW QL
NP© 32 RNFTDCPLW/TSCSD EO 71 WYNI DPW QLMNRTQ
NPO 33 CPLW/TSCSDDGASG EO 72 PW QLVNRTQANLAE
C 34 TSCSDDGASGSKEKK EO 73 VNRTQANL AEGPPAK
C 35 DGASGSKEKKPDRI N EO 74 ANLAEGPPAKECAVT
C 36 SKEKKPDRI NKGKLK EO 75 GPPAKECAVTCRYDK
C 37 PDRI NKGKLKI APKE EO 76 ECAVTCRYDKDADI N
C 38 KGKLKI APKEHEKDS EO 77 CRYDKDADI NVWTQA
C 39 I APKEHEKDSRTKPP EO 78 DADI NVVTOARNRPT
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EO 79 VWTQARNRPTTLTDC E1l 123 NVGKYVCVRPDWAPY
EO 80 RNRPTTLTDCKKGKN E1l 124 VCVRPDWAPYETKVA
EO 81 TLTDCKKGKNFSFAG E1l 125 DWAPYETKVALLFEE
EO 82 KKGKNFSFAGTI | EG E1l 126 ETKVALLFEEAGQ V
EO 83 FSFAGTI | EGPCNFN E1l 127 LLFEEAGQ VKLALR
EO 84 Tl | EGPCNFNVSVED E1l 128 AGQ VKLALRALRDL
EO 85 PCNFNVSVEDI LYGD E1l 129 KLALRALRDLTRVWN
EO 86 VSVEDI LYGDHECGS E1l 130 ALRDLTRVWNSASTT
EO 87 | LYGDHECGSLLQDT E1l 131 TRVWNSASTTAFLI C
EO 88 HECGSLLQDTALYLV E1l 132 SASTTAFLI CLI KVL
EO 89 LLQDTALYLVDGMTIN E1l 133 AFLI CLI KVLRGQ V
EO 90 ALYLVDGMINTI ETA E1l 134 LI KVLRGQ VQGVI W
EO 91 DGMTNTI ETARQGAA E1l 135 RGQ VQGVI WLLLVT
EO 92 TI ETARQGAARVTSW E1l 136 QGVI WLLLVTGAQGR
EO 93 RQGAARVT SWL.GRQL E1l 137 LLLVTGAQGRLACKE
EO 94 RVTSWLGRQLRI AGK E2 138 GAQGRLACKEDYRYA
EO 95 LGRQLRI AGKRLEGR E2 139 LACKEDYRYAI SSTN
EO 96 Rl AGKRLEGRSKTWF E2 140 DYRYAI SSTNEI GLL
EO 97 RLEGRSKTWFGAYAL E2 141 | SSTNEI GLLGAGGL
EO 08 SKTWFGAYAL SPYCN E2 142 El GLLGAGGLTTTWK
E1l 99 GAYALSPYCNVTSKI E2 143 GAGGLTTTWKEYRHD
E1l 100 SPYCNVTSKI GYl WY E2 144 TTTWKEYRHDL QLND
E1l 101 VTSKI GYI WTDNCT E2 145 EYRHDL QLNDGT VKA
E1l 102 GYlI WYTDNCTPACLP E2 146 LQLNDGTVKAI CAAG
E1l 103 TDNCTPACLPKNTKI E2 147 GTVKAI CAAGSFKVT
E1l 104 PACLPKNTKI | GPGK E2 148 | CAAGSFKVTALNVV
E1l 105 KNTKI | GPGKFDTNA E2 149 SFKVTALNVVSRRYL
E1l 106 | GPGKFDTNAEDGKI E2 150 ALNVVSRRYLASLHK
E1l 107 FDTNAEDGKI LHEMG E2 151 SRRYLASLHKEALPT
E1l 108 EDGKI LHEMGGHL SE E2 152 ASLHKEALPTSVTFE
E1l 109 LHEMGGHLSEFLLLS E2 153 EALPTSVTFELLFDG
E1l 110 GHLSEFLLLSLVVLS E2 154 SVTFELLFDGTNPST
E1l 111 FLLLSLVVLSDFAPE E2 155 LLFDGTNPSTEEMGD
E1l 112 LVVLSDFAPETASAL E2 156 TNPSTEEMGDDFGFG
E1l 113 DFAPETASALYLI SY E2 157 EEMGDDFGFGLCPFD
E1l 114 TASALYLI SYYVI PQ E2 158 DFGFGLCPFDTSPVV
E1l 115 YLI SYYVI PQSHEEP E2 159 LCPFDTSPVVKGKYN
E1l 116 YVI PQSHEEPEGCDT E2 160 TSPVVKGKYNTTLLN
E1l 117 SHEEPEGCDTNQLNL E2 161 KGKYNTTLLNGSAFY
E1l 118 EGCDTNQLNLTVELR E2 162 TTLLNGSAFYLVCPI
E1l 119 NQLNLTVELRTEDVI E2 163 GSAFYLVCPI GWTGV
E1l 120 TVELRTEDVI PSSVW E2 164 LVCPI GATGVI ECTA
E1l 121 TEDVI PSSVWNVGKY E2 165 GWI'GVI ECTAVSPTT
