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2.1 Virus-Wirt-Interaktion 1

2 Einleitung

Das Pseudorabiesvirus (PRV, Suid Herpesvirus 1) gehort der Familie der Herpesviridae
an (Sabin, 1934) und ist der Erreger der Aujeszky’schen Krankheit beim Schwein
(Aujeszky, 1902). Die Krankheitssymptomatik ist gekennzeichnet durch eine
Meningoenzephalomyelitis, die oft von einer Entziindung des oberen Respirationstrakts
und der Lunge begleitet wird (Wittmann und Rziha, 1989). Die Aujeszky’sche
Krankheit fiihrt zu grofen finanziellen Verlusten in der Landwirtschaft. Deshalb werden
weltweit Impfprogramme mit Totimpfstoffen (Bartha, 1961) und attenuierten Viren
(Tatarow, 1968) durchgefiihrt. Bei der Entwicklung neuer, verbesserter
biotechnologischer PRV-Impfstoffe kommt den PRV-Hiill-Glykoproteinen, aufgrund
ihrer Bedeutung fiir die Generierung einer protektiven Immunitét, eine Schliisselrolle zu

(Mengeling et al., 1997; Pensaert et al., 1992; Van Oirschot et al., 1990).

2.1 Virus-Wirt-Interaktion

Unter natiirlichen Bedingungen sind die meisten Sdugetierarten mit PRV infizierbar.
Nur Equiden und hohere Primaten, einschlieBlich des Menschen, zeigen eine
weitgehende oder vollstindige Resistenz. Die Krankheit verlduft bei den meisten
Sdugetierarten innerhalb weniger Tage tddlich, lediglich beim Schwein nimmt die
Mortalitdt mit zunehmendem Alter der infizierten Tiere ab. Aus diesem Grund und der
Etablierung einer latenten, reaktivierbaren Infektion, gilt das Schwein als natiirlicher
Wirt und Haupt-Ubertriger des PRV (Wittmann und Rziha, 1989).

Die Infektion erfolgt iiberwiegend durch Aspiration virushaltiger Aerosole. Die
Krankheit beginnt meist mit einer primdren Virusvermehrung in nasopharyngealen und
respiratorischen Epithelzellen. Darauf werden die Tonsillen und die Lunge infiziert.
AuBerdem befillt das Virus Nervenendigungen des trigeminalen und olfaktorischen
Systems und gelangt auf diesem Weg in das zentrale Nervensystem (ZNS). Weiterhin
breitet sich das Virus iiber das periphere Nervensystem oder durch infizierte Zellen des
peripheren Bluts in andere Korperregionen aus (Enquist, 1994; Wittmann und Rziha,
1989).
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PRV-typische histopathologische Verdnderungen werden vor allem im ZNS
aufgefunden. Es finden sich Zeichen einer nicht-eitrigen Meningoenzephalomyelitis,
perivaskuldrer Infiltrationen und der Nekrose der Gliazellen. Schwere ulzerdse
Tonsillitiden und interstiticlle Pneumonien werden beobachtet. Es wird angenommen,
dass bakterielle Sekundérinfektionen durch eine viral-induzierte Immunsuppression
begilinstigt werden (Wittmann und Rziha, 1989).

Die Aujeszky’sche Krankheit beim Schwein duflert sich in vielfaltigen klinischen
Symptomen. Es zeigen sich neurologische Symptome in Form von Ataxie, epileptischen
Krampfanfillen und Paralysen, respiratorische Symptome, wie Husten und
Nasenausfluss und allgemeine Krankheitszeichen, wie Fieber, Inappetenz, Apathie,
Anorexie und Vomitus. Das Alter und der immunologische Zustand, vermittelt
beispielsweise iliber maternal iibertragene Antikdrper, des befallenen Tieres einerseits,
und die Virulenz und Dosis des infizierenden PRV-Stammes andererseits, konnen
hierbei iiber den Schweregrad der klinischen Erkrankung bestimmen (Nauwynck,
1997). Wiéhrend die Sterblichkeit ein bis zwei Wochen alter Ferkel aufgrund
neurologischer Stérungen meist nahezu 100 % betrdgt, nimmt die Mortalitdt mit
zunehmendem Alter der Tiere ab. Beim Mastschwein tritt mehr die respiratorische und
allgemeine Symptomatik (Wachstumsretardierung und Gewichtsverlust) und beim
adulten Schwein eine mildere Allgemeinsymptomatik sowie verminderte Fertilitit,
Aborte und Totgeburt auf, wobei die Morbididt jedoch immer noch 100 % betrigt
(Wittmann und Rziha, 1989).

Nach iiberstandener Krankheit weisen Schweine eine latente Infektion ohne klinische
Symptome und ohne Virusausscheidung auf, wobei das Virusgenom in
Nervenganglienzellen und in Zellen des hédmatopoetischen Systems nachgewiesen
werden kann (Beran et al., 1980; Dreyer-Bux, 1997; Gutekunst, 1979; Rziha et al.,
1986; Sabo und Grunert, 1971; Sabo und Rajcani, 1976; Sabo et al., 1969; Thiery et al.,
1996; Wittmann und Rziha, 1989). Waihrend der Latenz findet ecine limitierte
Expression des viralen Genomes, in Form der Produktion der sogenannten latenz-
assoziierten Transkripte (LATs), statt (Priola und Stevens, 1991). Durch
Stresseinwirkung, Temperaturschwankungen oder Immunsuppression kann das latente
Virus reaktiviert werden, es kann zur Virusausscheidung und teilweise auch zum

erneuten Ausbruch der Krankheit kommen (Rziha et al., 1986; Thawley et al., 1984;



2.2 Taxonomie 3

Wittmann et al., 1983). Latent infizierte Tiere stellen somit eine stindige

Infektionsquelle fiir die gesamte Schweinepopulation dar.

2.2 Taxonomie

PRV gehort zu der bislang etwa 100 Arten umfassenden Familie der Herpesviridae, die
aufgrund molekularbiologischer Eigenschaften in die drei Subfamilien der a-, B-, und y-
Herpesvirinae untergliedert werden kann (Roizman, 1996).

Die a-Herpesvirinae, denen PRV angehort, weisen ein breites Wirtsspektrum auf. Sie
vermehren sich in vitro mit kurzen Replikationszyklen und breiten sich in der Zellkultur
schnell aus, in vivo etablieren sie eine Latenz vorwiegend, aber nicht ausschlieBlich, in
sensorischen Ganglienzellen. Typische Vertreter sind das Herpes-simplex-Virus Typ 1
und 2 (HSV-1, HSV-2 = humanes Herpesvirus 1 und 2), das Varicella-Zoster-Virus
(VZV = humanes Herpesvirus 3), das bovine Herpesvirus 1 und 2 (BHV-1, BHV-2) und
das equine Herpesvirus 1 (EHV-1).

Die B-Herpesvirinae besitzen dagegen ein enges Wirtsspektrum. Sie haben einen relativ
langen Vermehrungszyklus und breiten sich deshalb in vitro nur langsam aus. Infizierte
Zellen zeigen eine ausgesprochene Groflenzunahme (Cytomegalie). Eine latente
Infektion wird in sekretorischen Driisen, lymphoretikuldren Zellen und Nierenzellen
ausgebildet. Charakteristische Mitglieder sind das humane Cytomegalievirus (HCMV =
humanes Herpesvirus 5) und das humane Herpesvirus 6 und 7 (HHV-6, HHV-7).

Die y-Herpesvirinae weisen ebenfalls ein sehr enges Wirtsspektrum auf, das meist auf
eine Spezies begrenzt ist. Sie infizieren lymphoide Zellen, meist entweder B- oder T-
Lymphocyten, und etablieren in ihnen den Zustand der Viruslatenz. Bekannte Vertreter
sind das Epstein-Barr-Virus (EBV = humanes Herpesvirus 4) und das humane

Herpesvirus 8 (HHV-8 = Kaposi-Sarkom-assoziiertes Herpesvirus).

2.3 Morphologie

Alle Herpesviren besitzen eine dhnliche Morphologie (Roizman, 1996). Das Protein-
assoziierte Genom aus doppelstringiger Desoxyribonucleinsdure (dsDNA) bildet eine

Core-Struktur, die von einem ca. 100 nm groflen ikosaedrischen Kapsid aus 162
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Kapsomeren (12 Pentomere, 150 Hexomere) umschlossen wird. Dieses Nukleokapsid
ist von einer amorphen Proteinschicht, dem Tegument umgeben, das wichtige
regulatorische Proteine enthélt, welche in infizierte Zellen freigesetzt werden (Mossman
et al., 2000). Fiir PRV sind hierbei u. a. die UL36-, UL46-, UL47-, UL48- und UL49-
Genprodukte ndher beschrieben, die eine Rolle bei der Virusmorphogenese im
Cytoplasma zu spielen scheinen (del Rio et al., 2002; Fuchs et al., 2002b; Klupp et al.,
2002; Kopp et al, 2002). Die duBere Virushiille (envelope) besteht aus einer
Lipiddoppelmembran zelluldren Ursprungs, in die virale Proteine, vor allem
Glykoproteine, eingelagert sind. Die GroBe der umhiillten Virionen variiert zwischen
120 und 300 nm und betrigt ca. 150 nm fiir PRV.

2.4 Genomorganisation

Das Genom des PRV besteht aus einer linearen dsDNA von ca. 150 kbp Grofle und
beinhaltet 70 bis 100 virale Gene, die fiir regulatorische Proteine, Enzyme des
Nukleotidstoffwechsels, der DNA-Replikation und der Protein-Prozessierung sowie fiir
virale Strukturproteine kodieren. Der GC-Gehalt betrigt 74 % und zéhlt zu den
hochsten innerhalb der Herpesviridae (Ben-Porat und Kaplan, 1985; Mettenleiter, 1994,
2000).

Nach ihrer Genomorganisation konnen Herpesviren in 6 Gruppen (A-F) eingeteilt
werden, die sich durch Anzahl und Orientierung repetitiver DNA-Elemente
unterscheiden (Roizman, 1996). Das Genom des PRV (Abb. 1) wird, wie auch die
Genome von VZW, BHV-1 und -5, EHV-1, -3 und -4, der Gruppe D zugeordnet und
besteht aus einer unique long-Sequenz (U;) und einer unique short-Sequenz (Us), wobei
letztere von zwei inversen Repetitionen, einem internal repeat (IR) und einem terminal
repeat (TR), flankiert wird (Ben-Porat und Kaplan, 1985). Durch Rekombination
innerhalb der inversen Repetitionen entstehen, beziiglich der Orientierung der Us-
Region, zwei phénotypisch &dquivalente isomere Formen des Genoms, die in
Viruspopulationen in gleichen Mengen vorliegen (Ben-Porat und Kaplan, 1985). In den
Genomen einiger attenuierter PRV-Stdmme ist, aufgrund von Duplikationen und
Translokationen, auch die U;-Region von inversen Repetitionen umgeben und tritt in

zwei Orientierungen auf (Lomniczi et al., 1984a, 1987; Lu et al., 1989). Diese
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Genomstruktur entspricht derjenigen von HSV-1 und -2 und stellt ein herpesvirales
Genom der Gruppe E dar. Auch PRV-Wildtypviren zeigen in geringer Haufigkeit (< 5
%) eine Inversion der U;-Region, die jedoch nicht auf inverse Repetitionen
zuriickzufiihren ist (De Marchi et al., 1990; Rall et al., 1991).

0 30 60 90 120 150 kbp
UL IR US TR
5 1 2 9 16 4 3 6 8 8 s 10 7 5 8
H— I F—HH— —H—t+—t+—+—+—+H BamHi
14 1115 14 17 12 13
gD gE
(gp50) (gD
> >
<+ >4+ —» <+ <+ > >
gk gN gB oC gH oM oL oG ol

(gIT) (gl ©X) (gp63)

Abb. 1: Dargestellt ist die Unterteilung des 150 kbp groflen PRV-Genoms in eine unique
long- (U.-) und eine unique short- (Us-) Region, wobei letztere von den inversen
Repetitionen internal repeat (IR) und terminal repeat (TR) flankiert wird. Au3erdem
ist die topographische Gliederung des PRV-Genoms in BamHI-Fragmente sowie die
Lokalisation der elf bislang bekannten Glykoproteine gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gK,
gL, gM und gN zu sehen.

2.5 Infektionszyklus in Zellkultur

Der Infektionszyklus des PRV (Ben-Porat und Kaplan, 1985) =zeigt viele
Gemeinsamkeiten mit dem des HSV (Roizman und Sears, 1996).

Zunichst erfolgt die Adsorption der PRV-Virionen iiber ihre Hiill-Glykoproteine in
einem zweistufigen Schritt an spezifische Rezeptoren auf der Wirtszellmembran
(Granzow et al., 1997; Karger und Mettenleiter, 1993). Die anschlieBende Penetration
besteht in einer pH-unabhingigen Fusion der viralen Hiille mit der Zellmembran

(Huang und Wagner, 1966; Spear, 1993).
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Das freie Nukleokapsid wird zu den Kernporen transportiert, von dort aus wird die
virale DNA ins Kernplasma entlassen. Es wird vermutet, dass am Nukleokapsid-
Transportprozess zelluldre mikrotubuldre Strukturen beteiligt sind (Luftig, 1982;
Granzow et al., 1997). Im Kernplasma finden die Replikation und Transkription sowie
die Bildung neuer Nukleokapside (assembly) statt. Die viralen Kapsid-Proteine hierzu
werden im Cytoplasma synthetisiert und gelangen anschlieBend durch einen
autokatalytischen Prozef3 in den Kern (Newcomb et al., 1999).

Die Transkription viraler Gene durch die zellulire RNA-Polymerase II ist nach einem
fiir Herpesviren charakteristischem Schema kaskadenartig reguliert (Roizman und
Sears, 1996), wobei die Genprodukte, abhidngig vom Zeitpunkt ihrer stdrksten
Expression, in die Klassen 1-V eingeteilt werden konnen (Ben-Porat und Kaplan,
1985). Unmittelbar nach der Infektion (0 -2 h p.i.), und noch vor Beginn der viralen
DNA-Replikation, werden die Klasse I- oder immediate-early- (IE)-Gene transkribiert,
denen genregulatorische Funktionen zukommen. Wiahrend fiir HSV finf virale IE-
Proteine beschrieben wurden (Roizman und Sears, 1996), sind fiir PRV bislang zwei IE-
Proteine bekannt: Das ITE180 (Cheung 1989; Thara, 1983), welches als Transaktivator
der frithen Virusgene wirkt und die zelluldre Proteinsynthese hemmt (Ahlers und
Feldman, 1987; Cromlish et al., 1989) und auBlerdem das Rsp40, welches
moglicherweise flir die effiziente Transkription der frithen und spiten Virusgene
erforderlich ist (Fuchs et al., 2000; Zhang und Leader, 1990). Die Produkte der Klasse
II- oder early-Gene werden u. a. fiir die virale DNA-Replikation benétigt (Ben-Porat
und Kaplan, 1985). Die Transkription von Genen der Klasse III oder early-late beginnt
ebenfalls zu einem frithen Zeitpunkt nach der Infektion (1,5 h p.1i.), erreicht ihr
Maximum jedoch erst nach Beginn der viralen DNA-Replikation (4 -9 h p.1i.). Die
Synthese der Klasse V- oder late-Proteine findet erst nach Beginn der viralen DNA-
Replikation statt. Proteine der Klasse V werden wihrend des gesamten Infektionszyklus
synthetisiert.

Die Replikation des zunéchst zirkularisierten PRV-Genoms initiiert an mindestens zwei
Stellen (origin of replication, ori), am linken Ende und in der Mitte der U;-Region
(ORI-L; Ben-Porat und Veach, 1980; Klupp et al., 1992a; Kupershmidt et al., 1991; Wu
et al., 1986a) und auch in den inversen Repetitionen (ORI-S; Fuchs et al., 2000). Durch

einen rolling circle-Mechanismus entstehen lineare, konkatemere PRV-DNA-Molekiile
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(Ben-Porat und Kaplan, 1985). Diese werden an einer cleavage encapsidation side
(CES) auf GenomgroBBe zugeschnitten und in vorgeformte Kapside verpackt (Roizman
und Sears, 1996).

Infektidose Viruspartikel entstehen durch Knospung (budding) an Kern- und zelluldren
Membranen, wobei eine erste Umbhiillung an der inneren Kernmembran stattfindet. Fiir
die folgenden Schritte der Herpesvirus-Freisetzung werden zwei Modelle diskutiert
(Enquist et al., 1999): Beim sogenannten [umenal model of egress, wird davon
ausgegangen, dass die umbhiillten Viruspartikel vom Zellkern auf sekretorischem Weg,
iiber das Endoplasmatische Retikulum (ER) und das Golgi-System, an die
Zelloberflache gelangen, wobei die in der Hiille eingelagerten Glykoproteine prozessiert
werden (Campadelli-Fiume et al., 1991; Di Lazzaro et al., 1995; Torrisi et al., 1992).
Fiir das zweite Modell (reenvelopment model of egress) wird angenommen, dass die
Kapside ihre primire Hiille durch Verschmelzung mit der duBeren Kernmembran
wieder verlieren und ihre endgiiltige, mit prozessierten Glykoproteinen versehene Hiille
im Trans-Golgi-Gebiet erhalten (Gershon et al., 1994; Granzow et al., 1997, 2001;
Mettenleiter, 2002a; Skepper et al., 2001; Whealy et al., 1991; Zhu et al., 1995).

Fiir die primdre Umbhiillung scheinen bei PRV das UL31- und das UL34- Genprodukt
wichtig zu sein (Fuchs et al., 2002a). An der sekundiren Umbhiillung sind bei PRV
offensichtlich das UL3.5-Genprodukt und das UL37-Genprodukt beteiligt (Fuchs et al.,
1996, 1997a; Klupp et al., 2001). Auch das UL20-Genprodukt scheint in verschiedene

Schritte bei der Virusfreisetzung involviert zu sein (Fuchs et al., 1997b).

2.6 Virale Glykoproteine

Die viralen Glykoproteine vermitteln wichtige Interaktionen zwischen Virion und Wirt,
insbesondere bei der Virusadsorption und -penetration, der Virusausbreitung von Zelle
zu Zelle und der Virusfreisetzung. AuBlerdem werden sie in der Cytoplasmamembran
infizierter Zellen exprimiert. Aufgrund ihrer exponierten Lage im Virion und ihrer
entscheidenden Beteiligung am Infektionszyklus stellen sie wichtige Angriffspunkte fiir
die Immunantwort dar (Mettenleiter, 1996).

Fiir PRV sind bislang 11 Glykoproteine beschrieben: gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gK,
gL, gM und gN (Mettenleiter, 1994b, 2000; Jons et al., 1996), die nach homologen
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Glykoproteinen bei HSV und anderen o-Herpesviren benannt sind (Spear, 1993). Die
Lage der Glykoproteingene im PRV-Genom ist in Abb. 1 gezeigt, eine Ubersicht iiber
die wichtigsten Funktionen der Glykoproteine findet sich in Tab.1.

Alle Glykoproteine, mit Ausnahme von gG, sind Bestandteile der viralen Hiillmembran.
Das Glykoprotein gG wird von infizierten Zellen ins Medium ausgeschieden (Kimman
et al., 1992; Rea et al., 1985; Thomsen et al., 1987). Fiir das HSV-gG kann aufgrund
von in vivo-Versuchen an Méusen eine Beteiligung an der Neurovirulenz vermutet
werden (Balan et al., 1994; Weber et al., 1987). Dafiir sprechen auch Versuche mit PRV
am Ratten-Augenmodell (Kim et al., 1999). Insertionen im PRV-gG-Gen reduzierten
die Expression des stromaufwirts davon liegenden Us3-Proteins und inhibierten -
vermutlich auf diesem Wege - die Ausbreitung des Virus von Zelle zu Zelle (Demmin et
al., 2001).

Fiir die Replikation von PRV in vitro sind gB, gD, gH, gK und gL essentiell (Klupp et
al., 1997a,b; Peeters et al., 1992a, 1992b; Rauh und Mettenleiter, 1991). Die Isolierung
von gD- und gl-negativen Mutanten durch Selektion in Zellkultur zeigt jedoch, dass die
gD- oder gL-Funktionen durch andere Viruskomponenten kompensiert werden konnen
(Klupp et al., 1999; Schmid et al., 1997). Dagegen sind die iibrigen Glykoproteine, gC,
gE, gG, gl, gM und gN, in vitro fiir die Virusvermehrung nicht essentiell (Dijkstra et al.,
1997; Klupp et al., 1997b; Kovacs und Mettenleiter, 1991; Schreurs et al., 1988;
Thomsen et al., 1987; Zsak et al., 1989).

Das Glykoprotein gB (Hampl et al., 1984; Mettenleiter et al., 1986; Robbins et al.,
1987) ist essentiell fiir die Viruspenetration und die -ausbreitung von Zelle zu Zelle
(Peeters et al., 1992; Rauh und Mettenleiter, 1991). Funktionelle Dominen fiir diese
Prozesse finden sich im C-terminalen gB-Abschnitt (Nixdorf et al., 2000, 2001). Das gB
zeigt im Gegensatz zum gC keine Heparansulfat-bindende Aktividt (Klupp et al.,
1997a). gB wird posttranslational modifiziert, indem zwei gB-Monomere im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) zu einem homodimeren Molekiil assoziieren, das
daraufhin im Golgi-System durch eine zelluldre Protease gespalten wird, wobei die
beiden Monomerfragmente iiber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden bleiben
(Lukacs et al., 1985; Whealy et al., 1990; Wolfer et al., 1990). Die Bedeutung der
Protease-Spaltung fiir die gB-Funktion ist noch nicht geklart (Nixdorf et al., 2000).
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Das nicht essentielle Glykoprotein gC (Robbins et al., 1986; Schreurs et al., 1988;
Whealy et al., 1988; Zuckermann et al., 1989) vermittelt den Heparin-sensitiven und
thermosensitiven ersten Schritt der biphasischen Virusadsorption, indem es an
Heparansulfat-tragende Proteoglykan- (HSPG-) Rezeptoren der Wirtszelloberfliche
bindet (Karger und Mettenleiter, 1993; Mettenleiter et al., 1990). Bislang wurden drei
PRV-bindende HSPGs als Bestandteile der Wirtszellmembran identifiziert (Karger et
al., 1996). Im N-terminalen Anteil des gC konnten drei Heparin-bindende Doménen
(HBDs) lokalisiert und charakterisiert werden (Flynn et al., 1993; Flynn und Ryan,
1996; Liang et al., 1993, Rue und Ryan, 2002). Weiterhin stellt gC, zusammen mit gE
und gl, eine wichtige Virulenzdeterminante dar (Mettenleiter et al., 1988) und besitzt
auBerdem die Fihigkeit, die C3-Komplementkomponente zu binden und somit in die
Komplementkaskade einzugreifen (Huemer et al., 1992; Maeda et al., 2002).

Das Glykoprotein gD (Petrovskis et al., 1986; Wathen und Wathen, 1984) ist essentiell
fiir die Penetration von PRV-Wildtypstammen, nicht aber fiir die Ausbreitung von Zelle
zu Zelle (Hanssens et al., 1995; Peeters et al., 1992a; Rauh und Mettenleiter, 1991). Es
ist am nicht Heparin-sensitiven, zweiten Schritt der biphasischen Virusadsorption
beteiligt, indem es, wie die meisten Alphaherpesviren, an sekundidre gD-Corezeptoren
bindet (Johnson et al., 1988, 1990, Karger und Mettenleiter, 1993; Karger et al., 1995;
Mettenleiter 1994, 2002b; Spear 1993). Fiir humane Herpesviren wurden bislang einige
dieser Zelloberflaichenmolekiile identifiziert (Spear et al., 2000):

HveA (HVEM = herpesvirus entry mediator), ein Mitglied der Tumor Necrosis Faktor-
(TNF-) Rezeptorenfamilie, bindet die meisten der HSV-1 und HSV-2-Stimme
(Montgomery et al., 1996; Whitbeck et al., 1997). HveB (nectin-2, Prr2 = Poliovirus
receptor-related protein 2), das wie auch die folgenden Rezeptoren HveC und HveD
zur Immunglobulin-Superfamilie gehort, vermittelt die Adsorption von HSV-2, PRV
und einigen HSV-Laborstimmen (ANG, Rid; Martinez und Spear, 2001; Warner et al.,
1998). HveC (nectin-1, Prrl) vermittelt die Adsorption von HSV-1, HSV-2, PRV und
BHV-1 (Cocci et al, 1998; Conolly et al., 2001; Geragthy et al., 1998;). Dasselbe gilt
auch fiir porcines HveC (Milne et al., 2001). HveD, der Poliovirusrezeptor, von dem
sich HveB und HveC ableiten, vermag PRV und BHV-1 zu binden (Rossmann et al.,
2000; Spear et al., 2000).
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Die Infektiositét einer gD-negativen und einer gD-gC-negativen PRV-Mutante in vitro
14Bt jedoch fiir den Vorgang der Adsorption die Existenz noch eines weiteren, bisher
unbekannten Rezeptors sowie die Beteiligung eines weiteren rezeptorbindenden Virion-
Proteins vermuten, moglicherweise gB oder den gH/gl.-Komplex (Karger et al., 1998;
Schmid et al., 1997). Hierfiir spricht auch, dass gD-Rezeptor-negative CHO-Zelllinien
durch PRYV infizierbar sind (Nixdorf et al., 1999). In vivo erwies sich die gD-negative
Mutante als infektios fiir den PRV Modellwirt Maus, nicht aber fiir den natiirlichen Wirt
Schwein. Mutationen in den Glykoproteinen gB und gH korrelierten mit der gD-
unabhingigen Infektiositdt (Schmidt et al., 1997, 2001).

Das nicht essentielle Glykoprotein gE (Hampl et al., 1984; Lukacs et al., 1985;
Mettenleiter et al., 1985; Petrovskis et al., 1986b) liegt im Virion als nicht-kovalent
gebundener Komplex mit dem ebenfalls nicht essentiellen Glykoprotein gl vor
(Petrovskis et al., 1986b; Zuckermann et al., 1988). Es wird angenommen, dass der
gE/gl-Komplex eine funktionelle Einheit darstellt, wobei jedoch nicht alle biologischen
Funktionen von gE und gl von einem intakten gE/gl-Komplex abhdngig sind (Jacobs,
1994; Mettenleiter, 1994; Tirabassi und Enquist, 2000).

Wihrend die Deletion von gE und gl kaum Auswirkungen auf die Virusreplikation in
vitro hat, stellen gE und gl die Hauptdeterminanten fiir den Neurotropismus und die
(Neuro-) Virulenz in Modellsystemen wie Mausen und Ratten und im natiirlichen Wirt,
dem Schwein dar (Babic et al., 1996; Card et al., 1992; Enquist et al., 1999; Husak et
al., 2000; Jacobs, 1994; Jakobs et al., 1994; Kimman et al., 1992b; Knapp et al., 1997;
Kritas et al., 1994a,b; Lomniczi et al., 1984b; Mettenleiter et al., 1987; Mulder et al.,
1994; Rziha et al., 1986; Whealy et al., 1993, 1996). Weiterhin haben gE und gl einen
Einfluss auf die direkte Ausbreitung des Virus von Zelle zu Zelle und sind an der
Virusfreisetzung aus infizierten Zellen beteiligt (Ben-Porat et al., 1986; Jacobs et al.,
1993; Mettenleiter et al., 1997; Zsak et al., 1989, 1992). gE und gl sind auch an der
Virusmorphogenese beteiligt: Eine kombinierte Deletion von gE, gl und gM resultierte
in einer Blockierung der Bildung von infektiosem Virus (Brack et al., 1999).

Das Glykoprotein gE kann in drei funktionell unterschiedliche Domédnen unterteilt
werden: eine extrazelluldre, eine transmembranére und eine cytoplasmatische Doméne
(Tirabassi et al., 1997). Wihrend die extrazellulire Doméne flir die gE-vermittelte

transsynaptische Ausbreitung notwendig ist, wird die cytoplasmatische Domine fiir die
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volle Expression der Virulenz bendtigt (Tirabassi et al., 1997) und spielt eine Rolle bei
der Virusmorphogenese (Brack et al., 2000). Eine Interaktion der cytoplasmatischen gE-
und gM-Domine mit dem C-terminalen Anteil des Tegumentproteins UL49 wurde
gezeigt, eine Beteiligung an der sekunddren Umbhiillung wird vermutet (Fuchs et al.,
2002b). Die cytoplasmatische Doméne des gl ist an der Neuroinvasion und Virulenz
beteiligt (Tirabassi und Enquist, 2000). AuBBerdem besitzt der gE/gl-Komplex eine Fc-
Bindungsaktivitdt fiir porcines IgG und trdgt somit zur Reduktion der Komplement-
vermittelten Cytolyse bei (Favoreel et al., 1997).

Das essentielle Glykoprotein gH (Klupp und Mettenleiter, 1991; Klupp et al., 1992) und
das fiir PRV-Wildtypstamme essentielle Glykoprotein gL (Klupp et al., 1994) liegen im
Virion in einem nicht-kovalent gebundenen Komplex als funktionelle Einheit vor
(Mettenleiter, 1994). Der gH/gL-Komplex ist an der Penetration und der Ausbreitung
von Zelle zu Zelle beteiligt. gH kann unabhéngig von gL in das Virion eingebaut
werden, nicht aber umkehrt (Klupp et al., 1997b). Das Glykoprotein gL ist, zusammen
mit den Glykoproteinen gB und gH, essentiell fiir den transneuronalen PRV-Transport
(Flamand et al., 2001).

Das Glykoprotein gK (Baumeister et al., 1995) ist essentiell fiir die Freisetzung von
Virionen aus der Zelle, es scheint hierbei eine Fusion zwischen Virushiille und
Wirtszellmembran zu verhindern. Dagegen wird gK fiir das Eindringen der Virionen in
die Zelle nicht bendtigt. Diese Beobachtungen konnten darauf hinweisen, dass die
Aufnahme von a-Herpesviren in die Zelle und die Freisetzung aus der Zelle auf zwei
unterschiedlichen Wegen stattfinden (Klupp et al., 1998). Fiir die Prozessierung des gK
ist das UL20-Genprodukt erforderlich (Dietz et al., 2000).

Das nicht essentielle N-glykosylierte Glykoprotein gM und das nicht essentielle O-
glykosylierte Glykoprotein gN (Dijkstra et al., 1996; Jons et al., 1996; Masse et al.,
1999) liegen im Virion ebenfalls als nicht-kovalent gebundener Komplex vor (Jons et
al., 1998). gM kann in die Virushiille ohne die Anwesenheit von gN eingebaut werden,
wihrend gM fiir den Einbau von gN erforderlich ist. Der gM/gN-Komplex oder gN
allein scheinen an der Viruspenetration beteiligt zu sein (Jons et al., 1998). Weiterhin
zeigen gM-negative PRV-Mutanten einen streng attenuierten Phénotyp im natiirlichen
Wirt, dem Schwein, wobei fiir diesen Effekt gM allein oder der gM/gN-Komplex

verantwortlich zu sein scheinen (Dijkstra et al., 1997; Jons, et al., 1998). In einem
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virusfreien in vitro Zellfusionstest konnte gezeigt werden, dass gM die Membranfusion

inhibiert. Im Gegensatz dazu zeigten gM-negative Virusmutanten jedoch keine

deregulierte Membranfusion (Klupp et al., 2000).

PRV-gp essentiell | Funktion

gB® (gll)® +° Penetration, Ausbreitung von Zelle zu Zelle, Induktion virusneu-
tralisierender Serumantikorper

gC (glIIl) 4 Adsorption, Virusfreisetzung, (Neuro-) Virulenz, Induktion virus-
neutralisierender Serumantikorper

gD (gp50) + Adsorption, Penetration, Induktion virusneutralisierender
Serumantikorper

gE (gl) - Virusfreisetzung, Ausbreitung von Zelle zu Zelle, (Neuro-) Virulenz,
Komplex mit gl, Induktion virusneutralisierender Serumantikdrper
(mit Komplement)

2G (gX) - kein Bestandteil des Virions, wird von infizierten Zellen sezerniert

gH + Penetration, Ausbreitung von Zelle zu Zelle, Komplex mit gL.

gl (gp63) - Virusfreisetzung, Ausbreitung von Zelle zu Zelle, (Neuro-) Virulenz,
Komplex mit gE

gK Virusfreisetzung, Ausbreitung von Zelle zu Zelle

gl Penetration, Ausbreitung von Zelle zu Zelle, Komplex mit gH

eM - Penetration, Ausbreitung von Zelle zu Zelle, (Neuro-) Virulenz

gN - Penetration, (Neuro-) Virulenz?, Komplex mit gM

Tab. 1: PRV-Glykoproteine. gp = Glykoprotein; neue Nomenklatur, "alte Nomenklatur, ° + =

notwendig, 4. = nicht notwendig fur die Virusvermehrung in Zellkultur.

2.6.1 Rolle der viralen Glykoproteine bei der protektiven humoralen

und zellularen Immunantwort

Sowohl die humorale als auch die zellulire Immunantwort sind wichtig fiir die

protektive Immunitédt gegen Herpesvirus-Infektion (Nash und Cambouropoulos, 1994).

Wihrend einer PRV-Infektion oder -Vakzination werden AntikGrper gegen eine

Vielzahl viraler Proteine wie Glykoprotein gG (Kimman et al., 1992a), IEP (Cheung et
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al., 1990) und Nukleokapsid-Proteine (McGinley et al., 1989) gebildet. Fiir die
Generierung einer protektiven Immunitit spielen jedoch Antikorper gegen die viralen
Hiill-Glykoproteine eine Schliisselrolle (Ben-Porat et al., 1986; Nauwynck, 1997, Todd
et al., 1987). Hierbei konnen Antikdrper entweder direkt mit den Virionen reagieren
oder eine antivirale Aktivitdit mit Hilfe von Komplement und Leukocyten ausiiben
(Nauwynck, 1997). Monoklonale Antikdrper (mAb) und polyklonale Antiseren gegen
gB, gC und gD neutralisierten PRV ohne Komplement (Ben-Porat et al., 1986; Coe und
Mengeling, 1990; Eloit et al., 1990; Marchioli et al., 1988; Wathen et al., 1985). Nicht-
neutralisierende mAb gegen gB, gC, gD und gE inaktivierten PRV in der Anwesenheit
von Komplement (Fuchs et al., 1990; Nakamura et al., 1990; Wathen et al., 1985).
AulBlerdem konnen spezifische humorale Antikorper an PRV-Glykoproteine binden, die
an der Oberflidche infizierter Zellen exprimiert werden, und durch Interaktion mit Fc-
Rezeptoren von Phagocyten (Monocyten/Makrophagen und neutrophilen Granulocyten)
oder natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) eine antikorper-abhédngige zellvermittelte
Cytotoxizitit (ADCC) induzieren (Nauwynck, 1997). NK-Zellen sind andererseits auch
fiir die angeborene Immunitit gegeniiber Viren und anderen intrazelluldren Pathogenen
wichtig (s. u.). Polyklonale, gC-spezifische Antiseren zeigten in Gegenwart neutrophiler
Granulocyten eine hohe ADCC-Aktivitat, wogegen gB- und gD-Antiseren nur minimale
ADCC-Aktivitit aufwiesen (Iglesias et al., 1990). Passive Immunisierung mit mAb
gegen gB, gC und gD schiitzte sowohl Miuse als auch Schweine vor einer letalen
Belastungsinfektion mit PRV-Wildtypvirus, wihrend mAb gegen gE nur Miusen einen
protektiven Schutz verliechen (Eloit et al., 1988; Fuchs et al., 1990, Marchioli et al.,
1988; Van Oirschot et al., 1990; Wathen et al., 1985).

