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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie und Klinik der akuten Masern

Masernviren sind weltweit verbreitet und verursachen eine schwere hochfieberhafte
systemische Erkrankung. Trotz der Einfihrung eines attenuierten Lebendimpfstoffes,
erkranken jahrlich noch ca. 40 Millionen Menschen an Masern und mehr als 1 Million
versterben daran. 1998 war Masern eine der zehn haufigsten und der zehn tddlichsten
Infektionskrankheiten weltweit (World Health Report 1999). Es wird geschétzt, dal3 in
Deutschland gegenwartig jahrlich noch 50.000-100.000 Masernerkrankungen auftreten. Auf
etwa 10.000 Masernerkrankungen entfélt hier eine Erkrankung mit todlichem Ausgang. Im
Gegensatz dazu ist die medizinische Bedeutung der Masern in den Entwicklungslandern,
besonders in Afrika, wesentlich groRRer. Hier sind die Masern nach wie vor die geféahrlichste
Infektionskrankheit im Kindesalter.

Die Ubertragung erfolgt aerogen tber Tropfcheninfektion (Husten, Niesen, Sprechen). Das
Masernvirus (MV) ist hoch kontagios und 16st bel 95 % der Infizierten eine Manifestation
Klinischer Erscheinungen aus. Die Inkubationszeit betrdgt etwa 8-10 Tage. Zu den ersten
Symptomen gehdren Bindehautentziindung, Lichtscheue, Husten, Schnupfen und schnell
ansteigendes Fieber. Etwa 2-3 Tage nach den ersten Krankheitszeichen fallt das Fieber wieder
ab. AnschlieRend tritt gleichzeitig mit erneutem Fieberanstieg auf bis zu 40°C das
charakteristische Masernexanthem auf. Die Infektiositét der Patienten erstreckt sich von 5
Tagen vor bis zu 4 Tagen nach Auftreten des Exanthems und ist unmittelbar vor Ausbruch
des Exanthems am gréf3ten.

10 % aller MV-Infektionen sind in industrialisierten Landern mit Komplikationen verbunden
(Diarrhoe (2,5 %), Pneumonie (2,5 %), Mittelohrentziindung (5 %) und Enzephalitis (0,1 %))
(Clements und Cutts, 1995) (siehe Tabelle 1). In Deutschland missen gegenwartig jahrlich
noch ca. 10004500 Félle (Uberwiegend Kinder und Jugendliche) aufgrund von
Komplikationen in einem Krankenhaus behandelt werden (Epidemiologisches Bulletin
44/1999). In Entwicklungslandern liegt die Komplikationsrate um ein Vielfaches hther und
Pneumonie und Diarrhoe nehmen aufgrund der ausgeprégten MV-induzierten
Immunsuppression durch virale, bakterielle und parasitére Sekundarinfektionen oft einen

todlichen Verlauf.
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1.2. Struktur desMV

MV gehort zum Genus der Morbilliviren innerhalb der Familie der Paramyxoviridae. Es ist
ein membranumhlltes Virus mit einem negativstrangigen, unsegmentierten, einzelstrangigen
RNA Genom. Die viraen Partikel sind von pleomorpher Gestalt mit einem Durchmesser von
300 nm bis ca. 1000 nm (Lund et al., 1984).

Abbildung 1 zeigt eine schematische Darstellung des MV -Partikels.

O Nukleokapsidprotein N

O Phosphoprotein P

S Matrixprotein M

F Fusionsprotein F

? Héamagglutininprotein H

Das RNA-Genom umfadt 15894 Nukleotide und kodiert fir 6 Strukturproteine:
Nukleokapsidprotein (N), Phosphoprotein (P), Matrixprotein (M), Fusionsprotein (F),
Hamagglutinin (H) und Polymerase (L). Das am haufigsten in infizierten Zellen
vorkommende virale Protein ist das Nukleokapsidprotein (60 KD) (Rozenblatt et al., 1985).
Das N Protein verpackt die genomische virale RNA (Castaneda und Wong, 1990), (Udem und
Cook, 1984) und schitzt das Genom vor zelul&ren RNAsen. Das mit dem
Nukleokapsidprotein komplexierte Genom bildet zusammen mit dem Phosphoprotein
("Transaktivator") (72 KD) und der Polymerase (220 KD) (Griffin und Bellini, 1996) den
Ribonukleokapsid (RNP)—Komplex. Der RNP-Komplex ist von einer Lipidhtlle umgeben, an
deren Innenseite das Matrixprotein (37 kD) angelagert ist. Das M Protein interagiert mit dem

RNP-Komplex und mit der Hullmembran und Ubernimmt eine wichtige Funktion bei der
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Virus Morphogenese. In die Hillmembran sind die beiden Glykoproteine, das Fusions (F)-
und das Hamagglutinin (H)-Protein inseriert. Das F-Protein ist ein Typ |
Membranglykoprotein und fir die Fusion der viralen Membran mit der Wirtszellmembran
verantwortlich. Das Fusionsprotein wird as ein inaktives Vorlauferprotein (Fg) synthetisiert.
Durch die Spaltung des Fg Vorlauferproteins in die Untereinheiten F; (41 kD) und F» (20kD)
entsteht ein neuer hydrophober Aminoterminus (Fusionsdomane) am F1 Protein (Richardson
et a., 1986), (Varsanyi et d., 1985). Aufgrund der hohen Hydrophobizitét wird angenommen,
dad dieser Teil des F Proteins wahrend des Fusionsprozesses in die Wirtszellmembran
interkaliert. Das Hamagglutininprotein (80 KD) ist ein Typ 2 Membranglykoprotein und das
Rezeptor-bindende Protein des Masernvirus. Der Rezeptor fur Masernvirus (Impfstamm) ist
das humane CD 46 Molekil (Doerig, et a., 1993), (Schneider-Schaulies, et al., 1995). CD 46
(Komplement Membran Kofaktor Protein) ist ein klassisches Transmembranprotein, welches
die Komplementfaktoren C3b und C4b bindet und die Komplement-vermittelte Lyse inhibiert
(Liszewski, et a., 1991). Es gibt aber Hinweise darauf, da? Wildtyp-MV Stdmme nicht
CD46, sondern aternative Rezeptoren benutzen (Lecoutourier, et al., 1996), (Buckland and
Wild 1997), (Bartz, et a., 1998). Nach Rezeptorbindung induziert das Hamaggl utininprotein
eine Konformationsanderung im Fusionsprotein, die dazu fuhrt, dal3 die fusongene Region am
aminoterminalen Ende des F;-Proteins in die WirtszelImembran interkaliert und so die Fusion
zwischen Virus und Zellmembran einleitet (Lamb, 1993), (Nussbaum, et al., 1995).

1.3. MV-spezifische | mmunantwort

1.3.1. Humor ale MV-spezifische | mmunantwort

Mit Auftreten des Exanthems werden IgM Antikorper gegen alle Virusproteine gebildet,
gefolgt von 1gG Antikorpern, die hdchste Antikorpertiter nach 4-6 Wochen erreichen (Cherry,
1987), (Carter und ter Meulen, 1987). Hauptantigene fir die humorale Immunreaktion sind
das MV-N Protein und das MV-H Protein. MV-F und MV-M spezifische Antikorper sind nur
in geringer Menge vorhanden (Norrby und Gollmar, 1972). Antikorper, die gegen das
Hamagglutinin und Fusionsprotein gerichtet sind, haben virusneutralisierende Aktivitét (ter
Meulen, et a., 1981), (Merz, et a., 1980), (Mavoisin und Wild, 1990) und kénnen den
Organismus vor einer Reinfektion schitzen (Giraudon und Wild, 1985), (Norrby, et a.,
1975). Die Hohe der Antikorpertiter nach Infektion bleibt auch in Abwesenheit einer
Reexposition konstant hoch (Black und Rosen, 1962), (Preblud und Katz, 1988). Das

Vorliegen von MV-neutralisierenden Antikorpern (nach Infektion bzw. Immunisierung) wird
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as Protektionsparameter verwendet. Ein Antikorpertiter von > 120 mlU wird als protektiv
angesehen, wahrend niedrigere Titer < 120 mlU nicht vor Reinfektion schitzen (Francisco et
al., 1998), (Chen, et a., 1990). Klinisch wurde die protektive Eigenschaft von
neutraliserenden Antikorpern fir die passive Immunisierung von immunsuppremierten
Patienten genutzt. Die Gabe von Hyperimmunglobulin kann bis zu 5 Tage nach der
Exposition den Ausbruch der akuten Masern verhindern oder den Krankheitsverlauf

modifizieren.

1.3.2. Zdluldre MV-spezifische Immunantwort

Die MV-spezifische zellulare Immunantwort ist fir die Uberwindung der akuten Infektion
von entscheidender Bedeutung. MV-infizierte Patienten, die an einer angeborenen
Agammaglobulindmie leiden und somit nur eine zelluldre MV-spezifische Immunantwort
ausbilden, konnen das Virus vollstandig aus dem Korper eliminieren (Bruton, 1953), (Good
und Zak, 1956). Patienten, die an einer T-Zell-Defizienz leiden, entwickeln schwere, meist
letale Verlaufsformen der Masern (Katz, 1995).

Wahrend der akuten Masernvirusinfektion wird die zelluldre Immunantwort aktiviert. Die
Aktivierung der T-Lymphozyten manifestiert sich in einer Erhdhung des Plasmaspiegels
l6slicher Formen der T-Zelloberflachenmolekile CD4, CD8, IL2-Rezeptor sowie [(32-
Mikroglobulin (Griffin and Ward, 1993), (Griffin, et al., 1989, 1992). Noch vor dem
Auftreten des Exanthems kommt es zur Erhéhung der Menge an IFN-y im Plasma, gefolgt
von einem Anstieg der Menge an IL-2 wahrend des MV -Ausschlages. Mit dem Abklingen des
Exanthems ist eine Zunahme der Menge an IL-4 im Plasma nachweisbar (Griffin und Ward,
1993), (Griffin, et al., 1990). Diese Zytokinexpression im Verlauf einer Masernvirusinfektion
|aR—t darauf schlief}en, dal? es wahrend der akuten Phase zu einer Aktivierung von CD4™ ThO-
Zellen und von CD8" T-Zellen kommt. Nach Abklingen des Exanthems wird diese von einer
lang andauernden Aktivierung von CD4" Th2-Zellen abgel 6st (Griffin 1995).

Im Blut von Rekonval eszenten kénnen sowohl CD4" a's auch CD8" MV -spezifische T-Zellen
nachgewiesen werden (Kreth, et a., 1979), (van Binnendijk, et al., 1990). CD4" Th-Zellen
proliferieren nach Stimulation mit internen MV-Proteinen (N, M und P) und auch nach
Stimulation mit den Oberflachenglykoproteinen (H und F) (Van Binnendijk, et al., 1992),
(llonen, et a., 1990), (Jakobsen, et al., 1989). In Masern-seropositiven Individuen kénnen
sowohl CD 4" ds auch CD 8" zytotoxische T-Zellen nachgewiesen werden (Jakobsen, et .,
1989), (van Binnnendijik, et al., 1989). Nach Stimulation mit UV-inaktiviertem Masernvirus
konnen Uberwiegend CD 4" zytotoxische T-Zellen nachgewiesen werden (Jakobsen, et al.,
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1989), wahrend nach Stimulation mit MV-infizierten Zellen hauptsichlich CD8" zytotoxische
T-Zellen nachweisbar sind (van Binnnendijik, et al., 1990). Die MV -spezifische zytotoxische
T-Zellantwort richtet sich hauptsachlich gegen das MV-Fusionsprotein und gegen das
Hamaggl utininprotein, wahrend die Nukleokapsid-spezifische Lyse schwéacher ausgepragt ist
(Jaye, et a., 1998). Mit Hilfe von Peptidstimulation konnte in MV -seropositiven Kindern eine
Reihe von T-Zellepitopen fur CD8" zytotoxische T-Zellen definiert werden (Nanan et al.
1995).

1.4. MV-Impfstoffe

1.4.1. Aktueler | mpfstoff

Bereits 1954 gelang es Enders und Peebles, Masernvirus zu isolieren und in vitro zu
amplifizieren (Enders und Peebles, 1954). Durch ausgedehnte Zellkulturpassagen
entwickelten sie 1962 den Lebendimpfstoff Edmonston B. Wegen seiner noch vorhandenen
Pathogenitdt wurde dieses Lebendvirus oft mit Immunglobulinen koappliziert. Bis zum Ende
der sechziger Jahre wurde der Masernvirusstamm Edmonston weiter attenuiert und unter den
verschiedensten Bezeichnungen benutzt (Schwarz, Moraten, AIK-C, Edmonston Zagreb).
Wahrend nach natrlicher Infektion der Schutz gegen Masern lebensang erhalten bleibt
(Panum, et al., 1938), nimmt der Schutz nach einmaliger Applikation bei einer Minderzahl
von Geimpften ab (zur Ubersicht (Clements and Cutts, 1995)). Um eine lang andauernde
Immunitét zu induzieren, wird nach den Empfehlungen der WHO der Impfstoff zweimal im
Alter von 12 bis 15 Monaten und zwischen 5 und 6 Jahren appliziert. Der heutige Impfstoff
ist sehr immunogen und die Vakzineeffizienz liegt unter optimalen Bedingungen bei mehr als
95%. Bel bis zu 5% der Impflinge treten die sogenannten Impfmasern auf (maldiges Fieber,
flichtiges Exanthem und milde respiratorische Symptome 2 Wochen nach der
Immunisierung) (Epidemiologisches Bulletin 44/1999). Die mit dem Impfstoff verbundenen
Nebenwirkungen sind aber sehr gering im Vergleich zur nattirlichen Infektion (siehe Tabelle
1). Mit der EinfUihrung eines attenuierten Lebendimpfstoffes konnte die MV-assoziierte
Morbiditdt und Mortalitét deutlich reduziert werden. Weltweit ist die Zahl der Masern-
assoziierten Todesféle von ca. 8 Millionen auf 1 Million zuriickgegangen. Man schétzt das
jahrlich etwa 90 Millionen Masernerkrankungen durch praventive Mal3nahmen vermieden

werden koénnen.
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Tabelle 1. Haufigkeit des Auftretens von Komplikationen nach akuten Masern und

Masernvirus mmunisierung (modifiziert nach (Duclos und Ward, 1998))

Komplikationen Haufigkeit nach natdrlicher Haufigkeit nach
Infektion Impfung
Otitis media 7-9% 0
Pneumonie 1-6% 0
Diarrhoe 6% 0
Postinfektidse Enzephal omyelitis 0,5-1 per 1000 1 per 1.000.000
SSPE 1 per 100.000 0
Anaphylaxie (vermutlich gegen 0 1 per 100.000 bis
hydolysiertes Gelatin) 1 per 1.000.000
0,1-1 per 1000 0
Todesféle (5-15% in Entwicklungsléandern)

1.4.2. Impfstoffproblematik

Besonders Kleinkinder besitzen innerhalb des ersten Lebensjahres ein hohes Risiko an
Masern zu erkranken und der Antell an schweren Krankheitsverlaufen mit letalem Ausgang
ist in dieser Altersgruppe sehr hoch. Aus diesem Grund wére es sehr wichtig, Sauglinge
bereits in den ersten Lebensmonaten erfolgreich zu immunisieren. Ein sehr grof3es Problem
far Impfungen im Kleinkindalter ist die Prédsenz von maternaen MV-spezifischen
Antikorpern  zum  Zeitpunkt der Immunisierung. Foeten erhaten am Ende der
Schwangerschaft Gber die Plazenta (Black, et al., 1986) und Sduglinge Gber die Muttermilch
maternale MV-spezifische Antikorper. Hierbel ist die transferierte Menge an maternaen
Antikorpern abhangig vom Antikérpertiter der Mutter. Kinder von Mittern, die an Masern
erkrankten, haben hohere und langer nachweisbare Antikorpertiter as Kinder von
immunisierten MUttern (De Serres, et a., 1997), (Markowitz, et al., 1996), (Maldonado, et al.,
1995). In Abhéngigkeit vom Titer an maternalen Antikérpern sind Sauglinge zunéchst gegen
eine Infektion mit dem Wildtypvirus geschitzt. Mit abnehmendem Antikorpertiter 1813t dieser
Schutz nach und die Kinder werden empfanglich fir MV-Infektionen. Allerdings sind auch
noch geringe nicht protektive Titer an maternalen Antikorpern ausreichend, um eine

erfolgreiche Immunisierung mit dem attenuierten Impfvirus zu verhindern. Daraus resultiert
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eine Protektiongllicke, in der die Kleinkinder nicht gegen MV geschiitzt sind, aber aufgrund
der noch vorhandenen MV-spezifischen Antikorpern auch nicht erfolgreich immunisiert

werden kénnen.

In Abbildung 2 ist exemplarisch der maternale Antikorperverlauf bel Sauglingen von MV-
immunen Mttern in der [andlichen Umgebung von Bangladesch dargestellt (Francisko, et al.,
1998).

100%

OUnter der
Nachweisgrenze
(<10 mlv)

Onicht protektive MV-
spezifische Antikdrper
(<120 mlv)

Hprotektive MV-
spezifische Antikdrper
(>120 mlV)

25% A

% positiver Seren im Plaguereduktions-Neutralisationstest
[éa)
S
>
L

Geburt 2 Monate 3 Monate 4 Monate 5 Monate 6 Monate 7 Monate 8 Monate

nach der Geburt

Abb.2.: Maternaler Antikorperverlauf bei 330 Sduglingen in der [andlichen Region von
Bangladesch. Maternale Antikorpertiter wurden mit Hilfe eines EL1SA-Systems und des Plaque-
Reduktionsneutralisationstest (PRNT) bestimmt.

Der schraffierte Bereich reprasentiert die Prozentzahl der fur MV-Infektion empfénglichen
Kinder, die aufgrund der noch vorhandenen nicht protektiven maternalen Antikérper nicht
erfolgreich immunisiert werden konnen. Da die Titer an maternalen Antikorpern in
unterschiedlichen Bevolkerungsgruppen stark  variieren und unterschiedlich lange
nachweisbar sind, ist es schwierig, einen optimalen Immunisierungszeitpunkt zu bestimmen,
der eine hohe Serokonversionsrate garantiert und gleichzeitig die Zeitspanne, in der die

Kinder fir MV empfanglich sind, minimiert.
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1.4.3. Probleme bei der Eradikation

In den Industrienationen mit hoher Immunisierungsrate sind die akuten Masern weitgehend
unter Kontrolle gebracht worden. Aber um Masern wie von der WHO gefordert, bis zum
Jahre 2010 auszurotten (WHO Report on Infectious Diseases Eradication and Elimination
Initiatives), wird eine aleinige Intensivierung der Impfprogramme mit dem derzeitigen
Impfstoff nicht ausreichen. Die hohe Empfindlichkeit des derzeitigen Impfstoffes gegentiber
aulBeren Einflissen wie erhohte Temperatur, Licht, UV-Strahlen, Fettlésungs- und
Desinfektionsmitteln erschweren besonders in den Entwicklungsldndern den routinemal3igen
Einsatz. Ein schwerwiegenderes Problem ist die Tatsache, dal? auch in Landern mit sehr hoher
Immunisierungsrate vereinzelt Masernepidemien auftreten. Hier konnte gezeigt werden, daf
auch seropositive, immunisierte Individuen mit MV-Wildtypviren infizieren werden kénnen,
ohne Manifestation klinischer Symptome (Pedersen, et al., 1989), (Edmonson, et al., 1990).
Die Persistenz wildtypischer Masernviren in immunen Populationen und haufiges
Impfstoffversagen in den ersten 12 Monaten nach der Geburt erschweren eine globale
Eradikation der Masern. Aus diesem Grund hat die WHO dazu aufgerufen neuartige
Impfstoffe zu entwickeln, die effektiver und zudem auch in Gegenwart maternaler Antikorper

anwendbar sind.

1.4.4. Impfstoffvarianten und alternative | mpfrouten

Einer der ersten Versuche, eine Alternative zum Lebendimpfstoff zu entwickeln, waren
Immunisierungen mit einem Tween/Ether- oder Formalin-inaktivierten Masernvirus in den
60er Jahren. Dieser Impfstoff wurde dreimal im 4-Wochenabstand verabreicht. Die induzierte
Immunitdt war relativ kurzlebig und aul3erdem entwickelte eine kleine Zahl von
Immunisierten atypische Masern, d. h. dal3 sie nach Infektion mit Wildtypvirus besonders
schwer verlaufende akute Masern entwickelten (zur Ubersicht (Griffin, 1995 )). Klinisch
konnte ein hohes, lang anhatendes Fieber, ein besonders starkes, an den Extremitéaten
beginnendes Exanthem und eine Pneumonie beobachtet werden. Die Pathogenese der
atypischen Masern ist ungeklért. Bisherige Untersuchungen zeigen, dal3 die Inaktivierung von
Masernvirus mit einer Zerstorung des Fusionsproteins einhergeht. Deshalb werden nach einer
Immunisierung nur neutralisierende Antikdrper gegen das Hamagglutininprotein gebildet. Da
das Virus inaktiviert ist, entwickeln sich keine CD8" T-Zellen, die moglicherweise wichtig
fur die Uberwindung der Infektion sind. AuRerdem zeigten Hautbiopsien des Exanthems
eosinophile Granulozyten, was als Hinweis auf eine préferentielle T-Helferantwort des Typs 2

gewertet wurde (zur Ubersicht (Griffin, 1995)). Als Konsequenz aus diesen Untersuchungen
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wird gefordert, dal3 ein neuer Impfstoff die beiden Masernvirusglykoproteine, das Fusions-
und das Hamaggl utininprotein enthalten soll.

Ein anderer Ansatz, der die Effektivitét des derzeitigen Impfstoffes in Gegenwart maternal er
Antikorper verbessern sollte, war die Erhdéhung der Immunisierungsdosis. Eine
Immunisierung mit einer zehnfach erhthten Impfdosis (> 10*’ pfu) fulhrte bei 4 bis 6 Monate
alten Kindern zu einer erhohten Serokonversionsrate in Gegenwart maternaler Antikdrper und
zu Schutz gegen Infektion mit dem Wildtypvirus (Whittle, et al., 1988), (Aaby, et al., 1988).
Allerdings traten haufig bel Méadchen todlich verlaufende Infektionskrankheiten auf.
Offensichtlich fuhrte die hohe Impfdosis zu einer erhthten Empfanglichkeit gegentiber
(Sekundar)Infektionen und aus diesem Grund wurde diese Form der Immunisierung wieder
aufgegeben (Aaby, et al., 1993), (Halsey, et al., 1993).

Da Masernvirus Uber die respiratorischen Schleimhéute in den Korper eintritt, wurde
alternativ versucht, den Impfstoff als Aerosol zu applizieren. Entsprechende Versuche waren
erfolgreich (zur Ubersicht (Clements, 1995)). Allerdings ist diese Verabreichungsform
technisch schwieriger, eine Ubertragung von Krankheiten durch die Atemmasken ist
problematisch und maternale Antikdrper inhibieren auch diese Form der Immunisierung
(Clements, 1995).

1.5. Tiermodelle fir Masernvirusinfektionen

Da Masernvirusinfektionen (gerade in ihren schweren Verlaufsformen) vorwiegend bei
kleinen Kindern auftreten, ist es nicht moglich, klinische Studien in grof3erem Umfang am
Patienten vorzunehmen. Deshalb ist es fur die Entwicklung von alternativen Masernvakzinen
wichtig, potentielle Impfstoffkandidaten im Tiermodell zu testen. Fir in vivo Untersuchungen
von dternativen MV-Impfstoffen sind Affen ein geeignetes Tiermodell, well sie nach
Masernvirusinfektion eine dem Menschen dhnliche Erkrankung entwickeln (van Binnendijk,
et a., 1994), (Kobune, et a., 1996). Zudem gelang es kirzlich, auch das klinische Bild der
atypischen Masern im Affenmodell zu induzieren (Polack, et al., 1999). Der Einsatz von
Affen ist fur die Masernvirusforschung allerdings durch die hohen Kosten, das Fehlen von
Inzuchttieren, ein geringes Angebot an Tieren bel hoher Nachfrage (John Cohen, 2000) sowie
aus ethischen Grunden beschrankt.

In Nagetieren wie Hamster (Burnstein, et a., 1963), Maus (Griffin, et al., 1974) oder Ratte
(Liebert and ter Meulen, 1987) kann nur nach intrazerebraler Inokulation mit einem
neurotropen, an Nagetiere adaptierten Masernvirus eine Enzephalitis induziert werden. Alle

anderen Applikationsarten fihren nicht zu ener MV-Replikation. Da in diesen
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Nagetiermodellen eine intranasale Infektion nicht zur Virusreplikation in der Lunge fihrt,
sind sie kein geeignetes Tiermodell fur die Entwicklung aternativer MV -Impfstoffe.

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Nagetiermodellen lassen sich Baumwollratten
(Sgmodon hispidus) intranasal mit Masernvirus (sowohl mit dem MV-Impfstamm als auch
mit MV-Wildtypstdmmen) infizieren (Wyde, et a., 1999). Nach intranasaler Infektion
repliziert das Masernvirus mit hochsten Titern an Tag 4 und 5 bis zu 10 Tage im
Lungengewebe von Baumwollratten (Niewiesk, et al., 1997) (Abb.3). Histologisch ist eine
bronchus-assoziierte, interstitielle Pneumonie mit nekrotischen Lasionen nachzuweisen. Die
histologischen Veranderungen sind auf Tag 6 und 8 nach Infektion am ausgeprégtesten und es
kommt zu einer Restitutio ad integrum. Die Ausheilung des Lungegewebes korreliert mit
einer Abnahme des Virustiters und einem Anstieg an MV-neutralisierenden Antikorpern
(Niewiesk und Germann, 2000). Im ELISA sind Masernvirus-spezifische 1gG Antikorper ab
Tag 8 nach Infektion nachweisbar, wéahrend neutralisierende Antikorper erst ab Tag 12
auftreten. Eine MV-spezifische T-Zellantwort ist bereits an Tag 5 nach Infektion nachweisbar
und erreicht an Tag 7 und 8 ihren Hohepunkt (Abb.3). Da Baumwollratten nach MV-
Infektion eine dem Menschen in vielerlei Hinsicht &hnliche Immunantwort entwickeln und
nach Immunisierung mit MV-Impfstammen wie der Mensch gegen Infektionen mit MV-
Wildtypstdmmen geschitzt sind (Wyde, et a., 1999), sind Baumwollratten sehr gut fir die

Erprobung von neuartigen MV-Impfstoffen geeignet.

MV-induzierte Immunsupression

MV-Titer

MV-spezifische
B-Zellantwort

Histologie MV-spezifische

T-Zellantwort

N

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7 Tag 8 Tag9 Tag1l0 Tagl1ll Tag 12
nach Infektion mit MV
Abb.3.: Verlauf einer MV -spezifischen Immunantwort in Baumwollratten nach Infektion mit MV
(nach Niewiesk und Germann, 2000)

S
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1.6. Experimentelle mpfstoffe

Beim Menschen sind das MV-Hamagglutinin, -Fusions- und Nukleokapsidprotein die
immunogensten Proteine des Masernvirus (Griffin, 1995). Bel der Entwicklung von
experimentellen Impfstoffen kann man entweder die Masernvirusproteine F, H und N einzeln
von einem (attenuierten) Trager exprimieren lassen oder eine Spaltvakzine herstellen, die
mehrere MV -Proteine enthdlt.

