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Der Zweifel ist der Beginn der Wissenschaft.

Wer nichts anzweifelt, prift nichts.

Wer nichts prift, entdeckt nichts.

Wer nichts entdeckt, ist blind und bleibt blind.

Teilhard de Chardin (1881-1955)
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Einleitung 1

1 Einleitung

Impfstoffe sind in der Veterinar- sowie Humanmedizin seit vielen Jahren als die wirksamsten
und kostenginstigsten  Arzneimittel zur Bekampfung bakterieller und viraler

Infektionskrankheiten etabliert.

In der Impfstoffentwicklung muissen jedoch auch neue Wege beschritten werden, um
Infektionskrankheiten wirkungsvoll begegnen zu kénnen, gegen welche sich die Anwendung
bisher verfugbarer Impfstoffe als unzureichend erwiesen haben. Hierzu zahlen wichtige
chronische Virusinfektionen, wie z. B. Hepatitis C und AIDS, aber auch akute virale

Erkrankungen, wie Infektionen mit Respiratorischen Synzytialviren (RSV).

Die Respiratorischen Synzytialviren haben weltweit gro3e Bedeutung bei Infektionen der
Atemwege in Kalbern (Respiratorisches Synzytialvirus des Rindes, Bovines RSV, BRSV)

und Kleinkindern (Respiratorisches Synzytialvirus des Menschen, Humanes RSV, HRSV).

Das Respiratorische Synzytialvirus des Menschen ist in den ersten Lebensjahren eines
Kindes eine der bedeutendsten Ursachen fir stationdre Behandlungen in Folge schwerer
Atemwegserkrankung und spielt auch bei der Entwicklung von Bronchialasthma im
Erwachsenenalter ein groRe Rolle (RSV-Immunpathogenese). Erste Ansatze zur
Entwicklung eines HRSV-spezifischen Impfstoffes scheiterten in den 60iger Jahren, als sich
im Kklinischen Versuch an Impflingen kein Impfschutz, sondern z.T. sogar eine
Verschlimmerung der HRSV-bedingten Atemwegserkrankung zeigte. Bis heute gibt es

keinen Impfstoff gegen die HRSV-Infektion in der Humanmedizin.

Das Respiratorische Synzytialvirus des Rindes gilt als einer der wichtigsten Erreger der
multifaktoriellen Rindergrippe, einer Erkrankung, die grol3e wirtschaftliche Verluste
verursacht. Zur Bekdmpfung der BRSV-Infektion des Rindes stehen in der Veterinarmedizin
Impfstoffe zur Verfiigung, deren Schutzwirkung jedoch als unzureichend angesehen wird.
Jingste Experimente mit Formalin-inaktiviertem BRSV (FI-BRSV) als Impfstoff in Kélbern
zeigten sogar eine erkrankungsverstarkende Wirkung, sehr ahnlich der, die vor Jahrzehnten
bei der Entwicklung eines Humanimpfstoffes beobachtet worden war. Da auch die natirliche
Infektion und Erkrankung des Kalbes groRe Ubereinstimmungen mit der HRSV-Infektion des
Kindes aufweist, gilt die BRSV-Infektion als ein vorzigliches Infektionsmodell zur

Erforschung RSV-spezifischer Erkrankungen beziehungsweise deren Prophylaxe.

Vorliegende Arbeit soll neuartige experimentelle Impfstoffe gegen die Infektion von Kélbern
mit BRSV untersuchen. Die in vitro- und in vivo-Charakterisierung solcher Impfstoffe auf der
Basis von rekombinanten Vacciniaviren soll dazu beitragen, die moéglichen Ursachen einer
RSV- spezifischen Immunpathogenese besser zu verstehen und die Entwicklung eines

wirksamen Impfstoffes fir die Veterindr- und Humanmedizin voranzutreiben.
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2.1 Respiratorische Synzytialviren

2.1.1 Allgemeines

Die Respiratorischen Synzytialviren  sind als weltweite Ursache von Lungenentziindung,
Bronchiolitis, Tracheobronchitis und Erkrankungen des oberen Respirationstraktes bei
Mensch und Tier bekannt. Das Respiratorische Synzytialvirus des Rindes (BRSV ) wurde
erstmals 1970 aus respiratorisch erkrankten Kalbern isoliert (PACCAUD und JACQUIER
1970). Das Respiratorische Synzytialvirus des Menschen (HRSV) wurde bereits 1956
aus Schimpansen und Tierpflegern mit Schnupfen isoliert und als chimpanzee coryza agent
(CCA) bezeichnet (BLOUNT, Jr. et al. 1956). CHANOCK et al. isolierten 1957 das identische
Virus bei Kindern mit schweren Atemwegserkrankungen und einem Kind mit
Laryngotracheobronchitis und bezeichneten es als Respiratorisches Synzytialvirus
(CHANOCK et al. 1957). Der Name leitet sich von der Fahigkeit des Virus ab, nach der
Infektion von Zellen typische Riesenzellen, sogenannte Synzytien, zu bilden und der
Eigenschaft Erkrankungen des Respirationstraktes hervorzurufen. Es werden zwei RSV-
Subtypen, A und B, unterschieden, welche sich auf Grund ihrer Reaktivitdt mit G-Protein-
spezifischen monoklonalen Antikérpern (mAb) unterscheiden (JOHNSON et al. 1987,
SULLENDER et al. 1991; STORCH et al. 1991; BAKER et al. 1992; FURZE et al. 1994,
CANE und PRINGLE 1995; PROZZI et al. 1997). SCHRIJVER et al. fuhrten fir BRSV 1996
einen dritten Subtyp AB ein (SCHRIJVER et al. 1996). Die Unterschiede der
Aminosaurekomposition des G-Proteins zur Einteilung der Subtypen sind bei BRSV jedoch
nicht so auffallig wie bei HRSV (FURZE et al. 1997).

2.1.2 Taxonomie und Charakteristika

Die Respiratorischen Synzytialviren (RSV) gehéren taxonomisch in die Familie der
Paramyxoviridae (para, lat.: neben, an der Seite von; myxa, griech.: Schleim) (FREY et al.
1997). Sie gehdren dem Genus Pneumovirus an, welches zusammen mit dem Genus
Metapneumovirus die Unterfamilie Pneumovirinae bildet (siehe Tabelle 1). Zu den
Respiratorischen Synzytialviren zahlen neben dem RSV des Menschen (HRSV, Humanes
RSV) und dem RSV des Rindes (BRSV, Bovines RSV), das RSV des Schafes (ORSV,
Ovines RSV) und das RSV der Ziege (CRSV, Caprines RSV) (COLLINS et al. 2001).
Alle diese Vertreter weisen starke Homologien in ihrer Struktur, Serologie und den
Strukturproteinen auf (TRUDEL et al. 1989).
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Tabelle 1: Familie Paramyxoviridae und deren Unterfamilie Paramyxovirinae.

Familie Paramyxoviridae
Subfamilie Pneumovirinae

Genus Respiratorisches
Pneumovirus Synzytialvirus
des Menschen (HRSV)

Respiratorisches
Synzytialvirus
des Rindes (BRSV)

Pneumoniavirus
der Maus (PMV)

Genus Rhinotracheitisvirus
Metapneumovirus der Pute
Humanes

Metapneumovirus
(VAN DEN HOOGEN
et al. 2001)

Daneben umfasst die Familie Paramyxoviridae, die Unterfamilie Paramyxovirinae mit den
Genera Respirovirus (u.a. humanes und bovines Parainfluenzavirus Typ 3, Sendaivirus),
Rubulavirus (u.a. Mumps, canines Parainfluenzavirus Typ 2), Avulavirus (u.a. Newcastle-
Disease-Virus), Morbillivirus (u.a. Masern, Hundestaupe, Rinderpest, PPRYV) und
Henipavirus (u.a Hendravirus, Nipahvirus) (COLLINS et al. 2001; MODROW et al. 2003).

Die Mitglieder der Familie Paramyxoviridae haben folgende gemeinsame Merkmale:

Das Genom besteht aus einzelstrangiger RNA in Negativorientierung und ist nicht
segmentiert. Es befindet sich in einem RNAse-resistenten helikalen Nukleokapsid, welches
auch die virale Polymerase enthélt. Das Paramyxoviridae-Genom besteht bei allen
Mitgliedern dieser Familie aus sechs Genen, wobei einzelne Vertreter ein bis flinf zusatzliche
Gene enthalten kénnen (siehe Abbildung 1). Diese sechs Gene kodieren fur das
RNA-bindende N-Protein des Nukleokapsids (Nukleoprotein), das Phosphoprotein P des
Nukleokapsids, die groRe katalytische Untereinheit L der RNA-Polymerase, das
nichtglykosylierte Matrixprotein M, das Attachment-Protein G, H oder HN und das
Fusionsprotein F. Die Transkription des Genoms erfolgt in einem sequentiellen
Stopp-Neustart-Modus, wobei subgenomische mRNAs produziert werden. Alle Abschnitte
des RSV-Replikationszyklus finden im Zytoplasma der infizierten Zelle statt.
Die Virusvorlaufer entstehen dadurch, dass alle Viruskomponenten, d.h. das Nukleokapsid,
das M-Protein und die Oberflachen-Glykoproteine G und H zur Plasmamembran transportiert
werden und durch den Prozess der Abschnirung aus der Wirtsplasmamembran ihre
Lipidhdlle erhalten (LAMB und KOLAKOFSKY 2001; GHILDYAL et al. 2005). Dabei hat das
M-Protein eine Organisatorfunktion (GAROFF et al. 1998, CATHOMEN et al. 1998).
Dem Fusionsprotein F wird ebenfalls eine essentielle Bedeutung bei der Neubildung und

Abschnirung  neuer  Viruspartikel  zugeschrieben, da die Expression des
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Sendaivirus-F-Proteins zur Freisetzung von ,viruséahnlichen Partikeln“ (,virus-like particles)
fuhrt (TAKIMOTO et al. 2001). Wie bei anderen Viren ist auch hier zum Transport und
Austritt neu gebildeter Viruspartikel die Interaktion mit den zellularen Aktin und Mikrotubulin
nachgewiesen (BURKE et al. 1998; TAKIMOTO et al. 2001; BOSE et al. 2001;
KALLEWAARD et al. 2005). Der Eintritt in die Wirtszelle erfolgt durch Adsorption Uber die
HN-, H- oder G-Proteine an neuraminsdurehaltige Oberflachenkomponenten der Zelle und
Uber Fusion des F-Proteins der Virushtlle mit der Wirtszellmembran, was zur Aufnahme des
Nukleokapsids in die Zelle fuhrt (TAKIMOTO und PORTNER 2004).

Die Vertreter der Unterfamilie Pneumovirinae (Pneumoviren) sind nur entfernt verwandt mit
den Mitgliedern der Unterfamilie Paramyxovirinae (Paramyxoviren). Die entfernte
Verwandtschaft zwischen den beiden Unterfamilien zeigt sich bei der Untersuchung der
Aminosauresequenzen verschiedener Proteine. Beim Vergleich des Fusionsproteins F und
der Polymeraseuntereinheit L zeigte sich eine nachweisbare, wenn auch geringradige
Verwandtschaft (SPRIGGS et al. 1986; CHAMBERS et al. 1990; STEC et al. 1991,
BARR et al. 1991; RANDHAWA et al. 1996). Ein weiterer Unterschied der beiden
Unterfamilien zeigt sich bei der Analyse des Genoms. Dieses kodiert bei den Pneumoviren
fur acht bis zehn mRNAs, bei den Paramyxoviren jedoch nur fur sechs oder sieben
Genprodukte

(siehe Abbildung 1). Die Pneumoviren synthetisieren zusatzliche folgende Proteine:
die Nichtstrukturproteine NS1 und NS2 und die Matrixproteine M2-1 und M2-2.
BUCHHOLZ et al. konnten 1999 zeigen, dass das NS2-Gen nicht essentiell fir die
Virusreplikation von bovinem RSV ist, jedoch hat das Entfernen dieser kodierenden Sequenz
geringere Virustiter zur Folge, was auf eine unterstitzende Rolle des NS2-Proteins bei der
Replikation hinweisen konnte (BUCHHOLZ et al. 1999). Auferdem konnten
SCHLENDER et al. 2000 nachweisen, dass die NS-Proteine von BRSV Typ 1-Interferone,
d.h. IFN-a und IFN-B, antagonisieren (SCHLENDER et al. 2000). Und 2002 konnten
BOSSERT et al. die Rolle der RSV-NS-Proteine als Determinante fur die Wirtsspezifitat
aufzeigen (BOSSERT und CONZELMANN 2002). Das M2-2-Protein ist essentiell fur die
Replikation, da die Entfernung dieses Gens geringere Titer zur Folge hat (JIN et al. 2000;
CHENG et al. 2005). Das M2-1-Gen stellt einen Transkriptions-Elongations-Faktor dar; es
reguliert die Transkription, Replikation und ist Zn2*-bindend (FEARNS und COLLINS 1999;
MASON et al. 2003; MODROW et al. 2003). Den Pneumoviren fehlen allerdings die V-,
D- und C-Proteine einiger Paramyxoviren. Alle Pneumoviren besitzen aul3erdem ein
aul3ergewoOhnliches Muzin-ahnliches G-Attachment-/-Adsorptionsprotein, welches sich
strukturell deutlich von den Hamagglutinin-Neuraminidase- (HN-) oder den Hamagglutinin-
(H-) Proteinen der Paramyxoviren unterscheidet. Pneumoviren haben somit, im Gegensatz

zu ihren Verwandten, keine hamagglutinierenden Eigenschaften und keine
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Neuraminidase-Aktivitat. Eine Ausnahme bildet das Pneumoniavirus der Maus (PVM),
dessen G-Protein Hamagglutinationsaktivitat zu besitzen scheint (LING und PRINGLE 1989).

A = 152kb

B = 13.4kb

c = 152kb
Tr

D 5" 155 kb

Abbildung 1: Vergleich des RSV-Genoms mit dem Genom anderer Mitglieder der Familie
Paramyxoviridae. Le = Leader-Sequenz, Tr = Trailer-Sequenz, A = Pneumovirus (RSV),
B = Metapneumovirus (APV), C = Rubulavirus (SV5), D = Respirovirus (PIV39). A und B
reprasentieren die Unterfamilie Pneumovirus, C und D reprasentieren die Unterfamilie
Paramyxovirus. Die mit der Virushille assoziierten Proteine sind grau schattiert. Dargestellt
sind die gemeinsamen Proteine N, P, M, F, HN oder G und L und die Spezies-spezifischen
Proteine NS1, NS2, SH, M2-1, M2-2 und die Unterschiede in der Anordnung der Gene.

Die Mitglieder des Genus Pneumovirus, das BRSV und HRSV, haben dieselbe
Genanordnung und ihre  Nukleotidsequenzen sind bis zu 41% identisch
(ELVANDER et al. 1998). Antikérper gegen BRSV oder RSV erkennen das N-, P-, M- und
F-Protein des heterologen Virus (LERCH et al. 1991; AMANN et al. 1992). In einer Studie
zeigten 9 von 16 F-spezifischen murinen Antikérpern gegen HRSV auch signifikante
neutralisierende Aktivitdt gegen das bovine Virus (BRSV) (BEELER und VAN WYKE
COELINGH 1989). HRSV und BRSV besitzen Uberlappende Wirtspezifitaten; wobei HRSV
besser auf Zellen von Primaten und BRSV effizienter auf Zellen bovinen Ursprungs repliziert
(PACCAUD und JACQUIER 1970; MATUMOTO et al. 1974).

Auch aufgrund dieser sehr groRen Ahnlichkeiten wird die RSV-Infektion des Rindes als ein
gut geeignetes Modell fir die RSV-Infektion des Menschen angesehen
(KIMMAN et al. 1987).
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2.1.3 Morphologie

Das RSV-Virion (siehe Abbildung 2) besteht in seiner Basisstruktur aus einem Nukleokapsid
in einer Lipidhlle. Die Viruspartikel haben eine unregelméRige spharische Gestalt und sind
im Durchmesser ungeféhr 150 bis 300 nm groR3. Viruspartikel aus der Zellkultur kénnen
einen hohen Anteil an fadenférmigen Virionen enthalten. Diese fadenférmigen Partikel haben
einen Durchmesser von ungefahr 60 bis 100 nm und kénnen bis zu 10 um lang sein. Die
Bedeutung dieser fadenférmigen Virionen ist jedoch noch unklar (BERTHIAUME et al. 1974;
ROBERTS et al. 1995; BUCHHOLZ et al. 2000). Die Hille besteht aus einer
Lipiddoppelmembran, welche aus der Wirtszellmembran stammt und enthéalt virale, mit einer
transmembranen Domane verankerte Oberflachenproteine. Hierzu zahlen das Attachment-/
Adsorptionsprotein G, das Fusionsprotein F und das kleine hydrophobe
(engl. small  hydrophobic) Protein SH. Diese Proteine bilden die in
elektronenmikroskopischen Bildern sichtbaren, sogenannte ,Spikes“, welche auf der
Virushulle einzelnen angeordnet sind (siehe Abbildung 2). Das RSV-Nukleokapsid ist eine
symmetrische Helix mit einem Durchmesser von 12 bis 15 nm. Sie setzt sich aus der viralen
RNA und den Proteinen N, L und P zusammen. Das L-Protein stellt die Hauptuntereinheit
der Polymerase und das P-Protein einen Polymerase-Kofaktor dar. Die Bindung der

genomischen und antigenomischen RNA erfolgt Giber das N-Protein.

F-Protein

/ G-Protein

Lipidhiille

RNA + N-Protein

Nukleokapsid
L + P-Protein

Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines Pneumoviruspartikels. Das einzelstrangige
RNA-Genom bildet zusammen mit dem RNA-bindenden N-Protein (Nukleoprotein), dem
Phosphoprotein P und der groRRen katalytischen Untereinheit L der RNA-Polymerase das
Nukleokapsid. Die Hulle besteht aus einer Lipiddoppelschicht in der die Oberflachenproteine
F, G und SH mit einer transmembranen Domane verankert sind. Das M-Protein ist mit der
Innenseite der Lipidhille assoziiert.



Literaturtibersicht 7

2.1.4 Die RSV-Oberflachenproteine

Alle Paramyxoviren besitzen zwei Oberflachenproteine, zusatzlich verfligen manche
Rubulaviren und alle Pneumoviren noch Uber ein drittes Membranprotein (SH).
Ein Glykoprotein (HN, H oder G) ist flr die Adsorption an die Zelle verantwortlich und das
andere Glykoprotein (F) vermittelt die pH-unabhangige Fusion der viralen Huille mit der
Plasmamembran der Wirtszelle (COLLINS et al. 2001).

2.1.4.1.1 Das Attachment-/Adsorptionsprotein G

Das G-Protein ist in der Membran der Pneumoviren verankert und fur das Anheften bzw.
Adsorbieren der Viruspartikel an die Zelloberflache verantwortlich; hierbei werden die
Oberflachen der Virus- und Zellmembran in sehr enge raumliche Nahe gebracht. Das G-
Protein ist ein Membranprotein des Typs Il, welches sich mit einer aminoterminalen,
zytoplasmatischen Domane, einer hydrophoben Ankerdomédne und einer C-terminalen
Ektodoméne darstellt (COLLINS et al. 2001).

Das Pneumovirus-(Unterfamilie Pneumovirinae)-G-Protein unterscheidet sich strukturell
deutlich von den Hamagglutinin-Neuraminidase- (HN)- oder den Hamagglutinin- (H)-
Proteinen der Paramyxoviren (Unterfamilie Paramyxovirinae) und hat weder
Hamagglutinations- noch Neuraminidase-Aktivitdt (GRUBER und LEVINE 1983). Es konnte
als das RSV-Attachment-/-Adsorptionsprotein identifiziert werden, da die Verwendung
spezifisch gegen das G-Protein-gerichteter Antikdrper die Bindung von RSV an HelLa-Zellen
verhinderte. Diese Funktion bestétigte sich durch die Verwendung von Antikérpern gegen
das Fusionsprotein F, welche nur die Fusion der Lipidmembranen, aber nicht die Bindung
des Virus an die Zelle verhinderten (WALSH und HRUSKA 1983; LEVINE et al. 1987).

Die Besonderheit des RSV-G-Proteins, zeigt sich in den Modifikationen der Zuckergruppen.
Es weist einen sehr hohen Gehalt an Zuckergruppen auf, die N-glykosidisch und zu einem
hohen Anteil, besonders an der Ektodoméne, O-glykosidisch an Serin- oder Threoninreste
gebunden sind (WERTZ et al. 1985). Durch die Aminoséaurekomposition, zusammen mit dem
hohen Gehalt O-glykosidisch gebundener Zucker, erhélt die Ektodomane eine starke
Ahnlichkeit mit Muzinen. Zwei Muzin-ahnliche Domé&nen, welche durch 13 Aminosauren
unterbrochen werden und vier Cystein-Reste enthalten, weisen bei allen RSV-Stammen eine
sehr konservierte Struktur auf (siehe Abbildung 3). Der als sogenannte ,Cystein-Nase*
bezeichneten Struktur wird eine potenziell wichtige Rolle bei der Adsorption zugeschrieben
(LANGEDIJK et al. 1996b; VALARCHER et al. 2000). Erst vor kurzem konnte in vitro die
Bindung des G-Proteins an bestimmte zellulare Glykosaminglykane (GAGS) gezeigt werden.
Diese zellularen langen unverzweigten Polysacharide aus sich wiederholenden
Dissachariduntereinheiten  der  Extrazellularmatrix  enthalten = Heparansulfat und
Chondroitinsulfat (FELDMAN et al. 1999; MARTINEZ und MELERO 2000;
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HALLAK et al. 2000a; HALLAK et al. 2000b). Neueste Studien zeigen allerdings, dass die
Deletion dieser konservierten Gensequenz (,Cystein-Nase®) in vitro zwar die Infektiositat des
Virus in HEp-2-Zellen vermindert, aber auf die Kinetik und Effizienz der intrazellularen
Virusreplikation keine Auswirkung hat (TENG und COLLINS 2002). Auch war die
in vivo-Infektiositat solcher Virusmutanten zumindest bei Versuchen im Mausmodell nicht
eingeschrankt (TENG und COLLINS 2002). Erstaunlicherweise scheint das RSV-G-Protein
auch nicht essentiell fur die Zusammensetzung der Viruspartikel zu sein. Obwohl das
Glykoprotein G dem Virus einen Wachstumsvorteil verschaffen kann (KARRON et al. 1997,
TECHAARPORNKUL et al. 2001). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass RSV-Virionen

sich auch unabhangig vom G-Protein an Zellen anheften kénnen.

\ ,Cystein-Nase“ ,

\ /
\ /
\ /’
Intra Muzin-&hnlich ¢+ Muzin-dhnlich
™ \
NH2 I COOH
38 60 157 188
konserviert .konserviert"
variabel variabel

Abbildung 3:  Struktur des RSV-G-Proteins (modifiziert nach (LARSEN 2000))
Intra= intrazellularer Bereich, TM= Transmembran-Bereich, Muzin-ahnlich= extrazellularer
Bereich. Die ,Cystein-Nase” ist eine stark konservierte Struktur, welcher auch bei der
Adsorption eine wichtige Rolle zugesprochen wird. Dieser Abschnitt, wie auch der
intrazelluldre und der transmembrane Bereich des G-Proteins, stellen den konservierten Teil
des Proteins dar.

2.1.4.1.2 Das Fusionsprotein F
Das Paramyxovirus-Fusionsprotein F vermittelt bei der Infektion das Eindringen des Virus in

die Wirtszelle durch Fusion zwischen der Virushille und der Wirtszellmembran.
Untersuchungen zeigten, dass die RSV-Infektion eher durch Fusion an der Plasmamembran
als durch Endozytose erfolgt (SRINIVASAKUMAR et al. 1991). Dabei wird das Nukleokapsid
in das Zytoplasma eingeschleust. Im spéateren Infektionsverlauf filhren F-Proteine, die auf
der Plasmamembran infizierter Zellen exprimiert werden, zur Fusion mit Membranen
benachbarten Zellen und zur Bildung sogenannte Riesenzellen bzw. Synzytien.
Die Riesenzellen sind ein typischer zytopathischer Effekt der RSV-Infektion in der Zellkultur
und trugen zur Namensgebung dieser Viren als Synzytialviren bei. Die RSV-Fusion wird
unter 18C gehemmt und ist bei einem pH-Wert zwischen 5,5 und 8,5 effizient, also
weitgehend pH-unabhangig. Experimente mit den Oberflachenproteinen von RSV zeigten,
dass sowohl das F-Protein, wie auch das G-Protein an Heparin bindet
(FELDMAN et al. 2001; KARGER et al. 2001).
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Die F-Proteine der Pneumoviren und Paramyxoviren besitzen dieselbe Aminosaurenanzahl,
sie werden &hnlich prozessiert, haben die gleichen biologischen Eigenschaften und weisen
eine geringe aber signifikante Sequenzverwandtschaft auf (COLLINS et al. 1984,
SRINIVASAKUMAR et al. 1991). Auch in ihrer Sequenz sind die F-Proteine der Pneumoviren
sehr stark konserviert. Das F-Protein wird als Vorlauferprotein F, synthetisiert und besitzt am
aminoterminalen Ende ein typisches Signalpeptid fur den Transport des
Translokationskomplexes zur Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER)
(siehe Abbildung 4). Dort bewirkt eine hydrophobe Sequenzfolge am carboxyterminalen
Ende die Verankerung des Fg-Proteins in der Membran und das Signalpeptid wird
abgespalten. Das Fo-Protein wird beim Transport durch den Golgi-Apparat glykosyliert. Die
Prozessierung des Fq-Proteins in den aminoterminalen Anteil F,- und das Fi-Protein erfolgt
durch eine Protease der Wirtszelle, die im Golgi-Bereich lokalisiert ist. Der F,-Anteil bleibt mit
dem F;-Protein Uber eine Disulfidbriicke verbunden. Durch die Proteolyse des Fq-Proteins
wird am Aminoterminus des F;-Teils, ein stark hydrophober Bereich von zirka 25
Aminosauren exponiert (COLLINS und MOTTET 1991). Dieser hydrophobe Bereich des
F,-Proteins kann nun im Verlauf des Infektions- und Adsorptionsvorgangs die
Verschmelzung der viralen mit der zellularen Membran vermitteln. Antikdrper, die gegen das
F,-Protein gerichtet sind, kdnnen diesen Fusionsvorgang unterbinden und verhindern die
Aufnahme des Virus in die Zelle (WEST et al. 1994; MATHEISE et al. 1995).

Spaltstelle fiir Proteolyse
LYS-LYS-ARG-LYS-ARG-ARG

N\

Fusionsdomaéane Transmembranregion

As 0 100 200 300 400 500 600
| |
I 1

Vorlauferprotein  F

Abbildung 4: Lineare Struktur des Vorlauferproteins Fo, von BRSV (maodifiziert nach
(LARSEN 2000)) Hydrophobe Regionen innerhalb des Proteins sind grau dargestellt. Die
Sequenz der Spaltstelle ist im oberen Teil der Abbildung dargestellt. Durch Proteolyse dieser
Spaltstelle entstehen die F;- und F,-Proteinuntereinheiten, wobei die hydrophobe
Fusionsdoméane am N-Terminus des F;-Proteins freigesetzt wird.

2.1.5 Epidemiologie, Klinik und Pathogenese
Die Infektion mit BRSV ist, wie die RSV-Infektion des Menschen, eine der Hauptursachen

von Atemwegserkrankungen und fihrt zu hohen &6konomischen Verlusten in der
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Landwirtschaft (STOTT und TAYLOR 1985; VAN DER POEL et al. 1994). BRSV ist weltweit
verbreitet und kann, besonders bei Erstinfektionen, zu schwersten respiratorischen
Erkrankungen beim Kalb fiohren (ELLIS et al. 1996; UTTENTHAL et al. 1996;
ELVANDER 1996; LARSEN et al. 2001). Die Ubertragung erfolgt in der Regel durch direkten
Kontakt; experimentell konnte jedoch auch die Ubertragung auf dem Luftweg von einem Stall
in einen anderen nachgewiesen werden (SMITH et al. 1975; MARS et al. 1999). Die
BRSV-Infektion ruft haufig im Herbst und Winter Seuchenziige hervor und Untersuchungen
in den Niederlanden ergaben, dass in der Rinderpopulation eine Seropravalenz von Uber
70% vorherrscht (VAN DER POEL et al. 1993; VAN DER POEL et al. 1994). BRSV wird bei
Kalbern mit respiratorischer Symptomatik sehr haufig isoliert und auch in Deutschland stellte
man bei mehr als 70% der Kalbern Seropositivitit gegen BRSV fest
(LOTTHAMMER und EHLERS 1990; WENTINK et al. 1994). Die hohe Seropravalenz von
BRSV in den untersuchten Rinderpopulationen weist auf ein endemisches Vorkommen hin
(BAKER et al. 1986; LOTTHAMMER und EHLERS 1990; VAN DER POEL et al. 1993;
WENTINK et al. 1994; VAN DER POEL et al. 1994; UTTENTHAL et al. 1996).

Das Virus ruft, vor allem beim Kalb und einjahrigen Jungrindern, leichte Bronchiolitiden und
eine  akute interstitielle  Pneumonie mit  Alveolitis und  Bronchitis  hervor
(JACOBS und EDINGTON 1971; MOHANTY et al. 1976; VAN DEN INGH et al. 1982). Bei
schweren Verlaufsformen kdnnen sich auch schwere Bronchopneumonien entwickeln, die
dann auch letal enden (PIRIE et al. 1981). Vor allem die cranioventralen Bereiche der Lunge
sind haufig betroffen (BRYSON et al. 1978b). Am haufigsten erkranken Kalber im Alter von
einem bis funf Monaten (BAKER et al. 1986). Trotzdem kdnnen auch erwachsene Rinder
nach Infektionen mit BRSV schwere Krankheitszeichen zeigen (ELLIS et al. 1996;
ELVANDER 1996). Die Erkrankung ist symptomatisch charakterisiert durch Fieber, Husten,
serbésen oder mukopurulenten Nasenausfluss, geringer bis moderater Hyperpnoe und
verstarkten Atemgerauschen. Mittelschwer betroffene Kalber zeigen Atemfrequenzen Uber
80 pro Minute, Tachypnoe, raue Atemgerdusche Uber den gesamten Lungenbereich und
schweren Husten. Bei schwer infizierten Kélbern reichen die Symptome bis zur Dyspnoe und
betroffene Kalber kdnnen ein subpleurales und interstitielles Emphysem aufweisen
(PIRIE et al. 1981). Die allgemeinen Krankheitssymptome kdénnen von einer leicht erhéhten
Kdrpertemperatur, leichter Abgeschlagenheit und Anorexie bis zu hohem Fieber, starker
Depression und Koma reichen (BRYSON et al. 1978b; BAKER et al. 1986;
KIMMAN et al. 1988). Die Mortalitat der BRSV-Infektion ist niedrig, die Morbiditat ist hoch
(BRYSON et al. 1978a; HEALY et al. 1993). Die Pathogenese der RSV-Infektion konnte
nicht detailliert geklart werden, jedoch weisen einige Daten darauf hin, dass ein
immunvermittelter Mechanismus zu Grunde liegen kénnte (LARSEN 2000). Die Infektion mit

dem Virus erhodht das Risiko einer bakteriellen Besiedelung des Respirationstraktes und
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etwa 90% der bakteriellen Pneumonien entwickeln sich nach einer haufig eher subklinischen
RSV-Infektion (BABIUK et al. 1988; LARSEN et al. 1999). Bakterielle Sekundarinfektionen,
vor allem mit Pasteurella-Spezies und Mykoplasmen, filhren dann zu schweren
Lungenerkrankungen mit hoher Mortalitat (BRYSON et al. 1979; VAN DEN INGH et al. 1982;
HEALY et al. 1993; FRANKENA et al. 1994).

Infektionen mit dem RSV des Menschen sind weltweit verbreitet. In gemaligten Zonen ruft
das Virus jahrliche Infektionsausbriiche vor allem im Winter und Frihjahr hervor, wéhrend in
den Tropen das ganze Jahr Uber Infektionsausbriiche festgestellt werden kdnnen
(SPENCE und BARRATT 1968; RAHMAN et al. 1990; VARDAS et al. 1999). Das Virus gilt
als hochinfektiés und wird durch Aerosole, direkten Kontakt und sogar Gber kontaminierte
Oberflachen Ubertragen (HALL et al. 1981). Die Inkubationszeit betragt zwei bis sieben Tage
(MILLS et al. 1971; HALL und DOUGLAS, Jr. 1981). HRSV-bedingte Erkrankungen sind ein
infektiologisches Hauptproblem des ersten Lebensjahres, wobei Sauglinge im Alter von
6 Wochen bis 6 Monaten am stérksten geféhrdet sind. Mit zwei Jahren sind fast alle Kinder
erstmals infiziert worden und Uber 50% werden reinfiziert (HENDERSON et al. 1979;
WEIGL et al. 2005b). Die hochste Morbiditat hat die RSV-Erkrankung bei Kindern unter 6
Monaten und Kindern mit Risikofaktoren, wie z.B. Fruhgeburten, bronchopulmonare
Dysplasien, angeborenem Herzkreislauferkrankungen oder Immundefizienzen
(PARROTT et al. 1973; HALL et al. 1979; GLEZEN et al. 1981; MACDONALD et al. 1982;
HALL et al. 1986; GREEN et al. 1989; NAVAS et al. 1992; WEIGL et al. 2002; WEIGL et al.
2005a). In Industrielandern sterben Schatzungen zu Folge bis zu 1,5% der ins Krankenhaus
eingewiesenen Kinder, jedoch sind die Mortalitatsraten bei Kindern mit bestehenden
Erkrankungen/Risikofaktoren  bedeutend  héher (MACDONALD et al. 1982;
LA VIA et al. 1992; LA VIA et al. 1993). Klinisch schwere RSV-Infektionen kommen aber
auch  bei é&lteren Menschen und immungeschwachten  Erwachsenen  vor
(ENGLUND et al. 1988; FLEMING und CROSS 1993; WHIMBEY et al. 1995; HAN et al.
1999).

RSV repliziert vor allem in den epithelialen Zellen des Nasopharynx und die Infektion scheint
auf den Respirationstrakt limitiert zu sein (GARDNER et al. 1970; HALL et al. 1978;
COLLINS et al. 2001). In immunologisch kompetenten Individuen konnte keine Virdmie
nachgewiesen werden. Allerdings konnten RSV-Antigene in zirkulierenden mononuklearen
Leukozyten nachgewiesen werden (DOMURAT et al. 1985; ROHWEDDER et al. 1998).
Das Virus kann bedingt in mononuklearen Zellen in Makrophagen in vitro replizieren
(KRILOV et al. 1987). Und vor kurzem konnten in peripheren Blutzellen von Patienten mit
einer RSV-Infektion der unteren Atemwege virale RNA des Respiratorischen Synzytialvirus
nachgewiesen werden (YUI et al. 2003). Auch in Rindern konnte eine Persistenz von RSV in

B-Lymphozyten lokaler Lymphknoten gezeigt werden und diese Viren waren noch nach
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6 Monaten in vitro replikationsfahig (VALARCHER et al. 2001). Die pathogenetische und

epidemiologische Bedeutung dieser Entdeckung ist jedoch unklar.

2.1.6 Immunitat nach Infektionen mit RSV

2.1.6.1 Einfuhrung in die Grundlagen der Immunitat
Die Mechanismen der Immunabwehr werden in zwei Gruppen eingeteilt. Zum einen gibt es

eine unspezifische Immunabwehr , die eingedrungene Infektionserreger als fremd erkennt
und eliminiert. Sie wird auch als sogenannte natirliche, angeborene oder nicht-adaptive
Immunabwehr bezeichnet, da sie als erste aktiv wird, nachdem zum Beispiel ein Virus, in
den Korper eingedrungen ist. Sie besteht aus dem Zusammenspiel bestimmter Immunzellen,
z.B. Granulozyten, Makrophagen oder nattrlichen Killerzellen und I6slichen Produkten, wie
z.B. Akutephaseproteinen, Faktoren des Komplementsystems, sowie Zytokinen und
Interferonen. Zum anderen werden Infektionen durch eine zweite Erreger-spezifische,
adaptive Immunabwehr beantwortet. Sie entwickelt sich erst nach der Etablierung der
Infektion. Sie umfasst Antikorper-produzierende B-Zellen, als Bestandteil des humoralen
Abwehrsystems , sowie T-Helferzellen und zytotoxische T-Lymphozyten, welche zusammen
das zellulare Abwehrsystem reprasentieren.

Die zellularen Bestandteile des Blutes werden nach Ilhren Vorlauferzellen, den
hamatopoetischen Stammzellen , eingeteilt. Aus den myeloiden Vorlauferzellen
entstehen die Granulozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen (DC) und Mastzellen. Aus
den lymphatischen Vorlauferzellen  gehen die B-Zellen (B-Lymphozyten) und T-Zellen
(T-Lymphozyten) hervor.

Die Dendritischen Zellen bilden hierbei ein wichtiges Bindeglied zwischen angeborener
und adaptiver Immunantwort . DC sind darauf spezialisiert Antigene aufzunehmen, diese
aufzubereiten und sie den Lymphozyten zu prasentieren. DC wandern aus dem Blut in die
Gewebe und nehmen extrazelluldre Flissigkeit auf; treffen sie auf ein Pathogen, reifen sie
und wandern zu den Lymphknoten.

T-Lymphozyten erkennen infizierte Zellen mit Hilfe der T-Zell-Rezeptoren (TCR). Diese
Rezeptoren stellen einen Proteinkomplex dar, der in der Zytoplasmamembran der
T-Lymphozyten verankert ist. Es gibt zwei verschiedene Typen von TCRs, einen aB-TCR, ein
Heterodimer aus einer a- und einer B-Kette, und einen y®-TCR, welcher aus einer
y- und o-Kette besteht. Mit den aB-TCR sind die CD4- oder CD8-Rezeptoren assoziiert,
anhand derer man die T-Lymphozyten in die Untergruppen der CD4-positiven (CD4")
T-Helferzellen und der CD8-positiven (CD8") zytotoxischen T-Zellen einteilt.

Die CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen (CD8 ) erkennen infizierte Zellen, lysieren diese
und tragen so entscheidend zur Begrenzung der Infektion im Organismus bei. Sie lagern sich

dabei Uber den T-Zell-Rezeptor und den CD8-Rezeptor an MHC-Klasse-I-Molekiile an
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(major histocompatibility complex, beim Menschen auch als HLA, human leucocyte antigen,
bezeichnet), welche Peptidabschnitte von endogenen Antigenen, wie z.B. virale Proteine, als
Fremdkomponenten prasentieren. MHC-Klasse-I-Proteine oder Antigene befinden sich auf
allen Zellen eines Organismus mit Ausnahme der Zellen im Gehirn.

T-Helferzellen (CD4 *) binden mit ihren T-Zell-Rezeptoren und den CD4-Rezeptoren an
MHC-Klasse-1I-Molekile. Letztere sind nur auf potenziell antigenprasentierenden Zellen
vorhanden, wie z.B. Monozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen und B-Zellen. Auf
MHC-Klasse-1I-Molekilen  werden durch  Phagozytose aufgenommene exogene
Fremdproteine, welche in den zellularen Endosomen proteolytisch abgebaut wurden,
prasentiert. Man nimmt an, dass die meisten T-Zellantworten durch Dendritische Zellen
induziert werden. Diese Zellen befinden sich in peripheren Geweben und nehmen an
Infektionsstellen im Gewebe Fremdantigene auf. CD4"-Zellen reagieren auf ihre Interaktion
mit den antigenprasentierenden Zellen mit der Freisetzung verschiedener Zytokine und
stimulieren so die Aktivitat anderer immunologisch aktiver Zellen.

Bei ihrem ersten Kontakt mit einem Antigen sezernieren die naiven T-Helferzellen
(T0-Zellen, CD4™) eine Vielzahl 16slicher Faktoren. Diese Eigenschaft geht verloren, wenn
sich die Ty0-Zellen entweder zu Tyl- oder zu Ty2-Zellen differenzieren. Ty1l-Zellen fordern
durch die Zytokine (Interleukin) IL-2 und (Interferon) IFN-y vor allem die Aktivierung weiterer
T-Helferzellen sowie diejenige von zytotoxischen T-Zellen und Makrophagen. Ty2-Zellen
geben bevorzugt IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 ab und stimulieren die Proliferation und
Differenzierung von B-Zellen zu antikérperproduzierenden Plasmazellen und die zellulare
Immunantwort auf den Schleimhautoberflichen (MOSMANN und COFFMAN 1989;
YAMAMOTO et al. 1996). Die durch Antigenerkennung aktivierte T-Helferzelle steuert mit
Hilfe der Zytokine die Immunantwort.

Im Organismus fihren viele verschiedenen Faktoren zur Differenzierung stimulierter
CD4"-T-Zellen in Tyl- oder Ty2-Zellen. Bei der Regulation der Differenzierung von
CD4"-T-Helferzellen zu Tl-Zellen, wird dem IL-12 eine Schlisselrolle zugeschrieben.
Humanes oder murines IL-12 stellt einen essentiellen Faktor in der frihen
Differenzierungsphase  von  CD4'-T-Helferzellen dar (HSIEH et al. 1993;
MANETTI et al. 1993). In vitro-Untersuchungen in peripheren mononukleéren Blutzellen
(PBMC, peripheral blood mononuclear cells) BRSV-immunisierter Rinder ergaben, dass
durch IL-12 ein 20facher Anstieg der IFN-y-Produktion erzielt werden kann.
Als Hauptproduzenten von IFN-y konnten CD4"-T-Zellen identifiziert werden (COLLINS et al.
1998).

Auch dem Interleukin 18 (IL-18) wird die Funktion als Differenzierungsfaktor von
CD4"-T-Helferzellen zu Tul-Zellen zugeschrieben (OKAMURA et al. 1995;
KANAKARAJ et al. 1999; TOMINAGA et al. 2000; SWAIN 2001). Somit weisen erhthte
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IL-18-, IL-12-, IL-2- sowie IFN-y-Werte auf eine eher Ty1-gerichtete Immunantwort, wahrend

erhohte IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 Werte auf eine eher T,2-gerichtete Immunantwort, hin.

2.1.6.2 Humorale Immunantwort nach RSV-Infektion

Im Verlauf der Infektion mit RSV werden Antikdrper gegen fast alle RSV-Proteine gebildet
(WARD et al. 1983; VAINIONPAA et al. 1985; GIMENEZ et al. 1987). Die Bedeutung der
Antikdrperantworten bei der Bekampfung einer RSV-Infektion konnte in Tiermodellen, vor
allem in Baumwollratten und Mausen, gezeigt werden. Die Lungeninfektion dieser Tiere
konnte durch passiv Ubertragene monoklonale Antikérper gegen das F-Protein und
polyklonale  Antikérper  verhindert werden (HEMMING und PRINCE 1992;
TAYLOR et al. 1992) Nur Antikodrper, welche spezifisch gegen das F- oder G-Protein
gerichtet sind, neutralisieren das Virus in in vivo-Experimenten (COLLINS et al. 2001).
AulRerdem zeigten Infektionsversuche in Mausen, dass passiv Ubertragene F- bzw.
G-spezifische Antikdrper auch eine in vivo-Schutzwirkung besitzen (TAYLOR et al. 1984).
Virusneutralisierende Antikérper werden auch in der Prophylaxe und vor allem bei der
Behandlung von erkrankten oder gefahrdeten Kindern benutzt; z.B. Palivizumab (Antikorper
gegen das Fusionsprotein) oder RSVIG (RSV-Immunglobulin) (SIBER et al. 1992,
GROOTHUIS et al. 1993; HEMMING et al. 1995; SUBRAMANIAN et al. 1998; ANON. 1998;
SIMOES und GROOTHUIS 2002; PEDRAZ et al. 2003).

HRSV-spezifische virusneutralisierende Antikérper sind im Serum aller Neugeborenen, durch
plazentaren Transport maternaler Antikorper, vorhanden (PARROTT et al. 1973). Diese
Antikérper nehmen jedoch schon in den ersten Lebensmonaten rapide ab und erhéhen somit
das Risiko einer RSV-Infektion (HARSTEN et al. 1989). Sauglinge produzieren bei einer
Infektion aber nur geringe Titer RSV-spezifischer Antikorper. (MCINTOSH et al. 1978;
BRANDENBURG et al. 1997). Diese limitierte Antikdrperbildung ist vor allem auf die Unreife
des Immunsystems bei Kleinstkindern und die Wirkung maternaler Antikdrper
zurtckzufiihren (MURPHY et al. 1986a; BRANDENBURG et al. 1997).

Zur Bedeutung von maternalen BRSV-spezifischen Antikérpern bei Kalbern gibt es nur
wenige Untersuchungen. Sie kénnen regelméfig nachgewiesen werden, bieten jedoch
keinen effektiven Schutz vor einer Infektion mit dem Virus (BRYSON et al. 1983;
KIMMAN et al. 1987). Das Auftreten und die Schwere der RSV-Erkrankung steigen mit
abnehmenden Titern maternaler Antikdrper (KIMMAN et al. 1988; BELKNAP et al. 1991).
Maternale Antikorper konnten aber auch hier eine limitierte AntikGrperantwort zur Folge
haben (SANDBULTE und ROTH 2002).

