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Einleitung

Seit den 60iger Jahren wird das Haushuhn als Modélltier fur Studien zur Funktion
und Phylogenese des Immunsystems erfolgreich eingesetzt. Grund hierfir sind der
einfache Zugang zum Huhnerembryo und die Mdoglichkeit das lymphoide System
durch Manipulation der Bursa Fabricii und des Thymus gezielt zu untersuchen.
Zugleich wurden auch zahlreiche, fir die Gefllgelwirtschaft relevanten
I nfektionserkrankungen beim Huhn studiert und verschiedene Krankheitsmodelle mit
Relevanz fur den Menschen entwickelt. Besondere Aufmerksamkeit erhielten hier
die Mareksche Krankheit (MD) as Modell fir onkogene humane Viren, wie das
Herpes Simplex Virus, das Kaposi-Sarkom-assoziierte Herpesvirus

(humanes Herpesvirus 8) und das Epstein-Barr Virus.

Zunehmend erwies sich aber der Mangel an Reagenzien und geeigneten Werkzeugen
zur Untersuchungen des Huhnerimmunsystems as Nachteil. Dies galt auch fir
weiterfUhrende Arbeiten zur Bedeutung der Interferone in der Pathogenese der
Mareksche Erkrankung. Erst die kirzlich erfolgte Identifizierung, Klonierung und
funktionelle Charakterisierung der Huhner-Interferone erméglicht nun eine
eingehende Untersuchung ihrer Funktion bei der Marekschen Krankheit.

Das Marek Disease Virus, ein zu Lymphomen fihrende a pha-Herpesvirus, gehort zu
den bedeutensten Krankheitserregern in der Gefllgelindustrie. Die meisten Bestande
werden friher oder spater mit dem Virus konfrontiert. In Deutschland besteht eine
Impfpflicht. Als grofRes Problem hat sich die im Feld beobachtete stufenweise
Virulenzsteigerung des Virus erwiesen, der durch die Verwendung zunehmend
virulenter Impfviren entgegengewirkt werden soll. Die Impfung gegen MD ist auch
aus einem anderen Grund problematisch. Die in den meisten Landern mit intensiver
Geflugelwirtschaft, genutzten Impfstoffe sind zellassoziierte Lebendimpfstoffe, die
bis zum Verimpfung in flissgem Stickstoff gelagert werden missen. Die
Entwicklung potenter, nicht zellassoziierter Impfstoffe ist daher von weitgehender

Bedeutung. Dies setzt eine umfassende Kenntnis der Wirt-Virus-Interaktion voraus.



Einleitung

DaMDV sowohl zu lytischen Infektion der B- und T-Lymphozyten, als auch zur Bildung von
T-Zdl-Lymphomen fihrt, sind insbesondere Kenntnisse der Reaktion des |mmunsystems von
Bedeutung. In dieser Arbeit sollte, aufbauend auf friiheren Beobachtungen, die Bedeutung des

Interferonsystems in der Marekschen Erkrankung untersucht werden.
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Literatur Ubersicht

Interferone

Interferon wurde 1957 von Isaacs und Lindenmann (ISAACS and LINDENMANN
1957; MESTER and ROUSE 1991) durch ihre Arbeiten an Huhnerembryonen
entdeckt. Sie fanden in der Chorioalantoismembran von virusinfizierten
Huhnerembryonen einen |6slichen Faktor, der in der Lage war die Vermehrung von
Influenza. A-Virus in anderen Zellen zu hemmen. Der Faktor wurde nach seiner
Interferenz mit der Virusreplikation als Interferon bezeichnet. Aufgrund der geringen
Interferonkonzentrationen in Zellkulturibersténden von priméren Zellen, gelang es
erst 1976 das erste Interferon (IFN) zu reinigen und zu charakteriseren (KNIGHT
1976). Es erwies sich aber a's schwierig und aufwandig reine Interferonpréparationen
zu gewinnen und erst mit der Entwicklung der Gentechnologie war es moglich,
rekombinante Interferone in ausreichenden Mengen fir weitere biochemische und
funktionelle Studien zu gewinnen. Als erstes Interferon wurde humanes Interferon-a
(hIFN- a) kloniert (WECK et a. 1981). 1982 folgte die Klonierung von humanem
Interferon-b (hIFN- b) (DWORKIN-RASTL et al. 1982) und kurz darauf die des
murinen Interferon-g (MIFN- g) (GRAY and GOEDDEL 1983). Huhner Interferona
(ChIFN-a) wurde 1994 erstmals kloniert und weitgehend charakterisiert
(SEKELLICK et al. 1994). Da sich die Forschung an Interferonen initial auf die
Untersuchung der antiviralen Eigenschaft konzentrierte, wurden die vielféltigen
Wirkungsweisen dieser Substanzen auf das Immunsystem und die Regulation des
Zellwachstums erst viel spater entdeckt (TAYLOR-PAPADIMITROU 1980;
FRIEDMANN and VOGEL 1983). Auch heute noch werden die Interferone

aufgrund ihrer antiviralen Eigenschaften definiert.
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Eintellung der Interferone

Interferone wurden zunachst anhand ihrer zelluldren Herkunft in Leukozyten,
Fibroblasten- und Immuninterferon eingeteilt. Es konnte aber mit Antiseren gegen
die verschiedenen Interferonen nachgewiesen werden, dass Leukozytert und
Fibroblasteninterferone nicht ausschliefdlich von den genannten Zellarten produziert
wurden. Daraufhin wurden die Interferone 1980 in drei Hauptklassen a, b und g,
eingeteilt (STEWART et a. 1980) und eine bis heute geltende Definition wurde
festgelegt. Demnach wird ein Interferon definiert as ein Protein das in homologen
Zellen durch einen metabolischen Prozess, der die Synthese von RNA und Protein
beinhaltet, produziert und eine nicht virusspezifische, antivirale Aktivitéat entfaltet.
Die Synthese von IFN-a, ehemals Leukozyteninterferon und IFN-b, ehemals
Fibroblasteninterferon, wird durch virale Infektionen oder bakterielle Stimulation
verschiedener Zellen induziert. Sie werden aufgrund ihrer hohen Temperatur- und
Saurestabilitét den Typ I-Interferonen zugeordnet. IFN-g, ehemals Immuninterferon,
wird von mitogen oder antigenstimulierten T-Zellen (BOCCI 1988) und natirlichen
Killerzellen (NK) (TRINCHIERI et a. 1984) sezerniert, es ist temperatur- und
saurelabil und wird als Typ lI-Interferon bezeichnet.

Trotz der strukturellen Unterschiede zwischen Typ | und 1l Interferone, der
unterschiedlichen Rezeptorsysteme, die diese Interferone nutzen (MOGENSEN et al.
1999), der divergierenden Signaltransduktionswege (MULLER et al. 1994; STARK
et al. 1998) sowie des variierenden Spektrums der jeweils induzierten Gene (SEN
and LENGY EL 1992b), kénnen viele Wirkungen der IFNs von beiden Subtypen in
unterschiedlichem Grad induziert werden (DEMAEYER and DEMAEYER-
GUIGNARD 1988; BILLIAU 1996). Die Uberlappung der intrazelluldren
Signalwege der Interferontypen wird hierfir im wesentlichen verantwortlich gemacht
(STARK et a. 1998; MOGENSEN et al. 1999).

Typ I-Interferone

In der Gruppe der Typ | Interferone werden finf Proteine unterschieden (a, b, k, t,
w), IFN-a und -b sind dabei im Immunsystem die wohl interessantesten Vertreter.
IFN-a und IFN-b werden vor allem von virusinfizierten T- und B-Lymphozyten und

von Makrophagen gebildet, kénnen aber von den meisten Zellarten nach ener
-10 -
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viralen Infektion produziert werden. Sie sind zehn bis hundertmal starker antiviral
wirksam as Typ ll-Interferone (FARRAR and SCHREIBER 1993). Fir IFN-a snd
beim Menschen 26 Gene bekannt, die Uber 85% homolog sind. Beim Huhn sind 10
Gene fur das ChIFN-a beschrieben worden (SICK et al. 1996). Die Genfamilie der
humanen IFN-a kodiert fir etwa 12 verschiedene Proteine mit Molekulargewichten
um 20 kDa, die aus monomeren Polypeptidketten mit einer Lange von 165 oder 166
Aminosauren bestehen (ZOON et al. 1992). Fur humanes IFN-b ist bisher nur ein
einziges Gen kloniert worden, das fur ein 166 Aminosauren langes Protein mit einem
Molekulargewicht von 20 kDa kodiert. Auf Proteinebene bestehen 34%
Sequenzhomologie und auf der genomischen Ebene 30% Homologie zu den a-
Interferonen (DERYNCK et a. 1980). In Huhn ist analog zum humanen IFN-b nur
ein einziges Gen vorhanden, es kodiert fur einen 203 AS langes Peptid (SICK et al.
1996). In E.Coli oder COS-Zellen exprimirtes ChIFN-b ist antiviral aktiv, entfaltet
aber nur 5% der antivirale Aktivitét des rChIFN-a (SICK et a. 1996). Die IFN-b-
Synthese findet in virusinfizierten Makrophagen, Fibroblasten und Epithelzellen
statt. Eine Expression des ChIFN-b Gensist im Gegensatz zu der des ChIFN-a Gens
in Huhner, die mit Imidazoquinolin S-28463 behardelt wurden, nicht zu finden
(SICK et al. 1998).

Die Gene fur IFN-a und IFN-b besitzen keine Introns und scheinen von einem
gemeinsamen Vorlaufer abzustammen (ZOON et al. 1992). Alle Typ I-Interferone
binden an den gleichen Rezeptor auf der Oberflache der Zielzellen (LUTFALLA et
a. 1992). Die groRe Ahnlichkeit der Typ I-Interferone wird auch durch ihre
gemeinsamen Eigenschaften verdeutlicht, wie die gute antivirale Wirksamkeit, die
hohe pH- und Temperaturstabilitét und der gleiche molekulare Aufbau.

Die IFN-a/b Molekile binden an einen Rezeptor, der aus zwei Einheiten besteht. Es
sind mehrere Komponenten des Rezeptors bekannt, fir ein adaquates Signal sind
aber im wesentlichen der IFNAR1 (Typ-1 Interferon Rezeptor) und IFNAR2c
zustdndig (NOVICK et al. 1994, LUTFALLA et a. 1995). Nach erfolgreicher
Bindung an die beiden Rezeptoreinheiten erfolgt die Aktivierung des Jak
(Januskinase)-Stat  (Signal  transducers and  activators of  transcription)
Signaltransduktionswegs. Bis jetzt sind vier Jak-Molekile und sieben Stat-Molekile
im Mammaliersystem bekannt. Dieser Signalweg wird von mehreren Zytokinen
benutzt um die Transkription bestimmter Gene zu induzieren (DARNELL et al.

1994; LEVY et al. 1995; SCHINDLER and DARNELL 1995; LEAMAN et al. 1996;
-11-
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LEAMAN 1998). Die unterschiedliche Wirkung der verschiedenen Zytokine wird
dadurch erreicht, dass unterschiedlicher Jaks und/oder Stats aktiviert werden (IHLE
and KERR 1995; DARNELL 1996; IHLE 1996; SEN and RANSOHOFF 1997;
DARNELL 1998). Im avidren System sind Studien durchgeftihrt worden die auf
einen funktionellen Jak- Stat- Signaltransduktionsweg hinweisen (SCHUMACHER et
al. 1994; JUNGWIRTH et al. 1995; HEUSS & al. 1998; ZOLLER et a. 2000). Die
entsprechende IFNAR1 und -2 bei Huhn sind kirzlich kloniert worden (REBOUL et
a. 1999), was einma mehr darauf hindeutet, dass viele Funktionen des
Zytokinsystems bei Saugetieren und Vogeln konserviert sind. Nach Aktivierung des
Typ I-Interferonrezeptors verbinden sich mehrere aktivierte Stat-Molekile zu Homo-
oder Heterodimeren. Nach Bindung von p48, einem Mitglied der IRF-Familie
(Interferon regulatory factor), einen IFN-stimulierende Gen Faktor (ISGF) bilden
und folglich an IFN-stimulierte Regulations Elemente (ISRE) binden. Der in diesem
Fall gebildete ISRE-3 unterstiitzt die meisten IFN-a/b und ein paar IFN-g regulierte
Gene (STARK et al. 1998).

Die antivirde Aktivitdt der Interferone greift in nahezu jeden Schritt der
Virusreplikation ein (VILCEK and SEN 1996). Beschriecben wurden u.a
Interferenzen mit dem Eintritt von Viren in die Wirtszelle, dem Uncoating-Prozess
(Simian-Virus 40, Retroviren), der Transkription (Influenza, Vesiculostomatitis-
Virus (VSV)), der RNA-Stabilitét (Picornavirus), dem Trandationsprozess
(Reovirus, Adenovirus, VacciniaVirus), der Reifung, ,Verpackung® und
Virusfreisetzung (Retrovirus, VSV).

Die am besten charakterisierten IFN-induzierten antivirden Aktivitdten sind die
Aktivierung der dsRNA abhéngigen Proteinkinase (PKR), des 2°,5 -oligoadenylase-
System (2-5A) und die der MX-Proteine. Die PKR liegt in einer inaktiven Form vor
und wird durch Bindung an doppelstrangigen RNA, einem Zwischenprodukt der
Virusreplikation, aktiviert (CARPICK et a. 1997). Infolge der Aktivierung der PKR
wird das elF-2-Alpha-Protein inaktiviert, ein eukaryotischer Initiationsfaktor an der
kleineren ribosomalen Untereinheit, welches in virusinfizierten Zelen fir die
Trandation viraler mRNA von grof3er Bedeutung ist (SAMUEL 1987; STAEHELI
1990; LENGYEL 1993). Das 25A-System wird auch von dsRNA stimuliert um
kurze 2°,5"-oligoadenylaten zu produzieren welche dann die 2-5 A-abhéngige RNase
L aktivieren (KERR and BROWN 1978; WRESCHNER et a. 1981; SILVERMAN
and CIRINO 1997). Durch die RNaseL wird einzelstrangige RNA gespalten

-12 -
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(FLOYD-SMITH et al. 1981; WRESCHNER et al. 1981; CARROLL et a. 1996).
Die Funktionen der Mx-Proteine sind vielfdtig und sind nicht ganz aufgeklart. Es
wird aber vermutet, dass unter anderem die Aktivitdt oder das , Trafficing” der
viralen Polymerasen inhibiert wird (STRANDEN et a. 1993). Viele von den mehr
als 30 IFN-induzierten Proteinen sind noch schlecht charakterisiert, viele durften
aber ebenfalls eine antivirale Aktivitét entfalten.

Neben den beschriebenen Wirkungen induzieren Typl Interferone Uber IRF-1
(Interferon regulatory factor 1) auch eine erhthte Expression der MHC I-Molektilen
auf der Zelloberflache (CHANG et al. 1992; REIS et a. 1992) und bewirken so eine
effektivere Entwicklung der zytotoxischen TZellantwort gegentiber virusinfizierten
Zellen (BOEHM et al. 1997).

Das humane IFN-a, entweder as IFN-a2b oder IFN-a 2a, wird inzwischen auch in
der Therapie mehrere Krankheiten eingesetzt. Zu nennen sind hier die ,hairy &l
leukaemia‘, HIV-assosiierte Kaposi’s Sarkome, kutane Basalzellkarzinome und
Hepatitis B und C (STUART-HARRIS et a. 1992). Mehrere Studien zeigten die
Bedeutung einer frihen und prégnanten IFN-a/-b Produktion in Mause auf, die
gegen Herpesvirus rezistent waren, sowie eine fehlende Produktion der gleichen
Zytokine in empfanglichen Linien (LEBEL and HIRSH 1985; LOPEZ 1985bh).
Ferner konnten sowohl nattrliche Resistenz, als auch die durch Immunmodul atoren
induzierte Resistenz gegen Herpesvirusinfektionen durch Applikation von Antiseren
gegen IFN-a oder IFN-b aufgehoben werden (LOPEZ 1985a; KUNDER et al.
1993). Zahlreiche Studien haben die lokale Hemmung der Herpesvirus-Vermehrung
durch Typ | Interferone bewiesen (TANAKA et al. 1998; BIRON et a. 1999,
GOODBOURN et a. 2000). Auch fur avidre Interferone wurde gezeigt, dass sie in
vivo antivirale Effekte haben. So wurde in Roussarkomavirus infizierten genetisch
resistenten Huhnern (CB-Stamm), behandelt mit monoklonaler Antikdrper gegen
ChIFN-a, ein Progression der Tumorbildung festgestellt, dadurch wurde ein Effekt
von IFN-a auf die Neoplasie festgestellt (PLACHY et a. 1999). Versuche n vitro
bestétigten den effektive Schutz des Enten IFN-a und -b gegen das Hepatitis-Virus B
(SCHULTZ et d. 1995; SCHULTZ and CHISARI 1999a; SCHULTZ et a. 1999b).

-13-



Liter atur Uber sicht

2.1.3 Typ ll-Interferone

IFN-gist der einzige Vertreter der Typ Il-Interferone und erstmals 1965 beschrieben
worden (WHEELOCK 1965). Es wird von mitogen bzw. antigenstimulierten T-
Zdlen (MARCUCCI et a. 1981; MORRIS et a. 1982; BIRON 1997) oder von
aktivierten Natirliche Killerzellen (NK) gebildet (BIRON 1997). Bisher wurde fur
das humane IFN-g nur ein einziges Gen beschrieben, das aus vier Exons und drei
Introns besteht (GRAY and GOEDDEL 1982a; GRAY et a. 1983). Inzwischen ist
das IFN-g von mehreren Spezies kloniert, die Sequenzhomologien sind allerdings
gering. Das humane, biologisch aktive IFN-g ist ein Homodimer aus zwei identisch
glykosylierte Polypeptidketten mit einer Grofe zwischen 20 und 25 kDa (abhangig
von der Glykosylierungsgrad). Die beiden Molekile sind durch eine nicht kovalente
Bindung verbunden (NAGATA et a. 1987), die Peptidketten bestehen aus je 143
Aminosauren (AS) (GRAY et a. 1982a; GRAY et a. 1982b). Aufgrund der
homodimeren Form ist das biologisch aktive IFN-g Molekul sehr empfindlich
gegenlber niedrigen pH-Werten (< 5) und hohen Temperaturen (> 50°C) (PACE et
al. 1985). Fir das Huhner-1FN-g wurde ein Molekulargewicht von 18 kDa errechnet
(DIGBY and LOWENTHAL 1995; WEINING et al. 1996).

IFN-g wird von T-Lymphozyten infolge eines antigenen oder mitogenen Stimulus
gebildet (MARCUCCI et a. 1981). In vitro Versuche haben gezeigt, dass eine
direkte Stimulation des TZellrezeptors mittels spezifischer Antikorper, aber auch
durch Mitogene wie Concavalin A oder Phythamagglutinin (BHATTACHARYYA
et a. 1987) oder die Zdlaktivierung durch Pharmaka wie Phorbolester und
Kaziumionophore (GAJEWSKI et a. 1989) zu einer IFN-g Sekretion fuhrt. Fir die
erfolgreiche TZellantwort reicht die alleinige Stimulation des TZellrezeptors aber
nicht aus, vielmehr ist ein zusétzliches Signal durch das CD28-Molekil erforderlich.
Die kostimulierenden CD28-Liganden CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) finden sich
auf antigenprasentierenden Zellen. Eine gleichzeitige Stimulation des T-
Zéellrezeptors und des CD28-Molekdils fuhrte zu einer verstérkten Proliferation und
Zytokinproduktion vor allem von IFN-g, IL-2 und TNF-a (THOMPSON et al. 1989).
Auch NK-Zellen werden durch bakterielle und andere mikrobielle Produkte zur 1FN-
g Synthese stimuliert (BANCROFT 1993), sie benttigen allerdings zusétzlich TNF-a

-14-
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als Kofaktor (WHERRY et a. 1991). In vitro produzieren NK-Zellen IFN-g vor
allem nach Stimulation mit Interlekin-2 (IL-2) oder IL-12 (TRINCHIERI et al.
1984; TRINCHIERI et a. 1992).