Fiir die Glykoproteine gB, gC und gE ist die Lokalisation porciner antigener B-
Zelldomdnen durch Western-Blot-Analysen mit bakteriellen Fusionsproteinen und
synthetischen Peptiden nidher beschrieben (Fuchs et al., 1990; Jacobs et al., 1990; Ober
et al., 2000; Zaripow et al., 1999). Fiir gC konnten drei dominante lineare B-Zellepitope
identifiziert werden, die sich innerhalb des N-terminalen gC in einem Bereich (gC AS
65-99) befinden, der mit zwei der drei bekannten HBDs (Heparin Binding Domains)
von gC {berlappt. Eine Interferenz der Bindung von komplement-unabhdngigen
virusneutralisierenden ~ Antikorpern an diese antigene gC-Domidne mit der

Virusadsorption wurde gezeigt (Ober et al., 2000).
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Allerdings korreliert der Serum-Antikorpertiter nicht mit dem Immunstatus eines Tieres
gegen PRV-Wildtypinfektion (Martin et al., 1986; Kimman et al. 1992b; Matsuda-
Tsucida et al., 1992). Die zellulire Immunantwort wird als wichtigster protektiver
Effektormechanismus gegen (Herpes-) Virusinfektion angesehen (Kimman et al., 1995,
1996, Manickan und Rouse, 1995; Nash und Cambouropoulos, 1993; Ramshaw et al.,
1997; Zinkernagel et al., 1996).

Eine PRV-spezifische zellulire = Immunantwort konnte in  vitro  durch
Proliferationsstimulierung und Lymphokin-Sekretion von Lymphocyten PRV-
immunisierter Schweine demonstriert werden (Gutekunst et al., 1979; Kimman et al.,
1995, Ober et al., 1998; Smith et al., 1977; Summerfield et al., 1996, Wittmann et al.,
1976). Hierbei kommt den Glykoproteinen gB, gC, gD und gH eine wichtige
stimulatorische Funktion zu (Kimman et al., 1995; Ober, 1993; Ober et al., 1998;
Teufel, 1994; Vanderpooten et al., unveroffentlicht). Es wurde gezeigt, dass die
CD4'CD8" T-Lymphocytenpopulation auch T-Memory-Zellen (T-Gedichtniszellen)
enthdlt, die nach Restimulierung mit (PRV-) Antigen proliferieren (Ober et al., 1998;
Summerfield et al., 1996; Zuckermann und Husman, 1996). Diese Zellpopulation {ibt
zudem klassische Helferfunktionen aus, wie T{ber die Befdhigung zur
Cytokinproduktion und zur B-Zellhilfe am Beispiel PRV-spezifischer Lymphocyten
gezeigt werden konnte (Fischer et al., 2000; Ober et al., 1998). Restimulierung mit
synthetischen gC-Peptiden ermdglichte die Identifikation zweier T-Zellepitope fiir das
Inzuchtschwein vom d/d Haplotyp. Fiir die Proliferation mafigeblich waren MHC II-
restringierte, CD4"'CD8" T-Memory-Zellen (Ober et al., 1998).

Fiir PRV-Belastungsinfektion nach PRV-Immunisierung besteht eine ausgeprigte
Zweiteilung zwischen der sekundéren B- und T-Lymphocytenantwort, mit einem
Schwerpunkt bei der T-Zellantwort. Dies unterstreicht die Bedeutung einer effektiven
proliferativen T-Memory-Antwort fiir die schnelle Viruseliminierung und somit fiir die
Entstehung einer protektiven Immunitét (De Bruin et al., 1998; Kimman et al., 1995).
Die lymphoproliferative Antwort nach PRV-Infektion oder -Vakzination schliet auch
das Erscheinen cytotoxischer T-Zellen (CTL) mit ein:

Es findet sich einerseits ein Anstieg der nicht MHC-restringierten zellvermittelten
Cytotoxizitit (Kimman et al., 1996; Wittmann et al., 1985a,b). Hierfiir verantwortlich

sind Zellen mit typischen Eigenschaften natiirlicher Killerzellen oder Lymphokin-
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aktivierter Killerzellen (LAK; Kimman et al., 1996). Auf der Oberflache infizierter
Zellen exprimiertes gB und gC waren hierbei in die Erkennung durch LAK-Zellen
involviert (Kimman et al., 1996). Andererseits sind PRV-spezifische cytotoxische T-
Zellen beteiligt (De Bruin et al., 2000a; Martin und Wardley, 1987; Zuckermann et al.,
1990, 1999a). Eine MHC I-restringierte Cytotoxizitit porciner CD8" T-Lymphocyten,
die vor allem gegen das PRV-Glykoprotein gC, nicht aber gegen die Glykoproteine gE,
gG und gl, gerichtet war, konnte nachgewiesen werden (Zuckermann et al., 1990).
PRV-Stimulierung induzierte hauptsdchlich die Proliferation klassischer MHC I-
restringierter CTL und der Zellfraktion, welche T-Memory-Zellen enthélt, wogegen
Stimulierung mit dem Cytokin Interleukin-2 (IL-2) iberwiegend LAK-Zellen mit NK-
Aktivitdt induzierte (De Bruin et al., 2000a). In der T-Memory-Zellfraktion sind
offenbar auch T-Lymphocyten vorhanden, die eine MHC Il-restringierte cytotoxische
Wirkung auf PRV-infizierte Zellen entfalten (De Bruin et al., 2000b).

2.6.2 Rolle der viralen Glykoproteine bei der Impfstoffentwicklung

Konventionell oder gentechnologisch erzeugte Mutationen und Deletionen, die eines
oder mehrere der viralen Glykoproteine sowie die viruskodierte Thymidinkinase
betreffen, fithrten zur Etablierung attenuierter PRV-Impfvirusstimme (Lomniczi et al.,
1987; Mettenleiter et al., 1985; Van Oirschot et al., 1990). Vakzinierung mit
attenuierten PRV-Stdmmen verleiht zwar einen protektiven Schutz gegen die
Aujeszky’sche Krankheit, verhindert aber nicht eine Uberinfektion durch PRV-
Wildtypstdamme, und sowohl Impfviren als auch Wildtypviren konnen in vakzinierten
Tieren Latenz und immunsuppressive Effekte hervorrufen. Es kann zur
Virusausscheidung und somit zur Ubertragung von Impf- und Wildviren auf andere
Tiere kommen. Weiterhin kann die Reversion von PRV-Impfvirusstimmen zur
Virulenz durch genetische Rekombination mit PRV-Feldvirusstimmen nicht vollig
ausgeschlossen werden (Haagmans et al., 1999; Mettenleiter, 1994; Wittmann und
Rziha, 1989). Deshalb wird an der Entwicklung neuer attenuierter PRV-Vakzinen,
Vektorvakzinen und Subunitvakzinen gearbeitet (Mengeling et al., 1997; Pensaert et al.,
1992; Van Oirschot et al.; 1990). Idealziel ist ein PRV-Impfstoff, der sowohl die

humorale als auch die zellvermittelte Immunantwort induziert und die Exkretion
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virulenter Viren und Impfviren komplett unterbindet oder maximal reduziert (Pensaert
et al., 1992). So wurden gentechnisch attenuierte gD-negative PRV-Vakzinen
hergestellt, die sich aufgrund der gD-Deletion im vakzinierten Tier nur von Zelle zu
Zelle ausbreiten konnen, und die insofern eine hohere biologische Sicherheit besitzen,
da diese nicht auf andere Tiere iibertragen werden konnen, da das Glykoprotein gD
essentiell fiir die Infektiositét freier Viruspartikel ist (Heffner et al., 1993; Mettenleiter,
1994c; Peeters et al., 1993, 1994).

Vektorvakzinen sind attenuierte Lebendimpfstoffe, die zusétzlich die genetische
Information fiir immunogene Proteine anderer Infektionserreger tragen. Bei der
Verwendung von lebenden  Vektorvakzinen spielen jedoch  biologische
Sicherheitsaspekte hinsichtlich der Replikationsfahigkeit der Vektoren und der
eventuellen Ubertragbarkeit auch auf den Menschen, wie beim Vacciniavirus, eine
wichtige Rolle (Mengeling et al., 1997). Inaktivierte Vakzinen oder Subunitvakzinen
(einzelne Proteine) besitzen eine wesentlich hohere biologische Sicherheit, sind jedoch
meist weniger effizient im Induzieren einer zellvermittelten Immunantwort als
Vakzinen, die replizierende Organismen enthalten (Bernstein und Stanberry, 1999;
Gerdts und Mettenleiter, 2001). Als PRV-Vektorvakzinen wurden bereits in vitro
kultivierte gD-exprimierende immortalisierte Sdugerzellen (Marchioli et al., 1987), gB-
exprimierendes Baculovirus (Xuan et al., 1995), Adenovirus, das gD exprimiert (Adam
et al.,, 1994; Eloit et al., 1990; Hammond et al., 2001; Monteil et al., 2000) und
Vacciniavirus, das gB, gC und gD exprimiert (Marchioli et al., 1987; Mengeling et al.,
1994; Riviere et al., 1992) getestet. Glykoprotein gB (Nakamura et al., 1993; Xuan et
al., 1995), Glykoprotein gD (Ishii et al., 1988) und anti-Idiotyp-anti-gD Antikorper
(Tsuda et al., 1992) wurden als Subunitvakzine verabreicht. In diesen Systemen
verliehen die jeweils erwdhnten Glykoproteine gB, gC und gD Maiusen, Kaninchen
und/oder Schweinen zum Teil eine protektive Immunitit gegen PRV-Wildtypinfektion.
Attenuierte PRV-Mutanten eignen sich auch als Vektoren zur Expression heterologer
Gene (Peeters et al., 1997; Van Zijl et al., 1991). Die Expression des Glykoproteins E2
des Schweinepestvirus durch eine gD-/gE-negative PRV-Impfstoffmutante verliech
Schweinen protektive Immunitét sowohl gegen die Aujeszky’sche Krankheit als auch

gegen Schweinepest (Peeters et al., 1997).
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Neuerdings wird Vakzinierung mit gereinigter DNA durchgefiihrt (Donelli et al., 1997).
Es wurde gezeigt, dass Inokulation mit Plasmid-DNA, die fiir virale Gene kodiert, zur
Expression des kodierten Proteins und zur Induktion einer Immunantwort fithrt (Ulmer
et al., 1993). Obwohl DNA-Vakzinen sich im Wirt nicht replizieren, gibt es andere
Aspekte, wie der mogliche Einbau in das Wirtsgenom, die eine sorgfiltige
Sicherheitsabschitzung dieser neuen Impfstoffe erforderlich machen (Bernstein und
Stanberry, 1999). DNA-Impfstoffe befinden sich derzeit noch im Entwicklungsstadium,
thre Wirkung ist bisher meist noch unzureichend (Gerdts und Mettenleiter, 2001).
Immunisierung mit PRV-gC-DNA induzierte bei Schweinen eine protektive Immunitét
gegen Belastungsinfektion mit dem mafig virulenten PRV-Stamm 75V19 (Gerdts et al.,
1997), nicht aber gegen Infektion mit dem hoch virulenten PRV-Stamm NIA-3 (Fischer
et al., 2000; Gerdts et al., 1997). Wurde mit einer Mischung aus gB-, gC-, gD- und gE-
DNA immunisiert, wies dagegen die Mehrzahl der Versuchstiere einen Schutz gegen
letale Belastungsinfektion mit NIA-3 auf (Gerdts et al., 1999). Immunisierung mit gD-
DNA induzierte neutralisierende Antikdrper und eine proliferative Lymphocytenantwort
und vermittelte vollstdndigen Schutz gegen NIA-3-Belastungsinfektion sowohl bei
Maiusen als auch bei Schweinen, nicht jedoch, falls die Immunisierung bereits bei
Saugferkeln erfolgt war (Haagmans et al., 1999; Le Potier et al, 1997). Immunisierung
mit gB-DNA induzierte eine zellvermittelte Immunantwort in Schweinen und reduzierte
die Virusausscheidung nach der Infektion (Van Rooij et al., 2000). Eine Verstarkung
der protektiven Immunantwort konnte mit gB- und gD-DNA-Vakzinen erzielt werden,
indem simultan mit DNA des immunstimulatorischen Cytokins GM-CSF
(Granulocyten/Makrophagen-Kolonie-stimulierender ~ Faktor) immunisiert wurde
(Somasundaram et al., 1999).

Alle zur Verfiigung stehenden neu entwickelten PRV-Vakzinen, seien es attenuierte
PRV-Vakzinen, Vektorvakzinen, Subunitvakzinen oder DNA-Vakzinen, erfiillen
momentan lediglich Teilbedingungen fiir einen idealen PRV-Impfstoff. Zur weiteren
Entwicklung verbesserter PRV-Impfstoffe sind weitere Kenntnisse iiber die porcine
PRV-spezifische Immunreaktion erforderlich. Wihrend fiir die Entwicklung von
Impfstoffen gegen humane Herpesviren auf Tier-Modellsysteme zuriickgegriffen

werden muss, deren Ubertragbarkeit auf das humane System nicht unbedingt gegeben
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ist, besteht beim PRV die Moglichkeit, ein Virus und antivirale Vakzinen direkt im

natiirlichen Wirt, dem Schwein, zu untersuchen.

2.7 Zielsetzung

Anhand pseudorabiesviraler Glykoproteine wurden in vitro Untersuchungen zur
porcinen PRV-spezifischen Immunantwort durchgefiihrt. Ein Schwerpunkt lag bei der
B-Zellepitopkartierung und der T-Zellepitopkartierung und -charakterisierung des
Glykoproteins gD. Weiterhin wurden frithere Arbeiten zur Identifizierung von T-
Zellepitopen des Glykoproteins gB (Teufel, 1994) fortgesetzt. Die Versuche wurden
zundchst mit Serum oder peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC) PRV-
immunisierter Inzuchtschweine vom d/d Haplotyp, mit definiertem MHC, durchgefiihrt.
Zum FEinsatz kamen u. a. Peptidsynthese, Peptid-ELISA, Konstruktion bakterieller
Fusionsproteine, Proliferationstests mit PBMC, Cytokin-Tests und -PCR. SchlieBlich
sollte die gD-T-Zellepitopkartierung und die Untersuchung bereits flir das
Inzuchtschwein bekannter T-Zellepitope des gB, aber auch des gC (Ober, 1993; Ober et
al., 1998), auch mit PRV-spezifischen PBMC der natiirlichen Schweinepopulation des
Hausschweins, mit polymorphem MHC, durchgefiihrt werden. Diese Untersuchungen
wurden im Hinblick auf eine spitere Eignung der T-Zellepitope fiir die Konstruktion

neuer PRV-Vakzinen, wie DNA-Vakzinen, durchgefiihrt.
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3 Material

3.1 Tiere, Zellen und Virusstimme

3.1.1 Versuchstiere

Inzuchtschweine vom d/d Haplotyp (NIH-Minipigs, Sachs et al., 1976): an der BFAV
Tiibingen geziichtet.
Hausschweine der Rasse Deutsches Landschwein: vom Versuchsgut ,,Unterer

Lindenhof™ der Universitdt Hohenheim, Eningen, bezogen.

3.1.2 Zellen

PBMC (porcine mononukledre periphere Blutzellen): aus dem peripheren Blut der
Versuchstiere isoliert, wurden fiir Proliferationstests verwendet.

MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney; ATCC Nr. CCL 22): permanente
Rindernierenzellinie, zur PRV-Virustitration eingesetzt.

PSEK: permanente Schweinenierenzellinie, zur PRV-Virusvermehrung (Labor Dr. H.-
J. Rziha, BFAV Tiibingen).

HT-2-Zellinie (ATCC Nr. CRL 1841): murine IL-2-abhidngige Zellinie (Ho et al.,
1987), wurde fiir IL-2-Aktivierungstests verwendet.

3.1.3 Virusstimme

Phylaxia: PRV-Wildtyp-Laborstamm, zur Herstellung von Viruslysat fiir die Zellkultur
(Labor Dr. H.-J. Rziha, BFAV Tiibingen).

NIA-3: PRV-Wildtyp-Laborstamm, fiir die Belastungsinfektionen der PRV-
immunisierten Versuchstiere verwendet (Labor Dr. H.-J. Rziha, BFAV Tiibingen).
Begonia Nobiporvac: PRV-Impfvirusstamm zur Immunisierung der Versuchstiere, gE-

negativ und Thymidinkinase-negativ (Firma Intervet; Visser und Liitticken, 1989).
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3.2 Bakterien, Vektoren, Plasmide und Primer

3.2.1 Bakterienstimme

E. coli K12-Stdmme:
DHS5aF’ (Life Technologies)
Wo-Arex, C600-537 (Strebel et al., 1986)

3.2.2 Vektoren und Plasmide

pgDBSII: cin Abkommling des Plasmides pBluescript II KS (+/-) (Stratagene). Es
enthélt das vollstindige gD-Gen (1.209 bp) sowie stromaufwérts 40 bp des C-Terminus
des gG-Gens und stromabwirts 348 bp des N-terminalen Anteiles des gl-Gens und
diente als Ausgangsplasmid fiir die gD-(Sub-) Klonierungen. Freundlicherweise von Dr.
A. Jestin, Ploufragan, Frankreich, bereitgestellt.

pSPT18 (Roche): wurde als Klonierungsvektor verwendet, trigt die MCS des pUCI18
Plasmides, flankiert von den SP6- und T7-Promotoren.

pEV40a, pEV40b, pEV40c: wurde als Expressionsvektor fiir die gD-Fusionsproteine
verwendet, freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. E. Pfaff, BFAV
Tiibingen.

3.2.2.1 Beschreibung des Expressionsvektors pEV40 a, b, ¢

Der Expressionsvektor pEV40 leitet sich von den Plasmiden pEX30 bzw. pEX34
(Strebel et al., 1986) ab, mit folgenden fiir die Expression wichtigen Genelementen:
ApL: der linke Promotor des Bakteriophagen Lambda, zur Transkription des
Fusionsgens, der in Gegenwart des Repressors cl, bzw. dessen temperatursensitiver
Variante cI857 abgeschaltet wird.

MS2-Pol: codiert fiir die ersten 11 Aminosduren des Replikase-Gens des
Bakteriophagen MS2, als bakteriellen Anteil des Fusionsproteins, wird fiir die

Translation bendtigt, besitzt eine ribosomale Bindungsstelle (Shine-Dalgarno-Sequenz).
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6xHis: sechs eingefiigte Histidin-Codons zur spéteren Reinigung von Fusionsproteinen
iiber  Affinititschromatographie = mittels  einer  Affinitdtssdule und  die
Erkennungssequenz einer Igase-Spaltstelle.

ori: Replikationsursprung.

MCS (Multiple Cloning Site): Klonierungsstelle zur Insertion des Fremdgenabschnittes
in den Leserahmen der MS2-Polymerase.

Ap®: das p-Lactamasegen zur Vermittlung der Ampicillinresistenz fiir die Selektion
rekombinanter Klone.

Je nach Leseraster des Genabschnittes kann in pEV 40 a, b, oder ¢ inseriert werden.

3.2.3 Primer

MS-2-Primer: zur Sequenzierung des Uberganges zwischen Expressionsvektor pEV40
und gD-Insert.

GAPDH-, IL-2-, IFN-y-Primer (Fischer et al, 2000): fir RT-PCR, wurden
freundlicherweise von Dr. T. Fischer, BFAV Tiibingen, zur Verfligung gestellt.

3.3 Antikorper, Konjugate und Seren

3.3.1 Maus anti-Schwein monoklonale Antikorper (mAb)

anti-CD 4, 74-12-4 (IgG2b;x); (ATCC Nr. HB 147; Pescovitz et al., 1984).
anti-CD 8, 11/295/33 (IgG2a;k); (Jonjic und Koszinowski, 1984).

anti MHC II, MSA3 (IgG2a;k); (Hammerberg und Schurig, 1986).
anti-MHC 1, 2.27.3a (IgG2a; x); (Ivanowska et al., 1991).

Die entsprechenden Hybridomaiiberstinde wurden freundlicherweise von PD Dr. A.

Saalmiiller, BFAV Tiibingen, zur Verfligung gestellt.
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3.3.2 Peroxidasekonjugate

Peroxidase-konjugiertes Kaninchen anti-Ziege IgG (H+L) F(ab’), (Dianova).
Peroxidase konjugiertes Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L) F(ab’), (Dianova).
Peroxidase konjugiertes Ziege anti-Schwein IgG (H+L) F(ab’), (Dianova).

3.3.3 Seren

Kaninchenserum: PRV-gD-spezifisch, freundlicherweise von Dr. Krystyna
Biénkowska-Szewczyk (Universitit Gdansk, Polen) zur Verfiigung gestellt.
Schweineseren: PRV-spezifische Seren und Praiimmunseren der Versuchstiere.

Ziegenserum: PRV-spezifisches Hyperimmunserum und Prdimmunserum (BFAYV,

Tiibingen).

3.4 Reagenzien

3.4.1 Chemikalien

B-Mercaptoethanol Merck
B-Propiolacton Serva
4-Chloro-1-Naphtol Sigma

Acrylamid Serva

Agarose fiir Gelelektrophorese Life Technologies
Agarose (NuSieve) FMC Bioproducts
Ammoniumpersulfat Serva

Ampicillin Life Technologies
Bacto-Tryptone Difco. Lab.
Bacto-Yeast-Extract Difco. Lab.
Bind-Silane Pharmacia-LKB
Bromphenolblau Sigma

Con A (Concanavalin A) Pharmacia LKB
Coomassie brillant blue G250 und R250 Serva
Dextransulfat Sigma

DIC Fluka
Diethylether SDS

DMF Fluka

DMSO Sigma

DTT (0,1 M) Life Technologies
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EDTA

Ethanol, unvergillt 99,8 %
Ethidiumbromid

Ficoll Hypaque

Fmoc-Aminoséduren

Formamid (deionisiert)

Harnstoff

Heparin (186 IU / mg)

HEPES

HOBt

Interleukin-2, humanes, rekombinantes
Kanamycin

Kationenaustauscher Amberlite MB-1 (20-50)
LB broth base

Magnesiumchlorid fiir PCR (50 mM)
Methocel (Methylcellulose)

OPD (ortho-Phenylendiamin-Dihydrochlorid)
PEG (Polyethylenglykol)

Penicillin

PIPES

Repel-Silane

Rink-Amid-MBHA-Harz

Roentogen (Entwickler)

Silikonl6sung in Isopropanol
Streptomycin

Sucrose

Superfix (Schnellfixierer)

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin)

TFA

Tris (Tris-hydroxymethyl-aminomethan)
Trypanblau

Trypton

Tween 20, rein

Wasserstoffperoxid, H,O»
Zitronensdure-Monohydrat, z.A.

Alle anderen Chemikalien wurden von den Firmen Fluka, Merck, Serva, Sigma und

Roth bezogen.

3.4.2 Nukleinsiduren und Nukleotide

DNA-GroBenmarker (123 bp und 1kbp)
dATP, dCTP, dGTP und dTTP

Life Technologies
Roth

Roche

Pharmacia LKB
Nova-Biochem
Life Technologies
Roth

Serva

Serva

Fluka

Roche

Life Technologies
Serva

Life Technologies
Life Technologies
Fluka

Sigma

Roche

Griinthal

Serva
Pharmacia-LKB
Nova-Biochem
Tetenal

Serva

Heyl

Serva

Tetenal
BIO-RAD

SDS

Life Technologies
Sigma

Life Technologies
Serva

Merck

Merck

Life Technologies
Pharmacia-LKB
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[*H]-Methyl-Thymidin (1 Ci/ ml)
[0>°S] dATP (10 mCi/ml)
Random-Primer (lyophilisiert)

3.4.3 Proteine

BSA (nukleasefrei)
Protein-Grofenmarker (14-200 kDa)
Protein-Grofenmarker, prestained (7-200 kDa)

3.4.4 Enzyme

Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen New England Biolabs, Life

Technologies und Roche bezogen.

CIP (calf intestinal phosphatase)
DNase freie RNase (0,5 pg/ul)
Lysozym aus Hiihnereiweil3

RNase A

RNasin (200-40 U/ul)

SuperScriptll™ Reverse Transcriptase
Taq DNA-Polymerase

T4 DNA-Ligase (400 U/ul)

3.4.5 Reagenzienansitze (Kits)

Qiaex Gel Extraction Kit

Silver Stain Kit fir SDS-Polyacrylamidgele
T7-Sequencing Kit

Trizol-Reagenz (RNA-Isolierung)

Amersham-Biosciences
Amersham-Biosciences

Invitrogen

Pharmacia-LKB
Life Technologies
BIO-RAD

Roche

Roche

Roche

Roche

Promega

Life Technologies
Life Technologies
New England Biolabs

Qiagen

BIO-RAD
Pharmacia-LKB
Life Technologies
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3.5 Geriate und Laborhilfsmittel

API III Triple-Quadrupol Ionspray-MS
Brutschrinke fiir Bakterienkulturen
Brutschréinke fiir die Zellkultur

Cell Harvester

Eismaschine AF 20

Elektroblotkammer MilliBlot™™ - SDE System
ELISA-Reader Multiskan MC

Feinwaagen M160 / M80 und SM1000
Folienschweifgeridt C400

Geltrockner SE1160

GieBapparatur fiir Macromould Sequenzgele 2010-100
Horizontale Gelelektrophoresesysteme
Kiihlwasserbad Frigomix 1495 mit Thermomix 1441
Land Camera MP-4

Magnetriihrer

Mikropipetten, verstellbar

Mikrowellenherd Mikromat

Milli Q-Ultrafiltrationsanlage

Neubauer Zdhlkammer
PCR-TRIO-Thermoblock™

Peptidsynthesizer ,,Syro Pipettierroboter*
pH-Messgerit pH 521

Pipettierhilfe Acuboy

Polaroidfilme 665, 667

Rontgenfilme Hyperfilm f-Max
Rontgenfilmkassette mit Verstérkerfolie Curix MR 600
Schiittelinkubator G25

Schiittler SM 25

Schwarz-Wei3-Densitometer TRD2
SDS-PAGE Apparatur ,,Minigel-Twin*
Sequenzapparatur Macrophor 2010
Spannungsgerit MACDRIVE 5 (fiir Sequenzgele)
Spannungsgerit Modell 200/2.0
Spannungsgerit Power Pack P25
Spektrophotometer DU64

Spektrophotometer Gene Quant

Sterile Arbeitsbanke

Szintillationszdhler, Microbeta 1450
Transilluminator (254 nm)

Transilluminator (366 nm)

Ultraschallgerit Sonifier B-12

Ultrazentrifuge L5-50 (Rotoren: SW 28, SW 41,
SW 50.1, 50 Ti, VTi 65)

Sciex

Heracus

Forma Scientific
Inotech

Scotsman

Millipore

Titertek

Sauter

Joisten und Kettenbaum
Hoefer
Pharmacia-LKB

Life Technologies
Braun

Polaroid

IKA Combimag
Gilson, Abimed, Eppendorf
AEG

Millipore

Brand

Biometra
MulitSynTech
WTW

Tecnomara

Polaroid
Amersham-Biosciences
AGFA

New Brunswick
Bachofer

Heiland electronic
Biometra
Pharmacia-LKB
Pharmacia-LKB
Bio-RAD

Biometra

Beckman
Pharmacia-LKB
CEAG, BDK, Heacus
Wallac

Ultra Violet Products
Bachofer

Branson

Beckmann
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Umkehrmikroskop Diavert

UV-Crosslinker Stratalinker™™ 1800
Vakuumkonzentrator

Vakuum Blot System Vacu Aid

Vortex

Wasserbédder/Schiittelwasserbader

Zentrifuge 2 MK

Zentrifuge 5415C, 5417R

Zentrifuge J2-21 (Rotoren JA-10, -14 und -17)
Zentrifuge Minifuge 2

3.6 Laborartikel

96-well Mikrotiterplatten und Abdeckplatten
Einfrierr6hrchen

Einschweiflfolien, Sample Bag
Einweg-Zellkulturgefafle
Eppendorf-Reaktionsgefdle (0,5, 1,5 und 2,0 ml)
Feststoffszintillator: Meltilex A

Gaze (Monodur)

Glasfaser-Filtermatten: Printed Filtermat A
Nitrocellulosemembran BA-S 85 (reinforced)
Nylonmembran Hybond-N+
PCR-Reaktionsgefile (0,2 ml)
Pipettenspitzen

Polypropylenréhrchen, 15 ml und 50 ml
Spritzen und Kaniilen (Sterican)

Sterilfilter 0,2, 0,22 und 0,45 pm
TALON™-Siulen

Whatman-Blottingpapier

3.7 Puffer und Losungen

3.7.1 Puffer und Losungen fiir die Zellkultur

Einfriermedium:

50 % (v/v) RPMI

40 % (v/v) hitzeinaktiviertes FCS
10 % (v/v) DMSO

Leitz

Stratagene
Bachofer

Hybaid

Scientific Industries
Kottermann

Sigma

Eppendorf
Beckman

Heraeus

Greiner

Greiner

Wallac

Costar, Greiner
Eppendorf

Wallac

Verseid AG

Wallac

Schleicher und Schuell
Amersham-Biosciences
Costar

Greiner

Greiner

Braun

Schleicher und Schuell
Clontech

Schleicher und Schuell
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Kalberserum:
Fotales Kdlberserum wurde von der Firma Roche bezogen, 30 min bei 56 °C inaktiviert,

portioniert und bei -20 °C gelagert.

MEM und MEM-NEAA:

MEM (minimum essential medium) sowie dessen Modifikation MEM-NEAA (non
essential amino acids, Zusatz nicht essentieller Aminosduren) wurden als Pulvermedien
von der Firma Life Technologies bezogen, nach Angaben des Herstellers einfach oder
doppelt konzentriert angesetzt und sterilfiltriert. Allen Medien wurde vor Gebrauch

100 IE/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin zugesetzt.

Methocelmedium:

15 g Methylcellulose wurden in 300 ml H,O bidest. autoklaviert, abgekiihlt und mit
300 ml doppelt konzentriertem MEM bei 4 °C geriihrt, bis die Methylcellulose
vollstindig gelost war. Zuletzt wurden 300 ml MEM/10 % FCS/Pen/Strep zugefiigt.

Penicillin/Streptomycin:
1 Million IE Penicillin und 1 g Streptomycin wurden in 10 ml PBS gelost, sterilfiltriert
und in Portionen bei -20 °C gelagert.

RPMI:
wie RPMI-complete nur ohne FCS

RPMI-complete:
RPMI 1640-Medium (Life Technologies) wurde nach Angaben des Herstellers

angesetzt, sterilfiltriert und mit folgenden Zusédtzen versehen:

2 mM L-Glutamin
5x10°M  2-Mercaptoethanol
10 mM HEPES (pH 7,2)

100 IU/ml  Penicillin G
0,1 mg/ml Streptomycinsulfat
10 % (v/v)  hitzeinaktiviertes FCS
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TPB-Losung:
59 g Tryptose phosphate broth (TPB, Difco) wurden in 2 1 H,O bidest. gelost und
sterilfiltriert.

Versen-Trypsin-Losung:
0,125 % (w/v) Trypsin
0,025 % (w/v) EDTA

0,4 % (w/v) NaCl

0,01 % (w/v) KCl

0,01 % (w/v) KH,PO4
0,057 % (w/v) NaH,PO4

3.7.2 Puffer und Losungen fiir die Bakterienkultur

Antibiotika:
10 mg/ml Ampicillin (Amp) oder Kanamycin (Kan) wurden in H,O bidest. gelost,
sterilfiltriert und in Portionen bei -20 °C gelagert.

HMFM (Hogness modified freezing medium):
3,6 mM K,HPO,

1,6 mM KH,PO4

2,0 mM Natriumcitrat

1,0 mM MgSO,4 x 7 H,O

4,4 % (v/v) Glycerol

autoklavieren.
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LB-Medium:

10 g Bacto-Trypton

5 g Bacto-Hefeextrakt

5 g NaCl

2 mM 2 N NaOH (pH 7,0)

ad 1 I H,O bidest.

autoklavieren und nach dem Abkiihlen nach Bedarf 100 ng/ml Amp und/oder 50 pg/ml

Kan zugeben.

LB/Amp-Agaroseplatten:
20 g LB broth base

10 g Agarose

ad 11 H,O bidest.

autoklavieren und 10 ml Amp-Stammldsung zugeben.

SOB-Medium:

20 g Bacto-Trypton

5 g Bacto-Hefeextrakt

580 mg NaCl

190 mg KCl

ad 1 1 mit H,O bidest.

autoklavieren, nach dem Abkiihlen 10 ml sterilfiltriertes 1 M MgCl, und 10 ml
sterilfiltriertes 1 M MgSO4 zugeben.

SOC-Medium:
SOB-Medium mit 20 mM Glucose (aus sterilfiltrierter 1 M Glucoseldsung)
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TB-Medium:

12 g Bacto-Trypton

24 g Bacto-Hefeextrakt

4 ml Glycerol

ad 900 ml H,O bidest.

autoklavieren, nach dem Abkiihlen 100 ml sterilen Kaliumphosphatpuffer und nach

Bedarf 100 pg/ml Amp und/oder 50 pg/ml Kan zugeben.

3.7.3 Puffer und Losungen fiir DNA-Isolierung, -Klonierung und -
Elektrophorese

BSE:

50 % (w/v) Sucrose

50 mM EDTA (pH 8,0)

0,5 % (w/v) SDS

0,06 % (w/v) Bromphenolblau

CIP-Puffer:
50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
0,1 mM EDTA (pH 8,0)

DTT-Kaliumacetat:
225 M DTT
40 mM Kaliumacetat, pH 6,0

sterilfiltrieren, bei -20 °C lagern.

Ethidiumbromid-Stammlosung:
10 mg/ml Ethidiumbromid wurden in H,O bidest. geldst und vor Gebrauch auf 0,3
pug/ml in 1X TAE verdiinnt.
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Glucose-EDTA-Lysozymlosung:
50 mM Glucose 0,9 g

10 mM EDTA (pH 8,0)

25 mM Tris HCI (pH 8,0)

Losung autoklavieren und vor Gebrauch 2 mg/ml Lysozym zugeben.

IAC:

24 Teile Chloroform wurden mit einem Teil Isoamylalkohol gemischt.

Kaliumacetat/Essigsaure-Losung:
60 ml 5 M Kaliumacetat

11,5 ml Eisessig

28,5 ml H,O bidest.

