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ZUSAMMENFASSUNG

1 ZUSAMMENFASSUNG

Das Klassische Schweinepest Virus (CSFV) verursacht global eine der wirtschaftlich
bedeutensten Tierseuchen. Die eingesetzten klassichen Vakzinen gegen CSFV, die
entweder aus attenuierten oder inaktivierten Viren bestehen, erlauben keine
serologische Unterscheidung zwischen vakzinierten und infizierten Tieren. Aus
diesem Grund wurden von der EU BekdampfungsmaBBnahmen erlassen, die auf einem
Vakzinationsverbot und der Ausmerzung infizierter Bestinde beruhen. DNA-
Vakzinen und Peptidvakzinen konnten als Alternative zu den beschriebenen
klassischen Vakzinen eingesetzt werden.

Das Hauptziel dieser Arbeit, bestand daher in der Herstellung einer wirksamen CSFV-
spezifischen DNA-Vakzine. Hierfiir wurde das E2-Glykoprotein des CSFV in eine
Reihe verschiedener eukaryontischer Expressionsvektoren (pcDNA4HisMax und
pRC/RSV) kloniert die sich in der Auswahl der verwendeten Promotoren (CMV oder
RSV) sowie in den zusitzlich inserierten Genen von Zytokinen und
immunstimulatorischen Molekiilen (IL-12, IL-18, CD40L) unterschieden. Die
anschlieBende Uberpriifung der Expression der E2, IL-12, IL-18 und CD40L-Gene, in
den Konstrukten, erfolgte mittels Transfektion in Zellen und anschlieBender
Immunfluoreszenzanalyse bzw. durch funktionelle Tests.

In den Vakzinierungsversuchen im Schwein wurde in einem ersten Schritt die
Applikationsart (intramuskuldr (i.m.) oder intradermal (i.d.)) sowie die Infektionsdosis
optimiert, wobei sich die intramuskuldre Injektion als effektivere Applikationsart
erwies. Danach wurde die Schutzwirkung der E2-Grundkonstrukte im Verhéltnis zur
Schutzwirkung von E2-Konstrukten die zusétzlich die Sequenz eines immun-
stimulatorischen Molekiils (IL-12, IL-18, CD40L) enthielten analysiert.

Hierbei zeigten sich deutliche Unterschiede in der Wirksamkeit der einzelnen
Konstrukte. Wéhrend Immunisierungen mit dem pcDNA4HisMax-E2-1L-12 Konstrukt
zu einer Verschlechterung der induzierten E2-spezifischen humoralen Immunantwort

und Uberlebensrate im Verhiltnis zu den E2-Grundkonstrukt fiihrte, zeigten das
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pcDNA4HisMax-E2-IL-18 Konstrukt eine Steigerung der CSFV-spezifischen
Immunantwort aufgrund des inserierten immunstimulatorischen Molekiiles.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit bestand in der pro- und eukaryontischen Expression
der fiir die DNA-Vakzine eingesetzten immunstimulatorischen bzw. CSFV-
spezifischen Molekiile. Im Verlauf dieses Projektes gelang es, porcines IL-18, den
CD40L sowie die p40 Untereinheiten des IL-12, prokayontisch zu exprimieren,
aufzureinigen und tber Western Blot bzw. Immunfluoreszenz nachzuweisen. Das
exprimierte und aufgereinigte IL-18 und der CD40L wurden zur Gewinnung
spezifischer polyklonaler Seren eingesetzt. Fiir die p35-Untereinheit des IL-12-, und
das E2-Glykoprotein gelang ein Nachweis der Expression als GST-(p35) bzw. (E2)-
Fusionsprotein durch Western Blot Analyse. Aullerdem wurden fiir die eukaryontische
Expression der Molekiile stabile 293-Zelllinien hergestellt und die Expression der
CD40L, 1IL-18 wund IL-12-Gene durch Immunfluoreszenzanalyse, Radio-

immunprézipitation, Western Blot bzw. iiber funktionelle Tests nachgewiesen.
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2 EINLEITUNG

2.1 DNA-Immunisierung

Seit ihrer Entdeckung im Jahre 1982 [Will, 1982] wird die Anwendbarkeit der DNA-
Immunisierung zur Bekdmpfung verschiedenster Erkrankungen analysiert und
kontrovers diskutiert. Dabei umfasst das mogliche Einsatzspektrum u.a. bakterielle,
virale und parasitdre Erkrankungen. Des weiteren wird eine Anwendung von DNA-

Vakzinen fiir Tumor-, Autoimmun- und Allergietherapien untersucht.

2.1.1 Methode

Bei der DNA-Vakzinierung erfolgt die Immunisierung nicht wie bei herkommlichen
Vakzinen durch ein exogen zugefiihrtes Antigen, sondern durch Applikation eines
eukaryontischen Expressionsvektors, wodurch nach Aufnahme der DNA in die Zelle
eine endogene Proteinexpression mit anschlieBender Antigenprisentation erfolgt.

Die Gene der zur Immunisierung eingesetzten Proteine werden in eukaryontische
Expressionsvektoren kloniert und stehen dort unter der Kontrolle starker viraler
Promotoren. Obwohl es eine Vielzahl von moglichen Promotoren gibt, sind die am
hdufigsten in den Vakzine-Vektoren eingesetzten Promotoren der des Humanen
Cytomegalievirus (CMV) und des Rous-Sarkom-Virus (RSV). Beide Promotoren
zeigten im Vergleich zu anderen bei Testansdtzen mit einem Luciferase-Reportergen
die hochsten Expressionswerte [Manthorpe, 1993]. Fiir die Konstruktion polyvalenter
DNA-Vakzinen oder DNA-Vakzinen mit Adjuvants-Effekt ist es notwendig Vektoren
zu konstruieren, die eine Coexpression verschiedener Antigene oder eines Antigen—
Zytokin-Gemisches ermoglichen.

Der einfachste Weg besteht in der Koinjektion von unterschiedlichen Expressions-
plasmiden [Operschall, 2000]. Eine andere Moglichkeit ist die Herstellung eines
Fusionsproteins, sei es als Polyepitop- [Thomson, 1996], Antigen-Ligand- [Boyle,
1998] oder Antigen-Zytokin-Vakzine [Kim, 1997; Maecker, 1997]. Die verbreitetste
Methode besteht jedoch in der Konstruktion von Plasmiden mit mehreren
unabhéngigen Transkriptionseinheiten [Sin, 1999; Lu, 1999; Larsen 1998]. Fiir die

Koexpression der Untereinheiten heterodimerer Molekiile (z.B. IL-12) ist die

3
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Verwendung eines polycistronischen Konstruktes [Johanning, 1995; Clarke, 1997]
oder eines Konstruktes mit bidirektionalem Promotor [Kwissa, 2000] erforderlich.
Sowohl das Triagermedium als auch die Applikation der DNA-Vakzine entscheiden
iiber die jeweilige Menge von DNA, die von den Zellen des zu immunisierenden
Organismus aufgenommen wird. Fiir das verwendete Tragermedium haben sich in den
letzten Jahren drei Grundprinzipien durchgesetzt. Die wohl einfachste besteht in der
Injektion nackter DNA [Davis, 1993; Wolff, 1992]. Andere Trigersysteme verpacken
die DNA mittels Liposomen [Toda, 1997; Dow, 1999], Virosomen [Chen, 1998] oder
in einem Polymerkomplex [Goldman, 1997].

Fiir die Applikation der DNA existieren ebenfalls unterschiedliche Moglichkeiten. Die
gebrduchlichste besteht in einer intramuskuldren oder intradermalen Injektion.
AuBerdem wird die DNA aber auch intravends, intraperitonal, intralymphatisch und
subkutan appliziert [Wolff, 1992; Bohm, 1998; Maloy, 2001]. Eine weitere
Moglichkeit ist der Einsatz einer Biolistic-Transfection, ein Verfahren, bei dem die
DNA an 2-5 um grofle Goldpartikel gebunden wird und diese anschlieBend durch
Hochdruck in das Gewebe geschossen werden [Porgador, 1998; Torres, 1997].

Nach Applikation der DNA wird diese von den Zellen aufgenommen und die
enthaltenen Fremdgene exprimiert und modifiziert. Durch diese in Situ-Expression ist
sowohl eine MHC-I- als auch eine MHC-II restringierte Antigenprédsentation mdoglich,
wodurch es zur Induktion einer humoralen und zellvermittelten Immunantwort des

Organismus kommen kann.

2.1.2 Vor- und Nachteile

Die Erfahrungen, die in den letzten Jahren mit DNA-Vakzinen gemacht wurden,
zeigen deutlich die Attraktivitit der Methode in Therapie und Prophylaxe. Dies ist
zum einen auf die langanhaltende Aktivierung der zelluliren und humoralen
Immunantwort [Davis, 1996], durch die kontinuierliche Proteinexpression, sowie auf
die hohe biologische Sicherheit zurlickzufiihren, da man ginzlich auf infektiose
Erreger verzichten kann. Aulerdem stellt die schnelle und kostengiinstige Herstellung
der Impfstoffe, im Vergleich zur aufwendigen Reinigung von Antigenen fiir
herkommliche Vakzinen, sowie die wunaufwendige Lagerung und einfache

Handhabung hinsichtlich der Applikation (z.B. ist keine besondere Kiihlung der

4
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Proben erforderlich) einen kommerziellen Anreiz zur Weiterentwicklung der Methode
dar. Gleichzeitig bietet die Methode die Mdoglichkeit einer Markervakzine, was
besonders im Hinblick auf Erkrankungen wie CSF und MKS von Bedeutung ist, da
eine Immunisierung der Tiere nur sinnvoll ist, wenn eine Unterscheidung zwischen
vakzinierten und infizierten Tieren moglich wire.

Ein Nachteil der Methode besteht in einer eventuell auftretenden Insertionsmutagenese
durch Integration des Plasmides in regulatorische Sequenzen des eukaryontischen
Genomes. Jedoch konnte bisher ein Einbau mit nachweisbaren Storungen des Stoff-

wechsels nicht bestétigt werden [Wolff, 1992].

2.1.3 Anwendung

Die bisher gewonnenen Daten zeigen, dass DNA-Vakzinen die Fihigkeit haben,
unterschiedliche Spezies vor einer grolen Anzahl bakterieller, viraler und parasitérer
Erkrankungen zu schiitzen. Auflerdem gewinnen DNA-Vakzinen zunehmend fiir die
Tumor-, Autoimmun- und Allergietherapie an Bedeutung. Tabelle 1 gibt im Folgenden

eine kurze Ubersicht iiber Bereiche, in denen DNA-Vakzinierung eingesetzt wird.

Viren CSFV [Andrew, 2000; Hammond, 2001]

HBYV [Davis, 1996 ; Michel, 1995 ; Kwissa, 2000i]
HCYV [Forns, 2000; Inchauspe, 1997]

HIV [Kim, 1999; Akahata, 2000 Kaneko, 2000]
Influenza [Wong, 2001; Olsen, 2000; Lunn, 1999]
BVDYV [Harpin, 1999; Nobiron, 2000/1]

FIV [Boretti, 2000]
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Mycobakteria leprae [Lowrie, 1994]
Bakterien Mycobakteria bovis [Chambers, 2000]

Yersinia enterocolitica [Hornef, 2000]

Parasiten Schistosoma japonicum [Waine, 1997; Yang 1995]
Leishmania major [Gurunathan, 1997]

Schistosoma mansoni [Dupre, 2001]

Tumor Vakzinen [Wei, 1999; Neglia, 1999; Iwasaki, 1998]
Autoimmun-Vakzinen [Waisman, 1996; Ruiz, 1999]
Allergie-Vakzinen [Hsu, 1996; Roman, 1997; Spiegelberg, 1997]
2.2 Interleukin 12

2.2.1 Struktur

Das Interleukin 12 (IL-12) ist das einzige bisher bekannte Interleukin mit
heterodimerer Struktur. Es besteht aus zwei iiber Disulfidbriicken gekoppelten
Untereinheiten, einer 35 kDa- (p35) und einer 40 kDa (p40) Untereinheit [Kobayashi,
1989; Stern, 1990; Wolf, 1991; Podlaski, 1992; Schoenhaut, 1992]. Die porcine p35-
Untereinheit besteht aus 257- und die p40-Untereinheit aus 325 Aminosduren mit je
drei potentiellen Glycosylierungsstellen [Kokuho, 1999]. Die Untereinheiten zeigen
untereinander keinerlei Homologien in der Aminosduresequenz. Vergleicht man die
Aminosduresequenz von porcinem und humanem IL-12, so stellt man eine 85%ige
Ubereinstimmung fest [Foss, 1997].

Die biologische Aktivitit des IL-12 ist immer an beide Ketten und deren Verkniipfung
iiber Disulfidbriicken gebunden. Es konnte keine Aktivitdt einer Untereinheit oder
eines homologen Dimeres festgestellt werden [Wolf, 1991; Gubler; 1991; Podlaski,
1992]. Die Rezeptorbindungsstelle ist auf der p40-Untereinheit lokalisiert. Etwa 20-
40% der synthetisierten p40 Untereinheiten liegen unter normalen Bedingungen als
Homodimer im Serum vor [Heinzel, 1997]. Bindung von Monomeren oder Homo-
dimeren der p40-Untereinheit an den IL-12-Rezeptor fithrt zur Hemmung der Wirkung
des IL-12 Heterodimers. Diese Tatsache konnte bei der Feedbackregulation der Ty1-
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Zellproliferation und Differenzierung eine entscheidende Rolle spielen [Gillessen,
1995; Ling, 1995; Gately, 1996]. Untersuchungen an hybriden Heterodimeren aus
Mensch und Maus zeigten, dass die Speziesspezifitit von IL-12 an die p35
Untereinheit gebunden ist [Schonhaut, 1992].

2.2.2 Bildungsort

Der primidre Bildungsort fiir IL-12 sind die ,, Peripheral Blood Mononuclear Cells*
(PBMC). Als Produzentenzellen kommen sowohl Monozyten und Makrophagen als
auch B-Zellen in Betracht [D"Andrea, 1992].

Beide Untereinheiten wurden beim Schwein aufler in Makrophagen auch in
lymphoidem Gewebe, Thymus, Milz und den Peyerschen Plaques gefunden.
AulBlerdem konnten nach Stimulation von alveolaren Makrophagen mit LPS oder SAC
erhohte Mengen der mRNA der p40-, nicht aber der p35-Untereinheit nachgewiesen
werden [Foss, 1997].

2.2.3 Biologische Eigenschaften

Die zentrale Aufgabe des IL-12 liegt in der Festlegung der T-Zell-Differenzierungs-
richtung. Untersuchungen im humanen [Manetti, 1993; Wu, 1993, Marshall, 1995]
und murinen [Hsieh, 1993; Seder, 1993; Schmitt, 1994] System zeigte, dass IL-12 eine
Tyl-Antwort fordert. Dies erfolgt auf drei Hauptwegen: 1. Durch Induktion der
Differenzierung von Ty0- zu Tyl-Zellen [Wu, 1993; Seder, 1993]. 2. wirkt IL-12 als
ein Costimulus bei der IFN-y-Sekretion durch die Tyl-Zellen [Murphy, 1994;
DeKruyft, 1995] und 3. durch Stimulation der Entwicklung IFN-y produzierender
Tyl-Zellen aus der T-Gedichtnis-Zellpopulation [Manetti, 1993; Marshall, 1995;
DeKruyft, 1995].

Obwohl die Hauptaufgabe von IL-12 darin besteht eine Tyl-Antwort zu fordern,
konnte in einigen experimentellen Ansdtzen eine Verstirkung der Ty2-Antwort
beobachtet werden [Wang, 1994; Schmitt, 1994; Wynn, 1995]. Untersuchungen
ergaben, dass IL-12 die IgG2a-, IgG2b- und IgG3- vermittelte Tyl-assozierte
humorale Immunantwort verstiarken kann [Germann, 1995; Buchanan, 1995], wiahrend
es die Ty2-assoziierte humorale Immunantwort via IgG1l bei Primdrimmunisierung

suppremiert [Buchanan, 1995; McKnight, 1994 ]. Interessanterweise zeigten mehrfach
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immunisierte Tiere durch IL-12 eine Verstirkung der IgGl-Produktion
[Germann,1995; Buchanan, 1995]. Ob und wie (z.B mittels Induktion der IFN-y-
Sekretion) IL-12 in die humorale Immunantwort eingreift, scheint somit abhingig von
dem Zytokinmilieu und dem Entwicklungsstatus der T-Zellen zu sein [Kiniwa, 1992;
Morris, 1994; King 1995; Sypek, 1993]. Des weiteren steigert IL-12 nachweislich die
zytolytische Aktivitdt von NK-Zellen (Natural Killer Cells) [Kobayashi, 1989; Stern,
1990;] und CTL (Cytolytic- T-Lymphocyte) [Gately, 1992/94; Chouaib, 1994] und
induziert die Proliferation und Differenzierung von hematopoetischen Stammzellen
[Jacobsen, 1993; Hirayama, 1994; Bellone, 1994]. Klinische Untersuchungen in den
letzten Jahren zeigten aullerdem, dass IL-12 eine Rolle bei Ty2-assoziierten
Erkrankungen wie Asthma [Wills-Karp, 2001] und Allergien [van der Pouw Kraan,
1997] zu spielen scheint und Potentiale fiir eine Anwendung in der Krebstherapie

enthalt [Su, 2001; Oshikawa, 1999].

2.24 Regulation

Die IL-12 Produktion wird durch ein Netzwerk von immunologischen Faktoren und
Regelmechanismen kontrolliert. Bis heute ist es trotz zahlreicher Bemiithungen nur
gelungen, Teile dieses Regelwerks aufzukliren. Ein fiir die IL-12 Produktion
stimulierender Einfluss geht von dem, durch NK-Zellen und aktivierte Ty1-Zellen
gebildetem IFN-y aus, was dann wieder durch die gesteigerte IL-12 Produktion der
Monozyten und Makrophagen iiber positive Riickkopplung auf NK-Zellen und Ty1-
Zellen wirkt. Interleukin 4, 10 sowie TGF-3 und TNF-a hingegen hemmen die 1L-12
Produktion, so dass jeweils die Aktivierung des einen Abwehrsystems das andere
reprimiert [ Trinchieri, 1993; Ma, 2000; Koch, 1996].

Ein weiterer regulatorischer Aspekt ist die Bindung des p40-Homodimers an den
Interleukin 12-Rezeptor. Dadurch kommt es zu einer verminderten Wirkung des IL-12
Heterodimeres an den jeweiligen Effektorzellen [Gillessen, 1995; Mattner, 1993; Ling,
1995].
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2.3 Interleukin 18

2.3.1 Struktur

Interleukin 18 (IL-18) ist ein monomeres Molekiil bestehend aus 192 Aminosduren mit
zwei potentiellen Glycosylierungstellen und einer 35 Aminosduren langen
Leadersequenz [Oem, 2000]. Das Fehlen eines typisch hydrophoben Signalpeptides
deutet wie bei humanem und caninem IL-18 auf eine Synthese als 24 kDa grof3es
Vorléauferprotein hin. Dieses wird dann anschlielend proteolytisch in ein biologisch
aktives 18 kDa Protein gespalten [Muneta, 2001; Ghayur, 1997]. Das porcine IL-18
zeigt eine Aminosédurehomologie von 79 % fiir humanes und 80,4 % fiir canines IL-18

[Oem, 2000; Ushio, 1996].

2.3.2 Bildungsort

Eine IL-18 Produktion konnte bisher fir PBMC, besonders Makrophagen [Puren,
1999], dendritische Zellen [Stoll, 1998], epidermale Zellen [Stoll, 1997], intestinale
Epithelzellen [Takeuchi, 1997] sowie in Zellen des endokrinen [Conti, 1997/2000] und
zentralnervosen [Conti, 1999; Prinz, 1999] Systems nachgewiesen werden.

Speziell beim Schwein wurde auBler durch die PBMC eine starke konstitutive
Expression in der Milz, den Lymphknoten und im Interstinaltrakt und eine schwache

in der Lunge und der Niere nachgewiesen [Fournout, 2000].

233 Biologische Eigenschaften

IL-18 wurde zuerst beschrieben als ein starker IFN-y induzierender Faktor, besonders
in Anwesenheit von IL-12 werden groe Mengen von IFN-y durch Tyl- und NK-
Zellen synthetisiert [Okamura, 1995/1998]. AuBlerdem wirkt es als kostimulatorisches
Molekiil bei der Produktion von IL-2 und GM-CSF [Yoshimoto, 1998; Kohno, 1997].
Im Gegensatz zu IL-12, das zur Stimulation der T-Zelldifferenzierung beféhigt ist,
beschleunigt IL-18 ausschlieBlich die durch IL-12 induzierte Differenzierung der Ty0-
Zellen. Des weiteren steigert IL-18 die zytolytische Aktivitit von NK-Zellen und
CTLs [Dao, 1998; Kohyama, 1998].

Anders als IL-12 hat IL-18 die Fahigkeit, dhnlich wie IL-4 eine Ty2-Zellentwicklung

zu induzieren. Es konnte gezeigt werden, dass bei Inkubation von nativen Ty0 —Zellen
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mit [L-18 und IL-2 die Produktion grofer Mengen von IL-4 und IL-13 induziert
werden kann [Yoshimoto, 2000]. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch nach der
Inkubation von Basophilen und Masterzellen mit IL-3 und IL-18 erhalten [Yoshimoto,
1999]. Es scheint also, dass IL-18 die Tyl- oder Ty2-vermittelte Immunantwort
abhéngig vom Cytokinmilieu (IL-12 + IL-18-> Tyl, IL-2 + IL-18-> Ty2) stimuliert.
Eine entscheidende Rolle spielt IL-18 auch bei der Steuerung der IgE Produktion.
Wihrend bei Koinkubation von IL-12 und IL-18 durch die gesteigerte IFN-y Sekretion
eine Inhibition der IgE Produktion erfolgt [Yoshimoto, 1997], hat IL-18 allein die
Fahigkeit, dosisabhingig die IgE Konzentration im selben Testsystem zu steigern
[Yoshimoto, 2000; Hoshino, 2000].

In Verbindung mit IL-12 konnte in verschiedenen Testsystemen ein anticancerogener
Effekt von IL-18 nachgewiesen werden [Hara, 2000; Yamanaka, 1999], und dhnlich
wie IL-12 scheint IL-18 auBerdem eine wichtige Rolle bei Allergieerkrankungen zu

spielen [Hofstra, 1998].

234 Regulation

Obwohl IFN-a und -f die IL-18 Produktion inhibieren, ist die Regulation der
Sekretion von aktivem IL-18 hauptsidchlich von der intrazelluldren Prozessierungs-
maschinerie abhingig. Die meisten Zytokine tragen sogenannte RNA-destabilisierende
Elemente [Cosman, 1987], nicht aber IL-18, was erkldren konnte, warum IL-18
konstitutiv exprimiert und anschlieBend in seiner inaktiven Vorlduferform linger als
andere Zytokine in der Zelle vorliegt [Gu, 1997; Okamura, 1995]. Dieses IL-18
Vorlduferprotein wird erst nach Spaltung durch das intrazelluldre IL-1B-Converting-
Enzym aktiviert [Muneta, 2001; Gu, 1997; Ghayur, 1997]. Eine Inhibition der Cystein-
Proteinase (IL-1B-Converting-Enzym) fiihrt entsprechend zu einer Reduktion der IL-
18 Sekretion [Gu, 1997]. Wie das intrazelluldre IL-1B-Converting-Enzym kann
allerdings auch die auf der Oberfliche exponierte Proteinase-3 eine Spaltung des

Vorlduferproteins in die aktive Form vornehmen [Csernok, 1994; Fantuzzi, 1999].

10
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24 CD40-Ligand

24.1 Struktur

Der porcine CD40-Ligand (CD40L) ist ein Typ II- Membranprotein, welches aus drei
identischen Polypeptidketten besteht [van Kooten, 1996; Foy, 1996]. Der offene
Leserahmen des CD40L umspannt 261 Aminosduren und codiert fiir ein 33 kDa
Protein. Wie fiir murinen und humanen CD40L beschrieben enthélt der porcine eine
32 Aminosduren lange Signal-Anker-Sequenz [Armitage, 1992; Gauchat, 1993]. Es
konnte auBerdem gezeigt werden, dass aufgrund der hohen Aminosdurehomologie
(83 %) eine l6sliche Form des murinen CD40L an humanes CD40 gebunden wird
[Lane,1993], was abhidngig von der Aminosdurechomologie auf eine nicht

speziesspezifische Bindung hindeutet.

24.2 Bildungsort
Der CD40L wird primir auf aktivierten T-Zellen [ Armitage, 1992], aber auch von B-
Zellen, Monozyten, Makrophagen sowie epithelialen, endothelialen und dendritischen

Zellen exprimiert [Clarke, 2000; Clark, 1990].

243 Biologische Eigenschaften

Die Interaktion zwischen CD40L und CD40 ist von entscheidender Bedeutung fiir die
Aktivierung der humoralen Immunantwort. Bei Interaktion zwischen antigen-
bindenden B-Zellen und aktivierten Ty2-Zellen kommt es zur Expression des CD40L
auf Ty2-Zellen. Die Bindung von CD40L an CD40 bewirkt die Sekretion von IL-4, IL-
5 und IL-6. Dies fiihrt zur Induktion der Proliferation und Differenzierung von B-
Zellen zu antikorpersezernierenden Plasmazellen [Banchereau, 1994/i; Foy 1996]. In
Verbindung mit anderen Zytokinen iibernimmt CD40L eine wichtige Aufgabe beim
Antikorper Isotypenwechsel. Untersuchungen an humanen B-Zellen zeigten, dass I1L-2
und IL-10 in Verbindung mit CD40L die IgM-, IgG1- und IgA- Sekretion stimulieren,
wiéhrend IL-4 zu einer Erhohung der IgE- und IgG4- Sekretion beitrigt. Gleichzeitig
konnen die stimulatorischen Effekte (z.B. B-Zellproliferation) des CD40L durch TGF-
B inhibiert werden [Armitage, 1992]. Defekte in der CD40L-Expression sind daher in

der Regel mit schweren Beeintrichtigungen des Immunsystems korreliert [Aruffo,

11
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1993; Korthauer, 1993]. Die Untersuchungen der immunologischen Eigenschaften des
CDA40L fokussieren sich u.a. auf mogliche Anwendungen in der Tumortherapie bzw.

bei DNA-Vakzinierung [ Gurunathan, 1998; Ihata, 1999].

244 Regulation

Die Regulation der CD40L Expression ist noch nicht vollstindig aufgeklért, scheint
aber zu einem groflen Teil vom umgebenden Zytokinmilieu abhingig zu sein. 1L-12
und IL-18 haben die Féhigkeit, die CD40L-Expression in verschiedenen Testsystemen
zu stimulieren [Peng, 1997; Hoshino, 2000]. Ahnlich wie bei der Inhibition der B-
Zellproliferation wurde eine Inhibition der Expression auf Ty2-Zellen durch TGF-3
beobachtet [Meenakshi, 1993; Roy, 1993]. Eine Sonderstellung scheint IFN-y
einzunehmen. Wihrend IFN-y die CD40L-Expression auf NK-Zellen stimuliert, fiihrt
es bei aktivierten Tyl- und Ty2-Zellen zu einer Inhibition der Expression [Jyothi,

2000; Meenakshi, 1993].

2.5 CSFV

Die klassische Schweinepest ist eine der 6konomisch bedeutendsten Tierseuchen die
durch das “classical swine fever virus “ (CSFV) verursacht wird [Edwards, 2000]. Das
Virus gehort zum Genus der Pestiviren, zu dem auBlerdem das Border Disease Virus
(BDV) und das Virus der Bovinen Virusdiarrhoe (BVDV) gehdren. Den Genus
Pestiviren zdhlt man heute aufgrund der Genomorganisation und Replikationsstrategie
zur Familie der Flaviviridae, zu der weiterhin das Hepatitis C Virus und das Flavivirus
gehoren. Die Ubertragung des CSFV erfolgt hauptséichlich durch direkten Kontakt von
infizierten mit nicht infizierten Schweinen, aber auch durch kontaminierte Kleidung
bzw. Transportfahrzeuge. Das CSFV untergliedert sich in mehrere Isolate, die nach

Infektion Krankheitsbilder unterschiedlichen Schweregrades auslosen.

2.5.1 Morphologie
Das CSFV ist ein umhiilltes RNA Virus mit einer Grée von 40-60 nm [Enzmann &
Weiland, 1978]. Die Virionen bestehen aus einem Nukleocapsid, das von einer mit

Glykoproteinen besetzten Lipidhiille umgeben ist.

12
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2.5.2 Genomorganisation und Polyproteinprozessierung

Das einzelstrdngige RNA-Genom positiver Polaritdt des CSFV[Moormann, 1990] ist
ca. 12,5 Kilobasen lang und enthilt einen offenen Leserahmen (ORF), der fiir ein
Polyprotein von etwa 4000 Aminosduren kodiert [Meyers, 1989]. 5" und 3" Ende des
Genoms sind von nichttranslatierten Bereichen flankiert, wobei das 3’-Ende nicht
polyadenyliert ist [Moormann & Hulst, 1988]. Die durch das Genom kodierten viralen
Proteine entstehen durch ko- und posttranslationale Prozessierung des hypothetischen
Polyproteins. Das p23-Nichtstrukturprotein, das im 5’-Bereich des offenen Lese-
rahmens lokalisiert ist, hat die Fdhigkeit sich autoproteolytisch vom N-terminalen
Bereich des Polyproteins abzuspalten [Thiel, 1991; Stark, 1993]. In 3 -Richtung folgen
das Nukleokapsidprotein p14 und die Glykoproteine EO (gp 44/48), E1 (gp 33) und E2
(gp 55) [Thiel, 1991; Stark, 1990]. Das Glykoprotein EO, welches Ribonuklease-
aktivitdt aufweist und als Homodimer nachgewiesen wurde, ist auf der Oberflidche des
Virions lokalisiert. Das E1-Glykoprotein, das als Transmembranprotein fungiert
[Weiland, 1990], ist in der Lage, mit dem Oberflaichenprotein E2 ein Heterodimer zu
bilden [Weiland, 1990; Thiel, 1991]. Das auf dem Virion nachgewiesene E2-
Glykoprotein [Weiland, 1992] ist Trager von Antigen Determinanten [van Rijn, 1996;
Armengol; 2001]. AnschlieBend an die Sequenz der Strukturproteine folgt der Nicht-
strukturproteinbereich mit den Proteinen p7 [Elberts, 1996], NS2-3 (p125), NS4A
(p10), NS4B (p30), NS5A und NS5B (p130) [Collett, 1988; Meyers, 1990;
Wiskerchen & Collett, 1991]. Ahnlich wie fiir BVDV wird das NS2-3 Protein in NS2
und NS3 gespalten [Thiel, 1991]. Der NS2-3 Bereich von CSFV und BVDV enthilt
typische Sequenzmotive fiir Helikase, Potease und NTPase [Gorbalenya, 1989/i;
Bazan & Fletterick, 1989]. Im NS5B Bereich konnten Sequenzmotive fiir RNA-
abhéngige RNA-Polymerasen nachgewiesen werden [Meyers,1989].

13
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NproC EO E1 E2 p7 NS2-3 NS4A NS4B NS5A NS5B

|Nsp| Strukturproteine Nichtstrukturproteine (Nsp)

Abb.2-1.: Genomorganisation des CSFV
Die Abbildung zeigt schematisch die Lage der Struktur- und Nichtstrukturproteine (Nsp) auf dem Genom des
CSFV.

2.6 Zielsetzung

Angesichts der weltweiten Bedeutung des CSFV sollte in der vorliegenden Arbeit eine
hochwirksame DNA—Vakzine erstellt werden, die es ermdoglicht, die durch das CSFV
verursachten hohen wirtschaftlichen Schiden zu vermeiden und vakzinierte von
infizierten Tieren zu unterscheiden. Angesichts der Tatsache, dass die in DNA-
Vakzinen eingesetzten Vektorsysteme, Zytokine und immunstimulatorischen
Molekiile sowie die jeweiligen Triagersysteme und Applikationsarten fir jede
Erkrankung abhéngig vom Wirtssystem eine unterschiedliche Wirksamkeit zeigen,
miissen fiir die Herstellung einer wirkungsvollen DNA-Vakzine mehrere Faktoren
analysiert werden. Deshalb sollten vergleichende Untersuchungen zwischen
verschiedenen Vektorsystemen (pcR/RSV, pcDNA4-HisMax) in Verbindung mit
unterschiedlichen immunstimulatorischen Molekiilen (IL-12, IL-18, CD40L) sowie
Applikationsarten (intramuskulér, intradermal) in vivo fiir das CSFV durchgefiihrt

werden.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Konstruktherstellung

Fiir die Entwicklung einer wirksamen CSFV-spezifischen DNA-Vakzine musste zuerst
ein immunogenes Antigen identifiziert werden, das in der Lage ist, eine CSFV-
spezifische Immunantwort zu induzieren.