IFN-g entfaltet seine Aktivitat Uber einen spezifischen Rezeptor, der von dem der
Typen I|-Interferone verschieden ist. Er wird bel Mensch und Maus auf allen Zellen
aul3er auf Erythrozyten exprimiert (ANDERSON et al. 1982; CELADA et al. 1985;
LITTMAN et al. 1985; AGUET and MERLIN 1987). Durch die Bindung eines | FN-
g Molekills an zwei |FN-g Rezeptormolekiile kommt es zur Signaltransduktion in der
Zelle. Die Dimerisierung des IFN-g-Rezeptors wird nur von IFN-g in seiner
homodimeren Form ausgelést und ist for die biologische Aktivitét eine
Voraussetzung (FOUNTOULAKIS et al. 1992). Die Bindung fuhrt zur Expression
einer Vielzahl von Proteinen (SEN and LENGYEL 1992a). Unter anderem werden
die Transkription der Gene fur IRF-1, GBP, iNOS und MHC-11 durch den hIFN-g
und ChIFN-ginduziert (WEINING et a. 1996; YEH et a. 1999). Unter den vielen
Aktivitdten des IFN-g stehen die Makrophagen-aktivierenden Eigenschaften, der
Einfluss auf die MHC-Gene, die antiproliferativen Eigenschaften und der Einfluss
auf die Differenzierung von T-Helferzellen (Th1-Immunantwort) im Vordergrund.
Die Makrophagenaktivierende Aktivitdt des IFN-g ist 100.000 bis 10.000 mal
stérker as die der Typ I-Interferone (PACE et a. 1985) und es wird as der
bedeutendste Makrophagen-aktivierende Faktor (MAF) im Saugersystem bewertet
(PERUSSIA et a. 1983), analoge Funktionen sind im avidren System auch
nachgewiesen worden (WEINING et a. 1996). Nach Stimulation mit IFN-g kommt
es in den Makrophagen zur Bildung von mikrobizid wirkenden Substanzen wie der
von Arachnoidonsduremetaboliten, sowie von Zytokinen und reaktiven
Sauerstoffverbindungen (NATHAN 1987). Auch Stickstoffmonoxid (NO) ist ene
der IFN-ginduzierten Substanzen (STUEHR and MARLETTA 1987), die bel der
Abwehr von Bakterien (FLESCH and KAUFMANN 1991), Viren (KARUPIAH et
al. 1993), Parasiten (GREEN et al. 1990; JAMES and HIBBS 1990) und Pilzen
(GRANGER et al. 1988; CENCI et a. 1993) aufgrund ihrer zytotoxischen und
zytostatischen Eigenschaften eine bedeutende Rolle spielen (LOWENSTEIN et al.
1994). Es hat sich gezeigt, dass IFN-g aleine eine hohe NO-Syntheserate induzieren
kann, eine maximale Produktion wurde aber erst durch Kostimulation mit LPS
(Lipopolysaccharid) (XIE et al. 1992) oder TNF-a (DING et a. 1988) erreicht.
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Die antivirale Aktivitét des Typ lI-Interferons wird einerseits durch seine Fahigkeit
vermittelt, ebenso wie Typ I-Interferone eine verstarkte Expression viraler Antigene
durch Erhdhung der Anzahl von MHC-I Molekilen auf infizierten Zellen zu
bewirken. Zusétzlich wird aber auch die MHC-II vermittelte Antigenprésentation auf
Zellen der myelomonozytéren Reihe (STEEG et al. 1982; BASHAM and MERIGAN
1983; DIJIKMANS and BILLIAU 1988; |IIZERMANS and MARQUET 1989)
induziert und auf diesem Weg das spezifische Immunsystem aktiviert. Diese
Eigenschaft der IFN-g ist auch auf Endothel- und Bindegewebszellen (POBER et al.
1983), Epithelzellen (BERRIH et a. 1985) und auf neuronalen Zellen (OWENS et al.
1994) nachgewiesen.

Die antiproliferativen Eigenschaften des IFN-g reichen von antiproliferativen bis zur
zytotoxischen Wirkungen auf bestimmte Tumorzellen (TYRING et a. 1982). Es
konnte zudem nachgewiesen werden, dass die Expression von Proonkogenen und
Onkogenen mit IFN-g zu hemmen und damit die Zellteilungsraten zu senken sind
(BOCCI 1988). Aufgrund dieser Studien wurde IFN-g auch in der Tumortherapie
eingesetzt. So konnte bel einigen Patienten mit myelogenen Leukosen durch IFN-g
Gabe eine deutliche Verbesserung erreicht werden (KURZROCK et al. 1987).

Der Einfluss des IFN-g auf die Differenzierung von CD4-positiven (CD") T-
Helferzellen (Th) manifestiert sich in seiner Wirkung auf die Entwicklung von Thl-
Zdlen aus ThO-Zellen und folglich der Entwicklung einer zellular dominierten
Immunantwort (COFFMAN and MOSMANN 1991). Die noch undifferenzierten
ThO-Zellen werden entweder durch IL-12 oder durch IL-4 in ihrer weiteren
Entwicklung zu Thl- bzw. Th2-Zellen getrieben. Unter dem Einfluss von [L-12,
welches von Makrophagen, NK-Zellen und dendritischen Zellen nach Infektion mit
intrazelluléren Erregern (z.B. Viren, Listerien oder Mykobakterien) gebildet wird,
entwickeln sich IFN-g, IL-2 und TNF-a bildende Thl-Zellen (MOSMANN et al.
1986). Die IFN-g Synthese induziert einen positive Feedback-Mechanismus der zu
einer erhdhten Expression hochaffiner 1L-12 Rezeptoren auf der Oberflache von den
Thl-Zellen fuhrt (GOLLOB et a. 1997) und gleichzeitig eine verstarkte IL-12
Sekretion durch Makrophagen induziert (TRINCHIERI 1995). Die Folge ist eine
Verstéarkung der Thl-Antwort. Demgegentiber kommt es unter dem Einflussvon IL-
4, dessen initidle Quelle noch weitgehend unbekannt ist, zur Differenzierung so
genannter Th2-Zellen und zur Synthese von IL-4, IL-5 und IL-13. Durch ihre B-Zell
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2.2

2.2.1

aktivierenden Eigenschaften induzieren diese Zytokine dann eine humorale
Immunantwort (ROCKEN et al. 1992; KAMOGAWA et a. 1993).

M ar eksche Krankheit

Geschichte

Die Mareksche Krankheit (MD) wurde zuerst von Joszef Marek (MAREK 1907)
beschrieben, er beobachtete eine Paralyse oder Parese der Stander und Flugeln in
Huhnern und vermutete eine inflammatorische Infektion der peripheren Nerven.
Aufgrund die histologische Befunde, klassifizierte er sie als Polyneuritis. In der
ersten grofReren Studie der ,Huhnerlahmung*® (PAPPENHEIMER 1926), wurde
zusétzlich zu der Polyneuritis bei etwa 10% der Krankheitsfélle viszerale Lymphome
observiert. Der Terminus ,, Neurolymphomatose® wurde eingefuhrt und es wurden
Beweise fir eine infektitse Ursache der Krankheit geliefert indem gesunde Huhner
mit Gewebe von paralysierten Tieren inokuliert wurden. In den folgenden Jahren
wurde die Krankheit weltweit registriert. In den 30iger, 40iger und vor allem in der
50iger Jahren als die Geflugelhaltung in grofem Stil zunahm wurden MD und die
lymphoiden Leukose vermehrt beobachtet. Aufgrund der pathol ogisch-anatomischen
Befunde und der bei beiden Krankheiten auftretenden viszeralen Lymphome, kam es
zur Beschreibung der Erkrankungen unter dem Begriff ,, Avidren Leukose Komplex*.
Erst in den spéten 60iger Jahren gelang es zwei von elnander unabhangigen Gruppen
das Virus der MD durch Kokultivierung von MD-Lymphomzellen mit Hihnernieren
(CKC) bzw. Entenembryo-(DEC) Zellkulturen zu isolieren und als zellassoziiertes
Herpesvirus zu identifizieren (CHURCHILL and BIGGS 1967; NAZERIAN et al.
1968b). AnschlieRend gelang es mittels Immunfloureszenz der Nachweis von
virusspezifischem Antigen im Federfollikelepithel (FFE) von MDV-infizierten
Kiken (CALNEK and HITCHNER 1969) und in Folgeexperimenten wurde die
Ausscheidung das Virus Uber das FFE nachgewiesen (CALNEK et al. 1970). Somit
konnte der Ubertragungsweg des Virus aufgeklart werden. Durch die Entdeckung des
Erregers der Mareksche Krankheit (MD) ertffneten sich die Moglichkeiten, die
Eigenschaften des Virus, die Pathogenese und die Immunologie der MD genau zu
studieren. Heute ist die Krankheit weltweit in allen Landern mit bedeutender
Gefllgel produktion vorhanden (PURCHASE 1985). Man geht davon aus, dass es in
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jeder Haltung zu Verlusten kommt aber da die Meldesysteme oft mangelhaft sind, ist

es schwierig die genaue Zahlen der Verluste festzustellen.

Mareksdisease Virus

Das Virus der Mareksche Krankheit gehort zu den Herpesviren. Es ist das einzige
DNA Virus, das beim Huhn zu Neoplasien fuhrt und wird daher getrennt von der
L eukose/Sarkom-Gruppe als tumordse Erkrankung virader Genese klassifiziert. Es
wurde zundchst aufgrund seines Lymphotrophismus und anderer biologischer
Eigenschaften den Gammaherpesviren zugeordnet (ROIZMAN et al. 1981). Die aus
der Genomanalyse gewonnenen Daten fuhrten schliefdich zu ener neuen
Klassifizierung unter den Alphaherpesvirinae. Die Virusstdmme lassen sich entweder
den pathogenen (Serotyp 1) oder den apathogenen (Serotyp 2) MDV-Stdmmen
zuteilen. Daneben gibt es noch das eng verwandte , herpesvirus of Turkey* (HVT)
als dritten Serotyp (VON BULOW and BIGGS 1975a; VON BULOW and BIGGS
1975b). Diese zundchst serologische Klassifikation basierte auf dem
Immunflourenszenztest ~ (IFT), der  Agar-Gel-Prézipitation und  dem
Neutralisationstest, sie wurde nachfolgend durch den IFT mit typenspezifischen
monoklonalen Antikdrpern (mAk) (LEE et al. 1983), spezifischen Lektinen
(MALKINSON et a. 1986) und durch den Nachweis von Unterschieden in der
viralen DNA bei der Anwendung von Restriktionsendonukleasen (HIRAI et al. 1979;
ROSS et al. 1983; SILVA and BARNETT 1991) bestétigt. MDV-1 wird as gallides
Herpesvirus 2 (GHV-2), MDV-2 ds galides Herpesvirus 3 (GHV-3) und HVT als
meleagrides Herpesvirus klassifiziert. Alle drei Viren gehéren zu dem neuen Genus
~Marek’s disease-like viruses’ in den Alphaherpesvirinae (VAN REGENMORTEL
et al. 1999).

Serotyp 1

Die Viren die zum Serotyp 1 gehéren, umfassen alle pathogenen MDV-Stamme
sowie ihre attenuierten Varianten. Die Pathogenitét korreliert mit der Onkogenitét
der Stdmme und aus diesen Grinden verwendet man den Begriff onkogen fir
pathogen und nichtonkogen fir apathogen. Der Pathotyp eines Virusstammes wird
deswegen nach dessen Onkogenitdt und der Fahigkeiten MD in geimpften,
empfanglichen Hihnerlinien und in genetisch resistenten Hihnern zu verursachen,
eingestuft. So wird ein MDV as sehr hoch onkogener MDV-Pathotyp eingestuft
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wenn es bei vakzinierten, genetisch resistenten Tieren eine hohe Lymphomrate und
bei genetisch empfanglichen nicht vakzinierten Huhnerstdmmen ein
Fruhmortalitétssyndrom ohne Lymphome verursacht. Diese Variante wird auch als
,very virulent Marek’s disease viruses* (wwMDV) bezeichnet (WITTER 1983). Zu
dieser Gruppe zadhlen Isolate wie MD5 und MD11 (WITTER 1980), Ala-8 und Ala-9
(EIDSON et a. 1981), RB1B (SCHAT 1982) und EU-1 (T.F. Davison, F. Fehler
personliche Kommunikation). Dartiber hinaus wurden kirzlich Virusstdmme isoliert
die darauf hinweisen, dass ein Progression der Virulenz auftritt und so genannte vv+
Pathotyp im Feld auftreten (WITTER 1997).

Hoch onkogene MDV-Stamme, auch as ,virulent MDV* (vMDV) bezeichnet,
induzieren bei genetisch empfanglichen Huhnern, jedoch nicht bel genetisch
resistenten, eine hohe Mortaitét mit hoher Lymphomrate und unterschiedlicher
Haufigkeit von Nervenveranderungen. Vertreter dieser Gruppe sind JMM (SEVOIAN
et a. 1962), HRPS-16 (PURCHASE and BIGGS 1967) und GA (EIDSON and
SCHMITTLE 1968).

Mittelgradig bis schwach onkogene MDV-Stamme auch ,,mild MDV* (mMDV) oder
klassische MD genannt, verursachen bei genetisch empfanglichen Tieren vor alem
Nervenveranderungen und in wesentlichen geringer Frequenz Lymphome, wobel in
erster Linie Tumoren der Gonaden auftreten. Die Mortalitétsrate ist verhdtnisméaldig
gering. Beispiele hierfur sind die Stamme HPRS-17 (PURCHASE et a. 1967) und
Conn-A (CHOMIAK et a. 1967). In der Serotyp 1 Gruppe kommen auch Virus-
Stdmme vor, die als minimal onkogen bezeichnet werden. Sie verursachen nur in
genetisch hoch empfanglichen Tieren Nervenverdnderungen und Tumoren. Hier sind
CU-2 (CALNEK et a. 1979) und das as Impfvirus bekannte CVI 988 (RISPENS et
al. 1972a; RISPENS et al. 1972b) die bekanntesten Vertreter.

Serotyp 2

Zu dieser Gruppe gehoren die natirlich vorkommenden nichtonkogenen
(nichtpathogenen) MDV-Stdmmen. Vertreter sind HRPS-24 (BIGGS 1972), HN-1
(CHO and KENZY 1972) und SB-1 (SCHAT and CALNEK 1978a).

Serotyp 3
Umfasst das mit dem MDV eng verwandte ,Herpesvirus of Turkey“ (HVT).
Vertreter dieses Serotyps sind FC 126 (WITTER et a. 1970), HPRS26 und WTHV-

1. Dieser Serotyp ist fur das Huhn apathogen.
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2.2.2.4 Morphologie und Genom

2.2.3

In einer ganzen Reihe von Studien konnte gezeigt werden, dass MDV und HVT die
typische Morphologie von Herpesviren besitzen (OKADA et a. 1972). Die
Nukleokapside werden gewohnlich im Zellkern und gelegentlich im Zytoplasma
produktiv infizierter Zellen gefunden. Die Umhillung der Nukleokapside erfolgt
durch Budding an der inneren Kernmembran. Einschlusskorperchen kommen haufig
im Zytoplasma des FFE als unbehillte Virionen vor. Wie bei allen Herpesviren
besteht auch das MDV-Genom aus eine liniaren doppelstréngigen DNA. Es hat eine
Grofe von 180 kb (SILVA et al. 2001) und ist von einem etwa 100 nm grof3en
Nukleokapsid umschlossen. Das Nukleokapsid ist aus 162 zylindrischen Kapsomeren
zusammengesetzt (CHURCHILL et al. 1967; EPSTEIN et al. 1968, NAZERIAN and
BURMESTER 1968a) und it von Tegument und Hulle umschlossen. Inzwischen
sind mehrere Genome von MDV-1, Teile von MDV-2 und das komplette Genom von
HVT sequenziert (SILVA et a. 2001). Es ist auch gelungen das komplette Genom
von MDV-1 as , bacterial artificial chromosome” (BAC) in Escherichia coli (E.coli)
zu klonieren (SCHUMACHER et a. 2000). Dieses Werkzeug erméglicht nun mit
zellfreiem Virus zu arbeiten, das Genom des MDV gezielt zu manipulieren und
Untersuchungen und Vergleichen der Pathogenitét und Virulenz durchzufihren
(DORANGE et d. 2002; TISCHER et a. 2002).

Pathogenese

Die Pathogenese der MD ist einerseits vom Serotyp und der Onkogenitét des Viruses
abhangig andererseits von Genotyp, Alter, Geschlecht und Immunkompetenz des

Wirtes. Die zu Lymphomen fiihrende MDV-Infektion wird in vier Phasen eingeteilt:

1) Frihe zytolytische Phase
2) Latente Phase
3) Latente und zytolytische Phase

4) Transformierende Phase

Die beiden ersten Phasen kommen streng von einander getrennt vor, die restlichen
Phasen der Krankheit sind gleichzeitig aber in unterschiedlichen Zellpopulationen zu
finden. Die initidle Infektion mit dem Virus erfolgt Uber die Atemwege. Da

infektitses, zellgebundenes MDV im FFE infizierter HUhner zu finden ist, nimmt
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man an, dass die Infektion durch Inhalation von Staub erfolgt. Die Rolle der Lunge
als primér infiziertes Organ hat sich experimentell nicht bestétigt (PURCHASE
1970; PHILLIPS and BIGGS 1972; ADDINGER and CALNEK 1973). Es wird aber
angenommen, dass das Virus in der Lunge von phagozytierenden Zellen
aufgenommen wird und so in die lymphatischen Organe, wie der Bursa Fabricii, dem
Thymus und der Milz transportiert wird. In diesen Organen bekommt das Virus
Zugang zu den Lymphozyten und eine produktive, zytolytische Infektion vor allem
der B-Lymphozyten (CALNEK et al. 1981; SCHAT et a. 1981; SHEK et al. 1983;
BAIGENT and DAVISON 1999) aber auch weniger T-Lymphozyten (BAIGENT et
al. 1999) wird 3-6 Tage nach erstmaliger Infektion nachweisbar. Die nekrotisierende
Infektion provoziert eine akute Entzindung mit vielfaltiger Zellbeteiligung durch
Makrophagen, T und B-Lymphozyten und Granulozyten. Die betroffenen Orgare
(Bursa Fabriciii, Thymus und Milz) atrophieren. Klinische Zeichen sind Apathie,
Anorexie und ein sehr schlechter Habitus. Nach etwa 7 Tagen schlégt die lymphoide
Infektion von einer produktiven in eine latente um, zugleich |&sst sich eine Besserung
des Allgemeinbefindens der Hihner beobachten. In diesem Stadium kann das Virus
in den lymphoiden Organen in CD4" T-Lymphozyten und in einem sehr kleinen Teil
der B-Lymphozyten nachgewiesen werden (SHEK et al. 1983; CALNEK et a. 1984;
CALNEK et a. 1984b; HIRAMOTO et a. 1996; MORIMURA et a. 1998; LEE et
al. 1999). Zugleich ist eine Virdmie der peripheren Blutlymphozyten (PBL) zu
beobachten. Die Infektion der Immunzellen aktiviert die Makrophagen und eine
transziente Immunsuppression wird beobachtet (LEE et al. 1978b) mit gleichzeitiger,
transzienter Hyperplasie der Milz. In der nachfolgenden Phase wird das Virus durch
die Viramie in die meisten Organe vertellt und induziert eine zweite zytolytischen
Infektion. Dabei werden Zellinfiltrate entztindlicher Zellen und immunkompetenter
Lymphozyten in den betroffenen Geweben gefunden. Von adlen zytolytisch
infizierten Geweben wird nur im FFE infektioses, zellfreies Virus produziert
(CALNEK et al. 1970). Sowohl die latente Infektion der Blutleukozyten und die der
Milzlymphozyten als auch die produktive Infektion der FFE sind lebenslange
Geschehen, die sich unabhangig davon entwickeln, ob der Wirt Symptome der MD
zeigt oder nicht (WITTER et al. 1971). Schon eine Woche nach der Infektion kann es
zu einer transienten Paralyse kommen. Die Paralyse betrifft unterschiedliche Nerven,
daher konnen die Symptome individuell sehr unterschiedlich ausfallen. Haufig
beobachtete Zeichen sind Torticollis, Kropfparalyse, steifer Gang bis vollstéandige
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Paralyse der Stander. Nachdem die Impfprophylaxe sich durchgesetzt hat, kommen
diesen Symptomen aber eher selten vor.