1.6.1. Experimentelle Impfstoffein Gegenwart maternaler Antikor per

Da die Glykoproteine (H und F) die Hauptantigene fur neutralisierende Antikorper sind,
wurde an Affen ISCOMs (immuno stimulating complex, eine Art Liposomen auf
Qualenbasis) ausprobiert, die aufgereinigtes Hamagglutinin- und Fusionsprotein enthielten.
Um die Effektivitdt dieser ISCOMs in Gegenwart maternaler Antikorper zu untersuchen
wurde von Robert van Binnendijk eine Modellsystem fir maternale Antikorper entwickelt
(van Binnendijk, et al., 1995). Durch die Ubertragung von Affenserum, das Masernvirus-
spezifische Antikorper enthielt, auf naive Affen wurden diese gegen eine
Masernvirusinfektion geschiitzt. Selbst nicht protektive Antikorperspiegel interferierten noch
mit einer Immunisierung. In diesem Tiermodell konnte durch mehrfache Applikation von
Masernvirusmpfviren as auch von ISCOMs in der Gegenwart von passiv Ubertragenen
Antikorpern eine MV-spezifische T-Zellantwort, aber keine neutralisierenden Antikorper
induziert werden. Dennoch waren die Affen gegen eine Infektion mit Masernvirus geschtitzt.
Gegen eine Immunisierung mit ISCOMs spricht jedoch, dal3 ein aternativer Impfstoff bereits
nach einer einmaligen Immunisierung neutralisierende Antikorper induzieren sollte, um den
Menschen vor Reinfektionen zu schiitzen.

Auch in der Maus wurde ein Modellsystem fur maternale Antikorper entwickelt. Hier wurden
einerseits Jungtiere von MV-immunen Weibchen untersucht, bzw. durch Injektion eines
homologen MV-spezifischen Serums in Mause maternale Antikérper simuliert. In diesen
Mausen wurde die Effektivitdt des MV-Impfstoffes und enes rekombinaten
Vogelpockenvirus, welches das MV-Hamagglutinin exprimierte, in Gegenwart maternaler
Antikorper untersucht (Siegrist, et al., 1998). In diesem Modell konnte nur die Immunogenitét
untersucht werden und es wurde gezeigt, dal3 sowohl eine Immunisierung mit dem MV-
Impfstoff als auch mit dem rekombinanten Pockenvirus in Gegenwart maternaler Antikorper
inhibiert wird. Interessant war die Beobachtung, dal? die MV -spezifische T-Zellantwort durch

maternale Antikorper nicht beeintréchtigt wurde.
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1.6.2. Spaltvakzine

Immunisierungsstudien im Enzephalitismodell der Ratte mit rekombinanten Vakzinia Viren,
welche das Nukleokapsid-, das Hamagglutinin- und das Fusionsprotein exprimierten, haben
gezeigt, dal3 diese Antigene eine protektive Immunitét gegen eine ZNS Infektion induzieren
kénnen (Bankamp, et al., 1991), (Brinckmann, et al., 1991). Im Maus-Enzephalitismodell
wurde als attenuierter Tréger fir das Nukleokapsidprotein das Mykobakterium tuberculosis
(BCG) eingesetzt (Fennelly, et al., 1995). Die damit immunisierten Mause waren weitgehend
gegen eine Enzephalitis geschutzt. Im Affenmodell dagegen entwickelten immunisierte Tiere
ebenso wie nicht Immunisierte akute Masern (Zhu, et al., 1997). Hier liegt ein deutlicher
Unterschied in der protektiven Immunantwort gegen die Infektion des ZNS im Vergleich zu
Lunge/Gesamtorganismus vor. In der Baumwollratte wurden die MV-Glykoproteine (das
Fusionsprotein und das Hamagglutinin) separat Uber rekombinante Adenoviren als
Impfvektoren exprimiert (Fooks, et al., 1998). Die Immunisierung mit rekombinanten

Adenoviren fuhrte allerdings nur zu einem geringgradigen Schutz in Baumwollratten.

1.6.3. DNS-Vakzine

Eine neuartige und sehr interessante Méglichkeit gegen virale Infektionen zu impfen, ist die
sogenannte DNS-Immunisierung (zur Ubersicht (Koprowski, et al., 1998)). Da Plasmide das
Immunisierungsantigen in ahnlicher Weise exprimieren, wie nach einer viralen Infektion,
aber sich in eukaryontischen Zellen nicht vermehren kénnen, sind sie eine sehr schonende
und sichere Art der Immunisierung. Fir die Immunisierung werden Plasmide, die unter der
Kontrolle eines eukaryontischen Promoters z. B. ein Gen flur ein Virusprotein exprimieren,
intrakutan oder intramuskulér appliziert. Entscheidend ist, da3 diese Plasmide von
dendritischen Zellen aufgenommen werden (Akbari, et al., 1999). In diesen wird das
exprimierte Protein prozessiert und sowohl T-Zell- wie auch B-Zelantworten initiiert.
Wichtig sind in diesem Zusammenhang immunstimul atorische Nukleotidsequenzen auf der
DNS, die antigenprasentierende Zellen aktivieren und eine T-Helferantwort des Type 1
fordern (zur Ubersicht (Krieg, et al., 1998)). Diese Eigenschaft einer DNS-Vakzine ist um so
wichtiger bel der Immunisierung von Neonaten, deren Immunsystem noch nicht ausgereift ist.
In experimentellen Systemen konnte gezeigt werden, dal3 eine genetische Immunisierung bei
Neonaten die Induktion einer T-Helferantwort des Type 1 fordert, wéahrend
Protei nimmunisierungen bzw. rekombinante V ogel pockenviren eine T-Helferantwort des Typ
2 induzierten (Millan, et a., 1998), (Martinez, et al., 1997). Ein weiterer Vorteil einer DNS-
Vakzine, im Hinblick auf eine Immunisierung in Gegenwart maternaler Antikérper, ist, daf3
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der Immunisierungsvektor (Plasmid-DNS) nicht von maternalen Antikérpern erkannt und
neutralisert werden kann. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dal3 eine
Plasmidimmunisierung in der Lage ist in Gegenwart maternaler Antikorper eine protektive
Immunantwort zu induzieren (Hasset, et ., 1997), (Wang, et al., 1998).

Die Maoglichkeit einer DNS-Vakzinierung wurde fur die Masernvirusimpfung bisher nur in
Mausen und Kaninchen getestet (Cardoso, et a., 1998), (Fooks, et a., 1996), (Yang, et d.,
1997). Dabei wurde festgestellt, da? das Nukleokapsid-, das Fusions- und das
Hamagglutininprotein Uber Plasmide in vivo exprimiert werden und immunogen sind.
Interessant war die Beobachtung, daf’3 das MV-Hamagglutininprotein eine T-Helferantwort
des Typs 2 induzierte (Cardoso, et al., 1998). Im Gegensatz dazu wurde berichtet, dal3 eine
DNS Immunisierung neonataler Mause mit enem Plasmid, welches das MV-
Hamaggl utininprotein exprimierte, eine T-Helferantwort des Typs 1 induzierte (Martinez, et
al., 1997). Eine Weiterentwicklung der DNA-Immunisierung stellt der Bakterien-vermittelte
Plasmidtransfer dar (Sizemore, et a., 1995), (Dietrich, et a., 1998). Dabel wird ein
eukaryontisches Plasmid in Antigen-prasentierenden Zellen Uber einen bisher unbekannten
Mechanismus freigesetzt. Mit Hilfe von attenuierten Sigella flexneri und Salmonella typhi
konnten Masernvirusproteine exprimierende Plasmide in Mausen zur Expression gebracht

werden und waren immunogen (Fennelly, et al., 1999).

1.6.4. VSV alsImmunisierungsvektor

Ein neuartiger Immunisierungsvektor ist das Veskuldre Stomatitis Virus (VSV). Eine
Infektion mit VSV induziert neben einer starken T-Zellantwort sehr hohe Titer an
neutralisierenden Antikorpern, die gegen das VSV-G (Glykoprotein) in der Hille von VSV
gerichtet sind (Zinkernagel, et al., 1978). VSV ist somit als Immunisierungsvektor fur die
Induktion von neutralisierenden Antikorpern sehr gut geeignet. VSV ist ein umhilltes,
negativstrangiges RNS Virus mit charakteristischer gewehrkugelformiger Struktur. Die streng
geordnete und hochrepetitive Anordnung des VSV-G Proteins in der auf3ergewohnlich starren
Hulle von VSV wird fur die starke Immunogenitét des VSV-G Proteins verantwortlich
gemacht (Bachmann, et a., 1996). Nachdem es moglich war rekombinante Proteine
zusétzlich zum VSV-G Protein in der Hille von VSV zu exprimieren (Lawson, et al., 1995),
wurde die Effektivitét von rekombinanten Viren als Impfstoff-Vektoren untersucht. Es konnte
bereits gezeigt werden, das ein rekombinantes VSV, welches ein Hamagglutinin von
Influenza A Virusin der Hille von VSV exprimiert, hohe Titer an Influenza neutralisierenden
Antikorpern induziert (Roberts, et al., 1998).
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Um hohe Titer an MV-neutralisierenden Antikérpern zu induzieren wurde ein rekombinantes
Veskuldres Stomatitis Virus hergestellt, welches das Hamagglutinin von Masernvirus
(Hauptantigen fur neutralisierende Antikorper) exprimiert (VSV-H) (Schnell, et al., 1996)
(Abb. 4).

G-Protein
M-Protein

L-Protein
P-Protein
N-Protein

ssRNS

Hille

Abb. 4.: Schematische Darstellung eines rekombinanten Vesikuldren Stomatitis Virus, welches das MV -
Hamagglutinin exprimiert (VSV-H)

Das MV-Hamagglutinin ist zusétzlich zum VSV-Glykoprotein in die Hillmembran von VSV
inseriert, besitzt aber keine Funktion bei der viralen Replikation bzw. bei der Virusreifung.
VSV-H ist genetisch stabil und die Expression des MV-H Proteins ist hoch. In infizierten
Zellen wird das MV-H Protein zu 61 % der Menge des VSV-G Proteins synthetisiert. In der
Virushulle von VSV-H nimmt das MV-H Protein 25 % der Oberflachenglykoproteine ein
(Schnell, et a., 1996). In der Zelkultur unterscheidet sich VSV-H in der
Replikationsgeschwindigkeit und im Virustiter nicht gegeniiber einem VSV-Wildtyp.

Die Virulenz von VSV kann im Tiermodell durch gezielte Mutation in der Sequenz, die fur
den zytoplasmatischen Anteil des VSV-Glykoproteins kodiert, abgeschwéacht werden. Der
zytoplasmatische Anteil des VSV-Glykoproteins ist an der Virusreifung und Virusfrei setzung
beteiligt. Ein Verkirzen fuhrt zu ineffizienter Virusfreisetzung und zu verlangsamter

Replikationsgeschwindigkeit. Um die Virulenz von VSV zu vermindern, wurden zwei VSV
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Deletionsmutanten (CT 9 und CT 1) hergestellt, bei denen der zytoplasmatische Anteil des
VSV-G Proteins von 29 Aminosauren (AS) auf 9 AS (CT 9) bzw. auf 1 AS (CT 1) verkirzt
wurde (Schnell, et al., 1998). In vitro konnte gezeigt werden, dald diese Mutanten eine
verringerte Replikationsgeschwindigkeit und eine reduzierte Plaguegrof3e besitzen. Der
maximale Virustiter ist bei CT 9 um den Faktor 3 und bei CT 1 um den Faktor 30 reduziert,
verglichen mit dem VSV Wildtyp (Schnell, et al., 1998). Im Mausmodell wurde bestétigt, dal3
diese Mutanten auch in vivo eine verringerte Virulenz aufweisen (Roberts, et a., 1998). Fir
den Einsatz as MV-Immunisierungsvektoren wurden auf Basis der attenuierten
Deletionsmutanten (CT 9 und CT 1) rekombinante VSV-Mutanten hergestellt, die das MV-
Hamagglutinin exprimieren (CT 9-H und CT 1-H) (J. Rose, nicht verdffentlicht).

1.7. Fragestellung

Ziel dieser Dissertation war es, ein Tiermodell fur maternale Antikorper zu entwickeln, in
dem die Immunogenitét und das protektive Potential neuartiger MV -Impfstoffe in Gegenwart
maternaler MV -spezifischer Antikorper untersucht werden kann.

Da Baumwollratten en wissenschaftlich sehr interessantes Modellsystem  fir
Masernvirusinfektionen sind, sollte mit Baumwollratten ein Tiermodell fur maternale
Antikorper aufgebaut werden. Nachkommen von MV-immunen Weibchen (mit maternalen
Antikorpern) sollten als Modellsystem fur natiirliche maternale Antikorper verwendet werden.
Zusétzlich zu diesem System sollte mit dem Transfer eines MV-spezifischen Humanserums
in Baumwollratten ein aternatives Modell fir maternale Antikdrper entwickelt werden.

Mit Hilfe der DNS-Immunisierung sollte in der Baumwollratte sowohl die Immunogenitét als
auch das protektive Potentiad der MV-Hauptantigene (Hamagglutinin-, Fusions- und
Nukleokapsidprotein) miteinander verglichen und ihre Effektivitdt in Gegenwart maternaler
Antikorper Gberpruft werden.

Da das Vesikulére Stomatitis Virus (VSV) ein sehr effektiver Immunisierungsvektor fir die
Induktion von neutralisierenden Antikorpern ist, sollte ein rekombinantes Vesikuldres
Stomatitis Virus, welches das MV-Hamagglutinin (Hauptantigen fir MV-neutralisierende
Antikorper) in grof3er Menge in der Hille von VSV exprimiert (VSV-H), in Baumwollratten
untersucht werden. Dieses rekombinante Virus sollte in seiner Effektivitét und Kinetik, eine
MYV -spezifische Immunantwort zu induzieren, mit dem derzeitigen MV-Impfstoff verglichen

und seine Effektivitét in Gegenwart maternaler Antikdrper untersucht werden.
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2. M aterialien

2.1. Gerate

- Autoklaven, MM Munchen

- Bakterienschittler, Certomat, Braun

- Brutschrank, Heraeus

- Durchfluf3zytometer (FACScan), Becton & Dickinson

- Eismaschine, Scotsman AF 10

- Elektrophoreseapparatur und Zubehér, institutseigene Werkstatt

- ELISA-Reader, BioRad

- Ethernarkosegefald

- Fluoreszenzmikroskop mit Kameraaufsatz (Leica)

- Geltrockner, Bio-Rad

- Harvester Automach 2000, Dynatech

- Heizblock, Liebisch

- Laborwaage, Sartorius

- Magnetrihrer, GLW

- Mikroskop, Leitz

- Mikrowelle, Brother Powerwave

- Netzgerat ES54, Consort

- PCR Gerdt, Peltier Thermal Cycler PTC-200

- Peristaltische Pumpe P-3, Pharmacia

- pH-Meter, WTW

- Pipetten, Gilson

- Rotator, Heidolph

- Rotoren SS34, JA20, GS3 (Sorvall, Beckmann)

- Spektral photometer Ultrospec plus, LKB

- sterile Arbeitsbank, Gelaire, Flow Laboratories

- Szintillationszéhler, Beckmann

- UV-Detektor, Vilber Lourmat

- Videoprint-Anlage, Mitsubishi Video Copy Processor

- Wasserbad, GFL

- Zentrifugen: Eppendorf 5417C, Hettich Rotanta/lK, Sorvall RC 5B, Rotor HB-4, GSA,
GS-3

2.2. Verbrauchsmaterialien

Die Chemikalien wurden von den Firmen BioRad, Bohringer, Gibco, Merk, Pharmacia,
Perkin Elmer, Promega, Roth, Serva und Sigma bestellt.

Die Antikorper wurden von den Firmen, Dabko, Dianova, H6lzel Diagnostika, Pharmingen
und Virion System bezogen.

Radioaktiv markierte Substanzen stammten von den Firma Amersham.

Steriles Einwegmaterial wurde von den Firmen Eppendorf, Falcon und Greiner geliefert.
Glaswaren und Operationsbesteck wurde von der Firma Hartenstein geliefert.
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2.3. Medien, L 6sungen und Puffer

2.3.1. Zelkultur
Medien fir Suspensionszellen

RPMI komplett: 500 ml RPMI 1640
2 mM/I Glutamin
1 % (v/v) Nicht-essentielle Aminosauren
1% (v/v) Na-Pyruvat
100 I.E./ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

Medien fur Hybridoma-Linien

DMEM komplett: 500 ml DMEM
5% FKS
2mM/I Glutamin
1% Nicht-essentielle Aminosauren
1% (v/v) Na-Pyruvat
100 I.E./ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
0,001 M 3-Mercaptoethanol

Medien fir adharente Zdlen:

MEM komplett: 500 ml MEM
100 I.E./ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
5bzw. 10 % FKS

Medien fiir CRF-Zdlen

DMEM komplett: 500 ml DMEM
15% FKS
AmM/I Glutamin
1% Nicht-essentielle Aminosauren
1% (v/v) Na-Pyruvat
100 I.E./mlIPenicillin
100 pg/ml Streptomycin

Medium fur die Viruszucht
auf Vero-Zdlen:
500 ml DMEM
2 mM/I Glutamin
1 % (v/v) Nicht-essentielle Aminosauren
1% (v/v) Na-Pyruvat
100 I.E./ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
2% FKS
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ATV: 0,8% (w/v) NaCl
0,04 % (w/v) KCI
0,1 % (w/v) D-Glukose
0,058 % (w/v) NaHCO3
0,05 % (w/v) Trypsin
0,02 % (w/v) EDTA

Einfriermedium: 90 % FKS
10 % DM SO
Waschmedium: PBS
0,1 % FKS
10 x PBS:
(Phosphate buffered saline) 80,0 g NaCl,
2,0gKCl
11,5 g NaoHPO,4 x 2H,0
2,0 g KH>PO,4
H>O ad 1000 ml.
2.3.2. Bakterienkultur
LB-Medium: 20,0gLB
5,0 g NaCl
H>O ad 1000 ml

Bel Selektion auf Ampicillin-Resistenz: Zugabe von 100 pg/ml Ampicillin.

LB-Agar: 20,0gLB
5,0 g NaCl
15,0 g Agar
H,O ad 1000 ml

Transformationspuffer TSS: 5 % (v/v) DMSO
50 mM MgCl;
10 % (w/v) PEG 6000
LB-Medium ad 100 ml

2.3.3. DNA-Isolierung
L dsungen des Qiagen Kit:

Puffer P1:
(Resuspensions-Puffer)

Puffer P2 (Lyse-Puffer):

Puffer P3:
(Neutralisations-Puffer)

50 mM Tris-Cl pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A

200 mM NaOH
1% SDS

3,0 M Kaliumacetat pH 5,5
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Puffer QBT:
(Aquilibrierungs-Puffer)

Puffer QC (Wasch-Puffer):

Puffer QF (Elutions-Puffer):

750 mM NaCl

50 mM MOPS pH 7,0
15 % Isopropanol
0,15 % Triton X 100

1,0 M NaCl
50 mM MOPS pH 7,0
15 % Isopropanol

1,25 M NaCl
50 mM Tris, Tris-Cl pH 8,5
15 % Isopropanol

2.34. Affinitatschromatographie

Protein G Sepharose (4 Fast Flow, Firma Pharmacia)

Bindungspuffer:
Elutionspuffer:
Desinfektionspuffer:

Neutralisationspuffer:

20 mM NaH2POy4, pH 7,4
0,1 M Glycin-HCI, pH 2,7
PBS/0,3 % NaN3

IM Tris-HCI, pH 8,6

2.3.5. I mmunféarbung (Mikroskopie und Durchflu3zytometrie)
Waschldsung: PBS
1% BSA
0,02 % NaN3
Antikorper Verdinnungs-
Puffer: PBS
10 % BSA
0,02 % NaN3
Fixierungsl 6sung: 3,7 % Formaldehyd

Permeabilisierungsl sung:

Eindeckmedium:

2.3.6. ELISA

Adsorptionspuffer:

Blockierungspuffer und

0,25 % Triton X 100 in PBS
9 Teile Glycerin

1Tell PBS
2,5 % DABCO (1,4-Diazabicyclo(2.2.2)octan)

200 mM Na-Carbonatpuffer pH = 9,6

PBS
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Verdunnungspuffer: 10% FKS

0,05 % Tween 20
Waschpuffer: PBS

0,05% Tween 20
Substratpuffer: 35 mM Zitronensdure x H20

66 MM NapHPO4 x 2H20, pH = 5,2

Substratl6sung: 0,5 mg/ml o-Phenyldiamin in Substratpuffer
0,01% H202
2.3.7. Viruszucht
MEM-Agar: 25% MEM 5% FKS
37,5% Doppel-MEM
37,5% Agarose 2%
Neutralrot-Stockl6sung 0,017% Neutralrot
Gebrauchs 6sung: Stock 1:100 in PBS verdinnt
Kristallviolettl6sung: 0,05 % Kristallviol ett
20 % Ethanol
2.3.8. Virusreinigung
NTE-Puffer: 100 mM NaCl
10 mM Tris-HCI

1mM EDTA,PH=74

NTE-Sucrose: 25% Sucrose, 259 (w/w) in NTE-Puffer verdinnt
30% Sucrose, 30g (w/w) in NTE-Puffer verdinnt
50% Sucrose, 50g (w/w) in NTE-Puffer verdiinnt
60% Sucrose, 60g (w/w) in NTE-Puffer verdinnt

2.4, Zdlinien

Vero-Zéllen: aus Nierenzellen griner Meerkatzen gewonnene Zellinie, fir die Zucht

von Masernvirus

BHK 21-Zellen: aus Nierenzellen von Zwerghamstern gewonnene Zellinie, fir die Zucht
von VSV
CTLL (Klon 3): Interleukin-2 abhangige T-Lymphoblasten, zum Nachweis von IL-2 in

T-Zdlkulturtberstanden
CRF-Zdllen priméare Baumwollratten Fibroblasten-Zellinie
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2.5. Virusstdmme

Virus-Stamme Herkunft Bemerkung

MYV -Edmonston Virologie, Wirzburg Laborstamm

MV-Hu2 Rima, et a., 1993 Enzephalitis-Isolat
VSV-Indiana Virologie, Wirzburg VSV-Wildtyp

VSV-H Schnell, et a., 1996 exprimiert MV-H

CT 9-H Schnell, et a., 1998 V SV-H Déletionsmutante
CT 1-H Schnell, et a., 1998 V SV-H Deletionsmutante
2.6. Plasmide

Plasmid Herkunft Bemerkung

pCGF, Schlender, et a., 1996 exprimiert MV-F

pCGHs Schlender, et a., 1996 exprimiert MV-H

pSC-N Huber, et al., 1991 exprimiert MV-N
pCDNA3 Invitrogen Stimulator-DNS

2.7. Antikor per

Antikor per Herkunft Spezifitat

Humanes anti-MV-Serum

Virologie, Wirzburg

MV-F, MV-H und MV-N

Kaninchen-anti-CR-1gG

Virion Systems, Rockville,

Baumwollratten 1gG-

USA Antikorper
Maus-anti-CR-1gA Virion Systems, Rockville, Baumwollratten IgA-
USA Antikorper

Kaninchen-anti-human 1gG

Dako, Danemark

humane 1gG-Antikorper

HRP-Ziege-anti-K aninchen-
1gG

Zymed. San Francisco, USA

Kaninchen IgG-Antikorper

HRP-Esel-anti-Maus-1gG

Dianova, Hamburg

Maus-1gG-Antikorper

FITC-anti-Maus Zymed. San Francisco, USA | Maus IgG-Antikorper
Maus monoklonaler Virologie, Wirzburg MYV -Fusionsprotein
Antikorper A504

Maus monoklonaler
Antikorper L77

Virologie, Wirzburg

MV -Hamagglutinin

Maus monoklonaler
Antikoérper F227

Virologie, Wirzburg

MV-Nukleokapsid
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2.8. Versuchstiere

Der Baumwollratteninzuchtstamm Cotton/NIco wurde von der Firma Iffa Credo (Lyon,
Frankreich). Die Tiere wurden unter spezifiziert pathogenfreien Bedingungen bel einer
Raumtemperatur von 21 + 2°C, einer Luftfeuchtigkeit von 55 + 5 % und einem Licht-Dunkel-
Rhythmus von 12 Stunden innerhalb eines Barrieresystems gehalten. Frihestens 1 Woche
nach Anlieferung wurden die Tiere im Versuch eingesetzt. Fur tierexperimentelle Versuche

wurden zum Teil auch Baumwollratten aus der eigenen Zucht verwendet.

3. Methoden
3.1 Zdelkultur
3.1.1. Haltung von Hybridoma-Linien

Hybridoma-Linien wurden in DMEM komplett/5% FK S kultiviert und in Abstdnden von 3 bis
4 Tagen 1:10 getellt.

3.1.2. Haltung von Vero-Zellen

Vero- und L-Zellen wurden in MEM/5% FKS kultiviert, zweimal pro Woche mit 10 ml ATV
von der Kulturflasche abgel 6st, in frischem Medium resuspendiert und 1:5 verdinnt wieder in
Z€llkulturflaschen ausgeséat.

3.1.3. Haltung von BHK 21 Zellen
BHK 21 Zelen wurden in MEM/10 % FKS kultiviert und zweima pro Woche mit 10 ml
ATV von der Kulturflasche abgel 6st und 1:10 verdinnt wieder ausgesat.

3.14. Haltung von priméaren Baumwollratten Fibroblasten (CRF)-Zellen
Primére CRF-Zellen wurden in DMEM/15 % FKS + Glutamin kultiviert und einma pro
Woche mit 10 ml ATV von der Kulturflasche abgel6st, in frischem Medium resuspendiert
und 1:5 bzw.1:3 (abhéngig vom Wachstum) verdiinnt wieder in Flaschen ausgesét.

3.15. Haltung von Suspensionszellen

Suspensionszellen wurden in RPMI komplett/10% FKS kultiviert und in Abstanden von 3 bis
4 Tagen 1:10 getellt.
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3.2. Organentnahme und Pr&par ation von Milzzellen

Baumwollratten wurden durch die Inhalation von CO, mit Hilfe von Trockeneis getotet, die
Peritonealhohle steril erdffnet und nach Instrumentenwechsel die Milz entnommen. Mit
sterilen Pinzetten wurde die Milz von anhaftendem Gewebe befreit, in 2 Haften geteilt und
die Zellen durch ein Stahlsieb gestrichen. Milzreste wurden mit Hilfe eines Spritzenkolbens
durch das Sieb passiert. Die Milzzellen wurden dreimal in eéinem Volumen von 40 ml PBS 0,1
% FKS gewaschen und anschlief3end gezahlt. Hierauf wurden die Zellen in einer Dichte von
5x10° Zellen pro ml in RPMI-10 % FKS Kulturmedium resuspendiert und fir den
Proliferationstest el ngesetzt.

3.3. MV spezifischer Proliferationstest

Um die MV -spezifische T-Zellproliferation nach Immunisierung mit MV, VSV-H und DNS-
Immunisierung zu messen, wurden Milzzellen immunisierter Tiere im Proliferationstest
untersucht. Das Prinzip des Proliferationstestes beruht darauf, die intrazellulare
Stoffwechselaktivitét, durch den Einbau von radioaktiv markierten Vorléufersubstanzen bei
der DNA-Synthese, zu bestimmen. Fir die Messung der MV-spezifischen Proliferation ex
vivo wurden 5x10° Milzzellen in einer 96-Napf-Mikrotiterplatte mit Flachboden ausgesét und

bei 370C im Brutschrank inkubiert. Zur Stimulation der MV -spezifischen Proliferation wurde
die Zellkulturplatte am Vortag mit 100 ul gereinigtem MV-Antigen (10pug/ml in 200 mM
NaCQOs) beschichtet. Als Positivkontrolle wurden Milzzellen mit ConA (2,5ug/ml) und als
Negativkontrolle Milzzellen nur mit Medium stimuliert. Von allen Ansdtzen wurden jewells
Dreifachbestimmungen ausgefihrt. Nach 48h Inkubation wurde 0,5 uCi Methyl-3H-Thymidin
(3HdT) in einem Volumen von 25 pl/Napf zugegeben. 18 Stunden spéter wurden die Zellen
geerntet, indem der Inhalt der Né&pfe mit einem Zell-Erntegerdt auf einen Glasfaserfilter
gesaugt wurde. Dabei verblieb das in die DNS eingebaute 3HAT im Filter, die freie
Radioaktivitdét wurde weggewaschen. Die Filtermatte wurde in eine mit 10 ml
Szintillationsfltssigkeit gefillte Folie eingeschweil3t und am (-Szintillationszéhler (B-plate)
der Thymidineinbau in Zerfallen pro Minute (c.p.m.) as Mai3 fir die Proliferation der Zellen
gemessen. Hierauf wurden der Stimulationsindex (MV-spezifische Stimulation/Medium
Stimulation) berechnet.
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3.4. Praparation von Plasmid-DNS

Fur die Préparation der unterschiedlichen Plasmide wurde der Quiagen "Plasmid Maxi Kit"
verwendet. Hierbei wurde wie vom Hersteller angegeben verfahren. Uber Nacht wurde eine
250 ml Bakterienkultur, welche mit dem zu isolierenden Plasmid transformiert worden war,
unter Selektionsdruck gezogen und die Bakterien am néachsten Morgen abzentrifugiert (4°C,
15 min., 6000g). Das Pellet wurde in 10 ml Puffer gut resuspendiert. Durch Zugabe von 10 mli
Puffer 2 und vorsichtigem Schiitteln wurden die Zellen fir 5 min. bei RT lysiert. Es wurden
zur Neutralisation 10 ml Puffer 3 zugegeben, bel 4°C fur 20 min. auf Eis inkubiert und
anschlielRend fiir 30 min. bei 4°C und 27000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen
Faltenfilter filtriert und auf eine Qiagen-Saule gegeben, die mit 10 ml Aquilibrierungspuffer
aquilibriert worden war. Die Saule wurde zweima mit 30 ml Waschpuffer gewaschen.
Anschlief3end wurde die DNA mit 15 ml Elutionspuffer von der Saule eluiert und mit dem 0,7
fachen Volumen Isopropanol bel RT prazipitiert. Sofort nach Zugabe des Isopropanols wurde
gemischt und fur 30 min. bel 4°C und 10000g zentrifugiert. Die geféllte DNS wurde zweimal
mit 10 ml 70 % EtOH gewaschen und in ca. 200-400ul steriles PBS aufgenommen.