Aus vorangegangenen Arbeiten war bekannt, dass eine von der EU zugelassene und
auf dem rekombinanten E2-Glykoprotein des CSFV basierende Marker-Vakzine einen
Schutz vor einer CSFV-Infektion induziert [Van Rijn, 1996/1999; van Zijl, 1991].
Weitere Untersuchungen, bei denen das E2-Glykoproteingen als Teil einer DNA-
Vakzine bzw. in Kombination mit rekombinantem Adenovirus eingesetzt wurde,
zeigten die Potenz des E2-Glykoproteins fiir die Induktion einer CSFV-spezifischen
Immunantwort [Andrew, 2000; Hammond, 2001]. Fiir die in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Vakzinestudien wurde daher ebenfalls das E2-Glykoprotein als
immunoges Antigen ausgewéhlt.

Ein wichtiger Faktor fiir die Expression eines Gens ist unter anderem die Effizienz des
verwendeten Promotors im entsprechenden Expressionsystem. Vergleichende
Untersuchungen verschiedener Promotoren mit Hilfe von Reportergenen machten
deutlich, dass der Promotor des Humanen Cytomegalievirus (CMV) sowie der des
Rous-Sarkoma-Virus (RSV) in verschiedenen Testsystemen die hdochste Expression
des Reportergens induzierten [Zarrin, 1999; Manthorpe, 1993]. Basierend auf diesen
Fakten wurden das pcDNA4-HisMAX- (CMV-Promotor) und das pcR/RSV- (RSV-

Promotor) Plasmid als Grundplasmide fiir die Konstruktherstellung gewéhlt.

3.1.1 Konstruktion der E2-Vakzine-Vektoren

In unserem Labor stand eine mittels RT-PCR isolierte ¢cDNA-Kopie des E2-
Glykoproteingens aus dem CSFV-Stamm Glentorf zur Verfiigung. Die in diesem
Konstrukt (pBacbak9-E2) nicht enthaltene terminale E1-Sequenz (sig), notwendig fiir
die posttranslationale Modifikation des E2 [Ruggli, 1995], wurde zusammen mit dem
Startcodon und einer zusitzlichen Hind III-Schnittstelle, mittels eines Oligonukleotid-

Linkers (signal 1.seq/rev) iiber BamH I/Nhe I in das Plasmid eingefiihrt. AnschlieBend
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wurde diese E2-Sequenz entnommen und iiber Hind III/Not I in das pRc/RSV- bzw.
BamH I/Not I in das pcDNA4HisMax -Plasmid inseriert (Abb. 3-1). Die Spezifitit des

eingefiihrten Fragmentes wurde durch Sequenzanalyse bestitigt.

BamH I Nhe I

l

BamH I I‘ sig E2 | Not I

~Q
’5
-~ N | Ie I
‘Q
0
‘s
~§
S,

pBacPAK9
Amp"
Hind III Not I BamH I Not I
I‘ sig | E2 | [_sig | E2 |

9“ \‘
KpRclRSV—EZ KpcDNA4 _E2

Abb. 3-1: Konstruktion der E2-Vakzine-Vektoren. Zur Einflihrung einer terminalenEl-
Sequenz und einer zusitzlichen Hind III-Schnittstelle wurde das pBacbak9-E2-Plasmid mit
BamH I/Nhe I verdaut und ein Oligonukleotidlinker (signal 1.seq/rev) eingefiihrt. Das
pBacbak9-E2-Plasmid wurde anschlieBend mit Hind III/Not I fiir Insertion in das pRc/RSV-
bzw. mit BamH I/NotI fiir Insertion in das pcDNA4HisMax-Plasmid verdaut und die
Fragmente in die identisch vorbehandelten Vektoren inseriert.
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3.1.2 Herstellung der E2-11-18/IL-12/CD40L Vakzin-Vektoren

Die Steigerung der Effizienz einer DNA-Vakzine nach zusétzlicher Insertion von
Zytokinen und immunstimulatorischen Molekiilen ist bereits fiir eine Reihe von
Erkrankungen beschrieben. Die Wahl der zusétzlich inserierten Zytokingene und Gene
anderer immunstimulatorischer Molekiile ist hauptsdchlich vom Erreger und dem
Immunsystem des Wirtes abhéngig. Daher mussten hinsichtlich der zu entwicklenden
CSFV-Vakzine verschiedene Molekiile ausgetestet und im Wirtstier analysiert werden.
Die bisher fiir verschiedene Erkrankungen durchgefiihrten Untersuchungen mit DNA-
Vakzinen favorisieren IL-12 [Boretti, 2000; Shan, 1999], IL-18 [Dupre, 2001] und den
CD40L [Ihata, 1999] aufgrund ihrer vielseitigen immunologischen Effekte als
“Adjuvantien zur Stimulation einer spezifischen Immunantwort. Daher sollten diese
drei Molekiile in die E2-Vakzine-Konstrukt inseriert werden. Die Gene fiir porcines

IL-18 und CD40L wurden hierfiir aus PBMC isoliert.

3.1.2.1  Isolation der cDNA fiir porcines IL-18

Zur Isolation der cDNA fiir porcines IL-18 wurden zunichst PBMC (3x10) in Kultur
genommen und mit LPS (1,5pug/ml) stimuliert [Oem, 2000]. Anschlieend wurde die
Gesamtzell-RNA isoliert und revers transkribiert. Die fiir die reverse Transkription
und die anschlieBende PCR verwendeten Primer (IL-18-vac.seq/rev) wurden in
Anlehnung an bereits veroffentliche Sequenzen fiir das porcine IL-18-Gen erstellt (Nr.
U68701). Es gelang, ein spezifisches Produkt zu isolieren und aufzureinigen (Abb. 3-
2). Nach Klonierung der PCR-Fragmente erfolgte deren Sequenzanalyse.

17



ERGEBNISSE
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Abb. 3-2: RT-PCR fiir die cDNA des porcinen IL-18. Je 1/10 des PCR Ansatzes wurden auf
das 1%ige, Ethidiumbromid-gefdrbte Agarosegel aufgetragen. Das IL-18 spezifische Signal
(1) ist durch einen Pfeil gekennzeichnet und besitzt eine Grofle von ca. 580 bp. In Spur 2 ist
die Wasserkontrolle dargestellt. Der Lidngenmarker ist partiell am linken Bildrand in kb
angegeben.

3.1.2.2  Isolation der cDNA fiir den porcinen CD40L

Fiir die Herstellung der cDNA des porcinen CD40L wurden zundchst PBMC in Kultur
genommen und mit ConA (5pg/ml) stimuliert. Nach 24stiindiger Inkubation wurde die
Gesamtzell-RNA isoliert. Da die cDNA-Sequenz des porcinen CD40L bis dato nicht
bekannt war, mussten degenerierte Primer auf Basis von Sequenzvergleichen der
CD40L-cDNA-Sequenzen von Maus (Nr. X654538), Mensch (Nr. L07414) und Rind
(Nr. Z48469) erstellt werden. Mit diesen Primern (CD40L-iso.seq/rev) gelang es durch
reverse Transkription und anschlieBende PCR ein spezifisches Produkt von 786 bp
Lange zu isolieren, welches fiir ein 29 kDa grofles Protein kodiert (Abb. 3-3). Nach
Klonierung der PCR-Fragmente erfolgte die Sequenzanalyse. Um mdgliche Nukleotid-
austausche, die auf Fehler der reversen Transkriptase oder High Fidelity-Tag-
Polymerase zuriickzufiihren sind, zu ermitteln, wurde das porcine CD40L-Fragment
mehrmals unabhingig voneinander amplifiziert, kloniert und sequenziert. Der
Vergleich der Aminosduresequenz mit bereits publizierten CD40L-Sequenzen anderer
Spezies ergab eine 88 %ige, 89 %ige bzw. 93 %ige Ubereinstimmung mit humanem,

felinem bzw. bovinem CD40L (siche Anhang).
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Abb. 3-3: RT-PCR fiir die cDNA des porcinen CD40L. Je 1/10 des PCR-Ansatzes wurden
auf das 1%ige, Ethidiumbromid-gefdarbte Agarosegel aufgetragen. Das CD40L-spezifische
Signal (1) ist durch einen Pfeil gekennzeichnet und besitzt eine Grofe von ca. 780 bp. In Spur
2 ist die Wasserkontrolle dargestellt. Der Langenmarker ist partiell am linken Bildrand in kb
angegeben.

3.1.2.3  Konstruktion der E2-1L-18-/ IL-12-/ CD40L-Vakzine-Vektoren

Fir die Konstruktion der E2-IL-18-/ IL-12-/ CD40L-Vakzine-Vektoren war es
notwendig, Vektoren mit zwei unabhingigen Transkriptionseinheiten zu erstellen, da
die verwendeten Zytokine bzw. immunstimulatorischen Molekiille zum einen
sekretorisch (IL-18, IL-12), zum anderen aber auch als Oberflichenproteine (CD40L)
exprimiert wurden. Abgesehen von moglichen konformationellen Problemen bei der
Proteinfaltung wiirde z.B. ein E2-Cytokin-Fusionsprotein keine gleichzeitige
sekretorische Expression des Cytokins und intrazellulire Expression des E2-
Glykoproteins ermdglichen. Im Sonderfall des IL-12-E2-Vakzin-Vektors mussten
zwei unabhédngige Transkriptionseinheiten verwendet werden, von denen eine
zusétzlich eine polycistronische Transkriptionseinheit war, die die gleichzeitig
gekoppelte Expression der heterodimeren Molekiile des IL-12 ermdglichte.

Zur Vereinfachung der Klonierungsstrategie sollten die isolierten cDNA-Fragmente
der Zytokine in einem Zwischenklonierungsschritt in einen eukaryontischen

Expressionsvektor kloniert und anschlieBend als Transkriptionseinheit in die
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vorhandenen E2-Vakzine-Vektoren inseriert werden. Als Plasmid fiir den Zwischen-
klonierungsschritt wurde der pcDNA3-Vektor gewihlt, da dessen Transkriptions-
einheit einen CMV-Promotor enthilt. Diese Tatsache ermdglichte uns, eine mogliche
Differenz zwischen Transkriptionseinheiten mit homodimerer (CMV/CMYV-Promotor)

und heterodimerer (RSV/CMV-Promotor) Struktur zu analysieren.

Fiir die Insertion der cDNA-Sequenzen der verschiedenen Immunmolekiile mussten
zusdtzliche Schnittstellen in den pcDNA3-Vektor eingefiihrt werden. Dieser wurde
hierfiir mit Kpn I und Stu I verdaut und anschlieBend Schnittstellen fiir BamH I, Not I,
Xho I und Nru I iiber einen Oligonukleotidlinker (pcDNA3.seq/rev) inseriert.

Die isolierte porcine IL-18 cDNA wurde mit den Primern IL-18-vac.seq/rev
amplifiziert. Durch die verwendeten Primer wurden die fiir die weitere Klonierung
benodtigten Schnittstellen KpnI und NotI eingefiihrt, das resultierende Fragment
verdaut und in den analog behandelten pcDNA3-Linker-Vektor kloniert (Abb. 3-4).
Die Amplifikation der cDNA des porcinen CD40L erfolgte mit Hilfe der Primer
CD40L-vac.seq/rev, wodurch es moglich war, die Schnittstellen fiir Kpn I und Not I
einzufiihren. AnschlieBend wurde das PCR-Fragment Kpn I/Not I verdaut und in den
ebenso behandelten pcDNA3-Linker-Vektor inseriert (Abb. 3-4).

Die polycistronische Transkriptionseinheit des p35/p40-Heterodimers (IL-12) war
schon partiell durch Vorarbeiten [Wienhold, 1998] vorhanden. Diese wurde fiir
anderweitige Untersuchungen verdndert (Dr. Heller, Roche) und die p35-IRES-p40-
Sequenz anschlieend aus dem pVDB3-swi-IL-12-Plasmid entnommen. Zur Isolation
des IL-12 (p35-IRES-p40) musste das pVDB3-swi-IL-12-Plasmid mit Sal I und
anschlieBend partiell mit BamH I verdaut werden. Das resultierende Fragment wurde

tiber BamH I und Sal I in den pcDNA3-Linker-Vektor inseriert (Abb. 3-4).
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Abb. 3-4: Konstruktion der pcDNA3-IL-18-/ IL-12-/ CD40L-Vektoren. Zur Einflihrung
zusédtzlicher Schnittstellen fiir BamH I, Not I, Xho I und Nru I wurde das pcDNA3-Plasmid
mit Kpn I/Stul verdaut und ein Oligonukleotidlinker (pcDNA3.seq/rev) eingefiihrt. Nach
Amplifikation der porcinen IL-18 cDNA (IL-18-vac.seq/rev) sowie des porcinen CD40L
(CD40L-vac.seq/rev) wurde mit Primern die Schnittstellen fiir Kpn I und Not I eingefiihrt,
und die verdauten Fragmente in das analog vorbereitete pcDNA3-Linker—Plasmid eingesetzt.
Die p35-IRES-p40-Sequenz des IL-12 wurde durch Sal I und partiellen BamH I-Verdau aus
dem pVDB3-swi-IL-12-Plasmid entnommen und iiber BamH I und Xho I in das pcDNA3-
Linker-Plasmid subkloniert.
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Vor Insertion der zweiten Transkriptionseinheit (IL-12, IL-18, CD40L) musste in den
pRC/RSV-E2-Vektor eine zusidtzliche Hpa [-Schnittstelle eingefiihrt werden. Dazu
wurde das Plasmid mit Smal und Bstb I verdaut und ein Oligonukleotidlinker
(pRSV.seqg/rev) inseriert. Das Plasmid wurde anschlieBend Hpa I verdaut und der
Vektor dephosphoryliert.Zur Einfithrung der zweiten Transkriptionseinheit (IL-12, IL-
18, CD40L) in den pcDNA4HisMax-E2-Vektor wurde ein Pml [-Verdau durchgefiihrt
und der Vektor zur Verhinderung einer Religation ebenfalls dephosphoryliert (Abb. 3-
5).

Smal Bstb I
[ SV40 | Hpal | polyA

SV40 g8 ‘ponA

7
.

PRC/RSV-E2 |

%)
: <
& sig

Pml I
pcDNA4-E2
Pml I

Abb. 3-5: Vorbereitung der E2-Vakzin-Vektoren auf die Insertion der zweiten
Transkriptionseinheit (IL-12, IL-18, CD40L). Mittels eines Oligonukleotidlinkers
(pRSV.seq/rev) wurde eine Hpa I Schnittstelle iiber Sma I und Bstb I in den pRC/RSV-E2-
Vektor eingefiihrt, Hpa I verdaut und der Vektor dephosphoryliert. Im Gegensatz dazu wurde
der pcDNA4HisMax-E2-Vektor ausschlielich Pml I verdaut und danach dephosphoryliert.
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Zur Entnahme der kompletten Transkriptionseinheit (Promotor + Cytokin oder
immunstimulatorisches Molekiil) wurden die konstruierten pcDNA3-IL-18-/IL-12-
/CD40L-Vektoren mit Nrul verdaut und das isolierte Fragment (Transkriptions-
einheiten) anschliefend in die entsprechend vorbereiteten E2-Vakzine-Vektoren
inseriert. Die Transkriptionskassetten wurden fiir das pcDNA4HisMax-E2-Plasmid
blunt in die Pml I- und fiir die pRC/RSV-E2-Plasmide blunt in die Hpa I- Schnittstelle
eingesetzt. Nachfolgend wurde die Spezifitit der Sequenzen durch Sequenzanalyse

tiberpriift und die Plasmide groBmaBstéblich aufgereinigt (Abb. 3-6).
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Abb. 3-6: Konstruktion der E2-IL-18-/IL-12-/CD40L-Vakzine-Vektoren. Zur Insertion der
zweiten Transkriptionseinheit (IL-12, IL-18, CD40L) in die E2-Vakzine-Vektoren wurden
die  pcDNA3-IL-18-/IL-12-/CD40L-Vektoren Nrul verdaut und die jeweilige
Transkriptionseinheit blunt in die E2-Vakzine-Vektoren (pcDNA4HisMax-E2 Nrul auf
Pml I, pRC/RSV-E2 Nru I auf Hpa I) inseriert.

24



ERGEBNISSE

Nach Abschlufl der Konstruktionsarbeiten waren folgende Plasmide vorhanden (Tab.

3-1)

Bezeichnung Enthaltene Sequenzen Promotoren
pcDNA4HisMax keine CMV
pcDNA4HisMax-E2 E2 CMV
pcDNA4HisMax-E2-IL-12 E2, IL-12 CMV, CMV
pcDNA4HisMax-E2-1L-18 E2,il18 CMV, CMV
pcDNA4HisMax-E2-CD40L E2, CD40L CMV, CMV
pRC/RSV keine RSV
pRC/RSV-E2 E2 RSV
pRC/RSV-E2-IL-12 E2, IL-12 RSV, CMV
pRC/RSV-E2-IL-18 E2, IL-18 RSV, CMV
pRC/RSV-E2-CD40L E2, CD40L RSV, CMV

Tab. 3-1: Ubersicht iiber die hergestellten Einzelkonstrukte. Die Tabelle enthilt alle
hergestellten Konstrukte mit ihren jeweils inserierten Sequenzen und den zugeordneten
Promotoren.

3.2 Uberpriifung der in vitro Expression der DNA-Vakzine-
Konstrukte

Vor dem Einsatz der Plasmide im Tier sollte deren Funktionsfahigkeit in vitro

tiberpriift werden.

3.2.1 In vitro Transkriptionsanalyse der DNA-Vakzine-Konstrukte

In allen verwendeten CMV-Transkriptionseinheiten war ein T7-Promotor enthalten,
der es ermdglichte, eine in vitro Transkription durchzufiihren, um die Funktionalitét
der Plasmide beziiglich der inserierten Sequenzen zu iiberpriifen. Zur Durchfiihrung
einer “Run-Off**-Transkription wurden die Plasmide in einem ersten Schritt linearisiert
(Tab. 3-2) und anschlieBend mittels T7-RNA-Polymerase transkribiert. Da die
pRC/RSV-E2-IL-12/ IL-18/ CD40L-Plasmide im Gegensatz zu den pcDNA4HisMax-
E2-1L-12/IL-18/ CD40L-Plasmiden nur einen, vor der Expressionskassette der
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Immunstimulatoren lokalisierten, T7-Promotor enthielten, war eine Uberpriifung der

E2-Transkription fiir diese Konstrukte nicht moglich.

Konstrukte

Restriktionsverdau

Erwartete RNA-Fragmente

pcDNA4HisMax-E2-IL-12

Xho I, EcoR V

E2: 1200 bp, IL-12 (p40-IRES): 1,8 kb

pcDNA4HisMax-E2-1L-18 Xho I E2: 1200 bp, IL-18: 588 bp
pcDNA4HisMax-E2-CD40L Xho I E2: 1200 bp, CD40L:790 bp
pRC/RSV-E2-IL-12 BstB 1 IL-12: (p40-IRES): 1,8 kb
pRC/RSV-E2-1L-18 BstB 1 IL-18: 640 bp
pRC/RSV-E2-CD40L BstB 1 CD40L:840 bp

Tab. 3-2: Ubersicht des Linearisierungsschemas fiir die in vitro Transkription. Alle
hergestellten Konstrukte wurden fiir eine Run-off-Transkription mit den angegebenen
Restriktionsenzymen linearisiert. Auflerdem ist die Linge erwarteten RNA-Fragmente in der

Tabelle dargestellt.

Fiir alle pcDNA4HisMax-Konstrukte konnte sowohl ein spezifisches Transkriptions-

produkt fiir das E2-Glykoprotein als auch fiir die Zytokine bzw. immun-

stimulatorischen Molekiile nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurde fiir die

pRC/RSVKonstrukte erwartungsgeméal ausschlieBlich ein spezifisches Transkriptions-

signal fiir die Zytokine bzw. immunstimulatorischen Molekiile detektiert (Abb. 3-7).

26




ERGEBNISSE

kb

Abb. 3-7: Gelanalyse der pcDNA4HisMax- (A) und pRC/RSV- (B) T7-Transkriptions-
ansdtze. Nach T7-Transkription wurde 1/10 der Transkriptionsansidtze in einem
denaturierenden 1%igen Agarose-Gel aufgetrennt. A, 1: pcDNA4HisMax-E2-1L-12-
Konstrukt, 2: pcDNA4HisMax-E2-CD40L-Konstrukt, 3: pcDNA4HisMax-E2-IL-18-
Konstrukt. B, 4: pRC/RSV-E2-IL-12-Konstrukt, 5: pRC/RSV-E2-CD40L-Konstrukt und 6:
pRC/RSV-E2-IL-18-Konstrukt. Die spezifischen Signale sind am rechten Bildrand durch
Pfeile markiert. Relevante Gréfen des RNA-Lingenmarkers sind an der linken Seite
bezeichnet.

3.2.2 E2-Expressionsanalyse mittels Immunfluoreszenz

Um die Expression der Konstrukte in vitro zu iiberpriifen, sollten Zelllinien mit den
Plasmiden transfiziert und die Expression mittels verschiedener Methoden analysiert
werden. Da aufgrund der moglicherweise unterschiedlichen Transfektionseffizienz die
Menge an detektierbarem spezifischen Protein bei transient transfizierten Zellen gering
ist, wurde auf die Immunfluoreszenzanalyse zuriickgegriffen, welche es erlaubt, die
Expression auf Einzelzellniveau zu analysieren. Der hohe Hintergrund bei Einsatz
polyklonaler Primarantikdrper machte es allerdings erforderlich, einen monoklonalen
Antikoper als Detektionsantikorper (Primédrantikorper) einzusetzen. Als Zelllinie fiir
die zellularen Expressionsversuche wurden MAX-Zellen [Pauly et al., 1995] gewihlt,

da sie als porcine Zelllinie das beste Wirtsmodell fiir die in vitro Versuche mit CSFV
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darstellten. In einem  Vorversuch wurde zuerst die zell-spezifische
Transfektionseffizienz einzelner Methoden mit Hilfe des EGFP-Expressionsplasmides
pEGFP-N3 ausgetestet werden. Fiir transiente Transfektionen von Plasmid-DNA in
MAX-Zellen wurde hauptsdchlich die Liposomen-vermittelte Transfektion mittels
Effectene angewandt, da sich zeigte, dass die Effizienz bei anderen
Transfektionsmethoden geringer war (Daten nicht gezeigt).

Zur Analyse der in vitro Funktionalitit der E2-1L-12/I1L-18/ CD40L-Konstrukte
wurden MAX-Zellen mit je 1ug der Plasmid-DNA transfiziert und die Expression des
E2-Glykoproteins durch cytoplasmatische Immunfluoreszenzanalyse nach 24 h
iiberpriift.

Hierfiir wurde ein E2-spezifischer monoklonaler Maus-Antikdrper (al8) [Weiland et
al., 1990] als Primér- und ein Ziege-anti-Maus [gG-DTAF-gekoppelten Antikorper als
Sekundirantikérper verwendet. Als Negativkontrolle wurden MAX-Zellen mit einer
Mischung aus pcDNA4HisMax- und pRC/RSV-Plasmid transfiziert. Fiir die Positiv-
kontrolle erfolgte eine Infektion der MAX-Zellen mit CSFV (Stamm Glentorf,
MOI:1). Beide Kontrollen wurden analog zu den E2-1L-12/IL-18/CD40L-Konstrukten
gefarbt.

Eine Expression des E2-Glykoproteines konnte fiir alle Konstrukte, auler fiir das
Kontrollplasmidgemisch (pcDNA4HisMax und pRC/RSV), nachgewiesen werden.

Ein promotorspezifischer Unterschied der Expression des E2-Glykoproteines war nicht
feststellbar, da beide Vektorsysteme im gewihlten Zellkulturtestsystem annidhernd

gleiche Expressionsraten zeigten (Abb. 3-8).
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pRc/RSV-E2-CD40L pRc/RSV-E2-IL-12 pRc/RSV-E2-IL-18 virale Kontrolle

pcDNA-E2-CD40L pcDNA-EZ2-IL-12 pcDMNA-E2-IL-18 Megativkontrolle

Abb. 3-8: E2-Expressionsanalyse der E2-IL-12/IL-18/CD40L-Konstrukte. Photographische
Aufnahme der E2-Expression 24 h nach Transfektion mit je 1pug der E2-IL-12/IL-18/CD40L-
Konstrukte. Die jeweilige Konstruktbezeichnung ist als Bildunterschrift dargestellt. Als
Negativkontrolle dienten MAX-Zellen, die mit einem Gemisch aus pcDNA4HisMax- und
pRC/RSV-Plasmid transfiziert wurden. Fiir die Positivkontrolle wurden MAX-Zellen mit
CSFV (Stamm Glentorf, MOI:1) infiziert. Zusétzlich wurden die Zellkerne der Zellen mit
Propidiumjodid (rot) angefébt.

3.2.3 CDA40L- Expressionsanalyse mittels Immunfluoreszenz

Nachdem fiir alle Konstrukte der Nachweis der Expression des CSFV-spezifischen E2-
Glykoproteines gelungen war, sollte nun die Expression der Zytokine und immun-
stimulatorischen Molekiile untersucht werden. Da fiir die Untersuchungen der CD40L-
Expression ebenfalls ein monoklonaler Antikorper zur Verfligung stand, wurde auch
fir die Konstrukte pcDNA4HisMax-E2-CD40L und pRC/RSV-E2-CD40L eine
Immunfluoreszenzanalyse durchgefiihrt. Die Spezifitidt des monoklonalen anti human-
CD40L-Antikorpers konnte in Vorversuchen durch Kreuzreaktion mit rekombinantem
porcinen CD40L nachgewiesen werden (siche 3.4.4). Die MAX-Zellen wurden analog
zu 3.2.2 mit dem pcDNA4HisMax-E2-CD40L- bzw. pRC/RSV-E2-CD40L-Plasmid

transfiziert und mittels Oberflichenimmunfluoreszenzanalyse untersucht.
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Da der gesamte cDNA-Bereich, also auch die Signal-Anker-Sequenz des porcinen
CD40L in die Expressionskassette inseriert wurde, war zu erwarten, dass nach
Expression eine Prasentation des CD40L auf der Zelloberfldche erfolgt. Daher wurde
eine Fixierung verwendet, bei der nur auf der Oberfliche der Zelle lokalisierte
Molekiile markiert wurden. In Abb. 3-9 sind die Ergebnisse dargestellt. Fiir beide E2-
CD40L-Konstrukte (pcDNA4HisMax-E2-CD40L- und pRC/RSV-E2-CD40L) konnte
eine Expression des porcinen CD40L auf der Zelloberfliche nachgewiesen werden,
wiéhrend fiir die entsprechenden Negativkontrollen kein spezifisches Signale detektiert
wurde.

Eine durchgefiihrte Immunfluoreszenzanalyse mittels eines porcinen polyklonalen

CD40L-Antiserums (siche 3.4.4) ergab erwartungsgemil zu starke Hintergrundsignale

(Daten nicht gezeigt).

pcDNA-E2-CD40L pRc/RSV-E2-CD40L  Negativkontrolle

Abb. 3-9: CD40L-Expressionsanalyse der Konstrukte pcDNA4HisMax-E2-CD40L und
pRC/RSVE2-CD40L. Photographische Aufnahme der CD40L-Expression 24 h nach
Transfektion mit je 1ug der E2-CD40L-Konstrukte. Dabei verwendete man einen hCD40L-
spezifischen monoklonalen Maus-Antikdrper als Primér- und einen Ziege-anti-Maus IgG,
DTAF-gekoppelten Antikorper als Sekunddrantikérper. Zusétzlich wurden die Zellkerne der
Zellen mit Propidiumjodid (rot) angefdbt. Die jeweilige Konstruktbezeichung ist als Bild-
unterschrift dargestellt. Als Negativkontrolle dienten MAX-Zellen, die mit einem Gemisch
des pcDNA4HisMax- und pRC/RSV-Plasmides transfiziert wurden.
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3.24 Nachweis der IL-18- und IL-12-Expression durch funktionelle NK-
Assays

Ein Nachweis der IL-12- und IL-18-Expression durch Immunfluoreszenzanalyse war,
bedingt durch die Sekretion von IL-12 und IL-18 in den Zellkulturiiberstand nicht
moglich.

Es wurde daher ein funktioneller Assay durchgefiihrt, bei dem die Expression von IL-
12 und IL-18 indirekt nachgewiesen werden konnte. Bei diesem funktionellen NK
(natural killer) -Assay wird die Steigerung der zytolytischen Aktivitdt von NK durch
IL-12 bzw. IL-18 gemessen. Dazu wird eine humane Tumorzelllinie (K562) mit ICr
markiert und anschlieBend mit PBMC, die auch NK-Zellen enthalten, inkubiert. Diese
NK-Zellen lysieren die humane Tumorzelllinie abhdngig von ihrer Aktivierung. Zur
Uberpriifung der IL-12- und IL-18-Expression wurden die Uberstinde der mit den IL-
12- und IL-18-Plasmiden (pcDNA4HisMax-E2-1L-12/IL-18, pRC/RSV-E2-IL-12/IL-
18) transfizierten MAX-Zellen zugesetzt. Die im Uberstand enthaltenen Zytokine
stimulieren die zytolytische Aktivitit der NK-Zellen, so dass nach 18 h die
Radioaktivitit im Uberstand (lysierte Zellen setzten °'Cr frei) ein direktes MaB fiir die
Aktivierung der NK-Zellen darstellt. Als Kontrollen wurden PBMC und Tumorzellen
mit Uberstinden von MAX-Zellen versetzt, die zuvor mit einem E2-Vakzin-
Vektorgemisch (E2-pcDNA4HisMax und E2-pRC/RSV) transfiziert wurden. Zur
Kontrolle der Spontanlyse wurden Tumorzellen mit PBMC ohne Zusatz von
Uberstiinden inkubiert. Als Positivkontrolle fiir IL-12 stand Zellkulturiiberstand zur
Verfligung, der rekombinantes porcines adeno-IL-12 enthielt.

In Abb. 3-10 sind die Ergebnisse der NK-Assays zusammengefasst. Fiir die [L-12- und
IL-18-Ansdtze konnte gezeigt werden, dass die E2-Konstrukt-Zelliiberstinde im
Verhiltnis zur Spontanlyse des Testsystems eine stimulierende Wirkung auf die NK-
Zellen austibten. Weiterhin konnte fiir die E2-IL-12-Konstrukte eine Erh6hung der
Spontanlyse um ca. 35 % im Verhiltnis zu den Uberstinden der E2-Konstrukte
beobachtet werden. Vergleichbare Werte wurden auch fiir die Stimulation mit
rekombinantem porcinen adeno-IL-12 beobachtet. Fiir die Uberstinde der E2-IL-18-
Konstrukte konnte eine Erhdhung der spezifischen Lyse von ca. 25% im Verhéltnis zu

den Uberstinden der E2-Konstrukte festgestellt werden. AuBerdem war der
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stimulierende Effekt fiir beide Zytokine abhédngig von der Konzentration des
Uberstandes. Die signifikante Steigerung der zytolytischen Aktivitit der NK-Zellen
sowohl durch Uberstinde der E2-IL-12- als auch der E2-IL-18-Konstrukte im
Vergleich zu den Uberstinden der E2-Konstrukte bestitigte die Expression von
aktivem porcinem IL-12 und IL-18 nach transienter Transfektion von MAX-Zellen

(Abb. 3-10).
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Abb. 3-10: Nachweis der IL-12- und IL-18-Expression der pcDNA4HisMax-E2-1L-12/IL-18-
und pRC/RSV-E2-IL-12/IL-18-Konstrukte im funktionellen NK-Assay. Die Grafik zeigt die
spezifische Lyse der Zielzellen durch die PBMC, bei Inkubation mit verschiedenen
Verdiinnungen (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64) der Zellkulturiiberstdnde fiir Interleukin 12
(IL-12) und Interleukin 18 (IL-18). Die spontane Lyse der Zielzellen durch die PBMC (SL)
und die Lyse nach Stimulation mit Uberstinden pcDNA4HisMax-E2 -und pRC/RSV-E2-
transfizierter MAX-Zellen (E2) ist als Linie dargestellt. Fiir IL-12 wurde eine rekombinantes
porcines adeno-IL-12 als Positivkontrolle verwendet (Adeno). Die Einzelkonstrukte,
pcDNA4HisMax-E2-IL-12 (4-E2-1L-12), pRC/RSV-E2-IL-12 (R-E2-IL-12), sind in den
jeweiligen Legenden bezeichnet.
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Die in vitro Untersuchungen der Vakzine-Konstrukte erbrachten somit.
* den Nachweis der Proteinexpression sowohl fiir das E2-Glykoprotein als auch
fiir die Zytokine bzw. immunstimulatorischen Molekiile und
* keine signifikanten Unterschiede in der in vitro Expression zwischen
Konstrukten mit Transkriptionseinheiten heterodimerer (RSV/CMV-Promotor)
oder homodimerer (CMV/CMV-Promotor) Struktur.