Kaliumphosphatpuffer:
0,17 M KH,PO4
0,72 M K,HPO4

NaOH/SDS:
0,2 N NaOH
1 % (w/v) SDS

PEG/NaCl:
20 % (v/v) PEG (6000-8000)
2,5 M NaCl

PMOQON:

500 g Phenol

0,5 g 8-Hydroxychinolin

55 ml 0,15 M NaCl

70 ml m-Cresol

Die Losung wurde durch Extraktion mit 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0) auf einen pH-Wert
von 8,0 eingestellt, mit TE (pH 8,0) abgeséttigt und bei 4 °C aufbewahrt.
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50X TAE:

2 M Tris

250 mM Natriumacetat

50 mM EDTA

Mit Essigsdure wurde ein pH-Wert von 7,8 eingestellt.

TE:

10 mM Tris-HCI

1 mM EDTA

Es wurde ein pH-Wert von 7,4 oder 8,0 eingestellt.

TENS-Lo6sung:

10 ml TE (pH 8,0)

100 nl 10 N NaOH
500 ul 10 % (w/v) SDS

TFB:

10 mM K-MES (pH 6,2)

100 mM RbCl,

45 mM MnCl; x 4 H,O

10 mM CacCl, x 2 H,O

3 mM Hexamin-Kobalt(III)-Chlorid

sterilfiltrieren und in Portionen bei -20 °C lagern.

TFB-I:

30 mM Kaliumacetat
50 mM MnCl,

100 mM RbCl,

10 mM CaCl,

15 % (v/v) Glycerol

pH 5,8 einstellen, sterilfiltrieren und in Portionen bei -20 °C lagern.
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TFB-II:

10 mM MOPS (pH 7,0)
75 mM CaCl,

10 mM RbCl,

15 % (v/v) Glycerol

sterilfiltrieren und in Portionen bei -20 °C lagern.

3.7.4 Puffer und Losungen fiir die DNA-Sequenzierungen

40 % Acrylamidlosung:

38 g Acrylamid

2 g N’N-Methylen-bisacrylamid

Mit H,O bidest. wurde auf 100 ml aufgefiillt und geldst, anschlieBend mit 5 g
Kationenaustauscher Amberlite MB 1 h 30 min geriihrt, filtriert und bei 4 °C gelagert.

Sequenzgele (6 % Polyacrylamid/ 7M HarnstofY):

21 g Harnstoff

7,5 ml 40 % Acrylamidldsung

5ml 10 x TBE

21,5 ml H,O

Die Losung wurde 15 min unter Vakuum geriihrt, filtriert und vor dem Gie3en 300 pl

Ammoniumpersulfat und 30 pl TEMED zugegeben.

10X TBE (Tris-Borat-Elektrophoresepuffer):
890 mM Tris

890 mM Borséure

25 mM EDTA

ad 1000 ml H,O bidest.
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3.7.5 Puffer und Losungen fiir die RT-PCR

DEPC/H;O:
0,1 % (v/v) DEPC wurde in H,O bidest. UN geriihrt und anschlieBend autoklaviert.

dNTP-Mix:

100 mM Stammlosungen der vier ANTP’s wurden zu gleichen Teilen gemischt. Die so
gewonnene 25 mM Losung fiir jedes dNTP wurde mit doppelt autoklaviertem H,O
bidest. auf die gewiinschte Endkonzentration gebracht. Der dNTP-Mix wurde
portioniert und bei -20 °C gelagert.

First Strand Puffer 5X:
Der Reaktionspuffer fiir die Erststrangsynthese einer c¢cDNA wurde von Life

Technologies bezogen. Er wurde bei -20 °C aufbewahrt.

Paraffinol:

Das Ol wurde portioniert und zweimal autoklaviert.

PCR-Puffer:
Der 10-fach-konzentrierte PCR-Puffer wurde von Life Technologies bezogen und bei -

20 °C gelagert.

3.7.6 Puffer und  Losungen fir ELISA, Peptidchemie,
Proteinbestimmung und Zellkultur-Versuche

Concanavalin A- (Con A-) Stammlosung:
20 mg Con A auf 20 ml H,O bidest., sterilfiltrieren (0,45 pm), in 1 ml Portionen bei -
20 °C lagern.

Erythrocyten-Lysispuffer:

8,29 g NH4Cl

1,0 g KHCOs3

0,372 g EDTA

Mit H,O bidest. auf 1 1 auffiillen, mit NaOH und HCI pH 7,3 einstellen.
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Formalin 5 %:

5 ml Formalin (37 %ig) wurden mit 95 ml H,O bidest. vermischt.

Lowry A:

50 ml 2 % (w/v) Na,COs3 /0,1 N NaOH

0,5 ml 1 % (w/v) CuSO4 x 5 H,O

0,5 ml 2 % (w/v) Kaliumnatriumtartrat-Tetrahydrat

Lowry B:
8 ml Folin-Ciocalteus Phenolreagenz
5 ml H,O bidest.

Kristallviolett 1 %:

1 g Kristallviolett wurde in 100 ml 50 % Ethanol gelost.

OPD-ELISA-Substratpuffer:
4,67 g Zitronensaure

9,15 g NaHPO,4

0,5 g OPD

ad 1 1 mit H,O bidest.,

in Portionen bei -20 °C lagern.

PBS (Phosphat-gepufferte Saline):
8 g NaCl

0,2 g KCl1

0,1 g CaCl,

0,1 g MgCl,x 6 H,O

0,2 g KH,PO,

1,12 g Na,HPOg4

ad 1 1 mit H,O bidest.

PBS-A:
PBS ohne CaCl, und MgCl,
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Reagenz K:

82,5 % (v/v) TFA

5 % (v/v) Phenol

5 % (v/v) Thioanisol

2,5 % (v/v) 1,2-Ethandithiol
5 % (v/v) H,O bidest.

Trypanblau:
0,25 % (w/v) Trypanblau
0,15 M NaCl

3.7.7 Puffer und Losungen fiir die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Acrylamid-Stammlosung 30 %:

29 g Acrylamid

1 g N,N’-Methylen-bisacrylamid

ad 100 ml H,O bidest.

16sen, filtrieren (0,45 um), bei 4°C lagern.

Coomassie-Firbelosung:

2,0 g Coomassie Brilliant Blau R 250
0,5 g Coomassie Brilliant Blau G 250
425 ml Ethanol

50 ml Methanol

100 ml Essigsédure

425 ml H,O bidest.

UN unter Riihren 16sen und vor Gebrauch filtrieren.

Entfarbelosung:
5 % (v/v) Methanol

7,5 % (v/v) Essigsédure
in H,0 bidest.
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Laufpuffer 5X:

15,1 g Tris-Base
72,0 g Glycin

5,0 g SDS

ad 1 1 mit H,O bidest.
pH 8,3 einstellen.

Sammelgellosung (5 %ig, 2 ml pro Gel):
0,33 ml 30 % Acrylamid-Stammldsung

0,4 ml 0,625 M Tris/HCI pH 6,8

0,4 ml 0,5 % (w/v) SDS

0,87 ml H,O bidest.

2 ul TEMED

10 pl 10 % (w/v) Ammoniumpersulfatldsung

Die Ammoniumpersulfatlosung wurde stets neu zubereitet und bis zum Gebrauch bei

4 °C aufbewahrt.

SDS-Probenpuffer (reduzierend):

2 ml 0,625 M Tris/HCI pH 6,8

0,2 g SDS

5 ml Glycerin

0,5 ml B-Mercaptoethanol

0,1 ml Bromphenolblau (1 % igeL6sung in Ethanol)
2,4 ml H,O bidest.

Trenngellosung (6 ml pro Gel):

Acrylamidkonzentration in % 10,0
30 % Acrylamid-Stammldsung in ml 2,0
1,88 M Tris/HCI pH 8,8 in ml 1,2
0,5 % (w/v) SDS in ml 1,2
H,O bidest. in ml 1,6
TEMED in pl 5

Ammoniumpersulfatlosung, 10 %ig in pl 30

12,5
2,5
1,2
1,2
1,1

30
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3.7.8 Puffer und Losungen fiir Western-Blot-Analysen

Block-Losung:

3 % (w/v) BSA

0,05 % (v/v) Tween 20 (rein)

in IX PBS

alternativ zur 3 % BSA-Losung wurde eine 10 % (w/v) Magermilchpulver-Losung

verwendet.

Peroxidase-Substratlosung (Chloronaphtol-Losung):
30 mg 4-Chloro-1-Naphtol wurden in 10 ml Methanol gelost, direkt vor Gebrauch
wurden 40 ml PBS-A und 50 ul Perhydrol (30 % H»0,) zugeben und sofort gemischt.

Transferpuffer:

200 ml 5X Laufpuffer fiir SDS-Page
200 ml Methanol

800 ml H,0 bidest.

Waschlosung: 0,05 % (v/v) Tween 20 (rein), in 1X PBS

3.7.9 Puffer fiir die TALON-Affinititschromatographie

Lysis-Puffer

50 mM NaH,PO, (pH 8,0)
10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
6 M Harnstoff

100 mM NacCl

pH 8,0
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Elution-Puffer

50 mM NaH,PO, (pH 6,0-6,3)
8 M Harnstoff

20 mM PIPES (pH 6,0-6,3)
100 mM NacCl

pH 6,0 - 6,3

Sonication-Puffer

50 mM NaH,PO, (pH 8,0)
10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
100 mM NacCl

pH 8,0
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4 Methoden

4.1 Zellkultur

4.1.1 Kultivierung von Zellen

Die Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Zellkulturmedien
wurden vor Gebrauch, sofern nicht anders angegeben, im Wasserbad auf 37 °C
erwiarmt. Zellen und Zelllinien wurden bei 37 °C und 5 % CO, in den entsprechenden
Kulturmedien in Plastikkulturgefalen kultiviert. Als Kulturmedium wurde fiir MDBK-
Zellen MEM + 10 % FCS und fiir PSEK-Zellen MEM + NEAA + 10 % TPB+ 5 % FCS
verwendet. HT-2-Zellen wurden in RPMl-complete + 50 U/ml humanem
rekombinantem (hr) IL-2 und PBMC in RPMlI-complete kultiviert. Die adhirent
wachsenden MDBK- und PSEK-Zellen wurden meist nach Ausbildung eines
konfluenten einschichtigen Zellrasens umgesetzt. Hierzu wurde das Medium
abgenommen und der Zellrasen einmal mit Versen-Trypsinlosung (1 ml/25 cm?)
gespiilt, die gleiche Menge Versen-Trypsinlosung erneut zugegeben, und die Zellen
wihrend ca. 10 min bei 37 °C vom Kulturgefilboden abgeldst. Die Einzelzellen
wurden resuspendiert, 1 : 2 - 1 : 6 verdiinnt und in frische Kulturgefif3e ausgesit. Die in
Suspensionskultur wachsenden HT-2-Zellen wurden ebenfalls 1 : 2 - 1 : 6 verdiinnt in
frische Kulturgefifle iiberfiihrt. Periphere mononukledre Blutzellen (PBMC) wurden
kultiviert wie beim PBMC-Proliferationstest (— 4.4.2) beschrieben.

4.1.2 Einfrieren von Zellen

Eine Zellsuspension wurde 10 min bei 1000 rpm und 4 °C sedimentiert. Portionen von 2
x 107 bis 4 x 107 Zellen wurden auf Eis in 1 ml eiskaltem Einfriermedium resuspendiert
und in Einfrierr6hrchen gefiillt. Die Zellen wurden zundchst bei -70 °C fiir 24 h
tiefgefroren und danach zur weiteren Lagerung in fliissigen Stickstoff (-196 °C)

tiberfiihrt, in dem sie jahrelang lebensféhig bleiben.
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4.1.3 Auftauen von Zellen

Tiefgefrorene Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C rasch bis zum Gefrierpunkt
aufgetaut. Dann wurden sie sofort in 20 ml 4 °C kaltem Kulturmedium aufgenommen
und 2-mal 10 min bei 1000 rpm und 4 °C gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen
in der gewiinschten Verdiinnung mit auf 37 °C vorgewarmtem Kulturmedium in Kultur

genommen.

4.1.4 Zellzahl-Bestimmung

Zehn pl einer Zellsuspension wurden mit 90 ul Trypanblau-Losung gemischt und die
Zellzahl in einer Neubauer-Zihlkammer bestimmt, indem die Anzahl (n) lebender
Zellen pro GroBquadrat ausgezdhlt wurde. Blau gefirbte, tote Zellen wurden nicht
gezdhlt. Die Anzahl lebender Zellen pro ml Suspension wurde nach folgender Formel
berechnet:

n x Verdiinnungsfaktor x 10* = Zellen/ml.

4.2 Virusanzucht und -reinigung

4.2.1 PRV-Virusanzucht

PSEK-Zellen wurden inkubiert, bis der Zellrasen zu ca. 90 % konfluent war. Dann
wurde das Kulturmedium abgenommen und der Zellrasen mit 1 ml Virussuspension pro
25 cm? KulturgefaBfliche und einer MOI (multiplicity of infection) von 0,1 - 1 pfu
(plaque forming units) pro Zelle infiziert. Nach 1 h Virusadsorption bei 37 °C wurde
mit frischem Medium aufgefiillt und bis zur Ausprigung eines vollstindigen
cytopathogenen Effektes (CPE) weiter inkubiert (ca. 3 - 5 Tage). Darauthin wurde die
Zell-Virussuspension 3-mal bei -70 °C tiefgefroren und bei 37 °C getaut, um Zellen zu
lysieren und noch in den Zellen befindliche Virionen freizusetzen. Das Lysat diente als

Virusstammldsung und wurde bei -70 °C gelagert.
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4.2.2 Reinigung von PRV-Virionen

Eine PRV-Virusstammlosung wurde 15 min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert, um
Zelltrimmer zu entfernen. In SW28-Zentrifugenrohrchen wurden 25 ml des
Uberstandes auf 10 ml 30 % (w/v) Sucrose in TE (pH 8,0) geschichtet und 2 h bei
20000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Danach wurde die Losung abgesaugt, das
Virussediment in einem kleinen Volumen PBS aufgenommen, der Proteingehalt
bestimmt und die gereinigten PRV-Virionen bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
oder -70 °C aufbewabhrt.

4.2.3 Virustitration

Die Anzahl infektioser Partikel einer Virussuspension wurde iiber den Plaquetest
bestimmt. MDBK-Zellen wurden in 24-well-Makrotiterplatten zu einem einschichtigen
konfluenten Zellrasen angezogen. Die zu untersuchende PRV-Virussuspension wurde in
MEM in Zehnerschritten verdiinnt. Nach Abnahme des MDBK-Mediums wurde der
Zellrasen mit jeweils 200 pl/well der verschiedenen Verdiinnungsstufen 1 h bei 37 °C
zur Virusadsorption inkubiert. Nach Absaugen der Infektionslosung wurde der
Zellrasen 2-mal mit PBS gewaschen und mit 1 ml 1X Methocelmedium/well
iiberschichtet. Dieses halbfeste Medium minimiert die Freisetzung von Virionen aus den
infizierten Zellen, so dass diskrete Virusplaques entstehen konnen. Nach 3- bis 4-tagiger
Inkubation bei 37 °C und Ausbildung sichtbarer Plaques, wurde der Zellrasen mit 5 %
Formalin fiir 30 min bei RT fixiert und mit Leitungswasser gespiilt. Anschlieend
wurden die Zellen mit 1 % Kristallviolett in 50 % Ethanol fiir 20 min angefarbt und
nochmals mit Leitungswasser gespiilt. Die infektiosen Einheiten konnten als plaque
forming units (pfu) pro ml Zellsuspension durch Auszihlen der Virusplaques bestimmt
werden. Die Virustitrationen wurden jeweils in Doppelansitzen durchgefiihrt und die

Mittelwerte bestimmt.
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4.2.4 Virusinaktivierung mit UV

Eine PRV-Virussuspension mit einem Titer von mindestens 1 x 10® pfu/ml wurde in
10 ml Portionen in Plastikkulturschalen (58 cm® Grundfliche) auf Eis gestellt und
15 min mit kurzwelligem UV-Licht (254 nm) in 10 cm Abstand zur Lichtquelle
bestrahlt (UV-Crosslinker Stratalinker™ 1800). Die Virussuspension wurde durch
15 min Zentrifugation bei 4000 rpm und 4 °C von Zelltriimmern geklart und bis zur

weiteren Verwendung bei 4 °C oder langer bei -70 °C aufbewahrt.

4.2.5 Virusinaktivierung mit 3-Propiolacton

Eine PRV-Virussuspension mit einem Titer von mindestens 1 x 10® pfu/ml wurde mit
einer B-Propiolacton- (B-PL-) Verdiinnung (1 : 10 in H,0 bidest.) versetzt, so dass eine
B-PL-Endkonzentration von 0,08 % erhalten wurde. Alle nun folgenden Arbeitsschritte
wurden unter Einhaltung eines neutralen pH-Wertes durchgefiihrt, wobei als
Anhaltspunkt die Indikatorfarbe des Kulturmediums diente. Der pH-Wert zeigte eine
Tendenz zur Abnahme und wurde dann sofort mit 1 N NaOH wieder korrigiert. Zuerst
wurde der Ansatz fiir 30 min auf Eis unter gelegentlichem Schiitteln gekiihlt, daraufthin
4 h unter standigem Schiitteln bei 37 °C inkubiert und anschlieend ohne Schiitteln 48 h
bei 4 °C gekiihlt. Es bildete sich ein weisslicher Bodensatz, der durch 15 min
Zentrifugation bei 4000 rpm und 4 °C sedimentiert wurde. Der das inaktivierte Virus
enthaltende Uberstand wurde in Portionen bei -70 °C gelagert oder bei baldiger
Verwendung bei 4 °C aufbewahrt.

4.2.6 Uberpriifung der Virusinaktivierung

Die Virusinaktivierung wurde durch ,Infektion® von PSEK-Zellen mit UV-
inaktiviertem oder B-PL-inaktiviertem PRV und Passage der so behandelten Zellen {iber
10 Tage Tberpriift. Zeigte sich kein cytopathogener Effekt (CPE), galt die

Virussuspension als inaktiviert.
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4.3 Tierversuche

4.3.1 Immunisierung der Versuchstiere und Belastungsinfektion

Die Versuchstiere (Alter ca. 4 - 6 Wochen) wurden 2-mal im Abstand von vier Wochen
intranasal mit dem PRV-Impfstamm Begonia (Nobiporvac Aujeszky®) geimpft. Hierbei
handelte es sich um eine Thymidinkinase-negative, Glykoprotein gE-Deletionsmutante,
die auf der Basis des virulenten Wildtypstammes NIA-3 (McFerran und Dow, 1975;
Van Oirschot et al., 1984) hergestellt wurde (Visser und Liitticken, 1989). Die erste
Impfung wurde mit 50-facher, die zweite Impfung mit 25-facher Impfdosis (=
1x10° pfu) durchgefiihrt. Belastungsinfektionen wurden zwei bis mehrere Monate nach
der zweiten Immunisierung, durch intranasale Verabreichung von 1 x 107 pfu des PRV-
Wildtypstammes NIA-3, durchgefiihrt.

4.3.2 Blutprobenentnahme

Blutproben der Versuchstiere wurden bei der Schlachtung unter sterilen Bedingungen
aus der Vena jugularis externa gewonnen und sofort fiir die Serumgewinnung und die

PBMC-Isolierung eingesetzt.

4.3.3 Serumgewinnung

Frisches Blut wurde in 50 ml Plastikrohrchen {iberfiihrt, bis zur vollstindigen
Gerinnung bei RT belassen und dann 20 min bei 2000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das
klare Serum wurde abgenommen und bis zur weiteren Verwendung in Western-Blot-

Analysen oder ELISA-Tests bei -20 °C gelagert.
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4.4 In vitro-Versuche mit peripheren mononukleiren Zellen
(PBMCO)

4.4.1 Isolierung mononukleirer Zellen (PBMC-Isolierung)

Heparinisiertes Blut (0,1 mg Heparin/ml Blut) wurde 1 : 1 mit PBS-A verdiinnt. 15 ml
Ficoll-Hypaque (1,077 g/ml; Boyum, 1964) wurden in 50 ml Plastikr6hrchen bei RT
mit 30 ml Zellsuspension iiberschichtet und 30 min bei 2000 - 2500 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Hierbei sedimentieren Erythrocyten und Granulocyten, die intermediére
Bande zwischen Ficoll und Serum enthilt die mononukledren Leukocyten (PBMC).
Diese Bande wurde abgenommen, mit dem 10-fachen Volumen eiskaltem PBS-A
vermischt und 10 min bei 1500 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in
4 ml Erythrocyten-Lysispuffer resuspendiert, um noch vorhandene Erythrocyten zu
entfernen. Nach 10 min Inkubation bei RT wurde mit 40 ml eiskaltem PBS-A aufgefiillt
und erneut zentrifugiert (1500 rpm, 4 °C). AbschlieBend wurde das Zellsediment in 5 -
10 ml RPMI-complete resuspendiert, die Zellsuspension durch sterile Gaze filtriert und

die Zellzahl bestimmt.

4.4.2 PBMC-Proliferationstest

PBMC wurden in Rundboden-Mikrotiterplatten bei einer Zellzahl von 1 - 2x10° Zellen
pro well (200 ul Medium/Vertiefung) in einer Zellkonzentration von 1 - 2x10%ml in
RPMI-complete (10 % FCS) ohne Antigen (Spontanproliferation) oder unter Zugabe
verschiedener Antigenkonzentrationen oder Concanavalin A (Con A) inkubiert.

Zur Herstellung der Verdiinnungen wurden synthetische Peptide in DMSO in einer
Konzentration von 10 mg/ml vorgeldst. Synthetische Peptide und Fusionsproteine
wurden in den Konzentrationen 20 - 0,01 pg/well, UV- oder B-PL-PRV, als Kontrolle
der spezifischen Stimulation, in den Konzentrationen 2,5 oder 1,25 moi/well und Con A
als Mitogen zur Kontrolle der unspezifischen Stimulationsfahigkeit der PBMC in der
Verdiinnung 1 - 10 pg/ml eingesetzt.Die Bestimmung der Zellproliferation erfolgte
durch Quantifizierung des Einbaus von *H-Thymidin in neu synthetisierte DNA. Hierzu
wurden nach 120 h 37 kBq (1 uCi)/well *H-Thymidin, das in 20 pl RPMI-complete
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(10 % FCS) aufgenommen worden war, zugegeben und die Kulturen fiir weitere 18 h
inkubiert. Dann wurde durch Einfrieren der Mikrotiterplatte bei -20 °C der *H-
Thymidin-Einbau beendet und gleichzeitig die Zellen lysiert. Mit einem Cell Harvester
wurde der Inhalt der Mikrotiterplatte auf Glasfaser-Filtermatten gesaugt. Diese wurden
UN bei RT getrocknet. Eine Feststoff-Szintillatorplatte wurde anschlieBend auf die
Filtermatte aufgeschmolzen (Mikrowellenherd, 160 Watt). Nach Abkiihlen des
Szintillators bei RT wurde die Filtermatte in einen durchsichtigen Plastikbeutel
eingeschweilit und die Radioaktivitit der Einzelkulturen in counts per minute (cpm) im

Szintillationszédhler (Mikrobeta) gemessen.

4.4.3 IL-2-Aktivierungstest

Zur Probengewinnung fiir den IL-2-Aktivierungstest wurden PBMC ohne Antigen
(Spontanproliferation) oder mit Antigen (synthetische Peptide, UV- oder B-PL-PRV,
Con A) inkubiert, wie fiir den PBMC-Proliferationstest beschrieben. Fiir jede Probe
wurden sechs Mikrokulturen angelegt. Die Kulturiiberstinde wurden nach 24, 48, 72, 96
und 114 h abgenommen. Uberstinde der gleichen Proben wurden vereinigt, 10 min bei
1000 rpm und 4 °C zentrifugiert, um Zelltrimmer zu sedimentieren und bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C aufbewabhrt.

Zur Durchfithrung des IL-2-Aktivierungstests wurden 50 pul der jeweiligen
Kulturiiberstinde pro well in Rundboden-Mikrotiterplatten vorgelegt und 50 pl/well
(4x 10°) HT-2-Zellen in RPMI-complete (2 % FCS) zugemischt. Es wurden
Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Als Referenzsubstanz ~wurde humanes,
rekombinantes (hr) IL-2 mit bekannter Zahl internationaler Einheiten (international
units, [U) mitgefiihrt, das in Zweierschritten iiber mehrere Stufen verdiinnt worden war
(50, 25, 12, 6,25 IU/ml in RPMI-complete, 2 % FCS). Als testinterne Negativkontrolle
wurden HT-2-Zellen in RPMI-complete (2 % FCS) ohne die Zugabe von IL-2 inkubiert.
Die Aktivitdit der HT-2-Zellen wurde durch Bestimmung der DNA-Synthese
quantifiziert. Dazu wurden nach 24 h Inkubation 37 kBq (1 nCi)/well *H-Thymidin, das
in 20 ul RPMI-complete (2 % FCS) aufgenommen worden war, zugegeben und die
Kulturen weitere 18 h inkubiert. Das anschlieende Verfahren entsprach der Messung
der PBMC-Proliferation (— 4.4.2).
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4.5 DNA-Analysen

4.5.1 Methoden zur Prazipitation von Nukleinsiuren

4.5.1.1 Ethanolfillung mit Ammoniumacetat

Zur Nukleinsdurelosung wurden 2 Volumen 7,5 M Ammoniumacetat und 3 Volumina
100 % Ethanol zugegeben, mindestens 30 min oder UN bei -20 °C inkubiert und
anschlieBend 15 - 30 min bei 15000 rpm zentrifugiert. Das Sediment wurde ein- bis
zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und im gewiinschten Volumen H,O
bidest. oder 0,01 M TE (pH 8,0) oder HO/DEPC (bei RNA) resuspendiert.

4.5.1.2 Ethanolfillung mit Natriumacetat

Durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 4,8) und 2 - 3 Volumina
100 % Ethanol zur wissrigen DNA- bzw. RNA-enthaltenden Phase und mindestens 1 h
Inkubation auf Eis konnten die Nukleinsduren gefallt und durch 30 min Zentrifugieren
bei 15000 rpm und 4 °C sedimentiert werden. Die Natriumacetat-Methode wurde
bevorzugt bei der Fillung von RNA eingesetzt. Nach dem Waschen mit 70 % Ethanol
und Trocknen des Sedimentes wurde es in entsprechender Menge 0,01 M TE (pH 8,0)
oder H,O/DEPC (bei RNA) aufgenommen.

4.5.1.3 Propanolfillung

Durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 4,8) oder 5 M NaClO4 und 1
Volumen Propanol (1- oder 2-Propanol) kommt es durch 30 min Inkubation auf Eis zur

Féllung der Nukleinsduren.

4.5.2 Phenol-Extraktion

Um Proteine zu entfernen, wurden DNA-Ldsungen mit dem gleichen Volumen PMQN

gemischt, 5 min auf Eis gekiihlt und anschlieBend 5 min bei 15000 rpm und 4 °C
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zentrifugiert. Denaturiertes Protein reicherte sich in der Interphase an. Die obere,
wassrige Phase wurde vorsichtig abgenommen, mit je /2 Volumen PMQN und [AC
gemischt, nochmals 5 min gekiihlt und erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wurde
gegebenenfalls wiederholt, bis keine flockige Interphase mehr erkennbar war. Nach
einer letzten Extraktion mit dem gleichen Volumen IAC wurde die DNA aus der

wassrigen Phase mit Ethanol gefillt.

4.5.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

5 ul DNA- oder RNA-Ldsungen wurden mit H,O bidest. auf ein ein Endvolumen von
1 ml verdiinnt. Gegen H,O bidest. als Leerwert wurden von diesen verdiinnten Proben
UV-Adsorptionsspektren im Bereich von 320 bis 220 nm Wellenldnge aufgenommen.
Nach folgenden Gleichungen konnte aus der Extinktion bei A = 260 nm (OD 260) die

Konzentration der Nukleinsidure bestimmt werden:

ODs60 x 50 x Verdiinnungsfaktor = ng DNA/ml
ODs6p x 40 x Verdiinnungsfaktor = ng RNA/ml
ODy x 20 x Verdiinnungsfaktor = ug einzelstrangiger Oligonukleotid-DNA

4.5.4 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

DNA-Doppelstringe werden von bakteriellen Restriktionsendonukleasen an jeweils
enzymspezifischen, palindromischen Nukleotidsequenzen von meist 4 - 6 Nukleotiden
Liange erkannt und geschnitten. Die entstehenden Fragmente haben entweder glatte
Enden (blunt ends) oder 5’-Phosphat- bzw. 3’-OH-Uberhinge (sticky ends). Die
Restriktionsendonukleasen werden zur physikalischen Kartierung oder zur Klonierung
viraler DNA-Fragmente in Plasmiden benutzt. In TE resuspendierte DNA wurde in
Volumina von 10 - 100 pul mit etwa 10U/pg Enzym gespalten. Um eine
Beeintriachtigung der Enzymaktivitit durch das im Reaktionspuffer enthaltene Glycerol
zu vermeiden, betrug die eingesetzte Enzymmenge maximal 10% des
Gesamtvolumens. Entsprechend den Herstellerangaben wurden fiir die einzelnen

Enzyme Reaktionspuffer mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen verwendet. Die
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Inkubation erfolgte 1,5 - 2,5 h bei entsprechender Inkubationstemperatur. Durch Zusatz
von 1/5 Volumen BSE und 10 min Erhitzen des Restriktionsansatzes auf 65 °C wurden
die Enzyme inaktiviert, sofern eine Gelelektrophorese zur Auftrennung der DNA-
Fragmente folgte. AuBerdem wurde in manchen Fillen eine Phenolextraktion mit

anschliefender DNA-Ethanolfédllung durchgefiihrt.

4.5.5 DNA-Agarosegelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GroBe wurden
horizontale Elektrophoreseapparaturen unterschiedlicher Gréfe verwendet. Die
Agarosekonzentration der Gele betrug zwischen 0,8 % und 2,0 %. Zur Auftrennung von
DNA-Fragmenten geringer Grofle wurde ein Gel verwendet, das 1 % Agarose und 1 %
NuSieve-Agarose enthielt. Je nach Konzentration des Gels wurde eine entsprechende
Menge Agarose in Elektrophoresepuffer mit 0,3 pg Ethidiumbromid aufgekocht und
nach Abkiihlung auf etwa 60°C zu ca. 5mm dicken Gelen gegossen. Nach
Polymerisation ~wurde das Gel mit Elektrophoresepuffer der gleichen
Ethidiumbromidkonzentration {iberschichtet, der Kamm gezogen und die mit 1/10
Volumen BSE versetzten DNA-Proben aufgetragen. Nach Beendigung des Laufs
wurden die Gele unter kurzwelligem UV-Licht (A = 254 nm) mit einer Polaroidkamera
mit einem geeigneten Orangefilter fotografiert. Zur Abschitzung der Gro3e der DNA-
Fragmente wurde jeweils ein DNA-Grof8enmarker mit getrennt. Durch Auftragen der
Laufstrecke (in cm) gegen den Logarithmus der GroBle der bekannten DNA-
GroBenmarkerfragmente wurde eine Eichgerade erstellt und hierdurch die GroBe der
DNA-Fragmente bestimmt. Sofern DNA-Fragmente zur Klonierung aus dem Gel
ausgeschnitten werden sollten, wurden die Gele nur langwelligem UV-Licht (A = 366

nm) ausgesetzt.

4.5.6 ,,Qiaex“-Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Pro 100 mg isolierten Gels wurden 300 ul QX1 und 10 pl Qiaex-Suspension zugegeben.
Danach wurde die Agarose durch 10 min Erwérmen bei 50 °C gelost und gleichzeitig

die DNA an die Glaskiigelchen der Qiaex-Suspension gebunden. Darauf wurde der
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Ansatz 2 min bei 15000 rpm zentrifugiert und das Sediment jeweils 2-mal mit 500 pl
QX2 und QX3 gewaschen. Nach Lufttrocknung des Sediments, wurde die DNA von
den Glaskiigelchen eluiert, indem 20 ul TE (pH 8,0) zugegeben und 5 min bei RT
inkubiert wurde. Durch erneutes Zentrifugieren wurde ein klares Eluat der gereinigten

DNA erhalten. Der letzte Schritt konnte ein- bis zweimal wiederholt werden.

4.6 DNA-Klonierung

4.6.1 Phosphatasebehandlung der Vektor-DNA (CIP-Behandlung)

Zur Klonierung wurden das Plasmid pSPT18 (Roche) und das Expressionsplasmid
pEV40 verwendet. Dabei war darauf zu achten, dass die entstehenden Enden mit denen
des zu inserierenden Fragments kompatibel waren. Um eine Rezirkularisierung des
Vektors zu vermeiden, wurde eine CIP-Behandlung zur Entfernung der 5°-
Phosphatreste der Vektor-DNA durchgefiihrt. Der Restriktionsansatz wurde mit CIP-
Puffer auf ein Endvolumen von 270 pul gebracht, mit 1 pl (1U/ul) CIP (calf intestinal
phosphatase) 30 min bei 37 °C und nach einer zweiten Zugabe von 1 ul CIP weitere
30 min bei 56 °C inkubiert. Die Inaktivierung der Phosphatase erfolgte durch Zugabe
von 30 ul 0,1 M EGTA und Erhitzen auf 65 °C fiir 5 min. Anschlieend wurde 1-mal
mit PMQN und 2-mal mit IAC extrahiert, die DNA mit 100 % Ethanol gefillt und das
getrocknete Sediment in 100 pl TE (pH 8,0) resuspendiert.

4.6.2 Ligation

CIP-behandelte Vektor-DNA und isoliertes DNA-Fragment wurden im molaren
Verhiltnis von ca. 1 : 5 (Vektor : Insert) ligiert. Zur Kontrolle wurde die Vektor-DNA
ohne Insert ligiert. Die DNA-Endkonzentration sollte etwa 5 - 10 pg/ml betragen. Die
Ligation erfolgte in einem Ansatzvolumen von 20 pl unter Zugabe von 1 ul T4-DNA-
Ligase (2U/ul) und 2 pl des vom Hersteller gelieferten 10X Ligationspuffers. Der
Ansatz wurde zuerst 30 min bei 37 °C, dann 1h bei RT und darauf UN bei 14 °C
inkubiert. Anschliefend wurde der Ligationsansatz entweder bis zur Transformation auf

Eis gehalten oder bei -20 °C gelagert.
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4.6.3 Transformation von Bakterien

4.6.3.1 Herstellung frischer kompetenter Bakterien (Hanahan, 1983)

Eine frische UN-Kultur des jeweiligen E. coli K12 Bakterienstammes (DH5aF’, W6-
yrex oder C600-537) wurde 1 : 25 in SOB-Medium verdiinnt (= Ausgangsvolumen) und
bei 37 °C (E. coli C600-537 bei 28 °C) geschiittelt, bis eine ODgpp von 0,45 -0,55
erreicht war. Der Ansatz wurde 15 min auf Eis gekiihlt und dann 5 min bei 4000 rpm
und 4 °C zentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde in 1/3 des Ausgangsvolumens
TFB resuspendiert und weitere 15 min auf Eis gekiihlt. Nun wurde erneut zentrifugiert,
das Bakteriensediment in 1/12 des Ausgangsvolumens TFB aufgenommen, 70 pl
DMSO zugegeben und 5 min auf Eis gekiihlt. Nach Zugabe von 70 ul DTT-
Kaliumacetat wurde weitere 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden nochmals
70 ul DMSO zugegeben und die kompetenten Bakterienzellen nach weiteren 5 min auf
Eis zur Transformation eingesetzt, wobei pro Transformationsansatz 200 ul verwendet

wurden.