34.1. Bestimmung der DNS-Konzentration und des Reinheitsgrades

Zur Bestimmung der DNS-Konzentration wurde die Extinktion bei 260 nm bestimmt. Hierzu
wurden Quarzkivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm verwendet. 1 A, -Einheit ist als die
Substanzmenge bestimmt, die gel6st in 1 ml bei einer Wellenléange von 260 nm die Extinktion
1 ergibt. 1 A,¢,-Einheit entspricht in etwa 50 pg Doppelstrang-DNS. Um den Reinheitsgrad
der DNS zu Uberpriifen, wurde ebenfalls die Extinktion bel 280 nm gemessen. Der Quotient
Aso/Azgo beschreibt den Gehalt an Proteinverunreinigungen. Dieser Quotient sollte im Falle
einer DNS-Immunisierung einen Wert von > 2,0 aufweisen. Die Konzentration der

eingesetzten DNS sollteim Bereich von 1,5-2 pg/pl liegen.

33



3.5. Immunchemie
3.5.1. Reinigung von Immunglobulinen
35.1.1. Hybridoma-Uber stand

Um groRere Mengen an monoklonalen Antikdrpern die gegen das Fusionsprotein, das
Hamagglutinin- und Nukleokapsid Protein gerichtet sind zu erhaten, wurde der
Zéelkulturiberstand von folgenden Hybridoma-Linien aufgereinigt: A504 (Maus
monoklonaler Antikérper anti-MV-F), L77 (Maus monoklonaler Antikdrper anti-MV-H) und
F227 (Maus monoklonaer Antikdrper anti-MV-N). Hierzu wurden je 5x107 Hybridomazellen
in 500 ml Medium in Rollerflaschen ausgesét und bei 37°C inkubiert, bis sich das Medium
gelb farbte und lichtmikroskopisch der beginnende Zelluntergang zu beobachten war. Der
Uberstand wurde zweifach durch Faltenfilter filtriert. Noch vorhandene Zellen und
Zellfragmente wurden durch Zentrifugation (1540 x g, 4°C, 10 Minuten) abgetrennt.
AnschlieRend wurde der gereinigte Uberstand in der Affinitatschromatographie weiter
verarbeitet.

3.8.1.2. Affinitatschromatographie mit Protein G

Die Affinitdtschromatographie beruht auf der spezifischen Bindung immobilisierter Liganden
und dem zu reinigenden Protein. Die Liganden sind kovalent an ein Trégermaterial (z.B.
Agarose) gebunden. Als Liganden zur Reinigung monoklonaler Antikorper werden v.a
gruppenspezifische Liganden wie Protein G (Oberflachenprotein von Streptokokken) gewahit,
welches hoch affine Bindungsstellen fur den Fc-Teil von Immunglobulinen besitzt. Es wurde
gebrauchsfertige, ligandengekoppelte Agarose (Protein G Sepharose) der Firma Pharmacia
verwendet. Die Chromatographiesdule wurde mit 5 ml Sepharose G Suspension gefillt (1 ml
Tréagermaterial kann 5-10 mg Immunglobulin binden) und mit 25 ml Bindungspuffer
aquilibriert. Der Hybridoma-Uberstand wurde unverdinnt 24-72 Stunden bei 4°C auf die
Saule aufgetragen. Um nicht gebundene Proteine zu entfernen, wurde die Saule anschlief3end
mit 30 ml Bindungspuffer gewaschen. Die Dissoziation der gereinigten Antikdrper von dem
Liganden erfolgte durch einen Elutionspuffer. Die Elution wurde UV-spektrometrisch
kontrolliert, die Elution der Antikdrper war as ein einzelner, scharfer Ausschlag im UV-
Absorptionsspektrum zu verfolgen. Das Eluat wurde sofort mit 1 M Tris-Puffer auf einen pH-
Wert von 7,5 eingestellt, um die Stabilitét des Antikorpers zu gewéhrleisten. Anschlief3end
wurde der Antikorper gegen PBS 48 Stunden bei 4°C dialysiert. Die Proteinkonzentration
wurde mit dem Bio-Rad Protein Assay | durchgefuhrt. Als Standardprotein wurde bovines
Immunglobulin verwendet. Bei jedem Test wurde ene Eichkurve mit
Standardkonzentrationen von 1-15 mg erstellt, sowie ein Leerwert mitgefthrt. 10 pl der
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Proben wurden mit 1 ml Farbelésung gemischt. Nach 5-30 Minuten wurde die optische
Dichte des entstandenen Farbstoffes am Photometer bel 595 nm gegen den Leerwert
gemessen. Die Proteinkonzentration der gemessenen Proben wurden aus der Eichkurve
abgelesen. Nach Proteinbestimmung wurde der Antikérper aiquotiert und bei -20 °C
eingefroren. Die Saule wurde nach Benutzung mit 15 ml Desinfektionspuffer gewaschen und
bei 4 °C gelagert.

35.2. I mmunfluor eszenz

Um die Expression des MV-Hamagglutinin durch das rekombinante VSV-H Virus zu
Uberprifen, wurden BHK 21 Zellen mit VSV-H infiziert und das MV-Hamagglutinin in der
Immunfluoreszenz nachgewiesen. Hierzu wurden BHK 21 Zellen auf Deckglaschen (11mm
Durchmesser) in einer 24-Lochplatte ausgesét (10° Zellen pro Loch) und tiber Nacht bei 37°C
im Brutschrank inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit MEM wurden die Zellen mit VSV -
H (M.O.l. von 0,001) fur 1h bei 37°C infiziert. Anschlief3end wurde das Inokulum abgesaugt,
die Zellen einma gewaschen und nach Zugabe von MEM 5 % FKS fir 10-12h bei 37°C
inkubiert. Hierauf wurde das Medium abgesaugt, einma mit PBS gewaschen und zum
fixieren der Zellen 10 min mit 3,7 % Formaldehydlésung bel RT inkubiert. Zum Anférben
von intrazelluldrem Hamagglutinin wurden die Zellen fir 5 min mit einer 0,25 %igen
Tritonl6sung permeabilisiert. Anschlief3end wurden die Zellen dreimal gewaschen und 100 pl
(10ug/ul) monoklonaler L77 Antikorper (anti-H) zugegeben. Nach 1h Inkubation bei 4°C
wurden die Zellen zweimal gewaschen und anschliefiend mit 100 pl FITS-anti-Maus-
Antikorper (1:200) fur 1h bei 4°C inkubiert. Um ungebundenen Antikdrper zu entfernen
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Anschlief3end wurden die Deckglaschen auf
den Objekttrager transferiert und zur Expressionskontrolle unter dem Immunfluoreszens-

mikroskop untersucht.

3.5.3. Antikor pernachweis

3.5.3.1 ELISA

Mit der ELISA-Technik konnen die Konzentrationen von Antikorpern Gber die
Aktivitétsbestimmung enes Markerenzyms ermittelt werden. Der nachzuweisende
Probenantikorper bindet im ersten Reaktionsschritt an festphasenadsorbiertes Antigen. Die
gebundenen Antikorper werden im zweiten Reaktionsschritt durch enzymmarkierte Anti-
Spezies-Antikorper nachgewiesen (Engvall und Perlmann, 1972).
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35311 ELISA zum Nachweis MV-gpezifischer 1gG Antikorper aus der

Baumwollr atte

Zum Nachweis MV-spezifischer Antikérper wurden 96-Né&pfe-Platten mit Rundboden
(Nukleobond) mit 100ul gereinigtem MV-Antigen (10ug/ml) oder als Negativkontrolle mit
100ul Verozellysat-Antigen am Vortag beschichtet. Am néchsten Tag wurden die Platten
zweimal mit Waschpuffer gewaschen und zur Absdttigung von unspezifischen
Bindungsstellen 30 Min. mit 100 ul Blockierungs Puffer pro Napf inkubiert. 10 Min. vor
Ablauf der Abséttigungsreaktion wurden die Platten in den 4°C Kihlraum transferiert. Die zu
testenden Seren wurden 1:100 mit Verdinnungspuffer gemischt und auf Eis gestellt. Bel 4°C
wurden pro Napf 100ul der unterschiedlichen Serumverdiinnungen pipettiert und die Ansétze
bei 4°C fur 60 Min. inkubiert. Die Proben wurden jeweils im Doppelansatz bestimmit.
Anschlief3end wurden die Platten fiinfmal mit Waschpuffer gewaschen und in jeden Napf 100
I eines polyklonalen Kaninchen-anti-Baumwollratten-1gG Serums (1:3000) pipettiert und fir
60 Min. bel RT inkubiert. Nach funfmaligem Waschen wurde 100 ul Peroxidase-gekoppelter
Ziege-anti-Kaninchen Antikdrper(1:3000) zugegeben und fur 45 Min. bei RT inkubiert. Nach
erneutem  funfmaligen  Waschen ~ wurde 100l Substratlosung  (0,5mg/ml
Orthophenylendiamin, 0.01 % H2O2 in Substratpuffer) in jeden Napf pipettiert und 10-15
Min. im Dunkeln bel RT inkubiert. Durch Zugabe von 50 pl konzentrierte Schwefelsaure
wurde die Reaktion beendet und die optische Dichte am ELISA-Reader bei einer Absorption
von 492 nm gemessen. Als Postivkontrolle diente en MV-spezifisches
Baumwollrattenhyperimmunserum mit bekanntem ELISA-Titer, als Negativkontrolle ein

Baumwollrattenpra mmunserum.

35.3.1.2. ELISA zum Nachweis MV-spezifischer humaner 1gG Antikoérper

Zum Nachweis von humanen MV-spezifischen Antikorpern wurden 96-Napfe-Platten mit
Rundboden (Nukleobond) mit 100l gereinigtem MV-Antigen (10ug/ml) am Vortag
beschichtet. Am néchsten Tag wurden die Platten zweimal mit Waschpuffer gewaschen und
zur Abséttigung von unspezifischen Bindungsstellen 30 Min. mit 100 ul Blockierungs Puffer
pro Napf inkubiert. Die zu testenden Seren wurden 1:100 mit Verdinnungspuffer gemischt
und in die N&pfe pipettiert. Die Proben wurden jeweils im Doppelansatz bestimmt und bel RT
far 60 Min. inkubiert. Anschlief3end wurde die Platte finfmal mit Waschpuffer gewaschen
und in jeden Napf 100 pl eines Peroxidase-gekoppelten polyklonalen Kaninchen-anti-human-
IgG Serums (1:1000 in Verdinnungspuffer) pipettiert und fur 60 Min. bel RT inkubiert. Nach
Funfmaligem Waschen wurde 100ul Substratlésung (0,5mg/ml Orthophenylendiamin, 0,01 %
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H2O2 in Substratpuffer) in jeden Napf pipettiert und 10-15 Min. im Dunkeln bei RT

inkubiert. Durch Zugabe von 50 pl konzentrierter Schwefelséure wurde die Reaktion beendet
und die optische Dichte am ELISA-Reader bel einer Absorption von 492 nm gemessen. Als
Positivkontrolle diente ein MV-spezifisches Humanserum (HHT = 256; Virologie,
Wiirzburg). Unter Verwendung eines WHO-Referenzserums (2™ International Standard 1990,
5 1U/ml, National Institute for Biological Standards and control, Potters Bar, UK) konnte der
Titer an humanen MV -spezifischen Antikorpern in internationalen Einheiten (IU) bestimmt

werden.

3.5.3.2. Neutr alisationstest

Um die virusneutralisierende Eigenschaft von bestimmten AntikOrpern oder Seren zu
charakterisieren wurde der Neutralisationstest verwendet. In diesem Testsystem wird die
biologische Eigenschaft, die Infektion permissiver Zellen mit infektiosen Viruspartikeln in
vitro zu inhibieren, untersucht.

35.3.2.1. M aser nvirus Neutr alisationstest

Zum Nachweis MV -neutralisierender Antikdrper wurde ein Mikroneutralisationstest in 96-
Mikrotiterplatten durchgefthrt. Von den zu testenden Seren wurden Verdinnungsreihen in
Zweierschritten durchgefihrt und je 50 pl/Napf auf die Mikrotiterplatte verteilt. Anschlief3end
wurden pro Napf 50 TCIDgg MV (1 TCIDgq ist digienige Infektionsdosis, die ausreicht, um

50% einer Gewebekultur zu infizieren) in 50 ul MEM zugegeben. Die Platten wurden 60 Min.

bei 370C inkubiert. Danach wurden 1x104 Verozellen in 100 pl MEM/10% FKS in jeden
Napf pipettiert und die Platten im Brutschrank aufbewahrt. Nach 4 bis 5 Tagen wurde der
MV-spezifische CPE lichtmikroskopisch untersucht. Der Endtiter neutralisierender
Antikorper wurde as digenige Serumverdinnung angegeben, bei der in
Doppelbestimmungen das MV gerade noch neutralisiert wurde, d.h. kein CPE nachweisbar
war. Als Positivkontrolle diente ein MV -spezifisches Baumwollrattenhyperimmunserum mit

bekanntem Neutralisationstiter. Als Negativkontrolle ein naives Baumwollrattenserum.
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35322 MV -spezifischer Plaque Reduktionsneutralisationstest (PRNT)

Eine ca. zehnfach sensitivere Methode zum Nachweis MV-neutralisierender Antikorper ist
der Plaque Reduktionsneutralisationstest.

Hierzu wurden je 5x10° Verozellen am Vortag in den Napfen einer 6-Cluster-Platte ausgesit.
Am néchsten Tag waren die Zellen zu einem konfluenten Zellrasen gewachsen. Die zu
untersuchenden Seren wurden 1:10 mit MEM versetzt und dann in Zweierschritten weiter
verdunnt. Zu jeder Serumverdinnung wurden 100 PBE MV zugegeben und der Ansatz fur 60
Min. im Brutschrank bel 37°C inkubiert. Anschlief?end wurde 1ml der unterschiedlichen
Ansdize zu den Vero Zellen pipettiert und nach 60 Min. Inkubation wieder abgezogen.
Anschlief3end wurden die Zellen mit 3 ml Top-Agar Uberschichtet. Dieser setzte sich aus 7,5
ml 2%igem Agar, 7,5 ml doppelt konzentriertem MEM und 5 ml MEM/5 % FCS zusammen.
Nach Abkihlen und Verfestigung des Agars wurden die Platten fur etwa 3 Tage im
Brutschrank bis zum Auftreten eines deutlichen CPE inkubiert. Um das Auszéhlen der
Plagues zu erleichtern, wurde in jeden Napf 1 ml ener 1:100 in PBS verdinnten
Neutralrotl6sung gegeben. Nach einer Stunde wurde der Uberstand abgezogen und nochmals
im Brutschrank inkubiert bis die Plaques deutlich zu sehen waren. Die Seren wurden jeweils
in einer Doppelbestimmungen untersucht. Als Positivkontrolle diente ein MV-spezifisches
Baumwollrattenhyperimmunserum  mit  bekanntem  Neutralisations-Titer und  als
Negativkontrolle wurde ein naives Baumwollratten Serum verwendet. Mit dem Plague
Reduktionsneutralisationstiter wird die Serumverdinnung ermittelt die in der Lage ist das
Inokulum von 100 PBE MV auf die Hélfte (50 PBE MV) zu reduzieren.

3.5.3.23. VSV-spezifischer Neutralisationstest (NT bzw. PRNT)

Zum Nachweis  VSV-neutralisierender Antikorper wurde  ebenfdls en
Mikroneutralisationstest (siehe 3.5.3.2.1.) in 96-Mikrotiterplatten bzw. ein Plague
Reduktionsneutralisationstest siehe 3.5.3.2.2. in 6-Loch Platten durchgefihrt. Im Unterschied
zu 3.8.3.2.1. wurden die zu testenden Seren mit 50 bzw. 100 TCIDso VSV (VSV-Indiana bzw.
VSV-H, CT 9, CT 1) inkubiert und als permissive Zellen BHK 21 Zellen verwendet. Die
Titerbestimmung erfolgte bereits nach 24-48h bel VSV-Indiana und VSV-H, bzw. nach 48-
72h bei CT 9und CT1.
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3.6. Virologische M ethoden

3.6.1. Maser nvirus Anzucht (MV-Edmonston, MV-Hu?2)

Verozellen wurden so ausgesét, dald sie einen Tag spéater zu einem ca. 70 - 90 % konfluenten
Zellrasen gewachsen waren. Hierauf wurde das Medium abgenommen und die Zellen fir 2
Stunden mit MV in 10 ml MEM ohne FKS mit einer M.O.I. von 0,002 infiziert. Dann wurde
das Medium abgesaugt, DMEM/2 % FKS zugegeben und die Zellen fir 3-4 Tage bei 33°C
inkubiert. Sobald der zytopathische Effekt zu mindestens 90 % ausgebildet war, wurde das
Medium vorsichtig abgesaugt und 5 ml steriles PBS zugegeben. Um die Zellen zu
desintegrieren, wurden die Flaschen bei -20°C fir mindestens 2 Stunden eingefroren. Durch
rasches Auftauen und heftiges Schwenken der Eisstiicke Gber den Zellrasen wurden die Zellen
aufgebrochen. Zusétzlich wurde nach Auftauen der Losung mehrmals mit einer 10 ml Pipette
suspendiert. Die Zelltrimmer wurden durch 10-minltige Zentrifugation (1540 x g, 4°C, 10
Minuten)  abgetrennt. Der  virushatige Uberstand wurde in  vorgekihite
Schraubdeckelréhrchen  aliquotiert  und  bei  -80°C  gelagert. Da MV sehr
temperaturempfindlich ist, war es wichtig, die Viruspréparation schnell und bei niedrigen
Temperaturen durchzufiihren. Der Virustiter wurde von einem wieder aufgetauten Aliquot
mittels Plaguetest bestimmit.

3.6.2. Plaquetest

Je 5x10° Verozellen wurden am Vortag in den Napfen einer 6-Cluster-Platte ausgesét. Die
Zellen waren am nachsten Tag zu einem konfluenten Zellrasen gewachsen. Der Virusstock
wurde in MEM Medium in Zehnerschritten verdiinnt. Die Zellen wurden dann mit je 1 ml der
Verdunnung infiziert. Nach 60 Min. Inkubation wurde das Inokulum abgezogen und die
Zellen mit 3 ml Top-Agar Uberschichtet. Dieser setzte sich aus 7,5 ml 2%igem Agar, 7,5 ml
doppelt konzentriertem MEM und 5 ml MEM/5 % FCS zusammen. Nach Abkthlen und
Verfestigung des Agars wurden die Platten fur etwa 3-5 Tage im Brutschrank bis zum
Auftreten eines deutlichen CPE inkubiert. In jeden Napf wurde nun zur Sichtbarmachung der
Plaques 1 ml einer 1:100 in PBS verdinnten Neutralrotldsung gegeben. Nach einer Stunde
wurde der Uberstand abgezogen und nochmals im Brutschrank inkubiert bis die Plaques
ausgezahlt werden konnten. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die
Anzahl der Plagues verschiedener Verdiunnungsstufen wurden gemittelt und for die

Berechnung der Virustiter verwendet.
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3.6.3. VSV-Zucht (VSV-Indiana, VSV-H, CT 9-H, CT 1-H)

BHK 21 Zellen wurden 1:5 geteilt, in einer 250 ml Zellkulturflasche ausgesét und fir ca. 2
Tage bei 37°C inkubiert, bis sich ein 90-95 % konfluenter Zellrasen gebildet hatte.
Anschlief3end wurde das Medium abgezogen und die Zellen fir 2 Stunden mit VSV in 5 ml
MEM ohne FKS mit einer M.O.1. von 0,001 infiziert. Nach Abziehen des Inokulum wurden
die Zellen mit MEM 5 % FKS versetzt und fur 16-24h (VSV-Indiana, VSV-H, CT 9-H) bzw.
flr 24-48h (CT 1-H) bei 37°C bis zur Ausbildung eines deutlichen CPE (Zellen kugeln sich
stark ab) inkubiert. Anschlief3end wurde das Medium vorsichtig abgenommen und 5 ml MEM
zugegeben. Die infizierten Zellen wurden mit Hilfe eines Zellkulturschabers von der
Oberflache des Zellkulturbodens abgekratzt mit einer 5 ml Pipette resuspendiert und in ein
vorgekuhltes Greiner Rohrchen Uberfuhrt. Durch zweimaliges Frieren-Tauen wurden die
Zellen desintegriert. Nach anschlief3endem Abzentrifugieren (1540g, 15 min, 0°C) wurde der
virushaltige Uberstand aliquotiert und bei —80°C gelagert. Der Virustiter wurde von einem
wieder aufgetauten Aliquot mittels Plaquetest bestimmit.

3.6.4. VSV Plaque Test

Je 5x10° BHK 21 Zellen wurden am Vortag in den N&pfen einer 6-Cluster-Platte ausgesét.

Die Zellen waren am néchsten Tag zu einem konfluenten Zellrasen gewachsen. Der

Virusstock wurde in MEM Medium in Zehnerschritten 1:1x102 bis zu 1:1x107 verdiinnt. Die
Zellen wurden mit je 1 ml der unterschiedlichen Verdinnungen infiziert. Nach 60 Min.
Inkubation wurde das Inokulum abgezogen und je 3ml MEM 5 % FKS pro Napf zugegeben.
Anschlief3end wurden die Zellen bis zum Auftreten eines deutlichen CPE (16-20h bei VSV-
Indiana, VSV-H, CT 9-H und 24-48h bei CT 1-H) bei 37°C inkubiert. Dann wurde der
Uberstand vorsichtig abgezogen. Um das Auszadhlen der Plagues zu erleichtern wurden die
Zellen mit Kristallviolett gefarbt. Nach dem Absaugen der Kristallviolettlésung wurden die
Platten nochmals Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Es wurden jeweils
Doppelbestimmungen  durchgefihrt. Die  Anzahl der Plagues  verschiedener

Verdunnungsstufen wurden gemittelt und fUr die Berechnung der Virustiter verwendet.
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3.6.5. Gewinnung von Maser nvirusantigen

Zum Beschichten von ELISA-Platten und zur in vitro Stimulation von
Baumwollrattenlymphozyten wird Masernvirusantigen in gereinigter Form bendtigt. Um eine
gute Ausbeute zu erhalten wurden fir die Aufarbeitung von MV-Partikeln nur hochtitrige
MYV -Stocks verwendet (siehe 3.9.1. MV-Zucht). Hierzu war es auch notwendig, dal3 sémtliche
Schritte der Virusreinigung auf Eis und in vorgekihlten Gerdten durchgefiihrt wurden. Die
Virusstocks wurden in 50 ml Polyallomerréhrchen (Kontron) auf ein Sucrosekissen (5 ml

25% Sucrose w/w in NTE) pipettiert. Durch Ultrazentrifugation mit dem Ausschwingrotor
vom Typ SW 28 (100.000 x g, 49C, 90 Minuten) wurden die Viruspartikel sedimentiert. Das

Sediment wurde kurz eingefroren, in dem dreifachen Volumen NTE-Puffer resuspendiert und
durch Ultraschallbehandlung im Branson Sonifier 450 (duty cycle 6, output control 30%)
dispergiert. Anschlief?end wurde das Virusmaterial durch Dichtezentrifugation in einem
diskontinuierlichen Sucrosegradienten angereichert. Der Gradient (10 ml 30%, 10 ml 50%, 5
ml 60%) wurde mit der in NTE enthaltenen Virusldsung Uberschichtet und 120 Minuten

ultrazentrifugiert (100.000 x g, 49C), so dal3 sich auf der 50%igen Sucrose (MV-Partikel)
sowie auf der 30%igen Sucrose (Glykoproteine F und H) eine sichtbare Proteinbande

ausbildete. Beide Banden wurden mit Hilfe einer Kapillare abgenommen, mit NTE

mindestens 1:3 verdinnt und durch eine erneute Ultrazentrifugation (100.000 x g, 4°C, 90
Minuten) im Pellet konzentriert. Das Pellet wurde in PBS aufgenommen, kurz beschallt und
nach Bestimmung der Proteinkonzentration (Biorad) auf eine Konzentration von 1 mg/ml
verdinnt. Die Anwendung des Virusmaterials zur Lymphozytenstimulation machte eine 15
mindtige UV-Behandlung erforderlich, bevor das Virus zur weiteren Verwendung aliquotiert
und bei =80 °C eingefroren wurde. Die UV-Inaktivierung wurde durch Titration von UV-
behandeltem MV auf Verozellen Uberpruft. Bei vollstdndiger Inaktivierung konnte kein
virusinduzierter zytopathischer Effekt nachgewiesen werden.
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3.7. Tierexperimentelle Methoden

3.7.1 Intraperitoneale Immnuisierung von
Baumwollratten

Um die systemische Immunantwort von Baumwollratten
nach Immunisierung mit MV und VSV-H zu untersuchen,
wurden Tiere mit unterschiedlichen Dosen an MV bzw.
VSV-H intraperitoneal immunisiert. Far  die
Immunisierung wurden die Tiere in leichte Ethernarkose
versetzt. Je nach Immunisierungsdosis wurden Volumina
von 100 pl und 5ml eingesetzt und als Trégermedium
sterile  physiologische Kochsalzlosung oder PBS
verwendet. Fir die Injektion wurde in Abhéangigkeit von
der Immunisierungsdosis eine sterile Einwegspritze (1ml

bzw. 5ml Volumen) verwendet. Der Einstich erfolgt im

unteren linken Quadranten des Abdomens (Abb.1), daSich  app. 1: iszperitonedle Immunisienng

. i . i nach Waynforth und Flecknell
dort auf3er dem Diinndarm keine lebenswichtigen Organe
befinden. Hierzu wurde die Kanile am linken unteren Quadranten des Abdomens angelegt
und zuerst nur subkutan eingefiihrt. Mit einer ruckartigen Bewegung, bei nahezu senkrecht
gehaltener Spritze, wurde die abdominale Muskulatur durchdrungen und anschlief3end der

Inhalt der Spritze in die Peritonealhdhle Uberfihrt.