Mit dem Abschlufl der Expressionsuntersuchungen der Konstrukte in vitro waren die

notigen Vorarbeiten erbracht, um die DNA-Vakzine-Vektoren im Tier zu analysieren.

3.3 Analyse der DNA-Vakzine-Konstrukte im Tierversuch

Vor einer Untersuchung der hergestellten Konstrukte im Tier mussten in einem ersten
Schritt die Parameter des wirtsspezifischen Testsystems optimiert werden. Ausgehend
von fritheren Immunisierungsversuchen mit einer auf CSFV-spezifischem E2
basierenden DNA-Vakzine [Andrew, 2000] entschieden wir uns fiir ein klassisches
Immunisierungsschema. Dabei erfolgen nach der ersten Immunisierung im Abstand
von je 22 Tagen 2 weitere Immunisierungen. Nach weiteren 22 Tagen wird dann die

Wirksamkeit der Immunisierung durch eine experimentelle CSFV-Infektion tiberpriift.

3.3.1 Optimierung der Applikationsart und Belastungsinfektion

Nach Festlegung des Immunisierungsschemas musste die Impfdosis fiir die DNA-
Immunisierung bestimmt werden. Da die Wirksamkeit der E2-Vakzin-Vektoren im
Verhéltnis zu den E2-IL-18-/IL-12-/CD40L-Vakzin-Vektoren untersucht werden
sollte, musste gewihrleistet sein, dass eine gegebenenfalls schwache Schutzwirkung
durch die Vektoren selbst und nicht durch eine unzureichende DNA-Menge bedingt
ist. Daher wurde fiir jede Immunisierung 1 mg Plasmid-DNA eingesetzt. Um eine
moglichst praxisnahe und einfache Applikation der DNA-Vakzine zu erreichen und
die zu untersuchenden Parameter zu begrenzen, sollte auf die Applikation mittels
Panjet-Inokulator oder Gen—gun verzichtet und die DNA durch Injektion appliziert
werden. Die Frage, ob eine Injektion intramuskuldr (i.m.) oder intradermal (i.d.)

erfolgt, ist von groBer Bedeutung fiir die Schutzwirkung der DNA-Vakzine [Bohm,
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1998; Smooker, 1999]. Deshalb sollte auch die optimale Applikationsart im Tier
bestimmt werden.

Des weiteren musste fiir die Infektionsversuche ein CSFV-Stamm gefunden werden,
der hoch infektids ist und neben einem akuten Krankheitsverlauf auch eine auffillige
Symptomatik induziert. Deshalb wurde der schon in anderen Experimenten erfolgreich
eingesetzte CSFV-Stamm Eystrup ausgewdhlt [Meyers, 1999; Konig, 1994]. Die
Uberpriifung der Infektionsdosis, mit der sich ein schwerer Krankheitsverlauf
induzieren lieB3, erfolgte ebenfalls im Tier.

In einem ersten Vorversuch wurde die Applikationsart (i.m., i.d.) und die challenge-
Dosis an fiinf Tiere ausgetestet. Je zwei der Tiere wurden mit 1 mg der E2-Vakzin-
Vektoren intramuskuldr (Tier 16, 21) und intradermal (Tier 23, 20) immunisiert. Das
fiinfte Tier (Tier 19) diente als Positivkontrolle fiir die Belastungsinfektion (challenge
Infektion). 22 Tage nach der dritten Immunisierung wurden die Tiere mit 2 x
10>° TCIDs, CSFV (Stamm Eystrup) infiziert und die Fieberkurven sowie die
auftretende Symptomatik verfolgt. Es wurde festgestellt, dass die E2-Vakzin-Vektoren
die immunisierten Tiere wirkungsvoll gegen die durchgefiihrte challenge-Infektion
schiitzten, wihrend das nicht immunisierte Kontrolltier (Tier 19) iiber mehr als sechs
Tage hohe Fieberwerte (~ 41 °C) aufwies und am neunten Tag post challenge verstarb.
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass der Allgemeinzustand der i.m. immunisierten
Tiere (16, 21) besser war als der der i.d. immunisierten Tiere (23, 20). Des weiteren
zeigten die i.m. immunisierten Tiere einen geringeren Anstieg und eine schnellere
Normalisierung der Temperatur als die i.d. immunisierten Tiere bei denen zusitzlich,
am dritten Tag post challenge, Virus im Blut nachgewiesen werden konnte. In diesem
Vorversuch wurde gezeigt, dass die verwendete challenge-Dosis ausreichend war, um
eine letale Virusinfektion in nicht durch Immunisierung geschiitzten Tieren
auszuldsen, und dass eine i.m. Immunisierung eine bessere Wirksamkeit der Plasmide
ermoglicht. Daher wurde die gewdhlte challenge-Dosis fiir alle weiteren

Infektionsversuche beibehalten und die Tiere i.m. immunisiert.
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3.3.2 Vergleichende Analyse der unterschiedlichen E2-Vektorsysteme

Nachdem die Rahmenbedingungen des Vakzine-Testes bestimmt waren, wurde im
zweiten Schritt eine Vorauswahl der E2-Vakzine-Konstrukte (pRC/RSV-E2 oder
pcDNA4HisMax-E2) anhand der E2-Schutzwirkung im Tierversuch getroffen.

AuBerdem sollten verschiedene Testsysteme zum “Monitoring® der spezifischen
Reaktion des Immunsystems etabliert bzw. auf ihre Verwendbarkeit hin analysiert
werden. Daher wurden 13 Tiere, wie in Abb. 3-11 dargestellt, immunisiert und

anschlieBend einer challenge-Infektion unterzogen (siehe 3.3.1).

Gruppe Tiernummer Vektor

6 pRC/RSV

1 26 pRC/RSV
45 pcDNA4HisMax
46 pcDNA4HisMax
174 pcDNA4HisMax/ pRC/RSV
47 pcDNA4HisMax-E2

2 48 pcDNA4HisMax-E2
170 pcDNA4HisMax-E2
171 pcDNA4HisMax-E2
49 pRC/RSV-E2

3 50 pRC/RSV-E2
172 pRC/RSV-E2
173 pRC/RSV-E2

Abb. 3-11: Immunisierungsschema der Tiergruppen zur vergleichenden Analyse der E2-
Vektorsysteme. Es sind die Tiergruppen, Tiernummern und die jeweils applizierten Vektoren
dargestellt.
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Von den Tieren wurden wochentlich PBMC und Serum gewonnen und mittels
unterschiedlicher Testsysteme untersucht.

Fiir die Erfassung der Schutzwirkung einer DNA-Vakzine sind neben dem Uberleben
und dem Allgemeinzustand des Tieres drei Hauptpunkte von Interesse: 1. die humorale
Immunantwort, 2. die zellulire Immunantwort und 3. die Virusvermehrung bzw. -

verbreitung.

3.3.2.1  Analyse der induzierten CSFV-spezifischen humoralen Immunantwort

. E2-spezifischer Antikorper ELISA

Zur Erfassung der durch die Immunisierung induzierten E2-Antikérper wurde mit
allen Seren ein E2-spezifischer Antikdrper-ELISA durchgefiihrt. Dies sollte Auskunft
geben, inwieweit die DNA-Vakzine-Vektoren allein eine CSFV-spezifische humorale
Immunantwort induzieren kénnen. In Abb. 3-12 sind die Ergebnisse zusammengefasst.
Alle Tiere der Gruppe 1, die als Kontrolltiere dienten, verstarben acht bzw. neun Tage
post challenge ohne dass CSFV-spezifische Antikérper nachgewiesen werden
konnten. Fiir die Tiere der Gruppen 2 und 3 konnten hingegen sowohl vor als auch
nach erfolgter Infektion E2-spezifische Antikorper detektiert werden. Allerdings
waren nicht alle Tiere der Gruppe 3 (pRC/RSV-E2) vor der Infektion geschiitzt. Tier
49 und 50 verstarben bereits sieben bzw. acht Tage post challenge. Die besten E2-
Antikorperwerte zeigten die Tiere der Gruppe 2 (pcDNA4HisMax-E2), von denen alle

vor einer challenge-Infektion geschiitzt waren und sich rasch erholten.
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Vektor Tier-Nr. | 22.Tag | 29.Tag | 36.Tag | 43.Tag | 50.Tag | 57.Tag | 64.Tag | 67.Tag | 72.Tag | 78.Tag
PRC/RSV 6 - - - - - - - - Exitus
PRC/RSV 26 - - - - - - - - Exitus

pcDNA4HisMax 45 - - - - - - - - Exitus
pcDNA4HisMax 46 - - - - - - - - Exitus
pcDNA4HisMax/pRC/RSV 174 - - - - - - - - Exitus
pcDNA4HisMax-E2 47 - - - - + + + + + +
pcDNA4HisMax-E2 48 - - - - + + + + + +
pcDNA4HisMax-E2 170 - + + + + + + + +
pcDNA4HisMax-E2 171 - - - +? + + + + + -
PRC/RSV-E2 49 - - - - - - - + Exitus
PRC/RSV-E2 50 - - + + + + + Exitus
PRC/RSV-E2 172 - - - - + + + + + +
PRC/RSV-E2 173 - - + +? + + + + + +

Abb. 3-12: E2-spezifischer Antikdrpernachweis. Die Zeitpunkte der Probenentnahme sind in Tagen nach der ersten Immunisierung angegeben,
negativ (-) und positiv (+) getestete Tiere sind gekennzeichnet. Grenzwertige Testergebnisse sind als (+ ?) dargestellt. Die nach dem challenge
(Tag 61) gewonnenen Proben sind fett markiert. Zeitpunkte, zu denen eine Serengewinnung fiir einzelne Tiere nicht moglich war, enthalten
keine Markierung.
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. Serumneutralisationstest

Zur ndheren Charakterisierung der induzierten humoralen Immunantwort wurden
weitere Tests durchgefiihrt. Nicht jeder der detektierten E2-spezifischen Antikorper ist
in der Lage, das Virus wirklich zu neutralisieren. Um eine Quantifizierung der
tatsachlich neutralisierenden Antikdrper vorzunehmen, wurden alle im E2-spezifischen
Antikorper-ELISA positiv getesteten Seren in einem Serumneutralisationstest weiter
charakterisiert. Auffillig war, dass Gruppe 2 im Vergleich mit Gruppe 3 hdhere
neutralisierende Antikorpertiter zeigte. Dies korrelliert mit den Beobachtungen, die fiir

den Schutz der Tiere nach Infektion gemacht wurden. (Abb. 3-13).
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Vektor Tier-Nr. | 22. Tag | 29. Tag | 36. Tag | 43. Tag | 50. Tag | 57. Tag | 64. Tag | 67. Tag | 72. Tag | 78. Tag
pcDNA4HisMax-E2 47 - - - - 64 192 320 |>2,5x10%|>2,5x10%|>2,5x10*
pcDNA4HisMax-E2 48 - - - - 48 48 60 2,5x10* |>2,5x10* | >2,5x10*
pcDNA4HisMax-E2 170 - 300 300 800 1600 800 1600 |>2,5x10*|>2,5x10*
pcDNA4HisMax-E2 171 - - - 2 4 3 4 6 >256 -

pRC/RSV-E2 49 - - - - - - - 192 | Exitus
pRC/RSV-E2 50 - - 6 12 96 64 48 Exitus

pRC/RSV-E2 172 - - - - 24 32 24 48 |>2,5x10*|>2,5x10*
pRC/RSV-E2 173 - - 48 16 16 16 16 24 1,9x10* | 1,3x10*

Abb. 3-13: Serumneutralisationstest der im E2-spezifischen Antikdrper-ELISA positiv getesteten Seren. Die neutalisierenden Antikorpertiter
sind zum jeweiligen Zeitpunkt nach Immunisierung als Reziprokwert der Serumverdiinnung angegeben, die 100 KCIDs, neutralisieren. Daten,
die nach dem challenge (Tag 61) gewonnen wurden, sind fett markiert. Die Zeitpunkte, zu denen die Seren keine neutralisierenden Antikorper

enthielten, sind durch (-) gekennzeichnet.
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. IgG1/1gG2-1sotypspezifischer ELISA

Durch Untersuchungen an B-Zellen ist bekannt, dass die T-Helferzellpopulationen
durch die von ihnen ausgeschiitteten Zytokine einen Immunglobulin-Klassenwechsel
auslosen konnen [Stavnezer, 1996]. Das von Ty1-Zellen gebildete IFN-y z.B. induziert
die Bildung von IgG2a- und hemmt die Bildung von IgG1-Antikoérpern, wihrend das
von Ty2-Zellen ausgeschiittete IL-4 einen gegensitzlichen Effekt zeigt. Durch
Bestimmung der Klasse der E2-spezifischen Antikdrper konnte eine Unterscheidung
zwischen einer Tyl- bzw. Ty2-induzierten humoralen Immunantwort ermoglicht
werden. Deshalb wurde ein IgG1- und IgG2-spezifischer ELISA etabliert und die
Seren der Tiere 45, 48, 170 und 173 in verschiedenen Verdiinnungen (unverdiinnt,
1:50, 1:100) ausgetestet. Dabei diente das negative Serum von Tier 45 als Kontrolle.
Fiir alle Seren aufBler fiir die Negativkontrolle wurden IgG1- und IgG2-E2-spezifische
Antikorper nachgewiesen (Abb. 3-14), was sowohl auf eine Tyl- als auch Ty2-
induzierte humorale Immunantwort hindeutet. Die Induktion durch eine dominierende

T-Helferpopulation konnte nicht bestatigt werden.

lgG1/1gG2

OlgGl
mlgG2

45 48 170 173

Tiernummer

Abb. 3-14: IgG1/IgG2-spezifische Differenzierung der humoralen Immunantwort. Die Sdulen
geben den im ELISA gemessenen OD-Wert fiir die einzelnen Seren wieder. Die Seren wurden
in dem Test unverdiinnt eingesetzt. Als Primérantikdrper diente ein monoklonaler anti-
porciner IgG1- bzw. IgG2-Maus-Antikorper. Die Detektion erfolgte anschlieend durch ein
Ziege-anti-Maus-POD-gekoppeltes Antiserum. Beim Test wurde das Serum von Tier 45
(pcDNA4HisMax ) als Negativkontrolle verwendet.
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Der E2-spezifische Antikorper-ELISA diente aufgrund der hohen Zuverldssigkeit fiir
alle weiteren Untersuchungen zur Bestitigung einer CSFV-E2-spezifischen
Immunantwort.  Weiterhin wurde auch der Serumneutralisationstest zur
Quantifizierung der neutralisierenden Antikorper eingesetzt. Auf eine Differenzierung
der E2-spezifischen humoralen Immunantwort in IgG1- und IgG2-spezifische Isotypen
wurde in weiteren Versuchen verzichtet, da alle getesteten Seren entweder beide oder

keinen der Isotypen aufwiesen.

3.3.2.2  Analyse der induzierten CSFV-spezifischen zelluliren Inmunantwort

. Proliferationsassay

Eine weitere interessante Frage war, ob eine durch DNA-Vakzine induzierte zelluldre
Immunantwort dhnlich wie fiir die humorale Immunantwort gezeigt durch Testsysteme
vor dem challenge signifikant erfasst werden kann. Bei Prédsentation von
Antigenfragmenten  iiber =~ MHC-Molekiile @~ auf  der  Oberfliche  von
antigenprasentierenden Zellen wird bei Erkennung durch naive T-Zellen eine
antigenspezifische Immunantwort ausgelost.

Diese durch in vivo Antigenkontakt aktivierten T-Zellen konnen in vitro zur
Proliferation, d.h. Zellteilung, angeregt werden. Diese Proliferation kann iiber den
Einbau von radioaktivem [H]Thymidin in die neusynthetisierte DNA quantifiziert
werden. Diese fiir CSFV beschriebenen Untersuchungen [Armengol, 2001] wollten
wir uns zunutze machen, um eine mogliche Induktion der E2-spezifischen zelluldren
Immunantwort durch DNA-Vakzinen vor der challenge-Infektion zu detektieren.
Dafiir wurden wochentlich PBMC der einzelnen Tiere aufgereinigt und mit Virus
(MOI 1 - 0,125) restimuliert. Als Negativkontrolle wurden PBMC mit
Zellkulturiiberstand inkubiert.

Es gelang fiir keines der Tiere, eine E2-spezifische Proliferation vor der challenge-
Infektion nachzuweisen. Die gewonnenen Daten zeigten eine so hohe Variabilitit
zwischen den einzelnen Tieren und den Entnahmezeitpunkten, dass die Interpretation
eines Trendverlaufs nicht mdglich war. Die mogliche Ursache konnte hierbei entweder
in der ungeniigenden Sensitivitdt des Testsystems bzw. der nativen Heterogenitit der

Tiere oder in einer zu geringen Induktion der zelluldren Immunantwort liegen.
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. IFN-y-ELISA und IFN-y-ELISPOT

Ein weiterer Parameter fiir die Induktion der zelluliren Immunantwort ist die IFN-y-
Ausschiittung durch aktivierte Tyl-Zellen. Versuche mit CSFV-infizierten Tieren,
deren PBMC gewonnen und anschlieBend in vitro mit CSFV restimuliert wurden,
zeigten einen Anstieg der [FN-y-Ausschiittung durch aktivierte Ty1-Zellen [ Armengol,
2001]. Deshalb wurde der Versuch unternommen, eine mogliche Induktion der
zelluldaren Immunantwort nach DNA-Vakzinierung iiber den Anstieg der IFN-y-
Ausschiittung nach CSFV-Restimulation im IFN-y-ELISA und IFN-y-ELISPOT
nachzuweisen. Durch den eingesetzten IFN-y-ELISA sollte die sekretierte Menge an
IFN-y erfasst werden, wéahrend durch den IFN-y-ELISPOT eine Quantifizierung der
sekretierenden Zellen erfolgen sollte. Drei immunisierte Tiere wurden ausgewdihlt,
Tier 46: pcDNA4HisMax, Tier 48: pcDNA4HisMax-E2 und Tier 175:
pcDNA4HisMax-E2-CD40L. Es konnte fiir keines der Tiere im IFN-y-ELISA und -
ELISPOT ein spezifischer Anstieg der IFN-y-Ausschiittung vor der challenge-
Infektion festgestellt werden. Nach erfolgtem challenge zeigten sich hingegen deutlich
CSFV-spezifische Steigerungen der IFN-y-Ausschiittung im IFN-y-ELISA (Daten
nicht gezeigt) und IFN-y-ELISPOT (Abb. 3-14) fiir die Tiere 48 und 175. Fiir das als
Negativkontrolle fungierende Tier 46 konnte erwartungsgemil aufgrund der massiven
Virdmie und der damit verbundenen Beeintrachtigung des Immunsystems kein Anstieg

der IFN-y-Ausschiittung detektiert werden.
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Abb. 3-14: IFN-y-Sekretion zu verschiedenen Zeitpunkten nach challenge-Infektion. Die
Abbildung zeigt die Zahl der im ELISPOT detektierten Zellen der Tiere 48 und 175. Die
PBMC (1x10’Zellen/ml) wurden mit CSFV (MOI 1) inkubiert. Als Kontrolle dienten PBMC

der jeweiligen Tiere, die in Medium von Mock-infizierten Zellen kultiviert wurden.

Zusammenfassend war es weder im Proliferationsassay noch mit IFN-y-ELISA und -
ELISPOT moglich, eine E2-spezifische zellulire Immunantwort durch DNA-
Vakzinierung vor dem challenge nachzuweisen. Nach erfolgtem challenge konnte
hingegen bei allen E2-immunisierten Tieren eine starke Stimulation der zelluldren
Immunantwort detektiert werden. Dieser beobachtete und auf der challenge-Infektion

basierende Effekt ist aus fritheren Arbeiten bekannt [Armengol, 2001].
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Deshalb wurde im dritten Versuchsteil auf eine weitere Detektion der zellularen E2-

spezifischen Immunantwort verzichtet.

3.3.2.3 Klinischer Verlauf und Virimie

. Fieberkurven

Ein wichtiges Merkmal einer CSFV-Infektion ist der Temperaturanstieg, der je nach
Verlaufsform (perakut/akut) variieren kann. Bei dem verwendeten CSFV-Stamm
Eystrup kommt es zur Ausbildung eines akuten Krankheitsverlaufs. Das bedeutet u.a
einen Anstieg der Korpertemperatur auf Werte > 41°C sowie Leukopenie, Nasenfluf3
zentralnervose Storungen, Durchfall, Himorrhagien sowie Zyanosen der Haut. Zur
Uberpriifung der Temperaturverliufe der einzelnen Tiergruppen (1-3) wurden deshalb

Fieberkurven erstellt und analysiert (Abb. 3-15).
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Abb. 3-15: Korpertemperatur der Tiere nach CSFV-Infektion. Die Einzeltemperaturen (°C)
wurden in Tagen nach Infektion angegeben. Die Fieberkurven der mit leeren Vektoren
immunisierten Tiere sind in Abb.15 A, die mit pRC/RSV-E2- in Abb. 15 B bzw.
pcDNA4HisMax-E2 in Abb. 15 C zusammengefasst. Die Tiernummern sind in den jeweiligen

Diagrammlegenden ausgewiesen.

Die Fieberkurven zeigen erwartungsgemal fiir alle Kontrolltiere einen starken Anstieg
der Temperatur (> 41°C ) nach CSFV-Infektion. Demgegeniiber kommt es bei den mit
E2-Vakzine-Vektoren immunisierten Tieren zu einem geringeren Temperaturanstieg

und einer schnelleren Normalisierung der Korpertemperatur. Es féllt auf, dass beim
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Vergleich der Tiere der Gruppen 2 und 3 die mit dem pcDNA4HisMax-E2-Plasmid
immunisierten Tiere bezogen auf die Korpertemperatur eine schwéchere Verlaufsform
auspriagen als die mit dem pRC/RSV-E2-Plasmid immunisierten Tiere. Diese Daten
decken sich mit den bei der Analyse der E2-spezifischen humoralen Immunantwort

gemachten Beobachtungen.

. Virusnachweis in Blut und Organproben

Zur Erfassung der Schutzwirkung einer Vakzine ist die nach Infektion im Blut und in
den Organen nachweisbare Virusmenge von entscheidenter Bedeutung . Daher wurde
Blut zu verschiedenen Zeitpunkten nach CSFV-Infektion entnommen und auf Virus
untersucht (Abb. 3-16). AuBerdem konnten nach Abschlul der Versuchsreihe
Organproben der Tiere entnommen und deren Virusgehalt analysiert werden (Abb. 3-

17).

Vektor Tier-Nr. 3.Tag 6.Tag 8.Tag
pRC/RSV 6 - 2,5x10? Exitus
pRC/RSV 26 - 2,5x10? Exitus

pcDNA4HisMax 45 - 2,5x10? Exitus
pcDNA4HisMax 46 - 2,5x10° Exitus
pcDNA4HisMax/pRC/RSV 174 - 5x10° Exitus
pcDNA4HisMax-E2 47 - - -
pcDNA4HisMax-E2 48 - - -
pcDNA4HisMax-E2 170 - - -
pcDNA4HisMax-E2 171 - - -
pRC/RSV-E2 49 - - Exitus
pRC/RSV-E2 50 - Exitus
pRC/RSV-E2 172 - - -
pRC/RSV-E2 173 - - -

Abb. 3-16: Virusreisolation aus Vollblut nach CSFV-Infektion. Dazu wurden Blutproben 3, 6
und 8 Tage post challenge entnommen und eine Virustitration durchgefiihrt. Die Virustiter
sind in Viruspartikeln/ml angegeben. Negativ getestete Blutproben sind mit (-)
gekennzeichnet.
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Vektor Tier-Nr.| Niere Milz | Darmlymphknoten | Tonsillen
pRC/RSV 6 - 5x10" 5x10" -
pRC/RSV 26 5x10° | 5x10* 5x10* 5x10?

pcDNA4HisMax 45 5x10° | 5x10°* >5x10* 5x10°

pcDNA4HisMax 46 5x10* | 5x10* 5x10* 5x10*

pcDNA4HisMax/pRC/RSV | 174 5x10% | 5x10° 5x107 5x10°
pcDNA4HisMax-E2 47 - - - -
pcDNA4HisMax-E2 48 - - - -
pcDNA4HisMax-E2 170 - - - -
pcDNA4HisMax-E2 171 - - - -
pRC/RSV-E2 49 - - - -
pRC/RSV-E2 50 - - -
pRC/RSV-E2 172 - - - -
pRC/RSV-E2 173 - - - -

Abb. 3-17: Virusreisolation aus Niere, Milz, Darmlymphknoten und Tonsillen nach CSFV-
Infektion. Dazu wurden die Organproben entnommen, das Gewebe zerkleinert und die
erhaltenen Uberstinde fiir eine Virustitration eingesetzt. Die Virustiter sind in
Viruspartikeln/g Organ angegeben. Negativ getestete Organproben sind mit (-)
gekennzeichnet.

Sowohl im Blut als auch in den Organen der Kontrolltiere (Gruppe 1) konnte eindeutig
Virus unterschiedlicher Menge nachgewiesen werden. Die jeweilige Virusmenge
differierte abhidngig von der genetischen Heterogenitit des Immunsystems der Tiere.
Fiir keines der Tiere der Gruppen 2 und 3 wurde Virus in Blut oder Organproben
detektiert. Dies war besonders angesichts der hohen Sterberate (50%) der dritten
Gruppe tiberraschend.

Im zweiten Versuchsteil (3.3.2) konnte anhand der deutlich héheren neutralisierenden
Antikdrpertiter, der Fieberkurven und nicht zuletzt der Uberlebensrate der
immunisierten Tiere festgestellt werden, dass die pcDNA4HisMax-E2-Konstrukte
einen besseren CSFV E2-spezifischen Schutz induzierten als die pRC/RSV-E2-
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Konstrukte. Daher wurden im dritten Versuchsteil die auf dem pcDNA4HisMax-E2-

Plasmid basierenden Konstrukte ndher analysiert.

Aufgrund der gewonnenen Daten konnte in den folgenden Versuchen auf den
Nachweis einer Induktion der zelluliren Immunantwort verzichtet werden. Die
Dokumentation der Schutzwirkung sollte iiber die neutralisierenden Antikorpertiter
sowie die Virusvermehrung (Blut, Organproben) und Virusausscheidung
(Nasentupfer) erfolgen. Zusitzlich wurde der klinische Verlauf anhand der
Fieberkurven erfasst und mogliche Unterschiede in der B-Zell-Depletion nach
erfolgter CSFV Infektion fiir die einzelnen Konstrukte durch FACS-Analysen
tiberpriift.

333 Vergleichende Analyse der E2-1L-18/ IL-12/ CD40L Vektorsysteme

Durch die beiden ersten Versuchsteile war es gelungen, die Rahmenbedingungen des
Tierversuchs sowie die zur Uberpriifung der Schutzwirkung bestmdglichen
Testsysteme zu etablieren und auszuwéhlen. AuBBerdem erfolgte eine Selektion der E2-
Grundkonstrukte anhand der erzielten Schutzwirkung. Um die Auswirkung der
zusétzlich inserierten Zytokine und immunstimulatorischen Molekiile auf die
Wirksamkeit der E2-Vakzine zu charakterisieren, wurden 15 Tiere, wie in Abb. 3-18
dargestellt, immunisiert und anschliefend einer letalen CSFV-Infektion unterzogen
(siehe 3.3.1). Von den Tieren wurde wdochentlich Vollblut und Serum gewonnen und

mittels unterschiedlicher Testsysteme (siehe 3.3.2.3) untersucht.
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Gruppe Tiernummer Vektor

4 808 pcDNA4HisMax
852 pcDNA4HisMax

5 806 pcDNA4HisMax-E2
854 pcDNA4HisMax-E2-1L-12

43338 pcDNA4HisMax-E2-1L-12

6 801 pcDNA4HisMax-E2-IL-12
807 pcDNA4HisMax-E2-1L-12
818 pcDNA4HisMax-E2-1L-18
866 pcDNA4HisMax-E2-1L-18

7 810 pcDNA4HisMax-E2-1L-18
830 pcDNA4HisMax-E2-1L-18
835 pcDNA4HisMax-E2-CD40L
834 pcDNA4HisMax-E2-CD40L

8 833 pcDNA4HisMax-E2-CD40L
820 pcDNA4HisMax-E2-CD40L

Abb. 3-18: Immunisierungsschema der Tiergruppen zur vergleichenden Analyse der E2- IL-
18/ IL-12/ CD40L-Vektoren. Es sind die Tiergruppen, Tiernummern und die jeweils
applizierten Vektoren dargestellt.

3.3.3.1 Analyse der induzierten CSFV-spezifischen humoralen Immunantwort
Wie in den vorangegangenen Versuchsteilen wurden die Serumproben mittels eines
E2-spezifischen Antikorper-ELISA untersucht und der Titer der positiv getesteten

Seren anschlieBend mit Hilfe eines Serumneutralisationstestes bestimmt (Abb. 3-19).

Die als Negativkontrollen eingesetzten Tiere (852, 808) zeigten das klassische Bild
einer CSFV-Infektion und verstarben sechs bzw. sieben Tage post challenge, ohne

nachweisbare CSFV-spezifische Antikorper. Die geringsten neutralisierenden
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Antikorpertiter vor —und nach CSFV-Infektion wurden fiir die mit dem
pcDNA4HisMax-E2-IL-12-Konstrukt immunisierten Tiere nachgewiesen, von denen
50% vor Abschluss des Versuches verstarben. Die Titer lagen deutlich unter den
Werten der Tiere die mit dem pcDNA4HisMax-E2-Konstrukt immunisiert wurden. Im
Gegensatz dazu konnte fiir die Tiere der Gruppen 7 (pcDNA4HisMax-E2-IL-18) und 8
(pcDNA4HisMax-E2-CD40L) wihrend der gesamten Versuchsdauer keine auffillige
Symptomatik beobachtet werden. Fiir beide Gruppen wurden hohe neutralisierende
Antikorpertiter vor -und nach erfolgter CSFV-Infektion detektiert. Dies verdeutlicht
die Notwendigkeit der Induktion einer spezifischen humoralen Immunantwort zur

Erzeugung einer effektiven CSFV-spezifischen Schutzwirkung .
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Gruppe | Tiere-Nr. | 22. Tag | 29. Tag | 36. Tag | 43. Tag | 50. Tag | 57. Tag | 65. Tag | 68. Tag | 71. Tag | 75. Tag | 81. Tag
4 808 - _ i N _ _ _
852 - - - X - - - -
5 806 - 60 60 X 60 120 240
854 - - - X - - -
6 43338 - - - X - - - 160 1920 | 1200 | 2000
801 - - - X - - - -
807 - - - X - 20 30 1280 | 9600 | 6400 | 8000
818 - - - X - 30 80 2560 | 9600 | 9600 | 2.4x10°
. 866 - - - X 40 80 120 1280 | 2,5x10* | 2,5x10* | 3,2x10*
810 - - - X 30 320 480 2560 | 1,3x10* | 1x10* | 1,2x10*
830 - 60 60 X 20 240 320 640 3200 | 1,3x10* | 1,2x10*
835 - - - X - 6 6 120 480 2400 | 4000
g 834 - 10 15 X 30 60 40 160 | 1,3x10* | 1,9x10* | 3,2x10*
833 - - - X 6 30 20 1920 | 2,5x10* | 1,9x10* | 3,2x10*
820 - - - X 8 120 160 1280 | 9600 | 4800 | 1,6x10*

Abb. 3-19: Serumneutralisationstest der im E2-spezifischen Antikdrper-ELISA positiv getesteten Seren. Die neutralisierenden Antikorpertiter
sind zum jeweiligen Zeitpunkt nach Immunisierung als Reziprokwert der Serumverdiinnung angegeben, die 100 KCIDs, neutralisieren. Daten,
die nach dem challenge (Tag 61) gewonnen wurden, sind fett markiert. Die Zeitpunkte, an denen die Seren keine neutralisierenden Antikdrper
enthielten, sind durch (-) gekennzeichnet. Am Tag 43 nach Immunisierung war keine Probenentnahme moglich (x).
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3.3.3.2 Klinischer Verlauf und Virimie

. Fieberkurven
Zur Dokumentation der klinischen Verldufe der einzelnen Tiergruppen nach CSFV

Infektion wurden wie in den vorangegangenen Versuchsteilen Fieberkurven erstellt

und analysiert (Abb. 3-20).
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Abb. 3-20: Korpertemperatur der Tiere nach CSFV-Infektion. Die Einzeltemperaturen sind in
°C fiir verschiedene Zeitpunkt nach CSFV-Infektion angegeben. Die Fieberkurven der mit
leeren Vektoren immunisierten Tiere sind in Abb. 20 A, die mit dem pcDNA4HisMax-E2-IL-
12 sind in Abb. 20 B, mit dem pcDNA4HisMax-E2-IL-18 in Abb. 20 C und die mit dem
pcDNA4HisMax-E2-CD40L in Abb. 20 D zusammengefasst. Die Tiernummern sind in den
jeweiligen Diagrammlegenden ausgewiesen.