2.1.6.3 Zellulare Immunantwort nach RSV-Infektion
Virusspezifische T-Zellantworten haben einen erheblichen Einfluss auf den klinischen Verlauf

der RSV-Infektion. Es konnte gezeigt werden, dass T-Zellantworten einen wichtigen Beitrag
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zur Beseitigung des Virus aus dem Organismus leisten (BANGHAM et al. 1985;
BANGHAM und MCMICHAEL 1986; CANNON und BANGHAM 1989;
MBAWUIKE et al. 2001; OSTLER und EHL 2002). Dies konnte auch fir die Eliminierung des
Virus in infizierten  Rindern  bestatigt werden (GADDUM et al. 2003;
SANDBULTE und ROTH 2003). Nach RSV-Infektion werden CD4"- und CD8"-T-Zellen
gegen fast alle RSV-Proteine gebildet. Die Ubertragung spezifischer CD4*- und
CD8"-T-Zellen befahigte Mause eine Infektion mit HRSV zu bekampfen (CANNON et al.
1987). In Kéalbern konnte die Bedeutung der CD4"- und CD8"-T-Zellen von BRSV-Infektionen
durch Untersuchungen an gnotobiotisch, d.h. keimfrei aufgezogenen, Kalber, gezeigt
werden. Hierbei konnte festgestellt werden, dass CD8"-T-Zellen eine dominante Rolle in der
Gesundung von Kalbern nach BRSV-Infektion spielen. (TAYLOR et al. 1995;
THOMAS et al. 2000). AuRerdem wurden vermehrt CD4"- und CD8"-T-Zellen in der Trachea
und Lunge infizierter gnotobiotischer Kalber nachgewiesen, wobei die Anzahl CD8"-T-Zellen
hoher war als die der CD4" (MCINNES et al. 1999). Trotzdem konnte bisher keine
zytotoxische T-Zellimmunantwort (CD8") gegen das G-Protein, weder in der Maus noch im
Menschen nachgewiesen werden. Allerdings kénnen  G-spezifische CD4'-T-
Zellimmunantworten in infizierten Mausen gefunden werden (ANDERSON et al. 1991,
VARGA et al. 2000). Beim Rind wurden ebenfalls CD4'-T-Zellepitope auf dem
Fusionsprotein F und Attachment-Protein G von BRSV identifiziert. Dabei zeigte sich, dass
die CD4"-T-Zellepitope im G-Protein vor allem in der zytoplasmatischen Domane lagen und
die des F-Proteins vor allem in der F;-Untereinheit. Einige der immundominanten bovinen
T-Zellepitope im F-Protein wurden auch von humanen T-Zellen erkannt (FOGG et al. 2001).
Uber die Rolle der Dendritischen Zellen bei der RSV-Infektion gibt es noch wenige
Informationen. GILL et al. zeigten 2005, dass DCs durch RSV-Infektion in die Mukosa der
Nase wandern (GILL et al. 2005). In vitro-Untersuchungen mit RSV-infizierten DCs zeigten,
dass diese durch eine geringere T-Zellproliferation die CD4"-T-Zellantwort beeintrachtigten
(DE GRAAFF et al. 2005; GUERRERO-PLATA et al. 2005).

2.1.6.4 Mukosale Immunitét
Pathogene, die in den Organismus uber die Schleimhaute bzw. mukosalen Eintrittspforten

eindringen, werden (ber das nicht-adaptive und adaptive Immunsystem bekampft
(BOYTON und OPENSHAW 2002). Als Schutz gegen Reinfektion mit respiratorischen Viren,
spielen sekretorische IgA-Antikorper eine wichtige Rolle (FREIHORST und OGRA 2001;
PILETTE et al. 2001). Die Antikérper werden aktiv in die Mukosa und das Lumen des
Respirationstraktes transportiert und kdnnen das Virus neutralisieren, bevor sich eine
Infektion etablieren kann. Bei Untersuchungen in Tieren und Menschen konnte eine

Verbindung zwischen HRSV-spezifischen nasalen IgA-Titern und der Schutzwirkung vor der
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Infektion mit HRSV gezeigt werden (CROWE, Jr. 1999). Die spezifischen IgA-Antikdrper nur
voribergehend auf den Schleimhauten vorhanden sind, ist ihre Schutzwirkung nicht

dauerhatft.

2.1.7 Die RSV-Immunpathogenese

Infektionen mit HRSV sind die haufigste Ursache fir eine schwere Infektion der unteren
Atemwege bei Kindern, immunsupprimierten Personen und Aalteren Menschen
(SIMOES 1999). Uber 70% aller viralen Bronchitiden bei Kleinkindern sind Ursache einer
Infektion mit HRSV (OPENSHAW 2002). Das Virus kann aber auch in Erwachsenen eine
Influenza-ahnliche Erkrankung hervorrufen (ZAMBON et al. 2001; SIMOES 2001).

Ungeklart ist bis heute jedoch, warum ein Grossteil der RSV-Infektionen nur geringe oder
keine klinischen Symptome auslést, wahrend ein kleiner Teil der Infektionen durch einen
sehr schweren Verlauf gekennzeichnet ist (RSV-Immunpathogenese). Eine mdgliche
Ursache ist, dass bestimmte Individuen eine physiologische Pradisposition haben, wie z.B.
eine vorhandene Lungenfunktionsstérung (MARTINEZ et al. 1988). Aulerdem kann die
Infektionsdosis oder eine gleichzeitige Infektion mit anderen Krankheitserregern, den
Krankheitsverlauf verschlimmern (GREENSILL et al. 2003). Die Hauptursache konnte die
RSV-spezifische Immunantwort selbst sein, die die Schwere des Krankheitsverlaufs
beeinflussen koénnte; d.h. bestimmte Manifestationen der RSV-vermittelten Erkrankung
kénnten von immunpathologischer Natur sein. Diese Hypothese wird auch durch die
Verknipfung der Infektionserkrankung des unteren Respirationstraktes und dem Entstehen
asthmatischer Erkrankungen untermauert (EVERARD 1999; OPENSHAW et al. 2003;
HENDERSON et al. 2005). Der immunologische Mechanismus der moglichen Mitwirkung
von RSV bei der Entstehung von Asthma ist bis heute nicht geklart (AOYAGI et al. 2003;
OPENSHAW et al. 2003)

Uber die spezifische Immunantwort einer HRSV-vermittelten schweren Erkrankung der
unteren Atemwege (Bronchiolitis) sind wenige Informationen verfigbar (ROMAN et al. 1997;
KON und KAY 1999; BRANDENBURG et al. 2000). Untersuchungen in infizierten Kindern
haben allerdings mehrheitlich gezeigt, dass eine vermehrt Ty2-gerichtete Immunantwort und
die damit verbunden hohe Menge der Zytokine, wie z.B. IL-4, IL-5 und IL-13 und geringe
Mengen der typischen Tyl-induzierten Zytokine wie IFN-y, IL-2 und IL-12 mit einem
schweren Verlauf der RSV-Infektion und einer Hyperreaktivitdit der Atemwege fuhrt
(JACKSON und SCOTT 1996; ROMAN et al. 1997; KON und KAY 1999;
VAN SCHAIK et al. 1999; ABERLE et al. 1999; BENDELJA et al. 2000; PALA et al. 2002;
AOYAGI et al. 2003; LEGG et al. 2003). Offensichtlich bestimmt das Gleichgewicht zwischen
Tul- und Ty2-gerichteter Immunantwort den protektiven und immunpathogenen Verlauf
viraler Erkrankungen (OPENSHAW 2002).
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Das Bestehen einer RSV-spezifischen Immunpathogenese wurde erstmals Ende der 60iger
Jahre vermutet, als Kinder mit einer Formalin-inaktivierten und Alum-préazipitierten HRSV-
Praparation geimpft wurden und nach folgender HRSV-Infektion sehr schwer erkrankten
(KIM et al. 1969). Heute gilt die immunpathologische Grundlage dieses FI-HRSV-vermittelten

schweren Krankheitsverlaufs als allgemein anerkannt (OPENSHAW et al. 2001).

2.1.7.1 HRSV-Impfstoff vermittelte Immunpathogenese in Kindern

Die HRSV-vermittelte Erkrankung bei Kindern unter 6 Monaten und Kindern mit
Risikofaktoren mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitat verbunden und somit ist die
Entwicklung eines Impfstoffes seit geraumer Zeit sehr winschenswert (CROWE, Jr. 2001b;
PIEDRA 2003). Ein erfolgreicher Durchbruch wurde jedoch durch folgende Faktoren
erschwert: Erstens ruft auch die naturliche HRSV-Infektion keine Immunantwort hervor, die
einen vollkommenen Schutz vor Neuinfektionen bietet (HENDERSON et al. 1979;
HALL et al. 1991). Zweitens ist die Morbiditat der RSV-vermittelten Erkrankung bei sehr
jungen Kindern am hdchsten. Deshalb sollte ein Impfstoff auch in Kleinkindern eine
Immunantwort, wahrend noch maternale Antikdrper im Organismus vorhanden sind,
hervorrufen kénnen (CROWE, Jr. 2001a). Drittens waren erste Impfanséatze in den 60iger
Jahren fehlgeschlagen, bei denen Kinder mit Formalin-inaktiviertem HRSV immunisiert
wurden. Trotz hoher Antikorpertiter wurden viele Impflinge im folgenden Winter mit HRSV
infiziert und erkrankten schwer. Der Groldteil der Erkrankten musste ins Krankenhaus
eingewiesen werden und zwei der Kinder starben an der Infektion (KIM et al. 1969;
KAPIKIAN et al. 1969). Die hohen Antikorpertiter der Kinder waren jedoch nur in sehr
geringem Masse virusneutralisierend (MURPHY et al. 1986b). Bei histopathologischen
Untersuchung wurden Entzindungen, insbesondere der kleinen luftfihrenden Bronchiolen,
mit Infiltrationen von Neutrophilen, Eosinophilen und mononuklearen Zellen, festgestellt
(Lungenpathologie, Impfstoff-vermittelte RSV-Immunpathogenese) (MCCORMACK und
CLEWLEY 2002; GRAHAM et al. 2002). Dieser Fehlschlag bei den Immunisierungen mit
FI-HRSV machte weitergehende Untersuchungen in verschiedenen Tiermodellen

erforderlich.

2.1.7.2 Tiermodelle zur RSV-Impfstoff-vermittelten Immunpathogenese

Wahrend der letzten Jahrzehnte wurden eine Vielzahl von Tiermodellen in der
RSV-Forschung mit unterschiedlichem Erfolg evaluiert (HEMMING et al. 1985; BYRD und
PRINCE 1997; BEMBRIDGE et al. 1999; SIMOES et al. 1999). Obwohl nur wenige
Tierspezies ahnlich wie der Mensch, fir eine RSV-Infektion empfanglich sind, haben
Untersuchungen in diesen Modellen dazu beigetragen, die Ursachen der

RSV-Immunpathogenese besser zu verstehen.
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2.1.7.2.1 Mause
Das Mausmodell hat den Vorteil, dass eine Vielfalt von Inzuchtstammen verfiigbar ist, tber

deren immunologischen Hintergrund vielfaltige Informationen und auch Reagenzien
erhaltlich sind.

In diesem Modell ist die RSV-Immunpathogenese nach FI-HRSV-Impfung insbesondere
durch eine Ansammlung eosinophiler Zellen in der Lunge (Lungen-Eosinophilie)
gekennzeichnet (WARIS et al. 1996). Die induzierte, stark Ty2-vermittelte Immunantwort
scheint der Hauptverursacher der pathologischen Befunde in der Lunge zu sein
(SRIKIATKHACHORN und BRACIALE 1997; BOELEN et al. 2000). Nach intradermaler
Impfung von BALB/c-Mausen mit rekombinantem Vacciniavirus (rVV), welche das HRSV-F
(rvV-F) oder G-Gen (rVV-G) exprimierten, konnte mit rVV-F und darauf folgender
HRSV-Infektion, eine ,normale” Immunantwort mit ausgeglichenem T,1-/T2-Phéanotyp ohne
Lungenpathologie induziert werden. Allerdings zeigten die Mause, welche mit rvV-G
immunisiert wurden, eine starke Ty2-gerichtete zelluldre Immunantwort, welche mit der
Produktion von IL-4, IL-5 und IL-13 und pulmonaler Eosinophilie verknipft war
(OPENSHAW 1995). Eine G-spezifische zytotoxische T-Zellantwort (CTL) konnte auch bei
anderen Untersuchungen nicht nachgewiesen werden (JACKSON und SCOTT 1996;
SRIKIATKHACHORN und BRACIALE 1997). Somit kdnnte eine Immunisierung mit rvV-G
dieselbe Wirkung haben, wie die Immunisierung mit FI-HRSV. Bestatigt wurde diese Theorie
zusatzlich durch Impfexperimente in Mausen mit einem Vacciniavirus, welches nicht nur das
G-Protein sondern zusatzlich ein CTL-Epitop des Matrixproteins M2 exprimierte. Hierbei
konnte die Tu2-gerichtete Immunantwort und die pulmonale Eosinophilie aufgehoben
werden. Diese Ergebnisse weisen somit auf eine regulatorische Rolle der CD8*-T-Zellen in
der Pathogenese der RSV-Infektion hin (SRIKIATKHACHORN und BRACIALE 1997).
HUSSELL und OPENSHAW konnten 1998 nach der Immunisierung von Mausen mit rvV-G
eine Lungen-Eosinophilie mit einer geringen Anzahl von NK-Zellen (Natural Killer) und
IFN-y-Werte in Verbindung bringen. Dies bestétigt den Einfluss dieses Proteins auf die Art
der T-Zell-lmmunantwort (HUSSELL und OPENSHAW 1998).

In der Maus werden jedoch sehr hohe Virusmengen benétigt, um diese Tiere durch
kinstliche Verabreichung in den Respirationstrakt infizieren zu kénnen und das Virus ist
schon nach wenigen Tagen nicht mehr nachweisbar. Aul3erdem tendieren vor allem die
haufig benutzten BALB/c-Mause zu einer Ty2-gerichteten Immunantwort und
Untersuchungen, welche in diesem Mausstamm gemacht wurden, konnten in anderen
Stammen nicht reproduziert werden (HUSSELL et al. 1998). Trotzdem kann dieses Modell
sehr hilfreich sein die spezifischen Mechanismen der RSV-Immunpathogenese zu

untersuchen.
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2.1.7.2.2 Baumwollratten
Das Modell in Baumwollratten (Sigmodon hispidus) wurde erstmals von DREIZIN et al. 1971

beschrieben (DREIZIN et al. 1971). Die Baumwollratte stellte sich 100fach empfanglicher fur
HRSV-Infektionen als die Maus dar und schien dadurch ein gutes Modell zur Untersuchung
der RSV-Immunpathogenese zu sein (PRINCE et al. 1979; PRINCE et al. 2001). In der Tat
fuhrte die Immunisierung mit FI-HRSV und folgende HRSV-Infektion zu einer Alveolitis und
interstitiellen  Pneumonie (CHANG et al. 2001). AuRerdem konnten einige
Impfstoffkandidaten den Schutz vor einer HRSV-Infektion im Baumwollrattenmodell zeigen
(HOMA et al. 1993; POWER et al. 1997; PRINCE et al. 2000).

Ein groRer Nachteil des Baumwollrattenmodells ist jedoch die geringe Verfligbarkeit von
Reagenzien und die Schwierigkeit der Quantifizierung von Immunglobulinen, Komplement
und anderen Plasmaproteinen, sowie Zelloberflachenantigenen und Zytokinen. Ein weiterer
Nachteil ist das Fehlen von transgenen oder Knockout-Baumwollratten-Stammen
(BYRD und PRINCE 1997).

2.1.7.2.3 Primaten
Untersuchungen wurden in Makaken, wie den Indischen Hutaffen (Macaca radiata)

(BABU et al. 1998, PONNURAJ et al. 2003), Javaneraffen (Macaca fascicularis)
(BABU et al. 1998; DE SWART et al. 2002; PONNURAJ et al. 2003), Rhesusaffen
(Macaca mulatta) (MCARTHUR-VAUGHAN und GERSHWIN 2002) oder auch in
Schimpansen (Pan troglodytes) (COLLINS et al. 1990) durchgefihrt.

Jingste Experimente in Javaneraffen konnten zwischen der FI-HRSV-induzierten
Hypersensitivitat nach HRSV-Infektion und der Induktion von IL-13 produzierenden T,2-
Zellen eine Verbindung herstellen (DE SWART et al. 2002).

Fast alle Aspekte der RSV-bedingten Erkrankung beim Menschen vereint jedoch nur die
RSV-Infektion von Schimpansen, der dem Menschen genetisch am néchsten verwandt ist.
Jedoch haben praktische und biologische Erwadgungen den Einsatz des Schimpansen als
Modell in der RSV-Impfstoff Forschung stark eingeschrankt (COLLINS et al. 1990). Die Tiere
sind sehr selten und nur in den USA Uber Primatenzuchtprogramme erhaltlich. Die laufenden
Kosten fir die Unterbringung und Verpflegung sind ebenfalls sehr hoch (BYRD und PRINCE
1997). Aus diesen Griinden gibt es auch nur wenige Verdéffentlichungen zur RSV-Infektion im
Schimpansen (BELSHE et al. 1977; COLLINS et al. 1990).

2.1.7.2.4 Rind/Kalb
Ein interessantes Modell stellt die BRSV-Infektion im Kalb dar, da das RSV des Rindes

antigenetisch sehr nah mit dem RSV des Menschen verwandt ist und in Kalbern eine
Krankheit hervorruft, welche dieselben epidemiologischen, klinischen und pathologischen
Charakteristika zeigt, wie die HRSV-Infektion in Kindern (VAN DER POEL et al. 1994;
MORRISON et al. 1999). Diese einzigartige Ahnlichkeit im Krankheitsprofil machten das
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Kalbermodell zu einem attraktiven Tiermodell und verschiedene Untersuchungen konnten
bereits zeigen, dass BRSV im Rind, ebenso wie HRSV im Menschen,
immunpathogenetische Wirkung hat (ANTONIS et al. 2003; KALINA et al. 2004).

GERSHWIN et al. konnten schon 1998 eine Impfstoff-assoziierte RSV-Immunpathogenese in
Kalbern reproduzieren (GERSHWIN et al. 1998). Hierzu wurde ein Formalin-inaktivierter und
Alum-prazipitierter BRSV-Impfstoff nach KIM et al. verwendet und mit BRSV infiziert
(KIM et al. 1969). Die FI-BRSV-infizierten Kalber zeigten einen schweren klinischen Verlauf
der Erkrankung, welche mit histologischen Lasionen, éhnlich deren der Kinder in den 60iger
Jahren waren. Die Immunisierung induzierte keine neutralisierenden Antikorper, aber es
konnten IgG-Antikdrper durch ELISA nachgewiesen werden. GERSHWIN et al. (1998)
benutzten hierzu jedoch Kalber, die in ihrer natirlichen Umgebung geboren und
aufgewachsen waren und nur ab dem Beginn des Experiments in Isolierstallungen eingestallt
wurden. Somit sind die Ergebnisse von GERSHWIN et al. (1998) auf Grund des mdglichen
gleichzeitigen Auftretens natirlicher BRSV-Infektionen etwas kritischer zu betrachten
(GERSHWIN et al. 1998).

WEST et al. konnten 1999 mit ihren FI-BRSV-Impfexperimenten in Kalbern nur ein signifikant
friheres Einsetzen der Symptome im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellen
(WEST et al. 1999).

2003 konnten ANTONIS et al. mit dem klassischen Formalin-inaktivierten und
Alum-prazipitierten BRSV-Impfstoff in Kalbern die klinisch schwer verlaufende Erkrankung in
FI-HRSV-immunisierten und HRSV-infizierten Kindern nachahmen. Hierbei entwickelten die
Kalber eine Ty2-assoziierte entziindliche Immunantwort, die mit einer erhéhten Anzahl an
Eosinophilen in der bronchoalveoléren Flissigkeit und der Lunge assoziiert war. Aul3erdem
konnten in diesen Kélbern erhdhte IgE-Antikdrper, die bei allergischen Reaktionen in hoher

Anzahl vorhanden sind, im Serum nachgewiesen werden (ANTONIS et al. 2003).

Einer der weiteren grolR3en Vorteile des Kalbermodells ist, dass hier im Gegensatz zum
Nager, neben den Lungenvirustitern und der histopathologischen Untersuchung, mehrfache
bronchoalveoldare Lavagen durchgefuhrt und auch die Lungenfunktion untersucht werden
kann. Somit erlaubt das BRSV-Tiermodell im Kalb, die Untersuchung der
RSV-Immunpathogenese, durch die Nutzung einer natirlichen Infektion in seinem
natirlichen Wirt (BRANDENBURG et al. 2001).



Literaturtibersicht 21

2.2 Virale Vektoren: Eine neue Generation von Virus impfstoffen

Nicht-pathogene Viren kdonnen dazu benutzt werden selektiv virale Fremdproteine zu
produzieren. Diese Viren kdnnen anschlielend dazu benutzt werden eine Immunantwort
gegen das pathogene Virus zu induzieren (virale Vektoren). Diese Technik, Viren als
Vektoren zur Immunisierung zu benutzen, eréffnete neue Mdglichkeiten auf dem Gebiet der
Impfstoffentwicklung (MOSS et al. 1996; MOSS 1996).

Mittlerweile wurden verschiedenste Viren zur Vektorimpfstoffentwicklung untersucht. Unter
den Kandidaten zur Vektorimpfstoffentwicklung finden sich verschiedene RNA-Viren, wie das
Influenzavirus (SHINYA et al. 2004), die Picornaviren (z.B. Poliovirus) (GIRARD et al. 1993;
MANDL et al. 1998; MANDL et al. 2001), die Venezuelanischen Equinen Enzephalitis-Viren
(DAVIS et al. 1996; GUPTA et al. 2005) und das Semliki-Forest-Virus (ATKINS et al. 1996;
FORSELL et al. 2005), aber auch DNA-Viren, wie Adenoviren (MASSIE et al. 1986; HAJ-
AHMAD und GRAHAM 1986; BAEZ-ASTUA et al. 2005), Herpesviren (SPAETE und
FRENKEL 1982; BROCKMAN und KNIPE 2002; LAUTERBACH et al. 2004), Vesikulares
Stomatitis-Virus (ROBERTS et al. 1999; JONES et al. 2005), Baculoviren (PREHAUD et al.
1989; FACCIABENE et al. 2004) und auch verschiedene Pockenviren, wie das

Vacciniavirus, Gefligel- oder Kanarienpockenviren.

Schon 1982 stellten PANICALI und PAOLETTI und kurze Zeit spater auch MACKETT et al.
Pocken- bzw. Vacciniaviren als Vektoren zur Expression von Fremdgenen vor
(MACKETT et al. 1982; PANICALI und PAOLETTI 1982; MACKETT et al. 1992; PANICALI
und PAOLETTI 1992). Diese Entdeckung ertffnete die Moglichkeit, Pocken- bzw.

Vacciniaviren auch als Impfstoff gegen verschiedenste Krankheiten zu benutzen.

2.3 Die Pockenviren

2.3.1 Die Familie Poxviridae

Die Familie der Poxviridae umfasst zwei Unterfamilien von Viren mit doppelstréangiger DNA,
deren Replikation im Zytoplasma erfolgt: die Unterfamilie Entomopoxvirinae , welche

Insekten infizieren, und die Unterfamilie Chordopoxvirinae , welche Vertebraten infizieren.
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Tabelle 2 Ubersicht iiber wichtige Vertreter der Pockenvirus-Familie, deren Ursprung,
Verbreitung und Wirte. Fir den Menschen wichtige Orthopocken-Spezies sind fett, die als

Expressionsvektoren verwendeten Pockenviren sind fett und kursiv hervorgehoben.

Genus Spezies Reservoir/  Ursprung Andere Wirte
Wirt und
Verbreitung
Orthopockenviren | Variolavirus Menschen | weltweit, -
ausgerottet
Vacciniavirus unbekannt | weltweit Menschen,
Kaninchen,
Kihe,
Wasserbiffel
Kuhpockenvirus Nager Europa, Katzen, Kihe,
Asien, Zootiere,
Westafrika Menschen
Affenpockenvirus Eichhorn- | West-, Affen,
chen Zentralafrika | Menschen
Ektromeliavirus Nager Europa, -
Amerika
Parapoxvirus Orfvirus Schafe Weltweit andere
Wiederkauer,
Menschen
Bovines Papulares Rinder Weltweit Menschen
Stomatitis Virus
Capripoxvirus Schafpockenvirus Schafe Asien, Afrika -
Ziegenpockenvirus Ziegen Asien, Afrika -
Lumpy-Skin-Disease | Rinder Afrika -
Virus
Suipoxvirus Schweinepocken Schweine | Weltweit -
Leporipoxvirus Myxomavirus Kaninchen | Amerika,
Europa,
Australien
Fibromavirus Kaninchen | Amerika, andere
Europa Leporiden
Avipoxvirus Huhnerpocken Huhner, weltweit -
Vogel
Kanarienpocken Vogel weltweit -
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2.3.2 Molekularbiologie der Pockenviren

Pockenviren haben mit ihrem groRen komplexen Genom einen einzigartigen
Replikationszyklus. Weil das Genom von Pockenviren bis zu ca. 300.000 Basenpaare DNA
umfassen kann, replizieren diese ausschlieBlich im Zytoplasma der infizierten Zelle. Das
Innere der Viruspartikel enthalt verschiedene viruskodierte Enzyme. Diese Enzyme sind in
Untereinheiten aus DNA-abhangiger RNA-Polymerase, Transkriptionsfaktor, Capping- und
Methylierungsenzym und einer Poly(A)-Polymerase verpackt und verleihen den Viren die
Fahigkeit direkt nach dem Eintritt in die Zelle mit der Bildung von mRNA zu beginnen.

Nach dem Eintritt in die Zelle werden zunéchst nur frihe Gene transkribiert. Sie kodieren fur
Proteine zur Stimulation des Wachstums von Nachbarzellen, zur Evasion von
Wirtsabwehr-Mechanismen (wie z.B. Zytokinen, Interferonen oder Apoptose), zur viralen
DNA-Replikation, sowie fur Faktoren zur Transkription der intermediaren viralen Gene. Die
Vorlaufer der viralen DNA dienen als Vorlage fur die Expression intermediarer und spater
Gene. Fur diese zeitlich unterschiedliche Expression der verschiedenen Genklassen
(frihe, intermediare und spate Genexpression) gibt es spezielle Promotoren die spezifische
Elemente enthalten, welche von den jeweiligen viralen Transkriptionsfaktoren erkannt
werden. Dieser kaskadendhnliche Mechanismus stellt die Basis fur die Regulation der
Genexpression der Pockenviren dar.

Nach der Bildung der spaten viralen Proteine setzen sich infektiése Viruspartikel zusammen.
Man unterscheidet bei Pocken vier verschiedene Partikelformen:
die IMV (intracellular mature virions), die IEV (intracellular enveloped virions), die EEV
(extracellular enveloped virions) und die CEV (cell-associated enveloped virions). Die
IEV-Partikel werden mit einer zusatzlichen Membran, aus dem Golgi-Apparat umgeben. Sie
wandern an Aktinfilamenten des Zytoskeletts der Zelle zur Zelloberflache und knospen durch
die Plasmamembran (= EEV). Manche der Virionen werden nicht in die Umgebung
freigesetzt, sondern verbleiben an der Zelloberflache (= CEV).

Die Grundlage zur Herstellung rekombinanter Pockenviren stellt die homologe
Rekombination dar. Die relative Haufigkeit solcher Rekombinationen von ca. 0,1%, welche
auch unter natirlichen Bedingungen stattfindet, trug entscheidend zur Entwicklung von
Pockenviren als Tréger fir Fremdgene in vitro und in vivo bei. Zur Pockenvirus-spezifischen
Expression der Fremdgene wurden entweder Vaccinia- oder Vaccinia-verwandte Promotoren

verwendet.

2.3.3 Vorteil der Pockenviren als Vektorimpfstoff
Pockenviren eigenen sich durch viele ihrer Eigenschaften vorziglich zur Expression von
Fremdgenen und fuhrten somit zu ihrem haufigen Gebrauch als virale Vektoren. Sie

replizieren im Zytoplasma, integrieren nicht wie andere Viren in das Wirtszellgenom und
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benutzen ihr eigenes Transkriptionssystem. Die einfache Herstellung und Isolierung
rekombinanter Pockenviren, die Madglichkeit groRe DNA-Mengen in das Virusgenom
einzuschleusen, sowie die Expression hoher Mengen an Fremdgenen und das breite
Wirtsspektrum dieser Virusfamilie machen sie zu einem der erfolgsversprechendsten
Kandidaten zur Vektorimpfstoffentwicklung.

Pockenimpfstoffe sind einfach herzustellen, relativ stabil, leicht zu applizieren und induzieren

eine lang anhaltende zellulare und humorale Immunitat.

2.4 Das Vacciniavirus

2.4.1 Abstammung des Vacciniavirus
Der Name Vacciniavirus stammt von ,vacca“ (lat. Kuh). Dieser Begriff wurde erstmals 1803

von Richard Dunning verwendet um die Methode Edward Jenners zu beschreiben, welche
die Erlangung der Immunitat gegen eine Krankheit durch die Inokulation einer attenuierten
bzw. abgeschwéchten Form des krankmachenden Virus ermdgglicht. Jenner erkannte 1796
Kuhpockenlasionen auf der Hand der Sennerin, Sarah Nelmes und entschied sich die
Ubertragung von Lasionsmaterial zum Schutz gegen die Variolainfektion zu testen
(JENNER 1801; RIEDEL 2005). 1881 bezeichnete Louis Pasteur zu Ehren Jenners alle
Immunisierungsmethoden als Vakzination. Jenners Aufzeichnungen lassen erkennen, dass
er nicht nur Kuhpocken als Material fur die Impfung benutzte, sondern verschiedenstes
Pockenlasions-Material verimpft wurde. Passagen in verschiedenen Tieren und Menschen
fuhrten zu einer heute eigenen Viruspezies, dem Vacciniavirus. Selektion von Vacciniaviren,
die weniger Fieber, Schmerzen und Komplikationen nach einer Impfung hervorriefen, wurden
zu den Vacciniavirus-Stammen, die wir heute noch benutzen (HENDERSON 1997,
BAXBY 1999b). Die Kuhpocken werden heute nach eingehenden vergleichenden
Untersuchungen der Virusgenome als Vorlaufer aller heutigen Orthopockenviren angesehen.
Trotzdem sind der genaue Ursprung und die Herkunft des Vacciniavirus auch heute noch
unbekannt (BAXBY 1999a).

2.4.2 Vacciniavirus als Vektorsystem
Die einzigartigen biologischen Charakteristika von Vacciniaviren fihrten zu ihrer

erfolgreichen Entwicklung als Expressionsvektoren. Zu diesen zéhlen die nicht infektidse
virale DNA, die Verpackung viraler Enzyme fir die Transkription im Viruspartikel selbst, die
Vacciniavirus-eignenen Transkriptionsregulatoren und die im Zytoplasma stattfindende
Transkription und Replikation (MOSS 1974; DALES und POGO 1981). Fremd-DNA konnte
relativ einfach in das Vacciniagenom durch homologe Rekombination inseriert werden.
Hierzu wurden intakte Vacciniaviren und prazipitierte DNA oder ein Plasmid, welches virale
Sequenzen enthielt, einfach zusammengefiigt. (NAKANO et al. 1982; WEIR et al. 1982).
Erstmals beschrieben 1982 PANICALI und PAOLETTI, wie auch MACKETT et al.
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Vacciniaviren  zum  Einbringen  fremder Gene (MACKETT et al. 1982
PANICALI und PAOLETTI 1982; MACKETT et al. 1992; PANICALI und PAOLETTI 1992).
MACKETT et al. (1982) benutzten die kodierende Sequenz der Thymidinkinase im

Vacciniavirus-Genom um Fremd-DNA zu inserieren (siehe hierzu Abbildung 5).

Vacciniavirus-Genom

ORFO001 ORF094 = TK-Gen ORF218

Abbildung 5: Schema der Insertion von Fremdgenen in den TK-Lokus des Vacciniagenoms
(MACKETT et al. 1982). Schematische Darstellung des Vacciniagenoms und des Plasmides,
welches zur Insertion des ersten Fremdgens in die kodierende Sequenz der Thymidinkinase
dienten. Das Plasmid enthalt Sequenzen der Thymidinkinase (TK-I und TK-2), einen
Vacciniavirus-spezifischen Promotor und das Fremdgen. Durch homologe Rekombination
der TK-Gensequenzen im Plasmid mit derer im Vacciniagenom wird das Fremdgen inseriert.
Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass bei der Insertion die kodierende Sequenz der
Thymidinkinase (TK) zerstort wird und damit die Selektion durch den Zusatz von
Bromodeoxyuridin auf einer TK-negativen Zelllinie ermdglicht wird.

Diese beiden oben genannten Publikationen setzten die Entwicklung von Vaccinia- und
anderen Pockenviren als Expressionsvektoren in Gang.

Zur Herstellung konventioneller Vacciniaviren wurden auch die Wirtsgen-Selektionen
entwickelt. Hierzu wurde schon 1989 das Vacciniavirus-Wirtsgen K1L von PERKUS et al.
genutzt. Mit einer Deletionsmutante, welche nur noch auf HUhnerembryofibroblasten oder
zwei Affenzelllinien Foci bildete, konnte sie durch die Vacciniavirus K1L-kodierende Sequenz
eine erfolgreich Selektion rekombinanter Viren auf einer humanen Zelllinie durchflihren
(PERKUS et al. 1989; SMITH et al. 1993).

Eine andere Methode rekombinante Vacciniaviren durch Wirtsgen-Selektion herzustellen,
basiert auf der Konstruktion einer Vacciniavirus-Mutante, welcher das essentielle
Vacciniavirus-Gen D4R fehlt. Diese Mutante kann nur auf einer Zelllinie wachsen, welche
das D4R-Gen exprimiert. Eine stringente Selektion rekombinanter Viren wird durch die
stabile Reinsertion des D4R-Gens erreicht (HOLZER et al. 1998).
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2.5 Das Modifizierte Vacciniavirus Ankara (MVA)

2.5.1 Abstammung des Modifizierten Vacciniavirus An kara (MVA)
Das modifizierte Vacciniavirus Ankara stammt vom Vacciniavirus Ankara ab, einem

Virusstamm, der in der tlrkischen Impfanstalt in Ankara zur Herstellung von Pockenimpfstoff
verwendet wurde. Als Grundstoff fur diese Pockenimpfstoffproduktion wurde Material aus
Hautlasionen von Eseln verwendet, die durch Skarifizierung in Esel-Kalb-Esel Passagen
gewonnen wurden.

1953 wurde das Vacciniavirus Ankara in das Institut von Albert Herrlich fur infektiose
Krankheiten und tropische Medizin in Minchen gebracht und als Chorioallantois
Vacciniavirus Ankara (CVA) eingefiihrt. Dieses Virus wurde von HERRLICH und MAYR
(1954) durch fraktionierte Ultrazentrifugation aufgereinigt, zweimal im Rind passagiert und in
den Jahren 1954/55 als Pockenimpfstoff in Deutschland verwendet
(HERRLICH und MAYR 1954).

1958 startete MAYR et al. einen Attenuierungsversuch mit seriellen Passagen des zellfreien
CVA auf primaren Huhnerembryofibroblasten (HEF) (MAYR et al. 1974). 1963 wurde die
371. Passage morphologisch, serologisch und biologisch mit dem Vorfahren CVA verglichen
(MAYR und MUNZ 1964). Typische Charakteristika des CVA waren verschwunden und die
auffalligste Veranderung war der Verlust oder die starke Verminderung der Virulenz im
Kaninchen, in Babymausen und in bestimmten Zelllinien. Auch in Hihnerembryos (CAM)
hatte das neue Virus den typischen Phanotyp des Vacciniavirus verloren. Anstelle von
grol3en lytischen Plaques mit starker zentraler Nekrose, generierte das neue Virus kleine
kompakte Proliferationsherde ohne Nekrose, obwohl die Entwicklung einer generalisierten
Infektion bestehen blieb. Es konnte weiterhin in Neutralisationsassays durch Anti-Vaccinia-
Immunseren neutralisiert werden und hatte eine reduzierte Hamagglutinationsaktivitat mit
Huhnererythrozyten.

Nach der 516. Passage wurde das attenuierte CVA, auf Grund der Stabilitdt seines
veranderten Phanotyps und der Moglichkeit der Unterscheidung von anderen Vacciniavirus-
Stammen, als MVA (modifiziertes Vacciniavirus Ankara) bezeichnet (MAYR et al. 1975).
MVA war nicht mehr in der Lage sich produktiv auf humanen Zelllinien zu vermehren und
seine Avirulenz wurde nach Inokulation in verschiedene Tierarten bestatigt. Infolgedessen
wurde MVA von der Bayerischen Landesimpfanstalt in Minchen als Testimpfstoff fur
sicherere Pockenschutzimpfungen ausgewdahlt. Von 1968 an wurde MVA in tber 100.000
Menschen als Impfvirus verwendet, ohne dass es, wie bei anderen Vacciniaviren, zu
Impfkomplikationen kam (STICKL und HOCHSTEIN-MINTZEL 1971; STICKL 1974;
STICKL et al. 1974). 1980, mit dem Ende des Pockenimpfprogramms, wurde auch die

MVA-Impfung beim Menschen eingestellt.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Entwicklung von MVA aus CVA. Das Genom
des Chorioallantois-Vacciniavirus Ankara (CVA) ist 208 kbp grof3 und besteht, wie fir
Orthopockenviren typisch, aus einer zentralen hochkonservierten Genomregion, sowie den
in ihrer Sequenz variableren Genomenden. Die Serienpassage des CVA fihrte zur
Entwicklung des MVA, dessen Genom nach 572. Passagen auf HEF rund 30 kbp eingebuif3t
hat. Dabei verteilt sich ein Grossteil des Verlustes an genetischer Information auf wenige
Deletionsbereiche (Deletionsstellen | bis VI).

Die molekulargenetische Analyse des Genoms von MVA (basierend auf dem MVA-Isolat F6)
zeigte einen Verlust von ca. 15% des Genoms im Vergleich zum Ursprungsstamm CVA.
Dieser Verlust der genetischen Information betrifft vor allem die Genomenden und umfasst
uber 30.000 Basenpaare der DNA (Abbildung 6). Diese Mutationen und Deletionen
umfassen einige regulatorische Virusgene, welche zumindest teilweise, fur das extrem
eingeschrankte Wirtszellspektrum verantwortlich sind (MEYER et al. 1991). Diese
Beobachtung wurde durch die Sequenzierung des kompletten Genoms von MVA
(ANTOINE et al. 1998) bestatigt.

2.5.2 MVA als Vektor flur Fremdgene
Einige Jahre nach der Verwendung von MVA als Pockenimpfstoff erweckte die Moglichkeit,

Vacciniaviren genetisch zu verandern und als rekombinante Vektorviren zu benutzten, erneut
das Interesse an MVA. Das replikationsdefiziente modifizierte Vacciniavirus Ankara (MVA)
bietet die Moglichkeit der Expression rekombinanter Gene. Sie kdnnen fur verschiedene
in vitro-Untersuchungen, wie die Funktion von Proteinen, als auch fir in vivo-Experimente,
wie der Induktion von antigenspezifischen zelluldren und humoralen Immunantworten,
dienen.

Die sechs grof3en Deletion im MVA-Genom (MEYER et al. 1991) kbnnen zur Insertion
rekombinanter Gene verwendet werden. Die Deletion Il, IIl und IV wurden und werden zur
Insertion von Fremdgenen in das MVA-Genom benutzt (SUTTER und MOSS 1992;
SUTTER et al. 1995; DREXLER et al. 1999; STAIB und SUTTER 2003; STAIB et al. 2003).
Dazu werden verschiedene Vektorplasmide verwendet, die angrenzende DNA-Sequenzen

der entsprechenden Deletionsstelle enthalten und dazu dienen, die Fremdgene Uber
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homologe Rekombination gezielt an dieser Stelle in das MVA-Genom zu inserieren
(Abbildung 7).

Hindlll-Karte des MVA-Genoms

C NK F E OMI G LJH D A B
| 1 I I I
10 kb
\
\
\
Deletion 11 \
\
\
flankil, flankllz\\ flankill, flanRWl,
MVA pll-Vektoren MVA pVI-Vektoren MVA plil-Vektoren

Abbildung 7: MVA zur Insertion von Fremdgenen. Oben gezeigt ist eine schematische Karte
des MVA-Genoms fur das Schnittmuster der Restriktionsendonuklease Hindlll. Die Pfeile
markieren die Lokalisation der jeweiligen Deletion, die der Insertion von Fremdgenen dienen.
Unten sind schematisch Deletions-spezifische Vektorplasmide gezeigt. Wobei flankl und
flank2, DNA-Sequenzen darstellen, die dem entsprechenden Deletionsbereich im MVA-
Genom entnommen wurden und dazu dienen Fremdgene durch homologe Rekombination in
das MVA-Genom zu inserieren.

Im Laufe der letzten Jahre wurden eine Reihe verschiedenster Technologien zur Isolierung
rekombinanter MVA entwickelt. Einige dieser Methoden beruhen auf der Koproduktion eines
Reporterenzyms, wie der B-Galaktosidase und der B-Glukuronidase von E. coli, die die
Isolierung durch Sichtung von Plaqueisolaten auf MVA-infizierten Zellen durch Anfarbung
erlaubt (SUTTER und MOSS 1992; CARROLL und MOSS 1997; SCHNEIDER et al. 1998;
DREXLER et al. 1999). Andere Methoden nutzen eine dominante Selektion rekombinanter
MVA durch die Koexpression des E. coli-gpt-Gens. Dieses Bakteriengen kodiert die Xanthin-
Guanin-Phophoribosyl-Transferase und fiihrt zu einer Resistenz gegen die antimikrobiell
wirkende Mykophenolsaure (SUTTER und MOSS 1992; SCHEIFLINGER et al. 1998). Diese
Methoden erfordern jedoch zusatzliche Inkubationszeiten der infizierten Zellen unter Zusatz
von Farbstoffen oder Antibiotika und die Verwendung von Agaroseiiberschichtung.

Eine neue Methode zur Herstellung von rekombinanten Viren wurde von STAIB et al. (2000)
entwickelt. Bei der Charakterisierung der Replikationsdefizienz des MVA konnte gezeigt
werden, dass die Reinsertion der im Bereich der Deletionsstelle Il verlorenen kodierenden
Genomsequenzen, die auch die K1L-Gensequenz mit einschloss, das Wachstum von MVA
auf RK13-Zellen ermdglichte (MEYER et al. 1991). Die nichtpermissive MVA-Infektion von
RK13-Zellen resultiert in einer frithen Hemmung der viralen Replikation, die durch eine
verminderte intermedidre und spate RNA-Synthese charakterisiert ist. Die stabile

Koexpression des K1L-Gens durch ein eukaryotisches Expressionsplasmid in
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RK13-Zellen konnten diese Blockade im verkurzten Virusreplikationszyklus aufheben
(SUTTER et al. 1994a). Entsprechend kann das Wiedereinsetzen eines funktionstuchtigen
K1L-Gens in das MVA-Genom als effiziente Selektionsmethode benutzt werden
(STAIB et al. 2000). Die hierfur konstruierten MVA-Vektorplasmide enthalten das K1L-Gen
unter der Transkriptionskontrolle seines authentischen Promotors und flankiert von
repetitiven DNA-Sequenzen. Das K1L-Gen erlaubte die Selektion K1L-exprimierender,
rekombinanter MVA auf RK13-Zellen. Die Plaques zeigten sich, nach ungefahr 24 Stunden,
als typische Zellaggregate auf dem RK13-Zellrasen. Die anschlieRende Passagierung auf
BHK-21- oder HEF-Zellen, auf der die K1L-Genexpression nicht erforderlich ist, fihrte zur
effizienten Deletion des K1L-Gens aus dem Genom rekombinanter MVA. Diese Methode hat
den Vorteil einer einfachen transient-positiv, dominanten Selektion auf Standardzelllinie, bei
der kein Zusatz von Farbstoffen oder selektiven Stoffen erforderlich ist. Bei multiplen Gen-
Insertionen oder —Mutationen erlaubt es die schnelle und effektive Deletion des transienten
K1lL-Markers und die Mehrfachverwendung der KI1L-basierten Selektionsmethode

(siehe Abbildung 8).
Hindlll-Karte des MVA-Genoms
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Abbildung 8: (entnommen aus (STAIB et al. 2003)) Generierung von rekombinanten MVA
am Beispiel der Insertion des gfp-Gens in die Deletion Il - Plasmidkonstruktion und Insertion
von rekombinanten Plasmiden. Gezeigt sind die schematische Karte des MVA-Genoms
(Hindlll-Restriktionsendonuklease-Karte) und darunter ein MVA-Vektorplasmid pllldhrPwv.
flank-1 und flank-1l stellen MVA-DNA-Sequenzen dar, die erforderlich sind, um Fremdgene in
die Deletion im MVA-Genom zu inserieren. flank-rep ist ein repetitives 283 bp groRRes
DNA-Fragment des rechten Endes des flank-l dar, welches die Deletion der
K1L-Expressions-Kassette durch interne homologe Rekombination erlaubt. MVA-gfp-K1L
stellt das Zwischenprodukt dar, welches nach homologer Rekombination und Selektion auf
RK13-Zellen entsteht. MVA-gfp stellt das Endprodukt der Generierung eines rekombinanten
MVA dar, wobei das K1L-Markergen durch interne homologe Rekombination auf HEF- oder
BHK-Zellen, deletiert ist.
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Eine weitere Verbesserung dieser Methode erfolgte ebenfalls durch STAIB et al. (2003).
Hierzu wurde ein neues MVA-Isolat konstruiert, welches die im MVA-Isolat F6 vorhandene
K1L-Restsequenz nicht mehr enthdlt (MVAllnew) und zuséatzlich wurde ein neues
Vektorplasmid plllIAhr hergestellt, das das K1L-Markergen enthielt, welches von zwei kurzen
heterologen DNA-Gensequenzen umgeben ist. Mit diesen Veranderungen konnten
unerwinschte Rekombinationsereignisse mit dem K1L-Markergen und dessen Restsequenz,
sowie der repetitiven Gensequenz im Plasmid und der entsprechenden Sequenz im
MVA-Genom vermieden werden (STAIB et al. 2003).

2.5.3 Sicherheit und Immunogenitat von MVA
Einer der groRten Vorteile von MVA ist, dass es, trotz seiner Replikationsdefizienz in

humanen und in den meisten S&augetier-Zellen, rekombinante Gene wahrend des gesamten
Vacciniavirus-Lebenszyklus exprimiert. MVA zeichnet sich auferdem durch seine hohe
biologische Sicherheit aus. Mit dem Virus kann im Labor sowie in der Klinik/Praklinik unter
der Sicherheitsstufe 1 gearbeitet werden. Rekombinante MVA wurden bereits erfolgreich als
Testimpfstoff gegen eine Reihe von infektiosen Krankheiten und Tumorerkrankungen in
Tiermodellen getestet (SUTTER und MOSS 1992; MURPHY et al. 1994; SUTTER et al.
1994b; HIRSCH et al. 1996; SCHNEIDER et al. 1998; BELYAKOV et al. 1998; DREXLER et
al. 1999; AMARA et al. 2002). Zur Zeit werden mehrere Impfstoffkandidaten in ersten
klinischen Studien gepruft (HILL et al. 2000; CORONA GUTIERREZ et al. 2002; HANKE et
al. 2003; MCCONKEY et al. 2003; COSMA et al. 2003).