Schon 12 Tage nach der Infektion aber auch Wochen und Monate danach kénnen oft
nur mikroskopisch erkennbare aber auch makroskopisch sichtbare Lasionen in einer
Viezahl von Organen, darunter in den lymphoiden und viszeraen Organen, der
Muskulatur, der Haut, den Augen, den periphere Nerven und dem Gehirn beobachtet
werden. Die Lymphome kdnnen eine erhebliche Grof3e erreichen, was im betroffenen
Organ funktionelle Schaden hervorruft und Paralyse (bel nervaler Beteiligung),
Blindheit (bei okkularer Beteiligung), Kachexie (besonders bei viszeraer
Betelligung) und Tod zur Folge haben kann. Die Lymphomen sind aus einer
Mischung von inflammatorischen Zellen, aktivierten und nicht aktivierten
Lymphozyten, Makrophagen, Plasmazellen und neoplastisch verénderten T-
Lymphozyten zusammengesetzt (HUDSON and PAY NE 1973; PAYNE et a. 1974;
PAYNE et a. 1976). Mit der Etablierung stabiler MD Tumorzelllinien wurde auch
die Charakterisierung der entartete Zellpopulation erméglicht und es wurde klar, dass
die Lymphome aus T-Zellen bestehen (NAZERIAN and SHARMA 1975;
MATSUDA et a. 1976; NAZERIAN et a. 1977; ROSS et a. 1977; SCHAT et al.
1989; SCHAT et a. 1991). Es sind mehrere Untersuchungen hinsichtlich des
Phanotyps der neoplastisch veranderten Zellen durchgefiihrt worden. Die heutige
Ansicht ist die, dass die verénderten Zellen drel Kriterien erfillen missen um
entarten zu kénnen (CALNEK et al. 1998): 1.) die Zellen missen zum Zeitpunkt und
am Ort der aktive Infektion verflgbar sein, 2.) sie missen die virale Replikation
unterdricken koénnen, entweder spontan oder unter dem Einfluss exogener
Inhibitoren und 3.) sie mussen mit einer Proliferation auf Exponierung an virae
Gene die den Transformation direkt oder indirekt beeinflussen antworten. Nach
dieser Punkte wiirde aktivierte T-Zellen (vor alem CD4") und nicht BZellen in
frage kommen Bei der MDV Infektion der Pute wurde aber B- und T-Zellymphome
beobachtet (POWELL and RENNIE 1984; NAZERIAN and SHARMA 1985) und es
kommt nicht zu der zytolytischen Infektion in der Lymphoiden Organen wie bei der
Huhn (ELMUBARAK et al. 1981; POWELL et a. 1984). In einigen Falen verlauft
das Krankheitsverlauf perakut und der Tod tritt ein bevor klinische Symptome sich

entwickeln kénnen.
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2.2.4

2.2.5

Bekampfung

Die ersten Versuchen die Krankheit in den Gefligelbesténden zu kontrollieren,
machte sie die Rezistenzslichtung zunutze. Als problematisch erwies sich alerdings,
dass bis zu 14 genetische Loci an der Resistenz bzw. Empfanglichkeit gegentiber der
MD beteiligt sind, eine Tatsache, die die Ztchtung erheblich komplizierte (BACON
et a. 2000). Seit den frihen 70iger Jahren wird die Krankheit erfolgreich mittels
Immunprophylaxe bekampft. In den 60iger Jahren lag die Inzidenz der MD in den
Huhnerhaltungen noch bei 20-30%, Berichte mit bis zu 60% erkrankter Tiere waren
nicht selten. Mit der Einfuhrung der Impfung sank die Morbidité erheblich und
folglich wurden die 6konomischen Verluste deutlich geringer. So wurden zum
Beispiel vor dem Einfuhren der Vakzination in den USA 1,5% aller Broiler nach
dem Schlachten aufgrund M D-bedingten L&sionen verworfen (1970). 1999 war diese
Zahl auf 0,0121 % gesunken, was eine Reduktion von Uber 99% entspricht
(WITTER 2001). Durch die bis heute noch einzigartige Méglichkeit gegen ein
onkogenes Virus zu impfen wurde das Huhn auch as Modellsystem zur Forschung
Uber onkogene humane Viren angesehen, was auch zu erheblichen Fortschritten in
der Marek-Forschung fuhrte. Die heute verwendeten Impfstoffe unterscheiden sich
im Serotyp der verwendeten Impfviren. Zur Anwendung kommen attenuierte Viren
der Serotyp 1 und 2 oder nicht attenuierte Viren der Serotyp 2 und 3. Im Feld werden
monovalente, aber auch bivalente Impfstoffe eingesetzt. Als besonders effektiv hat
sich der zellassoziierte CVI 988-Impstamm (RISPENS et a. 1972b) erwiesen.
Problematisch ist nach wie vor die Tatsache, dass fur einen effektiven Schutz
Lebendimpfstoffe benutzt werden missen, die zudem als zellassoziierte Viren
verimpft werden. Diese Impfstoffe missen bei -196°C gelagert und verschickt

werden, ein mit erheblichen Problemen verbundenes V erfahren.

Die Immunreaktion auf Marek” s disease Virus I nfektionen

Wie zuvor bereits beschrieben, kann die Infektion in mehrere von einander getrennte
Phasen unterteilt werden, in denen jeweils Komponenten des angeborenen und des
erworbenen Immunsystem eine wichtige Rolle spielen. In der ersten Phase repliziert
das Virus in lymphoiden Zellen, primé& in B-Lymphozyten, wobei es zu ener

lytischen Infektion kommt. In deren Folge kommt es zur Suppression der humoralen
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Immunantwort. Durch die Infektion werden TLymphozyten aktiviert, welche nach
dem Kontakt mit infizierten B-Zelle ebenfalls infiziert werden (KALETA 1977). In
der folgenden Phase etabliert sich eine latente Infektion. Diese Phase ist sehr schlecht
verstanden, es wird aber angenommen, dass mehrere Faktoren, darunter die
Immunreaktion, spezifische zelluléare sowie virale Gene, eine bedeutende Rolle
spielen (MORGAN et al. 2001). Im der Latenz folgenden Stadium entwickeln sich
Tumore. Deren Umfang und Organverteilung ist von der genetischen Resistenz der
Tiere, dem Immunstatus des Wirtes und natirlich von der Virulenz des Virus
abhéangig (BACON et al. 2000; SCHAT and DAVIES 2000a; SCHAT and XING
2000b). Das pathologische Bild der MD wir aber auch durch der Einflisse moduliert,
zu nennen sind maternale Antikorper, der Impfstatus, Stress sowie Substanzen und

Erreger, die immunsuppressiv wirken.

Die spezifische Immunantwort auf eine M DV-Infektion

Die erworbene Immunantwort ist primér von der Entwicklung antigenspezifischer
Antikorper und zytotoxischer T-Lymphozyten (CTL) abhangig. Beiden
Komponenten des adaptiven Immunsystems wurde eine wichtige Rolle in der
protektiven Immunitét wahrend ener Herpesvirus-Infektion zugeschrieben
(MESTER et al. 1991). Beiden Formen der Immunantwort sind auch als Reaktion
auf natirliche MDV-1 Infektion und nachV akzination gegen MD beschrieben.

Humorale Immunantwort

Durch die relativ komplexe Struktur des MDV ergeben sich eine Vielzahl von
Epitopen gegen die spezifische Antikorper gebildet werden. So gelang es (VAN
ZAANE e a. 1982) in Immunprazipitationsversuchen mit Seren von
rekonvaleszenten Huhnern 35 virus-spezifische Proteine, von denen Uber die Halfte
glykosiliert waren, zu identifizieren. Nachfolgende Untersuchungen im Antikorpern
gegen das Glykoprotein B (gB) zeigten, dass diese zellfreies Virus neutralisieren
kénnen (IKUTA et a. 1984). Es wurden zudem mehrere Studien zur Bedeutung
neutraliserender Antikorper gegen die Glykoproteinen C, D, G, E und |
durchgefiihrt, ohne aber eindeutige Ergebnisse zu erzielen (LEE and WITTER 1991;
BRUNOVSKIS et al. 1992; JANG et al. 1996; ANDERSON et a. 1998). Von Lee et
a. (LEE et a. 1991) wurde festgestellt dass auch nicht-neutralisierende Antikorper
eine schitzende Immunitét induzieren konnen. Auch den maternalen Antikorpern
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scheint eine Bedeutung zuzukommen, dass sie sowohl die Morbiditét, als auch die
Mortalitdt und die Tumorbildung reduzieren (CHUBB and CHURCHILL 19609;
BURGOYNE and WITTER 1973; PAYNE and RENNIE 1973). Die Zugabe oder
das natirliche Vorkommen von maternalen Antikdrpern kann aber auch die Effizienz
von in ovo oder neonatal applizierten Impfstoffen negativ beeinflussen (CALNEK
and SMITH 1972; EIDSON et a. 1973; KING et al. 1981, SHARMA and
GRAHAM 1982). Es wird angenommen, dass dieses Phdnomen auf der
Neutraliserung des Impfvirus beruht, und dass daher die zellfreien Impfstoffen
empfindlicher sind, as die zellassoziierten (CALNEK et a. 1972; WITTER and
BURMEISTER 1972; BURGOY NE et a. 1973). Bei den genannten Beobachtungen
muss aber daran erinnert werden, dass MDV ein zellassoziiertes Virus ist und so
durch sein sténdiges , intrazelluldres Versteck” einer effektiven Neutralisation durch

Antikorper entgeht.

Zellvermittelte lmmunantwort

Eine zelvermittelte, erworbene Immunantwort spielt bei der Bekampfung aller
Herpesvirus-Infektionen eine bedeutende Rolle. Dies gilt insbesondere fir das streng
zellassoziierte MDV, fir das die Lyse infizierter Zellen durch zytotoxische T-
Lymphozyten (CTL) as ein wichtiger Effektormechanismus angesehen wird
(SCHAT et a. 1984). Erstmals konnte dies von Sharma und Coulson durch
Zytotoxizitdtsversuche mit der MD-Lymphomzellinie MSB-1 (SHARMA and
COULSON 1977) aufgezeigt werden. Die Autoren postulierten, dass die
zytotoxische Reaktion gegen ein so genanntes ,Marek’s disease associated surface
antigen* (MATSA) gerichtet war, alerdings zeigte sich nachfolgend, dass durch
Entfernen der MATSA-Molekil von der Zellmembran die zytotoxische Reaktion
nicht beeinflusst wurde (SCHAT and MURTHY 1980). In spéteren Untersuchungen
wurde zudem festgestellt, dass MATSA auch an der Oberflache von nicht
transformierten, aktivierten T-Zellen vorkommt und dass es sich nicht um ein MDV
spezifisches Antigen handelte (MCCOLL et al. 1987). Ross konnte in seinen Studien
aufzeigen, dass MDV-aktivierte PBL die Plaquebildung durch MDV-infizierte
Lymphomzellen inhibieren kénnen und dass diese Zellen die virale Vermehrung in
CKC reduzieren (ROSS 1977). Auch in dieser Studie blieb der Ursprung der
Effektorzellen unbekannt. Pratt et a. konnten zeigen, dass durch
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Retikuloendotheliosevirus (REV) transformierte Zelllinien nach stabiler Transfektion
mit MDV-Expressionsvektoren durch isogene MDV-spezifische Effektorzellen
lysiert wurden (PRATT et a. 1992a; PRATT et al. 1992b). Es wurde bel einer so
entstandene REV-Zellinie (CU211) festgestellt, dass das vom MDV-spezifischen
Gen ICP4, exprimierten phosphoprotein pp38 in der Lage war ein CTL antwort zu
hervorrufen (OMAR and SCHAT 1996b). In der gleichen Studie wurden auch andere
MDV spezifische Gene (Meq, gB, ORF A4l, ORF-A und ORF L1) stabil in REV
transformierte Zellinien transfiziert und daraufhin getestet, ob sie eine CTL Antwort
ausdosen. Die Effektorzellen wurden dabei als klassische CD4 CD8*, TCRab1"
CTLs charakterisiert.

Die unspezifische Immunantwort auf M DV-Infektionen

Zum unspezifischen Immunsystem gehort eine Vielzahl von zelluléren und 16dichen
Komponenten, darunter Makrophagen und natdrliche Killerzellen (NK),
Komplementfaktoren und Zytokine. Das angeborene Abwehrsystem bietet einen
ersten Schutz gegen die Manifestation eines Erregers und ist charakterisiert durch
seine sehr schnelle Aktivierung und das Fehlen eines immunologischen
Gedachtnisses. Da das spezifische und das nicht spezifische Immunsystem in
erheblichem Mal3e miteinander interagieren, ist es nicht immer moglich eine klare
Grenze zwischen den Systemen zu ziehen. So ist beispielsweise Interferon g (IFN-Q)
ein essentieller Makrophagenaktivator, spielt aber auch eine herausragende Rolle in
der Ausbildung einer Thl-Immunantwort und eine CTL-Antwort (WHITTON 1998).

Makrophagen

Aufgrund der Fahigkeit zur Produktion von zahlreichen Zytokinen, der Phagozytose
von Pathogenen und der Verarbeitung und Présentation von Antigenen Uber den
MHC-11 vermittelten Weg nehmen Makrophagen eine zentrale Rolle in der Wirt-
Erreger Interaktion ein. Da es bis heute schwierig ist, ruhende Makrophagen beim
Huhn zu gewinnen, besteht ein deutlicher Wissensriickstand im Vergleich mit der
Forschung an Saugetieren (QURESHI et al. 2000). Es gibt aber mehrere Studien die
darauf hinweisen, dass Makrophagen eine bedeutende Rolle in der MD spielen. So
wurde gezeigt, dass das MDV zwar von Makrophagen phagozytiert werden, in den
Zellen aber nicht replizieren kann (HAFFER and SEVOIAN 1979; HAFFER et al.

1979; BULOW and KLASEN 1983). Allgemein akzeptiert, wenn auch nicht wirklich
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bewiesen, ist die Vorstellung, dass die Phagozytose des MDV eine Rolle bel der
Aufnahme und dem Transport des Virus von der Eintrittspforte in der Lunge zur
Milz spielt, wo es 36 bis 48 Stunden nach der Infektion gefunden werden kann
(SCHAT et a. 2000b). Ein interessantes Phanomen ist dabel das Fehlen ener
Reaktion der Splenozyten auf T-Zell Mitogene wéhrend der frihen zytolytischen
Phase nach Infektion mit allen drei Serotypen (LEE et a. 1978a; SCHAT et a.
1978b) bel gleichzeitigem Vorhandensein einer MDV-antigenspezifischen CTL
Reaktion (OMAR and SCHAT 1996a). Wurden die Makrophagen aus
Milzzellpréparationen von MDV-infizierten Kiken entfernt, konnte die Antwort auf
die mitogene Stimulation wiederhergestellt werden. Dieser Befund wurde
dahingehend interprétiert, dass Makrophagen fir die Immunsuppression wahrend der
frihen zytolytischen Phase verantwortlich sind (LEE et a. 1978b). Es wurde
vermutet (SCHAT et al. 2000b), dass aktivierte Milzmakrophagen Stickstoffmonoxid
(NO) produzieren, welches einen starken antiproliferativen und damit
immunsuppressiven Effekt hat. Der Nachweis erhdhter mRNA-Transkription der
induzierbaren Isoform der Stickstoffsynthase in der Milz zwischen dem 6. und 9. Tag
nach der Infektion (XING and SCHAT 2000a), erhohter NO, -Serumkonzentration
und einer erhdhten NO-Produktion in der Milz wahren dieser Zeit unterstiitzen die
Hypothese (SCHAT and MARKOWSKI GRIMSRUD 2001). In vitro hemmen
MDV-aktivierte Makrophagen zudem die Virusreplikation in CKC (KODOMA et al.
1979b) und fuhren zu reduzierten Virustiternin Splenozyten (LEE 1979; POWELL
et al. 1983a). In vivo Studien mit dem Ziel der Aktivierung von Makrophagen durch
z.B. eine einmalige Injektionen von Silicon (HIGGINS and CALNEK 1976) oder
,Brewer's thioglycolat Brihe® (GUPTA et a. 1989) zeigte eine reduzierte
Virusreplikation und verspatete Tumorbildung. Ubereinstimmend damit fiihrte die
Depletion von Makrophagen durch mehrmalige Injektionen von Silicon (GUPTA et
al. 1989), die Behandlung mit anti-Makrophagenseren (HAFFER and SEVOIAN
1979) oder wiederholte Gaben von Levamisol (KODAMA et a. 1980) zu ener
erhohten Virusreplikation und frihzeitigen Mortalitét.

Natirliche Killerzellen

Be Natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) handelt es sich um Lymphozyten mit
zahlreichen zytoplasmatischen Granula, die weder der B- noch der T-Zelllinie
zugeordnet werden. Sie konnen bestimmte Tumorzellen téten und sind wichtige
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Effektorzellen in der Abwehr von Virusinfektionen und anderen intrazelluldren
Erregern. Sie spidlen zudem in der so genannten Antikorper-abhangigen
zellvermittelten Zytotoxizitdt (ADCC) eine hervorragende Rolle. Diese Zellen
kénnen verscheiden Zellarten lysieren wenn deren Expression von MHC Klasse |
Antigenen gehemmt ist, ein Phdnomen, welches haufig bei viralen Infektionen und
Neoplasen beobachtet wird (TAY et a. 1998). Beim Huhn wurden mehrere,
morphologisch unterschiedliche Zellarten mit NK-Zell &hnlicher Aktivitat
beschrieben (MANDI et a. 1985; SCHAT et al. 1986; SIEMINSKI-BRODZINA and
MASHALY 1991). Da aber spezifische Oberflachenmarker fir NK-Zellen fehlen
(GOBEL et a. 1996) wurden bisher alle Studien Gber NK-Zellaktivitéten bei der MD
mit bestenfalls partiell gereinigten Zellpréparationen aus Milz, Blut oder Tumoren
durchgefiihrt. Zusammengefasst zeigen diese Studien, dass die mutmaldichen NK-
Zellen schlecht oder nicht in der Lage sind, MDV infizierte bzw. transformierte
Zdlen zu lyseren (LAM and LINNA 1979; SHARMA and COULSON 1979;
SHARMA and OKAZAKI 1981). Allerdings konnte gezeigt werden, dass nach
Vakzination mit HVT oder SB-1 (MDV-1 Zellinie) die NK-Zellaktivitét in
Milzzellsuspensionen gegentber LSCC-RP9 Zielzellen, einer durch avidares
Leukosevirus transformierten Zelllinie, deutlich erhoht war (SHARMA 1981,
HELLER and SCHAT 1987). Zudem wurden mehrere Studien zur Bedeutung von
NK-Zell aktivierenden Zytokinen durchgefiihrt. Es gelang Ding et al. eine erhohte
NK-Zélaktivitédt nach Injektionen von polyinosol-polycytidyl Saure (poly 1:C),
einem |IFN-a Induktor, nachzuweisen (DING and LAM 1986). Die gleiche
Beobachtung wurde von Keller (KELLER 1992) nach Injektion von Uberstanden
einer MDV-1 Zédllinie (JMV-1) in Hihner gemacht. Diese Studien unterstiitzen die
Hypothese, dass IFN-a/b fir die Aktivierung von Sauger-NK-Zdlen wichtig ist
(BIRON 1997). IL-12 aktivierte NK-Zellen bilden erhebliche Mengen an IFN-g
(KOBAYASHI et al. 1989; BIRON and GAZZINELLI 1995; ORANGE and BIRON
1996; ROMANI et a. 1997) und beeinflussen so die Induktion antiviraler
Mechanismen in den Zielzellen (LUCIN et a. 1994) oder wirken indirekt antiviral
durch die Induktion des INOS/NO-Wegs in Makrophagen (MACMICKING et a.
1997; TAY and WELSH 1997).
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Zytokine und |6dliche Faktoren

Zu dem am besten untersuchten Zytokinen in der MDV Infektion, gehtren die
Interferone. Schat et al. konnte in Uberstanden von MDV-infizierten CEC und CKC-
Zellkulturen einen Faktor mit antiviraler Aktivitdt nachgeweisen (SCHAT and
GONZALES 1974). Vergleichbare Versuche mit HVT infizierten Kulturen konnten
dagegen keine Induktion einer antiviralen Aktivitdt aufzeigen. Allerdings war es
nicht moglich ein Superinfektion in den HVT infizierten CKC-Zéllkulturen mit NDV
(Newcastle disease Virus) zu etablieren (KALETA and BANKOWSKI 1972b). In
Ubereinstimmung mit den in vitro Versuchen konnte in Tierversuchen mit MDV und
HVT-infizierten Hihnern eine Typ | IFN-Produktion nach MDV-Infektion nicht aber
nach Infektion mit HVT nachgewiesen werden (KALETA and BANKOWSKI
1972c). Ebenso fanden Hong und Sevoian (HONG and SEVOIAN 1971) eine
erhohte IFN-Produktion in MDV-infizierten Huhnern, wobei MDV-empfangliche
Huhnerlinien geringere IFN-Mengen als Tieren einer resistenten Linie produzierte.
Volpini et a. (VOLPINI et a. 1995) und Buscaglia und Canek (BUSCAGLIA and
CALNEK 1988) zeigten, dass die Expression viraler Antigene in MDV-infizierten
Splenozyten durch die Behandlung mit konditionierten Medien von Con-A
stimulierten Huhnermilzzellen, heruntergesetzt war. Volpini et a. und Levy et al.
(VOLPINI et a. 1995; LEVY et a. 1999) fanden eine Abnahme der Infektiositét in
mit nativem IFN behandelten CEC-Zellkulturen und, verbunden damit, eine
Abnahme der Expression von pp38- und gB auf der Oberflache MDV- und HVT-
infizierter Zellen. Bei Untersuchungen von MDV-infizierten Milzzellen konnte zwar
eine erhohte Expression der IFN-g und iNOS mRNA festgestellt werden, eine IFN-a
Induktion war aber nicht vorhanden (XING et al. 2000a). In der selben Studie wurde
sowohl eine IL-1b as auch eine IL-8 Induktion nachgewiesen, wobei letztere
vermutlich die Expression des im MDV-Genom nachgewiesenen IL-8-Homologs
(vIL-8) wiederspiegelt (PARCELLS et al. 2001).

