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1 Einleitung

Die bovine Virusdiarrhoe (BVD) ist eine Erkrankung, die weltweit eine große

wirtschaftliche Bedeutung in der Rinderhaltung hat. Die Seroprävalenz liegt in

Deutschland bei 60–90 %. In einem mit BVD-Virus infizierten Bestand entstehen

Schäden durch eine geringere Reproduktionsleistung der Tiere, durch

immunsuppressiv bedingte Sekundärinfektionen und zusätzlich durch die

Totalverluste der persistent infizierten Tiere, die an der Mucosal Disease erkranken

und verenden.

Die Bekämpfung der bovinen Virusdiarrhoe beruht zum einen auf dem Erkennen und

Ausmerzen der persistent infizierten Tiere, zum anderen auf der Impfung der nicht

infizierten Tiere. Zu diesem Zweck stehen sowohl Lebend- als auch Totimpfstoffe zur

Verfügung. Diese Impfstoffe schützen das Tier grundsätzlich gut vor der Erkrankung

der bovinen Virusdiarrhoe. Es kann jedoch bei Infektion eines trächtigen Tieres trotz

einer Impfung zu einer transplazentaren Übertragung des Virus auf das ungeborene

Kalb kommen, was Aborte, Missbildungen oder die Geburt persistent infizierter

Kälber zur Folge hat.

Auch das bovine respiratorische Synzytialvirus ist von goßer Bedeutung in der

Rinderhaltung, da es der wichtigste virale Infektionserreger akuter

Atemwegserkrankungen bei Kälbern im Alter von 4 Wochen bis 6 Monaten ist.

Epidemiologische Studien zeigen, dass 70–80 % der Rinder in Deutschland

Antikörper gegen BRSV besitzen. Überwiegend treten Erkrankungen aufgrund einer

BRSV-Infektion bei Kälbern in Mast- und Zukaufsbetrieben auf. Bei Erkrankungen,

die durch eine BRSV-Infektion hervorgerufen werden, handelt es sich in den meisten

Fällen um sogenannte Faktorenkrankheiten, da besonders bei ungünstigen

Haltungsbedingungen bakterielle und virale Erreger zu dem Krankheitsbild beitragen.

Als Immunprophylaxe stehen sowohl Lebend- als auch Totimpfstoffe zur Verfügung,

jedoch wird die Wirksamkeit dieser Impfungen kontrovers diskutiert.

Neben den klassischen Lebend- und Totimpfstoffen wurde in den vergangenen

Jahren zunehmend an weiteren Vakzineformen geforscht. Zum einen ist die Gruppe
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der Protein- bzw. Peptidimpfstoffe zu nennen, bei denen einzelne Proteine bzw.

Epitope dieser Proteine zur Induktion einer Immunantwort genutzt werden. Zum

anderen gibt es die Gruppe der DNA-Impfstoffe, bei denen Gene des viralen

Erregers innerhalb eines Vektorsystems integriert werden. Diese DNA-Impfstoffe

werden intramuskulär verabreicht und es kommt zur Expression viraler Gene. Die

daraus resultierenden Proteine induzieren eine Immunantwort im Wirt.

Eine weitere Möglichkeit stellen rekombinante Viren dar. Dabei wird ein Virus als

Vektorsystem für die Expression von viralen Fremdgenen genutzt. Diese Fremdgene

werden im Verlauf der Infektion zusammen mit den Genen des Vektorsystems

exprimiert. Die induzierte Immunantwort ist somit sowohl gegen die Proteine des

viralen Vektors als auch gegen die Proteine der Fremdgene gerichtet. Die

rekombinanten Viren bieten somit die Vorteile einer Lebendimpfung, nämlich die

Ausbildung einer humoralen und zellulären Immunantwort im Wirt. Dieses

Vektorsystem ermöglicht es, durch die Verabreichung eines Impfvirus, eine

Immunantwort gegen zwei verschiedene Viren zu induzieren.

In der vorliegenden Arbeit haben wir den Ansatz mit den rekombinanten Impfviren

BRSV bzw. VSV gewählt, die als Vektoren für das Fremdgen E2 von BVDV dienen.

Das E2-Protein von BVDV wurde gewählt, da bei einer BVDV-Infektion die

neutralisierenden Antikörper gegen dieses Protein gerichtet sind. Deshalb werden im

Folgenden BVDV, VSV und BRSV vorgestellt.



Literatur                                                                                                                                       3

2 Literatur

2.1 Virus der bovinen Virusdiarrhoe (BVDV)

2.1.1 Taxonomie

Das BVD-Virus bildet zusammen mit dem Virus der klassischen Schweinepest und

dem Border Disease Virus das Genus Pestivirus innerhalb der Familie Flaviviridae

(WENGLER, 1991). Die Familie Flaviviridae (Tabelle 1) umfasst weiterhin die Genera

Flavivirus und Hepacivirus (PRINGLE, 1999). Dem Genus Hepacivirus gehört das

Hepatitis-C-Virus an (MATSUURA u. MIAYAMURA, 1996). Dem Genus Flavivirus ist

u. a. das humanpathogene Gelbfiebervirus, das Denguevirus und das Frühsommer-

Meningoencephalitis-Virus zugeordnet. Zu den tierpathogenen Erregern des Genus

Flavivirus zählen das Louping-Ill-Virus der Schafe, das Wesselsbron-Disease-Virus

der Schafe und das Meningoencephalitis-Virus der Puten.

Beim BVD-Virus existiert ein Serotyp mit zahlreichen Stämmen und Isolaten

(FERNELIUS et al., 1971; HAFEZ u. LIESS, 1972; CASTRUCCI et al., 1975).

Man unterscheidet beim BVD-Virus zwei Biotypen: den cytopathogenen (cp) und den

nicht cytopathogenen (ncp) Biotyp. Diese Unterscheidung beruht auf dem

Wachstumsverhalten der beiden Biotypen auf permissiven Rinderzellkulturen. Das

Virus des ncp-Biotyps lässt sich in Zellkulturen vermehren, ohne dass makroskopisch

oder mikroskopisch Zellschädigungen zu erkennen sind (BAKER et al., 1954). Das

Virus des cp-Biotyps führt in der Zellkultur nach einigen Tagen zu einem

cytopathischen Effekt: zunächst bilden sich cytoplasmatische Vakuolen, die Kerne

werden pyknotisch, bis sich schließlich die Zellen abrunden und aus dem

Zellverband lösen (UNDERDAHL et al., 1957; LEE u. GILLESPIE, 1957; GILLESPIE

et al., 1960; LIESS, 1967)
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Zusätzlich werden BVD-Viren in die Genotypen I und II eingeteilt. Diese Einteilung ist

unabhängig vom Biotyp. Die genotypische Charakterisierung wird anhand der

Sequenz des nichttranslatierten 5‘-Endes durchgeführt (PELLERIN et. al., 1994;

RIDPATH et al., 1994). Beide Genotypen können die akute Mucosal Disease,

persistierende Virämie und respiratorische Symptome hervorrufen, jedoch scheint die

hämorrhagische Verlaufsform der BVD-Virusinfektion mit perakuten Todesfällen nur

durch den Genotyp II verursacht zu werden.

Tabelle 1: Familie Flaviviridae

Familie: Flaviviridae

Genus:

Flavivirus

Genus:

Hepacivirus

Genus:

Pestivirus

Gelbfiebervirus Hepatitis-C-Virus Virus der bovinen

Virusdiarrhoe

Frühsommer-

Meningoencephalitis-Virus

Virus der klassischen

Schweinepest

Denguevirus Typ 1-4 Border-Disease-Virus

West-Nile-Virus

Japanisches–Encephalitis-

Virus

St.-Louis-Encephalitis-Virus

Louping-Ill-Virus

Wesselsbron-Disease-Virus

Hämorrhagisches-Fieber-

Virus der Affen

Jutiapa-Virus

Rio-Bravo-Virus
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2.1.2 Morphologie und Genomstruktur

Das BVD-Viruspartikel ist von sphärischer Gestalt (THIEL et al., 1996) und besitzt

einen Durchmesser von 40-60 nm (Abbildung 1). Die isometrische oder hexagonale,

elektronendichte Core-Struktur ist ca. 20-25 nm breit und wird von einer 8 nm dicken

Lipidhülle umgeben (HORZINEK et al., 1967; BIELEFELDT-OHMANN, 1990). Auf

der Virusoberfläche befinden sich unregelmäßig geformte Projektionen (HORZINEK

et al.,1967, 1971; ENZMANN u. WEILAND, 1978).

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines BVD-Viruspartikels

Das virale Genom besteht aus einer einzelsträngigen RNA mit positiver Polarität, die

für die viralen Stuktur- und Nichtstrukturproteine kodiert. Das Genom ist ca. 12,4 kb

lang, jedoch kann es bei cp Biotypen aufgrund von Insertionen zellulärer Sequenzen,

Deletionen oder Duplikationen von Genomabschnitten Abweichungen von dieser

Größe zeigen (COLLETT et al. 1988a, b; MEYERS et al., 1991a, b, 1992; QI et al.,

1992; TAUTZ et al., 1994). Das virale Genom (Abbildung 2) enthält einen einzigen

offenen Leserahmen, der von zwei nicht kodierenden Regionen am 3‘- und am

E1

C

Erns

RNA

E2
Lipid-
hülle
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5‘-Ende flankiert wird. Die nicht kodierende Region des 5‘-Endes umfasst ca. 385

Basen und die nicht kodierende Region des 3‘-Endes ca. 220 Basen (COLLETT et

al., 1988b). Der offene Leserahmen kodiert für ein ca. 4000 Aminosäuren großes

Polyprotein (COLLETT et al., 1988b; WENGLER et al., 1995), welches durch

viruseigene und zelluläre Proteasen co- und posttranslational prozessiert wird

(WISKERCHEN et al., 1991; WISKERCHEN u. COLLETT, 1991; RÜMENAPF et al.,

1993; STARK et al., 1993). Durch diese Prozessierung entstehen aus dem

Vorläuferprotein die einzelnen Struktur- und Nichtstrukturproteine des BVD-Virus.

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Virusgenoms von BVDV mit den

entsprechenden Bezeichnungen für die kodierten Proteine

2.1.3 Proteine

Das Genom der Pestiviren kodiert vom 5‘- zum 3‘-Ende für folgende Proteine: Npro,

C, Erns, E1, E2, p7, NS2-3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B. Diese Nomenklatur

orientiert sich an dem Genom der Flaviviren und löst die vorherige Nomenklatur ab,

welche die Proteine nach ihren Größen in kDa bezeichnet hat (COLLETT, 1994).

Das Virion wird von den vier Strukturproteinen C, Erns, E1 und E2 gebildet, während

Npro, p7, NS2-3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B die Nichtstrukturproteine darstellen.

Npro: Npro ist ein Nichtstrukturprotein mit einem Molekulargewicht von ca. 20 kDa,

welches autokatalytische Aktivität besitzt. Es spaltet sich als erstes Protein von dem

Npro C Erns E2E1 NS2p7 NS4ANS3 NS5B

3‘5‘

Strukturproteine Nichtstrukturproteine (NS)NS

NS5A
NS4B
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Polyprotein ab (WISKERCHEN et al., 1991; RÜMENAPF et al. 1993). Npro kommt

innerhalb der Familie Flaviviridae nur bei den Pestiviren vor.

C: Das Nukleocapsid wird von dem ca. 14 kDa schweren Capsidprotein gebildet. Es

dient neben der Verpackung der viralen RNA auch zur Interaktion mit den drei

Hüllproteinen (THIEL et al., 1991).

Erns: Dieses Glykoprotein besitzt ein Molekulargewicht von 48 kDa und stellt einen

Teil der Virushülle dar. Es bildet kovalent über Disulfidbrücken gebundene

Homodimere (STARK et al., 1990; WEILAND et al., 1990; THIEL et al., 1991). Erns ist

nur locker mit der Virushülle assoziiert, da es keinen hydrophoben Membrananker

besitzt. Es wird von infizierten Kulturzellen in den Überstand sezerniert (WEILAND et

al., 1992; RÜMENAPF et al., 1993) und besitzt Ribonukleaseaktivität (SCHNEIDER

et al., 1993; HULST et al., 1994). Gegen dieses Protein werden schwach

neutralisierende Antikörper gebildet (BOULANGER et al., 1991)

E1: Auch E1 ist ein Hüllprotein des Virions, welches ein Molekulargewicht von 25

kDa besitzt. An seinem C-Terminus befinden sich zwei hydrophobe Regionen, die

vermutlich als Membrananker fungieren. Zusammen mit dem E2-Protein bildet es

Heterodimere (RÜMENAPF et al., 1993).

E2: Auf dieses Protein wird detailliert im Abschnitt 2.1.4 eingegangen.

p7: Dieses sehr kleine Nichtstrukturprotein weist ein Molekulargewicht von 6-7 kDa

auf. Seine Funktion ist nicht vollständig geklärt, jedoch konnte gezeigt werden, dass

es für die Bildung infektiöser Viren essentiell ist. Es wird zum Teil unvollständig von

dem E2-Protein abgespalten, so dass auch ein E2-p7-Protein nachgewiesen werden

kann (ELBERS et al., 1996; HARADA et. al., 2000).

NS2-3: Diesem Nichtstrukturprotein kommt eine besondere Bedeutung zu, da es in

Zusammenhang mit der Cytopathogenität des BVD-Virus steht. Das NS2-3-Protein

hat ein Molekulargewicht von 125 kDa und wird von allen Zellen exprimiert, die mit

BVDV infiziert sind (GREISER-WILKE et al., 1992). Dieses Protein besitzt Serin-

Protease-, RNA-Helikase- und eine RNA-abhängige NTPase-Aktivität

(WISKERCHEN u. COLLETT, 1991; TAMURA et al., 1993; WARRENER u. COLLET,

1995). Kulturzellen, die mit einem cytopathogenen Biotyp infiziert sind, exprimieren

zusätzlich ein 80 kDa großes Protein, welches das NS3-Protein darstellt. NS3 wird

somit als Marker für die Cytopathogenität des BVD-Virus angesehen (DONIS u.
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DUBOVI, 1987a; GREISER-WILKE et al., 1991). Das NS3 kann durch Spaltung des

NS2-3-Proteins entstehen oder es liegen zusätzlich Genduplikationen des

kodierenden Bereiches von NS3 vor (MEYERS et al., 1990, 1991b, 1992; QI et al.

1992; TAUTZ et al., 1993). Bei einigen cp-BVD-Viren wurden Geninsertionen im

Bereich des NS2-3-Gens nachgewiesen, wobei es sich häufig um die Insertion

zellulärer Sequenzen handelt, die für Ubiquitin kodieren (MEYERS et al., 1991b;

GREISER-WILKE et al. 1993; TAUTZ et al., 1993). Diese Geninsertionen und

Genduplikationen scheinen die Expression des NS3-Proteins zu bewirken, jedoch

konnte die Ursache für die Entstehung des NS3-Proteins bei zahlreichen BVD-

Virusstämmen nicht nachgewiesen werden (GREISER-WILKE et al., 1993). Das

NS3-Protein ist stark immunogen (BOLIN u. RIDPATH, 1989; DONIS u. DUBOVI,

1987b). Die Antikörper, die gegen dieses Protein gerichtet sind, besitzen jedoch

keine neutralisierenden Eigenschaften (PATON et al., 1991).

NS4A und NS4B : Über diese beiden Nichtstrukturproteine ist bisher wenig bekannt.

NS4A besitzt ein Molekulargewicht von 10 kDa, NS4B von 32 kDa.

NS5A und NS5B: Das NS5A weist Sequenzhomologien mit dem N-Terminus der

Flavivirus-Replikase NS5 auf, so dass auch hier eine Funktion bei der RNA-Synthese

angenommen wird (DONIS, 1995). NS5B besitzt ein Molekulargewicht von 75 kDa.

Aufgrund von Sequenzvergleichen mit anderen positivsträngigen RNA-Viren nimmt

man an, dass es sich bei NS5B um eine RNA-abhängige RNA-Polymerase handelt

(COLLETT et al., 1988a, 1991; MEYERS et al., 1989).

2.1.4 E2-Protein

E2 ist ein Hauptbestandteil des Virions und zusammen mit dem E1 und dem Erns

bildet es die Virushülle (THIEL et al., 1991). Es liegt, durch Disulfidbrücken stabilisiert

als Homodimer oder zusammen mit dem E1 als Heterodimer vor (WEILAND et al.,

1990). Das Glycoprotein E2 besteht aus ca. 370 Aminosäuren (Stamm NADL:

Histidin-693 bis Glycin-1067 im Polyprotein) (RÜMENAPF et al., 1993; ELBERS et

al., 1996) und sein Molekulargewicht wird mit 50-59 kDa in der Literatur beschrieben

(DONIS u. DUBOVI 1987b, 1987c; COLLETT et al., 1988a). Nach Endoglyco-

sidasebehandlung zeigt E2 ein Molekulargewicht von 42-52 kDa. Die Analyse der
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Aminosäuresequenz zeigt vier mögliche N-Glycosylierungsstellen (COLLETT et al.,

1988a).

Die BVD-Viren der Genotypen I und II weisen deutliche Unterschiede im Bereich der

Nuklein- und Aminosäuresequenz von E2 auf. Ein Sequenzvergleich der

Nukleinsäuren zeigt eine Übereinstimmung der beiden Genotypen von 60-65 %.

Innerhalb des Genotyps II beträgt die Übereinstimmung 90 %, während es im

Genotyp I nur zu 70-75 % Übereinstimmung kommt (TIJSSEN et al., 1996).

N-terminal grenzt E2 an E1. Die Signalsequenz zur Translokation des E2-Proteins in

das Endoplasmatische Retikulum (ER) befindet sich innerhalb des zweiten

hydrophoben Bereiches des E1-Proteins. Die Ektodomäne des E2-Proteins befindet

sich somit nach der Translokation innerhalb des ER-Lumens. Die

Transmembranregion (TMR) von E2 umfaßt 31 (ZIMMER, G., persönliche Mitteilung)

bzw. 40 Aminosäuren, welche vermutlich zwei membranüberspannende Regionen

bilden (RÜMENAPF et al., 1993). Beim Hepatitis-C-Virus wurde gezeigt, dass die

zwei membranüberspannenden Regionen durch drei basische Aminosäuren

voneinander getrennt sind (COCQUEREL et al., 2000; CHARLOTEAUX et al., 2002).

Beim BVD-Virus trennt eine basische Aminosäure die beiden membran-

überspannenden Regionen voneinander. C-terminal wird das E2-Protein vom p7

begrenzt. Da die Spaltung zwischen E2 und p7 nicht immer vollständig verläuft, kann

auch ein E2-p7-Protein nachgewiesen werden (RÜMENAPF et al., 1993; ELBERS et

al., 1996; HARADA et al., 2000).

Versuche haben gezeigt, dass sich das E2-Protein in infizierten Zellen innerhalb des

Endoplasmatischen Retikulums befindet (GRUMMER et al., 2001), so dass eine

Retention dieses Proteins vermutet wird. Nur in Assoziation mit Viruspartikeln kann

E2 an der Oberfläche von infizierten Zellen nachgewiesen werden (WEILAND et al.,

1999).

Das E2-Protein ist für den rezeptorvermittelten Eintritt von BVDV in die Wirtszelle

verantwortlich. Der zelluläre Rezeptor für BVDV kann mit spezifischen Antikörpern

gehemmt werden (SCHELP et al., 1995, 2000). Nähere Untersuchungen zu diesem

Rezeptor haben gezeigt, dass es sich um das bovine Oberflächenprotein CD46

handelt. Jedoch werden weitere Rezeptoren für den Viruseintritt diskutiert (MAURER,

2002).
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Als Hauptimmunogen induziert E2 bei einer BVDV-Infektion die Bildung

neutralisierender Antikörper (BOLIN et al., 1988; DONIS et al., 1988; WEILAND et

al., 1990). Anhand des Reaktionsmusters E2-spezifischer monoklonaler AK konnten

antigene Unterschiede zwischen BVDV-Isolaten ermittelt und Epitope verschieder

Virusisolate analysiert werden (XUE et al., 1990; EDWARDS et al., 1988; CORAPI et

al., 1990; BOLIN et al., 1988).

2.1.5 Infektion und Klinik

Infektion

Die natürliche Infektion mit dem BVD-Virus erfolgt meist oronasal durch Kontakt mit

virusausscheidenden Tieren; sie kann jedoch auch durch unbelebte Vektoren

erfolgen. Die Virusausscheidung erfolgt über Speichel, Nasen- und Augensekret,

Faeces, Urin, Sperma, sowie Uterus- und Geburtssekrete. Für die horizontale

Übertragung sind vor allem die persistent infizierten Tiere von Bedeutung, da sie

Virus in großen Mengen ausscheiden. Akut, transient infizierte Tiere sind für die

horizontale Verbreitung von untergeordneter Bedeutung, da sie nur vorrübergehend

geringere Mengen an Virus ausscheiden (ROEDER u. HARKNESS, 1986). Kommt

es zur Erstinfektion eines trächtigen Tieres, so ist eine vertikale, transplazentare

Infektion des Fetus möglich (CASARO et al., 1971; BROWNLIE, 1991).

Klinik

Das BVD-Virus verursacht verschiedene Krankheitsbilder unterschiedlichen

Schweregrades, welche vom Immunstatus des Tieres, Infektionszeitpunkt, Biotyp,

Genotyp und Virulenz des jeweiligen BVDV-Stammes abhängig sind (MOENNIG u.

LIESS, 1995). Hauptsächlich treten zwei Krankheitsbilder auf: die als Virusdiarrhoe

des Rindes (BVD) bezeichnete Form wurde 1946 (OLAFSON et al., 1946)

beschrieben, während die zweite Erscheinungsform, die sogenannte

Schleimhautkrankheit bzw. Mucosal Disease (MD), erst 1953 charakterisiert wurde

(RAMSEY u. CHIVERS, 1953). In den folgenden Jahrzehnten wurden neben der

bovinen Virusdiarrhoe und der Mucosal Disease das hämorrhagische Syndrom

(REBHUHN et al., 1989; CORAPI et al., 1989; BOLIN u. RIDPATH, 1992; LIEBLER
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et al., 1995), Fruchtbarkeitsstörungen und Aborte (SCHULTZ, 1973; GROOMS et al.,

1998), Missbildungen des zentralen Nervensystems bei Kälbern (THIEL et al., 1996)

sowie perakute Todesfälle beobachtet.

Bovine Virusdiarrhoe

Werden immunkompetente Tiere erstmalig mit dem BVD-Virus infiziert, so kommt es

nach ca. zwei Wochen zur Serokonversion. Diese akuten, transienten BVDV-

Infektionen gehen meist mit milden Krankheitssymptomen einher, so dass

geringgradiger Durchfall, mäßiges Fieber, Leukopenie, Anorexie, Nasenausfluss,

Husten oder ein Leistungsabfall beobachtet werden können. Die Erkrankung kann

aber auch klinisch inapparent verlaufen (DUBOVI, 1999). Bei einer akuten Infektion

kommt es zur Immunsuppression, wodurch Infektionen mit Sekundärerregern

begünstigt werden (BECHER et al., 2001). So sind BVDV-Infektionen häufiger

vergesellschaftet mit BRSV-, BHV-1- oder Mannheimia haemolytica-Infektionen

(TRIGO et al., 1984; CASTRUCCI et al., 1992; BRODERSEN u. KELLING, 1999).

Transplazentare Übertragung von BVDV

Unfruchtbarkeit, Fruchtbarkeitsstörungen, Aborte und Missbildungen können durch

eine BVDV-Infektion eines trächtigen Rindes hervorgerufen werden.

Fruchtbarkeitsstörungen als Folge einer BVDV-Infektion werden durch eine

chronische Oophoritis oder durch eine Unterbrechung der Steroidsynthese

verursacht (GROOMS et al., 1998; FRAY et al., 2000).

Wird ein tragendes Rind erstmalig mit ncp BVD-Virus infiziert, so kommt es in der

Regel zu einer transplazentaren Übertragung des Virus auf den Fetus. Die klinisch-

pathologischen Veränderungen des Fetus hängen vom Trächtigkeitsstadium des

Muttertieres und somit vom Entwicklungsstadium des fetalen Immunsystems ab,

jedoch auch vom Virusstamm. Vor dem 30. Tag post conceptionem, d. h. vor der

Ausbildung erster Kotyledonen, ist der Embryo nicht für das BVD-Virus empfänglich

(THIEL et al., 1996).

Eine Infektion des Fetus im ersten Drittel der Trächtigkeit kann zum Fruchttod führen,

gefolgt von Resorption, Mumifikation oder Abort. Lebend geborene Kälber kümmern,

sie können aber auch klinisch gesund erscheinen (LIESS et al., 1987; FREY et al.,
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1996). Eine Infektion in diesem Stadium kann eine Vielzahl von fetalen

Missbildungen induzieren. Bei den beobachteten Missbildungen handelt es sich

gehäuft um Hydranencephalie, Kleinhirnhypoplasie, Retinaatrophie, Alopezie,

Opisthotonus, Torticollis, Thymusatrophie sowie Missbildungen der Augen, wobei

das gemeinsame Auftreten von Gehirn- und Augenmissbildungen als

okulocerebelläres Syndrom bezeichnet wird (BRENTRUP et al., 1985; TRAUTWEIN

et al., 1986; HEWICKER-TRAUTWEIN et al., 1995 ; THIEL et al., 1996; DUBOVI,

1999).

Zwischen dem 90. und 125. Tag post conceptionem kommt es zur Ausreifung des

fetalen Immunsystems, so dass der Körper dann zwischen „selbst“ und „nicht-selbst“

unterscheiden kann. Erfolgt eine BVDV-Infektion vor dem Erreichen der

Immunkompetenz, so kann der Fetus eine spezifische Immuntoleranz gegenüber

diesem speziellen Virus entwickeln, so dass das Virus im Kalb persistiert (DUBOVI,

1999). Gegen das persistierende Virus werden auch später keine Antikörper gebildet,

jedoch ist das Kalb in der Lage, gegen antigenetisch unterschiedliche BVD-Viren

Antikörper auszubilden (MOENNIG et al., 1990). Diese persistierenden Infektionen

können nur durch ncp-BVDV hervorgerufen werden (LIESS et al., 1984; BROWNLIE

et al., 1989). Die persistent virämischen Kälber können nach der Geburt eine

unzureichende körperliche Entwicklung, Myelinisierungsstörungen im zentralen

Nervensystem oder Thymusatrophie mit nachfolgender Immunsuppression zeigen

(DONE et al., 1980; LIESS et al., 1987; ROTH et al., 1986) oder sie erscheinen

zunächst klinisch gesund. Diese Kälber scheiden zeitlebens große Mengen Virus aus

und stellen somit eine wichtige Ansteckungsquelle für andere Rinder dar. Nur die

persistent infizierten Rinder können später durch Mutationen des ncp Virus oder

durch Überinfektion mit homologem cp Virus an der Mucosal Disease erkranken

(THIEL et al., 1996).

Mucosal Disease (MD)

Das Krankheitsbild der stets tödlich verlaufenden Mucosal Disease tritt meist im Alter

zwischen 6 und 24 Monaten auf. Zunächst werden Fieber, Leukopenie und

Inappetenz beobachtet. Es kann auch zu vermehrter Salivation und Nasenausfluss

kommen. Die betroffenen Tiere entwickeln häufig Erosionen und Ulzerationen am



Literatur                                                                                                                                     13

Flotzmaul, an der Nase, am Kronsaum und im Bereich des Interdigitalspaltes. Der

Allgemeinzustand der Tiere verschlechtert sich zunehmend und es kommt zu

unstillbaren, wässrigen oder blutigen Durchfällen. Die Tiere magern ab, werden

exsikkotisch und verenden innerhalb von zwei Wochen nach Auftreten der ersten

Symptome (RAMSEY u. CHIVERS, 1953; THIEL et al., 1996).

Nur persistent infizierte Tiere können an der MD erkranken. Aus den erkrankten

Tieren kann regelmäßig sowohl ein ncp- als auch ein serologisch identisches

cp-BVD-Virus isoliert werden. Das Auftreten von ncp- und cp-BVD-Virus kann zum

einen durch Überinfektion eines persistent infizierten Tieres mit serologisch

identischem cp-Virus erfolgen. Mögliche Ursache einer solchen Überinfektion ist zum

Beispiel der Kontakt zu anderen Rindern, die dieses Virus ausscheiden oder die

Vakzination mit einem cp-Impfstamm (ORBAN et al., 1983; TRAUTWEIN et al., 1986;

THIEL et al., 1996). Zum anderen kann cp-Virus durch Mutationen oder

Rekombinationen des ncp-Biotyps spontan im Rinderorganismus entstehen

(MEYERS u. THIEL, 1996). Bei der Entstehung der MD spielt die Überinfektion mit

cp-Virus eine untergeordnete Rolle, während meist Mutationen bzw.

Rekombinationen zur Entstehung des cp-Biotyps, und somit der MD führen.

Es ist sowohl ein Früh- als auch ein Spätausbruch der MD möglich. Bei dem

Frühausbruch tritt das Krankheitsbild wenige Wochen nach Überinfektion mit

cp-Virus auf. Dabei sind cp- und ncp-Virus antigenetisch sehr ähnlich, so dass das

Immunsystem das cp-Virus nicht als „fremd“ erkennen kann. Zu einem Spätausbruch

kann es kommen, wenn antigenetisch heterologe cp-Viren im Wirt durch

Rekombination mit dem persistierenden ncp-Virus der Immunantwort entgehen und

somit anschließend MD hervorrufen (MOENNIG et al., 1990; FRITZEMEYER et al.

1996, 1997a, 1997b; LOEHR et al., 1998).

Hämorrhagisches Syndrom

Das Krankheitsbild des hämorrhagischen Syndroms, welches überwiegend in den

USA auftritt, wurde erst in den letzten Jahren beschrieben. Aber auch in Deutschland

wurden einzelne Fälle des hämorrhagischen Syndroms dokumentiert. Bei diesem

Krankheitsbild konnte ncp-Virus des Genotyps II isoliert werden. Klinisch sind starke,

generalisierte Hämorrhagien, Fieber und blutig-wässriger Durchfall zu beobachten.
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Nur ein Teil der erkrankten Tiere überlebt diese Form der BVDV-Infektion.

Hämatologisch zeigen die erkrankten Tiere Thrombozytopenie, Lymphopenie,

Neutropenie und Anämie (REBHUHN et al., 1989; CORAPI et al., 1989; BOLIN u.

RIDPATH 1992; RIDPATH et al., 1994; LIEBLER et al., 1995).

2.1.6 Pathologie und Immunologie

Pathologie

Nach der oronasalen Infektion mit BVDV kommt es bei der akuten, transienten

BVDV-Infektion zu einer Virusvermehrung im lymphatischen Gewebe des Nasen-

Rachen-Raumes. Bei der weiteren Verbreitung und Vermehrung des Erregers

können gering- bis mittelgradige Schleimhauterosionen im Bereich des Oropharynx

und des Verdauungstraktes entstehen. Außerdem ist das lymphatische Gewebe des

Oropharynx und des Darms mitbetroffen (BIELEFELDT-OHMANN, 1983; BAKER,

1987; DUBOVI 1999).

Kommt es jedoch bei einer transplazentaren Übertragung des Virus zu

Missbildungen des Kalbes, so sind Hydranencephalie, Kleinhirnhypoplasie,

Retinaatrophie, Alopezie, Thymusatrophie oder Missbildungen der Augen zu

beobachten (BRENTRUP et al., 1985; TRAUTWEIN et al., 1986; HEWICKER-

TRAUTWEIN et al., 1995; THIEL et al., 1996; DUBOVI, 1999).

Bei dem Krankheitsbild MD sind pathologisch-anatomisch Erosionen, Ulzerationen

und Blutungen in den Schleimhäuten des Verdauungstrakts erkennbar. Die

Ulzerationen treten besonders an den Zahnhälsen, den Papillen der

Maulschleimhaut, am harten Gaumen, im Ösophagus, an den Pansenpfeilern sowie

im Darm auf. Die lymphatischen Gewebe des Oropharynx und des Darms zeigen

eine ödematösen Schwellung, und es kann zur Nekrose des Gewebes kommen

(DUBOVI, 1999; LIEBLER et al., 1991).

Das hämorrhagische Syndrom ist neben Schleimhauterosionen und –ulzerationen

des Verauungstraktes vor allem durch ausgedehnte petechiale und ekchymotische

Hämorrhagien auf allen Schleimhäuten gekennzeichnet (REBHUHN et al., 1989;

CORAPI et al., 1989; BOLIN u. RIDPATH, 1992; RIDPATH et al., 1994; LIEBLER et

al., 1995).
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Immunologie

Nach einer BVDV-Infektion immunkompetenter Tiere kommt es zur Bildung

neutralisierender Antikörper. Etwa 14 Tage nach der Infektion sind erste

neutralisierende Antikörper nachweisbar, das Maximum der Antikörperproduktion

wird nach etwa 15 Wochen erreicht. Die humorale Immunantwort wird als

maßgeblich angesehen, und die natürliche Infektion hinterlässt eine lebenslange,

belastbare Immunität, so dass auch die Feten immuner Muttertiere vor einer Infektion

geschützt sind (HOWARD et al., 1989, 1992, 1994; BEER, 1995). Als

Hauptimmunogen für die humorale, protektive Immunantwort wird E2 angesehen

(BOLIN et al.,1988; WEILAND et al., 1990, 1992). Antikörper, die gegen Epitope des

Erns oder gegen das NS3 gerichtet sind, haben keine oder nur schwach

neutralisierende Eigenschaften (CORAPI et al., 1990; BOULANGER et al., 1991;

WEILAND et al., 1992).

Über die zelluläre Immunantwort bei BVDV-Infektionen ist nur wenig bekannt. Bei

einer Erstinfektion spielen die CD4+-Zellen eine wichtigere Rolle als die CD8+-Zellen.

Es wurde gezeigt, dass es bei einer selektiven Depletion der CD4+-Subpopulation

BVDV-infizierter Tiere zu einer längeren und stärkeren Virämie kam im Vergleich zu

einer CD8+-Depletion bzw. bei den Kontrolltieren. Die CD4+-T-Zellen dienen in

diesem Zusammenhang möglicherweise als CD4+-Helfer-Zellen zur Unterstützung

der humoralen Immunantwort (HOWARD et al., 1992). Bei serologisch negativen

sowie serologisch positiven Rindern, deren Serokonversion durch eine BVDV-

Infektion erreicht worden war, untersuchte man die spezifische zelluläre

Immunantwort nach BVDV-Infektion. Dabei wurden MHC-restringierte

virusspezifische zytotoxische T-Zellen bei den seropositiven Tieren nachgewiesen

(BEER, 1995; BEER et al., 1997).

2.1.7 Epidemiologie und Bedeutung

BVD-Viren können unter natürlichen Bedingungen Rinder, Schafe, Ziegen und

Schweine infizieren, ferner sind Infektionen von Hirschen, Rehen, Giraffen, Rentieren

und anderen Wildwiederkäuern beschrieben worden (BECHER et al., 2001). Die

Seroprävalenz in der deutschen Rinderpopulation liegt bei 60-90% und 1-2% der
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Tiere sind persistent mit BVDV infiziert (FREY et al., 1996; BECHER et al., 2001).

Andere Untersuchungen in Großbritannien, Dänemark, Japan und USA zeigen, dass

dort 0,4-4,5% der untersuchten Rinder persistent mit BVDV infiziert sind (MEYLING,

1984; BOLIN et al., 1985; HOWARD et al., 1986; NETTLETON, 1986; EDWARDS et

al., 1987; SHIMZU u. SATOU, 1987). Der in Deutschland vorhandene hohe Durch-

seuchungsgrad in der Rinderpopulation bei vergleichsweise geringer Verbreitung bei

anderen Wiederkäuern bzw. Schweinen legt nahe, dass BVDV zur Zeit häufiger vom

Rind auf andere Tierarten übertragen wird als umgekehrt.

In der Rinderhaltung führen BVDV-Infektionen zu hohen wirtschaftlichen Verlusten.

Zum einen werden diese Verluste durch transiente Infektionen hervorgerufen, bei

denen es zu Sekundärinfektionen oder zu einem Leistungsrückgang kommt. Zum

anderen führt die transplazentare Übertragung des Virus zu Fruchtbarkeitsstörungen,

Aborten oder zu missgebildeten bzw. lebensschwachen Kälbern. Die persistent

infizierten Kälber infizieren dann weitere Tiere und verenden schließlich an der

tödlich verlaufenden Mucosal Disease. Auch das durch den Genotyp II ausgelöste

hämorrhagische Syndrom führt zu Totalverlusten in der Rinderhaltung.

2.1.8 Bekämpfung / Impfung

Die bovine Virusdiarrhoe zählt zu den meldepflichtigen Tierseuchen in Deutschland.

Die Leitlinien für den Schutz von Rinderbeständen vor einer Infektion mit dem Virus

der Bovinen Virusdiarrhoe/Mucosal Disease und für die Sanierung infizierter

Rinderbestände vom 26.01.1998 beschreiben den Verfahrensweg für die Sanierung

von Rinderbeständen auf freiwilliger Grundlage. In Anlehnung an diese Leitlinie sollte

zuerst eine Statuserhebung des betroffenen Betriebes durchgeführt werden, wobei

der Bestand nach den entsprechenden Laboruntersuchungen als BVDV-infiziert,

BVDV-unverdächtig oder BVDV-frei eingestuft wird. Bei BVDV-infizierten Beständen

ist mindestens ein persistent virämisches Tier entdeckt worden, welches umgehend

der Schlachtung zuzuführen ist. Anschließend sollte mit einem Impfprogramm für den

Betrieb begonnen werden. In BVDV-unverdächtigen Beständen konnten Antikörper

gefunden werden, jedoch kein persistent virämisches Tier. Ein Bestand gilt als

BVDV-frei, wenn weder Antikörper noch Virusantigen bei den Rindern nachgewiesen
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wurden. Langfristig sollen die Rinderbestände durch Ausmerzung der persistent

virämischen Tiere und entsprechende Impfprogramme in den BVDV-freien Status

überführt werden.

Bislang gibt es für die Impfung gegen BVD/MD in Deutschland kein allgemein

anerkanntes Impfschema, was eine Einzelfallentscheidung für jeden Betrieb

bedeutet. Für die Impfung stehen sowohl Lebend- als auch Totimpfstoffe zur

Verfügung. Diese Impfstoffe beruhen bislang ausschließlich auf BVDV-I-Stämmen,

so dass ein vollständiger Schutz gegenüber BVDV-II-Stämmen nicht anzunehmen

ist. Von besonderer Bedeutung bei der Impfung ist die diaplazentare Übertragung

des Virus auf das ungeborene Kalb. Die Impfung soll diesen vertikalen

Übertragungsweg verhindern. Bei trächtigen Tieren ist zu beachten, dass es bei

Lebendimpfstoffen sowohl zu einer transplazentaren Übertragung des Impfvirus als

auch zur Ausscheidung der Viren in die Umgebung kommen kann und somit eine

Gefährdung anderer trächtiger Tiere möglich ist. Außerdem kann die Impfung von

persistent infizierten Tieren mit dem Lebendimpfstoff „Rispoval BVD/MD“ Mucosal

Disease auslösen, da Rekombination zwischen Impfvirus und persistierendem Virus

möglich ist. Neben dem ausschließlichen Einsatz von Lebend- oder Totimpfstoffen

kann auch eine Kombination beider durchgeführt werden. Bei diesem zweistufigen

Impfverfahren wird zunächst ein Totimpfstoff verwendet, der dazu führt, dass es bei

der anschließenden Immunisierung mit dem Lebendimpfstoff zu einer reduzierten

Ausscheidung von Impfvirus in die Umgebung kommt. Ob und nach welchem

Schema gegen BVD/MD geimpft wird, sollte von den jeweiligen Betriebsstrukturen

abhängig gemacht werden. Aufgrund der hohen Prävalenz und der geographischen

Lage Deutschlands kann nach allgemeiner Ansicht zur Zeit nicht auf eine Impfung

verzichtet werden (BECHER et al., 2001).
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2.2 Virus der vesikulären Stomatitis (VSV)

2.2.1 Taxonomie

Das Virus der vesikulären Stomatitis ist dem Genus Vesiculovirus innerhalb der

Familie Rhabdoviridae zugeordnet. Die Familie Rhabdoviridae (Tabelle 2) umfasst

weiterhin die Genera Lyssavirus, Ephemerovirus, Nukleorhabdovirus und

Cytorhabdovirus.

Serologisch lassen sich zwei Hauptgruppen unterscheiden. Die Prototypen dieser

beiden Serogruppen sind der Stamm Indiana und der Stamm New Jersey. Beide

Stämme wurden bei einem Krankheitsausbruch 1925 und 1926 aus Rindern isoliert.

Aus Insekten, Maultieren und einem Opossum wurden weitere Viren isoliert, die

serologisch mit VSV verwandt sind (RODRIGUEZ u. NICHOL, 1999).