Die ausgepragte Replikationsdefizienz von MVA wurde durch Wachstumsuntersuchungen
auf  verschieden  Zellinien  eingehend  erforscht (MEYER et al. 1991,
SUTTER und MOSS 1992; CARROLL und MOSS 1997; DREXLER et al. 1998;
BLANCHARD et al. 1998). Diese Untersuchungen zeigten, dass die Defizienz auf die
Blockierung der Bildung neuer infektioser Virionen auf Grund der fehlerhaften proteolytischen
Spaltung von viralen Core-Proteinen zuriickzufihren ist. Ein weiterer Aspekt, der die
Sicherheit von MVA als Impfstoff unterstreicht, ist das Fehlen spontaner revertanter Viren
unter nicht permissiven Bedingungen. Die in vitro-Replikationsdefizienz zeigt sich ebenfalls
in Beobachtungen in in vivo-Experimenten: z.B. durch die Unfahigkeit der Bildung von
Pockenlasionen, nach Skarifizierung oder intradermaler Applikation von MVA
(STICKL und HOCHSTEIN-MINTZEL 1971); die Avirulenz in Erwachsenen, Neugeborenen
oder bestrahlten Mausen (WERNER et al. 1980; MEYER et al. 1991); die Sicherheit in
immunsupprimierten Makaken (STITTELAAR et al. 2001); die sehr schnelle Beseitigung von
MVA in Mausen nach intraperitonealer Applikation (RAMIREZ et al. 2000) und die gute
Vertraglichkeit selbst hoher Dosen an rekombinantem MVA-Impfstoff zur experimentellen
therapeutischen Immunisierung von HIV-infizierten Individuen (COSMA et al. 2003;
HARRER et al. 2005).
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Die Impfung mit MVA ruft eine antigenspezifische humorale und zellulare Immunantwort
hervor, die vergleichbar mit den Immunantworten nach Impfung mit vermehrungsféhigen
Vacciniaviren ist (WYATT et al. 2004; EARL et al. 2004). Es konnte auch gezeigt werden,
dass nachteilige Effekte durch einen bereits vorhandenen Pockenimpfschutz durch die
Verwendung von verschiedenen Impfrouten oder von kombinierten
Immunisierungsprotokollen vermieden werden konnen (BELYAKOV et al. 1999;
RAMIREZ et al. 2000). Durch die Experimente mit kombinierten Impfungen wurde deutlich,
dass MVA sehr effektiv zur Amplifikation von Immunantworten nach der Erstimpfung mit
heterologen Systemen, wie beispielsweise DNA-Impfstoffen (SCHNEIDER et al. 1998;
MOORTHY et al. 2003; BERTLEY et al. 2004; AMARA et al. 2005) oder rekombinanten
Semliki-Forest-Virus (NILSSON et al. 2001; HANKE et al. 2003) eingesetzt werden kann.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Zellkulturmedien und Puffer
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, ohne L-Glutamin, Na-Pyruvat, L-Methionin,

L-Cystein) (Gibco BRL®, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Germany)

EMEM (Eagle Minimum Essential Medium mit L-Glutamine) (BioWhittaker™ Cambrex,
Verviers, Belgium)

2 x MEM (Biochrom AG, Berlin, Germany)

RPMI 1640-Medium (Roswell Park Memorial Institute 1640 mit Ultraglutaminel)
(BioWhittaker™, Cambrex, Verviers, Belgium).

FBS (engl. fetal bovine serum, Fotales Rinderserum, Mykoplasmen getestet) (Biochrom AG,
Berlin, Germany), hitzeinaktiviert fir 30 Min. bei 56T

PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPQy4, 2 mM KH,PQOy,, pH 7,0 — 7,4)

Pen-Strep (10.000 U Penicillin/ml, 10.000 pg Streptomycin/ml) (BioWhittaker™, Cambrex,
Verviers, Belgium)

Antibiotikum-Antimykotikum (100x, 10.000 U/Penicillin-G Natrium, 10.000 pg/ml
Streptomycinsulfat, 25 pg/ml Amphotericin B in 0,85% Saline) (Gibco BRL®, Invitrogen
GmbH, Karlsruhe, Germany)

NEA (engl. non essential aminoacids, nichtessentielle Aminosauren, 100x) (BioWhittaker™,
Cambrex, Verviers, Belgium)

Laktalbumin  (Laktalbumin Hydrolysat) (Gibco BRL®, Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Germany)

BMS (Basal Medium Supplement) (Biochrom AG, Berlin, Germany)

Trypsin/EDTA  (0,5%/0,2% in 10x PBS ohne Ca2" und Mg2") (Biochrom AG, Berlin,
Germany), zum Gebrauch mit A. bidest. 1:10 verdinnen

Trypsin-EDTA (1x, in HBBS ohne Ca und Mg, mit EDTA) (Gibco BRL®, Invitrogen

GmbH, Karlsruhe, Germany)

3.1.2 Zellkulturflaschen und —platten
96-Loch-Platten (Corning Incorporated Life Science, Acton, USA)

12-Loch-Platten (Corning Incorporated Life Science, Acton, USA)

6-Loch-Platten (Corning Incorporated Life Science, Acton, USA)

T85-Flaschen (TC Flask, 80 cm?, angled neck, Filter cap, Nunc™ Brand Products, Apogent
Technologies Company, Nalge Nunc International, New York, USA)

T185-Flaschen (Solo flask, 600 ml, angled neck, Filter cap, PS, Nunc™ Brand Products,

Apogent Technologies Company, Nalge Nunc International, New York, USA)
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T225-Flaschen (Corning Incorporated Life Science, Acton, USA)
Petrischalen Zellkulturschale (100 x 20 mm oder 50 x 20 mm, Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Germany)

3.1.3 Zellen
Die Passagierung aller Zelllinien wurde unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Alle Medien

wurden mit 1% Antibiotikum-Antimykotikum oder 1% Penicillin-Streptomycin supplementiert.

3.1.3.1 Primare Zelllinie

3.1.3.1.1 Huhnerembryofibroblasten (HEF; Chicken em  bryo fibroblasts, CEF)
Fur die Vermehrung von MVA wurden primare Huhnerembryofibroblasten verwendet.

Sie sind das Zellkultursystem der Wabhl.

Primare HEF-Zellkulturen wurden nach dem von MAYR et al. (1974) beschriebenen
Verfahren der fraktionierten Trypsinierung aus 10 — 11 Tage bebriteten Hihnereiern
hergestellt (30 — 40 Eier, aus dem Institut fir Gefliigelkrankheiten, OberschleiRheim,
Tierarztliche Fakultat der Universitat Minchen) (MAYR et al. 1974). Nach dem Desinfizieren
der Eischale mit 80%igem Ethanol wurden die Eier am stumpfen Pol eroffnet, Schalenhaut
und Allantochorion durchstochen und der Embryo unter sterilen Bedingungen enthommen
und sofort dekapitiert. In einer mit PBS geflillten Petrischale (Zellkulturschale, 100 x 20 mm,
Greiner Bio-One GmbH) wurden die GliedmalRen sowie die inneren Organe entnommen. Die
Embryonen wurden anschlielend zur Entfernung der Erythrozyten zweimal mit PBS
gewaschen, durch eine Einwegspritze ohne Kanile (20 bis 50 ml) in einen mit 100 ml
Trypsin gefllliten Erlenmeyerkolben (300 ml) gepresst und auf 250 ml mit PBS aufgefillt. Das
so zerkleinerte Korpergewebe wurde unter standigem Riuhren 20 bis 30 min auf einem
Magnetrthrer bei RT inkubiert. Die trypsinierte Gewebesuspension wurde nach 10-minttiger
Sedimentation der gréberen Bestandteile durch sterile Gaze in einen Becher filtriert und auf
250 ml mit PBS aufgefillt. AnschlieRend erfolgte nach Aufteilung des Ansatzes auf 50 ml
Falkons eine Zentrifugation bei 1.500 rpm, 4 fiur 10 Minuten (Megafuge 1,0R,
Heraeus Holding GmbH). Das resultierende Zellsediment wurde sodann zweimal mit PBS
gewaschen und in Medium (EMEM mit 10% BSA und 5% Laktalbumin oder EMEM mit
10% FBS und 1% NEA) resuspendiert und auf Eis aufbewahrt. Mit dem, aus der Filtration
durch die Gaze, erhaltenen Rickstand wurde der gesamte Vorgang wiederholt. Die
resuspendierten Zellen wurden vereinigt und auf 2 | Medium aufgefillt (je Ei zirka 50 bis
100 ml Medium). Je 50 ml dieser Zellsuspension wurden in eine T225-Zellkulturflasche
ausgesat (ca. 5 x 10° Zellen/ml) und bei 37°C und 5% CO ,-Atmosphére kultiviert. Nach
36 bis 48 Stunden erreichten die Primarkulturen Konfluenz. Die Kultivierung erfolgte in
EMEM mit 10% BMS und 5% Laktalbumin oder in EMEM mit 7% FBS. Die konfluenten HEF

wurden nach ein- bis zweimaligem Waschen mit PBS, mit Trypsin abgeldst und im Verhaltnis
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1:2 oder 1:3 geteilt und in neue Zellkulturflaschen oder -—platten ausgesat und

weiterverwendet.

3.1.3.2 Permanente Zelllinie

3.1.3.2.1 Baby Hamster Kidney-Zellen (BHK-21, ATCC CCL-10)
Diese Zelllinie kann ebenfalls zur Vermehrung von MVA verwendet werden. Es handelt sich

um eine permanente, adhdrent wachsende Zelllinie aus Hamsternierenzellen
(Mesocricetus auratus, Syrischer Goldhamster) mit fibroblastenéhnlicher Morphologie. Die
Zellen wurden in RPMI-Medium mit 5 - 10% FBS bei 37T in 5%iger CO ,-Atmosphare
kultiviert und bei 80 - 100%iger Konfluenz (alle zwei bis drei Tage) im Verhaltnis 1:5 bis 1:10
geteilt.

3.1.3.2.2 Rabbit Kidney-Zellen (RK13, ATCC CCL-37)
Bei diesen Zellen handelt es sich um eine permanente Zelllinie, die aus Nieren von

Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) isoliert wurde. Die Zellen wachsen adhérent und haben
ein kugeliges Aussehen. RK13-Zellen wurden alle drei bis vier Tage im Verhéltnis 1:5 bis
1:10 geteilt und bei 37C in 5% iger CO ,-Atmosphare in RPMI-Medium mit 10% FBS

kultiviert.

3.1.3.2.3 Vero-Zellen (ATCC-CCL-81)
Bei Vero-Zellen handelt es sich um eine permanente Zelllinie, die aus den Nieren einer

erwachsenen griinen Meerkatze (Cercophitecus aethiops) isoliert wurde. Die Zellen besitzen
adhérentes Wachstum und ein kugeliges Aussehen. Vero-Zellen wurden alle zwei bis drei
Tage im Verhaltnis 1:5 geteilt und bei 37T in 5%ig er CO,-Atmosphéare in RPMI-Medium mit
10% FBS kaultiviert.

3.1.3.2.4 Hela-Zellen (ATCC CCL-2)
Bei HelLa-Zellen handelt es sich um eine permanente Zelllinie, die aus einem humanen

Zervixkarzinom, der Patientin Henrietta Lacks, isoliert wurden. Die Zellen besitzen
adharentes Wachstum und haben polygonales bis kugeliges Aussehen. HelLa-Zellen wurden
alle zwei bis vier Tage im Verhaltnis 1:5 bis 1:10 geteilt und bei 37T in 5%iger
CO,-Atmosphére in RPMI-Medium mit 10% FBS kultiviert.

3.1.3.2.5 HEp-2-Zellen (ATCC CCL-23)
Bei HEp-2-Zellen handelt es sich um eine permanente Zelllinie, die urspriinglich aus einem

humanen Epidermoidkarzinom des Larynx abstammen. Diese Herkunft wurde jedoch durch
verschiedene Untersuchungen widerlegt und es konnte gezeigt werden, dass die Entstehung
dieser Zelllinie auf eine HelLa-Zell-Kontamination zurtickzufihren war. Diese Zelllinie besitzt

adharentes Wachstum und hat polygonales Aussehen. Die Zellen werden zwei- bis dreimal
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die Woche im Verhdltnis 1:4 bis 1:10 geteilt und bei 37T in 5%iger-CO ,-Atmosphare in
EMEM mit 10% FBS kultiviert.

3.1.3.2.6 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden nur Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase verwendet. Ein
Zellmonolayer einer T185-Flasche wurde mit 3 ml Trypsin behandelt und mit 7 ml Medium
aufgenommen und anschlielend durch Zentrifugation bei 4C und 1500 rpm ( Megafuge
1,0R, Heraeus Holding GmbH) pelletiert und in kaltem Einfriermedium (90% FBS und
10% DMSO) durch vorsichtiges Pipettieren aufgenommen und in 1 ml Aliquots steril in
Kryoréhrchen (1,8 ml, Nalge Nunc International) gefillt. Die Zellen wurden anschlieBend
sofort in gekuhlte Einfrierbecher gegeben und sofort auf -80C eingefroren. Am darauf

folgenden Tag wurden die Kryordhrchen in flissigen Stickstoff transferiert und dort gelagert.

Um eingefrorene Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde die eingefrorene Zellsuspension
in einem 37C Wasserbad zundchst soweit erwdrmt, dass sie durch Pipettieren in eine
Zellkulturflasche T185, welche 30 ml vorgewarmtes Medium enthielt, tGberfihrt werden
konnte. Nach ca. 6 - 8 Stunden musste das Medium zur vollstéandigen Entfernung von DMSO

gewechselt werden.

3.1.3.2.7 Bestimmung der Zellzahl in 6-Loch-Platten

Die Zellzahlbestimmung wird hier am Beispiel einer 6-Loch-Platte dargestellt. Nachdem die
Zellen in den verwendeten Platten subkonfluent gewachsen waren, d.h. zu einer nicht
vollstandig dichten Einschichtzellkultur (Monolayer), erfolgte das Entfernen des Mediums
eines Lochs. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und mit 200 ul Trypsin bei RT
inkubiert. Nach dem Ablésen der Zellen erfolgten die Zugabe von 800 ul des entsprechenden
Volimediums und die Resuspension der Zellen. Danach wurden die Zellen 1:4 verdinnt, d.h.
50 ul Zellsuspension mit 100 ul PBS und 50 ul einer Trypanblau-Lésung gemischt und ein
Aliquot zur Zahlung der Zellen in der Kammer nach Neubauer (Paul Marienfeld GmbH &
Co. KG) entnommen. Hierzu wurden alle 4 au3eren grofRen 4 x 4 Quadrate gezahlt und der

Durchschnitt dieser 4 Werte gebildet. Die Zellzahl wurde dann folgendermalRen berechnet:

gezéahlte Zellen x Verdiinnung x 10* = Anzahl der Zellen pro ml
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3.1.4 Viren

3.1.4.1 Maodifiziertes Vacciniavirus Ankara (MVA)
Verwendung fand hier der Vaccinia Stamm MVA, das Isolat F6 (= 582. HEF-Passage)

(MEYER et al. 1991) oder das von MVA-F6 abgeleitete MVAIlInew (STAIB et al. 2003).

3.1.4.2 Chorioallantois Vacciniavirus Ankara (CVA)
Das CVA, der Vorfanre von MVA, wurde in der 2. HEF-Passage verwendet

(MAYR und MUNZ 1964; MEYER et al. 1991). In Wachstumsuntersuchungen wurde dieses

Virus als replikationskompetentes Vacciniavirus eingesetzt.

3.1.4.3 MVA-HRSV-F und MVA-HRSV-G (WYATT et al. 199 9)
Diese rekombinanten MVA, welche die Oberflachenproteine des RSV-Subtyps A2 des

Menschen (HRSV) unter der Kontrolle des modifizierten Vacciniapromotors PmH5
exprimieren, wurden freundlicherweise von Prof. Dr. B. Moss, Bethesda, USA, zur Verfligung

gestellt.

3.1.4.4 Respiratorisches Synzytialvirus

3.1.4.4.1 RSV-Subtyp A2
RSV-Subtyp A2 wurde freundlicherweise von A.F.G. Antonis (Animal Sciences Group,

Wageningen University and Research Centre, Lelystad, Niederlande) zur Verfigung gestellt.
Die Anzucht erfolgte in T185-Flaschen in subkonfluent gewachsenen HEp-2-Zellen, welche
zur Infektion mit 0,05 IE (infektiose Einheiten) pro Zelle in 5 ml EMEM mit 5% FBS je Flasche
fur eine Stunde bei leichtem Schwenken und RT adsorbiert und anschlielend auf 30 ml mit
EMEM/5% FBS aufgefullt wurden. Nach dem Entwickeln eines zytopathischen Effekts
erfolgte die Ernte der Zellen durch Auftauen und Einfrieren der Flaschen. Das geerntete
Material wurde anschlieBend im Eisbad in einem Becher-Ultraschallgerat
(BANDELIN electronic GmbH & Co. KG) fur 10 Minuten beschallt. Die Entfernung von
Zelltrimmern erforderte eine Zentrifugation bei 1500 rpm fir 15 Minuten. Der resultierende
Uberstand wurde in SW 28-Zentrifugenbecher (Beckman Coulter GmbH — Biomedical
Research) Uuberfuhrt und bei 25.000 rpm und 4T zentrifugiert (SW 28-Rotor,
Beckman Coulter GmbH — Biomedical Research)). Das resultierende Pellet konnte in

TEN-Puffer aufgenommen werden.

TEN-Puffer (pH 7,8):
20 mM Tris-HCI

1 mM EDTA

0,15 M NacCl
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3.1.4.4.2 Formalin-inaktiviertes RSV (FI-RSV)
Die Herstellung des FI-RSV-Impfstoffes erfolgte nach der Methode von KIM et al. (1969). Die

Amplifikation des RSV-Subtyps A2 wurde wie unter 3.1.4.4.1 beschrieben durchgefihrt. Die
von Zelltrimmern durch Zentrifugation befreiten Uberstande wurden anschlieBend mit
37%igem Formalin versetzt (1:4000) und fur 72 Stunden bei 37<C inkubiert. Nach dieser
Inkubation wurden die Proben im SW 28-Becher (Beckman Coulter GmbH — Biomedical
Research) Uberfuhrt und fir eine Stunde bei 50.000xg (Optima™ LE-80K, Beckman Coulter
GmbH — Biomedical Research) bei 4C zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde im
Verhéltnis 1:25 mit PBS verdinnt und nach einer 30-mindtigen Préazipitation mit
Aluminiumhydroxid (4 mg/ml, Imject Alum, Pierce Biotechnology Inc.), fur
30 Minuten bei 1000xg zentrifugiert. Diese Virusprapartionen konnten nach Verdinnung mit
PBS im Verhaltnis 1:4 bei 4C aufbewahrt werden. Fir die Immunisierungen wurde diese
FI-RSV-Impfstoffprapartion kurz vorher mit PBS auf den entsprechenden Titer verdinnt und

verwendet.

3.1.5 Synthetische Oligonukleotide (Primer)

3.1.5.1 Oligonukleotide zur Detektion von DNA-Seque nzen der
Deletionsbereiche im MVA-Genom

3.1.5.1.1 Deletion Il
NIH-GS83: 5- GAA TGC ACA TAC ATA AGT ACC GGC ATC TCT AGC AGT -3

f 1B: 5°- CAC CAG CGT CTA CAT GAC GAG CTT CCG AGT TCC -3

3.1.5.1.2 Deletion VI
VI-5; 5-CCTGGACATTTAGTT TGA GTG TTC CTG AAT -3

VI-3": 5-CTCAGC ATCTAGTTG ATATTCCAACCT CTT -3

3.1.5.2 Oligonukleotide zur Detektion der K1L-Gense quenzen
K1Lint-1: 5-TGA TGA CAA GGG AAA CAC CGC -3

K1Lint-2: 3- GTC GAC GTC ATATAG TCG AGC -3

3.1.5.3 Oligonukleotide zur Detektion der DNA-Seque nz von BRSV-F und -G-
Genen

3.1.5.3.1 BRSV-F-Gen
5-BRSV-F: 5°- ATG GCG GCA ACA GCC ATG AG -3

3-BRSV-F: 5-TCATTT ACT AAA GGA AAG ATT GTT G -3

3.1.5.3.2 BRSV-G-Gen
5-BRSV-G: 5- CGC ACC ACCTGAAGT TCAAGAC -3

3-BRSV-G: 5-TGC TCA GGA TGC CTT GCT -3
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3.1.6 Plasmide

3.1.6.1 Plasmide zur Herstellung rekombinanter MVA

3.1.6.1.1 pllidhrP7.5 und plll AhrP7.5
Diese Plasmide fanden zur Insertion von Fremdgenen in die Deletion Il des MVA-Genoms

Verwendung (siehe Abbildung 9 und Abbildung 10). Sie enthalten eine
Ampicillin-Expressions-Kassette zur Selektion rekombinanter Plasmide auf Ampicillin-Agar-
Platten. Zusatzlich enthalten sie MVA-DNA-Sequenzen, ,flank-I' und flank-11“, welche
homolog zu den MVA-DNA-Sequenzen links und rechts der Deletion Ill sind. Zwischen den
beiden MVA-Sequenzen im Plasmid befindet sich eine K1L-Expressions-Kassette, welche
die Selektion von rekombinanten MVA auf RK13-Zellen ermdglicht. Zur Deletion der
K1L-Expressions-Kassette durch interne homologe Rekombination enthalt das Plasmid
pllidhrP7.5 ein 283 bp grol3es DNA-Fragment, das eine homologe DNA von Sequenz des
rechten Endes flank-l darstellt (sogenannte ,flank-rep“). Hierfir enthalt das Plasmid
pllIAhrP7.5Im anstelle des ,flank-rep®, zwei homologe repetitive DNA-Sequenz-Abschnitte
des Escherichia coli (E. coli) lacZ Gens auf beiden Seiten des K1L-Gens. Beide Plasmide
enthalten den Vacciniavirus- Tandempromotor P7.5 hinter dem sich mehrere einzigartige
Restriktionsschnittstellen (,multiple cloning site, MCS), zur Insertion von Fremdgenen

befinden.

amp

flank2

Abbildung 9: Schematische Darstellung von pllldhrP7.5.

flank1
lacZ

amp

K1L

flank2 lag?

Abbildung 10: Schematische Darstellung von pllIAhrP7.5.



Material und Methoden 39

3.1.6.1.2 pVIAhrP7.5-sP

Dieses Plasmid ermdglichte die Insertion von Fremdgenen in die Deletion VI. Der Aufbau
des Plasmides entspricht dem des Plasmides pllIAhrP7.5, mit dem Unterschied, dass die
Jlank-1"- und ,flank-1I“-Gensequenzen darstellen, die homolog zum MVA-Genom beidseits
der Deletion VI sind. AuRerdem enthélt dieses Plasmid zwei Promotoren, den Vacciniavirus
Tandempromotor P7.5 und den synthetischen Vacciniavirus Promotor sP; welche

entgegengesetzt (,back to back®) orientiert sind.

flank2

amp

flank1

lacZ

lacZrep KiL

Abbildung 11: Schematische Darstellung von pVIAhrP7.5/sP.

3.1.6.1.3 pLW9 (WYATT et al. 1996)

Dieses Plasmid wurde von Prof. Dr. Bernhard Moss, NIH, Bethesda, USA zur Verfligung
gestellt. Es ist ebenfalls ein MVA-Vektorplasmid, welches die Insertion von Fremdgenen in
die Deletion Il ermdglicht. Es enthalt das E. coli gpt-Gen unter der Kontrolle des
Vacciniavirus Promotors P7.5 und den modifizierten Vacciniavirus Promotor PmHS5
(WYATT et al. 1996).

amp

flank1

MCs

PmH5
flank2

Abbildung 12: Schematische Darstellung von pLW9 (WYATT et al. 1996).

3.1.6.1.4 pEVNeol4

Das Plasmid pEVNeol4 wurde von Dr. J.P.M. Langedijk; Animal Sciences Group,
Wageningen University and Research Centre, Lelystad, Niederlande, zur Verfligung gestellt.
Es enthalt das BRSV-Gen F des Stammes Odijk. Die F-Gensequenz kann mittels der

Restriktionsenzyme BamHI und Sall isoliert werden.
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3.1.6.1.5 pBRSVGsyn (KUHNLE et al. 1998)

Dieses Plasmid wurde von Dr. G. Keil, Friedrich-Loffler-Institut, Insel Riems, Deutschland,
zur Verfigung gestellt. Es wurde zur Insertion des BRSV-G-Gens in das Genom des BHV-1
Stamms  Schonboken generiert. Das pBRSVGsyn enthdlt die rekonstruierte
BRSV-G-Gensequenz, welche kodonoptimiert wurde (BRSV-Gsyn). Dieses Gen ist von zweli
EcoRI-Restriktionsenzym-Schnittstellen umgeben (KUHNLE et al. 1998).

3.1.6.2 Plasmide fiir den Fusionsassay

3.1.6.2.1 Luziferase-Kontrollplasmid (T7Luc)
Dieses Plasmid wurde von der Promega GmbH (Mannheim, Germany) bezogen. Es enthalt
das Gen fur die Leuchtkafer (Photinus pyralis)-Luziferase unter der Kontrolle des

Bakteriophagen T7-RNA-Polymerase-Promotors (T7-Pol).

amp

T7Pol

Luciferase

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Luziferase-Kontrollplasmides.

3.1.6.2.2 pUCIILZT7pol (SUTTER et al. 1995)

Dieses Plasmid enthalt das Gen der Bakteriophagen T7-RNA-Polymerase unter der
Kontrolle des Vacciniavirus-Promotors P7.5. Zur Insertion dieses Gens in das MVA-Genom
enthalt das Plasmid flankierende Sequenzen der Deletion Il und zusatzlich zur Selektion
positiver, d.h. rekombinanter Klone, das E. coli-Gen lacZ unter der Kontrolle des spaten

Vacciniavirus-Promotors P11.

flank1

P11

amp lacZ

P7.5

flank2

T7 RNA-Pol

Abbildung 14: Schematische Darstellung von pUCIILZT7pol (SUTTER et al. 1995)
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3.1.7 Antikorper

3.1.7.1 Anti-Vaccinia-Antikbrper

Dieser Antikdrper wurde von der Firma Quartett GmbH (Berlin, Germany) bezogen.

Es handelt sich um ein polyklonales Antikdrperserum aus dem Kaninchen.

3.1.7.2 Anti-F-Antikorper (mAb 3) (SCHRIJVER etal. 1997)

Dieser Antikorper wurde von Dr. J.P.M. Langedijk, Niederlande, zur Verfiigung gestellt.

Es ist ein monoklonaler Antikoérper aus der Maus.

3.1.7.3 Anti-G-Antikdrper (mAb 20) (LANGEDIJK etal . 1996a)

Dieser Antikoérper wurde ebenfalls von Dr. J.P.M. Langedijk zur Verflgung gestellt.

Es handelt sich hier ebenfalls um einen monoklonalen Antikérper aus der Maus.

3.1.7.4 Meerrettich-Peroxidase (PO)-gekoppelte Anti  kdrper

3.1.7.4.1 Anti-Kaninchen PO-gekoppelter Antikdrper

Dieser Antikorper, des Subtyps IgG, stammt aus der Ziege und wurde von Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc. (USA) bezogen. Die Lieferung erfolgte in
gefriergetrocknetem Zustand. Nach Aufhnahme des Lyophilisats in 1,5 ml sterilem A. bidest.
wies der Antikorper eine Konzentration von 0,8 mg/ml auf. Dieser Antikbrper wurde in der
Anti-Vaccinia-lImmunfarbung bei der Titration von Viruspraparationen benutzt
(siehe 3.2.3.1.8).

3.1.7.4.2 Anti-Maus PO-gekoppelter Antikdrper

Dieser Antikbper, der Subtypen 1gG wund IgM, wurde ebenfalls von Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc. (USA) bezogen und stammt aus der Ziege. Das
gefriergetrocknete Pulver wurde in 1,5 ml sterilem A. bidest. aufgenommen um eine
Konzentration von 0,8 mg/ml zu erhalten. Er wurde ebenfalls in der Immunfarbung gegen die
aus der Maus stammenden monoklonalen Antikérper gegen F und G (siehe 3.1.7.2 und
3.1.7.3), benutzt

Fir den RSV-ELISA kam ebenfalls ein Anti-Maus PO-gekoppelter Antikbrper, des Subtyps
IgG zur Verwendung. Er stammte ebenfalls aus der Ziege, wurde jedoch von der Firma

Sigma Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Germany) bezogen.

3.1.7.4.3 Anti-RSV PO-gekoppelter Antikdrper
Dieser Antikdrper wurde fur die Immunfarbung von RSV-infizierten Hep2-Zellen verwendet.
Der Peroxidase-konjugierte Anti-RSV-Antikdrper stammt aus der Ziege und wurde von

Biogenesis Ltd. (England) bezogen.
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3.1.7.5 Biotinylierte Antikdrper

3.1.7.5.1 Antikdrper fur den ELISPOT Assay
Biotinylierte Anti-Zytokin-Antikérper wurden fir den ELISPOT verwendet. Anti-IFN-y, -IL-4

und -IL-5 wurde von Becton Dickinson GmbH (Heidelberg, Germany), und anti-IL-13 von
R&D Systems (USA) bezogen.

3.1.7.5.2 Antikorper fir den RSV-ELISA

Anti-Maus-IgG1 oder -lgG2a der Firma Serotec GmbH (Disseldorf, Germany) wurden fir
den RSV-ELISA bendétigt.

3.1.7.6 Alkalische Phosphatase-(AP)gekoppelte Antik  drper

3.1.7.6.1 Anti-Bovine- (AP)gekoppelter Antikorper

Dieser aus der Ziege stammende Antikdrper, des Subtyps IgG, wurde von Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc. (USA) bezogen. Die Lieferung dieses Antikdrpers
erfolgte in gefriergetrocknetem Zustand und hatte nach Aufnahme in 1 ml sterilem A. bidest.
eine Konzentration von 0,6 mg/ml. Dieser Antikérper wurde fur die Bestimmung des
Anti-Vaccinia-Antikorpertiters  (Anti-Vaccinia-ELISA) in bovinen Seren benutzt (siehe
3.2.4.3.1),

3.1.8 Zytokine

Fur den ELISPOT wurden IFN-y, IL-4, IL-5 von Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
Germany) und IL-13 von R&D Systems (USA) bezogen.

3.1.9 Sonstige Materialien, Gerate und Gebrauchsgeg enstande

Sonstige Materialien, wie Bakterienstamme, Bakterienkulturmedien, Chemikalien, Kits, Puffer

und Lésungen sowie Gerate und Gebrauchsgegenstande werden im Anhang aufgefihrt.
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3.2 Methoden
3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Praparation von Plasmid-DNA

3.2.1.1.1 Analytische Plasmid-DNA-Isolierung (=Klei  ne DNA-Praparation)

Die Gewinnung und Aufreinigung von Plasmid-DNA in kleinem Mal3stab erfolgte mit Hilfe des

Qiagen Plasmid Purification Maxi Kits (Qiagen GmbH).

4 ml Ampicillin-haltiges Luria Bertani-(LB-)Medium (Amp*) Ampicillin (100 yl/ml Ampicillin,
Sigma Aldrich Chemie GmbH) wurden mit einer Bakterienkolonie aus einer Agarplatte oder
einer Glycerinkultur angeimpft und in einem Inkubationsschittler (Innova 4430,
New Brunswick Scientific GmbH) bei 37T uber Nacht mit 200 rpm geschdittelt. Diese
Ubernachtkultur wurde in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal (Eppendorf AG) tiberfiihrt und
eine Minute bei 13.000 rpm pelletiert (Biofuge fresco, Heraeus Instruments). Der Uberstand
konnte verworfen werden und die restlichen 2 ml der Ubernachtkultur auf das Pellet gegeben
und wiederum 1 Min. bei 13.000 rpm zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstands
konnte das Pellet in 150 pyl RNAse-haltigem Resuspensionspuffer (P1) aufgenommen
werden. Die Zerstérung der Bakterien und die Freisetzung der Plasmid-DNA erfolgten nach
Zugabe von 150 pl alkalischem Lysispuffer mit Natriumdodecylsulfat (P2). Die Préazipitation
der denaturierten Proteine, der chromosomalen Bakterien DNA und dem
Natriumdodecylsulfat erfolgte durch Zusatz von 250 pl Neutralisationspuffers (P3). Durch
anschlieende Zentrifugation fir 10 Min. bei 13.000 rpm konnte das Prazipitat pelletiert und
der klare Uberstand in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal? (Eppendorf AG) tberfiihrt und
das Pellet verworfen werden. Aus dem Uberstand erfolgte die Reinigung der Plasmid-DNA
von restlichen Proteinen durch Phenolextraktion und anschlielende Fallung durch Zugabe
von 2 Vol 100% Ethanol und 0,1 Vol 3 M Natrium-Acetat pH 4,8. Die prazipitierte DNA wurde
20 — 30 Min. bei 13.000 rpm abzentrifugiert und mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die
Aufnahme des DNA-Sediments erfolgte nach dem Trocknen in 30 - 50 pl sterilem A. bidest.

Die so erhaltene Plasmid-DNA konnte direkt fir Restriktionsanalysen eingesetzt werden.

3.2.1.1.2 Préaparative Plasmid-DNA-Isolierung (=Grol3 e DNA-Praparation)

Die Gewinnung und Aufreinigung der unter 3.1.6 dargestellten Vektorplasmide und der
daraus hergestellten rekombinanten Vektorplasmide, fir die Herstellung von rekombinanten
Vacciniaviren, erfolgte mit Hilfe des Qiagen Plasmid Purifikation Maxi Kit (Qiagen GmbH)

nach Angaben des Herstellers.
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3.2.1.1.3 Reinigung von Plasmid-DNA durch Phenolext  raktion und Ethanolfallung
Zur Entfernung von Proteinen aus wassrigen DNA-L6sungen wurden diese mit 1 Volumen

Phenollosung versetzt und der Ansatz auf einem Schittler (Vortex-Genie 2,
Scientific Industries) gemischt und zur Beschleunigung der Phasentrennung 3 - 5 Min. bei
13.000 rpm zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde mit der oberen wassrigen Phase mit
1 Vol Phenol/Chloroform-Gemisch (1:2) und danach durch Ausschitteln  mit
1 Vol Chloroform/Isoamylalkohol Gemisch (24:1), um Phenolreste zu entfernen, wiederholt.
Die Fallung der DNA erfolgte durch Zugabe von 0,1 Vol einer 3 M Natriumazetat-Losung
pH 4,8 und 2 Vol 100%igem Ethanol und einer Inkubation von 10 - 15 Min. bei -80<C. Das
durch Zentrifugation bei 4C und 13.000 rpm (Biofuge fresco, Heraeus Instruments)
resultierende DNA-Sediment wurde anschlieBend mit 70%igem Ethanol gewaschen,

getrocknet und in 30 bis 50ul sterilem A. bidest. aufgenommen.

3.2.1.2 Herstellung und Aufarbeitung von DNA-Fragme nten

3.2.1.2.1 Bestimmung von Nukleinsaure-Konzentration  en

3.2.1.2.1.1 Photometrische Bestimmung

Die Konzentration von nukleinsaurehaltigen Losungen konnte durch Messung der optischen
Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm im Photometer (GeneQuant RNA/DNA
Calculator Pharmacia Biotech) ermittelt werden. Eine OD von 1 entspricht einer
Nukleinsdure-Konzentration von 50 pg/ml fir doppelstrangige DNA, 40 pg/ml for
einzelstrangige DNA, sowie 20 pg/ml fur Oligonukleotide. Die nukleinsaurehaltige Lésung

wurde flr die Messung im Photometer 1:100 mit sterilem A. bidest. verdinnt.

3.2.1.2.1.2 Konzentrationsbestimmung auf Agarosegelen

Fur die Konzentrationsbestimmung kleiner DNA-Mengen konnten Aliquots der
entsprechenden DNA-LOsungen zusammen mit einem DNA-GroRenstandard (1Kb ladder,
NEB BioLabs) elektrophoretisch aufgetrennt werden. Nach Anfarben der Nukleinsauren mit
Ethidiumbromid konnten durch Vergleich der Fluoreszenzintensitaten definierter Banden die
Konzentration der DNA-LOsungen relativ genau bestimmt werden, da sich bei niedrigen

Konzentrationen diese Intensitat proportional zur DNA-Menge verhalt.

3.2.1.2.2 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonu  kleasen
Die Spaltung von DNA in wassrigen Losungen erfolgte mit Restriktionsendonukleasen in den

vom Hersteller jeweils angegebenen Pufferlésungen. Dabei wurde eine DNA-Menge von
1 - 5 pg verwendet. Die Reaktion verlief fir 2 - 4 Stunden bei 37T oder auch bei 25T,
je nach verwendetem Restriktionsenzym, in einem Blockthermostat (HLC Bio Tech —

Haep Labor Consult). In der Regel wurden 1 - 5 U des Enzyms pro pg DNA eingesetzt. Die
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Enzyme konnten anschlieBend durch Hitze, je nach verwendetem Enzym, denaturiert

werden.

3.2.1.2.3 Aufreinigung und Gelextraktion
Restriktionsendonuklease-geschnittene Plasmide konnten durch Agarosegel-Elektrophorese

aufgereinigt werden. Hierzu wurde ein 1%iges Agarosegel mit 0,01% Ethidiumbromid-
Ldsung (5 mg/ml) versetzt. Durch Versetzen des gesamten Restriktionsenzym-Ansatzes mit
1/10 Vol eines 10x Probenpuffer konnte dieser in die Tasche des Gels eingebracht werden.
An das Gel wurde anschlieBend in einer DNA-Elektrophoresekammer fur 45 - 60 Minuten
eine Spannung von 100 Volt angelegt und die DNA-Fragmente dadurch aufgetrennt. Durch
Bestrahlung mit ultraviolettem (UV-) Licht von 245 nm Wellenlange auf einem
UV-Transilluminator (UVP, Gel Doc 2000, Bio-Rad Laboratories GmbH) konnte die DNA
sichtbar gemacht werden. Die Position des Vektors wurde mit einem mitgeflhrten
DNA-GroRenstandard (1kb ladder, NEB BioLabs) verglichen und das Gel mit einem
Geldokumentationsgerat mit Kamera (Gel Doc 2000, Bio-Rad Laboratories GmbH)
dokumentiert.

Banden der gewiinschten Grof3e konnten mit einem Skalpell aus dem Agarosegel vollstandig
isoliert werden. Diese Gelstiicke wurden in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal’ (Eppendorf
AG) uberfuhrt und mit Hilfe des QiaquickGel Extraktion Kits (Qiagen GmbH) nach Angaben

des Herstellers aufgereinigt. Die Aufnahme der DNA erfolgte in 30 pl sterilem A. bidest.

3.2.1.2.4 Veranderungen an 3’ und 5’ Enden von DNA- Fragmenten

3.2.1.2.4.1 Klenow-Enzym
Das Klenow-Enzym (Roche Diagnostics GmbH) wird zum Auffullen und Entfernen von

3-Uberhangen verwendet. Dieses Enzym, das groRe Fragment der E. coli DNA-Polymerase
I (Klenow-Fragment), besitzt nur die 5—3’-Polymerase- und die 3—5'-Exonuclease-Aktivitat,
wahrend die 5'—3’-Exonuclease-Aktivitat des urspriinglichen Enzyms nicht mehr vorhanden
ist. Das Klenow-Enzym katalysiert die Anlagerung und Abspaltung von Mononukleotiden aus
Desoxynucleosid-5’-triphosphaten an das 3'-OH-Ende der Template-DNA. Das Auffillen von
3’-Enden geschnittener DNA erfolgte in einem Reaktionsansatz mit einem DNA-Gehalt von
1 -5 pg. Dieser wurde mit 5 oder 10 pl 10x PCR-Puffer (Roche Diagnostics GmbH), 0,1 mM
dNTP (Promega GmbH) und 1 - 2 IU Klenow-Enzym und auf 50 oder 100 pl mit A. bidest.
aufgefillt. Dieser Ansatz wurde eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Reaktion konnte durch
eine 10-mindtige Inkubation bei 75C beendet werden . Das erhaltene DNA-Fragment konnte
nach elektrophoretischer Auftrennung auf dem Agarosegel ausgeschnitten, mit dem
QiaquickGel Extraktion Kits (Qiagen GmbH) aufgereinigt und in 50 pl sterilem A. bidest.

aufgenommen werden.
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3.2.1.2.4.2 T4-DNA-Polymerase
Die T4-DNA-Polymerase hat ebenfalls nur die 5—3-Polymerase- wund die

3—5’-Exonuclease-Aktivitat und im Gegensatz zur E. coli DNA-Polymerase | keine
5'—3-Exonuclease-Aktivitat. lhre 3'—5'-Exonuklease-Aktivitat ist jedoch 200fach héher, als
die des Klenow-Enzyms. Sie wird, genau wie das Klenow-Enzym, benutzt um 3’-Uberhange
zu entfernen und 5’-Uberhénge aufzufullen. Hierzu wurde eine DNA-Menge von 1 - 5 pg mit
30 ul 5 x T4-Polymerase Puffer (Roche Diagnostics GmbH), 5 ul dNTP (10 mM, Promega
GmbH), 1,5 ul DTT (100 mM, Sigma Aldrich Chemie GmbH) und 1,5 ul T4-DNA-Polymerase
(1U/ul, Roche Diagnostics GmbH) versetzt und der Ansatz mit 12 ul sterilem A. bidest. auf
das Volumen von 150 ul aufgefillt. Die Inkubation erfolgte in einem Kaltethermostat
(Ecoline RE 112, Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG) bei 11 fir 5 Minuten.
AnschlieRend wurde der Ansatz durch Phenolextraktion aufgereinigt (siehe 3.2.1.1.3) und in

30 ul sterilem A. bidest. aufgenommen.

3.2.1.2.4.3 Dephosphorylierung von 5-Enden
Die Entfernung von Phosphatgruppen am 5-Ende von DNA-Molekiilen erfolgte durch die

Katalyse der Alkalischen Phosphatase aus Kalberdarmen (calf intestinal Phosphatase, CAP,
Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG). Die DNA wurde hierzu in dem
entsprechenden Puffer und je 1 U/ug DNA nach Angaben des Herstellers 1 Stunde bei 37C
inkubiert. Die Inaktivierung der AP erfolgte durch Zusatz einer 0,25 M EDTA-L6sung und
einer 10mindtigen Inkubation bei 75C. Die DNA wurd e anschlieRend entweder durch

Phenolextraktion oder durch Agarosegel-Elektrophorese aufgereinigt.

3.2.1.3 Gelelektrophoretische Methoden fiir DNA

3.2.1.3.1 Analyse von DNA in Agarosegelen
Entsprechend der jeweiligen GroRe des zu analysierenden DNA-Fragmentes wurden

0,8 - 2%ige Agarosegele verwendet. Fur ein 1%iges Agarosegel wurden 2,0 g Agarose in
200 ml TAE-Puffer aufgekocht, auf ca. 60C abgekihlt, mit 20 ul Ethidiumbromid-Lésung
(5 mg/ml, Sigma Aldrich Chemie GmbH) versetzt und anschlieRend in eine horizontale
Gelapparatur (DNA Sub Cell™, Bio-Rad Laboratories GmbH) gegossen. Die Elektrophorese
erfolgte ebenfalls in TAE-Puffer und die elektrophoretische Auftrennung der in
5x DNA-Probenpuffer aufgenommenen DNA bei 80 - 120 V. Nach der Elektrophorese konnte
die DNA durch Bestrahlung mit ultraviolettem (UV-) Licht von 245 nm Wellenlange auf einem
UV-Transilluminator (UVP, Gel Doc 2000, Bio-Rad Laboratories GmbH) sichtbar gemacht
und analysiert werden. Die Position der DNA-Fragmente wurde mit einem mitgefihrten
DNA-GroRenstandard (1Kb ladder, NEB BioLabs) verglichen und das Gel mit einem
Geldokumentationssystem mit Kamera (Gel Doc 200, Bio-Rad Laboratories GmbH)

dokumentiert.
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TAE-Puffer (1x)
40 mM Tris
1 mMEDTA

TAE-Puffer (50x)

242 g Tris-Base

57,1 ml Eisessig

100 ml einer 0,5 M EDTA-L6sung (pH 8,0)

1:50 mit A. bidest. auf 1x TAE-Puffer verdiinnen

3.2.1.4 Klonierung rekombinanter DNA-Molekiile

3.2.1.4.1 Préaparation von Vektoren
Die Herstellung linearer Vektor-DNA erfolgte durch Spaltung von 2 - 5 pg Plasmid-DNA mit

der jeweiligen Restriktionsendonuklease. Zur Uberprifung der Vollstandigkeit der Reaktion
und Reinigung der DNA wurde ein Aliquot des Ansatzes auf einem Agarosegel analysiert.
Zur Verhinderung einer Religation der Vektor-DNA im folgenden Ligationsansatz wurden die
5-Enden des Vektors dephosphoryliert (siehe 3.2.1.2.4.3).

3.2.1.4.2 Ligation von DNA-Fragmenten
Die Ligation eines linearisierten und dephosphorylierten Vektors mit dem gewinschten

DNA-Fragment wurde durch die T4-DNA-Ligase (1 U/ul, Roche Diagnostics GmbH)
katalysiert. Die Ligation erfolgte in einem molaren Verhdltnis von Fragment zu Vektor von
2:1 (bei kohasiven Enden) bis 5:1 (bei glatten Enden) und einer Temperatur von 14<C.
Hierfar wurden fur den Vektor immer 100 ng DNA eingesetzt und die entsprechende Menge
DNA-Fragment mit 1 U T4-DNA-Ligase sowie 10x Ligase Puffer versetzt und der Ansatz mit
sterilem A. bidest. auf 10 oder 20 pl aufgefillt und Uber Nacht in einem Kéltethermostat
(Ecoline RE 112, Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG) bei 14 inkubiert.
Ein Kontrollansatz ohne das zu ligierende Fragment wurde parallel inkubiert. Der
Ligationsansatz konnte ohne weitere Reinigung zur Transformation kompetenter Bakterien-

Zellen des E. coli Stammes DH 10B eingesetzt werden.

3.2.1.4.3 Herstellung elektrokompetenter Bakterienz  ellen
Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurden ausschlief3lich sterile Gegenstande

und Lésungen verwendet.