4.6.3.2 Herstellung tiefgefrorener kompetenter Bakterien

Eine frische UN-Kultur des jeweiligen E. coli K12 Bakterienstammes (DH5aF’, W6-
yrex oder C600-537) wurde 1 : 100 in LB-Medium verdiinnt (Ausgangsvolumen) und
bei 37 °C (E. coli C600-537 bei 28 °C) bis zu einer ODgg von 0,45 - 0,55 geschiittelt.
Die Bakterien wurden 10 min auf Eis gekiihlt und anschlieBend 10 min bei 4000 rpm
und 4 °C zentrifugiert. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis und mit vorgekiihlten
Losungen durchgefiihrt: Das Bakteriensediment wurde in 1/10 des Ausgangsvolumens
TFB-I resuspendiert, 10 min auf Eis gekiihlt und erneut zentrifugiert. Dann wurde das
Bakteriensediment in 1/25 des Ausgangsvolumens TFB-II resuspendiert, zu 120 pl
Portionen verteilt und sofort bei -70 °C eingefroren. Die Bakterien konnten friithestens

nach 1 h zur Transformation verwendet werden.
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4.6.3.3 Transformation

200 pl der frischen kompetenten Bakterien oder 120 pul der rasch aufgetauten und sofort
verwendeten tiefgefrorenen kompetenten Bakterien, wurden mit DNA (zwischen 1 -

100 ng DNA) gemischt, wobei 5 % des Gesamtvolumens des Transformationsansatzes
nicht tiberschritten wurden. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis gekiihlt. Es folgten 2 min
Hitzeschock bei 42 °C. AnschlieBend wurde erneut kurz auf Eis gekiihlt, 800 ul SOC-
Medium hinzugegeben und die Bakterien 1 h bei 37 °C (E. coli C600-537 bei 28 °C)
geschiittelt. Verschiedene Volumina des Ansatzes wurden auf Agarplatten, die mit den
jeweiligen Antibiotika versehen waren, ausplattiert und UN bei 37 °C inkubiert. Im Fall

von E. coli C600-537 wurde weiter verfahren, wie unter 4.8.1 beschrieben.

4.6.3.4 Lagerung von Bakterien

Bakterienklone konnten bei 4 °C in Fliissigkultur wenige Wochen und auf Agarplatten
einige Monate lebensfihig aufbewahrt werden. Zur langerfristigen Lagerung wurden
aus frischen UN-Kulturen 1 : 20-Verdiinnungen in 2ml LB-Medium mit dem
entsprechenden Selektionsmarker fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Die Bakterien wurden bei
3500 rpm sedimentiert und in 1 ml HMFM-Medium resuspendiert. In diesem Medium
sind sie bei -70 °C langfristig lagerbar.

4.6.4 Identifizierung rekombinanter Klone

4.6.4.1 PEG-Plasmidpriparation (Hattori & Sakaki, 1986)

1,5 ml einer frischen Bakterien-UN-Kultur, die unter dem Selektionsdruck der jeweils
plasmidkodierten Antibiotikaresistenz gewachsen war, wurden 5 min bei 15000 rpm
zentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde in 100 pl Glucose-EDTA-Lysozym-Ldsung
resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul von NAOH/SDS
wurde der Ansatz 5 min auf Eis gekiihlt, mit 150 pl Kaliumacetat/Essigsdure versetzt
und weitere 5 min auf Eis belassen. Bei allen Schritten wurde immer wieder gemischt.

Nach Zentrifugation bei 15000 rpm wurde der Uberstand mit einem gleichen Volumen
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PMQN geschiittelt, 5 min auf Eis gekiihlt und erneut zentrifugiert. Die DNA in der
wassrigen Phase wurde durch Zugabe von 2 Volumina 100 % Ethanol 10 min bei RT
gefillt. AnschlieBend wurde erneut 30 min bei 15000 rpm zentrifugiert. Das Sediment
wurde 2-mal mit 70 % Ethanol gewaschen, bei 37 °C getrocknet und in 50 pl 0,01 M
TE (pH 8,0) resuspendiert. Die Losung wurde anschlieend mit 10 pg/ml RNase A fiir
30 min bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 30 pl PEG/ NaCl wurde die DNA fiir 1 h
auf Eis prézipitiert. Nach 5 min Zentrifugation wurde das Sediment 2-mal mit 300 pl
70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 10-20pul 0,01M TE (pH 8,0)
aufgenommen. Aufgrund der guten Qualitit konnte diese Plasmid-DNA auch zur

Sequenzierung und Klonierung eingesetzt werden.

4.6.4.2 ,,Focus“-Plasmidpriparation

1,5ml einer frischen Bakterien-UN-Kultur, die unter dem Selektionsdruck der
entsprechenden plasmidkodierten Antibiotikaresistenz gewachsen war, wurden 3 min
bei 15000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das
Bakteriensediment in 150 pl sterilem H,O bidest. resuspendiert. Durch den starken
osmotischen Unterschied zwischen Bakterienzelle und umgebendem Medium wurden
die Bakterienzellen aufgeschlossen. Zu jedem Ansatz wurden 350 pul 100 % Ethanol,
500 pul PMQN und 500 pl TAC zugegeben und anschlieBend kurz am Vortex gemischt.
Durch 10 min Zentrifugation bei 15000 rpm wurden die Bakterienbestandteile in der
Phase aus PMQN, IAC und Ethanol angereichert. Die Plasmid-DNA wurde in den
wissrigen Uberstand freigesetzt. Der Uberstand (120 ul) wurde mit 2 Volumina 100 %
Ethanol (-20 °C) gemischt. Die Plasmid-DNA wurde 15 min auf Eis prézipitiert, 15 min
bei 15000 rpm und 4 °C sedimentiert, getrocknet und abschlieBend in 10 - 20 ul TE
(pH 8,0) mit 0,1 mg/ml RNase A aufgenommen.

4.6.4.3 TENS-Plasmidschnellpriparation

1,5ml einer frischen Bakterien-UN-Kultur, die unter dem Selektionsdruck der
entsprechenden plasmidkodierten Antibiotikaresistenz gewachsen war, wurden etwa

10 sec bei 15000 rpm zentrifugiert und der Kulturiiberstand bis auf ca. 50 - 100 ul
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dekantiert. Das Bakteriensediment wurde im verbleibenden Medium am Vortex
resuspendiert und mit 300 ul TENS-Losung zur Denaturierung genomischer DNA und
zelluldrer Proteine gemischt. Nach 2 - 5 sec Durchmischung am Vortex wurden 150 pl
3 M Natriumacetat pH 5,2 zur Ausfillung der Proteine zugegeben. Die Suspension
wurde gemischt und nach kurzer Inkubation auf Eis erneut bei 15000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde mit dem gleichen Volumen bei -20 °C vorgekiihltem 100 %
Ethanol zur Fillung der Plasmid-DNA und RNA versetzt und 2 min bei 15000 rpm und
4 °C zentrifugiert. AbschlieBend wurde das Sediment noch 2-mal mit 70 % Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 10-20pul TE (pH8,0) mit 0,1 mg/ml RNase A

resuspendiert.

4.6.5 DNA-Sequenzierung

4.6.5.1 Sequenzreaktion

Fiir die DNA-Doppelstrang-Sequenzierung wurde der T7-Sequenzier-Kit der Firma
Pharmacia LKB verwendet. Nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) wird,
ausgehend von einem Primer, einzelstrangige DNA mit Hilfe der T7-Polymerase zum
Doppelstrang erginzt. Dabei wird, auer dTTP, dGTP und dCTP, a- *°’S dATP zur
Synthese angeboten, was zur radioaktiven Markierung des neu synthetisierten Stranges
fiihrt. In vier verschiedenen Teilreaktionen kommt es zum Kettenabbruch durch die
Anwesenheit je eines Didesoxynukleotids. In jedem Reaktionsansatz entsteht somit eine
Mischung aus unterschiedlich langen Fragmenten, die alle mit dem jeweiligen in der
Reaktion vorhandenen Didesoxynukleotid enden. Die Fragmentenden stellen somit das
entsprechende Didesoxynukleotid der Sequenz dar. Eine Auftrennung der Fragmente
erfolgte im Sequenzgel. Als Primer fiir die DNA-Doppelstrangsequenzierung wurden
synthetisch hergestellte Oligonukleotide verwendet. Doppelstringige DNA muf} vor der
Durchfiihrung einer Sequenzreaktion in einzelstringige DNA denaturiert werden.
Hierzu wurden 2 -6 pug der zu sequenzierenden DNA mit H,O bidest. auf 14 ul
aufgefiillt, 2 ul 2 N NaOH und 2 pl 2 mM EDTA (pH 7,4) zugegeben und 5 min auf
85 °C erhitzt. Dann wurden 2 pl eiskaltes 2 mM Ammoniumacetat (pH 4,6) und 60 pul
100 % Ethanol zugegeben und die DNA 15 min auf Eis gefdllt. Nach 20 min
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Zentrifugation bei 15000 rpm und 4 °C wurde das Sediment einmal mit 70 % Ethanol
gewaschen, im Vakuum getrocknet und in 10 pul H,O bidest. aufgenommen. Zu 10 pl
denaturierter DNA wurden 2 pl Primer (5 ng/pl) und 2 pl Primerhybridisierungs-Puffer
gegeben und der Ansatz 1 h bei 37 °C und weitere 10 - 30 min bei RT inkubiert. Dem
Ansatz wurden 3 pl Markierungs-Mix, 2 ul a- *>S dATP und 2 ul T7-Polymerase
(2U/ul) zugegeben und 5 min bei RT inkubiert. Nach der Kettenverldngerungsreaktion
wurden je 4pul des Ansatzes zu je 2,5ul auf RT vorgewirmter
Didesoxynukleotidgemische pipettiert, die neben den vier dNTPs jeweils ein 2°3’-
Didesoxynukleotid enthielten. Nach 5 min Inkubation bei 37 °C wurden die Reaktionen

mit 5 pl Stop-Losung beendet und bis zur Elektrophorese bei -20 °C aufbewahrt.

4.6.5.2 Sequenzgele

Zur Auftrennung der Proben der Sequenzierreaktionen wurden 6 % Polyacrylamid/7 M
Harnstoff-Gele verwendet. Die Gele wurden in Schriglage zwischen eine
Thermostatisierplatte und eine Ohrenplatte gegossen. Die Ohrenplatte, die als
Geltrdgerplatte diente, wurde vor jeder Benutzung 2-mal mit 5 ml einer Losung aus
10 ml 100 % Ethanol, 260 ul 10 % Essigsdure und 30 pl Bind-Silane beschichtet und
danach mit 100 % Ethanol poliert. Zwischen der Beschichtung der Geltrégerplatte und
dem Polyacrylamidgel bilden sich kovalente Bindungen aus. Bei der
Thermostatisierplatte war eine Beschichtung nur nach jedem filinften Gebrauch
notwendig. Da an ihr Gel nicht haften bleiben durfte, wurde sie 2-mal mit 5 ml Repel-
Silane behandelt und dann 2-mal mit 100 % Ethanol poliert. Die Elektrophorese erfolgte
in IX TBE bei 2500 V und 56 °C. Die Geltaschen wurden mit einer Einmalspritze
gespiilt, um Luftblasen und Gelreste zu entfernen. Die Proben wurden nach 30 min
Vorlauf des Gels und 2 min Denaturierung bei 95 °C aufgetragen. Die Auftrenndauer
richtete sich nach der Linge der zu untersuchenden Sequenz und lag zwischen 90 min
und 4 h. Nach dem Lauf wurde das an der Ohrenplatte haftende Gel fiir 20 min in 10 %
Essigsdure fixiert, wobei gleichzeitig der Harnstoff hydrolysiert wurde. Anschlieend
wurde 10 min gewissert und 1 h im Umluftofen bei 80 °C getrocknet. Das Gel wurde

dann einem Rontgenfilm fiir ein bis mehrere Tage zur Exposition ausgesetzt. Durch die
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Autoradiographie konnte die DNA-Sequenz anhand der Signalabfolge in den vier

Spuren gelesen werden.

4.7 Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (RT-
PCR)

4.7.1 Isolierung von Gesamtzell-RNA

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus PBMC wurde das Trizol-Reagenz (Life
Technologies) nach Herstellerangaben eingesetzt. Es wurden stets sterile und
silikonisierte Reaktionsgefa3e verwendet. Aullerdem wurden alle Plastikmaterialien fiir
Arbeiten mit RNA getrennt gehalten und immer Latex-Handschuhe getragen. Es wurde
nur DEPC-behandeltes Wasser verwendet. Diese Maflnahmen dienten dem Schutz vor

RNasen.

4.7.2 Reverse Transcription (RT)

Fiir die Reverse Transcription (RT) wurde folgendes Standardprotokoll angewendet: 1 -
2 ng Gesamt-RNA (1 pg/ul) wurden mit H,O-DEPC auf ein Volumen von 11 pl
gebracht, 0,5 ul Zufallshexamer-Primer (0,5 pg/ul) zugefligt und der Ansatz zur
Auflésung von RNA-Sekunddrstrukturen 10 min bei 70 °C inkubiert. Anschlielend
wurden auf Eis 4 ul 5X First-Strand Buffer, 2 ul 0,1 M DTT, 1 ul ANTP (Ge 10 mM),
sowie 1 ul RNasin (20 - 40 U/ul) zugefiigt und der Ansatz 2 min bei 42 °C inkubiert.
Zuletzt wurde durch Zugabe von 0,5 - 1,0 ul SuperScriptll -Reverse Transcriptase
(200 U/ul) die Reaktion gestartet. Nach 60 min bei 42 °C wurde das Enzym wéhrend
15 min bei 70 °C inaktiviert und die cDNA bei 4 °C bis zur Verwendung in der PCR
aufbewahrt.

4.7.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCR-Ansidtze wurden in einem Endvolumen von 50 pl durchgefiihrt. Hierflir wurden in
Standard-Reaktionen 5 pl 10X PCR-Puffer ohne MgCl,, 5 ul dNTP’s (je 0,2 mM), 2 ul
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Primer-Mix (je 15ng/pl beider Primer) und 1,5 ul MgCl, (50 mM) mit dem
gewlinschten Volumen an cDNA versetzt und mit doppelt autoklaviertem H,O bidest.
auf 50 pl aufgefiillt. Die Proben wurden im Thermocycler auf 80 °C erhitzt. Bei dieser
Temperatur wurden 0,5 ul Taqg-Polymerase (5 U/ul) zugegeben (Hot-Start).
AnschlieBend wurde folgendes Temperaturprogramm fortgefiihrt:

- Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 96 °C fiir 80 sec

- Primerannealing bei gewéhlter Hybridisierungstemperatur fiir 90 sec

- Primer-Verldngerung bei 72 °C fiir 90 sec

Diese Schritte wurden in der gewiinschten Zykluszahl wiederholt. Nach dem letzten
Zyklus wurde die Primer-Verlingerung um 10 min bei 72 °C ausgedehnt. Die
Reaktionsansédtze wurden bei 4 °C bis zur elektrophoretischen Analyse oder anderer

Verwendung aufbewahrt.
4.8 Bakterielle Expression

4.8.1 Expression von Fusionsproteinen in E. coli (Strebel et al., 1986)

Die zu exprimierenden Fremdgensequenzen wurden in den pEV40-Vektor (— 3.2.2)
kloniert. Selektion und Vermehrung rekombinanter Plasmide erfolgten im E. coli
Stamm W6, der das cl Repressorgen konstitutiv exprimiert. Hierdurch wird eine
Expression der  Fusionsproteine unterbunden. Mit den  rekombinanten
Expressionsplasmiden wurden kompetente E. coli 537-Bakterien transformiert. Diese
tragen ein Plasmid, das fiir Kanamycinresistenz und einen temperatursensitiven cl-
Repressor (cI 587) kodiert, der bei 28 °C noch aktiv ist und durch ansteigende
Temperatur inaktiviert wird. Die transformierten Bakterien wurden bei 28 °C zunéchst
fiir 1h in 1 ml SOC geschiittelt, in 10 ml TB/Amp/Kan verdiinnt und UN weiter
geschiittelt. Danach wurde die Expression von Fusionsproteinen durch Inaktivierung
des cl-Repressors induziert. Hierzu wurden die UN-Kulturen 1:5 in vorgewirmtem
TB-Medium verdiinnt und bei 42 °C fiir 3 h kriftig geschiittelt. Als Kontrollen wurden
stets entsprechende Ansétze bei 28 °C belassen und ebenfalls 3 h geschiittelt.
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4.8.2 Differentielle Harnstoffextraktion

Fusionsproteine konnen aufgrund ihres Loslichkeitsverhaltens aus Bakterienlysaten
partiell gereinigt werden. Hierzu wurden 50 ml einer induzierten Bakterienkultur fiir
10 min bei 6000 rpm sedimentiert, einmal mit 10 ml 50 mM Tris-HCl (pH 8,0)/
100 mM NaCl gewaschen, erneut sedimentiert und in 5 ml PBS mit 4 mg/ml Lysozym
resuspendiert. Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurde der Ansatz auf Eis abgekiihlt
und durch Ultraschallbehandlung (6 x 15sec, 100 W) homogenisiert. Nach
Zentrifugation wurde der Uberstand 1 auf Eis bewahrt und das Sediment durch
Beschallung in 5 ml 1 M Harnstofflosung resuspendiert. Nach 30 min Inkubation bei
37 °C wurde erneut zentrifugiert, der Uberstand 2 aufbewahrt und das Sediment durch
Beschallung in 5 ml 7 M Harnstofflosung resuspendiert und 30 min bei 37 °C inkubiert.
Nach einer letzten Zentrifugation wurde der Uberstand 3 erhalten. Das Sediment aus
unloslichen Proteinen wurde in 5 ml PBS resuspendiert. Proben der vier Fraktionen

wurden in der SDS-PAGE und im Western-Blot untersucht.

4.8.3 Proteinbestimmung (Lowry et al., 1951)

Der Proteingehalt von Ldosungen wurde durch eine Farbreaktion bestimmt. Hierzu
wurde eine Probe der Losung mit PBS auf 50 ul gebracht und mit 50 pl 10 % DOCA
gemischt. Nach Zugabe von 4 ml Lowry A und 400 ul Lowry B wurde der Ansatz
30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die optische Dichte (OD) bei 660 nm
gegen einen proteinfreien Parallelansatz photometrisch gemessen. Aus dem Messwert
wurde die Proteinkonzentration {iiber eine mit definierten BSA-Mengen erstellte

Eichkurve bestimmt.

4.8.4 Reinigung der Fusionsproteine durch Affinititschromatographie
mit einer TALON -Siule

In pEV40 exprimierte Fusionsproteine konnen durch Affinitdtschromatographie iiber
eine Affinititssdule gereinigt werden. Sie sind im vektoriellen Anteil mit 6 Histidinen

wie mit einem Etikett (tag) markiert. Diese Strategie wird auch als Protein-Tagging
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bezeichnet. Die Reinigungsmethode basiert auf einer Interaktion zwischen
elektropositiven Metallen der Ubergangsgruppe, wie z. B. Co*", Ni*", Cu*" und Zn*"
und den Histidinresten (Porath, 1992). Letztere binden in der Gegenwart starker
Denaturantien wie Guanidin oder Harnstoff an die am Harz iiber Chelatoren fixierten
Metall-Liganden. Die Histidinreste konnen durch Protonierung des Stickstoffes ihrer
Imidazol-Seitenkette wieder von der Sdule eluiert werden, indem die entstehenden
positiv geladenen Ammoniumionen von den ebenfalls positiv geladenen Metallionen
abgestoBBen werden. Alternativ kann auch durch kompetitive Zugabe von Imidazol
eluiert werden.

Zur Reinigung der Fusionsproteine iiber Affinititschromatographie wurde eine
TALON-Sédule (Clontech) verwendet. Die Sdule wurde in einem 2 ml
Mikrozentrifugengefdl 2 min bei 1800 rpm zentrifugiert, um den Lagerungspuffer zu
entfernen. Zur anschlieBenden Aquilibrierung wurde 1 ml Lysis-Puffer auf die Siule
aufgetragen. Die nun folgende Inkubation und Zentrifugation wurde nach jedem
weiteren Arbeitsschritt durchgefiihrt: Die Sdule wurde zundchst 1 min ruhig
stehengelassen und anschlieend 5 min auf einem Taumlergerét langsam geschwenkt.
Danach wurde die Sédule 2 min bei 1800 rpm zentrifugiert. Der Sdulendurchlauf wurde
verworfen. Nun wurde 1 ml des Bakterienlysates oder des Uberstandes 3 aus der
Harnstoffextraktion, jeweils eingestellt auf pH 8,0, aufgetragen. Es folgten Inkubation
und Zentrifugation, wobei letztere fiir viskdose Proben wiederholt, und der
Séulendurchlauf jeweils verworfen wurde. Nach Zugabe von 1 ml Lysis-Puffers (pH
8,0) oder alternativ Sonication-Puffer (pH 8,0) folgten Inkubation und Zentrifugation,
wobei Pufferzugabe, Inkubation und Zentrifugation ein- bis mehrfach wiederholt, und
der Sdulendurchlauf jeweils verworfen wurde. AbschlieBend erfolgte die Elution des
6xHis-markierten Fusionsproteins von der Sdule, indem 400 - 600 ul 100 mM EDTA
(pH 8,0) aufgetragen wurden. Alternativ wurde Elution-Puffer (pH 6,0 - 6,3), der
20 mM PIPES (pH 6,0 - 6,3) enthielt, verwendet. Nach Inkubation wurde die Siule in
einem neuen Mikrozentrifugengefal3 zentrifugiert und das Eluat aufbewahrt. Die Elution
wurde ein- bis mehrfach wiederholt, die Eluate jeweils getrennt aufgefangen und bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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4.9 Proteingelelektrophorese und Western-Blotting

4.9.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli,
1970)

Zur Proteinauftrennung iiber SDS-PAGE wurde die ,,Minigel-Twin“-Apparatur der
Firma BIO-RAD verwendet. Der Aufbau der Apparatur und das Gielen des Gels
erfolgte nach Herstellerangaben. Die Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel und
der iibrigen Puffer und Losungen ist unter — 3.7.7 angegeben. Je nach Grofle des
untersuchten Proteins wurden 10 - 12,5 % Polyacrylamidtrenngele verwendet. Vor dem
Lauf wurden die Taschen des Gels mit Laufpuffer gespiilt und mit je 15 pl der 1 : 1 mit
SDS-PAGE Probenpuffer verdiinnten und im Heizblock bei 95°C fiir 5 min
denaturierten Proben beladen. Fusionsproteine wurden fiir die SDS-PAGE mit PBS auf
eine ODggeo von 0,3 eingestellt. Es wurden ca. 15 - 20 pg Protein/Spur aufgetragen. Zur
sensitiveren Silberfarbung wurde nur 1/10 der angegebenen Probenmenge aufgetragen.
Stets wurde zur Molekulargewichtsbestimmung ein Protein-Molekulargewichtsstandard

mitgefiihrt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte wihrend ca. 4 h bei 100 V.

4.9.2 Farbung von Proteingelen

Nach der Elektrophorese bzw. nach dem Western-Blot-Transfer wurden die Trenngele
fiir ca. 10 - 20 min in Coomassie-Féarbelosung bewegt und anschlieBend mehrere h in
5% Methanol/7,5 % Essigsdure entfarbt. Die Waschlosung wurde mehrmals
gewechselt, bis nur noch die Proteinbanden gefarbt waren. Die Silberfarbung wurde mit

einem Silver Stain Kit nach Angaben des Herstellers (Biometra) durchgefiihrt.

4.9.3 Western-Blotting

Zum Transfer von Proteinen eines Polyacrylamidgels auf eine Nitrozellulosemembran
wurde eine halbtrockene Elektroblotkammer (Firma Millipore) verwendet. Das Gel
wurde ebenso wie zwei auf Gelgrofe zugeschnittene Whatman-Blottingpapier in

Transferpuffer eingeweicht und luftblasenfrei auf die Graphitanode der
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Transferapparatur gelegt. Nachfolgend wurde die auf Gelgroe zugeschnittene
Nitrocellulose-Membran, das SDS-Polyacrylamidgel sowie zwei weitere in
Transferpuffer eingeweichte Blottingpapiere in der genannten Reihenfolge
luftblasenfrei aufgelegt. Der Deckel mit der Graphitelektrode wurde fest angeschraubt
und mit einem Gewicht beschwert. Die durch SDS negativ geladenen Proteine wurden
ca. 1 h bei 150 mA auf die Membran transferiert. Nach dem Transfer wurde das SDS-
Gel zur Kontrolle der Ubertragungseffizienz mit Coomassie gefirbt. Zur Absittigung
unspezifischer Bindungsstellen wurde die Nitrocellulose-Membran nach dem Transfer
ca. 1 h in Block-Losung geschwenkt. AnschlieBend wurde mit dem gewiinschten
Erstantikorper, der in einer Verdiinnung von 1:500-1:3000 in Block-Losung
eingesetzt wurde, mindestens 1h bei RT unter leichtem Schwenken inkubiert.
Daraufhin wurde die Membran 3-mal in Waschlésung geschwenkt. Fiir die Inkubation
mit Zweitantikdrper wurde die Membran in Block-Losung iiberfiihrt. Die Inkubation
mit Peroxidase-konjugiertem Zweitantikorper erfolgte fiir ca. 1 h in einer Verdiinnung
von 1:1000 - 1 :3000. Nach 5-maligem Waschen in Waschlosung wurde die Membran
in Chloronaphtol-Losung entwickelt. Sobald die spezifischen Banden klar sichtbar

waren, wurde die Membran in PBS gewaschen und getrocknet.

4.10 Synthetische Peptide

4.10.1 Multiple Peptidsynthese

Die multiple Peptidsynthese wurde mit einem Syro-Pipettierroboter (MultiSynTech)
durchgefiihrt, der die gleichzeitige Synthese von bis zu 96 Peptiden ermoglichte. Der
Synthesizer wurde von einem PC unter Verwendung der Software Syro 1.05
MultiSynTech gesteuert. Zur Synthese wurden 20 - 35 mg (0,015 mmol) Rink-Amid-
MBHA-Harz je Reaktionsgefdll eingewogen. Das Harz wurde vor der Synthese mit
DMF vorgequollen. Zur Kupplung wurden die Fmoc-geschiitzten Aminosduren (AS) in
HOBt (0,6 M in DMF) gelost und in 10-fachem Uberschul bezogen auf die
Harzbelegung eingesetzt. Schwer 16sliche AS (z. B. Fmoc-His(Trt)-OH) wurden fiir
10 - 60 min mit Ultraschall behandelt. Als Kupplungsreagenz wurde DIC/HOBt

verwendet.
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Reaktionsbedingungen unter denen die Peptidkupplung durchgefiihrt wurde:

Synthesezyklus Reagenzien Wdh. Vol Zeit
[nl] [min]

1. Spiilen der Pipettiernadel DMF 1

2. Quellen des Harzes DMF 3 400

3. Zugabe des Abspaltungsreagenz DMF/Piperidin (1:1) 1 300

4. Fmoc-Abspaltung 15

5. Spiilen der Pipettiernadel DMF 2

6. Absaugen der Losung 1 0,5

7. Waschen DMF 7 400

8. Spiilen der Pipettiernadel DMF 1

9. Zugabe des Kupplungsreagenz ~ DIC 1 100

10. Spiilen der Pipettiernadel DMF 1

11. Zugabe der Aminosduren FmocAS in HOBt 1 300

12. Kupplung der Aminoséiure 1 60

13. Spiilen der Pipettiernadel DMF 1

14. Absaugen der Losungen 1 0,5
%

15. Wiederholung der Schritte 3-12
* entsprechend der Lénge des Peptides, Wdh. = Wiederholung, Vol. = Volumen.

Nach der Synthese wurde das Harz je 3-mal mit 1 ml Methanol und 1 ml Diethylether
gewaschen, um verbliebene Reagenzien und DMF zu entfernen und darauf UN bei RT

getrocknet.

4.10.2 Abspalten der Peptide vom Harz

Die Abspaltung des Peptides vom Harz erfolgte durch Zugabe von 495 pl TFA und
105 ul Reagenz K je Reaktionsgefd3. Nach 3 h wurde die Abspaltlosung iiber eine Fritte
in ein 15ml Zentrifugen-Roéhrchen filtriert und 5 ml tiefgekiihlter Diethylether
zugegeben. Zur vollstdndigen Fallung wurden die Losungen mindestens 14 h bei -20 °C
aufbewahrt und anschlieBend 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Das sedimentierte
Peptid wurde 2-mal mit 2 ml Diethylether gewaschen. AbschlieBend wurden die Peptide
in 5ml tert.-Butylalkohol/Wasser (1 :4 verdiinnt) geldst, lyophilisiert und bis zur

weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.
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4.11 ELISA

4.11.1 Peptid-ELISA

Die synthetischen Peptide wurden in DMSO in einer Konzentration von 10 mg/ml
vorgeldst. Mikrotiterplatten wurden mit 1 pg Peptid/well in 50 pl PBS-A UN bei 4 °C
beschichtet. Als Positivkontrolle wurde ein gC-spezifisches Peptid (gC14, gC AS 65-
79; Ober et al., 2000) eingesetzt. Es wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Nach
2-maligem Waschen mit 0,1 % Tween 20/PBS-A wurden die Platten zur Abséttigung
unspezifischer Bindungsstellen fiir 1 h mit 100 pl/well 3 % BSA/PBS-A bei 37 °C
inkubiert. Darauf wurden die Platten 3-mal gewaschen und mit 50 pl/well der
Schweine- oder Ziegenseren (Immunserum/Prdimmunserum) in der Verdiinnung 1 : 100
in 3 % BSA/PBS-A fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Nach 3-maligem Waschen wurden
50 pl/well der Peroxidase-konjugierten Zweitantikdrper (Ziege anti-Schwein oder
Kaninchen anti-Ziege) in der Verdiinnung 1 : 5000 in 3 % BSA/PBS-A aufgebracht.
Die Platten wurden fiir 1 h bei 37 °C inkubiert und 5-mal gewaschen. Dann wurde der
Test mit 50 pl/well OPD-Substratlosung bei RT im Dunkeln entwickelt und die
Farbreaktion mit 50 pl/well 2 M H,SO4 gestoppt. AbschlieBend wurde der Test in
einem ELISA-READER bei einer Wellenldnge von 492 nm gemessen.

4.11.2 PRV-ELISA

Mikrotiterplatten wurden mit 0,3 pug/well aufgereinigtem PRV in 50 pl PBS-A UN bei
4 °C beschichtet. Fiir die Kontrollen wurde eine entsprechende Anzahl an Vertiefungen
nur mit PBS-A beschichtet. Es wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Das
weitere Vorgehen entsprach dem fiir den Peptid-ELISA (— 4.11.1) beschriebenen.
Hierbei wurden die Schweineseren in verschiedenen Verdiinnungen (1 : 100, 1 : 1000,
1:10000) in 3% BSA/PBS-A (50 ul/well) und der Peroxidase-konjugierte
Zweitantikorper (Ziege anti-Schwein) in der Verdiinnung 1 : 1000 in 3 % BSA/PBS-A
(50 ul/well) eingesetzt.



64 Ergebnisse

5 Ergebnisse

5.1 Glykoprotein gD

Das Glykoprotein gD, als eines der haupt-immunogenen Glykoproteine des PRV, sollte
auf T- und B-Zellepitope untersucht werden. Deshalb wurden zur néheren Eingrenzung
der Lage mdglicher Epitope gD-Fusionsproteine im bakteriellen Expressionsvektor
pEV40 (— 3.2.2) konstruiert, um diese in Proliferationstests mit PBMC und in

Western-Blot-Analysen mit Seren PRV-immunisierter Tiere zu liberpriifen.

5.1.1 Ausgangsplasmid pgDBSII

Als Ausgangsplasmid fiir die Klonierungen diente das Plasmid pgDBSII (— 3.2.2). In
das Vektor-Plasmid pBluescript IT SK (+/-) wurde ein 1.597 bp groBles Genomfragment
des PRV-Stammes Phylaxia inseriert, welches das gesamte gD-Gen (1.209 bp) sowie
stromaufwérts davon 40 bp des C-Terminus des gG-Genes und stromabwirts 348 bp

des N-terminalen Anteiles des gl-Genes umfasst.

5.1.2 Herstellung der Fusionsproteine GD-1, GD-2 und GD

In den Expressionsvektor pEV40b (— 3.2.2) wurden folgende drei gD-Genabschnitte
des Ausgangsvektors pgDBSII inseriert (Abb. 1):

GD-1: ein 548 bp groBes Pstl/Sall-Fragment, das fiir die C-terminalen 13 Aminoséduren
(AS) des Glykoproteins gG und fiir die N-terminalen 170 Aminoséuren (gD AS 1-170)
des Glykoproteins gD kodiert.

GD-2: ein 1049 bp groBBes Sall/BamHI-Fragment, das fiir den 233 Aminosduren
umfassenden C-terminalen Bereich (gD AS 170-402) des Glykoproteins gD und fiir die
N-terminalen 116 Aminosaduren des Glykoproteins gl kodiert.

GD: das gesamte Pstl/BamHI-Fragment von 1.597 bp, das alle 402 Aminosduren des
Glykoproteins gD, zuziiglich der 13 C-terminalen Aminosduren des Glykoproteins gG

und der 116 N-terminalen Aminosduren des Glykoproteins gl, reprisentiert.
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Das Pstl/Sall-Fragment und das Sall/BamHI-Fragment wurden vom pgDBSII zunéchst
in den Klonierungsvektor pSPT18 subkloniert und dann in den Expressionsvektor
pEV40b umkloniert, wihrend das Pstl/BamHI-Fragment direkt aus pgDBSII isoliert
und in pEV40b inseriert wurde.

Im Folgenden sind bei der Erwdhnung der Fusionsproteine nur die gD-spezifischen
Aminosduren der Fragmente, nicht aber die gG- und gl-spezifischen Aminoséuren

angegeben: GD = gD AS 1-402, GD-1 = gD AS 1-170 und GD-2 = gD AS 170-402.

g | D | if
41 1247 127
Dbp P 1,208 bp ™ amnp
8all 40 bp | 1049 bp
T
pSFT1E i1 pSPT 18
)|...—Psr1—| ]
pGD-1  pEWdlh . "\ pEVi b
pYPT 18 | CHM-2 p§PT18
{...—SEII -BamHI- . ..
pGD-2 pE ¥4 ib oo :| i\-pE‘J-iIJb

pGD pEV40L [0 Bk} BamEL- .. | pEV40b

G

Abb. 1: Klonierungsschema fiir die Fusionsproteine GD-1, GD-2 und GD. Das 548 bp und
das 1.049 bp PRV-gD-Fragment wurden aus pgDBSIl in den Klonierungsvektor
pSPT18 subkloniert (= CM-1 und CM-2) und dann in den Expressionsvektor pEV40b
umkloniert (= GD-1 und GD-2). Das gesamte 1.597 bp PRV-gD-Fragment wurde
direkt aus pgDBSII isoliert und in pEV40Db inseriert (= GD).