E1l 122 PSSVWNVGKYVCVRP E2 166 | ECTAVSPTTLRTEV
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E2 167 VSPTTLRTEVVKTFR E2 211 TYI VLTEQLAAGLPL
E2 168 LRTEVVKTFRREKPF E2 212 TEQLAAGL PLGQGEV
E2 169 VKTFRREKPFPHRNMD P7 213 AGLPLGQGEVVLI GN
E2 170 REKPFPHRNMDCVTTT P7 214 GQGEVVLI GNLI THT
E2 171 PHRNVDCVTTTVENED P7 215 VLI GNLI THTDI EVV
E2 172 CVTTTVENEDLFYCK P7 216 LI THTDI EVVWYFLL
E2 173 VENEDL FYCKL GGNW P7 217 DI EVVWYFLLLYLVM
E2 174 LFYCKL GGNWI CVKG P7 218 VYFLLLYLVMRDEPI
E2 175 L GGNWI CVKGEPVVY P7 219 LYLVMRDEPI KKW L
E2 176 TCVKGEPVWVYTGGLV P7 220 RDEPI KKW LLLFHA
E2 177 EPVVYTGGLVKQCRW P7 221 KKW LLLFHAMINNP
E2 178 TGGLVKQCRWCGFDF P7 222 LLFHAMTNNPVKTI T
E2 179 KQCRWCGFDFNEPDG P7 223 MTNNPVKTI TVALLM
E2 180 CGFDFNEPDGLPHYP p7 224 VKTl TVALLMFSGVA
E2 181 NEPDGLPHYPI GKCI P7 225 VALLM-SGVARGGKI
E2 182 LPHYPI GKCI LANET P7 226 FSGVARGGKI DGGWQ
E2 183 | GKCI LANETGYRI V NS2-3 227 RGGKI DGGWQORLPET
E2 184 LANETGYRI VDSTDC NS2-3 228 DGGWORLPETSFDI Q
E2 185 GYRI VDSTDCNRDGV NS2-3 229 RLPETSFDI QLALTV
E2 186 DSTDCNRDGVWVI STD NS2-3 230 SFDI QLALTVI WSV
E2 187 NRDGVVI STDGSHEC NS2-3 231 LALTVI VWSVML.LAK
E2 188 VI STDGSHECLI| GNT NS2-3 232 | VWSVMLLAKRDPTT
E2 189 GSHECLI GNTTVKVH NS2-3 233 M_LAKRDPTTVPLVI
E2 190 LI GNTTVKVHASDER NS2-3 234 RDPTTVPLVI TVATL
E2 191 TVKVHASDERL GPMP NS2-3 235 VPLVI TVATLRTAKV
E2 192 ASDERL GPMPCRPKE NS2-3 236 TVATLRTAKVTNGLG
E2 193 L GPMPCRPKEI VSSA NS2-3 237 RTAKVTNGLGTDI Al
E2 194 CRPKEI VSSAGPVRK NS2-3 238 TNGLGTDI Al ATVLT
E2 195 | VSSAGPVRKTSCTF NS2-3 239 TDI Al ATVLTALLTW
E2 196 GPVRKTSCTFNYAKT NS2-3 240 ATVLTALLTWIYI CD
E2 197 TSCTFNYAKTLKNKY NS2-3 241 ALLTWIYI CDYYRYK
E2 198 NYAKTLKNKYYEPRD NS2-3 242 TYI CDYYRYKTWL QY
E2 199 LKNKYYEPRDSYFQQ NS2-3 243 YYRYKTWLQYLI STV
E2 200 YEPRDSYFQQYM_KG NS2-3 244 TWLQYLI STVTGI FL
E2 201 SYFQQYMLKGEYQYW NS2-3 245 LI STVTG FLI RVLK
E2 202 YMLKGEYQYWFDL DV NS2-3 246 TG FLI RVLKG GEL
E2 203 EYQYWFDLDVTDRHS NS2-3 247 | RVLKG GELDLHTP
E2 204 FDLDVTDRHSDYFAE NS2-3 248 Gl GELDLHTPTLPSY
E2 205 TDRHSDYFAEFVVLYV NS2-3 249 DLHTPTLPSYRPLFF
E2 206 DYFAEFVVLVVVAL L NS2-3 250 TLPSYRPLFFI LVYL
E2 207 FVVLVVVALLGGRYV NS2-3 251 RPLFFI LVYLI STAV
E2 208 VVALLGGRYVLWL.I V NS2-3 252 I LVYLI STAVWTRWN
E2 209 GGRYVLWLI VTYI VL NS2-3 253 | STAVWTRWANLDI AG
E2 210 LWLI VTYI VLTEQLA NS2-3 254 VTRWNLDI AGLLLQC
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NS2-3 255 LDl AGLLLQCVPTLL NS2-3 299 EDREVRGETCPKCGR
NS2-3 256 LLLQCVPTLLWFTM NS2-3 300 RGETCPKCGRFGPPV
NS2-3 257 VPTLLMVFTMAADI L NS2-3 301 PKCGRFGPPVTCGMI