10 ml einer frischen Ubernachtkultur des E. coli-Stammes ELEKTROMAX™ DH10B™ Cells
(Gibco BRL®, Invitrogen GmbH) wurden in 1 | LB-Medium aufgenommen und bei 37T in
einem Inkubationsschiittler (Innova 4430, New Brunswick Scientific GmbH) bis zu einer
optischen Dichte (A = 600) von 0,4 inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde in einer

vorgekiihlten Zentrifuge 15 Min. bei 4000xg pelletiert. Der Uberstand wurde komplett entfernt
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und das Bakterienpellet mit 1000 ml kaltem Wasser resuspendiert und wiederum pelletiert.
Dieser Vorgang musste noch zweimal wiederholt werden, wobei zuerst 500 ml kaltes Wasser
und dann 250 ml Wasser zum resuspendieren verwendet wurden. Nach dem letzen
Pelletiervorgang erfolgte die Aufnahme des Pellets in 4 - 5 ml eiskaltem sterilem A. bidest.
mit 15% Glycerol, das Aliquotieren & 50 ul in 0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalie (Eppendorf
AG) und sofortiges Schockgefrieren auf Trockeneis. Die elektrokompetenten Zellen wurden
bei —80C aufbewahrt.

3.2.1.5 Elektroporation von Bakterienzellen

Die Methode der Elektroporation von Bakterienzellen hat den Vorteil, dass, unabhangig von

der Vektorgrol3e, eine sehr hohe Transformationsrate erreicht werden kann.

Fur die Transformation wurde pro Ligationsansatz ein Aliquot (50 ul) elektrokompetenter
Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 1 - 3 ul des Ligationsansatzes versetzt. Dieser Ansatz
wurde in vorgekihlte Gene Pulser® Kuivetten (0,2 cm, Bio-Rad Laboratories GmbH)
gegeben und im Elektroporationsgerdt Gene Pulser® (Bio-Rad Laboratories GmbH) bei
2,5 kV fur 3 - 5 msec. inkubiert. Anschlieend erfolgte die Aufnahme des gesamten Ansatzes
in 500 ul LB-Medium, die Uberfuihrung in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal (Eppendorf
AG) und die Inkubation in einem Inkubationsschittler (Innova 4430, New Brunswick
Scientific GmbH) fir 1 Std. bei 37C. Danach wurden 100 pl dieses Ansatzes und, das nach
S5mintiger Zentrifugation bei 2000 rpm (Biofuge fresco, Heraeus Instruments) gewonnene
Sediment, welches in 100 pl frischem LB-Medium aufgenommen wurde, auf LB-Platten mit
Ampicillin (100 pl/ml Ampicillin, Sigma Aldrich Chemie GmbH) ausplattiert. Bakterien, welche
den Vektor aufgenommen haben sind aufgrund der Plasmid-kodierten Ampicillin-Resistenz in
der Lage, auf Ampicillin-haltigen Nahrboéden zu wachsen. Nach 14 - 18 Std. Inkubation bei
37C konnten einzelne Bakterienkolonien mit Hilfe steriler Pipettenspitzen von der

Néahrbodenplatte entnommen und fiir die analytische Plasmidisolierung verwendet werden.

3.2.1.6 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
Die ,Polymerase Chain Reaction” ist eine in vitro-Methode zur enzymatischen Synthese

spezifischer DNA-Sequenzen. Zunachst wird eine doppelstrangige DNA (Matrizen-DNA)
denaturiert. An die entstehenden komplementaren DNA-Einzelstrdnge werden anschlieend
zwei Oligonukleotid (,Primer”), die die zu amplifizierenden DNA-Region flankieren,
hybridisiert. Mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase werden, ausgehend von den
Oligonukleotiden, die jeweiligen komplementaren DNA-Strédnge synthetisiert. Eine repetitive
Folge von DNA-Denaturierung, Oligonukleotid-Hybridisierung und DNA-Synthese flhrt zu
einer exponentiellen Akkumulation der Ziel-DNA, deren Enden durch die 5-Enden der
Oligonukleotide definiert sind. Die PCR lauft in einem Volumen von 50 pl in einem 0,2 ml

Eppendorf-Reaktionsgefal? (Eppendorf AG) ab. Zu einem 50 pl Ansatz wurden 50 - 100 ng
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Matrizen-DNA (gel6st in sterilem A. bidest.), 45 pl PCR-Master-Mix (ABgene®) und
15 pmol jedes Oligonukleotides (gelost in sterilem A. bidest.) gegeben. Die Denaturierung
der Reaktion erfolgte fur 5 Minuten bei 95T wund durchlief dann 25- bis
35-mal in einem Thermocycler (GeneAmp 9600 PCR System, Perkin Elmer®) folgende
Schleife:

Denaturierung bei 95T fir 1 Minute
Hybridisierung der Oligonukleotide bei Tm, 1 Minute
Polymerasereaktion bei 72C, 2 - 3 Minuten

Die optimale Hybridisierungstemperatur musste fir jedes Oligonukleotid-Paar separat

ermittelt werden.
Dabei gilt folgende Formel:
TM=4x(G+C)+2x(A+T)

Zum Abschluss der Reaktion erfolgten eine 5-minttige Inkubation des Ansatzes bei 72T
und die Kihlung auf 4C. Die Analyse erfolgte mit einem Aliquot (10 -25 pl) oder dem

gesamten Ansatz durch Agarosegel-Elektrophorese.

3.2.2 Proteinanalytische Methoden

3.2.2.1 Western-Blot

3.2.2.1.1 Proben fir den Western-Blot

Fur den Western-Blot wurden Zellen, entweder HEF oder BHK, in einer 6-Loch-Platte, mit je
10 IE (infektibse Einheiten) pro Zelle des entsprechenden MVA infiziert und nach 24 - 48 h
durch Zugabe von 120 pl Zelllysispuffer mit einem Zellschaber (cell lifter,
Corning Incorporated Life Science) geerntet, in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald
(Eppendorf AG) uberfohrt und bei 2000 rpm fir 5 Minuten pelletiert. Das Pellet wurde
anschlie3end sofort bei -80C eingefroren. Vor dem Auftragen wurden die Proben mit 5 x

SDS-Probenpuffer versetzt und fur 5 Min. bei 95T d enaturiert.

Zelllysispuffer:

50 mM Tris-HCI (pH8,0)

150 mM NacCl

0,02% NaNj3

1% Triton X-100 oder NP-40

100 pg/ml PMSF
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3.2.2.1.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die Auftrennung von Proteinen erfolgte mit SDS-Polyacrylamid-Gelen. Zur Herstellung dieser

Gele wurden zwei Glasplatten mit den Massen 20 cm x 21 cm x 0,4 cm in eine
GielRapparatur (Bio-Rad Laboratories GmbH) mit Abstandshaltern eingespannt.

Die Gele bestanden aus einem unteren Polyacrylamid-Trenngel unterschiedlicher
Konzentration und einem oberen 6%igen Sammelgel. Die Losung fur ein 10%iges Trenngel
setzte sich aus 19,8 ml A. bidest., 16,7 ml einer 30%igen Bisacrylamid-Mischung (Protogel®,
national diagnostic), 12,5 ml einer 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 und 0,5 ml einer 10%igen
SDS-Ldsung zusammen. Danach wurden 500 pl einer 10%igen Ammoniumpersulfat-Lésung
und 20 ul TEMED (Bio-Rad Laboratories GmbH) zugesetzt. Das Trenngel wurde bis auf eine
Hohe von zirka einem Zentimeter unterhalb des Taschenformers gegossen. Zur Ausbildung
einer planen Oberflache wurde die Gellésung mit 0,2 bis 0,5 ml Butanol oder A. bidest.
Uberschichtet. Das 6%ige Sammelgel setzte sich aus 3,6 ml A. bidest., 3,4 ml einer 30%igen
Bisacrylamid-Mischung (Protogel®, national diagnostic), 2,5 ml einer 1,0 M Tris-HCI Losung
mit pH 6,8, 0,2 ml einer 10%igen SDS-L&ésung, 0,2 ml einer 10%igen Ammoniumpersulfat-
Losung und 20 pl TEMED zusammen. Nach der Polymerisation des Trenngels wurde das
Butanol oder A. bidest. abgegossen, mit der Sammelgel-Losung Uberschichtet und der
Taschenformer (Bio-Rad Laboratories GmbH) eingesetzt. Das polymerisierte Gel wurde in
eine Doppelelektrophoresekammer (Bio-Rad Laboratories GmbH) eingespannt und die
Kammer mit 1 x WB-Laufpuffer aufgefullt. 50 pl der vorbereiteten Proben (siehe 3.2.2.1.1)
wurden mit speziellen Gelloader-Spitzen (ART GEL, Molecular Bioproducts Inc.) in die

Geltaschen gefillt. Die Elektrophorese erfolgte bei 80 -120 Volt fir zirka 8 -10 Stunden.

10 x WB-Laufpuffer:
25 mM Tris-Base
192 mM Glycin

1% SDS

1 x WB-Laufpuffer:
1 Teil 10 x WB-Laufpuffer
9 Teile A. bidest.

3.2.2.1.3 Elektrotransfer von Proteinen
Nach der Gelelektrophorese (siehe 3.2.2.1.2, oben) der Proteinproben fand ein Transfer der

Proteine aus dem SDS-Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrozellulosemembran (Bio-Rad
Laboratories GmbH) nach der Semi-Dry-Transfer-Methode von KYHSE-ANDERSEN
(KYHSE-ANDERSEN 1984) statt. Fur den Transfer wurde eine Graphitblotapparatur
(Fastblot B33/B34 Whatman Biometra, Biometra GmbH i.L.) verwendet. Nach der
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elektrophoretischen Trennung der Proteine wurde das Gel abgemessen und
10 Whatman-Filterpapiere (3MM-Papier, Whatman Biometra, Biometra GmbH i.L.) und eine
Nitrozellulosemembran (Bio-Rad Laboratories GmbH) auf die Grolle des Gels
zurechtgeschnitten. Die Whatman-Filterpapiere und die Nitrozellulosemembran wurden in
Transferpuffer getrénkt. Der Aufbau der Blotapparatur erfolgte (von der Kathode zur Anode)
nach folgendem Schema:

Anode

5 x Whatman-Filterpapier

Nitrozellulosemembran

SDS-Polyacrylamid-Gel

5 x Whatman-Filterpapier

Kathode

Der elektrophoretische Transfer erfolgte bei 15 V fir 60 Min und wurde durch Anfarbung der
Nitrozellulosemembran mit Ponceau S-LOsung uberprift. Das Ponceau S konnte durch

Waschen der Nitrozellulosemembran mit PBS wieder entfernt werden.

5 x Salze fur Transferpuffer:
25 mM Tris-Base
192 mM Glycin

1 x Transferpuffer:
20% 5 x Salze
20% Methanol
60% A. bidest.

Ponceau S-Lésung:
2,63 mM Ponceau S, Na-Salz

1% Essigsaure

3.2.2.1.4 Immunodetektion von Proteinen auf Nitroze  llulosemembranen
Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte eine Inkubation der

Nitrozellulosemembran (Bio-Rad Laboratories GmbH) fiir ein bis zwei Stunden bei RT in
PBS + 1% BSA. Nach zwei Waschschritten mit PBS (jeweils 10 Minuten bei RT) wurde der
erste Antikdrper, gegen das Protein welches detektiert werden sollte, in der entsprechenden
Verdinnung in PBS + 1% BSA aufgenommen und in einer Schale auf die
Nitrozellulosemembran gegeben. Der Ansatz wurde auf einer Schwenkapparatur (WT 16,
Whatman Biometra, Biometra GmbH i.L.) fir 2 bis 4 Stunden bei RT inkubiert. Danach

erfolgten zwei Waschschritte fir 5 bis 10 Minuten mit PBS und die Inkubation mit dem
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zweiten Antikorper, ein PO-gekoppelter Anti-Spezies-Antikorper, fur 45 bis 60 Minuten bei
RT in der entsprechenden Verdinnung in PBS oder PBS + 2% FBS. Die Detektion der
Proteine erfolgte nach dreimaligem Waschen der Nitrozellulosemembran mit PBS, mittels
Chemolumineszenz (Lumilight™, Roche Diagnostics GmbH) nach Angaben des Herstellers.
Hierfir wurde die mit Chemolumineszenz-Losung bedeckte Membran in eine Plastikfolie
gegeben und ein Rontgenfilm (BioMax MR-1, Kodak GmbH) fir 5 bis 60 Sekunden
aufgelegt. Die Entwicklung des Films erfolgte mit Hilfe eines Rdntgenentwicklergerates
(Curix 60, Type 9462/106, Agfa Deutschland Vertriebsgesellschaft mbH & Cie.KG). Da der
Proteinstandard (,prestained protein marker, NEB BioLabs) nicht mit Peroxidase markiert
ist, werden dessen Proteine nicht auf dem Film dargestellt. Durch erneutes Auflegen des
Films auf die Nitrozellulosemembran, auf welcher der Proteinstandard erkennbar ist, ist die

Bestimmung der Grél3e der Proteine mdaglich.

3.2.2.2 Proteinkinetik

3.2.2.2.1 Proben fir die Proteinkinetik
Fur die Proteinkinetik erfolgte die Infektion von Zellen, entweder HEF oder BHK in einer

6-Loch-Platte, mit 10 IE pro Zelle des entsprechenden MVA und einer Inkubation fur 1 Std.
bei 4C im Kihlschrank (Bauknecht Hausgerdate GmbH). Danach wurde das Inokulum
entfernt und jedes Loch dreimal mit 2 ml Medium, welchem 2% FBS zugesetzt waren,
gewaschen. Jedes Loch wurde dann wieder mit 2 ml Medium und 2% FBS gefiillt. Die Ernte
der entsprechenden Zeitpunkte (0, 4, 8, 12, 24, 48 und 72 Stunden) erfolgte nach Zugabe
von 120 ul Zelllysispuffer mit Hilfe eines Zellschabers (cell lifter, Corning Incorporated Life
Science) und dem sofortigen Einfrieren bei -80C. Diese Prob en konnten anschlielend auf
ihren Proteingehalt in der Proteinbestimmung nach LOWRY et al. (1951) untersucht werden
(LOWRY et al. 1951).

3.2.2.2.2 Proteinbestimmung nach LOWRY etal. (1951)
Die Proteinbestimmung erfolgte durch den DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories GmbH).

Die Reaktion ist der Proteinbestimmung nach Lowry sehr ahnlich mit folgenden
Veréanderungen: die Reaktion erreicht 90% der maximalen Farbentwicklung innerhalb von
15 Minuten und die Farbintensitéat veréndert sich nach 1 Stunde um nicht mehr als 5% und
nach 2 Stunden um nicht mehr als 10%. Der Assay basiert auf der Reaktion von Protein mit
einer alkalischen Kupfer-Tartrat-L6sung und Folin-Reagenz. Wie im Lowry Assay, gibt es
zwei Schritte die zur Farbentwicklung fiihren: die Reaktion zwischen Protein und Kupfer im
alkalischem Milieu und die anschlieRende Reduktion von Folin-Reagenz durch die Kupfer-
Protein-Komplexe. Die Farbentwicklung wird in erster Linie durch die Aminoséuren Tyrosin
und Tryptophan und zu einem geringeren Anteil auch durch Cystin, Cystein und Histidin

hervorgerufen. Diese Proteine bewirken eine Reduktion des Folin-Reagenz durch den
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Verlust von 1 bis 3 Sauerstoffatomen und produzieren so eine oder mehrere von
verschiedenen mdglichen Verbindungen, die eine charakteristische blaue Farbe mit einer
maximalen Absorption bei 750 nm und einer minimalen Absorption bei 405 nm haben.

Der DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories GmbH) enthalt das Reagenz A (alkalische
Kupfer-Tartrat-Losung), das Reagenz B (verdinntes Folin-Reagenz) und das Reagenz S.
Zusatzlich enthéalt es einen bovinen Serumalbumin-Standard zur Erstellung einer Eichkurve.
Zunachst die Zugabe von 20 pl Reagenz S zu jedem Milliliter Reagenz A, diese Mischung
(A + S) war fur zirka eine Woche stabil.

Zur Erstellung der Eichkurve wurden verschiedene Verdinnungen des bovinen
Serumalbumins, mit einem Gehalt von 1,4 bis 0,2 mg/ml, hergestellt.

Zur Durchfiihrung der Proteinbestimmung wurden je 5 ul Probe oder Standardlésung in eine
Mikrotiterplatte pipettiert und anschliel3end je 25 pl Reagenz A + S zugefligt. Danach erfolgte
die Zugabe von 200 ul Reagenz B in jedes Loch und leichtes Schwenken der Platte zur
Mischung der Reagenzien. Vorhandene Blaschen wurden mit einer Pipettenspitze entfernt.
Nach 15 Minuten konnte die Absorption bei 750 nm gemessen werden. Der Proteingehalt
der Proben konnte anhand der Eichkurve, die mit dem bovinen Serumalbumin erstellt wurde,

bestimmt werden.

3.2.2.3 Nachweis von [ *S]-markierten Proteinen

3.2.2.3.1 [*S]-Markierung von Proteinen
Der Nachweis [*°S]-markierter Proteine erforderte die Infektion von HEF- oder BHK-Zellen in

6-Loch-Platten mit 10 bis 30 IE pro Zelle des entsprechenden rekombinanten MVA oder
MVAwt fur 2 Stunden bei 37C und 5% CO ,. Danach erfolgte ein dreimaliger Waschschritt
der Zellen mit DMEM ohne Methionin und Cystein und die Zugabe von je 1 ml dieses
Mediums, supplementiert mit 1% L-Glutamin und 1% Na-Pyruvat, pro Vertiefung. Auf diese
Weise wurde den Zellen Methionin und Cystein wéahrend 20 bis 30 Minuten bei 37 und
5% CO, entzogen. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 50 pCi des Redivue™
[3°S]-Methionin-/Cystein-ProMix (Amersham Bioscience Europe GmbH) zum Medium. Nach
14 Stunden wurde das Medium von jeder Vertiefung abgenommen und die Zellen mit 200 pl
RIPA-Lysispuffer fur 5 bis 10 Minuten inkubiert. Danach wurden die Zellen ein 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal? (Eppendorf AG) Uberfihrt und sofort auf Eis gegeben bzw. bei

-80<C eingefroren.

RIPA-Lysispuffer:

10 mM Tris pH 7,4

150 mM NaCl

1% Natriumdeoxycholat
1% Triton X-100
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3.2.2.3.2 SDS-Polyacrylamid- Gelelektrophorese
Von den in RIPA-Lysispuffer geernteten Zellen wurden 25pl bis 50ul mit

5 x SDS-Probenpuffer versetzt, bei 95C fur 5 Minut en aufgekocht und wie unter 3.2.2.1.1

beschrieben auf einem 12%igem SDS-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.

3.2.2.3.3 Fluorographie
Nach der Elektrophorese erfolgte die Fixation des Proteingels fur 30 Minuten bei RT in

Fixierungspuffer und anschlieRend eine 30mindtige Inkubation in Quellpuffer bei RT. Nach
dem Quellen konnte das Proteingel zwischen zwei speziellen Cellophanblattern (Bio-Rad
Laboratories GmbH) in einem Trockenrahmen (Gel Drying Frames 24 x 24 cm, Cat.No.AB-
110761, Diversified Biotech) Uber Nacht getrocknet werden. Das getrocknete Gel wurde
dann auf eine Phosphorimagerplatte (Storage Phosphor Screen GP, 20 x 25 cm,
Kodak GmbH) in einer Rontgenfilmkassette gelegt und nach 8 bis 24 Stunden konnte die
Phosphorimagerplatte im Personal Molecular imager FX (Bio-Rad Laboratories GmbH) mit

der Software Quantity One 4.1.1 (Bio-Rad Laboratories GmbH) eingelesen werden.

Fixierungspuffer:
50% Isopropanol
10% Eisessig

ad 500 ml A. bidest.

Quellpuffer:

20% Ethanol

10% Glycerin

ad 500 ml A. bidest.

3.2.2.4 Radioimmunoprazipitationsassay (RIPA)

3.2.2.4.1 Proben fur den RIPA
Die Proben fiir den RIPA wurden wie unter 3.2.2.3.1, fur [*°S] Markierung von Proteinen auf

Seite 53 beschrieben, hergestellt. Die Ernte erfolgte in 150ul RIPA-Lysispuffer und die
Lagerung in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal? (Eppendorf AG) bei -80<C.

3.2.2.4.2 Immunprazipitation
Fur die Immunprazipitation wurde 50%ige Protein-A-Sepharose™ CL-48 (PAS™, Amersham

Bioscience Europe GmbH) in PBS benutzt. Diese wurde in zwei Aliquots (A und B) von 60 pl
in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalle (Eppendorf AG) aufgeteilt und mit 500 pl Phosphat-
Puffer (PP) gewaschen. Anschliel3end erfolgte die Inkubation des Aliquots A mit 10 ul mAb3
(Anti-F-Antikorper, siehe 3.1.7.2) und 150 ul Phosphat-Puffer und des Aliquots B nur in
150 ul Phosphat-Puffer in einem Taumel-Rotator (neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs
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GmbH) fur 2 Stunden bei 4C. Danach erfolgten zwei Wasch schritte mit Phosphatpuffer und
die Inkubation mit 100l unmarkierten, uninfizierten HEF- oder BHK-Zelllysaten tiber Nacht
bei 4C im Taumel-Rotator. Nach dreimaligem Waschen mit RIPA-Puffer wurden beide
Aliquots in drei weitere Aliquots von 20 pl in Eppendorf-Reaktionsgefalle (Eppendorf AG)
aufgeteilt. Die unter 3.2.2.4.1 geernteten und markierten Zellen wurden ebenfalls aufgeteilt;
30 pl wurden als nicht immunprazipierte Kontrolle entnommen, 120 pl wurden in 150 pl
RIPA-Puffer aufgenommen und je 135 ul auf zwei Eppendorf-Reaktionsgefalle (Eppendorf
AG) aufgeteilt. Jedes 135 ul Aliquot wurde mit 30 ul PAS-Aliquot A oder Aliquot B tber Nacht
bei 4 rotierend inkubiert. Die Proben wurden sech smal in 500 pl RIPA-Puffer gewaschen.
Die gewaschenen PAS-Pellets wurden mit 20 pl 2fach SDS-Probenpuffer versetzt, die 30 pl
reinen Zelllysate wurden mit 5fachem SDS-Probenpuffer aufgenommen und bei 95 fir

5 Minuten aufgekocht.

Phosphatpuffer 0,1M pH 8,1:
A. 26,70 g Na,HPO,4.2H,0 ad 1,5 | A. bidest. (pH 9,09)
B. 1,38 g NaH,PO,.H,0 ad 100 ml A. bidest. (pH 5,08)

Zirka 70 ml der Losung B in die Lésung A geben, bis sich ein von pH 8,1 einstellt.

3.2.2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die Proben wurden wie unter 3.2.2.1.2 auf Seite 50 beschrieben auf ein 10%iges

SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen und zirka 6 bis 10 Stunden bei 100 Volt

elektrophoretisch aufgetrennt.

3.2.2.4.4 Fluorographie
Die Proteingele wurden wie unter 3.2.2.3.3 auf Seite 54 beschrieben fixiert, getrocknet und

ausgewertet.

3.2.2.5 Fusionsassay
Der Fusionsassay wurde mit Hilfe des Luziferase-Assay-Systems (Promega GmbH)

durchgefuhrt. Dieses System enthalt das lyophilisierte Luziferase-Assay-Substrat, einen
Luziferase-Assay-Puffer zum Auflésen des Substrats und 5fach Luziferase-Zellkultur-Lysis-
Puffer.

Beim Luziferase-Assay wird die Bildung der Leuchtkafer-Luziferase nachgewiesen. Hierbei
wird Licht, durch die Umsetzung der chemischen Energie der Luziferin Oxidation zu
Oxyluziferin, produziert. Die Leuchtkafer-Luziferase ist ein monomeres 61kDa Protein,
welches die Luziferin-Oxidation unter Verwendung von ATP und zweiwertigen Mg-lonen
katalysiert. In diesem Assay wurde als Reporter-Gen das Luziferase-Kontrollplasmid
verwendet (siehe dazu 3.1.6.2.1 auf Seite 40), es enthielt das Luziferin-Gen unter der

Kontrolle des Bakteriophagen T7-RNA-Polymerase-Promotors.
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3.2.2.5.1 Proben fur den Fusionsassay

Fir diesen Nachweis erfolgte die Infektion von BHK- oder HeLa-Zellen fur 90 Min. bei 37C
mit 5 IE pro Zelle MVA-BRSV-F oder MVAwt pro Vertiefung einer 6-Loch-Platte.
AnschlieBend wurden die infizierten Zellen wie in der unter 3.2.3.1.2 (Seite 57)
beschriebenen Methode mit FuGene6 mit dem pUCIILZT7pol (a) oder dem Luziferase-
Kontrollplasmid (b) transfiziert (Gruppe A). Eine weitere 6-Loch-Platte wurde mit einem der
Plasmide (a oder b) transfiziert (Gruppe B). Nach einer Inkubation von 4 Stunden wurden die
Zellen der Gruppe B zweimal mit 10 bis 20 ml Erhaltungsmedium gewaschen, trypsiniert und
das Pellet, je Vertiefung, in 1 ml Erhaltungsmedium aufgenommen. Die Zellen der Gruppe A
wurden dreimal mit Erhaltungsmedium gewaschen. Die geernteten und trypsinierten Zellen
der Gruppe B wurden dann auf die Zellen der Gruppe A gegeben und zwar immer so, dass
das Zellen die mit dem Plasmid a und b transfiziert waren, zusammen kamen. Die Ernte des

0 Stunden Punktes erfolgte sofort und dann nach 14 und 24 Stunden.

3.2.2.5.2 Extraktherstellung zur Analyse der Luzife  rase-Enzymaktivitat

Die Ernte der Zellen erfolgte nach Angaben des Herstellers mit Hilfe des Luziferase-Zelllysis-
Puffers. Dieser Puffer wurde 5fach konzentriert geliefert und die zur Ernte bendtigte Menge
wurde 1:5 mit Wasser verdiinnt und auf Raumtemperatur gebracht. Nach dem Entfernen des
Mediums vom Zellrasen erfolgte ein Waschschritt mit PBS. Anschlieend wurden 150l
Zelllysis-Puffer auf den Zellrasen gegeben und die Zellen durch leichtes hin und
herschwenken gelost. Bei HelLa-Zellen wurde die Ernte mit einem Zellschaber
(cell lifter, Corning Incorporated Life Science) unterstitzt. Die lysierten Zellen wurden in ein
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3 (Eppendorf AG) Uberfihrt auf Eis aufbewahrt. Das Lysat
wurde 10 bis 15 Sekunden auf einem Schittler (Vortex-Genie 2, Scientific Industries Inc.)
gemischt und dann fir 2 Minuten, bei 4C und 12.000 rpm zentrifugiert. Nach dem
Uberfuihren der Uberstande in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal? (Eppendorf AG) erfolgte
die Aufbewahrung bis zur Messung bei -80C.

3.2.2.5.3 Messung der Luziferase-Aktivitat

Die Luziferase-Aktivitat der einzelnen Uberstande wurde in eine 96-Loch-Platte gemessen.
Von jeder Probe wurden 20 pl in die Vertiefungen der Platte gegeben und diese
anschlielend fur die Messung in ein Microplate Luminometer mit Injection Unit
(Orion, Berthold Detection Systems) gegeben. Die Messung erfolgte mit Hilfe der Software
Simplicity 2.0 R1 (Berthold Detection Systems) mit einem Injektions-Volumen von 50ul
Luziferase-Assay-Substrat, einer Verzégerungszeit von 2.05 Sekunden und einer Messzeit

von 10 Sekunden.
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3.2.3 Virologische Methoden

3.2.3.1 Herstellung rekombinanter Viren
Zur Herstellung rekombinanter Viren wurde der Vaccinia Stamm MVA, das Isolat F6

(582. HEF-Passage) oder das von MVA-F6 ageleitete MVAllnew verwendet
(MEYER et al. 1991; STAIB et al. 2003).

3.2.3.1.1 Infektion von Zellkulturen
Die Infektion von Zellen erfolgte meist mit 0,1 - 10 oder auch 10 - 30 IE Virus pro Zelle.

Hierzu wurden Zellen in 6-Loch-Platten ausgesat und nach Erhalt einer konfluenten
Einschichtkultur, die Zellzahl pro 6-Loch-Vertiefung bestimmt (siehe 3.1.3.2.7). Anhand der
Zellzahl konnte dann die Infektionsdosis des Virus nach entsprechender Verdinnung in
Erhaltungsmedium préazise eingestellt werden. Virus-Suspensionen wurden in einem
Volumen von 1 ml auf die Zellen einer Vertiefung verimpft und anschlieRend fir 60 Min. bei
4 adsorbiert bzw. bei 37<C inkubiert.

Trypanblau-L6sung:
0,5% Trypanblau in PBS (Bei RT stabil fir einen Monat)

3.2.3.1.2 Transfektionen
Die Herstellung von rekombinantem MVA erfolgte durch DNA-Transfektion von mit

Ausgangsvirus  (MVAwt)-infizierten HEF- oder BHK-Zellen mit Insert-tragenden
Transfervektorplasmiden. Rekombinante Viren entstanden dabei durch homologe
Rekombination der DNA des Virusgenoms mit den MVA-DNA-Sequenzen der

Plasmidvektoren.

3.2.3.1.2.1 Transiente Transfektion
Die Expression eines klonierten Fremdgens wurde in Vorversuchen auf BHK-Zellen tberpriift

(=Transiente Genexpression). Subkonfluente BHK in einer 6-Loch-Platte wurden mit
5 IU/Zelle MVAwt infiziert. Nach der Virusadsorption (1 Std., 37C, 5% CO ,; siehe auch
3.2.3.1.1) wurde das Inokulum entfernt, die Zellen mit 1 ml frischem Erhaltungsmedium
Uberschichtet und anschlie@end mit der Transfervektor-DNA transfiziert. Die Transfektion
erfolgte mit Hilfe des FuGene™ 6 Transfektions-Reagenz (Roche Diagnostics GmbH) nach
Angaben des Herstellers. Dazu wurde wahrend der Virusadsorption, der Transfektionsansatz
vorbereitet. 6 yl FuGene™ 6 Reagenz wurden in 94 yl EMEM verdinnt, 5 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert und tropfenweise in ein Reaktionsgefal3, welches 1 - 2 ug der
entsprechenden Vektorplasmid-DNA-Maxi-Praparation (1ug/ul) enthielt, Gberfihrt. Nach
einer Inkubationszeit von 15 Min. bei Raumtemperatur wurde der Transfektionsansatz in den
Zellkulturtberstand pipettiert und die Zellen bei 37C und 5% CO ,-Atmosphare fir 48 Std.

inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit erfolgte die Ernte der Zellen aus der Vertiefung mit
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Hilfe eines sterilen Plastikschabers und die Uberfiihrung in ein 2 ml Eppendorf-
Reaktionsgefald (Eppendorf AG). Das geerntete Zellmaterial wurde pelletiert, in Lysispuffer
aufgenommen und bei -80C gelagert. Die Anwesenheit von rekombinanten Proteinen
konnte anschlieBend durch Western-Blot-Analyse wie unter 3.2.2.1 auf Seite 49

beschrieben, Gberprift werden.

Zelllysispuffer:

50 mM Tris-HCI (pH8,0)

150 mM NacCl

0,02% NaN;

1% Triton X-100 oder NP-40

100 pg/ml PMSF

3.2.3.1.2.2 Stabile Transfektion

Fur die stabile Transfektion wurden subkonfluente HEF- oder BHK-6-Loch-Platten mit
0,05 IU/Zelle MVAwt infiziert. Nach der Virusadsorption von 90 Min. bei 37C und
5% CO,-Atmosphére erfolgte die Transfektion mit der Transfervektor-DNA durch das
FuGene™ 6- Reagenz. Die Ernte erfolgte nach Inkubation von 48 Std. bei 37C und 5%
CO,-Atmosphére. Der Transfektionsansatz wurde anschlieBend gefriergetaut und die Virus-

Suspension als 0. Passage bei -80C gelagert.

3.2.3.1.3 Ernte Virus-infizierter Zellen

3.2.3.1.3.1 6-Loch-oder 12-Loch-Platten

Die Ernte von Virus-infizierten Zellen in den verschiedenen Loch-Platten erfolgte mit einem
sterilen Zellschaber (cell lifter, Corning Incorporated Life Science). Die infizierten Zellen in
den einzelnen Vertiefungen wurden mit dem Schaber abgelést und mit einer Pipette in ein

Eppendorf-Reaktionsgefall (Eppendorf AG) tberfihrt.

3.2.3.1.3.2 Zellkulturflaschen

Die Ernte von Virus-infizierten Zellen in Zellkulturflaschen verschiedener Gro3en (T85, T185
oder T225) erfolgte entweder mit speziellen langen Zellschabern (disposable cell scraper,
Greiner Bio-One GmbH) oder bei der Ernte einer gréReren Anzahl von Flaschen auch durch

Gefriertauen der Kulturen in den Plastikflaschen.
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3.2.3.1.4 Transiente Wirtsselektion rekombinanter V. iren
Diese Selektionstechnik beruht auf dem Unvermodgen von MVA auf RK13-Zellen zu

wachsen. Die voritibergehende Insertion des vacciniaviralen Wirtszellgens K1L ermdglicht
das Wachstum von rekombinanten MVA auf dieser Zelllinie, die somit einfach isoliert und
kloniert werden kénnen. Dabei bilden MVA-Viruspartikel, welche das K1L-Gen exprimieren,
auf RK13-Zellen typische Zelltrauben-ahnliche Infektionsherde aus (Abbildung 28 auf
Seite 80).

Nach der Durchfuhrung der unter 3.2.3.1.2.2 (Seite 58) beschriebenen stabilen Transfektion,
erfolgte das Gefriertauen des geernteten Transfektionsansatzes und anschlieRendem
dreimaligem Beschallen fir 1 Min. auf Eiswasser in einem Becher-Ultraschallgerat auf
maximaler Stufe (BANDELIN electronic GmbH & Co. KG) (um zellassoziierte Viruspartikel
oder Virusaggregate zu vereinzeln). Danach wurde der Transfektionsansatz auf
subkonfluente RK13-Zellen, als 1. Passage, in verschiedenen Verdinnungen nach

folgendem Schema ausgesat:

Abbildung 15: Verdunnungsschema fir die Passagierung zur Herstellung von
rekombinantem MVA

Die Uberpriifung der Platte unter dem Mikroskop auf die Bildung von Zellagglomeraten
(Plagues) erfolgte jeden Tag. Jedes einzelne Zellagglomerat stellte einen rekombinanten
Virusklon dar. Die ersten Plagues konnten meistens schon nach zwei Tagen erkannt werden,
diese wurden mit einem dinnen Folienstift an der Unterseite der Platte angezeichnet und
weiter beobachtet. Am 3. bis 5. Tag nach der Infektion konnten einzelne Aggregate
rekombinanter Viren durch Ansaugen mit einer sterilen Pasteurpipette oder einer 100 pl
Pipette isoliert werden. Das Anzeichnen der Plagues an der Unterseite erleichterte die
Selektion unter sterilen Bedingungen. Die Aufnahme der Plaqueisolate erfolgte in 500 pl
Medium EMEM + 2% FBS in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal (Eppendorf AG). In
der Regel wurden 10 bis 30 solcher Plaques aus der 1. Passage ausgewdhlt. Diese klonalen
Isolate wurden, wie beschrieben, dreimal gefriergetaut und mit Ultraschall behandelt. Zirka
100 bis 200 pl der Isolate fanden zur Infektion subkonfluenter RK13-Zellen in 6-Loch-oder
12-Loch-Platten Verwendung (siehe Abbildung 15). Alternativ konnte die 1. Passage auch
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als Blindpassage durchfiihrt werden, dabei wurde der komplette Uberstand einer Vertiefung
abgenommen, zirka die Halfte wieder direkt auf subkonfluente RK13-Zellen tberfihrt und
nach demselben Schema verdinnt (siehe Abbildung 7). Klone, welche nur einen Single-
cross-over vollzogen hatten und somit nicht rekombinant waren, zeigten in Folge fehlender
Expression des K1L-Gens, bei weiteren Passagen kein Wachstum mehr. Insgesamt
erfolgten zirka drei Passagen auf RK13-Zellen und danach, zur genetischen Uberpriifung der

einzelnen Klone durch PCR, eine Amplifikation zur DNA-Gewinnung.

3.2.3.1.5 Uberpriifung rekombinanter Virusklone

3.2.3.1.5.1 Amplifikation der einzelnen Virusklone
Die Amplifikation von Virusisolaten erfolgte auf HEF-, BHK- oder RK13-Zellen. Dazu wurden

zirka 200pl eines einzelnen Isolats in eine Vertiefung einer 12-Loch-Platte ausgebracht. Zur
besseren Adsorption der Virionen an den Zellen wurde das gesamte Medium der Vertiefung
entnommen und das Virusmaterial fir zirka eine Stunde bei 37T und 5% CO , inkubiert und
anschliel3end die Vertiefung mit Erhaltungsmedium aufgefillt. Nach etwa 24 bis 72 Stunden,
nach Ausbildung eines fast vollstdndigen zytopathischen Effekts, erfolgte die Ernte der
Zellen in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal’ (Eppendorf AG). Diese wurden bei 2.000 rpm
in einer Zentrifuge (Biofuge fresco, Heraeus Instruments) fur 5 Minuten pelletiert, der

Uberstand verworfen und das Pellet in 500ul TE-Puffer aufgenommen.

TE-Puffer:
10 mM Tris-HCI
0,1 mM EDTA (pH 8,0)

3.2.3.1.5.2 Extraktion der viralen DNA
Zum Entfernen von Proteinen erfolgte die Inkubation des aus der Amplifikation gewonnenen

Pellets mit Proteinase K (Sigma Aldrich Chemie GmbH). Dazu wurde das in 500ul TE-Puffer
aufgenommene Pellet mit 50ul 10x TEN-Puffer, 23ul 20%SDS und 50 pl Proteinase K-
Lésung (1 mg/ml in 1 mM CacCl,) versetzt und bei 56 ein bis vier Stunden (oder auch Uber
Nacht) in einem Blockthermostat (BT 1302, HLC Bio Tech — Haep Labor Consult) inkubiert.
Danach erfolgte eine Aufreinigung durch Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanolfallung
(siehe 3.2.1.1.3, Seite 44). Das resultierende DNA-Pellet wurde in 30 bis 50 pl sterilem

A. bidest. aufgenommen.

TEN-Puffer (10x, pH 7,8)
20 mM Tris-HCI

1 mM EDTA

0,15 M NacCl
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3.2.3.1.5.3 PCR-Analyse viraler DNA
Die PCR-Analyse erfolgte mit 2 - 3 pl der extrahierten Virus-DNA und den unter 3.1.5.1

(Seite 37) beschriebenen Oligonukleotiden fir den Deletionsbereich, in der das Fremdgen
inseriert werden sollte. Die Durchfiihrung der PCR erfolgte wie im Abschnitt Materialien unter
3.2.1.6 (Seite 48) beschrieben.

3.2.3.1.6 Deletion/Entfernung des K1L-Markergens au s rekombinanten MVA
Nachdem die PCR-Analyse ergab, dass einzelne Virusklone frei von MVAwt waren, erfolgten

weitere Passagen zur Entfernung des Ki1L-Markergens auf HEF-Zellen. 200 bis
300 pl des letzten RK13-Plagueisolates wurden hierzu auf eine subkonfluente 6-Loch-Platte
mit HEF-Zellen in verschiedenen Verdinnungen (Abbildung 15) ausgebracht. Nachdem das
Virusmaterial zwei bis 4 Stunden adsorbiert hatte, erfolgte eine Uberschichtung der Zellen
mit Low Melting Point Agarose (L.M.P. Agarose, Gibco BRL®, Invitrogen GmbH). Die
Uberschichtung erforderte die Herstellung einer 2%igen Low Melting Point Agarose-Lésung,
welche in der Mikrowelle aufgekocht wurde, und die Supplementierung von 2x MEM mit
4% FBS und 2% AB-AM. Beides wurde bis zur Benutzung im Wasserbad bei 37C
aufbewahrt. Kurz vor Ablauf der Adsorptionszeit wurde die Agarose und das 2x MEM im
Verhaltnis 1:2 gemischt und zur Vermeidung des Festwerdens in einem Becherglas mit 37C
warmen Wasser aufbewahrt. Nach dem Entfernen des Virusinokulats erfolgte die
Uberschichtung der Zellen mit je 2 ml der hergestellten Mischung. Nach dem Festwerden der
Agarose bei Raumtemperatur, wurden die Platten im Brutschrank bei 37<C und 5% CO, fur
weitere zwei bis vier Tage inkubiert. Die makroskopische und mikroskopische Untersuchung
der Platten auf Plaquebildung erfolgte taglich. Spatestens am 4. Tag wurden in der
Verdinnung, in der nur noch vereinzelt Plaques zu erkennen waren, diese durch Ansaugen
isoliert und in 500ul Erhaltungsmedium aufgenommen (siehe 3.2.3.1.4, Seite 59). Die Klone
wurden nach jeder Passage amplifiziert, die DNA extrahiert und durch PCR-Analyse mit

K1L-spezifischen Oligonukleotiden tberpruft.

2%ige L.M.P. Agarose:
2 g Low Melting Point Agarose
ad 100 ml A. bidest.

3.2.3.1.7 Amplifikation von rekombinanten MVA
Nach der Passagierung auf RK13-Zellen und HEF-Zellen und entsprechender Uberpriifung

der DNA der rekombinanten Virusklone mittels PCR mit spezifischen Oligonukleotiden,
wurde ein Wildtyp- und K1L-Markergen freier Virusklon ausgewahlt und als Mutterklon zur
Amplifikation eines Virusstocks verwendet. Die Amplifikation zu einem Primérstock, der dann
als Ausgangsstock fiir den Virus-Arbeitsstock und den Virus-Impfstock diente, erfolgte nach

folgendem Schema:
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Abbildung 16: Schema flr die Amplifikation von rekombinantem MVA

3.2.3.1.8 Titration von Viren durch Immunfarbung

Die Ermittlung der Infektiositdt in IE/ml (infektibse Einheiten pro ml) einer
Virusstockpraparation erfolgte durch Sichtbarmachung MVA-infizierter Zellen, sogenannte
Plagues, durch spezifische Immun-Peroxidase-Farbung. Fur die Titration von MVA wurden
subkonfluente HEF-Zellen in 6-Loch-Platten verwendet. Das Virusmaterial, entweder ein
Arbeitsstock oder eine Impfstoffpraparation, wurde aufgetaut und dreimal fir eine Minute in
einem Becher-Ultraschall-Gerat (BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Germany) auf Eis
beschallt. AnschlieRend erfolgte die Verdiinnung des Virusmaterials in 10er Schritten, von
10 bis 10°®, in 3 ml Erhaltungsmedium. Jeweils 1 ml dieser Verdiinnungen wurde auf zwei
6-Loch-Platten im Doppelansatz ausplattiert, von 10* bis 10°. Nach einer 2stiindigen
Inkubation der Platten bei 37C und 5%iger CO ,-Atmosphére erfolgte der Austausch des
Inokulums durch Erhaltungsmedium. Nach weiteren 48 Stunden konnte das Medium von den
Zellen entfernt und zur Fixierung der Zellen je Vertiefung, 2 ml einer 1:1 Methanol-Aceton
Mischung zugegeben werden. Nach 5 Minuten bei RT wurde das Gemisch abgenommen
und die Platten luftgetrocknet. Anschliel3end erfolgte eine Inkubation der Platten mit je 2 ml
des Blockpuffer (PBS pH 7,4 + 3% FBS) pro Vertiefung fur zirka 10 bis 60 Minuten.

Die Durchfihrung der folgenden Schritte erfolgten alle bei RT auf einer Schwenkapparatur
(Polymax 1040, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG). Die Platten wurden fur eine Stunde
mit 1 ml pro Vertiefung einer 1:1000 verdinnten Anti-Vaccinia-Antikdrper-Losung in
Blockpuffer inkubiert. AnschlieRend erfolgte zweimal ein Waschschritt der Platten fir

5 Minuten mit PBS und eine 45mindtige Inkubation mit dem zweiten Antikorper, einem
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Peroxidase-gekoppelten Anti-Kaninchen-Antikorper, ebenfalls in einer Verdinnung von
1:1000 in Blockpuffer. Nachdem die Platten zweimal mit PBS gewaschen wurden, konnte
das Substrat fir die Meerrettich-Peroxidase vorbereitet werden. Hierfir musste eine
gesattigte Dianisidine-Losung durch Zugabe einer Messerspitze Dianisidine in ein 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal (Eppendorf AG) und 1 ml 100%igem Ethanol hergestellt werden.
Diese Losung wurde fur zirka 5 Minuten auf einem Schittler (Vortex-Genie 2, Scientific
Industries Inc.) gemischt und bei zirka 6.000 rpm fir 30 bis 60 Sekunden zentrifugiert
(Biofuge fresco, Heraeus Instruments). Der Uberstand konnte anschlieBend durch einen
Filter von 0,4 bis 0,2 um filtriert werden und 300 pl dieser gesattigten und filtrierten Lésung
wurden dann auf 10 ml PBS gegeben und mit 10 pl einer 30% H,O,-Lésung supplementiert.
0,5 bis 1 ml dieses Substrates wurden je Vertiefung auf die Zellen verteilt. Nach einer
Inkubation von 5 bis 20 Minuten erfolgte eine Braunfarbung MVA-infizierter Zellfoci.

Die Bestimmung des Titers einer Viruspraparation erfolgte durch Auszahlung der Anzahl
gefarbter Foci. Die genauesten Ergebnisse wurden durch Auszahlung von Vertiefungen mit
20 bis 100 Foci erzielt. Aus der Anzahl der Foci des Doppelansatzes wurde der Durchschnitt
gebildet und diese Zahl mit der Verdinnung multipliziert um den Titer als IE/ml zu erhalten.
Diese Methode kann auch mit Antikdrpern gegen das inserierte Fremdgen durchgefihrt

werden und dient somit gleichzeitig zum Nachweis der Proteinexpression.