3.7.2. Intranasale Immunisierung von Baumwollr atten

Zur gezidten Immunisierung des Schleimhaut-assoziierten Immunsystems wurden
Baumwollratten intranasal mit unterschiedlichen Dosen an MV bzw. VSV-H immunisiert.
Das maximale Immunisierungsvolumen fir 3-4 Wochen ate Baumwollratten betrug 50ul. 6
Wochen alten oder dteren Tieren konnte auch eine Volumen von bis zu 100ul verabreicht
werden. Als Tragermedium wurde sterile physiologische Kochsalzlésung oder PBS
verwendet. FUr die Immunisierung wurden die Baumwollratten in tiefe Ethernarkose versetzt
und das Inokulum mit Hilfe einer 200ul Gilson-Pipette und sterilen gelben Spitzen in die
Nasendffnung des Versuchstieres tberfihrt. Durch die Atmung des Versuchstieres gelangte

die Immunisierungslésung schliefdlich in die Lunge.
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3.7.3. Orale Immunisierung von Baumwollr atten

Zur gezielten Stimulation des Darm-assoziierten und mukosalen
Immunsystems wurden Baumwollratten oral mit
unterschiedlichen Dosen an VSV-H immunisiert. Hierzu wurden
Baumwollratten in tiefe Ethernarkose versetzt. Fur die
Applikation wurde eine 2-5 ml Glasspritze mit einer gekrimmten
6-10 cm langen und am vorderen Ende abgerundeten
Knopfkanile verwendet (Abb 2). Vor dem Einfuhren der Kantle
wurde der Abstand zwischen Mund und Magen abgeschétzt.
Beim Einfuhren war dies ein wichtiger Anhaltspunkt, wie weit
die Kanlle intubiert werden mufdte. Die Kantle wurde seitlich in
den Mund eingefuihrt und durch eine gleitende Bewegung seitlich

Abb. 2: orale Immunisierung
nach Waynforth und Flecknell

an der Mundinnenwand entlang bis zum Eingang des Osophagus gefiihrt. An dieser Stelle war

es gunstig, durch kurze Vor- und Ruckwartsbewegungen der Kanile den Eintritt in die

Speiserohre zu erleichtern. In der Speiserohre angelangt wurde die Injektionsldsung durch

leichtes Driicken in den Magen transferiert.

3.7.4. Intratracheale Immunisierung von Baumwollratten

Um eine Immunisierung des unteren Respirationstraktes
zu erhaten, wurden Baumwollratten intratracheal mit
unterschiedlichen Dosen an MV  bzw. VSV-H
immunisiert. Fir diese Immunisierungsart war eine
spezielle Haltevorrichtung (Abb. 3) und die Hilfe eines
Assistenten aulerst hilfreich. Da der gesamte
Immunisierungsvorgang hier deutlich mehr Zeit in
Anspruch nahm, erwies es sich als gunstig die Tiere mit
Methoxyfluran, anstelle von Ether, zu narkotisieren.
Hierzu wurden Baumwollratten far 5 min. mit
Methoxyfluran narkotisiert und anschliefend in die
Apparatur gespannt. Ein Experimentator befestigte die
Vorderlaufe an zwei an der Apparatur vorgefertigten

Abb. 3.: intratracheale Immunisierung
nach Waynforth und Flecknell

43



Schlaufen, wahrend der Zweite den Kopf fixierte, indem er ein Gummiband tber den Schédel
spannte und hinter die Schneidezdhne klemmte. Nun wurde ein gekrimmter
Polyethylenschlauch (ca. 0,1 mm Innendurchmesser), an dem eine Tuberkulinspritze
angeschlossen war, eingefuhrt. Gleichzeitig wurde der Rachenraum mit einem Larygoskop

ausgeleuchte und bei erfolgreicher Intubation ein Inokulum von 50ul transferiert.

3.75. Intrazer ebrale | mmunisierung von Baumwollratten

Um die VSV-H spezifische Immunantwort im Gehirn von Baumwollratten zu untersuchen
wurden Tiere intrazerebral mit unterschiedlichen Dosen von VSV-H immunisiert. Hierfur
wurden 3-4 Wochen alte Baumwollratten verwendet. Fur die Inokulation wurde eine
Tuberkulinspritze verwendet, die in einer automatischen Pipettiervorrichtung eingespannt war
und bei jedem Betétigen der Pipette jeweils 25ul Flussigkeit |uftblasenfrei transferierte. Fur
die Immunisierung wurden die Tiere in tiefe Ethernarkose versetzt und anschlief3end ventral
positioniert. Hierbei wurde der Kopf von einem Assistenten an der Schnauze und hinter den

Ohren mit Daumen und Zeigefinger fixiert.

3.7.6. DNS-Immunisierung

Fur die DNS-Immunisierung wurden die folgenden Plasmide verwendet: pCGF; (exprimiert
MV -Fusionsprotein), pCGHs (exprimiert MV-Hamagglutininprotein), pSC-N (exprimiert
MYV -Nukleokapsidprotein) und pCDNA3 (Stimulator-DNYS).

3.7.6.1. Intramuskulédre DNS-Immunisierung
Fur die intramuskuld&re DNS-Immunisierung  von Siuteus mox imus
Baumwollratten wurde der Gluteus Semitendinosus-Muskel
der Hinterlaufe ausgewéhlt (Abb. 4). Fur die Injektion wurde

eine 1 ml Tuberkulinspritze mit einer 0,5 ml langen Kantle
verwendet. Die Tiere wurden in leichte Ethernarkose versetzt e
und funf Tage vor Immunisierungsbeginn wurde in die
Hinterlaufe je 150ul (10Mm in PBS) Cardiotoxin injiziert, preeps femers
um die DNS-Aufnahme zu erh6hen und dadurch ene
verbesserte Immunantwort zu erreichen. Um die optimae

. . . . . Abb. 4.: intramuskulére DNS-Immunisierung
Immunisierungsdosis zu erhalten wurden unterschiedliche nach Waynforth und Flecknell
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Mengen an MV -spezifischer DNS gemischt mit Adjuvans-DNS in einer Konzentration von
1.5-2 pg/ul injiziert. Das maximale Immunisierungsvolumen betrug 150 pl, wobei die
Plasmide in physiologischer Kochsalzldsung oder in PBS gelést waren. Drei Wochen nach
der ersten Immunisierung wurde eine Wiederholungs-lmmunisierung mit der gleichen Menge
an Plasmid-DNS durchgefihrt.

3.7.6.2. Intrader male DNS-Immunisierung

Als dternative Immunisierungsroute zur intramuskularen DNS-Immunisierung wurde auch
die intradermale Immunisierungsroute mit MV-spezifischen Plasmiden evauiert. Vor der
Immunisierung wurden die lateralen Flanken mit einem Kurzhaarschneider abrasiert. Fir die
Injektion wurden zwel 1 ml Tuberkulinspritzen verwendet. Hierzu wurde zwischen Daumen
und Zeigefinger eine Hautfalte der lateralen Flanke fixiert und die Kanule nahezu horizontal
in die Haut eingeftihrt (maximal 2-3 mm). Bel erfolgreicher Applikation war eine deutliche
Blasenbildung zu erkennen. Das injizierte Volumen war maximal 50ul pro Depot, wobel zwei
Depots (ein Depot pro Flanke) gesetzt wurden. Drei Wochen nach der ersten Immunisierung

wurde eine Booster-lmmunisierung mit der gleichen DNS Menge durchgefhrt.

3.7.7. Blutentnahme und Serumgewinnung

Fur kinetische Untersuchungen der MV-spezifischen
Antikorperproduktion wurde Baumwollratten unter
leichter Ethernarkose aus dem retroorbitalen Plexus
(Abb. 7) im Wochenabstand Blut entnommen.
Getoteten Baumwollratten wurde Blut  durch
Herzpunktion entnommen. Zur Serumgewinnung
wurde das Blut direkt in Rohrchen (serum separator
tubes, Mikrotainer) Uberfihrt und zentrifugiert (20

sec., 14000 rpm). Die Seren wurden abgenommen

und bis zum Gebrauch auf -2090C oder bei 4°C Abb. 5.: retroorbitale Blutentnahme
nach Waynforth und Flecknell
gelagert.
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3.7.8. Schutzver suche und Histologie

Da Baumwollratten das einzige Nagetiermodell fUr eine respiratorische Infektion mit
Masernviren sind, kann hier das Potential unterschiedlicher Immunisierungsvektoren, vor
einer intranasalen Infektion mit Masernviren zu schitzen, untersucht werden. Hierzu wurden
immunisierte und naive Baumwollratten mit 2x10° PBE MV-Hu2 (MV-Edmonston-Stamm,
der bei einem geimpften Kind eine Enzephalitis hervorgerufen hat (Rima, 1993)) intranasal
infiziert und nach funf Tagen, wenn der MV-Titer seinen hochsten Wert erreicht hatte, durch
CO.-Inhalation getdtet. Anschlieffend wurde die Peritonealhdhle und der Brustkorb vorsichtig
erdffnet und ,um Blutungen im Brustraum zu vermeiden, das Herz punktiert und die Nieren
angeschnitten. Hierauf wurde die Luftrohre frel prapariert und die Lunge as Einheit mit Herz
und Luftréhre entnommen. Nachdem das Herz abgetrennt und die Lunge von anhaftenden
Fett- und Bindegewebsstlicken gesdubert worden war, wurde der linke Lungenfligel mit
einem Nylonfaden abgebunden, mit einer Schere abgetrennt und fir die Virusrtickisolierung
auf Eis gestellt. Die drel rechten Lungenfliigel wurden mit Hilfe einer 10 ml Spritze mit PBS
4 % Formaldehyd auf physiologische Grofie aufgeblasen, in ein 50 ml Réhrchen mit 40 mi
PBS 4 % Formaldehyd tberfihrt und fur histologische Untersuchungen bei 4°C aufbewahrt.
Die histologische Bewertung der Baumwollrattenlungen wurde von Dr. Paul Georg Germann,
Novartis Basel, vorgenommen.

Mit dem linken Lungenfliigel wurde eine Virusrickisolierung zur Ermittlung der Virustiter im
Lungengewebe durchgefihrt. Hierzu wurde das Organ zuerst gewogen, anschlief3end mit
einer Schere in kleine Stlicke zerschnitten und in einen 15 ml Glashomogenisator tberfihrt.
Daraufhin wurde 1 ml vorgekihlites MEM-Medium zupipettiert und das Ganze auf Eis
homogenisiert. Von dem Homogenat wurden Verdiinnungen in Zehnerschritten durchgefihrt,
die unterschiedlichen Verdinnungsstufen zu Vero-Zellen pipettiert und fir 60 min. bei 37°C
inkubiert. Die Vero Zellen wurden mindestens 2h zuvor in eine 48-Loch-Platte ausgesaht
(10°-Zellen/Loch). Fiir die Infektion wurden jeweils 166 pl der einzelnen Verdiinnungsstufen
in die 6 Locher einer Spate pipettiert, so dald3 insgesamt 1ml pro Verdinnungsstufe
ausplattiert wurde. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Napfe dreimal mit PBS
gewaschen, 0,5 ml MEM 5 % FKS pro Loch zugegeben und fir 5-6 Tage bel 37°C im
Brutschrank inkubiert. Anschlief3end wurden die Locher mit positivem CPE markiert und die
Virusmenge bestimmt, die benttigt wird, um 50 % der Zellkulturplatte zu infizieren (TCIDsp).
Fur die Berechnung der TCIDso wurde das Verfahren nach Reed und Muench verwendet
(REED et a., 1938). Die Protektion wurde gemessen als Reduktion im Virustiter im

Vergleich zu nicht immunisierten Tieren.
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4. Ergebnisse

4.1. Baumwollratten als Tiermodell fur die Inhibition der Vakzine-induzierten
Serokonversion

Kleinkinder besitzen innerhalb des ersten Lebengahres ein hohes Risko an Masern zu
erkranken und der Anteil an schweren Krankheitsverlaufen mit letalem Ausgang ist in dieser
Altersgruppe besonders hoch. Aus diesem Grund wére es wichtig, Kleinkinder in den ersten
Lebensmonaten erfolgreich gegen Masernvirusinfektionen zu impfen. Da eine erfolgreiche
Immunisierung mit dem derzeitigen MV -Impfstoff im ersten Lebensjahr aufgrund der Présenz
von maternalen MV-spezifischen Antikdrpern nicht méglich, ist es notwendig neuartige

Impfstoffe zu entwickeln, die in Gegenwart maternaler Antikorper effektiv sind.

4.1.1. Modéllsystem fur natirliche maternale Antikor per

Um en Modelsystem fir natirliche maternale Antikorper zu entwickeln, wurden
geschlechtsreife Baumwollratten zweimal im vierwdchigen Abstand mit 5x10° Plague
bildenden Einheiten (PBE) MV immunisiert. Nachdem diese Tiere eine starke MV-
spezifische Immunantwort entwickelt hatten (Neutralisationstiter (NT) von 640; ELISA-Titer
von 2,4 (OD-Wert)), wurden sie verpaart und ihre Nachkommen auf die Ubertragung von
MYV -spezifischen maternalen Antikdrpern untersucht. Wie beim Menschen, konnten auch bei
Nachkommen von MV-immunen Baumwollratten abnehmende Titer an MV-spezifischen,
maternalen Antikdrpern nachgewiesen werden. Im ELISA konnten MV -spezifische maternale
Antikorper fur einen Zeitraum von mehr als 10 Wochen nachgewiesen werden. MV-

neutralisierende Antikdrper waren bis zu ca. 7 Wochen nach der Geburt présent (Abb. 1).
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Abb.1: Abnahme maternaler Antikorper: Bei Nachkommen MV-immuner Baumwollratten wurde zu den
angegebenen Zeitpunkten nach der Geburt Blut entnommen und die Titer an MV-spezifischen maternalen
Antikorpern im ELISA bzw. NT bestimmt. Die Nachweisgrenze fir MV -spezifische Antikorper liegt im ELISA
bei einem OD-Wert von 0,2 und im NT bei einem Titer von < 10.

Um die Frage zu kldren, ob maternale Antikorper wie beim Menschen eine Immunisierung
mit dem MV-Impfstoff inhibieren, wurden 2 Gruppen von Nachkommen MV-immuner
Baumwollratten untersucht. Eine Gruppe wurde 3 Wochen nach der Geburt intraperitoneal
mit 5x10° PBE MV immunisiert, wahrend die zweite Gruppe nicht immunisiert wurde
(Kontrollgruppe). Als Positivkontrolle wurden gleichaltrige seronegative Baumwollratten mit
5x10° PBE MV immunisiert (Tab. 1).

Am Tag der Immunisierung konnte bei den Tieren mit maternalen Antikérpern hohe Titer an
MV-spezifischen (OD = 21) und MV-neutralisierenden (NT = 140) Antikérpern
nachgewiesen werden, wahrend bei den naiven Tieren (ohne maternale Antikorper) keine
MV -spezifischen Antikorper nachweisbar waren. Bel Baumwollratten, die in Gegenwart
maternaler Antikorper immunisiert wurden, konnten 6 Wochen nach Immunisierungsbeginn
keine MV-neutralisierenden Antikorper detektiert werden. Im ELISA konnten nur niedrige
Titer an MV -spezifischen Antikdrpern nachgewiesen werden. Der Unterschied war aber nicht

signifikant erhéht im Vergleich zu Baumwaollratten, die nicht immunisiert wurden.
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Immunisierung Am Tag der Immunisierung 6 Wochen nach Immunisierung Anzahl der
3 Wochen mit Versuchs-
alte 5 x 10° PBE MV ELISA NT ELISA NT tiere
Nachkommen + *2,1+0,04 *140 £ 21 0,8+0,2 <10 3
mit maternalen
Antikdrpern - *2,0 £0,04 *180 + 61 04+0,1 <10 3
Nachkommen + 0,2 £ 0,05 <10 *1,8+ 0,1 *160 + 61,1 4
ohne maternale
Antikdrper - 0,2 + 0,05 <10 0,2 +0,05 <10 4

Tab. 1.: 3 Wochen alte Baumwollratten mit bzw. ohne maternale Antikorper wurden intraperitoneal mit 5x10°
PBE MV immunisiert. Als Kontrolle wurden gleichaltrige Tiere untersucht, die nicht immunisiert wurden. 6
Wochen nach |mmunisierungsbeginn wurde den Tieren Blut entnommen und der Titer an MV -spezifischen und
MV -neutralisierenden Antikdrpern im ELISA und NT bestimmt. Mit *-gekennzeichnete Werte sind statistisch
signifikant unterschiedlich im Vergleich zur Negativkontrolle.

Kontrolltiere, die keine maternalen Antikorper zum Zeitpunkt der Immunisierung besal3en,
entwickelten hingegen eine ausgepragte, hoch signifikante MV -spezifische Immunantwort.

Daraus ergibt sich, dal3 nach Immunisierung mit dem MV-Impfstoff in Gegenwart maternaler
Antikorper die Vakzine-induzierte Serokonversion auch bel der Baumwollratte inhibiert wird.
Obwohl diese Befunde denen beim Menschen entsprechen, haben natirliche maternale
Antikorper as experimentelles System drei Nachteile: die Abnahme der Antikorper dauert
lang (léanger als 10 Wochen), die Antikorpertiter variieren stark zwischen den Nachkommen

und aktiv generierte Antikorper kdnnen nicht von passiv transferierten unterschieden werden.

4.1.2. Alternatives M odellsystem fur maternale Antikor per

Um diese Probleme zu umgehen, wurde ein alternatives Modellsystem fir maternale
Antikorper entwickelt. Hierzu wurde Baumwollratten ein Humanerum injiziert, das MV-
spezifische Antikorper enthielt. Das verwendete Humanserum besal3 einen sehr hohen Titer
an MV-gpezifischen Antikorpern (Neutralisationstiter = 320,
Neutralisationstiter = 3000). Im Westernblot wurde gezeigt, dal3 dieses Serum Antikorper

Plaquereduktions-

gegen das MV-Hamagglutinin, -Fusionsprotein und -Nukleokapsidprotein enthielt. Um im
ELISA den MV-spezifischen Antikorpertiter des Humanserums zu bestimmen, wurde ein
WHO-Referenzserums (2™ International Standard 1990, 5 |U/ml, National Institute for
Biological Standards and control, Potters Bar, UK) verwendet. Hierbel konnte bel dem MV -

spezifischen Humanserum einen ELISA-Titer von 16 1U/ml festgestellt werden.
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4.1.2.1. Passiver Transfer eines Humanserums simuliert maternale MV-spezifische
Antikorper

Nach intraperitonealer Injektion von 1ml Humanserum (16 1U) in Baumwollratten konnten
MYV -spezifische Antikorper flr einen Zeitraum von 6 Wochen nachgewiesen werden (Abb.2
A). 6 Wochen nach Serumtransfer waren noch 26 miU MV-spezifischer Antikorper
nachweisbar. Nach 7 Wochen sank der MV-spezifische Antikorpertiter unter die
Nachweisgrenze von 10 mliU. MV-neutralisierende Antikorper waren fir 2 Wochen im
Neutralisationstest und fir 3 Wochen im 10-fach sensitiveren Plaguereduktions-
Neutralisationstest nachweisbar (Abb. 2 B). Beim Menschen werden Antikorpertiter > 120
mlU als protektiv beschrieben (Francisco et a., 1998) (Chen, et a., 1990). Dieser Wert wurde
3 Wochen nach Serumtransfer in diesem Modellsystem erreicht und korrelierte mit der
Présenz von MV -neutralisierenden Antikoérpern in den ersten 3 Wochen nach Serumtransfer.
Um das protektive Potentia des humanen MV -spezifischen Serums in vivo zu untersuchen,
wurden Baumwollratten zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Serumtransfer von 16 U
intranasal mit MV infiziert und 5 Tage spéter der Virustiter im Lungengewebe bestimmt
(Abb. 2 C). Die Protektion wurde als Reduktion im Virustiter gemessen im Vergleich zu
Tieren ohne Serumtransfer.

Der passive Transfer von humanen MV -spezifischen Antikérpern schiitzte Baumwollratten
vor intranasaler Infektion mit MV. In den ersten 3 Wochen nach Serumtransfer war der
Schutz hoch signifikant (p < 0,005). Der Virustiter war zu mehr als 1,4 logarithmischen
Stufen reduziert, was einer Virusreduktion von mehr als 95 % entspricht. 4 Wochen nach
Serumtransfer war die Protektion nur noch schwach signifikant und der Virustiter war nur
noch zu 0,6 logarithmischen Stufen reduziert. 7 Wochen nach Serumtransfer war keine
Virusreduktion mehr nachweisbar. Das hohe Mal3 an Protektion in den ersten 3 Wochen nach
Serumtransfer korrelierte mit der Prasenz von hohen Titern an MV-spezifischen und
neutralisierenden Antikorpern in diesem Zeitraum. Wie beim Menschen sind auch in diesem
heterologen Modellsystem fur maternale Antikorper hohe Titer an MV-spezifischen
Antikorpern (>120 mIU) protektiv.

Im Vergleich zu dem Modellsystem fir natirliche maternale Antikorper bietet das alternative
Modellsystem den Vorteil, da3 die Gabe von Humanserum gut reproduzierbar ist, dal3
humane MV-spezifische Antikorper schneller abgebaut werden as natirliche maternale
Antikorper und dal3 mit Hilfe des ELISA-Systems passiv transferierte humane Antikorper von

aktiv induzierten Baumwollrattenantikorpern unterschieden werden kdnnen.
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Abb.2: Passiver Transfer eines humanen MV-spezifischen Serums als Modéll fir maternale Antikorper.
Nach intraperitonealer Injektion von 16 1U MV -spezifischer Antikorper wurde zu den angegebenen Zeitpunkten
Blut entnommen und der Titer an MV-spezifischen (A) und MV-neutralisierenden (B) Antikdrpern bestimmt.
Gleichzeitig wurden die Tiere intranasal mit MV infiziert und der Virustiter im Lungengewebe bestimmt (C).
Mit *-gekennzeichnete Virustiter sind hoch signifikannt (p < 0,005) unterschiedlich zu Virustitern von naiven
Tieren.
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4.1.2.2. Passiver Transfer von humanen MV-spezifischen Antikdrpern inhibiert die
Vakzine-induzierte Serokonversion

Beim Menschen und bei der Baumwollratte wird die Vakzine-induzierte Serokonversion in
Gegenwart maternaler Antikorper inhibiert. Um zu Uberprifen, ob in dem heterologen
Modellsystem fir maternale Antikdrper eine Immunisierung mit dem MV-Impfstoff ebenfalls
inhibiert wird, wurden Baumwollratten nach Transfer von 1 ml Humanserum (16 IU)
intraperitoneal mit 10* (Abb. 3A) bzw. 10° (Abb. 3B) PBE MV immunisiert. 7 Wochen nach
der Immunisierung (nach vollstandigem Abbau der humanen Antikorper) wurde den Tieren
Blut entnommen und die Titer an MV-spezifischen und MV-neutralisierenden Antikorpern
bestimmt. Anschlief?end wurden die Tiere intranasal mit MV infiziert, nach 5 Tagen der
Virugtiter im Lungengewebe bestimmt und die MV-spezifische T-Zellproliferation ermittelt
(Abb. 3 A und B).

Eine Immunisierung in Gegenwart humaner MV -spezifischer Antikorper fuhrte zu einer hoch
signifikant (p < 0,003) reduzierten Induktion von MV -spezifischen Antikorpern, im Vergleich
zu Tieren ohne Serumtransfer. MV-neutralisierende Antikorper wurden in Gegenwart
humaner MV -spezifischer Antikérper nicht induziert. Die MV -spezifische T-Zéllproliferation
ex vivo war im Vergleich zu Tieren ohne Serumtransfer auf 1/5 bzw. auf 1/10 reduziert. Als
Resultat der Inhibition der Vakzine-induzierten Serokonversion und der reduzierten T-
Zdlproliferation waren Baumwollratten, die in Gegenwart MV-spezifischer Antikorper
immunisiert wurden, nicht vor intranasaler Infektion mit MV geschitzt. Im Gegensatz dazu
waren Baumwollratten, die in Abwesenheit humaner MV-spezifischer Antikérper mit 10
bzw. 10° PBE MV immunisiert wurden, hoch signifikant geschiitzt.

Die Effektivitdt der Immunisierung in Abwesenheit MV -spezifischer Antikorper wurde durch
eine Erhdhung der Immunisierungsdosis verbessert. Eine Immunisierung mit 10° PBE MV
induzierte eine starkere Immunantwort als eine Immunisierung mit 10* PBE MV. Die
Induktion MV -spezifischer bzw. MV-neutralisierender Antikorper, die Induktion der MV-
spezifischen T-Zellantwort und die Protektion gegen eine respiratorische Infektion mit MV
erhdhte sich. Im Gegensatz dazu spielte die verwendete Immunisierungsdosis in Gegenwart
humaner MV -spezifischer Antikorper keine Rolle. Die Inhibition der Vakzine-induzierten

Serokonversion war nach einer Immunisierung mit 10* bzw. 10° PBE MV identisch.
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A Immunisierung mit 10* PBE MV in Gegenwart MV-spezifischer Antikorper
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Abb. 3: Baumwollratten wurden intraperitoneal mit 10* PBE MV (A) bzw. mit 10° PBE MV (B) in An- oder
Abwesenheit von 16 1U MV-gpezifischer Antikdrper immunisiert. 7 Wochen nach Immunisierung wurde den
Tieren Blut entnommen und die Titer an MV-spezifischen und MV-neutralisierenden Antikérpern im ELISA
und NT bestimmt. AnschlieRend wurden die Tiere intranasal mit MV infiziert und 5 Tage spéter die MV-
spezifische T-Zellproliferation und der Virustiter im Lungengewebe bestimmt. Mit *-gekennzeichnete Werte

sind hoch signifikant (p < 0,003) reduziert.
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4.1.2.3. Die Inhibition ist abhéangig von der Konzentration an MV-spezifischen
Antikorpern

Nach intraperitonealem Transfer von 16 U MV-spezifischer Antikérper wurde die
Immunisierung mit MV komplett inhibiert. Um die Frage zu untersuchen, wie sich en
niedrigerer Titer an MV-spezifischen Antikorpern auf eine Immunisierung mit MV auswirkt,
wurden Baumwollratten intraperitoneal mit 10° PBE MV in Gegenwart von 16, 8 und 4 |U
MV -spezifischer Antikérper immunisiert. Kontrolltiere wurden nur mit MV immunisiert,
ohne vorhergehenden Serumtransfer (ED + O 1U). 7 Wochen nach Immunisierungsbeginn
wurde die Vakzine-induzierte Serokonversion, die MV-spezifische T-Zellproliferation und
der Schutz gegen eine respiratorische Infektion mit MV untersucht (Abb. 4).

oD MV-spezifischer ELISA Titer MV-spezifischer Neutralisationstest

1,75 A 250 A

1,5
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I
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50 A

0 ‘ ; ‘ 0 ‘ = ;

ED+0IU ED + 16 IU ED+8IU ED+41U ED+0IU ED + 16 IU ED+81IU ED+4IU

Nach Immunisierung in Gegenwart von 16 bzw. 8 IU MV-spezifischer Antikorper war die
Induktion MV-spezifischer Antikorper stark reduziert. MV-neutralisierende Antikorper
wurden nicht induziert (NT < 10). Im Gegensatz dazu konnten nach Immunisierung in
Gegenwart von 4 IU MV-neutralisierende Antikorper nachgewiesen werden (NT = 20) und
die Titer an MV-spezifischen Antikdrpern waren deutlich hoher, als nach Immunisierung in
Gegenwart von 16 bzw. 8 [U.
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Abb. 4: Baumwollratten wurden intraperitoneal mit 10° PBE MV in Gegenwart von 0, 16, 8 und 4 IU MV-
spezifischer Antikorper immunisiert. 7 Wochen nach Immunisierung wurde den Tieren Blut enthommen und der
Titer an MV -spezifischen (A) und MV -neutralisierenden Antikorpern (B) bestimmt. Anschlief3end wurden die
Tiere intranasal mit MV infiziert und die MV-spezifische T-Zellproliferation (C) und die Protektion (D)
bestimmt. Mit *-gekennzeichnete Werte sind statistisch hoch signifikant (p < 0,004) reduziert.

Eine Immunisierung in Gegenwart von 16 bzw. 8 IU MV-spezifischer Antikorper fuhrte
ebenfalls zu einer signifikant reduzierten MV-spezifischen T-Zellproliferation, wahrend die
T-Zelantwort nach Immunisierung in Gegenwart von 4 U nicht signifikant unterschiedlich
war im Vergleich zu Tieren, die in Abwesenheit von humanen MV -spezifischen Antikérpern
immunisiert wurden. Als Konsequenz der Inhibition der Vakzine-induzierten Serokonversion
und der verminderten T-Zellantwort nach Immunisierung in Gegenwart von 16 bzw. 8 1U,
waren diese Tiere auch nicht gegen eine respiratorische Infektion mit MV geschitzt, wahrend
Baumwollratten, die in Gegenwart von 4 U immunisiert wurden, hoch signifikant geschiitzt
waren.