NS2-3 258 MVFTMAADI LTLI LI NS2-3 302 FGPPVTCGMILADFE
NS2-3 259 WADI LTLI LI LPTYE NS2-3 303 TCGMTLADEEEKHAYK
NS2-3 260 TLI LI LPTYELTKLY NS2-3 304 LADFEEKHYKRI FFR
NS2-3 261 LPTYELTKLYYLKEV NS2-3 305 EKHYKRI FFREDQSE
NS2-3 262 LTKLYYLKEVKI GAE NS2-3 306 Rl FFREDQSEGPVRE
NS2-3 263 YLKEVKI GAERGWSL NS2-3 307 EDQSEGPVREEYAGY
NS2-3 264 KI GAERGWSLKTNFK NS2-3 308 GPVREEYAGYLQYRA
NS2-3 265 RGWSL KTNFKRVNDI NS2-3 309 EYAGYLQYRARGQLF
NS2-3 266 KTNFKRVNDI YEVDQ NS2-3 310 LQYRARGQLFLRNLP
NS2-3 267 RVNDI YEVDQAGEGV NS2-3 311 RGQLFLRNLPVLATK
NS2-3 268 YEVDQAGEGVYLFPS NS2-3 312 LRNLPVLATKVKM.L
NS2-3 269 AGEGVYLFPSKQKTS NS2-3 313 VLATKVKMLLVGNLG
NS2-3 270 YLFPSKQKTSSI TGT NS2-3 314 VKMLLVGNLGTEVGD
NS2-3 271 KQKTSSI TGTML.PLI NS2-3 315 VGNLGTEVGDLEHLG
NS2-3 272 SI TGTMLPLI KAI LI NS2-3 316 TEVGDLEHLGW/LRG
NS2-3 273 MLPLI KAI LI SCI SN NS2-3 317 LEHL GWLRGPAVCK
NS2-3 274 KAI LI SCI SNKWQFI NS2-3 318 WVLRGPAVCKKVTEH
NS2-3 275 SCl SNKWOQFI YLLYL NS2-3 319 PAVCKKVTEHEKCTT
NS2-3 276 KWOQFI YLLYLI FEVS NS2-3 320 KVTEHEKCTTSI MDK
NS2-3 277 YLLYLI FEVSYYLHK NS2-3 321 EKCTTSI MDKLTAFF
NS2-3 278 | FEVSYYLHKKI | DE NS2-3 322 SI MDKLTAFFGVMPR
NS2-3 279 YYLHKKI | DEI AGGT NS2-3 323 LTAFFGVMPRGTTPR
NS2-3 280 Kl | DEI AGGTNFI SR NS2-3 324 GVMPRGTTPRAPVRE
NS2-3 | 281 I AGGTNFI SRLVAAL NS2-3 325 GTTPRAPVRFPTSLL
NS2-3 282 NFI SRLVAALI EANW NS2-3 326 APVRFPTSLLKI RRG
NS2-3 283 LVAALI EANWAFDNE NS2-3 327 PTSLLKI RRGLETGW
NS2-3 284 | EANWAFDNEEVRGL NS2-3 328 Kl RRGLETGMWAYTHQ
NS2-3 285 AFDNEEVRGLKKFFL NS2-3 329 LETGWAYTHQGG SS
NS2-3 286 EVRGLKKFFLLSSRV NS2-3 330 AYTHQGGI SSVDHVT
NS2-3 287 KKFFLLSSRVKELI | NS2-3 331 GG SSVDHVTCGKDL
NS2-3 288 LSSRVKELI | KHKVR NS2-3 332 VDHVTCGKDLLVCDT
NS2-3 289 KELI I KHKVRNEVW NS2-3 333 CGKDLLVCDTMGRTR
NS2-3 290 KHKVRNEVMWHWFDD NS2-3 334 LVCDTMGRTRVVCQS
NS2-3 291 NEVMVHWFDDEEVYG NS2-3 335 MGRTRVVCQSNNKMT
NS2-3 292 HWFDDEEVYGWPKLV NS2-3 336 VVCQSNNKMTI DESEY
NS2-3 293 EEVYGWPKLVGLVKA NS2-3 337 NNKMTDESEYGVKTD
NS2-3 204 MPKLVGLVKAATLSK NS2-3 338 DESEYGVKTDSGCPE
NS2-3 295 GLVKAATL SKNKNCI NS2-3 339 GVKTDSGCPEGARCY
NS2-3 296 ATLSKNKNCI LCTVC NS2-3 340 SGCPEGARCYVFNPE
NS2-3 297 NKNCI LCTVCEDREW NS2-3 341 GARCYVFNPEAVNI S
NS2-3 298 LCTVCEDREWRGETC NS2-3 342 VFENPEAVNI SGTKGS
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NS2-3 343 AVNI SGTKGSMVHLQ NS2-3 387 ENLRVVAMT ATPAGT
NS2-3 344 GTKGSMVHL QKTGGE NS2-3 388 VAMTATPAGTVTTTG
NS2-3 345 MVHLQKTGGEFTCVT NS2-3 389 TPAGTVTTTGQKHPI
NS2-3 346 KTGGEFTCVTASGTP NS2-3 390 VTTTGQKHPI EEFI A