Tabelle 2: Familie Rhabdoviridae

Familie : Rhabdoviridae

Genus:

Lyssavirus

Genus:

Vesiculo-

virus

Genus:

Ephemero-

virus

Genus:

Nukleorhabdo-

virus

Genus:

Cytorhabdo-

virus

Tollwutvirus

Virus der

vesikulären

Stomatitis

Ephemeral-

Fieber-Virus

Mais-Mosaik-

Virus

Lettuce-

Necrotic-

Yellow-Virus

Mokolavirus Adelaide-River-

Virus

Sonchus-Yellow-

Net-Virus

Strawberry-

Crinkle-Virus

Lagos-Bat-Virus

Duvenhage-Virus

Europäische u. austra-

lische Fledermausviren



Literatur                                                                                                                                     19

2.2.2 Morphologie und Genomstruktur

Die VS-Viruspartikel haben ein geschossförmiges Aussehen bei einer Größe von

70 x 180 nm (Abbildung 3). Das helikale Nukleokapsid setzt sich aus den Proteinen

N, P und L sowie dem viralen Genom zusammmen. Das Matrix-Protein M ist mit dem

Nukleokapsid assoziiert und liegt der Membranhülle des Virions von innen an. In die

Virusmembran ist das Glycoprotein G integriert, welches in trimerer Form ausgebildet

ist.

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines VS-Viruspartikels

Das virale Genom besteht aus einer einzelsträngigen RNA mit negativer Polarität.

Das Genom ist ca. 11 kb lang und besitzt fünf offene Leserahmen in der Reihenfolge

N-P-M-G-L (Abbildung 4). Innerhalb des P-Gens sind zwei weitere kleine Proteine, C

und C‘, in einem zweiten Leserahmen kodiert. Die kodierenden Bereiche des

Genoms werden am 3‘-Ende von einer 47 Basen langen Leader-Sequenz und am 5‘-

Ende von einer 57 Basen langen Trailer-Sequenz flankiert. Beide Sequenzen

Lipid-
hülle

P

RNA

N

L

M

G
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enthalten Informationen, die für die Transkription und Replikation im Cytoplasma

essentiell sind. Zwischen den einzelnen Genen befinden sich intergenische

Abschnitte. Die einzelnen Gene besitzen an ihren 3‘- und 5‘ Enden konservierte Gen-

Start- und Gen-Stop-Sequenzen (ROSE u. WHITT, 2001; RODRIGUEZ u. NICHOL,

1999).

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Virusgenoms von VSV mit den

entsprechenden Bezeichnungen für die kodierten Proteine

2.2.3 Proteine

N: Das N-Protein umschließt die virale RNA und ist essentiell für die Transkription

und Replikation.

P: Dieses Protein ist stark phosphoryliert und ein Bestandteil des viralen

Polymerasekomplexes. Es vermittelt die Bindung des L-Proteins an die virale RNA.

M: Das M-Protein ist das kleinste, aber auch das am häufigsten vorkommende virale

Protein. Es ist mit der viralen Hüllmembran assoziiert, induziert die Trimerisierung

des G-Proteins und spielt eine Rolle bei der Regulation der viralen Transkription.

G: Das G-Protein stellt das glycosylierte Membranprotein dar, welches die gesamte

Virusoberfläche als Trimer bedeckt. Mit einer hydrophoben Transmembrandomäne

ist es in der Membran verankert. Es vermittelt das Eindringen des Virions in die Zelle

und den späteren Budding-Prozess. Neutralisierende Antikörper sind gegen das G-

Protein gerichtet.

L: Das L-Protein ist ein multifunktionales Enzym. Es fungiert als Polymerase und

übernimmt weitere wichtige Funktionen bei der viralen Replikation, wie z. B die

Methylierung und das capping (RODRIGUEZ u. NICHOL, 1999).

5‘3‘ N P M G L
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2.2.4 Infektion und Klinik

Infektion

Rinder, Pferde und Schweine werden durch den Biss/Stich infizierter Insekten mit

VSV infiziert. Eine direkte Übertragung von Tier zu Tier scheint nur möglich zu sein,

wenn Verletzungen der Haut vorliegen, über die das Virus dann in den neuen Wirt

eindringt. Dieser Übertragungsweg spielt bei den Haussäugetieren unter natürlichen

Bedingungen allerdings keine Rolle. Gelegentlich treten auch VSV-Infektionen beim

Menschen auf; betroffen sind insbesondere Tierärzte und Laborpersonal. Sie

infizieren sich mit VSV durch das Eindringen des Erregers über Hautverletzungen

oder durch das Einatmen von virushaltigem Aerosol.

Klinik

Die meisten Infektionen mit VSV verlaufen vermutlich subklinisch. Kommt es

allerdings zum Krankheitsausbruch, so sind bläschenartige Hautläsionen im Bereich

der Zunge, Lippen, Maulschleimhaut, Zitzen und am Kronsaum typische

Kennzeichen einer VSV-Infektion bei Rind, Pferd und Schwein. Die Tiere sind

apathisch, haben Fieber, zeigen Lahmheiten und speicheln stark. Häufig kommt es

im weiteren Krankheitsverlauf zum Gewichtsverlust und ggf. auch zum

Milchrückgang, der durch eine Mastitis hervorgerufen wird.

Infizieren sich Menschen mit VSV, so können grippeähnliche Symptome mit Fieber,

Muskel- und Kopfschmerzen sowie Schüttelfrost beobachtet werden (RODRIGUEZ

u. NICHOL, 1999).

2.2.5 Pathologie und Immunologie

Pathologie

Typisch für diese Erkrankung ist die Bläschenbildung an Lippen, Zunge,

Maulschleimhaut, Zitzen und Kronsaum. Zuerst verfärbt sich die Haut im Bereich der

entstehenden Bläschen heller, bis sich schließlich das Epithel vom Stratum basale

abhebt und ein Vesikel mit klarer, gelblicher Flüssigkeit entsteht. Diese Vesikel
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reißen dann auf und heilen, ohne Besiedlung mit Sekundärerregern, nach 1-2

Wochen ab.

Immunologie

Über die Immunantwort der Haussäugetiere bei einer VSV-Infektion ist relativ wenig

bekannt. Wesentlich besser ist die Immunantwort bei Labortieren untersucht. Bei

einer Infektion wird die unspezifische Immunantwort mit dem Interferonsystem

aktiviert. Für einen Schutz gegenüber einer VSV-Infektion sind außerdem die

humorale und die zelluläre Immunantwort von großer Bedeutung. In Gebieten, in

denen VSV endemisch vorkommt, besitzt die Mehrzahl der Rinder, Pferde und

Schweine Antikörper gegen VSV (RODRIGUEZ u. NICHOL, 1999).

2.2.6 Epidemiologie und Bedeutung

Infektionen mit VSV sind zur Zeit nur in Nord-, Mittel- und Südamerika beschrieben,

wobei Mittelamerika am stärksten betroffen ist. Zwischen den klinischen Ausbrüchen

der Vesikulären Stomatitis können zum Teil über 10 Jahre liegen. Unklarheit besteht

über das natürliche Reservoir des Virus. In endemischen Gebieten zählen z. B.

Ratten, Mäuse, Fledermäuse, Brüllaffen, Hirsche und Wildschweine zu den

natürlichen Wirten. Aber auch in Fliegen, Mücken, Milben und Gnitzen wurde VSV

nachgewiesen. Da es sich in Insekten gut vermehrt, transovariell übertragbar ist und

ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Insekten und den VS-Ausbrüchen

besteht, werden die Insekten als Reservoir und Überträger von VSV angenommen.

In den endemischen Gebieten kommt es durch den Leistungsrückgang der Tiere zu

wirtschaftlichen Verlusten, obwohl nur sehr selten Tiere aufgrund einer VSV-Infektion

verenden. Da sich die klinischen Symptome der Vesikulären Stomatitis nicht von den

klinischen Symptomen der Maul- und Klauenseuche unterscheiden, ist diese

Erkrankung differentialdiagnostisch von großer Bedeutung (RODRIGUEZ u.

NICHOL, 1999). In Deutschland zählt die Vesikuläre Stomatitis zu den

anzeigepflichtigen Tierseuchen.
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2.2.7 Bekämpfung / Impfung

Besteht der Verdacht, dass es sich um die Vesikuläre Stomatitis handelt, so ist dies

durch eine Labordiagnose zu verifizieren. Für die Untersuchung eignen sich

besonders die flüssigkeitsgefüllten Bläschen, die sehr viel Virusmaterial enthalten.

Bei einem Ausbruch sollten erkrankte Tiere isoliert werden, damit sie nicht zu einer

weiteren Verbreitung beitragen. Melkgeschirre, Futtertröge, Tränken und weitere

unbelebte Vektoren sollten desinfiziert werden. Soweit dieses möglich ist, stellt eine

Kontrolle bzw. Reduktion der Insekten in betroffenen Gebieten eine sinnvolle,

präventive Maßnahme dar.

Mehrere Totimpfstoffe beider Serotypen sind in Süd- und Mittelamerika im Einsatz.

Ansätze mit Subunit-Vakzinen bzw. G-Protein exprimierende Vaccina-Virus-Vektor-

vakzinen haben sich in Tierversuchen nicht bewährt (RODRIGUEZ u. NICHOL,

1999).

2.2.8 VSV als Vektorsystem

1995 ist es gelungen, die vollständige Nukleinsäuresequenz von VSV zu klonieren

und mit Hilfe dieser cDNA infektiöse Viren zu erhalten. Bei diesem System wurden

BHK-Zellen mit cDNA des VSV-Genoms und N-,P- und L-Expressionsplasmiden

transfiziert. Zusätzlich wurde den Zellen durch Infektion mit rekombinantem

Vacciniavirus die T7-RNA-Polymerase zur Verfügung gestellt (LAWSON et al., 1995;

WHELAN et al., 1995).

In den folgenden Jahren wurde dieses rebombinante VSV-System als viraler Vektor

zur Expression von Fremdgenen genutzt. So wurden das CD4-Gen (SCHNELL et al.,

1996), die gag- und env-Gene des humanen Immundefizienzvirus (JOHNSON et al.,

1997; ROSE et al., 2000, 2001; HAGLUND et al., 2000, 2002), das Hämagglutinin-

und Neuraminidase-Gen des Influenza-A-Virus (KRETZSCHMAR et al., 1997;

ROBERTS et al., 1998, 1999), das Hämagglutinin- und Fusions-Gen des Masern-

Virus (SCHNELL et al., 1996; SCHLERETH et al., 2000), das Fusions- und

Attachment-Gen des humanen respiratorischen Synzytialvirus (KAHN et al., 1999),

das E2-Gen von BVDV (GRIGERA et al., 2000) und die Gene der drei
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Strukturproteine des Hepatitis-C-Virus (EZELLE et al., 2002) in das VSV-Genom

eingesetzt und exprimiert.

Vorteile des VSV-Vektorsystems sind die große Toleranz von VSV gegenüber

genetischen Veränderungen, die relativ einfache Genomorganisation mit nur fünf

Genen und das Fehlen einer Rekombination. Da sich VSV zu sehr hohen Titern

vermehrt, kommt es auch zu einer starken Expression des jeweiligen Fremdproteins.

Infektionen mit VSV induzieren eine starke humorale und zelluläre Immunantwort,

wobei sowohl eine systemische als auch eine Schleimhautimmunität ausgebildet wird

(EZELLE et al., 2002).

Ein Problem bei der Vakzination mit einem viralen Vektor ist die Antikörperbildung

gegen den Vektor selbst. Bei einer anschließenden Booster-Impfung kann das

Fremdprotein nicht mehr ausreichend exprimiert werden, da der virale Vektor durch

die zuvor gebildeten Antikörper gehemmt wird. Für VSV wurde ein Ansatz gewählt,

bei dem das G-Protein des zuerst verwendeten VSV-Vektors gegen das G-Protein

eines anderen Serotyps ausgetauscht wurde. Da es keine Kreuzneutralisation

zwischen beiden Serotypen gibt, führte auch die Booster-Impfung zu einer starken

Fremdproteinexpression (ROSE et al., 2000).

Häufig kommt es zur Inkorporation von Fremdproteinen in die VS-Virionen. Dabei

muss es sich nicht um chimäre Fremdproteine handeln, die Anteile des G-Proteins

besitzen, sondern es werden auch Proteine ohne diese Anteile in die Virionen

eingebaut (SCHNELL et al., 1996; GRIGERA et al., 2000). Durch diese

Fremdproteininkorporation kann das Immunsystem zusätzlich stimuliert werden.
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2.3 Bovines respiratorisches Synzytialvirus (BRSV)

2.3.1 Taxonomie

Das BRS-Virus bildet zusammen mit dem humanen RSV, dem ovinen RSV, dem

caprinen RSV und dem Pneumovirus der Mäuse die Gattung Pneumovirus innerhalb

der Familie Paramyxoviridae. Die Familie der Paramyxoviridae (Tabelle 3) ist

unterteilt in die Unterfamilien Paramyxovirinae und Pneumovirinae. Zu den

Pneumovirinae wird neben der Gattung Pneumovirus die Gattung Metapneumovirus

gezählt.

Innerhalb der Gattung Pneumovirus gibt es große Übereinstimmungen zwischen

dem humanen, ovinen, caprinen und dem bovinen RSV.
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Tabelle 3: Familie Paramyxoviridae
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2.3.2 Morphologie und Genomstruktur

Das BRS-Viruspartikel ist von sphärischer Gestalt bei einem Durchmesser von 80-

350 nm (Abbildung 5). Es können aber auch filamentöse Formen vorkommen, die

einen Durchmesser von 60-100 nm aufweisen bei einer Länge von bis zu 10 µm. Die

Virionen enthalten ein 12-15 nm breites, helikales Nukleocapsid, welches von einer

Hüllmembran umgeben ist. Die Virusoberfläche ist mit Spike-ähnlichen Strukturen

bedeckt, die von den Membranproteinen gebildet werden (COLLINS, 1999).

Abbildung 5: Schematische Darstellung eines BRS-Viruspartikels

Das virale Genom besteht aus einer einzelsträngigen RNA mit negativer Polarität

und ist ca. 15,2 kb lang. Die virale RNA besitzt zehn Gene und elf offene

Leserahmen in der Reihenfolge NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-1-M2-2-L, die für die

viralen Struktur- und Nichtstrukturproteine kodieren (Abbildung 6). Innerhalb des M2-

Gens sind zwei offene Leserahmen vorhanden. Die kodierenden Bereiche des

Genoms werden am 3‘-Ende von einer 44 Basen langen Leader-Sequenz und am 5‘-

Ende von einer 155 Basen langen Trailer-Sequenz flankiert. Zwischen den einzelnen

Genen befinden sich intergenische Abschnitte. Die einzelnen Gene besitzen an ihren
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3‘- und 5‘ Enden konservierte Gen-Start- und Gen-Stop-Sequenzen (COLLINS,

1999).

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Virusgenoms von BRSV mit den

entsprechenden Bezeichnungen für die kodierten Proteine

2.3.3 Proteine

NS1 und NS2: Diese beiden Nichtstrukturproteine sind innerhalb der Familie

Paramyxoviridae nur bei den RS-Viren vorhanden. NS1 inhibiert die Transkription

und Replikaton und dient somit als Regulationsfaktor. Deletionsmutanten ohne

NS1/NS2 vermehren sich in der Zellkultur zu niedrigeren Titern. Es konnte gezeigt

werden, dass NS1 und NS2 dem Virus einen Schutz vor Typ-I-Interferon gewähren,

also als Interferon-Antagonisten wirken (SCHLENDER et al., 2000).

Die Proteine N, P, M2 und L bilden zusammen mit der RNA das Nukleokapsid.

N: Das Nukleoprotein ist hochkonserviert und liegt in enger Bindung mit der viralen

RNA vor.

P: Das Phosphoprotein ist, wie der Name sagt, stark phosphoryliert und stellt einen

Cofaktor der Polymerase L dar. Zusätzlich dient es als „Chaperone“ für lösliches L-

und N-Protein.

M2: Im M2-Gen sind zwei offene Leserahmen (ORF) enthalten, so dass zwei

unterschiedlich große Proteine gebildet werden. Beim M2-1 handelt es sich um einen

Elongationsfaktor der Transkription und es konnten Interaktionen zwischen dem

M2-1 und dem N-Protein nachgewiesen werden. M2-2 ist ein inhibierender Faktor bei

der Transkription und Replikation.

L: Dieses sehr große Protein stellt die RNA-abhängige-RNA-Polymerase dar.

NS1

3‘ 5‘

NS2 MPN SH G LM2-1/2F
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M: Das unglycosylierte Matrix-Protein ist mit der Innenseite der Hüllmembran

assoziiert und vermittelt das Assembly der Virionen an der Zellmembran.

SH: Dieses glycosylierte Transmembranprotein ist als Pentamer auf der

Virusoberfläche zu finden. Die Funktion dieses Proteins ist unbekannt. SH-

Deletionsmutanten sind in der Zellkultur und im Tier vermehrungsfähig.

G: Bei diesem Glycoprotein handelt es sich um ein Typ-II-Transmembranprotein,

welches in tetramerer Form vorliegt. Es vermittelt das Anheften der Viren an die

Zellmembran bei der Infektion. Da sich jedoch G-Deletionsmutanten in Zellkultur

vermehren können, müssen weitere Strukturen vorhanden sein, die die Anheftung

der Viren an die Zellmembran vermitteln können. Gegen dieses Membranprotein

werden neutralisierende Antikörper gebildet.

F: Das Fusions-Protein, ein trimeres Typ-I-Transmembranprotein, ermöglicht durch

seine Fusionsaktivität den Viruseintritt in die Wirtszelle und die Synzytienbildung.

Das F-Protein wird zunächst als F0-Vorläuferprotein synthetisiert und anschließend

durch Furin oder ähnliche Proteasen in die Untereinheiten F1 und F2 gespalten,

welche über Disufidbrücken verbunden bleiben. Bei dieser Spaltung entsteht

zusätzlich ein 27 Aminosäuren großes Peptid, welches für die Virusvermehrung in

der Zellkultur nicht essentiell ist (ZIMMER et al., 2002a). Der Großteil der

neutralisierenden Antikörper wird gegen dieses Membranprotein gebildet. Diese im

Blut nachgewiesenen Antikörper können jedoch nicht sicher vor Reinfektionen des

Respirationstrakts schützen (COLLINS, 1999).

2.3.4 Infektion und Klinik

Infektion

Von einer BRSV-Infektion sind überwiegend Kälber und Jungrinder im Alter von vier

Wochen bis zu sechs Monaten betroffen. Die Virusübertragung erfolgt aerogen als

direkte Tröpfcheninfektion oder über infizierte, unbelebte Vektoren. Das Virus gelangt

in den oberen Respirationstrakt, vermehrt sich in den Zellen des Schleimhautepithels

und kann von hier aus auch die unteren Luftwege infizieren (MURPHY et al., 1999).
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Klinik

Klinisch sind unterschiedliche Verlaufsformen einer BRSV-Infektion zu erkennen. In

vielen Fällen verläuft die Infektion klinisch inapparent oder es kommt nur zu einer

geringgradigen Störung des Allgemeinbefindens. Es kann sich jedoch auch eine

hochgradige Störung des Allgemeinbefindens einstellen, bei der die Tiere hohes

Fieber bis 42°C zeigen, und eine erschwerte und beschleunigte Atmung erkennbar

ist. Des weiteren sind Husten, Nasenausfluss, Maulatmung und Emphyseme bei der

schweren Verlaufsform anzutreffen. Im weiteren Krankheitsverlauf entwickeln die

Tiere Bronchiolitis, interstitielle Pneumonie oder Bronchopneumonie, bei der es in

den meisten Fällen zu einer Besiedlung mit bakteriellen und viralen

Sekundärerregern, wie z. B. Mannheimia haemolytica, Mycoplasmen, BVDV oder

bovinem Herpes-Virus-1 (BHV-1), etc., kommt. Bei der schweren Verlaufsform bilden

sich häufig Lungenödeme bzw. Lungenemphyseme aus und einige Tiere verenden

aufgrund dieser Erkrankung. Grundsätzlich kann man aber sagen, dass eine BRSV-

Infektion zu einer hohen Morbidität, aber einer geringen Mortalität führt.

Platzmangel, schlechter Ernährungszustand, häufiges Durchmischen der

Tiergruppen und weitere schlechte Haltungsbedingungen können die Ausbildung des

schweren klinischen Krankheitsbildes begünstigen (HECKERT et al., 1990; MURPHY

et al., 1999).

2.3.5 Pathologie und Immunologie

Pathologie

8-10 Tage nach einer experimentellen Infektion von Kälbern mit BRSV zeigen diese

einen vollständigen Verlust des zilientragenden Epithels der Atemwege, wodurch die

pulmonale Clearance stark beeinträchtigt wird und es so zu den typischen

Sekundärinfektionen kommt. Typisch bei einer BRSV-Infektion sind die pleuralen und

interstitiellen Lungenemphyseme, jedoch können zusätzlich auch Lungenödeme

gefunden werden. Histologisch ist eine Tracheobronchitis, Bronchiolitis und

interstitielle Pneumonie mit Synzytien, die eosinophile Einschlusskörperchen

beinhalten, nachweisbar (MURPHY et al., 1999).
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Immunologie

Die Rolle des Immunsystems spielt für die Pathogenese der BRSV-Infektion eine

wichtige Rolle. Nach einer natürlichen Infektion mit BRSV entsteht keine belastbare

Immunität, so dass es zu Reinfektionen kommen kann. Diese Reinfektionen

verlaufen bei Kälbern im allgemeinen symptomlos (BAKER et al., 1986; MURPHY,

1999). Infizieren sich hingegen erwachsene Tiere primär mit BRSV, so entwickeln

diese meist schwere Symptome (INABA et al., 1970).

Neutralisierende Antikörper werden gegen das F- und das G-Protein gebildet

(COLLINS, 1999). Das F-Protein ist bei der Immunantwort von großer Bedeutung. Es

konnte bei Kälbern gezeigt werden, dass eine passive Immunisierung mit

monoklonalen Antikörpern, die gegen das F-Protein gerichtet sind, zu einem

pulmonalen Schutz vor einer BRSV-Infektion führt (THOMAS et al., 1998).

Die Schleimhautimmunität, bedingt durch IgA, bietet dem Tier den größtmöglichen

Schutz gegenüber einer Reinfektion (KIMMAN u. WESTENBRINK, 1990).

Mit einer Formalin-inaktivierten Vakzine geimpfte Kälber zeigten nach einer BRSV-

Infektion verstärkte Krankheitssymptome. Vermutlich wird dieses Phänomen durch

eine Arthus-Reaktion (Typ-III-Hypersensitivität) ausgelöst. Es werden aber auch

weitere immunologische Reaktionen wie Komplementaktivierung, verstärkte Th2-

Antwort und die Ausschüttung inflammatorischer Cytokine diskutiert (MURPHY et al.,

1999).

2.3.6 Epidemiologie und Bedeutung

Zuerst wurde der Erreger 1967 in der Schweiz nachgewiesen, es folgten Nachweise

in Japan, Belgien, England und den USA. Inzwischen ist BRSV weltweit verbreitet.

Der BRSV-Infektion wird eine bedeutende Rolle bei Atemwegserkrankungen des

Rindes beigemessen. In Deutschland tritt die BRSV-Infektion seit etwa 1984 auf.

Epidemiologische Studien zeigen, dass über 70% der Rinder Antikörper gegen das

Virus aufweisen. Neben dem Rind können auch Schafe und Ziegen mit BRSV

infiziert sein (HECKERT et al., 1990; LOTTHAMMER u. EHLERS, 1990; MURPHY et

al., 1999).
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Gehäuft tritt die Infektion in den Wintermonaten in Mast- und Zukaufbetrieben auf, wo

Tiergruppen häufig durchmischt und auf verhältnismäßig engem Raum gehalten

werden. Infektionen wurden aber auch in Milchbetrieben beobachtet, in denen seit

Jahren kein Zukauf erfolgte.

Kommt es in Betrieben zu Erkrankungen aufgrund einer BRSV-Infektion, so werden

die meisten Schäden durch den Leistungsrückgang und das nachfolgende Kümmern

der Tiere verursacht. Bakterielle und virale Sekundärinfektionen führen zu einer

Verschlechterung des Krankheitsbildes und können sogar Todesfälle verursachen

(MURPHY et al., 1999; HECKERT et al., 1990). Da es immer wieder zu

Reinfektionen kommt, ist eine Eindämmung der wirtschaftlichen Verluste durch eine

Impfung erstrebenswert.

2.3.7 Bekämpfung / Impfung

Bei der Bekämpfung der BRSV-Infektionen ist die Einhaltung von hygienischen

Maßnahmen und ein gutes Tiermanagement von großer Bedeutung. So sollten neu

eingestellte Tiere zuerst einige Tage separat gehalten werden, bevor man sie in die

Gruppe integriert. Es ist darauf zu achten, dass den Tieren ausreichend Platz zur

Verfügung steht und sie sauber gehalten werden.

In Deutschland stehen sowohl Tot- als auch Lebendimpfstoffe zur Verfügung. Leider

gibt es nur wenig Informationen über die Dauer einer belastbaren Immunität und ihre

Wirksamkeit beim Vorhandensein maternaler Antikörper.

Vielversprechende Versuche gibt es mit einer DNA-Vakzine und und einer Vakzine

basierend auf dem bovinen Herpes-Virus-1, welches als Vektor für das BRSV-G-

Protein genutzt wird (SCHRIJVER et al., 1997, 1998; KUEHNLE et al., 1998). Ob

sich solche Vakzinen unter Feldbedingungen bewähren, wird sich erst in der Zukunft

zeigen (MURPHY et al., 1999).

2.3.8 BRSV als Vektorsystem

1998 wurde ein rekombinantes System für BRSV erstellt. Die virale RNA des

Stammes ATue51908 wurde in cDNA umgeschrieben und replikationsfähiges Virus
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mit Hilfe von BSR-T7/5-Zellen gewonnen (BUCHHOLZ et al., 1999). Bei diesem

System werden BSR-T7/5-Zellen, die stabil die T7-RNA-Polymerase exprimieren, mit

der cDNA von BRSV und den N-, P-, M2- und L-Expressionsplasmiden transfiziert.

Die gentechnologischen Methoden erlauben es, Fremdgene in rekombinantes BRSV

(rBRSV) zusätzlich einzuführen oder gegen vorhandene Gene auszutauschen.

Dieses Vorgehen bietet die Möglichkeit, bestimmte Gene bzw. Proteine im viralen

Kontext zu untersuchen. Diese Technik kann auch zum Erstellen von neuartigen

Vakzinen genutzt werden.

Das rBRSV-System wurde zum Austausch von BRSV-F und/oder BRSV-G gegen die

entsprechenden HRSV-Gene genutzt. HRSV-F und HRSV-G wurden sowohl in

infizierten Zellen stark exprimiert als auch in die BRS-Virionen eingebaut. Bei

anschließenden Tierversuchen mit Schimpansen zeigte sich, dass sich der

Wirtstropismus von BRSV durch Austausch gegen die beiden HRSV-Glycoproteine

nur geringgradig geändert hatte (BUCHHOLZ et al., 2000).

Ein weiterer Austausch von BRSV-F und/oder BRSV-G wurde mit Proteinen HN und

F des bovinen Parainfluenza-Virus-3 (BPIV-3) durchgeführt. BPIV-3 gehört der

Gattung Respirovirus innerhalb der Familie Paramyxoviridae an. Bei diesem Ansatz

wurden BRSV-G oder BRSV-G und BRSV-F gegen BPIV-3-HN oder BPIV-3-HN und

BPIV-3-F ausgetauscht. Die chimären Viren BRSV-HN und BRSV-HNF konnten in

der Zellkultur gut vermehrt werden. Die Proteine HN und F von BPIV-3 wurden stark

exprimiert und waren funktionell aktiv. Zusätzlich wurde demonstriert, dass BPIV-3-

HN und BPIV-3-F in BRS-Virionen eingebaut wurden. Erstaunlich ist diese Tatsache

deshalb, da keine Sequenzhomologien zwischen dem BRSV-F und dem BPIV-3-F

bzw. zwischen dem BRSV-G und dem BPIV-3-HN bestehen (STOPE et al., 2001).
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2.4 Vektoren zur Expression von E2

2.4.1 Plasmidvektoren

E2 wurde für die DNA-Vakzination in verschiedene Plasmidvektoren integriert. In

diesen Untersuchungen wurde E2 in die Vektoren pcDNA3, pSecTag und

pCMVintron eingebaut und anschließend erfolgte eine Immunisierung der Tiere mit

den E2-Plasmiden. Das Ziel dieser Arbeiten war die Immunisierung von Rindern bzw.

Mäusen mit anschließenden Infektionsversuchen zur Feststellung der Immunogenität

einer solchen Vakzine (HARPIN et al., 1997, 1999; NOBIRON et al., 2001, 2003).

2.4.2 Virusvektoren

Etliche Ergebnisse liegen zur Expression von E2 mit Virusvektoren vor. Baculoviren,

Herpesviren, Adenoviren, Geflügel-Pockenviren, Vacciniaviren und VSV wurden

dafür bisher als virale Vektoren genutzt.

Am besten ist das rekombinante Baculovirus-System beschrieben. Zuerst wurde E2

der Klassischen Schweinepest mit Hilfe von Baculoviren exprimiert. Dabei hat man

neben dem unveränderten E2 auch eine Variante des E2-Proteins gewählt, bei der

die Transmembranregion deletiert war. Beide Proteine wurden stark in Insektenzellen

exprimiert und waren im ER nachweisbar. Jedoch wurde die trunkierte Form auch in

den Zellkulturüberstand sezerniert (HULST et al., 1993). 1996 wurde trunkiertes E2-

Protein von BVDV mit Hilfe von Baculoviren exprimiert und als Subunit-Vakzine

eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass das Protein glycosyliert war und bei

Kälbern eine Immunantwort induzierte (BOLIN u. RIDPATH, 1996). Weitere

Expressionsstudien mit Baculoviren beschäftigten sich mit der E2-Expression von

unterschiedlichen antigenetischen Varianten des BVD-Virus und deren Vermögen,

immunisierte Schafe, bzw. die Feten tragender Mutterschafe, vor einer BVDV-

Infektion zu schützen (BRUSCHKE et al., 1997, 1999).
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Auch rekombinantes Vaccinia-Virus eignet sich zur Expression von E2. Zum einen

diente das exprimierte E2 zur Immunisierung von Mäusen, zum anderen wurde die

Lage einzelner Epitope durch die Verwendung von Abschnitten des E2-Proteins

bestimmt (TOTH et al., 1999). Das Vaccinia-Virus-System wurde auch zur

Expression der E2-NS2-Region verwendet, um die Prozessierung der Proteine in

diesem Bereich zu untersuchen (ELBERS et al., 1996).

Bei den Adenoviren wurden rekombinante replikationskompetente und replikations-

defekte Adenoviren genutzt. Mit beiden Systemen war es möglich E2-Protein zu

exprimieren und eine Immunantwort in Mäusen bzw. Baumwollratten zu induzieren

(ELAHI et al., 1999a; BAXI et al., 2000).

Mit Hilfe von Geflügel-Pocken-Viren ist auch die E2-Expression und Immunisierung

von Mäusen gelungen (ELAHI et al., 1999b).

Einen weiteren viralen Expressionsvektor für E2 stellt das bovine Herpes-Virus-Typ-1

dar. Neben der Expression konnte der Einbau von E2-Protein in BHV-1-Virionen

gezeigt werden (SCHMITT et al., 1999). E2-exprimierendes BHV-1 induziert in

Rindern die Bildung neutralisierender Antikörper (KWEON et al., 1999).

Rekombinantes VSV wurde als viraler Vektor für E2 genutzt (GRIGERA et al., 2000).

Dabei setzte man das E2-Gen zwischen das G- und L-Gen innerhalb des viralen

Genoms ein. Es wurde von einer starken E2-Expression und einer Inkorporation von

E2 in VS-Virionen berichtet. Außerdem wurde E2 an der Zelloberfläche infizierter

Zellen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sind erstaunlich, da das hier

verwendete chimäre E2-Protein nur das Signalpeptid des VSV-G erhalten hat und

keine weiteren VSV-G-Abschnitte, wie z. B. die TMR, die eine Inkorporation in die

VS-Virionen begünstigen würde. Mäuse, die mit diesem viralen Vektor immunisiert

wurden, bildeten Antikörper gegen das E2-Protein aus.
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3 Zielsetzung

Das E2-Protein des Virus der bovinen Virusdiarrhoe ist Hauptziel der Immunantwort

bei einer BVDV-Infektion.

Über die Lokalisation und den Transport des E2-Proteins ist bekannt, dass es sich

bei einer Virusinfektion im Endoplasmatischem Retikulum der infizierten Zellen

befindet. Ob es sich dabei um ein Merkmal des E2-Proteins handelt, oder ob dafür

weitere virale Proteine mitverantwortlich sind, ist bisher nicht bekannt. Durch

Einzelexpression von nativen und chimären E2-Proteinen soll untersucht werden,

welche Strukturen für die Lokalisation im Endoplasmatischem Retikulum

verantwortlich sind. Zusätzlich sollen chimäre E2-Proteine erstellt werden, die einen

Transport zur Zelloberfläche zeigen. Diese E2-Proteine, die eine unterschiedliche

Lokalisation in der Zelle aufweisen, sollen dann für den Einbau in die Virusvektoren

VSV und BRSV genutzt werden.

Auch mit Hilfe der viralen Vektoren VSV und BRSV sollen native und chimäre E2-

Proteine exprimiert und charakterisiert werden.

Ziel dieser Arbeit ist die Herstellung rekombinanter BRS-Viren, die native und

chimäre E2-Proteine exprimieren. Die Untersuchung dieser Viren erfolgt in der

Zellkultur, wobei besonderes Augenmerk auf die Expression und Lokalisation der

unterschiedlichen E2-Proteine gelegt wird.

In Zukunft können diese rekombinanten BRS-Viren als Grundlage für einen

neuartigen Impfstoff gegen die bovine Virusdiarrhoe und gegen BRSV-bedingte

Atemwegserkrankungen genutzt werden.
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4 Material

4.1 Zelllinien

FKN-Zellen

Die verwendeten Fetalen Kälbernierenzellen (FKN) wurden im Institut für Virologie

der Tierärztlichen Hochschule Hannover hergestellt. Sie stammen aus der Niere

eines ca. 7 Monate alten Rinderfetus vom Schlachthof Gleidingen. Die Zellinie wurde

von Herrn Frey, Institut für Virologie, Tierärztliche Hochschule Hannover, zur

Verfügung gestellt.

MDBK-Zellen

Die Madin Darby Bovine Kidney-Zelllinie ist eine gut charakterisierte, permanente,

bovine Zelllinie. Die Zelllinie wurde von Herrn Zimmer, Institut für Virologie,

Tierärztliche Hochschule Hannover, zur Verfügung gestellt.

BSR-T7/5-Zellen

Diese Zelllinie ist ein Abkömmling der BHK-21-Zelllinie. BSR-T7/5-Zellen exprimieren

stabil die T7-RNA-Polymerase (BUCHHOLZ et al., 1999). Die Zellinie wurde von

Herrn Conzelmann aus dem Max-von-Pettenkofer-Institut, München, zur Verfügung

gestellt.

BHK-21-Zellen

Bei dieser etablierten Zelllinie handelt es sich um Nierengewebe eines syrischen

Hamsters. Die Zelllinie wurde von Herrn Zimmer, Institut für Virologie, Tierärztliche

Hochschule Hannover, zur Verfügung gestellt.
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KluR1-Zellen

Lungenepithelzellen eines Kalbes stellen die Grundlage dieser Zelllinie dar. Die

Zelllinie wurde von Herrn Riebe, Bundesforschungsanstalt für Viruskrankheiten, Insel

Riems, zur Verfügung gestellt.

PT-Zellen

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um Nierenepithelzellen eines Kalbes. Sie wurde

von Herrn Riebe, Bundesforschungsanstalt für Viruskrankheiten, Insel Riems, zur

Verfügung gestellt.

Vero-Zellen

Es handelt sich um eine etablierte Zelllinie aus Nierengewebe eines Affen (African

green monkey), die von Herrn Zimmer, Institut für Virologie, Tierärztliche Hochschule

Hannover, zur Verfügung gestellt wurde.

16HBE14o--Zellen

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um humane Bronchialepithelzellen. Sie wurde von

Herrn Gruenert, Human Molecular Genetics Unit, Department of Medicine, University

of Vermont, Burlington, USA, zur Verfügung gestellt.

MDCKII-Zellen

Nierenepithelzellen des Hundes stellen die Grundlage der Madin Darby Canine

Kidney II-Zelllinie dar. Die Zelllinie wurde von Herrn Zimmer, Institut für Virologie,

Tierärztliche Hochschule Hannover, zur Verfügung gestellt.

4.2 Viren

Virus der bovinen Virusdiarrhoe (BVDV)

Der cytopathogene Stamm NADL wurde von Herrn Frey, Institut für Virologie,

Tierärztliche Hochschule Hannover, zur Verfügung gestellt.
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Virus der vesikulären Stomatitis (VSV)

Der Stamm Indiana wurde von Herrn Zimmer, Institut für Virologie, Tierärztliche

Hochschule Hannover, zur Verfügung gestellt.

Bovines respiratorisches Synzytialvirus (BRSV)

Der Stamm ATue51908 wurde von Herrn Conzelmann aus dem Max-von-

Pettenkofer-Institut, München, zur Verfügung gestellt.

4.3 Bakterien

XL1-Blue E. coli

XL1-Blue E.coli wurden im Rahmen dieser Arbeit vermehrt und durch spezifische

Waschschritte entweder elektrokompetent oder chemisch kompetent gemacht. Die

Bakterien wurden von Herrn Zimmer, Institut für Virologie, Tierärztliche Hochschule

Hannover, zur Verfügung gestellt.

4.4 Plasmide

pTM1

Dieses Plasmid (MOSS et al., 1990) wurde von Herrn Zimmer, Institut für Virologie,

Tierärztliche Hochschule Hannover, zur Verfügung gestellt.

Für die Expression von nativem und chimärem E2-Protein mit Hilfe eines

Plasmidvektors wurde pTM1 genutzt. Dieser Vektor ermöglicht eine

Proteinexpression in Säugetierzellen, wobei die Transkription im Cytoplasma

stattfindet. pTM1 besitzt einen starken T7-Promotor und einen T7-Terminator, die

beide von Vaccinia-Virus-Thymidinkinase-Sequenzen flankiert werden. Die

eigentliche Klonierungsstelle mit den Schnittstellen für die

Restriktionsendonukleasen befindet sich zwischen dem T7-Promotor und dem T7-
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Terminator. Die Translation findet cap-unabhängig statt. Um dennoch eine effiziente

Translation zu erhalten, beinhaltet der Vektor pTM1 die IRES- (internal ribosome

entry side) Sequenz des Encephalomyocarditis-Virus. Weiterhin beinhaltet der Vektor

ein Ampicillin-Resistenzgen für die Selektion der Bakterien, die dieses Plasmid

aufgenommen haben.

Für die Proteinexpression mit Hilfe dieses Vektors wurde die Zelllinie BSR-T7/5

verwendet. Dabei handelt es sich um modifizierte BHK-21-Zellen, die stabil die T7-

RNA-Polymerase exprimieren (BUCHHOLZ et al., 1999).

pcDNA3.1

Dieser Vektor wurde bei der Firma Invitrogen erworben.

pcR 2.1

Dieser Vektor wurde zusammen mit dem Orginal TA Cloning Kit bei der Firma

Invitrogen erworben.

pBlueskript-VSV-XN2 (pVSV)

Das VSV-Antigenom ist in dieses Plasmid integriert. Der Vektor wurde von Herrn

Rose, Yale University School of Medicine, New Haven, USA, zur Verfügung gestellt.

pBlueskript-BRSV (pBRSV)

Das BRSV-Antigenom des Stammes ATue51908 ist in dieses Plasmid integriert. Der

Vektor wurde von Herrn Conzelmann aus dem Max-von-Pettenkofer-Institut,

München, zur Verfügung gestellt.
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4.5 Zellkulturmedien

EDulb (Dulbecco’s Minimal Essential Medium), pH 6,9

EDulb-Fertigpulver 13,53 g

NaHCO3 2,2 g

Aqua bidest. ster. ad 1 l

Doppelt konzentriertes EDulb, pH 6,9

EDulb-Fertigpulver 27,06 g

NaHCO3 4,4 g

Aqua bidest. ster. ad 1 l

EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium), pH 7

EMEM-Fertigpulver 9,6 g

NaHCO3 2,2 g

Aqua bidest. ster. ad 1 l

Das Fertigpulver wurde von der Firma GIBCO BRL Life Technologies bezogen und

unter Zusatz von 0,06 g Penicillin G und 0,05 g Streptomycin Sulfat (Sigma) pro Liter

Medium verwendet.
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Versen-Trypsin 0,125%, pH 7

NaCl 8,0 g

KCl 0,20 g

Na2HPO4 x 12 H2O 2,31 g

KH2PO4 x 2 H2O 0,20 g

CaCl2 0,13 g

MgSO4 x 7 H2O 0,10 g

Trypsin 1,25 g

Versen (EDTA) 1,25 g

Streptomycin 0,05 g

Penicillin 0,06 g

Aqua bidest. ster. ad 1 l

Alle Reagenzien für die Zellkultur wurden nach ihrer Herstellung sterilfiltriert.