Die Fieberkurven zeigen auch hier fiir alle Kontrolltiere (808, 852) einen starken und
kontinuierlichen Anstieg der Korpertemperatur nach CSFV-Infektion. Fiir das mit dem
E2-Konstrukt immunisierte Tier treten trotz des frithzeitigen Todes abgesehen von
einem leichten Anstieg der Temperatur in den ersten vier Tagen post challenge keine
starken Schwankungen der Temperatur auf. Ahnliche Fieberkurven konnten fiir die
Tiere der Gruppen 7 (pcDNAHisMax-E2-IL-18) und 8 (pcDNAHisMax-E2-CD40L)
dokumentiert werden. Im Gegensatz dazu zeigten die Tiere, die mit dem
pcDNA4HisMax-E2-IL-12-Plasmid immunisiert wurden, starke Unterschiede
innerhalb der Gruppe. Zwei der Tiere (801, 854) entwickelten klassische Symptome
einer CSFV-Infektion, u.a. auch hohe Fieberwerte, und verstarben sechs bzw. sieben
Tage post challenge. Die anderen beiden Tiere der Gruppe 6 liberlebten die challenge-
Infektion und zeigten unaufféllige Temperaturverldufe. Diese Daten stimmen mit den
gemessenen neutralisierenden Antikorpertitern {iberein: wéihrend fiir die Tiere 801 und

854 weder pra noch post challenge neutralisierende Antikoérper nachgewiesen wurden,
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zeigten die Tiere 807 und 43338 nur reduzierte Antikorpertiter nach challenge-

Infektion.

. Virusnachweis in Blut, Organen und Nasensekret

Fir die Analyse der Virusausbreitung in Blut und Organen sowie der Virus-
ausscheidung wurden Blut- (Abb. 3-22), Organ- (Abb. 3-21) und Nasentupferproben
(Abb. 3-23) zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach CSFV-Infektion enthommen und

deren Virusgehalt bestimmt.

Gruppe | Tier-

Nr.

Niere

Milz

Darmlymphknoten

Leber

Lunge

Tonsillen

808

>2.5x10°

>2.5%x10°

2,5x10°

>2.5x10°

5x10°

5x10°

852

2,5x10°

5x10°

2,5x10°

2,5x10°

5x10*

2,5x10°

5 | 806 - - - - - -

854 ] ] ] ; ] ]

43338 | - - - - - -

801

807 - - - - - -

818 - - - - - -

866 - - - - - -

810 - - - - - -

830 - - - - -

835 - - - - - -

834 - - - - - -

833 - - - - - -

820 - - - - - -

Abb. 3-21: Virusreisolation aus Niere, Milz, Darmlymphknoten, Leber, Lunge und Tonsillen
nach CSFV-Infektion. Dazu wurden die Organproben entnommen, das Gewebe zerkleinert
und die erhaltenen Uberstinde fiir eine Virustitration eingesetzt. Die Virustiter sind in
Viruspartikeln/ g Organ angegeben. Negativ getestete Organproben sind mit (-)
gekennzeichnet.
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Gruppe Tier-Nr. 4. Tag 7. Tag 10. Tag 14. Tag 20. Tag

808 5x10° 5x10°

852 5x10° 5x10*

5 806 - -

854 5x10! -

43338 - - - - -

801 - -

807 - - - ; .

818 - - - - -

866 - - - ; .

810 - - - ; .

830 ] - - ] -

835 ; : ; ] ]

834 - - - ] ]

833 ] - - ] -

820 - - - - -

Abb. 3-22: Virusreisolation aus Vollblut nach CSFV-Infektion. Dazu wurden Blutproben 4,
7, 10, 14 und 20 Tage post challenge entnommen und eine Virustitration durchgefiihrt. Die
Virustiter sind in Viruspartikeln/ ml Blut angegeben. Negativ getestete Blutproben sind mit (-
) gekennzeichnet.
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Gruppe Tier-Nr. 4. Tag 7. Tag 10. Tag 14. Tag 20. Tag

808 - 1x10° Exitus 7.Tag

852 1x10* | Exitus 6.Tag

5 806 - - Exitus 7.Tag

854 - Exitus 6.Tag

43338 ] ] ] - -

801 - - Exitus 7.Tag

807 - ; ; ] ]

818 - . . . .

866 - ; ; ] ]

810 - ; ; ] ]

830 ] - - . .

835 - ; ; ] -

834 ; . - ] ]

833 ] - - . .

820 - - - - ;

Abb. 3-23: Virusreisolation aus Nasentupferproben nach CSFV-Infektion. Dazu wurden die
Proben am Tag 4, 7, 10, 14, und 20 nach Infektion entnommen, in PBS resuspendiert und
anschlieBend fiir eine Virustitration eingesetzt. Die Virustiter sind in Viruspartikeln/ ml
Sekretsuspension angegeben. Negativ getestete Nasentupferproben sind mit ()
gekennzeichnet.

Die bei der Auswertung der Blut- Organ- und Nasentupferproben gewonnenen Daten
korrelieren mit den Daten der CSFV-spezifischen humoralen Immunantwort, den
Krankheitsverlaufen und der Lebensdauer der Tiere. Alle Kontrolltiere (Gruppe 4)
zeigten neben klinischen Symptomen und eines frithzeitigen Todes (6. bzw. 7. Tag
post challenge) auch hohe Virustiter in Blut-, Organ- und Nasentupferproben.
Besonders die hohen Virustiter von 2,5x10° (Tier 808) bzw. 2,5x10" (Tier 852)
Viruspartikeln/ml Gehirnsuspension dokumentieren die Stringenz der challenge-
Infektion. Uberraschenderweise verstarb auch das mit dem E2-Grundkonstrukt

immunisierte Tier sieben Tage post challenge trotz nachweisbarer neutralisierender
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Antikorper und virusfreier Organ-, Blut- und Nasentupferproben. Ahnliches gilt auch
fiir die mit dem pcDNA4HisMax-E2-IL-12-Konstrukt immunisierte Tiergruppe. Hier
konnte ein deutlicher Riickgang der neutralisierenden Antikorpertiter im Verhéltnis zu
den E2-Grundkonstrukten und die Ausprdgung von klinischen Symptomen einer
CSFV-Infektion mit akutem Verlauf (sieche 3.3.2.3) beobachtet werden. Diese
Tatsache bedingt vermutlich u.a. auch den schlechten Allgemeinzustand und die
vorzeitige Sterblichkeit von 50% der Tiere. Das zusétzlich inserierte IL-12 scheint hier
als klassisches Ty1-Cytokin einen negativen Effekt auf die Induktion einer CSFV-
spezifischen Immunantwort auszuiiben. Die Tiere der Gruppen 7 (pcDNA4HisMax-
E2-IL-18) und 8 (pcDNA4HisMax-E2-CD40L) hingegen waren durch die DNA-
Vakzine vor einem letalen CSFV-challenge geschiitzt. Bei den Tieren konnten keine
klinischen Symptome einer CSFV-Infektion beobachtet werden. Aulerdem stieg die
Kérpertemperatur bei keinem Tier der Gruppen 7 und 8 iiber 40 ° C. Die verzeichneten
leichten Differenzen zwischen den Fieberkurven der E2-IL-18- bzw. E2-CD40L-
Konstrukte stimmen mit den geringen Unterschieden der induzierten neutralisierenden
Antikorpertiter pra und post challenge iiberein. Aufgrund der Heterogenitit der
erfassten Daten und den nur geringen Unterschieden im Temperaturverlauf bzw. bei
den Antikorpertitern im Verhéltnis zu dem E2-Grundkonstrukt fallt es schwer, eine
vereinzelte Verstirkung der CSFV-spezifischen Immunantwort auf das zusitzlich

inserierte IL-18 bzw. den CD40L zuriuckzufiihren.

. DurchfluBzytometrische-Analyse

Zur Erfassung der fiir CSFV beschriebenen B-Zell-Depletion [Meyers, 1999; Susa,
1992] wurden Blutproben zu verschiedenen Zeitpunkten nach CSFV-Infektion
entnommen und nach Markierung mittels eines CD21-spezifischen monoklonalen
Antikorpers [Denham, 1994/98] im FACS analysiert. Die Auswertung des
prozentualen Anteils der CD21"-Zellen an den PBMC ergab erwartungsgemilB eine
starke B-Zell-Depletion fiir die Tiere der Kontrollgruppe (4) sowie die vorzeitig
verstorbenen Tiere der Gruppen 5 (pcDNAHisMax-E2) (Tier 806) und 6
(pcDNAHisMax-E2-1L-12) (Tier 854, 801). Fiir die restlichen Tiere der Gruppe 6
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wurde nur eine kurzzeitige Abnahme der B-Zellpopulation am vierten Tag post
challenge nachgewiesen.

Die vor einer letalen CSFV-Infektion geschiitzten Tiere der Gruppen 7
(pcDNA4HisMax-IL-18) und 8 (pcDNA4HisMax-CD40L) dagegen zeigten bei
durchflulzytometrischer Analyse eine Unterdriickung der B-Zell-Depletion (Abb. 3-
24).

Gruppe | Tier-Nr.| Tag0 | Tag4 | Tag7 | Tag 10 | Tag 14 | Tag 20
4 808 11 1 1
852 8 3
5 806 13 6 8
854 9
6 43338 5 2 5 7 8 8
801 18
807 5 3 8 10 10 9
818 7 3 9 13 12 13
7 866 4 10
810 4 6 9
830 6 10 11 9 12
835 5 2 3 6 10 9
2 834 13 11 8 9 16 13
833 4 2 4 6 8 7
820 6 6 12 17 21 13

Abb. 3-24: Prozentualer Anteil der CD21-positiven B-Lymphozyten an den PBMC CSFV-
infizierter Tiere. Blut wurde mit einem monoklonalen Maus-anti-Schwein-CD21-Antikorper
markiert, und mittels DurchfluBzytometrie analysiert. Es sind die Tiergruppen und die
jeweiligen Entnahmezeitpunkte angegeben.

Die so erfassten prozentualen Werte geben zwar den relativen Anteil einzelner
Zellfraktionen wieder, es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass die scheinbare

Zunahme einer Zellfraktion lediglich durch die anteilmédfBige Abnahme einer oder
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mehrerer anderer Zellfraktionen zustande kommt. Daher wurde flir jede Analyse
zusitzlich die absolute Zellzahl ermittelt und daraus die absolute Anzahl der B-Zellen
bestimmt. Diese Daten bestétigten die vorherigen Beobachtungen (Daten nicht
gezeigt) und machen deutlich, dass beim Vergleich mit allen anderen Konstrukten eine
Immunisierung mit dem pcDNA4HisMax-E2-IL-18-bzw. pcDNA4HisMax-CD40L-
Konstrukt nicht nur eine B-Zell-Depletion unterdriickt, sondern auflerdem in einigen

Fillen eine Stimulation der B-Zell-Proliferation bewirkt

34 Darstellung von porcinem IL-12, IL-18 und dem CD40L im pro-

und eukaryontischen System

Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Arbeit bestand in der Expression und
Charakterisierung der Zytokine und immunstimulatorischen Molekiile. Dabei wurden
zwei grundlegende Strategien verfolgt. Zum einen sollten durch prokaryontische
Systeme die Proteine in grolen Mengen exprimiert und gereinigt werden, um
anschliefend, so weit noch nicht vorhanden, spezifische Antiseren herzustellen.

Zum anderen sollten Zytokine und immunstimulatorische Molekiile im
eukaryontischen System als aktive Molekiile exprimiert werden, da die fehlenden
Glykosylierungen und mogliche konformationelle Unterschiede im prokaryontischen
Expressionssystem unter Umstdnden einen Verlust dieser biologischen Aktivitdt nach
sich ziehen konnten.

Zur Darstellung der Proteine wurde die cDNA von CD40L, IL-12 und IL-18 in
prokaryontische und eukaryontische Vektoren kloniert und die Expression anhand von
SDS-PAGE und Western Blot sowie gegebenenfalls durch Radioimmunprézipitation

oder funktionelle Assays analysiert.

34.1 Prokaryontische Expression und Reinigung des porcinen CD40L
Fir die Expression des porcinen CD40L-Gens wurde das pQE-E.coli-
Expressionssystem ausgewéhlt, da es bereits mehrfach mit groBem Erfolg eingesetzt
wurde [Oem, 2000] und die Moglichkeit einer induzierbaren Expression bietet.
Da sich, ausgehend von fritheren Erfahrungen, eine Expression membranstindiger

Molekiile aufgrund der Signal-Anker-Sequenz in prokaryontischen Systemen als
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schwierig erwies, sollten zwei Konstrukte erstellt werden, von denen eines die
komplette CD40L-cDNA (CD40L"-Konstrukt) und ein anderes die cDNA ohne
Signal-Anker-Sequenz (CD40L -Konstrukt, ohne  AS: 1-44) enthielt.
Erwartungsgemdll sollte bei dem Konstrukt ohne Signal-Anker-Sequenz eine
Expression des porcinen CD40L als 16sliches intrazelluldres Protein erfolgen, da eine
Verankerung in der Membran ohne Ankersequenz nicht mdglich ist.

Aus diesem Grund wurde die cDNA des porcinen CD40L fiir das CD40L"-Konstrukt
mit den Primern CD40L-bak.seq/rev und fiir die Sequenz des CD40L -Konstruktes mit
den Primern Anker.seq/CD40L-bak.rev aus dem pcDNA4HisMax-E2-CD40L-Plasmid
amplifiziert. Dadurch verkiirzte sich bei dem CD40L’-Konstrukt die Sequenz N-
terminal um die 44 AS lange Signal-Anker-Sequenz. Aullerdem wurden die fiir die
Klonierung erforderlichen Schnittstellen und ein, fiir die affinitditschromatographische
Reinigung des rekombinanten CD40L mittels Ni*-NTA-Agarose notwendiges,
carboxyterminales Hexahistidin-Ende durch die verwendeten Primer eingefiihrt.

Nach Verdau mit den Restriktionsenzymen Sph I/Sal I wurden die Fragmente in den
ebenfalls Sph I/Sal I verdauten pQE-51-Vektor kloniert und die Spezifitit des
Fragmentes durch Sequenzierung bestétigt (Abb. 3-25)

Sph 1 Sall

PQE-CD40L" CD40L™ 6xHis
Sph 1 Sall

PQE-CD40L* cp4oL* 6xHis

..
~,
£27

~
.
~,
=

~,
~,
.,

~, ’

pae-51 S Res[ Atc [wcs D

Abb. 3-25: Klonierungstrategie fiir die pQE-CD40L-Expressionsplasmide. Fiir die
Herstellung der CD40L-Konstrukte wurde das CD40L-Fragment mit den Primern CD40L-
bak.seq/rev (CD40L") sowie Anker.seq/CD40L-bak.rev (CD40L") mittels PCR amplifiziert
und iiber die eingefiihrten Sph I/Sal I-Schnittstellen nach Verdau in den pQE-51-Vektor
inseriert. Bei beiden PCR-Fragmenten wurde zusétzlich ein Hexahistidin-Ende iiber den
Revers-Primer (CD40L-bak.rev) eingefiihrt.
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*-_Plasmiden

Nach Transformation von E.coli mit den entsprechenden pQE-CD40L
wurden die Ubernachtkulturen mit 0,8 mM IPTG induziert. Beim Vergleich von
induzierten und nicht induzierten Kulturen in Coomassie-gefirbten PAA-Gelen
konnten deutliche Mengen von rekombinantem CD40L" detektiert werden (Abb. 3-26
A). Fiir das CD40L"-Konstrukt war es nicht mdglich, einen Nachweis der Expression
zu erbringen. Der rekombinante CD40L" wurde anschlieBend nativ bzw. denaturierend
mittels Affinititschromatographie iiber Ni**-NTA-Agarose aufgereinigt. Allerdings
konnten nur bei der denaturierenden Aufreinigung relevante Mengen an
rekombinantem Protein in Coomassie-gefiarbten PAA-Gelen detektiert werden ( Abb.
3-26 B). Eine mogliche Ursache liegt in der Unzuginglichkeit des Hexahistidin-Endes

bei nativer Proteinfaltung, wodurch eine Bindung an die Ni*’-NTA-Agarose-Séule

erschwert wird.

-+

s <« CD40L

B

Abb. 3-26: CD40L -Expression als Hexahistidin-Fusionsprotein. A zeigt die Induktion des
CD40L"- Hexahistidin-Fusionsproteins. Gesamtzelllysat von induzierten (+) und nicht
induzierten (-) Kulturen wurde in einem 12,5%igem PAA-Gel aufgetrennt und mit Coomassie
gefarbt. In Abb. B ist das rekombinante porcine CD40L" nach denaturierender
affinitidtschromatographischer Reinigung in einem Coomassie-gefarbten 12,5%igen PAA-Gel
dargestellt. Relevante Groflen des Protein—Léngenstandards sind jeweils am linken Bildrand
bezeichnet.
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Da zum damaligen Zeitpunkt kein entsprechendes Antiserum zur Detektion des
porcinen CD40L zur Verfligung stand, wurde das gereinigte und anschlieBend
dialysierte CD40L -Protein zur Herstellung eines polyklonalen Kaninchenantiserums

verwendet (siche 3.4.4).

3.4.2 Prokaryontische Expression und Reinigung von porcinem IL-12
Bei der Expression des porcinen IL-12 ergab sich das Problem, dass die beiden
Untereinheiten (p35/p40) aufgrund der Unwirksamkeit der eingefiihrten IRES in

Bakterien getrennt voneinander exprimiert werden mussten.

3.4.2.1 Expression der p40-Untereinheit des 1L.-12

Da Versuche einer Expression der kompletten p40-Untereinheit des IL-12 im pQE-51-
System nach Optimierung der Induktion keine befriedigenden Ergebnisse erbrachten
(Daten nicht gezeigt), wurde ein anderes Expressionskonzept etabliert. Dazu sollte
eine N-terminale Sequenz von etwa 30 AS aus der p40-Untereinheit entfernt werden,
da aus fritheren Experimenten bekannt war, dass Proteine, die einen sehr hydrophoben
N-terminalen oder C-terminalen Bereich aufweisen, eine wesentlich geringere
Expression in E.coli zeigen [Kim, 1999].

Das p40’-Fragment wurde mit Hilfe der Primer p40-bak.seq/rev durch PCR aus dem
pcDNA4HisMax-E2-IL-12-Plasmid amplifiziert und anschlieBend in den pQE-60-
Vektor, iiber die durch PCR in das Fragment -eingefiihrten Schnittstellen
(Nco I/Bgl 1T), subkloniert (Abb. 3-27). Der pQE-60-Vektor bietet den Vorteil, dass

carboxyterminal ein Hexahistidin-Ende im Vektor vorhanden ist.
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Abb. 3-27: Klonierungsschema fiir das pQE-p40™-Expressionsplasmid. Die Konstruktion des
pQE-p40°-Plasmides erfolgte durch Subklonierung eines mit den Oligonukleotidprimern p40-
bak.seq/rev durch PCR amplifizierten p40™-Fragments, welches mit den Restriktionsenzymen
Nco I und Bgl II verdaut und anschlieend iiber diese Schnittstellen in den pQE-60 Vektor
integriert worden war.

Die Uberpriifung der Spezifitit des inserierten Fragmentes erfolgte durch
Sequenzierung. AnschlieBend wurde das Plasmid in E.coli transformiert und die
Kulturen mit 0,8 mM IPTG induziert. Nach Induktion konnte man beim
Gesamtzelllysat der induzierten Kultur, im Gegensatz zur nicht induzierten Kultur in
einem Coomassie-gefarbten PAA-Gel, eine deutliche Expression feststellen (Abb. 3-
28 A).

Bei der Reinigung gelang es allerdings nicht, das rekombinante Protein mit diversen
getesteten Lysepuffern der nativen oder denaturierenden Aufreinigung in Lésung zu
bringen (Daten nicht gezeigt). Diese Tatsache machte es unmoglich, das Protein
mittels Affinitdtschromatographie zu reinigen. Daher wurde das Gesamtzelllysat {iber
ein praparatives PAA-Gel aufgetrennt und die spezifische Proteinbande nach
Coomassie-Farbung aus dem Gel ausgeschnitten. AnschlieBend erfolgte die

Elektroelution des Proteins aus dem Gel mittels einer Biotrap-Apparatur (Abb. 3-28
B).

65



ERGEBNISSE

= =

< p40

A B

Abb. 3-28: Expression der p40-Untereinheit des IL-12. Die Abbildung zeigt die in einem
Coomassie-gefarbten 12,5%igem PAA-Gel aufgetrennten Gesamtzelllysate von induzierten
(+)- und nicht induzierten (-)- E.coli.-Kulturen (A). Die rekombinante, iiber praparative PAA-
Gele und anschlieBende Elektroelution gereinigte, p40-Untereinheit ist in Abb. 3-28 B
dargestellt. Relevante GroBen des Protein—Léngenstandards sind jeweils am linken Bildrand
bezeichnet.

Nach Abschluss der Versuche stand unserem Labor ein polyklonales p40-spezifisches
IL-12-Antiserum (ENDOGEN) zur Verfiigung, mit dem die Spezifitit des
rekombinanten IL-12 durch Western Blot-Analyse zusitzlich bestétigt werden konnte

(Abb. 3-29).
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Abb. 3-29: Western Blot-Analyse der rekombinanten porcinen p40-Untereinheit des IL-12. Je
500 ng der rekombinanten p40-Untereinheit des IL-12 (p40) und E.coli-Lysat (K) wurden
elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit einem p40-spezifischen
Antiserum inkubiert. Die p40-Untereinheit ist als deutliches Signal zu erkennen wihrend fiir
die E.coli.-Negativkontrolle keine unspezifischen Signale detektiert werden konnten.
Relevante Groflen des Protein—Léngenstandards sind jeweils am linken Bildrand bezeichnet.
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3.4.2.2  Expression der p35 Untereinheit des IL-12

Die Versuche, die p35-Untereinheit mittels pQE-51- und 60-Vektoren zu exprimieren,
erbrachten keine zufriedenstellenden Expressionsdaten. Die Analyse der 2-
dimensionalen Struktur des Molekiils zeigte jedoch keinerlei signifikant hydrophobe
Bereiche im C- bzw. N-terminalen Teil des Proteins, so dass in Anlehnung an Arbeiten
von Pompeia [1997] und Mills [1992] versucht wurde, die p35-Untereinheit als GST-
Fusionsprotein zu exprimieren.

Zu diesem Zweck wurde die p35-cDNA mit Hilfe der spezifischen Primer p35-
bak.seq/rev durch PCR aus dem pcDNA4HisMax-E2-IL-12-Plasmid amplifiziert und
tiber die eingefiihrten Schnittstellen nach Verdau mit Sma I/Mun I in den pGEX-2T-
Vektor ligiert. Dabei konnte die {iber die Primer eingefiihrte Mun I-Schnittstelle auf
EcoR I gesetzt werden. Zusitzlich erfolgte liber den reversen Primer die Insertion
eines carboxyterminalen Hexahistidin-Endes welches eine weitere Reinigungsoption,
ergéibe falls eine Isolation des GST-Fusionsproteins iiber Glutathione-Sepharose nicht

moglich wire (Abb. 3-30).
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Abb. 3-30: Klonierungstrategie fiir das pGEX-p35-Expressionsplasmid. Zur Herstellung des
p35-Expressionsplasmides wurde die p35-Sequenz mit den Primern p35-bak.seq/rev mittels
PCR aus dem pcDNA4HisMax-E2-IL-18-Plasmid amplifiziert, anschlieBend mit Sma I/Mun I
verdaut und iiber Sma I/EcoR1 (MunI auf EcoR 1 gesetzt) in den pGEX-2T-Vektor
subkloniert. Die fiir die Klonierung ndtigen Schnittstellen sowie ein carboxyterminales
Hexahistidin-Ende wurden bei der Amplifikation iiber die Primer (p35-bak.seg/rev) in das
PCR-Fragment eingefiihrt.
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Trotz Sequenziiberpriifung und Optimierung der Induktionsbedingungen gelang es
nicht zweifelsfrei (Vergleich induzierte/ nicht induzierte Kulturen), in Coomassie-
gefarbten PAA-Gelen eine Expression der p35-Untereinheit im Gesamtzelllysat zu
detektieren. Weder eine GST-spezifische Reinigung liber Glutathione-Sepharose noch
eine Hexahistidin-spezifische Reinigung iiber Ni**-NTA-Agarose erbrachten ein
spezifisches Produkt. Da uns kein p35-spezifisches Antiserum zur Verfiigung stand,
blieb als Option nur die Detektion eines moglichen Produktes durch GST- bzw.
Hexahistidin-spezifische Antiseren. Deshalb wurden Gesamtzelllysate von induzierten
und nicht induzierten Kulturen im Western Blot mittels GST- bzw. Hexahistidin-
spezifischer Antiseren untersucht. p35-spezifische Signale (p35-GST-Hexahistidin-
Fusionsprotein hat eine Grofle von 64 kDa (35 kDa (p35) + 29 kDa (GST)) konnten
sowohl fiir die GST- (Abb. 3-31 A) als auch fiir die Hexahistidin-spezifischen

Antiseren (Abb. 3-31 B) in induzierten Kulturen nachgewiesen werden.
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Abb. 3-31: Western Blot-Analyse der rekombinanten porcinen p35-Untereinheit des IL-12.
Zur Uberpriifung der Expression des p35-GST-Hexahistidin-Fusionsproteins wurde Gesamt-
zelllysat gelelektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit GST- (A) und Hexahistidin-
spezifischen (B) Antiseren analysiert. Als Negativkontrolle fungierte Zelllysat nicht
induzierter E.coli-Kulturen (-). Die induzierten Kulturen sind durch (+) gekennzeichnet. Das
p35-GST- und Hexabhistidin-Fusionsprotein hat eine GroBe von 64 kDa (35 kDa (p35) + 29
kDa (GST)). Relevante GroB3en des Protein—Langenstandards sind jeweils am linken Bildrand
bezeichnet.
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Aufgrund der geringen Ausbeuten bei Expression und Reinigung und dem
Vorhandensein eines kommerziell erhéltlichen polyklonalen IL-12-Antiserums
(ENDOGEN) wurde auf weitere Aufreinigungschritte zur Gewinnung von p35

verzichtet.

343 Prokaryontische Expression und Reinigung von porcinem IL-18
Ausgehend von den guten Ergebnissen, die bei der Expression des porcinen CD40L
mit dem pQE-System erzielt wurden, sollte dieses auch fiir die Expression des
porcinen IL-18 verwendet werden. Fir die Herstellung des IL-18-
Expressionskonstruktes wurde die cDNA des porcinen IL-18 mittels der Primer IL-
18bak-seq/rev aus dem pcDNA4HisMax-E2-1L-18-Plasmid amplifiziert.

Die dadurch eingefiihrten Schnittstellen fiir BamH I/Pst I sowie ein carboxyterminales
Hexahistidin-Ende wurden fiir die Klonierung in das pQE-51-Plasmid und spétere

Reinigung des exprimierten Proteins verwendet (Abb. 3-32).
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Abb. 3-32: Klonierungsstrategie fiir das pQE-IL-18-Expressionsplasmid. Die porcine IL-18-
Sequenz wurde mit den Primern IL-18-bak.seq/rev mittels PCR aus dem pcDNA4HisMax-
E2-IL-18-Plasmid amplifiziert, anschlieBend mit BamH I/Pst I verdaut und in den analog
behandelten pQE-51-Vektor kloniert. Die fiir die Klonierung nétigen Schnittstellen sowie ein
carboxyterminales Hexahistidin-Ende wurden bei der Amplifikation iiber die Primer (IL-18-
bak.seq/rev) in das PCR-Fragment eingefiihrt.

Nach Abschluf3 der Klonierungsarbeiten wurde das Plasmid in E.coli transformiert und
die Expression nach Induktion mit 0,8 mM IPTG in Coomassie-gefdarbten PAA-Gelen
analysiert. Auch hier konnte beim Vergleich von induzierten und nicht induzierten
Kulturen eine deutliche Expression des porcinen IL-18 nachgewiesen werden (Abb. 3-
33 A). Da bei der nativen Aufreinigung des porcinen IL-18 eine hohe Ausbeute erzielt

werden konnte, wurde auf eine denaturierende Aufreinigung verzichtet (Abb. 3-33 B).
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Abb. 3-33: IL-18-Expression als Hexahistidin-Fusionsprotein. (A) Gesamtzelllysate
induzierter (+) bzw. nicht induzierter (-) E.coli-Kulturen wurden mittels einer 12,5%igen
SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. In Abb B ist das rekombinante porcine
IL-18 nach nativer affinitdtschromatographischer Reinigung in einem Coomassie-gefarbten
12,5%igen PAA-Gel dargestellt. Relevante Groflen des Protein—Lédngenstandards sind jeweils
am linken Bildrand bezeichnet.

Das gereinigte und dialysierte Protein wurde anschlieBend zur Herstellung eines

polyklonalen Kaninchenantiserums verwendet (siche 3.4.4).

3.4.4 Gewinnung spezifischer polyklonaler Antiseren fiir porcines IL-18 und
den CD40L

Das rekombinante porcine IL-18 sowie der rekombinante CD40L wurden nach
Expression und Reinigung mit Hilfe der Bradford-Methode quantifiziert und zur
Herstellung polyklonaler Antiseren verwendet. Je 100 pg der rekombinanten Proteine
wurden zur mehrfachen Immunisierung von Kaninchen eingesetzt. Die gewonnenen
Seren wurden mittels Western Blot-Analyse auf ihre Spezifitit iiberpriift. Als
Kontrollen dienten die rekombinanten Protein (Positivkontrolle) und E.coli-Lysat
(Negativkontrolle).

Fiir den CD40L stand auBlerdem ein monoklonaler anti human-CD40L-Antikorper
(hCD40L) zur Verfiigung. Dieser wurde ebenfalls fiir Western Blot-Analysen
eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass durch Immunisierung mit den

rekombinanten Proteinen sowohl fiir [L-18 (Abb. 3-34) als auch fiir den porcinen
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CD40L (Abb. 3-35 A) spezifische polyklonale Seren gewonnen wurden. AuBBerdem
konnte die Kreuzreaktion zwischen rekombinantem porcinem CD40L und einem

monoklonalen anti human-CD40L-Antikérper demonstriert werden (Abb. 3-35 B ).
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Abb. 3-34: Western Blot-Analyse von rekombinantem porcinem IL-18 mit polyklonalem IL-
18-spezifischen Antiserum. Je 500 ng rekombinantes Protein (IL-18) und E.coli-Lysat (K) als
Negativkontrolle wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit dem gewonnenen
spezifischen IL-18- Antiserum behandelt. Relevante GroBen des Protein—Langenstandards
sind jeweils am linken Bildrand bezeichnet.
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Abb. 3-35: Western Blot-Analyse des rekombinaten porcinen CD40L" mit polyklonalem
CD40L -spezifischen Antiserum (A) und einem monoklonalen anti human-CD40L-
Antikorper (B). Rekombinante Proteine und E.coli-Lysat wurden in einem 12,5%igem PAA-
Gel aufgetrennt, geblottet und mit den Antiseren inkubiert. Spur 1: 500 ng rekombinantes
CD40L°, Spur 2: E.coli-Lysat. Der rekombinante CD40L" ist durch einen Pfeil
gekennzeichnet. Relevante GroBen des Protein—Léngenstandards sind jeweils am linken
Bildrand bezeichnet.
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3.4.5 Eukaryontische Expression von porcinem CD40L, IL-18 und IL-12

Fiir Untersuchungen, durch die die verwendeten Zytokine und immunstimulatorischen
Stoffe sowie deren Aktivitdt ndher charakterisiert werden sollten, war es erforderlich,
die Proteine fiir die entsprechenden posttranslationalen Proteinmodifikationen (u.a.
Glykosylierung, = Phosphorylierung und  Disulfitbriickenbildung) in  einem
eukaryontischen System zu exprimieren. Konstitutiv exprimierende stabile Zelllinien
erschienen hierfiir geeignet, da bei transienten Expressionen wechselnde
Transfektionseffizienz sowie unterschiedliche Zellpopulationen bei einer stabil
exprimierenden Zelllinie keinerlei Rolle spielen.

Daher sollten fiir IL-12 und IL-18 sowie den CD40L stabile Zelllinien mittels des
pcDNA3-Systems hergestellt werden. Die fiir die Transfektion verwendeten Plasmide
waren bereits als Zwischenklonierungsschritt bei der Herstellung der E2-I1L-18-/IL-12-
/CD40L-Vakzin-Vektoren erstellt worden (Herstellung der pcDNA3-IL-18-/IL-12-
/CD40L-Vektoren siehe 3.1.2.3). In einem ersten Vorversuch wurde die
Optimalkonzentration des Selektionsantibiotikums G 418, das zum Absterben nicht
resistenter Zellen fiihrt, fiir 293-Zellen bestimmt. Die optimale Konzentration lag bei
600 ug/ml. AnschlieBend erfolgte die Herstellung einer stabilen 293-Zelllinie fiir die
verwendeten Zytokine und immunstimulatorischen Stoffe. Um die Rate der korrekt
integrierten Plasmid-DNA in die genomische DNA der Zelle zu erhdhen, wurden die
Plasmide vor Transfektion linearisiert (pcDNA3-IL-18-/CD40L-Vektoren mit Bgl 11
und der pcDNA3-IL-12-Vektor mit Mfe I). Nach Transfektion erfolgte eine Selektion
resistenter Klone mit 600 pg/ml G 418. Die ersten resistenten Zellklone konnten nach

zweil Wochen mittels Klonierungszylinder isoliert werden.