In diesem Versuch wurde gezeigt, dal3 eine direkte Abhangigkeit zwischen der Konzentration
an MV-spezifischen Antikorpern zum Zeitpunkt der Immunisierung und der Vakzine-
induzierten Serokonversion bzw. Protektion besteht. Um zu gewahrleisten, dal3 in diesem
heterologen Modellsystem fur maternale Antikdrper eine Immunisierung mit MV vollstandig
inhibiert wird, wurde fir die folgenden Immunisierungsversuche, in Gegenwart MV-
spezifischer Antikorper, jeweils 1Iml Humanserum (16 IU MV-spezifische Antikorper)

intraperitoneal injiziert.
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4.1.2.4. Immunisierungsroute, -dosis und —schema zeigen nur geringen Einflul

Um den Einflul der Immunisierungsdosis, aber auch der Immunisierungsroute und des
Applikationsschemas auf eine Immunisierung in Gegenwart MV -spezifischer Antikérper zu
untersuchen, wurden Baumwollratten mit unterschiedlichen Immunisierungsdosen
intraperitoneal bzw. intranasal, in An- bzw. Abwesenheit MV -spezifischer Antikorper, einmal
bzw. zweimal immunisiert (Tab. 2).

Eine intraperitoneale Immunisierung mit 10* bzw. 10° PBE MV wurde in Gegenwart MV-
spezifischer Antikorper vollstéandig inhibiert. Auch nach zweifacher intraperitonealer
Immunisierung mit 10° PBE MV wurde die Vakzine-induzierte Serokonversion hoch
signifikant inhibiert. Eine zweifache intranasale Immunisierung mit 10° PBE in Gegenwart
humaner Antikorper wurde komplett inhibiert. Auch eine intranasale Immunisierung mit einer
sehr hohen Immunisierungsdosis (2x10” PBE MV) wurde sehr stark inhibiert.

Daraus ergibt sich, da3 eine Immunisierung in Gegenwart von 16 IU MV-spezifischer
Antikorper unabhéngig von der Immunisierungsdosis, der Immunisierungsroute und dem

Applikationsschema inhibiert wird.

Immunisierung
ohne/mit ELISA NT Anzahl der
Immunisierungsroute | MV-spezifische (OD = SD) (Titer + SD) Versuchstiere
Immunisierungsdosis Antikdrper
intraperitoneale
Immunisierung 01U 1,5 £ 0,3 87 + 60 4
10* PBE MV
1x immunisiert 16 IU 0,4 £ 0,1 <10 4
intraperitoneale
Immunisierung 01U 1,6 £+ 0,3 184 + 59 5
10° PBE MV
1x immunisiert 16 IU 0,4 £ 0,1 <10 5
intraperitoneale
Immunisierung 011U 1,8 + 0,1 360 + 145 5
10° PBE MV, 2x im
Wochenabstand 16 IU 0,7 £+ 0,3 23 + 30 5
intranasale
Immunisierung 01U 15 + 0,2 80 + 55 5
10° PBE MV, 2x im
Wochenabstand 16 1IU 0,4 £ 0,1 <10 5
intranasale
Immunisierung
2x 10" PBE MV 16 U 0,6 + 0,1 <10 3
1x immunisiert

Tab.2: Baumwollratten wurden mit unterschiedlichen Immunisierungsdosen, intraperitoneal bzw. intranasal,
einmal bzw. zweimal immunisiert. 8 Wochen nach |mmunisierungsbeginn wurde den Tieren Blut enthnommen
und der Titer an MV-spezifischen und MV-neutralisierenden Antikdrpern bestimmt. Die Immunisierungen in
Gegenwart MV-spezifischer Antikorper fihrten zu hoch signifikant (p < 0,004) reduzierten Titern an MV-
spezifischen und MV -neutralisierenden Antikdrpern.
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Mit dem passiven Transfer von 16 IU enes humanen MV-spezifischen Serums in
Baumwollratten wurde ein Tiermodell fir maternale Antikérper entwickelt, das der Situation
im Menschen entspricht. In diesem Tiermodell kann neben der Immunogenitdt neuartiger
MV-Impfstoffe auch die Protektion und die Effektivitdt in Gegenwart MV-spezifischer

Antikorper untersucht werden.

4.2. DNS-Vakzine

Eine neuartige Methode in der Impfstoffentwicklung ist die DNS-Vakzinierung. Da Plasmide
nach Injektion das Immunisierungsantigen in dhnlicher Weise exprimieren, wie nach einer
viralen Infektion, sich aber in eukaryontischen Zellen nicht vermehren konnen, sind sie eine
sehr schonende und sichere Art der Immunisierung. FUr Immunisierungsversuche in der
Baumwollratte wurden die Plasmide pCGF;, pCGHs und pSC-N verwendet, da diese
Plasmide das Fusions-, das Hamagglutinin- und das Nukleokapsidprotein (MV-
Hauptantigene) in vitro sehr gut exprimieren. Da pCGHs fur das MV-Hamagglutinin
(Hauptantigen fir neutralisierende Antikorper) kodiert, kann mit diesem Plasmid der
Immunisierungserfolg gut Uberprift werden. Um die Methode der DNS-Immunisierung bel
Baumwollratten zu etablieren und die Immunisierungsparameter zu optimieren, wurde aus

diesem Grund das Plasmid pCGHs5 verwendet.

4.2.1. Intramuskuldre DNS-Immunisierung

Nach einer zweifachen intramuskuléaren DNS-Immunisierung mit 100ug pCGHs konnten 3
Wochen nach Immunisierungsbeginn noch keine MV -neutralisierenden und nur sehr niedrige
Titer an MV-spezifischen Antikérpern nachgewiesen werden (Tab. 3 A). Die Titer an MV-
spezifischen Antikdrpern waren erst 9 Wochen nach Immunisierungsbeginn signifikant erhéht
im Vergleich zum Praimmunserum. MV -neutralisierende Antikorper konnten zum ersten Mal
6 Wochen nach Immunisierungsbeginn nachgewiesen werden und erreichten einen Endtiter
von 20 nach 9 Wochen. Damit konnte gezeigt werden, dal3 eine intramuskulére

Immunisierung mit 100 pg pCGHs eine MV -spezifische Immunantwort induziert.
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| muni sierung nmit 100 pg pCGHS Zeit nach | nmuni si erung

M- spezi fische [ Préai munserum 3 Wochen 6 Wochen 9 Wochen Anzahl der
Ant i kor per (Titer = SA) (Titer = SA) (Titer + SA) (Titer + SA) Tiere
A
ELI SA 0,2 £0,1 0,3 £ 0,15 0,5+0,14 | *0,6 = 0,16 3

i.m | nmunisierung

NT < 10 < 10 12,5 £ 10 20 = 14 3
i.m | munisierung
B

ELI SA 0,2 £ 0,08 0,6 £ 0,19 *0,8 + 0,12 | *0,9 = 0,11 3

i.d. |nmmunisierung

NT < 10 *18 + 3,5 *40 = 21 *50 £ 21 3

i.d. |nmunisierung

Tab. 3: Baumwollratten wurden 2x intramuskulér (A) bzw. intradermal (B) im dreiwdchigen Abstand mit 100ug
pCGHs immunisiert. Nach 3, 6 und 9 Wochen wurde den Tieren Blut enthnommen und die Titer an MV-
spezifischen und MV-neutralisierenden Antikdrpern bestimmt. Mit *-gekennzeichnete Werte sind statistisch
signifikant unterschiedlich im Vergleich zum Prdimmunserum.

4.2.2. Intradermale DNS-Immunisierung

Aus experimentellen Systemen ist bekannt, dal3 eine intradermale DNS-Vakzinierung eine
stérkere Immunantwort induziert als eine intramuskulére Immunisierung (Boyle, et al., 1997).
Um die intradermale Immunisierungsroute zu untersuchen, wurden Baumwollratten zweimal
im dreiwdchigen Abstand mit 100pg pCGHs intradermal immunisiert (Tab. 3 B).

Auch bel Baumwollratten fuhrte eine intradermale DNS-Immunisierung zu einer schnelleren
und stérkeren Induktion von MV -spezifischen und MV-neutralisierenden Antikorpern as eine
intramuskulére Immunisierung. Drei Wochen nach Immunisierungsbeginn waren bereits MV -
neutralisierende Antikorper nachweisbar, wohingegen nach intramuskuldrer Immunisierung
noch keine neutralisierenden Antikorper nachgewiesen werden konnten. 9 Wochen nach
Immunisierungsbeginn konnte ein Neutralisationstiter von 50 nachgewiesen werden, der im
Vergleich zu einer intramuskuléren Immunisierung um den Faktor 2,5 erhoht war. Der Titer
an MV-spezifischen Antikérpern war 9 Wochen nach intradermaer Immunisierung im

Vergleich zu einer intramuskul&ren Immunisierung signifikant erhoht.
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4.2.3. Optimierung der | mmunisierungpar ameter

Um die Effektivitét einer intradermalen DNS-Vakzinierung zu verbessern wurde die optimale
Immunisierungsdosis bestimmt und die immunstimulatorische Wirkung von bakterieller DNS
Uberprift. Hierzu wurden Baumwollratten mit unterschiedlichen Mengen an pCGHs
immunisiert (Tab. 4).

Menge an injizierter DNS 9 Wochen nach | muni si erung

Anzabhl

pCGH5 pCDNA3 ELI SA Neutral i sati onst est der
(exprimiert das MW-H) (Stinmul at or DNS) oD + SD Titer £ SD Tiere

50 Hg 0 ug 0,6 + 0,07 18 + 3 2

A 100 pg 0 pg 0,9 + 0,12 57 + 25 2

200 ug 0 ug 1,2 + 0,01 160 + 0 2

0 ug 200 pg + 0,12 0+ O 2

50 Hg 100 pg 1,0 = 0,09 73 + 11 2

100 g 100 pg 1,1 + 0,03 80 £ 0 2

150 pg 50 ug 1,2 + 0,15 180 +100 4

Tab. 4: Bestimmung der optimalen Immunisierungsdosis und Uberpriifen der immunstimulatorischen Wirkung
von bakterieller DNS. A: Baumwollratten wurden 2x im dreiwdchigen Abstand mit den angegebenen Dosen an
pCGHs intradermal immunisiert. B: zusétzlich zu unterschiedlichen Dosen an pCGHs wurden Baumwollratten
mit pPCDNA3 (Stimulator-DNS) intradermal immunisiert. 9 Wochen nach Immunisierungsbeginn wurde den
Tieren Blut entnommen und der Titer an MV -spezifischen/neutralisierenden Antikorpern bestimmt.

Mit Zunahme der Immunisierungsdosis stiegen sowohl die Titer an MV -spezifischen a's auch
an MV-neutralisierenden Antikorpern (Tab 4 A). Wéahrend nach Immunisierung mit 50pug
pPCGHs nur niedrige Antikorpertiter (OD = 0,6; NT = 18) induziert wurden, entwickelte sich
nach Immunisierung mit 200 pg eine starke MV -spezifische Antwort (OD=1,2; NT=160). Der
Antikorperanstieg war proportional zur Immunisierungsdosis. Der Titer von MV-
neutralisierenden  Antikérpern verdreifachte sich in etwa mit Verdopplung der
Immunisierungsdosis. Um die immunstimulatorische Wirkung von bakterieller DNS zu
Uberprifen, wurden Baumwollratten mit unterschiedlichen Mengen an pCGHs immunisiert,
bei gleichzeitiger Injektion von Stimulator-DNS. Als Stimulator-DNS wurde der Vektor
pPCDNA3 (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA) verwendet, da in diesem Plasmid 6
immunstimulatorische Sequenzen (CpG-Motive) enthalten sind. Eine Immunisierung mit 200
Hg pCDNA3 aleine (Negativkontrolle) induzierte weder MV-spezifische noch MV-
neutralisierende Antikorper (Tab. 4B). Im Gegensatz dazu fuhrte bereits eine Immunisierung
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mit 50 pg pCGHs + 100 pg pPCDNA3 zu einer starken MV -spezifischen Immunantwort (OD
= 1,0; NT = 73), die hohere Antikorpertiter induzierte, als nach Immunisierung mit der
doppelten Dosis (100 pg) an pCGHs alleine (Tab 4 A und B). Eine Immunisierung mit 150 pg
pCGHs + 50 pg pCDNA war auch effektiver, als eine Immunisierung mit 200 pg pCGHs
aleine. In diesem Versuch konnte gezeigt werden, dal3 die Verwendung von pCDNA3 als
Adjuvans-DNS die Effektivitéat einer intradermalen Immunisierung mit pCGHs verbessert.

Bel diesen Immunisierungsversuchen betrug die optimale Immunisierungsdosis 150 pg
spezifische DNS (pCGHs), bei gleichzeitiger Injektion von 50 pg Adjuvans-DNS (pCDNA3).
Die Tiere wurden jeweils zweimal im dreiwéchigen Abstand intradermal immunisiert. Fir die
folgenden DNS-Immunisierungen wurden Baumwollratten nach diesem optimierten

Immunisierungsschema immunisiert.

4.2.4.Vergleich der Immunogenitét unter schiedlicher MV-Proteine (H, Fund N)

Beim Menschen und im Affenmodell sind das MV-Hamagglutinin, -Fusions- und
Nukleokapsidprotein die immunogensten Proteine des Masernvirus (Griffin, 1995).
Immunisierungsstudien im Enzephalitismodell der Ratte (Bankamp, et a., 1991),
(Brinckmann, et al., 1991) haben gezeigt, dal3 diese Antigene eine protektive Immunitét gegen
eine ZNS Infektion induzieren kénnen.

Um sowohl die Immunogenitét dieser MV-Proteine und als auch ihr protektives Potential in
der Baumwollratte zu bestimmen, wurden Tiere mit pCGF; (exprimiert MV-F), mit pCGHs
(exprimiert MV-H), mit pSC-N (exprimiert MV-N) und mit einer Mischung aus pCGF; +
pCGHs immunisiert. Als Negativkontrolle wurden Tiere nur mit Stimulator-DNS (pCDNA3)
immunisiert (Abb. 5).

Bel Baumwollratten, die nur mit pCDNA3 immunisiert wurden, konnten keine MV-
spezifischen und MV-neutralisierenden Antikorper nachgewiesen werden (Abb.5 A und B).
Im Gegensatz dazu induzierte die Immunisierung mit einer Mischung aus pCGF; + pCGHs
die hochsten Titer an MV-spezifischen (OD = 1,4) und MV-neutralisierenden Antikorpern
(NT = 160). Eine Immunisierung mit pSC-N fuhrte zwar zu hohen Titern an MV -spezifischen
Antikorpern, die das Masernvirus aber nicht neutraliseren konnten. Eine
Plasmidimmunisierung mit pCGHs induzierte hingegen sowohl hohe Titer an MV-
spezifischen (OD = 1.1) as auch an MV-neutraliserenden Antikorper (NT = 157). Im
Vergleich dazu wurden nach Immunisierung mit pCGF, signifikant niedrigere Titer an MV-

spezifischen und MV -neutralisierenden Antikdrpern induziert.
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9 Wochen nach Immunisierungsbeginn wurden alle Tiere intranasal mit MV infiziert und 5
Tage spater der Virustiter im Lungengewebe und die MV-spezifische T-Zellproliferation
bestimmt (Abb. 5 C und D). Eine Immunisierung mit pSC-N und mit pCGF; induzierte eine
starke T-Zelproliferation. Im Vergleich dazu induzierte pCGHs nur eine schwache T-
Zellproliferation (Abb 5 C). Im Schutzversuch zeigte sich, dal} eine Immunisierung mit
pCGF;, pCGHs und mit einer Mischung aus pCGF; + pCGHs eine hoch signifikante (p <
0,0002) Protektion (Virustiter zu mehr as 1,9 logarithmische Stufen reduziert) induzierte
(Abb. 5D). Die starkste Reduktion im Virustiter wurde nach Immunisierung mit pCGF1, bzw.
nach Immunisierung mit einer Mischung aus pCGF; + pCGHs gefunden. pCGHs induzierte
eine geringflgig niedrigere Protektion, die aber nicht signifikant unterschiedlich war im
Vergleich zu Immunisierung mit pCGF; bzw. zu einer Kombinationsimmunisierung aus
pCGF; + pCGHs. Im Gegensatz dazu fuhrte eine Immunisierung mit pSC-N trotz der
Induktion von MV-spezifischen Antikorpern und einer MV-spezifischen T-Zellproliferation
nicht zu Schutz vor intranasaler Infektion mit MV. In diesem Immunisierungsversuch konnte
gezeigt werden, dal3 die MV-Proteine F, H und N immunogen sind. Aber nur die beiden
Glykoproteine (das Fusionsprotein und das Hamagglutinin) induzierten MV-neutralisierende
Antikorper und Schutz vor einer MV -Infektion.
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Stimulations
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Abb. 5.:Baumwollratten wurden 2x im dreiwtchigen Abstand mit 150ug pCGF1, pCGH5, pSC-N bzw. mit
einer Mischung aus pCGF1 + pCGHS5, plus 50ug pCDNA3 (Stimulator-DNS) intradermal immunisiert. Nach 3,
6 und 9 Wochen wurde den Tieren Blut enthommen und der Titer an MV-spezifischen (A) und MV-
neutralisierenden (B) Antikdrpern bestimmt. Anschlief3end wurden die Tiere intranasal mit MV infiziert und 5
Tage spéter die MV-spezifische T-Zellproliferation (C) und der Virustiter im Lungengewebe (D) bestimmt. Mit
*-gekennzeichnete Virustiter sind hoch signifikant (p < 0,004) unterschiedlich im Vergleich zu Titern von
Tieren, die mit pCDNA3 (Negativkontrolle) immunisiert wurden.
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4.2.5. Histologische Unter suchung des L ungengewebes immunisierter Baumwollratten

Um den Immunisierungserfolg einer DNS-Immunisierung bei Baumwollratten naher zu
definieren, wurde neben der Virusreduktion auch histologische Veranderungen in der Lunge
als zusétzlicher Protektionsparameter untersucht.

Die WHO fordert, dal3 alternative Masernvakzinen sowohl das MV-Hamagglutinin als auch
das MV-Fusionsprotein exprimieren sollen, um die Entstehung von atypischen Masern nach
Impfung zu verhindern. Deshalb wurde untersucht, inwieweit sich eine Immunisierung mit
pPCGF; bzw. mit pCGHs aleine von einer gleichzeitigen Immunisierung mit beiden Plasmiden
(pCGHs + pCGF,) unterscheidet. (Abb. 6).

Naive Baumwollratten entwickeln nach intranasaler Infektion mit MV ene interstitielle
Pneumonie mit nekrotischen Lasionen, wie sie teilweise auch im Menschen auftritt (Niewiesk
und Germann, 2000). Nach Immunisierung mit einer Mischung aus pCGHs + pCGF; und
einer anschlief3enden intranasalen Infektion mit MV, konnten nur geringgradige histologische
Veranderungen in der Lunge festgestellt werden. Diese Tiere entwickelten nur teillweise eine
geringgradige, fokale Peribronchitis (Grad 1) (Abb. 6 A). Eine ebenfals nur milde
Peribronchitis (Grad 1) konnte bei Baumwollratten nachgewiesen werden, die nur mit pCGHs
immunisiert wurden (Abb. 6 B). Bei Tieren, die nur mit pCGF; immunisiert wurden, konnte
eine ausgepragtere Peribronchitis (Grad 2) mit starker Histiozytose und mit Infiltration von
neutrophilen Granulozyten (Abb. 6 C) nachgewiesen werden.

Vergleicht man die Induktion MV-spezifischer/neutralisierender Antikorper, die Induktion
einer MV-spezifischen T-Zellproliferation, die Virusreduktion und die Lungenpathologie,
dann bestétigte sich, dal3 eine Immunisierung mit einer Mischung aus pCGHs + pCGF; am
effektivsten war.
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Abb. 6.: Baumwollratten wurden 2x im dreiwdchigen Abstand mit 150pug pCGF;, pCGHs bzw. mit einer
Mischung aus pCGF; + pCGHs, plus 50ug pCDNAS3 (Stimulator-DNS) intradermal immunisiert. 9 Wochen nach
Immunisierungsbeginn wurden die Tiere intranasal mit MV infiziert und 5 Tage spéter die Lunge histologisch
untersucht (H& E-Féarbung). Die Abbildungen auf der rechten Seite zeigen einen vergrof3erten Bildausschnitt der
mit Pfeilen markierten Region in den linken Bildern.

A: Gleichzeitige Immunisierung mit pCGHs + pCGF,: sehr milde Peribronchitis, nur eine einzige intragpitheliare
Infiltration von Granulozyten, ansonsten unauffélliges L ungenepithel mit intakten Flimmerepithel (C).

B: Immunisierung mit pCGHs aleine: milde Peribronchitis, nur vereinzelt intragpitheliare Infiltration von
Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten (Pfeile).

C: Immunisierung mit pCGF; alleine: stérkere Peribronchitis mit intragpitheliarer und intraluminarer Infiltration
von neutrophilen Granulozyten (N).

D: Immunisierung mit pCGHs in Gegenwart MV-spezifischer Antikorper (16 1U): Starke Peribronchitis mit
intraepithelialem V orliegen von inflammatorischen Zellen (ic), starke Infiltration neutrophiler Granulozyten (n).
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4.2.6. DNS-Immunisierung in Gegenwart MV-spezifischer (, maternaler*) Antikorper
Das Ziel bei der Entwicklung eines neuartigen MV-Impfstoffsist es, dal? dieser Impfstoff im
Gegensatz zum derzeitigen MV-Impfstoff in  Gegenwart maternaler Antikorper
neutralisierende Antikorper und Schutz induziert. Laut Literatur konnte in anderen
experimentellen Systemen mit Hilfe der DNS-Vakzinierung in Gegenwart maternaler
Antikorper eine protektive Immunantwort induziert werden (Hasset, et a., 1997). Um die
Effektivitét einer Plasmid-Vakzinierung in Gegenwart MV-spezifischer Antikorper in
Baumwollratten zu untersuchen, wurden Tiere mit pCGHs und mit pSC-N in An- bzw.
Abwesenheit von 16 IU MV -spezifischer Antikdrper immunisiert (Abb. 7).

Eine Immunisierung mit pCGHs bzw. mit pSC-N in Gegenwart MV -spezifischer Antikorper
induzierte keine MV-neutralisierenden Antikdrper (Abb. 7 B). Es konnten nur niedrige Titer
an MV-spezifischen Antikorpern nachgewiesen werden, die aber nicht signifikant erhoht
waren im Vergleich zu Tieren, die mit pPCDNAS3 (Negativkontrolle) immunisiert wurden
(Abb. 7 A). 9 Wochen nach Immunisierungsbeginn (nach vollstandigem Abbau der passiv
transferierten humanen MV-spezifischen Antikorper) wurden die Tiere intranasal mit MV
infiziert und der Virustiter in der Lunge bestimmt. Im Schutzversuch konnte bestétigt werden,
da3 nur Baumwollratten, die in Abwesenheit MV-spezifischer Antikdrper mit pCGHs
immunisiert wurden, hoch signifikant vor intranasaler Infektion mit MV geschitzt waren
(Virusreduktion um mehr als 1,9 logarithmische Stufen) (Abb. 7 C). Eine Immunisierung mit
pPCGHs oder pSC-N in Gegenwart MV -spezifischer Antikérper fuhrte nicht zu Schutz gegen
eine respiratorische Infektion mit MV. In diesem Versuch konnte nochmals gezeigt werden,
daf’ das Nukleokapsidprotein kein protektives Antigen in der Baumwollratte ist.

In der histologischen Untersuchung des Lungengewebes konnte bestétigt werden, dal3 eine
Immunisierung mit pCGHs in Abwesenheit MV-spezifischer Antikorper nur geringe
histologische Veradnderungen induzierte. Eine Immunisierung in Gegenwart MV -spezifischer
Antikorper hingegen fuhrte zu ausgepragten histologischen Veranderungen. Bel diesen Tieren
konnte eine ausgepragte Peribronchitis (Grad 3) nachgewiesen werden. Intragpitheliar waren
inflammatorische Zellen (i.c.) nachweisbar und es kam zu einer starken Infiltration von
neutrophilen Granulozyten (Fig 6 D). Das bedeutet, dal3 im Baumwollrattenmodell eine DNS-
Vakzinierung (mit Plasmiden, die sowohl fir ein internes as auch fir ein
Oberflachenglykoprotein kodieren) in Gegenwart MV -spezifischer Antikorper nicht in der

Lage ist, neutralisierende Antikorper und Schutz zu induzieren.
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Abb.7.: Immunisierung in Gegenwart M V-spezifischer Antikor per

Baumwollratten wurden 2x im dreiwdchigen Abstand mit 150 pg pCGHs bzw. pSC-N plus 50ug pCDNA3 in
An- bzw. Abwesenheit MV -spezifischer Antikdrper intradermal immunisiert. Nach 3, 6 und 9 Wochen wurde
den Tieren Blut enthommen, der Titer an MV-spezifischen humanen bzw. Baumwollratten-Antikdrpern (A) und
der Titer an MV-neutralisierenden Antikorpern (B) bestimmt. 9 Wochen nach |mmunisi erungsbeginn wurden die
Tiere intranasal mit MV infiziert und 5 Tage spédter der Virustiter in der Lunge bestimmt (C). Mit *-
gekennzeichnete Virustiter sind signifikant unterschiedlich im Vergleich zu Virustitern von Tieren, die mit
pPCDNA3 immunisiert wurden.
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4.3. VSV alsmmunisier ungsvektor

Um neutralisierende Antikorper in Gegenwart von maternalen Antikérpern zu induzieren,
wurde ein rekombinantes vesikuldres Stomatitisvirus (VSV) as Impfvektor getestet, welches
das MV-Hamagglutinin exprimierte (VSV-H). Dieses rekombinante Virus wurde in der
Arbeitsgruppe von John K. Rose (Yale University School of Medicine, New Haven,
Connecticut) hergestellt (Schnell, et a., 1996). Durch VSV Infektion werden sehr schnell
neutralisierende Antikérper gegen das VSV-Glykoprotein G induziert. In dem rekombinanten
VSV-H ist das MV-H in die Hille von VSV inkorporiert und macht ein Viertel der
Hullproteine aus. Aus diesem Grund sollte VSV-H auch hohe Titer an MV-neutralisierenden
Antikorpern induzieren, zumal bereits gezeigt werden konnte, dal3 ein rekombinantes VSV,
welches ein Hamagglutinin von Influenza A Virus exprimierte, hohe Titer an Influenza-

neutralisierenden Antikorpern induzieren konnte (Roberts, et al., 1998).