5.1.3 Durchfiihrung der Klonierungen und Uberpriifung der
erhaltenen rekombinanten Klone

pGD-1 und pGD-2: Das Plasmid pgDBSII wurde mit Pstl und Sall bzw. mit Sall und
BamHI gespalten, die erhaltenen 548 bp und 1.049 bp groBlen Fragmente nach
praparativer Gelelektrophorese mittels ,,Qiaex* (— 4.5.6) isoliert und in den mit Pstl
und Sall bzw. Sall und BamHI linearisierten, mit Phosphatase behandelten
Klonierungsvektor pSPT18 ligiert. Nach Transformation von E. coli K12 DHS5-aF’-

Bakterien wurde die isolierte Plasmid-DNA einzelner Klone mit Pstl- und Sall- bzw.
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Sall- und BamHI-Spaltung auf erfolgreiche Insertion {iiberpriift (nicht gezeigt).
AuBlerdem wurden zusitzliche Kontrollspaltungen mit Kpnl und BssHII durchgefiihrt
(nicht gezeigt). Die erhaltenen Plasmide pCM-1 (548 bp-Fragment) und pCM-2 (1.049
bp-Fragment) wurden erneut mit Pstl und Sall bzw. mit Sall und BamHI gespalten, die
entstandenen Fragmente isoliert und in den mit Pstl und Sall bzw. Sall und BamHI
gespaltenen, mit Phosphatase behandelten, Expressionsvektor pEV40b, in den
Leserahmen der MS2 Polymerase, inseriert. Mit den Ansétzen wurden E. coli K12 W6-
Arex-Bakterien transformiert, und die daraus hervorgegangenen Klone wurden
wiederum einer Pstl- und Sall- bzw. Sall- und BamHI-Kontrollspaltung (Abb. 2)
unterzogen. pGD-1 Klone enthielten zusétzlich zum linearisierten Vektor von 2.800 bp
das 548 bp gD-Fragment (Abb.2 A) und pGD-2 Klone das 1.049 bp gD-Fragment
(Abb. 2 B).

pGD: Das Plasmid pgDBSII wurde mit Pstl und BamHI gespalten, es wurde weiter
vorgegangen wie fiir GD-1 und GD-2 angeben, wobei das 1.597 bp gD-Fragment direkt
in den mit Pstl und BamHI gespaltenen und mit Phosphatase vorbehandelten
Expressionsvektor pEV40b ligiert wurde. Die erhaltenen Klone wurden mit Pstl- und
BamHI-Spaltung tiberpriift, wie in Abb. 2 C fiir drei pGD- Klone gezeigt, die zusitzlich
zum linearisierten Vektor (2.800 bp) das 1.597 bp gD-Fragment enthielten.

A B C
M1 2 3 M 123

3.054 =

1.018§ =
510 ==

4-GD-1

Abb. 2: Kontrollspaltungen der erhaltenen rekombinanten gD-Klone pGD-1 (A), pGD-2 (B)
und pGD (C). Dargestellt sind die Kontrollspaltungen von jeweils 3 Klonen (Spuren 1
bis 3). (A) pGD-1-Kontrollspaltung mit Pstl und Sall, GD-1-Fragment bei 548 bp. (B)
pGD-2-Kontrollspaltung mit Sall und BamHI, GD-2-Fragment bei 1.049 bp. (C) pGD-
Kontrollspaltung mit Pstl und BamHI, GD-Fragment bei 1.597 bp. M = Marker [bp],
IV = linearisierter Vektor pEV40 bei 2.800 bp.
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5.1.4 Sequenzierung

Um sicherzustellen, dass die inserierten gD-Genabschnitte der Plasmide pGD-1, pGD-2
und pGD im korrekten Leseraster der MS2 Polymerase vorlagen, wurde der Ubergang
zwischen Vektor- und Insert-DNA sequenziert (— 4.6.5). Hierzu wurde ein
synthetischer MS2-spezifischer Primer verwendet. Das Vorliegen der Insert-DNA im
korrekten Leseraster der MS2-Polymerase konnte fiir alle drei Konstrukte bestétigt

werden (nicht gezeigt).

5.1.5 Expression und Reinigung der Fusionsproteine

5.1.5.1 Expression der Fusionsproteine

Mit den charakterisierten Expressionsplasmiden pGD-1 (gD AS 1-170), pGD-2 (gD AS
170-402), pGD (gD AS 1-402) und zur Kontolle mit pEV40b ohne Insertion wurden E.
coli K12 C600-537-Bakterien transformiert. Diese tragen ein Plasmid, das u. a. fiir den
temperatursensitiven A cI-Repressor (cI857) kodiert. Die Kulturen wurden zunéchst bei
28 °C iiber Nacht angezogen. Die Induktion der Expression der Fusionsproteine erfolgte

durch Inaktivierung des cI-Repressors bei 42 °C iiber 3 Stunden (— 4.8.1).

5.1.5.2 Reinigung der Fusionsproteine iiber differentielle Harnstoffextraktion

Nach der Induktion wurden die Fusionsproteine GD-1, GD-2 und GD, und zum
Vergleich EV40, iiber differentielle Harnstoffextraktion (— 4.8.2) gereinigt. Hierbei
wurde das unterschiedliche Loslichkeitsverhalten bakterieller Proteine in PBS/Lysozym
(Uberstand 1), 1 M Harnstoff (Uberstand 2) und 7 M Harnstoff (Uberstand 3) genutzt.
Unlosliche Bestandteile wurden abschlieBend in PBS aufgenommen (Sediment).
AnschlieBend wurden induzierte und nicht-induzierte Bakterienlysate sowie die
einzelnen Uberstiinde nach der Harnstoffextraktion in der SDS-PAGE (— 4.9.1) und
mittels Western-Blot-Analysen (— 4.9.3) mit PRV-spezifischen Seren untersucht.
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GD-1 (gD AS 1-170): Das Fusionsprotein des N-terminalen gD-Abschnittes lie3 sich in
pEV40 nur in geringer Menge exprimieren und wanderte in der SDS-PAGE bei einer
Grofe von ca. 27 kDa, iibereinstimmend mit dem mittels Computerprogramm
kalkulierten Molekulargewicht (Abb. 3 A). Es fand sich nach der Harnstoffextraktion zu
einem geringeren Anteil im Uberstand 3 und zum GroBteil im Sediment (Abb. 3 A).
Folglich handelte es sich um ein schwer ldsliches bis unlosliches Fusionsprotein. Im
Western-Blot zeigte sich nur eine schwache Reaktion mit dem PRV-spezifischen
Ziegenserum (Abb. 4). Western-Blots mit den Fraktionen aus der Harnstoffextraktion
(nicht gezeigt) bestitigten das Vorhandensein von GD-1 im Uberstand 3 und im
Sediment, wobei sich wiederum nur eine ausgesprochen schwache Reaktion zeigte.
GD-2 (gD AS 170-402): Das Fusionsprotein fiir den C-terminalen Abschnitt des gD
wurde in pEV40 ebenfalls nur schwach exprimiert und wanderte in der SDS-PAGE bei
der erwarteten GroBe ca. 33 kDa (Abb. 3 B). Nach Harnstoffextraktion fand sich das
GD-2 hauptsichlich im Uberstand 3 in geringer Menge wieder (Abb. 3 B). Trotz der
geringen Menge GD-2 in der SDS-PAGE, zeigte sich in der Western-Blot-Analyse mit
PRV-spezifischem Serum eine starke spezifische Reaktion sowohl im
Gesamtproteinlysat (Abb. 4) als auch im Uberstand 3 (nicht gezeigt).

GD (gD AS 1-402): Auch dieses Fusionsprotein konnte in pEV40 nur in geringer
Menge, etwa vergleichbar mit GD-1, exprimiert werden und wanderte in der SDS-
PAGE bei der erwarteten GroBle von ca. 65 kDa (nicht gezeigt). In Western-Blot-
Analysen mit PRV-spezifischen Seren (Abb. 4, Abb. 5) zeigte sich eine spezifische
Reaktion. Neben der Haupt-Bande bei 65 kDa zeigten sich noch weitere spezifische
Banden niedrigeren Molekulargewichts bis zum GroBenbereich von ca. 42 kDa. Dies
lieB auf einen partiellen Verdau des Fusionsproteins bereits wahrend der Induktion
schlieBen. In Fraktionen der Harnstoffextraktion fand sich das GD zu einem geringeren
Anteil im Uberstand 3 und zum GroBteil im Sediment wieder (Abb. 5). Es handelte sich

also bei GD wie bei GD-1 um ein unldsliches Fusionsprotein.
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Abb. 3: SDS-PAGE, Silberfarbung, mit den Fraktionen aus der Harnstoffextraktion fir GD-1
(A) und GD-2 (B). M = Marker [kDa], n.i. = nicht induziertes, i. = induziertes
Bakterienlysat, U1 - U3 = Uberstéande 1 - 3, S = Sediment. GD-1 = 27 kDa, GD-2 =
33 kDa.
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Abb. 4: Western-Blot-Analyse der Bakterienlysate der Fusionsproteine GD, GD-1, GD-2 und
der Kontrolle EV40 mit PRV-Hyperimmunserum (Ziege, Verdinnung 1 : 500). M =
Marker [kDa], n.i. = nicht induziertes, i. = induziertes Bakterienlysat.
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Abb. 5: Western-Blot-Analyse der GD-Fraktionen aus der differentiellen Harnstoffextraktion
mit PRV-gD-spezifischem Serum (Kaninchen, Verdinnung 1 : 500). M = Marker
[kDal, i. = induziertes Bakterienlysat, U1 - U3 = Ubersténde 1 - 3, S = Sediment.
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Um zu testen, ob nach kiirzeren oder ldngeren Induktionszeiten eine bessere
Expressionsrate der gD-Fusionsproteine erhalten werden konnte, wurden wéhrend
5 Stunden bei 42 °C stiindlich Proben der Bakterienkulturen entnommen. Nach SDS-
PAGE und Coomassie-Farbung fand sich jedoch weder vor noch nach 3-stiindiger

Hitzeinduktion eine verbesserte Expressionsrate jedes Fusionsproteins (nicht gezeigt).

5.1.5.3 Reinigungs- und Anreicherungsversuche der gD-Fusionsproteine durch

Affinititschromatographie an einer Talon-Séule

Da die 6xHis-markierten gD-Fusionsproteine in pEV40 nur in geringer Menge
exprimiert wurden und in den jeweiligen Fraktionen der Harnstoffextraktion nur in
entsprechend geringer Menge enthalten waren (—5.1.5.2), wurde untersucht, ob eine
Anreicherung iiber Affinitdtschromatographie moglich war. Diese Methode bietet auch
den Vorteil, 6xHis-markierte Fusionsproteine noch weiter zu reinigen, indem sie
weitgehend von nicht 6xHis-markierten, bakteriellen Proteinen oder anderen
Bestandteilen aus der Harnstoffextraktion, wie dem Harnstoff selbst, befreit werden
konnen.

Fiir die Reinigungsversuche wurde eine Talon-Sdule (— 3.6) verwendet. Hierbei wird
ein auf Sepharose CL-6B basierendes Harz eingesetzt, das nicht nickelhaltig sondern
kobalthaltig ist. Harze auf Nickelbasis zeigen hidufig die Tendenz, nicht-6xHis-
markierte Wirtsproteine zu binden (Kasher et al., 1993). Dagegen soll Co®" eine hohe
Affinitdt zu 6xHis-markierten Proteinen und eine geringe Affinitdt zu Wirtsproteinen
besitzen. Die Reinigungsversuche {iber eine Talon-Sdule wurden mit den
Fusionsproteinen GD-1 und GD-2 durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde das in pEV40
sehr gut exprimierte PRV-Glykoprotein gE-Fragment BF-2 (WF-26, gE AS 33-238,
Fuchs et al., 1990) mitgefiihrt, das sich nach differentieller Harnstoffextraktion im
Uberstand 3 befand, und dessen spezifische Bande in der SDS-PAGE bei einer GroBe
von ca. 35 kDa wandert. Zur Reinigung wurden fiir das Fusionsprotein GD-1 der
Uberstand 3 und das Sediment und fiir GD-2 und BF-2 der Uberstand 3 aus der
differentiellen = Harnstoffextraktion = verwendet. = Zusdtzlich  wurden  noch

Reinigungsversuche direkt mit den Bakterienlysaten durchgefiihrt.
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Hier ist repriisentativ das Ergebnis fiir die Reinigungsversuche anhand der Uberstéinde 3
der Harnstoffextraktion fiir BF-2 und GD-1 nach einem optimierten
Reinigungsprotokoll (— 4.8.4) gezeigt (Abb. 6). Anhand von BF-2 (Abb. 6 A) konnte
demonstriert werden, dass nahezu das gesamte Fusionsprotein an die Siule gebunden
hatte. Es war nur in geringen Mengen im Sédulendurchlauf, beim Zentrifugationsschritt
nach dem Probenauftrag, nachzuweisen. Auch bei den anschlieenden Waschschritten
(nicht gezeigt) blieb das meiste Fusionsprotein gebunden. BF-2 lief3 sich zum GroBteil
sofort mit dem Eluat 1 wieder von der Sdule eluieren und war dann, in immer geringer
werdender Menge, in den Eluaten 2 bis 6 (Eluate 4 bis 6 nicht gezeigt) nachzuweisen.
Dagegen wurde das Fusionsprotein GD-1 zwar zundchst zum Grofteil gebunden, liel3
sich dann aber nur im Eluat 1 und nur in sehr geringer Menge nachweisen (Abb. 6 B).
Die Reinigung und Anreicherung von in pEV40 exprimierten Fusionsproteinen mittels
einer Talon-Sdule funktioniert prinzipiell, wie anhand von BF-2 gezeigt werden konnte,
das aus dem Uberstand 3 der Harnstoffextraktion und aus dem Bakterienlysat (nicht
gezeigt) sehr gut gereinigt und iiber SDS-PAGE nachgewiesen werden konnte. Das
Fusionsprotein GD-1 konnte in den Talon-Eluaten mittels SDS-PAGE nur in sehr
geringer Menge nachgewiesen werden, wobei die Ergebnisse fiir die
Anreicherungsversuche mit dem Uberstand 3 (Abb. 6 B), dem Sediment (nicht gezeigt)
und dem Bakterienlysat (nicht gezeigt) vergleichbar waren. Das Fusionsprotein GD-2
war in den Talon-Eluaten mittels SDS-PAGE, selbst nach Silberfarbung, nicht
nachweisbar, gleichgiiltig ob der Uberstand 3 oder das gesamte Bakterienlysat zur
Reinigung eingesetzt worden waren.

Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen werden, dass die Talon-Reinigung nicht
geeignet ist, wenn Fusionsproteine aufgrund der geringen Expressionsrate von vorne
herein in zu geringer Konzentration vorliegen. Wéhrend der Reinigung kommt es zu
einem Verlust an Fusionsprotein, der bei hohen Konzentrationen nicht ins Gewicht fallt,
der sich aber bei geringen Konzentrationen entsprechend stirker auswirkt und zu

geringsten Ausbeuten fiihrt.
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Abb. 6: SDS-PAGE (Coomassiefarbung) der Talon-Aufreinigung BF-2 (A) und GD-1 (B). M
= Marker [kDa], U3 = Uberstand 3 der Harnstoffextraktion, DL = Saulendurchlauf
nach Probenauftrag, E1 — E3 = Eluate 1 bis 3.
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5.1.6 PRV-ELISA

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die humorale und zelluldire PRV-spezifische
Immunantwort von Inzuchtschweinen vom d/d Haplotyp (Sachs et al., 1976) und auch
der natiirlichen Auszuchtschweinepopulation mit polymorphem MHC (Chardon et al.,
1999) untersucht werden. Dazu wurden drei Inzuchtschweine und zwei
Auszuchtschweine deutscher Landrasse mit dem PRV-Impfstamm Begonia zweimal im
Abstand von vier Wochen intranasal immunisiert (— 4.3.1).

Wihrend eine PRV-spezifische Reaktion im PRV-ELISA fiir die drei Inzuchtschweine
bereits bekannt war, die sich bis zu einer Serumverdiinnung von iiber 1:10.000
nachweisen lie (Ober, 1993; Ober et al., 1998), musste die PRV-Immunisierung der
beiden Auszuchtschweine noch iiber einen PRV-ELISA (— 4.11.2) liberpriift werden.
Dazu wurden Mikrotiterplatten mit 0,3 pg/well PRV beschichtet. Die Schweineseren
vor der Immunisierung und nach der 1. und der 2. Immunisierung wurden in den
Verdiinnungen 1 : 100, 1 : 1.000 und 1 : 10.000 getestet. Die Ergebnisse sind in Abb. 7
fiir die Versuchstiere 1 (A) und 2 (B) zu sehen. Die optische Dichte (OD) bei 492 nm ist
gegen die Serumverdiinnung aufgetragen. Fiir beide Versuchstiere wurde nach der 1.
und nach der 2. Immunisierung im Vergleich zum Praimmunserum eine Steigerung der
OD erhalten, die auf einer PRV-spezifischen Antikorperbildung beruhte, und die noch
bei einer Serumverdiinnung von 1 : 10.000 nachgewiesen werden konnte.

Bei der Verdiinnung von 1 : 10.000 wurde fiir das Schwein 1 (Abb. 7 A) mit dem
Praimmunserum eine OD von 0,10 gemessen (= ODpy;), mit dem Serum nach der 1.
Immunisierung lag die OD bei 0,45 (4,5 x ODp;;) und nach der 2. Immunisierung
erreichte der OD-Wert 0,51 (5,1 x ODpy;.). Fiir das Schwein 2 (Abb. 7 B) ergab sich bei
der Serumverdiinnung 1 : 10.000 ein OD-Wert von 0,09 mit dem Prdimmunserum (=
ODpy;.), mit dem Serum nach der 1. Immunisierung erreichte die OD hier 0,14 (1,6 x
ODp3) und nach der 2. Immunisierung 0,55 (6,1 x ODpy). Die Induktion einer
humoralen PRV-spezifischen Immunantwort nach PRV-Vakzinierung konnte somit fiir

beide Tiere gezeigt werden.
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PRV-ELISA zur Kontrolle der PRV-spezifischen Antikdrperbildung nach PRV-
Immunisierung der Auszuchtschweine 1 (A) und 2 (B). Mikrotiterplatten wurden mit
0,3 pg/well PRV beschichtet. Die Schweineseren vor der Immunisierung und nach
der 1. und der 2. Immunisierung wurden in den Verdinnungen 1 : 100, 1 : 1.000 und
1:10.000 getestet. Der Peroxidase-konjugierte Zweitantikorper (Ziege anti-Schwein
Ig) wurde in einer Verdinnung von 1 : 1.000 verwendet. Aufgetragen ist die bei 492
nm gemessene OD gegen die jeweiligen Serumverdinnungen.
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5.1.7 Herstellung der synthetischen Peptide gD 1-79

Zur Feinkartierung von B- und T-Zellepitopen des Glykoproteins gD wurden 79
synthetische Peptidamide, von 15 AS Lédnge und um jeweils 10 AS iiberlappend,
entsprechend der Sequenz des Glykoproteins gD hergestellt (AS-Sequenzen — 9). Die
Synthese der Peptidamide wurde, zusammen mit Dr. B. Teufel, an einem multiplen
Peptidsynthesizer (— 3.5) nach der Fmoc-Strategie (— 4.10.1) durchgefiihrt. Nach der

Synthese wurden die Peptide vom Harz abgespalten, wie unter 4.10.2 beschrieben.

5.1.7.1 Charakterisierung der Peptide iiber Ionenspray-Massenspektrometrie

Die synthetischen Peptidamide wurden {iber lonenspray-Massenspektrometrie (IS-MS)
von Dr. C. Kempter analysiert. Es wurde ein Tripel-Quadrupol Massenspektrometer
API III mit einem lonenspray- (IS-) Interface (Sciex, Canada) verwendet. Die Peptide
wurden in HyO/ACN 1 : 1 mit 0,1 % TFA-Gehalt gelost, so dass Probeldsungen von ca.
1 mg/ml erhalten wurden. Die Losungen wurden iiber Fliessinjektion analysiert.

Reprisentativ ist das Massenspektrum fiir das Peptid gD16 (gD AS 76-90) mit der
Aminosduresequenz QVDRLLNEAVAHRRP und der fiir das Peptidamid berechneten
Masse von 1773,3 Da gezeigt (Abb. 8). Die Hauptsignale im Spektrum sind durch die
einfach, zweifach und dreifach protonierten Molekiilionen zu erkliren ([M+H]": m/z
1773,0; [M+H]*": m/z 887,0; [M+H]’": m/z 592). Aus diesen ergibt sich eine
Molekiilmasse von 1772 Da. Die Abweichung zwischen der gemessenen und der
berechneten Molekiilmasse ist einerseits auf die Messungenauigkeit und andererseits
auf die Abweichung zwischen monoistopischer und durchschnittlicher Molekiilmasse
zuriickzufithren. Aus dem Massenspektrum ist zu ersehen, dass das Peptid eine sehr
hohe Reinheit aufweist. Die weiteren Massensignale sind {iber Fragmentbildungen oder

geringe Mengen kleinerer Peptide zu erkléren.
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Abb. 8: IS-MS-Massenspektrum, Peptid gD16 (gD AS 76-90; AS-Sequenz:
QVDRLLNEAVAHRRP). Aufgetragen ist die relative Intensitat gegen das m/z-
(Masse/Ladungs-) Verhaltnis.

5.1.8 B-Zellepitopkartierung

Ergebnisse der Western-Blot-Analysen mit PRV-spezifischen Seren zeigten, dass vor
allem der C-terminale Abschnitt des gD (gD AS 170-402) B-Zellepitope enthélt (—
5.1.5). Auch mit den Seren der PRV-immunisierten Inzuchtschweine und
Auszuchtschweine zeigte sich in der Western-Blot-Analyse eine starke Reaktion mit
dem Fusionsprotein GD-2 (gD AS 170-402), eine wesentlich schwéchere Reaktion mit
Gesamt-gD (AS 1-402), wogegen eine sehr geringe Reaktion mit GD-1 (AS 1-170) nur
mit den Inzuchtschweinseren, nicht aber mit den Auszuchtschweinseren, nachgewiesen

werden konnte (nicht gezeigt).
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5.1.8.1 Peptid-ELISA mit PRV-spezifischen Seren und den Peptiden gD1-79

Zur Feinkartierung linearer B-Zellepitope des Glykoproteins gD wurden 79
iiberlappende Pentadecapeptide, die das gesamte gD reprédsentieren (AS-Sequenzen —
9) im Peptid-ELISA (— 4.11.1) mit Immunseren getestet.

Mikrotiterplatten wurden mit 1 pg/well Peptid in 50 pl PBS-A iiber Nacht bei 4 °C
beschichtet. Hierdurch konnte, im Vergleich zur bisher gebrauchlichen Beschichtung,
die durch Eintrocknen von in Aqua bidest. gelostem Peptid bei 37 °C erfolgte, der
unspezifische Hintergrund gesenkt werden. Als Positivkontrolle wurde das
charakterisierte PRV-spezifische gC-B-Zellepitop gC14 (gC AS 65-79, AS-Sequenz
STPPVPPPSVSRRKP; Ober, 1993; Ober et al, 2000) verwendet. Das
Ziegenhyperimmunserum und das Serum eines PRV-immunisierten Inzuchtschweines
sowie die entsprechenden Prdimmunseren wurden in der Verdiinnung 1 : 100 eingesetzt.
Ein Peptid wurde als potentielles B-Zellepitop gewertet, wenn bei Inkubation mit dem
Immunserum mindestens die doppelte optische Dichte (OD) des Prdiimmunserums (2 x
ODpy;) erhalten wurde und dieses Ergebnis reproduzierbar war.

In Abb. 9 A ist das Ergebnis fiir den Peptid-ELISA mit dem Ziegenserum gezeigt. Die
OD-Werte sind gegen die Peptidnummer aufgetragen. Die OD-Werte mit dem Serum
vor der Immunisierung (weille Balken) und mit dem Serum nach der Immunisierung
(schwarze Balken) sind fiir die einzelnen Peptide jeweils nebeneinandergestellt. Das
PRV-spezifische Ziegen-Hyperimmunserum zeigte eine spezifische Reaktion mit den
Peptiden gD55 (2,0 x ODpys), gD63 (3,7 x ODpyz), gD65 (5,8 x ODpys), gD66 (2,1 x
ODpy;) und gD79 (4,0 x ODpy;). Der Wert der gCl14-Kontrolle lag bei 14,4 x ODpy;,
(nicht gezeigt). Der gemittelte unspezifische Hintergrund aller OD-Werte mit dem
Priimmunserum lag bei einer OD von 0,13.

In Abb. 9 B ist, entsprechend zur Abb. 9 A, das Ergebnis fiir den Peptid-ELISA mit
dem Serum des PRV-immunisierten Inzuchtschweines (Tier 3) dargestellt. Das Serum
nach der Immunisierung zeigte hier eine spezifische Reaktion mit den Peptiden gD64
(2,8 x ODpy3), gD65 (2,3 x ODpy;.) und gD77 (2,0 x ODpy; ). Die gC14-Kontrolle lag bei
5,5 x ODpy;. (nicht gezeigt). Der gemittelte unspezifische Hintergrund aller Werte mit
dem Praimmunserum fand sich bei einer OD von 0,35 und war somit hoher als fiir das

Ziegenserum (OD 0,13).



5.1 Glykoprotein gD 79

oD

|- | | .|,'.".‘
!IHI||||||||||||||\|\||||||||\||||I||||||||||| !II\II\HHII Il

5 7 9 1113 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75 77 79

gD-Peptide

1,8 -
1,6 - B
1,4 -

1,2

oD

0,8 1

0,6 1

\ il i \ Il '1

1 3 65 7 9 11131517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75 77 79

gD-Peptide

Abb. 9: Peptid-ELISA mit PRV-spezifischem Ziegenhyperimmunserum (A) oder PRV-
spezifischem Serum eines Inzuchtschweins vom d/d Haplotyp (B) und den Peptiden
gD 1-79 (gD AS 1-402). Aufgetragen sind die bei 492 nm gemessenen OD-Werte
gegen die Peptidnummer. Flr die Peptide (1ug/well) sind die OD-Werte mit dem
Praimmunserum (weilRe Balken) und dem Immunserum (schwarze Balken) jeweils
nebeneinandergestellt. Es wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Die
Standardabweichungen sind durch Fehlerbalken angezeigt. Die PRV-spezifischen
Seren wurden in der Verdinnung 1:100, der Peroxidase-konjugierte
Zweitantikérper (Kaninchen anti-Ziege Ig bzw. Ziege anti-Schwein Ig) in der
Verdinnung 1 : 5.000 eingesetzt.
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Im Vergleich zum Peptid gC14 zeigte sich sowohl fiir das Ziegen- als auch fiir das
Inzuchtschweinserum mit allen positiv reagierenden gD-Peptiden eine schwichere
Reaktion.

Die 1iber B-Zellepitopkartierung durch einen  Peptid-ELISA  fir das
Ziegenhyperimmunserum und fiir das Inzuchtschwein vom d/d Haplotyp auf dem
Glykoprotein gD erhaltenen linearen B-Zellepitope sind in Tab. 1 zusammengefasst.
Beide getesteten PRV-spezifischen Seren erkannten im Peptid-ELISA, bis auf das
Peptid gD65, auf das mit beiden Seren eine positive Reaktion erfolgte, innerhalb

desselben C-terminalen gD-Bereiches (gD AS 271-402) unterschiedliche Peptide.

gD-Peptid Ziege Inzuchtschwein
gD 55 (gD AS 271-285) + -
gD63 (gD AS 311-325) + -
gD64 (gD AS 316-330) - +
gD65 (gD AS 321-335) + +
gD66 (gD AS 326-340) + -
gD77 (gD AS 381-395) - +
gD79 (gD AS 391-402) + -

Tab. 1: Peptid-ELISA mit den Peptiden gD1-79 und Ziegen- bzw. Inzuchtschweinserum. (+
= positive Reaktion, - = negative Reaktion).

Um zu sehen, ob mit der PBS-A-Beschichtung der Mikrotiterplatten auch der
unspezifische Hintergrund im Peptid-ELISA mit Auszuchtschweinseren gesenkt werden
konnte, wurden mit den Immunseren und Prdimmunseren der PRV-immunisierten
Auszuchtschweine 1 und 2 ebenfalls Peptid-ELISAs durchgefiihrt. Es wurden die
Peptide gD57-79 getestet (gD AS 281-402). Es konnte jedoch keine spezifische

Reaktion der Immunseren mit den Peptiden gezeigt werden (nicht gezeigt).
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5.1.9 T-Zellepitopkartierung

5.1.9.1 Proliferationstests mit B-Propiolacton-inaktiviertem PRV

Fiir Proliferationstests mit PBMC PRV-immunisierter Schweine wurde als
Positivkontrolle UV-inaktiviertes PRV (UV-PRV) verwendet. Die Virusinaktivierung
erscheint vorteilhaft, vor allem fiir mehrtdgige Versuche, da Zellen der PBMC-Fraktion
wie Monocyten und Lymphocyten, darunter sowohl B-Zellen als auch T-Zellen, CD4"
Zellen als auch CDS8" Zellen, lytisch infiziert werden (Chinsakchai und Molitor, 1992;
Dreyer-Bux, 1997; Mulder et al., 1995).

Die UV-Virusinaktivierung wurde mit einem Stratalinker-Gerdt bei 254 nm
durchgefiihrt (— 4.2.4). Mit zunechmender Bestrahlungsdauer wurde haufig eine
Abnahme der restimulierenden Wirkung der inaktivierten Virussuspension auf die
PBMC beobachtet (nicht gezeigt). Ein Grund konnte die Zerstdrung immunogener
Epitope durch die UV-Strahlung sein. Auflerdem konnten die Oberfldchenglykoproteine
durch UV-bedingte Quervernetzung fiir die Antigenerkennung weniger exponiert
erscheinen. Als alternative Inaktivierungsmethode wurde getestet, inwieweit sich -
Propiolacton-inaktiviertes PRV (B-PL-PRV) zur Restimulierung der PBMC eignete. [3-
PL (CsH40,) ist eine alkylierende Substanz und wirkt auf niedere Organismen mutagen.
Es inaktiviert Mikroorganismen wie Bakterien, Pilze, Phagen und Viren. Auch im
Tierversuch erweist sich B-PL als hochgradiges Carcinogen (Falbe und Regitz, 1995).
Eine PRV-Virussuspension mit einem Titer von 10°® pfu/ml wurde zur Inaktivierung mit
0,08 % B-PL versetzt (— 4.2.5). Die Virusinaktivierung wurde durch 10-tdgige Co-
Kultivierung der so behandelten Virussuspension mit PSEK-Zellen iiberpriift (— 4.2.6).
PRV-immune PBMC des Inzuchtschweines 3 wurden mit verschiedenen
Konzentrationen [B-PL-PRV (1,5-20 moi, entsprechend der Bestimmung vor
Virusinaktivierung) fiir 6 Tage restimuliert. Die spezifische PBMC-Proliferation wurde
durch 18 h Einbau von *H-Thymidin in cpm bestimmt (— 4.4.2.).

Die PBMC konnten mit B-PL-PRV konzentrationsabhingig restimuliert werden (Abb.
10). Mit 2,5 moi wurde eine maximale PBMC-Proliferation von 42155 cpm gemessen.
Dies entspricht dem 11-fachen der Spontanproliferation ohne Antigenzusatz (3940

cpm). Bei den hoheren Konzentrationen von 20 und 10 moi/well zeigte sich eine
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Hemmung der Proliferation. Die Ergebnisse entsprachen den mit UV-PRV nach
optimaler UV-Inaktivierung erhaltenen Stimulationen der Zellproliferation (nicht
gezeigt). Daher wurde fiir alle weiteren Versuche B-PL-PRV in einer Konzentration von

2,5 moi eingesetzt.
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Abb. 10: Proliferationstest mit PBMC und B-PL-PRV. PBMC eines PRV-immunisierten
Inzuchtschweines (2 x 105/well) wurden mit den angegebenen Mengen (moi) B-PL-
PRV fiir 6 Tage inkubiert. Die spezifische Proliferation wurde durch 18 h Einbau von
3H-Thymidin in cpm bestimmt. Die untere durchgezogene Linie markiert die
Spontanproliferation (3940 +/- 870 cpm). Dargestellt sind Triplikate, die
Standardabweichungen sind als Fehlerbalken eingetragen.

5.1.9.2 Proliferationstests mit den Fusionsproteinen GD-1, GD-2 und GD

Zur ndheren Eingrenzung von T-Zellepitopen auf dem Glykoprotein gD wurden die
Fusionsproteinen GD-1 (gD AS 1-170), GD-2 (gD AS 170-402) und GD (gD AS 1-402)
zur Restimulierung PRV-spezifischer PBMC (— 4.4.2) des Inzuchtschweines 3
eingesetzt. Hierzu wurden die Uberstéinde 3 der Harnstoffextraktion verwendet, da die
im Expressionsvektor pEV40 exprimierten gD-Fusionsproteine iiber
Affinitdtschromatographie nicht weiter angereichert werden konnten (— 5.1.5.3). Zum
Vergleich wurde EV40 ohne Insert mitgefiihrt. Es war beobachtet worden, dass der
Vektor ohne Insert bereits eine stimulatorische Wirkung auf naive (nicht gezeigt) und
PRV-immune PBMC ausiibte. Eine Proliferation konnte deshalb nur dann als gD-

Fusionsprotein-spezifisch gelten, wenn die mit EV40 erhaltene Proliferation
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tiberschritten wurde. In Abb. 11 sind die Ergebnisse dargestellt. Zundchst sind die
Ergebnisse fiir 1 ug Proteingehalt/well beschrieben.

GD: Mit dem das gesamte gD reprisentierenden Fusionsprotein zeigte sich eine
maximale PBMC-Proliferation von 42544 cpm. Der Messwert lag deutlich hoher als der
mit EV40 gemessene Wert (24262 cpm). Dies sprach fiir eine GD-spezifische
Proliferation und somit dafiir, dass auf dem Glykoprotein gD fiir das Inzuchtschwein T-
Zellepitope zu erwarten sind.

GD-1: Mit dem N-terminalen gD-Abschnitt wurde eine maximale Proliferation von
31809 cpm gemessen. Auch dieser Wert lag, wenngleich weniger deutlich als der GD-
Wert, iiber dem EV40-Vergleichswert und wurde als GD-1-spezifisch gewertet. Auf
dem N-terminalen gD-Abschnitt konnten T-Zellepitope vermutet werden.