3.4.5.1 Herstellung einer stabilen 293-Zelllinie fiir porcinen CD40L

Zur Uberpriifung der resistenten Zellklone auf konstitutive Expression des CD40L
wurden Immunfluoreszens- und Western Blot- sowie Radioimmunprézipitations-
analysen (RIP) durchgefiihrt. Fiir einzelne Klone konnte sowohl im Western Blot, als
auch durch Immunfluoreszenz eindeutig eine stabile CD40L-Expression nachgewiesen
werden. Die durchgefiihrten RIP-Analysen erbrachten iiberraschenderweise nur mit
dem polyklonalen CD40L"-spezifischen Antiserum, nicht aber mit dem monoklonalen

anti human-CD40L-Antikorper ein spezifisches Signal (Abb. 3-36).
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Abb. 3-36: Analyse resistenter Zellklone auf CD40L-Expression durch Immunfluoreszens
(1)- und Western Blot (2)- sowie Radioimmunprizipitationsanalysen (3). Fiir die
Oberflichenimmunfluoreszenzanalyse (1) wurden die Zellen fixiert und anschliefend mit
einem monoklonalen anti human-CD40L-Antikérper als Primér- und einem Ziege-anti-Maus
IgG, DTAF-gekoppelten Antikorper als Sekundirantikorper inkubiert. Die stabile CD40L"-
293-Zelllinie (A) zeigt im Vergleich zu nativen 293-Zellen (B) griin fluoreszierende
Oberflachengranula. Zusétzlich wurden die Zellkerne der Zellen mit Propidiumjodid
angefdbt. Abb. 3-36 (2) zeigt die in einem 15%igem PAA-Gel aufgetrennten Gesamtzelllysate
nach Blot und Inkubation mit einem monoklonalen anti human-CD40L-Antikorper. Spur 1:
293-CD40L" Klon 4, Spur 2: 293-CD40L" Klon 6 und Spur 3: native 293-Zellen dienten als
Negativkontrolle. Das CD40L" spezifische Signal ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.

(3) Zur Analyse der resistenten Klone mittels Radioimmunprizipitation wurden [*°S]-
metabolisch markierte stabile CD40L"-293-Zellklone (Spur 1 und 3) und als Negativkontrolle
dienende 293-Zellen (Spur 2 und 4) lysiert und mit einem polyklonalen CD40L -spezifischen
Antiserum (Spur 3 und 4) bzw. einem monoklonalen anti human-CD40L-Antikorper (Spur 1
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und 2) inkubiert. Je 20 pl des Prizipitationsansatzes wurden anschliefend in einem
12,5%igem PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und autoradiographisch analysiert. Das
CDA40L-spezifische Signal ist durch einen Pfeil markiert. Relevante Gréen des Protein—
Léngenstandards sind jeweils am linken Bildrand bezeichnet.

3.4.5.2  Herstellung einer stabilen 293-Zelllinie fiir porcines IL-18

Die nach Transfektion und Selektion isolierten IL-18-Zellklone wurden ebenfalls
durch Western Blot und Radioimmunpréizipitation auf konstitutive IL-18-Expression
tiberpriift. Ein Nachweis durch Immunfluoreszenz war, wie schon unter 3.2.4
ausgefiihrt, nicht moglich.

Fiir die getesteten Klone konnte eine eindeutige IL-18- Expression sowohl im Western

Blot als auch durch Radioimmunprézipitation nachgewiesen werden (Abb. 3-37)
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Abb. 3-37: Analyse der IL-18-Expression resistenter Zellklone durch Western Blot (A)- und
Radioimmunprézipitation (B). Fiir die Western Blot-Analyse resistenter Zellklone wurden
Gesamtzelllysate von stabil exprimierenden IL-18-293-Zelllinien (IL-18) und nativen 293-
Zellen (293) als Negativkontrolle in einem 15%igem PAA-Gel aufgetrennt, auf Nitrozellulose
transferiert und mit einem polyklonalen IL-18-spezifischen Antiserum inkubiert.

Zur Analyse der resistenten Klone mittels Radioimmunprizipitation wurden [*°S]-metabolisch
markierte stabile IL-18-293-Zellklone (IL-18) und als Negativkontrolle dienende 293-Zellen
(293) lysiert und mit einem polyklonalen IL-18-spezifischen Antiserum inkubiert. Je 20 ul des
Prazipitationsansatzes wurden anschlieBend in einem 15%igem PAA-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt und autoradiographisch analysiert. Die IL-18-spezifischen Signale sind durch
Pfeile markiert. Relevante GroBen des Protein—Léngenstandards sind jeweils am linken
Bildrand bezeichnet.
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3.45.3  Herstellung einer stabilen 293-Zelllinie fiir porcines 1L-12

In einem ersten Schritt erfolgte die Analyse der resistenten Zellklone wie schon fiir IL-
18 durch Western Blot und Radioimmunprézipitation. Trotz erfolgreicher Transfektion
gelang mit keiner der verwendeten Methoden der Nachweis eines IL-12-spezifischen
Signals. Um zu kléren, ob die von den resistenten Klonen moglicherweise produzierte
Menge an IL-12 unterhalb der Detektionsgrenze der verwendeten Methoden lag,
wurde ein hochsensitiver Aktivititstest eingesetzt.

Dieser beruht auf der Aktivierung von PBMC durch IL-12, was zu einer starken
Stimulation der IFN-y-Produktion fiihrt. Diese Steigerung der IFN-y-Produktion kann
anschlieBend in einem IFN-y-ELISA {iberpriift werden. Deshalb wurden PBMC mit
Zellkulturiiberstinden resistenter Klone und nativer 293-Zellen versetzt, 18 h inkubiert
und die daraus gewonnenen Uberstinde fiir einen IFN-y-ELISA eingesetzt. Zur
Uberpriifung der IL-12-Spezifitit einer moglichen stimulatorischen Reaktion wurden
PBMC gleichzeitig mit Zellkulturiiberstinden von resistenten Klonen und nativen 293-
Zellen versetzt, die zuvor lber Nacht mit einem IL-12-spezifischen polyklonalen
Antiserum inkubiert wurden.

Die Daten zeigten eine starke Steigerung der IFN-y-Ausschiittung nach Inkubation mit
Zellkulturiiberstand von Klon 7 und gleichzeitig eine Authebung dieses Effektes bei
Inkubation mit einem IL-12-spezifischen polyklonalen Antiserum (Abb. 3-38). In dem
verwendeten Testsystem konnte also fiir Klon Nr.7 ein IL-12-spezifischer

stimulatorischer Effekt auf die IFN-y-Produktion nachgewiesen werden.
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Abb. 3-38: IFN-y-Produktion von nativen PBMC durch IL-12-Stimulation. PBMC wurden
mit Zellkulturiiberstinden von IL-12-produzierenden 293-Zellen (U293-1L-12) und nativen
293-Zellen (293) inkubiert. Gleichzeitig wurden IL-12-293-Zellkulturiiberstinde (U 293-1L-
12+anti IL-12) und Uberstinde von nativen 293-Zellen (U 293+ anti-IL-12) mit einem IL-12-
spezifischen polyklonalen Antiserum versetzt und anschlieend zur Stimulation der PBMC
verwendet.

3.5 Darstellung des E2-Glykoproteins im prokaryontischen System

Die Expressionsversuche fiir das E2-Glykoproteingen im pQE-System zeigten &hnlich
wie flir das Gen der p35-Untereinheit des IL-12 keine erkennbare Expression, daher
wurde mit Hilfe des pGEX-Systems versucht, das E2 als GST-Fusionsprotein zu
exprimieren.

In einem ersten Schritt musste das Expressionskonstrukt erstellt werden. Dafiir sollte
die E2-Sequenz mit Hilfe der Primer E2-bak.seq/rev durch PCR aus dem
pcDNA4HisMax-E2-Plasmid amplifiziert und das gewonnene Fragment nach
BamH I/EcoR I-Verdau iiber die eingefiihrten Schnittstellen in den pGEX-2T-Vektor
inseriert werden. Auch hier wurde iiber die Primer parallel zu den Schnittstellen ein

carboxyterminles Hexahistidin-Ende in das PCR-Fragment eingefiihrt (Abb. 3-39).
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Abb. 3-39: Klonierungsschema fiir das pGEX-E2-Expressionsplasmid. Die Konstruktion des
pGEX-E2-Plasmides erfolgte durch Subklonierung eines mit den Oligonukleotidprimern E2-
bak.seq/rev durch PCR amplifizierten E2-Fragments, das mit den Restriktionsenzymen
BamH I/EcoR I verdaut und anschlieend iiber diese Schnittstellen in den pGEX-E2-Vektor
ligiert worden war. AufBler den Schnittstellen wurde durch die Primer zusétzlich ein
carboxyterminales Hexahistidin-Ende in das PCR-Fragment eingefiihrt.

Bei Induktion und anschlieBender Reinigung konnte weder mit GST- noch mit
Hexahistidin-Ende- spezifischen Reinigungsprotokollen eine zufriedenstellende
Produktausbeute in einem Coomassie-gefarbten PAA-Gel detektiert werden. Die
deshalb durchgefiihrte Western Blot-Analyse der Gesamtzelllysate mit verschiedenen
E2-spezifischen monoklonalen Antikorpern zeigte auBler einem spezifischen Signal fiir
das unglykosylierte E2-GST-Fusionsprotein auch eine Reihe von spezifischen Abbau-
produkten, was unter Umsténden die erfolglosen Reinigungsversuche erklaren konnte
(Abb. 3-40). Das erhaltene E2-spezifische Signal hatte eine Grof3e von ca. 74 kDa (45
kDa (E2) + 29 kDa (GST)). Die beobachtete Grofe des exprimierten E2 Glykoproteins
korreliert somit mit den Daten von Ruglli et al. (1995) fiir mittels Baculoviren

exprimiertem unglykosyliertem E2.
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Abb. 3-40: E2-Expression als GST-Fusionsprotein. Gesamtzelllysate induzierter (+) bzw.
nicht induzierter (-) E.coli-Kulturen wurden mittels einer 12,5%igen SDS-PAGE aufgetrennt,
anschlieBend geblottet und mit E2-spezifischen monoklonalen Antikérpern (MAK7: A und
C46: B) inkubiert. Das detektierte E2-GST-Fusionsprotein hat eine Grofle von 74 kDa (45
kDa (unglykosyliertes E2) + 29 kDa (GST)). Relevante Grofen des Protein—Lingenstandards
sind jeweils am linken Bildrand bezeichnet.

Auch durchgefiihrte Optimierungsversuche der Expressionsbedingungen (E.coli-
Stamme, Inkubationsdauer und -temperatur) fiihrten nicht zu einer Reduktion der

Abbauprodukte.
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4 DISKUSSION

Die “Klassische Schweinepest™ ist eine hoch kontagiose Erkrankung [Dahle, 1992],
deren Erreger, das classical swine fever virus u.a. in frischen Fleischprodukten bzw.
Exkrementen relativ stabil ist [Savi, 1965]. Dadurch kommt es trotz aller
Vorsichtsmalnahmen immer wieder zu sporadischen, aber massiven Seuchenziigen
(1990-1998) [Moennig, 2000]. Die zur Zeit von der EU angewendete Politik der
Ausmerzung infizierter Bestinde hat gezeigt, dass ein Ausbruch in einer nicht
vakzinierten Population mit immensen 6konomischen Verlusten verbunden ist [Pittler,
1995; Mintiens, 2001]. Weiterhin gewinnt das Problem der Durchseuchung bzw.
Verbreitung durch die europdische Wildschweinpopulation in den letzten Jahren
zunehmend an Bedeutung [Harkness, 1988; Moennig, 2000]. Deshalb ist es von
grolem Interesse, eine wirkungsvolle CSFV-Vakzine zu entwickeln. Einer der
wichtigsten Punkte einer EU-weit einsetzbaren CSFV-Vakzine ist die Moglichkeit,
zwischen immunisierten und infizierten Tieren zu unterscheiden. Eine im Januar 2001
zugelassene und auf im Baculovirussystem exprimiertem E2-Glykoprotein [van Rijn,
1996] basierende emergency-Vakzine bietet die Moglichkeit einer solchen
Unterscheidung, allerdings sind deren Schutzwirkung und eine mdgliche horizontale
bzw. vertikale Infektion durch das CSFV umstritten [ Dewulf, 2001; van Rijn, 1996/99;
de Smit, 2000].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher der Versuch unternommen, eine hochwirksame
DNA-Vakzine herzustellen, die neben einem dauerhaften Schutz, auch die
Unterscheidung zwischen immunisierten und infizierten Tieren ermdglicht und eine

horizontale Verbreitung des Virus verhindert.

Die Grundlage dieser DNA-Vakzine bildet das E2-Glykoproteins des CSFV, das
bereits frithzeitig als hochimmunogenes Protein erkannt wurde [van Rijn, 1994].
Vielversprechende Untersuchungen mit E2 zur Induktion einer CSFV-spezifischen
protektiven Schutzwirkung wurden bereits mit rekombinantem E2-Vacciniavirus

[Konig, 1995], rekombinantem E2-Pseudorabiesvirus [Peeters, 1997], rekombinantem
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E2-Poxvirus [Hahn, 2001], mit dem im Baculovirussystem exprimierten E2-
Glykoprotein selbst [van Rijn, 1996/1999; van Zijl, 1991] sowie einer E2-DNA-
Vakzine [Andrew, 2000] durchgefiihrt.

Bei der Etablierung der in dieser Arbeit untersuchten DNA-Vakzine wurde das Ziel
verfolgt, sowohl die endogen exprimierte Menge an E2 zu maximieren als auch eine
Steigerung der Immunreaktion durch die Expression zusétzlicher immun-
stimulatorischer Molekiile zu erreichen. Die exprimierte Proteinmenge ist u.a.
abhingig von dem verwendeten Promotor. Daher wurden, ausgehend von
Untersuchungen mit Reportergenen, eukaryotische Expressionsplasmide gewdhlt, die
die Promotoren des Humanen Cytomegalievirus (pcDNA4/HisMax) bzw. des Rous-
Sarkom-Virus (pRC/RSV) enthielten. Beide Promotoren sind in der Lage hohe
Expressionsraten der Reportergene zu induzieren [Zarrin, 1999; Manthorpe, 1993].

Die Wahl der Immunstimulatoren ist von einer Vielzahl von Faktoren wie z.B. der Art
der Erreger, dem Krankheitsverlauf und den wirtsspezifischen Besonderheiten des
Immunsystems abhingig. Daher kann das fiir die Erkrankung optimal
immunstimulatorische Molekiil nur im Wirtssystem selbst bestimmt werden. Fiir die
Stimulation einer CSFV-spezifischen Immunantwort wurden IL-12 [Boretti, 2000;
Shan, 1999], IL-18 [Dupre, 2001] und der CD40L [Ihata, 1999] gewaihlt, die fiir

andere Erkrankungen bereits erfolgreich als Immunstimulatoren eingesetzt wurden.

Eine polycistronische Transkriptionseinheit zur Expression der heterodimeren
Molekiilstruktur des porcinen IL-12 stand bereits durch vorangegangene Arbeiten
[Wienhold, 1998] zur Verfiigung.

Die cDNA fiir porcines IL-18 und des CD40L mussten dagegen im Rahmen dieser
Arbeit mittels RT-PCR hergestellt werden. Die Bestitigung der Spezifitit der Sequenz
fiir porcines IL-18 erfolgte durch Sequenzvergleich mit bereits beschriebenen
Sequenzen [Oem, 2000].

Obwohl die cDNA-Sequenz von porcinem CD40L bis dato nicht bekannt war, gelang
die Isolation eines spezifischen Produktes mit Hilfe von degenerierten-Primern mittels
RT-PCR. Der offene Leserahmen (ORF) des porcinen CD40L enthilt 786 bp und

kodiert fiir ein 29kDa grofles Protein. Sequenzvergleiche zwischen der isolierten
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porcinen Sequenz und bereits veréffentlichten Sequenzen anderer Spezies zeigten eine
Ubereinstimmung von 93%, 89%, 86%, bzw. 88% mit bovinem, felinem, caninem
bzw. humanem CDA40L (siehe 7.2). Wie fiir den humanen und murinen CD40L
beschrieben, enthdlt der porcine CD40L eine 13 AS lange terminale Sequenz gefolgt
von einer 32 AS langen hydrophoben Signal-Anker-Sequenz, welche fiir ein Typ-II-
Membranprotein mit extrazellularem Caboxyterminus charakteristisch ist. [ Armitage,
1992; Noelle, 1992]. Im Gegensatz zur humanen CD40L-Sequenz, die zwei potentielle
N-Glykosylierungsstellen enthélt [Armitage,1992], konnte in der Sequenz des
porcinen CD40L nur eine potentielle N-Glykosylierungstelle identifiziert werden.

Fir beide E2-Vektortypen (pcDNA4HisMax-E2, pRC/RSV-E2) wurden somit
Konstrukte hergestellt, die zusétzlich die cDNA eines der immunstimulatorischen
Molekiile enthielten. Dabei konnten in die Konstrukte zwei voneinander unabhédngige
Transkriptionseinheiten inseriert werden, wodurch unterschiedliche Expressionsarten
der einzelnen Sequenzen ermdglicht wurden (intrazelluldre- und sekretorische
Expression pcDNA4HisMax-E2-IL-12/-IL-18 bzw. intrazellulire- und membran-
assoziierte Expression, pcDNA4HisMax-E2-CD40L). Nach Etablierung eines
Testsystems zur Uberpriifung der in vitro Transkription der Plasmide konnten fiir alle
Konstrukte spezifische Transkriptionsprodukte nachgewiesen werden.

Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Immunisierung ist die Expression eines moglichst
authentischen Genproduktes. Daher erfolgte die Analyse der zelluliren Expression des
E2-Glykoproteins fiir alle Plasmide durch Immunfluoreszenz nach transienter
Transfektion von MAX-Zellen, wobei wie bei virus-infizierten Zellen groBe Mengen
des Proteins nachgewiesen werden konnten [Weiland, 1990]. In vitro zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede in der exprimierten E2-Menge zwischen Plasmiden
mit RSV- bzw. CMV-Promotoren.

Der Nachweis der Expression fiir die immunstimulatorischen Molekiile wurde fiir den
CD40L durch Oberflichenfluoreszenzanalyse nach transienter Transfektion von
MAX-Zellen erbracht, wobei gezeigt werden konnte, dass der CD40L als Oberflachen-
molekiil exprimiert wird und somit fiir eine Interaktion mit immunregulatorischen

Zellen zuginglich ist.
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Der Nachweis der sekretierten Zytokine IL-12 und IL-18 erfolgte durch einen
funktionellen NK-Assay, da sich durch die geringe Proteinmenge bei transienter
Transfektion und dem groen Verdinnungseffekt im Medium andere
Detektionsmethoden (z.B. Western Blot) als schwierig erwiesen. Durch den
funktionellen Test konnte eine 35%ige Steigerung der cytolytischen Aktivitdt fiir die
IL-12- bzw. eine 25%ige Steigerung der cytolytischen Aktivitat fiir die IL-18-
Konstrukte im Verhéltnis zu der Aktivitit der E2-Grundkonstrukte festgestellt werden.
Der fiir die IL-12-Plasmide als Positivkontrolle verwendete Uberstand von mit
rekombinanten porcinen IL-12-Adenoviren infizierten Zellen zeigte annéhernd gleiche
stimulatorische Wirkung wie die Uberstinde der mit den E2-IL-12-Konstrukten
transfizierten Zellen. Die Steigerung der cytolytischen Aktivitdt korrelliert mit Daten,
die von Paul et al., 2000 fir rekombinante Adenoviren mit murinem IL-12 bzw. fir

exogene IL-18-Applikation von Kanda et al., 2000 beschrieben wurden.

Die weiteren durchgefithrten in vitro Untersuchungen zur Effektivitdt der
homodimeren (CMV/CMV) bzw. heterodimeren (RSV/CMV) Transkriptionseinheiten
zeigten keine signifikanten Unterschiede im Verhiltnis des exprimierten E2-

Glykoproteins zu den immunstimulatorischen Molekiilen.

Die Abhéngigkeit einer protektiven Schutzwirkung von der Applikationsart und dem
jeweiligen Erreger ist seit Jahren bekannt [Wolff, 1992; Bohm, 1998; Maloy, 2001;
Smooker, 1999]. Auf Grund der hohen Variabilitidt von Erregern mit RNA-Genom und
der damit verbundenen spezifischen Stimulation einer protektiven Immunantwort
konnte bisher eine einheitliche optimale Applikationsmethode nicht gefunden werden.
Daher wurde in ersten in vivo Versuchen im Schwein die Hohe der gewdhlten
challenge-Dosis [Meyers, 1999] sowie die Applikationsart optimiert. Dabei zeigte
sich, wie auch fiir andere DNA-Vakzine-Versuche beschrieben [Bohm, 1998], dass ein
Schutz durch eine intramuskuldre Injektion induziert wird, wéhrend andere
Immunisierungsarten nur zur Ausbildung einer unvollstindigen Immunantwort

fuhrten.
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Zur Auswahl des effektivsten Grundkonstruktes wurden Immunisierungsversuche mit
den E2-Plasmiden (pcDNA4HisMax-E2, pRC/RSV-E2) durchgefiihrt. Auferdem
wurden verschiedene Testsysteme zur optimalen Erfassung und Charakterisierung der
Induktion einer CSFV-spezifischen zelluliren bzw. humoralen Immunantwort
etabliert.

Nach dreimaliger intramuskuldrer Immunisierung konnten vor der challenge-Infektion
fir die E2-Konstrukte mit Ausnahme eines Tieres der Gruppe 3 und der
Kontrollgruppe (Gruppe 1/pcDNA4/HisMax, pRC/RSV) neutralisierende Antikorper
ab dem 43. Tag post Immunisierung nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich um
Titer, die teilweise weit liber den fiir einen protektiven Schutz notwendigen Werten
lagen [Terpstra, 1988; van Rijn, 1996, Bouma, 1999] und mit Untersuchungen einer
vergleichbaren E2-DNA-Vakzine iibereinstimmen [ Andrew, 2000].

Nach erfolgter challenge-Infektion konnte allerdings ein deutlich stiarkerer Anstieg als

bei vergleichbaren Immunsierungversuchen festgestellt werden [Andrew, 2000].

Die ndhere Charakterisierung der CSFV-spezifischen humoralen Immunantwort pra
challenge mittels eines IgG1/IgG2-spezifischen ELISA =zeigte ein effizientes
Isotypswitching zu IgG, wobei IgG1- und IgG2-Antikérper nachgewiesen wurden.
Dies deutet sowohl auf eine Tyl- als auch Ty2-induzierte humorale Immunantwort
sowie die Auspragung einer Langzeitgedichtniszell-Reaktion hin [DeFranco, 1997].
Auf eine Untersuchung der induzierten humoralen Immunantwort post challenge
wurde verzichtet, da diese durch Untersuchungen von Armengol et al., 2001 und Pauly
et al., 1995 bereits ausreichend charakterisiert wurde.

Die Untersuchung der zelluliren Immunantwort der Tiere pr& challenge zeigte
entsprechend den DNA-Vakzinierungsversuchen fiir HCV [Forns, 2000] keine
signifikante Stimulation der zelluliren Immunantwort, wobei eingerdumt werden
muss, dass aufgrund der hohen Heterogenitét fiir die im Versuch eingesetzte outbred-
Schweinepopulation geringe Unterschiede mit dem verwendeten Testsystem
(Lymphoproliferationstest) nicht nachgewiesen werden konnen. Auch die Verwendung
eines IFN-y-ELISA und des erheblich sensitiveren IFN-y-ELISPOT [Tanguay, 1994]

erbrachte keine erkennbare stimulatorische Wirkung, allerdings konnte mit beiden
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Testsystemen nach erfolgtem challenge ein drastischer Anstieg der IFN-y-Produktion
nachgewiesen werden, was eine Stimulation der zelluliren Immunantwort belegt
[Trinchieri, 1997].

Diese, durch Arbeiten von Armengol et al., 2001 bestétigten, Untersuchungen zeigen
eindeutig, dass fiir die Induktion einer CSFV-spezifischen zelluliren Immunantwort
auBler dem E2-Glykoprotein noch andere virale Faktoren nétig sind, da die
immunstimulatorische Wirkung des E2-Glykoproteins auf seine B-Zell-Epitope

zurilickzufiihren ist [Yu, 1996].

Bei der Erfassung der Parameter der Virdmie und des Krankheitsverlaufes war bei
allen Kontrolltieren die Ausbildung klassischer Symptome einer CSFV-Infektion
[Fields, 1996] zu beobachten. Alle Tiere der Gruppe 1 verstarben erwartungsgemail
acht bis neun Tage post challenge [Meyers, 1999], was mit Infektionsexperimenten
anderer CSFV-Stimme korreliert [Bouma, 1999, Riimenapf, 1991]. 50% der Tiere der
Gruppe 3 (pRC/RSV-E2) konnten durch die verabreichte DNA-Vakzine vor einer
letalen CSFV-Infektion geschiitzt werden, allerdings verzeichneten wurde bei allen
Tieren dieser Gruppe einen Temperaturanstieg iiber 40°C beobachtet. Demgegeniiber
entwickelten alle Tiere der Gruppe 2 (pcDNA4/HisMax-E2) einen wirksamen Schutz
gegen eine letale CSFV-Infektion, wobei nur ein Tier einen kurzzeitigen
Temperaturanstieg {iber 40°C zeigte. Diese fiir die Immunisierung mit dem
pcDNA4HisMax-E2 Konstrukt beobachtete Fieberreduktion im Gegensatz zu
Experimenten mit exprimiertem E2—Glykoprotein [Bouma, 1999] bzw. einer anderen
E2-DNA-Vakzine [Hammond, 2001] ist vermutlich auf die unterschiedliche Art- und
die geringere Anzahl an Immunisierungen zuriickzufiihren.

Ein weiteres Indiz fiir die gelungene Induktion einer protektiven Immunantwort ist die
Tatsache, dass bei keinem der Tiere der Gruppen 2 (pcDNA4/HisMax-E2) und 3
(pPRC/RSV-E2) Virus in Blut- bzw. Organ proben gefunden werden konnte, wiahrend
nach Immunisierung mit dem E2-Glykoprotein vereinzelt Virdmie in den Organen

detektiert wurde [Bouma, 1999].
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Die offensichtlichen Unterschiede der beiden E2-Grundkonstrukte in vivo
widersprechen den im zelluldren System gemachten Beobachtungen. Ein Zeichen
dafiir, dass die in wirtsspezifischen Zellkultursystemen gewonnenen Daten gerade bei
immunologisch relevanten Fragestellungen nicht immer zur Evaluierung spezifischer

Sachverhalte ausreichen.

Die Insertion zusitzlicher immunstimulatorischer Molekiile in die E2-DNA-Vakzine
fiihrte, mit Ausnahme der E2-IL-12-Konstrukte, ebenfalls zur Ausbildung einer
protektiven humoralen Immunantwort.

Auch hier konnten CSFV-spezifische Antikorper vereinzelt schon ab dem 29. Tag post
Immunisierung detektiert werden. Der grofite Teil der Gruppen 7 (pcDNA4/HisMax-
E2-IL-18) und 8 (pcDNA4/HisMax-E2-CD40L) zeigte signifikante Titer [Terpstra,
1988; van Rijn, 1996, Bouma, 1999] ab dem 50.Tag, d.h. nach der dritten
Immunisierung. Die Auswertung der Serumneutralisationstests ergab fiir die E2-I1L-18-
bzw. E2-CD40L-Konstrukte vergleichbare Werte wie bei Experimenten mit einer E2-
DNA-Vakzine allein [Andrew, 2000] bzw. einer Kombination aus einer E2-DNA-
Vakzine und einem rekombinanten E2-Adenovirus (prime boost) [Hammond, 2001].
Eine Ausnahme bildete das Tier 835 (pcDNA4HisMax-E2-CD40L), bei dem trotz
nicht vorhandener neutralisierender Antikorper die Ausbildung einer protektiven
CSFV-spezifischen Immunitit pra challenge detektiert werden konnte. Ahnliche
Beobachtungen von vereinzelt auftretenden Schutzwirkungen, die mit dem volligen
Fehlen bzw. der nur sehr geringen Induktion neutralisierender Antikorpertiter
korreliert sind, wurden bereits bei Experimenten mit rekombinantem E2-Vakziniavirus
[Riimenapf, 1991] bzw. rekombinantem E2-Adenovirus [Hammond, 2000]
beschrieben. Ob die entsprechende Stimulation in diesen Féllen auf das virale
Vektorsystem zuriickzufithren ist oder andere Faktoren involviert sind, ist bisher
unbekannt.

Das zusidtzlich inserierte IL-12 bewirkte eine Repression der humoralen
Immunantwort. Dieser negative Einfluss des IL-12 ist auf seine Wirkung als
klassisches Tyl-Zytokin und dem damit verbundenen Shift der Immunantwort wie

schon fiir HCV beschrieben [Shan, 1999], zuriickzufiihren. Auch in anderen
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Versuchsansidtzen wurde eine Beeinflussung der Immunantwort durch IL-12
beobachtet [ Schirmbeck, 2001].

Daher zeigte nur ein Tier (807) der Gruppe 6 (pcDNA4/HisMax-E2-1L12) signifikante
Antikorpertiter vor der CSFV-Infektion. Die hohe Sterblichkeit der Tiere (50%) belegt
damit, dass obwohl CSFV-spezifische zytotoxische T-Lymphozyten in die Ausbildung
einer CSFV-spezifischen Immunantwort involviert sind [Pauly, 1995], die tragende
Rolle einer Protektion durch die humorale Immunantwort {ibernommem wird. Im
Gegensatz dazu muss fiir das BVDV zur Ausbildung einer effektiven Schutzwirkung
durch DNA-Vakzine, sowohl die Induktion der humoralen- als auch zelluldren
Immunantwort erfolgen [Cortese, 1998; Harpin, 1999].

Nach der CSFV-Infektion zeigten alle Tiere der Gruppen 7 (pcDNA4HisMax-E2-1L-
18) und 8 (pcDNA4HisMax-E2-CD40L) sowie 2 Tiere der Gruppe 6
(pcDNA4HisMax-E2-1L-12) und der Kontrollgruppe (pcDNA4/HisMax) einen
Anstieg der CSFV-spezifischen Antikorpertiter. Der iiberraschende Tod des E2-
Kontrolltieres 806 (Gruppe 5) ist vermutlich auf andere Faktoren zuriickzufiihren, da
das Tier pra und post challenge signifikante neutralisierende Antikopertiter aufwies
und alle ebenso immunisierten Tiere der vorangegagenen Versuchsteile iiberlebten.
Der klinische Verlauf der Infektion manifestierte sich bei der Kontrollgruppe (4) sowie
den beiden Tieren der Gruppe 6 (pcDNA4HisMax-E2-IL-12) mit den klassischen
Symptomen [Fields, 1996], gefolgt vom vorzeitigen Ableben sechs bzw. sieben Tage
post challenge. Besonders auffillig ist die Korrelation zwischen neutralisierenden
Antikorpertitern und den Temperaturverliufen in der Gruppe 6: die Tiere ohne
neutralisierende Antikorper zeigten hohe Fieberwerte, wéihrend es bei den Tieren mit
Antikorpern nur zur Ausbildung einer geringen Temperaturerhohung kam. Die
Fieberkurven der Tiere der Gruppen 7, 8 und 5 hingegen sind unauffillig, wobei ein
Tier der Gruppe 7 und zwei Tiere der Gruppe 8 einen eintdgigen Temperaturanstieg
von 40,5°C aufwiessen. Die vereinzelt auftretende Temperaturerhbhung der
immunisierten Tiere (Gruppen 7 und 8) konnte ebenso nach Immunisierung mit einer
E2-DNA-Vakzine [Andrew, 2000] bzw. einem rekombinanten E2-Adenovirus
[Hammond, 2000] beobachtet werden. Obwohl bei Verwendung einer Kombination

aus einer E2-DNA-Vakzine und einem rekombinaten E2-Adenovirus eine Reduktion
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der Fieberentwicklung erreicht werden konnte, waren auch nicht alle Tiere der
Versuchsgruppe fieberfrei [Hammond, 2001]. Die gewonnenen Daten lassen keinen
direkten positiven Effekt fiir das inserierte IL-18 bzw. den CD40L erkennen, da schon
bei Immunisierung mit den pcDNA4HisMax-E2-Konstrukten eine starke
Fieberreduktion induziert wird.