NS2-3 347 FTCVTASGTPAFFDL NS2-3 391 QKHPI EEFI APEVIMK
NS2-3 348 ASGTPAFFDLKNLKG NS2-3 392 EEFI APEVMKGEDLG
NS2-3 349 AFFDLKNLKGWSGLP NS2-3 393 PEVMKGEDLGSEYLD
NS2-3 350 KNLKGWSGLPI FEAS NS2-3 394 GEDLGSEYLDI AGLK
NS2-3 351 WSGLPI FEASSGRVV NS2-3 395 SEYLDI AGLKI PVEE
NS2-3 352 | FEASSGRVVGRVKYV NS2-3 396 I AGLKI PVEEMKSNM
NS2-3 353 SGRVVGRVKVGKNED NS2-3 397 | PVEEMKSNMLVFVP
NS2-3 354 GRVKVGKNEDSKPTK NS2-3 308 MKSNML VEVPTRNVA
NS2-3 355 GKNEDSKPTKLMSG NS2-3 399 LVFVPTRNMAVETAK
NS2-3 356 SKPTKLMSG QTVSK NS2-3 400 TRNMAVETAKKLKAK
NS2-3 357 LMSGl QTVSKSTTDL NS2-3 401 VETAKKLKAKGYNSG
NS2-3 358 QTVSKSTTDLTEMVK NS2-3 402 KLKAKGYNSGYYYSG
NS2-3 359 STTDLTEMVKKI TTM NS2-3 403 GYNSGYYYSGEDPSN
NS2-3 360 TEMVKKI TTMNRGEF NS2-3 404 YYYSGEDPSNLRVVT
NS2-3 361 KI TTMNRGEFRQI TL NS2-3 405 EDPSNL RVVTSQSPY
NS2-3 362 NRGEFRQ TLATGAG NS2-3 406 LRWTSQSPYVVWWAT
NS2-3 363 RQ TLATGAGKTTEL NS2-3 407 SQSPYVVWVATNAI ES
NS2-3 364 ATGAGKTTELPRSVI NS2-3 408 VVWVATNAI ESGVTLP
NS2-3 365 KTTELPRSVI EEI GR NS2-3 409 NAI ESGVTLPDLDVV
NS2-3 366 PRSVI EElI GRHKRVL NS2-3 410 GVTLPDLDVVVDTGL
NS2-3 367 EEI GRHKRVLVLI PL NS2-3 411 DLDVVVDTGLKCEKR
NS2-3 368 HKRVLVLI PLRAAAE NS2-3 412 VDTGLKCEKRI RLST
NS2-3 369 VLI PLRAAAESVYQY NS2-3 413 KCEKRI RLSTKMPFI
NS2-3 370 RAAAESVYQYNMRQKH NS2-3 414 | RLSTKMPFI VTGLK
NS2-3 371 SVYQYMRQKHPSI AF NS2-3 415 KMPFI VTGLKRMAVT
NS2-3 372 MRQKHPSI AFNLRI G NS2-3 416 VTGLKRVAVTI GEQA
NS2-3 373 PSI AFNLRI GEMKEG NS2-3 417 RMAVTI GEQAQRRGR
NS2-3 374 NLRI GEMKEGDMATG NS2-3 418 I GEQAQRRGRVGRVK
NS2-3 375 EMKEGDMATGI TYAS NS2-3 419 QRRGRVGRVKPGRYY
NS2-3 376 DMATG TYASYGYFC NS2-3 420 VGRVKPGRYYRGQET
NS2-3 | 377 | TYASYGYFCQVPQP NS2-3 421 PGRYYRGQETPVGSK
NS2-3 378 YGYFCQVPQPKLRAA NS2-3 422 RGQETPVGSKDYHYD
NS2-3 379 QVPQPKLRAAMVEY'S NS2-3 423 PVGSKDYHYDLLQAQ
NS2-3 380 KLRAAMVEYSFI FLD NS2-3 424 DYHYDLLQAQRYG E
NS2-3 381 MVEYSFI FLDEYHCA NS2-3 425 LLQAQRYG EDGI NI
NS2-3 382 FI FLDEYHCATPEQL NS2-3 426 RYGI EDGI NI TKSFR
NS2-3 383 EYHCATPEQLAI MGK NS2-3 427 DGl NI TKSFREMNYD
NS2-3 384 TPEQLAI MGKI HRFS NS2-3 428 TKSFREMNYDWSLYE
NS2-3 385 Al MGKI HRFSENL RV NS2-3 429 EMNYDWSL YEEDSLM
NS2-3 386 | HRFSENL RVVAMT A NS2-3 430 WSLYEEDSLM TQLE
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NS2-3 431 EDSLM TQLEI LNNL NS4B 475 TYKETMDTATDYVKK
NS2-3 432 | TQLEI LNNLLI SEE NS4B 476 MDTATDYVKKFMEAL
NS2-3 433 I LNNLLI SEELPMAV NS4B 477 DYVKKFMEAL TDSKE
NS2-3 434 LI SEELPMAVKNI MA NS4B 478 FVEALTDSKEDI | KY
NS2-3 435 LPMAVKNI MARTDHP NS4B 479 TDSKEDI | KYGLWGT