MEM (2 x) mit Glutamin GIBCO BRL Life Technologies

HAM’s F12 Biochrom

Fetales Kälberserum (FKS) Biochrom

Nicht essentielle Aminosäuren Biochrom

Pyruvat Invitrogen

4.6 Bakterienkulturmedien

LB-Medium, pH 7

Trypton 10 g

NaCl 10 g

Hefe-Extrakt 5 g

Reinstwasser ad 1 l
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Bei Bedarf wurden 20 g Agar-Agar/l Medium zugefügt. Das LB-Medium wurde

autoklaviert und bei RT gelagert. Zur Herstellung von LB-Agar-Platten musste das

Medium in der Mikrowelle erhitzt, im Wasserbad auf 48°C abgekühlt und in

Petrischalen gegossen werden. Ampicillin wurde erst unmittelbar vor dem Gießen der

Platten zugegeben (50 mg/l Medium).

SOC-Medium

Trypton 2%

NaCl 10 mM

Hefe-Extrakt 0,5%

KCl 2,5 mM

MgCl2 x 6 H2O 10 mM

Glukose 20 mM

Das SOC-Medium wurde autoklaviert und bei RT gelagert.

4.7 Puffer und Lösungen

10 x TBE-Puffer TRIS 108 g

Borsäure 53,4 g

EDTA 7,4 g

Reinstwasser ad 1 l

10 x TAE-Puffer TRIS 40 mM

pH 8 Natriumacetat x 3 H2O 20 mM

Reinstwasser ad 1 l
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PBS NaCl 8 g

pH 7,5 KCl 0,2 g

Na2HPO4 1,15 g

KH2PO4 0,12 g

MgCl2 x 6 H2O 0,1 g

CaCl2 x 2 H2O 0,132 g

Reinstwasser ad 1 l

PBSM NaCl 8 g

pH 7,5 KCl 0,2 g

Na2HPO4 1,15 g

KH2PO4 0,2 g

Reinstwasser ad 1 l

PBSM 0,1% Tween PBSM 2 l

Tween 2 ml

10 x SDS-Laufpuffer SDS 10 g

für Polyacrylamidgele Tris 30 g

Glycin 144 g

Reinstwasser ad 1 l

Sammelgellösung H2O 3,4 ml

für Polyacrylamidgele Acrylamidlösung 30% 0,83 ml

(5ml) 1M Tris HCl, pH 6,8 0,63 ml

10% SDS (in H2O) 50 µl

10% APS (in H2O) 50 µl

TEMED 10 µl
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Trenngellösung (10%) H2O 4 ml

für Polyacrylamidgele Acrylamidlösung 30% 3,3 ml

(10ml) 1M Tris HCl, pH 8,8 2,5 ml

10% SDS (in H2O) 100 µl

10% APS (in H2O) 100 µl

TEMED 16 µl

2 x SDS-Probenpuffer Tris HCl, pH 6,8 100 mM

SDS 4%

Glycerin 20%

Bromphenolblau 0,02%

Anodenpuffer I 1M Tris 300 ml

pH 9 Ethanol 200 ml

H2O 500 ml

Anodenpuffer II 1M Tris 25 ml

pH 7,4 Ethanol 200 ml

H2O 775 ml

Kathodenpuffer Aminocapronsäure 5,25 mg

pH 9 1M Tris 25 ml

Ethanol 200 ml

H2O 775 ml

Fixierlösung für Ethanol 400 ml

Proteingele konz. Essigsäure 100 ml

H2O 500 ml
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NP40-Lysispuffer Natriumdesoxycholat 0,5%

pH 7,5 Nonidet P40 1%

Tris HCl, pH 7,5 50 mM

NaCl 150 mM

bei Bedarf: Protease-

inhibitor „Complete“

1 Tablette

Phosphatpuffer Na2HPO4 50 mM

pH 7 NaH2HPO4 50 mM

Natriumacetatpuffer Natriumacetat 150 mM

pH 5,5

MgSO4/HEPES-Puffer MgSO4 100 mM

HEPES 50 mM

CaCl2-Puffer CaCl2 0,9 g

für chemisch Glycerin 15 ml

kompetente Bakterien, Pipes 0,3 g

pH 7 Reinstwasser ad 100 ml
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4.8 Synthetische Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG Biotech AG in Ebersberg

synthetisiert und mit einer Konzentration von 10 pmol/µl in der PCR benutzt.

Tabelle 4: Primersequenzen

Nr. Sequenz des Primers

1 ACCATAGTTTTTCCACACTTGGATTGCAAACCTGAATTCTCG

2 TTTTCTCGAGTTACCCTAAGGCCTTCTGTTCTGATAAGAC

3 TTTTACTAGTATGAAGTGCCTTTTGTACTTAGCC

4 TTTGCAATCCAAGTGTGGAAAAACTATGGTGAACTTGC

5 TTCTACAAGCTCGATGGACTCAGCGAAGTAATCCCG

6 TACTTCGCTGAGTCCATCGAGCTTGTAGAAGGTTGGTTCAG

7 TTTTCTCGAGTTACTTTCCAAGTCGGTTCATCTC

8 ATGGATACCAACTCGTAAGACCATGTATGTAACCAGTAACCA

9 ACATACATGGTCTTACGAGTTGGTATCCATCTTTGCATTAAATTAAAGC

10 TACCACCACTAATATTGGATTTTTGGATAGCCCAGTATC

11 CTATCCAAAAATCCAATATTAGTGGTGGTAGTAGCC

12 AGTAGTAATTACTACGGACTCAGCGAAGTAATCCCGGTG

13 TACTTCGCTGAGTCCGTAGTAATTACTACTATTATCATA

14 TTTTCTCGAGTCATTTACTAAAGGAAAGATTGTT

15 AGTACTCTTGGTCTTTAAGACCATGTATGTAACCAGTAACCA

16 ACATACATGGTCTTAAAGACCAAGAGTACTCCTATCATG

17 TTTTCTCGAGTTATAAGACCATGTATGTAACCAG

18 TTTTCTCGAGTTACCTCCTTAAGACCATGTATGTAACCAGTAACCA

19 TTTTCTCGAGTTACCCTAAGGCCTTCTGTTCTGAACAGTAAAACAGTAATC

CTACAGCTATTAACATTAATATCACTAC

20 TTTTCTCGAGTTATCTGCCACCCAAGAGGGC
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21 GTAGCCCTCTTGGGTGGCGCATATGTACTTTTGTTACTG

22 CAGTAACCAAAGTACATATGCGCCACCCAAGAGGGCTAC

23 TTTTCTCGAGTTAGGACTCAGCGAAGTAATCCCG

24 TTTTCTCGAGATGAAGTGCCTTTTGTACTTAGCC

25 TTTTGCTAGCTTACTTTCCAAGTCGGTTCATCTC

26 ATTCGCGGCCGCATCGATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC

27 TTTTCTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGT

28 TTTTCTCGAGGCACTTTTCAAAATTTAATTCACACAGTG

29 TTTTGTCGACGCGGCCGCTTTTGTATTTGCCCCACATTTCATTTTTGTTTGT

TG

30 TTTTATCGATATGAAGTGCCTTTTGTACTTAGCC

31 ACGCGAAAAAATGCGTATAACAAACC

4.9 Restriktionsendonukleasen und andere Enzyme

ClaI MBI Fermentas

NheI New England Biolabs

NotI MBI Fermentas

SpeI New England Biolabs

XhoI MBI Fermentas

T4 DNA Ligase (5U/µl) MBI Fermentas

Pfu DNA Polymerase rekombinant

(2,5 U/µl)

MBI Fermentas

Taq Polymerase (5U/µl) MBI Fermentas

CIAP (calf intetestine alkaline

phosphatase. 1U/µl)

MBI Fermentas

Streptavidin-Peroxidase (HRP)-

Komplex

Amersham/Pharmacia

Endoglycosidase H (Endo H) Calbiochem

N-Gycosidase F (1U/µl) Roche
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4.10 Antikörper

CA1 + CA3 wurden von Frau Greiser-Wilke zur

Verfügung gestellt

Polyklonales Serum gegen BVDV vom

Schwein

wurde von Frau Greiser-Wilke zur

Verfügung gestellt

Polyklonales Serum gegen BVDV vom

Rind

wurde von Frau Greiser-Wilke zur

Verfügung gestellt

Polyklonales Serum gegen VSV

vom Kaninchen

wurde von Herrn Zimmer zur Verfügung

gestellt

Anti RSV group Biosoft

Anti-Kaninchen-Immunglobulin vom

Esel, FITC-gekoppelt

Amersham/Pharmacia

Anti-Kaninchen-Immunglobulin vom

Esel, biotinyliert

Amersham/Pharmacia

Anti-Maus-Immunglobulin vom Schaf,

FITC-gekoppelt

Amersham/Pharmacia

Anti-Maus-Immunglobulin vom Schaf,

biotinyliert

Amersham/Pharmacia

Mouse Immunoglobulins HRP DAKO

18G6 wurde von Herrn Zimmer zur Verfügung

gestellt

Monoklonaler Antikörper aus der Maus

gegen RSV (Nr. 4)

wurde von Frau G. Taylor, Compton,

Großbritannien, zur Verfügung gestellt

4.11 Kits

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
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RNeasy Mini Kit Qiagen

QIAfilter Plasmid MIDI und MAXI Kit Qiagen

Qiaex II Gel Extraction Kit Qiagen

Orginal TA Cloning Kit Invitrogen

BCA Protein Assay Pierce

Expand Reverse Transkriptase Roche

4.12 Substrate

BM Chemoluminescence

Blotting Substrate (POD)

Roche

Super Signal West Dura

Extended Duration Substrate

Pierce

AEC-(3-Amino-9-Ethylcarbazol)

2 mg AEC auf 300 µl Dimethylformamid

einwiegen.

Auf 5 ml 50 mM Natriumacetatpuffer gibt

man 300 µl der Stocklösung und 150 µl

H2O2.

Sigma

4.13 Transfektionsreagenzien

SuperFect Transfection Reagent Qiagen

Lipofectamine 2000 Reagent Invitrogen
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4.14 Chemikalien

Aceton Roth

Acrylamidlösung 30% „rotiphorese Gel 30“ Roth

Agar-Agar Roth

Agarose Biozym

Aminocapronsäure Sigma

Ammoniumpersulfat (APS) BIO-RAD

Blocking-Reagenz Roche

Borsäure Roth

Calciumchlorid Roth

Complete, Proteaseinhibitorcocktail Roche

Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth

Dinatriumhydrogenphosphat Roth

1,4-Dithiotreitol (DTT) Roth

dNTP MBI Fermentas

EDTA Roth

Essigsäure Roth

Ethanol Merck

Ethidiumbromid Sigma

Gene Ruler 100 bp Leadder Plus MBI Fermentas

Glucose Roth

Glycerin Roth

Glycin Roth

G418 Sulfat (Geniticin) Calbiochem

Hefeextrakt Roth

HEPES Roth

Isopropanol Roth

Kaliumdihydrogenphosphat Roth

Kaliumchlorid Roth

Lambda DNA/ EcoR1 + Hind III, Marker 3 MBI Fermentas

Leupeptin Roche
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Magnesiumchlorid Roth

Magnesiumsulfat Roth

2-Mercaptoethanol Fluka

Methanol Roth

Methionin [35S] ICN

Methylcellulose Sigma

Mowiol Calbiochem

Natriumacetat Merck

Natriumchlorid Roth

Natriumdesoxycholat Roth

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth

Natriumdihydrogenphosphat Roth

Natriumhydrogenphosphat Roth

Natriumhydroxid Roth

Neutralrot Merck

N,N,N‘,N‘-Tetramethylendiamin (TEMED) Roth

Nonidet P40 Roche

Paraformaldehyd Fluka

Pefablock SC Roche

Pepstatin Roche

Protein-A-Sepharose Sigma

Proteinmarker (Rainbow) Amersham/Pharmacia

Saccharose Roth

Salzsäure Roth

Sea Plaque Agarose Biozym

Strep-Tactin-HRP BIO-RAD

Sulfo-NHS-Biotin Pierce

Tris-Hydroxymethylaminomethan (TRIS) Roth

Triton X 100 Roth

Trypton Roth

Tween 20 Roth
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5 Methoden

5.1 Zellkulturtechnik

Alle Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Soweit nicht anders beschrieben,

wurden die Zellen in 75 cm²-Zellkulturflaschen (Nunc) kultiviert und 2 x wöchentlich

passagiert. Dazu wurden die Zellen einmal kurz mit V-Trypsin gewaschen und mit

1 ml V-Trypsin für 5-15 min im Brutschrank vom Boden der Zellkulturflasche

abgelöst. Mit 9 ml Medium wurden die Zellen resuspendiert und im Verhältnis 1:10

bis 1:20 passagiert. Die Zellen, die man nicht zur Weiterführung der Zelllinie

benötigte, wurden gezählt und für die Versuche ausgesät. Auch nach Transfektionen

und Infektionen wurden die Zellen bis zur weiteren Verwendung bei 37°C und 5%

CO2 kultiviert.

5.1.1 FKN-Zellen

Um eine neue FKN-Zellkultur anzulegen, wurde eingefrorene Original-

Nierenzellsuspension zügig aufgetaut, mit 20 ml EDulb mit einem Zusatz von 10%

FKS aufgenommen und bei 200 x g für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde

verworfen und das Zellpellet in 20 ml Medium resuspendiert. Für die Kultivierung in

einer 175 cm²-Zellkulturflasche (Greiner) wurden 1 ml der tiefgefrorenen Nierenzellen

und 80 ml EDulb + 10% FKS benötigt. Nach 4 Tagen erfolgte ein Mediumwechsel,

nach 7 Tagen war der Zellrasen geschlossen und die Zellen wurden passagiert.

Für die Passagierung wurde der Zellrasen gewaschen und mit 4 ml V-Trypsin

abgelöst. Die Zellen wurden mit 20 ml Medium resuspendiert. Ein ml dieser

Zellsuspension wurde für die Weiterkultivierung der FKN-Zellen genutzt. Die

verbleibenden Zellen wurden entweder für Experimente ausgesät oder für spätere

Verwendungszwecke eingefroren.



54                                                                                                                                  Methoden

FKN-Zellen können bis zur 6. Passage kultiviert werden. Für die folgenden

Untersuchungen wurde überwiegend die 3. Passage der FKN-Zellen genutzt.

5.1.2 MDBK-Zellen

MDBK-Zellen wurden in EMEM, welches 5-10% FKS enthielt, kultiviert.

5.1.3 BSR-T7/5-Zellen

BSR-T7/5-Zellen wurden in EMEM mit 5% FKS und 1% nicht essentieller

Aminosäuren kultiviert. Dem neuen Medium wurden nach jedem Passagieren 200

bzw. 400 µl G418 zugesetzt. Geniticin dient zur Selektion der stabil die T7-RNA-

Polymerase exprimierenden Zellen.

5.1.4 BHK-21-Zellen

BHK-21-Zellen wurden in EMEM mit 5% FKS und 1% nicht essentieller Aminosäuren

kultiviert.

5.1.5 KluR1-Zellen

KluR1-Zellen wurden in EMEM, welches 10% FKS, 1% nicht essentieller

Aminosäuren und 1% Pyruvat enthielt, kultiviert. Die Zellen wurden einmal pro

Woche im Verhältnis 1:3-1:5 passagiert.

5.1.6 PT-Zellen

PT-Zellen wurden in EMEM mit 5-10% FKS, 1% nicht essentieller Aminosäuren und

1% Pyruvat kultiviert.
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5.1.7 Vero-Zellen

Vero-Zellen wurden in EDulb mit 5% FKS kultiviert.

5.1.8 16HBE14o--Zellen

HAM’s F12-Medium wurde mit EDulb im Verhältnis 1:2 gemischt und unter Zusatz

von 10% FKS für die Kultivierung der Zellen verwendet. Die Zellen wurden zweimal

pro Woche im Verhältnis 1:5-1:10 passagiert.

5.1.9 MDCKII-Zellen

MDCKII-Zellen wurden in EMEM mit 5% FKS und 1% nicht essentieller Aminosäuren

kultiviert.

5.1.10 Anlegen von Gefrierkulturen und Auftauen von Zellen

Zur Konservierung von Zelllinien wurden Gefrierkulturen angelegt, welche bei –80°C

gelagert wurden. Konfluent gewachsene Zellen in einer 75 cm²-Zellkulturflasche

wurden abtrypsiniert, in 9 ml Medium aufgenommen und für 5 Minuten bei 400 x g

abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstandes wurde das Zellpellet in 2,7 ml

Medium + 10% FKS resuspendiert und 0,3 ml DMSO hinzugefügt. Anschließend

erfolgte ein Einfrieren der Zellen in 1 ml Portionen bei –80°C.

Die Gefrierkulturen wurden bei 37°C im Wasserbad aufgetaut, mit 10 ml Medium

versetzt und für 5 Minuten bei 400 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen,

das Zellpellet in 10 ml Medium resuspendiert und die Zellen unter den angegebenen

Bedingungen kultiviert.
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5.2 Virusanzucht

5.2.1 BVDV

Für die Virusvermehrung von BVDV wurden MDBK- oder FKN-Zellen (3. Passage)

genutzt. Die Zellen wurden so ausgesät, dass der Zellrasen in einer 75 cm²-

Zellkulturflasche am folgenden Tag 70-80% konfluent war. Das Medium wurde vom

Zellrasen entfernt und die Zellen mit einer m.o.i. (multiplicity of infection) von 1-2 pfu

(plaque forming units)/Zelle infiziert, wobei sich die infektiöse Dosis in mind. 3 ml

Medium befand. Um eine gleichmäßige Virusadsorption zu ermöglichen, wurden die

Zellen bei 37°C auf einem Schwenker für 2 h inkubiert. Anschließend wurde das

Virus von den Zellen entfernt und die Zellkulturflasche mit 20 ml Medium aufgefüllt.

Die infizierten Zellen wurden täglich mikroskopisch untersucht und bei Zerstörung

des Zellrasens zu ca. 60% (an Tag 2-4 nach Infektion), wurde die Zellkulturflasche

bei –80°C tiefgefroren. Dadurch wurden die Zellmembranen zerstört und Virus aus

den Zellen freigesetzt. Zur Virusernte wurde die Zell-Virus-Suspension im Wasserbad

bei 37°C aufgetaut und unverzüglich bei 2800 x g für 15 Minuten bei 4°C

zentrifugiert, um die Zelltrümmer abzutrennen. Der Überstand wurde zu 1 ml

Portionen aliquotiert, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80°C gelagert.

5.2.2 VSV

Für die Virusvermehrung von VSV wurden BHK-21-Zellen genutzt. Die Zellen wurden

in einer 75 cm²-Zellkulturflasche so ausgesät, dass der Zellrasen am folgenden Tag

80-90% konfluent war. Das Medium wurde vom Zellrasen entfernt und die Zellen mit

einer m.o.i. von 1-5 pfu/Zelle infiziert, wobei sich die infektiöse Dosis in mind. 3 ml

Medium befand. Um eine gleichmäßige Virusadsorption zu ermöglichen, wurden die

Zellen bei 37°C auf einem Schwenker für 1 h inkubiert. Anschließend wurde das

Virus von den Zellen entfernt und die Zellkulturflasche mit 20 ml Medium aufgefüllt.



Methoden                                                                                                                                  57

Die infizierten Zellen wurden nach 7 Stunden das erste Mal mikroskopisch

untersucht. Bei Zerstörung des Zellrasens zu ca. 60-80% (nach 9-18 h) wurde der

Zellkulturüberstand abgenommen und die Zelltrümmer bei 2800 x g für 15 min bei

4°C abzentrifugiert. Der Überstand wurde in 1 ml Portionen in flüssigem Stickstoff

eingefroren und bei –80°C gelagert.

5.2.3 BRSV

Für die Virusvermehrung von BRSV wurden Vero-, FKN-, KluR1- oder PT-Zellen

genutzt. Konfluent gewachsene Zellen wurden so passagiert, dass der Zellrasen am

folgenden Tag in einer neuen Zellkulturflasche zu ca. 60% geschlossen sein würde

(Umsetzten der Zellen im Verhältnis 1:3 bis 1:5). Das Virus (m.o.i. von 0,1 pfu/Zelle)

wurde zusammen mit den abgelösten Zellen in eine neue Zellkulturflasche gegeben

und diese wurde mit der fehlenden Menge Medium aufgefüllt. Am ersten Tag nach

der Infektion wurde das Kulturmedium gewechselt und die Zellen für weitere 3-6

Tage inkubiert.

Die infizierten Zellen wurden täglich mikroskopisch untersucht. Bei Bildung großer

Synzytien (Vero-Zellen) bzw. beim Erkennen eines starken cytopathischen Effektes

nach 4-7 Tagen wurde die Zellkulturflasche bei –80°C tiefgefroren, wodurch die

Zellmembranen zerstört und das Virus aus den Zellen freigesetzt wurde. Zur

Virusernte wurde die Zell-Virus-Suspension im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und

unverzüglich bei 2800 x g für 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert, um die Zelltrümmer

abzutrennen. Der Überstand wurde mit 10% des MgSO4/HEPES-Puffers versetzt, zu

1 ml Portionen aliquotiert, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80°C gelagert.

5.3 Methoden zur Virustiterbestimmung

Der Plaquetest dient zur Quantifizierung infektiöser Viruspartikel in einer Suspension.

Die Ausbreitung von Viren durch Diffusion wird durch Überschichtung der Zellen mit
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halbfestem Agar-Medium-Gemisch bzw. Methylcellulose verhindert, so dass sich die

Viren nur von Zelle zu Zelle ausbreiten können. Im Zellrasen entsteht ein „Plaque“,

welcher von den virusinfizierten Zellen gebildet wird. Diese Plaques kann man durch

Färbung sichtbar machen. Der Virustiter wird in „plaque forming units“ pro ml (pfu/ml)

angegeben.

5.3.1 Plaquetest für BVDV

FKN-Zellen (3. Passage) wurden in 35 mm-Zellkulturschalen (Greiner) ausgesät (3

ml mit  3 x 105 Zellen/ml), so dass sich am folgenden Tag ein konfluenter Zellrasen

gebildet hatte.

Nach Herstellung einer Virusverdünnungsreihe in 10er Schritten (10-1-10-6) mit

Medium wurde der Zellrasen zweimal gewaschen und 0,25 ml von jeder

Verdünnungsstufe auf ein Schälchen aufgetragen. Auf eine der Zellkulturschalen

wurde nur 0,25 ml Medium gegeben, diese diente als Negativkontrolle. Die

Zellkulturschalen wurden für 2 h bei 37°C auf einem Schwenker inkubiert. Nach

Absaugen des Inokulums wurde der Zellrasen zweimal gewaschen. Als

Überschichtungsmedium diente doppelt konzentriertes EDulb + 10% FKS unter

Zusatz einer 1,8%igen autoklavierten Seaplaque-Agarose-Lösung. Der Agar wurde

aufgekocht und zusammen mit dem Medium bei 42°C im Wasserbad warm gestellt.

Kurz vor dem Überschichten wurden Agarlösung und Medium zu gleichen Teilen

vermischt und davon 2,5 ml zügig auf jede Zellkulturschale gegeben. Die Schalen

blieben bis zur Erstarrung des Agars bei Raumtemperatur stehen, bevor sie für 3-4

Tage im Brutschrank inkubiert wurden.

Konnte man lichtmikroskopisch deutlich Plaques erkennen, so wurden die Zellen mit

dem Vitalfarbstoff Neutralrot gefärbt. Dazu wurde ein Gemisch (1:1) aus 0,025%iger

Neutralrotlösung und 1,8%iger Seaplaque-Agarose-Lösung verwendet. 2,5 ml dieser

Färbelösung wurden auf die Zellkulturschalen gegeben und nach Erstarrung des

Agars für weitere 5-7 Stunden inkubiert. Das Neutralrot diffundierte durch den Agar

und färbte die lebenden Zellen an. Die virusproduzierenden, abgestorbenen Zellen

bildeten die hellen Plaques im gefärbten Zellrasen, die für die Titerbestimmung

gezählt wurden.
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5.3.2 Plaquetest für VSV

BHK-21-Zellen wurden in 12-Well-Platten (Nunc) ausgesät (1ml mit 3 x 105

Zellen/Well), so dass sich am folgenden Tag ein konfluenter Zellrasen gebildet hatte.

Nach Herstellung einer Virusverdünnungsreihe in 10er Schritten (10-1-10-9) mit

Medium wurde der Zellrasen zweimal gewaschen und 0,2 ml von jeder

Verdünnungsstufe auf eine Vertiefung aufgetragen. Auf eine weitere Vertiefung

wurde nur 0,2 ml Medium gegeben, diese diente als Negativkontrolle. Die

Zellkulturplatten wurden für 1 h im Brutschrank auf einem Schwenker inkubiert. Nach

Absaugen des Inokulums wurde der Zellrasen zweimal gewaschen. Als

Überschichtungsmedium diente doppelt konzentriertes EMEM unter Zusatz einer

1,8%igen autoklavierten Seaplaque-Agarose-Lösung. Der Agar wurde aufgekocht

und zusammen mit dem Kulturmedium bei 42°C im Wasserbad warm gestellt. Kurz

vor dem Überschichten wurden Agarlösung und Medium zu gleichen Teilen

vermischt und 1 ml zügig auf jede Vertiefung gegeben. Die Schalen blieben bis zur

Erstarrung des Agars bei Raumtemperatur stehen, bevor sie für 1 Tage bei 37°C

inkubiert wurden.

Konnte man lichtmikroskopisch Plaques erkennen, so wurden diese mit 0,2 ml

Kristallviolett pro Vertiefung gefärbt. Innerhalb von 4 Stunden diffundierte das

Kristallviolett durch den Agar und färbte die lebenden Zellen an. Die

virusproduzierenden, abgestorbenen Zellen bildeten die hellen Plaques im dunkel

gefärbten Zellrasen.

5.3.3 Immunoplaquetest für BRSV

Vero-Zellen wurden in einer Mikrotiterplatte (Costar) ausgesät (2,5 x 105 Zellen/ml,

0,1 ml pro Vertiefung), so dass sich am folgenden Tag ein 80-100% konfluenter

Zellrasen gebildet hatte.

Nach Herstellung zweier Virusverdünnungsreihen in 10er Schritten (10-1-10-5) mit

Medium wurde das Kulturmedium von der Mikrotiterplatte abgenommen und 25 µl

von jeder Verdünnungsstufe zu den Zellen von je zwei Vertiefungen gegeben (=4

Titrationsreihen/Probe). Auf je eine Vertiefung pro Titrationsreihe wurden nur 25 µl
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Medium gegeben, diese dienten als Negativkontrolle. Die Mikrotiterplatte wurde für

3 h im Brutschrank auf dem Schwenker inkubiert. Während dieser Inkubationszeit

wurde die Methylcellulose in EDulb + 2% FKS im Wasserbad auf 37°C erwärmt. Es

erfolgte die Zugabe von 0,2 ml Methylcellulose als Überschichtungsmedium auf jede

Vertiefung. Die Mikrotiterplatten wurden für 3 Tage im Brutschrank inkubiert.

Die Methylcellulose wurde von der Mikrotiterplatte abgenommen und die Platte

zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend fixierte man die Zellen mit 0,1 ml

Paraformaldehyd für 20 min, gefolgt von einem Wasch- und Inkubationsschritt mit

0,1 M PBS-Glycin für 5 min. Die Zellen wurden für 5 min mit 0,2% PBS-Triton

permeabilisiert. Virusantigen wurde mit 50 µl des monoklonalen Antikörpers 18G6

(1:25 mit PBS verdünnt) detektiert, wobei die Inkubation für 90 min erfolgte. Nach

dreimaligem Waschen mit PBS wurde als Zweitantikörper je 50 µl eines Peroxidase

gekoppelten anti-Maus-Antikörpers (1:500 mit PBS verdünnt) verwendet. Die Zellen

wurden für eine weitere Stunde inkubiert, dreimal gewaschen und mit 0,1 ml AEC-

Substrat pro Vertiefung für 10 min gefärbt. Beim letzten Waschschritt wurde Wasser

verwendet, anschließend konnten die rötlich angefärbten Plaques unter dem

Lichtmikroskop ausgezählt werden.

5.4 Kinetik der VSV-Vermehrung

Mit Hilfe der Kinetik wurden die Wachstumseigenschaften der VS-Viren miteinander

verglichen.

Die Kinetik der VSV-Vermehrung wurde im Doppelansatz mit 25 cm²-

Zellkulturflaschen durchgeführt, die am Vortag mit 2 x 106 BHK-21-Zellen eingesät

wurden, so dass sich am Tag der Infektion ein konfluenter Zellrasen gebildet hatte.

Die Zellen wurden mit einer m.o.i. von 5 pfu/Zelle mit VSV wt oder VSV-E2-G(MT)

infiziert. Nach der Infektion wurden die Zellen dreimal mit Medium gewaschen und

die Zellkulturflaschen mit frischem Medium aufgefüllt (5.2.2). Je 0,6 ml

Zellkulturüberstand wurde aus den Flaschen nach 1, 4, 7, 10, 13 und 24 h für die
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Virustitration abgenommen, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80°C

gelagert. Der abgenommene Zellkulturüberstand wurde durch frisches Medium

ersetzt. Vor der Probenabnahme wurden die infizierten Zellen mikroskopisch

untersucht. Die eingefrorenen Proben wurden mit Hilfe des Plaquetestes im

Doppelansatz titriert (5.3.2) und die Ergebnisse der 4 Titrationen pro Zeitpunkt

gemittelt.

5.5 Kinetik der BRSV-Vermehrung

Mit Hilfe der Kinetik wurden die Wachstumseigenschaften der BRS-Viren miteinander

verglichen.

Die Kinetik der BRSV-Vermehrung wurde im Doppelansatz in 25 cm²-

Zellkulturflaschen durchgeführt, die mit 2 x 106 Vero-Zellen eingesät wurden. Die

ausgesäten Zellen wurden nach 4 h mit einer m.o.i. von 0,1 pfu/Zelle mit BRSV wt,

BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-G(MT)Y/A, BRSV-E2(MTdel) oder BRSV-gfp

infiziert. Dazu wurde das Medium entfernt, das Virus auf den Zellrasen gegeben und

die Zellen für 3 h bei 37°C auf einem Schwenker inkubiert. Anschließend wurde das

Virus von den Zellen entfernt, die Zellen dreimal mit Medium gewaschen und die

Zellkulturflasche mit frischem Medium aufgefüllt. Je 0,6 ml Zellkulturüberstand

wurden aus den Flasche nach 24, 48, 72, 96, 120 und 144 h für die Virustitration

entnommen, mit 10% des MgSO4/HEPES-Puffers versetzt und bei –80°C gelagert.

Der abgenommene Zellkulturüberstand wurde durch frisches Medium ersetzt. Vor der

Probenabnahme wurden die infizierten Zellen mikroskopisch untersucht. Die

eingefrorenen Proben wurden mit Hilfe des Immunoplaquetestes (5.3.3) im

Doppelansatz titriert. Die Ergebnisse der 8 Titrationen pro Zeitpunkt wurden

gemittelt.
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5.6 Virusneutralisationstest

Beim Virusneutralisationstest werden zu einer festgesetzten Menge Virus (z. B. 50

pfu) unterschiedliche Antikörperverdünnungsstufen zugesetzt. Anhand der

Neutralisation des Virus durch die unterschiedlichen Verdünnungsstufen des

Antikörpers wird das Neutralisationsvermögen des eingesetzten Antikörpers

bestimmt. Dazu werden Virus und Antikörper vor der Infektion zusammen inkubiert.

Erkennen die Antikörper das Virus spezifisch, können sich Antigen-Antikörper-

Komplexe ausbilden, so dass das Virus neutralisiert wird und bei der nachfolgenden

Infektion keine Zellen mehr infizieren kann. Der Virusneutralisationstest wurde in

dieser Arbeit als Plaquereduktionstest durchgeführt.

Das Ergebnis wird in % Neutralisation angegeben. Dazu wird das Ergebnis der

Viruskontrolle, also in dem Ansatz, bei dem keine Antikörper verwendet wurden, als

höchst mögliche Plaqueanzahl festgesetzt. Kommt es bei einer bestimmten

Antikörperverdünnungsstufe nun nicht mehr zur Ausbildung aller, z. B. 50 Plaques,

sondern werden z. B. nur noch 40 Plaques gezählt, so hat der Antikörper in dieser

Verdünnungsstufe das Virus zu 20 % neutralisiert.

5.6.1 Virusneutralisationstest für BVDV

Zur Neutralisation von BVDV wurde ein gegen BVDV gerichtetes polyklonales Serum

vom Rind bzw. vom Schwein verwendet. Dieser Neutralisationstest wurde im

Doppelansatz durchgeführt. Dazu wurde der Antikörper in 2er Schritten (von der

Verdünnungsstufe 1:10 bis 1:2560) mit Medium verdünnt. Von dieser Anti-

körperverdünnungsreihe wurden je 0,25 ml in ein Kahnröhrchen vorgelegt, ein

Kahnröhrchen erhielt nur 0,25 ml Medium ohne Antikörper. Nach Herstellung einer

Virusverdünnungsreihe wurde die Virusmenge so eingestellt, dass sich 50 pfu in

0,25 ml Medium befanden. 0,25 ml dieser Virusverdünnung wurden zu jedem

Kahnröhrchen mit der Antikörper-Verdünnung bzw. zu dem Kahnröhrchen nur mit

Medium, gegeben und durchmischt. Dieses wurde bei 37°C für eine Stunde auf dem

Schwenker inkubiert und nachfolgend auf die empfänglichen FKN-Zellen gegeben.
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Die Vorbereitung der Zellen und die folgenden Arbeitsschritte für den Plaquetest sind

dem Abschnitt 5.3.1 zu entnehmen.

5.6.2 Virusneutralisationstest für VSV

Zur Neutralisation von VSV wurde ein gegen VSV gerichtetes polyklonales Serum

vom Kaninchen verwendet. Dieser Neutralisationstest wurde im Doppelansatz

durchgeführt. Dazu wurde der Antikörper in 2er Schritten (von der Verdünnungsstufe

1:1000 bis 1:512000) mit Medium verdünnt. Die Herstellung der Virusverdünnung

und die Inkubation mit der Antikörperverdünnung sind identisch mit denen des

Abschnitts 5.6.1.

Die Vorbereitung der Zellen und der VSV-Plaquetest sind dem Abschnitt 5.3.2 zu

entnehmen.

5.6.3 Virusneutralisationstest für BRSV

Zur Neutralisation von BRSV wurde ein gegen BRSV gerichteter monoklonaler

Antikörper aus der Maus (Nr. 4) verwendet. Dieser Neutralisationstest wurde im

Vierfachansatz auf Mikrotiterplatten durchgeführt. Dazu wurde der Antikörper in 2er

Schritten (von der Verdünnungsstufe 1:400 bis 1:819200) mit Medium verdünnt, so

dass sich je 30 µl der Antikörperverdünnungsstufen in den Vertiefungen befanden.

Vier Vertiefungen mit je 30 µl Medium ohne Antikörper dienten als Viruskontrolle.

Anschließend wurde eine Virusverdünnungsreihe hergestellt und die Virusmenge so

eingestellt, dass sich 100 pfu in 25 µl Medium ohne FKS befanden. Von dieser

Virusverdünnung wurden 30 µl zu jeder Vertiefung der Mikrotiterplatte mit der

Antikörperverdünnung überführt und durchmischt. Diese Mikrotiterplatte wurde für 45

Minuten bei 37°C auf einem Schwenker inkubiert, und jeweils 50 µl des Gemisches

aus Antikörper und Virus auf eine neue Mikrotiterplatte mit empfänglichen Vero-

Zellen überführt.

Die Vorbereitung der Zellen und die folgenden Arbeitsschritte für den Plaquetest sind

dem Abschnitt 5.3.3 zu entnehmen.
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5.7 Virusreinigung mittels Zentrifugation

FKN- bzw. BHK-21-Zellen wurden am Vortag in vier 145-mm-Zellkulturschalen

(Greiner) ausgesät, so dass sie am Tag der Infektion 80-100% konfluent waren. Sie

wurden mit einer m.o.i. von 1 bzw. 0,1 pfu/Zelle mit BVDV bzw. BRSV oder mit einer

m.o.i. von 5 pfu/Zelle mit VSV infiziert. Bei Erreichen eines starken cytopathischen

Effekts wurde das Virus geerntet. Nach einem Gefrier-Tau-Zyklus (nur bei BVDV und

BRSV) wurden die Zelltrümmer bei 1900 x g für 15 min bei 4°C von dem

virushaltigem Überstand abgetrennt.

Virusreinigung über einen Saccharosegradienten: Dieses Verfahren wurde bei

VSV angewandt. Die Viruspartikel wurden aus dem Zellkulturüberstand durch

Ultrazentrifugation bei 120000 x g über 1 h bei 4°C sedimentiert. Der Überstand

wurde verworfen und das Sediment in 0,5 ml PBSM resuspendiert. Zur Reinigung

wurde die Virussuspension über einen kontinuierlichen Saccharosegradienten (20-

50% w/w, in PBSM) geschichtet, unter welchem sich zusätzlich ein 60%iges

Saccharosekissen befand. Nach einer Ultrazentrifugation von 3 h bei 150000 x g bei

4°C wurde die im durchscheinenden Licht sichtbare Virusbande mit einer 1 ml

Spritze mit aufgesetzter Kanüle abgenommen. Nach Verdünnung mit PBSM wurden

die Viruspartikel bei 150000 x g für 1 h bei 4°C pelletiert und anschließend in 100 µl

PBSM aufgenommen.

Virusreinigung über ein Saccharosekissen: Dieses Verfahren wurde bei BVDV

und BRSV angewandt. Ein SW28-Röhrchen wurde mit virushaltigem

Zellkulturüberstand befüllt und mit 3 ml 20%iger Saccharoselösung unterschichtet.

Die Viruspartikel wurden durch das Saccharosekissen bei 120000 x g für 1,5 h bei

4°C pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 200 µl PBSM

aufgenommen.

5.8 Plaqueklonierung von BVDV

Mit Hilfe eines Plaquetestes ist es möglich, eine Virusklonierung durchzuführen.

Durch die Überschichtung mit Agar induziert ein infektiöses Viruspartikel einen
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Plaque durch die radiäre Ausbreitung von Zelle zu Zelle. Isoliert man anschließend

Virus aus einem Plaque, so erhält man einheitliches Virus von einem Virusklon. Die

Durchführung des BVDV-Plaquetestes ist dem Abschnitt 5.3.1 zu entnehmen.

Mit einer Pasteurpipette wurde durch den Agar mittig in einen gut sichtbaren,

vereinzelt liegenden Plaque gestochen und leicht aspiriert, so dass sich ein

virushaltiger Agarzylinder in der Pipette befand. Dieser Agarzylinder wurde in ein

Kulturröhrchen mit FKN-Zellen (3. Passage) überführt, welche am Vortag eingesät

worden waren. Es erfolgte eine Inkubation der infizierten Zellkultur für 4 Tage im

Brutschrank. So stand ein klonaler Virusstock für die weitere Vermehrung zur

Verfügung.

5.9 RNA-Isolierung von BVDV

In einer 6 cm-Zellkulturschale (Greiner) wurden FKN-Zellen (3. Passage, 6 ml mit 3 x

105 Zellen/ml) eingesät und am folgendem Tag mit einer m.o.i. von 1 pfu/Zelle

infiziert (5.2.1). Die Zellkultur wurde für 3 Tage inkubiert und stand dann für die RNA-

Isolierung zur Verfügung. Für die RNA-Isolierung wurde der RNeasy-Mini-Kit laut

Herstellerprotokoll genutzt.

5.10 Molekularbiologische Methoden

5.10.1 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird die RNA in komplementäre DNA (cDNA)

umgeschrieben, die dann mittels PCR amplifiziert werden kann. Für diesen Ansatz

wurden Reagenzien des Expand RT-PCR Kits (Roche) verwendet und folgende

Komponenten zusammen in ein PCR-Röhrchen gegeben:
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RNA 5 µl

Random Primer (50 pmol) 1 µl

DEPC H2O 4,5 µl

Diese Suspension wurde für 10 Minuten bei 65°C inkubiert und umgehend auf Eis

gestellt. Anschließend wurden folgende Reagenzien hinzugegeben:

5 x Puffer 4 µl

100 mM DTT 2 µl

10 mM dNTP 2 µl

RNasin 20 U/µl 0,5 µl

Reverse Transkriptase 1 µl

Die cDNA-Synthese wurde in einem programmierbaren Heizblock (Thermocycler)

unter folgenden Bedingungen durchgeführt:

10 min 30°C

45 min 42°C

∞ 4°C

Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei –20°C aufbewahrt.

5.10.2 Amplifikation von DNA mit Hilfe der PCR

Die PCR-Technik wurde in dieser Arbeit zum Klonieren der einzelnen E2- und G-

Konstrukte sowie zum Erstellen der BRSV-Klonierungskassette genutzt. Die

einzelnen Konstrukte mit ihren spezifischen Primern sind im Abschnitt 6.1.1 in der

Abbildung 10 aufgezeichnet. Die Sequenzen der Primer sind in Tabelle 4 vermerkt,

so dass hier nur die allgemeine Vorgehensweise beschrieben ist.