Bei der Auswertung der Organ- und Blutproben zeigten sich sowohl die Stirke der
CSFV-Infektion (Gruppe 4) als auch die Induktion einer CSFV-spezifischen
Immunantwort der Gruppen 5, 7 und 8. Der Nachweis von CSFV in Blut und
Organproben von Tieren, die mit dem pcDNA4HisMax-E2-IL-12 Konstrukt
immunisiert wurden (854, 801), unterstreicht die Abhéngigkeit eines wirksamen
Schutzes von der Induktion einer CSFV-spezifischen humoralen Immunantwort.

Diese Daten zeigen im Gegensatz zu Experimenten mit anderen E2-DNA-Vakzinen
[Andrew, 2000] bzw. einem rekombinanten E2-Adenovirus [Hammond, 2001], dass
durch eine DNA-Vakzine immunisierte Tiere vor einer Virdmie geschiitzt werden
konnen, wobei man einrdumen muss, dass dieser Effekt auch stark vom verwendeten
Immunisierungsschema abhingig ist [Hammond, 2001].

Anders als bei Immunisierungsversuchen mit einer E2-Marker-Vakzine [Dewulf,
2001] konnte durch die hergestellten Konstrukte (Gruppen 5, 6, 7 und 8) eine
horizontale Virusausbreitung verhindert werden. Der Aspekt einer vertikalen
Ausbreitung wurde im Rahmen dieser Studie nicht behandelt, wird aber Gegenstand
weiterer Untersuchungen sein. Da bei dem verwendeten Immunisierungsschema schon
bei dem E2-Grundkonstrukt keinerlei Virusausscheidung detektiert werden konnte,
war es nicht moglich, die Verhinderung der Virusausscheidung auf die zuséitzlich

inserierten immunstimulatorischen Molekiile zuriickzufiihren.

Die durchgefiihrte FACS-Analyse bestitigte den fiir die Kontrollgruppe (4) sowie fiir
Tiere der Gruppen 5 und 6 erwarteten Befund einer CSFV-spezifischen B-Zell-
Depletion [Meyer, 1999; Susa, 1992]. AuBlerdem konnte ein Unterschied in der
Reaktion der B-Zell-Populationen zwischen den mit den E2-IL-18- bzw. E2-CD40L-
Konstrukten und den mit dem E2-Grundkonstrukt immunisierten Tieren beobachtet

werden. Wihrend fiir das E2-Konstrukt am vierten Tag post challenge eine leichte B-
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Zell-Depletion zu verzeichnen war, zeigten die Tiere der Gruppen 7 und 8 eine
Unterdriickung der B-Zell-Depletion und stellenweise sogar eine Stimulation der B-
Zell-Proliferation nach CSFV-Infektion. Dieser positive Effekt ist vermutlich auf die
zusitzliche Stimulation der humoralen Immunantwort durch IL-18 [Yoshimoto,

1999/2000] und den CD40L [Banchereau, 1994/i; Foy, 1996] zuriickzufiihren.

Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass mit der Konstruktion der
pcDNA4HisMax-E2-IL-18- bzw. pcDNA4HisMax-E2-CD40L-Plasmide die Herstel-
lung einer hochwirksamen CSFV-spezifischen DNA-Vakzine gelungen ist, die neben
der Induktion eines protektiven Schutzes auch die horizontale Ausbreitung des CSFV

bei Infektion verhindert.

Da exprimierte membranstindige Proteine wie der CD40L oder das NS5B des HCV
aufgrund ihrer stark hydrophoben N- bzw. C-terminalen Struktur hiufig Schwierig-
keiten bei der Solubilisierung zeigen [Berger, 2001], wurde fiir die molekulare
Charakterisierung des porcinen CD40L pQE-Konstrukte mit und ohne Signal-Anker-
Sequenz fiir die Expression in E.coli hergestellt. Mit dem Konstrukt ohne N-terminale
Signal-Anker-Sequenz konnten wie flir den humanen CD40L beschrieben [Noelle,
1992] grofle Mengen des 16slichen CD40L unter denaturierenden Bedingungen isoliert
werden. Fiir das vollstindige Protein gelang es trotz Optimierungsversuchen und
affinititschromatographischer ~ Reinigung  nicht, ein  spezifisches  Produkt
nachzuweisen, was vermutlich in der Unldslichkeit des Proteins aufgrund der Signal-
Anker-Sequenz begriindet liegt. Mit dem gereinigten Protein wurde anschlieBend ein
polyklonales Antiserum hergestellt, dessen Spezifitit durch Western Blot-Analysen
und Vergleiche mit einem monoklonalen anti-human-CD40L-Antikérper gesichert
wurde. Die beobachtete Kreuzreaktion zwischen einem murinen monoklonalen anti-
human-CD40L-Antikorper und porcinem CD40L bestétigt die fiir Maus und Mensch
beschriebenen Sequenzhomologien zwischen den CD40L verschiedener Spezies
[Armitage, 1992; Noelle, 1992].

Fiir die Expression des CD40L in seiner nativen Form konnte eine stabile 293-CD40L

Zelllinie etabliert und deren Spezifitdt durch Oberflachenimmunfluoreszenz-, Western
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Blot-Analyse und Radioimmunprizipitation nachgewiesen werden. Durch die
Expression in pro- und eukaryontischen Systemen wurde demonstriert, dass dhnlich
wie flr die Heparanase [Goldshmidt, 2001] der porcine CD40L ohne Signal-Anker-
Sequenz als losliches Protein und mit Signal-Anker-Sequenz als membranstindiges

Molekiil exprimiert wird.

Die ¢cDNA des porcinen IL-18 wurde mittels RT-PCR hergestellt. AnschlieBend
gelang es, das porcine IL-18 als Hexahistidinfusionsprotein im pQE-E.coli-
Expressionssystem zu exprimieren [Oem, 2000] und durch Affinitdtschromatographie
aufzureinigen. Das gereinigte Protein konnte zur Herstellung eines spezifischen
polyklonalen IL-18 Antiserums verwendet werden.

Die IL-18-Expression der hergestellten stabilen 293-1L-18-Zelllinie konnte iiber
Western  Blot-Analyse und Radioimmunprézipitation nachgewiesen werden.
Uberraschenderweise wurden im Western Blot groBe Mengen des unter
Normalbedingungen sekretierten Proteins intrazelluldr detektiert. Anders als viele
Zytokine [Cosman, 1987] enthilt IL-18 keine RNA-destabilisierenden Elemente und
liegt dadurch lidnger als andere Zytokine in seiner inaktiven Vorlduferform [Muneta,
2001; Ghayur, 1997] in der Zelle vor [Gu, 1997; Okamura, 1995]. Die intrazelluldre
Anhdufung des Proteins deutet auf eine verhdltnisméBig starke Expression oder

geringere Prozessierungsaktivitdt durch die 293-Zellen hin.

Bedingt durch die heterodimere Molekiilstruktur des IL-12 mussten die beiden
Untereinheiten durch zwei getrennte Plasmide in E.coli exprimiert werden. Fiir die
p40-Untereinheit des IL-12 wurde wie fiir den CD40L ausschlielich nach Entfernung
einer 30 AS langen hydrophoben N-terminalen Sequenz ein spezifisches
Translationsprodukt detektiert, dessen Solubilisierung als Hexahistidinfusionsprotein
allerdings weder mit nativen noch denaturierenden Reinigungsprotokollen gelang. Die
im Vergleich zu nicht induzierten Kulturen immensen Proteinmengen ermoglichten
eine Reinigung der p40-Untereinheit {iber préparative PAA-Gele.

Bei der Expression der p35-Untereinheit zeigten sich vergleichbare Probleme wie bei

der Expression der p40-Untereinheit. Die Analyse der zweidimensionalen Struktur der
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p35-Untereinheit zeigte keinerlei signifikante hydrophobe Regionen im N- bzw. C-
terminalen Bereich. Erst nach Optimierung der Induktionsbedingungen und
Expression als GST-Hexahistidinfusionsprotein [Pompeia, 1997; Mills, 1992] konnte
ein spezifisches Produkt durch Western Blot-Analyse nachgewiesen werden.

Die moglichen Ursachen fiir die Schwierigkeiten und starken Unterschiede in den
Expressionsraten der p40- und p35-Untereinheiten sind nicht offensichtlich. Auch eine
mogliche Verbindung der problematischen Expression der p35-Untereinheit mit dem
bei E.coli beobachteten Phdnomen seltener Kodons innerhalb der ersten 25 Tripletts
nach dem Startkodon [Chen, 1990] erscheint aufgrund der Fusionsproteinstruktur als
unwahrscheinlich.

Da die beiden isolierten Untereinheiten allein keine biologische Aktivitit aufweisen
[Wolf, 1991; Gubler; 1991; Podlaski, 1992], suchten wir nach einer Moglichkeit, das
IL-12 als biologisch aktives Molekiill zu exprimieren. Die bei vorangegangenen
Versuchen mit transienter Expression in MAX-Zellen gemachten Erfahrungen hatten
gezeigt, dass die konstitutiv exprimierte Menge an IL-12 relativ gering ist. Daher
wurde zur Steigerung der sekretierten Proteinmenge eine stabile Zelllinie erzeugt.

Nur einer von siebzig Klonen konnte positiv auf die Expression und Sekretion von
porcinem IL-12 im funktionellen Assay getestet werden. Obwohl dieser Klon keine
spezifischen Signale in Wetsern Blot-Analysen zeigte, war es moglich, die Spezifitat
durch Kompetitionstests mit einem IL-12-Antiserum zu bestédtigen. Wie schon durch
Experimente zur Herstellung einer stabilen Zelllinie fiir das NS5B des HCV [Berger,
2001] demonstriert, kommt es abhdngig vom jeweiligen Integrationsort und dem
verwendeten Zelltyp der Ausgangszelllinie zu unterschiedlichen Expressionsraten der
einzelnen Zellklone. Dies kann unter Umstdnden die geringen Expressionsraten des

isolierten 293-Klones erkléren.

Nach Expression des viralen E2 als GST-Hexahistidinfusionsprotein in E.coli wurde
dessen Spezifitit durch Western Blot-Analyse bestdtigt. Auerdem konnte eine Reihe
spezifischer Abbauprodukte detektiert werden, was erklart, warum diverse native und
denaturierende Versuche einer affinititschromatographischen Reinigung erfolglos

blieben. Bei der Expression eines viralen Gens in einem prokaryontischen System
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ergeben sich gewisse Schwierigkeiten. Die in E.coli und anderen Organismen
auftretenden Unterschiede in der codon usage von stark und gering exprimierten
Genen flihren zu einem Unterschied im Expressionsverhalten abhédngig von dem
enthaltenen Kodonmuster [Makoff, 1989; Kane, 1995]. Das bedeutet, dass bei
Verwendung sogenannter “rarecodons* eine Reduktion der Expressionsrate des
betreffenden Genproduktes zu beobachten ist [Makoff, 1989]. AuBerdem fiihren
bestimmte seltene Arginin-Kodone (AGG/AGA) zur Auslosung von ribosomalen
frameshifts, was die Bildung von nonsens Produkten und den vorzeitigen Abbruch der
Translation zur Folge hat [Spanjaard, 1988; Kane, 1995]. Sequenzanalysen zeigen,
dass im E2-Glykoprotein 87% der Argenin-Kodone zu dieser Gruppe gehoren, was
unter Umstdnden die grofle Anzahl an Abbauprodukten zur Folge hat.

Die im Rahmen dieser Arbeit gesammelten Daten zeigen hinsichtlich der Entwicklung
einer hochwirksamen CSFV-spezifischen DNA-Vakzine mit Hilfe von Immun-
stimulatoren wichtige Ansatzpunkte auf. Das pcDNA4HisMax-E2-IL-18-Konstrukt
enthdlt grole Potentiale und ist somit als mogliche emergency Vakzine von
Bedeutung.  Weitere  Detailanalysen =~ mit  variablen = Dosierungen  und
Immunisierungsschemata werden zeigen, ob sich die hergestellte DNA-Vakzine als
Alternative zu klassischen Impfstoffen behaupten kann.

Ein Vergleich der Testergebnisse nach Applikation mit pro- und eukaryontisch
exprimierten IL-12, IL-18 und CD40L wird helfen, wichtige Fragestellungen zur
Bedeutung der Proteinprozessierung und Modifikation immunologisch relevanter
Molekiile fiir ihre Funktion zu beantworten. Dies diirfte auch fiir die Entwicklung von

DNA-Vakzinen fiir andere Erkrankungen von Interesse sein.
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5 MATERIAL

5.1 Bakterienstimme, Zelllinien und Virusisolate

E.coli XL 1-Blue Stratagene

E.coli M15 Stratagene

293 humane Nierenzelllinie (ATCC)

MAX BFAV [Pauly et al., 1995]

STE BFAYV [McClurkin et al., 1966]

CSFV Stamm Eystrup Prof. Dr. Biittner BFAV

CSFV Stamm Glentorf E. Armengol BFAV [Pittler et al., 1968]

5.2 Zellkulturmedien

MEM Gibco BRL
Markierungsmedium Gibco BRL
RPMI-1640 (BFA 31) BFAV
Trypsin (BFA 40) BFAV
STE-Medium BFAV

5.3 Plasmide und Nukleinsiduren

5.3.1 Plasmide

pBakPak8&/9 Clontech
pBakPak8-E2-sig” AG-Pfaft, BFAV
pcDNA3 Invitrogen
pcDNA4/HisMax Invitrogen
pEGFP-N3 Clontech
pRc/RSV Invitrogen
pVDB3-swi-IL-12 (IRES) Dr. Heller Roche

5.3.2 Nukleinsduren

DNA 1 kb GroBenmarker New England Biolads, Bio-Rad
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DNA 100 bp GroBBenmarker Bio-Rad

RNA Langenmarker I

Roche

5.4 Oligonukleotide

Bezeichnung

Nukleotidsequenz 5" — 3’

IL-18-vac.seq
IL-18-vac.rev
IL-18-bak.seq
IL-18-bak.rev

CDA40L-1s0.seq
CDA40L-iso-rev
CD40L-vac.seq
CD40L-vac.rev
CD40L-bak.seq
Anker.seq

CD40L-bak.rev

p40-bak.seq
p40-bak.rev
p35-bak.seq
p35-bak.rev

E2-bak.seq
E2-bak.rev

ttttttggtacc ATGGCTGCTGAACCGGAAGACAA
aaaaaaaaagcggccgc TCAGTTCTTGTTTTGAACAGTGAACA
ttttttggatccaGCTGCTGAACCGGAAGACAA
aaaaaactgcagCTAgtgatggtgatggtgatgGTTCTTGTTTTGAACAG
TGAACA
GGTACCATGATKGAAACATACARYCAAMCTTC
GCGGCCGCTCAGAGTTTGAGTAAGCCAAA

ttttttggtacc ATGATCGAAACATACAGCCAACCTT
aaaaaaaaagcggccgc TCAGAGTTTGAGTAAGCCAAAAGAC
ttttttgcatgcaATCGAAACATACAGCCAACCTT
ttttttgcatgcaTACCTTCACAGAAGATTGGACAA
aaaaaagtcgacTCAgtgatggtgatggtgatgGAGTTTGAGTAAGCCA
AAAGAC

ttttttaccaTGGCCATATGGGAACTGGAGAAAA
aaaaaaagatctATTGCAGGACACAGATGCCCA
ttttttceegggaTGTCCGCTGCGCAACCTCCT
aaaaaacaattgTCAgtgatggtgatggtgatgGGAAGAATTCAGATAG
CTCATCA

ttttttggatcc ATCGTGCAAGGTGTGATATGGCTG
aaaaaagaattc TCAgtgatggtgatggtgatgACCAGCGGCGAGTTGTT
CTGT

GroBlbuchstaben kennzeichnen authentische Nukleotidsequenzen, Kleinbuchstaben

eingefiihrte Nukleotide und ein eingefiigter His-tag ist kursiv dargestellt.
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e Linker

Smal SV40 Hpal polyA
PRSV. seg 5 - gggAGCTTGGATATCCATTTTCGgt t aac TATCGCCTTCTTG
PRSV.rev 3 - cccTCGAACCTATAGGTAAAACCcaat t gATAGCGGAAGAAC

Bstbl
ACGAGT TCTTCTGAGCGGGACTCTGEGG t —37
TGCTCAAGAAGACTCGCCCTGAGACCCCaage —5°

BamH I Hind 111 E2-Signalsequenz
Signal 1.seq 5 -gatcc-aagctt-agcATGATCGTGCAAGGTGTGATATGGCTGC
Signhal l.rev 3 - g-tt cgaa-t cgTACTAGCACGI TCCACACTATACCGACG

Nhe I
TACTAGTAACT GGGGCACAAGGCCH
ATGATCATTGACCCCGTGITCCGXCcgat ¢

Kpnl BamHI Notl Xhol Nrul Stul
pcDNA3. seq 5 - c- ggat cc- gcggccgce- ct cgag-t cgcga- agg
pcDNA3.rev 3 - catgg-cctagg-cgccggcg-gagcetc-ageget-tcce

Fiir Sequenzreaktionen wurden entsprechende, sequenz- und plasmidspezifische

Primer eingesetzt.

5.5 Enzyme und Kits

5.5.1 Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIP) Roche

AMYV Reverse Transkriptase Promega

DNA Polymerase I, Klenow Fragment New England Biolabs
DNase I Roche

Expand™ High Fidelity PCR System Roche
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Mung Bean Nuklease New England Biolabs

Proteinase K Roche

Restriktionsenzyme New England Biolabs, AGS, Roche
RNase Inhibitor Promega

RNase A Roche

T4 DNA Ligase New England Biolabs

T7 RNA-Polymerase Roche

Taq DNA Polymerase Peqlab

Fiir Reaktionen mit diesen Enzymen wurden die vom jeweiligen Enzymbhersteller

mitgelieferten Puffer eingesetzt.

5.5.2 Kits
ABI"™ PRISM Dye Terminator Cycle Perkin Elmer

Sequencing Ready Reaction Kit

Mammalian Transfection Kit Stratagene

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

Ready-to-go™™ PCR Beads Amersham Pharmacia
CHEKIT-CSF-SERO Hoechst

IFN-y-Cytoset Biosource International

5.6 Antiseren und Antikorper

Polyklonales anti-IL-12 Kanninchenserum Endogen

Monoklonaler anti-human-CD40L-Maus-Antikorper Saalmiiller/Weiland BFAV
Monoklonaler anti-E2-Maus-Antikorper (al8) BFAV [Weiland et al., 1990]
Monoklonaler anti-E2-Maus-Antikérper (MAK 7)  Weiland BFAV
Monoklonaler anti-E2-Maus-Antikorper (C 46) Weiland BFAV

Monoklonaler anti-porcines IgG1-Maus-Antikdrper — Serotec
Monoklonalesr anti-porcines IgG2-Maus-Antikdrper Serotec
Monoklonaler anti-humanes CD21-Maus-Antikérper Pharmingen

Ziege-anti-Kanninchen IgG, AP-gekoppelt Promega
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Bio-Rad
Bio-Rad

Ziege-anti-Kanninchen IgG, POD-gekoppelt
Ziege-anti-Maus IgG, POD-gekoppelt
Ziege-anti-Maus IgG, DTAF-gekoppelt Jackson Immuno Research

Ziege-anti-Maus IgG1, PE-gekoppelt Jackson Immuno Research

5.7 Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid-Stammldsungen

AppliChem, Roth

Agar Difco
Agarose fiir Gelelektrophorese Gibco BRL
Ammoniumpersulfat Serva
Ampicillin Boehringer Mannheim
Bacto Hefeextrakt Difco
Bacto Trypton Difco
Bromphenolblau Serva

BSA (Rinderserumalbumin) Sigma
Céasiumchlorid Sigma
Coomassie Brillant Blue G250 Serva
DEPC Sigma
Dithiothreitol Boehringer Mannheim
DMPC Sigma
DMSO Merck
DOTAP Transfection Reagenz Roche
EDTA, Dinatriumsalz Serva
EGTA Sigma
En’Hance DuPont
Ethidiumbromid Serva

FCS (fotales Kélberserum) PAA
Ficoll-Paque Pharmacia
Formamid, deionisiert Gibco BRL
HEPES Fluka
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Kanamycin

L-15

Leupeptin

Ni**-NTA-Agarose

Nonidet P40

Nukleosidtriphosphate

Orange G

OPD

peqGOLD TriFast™

Tris-geséttigtes Phenol fiir DNA-Extraktion
H,0-gesittigtes Phenol fiir RNA-Extraktion
Pefablock SC

PMSF

Prestained-SDS-PAGE Proteinlangenmarker
Szintillationsfliissigkeit rotiszint ecoplus
SDS-PAGE Proteinlingenmarker

TEMED

Triton X-100

Xylencyanol

Zusitze fiir Zellkultur

Doxycyclin

FCS (fotales Kélberserum)
Geneticin (G418)
Penicillin G

Streptomycin
Wasserstoffperoxid

Zeocin

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Roth,

Sigma oder Scharlau bezogen.
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Sigma

Life Technologies

Boehringer Mannheim

Qiagen

Boehringer Mannheim

Roche

Fluka

Sigma

Peqlab

AppliChem, Roth

AppliChem, Roth

Boehringer Mannheim

Roth

Bio-Rad, New England Biolabs
Roth

Bio-Rad, New England Biolabs
Sigma

Sigma

Fluka

Sigma

PAA

Sigma
Griinenthal
Hefa Pharma
Merck

Invitrogen
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5.8 Radioaktive Substanzen

(Methyl->H)-Thymidin
Naz5 ! CrOy

Tran [*°S] Label Mix
[°S] L-Methionin

5.9 Verbrauchsmaterial

Chromatographiepapier 3 mm
Dialysierschlduche
Elektroporationskiivetten
Kaniilen und Plastikspritzen
Kieselgelplatte Fys4
Mikroreaktionsgefille

Nitrozellulose

Nylon-Membran, positiv geladen

Pipettenspitzen

Rontgenfilme BioMax MR
Sep-Pak C,g Cartidges
Zellkulturplastikwaren
Zentrifugenrohrchen
Mikrotiterplatten, Rundboden
Mikrotiterplatten, Flachboden
Nunc-Immuno Plate Maxisorb
Szintilationsfilter

Feststoffszintilator Meltilex A

5.10 Gerite und Laborhilfsmittel
ABI-PRISM 377 DNA Sequencer

Begasungsbrutschrank

Liquid Scintillation Counter

Amersham Buchler
Amersham Buchler
ICN
ICN

Whatman
Serva, Roth

Eurogentec

Bachhofer, Braun, Terumo

Merck

Eppendorf
Schleicher & Schuell
Roche

Greiner

Kodak

Waters

Greiner

Beckman Instruments
Greiner

Greiner

Nunc

Wallac

Wallac

Perkin Elmer
Heraeus

Wallac
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DNA-Synthesizer Mod. Expedite 89
Entwicklermaschine Sakura QX60
Filmkassetten
Fluoreszenz-Mikroskop, Axioskop
Geldokumentationssystem
Geltrockner 1125B

Gene Pulser ™

HeiBluftofen

Heizblock
Horizontal-Elektrophoresekammern
Inkubationsschiittler
Magnetriihrer

Mikroprozessor pH-Meter
Mikroskop Labovert
Mikrowellengerdt HMG 760/62.B
Minigel-Elektrophoreseapparatur
Phospo-imager

Power Supplies
Reaktionsgefdfmixer 5432
Spektrophotometer DU-40

Speed Vac Concentrator
Sterilbank Lamin Air

T3 Thermocycler

Taumler Reax 2

Thermostat 5320

Trans-Blot SD Transfer Cell
Trio-Thermoblock

Ultraschall; Sonifier B12 und B 15
Vertikal-Elektrophoresekammern
Vortex Genie 2

Wasserbader

100

Millipore

Sakura
Agfa-Gevaert

Zeiss

LFT

Bio-Rad

Bio-Rad

Heraeus

Liebisch

BFAV

New Brunswick Scienitifc
Heidolph

Schott

Leitz

Bosch

Hoefer, Bio-Rad
Fuiji

Pharmacia, LKB, Bio-Rad
Eppendorf
Beckmann
Bachofer

Haraeus

Biometra

Heidolph
Eppendorf
Bio-Rad

Biometra

Branson

BFAV

Scientific Industries

Kottermann/Julabo
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5.10.1
Biofuge A
Biofuge 13

Zentrifugen

Biofuge pico

Eppendorf Tischzentrifuge 5415
Eppendorf Tischzentrifuge 5402
Microfuge E

Minifuge T

Omnifuge 2.0 RS

Photo-Print System
Ultrazentrifuge Beckmann L8-55
Ultrazentrifuge Centrikon T-1055
Ultrazentrifuge Centrikon T-2070
Zentrifuge J2-21

Zentrifuge TGA-6

5.10.2 Rotoren
TFT 65.13

VTI 65.2

SW 41

JA-10, -14, -17
5.10.3 Software

Die Analyse und der Vergleich der Nukleotid- und Aminosduresequenzen wurde mit

Hilfe der University of Wisconsin Genetics Computer Group (UWGCG) Software

[DEVEREUX, 1984] durchgefiihrt.

5.11

Schweine, Deutsche Landrasse

Versuchstiere

Heraeus

Heraeus

Heraeus

Bachofer

Bachofer

Beckman Instruments
Heraeus Christ
Heraeus

Vilber Lourmat
Beckman Instruments
Kontron Instruments
Kontron Instruments
Beckman Instruments

Kontron Instruments

Kontron Instruments
Kontron Instruments
Beckman Instruments

Beckman Instruments
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6 METHODEN
6.1 Prokaryotische Zellkultur
6.1.1 Kultivierung und Kryokonservierung von Escherichia coli

Der verwendete E. coli Stamm XLI1-Blue wurde in LB-Medium angezogen oder auf
LB-Agarplatten kultiviert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C {iber Nacht.
Suspensionskulturen wurden bei 200 rpm geschiittelt. Fiir eine Kryokonservierung
wurden 500 pl  Kultur mit 30 % Glycerin versetzt, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -70°C gelagert.

LB-Medium: 10 g Bacto Trypton, 5 g Bacto Hefeextrakt, 5 g NaCl,
ad 1 1 H,O; pH 7,5

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

Selektionsmedien: 100 pg/ml Ampicillin, 25 pg/ml Kanamycin,
12 pg/ml Tetracyclin, 25 ug/ml Zeocin

6.1.2 Herstellung Transformations-kompetenter E.coli

Zur Herstellung transformationskompetenter E.coli wurde LB-Medium mit einer
E.coli Ubernachtkultur 1:100 angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODg von etwa 0,4
geschiittelt. Nach Abkiihlen auf Eis wurden die Bakterien pelletiert (4000 rpm, 5 min,
4°C), in 0,5 Volumen eiskalter 50 mM CaCl,-Losung aufgenommen und 30 min auf
Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (4000 rpm, 30s, 4°C) wurde das
Bakterienpellet in 0,05 Volumen eiskalter 50 mM CaCl,-Losung vorsichtig
resuspendiert. Die kompetenten Bakterien wurden darauthin entweder direkt zur
Transformation eingesetzt oder nach Zugabe von 20 % Glycerin zu je 200 pl
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C bis zur Verwendung

gelagert.
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6.1.3 Transformation

Fiir die Transformation wurde 0,1-1 ng Plasmid-DNA oder 5 pul Ligationsansatz zu je
100 ul kompetenter Bakterien gegeben. Der Ansatz wurde fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Nach einem 2-miniitigen Hitzeschock bei 42°C und 2 min auf Eis erfolgte
die Zugabe von 1 ml antibiotikafreiem LB-Medium und eine anschlieBende Inkubation
des Ansatzes fiir 45 min bei 37°C. Nach kurzer Zentrifugation (4000 rpm, 5 min)
wurde das Pellet in 100-200 pl antibiotikafreiem LB-Medium resuspendiert, auf LB-

Selektionsagar ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

6.2 Eukaryotische Zellkultur

6.2.1 Arbeiten mit humanen und porcinen Zelllinien

6.2.1.1  Kultivierung und Kryokonservierung

Die Kultivierung der adhdrent wachsenden Zellen erfolgte standardmifig in einem
Zellkulturbrutschrank bei 37°C in feuchter Atmosphére und mit 5% CO,. 293-Zellen
wurden hierbei in MEM, MAX Zellen in BFA 34 kultiviert. Die Medien wurden
jeweils mit 1 mM Glutamin, 10% FCS und Penicillin G/Streptomycin (je100 U/ml)
komplementiert. Bei Erreichen einer Konfluenz von etwa 95% wurden die Kulturen im
Verhéltnis 1:4 bis 1:5 subkultiviert. 293- und MAX Zellen wurden durch Inkubation
mittels Trypsin-Losung bei 37°C abgelost.

Fir die Kryokonservierung wurden die Zellen abgelost, abzentrifugiert (1000 rpm,
5 min), 2x mit PBS gewaschen und in Aliquots von 5x10° bis 1x10” Zellen in 1 ml
90% FCS/10% DMSO bei —70°C langsam eingefroren. Die Langzeitlagerung erfolgte
in flissigem Stickstoff. Eingefrorenen Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C bis zum
Gefrierpunkt aufgetaut und mit 10-20 ml Medium in T75-Zellkulturflaschen gegeben.
Nach 12-24 Stunden wurde das Medium gewechselt und die Zellen bis zur Konfluenz

kultiviert.

Trypsin-Losung: 3,3 mg/ml EDTA, 2,6 mM KClI, 1,5 mM KH,PO,,
8 mM Na,HPO,, 136 mM NaCl, 0,25% Trypsin,
16 mg/ml Phenolrot, pH 7,2
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PBS: 8 g NaC(l, 0,2 g KCl, 1,12 g Na,PO,, 0,2 g KH,PO,
0,1 g CaCl,, 0,1 g MgCl, x 6 H,O, ad 11 H,O bidest

6.2.1.2  Isolierung von PBMC

Zur Gewinung mononukledrer Zellen aus dem peripheren Blut (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) wurde heparinisiertes Blut im Verhéltnis 1:1 mit PBS
verdiinnt. 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).

6.2.1.3  Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen

Zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen wurden 10 pl einer Zellsuspension mit
90 ul Trypanblau-Losung (0,2% in 0,15 NaCl) verdiinnt. Ungeféarbte lebende Zellen
wurden in einer Neubauer-Zdhlkammer unter dem Mikroskop ausgezahlt. Die Zellzahl
pro ml Zellsuspension ergab sich aus der Zellzahl in 4 Eckquadraten (Z), dem

Kammerfaktor (KF=10*) und dem Verdiinnungsfaktor (V; hier: 10) wie folgt:

T (Zellen'ml) =KF x Zx V

6.2.1.4  Transfektion eukaryotischer Zellen

Bestimmung der Transfektionseffizienz

Zur Bestimmung der Transfizierbarkeit verschiedener Zelllinien oder um die
Transfektionseffizienz einzelner Methoden zu priifen wurden Zellen mit dem EGFP-
Expressionsplasmid pEGFP-N3 transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurde das
Medium abgenommen und die Zellen ohne weitere Fixierung unter einem
Fluoreszenzmikroskop analysiert. Das Verhéltnis von fluoreszierenden zu nicht
fluoreszierenden Zellen und damit die Transfektionseffizienz wurde optisch

abgeschitzt.
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Transfektionsmethoden

 Fiir transiente und stabile Transfektionen von Plasmid-DNA wurde nach
Abschitzung der Transfektionseffizienz hauptsédchlich die Liposomen-vermittelte

Transfektion mittels Effectene angewandt.

Elektroporation:

2x10° Zellen wurden pelletiert (1000 rpm, 5 min), 2x in PBS gewaschen und in 100 pl
PBS aufgenommen. Nach Zugabe der zu transfizierenden DNA wurde die vorsichtig,
jedoch gut gemischte Zellsuspension in eine Elektroporationskiivette iiberfiihrt. Die
Elektroporation erfolgte im Gene Pulser der Firma Bio-Rad fiir 293- wie MAX-Zellen
bei 25 uF und 800 V. AnschlieBend wurden die Zellen in Kulturschalen iiberfiihrt

(1J=3,5 cm) und in entsprechendem Medium kultiviert.

* Kalziumphosphat-Transfektion:
Kalziumphosphat-Transfektionen wurden mit dem Mammalian Transfection Kit
(Stratagene) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. StandardméfBig wurden auf

,,0-well“-Platten ausgesite Zellen transfiziert.

* Liposomen-vermittelte Transfektion:
Fiir die Liposomen-vermittelte Transfektion wurde das Effectene Transfektionsregenz

(Qiagen) nach Angaben des Herstellers eingesetzt.

6.2.1.5  Herstellung stabiler Zelllinien

Zur stabilen Integration von Plasmid-DNA in Eukaryotenzellen wurde diese vor der
Transfektion entsprechend den Angaben im Text mit einem geeigneten
Restriktionsenzym linearisiert. Fiir die Selektion von resistenten Klonen wurden die
Zellen einer 32 mm Kulturschale zwei Tage nach Transfektion auf insgesamt vier 100
mm Schalen umgesetzt und nachfolgend in Selektionsmedium kultiviert. Resistente
Einzelkolonien, die nach 2-4 Wochen zu sehen waren, wurden uber
Klonierungszylinder isoliert. In der vorliegenden Arbeit wurden stabile Zelllinien des

pcDNA3-Expressionssystems hergestellt.
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» stabile Zelllinien des pcDNA3-Expressionssystems

Die Herstellung der fiir das pcDNA3-Expressionssystem benétigten stabilen Zelllinien

erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers (INVITROGEN).