GD-2: Der C-terminale gD-Abschnitt bewirkte eine maximale Proliferation von
19185 cpm. Diese lag unterhalb der mit EV40 erhaltenen Proliferation und wurde somit
als unspezifisch betrachtet. Moglicherweise reichte jedoch der geringe GD-2-Anteil in
der Probe, trotz gleichen Proteingehaltes, nicht dazu aus, eine stimulatorische Wirkung
auf die PBMC zu entfalten. Aus diesem Grund konnte das Vorhandensein von T-
Zellepitopen auf dem C-terminalen gD-Abschnitt nicht vollkommen ausgeschlossen
werden.

Mit abnehmender Proteinkonzentration (0,1 pg und 0,01 pg/well) ndherten sich alle
Werte der Spontanproliferation (9150 cpm) an, wéihrend die hohere Konzentration von
10 pg Proteingehalt/well mit allen Fusionsproteinen eine Hemmung der PBMC-
Proliferation zur Folge hatte, die auf der Wirkung von toxischen Bestandteilen aus der
Harnstoffextraktion beruhen konnte.

Zusitzlich wurden Proliferationstests mit dem Sediment aus der Harnstoffextraktion der
Fusionsproteine GD und GD-1 durchgefiihrt (nicht gezeigt). In der Western-Blot-
Analyse hatte sich gezeigt, dass diese Fraktion einen héheren GD- oder GD-1-Anteil
hatte, als der Uberstand 3 aus der Harnstoffextraktion (— 5.1.5). Das Sediment war
jedoch sehr unldslich und nicht in eine homogene Losung mit definiertem Proteingehalt
zu bringen. Es {ibte einen hemmenden Einfluss auf das Zellwachstum aus. Die Tests
konnten nicht weiter verwertet werden.

Zundchst sollte der N-terminale gD-Abschnitt weiter auf T-Zellepitope untersucht

werden.
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Abb. 11: Proliferationstest mit den Fusionsproteinen GD-1, GD-2 und GD. PBMC eines PRV-
immunisierten Inzuchtschweines (2 x 10%/well) wurden mit in Zehnerschritten (10 pg
- 0,01 ug Proteingehalt/well) verdiinnten Fusionsproteinen GD (gD AS 1-402), GD-1
(gD AS 1-170) und GD-2 (gD AS 170-402) fir 6 Tage inkubiert. Als Kontrolle wurde
EV40, der Expressionvektor ohne Insert, verwendet. Die spezifische Proliferation
der PBMC wurde (ber den 18 h Einbau von 3H-Thymidin in cpm bestimmt.

Spontanproliferation = 9150 cpm. B-PL-PRV-Kontrolle (2,5 moi) = 48536 cpm.
Dargestellt sind die Werte triplikater Kulturen.

5.1.9.3 T-Zellepitopkartierung mit den Peptiden gD1-34 und PBMC von
Inzuchtschweinen

Vorausgegangene Proliferationstests mit E. coli gD-Fusionsproteinen und PBMC PRV-
immunisierter Inzuchtschweine hatten den Hinweis auf das Vorhandensein von T-
Zellepitopen im N-terminalen gD-Abschnitt (gD AS 1-170) ergeben (— 5.1.9.2). Zur
Feinkartierung von T-Zellepitopen wurden 35, diesen Bereich repridsentierende,
synthetische Pentadecapeptide (gD AS 1-185, AS-Sequenzen — 9) in Proliferationstests
(— 4.4.2) mit PBMC des PRV-immunisierten Inzuchtschweines 3 eingesetzt. Das

Testergebnis ist in Abb. 12 gezeigt. Ein gegeniiber der Spontanproliferation um
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mindestens das Zweifache erhohter Stimulationsindex (SI = cpm-Wert mit Peptid/cpm-
Wert Spontanproliferation) wurde als spezifisch gewertet.

Hierbei stimulierte das Peptid gD16 bei allen Peptidkonzentrationen, bis auf 10 pg
Peptid/well (SI = 1,6), mit Stimulationsindices von 2,2 bis 4,0 (Abb. 12). Die
spezifische Stimulierung von PBMC mit gD16 bestétigte sich in weiteren Tests (SI von
2,0 bis 2,5), auch mit PBMC des Inzuchtschweines 2 (nicht gezeigt).

Mit dem Peptid gD17 inkubierte PBMC wiesen bei der Konzentration 1 pg Peptid/well
einen SI von 2,0 auf und zeigten bei den iibrigen Konzentrationen SI-Werte von 1,4 bis
1,8 (Abb. 12). Auch mit dem Peptid gD34 inkubierte PBMC zeigten bei 10 pg
Peptid/well einen SI von 2,0. Die Stimulation mit den tibrigen Peptidkonzentrationen
lagen unterhalb des Grenzwertes 2,0 (SI: 1,0; 1,6; 1,6). Eine spezifische Stimulierung
mit den Peptiden gD17 und gD34 konnte allerdings in weiteren Proliferationstests nicht
reproduziert werden (nicht gezeigt). Deshalb wurde davon ausgegangen, dass der fiir
das Peptid gD17 und fiir das Peptid gD34 bei jeweils einer Peptidverdiinnung
gemessene SI von 2,0 nicht signifikant war. Wahrenddessen wurde mit allen weiteren
Peptiden (gD1-15, gD18-gD33 und gD35), bei allen Peptidverdiinnungen, keine
spezifische Stimulierung der PBMC-Proliferation erhalten (Abb. 12).

Um nachzuweisen, dass die Peptid gD16-spezifische Proliferation PRV-spezifisch ist,
wurde ein vergleichender Proliferationstest mit PBMC des PRV-immunisierten
Inzuchtschweines 3 und eines anderen, nicht PRV-immunisierten Inzuchtschweines
durchgefiihrt. PBMC des PRV-immunisierten Inzuchtschweines konnten mit dem
Peptid gD16 konzentrationsabhingig restimuliert werden (SI bis zu 2,5 bei 0,1 ug
Peptid/well; Abb. 13). Im Gegensatz dazu wiesen PBMC des nicht PRV-immunisierten
Inzuchtschweines nach gDI16-Peptidzugabe keine spezifische Stimulierung auf
(maximaler SI = 1,2 bei 0,01 pg/well; Abb. 13).

Uber T-Zellepitopkartierung mit synthetischen Peptiden konnte fiir das N-terminale gD
(gD AS 1-185) fiir das Inzuchtschwein vom d/d Haplotyp ein T-Zellepitop: gD16 (gD
AS 76-90) identifiziert werden (AS-Sequenz: QVDRLLNEAVAHRRP). Nur PRV-

immune, nicht aber naive PBMC zeigten eine spezifische Proliferation mit gD16.
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Abb. 12: T-Zellepitop-Feinkartierung mit den Peptiden gD1-35 und PBMC des PRV-
immunisierten Inzuchtschweines 3. PRV-immune PBMC wurden zusammen mit den
gD-Peptiden gD1-35 (gD AS 1-185) in den angegebenen Verdlinnungen in einem
Proliferationstest (— 4.4.2) untersucht. Der Stimulationsindex (SI) ist gegen die
Peptidnummer aufgetragen. Die B-PL-PRV-Kontrollen (2,5 moi) zeigten Sl von 9 bis
13. Dargestellt sind Triplikate, die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken
angegeben.
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Abb. 13: Proliferationstest (— 4.4.2) mit dem Peptid gD16, immunisiertes und nicht
immunisiertes Inzuchtschwein. Der Stimulationsindex (SI) ist gegen die
Peptidkonzentration aufgetragen. Die B-PL-PRV-Kontrollen (2,5 moi) wiesen einen
Sl von 7 (immunisiertes Tier) und 1 (nicht immunisiertes Tier) auf. Die
Spontanproliferationen lagen bei 6653 (+/- 1278) cpm (immunisiert) und 5163 (+/-
1605) cpm  (nicht  immunisiert). Dargestellt  sind  Triplikate, die
Standardabweichungen sind als Fehlerbalken eingetragen.
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5.1.9.4 MHC-Restriktion der Peptid gD16-spezifischen Immunantwort

Aus fritheren Arbeiten ist bekannt, dass fiir die Stimulierung der T-Zellproliferation von
PBMC immunisierter Schweine durch PRV die Subpopulation der CD4'CD8" T-
Helferzellen maB3geblich verantwortlich ist. Die PRV-spezifische PBMC-Immunantwort
erwies sich als MHC Klasse II-restringiert (Ober et al., 1998; Summerfield et al., 1996).
Dasselbe konnte auch fiir ein gC-spezifisches T-Zellepitop (gC72, gC AS 355-369;
Ober et al., 1998) gezeigt werden. Um die gD16-spezifische Immunantwort PRV-
immuner PBMC weiter zu charakterisieren, sollte deshalb deren MHC-Restriktion
bestimmt werden.

Dazu wurden PBMC des PRV-immunisierten Inzuchtschweines 3 zusammen mit dem
Peptid gD16 (1 pg/well) und Hybridoma-Zellkulturiiberstinden (100 pl/well) inkubiert,
die monoklonale Antikdrper (mAb) gegen CD4-, CD8-, MHC I- und MHC II-Molekiile
enthalten. Die Zugabe der mAb erfolgte zu Beginn der 6-tdgigen Kultivierung.

Wie in Abb. 14 gezeigt, wurde die gD16-spezifische PBMC-Proliferation (22270 cpm)
durch mAb, die gegen CD4-Corezeptoren (mAb 74-12-4) und MHC II-Molekiile (mAb
MSA 3) gerichtet sind um 97 % (640 cpm) bzw. 79 % (4852 cpm) inhibiert, wie fiir
eine MHC II-Restriktion zu erwarten.

Gegen CD8-Corezeptoren gerichtete mAb (mAb 11/295/33) hemmten die
peptidspezifische Proliferation jedoch ebenfalls um 48 % (11646 cpm). Auch der gegen
MHC I-Molekiile gerichtete mAb 74-11-10 (anti-MHC I (1)) inhibierte das spezifische
Zellwachstum um 47 % (11873 cpm). Dagegen steigerte ein weiterer mAb anti-MHC I
(mAb 2.27.3a, anti-MHC I (2)) die spezifische Proliferation um 71 % (38026 cpm).

Die Variation des Tests durch Verringerung der mAb-Kulturiiberstdnde auf 75 pl oder
50 ul sowie die zusitzliche Verwendung weiterer Peptidkonzentrationen (10 pg, 0,1 pg
und 0,01 pg) erbrachte keine grundlegende Anderung der Resultate (nicht gezeigt).

In den vorliegenden Untersuchungen zeigte sich eine MHC II-Restriktion der gD16-
spezifischen Antwort. CD4- und MHC II-Molekiile sind beteiligt. Eine weitere
Abklarung ist erforderlich, inwieweit der CD8-Corezeptor und das MHC I-Molekiil an
der gD16-spezifischen Proliferation beteiligt sind (— 6.3.1.1).
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Abb. 14: MHC-Restriktion der gD16-spezifischen PBMC-Proliferation. PBMC eines PRV-
immunisierten Inzuchtschweines (2 x 10°/well) wurden mit dem Peptid gD16 unter
Zusatz monoklonaler Antikbrper (mAb) anti-CD4 (74-12-4), mAb anti-CD8
(11/295/33), mAb anti-MHC Il (MSA-3), mAb anti-MHC | (1) (74-11-10) und mAb
anti-MHC | (2) (2.27.3a) fur 114 h inkubiert. Die Proliferation wurde durch 18 h *H-
Thymidineinbau in cpm quantifiziert. Die B-PL-PRV-Kontrolle 2,5 moi lag bei 46867
(+/- 1252) cpm. Dargestellt sind Triplikate, die Standardabweichung ist durch
Fehlerbalken angezeigt. Die Spontanproliferation war 8061 (+/- 4227).

5.1.9.5 IL-2-Aktivierungstest, Peptid gD16

Aktivierte T-Helferzellen zeichnen sich durch eine erhohte Cytokinproduktion und je
nach  T-Helfer-Zelltyp (Thl und Th2) durch ein  unterschiedliches
Cytokinsekretionsmuster aus. Thl-Zellen sezernieren u. a. Interleukin-2 (IL-2),
Interferon-y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-p (TNF-f), Th2-Zellen sezernieren u. a.
Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 (IL-5), Interleukin-10 (IL-10) und Interleukin-13 (IL-
13; Mosmann et al., 1986).

Zum Nachweis der Cytokinsekretion mit dem Peptid gD16 restimulierter PRV-
spezifischer PBMC wurde ein IL-2-Aktivierungstest mit der interleukinabhingigen
murinen HT-2-Zellinie (Watson, 1979) durchgefiihrt. Diese Zellinie wichst nur in
Anwesenheit von IL-2, das sowohl murinen, humanen als auch porcinen Ursprungs sein

kann. Die Aktivitit der HT-2-Zellen ist somit ein MaB fiir den IL-2-Gehalt in
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Zellkulturiiberstinden. Dieser wiederum spiegelt die IL-2-Produktion der jeweiligen
Zellpopulationen wider.

PBMC (2 x 10°/well) des PRV-immunisierten Inzuchtschweines 3 wurden zusammen
mit dem Peptid gD16, das im Proliferationstest zu einer spezifischen Reaktion gefiihrt
hatte und dem Peptid gD1, das keine spezifische Reaktion ausgeldst hatte, inkubiert (je
1 pg/well). Zudem wurde B-PL-PRV (2,5 moi) und PBMC ohne Antigenzusatz
(Kontrolle) eingesetzt. Nach 24, 48, 72, 96 und 114 Stunden wurden die
Zellkulturiiberstande abgenommen und fiir zwei Tage mit der murinen IL-2-abhéngigen
HT-2-Zellinie (4 x 10°*/well) kultiviert (— 4.4.3.). Die Aktivitit der HT-2-Zellen wurde
durch 18 h *H-Thymidineinbau in cpm bestimmt (— 4.4.2.).

In Abb. 15 sind die Testergebnisse gezeigt. Die Aktivitidt der HT-2-Zellen in cpm mit
den Kulturiiberstinden ist gegen die Zeitwerte aufgetragen. Die Cytokinsekretion galt
dann als antigenspezifisch, wenn mit dem jeweiligen Kulturiiberstand mindestens die
doppelte HT-2-Aktivitdt der Kontrolle ohne Antigen erhalten wurde.

Die mit den 24 h-Kulturiiberstinden des Peptides gD16 kultivierten HT-2-Zellen
zeigten eine Aktivitdt von 18280 cpm. Dies bedeutete eine im Vergleich zur 24 h-
Kontrolle (3170 cpm) 5,8-fach hohere Aktivitit und lief auf eine durch das Peptid gD16
induzierte Cytokinproduktion innerhalb der Ausgangs-PBMC-Population schlie3en, die
aktivierten T-Helferzellen zugerechnet werden kann. Im weiteren Testverlauf kam es zu
einer Abnahme der HT-2-Aktivitdt im Vergleich zur Kontrolle. Auch nach 48 h war
jedoch noch eine gD16-spezifische IL-2-Produktion nachweisbar (18104 cpm = 2,5 x
Kontrolle). Nach 114 h zeigten die HT-2-Zellen mit Kulturiiberstinden des Peptides
gD16 noch eine Aktivitit von 14109 cpm (1,8 x Kontrolle).

Mit den 24 h-Kulturiiberstinden des Peptides gD1 hingegen lag die HT-2-Aktivitdt mit
2630 cpm im Bereich der Kontrolle (0,8 x Kontrolle). Dies galt auch fiir die 48, 72 und
96 h-Werte. Der 114 h-Wert lag mit 12568 cpm beim 1,6-fachen der Kontrolle. Daraus
konnte geschlossen werden, dass das Peptid gDl zu keiner spezifischen IL-2-
Produktion innerhalb der PBMC-Ausgangspopulation gefiihrt hatte.

Mit dem 24 h-PRV-Kulturiiberstand wurde eine HT-2-Aktivitit von 6955 cpm (2,2 x
Kontrolle) erreicht. Mit zu den weiteren Zeitpunkten abgenommenen PRV-
Kulturiiberstdnden zeigte sich, mit einer vermutlich testbedingten Ausnahme bei 72 h
(23728 cpm = 1,6 x Kontrolle), ein Anstieg der HT-2-Aktivitét bis auf 36489 cpm (4,6
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x Kontrolle) nach 114 h. Hiermit konnte auf eine PRV-induzierte Cytokinproduktion

innerhalb der PBMC, die bereits innerhalb der ersten 24 h beginnen musste, geschlossen

werden. Eine B-PL-spezifische Cytokinproduktion war in weiteren, entsprechenden

Tests flir beide getesteten Inzuchtschweine 2 und 3 {liber den gesamten untersuchten

Zeitraum von 114 h ohne Ausnahme nachweisbar (nicht gezeigt).
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IL-2-Aktivierungstest mit Inzuchtschwein-PBMC und dem Peptid gD16. PBMC des
PRV-immunisierten Inzuchtschweines 3 (2 x 105/well) wurden zusammen mit Peptid
gD16 oder Peptid gD1 (1 ug/well) und B-PL-PRV (2,5 moi) oder ohne Antigen
(Kontrolle) inkubiert. Nach 24, 48, 72, 96 und 114 h wurden die Kulturiberstande
abgenommen und fur 2 Tage zu der murinen IL-2-abhangigen HT-2-Zellinie (4 x
10°/well) gegeben. Die spezifische Aktivitat der HT-2-Zellen mit den
Kulturiiberstanden wurde tber 18 h 3H-Thymidinmarkierung in cpm bestimmt und ist
gegen die Zeit aufgetragen. Dargestellt sind Triplikate, die Standardabweichung ist
durch Fehlerbalken eingetragen. HT-2-Zellen + 50 U/ml humanem rekombinantem
(hr) IL-2 zeigten eine Aktivitat von 33395 (+/- 668) cpm, HT-2-Zellen ohne IL-2 eine
Aktivitat von 880 (+/- 366) cpm.
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5.1.9.6 T-Zellepitopkartierung mit den Peptiden gD1-34 und PBMC von

Auszuchtschweinen

Fiir das Inzuchtschwein vom d/d Haplotyp konnte bei der T-Zellepitopkartierung mit
tiberlappenden synthetischen Peptiden fiir das N-terminale Glykoprotein gD (AS 1-185)
das T-Zellepitop gD16 (gD AS 76-90) identifiziert werden (— 5.1.9.3). Nun sollten
Erkenntnisse iiber die Haufigkeit und die Verteilung von gD-T-Zellepitopen auch in der
natiirlichen Schweinepopulation mit polymorphem MHC gewonnen werden. Deshalb
wurden die gD-Peptide gD1-35 (AS-Sequenzen — 9) ebenfalls in Proliferationstests mit
PBMC zweier PRV-immunisierter Auszuchtschweine untersucht, wie fiir das
Inzuchtschwein beschrieben (— 5.1.9.3). In Abb. 16 sind die Ergebnisse dargestellt. Ein
gegeniiber der Spontanproliferation um mindestens das Zweifache erhohter
Stimulationsindex (SI) wurde, wie bereits in den Tests fiir das Inzuchtschwein, als
spezifisch gewertet.

Mit PBMC des Auszuchtschweines 1 zeigte sich eine spezifische Reaktion mit 15 gD-
Peptiden (gD1-6, gD9, gD11, gD22-28). Stimulationsindices bis 3,7 (Peptid gD4)
wurden erhalten (Abb. 16 A). PBMC des Schweines 2 wiesen eine spezifische Reaktion
mit 14 gD-Peptiden auf (gD8, gD15-gD22, gD24, gD26, gD 27, gD 30 und gD32, Abb.
16 B). Hierunter befindet sich auch das fiir das Inzuchtschwein vom d/d Haplotyp
positive T-Zellepitop gD16. Stimulationsindices bis maximal 7,9 (Peptid gD15) wurden
erreicht. Alle Peptide, mit denen sich eine positive Reaktion ergeben hatte, stellen fiir

das jeweilige Tier potentielle T-Helferepitope dar.
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Abb. 16: T-Zellepitop-Feinkartierung mit den Peptiden gD1-35 und PBMC der PRV-

immunisierten Auszuchtschweine 1 (A) und 2 (B). PRV-immune PBMC wurden
zusammen mit den Peptiden gD1-35 (gD AS 1-185) in den angegebenen
Konzentrationen in einem Proliferationstest (— 4.4.2) untersucht. Der
Stimulationsindex (Sl) ist gegen die Peptidnummer aufgetragen. Die B-PL-PRV-
Viruskontrollen (2,5 moi) zeigten einen Sl von 12,1 (+/- 3,2) fir das Schwein 1 und
SI 21 (+/- 53) flir das Schwein 2. Dargestellt sind Triplikate. Die
Standardabweichungen sind durch Fehlerbalken angegeben.
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5.1.9.7 Cytokin-Nachweise mit dem Peptid gDI15 und PBMC eines

Auszuchtschweines

Das Peptid gD15 (gD AS 71-85) hatte mit PBMC des PRV-immunisierten
Auszuchtschweines 2 zu einer sehr hohen spezifischen Proliferation (SI 7,9) gefiihrt und
stellte somit fiir das Auszuchtschwein 2 ein potentielles T-Helferepitop dar (— 5.1.9.6.).
Nun sollte zum Nachweis der Cytokinproduktion von mit dem Peptid gDI5
restimulierten PRV-immunen PBMC einerseits ein IL-2-Aktivierungstest und
andererseits eine RT-PCR durchgefiihrt werden. Hiermit konnte die Cytokinproduktion
sowohl auf Proteinebene als auch auf Transkriptionsebene untersucht und die

Ergebnisse miteinander verglichen werden.

5.1.9.7.1 IL-2 Aktivierungstest, Peptide gD2 und gD15 und PBMC eines

Auszuchtschweines

PBMC des PRV-immunisierten Auszuchtschweines 2 wurden zusammen mit dem
potentiellen T-Helferzellepitop gD15 (1 pg/well) inkubiert. Zum Vergleich wurde das
Peptid gD2 (1 pg/well) herangezogen, das im entsprechenden Proliferationstest zu
keiner spezifischen Proliferation der PBMC gefiihrt hatte (— 5.1.9.6). Zusitzlich
wurden B-PL-PRV (2,5 moi) und PBMC ohne Antigenzusatz (Kontrolle) eingesetzt. Es
wurde weiter genau so vorgegangen, wie unter 5.1.9.5 beschrieben.

In Abb. 17 sind die Ergebnisse des IL-2-Aktivierungstests gezeigt. Die Aktivitit der
HT-2-Zellen in cpm mit den Kulturiiberstanden ist gegen die Zeitwerte aufgetragen. Die
Cytokinsekretion galt, wie auch in den Versuchen mit den Inzuchtschwein-PBMC, als
antigenspezifisch, wenn mit dem jeweiligen Kulturiiberstand mindestens die doppelte
HT-2-Zellaktivitdt der Kontrolle erreicht wurde.

Mit den beiden Peptiden gD2 und gD15 wurde iiber den gesamten Zeitraum von 114 h
keine im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle wesentlich erhohte Cytokinproduktion
gemessen. Mit den 24 h-B-PL-PRV-Kulturiiberstdnden zeigte die Aktivitidt der HT-2-
Zellen jedoch ein Maximum (21843 cpm). Dies entsprach dem 30-fachen der 24 h-
Kontrolle (736 cpm). Im weiteren Zeitverlauf zeigte sich eine abnehmende Aktivitat der
HT-2-Zellen mit den B-PL-PRV-Kulturiiberstinden, die nach 48 h beim 9,8-fachen
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(23395 c¢pm), nach 72 h beim 2,7-fachen (28265 cpm), nach 96 h beim 2,2-fachen
(20454 cpm) und nach 114 h beim 1,5-fachen (26827 cpm) der jeweiligen Kontrolle lag.

35000

Aktivitat der HT-2-Zellen in cpm

Abb. 17:
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IL-2 Aktivierungstest, Peptide gD2 und gD15 und PBMC des Auszuchtschweins 2.
PRV-immune PBMC (2 x 10°well) wurden zusammen mit dem Peptid gD2 oder
dem Peptid gD15 (je 1 pg/well), ohne Antigen (Kontrolle) oder mit 3-PL-PRV (2,5
moi) inkubiert. Nach 24, 48, 72, 96 und 114 h wurden die Kulturiiberstande
abgenommen und fir 2 Tage zu der murinen IL-2-abhangigen HT-2-Zellinie (4 x
10°/well) gegeben. Die spezifische Aktivitat der HT-2-Zellen mit den
KulturGiberstanden wurde Uber 18 h 3H-Thymidineinbau in cpm bestimmt und ist
gegen die Zeit aufgetragen. Dargestellt sind Triplikate, die Standardabweichung ist
durch Fehlerbalken eingetragen. HT-2-Zellen + 50 U/ml humanem rekombinantem
IL-2 zeigten eine Aktivitdt von 23222 (+/- 1575) cpm, HT-2-Zellen ohne IL-2 wiesen
eine Aktivitat von 350 (+/- 170) cpm auf.

5.1.9.7.2 RT-PCR zum Nachweis der Transkription der Cytokine IL-2 und IFN-y

Eine Erhohung der IL-2- als auch der [FN-y-spezifischen Transkriptionsrate fiir in vitro

mit B-PL-PRV-stimulierte PBMC des PRV-immunisierten Auszuchtschweines 2 war
tiber RT-PCR bereits gezeigt worden (Fischer, 1998). Nun sollte iiber RT-PCR

untersucht werden, welches Cytokinmuster mit dem potentiellen T-Helferepitop gD15

aktivierte PBMC aufweisen.
Die PBMC wurden zu 2 x 10°/well in Mikrotiterplatten iiber 48 Stunden kultiviert. Das

Peptid gD15 und das Peptid gD2 wurden in einer Konzentration von 1 pg/well
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eingesetzt. Als Positivkontrolle wurden mit 2,5 moi B-PL-PRV/well inkubierte PBMC,
als Negativkontrolle unstimulierte PBMC (Spontanproliferation) verwendet. Jeder
Ansatz hatte eine Gesamtzahl von 7 x 10° Zellen. Die Gesamtzell-RNA wurde isoliert
und je 1 ug zur c-DNA-Synthese eingesetzt (— 4.7.).

Das Ergebnis der RT-PCR-Analyse ist in Abb. 18 dargestellt. Fiir alle vier Fille (gD2,
gD15, unstimulierte PBMC und PRV) ist das Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase- (GAPDH-) spezifische PCR-Produkt (Kontrollgen), dessen erwartete
GroBe 400 bp betrdgt, in gleicher Intensitdt zu sehen (GAPDH Spuren 1 bis 4). Dadurch
lassen sich die Cytokin-spezifischen PCR-Produkte zwischen nicht stimulierten und mit
den Peptiden oder PRV-stimulierten PBMC vergleichen.

Fiir die mit B-PL-PRV-inkubierten PBMC fand sich eine erhohte Transkription der
Gene fiir IL-2 und fiir [IFN-y (erwartete Gro3e der PCR-Produkte 387 bp und 368 bp) im
Vergleich zu den nicht restimulierten Zellen (Abb. 18, IL-2 und IFN-y, Spuren 3 und 4).
Mit den Peptiden gD2 oder gD15 inkubierte PBMC zeigten keine erhohte IL-2- und
[FN-y-Transkription im Vergleich zu nicht restimulierten Zellen (Abb. 18, IL-2 und
IFN-y, Spuren 1, 2 und 3).

> GAPDH IL.-2 IEN-y
1 234 1234 1 2 34

12,216
2034

1.018
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396

298

Abb. 18: RT-Cytokin-PCR-Produkte. Vergleich der Cytokin-spezifischen Transkriptionsraten
von mit dem Peptid gD2 (1 pg/well; Spur 1), dem Peptid gD15 (1 ug/well; Spur 2)
stimulierten, nicht stimulierten (Spur 3) und mit B-PL-PRV (2,5 moi) stimulierten
(Spur 4) PBMC des PRV-immunisierten Auszuchtschweines 2. Die Anzahl der PCR-
Amplifikationszyklen lag bei 30. GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (Kontrolle); IL-2 = Interleukin-2; IFN-y = Interferon-y, M = Marker

[bp].
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5.1.9.7.3 Vergleich des IL-2 Aktivierungstests mit der RT-PCR

Sowohl im IL-2-Aktivierungstest als auch in der RT-PCR konnte keine spezifische,
durch das potentielle T-Helferepitop gD15 induzierte, Cytokinproduktion (IL-2; bzw.
IL-2 und IFN-y) PRV-immuner PBMC des Auszuchtschweines 2 nachgewiesen werden.
Auch mit dem Peptid gD2 =zeigte sich keine spezifische Cytokinproduktion. Im
Gegensatz dazu konnte eine P-PL-PRV-induzierte Cytokinproduktion im IL-2-
Aktivierungstest mit einem Maximum bei 24 h gezeigt werden. Auch in der RT-PCR
wurde eine B-PL-PRV-spezifische IL-2- und IFN-y-Produktion nachgewiesen. Die in
RT-PCR fiir B-PL-PRV erhaltenen Ergebnisse entsprachen jenen von Fischer (1998).

5.2 Glykoprotein gB

5.2.1 Proliferationstests mit den Peptiden gB17 und gB39 und PBMC
von Inzuchtschweinen

Erste Hinweise auf zwei potentielle T-Zellepitope auf dem PRV-Glykoprotein gB
konnten aus einer T-Zellepitopkartierung mit iiberlappenden synthetischen Peptiden fiir
das Inzuchtschwein vom d/d Haplotyp erhalten werden (Teufel, 1994). Hierbei handelte
es sich um das Peptid gB17 (gB AS 341-355) und das Peptid gB39 (gB AS 451-465;
AS-Sequenzen — 9).

Zunichst wurde die Peptid gB17- und gB39-spezifische Immunantwort der PBMC der
drei PRV-immunisierten Inzuchtschweine in Proliferationstests (— 4.4.2) liberpriift. Es
standen tiber HPLC gereinigte Peptide (Dr. C. Kempter) zur Verfiigung. Als Kontrolle
wurde UV-PRV eingesetzt. Fir die in Abb. 19 reprisentativ gezeigten
Proliferationstests wurden PBMC des PRV-immunisierten Inzuchtschweines 1
verwendet. Nach Restimulierung mit dem Peptid gB17 (Abb. 19 A) wurde bei einer
Konzentration von 2,5 pg/well eine maximale Stimulation der Proliferation von 6970
cpm erhalten, im Vergleich zu einer Spontanproliferation von 2407 cpm (SI = 2,9). Mit
dem Peptid gB39 (Abb. 19 B) zeigte sich bei 2,5 ug/well eine Proliferation von 5552
cpm, die bei 0,25 pg/well auf 6578 anstieg, wobei die Spontanproliferation hier bei
2096 cpm lag (SI = 2,6 bzw. 3,1). Die proliferative Wirkung von gB17 und gB39 auf
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die PBMC war konzentrationsabhingig, niherte sich fiir beide Peptide mit abnehmender
Konzentration wieder den Werten der Spontanproliferation an. Die Peptide gB17 und
gB39 konnten somit als potentielle T-Helfer-Epitope bestétigt werden. Weiterhin wurde
eine Peptid gB17- und gB39-spezifische PBMC-Proliferation in weiteren

Proliferationstests fiir alle drei PRV-immunisierten Inzuchtschweine nachgewiesen

(nicht gezeigt).
A B
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Abb. 19: Proliferationstest mit Inzuchtschwein-PBMC und den Peptiden gB17 (A) und gB39
(B). PBMC des PRV-immunisierten Inzuchtschweines 1 wurden mit den
angegebenen Verdinnungen Peptid gB17 (A) oder gB39 (B) inkubiert (— 4.4.2). Die
jeweils untere Linie markiert die Spontanproliferation (2407 +/- 695 cpm bzw. 2096
+/- 518 cpm). Dargestellt sind Triplikate, die Standardabweichung ist durch
Fehlerbalken angezeigt. Die UV-PRV-Kontrollen (2,5 moi) zeigten Werte von 18975
(+/- 2821) cpm (A) und 17690 (+/- 1645) cpm (B).
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5.2.2 MHC-Restriktion der gB17- und gB39-spezifischen PBMC-
Proliferation

Um die Peptid gB17- und gB39-spezifische Immunantwort PRV-immuner PBMC
weiter zu charakterisieren, wurde deren MHC-Restriktion bestimmt. Dazu wurden
PBMC des PRV-immunisierten Inzuchtschweins 1 zusammen mit den Peptiden gB17
oder gB39 (je 1 pg/well) und Hybridoma-Zellkulturiiberstinden inkubiert, die
monoklonale Antikdrper (mAb) gegen CD4-, CD8-, MHC I- und MHC II-Molekiile
enthalten. Weiter wurde vorgegangen, wie fiir das Peptid gD16 beschrieben (—
5.1.9.4).

Wie in Abb. 20 gezeigt, konnte die gB17- und gB39-spezifische PBMC-Proliferation
durch mAb, die gegen CD4-Corezeptoren (mAb 74-12-4) gerichtet sind, inhibiert
werden, wobei die gB17-spezifische Proliferation um 53 % (3248 cpm) und die gB39-
spezifische Proliferation um 74 % (2101 cpm) inhibiert wurde. Die mAb, die gegen
MHC II-Molekiile gerichtet sind (mAb MSA 3) inhibierten die gB17-spezifische
PBMC-Proliferation um 58 % (2845 cpm) und die gB39-spezifische PBMC-
Proliferation um 77 % (1911 cpm).

Wihrenddessen unterbanden mAb gegen CD8-Corezeptoren (mAb 11/295/33) und
MHC I-Molekiile (mAb 2.27.3a) die peptidspezifische Proliferation nicht. Mit mAb
anti-CD8  zeigte sich fiir das Peptid gB17 nur eine 3%ige PBMC
Proliferationshemmung (6653 cpm) und fiir das Peptid gB39 eine 60%ige PBMC-
Proliferationssteigerung (13146 cpm). Mit mAb anti-MHC I wurde fiir das Peptid gB17
ebenfalls lediglich eine 3%ige PBMC-Proliferationshemmung erhalten (6651 cpm),
wihrend fiir das Peptid gB39 eine PBMC-Proliferationssteigerung von 11,5 % (9150
cpm) gemessen wurde.

Damit konnte gezeigt werden, dass die Proliferation PRV-immuner PBMC, die mit den
Peptiden gB17 und gB39 restimuliert worden waren, MHC Klasse II-restringiert ist, und
an der Peptiderkennung der CD4-Corezeptor beteiligt ist, wobei der CD8-Corezeptor
offensichtlich keine Rolle spielt. Es handelt sich somit um eine klassische T-Helferzell-

Antwort.
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Abb. 20: MHC-Restriktion der gB17- (A) und gB39- (B) spezifischen PBMC-Proliferation.