Bei der Polymerasekettenreaktion (PCR) handelt es sich um eine in vitro-Technik

(SAIKI et al. 1985, 1988), mit der man gezielt DNA-Abschnitte, die von zwei
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bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt werden, mit Hilfe von Enzymen

(Polymerasen) vervielfältigen kann. Durch die Wahl geeigneter Primer können

Mutationen oder Schnittstellen für Restriktionsendonukleasen eingeführt werden. Als

Primer werden synthetisch hergestellte, kurze, spezifische Oligonukleotide

verwendet, die der Polymerase als Ansatzpunkt für eine weitere Kettenverlängerung

dienen. Pro Reaktion werden jeweils ein sense- (in 5‘-3‘-Richtung) und ein antisense-

Primer (in 3‘-5‘-Richtung) benötigt.

Jeder Zyklus einer PCR besteht aus drei Schritten: Denaturierung (Trennung) des

DNA-Doppelstranges, Annealing (Anlagerung) der Primer und Elongation

(Verlängerung) der Stränge durch die Polymerase.

Zur Amplifikation der DNA wurde die Pfu-Polymerase eingesetzt, die im Gegensatz

zur Taq-Polymerase über Korrekturmechanismen (3‘-5‘-Exonukleaseaktivität) verfügt.

Dies verringert die Wahrscheinlichkeit, dass unerwünschte Mutationen entstehen.

Die PCR-Reaktionen wurden, soweit dies nicht anders beschrieben ist, in einem

Thermocycler unter den in Tabelle 5 angegebenen Bedingungen durchgeführt:

Tabelle 5: Bedingungen der Pfu-PCR

75°C ∞

95°C 2 min

95°C 30 sec

58°C – 0,2°C 30 sec

72°C x min*

10 Zyklen

95°C 30 sec

56°C 30 sec

72°C x min + 10 sec*

10-20 Zyklen

72°C 5 min

4°C ∞

* Die Elongationszeit bei 72°C richtet sich nach der Größe des zu amplifizierenden

Abschnittes. In der vorliegenden Arbeit wurde für je 500 Nukleotide 1 min gerechnet.
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Folgende Reagenzien wurden benötigt:

H2O ad 50 µl

Pfu-Puffer 5 µl

dNTP 1 µl

Matrizen-DNA x µl 50-100 ng

Primer sense 2,5 µl 50 pmol

Primer antisense 2,5 µl 50 pmol

Pfu-Polymerase 1 µl

Es wurde zunächst nur ein Primer in das PCR-Tube pipettiert und für ca. 20

Sekunden bei 72°C im Thermocycler inkubiert. Der zweite Primer wurde

anschließend hinzugegeben und die Pfu-PCR gestartet.

5.10.3 Klonierung chimärer DNA-Abschnitte mit Hilfe von 5‘-Überhängen und

Hybridisierung der DNA-Abschnitte

Sollen DNA-Abschnitte von zwei unterschiedlichen Matrizen (z. B. von VSV-G und

BVDV-E2) zusammengefügt werden, so kann man dies mittels PCR durch Anfügen

von komplementären 5‘-Überhängen an die DNA-Abschnitte erreichen. Dieses

Verfahren ist schematisch in Abbildung 7 dargestellt. An das 5‘-Ende der zwei zu

hybridisierenden DNA-Fragmente wird die komplementäre Sequenz des jeweils

anderen DNA-Abschnitts mit Hilfe von Primern angefügt, so dass sich die beiden

DNA-Abschnitte mit 12-18 Nukleotiden überlappen.

Zuerst wurden die beiden einzelnen DNA-Abschnitte mittels PCR mit ihren

spezifischen Primern, welche die 5‘-Überhänge trugen, getrennt amplifiziert (5.10.2).

Die daraus entstandenen Produkte enthielten somit überhängende Enden, die

jeweils komplementär zu einem Ende des anderen Fragmentes waren. In diesem

Bereich erfolgte dann die Hybridisierung, wobei die einzelnen Fragmente in einem

molaren Verhältnis von 1:1 standen. Anschließend wurde das neu entstandene

Produkt mit Hilfe der „äußeren“ Primer und der Pfu-Polymerase in einer neuen

Reaktion aufgefüllt und amplifiziert (5.10.2).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Hybridisierung

Die beiden zu hybridisierenden DNA-Abschnitte sind als lange, graue bzw.

schwarze Balken dargestellt. Die Orientierung der DNA-Stränge ist mit den

Bezeichnungen 5‘ und 3‘ gekennzeichnet. Über bzw. unter den DNA-

Abschnitten sind, in Form von kurzen, grauen bzw. schwarzen Balken, die

entsprechenden Primer zur Amplifikation eingezeichnet.
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hybridisierenden Fragmente unter 
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mit den „äußeren“ Primern
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In ein PCR-Röhrchen wurden die Reagenzien wie unter 5.10.2 beschrieben

pipettiert, jedoch ohne Hinzufügung des sense- und antisense-Primers. Es folgte die

Hybridisierung der DNA-Abschnitte im Thermocycler unter den in Tabelle 6

angegebenen Bedingungen:

Tabelle 6: Bedingungen der Hybridisierungs-PCR

95°C 1 min

95°C 30 sec

58°C 30 sec

72°C 3 min

2 Zyklen

72°C 5 min

4°C ∞

Anschließend wurden sense- und antisense-Primer hinzugegeben und es folgte die

Pfu-PCR nach den in Abschnitt 5.10.2 aufgeführtenen Bedingungen.

5.10.4 Einführen von Punktmutationen in DNA

Auch Punktmutationen können mit Hilfe von sense- und antisense-Primern in die

DNA eingeführt werden, wobei beide Primer die Mutation in ihrer Sequenz enthalten

müssen.

Im Membrananker des E2-Proteins sollte das zentral gelegene Arginin gegen Alanin

(an Position 1048 im BVDV-Polyprotein, Stamm NADL) ausgetauscht werden

(Abbildung 8), da diese Mutation zu einem veränderten Protein-Transport in der Zelle

führen könnte.

Das neue Konstrukt E2(R/A) wurde mit spezifischen Primern (Tabelle 4) erstellt, die

in ihrer Sequenz die Mutationsstelle mittig trugen und zu jeder Seite noch mit 18

Nukleotiden an der DNA binden konnten. Die Amplifizierung der so entstehenden

zwei einzelnen Fragmente wurde unter den Bedingungen der Pfu-PCR durchgeführt.

Beide Fragmente wurden anschließend miteinander hybridisiert und die äußeren

Primer dienten zur Vervielfältigung des gesamten Konstrukts E2(R/A).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Erzeugung einer R/A-Mutation im E2-

Protein von BVDV

Die DNA-Abschnitte sind in Form von grauen Balken und die Primer

als Pfeile mit den entsprechenden Nummern (Tabelle 4) dargestellt.
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5.10.5 Herstellung einer Klonierungskassette für BRSV und Einbau der

Kassette und der E2-Gene in das BRSV-Antigenom

Um die E2-Gene in das BRSV-Antigenom einfügen zu können, wurde eine

Klonierungskassette erstellt. Diese sollte über die NotI-Schnittstelle vor dem NS1-

Gen in das BRSV-Antigenom, welches in Form von cDNA vorlag, integriert werden.

Durch Einfügen der Klonierungskassette wurden spätere Arbeitsschritte erleichtert,

da die verschiedenen E2-Fremdgene gerichtet über die Schnittstellen ClaI und XhoI

in das BRSV-Antigenom einkloniert werden konnten. Die E2-Gene sollten sich als

zusätzliches Gen vor dem NS1-Gen befinden. Damit das Fremdgen bei einer

späteren BRSV-Infektion funktionell ist, muss die Kassette zusätzlich zu den

Schnittstellen noch die regulatorischen Sequenzen eines BRSV-Gens enthalten, d. h.

einen intergenischen Bereich, einen nicht translatierten Bereich, ein Gen-Start- und

Gen-Stop-Signal (Abbildung 9). Die Schnittstellen der Kassette wurden über

Primeranhänge eingefügt. Zur Erstellung der Klonierungskassette wurde gfp als

Fremdgen verwendet, da eine spätere Selektion über das fluoreszierende Protein

erleichtert wurde.

Die Kassette wurden mit Hilfe der Pfu-PCR (5.10.2) in Form von zwei Fragmenten

erstellt (Abbildung 9), die nachfolgend miteinander hybridisiert und amplifiziert

wurden.

Die Nukleotidsequenz der Klonierungskassette ist im Abschnitt 11.4 im Anhang

aufgeführt.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der BRSV-Klonierungskassette

Die Pfeile mit den dazugehörigen Nummern kennzeichnen die Primer

(Tabelle 4), die zur Amplifkation der beiden Fragmente der

Klonierungskassette genutzt wurden.

Zunächst wurde versucht, das erste Fragment mit NotI und XhoI, das zweite

Fragment mit XhoI und SalI und den Vektor pBlueskript mit NotI und SalI zu spalten.

Der Vektor und die Fragmente sollten miteinander ligiert und die Klonierungskassette

in diesem Vektor sequenziert werden.

Dieser Ansatz führte aufgrund der Ineffizienz von NotI, am Ende einer Sequenz zu

schneiden, nicht zum Erfolg. Deshalb haben wir uns für ein anderes Vektorsystem

entschieden, den Orginal TA Cloning Kit.

Das erste und zweite Fragment wurden über die XhoI-Schnittstelle miteinander

ligiert, amplifiziert und die Taq-Polymerase fügte A-Überhänge an die Enden der

DNA an. Durch die A-Überhänge konnte die Klonierungskassette in den Vektor

pcR2.1 ligiert werden. Nach Selektion der positiven Klone wurden diese vermehrt

und sequenziert.

Die Kassette mit korrekter Sequenz wurde mit NotI aus pcR2.1 ausgeschnitten und

in den geschnittenen und dephosphorylierten Vektor pBlueskript-BRSV-Antigenom

(pBRSV) ligiert. Bei der Ligation wurden 10 ng pBRSV und 120 ng der Klonierungs-

kassette (Insert) verwendet. Vektor mit Insert wurde durch Hitzeschocktransformation

in CaCl2-kompetente Bakterien verbracht und in diesen vermehrt, wobei die Selektion

über eine Ampicillinresistenz erfolgte. In der Kolonie-PCR wurde die richtige

Orientierung der Klonierungskassette vor dem NS1 mit dem Primer Nr. 31 überprüft,

ClaI NotIgfpNotI SalI

Nicht translatierter 
Bereich von NS2

XhoI

Intergen. Bereich
zw. NS2 und N

Gen-Stop-Signal

Gen-Start-Signal28

2927

26
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der vor der Kassette im nichttranslatierten Bereich des NS1 gebunden hat. Die

Sequenz des Übergangsbereich zwischen Klonierungskassette und BRSV-Ag wurde

durch eine weitere Sequenzierung bestätigt.

Die E2-Gene wurden zum Einbau in pBRSV mit den Schnittstellen ClaI und XhoI

kloniert, mit ClaI und XhoI geschnitten, in den geschnittenen Vektor pBRSV ligiert

und nach Hitzeschocktransformation in Bakterien vermehrt. Die Sequenzierung der

E2-Gene und die Übergänge zum Vektor wurden in pBRSV durchgeführt.

5.10.6 Reinigung von DNA-Fragmenten

Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten der Klonierung wurden die PCR-Produkte

und Vektoren gereinigt, um Enzyme und Salze von der DNA zu entfernen.

Überwiegend wurde der PCR Purification Kit verwendet, jedoch wurde nach

Behandlung der DNA mit Restriktionsnukleasen die im Gel aufgetrennte DNA mit

dem Gel Extraction Kit aus dem Gel isoliert und gereinigt. Für die Reinigung des

Vektors pBRSV wurde immer der Qiaex II Gel Extraction Kit verwendet. Die

Anwendungen erfolgten laut Herstellerprotokoll.

5.10.7 Bestimmung der DNA- bzw. RNA-Konzentration mittels UV-Absorption

Durch Bestimmung des Absorptionswertes (OD) einer DNA- oder RNA-Lösung bei

260 nm wurde deren Konzentration errechnet. Für die Messung wurde eine 10fache

Verdünnung der DNA in H2O verwendet. Die Berechnung der Konzentration erfolgte

mit Hilfe folgender Formel:

OD 260nm x (Verdünnung x Faktor/1000) = DNA- oder RNA-Konzentration in µg/µl

Für die Nukleinsäuren gelten folgende spezifische Multiplikationsfaktoren:

dsDNA: Faktor 50

RNA: Faktor 40
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5.10.8 Spaltung der DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen wurde DNA zu analytischen Zwecken oder

die 3‘/5‘-Enden der DNA-Abschnitte für eine anschließende Ligation gespalten.

2 U von dem entsprechenden Enzym wurde für die Spaltung von 1 µg Plasmid-DNA

verwendet. Sollten die 3‘/5‘-Enden eines PCR-Fragmentes spezifisch geschnitten

werden, so wurden 20 U pro Reaktionsansatz verwendet.

Die Spaltungen erfolgten mit den enzymspezifischen Puffern unter Zusatz von 1%

BSA bei 37°C. Plasmid-DNA wurde 3 h mit den Restriktionsendonukleasen inkubiert,

während die Spaltung von PCR-Fragmenten über Nacht erfolgte.

5.10.9 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient dazu, DNA-Fragmente nach ihrer Größe zu

trennen. Dieses kann sowohl zu analytischen (unter Verwendung von TBE-Puffer)

als auch zu präparativen Zwecken (unter Verwendung von TAE-Puffer) genutzt

werden. Je nach Größe der zu analysierenden DNA-Fragmente lag die

Agarosekonzentration zwischen 0,8 und 2%. Die aufgetrennten DNA-Banden werden

durch Ethidiumbromid sichtbar gemacht, welches sich zwischen die Basen der DNA

lagert und ein orangefarbenes Licht emittiert, wenn es durch UV-Licht angeregt wird.

Agarose wurde abgewogen und zusammen mit TBE- bzw. TAE-Puffer in der

Mikrowelle aufgekocht. Die flüssige Agarose wurde in einem Gel-Schlitten mit

eingesetztem Kamm gegossen. Nach dem Erstarren wurde der Kamm entfernt, das

Agarosegel mit dem Schlitten in die Elektrophoresekammer (Firma Keutz) eingesetzt,

welche mit TBE- oder TAE-Puffer aufgefüllt wurde. In die freien Taschen wurden die

mit Laufpuffer versetzten DNA-Proben und der DNA-Größenstandard aufgetragen.

Die Elektrophorese erfolgte bei einem TBE-Gel für eine halbe h bei 140 Volt bzw. bei

einem TAE-Gel für 1 h bei bei 80 Volt. Das Gel wurde im Ethidiumbromidbad für ca.

10 Minuten gefärbt, anschließend für weitere 10 Minuten gewässert und unter UV-

Licht (254 nm) betrachtet.
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5.10.10 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Diese Methode wurde nach Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen zur

Auftrennung und Reinigung der Proben genutzt. Die Elektrophorese wurde unter

Verwendung von TAE-Puffer durchgeführt.

In die erste Tasche des Gels wurde der Größenstandard aufgetragen, in die zweite

Tasche 10 µl der mit Laufpuffer versetzten Probe und die dritte Tasche blieb frei. In

die Taschen 4-6 wurde das restliche Probenmaterial gegeben. Nach der

elektrophoretischen Auftrennung bei 80 Volt für ca. 1 h wurde das Gel in der freien 3.

Spur mit einem Skalpell durchtrennt und nur die ersten beiden Spuren in die

Ethidiumbromidlösung gelegt. Beim Betrachten unter dem UV-Licht wurden die

gesuchten DNA-Banden mit Hilfe von kleinen Skalpelleinschnitten im Gel markiert.

Diese Markierungen konnten auf den nicht gefärbten Teil des Gels übertragen

werden, und so konnten die Proben aus diesem Anteil des Gels isoliert werden.

Die Extraktion der Proben aus dem Gel erfolgte mit Hilfe des Gel Extraction Kits nach

Anleitung des Herstellers.

5.10.11 Dephosphorylierung linearisierter DNA

Wurde Plasmid-DNA mit nur einer Restriktionsendonuklease gespalten, so konnte

die mögliche Religation der DNA durch anschließende Dephosphorylierung

verhindert werden. Die Probe wurde nach der Spaltung über ein Agarosegel

aufgetrennt, gereinigt und in 50 µl H2O eluiert. Nach Zugabe von 4 µl CIAP (calf

intestine alkaline phosphatase) und 6 µl CIAP-Puffer wurde der Reaktionsansatz für

1 h bei 37°C inkubiert.

5.10.12 Ligation von DNA

Für die Ligation eines PCR-Produktes mit einem Vektor wurden beide im Vorfeld mit

Restriktionsendonukleasen behandelt, ggf. dephosphoryliert, über ein TAE-

Agarosegel aufgetrennt und mittels Gel Extraction Kit aus dem Gel extrahiert. Die
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DNA-Ligase des T4-Bakteriophagen wurde für die Ligation genutzt. Sie katalysiert

die Bindung der Phosphodiester-Gruppen zwischen den 5‘-Phosphat- und 3‘-

Hydroxylgruppen doppelsträngiger DNA. Die Ligation wurde über Nacht bei 14°C

durchgeführt. Insert- und Vektor-DNA standen in einem molaren Verhältnis von 2:1

bis 8:1.

DEPC-H2O ad 20 µl

Vektor-DNA (100-300ng) x µl

Insert-DNA x µl

10 x Ligase-Puffer 2 µl

Ligase(5U/µl) 2 µl

Als Negativkontrolle diente ein Ligationsansatz ohne Insert-DNA.

5.10.13 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Bakterien

Für die Herstellung elektrokompetenter E. coli-Bakterien (Stamm XL1-Blue) wurde 1 l

LB-Medium mit 10 ml einer Übernachtkultur angeimpft und bei 37°C in einem

Schüttler inkubiert bis eine OD600 von 0,4 erreicht wurde. Bei dieser Dichte wurden

die Bakterien für 15 Minuten auf Eis gestellt und anschließend durch Zentrifugation

bei 2800 x g und 4°C für 15 Minuten sedimentiert. Die Sedimente wurden in 1 l

eiskaltem Wasser resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wurde

nochmals mit 0,5 l eiskaltem Wasser wiederholt. Die Bakteriensedimente wurden

dann in 20 ml kaltem 10%igem Glycerin resuspendiert und es erfolgte ein weiterer

Zentrifugationsschritt. Dieses Sediment wurde in 2 ml 10%igem Gycerin

resuspendiert, aliquotiert, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80°C gelagert.

5.10.14 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Bakterien

5 ml LB-Medium wurden mit einer Kolonie XL1-Blue E. coli angeimpft und über Nacht

bei 37°C in einem Schüttler inkubiert. Mit 1 ml dieser Vorkultur wurden 100 ml
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frisches LB-Medium angeimpft und für 2-3 Stunden unter gleichen Bedingungen bis

zu einer OD600=0,5 inkubiert. Die Kultur wurde auf zwei 50 ml-Zentrifugenröhrchen

verteilt und für 10 min auf Eis gestellt. Die Bakterien wurden dann bei 2800 x g

zentrifugiert und die Sedimente mit je 12,5 ml CaCl2-Puffer resuspendiert. Es folgte

ein weiterer Zentrifugations- und Waschschritt mit CaCl2-Puffer. Nach erneutem

Abzentrifugieren wurden die Sedimente in 2,5 ml CaCl2-Puffer resuspendiert,

aliquotiert und bei –80°C eingefroren.

5.10.15 Transformation kompetenter E. coli-Bakterien mittels Elektroporation

Bei der Elektroporation wurden elektrokompetente Bakterien (XL1-Blue E. coli) durch

den Stromfluss zur Aufnahme von Fremdplasmiden (z. B. pTM1), die ein Ampicillin-

Resistenzgen trugen, stimuliert. Unter Zusatz von Ampicillin zu den Bakterien-

kulturmedien konnten nur die Insert-tragenden Plasmide in Bakterien vermehrt

werden.

Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und zusammen mit der DNA und den

Elektroporationsküvetten auf Eis gelagert. Für die Tansformation wurden zu 50 µl

elektrokompetenten XL1-Blue-Bakterien 5 µl des gereinigten und in Wasser eluierten

Ligationsansatzes (oder 1-5 µg Vektor-DNA) gegeben und gemischt. Anschließend

wurden 40 µl dieses Gemisches in eine Elektroporationsküvette überführt und die

Bakterien einmal bei 2,5 kV, 200 Ω und 25 µF gepulst. Die Bakterien wurden in 1 ml

LB-Medium aufgenommen und für 1 h bei 37°C und 180 rpm inkubiert.

100 µl der Bakterienkultur wurden auf eine vorgewärmte LB-Agarplatte mit Ampicillin

ausgestrichen und die verbleibenden 900 µl für 5 min bei 2800 x g zentrifugiert. Die

sedimentierten Bakterien wurden in 100 µl Überstand resuspendiert und ebenfalls

auf einer LB-Agarplatte mit Ampicillin ausgestrichen. Diese Platten wurden über

Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag standen die Platten mit

den vereinzelt vorliegenden Bakterienkolonien für eine Kolonie-PCR zur Verfügung.

Zur Lagerung wurden die Platten mit Parafilm verschlossen und bei 4°C aufbewahrt.
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5.10.16 Transformation kompetenter E. coli-Bakterien mittels Hitzeschock

Der gesamte Ligationsansatz wurde in die chemisch kompetenten Bakterien

gegeben und für 30 min auf Eis inkubiert. Dieser Ansatz wurde für 2 min in ein 42°C

warmes Wasserbad verbracht und sofort danach für 5 min auf Eis gestellt. Nach

Zugabe von 0,25 ml SOC-Medium folgte eine einstündige Inkubation bei 37°C und

180 rpm. Die Bakterien wurden auf einer LB-Ampicillin-Platte ausgestrichen und für

12-24 Stunden bei 37°C inkubiert, bis gut sichtbare Kolonien zu erkennen waren.

5.10.17 Kolonie-PCR

Da nicht alle gewachsenen Kolonien auch das gewünschte Insert trugen, wurde

dieses mit einer PCR überprüft. Dazu wurde eine Bakterienkolonie in ein PCR-

Röhrchen mit dem entsprechenden Reaktionsansatz gegeben und außerdem wurde

die gleiche Kolonie in ein Eppendorf-Röhrchen mit 0,25 ml LB-Medium + Ampicillin

überführt. Stellte sich diese Kolonie in der PCR als positiv dar (d.h. das Insert konnte

mit spezifischen Primern amplifiziert werden), so standen Bakterien dieses Klons im

Eppendorf-Röhrchen mit LB-Medium für eine weitere Vermehrung zur Verfügung.

Reagenzien für einen PCR-Reaktionsansatz (15 µl):

DEPC-H2O 12,2 µl

10 x Puffer (+MgCl2) 1,5 µl

dNTP 0,3 µl

Primer sense 0,45 µl

Primer antisense 0,45 µl

Taq Polymerase 0,1 µl

Als Positivkontrolle wurden 2 µl der Ligation in ein PCR-Röhrchen gegeben, während

die Negativkontrolle der Ligation (nur Vektor) auch hier als Negativkontrolle diente.

Die einzelnen PCR-Röhrchen wurden nach Anzahl der zu untersuchenden Kolonien

numeriert. Anschließend wurden Eppendorf-Röhrchen mit je 0,25 ml LB-Medium

vorbereitet und numeriert.
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Mit einer 10µl-Pipette mit aufgesetzter Pipettenspitze wurde vorsichtig eine Kolonie

von der Agarplatte abgenommen und 4-6 mal im PCR-Röhrchen resuspendiert.

Anschließend ging man mit der gleichen Pipettenspitze in das Eppendorf-Röhrchen

und resuspendierte die Kolonie vier- bis sechsmal im LB-Medium. Auf diese Weise

stand der Bakterienklon gleichzeitig für die PCR und eine eventuelle spätere

Bakterienvermehrung zur Verfügung.

Die PCR wurde in einem Thermocycler unter den in Tabelle 7 angegebenen

Bedingungen durchgeführt:

Tabelle 7: Bedingungen der Kolonie-PCR

95°C 2 min

95°C 15 sec

54°C 30 sec

72°C 1 min

25 Zyklen

72°C 5 min

4°C ∞

Die Eppendorf-Röhrchen mit dem LB-Medium wurden bis zum Erreichen des PCR-

Ergebnisses bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Bakterienklone mit einem positiven

Resultat wurden weiter vermehrt und/oder bei 4°C aufbewahrt.

5.10.18 Präparation von Plasmid-DNA

Als Ausgangsmaterial wurden 40 bzw. 100 ml einer LB-Übernachtkultur verwendet,

die mit Ampicillin (50 mg/l Medium) und 40 bzw. 100 µl LB-Bakterien-Gemisch aus

der Kolonie-PCR beimpft wurde. Diese Kultur wurde über Nacht bei 37°C und 180

rpm inkubiert.

Die Plasmid-DNA-Gewinnung erfolgte mit Hilfe des QIAfilter Plasmid Midi/Maxi Kits

nach den Angaben des Herstellers.
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5.10.19 Sequenzierung

Die Plasmide wurde von der Firma MWG Biotech AG in Ebersberg mit dem

Programm „Value Read“ sequenziert.

Das Umschreiben der Komplementärsequenzen und das Translatieren in die

Aminosäuresequenzen wurde mit Hilfe des Computerprogrammes BCM

Searchlauncher (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-util.html) durchgeführt.

5.11 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen

Unter Transfektion versteht man das Einführen von nackter DNA in eukaryotische

Zellen. Diese DNA wird in Form von Plasmiden in die Zelle geschleust, wobei ihre

Lebensdauer auf wenige Tage beschränkt ist. Da die DNA nach wenigen Tagen

abgebaut wird, spricht man von einer transienten Transfektion.

Für alle Transfektionen wurden BSR-T7/5-Zellen verwendet.

5.11.1 Transfektion für die Proteinexpression mit dem Vektor pTM1

Für die Transfektion wurden am Vortag BSR-T7/5-Zellen mit einer Dichte von

1-1,5 x 105 Zellen pro ml ausgesät. Für die Immunfluoreszenz wurden 24-Well-

Platten (Greiner; 1 ml/Well) verwendet, für alle weiteren Versuche 6-Well-Platten

(Greiner; 2,5 ml/Well). Die Zellen waren am Tag der Transfektion 80-100% konfluent.

Die Transfektion mittels Lipofectamine 2000 Reagent erfolgte gemäß den Angaben

des Herstellerprotokolls.

5.11.2 Transfektion für den VSV-Rescue

Bei der Transfektion des VSV-Rescues gab es Abweichungen in den Mengen der

verwendeten DNA und des Lipofectamine 2000 Reagents. 2 Vertiefungen einer 6-
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Well-Platte wurden mit 5 µg pVSV-E2-G(MT), 1,5 µg pN, 2,5 µg pP, 1µg pL und 20 µl

Lipofectamine 2000 Reagent transfiziert und für 48 h bei 37°C inkubiert. Alle weiteren

Arbeitsschritte wurden laut Angaben des Herstellerprotokolls durchgeführt.

5.11.3 Transfektion für den BRSV-Rescue

Die Transfektion für den BRSV-Rescue wurde mit SuperFect Transfection Reagent

durchgeführt. Die BSR-T7/5 Zellen wurden am Vortag mit einer Dichte von

0,8-1 x 105 Zellen pro ml in 6-Well-Platten ausgesät, so dass der Zellrasen am

folgenden Tag 40-70% konfluent war. Für einen Transfektionsansatz wurden

2 Vertiefungen der 6-Well-Platte verwendet. Die Transfektion erfolgte laut Angaben

des Herstellerprotokolls, jedoch wurden 300 µl MEM mit 11 µg DNA (5 µg pBRSV-

E2, 2 µg pN, 2 µg pP, 1 µg pM2 und 1 µg pL) und 60 µl SuperFect Transfection

Reagent inkubiert. Die Zellen wurden für 48-72 h bei 37°C bebrütet.

5.12 Methoden zum Nachweis von Proteinen

5.12.1 Immunfluoreszenztest

Die Zellen standen nach der Transfektion (5.11.1) bzw. Infektion für den

Immunfluoreszenztest zur Verfügung. Für die Fixation wurden zwei unterschiedliche

Methoden gewählt:

• Fixation mit Methanol/Aceton (1:1): Diese Methode diente zur Darstellung von

intrazellulärem Antigen. 1 ml eiskaltes Methanol/Aceton wurde auf die Zellen

gegeben und für 1 min inkubiert. Nach dem Absaugen von Methanol/Aceton

wurde sofort kaltes PBS auf die Deckgläser gegeben. Der gesamte

Fixationsvorgang wurde auf Eis durchgeführt.

• Fixation mit 3%igem Paraformaldehyd: Diese Methode diente zur Darstellung

von Antigen auf der Zelloberfläche, wobei die Zellmembranen bei der Fixation
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intakt bleiben. Beim Nachweis von VSV-G-Protein, BRSV-F-Protein oder deren

Chimären fand die Fixation vor der Inkubation mit Primärantikörpern statt,

während beim Nachweis von BVDV-E2-Protein oder den davon abgeleiteten

Chimären die Fixation nach der Inkubation mit Primärantikörpern erfolgte. Dafür

wurden 0,25 ml Paraformaldehyd auf die Zellen gegeben und diese für 20 min

inkubiert. Es folgte ein Waschschritt und eine Inkubation von 5 min mit 0,1 M

Glycinlösung.

Als Primärantikörper dienten für das E2-Protein die monoklonalen Antikörper CA1

und CA3, die aus der Maus stammen. Beide wurden im Verhältnis 1:2 in PBS

verdünnt. 0,2 ml der Antikörperverdünnung wurden direkt auf die Deckgläser

gegeben und für 2 Stunden bei RT unter leichtem Schwenken inkubiert.

Für das VSV-G-Protein diente als Primärantikörper ein gegen VSV gerichtetes

polyklonales Serum aus dem Kaninchen, welches in einem Verhältnis von 1:1000 in

PBS verdünnt wurde. Als Primärantikörper für das F-Protein wurde der gegen RSV-F

gerichtete monoklonale „Anti RSV group“-Antikörper in einer Verdünnung von 1:200

in PBS verwendet. Die Deckgläser wurden mit der Zellseite auf einen 25 µl-Tropfen

der Antikörperverdünnung gelegt, welcher sich innerhalb einer feuchten Kammer auf

einem Parafilmstreifen befand. Die Inkubation erfolgte für 1 h bei RT.

Es folgte ggf. die Fixation mit Paraformaldehyd und/oder die Inkubation mit den

FITC-gekoppelten anti-mouse- bzw. anti-rabbit-Sekundärantikörpern in einer 1:200

Verdünnung in PBS. Die Inkubation auf einem 25 µl-Tropfen der Sekundär-

antikörperverdünnung erfolgte für 1 h im Dunkeln.

Die Deckgläser wurden mit 37°C warmem Mowiol auf einem Objektträger

eingebettet. Für die lichtmikroskopische Betrachtung wurde ein Zeiss Axioplan 2

Mikroskop genutzt.

Zwischen allen Inkubationen erfolgten 3 Waschschritte mit PBS innerhalb der

Vertiefungen der 24-Well-Platte. Vor dem Einbetten mit Mowiol wurde ein

zusätzlicher Waschschritt mit Wasser durchgeführt, um Salzreste zu entfernen.
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5.12.2 Oberflächenbiotinylierung mit anschließender Immunpräzipitation

Die Zellen standen nach der Transfektion (5.11.1) bzw. Infektion für die

Oberflächenbiotinylierung zur Verfügung. Der Zellrasen wurde dreimal mit kaltem

PBS gewaschen und anschließend wurden die Oberflächenproteine durch eine

Inkubation mit 0,5 ml Sulfo-NHS-Biotin (0,5 mg/ml PBS) bei 4°C für 20 min unter

leichtem Schwenken biotinyliert. Zur Inaktivierung überschüssigen Biotins wurden die

Zellen mit 0,1 M Glycinlösung gewaschen und nachfolgend mit dieser für 15 min bei

4°C inkubiert. Danach wurde erneut mit kaltem PBS gewaschen.

Für die Zelllyse wurden 0,6 ml NP40-Lysispuffer + Proteaseinhibitoren in jede

Vertiefung gegeben und für 10 min auf Eis gestellt. Mit einer Pipette wurden die

abgelösten Zellen resuspendiert und in ein 1,5 ml Röhrchen überführt. Die

Zelltrümmer wurden bei 20000 x g für 30 min bei 4°C abzentrifugiert und der

Überstand in ein neues 1,5 ml Röhrchen zusammen mit 50 µl Protein-A-Sepharose

und dem präzipitierenden Antikörper (für BVDV-E2: je 20 µl CA1 und CA3; für

VSV-G: 5 µl des polyklonalen Serums; für BRSV-F: 5µl des Anti RSV group-AK)

gegeben. Die Präzipitation erfolgte über Nacht bei 4°C auf einem Schüttler.

Am nächsten Tag wurden die Ansätze bei 20000 x g für 3 min abzentrifugiert und mit

1 ml NP40-Lysispuffer ohne Proteaseinhibitoren gewaschen. Diese Schritte wurden

jeweils dreimal wiederholt. Nun wurden auf die Sedimente 50 µl SDS-Probenpuffer

gegeben und es erfolgte ein 10minütiges Erhitzen bei 95°C. Nach Zentrifugation bei

20000 x g für 5 min wurde der Überstand abgenommen und stand zur Auftrennung

mittels SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) bereit oder wurde bei

–20°C gelagert.

5.12.3 Nachweis von Proteinen im Zelllysat

Die Zellen standen nach der Transfektion bzw. Infektion für den Proteinnachweis im

Zelllysat zur Verfügung. Der Zellrasen wurde dreimal mit kaltem PBS gewaschen und

1 ml PBS auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden abgeschabt, in ein 1,5 ml

Röhrchen überführt und bei 3700 x g für 5 min bei 4°C pelletiert. Nun wurde das

Pellet mit 200 µl NP40-Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren resuspendiert und für 15
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min auf Eis gestellt. Es folgte eine Zentrifugation für 30 min bei 20000 x g und 4°C.

Der Überstand wurde abgenommen und in einem neuen Röhrchen mit 200 µl SDS-

Probenpuffer verdünnt. Die Proben wurden sofort zur Auftrennung mittels SDS-

PAGE verwendet oder bei –20°C gelagert.

5.12.4 Radioimmunpräzipitation mit anschließendem Endoglycosidase H- bzw.

N-Glycosidase F-Verdau

Die Zellen wurden wie unter 5.11.1 beschrieben transfiziert. Sie wurden dreimal mit

PBS gewaschen und erhielten ein cystein- und methioninfreies Mangelmedium,

welchem 1% Glutamin zugesetzt wurde. Die Inkubation erfolgte auf dem Schwenker

bei 37°C für 1 h. Für die radioaktive Markierung wurde in Mangelmedium verdünntes

[35S]-Methionin verwendet. Pro Ansatz wurden 100 µCurie in die Vertiefung gegeben

und die Markierung erfolgte für 2 h bei 37°C unter leichtem Schwenken. Nach

Abnahme des radioaktiven Mangelmediums wurden die Zellen dreimal mit PBS

gewaschen, und wie unter 5.12.2 angegeben lysiert und die betreffenden Proteine

immunpräzipitiert.

Bei diesem Versuch wurden die Proben nach den 3 Waschschritten mit NP40-

Lysispuffer mit 20 µl H20 + 1% SDS für 10 min bei 95°C erhitzt und die Sepharose

bei 20000 x g für 5 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde geteilt und mit 90 µl

Natriumacetetpuffer pH 5,5 bzw. mit 90 µl Phosphatpuffer pH 7 versetzt. Zu 30 µl der

mit Natriumacetatpuffer behandelten Probe wurden 10 mU Endo H gegeben und zu

30 µl der mit Phosphatpuffer behandelten Probe 2 U N-Gycosidase F. Eine 30 µl-

Probe blieb unbehandelt. Es erfolgte eine Inkubation für 2,5 h bei 37°C. 4x SDS-

Probenpuffer wurde jedem Ansatz zugefügt, die Proben wurden für 10 min bei 95°C

erhitzt und für die SDS-PAGE verwendet.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel je 30 min mit Fixierlösung und mit Amplify

behandelt. Das Gel wurde über Nacht getrocknet, in eine Filmkassette mit einem

Röntgenfilm verbracht, für 2, 4 und 7 Tage bei –80°C gelagert und schließlich

entwickelt.
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5.12.5 Immunpräzipitation von Proteinen aus dem Zellkulturüberstand

Zellkulturüberstand wurde von transfizierten (5.11.1) bzw. infizierten Zellen

abgenommen und Zelltrümmer bei 400 x g sedimentiert. Der Überstand wurde zu

Protein-A-Sepharose und den Antikörpern CA1 und CA3 in ein Röhrchen gegeben.

Pro ml Zellkulturüberstand wurden 50-100 µl Protein-A-Sepharose und 20-50 µl CA1

und CA3 verwendet. Die Immunpräzipitation erfolgte wie unter 5.12.2 beschrieben.

5.12.6 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden mit Hilfe der diskontinuierlichen Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgel-Elektrophorese aufgetrennt (LAEMMLI, 1970). Die Trenngele

hatten die Maße 50 x 80 x 0,75 mm und eine Acrylamidkonzentration von 10%.

Erfolgte die Auftrennung unter nicht reduzierenden Bedingungen, so wurden die

Proben nach der Zugabe von SDS-Probenpuffer direkt aufgetragen. Unter

reduzierenden Bedingungen wurde den Proben zusätzlich 10% DTT zugefügt, und

sie wurden für 3 min bei 95°C erhitzt.

Es wurden Miniproteingel-Kammern der Firma Keutz verwendet. Die Auftrennung der

Proteine erfolgte bis zum Einlaufen der Proben ins Trenngel bei 80 V, anschließend

bei 150 V, bis der Farbstoff des Probenpuffers den unteren Rand des Gels erreicht

hatte.

Der verwendeten Marker bestanden aus vorgefärbten bzw. Peroxidase-gekoppelten

Proteinen mit einem Molekulargewicht zwischen 14,3 und 220 kDa und wurden mit

SDS-Probenpuffer verdünnt aufgetragen.

5.12.7 Western Blot

Nach der Elektrophorese wurde das Sammelgel vom Trenngel entfernt und das

Trenngel auf eine mit H2O getränkte Nitrocellulosemembran mit Hilfe der Semi-Dry-

Blot-Technik (KYHSE-ANDERSEN, 1984) transferiert. Auf die Graphitplatte (Anode)

der Blotkammer (Keutz) wurden Filterpapier, Nitrocellulose und Gel in der folgenden
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Reihenfolge gelegt: 6 Blatt Filterpapier getränkt in Anodenpuffer I, 3 Blatt Filterpapier

getränkt in Anodenpuffer II, Nitrocellulose getränkt in H2O, Trenngel und 9 Blatt

Filterpapier getränkt in Kathodenpuffer. Die Kammer wurde mit der oberen

Graphitplatte (Kathode) geschlossen und der Transfer erfolgte für 60 min bei einer

Stromstärke von 0,8mA/cm². Freie Bindungsstellen auf der Membran wurden durch

Inkubation mit Blocking Reagenz (0,5% in PBSM) über Nacht bei 4°C abgesättigt.

5.12.8 Immunchemische Detektion von Proteinen

Die auf der Nitrocellulosemembran immobilisierten Proteine wurden mit einem

indirekten immunologischen Nachweis mit spezifischen Antikörpern detektiert. Soweit

nicht anders angegeben, wurden alle Inkubationen der Membran bei RT für 1 h

durchgeführt, wobei die Membran in 10 ml der entsprechenden Anti-

körperverdünnung (in PBS) geschwenkt wurde. Die Nitrocellulosemembran wurde

vor jeder Inkubation dreimal 10 min mit PBSM-0,1% Tween auf einem Schwenker

gewaschen.

Nachweis von BVDV-E2-Protein: Je 50 µl der Antikörper CA1 und CA3 wurden als

Primärantikörper genutzt, wobei die Inkubationszeit 2 h betrug. 10 µl eines Biotin-

gekoppelten anti-mouse-Immunglobulins wurden als Zweitantikörper verwendet,

gefolgt von einer Inkubation mit 10 µl Streptavidin-Peroxidase.

Nachweis von VSV-G-Protein: 5 µl des gegen VSV gerichteten polyklonalen

Serums wurden als Primärantikörper, 10 µl eines Biotin-gekoppelten anti-rabbit-

Immunglobulins als Sekundärantikörper verwendet, gefolgt von einer Inkubation mit

10 µl Streptavidin-Peroxidase.

Nachweis von BRSV-F-Protein: 5 µl des anti-RSV-F-Antikörpers wurden in 1ml

PBS verdünnt und auf die Nitrocellulosemembran geträufelt, die dann mit Parafilm

bedeckt wurde. Die Inkubation mit dem Primärantikörper fand bei 4°C für 1 h statt.

10 µl eines Biotin-gekoppelten anti-mouse-Immunglobulins wurden als Zweit-

antikörper verwendet, gefolgt von einer Inkubation mit 10 µl Streptavidin-Peroxidase.