Zusammengefallt wurden hierbei folgende Schritte durchgefiihrt:

1. Transfektion der linearisierten pcDNA3 Plasmide iiber Effectene (1 pg Plasmid-
DNA)

2. Selektion der transfizierten 293-Zellen mit je 600 pg/ml G418

3. Analyse der isolierten Klone iiber Western Blot, Radioimmunprizipitation und

Immunfluoressensanalyse

6.3 Allgemeine Arbeiten mit Nukleinsiuren

6.3.1 Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren in wéssriger Losung wurde
photometrisch bestimmt. Hierzu wurden UV-Absorptionsspektren im Wellenldngen-
bereich von A=320-220 nm aufgenommen. Die Konzentration der Nukleinsduren
errechnet sich aus der Extinktion bei A=260 nm (OD,¢). Eine OD,4, von 1,0 entspricht
dabei einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstringiger DNA, 33 upg/ml
einzelstrangiger DNA bzw. 40 pg/ml RNA. Aus dem Verhiltnis der Absorptionswerte
bei 260 nm und 280 nm (OD,¢,/OD,g¢) 148t sich der Reinheitsgrad der Nukleinsdure
ableiten. Fiir reine DNA liegt dieser Ouotient zwischen 1,8 und 2,0, fiir reine RNA

zwischen 1,9 und 2,1.

6.3.2 Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Entfernung von Proteinen wurden wéfrige Nukleinsdure-Losungen nacheinander
mit je einem Volumen Phenol, Phenol/Chloroform (1:1) und Chloroform
ausgeschiittelt. Fiir die Extraktion von DNA wurde eine Tris-gesittigte Phenollosung
(pH 7,6), fir RNA eine H,O-gesittigte Phenollosung verwendet (pH 4,0). Um die
Trennung der Phasen zu beschleunigen und die Abnahme der wiirigen Oberphase zu

erleichtern, wurden die ausgeschiittelten Fraktionen jeweils kurz zentrifugiert (1 min,
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12000 rpm). Nach den Extraktionsschritten wurde die in der wéBrigen Phase gelosten

Nukleinsduren mit Ethanol prézipitiert.

6.3.3 Ethanolprazipitation

Fiir die Fallung von DNA wurde die wiBirige Nukleinsdurelosung mit 1/10 Volumen
3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen 100%igem Ethanol versetzt und 15 min
bei RT prézipitiert. Nach Zentrifugation (10 min, 12000 rpm) wurde das Pellet mit
70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und je nach Verwendungszweck in H,O oder
Puffer aufgenommen. Die Prizipitation von RNA erfolgte mit 1/10 Volumen 4 M
Lithiumchlorid und 3 Volumen kaltem 100%igem Ethanol. Nach Inkubation fiir 30
min bei —70°C oder 2 h bei —20°C wurde die gefillte RNA bei 4°C abzenrifugiert (15
min, 12000 rpm) und mit kaltem 70%igen Ethanol gewaschen. Das bei RT getrocknete

Pellet wurde anschlieBend in RNase freiem H,O aufgenommen.

6.4 Priparation, Analyse und Modifikation von DNA

6.4.1 Agarosegelelektrophorese

Fiir die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA wurden je nach GroBe der zu
trennenden Molekiile 0,7-2%ige horizontale Agarosegele mit 1x E-Puffer als Gel- und
Elektrophoresepuffer eingesetzt [SAMBROOK, 1989]. Nach Versetzen der Proben mit
DNA-Probenpuffer erfolgte die Auftrennung bei einer konstanten Spannung von
5 V/em. Nach der Elektrophorese wurden die Gele fiir 10 min in Ethidiumbromid-
Losung (0,5 pg/ml) gefarbt und nachfolgend kurz gewissert. Die Detektion von DNA-
Fragmenten, die aus dem Gel isoliert und weiterfithrend verwendet wurden, erfolgte
auf einer Leuchtplatte mit langwelligem UV-Licht (A=366 nm). Fiir photographische
Aufnahmen wurde ein digitales Geldokumentationssystem eingesetzt, bei welchem die

Gele bei kurzwelligem UV-Licht (A=254 nm) analysiert wurden.

20 x E-Puffer: 800 mM Tris, 400 mM Natriumacetat, 40 mM EDTA, mit
Eisessig auf pH 8,3 eingestellt
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10x DNA-Probenpuffer: 20 mM EDTA, pH 8,0, 50% Glycerin, 0,2% OrangeG,
0,2% Xylencyanol, 0,1% Bromphenolblau

6.4.2 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

Nach Auftrennung in einem priparativen Agarosegel und Férbung mit
Ethidiumbromid wurden gewiinschte DNA-Fragmente unter langwelligem UV-Licht
(A=366 nm) ausgeschnitten und mittels des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach

Angaben des Herstellers aus dem Gel isoliert.

6.4.3 Restriktionsverdau von DNA

Fiir die Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen wurde fiir einen analytischen
Ansatz 0,5-1 pg DNA in 20 pl, fiir einen préparativen Ansatz 5 pg DNA in 100 pl
Reaktionsvolumen fiir 1-6 Stunden bei entsprechender Temperatur im Wasserbad
inkubiert. Pro ng DNA wurden 1-3 U Enzym eingesetzt. Die Reaktions- und
Inkubationsbedingungen wurden entsprechend den Angaben des Enzymherstellers
gewihlt. Die Uberpriifung der DNA-Spaltungen erfolgte auf analytischen

Agarosegelen.

6.4.4 Auffiillen zuriickgesetzter 3" Enden
Zur Erzeugung glatter (,,blunt) DNA-Enden wurden zuriickgesetzte 3 "Enden mittels
des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerase [ aus E.coli aufgefiillt. Der
Reaktionsansatz wurde fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend
nach Zugabe von 10 mM EDTA fiir 10 min bei 75°C hitzeinaktiviert.
Reaktionsansatz: 1-5 ug DNA

10 ul EcoPol-Puffer, 10x

33 uM dNTPs

5 U DNA-Polymerase I, Klenow-Fragment

ad 100 pl H20
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6.4.5 Abdau iiberhingender 5" und 3" Enden

Nach Spaltung von DNA enstandene iiberhéngende Einzelstrang-Enden wurden, wenn
notig, mit Hilfe der Mung Bean Nuklease abgedaut. Hierzu wurde die DNA mit 1x
Mung Bean Nuklease Puffer zu einer Konzentration von 0,1 pg/ul verdiinnt und mit
Mung Bean Nuklease (1 U pro pg DNA) fiir 30 min bei 30°C inkubiert. Der
Reaktionsansatz wurde mittels Phenol/Chloroform-Extraktion inaktiviert, die DNA mit

Ethanol gefallt.

6.4.6 Phosphorylierung von DNA
Um Ligationen linearisierter Vektoren mit synthetischen Oligonukleotid-Linkern oder
PCR-Fragmenten zu ermoglichen, wurden deren 5'Enden mittels der T4
Polynukleotidkinase (PNK) phosphoryliert.
Reaktionsansatz: 1-5 ng DNA

5 ul T4-PNK-Puffer, 10x

ImM rATP

10 U T4-PNK

ad 50 ul H,O
Der Reaktionsansatz wurde fiir 30 min bei 37°C inkubiert, anschliefend durch
Erhitzen (10 min, 68°C) inaktiviert, Phenol/Chloroform extrahiert und Ethanol
prazipitiert.
6.4.7 Dephosphorylierung von DNA
Zur Verhinderung von Religationen linearisierter Vektorfragmente bei Klonierungen
wurden die 5 terminalen Phosphatgruppen der DNA-Molekiile mittels der
Alkalischen Phosphatase aus Kélberdarm (CIP) entfernt. Der Reaktionsansatz wurde
fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Reaktionsansatz: 1-5 pg linearisierte Plasmid-DNA

5 ul Phosphatasepuffer, 10x

1 UCIP

ad 50 ul H,O
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Durch Zugabe von 10 mM EGTA und Inkubation bei 75°C (15 min) wurde die CIP
inaktiviert und durch anschlieBende Phenol/Chloroform-Extraktion aus der Losung

entfernt.

6.4.8 Ligation von DNA

Fiir die Ligation von Vektor- und Insert-DNA wurde die T4-DNA-Ligase verwendet.
Eingesetzt wurden jeweils ca. 200 ng Vektor-DNA und ein dquimolares Verhiltnis an
Insert-DNA. Die Ligation erfolgte mit 200 U T4-DNA-Ligase in 1x T4-DNA-Ligase-
Puffer und einem Gesamtvolumen von 20 ul. Bei glatten Enden der DNA-Molekiile
(,,blunt/blunt“-Ligation) wurde der Reaktionsansatz iiber Nacht bei 14°C inkubiert, bei
Ligation von kohisiven Enden (,,sticky/sticky) wurde die Reaktion 2 Stunden bei
Raumtemperatur oder 6 Stunden bei 16°C durchgefiihrt.

6.4.9 Amplifikation von DNA-Fragmenten iiber PCR
Die Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) wurden in Thermocyclern mit beheizbaren
Deckel besitzen. Ein Uberschichten der Reaktionsansitze mit Mineraldl war aus

diesem Grund nicht notig.

6.4.9.1  Priparative PCR-Ansétze:

Amplifizierte DNA-Fragmente, die nachfolgend fiir Klonierungen in Plasmid-
Vektoren eingesetzt wurden, wurden mittels des Expand™ High Fidelity PCR
Systems (Roche) hergestellt. Der in diesem System eingesetzte Enzymmix aus einer
Taq und einer Pfu DNA-Polymerase resultiert in einer extrem niedrigen Fehlerrate der
amplifizierten Sequenz. Reaktionsansitze, -bedingungen und PCR-Zyklen wurden
nach den Angaben des Herstellers gewdhlt. Die Annealing-Temperatur (T,) fiir die
Hybridisierung der Primer an die Matrizen-DNA wurde in Abhéngigkeit des GC-
Gehaltes der Primersequenz entsprechend der ,4+2“-Regel (T,= T,-2°C; T,=4°C
(G+C) + 2°C (A+T)) bestimmt. Nach Reaktionsende wurde 1/10 des PCR-Ansatzes
gelelektrophoretisch analysiert, fiir Klonierungen gewiinschte Fragmente wurden aus

priaparativen Agarosegelen isoliert und gereinigt

6.4.9.2  Analytische PCR-Ansitze:
Fiir die Analyse isolierter Gene hinsichtlich der GroBe des Zielgens wurden PCRs mit

»Ready-to go*“ PCR Beads (Amersham Pharmacia) durchgefiihrt. Diese lyophylisierten
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Reaktions“kugeln® enthalten alle bendtigten Reaktionssubstanzen mit Ausnahme der
jeweils eingesetzten DNA-Matrize sowie dem entsprechenden Primerpaar. Nach
Zugabe dieser fehlenden Komponenten wurde der Reaktionsansatz mit H,O auf 25 pl
aufgefiillt und die lyophylisierten ,,PCR-Kugeln* darin geldst.
* Reaktionsansatz fiir die Analyse isolierter Gene :

0,4 ul Plasmid DNA

+ je 25 pmol seq/rev Primer

PCR-Zyklus  Denaturieren 1: 1 min, 94°C

Denaturieren 2: 30 s, 70°C

Annealing: 1 min, 60°-64°C

Elongation: 1 min, 72°C
Nach jeweils 30 Zyklen wurden die Reaktionen durch Kiihlen auf 4°C abgebrochen. Je
1/10 der PCR-Ansitze wurde anschlieBend gelelektrophoretisch analysiert.

6.4.10 Priparation von Plasmid-DNA
6.4.10.1 Analytische Isolierung von Plasmid-DNA

»Schnellminipraparation® bakterieller Plasmid-DNA [LE GOUILL, 1991]

Fir eine schnelle Uberpriifung von transformierten Bakterienklonen auf das
Vorhandensein rekombinanter Plasmide kann mittels dieser Schnellmethode Plasmid-
DNA direkt aus Bakterienkolonien, die auf einer Agarplatte angezogen wurden,
isoliert werden. Die Bakterienklone werden hierbei mit einer Pipettenspitze direkt von
der Agarplatte gepickt und in einem Eppendorfgefil in 16 ul Lysepuffer
resuspendiert. Nach Zugabe von 3 pl Losung 2 wird fir 4 min bei 14000 rpm

zentrifugiert und der gesamte nukleinsiurehaltige Uberstand in einem Agarosegel

aufgetrennt.
Lysepuffer: 9 Vol. 10x Auftragspuffer, 11 Vol. H,O,
40 Vol. 0,2 N NaOH/1%SDS
10x Auftragspuffer: 0,25% Xylencyanol, 0,25% Bromphenolblau,

25% Ficoll 400
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Losung 2: 3 M Kaliumacetat, 1,8 M Ameisensiure

Plasmid-Schnellpriparation [BIRNBOIM, 1979]

3 ml LB-Medium, komplettiert mit dem entsprechenden Antibiotikum, wurden hierfiir
mit einer transformierten Einzelkolonie angeimpft und iiber Nacht bei 37°C kultiviert.
Je 1 ml dieser Ubernachtkultur wurde kurz abzentrifugiert (5 min, 6000 rpm) und das
Pellet in 100 pl Losung A resuspendiert. Die alkalische Lyse der Zellen erfolgte
anschlieBend durch die Zugabe von 100 pl Losung B und nach kurzem, vorsichtigen
Mischen durch die Zugabe von 150 pl Losung C. Proteine und chromosomale DNA
wurden hierbei prézipitiert und nach Inkubation der Proben fiir 20 min auf Eis
abzentrifugiert (15 min, 14000 rpm). Die Plasmid-DNA des Uberstandes wurde fiir 15
min bei Raumtemperatur mit 3 Vol. 100%igem Ethanol gefillt, nach Zentrifugation
(15 min, 1400 rpm) mit 75%igem Ethanol gewaschen, unter Vakuum getrocknet und in
50 ul TE-Puffer mit 10 pg/ml RNase A aufgenommen. Nach Abdau der RNA bei
37°C fiir 30 min wurden je 2 pl der Proben im Agarosegel analysiert.

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

Losung B: 0,1 N NaOH, 1% SDS
Losung C: 3 M Na-Acetat pH 4,8
TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 7,6, | mM EDTA

6.4.10.2 Priparative Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung groBerer Mengen reiner Plasmid-DNA, wie sie fiir Klonierungen,
Sequenzierungen oder Transfektionen bendtigt wurden, erfolgte die Préparation mit
dem Plasmid Midi Kit von Qiagen nach Anleitung des Herstellers oder fiir Mengen ab

4 mg durch Maxipréparation.

Maxipriaparation

18 1 einer Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert (5000 rpm, 5 Min., Rotor JA 10),

das Bakterienpellet in 11 Losung A resuspendiert und 20 Minuten bei Raumtem-
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peratur inkubiert. Nach Zugabe von 11 Losung B wurde kurz durchmischt, anschlie-
Bend 1,41 kalte Losung C zupipettiert und wieder geschiittelt. Es folgte eine Inkuba-
tion fiir 20-30 Minuten auf Eis. Die dadurch ausgefillte hochmolekulare DNA sowie
Protein wurden abzentrifugiert (10000 rpm, 25 Min., 4°C, Rotor JA 10), die im
Uberstand enthaltene Plasmid-DNA mit 0.6 Volumen Isopropanol bei Raumtempera-
tur fiir 30 Minuten gefillt und anschlieBend pelletiert (8000 rpm, 20 Min., 4°C, Rotor
JA 10). Das Pellet wurde kurz an der Luft getrocknet, in 150 ml dest. Wasser
aufgenommen und dreimal mit Phenol/Chloroform extrahiert (1Vol. Phenol, je 0.5
Vol. Phenol u. Chl., 1 Vol. Chl; 3000 rpm, 5 Min., Minifuge T). Der letzte Uberstand
wurde mit 3 Volumen Ethanol versetzt, die DNA eine Stunde bei -70°C gefillt und
mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nach Zentrifugation (12000 rpm, 20 Min., 4°C,
Rotor JA 14) wurde das DNA-Pellet an der Luft getrocknet, in 9 ml CsCl in 20 mM
Tris/Cl pH 7.5 (R: 1.387) aufgenommen und in Quick-Seal-Tubes (5/8x3 inch, 16x76
mm) gefiillt. Es wurden 400 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) zugegeben, die Tubes
DNA mit Paraffin austariert und verschweilit. Durch die anschlieende
Dichtegradientenzentrifugation (50000 rpm, 20 h, 20°C, Rotor TFT 65.13) erfolgte
eine Trennung der Plasmid-DNA von chromosomaler DNA und RNA. Unter UV
wurde die Plasmid-DNA-Bande abgezogen und einer zweiten Dichtegradientenzen-
trifugation unterzogen (Tubes: 1/2x2 inch; 60000 rpm, 4 h, 20°C, Rotor VTi 65.2).
Eine nochmalige Zugabe von Ethidiumbromid war nicht nétig. Die Plasmidbande
wurde erneut abgezogen und das Ethidiumbromid durch mehrmaliges Ausschiitteln
mit CsCl gesittigtem Isopropanol vollstindig entfernt. Um das CsCl zu entfernen,
wurde die DNA gegen 5 mM Tris/Cl pH 7.5 dialysiert. Die Konzentration der Plas-
mid-DNA wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt.

Losung A: 50 mM Glukose
25 mM Tris/Cl pH 8.0
10 mM EDTA
2 mg/ml Lysozym vor Gebrauch zugeben

Losung B: 0.1 N NaOH
1 % SDS
Losung C: 3 M Na-Acetat pH 4.8 in 2 M Essigsédure
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6.4.11 Sequenzierung von DNA

Fiir Sequenzierungen von DNA wurde der ABI'" PRISM Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit verwendet. Die Cycle Sequencing PCR
(Sequenzreaktion) wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. DNA aus
analytischen Priparationen wurde zuvor nochmals mit Ethanol prazipitiert, wéhrend

DNA aus praparativen Isolierungen direkt in die PCR eingesetzt wurde.

Reaktionsansatz: 100-500 ng DNA
1,5-3 pmol Primer
2,5 ul Big Dye reaction mix
ad 10 ul H,O

Cycle Sequencing PCR:  30s, 96°C
15 s, 50°C
4 min, 60°C
24 Zyklen

Der Reaktionsansatz wurde anschlieBend mit 25 pl 100%igem Ethanol fiir 15 min bei
Raumtemperatur geféllt und 45 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Die pelletierte DNA
wurde mit 150 pl 75%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und bis zum weiteren
Gebrauch bei 4°C gelagert. Fiir die Analyse der Sequenzreaktion auf einem
denaturienden DNA-Sequenzgel wurde die Probe in 5 pl Probenpuffer (Perkin Elmer)
resuspendiert und 2 min bei 95°C denaturiert. Auf das Gel aufgetragen wurden jeweils
3 pl der Probe.

Die gelelektrophoretische Analyse der Sequenzreaktionen erfolgte mit dem ABI PRISM
377 DNA Sequencer der Firma Perkin Elmer. Fiir die bendtigten 48 cm langen,
4,25%igen denaturierenden Gele wurden 7,5 ml 30%ige Acrylamidstammldsung, 6 ml
10x TBE und 21 g Harnstoff und 21 ml H,O gemischt, iiber ein 0,2 um Zellulosefilter
filtriert und entgast. Nach Zugabe von 350 pl 10% APS und 15 pl TEMED wurde die
Losung mit Hilfe einer Spritze in die zum System gehorende Gelkammer gedriickt.
Nach zweistlindiger Polymerisation des Gels erfolgte der Einbau in die Sequencer
Apparatur, mit 1x TBE als Elektrophorese-Puffer. Sobald beim Vorlauf (50 W) eine
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konstante Geltemperatur von 51°C erreicht war, wurden die Proben aufgetragen und
der Hauptlauf gestartet (2700 V, 12 h). Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte
automatisch mittels der zum System gehorenden Software (DNA Sequencing Analysis
Software, Version 2.1.1).

5x TBE: siche 6.4.13

6.4.12 Herstellung und Reinigung synthetischer Oligonukleotide

Die Synthese der fiir PCR, Sequenzreaktionen und DNA-Linker verwendeten
Oligonukleotide erfolgte mit einem DNA-Sythesizer der Millipore (Modell Expedite).
Fiir die Abspaltung der Oligonukleotide vom Triagerharz wurde dieses 1 h in 1 ml
25%igem Ammoniak bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Abkiihlen auf —70°C wurde
die Losung lyophylisiert und anschlieBend in 100 pl H,O aufgenommen. Zur
Abtrennung verkiirzter Syntheseprodukte wurde die Losung mit dem gleichen
Volumen 2x Formamid-Farbmarker versetzt, 5 min bei 95°C denaturiert und je nach
GrofBe des Oligonukleotides auf ein 8-20%iges, denaturierendes Polyacrylamid-
Harnstoff-Gel aufgetragen. Die gelektrophoretische Trennung erfolgte bei einer
konstanten Leistung von 30 W, mit 0,5 x TBE als Elektrophoresepuffer. AnschlieBend
wurde das Gel auf eine fluoreszierende Kieselgelplatte gelegt und unter UV-Licht
(A=254 nm) analysiert. Die DNA-Banden werden als Schatten sichtbar und das
gewlinschte Oligonukleotid kann auf diese Weise ausgeschnitten werden.

Das Oligonukleotid wurde iiber Nacht bei 56°C mit 1 M TEAB aus dem Gel eluiert
und anschlieBend iiber eine Sep-Pak C;3 —Kartusche chromatographisch gereinigt.
Hierfiir wurde die Kartusche nacheinander mit je 5 ml Acetonitril, 10 mM TEAB und
1 M TEAB équilibriert und nach Auftrag des Oligonukleotid-Eluats und Waschen der
Kartusche mit 20 ml 10 mM TEAB wurde das Oligonukleotid mit 3 ml 30%
Acetonitril in 10 mM TEAB von der Saule eluiert. Das Eluat wurde lyophylisiert, in
200 ul H,O aufgenommen und die Konzentration des Oligonukleotids spektrophoto-

metrisch bestimmt.

IM TEAB: eine 1 M Triethylaminlosung (in H,O) wird mit CO, auf
pH 7,2 eingestellt
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2x Farbmarker 95% Formamid, 50 mM Tris-HCI, pH 8,3,
50 mM Borséure, 20 mM EDTA, 0,05% Bromphenolblau,
0,05% Xylencyanol in H,O

6.4.13 Denaturierende Harnstoff-Polyacrylamidgele:

Je nach GroBle der aufzutrennenden Oligonukleotide wurden 8-20%ige denaturierende
Gele verwendet. Hierzu wurde eine 29:1 Acrylamid-Stammlosung (30%) in 0,5x TBE-
Puffer entsprechend verdiinnt und mit 7 M Harnstoff versetzt. Fiir die Polymerisation

wurden 1/5000 Vol. TEMED und 1/100 Vol. APS (10%) zugesetzt.

29:1 Acrylamid-Losung:  29% (w/v) Acrylamid, 1% (w/v) N,N’-Methylenbis-

acrylamid in H,O

5x TBE: 450 mM Tris, pH 8,3, 450 mM Borséure,
10 mM EDTA in H,O

6.5 Priparation und Analyse von RNA

Fiir Arbeiten mit RNA wurden fabrikverpackte Chemikalien und Verbrauchs-
materialien benutzt. Zur Inaktivierung moglicher RNasen wurden Elektrophorese-
kammern mit H,O, oder aktivem DEPC/DMPC-H,O behandelt, Glaswaren und
EppendorfreaktionsgefiBe wurden fir 3 Tage bei 100°C gebacken. H,O und
Losungen, die keine Amine enthielten, wurden mit 0,1% DEPC oder 0,1% DMPC
versetzt und iiber Nacht geriihrt. Das DEPC/DMPC wurde anschlieBend durch

Autoklavieren inaktiviert.

6.5.1 Isolierung von RNA aus Eukaryoten-Zellen

Die Priparation von Gesamtzell-RNA aus eukaryotischen Zellen erfolgte mittels des
pegGold TriFast-Reagenz (Peqlab) oder des RNeasy Kits (Qiagen) jeweils nach
Angaben der Hersteller.
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6.5.2 RNA-Agarosegelelektrophorese [KROCZEK, 1990]

Einzelstrangige RNA-Molekiile bilden im nativen Zustand Sekundérstrukturen aus, die
das Laufverhalten der RNA wéhrend der Elektrophorese beeintrachtigen. Daher erfolgt
zum einen die Vorbereitung der Proben fiir den Gelauftrag wie auch die
elektrophoretische Auftrennung der RNA unter denaturienden Bedingungen. Fiir die
Denaturierung der RNA vor der Elektrophorese wurde die RNA mit einem
Formaldehyd/Formamid-haltigen Probenpuffer im Verhéltnis 5:1 gemischt, 15 min bei
65°C erhitzt und auf Eis abgeschreckt. Die anschliefende Auftrennung der RNA
erfolgte in 1,3%igen, formaldehydhaltigen Agarosegelen. Hierzu wurden 1,3 g
Agarose in 80 ml DEPC-behandeltem H,O aufgekocht. Nach Abkiihlen der Agarose
auf etwa 60°C wurden 10 ml 10x MOPS/EDTA und 3 ml Formaldehyd zugegeben.
Nach einem 30miniitigen Vorlauf bei 50 V wurden die Proben aufgetragen und bei 80

V iiber 3-4 Stunden aufgetrennt. Als Laufpuffer diente 1x MOPS/EDTA.

10x MOPS/EDTA: 0,2 M MOPS, 10 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA pH
7,0 (eingestellt mit Eisessig)

RNA-Probenpuffer: 200 pl 10x MOPS/EDTA, 1 ml Formamid (deionisiert),
345 ul Formaldehyd (37%), 5 pl Ethidiumbromid
(10 mg/ml), 100 ul Formamid-Dye

Formamid-Dye: 0,1% Bromphenolblau, 0,1% Xylenxyanol, 10 mM EDTA

6.5.3 In vitro Transkription
Die Herstellung der T7-Transkripte fiir in vitro Transkriptionsanalyse erfolgte iiber in
vitro Transkriptionsreaktionen mit T7 RNA-Polymerasen (Roche). Die zu
transkribierende Plasmid-DNA (,, Transkriptions-Matrize*) wurde zuvor mit einem
entsprechenden Restriktionsenzym linearisiert, bei Bedarf mit Mung Bean Nuklease
behandelt, mit Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol prézipitiert. Die
Vollstandigkeit der Linearisierung wurde in der Gelelektrophorese tiberpriift.
Reaktionsansatz: 1 ng DNA

2 ul 10x Transkriptionspuffer (Roche)

2 ul 10 mM rNTPs
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1 ul RNase Inhibitor, 20 U/ul

2 ul T7 bzw. SP6 RNA-Polymerase, 20 U/ul

ad 20 ul H,O, DEPC-behandelt
Die Reaktion wurde fiir 2 h bei 37°C inkubiert.
Die Transkriptionsreaktionen wurden nachfolgend zur Entfernung der DNA-Matrize
mit 2 ul DNase I behandelt (15 min, 37°C). Nach Abstoppen des DNA-Verdaus mit 2
ul 0,2 M EDTA (pH 8,0) wurden die RNA-Transkripte mit 2,5 pul 4M LiCl und 75 pl
kaltem, 100 %igen Ethanol gefillt, mit 70%igen Ethanol gewaschen und bis zur
Verwendung bei —70°C aufbewahrt. Die Analyse der Transkripte erfolgte in
denaturienden RNA-Agarosegelen.

6.5.3.1 Gewinnung IL-18 und CD40L spezifischer Fragmente

Reverse Transkription

Fiir die reverse Transkription (RT) wurde pro Ansatz 10 pg Gesamtzell-RNA mit
4,5pM Primer versetzt und durch fiinfminiitiges Erhitzen auf 65°C denaturiert.
Anschliefend wurde der Ansatz 20 min bei 42°C inkubiert, um ein Annealing der
Primer zu ermdglichen. Fiir die Reverse Transkription wurde der Ansatz mit 5 ul 5x
RT-Pufter, 2,5 ul dNTPs (40mM) und 20 U RNAsin versetzt und mit H,O auf 25 pl
aufgefiillt. Gestartet wurde die Reaktion bei 42°C durch Zugabe von 20U Reverse
Transkriptase. Nach 30 min wurden weitere 20 U Reverse Transkriptase zugesetzt und

die Reaktion anschlieBend durch Hitzeinaktivierung gestoppt.

6.6 Protein-analytische Methoden

6.6.1 Konzentrationsbestimmung

Proteinbestimmungen wurden nach der Methode von BRADFORD (1976) mit dem
Proteinassay-Farbreagenz von Bio-Rad nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Zu 800 pul Probenvolumen (< 25 pg Protein) wurden je 200 ul Farbreagenz zugegeben
und sorgfiltig vermischt. Nach 10 min wurde die Extinktion bei 595 nm gemessen und
die Proteinkonzentration der Probe durch Vergleich mit zuvor durchgefiihrten BSA-

Standardreihen bestimmt.
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6.6.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte durch eine diskontinuierliche
SDS-PAGE nach LAEMMLI (1970). Soweit im Text nicht anders vermerkt wurden
Trenngele mit einer Konzentration von 12,5% Acrylamid und Sammelgele mit 5%
Acrylamid verwendet. Vor dem Auftrag wurden die Proben mit 0,25 Volumen 4x
SDS-Probenpuffer versetzt und durch 10miniitiges Erhitzen auf 95°C denaturiert. Die
Elektrophorese erfolgte in Tris-Glycin-Puffer bei einer konstanten Stromstirke von

25 mA in einer Minigelapparatur.

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

4x SDS-Probenpuffer: 8% SDS, 20% B-Mercaptoethanol, 20% Glycerin,
0,004% Bromphenolblau, 250 mM Tris-HCI, pH 6,8

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

6.6.3 Coomassie-Fiarbung von Proteinen

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch Farben mit Coomassie
Brillant Blue sichtbar. Hierfiir wurde das Gel 1 h in Coomassie-Farbelosung
geschwenkt und anschliefend in Fixierlosung so lange entfarbt, bis der Hintergrund

klar und die Proteinbanden deutlich sichtbar waren.
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Coomassie-Farbelosung:  0,1% Coomassie Brillant Blue, 10% Essigsaure,

30% Ethanol
Fixierlosung 10% Essigsdure, 30% Ethanol
6.6.4 Silberfarbung von Proteinen

Proteine geringer Konzentration, die durch eine Farbung mit Coomassie Brillant Blue
nicht detektiert werden konnten, wurden mit Silber gefarbt. Die Silberfarbung erfolgte
mit dem Bio-Rad Slver Sain Kit entsprechend den Angaben des Herstellers.

6.6.5 Detektion [*°S]-markierter Proteine

Die Detektion von [*°S]-markierten Proteinen, die in der SDS-PAGE aufgetrennt
wurden, erfolgte {iber Autoradiographie. Die Gele wurden nach der Elektrophorese fiir
30 min in Fixierlssung inkubiert, danach fir 30 min in En’Hance geschwenkt,
anschliefend fiir 2x 10 min gewdssert, getrocknet und auf einem Rontgenfilm

exponiert.

6.6.6 Western Blot Analyse

Der Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf Nitrozellulose erfolgte
nach dem ,,semi-dry“-Verfahren mit der Trans-Blot SD-Apparatur der Firma Bio-Rad.
Entsprechend den Angaben des Herstellers wurden Minigele fiir 30 min bei 10 V in
geblottet. AnschlieBend wurde die Nitrozellulose zur Absittigung unspezifischer
Bindungsstellen fiir 30 min in TBS mit 3% BSA geschwenkt. Die Inkubation mit dem
ersten Antiserum (Verdiinnung in TBS-T) erfolgte iiber Nacht bei 4°C oder fiir
mindestens 2 h bei Raumtemperatur. Nach dem Waschen der Membran fiir 3x 15 min
in TBS-T wurde der zweite, mit Alkalischer Phosphatase (AP) -konjugierter
Antikorper (Verdiinnung 1:7500 in TBS-T) zugegeben und 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir je 15 min in TBS-T wurde die Membran
kurz in AP-Puffer geschwenkt und anschlieBend gefarbt. Die Farbereaktion erfolgte
fir 5-20 min in 10 ml AP-Puffer mit 66 pul NBT-Stocklésung und 33 pl BCIP-

Stocklosung. Die Reaktion wurde durch eine Sminiitige Inkubation der
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Nitrozellulosemembran in 3%iger TCA-Losung und anschlieBendem Schwenken in

H,0 abgestoppt.
TBS: 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NacCl
TBS-T: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 500 mM NaCl,
0,05% Tween 20
AP-Puffer: 100 mM Tris-HCI (pH 9,5), 100 mM NacCl, 5 mM MgCl,
NBT-Stocklosung: 50 mg/ml Nitroblue-Tetrazoliumchlorid (NBT)
in 70% Dimethylformamid (DMF)
BCIP-Stocklosung: 50 mg/ml 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat (BCIP)-
Disodiumsalz in 100% DMF
6.6.7 Radioimmunprizipitations-Analyse

Die hier angewandten Préizipitationsbedingungen sowie die Herstellung der Zelllysate

richten sich im Wesentlichen nach der von TOMEI, 1993, beschriebenen Methode.