Mehrere in vivo und in vitro Studien beschreiben die Synthese von IFN-g wahrend
der MDV Infektion, sowie eine durch IFN-g induzierte NO-Produktion. Die
bedeutende Rolle, die NO in der Immunantwort gegeniiber einer Reihe von DNA-

Viren spielt, ist durch zahlreiche Untersuchungen an Saugetieren dokumentiert
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(REISS and KOMATSU 1998). Im MDV-Modell konnte gezeigt werden, dass die
Virusreplikation dosisabhangig gehemmt wurde, wenn die CEC-Kulturen mit S
nitroso-N-penicillinamin (SNAP), eéinem NO-Donator, behandelt wurden. Zudem
zeigte sich, dass die NO-Produktion in Zellen von rezistenten Hihnerlinien erheblich
hoher war als die in Zellen von empfanglichen Tieren (XING and SCHAT 2000b). In
eine anderen Studie konnte nachgewiesen werden, dass NO-induzierenden
Substanzen, IFN-g und S-nitroso-N-acetylpenicillinamin (SNAP), die Vermehrung
von MDV-1 in Hihnerembryozellkulturen hemmen konnte. Wenn Makrophagen mit
IFN-g fur 24 Stunden vorbehandelt und anschliefend in eine MDV-infizierte
Zellkultur gegeben wurden, konnte eine NO-Produktion und gleichzeitig einen
deutliche Plaque-Reduktion festgestellt werden. Wurde zugleich ein iNOS-Inhibitor
(L-NMMA) zugegeben, stieg zwar der Plaquezahl wieder an, allerdings nicht auf der
gleichen Hohe wie in den unbehandelten Kontrollen (DJERABA et al. 2000). Dieser
Befund deutet darauf hin, dass IFN-g produziertes NO nur ein Teil der antiviralen
Aktivitdt von IFN-g stimulierten Makrophagen induziert. In weiteren Versuchen
gelang es in der gleichen Gruppe eine d&nliche iINOS-Expression, NO-Produktion
und ein vergleichbares Zytokinmuster in genetisch resistenten Hihnern und in
empfanglichen Tieren die gegen MD vakziniert worden waren, nachzuweisen
(DJERABA €t al. 2002b). Erst kirzlich ist durch Aktivierung der Makrophagen mit
cMGF (chicken myelomonocytic growthfactor) in MDV-1 infizierten Hihnern eine
erhdhte Expression des iNOS-Gens sowie von IFN-g und das K203 (makrophagen
inflammatorisches Protein) gelungen. Es wurden zudem erhohte systemische NO-
Werte und zirkulierende Monozyten beobachtet, die Mortaliat und Tumorbildung
wurde deutlich herabgesetzt. Zusétzlich konnte durch der gleichzeitige Impfung mit
HVT und cMGF der Tod der Tieren durch MDV-1 verhindert werden und die
Tumorbildung deutlich reduziert werden (DJERABA et al. 2002a).
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Material und Methoden

Tiereund Tierhaltung

Huhner

Firr die Tierversuche wurden SPF-Tiere der Linie Lohmann Selected Leghorn® (LSL)
verwendet. Die Tiere wurden in Gitterrostkéfigen gehalten und erhielten

handelstibliches K iiken- und Junghennenalleinfutter® sowie Wasser ad libitum.

Kaninchen

Die Kaninchen, die fur die Herstellung polyklonaler Antiseren verwendet wurden,
stammten aus hauseigener Zucht. Sie wurden einzeln oder in Gruppen von zwel
Tieren in Bodenhadtung gehaten. Geflttert wurden sie mit handelsiiblichem

Alleinfutter® fir Kaninchen sowie Wasser ad libitum.

Materialien

Zdllinien

HD11 Die Hihnermakrophagenzelllinie wurde von Th. Graf* zur
Verfligung gestellt (BEUG et al. 1979)

! Lohmann Animal Health, Cuxhaven
2 Baywa, Miinchen
3 Altamin, Miinchen

* Europaisches Molekularbiologie Labor (EMBL), Heidelberg
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3221

3222

CEC-32 Wachtelembryozellinie (KAADEN et al. 1982; ZOLLER et 4.
2000)

Antikor per

Priméare monoklonaler Antikor per

- 8A9 Ratten  Heterohybridomzelllinie, sie  produziert enen
neutralisierenden Ak gegen ChIFN-a (STAMM 1997)

- 2K11° mAKk gegen das Glykoprotein B des MDV

- VAJ1° mAk gegen das Phosphoprotein 38 des MDV

- 1E127 mAk gegen ChIFN-g (LAMBRECHT et al. 2000)

Sekundar e, kommer ziell erhéltliche Antikor per

- Anti- Hithner 1gG Biotin-konjugiert (Ursprung Kaninchen)®

- Anti-Maus 1gG, g-Ketten spezifisch, POD-konjugiert (Ursprung Ziege)®
- Anti-Kaninchen 1gG, POD-konjugiert (Ursprung Ziege)*°

Fur die Biotin-Streptavidin Bindung wurde Streptavidin-Peroxidase (polymer)'
benutzt

® Freundlicherweise von Dr. J. F. Vautherot, L.V.M., INRA, Centre de Recherches de Tours,
Frankreich, zur Verfiigung gestellt

® Freundlicherweise von Dr. V. Zelnik, Institut of Virology, Slovak Academy of Sciences, Slovakei,
zur Verfigung gestellt

’ Freundlicherweise von Dr. B. Lambrecht, Section of Avian Virology and Biotechnology, Veterinary
and Agrochemical Research Centre, Briissel, Belgien, zur Verfligung gestellt

8 Promega, Madison, VVI, USA

® Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

10 Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

1 Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
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3251

Primers

|CP4%:

327 Basenpaare

Primer sense: aat gag cga act gcc tca cac aac
Primer antisense: gat cgc cca cca cgatta cta cct
Anealing Temperatur: 60°C

Zyklenzahl: 35

Virus

RB1B: very virulent (vw) MDV-1

CV| 98814 Rispens-Impfstamm, , mild virulent* MDV-1, TAD VacForte
EU-1% hochpathogenen (vw*) MDV-1
vSvis Vesikulostomatitisvirus, Indiana

Zdlkulturmedien und Zusétze

Medium zur Kultivierung von primaren Huhnerembryofibroblasten (CEC)

Wachstumsmedium

RPMI 1640 mit Glutamax"’
5% FCS (inaktiviert bei 56°C fur 30 min.)
Penicillin 100 1U/ml und Streptomycin 100pg/mi*8

12 Bjometra, Gottingen

13 Freundlicherweise von Dr. TF. Davison, Institute for Animal Health, Compton, UK, zur Verfligung
gestellt

14 Freundlicherweise von Lohmann Animal Health, Cuxhaven, zur Verfiigung gestellt.

15 Freundlicherweise von Dr. F. Fehler, Lohmann Animal Health, Cuxhaven, zur Verfiigung gestel It
18 Freundlicherweise von Dr. M. Biittner, Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der Tiere,
Tlbingen, zur Verfligung gestellt

17 Gibco BRL, Eggenstein

18 Gigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
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Erhaltungsmedium

RPMI 1640 mit Glutamax
1% FCS
Penicillin 100 IU/ml und Streptomycin 100ug/mi

3.25.2 Medium zur Kultivierung von HD11 Zellen
RPMI 1640 mit Glutamax
8% FCS
2% Huihnerserum?® (inaktiviert bei 56°C fur 30 min.)

Penicillin 100 1U/ml und Streptomycin 100pug/mi

3.25.3 Medium zur Kultivierung von CEC-32 Zellen
DMEM high glucose®
8% FCS
2% CHS
Penicillin 100 1U/ml und Streptomycin 100pg/ml

3.2.5.4 Einfriermedium
90% FCS
10% Dimethylsulfoxid (DMSO)*
Bel —20°C lagern

19 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
20 gigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
21 Applichem, Darmstadt
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3261

3.2.6.2

Puffer und L dsungen

Allgemeine Puffer

Posphatgepufferte Kochsal zlésung (PBS): (pH 7,2)

40g NaCl??

7,29 NaHPO, x 2H,0%
1g KcCI*

1g KHyPO,

Ad 5000ml Aqua dest.

PBS-Tween:

Zur Herstellung von PBS-Tween (PBST) wurden 0,5 ml Tween 20%° pro 1000 ml
PBS zugesetzt.

Puffer fur der Affinitatschromatographie an Protein-G-Sephar ose

Startpuffer (20 mM Phosphatpuffer):

Losung 1. 1,424g NaHPO,x 2H,O  ad 400 ml Aqua dest.
Lésung 2 0.936g NaH,POsx H,O?®  ad 300 ml Aqua dest.
Durch Zugabe von Ldsung 2 in Losung 1 den pH Wert auf 7,0 einstellen

Elutionspuffer: (pH 2,5)

3,759 Glycin?’
ad 500 ml Aqua dest.

22 Applichem, Darmstadit
2 Applichem, Darmstacit
24 Applichem, Darmstadt
2 Applichem, Darmstadit
28 Applichem, Darmstadt
27 Applichem, Darmstadt
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3.26.3

Didysepuffer : (pH 7,8)

1,65 K ,HPO®
29,03g NaxHPO; x 2H,0
45,009 NaCl

ad 5000 ml Aqua dest.

Puffer und L ésungen fur EL1SA-Tests

Beschichtungspuffer: (pH 9,6)
3,11g NaCOs3

6,009 NaHCO;

ad 1000 ml Aqua dest.
Blockierungspuffer :

PBS

4% Magermilchpulver?®

TMB-Puffer (Natriumacetat-Zitrat Puffer 0,1 M):

Losungl: 82 g NaAcetat™ ad 1000 ml Aqua bidest.

Lésung 2: 3,159 Citronenséure® ad 1000 ml Aqua bidest
Losung 2 in Losung 1 zugeben bis pH 5,0 erreicht ist.

Tetramethylbenzidin (TMB) Stammlésung:

6 mg/ml TMB*2 in DMSO gel6st

28 Applichem, Darmstadit
2 Naturaflor®, Topfer, Dietmannsried
30 Applichem, Darmstadit
31 Applichem, Darmstadt

32 Bohringer, Mannheim
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TMB-Substratl dsung:

10ml warmer TMB-Puffer (37°C)
332ul TMB-Stammlésung

3 ul Hy O (30 %)

Direkt vor der Verwendung ansetzten
Stopreagenz:

1M H,S0,*

3.2.6.4 LoOsungen fur die Nitritbestimmung

Ldsung A:

1 g Sulfanilamid® in 100ml Phosphorsiure (2,5%)% unter Rihren bel
Raumtemperatur |6sen. Lagerung lichtgeschtitzt bei 4°C.

L6sung B:

0,3 g Naphthylethylendiamin®’ in 100ml Phosphorsaure (2,5%)% unter Rihren bei
Raumtemperatur [6sen. Lagerung lichtgeschitzt bei 4°C.

L6sung C:

Direkt vor der Anwendung duch mischen gleicher Teile der Lésungen A und B
hergestellt.

NO-Standard (ImM-NaNO2-Lsg):

6,9 mg NaNO,
ad 100 ml Aqua bidest

33 AppliChem, Darmstadit
34 AppliChem, Darmstacit
35 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
36 Applichem, Darmstadit
37 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
38 Applichem, Darmstadit
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3.2.6.5 Farbeund Fixierungslésungen

Methanol/Aceton Losung:

50 % Methanol *°
50% Aceton®

Be -20°C lagern
Blockierungspuffer:

5% FCSinPBS

Verdinnungspuffer fir sekundare Antikorper:

1% Bovines Serumalbumin (BSA) (V Fraktion)** in PBST

Substratpuffer:

0,1 M Natriumacetat*? in Aqua dest. Verdinnt (pH 4,8)

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)*—Stammldsung:

4 mg/ml AEC in N, N-Dimethylformamid (DMF)**, I6sen im Dunklen bei 4°C
lagern

AEC-Entwicklungsl 6sung:

5% AEC-Stammldsung
2,5% H,0,%
in Substratpuffer direkt vor Verbrauch ansetzen.

39 Merck, Darmstadt

“0 AppliChem, Darmstadit

1 Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
2 AppliChem, Darmstadit

3 ggma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
4 Fluka, Buchs-Neu-UIm

S AppliChem, Darmstadit
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3.2.6.6 Puffer und Losungen fur der DNA-Gewinnung

Federpufferstamml dsung:

10 mM Tris-CI*® (pH 8)

10 mM EDTA*’

100 mM NaCl*®

2% Natriumdodecylsulfat (SDS)*°

Proteinase K Stammldsung:

20 mg/ml Proteinase K *°
ad Aquadest.
Bei -20°C lagern

DL-Dithiotheitol (DTT)>-Stammlésung (1 M)

0,01 mol DTT
ad 10 ml Aqua dest.
Be -20°C lagern

Federpuffer:

250 pg/ml Proteinase K
40 mM DTT

in Federpufferstammlésung direkt vor Verbrauch l6sen

“6 AppliChem, Darmstadit
47 Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
8 AppliChem, Darmstadit
9 Fluka, Buchs-Neu-Ulm
°0 gigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

®1 Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
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3.2.6.7 Puffer fur die Polymerase Kettenreaktion (PCR)

3.26.8

Master-Mix (fur 1 Probe):

1,5 Tag-Puffer (10x)>2

1,5 pl dNTP (2 mM)>3

3 ul Primer sense (10 pM)

3 pl Primer antisense (10 pM)
2,8ul RNAse freies Aqua bidest.>*
0,2 pl Tag polymerase™

Der Master-Mix wurde gekihlt und kurz vor dem Verbrauch fertig gestellt.

Puffer fur die Agar ose-Gelelektrophorese

6x Probenpuffer>®:

0,2 % Bromphenol blau®’
0,2 % Xylencyanol FF>®
60 % Glycerol®®

60 mM EDTA

TBE Puffer (10x):

108 g TRIS®

55 g Borsaure®*

40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
ad 1000 ml Aqua dest.

*2 Finnenzymes, Biometra, Géttingen
*3 Finnenzymes, Biometra, Gottingen
>4 Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
®° Finnenzymes, Biometra, Géttingen
°6 MBI Fermentas, St. Leon-Rot

5" Merck, Darmstadt

%% Bio-Rad, Hercules, CA, USA

%9 AppliChem, Darmstadt

89 |CN Biochemicals, Aurora, OH, USA

61 Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
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3.3

331

332

333

M ethoden

Zdlkultivierung

Alle Zellen wurden bel einer CO,-Spannung von 5 % und ener relativen
Luftfeuchtigkeit von 100 % kultiviert. Bel Huhnerzellen lag die Temperatur bei
40°C, bei Saugerzellen bei 37°C.

Die eingefrorenen Zellen wurden nach dem Auftauen in 50 ml des entsprechenden
Zellkulturmediums aufgenommen, zweimal fir 10 min bei 400 x g zentrifugiert, in
10 ml Medium aufgenommen und in Zellkulturflaschen so lange inkubiert bis sich
ein dichter Zellrasen gebildet hatte.

Behandlung adharent wachsende Zellen (HD11, CEC-32, primére CEC):

Zum Ablsen der adhérent wachsenden HD11-Zellen wurden diese mit einem
Zellschaber® vom Boden der Zellkulturflasche abgeschabt.

CEC-32 Zellen und primare CEC wurden mit Trypsin- EDTA®2 fiir 10 min bei 37°C
inkubiert.

Die Zellsuspensionen wurden in das jeweilige Medium aufgenommen und zweimal
durch Zentrifugation bei 400 x g fur 10 min gewaschen, resuspendiert und vor der

weiteren Verwendung in 10 ml Medium aufgenommen und gezahlt.

Zdlzahlung

Zur Ermittlung der Zahl und Viabilitét der Zellen 1:2 mit Trypanblau vermischt. Die
Zahlung erfolgte in einer modifizierten Neubauer-Zahlkammer®.

Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren von Zelllinien wurden 1x10’ Zellen in einem Kryorshrchen® durch

Zentrifugation bei 400 x g und 4°C pedlletiert und in 1,8 ml Einfriermedium

resuspendiert. Das Rohrchen wurde in einer Einfrierbehditer (Cryo 1°C Freezing

62 Nalge Nunc International, Wiesbaden-Bierbach
83 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

6 Brand GmbH & Ko. KG, Wertheim

8 Nalge Nunc International, Wiesbaden-Bierbach
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Container®®) tiber Nacht bei —80°C eingefroren und anschlieRend bei —80°C oder in
flissigem Stickstoff gelagert.

Gewinnung von primaren Huhnerfibroblasten (CEC)

10 bis 12 bebritete Eier (10 Tag) wurden mit Incidur-Spray®’ desinfiziert.
Anschlief3end wurden die Eier am spitzen Pol gedffnet und die Schalen entfernt. Der
Embryo wurde mit einer sterilen Pinzette entnommen und in eine sterile Glas-
Petrischale abgelegt. Die Embryonen wurden so angeordnet, dass sie mit der
Rumpfseite dem Zentrum der Schale zugewandt sind, und die Kopfe Uber dem Rand
der Schale lagen. Durch leichtes Drehen des Schalendeckels, wurden sie dekapitiert.
Die Rumpfe wurden in der Petrischale mit etwas PBS gewaschen, und Herz, Leber
und MagenDarm Trakt wurden entfernt. Anschlief3end wurden die Embryonen in
einen mit PBS gefillten Erlenmeyerkolben Uberfihrt, und unter Verwendung eines
Magnetrihrers erneut fir 5 Minuten gewaschen. Danach wurde der Kolben auf eine
geneigte Unterlage gestellt, um eine optimale Sedimentation der Embryonen zu
erreichen. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert, und ein erneuter Waschschritt
angeschlossen.

Um eine Einzelzellsuspension zu erlangen, musste ein Gewebeverdau mit einer 5%-
igen TrypsinPBS Ldsung erfolgen. Dazu wurden ca. 30 ml dieser Ldsung in den
Erlenmeyerkolben gegossen, welche fur 30 Minuten bei 37°C unter standigem
Ruhren einwirkte. Erneut wurde der Kolben auf eine geneigte Unterlage gestellt, um
eine Sedimentation groRer, unverdaulicher Gewebsteile zu erreichen. Der Uberstand
wurde vorsichtig in 50- ml- Zentrifugenrohrchen dekantiert, wobel die Portion pro
Rohrchen 25 ml nicht Uberschreiten sollte. Die Rohrchen wurden mit
Wachstumsmedium aufgeflllt und fir 10 Minuten bei 400 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet in Wachstumsmedium resuspendiert. Diese
Zellsuspenson wurde durch ein dsteriles Metdlseb in en neues 50-ml-
Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Nach erneuter Zentrifugation und Resuspension der
Pellets wurde die Zellkonzentration der Suspension ermittelt.

Um innerhalb eines Tages einen Monolayer zu gewinnen, wurden die Zellen in einer
Dichte von 7,5 x 10° Zellen/ml ausgesét.

% Nalge Nunc International, Wiesbaden-Bierbach
7 Henkel Hygiene, Diisseldorf
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3.35 Virusvermehrung

336

3.3.6.1

3.3.6.2

Um hochtitrige Prépaparationen des MDV-1 Stammes RB1B®® zu gewinnen wurde
Monolayer von priméaren CEC mit einer geringen Virusdosis (500 PFU/mI) in einer
80 cn? Zellkulturflasche infiziert. Die Zellkulturen wurde so lange inkubiert bis sie
sich von dem Boden der Flasche ablGsten, dann wurden die Zellen abgenommen,
einmal bel 400 x g fur 10 min zentrifugiert in frisches Medium aufgenommen und
erneut auf primare CEC gegeben. Der Inhalt einer Zellkulturflasche wurde auf vier
neuen Flaschen aufgeteilt. Diese Passagierung wurde 5-6 mal wiederholt. Zum
Schluss wurden die infizierten Zellen in flissgem Stickstoff eingefroren. Der

Virustiter wurde im Plague-Assay ermittelt.