Nachweis von biotinylierten Oberflächenproteinen: Für die Detektion der

biotinylierten Proteine wurden 10 µl Streptavidin-Peroxidase verwendet.
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Die an die Proteine gebundene Peroxidase konnte nach ein- bzw. fünfminütiger

Inkubation mit BM Chemoluminescence Blotting Substrate bzw. Super Signal, beides

auf Chemolumineszenz basierende Nachweissysteme, auf Röntgenfilmen oder mit

Hilfe des Chemi Imagers (BIO-RAD) sichtbar gemacht werden.
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6 Ergebnisse

6.1 Untersuchung chimärer E2-Proteine mit Hilfe des

Plasmidvektors pTM1

6.1.1 Klonierung chimärer E2-Gene

Aus bisherigen Untersuchungen ist bekannt, dass das E2-Protein bei einer BVDV-

Infektion im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist (GRUMMER et al., 2001). Es

ist jedoch nicht geklärt, ob dieses durch Zusammenspiel mit anderen BVDV-

Proteinen, z. B. dem E1-Protein, bedingt ist oder ob es durch spezifische Signale im

E2-Protein hervorgerufen wird. Um die ER-Lokalisation von E2 näher zu

untersuchen, wurden native und chimäre E2-Gene kloniert (Abbildung 10), und die

entsprechenden Proteine in BSR-T7/5-Zellen exprimiert.

Dafür wurde die vollständige Transmembranregion (TMR), die sich aus dem

Membrananker und dem cytoplasmatischen Abschnitt zusammensetzt, oder nur der

Membrananker (M) bzw. nur der cytoplasmatische Anteil (T) des E2-Proteins gegen

die entsprechenden Regionen des VSV-G- oder BRSV-F-Proteins ausgetauscht. Das

G- und F-Protein wurden gewählt, da diese beiden Proteine, im Gegensatz zu E2, an

der Zelloberfläche infizierter Zellen exprimiert werden. Das G-Protein ist noch aus

einem weiteren Grund interessant: Es besitzt in seinem cytoplasmatischen Anteil ein

spezifisches Signal, welches für den Export aus dem ER zur Cytoplasmamembran

verantwortlich ist (NISHIMURA u. BALCH, 1997; SEVIER et al., 2000).

Um ein eventuelles ER-Lokalisationssignal in der TMR näher einzugrenzen, wurden

Proteine erzeugt, die unterschiedlich große Deletionen in diesem Abschnitt

aufwiesen. Bei E2(Tdel) fehlte der cytoplasmatische Abschnitt, bei E2(M*Rdel)

zusätzlich ein Teil des Membranankers (bis zum Arginin an Position 1048 im BVDV-

Polyprotein, Stamm NADL) und bei E2(MTdel) schließlich die komplette TMR. Von
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letzterem Konstrukt wurde ein lösliches Protein erwartet, da berichtet worden ist,

dass E2 ohne seine TMR in den Zellkulturüberstand infizierter Zellen sezerniert wird

(HULST et al., 1993; BOLIN u. RIDPATH, 1996).

Zusätzlich wurden bei 3 Konstrukten Mutationen eingeführt, die den Transport des

E2-Proteins beeinflussen könnten. In Anlehnung an das E2-Modell des Hepatitis-C-

Virus (COCQUEREL et al., 2000) wurde das zentrale Arginin (Position 1048 im

BVDV-Polyprotein, Stamm NADL) im Membrananker gegen Alanin ausgetauscht.

Bei viralen Membranproteinen, die an der Zelloberfläche exprimiert werden, sind

häufig 1 bis 3 Arginine zwischen dem Membrananker und dem cytoplasmatischen

Abschnitt zu finden, was bei E2 aber nicht der Fall ist. Diese Arginine sollen zur

Stabilisierung der Verankerung des Proteins in der Membran dienen. So wurden bei

zwei E2-Proteinen je zwei Arginine hinter dem Membrananker angefügt.

Grundlage für die Klonierung chimärer E2-Gene war die cDNA des BVDV Stammes

NADL. Für die Klonierung der einzelnen Abschnitte des VSV-G-Gens wurde der

Vektor pTM1-VSV-G genutzt, den Dr. Zimmer zur Verfügung stellte. Die später

gezeigten Expressionsstudien zum VSV-G wurden gleichfalls mit diesem Plasmid

durchgeführt. Die Genabschnitte des BRSV-F-Proteins wurden aus dem Vektor

pTM1-BRSV-F amplifiziert , der ebenfalls von Dr. Zimmer zur Verfügung gestellt

wurde. Die Nukleotid- und Aminosäuresequenzen des E2-, G- und F-Proteins sind im

Anhang aufgeführt.

Mit Hilfe der PCR (5.10.2) und spezifischer Primer (Tabelle 4) wurden die einzelnen

E2-Gene amplifiziert. Der Aufbau der chimären E2-Konstrukte mit den

entsprechenden Primern, die als Pfeile dargestellt sind, ist in den Abbildung 10a und

10b dargestellt. Da das Signalpeptid von E2 im C-terminalen Bereich von E1 liegt,

wurde für alle E2-Konstrukte das Signalpeptid des VSV-G-Proteins verwendet.
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Abbildung 10a: Schematische Darstellung der chimären E2- und G-Konstrukte mit

den verwendeten Primern, die als Pfeile mit den entsprechenden

Nummern (Tabelle 4) dargestellt sind.

Signalpeptid Ektodomäne Membrananker 
(M)

Cytoplasmatischer 
Abschnitt (T)

E2 VSV-G BVDV-E2BVDV-E2

3

24

1

G-E2(MT) VSV-G BVDV-E2VSV-G

3

2

G VSV G VSV GVSV G

3

7

E2-F(T) VSV-G BRSV-FBVDV-E2

3

14

E2-G(MT) VSV-G VSV-GBVDV-E2

3

7

E2-G(T) VSV-G VSV-GBVDV-E2

3

7

E2-F(MT) VSV-G BRSV-FBVDV-E2

3

14

E2-F(M)-E2(T) VSV-G BVDV-E2BVDV-E2

3

19

BRSV-F

6

5

9

8

11

10

16

15

13

12
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Abbildung 10b: Schematische Darstellung chimärer E2-Konstrukte, die Deletionen

und/oder Mutationen tragen, mit den verwendeten Primern, die als

Pfeile mit den entsprechenden Nummern (Tabelle 4) dargestellt sind.

Beispielhaft wird nur die Klonierung von E2 beschrieben, da die anderen E2-Gene

nach dem gleichen Muster erstellt wurden. E2 diente als Grundlage für die weiteren

Konstrukte.

Die gewonnene RNA aus BVDV-infizierten Zellen wurde in cDNA umgeschrieben

(5.10.1). Mit den Primern Nr. 1 und 2 wurde der E2-Genomabschnitt mit Hilfe der

PCR (5.10.2) amplifiziert und nachfolgend gereinigt. Die Signalpeptidsequenz des

VSV-G-Proteins wurde mit den Primern Nr. 3 und 4 amplifiziert und anschließend

Signalpeptid Ektodomäne Membrananker 
(M)

Cytoplasmatischer 
Abschnitt (T)

E2(Tdel) VSV-G BVDV-E2BVDV-E2

3

17

E2(TdelRR) VSV-G BVDV-E2BVDV-E2

3

E2(M*Rdel)) VSV-G

RR

BVDV-E2

3

18

20

R

E2(R/A) VSV-G R/ABVDV-E2

3

222

21

E2(TdelRR+R/A) VSV-G BVDV-E2

3

18

R/A RR

E2(MTdel) VSV-G BVDV-E2

3

23
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gereinigt. Mit Hilfe der Primer Nr. 1 und 4, die als 5‘-Überhänge die komplementären

Sequenzen von VSV-G bzw. von BVDV-E2 enthielten, wurde die Hybridisierung der

DNA-Abschnitte des Signalpeptids und des E2-Proteins in einem molaren Verhältnis

von 1:1 durchgeführt (5.10.3). Es folgte unmittelbar eine Amplifikation mit den

äußeren Primern Nr. 2 und 3, die endständig die Sequenz für eine XhoI- bzw. SpeI-

Schnittstelle trugen. Nach einem Reinigungsschritt wurde das Amplifikat mit den

Restriktionsendonukleasen SpeI und XhoI über Nacht gespalten, über ein

Agarosegel aufgetrennt und aus diesem isoliert. Der Vektor pTM1 wurde für 3 h mit

SpeI und XhoI behandelt und anschließend entsprechend gereinigt (5.10.6, 5.10.8

und 5.10.10). Die Ligation von Vektor und E2, die in einem molaren Verhältnis von

1:3 standen, erfolgte bei 14°C über Nacht (5.10.12). Die DNA wurde nochmals

gereinigt, in Wasser eluiert und für die Transformation elektrokompetenter Bakterien

verwendet (5.10.15). Bakterien, die ein Insert von entsprechender Größe trugen

(5.10.17), wurden vermehrt und die Plasmid-DNA präpariert (5.10.18). Die positiven

Klone wurden sequenziert und auf Mutationen überprüft (5.10.19). Die weiteren

Arbeiten wurden nur mit Klonen, welche eine korrekte Sequenz aufwiesen,

durchgeführt. Die Expressionsplasmide mit den unterschiedlichen E2- bzw. G-Genen

wurden für Untersuchungen zur Expression, zum Transport und zur Lokalisation der

Proteine genutzt.

6.1.2 Untersuchung chimärer E2-Proteine

6.1.2.1 Nachweis der Expression im Zelllysat

Um die Expression der chimären E2-Konstrukte nachzuweisen (Abbildung 11),

wurden BSR-T7/5-Zellen mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert und für 24 h

inkubiert (5.11.1). Die Zellen wurden lysiert (5.12.3) und die Proteine unter nicht

reduzierenden Bedingungen in einem SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch

aufgetrennt und anschließend auf Nitrocellulose geblottet (5.12.6 und 5.12.7). Das

E2-Protein wurde mit spezifischen monoklonalen Antikörpern und das G-Protein mit

einem gegen VSV gerichteten polyklonalen Serum nachgewiesen. Die Proteine
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wurden, nach Inkubation mit Biotin-gekoppelten Sekundärantikörpern und

Steptavidin-Peroxidase, mit Hilfe der Chemolumineszenz auf einem Röntgenfilm

oder mit dem Chemi Imager sichtbar gemacht (5.12.8).
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Abbildung 11: Nachweis der Expression von chimären E2- und G-Proteinen im

Zelllysat transfizierter BSR-T7/5-Zellen. In A sind E2 und die

chimären Proteine E2-G(MT), E2-G(T), E2-F(MT), E2-F(T) und E2-

F(M)-E2(T) gezeigt, in B Punkt- und Deletionsmutanten des E2-

Proteins und in C natives und chimäres VSV-G-Protein. Die Position

der E2-Monomere und E2-Dimere ist durch Pfeile gekennzeichnet.
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66

46

E2 E2-G(MT) E2-G(T) KontrolleE2-F(T)E2-F(MT)
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Abbildung 11 zeigt, dass, mit Ausnahme von E2(M*Rdel), bei allen Konstrukten eine

Proteinexpression in transfizierten BSR-T7/5-Zelllen nachgewiesen werden konnte.

Die exprimierten E2-Proteine kamen in monomerer und dimerer Form vor. Die

Monomere zeigten ein Molekulargewicht von 50-60 kDa, die Dimere von 100 bis 130

kDa. Jedoch unterschied sich die Signalstärke der einzelnen E2-Proteine. Die

Banden der Konstrukte E2 und E2(Tdel) waren etwas schwächer ausgebildet als die

Banden der E2-Proteine, die Anteile der TMR des G-Proteins oder des F-Proteins

trugen oder zwei zusätzliche Arginine hinter dem E2-Membrananker enthielten.

Auch G- und G-E2(MT) wurden stark von den Zellen exprimiert. Aufgrund des

kürzeren E2-Membranankers gegenüber dem G-Membrananker, war das

Molekulargewicht von G-E2(MT) geringer als das Molekulargewicht des nativen G-

Proteins.

6.1.2.2 Nachweis der Expression und Lokalisation mittels Immunfluoreszenz

Mit Hilfe des Immunfluoreszenztests kann nicht nur die Expression der Proteine

nachgewiesen werden, sondern auch zwischen einer Oberflächen- und

intrazellulären Expression unterschieden werden.

BSR-T7/5-Zellen auf Deckgläsern wurden mit den entsprechenden Plasmiden

transfiziert und für 24 h inkubiert (5.11.1). Für den Nachweis von intrazellulärem

Antigen wurden die Zellen mit Methanol/Aceton, für den Antigennachweis an der

Zelloberfläche mit Paraformaldehyd fixiert. Sollten E2-Proteine an der Zelloberfläche

detektiert werden, so wurden die Zellen erst nach der Inkubation mit

Primärantikörpern mit Paraformaldehyd fixiert, ansonsten fand die Fixation vor der

Inkubation mit den Primärantikörpern statt. Das E2-Protein wurde mit spezifischen

monoklonalen Antikörpern und das G-Protein mit einem gegen VSV gerichteten

polyklonalen Serum nachgewiesen. Nach der Inkubation mit den FITC-gekoppelten

Sekundärantikörpern wurden die Zellen im Fluoreszenzmikroskop untersucht

(5.12.1).

Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 dargestellt. Die Bilder auf der linken Seite

zeigen die Oberflächenexpression der untersuchten Proteine, während auf den

Bildern der rechten Seite das intrazelluläre Antigen zu erkennen ist.
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Zelloberfläche

E2

intrazellulär

E2-F(M)-E2(T)

E2-F(T)

E2-F(MT)

E2-G(T)

E2-G(MT)

A



98                                                                                                                               Ergebnisse

E2(Tdel)

Zelloberfläche intrazellulär

E2(TdelRR+R/A)

E2(R/A)

E2(TdelRR)

E2(M*Rdel)

E2(MTdel)

B
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Abbildung 12: Immunfluoreszenztest transfizierter BSR-T7/5-Zellen; die linke Seite

zeigt die Oberflächenimmunfluoreszenz, die rechte Seite intra-

zelluläre Immunfluoreszenz. In A sind E2 und die chimären Proteine

E2-G(MT), E2-G(T), E2-F(MT), E2-F(T) und E2-F(M)-E2(T) gezeigt,

in B Punkt- und Deletionsmutanten des E2-Proteins und in C natives

und chimäres VSV-G-Protein.

Der Immunfluoreszenztest zeigt, dass alle E2- und G-Proteine in BSR-T7/5-Zellen

exprimiert wurden (rechte Seite der Abbildung 12). Auch E2(M*Rdel) konnte, im

Gegensatz zum Western Blot mit Zelllysat transfizierter Zellen (6.1.2.1), mittels

Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. Unterschiede bestanden jedoch in der

Lokalisation der einzelnen Proteine. Intrazelluläres Antigen war bei allen Konstrukten

nachweisbar. Die netzartige Verteilung der intrazellulär vorkommenden Proteine lässt

auf eine ER-Lokalisation schliessen. An der Zelloberfläche (linke Seite der Abbildung

12) war Antigen nur bei den Konstrukten nachweisbar, welche die VSV-G-TMR, den

cytoplasmatischen Abschnitt des G-Proteins, den BRSV-F-Membrananker oder die

Punktmutation R/A trugen. Während die intrazelluläre Detektion der einzelnen E2-

Proteine keine erkennbaren Unterschiede in der Expressionsstärke zeigte, waren bei

den Proteinen an der Zelloberfläche Unterschiede in der Expressionsstärke zu

Zelloberfläche intrazellulär

G-E2(MT)

G

C
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erkennen. Die Ergebnisse des Immunfluoreszenztests sind in Tabelle 8

zusammengefasst.

Tabelle 8: Vergleich der Lokalisation und Expressionsstärken1) der im Immun-

fluoreszenztest untersuchten Proteine

Zelloberfläche intrazellulär

E2 - +++

E2-G(MT) +++ +++

E2-G(T) +++ +++

E2-F(MT) ++/+++ +++

E2-F(T) - +++

E2-F(M)-E2(T) ++/+++ +++

G +++ +++

G-E2(MT) +/- +++

E2(MTdel) - ++

E2(Tdel) - +++

E2(TdelRR) +/- +++

E2(M*Rdel) - ++

E2(R/A) ++ +++

E2(TdelRR+R/A) ++ +++

1)

- keine Expression

 +/-   sehr schwache Expression

+     schwache Expression

++   mäßige Expression

+++ starke Expression



Ergebnisse                                                                                                                              101

6.1.2.3 Nachweis der Expression und Lokalisation mittels Oberflächen-

biotinylierung

Die Biotinylierung zellulärer Oberflächenproteine stellt, neben dem

Immunfluoreszenztest, eine weitere Möglichkeit zur Unterscheidung zwischen

Oberflächenproteinen und intrazellulär verbleibenden Proteinen dar. Sie sollte

genutzt werden, um die Ergebnisse des Immunfluoreszenztests zu überprüfen. Im

Vergleich zum Immunfluoreszenztest ist die Oberflächenbiotinylierung sensitiver.

Um die E2- und G-Proteine an der Zelloberfläche nachzuweisen, wurden BSR-T7/5-

Zellen am Vortag mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert (5.11.1). Die

Oberflächenproteine der Zellen wurden biotinyliert und anschließend die Zellen

lysiert. Die E2- und G-Proteine wurden immunpräzipitiert (5.12.5), durch SDS-

Polyacrylamidgel-Elektrophorese unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und

auf Nitrocellulose geblottet. Die Detektion der biotinylierten Proteine erfolgte mit

Streptavidin-Peroxidase durch Chemolumineszenz auf einem Röntgenfilm (5.12.6 -

5.12.8).

Die Ergebnisse der Oberflächenbiotinylierung sind in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Oberflächenbiotinylierung transfizierter BSR-T7/5-Zellen zum

Nachweis der an der Zelloberfläche exprimierten E2- und G-Proteine.

In A sind E2 und die chimäre Proteine E2-G(MT), E2-G(T), E2-

F(MT), E2-F(T) und E2-F(M)-E2(T) gezeigt, in B Punkt- und

Deletionsmutanten des E2-Proteins und in C natives und chimäres

VSV-G-Protein.
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Die Ergebnisse des Immunfluoreszenztests bezüglich der Lokalisation der Proteine

wurden durch die Oberflächenbiotinylierung bestätigt. Proteine, welche die VSV-G-

TMR oder nur den cytoplasmatischen Abschnitt des G-Proteins, den BRSV-F-

Membrananker oder die Punktmutation R/A trugen, waren an der Zelloberfläche zu

detektieren. In der Abbildung 13B mit den trunkierten Formen des E2-Proteins sind

zusätzlich unspezifische Banden zu erkennen. Der Pfeil in dieser Abbildung zeigt die

E2-spezifischen Banden an. Die Ergebnisse der Oberflächenbiotinylierung sind in

Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Ergebnisse der Oberflächenbiotinylierung transfizierter BSR-T7/5-Zellen

Oberflächenexpression1)

E2 -

E2-G(MT) +++

E2-G(T) +++

E2-F(MT) +++

E2-F(T) -

E2-F(M)-E2(T) +++

G +++

G-E2(MT) -

E2(MTdel) -

E2(Tdel) -

E2(TdelRR) -

E2(M*Rdel) -

E2(R/A) ++

E2(TdelRR+R/A) ++

1)

-      keine Expression

+     schwache Expression

++   mäßige Expression

+++ starke Expression
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6.1.2.4 Analyse der E2-Proteine durch Endoglycosidase H- bzw. N-Glycosi-

dase F-Verdau

Die Ergebnisse des Immunfluoreszenztests zeigen, dass einige Proteine an der

Zelloberfläche exprimiert wurden, während das Verteilungsmuster der intrazellulär

verbleibenden Proteine auf eine ER-Lokalisation deutete. Dies sollte mit Hilfe eines

Endoglycosidase H- (Endo H) bzw. N-Glycosidase F-Verdaus näher untersucht

werden. Proteine, die im ER zurückgehalten oder maximal bis zum cis-Golgi-Apparat

transportiert werden, tragen N-glycosidisch verknüpfte Oligosaccharide vom

mannosereichen Typ. Derartige Kohlenhydratseitenketten können mit dem Enzym

Endo H abgespalten werden (Endo H sensitiv), wodurch es zur Reduktion des

Molekulargewichts des betreffenden Proteins kommt. Werden Proteine durch den

trans-Golgi-Apparat und weiter zur Zelloberfläche transportiert, so können die

Zuckerseitenketten zum komplexen Typ modifiziert werden. Sowohl die komplexen

als auch die mannosereichen Oligosaccharide können durch N-Glycosidase F

abgespalten werden (N-Glycosidase F sensitiv), während Endo H keine komplexen

Kohlenhydratseitenketten abspalten kann (Endo H resistent). Bei diesem Versuch

wurden nicht alle erstellten E2-Konstrukte untersucht (Abbildung 14).

Transfizierte BSR-T7/5-Zellen (5.11.1) wurden radioaktiv markiert und E2- und G-

Proteine mit spezifischen Antikörpern immunpräzipitiert. Nach Trennung der

Immunkomplexe, wurde jede Probe in 3 Fraktionen aufgeteilt und mit

Natriumacetatpuffer, pH 5,5, oder Phosphatpuffer, pH 7, versetzt. Eine Fraktion

erhielt 10 mU Endo H, eine Fraktion 2 U N-Glycosidase F und eine Fraktion blieb

unbehandelt. Die Proben wurden für 2,5 h bei 37°C inkubiert. Mit Hilfe eines SDS-

Polyacrylamidgels wurden die Proteine unter reduzierenden Bedingungen

elektrophoretisch aufgetrennt und das Gel nachfolgend getrocknet. Auf einem

Röntgenfilm wurden die radioaktiv markierten Proteine sichtbar gemacht (5.12.4).
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Abbildung 14: Endo H- bzw. N-Glycosidase F-Verdau radioaktiv markierter E2- und

G-Proteine

Auffällig ist, dass alle E2-Proteine im unbehandelten Zustand in unterschiedlichen

Glycosylierungsformen vorlagen, welches anhand der Doppelbanden zu erkennen

ist.

Der Abbildung 14 ist zu entnehmen, dass die Proteine E2, E2-F(T) und G-E2(MT)

vollständig Endo H sensitiv waren. Aufgrund der Behandlung mit Endo H kam es zur

Abspaltung der mannosereichen Oligosaccharide und somit wurde das

Molekulargewicht auf ca. 40 bzw. 50 kDa reduziert. Dieses Ergebnis spricht für eine

intrazelluläre Retention der Proteine, die offensichtlich den trans-Golgi-Apparat nicht

passiert haben.

E2-G(MT), E2-G(T) und E2-F(MT) waren nur teilweise Endo H sensitv, aber

vollständig N-Glycosidase F sensitiv. Bei der Behandlung mit Endo H änderte die

untere der beiden Banden ihre Position. Die obere Bande blieb unverändert, lag also

in der komplex glycosylierten Form (Bande bei ca. 58 kDa) vor. Dieses Resultat ist in

Übereinstimmung mit dem Ergebnis des Immunfluoreszenztests: Die Proteine waren

zum Teil an der Zelloberfläche, zum Teil im ER nachweisbar.
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Das G-Protein war Endo H resistent und N-Glycosidase F sensitiv, so dass es bei

Behandlung mit N-Glycosidase F zu einer Reduktion des Molekulargewichts auf ca.

55 kDa kam. Dieses Ergebnis stimmt mit den veröffentlichten Daten überein, dass

das G-Protein zwei komplexe N-Glycane aufweist und effizient zur Zelloberfläche

transportiert wird.

6.1.2.5 Immunpräzipitation von E2(MTdel) aus Zellkulturüberstand trans-

fizierter BSR-T7/5-Zellen

Aus früheren Untersuchungen mit rekombinanten Baculoviren ist bekannt, dass E2

ohne seine TMR von infizierten Zellen in den Zellkulturüberstand sezerniert wird

(HULST et al., 1993; BOLIN u. RIDPATH, 1996). Wir haben untersucht, ob

E2(MTdel) auch nach Transfektion in den Zellkulturüberstand sezerniert wird

(Abbildung 15).

Der Zellkukturüberstand wurde 24 h nach Transfektion von BSR-T7/5-Zellen (5.11.1)

abgenommen und Zelltrümmer abzentrifugiert. Lösliches E2(MTdel) wurde aus dem

Überstand immunpräzipitiert (5.12.5), unter nicht reduzierenden Bedingungen mit

Hilfe der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese aufgetrennt und auf Nitrocellulose

geblottet. E2(MTdel) wurde mit spezifischen monoklonalen Antikörpern und Biotin-

gekoppelten Sekundärantikörpern detektiert. Nach Inkubation mit Streptavidin-

Peroxidase wurde es durch Chemolumineszenz auf einem Röntgenfilm sichtbar

gemacht (5.12.6 - 5.12.8).
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Abbildung 15: Immunpräzipitation von E2(MTdel) aus Zellkulturüberstand

transfizierter BSR-T7/5-Zellen. Als Kontrolle dienten nicht trans-

fizierte Zellen.

Lösliches E2(MTdel) konnte mit Hilfe der Immunpräzipitation aus dem

Zellkulturüberstand transfizierter Zellen isoliert werden. Bei 97 kDa sind die Dimere

von E2(MTdel) als eine kräftige Bande zu erkennen, während die monomere Form

bei ca. 52 kDa deutlich schwächer ausgeprägt ist. Zusätzlich ist noch eine starke

Bande bei 150 kDa zu erkennen, wobei es sich vermutlich um Aggregate von

E2(MTdel) handelt. Dieses Ergebnis zeigt, dass E2(MTdel) von transfizierten Zellen

in dimerisierter Form in den Zellkulturüberstand sezerniert wurde.
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6.2 Einbau und Untersuchung von E2-G(MT) in den viralen Vektor

VSV

6.2.1 Integration des E2-G(MT)-Gens in das VSV-Antigenom

E2-G(MT) sollte in den viralen Vektor VSV eingebaut werden (Abbildung 16), um die

Expression, die Lokalisation und den möglichen Einbau von E2-G(MT) in VS-

Viruspartikel zu untersuchen. Das VSV-Antigenom lag in dem Vektor pBlueskript

(pVSV) vor. Im intergenischen Bereich zwischen dem G- und dem L-Gen befanden

sich die Schnittstellen XhoI und NheI, über die E2-G(MT) einkloniert werden sollte.

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Integration von E2-G(MT) in das VSV-

Antigenom

Da das E2-G(MT)-Gen mit den Schnittstellen SpeI und XhoI vorlag, musste es mit

den Primern Nr. 24 und 25 neu kloniert werden (Abbildung 17), um die Sequenzen

für die Schnittstellen XhoI und NheI zu erhalten (5.10.2).

pVSV-E2-G(MT):

N 3‘5‘ E2-G(MT) LGMP

NheIXhoI
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der Klonierung des E2-G(MT)-Gens zur

Integration in pVSV

Nach der Amplifikation wurde die DNA gereinigt und mit den

Restriktionsendonukleasen XhoI und NheI über Nacht gespalten. Auch pVSV wurde

mit XhoI und NheI behandelt (5.10.8). Vektor und E2-G(MT) wurden über ein

Agarosegel aufgetrennt, aus diesem isoliert und anschließend über Nacht in einem

molaren Verhältnis von 1:6 ligiert (5.10.9 und 5.10.12). Die DNA wurde zur

Transformation elektrokompetenter Bakterien genutzt. Gewachsene Kolonien wurden

auf das Vorhandensein des E2-G(MT)-Gens überprüft und die DNA positiver Klone

vermehrt und präpariert (5.10.15, 5.10.17 und 5.10.18). Um die Sequenz des neu

klonierten E2-Konstrukts in pVSV zu überprüfen, wurde E2-G(MT) mit XhoI und NheI

aus pVSV herausgeschnitten und zum Sequenzieren in den Vektor pcDNA3.1 ligiert

(5.10.8, 5.10.10 und 5.10.12). In pcDNA3.1 eingebautes E2-G(MT) wurde mit Hilfe

der elektrokompetenten Bakterien vermehrt, die Plasmid-DNA positiver Klone

sequenziert und auf Mutationen überprüft (5.10.15, 5.10.17 - 5.10.19). Nur

Konstrukte mit korrekter Sequenz wurden für die weiteren Arbeiten verwendet.

6.2.2 VSV-Rescue

Der Virus-Rescue stellt ein Verfahren dar, bei dem aus der DNA, die für das virale

Genom kodiert, wieder replikationsfähige Viren gewonnen werden können. Um dies

zu ermöglichen, werden bei den Negativstrangviren zusätzlich Expressionsplasmide

des Polymerasekomplexes benötigt. Die virale DNA, die in einem Plasmid in der

Antigenomform vorliegt, wird zusammen mit den Plasmiden des Polymerase-

komplexes in Zellen transfiziert. Da die Plasmide unter der Kontrolle des

Signalpeptid Ektodomäne Membrananker 
(M)

Cytoplasmatischer 
Abschnitt (T)

E2-G(MT) VSV G VSV GBVDV E2

(XhoI) 24

25 (Nhe I)
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T7-Promotors stehen, wird den Zellen entweder durch Infektion mit rekombinantem

Vacciniavirus die T7-RNA-Polymerase zur Verfügung gestellt (LAWSON et al., 1995;

WHELAN et al., 1995) oder man verwendet zur Transfektion BSR-T7/5-Zellen, die

stabil die T7-RNA-Polymerase exprimieren (BUCHHOLZ et al., 1999). Die

Expression viraler Gene findet bei diesem System im Cytoplasma der Zelle statt.

BSR-T7/5-Zellen wurden mit pVSV-E2-G(MT) und den Plasmiden pN, pP und pL

transfiziert (Abbildung 18) und für 48 h inkubiert (5.11.2). Die Zellen zeigten nach

diesem Zeitraum einen staken CPE. Der Überstand wurde abgenommen und die

Zelltrümmer durch Zentrifugation entfernt. Mit 1 ml des Transfektionsüberstandes

wurden am Vortag eingesäte BHK-21-Zellen infiziert und für 24 h inkubiert (5.2.2).

Der Zellrasen der VSV-E2-G(MT)-infizierten BHK-21-Zellen war am folgenden Tag zu

80 % zerstört. Der Überstand wurde abgenommen, zentrifugiert, zu 1 ml-Portionen

aliquotiert, mit flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80°C gelagert. Zur

Bestimmung des Virustiters wurde ein Plaquetest (5.3.2) durchgeführt. VSV-E2-

G(MT) besaß nach der 1. Passage einen Virustiter von 1 x 109 pfu/ml.

Abbildung 18: Schematische Darstellung des VSV-Rescues

VSV-E2-G(MT) N, P, L

nach 2 Tagen

vermehrungsfähige VS-Viren
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6.2.3 Kinetik der VSV-Vermehrung

Das Wachstumsverhalten von VSV-Elternvirus (VSV wt) und VSV-E2-G(MT) sollte

miteinander verglichen werden, da der Einbau von Fremdgenen das Wachstum von

rekombinanten Viren beeinflussen kann. So kann die Replikation durch das

Fremdgen verlangsamt sein oder das Virus wächst zu niedrigeren Titern. Es ist auch

möglich, dass das zusätzliche Gen dem Virus Vorteile bietet und es sich dadurch

z. B. schneller, zu höheren Titern oder in anderen Zelllinien/Wirten vermehren kann.

BHK-21-Zellen wurden mit VSV wt und VSV-E2-G(MT) infiziert. Nach 1, 4, 7, 10, 13

und 24 h wurden Proben des Zellkulturüberstandes genommen und titriert (5.4). Die

Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellt.

Abbildung 19: Kinetik der Virusvermehrung von VSV wt und VSV-E2-G(MT) in

BHK-21-Zellen

Den höchsten Virustiter erreichten sowohl VSV wt als auch VSV-E2-G(MT) nach

10 h. Auffällig ist, dass der Titer von VSV-E2-G(MT) ab diesem Zeitpunkt bis zu 24 h

nach Infektion fast konstant blieb, während der Titer von VSV wt nach 10 h wieder
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absank. Bei der mikroskopischen Betrachtung der infizierten Zellen war zu erkennen,

dass der CPE bei den mit VSV wt infizierten Zellen früher einsetzte (7 h nach

Infektion) als bei den Zellen, die mit VSV-E2-G(MT) infiziert wurden (10 h nach

Infektion). 24 h nach Infektion mit VSV wt waren alle Zellen vom Flaschenboden

abgelöst, während bei der Infektion mit VSV-E2-G(MT) noch ca. 30-40% der Zellen

angewachsen waren.

Der höchste Virustiter von VSV-E2-G(MT) in dieser Kinetik ist um ca. eine halbe

Logarithmusstufe höher gegenüber dem höchstem Virustiter von VSV wt.

Bis auf die geschilderten Ausnahmen waren keine signifikanten Unterschiede im

Wachstumsverhalten von VSV wt und VSV-E2-G(MT) zu beobachten.

6.2.4 Untersuchung der E2-G(MT)-Expression mit Hilfe von VSV als Vektor

6.2.4.1 Nachweis der Expression von E2-G(MT) im Zelllysat

Um die Expression der viralen Proteine von VSV wt und VSV-E2-G(MT) im Zelllysat

infizierter Zellen nachzuweisen (Abbildung 20), wurden BHK-21-Zellen mit einer

m.o.i. von 10 pfu/Zelle mit VSV wt und VSV-E2-G(MT) infiziert und für 7 h inkubiert

(5.2.2). Die Zellen wurden mit NP40-Lysispuffer behandelt (5.12.3), die Proteine in

einem SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose

geblottet. Zum Nachweis der VSV-Proteine N, P, M und G wurden reduzierende und

zum Nachweis von E2 nicht reduzierende Bedingungen gewählt. Die VSV-Proteine

wurden mit einem gegen VSV gerichteten polyklonalen Serum und E2-G(MT) mit

spezifischen monoklonalen Antikörpern nachgewiesen. Nach Inkubation mit Biotin-

gekoppelten Sekundärantikörpern und Streptavidin-Peroxidase wurden die

gesuchten Proteine mit Hilfe der Chemolumineszenz auf einem Röntgenfilm sichtbar

gemacht (5.12.6 - 5.12.8).
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Abbildung 20: Nachweis der Expression des N-, P-, M- und G-Proteins von VSV wt

und VSV-E2-G(MT) (A) und des E2-G(MT)-Proteins von VSV-E2-

G(MT) (B) im Zelllysat infizierter Zellen

In Abbildung 20 ist zu erkennen, dass es keine Unterschiede in der Expression der

VSV-Proteine N, P, M und G bei VSV wt und VSV-E2-G(MT) gab. Diese Proteine

waren sehr gut im Zelllysat infizierter Zellen zu detektieren.

Im Zelllysat VSV-E2-G(MT)-infizierter Zellen konnte eine starke Expression von E2-

G(MT) nachgewiesen werden, wobei sowohl die dimere als auch die monomere

Form vorkam. Die E2-G(MT)-Monomere bildeten eine Doppelbande, die vermutlich

durch unterschiedliche Glycosylierungsmuster verursacht wurde.

6.2.4.2 Nachweis der Expression und Lokalisation von E2-G(MT) mittels

Immunfluoreszenz

Mit Hilfe des Immunfluoreszenztests sollte die Expression und die Lokalisation von

E2-G(MT) untersucht werden. Zusätzlich wurde die Expression des G-Proteins von

VSV wt und VSV-E2-G(MT) vergleichend dargestellt (Abbildung 21 und Abbildung

22).
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BHK-21-Zellen wurden mit einer m.o.i von 10 pfu/Zelle mit VSV wt oder VSV-E2-

G(MT) infiziert und für 7 h inkubiert (5.2.2). Für den Antigen-Nachweis auf der

Zelloberfläche wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert. Die Fixation mit

Methanol/Aceton wurde für die intrazelluläre Immunfluoreszenz gewählt. Durch

spezifische Primärantikörper und FITC-gekoppelte Sekundärantikörper wurden die

gesuchten Proteine im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht (5.12.1).

Abbildung 21: Immunfluoreszenztest VSV wt-infizierter BHK-21-Zellen

Abbildung 21 zeigt eine starke Expression des G-Proteins an der Zelloberfläche bei

Zellen, die mit VSV wt infiziert worden waren (obere Bilder). Erwartungsgemäß

konnte kein E2-G(MT) bei VSV wt-infizierten Zellen detektiert werden (untere Bilder).

Zelloberfläche intrazellulär

Antikörper 
gegen E2

Antikörper
gegen VSV
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Abbildung 22: Immunfluoreszenztest VSV-E2-G(MT)-infizierter BHK-21-Zellen

Der Abbildung 22 ist zu entnehmen, dass bei VSV-E2-G(MT)-infizierten Zellen eine

starke E2-G(MT)-Expression an der Zelloberfläche nachweisbar war (untere Bilder).

Wie erwartet, wurde bei Infektion mit VSV-E2-G(MT) auch das G-Protein stark an der

Zelloberfläche infizierter Zellen exprimiert (obere Bilder).

6.2.4.3 Nachweis der Expression von E2-G(MT) mittels Oberflächenbiotiny-

lierung

Die Ergebnisse des Immunfluoreszenztests sollten mit Hilfe der Ober-

flächenbiotinylierung kontrolliert werden (Abbildung 23).

BHK-21-Zellen wurden mit einer m.o.i. von 10 pfu/Zelle mit VSV-E2-G(MT) infiziert

und für 7 h inkubiert (5.2.2). Die Oberflächenproteine der Zellen wurden biotinyliert,

die Zellen anschließend lysiert und das Zelllysat zentrifugiert. Die Proteine wurden

immunpräzipitiert (5.12.2), unter reduzierenden und nicht reduzierenden

Bedingungen mit Hilfe der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese aufgetrennt und auf

Zelloberfläche

E2

intrazellulär

Antikörper 
gegen E2

Antikörper
gegen VSV
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Nitrocellulose geblottet. Die Detektion der biotinylierten Proteine erfolgte mit

Streptavidin-Peroxidase durch Chemolumineszenz auf einem Röntgenfilm (5.12.6 -

5.12.8).

Abbildung 23: Oberflächenbiotinylierung VSV-E2-G(MT)-infizierter BHK-21-Zellen

zum Nachweis des an der Zelloberfläche exprimierten E2-G(MT). Auf

der linken Seite wurden die Proteine unter nicht reduzierenden

(-DTT) , auf der rechten Seite unter reduzierenden Bedingungen

(+DTT) aufgetrennt.

Die Ergebnisse des Immunfluoreszenztests bezüglich der Lokalisation der Proteine

wurden durch die Oberflächenbiotinylierung VSV-E2-G(MT)-infizierter Zellen

bestätigt. E2-G(MT) war auch mit diesem Nachweisverfahren gut an der

Zelloberfläche zu detektieren. Unter nicht reduzierenden Bedingungen war sowohl

die monomere als auch die dimere Form zu erkennen, während unter reduzierenden

Bedingungen durch Spaltung der Disulfidbrücken nur die E2-G(MT)-Monomere

ausgebildet waren.
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6.2.4.4 Nachweis der Integration von E2-G(MT)-Protein in Viruspartikel

Die vorangegangenen Untersuchungen haben gezeigt, dass E2-G(MT) mit Hilfe des

Vektors VSV stark exprimiert wurde. Ob E2-G(MT) auch in die VS-Viruspartikel

eingebaut wurde, sollte durch eine Virusreinigung und anschließenden Western Blot

untersucht werden (Abbildung 24). Zusätzlich sollten die Proteine N, P, M und G von

VSV wt und VSV-E2-G(MT) in den Viruspartikeln miteinander verglichen werden

(Abbildung 25).

BHK-21-Zellen wurden mit einer m.o.i. von 10 pfu/Zelle mit VSV wt oder VSV-E2-

G(MT) infiziert und Virus beim Erreichen eines starken CPEs geerntet (5.2.2). Nach

Entfernen der Zelltrümmer wurden VSV wt und VSV-E2-G(MT) durch

Ultrazentrifugation pelletiert, über einen Saccharosegradienten gereinigt und die

abgenommene Virusbande nochmals pelletiert (5.7). Zum Nachweis der viralen

Proteine wurden je 0,1 µg Protein von VSV wt und VSV-E2-G(MT) pro Spur auf ein

SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Proteine wurden unter reduzierenden und

nicht reduzierenden Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt und auf

Nitrocellulose geblottet. E2-G(MT) wurde mit spezifischen monoklonalen Antikörpern

detektiert, N-, P-, M- und G-Protein mit einem gegen VSV gerichteten polyklonalen

Serum nachgewiesen. Die Proteine wurden, nach Inkubation mit Biotin-gekoppelten

Sekundärantikörpern und Streptavidin-Peroxidase, mit Hilfe der Chemolumineszenz

auf einem Röntgenfilm sichtbar gemacht (5.12.6 - 5.12.8).
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Abbildung 24: Nachweis von E2-G(MT)-Protein in VSV-E2-G(MT)-Viruspartikeln. Im

Gel auf der linken Seite wurden die Proteine unter nicht

reduzierenden (-DTT), im Gel auf der rechten Seite unter

reduzierenden Bedingungen (+DTT) aufgetrennt.

Abbildung 24 zeigt, dass E2-G(MT)-Protein in die Viruspartikel von VSV-E2-G(MT)

eingebaut wurde. Dieses Protein war unter nicht reduzierenden Bedingungen als

Dimer im Virion nachweisbar, unter reduzierenden Bedingungen als Monomer.