PBMC des PRV-immunisierten Inzuchtschweines 1 wurden mit je 1 pg/well Peptid
gB17 (A) und gB39 (B) unter Zusatz monoklonaler Antikérper (mAb; anti-CD4: mAb
74-12-4; anti-CD8: mAb 11/295/33; anti-MHC II: mAb MSA3; anti-MHC |: mAb
2.27.3 a) fir 114 h inkubiert (— 4.4.2). PBMC, die nur zusammen mit dem Peptid
inkubiert wurden, dienten als Kontrollen. Die Standardabweichungen sind als
Fehlerbalken eingetragen. Die Spontanproliferation ohne Antigenzugabe war 2771
(+/- 901) cpm (A) und 4351 (+/- 2110) cpm (B), die UV-PRV-Kontrolle (2,5 moi) war
26983 (+/- 656) cpm (A) und 20535 (+/- 593) cpm (B).
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5.2.3 IL-2-Aktivierungstest, Peptid gB39

Im Folgenden wurde untersucht, ob eine Inkubation PRV-immuner PBMC mit dem
Peptid gB39 zu einer spezifischen Cytokinproduktion fiihrt, die peptid-aktivierten T-
Helferzellen zugeschrieben werden kann. Hierzu wurde ein IL-2-Aktivierungstest mit
HT-2-Zellen durchgefiihrt, wie fiir das gD-spezifische T-Helferepitop gD16 beschrieben
(— 5.1.9.5).

PBMC des PRV-immunisierten Inzuchtschweines 1 wurden fiir 114 Stunden mit dem
Peptid gB39 (4 pg/well) restimuliert. Als Kontrollen wurden nicht stimulierte PBMC
(Spontanproliferation) sowie UV-PRV- und ConA-stimulierte PBMC verwendet. Die
Kulturiiberstinde wurden abgenommen und zu den IL-2-abhidngigen HT-2-Zellen
gegeben. Fiir den IL-2 Aktivierungstest wurden, im Gegensatz zu den spéter mit den
gD-Peptiden durchgefiihrten Tests, 4 x 10° HT-2-Zellen/well mit 100 pl RPMI-
complete-Medium eingesetzt, das 10 % FCS enthielt, hinzu wurden 100 pl
Zellkulturiiberstand gegeben. Das weitere Vorgehen entsprach dem unter 4.4.3
beschriebenen.

Wie in Abb. 21 dargestellt, zeigten HT-2-Zellen, die in Anwesenheit von
Kulturiiberstinden Peptid gB39-restimulierter PBMC (4 pg/well) kultiviert worden
waren, eine Verdopplung der Aktivitdt (7551 cpm), im Vergleich zu HT-2-Zellen, die
mit Kulturiiberstinden nicht stimulierter PBMC kultiviert worden waren (3716 cpm).
Mit Kulturiiberstinden der UV-PRV-Kontrolle (1,25 moi) wurde eine 4,5-fach hohere
HT-2-Aktivitdt erreicht (16573 cpm). Kulturiiberstinde mit ConA (10 pg/ml)
kultivierter PBMC bewirkten einen 5-fachen HT-2-Aktivititsanstieg (21039 cpm).
Weiterhin wurden HT-2-Aktivierungstests mit Kulturiiberstinden 72, 96 und 114 h nach
Restimulierung der PBMC mit gB39 oder gB17 durchgefiihrt (nicht gezeigt). Die
Ergebnisse zeigten keinen messbaren IL-2 Anstieg mit gB39 vor 114 Stunden. Fiir
gB17 zeigte sich kein IL-2 Anstieg.

Durch das Peptid gB39 kommt es, wie mit der UV-PRV-Kontrolle und der ConA-
Kontrolle, zu einer Induktion der IL-2-Produktion innerhalb der PBMC-Population, die

aktivierten T-Helferzellen zugeschrieben werden kann.
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Abb. 21: IL-2-Aktivierungstest, Peptid gB39. PBMC des PRV-immunisierten
Inzuchtschweines 1 wurden ohne (Spontanproliferation, S) oder in Anwesenheit von
Antigen (Peptid gB39, 4 ug/well, UV-PRV, 1,25 moi oder ConA 10 pg/ml) fir 114 h
inkubiert. Die Kulturiberstande wurden zu der IL-2-abhangigen HT-2 Zellinie (4 x
103/well) gegeben. Die Aktivitat der HT-2-Zellen wurde durch 18 h *H-
Thymidineinbau in cpm bestimmt. Es sind Triplikate dargestellt, die
Standardabweichung ist durch Fehlerbalken angezeigt. Die Aktivitdt der HT-2-
Kontrolle ohne IL-2 war 923 (+/- 615) cpm, HT-2-Zellen mit 50 U/ml humanem
rekombinantem IL-2 zeigten eine Aktivitat von 30008 (+/- 1234) cpm.

5.2.4 Proliferationstests mit den Peptiden gB17 und gB39 und PBMC
von Auszuchtschweinen

Nun sollte untersucht werden, ob die T-Helferzellepitope gB17 und gB39 des
Inzuchtschweines vom d/d Haplotyp fiir die beiden PRV-immunisierten
Auszuchtschweine ebenfalls T-Helferzellepitope darstellten. Deshalb wurden die
Peptide zur Restimulierung PRV-immuner PBMC der beiden Auszuchtschweine
eingesetzt (— 4.4.2). Hierfir wurden die Peptide in Zweierschritten (20 - 0,625
png/well) verdiinnt verwendet, wie in Abb. 22 zu sehen. Der Stimulationsindex (SI) ist
gegen die Peptidverdiinnungsreihen aufgetragen.

Mit dem Peptid gB17 und PBMC des Schweins 1 oder 2 konnte keine spezifische
Proliferation nachgewiesen werden (SI =0,8 - 1,2 bzw. SI=0,4 - 1,8; Abb. 22 A). Auch
mit dem Peptid gB39 inkubierte PBMC des Schweines 1 oder 2 zeigten keine
spezifische Proliferation (SI = 0,8-1,4 bzw. SI = 0,5-1,8; Abb. 22 B). In einem

weiteren Proliferationstests konnte ebenfalls keine gB17- oder gB39-spezifische
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Proliferation nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Die Peptide gB17 und gB39 stellen

somit vermutlich keine T-Zellepitope fiir die beiden Auszuchtschweine 1 und 2 dar.
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Abb. 22: Proliferationstests (— 4.4.2) mit den Peptiden gB17 (A) und gB39 (B) und PBMC der

Auszuchtschweine 1 und 2. Der Stimulationsindex (SI) ist gegen die
Peptidverdinnungsreihnen  aufgetragen.  Dargestellt  sind  Triplikate, die
Standardabweichungen sind als Fehlerbalken angegeben. Schwein 1:
Spontanproliferation 6467 (+/- 3517) cpm, UV-PRV (1,25 moi) 49721 (+/- 4542)
cpm. Schwein 2: Spontanproliferation 1671 (+/- 793) cpm, UV-PRV (1,25 moi)
33577 (+/- 4542) cpm.

5.3 Glykoprotein gC

5.3.1 Proliferationstests mit den Peptiden gC50 und gC72 und PBMC
von Auszuchtschweinen

Fiir das Inzuchtschwein vom d/d Haplotyp sind die beiden gC-spezifischen T-
Helferzellepitope gC50 (gC AS 245-259) und gC72 (gC AS 355-369; AS-Sequenzen —
9) bekannt (Ober, 1993; Ober et al., 1998). Wiederum sollte untersucht werden, ob
gC50 und gC72 fir die beiden PRV-immunisierten Auszuchtschweine ebenfalls T-
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Helferzellepitope darstellten. Hierzu wurden Proliferationstests mit PRV-immunen
PBMC durchgefiihrt (Abb. 23), wie fiir die gB-spezifischen Peptide gB17 und gB39
beschrieben (— 5.2.4).

Mit dem Peptid gC50 und PBMC des Schweines 1 wurde eine spezifische Proliferation
erhalten (SI maximal 3,4 bei 1,25 pg/well, Abb. 23 A). Mit PBMC des Schweines 2 und
gC50 zeigte sich, bei allen Peptidverdiinnungen, keine spezifische Proliferation (SI
maximal 1,7 bei 10 pg/well, Abb. 23 A). Dagegen wurde mit PBMC des Schweines 1
und dem Peptid gC72 ebenfalls eine spezifische Proliferation erhalten (maximaler SI =
6,3 bei 20 pg/well, Abb. 23 B). Mit PBMC des Schweines 2 und gC72 wurde bei einer
einzigen Peptidverdiinnung ein Stimulationsindex von 2,0 (bei 20 pg/well) erreicht
(Abb. 23 B). In einem weiteren Proliferationstest (nicht gezeigt) konnte gleichfalls eine
spezifische Proliferation fiir die Peptide gC50 und gC72 und PBMC des Schweines 1
nachgewiesen werden, nicht aber mit PBMC des Schweines 2. Die im hier vorgestellten
Proliferationstest fiir PBMC des Schweines 2 und das Peptid gC72 bei einer einzigen
Peptid-Verdiinnung erhaltene Proliferationsstimulierung erwies sich als vermutlich
nicht signifikant. Die T-Helferzellepitope des Inzuchtschweines, gC50 und gC72,
stellen somit vermutlich fiir das Auszuchtschwein 1, nicht aber fiir das

Auszuchtschwein 2, potentielle T-Helferzellepitope dar.
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Abb. 23: Proliferationstests (— 4.4.2) mit den Peptiden gC50 (A) und gC72 (B) und PBMC

der Auszuchtschweine 1 und 2. Der Stimulationsindex (Sl) ist gegen die
Peptidverdiinnungsreihen  aufgetragen.  Dargestellt  sind  Triplikate, die
Standardabweichungen sind durch Fehlerbalken angezeigt. Schwein 1:
Spontanproliferation 669 (+/- 376) cpm, UV-PRV (1,25 moi) 30761 (+/- 17981) cpm.
Schwein 2: Spontanproliferation 999 (+/- 435) cpm, UV-PRV (1,25 moi) 9949 (+/-
2779) cpm.
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6 Diskussion

Mit den bislang verfiigbaren PRV-Impfstoffen kann weder eine Etablierung der
Viruslatenz noch die Ausscheidung von Impfviren oder Wildtypviren durch
immunisierte Tiere verhindert werden (Wittmann und Rziha, 1989). Fiir die
Entwicklung neuer Impfstoffe, wie Vektorvakzinen, Subunitvakzinen oder DNA-
Vakzinen, sind weitere Kenntnisse liber die porcine Immunreaktion, die fiir eine
protektive Immunitdt wichtig ist, notwendig. Die PRV-Hiill-Glykoproteine spielen bei
der Generierung einer protektiven Immunitdt eine wichtige Rolle (Mettenleiter, 1996).
Aus diesem Grund stand die Charakterisierung der PRV-spezifischen Immunantwort,
am Beispiel der Glykoproteine gD und gB, aber auch gC, im Mittelpunkt der

vorliegenden Arbeit.

6.1 Herstellung bakterieller gD-Fusionsproteine

Ein Schwerpunkt der Arbeit lag bei der B- und T- Zellepitopkartierung des
Glykoproteins gD, die fiir das Inzuchtschwein vom d/d Haplotyp, aber auch fiir das
Auszuchtschwein mit polymorphem MHC, durchgefiihrt wurde.

Der bakterielle Expressionsvektor pEV40 (Strebel et al., 1986; — 3.2.2) hatte sich als
sehr gut geeignet zur Expression der PRV-Glykoproteine gB, gC und gE erwiesen
(Fuchs et al., 1990; Ober, 1993; Teufel, 1994). Deshalb wurden drei gD-
Fusionsproteine in pEV40 hergestellt. Diese sollten in Western-Blot-Analysen mit
PRV-spezifischen Seren und in Proliferationstests mit PRV-immunen PBMC eingesetzt
werden, um die Lage potentieller B- oder T-Zellepitope zunédchst ndher einzugrenzen.
Hierbei handelte es sich um ein das gesamte gD reprisentierendes Fusionsprotein, GD
(gD AS 1-402), ein Fusionsprotein des N-terminalen gD-Abschnittes, GD-1 (gD AS 1-
170) und ein den C-terminalen gD-Abschnitt reprisentierendes Fusionsprotein, GD-2
(gD AS 170-402; — 5.1.2). Die Expression der Fusionsproteine wurde {iber
Hitzeinduktion gesteuert (— 4.8.1). Anschlieend wurden die Fusionsproteine iiber
differentielle Harnstoffextraktion gereinigt (— 4.8.2).

Alle drei Fusionsproteine wurden im pEV40-Expressionssystem nur in sehr geringer

Menge exprimiert (— 5.1.5.2). AuBBerdem waren GD und GD-1 weitgehend unldslich.
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Da das Fusionsprotein fiir das gesamte Glykoprotein gD (GD) ebenfalls in geringer
Menge exprimiert wurde, kann davon ausgegangen werden, dass mit der fiir die
Konstruktion der  Fusionsproteine GD-1 und GD-2  gewihlten  Sall-
Restriktionsenzymschnittstelle (nach gD-Nukleotid 450) kein fiir die Transkription oder
Translation der Fusionsproteine wichtiger Bereich auf dem gD zerstort wurde.

Eine weitere Anreicherung der gD-Fusionsproteine iiber Affinitdtschromatographie
(Kasher et al., 1993) wurde fiir GD-1 und GD-2 versucht (— 5.1.5.3). Zum Vergleich
wurde das in EV40 sehr gut exprimierte gE-Fusionsprotein BF-2 (Fuchs et al., 1990)
mitgefiihrt. Die gD-Fusionsproteine konnten jedoch, im Gegensatz zum BF-2, nicht
weiter angereichert werden. Hiermit war gezeigt, dass die Reinigung und Anreicherung
iiber Affinitdtschromatographie zwar prinzipiell funktionierte, nicht jedoch, wenn die
Fusionsproteine von vorne herein in zu geringer Menge vorliegen.

Das bakterielle Expressionssystem pEV40 erwies sich damit zur Expression der gD-
Fusionsproteine als nur bedingt geeignet. Fraktionen aus der Harnstoffextraktion
konnten aber in Western-Blot-Analysen eingesetzt werden. Weiterhin war gezeigt
worden, dass der FEinsatz des Uberstandes 3 aus der Harnstoffextraktion in
Proliferationstests prinzipiell moglich ist (Teufel, 1994). Um eine hohere Menge und
eine bessere Loslichkeit der Fusionsproteine zu erhalten, hitte die Expression des gD in
anderen Expressionssystemen getestet werden miissen. Dies war jedoch im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht mehr durchfiihrbar.

Eine Moglichkeit wire die Expression der gD-Fusionsproteine in einem alternativen
bakteriellen Expressionssystem, wie dem pQE-System (Bujard et al., 1987; Stiiber et
al., 1990). Hierbei handelt es sich ebenfalls um His-markierte Fusionsproteine, die
jedoch tiiber Isopropyl-Galaktopyrasonid (IPTG) induziert werden. Ein Vorteil wiére,
dass die Hitzeinduktion, bei der es zur Produktion von Hitzeschockproteinen kommt,
umgangen werden kann. Zudem liegt das Fusionsprotein hier nicht, wie bei pEV40, in
Inclusion-bodies vor sondern findet sich hdufig in einer 16slichen Fraktion.

Eine weitere Moglichkeit ist die Expression in einem eukaryontischen
Expressionssystem, wie dem Baculovirussystem (Tessier et al., 1991). Die erfolgreiche
Expression des PRV-gD in diesem System ist mehrfach beschrieben (Banks et al., 1994;
Fischer, 1998; Prud’homme et al., 1997). Das rekombinante gD wurde u. a. in ELISA-

Tests zur Serodiagnose des PRV eingesetzt. Ein Vorteil der Baculovirus-Vektoren liegt
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darin, dass die in den Insektenzellen gebildeten Fremdproteine korrekt prozessiert und
modifiziert, u. a. korrekt phophoryliert, N-glycosyliert, O-glycosyliert und palmityliert
werden (O’Reilly et al., 1992). Deshalb sind die im Baculovirussystem exprimierten
Fusionsproteine auch fiir funktionelle Tests geeignet. Moglicherweise ist die (O-)
Glykosylierung des gD auch fiir die effiziente Expression der gD-Fusionsproteine

wichtig.

6.2 Pseudorabiesvirale porcine B-Zellepitope

Fir das PRV-gD ist das Vorhandensein antigener Doméinen beschrieben, deren
korrespondierende Antikorper das Virus mit oder ohne Komplement neutralisieren und
die eine Rolle bei der Penetration des Virus in die Zelle spielen (Eloit et al., 1988, 1990;
Tsuda et al, 1991). Die Lokalisation dieser antigenen Doménen ist jedoch noch nicht
weiter charakterisiert.

Um die Lage von B-Zellepitopen auf dem gD zunichst ndher einzugrenzen, wurden
Western-Blot-Analysen mit den gD-Fusionsproteinen und PRV-spezifischen Ziegen-,
Inzucht- und Auszuchtschweineseren durchgefiihrt (— 5.1.5). Es zeigte sich eine starke
Reaktion aller Seren mit dem C-terminalen gD-Abschnitt, GD-2 (gD AS 170-402), eine
schwichere Reaktion mit dem Fusionsprotein fiir das gesamte gD, GD (gD AS 1-402),
wogegen eine sehr geringe Reaktion mit mit dem N-terminalen gD-Abschnitt, GD-1
(gD AS 1-170), nur mit Ziegen- und Inzuchtschweinserum, nicht aber mit
Auszuchtschweinserum, beobachtet werden konnte. Dies lie3 das Vorhandensein von
B-Zellepitopen vor allem im C-terminalen gD-Anteil vermuten.

Im Einklang damit steht auch, dass in Western-Blot-Analysen mit im
Baculovirussystem exprimiertem Gesamt-gD und gD-Fragmenten und denselben PRV-
spezifischen Seren ebenfalls eine spezifische Reaktion mit dem Gesamt-gD erhalten
wurde, eine sehr geringe oder keine mit einem N-terminalen Fragment (AS 1-170) und
keine mit einem internen Fragment (AS 170-238; Fischer, 1998). Der C-terminale gD-
Anteil (AS 239-402) war hier jedoch nicht exprimiert worden.

Zur weiteren Eingrenzung von B-Zellepitopen wurden 79, das gesamte gD
repriasentierende, und um jeweils 10 Aminosduren iiberlappende Pentadecapeptide

synthetisiert (— 5.1.7) und im Peptid-ELISA mit PRV-spezifischen Seren getestet (—
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5.1.8.1). Hiermit konnen lineare B-Zellepitope detektiert werden. Diese sind maximal 8
Aminosduren lang und werden iiber 3 bis 4 Aminosdure-Bindungsstellen vom
Antikdrper erkannt (Geysen, 1985). Eine Uberlappung von 10 Aminosiduren wurde
gewdhlt, um ein potentielles B-Zellepitop im ELISA bestmoglich erfassen zu kénnen.
Lineare B-Zellepitope fanden sich im C-terminalen gD-Bereich innerhalb der gD AS
271-402. Mit dem Inzuchtschweinserum erfolgte eine positive Reaktion mit drei
Peptiden: gD64, gD65 (gD AS 316-335) und gD77 (gD AS 381-395). Das
Ziegenhyperimmunserum reagierte spezifisch mit 5 Peptiden: gD55 (gD AS 271-285),
gD63 (gD AS 311-325), gD65, gD66 (gD AS 321-340) und gD79 (gD AS 391-402).
Eine gemeinsame positive Reaktion erfolgte lediglich mit Peptid gD65.

Fiir die PRV-vakzinierten Auszuchtschweine 1 und 2 wurde der gD-Bereich gD57-79
(gD AS 281-402) untersucht, es konnte im Peptid-ELISA, aufgrund der hohen
unspezifischen Bindung der Auszuchtschweineseren, keine spezifische Reaktion mit
den Peptiden nachgewiesen werden. Eine Mdglichkeit, die unspezifische Bindung der
Schweineseren zu minimieren und somit den Peptid-ELISA sensitiver zu gestalten,
wire die Synthese biotinylierter Peptide, die an eine Mikrotiterplatte gebunden werden,
die mit Avidin oder Streptavidin beschichtet ist (Weiner et al., 1992).

Ein weiterer, genereller Nachteil des Standard-Peptid-ELISA ist, dass nur lineare B-
Zellepitope dargestellt werden konnen, nicht aber Konformationsepitope. Auflerdem ist
es moglich, dass Peptide mit schlechten Bindungseigenschaften an die Kunststoff-
Mikrotiterplatten oder Peptide, die iiber ihre antigenen Determinanten binden, nicht als
lineare B-Zellepitope erfasst werden konnen.

Das Glykoprotein gD des Herpes-simplex-Virus (HSV) weist eine hohe strukturelle und
zudem eine funktionelle Homologie zu PRV-gD auf (Dasika et al., 1999). Mit HSV-1-
und HSV-2-gD wurden zahlreiche B-Zellepitopkartierungen in verschiedenen
Modellsystemen, wie Inzucht-Mausstimmen, Meerschweinchen, Kaninchen und mit
Seren des natiirlichen Wirtes Mensch unternommen. Je nach (Tiermodell-) System und
entsprechendem genetischem Hintergrund, fanden sich lineare B-Zellepitope iiber das
gesamte gD verstreut, unter Aussparung der transmembranen Region (Cohen et al.,
1984; Eisenberg et al., 1985a; Geerligs et al., 1990; Hudecz et al., 1993; Isola et al.,
1989; Strynadka et al., 1988; Weijer et al., 1988). Die Peptide gD AS 260-274, 270-284
und 280-294 des C-terminalen HSV-gD-Anteiles wurden jedoch von Seren aller
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getesteten Spezies erkannt (Welling-Wester et al., 1991). Fir das HSV-1-gD wurde
gezeigt, dass ein Schwerpunkt an linearen B-Zellepitopen im C-terminalen Anteil des
gD, innerhalb der Region gD AS 300-369, liegt. Eine relativ hohe Prozentzahl an Seren
natiirlich HSV-1-infizierter Menschen reagierte mit dem Peptid HSV-1-gD AS 300-314
(Dambhof et al., 1993; Geerligs et al., 1990; Welling-Wester et al., 1991). Zu den in der
vorliegenden Arbeit vorgestellten linearen PRV-gD-B-Zellepitopen im C-terminalen
gD-Anteil finden sich demzufolge zahlreiche Parallelen bei HSV.

Die haupt-antigene Determinante des HSV-1-Glykoproteins gD iiberlappt mit einer
Rezeptorbindungsdomine (Whitbeck et al., 1999). Moglicherweise interferieren auch
Antikorper gegen die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen PRV-gD-B-Zellepitope
mit PRV-gD-Rezeptorbindungsstellen und verhindern somit den sekundiren
Attachmentschritt des PRV {iiber das Glykoprotein gD. Hierzu konnten mit den PRV-
gD-B-Zellepitopen Virusneutralisationstests durchgefiihrt werden, wie fir gC-
spezifische B-Zellepitope beschrieben (Ober et al., 2000). Inwiefern die in der
vorliegenden Arbeit vorgestellten B-Zellepitope im PRV-gD-Bereich AS 271-402 und
die bereits beschriebenen antigenen Determinanten des PRV (Eloit et al., 1988, 1990;

Tsuda et al, 1991) iibereinstimmen, ist noch nicht geklart.

6.3 Pseudorabiesvirale porcine T-Zellepitope

6.3.1 Inzuchtschwein

Hohe Antikorpertiter sind nicht allein verantwortlich flir eine protektive Immunitét
gegen herpesvirale Infektionen (Kawashima und Platt, 1989; Wittmann und Rziha,
1989). Die zellvermittelte Immunitdit wird als  wichtigster protektiver
Effektormechanismus gegen Virusinfektionen (Ramshaw et al., 1997; Zinkernagel et
al., 1996), einschlieBlich HSV und PRV, angesehen (Kimman et al., 1995, 1996;
Manickan und Rouse, 1995; Nash und Cambouropoulos, 1993). Es wurde gezeigt, dass
gB, gC und gD die Lymphocytenproliferation in vitro restimulieren und gB und gC
Ziele cytotoxischer T-Zellen in vitro sind (Zuckermann et al., 1990; Kimman et al.,
1996).
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Wihrend bereits eine T-Zellepitopkartierung fiir das PRV-gC und das Inzuchtschwein
vom d/d Haplotyp durchgefiihrt worden war (Ober, 1993; Ober et al, 1998), galt die
vorliegende Arbeit der T-Zellepitopkartierung des Glykoproteins gD. AuBerdem
wurden Arbeiten zur Identifizierung von T-Zellepitopen des gB (Teufel, 1994)
fortgesetzt.

Proliferationstests mit den gD-Fusionsproteinen GD (gD AS 1-402), GD-1 (gD AS 1-
170) und GD-2 (gD AS 170-402) und PBMC eines PRV-immunisierten
Inzuchtschweines vom d/d Haplotyp hatten eine spezifische Reaktion mit GD und GD-1
ergeben (—5.1.9.2). Dies lieB darauf schlieen, dass T-Helferepitope vor allem im N-
terminalen gD-Abschnitt vorhanden sind. Deshalb wurden die das N-terminale gD
repriasentierenden  synthetischen Peptide gD1-34 (gD AS 1-185) zur T-
Zellepitopkartierung eingesetzt. T-Helferzellen erkennen Antigene im Zusammenhang
mit MHC Klasse II-Molekiilen, die Peptide einer Linge von 10 bis 34 Aminoséuren
prasentieren (Chicz et al., 1993). Aus diesem Grund konnen fir die T-
Zellepitopkartierung dieselben Peptadecapeptide wie zur B-Zellepitopkartierung
verwendet werden. Fiir das Inzuchtschwein vom d/d Haplotyp konnte hiermit das T-
Zellepitop gD16 (gD AS 76-90) identifiziert werden.

Es finden sich Ubereinstimmungen bei homologen herpesviralen gD-Glykoproteinen
insofern, als synthetische Peptide, die den N-Terminus des HSV-1-gD représentieren,
dazu in der Lage waren, PBMC HSV-1-seropositiver Menschen in vitro zu aktivieren
(HSV-1-gD AS 8-23; De Freitas et al., 1985). Uber eine murine T-Zellantwort auf den
N-Terminus des HSV-gD wird ebenfalls berichtet (Heber-Katz et al., 1985; Watari et
al., 1987). Immunisierung mit dem synthetischen Peptid gD AS 1-23 schiitzte Mause
vor einer letalen Infektionsdosis mit HSV-2 (Eisenberg et al., 1985b; Watari et al.,
1987; Wyckoff et al., 1988). Vakzinierung mit demselben Peptid vermittelte im
Mausmodell ebenfalls Schutz vor Herpes-Keratitis und -Enzephalitis, verhinderte aber
nicht die Etablierung einer latenten Infektion (Heiligenhaus et al., 1995). Auch fiir
BHV-1 und das Rind ist ein T-Helferzellepitop beschrieben, das sich in der N-
terminalen Halfte des gD befindet (Tikoo et al., 1995; BHV-1 gD AS 161-172).

Das Glykoprotein gB stellt eines der konserviertesten Glykoproteine innerhalb der
Herpesvirinae dar (Gao et al., 1999; Robbins et al., 1987). Aus einer T-
Zellepitopkartierung mit synthetischen Peptiden, welche die gB AS 240-705
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reprasentierten, und PRV-immunen PBMC eines Inzuchtschweines vom d/d Haplotyp,
wurden erste Hinweise auf zwei T-Zellepitope erhalten (Teufel, 1994). Hierbei handelte
es sich um die Peptide gB17 (gB AS 341-355) und gB39 (gB AS 451-465), die in
weiteren  Proliferationstests als  T-Zellepitope  bestdtigt werden  konnten.
Interessanterweise sind bei BHV-1 fiir das Rind ebenfalls zwei T-Helferzellepitope
(BHV-1 gD AS 319-340 und BHV-1 gD AS 415-436) beschrieben, die in einer
iibereinstimmenden gD-Region mit den PRV-T-Zellepitopen liegen, aber keine

Sequenzhomologien zu diesen aufweisen (Gao et al., 1999).

6.3.1.1 MHC-Restriktion

Fiir die Proliferation PRV-immuner PBMC nach Restimulation durch PRV oder das T-
Zellepitop gC72 (gC AS 355-369) sind MHC Klasse Il-restringierte CD4 CD8" T-
Memory-Zellen verantwortlich (Ober et al., 1998; Summerfield et al., 1996).

Die MHC II-Restriktion der peptidspezifischen Immunantwort konnte fiir die T-
Zellepitope gB17 und gB39 gezeigt werden (— 5.2.2.). Zur Antigenerkennung sind das
MHC Klasse II-Molekiil und der CD4-Corezeptor erforderlich, wobei der CDS8-
Corezeptor fiir diesen Vorgang offensichtlich keine Rolle zu spielen scheint. Dies
spricht fiir eine klassische T-Helfer-Antwort.

Fir das T-Zellepitop gD16 wurde eine MHC II-Restriktion der peptidspezifischen
Immunantwort ebenfalls nachgewiesen (— 5.1.9.4). Es zeigte sich jedoch mit dem
gegen den CD8-Corezeptor gerichteten monoklonalen Antikorper (mAb) und mit einem
gegen das MHC Klasse [-Molekiil gerichteten mAb (mAb 74-11-10) ebenfalls ein
hemmender Einfluss auf die peptidinduzierte Zellproliferation. Andererseits zeigte sich
mit einem weiteren mAb anti-MHC Klasse I (mAb 2.27.3a) eine proliferationsférdernde
Wirkung. So dass eine Beteiligung des CD8-Corezeptors und des MHC Klasse I-
Molekiils an der peptidspezifischen Proliferation weder ausgeschlossen noch bestdtigt
werden konnte.

Es wurden hier andere Antikorper-Chargen verwendet, als zur Bestimmung der MHC-
Restriktion der gB17- und gB39- spezifischen PBMC-Antwort. Moglicherweise
konnten auch andere Bestandteile der Hybridomakulturiiberstdnde, zum Beispiel das

FCS, einen hemmenden oder fordernden Einflu3 auf das Zellwachstum ausiiben.
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Deshalb sollten die Tests mit anderen Antikorper-Chargen oder eventuell anderen
Antikorpern wiederholt werden. Zur Kontrolle konnte der polyklonale T-Zell-Aktivator
Concanavalin A (Con A) mitgefiihrt werden (Tikoo et al., 1995); die Zellproliferation
mit Con A diirfte durch mAb anti-CD4, anti-CD8, anti-MHC I oder anti-MHC II nicht
beeintrachtigt werden.

Generell wird diskutiert, dass bei CD4'CD8" porcinen T-Zellen, zusitzlich zum CD4-
Corezeptor, auch der CD8-Corezeptor eine Rolle bei der Antigenerkennung spielen
kann, indem er, durch Bindung an benachbarte MHC Klasse I-Molekiile, die Interaktion
zwischen dem T-Zellrezeptor und dem MHC Klasse II-Molekiil verstirkt (Zuckermann
1999). Es ist ein additiver Blockierungseffekt bei der Restimulation von porcinen
CD4'CD8" Lymphocyten mit viralem Antigen in der Anwesenheit von sowohl mAb
anti-CD4 als auch mAb anti-CD8 beschrieben (Zuckermann, 1999).

Weiterhin kénnen sich T-Helfer- und CTL-Determinanten auf einem Pentadecapeptid
befinden. Dies ist fiir ein Maul- und Klauenseuche- (MKS-) Virus-spezifisches T-
Zellepitop beschrieben (Armengol et al., 2002). CTL erkennen normalerweise
Peptidfragmente zwischen 8 und 11 Aminosduren, die an MHC Klasse I-Molekiile
gebunden sind (Falk et al., 1991). Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der vorliegenden
Arbeit standen jedoch fiir PRV keine verldsslichen CTL-Testsysteme zur Verfiigung
(Mettenleiter, 1996). Spater wurden CTL-Tests entwickelt (Kimman et al., 1996). Als
Effektorzellen wurden Zellen des Inzuchtschweins vom d/d Haplotyp und als Zielzellen
wurden immortalisierte L.14 Zellen des Inzuchtschweins vom d/d Haplotyp (Kaeffer et
al., 1990) verwendet, welche PRV-Glykoproteine exprimieren. Fiir synthetische
pseudorabiesvirale Peptide sind noch keine CTL-Testsysteme beschrieben. Die
Etablierung solcher Testsysteme wire aber flir die PRV-Impfstoffentwicklung von
Bedeutung, da auch CTL-Epitope den Bestandteil einer effektiven neuen PRV-Vakzine

darstellen konnten.

6.3.2 Auszuchtschwein

Die bisherigen Untersuchungen zur T-Zellepitopkartierung pseudorabiesviraler

Glykoproteine waren an Inzuchtschweinen des d/d Haplotyps durchgefiihrt worden.
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Uber die Verteilung pseudorabiesviraler T-Zellepitope in der natiirlichen
Schweinepopulation mit polymorphem MHC war noch nichts bekannt.

Generell wurden bei Auszuchtschweinen grof3e individuelle Unterschiede sowohl in der
zellvermittelten als auch in der humoralen Immunantwort beobachtet (Hessing et al.,
1995). Deshalb liegt nahe, dass die fiir das Inzuchtschwein aufgefundenen T- und B-
Zellepitope auf ihre Verwendbarkeit in Impfstoffen auch im Auszuchtschwein getestet
werden miissen.

Der MHC-Komplex des Schweines (swine leucocyte antigen: SLA) wurde 1970
identifiziert (Vaiman et al, 1970; Viza et al 1970) und ist auf dem Chromosom 7
lokalisiert, indem die MHC Klasse I- und III- Regionen durch das Centromer von von
der MHC Klasse II-Region getrennt sind (Vaiman et al., 1998). Ein (MHC-) Haplotyp
besteht aus einer Kombination von Allelen von Genen, die auf demselben Chromosom
gelegen sind. Es konnten bisher fiir die MHC Klasse I-Region mindestens 68
Haplotypen nachgewiesen werden, die weltweit in zahlreichen Schweinezuchtlinien
wiederholt auftreten. Die genaue Hohe des porcinen MHC-Polymorphismus ist jedoch
noch nicht bekannt. Bislang wurden noch in zu wenigen Schweinezuchtlinien
serologische MHC Klasse [-Typisierungen durchgefiihrt (Vaiman et al., 1998). Das
Inzuchtschwein vom d/d Haplotyp weist hierbei in seinem MHC Klasse 1 Ahnlichkeit
mit dem Auszuchtschwein-Haplotyp SLA HO04 auf. Im Gegensatz zu anderen
Haplotypen wird der Haplotyp SLA HO04 in der Mehrzahl der Schweinezuchtlinien
gefunden und wird als einer der konserviertesten Haplotypen bei Auszuchtschweinen
betrachtet (Vaiman et al., 1998).

Die serologische Charakterisierung des MHC Klasse II-Komplexes gestaltet sich
aufgrund kreuzreagierender monoklonaler Antikdrper sehr schwierig (Vaiman et al.,
1998). Aus diesem Grund konnen iiber die Haufigkeit des Inzuchtschwein-MHC Klasse
II-Haplotyps in der Auszuchtschweinepopulation noch keine Aussagen getroffen
werden.

Zundchst wurden die Dbereits bekannten Inzuchtschwein-T-Zellepitope gC50
(gC AS 245-259) und gC72 (gC AS 353-369; Ober et al., 1998) sowie gB17
(gB AS 341-355) und gB39 (gB AS 451-465) in Proliferationstests mit PBMC der
beiden PRV-immunisierten Auszuchtschweine 1 und 2 eingesetzt. Hierbei zeigte sich,

dass gC50 und gC72 fiir das Schwein 1 vermutliche T-Zellepitope darstellten, nicht aber
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fiir das Schwein 2 (— 5.2.4). Die Peptide gB17 und gB39 zeigten weder mit PBMC des
Tieres 1 noch mit PBMC des Tieres 2 eine spezifische Reaktion (—5.3.1).