NS2-3 436 KNI MARTDHPEPI QL NS4B 480 Dl | KYGLWGTHTALY
NS2-3 437 RTDHPEPI QLAYNSY NS4B 481 GLWGTHTALYKSI CA
NS2-3 438 EPI QLAYNSYETQVP NS4B 482 HTALYKSI CARLGSE
NS2-3 439 AYNSYETQVPVLFPK NS4B 483 KSI CARLGSETAFAT
NS2-3 440 ETQVPVLFPKI KNGE NS4B 484 RLGSETAFATLVVKW
NS2-3 441 VLFPKI KNGEVTDSY NS4B 485 TAFATLVVKW.AFGG
NS2-3 442 | KNGEVTDSYDNYTF NS4B 486 LVVKWLAFGGESI ED
NS2-3 443 VTDSYDNYTFLNARK NS4B 487 LAFGGESI EDHVKQA
NS2-3 444 DNYTFLNARKL GDDV NS4B 488 ESI EDHVKQAATDLV
NS2-3 445 L NARKL GDDVPPYVY NS4B 489 HVKQAATDLWVVYYI |
NS2-3 446 LGDDVPPYVYATEDE NS4B 490 ATDLVVYYI | NRPQF
NS2-3 447 PPYVYATEDEDLAVE NS4B 491 VYYI | NRPQFPGDTE
NS2-3 448 ATEDEDLAVELLGLD NS4B 492 NRPQFPGDTETQQEG
NS2-3 449 DLAVEL L GLDWPDPG NS4B 493 PGDTETQQEGRKFVA
NS2-3 450 L LGL DWPDPGNQGT] NS4B 494 TQQEGRKFVASLLVS
NS2-3 451 WPDPGNQGTI EVGRA NS4B 495 RKFVASLLVSALATY
NS2-3 452 NQGTI EVGRALKQVV NS4B 496 SLLVSALATYTYKSW
NS2-3 453 EVGRALKQVVGLSTA NS4B 497 ALATYTYKSWNYNNL
NS2-3 454 LKQVVGLSTAENALL NS4B 498 TYKSWNYNNL SKI VE
NS4A 455 GLSTAENALLVALFG NS4B 499 NYNNL SKI VEPALAT
NS4A 456 ENALLVALFGYVGYQ NS4B 500 SKI VEPALATLPYAA
NS4A 457 VALFGYVGYQALSKR NS4B 501 PALATLPYAATALKL
NS4A 458 YVGYQAL SKRHI PVV NS4B 502 LPYAATALKLFAPTR
NS4A 459 ALSKRHI PVWTDI YS NS4B 503 TALKLFAPTRLESVWV
NS4A 460 HI PVVTDI YSI EDHR NS4B 504 FAPTRLESVVM.STA
NS4A 461 TDI YSI EDHRLEDTT NS4B 505 LESVVM.STAI YKTY
NS4A 462 | EDHRLEDTTHLQYA NS4B 506 MLSTAI YKTYLSI RR
NS4A 463 LEDTTHLQYAPNAI K NS4B 507 I YKTYLSI RRGKSDG
NS4A 464 HLQYAPNAI KTEGKE NS4B 508 LSI RRCGKSDGLLAG G
NS4A 465 PNAI KTEGKETELKE NS4B 509 GKSDGLLG GVSAAM
NS4A 466 TEGKETELKELAQGD NS4B 510 LLG GVSAAMEI MSQ
NS4A 467 TELKELAQGDVQRCV NS4B 511 VSAANMEI MSQNPASY
NS4B 468 LAQGDVQRCVEAMIN NS4B 512 El MSONPASVG AVM
NS4B 469 VORCVEAMINYAKEG NS4B 513 NPASVG AVM.GVGA
NS4B 470 EAMITNYAKEG QFMK NS4B 514 Gl AVMLGVGAVAAHN
NS4B 471 YAKEGI QFVKSQALK NS4B 515 LGVGAVAAHNAI EAS
NS4B 472 | QFMKSQALKVKETP NS4B 516 VAAHNAI EASEQKRT
NS4B 473 SQALKVKETPTYKET NS4B 517 Al EASEQKRTLLMKYV
NS4B 474 VKETPTYKETMDTAT NS4B 518 EQKRTLLMKVFVKNF
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NS4B 519 LLMKVFVKNFL DQAA NS5A 563 KLDFNNSKTI LATDK
NS4B 520 FVKNFLDQAATDELV NS5A 564 NSKTI LATDKWEVDH
NS4B 521 L DQAATDEL VKESPE NS5A 565 LATDKWEVDHSTLVR
NS4B 522 TDEL VKESPEKI | MA NS5A 566 VEVDHSTLVRVLKRH
NS4B 523 KESPEKI | MALFEAV NS5A 567 STLVRVLKRHTGAGY
NS4B 524 Kl I MALFEAVQTVGN NS5A 568 VLKRHTGAGYHGAYL
NS4B 525 LFEAVQTVGNPLRLV NS5A 569 TGAGYHGAYL GEKPN
NS4B 526 QTVGNPLRLVYHI YG NS5A 570 HGAYL GEKPNHKHLI