Bei einer Coomassie-Färbung der VSV-E2-G(MT)-Proteine, die nicht so sensitiv wie

der immunchemische Nachweis ist, konnte E2-G(MT) nicht nachgewiesen werden

(Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser Ergebnisse nehmen wir an, dass die Menge

des eingebauten E2-G(MT)-Proteins in die VSV-E2-G(MT)-Virionen gering war.
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Abbildung 25: Nachweis von N-, P, M- und G-Protein in VSV wt- und VSV-E2-

G(MT)-Viruspartikeln

Abbildung 25 zeigt den Nachweis der Proteine N, P, M und G in den Virionen. Diese

Virusproteine waren in den Viruspartikeln von VSV wt und VSV-E2-G(MT) gut zu

detektieren. Es konnten keine Unterschiede hinsichtlich Größe oder

Expressionsstärke der untersuchten Proteine zwischen den beiden Viren festgestellt

werden.

6.2.5 Neutralisation von VSV wt und VSV-E2-G(MT) mit Antikörpern gegen

VSV und BVDV

Da E2-G(MT) in VSV-E2-G(MT)-Virionen eingebaut wurde, könnte es in diesen

funktionell aktiv sein. Möglicherweise vermittelt es Aufgaben bei der Anheftung des

Virus an die Zellmembran oder beim Einschleusen in die Zelle. Dieses könnte VSV-

E2-G(MT) Vorteile gegenüber VSV wt bieten. Um eine mögliche Funktion von E2-

G(MT) bei der Anheftung oder Einschleusung des Virus in die Zelle zu untersuchen,

wurden zwei Neutralisationstests durchgeführt, bei denen das gegen VSV gerichtete
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polyklonale Serum (Abbildung 26) oder zwei gegen BVDV gerichtete polyklonale

Seren verwendet wurden (Abbildung 27 und Abbildung 28). Ziel der Neutralisation

des gegen VSV gerichteten polyklonalen Serums war das G-Protein, während die

gegen BVDV gerichteten polyklonalen Seren das E2-Protein neutralisierten. Wenn

E2-G(MT) zur Infektion beitrüge, würde VSV-E2-G(MT) durch die neutralisierenden

Antikörper gegen das G- oder E2-Protein nicht so stark neutralisiert werden wie VSV

wt, da VSV-E2-G(MT) noch ein weiterer Infektionsweg (entweder über das G- oder

E2-G(MT)-Protein) zur Verfügung stände. Der Neutralisationstest wurde als

Plaqureduktionstest (PRT) durchgeführt (5.6.2).

Zu jeder Verdünnungsstufe einer Antikörperverdünnungsreihe wurden 50 pfu von

VSV wt oder VSV-E2-G(MT) gegeben. Beides wurde für 1 h bei 37°C inkubiert und

anschließend für die Infektion auf BHK-21-Zellen überführt. Nach einer weiteren

Inkubation für 1 h bei 37°C wurde der Zellrasen mit einem Seaplaque-Agarose-

Medium-Gemisch überschichtet. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit

Kristallviolett gefärbt und die Plaques ausgezählt.

Abbildung 26: Plaquereduktionstest von VSV wt und VSV-E2-G(MT) mit einem

gegen VSV gerichteten polyklonalen Serum
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In Abbildung 26 sind keine Unterschiede im Neutralisationsvermögen des gegen

VSV gerichteten polyklonalen Serums gegenüber VSV wt und VSV-E2-G(MT) zu

erkennen. Beide Viren wurden bis zu einer Antikörperverdünnung von 1:4000 zu

100% neutralisiert Erst ab einer Verdünnungsstufe von 1:8000 nahm das

Neutralisationvermögen des Serums gleichmäßig ab, bis bei einer Verdünnungsstufe

von 1:128000 keine neutralisierenden Eigenschaften mehr messbar waren. Dieser

Neutralisationstest gab keinen Hinweis darauf, dass eingebautes E2-G(MT) dem

rekombinanten Virus einen Vorteil bei der Einleitung der Infektion verschaffen

konnte.

Abbildung 27: Plaquereduktionstest von VSV wt, VSV-E2-G(MT) und BVDV mit

einem gegen BVDV gerichteten polyklonalen Serum vom Rind
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Abbildung 28: Plaquereduktionstest von VSV wt, VSV-E2-G(MT) und BVDV mit

einem gegen BVDV gerichteten polyklonalen Serum vom Schwein

In Abbildung 27 und Abbildung 28 sind keine signifikanten Unterschiede der

Neutralisation von VSV wt und VSV-E2-G(MT) durch die BVDV-neutralisierenden

Seren zu erkennen. Eine Neutralisation sowohl von VSV wt als auch von VSV-E2-

G(MT) durch beide Seren wurde in niedrigen Antikörperverdünnungsstufen (1:10-

1:320 beim Serum vom Rind bzw. 1:10-1:80 beim Serum vom Schwein) beobachtet.

Dieses Phänomen war jedoch bei beiden Viren ähnlich ausgebildet und in höheren

Verdünnungsstufen nicht mehr zu beobachten, so dass es sich dabei um keine E2-

spezifische, sondern höchstwahrscheinlich um eine unspezifische Reaktion handelte.

Deutlich ausgeprägt dagegen war die Neutralisation von BVDV durch die

polyklonalen Seren von Rind und Schwein, die in diesem Versuch als Positivkontrolle

dienten. Die Seren konnten bis zu einer Verdünnungsstufe von 1:160 bzw. 1:640 das

Virus zu 100% neutralisieren. Auch diese beiden Neutralisationstests gaben keinen

Hinweis darauf, dass eingebautes E2-G(MT) eine Infektion durch VSV-E2-G(MT)

begünstigte.
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6.2.6 Wachstumsverhalten von VSV wt und VSV-E2-G(MT) auf verschiedenen

Zelllinien

Das E2-Protein ist für den rezeptorvermittelten Eintritt von BVDV in die Wirtszelle

verantwortlich. Da E2-G(MT) in die VS-Virionen eingebaut wurde, könnte E2-G(MT)

den Eintritt der Viren in die Wirtszelle vermitteln oder zumindest unterstützen. Wäre

dieses der Fall, so könnten Unterschiede im Wachstumsverhalten von VSV wt und

VSV-E2-G(MT) auf unterschiedlichen Zelllinien zu beobachten sein. Um eventuelle

Unterschiede zwischen den beiden Viren zu untersuchen, wurden BHK-21-, FKN-

und MDBK-Zellen infiziert, wobei es sich bei den zwei letztgenannten um bovine

Zelllinien handelt, die eine Bindung von E2-G(MT) an den spezifischen BVDV-

Rezeptor begünstigen würden.

2 Millionen Zellen jeder Zelllinie wurden mit einer m.o.i. von 5 pfu/Zelle infiziert. Beim

Erreichen eines starken CPEs wurde Virus geerntet und bei –80°C eingefroren

(5.2.2). Die Proben wurden im Doppelansatz titriert (5.3.2).

Die Ergebnisse sind in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Wachstumstumsverhalten von VSV wt und VSV-E2-G(MT) auf

verschiedenen Zellinien. Der Virustiter ist in pfu/ml angegeben.

BHK-21 FKN MDBK

VSV wt 1,5 x 108 5,5 x 105 1,3 x 107

VSV-E2-G(MT) 2,5 x 108 1,8 x 105 3,8 x 105

Es war keine Tendenz zu einem bevorzugten Wachstum von VSV-E2-G(MT) auf den

bovinen Zelllinien gegenüber dem VSV wt zu beobachten. Sowohl VSV wt als auch

VSV-E2-G(MT) zeigten die höchsten Virustiter bei einer Infektion von BHK-21-Zellen,

wobei Titer von bis zu 2,5 x 108 erreicht wurden.

Dieser Versuch gab keinen Hinweis darauf, dass in VSV-E2-G(MT) eingebautes E2-

G(MT)-Protein die Infektion durch dieses Virus begünstigen würde.
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6.2.7 Stabiler Einbau des E2-G(MT)-Gens in das VSV-Genom

Da bei rekombinanten Viren die Möglichkeit besteht, dass zusätzlich eingebaute

Fremdgene nach mehreren Passagen aus dem Genom eliminiert werden, sollte

überprüft werden, ob das E2-G(MT)-Gen stabil in das VSV-E2-G(MT)-Genom

integriert war.

Es wurden 10 aufeinanderfolgende Viruspassagen auf BHK-21-Zellen durchgeführt,

die Überstände in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80°C gelagert. BHK-21-

Zellen auf Deckgläsern wurden mit diesen Überständen infiziert und ein

Immunfluoreszenztest durchgeführt, bei dem E2-G(MT) nachgewiesen wurde (5.12.1

und 6.2.4.2).

VSV-E2-G(MT) aller 10 Passagen zeigte eine starke Expression von E2-G(MT) im

Immunfluoreszenztest. Es konnten keine Unterschiede in der Expressionsstärke

beobachtet werden. Da auch bei allen weiteren Arbeiten mit diesem Virus E2-G(MT)

exprimiert wurde, haben wir keinerlei Hinweise, die gegen eine stabile Integration

des E2-G(MT)-Gens in das Virusgenom sprechen.
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6.3 Einbau und Untersuchung chimärer E2-Proteine in den viralen

Vektor BRSV

Aufgrund der unterschiedlichen Wachstumseigenschaften ist es wesentlich

einfacher, rekombinantes VSV zu erzeugen als rekombinantes BRSV. Das BRSV-

System bietet bei einer E2-Expression aber die Möglichkeit, ein Impfvirus gegen zwei

Infektionskrankheiten zu erstellen, gegen BRSV-bedingte Atemwegserkrankungen

und gegen BVD/MD.

6.3.1 Herstellung einer Klonierungskassette für das BRSV-Antigenom

Die E2-Gene E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A und E2(MTdel) sollten als zusätzliches

Gen an erster Position in das BRSV-Antigenom eingefügt werden. Dazu wurde eine

Klonierungskassette erstellt (5.10.5 u. Abbildung 29), die über die NotI-Schnittstelle

vor dem NS1-Gen in das BRSV-Antigenom integriert wurde (Abbildung 30).

Da die einzelnen E2-Gene als zusätzliches Gen vor dem NS1-Gen in das BRSV-

Antigenom integriert werden sollten, musste die Kassette neben den Schnittstellen

auch die regulatorischen Sequenzen für ein weiteres Gen erhalten, nämlich einen

zusätzlichen intergenischen Bereich, einen nicht translatierten Bereich, ein Gen-

Start- und ein Gen-Stop-Signal.

Zur Erstellung der Klonierungskassette wurde gfp als Fremdgen verwendet, da eine

spätere Selektion über das fluoreszierende Protein erleichtert wurde. Die Kassette

wurde zuerst in Form von zwei einzelnen Fragmenten erstellt, die mit Hilfe der Primer

Nr. 26, 27, 28 und 29 amplifiziert wurden. Die beiden einzelnen Fragmente wurden

miteinander hybridisiert und mit den Primern Nr. 26 und 29 amplifiziert (5.10.5 und

Abbildung 29).
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Abbildung 29: Schematische Darstellung der BRSV-Klonierungskassette

Die Pfeile mit den dazugehörigen Nummern kennzeichnen die Primer

(Tabelle 4), die zur Amplifikation der beiden Fragmente der

Klonierungskassette genutzt wurden.

Die Kassette wurde in den Vektor pcR2.1 kloniert und in diesem sequenziert.

Anschließend wurde sie aus dem Vektor mit NotI herausgeschnitten und über die

NotI-Schnittstelle in das BRSV-Antigenom eingefügt. Die Sequenz des

Übergangsbereich zwischen Klonierungskassette und BRSV-Antigenom wurde durch

eine weitere Sequenzierung bestätigt.

Durch Einfügen der Klonierungskassette in das BRSV-Antigenom wurden spätere

Arbeitsschritte erleichtert, weil die E2-Gene über die Schnittstellen ClaI und XhoI

gerichtet einkloniert werden konnten.
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Abbildung 30: Einbau der Klonierungskassette in das BRSV-Antigenom

Die neu einklonierten Restriktionsschnittstellen und Sequenzen sind

grau unterlegt.

6.3.2 Integration chimärer E2-Gene in das BRSV-Antigenom

Die Konstrukte E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A und E2(MTdel) sollten in die

Klonierungskassette innerhalb des BRSV-Antigenoms integriert und durch den

nachfolgenden Rescue vermehrungsfähige BRS-Viren gewonnen werden, welche

die chimären E2-Proteine exprimieren.

Diese vier chimären E2-Proteine wurden gewählt, da bei einer Expression durch den

viralen Vektor BRSV für sie eine unterschiedliche Lokalisation in der Zelle erwartet

wurde. Die unterschiedliche Lokalisation der E2-Proteine kann bei einer späteren

Immunisierung von Rindern Unterschiede in der Stärke der Immunantwort gegen das

jeweilige E2-Protein hervorrufen.
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Aufgrund der Untersuchungen zur Expression und Lokalisation der E2-Proteine mit

dem Plasmidvektor pTM1 (6.1.2) wurde bei einer Expression der Proteine durch

BRSV für E2 eine intrazelluläre Lokalisation im ER erwartet, während E2-G(MT) auf

der Zelloberfläche lokalisiert sein sollte. Für E2(MTdel) wurde angenommen, dass es

in den Zellkulturüberstand sezerniert wird.

Das Konstrukt E2-G(MT)Y/A wurde erst für die Arbeiten mit dem Vektor BRSV

erstellt (Abbildung 31). E2-G(MT)Y/A unterscheidet sich von E2-G(MT) durch eine

Punktmutation im cytoplasmatischen Abschnitt des G-Proteins, bei der Tyrosin

(Position 501 im G-Gen) gegen Alanin ausgetauscht wurde. Die Punktmutation führt

bei dem G-Protein in polarisierten Epithelzellen zu einem veränderten Transport: G-

Protein wird anstatt zur basolateralen Seite der Plasmamembran zu 70% zur

apikalen Seite transportiert (ZIMMER et al., 2002b). Durch Einführung der Punkt-

mutation in E2-G(MT) könnte auch das chimäre E2-Protein zur apikalen Seite der

Plasmamembran transportiert werden. Mit diesen rekombinanten Viren sollte sich

überprüfen lassen, welche Lokalisation des E2-Proteins die effizienteste

Immunisierung zur Folge hat.

Für die Klonierung wurde das G-Gen mit der Punktmutation Y/A (G-Y/A) von Herrn

Zimmer zur Verfügung gestellt und unter Verwendung der Primer Nr. 3, 5, 6 und 7

die zwei Anteile des Konstrukts amplifiziert, miteinander hybridisiert und in den

Vektor pTM1 ligiert. Nach Selektion positiver Klone wurde die Plasmid-DNA vermehrt

und das Konstrukt in diesem Vektor sequenziert.

Abbildung 31: Klonierung von E2-G(MT)Y/A mit den verwendeten Primern, die als

Pfeile mit den entsprechenden Nummern (Tabelle 4) dargestellt sind.

E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A und E2(MTdel) wurden im Vorfeld in den Vektor pTM1

kloniert und, mit Ausnahme von E2-G(MT)Y/A, mit Hilfe dieses Vektors untersucht (s.

E2-G(MT)Y/A VSV-G VSV-GBVDV-E2
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6.1.1 und 6.1.2). Um sie jedoch in die Klonierungskassette einfügen zu können,

mussten sie mit dem sense-Primer Nr. 30 und den entsprechenden anti-sense-

Primern umkloniert werden, damit die Konstrukte an ihrem 5‘-Ende eine ClaI-

Schnittstelle erhielten (Abbildung 32).

Abbildung 32: Umklonieren der E2-Konstrukte E2, E2-G(MT) und E2(MTdel) zum

Einfügen in die BRSV-Klonierungskassette

Die verwendeten Primer sind als Pfeile mit den entsprechenden

Nummern (Tabelle 4) dargestellt.

Diese vier E2-Konstrukte konnten nun über die ClaI- und XhoI-Schnittstelle gerichtet

in das BRSV-Antigenom einkloniert (Abbildung 33) und in diesem, zur Überprüfung

der richtigen Sequenz der E2-Gene und des Übergangsbereiches zum Vektor,

sequenziert werden.
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Abbildung 33: Einbau der E2-Gene in das BRSV-Antigenom

6.3.3 BRSV-Rescue

Das Prinzip des BRSV-Rescues (Abbildung 34) ist mit dem des VSV-Rescues

vergleichbar und dem Abschnitt 6.2.2 zu entnehmen.

BSR-T7/5-Zellen wurden mit pBRSV-E2, pBRSV-E2-G(MT), pBRSV-E2-G(MT)Y/A

bzw. pBRSV-E2(MTdel) und den Plasmiden pN, pP,pM2 und pL transfiziert und für

48-72 h inkubiert (5.11.3).

Die transfizierten Zellen wurden im Verhältnis 1:3 passagiert, welches nach 3-4

Tagen wiederholt wurde. Die abgelösten Zellen wurden auf Deckgläsern ausgesät

und für weitere 2 Tage inkubiert. Um zu erkennen, ob der Rescue erfolgreich war,

wurde E2-Protein mit Hilfe des Immunfluoreszenztests nachgewiesen (5.12.1). Wenn

der Immunfluoreszenztest negativ ausfiel, wurden die Zellen zwei weitere Male

passagiert und jedes Mal wurde das Ergebnis mit Hilfe der Immunfluoreszenz

kontrolliert. Lag dreimal ein negatives Ergebnis vor, so wurde der Ansatz verworfen.

Der Zellkulturüberstand eines positiven Rescues wurde zur Infektion von FKN- oder

Vero-Zellen genutzt, auf denen Virus 2-5 x passagiert wurde, bis zum Erreichen

eines Titers von mindestens 1 x 105 pfu/ml.
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Abbildung 34: Schematische Darstellung des BRSV-Rescues

6.3.4 Kinetik der BRSV-Vermehrung

Das Wachstumsverhalten von BRSV wt, BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-

G(MT)Y/A, BRSV-E2(MTdel) und BRSV-gfp sollte miteinander verglichen werden, da

der Einbau von Fremdgenen das Wachstum von rekombinanten Viren beeinflussen

kann. Zusätzlich zu BRSV wt und den BRS-Viren, die E2-Gene tragen, wurde auch

BRSV-gfp mit in diese Untersuchung einbezogen. Es sollte als Vergleich für die E2-

tragenden BRS-Viren dienen, da es auch Träger eines Fremdgens ist. Würde es

z. B. zu einer verlangsamten Vermehrung der E2-tragenden BRS-Viren und des

BRSV wt
BRSV-gfp
BRSV-E2
BRSV-E2-G(MT)
BRSV-E2-G(MT)Y/A
BRSV-E2(MTdel) N, P, M2,  L
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BRSV-gfp kommen, so wäre dieser Effekt durch das Vorhandensein eines

Fremdgens bedingt und nicht spezifisch durch das E2-Gen hervorgerufen worden.

Vero-Zellen wurden mit BRSV wt, BRSV-gfp, BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-

G(MT)Y/A und BRSV-E2(MTdel) infiziert. Nach 24, 48, 72, 96, 120 und 144 h wurden

Proben des Zellkulturüberstandes genommen und titriert (5.5). Die Ergebnisse sind

in Abbildung 35 in dargestellt.

Abbildung 35: Kinetik der BRSV-Vermehrung in Vero-Zellen

Die höchsten Virustiter wurden von BRSV wt und BRSV-gfp 72 h nach Infektion

erreicht, während sie bei den E2-tragenden BRS-Viren erst nach 96 h erreicht

wurden. Auffällig ist, dass die Titer von BRSV wt und BRSV-gfp nach 72 h deutlich

absanken und nach 144 h keine infektiösen Viren mehr nachweisbar waren. Im

Gegensatz dazu blieben die Virustiter von BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-

G(MT)Y/A und BRSV-E2(MTdel) stabiler, so dass nach 144 h noch ein Titer von

mindestens 10³ pfu/ml vorhanden war. Bei der mikroskopischen Betrachtung der
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Zellen war zu erkennen, dass der CPE bei BRSV wt- und BRSV-gfp-infizierten Zellen

nach 48 h mittelgradig ausgeprägt war, und es nach 120 h zu einer vollständigen

Zerstörung des Zellrasens kam. Der CPE setzte bei E2-tragenden BRS-Viren auch

nach 48 h ein, war zu diesem Zeipunkt jedoch nur geringgradig ausgeprägt und der

Zellrasen war erst nach 144 h vollständig zerstört.

Der höchste Virustiter von BRSV wt und BRSV-gfp war in Abbildung 35 auf der

logarithmischen Skala um ca. eine Stufe niedriger als die höchsten Titer der E2-

tragenden BRS-Viren.

Bis auf die geschilderten Ausnahmen waren keine signifikanten Unterschiede im

Wachstumsverhalten von BRSV wt, BRSV-gfp, BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-

E2-G(MT)Y/A und BRSV-E2(MTdel) zu beobachten.

6.3.5 Untersuchung der Expression chimärer E2-Proteine mit Hilfe von BRSV

als Vektor

6.3.5.1 Nachweis der Expression der E2-Proteine im Zelllysat

Um die Expression des E2- und F-Proteins von BRSV wt, BRSV-E2, BRSV-E2-

G(MT), BRSV-E2-G(MT)Y/A und BRSV-E2(MTdel) nachzuweisen (Abbildung 36),

wurden Vero-Zellen mit einer m.o.i. von 0,1 pfu/Zelle infiziert und für 48 h inkubiert

(5.2.3). Die Zellen wurden mit NP40-Lysispuffer behandelt (5.12.3), die Proteine in

einem SDS-Polyacrylamidgel unter nicht reduzierenden Bedingungen elektro-

phoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet. Die E2-Proteine und das F-

Proteine wurden mit spezifischen monoklonalen Primärantikörpern gefärbt. Nach

Inkubation mit Biotin-gekoppelten Sekundärantikörpern und Streptavidin-Peroxidase

wurden die gesuchten Proteine durch Chemolumineszenz mit einem Chemi Imager

sichtbar gemacht (5.12.6 - 5.12.8).
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Abbildung 36: Nachweis der Expression der E2- und F-Proteine von BRSV-E2,

BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-G(MT)Y/A, BRSV-E2(MTdel) und BRSV

wt im Zelllysat infizierter Vero-Zellen. E2 und E2(MTdel) wurden drei-

bzw. sechsmal länger belichtet im Vergleich zu E2-G(MT) und E2-

G(MT)Y/A.

Bei einer Infektion mit BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-G(MT)Y/A und BRSV-

E2(MTdel) konnten im Zelllysat infizierter Zellen die entsprechenden E2-Proteine

nachgewiesen werden, wobei sowohl die dimeren als auch die monomeren Formen

vorkamen. Unterschiede waren in der Stärke der E2-Banden zu beobachten. E2-

G(MT) und E2-G(MT)Y/A waren sehr gut zu detektieren. Um die E2- bzw. E2(MTdel)-

Banden in ihrer vorhandenen Ausprägung zu erhalten, musste die Belichtungszeit
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verdreifacht bzw. versechsfacht werden im Verhältnis zu E2-G(MT) und E2-

G(MT)Y/A.

In der Abbildung 36 ist zu erkennen, dass es keine Unterschiede in der Expression

des F-Proteins bei allen untersuchten BRS-Viren gab. Dieses Protein war im Zelllysat

infizierter Zellen in seiner trimeren Form gut nachzuweisen.

6.3.5.2 Nachweis der Expression und Lokalisation der E2-Proteine mittels

Immunfluoreszenz

Mit Hilfe des Immunfluoreszenztests sollte neben der Expression auch die

Lokalisation von E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A und E2(MTdel) nach Infektion von

Vero-Zellen untersucht werden (Abbildung 37). Zusätzlich wurde die Expression des

F-Proteins für BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-G(MT)Y/A, BRSV-E2(MTdel)

und BRSV wt vergleichend dargestellt (Abbildung 38).

Vero-Zellen wurden mit einer m.o.i. von 0,1 pfu/Zelle mit BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT),

BRSV-E2-G(MT)Y/A, BRSV-E2(MTdel) oder BRSV wt infiziert und für 48 h inkubiert

(5.2.3). Für den intrazellulären Antigennachweis wurden die Zellen mit

Methanol/Aceton fixiert. Um Antigen auf der Zelloberfläche sichtbar zu machen,

erfolgte eine Fixation mit Paraformaldehyd. Die gesuchten Proteine wurden durch

spezifische Primärantikörper und FITC-gekoppelte Sekundärantikörper im

Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht (5.12.1).
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Abbildung 37: Oberflächen- und intrazelluläre Immunfluoreszenz infizierter Vero-

Zellen (Nachweis von E2-Protein)

BRSV-E2-G(MT)

Zelloberfläche intrazellulär

BRSV wt

BRSV-E2-G(MT)Y/A

BRSV-E2(MTdel)

BRSV-E2
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Abbildung 37 zeigt eine starke Expression von E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A an der

Zelloberfläche bei BRSV-E2-G(MT)- bzw. BRSV-E2-G(MT)Y/A-infizierten Zellen. E2

und E2(MTdel) wurden nicht an der Oberfläche BRSV-E2- bzw. BRSV-E2(MTdel)-

infizierter Zellen exprimiert. Intrazellulär war bei allen E2-tragenden BRS-Viren eine

starke E2-Expression nachweisbar.

Abbildung 38: Oberflächenimmunfluoreszenz infizierter Vero-Zellen (Nachweis von

F-Protein)

In Abbildung 38 ist eine starke Expression des F-Proteins an der Zelloberfläche bei

Vero-Zellen zu erkennen, die mit BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-G(MT)Y/A

und BRSV-E2(MTdel) oder BRSV wt infiziert worden waren.

BRSV-E2-G(MT)

BRSV wt

BRSV-E2-G(MT)Y/A

BRSV-E2(MTdel)

BRSV-E2
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6.3.5.3 Nachweis der Expression der E2-Proteine mittels Oberflächen-

biotinylierung

Durch die Oberflächenbiotinylierung sollten die Ergebnisse des Immun-

fluoreszenztests überprüft werden.

Um die E2-Proteine (Abbildung 39) bzw. das F-Protein (Abbildung 40)

nachzuweisen, wurden Vero-Zellen mit BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-

G(MT)Y/A, BRSV-E2(MTdel) und BRSV wt mit einer m.o.i. von 0,1 pfu/Zelle infiziert

und für 48 h inkubiert (5.2.3). Die Oberflächenproteine der Zellen wurden biotinyliert

und die Zellen lysiert. Die gesuchten Proteine wurden immunpräzipitiert (5.12.5) und

anschließend unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen mit Hilfe

der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese aufgetrennt und auf Nitrocellulose

geblottet. Die Detektion der biotinylierten Proteine erfolgte mit Streptavidin-

Peroxidase und nachfolgender Substratzugabe mittels Chemolumineszenz (5.12.6 -

5.12.8).

Abbildung 39: Oberflächenbiotinylierung BRSV-infizierter Vero-Zellen mit an-

schließender Immunpräzipitation von E2-Protein. In dem oberen Gel

wurden die Proteine unter nicht reduzierenden (-DTT), im unteren

Gel unter reduzierenden Bedingungen (+DTT) aufgetrennt.
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Abbildung 39 zeigt, dass die Ergebnisse des Immunfluoreszenztests bezüglich der

Lokalisation der Proteine durch die Oberflächenbiotinylierung bestätigt wurden. E2-

G(MT) und E2-G(MT)Y/A waren auch mit diesem Nachweisverfahren gut an der

Zelloberfläche infizierter Zellen zu detektieren. Unter nicht reduzierenden

Bedingungen waren die dimeren Formen des E2-Proteins zu erkennen (oberer Blot),

während unter reduzierenden Bedingungen (unterer Blot) durch Spaltung der

Disulfidbrücken nur die E2-Monomere ausgebildet waren. E2 und E2(MTdel) waren

nicht an der Oberfläche infizierter Zellen nachweisbar.

Abbildung 40: Oberflächenbiotinylierung BRSV-infizierter Vero-Zellen mit an-

schließender Immunpräzipitation von F-Protein

Wie in Abbildung 40 zu erkennen ist, war das F-Protein bei Infektion mit BRSV-E2,

BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-G(MT)Y/A, BRSV-E2(MTdel) oder BRSV wt an der

Zelloberfläche infizierter Vero-Zellen nachweisbar. Die Intensität des Signals war bei

BRSV wt-infizierten Zellen deutlich stärker als bei den übrigen Viren. Die Ursache für

diese unterschiedliche Ausprägung ist nicht klar.

6.3.5.4 Gerichteter Transport von E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A in polarisierten

Zellen

Aus früheren Untersuchungen zum Transport des VSV-G-Proteins in polarisierten

Epithelzellen ist bekannt, dass dieses Protein zur basolateralen Seite der

Cytoplasmamembran transportiert wird. E2-G(MT)Y/A unterscheidet sich von E2-

G(MT) durch eine Punktmutation im cytoplasmatischen Abschnitt des G-Proteins, bei
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der Tyrosin (Position 501 im G-Gen) gegen Alanin ausgetauscht wurde. Die

Punktmutation führt beim G-Protein in polarisierten Epithelzellen zu einem

veränderten Transport: G-Protein wird anstatt zur basolateralen Seite der

Plasmamembran zu 70% zur apikalen Seite transportiert (ZIMMER et al., 2002b).

Es sollte untersucht werden, ob E2-G(MT)Y/A in BRSV-E2-G(MT)Y/A-infizierten

Zellen an der apikalen oder basolateralen Seite der Plasmamembran exprimiert wird.

FKN-, HBE- und MDCKII-Zellen wurden auf Deckgläsern ausgesät und für 2 Tage

inkubiert, damit die Zellen im Zellverband eine polarisierte Organisationsform

einnehmen konnten. Die Zellen wurden mit BRSV-E2-G(MT) oder BRSV-E2-

G(MT)Y/A mit einer m.o.i. von 0,1 pfu/Zelle infiziert und für weitere 2 Tage inkubiert

(5.2.3). E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A wurden durch Färbung mit spezifischen

monoklonalen Primärantikörpern und FITC-gekoppelten Sekundärantikörpern im

Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht (5.12.1).

Bei FKN-Zellen lag das gleiche Verteilungsmuster für E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A

an der Zelloberfläche infizierter Zellen vor. Da diese Zellen nicht als polarisiert

beschrieben sind, gehen wir davon aus, dass sie im geschlossenen Zellrasen keine

polarisierte Organisationsform angenommen haben.

Die 16HBE14o--Zellen waren nur sehr ineffizient mit BRSV-E2-G(MT) und BRSV-E2-

G(MT)Y/A zu infizieren, so dass keine Aussage über das Verteilungsmuster von E2-

G(MT) und E2-G(MT)Y/A getroffen werden kann.

MDCKII-Zellen ließen sich mäßig mit BRSV-E2-G(MT) und BRSV-E2-G(MT)Y/A

infizieren, jedoch lösten sich diese Zellen bei der Färbung für den Immun-

fluoreszenztest von den Dechgläsern ab.

Da uns bislang keine geeignete Zelllinie zur Verfügung steht, kann keine Aussage

getroffen werden, ob E2-G(MT) an der basolateralen und E2-G(MT)Y/A an der

apikalen Seite der Cytoplasmamembran infizierter Zellen exprimiert werden.

6.3.5.5 Immunpräzipitation löslicher E2-Proteine aus dem Zellkulturüberstand

infizierter Zellen

Mit Hilfe der Immunpräzipitation sollten, soweit vorhanden, lösliche E2-Proteine aus

dem Zellkulturüberstand BRSV-infizierter Zellen nachgewiesen werden (Abbildung
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41). Frühere Untersuchungen mit rekombinanten Baculoviren haben gezeigt, dass

E2-Protein ohne seine Transmembranregion in den Zellkulturüberstand infizierter

Zellen sezerniert wird (HULST et al., 1993; BOLIN u. RIDPATH, 1996). Nach

Expression von E2(MTdel) mit dem Plasmidvektor pTM1 konnte es aus dem

Zellkulturüberstand transfizierter Zellen isoliert werden (s. 6.1.2.5). Diese

Untersuchung auf E2-Sekretion war im Vorfeld jedoch nicht mit den Proteinen E2,

E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A mit Hilfe von pTM1 durchgeführt worden.

Vero-Zellen wurden mit einer m.o.i. von 0,1 pfu/Zelle infiziert, das Medium am

folgenden Tag gewechselt (5.2.3) und 48 h nach Infektion der Zellkulturüberstand

abgenommen. Die Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation entfernt. Lösliches E2

wurde immunpräzipitiert (5.12.5), unter nicht reduzierenden Bedingungen mit Hilfe

der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese aufgetrennt und auf Nitrocellulose

geblottet. Die E2-Proteine wurden mit spezifischen monoklonalen Primärantikörpern

gefärbt. Nach Inkubation mit Biotin-gekoppelten Sekundärantikörpern und

Streptavidin-Peroxidase wurden die gesuchten Proteine durch Chemolumineszenz

mit einem Chemi Imager sichtbar gemacht (5.12.6 - 5.12.8).

Abbildung 41: Immunpräzipitation löslicher E2-Proteine aus Zellkulturüberstand

infizierter Vero-Zellen

Abbildung 41 zeigt das Ergebnis der Immunpräzipitation: Die Proteine E2, E2-G(MT)

und E2-G(MT)Y/A konnten aus dem Zellkulturüberstand infizierter Zellen isoliert
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werden, jedoch nicht, wie ursprünglich erwartet, das Protein E2(MTdel). Da dieses

Ergebnis überraschend war, wurde die Immunpräzipitation auch 1 bzw. 3 Tage nach

Infektion durchgeführt. Einen Tag nach Infektion konnte keines der untersuchten

Proteine nachgewiesen werden. Bei der Immunpräzipitation 3 Tage nach Infektion

waren auch E2, E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A, nachweisbar. Mögliche Ursachen für

dieses Ergebnis werden in dem Abschnitt 7.3.2 in der Diskussion erörtert.

In der Abbildung 41 sind im hochmolekularen Bereich zusätzlich die Antikörper-

Banden der Immunpräzipitation bei allen Proben zu erkennen, die im Western Blot

durch die Sekundärantikörper erkannt und angefärbt wurden.

6.3.6 Nachweis der Integration chimärer E2-Proteine in die Viruspartikel

Die vorangegangenen Untersuchungen haben gezeigt, dass E2, E2-G(MT), E2-

G(MT)Y/A und E2(MTdel) mit Hilfe des viralen Vektors BRSV stark exprimiert

wurden. Ob die E2-Proteine auch in die Viruspartikel eingebaut wurden, sollte durch

eine Virusreinigung mit anschließendem Western Blot untersucht werden (Abbildung

42). Zusätzlich sollte das F-Protein der BRS-Viruspartikel dargestellt werden

(Abbildung 43).

FKN-Zellen wurden mit einer m.o.i. von 0,1 pfu/Zelle infiziert und nach Erreichen

eines starken CPEs wurde Virus geerntet (5.2.3). Nach Entfernen der Zelltrümmer

durch Zentrifugation wurden die Viruspartikel mittels Ultrazentrifugation durch ein

Saccharosekissen sedimentiert. Das Pellet wurde in PBSM aufgenommen (5.7), die

Proteine in einem SDS-Polyacrylamidgel unter nicht reduzierenden Bedingungen

aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet. Die E2- und F-Proteine wurden mit

spezifischen monoklonalen Primärantikörpern gefärbt. Nach Inkubation mit Biotin-

gekoppelten Sekundärantikörpern und Streptavidin-Peroxidase wurden die

gesuchten Proteine durch Chemolumineszenz mit einem Chemi Imager sichtbar

gemacht (5.12.6 - 5.12.8).
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Abbildung 42: Nachweis der E2-Proteine von BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-

E2-G(MT)Y/A und BRSV-E2(MTdel) in Viruspartikeln. E2 und

E2(MTdel) wurden sechsmal länger belichtet im Vergleich zu E2-

G(MT) und E2-G(MT)Y/A.

Der Abbildung 42 ist zu entnehmen, dass die Proteine E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A

und E2(MTdel) nach einer Virusreinigung im Western Blot nachweisbar waren. Am

stärksten stellten sich die Banden von E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A dar, so dass ihre

Belichtungszeit 6 mal kürzer war gegenüber der von E2 und E2(MTdel). E2-G(MT)

und E2-G(MT)Y/A kamen sowohl in der monomeren als auch in der dimeren Form

vor. Die Banden von E2 und E2(MTdel) waren deutlich schwächer ausgeprägt. E2

konnte nur in der dimeren und E2(MTdel) nur in der monomeren Form im Anschluss

an die Virusreinigung nachgewiesen werden.

Nach der Virusreinigung über ein Saccharosekissen kann jedoch nicht abschließend

beurteilt werden, ob die E2-Proteine fest in die Virusmembran der Virionen integriert

oder nur locker mit den Viruspartikeln assoziiert waren.
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Abbildung 43: Nachweis des F-Proteins von BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-

E2-G(MT)Y/A, BRSV-E2(MTdel) und BRSV wt in Viruspartikeln

Abbildung 43 zeigt, dass bei den untersuchten BRS-Viren sowohl die monomere als

auch die trimere Form des F-Proteins im Viruspartikel nachzuweisen war. Das Signal

war am stärksten bei BRSV-E2 und BRSV-E2-G(MT) ausgeprägt. Die Ursache

hierfür ist nicht abschließend geklärt. Eventuell waren in diesen Proben der

Virusreinigung mehr Viruspartikel vorhanden als bei BRSV-E2-G(MT)Y/A, BRSV-

E2(MTdel) und BRSV wt.

6.3.7 Neutralisation der BRS-Viren mit Antikörpern gegen BRSV und BVDV

Da die E2-Proteine in die Virionen eingebaut wurden oder zumindest eine

Assoziation mit diesen eingingen, könnten sie in den Virionen auch funktionell aktiv

sein. Möglicherweise könnten die E2-Proteine Aufgaben bei der Anheftung der Viren

an die Zellmembran oder beim Einschleusen in die Zelle übernehmen. Dies könnte

den E2-tragenden BRS-Viren Vorteile gegenüber dem Wildtyp bieten. Um einen

möglichen Beitrag von E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A und E2(MTdel) bei der

Anheftung oder Einschleusung der Viren in die Zelle zu untersuchen, wurden zwei

Neutralisationstests durchgeführt, bei denen ein gegen BRSV gerichteter

monoklonaler Antikörper (Nr. 4) (Abbildung 44) oder ein gegen BVDV gerichtetes

polyklonales Serum vom Schwein verwendet wurden (Abbildung 45). Ziel des
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monoklonalen Antikörpers gegen BRSV ist das F-Protein, während das polyklonale

Serum gegen BVDV das E2-Protein neutralisiert. Wenn die E2-Proteine in die

Virionen eingebaut würden und zur Infektion beitrügen, würden die E2-tragenden

BRS-Viren durch die neutralisierenden Antikörper gegen das F- oder E2-Protein nicht

so stark neutralisiert werden wie BRSV wt, da ihnen noch ein weiterer Infektionsweg

(entweder über das F- oder die E2-Proteine) zur Verfügung stände. Der

Neutralisationstest wurde als Plaqureduktionstest (PRT) durchgeführt (5.6.3).

Zu jeder Verdünnungsstufe einer Antikörperverdünnungsreihe wurden 100 pfu von

BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-G(MT)Y/A, BRSV-E2(MTdel) oder BRSV wt

gegeben. Beides wurde für 45 min bei 37°C inkubiert und anschließend für die

Infektion auf Vero-Zellen überführt. Im Anschluss an eine weitere Inkubation von 3 h

bei 37°C wurde der Zellrasen mit Methylcellulose überschichtet. Nach drei Tagen

wurden die infizierten Zellen mit Antikörpern gefärbt und die Plaques ausgezählt.

Abbildung 44: Plaquereduktionstest von BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-

G(MT)Y/A, BRSV-E2(MTdel) oder BRSV wt mit einem gegen BRSV

gerichteten monoklonlen Antikörper (Nr. 4)

PRT mit einem monoklonalen Antikörper 
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In Abbildung 44 sind keine Unterschiede im Neutralisationsvermögen des

monoklonalen Antikörpers gegenüber BRSV wt, BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-

E2-G(MT)Y/A und BRSV-E2(MTdel) zu erkennen. Die Viren wurden bis zu einer

Antikörperverdünnung von 1:400 zu 100% neutralisiert. Erst ab einer

Verdünnungsstufe von 1:800 nahm das Neutralisationvermögen des Antikörpers

Nr. 4 gleichmäßig ab, bis bei einer Verdünnungsstufe von 1:1638400 keine

neutralisierenden Eigenschaften mehr messbar waren. Dieser Neutralisationstest

gab keinen Hinweis darauf, dass eventuell eingebautes E2-Protein den Viren einen

Vorteil bei der Einleitung einer Infektion verschaffen konnte.

Abbildung 45: Plaquereduktionstest von BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-

G(MT)Y/A, BRSV-E2(MTdel) BRSV wt und BVDV mit einem gegen

BVDV gerichteten polyklonlen Serum vom Schwein

In Abbildung 45 sind keine Unterschiede in der Neutralisation von BRSV wt zu den

E2-tragenden BRS-Viren durch das BVDV-neutralisierende Serum zu erkennen.
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Diese Viren wurden durch das polyklonale Serum gegen BVDV nicht in ihrer

Infektiösität gehemmt. Der Neutralisationstest von BVDV sollte in diesem Versuch als

Positivkontrolle dienen. Die Neutralisation von BVDV durch das polyklonale Serum

von Schwein war deutlich ausgeprägt. Die Seren haben bis zu einer

Verdünnungsstufe von 1:640 das BVD-Virus zu 100% neutralisieren können. Auch

dieser Neutralisationstest gab keinen Hinweis darauf, dass in BRS-Viren eingebaute

E2-Proteine einen Beitrag zur Infektion der Zellen leisten konnten.