4.3.1. Pathogenitat von VSV bzw. VSV-H im Tier modell

Im Mausmodell fur VSV-Infektionen (Forger, et al., 1991) sterben empfangliche Mause nach
intranasaler Infektion mit VSV titerabhangig an einer Enzephalitis. Um die Pathogenitét von
VSV in Baumwollratten zu untersuchen, wurden Tiere intraperitoneal bzw. intranasal mit
VSV-Wildtyp (Serotyp Indiana (VSV-Indiana)) bzw. mit VSV-H infiziert und taglich der
Gewichtsverlauf  kontrolliert. Nach intraperitonealer Infektion, auch mit hohen
Infektionsdosen (10’ PBE) an VSV-Indiana bzw. VSV-H konnten keine klinischen
Symptome festgestellt werden und die Tiere nahmen kontinuierlich an Gewicht zu.
Baumwollratten, die intranasal mit 10* PBE VSV-Indiana infiziert wurden, wurden 3 bzw. 4
Tage nach Infektion moribunt und muf3ten daraufhin getttet werden (Abb 8). Eine intranasale
Infektion mit 10° PBE VSV-Indiana verlief klinisch unauffdlig, lediglich die
Gewichtszunahme war am 5. und 6. Tag nach Infektion geringfligig reduziert. Tiere, die mit
10° PBE VSV-Indiana infiziet wurden, zeigten weder klinische Symptome, noch
Abnormitéten in der Gewichtszunahme. Eine intranasale Infektion mit VSV-H verlief klinisch
unauffallig. Selbst sehr hohe Infektionsdosen (5x10” PBE) fulhrten nicht zu Gewichtsverlust
oder zum Auftreten von klinischen Symptomen (Abb. 8). Daraus ergibt sich, dal3 VSV-H im
Vergleich zu VSV-Indiana drastisch attenuiert ist (um mehr als 3,5 logarithmische Stufen).
Diese enorme Attenuierung von VSV-H bel Baumwollratten liegt nicht an der zusétzlichen
Inkorporation des MV-Hamagglutinins in der Hille von VSV. Diese Attenuation mul3
wahrend der Konstruktionsphase von VSV-H aus Plasmid-DNS stattgefunden haben. Ein
rekombinanter VSV-Wildtyp (VSV-WT,«), der auf Basis von VSV-Indiana aus Plasmid-DNS
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konstruiert wurde, ist ebenfalls hochgradig attenuiert. Dieser rekombinante Wildtyp diente as
Ausgangsbasis fur die Konstruktion von VSV-H.

Intranasale Infektion mit VSV Wildtype Indiana bzw. mit VSV-H
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Abb.8: Baumwollratten wurden intranasal mit den angegebenen Dosen an VV SV-Indiana bzw. VSV-H infiziert
und die Gewichtszunahme an den folgenden Tagen nach Infektion Uberpriift. mb.= moribunt.

4.3.1.1. In vivo Replikation von VSV-H

VSV-H ist in Baumwollratten drastisch attenuiert, aber noch infektids und replikationsfahig.
Um den Replikationsort von VSV-H in vivo zu untersuchen, wurden Baumwollratten
intraperitoneal bzw. intranasal mit VSV-H infiziert. Anschlief3end wurde der Virustiter in
verschiedenen Organen bestimmt. Nach intraperitonealer Infektion konnte kein Virus aus der
Leber, Lunge, Milz, Niere und Gehirn nachgewiesen werden. Nach intranasaler Infektion
konnte VSV-H in der Lunge und im Gehirn von infizierten Tieren nachgewiesen werden
(Abb. 9).
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Abb. 9.: Baumwollratten wurden intranasal mit 2x10° PBE VSV-H infiziet und zu den angegebenen
Zeitpunkten der Virustiter in der Lunge und im Gehirn bestimmt.

In der Lunge konnte in den ersten 5 Tagen nach intranasaler Infektion eine abortive
Replikation von VSV-H nachgewiesen werden. Im Gehirn replizierte VSV-H fir 6 Tage, mit
hochsten Titern nach 5 Tagen. Die intrazerebrale Replikation von VSV-H ist abhangig von
der Infektionsdosis. Nach intranasaler Infektion mit 5x10° PBE konnten nur niedrige Titer
(TCIDsp=10%°* *®) an VSV-H im Gehirn nachgewiesen werden, wahrend nach Infektion mit
2x10” PBE sehr hohe Titer (TCIDs,=10%°* %) nachgewiesen werden konnten, ohne daR die
Tiere moribunt wurden. Das bedeutet, dal3 VSV-H zwar drastisch attenuiert ist, aber immer

noch einen ausgepragten Neurotropismus aufweist.

4.3.2. Immunogenitét von VSV-H in Baumwollratten

Um die Effektivitét von VSV-H as Immunisierungsvektor zu untersuchen, wurden
Baumwollratten intranasal bzw. intraperitoneal mit VSV-H immunisiert. Als Negativkontrolle
wurden Tiere mit dem rekombinanten VSV-WT & immunisiert (Abb. 10). Baumwollratten,
die mit VSV-WT,« immunisiert wurden, entwickelten keine MV-spezifischen und MV-
neutralisierenden Antikorper. Im Gegensatz dazu induzierte VSV-H sowohl nach intranasaler
als auch nach intraperitonealer Immunisierung eine starke MV-spezifische Immunantwort.
Hierbel wurden sowohl hohe Titer an MV-spezifischen als auch an MV-neutralisierenden
Antikorpern gebildet und es konnte kein Unterschied zwischen einer intranasalen und

intraperitonealen Immunisierung festgestellt werden.
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Abb. 10.: Baumwollratten wurden intraperitoneal bzw. intranasal mit 2x10” PBE VSV-H bzw. mit VSV-WT
immunisiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde den Tieren Blut entnommen und Titer an MV -spezifischen
und MV -neutralisierenden Antikorpern bestimmt.

4.3.2.1. Antikorpertiter sind abhangig von der Immunisierungsdosis

Um den Einflul der Immunisierungsdosis auf die Induktion von MYV-spezifischen
Antikorpern zu untersuchen, wurden BaumwolIratten mit 1x10% 5x10°, 2x10” und 5x10’ PBE
VSV-H immunisiert (Tab. 5.).

Hierbei zeigte sich, dal’ bereits eine einmalige Immunisierung mit 1x10* PBE VSV-H
ausreicht, um hohe Titer an MV-spezifischen Antikdrpern (OD = 0,98; NT = 266) zu
induzieren. Mit Zunahme der Immunisierungsdosis (5x10° PBE) erhohte sich auch die
Induktion von MV-spezifischen Antikérpern (OD = 1,31; NT = 520). Bei Baumwollratten,
die hingegen mit hohen Dosen (5x10” PBE) an VSV-WT,« immunisiert wurden, konnten
keine MV -spezifischen Antikorper nachgewiesen werden.
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Der Grad der Serokonversion ist abhangig von der Immunisierungsdosis

4 Wochen nach Immunisierung
Immuisierungsdosis ELISA NT Tierzahl
(OD + SA) (NT + SA)
1x10* PBE VSV-H 0,98 + 0,08 266 + 46 3
5x10° PBE VSV-H 1,18 £ 0,12 293 £ 69 3
2x10’ PBE VSV-H 1,27 £ 0,06 410 £ 69 3
5x10" PBE VSV-H 1,31+£0,11 520 £109 3
5x10" PBE VSV-WT 0,21 + 0,05 <10 3

Tab.5.: Baumwollratten wurden 1x mit den abgegebenen Dosen an VSV-H intranasal immunisiert. Als
Kontrolle wurden Tiere mit VSV-WT immunisiert. 4 Wochen spéter wurde den Tieren Blut entnommen und die
Titer an MV-spezifischen und MV -neutralisierenden Antikdrpern im ELISA und NT bestimmt.
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4.3.2.2. Direkter Vergleich zwischen VSV-H und MV

Die Effektivitat eines neuartigen MV-Impfstoffs sollte mindestens so hoch sein, wie die des
derzeitig verwendeten Impfstoffes bzw. diese noch Ubertreffen. Um VSV-H mit MV zu
vergleichen, wurden Baumwollratten zweimal im vierwochigen Abstand intranasal und
intraperitoneal mit 5x10° PBE VSV-H bzw. MV immunisiert, die Kinetik der MV-
spezifischen Antikorpersynthese untersucht und die Protektion bestimmt (Abb. 11).

Eine Immunisierung mit VSV-H (intranasal oder intraperitoneal) induzierte in den ersten 4
Wochen (vor der 2. Immunisierung) hohere Titer an MV-spezifischen und MV-
neutralisierenden Antikorpern als eine intranasale bzw. intraperitoneale Immunisierung mit
MV (Abb. 11 A und B). Dieser Unterschied war nach intranasaler Immunisierung hoch
signifikant (p < 0,003). Erst nach einer zweifachen intraperitonealen Immunisierung mit MV
wurden hohe Titer an MV-spezifischen und MV-neutralisierenden Antikorpern induziert,
wahrend auch nach zweifacher intranasaler Immunisierung mit MV nur niedrige Titer
induziert wurden.

Beide Immunisierungsvektoren induzierten nach intraperitonealer und nach intranasaler
Immunisierung einen hoch signifikanten Schutz (p < 0,002; Virusreduktion um mehr as 1,3
logarithmische Stufen) vor einer respiratorischen Infektion mit MV. Der Schutz war in den
unterschiedlichen Gruppen nahezu aquivaent, nur Tiere, die intranasal mit MV immunisiert
wurden, zeigten geringfligig verminderte Protektion, die aber nicht signifikant niedriger war
(Abb. 11 C).

Im direkten Vergleich zwischen VSV-H und MV wurde ersichtlich, dal3 VSV-H effektiver ist
als MV. Bereits nach einmaliger Immunisierung mit VSV-H, besonders tber die intranasale
Immunisierungsroute, induzierte VSV-H sehr hohe Titer an MV-spezifischen und MV-

neutralisierenden Antikérpern, die signifikant hdher waren a's nach Immunisierung mit MV.
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Abb. 11.: Baumwollratten wurden 2x im vierwdchigen Abstand mit 5x10° PBE VSV-H bzw. MV intraperitoneal
bzw. intranasal immunisiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde den Tieren Blut enthommen und der Titer
an MV-spezifischen und MV -neutralisierenden Antikoérpern bestimmt. 10 Wochen nach Immunisierungsbeginn
wurden die Tiere intranasal mit MV infiziert und 5 Tage spéter der Virustiter im Lungengewebe bestimmt. Mit

naive Tiere VSV-Hi.p. Edi.p. VSV-H i.n. Ed i.n.

*-gekennzeichnete Virugtiter sind signifikant niedriger als Virustiter von naiven Tieren.
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4.3.3. Invitrowird VSV-H durch MV-spezifische Antikorper nicht neutralisiert

Eine Immunisierung mit VSV-H induziert sehr schnell sehr hohe Titer an MV -spezifischen
und MV-neutralisierenden Antikorpern. Eine sehr wichtige Frage ist, ob eine Immunisierung
mit VSV-H durch maternde MV-spezifische Antikorper inhibiert wird oder ob ene
Immunisierung mit VSV -H auch in Gegenwart MV -spezifischer Antikorper zu einer Vakzine-
induzierten Serokonversion und zu Schutz fuhrt. Das MV-Hamagglutinin ist bei VSV-H
zusétzlich in die Hullmembran von VSV inkorporiert, besitzt aber keine Funktion bei der
Virusreplikation oder Virusfreisetzung. Um zu Uberprifen, ob MV-spezifische Antikorper
VSV-H neutralisieren kénnen, wurde das humane MV -spezifische Serum (NT = 320) und ein
MV -spezifisches Hyperimmunserum aus der Baumwollratte (NT = 640) in einen VSV-H
spezifischen Neutralisationstest in vitro untersucht. Beide Seren neutralisierten MV sehr
effektiv, wohingegen VSV-H im Standardneutralisationstest nicht neutralisiert wurde.
Lediglich im 10-fach sensitiveren Plaque-Reduktionsneutralisationstest konnte eine
geringfigige Neutralisation von VSV-H durch das Humanserum bzw. durch das
Baumwollratten-Hyperimmunserum festgestellt werden (PRNT = 40; bzw. 20). Ein
Kontrollserum ohne MV -spezifische Antikorper fuhrte nicht zu einer Plague Reduktion. In
dem Plaguereduktions-Neutralisationstest konnte gezeigt werden, dal3 die Bildung von VSV -
H Plaques durch MV -spezifische Seren um etwa 12-24 Stunden verzogert wird im Vergleich
zu Proben, die mit einem Kontrollserum ohne MV -spezifische Antikorper inkubiert wurden.
Das bedeutet, dal3 MV-spezifische Antikérper VSV-H im Gegensatz zu MV nicht
neutralisieren konnen. Lediglich die Replikationsgeschwindigkeit von VSV-H wird in

Gegenwart MV-spezifischer Antikorper etwas verringert.
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4.3.4. VSV-H induziert MV-neutralisierende Antikorper in Gegenwart MV-spezifischer
Antikorper

In vitro entkommt VSV-H sehr effektiv der Neutralisation durch MV-spezifische Antikorper.
Um zu untersuchen, ob VSV-H auch in vivo MV-spezifische Antikdrper umgehen kann,
wurden Baumwollratten intranasal bzw. intraperitoneal mit VSV-H bzw. as Kontrolle mit
MV in Gegenwart von 16 IU MV -spezifischer AntikGrper immunisiert (Abb. 12).

Am Tag der Immunisierung (Tag 0) konnte bei alen Tieren humane MV -spezifische und
MYV -neutralisierende Antikorper nachgewiesen werden. 6 Wochen nach Serumtransfer waren
bei alen Gruppen keine humanen MV-spezifischen Antikdrper mehr nachweisbar. Humane
MYV -neutralisierende Antikorper konnten nur in den ersten 2 Wochen im NT nachgewiesen
werden (Abb. 12 A und B).

ob MV-spezifischer ELISA
18 - VSV-Hi.n.
A 161 ——VSV-H i.p.
1,4 4 .
—o—MVi.n.
1,2
—X=Humane MV-
1 spezifische
Antikorper
0,8 -
0,6 1
0,4
0,2
0

Tag 0 Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 6
nach Immunisierung

In Baumwollratten wurden MV -spezifische Antikdrper nur nach intranasaler Immunisierung
mit VSV-H induziert. Eine intraperitoneale Immunisierung mit VSV-H bzw. eine intranasale
Immunisierung mit MV induzierte nur sehr niedrige Titer an Baumwollratten-MV-
spezifischen Antikorpern, die aber nicht signifikant erhéht waren im Vergleich zu Titern von

nicht immunisierten Tieren (Abb. 12 A).
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Abb. 12.: Baumwollratten wurden 1x intranasal bzw. intraperitoneal mit 5x10° PBE VSV-H bzw. intranasal mit
2x10" PBE MV in Gegenwart von 16 IU MV-spezifischer Antikorper immunisiert. Als Kontrolle wurde
Baumwollratten 1ml Humanserum (16 I1U) injiziert, diese aber nicht immunisiert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde den Tieren Blut entnommen und die Titer an MV-spezifischen und MV-neutralisierenden
Antikorpern untersucht. 7 Wochen nach Immunisierung wurden die Tiere intranasal mit MV infiziert und 5 Tage
spéter der Virustiter in der Lunge bestimmt.

MYV -neutralisierende Antikorper wurden ebenfalls nur nach intranasaler Immunisierung mit
VSV-H in Gegenwart MV -spezifischer Antikorper induziert (NT = 60). Eine intraperitoneale
Immunisierung mit VSV-H und eine intranasale Immunisierung mit MV in Gegenwart MV -
spezifischer Antikorper induzierte keine MV-neutralisierenden Antikorper. Im Schutzversuch
zeigte sich, dal3 nur eine intranasale Immunisierung mit VSV-H zu ener signifikanten
Protektion fuhrte (Virusreduktion um 1,3 logarithmische Stufen). Eine intraperitoneale
Immunisierung mit VSV-H bzw. ene intranasale Immunisierung mit MV hingegen fihrte
nicht zu einem signifikanten Schutz gegen eine respiratorische Infektion mit MV. Das
bedeutet, dal3 VSV-H im Gegensatz zu MV in der Lage ist, bereits nach einer einmaligen
intranasalen Immunisierung in Gegenwart MV-spezifischer , maternale* Antikérper, MV-

neutralisierende Antikdrper und Protektion zu induzieren.
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4.3.4.1. Der Immuisierungserfolg in Gegenwart maternaler Antikor per ist abhangig von
der Immunisierungsdosis

Eine intranasale Immunisierung mit hohen Dosen (5x10” PBE) an VSV-H ist in der Lage, in
Gegenwart MV-spezifischer Antikérper Serokonversion und Schutz zu induzieren. Um zu
Uberprifen, ob niedrigere  Immunisierungsdosen auch zur Vakzine-induzierten
Serokonversion in Gegenwart MV-spezifischer Antikdrper fihren, wurden Baumwollratten
intranasal mit 5x10°, 5x10°, 2x10” und 5x10° PBE VSV-H in Gegenwart von 16 IU MV-
spezifischer Antikérper immunisiert (Tab. 6). Bel Kontrolltieren, die mit VSV-WT
immunisiert wurden, konnte keine MV-spezifische Immunantwort nachgewiesen werden.
Baumwollratten, die mit VSV-H in Abwesenheit MV-spezifischer Antikorper immunisiert
wurden, entwickelten hingegen eine sehr starke Immunantwort (Tab. 6 A). Bel
Baumwollratten, die mit unterschiedlichen Immunisierungsdosen in Gegenwart MV-
spezifischer Antikorper immunisiert wurden, konnte mit Zunahme der Immunisierungsdosis
auch ein Anstieg der Titer an MV-spezifischen und MV-neutraliserenden Antikdrpern
nachgewiesen werden (Tab. 6 B). In diesem Versuch konnte gezeigt werden, dal3 bereits eine
einmalige Immunisierung mit 5x10° PBE VSV-H ausreicht, um in Gegenwart MV-
spezifischer Antikorper MV-neutralisierende Antikorper (NT = 17,5, OD = 1,1) zu
induzieren. Der Grad der Vakzine-induzierten Serokonversion kann mit Zunahme der
Immunisierungsdosis (5x10” PBE) deutlich erhéht werden (NT = 60; OD = 1,5).

Humane MV-spezifische ELISA Neutralisationstest Anzahl der

Immunisierung Antikorper (OD + SA) (Titer £ SA) Versuchstiere
5x10” PBE VSV-WT 0,3 + 0,04 <10 3

A 5x10” PBE VSV-H 1,6 £+ 0,1 320 + 69 3
5x10° PBE VSV-H 16 1U 1,1 £ 0,2 175+ 3,5 2
5x10° PBE VSV-H 16 1U 1,2 + 0,1 20 £ 0,0 2

B
2x10” PBE VSV-H 16 1U 1,3 £ 0,1 60 + 16,3 4
5x10” PBE VSV-H 16 1U 1,5 £ 0,1 60 + 20 4
2x10” PBE VSV-H 0,4 + 0,02 <10 3

C UV-inaktiviert
2x10” PBE VSV-H 161U 0,4 + 0,05 <10 3

UV-inaktiviert

Tab. 6.: A: Kontrolltiere wurden mit 5x10” PBE VSV-H bzw. VSV-WT, in Abwesenheit MV-spezifischer Antikdrper
immunisiert. B: Baumwollratten wurden intranasal mit den angegebenen Dosen an VSV-H in Gegenwart von 16 [U MV-
spezifischer Antikérper immunisiert. C: Baumwollratten wurden intranasal mit 2x10” PBE UV-inaktiviertem VSV-H in An-
bzw. Abwesenheit von 16 |IU MV-spezifischer Antikorper immunisiert. 6 Wochen spéter wurde der Titer an MV-
spezifischen und MV -neutralisierenden Antikdrpern bestimmt.
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4.3.4.2. Replikationsfahiges VSV-H ist essentiel, um ene MV-spezifische
Immunantwort zu induzieren

Um zu Uberprifen, ob ene VSV-H Replikation in vivo oder die allenige
Hamagglutininexpression mit Hilfe von VSV ausreichend ist, um maternale Antikorper zu
umgehen, wurden Baumwollratten intranasal mit UV-inaktiviertem VSV-H in An- bzw.
Abwesenheit von MV -spezifischen Antikdrpern immunisiert (Tab. 6 C).

Nach intranasaler Immunisierung mit 2x10° PBE UV-inaktiviertem VSV-H wurden,
unabhéngig von der An- bzw. Abwesenheit MV-spezifischer Antikorper, keine MV-
neutralisierenden Antikdrper (NT < 10) induziert. Es konnten nur sehr niedrige Titer an MV-
spezifischen Antikorpern nachgewiesen werden, die nicht signifikant unterschiedlich waren
zu Titern von nicht immunisierten Tieren. In diesem Versuch konnte gezeigt werden, dal3
replikationsfahiges VSV-H essentiell ist, um eine starke MV-spezifische Immunantwort zu

induzieren und um in Gegenwart MV -spezifischer Antikorper effektiv zu sein.

4.3.4.3. VSV-H ist auch in Gegenwart von naturlichen mater nalen Antikorpern effektiv

VSV-H ist in der Lage, in Gegenwart humaner MV -spezifischer Antikérper eine erfolgreiche
Immunisierung zu induzieren. Um zu Uberprifen, ob VSV-H auch im Modellsystem fir
natirliche maternale Antikorper effektiv ist, wurden Nachkommen von MV-immunen
Baumwollratten, die natlrliche MV-spezifische maternale Antikdrper zum Zeitpunkt der
Immunisierung besal3en, mit VSV-H immunisiert (Abb. 13).

Hierzu wurden zwei Gruppen von Nachkommen MV-immuner Baumwollratten untersucht.
Eine Gruppe wurde 5 Wochen nach der Geburt intranasal mit 5x10° PBE VSV-H
immunisiert, wahrend die 2. Gruppe (Kontrollgruppe) nicht immunisiert wurde. Zum
Zeitpunkt der Immunisierung (Tag 0) besal3en alle Jungtiere protektive Titer (NT > 36; OD >
0,93) an maternaen MV-spezifischen Antikérpern. Bel den Kontrolltieren, die nicht
immunisiert wurden, konnte ein zeitabhangiger Abbau der maternalen MV-spezifischen
Antikorper nachgewiesen werden. Nach 5 Wochen konnten keine neutralisierenden
Antikorper und nur sehr niedrige Titer an MV -spezifischen Antikérpern detektiert werden.
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Abb. 13. Nachkommen von MV-immunen Baumwollratten wurden intranasal mit 5x10° PBE VSV-H
immunisiert. Als Kontrolle wurden Nachkommen von MV-immunen Baumwollratten untersucht, die nicht
immunisiert wurden. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde den Tieren Blut entnommen und die Titer an MV-
spezifischen und MV -neutralisierenden Antikdrpern bestimmt.

Im Gegensatz zur Kontrollgruppe wurde bei den immunisierten Jungtieren, auch in
Gegenwart natirlicher maternaler MV-spezifischer Antikorper, eine MV-spezifische
Immunantwort induziert. Bereits 3 Wochen nach Immunisierungsbeginn konnten bei den
immunisierten Jungtieren schwach signifikant hohere Titer an MV-spezifischen und MV-
neutralisierenden Antikdrpern festgestellt werden als im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei
den immunisierten Jungtieren stiegen die Antikorpertiter kontinuierlich an und waren auf
Woche 7 nach Immunisierung hoch signifikant erhoht alsim Vergleich zur Kontrollgruppe.

In diesem Versuch wurde bestétigt, dal3 VSV-H auch die Inhibition der Vakzine-induzierten

Serokonversion durch natirliche maternale Antikdrper umgehen kann.
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4.3.5. Intratracheale Immunisierung mit VSV-H

VSV-H induziert nur nach intranasaler Immunisierung in Gegenwart maternaler Antikorper
eine erfolgreiche MV-spezifische und protektive Immunantwort. Es wurde bereits gezeigt
(Abb. 9), dal3 nur nach intranasaler Immunisierung eine in vivo-Replikation von VSV-H
nachgewiesen werden konnte. Die VSV -H Replikation verteilte sich auf zwei Kompartimente.
Zum einen war eine abortive Replikation in der Lunge in den ersten 5 Tagen nach Infektion
nachweisbar, zum anderen replizierte VSV-H fir acht Tage im Gehirn von immunisierten
Baumwollratten. Hier stellte sich die Frage, inwieweit die Replikation von VSV-H in der
Lunge, im Gehirn oder in beiden Kompartimenten ausschlaggebend ist, um maternale
Antikorper zu umgehen.

Mit Hilfe der intratrachealen Immunisierungsroute ist es moglich, gezielt eine Immunisierung
der Lunge zu induzieren. Um auszuschliefien, dald VSV-H nach intratrachealer
Immunisierung im Gehirn repliziert, wurden Baumwollratten intratracheal mit 2x10” PBE
VSV-H immunisiert und der Virustiter im Gehirn bestimmt. In diesem Versuch konnte
gezeigt werden, dal3 nach intratrachealer Immunisierung keine VSV-H Replikation im Gehirn
stattfindet. Nach intratrachealer Immunisierung mit 2x10° PBE VSV-H wurde eine starke
MYV -spezifische Immunantwort induziert (NT = 328). Um zu untersuchen, ob eine alleinige
Replikation von VSV-H im unteren Respirationstrakt ausreicht, in Gegenwart maternaler
Antikorper Serokonversion und Schutz zu induzieren, wurden Baumwollratten intratracheal
mit 2x10” PBE VSV-H in Gegenwart von 16 |U MV-spezifischer Antikérper immunisiert.
Zum Vergleich wurden Baumwollratten mit derselben Immunisierungsdosis an VSV-H
intranasal in Gegenwart von 16 IU MV -spezifischer Antikorper immunisiert (Abb.14).

Sowohl eine intranasale als auch eine intratracheale Immunisierung mit VSV-H, in
Gegenwart MV -spezifischer Antikorper, fuhrte zur Induktion von MV -spezifischen und MV-
neutralisierenden Antikdrpern. Die Kinetik der Antikdrperinduktion war in beiden Gruppen
vergleichbar. Die Endtiter an MV -spezifischen und MV -neutralisierenden Antikorpern waren
nach intratrachealer Immunisierung geringfligig niedriger as nach intranasaler
Immunisierung. Der Unterschied war aber nicht statistisch signifikant. Im Schutzversuch
konnte bestétigt werden, dal3 beide Gruppen hoch signifikant vor einer respiratorischen
Infektion mit MV geschiitzt waren (Virusreduktion um mehr als 2 logarithmische Stufen).
Das bedeutet, dald auch eine intratracheale Immunisierung mit VSV-H in der Lage ist, die
Inhibition der Vakzine-induzierten Serokonversion durch maternale Antikorper zu

Uberwinden.

81



@ Mégesfischer BLISA .
5 —- inraraded
H6IU

15

1 i nraesd
- 46IU
05
05

0 : : : : : :

0 1Wide 2Wde  3Wwde  4wde  SWwde  6wide
rechinmurisieury

Tte Migoedfisthe Natrdistionstest .

o —— inraraded
0| +6IU
D,

)] - inraned
5),

+

- 161U
3),

Z),

]O,

O T T T T T T

Tag0 1Wae 2Wide 3Wide 4Wide S5Wide 6Wide
rechinmuiseuy

\initer (TACEY

nggeinlogﬂo Shizaaq]

4

*
3,
2,

reelige inraedH6IU inraraded+6
U

Abb. 14.: Baumwollratten wurden intratracheal bzw. intranasal mit 2x10” PBE VSV-H in Gegenwart von 16 U
MV -spezifischer Antikdrper immunisiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde den Tieren Blut entnommen
und die Titer an MV-spezifischen Antikérpern im ELISA bzw. NT Uberprift. 7 Wochen nach
Immunisierungsbeginn wurden die Tiere intranasal mit MV infiziert und 5 Tage spéater der Virustiter in der
L unge bestimmt.



4.3.6. Intrazerebrale | mmunisierung mit VSV-H

Um zu uUberprifen, ob ene intrazerebrale Replikation von VSV-H im Verlauf einer
Immunisierung in Gegenwart maternaler Antikorper EinfluR nimmt auf die Vakzine-
induzierte Serokonversion, wurden Baumwollratten intrazerebral mit VSV-H immunisiert.
Hierbei zeigte sich, da3 Baumwollraten aulRerst suszeptibel sind fir eine intrazerebrale
Infektion mit VSV-H. Bereits eine Infektion mit 10 PBE VSV-H war ausreichend, dal3 die
Tiere innerhalb von 3-4 Tagen moribunt wurden und getotet werden mufdten. Um die
intrazerebrale Immunisierungsroute naher charakterisieren zu koénnen, wurden die VSV-H
Deletionsmutanten CT 9-H und CT 1-H verwendet.

4.3.6.1. VSV-H Deetionsmutanten CT 9-H und CT 1-H

Die VSV-H Déletionsmutanten CT 9-H und CT 1-H wurden im Labor von John K. Rose
hergestellt. Die VSV Deletionsmutanten CT 9 und CT 1 sind im Vergleich zu VSV in vitro
und in vivo attenuiert. Um zu tberprifen, inwieweit die VSV-H Deletionsmutanten CT 9-H
und CT 1-H attenuiert sind, wurden diese Stdmme zuné&chst in der Zellkultur charakterisiert
(Tab. 8).