Gewinnung polyklonaler Antiseren gegen ChlFN-b

I mmunisierungen:

Zur Gewinnung polyklonaler Antiseren gegen ChIFN-b wurden zwei Kaninchen mit
rekombinaten, aus E.coli gereinigten ChIFN-b® (SICK et a. 1996) immunisiert. Fir
die Erstimmunisierung wurden 1 ml einer Lésung mit 400 pg/ml ChIFN-b und 1 ml
Freunds inkompletten Adjuvans’™® (FIA) versetzt. Nach Emulgation durch
mehrfaches Auf- und Abziehen durch eine Kanile (0,4 mm Durchmesser) wurden
jedem Kaninchen 0,5 ml der Losung an der seitlichen Brustwand subcutan injiziert.
Fir die Booster-Immunisierungen im Abstand von vier Wochen wurde ebenfalls FIA

als Adjuvanz verwendet.

Gewinnung der Antiseren

In 2wei- bis dreiwochigem Abstand wurden den Kaninchen ca. 20 bis 30 ml Blut aus
der Arteria auricularis media entnommen und fir vier Stunden bei 37°C inkubiert.
Nachdem das Blut Uber Nacht bei 4°C gelagert wurde, wurde das Serum steril

abgenommen, in ein 12 m Zenrifugenrohrchen Gberfuhrt und zwei Mal fir 15 min

%8 Freundlicherwiese von Dr. T.F. Davison, Institute for Animal Healt, Compton, UK, zur Verfiigung
gestellt

% Freundlicherwiese von Prof. Dr. P. Staeheli, Institut fir Mikrobiologie und Hygiene, Abteilung
Virologie, Universitét Freiburg, zur Verfligung gestellt

0 Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
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3.3.6.3

3.3.7

bei 400 x g zentrifugiert. Zum Schluss wurde das gewonnene Antiserum in ein

steriles Rohrchen gegeben und bel —20°C bis zu weiteren Verwendung gelagert.

Bestimmung der Wirksamkeit des Antiserums mittels ,,Enzyme linked
I mmunoabsorbant Assay” (ELISA)

Die Spezifitdt der gewonnenen polyklonalen Antiseren wurde mittels eines ELISA
gegen ChIFN-b"* nachgewiesen. Dafiir wurde eine 96- Lochplatte (Maxisorb®) "2 mit
100 pl ChIFN-b (in Beschichtigungspuffer verdinnt) bei 4°C Uber Nacht inkubiert
und am néchsten Tag dreima mit PBST gewaschen. Die Platte wurde danach eine
Stunde mit 200 pl Blockierungspuffer bei 37°C inkubiert und wiederum sechsmal
gewaschen. Anschlief?end wurden in jeder Kavitdt 50 pl des 1:200 in PBS
verdinnten Antiserum aufgetragen und eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Anschliefiend wurde die Platte sechsmal mit PBST gewaschen. Zu jeder Kavitét
wurde der sekunddre  Antikorper  (Antikaninchen IgG-POD-konjugiert)
(50ul/Kavitét, 1:14.000 verdunnt in PBST)) pipetiert und fur eine Stunde bel 37°C
inkubiert. Danach wurde erneut sechsmal in PBST gewaschen. Fur die Auswertung
wurden 50 pl TMB-Substratlésung pro Kavitat zugegeben, 10 min im Dunkeln
inkubiert und danach mit 1 M Schwefelsdure (50ul/Kavitét) versetzt um die
Farbresktion zu stoppen. Der Extinktion wurde im ELISA-Reader”™ be 450 nm

gemessen.

Aufreinigung der 1gG Fraktion aus polyklonalen Antiserum oder
Zdlkultur tiber stand

Die Zdlkulturlberstande oder das gewonnene Serum wurden mittels
Affinitétschromatographie an ProteinG-Sepharose (AKERSTROM et a. 1985)
gereinigt. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf die Séule 45 min bel 4°C und
45.000x g zentrifugiert und anschlief3end steril filtriert. Nach dem Waschen der Saule
mit Startpuffer wurden 2-5 ml 1FN-b-Antiserum oder 600 ml Zellkulturiiberstand der
mAk produzierenden Hybridomzelllinien 1:2 mit Startpuffer verdinnt und die Probe

mit einer Laufgeschwindigkeit von 1 ml/min. aufgetragen.( Nachdem die ganze

" Freundlicherwiese von Dr. P.Sthaeheli, Institut fir Mikrobiologie und Hygiene, Abteilung
Virologie, Universitat Freiburg, zur Verfiigung gestellt.

2 Nalge Nunc International, Wiesbaden-Bierbach

3 Tecan, Sunrise Remote Control Reader, SLT, Salzburg, AUS
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Probenldsung aufgetragen war, wurde solange mit Startpuffen waschen bis die
Extinktion die Basiswertes wieder erreichte. Anschlief3end wurde die gebundene 1gG
Fraktion mit Elutionspuffer eluiert und mit 1 M TrissHCl neutralisiert. Das Eluat

h™* in Dialysepuffer umgepuffert.) Der so gereinigte

wurde in einem Dialyseschlauc
Antikorperlosung wurde steril filtriert und die 1gG-Konzentration bei 280 nm

photometrisch bestimmt (JOHNSTONE and THORPE 1987).

Bioassay zur Bestimmung der antiviralen Aktivitat (antiviraler
Assay) in Anlehnung an Lewiset al. (LEWIS1987)

Dieser Test dient zur Bestimmung der induzierten antiviralen Aktivitét in
Zellkulturiiberstand, die auf dem Vorhandensein von Typ | IFNs beruht. 1x10°
Zellen der CEC-32 Zélllinie wurden pro Kavité einer 96-Loch Zellkulturplatte
ausgesat und so lange bei 37°C und 5% CO; inkubiert, bis ein dichten Zellrasen
gewachsen war. Anschlieend wurden die Uberstande verworfen und die Zellen fir
24 Stunden mit den zu testenden Zellkulturiberstanden bzw. InterferonlGsungen
inkubiert. Nach erneutem Entfernen der Uberstinde wurden die Zellen mit
Veskulostomatitis-Virus infiziert (100ul/Kavitét). Nach weiteren 24 Stunden
Inkubation wurde der Test durch lichtmikroskopische Beurteilung des
zytopathogenen Effektes (cpE) ausgewertet. Zur Dokumentation und Quantifizierung
wurden die Zellen nach der Methode von Dijkmans et al. (DIJKMANS et al. 1989)
mit Neutralrot gefarbt. Dazu wurden je 200ul einer Neutralrotlésung”™ (1:66
Verdinnt) zu jeder Kavité gegeben, nach zweistindiger Inkubation bei 37°C und
5% CO; wurden die Platte finfmal mit PBS gewaschen und getrocknet. Um die
Extinktion des von den noch lebenden Zellen aufgenommenen Neutralrots zu
messen, wurden die Platten mit einer 3 M Guanidin- HCFL8sung® firr finf Minuten
auf einem Plattenschittler inkubiert. Anschlief3end wurde die Extinktion bei 540 nm
im ELISA-Reader’” bestimmt. Als Negativkontrolle dienten vier Kavitéten, in denen
die Zellen in Medium ohne VSV kultiviert wurden und as Positivkontrolle vier

welitere Kavitéten, die nur VSV-haltiges Medium erhielten.

" Roth, Karlsruhe

> Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

8 Sgma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

" Tecan, Sunrise Remote Control Reader, SLT, Salzburg, AUS
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3.3.10

Nitritbestimmung in ZelkulturGber stdnden (NO-Assay) in
Anlehnung an Green et al. (GREEN et al. 1982)

Primare Makrophagen (1x10° Zelen/Kavitd) oder HD11 Zelen (1x10°
Zellen/Kavitét) wurden fur 24 Stunden oder 48 Stunden mit den zu testenden Proben
bei 40°C und 5% CO; inkubiert. Das von IFN-g stimulierten M akrophagen gebildete
Stickstoffmonoxid (NO) reagiert in wassrigen Losungen zu den stabileren Produkten
Nitrat (NO'3) und Nitrit (NO™,) in einem Verhdtnis von 2:3 um. Mit Hilfe der
Griess-Reaktion kann die Nitritkonzentrationen in den Zellkulturibersténden
photometrisch gemessen werden. Hierzu wurden je 50 pl der zu testenden Losung in
die Kavitdten einer 96-Lochplatte pipettiert und mit je 50 pl Griess-Reagenz (L 6sung
C, siehe 3.2.6.4) versetzt. Die Farbreaktionen wurde bei 540 nm in den ELISA-
Reader® quantifiziert. Aus den Extinktionswerten einer Verdinnungsreihe der
Natriumnitrit-Stammldsung wurde eine Regressionsgerade erstellt und anhand

dieser, die Nitritkonzentration der Proben ermittelt.

Plaque Assay zur Bestimmung der plaguebildenden Einheiten des

Marek disease Virus

Zur Quantifizierung der plaquebildenden Einheiten (PFU) einer MDV-infizierten
CEC-Kultur wurden je 2 ml/Kavitat (7,5x10° Zellen/ml) einer Zellkulturplatte mit
sechs Kavitéten (9,6 cnf) ausgessht und bei 40°C und 5% CO, inkubiert. 12 Stunden
nach Inkubation wurden ale nicht-adhérenten Zellen durch zwei Waschschritte mit
PBS entfernt, und weiter inkubiert bis sich ein dichte Zellrasen gebildet hat. Die
Zellkulturen wurden ab diesem Schritt mit Erhaltungsmedium kultiviert. Zur
Infektion wurden MDV infizierte Zellen auf die Kulturen titriert.

Die infizierten Zellkulturen wurden so lange inkubiert bis sich ein deutlicher cpE
zeigte (ca. 6 Tage nach Infektion). Die gebildeten Plagues wurden durch Farbung mit
den monoklonalen Antikorper 2K11 oder VAJ1 (siehe 3.4.11) ermittelt und
mikroskopisch gezahlt.

Falls der antivirale Effekt von Zytokinen in vitro geprift werden sollte, wurde das
Zytokin 12 Stunden vor der Infektion zugeflgt, zusammen mit dem Virus oder nach

der Infektion hineingegeben.

8 Tecan, Sunrise Remote Control Reader, SLT, Salzburg, AUS
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3.3.12

Quantifizierung der PFU mittels M DV-spezifischer Antigene

Die infizierten CEC-Kulturen wurden zweimal mit PBS gewaschen, dann in einer
eiskalten Methanol/Ethanol Ldsung (1:1) bel —20°C fur 10 min fixiert und erneut
zweimal mit PBS gewaschen. Die unspezifischen Bindungsstellen wurden mit
Blockierungspuffer fur 1 Stunde bei 37°C blockiert. Die Zellen wurden entweder mit
den Antikorpern 2K11 (1:500 in Blockierungspuffer verdinnt) oder VAJ-1 (1:500 in
Blockierungspuffer verdinnt) 1 Stunde bei 37°C inkubiert und danach dreimal mit
PBST gewaschen. Die mit dem 2K 11 inkubierten Zellkulturen wurden anschlief3end
mit einem gegen murines IgG gerichteten, POD-konjugierten Antikorper (1:500 in
PBST mit 1% BSA verdunnt) fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Die mit dem VAJ-1
behandelten CEC-Kulturen wurden nach der Inkubation und den Waschschritten mit
einem gegen Huhner-1gG gerichteten biotinylierten Antikorper (1:500 in PBST mit
1% BSA verdinnt) inkubiert, drei mal mit PBST gewaschen und anschlief3end mit
Streptavidin-POD (1:1.000 in PBST mit 1% BSA verdinnt) 1 Stunde inkubiert. Zum
Anféarben der Zdlkulturen wurden sie mit AEC-Entwicklungslésung im Dunklen
solange inkubiert, bis ein deutlicher Farbumschlag zu sehen war. Die Platten wurden
zum Schluss mehrmals mit Aqua dest. gespult um die Farbreaktion zu enden. Die
rétlich gefarbten Plagues wurden unter dem Mikroskop gezéhit.

DNA Isolierung aus Huhner blut

Es wurden je Huhn 100ul Blut genommen in ein mit 1004l Natriumzitrat gefilltes
Rohrchen Uberfihrt. Die Blutproben wurden bei 400 x g fir 2 min zentrifugiert und
das Plasma abgenommen. Die korpuskuldren Blutbestandteile wurden dann in 500ul
PBS resuspendiert und anschlieBend mit 500pl Percoll”® gut gemischt. Die Proben
wurden dann 10 min bel 400 x g zentrifugiert und der , Buffycoat” abgenommen.
Anschlieflend wurde er mit PBS fir 10 min bei 800x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in 200 yl PBS aufgenommen. Anschlief3end
wurde die DNA nach dem Protokoll des QlAamp Blood DNA-Kits® & isoliert. Die

gewonnenen Proben wurden bei -20°C gelagert.

9 Amersham-Pharmacia, Uppsala, SE
8 Qiagen, Hilden
- 47 -



Material und M ethoden

3.3.13

3.3.14

3.3.15

DNA Isolierung aus Milzzellen

Die Milz des Huhnes wurde steril entnommen und in einer sterilen Petrischale
nachdem die Milzkapsel entfernt wurde mit einem Skalpell zerkleinert. Die
Gewebeteile wurden in ein mit PBS gefilltes Rohrchen Gberfihrt und suspendiert.
Die Suspension wurde auf 15 ml PBS aufgefuillt und 10 min auf Eist inkubiert. In der
Zwischenzeit wurde ein 50 ml Réhrchen mit 10 ml Ficoll ®gefiillt und mit 10 ml der
Zellsuspension vorsichtig Uberschichtet. Daran schloss sich eine 25-mindtige
Zentrifugation bei 400 x g an. Die in der Interphase angereicherten Leukozyten
wurden mit einer Pipette gewonnen und in ein neues Rohrchen gegeben, in PBS
aufgenommen und fur 10 min bei 400 x g zentrifugiert. Anschlief3end wurde die
DNA nach dem Protokoll des QIAamp® DNA Blood Kits isoliert. Die isolierten
Proben wurden bei -20°C gelagert.

DNA Isolierung aus Federfollikelepithel

Nachdem Trocknen der Federn wurde ein kurzes Stiick(ca. 3 mm) von der Spitze des
Federkieles abgeschnitten in ein Eppendorfrohrchen Uberfuhrt. Zu jeder Federprobe
wurden 200 pul frisch angesetzter Federpuffer zugegeben und die Proben bei 56°C
tiber Nacht inkubiert. Nach der Inkubation wurden je Probe 200 pil Ethanol®? und 200
ul AL Buffer, aus dem QIAamp Blood Kit® zugegeben und griindlich vermischt. Die
folgende Isolierung der DNA wurde nach der Vorschrift des QlAamp® DNA Blood
Kits durchgefihrt. Die Lagerung der erfolgte bel -20 °C.

Polymer ase K ettenr eaktion (PCR)

Nach der DNA Aufreinigung wurde der Master-Mix (3.2.6.7) in einem getrennten
Raum, um eine Kontaminationen der Proben zu verhindern angesetzt. Anschlief3end
wurden 10 pl des Master Mixes mit 4ul der Probe gemischt. Fur die PCR wurden
folgende Bedingungen gewahlt:

Annealingtemperatur: 60°C

Zyklen der Replikation: 35

81 Amersham-Pharmacia, Uppsala, SE
82 Diesterfeld, Niirnberg

- 48 -



Material und M ethoden

3.3.16 Agarose-Geleektrophorese

Zur Agarose-Gelelektrophorese wurde 2 % Agarose®® in 1x TBE Puffer gegeben und
im Mikrowellengerét solange zum Sieden gebracht, bis sich die Agarose vollstéandig
gelost hat, anschlief3end wurde das Gel gegossen. Als Laufpuffer diente der 1x TBE
Puffer, die Proben wurden mit 6x Proberpuffer gemischt und auf das Gel
aufgetragen. Fir den Probenlauf wurde eine Spannung von 80 V fur 20-40 Minuten,
abhéngig von der GroRe des Gels angelegt. Als Entwickler diente eine
Ethidiumbromid®-Lésung mit einer Konzentration von 05 pg/ml, die
Entwicklungsdauer betrug 40 Minuten. Die Auswertung erfolgte unter UV-Licht mit
einer Wellenlange von 302 nm.

83 Gibco BRL, Karlsruhe
84 Merck, Darmstadt
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Ergebnisse

Typ | Interferone

Nachwes der antivirale Aktivitat in MDYV infizierte CEC

Schon 1972 gelang es Kaleta et a. eine induzierbare antivirale Aktivita in
Uberstéanden von MDV-infizieten CEC nachzuweisen (KALETA and
BANKOWSKI 1972a; KALETA et al. 1972b). Eine genauere Charakterisierung
dieser Aktivitét erfolgte bisher aber nicht. In einer ersten Versuchsreithe wurden
daher CEC mit MDV-1 (RB1B oder CVI 988) infiziert. An den folgenden 7 Tagen
nach der Infektion (dpi.) wurden taglich Uberstande genommen und deren antivirale
Aktivitdt (AVA) im Bioassay (siehe 3.3.8) quantitativ untersucht.
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Abb. 1: Antivirale Aktivitat in Uberstéande von MDV (CVI 988) infizierten CEC

CEC-32 Zellen (1x10° Zellen/K avitat) wurden fiir 24 Stunden mit CV1 988 Uberstanden inkubiert und
anschlieRend mit VSV infiziert. Die optische Dichte (540 nm) korreliert mit der Konzentration der
AVA in den getesteten Uberstanden (Viruskontrolle: 0,049; Mediumkontrolle: 0,545)
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Abb.2: Antivirale Aktivitat in Uberstande von MDV-1 (RB1B) infizierten CEC

CEC-32 Zellen (1x10° Zellen/Kavitat) wurden fiir 24 Stunden mit RB1B Uberstanden inkubiert und
anschlieRend mit VSV infiziert. Die optische Dichte (540 nm) korreliert mit der Konzentration der
AVA in den getesteten Uberstanden (Viruskontrolle: 0,034; Mediumkontrolle: 0,304)

Wie die Abbildungen 1 und 2 zeigen, war es méglich mit den beiden zur Verfigung
stehenden MDV-1 Serotypen die Sekretion einer |6slichen, antiviral wirksamen
Komponente in infizierte CEC zu induzieren. Diese Aktivitdt konnte erstmals an Tag
vier (RB1B) nachgewiesen werden. Ein Maximum der AVA wurde am Tag funf
(RB1B) beziehungsweise Tag sechs (CVI 988) nach der Infektion der Zellkultur
beobachtet.

Neutralisation der antiviralen Aktivitat

Die beschriebenen Versuche zeigten, dass Fibroblasten nach MDV-1 Infektion einen
[6slichen antiviralen Faktor bilden und sezernieren. Um nachzuweisen, dass es sich
dabei um en Interferon handelte, wurden weitere Neutralisationsversuche mit
gpezifischen Antiseren durchgefiihrt. Fir HUhner IFN-a standen bereits ein
neutralisierendes Antissrum und ein neutraliserender monokloraler Antikorper
(mAKk) zur Verfigung. Um auch eine antivirale Aktivitdt des IFN-b nachweisen zu
koénnen musste zunachst ein, fur dieses Zytokin spezifisches, Antiserum entwickelt
werden.
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4.1.2.1 Gewinnung und Charakteriserung eines neutralisierenden polyklonalen
Antiserums gegen ChlFN-b
Fur die Gewinnung eines entsprechenden Antiserums wurden Kaninchen mit
rekombinantem gereinigten ChIFN-b aus E.coli mehrfach immunisiert. Die Seren
wurden 1:80 mit Medium verdinnt und mit Uberstanden, vonChIFN-b transfizierten
COS-Zdlen fur 2 Stunden bel 37°C inkubiert und anschlief3end in dem biologischen
Test zum Nachweis der antiviralen Aktivitat (3.4.8) eingesetzt. In gleicher Weise
wurden rChiFN-a und das Antissrum gegen ChiIFN-a sowie der monoklonale

Antikorper (8A9) im Nachweisverfahren als Kontrollen mitgefihrt.
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06 1

05 A

04 1

03 1

02 1

Optische Dichte (540 nm)

01 4

00 A

-01

1/512 1/256  1/128 1/64 /32 /16 8 va
IFN-b Verdiinnung
—&— |FN-b

w0+ |FN-b mit Anti-IFN-b (1:80)
—¥— IFN-b mit Anti-IFN-a (mAk, 0,9 mg/ml)

Abb. 3: Neutralisierende Wirkung des polyklonalen Antiserums auf ChlFN-b

Optische Dichte (540 nm), der mit IFN-b/Antiserum-Losung inkubierten CEC-32 Zellen (1x10°
Zellen/Kavitat). IFN-b wurde in 1:2 Schritten verdinnt, das polyklonale Antiserum konstant in einer
1:80 Verdiinnung eingesetzt (Viruskontrolle:0,036, Mediumkontrolle:0,453)
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4.1.2.2

Optische Dichte (540 nm)
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———%¥——  rChIFNa mit mAk (0,225 mg/ml)
— N rChiIFNa mit Anti-IFNa (1:80)

Abb. 4: Neutralisierende Wirkung des polyklonalen Antiserums auf ChIFN-a

Optische Dichte (540 nm), der mit IFN-b/Antiserum-Ldsung inkubierten CEC-32 Zellen (1x105
Zellen/Kavitét). IFN-a wurde in 1:2 Schritten verdiinnt, das polyklonale Antiserum konstant in eine
1:80 Verdunnung und der Antikorper konstant 0,225 mg/ml eingesetzt (Viruskontrolle: 0,021,
Mediumkontrolle: 0,392)

Diein den Abbildungen 3 und 4 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass das Antiserum
gegen IFN-b die biologische Aktivitéat des Zytokins vollstandig hemmt.