6.6.7.1  Metabolische Proteinmarkierung

Fiir die metabolische Markierung wurden die Zellen auf Zellkulturschalen (@ 6 cm)
ausgesidt und bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert. Nach Entfernung des
Normalmediums  wurden die Zellen einmal mit Markierungsmedium
(Zellkulturmedium ohne Cystein und Methionin) gewaschen und fiir 1 Stunde darin
(1 ml) inkubiert. Die Markierung erfolgte anschlieBend durch Zugabe von 150 pul
Trans Label (L-[*’S]-Methionin/Cystein-Mix) iiber Nacht.

Zur Analyse der induzierbaren Proteinexpression wurden die entsprechenden Zellen
bereits 30 h vor der metabolischen Markierung in Induktionsmedium kultiviert.
Nachfolgend waren allen verwendeten Markierungsmedien die jeweiligen Induktions-
substanzen zugesetzt, so dass die gesamte Induktionszeit der fiir die metabolische

Proteinmarkierung eingesetzten induzierbaren Zellen etwa 48 Stunden betrug.

6.6.7.2  Herstellung der Zellysate
Die tiber Nacht markierten Zellen wurden in 500 pl IPB mit 1 mM Pefabloc, 1 mM
EDTA und 10 mM Dithiothreitol (DTT) von der Zellkulturschale abgelost und in
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sterile Eppendorf-Reaktionsgefdlle liberfiihrt. Die SDS-Konzentration wurde auf 2%,
die DTT-Konzentration auf 10 mM eingestellt. Die Proben wurden 3x fiir 15 s
beschallt und schlieBlich fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend
wurden die Lysate fiir 10 min auf 95°C erhitzt und auf Eis abgekiihlt.

6.6.7.3  Radioimmunprézipitation

Fiir die Prézipitation wurden zu je 50 pul Zelllysat 5 ul polyklonales Serum zugegeben,
mit [PB auf 100 pl aufgefiillt und iiber Nacht bei 4°C getaumelt. Fiir die Prizipitation
der Antigen/Antikorper-Komplexe wurden pro Ansatz 10 mg Protein A Sepharose in
H,O gequollen (1 h, 37°C), mehrmals mit IPB gewaschen, in 300 ul IPB
aufgenommen und anschlieBend zum Prazipitationsansatz zugegeben. Die Suspension
wurde erneut liber Nacht bei 4°C oder fiir 4 h bei Raumtemperatur (RT) getaumelt.
Das Sepharose-Prizipitat wurde schlieBlich abzentrifugiert (14000 rpm, 10 min, RT),
2x mit je 500 pl 0,5xNDET/0,3% SDS gewaschen, in 25 pl H,O und 25 pl 4x SDS-
Probenpuffer aufgenommen und fiir 10 min auf 95°C erhitzt. Nach Zentrifugation
(14000 rpm, 10 min) wurde der Uberstand mit den geldsten Proteinen in ein neues
Reaktionsgefdl} iiberfiihrt und erneut fiir 10 min bei 95°C denaturiert. AnschlieBend
wurden 20 pl eines Ansatzes in einer SDS-PAGE analysiert. Das Gel wurde fiir die
autoradiographische Detektion der aufgetrennten [*°S]-markierten Proteine fiir je 30
min in Fixierer und En’Hance geschwenkt, gewissert, getrocknet und auf einem

Rontgenfilm exponiert.

IPB: 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 150 mM NacCl, 1% Triton X-
100
0,5xNDET 0,5% Nonidet P40, 0,2% Natriumdesoxycholséure,

33 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI (pH 7,4)

6.7 Bakterielle Expression viraler und porciner Proteine

Zur Expression wurden die rekombinanten pQE-51- oder pGEX-Vektoren in E.coli
MI15 transformiert. Das in diesem Stamm in mehreren Kopien vorhandene Plasmid
pREP4 trigt eine Kanamycinresistenz und das fiir den lac-Repressor kodierende lacl-

Gen. Die Moglichkeit den lac-Repressor durch IPTG zu inaktivieren gestattet eine
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induzierbare Expression des gewiinschten Proteins [Stiiber et al 1990]. Transformierte
E.coli (M15) Bakterien wurden unter Ampicillin-(100 pg/ml) und Kanamycinselektion
(25 pg/ml) tiber Nacht bei 37°C in 250 ml geschiittelt. Am néichsten Tag erfolgte die
1:4 Verdiinng der Ubernachtkultur mit antibiotikahaltigem LB-Medium und die
Fortsetzung der Inkubation fiir 30 min bei 37°C. Zur Induktion der Synthese des
gewlinschten Proteins wurde IPTG bis zu einer Endkonzentration von 0,8 mM

zugegeben und weitere 3 h bei 37°C inkubiert.

6.8 Native Aufreinigung rekombinanter Fusionsproteine iiber Ni*'-

NTA-Agarose

Die mittels pQE-51- oder pGEX-System bakteriell exprimierten Fusionsproteine
wurden nachfolgend nativ iiber Ni*"-NTA-Agarose affinititschromatographisch
gereinigt. Transformierte M15 wurden 3 h nach Induktion pelletiert (5000 rpm,
10 min, 4°C), der Uberstand verworfen und das Pellet in 20 ml L1 Puffer
resuspendiert. Nach Inkubation fiir 15 min bei Raumtemperatur erfolgte die Zugabe
von 5 M NaCl bis zu einer Endkonzentration von 1 M und das Schockgefrieren der
Suspension in fliissigem Stickstoff. Nach dem Auftauen wurde das Bakterienlysat 3
mal 3 min auf Eis beschallt und anschlieBend fiir 45 min bei 17 000 rpm und 4°C (JA-
17 Rotor) zentrifugiert. Der 18sliche Uberstand wurde nachfolgend fiir die
Affinititschromatographie eingesetzt. Die Ni*-NTA-Séule wurde nach Angaben des
Hersteller (Qiagen) mit 2 ml einer 50%igen Ni*'-NTA-Agarose-Suspension gepackt.
Nach Aquilibrieren der Siule mit L1-Puffer wurde der zuvor mit Puffer L1 1:1
verdiinnte Uberstand auf die Siule aufgetragen. Die Siule wurde nachfolgend mit 20
ml Waschpuffer gewaschen. Die Durchflufl- und Waschfraktionen wurden getrennt
aufgefangen und fiir die gelelektrophoretische Analyse bei 4°C aufbewahrt. Die
Elution der Fusionsproteine erfolgte in 3 Schritten mit je 500 pl Elutionspuffer. Die
einzelnen Fraktionen wurden in einer SDS-PAGE auf ihre Reinheit und ihren
Proteingehalt iiberpriift. Produkthaltige Fraktionen wurden bei 4°C gegen PBS
dialysiert.

PBS: siehe 6.2.1.1
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L1-Puffer: 50 mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,1 mM EDTA (pH 8), 20 mM
B-Mercaptoethanol, 1 mM Pefablock, 5% Glycerin, 1
mg/ml Lysozym

Waschpuffer : 50 mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,1 mM EDTA (pH 8), 20 mM

B-Mercaptoethanol, 1 mM Pefablock, 5 % Glycerin, 0,5 M
NacCl, 0,03 M Imidazol

Elutionspuffer: Waschpuffer mit 350 mM Imidazol
Auftrag SDS-PAGE: Bakterienlysat: 8 ul
UL1 12 pl

DurchfluB3-/Wasch-/Elutionsfraktionen: je 20 ul

6.9 Denaturierende Aufreinigung rekombinanter Fusionsproteine

iiber Ni’-NTA-Agarose

Die mittels pQE-51- oder pGEX-System bakteriell exprimierten Fusionsproteine
wurden nachfolgend denaturierend iiber Ni*'-NTA-Agarose affinititschromato-
graphisch gereinigt. Transformierte M15 wurden 3 h nach Induktion pelletiert
(5000 rpm, 10 min, 4°C), der Uberstand verworfen und das Pellet in 20 ml Puffer A
resuspendiert. Nach Inkubation fiir 1 h bei Raumtemperatur [Crowe & Henco et al.,
1992] wurde das Bakterienlysat 3 mal 3 min beschallt und anschlieend fiir 15 min bei
14 000 rpm und 4°C (JA-17 Rotor) zentrifugiert. Der 18sliche Uberstand wurde
nachfolgend fiir die Affinititschromatographie eingesetzt. Die Ni*"-NTA-Siule wurde
nach Angaben des Hersteller (Qiagen) mit 2 ml einer 50%igen Ni*’-NTA-Agarose-
Suspension gepackt. Nach Aquilibrieren der Siule mit Puffer A wurde der zuvor mit
Puffer A 1:1 verdiinnte Uberstand auf die Siule aufgetragen. Die Siule wurde
nachfolgend mit 10 ml Waschpuffer gewaschen. Die Durchfluf3- und Waschfraktionen
wurden getrennt aufgefangen und fiir die gelelektrophoretische Analyse bei 4°C
aufbewahrt. Die Elution der Fusionsproteine erfolgte in 3 Schritten mit je 700 ul
Elutionspuffer B, C, D. Die einzelnen Fraktionen wurden in einer SDS-PAGE auf ihre
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Reinheit und ihren Proteingehalt iiberpriift. Produkthaltige Fraktionen wurden bei 4°C
gegen PBS dialysiert.

PBS: sieche 6.2.1.1

Puffer A: 8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris pH 8
Waschpuffer : 8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris pH 6,3
Elutionspuffer B: 8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris pH 5,9
Elutionspuffer C: 8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris pH 4,5
Elutionspuffer D: 6 M GuHCI, 0,2 M HAc

Auftrag SDS-PAGE: Bakterienlysat: 8 ul

Uberstand 12 pl
Durchflu3-/Wasch-/Elutionsfraktionen: je 20 ul

6.10 Reinigung rekombinater Proteine iiber Elektroelution

Die mittels pQE- oder pGEX-System bakteriell exprimierten Fusionsproteine deren
affinitdtschromatographische Reinigung nicht moglich war, wurden nachfolgend
mittels eines Elektroseparationssystems aufgereinigt.

Dazu wurde die Lokalisation des Proteins mittels Western blot oder Vergleichsanalyse
(induzierte/nicht induzierte Bakterienkultur) bestimmt und die entsprechende Bande
aus einem Coomassie gefiarbten SDS-Gel ausgeschnitten. Die im Gel enthaltenen
Proteine wurden anschlieBend mittel einer Biotrap-Apparatur (Schleicher&Schuell)
nach den Angaben des Herstellers elektroeluiert. Die gewonnene proteinhaltige

Fraktionen wurden bei 4°C gegen PBS dialysiert.

6.11 Virologische Methoden

6.11.1 Virusanzucht
Zur Vermehrung von CSFV wurden STE-Zellen in Suspension mit Virus bei einer

MOI von 0,02 bis 0,2 in Kulturgefden infiziert. Nach 3 Tagen Inkubation bei 37 °C
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wurden die infizierten Zellkulturen bei —70 °C eingefroren, um durch Lyse der Zellen
intrazelluldres CSFV freizusetzen. Zur Abtrennung der Zelltriimmer von virushaltigem
Uberstand wurde das Lysat bei 2000 x g und 4 °C fiir 30 min zentrifugiert. Die

Virusernte wurde aliquotiert und bei -70 °C gelagert.

6.11.2 Virustitration

Zur Bestimmung der Viruskonzentrationen wurden CSFV-haltige Suspensionen in
Kulturmedium iiber mehrere Stufen titriert und 100 pl auf Flachbodenmikrotiterplatten
ausgebracht.

STE-Zellen wurden so auf die Platte gesplittet, dass nach 3-tigiger Inkubation (STE-
Medium: 40 % MEM-NEAA, 40 % L-15 10% TPB 10 % Pferdeserum 100 U/ml
Penecillin G 0,1 mg/ml Streptomycinsulfat,37 °C/5 % CO,) 100 % Konfluenz erreicht
war. Nach Inkubation wurde der Zellrasen gewaschen, getrocknet und fiir 20 min bei
4°C mit 100 ul Ethanol pro Vertiefung fixiert. AnschlieBend wurde die Platte
getrocknet und ein anti-E2 monoklonaler Antikorper (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-Antikorper (1:1000 in
PBS) zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei 37 °C wurde die
Platte fiinfmal gewaschen und AEC Substratlosung mit 0,1 p/ml  H,0,
(50 wl/Vertiefung) zugegeben. Nach ca. 15-20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln
wurde der Zellrasen einmal gewaschen und der Virustiter durch Auszdhlen der

gefarbten Plaques im Mikroskop bestimmt.

6.11.3 Virusnachweis aus Blut, Organen und Nasentupfern

Fiir den Virusnachweis wurden die Proben wie folgt vorbereitet.

e Blut: 1 ml Vollblut wurde mit 1 ml Lysepuffer (8,29 g NH,CI, 1 g KHCO;, 0,372 g
EDTA ad 1L pH 7,3) versetzt und bei 4 °C gelagert. Diese Losung wurde
anschlieBend fiir eine Virustitration eingesetzt.

e Nasentupfer: Die Nasentupfer wurden in 1ml PBS resuspendiert, sterilfiltriert und

anschlieBend fiir die Virustitration eingesetzt.
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e Organe: Je 500 mg einer Organprobe wurden in einem sterilen Keramikmorser unter
Zusatz von Seesand und 3 ml MEM-Medium verrieben. AbschlieBend wurde die
Suspension fiir 8§ min bei 2000 rpm zentrifugiert um Organreste und Seesand zu
pelletieren. Der Uberstand wurde abgenommen und mittels eines 22 pm Filters
sterilfiltriert. Bis zum Einsatz in einer Virustitration wurden die Proben bei —70 °C
eingefroren.

Die Virustitration wurde analog zu 6.11.2 durchgefiihrt.

6.12 Immunologische Methoden

6.12.1 Gewinnung von Serum
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

fiir 20 min abgetrennt und die Uberstinde bei —20 °C eingefroren.

6.12.2 Funktionelle Testsysteme

6.12.2.1 Lymphoproliferationstest

PBMC wurden in einer Konzentration von 10°Zellen/ml in Lymphozyten-
kulturmedium resuspendiert und in einer Rundbodenmikrotiterplatte ausplattiert. Die
Zellen wurden mit Virus (MOI 1, 0,5, 0,25, 0,125 CSFV Glentorf pro Vertiefung)
stimuliert. Nach Inkubation der Zellen fiir 5 Tage bei 37°C in 5 % CO, wurde 37 kBq
(1 uCi) [*H]Thymidin pro Vertiefung zugegeben und die Kultur fir weitere 18
Stunden inkubiert. Die  Mikrotiterplatte =~ wurde eingefroren um  den
[*H]Thymidineinbau zu stoppen und die Zellen zu lysieren. Mit Hilfe eines
Zellerntegerites (Cell Harvester) wurde der Inhalt der Mikrotiterplatte auf Filtermatten
gesaugt. Nach Trocknen der Filter in einem Mikrowellengerdt (160 W, ca. 5 min)
wurde die Feststoffszintillatorplatte auf diese Filter aufgeschmolzen. SchlieBlich
konnten die abgekiihlten Filter in einen Folienbeutel eingeschweilit und die Menge des
eingebauten [*H]-Thymidins im Szintillationszdhler gemessen werden. Alle

Experimente wurden als Vierfachbestimmung durchgefiihrt. Der Stimulationsindex
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(SI) berechnete sich als cpm mit Virus stimulierte Mikrokulturen/cpm mit Medium

stimulierte Mikrokulturen.

6.12.2.2 Analyse des Einflusses von IL-18 und IL-12 auf die zytolytischen
Aktivitit natiirlicher Killerzellen

Der Aktivitdtsnachweis von natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) erfolgte mittels der
humanen TumorZelllinie K562, die als Zielzellen eingesetzt wurden. 1x10°
Tumorzellen wurden fiir 1 h im Brutschrank mit 100 pCi Na’'CrO, markiert und
anschlieBend 3 mal mit Medium gewaschen. Jeweils 50 pl einer Suspension von 2x10°*
Zellen/ml wurden zu 50 pl einer Suspension von 4x10° PBMC/ml gegeben. Die il18
und IL-12 enthaltenden Zellkulturiiberstinde wurden unverdiinnt eingesetzt (je100 pl).
Nach einer kurzen Zentrifugation (5min, 100g) wurde der Ansatz 18 h im Brutschrank
inkubiert. Danach wurden die Zellen sedimentiert (10min, 600g) und die freigesetzte
Radioaktivitit im Uberstand 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 radioaktivem °'Cr in die Zielzellen
cpm radioaktive Zerfille pro Minute

Als Kontrolle diente die Chromfreisetzung mit Medium behandelter Zielzellen, die mit

Effektorzellen inkubiert wurden.
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6.12.2.3 Nachweis der IL-12 Expression stabiler 293-Zelllinien mittels IFN-y
Produktion nativer PBMC

Zum Nachweis der IL-12 Expression stabiler 293-Zelllinien wurden je 100 pL Zell-
kulturiiberstinde der nativen und IL-12 exprimierenden 293-Zelllinien mit 3x10°
PBMC fiir 18 h in MEM-Medium mit 1 pg/ml Conavalin A inkubiert. Fiir die
Kompetition wurden die Zellkulturiiberstinde vor Zugabe der PBMC 1:80 mit einem
anti [L-12-Antiserum versetzt und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Die Zellkulturiiberstinde wurden anschlieend in einem IFN-y-ELISA (siehe 6.13.3)

analysiert.

6.12.2.4 IFN-y-ELISPOT-Test

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

Eine Nitrozelluloseplatte wurde mit einem monoklonalen Antikérper gegen porcines
[FN-y (5 pg/ml in PBS-A; 100 pl/Vertiefung) iiber Nacht bei 4 °C beschichtet. Die
Vertiefungen wurden mit PBS-A gewaschen und mit 200 ul Lymphozyten-
kulturmedium fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 1x10° PBMC/Mikrokultur
aus CSFV infizierten Schweinen wurden mit 100 pl Virussuspension (5x10* TCIDs
CSFV-Glentorf/Vertiefung) in zwei Parallelansitzen in der mit Antikorper
beschichteten Platte inkubiert. Als Kontrollen dienten PBMC, die mit Uberstand aus
Medium-infizierten Zellen inkubiert wurden. Die Platte wurde fiir 44-48 Stunden bei
37 °C in 5 % CO, inkubiert. Nach Waschen der Platten mit PBS-A erfolgte die Zugabe
eines in PBS-A verdinnten anti-IFN-y-Kaninchenserums (2,5 pg/ml). Nach
einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Platte mit PBS-A gewaschen
und ein Peroxidase-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper (1:200 in PBS-A
verdiinnt) zugegeben. Nach Inkubation fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur wurden die
Vertiefungen mit PBS-A gewaschen. Die Firbung der IFN-y spezifischen Spots
erfolgte durch Zugabe von 3,3’-Diaminobenzidine (DAB). Nach 4-7 min wurde die
Reaktion durch Waschen mit PBS-A und dH,0 gestoppt. Die Platten wurden
anschlieend {iber Nacht getrocknet und die Spots mit einem Stereomikroskop

ausgezahlt.
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6.12.3 Nichtfunktionelle Testsysteme

6.12.3.1 CSFYV spezifischer Kompetitions-ELISA

Zum Nachweis von CSFV-spezifischen Antikérpern im Blutserum und -plasma von
Schweinen wurde ein Enzymimmuntest (CHEKIT-CSF-SERO) verwendet. Der Test
wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

6.12.3.2 IgG1/IgG2-isotypspezifischer ELISA

Fir den Nachweis von IgG1 und IgG2 CSFV spezifischen Antikérpern in porcinen
Seren wurde ein isotypspezifischer ELISA verwendet.

Zunichst wurde eine Flachbodenmikrotiterplatte (Nunc Immuno Plate) iiber Nacht mit
einem CSFV-E2 Glycoprotein (300 ng/Vertiefung) beschichtet. AnschlieBend wurde
die Platte 4 mal mit einer PBS-Tween-Losung (PBS mit 0,1 % Tween) gewaschen und
die Seren in Verdiinnungen von 0, 1:50 und 1:100 in PBS-Tween mit 3 % BSA
aufgetragen. Nach Istiindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde 4 mal mit PBS-
Tween-Losung gewaschen und die Platte mit einem Maus-anti-Schwein-IgG1 bzw.
IgG2 Antikorper inkubiert (IgG1 1:200, 1gG2 1:500, in PBS-Tween mit 3 % BSA).
Nach Inkubation fiir 1 h bei Raumtemperatur wurde die Platte erneut 4 mal mit PBS-
Tween-Losung gewaschen, mit einem anti-Maus-Peroxidase konjugierten Antikérper
(1:1000 in PBS-Tween mit 3 % BSA) versetzt und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach 4 weiteren Waschschritten wurde eine Substratlosung zugegeben. Als Substrat
diente in Citratpuffer geldstes Othophenylendiamin (OPD), das mit 1ul/5ml H,O,
versetzt wurde. Die Umsetzung des Substrates durch die Peroxidase des Konjugates in
Form einer Farbreaktion erfolgte bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach ca.15 min
wurde die Reaktion mit 2 M H,SO, gestoppt. Die Bestimmung der OD-Werte erfogte
mit Hilfe eines ELISA-Readers (Titertek) bei einer Wellenldnge von 492 nm.

6.12.3.3 IFN-y ELISA

Zum Nachweis von IFN-y im Zellkulturiiberstand wurde ein Enzymimmuntest (swine-
IFN-y-Cyto-Set) verwendet. Der Test wurde nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt.
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6.12.3.4 Serumneutralisationstest

Fiir die Bestimmung der Titer, der im Serum enthaltenen neutralisierenden Antikorper
wurde das Serum in log-2 Stufen in Flachbodenmikrotiterplatte verdiinnt (je 50 ul)und
je 100 KIDsy/ 50 ul CSFV (Stamm Alfort) zugegeben. Nach 1 stiindiger Inkubation bei
37 °C wurde 100 pl einer STE-Zellsuspension zugegeben, so dass nach 3 Tagen eine
Konfluenz von 100 % erreicht war. Als Kontrollen wurden STE-Zellen ohne Virus
bzw. ein Serum mit bekanntem Titer mitgefiihrt und der Titer des eingesetzten Virus
bestimmt.

Die nach 3 Tagen durchgefiihrte Fixierung und Farbung der Reaktion wurde analog zu

6.11.2 durchgefiihrt.
6.12.4 Immunfluoreszenzanalyse

6.12.4.1 Oberflichenfluoreszenzanalyse

Zur Oberflichenfluoreszenzanalyse wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
anschlieBend fiir 5 min mit 100 % ETOH fixiert. Nach 3maligem Waschen wurden die
Zellen mit einem monoclonalen Ab versetzt und 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen erneut 3 mal mit PBS gewaschen und mit einem
fluorescein-isothiocyanate (FITC)-konjugierten Zweitantikorper versetzt. Nach 1
stiindiger Inkubation wurden die Zellen 3 mal mit PBS gewaschen und mit DABCO-
Fluoreszenzerhaltungspuffer tiberschichtet.

Die Fluoreszenz der Zellen wurde unter einem Fluoreszenzmikroskop analysiert

6.12.4.2 Cytoplasmatische Fluoreszenzanalyse
Fiir die Analyse der cytoplasmatischen Expression wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und anschliefend fiir 20 min mit 3 % Paraformaldehyd mit 0,2 % Triton-X

fixiert. Alle weiteren Schritte erfolgten analog zu 6.13.5.1.
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6.12.4.3 Charakterisierung von Leukozytenpopulationen mit Hilfe der
Durchflufizytometrie

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

analysiert.
Immunfluoreszenzmarkierung von Zellen

Um den Phinotyp von B-Zellen zu charakterisieren wurde eine
Dreifarbenimmunfluoreszenz durchgefiihrt. 100 ul Volblut wurden nach folgendem
Protokoll markiert:

1. Inkubation mit jeweils 50 pl anti swine-CD21Antikorper (mAk)

2. Inkubation mit jeweils 50 pul von folgendem isotypspezifischen Antikdrpern:goat-
anti maus algG,-PE

Alle Inkubationsschritte wurden fiir 20 min bei 4 °C durchgefiihrt. 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 2,5x10* Zellen pro Probe im DurchfluBzytometer analysiert. PBMC,
die mit den bei Schritt 2 eingesetzten Fluorochromkonjugaten markiert worden waren,
dienten als Kontrolle. Alle Antikoérper und Konjugate wurden vor ihrer Verwendung in

der Durchflu8zytometrie austitriert und in FACS-Puffer entsprechend verdiinnt.
Durchflufizytometrische Analysen

Die fluoreszenzmarkierten Zellen wurden mit einen DurchfluBzytometer, das mit
einem Argon- und Helium-Neon-Laser ausgeriistet war, analysiert. Streulicht- und
Fluoreszenzsignale einzelner Zellen wurden mit Hilfe spezifischer Detektoren
gemessen. Die Streulichtparameter enthalten das Vorwértsstreulicht und das
Seitwartsstreulicht. Das Vorwiértsstreulicht (forward scatter, FSC) definiert

Zellpopulationen aufgrund ihrer GréBe. Das Seitwirtsstreulicht (side scatter, SSC)
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stellt ein relatives MaB fiir die intrazelluldre Granulation der Zellen dar. Durch weitere
fluoreszenzabhéngige Parameter konnen Oberflichenantigene sichtbar gemacht
werden. Dabei wird die Fluoreszenzintensitit von Fluoreszeinisothiocyanat (FITC),
Phycoerythrin (PE) und Cy5 durch die unterschiedlichen Wellenldngen des emittierten
Lichtes unterschieden. Die Quantifizierung der Fluoreszenz- und Streulichtemissionen
jeder einzelnen Zelle wurde gespeichert. Die Daten wurden anschlieBend mit Hilfe von

Computerprogrammen (PC-Lysis und Cell Quest) ausgewertet.

6.12.5 Infektionsversuche

o Uberpriifung der Wirksamkeit der Belastunginfektion

5 Schweine (Deutsche Landrasse) wurden intramuskuldr mit je 1 mg Plasmid-DNA
immunisiert und anschlieBend intramuskulir (i.m.) und intranasal mit 2 x 10°>° TCIDs,
CSFV (Stamm Eystrup) infiziert. Plasma bzw. Serum und Blutproben wurden vor

Infektion und zu bestimmten Zeitpunkten nach der Infektion entnommen.

6.12.6 Immunisieungsversuche

28 Schweine (Deutsche Landrasse) wurden intramuskuldr (i.m.) mit je 1 mg Plasmid-
DNA immunisiert. Die Tiere wurden 2 mal im Abstand von 22 Tagen, mit je 1 mg
Plasmid-DNA, geboosted und nach weiteren 22 Tagen einer Belastungsinfektion mit 2
x 10°° TCIDs, CSFV (Stamm Eystrup) unterzogen. Plasma bzw. Serum und
Blutproben wurden vor Infektion und zu bestimmten Zeitpunkten nach der Infektion

entnommen.
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7 ANHANG
7.1 Nukleotid- und Aminosiuresequenz der isolierten porcinen
CD40L-cDNA

Abgebildet ist die iiber RT-PCR mit den Primern CD40L-iso.seq und CD40L-iso.rev
amplifizierte CD40L-cDNA-Sequenz sowie deren abgeleitete Aminosduresequenz.
Die potentielle Glykosylierungsstelle ist unterstrichen und die Signal-Anker-Sequenz

fett gekennzeichnet.

10 30 50
ATGATCGAAACATACAGCCAACCT TCGCCCCGCT CTGT GECCGCT GGACCACCCGT CAGT
M1 ETY SQPSPRSVAAGZPUPVS

70 90 110
ATGAAAATCTTTATGTATTTACTTACTGI TTTTCTTATCACCCAGATGATTGGGTCAGCA
MKI FMYLLTVZFLI TQMI GS A

130 150 170
CTTTTTGCAGTGTACCTTCACAGAAGAT TGGACAAGATAGAAGATGAAAGGAATCTTCAT
L FAVYL HRRLDIKI EDEIRNTILH

190 210 230
GAAGATTTTGT GT TCATAAAAACGATACAGAGAT GCAAGCAAGGAGAGGEGTCCTTATCC
E DFVFI KTI QRCIKQGEGS S L S

250 270 290
TTATTGAACT GT GAGGAAAT CAGAAGCCAGT TTGAAGACCT GGT CAAGGGTATAATGCAA
L L NCEIEI RSQFETDULVIKSGI MAQ

310 330 350
AGCAAAGAAGT GAAGAAGAAAGAAAAAACCT TTGAAAT GCACAAAGGCGAT CAGGATCCT
S K EV KK KEIKSFEMHIKGD QDP

370 390 410
CAAATTGCGGCACATGT CATAAGCGAGGCCAGTAGTAAAACAGCATCTGI CCTGCAGT GG
QI A AHVI SEASSIKTASVL QW

430 450 470

GCCCCCAAAGGGTACTACACCCT CAGCACCAACT TGGT GACCCTGGAAAACGGGAGACAG
AP K GY Y TL STNULVTLENGR RNAQ

490 510 530
CTGGCCGT CAAAAGACAAGGAATCTATTACATCTACGCCCAAGT CACCTTCTGCTCCAAC
L AVKRQGI YYI Y AQVTFCSN

550 570 590

CGGEGACGCCGCEEGET CAAGCT CCCT TCATAGCCAGCCT CTGCCTGAGGT CCCCAAGCAEEG
R DA AGQAPFI A SLCLRSZP S G
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610 630 650
TCGCGAGAGAATCTTACT CCGCGCGGCCAACACCCACAGT TCCTCCAAGCCCT GCGGECAG
S ERI L LRAANTMHSSSKPTCGDOQ

670 690 710
CAATCCATTCACT TGGGCGEGAGT CTTCGAGT TGCAACCCGEECGCTTCGGTGT TCGTCAAC
QSI HL GGV F EL QP GASV F VN

730 750 770

GTGACT GAT CCAAGCCAAGT GAGCCACGGEGACCGCECTTCACGTCTTTTGGCTTACTCAAA
vV T bP S QV S HGTGZFTSUFGL L K

CTCTGA
L *
7.2 Aminosiuresequenzvergleich der verschiedenen CD40-Liganden

Dargestellt ist die porcine CD40L-Aminosduresequenz , verglichen mit den Sequenzen
fiir bovinen (Z48469), felinen (AF079105), caninen (AF086711), humanen (L07414)
und murinen (X65453) CD40L. Zur porcinen Sequenz identische Aminosduren sind

durch (-) gekennzeichnet.

10 30 50 70
Schwei n M ETYSQPSPRSVAAGPPVSMKI FMYLLTVFLI TOM GSALFAVYLHRRLDKI EDERNLHEDFVFI KTI Q
Rnd W -------------- LR e M ---
Katze W ------- TA----- e I Y----- M—L-
Hund ------- TA----- L i e Y----- M—L-
Mensch  ----- I e A I R R T M ---
Maus 00 -----m------- T-L-A--mmmmmm e e - A V-BE-V---------- KLK
90 110 130
RCK(IEGSLSLLNCEEI RSQ:EDLVKG IVQSKEVKKKEKSFEM—KGDQDPQ AAHVI SEASSKTASVLQN
e | G Il = S D--N------- I R el i T-----
K- NK-- - A -m - - - K-R—AFL E—LN--T.----NVA-Q----- RV---------- S------
K-NK- === e mma e - K----AFL-E—LNN-M ---ENTA-Q ---- - R---------- NP- - - - R-
--NT—R---------- K----GF—D—LN—ET---N---Q---N=-------------- T-----
e\ G MR ------ D TLN—E. ---N----QR—E-------- V---N-NA------
150 170 190 210
APKGYYTLSTNLVTLENGRQLAVKRQAG YYI YAQVTFCSNRDAAGQAPFI ASLCLRSPSGSERI LLRAAN
--------- N Rl \ G e R ~1 1 B Sl GRS
------- |-S-------K-------L-------------ESS----------H------V------
------- |-S--S---K-------L—V----------A-SS----V-----H---T—V-----8S
-E----- MN------- K—T----- R E-SS---------- K—GRF---------
K- - MWKS---M---K—T---E-L—V-T--------EPSS-R---VG WKPSI| ------- K- - -
230 250
THSSSKPCGQQSI HLGGVF EL QDGASVFVN\/TDPSQ\/SI-G'G:TSFG_ L KL*
__________________________________________________ *
AR----m e e - H- ---------------------------- *
SRG --------mm - - R *
b e e e A m e e e e e e e e e e e mmmmm e *
----- QA-E---V---------A--------EA-- | -RV—S- - - - - - -
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