NS4B 527 PLRLVYHI YGVFYKG NS5A 571 GEKPNHKHL| ERDCA
NS4B 528 YHI YGVFYKGWEAKE NS5A 572 HKHL1 ERDCATI TKD
NS4B 529 VFYKGWEAKELAQRT NS5A 573 ERDCATI TKDKVCFL
NS4B 530 WEAKEL AQRTAGRNL NS5A 574 TI TKDKVCFLKMKRG
NS4B 531 LAQRTAGRNLFTLI M NS5A 575 KVCFLKMKRGCAFTY
NS4B 532 AGRNLFTLI MFEAVE NS5A 576 KMKRGCAFTYDLSLH
NS4B 533 FTLI MFEAVELLGVD NS5A 577 CAFTYDLSLHNLTRL
NS4B 534 FEAVEL L GVDSEGKI NS5A 578 DLSLHNLTRLI ELVH
NS4B 535 LLGVDSEGKI RQLSS NS5A 579 NLTRLI ELVHKNNLE
NS4B 536 SEGKI RQLSSNYI LE NS5A 580 I ELVHKNNLEDKEI P
NS5A 537 RQLSSNYI LELLYKF NS5A 581 KNNLEDKEI PAVTVT
NS5A 538 NYI LELL YKFRDSI K NS5A 582 DKEI PAVTVTTWLAY
NS5A 539 LLYKFRDSI KSSVRE NS5A 583 AVTVTTW.AYTFVNK
NS5A 540 RDSI KSSVREMAI SW NS5A 584 TWLAYTFVNKDI GTI