Dieser Effekt ist spezifisch, da in keinem Versuch eine Hemmung der Aktivitét von
IFN-a beobachtet wurde (Abb. 4). Wie die gleichzeitig gepriiften Kontrollen zeigen,
neutralisierte weder das anti-IFN-a Antiserum noch der monoklonale Antikorper
8A9 die antivirale Aktivitdéten von IFN-b. Somit standen die notwendigen

Werkzeuge fir die weiteren Untersuchungen zur Verfligung.

Neutralisation der antiviralen Aktivitat in Zellkulturuberstanden von MDV
infizierten Fibroblasten

Fur die weiteren Versuche wurden die Uberstinde MDV infizierter
Fibroblastenkulturen genutzt, die die hochsten antiviralen Aktivitéten aufwiesen.
Diese Proben wurden in unterschiedlichen Verdinnungen fur 24 Stunden bel 37°C
mit den spezifischen Antiseren, bzw. dem mAk 8A9 vorinkubiert und anschlief3end

im antiviralen Test analysiert.
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Abb. 5: Neutralisation der antiviralen Aktivitat im Uberstand einer MDV-1 (RB1B) infizierten
Fibroblastenkultur.

Der Fibroblastenzellkulturiberstand wurde in verschiedenen Verdiinnungen mit dem mAk 8A9 (0,225

mg/ml) oder dem anti-IFN-a Antiserum (1:80) fur 2 Stunden vorinkubiert und anschlieend auf CEC-
32 Zellen gegeben (Viruskontrolle: 0,020, Mediumkontrolle: 0,391)

Optische Dichte (540 nm)
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Verdiinnung des MDV-Uber standes

—8— ZedllkulturGiber stand
+O++ Zellkulturiiber stand mit anti-IFNb  (1:200)

Abb 6: Neutralisation der antiviralen Aktivitét im Uberstand einer MDV-1 (RB1B) infizierten
Fibroblastenkultur.

Der Fibroblastenzellkulturiiberstand wurde in verschiedenen Verdinnungen mit dem anti-1FN-b

Antiserum (1:80) fir 2 Stunden vorinkubiert und anschliefend auf CEC-32 Zellen gegeben
(Viruskontrolle: 0,028 ; Mediumkontrolle: 0,421)
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4.1.3

4131

Wie die Abbildung 5 zeigt, wurde die antivirale Aktivitét sowohl durch den mAk
8A9, als auch durch das anti-IFN-a Antiserum vollstdndig neutralisiert. Durch die
Inkubation der MDV-Uberstande mit dem polyklonalen Antiserum gegen IFN-b
wurde die antivirale Aktivitét nicht beeinflusst (Abb. 6). In identisch durchgefiihrten
Neutralisationsversuchen mit MDV-Uberstanden, die am 4. bzw. 5. Tag nach
Infektion gewonnen wurden, wurde der gleiche Effekt der Antiseren und des
monoklonalen Antikérpern beobachtet. Diese Daten zeigen, dass die MDV Infektion
zur selektiven Induktion der Synthese von IFN-a, nicht aber zu der des IFN-b fihrt.

Einflussvon |FN-a auf die MDV-Infektion in vitro

Da die hisherigen Versuche klar zeigen, dass eine MDV-Infektion zur IFN-a
Synthese flhrt, sollte im Weiteren die Rolle dieses Zytokins in der MDV-Infektion
untersucht werden.

Die Versuche wurden zunachst mit dem apathogeren Impfstamm CVI1 988 (Rispens
Vac Forte) durchgefihrt und anschliefiend mit einem hochpathogenen MDV-1

Stamm (RB1B) wiederholt, um mdgliche unterschiedliche Wirkungen nachzuweisen.

Effektevon IFN-a auf MDV-infizierte CEC

Primére CEC von 10 Tage alte Embryos wurden nachdem sie einen dichten Zellrasen
gebildet hatten, fur 24 Stunden mit ChiFN-a in unterschiedlichen Konzentrationen
vorbehandelt. Anschlief3end wurden die Kulturen mit MDV (CV1 988) infiziert und
fur sechs Tage inkubiert. Nachdem die Zelkulturen mit MDV spezifischen
Antikorpern gefarbt worden waren, wurde die Plaguezahl ermittelt.

Anaog zu dem Versuch mit CVI 988 wurde ein Versuch mit dem hochpathogenen
MDV-1 Serotyp RB1B durchgefihrt. Die Zellkulturen wurden ebenso fir sechs Tage
inkubiert und anschliefiend geférbt.
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Abb. 7. Effekte von IFN -a auf das Wachstum eines apathogenen MDV -1 Serotyps (CVI1 988)

Dargestellt sind die Mittelwerte der Plaquezahlen von je funf Kavitéten einer 6-Lochzellklulturplatte.
Die Zellkulturen wurden mit der mAk 2K11 (anti-gB). Als Kontrolle dienten infizierte nicht
behandelte CEC-Kulturen (Virusverdiinnung: 1:1x10° der Impstoffstammlésung)

Plaquezahl
8

100 -

Il |nfizierte CEC

[ CEC mit IFN-a (100 U/ml)
[ CEC mit IFN-a (1.000 U/ml)
[ CEC mitIFN-a (10.000 U/ml)

Abb 8.: Effekt von IFN-a auf das Wachstum eines hochpathogenen MDV-1 Serotyps (RB1B)

Dargestellt sind die Mittelwerte der Plaguezahlen von je flinf Kavitéten einer 6-Lochzellkulturplatte.
Die Zellkulturen wurden mit der mAk VAJ1 (anti-pp38). Als Kontrolle dienten infizierte nicht
behandelte CEC-Kulturen (Viruskonzentration: 400 PFU/K avitat)
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Wie aus den Abbildungen 7 und 8 zu entnehmen ist, fuhrt die Vorbehandiung der
Kulturen mit IFN-a zu einer dosisabhangigen Reduktion der Plaguezahlen. Dieser
Effekt konnte sowohl fir den apathogenen Impfstamm CVI 988 als auch fur das
hochvirulente Isolat RB1B gezeigt werden.

Da die Kulturen in diesem Versuchsansatz mit IFN-a vorinkubiert worden waren,
stellte sich die Frage, ob eine antivirale Wirkung auch erzielt werden kann, wenn das
Zytokin gleichzeitig mit dem Virus oder nach Virusinokulation den Kulturen
zugesetzt wird.

Fur diese Versuche wurden Fibroblasten entweder 24 Stunden mit ChIFN-a
vorbehandelt, oder ChIFN-a mit dem Inokkulationsvirus zugleich oder 48 Stunden
nach Virusinokkulation den Kulturen zugesetzt. Als Interferondosis wurden 1.000
U/ml gewéhit, da die vorausgegangenen Versuche mit dieser Dosis einen klaren
Effekt gezeigt hatten.

Il infizierte CEC
400 - [ Vorbeh.
[ Beh. bei Infektion
[ Nachbeh.
I Vorbeh., Nachbeh.

300 -

Plaquezahl

200 A -|'

100 A

Abb. 9: Plaquezahl |FN-a behandelter Fibroblastenkulturen nach RB1B Infektion

Mittelwert von je finf Kavitéten einer 6Lochplatte. Die Kulturen wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten behandelt und in einen Fall wiederholt behandelt. Die Plaques wurden sechs Tage nach
Infektion mit VAJ1 (anti-pp38) gefarbt und gezdhlt. Als Kontrolle diente unbehandelte infizierte
CEC (Viruskonzentration: 400 PFU/Dell€)

Erklérung der Legende: Vorbeh.: Behandlung mit rChiFN-a (1.000 U/ml) 24 Stunden vor der
Infektion. Beh.bei Infektion.: Gleichzeitige Infektion und Behandlung mit rChIFN-a der Zellkulturen.
Nachbeh.: Behandlung mit rChIFN-a 48 Stunden nach der Infektion

Wie Abbildung 9 zu entnehmen ist, hatten die unterschiedlichen Zeitpunkte der
Behandlung keinen Einfluss auf die antivirale Aktivitdt. Zu jeden Zeitpunkt zeigte

sich aber eine klare Reduktion der Plaguezahlen in folge der InterferonBehandlung.
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Auch die Inkubation mit ChIFN-a 24 Stunden vor Infektion und nochmals 48

Stunden nach Infektion beeinflusste die Plaguezahlen nicht weliter.

Einflussvon IFN-a auf MDV-infizierte Huhner

Die beschriebenen in vitro Versuche zeigten, dass IFN-a einen deutlichen Effekt auf
die Virusvermehrung hat. Hieraus ergab sich die Fragestellung, ob diese
Zytokinwirkung auch in vivo von Relevanz ist. Zur Beantwortung dieser Frage
wurden zuvor zwei weitere experimentelle Ansdtze gewdhlt. Zum eine erhielte
MDV-infizierte Hihnern rekombinantes ChIFN-a zum anderen wurde das endogene

IFN-a durch Applikation eines Antikorpers neutralisiert.

Behandlung mit IFN-a

Das Tierversuch  wurde bei  Lohman Anima  Hedth, Cuxhaven
(Tierversuchsnummer: 45/01) durchgeftihrt. Gruppen mit je zehn Tieren der Linie
Lohmann selected leghorn (LSL) wurden unter SPF-Bedingungen gehaten und
erhielten ab dem ersten Lebenstag 1.000, 10.000 oder 100.000 U rChiFN-a pro
Injektion intra peritoneal (Tabelle 1), die Injektionen der Zytokine wurden wahrend
zehn Wochen jeden dritten Tag wiederholt.

Gruppennummer | Behandlung | Verabreichte Menge
1 1.000U
2 rChiFN-a 10.000 U
3 100.000 U
4 PBS 0,2ml

Tab. 1. Gruppeneinteilung des Versuches, Einflussvon IFN-a auf MDV -infizierten Hihner*

Die Infektion erfolgte mit einem hochpathogenen (vw") MDV-Stamm (EU-1) am
zweiten Lebenstag, duch Injektionen von 0,2 ml Buffycoat-Zellsuspension intra

musculér in den musulus quadriceps femoralis. Die Infektionsdosis war zuvor in
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Huhner bestimmt worden. Da EU-1 nicht auf Zellkulturen vermehrt werden kann,
konnen keine Angaben zur applizierten Virusdosis gemacht werden. 14 Tage nach
der Infektion wurde aus jeder Gruppe drei Tiere euthanasiert und pathologisch
untersucht. Um die erfolgreiche Infektion nachzuweisen, wurden von diesen Tieren
zuvor Buffycoat-Zellen und Milzzellen gewonnen. Der Nachweis von Virus-DNA
erfolgte mittels PCR durch Amplifikation des MDV-spezifischen Gens ICP 4 (Abb.
10).

Abb.10: MDV Nachweisin Zellen des, Buffy Coat* 14 Tage nach Infektion

Agarosegelelektrophorese nach PCR-Amplifikation des MDV-spezifischen Gens ICP4. Es wurde
DNA aus Buffycoat-Zellen von je drei Tieren einer Gruppe getestet.

Erklérung der Abbildung: +: Positivkontrolle (EU-1). -: Negativkontrolle (Aqua dest.) 1: Gruppe 1
(1.000 U rChiFN-a) 2: Gruppe 2 (10.000 U rChiFN-a) 3: Gruppe 3 (100.000 U rChIFN-a) 4:
Gruppe 4 (mit PBS behandelt Kontrollgruppe)

Wahrend des Versuches wurde das Gewicht der V6gel wochentlich bestimmt sowie
Blut von jeweils drei Tieren pro Gruppe in der 3, 5, 6, 7 und 8 Woche nach der
Infektion entnommen und Buffycoat-Zellen fuir den qualitativen Virusnachweis
prapariert. Gleichzeitig den Blutentnahmen, wurde die Virusausscheidung der Tiere
durch Isolierung der DNA aus Federfollikel Epithel (FFE) nachgewiesen.
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Abb.11: MDV Nachweisin Federfollikelepithel finf Wochen nach Infektion

Agarosegelelektrophorese nach PCR-Amplifikation des MDV-spezifischen Gens ICP4. Es wurde
DNA aus Federfollikelepithel von jedrei Tieren einer Gruppe getestet.

Erklarung der Abbildung:. Aqua dest.: Negativkontrolle. 1: Gruppe 1 (1.000 U rChIFN-a). 2:

Gruppe 2 (10.000 U rChiFN-a). 3: Gruppe 3 (100.000 U rChiFN-a). 4: Gruppe 4 (mit PBS
behandelte Kontrollgruppe).

Wiein Abbildung 10 und 11 zu erkennen ist, zeigten alle vier Gruppen, unabhangig
von der Behandlung mit IFN-a eine deutliche Viramie und Virus im
Federfollikelepithel. Zusammengenommen zeigen die Daten, dass alle Tiere
erfolgreich infiziert und viréamisch wurden.

Der Versuch wurde in der zehnten Woche beendet, alle noch lebenden Tieren
wurden euthanasiert und ebenso wie die zuvor gestorbenen Tiere seziert.
Charakteristische Befunde, die in alen Gruppen beobachtet wurden, waren eine
Atrophie von der Bursa Fabricii  und Thymus, Verdickung der
Driisenmagenschleimhaut und das Auftreten der fur die MD typischen, infiltrativen
Tumore in Milz, Leber, Niere, dem Herz und der Lunge.
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Abb. 12: Mortalitdtsrate MDV-infizierter Hihner in Abhéngigkeit von der Behandlung der
Gruppe

Aufgefihrt ist die Mortalitét in den mit rChiIFN-a oder mit PBS (Kontrolle) behandelten Gruppen.
Jeder Gruppe bestand aus 10 Tieren. Am 14. Lebenstag wurden je drei Tiere pro Gruppe zur
Virusisolierung entnommen.

Als wichtigster Parameter fur die Beurteilung der Zytokineffekte erwies sich die
Mortalitétsrate. In Abbildung 12 sind die entsprechenden Kurven fir die jeweiligen
Gruppen wiedergegeben. In der Kontrollgruppe waren alle Tiere bis zum Ende der
sechsten Lebenswoche gestorben. Dagegen lebten in der Gruppe der mit 1.000
U/Injektion behandelt wurde, zu diesem Zeitpunkt noch 60 % der Tiere. Diese, mit
der niedrigsten IFN-Dosis behandelten Tiere, zeigte mit 30% Uberlebensrate zur
Versuchende auch die deutlichste Reaktion auf die Zytokinbehandlung. Die
pathologische Untersuchung ergab bei den Tieren, die bis zur Versuchende
Uberlebten, dass sie an MD erkrankt waren. So fanden sich dissiminierte Tumoren in
Milz, Leber, Niere und Herz. Ein Schutz vor der MD wurde somit nicht erzielt. Auch
far die Gruppen, die mit htheren Dosen an IFN-a behandelt worden war, ergab sich
eine deutliche Rechtsverschiebung der Mortalitatskurven, die IFN-Wirkung war aber
mit steigender Dosis weniger deutlich.
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4.1.4.2 Neutralisation des endogen produzierten IFN-a
Da die Behandlungen mit ChIFN-a zu einer verlangerten Lebensdauer nach einer
MDV-Infektion fuhrten, stellte sich die Frage ob endogen produziertes IFN-a ene
Rolle im Infektionsgeschehen spielt. Um dies zu Untersuchen wurden MDV-
Infizierter Kiken mit einem monoklonaler Antikorper gegen ChiFN-a (8A9)
behandelt. Im gleichen Experiment wurde auch ein Wiederholungsversuch mit
rChiIFN-a durchgefiihrt, wobel diesmal niedrigere IFN-Dosen eingesetzt wurden. 15
Kuken pro Gruppe wurden ab dem ersten Lebenstag, wiederholt jeden dritten Tag,
entweder mit rChiFN-a (250, 1.000 oder 10.000 Ul/Injektion) oder den
monoklonalen Antikérper gegen ChIFN-a (8A9, 100 pg/Injektion) intra-peritoneal
behandelt. Tiere der Kontrollgruppe erhielten PBS im gleichen Volumen. Das

Tierversuch wurde bel Lohman Anima Heath, Cuxhaven (Tierversuchsnummer:

295/01) durchgefihrt.
Gruppen Nummer | Behandlung | Verabreichte Menge
1 250U
2 rChIFN-a 1.000U
3 10.000 U
4 mAk (8A9) 100 pg
5 PBS 0,2ml

Tab. 2: Gruppeneinteilung des Versuches,, Neutralisation des endogenen produzieren IFN-a“

Die Infektion erfolgte am zweiten Lebenstag in der M.quadriceps femoralis mit je
0,1 ml Buffycoat-Zellsuspension. Um einen deutlichen Effekt der
Antikorperbehandlung beobachten zu kdnnen, wurde die Infektionsdosis gegentber
dem ersten Versuch halbiert (siehe 4.1.4.1). Die Tiere wurden taglich beobachtet, 14
Tage und funf Wochen nach Infektion wurden Buffycoat-Zellen und
Federfollikelepithel in allen Gruppen gewonnen und fir den Nachweis ener
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Infektion mittels PCR aufgearbeitet. Alle vier Gruppen zeigten, unabhéngig der
Behandlung eine deutliche Virédmie und Virus im Federfollikel epithel.

Zehn Wochen nach der Infektion wurden alle noch lebenden Tiere euthanasiert und
pathologisch untersucht.

Alle Tiere, die im Lauf des Versuches starben, wurden ebenfalls pathologisch
anatomisch untersucht. Die beobachteten L&sionen unterschieden sich zwischen den
verschiedenen Gruppen nicht. Typische Befunde bei der Sektion waren eine Atrophie
der Bursa Fabricii, des Thymus und der Milz, eine verdickte Schleimhaut des
Drisenmagens, Tumore in Milz, Leber, Niere, Herz und Lunge. Auch in diesem
Versuch erwies sich die Mortalitdtsrate als relevanter Messparameter fir den
Einfluss der Behandlung auf den Krankheitsverlauf (Abb. 13).
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Abb. 13: Mortalitatsrate MDV-infizierter Hihner, nach Behandlung mit rChlFN-a bzw. eénem
monoklonalen Antikorper gegen ChlFN-a (8A9).

Aufgefihrt ist die Mortalitétsrate in den mit rChIFN-a, dem monoklonaler Antikorper gegen ChlFN-
a oder PBS (Kontrolle) behandelten Tieren. Jede Gruppe umfasste 15 Tiere.

Wie Abbildung 13 zu entnehmen ist, starben alle Tiere der Kontrollgruppe bis zur
10. Lebenswoche. Dieser, gegeniber dem ersten Versuch um vier Wochen
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verzogerte Krankheitsverlauf, ist mit der Halbierung der Infektionsdosis zu erklaren.
Auch in diesem Versuch ergab sich eine Rechtsverschiebung der Mortalitatskurven
der mit IFN-a behandelten Gruppen. Dieser Effekt korrelierte wiederum negativ mit
der IFN-a Dosis. Zum Versuchende in der 10. Woche lebten noch 2 von 15 Tieren in
der mit 250 U/Injektionen behandelte Gruppe, wahrend die Tiere aler anderen
Gruppen zu diesem Zeitpunkt bereits gestorben waren. Alle Tiere wiesen bei der
pathol ogi schen-anatomischen Untersuchung deutliche Tumoren auf.