6.3.8 Wachstumsverhalten von BRSV wt und E2-tragenden BRS-Viren auf

verschiedenen Zelllinien

E2-Protein ist für den rezeptorvermittelten Eintritt von BVDV in die Wirtszelle

verantwortlich. Wenn die E2-Proteine in BRS-Viruspartikel eingebaut würden, könnte

E2 in diesen den Eintritt der Viren in die Wirtszelle vermitteln oder zumindest

unterstützen. Wäre dieses der Fall, so könnten Unterschiede im Wachstumsverhalten

der Viren auf unterschiedlichen Zelllinien zu beobachten sein. Um eventuelle

Unterschiede zwischen BRSV wt und E2-tragenden BRS-Viren zu untersuchen,

wurden Vero-, PT-, FKN- und KluR1-Zellen infiziert, wobei es sich bei den 3

letztgenannten um bovine Zelllinien handelt, die eine Bindung von E2 an den

spezifischen BVDV-Rezeptor begünstigen würde. Zusätzlich wurde auch BRSV-gfp

untersucht, um unspezifische Effekte, die durch Einbau eines Fremdgens verursacht

werden, von spezifischen, E2-bedingten Effekten abgrenzen zu können.

Je 2 Millionen Zellen jeder Zelllinie wurden simultan mit einer m.o.i. von 0,1 pfu/Zelle

infiziert und das Medium am folgenden Tag gewechselt. Beim Erreichen eines

starken CPEs wurde Virus mit einem Gefrier-Tau-Zyklus geerntet und mit 10%

MgSO4/HEPES eingefroren (5.2.3). Die Proben wurden im Doppelansatz titriert

(5.3.3 und 6.3.5.2).

Obwohl die Titer der einzelnen Viren einige Abweichungen voneinander aufwiesen,

war keine Tendenz zu einem bevorzugten Wachstum von E2-exprimierenden BRS-

Viren auf bovinen Zelllinien gegenüber dem BRSV wt bzw. BRSV-gfp zu beobachten.

Alle BRS-Viren zeigten die höchsten Virustiter bei einer Infektion von FKN-Zellen,

wobei Titer von bis zu 9,5 x 105 erreicht wurden.
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Dieser Versuch gab keinen Hinweis darauf, dass in BRS-Viren eingebaute E2-

Proteine die Infektion dieser Viren begünstigten.

6.3.9 Stabiler Einbau chimärer E2-Gene in das BRSV-Genom

Da bei rekombinanten Viren die Möglichkeit besteht, dass zusätzlich eingebaute

Fremdgene nach mehreren Passagen aus dem Genom eliminiert werden, sollte

überprüft werden, ob die Gene von E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A und E2(MTdel)

stabil in das BRSV-Genom integriert waren.

Nach dem Virus-Rescue und der Virusanzucht bis zu einem Titer von 105 pfu/ml

wurden 8 aufeinanderfolgende Viruspassagen auf Vero-Zellen durchgeführt und die

Überstände bei –80°C eingefroren (5.2.3). Auf Deckgläsern ausgesäte Vero-Zellen

wurden mit diesen Überständen infiziert (5.2.3) und die E2-Proteine mit Hilfe des

Immunfluoreszenztests nachgewiesen (5.12.1).

Die BRS-Viren aller 8 Passagen zeigten eine starke Expression der untersuchten E2-

Proteine im Immunfluoreszenztest. Es konnten keine Unterschiede in der

Expressionsstärke beobachtet werden. Da auch bei allen weiteren Arbeiten mit

diesen Viren die E2-Proteine exprimiert wurden, haben wir keine Hinweise, die

gegen eine stabile Integration der E2-Gene in das Virusgenom sprechen.
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7 Diskussion

7.1 Expression der E2-Proteine mit Hilfe des Plasmidvektors pTM1

7.1.1 Bewertung der Expression chimärer E2-Proteine

Bei der Expression chimärer E2-Proteine mit Hilfe von pTM1 wurden verschiedene

chimäre E2-Gene kloniert und die entsprechenden Proteine auf ihre Expression,

Lokalisation und ihren Transport untersucht.

Die Signalsequenz zur Translokation des E2-Proteins in das ER befindet sich

innerhalb des zweiten hydrophoben Abschnitts im Membrananker des E1-Proteins.

Da bei den Expressionsstudien keine Anteile des E1-Proteins vorhanden sein sollten,

ein Signalpeptid aber für eine gute Expression des E2-Proteins unerlässlich ist (YU

et al., 2001), wurde für die chimären E2-Proteine das Signalpeptid des VSV-G-

Proteins gewählt. Es ist jedoch möglich, dass ein heterologes Signalpeptid zu

Veränderungen der Quartärstruktur und der Immunogenität von Glycoproteinen führt

(SCHLICHT u. WASENAUER, 1991). Der Befund, dass alle chimären E2-Proteine in

einer monomeren und dimeren Form nachweisbar waren (6.1.2.1 und 6.1.2.3),

spricht aber dafür, dass das an die E2-Proteine angefügte Signalpeptid des G-

Proteins keinen störenden Einfluss auf die Expression der Proteine hatte.

Beim Nachweis der exprimierten Proteine im Zelllysat transfizierter Zellen (6.1.2.1)

zeigten E2, E2(MTdel) und E2(Tdel) ein schwächeres Signal als die Proteine, die

Anteile der VSV-G- oder BRSV-F-TMR enthielten. Die Proteine E2(TdelRR), E2(R/A)

und E2(TdelRR+R/A) nahmen eine Zwischenstellung bei der Signalstärke ein. Diese

Unterschiede in der Signalstärke könnten darauf zurückzuführen sein, dass E2,

E2(MTdel) und E2(Tdel) in BSR-T7/5-Zellen weniger effizient exprimiert wurden oder

dass diese Proteine in den Zellen schneller durch Proteasen abgebaut wurden. Sollte

es zu einem beschleunigten Abbau von E2, E2(MTdel) und E2(Tdel) im Gegensatz
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zu den chimären Proteinen, die Anteile der VSV-G- oder BRSV-F-TMR enthielten,

gekommen sein, so könnte man den Anteilen der VSV-G- oder BRSV-F-TMR einen

„stabilisierenden Effekt“ auf die E2-Proteine zuschreiben. Eine weitere Möglichkeit

besteht darin, dass die Proteine mit Anteilen der VSV-G- oder BRSV-F-TMR nach

der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese und dem Blotten auf die Nitro-

cellulosemembran nicht so stark in ihrer Struktur verändert waren, bzw. sich nach

diesem Verfahren besser renaturieren konnten als E2, E2(MTdel) und E2(Tdel). So

könnten die verwendeten monoklonalen Antikörper CA1 und CA3 die Proteine mit

Anteilen der VSV-G- oder BRSV-F-TMR besser erkennen, und diese Proteine

würden sich im Western Blot als kräftigere Banden darstellen. Für diese Möglichkeit

spricht auch, dass im Immunfluoreszenztest (6.1.2.2) mit Ausnahme von E2(MTdel)

und E2(M*Rdel) keine quantitativen Unterschiede beim intrazellulären

Antigennachweis zu beobachten waren. Mit Hilfe des Immunfluoreszenztest waren

alle untersuchten Proteine intrazellulär mit einer starken Antigenexpression zu

detektieren; lediglich E2(MTdel) und E2(M*Rdel) zeigten intrazellulär eine mäßige

Antigenexpression. Unter den Bedingungen des Immunfluoreszentests wird die

Struktur der Proteine nicht so stark verändert wie bei der SDS-Polyacrylamidgel-

Elektrophorese mit anschließendem Blotten, so dass die exprimierten Proteine in

diesem Nachweisverfahren von den Antikörpern möglicherweise gleich gut erkannt

wurden. So konnte E2(M*Rdel) mit Hilfe des Western Blots nicht nachgewiesen

werden, jedoch war dieses Protein mittels Immunfluoreszenztest intrazellulär zu

detektieren.

Bei allen untersuchten E2-Proteinen wurden im Western Blot sowohl die Monomere

als auch die Dimere der E2-Proteine nachgewiesen (6.1.2.1). Die Dimerbildung

konnte auch bei der Oberflächenbiotinylierung der E2-Proteine beobachtet werden

(6.1.2.3). Die Ausbildung der E2-Dimere spricht für eine korrekte Faltung der

Proteine. Für das E2-Protein des Hepatitis-C-Virus ist berichtet worden, dass der

Membrananker für die Dimerisierung eine wichtige Rolle spielt (COCQUEREL et al.,

2000). So wurde bei dem E2-Protein des Hepatitis-C-Virus nach Austausch von zwei

basischen Aminosäuren gegen Alanin in der Mitte des Membranankers die Bildung

von E1/E2-Heterodimeren beeinträchtigt. Bei den vorliegenden Untersuchungen

konnte jedoch bei dem Protein E2(R/A), welches dem untersuchten E2-Protein des
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Hepatitis-C-Virus entspricht, eine Bildung von Homodimeren beobachtet werden

(6.1.2.1). Auch bei dem Protein E2(MTdel) wurden Dimere ausgebildet, obwohl kein

Membrananker zur Verfügung stand (6.1.2.1 und 6.1.2.5). Bei dem E2-Protein von

BVDV kann offensichtlich die Ektodomäne allein dimerisieren.

7.1.2 Bedeutung des E2-Membranankers für die Lokalisation und den

Transport des E2-Proteins

Bei den Untersuchungen der chimären E2-Proteine mit dem Plasmidvektor pTM1 war

die Lokalisation und der Transport von besonderer Bedeutung. Frühere

Untersuchungen mit BVDV-infizierten Zellen haben gezeigt, dass E2-Protein im ER

lokalisiert ist (GRUMMER et al., 2001) und nur im Zusammenhang mit BVD-

Viruspartikeln an der Zelloberfläche nachzuweisen war (WEILAND et al., 1999). Es

war jedoch nicht bekannt, ob dieses Verhalten ein spezifisches Merkmal des E2-

Proteins darstellt, oder ob die ER-Lokalisation durch Zusammenspiel mit anderen

viralen Proteinen, z. B. mit dem E1-Protein, hervorgerufen wird. Durch

Einzelexpression des E2-Proteins und seiner chimären Varianten konnte diese Frage

geklärt werden, und zusätzlich wurde bestimmt, welche Bereiche des E2-Proteins für

den intrazellulären Transport verantwortlich sind.

Mit Hilfe des Immunfluoreszenztests und der Oberflächenbiotinylierung konnte

gezeigt werden, dass E2-Proteine, welche die BRSV-F-TMR oder nur den F-

Membrananker trugen, an der Zelloberfläche exprimiert wurden (6.1.2.2  und 6.1.2.3).

Das Ergebnis des alleinigen Austausches des E2-Membranankers gegen den F-

Membrananker zeigt, dass ein Signal in der Sequenz des E2-Membranankers

vorhanden ist, welches die intrazelluläre Lokalisation dieses Proteins bedingt. Dieses

Signal wird im weiteren Verlauf der Arbeit als Retentionssignal bezeichnet.

Überraschend mag zunächst das Ergebnis erscheinen, dass nicht nur der Austausch

der E2-TMR gegen die G-TMR zu einer Lokalisation des Proteins E2-G(MT) an der

Zelloberfläche führte, sondern dass es durch alleinigen Austausch des

cytoplasmatischen Abschnitts des E2-Proteins gegen den entsprechenden Abschnitt

des G-Proteins zu einer Lokalisation von E2-G(T) an der Zelloberfläche kam. Dieses
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Ergebnis spricht jedoch nicht gegen die Lokalisation des Retentionssignals im

Membrananker des E2-Proteins, da in diesem Fall das Retentionssignal des E2-

Proteins vom Exportsignal des G-Proteins überlagert wird. Aufgrund dieses sehr

starken Exportsignals kommt es, trotz Vorhandensein des ER-Retentionssignals, zu

einer Oberflächenexpression von E2-G(T). Das Exportsignal von VSV-G ist also

stärker als das Retentionssignal von BVDV-E2.

Um die Ergebnisse mit dem VSV-G-Protein zu überprüfen, wurde das Protein G-

E2(MT) erzeugt, welches die Ektodomäne des G-Proteins und die TMR des E2-

Proteins trug. Erwartungsgemäß war G-E2(MT) nur intrazellulär zu detektieren.

Die intrazellulär verbleibenden Proteine zeigten beim Immunfluoreszenztest (6.1.2.2)

eine netzartige Verteilung, die für eine Lokalisation der Proteine im ER spricht. Diese

vermutete Lokalisation wurde durch Endo H- bzw. N-Glycosidase F-Verdau der

Proteine, deren Wirkung im Abschnitt 6.1.2.4 beschrieben ist, überprüft. Die

intrazellulär verbleibenden Proteine E2, E2-F(T) und G-E2(MT) waren vollständig

Endo H sensitiv, d. h., dass sie im ER zurückgehalten oder maximal bis zum cis–

Golgi-Apparat transportiert wurden. Aufgrund des netzartigen Verteilungsmusters der

intrazellulär verbleibenden Proteine kann von einer ER-Lokalisation ausgegangen

werden. Die Proteine E2-G(MT), E2-G(T) und E2-F(MT) waren nur teilweise Endo H

sensitiv, aber vollständig N-Glycosidase F sensitiv. Dieses Resultat war in

Übereinstimmung mit dem Ergebnis des Immunfluoreszenztests, der zusätzlich zur

Oberflächenexpression von E2-G(MT), E2-G(T) und E2-F(MT) auch im ER

verbleibendes Antigen zeigte. Die beiden unterschiedlichen Glycosylierungsformen

von E2-G(MT), E2-G(T) und E2-F(MT) spiegeln sich in der Lokalisation der Proteine

sowohl an der Zelloberfläche als auch im ER wieder. Dieses Transportverhalten der

Proteine kann dadurch verursacht werden, dass der Transport aus dem ER den

geschwindigkeitslimitierenden Schritt darstellt, so dass Protein im ER nachweisbar

bleibt.

Um den Bereich des Retentionssignals in der TMR des E2-Proteins weiter

eingrenzen zu können, wurden unterschiedlich große Deletionen in die E2-TMR

eingefügt. Bei dem Protein E2(MTdel) wurde die komplette TMR, bei E2(Tdel) der

cytoplasmatische Abschnitt und bei E2(M*Rdel) der cytoplasmatische Abschnitt und

der Membrananker bis zum Arginin (Position 1048 im BVDV-Polyprotein, Stamm



Diskussion                                                                                                                              153

NADL) deletiert. Keines dieser deletierten Proteine zeigte eine Expression an der

Zelloberfläche (6.1.2.2  und 6.1.2.3). Die drei Proteine zeigten eine ER-typische

intrazelluläre Verteilung und E2(MTdel) konnte zusätzlich aus dem

Zellkulturüberstand transfizierter Zellen isoliert werden (6.1.2.5). Die Sekretion von

E2-Protein ohne TMR wurde bei der Expression des Proteins mit Hilfe rekombinanter

Baculoviren (HULST et al., 1993; BOLIN u. RIDPATH, 1996) bzw. des

Plasmidvektors pcDNA3 (YU et al., 2001) beschrieben. Bei der Sekretion von

E2(MTdel) war vermutlich der Transport aus dem ER der

geschwindigkeitslimitierende Schritt, so dass Protein im ER nachweisbar bleibt.

Möglicherweise war auch ein Teil des zurückgehaltenen Proteins nicht korrekt

gefaltet, so dass es nicht aus dem ER ausgeschleust wurde. Diese Ergebnisse

geben einen weiteren Hinweis darauf, dass sich das Retentionssignal des E2-

Proteins im Membrananker befindet.

Bei viralen Membranproteinen, die an der Zelloberfläche exprimiert werden, sind

häufig 1-3 Arginine zwischen dem Membrananker und dem cytoplasmatischen

Abschnitt zu finden, die zur Stabilisierung der Verankerung des Proteins in der

Membran dienen. Um zu überprüfen, welchen Einfluss das Fehlen dieser Arginine

auf die Lokalisation des E2-Proteins hat, wurden zwei Arginine hinter dem

Membrananker der Konstrukte E2(TdelRR) bzw. E2(TdelRR+R/A) angefügt. Mit Hilfe

des Immunfluoreszenztests (6.3.5.2) und der Oberflächenbiotinylierung (6.3.5.3)

konnte gezeigt werden, dass das Anfügen der Arginine keinen Einfluss auf die

Retention der Proteine hatte. Das Fehlen der Arginine in der E2-TMR ist somit ohne

Bedeutung für die E2-Retention im ER.

In Anlehnung an das E2-Modell des Hepatitis-C-Virus (COCQUEREL et al., 2000)

wurde das zentrale Arginin (Position 1048 im BVDV-Polyprotein, Stamm NADL) im

Membrananker gegen Alanin ausgetauscht. Diese Punktmutation führte zu einer

deutlichen Veränderung des Transportverhaltens des E2-Proteins: E2(R/A) zeigte im

Gegensatz zu E2 eine Expression an der Zelloberfläche (6.1.2.2 und 6.1.2.3). Das

zentrale Arginin ist für die Retention des E2-Proteins im ER von großer Bedeutung

und stellt somit einen wichtigen Bestandteil des Retentionssignals dar.

Für das Hepatitis-C-Virus ist ein Modell für die Verankerung des E2-Proteins in der

ER-Membran beschrieben (COCQUEREL et al., 2002), welches nach unseren
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bisherigen Erkenntnissen für das E2-Protein von BVDV übernommen werden kann.

Dieses Modell enthält als zentrales Element eine Konformationsänderung innerhalb

der TMR des E2-Proteins: Die Ektodomäne des E2-Proteins wird ins Lumen des ER

transloziert, bis der Membrananker die weitere Translokation unterbindet. Der

Membrananker besteht aus zwei membranüberspannenden Regionen, so dass das

C-terminale Ende der TMR ebenfalls in das ER-Lumen gerichtet ist. Zwischen den

beiden membranüberspannenden Regionen liegt das zentrale Arginin des

Membranankers und weist zur cytosolischen Seite. Diese Anordnung ist notwendig,

da der Membrananker von E2 auch als Signalsequenz des nachfolgenden Protein p7

dient. Nachdem die Signalpeptidase die Spaltung zwischen E2 und p7 vollzogen hat,

kommt es zu einer Konformationsänderungen innerhalb der E2-TMR. Das C-

terminale Ende der TMR klappt von der luminalen zur cytosolischen Seite um , so

dass nur noch eine membranüberspannende Region mit dem zentralen Arginin in der

Mitte ausgebildet ist (Abbildung 46). Für diesen „Umklappvorgang“ spricht auch der

relativ kurze Membrananker (24 AS) des E2-Proteins. Zur Ausbildung einer

transmembranen α-Helix müssen nämlich mindestens 16 hydrophobe Aminosäuren

(z. B. Leucin) vorhanden sein (MONNE et al., 1999), meist beinhaltet eine

membranüberspannende Region sogar 20-25 hydrophobe Aminosäuren. Die zwei

membranüberspannenden Regionen des E2-Proteins sind aber nur 11 bzw. 12

Aminosäuren lang, so dass sie eine gestreckte Form annehmen müssen um durch

die ER-Membran zu reichen. Da bei einer gestreckten Form keine

Wasserstoffbrückenbindungen ausgebildet werden können, ist diese Anordnung

thermodynamisch ungünstig und wird durch eine α-Helix-Konformation ersetzt.

Auch die Oberflächenexpression von E2-G(T) (6.1.2.2 und 6.1.2.3) bestätigt dieses

Modell der Konformationsänderung der E2-TMR. Das Exportsignal im

cytoplasmatischen Abschnitt des G-Proteins muss auf der cytosolischen Seite

lokalisiert sein, um funktionell aktiv sein zu können.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse, insbesondere der Zerstörung des

Retentionssignals durch die Punktmutation R/A im Membrananker des E2-Proteins

und der Expression von E2-G(T) an der Zelloberfläche, kann das Modell des E2-

Proteins des Hepatitis-C-Virus auf das E2-Protein von BVDV übertragen werden.
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Abbildung 46: Schematische Darstellung der Konformationsänderung des E2-

Membranankers

Vor der Abspaltung des p7-Proteins von dem E2-Protein durch die

Signalpeptidase bildet der E2-Membrananker zwei membran-

überspannende Regionen aus (linke Seite), wobei das zentrale

Arginin (R) zur cytosolischen Seite zeigt. Nach der Spaltung durch

die Signalpeptidase kommt es zur Konformationsänderung innerhalb

des E2-Membranankers und es wird nur noch eine

membranüberspannende Region ausgebildet. Das zentrale Arginin

befindet sich nun innerhalb der ER-Membran (rechte Seite).

7.2 Expression von E2-G(MT) mit Hilfe des viralen Vektors VSV

7.2.1 Eignung des viralen Vektors VSV zur Expression von E2-G(MT)

E2-G(MT) konnte mit dem Vektor VSV sehr gut exprimiert werden. Die hohe

Replikationsrate und der schnelle Replikationszyklus von VSV (6.2.3) führten dazu,
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dass schon 6 h nach Infektion von BHK-21-Zellen E2-G(MT) sehr gut zu detektieren

war (6.2.4.1, 6.2.4.2  und 6.2.4.3).

Das Protein E2-G(MT) war im Zellysat VSV-E2-G(MT)-infizierter Zellen (6.2.4.1) und

bei der Oberflächenbiotinylierung (6.2.4.3) sowohl in seiner monomeren als auch in

seiner dimeren Form nachweisbar. Die Dimerisierung von E2-G(MT) spricht für eine

korrekte Faltung des Proteins. Das monomere E2-G(MT) lag in Form von zwei

Glycosylierungsvarianten vor, welche durch die Ausbildung von Doppelbanden

angezeigt wurden (6.2.4.1  und 6.2.4.3). Die Dimerisierung und die Glyco-

sylierungsvarianten von E2-G(MT) konnten auch schon bei der Expression mit dem

Vektor pTM1 beobachtet werden (6.1.2.1 und 6.1.2.3).

Wie aus den Expressionsstudien mit pTM1 zu erwarten gewesen ist, wurde E2-

G(MT) in VSV-E2-G(MT)-infizierten Zellen stark an der Zelloberfläche exprimiert

(6.2.4.2 und 6.2.4.3). Die Änderung des Transportverhaltens des E2-Proteins durch

Entfernen des Retentionssignals im E2-Membrananker und Einfügen der VSV-G-

TMR mit dem Exportsignal im cytoplasmatischen Abschnitt, konnte auch bei

Expression mit dem viralen Vektor VSV gezeigt werden.

In den vergangenen Jahren wurde das rekombinante VSV-System vielfach als viraler

Vektor zur Expression von Fremdgenen genutzt. So wurden das CD4-Gen

(SCHNELL et al., 1996), die gag- und env-Gene des humanen Immundefizienzvirus

(JOHNSON et al., 1997; ROSE et al., 2000, 2001; HAGLUND et al., 2000, 2002),

das Hämagglutinin-Gen des Influenza-A-Virus (KRETZSCHMAR et al., 1997;

ROBERTS et al., 1998, 1999), das Hämagglutinin- und Fusionsprotein-Gen des

Masern-Virus (SCHNELL et al., 1996; SCHLERETH et al., 2000), das

Fusionsprotein- und Attachmentprotein-Gen des humanen respiratorischen

Synzytialvirus (KAHN et al., 1999), das E2-Gen von BVDV (GRIGERA et al., 2000)

und die Gene der drei Strukturproteine des Hepatitis-C-Virus (EZELLE et al., 2002) in

das VSV-Genom eingesetzt und exprimiert.

Für die Expression von E2-G(MT) ist es von Vorteil, dass der Virustiter von VSV-E2-

G(MT) durch Einbau des Fremdgens gegenüber dem VSV wt nicht reduziert war. Der

Virustiter von VSV-E2-G(MT) war auf der logarithmischen Skala sogar eine Stufe

höher als der Virustiter von VSV wt (6.2.3). Die Ursachen für dieses Verhalten könnte

der später einsetzende CPE bei Infektion von BHK-21-Zellen mit VSV-E2-G(MT)
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sein. Eine Reduktion des Virustiters wurde von VS-Viren berichtet, die CD4, das F-

Protein des Masern-Virus (SCHNELL et al., 1996) oder gag- und env- Proteine

(HAGLUND et al., 2000) exprimierten. In anderen Untersuchungen, bei denen das

HA-Protein des Influenza-Virus mit Hilfe von VSV exprimiert wurde, konnte keine

Reduktion des Virustiters von VSV-HA gegenüber VSV wt beobachtet werden

(KRETZSCHMAR et al., 1997). Die Gründe, warum es bei einigen Viren zu

Reduktionen des Virustiters kommt, bei anderen wiederum nicht, sind nicht geklärt.

Gründe für eine Titerreduktion sind z. B. die Vergrößerung des viralen Genoms oder

das Einfügen eines zusätzlichen Stop-Signals nach dem Fremdgen, welches zur

verringerten Transkription und Translation des L-Gens führt (SCHNELL et al., 1996;

HAGLUND et al., 2000).

Vorteile des VSV-Vektorsystems sind die große Toleranz von VSV gegenüber

genetischen Veränderungen, die relativ einfache Genomorganisation mit nur fünf

Genen und das Fehlen einer Rekombination. Da sich VSV zu sehr hohen Titern

vermehrt, kommt es auch zu einer starken Expression des jeweiligen Fremdproteins.

Infektionen mit VSV induzieren eine starke humorale und zelluläre Immunantwort,

wobei sowohl eine systemische als auch eine Schleimhautimmunität ausgebildet wird

(EZELLE et al., 2002).

Die vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, dass VSV sich aufgrund dieser

günstigen Vermehrungs- und Expressionseigenschaften hervorragend für die

Expression von E2-G(MT) eignet.

7.2.2 Einbau von E2-G(MT)-Protein in die VS-Viruspartikel

Nach Reinigung der VSV-E2-G(MT)-Virionen über einen Saccharosegradienten

konnte E2-G(MT) mit Hilfe eines Western Blots in den Viruspartikeln nachgewiesen

werden (6.2.4.4). Unter nicht reduzierenden Bedingungen waren sowohl die

Monomere als auch die Dimere von E2-G(MT) zu detektieren. Die Dimerisierung, die

auch schon beim Nachweis des Proteins im Zelllysat infizierter Zellen und bei der

Oberflächenbiotinylierung zu beobachten war (6.2.4.1 und 6.2.4.3), spricht für eine

korrekte Faltung von E2-G(MT) auch in den VS-Virionen. Es konnte jedoch keine
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Aussage darüber getroffen werden, wieviel E2-G(MT)-Protein in die Viruspartikel

eingebaut wurde, da kein geeigneter quantitativer Vergleich zur Verfügung stand.

GRIGERA et al. (2000) berichteten vom Einbau von nativem BVDV-E2 in VS-

Virionen. Nach ihren Arbeiten wurden, im Verhältnis zum VSV-G-Protein, 10% E2-

Protein in die Virusmembran von VSV integriert. Sie führten diesen geringeren Anteil

gegenüber dem G-Protein auf die Tatsache zurück, dass nur wenig E2-Protein zum

Zeitpunkt der Virusknospung an der Zelloberfläche lokalisiert war. Diese Angaben

stehen mit unseren Ergebnissen der Expression von E2 mit Hilfe von pTM1 im

Widerspruch, bei denen kein natives E2-Protein an der Zelloberfläche detektiert

werden konnte (6.1.2.2 und 6.1.2.3). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit passen

zu den Berichten über den Transport des E2-Proteins in BVDV-infizierten Zellen

(GRUMMER et al., 2001) und über den Transport des E2-Proteins des Hepatitis-C-

Virus (COCQUEREL et al., 1998). Warum GRIGERA et al. (2000) andere Ergebnisse

erhielten, kann derzeit nicht geklärt werden.

Auch andere, mit Hilfe von VSV exprimierte Fremdproteine, wurden in die VS-

Viruspartikel eingebaut. So wurde CD4, das F- und H-Protein des Masern-Virus

(SCHNELL et al., 1996; SCHLERETH et al., 2000), das HA- und NA-Protein des

Influenza-Virus (KRETZSCHMAR et al.; 1997, ROBERTS et al., 1999), das env-

Protein von HIV (JOHNSON et al., 1997) und das F- und G-Protein von RSV (KAHN

et al., 1999) in VS-Virionen nachgewiesen.

Diese Fremdproteine wurden zum Teil ohne Vorhandensein des Membranankers

und/oder des cytoplasmatischen Abschnitts des VSV-G-Proteins in die Virionen

integriert (SCHNELL et al., 1996; KAHN et al., 1999; KRETZSCHMAR et al., 1997;

ROBERTS et al., 1999; GRIGERA et al., 2000). Beim env-Protein von HIV ist jedoch

der Austausch des eigenen cytoplasmatischen Abschnitts gegen den

entsprechenden Bereich des G-Proteins zum Einbau der env-Proteine in die VS-

Viruspartikel erforderlich (JOHNSON et al., 1997).

Zusätzlich wurden auch die viralen Proteine N, P, M und G von VSV wt und VSV-E2-

G(MT) in gereinigten Virionen nachgewiesen (6.2.4.4). Bei den N-, P-, M- und G-

Proteinen der beiden Viren waren keine Unterschiede im Molekulargewicht oder in

der Menge der exprimierten Proteine zu beobachten. Somit gibt es keine Hinweise
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darauf, dass die Integration von E2-G(MT) den Einbau VSV-eigener Proteine

beeinflusst.

7.2.3 Funktionalität von E2-G(MT) in VS-Viruspartikeln

Aus anderen Untersuchungen ist bekannt, dass in VSV eingebaute Fremdproteine in

diesem Vektor auch funktionell aktiv sein können. So kann z. B. in VSV eingebautes

env-Protein die Rezeptorbindung an CD4 vermitteln (JOHNSON, et al., 1997), RSV

F-Protein führt zur Ausbildung typischer Synzytien (KAHN et al., 1999) oder das HA-

Protein des Influenza-Virus vermittelt Hämadsorption (KRETZSCHMAR et al., 1997).

Dem E2-Protein wird die rezeptorbindende Eigenschaft von BVDV zugeschrieben

(SCHELP et al., 1995, 2000; MAURER, 2002). Allerdings ist nicht bekannt, ob E2

diese Funktion als isoliertes Protein ausüben kann oder ob es dafür im Komplex mit

dem E1- oder Erns-Protein vorliegen muß.

Es gibt Hinweise, dass CD46 als Rezeptor für BVDV fungieren kann (MAURER,

2002), aber es ist kein Virusbindungstest zur Messung der E2-CD46-Interaktion

etabliert. Deshalb konnte die rezeptorbindende Eigenschaft von E2-G(MT) in VS-

Viruspartikeln nicht direkt nachgewiesen werden.

Rekombinantes VSV-E2-G(MT) und VSV wt konnten die Infektion über das VSV-G-

Protein einleiten. Entsprechend wurden sie durch das gegen VSV gerichtetes Serum

neutralisiert. Umgekehrt waren die gegen BVDV gerichteten Seren nicht in der Lage,

VSV-E2-G(MT) und VSV wt zu neutralisieren. Eine geringe Neutralisation der VS-

Viren durch die gegen BVDV gerichteten Seren war nicht E2-spezifisch, da VSV wt

gleichermaßen gehemmt wurde (6.2.5). E2 hat also die Infektiösität von VSV-E2-

G(MT) gegenüber VSV wt nicht verbessert. Dieses zeigte sich auch bei der Infektion

verschiedener Zelllinien mit VSV-E2-G(MT) und VSV wt (6.2.6).

Ob E2 in den VS-Virionen funktionell ist, kann letztlich erst geklärt werden, wenn

man weiß, ob E2 die rezeptorbindende Eigenschaft allein wahrnehmen kann oder ob

es dazu der Komplexbildung mit dem E1- oder Erns-Protein bedarf. Außerdem muß

ein geeigneter Virusbindungstest zur Verfügung stehen.
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7.3 Expression der E2-Proteine mit Hilfe des viralen Vektors BRSV

Die Arbeiten zur Expression chimärer E2-Proteine mit Hilfe des Vektors BRSV sind

Bestandteil eines von der EU geförderten Projektes. BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT),

BRSV-E2-G(MT)Y/A und BRSV-E2(MTdel) wurden im Rahmen dieser Arbeit erzeugt

und in der Zellkultur charakterisiert. Die nachfolgenden Untersuchungen zur

Immunogenität der rekombinanten Viren in Kälbern werden von der

Kooperationspartnerin Geraldine Taylor in Compton, Großbritannien, durchgeführt.

Obwohl für den Schutz vor BVD/MD und BRSV-bedingten Atemwegserkrankungen

Lebend- und Totimpfstoffe zur Verfügung stehen, ist dennoch ein Bedarf an einem

sicheren, effektiven und kostengünstigen Impfstoff gegen diese Erkrankungen

vorhanden. Auf die Eignung von BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-G(MT)Y/A

und BRSV-E2(MTdel) als Impfviren wird im Abschnitt 7.3.5 näher eingegangen

werden.

7.3.1 Eignung des viralen Vektors BRSV zur Expression der E2-Proteine

Die Ergebnisse des Western Blots von Zelllysat infizierter Zellen (6.3.5.1), des

Immunfluoreszenztests (6.3.5.2) und der Oberflächenbiotinylierung (6.3.5.3) zeigten

eine deutliche Expression der E2-Proteine. E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A waren sehr

gut im Western Blot des Zelllysats infizierter Zellen zu detektieren, während E2 und

E2(MTdel) eine drei- bzw. sechsmal längere Belichtungszeit erforderten, um die

Banden in ihrer vorhandenen Ausprägung zu erhalten. Dieses Verhalten war bei E2

und E2(MTdel) auch schon bei der Expression der Proteine mittels pTM1 zu

beobachten (6.1.2.1).  Die Ursachen für diesen Befund wurden bereits im Abschnitt

7.1.1 diskutiert.

Die Proteine E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A und E2(MTdel) waren im Zelllysat

infizierter Zellen (6.3.5.1) und bei der Oberflächenbiotinylierung (6.3.5.3) sowohl in

ihrer monomeren als auch in ihrer dimeren Form nachweisbar. Die Dimerisierung der

Proteine spricht für eine korrekte Proteinfaltung, die sich auch bei der Expression der

E2-Proteine mit dem Vektor pTM1 und VSV zeigte (6.1.2.1, 6.1.2.3 , 6.2.4.1  und
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6.2.4.3). Jedoch waren bei der Expression von E2-G(MT) mit Hilfe von BRSV, im

Gegensatz zu den vorangegangenen Untersuchungen mit pTM1 und VSV, keine

Glycosylierungsvarianten der E2-G(MT)-Monomere zu erkennen, die sich als

Doppelbanden darstellten.

Vorteilhaft für die Expression der E2-Proteine war das gute Wachstumsverhalten der

E2-tragenden BRS-Viren. Im Vergleich zu BRSV wt und BRSV-gfp waren die

höchsten Virustiter der E2-tragenden BRS-Viren auf der logarithmischen Skala ca.

eine halbe Stufe höher. Ein ähnliches Phänomen wurde bei BRSV, bei dem das F-

Protein gegen das F-Protein von HRSV ausgetauscht wurde, beobachtet

(BUCHHOLZ et al., 2000). Jedoch zeigten sich bei BRSV, welches zusätzlich das

HN-Protein des BPIV-3 trug oder bei BRSV, bei dem das F-Protein gegen das F-

Protein von BPIV-3 ausgetauscht wurde und das zusätzlich das HN-Protein von

BPIV-3 trug, gleiche Wachstumseigenschaften wie bei BRSV wt (STOPE et al.,

2001). Der Virustiter der E2-exprimierenden BRS-Viren sank im Vergleich zu BRSV

wt und BRSV-gfp nach einem Maximum bei 96 h nach Infektion nicht so schnell

wieder ab, so dass auch nach 144 h ein Titer von mindestens 1 x 103 pfu/ml erreicht

wurde (6.3.4). Dieses Verhalten der E2-exprimierenden BRS-Viren könnte auf den

schwächer ausgebildeten CPE dieser Viren im Vergleich zu BRSV wt und BRSV-gfp

beruhen. Aufgrund der Tatsache, dass die Wachstumseigenschaften der E2-

tragenden BRS-Viren sich von den Wachstumseigenschaften von BRSV wt und

BRSV-gfp unterschieden, war dieses veränderte Verhalten höchstwahrscheinlich ein

E2-spezifischer Effekt.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass sich BRSV sehr gut zur Expression von

E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A und E2(MTdel) eignet.

7.3.2 Lokalisation der E2-Proteine in BRSV-infizierten Zellen

Wie aus den Ergebnissen des Immunfluoreszenztests und der Ober-

flächenbiotinylierung hervorgeht, waren die Proteine E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A an

der Zelloberfläche infizierter Zellen nachzuweisen, während E2 und E2(MTdel) mit

diesen Nachweisverfahren nur intrazellulär zu detektieren waren (6.3.5.2  und

6.3.5.3). Die Lokalisation der Proteine E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A und E2(MTdel)
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stimmte bis auf den Nachweis löslicher Proteine aus dem Zellkulturüberstand

(6.3.5.5) mit den Ergebnissen der Proteinexpression mit Hilfe von pTM1 und VSV als

Vektoren überein (6.1.2.2, 6.1.2.3, 6.1.2.4 , 6.2.4.2  und 6.2.4.3).

Überraschend waren jedoch die Ergebnisse der Immunpräzipitation löslicher

Proteine aus dem Zellkulturüberstand infizierter Zellen (6.3.5.5). Mit dieser Methode

konnten die Proteine E2, E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A aus dem Zellkulturüberstand

infizierter Zellen nachgewiesen werden, jedoch, anders als erwartet, nicht E2(MTdel).

Um die Möglichkeit auszuschließen, dass der Zeitpunkt der Immunpräzipitation (2

Tage nach Infektion) der löslichen Proteine einen Einfluss auf das Ergebnis hatte,

wurden Immunpräzipitationen auch einen bzw. drei Tage nach Infektion der Zellen

durchgeführt. Einen Tag nach Infektionen konnte keines der untersuchten Proteine

aus dem Zellkulturüberstand immunpräzipitiert werden, da die Proteine zu diesem

Zeitpunkt noch nicht synthetisiert waren bzw. von den Zellen noch nicht sezerniert

wurden. Das Ergebnis der Immunpräzipitation drei Tage nach Infektion stimmte mit

dem abgebildeten Ergebnis der Immunpräzipitation zwei Tage nach Infektion

überein.

Bei der Expression von E2(MTdel) mit Hilfe von pTM1 als Vektor konnte das Protein

aus dem Zellkulturüberstand transfizierter Zellen unter nicht reduzierenden

Bedingungen gut in seiner dimeren Form als Doppelbande nachgewiesen werden.

Die Monomere des Proteins waren unter nicht reduzierenden Bedingungen nur sehr

schwach nachweisbar (6.1.2.5). Aus Untersuchungen mit rekombinanten Baculoviren

ist bekannt, dass E2-Protein ohne seine TMR in den Zellkulturüberstand infizierter

Zellen sezerniert wird (HULST et al., 1993; BOLIN u. RIDPATH, 1996). Warum

E2(MTdel) bei einer BRSV-E2(MTdel)-Infektion zwar im ER gut nachgewiesen

werden konnte (6.3.5.2), aber nicht von den infizierten Zellen sezerniert wurde, ist

unklar. Wie schon im Western Blot des Zelllysats infizierter Zellen zu sehen war

(6.3.5.1), gestaltete sich der Nachweis von E2(MTdel) schwieriger als bei den

anderen drei untersuchten Proteinen. Die vorliegenden Ergebnisse deuten auf

Unterschiede bei der Expression von E2(MTdel) durch Transfektion von BSR-T7/5-

Zellen im Vergleich zur Expression nach Infektion mit BRSV-E2(MTdel) hin. Eine

befriedigende Erklärung gibt es bislang nicht.
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Die Sekretion von E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A (6.1.2.5) wurde höchstwahrscheinlich

durch einen Abschnitt des VSV-G-Proteins (IELVEGWFSSWK) verursacht, der für

eine effiziente Knospung von VS-Viruspartikel verantwortlich ist (ROBISON u.

WHITT, 2000). Da diese membranankernahe Stielregion im Vorfeld von uns als ein

Bestandteil des Membranankers definiert wurde, war sie in beiden Proteinen

integriert und leitete bei E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A einen Knospungsprozess ein,

der zur Sekretion der Proteine führte.

Die Ursache für die Sekretion von E2 (6.1.2.5) ist unklar, da in früheren

Untersuchungen nicht berichtet wurde, dass E2 in den Zellkulturüberstand infizierter

Zellen sezerniert wird.