Blockpuffer fir den Immunostain:
PBS (pH 7,4)
3% FBS

3.2.3.1.9 Herstellung von Impfstoffpraparationen
MVA-Virus-Suspensionen kénnen von Zelltrimmern und rekombinantem Protein mittels

Ultrazentrifugation durch Saccharose-Losungen gereinigt werden. Dazu erfolgte die
Verdinnung des Virusmaterials in einem 50 ml Falkon mit 10 mM Tris-HCI-Lésung pH 9,0
auf ein Volumen von 20 bis 30 ml und die Behandlung mit einer Ultraschall-Nadel (TS 73,
BANDELIN electronic GmbH & Co. KG). Die Beschallung auf Eis erfolgte jeweils dreimal fir
15 Sekunden bei 80% Starke und dreimal fir 15 Sekunden bei voller Starke. Anschliel3end
erfolgte zur Entfernung von groRen Zelltrimmern (,clarifying”) eine Zentrifugation des
Virusmaterials bei 2500 rpm fir 5 Minuten in einer Zentrifuge (Megafuge 1,0R,
Heraeus Instruments). In der Zwischenzeit erfolgte die Vorbereitung der Saccharose-Kissen.
Hierzu wurden Ultrazentifugations-Rohrchen (SW 28, Beckman Coulter GmbH — Biomedical
Research) zur Halfte mit 36% (V/V) Saccharose befillt und mit einem gleichen
Volumenanteil des Uberstands des beschallten Virusmaterials (iberschichtet. Danach
erfolgte eine Zentrifugation bei 13.500 rpm fur 90 Minuten in einer Ultrazentrifuge (Optima™

LE-80K, Beckman Coulter GmbH — Biomedical Research). Der Uberstand wurde
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anschlieend vorsichtig dekantiert und das Pellet in 10 mM Tris-HCI-Lésung pH 9,0
aufgenommen, dabei sollte das Volumen so gering wie moglich gehalten werden (zirka

300 - 500 pl pro Rohrchen). Die Aufbewahrung der Impfstoffpraparation erfolgte bei — 80C.

3.2.3.1.10 Sterilitatsprufung von Impfstoffpraparat  ionen

3.2.3.1.10.1 Sterilitatsprifung in nicht supplementiertem Medium
Die einfachste Methode zur Sterilitdtsprifung stellte die Zugabe eines Aliquots der

Impfstoffpraparation in Medium ohne Pen-Strep (BioWhittaker™, Cambrex) dar. Eine
Mischung aus 5 ml Medium und 5 ul der Impfstoffpraparation wurden in einer Petrischale
(Zellkulturschale, 50 x 20 mm, Greiner Bio-One GmbH) flr zwei bis sieben Tage bei 37C
und 5% CO, inkubiert. Dabei erfolgte taglich eine makroskopische und mikroskopische

Untersuchung auf Bakterienkontaminationen.

3.2.3.1.10.2 Sterilitatsprufung auf speziellen Agarplatten
Eine weitere Mdglichkeit der Prifung der Sterilitdt einer Impfstoffpréaparation erfolgte auf

Agarplatten. Hierbei fanden verschiedene Agarplatten, zum Nachweis unterschiedlicher
Keime, Verwendung. Columbia- oder ,Blut‘-Platten ermdglichen das Wachstum der meisten
Keime, ,Kochblutplatten® den Nachweis von sehr empfindlichen Keimen und zusatzlich
wurden McConkey-Platten mitgefiihrt, zum Nachweis von Enterobacteriaceae. Die
Beimpfung dieser Platten erfolgte mit einem Aliquot der Impfstoffpraparation mittels

Drei-Osenausstrich und einer Bebriitung von 24 Stunden bei 37C und 5% CO ».

3.2.3.2 Charakterisierung rekombinanter Viren

3.2.3.2.1 PCR-Analyse der viralen DNA
Eine wiederholte Uberpriifung des DNA-Genoms der Viruspraparationen rekombinanter

MVA-Viren erfolgte durch PCR-Analyse (siehe 3.2.1.6) mit spezifischen Oligonukleotiden
(siehe 3.1.5). Zu diesem Zweck wurden Oligonukleotide der Deletion, in die das Fremdgen
inseriert wurde, Fremdgen-spezifische Oligonukleotide, zum Nachweis des inserierten Gens
und KiL-spezifische Oligonukleotide, zur Uberprifung der Abwesenheit des

K1L-Markergens, verwendet.

3.2.3.2.2 Untersuchung der Vermehrungsfahigkeit der rekombinanten Viren

3.2.3.2.2.1 Infektion mit hoher MOI (multiplicity of infection; Ein-Schritt-Wachstumskurve,
one step growth curve)

Durch diese Wachstumsuntersuchung kann die Menge neu gebildeter Viruspartikel pro

infizierte Zelle analysiert werden. Hierfir erfolgte eine Infektion von HEF-Zellen mit 10 IE pro
Zelle und die Ernte der infizierten Zellen nach 0, 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden. Die Ansatze
wurden dreimal eingefroren und aufgetaut, anschlieRend dreimal eine Minute im Becher mit
Ultraschall (BANDELIN electronic GmbH & Co. KG) behandelt und jeder Zeitpunkt auf
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HEF-Zellen titriert (siehe 3.2.3.1.8 auf Seite 62). Danach erfolgte die Bestimmung der Titer
der einzelnen Zeitpunkte und die Auswertung in einem Diagramm mit Hilfe der Software

Excel 2000 (Microsoft Corporation).

3.2.3.2.2.2 Infektion mit geringer MOI (Mehr-Schritt-Wachstumskurve, multiple step growth
curve)

Bei der ,multiple-step“-Wachstumskurve erfolgte die Infektion von HEF-Zellen mit nur 0.01 IE

pro Zelle, hierbei kann zusétzlich zur Bildung neuer infektioser Partikel auch die Zell- zu
Zellausbreitung des rekombinanten MVA, Uberprift werden. Die Ernte der infizierten Zellen
erfolgte zu den Zeitpunkten 0, 12, 24, 48 und 72 Stunden nach Infektion. AnschlieRend
wurde die Infektiositat durch Titration auf HEF-Zellen bestimmt. Die Auswertung erfolgte auf

dieselbe Art und Weise wie fir die Ein-Schritt-Wachstumskurve beschrieben.

3.2.3.2.2.3 Replikationsdefizienzassay

Diese Wachstumsuntersuchungen wurden nach der ,Allgemeinen Stellungnahme der ZKBS
zur Risikobewertung des rekombinanten Vacciniavirus MVA®, 6790-10-74 vom Juni 2002,
durchgefuhrt. Rekombinante MVA, die der Risikogruppe 2 zugeordnet werden, kénnen nach
Prifung ihrer Unfahigkeit zur Replikation auf den humanen Zelllinien HeLa oder HaCat, auf

Risikogruppe 1 herabgestuft werden.

Zum Nachweis dieser erhaltenen Replikationsdefizienz nach Insertion von Fremdgenen
erfolgte die Infektion von HelLa-Zellen mit den rekombinanten MVA, MVAwt und CVA mit
einer MOI von 0,05. Nach 60-minutiger Adsorption der Viren bei 37C und 5% CO , wurde
das Inokulum entfernt und die Zellen dreimal mit Erhaltungsmedium gewaschen. Die Ernte
der Zellen erfolgte nach Adsorption bzw. 72 Stunden Infektion. Die Vermehrungsfahigkeit der
Viren konnte durch Rdcktitration der Infektiositat des zu den verschiedenen Zeitpunkten
geernteten Virusmaterials auf BHK-Zellkulturen bestimmt und mit Hilfe der Software Excel

2000 (Microsoft Corporation) ausgewertet werden.

3.2.4 Tiermodelle
3.2.4.1 Mausmodell

3.2.4.1.1 BALB/c-Mause (H-2 %
Experimente in diesem Mausmodell wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Wieslawa Olszewska

und Prof. Dr. Peter Openshaw vom Imperial College (London, UK) durchgefihrt.

Die 8 - 12 Wochen alten Tiere wurden von Harlan Olac Ltd. (Blackthorn Bicester, England)

bezogen und wurden unter SPF (specific pathogen-free)-Bedingungen gehalten.
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3.2.4.1.1.1 Immunisierung und Infektion der Mause
H-2°-Mé&use wurden in Gruppen von 4 bis 6 Tieren gehalten und zweimal im Abstand von

3 Wochen mit 1 x 108 pfu MVA-HRSV-F, MVA-HRSV-G oder MVAwt immunisiert.

Als positive Kontrollgruppe wurde eine Gruppe i.m. mit 50 pl FI-RSV immunisiert. Drei

Wochen nach der zweiten Immunisierung wurden die Mause intranasal mit HRSV
(1.2x 10° IE in 50 pl) infiziert und auf Gewichtsverlust und Krankheitszeichen beobachtet.
Vier Tage nach der Infektion wurden die Mause zur Organentnahme (Lunge) getotet
(siehe Abbildung 17).

do d21 d42 d46

IR

1. Vakzination 2. Vakzination HRSV-  Totung +

Infektion Organentnahme
Abbildung 17: Immunisierungsschema der BALB/c-(H-2°)-Mé&use.

3.2.4.1.2 Blutentnahme
Die Blutentnahme erfolgte entweder unter Athernarkose am retrobulbdren Venenplexus oder

durch Inzision der Schwanzvene.

3.2.4.1.3 Bronchoalveolare Lavage (BAL)
Vier Tage nach der Infektion wurden die Mause getétet und die Lungen mit 1 ml einer 12 mM

Lidocain-Lésung in Eagle's MEM geflillt, gespilt und die erhaltene BAL-Suspension in sterile
Eppendorf-Reaktionsgefal (Eppendorf AG) auf Eis gegeben. 100 pl jeder BAL-Probe
wurden auf Objekttrdgern zytozentrifugiert, mit Hamatoxilin und Eosin gefarbt und
ausgezahlt. Die Uberstande der BAL-Proben wurden zur Messung von IL-12- und

IL-18- Zytokinen verwendet.

3.2.4.1.4 Quantifizierung von HRSV in Lungen infekt  idser Mause
Um den Gehalt von infektibsem Virus in den einzelnen Lungenhomogenaten zu

verschiedenen Tagen nach der Infektion mit HRSV-Subtyp A2 zu messen, wurden in PBS
homogenisierte Lungengewebe bei 4000 rpm fiir 4 Min. zentrifugiert und die Uberstande im
Zweifachansatz auf HEp-2-Zellen titriert. Als Positiv-Kontrolle diente eine Viruspraparation
mit bekanntem Titer. Nach 24 Std. Inkubation bei 37 und 5%iger CO ,-Atmosphére wurden
die Zellmonolayer gewaschen und mit Peroxidase-konjugiertem Anti-RSV-Antikorper aus der
Ziege (Biogenesis Ltd., England) inkubiert. Die Herde infizierter Zellen wurden durch
DAB-Farbung (Sigma Aldrich Chemie GmbH) sichtbar gemacht und unter dem
Lichtmikroskop gezahlt.
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3.2.4.2 Rindermodell

Die Immunisierungsexperimente in Kalbern erfolgten in Zusammenarbeit mit A.F.G. Antonis,
Department of Infection Biology, Animal Sciences Group, Wageningen University and
Research Centre, Lelystad, Niederlande. Hierbei sollten die MVA-BRSV-F- und
-G-Impfstoffe im Vergleich zu einer PBS-Vergleichsgruppe auf ihre Vertraglichkeit,
Immunogenitat und Schutzwirkung gegen BRSV-Infektion getestet werden. 2003 entwickelte
ANTONIS et al. dieses Infektionsmodell zur Evaluierung von BRSV-Test-Impfstoffen
(ANTONIS et al. 2003). Hierbei konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die FI-BRSV-
Vakzination, wie auch FI-HRSV-Impfung in Kindern, eine immunpathogene Symptomatik

nach RSV-Infektion hervorruft.

3.2.4.2.1 Aufbau des Immunisierungs- und Infektions  modells

In diesen Experimenten kamen 18 unter SPF-Bedingungen gehaltene Kalber im Alter von
4 Wochen zur Verwendung. Die Verteilung der 18 Kalber erfolgte in 3 Gruppen mit jeweils
6 Tieren, wobei mannliche und weibliche Tiere zu gleichen Anteilen vertreten waren. Diese
Kalber wurden durch Sectio caesarea entbunden und ohne Kolostrum aufgezogen. Die
Futterung erfolgte bis zur Entwdhnung in der 6. Lebenswoche mit einem speziellen
Milchaustauscher (Denkaveal Start, Denkavit Nederland BV), welcher frei von Antikdrper war
(negativ getestet gegen BVDV, PI3 and BRSV, Antikérper gegen das gB-Protein von BHV-1
waren nachweisbar, jedoch negativ im BHV-1 gE ELISA). Die Unterbringung erfolgte in
speziellen isolierten Einheiten unter kontrollierten Umweltbedingungen und die Identifizierung
der einzelnen Tiere wurde durch Ohrmarken gesichert. Nur eingewiesenes Personal,

welches direkt am Experiment beteiligt war, hatte Zutritt zu diesen Laboreinheiten.

Die Impfungen erfolgten jeweils am Tag 0 und Tag 21 durch intramuskulare Inokulation; in
Abbildung 18 (auf Seite 68) ist das Immunisierungsschema dargestellt. Die erste Impfung
wurde auf der rechten Halsseite und die zweite auf der linken Halsseite intramuskular (i.m.)
appliziert. Am Tag 126 wurden die Tiere intranasal mit einem virulenten, in vivo passagierten
BRSV-Feldisolat (Stamm Odijk) infiziert. Dieser Stamm wurde bei einem Ausbruch einer
akuten respiratorischen Erkrankung einer Herde im Dezember 1991 in Odijk in den
Niederlanden isoliert (VAN DER POEL et al. 1996). Das Gruppenschema ist in Tabelle 3

dargestellt; sie zeigt die Gruppenaufteilung mit Impfstoffen und Impfdosen.
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do d21 d 126 d 142
1. Vakzination 2. Vakzination BRSV-Infektion Euthanasie

Abbildung 18: Immunisierungsschema zum Kalberexperiment. Die Vakzination erfolgte je
nach Gruppe mit den in Tabelle 3 angegebenen Impfstoffen und Impfdosen. Am Tag 126
(d 126) erfolgte die intranasale BRSV-Infektion mit einem virulenten, in vivo passagierten
BRSV-Feldisolat (Stamm Odijk). Am Tag 142 (d 142) wurden die Tiere durch intravenose
Injektion von Pentobarbital getdtet und entblutet.

Tabelle 3: Schema und Gruppenaufteilung, Impfstoffaplikationen und -dosen. Die Gruppe
TO2 erhielt 1 x 10° pfu MVA-BRSV-F und die Gruppe T03 erhielt jeweils 1 x 10° pfu MVA-
BRSV-F und MVA-BRSV-G. Die Tiere der Gruppe T04 erhielten 2 ml einer PBS-L6sung.

Gruppennr. Impfstoff Dosis Anzahl Tiere
TO2 MVA-BRSV-F 1x10° 6
TO3 MVA-BRSV-F 1x 10%+ 1x 10° 6
+ MVA-BRSV-G
TO4 Mock-Vakzine 2 ml PBS 6

Die Tiere wurden taglich auf ihren Allgemeinzustand untersucht; ab dem 2. Tag nach der
RSV-Infektion (vergl. Abbildung 18) bis zum Ende des Experiments erfolgte diese
Untersuchung zweimal taglich. Das Gewicht der Tiere wurde am Tag der ersten Impfung
(d 0) und am Tag der Euthanasie (d 142) dokumentiert. Blutentnahmen zur Serumgewinnung
erfolgten an den ersten drei Tagen nach der Sectio caesarea (d-30, -29, -28) und dann
wdchentlich bis zur Tag der RSV-Infektion, ab dem 5. Tag nach der Infektion (d131) taglich.
Heparinisiertes Blut wurde ab dem 2. Tag nach der RSV-Infektion (d128) taglich bis zum
Ende des Experiments entnommen. Nasenabstriche und Bronchoalveolare Lavagen (BAL)
wurden nach der RSV-Infektion and den Tagen 128, 132, 135 und 138 entnommen. Das

Experiment wurde 16 Tage nach der Infektion, durch Tétung der Tiere durch intravendse
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Injektion von Pentobarbital und Entbluten, beendet. Tabelle 4 zeigt die Untersuchungen,

welche mit den gewonnenen Proben durchgefihrt wurden:

Tabelle 4: Ubersicht uber die Untersuchungen, welche an den gewonnenen Proben
vorgenommen wurden.

Serum

Serologie auf BRSV und andere pathogene respiratorische Erreger (BVDV, Pl;und BHV1)

heparinisiertes Blut

BVDV Antigen ELISA (nur am Tag der Geburt, d-30)

WBC (white blood cells, weil3e Blutzellen)

FACS Analyse

Plasma-Laktat-Konzentration

Nasenabstriche

IgA Messung

BAL (Bronchoalveolare Lavagen)

BRSV-Isolation und -Titration

Serologie (IgA, IgE)

ELISPOT (Zytokinmessung)

Zytokin-PCR-Analyse

BAL-Zellen

FACS-Analyse (BRSV-spezifische CD8"-T-Zellimmunantworten)

Zellzahlung und -differenzierung

Die ,post mortem“-Untersuchung schloss die Inspektion der Lungen, sowie die
Probenentnahme aus diesem Organ fir die Histologie ein. AuRerdem erfolgte die Entnahme

lymphoiden Gewebes zur FACS-Analyse.

3.2.4.3 ELISA

3.2.4.3.1 Vaccinia-spezifischer ELISA
Die Messung Vaccinia-spezifischer Serum-Antikorper erfolgte mit Hilfe eines ELISA

(modifiziert fur Rinder nach (COSMA et al. 2004)).

Hierzu erfolgte die Beschichtung von 96-Loch-Mikrotiterplatten (MAXISorb®, Nalge Nunc
International) mit 1 pg/ml Saccharose-Gradient gereinigtem MVA in Coatingpuffer
(Volumen 100ul) fur 3 Std. bei 37T und dann Uber N acht bei 4C. Am nachsten Tag wurden
die Platten viermal mit ELISA-Waschpuffer gewaschen und anschlieRend mit 200 ul pro Loch
Blockpuffer fur 1 Std. bei 37 inkubiert. Anschlie Bend erfolgten ein 4maliger Waschschritt
der Platte, die Beschickung mit Serumverdinnungen (100 pl pro Loch) und die Inkubation

von einer Std. bei 37T im Brutschrank. Danach wurd e die Platte viermal gewaschen und mit
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100 pl pro Loch alkalischer Phosphatase-konjugiertem Anti-Spezies-Antikérper (Anti-Maus
oder Anti-Rind), in Blockpuffer verdiinnt, fir 30 Min. bei 37<C inkubiert. Als Substrat wurde
pNPP (Paranitrophenylphosphat, Sigma Aldrich Chemie GmbH) verwendet, welches nach
Angaben des Herstellers in A. bidest. aufgeldst wurde. Nach einem weiteren Waschschritt
erfolgte die Zugabe von 75 pl Substrat pro Loch und eine 20minutige Inkubation bei 37<C.
Die anschlieRende Messung der ELISA Reaktion erfolgte in einem Microplate Reader (Model
550, Microplate Manager® 4,0, Bio-Rad Laboratories GmbH) bei 405 nm.

Coating Puffer:
70 mM NaHCO4
30 mM Na,CO;

pH 9,6

Waschpuffer:

44,5 mM NacCl

0,3 mM KH,PO,

1,6 mM Na,HPO, x12H,0
0,3 mM KCI

0,05% Tween 20

Blockpuffer fir Mausseren:
PBS
10% FBS

0,05% Tween 20

.Blockpuffer” fir Rinderseren:
PBS
0,05% Tween 20

(fur Rinderseren konnte kein FBS verwendet werden, da der AP-konjugierte Anti-Rind-

Antikdrper sonst zu starken Hintergrund produzierte)
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3.2.4.3.2 Zytokin-ELISA

IL-12 p40 wurde mit Hilfe des DuoSet ELISA Systems von R&D Systems, Inc.
(Minneapolis, USA) nach Angaben des Herstellers gemessen und IL-18 wurde mit Hilfe von
Maus IL-18 ELISA-Kit von MBL (Medical & Biological Laboratories Co., Ltd.) ebenfalls nach

Angaben des Herstellers, nachgewiesen.

3.2.4.3.3 HRSV-ELISA

Die Messung HRSV-spezifischer Serum-Antikérper erfolgte mit Hilfe eines ELISA. Dazu
wurden Mikrotiterplatten (MAXISorb® Nalge Nunc International) Uber Nacht mit 2 pg/mi
Saccharose-Gradient gereinigtem HRSV-Antigen in Carbonat-Bicarbonat Puffer (C-3041,
Carbonat Bicarbonat Buffer Capsules, Sigma Aldrich Chemie GmbH) beschickt. Das Blocken
der Platten erfolgte fur 2 Std. mit 3% BSA bei Raumtemperatur und anschlieRendem
Waschen. Danach wurde das Serum im Zweifachansatz auf den Platten verdinnt und mit
Anti-Maus 1gG konjugiert mit HRP (Sigma Aldrich Chemie GmbH) oder biotinyliertem
Anti-Maus 1gG1 oder 1gG2a (Serotec GmbH) inkubiert und nachfolgend durch Zugabe von
HRP-konjugiertem Streptavidin (Sigma Aldrich Chemie GmbH) und O-Phenylenediamin, als
Substrat, gefarbt. Die Absorption wurde bei 450 nm gemessen. Als Kontrollseren dienten

Seren von nicht immunisierten Mausen.

3.2.4.3.4 BRSV-F-spezifischer ELISA

Dieser ELISA detektiert Antikbrper gegen das Fusionsprotein von BRSV (F-ELISA, Ceditest
ELISA flir BRSV-Antikorper, Cedi Diagnostics, Lelystad, Niederlande).

3.2.4.3.5 BRSV-G-spezifischer ELISA

Dieser G Peptid ,Blockierungs“-ELISA wurde 1996 von LANGEDIJK et al. beschrieben und
zur Bestimmung von BRSV-G-spezifischen Antikdrper-Titern benutzt. Das Prinzip beruht auf
der Blockierung der Bindung von BRSV-G-spezifischem Antikbrper (mAb 20,
(LANGEDIJK et al. 1996a)) mit dem gebundenen Peptid durch, im Serum vorhandene,

G-spezifische Antikorper.
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3.2.4.4 ELISPOT

Die Anzahl der Zellen die IFN-y, IL-4, IL-5 und IL-13 bilden wurden durch ELISPOT
bestimmt. Dafir erfolgte die Beschichtung von 96-Loch-Platten (MAXISorb®, Nalge Nunc
International) Gber Nacht mit Mikrozellulose, der die entsprechenden Zytokin-spezifischen
Antikorper (IFN-y, IL-4, IL-5 von Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany; IL-13 von
R&D Systems, USA) in Carbonat-Bicarbonat-Puffer (C-3041, Carbonat Bicarbonat Buffer
Capsules, Sigma Aldrich Chemie GmbH) enthielt. Danach wurden Zellen aus der BAL
(5x 10* pro well) im Zweifachansatz zugegeben und bei 37 und 5% CO, Atmosphare fiir
drei Tage inkubiert. Die entsprechenden biotinylierten Anti-Zytokin-Antikorper (anti-IFN-y,
-IL-4, -IL-5 von Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany; anti-IL-13 von
R&D Systems, USA) wurden anschlieBend zugegeben und fur 2 weitere Std. inkubiert,
gefolgt von der Zugabe von alkalischer Phosphatase-konjugiertem Avidin (Sigma Aldrich
Chemie GmbH) und BCIP/NBT-Substrat (Sigma Aldrich Chemie GmbH), bis blaue Spots
sichtbar wurden. Diese wurden durch einen automatischen Spot-Zahler (AID ELISPOT
Reader System, AID GmbH, Strassberg, Germany) ausgezahlt. Die Ergebnisse wurden als

Anzahl der Spots pro Millionen (10°) BAL-Zellen angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Herstellung der rekombinanten Viren MVA-BRSV-F und MVA-
BRSV-G

4.1.1 Klonierung des Vektorplasmides pllldhrP7.5-BR  SV-F
Die Insertion des BRSV-F-Gens in die Deletion Ill des MVA-Genoms (MVA-BRSV-F)

erforderte die Klonierung und Konstruktion des Vektorplasmides pllidhrP7.5-BRSV-F. Dies
erfolgte durch die Isolierung des BRSV-F-Gens aus dem Vektor pEVNeol4 und die
Linearisierung des Vektors pllidhrP7.5 an der ,multiple cloning site* (MCS) durch die
Behandlung mit Restriktionsendonukleasen. Beide Fragmente konnten anschliel3end isoliert

und miteinander ligiert werden (Schema siehe Abbildung 19).

flank1
KIL

amp

)%Sall

flirep

P75

-
-
- BRSV-F
MCS
flank2 - %
Pmel + BREI. - BamHi

plildhrP7.5 pEVNeol4

flank1

Ki1L

pliidhrP7.5-BRSV-F
fitrep

P7.5
flank2
BRSV-F

Abbildung 19: Schema zur Klonierung des Vektorplasmides pllidhrP7.5-BRSV-F.

4.1.1.1 Aufarbeitung der Vektoren pllldhrP7.5 und p EVNeol4 zur Herstellung
des Vektorplasmides pllldhrp7.5-BRSV-F

Die Herstellung des Vektorplasmides pllldhrP7.5-BRSV-F erforderte die Spaltung des
MVA-Vektorplasmid pllldhrP7.5 (siehe 3.1.6.1.1 und Abbildung 9 auf Seite 38) an der

»,multiple cloning site* (MCS) mit der Restriktionsendonuklease Pmel. Die Isolierung des zu

inserierenden BRSV-F-Gens erfolgte mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und Sall
aus dem Plasmid pEVNeol4 (siehe Seite 39). Da das MVA-Vektorplasmid nach seiner

Spaltung mit Pmel an der MCS glatte DNA-Enden aufwies, musste das ausgeschnittene
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BRSV-F-Gen zum Auffullen der Enden, mit T4-DNA-Polymerase (1U/ul, Roche Diagnostics
GmbH) behandelt werden. Die Aufreinigung des linearisierten Vektorplasmides und die
endgultigen Isolierung des BRSV-F-Gens erfolgte nach dem Restriktionsendo-
nukleaseverdau und Agarosegel-Elektrophorese. Fir das F-Gen konnte hierbei ein zirka
1700 bp grofl3es DNA-Fragment und fur den Vektor ein zirka 6000 bp groRes Fragment durch
Vergleich mit dem mitgefihrten DNA-GroRRenstandard (1Kb ladder, NEB BiolLabs) bestatigt
werden (siehe Abbildung 20).

ESEs 2 3 A B C

A

ca. 1700 bp | e —

Abbildung 20: Isolierung der BRSV-F-Gensequenz und des MVA-Vektorplasmides
pllidhrP7.5. Gezeigt sind DNA-Fragmente nach Behandlung mit Restriktionsendonukleasen
und nach Auftrennung im 1%igen Agarosegel. In den Spuren 1 bis 3 sichtbar sind jeweils die
F-spezifische Bande mit 1700 bp und eine groRere Bande, die den Rest des Plasmides
pEVNeo014 darstellt. In den Spuren A bis C ist eine Bande von ca. 6000 bp erkennbar, sie
stellt das aufgeschnittene MVA-Vektorplasmid pllldhrP7.5 dar.

Nach der Isolierung der DNA-Fragmente erfolgte die Ligation der Vektor- und Insert-DNA
und die Transformation in elektrokompetente Bakterien (siehe 3.2.1.5 auf Seite 48). 20
Bakterienkolonien konnten, durch Selektion auf Ampicillin-haltigen LB-Agarkulturen, isoliert
und deren DNA mit Hilfe der analytischen Plasmidisolierung gewonnen werden. Durch
Behandlung mit dem Restriktionsenzym EcoRI und der Auftrennung auf einem
1%igen Agarosegel gelang der Nachweis der, bei richtiger Orientierung des inserierten
BRSV-F-Gens, erwarteten DNA-Fragmentgrof3en von 4077, 2253, 1070 und 863
(4477, 2253, 673 und 863 bp bei falscher Orientierung, siehe Abbildung 21). Zur Kontrolle
erfolgte das Mitfihren des mit derselben Restriktionsendonuklease behandelten
Ausgangsplasmides pllldhrP7.5.

Die Amplifikation der DNA des ausgewahlten pllldhrP7.5-BRSV-F-Klon 5/3 erfolgte in einer
praparativen Plasmidisolierung. Die Reinheit dieses Isolats bestatigte sich durch die
Behandlung der DNA mit dem Restriktionsenzym EcoRI (siehe Abbildung 21). Die
Ubereinstimmung der klonierten BRSV-F-Sequenz mit der bekannten Sequenz (J.P.M.
Langedijk, Animal Sciences Group, Wageningen University and Research Centre, Lelystad,
Netherlands) konnte durch Sequenzierung der Plasmid-DNA bestatigt werden (siehe
Anhang, Sequenzen auf Seite 170). Das generierte Vektorplasmid pllidhrp7.5-BRSV-F-Klon
5/3 wurde anschlieRend zur Herstellung des MVA-BRSV-F verwendet (siehe Seite 171).
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Abbildung 21: Restriktionsverdau von pllldhrP7.5-BRSV-F-Klon 5/3 mit EcoRI. Dargestellt
sind die DNA-Fragmente nach Auftrennung im Agarosegel in der Grofl3e von 4077, 2253,
1070 und 863 bp, bei richtiger Orientierung des inserierten BRSV-F-Gens. 5/3 = plldhrP7.5-
BRSV-F-Klon 5/3 und LS = DNA-Langenstandard.

4.1.2 Klonierung des Vektorplasmides pVlI ~AhrPmH5-BRSV-G zur
Herstellung von MVA-BRSV-G

Die Konstruktion des Vektorplasmides pVIAhrPmHS5-BRSV-G diente der Expression

BRSV-G-Gen unter der Kontrolle des modifizierten Vacciniapromotors PmHS5.

4.1.2.1 Klonierung des Vektors pLW9-G
Die Herstellung eines MVA-Vektorplasmides, das eine Insertion des BRSV-G-Gens im

Bereich der Deletion VI des MVA-Genoms unter der Transkriptionskontrolle des modifizierten
Vacciniapromotors mH5 ermdglicht, erforderte eine Zwischenklonierung des BRSV-G-Gens
in das Plasmid pLW9, welches den vwPmH5 enthalt.

Hierfur erfolgte die Praparation des BRSV-G-Gens aus dem Vektorplasmid pBRSVG und die
Liniearisierung des MVA-Vektorplasmids pLW9 an der ,multiple cloning site* (MCS)
(Schema siehe Abbildung 22 ).
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Abbildung 22: Schema zur Zwischenklonierung des BRSV-G-Gens in den Vektor pLW9.

4.1.2.1.1 Aufarbeitung der Vektoren pLW9 und pBRSVG  zur Herstellung des
Vektorplasmides pLW9-G

Die Linearisierung des Vektorplasmides pLW9 (siehe 3.1.6.1.3 und Abbildung 12) erfolgte
mit der Restriktionsendonuklease Smal und das zu inserierende BRSV-G-Gen konnte aus
dem Plasmid pBRSVGsyn (siehe 3.1.6.1.5) mit der Restriktionsendonuklease Xbal isoliert
werden. Die Aufreinigung und Préparation der DNA-Fragmente erfolgte durch Agarosegel-
Elektrophorese (siehe 3.2.1.2.3), dabei ergaben sich Bandengrof3en von zirka 5150 bp fur
den Vektor pLW9 und zirka 850 bp fir das BRSV-G-Fragment (siehe Abbildung 23).

LS pG pLW9

ca. 5150 bp

ca. 850 bp

Abbildung 23: Isolierung der BRSV-G-Gensequenz und des MVA-Vektorplasmides pLW9.
Gezeigt sind DNA-Fragmente nach Behandlung mit der Restriktionsendonuklease Smal
nach Auftrennung im 1%igen Agarosegel. Erkennbar sind die zirka 850 bp grof3e spezifische
Bande fur das BRSV-G-Gen und die Bande mit zirka 5150 bp Grél3e fur das linearisierte
Vektorplasmid pLW9. pG = Plasmid pBRSVGsyn nach Behandlung mit dem
Restriktionsendonuklease Xbal, pLW9 = Plasmid pLW9.
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Nach der Ligation der DNA-Fragmente und der Transformation in elektrokompetente
Bakterien, konnten 24 Ampicillin-resistente Bakterienkolonien isoliert und deren DNA in einer
analytischen Plasmidisolierung (siehe 3.2.1.1.1) extrahiert werden. Die Insertion des
BRSV-G-Gens konnte durch Behandlung der DNA der 24 pLW9-G-Klone mit dem Enzym
Clal Gberprift und bestatigt werden. Zwei Klone, der Klon1/2 und 1/3, konnten hierbei nach
Auftrennung im Agarosegel anhand der erwarteten DNA-Fragmentgrof3en von zirka 500 und
5500 bp (siehe Abbildung 24), bei richtiger Orientierung des BRSV-G-Gens im pLW9
Plasmid, identifiziert und in einer praparativen Plasmid-DNA-Isolierung amplifiziert werden.
Ein weiterer Kontrollverdau mit den Restriktionsendonukleasen Mlul und Nrul bestatigte die
Richtigkeit der ausgewahlten Klone (siehe Abbildung 24). Zur Kontrolle dienten hierbei das
Ausgangsplasmid pLW9 und zwei pLW9-G-Klone 1/7 und 1/8. Zusatzlich konnte die
Ubereinstimmung der klonierten BRSV-G-Gensequenz mit der publizierten Sequenz
(KUHNLE et al. 1998)durch eine Sequenzierung mit Oligonukleotiden zur Detektion der
Deletion Il (siehe 3.1.5.1.1) bestatigt werden (siehe Anhang, Sequenzen auf Seite 170).

Pl 1/1 1/2 1/7 1/8 LS

ca. 4600 bp

ca. 1400 bp

Abbildung 24: DNA-Fragmente ausgewahlter Ampicillin-resistenter pLW9-G-Klone.
DNA-Fragmente nach Behandlung mit den Restriktionsendonukleasen Mlul und Nrul und
Auftrennung im 1%igen Agarosegel. Sichtbar sind die erwarteten Banden bei richtiger
Orientierung des inserierten BRSV-G-Gens in der Grol3e von zirka 1400 bp und 4600 bp und
von 1000 bp und 5000 bp bei falscher Orientierung). Pl = Ausgangsplasmid pLW?9; 1/2 und
1/3 = pLW9-G-Klone 1/2 und 1/3; 1/7 und 1/8 = pLW9-G-Klone 1/7 und 1/8 mit, in falscher
Orientierung inseriertem G-Gen, LS = Langenstandard.

4.1.2.1.2 Aufarbeitung der Plasmide pLW9-G und pVI  AhrP7.5-sP zur Herstellung des
Vektorplasmides pVI AhrPmH5-BRSV-G

Zur weiteren Klonierung des Vacciniavirus Vektorplasmides, erfolgte die Behandlung des
unter 4.1.2.1 hergestellten Plasmides pLW9-G mit den Restriktionsendonukleasen Kpnl und
Pstl. Dabei konnte die BRSV-G-Gensequenz zusammen mit dem modifizierten
Vacciniapromotor PmH5 aus dem Plasmid pLW9-G isoliert werden (siehe Abbildung 25).
Das Vektorplasmid pVIAhrP7.5-sP wurde mit den Restriktionsendonukleasen Ascl und Notl

linearisiert, hierbei konnten gleichzeitig die beiden enthaltenen Promotoren P7.5 und sP
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entfernt. Die resultierenden DNA-Fragmente wurden durch Agarosegel-Elektrophorese
(siehe Abbildung 26) aufgereinigt.

flank1

pVIAhrP7.5-sp

pVIAhrPmMH5-BRSV-G

A LS

ca. 6000 bp

ca. 900 bp PmH5 + G

P7.5+sP

Abbildung 26: Isolierung der BRSV-G-Gensequenz und des linearisierten Vektors pVIAhr.
Gezeigt sind die DNA-Fragmente nach Auftrennung im 1%igen Agarosegel. Sichtbar sind
das DNA-Fragment von 6000 bp fur das linearisierte MVA-Vektorplasmid pVIAhr nach dem
Ausschneiden der beiden Promotoren p7.5 und sP, sowie das zirka 900 bp grofRe
DNA-Fragment, spezifisch fir das G-Gen zusammen mit dem Vacciniapromotor PmH5.
LS = Langenstandard, pVI = MVA-Vektorplasmid pVIAhrP7.5-sP, 1/2 = pLW9-G-Klon 1/2.
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Nach Transformation und Anzucht auf LB-Platten (Amp*), konnten 24 Ampicillin-resistente
Bakterienkolonien isoliert und fur die analytischen Plasmidisolierung (siehe 3.2.1.1.1)
verwendet werden. Mit der gewonnenen DNA erfolgte eine Behandlung mit der
Restriktionsendonuklease Nhel, wobei zur Kontrolle gleichzeitig das Ausgangsplasmid
pVIAhrP7.5-sP mit derselben Restriktionsendonuklease behandelt wurde. Nach Auftrennung
im Agarosegel konnten zwei positive Klone (S3 und S8) mit den Banden von 5413 und
1385 bp bei richtiger Orientierung des inserierten BRSV-G-Gens zusammen mit dem
Promotor mH5 identifiziert werden (siehe Abbildung 27). Die Amplifikation der DNA des
Vektorplasmides  pVIAhrPmH5-BRSV-G-Klon S8 erfolgte in  einer praparativen
Plasmidisolierung und die Reinheit des Isolats S8 konnte durch die Behandlung mit der
Restriktionsendonuklease Nhel nochmals bestéatigt werden (siehe Abbildung 27). Die
Ubereinstimmung  der  klonierten BRSV-G-Gensequenz  zusammen mit  dem
Vacciniapromotor PmH5 mit der bekannten Sequenz (KUHNLE et al. 1998), konnte durch
Sequenzierung bestatigt. Nach Bestimmung der Sequenz wurde das Vektorplasmid
pVIARrPMH5-BRSV-G zur Herstellung des MVA-BRSV-G benutzt (siehe 4.1.3)

6197 bp
5413 bp

1385 bp

Abbildung 27: Uberprifung des Plasmides pVIAHR-PmMH5-BRSV-G-Klon S8 mit der
Restriktionsendonuklease Nhel. Die Banden der Groé3e von 5413 und 804 bp bei richtiger
Orientierung des inserierten BRSV-G zusammen mit dem Vacciniapromotor PmH5 sind
deutlich sichtbar. Pl = Vektorplasmid pVIAhrP7.5-sP; S8 = pVIAhr-PmH5-BRSV-G.

4.1.3 Herstellung von MVA-BRSV-F und MVA-BRSV-G dur ch homologe
Rekombination

Der Einsatz der Vektorplasmide pllldhrP7.5-BRSV-F (siehe 4.1.1 ) und pVIAhrPmH5-BRSV-
G (siehe 4.1.2) fur die Transfektion erlaubte die eigentliche Herstellung von MVA-BRSV-F
und MVA-BRSV-G.

4.1.3.1 Transfektion, transiente Wirtsselektion, Ub  erpriifung rekombinanter
Virusklone und anschlieffende Entfernung des K1L-Mar kergens

Die Herstellung rekombinanter MVA, welche die BRSV-Oberflachenproteine F und G

exprimieren, erforderte die Durchfihrung einer Transfektion auf MVA-infizierten HEF-oder
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BHK-Zellen mit dem Plasmid pllldhrP7.5-BRSV-F-Klon 5/3 (siehe 4.1.1). Dieses Plasmid
enthdlt MVA-Gensequenzen, welche die Deletion Il flankieren und somit die Insertion des
BRSV-F-Gens unter der Kontrolle des Vacciniapromotors P7.5 in die Deletion Il ermoglicht.
Das Ausplattieren des im Transfektionsansatz gewonnen Virusmaterials erlaubte die
Isolierung rekombinanter Viren nach bereits einer Passage auf RK13-Zellmonolayern
(Einschichtzellkulturen, siehe Abbildung 28, vgl. 3.2.3.1.4).

400 x

Abbildung 28: Aggregate von RK13-Zellen nach Infektion mit MVA-BRSV-F. Durch die
transiente K1L-Genexpression konnen rekombinante MVA auf RK13-Zellen wachsen und
bilden typischen Zellhaufen. Oben dargestellt ist ein Zellaggregat nach Infektion von RK13-
Zellen mit MVA-BRSV-F in der 3. Passage, bei 400facher VergroRerung.

Nach der 3. Passage in HEF-Zellen erfolgte, eine Amplifikation zur DNA-Gewinnung
(siehe 3.2.3.1.5). Die extrahierte DNA der einzelnen Klone ermdglichte die genetische
Uberpriifung der Klone mittels PCR-Analyse. Diese wurde bei den MVA-BRSV-F-Isolaten mit
Oligonukleotiden zur Detektion der Deletion Il (siehe 3.1.5.1.1) durchgefiihrt.

In  Abbildung 29 ist schematisch dargestellt, welche DNA-FragmentgrofRen mit
Oligonukleotiden, die spezifisch fir den Genombereich der Deletion Il (siehe 3.1.5.1.1) sind,
in der PCR-Analyse amplifiziert werden konnen. Die ,leere” Deletionsstelle Il im MVAwt-
Genom, d.h. ohne Insertion, ergibt mit diesen Oligonukleotiden eine Bande von zirka 700 bp
(siehe Abbildung 31). Ist das Fremdgen zusammen mit dem K1L-Markergen in der Deletion
lll inseriert, erhdlt man ein entsprechend gréReres PCR-Produkt (siehe Abbildung 31),
welches sich aus den 800 bp der flanks der Deletion Ill zusammen mit dem Fremdgen
(BRSV-F, mit ca. 1400 bp), dem Vacciniapromotor, den beiden rep
(,repetitiven Gensequenzen®) und dem K1L-Markergen ergibt. Im Fall von MVA-BRSV-F ist
diese Bande zirka 3700 bp grof3. Nach intragenomischer Rekombination zwischen den
beiden repetitiven Gensequenzen, kann eine knapp 1000 bis 1200 bp kleinere Bande bei der

PCR-Analyse mit den Deletions-Oligonukleotiden, von zirka 2600 bp, nachgewiesen werden.
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MVA-Genom (Hindlll-Karte )

C NK F EOMI G LJ H D A B

|
s I~

/ < --——=- >
Deletion Il1- bp Del Il

Oligonukleotid

IMVA +K1L
flank 1 m K1L lacz flank 2
— e — m m — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — ———_———————————— > L
bp Dellll + bp wP + bp Fremdgen + bp (2 xlacZ) + bp  K1L
IMVA -K1L
flank 1 m flank 2
— e e —— o — >

- bp lacZ - bp K1L

Abbildung 29: Schematische Darstellung der verschiedenen PCR-Amplifikationsprodukte
bei der genetischen Uberpriifung rekombinanter MVA. Oben ist die Hindlll-Karte des
MVA-Genoms dargestellt. Darunter ist, hier als Beispiel die Deletion Ill im MVAwt, mit ihren
flankierenden Gensequenzen (flank 1 und flank 2) gezeigt Einzelheiten siehe Text oben. rep
= repetitive Gensequenzen, bp= Basenpaare.

LS 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 1213 14 1516 Pl wt
-

F + K1L

- ‘-" » ‘. .
. F
ETTLLEL L LR

S WS @

Abbildung 30: Deletion Ill-spezifische PCR-Untersuchung der DNA verschiedener
MVA-BRSV-F-Klone nach der 3. Passage auf RK13-Zellen. Dargestellt ist die Auftrennung
Deletion lll-spezifischer PCR-Produkte nach Elektrophorese im Agarosegel. Das
PCR-Produkt in der GréRRe von zirka 3700 bp, welches spezifisch flr das F-Gen zusammen
mit dem K1L-Markergen ist und das 700 bp grofRe Fragment fur die ,leere Deletion® des
MVAwt.1 bis 16 = verschiedene MVA-BRSV-F-Klone der 3. Passage auf RK13-Zellen,
PI = Vektorplasmid pllldhrP7.5-BRSV-F, wt = MVAwt.

Die erfolgreiche klonale Isolierung des MVA-BRSV-F bestétigte die PCR-Analyse der DNA
einiger Klone nach der 10. Passage auf RK13-Zellen. Der Grossteil der Klone zeigte das

entsprechende DNA-Fragment fir das F-Gen und die Abwesenheit einer MVAwt-
spezifischen Bande (siehe Abbildung 31).
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LS 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 Pl wt

.-wu - W F + K1L
vuwwwVWEW'U‘ =

wt

Abbildung 31: Del lll-spezifische PCR-Analyse der DNA verschiedener MVA-BRSV-F-Klone
nach der 10. Passage auf RK13-Zellen. Dargestellt ist die Auftrennung der PCR-Produkte
nach Elektrophorese im Agarosegel. Unten rechts sichtbar ist die spezifische Bande von
zirka 700 bp far das MVAwt (= ,leere Deletion®). Bei den Klonen 1 bis 11 ist das spezifische
Produkt fur das F-Gen in der Deletion Il von zirka 2700 bp und kein MVAwt-spezifisches
PCR-Produkt mehr amplifizierbar. 1 bis 11 = verschiedene MVA-BRSV-F-Klone der
10. Passage auf RK13-Zellen, Pl = Plasmid pllldhrP7.5-BRSV-F, wt = MVAwt.

Zur weiteren Uberpriifung erfolgte eine PCR-Analyse mit Oligonukleotiden zur Detektion des
K1L-Markergens (siehe 3.1.5.2 und Abbildung 32), hierbei ergibt sich ein PCR-Fragment in
der Grol3e von zirka 300 bp.

Ls 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Pl wt

Abbildung  32: K1lL-spezifische = PCR-Untersuchung der DNA  verschiedener
MVA-BRSV-F-Klone nach der 10. Passage auf RK13-Zellen. Dargestellt ist die Auftrennung
der PCR-Produkte nach Elektrophorese im Agarosegel derselben Klone aus der
10. Passage auf RK13-Zellen wie in Abbildung 31. Bei allen Klonen (1 bis 11) ist das zirka
300 bp groRe Kl1lL-spezifische DNA-Fragment amplifizierbar. Klon 6 zeigt nur noch eine
schwache K1L-spezifische Bande. Legende siehe Abbildung 31.
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Um das KlL-Markergen, welches durch repetitive Gensequenzen nur transient in das
MVA-Genom eingebracht wurde, deletieren zu kdnnen, erfolgte die weitere Passagierung
der rekombinanten MVA-Isolate auf BHK- und HEF-Zellen. Nach der 6. Passage auf
BHK-Zellen konnte in der PCR-Analyse weiterhin das spezifische PCR-Produkt fir das
K1L-Gen nachgewiesen werden. Weitere Passagen erfolgten auf HEF-Zellen unter
Agaroseiiberschichtung. Nach der 2. Passage auf HEF-Zellen konnte nur noch eine sehr
schwache Bande fir das spezifische K1L-PCR-Produkt bei den beiden untersuchten Klonen
1 und 2 nachgewiesen werden (siehe Abbildung 33).