Einen deutlichen Effekt auf die Krankheitsentwicklung hatte die Neutralisation der
endogenen IFN-a. Die Tiere dieser Gruppe starben, etwa 2-3 Wochen vor denen der
Kontrollgruppe. Dieser Effekt wurde aber nicht in der friihen Phase der Infektion
beobachtet, sondern erst ab der 4. Lebenswoche. Somit setzten die Verluste in allen
Gruppen nahezu zeitgleich ein, verliefen aber wesentlich schneller in der mit

Antikérper behandelten Gruppe.
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4.2

421

Typ Il Interferone

Nachweis der IFN-g Aktivitat in MDV infizierte CEC

Neben den Typ | Interferonen, IFN-a und IFN-b, spielt das Typ Il Interferon IFN-g
bei der Abwehr virale Infektionen eine wichtige Rolle. Umfassende Daten zur
Induktion und Funktion von IFN-gin der MD liegen bisher in der Literatur nicht vor.

Da IFN-g nur schwach antivira aktiv ist, wurde die IFN-g Aktivitét nicht Gber einen
Testsystem zum Nachweis der antivirden Aktivité, sondern Uber seinen
Makrophagen aktivierende Wirkung nachgewiesen.

Embryonale Fibroblastenkulturen wurden mit 400 PFU des MDV-1 RB1B infiziert
und Proben in t&glichen Abstand von Tag 1 bis Tag 8 nach der Infektion gewonnen.
Diese Proben wurden zunéchst auf das Vorhandensein von NO;, enen
Abbauprodukt von Stickstoffmonoxid (NO), untersucht (Abb. 14).

NO, (uM)

Tage nach Infektion

—@®— Infizie'teCEC

— -0 — Nicht infizierte CEC
— —W——  Infizierte CEC mit IFN-g (80 U/ml)
V- Nicht infizierte CEC mit IFN-g (80 U/ml)

Abb. 14;: NO-Produktion in MDV-infizierten CEC

Fibroblastenkulturen wurden mit rChiIFN-g oder MDV (RB1B) oder rChiIFN-g und MDV (RB1B)
behandelt. Ubersténde wurden zu den angegebenen Zeitpunkten gewonnen, die NO,  Konzentration
mittels der Griess-Reaktion bestimmt.
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Eine NO-Synthese konnte in keiner der nicht-infizierten Kontrollkulturen
nachgewiesen werden. Dagegen fihrte die Infektion mit RB1B nach sechs Tagen zur
Sekretion von NO, ™ in den Zdlkulturtberstand. Die Behandlung der Kulturen mit
rChIFN-g (in E.Coli exprimiert) flhrte ebenfalls zu einer geringgradigen Sekretion
von NO,™ durch die Fibroblasten.

In einem weiteren biologischen Nachweissystem wurden dieselben Uberstande auf
die Makrophagenzelllinie HD11 gegeben. Diese Zellen reagieren sehr sensitiv auf
IFN-g mit der Synthese von NO (siehe 3.3.9).

16

14 4

12 A

10 A

NO, (M)

Tagenach Infektion

—@— MDV-Uberstand
++=0-+» Nicht infizierte CEC
—¥— Nichtinfizierte CEC mit IFN-g (80 U/ml)

Abb. 15: IFN-g Induktion in MDV infizierten CEC

NO-Konzentrationen in HD11-Zellkuluturiibersténden 48 Stunden nach Inkubation der Zellkulturen
mit MDV-Uberstand oder rChIFN-g (5x10° Zellen/Kavitat, Kontrollen: Uberstand von rChIFN-g
stimulierten  HD11-Zellen und  Zellkulturiberstand von nicht  stimulierten  HD11-
Zellen)(Viruskonzentration: 400 PFU/Kavitét) (Mediumkontrolle: 4,59 uM ; IFN-g-stimulierte HD11-
Zéllen: 221 uM)

Die in Abbildung 15 wiedergegebenen Daten zeigen, dass weder nicht infizierte
Fibroblasten noch MDV infizierte Kulturen nennenswerte Mengen an IFN-g
synthetisieren. Praktisch ale Proben lagen im Bereich oder unterhalb der NO,
Konzentration des Mediums. Eine Stimulation der HD11-Zellen mit rChIFN-g flhrte

zur NO,” Konzentrationen von 221 uM, einen Wert, der um den Faktor 60 Uber dem

der Negativkontrolle und der MDV-infizierten Kulturen lag. Eine nennenswerte |FN-
g Synthese als Reaktion auf die MDV-Infektion kann damit ausgeschlossen werden.
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4.2.2 Einflussvon IFN-gauf MDV infizierte CEC

Analog zu den Experimenten mit IFN-a sollte geprift werden, ob IFN-g die
Virusreplikation in vitro beeinflusst. Dazu wurden Fibroblastenkulturen von 10 Tage
alten Hihnerembryonen entweder mit dem Impfvirus CVI 988 oder dem MDV-1
(w") Stamm RB1B infiziert und fiir sechs Tage ohne Zusatz oder mit rChIFN-gin
unterschiedlichen Konzentrationen kultiviert. Nach Anféarbung der Kulturen mit
MDYV -spefizischer monoklonaler Antikdrpern wurden die Plaquezahlen bestimmit.

30 A

Plaquezahl

20

10 4

I |nfizierte CEC
I IFN-g (80U/ml)
[ 1FN-g (800 U/ml)
1 IFN-g (8.000 U/ml)

Abb. 16: Effekte von rChlFN-g auf das Wachstum eines apathogenen MDV-1 Serotyps (CVI
988)

Mittelwert der Plagues von je finf Kavitdten einer Zellkulturplatte mit sechs Kavitdten. Die
Zellkulturen wurden mit der mAk 2K11 (Anti-gB) geférbt und die Plagues gezahlt. Als Kontrolle

diente nicht infizierte und infizierte nicht behandelte CEC. (Virusverdiinnung 1:1x10° der
I mpfstoffstamml dsung)
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400 -

300 +

200 -

Plaquezahl

100 A

Il |nfizierte CEC

[ CEC mit IFN-g (80 U/ml)
[ CEC mit IFN-g (800 u/ml)
1 CEC mit IFN-g (8000 U/ml)

Abb. 17: Effekte von rChlFN-g auf das Wachstum eines hochpathogenen MDV-1 Serotyps
(RB1B)

Mittelwert der Plagues von je funf Kavitdten einer Zellkulturplatte mit sechs Kavitdten. Die
Zellkulturen wurden mit der mAk VAJ-1 (anti-pp38) geféarbt und die Plaques gezéhlt. Als Kontrolle
diente infizierte nicht behandelte CEC. (Viruskonzentration: 400 PFU/Delle)

Sowohl in den CVI 988 (Abb. 16) als auch in den RB1B (Abb. 17) infizierten
Kulturen wurde eine dosis-abhéngige Reduktion der Plaguezahlen durch die IFN-g
Behandlung beobachtet.

Zeitliche Effekte

In einem letzten Ansatz wurden die Kulturen sowohl 24 Stunden vor der Infektion
als auch nochmahls 48 Stunden nach der Infektion mit IFN-g behandelt. Wie in
Abbildung 18 gezeigt, konnte auch in diesem Experiment eine potentielle Hemmung
der Virusreplikation aufgezeigt werden. Die Vorbehandlung und die Behandlung bel
der Infektion hatten vergleichbare Effekte. Die Behandlung 48 Stunden nach der
Infektion war geringgradig weniger Effektiv, wahrend die zweimalige IFN-g Gabe zu
starksten Reduktion der Virustiter fuhrte.

- 68 -



Ergebnisse

Il | nfizierte CEC

[ Vorbeh.
[ Beh. bei Infektion
400 - [ Nachbeh.
I Vorbeh., Nachbeh.
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Abb. 18: Einfluss der IFN-g Behandlung zu verschiedenen Zeitpunkten auf die Plaguezahlen
RB1B infizierter Fibroblasten

Mittelwert von je funf Kavitdten einer 6Lochplatte. Die Kulturen wurden zu unterschiedlicher
Zeitpunkten behandelt bzw. wiederholt behandelt. rChIFN-g wurde in einer Konzentration von 80
u/ml zugegeben. Die Plaques wurden sechs Tage nach Infektion mit der mAk VAJ1 (anti-pp38)

geférbt und gezahlt Als Kontrolle diente unbehandelte infizierte CEC. (Viruskonzentration: 400
PFU/K avitét)

Erkl&rung der Legende: Vorbeh.: Behandlung mit rChIFN-g 24 Stunden vor der Infektion. Beh.bei
Infektion.: Gleichzeitige Infektion und Behandlung mit IFN-g der Zellkulturen. Nachbeh.: Behandlung
mit rChIFN-g48 Stunden nach der Infektion
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4.2.3 Einflussvon IFN-g auf den Krankheitsverlauf MDV-infizierter

Huhner

Da bei den in vitro Versuchen ein deutlicher Effekt der IFN-g Behandlung
beobachtet wurde, stellte sich der Frage ob dieses Zytokin auch in vivo enen
Einfluss auf die Entwicklung der Marekschen Krankheit hat.

Hierzu wurden 4 Gruppen mit je zehn Tieren der Linie LSL ab dem ersten L ebenstag
mit 20.000 U 2.000 U oder 200 Uinjektion rChiFN-g intra-peritoneal behandelt.
Die Injektionen erfolgten wahrend zehn Wochen jeden dritten Tag. Das Tierversuch

wurde bel Lohman Anima Heath, Cuxhaven (Tierversuchsnummer: 45/01)

durchgefuhrt.
Gruppen Nummer | Behandlung | Verabreichte Menge
1 200 U*
2 rChiFN-g 2.000 U*
3 20.000 U*
4 PBS 0,2ml

*Einheiten nach der von Lowenthal vorgeschlagenen Definition

Tab. 3: Gruppeneinteilung des Versuches: , Einfluss von rChlFN-g auf der Krankheitsverlauf
MDV-Infizierter Huhner*

Die Infektion der Tiere mit dem hochpathogenen (vww*) MDV-Stamm (EU-1) wurde
am zweiten Lebenstag durchgefihrt. Die Tiere erhielten indem 0,2 ml Buffycoat-
Zellsuspension intra-musculér in der M. quadriceps femoralis. 14 Tage nach der
Infektion wurden je Gruppe drei Tiere euthanasiert und pathologisch-anatomisch
untersucht. Zum Nachweis der Infektion wurden DNA-Proben von Buffycoat-Zellen
und Milzzellen mit Hilfe der PCR auf der MDV-spezifischen Gen ICP 4 untersucht
(Abb. 19).
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Abb. 19: MDV Nachweisin Buffycoat-Zellen 14 Tage nach Infektion

Agarosegelelektrophorese nach PCR-Amplifikation des MDV-spezifischen Gens ICP4. Es wurde
DNA aus Buffycoat-Zellen von je drei Tieren einer Gruppe getestet.

Erklérung der Abbildung: +: Positivkontrolle (EU-1). -: Negativkontrolle (Aqua dest.) 1: Gruppe 1
(200 U rChIFN-g) 2: Gruppe 2 (2.000 U rChiFN-g) 3: Gruppe 3 (20.000 U rChiFN-g) 4: Gruppe 4
(Kontrollgruppe).

Tiere, die im Verlauf des Versuches starben wurden seziert und pathologisch
anatomisch untersucht. Die Gewichte der Vogeln wurden wdochentlich gemessen,
Blut wurde von je drel Tieren pro Gruppe in der 3, 5, 6, 7 und 8. Woche nach der
Infektion fUr den Virusnachweis aus dem Buffycoat gewonnen. Zu den gleichen
Zeitpunkten wurde die Virusausscheidung der Tiere durch Nachweis viraer DNA
aus Federfollikel Epithel untersucht.

Abb. 20: MDV Nachweisin Federfollikelepithel finf Wochen nach Infektion

Agarosegelelektrophorese nach PCR-Amplifikation des MDV-spezifischen Gens ICP4. Es wurde
DNA aus Federfollikelepithel von jedrei Tieren einer Gruppe getestet.

Erklérung der Abbildung: 1. Gruppe 1 (200 U rChiIFN-g) 2: Gruppe 2 (2.000 U rChiFN-g 3:
Gruppe 3 (20.000 U rChIFN-g) 4: Gruppe 4 (Kontrollgruppe).
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Wie in Abbildung 20 zu erkennen, wurde in alen 4 Gruppen eine Viramie
beobachtet. Ebenso gelang in jedem Fal der Virusnachwels aus dem
Federfollikelepithel, ein Hinwels darauf, dass es unabhangig von der Behandlung bei
alen Tieren auch zur Virusausscheidung kam.

Zehn Wochen nach der Infektion wurden alle noch lebenden Tiere euthanasiert und
pathologischranatomisch untersucht. Bel alen gestorbenen und auch bei den zu
Versuchende euthanasierten Tieren zeigte die pathologische Untersuchung die fur
eine MD typischen Befunde. Haufig beobachtete Verénderungen waren eine
Atrophie der Bursa Fabricii und des Thymus, eine verdickte
Drisenmagenschleimhaut und die typischen infiltrativen Tumore in der Milz, Leber,

Nieren, dem Herz und der Lunge.

10 1—
: IFN-g 20.000 U
IFNg 2.000U

IFN-g 200U
——ce—— Kontrolle

LebendeTiere

!
2 1 -j .--...L
N S S

0 10 20 30 40 50 60 70

Tage nach I nfektion

Abb. 21: Mortalitatsindex M DV-infizierten Hiihner, behandelt mit rChlFN-a

Aufgefihrt ist der Mortalitét, der mit IFN-g oder mit PBS (Kontrolle) behandelten Tieren. Jede
Gruppe bestand aus 10 Tiere. Am 14. Lebenstag wurden je Gruppe drel Tiere enthommen zur
Virusisolierung.

Die Ergebnisse des Versuches sind in Abbildung 21 zusammengefasst. Die Tiere der
Kontrollgruppe waren bis zur 6. Woche alle an der Marekschen Krankheit gestorben.
Zu diesem Zeitpunkt lebten in den INF-g behandelten Gruppen noch 20-50% der

Tiere. Alle IFN-g behandelten Gruppen zeigten eine verzogerte Mortalitat, keines der
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Tiere lebte aber langer als 10 Wochen. Zwischen den behandelten Gruppen konnte

kein Unterschied zwischen in der Mortalitét gesehen werden.
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Der inhibitorische Effekt von Typ | Interferonen auf Herpesvirusinfektionen wurde
in einer Reihe von Studien an unterschiedlichen Herpesvirusmodellen gezeigt
(MOSSMAN 2002). Da Typ | Interferone eine direkte und rasch einsetzende,
antivirale Abwehr induzieren, wird insbesondere die frihe Phase der virden
Infektion beeinflusst. Dem gegentber wurden fur IFN-g (Typ Il Interferon),
aufgrund seiner immunmodulatorischen Funktion, Effekte in spéateren Phasen der
Infektion beschrieben (MOSSMAN 2002). Auch fir das Haushuhn konnte gezeigt
werden, dass sowohl Typ | als auch Typ Il Interferone virale Infektionen mit
onkogenen Viren signifikant beeinflussen konnen (PLACHY et al. 1999). Erste
Arbeiten zur Bedeutung der Interferone bei der MDV-Infektion wurden bereits
Anfang der 70iger Jahre durchgefihrt. Sie zeigten, dass antivirale Faktoren das
Infektionsgeschehen bei der MD positiv beeinflussen (KALETA et a. 1972c;
VENGRIS and MARE 1973; SCHAT et a. 1974; KALETA 1977). Da rekombinante
Interferone zu dieser Zeit noch nicht zur Verfigung standen, wurden ale diese
Studien mit relativ schlecht definierten, nattrlichen Interferonprgparationen aus
Uberstanden stimulierter Zellkulturen durchgefiihrt. Auch neuere Arbeiten nutzten
natUrliche Interferonpréparationen und bestdtigten die &teren Daten in vitro
Versuchen (LEVY et a. 1999). Da aber auch hier nur partiell gereinigtes
Zytokinmaterial eingesetzt wurde, konnten die beobachteten Effekt keinem der
Interferone (IFN-a, IFN-b und IFN-g) zugeordnet werden. Erst kirzlich wurden
Arbeiten publiziert, in denen gezeigt wurde, dass rekombinantes Interferon Typ 1l
eine deutliche Hemmung der MDV-Replikation bewirken kann (DJERABA et al.
2000; XING et a. 2000b; DJERABA et a. 2002b). Vergleichbare Untersuchungen
mit rekombinantem Typ | Interfferon wurden bisher nicht verdffentlich. Da
inzwischen die Interferone IFN-a, IFN-b und IFN-g in rekombinanter Form und in
ausreichender Menge vorliegen, sowie fur einige dieser Interferone spezifische
Antikorper verfugbar sind, sollte in dieser Arbeit die funktionelle Bedeutung dieser
Zytokine in der MDV-Infektion detailliert untersucht werden.
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5.1

511

Typ | und Il Interferone, invitro Studien

Charakterisierung der antiviralen Aktivitat in MDV infizierten
Zelkultur Uber standen

Wie bereits diskutiert, wurde von Kaleta et a. (KALETA et al. 1972a) gezeigt, dass
MDV infizierte CEC- oder CKC-Kulturen zwischen dem 3. und dem 20.Tag nach
der Infektion einen Faktor enthielten, der eine Superinfektion mit NDV verhinderte.
Diese Beobachtung legte nahe, dass es sich bei der antivirdlen Aktivitdt um ein
Interferon handelte. In weiterfiihrenden Studien zeigte die gleiche Gruppe (KALETA
et al. 1972b), dass Uberstanden von Kulturen, die mit dem pathogenen MDV Cal-1
infiziert wurden, eine Interferonaktivitéat enthielten, nicht aber Kulturen, die mit dem
apathogenen HVT infiziert wurden. Auch Schat et. a (1974) fanden eine deutliche
Interferonproduktion in MDV-infizierten Zellkulturen. Diese konnte ab dem 2. Tag
nach der Infektion nachgewiesen werden, fand sich aber ebenfalls nur in Kulturen,
die mit pathogene MDV Stdmmen (PA-5 und JM), nicht aber mit apathogenen
Stammen  (PA-3 und FC-126 (HVT)) infiziert wurden. Auch in den eigenen
Untersuchungen wurde eine hochgradige Interferonsynthese als Reaktion auf eine
MDV Infektion beobachtet (Abb. 1 und 2). Interessanter Weise induzierten sowohl
der apathogene (CVI 988) as auch der pathogene (RB1B) MDV-1 Stamm eine
Interferonsynthese. Allerdings waren messbare InterferonTiter erst ab dem 4.
(RB1B) bzw. 5. (CVI 988) Tage nach der Infektion feststellbar. Zur weiteren
Charakterisierung der antiviralen Aktivitat wurden die hochtitrigen Uberstande mit
spezifischen Antiseren gegen IFN-a und IFN-b inkubiert und anschlief3end gepruift,
ob die antivirale Aktivitéa neutralisiert wurde. Entsprechende Reagenzien waren fir
IFN-a in Form eines Antissrums und eines monoklonalen Antikorpers bereits
vorhanden (STAMM 1997). Ein IFN-b spezifisches polyklonales Antiserum konnte
im Rahmen dieser Arbeit entwickelt werden. Die Neutralisationsexperimente
zeigten, dass das Antissrum nur rekombinantes IFN-b nicht aber rIFN-a
neutralisierte. Unter Verwendung dieser Reagenzien konnte klar gezeigt werden,
dass die durch Serotyp 1 MDV induzierte antivirale Aktivitdt in CEC Kulturen

ausschliefdlich auf 1IFN-a zurtickzufihren ist. Nicht ausgeschlossen werden kann,
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512

das auch die IFN-b Gentranskription durch MDV-1 induziert wird. Wenn vorhanden,
durfte diese auf der funktionellen Ebene aber kaum eine Rolle spielen, da die hier
durchgefiihrten Arbeiten eine biologisch signifikante Proteinsekretion sicher
ausschlief3enkonnte.

Neben IFN-a und IFN-b weist auch IFN-g eine schwache antivirale Aktivitét auf.
Die Versuche, eine IFN-g Sekretion in MDV-1 infizieten CEC-Kulturen
nachzuweisen, verliefen durchgehend negativ. Verwendet wurde in diesem Fall nicht
der antivirde Test sondern ein wesentlich sensitiver, IFN-g spezifischer
Makrophagenaktivierungstest. Die gemessene IFN-g Aktivitdt in den infizierten
Kulturen entsprach der in nicht infizierten Kontrollansétzen. In beiden Féllen waren
die Messwerte im Bereich des Detektionslimits des verwendeten Bioassays. Eine
IFN-g Synthese durch embryonale Fibroblastenkulturen scheint zudem auch
unwahrscheinlich, da IFN-g durch T-Zellen und NK-Zellen gebildet wird, zwel

Zdlltypen, diein 10-11 Tage alten Hiuhnerembryonen nicht nachgewiesen wurden.