NS5A 541 SSVREMAI SWAPAPF NS5A 585 TFVNKDI GTI KPAFG
NS5A 542 MAI SWAPAPFSCDWI NS5A 586 DI GTI KPAFGEKVTP
NS5A 543 APAPFSCDWIPTDDR NS5A 587 KPAFGEKVTPEMQED
NS5A 544 SCDWIPTDDRI GLPQ NS5A 588 EKVTPEMQEDI TLQP
NS5A 545 PTDDRI GLPQDNFLQ NS5A 589 EMQEDI TLQPAVVVD
NS5A 546 | GLPQDNFLQVETKC NS5A 590 | TLQPAVVVDTTDVT
NS5A 547 DNFLQVETKCPCGYK NS5A 591 AVVVWDTTDVTVTWG
NS5A 548 VETKCPCGYKMKAVK NS5A 592 TTDVTVTVWGEAPTM
NS5A 549 PCGYKMKAVKNCDGE NS5A 593 VTVVGEAPTMI TGET
NS5A 550 MKAVKNCDGELRLLE NS5A 594 EAPTMITGETPTAFT
NS5A 551 NCDGELRLLEEEGSF NS5A 595 TTGETPTAFTSSGSD
NS5A 552 LRLLEEEGSFLCRNK NS5A 596 PTAFTSSGSDPKGQQ
NS5A 553 EEGSFL CRNKFGRGS NS5A 597 SSGSDPKGQQVLKLG
NS5A 554 L CRNKFGRGSRNYRV NS5A 598 PKGQQVLKLGVGEGQ
NS5A 555 FGRGSRNYRVTKYYD NS5A 599 VLKLGVGEGQYPGTN
NS5A 556 RNYRVTKYYDDNL SE NS5A 600 VGEGQYPGTNPQRAS
NS5A 557 TKYYDDNL SEI KPVI NS5A 601 YPGTNPQRASLHEAI