Deletion Il K1L

1 2 Pl wt LS 1 2 Pl wt
F + K1L
- - F

- KL

Abbildung 33: PCR-Untersuchung aus DNA-Proben von MVA-BRSV-F-Klonen aus der
2. Passage auf HEF-Zellen nach Auftrennung im Agarosegel. Del Ill- und K1L-spezifische
PCR-Untersuchung zeigt die zirka 300 bp grol3e spezifische Bande fur das K1L-Gen (rechte
Seite) ist beim Plasmid deutlich sichtbar und bei den beiden Klonen nur noch schwach
auszumachen.

Abbildung 34 zeigt das Ergebnis der PCR-Untersuchung nach einer weiteren Passage auf
HEF-Zellen unter Agarosetberschichtung, hierbei konnte bei keinem der untersuchten Klone
ein spezifisches K1L-PCR-Produkt nachgewiesen werden. Der MVA-BRSV-F-Klon Nr. 10
wurde zur Amplifikation von Virusstocks ausgewabhilt.
Deletion Il K1L
LS 2 5 8 10 PI wt 2 5 8 10 Pl wt

F + K1L

Tm

wyer?
- "

e K1L

Abbildung 34: PCR-Untersuchung der DNA vier verschiedener MVA-BRSV-F-Klone nach
der 3. Passage auf HEF-Zellen unter Agaroselberschichtung. Die Vermehrung von
K1L-spezifischen Oligonukleotiden erlaubte nur noch die Amplifikation einer zirka 300 bp
grofl3e Bande bei der Plasmidkontrolle (PI).
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Zur Herstellung von MVA-BRSV-G wurde zur Transfektion das Plasmid
pVIAhr-PmH5-BRSV-G-Klon 1/2 (siehe 4.1.2) benutzt, um das synthetische BRSV-G-Gen
unter der Kontrolle des modifizierten Vacciniapromotors PmHS5 in die Deletion VI des
MVA-Genoms inserieren zu konnen. Die Klonierung erfolgte analog zu der Herstellung von
MVA-BRSV-F. Die Uberpriifung gewonnener Isolate erfolgte erstmals nach der 3. RK13-
Passage durch PCR-Untersuchung mit Oligonukleotiden zur Detektion der Deletion VI
(siehe 3.1.5.1.2). Die mit der DNA der MVA-BRSV-G-Klone amplifizierbaren PCR-Produkte
fur die Deletion VI ergeben sich nach demselben Schema wie in Abbildung 29 auf Seite 81
dargestellt. Die ,leere” Deletion IV im MVAwt-Genom, d.h. die Deletion VI ohne Insertion,
ergibt mit diesen Oligonukleotiden eine Bande von zirka 400 bp. Ist das Fremdgen
zusammen mit dem K1L-Markergen in der Deletion VI inseriert, erhalt man ein entsprechend
groReres PCR-Produkt, welches sich aus den 400 bp der flanks der Deletion VI, mit dem
Fremdgen (BRSV-G, mit ca. 850 bp), dem Vacciniapromotor, den beiden rep
(,repetitiven Gensequenzen*) und dem K1L-Markergen zusammensetzt. Im Fall von
MVA-BRSV-G ist diese Bande zirka 2700 bp grof3. Nach intragenomischer Rekombination
zwischen den beiden repetitiven Gensequenzen, kann eine knapp 1000 bis 1200 bp kleinere
Bande bei der PCR-Analyse mit den Deletions-Oligonukleotiden, von zirka 1350 bp,

amplifiziert werden.

Nach der 5. Passage auf RK13-Zellen konnte fur einige der MVA-BRSV-G-Klone anhand der
PCR-Analyse, die erwartete Bande fir das inserierte G-Gen und die Abwesenheit der
MVAwt-Bande, nachgewiesen werden (siehe Abbildung 35).

LS 1 2 3 6 Pl wt

G + K1L

wt

Abbildung 35: PCR-Untersuchung der Deletion VI verschiedener MVA-BRSV-G-Klone aus
der 5. Passage auf RK13-Zellen. Dargestellt sind die PCR-Produkte nach Auftrennung im
Agarosegel. Sichtbar ist nur noch die spezifische Bande fiir das G-Gen in der Deletion VI,
aber keine MVAwt-spezifische Bande. Beim Plasmid, wie auch beim Klon 1 ist zusatzlich die
grolRere spezifische Bande fir das G-Gen, zusammen mit dem K1L-Gen erkennbar.
LS = Léangenstandard, 1 bis 6 = verschiedene MVA-BRSV-G-Klone der 3. Passage auf
RK13-Zellen, PI = Plasmid pVIAhrPmH5-BRSV-G, wt = MVAwt.
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Zur Entfernung des transienten K1L-Markers erfolgten, analog wie bei der Herstellung von
MVA-BRSV-F, Passagen auf HEF-Zellen mit Agaroseuberschichtung (siehe 3.2.3.1.6 auf
Seite 61). Die Uberpriifung der erfolgreichen Deletion des K1L-Markergens der erhaltenen
Klone erfolgte nach jeder Passage durch PCR-Analyse. In Abbildung 36 zeigt die
PCR-Untersuchung nach der vierten Passage auf HEF-Zellen keine K1L-spezifische Bande

fur die meisten MVA-BRSV-G-Isolate nachgewiesen werden.
Deletion VI

LS 1 2 3 4 5 6 7 Pl wt LS

G+ Ki1L

«r. wt

e K1L -

K1L

... .
‘ ..‘.. - Primer

Abbildung 36: PCR-Analyse mit spezifischen Oligonukleotiden viraler DNA verschiedener
MVA-BRSV-G-Klone aus der 4. Passage auf HEF-Zellen. Oben dargestellt sind die Bande
der Deletion VI-spezifischen PCR nach Auftrennung auf einem 1%igen Agarosegel. Unten ist
die K1lL-spezifische PCR nach Agarosegel Auftrennung dargestellt. Eine K1L-spezifische
Bande ist nur noch bei Klon 2 und der Plasmidkontrolle (PI) nachweisbar. Legende siehe
Abbildung 35.

Nach zwei weiteren Passagen auf HEF-Zellen erfolgte eine weitere PCR-Untersuchung der
DNA der gewonnenen Klone. Abbildung 37 zeigt, dass bei allen Klonen keine
K1L-spezifisches PCR-Produkt, aber das spezifische PCR-Produkt fir das inserierte
BRSV-G-Gen amplifizierbar ist.

Zur Amplifikation eines Primarstocks wurde der Klon MVA-BRSV-G Nr.1 ausgewahlt und

verwendet.



86 Ergebnisse

1 2 3 4 LS PI wit

G+ K1L

wt

K1L

Abbildung 37: PCR-Analyse der DNA vier ausgewahlter Klone nach 6 Klonierungspassagen
auf HEF-Zellen. Bei allen MVA-BRSV-G-Klonen ist keine KlL-spezifische Bande mehr
sichtbar und auch die Deletion VI-spezifische PCR ergibt die spezifische Bande fir das
G-Gen in der Deletion VI. Legende siehe Abbildung 35.

4.1.3.2 Amplifikation von MVA-BRSV-F und MVA-BRSV-G

Nach der erfolgreichen Deletion des K1L-Markers und der wiederholten Uberpriifung der
Klone durch PCR konnten jeweils der Klon F Nr. 10 fir MVA-BRSV-F und der Klon G Nr. 1
fur MVA-BRSV-G ausgewéhlt und nach dem Schema in Abbildung 16 (siehe Seite 62) zu
Virus-Arbeitsstocks amplifiziert werden. Die Herstellung, Uberpriifung und Titration der
Virusstocks erfolgte wie in den Kapiteln 3.2.3.1.8 und 3.2.3.1.9. beschrieben
(siehe Seite 62/63).

4.1.4 Virologische Charakterisierung von MVA-BRSV-F und G

Die virologische Charakterisierung rekombinanter MVA beinhaltet die Uberprifung der
korrekten Insertion der Fremdgene und der genetischen Stabilitdt der amplifizierten
Virusstocks mittels PCR-Analyse, die Uberpriifung der Expression der Fremdgene durch die
rekombinanten MVA mit Hilfe von spezifischen Antikérpern und verschiedenen
proteinanalytischen Methoden, sowie Wachstumsuntersuchungen im Vergleich zum MVAwt.
Letztere werden durchgefiihrt um eventuelle Auswirkungen des Einbringens von
Fremdgenen in das MVA-Genom auf das Wachstumsverhalten der rekombinanten Viren zu

Uberprifen.
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41.4.1 MVA-BRSV-F und —G Virusstocks sind genetisc  h stabil und die BRSV-
Gene sind korrekt inseriert

Zur Qualitatsbeurteilung der Virusstocks wurden die korrekte Insertion und die genetische

Stabilitat der inserierten rekombinanten Gene im MVA-Genom nach der Amplifikation
Uberprift. Zu diesem Zweck wurde eine fur die jeweilige Insertionsstelle im MVA-Genom
spezifische PCR durchgefihrt (siehe Schema Abbildung 29, Seite 81).

Die PCR-Untersuchung fir MVA-BRSV-F erfolgte mit Oligonukleotiden zur Detektion der
Deletion Il und des K1L-Markergens (siehe 3.1.5.1.1, Seite 37). Die PCR-FragmentgrofRen
ergeben sich aus dem Schema in Abbildung 29 (siehe Seite 81). Diese Uberpriifung der
viralen DNA des Arbeitsstocks von MVA-BRSV-F bestatigte die erfolgreiche Deletion des
Markergens K1L und die Insertion des BRSV-F-Gens in die Deletion Ill, durch die spezifische
Amplifikation eines 2700 bp DNA-Fragmentes (Abbildung 38).

Deletion 1l K1L
LS F1 F2 Pl wt LS Fl1F2 Pl wt
e 3700 bp
' ' @i 2700 bp
g ' 700 bp

‘g 300 bp

Abbildung 38: PCR-Analyse des Virusstocks von MVA-BRSV-F mit Oligonukleotiden zur
Detektion der Deletion Il und K1L. F1 und F2 stellen jeweils die DNA aus einem Arbeitsstock
und einer Impfstoffpraparation dar. Als Negativkontrolle (-) wurde MVAwt benutzt, als
Positivkontrolle (+) das Vektorplasmid pllidhrP7.5-BRSV-F. Details siehe Text oben.

Die PCR-Untersuchung von MVA-BRSV-G erfolgte mit Oligonukleotiden zur Detektion der
Deletion VI und des K1L-Markergens (siehe 3.1.5.1.2), da das G-Gen hier in die Deletion VI
des MVA-Genoms inseriert wurde. Auch bei dieser Analyse der viralen DNA des
Arbeitstocks konnte durch die Amplifikation eines spezifischen 2700 bp DNA-Fragmentes,
die erfolgreiche Insertion des BRSV-G-Gen in der Deletion VI und durch das Fehlen eines

spezifischen K1L-Fragmentes, die Deletion des K1L-Markergens bestétigt werden.



88 Ergebnisse

K1L Deletion VI
G + - G + -

2700 bp

1350 bp

400 bp
300 bp

Abbildung 39: PCR-Untersuchung des Virusstocks von MVA-BRSV-G mit Oligonukleotiden
zur Detektion der Deletion VI und KI1L. Dargestellt sind hier als G, die DNA eines
Arbeitsstocks von MVA-BRSV-G, als Negativkontrolle (-) wurde DNA von MVAwt benutzt
und als Positivkontrolle Vektorplasmid DNA von pVIAhrPmH5-BRSV-G.
Details siehe im Text oben.

Zusammenfassend zeigen Abbildung 38 und Abbildung 39, dass bei der PCR-Analyse der
viralen DNA von MVA-BRSV-F- und -G-Virusstocks mit Deletions-spezifischen
Oligonukleotiden, die korrekten Banden fur die jeweils inserierten Gene an der
Insertionsstelle amplifizierbar waren und somit auch die genetische Stabilitdt der
rekombinanten Viren nachgewiesen wurde. Weiterhin konnte die Abwesenheit des

transienten K1L-Markergens bestatigt werden.

4.1.4.2 Uberpriufung der Expression der rekombinante _ n Proteine
Die virologische Charakterisierung rekombinanter MVA beinhaltet auch den Nachweis der

Expression der Fremdgene. Damit soll Uberprift werden ob die genetisch stabilen
rekombinanten MVA, entsprechend der Erwartung das Fremdgen korrekt transkribieren, die

MRNA translatieren und das Zielprotein prozessieren.

4.1.4.2.1 Nachweis der Fremdgenexpression durch Imm  unfarbung infizierter Zellen
Ein einfacher Expressionsnachweis inserierter Fremdgene stellt die Immunfarbung infizierter

Zellen dar.

Infizierte und Fremdgen-exprimierende Zellen, stellen sich als braun gefarbte Infektionsherde
oder Foci dar (siehe 3.2.3.1.8 auf Seite 62). Der Nachweis der Expression des F-Proteins
erfolgte in MVA-BRSV-F-infizierten Zellen mit Hilfe des monoklonalen Anti-F-Antikbrpers
(mAb3 siehe 3.1.7.2 auf Seite 41) und der Expression des G-Proteins in
MVA-BRSV-G-infizierten Zellen mittels des Anti-G-Antikorpers (mAb20, siehe 3.1.7.3 auf
Seite 41). Beide Antikdrper wurden jeweils in einer Verdinnung von 1:1000 verwendet.
Abbildung 40 und Abbildung 41 zeigen den infizierten HEF-Zellmonolayer
(Einschichtzellkultur) nach Immunfarbung. Die braunen Areale stellen MVA-BRSV-F- bzw.
MVA-BRSV-G-infizierte Zellfoci dar, welche sich durch die Expression von BRSV-F- bzw.
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BRSV-G-Protein und den Nachweis mittels spezifischer monoklonaler Antikorper
(mAb3 bzw. mADb20) braun darstellen. Als Negativkontrolle diente eine reaktionslose

Immunfarbung von MVAwt-infizierten Zellen mit den jeweiligen monoklonalen Antikorpern.

100 x

400 x

Abbildung 40: Immunfarbung mit monoklonalem Anti-F-Antikérper. Der mit MVA-BRSV-F
infizierte HEF-Zelleinschichtrasen wurde nach 48 Stunden fixiert. Die Immunfarbung erfolgte
mit einem monoklonalen Antikérper gegen das BRSV-F-Protein (mAb3) in der Verdinnung
1.1000 und Anti-Maus Peroxidase-gekoppeltem Antikdrper, als Sekundarantikérper, in
derselben Verdinnung. Als Substrat wurde eine geséttigte Dianisidine-Losung verwendet.
Die Abbildung oben stellt einen MVA-BRSV-F-Focus auf HEF-Zellen bei 100facher
VergroBerung dar. Darunter ist derselbe Infektionsherd bei 400facher VergroRerung
dargestellt.

Die Immunfarbung ermdglichte den einfachen Nachweis der Produktion des BRSV-F, wie
auch des BRSV-G-Proteins. Auffallig war bei dieser Untersuchung allerdings der Phanotyp
der MVA-BRSV-G-Foci auf HEF-Zellen (siehe Abbildung 41). Diese Foci stellten sich, im
Vergleich zu denen von MVAwt und MVA-BRSV-F, als sehr klein dar (siehe Abbildung 40).
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Abbildung  41.: Immunfarbung mit monoklonalem  Anti-G-Antikorper. Der mit

MVA-BRSV-G infizierte HEF-Zelleinschichtrasen wurde nach 48 Stunden fixiert. Die
Immunfarbung erfolgte mit einem monoklonalen Antikorper gegen das BRSV-G-Protein
(mADb20) in der Verdinnung 1.1000 und Anti-Maus Peroxidase-gekoppeltem Antikorper, als
Sekundarantikorper, in derselben Verdinnung. Als Substrat wurde eine geséttigte
Dianisidine-Losung verwendet. Die Abbildung oben stellt einen MVA-BRSV-G-Focus auf
HEF-Zellen bei 100facher VergroRerung dar. Darunter ist derselbe Focus bei 400facher
Vergro3erung dargestellt.

4.1.4.2.2 Nachweis der Expression von Protein G nac  h Infektion von HEF-Zellen mit
MVA-BRSV-G im Western-Blot

Die Western-Blot-Analyse erlaubte zusatzlich eine quantitative Aussage zum Nachweis der
Expression des inserierten BRSV-G-Gens, sowie eine genauere Uberpriifung der
molekularen Struktur. Zur Detektion des exprimierten G-Proteins wurde der monoklonale
Antikdrper mAb 20 (LANGEDIJK et al. 1996a) (siehe 3.1.7.3) verwendet. Der Pfeil in
Abbildung 42 markiert die zirka 69 kDa grol3e Bande fir das G-Protein, diese GrélRe
entspricht der glykosylierten Form des G-Proteins. Zuséatzlich sind weitere Banden von zirka
38, 31 und 28 kDa zu erkennen, welche unglykosylierte Formen des G-Proteins darstellen
konnten (KUHNLE et al. 1998).



Ergebnisse 91

CEF wt F G kDa
—— 83
<«— G-Protein
— 62
— 47
. — 32
— 25

Abbildung 42: Western-Blot-Analyse von Proteinlysaten aus MVA-BRSV-G-infizierten HEF-
Zellen. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem 10% SDS-Polyacrylamid-Gel. Der
mMADb20, ein monoklonaler Antikérper gegen das BRSV-G, wurde im Verhéltnis 1:000 und als
Sekundarantikorper, Anti-Maus-PO, in einer Verdinnung von 1:5000 eingesetzt. Die
Detektion erfolgte Gber Chemolumineszenz. Der Pfeil markiert die zirka 69 kDa grof3e Bande
fir das BRSV-G-Protein. HEF = HEF-Zellkontrolle, uninfizierte Zellen, wt = MVAwt-infizierte
HEF-Zellen, F = MVA-BRSV-F-infizierte HEF-Zellen, G = MVA-BRSV-G-infizierte
HEF-Zellen.

4.1.4.2.3 Zunahme der Protein G-Expression im zeitl  ichen Verlauf nach Infektion von
HEF-Zellen mit MVA-BRSV-G

Um die zeitliche Zunahme des G-Proteins nach Infektion von HEF-Zellen mit MVA-BRSV-G
darstellen zu koénnen wurde zusatzlich eine Proteinkinetik durchgefuhrt, d.h. zu
verschiedenen Zeitpunkten geerntete Proteinlysaten infizierter Zellen gleicher Konzentration
wurden in einem SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und der Western-Blot-Analyse
unterzogen (siehe 3.2.2.2). In Abbildung 43 sind die 69 kDa spezifische Bande des Protein G
und kleinere unglykosylierten Banden erkennbar. Eine Zunahme des exprimierten G-Proteins

wahrend der Infektion ist deutlich zu erkennen.
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Abbildung 43: Western-Blot-Analyse der Proteinlysate der Kinetik von MVA-BRSV-G-
infizierten HEF-Zellen. MVA-BRSV-G-infizierte HEF-Zellen wurden jeweils nach 0, 6, 12, 24
und 72 Stunden geerntet. Zur Negativkontrollen wurden MVAwt-infizierte HEF-Zellen und die
Zellen allein zu denselben Zeitpunkten geerntet. Die Proteinmenge der einzelnen Proben
wurde bestimmt (siehe 3.2.2.2.2) und jeweils 10 pg Protein auf ein 10%iges
SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Die Detektion der Proteine erfolgte mit Hilfe dem
Antikdrper mAb 20 in einer Verdinnung von 1:5000 und amPO 1:10000 durch
Chemolumineszenz. Weitere Erlauterungen siehe Abbildung 42.

4.1.4.2.4 Nachweis der Expression des F-Proteins na  ch Infektion von BHK-Zellen mit
MVA-BRSV-F durch radioaktive Markierung

Das Prinzip der radioaktiven Markierung beruht auf dem Einbau von den Schwefel
[¥S]-haltigen Aminoséduren Methionin und Cystein. Dadurch kénnen die Proteine, welche
diese Aminosauren enthalten, nach Auftrennung auf einem SDS-Polyacrylamid-Gel durch
Fluorographie sichtbar gemacht werden. Das BRSV-F-Protein enthalt unter seinen
560 Aminosauren einen Anteil von 13 Methionin- und 16 Cystein-Molekdilen.

Zum Nachweis der Expression des F-Proteins durch MVA-BRSV-F wurden BHK-Zellen
infiziert und mit [*°S]-haltigem Methionin und Cystein markiert (siehe 3.2.2.3). Als Kontrollen
dienten, mit MVAwt-infizierte BHK-Zellen und uninfizierte BHK-Zellen, die auf die gleiche
Weise radioaktiv markiert wurden. Das F-Protein wird als Fy-Protein synthetisiert und
anschlieend in die F;- und F,-Untereinheit gespalten, die miteinander UGber eine
Disulfidbriicke verbunden sind (siehe 0). Das F;-Protein hat eine GroRe von zirka 48 kDa
und konnte durch die radioaktive Markierung eindeutig nachgewiesen werden
(siehe Abbildung 44).
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Abbildung 44: [**S]-Methionin- und —Cystein-Markierung infizierter HEF-Zellen nach
Infektion mit MVA-BRSV-F und MVAwt. Nach der Infektion wurden die Zellen mit
[¥*S]-markiertem Methionin und Cystein inkubiert, lysiert und in einem 10%igen
SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die Detektion erfolgte durch Fluorographie. Der Pfeil
markiert das F;-Protein. F= MVA-BRSV-F, wt = MVAwt, ¢ = BHK-Zellen.

4.1.4.2.5 Spezifischer Nachweis der Expression des  F-Proteins von infizierten HEF-
Zellen mit MVA-BRSV-F durch Radioimmunoprazipitatio  n (RIPA)

Um die Spezifitdt der in 4.1.4.2.4 durch radioaktive Markierung erhaltenen Bande fir das
F.-Protein zu bestatigen, erfolgte zusatzlich eine Immunpréazipitation der radioaktiv
markierten Proben (= Radioimmunoprazipitation, RIPA, siehe 3.2.2.4) mit dem monoklonalen
Anti-BRSV-F-Antikdrper (mAb 3, siehe 3.1.7.2, Seite 41 (SCHRIJVER et al. 1997)). Die
Gewinnung der Proteinlysate erfolgte in derselben Weise, wie fiir die [**S]-haltige Methionin-
und Cystein-Markierung in 4.1.4.2.4. Mit dem an Protein A Sepharose™ CL-4B (PAS™,
Amersham Bioscience Europe GmbH) gebundenen mAb 3 konnte die F;-Protein-spezifische

Bande ebenfalls nachgewiesen werden.
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Abbildung 45: Radioimmunoprazipitation des F-Proteins aus Lysaten MVA-BRSV-F-
infizierter HEF-Zellen. Die Proben wurden auf einem 10%igem SDS-Polyacrylamid-Gel
aufgetrennt und die radioaktiven Banden durch Fluorographie sichtbar gemacht. In
Abbildung 45 dargestellt, ist das fluorographisch gewonnene Bild des
SDS-Polyacrylamid-Gels. Der Pfeil markiert F1-Protein-spezifische Bande. S = [**C]-Marker,
1 = uninfizierte HEF-Zellen, 2 = MVAwt-infizierte HEF-Zellen, 3 = MVA-BRSV-F-infizierte
HEF-Zellen, + und —-mAb-F = Protein A Sepharose™ CL-4B (PAS™, Amersham Bioscience
Europe GmbH) wurde mit oder ohne mAb 3 inkubiert.

4.1.4.2.6 Durch MVA-BRSV-F exprimiertes Protein F b esitzt Fusionsaktivitat
Das F-Protein ist durch seine Fusionsaktivitat maf3geblich bei der Virus-Adsorption und dem

Eintritt des Virus in die Zelle beteiligt (siehe 2.1.4.1.2 auf Seite 8) Der Nachweis der
Funktionalitait des von MVA-BRSV-F synthetisierten F-Proteins sollte die korrekte
Transkription, Translation und Prozessierung des Fremdgens durch das MVA-Vektorvirus
zusatzlich bestatigen.

Das Prinzip dieses Fusionsassays beruht auf dem indirekten Nachweis der Fusion von
Zellen durch die Messung der Aktivitat des Reporterenzymes Luziferase. In Abbildung 46 ist
der Versuchsaufbau schematisch dargestellt. Hierfur wurden die Zellpopulation A mit
MVA-BRSV-F oder MVAwt infiziert. Danach erfolgten Transfektion der beiden
Zellpopulationen; entweder mit dem Luziferase-Kontrollplasmid (Population A, infiziert,
T7Luc, siehe 3.1.6.2.1) oder dem Plasmid pUCIIP7.5-T7Pol (Population B, T7-Pol,
siehe 3.1.6.2.2) Das Luziferase-Kontrollplasmid enthalt das Luziferase-Gen unter der
Kontrolle des T7-Promotors und das Plasmid pUCIIP7.5-T7Pol enthalt die T7-RNA-
Polymerase unter der Kontrolle des Vacciniapromotors P7.5. Nach der Inkubationszeit
erfolgte die Trypsinierung der Zellen der Population B und das Zusammenfiihren mit der
Zellpopulation A. Durch die Fusionsaktivitat des von MVA-BRSV-F exprimierten Protein F
bildeten sich ,Synzytien" bzw. ,Riesenzellen® durch die Verschmelzung der beiden
Zellpopulation A und B. Durch diese Fusion enthielten die fusionierten Zellen beide Plasmide

zusammen mit MVA-BRSV-F. Durch das Vorhandensein des Vaccinia-
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Transkriptionsapparates, konnte nun die T7-RNA-Polymerase, welche unter der Kontrolle
des Vacciniapromotors P7.5 steht, im Plasmid pT7-Pol transkribiert und translatiert werden.
Durch die Bildung der T7-RNA-Polymerase konnte nun auch die Luziferase, die unter der
Kontrolle des T7-RNA-Polymerase Promotors steht, transkribiert und translatiert werden.
Dieser Vorgang konnte anhand der hoheren Luziferase-Aktivitat in MVA-BRSV-F-infizierten
Zellen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 46).

Zellpopulation A Zellpopulation B

—_— T7-Pol  Keine Fusion
MVA ,
=) F O mm) iy O
2
‘F—Protein Fusion %VL:%' é jif
MVA-F — =
= Qg O =mp pp D
' ~Synzytium*

Abbildung 46: Schema zum Fusionsassay. Die Zellpopulation A wird mit MVA-BRSV-F
(MVA-F) oder MVAwt infiziert und anschlie3end mit dem Luziferase-Kontrollplasmid (T7Luc)
transfiziert. Die Zellpopulation B wird nur mit dem pUCIIP7.5-T7Pol (T7-Pol) transfiziert. Vier
Stunden nach der Transfektion wird die Zellpopulation B trypsiniert, gewaschen und auf die
Zellpopulation B gegeben. Wenn es durch Expression des F-Proteins zur Fusion der Zellen
kommt, kdnnen in einer fusionierten Zelle (,Synzytium*“) beide Plasmide zusammen mit MVA-
BRSV-F vorkommen und das Luziferase-Gen im T7Luc-Plasmid abgelesen werden. Nach
Zugabe von Luziferin (Substrat) kann dieses zu Oxyluziferin umgesetzt werden und leuchtet.

In Abbildung 47 ist ersichtlich, dass nach bereits 16 Stunden die Luziferase-Aktivitat von
MVA-F-infizierten Zellen zirka 5fach und nach 25 Stunden zirka 6fach hoher im Vergleich zu
MVAwt-infizierten Zellen war. Mit diesem Assay konnte deutlich gezeigt werden, dass das
von MVA-BRSV-F exprimierte F-Protein, Fusionsaktivitat besitzt.
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Abbildung 47: Spezifische Luziferase-Aktivitat auf HelLa-Zellen. Dargestellt ist hier, eines
von zwei unabhangig voneinander durchgeflihrten Experimenten auf HelLa-Zellen. Die
Luziferase-Aktivitat in RLU (relative light unit) pro Sekunde wurden auf 1 ug Gesamtprotein
normalisiert (= spezifische Luziferase-Aktivitat). MVA-BRSV-F (hier vereinfacht MVA-F) ist
blau, MVAwt griin dargestellt.
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4.1.4.3 Wachstumsverhalten von MVA-BRSV-F und MVA-B  RSV-G

Wachstumsuntersuchungen werden zur virologischen Charakterisierung von rekombinanten
MVA durchgefihrt (siehe 3.2.3.2.2). Sie dienen zur Untersuchung moglicher Auswirkungen

der inserierten Fremdgene auf das Wachstumsverhalten von rekombinantem MVA.

Bei der ,one step“-Wachstumskurve wird durch die Infektion mit einer hohen MOI (10 pfu pro
Zelle) sichergestellt, dass jede Zelle mit mindestens einem Viruspartikel infiziert wird,
dadurch kann die Menge neu gebildeter infektioser Virionen pro infizierter Zelle analysiert
werden. Abbildung 48 zeigt die graphische Darstellung der ,one step“-Wachstumskurve von
MVA-BRSV-F und MVA-BRSV-G im Vergleich zu MVAwt. Mit dem 0O-Stundenpunkt konnte
die Ausgangsinfektiositat aller drei untersuchten Viren festgestellt werden. Nach 4 Stunden
zeigte sich der typische ,Knick" in der ,one step“-Wachstumskurve, ein scheinbarer
Titerrickgang, welcher durch das Uncoating der Viruspartikel entsteht. Nach weiteren
4 Stunden (insg. 8 Stunden) hatte sich die Infektiositat bei MVAwt schon um fast zwei, bei
MVA-BRSV-F nur um eineinhalb und bei MVA-BRSV-G sogar nur um eine log-Stufe erhoht.
Nach insgesamt 48 Stunden war die Infektiositat bei MVAwt um dreieinhalb log-Stufen bei
MVA-BRSV-F um zweieinhalb und bei MVA-BRSV-G nur um eineinhalb log-Stufen
angestiegen. Somit stellt dieses reprasentative Ergebnis aus vier durchgeflhrten
Wachstumsuntersuchungen deutlich dar, dass MVA-BRSV-F und zu einem groRReren
Ausmall MVA-BRSV-G ein vermindertes Wachstum bzw. eine verminderte Menge an neu

gebildeten Viruspartikeln pro infizierter Zelle, bilden (siehe Abbildung 48).
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Abbildung 48: ,One step“-Wachstumskurve von MVAwt, MVA-BRSV-F und MVA-BRSV-G.
HEF-Zellen wurden mit 10 pfu pro Zelle mit MVAwt, MVA-BRSV-F und MVA-BRSV-G
infiziert und nach 0, 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden geerntet. Danach wurden die einzelnen
Erntezeitpunkte auf HEF-Zellen riicktitriert und die Titer bestimmt. Dieses Experiment ist ein
reprasentatives Ergebnis aus vier durchgefihrten Wachstums-untersuchungen.
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Die Uberpriifung der Zell- zu Zellausbreitung der rekombinanten MVA, im Vergleich zu
MVAwt erfolgte mit der ,multiple-step“-Wachstumskurve, bei der HEF-Zellen mit einer
niedrigen MOI (0,05 pfu pro Zelle) infiziert werden. Abbildung 49 zeigt die graphische
Darstellung der ,multiple-step“-Wachstumskurve von MVA-BRSV-F und MVA-BRSV-G im
Vergleich mit MVAwt. Nach 12 Stunden hatte sich die Ausgangsinfektiositat beider
MVA-BRSV-Rekombinanten um eineinhalb log-Stufen und beim Wildtypvirus um zwei
log-Stufen erhdht. Sehr deutlich war allerdings zu erkennen, dass MVA-BRSV-G nach dieser
Titerzunahme keine weitere Erhéhung der Infektiositat zeigte. MVA-BRSV-F wies bis
72 Stunden nach der Infektion eine Erhéhung von fast vier bis viereinhalb log-Stufen und
MVAwt sogar von funf log-Stufen auf.

Bei der Untersuchung des ,multiple-step“-Wachstums zeigte sich, dass vor allem
MVA-BRSV-G eine verminderte Zell- zu Zellausbreitung auf HEF-Zellen hat. Das Virus
erreichte im Vergleich zu MVAwt, bis zu zirka zweieinhalb Zehnerpotenzen geringere Titer
(siehe Abbildung 49). Bei MVA-BRSV-F handelt es sich um eine nur geringe

Wachstumsminderung die um eine Zehnerpotenz niedriger liegt als beim Wildtypvirus.
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Abbildung 49: ~Multiple-step“-Wachstumskurve von MVAwt, MVA-BRSV-F und
MVA-BRSV-G. HEF-Zellen wurden mit 0,05 pfu pro Zelle mit MVAwt, MVA-BRSV-F und
MVA-BRSV-G eine Stunde infiziert und nach 0, 12, 24, 48 und 72 Stunden geerntet. Danach
wurden die einzelnen Erntezeitpunkte auf HEF-Zellen ricktitriert und die Titer bestimmt.
Dieses Experiment ist ein reprasentatives Ergebnis aus vier durchgefihrten
Wachstumsuntersuchungen. Deutlich sichtbar ist das stark verminderte Wachstum von
MVA-BRSV-G.

4.1.4.4 Replikationsdefizienzassay von MVA-BRSV-F u __nd MVA-BRSV-G
Zur Untersuchung der erhaltenen Replikationsdefizienz von MVA nach Insertion von

Fremdgenen, erfolgte die Durchfihrung eines Replikationsdefizienzassay. Diese
Untersuchung wurde auch in der ,Allgemeinen Stellungnahme der ZKBS, 6790-10-74, Juni
2002¢, fur die Herabstufung von rekombinanten MVA der Risikogruppe 2 auf Risikogruppe 1,
vorgestellt. Diese Wachstumsuntersuchung erfolgte auf HeLa-Zellen im Vergleich zu MVAwt

und dem replikationskompetenten CVA. Dabei konnte gezeigt werden, dass auch nach
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Insertion der BRSV-F oder —G-Gene in das MVA-Genom, keine Replikation des Virus auf
Saugerzellen stattfand. Der Titer sank nach 72 Stunden bei MVAwt, MVA-BRSV-F und
MVA-BRSV-G sogar um eine Zehnerpotenz ab, wahrend der Titer des

replikationskompetenten CVA, dem Vorlaufer von MVA, um 4 Zehnerpotenzen zunahm.
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Abbildung 50: Wachstumsuntersuchung von MVA-BRSV-F und MVA-BRSV-G auf
HelLa-Zellen. Die Infektion von HelLa-Zellen erfolgte mit 0,05 pfu pro Zelle. Die Ernte der
infizierten Zellen erfolgte nach 0 Stunden und nach 72 Stunden. Die Rucktitration wurde auf
BHK-Zellen durchgefuhrt. CVA = Chorioallantois Vacciniavirus Ankara,
MVA-F = MVA-BRSV-F, MVA-G = MVA-BRSV-G und MVAwt = MVA-Wildtyp.
Die Darstellung einer Geraden durch zwei Punkte, anstelle von Balken, wurde zur besseren
Darstellung der Titer-Zu- beziehungsweise -Abnahme gewahilt.

4.2 Konstruktion der revertanten Viren MVA-  ABRSV-F und MVA-
ABRSV-G

Die Herstellung der revertanten Viren erfolgte durch spezifische Entfernung der inserierten

Gene und deren Promotor aus den jeweiligen rekombinanten Viren. Die spezifische Deletion
der inserierten Gene erlaubte die Uberprifung der méglichen negativen Beeinflussung der
Uberexpression des BRSV-G-Gens oder zuféllig aufgetretener sekundédre Mutationen im
MVA-Genom, welche als Ursache fir das unterschiedliche Wachstumsverhalten vermutet

wurden.

4.2.1 Plasmide zur Deletion inserierter Gene in der Deletion Il und VI des
MVA-Genoms

Bei der Konstruktion des MVA-ABRSV-F sollte das BRSV-F-Gen mit dem Vacciniapromotor
P7.5 aus der Deletion IIl und zur Herstellung des MVA-ABRSV-G das BRSV-G-Gen mit dem
Vacciniapromotor PmH5 aus der Deletion VI, entfernt werden. Hierfir mussten aus den
entsprechenden MVA-Vektorplasmiden die Promotoren deletiert werden um ein
Vektorplasmid zu erhalten, welches nur die Deletion flankierende Gensequenz, die
repetitiven Gensequenzen und das K1L-Markergen enthielt. Nach homologer Rekombination

dieser Gensequenzen mit denjenigen im MVA-Genom filhrte dies zur spezifischen
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Entfernung des inserierten Gens. In Abbildung 51 ist das Schema zur Herstellung von

revertanten Viren dargestellt.

Hindlll-Karte des MVA-Genoms
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Abbildung 51: Schema zur Herstellung der revertanten Viren am Beispiel der MVA-ABRSV-
F. Oben gezeigt ist die Hindlll-Restriktionsendonuklease-Karte des MVA-Genoms und
darunter der Ausschnitt der Deletion 11l des MVA-BRSV-F, welches das F-Gen und den P7.5
Promotor enthélt. Das Plasmid plllAhr besitzt nur die beiden repetitiven Gensequenzen (rep)
und das K1L-Markergen. Durch homologe Rekombination zwischen den flank-1 und flank-II
im Plasmid und im MVA-Genom wird das K1L-Markergen in die Deletion Il inseriert und
gleichzeitig das BRSV-F-Gen zusammen mit seinem Promotor deletiert. Durch die
K1L-Expressionskassette kann das revertante Virus MVA-ABRSV-F auf RK13 selektiert
werden. Durch Passage der Viren auf HEF- oder BHK-Zellen wird das K1L-Markergen durch
intragenomische homologe Rekombination wieder deletiert.

4.2.1.1 Herstellung und Aufarbeitung der Vektoren p IllAhr und pVI Ahr
Die Herstellung der revertanten Viren erforderte die Entfernung der Promotoren aus den

MVA-Vektorplasmiden plllIAhrP7.5 (siehe 3.1.6.1.1, Seite 38) und pVIAhrP7.5-sP
(siehe 3.1.6.1.2, Seite 38). Dazu wurden beide Vektorplasmide mit den Enzymen Ascl und

Notl verdaut und zur Herstellung von glatten Enden mit Klenow-Enzym (Roche Diagnostics
GmbH) behandelt (siehe 3.2.1.2.4.1, Seite 45). Nach der Aufreinigung durch Agarosegel-
Elektrophorese konnten die Banden fiir das linearisierte Plasmid isoliert und religiert werden
(siehe 3.2.1.4.2). Nach Transformation in elektrokompetente Bakterien erfolgte die Analyse
der DNA von jeweils 10 Ampicillin-resistenten Bakterienkolonien mit Hilfe des Enzym EcoRl
fur die plllAhr-Klone und dem Enzym Hindlll fir die pVIAhr-Klone. Hierbei konnten zwei
Isolate anhand der DNA-Fragmentgrof3en identifiziert und in einer praparativen
Plasmid-DNA-Isolierung amplifiziert werden. Die Uberpriifung der Reinheit der beiden Klone

erfolgte durch Behandlung mit Restriktionsendonukleasen auf (siehe Abbildung 52).
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Diese wurden zur Herstellung der revertanten Viren MVA-ABRSV-F und MVA-ABRSV-G
benutzt (siehe 4.2.2).

LS pVIAhr plll Ahr Hindlll  EcoRI

B

4824 bp 3400 bp

!

e — 1200 bp
1083 bp

— 924 bp

863bp

Abbildung 52: DNA-Fragmente nach Behandlung mit Restriktionsendonukleasen und
Auftrennung im Agarosegel. Die erwarteten Grol3en der DNA-Fragmente fir das
Vektorplasmid pVIAhr nach Hindlll-Kontrollverdau und fur das Vektorplasmid plllAhr nach
EcoRlI-Kontrollverdau sind rechts angegeben. LS = Langenstandard.

4.2.2 Herstellung der revertanten Viren MVA- ABRSV-F und MVA- ABRSV-
G durch homologe Rekombination

In Abbildung 51 ist schematisch das Prinzip der spezifischen Deletion des inserierten

BRSV-Gen am Beispiel von MVA-BRSV-F dargestellt. Die MVA-Vektorplasmide plllIAhr und

pVIAhr, welche hierfiir benutzt wurden, enthalten nur noch das transiente K1L-Markergen

und die beiden repetitiven Gensequenzen.

4.2.2.1 Transfektion, transiente Wirtsselektion, Ub  erpriifung rekombinanter
Virusklone und Deletion des K1L-Markergens

Die Herstellung der revertanten Viren erforderte die selektive Deletion der inserierten

BRSV-Gene F und G aus den entsprechenden rekombinanten MVA. Hierzu erfolgte die
Transfektion MVA-BRSV-F- bzw. MVA-BRSV-G-infizierter HEF-Zellen mit den
Vektorplasmiden plllIAhr bzw. pVIAhr (siehe 4.2.1, Seite 98). Nach Isolierung einzelner
Aggregate rekombinanter Virusklone, erfolgte nach der 3. Passage eine Amplifikation
einzelner Klone zur DNA-Gewinnung und anschlieRender genetischer Uberprifung mittels
PCR-Analyse. Daraufthin ~ folgten  weitere  Passagen auf HEF-Zellen  mit
Agaroseuberschichtung zur Deletion des K1L-Markergens (siehe 3.2.3.1.6, Seite 61).
Abbildung 53 und Abbildung 54 zeigen die PCR-Untersuchung der DNA verschiedener
MVA-ABRSV-F- und -G-Klone aus der 3. RK13-Passage mit Oligonukleotiden spezifisch fur
die Deletion lll. Hierbei lieR3 sich jeweils eine spezifische Bande (Wigevr, Wtrevs), Welche zirka
250 bp groRer als das amplifizierbare PCR-Produkt des Wildtypvirus, nachweisen. Diese
zusatzlichen 250 Basenpaare resultieren aus den verbleibenden repetitiven Gensequenzen
nach deren intragenomischen Rekombination, durch die die Deletion des Kl1L-Markers

erfolgt.
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Wty + KIL

WiRevr
wt

Abbildung 53: K1L- und Deletion VI-spezifische PCR-Untersuchung der DNA verschiedener
Klone der MVA-ABRSV-F in der 2. Passage auf HEF-Zellen. 1 bis 6 = verschiedene Klone

der MVA-ABRSV-F aus der 2. Passage auf HEF-Zellen,
K1L = spezifische Bande fur das Kl1L-Markergen, wt = Deletion IIl spezifisch Bande im
Wildtypgenom,  wtgrer,=  Deletion  lll-spezifische  Bande der Revertanten F,

Wtreve + K1L = spezifische Bande Deletion Il vor der Entfernung des Markergens K1L im
Genom der Revertante F.
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Abbildung 54: K1L- und Deletion llI-spezifische PCR-Untersuchung der DNA verschiedener
Klone der MVA-ABRSV-G in der 2. Passage auf HEF-Zellen. Legende siehe Abbildung 53.
1 bis 6 = verschiedene Klone der MVA-ABRSV-G aus der 2. Passage auf HEF-Zellen.

Die erfolgreiche Deletion des K1L-Markergens konnte nach einer weiteren Passage auf
HEF-Zellen mit Agaroselberschichtung bestatigt werden. Der MVA-BRSV-F Revertante Klon
F1/1/3 und der MVA-BRSV-G Revertante Klon 6/1/1 wurden auf HEF-Zellen zu Virusstocks
amplifiziert und titriert (siehe 3.2.3.1.7 und 3.2.3.1.8 auf den Seiten 61 und 62).

4.2.3 Virologische Charakterisierung der revertante  n Viren
MVA-ABRSV-F und MVA- ABRSV-G

Die virologische  Charakterisierung der revertanten Viren erfolgte  durch
PCR-Untersuchungen der DNA der Virusstocks und Wachstumsuntersuchungen im
Vergleich mit dem Wildtypvirus, um die Auswirkungen der Deletion der BRSV-Gene auf das

Wachstum der revertanten Viren zu untersuchen.
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4.2.3.1.1 PCR-Analyse des Genoms der revertanten Vi ren MVA- ABRSV-F und MVA-
ABRSV-G

Zur Uberpriifung der Reinheit des Genoms der Virusstocks der revertanten Viren
MVA-ABRSV-F und MVA-ABRSV-G erfolgte eine PCR-Analyse mit den Oligonukleotiden zur
Detektion der Deletion IIl (siehe 3.1.5.1.1), der Deletion VI (siehe 3.1.5.1.2) und des
K1L-Markergens (siehe 3.1.5.2). In Abbildung 55 ist die Dokumentation dieser PCR-Analyse
nach Gelelektrophorese durch ein 1%iges Agarosegel dargestellt. Fir die Deletion Il
ergeben sich bei der MVA-ABRSV-G und dem MVAwt die typische zirka 700 bp grofRe
Bande fur die ,leere Deletion lll; im Gegensatz dazu konnte bei der MVA-ABRSV-F eine
etwa 950 bp groRe Bande detektiert werden. Diese grolRere Bande ergibt sich durch den
Verbleib der zirka 250 bp groRen repetitiven Gensequenzen, die nach intragenomischer
Rekombination und Deletion des Kl1L-Markergens, in der Deletion Ill verbleibt. Fur die
Deletion VI ergibt sich bei der MVA-ABRSV-F und dem MVAwt eine zirka 400 bp grofl3e
Bande, wahrend diese bei der MVA-ABRSV-G, durch den Verbleib der 250 bp groRRen
repetitiven Gensequenz und der Deletion des K1L-Markergens, zirka 650 bp groR3 ist. Das
K1L-Gen kann nur im Vektorplasmid detektiert werden, da dieser transiente Marker wahrend

der Herstellung der revertanten Viren deletiert wurde.

Deletion Il Deletion VI K1L
LS AF AG wt LS AF AG wt LS AFAG Pl wt
- ¥
. 950 bp
. 700 bp
. ' 650 bp
400 b
- . B 300 bB

Abbildung 55: PCR-Analyse des Genoms der Virusstock von MVA-ABRSV-F und
ABRSV-G nach Auftrennung auf einem 1%igem Agarosegel. Es wurden jeweils die Deletion
lll, die Deletion VI und das K1L-Gen mit den entsprechenden Oligonukleotidpaaren
detektiert. F = MVA-BRSVA-F, G = MVA-ABRSV-G, wt = MVAwt, Pl = plllAhrP7.5,
M = Marker.
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4.2.3.1.2 Wachstumsuntersuchungen der revertanten V. iren MVA- ABRSV-F und
-ABRSV-G

Die Herstellung der revertanten Viren erfolgte zur Uberprifung mdglicher negativer
Beeinflussung der Uberexpression der inserierten BRSV-Gene oder zuféllig aufgetretener
sekundarer Mutationen im MVA-Genom, welche als Ursache fir das unterschiedliche
Wachstumsverhalten vermutet wurde. Aus diesem Grund waren Wachstumsuntersuchungen
der revertanten Viren von vorrangigem Interesse.