Charakteristika VSV-H CTo9 CT1
zytoplasmatischer
Antell desVSV-G 29 AS 9AS 1AS
Proteins
M aximaltiter 5-7x10°% /ml 1-2x10°% /ml 5x10° /ml
sehr schnell, schnell, Maximaltiter langsam,
Wachstum Maximaltiter nach nach Maximaltiter nach
16-24h 20-24h 48-60h
Plaquegr6iRe normale Grof3e geringflgig kleiner deutlich kleiner
Attenuierung stark attenuiert noch stérker am stérksten
attenuiert attenuiert

Tab. 8.: Charakterisierung der VSV-H Deletionsmutanten CT 9-H und CT 1-H. Die VSV-H Deletionsmutanten
CT 9-H und CT 1-H wurden in der Zellkultur hinsichtlich ihrer Maximaltiter, Replikationsgeschwindigkeit und
Plaguegréfze mit VSV-H verglichen.
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In der Zelkultur wuchsen diese Mutanten zu niedrigeren Virustitern als VSV-H. Der
maximale Virustiter, der nach Infektion von BHK 21 Zellen erreicht wurde, reduzierte sichim
Vergleich zu VSV-H bei CT 9 um den Faktor 2-4 und bei CT 1 um den Faktor 100. Auch die
Wachstumskinetik von VSV-H, CT 9 und CT 1 war unterschiedlich. Wéhrend CT 9 nur etwas
langsamer wuchs als VSV-H, benttigte CT 1 deutlich langer, um maximale Titer zu
erreichen. Makroskopisch wurden nach Infektion mit CT 9 geringfiigig kleinere und nach
Infektion mit CT 1 deutlich kleinere Plaques sichtbar as nach Infektion mit VSV-H. Diese
Ergebnisse bestétigten, dal3 CT 9-H und CT 1-H noch stérker attenuiert sind als VSV-H.

In vivo konnte gezeigt werden, da3 diese Mutanten eine verminderte Neurovirulenz
aufweisen. Nach intranasaler Infektion mit 5x10° PBE CT 1-H (héchstmégliche
Infektionsdosis, aufgrund des niedrigen Virusstocks) konnte kein Virus aus dem Gehirn
infizierter Baumwollratten nachgewiesen werden. Wahrend nach intranasaler Infektion mit
5x10° PBE CT 9-H nur bei einzelnen Tieren Virus im Gehirn gefunden wurde (TCID50 = 1,9
+ 1,8), konnte nach Infektion mit 5x10° PBE VSV-H bei alen Tieren Virus nachgewiesen
werden (TCID50 = 2,9 + 1,6). Hiermit wurde bestétigt, dal? die VSV-H Deletionsmutante CT
1-H, zumindest nach Infektion mit niedrigen Infektionsdosen (5x10° PBE), nicht mehr
neurovirulent ist. Nach intranasaler Infektion mit hohen Dosen (2x10” PBE) VSV-H bzw. CT
9-H konnte nachgewiesen werden, dal3 die Neurovirulenz von CT 9-H im Vergleich zu VSV-
H ebenfalls vermindert ist (Abb. 15). Die intrazerebrale Replikation von CT 9-H ist zeitlich
verzogert und die Virustiter sind um mehr as 1,5 logarithmische Stufen niedriger as nach
Infektion mit VSV-H.

84



Virustiter TCID50/

g Gehirnin Ig intrazerebrale Replikation von VSV-H bzw. CT 9-H
8 . BWVSV-H
7 O CT9-H
6
5 |
4
3
2]
1]
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
Tag 0 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 8

nach intranasaler Infektion

Abb. 15.: Baumwollratten wurden intranasal mit 2x10° PBE VSV-H bzw. CT 9-H infiziert und zu den
angegebenen Zeitpunkten der Virustiter im Gehirn bestimmt.

4.3.6.2. Intrazerebrale Immunisierung mit CT 9-H

Im Gegensatz zu VSV-H verlief eine intrazerebraler Infektion mit einer Infektionsdosis von
bis zu 1x10° PBE CT 9-H bei Baumwollratten klinisch unauffélig. Um zu tberpriifen, ob
eine intrazerebrale Replikation im Verlauf einer Immunisierung in Gegenwart maternaler
Antikorper  EinfluB nimmt auf die Vakzine-induzierte Serokonversion, wurden
Baumwollratten intrazerebral in An- bzw. Abwesenheit MV -spezifischer Antikorper mit CT
9-H immunisiert (Tab. 9).

Immunisierungsdosis

6 Wochen nach | 1x10*°CT 9-H | 2x10* CT 9-H | 5x10° CT 9-H | 1x10° CT 9-H | naive Tiere
Immunisierung +0IU +01U +0IU +16 U +01U

ELISA (OD) 0,21 + 0,04 0,24+0,11 0,20 + 0,04 0,29+0,11 0,23 + 0,08

MV-NT (Titer) <10 <10 <10 <10 <10

VSV-NT (Titer) <10 <10 <10 <10 <10

Tab.9.: Baumwollratten wurden intrazerebral mit den angegebenen Dosen an CT 9-H in Abwesenheit (+ 0 1U)
oder Anwesenheit (+ 16 IU) MV-spezifischer Antikorper immunisiert. Als Kontrolle wurden naive Tiere
untersucht. 6 Wochen nach Immunisierungsbeginn wurde den Tieren Blut entnommen und der Titer an MV-
spezifischen und V SV -spezifischen Antikorpern bestimmt.
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Die intrazerebrale Immunisierung verlief bel alen Tieren klinisch unauffalig. 6 Wochen nach
Immunisierungsbeginn konnten weder MV- noch VSV -spezifische Antikdrper nachgewiesen
werden. Eine intrazerebrale Immunisierung mit CT 9-H fihrte nicht zur Induktion einer MV-
spezifischen bzw. einer VSV-spezifischen Immunantwort, unabhangig von der An- bzw.
Abwesenheit maternaler Antikorper. In diesem Versuch wurde bestétigt, da3 die
intratracheale Replikation von VSV-H, nicht die intrazerebrale Replikation essentiell ist, um

in Gegenwart maternaler Antikorper eine MV -spezifische Immunantwort zu induzieren.

4.3.7. Immunogenitat der Deletionsmutanten CT 9-H und CT 1-H

Die Deletionsmutanten CT 9-H und CT 1-H sind im Vergleich zu VSV-H in vitro und in vivo
attenuiert. Um die Immunogenitét der Deletionsmutanten CT 9-H und CT 1-H mit VSV-H zu
vergleichen, wurden Baumwollratten intranasal mit CT 1-H, CT 9-H und VSV-H
immunisiert. Da die maximale Immunisierungsdosis fiir CT 1-H bei 5x10° PBE liegt, wurde
eine Gruppe von Baumwollratten mit niedrigen Dosen (5x10° PBE) CT 1-H bzw. CT 9-H und
eine andere Gruppe mit hohen Dosen (2x10” PBE) CT 9-H bzw. VSV-H immunisiert (Abb.
16.).

Eine Immunisierung mit CT 1-H induzierte signifikant niedrigere Titer an MV -spezifischen
und MV-neutralisierenden Antikérpern as eine Immunisierung mit CT 9-H bzw. VSV-H
(Abb. 16 A und B). Im Gegensatz dazu induzierte eine Immunisierung mit CT 9-H sehr hohe
Titer an MV-spezifischen und MV-neutralisierenden Antikdrpern, die nicht signifikant
niedriger waren, as nach Immunisierung mit VSV-H. Im Schutzversuch konnte gezeigt
werden, dal3 sowohl eine Immunisierung mit CT 1-H, CT 9-H und mit VSV-H einen hoch
signifikanten Schutz (Virusreduktion um mehr als 1,5 logarithmische Stufen) induzierte (Abb.
16 C). Die Protektion war nach Immunisierung mit hohen Dosen an VSV-H bzw. CT 9-H am
ausgepragtesten (Virusreduktion um mehr als 2,5 logarithmische Stufen). Im Gegensatz dazu
fiel der Schutz nach Immunisierung mit CT 1-H deutlich niedriger aus (Virusreduktion um
1,5 logarithmische Stufen).

In diesem Versuch konnte bestétigt werden, dai3 die Deletionsmutanten CT 9-H und CT 1-H
ebenfals in der Lage sind eine MV -spezifische und protektive Immunantwort zu induzieren.
CT 1-H induzierte aber signifikant niedrigere Titer an MV-spezifischen und MV-
neutralisierenden Antikdrpern und einen niedrigeren Schutz als eine Immunisierung mit CT
9-H bzw. VSV-H. Im Gegensatz dazu induziert CT 9-H &hnliche Titer an MV-

spezifischen/neutralisierenden Antikdrpern und eine vergleichbare Protektion als VSV-H.
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Abb. 16.: Baumwollratten wurden intranasal mit niedrigen Dosen (5x10° PBE) CT 9-H bzw. CT 1-H oder mit
hohen Dosen (2x10” PBE ) CT 9-H bzw. VSV-H 2x im vierwdchigen Abstand immunisiert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde den Tieren Blut entnommen und der Titer an MV-spezifischen und MV-neutralisierenden
Antikorpern bestimmt (A und B). 7 Wochen nach Immunisierungsbeginn wurden die Tiere intranasal mit MV
infiziert und 5 Tage spéter der Virustiter in der Lunge (C) bestimmt. Mit *-gekennzeichnete Virustiter sind hoch
signifikant (p < 0,006) niedriger alsim Vergleich zu Titern von naiven Tieren.

4.3.8. Immunogenitdt von CT 9-H und CT 1-H in Gegenwart MV-spezifischer
Antikor per

VSV-H induziert nach intranasaler Immunisierung in Gegenwart maternaler Antikorper eine
MYV -spezifische und protektive Immunantwort. Um zu kléren, ob die Deletionsmutanten CT
9-H bzw. CT 1-H auch in Gegenwart von MV -spezifischen Antikorpern effektiv sind, wurden
Baumwollratten intranasal mit 5x10° PBE (héchstmdgliche Immunisierungsdosis firr CT 1)
CT 1-H und CT 9-H bzw. mit 2x10’ PBE CT 9-H und VSV-H in Gegenwart von 16 IU MV-
spezifischer Antikorper immunisiert (Abb. 17).

Bel Baumwollratten, die mit 5x10° PBE CT 1 in Gegenwart MV-spezifischer Antikorper

immunisiert wurden, konnten nur sehr niedrige Titer an MV-spezifischen Antikorpern
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nachgewiesen werden, die nicht signifikant erhoht waren im Vergleich zu Kontrolltieren, die
mit VSV-WT,« immunisiert wurden (Abb. 17 A). MV-neutralisierende Antikorper wurden
nicht induziert nach Immunisierung mit CT 1-H und diese Tiere waren auch nicht gegen eine
respiratorische Infektion mit MV geschiitzt (Abb. 17 B, C). Im Gegensatz dazu war bereits
eine einmalige Immunisierung mit 5x10° PBE (niedrige Dosis) CT 9 in Gegenwart humaner
Antikorper ausreichend, um signifikant erhdhte Titer an MV -spezifischen (OD = 1,18) und
MV-neutralisierenden Antikorpern (NT = 33) zu induzieren. Diese Tiere waren hoch
signifikant gegen eine intranasal e Infektion (Virusreduktion = 1,65 logarithmische Stufen) mit
MV geschiitzt. Eine Immunisierung mit hohen Dosen an CT 9-H (2x10” PBE) in Gegenwart
MYV -spezifischer Antikérper induzierte identische Titer an MV-spezifischen (OD = 1,3) und
MV-neutralisierenden Antikorpern (NT = 60), sowie eine vergleichbare Protektion
(Virusreduktion um mehr as 1,9 logarithmische Stufen) als eine Immunisierung mit 2x10’
PBE VSV-H. Dieser Versuch zeigte, dal3 die im Vergleich zu VSV-H schwach attenuierte
Mutante CT 9-H, in anlicher Weise wie VSV-H eine MV-spezifische und protektive
Immunantwort in Gegenwart maternaler Antikorper induziert. Die im Vergleich zu VSV-H
stark attenuierte Mutante CT 1-H fihrte nicht zu einer Vakzine-induzierten Serokonversion

und zu Protektion in Anwesenheit maternaler Antikorper.
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Abb. 17.: Baumwollratten wurden intranasal mit niedrigen Dosen (5x10° PBE) CT 9-H bzw. CT 1-H oder mit
hohen Dosen (2x10” PBE ) CT 9-H bzw. VSV-H in Gegenwart 16 |U MV-spezifischer Antikérper immunisiert.
Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde den Tieren Blut enthnommen und der Titer an MV-spezifischen und MV -
neutralisierenden Antikdrpern bestimmt (A und B). 7 Wochen nach |mmunisierungsbeginn wurden die Tiere
intranasal mit MV infiziert und 5 Tage spéter der Virugtiter in der Lunge (C) bestimmt. Mit *-gekennzeichnete
Virustiter sind hoch signifikant (p < 0,006) niedriger als Titer von naiven Tieren
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5. Diskussion

Bereits innerhalb des ersten Lebengjahres erkranken viele Kleinkinder an Masern und der
Antell an schweren Krankheitsverlaufen mit letalem Ausgang ist in dieser Altersgruppe
besonders hoch. Aus diesem Grund wére es sehr wichtig, wenn man Sauglinge bereits in
den ersten Lebensmonaten erfolgreich gegen Masern immunisieren konnte. Da eine
Immunisierung mit dem derzeitigen MV-Impfstoff in den ersten Lebensmonaten durch
maternale MV -spezifische Antikorper inhibiert wird, ist es notwendig neuartige Impfstoffe
zu entwickeln, die in Gegenwart maternaler Antikorper effektiv sind. Fur die Entwicklung
und Erprobung neuartiger MV-Impfstoffe stand lange Zeit das Affenmodell als einziges
Tiermodell zur Verfiigung. Obwohl Affen eine dem Menschen sehr @hnliche Erkrankung
entwickeln, ist ihr Einsatz fur die Masernvirusforschung durch die hohen Kosten, das
Fehlen von Inzuchttieren und vor allem durch das geringe Angebot an Tieren beschrénkt.
Kurzlich wurde berichtet, dal3 der hohe Bedarf an Affen (hauptsachlich in der HIV-
Forschung) nicht mehr gedeckt werden kann. Versuchstiere konnen erst nach einer
Wartezeit von mehreren Monaten bis zu einem Jahr geliefert werden, was zu einer
deutlichen Einschrankung des Tiermodells fuhrt (John Cohen, 2000). Aus diesem Grund
ist es sehr wichtig, eine kostenguinstige Alternative zum Affenmodell zu entwickeln, bei
der die Verflgbarkeit von Versuchstieren keinen limitierenden Faktor darstellt.

In Nagetiermodellen, wie der Maus (Griffin, et a., 1974) oder der Ratte (Liebert und ter
Meulen, 1987) kann nur nach intrazerebraler Inokulation mit einem neurotropen, an
Nagetiere adaptierten Masernvirus eine Enzephalitis induziert werden. Alle anderen
Applikationsarten fuhren nicht zu einer MV-Replikation. Bel Protektionsversuchen im
Enzephalitismodell ist es aber fraglich, ob ene Immunresktion, die gegen eine
Enzephalitis schitzt, auch protektiv gegen akute Masern ist. Da in diesen
Nagetiermodellen eine intranasale Infektion nicht zur Virusreplikation in der Lunge fihrt,
sind sie kein geeignetes Tiermodell fur die Entwicklung alternativer MV -Impfstoffe.

Im Gegensatz dazu konnte in der hier vorgestellten Arbeit gezeigt werden, daf3
Baumwollratten alternativ. zum Affen ein hervorragendes Tiermodell sind, um die
Immunogenitdt potentieller Impfvektoren und ihre Effektivitdt in der Gegenwart
maternaler Antikorper zu testen. Obwohl die Baumwollratte im Gegensatz zum
Rhesusaffen klinisch keine Masern entwickelt, entsteht nach MV-Infektion eine dem
Menschen in vielerlei Punkten dhnliche Immunantwort. Baumwollratten sind das einzige

Nagetiermodell, in dem nach respiratorischer Infektion eine Masernvirus-Replikation (mit
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Impfstdmmen und mit Wildtypviren) in der Lunge nachgewiesen werden kann. Nach
Immunisierung mit einem MV-Impfstamm sind Baumwollratten wie der Mensch gegen
eine Infektion mit MV -Wildtypviren geschiitzt (Wyde, et a., 1999) und wie bel Sauglingen
wird eine Immunisierung mit MV in Gegenwart maternaler Antikorper inhibiert. Somit
sind Baumwollratten sehr gut geeignet, um die Effektivitét neuartiger MV-Impfstoffe in
Gegenwart maternaler Antikorper zu untersuchen. Im Vergleich zum Affen (Kalter, et al.,
1997) hat die Baumwollratte den Vorteil, dal3 sie ein kostenguinstiges Inzuchttier mit einem
definierten Hygienestatus ist (Faith, et al., 1997), (Prince, et al., 1994), (Niewiesk, et al.,
1997) und in ausreichender Menge zur Verfligung steht.

Die Bekampfung von Infektionskrankheiten mit hohem Infektionsdruck im Sauglingsalter
macht es notwendig, Impfstoffe zu entwickeln, die bereits in den ersten Lebensmonaten
anwendbar sind. Ein weit verbreitetes Problem, das nicht auf Masern beschrankt ist, ist die
Inhibition der Immunisierung durch maternale Antikorper. Maternale Antikorper
beeintrachtigen auch die Impfstoffentwicklung gegen Infektionen mit dem
Respiratorischen Synzytial Virus (RSV) und gegen Infektionen mit dem humanen
Parainfluenza Virus Typ 3 (PIV3) (Zur Ubersicht (Crowe, et al., 1997)). Bei Tetanus bzw.
Diphterie-lmmunisierungen in den ersten Lebensmonaten in Gegenwart maternaler
Antikorper wird die Vakzine-induzierte Serokonversion ebenfalls inhibiert (Bjorkholm, et
a ., 1995), (Englund, et al., 1995). Hier kann die Inhibition durch maternale Antikorper
durch wiederholte Immunisierungen wieder aufgehoben werden. Zur globalen
Bekdmpfung der Masern sind Mehrfach-Immunisierungen im ersten Lebengahr aus
praktischen Grinden nicht moglich. Vordringlich in Entwicklungslandern missen auch
migrierende Populationen sicher mit einer einmaligen Immunisierung geschitzt werden.
Obwohl die Problematik der Immunisierung in Gegenwart maternaler Antikorper seit
langem bekannt ist, ist der Inhibitionsmechanismus durch maternale Antikorper nur
unvollstandig analysiert. In der Zellkultur konnte gezeigt werden, dal3 passiv transferierte
Antikorper (maternale Antikdrper oder injizierte Immunglobuline), die ihr spezifisches
Antigen gebunden haben, Uber ihren freilen Fc-Tell an den Fc-Rezeptor auf B-Zellen
binden. Wird das spezifische Antigen zusétzlich Uber den membranstandigen B-
Zellrezeptor gebunden, dann kommt es zu einer Interaktion zwischen dem
membranstandigen B-Zellrezeptor und dem Fc-Rezeptor. Diese Interaktion fuhrt bel diesen

B-Zellen zu einem negativen Signal und induziert Toleranz (D" Ambrosio, et a., 1995). Im
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Gegensatz dazu binden Antigen-spezifische B-Zellen in Abwesenheit passiv transferierter
Antikorper das Antigen nur Uber ihren Membran-stéandigen B-Zellrezeptor und werden zu
einer Immunantwort aktiviert. Aus dieser Beobachtung wurde geschlossen, dal? dies der
Mechanismus ist, durch den maternale Antikdrper eine Immunisierung inhibieren. Mit
diesem Mechanismus kann aber nicht erkl&art werden, warum in vivo eine Immunisierung
nur nach passivem Transfer von Antikorpern inhibiert wird, wahrend in immunen
Individuen eine Immunisierung in Gegenwart von Antigen-spezifischen Antikérpern zu
einer verstarkten Antikorperproduktion (Booster-Effekt) fuhrt.

In der vorgestellten Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 der inhibitorische Effekt von passiv
transferierten MV-spezifischen Antikorpern auf eine Immunisierung mit MV und mit
aternativen Impfstoffen sehr gut im Baumwollrattenmodell untersucht werden kann. Zu
diesem Zweck wurden zwei Modellsysteme flr maternale Antikorper getestet. Um ein
Modell fur natirliche maternale Antikorper zu entwickeln, wurden Weibchen mit MV
immunisiert und deren Nachkommen (mit maternalen  Antikorpern)  fir
Immunisierungsversuche verwendet. Als 2. Modell fir maternale Antikdrper wurde ein
hochtitriges MV -spezifisches Humanserums verwendet, um maternale Antikorper zu
simulieren. Im Vergleich zu natlrlichen maternalen Antikdrpern besitzt das heterologe
Modellsystem fiur maternale Antikorper drei Vortelle: Die humanen MV-spezifischen
Antikorper werden schneller abgebaut als natiirliche maternale Antikorper, was zu einem
zugigeren Versuchsablauf fahrt. Nach Injektion einer definierten AntikGrpermenge
variieren die Titer an MV-spezifischen Antikdrpern weniger stark zwischen den
Versuchstieren als bei Nachkommen von MV-immunen Weibchen und damit erhéht sich
die Versuchsaussagekraft. Im ELISA kann zwischen passiv transferierten humanen
Antikorpern (“maternale Antikorper”) und aktiv induzierten Baumwollrattenantikorpern
(Immunisierungs-induzierte Antikorper) eindeutig unterschieden werden. Somit kann zu
jedem Zeitpunkt nach Immunisierung die Induktion von MV -spezifischen Antikorpern in
Gegenwart maternaler Antikorper im ELISA nachgewiesen werden. Im Affenmodell (van
Binnendijik, et al., 1995) und im Mausmodell fir maternale Antikérper (Siegrist, et al.,
1998) werden durch Injektion eines homologen MV-spezifischen Serums maternale
Antikorper smuliert. Da die injizierten Antikorper von der gleichen Tierspezies stammen,
ist es in diesen Tiermodellen nicht mdglich zwischen passiv transferierten maternalen

Antikorpern und aktiv generierten Antikorpern zu unterscheiden. In diesen Tiermodellen
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kann erst nach Monaten (nach vdlligem Abbau der passiv transferierten MV -spezifischen
Antikorper) der Grad der Vakzine-induzierten Serokonversion bestimmt werden.

Im Baumwollrattenmodell inhibieren humane MV-spezifische Antikorper ebenso wie
natlrliche maternde Antikorper wie beim Menschen die Vakzine-induzierte
Serokonversion. Der Grad der Inhibition ist abhéngig vom Titer an maternalen
Antikorpern. Hier konnte gezeigt werden, da auch niedrige Titer an maternaen
Antikorpern die Induktion von MV-neutralisierenden Antikorpern stark inhibieren,
wahrend die Induktion einer MV -spezifischen T-Zellantwort nur durch sehr hohe Titer an
MV -spezifischen Antikorpern inhibiert werden konnte. Im Mausmodell fur maternale
Antikorper wurde festgestellt, dal3 die MV-spezifische T-Zellantwort im Gegensatz zur B-
Zéllantwort durch maternale Antikorper nicht inhibiert wird (Siegrist, et al., 1998). In
anderen experimentellen Systemen wurde wiederum berichtet, dal3 die T-Zellantwort durch
maternale Antikorper inhibiert wird (Harte, et a., 1983), (Xiang, et a., 1992). Der
Unterschied zwischen dem Mausmodell und Baumwollrattenmodell fir maternale
Antikorper beziglich der Induktion einer T-Zellantwort in Gegenwart maternaler
Antikorper konnte damit erklart werden, dal3 im Mausmodell die Titer an MV -spezifischen
Antikorpern gerade ausreichend waren, um die Vakzine-induzierte Serokonversion effektiv
zu inhibieren, wahrend diese Titer nicht hoch genug waren, um die T-Zellantwort zu

inhibieren.

Die sogenannte genetische oder Plasmidimmunisierung ist eine fuar die
Impfstoffentwicklung haufig eingesetzte Immunisierungsform, weil das gewinschte
Protein in der eukaryonten Form (z. B. mit Glykosilierung) exprimiert wird und der
Impfstoff nicht virulent ist (Koprowski, et a., 1998). Die Mdglichkeit der DNS
Vakzinierung wurde fur die Masernvirusimpfung bisher nur in Mé&usen und Kaninchen
getestet (Cardoso, et a., 1998), (Fooks, et al., 1996), (Yang, et al., 1997). Dabei wurde
festgestellt, dal3 die MV-Hauptantigene (Hamagglutinin, Fusionsprotein und
Nukleokapsidprotein) Uber Plasmide in vivo exprimiert werden und immunogen sind. Die
Protektion gegen eine respiratorische Infektion mit MV konnte in diesen Tiermodellen
nicht untersucht werden. In Baumwollratten induzierten Plasmide, welche das
Nukleokapsid-, das Fusions- und das Hamagglutininprotein exprimieren, ebenfals eine
MV-spezifische T-Zell- und B-Zellantwort. Aber nur die Induktion von MV-
neutralisierenden Antikorpern, zusétzlich zu einer MV-spezifischen T-Zellantwort flhrte
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zu Schutz vor respiratorischer Infektion mit MV. Baumwollratten, die mit N-
exprimierenden Plasmiden immunisiert wurden, zeigten eine starke N-spezifische T-
Zéellantwort und hohe Titer an N-spezifischen Antikdrpern. Nukleokapsid-spezifische
Antikérper konnten das MV in vitro nicht neutralisieren und die N-spezifische T- und B-
Zellantwort fuhrte in vivo nicht zu Schutz gegen eine respiratorische Infektion mit MV. Im
Gegensatz dazu konnten virale und bakterielle Vektoren, die das Nukleokapsidprotein
exprimierten (Bankamp, et al., 1991), (Fennelly, et a., 1995), (Fooks, et al., 1995), Ratten
und Mause gegen eine Masernvirusenzephalitis schiitzen. Im Enzephalitismodell konnte
nachgewiesen werden, daR CD4" T-Zellen alleine ausreichend sind, um gegen eine
Enzephalitis zu schitzen (Finke, et a., 1994). Im Gegensatz zu Pneumoniemodellen fir
MV -Infektionen (Baumwollratten und Affen) liegt hier ein deutlicher Unterschied in der
protektiven Immunantwort gegen die Infektion des ZNS im Vergleich zu
Lunge/Gesamtorganismus vor. Auch im Affenmodell konnte gezeigt werden, daf3 die
Expression des Nukleokapsidproteins Uber Mykobakterien nicht gegen Masern schiitzt
(Zhu, et a., 1997). Die Ergebnisse im Baumwollratten- und Affenmodell werden durch
Daten aus Versuchen mit dem Rinderpestvirus (RPV) in Kihen unterstiitzt. Hier konnte
bestétigt werden, daf3 eine Immunisierung mit Vakziniavirusrekombinanten, die das
Hamagglutinin und Fusionsprotein von Rinderpestvirus exprimierten, neutralisierende
Antikorper und Schutz induzieren konnte (Y amanouchi, et a., 1993). Eine Immunisierung
mit einem rekombinanten Vakziniavirus, welches das Nukleokapsid exprimierte, konnte
hingegen trotz der Induktion von Antikorpern und T-Zellen nicht gegen eine
experimentelle Infektion schitzen (Ohishi, et a., 1999). Mit Hilfe der DNS
Immunisierung konnte die Bedeutung von MV-neutralisierenden AntikOrpern fur den
Schutz gegen eine respiratorische Infektion mit MV bestdtigt werden. Fir die
Uberwindung einer MV-Infektion im Menschen wird hauptsichlich die zellulére
Immunantwort verantwortlich gemacht, da Kinder mit Agammaglobulindmie eine MV -
Infektion Uberwinden kdnnen (Bruton, 1953), (Good and Zak, 1956), wahrend Patienten,
die an einer T-Zell-Defizienz leiden, schwere, oft letale Verlaufsformen der Masern
entwickeln (Katz, 1995). In diesem Zusammenhang muf erwadhnt werden, dal3 eine T-Zell-
Defizienz gleichzeitig eine B-Zell-Defizienz bedingt und dal3 in einem T-Zell-defizienten
Organismus nicht die Bedeutung der humoralen Immunantwort untersucht werden kann.
Die Bedeutung MV-neutralisierender Antikorper beim Menschen wird aus der

Beobachtung ersichtlich, dal3 Sauglinge mit hohen Titern an maternalen Antikodrpern gegen
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MV-Infektionen geschiitzt sind (Black, 1989), (Halsey, et al., 1985), (Albrecht, et al.,
1977) und dai’3 die Gabe von Hyperimmunglobulin bis zu 5 Tage nach der Exposition den
Ausbruch der akuten Masern verhindern kann. Der Titer an neutralisierenden Antikorpern
ist zudem ein wichtiger Protektionsparameter, der Aufschlufd dartber gibt, inwieweit der
Organismus vor Reinfektion geschiitzt ist. Im Baumwollrattenmodell konnte bestétigt
werden, dald der passive Transfer von MV-spezifischen Antikdrpern Baumwollratten
titerabhangig vor intranasaler Infektion mit MV schiitzt. Die in dieser Arbeit vorgestellten
Impfstudien in Baumwollratten haben gezeigt, dal3 wie im Menschen neutralisierende
Antikorper von entscheidender Bedeutung fir einen Schutz gegen eine Infektion mit MV
sind.