Zur T-Zellepitopkartierung fiir das Glykoprotein gD wurden die das N-terminale gD
repriasentierenden Peptide gD1-34 eingesetzt (— 5.1.9.6). Hierbei wurden fiir das
Auszuchtschwein 1 15 potentielle T-Zellepitope (gD1-6, gD9, gD11, gD22-28) und fiir
das Auszuchtschwein 2 14 potentielle T-Zellepitope (gD8, gD15-22, gD24, gD26,
gD27, gD30, gD32) nachgewiesen. Eine gemeinsame spezifische Antwort wurde auf
vier Peptide (gD22, gD24, gD26, gD27) erhalten. Zusétzlich zu der positiven Reaktion
mit fast 45 % der untersuchten Peptide fand sich auch eine hohe Bandbreite der
Stimulationsindices (2-7,9). Dagegen war bei der gD-T-Zellepitopkartierung flir das
Inzuchtschwein mit denselben Peptiden gD1-34 lediglich das T-Zellepitop gD16
aufgefunden worden (— 5.1.9.3). Wie oben ersichtlich war das Peptid gD16 auch fiir
das Auszuchtschwein 2 ein potentielles T-Zellepitop.

Zusammenfassend hatten also die Inzuchtschwein-T-Zellepitope teils fiir das
Auszuchtschwein 1 (gC50 und gC72), teils fiir das Auszuchtschwein 2 (gD16) und teils
fiir keines der beiden Tiere (gB17 und gB39) potentielle T-Zellepitope dargestellt. Auch
wenn es sich hier bislang nur um fiinf T-Zellepitope des Inzuchtschweines, die an zwei
Auszuchtschweinen getestet wurden, handelt zeigt sich trotzdem, dass die Ergebnisse
fiir das Inzuchtschwein nicht ohne weiteres fiir das Auszuchtschwein verallgemeinert
werden konnen.

Da der Immunisierungsvorgang fiir Inzucht- und Auszuchtschweine gleichartig war (—
4.3.1), scheinen fiir die unterschiedliche Anzahl der im Proliferationstest erkannten
Peptide hauptsidchlich Unterschiede des MHC-Komplexes verantwortlich zu sein. Das
Inzuchtschwein scheint, vermutlich aufgrund der Homozygotie seines MHC-
Komplexes, iiber eine wesentlich geringere Vielfalt in der Erkennung von T-
Helferepitopen zu verfiigen als das Auszuchtschwein.

Auch der Mensch kann als eine ,,Auszuchtpopulation® betrachtet werden. Fiir das HSV-
1-gD fand sich eine breite Auswahl an T-Zellepitopen in Proliferationstests mit 28
synthetischen 20-mer Peptiden, die den HSV-1-gD-Anteil AS 1-280 reprisentierten und
PBMC acht HSV-1-seropositiver Menschen. Ebenfalls beobachtet wurde ein breiter
Stimulationsindex-Bereich (2-14), der in keinem Zusammenhang mit dem im ELISA

gemessenen HSV-1-Antikorpertiter stand. Im Proliferationstest erfolgte eine positive
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Reaktion der PBMC eines Probanden mit durchschnittlich 38,5 % der getesteten
Peptide, wahrend im ELISA von allen Seren insgesamt nur 7 Peptide (20 %) erkannt
wurden. Es gab aber kein Peptid, das restimulatorisch fiir die PBMC aller Probanden
wirkte (Damhof et al., 1993). Auch Maiuse, die einer HSV-1-Belastungsinfektion
ausgesetzt worden waren, zeigten eine spezifische Reaktion mit mindestens 60 % der
untersuchten Peptide (Yamashita et al., 1989).

Diese auBlergewoOhnliche Vielfalt an T-Helferzellepitopen und der Mangel an
Immunodominanz der humanen T-Zellantwort auf das gD verhinderte, eine haupt-
immunodominante T-Zell-Determinante des gD zu definieren, die als einzige
Komponente eines zukiinftigen HSV-1-Impfstoffes fungiert. Es wurde vorgeschlagen,
dass i1m Falle der HSV-1-gD-Impfstoffentwicklung, ein ,Impfcocktail aus
immunodominanten Epitopen verwendet werden miisse (Damhof et al., 1993).

Die hier fiir die beiden Auszuchtschweine in vitro erhaltenen Ergebnisse lassen
vermuten, dass es sich mit der Immunodominanz der PRV-gD-T-Zellepitope ebenso
verhalten konnte. Um diesen Verdacht zu erhirten, konnten zundchst T-
Zellepitopkartierungen mit den das gesamte gD reprdsentierenden synthetischen
Peptiden fiir Auszuchtschweine in einem grof3eren Rahmen durchgefiihrt werden.
Weiterhin wére es von Interesse, auch die T-Zellepitope des gesamten gB und gC fiir
das Auszuchtschwein, ebenfalls in einem groBeren Rahmen, zu kartieren. Im Vergleich
konnte dann auch ermittelt werden, ob es sich bei der hohen Anzahl an spezifischen
Reaktionen auf die gD-Peptide eher um eine Ausnahme oder um die Regel handelt.
Auch wenn das Inzuchtschwein vom d/d Haplotyp ein gutes Modellsystem darstellt, ein
Herpesvirus in einem natiirlichen Wirt zu untersuchen und grundlegende allgemeine
Kenntnisse iiber das porcine Immunsystem zu gewinnen, stellt es, was die Entwicklung
von Impfstoffen gegen porcine Krankheitserreger anbelangt, lediglich ein Basismodell
dar. Die hier gezeigten Ergebnisse und die Daten zum porcinen MHC-Polymorphismus
(Chardon et al., 1998) unterstreichen, dass zur Entwicklung eines wirkungsvollen
Impfstoffes auf Epitopbasis die Uberpriifung der T-Helferzellepitope, aber auch der B-
Zellepitope und CTL-Epitope, in der natiirlichen Schweinepopulation mit polymorphem
MHC unumginglich ist.
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6.4 Cytokine

T-Zellen vermitteln ihre Funktionen tliber Cytokine (Abbas et al., 1996). Fiir humane,
murine und bovine T-Lymphocyten ist die phénotypische Differenzierung
undifferenzierter Th (T-Helfer) 0-Zellen in die zwei unterschiedlichen T-Helfer-
Zellpopulationen Thl und Th2 beschrieben, die sich in ihrem Cytokinmuster
unterscheiden (Brown et al., 1998; Romagnani et al., 1994; Sinigaglia et al., 1999).
Th1-Zellen sezernieren u. a. I1-2, IFN-y, und TNF-$ und induzieren hauptsichlich das
zelluldre Immunsystem, indem sie cytotoxische T-Zellen stimulieren, aktivieren aber
auch B-Zellen. Th2-Zellen bilden u. a. die Cytokine IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 und
induzieren hauptsichlich B-Zellen (Mosman et al., 1986).

Die Beziehung zwischen Thl- und Th2- Zellen ist vornehmlich reziprok reguliert. Wird
im Zusammenhang mit einer Immunantwort eine der beiden Th-Populationen zuerst
aktiviert, so wird die Entwicklung der anderen Th-Population unterdriickt. Der
Endeffekt ist, dass eine bestimmte Immunantwort entweder durch die humorale (Th2)
oder die zellvermittelte (Th1) Immunantwort dominiert wird.

Es wurde gezeigt, dass Thl-spezifische Effektor-Funktionen wichtig fiir die protektive
Immunantwort gegen intrazellulire Pathogene einschlieBlich Viren sind (Biron, 1999;
Ramshaw et al., 1997). Thl-typische CD4" T-Zellen, nicht CD8" Zellen, sind im HSV-
Mausmodell fiir eine protektive Immunitdt nach HSV-Belastungsinfektion
verantwortlich (Manickan et al., 1995, 1997; Milligan, 1995). Auch im PRV-
Mausmodell wurde eine typische Thl-Antwort im Zusammenhang mit protektiver
Immunitét beobachtet (Bianchi et al., 1998; Schijns et al., 1995).

Vor einer Verwendung pseudorabiesviraler T-Zellepitope zur Konstruktion von
Vakzinen sollte deshalb ihre Féhigkeit zur Aktivierung von T-Helferzellen zur
Cytokinproduktion untersucht werden.

Zum Nachweis der Cytokinsekretion wurden IL-2-Aktivierungstests mit der
interleukinabhdngigen murinen HT-2-Zellinie (Watson, 1979) und Kulturiiberstinden
porciner PRV-spezifischer PBMC, die mit Peptiden oder mit B-PL-PRV restimuliert
worden waren, durchgefiihrt (— 4.4.3). Die Aktivitit der HT-2-Zellen erlaubt einen
Riickschluss auf die IL-2-Produktion innerhalb der urspriinglichen PBMC-
Ausgangskultur. IL-2, das hauptséchlich von aktivierten T-Helferzellen sekretiert wird,
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kann NK-Zellen und cytotoxische T-Zellen aktivieren, IFN-y bei T-Zellen induzieren
und B-Zellen stimulieren (Farrar et al., 1981; Henney et al., 1981).

Fiir das Inzuchtschwein vom d/d Haplotyp war gezeigt worden, dass PRV-spezifische
T-Memory-Zellen vom CD4 CD8"-Typ nach Restimulation mit UV-PRV fiir die IL-2-
Sekretion und die Féahigkeit zur B-Zellhilfe verantwortlich sind (Ober et al., 1998). Die
dort beschriebenen IL-2-Aktivierungstests waren mit PRV und Kulturiiberstédnden, die
nach 72 Stunden abgenommen worden waren, durchgefiihrt worden. Deshalb wurden
die IL-2-Aktivierungstests mit Peptiden zundchst mit PBMC-Kulturiiberstinden
durchgefiihrt, die nach 72, 96 oder 114 Stunden abgenommen worden waren. Mit Hilfe
eines derartigen IL-2-Aktivierungstests konnte fiir PRV-immune PBMC des
Inzuchtschweines und das Peptid gB39 (gB AS 451-465) eine spezifische IL-2-
Produktion nach 114 Stunden nachgewiesen werden (— 5.2.3). Diese kann aktivierten
T-Helferzellen zugerechnet werden. Vermutlich handelt es sich um T-Memory-Zellen.
Andererseits konnten, aufgrund der Zeitdauer von 114 Stunden, auch naive T-Zellen
beteiligt gewesen sein (Swain et al., 1996), die sich erst nach Antigenkontakt in vitro zu
T-Effektorzellen differenziert haben. Dieses erscheint jedoch unwahrscheinlich, da nur
jede 1 x 10* bis 1 x 10° naive T-Zelle spezifisch auf ein bestimmtes Antigen reagiert
und sich somit eine messbare primdre Immunanwort in vitro normalerweise nicht
induzieren 1aft (Janeway et al., 1997). Fir PRV-spezifische PBMC des
Inzuchtschweines und das Peptid gB17 (gB AS 341-355) konnte auch nach 114 Stunden
keine spezifische IL-2-Produktion nachgewiesen werden.

Die IL-2-Aktivierungstests fiir die Peptide gB17 und gB39 waren mit HT-2-
Kulturmedium durchgefiihrt worden, das 10 % FCS enthielt. Es war jedoch eine nicht
unerhebliche unspezifische Proliferation der HT-2-Zellkontrolle, allein mit dem HT-2-
Kulturmedium, beobachtet worden. Hierfiir verantwortlich waren moglicherweise
proliferationsfordernde Bestandteile aus dem FCS. Deshalb wurde fiir die nun
folgenden IL-2-Aktivierungstests mit den gD-spezifischen Peptiden, der IL-2-Test
modifiziert, indem ein nur 2 % FCS enthaltendes Medium verwendet wurde. Mit Hilfe
des modifizierten Tests konnte die unspezifische HT-2-Zellproliferation gesenkt
werden. Aullerdem wurden Kulturiiberstinde verwendet, die nach 24, 48, 72, 96 und
114 Stunden abgenommen worden waren. Hiermit lieB sich fiir PRV-spezifische PBMC
des Inzuchtschweines und das Peptid gD16 (gD AS 76-90) bereits mit den 24 h-
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Kulturiiberstdnden eine starke spezifische I1-2-Produktion nachweisen, die aktivierten
T-Helferzellen zugeschrieben werden kann (— 5.1.9.5). Weiterhin spricht die
Aktivierung von T-Zellen innerhalb dieses kurzen Zeitraumes fiir die Aktivierung von
T-Memory-Zellen (Swain et al., 1996). Auch mit dem Gesamtvirus war bereits nach 24
Stunden eine IL-2-Produktion nachweisbar. Die spezifische IL-2-Produktion blieb fiir
das Peptid gD16 iiber 48 Stunden und fiir das Gesamtvirus, mit einer vermutlich
testbedingten Ausnahme bei 72 h, iiber den gesamten getesteten Zeitraum von 114
Stunden nachweisbar. In wiederholten IL-2-Aktivierungstests mit [B-PL-PRV-
Kulturiiberstinden PRV-immuner Inzuchtschwein-PBMC war eine spezifische IL-2-
Produktion iiber den gesamten Zeitraum von 114 Stunden ohne Ausnahme nachweisbar.
Um den Verdacht zu erhérten, dass es sich bei den peptidinduzierten und IL-2-
produzierenden T-Helferzellen um eben jene CD4 ' CDS" T-Memory-Zellen, wie auch
fiir das Gesamtvirus (Ober et al., 1998) handelt, miissten die IL-2-Aktivierungstests mit
Kulturiiberstdinden peptidstimulierter separierter PRV-spezifischer T-Lymphocyten
durchgefiihrt werden.

Moglicherweise hitte sich mit Hilfe des modifizierten IL-2-Aktivierungstests ebenfalls
eine spezifische IL-2-Produktion fiir das Peptid gB17 ergeben. Eventuell hitte eine
spezifische Cytokinproduktion fiir das Peptid gB39 zu einem fritheren Zeitpunkt als
nach 114 Stunden nachgewiesen werden konnen. Diese Tests konnten jedoch im
Rahmen der vorliegenden Arbeit, aufgrund des begrenzten Biomaterials, nicht mehr
durchgefiihrt werden.

Die vorliegenden Ergebnisse sprechen dafiir, dass es sich bei Peptid gB39 und Peptid
gD16 um T-Helferepitope des Inzuchtschweines handelt, welche, da sie zur IL-2-
Produktion befdhigen, eine T-Helferantwort vom Th1-Typ induzieren. Fiir das Peptid
gB17 lassen sich aufgrund der hier gezeigten Ergebnisse noch keine Vermutungen
aufBern, ob es sich eher um ein Th1- oder um ein Th2-Epitop handeln konnte.

Allerdings konnen genauere Aussagen, ob mittels eines Peptides eher eine Thl- oder
Th2-Antwort induziert wird, nur iiber die Testung weiterer Cytokine, moglichst des
Thl- und des Th2-Typs, die in der PBMC-Kultur von dem jeweiligen Peptid induziert
werden, gemacht werden. Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit
standen jedoch keine weiteren Tests fiir porcine Cytokine auf Proteinebene zur

Verfiigung. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass die Analyse des porcinen
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Cytokinmusters auf Proteinebene durch den Mangel an immunologischen und
biologischen Reagenzien limitiert wird (Dufour et al., 1999). Fiir die Analyse porciner
Cytokine sind nun ELISA fiir TNF-a, IL-6 und IL-8 kommerziell erhiltlich (Dufour et
al., 1999). Zusitzlich zum IL-2-Aktivierungstest wurden Bioassays fiir porcines IL-1,
IL-6 und TNF-a entwickelt (Murtaugh, 1994; Vezina et al., 1995). IFN-y-ELISPOT-
(enzyme linked immunospot-) Tests (Zuckermann et al., 1998) und IFN-y-ELISA
(Mateu de Antonio et al., 1998) sind beschrieben. Weitere Cytokintests konnten
entwickelt werden, um moglichst viele der Cytokine einzuschlieen, die wéahrend einer
Th1- oder Th2-Immunantwort produziert werden.

Eine Alternative ist deshalb die Testung der Cytokine auf Transkriptionsebene mittels
RT-PCR (Fischer, 1998). Eine Erhohung der IL-2- als auch der IFN-y-spezifischen
Transkriptionsrate fiir 48 Stunden in vitro mit inaktiviertem B-PL-PRV stimulierte
PBMC des PRV-immunisierten Auszuchtschweines 2 konnte iiber RT-PCR bereits
gezeigt werden (Fischer, 1998). Eine RT-PCR fiir mit antigenen Peptiden restimulierte
PRV-immune PBMC war noch nicht durchgefiihrt worden.

Fiir das Peptid gD15 (gD AS 71-85), das ein potentielles T-Zellepitop fiir das
Auszuchtschwein 2 darstellt, wurde einerseits ein IL-2-Aktivierungstest und
andererseits eine RT-PCR durchgefiihrt (— 5.1.9.7). Hiermit konnte die
Cytokinproduktion auf Proteinebene und auf Transkriptionsebene untersucht und die
Ergebnisse miteinander verglichen werden. Das Peptid gD15 wurde ausgewéhlt, da es
im Proliferationstest mit PRV-immunen PBMC des Auszuchtschweines 2 zu der
hochsten spezifischen Proliferation (SI 7,9), die im Rahmen dieser Arbeit mit einem
Peptid gemessen wurde, gefiihrt hatte (— 5.1.9.6). Mittels des IL-2-Aktivierungstests
konnte jedoch liber den gesamten getesteten Zeitraum von 114 Stunden keine gD15-
spezifische erhohte Cytokinproduktion innerhalb der Ausgangs-PBMC gezeigt werden
(— 5.1.9.7.1). Fiir B-PL-PRV wurde allerdings eine spezifische IL-2-Produktion bereits
nach 24 Stunden nachgewiesen und war iiber den gesamten Zeitraum von 114 Stunden
nachweisbar (— 5.1.9.7.1). Dieses Ergebnis entsprach dem mit B-PL-PRV und PRV-
immunen PBMC des Inzuchtschweines erhaltenen (— 5.1.9.5). Ubereinstimmend
hierzu konnte in der RT-PCR, die mit mRNA durchgefiihrt wurde, welche aus 48
Stunden kultivierten PBMC gewonnen worden war, ebenfalls keine Peptid gD15-
spezifische IL-2- und IFN-y-Produktion gezeigt werden (— 5.1.9.7.2). Moglicherweise
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handelt es sich bei dem Peptid gD15 um ein T-Helferepitop, das eine Th2- Antwort
induziert. Fiir B-PL-PRV jedoch konnte, wie bereits anderweitig (s.o.; Fischer, 1998)
gezeigt worden war, eine spezifische IL-2- und IFN-y-Produktion nachgewiesen
werden. Das Cytokinmuster deutete demzufolge auf eine virusinduzierte T-
Helferantwort vom Th1-Typ hin.

Eine quantitative RT-PCR zum Nachweis der porcinen Cytokine II-2, IL-4, IL-10 und
IFN-y wurde entwickelt (Fischer et al., 2000), stand aber zum Zeitpunkt der
Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit noch nicht zur Verfiigung. Mittels dieser
quantitativen RT-PCR konnte nun auch weiter untersucht werden, welches
Cytokinmuster und welche Cytokinmenge die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
aufgefundenen T-Helferepitope in PRV-immunen PBMC des Inzucht- oder
Auszuchtschweines induzieren.

Fiir die PRV-Impfstoffentwicklung 146t sich ableiten, dass rekombinante Cytokine und
antigene Peptide oder Proteine, die bevorzugt eine Thl-Antwort induzieren, zur
Verstiarkung der Immunantwort gemeinsam in Impfstoffen verabreicht werden konnten.
Hiermit konnte die Immunantwort in Richtung einer Th1-Antwort moduliert und eine
Th2-Antwort umgangen werden.

Eine in vivo-Modulation der Impfstoff-induzierten Immunantwort in Richtung eines
Th1-Typs steigerte die Wirksamkeit des Impfstoffes in einem HSV-2-Maus-Modell. Es
konnte gezeigt werden, dass eine Thl-typische Immunantwort zu einer besseren
protektiven Immunitit gegen Herpesvirusinfektion fiihrte, wogegen eine Th2-typische
Immunantwort die Krankheit verschlimmerte (Sin et al, 1999). Wurde IL-12 zusammen
mit einem PRV-Totimpfstoff bei Schweinen appliziert, konnte die protektive Immunitét
erhoht werden (Zuckermann et al., 1999).

Bei der Konstruktion von Impfvektoren konnten Thl-Epitope zur Verstirkung der
Immunantwort mehrfach wiederholt werden (Tikoo et al., 1995), Th2-Epitope, welche
die Immunantwort negativ beeinflussen, konnten ausgelassen werden. Um die MHC-
Restriktion der individuellen Epitope zu iiberwinden oder um eine groflere Menge an
Effektor-Zellen anzusprechen, wire es auch mdglich, multiple benachbarte minimale

Epitope in Form eine Polytopes zu libertragen (Thomson et al., 1996).
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6.5 Ausblick

Die Kartierung von T-Zellepitopen im in vitro Proliferationstest mit PRV-spezifischen
PBMC und die Identifizierung von B-Zellepitopen iiber Western-Blot-Analysen und
ELISA mit PRV-spezifischen Seren, wie in der vorliegenden Arbeit vorgestellt, erlaubt
zundchst nur die Charakterisierung der Epitope als antigene Determinanten des
untersuchten Proteins. Es ist jedoch sehr wenig dariiber bekannt, inwiefern eine in vitro
gemessene (Memory-) Antwort mit der tatsdchlich in vivo stattfindenden (Memory-)
Antwort korreliert (Zinkernagel et al., 1996). Sollen diese in vitro charakterisierten
Epitope in PRV-Impfstoffen auf Epitopbasis verwendet werden, konnten deshalb
weiterfilhrende Untersuchungen zur Immunogenitét in vivo, moglichst am natiirlichen
Wirt des PRV, dem Schwein, durchgefiihrt werden. Um T-Helferepitope bereits vor
einem Einbau in Vakzinen in vivo zu testen, besteht die Mdglichkeit DTH- (delayed
type hypersensitivity-) Tests an Inzucht- und Auszuchtschweinen durchzufiihren
(Biittner et al., 2000; Scherba et al., 1978). Um allgemeine Kenntnisse dariiber zu
erhalten, inwiefern die in vitro erhaltenen Ergebnisse zur Epitopkartierung auch in vivo
gelten, konnten die bislang aufgefundenen T-Helfer- und B-Zellepitope des
Glykoproteins gC (Ober et al., 1998) und die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
Epitope der Glykoproteine gB und gD fiir das Inzuchtschwein in vivo, in verschiedenen
Impfstoffzubereitungen, getestet werden. Peptid-ELISA und RT-Cytokin-PCR konnten
durchgefiihrt werden. Hiermit lieBen sich erste Erkenntnisse zur epitopspezifischen in
vivo-Immunantwort gewinnen. Die weitere Impfstoffentwicklung muss letztlich,
aufgrund des MHC-Polymorphismus, am Auszuchtschwein durchgefiihrt werden. Bevor
aber fiir das Auszuchtschwein mit in vivo-Versuchen zur Entwicklung von PRV-
Impfstoffen auf Epitopbasis begonnen werden kann, sollten hier zunichst T- und B-
Zellepitopkartierungen pseudorabiesviraler Glykoproteine in einem groBen Rahmen
durchgefiihrt werden. So lieBe sich ein Uberblick iiber die genaue Verteilung der
Epitope innerhalb der Schweinepopulation gewinnen. Epitope, die innerhalb der
Schweinepopulation eine hdufige Immunantwort induzieren, kdnnten dann als alleinige
oder zusitzliche Bestandteile beispielsweise von Vektorvakzinen, DNA-Vakzinen oder
kombinierter Subunitvakzinen verwendet werden. Nun wére es moglich, diese Vakzinen

in vivo am Auszuchtschwein auf ihre Wirksamkeit hin zu testen.
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Ziel ist die Entwicklung eines PRV-Impfstoffes, der eine Kombination aus B-Zell-, T-
Helferzell- und CTL-Zellepitopen enthilt, und der eine effektive protektive Immunitit
in Form einer Thl-spezifischen Memory-Antwort induziert. Fernziel ist die
Entwicklung eines PRV-Impfstoffes, der eine sogenannte ,,sterile Immunitit* (Kimman
et al., 1994) erzeugt, eine protektive Immunitit, die bei Konfrontation des vakzinierten
Tieres mit infektiosem Virus weder die Etablierung einer Latenz noch die Ausscheidung

infektioser Viren erlaubt.
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7 Zusammenfassung

Das Pseudorabiesvirus (PRV) ist der Verursacher der Aujeszky‘schen Krankheit beim
Schwein, die zu starken finanziellen EinbuBlen in der Landwirtschaft fiihrt. Die zur
Verfiigung stehenden Impfstoffe erfiillen nicht die Bedingungen fiir einen idealen
Impfstoff. An der Entwicklung neuer Impfstoffe gegen PRV wird gearbeitet. Die PRV-
Glykoproteine spielen eine wichtige Rolle bei der Generierung einer protektiven
Immunitét gegen PRV. Deshalb galt die vorliegende Arbeit der Identifizierung von T-
und B-Zellepitopen pseudorabiesviraler Glykoproteine.

Ein Schwerpunkt der Arbeit lag bei der T- und B-Zellepitopkartierung des
Glykoproteins gD. Zunéchst wurden im bakteriellen Expressionssystem pEV40 drei
gD-Fusionsproteine hergestellt: GD (gD AS 1-402), welches das gesamte Glykoprotein
gD représentierte, GD-1 (GD AS 1-170) fiir den N-terminalen und GD-2 (gD AS 170-
402) fiir den C-terminalen gD-Anteil. Diese sollten zur ndheren Eingrenzung von B-
oder T-Zellepitopen in Western-Blot-Analysen mit PRV-spezifischen Seren oder in
Proliferationstests mit PRV-immunen PBMC eingesetzt werden. Das bakterielle
Expressionssystem pEV40 erwies sich zur Expression der gD-Fusionsproteine jedoch
als nur bedingt geeignet. Alle drei Fusionsproteine wurden nur in geringer Menge
exprimiert. Zudem waren GD und GD-1 weitgehend wunloslich. Auch
Anreicherungsversuche tiber Affinitidtschromatographie erbrachten keine wesentliche
Steigerung der Ausbeute. Fiir weiterfiihrende Versuche mussten die gD-Fusionproteine
in Form von 7 M Harnstoffextrakten eingesetzt werden.

Western-Blot-Analysen mit den gD-Fusionsproteinen und PRV-spezifischen Seren
erbrachten den Hinweis auf B-Zellepitope vor allem auf dem C-terminalen gD-Anteil
(gD AS 170-402). Synthetische, um jeweils 10 AS iiberlappende Pentadecapeptide, die
das gesamte gD reprisentieren (gD1-79), wurden hergestellt und iiber MS analysiert.
Zur Kartierung von B-Zellepitopen wurden Peptid-ELISAs mit PRV-spezifischem
Ziegen- und Inzuchtschweinserum und den Peptiden gD1-79 durchgefiihrt. Hierbei
fanden sich im C-terminalen gD-Bereich (gD AS 271-402) lineare B-Zellepitope.

Zur naheren Lokalisierung von T-Zellepitopen wurden Proliferationstests mit den gD-
Fusionsproteinen und PRV-spezifischen PBMC von Inzuchtschweinen durchgefiihrt.

Hier ergab sich der Hinweis auf T-Zellepitope im N-terminalen gD-Anteil (gD AS 1-
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170). Die den N-terminalen gD-Bereich reprasentierenden Peptide gD1-35 (gD AS 1-
185) wurden zur Kartierung von T-Zellepitopen beim Inzuchtschwein eingesetzt.
Hiermit konnte das T-Zellepitop gD16 (gD AS 76-90) identifiziert werden. Die gD16-
spezifische PBMC-Proliferation erwies sich als MHC Klasse Il-restringiert. Eine
Beteiligung des CD8 Corezeptors und des MHC Klasse I-Molekiils blieb offen. Uber
IL-2-Aktivierungstests konnte eine starke gD16- und B-PL-PRV-spezifische IL-2-
Produktion innerhalb der PBMC-Population, die aktivierten T-Helferzellen
zugeschrieben werden kann, bereits innerhalb von 24 h nachgewiesen werden.

Im Hinblick auf eine zukiinftige Impfstoffentwicklung wurden die gD-Peptide auch zur
Kartierung von T-Zellepitopen zweier Auszuchtschweine mit polymorphem MHC
eingesetzt. Hiermit konnten fiir das Tier 1 15 potentielle T-Zellepitope und fiir das Tier
2 14 potentielle T-Zellepitope identifiziert werden. Es zeigte sich ein starker
individueller Unterschied in der peptidspezifischen Reaktion.

Mit dem Peptid gD15 (gD AS 71-85), das fiir das Tier 2 ein T-Zellepitop darstellt,
konnte im IL-2-Aktivierungstest und in der RT-PCR keine spezifische IL-2- Produktion
nachgewiesen werden. I1-2-Produktion und somit eine Th-1-typische Reaktion zeigte
sich jedoch mit B-PL-PRV bereits innerhalb von 24 h im IL-2-Aktivierungstest und in
der PCR nach 48 h.

Die Peptide des Glykoproteins gB: gB17 (gB AS 341-355) und gB39 (gB AS 451-465)
konnten in Proliferationstests mit PRV-spezifischen PBMC des Inzuchtschweines als T-
Zellepitope bestitigt werden. Die gB17- und gB39-spezifische PBMC-Antwort erwies
sich als MHC Il-restringiert, als eine klassische T-Helferreaktion. Eine IL-2-Produktion
PRV-spezifischer PBMC konnte mit dem Peptid gB39 nachgewiesen werden.

Bislang sind fiir das Inzuchtschwein die T-Zellepitope gB17, gB39, gC50, gC72 und
gD16 bekannt. In Proliferationstest mit PBMC der beiden Auszuchtschweine zeigte sich
keine spezifische Reaktion mit den Peptiden gB17 und gB39. Die Peptide gC50 und
gC72 erwiesen sich als T-Zellepitope fiir das Tier 2 und das Peptid gD16 fiir das Tier 1.
Moglicherweise konnten die in der vorliegenden Arbeit aufgefundenen T- und B-
Zellepitope Bestandteile eines PRV-Impfstoffes auf Epitopbasis darstellen. Fernziel ist
die Entwicklung eines idealen PRV-Impfstoffes, der eine ,sterile Immunitit®,

protektiven Schutz ohne Latenzentwicklung und Virusausscheidung, ermoglicht.
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9 Anhang

Synthetisierte Peptidamide

gD-Peptide
gD-Peptid-Nr. gD-AS

1 1-15
6-20
11-25
16-30
21-35
26-40
31-45
36-50
41-55
46-60
51-65
56-70
61-75
66-80
71-85
76-90
81-95
86-100
91-105
96-110
101-115
106-120
111-125
116-130
121-135
126-140

O 00 9 N U B~ W DN

[V I \O R NG R O I O R S L e e e e e e e e
AN L A WD R, O O NN R WD~ O

Sequenz
MLLAALLAALVARTT
LLAALVARTTLGADYV
VARTTLGADVDAVPA
LGADVDAVPAPTFPP
DAVPAPTFPPPAYPY
PTFPPPAYPYTESWAQ
PAYPYTESWQLTLTT
TESWQLTLTTVPSPF
LTLTTVPSPFVGPAD
VPSPFVGPADVYHTR
VGPADVYHTRPLEDP
VYHTRPLEDPCGVVA
PLEDPCGVVALISDP
CGVVALISDPQVDRL
LISDPQVDRLLNEAYV
QVDRLLNEAVAHRRP
LNEAVAHRRPTYRAH
AHRRPTYRAHVAWYR
TYRAHVAWYRIADGC
VAWYRIADGCAHLLY
IADGCAHLLYFIEYA
AHLLYFIEYADCDPR
FIEYADCDPRQVFGR
DCDPRQVFGRCRRRT
QVFGRCRRRTTPMWW
CRRRTTPMWWTPSAD



27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

131-145
136-150
141-155
146-160
151-165
156-170
161-175
166-180
171-185
176-190
181-195
186-200
191-205
196-210
201-215
206-220
211-225
216-230
221-235
226-240
231-245
236-250
241-255
246-260
251-265
256-270
261-275
266-280
271-285
276-290
281-295
286-300

TPMWWTPSADYMFPT
TPSADYMFPTEDELG
YMFPTEDELGLLMVA
EDELGLLMVAPGRFN
LLMVAPGRFNEGQYR
PGRFNEGQYRRLVSYV
EGQYRRLVSVDGVNI
RLVSVDGVNILTDFM
DGVNILTDFMVALPE
LTDFMVALPEGQECP
VALPEGQECPFARVD
GQECPFARVDQHRTY
FARVDQHRTYKFGAC
QHRTYKFGACWSDDS
KFGACWSDDSFKRGYV
WSDDSFKRGVDVMRF
FKRGVDVMRFLTPFY
DVMRFLTPFYQQPPH
LTPFYQQPPHREVVN
QQPPHREVVNYWYRK
REVVNYWYRKNGRTL
YWYRKNGRTLPRAHA
NGRTLPRAHAAATPY
PRAHAAATPYAIDPA
AATPYAIDPARPSAG
AIDPARPSAGSPRPR
RPSAGSPRPRPRPRP
SPRPRPRPRPRPRPK
PRPRPRPRPKPEPAP
RPRPKPEPAPATPAP
PEPAPATPAPPDRLP
ATPAPPDRLPEPATR
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59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

gB-Peptide
gB-Peptid-Nr.
17
39

gC-Peptide
gC-Peptid-Nr.
14
50
72

291-305
296-310
301-315
306-320
311-325
316-330
321-335
326-340
331-345
336-350
341-355
346-360
351-365
356-370
361-375
366-380
371-385
376-390
381-395
386-400
391-402

gB-AS
341-355
451-465

gC-AS
65-79

245-259
355-369

PDRLPEPATRDHAAG
EPATRDHAAGGRPTP
DHAAGGRPTPRPPRP
GRPTPRPPRPETPHR
RPPRPETPHRPFAPP
ETPHRPFAPPAVVPS
PFAPPAVVPSGWPQP
AVVPSGWPQPAEPFQ
GWPQPAEPFQPRTPA
AEPFQPRTPAAPGVS
PRTPAAPGVSRHRSV
APGVSRHRSVIVGTG
RHRSVIVGTGTAMGA
IVGTGTAMGALLVGYV
TAMGALLVGVCVYIF
LLVGVCVYIFFRLRG
CVYIFFRLRGAKGYR
FRLRGAKGYRLLGGP
AKGYRLLGGPADADE
LLGGPADADELKAQP
ADADELKAQPGP*

Sequenz
DSRLRASESVTRNRL
PEVYLARGGFVVAFR

Sequenz
STPPVPPPSVSRRKP
PVLFGEPFRAVCVVR
SVRFVEGFAVCDGLC
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