Die Wachstumsexperimente wurden wie unter 3.2.3.2.2 auf Seite 64 beschrieben
durchgefuhrt und jeder Zeitpunkt im Doppelansatz titriert. In Abbildung 56 ist die ,one step®-
Wachstumskurve der beiden revertanten Viren im Vergleich zu MVAwt graphisch dargestellt.
Hierbei konnte festgestellt werden, dass sich das Wachstum des MVA-ABRSV-G kaum von
dem des MVAwt unterscheidet. Vergleicht man hierzu die ,one step“-Wachstumskurve des
rekombinanten Gegenstiicks (MVA-BRSV-G, siehe Abbildung 48 auf Seite 96) wird dieser
Unterschied besonders deutlich. Die MVA-ABRSV-F zeigte ein  ahnliches
Wachstumsverhalten, wie  sein  rekombinanter  Vorfahre, das MVA-BRSV-F
(siehe Abbildung 48 auf 96).
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Abbildung 56: ,One step“-Wachstumskurve der revertanten Viren. HEF-Zellen wurden mit
10 pfu pro Zelle mit MVAwt, MVA-ABRSV-F und MVA-ABRSV-G infiziert und nach
0, 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden geerntet. Danach erfolgte die Titration der einzelnen
Erntezeitpunkte auf HEF-Zellen im Doppelansatz. Dieses Experiment ist ein reprasentatives
Ergebnis aus 3 durchgefihrten Wachstumskurven.

Auch bei der ,multiple-step“-Wachstumskurve war kein Unterschied im Wachstum der

revertanten Viren im Vergleich zu MVAwt erkennbar (siehe Abbildung 57).
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Abbildung 57: ,Multiple-step“-Wachstumskurve der revertanten Viren. HEF-Zellen wurden
mit 0,05 pfu pro Zelle mit MVAwt, MVA-ABRSV-F und MVA-ABRSV-G infiziert und nach
0, 12, 24, 48 und 72 Stunden geerntet. Danach wurden die einzelnen Erntezeitpunkte auf
HEF-Zellen rucktitriert und die Titer bestimmt. Dieses Experiment ist ein reprasentatives
Ergebnis aus drei durchgefihrten Wachstumsuntersuchungen.

Mit der Konstruktion der revertanten Viren konnte nachgewiesen werden, dass das
verminderte Wachstum, vor allem von MVA-BRSV-G, nicht auf das MVA-Rickgrat

zuriuckzufihren ist.

4.3 Herstellung von MVA-BRSV-Gneu

Die Ergebnisse aus der Untersuchung der revertanten Viren lieBen vermuten, dass die

verminderte Wachstumsfahigkeit des MVA-BRSV-G doch eher auf die Expression des
BRSV-G-Gens zuriickzufuhren war. Offenbar hatte hierbei die Expression des
BRSV-G-Gens durch den starken synthetischen modifizierten PH5 besondere Auswirkung.
Es sollte daher versucht werden, durch Verwendung des eher moderaten
transkriptionsaktiven natirlichen Promotors P7.5 ein neues Vektorvirus zur Produktion des
BRSV-G-Antigens herzustellen.

4.3.1 Klonierung des Vektorplasmides plll  AhrP7.5-BRSV-G zur
Herstellung von MVA-BRSV-Gneu

Zur Insertion des BRSV-G-Gens unter der Kontrolle des Promotors P7.5 in die Deletion Il
des MVA-Genoms, wurde das Vektorplasmid pllIAhrP7.5-BRSV-G kloniert. Die Isolierung
des BRSV-G-Gens erfolgte aus dem Vektor pPBRSVGsyn, welches anschlieBend in das
linearisierte MVA-Vektorplasmid pllIAhrP7.5 ligiert wurde (Schema siehe Abbildung 58).
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Abbildung 58: Schema zur Klonierung des Vektorplasmides pllIAhrP7.5-BRSV-G. Rechts
oben dargestellt ist das Plasmid pBRSVGsyn aus dem das BRSV-G-Gen mit
Restriktionsendonukleasen ausgeschnitten wurde. Oben links ist das MVA-Vektorplasmid
dargestellt, dieses wurde an der ,multiple cloning site* (MCS) aufgeschnitten. Die Ligation
der beiden Fragmente sollte zur Bildung des Vektorplasmides pllIAhrP7.5-BRSV-G fiuhren.

4.3.1.1 Aufarbeitung der Vektoren plll  AhrP7.5 und pBRSVGsyn zur Herstellung
des Vektorplasmides plll AhrP7.5-BRSV-G

Die Herstellung dieses Plasmides erforderte die Isolierung des BRSV-G-Gens aus dem
Plasmid pBRSVGsyn (siehe 3.1.6.1.5, Seite 40) mit dem Restriktionsendonuklease Xbal
(analog wie zur Herstellung des Vektorplasmides pLW9-G, siehe 4.1.2.1 auf Seite 75) und
die anschlielende Behandlung mit Klenow-Enzym (Roche Diagnostics GmbH) zur
Herstellung glatter Enden (siehe 3.2.1.2.4.1, Seite 45). Das MVA-Vektorplasmid pllIAhrP7.5

(siehe 3.1.6.1.1, Seite 38) wurde mit der Restriktionsendonuklease Pmel linearisiert.

Nach der Transformation und Isolation der DNA von 24 Ampicillin-resistenten
Bakterienkolonien konnten diese mit dem Restriktionsenzym Scal auf die Insertion des
BRSV-G-Gens in richtiger Orientierung uberpruft werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Zwei
Isolate, Klon 9 und 12, wurden ausgewahlt und in einer praparativen Plasmid-DNA-Isolierung
amplifiziert. Ein Kontrollverdau mit dem Restriktionsenzym Spel bestétigte die Reinheit
dieser Isolate (siehe Abbildung 59). Die Ubereinstimmung der klonierten
BRSV-G-Gensequenz mit der publizierten Sequenz (KUHNLE et al. 1998) konnte durch
Sequenzierung der Plasmid-DNA bestatigt werden. Das Vektorplasmid pllIAhrP7.5-BRSV-G
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Klon 12 wurde anschlieBend zur Herstellung des MVA-BRSV-Gneu verwendet werden
(siehe 4.3.1).

LS 9 12 Pl LS
7628bp . ¥
5061 bp - w =
2559 bp o oss

Abbildung 59: Agarosegel mit Spel-Restriktionsverdau des Vektorplasmides pllIAhrP7.5-
BRSV-G-Klone 9 und 12. PI = Vektorplasmid pllIAhrP7.5; 9 und 12 = Klone des
Vektorplasmides pllIAhr-P7.5-BRSV-G. Die erwarteten Banden bei richtiger Orientierung des
inserierten BRSV-G von 5061 und 2559 bp sind links dargestellt.

4.3.2 Herstellung von MVA-BRSV-Gneu durch homologe Rekombination
Der Einsatz des Vektorplasmides pllIAhrP7.5-BRSV-Gneu fur die Transfektion in

MVA-infizierte HEF- oder BHK-Zellen erlaubte die Herstellung von MVA-BRSV-Gneu.

4.3.2.1 Transfektion, transiente Wirtsselektion, Ub  erpriifung rekombinanter
Virusklone und Deletion des K1L-Markergens

Die Herstellung des MVA-BRSV-Gneu, welches das G unter der Kontrolle des

Vacciniapromotors P7.5 exprimieren sollte, erforderte die Durchfiihrung eine stabile
Transfektion auf MVAwt-infizierten BHK-Zellen mit dem Plasmid pllIAhrP7.5-BRSV-G. Nach
der Isolierung einzelner Aggregate auf RK13-Zellen, erfolgte zur genetischen Uberprifung
der einzelnen Klone eine PCR-Untersuchung mit Oligonukleotiden fur die Deletion Ill. Analog
zum Schema in Abbildung 29, sind bei der PCR-Untersuchung mit Oligonukleotiden
spezifisch fur die Deletion Ill verschiedene PCR-Fragmente amplifizierbar. In Abbildung 60
ist diese PCR-Untersuchung der DNA verschiedener Klone in der 2. Passage auf HEF-Zellen
nach Auftrennung im 1%igen Agarosegel abgebildet. Die spezifische Bande fur die ,leere”
Deletion Il im MVAwt-Genom, d.h. die Deletion Il im Wildtyp Genom ohne Insertion ergibt
mit diesen Oligonukleotiden eine Bande von zirka 800 bp. Ist das BRSV-G-Gen zusammen
mit dem K1L-Markergen in der Deletion Ill inseriert, erhédlt man eine entsprechend grol3eres,
zirka 3100 bp grofRes, PCR-Produkt, welches sich zusammen setzt aus den 800 bp der
flanks der Deletion Ill, zusammen mit BRSV-G-Gen mit ca. 850 bp, dem Vacciniapromotor,
den beiden rep und dem K1L-Markergen. Nach intragenomischer Rekombination zwischen
den beiden repetitiven Gensequenzen, kann eine knapp 1200 bp kleinere Bande mit zirka

1900 bp nachgewiesen werden (siehe Abbildung 60).
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Abbildung 60: Del llI- und K1L-spezifische PCR der Klone 2/3 und 2/7 nach der 2. Passage
auf HEF-Zellen. 2/3 u. 2/7 = MVA-BRSV-Gneu-Klone 2/3 u. 2/7, Pl = Plasmid plllIAhrp7.5-
BRSV-Gneu, wt = MVAwt bzw. spezifische Bande fur Deletion Illl im MVAwt-Genom,
G = spezifische Bande fur das inserierte G-Gen in der Deletion Ill, G + K1L = spezifische
Bande fir das inserierte G-Gen zusammen mit dem KI1L-Marker in der Deletion Il
K1L = spezifische Bande fir K1L nach Amplifikation mit K1L-Oligonukleotiden.

Der MVA-BRSV-Gneu-Klon 2/3 wurden zur Amplifikation und Herstellung von

Impfstoffpraparationen verwendet.

4.3.3 Virologische Charakterisierung

4.3.3.1 Uberpriifung der Expression des G-Proteins d  urch MVA-BRSV-Gneu

4.3.3.1.1 Immunfarbung infizierter Zellen
Der Nachweis der Expression des BRSV-G-Proteins erfolgte nach Infektion von HEF-Zellen

mit verschiedenen Virusverdinnung und Detektion des in den infizierten Zellen produzierten
Fremdantigens durch Immunfarbung (siehe 3.2.3.1.8). Dabei wurde der monoklonale
Antikérper gegen das BRSV-G-Protein (mAb 20)(SCHRIJVER et al. 1997) (siehe 3.1.7.3)
verwendet. In Abbildung 61 sind die gefarbten MVA-BRSV-Gneu-Plaques auf HEF-Zellen zu
sehen. Auffallig ist hier, dass die Plaquemorphologie von MVA-BRSV-Gneu keinen
Unterschied zu MVAwt- oder MVA-BRSV-F-Plaques zeigt, im Gegensatz zu der auffallig
kleinen Plaquemorphologie bei MVA-BRSV-G-infizierten HEF-Zellen (siehe Abbildung 41).
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Abbildung 61: Immunfarbung von MVA-BRSV-Gneu. 100 x = 100fache Vergrof3erung,
400 x = 400fache Vergrolierung. MVA-BRSV-Gneu-infizierte HEF-Zellen wurden nach
48 Stunden fixiert und nach Inkubation mit Anti-Vaccinia-Antikérper und a-rPO angefarbt.

4.3.3.1.2 Nachweis der Expression des G-Proteins vo  n MVA-infizierten HEF-Zellen
durch Western-Blot-Analyse

Zum Nachweis der Expression des G-Proteins durch das generierte MVA-BRSV-Gneu
erfolgte die Durchfiihrung einer Western-Blot-Analyse mit Hilfe des monoklonalen Antikdrper
mAb 20 (LANGEDIJK et al. 1996a)(siehe 3.2.2.1 auf Seite 49 und 3.1.7.3 auf 41). Hierbei
konnte die zirka 69 kDa grolRe spezifische Bande fir das BRSV-G-Protein und einige
schwachere kleinere Banden, welche die unglykosylierte Formen des G-Proteins dar stellen,

nachgewiesen werden (siehe Abbildung 62).
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Abbildung 62: Western-Blot-Analyse von Proteinlysaten aus MVA-BRSV-Gnheu-infizierten
HEF-Zellen. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem
10%igen SDS-Polyacrylamid-Gel, die Immunodetektion mit dem mAb 20 in einer
Verdiinnung von 1:1000, anschlie3end mit der a-mPO in einer Verdinnung von 1:5000 und
die Detektion Uber Chemilumineszenz. Der Pfeil markiert die zirka 69 kDa grof3e Bande flr
das G-Protein. Zusatzlich sind weitere kleine Banden sichtbar, welche unglykosylierte
Formen des G-Proteins darstellen. HEF = Zellkontrolle, uninfizierte HEF-Zellen,
MVAwt = MVAwt-infizierte HEF-Zellen, Gneu = MVA-BRSV-Gneu-infizierte HEF-Zellen.

4.3.3.2 Wachtumsuntersuchungen
Die Konstruktion des MVA-BRSV-Gneu diente unter anderem der Untersuchung der

negativen Beeinflussung der Uberexpression des BRSV-G-Gens auf den
MVA-Lebenszyklus. Darum wurde das BRSV-G-Gen in diesem Virus unter den moderateren
Promotor P7.5 (gesetzt. Die Ergebnisse der Wachstumsuntersuchungen mit
MVA-BRSV-Gneu-infizierten HEF-Zellen waren deshalb von besonderem Interesse.

In der ,one step“-Wachstumskurve (siehe Abbildung 63) zeigte das MVA-BRSV-Gneu, im
Gegensatz zu MVA-BRSV-G, ein fast identisches Wachstumsverhalten im Vergleich zum
Wildtypvirus. Und auch in der ,multiple-step“-Wachstumskurve, welche zur Untersuchung der
Zell- zu Zellausbreitung dient, verhielt sich das Wachstum von MVA-BRSV-Gneu ebenfalls
fast identisch mit dem von MVAwt (siehe Abbildung 64)
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Abbildung 63: ,One step“-Wachstumskurve von MVA-BRSV-Gneu. Bei der ,one step“-
Wachstumskurve werden die HEF-Zellen mit einer hohen MOI (10 pfu pro Zelle) mit MVAwt,
MVA-BRSV-Gneu infiziert und nach 0, 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden geerntet. Danach wurden
die einzelnen Erntezeitpunkte auf HEF-Zellen ricktitriert und die Titer bestimmt. Dieses

Experiment ist ein reprasentatives Ergebnis aus vier durchgefihrten Wachstums-
untersuchungen.
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Abbildung 64: ,Multiple-step“-Wachstumskurve von MVA-BRSV-Gneu. HEF-Zellen wurden
mit 0,05 pfu pro Zelle mit MVAwt, MVA-BRSV-F und MVA-BRSV-G infiziert und nach 0, 12,
24, 48 und 72 Stunden geerntet. Danach wurden die einzelnen Erntezeitpunkte auf
HEF-Zellen rucktitriert und die Titer bestimmt. Dieses Experiment ist ein reprasentatives
Ergebnis aus vier durchgefihrten Wachstumsuntersuchungen.

Diese Ergebnisse konnten die Theorie, der negativen Beeinflussung der Uberexpression des
BRSV-G-Gens auf das Wachstumsverhalten von MVA-BRSV-G, bestitigen. Die
Verwendung eines moderateren Promotors, dem Vacciniapromotor P7.5, anstelle des

modifizieren Vacciniapromotors PmH5, konnte die Wachstumsdefizienz aufheben.
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4.4 Tiermodelle

4.4.1 MVA-HRSV-F und -G Immunisierung in BALB/c-(H- 2%)-Mausen

Die Immunisierungsexperimente mit BALB/c-Mausen entstanden in Zusammenarbeit mit
Dr. Wieslawa Olszewska und Prof. Dr. Peter Openshaw vom Imperial College in London,
England. Hierbei sollten MVA-HRSV-F und -G (siehe 3.1.4.3, (WYATT et al. 1999)) im
Vergleich zu FI-HRSV und MVAwt in einem Vakzinations-Infektionsmodell in H-2°-M&usen
auf ihre Immunogenitat und ihr Pathogenese-Potential anhand verschiedener Parameter
untersucht werden (OLSZEWSKA et al. 2004).

Im Folgenden werden zur Vereinfachung, die Bezeichnungen MVA-F fir MVA-HRSV-F und
MVA-G fur MVA-HRSV-G, benutzt.

4.4.1.1 Gewichtsverlust nach Infektion mit RSV

BALB/c-(H-2%-M&use wurden wie unter 3.2.4.1.1.1 (Seite 66) beschrieben mit MVA-F,
MVA-G, MVAwt-oder FI-RSV- immunisiert und anschlieend mit RSV-Subtyp A2 infiziert.
Nach der Infektion erfolgte eine tagliche Uberpriifung und Dokumentation des Gewichts der
Mause und deren Krankheitszeichen. Alle immunisierten Mause, aul3er der
MVAwt-immunisierten Gruppe, verloren wahrend der RSV-Infektion an Gewicht. Den

hochsten Gewichtsverlust hatten die MVA-G-immunisierten Mause (siehe Abbildung 65).
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Abbildung 65: Veré&nderungen im Ko&rpergewicht nach RSV-Infektion. Gruppen von
5 Mausen wurden mit FI-RSV, MVAwt oder den MVA-Vektorviren, die die
HRSV-Oberflachenproteine F oder G exprimierten, geimpft. Angegeben ist hier das

Durchschnittsgewicht jeder Gruppe, als prozentualer Anteil des Anfangsgewichts jeder
Maus.
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4.4.1.2 RSV-Eliminierung aus dem Lungegewebe

Die Bestimmung der Virustiter in den Lungen der infizierten BALB/c-Mause erfolgte zwei, vier
und sieben Tage nach der RSV-Infektion. Nach zwei Tagen konnte RSV aus den Lungen
aller Tiere detektiert werden (zirka 3,2 bis 4,8 x 10* pfu pro Lunge). Allerdings war an Tag 4
nur noch in den MVAwt-immunisierten Mausen RSV nachweisbar
(durchschnittlich 8,4 + 3,6 x 10° pfu pro Lunge). In den MVA-F-, MVA-G- oder FI-RSV-
(Formalin inaktiviertes RSV) immunisierten Mausen konnten am Tag 4 kein RSV mehr

nachgewiesen werden. In keiner der Mause war am Tag 7 RSV nachweisbar.

4.4.1.3 Spezifische Anti-RSV-Antikdrperantwort durc h MVA-Immunisierung

Die Blutentnahme bei den MVAwt-, MVA-F-, MVA-G- oder FI-RSV-immunisierten
BALB/c-Mausen erfolgte vier Tage nach der intranasalen Infektion mit RSV-Subtyp A2
(siehe 3.1.4.4.1 auf Seite 36). Die Proben wurden im ELISA auf ihren RSV-spezifischen
Gesamtantikorpergehalt und die IgG1 und IgG2a Subtypen, getestet. Die hdchsten Anti-
RSV-Titer induzierte die FI-RSV-Immunisierung (siehe Abbildung 66) Allerdings erreichten
die MVA-Impfstoffe ein ausgeglicheneres 1gG2a/lgG1l Verhaltnis. Der MVA-F-Impfstoff
induzierte die hochsten IgG2a-Antikorpertiter (Abbildung 67). Diese Ergebnisse aus dem
Serum der Mause deuten auf eine eher Tyl-gerichtete Immunantwort nach

MVA-Immunisierung hin.
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Abbildung 66: Durch die Immunisierung induzierte RSV-spezifische Serum-Antikorper.
Gesamt Anti-RSV-lgG-Titer ausgedrickt als OD-Werte von 1:600 verdinntem Serum.
NMS = normales Maus-Serum
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Abbildung 67: Durch die Immunisierung induzierte RSV-spezifische Serum-Antikérper-1gG-
Subtypen-Titer. Die Titer wurden aus der Serumverdiinnung berechnet, welche denselben
Wert der OD der nicht immunisierten Kontrollgruppe hatte. Jeder Punkt entspricht der
Serumprobe einer einzelnen Maus.

4.4.1.4 MVA-Immunisierung bequnstigt eine T pl-gerichtete Zytokinproduktion
nach RSV-Infektion

Die RSV-Immunpathogenese wird mit einer zu stark Ty2-gerichteten Immunantwort

assoziiert. Ty2-Zellen initiieren die humorale Immunantwort. Sie aktivieren naive B-Zellen
und regen zur Bildung von Antikérpern an. Diese Aktivierung der B-Zellen (Ty2-gerichtete
Immunantwort) wird vor allem durch die Zytokine IL-4- und IL-5-vermittelt, wéhrend die
Tyl-gerichtete Immunantwort durch IFN-y vermittelt werden. Somit weisen hohe IFN-y auf
eine eher Tyl-gerichtete Immunantwort, wahrend hohe IL-4- und IL-5-Werte auf eine eher
Tw2-gerichtete Immunantwort hinweisen.

IL-12 wird von B-Zellen und Makrophagen gebildet und induziert die T Zell-Differenzierung
zu Tyl-Zellen. IL-13 wird von T-Zellen gebildet, stimuliert das B-Zellwachstum und
-Differenzierung und inhibiert Ty1-Zellen. IL-18 wird von Makrophagen gebildet und induziert
die IFN-y Produktion von T-Zellen. Aul3erdem begunstigt IL-18 die Ty1- und spéater auch die
Ty2-Immunantwort. Somit sind hohe IL-12- und IL-18-Zytokinwerte mit einer eher
Tyl-gerichteten Immunantwort assoziiert, wahrend hohe IL-13-Werte mit einer
Tw2-gerichteten Immunantwort verbunden sind und die Tyl-Immunantwort sogar inhibiert.
Die IL-18- und IL12-Zytokinwerte wurden in BAL-Uberstanden durch ELISA (siehe 3.2.4.3.2)
und die IFN-y-, IL-4-, IL-5- und IL-13-Werte wurden anhand des Durchschnitts
zytokinproduzierende Zellen im ELISPOT bestimmt (siehe 3.2.4.4).

Die Immunisierung mit MVA-F oder MVA-G induzierte eine hohe Zahl IFN-y-produzierender
Zellen (Abbildung 68), wie auch hohe Werte von IL-18- (Abbildung 69) und IL-12-Werte

(Abbildung 70) in BAL-Uberstanden. Diese Konstrukte stimulierten die Lungenzellen, im
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Gegensatz zum FI-RSV-Impfstoff, in signifikant geringerem Maf3e zur Produktion von IL-4,
IL-5 und IL-13 (Abbildung 68, unten). Die mit FI-RSV immunisierten Tiere hatten erhohte
Tn2-Zytokinantworten und im geringen Malf3e konnten auch T41-Zytokine (Abbildung 68 und
Abbildung 70) nachgewiesen werden. Allerdings konnte in diesen Tieren kein IL-18 detektiert
werden (Abbildung 69).
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Abbildung 68: Zellulare Zytokinproduktion nach Immunisierung und RSV-Infektion.
Die Mausegruppen wurden wie beschrieben immunisiert und am Tag 4 nach der Infektion
wurden nicht stimulierte Suspensionen von Lungenzellen auf 96-Loch-Platten ausgebracht
und die Zytokinproduktion wurde mit dem ELISPOT Assay gemessen. Jeder Punkt stellt eine
einzelne Maus dar.
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Abbildung 69: IL-18-Zytokin-Messung in BAL-Uberstanden nach der Immunisierung und
RSV-Infektion. Vier Tage nach der Infektion wurden IL-18 Werte in den Uberstanden der
BAL gemessen. Der gepunktete Bereich ist die LOD (Limit of detection, Grenze der
Detektion), die 25 pg IL-18/ml betragt. Jedes Dreieck stellt eine einzelne Maus dar. Die
Mittelwerte und Standardabweichungen sind angegeben.
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Abbildung 70: IL-12-Zytokin-Messung in BAL-Uberstanden nach der Immunisierung und
RSV-Infektion. Vier Tage nach der Infektion wurden die IL-12 p40 Werte in den
BAL-Uberstanden gemessen. Der gepunktete Bereich ist die LOD (Limit of detection, Grenze
der Detektion), die 17,5 pg IL-12 p40/ml| betragt. Jeder Punkt stellt eine einzelne Maus dar.
Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind angegeben.

4.4.1.5 Immunisierung mit MVA-Impfstoffen induziert keine Lungen-
Eosinophilie
Die Immunisierung mit FI-RSV induzierte zwischen 12 und 26% Eosinophile in der BAL der

M&ause (Abbildung 71). Diese Zahlen liegen signifikant hoher als die Werte der
MVA-immunisierten Mause, obwohl bei zwei von funf Mausen, welche mit MVA-G
immunisiert wurden, 2 bis 3% Eosinophile in der BAL, nachgewiesen werden konnte. Die
Vakzination mit MVA-F, sowie mit MVAwt induzierte keine Erhéhung der Eosinophilen in den
Lungen der Mause. Es konnten keine Unterschiede in der Anzahl anderer Zellen in der
BAL zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden.
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Abbildung 71: Eosinophile in BAL nach der RSV-Infektion in immunisierten Tieren.
Die Zellen aus der BAL wurden durch Zytospin auf Objekttrager zentrifugiert und mit
HE angeféarbt. Die eosinophilen Granulozyten werden in % ausgedrickt. Jeder Punkt stellt
eine einzelne Maus dar.
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4.4.2 Immunisierung von Kalbern mit nachfolgender R SV-Infektion

Im von ANTONIS et al. 2003 entwickelten BRSV-Vakzinations-Infektionsmodell in Kalbern
konnte die impfstoffvermittelte Immunpathogenese analog zur der des Menschen beobachtet
werden. Aus diesem Grund war die Benutzung dieses Modells zur Untersuchung der
MVA-BRSV-Impfstoffkandidaten hervorragend geeignet (ANTONIS et al. 2003).

Die Daten aus den Immunisierungen der Kalber entstanden in Kollaboration mit
A.F.G. Antonis, Animal Sciences Group, Wageningen University and Research Centre,

Lelystad in den Niederlanden.

Im Folgenden werden zur Vereinfachung, die Bezeichnungen MVA-F fir MVA-HRSV-F und
MVA-G fir MVA-HRSV-G, benutzt.

Es wurden 3 Gruppen mit jeweils 6 Kalbern mit PBS, MVA-F oder MVA-F + MVA-G im
Abstand von drei Wochen zweimal immunisiert. Nach 18 Wochen erfolgte eine intranasale

Infektion mit einem in vivo passagierten BRSV-Isolat des Stammes Odijk.

4.4.2.1 Rektale Kdrpertemperatur nach BRSV-Infektio n

Die Entwicklung der Kdrpertemperatur in den einzelnen Gruppen nach Infektion ist einer der
klinischen ~ Parameter zur  Uberprifung der Schuztwirkung der getesteten
Impfstoffkandidaten. Die Messung erfolgte nach BRSV-F-Infektion (hier d0) zweimal taglich.
Nur die Tiere der Kontrollgruppe, welche Phosphatpuffer (PBS) erhalten hatten, entwickelten
stark erhdhte Koérpertemperaturen, welche am Tag 5 bis 9 ihr Maximum erreichten. In der
Gruppe MVA-F + MVA-G entwickelte keines der Tiere Fieber, in der Gruppe MVA-F zeigten

nur 3 Tiere leicht erhhte Kdrpertemperatur.
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Abbildung 72:  Entwicklung der rektalen Korpertemperatur nach BRSV-Infektion.
Die Messungen der Kdrpertemperatur erfolgten nach der BRSV-Infektion (d0) morgens (M)
und abends (A). Dargestellt sind die Durchschnittswerte der rektalen Korpertemperatur der
Tiere einer  Gruppe. MVA-F = MVA-BRSV-F, MVA-G = MVA-BRSV-G,
PBS = Phosphatpuffer. Der blaue Stern kennzeichnet den Tag der Infektion mit BRSV.
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4.4.2.2 Vaccinia-spezifische Antikdrperantworten in den immunisierten
Kalbern

Vor dem Ende des Experiments erfolgte die Testung der Serumproben der Kalber der
Gruppen MVA-F und MVA-F + MVA-G (vergl. oben, Tabelle 3) vom Tag 0, 12 und 33 auf ihre
Vaccinia-spezifischen Antikdrperantworten im Anti-Vaccinia-ELISA, um noch vor Abschluss
des Experiments den Immunisierungserfolg bei den Kaélbern auf Vacciniaebene
nachzuweisen. Die Durchfihrung des ELISA erfolgte, wie unter 3.2.4.3.1 beschrieben.
In Abbildung 73 sind die durchschnittlichen Antikorpertiter der 6 Kélber pro Gruppe und
deren Standardabweichung dargestellt. Die Seren der einzelnen Kalber wurden jeweils

mindestens zweimal im Anti-Vaccinia-ELISA getestet.

Anhand der gemessenen  Vaccinia-spezifischen  Antikorpertiter ~ konnte  der
Immunisierungserfolg durch die zwei aufeinanderfolgene Vakzinationen mit den

rekombinanten MVA eindeutig nachgewiesen werden.
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Abbildung 73: Durchschnittliche Anti-Vaccinia-Antikorpertiter an den Tagen 0 und 12.
Gezeigt sind die durchschnittlichen Antikorpertiter von je 6 Kalbern pro Gruppe
(MVA-F = MVA-BRSV-F und MVA-F + MVA-G = MVA-BRSV-F + MVA-BRSV-G). Die griinen
Balken stellen die Serumproben vom Tag 0 (d 0) und die roten Balken vom Tag 12 dar.
Es wurden jeweils die Standardabweichungen dargestellt.
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Abbildung 74: Durchschnittliche Anti-Vaccinia-Antikorpertiter im Vergleich an den Tagen 0,
12 und 33. Legende siehe Abbildung 73

4.4.2.3 E-spezifische AntikOrperantworten in den im munisierten Kalbern

In diesem ELISA konnten F-spezifische Antikdrper in den einzelnen Tieren und Gruppen vor

und nach Immunisierung, sowie nach der darauf folgenden Infektion nachgewiesen werden.

Die F-spezifischen Titer der einzelnen Tiere der MVA-F-immunisierten Gruppe lagen im
Durchschnitt bei 1:320 vor der Infektion mit BRSV (d126). Die Antikdrperantworten der
MVA-F- + MVA-G-immunisierten Tiere stiegen bei den meisten Tieren schon am Tag 40
nach Immunisierung auf 1:640. Die Tiere der Kontrollgruppe PBS, bei welchen die Impfung
nur mit Pufferldsung erfolgte zeigten auch nach Immunisierung keine F-spezifischen
Antikorperantworten. Abbildung 75 zeigt eine Ubersicht tiber die verschiedenen Gruppen und

deren F-spezifischen Titer.
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Abbildung 75: Durchschnittliche BRSV-F-spezifische Antikorpertiter. Dargestellt sind die
durchschnittlichen Antikorpertiter von je 6 Kalbern pro Gruppe. Die Werte der Tage -2 (d-2)
bis 141 (d141) sind mit Standardabweichung dargestellt. Der blaue Stern markiert den
Zeitpunkt der BRSV-Infektion am Tag 126.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte die Brauchbarkeit von rekombinantem MVA zur Entwicklung
von Impfstoffen gegen Infektionen mit Respiratorischen Synzytialviren untersucht werden.
Hierzu erfolgte die Herstellung rekombinanter MVA, welche die BRSV-Oberflachen-
Glykoproteine F und G des Stammes Odijk exprimieren. Diese Viren wurden anschlielend
virologisch charakterisiert und in vivo in einem Kalber-BRSV-Infektionsmodell als Impfstoff
getestet.

Des Weiteren wurden Impfstoffe auf der Basis rekombinanter MVA, die die F- und G-Gene
von HRSV exprimieren in einem Maus-HRSV-Infektionsmodell getestet (freundlicherweise
von B. Moss, NIH, Bethesda, USA zur Verfigung gestellt (WYATT et al. 1999)).

5.1 MVA-BRSV rekombinante Viren

Die Untersuchung neuer experimenteller Impfstoffe basiert auf der Annahme, dass gegen

diese Oberflachenantigene-gerichtete Immunantworten ausreichend sein sollten, um
schitzende Immunitat nach Impfung zu induzieren. Die Ergebnisse der Charakterisierung
anderer MVA-Testimpfstoffe gegen andere virale Erreger von respiratorischen Erkrankungen
unterstitzten diese These (SUTTER et al. 1994b; STITTELAAR et al. 2001;
BISHT et al. 2004). Die Beurteilung der prinzipiellen Eignung rekombinanter MVA erfordert
zuerst eine sorgfaltige in vitro-Charakterisierung. Wie sich in dieser Arbeit zeigte, sind
gerade diese virologischen Untersuchungen von grof3ter Bedeutung, um wirklich brauchbare

Testimpfstoffe fur die in vivo-Prifung auszuwahlen.

5.1.1 Wachstumsverhalten der rekombinanten MVA-BRSV
Die virologische Charakterisierung rekombinanter MVA schliet die Durchfihrung von

Experimenten zur vergleichenden Untersuchung der Vermehrungsféahigkeit der Viren ein. Mit
Hilfe dieser Experimente kann mdglicher Einfluss der Fremdgeninsertion auf die
Replikationsfahigkeit von MVA festgestellt werden.

Die Durchfuhrung von Ein-Schritt- bzw. Mehr-Schritt-Wachstumsanalysen hat sich dabei als
das derzeit anerkannte beste Untersuchungsverfahren erwiesen (STAIB et al. 2004).

Mit einer Ein-Schritt-Wachstumskurve kann die Menge der gebildeten Viruspartikel pro Zelle
untersucht werden, wahrend mit der Mehr-Schritt-Wachstumskurve zusatzlich auch die
Zell- zu Zellausbreitung der gebildeten Viruspartikel Gberprift werden kann.

Bei der Untersuchung des Replikationsvermdgens der rekombinanten MVA auf HEF-Zellen
im  Vergleich zu MVAwt (siehe 4.1.4.3), zeigte MVA-BRSV-G sowohl im
Ein-Schritt-Experiment, wie auch in der Mehr-Schritt-Analyse ein vermindertes Wachstum,
d.h. es wurden weniger infektiose Viruspartikel pro Zelle neu gebildet. Eine solche

Wachstumseinschrankung konnte sich vor allem im Hinblick auf eine im industriellen
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Malstab durchzufiihrende Impfstoffproduktion als nachteilig erweisen. Bereits 1996
beschrieben WYATT et al. (WYATT et al. 1996) eine ahnliche Beobachtung bei der
Konstruktion von rekombinanten Vacciniaviren zur Expression von Parainfluenzavirus
3 Genen. Hierbei wurde festgestellt, dass MVA, wie auch in grélierem Ausmalf Vacciniavirus
Western Reserve (WR), welche das Hamagglutinin-Neuraminidase-Gen (HN) und das
Fusion Gen (F) unter der Kontrolle des starken synthetischen Vacciniapromotors sP
exprimierten, eine vermindertes Vermehrungsfahigkeit zeigten. Da dieses Phanomen bei
Vektorviren aus zwei unterschiedlichen Stammen von Vacciniavirus, unter Verwendung von
verschiedenen Insertionsstellen im Virusgenom und bei Experimenten mit verschiedenen
Zelllinien, festgestellt wurde, lag die Annahme nahe, dass zumindest eines der neu
gebildeten Proteine die Ursache fur die Wachstumshemmung sein kdnnte. Unterstitzend
hierfir sind Hinweise, dass eine Uberexpression von rekombinanten Glykoprotein
zytotoxische Wirkung haben kann (ORY et al. 1996; YOSHIDA et al. 1997; GAGNON et al.
2003; ZHANG et al. 2004). Daraufhin konstruierten WYATT et al. (1996) MVA, welche nur
eines der beiden Proteine unter der Kontrolle des sP enthielten. Hierbei stellte sich heraus,
dass das MVA-PIV-F ein normales Wachstums zeigte, wahrend
MVA-PIV-HN in seiner Replikation stark eingeschrankt war. 1986 hatten SPRIGGS et al.
bereits ein rekombinantes WR Vacciniavirus hergestellt, welches das PIV3-HN-Gen unter
der Kontrolle des Vacciniavirus-spezifischen Promotors P7.5 exprimierte. Da bei diesem
Virus keine Wachstumseinschrankungen bekannt waren (SPRIGGS et al. 1986), vermutete
WYATT und Mitarbeiter (1996), dass die Replikationsdefizienz des MVA-PIV-HN-Virus mit
dem Gebrauch des synthetischen Promotors sP zusammen hangen kdnnte. Diese Annahme
wurde durch die Konstruktion eines weiteren MVA-PIV3-HN, welches das HN-Gen unter der
Kontrolle des transkriptionell moderateren modifizierten Vacciniapromotors PmH5 enthielt,
bestétigt. Das neu konstruierte MVA-PmMH5-PIV3-HN replizierte auf HEF-Zellen genauso
effizient wie das nicht rekombinante MVAwt (WYATT et al. 1996).

Bei der Charakterisierung von rekombinanten Vacciniaviren sind daher die Unterschiede in
der Transkriptionsstarke von Vacciniapromotoren ebenfalls von Interesse. WYATT et al.
(1996) priften die Expression des E. coli lacZ-Gens in Vacciniavirus Western Reserve
Rekombinanten (rWR), jeweils unter der Kontrolle der Vaccinia-Tandempromotoren PmHS5,
P7.5, sP oder dem spéten Vacciniapromotor P11 standen (WYATT et al. 1996). Nach der
Infektion von BS-C-1-Zellen erfolgte die Testung der R-Galaktosidase-Enzymaktivitat in der
Anwesenheit und Abwesenheit eines Inhibitors der viralen DNA-Replikation getestet. Somit
konnte die Aktivitat der nur frihen viralen Genexpression im Vergleich zu der Aktivitat von
friher und spater pockenviraler Expression untersucht werden. In der Abwesenheit des
Inhibitors (= friihe + spate Genexpression) war die Aktivitdt der Promotoren in absteigender
Reihenfolge sP — P11 — PH5 — P7.5. In der Anwesenheit des Inhibitors



Diskussion 121

(= nur frihe Genexpression) war die Aktivitdt wie folgt: PmH5 — sP — P7.5 — P11. Der
Vacciniapromotor PmH5 ist somit als sehr starker frilher Promotor und eher moderater
spater Promotor einzuschatzen, wahrend der P7.5 als moderat aktiver friher Promotor und

eher schwacher spater Promotor anzusehen ist (WYATT et al. 1996).

Das erste in dieser Arbeit beschriebene und als replikationsdefizient befundene
MVA-BRSV-G exprimiert das Glykoprotein G-Gen (BRSV-G) unter der Kontrolle des
modifizierten Vacciniapromotors PmH5 inseriert in die Deletion VI des MVA-Genoms. Die
Feststellung der Ursache der verminderten Wachstumsfahigkeit konnte durch die Herstellung
von revertanten Viren (MVA-ABRSV-G, siehe 4.2.2) vorangetrieben werden. Die
Untersuchung dieser Revertanten ermdglichte es, unabhéngig aufgetretene Veranderungen
im  MVA-Genom des MVA-BRSV-G auszuschlie3en. Daher wurde fir weitere
Untersuchungen das neue rekombinante MVA konstruiert, welches das BRSV-G-Gen unter
der Kontrolle des moderaten Vacciniapromotors P7.5 (MVA-BRSV-Gneu, siehe 4.3.1)
enthielt. Mit diesem Virus sollten mdgliche Einflisse der Uberexpression des BRSV-G unter

der Kontrolle des starken PmH5-Promotors untersucht werden.

Das revertante MVA-ABRSV-G, wie auch das neue Vektorvirus MVA-BRSV-Gneu zeigten
keine Wachstumsunterschiede im Vergleich mit Wildtyp MVA auf. Hiermit konnten eventuell
aufgetretene genetische Veranderungen, wie Deletionen oder Mutationen, im Genom des
MVA-BRSV-G als Ursache fir Wachstumshemmung eindeutig ausgeschlossen werden. Mit
der Wachstumsuntersuchung des MVA-BRSV-Gneu konnte belegt werden, dass die Starke
des Promotors bzw. daraus folgend auch die Menge des gebildeten G durch das
rekombinante MVA, wie schon von WYATT et al. (1996) fur das MVA-PIV3-HN beschrieben
und die MVA-Replikation stort (WYATT et al. 1996). Ob eine direkte toxische Wirkung des
BRSV-G-Proteins hierfur verantwortlich sein kdnnte, bleibt durch weitere Untersuchungen zu
klaren (WYATT et al. 1996).

5.1.2 Immunogenitat und Schutzwirkung der MVA-BRSV-  Impfstoffe.

5.1.2.1 Rindermodell

Die in vivo-Testung der MVA-BRSV-Rekombinanten erfolgte in einem Kalber
Infektionsmodell. In Abbildung 18 (Seite 68) ist das Immunisierungs- und Infektionsschema
dargestellt. Die Impfung der Kalber erfolgte jeweils zweimal im Abstand von drei Wochen mit
1x 10® pfu und nach 18 Wochen erfolgte eine Belastungsinfektion mit BRSV des Stammes
Odijk. Die verschiedenen Untersuchungen, welche aus den Proben, die wahrend des
Experiments gewonnen wurden, durchgefiihrt werden sollten, sind in 3.2.4.2 auf Seite 67

aufgefuhrt.
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Klinische Parameter nach BRSV-Belastung, wie die rektale Kdrpertemperatur der Kalber,
konnten eine Schutzwirkung der MVA-BRSV-Impfstoffkandidaten besonders deutlich zeigen.
Die MVA-geimpften Tiere zeigten lediglich moderate Erhéhungen der Korpertemperatur
wahrend in der PBS-immunisierten Kontrollgruppe, alle Tiere Fieber entwickelten. Fur die
Wirksamkeit des MVA-Impfstoffes spricht auch, dass bei der Testung verschiedener anderer
BRSV-Impfstoffkandidaten im Kalbermodell bedeutend hohere Korpertemperaturen nach der

Belastungsinfektion festgestellt werden konnten (WEST et al. 1999).

Serumproben der Kalber konnten schon vor Ablauf des in vivo Abschnittes des Experiments
auf ihren Gehalt an Vaccinia-spezifischen Antikbrpern nach der ersten und zweiten
Immunisierung untersucht werden. Die Titer nach der ersten Immunisierung stiegen in der
MVA-BRSV-F-immunisierten Gruppe im Durchschnitt auf 1:640 und in der MVA-BRSV-F-
und MVA-BRSV-G-immunisierten Gruppe auf 1:1260. Diese Vaccinia-spezifischen
Antikdrperantworten konnten nach der zweiten Immunisierung drastisch verstarkt werden
(Titer von 1:16000 bis 1:32000). Diese Vaccinia-spezifischen Antikorpertiter liegen im
Bereich von Antikorperantworten, die nach MVA-Impfung in anderen Tiermodellen zur
Prifung  Orthopockenvirus-spezifischer  Immunitdt gemessen  werden  konnten
(STITTELAAR et al. 2001; WYATT et al. 2004; COULIBALY et al. 2005; MESEDA et al.
2005). Die Untersuchungen boten die Mdglichkeit schon vor Abschluss des Experiments
bzw. vor der BRSV-Infektion der Kalber den prinzipiellen Erfolg der Immunisierung zu
Uberprifen und zu bestdtigen. Die F-spezifischen Antikérperantworten der MVA-F-
immunisierten Gruppe lagen im Durchschnitt bei 1:320, bei den MVA-F- +
MVA-G-immunisierten Tiere stiegen die Titer schon am Tag 40 nach Immunisierung auf
1:640. Die mit den rekombinanten MVA-induzierbaren F-spezifischen Antikorperantworten
bewegen sich damit in demselben Bereich wie nach Impfung mit lebend BRSV-Impfstoff oder
FI-BRSV (ANTONIS et al. 2003).

5.2 MVA-HRSV-Rekombinante

Die Untersuchung der rekombinanten MVA-HRSV-Viren, welche die Oberflachenproteine F
und G der Respiratorischen Synzytialviren des Menschen (HRSV) produzieren, erfolgte in
einem Immunisierungs-infektionsexperiment in BALB/c-Mausen in Zusammenarbeit mit
Dr. Wieslawa Olszewska und Prof. Dr. Peter Openshaw vom Imperial College in London,
England. Hierbei wurden die Mause zweimal im Abstand von 3 Wochen mit MVA-HRSV-F
(MVA-F), MVA-HRSV-G (MVA-G), MVAwWt mit jeweils 1x 10° pfu geimpft und zusétzlich eine
Gruppe mit Formalin-inaktiviertem RSV A2 (FI-RSV) immunisiert. Nach weiteren drei
Wochen erfolgte eine Infektion mit HRSV-Subtyp A2.
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5.2.1 Immunogenitat und Schutzwirkung der MVA-HRSV-  Impfstoffe
Das Infektionsmodell in BALB/c-Mausen konnte zeigen, dass die Immunisierung mit

rekombinanten MVA, welche die HRSV-Oberflachenproteine F und G exprimieren, im
Vergleich zum FI-HRSV-Impfstoff (Formalin inaktiviertem RSV) eine starker Tyl-gerichtete
Immunantwort anregen. Die ausgeglicheneren 1Ggl- und IgG2a-Antikdrperantworten
(siehe Abbildung 67), die héhere IL-12-Werte in der Lunge (siehe Abbildung 70), die héhere
Zahl an IFN-y-produzierenden Zellen, welche weniger IL-4 und IL-5 produzierten
(siehe Abbildung 68), weisen auf eine Tyl-gerichtete Immunantwort hin. Keines der Tiere,
das mit MVA-F immunisiert wurde entwickelte eine Lungen-Eosinophilie (siehe Abbildung 71)
Bei den mit MVA-G-immunisierten Mausen, zeigten von 5 Mausen nur zwei Tiere 2 bis 3%
eosinophile Granulozyten in der Lunge, diese Tiere wiesen auch die héchsten Werte an IL-4
und IL-5 sowie die niedrigsten IFN-y-sekretierenden Zellen auf. Im Gegensatz dazu
induzierte die FI-RSV-Immunisierung nur mittelmaRige IFN-y-, IL-12- und IL-18-Level,
wahrend die IL-4-, IL-5- und IL-13-Werte signifikant héher lagen als in allen anderen
Impfgruppen. Die niedrigen Tyl-und die hohen Ty2-assoziierten Zytokinwerte korrelierten mit
der starken Lungen-Eosinophilie.