NS5A 558 DNL SEI KPVI RVEGH NS5A 602 PQRASLHEAI QGADE
NS5A 559 | KPVI RVEGHVELYY NS5A 603 LHEAI QGADERPSVL
NS5A 560 RVEGHVELYYKGTTI NS5A 604 QGADERPSVLI LGSD
NS5A 561 VELYYKGTTI KLDFN NS5A 605 RPSVLI LGSDKATSN
NS5A 562 KGTTI KLDFNNSKTI NS5A 606 | LGSDKATSNRVKTA
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NS5A 607 KATSNRVKTAKNVKYV
NS5A 608 RVKTAKNVKVYRGRD
NS5A 609 KNVKVYRGRDPLEVR
NS5A 610 YRGRDPLEVRDMVKR
NS5A 611 PLEVRDMVKRGKI LV
NS5A 612 DMVKRGKI LVI ALSR

Die massenspektrometrisch nicht charakterisierbaren Pentadekapeptide sind fett dargestel|t.

7.2. Firmen

Fa. AEG Ndrnberg

Fa. Amersham Buchler Braunschweig
Fa. Bayer Leverkusen
Fa. Biochrom KG Berlin

Fa. Bio-Rad Miinchen

Fa. Becton Dickinson Heidelberg
Fa. Biozol Eching

Fa. Branson Soest

Fa. Dianova Hamburg

Fa. Difco Laboratories Detroit, USA
Fa. Endogen Woburn, Massachusetts
Fa. Eppendorf Hamburg

Fa. Fisher Scientific Schwerte

Fa. Fluka Neu-Ulm

Fa. GfL Hannover

Fa. GibcoBRL Karlsruhe

Fa. Greiner Ndrtingen

Fa. Grom Herrenberg
Fa. Grunenthal Stolberg

Fa. Gynkotek Germering

Fa. Heraeus Instruments GmbH Hanau

Fa. Hermle Tuttlingen

Fa. Hoechst Frankfurt

Fa. Inotech Dottikon, Schweiz
Fa. Leitz Wetzlar
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Fa. Life Technologies
Fa. Merck
Fa. Micromass

Fa. Millipore

Fa. MultiSyntech
Fa. Novabiochem
Fa. Nunc

Fa. Packard

Fa. Sartorius

Fa. Sarstedt
Fa. Sauter

Fa. SDS

Fa. Serva

Fa. Sigma

Fa. Spectra-Physics
Fa. Titertek

Fa. Wallac ADL
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Karlsruhe
Darmstadt
Altrincham, England
Bedford, MA, USA,
Deutschland: Eschborn
Bochum
Bad Soden
Wiesbaden
Frankfurt/Main
Gottingen
Nurnbrecht
Ebingen
Peypin, Frankreich
Heidelberg
Deisenhofen
Darmstadt
Helsinki, Finnland

Turku, Finnland
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