Mit Hilfe der Plasmidimmunisierung konnte bereits in experimentellen Systemen bei
Neonaten und in Gegenwart maternaler Antikorper eine protektive Immunantwort
induziert werden (Hasset, et al., 1997), (Wang, et a., 1998). Die genetische Immunisierung
bietet den Vorteil, dal3 der Immunisierungsvektor (Plasmid-DNS) nicht von maternalen
Antikorpern erkannt und neutralisiert wird. Allerdings ist eine DNS Immunisierung nicht
in alen experimentellen Systemen in Gegenwart maternaler Antikorper erfolgreich
(Monteil, et a., 1996), (Le Potier, et al., 1997). Hierbei scheint die Form und die
Antigenitét, des Plasmid-kodierten Proteins eine wichtige Rolle zu spielen. Es konnte
gezeigt werden, dald ein internes Protein in der Lage war, in Gegenwart maternaler
Antikorper eine protektive Immunantwort zu induzieren (Hasset, et a., 1997), wahrend ein
Oberflachen-Glykoprotein  nicht  erfolgreich war (Montell, et a., 1996). Im
Baumwollrattenmodell fir maternale Antikorper wurde untersucht, ob Plasmide, die
sowohl fir ein Oberflachen-Glykoprotein (MV-H) as auch fur ein nichtglykosiliertes
internes Protein (MV-N) kodieren, in Gegenwart maternaler Antikorper eine
Serokonversion induzieren. In der Baumwollraite war diese Form der Immunisierung
gegen Masernvirus in Gegenwart maternaler Antikorper, unabhéngig von der Form des
Antigens, nicht wirksam. Moglicherweise kann durch Optimierung der Vektor DNS
(Insertion immunstimulatorischer CpG-Sequenzen) oder durch Koapplikation von
Plasmiden, die fir Zytokine kodieren eine verstérkte Immunantwort erzielt werden, die
auch in Gegenwart maternaler Antikorper effektiv ist. Eine andere Mdoglichkeit die
Effizienz der Plasmidimmunisierung zu verbessern, ist der zielgenaue Plasmidtransfer tber
Bakterien in APZ. Dazu werden Bakterien (Samonellen, Listerien) eingesetzt, die
dendritische Zellen und Makrophagen infizieren und Uber einen noch unbekannten
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Mechanismus das Plasmid im Zytoplasma freisetzen (Darji, et a., 1997), (Dietrich, et a.,
1998).

Um in Gegenwart maternaler Antikérper eine MV-spezifische und protektive
Immunantwort zu induzieren, wurde ein rekombinantes Veskuléres Stomatitis Virus
verwendet (VSV-H), welches das MV-Hamagglutinin in der Hille von VSV exprimiert. Es
konnte gezeigt werden, dald eine intranasale Immunisierung mit VSV-H in Gegenwart
maternaler Antikorper zu Vakzine-induzierter Serokonversion und zu Protektion gegen
eine experimentelle Infektion mit MV fihrt. Somit erfullt VSV-H die wichtigste
Anforderung, die an einen neuartigen MV -Impfstoff gestellt wird. Eine weitere Forderung
ist, da’ ein neuartiger MV-Impfstoff sowohl das MV-H as auch das MV-F Protein
exprimieren sollte, um ein mogliches Auftreten von atypischen Masern zu verhindern. Da
es mit Hilfe von VSV nicht moglich ist, das MV-Fusionsprotein in htheren Mengen stabil
zu exprimieren (Schnell, et a., 1996) und da VSV as Immunisierungsvektor beim
Menschen nicht zugelassen ist, ist die Verwendung von VSV-H as neuartiger MV-
Impfstoff im Menschen nicht mdglich. VSV-H ist aber hervorragend geeignet, um die
Mechanismen zu untersuchen, die fur eine erfolgreiche Immunisierung in Gegenwart
maternaler Antikorper erforderlich sind.

Im Vergleich zu MV besitzt VSV mehrere Vorteile, die es als Immunisierungsvektor
interessant machen. VSV-Infektionen induzieren sehr schnell sehr hohe Titer an
neutralisierenden Antikérpern, die gegen das VSV-Glykoprotein gerichtet sind. Aus
diesem Grund ist VSV als Immunisierungsvektor fir die Induktion von neutralisierenden
Antikorpern prinzipiell sehr gut geeignet. Es ist gezeigt worden, daf3 fur die hohe
Immunogenitdt des VSV-Glykoproteins die polymere Anordnung und die starre,
Gewehrkugel-artige Hulle von VSV verantwortlich ist (Bachmann, et al., 1997). Nach
Insertion von einem fremden Glykoprotein (Influenza A Virus Hamagglutinin) wurde auch
gegen dieses Protein eine hochtitrige Antikorperantwort generiert (Roberts, et al., 1998). In
dieser Arbeit wurde gezeigt, da3 VSV-H sehr hohe Titer an MV-neutralisierenden
Antikorpern induzierte, die hther waren als nach Immunisierung mit MV selbst. Da das
MV-Hamagglutinin as zusatzliches Protein in der Hille von VSV exprimiert wird und
keine Funktion bei der Virusreplikation besitzt, kann es in vitro und in vivo, im Gegensatz
zu MV, nicht durch maternale Antikérper neutralisiert werden und auch in Gegenwart

maternaler Antikorper MV-neutralisierende Antikorper und Schutz induzieren. Unter
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Verwendung einer Spaltvakzine, wie VSV-H, die nicht die beiden Glykoproteine F und H
gleichzeitig exprimiert, ist es moglich hohe Immunisierungsdosen zu verwenden und in
Gegenwart maternaler Antikorper eine starke MV-spezifische Immunantwort zu
induzieren. Eine Erhéhung der Immunisierungsdosis ist fr eine Immunisierung mit dem
derzeitigen MV-Impfstoff nicht moglich. Es konnte zwar bestdtigt werden, dal3 eine
zehnfach erhdhte Immunisierungsdosis zu einer verbesserten Vakzine-induzierten
Serokonversion bei 4 bis 6 Monate aten Kleinkindern fuhrte, allerdings traten haufig bei
Mé&dchen tdodlich verlaufende Infektionskrankheiten auf, so dal3 diese Form der
Immunisierung in Gegenwart maternaler Antikorper wieder aufgegeben wurde (Aaby, et
a., 1993), (Halsey, et al., 1993). Fur die erhohte Empfanglichkeit gegentber
opportunistischen Infektionen wird die MV-induzierte Immunsuppression verantwortlich
gemacht, die aufgrund der hoheren Immunisierungsdosis starker zum Tragen kommt. Da
die viralen Glykoproteine F und H gleichzeitig von infizierten Zellen exprimiert werden
muissen, um eine Immunsuppression zu induzieren (Niewiesk, et a., 1997), (Schlender, et
al., 1996), liegt hier der Vorteil von Spaltvakzinen, die nicht die beiden Glykoproteine
gleichzeitig exprimieren.

Eine Immunisierung mit replikations-defizientem VSV-H (UV-inaktiviert) fuhrte nicht zur
Induktion von MV-spezifischen Antikérpern und zu Schutz. Daraus wurde geschlossen,
dal3 die alleinige Proteinexpression des MV-H in polymerer Form in der rigiden Hulle von
VSV nicht ausreicht, um eine starke MV-spezifische Immunantwort zu induzieren,
vielmehr ist es wichtig, dald der Immunisierungsvektor in vivo replizieren kann. Diese
These wird durch die Beobachtung gestdrkt, da3 der Immunisierungserfolg nach
Immunisierung mit VSV-H Deletionsmutanten (CT 9-H und CT 1-H) abhangig ist von der
Replikationsgeschwindigkeit der jeweiligen Mutanten. Die Mutante CT 9-H, die nur eine
geringflgig verminderte Replikationsgeschwindigkeit als VSV-H aufweist, induzierte in
Gegenwart maternaler Antikorper eine vergleichbare Immunantwort als VSV-H. Eine
Immunisierung mit der Mutanten CT 1-H, die ene deutlich verminderte
Replikationsgeschwindigkeit aufweist, fuhrte hingegen in Anwesenheit maternaler
Antikorper nicht zur Induktion von MV -neutralisierenden Antikorpern und zu Protektion.
Ein sehr wichtiger Punkt bei der Immunisierung in Gegenwart maternaler Antikorper ist
die Qualitdt der induzierten Immunantwort. Beim Menschen waren Immunisierungen in
Gegenwart maternaler Antikorper bisher nur gegen Poliovirus- (zur Ubersicht (Melnick,
1996)) und gegen Rotavirus-Infektionen (Perez-Schael, et a., 1997) erfolgreich. In beiden
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Féllen wurde eine mukosale Immunantwort induziert. Eine intranasale Immunisierung mit
VSV-H induziert ebenfals eine mukosale Immunantwort. Interessant war die
Beobachtung, dald VSV-H nur nach intranasaler und nicht nach intraperitonealer
Immunisierung in Gegenwart maternaler Antikorper zu Serokonversion und Schutz fihrte,
wahrend VSV-H in Abwesenheit maternaler Antikérper sowohl nach intranasaler al's auch
nach intraperitonealer Immunisierung hohe Titer an MV-spezifischen Antikorpern
induzierte. Eine mogliche Erklarung, weshalb nur an mukosalen Oberflachen eine
Immunisierung in Gegenwart maternaler Antikorper erfolgreich ist, kdnnte sein, dal3 in den
passiv transferierten natiirlichen maternalen Antikorpern bzw. in dem humanen Antiserum
keine gegen proteolytischen Abbau auf den Schleimhauten resistente IgA-Dimere
vorliegen. Sekretorische IgA-Dimere werden nur nach aktiver Immunisierung induziert.
Nach intraperitonealer Immunisierung mit VSV-H in Gegenwart maternaler Antikorper
koénnen passiv transferierte MV-spezifische 1gG und IgM Antikorper VSV-H binden und
Uber ihren Fc-Rezeptor eine B-Zell Toleranz induzieren. Nach Diffusion auf mukosale
Oberflachen werden MV -spezifische IgM und 1gG-Antikorper abgebaut. Da zudem keine
gegen proteolytischen Abbau resistente IgA Antikdrper auf den Schleimhauten vorliegen,
konnte das eine Erklérung sein, wie VSV-H nach intranasaler Immunisierung MV-
neutralisierende  Antikorper und Protektion induzieren kann. Eine weltere
Erklarungsmaglichkeit ist, dal? an den inneren Schieimhéuten eine hohe Dichte an B-Zellen
vorliegt und sich hier méglicherweise eine B-Zellantwort leichter stimulieren [a03t.

Mit Hilfe von VSV-H konnte in der vorliegenden Studie gezeigt werden, dal3 die Induktion
einer MV-spezifischen Immunantwort in Gegenwart maternaler Antikorper nach
Immunisierung an mukosalen Oberfl&chen moglich ist. Eine sehr einfache und bewahrte
Art eine mukosale Immunantwort zu induzieren ist die sog. “ Schluck-Impfung” bzw. die
orale Verabreichung eines Impfstoffs. Eine neuartige Form Uber den Gastrointestinaltrakt
Zzu immunisieren, ist die Verwendung von transgenen Pflanzen. Es ist gelungen, virae
Proteine von z. B. Kartoffeln und Spinat exprimieren zu lassen und die orale Aufnahme hat
im Tiermodell zu Antikdrperantworten und auch zu Schutz gegen Infektion gefiihrt
(Arakawa, et a., 1998), (Modelska, et a., 1998). Mdoglicherweise konnte Uber die
Nahrungsaufnahme von MV-transgenen Pflanzen eine MV-spezifische und protektive
Immunantwort in Anwesenheit maternaler Antikorper induziert werden. Ein grof3er Vortell
dieser Immunisierungsform ist es, dal3 eine Mehrfachimmunisierung mit dieser Methode

kein Problem darstellen wirde. Durch die Nahrungsaufnahme von MYV-transgenen
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Pflanzen Uber einen léngeren Zeitraum konnte eine standige Antigenfreisetzung an
mukosalen Oberflachen erreicht und so spatestens nach Absinken der Titer an maternalen

Antikorpern eine erfolgreiche Immunisierung induziert werden.

6. Zusammenfassung

Trotz der Existenz einer Lebendvakzine gegen Masernvirusinfektionen erkranken jahrlich
30-40 Millionen Menschen an Masern und mehr als 1 Million versterben daran. Besonders
Kleinkinder besitzen innerhalb des ersten Lebensjahres ein hohes Risiko an Masern zu
erkranken und der Anteill an schweren Krankheitsverlaufen mit letalem Ausgang ist in
dieser Altersgruppe besonders hoch. Aus diesem Grund ware es sehr wichtig, wenn man
Sauglinge bereits in den ersten Lebensmonaten erfolgreich immunisieren konnte. Da eine
Immunisierung mit dem derzeitigen MV-Impfstoff in den ersten Lebensmonaten durch
maternale MV-spezifische Antikorper inhibiert wird, hat die WHO dazu aufgerufen
neuartige Impfstoffe zu entwickeln, die in Gegenwart maternaler Antikorper effektiv sind.
Zur Entwicklung und Erprobung von alternativen Impfstoffen in Gegenwart maternaler
Antikorper konnte bislang nur das Affenmodell benutzt werden, welches durch das geringe
Angebot an Tieren und aus praktischen Griinden nur beschrankt einsetzbar ist. In der hier
vorgestellten Dissertation wurde gezeigt, dal3 Baumwollratten (Sigmodon hispidus)
aternativ. zum Affen ein hervorragendes Tiermodell sind, um die Immunogenitét
potentieller Impfstoffvektoren und ihre Effektivitdt in Gegenwart maternaler Antikorper zu
testen. Baumwollratten sind das einzige Nagetiermodell, in dem das Masernvirus wie beim
Menschen im Respirationstrakt replizieren und auch in der Peripherie nachgewiesen
werden kann. Nach Immunisierung mit MV -Impfstdmmen entwickeln Baumwollratten wie
der Mensch eine MV-spezifische Immunantwort und sind gegen eine anschlief3ende
Infektion mit MV -Wildtypstémmen geschiitzt. Um zu Uberprufen, ob maternale Antikorper
wie bei Sduglingen auch bei Baumwollratten die Vakzine-induzierte Serokonversion
inhibieren, wurden zwei Modellsysteme fir maternale Antikorper entwickelt. MV-immune
Weibchen Ubertragen MV -spezifische maternale Antikorper auf ihre Jungtiere und stellen
ein Modell fur natirliche maternale Antikdrper dar. Im zweiten Modell kénnen nach
Injektion eines humanen MV-spezifischen Serums in Baumwollratten maternale
Antikorper ssimuliert werden. Die Vakzine-induzierte Serokonversion wurde sowohl durch
natirliche maternale Antikérper, as auch durch passiv transferierte humane MV-

spezifische Antikorper inhibiert. Die Verwendung eines heterologen Serums als Modell fr
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maternale Antikorper bietet drel Vorteile: die Gabe von Humanserum ist gut
reproduzierbar, humane MV-spezifische Antikorper werden schneller abgebaut, als
natrliche maternale Antikorper und passiv transferierte (“maternale”) Antikorper konnen
im ELISA von aktiv induzierten Antikorpern unterschieden werden.

Mit Hilfe der DNS-Immunisierung konnte gezeigt werden, dal3 das MV-Hamagglutinin,
das Fusionsprotein und das Nukleokapsidprotein (MV-Hauptantigene) in der
Baumwollratte MV-spezifische Antikorper und eine MV-spezifische T-Zellantwort
induzieren. Aber nur die beiden Glykoproteine F und H konnten im Gegensatz zum
Nukleokapsidprotein MV -neutralisierende Antikdrper induzieren und gegen eine Infektion
des Respirationstraktes schitzen. In Gegenwart maternaler Antikorper fuhrte diese Form
der Immunisierung nicht zu einer V akzine-induzierten Serokonversion und zu Protektion.
Um in Gegenwart maternaler Antikérper MV-neutralisierende Antikdrper und Schutz
gegen eine Infektion mit MV zu induzieren, wurde ein rekombinantes vesikuléres
Stomatitis Virus (VSV-H) verwendet, welches das MV-Hamagglutinin (Hauptantigen fir
MV -neutralisierende Antikorper) in der Hille von VSV exprimierte. Eine alternative MV -
Vakzine mul3 die beiden MV-Glykoproteine (Hamagglutinin- und Fusionsprotein)
enthalten, da sie sonst die atypischen Masern (eine schwere Verlaufsform der akuten
Masern) in immunisierten Individuen nach Infektion mit dem Wildtypvirus induzieren
kann. Da VSV das Fusionsprotein nicht stabil exprimiert, kann VSV nicht als Impfvektor
bei Patienten eingesetzt werden. Im Baumwollrattensystem lieffen sich mit diesem
Vektorsystem jedoch wichtige Untersuchungen zur Immunisierung in Gegenwart
maternaler Antikorper duchfihren. Das MV-Hamagglutinin ist als zusétzliches Protein
("passenger protein”) in die Hillmembran von VSV inkorporiert und hat keine funktionelle
Bedeutung fur die virale Replikation. In vitro konnte gezeigt werden, dal3 VSV-H im
Gegensatz zu MV durch MV-spezifische Antikérper nicht neutralisiert werden kann. Eine
Immunisierung mit VSV-H induzierte sehr schnell hohe Titer an MV-neutralisierenden
Antikorpern, die hoher waren als nach Immunisierung mit MV. In vivo konnte bestatigt
werden, das VSV-H durch maternale Antikorper nicht neutralisiert wird und auch in
Gegenwart maternaler Antikdrper MV -neutralisierende Antikorper und Schutz gegen eine
respiratorische MV-Infektion induziert. Hierbei ist die Stimulation des mukosaen
Immunsystems sehr wichtig, da VSV-H nur nach intranasaler und nicht nach
intraperitonealer  Immunisiercung  maternale  Antikérper  umgehen  kann.  Die

Replikationsfahigkeit von VSV-H ist ebenfalls essentiell, da Immunisierungsversuche mit
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UV-inaktiviertem VSV-H bzw. mit VSV-H Deletionsmutanten, die eine stark verminderte
Replikationsfahigkeit aufweisen, nicht zu Vakzine-induzierter Serokonversion und zu
Schutz in Gegenwart maternaler Antikorper fuhrten. An aternative Vektorsysteme muf3
deshalb die Forderung gestellt werden, dal3 sie das Schleimhaut-assoziierte |mmunsystem
stimulieren, Masernvirusproteine als akzessorische Proteine exprimieren und eine gewisse
Restvirulenz aufweisen. Fur die Untersuchung derartiger Vakzine-Kandidaten auf die
Induktion der Serokonversion in Gegenwart maternaler Antikorper und Schutz gegen MV
Infektion ist das Baumwollrattenmodell hervorragend geeignet.

7. Summary

Although measles vaccination with an attenuated live vaccine has proven to be successful,
forty million cases of measles continue to occur annually worldwide, of which more than
one million are fatal. Especialy infants in the first year of life are at high risk for measles
virus (MV) infection and MV associated mortality is very high in this age group. For this
reason it would be desirable to be able to immunize infants in the first year of life. As
immunization of infants with the current MV-vaccine is inhibited by the presence of
maternal MV -specific antibodies, the World Health Organization (WHO) has called to
develop dternative MV vaccines which are effective in the presence of maternal
antibodies. For the development and testing of vaccine candidates rhesus macagues were
so far the only animal model. Due to the restricted availability of monkeys and due to
practical reasons we have set up a cotton rat animal model for MV-infections in which we
could test the immunogenicity of new MV vaccines and evaluate their efficiency in the
presence of maternal antibodies. Cotton rats (Sgmodon hispidus) are the only rodents in
which MV replicates in the respiratory tract after intranasal infection. After immunization
with MV vaccine strains cotton rats develop a MV-specific immune response and are
protected against challenge with MV wildtype strains. To investigate whether maternal
antibodies inhibit vaccine-induced seroconversion in cotton rats we have developed two
models for maternal antibodies in cotton rats. MV immune dams transmit MV specific
maternal antibodies to their offspring and represent a model for natural maternal

antibodies. In a second model we use a human MV specific serum to simulate maternal
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antibodies. Vaccine-induced seroconversion is efficiently inhibited in both models. The use
of a heterologious serum as model for maternal antibodies offers three advantages: the
transfer of human serum is well reproducible, human MV specific antibodies decline more
rapidly than natural maternal antibodies and the use of a human serum alows us to
differentiate between passively transferred human antibodies ("maternal antibodies’) and
actively generated cotton rat antibodies by ELISA.

By DNA immunization we could show that plasmids expressing the MV hemagglutinin-,
the MV fusion- and the MV nucleocapsid protein induced MV specific antibodies and MV
specific T cell response. In contrast to the nucleocapsid protein the two glycoproteins F and
H induced MV neutralizing antibodies and gave full protection against MV infection of the
respiratory tract. In the presence of maternal antibodies plasmid immunization doesn’'t
result in vaccine-induced seroconversion and protection against respiratory infection with
MV.

To induce MV neutralizing antibodies and protection against MV infection we have used a
recombinant vesicular stomatitis virus (VSV-H) expressing the MV hemagglutinin (major
target antigen for the induction of MV neutralizing antibodies). An alternative MV vaccine
has to express both the MV hemagglutinin and the MV fusionprotein. Otherwise atypical
measles (a severe form of acute measles) may occur in immunized individuals after
infection with wildtyp measles virus. With the VSV expression system it was not possible
to stably express the MV fusionprotein. For this reason it is not possible to use VSV as
immunization vector in humans. Using VSV-H in the cotton rat animal model for maternal
antibodies we were able to investigate the problem of immunization in the presence of
maternal antibodies. In the recombinant VSV-H the MV hemagglutinin is incorporated as
passenger protein in the bullet-shaped envelope of VSV and the MV hemagglutinin has no
functional relevance in viral replication. In vitro we could show that VSV-H isin contrary
to MV not neutralized by MV specific antibodies. Immunization with VSV-H induced very
fast high titers of MV neutralizing antibodies that were even higher than after
immunization with MV. In vivo we could confirm that VSV-H is not neutralized by
maternal antibodies and that VSV-H is able to induce MV neutralizing antibodies and
protection in the presence of maternal antibodies. To overcome maternal antibodies it is
essential to stimulate the mucosal immune system as VSV-H is able to circumvent
maternal antibodies after intranasal immunization whereas after intraperitoneal

immunization it is not. The use of replication competent virus is also essential as
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immunization with UV-inactivated VSV-H or immunization with VSV-H deletion mutants
with highly reduced replication capability doesn’t result in seroconversion and protection
in the presence of maternal antibodies. Our data demonstrate that alternative MV vaccine
vectors should stimulate the mucosa-associated immune system, express MV proteins as
passenger proteins and retain a certain virulence. To investigate the ability of vaccine
vectors to induce seroconversion and protection in the presence of maternal antibodies the

cotton rat is awell suited animal model.
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0. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

M Mikro-

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

Abb. Abbildung

Ag Antigen

AIDS Acquired immune deficiency syndrome

APME Akute postinfektidse Masernenzephalitis

APZ Antigenpréasentierende Zelle

AS Aminosaure

bp Basenpaare

BSA Bovine serum albumin

bzw. beziehungsweise

C C Protein desMV

CDh4 T-Zell Oberflachenmarker

CD 8 T-Zéell Oberflachenmarker

CbhV Canine distemper virus

Ci Curie

CMV Cytomegalovirus

Con A Concanavalin A

cpm »Counts per minute"

CR cotton rat

CRF cotton rat Fibroblasten

CT1l VSV Deletionsmutante

CT 1-H V SV-H Deletionsmutante

CT9 VSV Deletionsmutante

CT 9-H V SV-H Deletionsmutante

CTL zytotoxische T-Zellen

DABCO 1,4-Diazabicyclo (2.2.2) octan

DC Dendritic cells

DMEM Dulbecco's minimal essential medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsaure

ds-RNA Doppel strangige Ribonukleinsdure

ED MYV -Stamm Edmonston

ELISA Enzym-linked immunosorbent assay

F Protein Fusionsprotein des MV

FACS Fluorescence activated cell scanner

FITC Fluoreszein | sothiozyanat

FKS Fotales Kélberserum

Gp Glykoprotein

H Protein Hamagglutininprotein des MV

h Stunden

H-2 Haupthi stokompatibilitétskomplex der Maus

HIV Humanes Immundefizienz Virus

HLA Humanes L eukozytenantigen, Haupthistokompatibilitdtskomplex des
Menschen

HN Hamaggl utinin/Neuraminidase

HSV-1 Herpes Simplex Virus Typ 1

113



Hu2 MV -Edmonston-Stamm, der nach Immunisierung eine Enzephalitis induzierte
I tr. intratracheal

i.C. intrazerebral

i.d. intradermal

i.m. intramuskul &

i.p. intraperitonesal

IFNy yInterferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IL-12 Interleukin-12

IL-2 Interleukin-2

INF-y Interferon-y

ISCOM immuno stimulating complex

U International e Einheiten

Kb Kilobasen

kD Kilodalton

L »Large’ Protein (Polymerase) des MV

LPS Lipopolysaccharid

M Matrixprotein des MV

m Milli-

M Molar

M.O.l. »multiplicity of infection”

MEM Minimal essential medium

MHC »major histocompatibility complex”, Haupthistokompatibilitétskompl ex
MIBE Measles inclusion body encephalitis

min. Minuten

mM Millimolar

MRNS »messenger-RNA*

MV Masernvirus

MV-ED Masenvirus Laborstamm Edmonston

N Protein Nukleokapsidprotein des MV

NT Neutralisationstest

P Protein Phosphoprotein des MV

p.i. post infectionem

PBE Plague bildende Einheiten

PBL Periphere Blut Lymphozyten

PBS » phosphate buffered saline*, Phosphat gepufferte Salzl6sung
PEG Polyethylenglykol

PRNT Plague Reduktionsneutralisationstest

RNP Ribonukleoproteinkomplex

RNS Ribonukleinsaure

rpm »rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
RPMI 1640 Rosvell-Park-Memorial-Institute, Medium 1640
RPV Rinderpest Virus

RSV Respiratorisches Synzytial Virus

RT Raumtemperatur

SDS Sodiumdodecylsulfat

sek. Sekunden

SSPE Subakute sklerotisierende Panenzephalitis

Std. Stunde

TCGF » 1 cal growth factor*, T-Zell-Wachstumsfaktor
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Th

uv

Vol

Y
VSV-G
VSV-H
VSV-I|
VSV-WT
VvV

VVR
WT

ZNS

T-Helfer-Zelle

Uridin

Ultraviolett

V Protein desMV

Volumen

Vesikuléres Stomatitis Virus
VSV-Glykoprotein G
Vesikuléres Stomatitis Virus, welches das MV-H exprimiert
VSV-Wildtyp, Serotyp Indiana
VSV-Wildtyp

Vakziniavirus

V akziniavirusrekombinante
Wildtyp

Zentrales Nervensystem
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