Ein RSV-spezifischer Impfstoff sollte vor allem vor der Replikation des Virus in den Lungen
schitzen. Zwei Tage nach der Infektion mit RSV konnten zwar noch in allen Tieren Virus aus
den Lungen isoliert werden, aber schon zwei Tage spater waren in den MVA-F- und
MVA-G-immunisierten Tiere, wie in den FI-RSV geimpften Mausen, keine infektionstlchtigen
RSV in den Lungen nachweisbar. Nur in der Gruppe, welche MVAwt als Impfstoff erhalten
hatten, konnte am 4. Tag nach der Infektion noch RSV aus den Lungen isoliert werden.

Alle drei Impfstoffe fihrten nach der Infektion zu einem Gewichtsverlust bei den Mausen. Nur
die Mause der Kontrollgruppe, welche MVAwt erhielten zeigten nach der Infektion keinen
Gewichtsverdnderungen. Allerdings zeigten die Zytokin- und Antikdrperantworten eine klare
Tyl-gerichtete Immunantwort, was vermuten lasst, dass das induzierte klinische Bild durch
einen anderen Mechanismus ausgel6st wird, als bei der T,2-gerichteten Immunpathogenese
durch FI-RSV.

MVA exprimiert, im Gegensatz zu anderen Vacciniaviren, keine Idslichen viralen
Rezeptoren/Inhibitoren fur IFN-y, IFN-a/B, Tumornekrosefaktor und CC Chemokine, sondern
induziert  nach Infektion  selbst hohe Mengen an Typ  1l-Interferonen
(BLANCHARD et al. 1998; HORNEMANN et al. 2003; ISHIl et al. 2005). Im HRSV-
Mausmodell kénnen hohe IL-12-Werte, IFN-y-Werte erhohen, die IL-4- und —5-Expression
vermindern und die Lungen-Eosinophilie verhindern (HUSSELL et al. 1997). Aulerdem
unterstitzt IL-18 die Tyl-gerichtete Immunantwort von IL-12 (NAKANISHI et al. 2001). In den
MVA-Impfgruppen wurden hohe IL-12- und IL-18-Werte in den Lungen nachgewiesen
(siehe Abbildung 69 und Abbildung 70).
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Die RSV-Immunpathogenese ist mit der Produktion von Ty2-Zytokinen assoziiert
(GRAHAM et al. 1993; WARIS et al. 1996; DE SWART et al. 2002; LEGG et al. 2003). In
allen MVA-Gruppen konnten keine hohen Tu2-Zytokine nachgewiesen werden. Im
Gegensatz zur FI-RSV-Immunisierung, begunstigten beide Impfstoffe, MVA-F und MVA-G,
die Produktion von IFN-y, IL-12 und IL-18.

WARIS et al. konnten 1996 mit Vacciniavirus Western Reserve Vektoren, welche das
HRSV-G und —F-Protein exprimieren (rWR-G, rWR-F) in Mausen zeigen, dass rWR-F eine
CD8"-T-Zellantwort mit Tul-gerichteter Immunantworten, wahrend rWR-G eine starke
CD4"-T-Zellantwort und Ty2-gerichtete Immunantworten induziert (WARIS et al. 1996). Die
Ergebnisse dieser Arbeit konnten mit MVA-F, &hnliche Immunantworten, wie Waris et al. mit
r'WR-F, nachweisen. Jedoch ist die Ty2-gerichtete Immunantwort auf eine Impfung mit
r'WR-G, mit MVA-G nicht induzierbar. Somit lieferten diese Experimente mit MVA-HRSV-G
keine Hinweise auf eine G-Protein-assoziierte Immundysregulation.

Diese Ergebnisse bestatigen, dass der FI-RSV-Impfstoff zwar hoch immunogen ist und somit
die RSV-Replikation in den Mausen partiell unterbinden kann, jedoch induziert er eine
schwere Immunpathogenese, welche mit einer starken Lungen-Eosinophilie, geringen
Tyl-und erhdhten Ty2-assoziierten Zytokinproduktion verbunden ist. Im Gegensatz dazu
beglnstigte die MVA-F- oder MVA-G-Immunisierung eine ausgewogene humorale
Immunantwort, Tyl-assoziierte Zytokinproduktion und keine Induktion von Eosinophilen in
den Lungen. Es scheint als ob die RSV-Erkrankung und Immunpathogenese nicht eine Folge
von unkontrollierter RSV-Replikation ist, sondern eher auf einer Immundysregulation beruht,
welche zu mindestens partiell auf die RSV-Proteine selbst zurlickzuftihren ist. Diese
Ergebnisse  bestdtigen die Resultate anderer Untersuchungen in  Mausen
(GRAHAM et al. 1993; WARIS et al. 1996) und in Makakenaffen (DE SWART et al. 2002).

5.3 Was spricht fur MVA als RSV-Impfstoff

Als einer der grofiten Vorteile von MVA als Impfvektor gilt seine Replikationsdefizienz. Diese

wurde durch Wachstumsuntersuchungen auf verschieden Zelllinien eingehend erforscht
(MEYER et al. 1991; SUTTER und MOSS 1992; CARROLL und MOSS 1997; DREXLER et
al. 1998; BLANCHARD et al. 1998). Die in vitro-Replikationsdefizienz wird in Beobachtungen
in in vivo-Experimenten bestéatigt: z.B. die Unfahigkeit der Bildung von Pockenlasionen nach
Skarifizierung oder intradermaler Applikation von MVA
(STICKL und HOCHSTEIN-MINTZEL 1971); die Avirulenz in Erwachsenen, Neugeborenen
oder bestrahlten Mausen (WERNER et al. 1980; MEYER et al. 1991); die Sicherheit in
immunsupprimierten Makaken (STITTELAAR et al. 2001); die sehr schnelle Eliminierung von
MVA in Mausen nach intraperitonealer Applikation (RAMIREZ et al. 2000). In den letzten
Jahren wurden mehrere Impfstoffkandidaten in ersten klinischen Studien geprift
(HILL et al. 2000; CORONA GUTIERREZ et al. 2002; HANKE et al. 2003,
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MCCONKEY et al. 2003; COSMA et al. 2003). Die unschéadliche Verabreichung von hohen
Dosen rekombinantem MVA an HIV-infizierte Individuen, zeigte deutlich das hohe
Sicherheitsprofil dieses Vektorsystems (COSMA et al. 2003; HARRER et al. 2005). Damit ist
MVA auch ein viel versprechender Vektorkandidat fir die Entwicklung von
hochimmunogenen aber ausreichend gut vertraglichen Impfstoffen bei Kleinkindern, welche

bei der RSV-Infektion die Zielgruppe darstellen.

Eine weitere vorteilhafte Eigenschaft ist, dass MVA, trotz seiner Replikationsdefizienz in
humanen und in den meisten Saugetier-Zellen, rekombinante Proteine auf der Basis aller
Vacciniavirus-spezifischen Genklassen exprimieren und sowohl humorale als auch zellulare

Immunantworten induzieren kann.

Bei Sauglingen und Kleinstkindern, wie auch bei Kélbern, stellen vorhandene maternale
Antikodrper im Serum der Patienten ein Problem bei Impfungen dar. Impfstoffe kénnen durch
maternale Antikorper inaktiviert werden koénnen. Im Jahr 2000 testeten ZHU et al.
rekombinante Vacciniaviren, die die Masernvirus-Oberflachenproteine F und H exprimierten,
in neugeborenen Rhesusaffen mit maternalen Antikérpern gegen Masernvirus oder mit
passiv Ubertragenen Immunglobulinen. Die Impfung zeigte zwar Einbussen in ihrer
Wirksamkeit, d.h. die humoralen Immunantworten, sowie die zytotoxischen T-Zellantworten
(CTL) waren reduziert, trotzdem konnten nach Belastungsinfektion mit Masernvirus
geringere Viruslast und Krankheitserscheinungen bei den Neugeborenen festgestellt werden
(ZHU et al. 2000). Somit konnte durch rekombinante Pockenvirusvektoren auch bei
Vorhandensein von maternalen Antikdrpern ein gewisser Schutz bzw. ein leichterer Verlauf

der Erkrankung erreicht werden.

In ahnlicher Weise kann eine Orthopockenvirus-spezifische Immunitat die Wirksamkeit der
rekombinanten Vacciniavirus-Impfstoffe beeintrachtigen. Die Verwendung verschiedener
Impfrouten oder von kombinierten Immunisierungsprotokollen zur Erstanregung Antigen-
spezifischer Antworten kann hier jedoch Abhilfe schaffen (BELYAKOV et al. 1999;
RAMIREZ et al. 2000).

Im Jahr 2000 verglichen RAMIREZ et al. die B- und T-Zellantworten von
MVA-Rekombinanten im Vergleich zu Vacciniavirus Western Reserve-(WR-)Rekombinanten
in BALB/c-Mausen. Die Expression der Fremdantigene war nach sechs Stunden in den
MVA-infizierten Tieren héher als in WR-infizierten Mausen. Die Autoren konnten zeigen,
dass die zellularen Immunantworten auf ein Fremdantigen mit MVA sogar héher waren, als
mit WR. MVA-induzierte eine Tyl-gerichtete Immunantwort und die proinflammatorische
Zytokine IL-6 und Tumornekrosefaktor (RAMIREZ et al. 2000). Die Tatsache, dass MVA die
Fahigkeit verloren hat, viele Vacciniavirus-spezifische Immunevasionsfaktoren zu
produzieren, spricht ebenfalls fir eine bessere Impfstoffeignung des MVA. In der Tat zeigten

bereits erste Untersuchungen von rekombinanten MVA-Impfstoffen im Vergleich zu
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herkdbmmlichen Vacciniavektoren eine bessere Immunogenitdt der rekombinanten MVA
(SUTTER et al. 1994b; HIRSCH et al. 1996). Nichtsdestotrotz findet sich noch eine Reihe
von aktiven Virusgenen im MVA-Genom, deren Produkte immuninhibierende Wirkung haben
konnten. Es besteht also sogar die Mdoglichkeit, dass durch weitere gezielte
gentechnologische Modifikationen in Zukunft noch wirksamere MVA-Impfstoffe entwickelt
werden kdnnten. STAIB et al. prasentierten 2005 eine MVA-Mutante, die durch Inaktivierung
des IL1B-Rezeptorgens, eine héhere Virus-spezifische CD8'-Gedachtnis-T-Zellantwort
anregen konnte. Diese Mutante kdnnte ebenfalls als erste Grundlage fur die schrittweise
Herstellung zukinftiger MVA-Vektoren genutzt werden (STAIB et al. 2005).

SchlieRlich ist die Mdaglichkeit MVA mit heterologen Impfsystemen zu kombinieren ein
weiterer Vorteil. Experimente mit kombinierten Impfungen zeigen, dass MVA eine sehr
effektive Vakzine zur Amplifikation von z.B. durch DNA-Vakzinierung erstinduzierten
Immunantworten ist (SCHNEIDER et al. 1998, MCCONKEY et al. 2003;
MOORTHY et al. 2003; BERTLEY et al. 2004; GHERARDI et al. 2004; AMARA et al. 2005).
Somit kénnte eine Kombination verschiedener Impfvektoren genutzt werden um die
Immunogenitat, insbesondere von Problemantigenen (wie z.B. HIV-und RSV-Antigenen) zu

verstarken.

5.4 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass rekombinante MVA-Viren durchaus als
neuartige Impfstoffe gegen Infektionen mit Respiratorischen Synzytialviren genutzt werden

koénnten. Wichtige Erkenntnisse schlie3en hierbei ein:

(i) RSV-Zielantigene, wie z. B. die Glykoproteine F und G der Virushille, kbnnen mit Hilfe

rekombinanter MVA-Viren effizient synthetisiert und verabreicht werden;

(i) die Herstellung von Vektorviren mit grof3er genetischer Stabilitat und unbeeintrachtigter
Vermehrungsfahigkeit, ermaoglicht prinzipiell eine Impfstoffproduktion im industriellen
Maf3stab;

(i) die MVA-vermittelte Verabreichung von RSV-Antigenen (insbesondere das F-Antigen)
induziert im Mausmodell eher Tyl-gerichtete bzw. ausgeglichene Ty1/Ty2-Immunantworten
und scheint somit deutlich weniger anfallig fir eine RSV-Antigen assoziierte
Immunpathogenese als z.B. Impfstoffe auf der Grundlage von mit Formalin-inaktivierten
RSV;

(iv) schlieBBlich sind die ersten Ergebnisse aus der in vivo-Untersuchung von
MVA-BRSV-Testimpfstoffen in Kalbern viel versprechend hinsichtlich der Impfstoffsicherheit
beziehungsweise  -vertraglichkeit, sowie hinsichtlich  einer  Schutzwirkung bei

Belastungsinfektion.
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5.5 Ausblick

Zukuinftige Untersuchungen von MVA-BRSV- beziehungsweise MVA-HRSV-Testimpfstoffen
im Rindermodell bzw. im Makakenmodell werden noch neue Aufschlisse zur Eignung und
Optimierung dieser Impfstoffkandidaten geben. Gleichzeitig kdnnten diese Versuche auch
zur besseren Aufklarung der Mechanismen der RSV-assoziierten Immunpathogenese, bei
Mensch und Rind, beitragen. In erster Linie erscheint in solchen Experimenten jedoch die
Prufung von weiteren RSV-Antigenen, die Verwendung verschiedener Applikationsrouten
(z.B. intranasale Verabreichung) sowie die kombinierte Anwendung von MVA-Impfstoffen
und heterologen RSV-spezifischen Vakzinen (z.B. DNA-Impfstoffen, rekombinanten

Adenoviren etc.) als sehr viel versprechend.
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In dieser Arbeit wurden Vektorimpfstoffe auf der Basis rekombinanter Vacciniaviren
hinsichtlich ihrer Eignung zur Immunisierung gegen Infektionen mit Respiratorischen

Synzytialviren (RSV) untersucht.

Hierfir standen genetisches Material und Virusprdparationen des Respiratorischen
Synzytialvirus des Rindes (BRSV, Stamm Odijk) sowie des Respiratorischen Synzytialvirus
des Menschen (HRSV, Subtyp A2) sowie rekombinante Vacciniaviren MVA-HRSV-F bzw.
MVA-HRSV-G zur Verfugung.

Rekombinante MVA-Viren, welche die Gene der BRSV-Oberflachenproteine G und F
(MVA-BRSV-F, MVA-BRSV-G, MVA-BRSV-Gneu), sowie Viren in welchen die
Fremdgensequenzen durch Deletion wieder entfernt sind (Revertante Viren MVA-ABRSV-F
und MVA-ABRSV-G), wurden gentechnologisch hergestellt. Alle rekombinanten MVA-Viren
wurden molekular-virologisch charakterisiert und dienten zur Gewinnung und Prifung von

Testimpfstoffen im Tiermodell. Die Untersuchungen zeigen:

1. Alle neu konstruierten rekombinanten MVA-BRSV-Viren produzierten nach Infektion von
Zellkulturen die erwiinschten Zielantigene, die BRSV-Glykoproteine F und G. Fir das durch
MVA-Expression hergestellte BRSV-F-Glykoprotein konnte auferdem die biologische

Funktionalitat in einem Fusionstest in infizierten HeLa-Zellen nachgewiesen werden.

2. Die Charakterisierung der Genome aller MVA-BRSV- sowie MVA-HRSV-Vektorviren
bestétigte die exakte Insertion der Fremdgensequenzen im anvisierten Genombereich und

zeigte die genetische Stabilitat der Virusisolate nach Passagierung.
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3. Bei der Untersuchung des Wachstumsverhaltens von MVA-BRSV-F und MVA-BRSV-G
zeigte sich die eingeschrankte Vermehrungsfahigkeit des Virus MVA-BRSV-G. Die
Konstruktion und Untersuchung der revertanten Viren MVA-ABRSV-F und MVA-ABRSV-G
belegte die Koproduktion des G-Proteins als Ursache des verminderten
Replikationsvermogens. Dieser fur ein mdgliches Impfvirus erhebliche Nachteil konnte durch
die Verwendung eines moderateren Vacciniavirus-Promotors zur Fremdgenexpression
(rekombinantes Virus MVA-BRSV-Gneu) behoben werden.

4. Die Prifung von Testimpfstoffen auf der Grundlage der rekombinanten MVA-HRSV-Viren
in einem Maus-HRSV-Infektionsmodell zeigte, dass MVA-HRSV-Impfstoffe, im Gegensatz zu
Impfstoffen aus mit Formalin-inaktiviertem HRSYVY, Immunantworten mit einem
ausgewogenen Tyl/Ty2-assoziierten  Zytokinprofil  induzierten. Eine infolge von
Immunisierung verstarkte Einwanderung eosinophiler Zellen (Marker fir Immunpathogenese)
in die Lungen HRSV-infizierter Tiere, konnte nach MVA-Impfung nicht beziehungsweise in
nur sehr geringem Ausmal? festgestellt werden (OLSZEWSKA et al. 2004).

5. Wichtige erste Daten hinsichtlich der Vertraglichkeit, Immunogenitat und Schutzwirkung
rekombinanter Impfstoffe auf der Basis von MVA-BRSV-F und MVA-BRSV-G konnten in
einem Kalber BRSV-Infektionsmodell erhoben werden. Die zweimalige Immunisierung mit
MVA-Impfstoff verlief bei allen Tieren ohne feststellbare Nebenwirkungen und die Anregung
Vaccinia- bzw. BRSV-F-spezifischer Antikdrper bestatigte die Immunogenitat der
Vektorvakzinen. Schliel3lich belegten klinische Daten, insbesondere die fehlende
Fieberreaktion bei Impflingen nach BRSV-Belastungsinfektion, die Schutzwirkung der
MVA-BRSV-Impfstoffe.

Insgesamt unterstiitzen die erzielten Ergebnisse dieser Arbeiten die weitere praklinische und
klinische Untersuchung von MVA-Vektorimpfstoffen zur wirksameren und sichereren

Bekampfung von Infektionen mit Respiratorischen Synzytialviren.
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This study investigated vector vaccines based on recombinant vaccinia virus MVA for their

suitability to immunize against infections with respiratory syncytial viruses.

Genetic material and virus stocks of bovine respiratory syncytial virus (BRSV, Strain Odijk)
and human respiratory syncytial virus (HRSV, Strain A2) and recombinant vaccinia viruses
MVA-HRSV-F and MVA-HRSV-G were provided and used in this study.

The project work included the genetical engineering of recombinant MVA expressing gene
sequences encoding the BRSV surface proteins G and F (MVA-BRSV-F, MVA-BRSV-G,
MVA-BRSV-Gneu) and the secondary generation of mutant viruses in which recombinant
gene sequences have been removed (revertant viruses MVA-ABRSV-F, MVA-ABRSV-G).
All recombinant MVA were carefully characterized in in vitro experiments and served for
generation of vaccine preparations being tested in animal model systems. The investigations

demonstrate:

1. All recombinant MVA-BRSV viruses produced the target antigens (BRSV-F and -G
proteins) upon tissue culture infections. Functional activity of BRSV-F protein was

demonstrated in a cell fusion assay using virus-infected HelLa cells.

2. The characterization of the genomes of all MVA recombinant viruses confirmed the correct
insertion of foreign gene sequences into the target site of the MVA genome and

demonstrated the genetic stability of the vector viruses upon tissue culture passage.
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3. In vitro studies on virus growth revealed a reduced replicative capacity of the recombinant
virus MVA-BRSV-G. Construction and growth analysis of revertant viruses MVA-ABRSV-F
and MVA-ABRSV-G demonstrated that over expression of BRSV-G protein caused this
replication deficiency which could be avoided by using a more moderate vaccinia virus
promoter for transcriptional control of recombinant gene expression (recombinant virus
MVA-BRSV-Gneu).

4. Upon characterization in a mouse-HRSV challenge model candidate vaccines based on
recombinant MVA-HRSV viruses, in contrast to formalin inactivated HRSV, and induced a
well balanced Tyl and Ty2 cytokine profile. In addition, none of the MVA-HRSV-F vaccinated
animals and only two of the MVA-HRSV-G immunized mice showed low-level eosinophilia in
the lungs after HRSV challenge infection (OLSZEWSKA et al. 2004).

5. Vaccination experiments in the calf-BRSV challenge model generated first relevant data
on safety, immunogenicity and protective capacity of MVA-BRSV recombinant vaccines. The
repeated application of MVA vaccine was well tolerated by all vaccinated animals and the
induction of vaccinia- and BRSV-F-specific antibody responses confirmed the
immunogenicity of the MVA vector vaccines. Moreover, clinical data (lack of fever response
in vaccines) suggested the protective capacity of MVA-BRSV immunization upon BRSV

challenge.

The obtained results from these studies clearly support further preclinical and clinical
evaluation of recombinant MVA candidate vaccines to immunize against disease caused by

RSV infections in cattle and humans.
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Anhang

Geréate und Laborhilfsmittel
A

ART GEL, 100 pl GEL loading (Molecular Bioproducts Inc., San Diego, USA)
ART Spitzen, 10 bis 1000 pl (Molecular Bioproducts Inc., San Diego, USA)
B

Brutschranke mit CO,-Anschluss
Function Line UB (Heraeus Holding GmbH, Hanau, Germany/jetzt Thermo Elektron
Corporation, Dreieich, Germany)

Brutschranke ohne CO,-Anschluss
Basic 32 | (Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Germany)

Blockthermostat

BT 1302 (HLC Bio Tech — Haep Labor Consult, Bovenden, Germany)
Blotapparatur > Graphitblotapparatur
C

Cellophanblattern (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Germany)
D
Doppelelektrophoresekammer
(Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Germany)
Model P10DS (OWL Scientific, Massachusets, USA)
E
Einwegkantlen
Sterican® (B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen, Germany)
Einwegspritzen
Omnifix-F® 1 ml (B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen, Germany)
Elektrophorese
Biometra®, Standard Power Pack P25 (Whatman Biometra, Biometra GmbH i.L.,
Gottingen, Germany)
Power-Pac 300 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Germany)
Model 200/20 Power Supply (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen, Germany)
2301 MACRODRIVE 1 Power Supply (LKB Instruments, Bromma, Sweden)
Elektrophoresekammer fr horizontale Gelelektrophorese
DNA Sub Cell™ (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Germany)
Wide Mini sub™ Cell (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Germany)
Elektroporationsapparat

E. coli Pulser (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Germany)



158 Anhang

Elektroporationskivetten,
Gene Pulser® Kuvetten (0,2 cm, Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Germany)
ELISPOT
AID ELISPOT Reader System (AID GmbH, Strassberg, Germany)
=
Feinwaage
SPO51 (Scaltec Instruments GmbH, Gottingen, Germany)
CP 153 (Sartorius AG, Gottingen, Germany)
Filter (- Sterilfilter)
G
Gefrierschrank
-20C Comfort ( Liebherr, Germany)
-80C Ult 2090 ( Revco, Asheville, USA)
Gelanalysegerat

Gel Doc 2000 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Germany) mit
UV-Transilluminator, Kamerasystem und der Software Quantitiy One 4.1.1

(Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Germany)
Geltrockner

Gel Drying Frames 24 x 24 cm, Cat.No. AB-110761 (Diversified Biotech, Boston,
USA)

Cellophan-Folie (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Germany)
Gelelektrophoreseapparatur - Elektrophoresekammer
Graphitblotapparatur

Trans-Blot SD cell (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Germany)

Fastblot B33/B34 (Whatman Biometra, Biometra GmbH i.L., Goéttingen, Germany)
H
Handschuhe

Purple Nitrile® Safeskin, Powder-free Purple Nitrile Exam Gloves (Hakle-Kimberly

Deutschland GmbH, Mainz, Germany)
Hybridisierungsofen

Shake’n’stack (Thermo Electron Corporation, Dreieich, Germany)
I
Inkubationsschuttler

Innova 4430 (New Brunswick Scientific GmbH, Nurtingen, Germany)
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K

Kaltethermostat (Ecoline RE 112, Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-

Kdnigshofen, Germany)

Kryoréhrchen (1,8 ml, Nalge Nunc International, New York, USA)

Kuhlschrank
UT6-K (Bauknecht Hausgerate GmbH, Schorndorf, Germany)

Kuhlzentrifugen
Biofuge fresco (Heraeus Holding GmbH, Hanau, Germany/jetzt Thermo Elektron
Corporation, Dreieich, Germany)
Megafuge 1.0R (Heraeus Holding GmbH, Hanau, Germany/jetzt Thermo Elektron
Corporation, Dreieich, Germany)

L

Laborglaswaren
Becherglaser (50 bis 1000 ml, Schott AG, Mihllheim-Htgelheim, Germany)
Erlenmeyerkolben (50 bis 1000 ml, Schott AG, Muhllheim-Hugelheim, Germany)
Flaschen (250 bis 1000 ml, Schott AG, Miuhllheim-Higelheim, Germany)
Messzylinder (50 bis 1000 ml, Schott AG, Mihllheim-Hugelheim, Germany)

Luminometer

Orion Microplate Luminometer mit Injection Unit (Berthold Detection Systems,
Pforzheim, Germany)
M

Magnetrthrer
IKA-KOMBIMAG RCO (IKA®-Labortechnik, Staufen i. Br., Germany)
IKAMAG® RCT (IKA®-Labortechnik, Staufen i. Br., Germany)
Mehrkanalpipetten
Transferpette-12 (Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Germany)
Calibra 852 (Socorex Isba S.A., Ecublens, Schweiz)
Mikropipetten
Pipetman® P10 bis 1000 (Gilson International B.V., Bad Camberg, Germany)
Mikropipettenspitzen - Pipettenspitzen
Microplate-Reader
Microplate Reader®, Model 550 + Microplate Manager® 4,0 (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen, Germany)
Mikroskope
Axiovert 25 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany)
Mikrotiterplatten
96-Loch-Mikrotiterplatten MAXISorb® (Nalge Nunc International, New York, USA)
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Mikrowellengeréat
HF 22024/22034 (Siemens AG, Karlsruhe, Germany)
N
Nitrozellulosemembran (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Germany)
Neutralrot Losung (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
P
PCR-Thermocycler - Thermocycler
Petrischalen
Zellkulturschale (100 x 20 mm, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany)
Zellkulturschale (50 x 20 mm, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany)
fur Bakteriologie (100 x 20 mm, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany)
pH-Messgerat
inoLab® (WTW GmbH, Weilheim, Germany)
Pipetten
Einwegpipetten, Cellstar® (1 bis 25ml, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Germany)
Pipettenspitzen
Gilson D10 bis D1000 (Gilson International B.V., Bad Camberg, Germany)
Pipettenspitzen mit Filter
ART GEL, 100 pl GEL loading (Molecular Bioproducts Inc., San Diego, USA)
ART Spitzen, 10 bis 1000 ul (Molecular Bioproducts Inc., San Diego, USA)
Pipettierhilfen
Pipetus-akku (Hirschmann Laborgerédte GmbH & Co. KG, Eberstadt, Germany)
accu-jet (Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Germany)
pH-Meter
inoLab (WTW GmbH, Weilheim, Germany)
Phosphorimager
Personal Molecular imager FX (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Germany)
Phosphorimagerplatte
Storage Phosphor Screen GP, 20 x 25 cm (Kodak GmbH, Germany)
Photometer
GeneQuant RNA/DNA Calculator (Pharmacia Biotech, Cambridge, England)
Polypropylenprobenréhrchen
15 ml (Falcon™, BDBiosciences, Heidelberg, Germany)
50 ml (Falcon™, BDBiosciences, Heidelberg, Germany)

Ponceau S, Na-Salz (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
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Power-Pac
Standard Power Pack P25 (Whatman Biometra, Biometra GmbH i.L., Goéttingen,
Germany)
Power-Pac 300 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Germany)
Protein-A-Sepharose™ CL-48 (PAS™, Amersham Bioscience Europe GmbH,
Freiburg, Germany)
R
Reaktionsgefalie
1, 5 ml (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)
2, 0 ml (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)
Rontgenfilm
BioMax MR-1 (Kodak GmbH, Germany)
Rontgenfilmentwicklergerat
Curix 60, Type 9462/106 (Agfa Deutschland Vertriebsgesellschaft mbH & Cie.KG,
Kdln, Germany)
Rotoren fur Beckmann Optima™ LE-80K
Type 19 (Beckman Coulter GmbH — Biomedical Research, Krefeld, Germany)
SW 28 (Beckman Coulter GmbH — Biomedical Research, Krefeld, Germany)
SW 41 (Beckman Coulter GmbH — Biomedical Research, Krefeld, Germany)
Rotoren fur Sorvall
SA-300 (Heraeus Instruments, Hanau, Germany)
S
Schiittler (- Vortexer)
Vortex-Genie 2 (Scientific Industries Inc., New York, USA)
REAX 2000 (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Germany)
Sicherheitswerkbanke
Modell HERAsafe HS12 (Kendro Laboratory Products GmbH. Langensebold,
Germany)
Software
Simplicity 2.0 R1 (Berthold Detection Systems, Pforzheim, Germany)
Office 2000/2002 (Microsoft Corporation, UnterschleilZheim, Germany)
Clone Manager (Scientific Educational Software, Cary, USA)
Microplate Manager® 4.0 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Germany)
Primer Designer (Scientific Educational Software, Cary, USA)
Quantitiy One 4.1.1 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Germany)

Reference Manager (Thomson, ISI ResearchSoft, USA)
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Spannungsgerat
Standard Power Pack P25 (Whatman Biometra, Biometra GmbH i.L., Gottingen,
Germany)
Power-Pac 300 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Germany)
Model 200/20 PowerSupply (LKB Instruments, Bromma, Sweden)
2301 MACRODRIVE 1 Power Supply (LKB Instruments, Bromma, Sweden)
Spitzen
ART GEL, 100 pl GEL loading (Molecular Bioproducts Inc., San Diego, USA)
ART Spitzen, 10 bis 1000 ul (Molecular Bioproducts Inc., San Diego, USA)
Sterilfilter
Minisart, 0,2 bis 0,45 uym (Sartorius AG, Goéttingen, Germany)
Sterile R6hrchen
50 ml (Falcon™, BDBiosciences, Heidelberg, Germany)
15 ml (Falcon™, BDBiosciences, Heidelberg, Germany)
Schwenkapparatur
WT 16 (Whatman Biometra, Biometra GmbH i.L., Géttingen, Germany)
Polymax 1040 (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Germany)

T
Taumel-Rotator (neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg, Germany)
Thermocycler
GeneAmp 9600 PCR System (Perkin EImer®, Boston, USA)
GeneAmp 2400 (Perkin Elmer®, Boston, USA)
Thermoschttler
Thermomixer 5436 (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)
Thermostat - Block- oder Kéaltethermostat
U
Ultraschallgerat
Sonopuls HD 200 (BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Germany)
Ultraschallspitzen
TS73 (BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Germany)
Ultrazentrifuge
Beckman Optima™ LE-80K (Beckman Coulter GmbH — Biomedical Research,
Krefeld, Germany)
Ultrazentrifugenréhrchen
UltraClear (Beckman Coulter GmbH — Biomedical Research, Krefeld, Germany)

UV-Transilluminator - Geldokumentationssystem
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\Y
Vortexer (= Schuttler)
Vortex-Genie 2 (Scientific Industries Inc., New York, USA)

REAX 2000 (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Germany)

\W
Waagen
SPO51 (Scaltec Instruments GmbH, Gottingen, Germany)
CP153 (Sartorius AG, Gottingen, Germany)
Wasserbad
Model WB22 (Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Germany)
Wippschattler

Typ Unitwist RT (Uniequip Company, Laborgeratebau & -vertriebs GmbH,

Martinsried, Germany)

CERTOMAT® TC3 (B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen, Germany)
Whatman-Papier

3MM-Papier (Whatman Biometra, Biometra GmbH i.L., Gottingen, Germany)
4
Zahlkammer

nach Neubauer (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kdnigshofen, Germany)
Zellschaber

cell lifter (Corning Incorporated Life Science, Acton, USA)

disposable cell scraper (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany)
Zentrifugen

Tischkuhlzentrifuge, Biofuge fresco (Heraeus Instruments, Hanau, Germany)

Megafuge 1,0R (Heraeus Instruments, Hanau, Germany)

Sorvall RC-5C plus (Heraeus Instruments, Hanau, Germany)

Ultrazentrifuge: Optima™ LE-80K (Beckman Coulter GmbH — Biomedical Research, Krefeld,

Germany)
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Puffer, LOsungen und Reagenzien
A

Aceton (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
Acrylamidstammldsung (Protogel®, national diagnostic, USA)
Agarose
Metaphor® (Cambrex, Verviers, Belgium)
SeaKem® LE (Cambrex, Verviers, Belgium)
Alkalische Phosphatase (CAP, calf intestinal Phosphatase, Boehringer Ingelheim Pharma
GmbH & Co. KG, Ingelheim, Germany).
Aluminiumhydroxid (4 mg/ml, Imject Alum, Pierce Biotechnology Inc., Rockford, USA)
Ammoniumpersulfat (APS, Merck, Darmstadt, Germany)
Ampicillin (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
Antikérper
Merrettich-Peroxidase-gekoppelter Anti-Kaninchen (Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc., USA)
polyklonaler Anti-Vaccinia-Antikdrper (Quartett GmbH, Berlin, Germany)
biotinylierter Anti-Maus IgG1 (Serotec GmbH, Disseldorf, Germany)
biotinyliertem Anti-Maus 1gG2a (Serotec GmbH, Dusseldorf, Germany)
B
Blockpuffer fir den Immunostain
PBS (pH 7,4)
3% FBS
Blockpuffer fir Mauseseren > ELISA-Blockpuffer
Blockpuffer fir Rinderseren - ELISA-Blockpuffer
Bovines Serum Albumin (BSA, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
Butanol (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
C
Carbonat-Bicarbonat Puffer (C-3041, Carbonat Bicarbonat Buffer Capsules, Sigma Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
CacCl, (Calciumchlorid, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
Chemilumineszenz
Lumilight™ (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
Chloroform (Merck, Darmstadt, Germany)
Coating Puffer > ELISA-Coatingpuffer
Coomassie-Blau G250 (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
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D
DAB-Farbung (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
DMSO (Dimethylsulfoxid, Merck, Darmstadt, Germany)
DNA-GroRenstandard (1Kb ladder, NEB BioLabs, Schwalbach, Germany)
DNA-Probenpuffer

30 — 40 mg Bromphenolblau

5 ml 20% SDS

10 g Sucrose (Saccharose)

2ml 0,5 M EDTA-LGsung

ad 20 ml A. bidest.
dNTP (10 mM, Promega GmbH, Mannheim, Germany),
DTT (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
E
E. coli-Stammes ELEKTROMAX™ DH10B™ Cells (Gibco BRL®, Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Germany)
EDTA (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
Elektrophoresepuffer fur Agarosegel-Elektrophorese (= TAE-Puffer)
Elektrophoresepuffer fir SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese - WB-Laufpuffer (10x)
ELISA-Coatingpuffer (pH9,6)

70 mM NaHCO,

30 mM Na,COs
ELISA-Waschpuffer

44,5 mM NacCl

0, 3 mM KH,PO,

1, 6 mM Na,HPO,x12H,0

0, 3 mM KClI

0, 05% Tween 20
ELISA-Blockpuffer fir Mausseren

PBS

10% FBS

0,05% Tween 20
ELISA-Blockpuffer fur Rinderseren

PBS

0,05 Tween 20
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ELISA Kits
DuoSet ELISA Systems von (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA)
Maus IL-18 ELISA Kit von (Medical & Biological Laboratories Co., Ltd., MBL, Nagoya,
Japan)
Ethanol (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
Ethidiumbromid (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
F
Farbstoffe
Bromphenolblau (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
Neutralrot Losung (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
Ponceau S, Na-Salz (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
Trypanblau (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
Fixierungspuffer fir RIPA-Gele
50% Isopropanol
10% Eisessig
ad 500 ml A. bidest.
G
Glyzerin (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Germany)
I
Isoamylalkohol (Merck, Heidelberg, Germany)
Isopropanol (Merck, Heidelberg, Germany)
K
KCI (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
Klenow-Enzym (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
L
LB-Amp"* Nahrboden-Platten
LB Medium
Low Melting Point Agarose (L.M.P. Agarose, Gibco BRL®, Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Germany)

Luziferase-Assay-Systems (Promega GmbH, Mannheim, Germany)
M

Methanol (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)

Milchaustauscher (Denkaveal Start, Denkavit Nederland BV, Voorthuizen, Niederlande)
N

NaCl (Merck, Darmstadt, Germany)

Neutralrot Losung (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)

O

o-Dianisidine (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
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P
PBS
80 g NaCl
2 g KClI
26,8 g Na2HPO4 — 7H20
2,4 g KH2PO4

ad 1000ml A. bidest.
mit HCI auf pH 7,4 einstellen
PCR-Master-Mix (ABgene®, Hamburg, Germany)
Plasmid-Aufreinigungs-Kits
Plasmid Purification Maxi Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)
Plasmid Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)
QiaquickGel Extraktion Kits (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)
pNPP (Paranitrophenylphosphat, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Germany)
Ponceau S, Na-Salz (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
Ponceau S-L6sung
2, 63 mM Ponceau S, Na-Salz
1% Essigsaure
Proteinase K (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
Q
Quell-Puffer fur RIPA-Gele
20% Ethanol
10% Glycerin
ad 500 ml A. bidest.
Phosphatpuffer (PP) 0,1M pH 8,1.:
A. 26,70 g Na2HPO4.2H20 ad 1,5 | A. bidest. (pH 9,09)
B. 1,38 g NaH2P0O4.H20 ad 100 ml A. bidest. (pH 5,08)

Zirka 70 ml der Lésung B in die Lésung A geben, bis sich ein von pH 8,1 einstellt

R
RIPA-Fixierungspuffer > Fixierungspuffer
RIPA-Lysispuffer
10 mM Tris pH 7,4
150 mM NacCl
1% Natriumdeoxycholat
1% Triton X-100
RIPA-Quellpuffer > Quellpuffer
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S

[**S] Methionin-/Cystein-ProMix (Amersham Bioscience Europe GmbH, Freiburg, Germany)
Saccharose (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)

SDS (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)

SDS-Probenpuffer (2x)

150 mM Tris-HCI pH 6,8

1,2% SDS

30% Glycerol

16% B-Mercaptoethanol

Spatelspitze Bromphenolblau
SDS-Probenpuffer (5x)

150 mM Tris pH 6,8

4% SDS

30% Glycerol

16% B-Mercaptoethanol

Spatelspitze Bromphenolblau
T
TAE-Puffer (50x)

242 g Tris-Base

57,1 ml Eisessig

100 ml einer 0,5 M EDTA-L6sung (pH 8,0)

1: 50 mit A. bidest. auf 1x TAE-Puffer verdinnen
TAE-Puffer (1x)

40 mM Tris-Base

1 mM EDTA

(= TAE-Puffer (50x)

1: 50 mit A. bidest. auf 1x TAE-Puffer verdiinnen)
TEMED (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Germany)
TEN-Puffer (pH 7,8)

20 mM Tris-HCI

1 mM EDTA

0,15 M NacCl
TE-Puffer

10mM Tris-HCI

0,1mM EDTA (pH 8,0)

Tris-Base (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Germany)
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Tris-HCI (Tris-hydrochlorid oder Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid, Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Germany)

Triton-X-100 (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
Trypanblau (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
T4-DNA-Polymerase (1U/ul, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
T4-DNA-Ligase (1 U/ul, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
Tween-20 (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
W
Waschpuffer > ELISA
WB-Blockpuffer

PBS

1% BSA
WB-Laufpuffer (10x)

25 mM Tris-Base

192 mM Glycin

1% SDS
WB-Laufpuffer (1x)

1 Teil WB-Laufpuffer (10x)

9 Teile A. bidest.
WB-Lysispuffer - Zelllysispuffer
WB-Transferpuffer (5x Salze)

25 mM Tris-Base

192 mM Glycin
WB-Transferpuffer (1x)

20% WB-Transferpuffer (5x Salze)

20% Methanol

60% A. bidest.
Z
Zelllysispuffer

50 mM Tris-HCI (pH8,0)

150 mM NacCl

0,02% NaN;

1% Triton X-100 oder NP-40

100 pg/ml PMSF
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Anhang

Sequenzen

BRSV-F Sequenz (1724 bp)
ATGGCGGCAA CAGCCATGAG GATGATCATC AGCATCATCT TCATCTCTAC
CTATGTGACA CATATCACTT TATGCCAAAA CATAACAGAA GAATTTTATC
AATCAACATG CAGTGCAGTT AGTAGAGGTT ACCTTAGTGC ATTAAGAACT
GGATGGTATA CAAGTGTGGT AACAATAGAG TTGAGCAAAA TACAAAAAAA
TGTATGTAAC AGTACTGATT CAAAAGTGAA ATTAATAAAG CAAGAACTAG
AAAGATACAA CAATGCAGTA GTGGAATTGC AGTCACTTAT GCAAAATGAA
CCGGCCTCCT CCAGTAGAGC AAAAAGAGGG ATACCAGAGT TGATACATTA

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

TAAAAGAAAC TCTACAAAAA
AAAGGAGATT TTTAGGATTC
GGTGTAGCAG TGTCCAAAGT
TAAAAATGCA CTGCTATCCA
GAGTTAGTGT CCTAACTAGC
A AAGAGCTTC TACCTAAAGT
AGCAACTGTG ATAGAATTCC
CTAGGGAATT TAGTGTAAAT
ATGTTGACCA ATAGTGAATT
G AATGACCAAAAAAAGCTAA
AGAGTTATTC CATTATGTCA
GTACAATTAC CTATTTATGG
CACCTCTCCA TTATGCACCA

AGTTTTATGG

TTGCTAGGTA
ACTACACCTG
CAAATAAAGC
AAAGTACTTG
TAACAATCAT

AACAAAAAAA
GCTGGTATTA
ACTATCACTA
TGTCAAGTAA

GCTAATGGGC AAAAAGAGAA
TTGGATCTGC TATTGCAAGT
GAGGGAGAGG TGAATAAAAT
AGTAGTTAGT CTATCCAATG
ATCTAAAGAA CTATATAGAC
GATTGTAGGA TATCCAACAT
CAATAGATTG TTGGAAATTG
CCACACCCCT CAGTACATAC
ATTAATGATA TGCCTATAAC
TGTTCAAATA GTCAGGCAAC

GTGGTCAAAG AAGAGGTCAT GGCTTATGTT

AGTTATAGAC
CTGATAATAA

1001 TAACTAGGAC AGATCGTGGG TGGTATTGTG
1051 TTTTTCCCTC AGGCAGAGACATGTAAAGTA
1101 GACACAATGA ACAGTTTAAC TCTGCCTACT
1151 TGACATATTC AATGCAAAGT ATGACTGTAA
1201 ACATAAGTAG CTCTGTAATA ACTTCAATAG
1251 GGGAAGACAAAATGTACAGC CTCTAATAAA
1301 TTTTTCCAAT GGGTGTGATT ATGTATCAAA
1351 CTGTTGGTAA CACACTATAT TATGTAAATA
1401 TATATAAAGG GTGAACCAAT TATTAATTAC
1451 TTCTGATGAG TTTGATGCAT CAATTGCCCA AGTAAACGCA AAAATAAACC
1501 AAAGCCTGGC TTTCATACGT CGATCTGATG AGTTACTTCA CAGTGTAGAT
1551 GTAGGAAAAT CCACCACAAA TGTAGTAATT ACTACTATTA TCATAGTGAT
1601 AGTAGTAGTG ATATTAATGT TAATAGCTGT AGGATTACTG TTTTACTGTA
1651 AGACCAGGAGTACTCCTATC ATGTTAGGAA AGGATCAGCT TAGTGGTATC
1701 AACAATCTTT CCTTTAGTAA ATGA

ACCCCCTGTT GGAAACTACA
AGAAGGGTCA AACATCTGCT
ATAATGCAGG CTCTGTGTCT
CAATCAATAG AGTGTTCTGT
GATGTTAACT TATGCAACAC
AATAATGACA TCTAAAACTG
GAGCTATTGT ATCATGCTAT
AATCGTGGAA TCATAAAGAC
CAAAGGAGTT GATACTGTAT
AGCTAGAGGG GAAAGCACTC
TATGATCCAC TAGTATTTCC
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BRSV-G-Sequenz ((KUHNLE et al. 1998), 854 bp)

1 ATGTGGCACA GGCTCAGGCACGCCAGGTTA CCCTCGCACG TGCTGCACGG
51 GACGTACGGCAGCGTCTGGAAGTTGTTGTG GTCCTGGTGG TTCTCCGGCG
101 GTATCGATCC GCTCGGGTTG ATCGGCGGCT TGCGCGTCGCCGGCAGCGTG
151 CTCTGGCCTT TGATCTTGCG GTTCTGCGTC TCGTTCGTGC TGTGGCCATA

201 CGTGATGCCG CGCGTCGTGT CGATGTTCAG CAGCTGGCTT AAGGTCGTGC
251 TCTGGATGCT CGTGTGCGTGCTCTTGTAGT TGTGCTCCGT GAAGAACGGG
301 CTCGTGTGGT TCTGCGGCTG CTGCGTCTGC TGGATCGTCG GCTTCGACGT
351 CGGCTTCGCCTTCGCGTTGC CCACGGAGAT GTAGATGATC GCCGTGATGA
401 CCAGGCTCGT CAGCGTGATC ATCGCGAGCGTGCTCAGCGC CGTCTGGACC
451 AGGCTCTTCA GGTTGAACTT GTACAGGCAG CTCAGGCCGA CGATGAAGTA
501 CTTGCTAGCC TTCCACGCGC GCTTCAGCGT CTTGAACTTC AGGTGGTGCG
551 TGTGGTTGCT CATACTTGTA AGCTCTAGGG GGATCCTCTA GAGTCAACCT
601 TATTTATGAT TATTTCTCGC TTTCAATTTA ACACAACCCT CAAGAACCTT

651 TGTATTTATT TTCAATTTTT AGCGATCCCC AACAGATCCG TTTAACGAAG

701 ACGACGAAGA AGCCGACGAA GACGACGATC CACCACCGCA CTAGTCCGGA
751 GACGAAGCTC CAGCCGAAGA ACAACACGGC GACGCCGCAGCAAGGCATCC
801 TGAGCAGCA CGGAGCACCACACGAACCAG AGCACGACGCAGATCTGAAA

851 AAAA
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