In Linie mit Untersuchungen von Xing und Djeraba et al, wurde eine erhdhte NO-
Produktion in am MDV-Uberstdanden den sechsten und siebten Tag nach der
Infektion festgestellt (4.2.1, Abb. 17). Ferner konnte in dem mit rChiFN-g
behandelten Zellkulturen von embryonalen Hihnerzellen und in nicht stimulierten
Zellkulturen der gleichen Zellen einer erhdhten NO-Produktion und eine erhohte
IFN-g Synthese nach einigen Tagen gemessen werden (4.2.1, Abb. 16 und 17). Die
induzierte Menge an IFN-g war aber &hnlich hoch in den nicht infizierten

Zellkulturen und wurde a's nicht relevant fir einen Schutz gegen MDV gesehen.

Einflussder Interferone auf die Virusreplikation.

Aufbauend auf den Arbeiten zum Nachweis einer Interferonindiktion in MDV
infizierten Zellkulturen berichteten Kaleta et. a (1972) auch, dass Praparationen des
antiviralen Faktors die Zahl MDV induzierter Plaques deutlich reduzierten. Da zu
diesem Zeitpunkt die Existenz von Typ | und Typ Il Interferonen noch unbekannt
war, wurde dieser Effekt einem nicht weiter charakterisierten antiviralen Faktor
zugeordnet. Mit der Klonierung des IFN-a (SEKELLICK et a. 1994), des IFN-b
(SICK et al. 1998) und des IFN-g (WEINING et al. 1996) wurden die notwendigen
Reagenzien fir genauere Untersuchungen verflgbar. In der vorliegenden Arbeit

wurden daher embryonaen Huhnerfibroblastenkulturen mit rekombinantem Typ |
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und Typ Il Interferonen behandelt und anschlief3end mit Serotyp 1 MDV infiziert.
Dabei wurde sowohl fur IFN-a adsauch fur IFN-g ein ausgepragter dosisabhangiger
Effekt der Interferonbehandlung beobachtet. Durch rChiFN-a-Behandlung der
Zéellkulturen wurde die Plaguezahl bis zu 85 % reduziert (RB1B). Nach Behandlung
mit rChlIFN-g wurde sogar eine Plaguereduktion um 90 % erreicht. Das Wachstum
des apathogenen Impfvirus (CVI 988) wurde durch Zytokinbehandlung mit rChlFN-
a bis zu 78 % und mit rChIFN-g bis zu 97 % reduziert. Diese Daten erganzen die
Ergebnisse von Xing et a. (XING et a. 2000b) und Djeraba et al (DJERABA et al.
2000), die allerdings lediglich die Wirkung von IFN-g untersuchten. Xing et
a.(XING et a. 2000b) beschreiben, dass IFN-g zur Induktion der Expression der
NO-Synthase in den Kulturen fuhrt und damit die Bildung von NO induziert. Sie
konnten zeigen, dass die Hemmung der NO-Synthese durch L-NMMA zu einer
signifikanten Reduktion des IFN-g Effekts fuhrte. Die Hypothese, dass NO das
eigentliche Effektormolekil darstellt, wurde durch Versuche unterstiitzt, in denen
nach Zusatz des NO-Donators SNAP ebenfals eine deutliche Reduktion der
Plaguezahlen bewirkte wurde. Als Zielzelle der IFN-g Wirkung und damit als Quelle
der NO-Bildung vermuten die Autoren Makrophagenvorléufer in  den
Fibroblastenkulturen. Auch die Gruppe um Djeraba konnte zeigen, dass rChIFN-g
eine deutliche Plaquereduktion bewirkt. Im Gegensatz zu Xing et a. (XING et al.
2000b) konnten sie aber nicht nachweisen, dass dieser Effekt wesentlich von der
Synthese von NO abhangig ist. Sie postulieren vielmehr einen zusétzlichen, noch
unbekannten IFN-g induzierten Faktor der das Viruswachstum hemmen kann. Die
Ergebnisse der hier vorgelegten Studie sind in Einklang mit den Daten von Djeraba
et d.(DJERABA et a. 2000). rChiIFN-g hatte einen klaren dosisabhangigen
plaguereduzierenden Effekt, fuhrt aber nicht zur Synthese deutlich messbarer NO-
Mengen. Die hier gefundenen NO, Konzentrationen in den nicht stimulierten
Kulturen und in den IFN-g behandelten Kulturen lagen im Bereich der
Hintergrundwerte des Griess- Tests (Siehe 3.3.2), um den Faktor 60 unter den Werten
IFN-g aktivierter Makrophagen und deutlich niedriger als die von Xing et a.
publizierten Werte.

Die ebenfalls beobachtete deutliche Plaguereduktion durch rChIFN-a dirfte dagegen
auf der Induktion klassischer antiviraler Mechanismen beruhen, wie im Literaturteil

umfassend ausgefuhrt.
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5.2

Die Studien zum zeitlichen Effekte der Interferon Behandlung zeigten deutlich, dass
die Interferonwirkung auch noch 48 Stunden nach der Infektion voll ausgepragt ist.
Offensichtlich interferiert IFN-a erst in ener spdteren Phase mit der
Virusreplikation. Auch die IFN-g Wirkung war bel einer spaten Behandlung noch
deutlich Nachweisbar. Maximal aktiv war dieses Zytokin aber nur, wenn die
Kulturen wiederholt damit behandelt wurden. Wahrscheinlich fihrt die hohe
Empfindlichkeit des Homodimers IFN-g gegentber niedrigen pHWerten und
hoheren Temperaturen zu einer raschen Degradation des Zytokins in den Kulturen
und macht somit den wiederholten Zusatz notwendig. IFN-a ist dagegen
aulRerordentlich stabil und bleibt in den Versuchsansdtzen Uber lange Zeit biologisch
aktiv.

Typ | und Il Interferone, in vivo Studien

Waéhrend die Rolle der Interferone in der MDV-Infektion in mehreren in vitro
Studien aufgezeigt wurde, findet sich nur wenige Arbeiten zur Bedeutung dieser
Zytokine in vivo. Eine Hemmung der MDV induzierten Mortaité um bis zu 56%
durch Interferone und die Interferon induzierende Substanz ,, Statolon® wurde in einer
Arbeit von Vengris aufgezeigt (VENGRIS et al. 1973). Auch in dieser Studie
wurden native, nur teilweise gereinigte Interferonpréparationen eingesetzt, eine
differenzierte Untersuchung der Bedeutung der Typ | und Typ Il Interferone war
nicht moglich. Dass Interferone auch in vivo als Reaktion auf eine MDV Infektion
gebildet werden, zeigten Sharma und Mitarbeiter an Pr8parationen von
Lungengewebe (SHARMA 1989). In der hier vorgelegten Arbeit konnte erstmals die
Bedeutung dieser Zytokine in einer umfassenden Untersuchung analysiert werden.

Die Behandlung von Tieren mit rChiIFN-a, die mit einem hochvirulentem MDV-1
Isolat infiziet wurden, fihrte zu einer zetlich verzogerten Mortalitét.
I nteressanterweise konnte ein negativ korrelierter Dosis-Wirkungs- Effekt beobachtet
werden. So war die Mortalitét in der Kontrollgruppe am 43. Tag nach der Infektion
100%, die der Gruppe 1 mit der niedrigsten IFN-Dosis (IFN-a 1.000 U/Injektion)
aber erst 40%. In den beiden Gruppen, die mit hdheren IFN-a Dosen behandelt
wurden lebten zu diesem Zeitpunkt noch 50 % (100.000 U/Injektion) bzw. 30 %
(10.000 U/Injektion) der Tiere. Zehn Wochen nach der Infektion lebten in der
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Gruppe 1 (1.000 U/Injektion) noch 2 Tieren (20 %), in der Gruppe 2 (10.000
U/Injektion) lediglich noch 1 Tier (10 %). Die klinische und die pathologisch
anatomische Untersuchung der Tiere zeigte alerdings auch, dass keines der Tiere vor
dem Ausbruch der MD geschitzt war. Vielmehr fuhrte die IFN-a Behandlung
lediglich zu einer Verzégerung im Krankheitsgeschehen und dies unabhéngig von
der Dosis. Da Interferone vielfache Wirkungen auf den Kérper und insbesondere das
ZNS haben (sickness behaviour), fuhrten die hoheren IFN-a Doserungen
maoglicherweise zu einer Verzogerung der Krankheitsentwicklung aber gleichzeitig
auch zu einer Reduktion der allgemeinen Widerstandskraft des Korpers. So ist der
deutlich bessere Effekt bei niedrigerer Dosierung erklarbar. Vergleichbare Effekte
wurden auch in dhnlichen Versuchen mit Herpesviren in anderen Wirtssystemen
beobachtet (LOPEZ 1985a; KUNDER et a. 1993).

Im zweiten in vivo Versuch wurden Tiere zusdtzlich mit einem monoklonalen
Antikorper gegen ChiIFN-a behandelt. Ziel dieses Versuches war es endogen
produziertes IFN-a funktionell zu blockieren. Wenn IFN-a eine Rolle in der
Pathogenese der MD spielt, sollte diese nach Hemmung des Zytokins sichtbar
werden. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese wurde beobachtet, dass bereits an
Tag 48 nach der Infektion 100% der Tiere in der antikdrperbehandelten Gruppe
gestorben waren. Dagegen lebten zu diesem Zeitpunkt noch 50% der Tiere der
Kontrollgruppe und 90% der Tiere, die mit der niedrigsten Dosis an rChIFN-a
behandelt wurden (Gruppe 1; 250 U IFN-a/Injektion). In den beiden anderen IFN-a
behandelten Gruppen lebten noch 70 % (10.000 U/Injektion) bzw. 40 % (1.000
U/Injektion) der Tiere. Zum Versuchende am 70. Tag nach der Infektion war erneut
ein umgekehrter Dosis-Wirkungs-Effekt der |FN-Behandlung zu beobachten. In der
Gruppe mit der niedrigsten IFN-Dosis (250 U/Injektion) lebten zu diesem Zeitpunkt
noch 20% und in der mit 1.000 U/Injektionen behandelte Gruppe noch 10% der
Tiere. In der mit 10.000 U/Injektion behandelten Gruppe waren ale Tiere bereits am
63. Tag und in der Kontrollgruppe am 67. Tag nach der Infektion gestorben.
Zusammengefasst zeigen die Daten, dass IFN-a ene Rolle in der MDV-Abwehr
zukommt, dieses Zytokin alleine aber zur Kontrolle der Virusreplikation nicht
ausreicht. Insbesondere endogen gebildetes IFN-a vermag offensichtlich den
Krankheitsverlauf zu verzigern. Diese Daten stimmen mit Beobachtungen im
Herpes-Simplex Virusmodell in der Maus Uberein (TANAKA et a. 1998; BIRON et

al. 1999; GOODBOURN et al. 2000). Dass die Behandlung mit rChIFN-a nicht zu
-79 -



Diskussion

deutlicheren Effekten fuhrte, ist moglicherweise darauf zuriickzufihren, dass das
endogen gebildete IFN-a bereits einen weitreichenden Schutz bewirkt. Eine
Steigerung ist dartiberhinaus nur noch in geringem Mal3e moglich. Dementsprechend
deutlich wird der IFN-a Effekt beim Vergleich der antikorperbehandelten Gruppe
mit der Gruppe mit der niedrigsten IFN-a Dosierung. Die hier erarbeiteten Daten
zeigen erneut, dass IFN-a auch bel nicht Saugervertebraten eine potente antivirale
Aktivitét in vivo entfaltet. Vergleichbare Beobachtungen wurden bisher lediglich von

Plachy et a. (PLACHY et a. 1999) in einem Huhner-Rous-Sarkomamodéll
beschrieben.

Da die hier vorgelegten in vitro Daten und die Daten anderer Arbeitsgruppe (s.0.)
auch fur IFN-g eine potente antivirale Aktivitéat zeigten, wurde in einem weiterenin
vivo Experiment die Funktion dieses Zytokins untersucht. Hihner wurden dazu mit
rChIFN-g in unterschiedlichen Dosierungen behandelt, die Durchfiihrung und
Auswertung des Versuches entsprach exakt der der IFN-a Versuche. In diesem
Experiment waren am 43. Tag nach der Infektion bereits alle Tiere der
Kontrollgruppe an MD gestorben. Zu diesen Zeitpunkt lebten noch 50% der Tiere
mit der niedrigsten IFN-g Dosierung (200 U/Injektion), in den beiden héher dosierten
Gruppen (2.000 und 20.000 U/Injektion) lebten noch jeweils 30 % der Tiere. Zu
Versuchende in der 10. Woche waren die Tiere aller Gruppen gestorben. Insgesamt
zeigte sich kein deutlicher Unterschied zwischen den Mortalitatskurven der
behandelten Gruppen. Behandelte und unbehandelte Tiere unterschieden sich im
Verlauf der Krankheitsentwicklung dagegen deutlich, allerdings in geringerem Malie
as in den Experimenten zur Wirkung des IFN-a. Auch in diesem Versuch wurden
keinerlel Effekte der Zytokinbehandlung auf die Entwicklung der klinischen MD
Symptomatik und die Bildung von MD-Tumoren beobachtet.

Die Analyse dieser Daten weist darauf hin, dass IFN-g nur in sehr begrenztem
Umfang an der Kontrolle der MDV-Infektion durch hochpathogene Stémme beteiligt
ist. Die in dieser Studie verwendeten Huhner entstammen einer kommerziellen
Leghornlinie, sind also nicht auf hohe Resistenz gegeniber MD selektiert.
Vaccinierung der Tiere mit dem Rispens Impfstamm fiuhrt alerdings zu einer
hochgradigen Protektion gegen eine Challenge-Infektion mit dem hier verwandten
hochpathogenen Virus EU-1. In Versuchen mit MD resistenten und empfanglichen
Huhnerlinien (XING et al. 2000b; DJERABA et a. 2002b) wurde durch Stimulation

mit IFN-g eine erhohte NO-Produktion in Makrophagen und CEC-Kulturen der
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resistenten Tiere beobachtet und diese Fahigkeit dem besseren antiviralen Schutz
zugeordnet. In der hier vorliegenden Arbeit, konnte, wie bereits diskutiert, keine
IFN-g induzierte NO-Synthese in CEC-Kulturen nachgewiesen werden. Es kann
somit nicht ausgeschlossen werden, dass eine IFN-g Behandlung MD resistenter
Huhnerlinien einen deutlicheren Effekt zeigt.

Bisher unbeantwortet ist die Frage nach der Bedeutung des endogenen IFN-g. Daim
Rahmen dieser Untersuchung kein neutralisierender monoklonaler Antikdrper gegen
IFN-g zur Verfligung stand, missen diese Arbeiten bis zur Entwicklung der nétigen

Reagenzien verschoben werden.
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Zusammenfassung

Die durch des Marek Disease Virus (MDV) ausgel 6ste Mareksche Krankheit ist eine
der bedeutesten Krankheiten der GeflUgelwirtschaft. Zu den  frihen
Krankheitserscheinungen gehdren Apathie, Anorexie, und eine transiente Paralyse,
im weiteren Verlauf der Erkrankung treten Tumoren auf. Die Krankheit ist durch
eine hohe Mortalitdt gekennzeichnet. Die Impfprophylaxe stellt die wichtigste
Bekampfungsmal3nahme dar. Da zunehmend pathogenere Feldstamme auftreten
kommt es aber immer wieder zu Impfdurchbriichen. Um  bessere
Bekampfungsmalinahmen entwickeln zu kénnen, sind detaillierte Kenntnisse der
Wirt-Virus-Interaktion notwendig.

Interferone (IFN) sind antivirad wirksame Botenstoffe des Immunsystems. Sie
werden aufgrund ihrer Eigenschaften in Typ | (IFN-a und IFN-b) und Typ Il (IFN-Q)
Interferone unterteilt. Typ | IFNs spielen insbesondere in der frihen Phase einer
Virusinfektion eine wichtige Rolle, wahrend IFN-g as potenter Immunmodulator
auch in spéteren Phasen der Infektion von Bedeutung ist.

In dieser Arbeit konnte in in vitro Versuchen gezeigt werden, dass
Embryofibroblastenkulturen auf Infektionen mit dem Impfvirus CVI 988 oder dem
hochpathogenen Virusisolat RB1B mit der Synthese eines antiviral wirksamen
Faktors reagieren. Neutralisationsexperimerte mit spezifischen Antikérpern zeigten,
dass es sich dabei um IFN-a nicht aber IFN-b handelte. Ebenso wenig konnte eine
Synthese von IFN-gin diesen Kulturen nachgewiesen werden.

Die Behandlung von infizierten Fibroblastenkulturen mit rekombinantem Huhner
IFN-a (rChiFN-a) oder rekombinanten Huhner IFN-g (rChIFN-g) fuhrte zu einer
hochgradigen Reduktion der Plaguezahlen. Diese konnte auch dann beobachtet
werden, wenn die Interferone erst 48 Stunden nach der Infektion der Kulturen
zugesetzt wurden.

Diese in vitro Studien wurden durch in vivo Versuche erganzt, bei denen leghorn
Hennen Uber einen Zeitraum von 10 Wochen wiederholt entweder mit rChIFN-a
oder rChIFN-g behandelt und mit einem hochpathogenen MDV-1 Isolat (EU-1)

infiziert wurden.
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Zusammenfassung

Wahrend die Behandlung mir rChIFN-g nur zu einer geringgradigen Verzégerung
der Mortaitét fuhrte, konnte mit rChiIFN-a eine deutliche Verzogerung erzielt
werden. Einen Pravention der MD wurde aber in keinem Fall erzielt. Die
funktionelle Bedeutung des IFN-a im Krankheitsverlauf konnte in EU-1 infizierten
Tiere durch die Behandlung mit einem neutralisierenden Antikorper gegen ChIFN-a
bestétigt werden. Diese Tiere starben 3 Wochen friher an der MD ds die
unbehandelten Kontrolltiere. Die Studien zeigen, dass Interferone den
Krankheitsverlauf deutlich beeinflussen, einen Krankheitsausbruch nach Infektion

mit einem hochpathogenen Virus aber nicht verhindern kdnnen.
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Summary

Therole of interferon-alpha and interferonrgammain Marek”s disease

Marek’s disease virus (MDV) is a herpesvirus causing a lymphoproliferative disorder
of domestic chickens worldwide. The early signs of disease like apathy, anorexy and
the transiernt paralysis as well as the symptoms at the later stages (Neoplasia and
death) causes large economical problems in the chicken industry. With the
development of an effetive Vaccine, the first practical vaccine against an oncogenic
disease of any type in any spieces, most of the serious problems were solved.
However recent reports describing an increased virulence resulting in vaccine breaks,
indicates a demand for better vaccines. To be able to enhance the prophylaxis against
Marek’s disease virus, the understanding of the interaction between host and virus
needs to be expanded.

Interferons are cytokines with antiviral activity. On the basis of their structural and
functional features they can be divided into type | (IFN-a and IFN-b) and type II
(IFN-g) interferons. Type | plays an important role during the early phase of viral
infections, while IFN-g has a prominent role later during the infection through its
immunmodulatory functions.

In this study it was shown that chicken embryocellcultures responds to the infection
with either an apathogenic strain of MDV (CVI 988) or a highly pathogenic strain
(RB1B), with the secretion of an antiviral factor. Neutralisation with cytokine
specific antibodies revealed that this activity could only be attributed to IFN-a but
not IFN-b. In addition, synthesis of IFN-g was not observed in any of the
experiments.

Treatment of MDV infected embryocellcultures with either recombinant chicken
IFN-a (rChiFN-a) or recombinant chicken IFN-g (rChIFN-g) led to a significant
reduction in plaque numbers. This antiviral effect was still observed when cultures
were treated 48 hours after infection.



Summary

In order to understand the functional role of the IFNs in vivo, leghorn birds were
repeatedly treated with rChIFN-a or rChIFN-g for ten weeks starting on the day of
hatch. The birds were then challanged on the second day of life with a highly virulent
MDV-strain (w", EU-1).

Treatment with IFN-g delayed the mortality to a very small degree. In contrast, IFN-
a treatment delayed the mortality for 3 weeks. However, prevention of the disease
was not achieved regardless of the used IFN-a dose. The functiona relevance of
IFN-a was further underscored by experiments where birds were treated with a
neutralizing monoclonal antibody to ChiIFN-a and thereafter infected with the EU-1
strain at the second day of life. Birds in this group died 3 weeks earlier than those in
the untreated control group.

These data shows that Interferons play a role in the progression of Mareks disease,
however, regardless the IFN-dose applicated, the disease could not be prevented by

the cytokines on their own.
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