Bisher stand uns keine geeignete Zelllinie zur Unterscheidung zwischen der apikalen

oder basolateralen Lokalisation von E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A auf der

Plasmamembran polarisierter Epithelzellen zur Verfügung. So kann leider keine

Aussage über die genaue Lokalisation der Proteine an der Zelloberfläche getroffen

werden (6.3.5.4). Ein möglicher Ansatz wäre die Kultivierung von MDCKII-Zellen auf

Filtern und nachfolgend die Infektion mit BRSV-E2-G(MT) und BRSV-E2-G(MT)Y/A,

um zwischen apikaler und basolateraler Lokalisation der Proteine an der

Zelloberfläche zu unterscheiden. Mit Zellen, die auf Filtern kultiviert werden, kommt

es möglicherweise nicht so schnell zu einem BRSV-bedingten cytopathischen Effekt,

wie dies bei den MDCKII-Zellen beobachtet werden konnte, die auf Deckgläsern

kultiviert wurden.

7.3.3 Einbau der E2-Proteine in die BRS-Viruspartikel

Um einen möglichen Einbau der E2-Proteine in BRS-Virionen nachzuweisen, wurden

Viren mittels Ultrazentrifugation durch ein Saccharosekissen pelletiert. Der Nachteil

der Reinigung über ein Saccharosekissen gegenüber einem Saccharosegradienten,

wie er z. B. zur Reinigung von VSV verwendet wurde, besteht darin, dass

Zellpartikel, die nur lose mit den Virionen assoziiert sind, nicht vollständig von diesen

getrennt werden können. Da für die Reinigung über einen Saccharosegradienten

aber große Virusmengen zur Verfügung stehen müssen, BRSV aber nur zu geringen



164                                                                                                                              Diskussion

Titern vermehrt werden kann, konnte eine solche Reinigung bei BRSV bislang nicht

durchgeführt werden.

Wie aus Abbildung 42 zu entnehmen ist, konnten E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A und

E2(MTdel) nach der Virusreinigung detektiert werden (6.3.6). Jedoch gab es starke

Unterschiede in der Ausprägung der Signale: E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A konnten

als Mono- und Dimer gut nachgewiesen werden. E2 war nur in seiner dimeren Form

nachweisbar, jedoch musste die Belichtungszeit um das sechsfache gegenüber E2-

G(MT) und E2-G(MT)Y/A erhöht werden. Für den Nachweis von E2(MTdel) musste

die Belichtungszeit gleichfalls um das sechsfache erhöht werden, dieses Protein war

nur in seiner monomeren Form nachweisbar.

Da die Proteine E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A auf der Zelloberfläche exprimiert

wurden, ist ihr Einbau in BRSV-Partikel nicht ungewöhnlich. Aus früheren

Untersuchungen, bei denen BRSV als Vektor zur Expression des HN- und F-Proteins

von BPIV-3 genutzt wurde, ist bekannt, dass Fremdproteine ohne BRSV-eigene

Signale in die Virionen eingebaut werden können (STOPE et al., 2001). Des weiteren

ist eine Inkorporation des F- und G-Proteins von HRSV, bei Austausch gegen die

entsprechenden Abschnitte von BRSV, in die BRS-Viruspartikel beschrieben

(BUCHHOLZ et al., 2000). Der Einbau der Fremdproteine in die Virusmembran wird

damit erklärt, dass nicht die Sequenz des cytoplasmatischen Abschnitts und

eventuell des Membranankers über einen möglichen Einbau des Fremdproteins

entscheidet, sondern die Konformation dieses Proteinabschnitts (STOPE et al.,

2001). Aufgrund dieser Ergebnisse ist die Integration von E2-G(MT) und E2-

G(MT)Y/A in die Virusmembran erklärlich.

Überraschend mag der Einbau von E2 erscheinen, da es intrazellulär zurückgehalten

und nicht zum Ort der BRSV-Reifung, der Plasmamembran, transportiert wurde. Die

sechsfach längere Belichtungszeit könnte man dadurch erklären, dass ganz geringe

Mengen an E2 zur Zelloberfläche gelangten und in Viruspartikel eingebaut wurden.

Alternativ könnte E2 im ER einen Knospungsprozess induziert haben. Die dadurch

entstehenden E2-haltigen Lipidvesikel könnten dann über den sekretorischen Weg

von der Zelle freigesetzt werden. Durch Co-Sedimentation würde so das E2-Protein

zusammen mit den BRS-Virionen durch das Saccharosekissen pelletiert werden.
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Diese Tatsache würde aber nicht den Nachweis von E2(MTdel) erklären, da das

Protein ohne eine TMR nicht fest in die Membran von BRSV-E2(MTdel) eingebaut

werden kann. Möglicherweise ist dieses Protein nur locker mit den BRS-Virionen

assoziiert.

Abschließend muß angemerkt werden, dass letztlich nicht beurteilt werden kann, ob

die Proteine E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A und E2(MTdel) locker mit den BRS-

Virionen assoziiert waren oder ob sie fest in die Virusmembran integriert wurden. Um

diesen Sachverhalt zu klären, sollen BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-

G(MT)Y/A und BRSV-E2(MTdel) in Zukunft im großen Maßstab vermehrt, über einen

Saccharosegradienten gereinigt und die E2-Proteine nachgewiesen werden.

7.3.4 Funktionalität der E2-Proteine in BRS-Viruspartikeln

Aus den Untersuchungen von STOPE et al. (2001) und BUCHHOLZ et al. (2000) ist

bekannt, dass in BRS-Virionen integrierte Fremdproteine auch funktionell aktiv sein

können.

Bei Austausch des F- und G-Protein bzw. nur des G-Proteins von BRSV gegen das

F- und HN-Protein bzw. nur das HN-Protein von BPIV-3 konnten die rekombinanten

Viren (BRSV-HNF und BRSV-HN) sich zu gleichen Titern wie BRSV wt vermehren

und zusätzlich wurde Hämadsorption durch das HN-Protein induziert. Bei

Neutralisationstests mit Seren gegen BRSV und BPIV-3 wurde gezeigt, dass die

Infektion bei BRSV-HNF durch die heterologen Proteine HN und F und bei BRSV-HN

durch das homologe F-Protein vermittelt wurde (STOPE et al., 2001).

In einer anderen Untersuchung wurde das F- und G-Protein bzw. nur das F-Protein

von BRSV gegen die entsprechenden Proteine von HRSV ausgetauscht. Die

heterologen Proteine wurden in die Virionen eingebaut und konnten die Infektion von

Zellen vermitteln (BUCHHOLZ et al., 2000).

Wenn die Proteine E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A und E2(MTdel) in die

entsprechenden Viren eingebaut werden würden, könnten sie in diesen auch

Funktionen, wie z. B. die Anheftung der Viren an die Zelle, vermitteln.

Für die Funktionalität der E2-Proteine in BRSV gilt das gleiche wie bei

rekombinantem VSV (7.2.3). Ob die E2-Proteine in BRS-Virionen funktionell aktiv
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sind, kann man derzeit nicht bestimmen, solange nicht die grundsätzliche Frage

geklärt ist, ob E2 allein rezeptorbindende Eigenschaften besitzt oder ob dafür ein

Komplex mit dem E1- oder Erns-Protein vorliegen muß. Die Infektion durch die

rekombinanten BRS-Viren erfolgt über die Proteine G und F. Wie auch bei den

Versuchen mit rekombinantem VSV (6.2.5, 6.2.6 und 7.2.3) gab es weder durch die

Neutralisationstests (6.3.7) noch durch Infektion verschiedener Zelllinien (6.3.8)

Hinweise, dass die E2-Proteine die Infektion von BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-

E2-G(MT)Y/A und BRSV-E2(MTdel) gegenüber BRSV wt erleichtert hätten.

7.3.5 Eignung von BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-G(MT)Y/A und BRSV-

E2(MTdel) als Impfstoff

Sowohl für BVD/MD als auch für die durch BRSV hervorgerufenen Atem-

wegserkrankungen stehen Lebend- und Totimpfstoffe zur Verfügung. Trotzdem ist

ein Bedarf an sicheren, effektiven und kostengünstigen Vakzinen vorhanden, da

diese beiden Errankungen große wirtschaftliche Verluste in der Rinderhaltung

verursachen. Das BVD-Virus soll in Deutschland langfristig ausgemerzt werden, so

dass effektive Impfstoffe zur Reduktion der BVDV-Infektionen unbedingt erforderlich

sind.

Bei einem Impfstoff gegen BVD/MD ist besonders die Problematik der

transplazentaren Übertragung des Virus zu beachten. Die ideale Vakzine würde

sicher vor Ausbildung klinischer Symptome beim immunkompetenten Tier schützen

und eine transplazentare Übertragung von BVDV vom geimpften Muttertier auf das

ungeborene Kalb verhindern. Des weiteren dürfte es durch Impfung trächtiger Tiere

nicht zur transplazentaren Übertragung des Impfvirus auf das ungeborene Kalb

kommen und bei persistent infizierten Tieren dürfte durch eine unbeabsichtigte

Impfung keine MD ausgelöst werden. Damit eine Unterscheidung zwischen Feld- und

Impfvirus möglich ist, sollte die Vakzine zusätzlich einen Marker tragen, der dieses

ermöglicht. Sowohl die Lebend- als auch die Totimpfstoffe erfüllen nur einen Teil

dieser Bedingungen. Markervakzinen für BVDV und BRSV sind bislang nicht auf dem

Markt.
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Da bei BRSV-E2, BRSV-E2-G(MT), BRSV-E2-G(MT)Y/A und BRSV-E2(MTdel) nur

das Hauptimmunogen E2, bzw. E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A oder E2(MTdel) für die

Vakzination genutzt werden würde, kann es bei einer solchen Impfung nicht zu einer

transplazentaren Übertragung des Impfvirus kommen. Somit kann eine Impfung

trächtiger Tiere mit diesen Viren nicht zur Ausbildung persistent infizierter Kälber

führen. Auch die Induktion der MD durch unbeabsichtigtes Impfen persistent

infizierter Kälber wäre mit einem solchen Impfstoff ausgeschlossen.

Ob diese Impfviren sicher vor den klinischen Symptomen und einer transplazentaren

Übertragung bei einer BVDV-Infektion schützen, muß jedoch erst im Tierexperiment

untersucht werden. Dabei wird es interessant sein, ob E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A

oder E2(MTdel) Unterschiede in ihrer Immunogenität aufweisen, die durch die

unterschiedliche Lokalisation der Proteine hervorgerufen wird.

Grundsätzlich ist ein Schutz vor einer BVDV-Infektion durch ausschließliche

Verabreichung oder Expression des E2-Proteins möglich. Dazu wurde E2-Protein

nach der Expression mit unterschiedlichen Vektoren gereinigt und den Tieren

appliziert (HULST et al., 1993; BOLIN u. RIDPATH, 1996) oder E2 wurde durch

Applikation von Plasmid- oder Virusvektoren im Tier exprimiert (HARPIN et al., 1997,

1999; ELAHI et al., 1999a, b; KWEON et al., 1999; GRIGERA et al., 2000; NOBIRON

et al., 2001, 2003; YU et al., 2001). Bei diesen Immunisierungsstudien wurden häufig

Mäuse verwendet, ein Teil der Studien wurde jedoch auch mit Rindern (BOLIN u.

RIDPATH, 1996; KWEON et al., 1999) bzw. Schweinen (HULST et al., 1993; YU et

al., 2001) durchgeführt. Die vakzinierten Tiere bildeten Antikörper gegen das E2-

Protein und waren, wenn die Tiere anschließend mit BVDV infiziert wurden, vor einer

Infektion geschützt.

Ein weiterer Vorteil für die Immunantwort gegen das E2-Protein bei Vakzination mit

den E2-tragenden BRS-Viren ist die Stimulation der humoralen und zellulären

Immunantwort durch Verabreichung von vermehrungsfähigen Viren. Dies wird

wahrscheinlich zu einer verstärkten Immunantwort gegen das E2-Protein führen.

Bei natürlichen BRSV-Infektionen kommt es immer wieder zu Reinfektionen, da

keine belastbare Immunität ausgebildet wird (MURPHY, 1999). Bei Vakzination

gegen BRSV-bedingte Atemwegserkrankungen ist es grundsätzlich schwierig, eine

belastbare Immunität zu induzieren. Vorteilhaft wäre bei der Vakzination eine
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intranasale Applikation des Impfstoffs, da die Schleimhautimmunität dem Tier den

größtmöglichen Schutz gegenüber Reinfektionen bietet (KIMMAN u.

WESTENBRINK, 1990). Beim Stamm BRSV ATue51908 handelt es sich um einen

attenuierten Laborstamm. Ob mit diesem BRSV-Stamm eine belastbare Immunität

hervorgerufen werden kann, muß im Tierexperiment untersucht werden. Sollte dieser

BRSV-Stamm nicht ausreichend immunogen wirken, so wäre die Verwendung

anderer Stämme, eventuell etablierter Impfstämme, in Erwägung zu ziehen.

Ein weiteres Problem stellt die Booster-Impfung mit viralen Vektoren dar. Da bei der

Erstimmunisierung die Immunantwort nicht nur gegen das Fremdprotein, sondern

auch gegen den Vektor selbst gerichtet ist, ist eine Booster-Impfung mit dem

gleichen Vektor meist nicht sehr effektiv. Ob diese Ineffektivität auch für BRSV als

Vektor zutrifft ist fraglich, da auch unter natürlichen Bedingungen Reinfektionen

vorkommen. Eine mögliche Abhilfe für dieses Problem würde ein Austausch des F-

und G-Proteins gegen die entsprechenden Proteine eines antigenetisch möglichst

weit entfernten Stammes darstellen, so dass es bei der Booster-Impfung nicht zur

Neutralisation des Vektors kommt. Ein solcher Austausch der immunogenen Proteine

eines viralen Vektors wurde schon erfolgreich bei VSV praktiziert (ROSE et al.,

2000).

Das rekombinante BRSV-System mit der integrierten Klonierungskassette bietet

jedoch noch weitere Vorteile: so könnten z. B problemlos spezielle Markerproteine

oder –peptide mit diesem Vektor exprimiert werden, über die eine spätere Selektion

zwischen Feld- und Impfvirus möglich wäre. Eine Selektion wäre auch über den

immunologischen Nachweis von Erns bzw. NS3 möglich, die nach einer Impfung nicht

detektierbar wären, jedoch nach einer Feldinfektion nachgewiesen werden könnten.

Auf diese Weise könnten die E2-tragenden BRS-Viren zusätzlich als Markervakzinen

genutzt werden.
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8 Zusammenfassung

Wiebke Köhl

Expression des E2-Glycoproteins des Virus der bovinen

Virusdiarrhoe (BVDV) mit Hilfe von Plasmid- und Virusvektoren

Das Virus der bovinen Virusdiarrhoe (BVDV) ist dem Genus Pestivirus innerhalb der

Familie Flaviviridae zugeordnet. Infektionen von immunkompetenten Rindern mit

dem BVD-Virus verlaufen meist nur mit milden klinischen Symptomen oder sind

symptomlos. Jedoch können transplazentare Übertragungen von BVDV zu Aborten,

Fruchtbarkeitsstörungen, Missbildungen oder zur Geburt persistent infizierter Kälber

führen, die nach 6 bis 24 Monaten an der Mucosal Disease sterben. Das bovine

respiratorische Synzytialvirus (BRSV) gehört innerhalb der Familie Paramyxoviridae

zu dem Genus Pneumovirus und ist der wichtigste virale Infektionserreger akuter

Atemwegserkrankungen bei Kälbern im Alter von 4 Wochen bis 6 Monaten.

Hauptziel einer protektiven Immunantwort bei einer BVDV-Infektion ist das E2-

Protein. Dieses Protein wird in infizierten Zellen im Endoplasmatischen Retikulum

(ER) zurückgehalten.

Wir haben verschiedene chimäre, trunkierte und mutierte Formen des E2-Proteins

erstellt und die Expression, den Transport und die Lokalisation dieser Proteine

untersucht. Bei den chimären E2-Proteinen wurde der Membrananker und/oder der

cytoplasmatische Abschnitt gegen die entprechenden Regionen des BRSV-F- oder

des G-Proteins des Virus der vesikulären Stomatitis (VSV) ausgetauscht. Die

trunkierten E2-Proteine wiesen Deletionen in ihrem Membrananker und/oder

cytoplasmatischen Abschnitt auf. Zusätzlich wurden E2-Proteine mit einer

Punktmutation in der Mitte des Membranankers erstellt, bei denen Arginin gegen

Alanin ausgetauscht wurde. Für die Expression wurden drei Vektoren verwendet:

pTM1 als Plasmidvektor, VSV und BRSV als virale Vektoren. VSV wird dem Genus

Vesiculovirus innerhalb der Familie Rhabdoviridae zugeordnet.
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Die verschiedenen E2-Gene wurden kloniert und mit Hilfe von pTM1 durch

Transfektion in BSR-T7/5-Zellen exprimiert. Das Ergebnis der Expressionsstudien

spricht für ein Retentionssignal innerhalb des E2-Membranankers. Das zentrale

Arginin im Membrananker stellt einen wichtigen Bestandteil des Retentionssignals

dar, denn diese Mutation führt zur Oberflächenexpression des E2-Proteins.

Um E2-G(MT) (E2, welches den Membrananker und cytoplasmatischen Abschnitt

von VSV-G enthält) mit Hilfe von VSV zu exprimieren, wurde das E2-G(MT)-Gen

zwischen dem G- und L-Gen in das VSV-Antigenom einkloniert. Nach erfolgreichem

Virus-Rescue wurden BHK-21-Zellen mit VSV-E2-G(MT) infiziert und die E2-G(MT)-

Expression untersucht. E2-G(MT) wurde an der Zelloberfläche exprimiert und in

VSV-E2-G(MT)-Virionen inkorporiert.

Die Proteine E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A (E2-G(MT), welches eine Punktmutation

im cytoplamatischen Abschnitt enthält) und E2(MTdel) (E2 mit deletiertem

Membrananker und cytoplasmatischem Abschnitt) wurden für die Expression mit

dem viralen Vektor BRSV ausgewählt. Für diese Proteine wurde eine

unterschiedliche Verteilung in infizierten Zellen erwartet. Die unterschiedliche

Lokalisation der E2-Proteine kann bei einer späteren Immunisierung von Kälbern die

Immunantwort gegen die rekombinanten BRS-Viren beeinflussen. Die E2-Gene

wurden als zusätzliches Gen vor das NS1-Gen in das BRSV-Antigenom eingefügt.

Um die Integration der E2-Gene in das BRSV-Antigenom zu erleichtern, wurde eine

Klonierungskassette mit Restriktionsschnittstellen und regulatorischen Sequenzen

erstellt und und vor dem NS1-Gen in das Antigenom integriert. Nach erfolgreichem

Virus-Rescue wurden verschiedene Zelllinien mit den rekombinanten Viren infiziert

und die E2-Expression untersucht. Alle E2-Proteine wurden stark in infizierten Zellen

exprimiert, wobei eine unterschiedliche zelluläre Verteilung zu beobachten war: E2

war im ER lokalisiert, während E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A an der Zelloberfläche

exprimiert wurden. Interessanterweise wurden E2, E2-G(MT) und E2-G(MT)Y/A

zusätzlich in den Überstand sezerniert. E2(MTdel) war ausschließlich im ER

nachweisbar. Nach einer Virussedimentation durch ein Saccharosekissen konnten

alle E2-Proteine zusammen mit den Virionen nachgewiesen werden, jedoch ist es

derzeit nicht klar, ob die E2-Proteine in die BRS-Virionen integriert wurden oder ob

sie mit diesen nur locker assoziiert waren.
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Die viralen Vektoren VSV und BRSV sind gut geeignet zur Expression der E2-

Proteine, wobei es zu einer hohen Expressionsrate der Fremdproteine kommt. Mit

E2-exprimierendem BRSV ist es möglich, mit einem Virus gegen zwei Erkrankungen

zu immunisieren. Aufgrund dieser Eigenschaft wird es zu einem interessanten

Kandidaten für einen neuen Impfstoff.



172                                                                                                                                 Summary

9 Summary

Wiebke Köhl

Expression of E2 glycoprotein of BVDV using plasmid- and virus-
vectors

In most cases infections of immunocompetent cattle with bovine viral diarrhea virus

(BVDV), a Pestivirus of the family Flaviviridae, cause only mild clinical symptoms or

are asymptomatic. However, transplacental transmission of BVDV is able to induce

abortion, stillbirth, malformations and persistently infected calves, which die after 6 to

24 months of mucosal disease. Bovine respiratory syncytial virus (BRSV), a

Pneumovirus of the family Paramyxoviridae, is the major cause of lower respiratory

tract disease in young calves at the age between 4 weeks and 6 months.

E2 protein is the target of the protective immune response elicited by a BVDV

infection. E2 is retained in the endoplasmic reticulum (ER) of infected cells.

We have constructed different chimeric, truncated and mutated forms of the E2

protein to examine the expression, transport and localization of E2. In chimeric E2

proteins the membrane anchor and/or cytoplasmic tail of E2 was exchanged against

the corresponding regions of BRSV-F-protein or vesicular stomatitis virus (VSV) G

protein. The truncated forms of the E2 protein had deletions in their cytoplasmic tail

and/or membrane anchor. Additionally, E2 proteins were constructed with a point

mutation in the middle of the membrane anchor, replacing an arginine residue by an

alanine. For expression of the different E2 proteins three vectors were used: pTM1

as plasmid vector, VSV and BRSV as viral vectors. VSV is a member of the genus

Vesiculovirus of the family Rhabdoviridae.

The different E2 genes were cloned and expressed with pTM1 by transfection of

BSR-T7/5 cells. The results of these expression studies indicate, that there is a

retention signal in the membrane anchor of E2. The central arginine in the membrane

anchor is an important element of the retention signal in the E2 protein, because

mutation resulted in surface expression of E2 protein.
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To express E2-G(MT) (E2 containing the membrane anchor and cytoplasmic tail of

VSV G) using VSV as vector, the E2-G(MT) gene was cloned between the G and L

gene into VSV antigenome. After successful virus rescue, BHK-21-cells were

infected with VSV-E2-G(MT) and the expression of E2-G(MT) was examined. E2-

G(MT) was expressed at the cell surface and was incorporated into VSV-E2-G(MT)-

virions.

The proteins E2, E2-G(MT), E2-G(MT)Y/A (E2-G(MT) containing a point mutation in

the cytoplasmic tail) and E2(MTdel) (E2 with the membrane anchor and cytoplasmic

tail deleted) were chosen for expression using BRSV as vector. These proteins are

expected to have a different distribution in infected cells. The different localization of

the E2 proteins may influence the immune response, when the recombinant viruses

will be used to immunize calves. The E2 genes were inserted into the BRSV

antigenome as additional gene upstream of the NS1 gene. To facilitate the insertion

of the E2 genes into the BRSV antigenome, a cloning cassette with restriction sites

and regulatory sequences was cloned and integrated into the antigenome upstream

of the NS1 gene. After successful virus rescue, different cell lines were infected with

the recombinant viruses and the expression of the E2-proteins was examined. Strong

expression of all E2 proteins was observed with different cellular distribution: E2 was

localized in the ER. E2-G(MT) and E2-G(MT)Y/A were expressed at the cell surface.

Interestingly E2, E2-G(MT) and E2-G(MT)Y/A were also secreted into the

supernatant. E2(MTdel) was only detected in the ER. After virus sedimentation

through a sucrose cushion all E2 proteins were detected together with BRSV, but at

present it is not clear, whether the E2 proteins were integrated into BRSV virions or

whether they were only associated with the virions.

The viral vectors VSV and BRSV are valuable tools for the expression of E2 proteins

with high expression rates. With recombinant BRSV expressing the E2 proteins it is

possible to immunize with one virus against two diseases. Therefore, these viruses

are interesting candidates for a new vaccine.
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11 Anhang

11.1 Aminosäure- und Nukleotidsequenz des BVDV-E2-Proteins

Aminosäuresequenz des gesamten E2-Proteins (AS 693-1067)

HLDCKPEFSYAIAKDERIGQLGAEGLTTTWKEYSPGMKLEDTMVIAWCEDGKLMYL

QRCTRETRYLAILHTRALPTSVVFKKLFDGRKQEDVVEMNDNFEFGLCPCDAKPIVR

GKFNTTLLNGPAFQMVCPIGWTGTVSCTSFNMDTLATTVVRTYRRSKPFPHRQGCI

TQKNLGEDLHNCILGGNWTCVPGDQLLYKGGSIESCKWCGYQFKESEGLPHYPIG

KCKLENETGYRLVDSTSCNREGVAIVPQGTLKCKIGKTTVQVIAMDTKLGPMPCRPY

EIISSEGPVEKTACTFNYTKTLKNKYFEPRDSYFQQYMLKGEYQYWFDLEVTDHHR

DYFAESILVVVVALLGGRYVLWLLVTYMVLSEQKALG

Nukleotidsequenz des gesamten E2-Gens (bp 2462-3583)

cacttggat tgcaaacctg aattctcgta tgccatagca aaggacgaaa gaattggtca

2521 actgggggct gaaggcctta ccaccacttg gaaggaatac tcacctggaa tgaagctgga

2581 agacacaatg gtcattgctt ggtgcgaaga tgggaagtta atgtacctcc aaagatgcac

2641 gagagaaacc agatatctcg caatcttgca tacaagagcc ttgccgacca gtgtggtatt

2701 caaaaaactc tttgatgggc gaaagcaaga ggatgtagtc gaaatgaacg acaactttga

2761 atttggactc tgcccatgtg atgccaaacc catagtaaga gggaagttca atacaacgct

2821 gctgaacgga ccggccttcc agatggtatg ccccatagga tggacaggga ctgtaagctg

2881 tacgtcattc aatatggaca ccttagccac aactgtggta cggacatata gaaggtctaa

2941 accattccct cataggcaag gctgtatcac ccaaaagaat ctgggggagg atctccataa

3001 ctgcatcctt ggaggaaatt ggacttgtgt gcctggagac caactactat acaaaggggg

3061 ctctattgaa tcttgcaagt ggtgtggcta tcaatttaaa gagagtgagg gactaccaca

3121 ctaccccatt ggcaagtgta aattggagaa cgagactggt tacaggctag tagacagtac

3181 ctcttgcaat agagaaggtg tggccatagt accacaaggg acattaaagt gcaagatagg
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3241 aaaaacaact gtacaggtca tagctatgga taccaaactc ggacctatgc cttgcagacc

3301 atatgaaatc atatcaagtg aggggcctgt agaaaagaca gcgtgtactt tcaactacac

3361 taagacatta aaaaataagt attttgagcc cagagacagc tactttcagc aatacatgct

3421 aaaaggagag tatcaatact ggtttgacct ggaggtgact gaccatcacc gggattactt

3481 cgctgagtcc atattagtgg tggtagtagc cctcttgggt ggcagatatg tactttggtt

3541 actggttaca tacatggtct tatcagaaca gaaggcctta ggg

Aminosäuresequenz des E2-Membranankers (AS 1037-1060)

ILVVVVALLGGRYVLWLLVTYMVL

Nukleotidsequenz des E2-Membranankers (bp 3491-3562)

atattagtgg tggtagtagc cctcttgggt ggcagatatg tactttggtt actggttaca tacatggtct ta

Aminosäuresequenz des cytoplasmatischen Abschnitts des E2-Proteins

(AS 1061-1067)

SEQKALG

Nukleotidsequenz des cytoplasmatischen Abschnitts des E2-Gens (bp 3563-

3583)

tcagaaca gaaggcctta ggg
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11.2 Aminosäure- und Nukleotidsequenz des BRSV-F-Proteins

Aminosäuresequenz des gesamten F-Proteins (AS 1-574)

MATTAMRMIISIIFISTYVTHITLCQNITEEFYQSTCSAVSRGYLSALRTGWYTSVVTIE

LSKIQKNVCKSTDSKVKLIKQELERYNNAVVELQSLMQNEPASFSRAKRGIPELIHYT

RNSTKKFYGLMGKKRKRRFLGFLLGIGSAVASGVAVSKVLHLEGEVNKIKNALLSTN

KAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKELLPQVNNHDCRISNIETVIEFQQKNNRLLEIA

REFSVNAGITTPLSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSSNVQIVRQQSYSIMSVV

KEEVIAYVVQLPIYGVIDTPCWKLHTSPLCTTDNKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSV

SFFPQTETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPTDVNLCNTDIFNTKYDCKIMTSKTDISSSVI

TSIGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKLEG

KALYIKGEPIINYYDPLVFPSDEFDASIAQVNAKINQSLAFIRRSDELLHSVDVGKSTT

NVVITTIIIVIVVVILMLIAVGLLFYCKTKSTPIMLGKDQLSGINNLSFSK

Nukleotidsequenz des gesamten F-Gens (bp 5570-7294)

a tggcgacaac

5581 agccatgagg atgatcatca gcattatctt catctctacc tatgtgacac atatcacttt

5641 atgccaaaac ataacagaag aattttatca atcaacatgc agtgcagtta gtagaggtta

5701 ccttagtgca ttaagaactg gatggtatac aagtgtggta acaatagagt tgagcaaaat

5761 acaaaaaaat gtgtgtaaaa gtactgattc aaaagtgaaa ttaataaagc aagaactaga

5821 aagatacaac aatgcagtag tggaattgca gtcacttatg caaaatgaac cggcctcctt

5881 cagtagagca aaaagaggga taccagagtt gatacattat acaagaaact ctacaaaaaa

5941 gttttatggg ctaatgggca agaagagaaa aaggagattt ttaggattct tgctaggtat

6001 tggatctgct gttgcaagtg gtgtagcagt gtccaaagta ctacacctgg agggagaggt

6061 gaataaaatt aaaaatgcac tgctatccac aaataaagca gtagttagtc tatccaatgg

6121 agttagtgtc cttactagca aagtacttga tctaaagaac tatatagaca aagagcttct

6181 acctcaagtt aacaatcatg attgtaggat atccaacata gaaactgtga tagaattcca

6241 acaaaaaaac aatagattgt tagaaattgc tagggaattt agtgtaaatg ctggtattac

6301 cacacctctc agtacataca tgttgaccaa tagtgaatta ctatcactaa ttaatgatat
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6361 gcctataacg aatgaccaaa aaaagctaat gtcaagtaat gttcaaatag tcaggcaaca

6421 gagttattcc attatgtcag tggtcaaaga agaagtcata gcttatgttg tacaattgcc

6481 tatttatgga gttatagaca ccccctgttg gaaactacac acctctccgt tatgcaccac

6541 tgataataaa gaagggtcaa acatctgctt aactaggaca gatcgtgggt ggtattgtga

6601 caatgcaggc tctgtgtctt ttttcccaca gacagagaca tgtaaggtac aatcaaatag

6661 agtgttctgt gacacaatga acagtttaac tctgcctact gacgttaact tatgcaacac

6721 tgacatattc aatacaaagt atgactgtaa aataatgaca tctaaaactg acataagtag

6781 ctctgtgata acttcaattg gagctattgt atcatgctat gggaagacaa aatgtacagc

6841 ttctaataaa aatcgtggaa tcataaagac tttttccaat gggtgtgatt atgtatcaaa

6901 caaaggagta gatactgtat ctgttggtaa cacactatat tatgtaaata agctagaggg

6961 gaaagcactc tatataaagg gtgaaccaat tattaattac tatgatccac tagtgtttcc

7021 ttctgatgag tttgatgcat caattgccca agtaaacgca aaaataaacc aaagcctggc

7081 cttcatacgt cgatctgatg agttacttca cagtgtagat gtaggaaaat ccaccacaaa

7141 tgtagtaatt actactatta tcatagtgat agttgtagtg atattaatgt taatagctgt

7201 aggattactg ttttactgta agaccaagag tactcctatc atgttaggga aggatcagct

7261 cagtggtatc aacaatcttt cctttagtaa atga

Aminosäuresequenz des F-Membranankers (AS 535-550)

VVITTIIIVIVVVILMLIAVGLLFYC

Nukleotidsequenz des F-Membranankers (bp 7142-7219)

tgtagtaatt actactatta tcatagtgat agttgtagtg atattaatgt taatagctgt aggattactg ttttactgt

Aminosäuresequenz des cytoplasmatischen Abschnitts des F-Proteins

(AS 551-574)

KTKSTPIMLGKDQLSGINNLSFSK
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Nukleotidsequenz des cytoplasmatischen Abschnitts des F-Gens (bp 7220-

7294)

a agaccaagag tactcctatc atgttaggga aggatcagct cagtggtatc aacaatcttt cctttagtaa atga

11.3 Aminosäure- und Nukleotidsequenz des VSV-G-Proteins

Aminosäuresequenz des gesamten G-Proteins (AS 1-511)

MKCLLYLAFLFIGVNCKFTIVFPHNQKGNWKNVPSNYHYCPSSSDLNWHNDLIGTAI

QVKMPKSHKAIQADGWMCHASKWVTTCDFRWYGPKYITQSIRSFTPSVEQCKESIE

QTKQGTWLNPGFPPQSCGYATVTDAEAVIVQVTPHHVLVDEYTGEWVDSQFINGK

CSNYICPTVHNSTTWHSDYKVKGLCDSNLISMDITFFSEDGELSSLGKEGTGFRSNY

FAYETGGKACKMQYCKHWGVRLPSGVWFEMADKDLFAAARFPECPEGSSISAPS

QTSVDVSLIQDVERILDYSLCQETWSKIRAGLPISPVDLSYLAPKNPGTGPAFTIINGT

LKYFETRYIRVDIAAPILSRMVGMISGTTTERELWDDWAPYEDVEIGPNGVLRTSSG

YKFPLYMIGHGMLDSDLHLSSKAQVFEHPHIQDAASQLPDDESLFFGDTGLSKNPIE

LVEGWFSSWKSSIASFFFIIGLIIGLFLVLRVGIHLCIKLKHTKKRQIYTDIEMNRLGK

Nukleotidsequenz des gesamten G-Gens (bp 3078-4613)

 atg aagtgccttt tgtacttagc ctttttattc attggggtga

3121 attgcaagtt caccatagtt tttccacaca accaaaaagg aaactggaaa aatgttcctt

3181 ctaattacca ttattgcccg tcaagctcag atttaaattg gcataatgac ttaataggca

3241 cagccataca agtcaaaatg cccaagagtc acaaggctat tcaagcagac ggttggatgt

3301 gtcatgcttc caaatgggtc actacttgtg atttccgctg gtatggaccg aagtatataa

3361 cacagtccat ccgatccttc actccatctg tagaacaatg caaggaaagc attgaacaaa

3421 cgaaacaagg aacttggctg aatccaggct tccctcctca aagttgtgga tatgcaactg

481 tgacggatgc cgaagcagtg attgtccagg tgactcctca ccatgtgctg gttgatgaat
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3541 acacaggaga atgggttgat tcacagttca tcaacggaaa atgcagcaat tacatatgcc

3601 ccactgtcca taactctaca acctggcatt ctgactataa ggtcaaaggg ctatgtgatt

3661 ctaacctcat ttccatggac atcaccttct tctcagagga cggagagcta tcatccctgg

3721 gaaaggaggg cacagggttc agaagtaact actttgctta tgaaactgga ggcaaggcct

3781 gcaaaatgca atactgcaag cattggggag tcagactccc atcaggtgtc tggttcgaga

3841 tggctgataa ggatctcttt gctgcagcca gattccctga atgcccagaa gggtcaagta

3901 tctctgctcc atctcagacc tcagtggatg taagtctaat tcaggacgtt gagaggatct

3961 tggattattc cctctgccaa gaaacctgga gcaaaatcag agcgggtctt ccaatctctc

4021 cagtggatct cagctatctt gctcctaaaa acccaggaac cggtcctgct ttcaccataa

4081 tcaatggtac cctaaaatac tttgagacca gatacatcag agtcgatatt gctgctccaa

4141 tcctctcaag aatggtcgga atgatcagtg gaactaccac agaaagggaa ctgtgggatg

4201 actgggcacc atatgaagac gtggaaattg gacccaatgg agttctgagg accagttcag

4261 gatataagtt tcctttatac atgattggac atggtatgtt ggactccgat cttcatctta

4321 gctcaaaggc tcaggtgttc gaacatcctc acattcaaga cgctgcttcg caacttcctg

4381 atgatgagag tttatttttt ggtgatactg ggctatccaa aaatccaatc gagcttgtag

4441 aaggttggtt cagtagttgg aaaagctcta ttgcctcttt tttctttatc atagggttaa

4501 tcattggact attcttggtt ctccgagttg gtatccatct ttgcattaaa ttaaagcaca

4561 ccaagaaaag acagatttat acagacatag agatgaaccg acttggaaag taa

Aminosäuresequenz des G-Membranankers (AS 451-482)

IELVEGWFSSWKSSIASFFFIIGLIIGLFLVL

Nukleotidsequenz des G-Membranankers (bp 4428-4523)

aatc gagcttgtag aaggttggtt cagtagttgg aaaagctcta ttgcctcttt tttctttatc atagggttaa

tcattggact attcttggtt ctc

Aminosäuresequenz des cytoplasmatischen Abschnitts des G-Proteins

(AS 483-511)

RVGIHLCIKLKHTKKRQIYTDIEMNRLGK
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Nukleotidsequenz des cytoplasmatischen Abschnitts des G-Gens (bp 4524-

4613)

cgagttg gtatccatct ttgcattaaa ttaaagcaca ccaagaaaag acagatttat acagacatag

agatgaaccg acttggaaag taa

11.4 Nukleotidsequenz der BRSV-Klonierungskassette

ATTC-GCGGCCGC - ATCGAT - Fremdgen - CTCGAG - GCACTTTTCAAAATT

TAATTCACACAGTGTTATCTTTTGGTACCAATGTCAACCAAATTCCCACATAGTG

CAT - AGTAGTAATTAAAAAA - GAACCAGGTTAGAAACAAAAAAAGGTAGAGA

ATAACAACAAACAAAAATGAAATGT - GGGGCAAATA - CAAAA - GCGGCCGC -

CCCC

Die Sequenz der BRSV-Klonierungskassette ist grau unterlegt. Die Schnittstellen

NotI, ClaI und XhoI sind innerhalb der Sequenz fett und kursiv geschrieben. Die

einzelnen Abschnitte sind durch Bindestriche voneinander getrennt und die ersten

bzw. letzten 4 Nukleotide stellen den Übergang zum BRSV-Antigenom dar.

NotI ClaI XhoI

nicht translatierter Bereich (von NS2)

Gen-Stop-Signal intergenischer Bereich (zw. NS2 und N)

Gen-Start Signal
zum

Vergrößern
einkloniert

NotI
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Verzeichnis der Abkürzungen

AK Antikörper

BHV-1 bovines Herpesvirus 1

bp Basenpaare

BPIV-3 bovines Parainfluenzavirus-Typ-3

BRSV bovines respiratorisches Synzytialvirus

BVD bovine Virusdiarrhoe

BVDV Virus der bovinen Virusdiarrhoe

C-Protein Capsidprotein

cDNA komplementäre DNA

cp cytopathogen

CPE cytopathischer Effekt

del deletiert

DNA Desoxyribonukleinsäure

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

DTT Dithiothreitol

E-Protein Membranprotein

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamin-Tetraessigsäure

env Glycoproteine (HIV)

ER Endoplasmatisches Retikulum

et al. und andere (et alii)

F-Protein Fusionsprotein

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FKS Fetales Kälberserum

g Erdbeschleunigung

G-Protein Glycoprotein

gag gruppenspezifische Antigene (HIV)

h Stunde

H-Protein Hämagglutininprotein
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HA-Protein Hämagglutininprotein

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N‘-(2-Ethansulfonsäure)

HIV humanes Immundefizienzvirus

HN-Protein Hämagglutinin-Neuraminidase-Protein

HRP Peroxidase aus Meerrettich

HRSV humanes respiratorisches Synzytialvirus

H2O Reinstwasser

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

kV Kilovolt

l Liter

L-Protein large-Protein (enthält die RNA-Polymerase)

M Molar

M Membrananker

M-Protein Matrixprotein

mA Milliampere

MD Schleimhautkrankheit (Mucosal Disease)

min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

m.o.i. multiplicity of infection

NA-Protein Neuraminidaseprotein

ncp nicht cytopathogen

ng Nanogramm

NHS N-Hydroxysuccinimid

nm Nanometer

N-Protein Nukleoprotein

Nr. Nummer

NS-Protein Nichtstrukturprotein

OD Extinktion (optical density)

p Plasmid

pmol Pikomol
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P-Protein Phosphoprotein

PAGE Polyacrylamidgel-Elektrophorese

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung

PBSM PBS ohne Calcium und Magnesium

pBRSV BRSV-Antigenom in dem Vektor pBlueskript

PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)

pH negativer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration

pVSV VSV-Antigenom in dem Vektor pBlueskript

pfu plaquebildende Einheiten (plaque forming unit)

Pfu Pyrococcus furiosus

PRT Plaquereduktionstest

RNA Ribonukleinsäure

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

RSV respiratorisches Synzytialvirus

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion

SDS Natriumdodecylsulfat

sec Sekunde

SH-Protein small hydrophobic-Protein

TAE Tris-Acetat-EDTA

T cytoplasmatischer Abschnitt

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA

TEMED N, N, N’, N’-Tetramethlethylendiamin

TMR Transmembranregion

U Internationale Einheit (unit)

V Volt

VSV Virus der vesikulären Stomatitis

x mal

µg Mikrogramm

µl Mikroliter

Ω Ohm
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