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Lymphozytentransformationstests fiir die
Uberpriifung von Fischimpfstoffen
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Zusammenfassung

Ziel des Forschungsvorhabens ist es, die fiir die Impfstoffchar-
gen-Uberpriifung notwendigen und gesetzlich vorgeschriebe-
nen Letalchallengeversuche bei Fischen durch einen in vitro
Test (Lymphozytentransformationstest, LTT) zu ersetzen.

Fiir die Entwicklung des LTT als in vitro Testsystem miissen
Jolgende zwei Fragen beantwortet werden: Reagieren die
Lymphozyten von geimpften Fischen anders als die von
ungeimpften Fischen, wenn sie mit einem Antigen konfrontiert
werden (antigener-mitogener Effekt)? Gibt es eine Korrelation
zwischen der Reaktion der Zellen in der Zellkultur und den
Ergebnissen der Letalchallengeversuche, d.h. korreliert eine
hohe Reaktivitit der Lymphozyten mit einem Schutz der
Vakzine gegeniiber Infektionen?

Fiir die Etablierung des LTT mufiten als Vorbedingungen eine
geeignete Blutentnahmetechnik und eine Separationsmethode
gefunden werden, um die Lymphozyten aus dem Vollblut zu
isolieren. Da die Stimulationsbereitschaft von Lymphozyten
von einer Vielzahl von exogenen (kulturelle Versuchsbedingun-
gen) Einflufigrofien beeinflufit wird, wurde iiberpriift, welche
kulturellen Anspriiche Fischlymphozyten besitzen. Weiterhin
wurde getestet, inwieweit der sog. MTT-Reduktionstest

(Mikrotetrazoliumtest) fiir die Sichtbarmachung und Quantifi-
zierung der Zellproliferation geeignet ist.

Summary: Testing fish vaccines with an in vitro lymphocyte
blastogenesis assay

Lethal-challenge experiments are provided by German law till
now for testing fish vaccines. Finding an in vitro-assay which
could replace this experiments was subject of our work.

Two questions must have been answered to develop the
lymphocyie blastogenesis assay: Do lymphocytes of immunised
fish react the same way as lymphocytes of naive fish, being
incubated with antigen and is there a coherence between the
lymphocyte’s in-vitro-response and the immune status of
challenged fish.

Methods to take blood samples from anaesthetised fish and to
obtain lymphocytes by centrifugation on gradients were
worked out and the lymphocyte'’s demands on culture require-
ments were evaluated thoroughly because the ability to
proliferate depends on many exogenous parameters. Prolifera-
tion was represented and measured by a tetrazolium based
colorimetric assay (MTT).

Keywords: fish vaccines, cellular immune reactivity, lymphocyte proliferation, MTT
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1 Einleitung und Fragestellung

Ziel des Forschungsvorhabens ist es, die
fiir die Wirksamkeitstiberpriifung einzel-
ner Impfstotfchargen notwendigen und ge-
setzlich vorgeschriebenen Letalchallenge-
versuche bei Fischen durch ein in vitro
Testsystem zu ersetzen. Ein in der Siu-
gerimmunologie angewendeter Test hier-
fiir ist der sogenannte Lymphozytentrans-
formationstest (LTT). Dieser Test dient der
Uberpriifung sowohl der mitogenen (un-
spezifisch, Primirkontakt) als auch der
antigenen (spezifisch, Sekundirkontakt)
Stimulierbarkeit von Lymphozyten. Die
Sichtbarmachung und Quantifizierung der
Lymphozytenproliferation kann durch den
sogenannten MTT-Reduktionstest (Mikro-
tetrazoliumtest) erreicht werden (LTT-
MTT). Mit dieser Methode wird die nur
in lebenden Zellen stattfindende Redukti-
on des Tetrazoliumsalzes MTT durch mi-
tochondriale Oxidoreduktasen in das blaue
Formazan ausgenutzt, welches photome-
trisch bei 540-580 nm gemessen werden
kann (Moosman, 1983; Weichert et al.,
1991).

Aus der Literatur ist bekannt, daf} die
mitogen- und antigen-induzierte Reakti-
vitdt von Sduger- und Vogel-Lymphozy-
ten von einer Vielzahl von exogenen und
endogenen EinfluBgréfen beeinflufit wird,
d.h. von den kulturellen Versuchsbedin-
gungen sowie vom Versuchstier selbst
ausgehende Faktoren (immunologischer
Status). Fiir Fischlymphozyten sind diese
EinfluBgréfien nicht bekannt.

Aus diesem Grund miissen die die Sti-
mulationsbereitschaft der Zellen beein-
flussenden Grofien als Voraussetzungen
fiir eine Standardisierung und Optimie-
rung des LTT als mégliche, zu etablie-
rende Alternativmethode untersucht
werden. Die Standardisierung und Op-
timierung dieses in vitro Tests (LTT-
MTT) erfolgt durch die Uberpriifung
der mitogen- und antigen-induzierten
Stimulation von Lymphozyten gegen-
tiber bakteriellen Antigengemischen in
Abhingigkeit von diesen unterschied-
lichen EinfluBgréBen. Quantitativer
MeBparameter stellt hierbei der Stimu-
lationsindex dar (Garn, 1993). Im An-
schluf daran muB die Korrelation zur
tatsidchlichen in vivo Protektion iiber-
priift werden. Bei ausreichender Uber-
einstimmung steht dann zur Vakzine-
iiberpriifung ein in vitro Test zur Verfii-

76

gung, der bei der Chargeniiberpriifung
den Letalchallengetest giinzlich erset-
zen kann, bei der Zulassung zumindest
partiell. Einmal etabliert, kann er so-
wohl fiir die Priifung weiterer Vakzinen
(z.B. Rotmaulseuche) als auch als
Screeningtest fiir die Suche sowie Aus-
testung von Vakzinekandidaten modifi-
ziert werden, ohne daB Fische getitet
werden miissen.

Mit diesem Vorgehen kénnen zum ei-
nen die Parameter der Giite der Methode -
Objektivitit und Reliabilitit - ermittelt
werden. Zum anderen wird ein normier-
tes Untersuchungsverfahren als Vorausset-
zung fiir eine Validierung im Rahmen von
Ringversuchen bereitgestellt. Durch die-
se Uberpriifung wiirde einerseits die Mg-
lichkeit der Evaluierung gegeben, ande-
rerseits wiirde sie die Aufnahme der Al-
ternativmethode als Priifrichtlinie in das
DAB erméglichen.

2 Material und Methoden

2.1 Gewinnung der Lymphozyten aus
dem Vollblut

Die Blutentnahme erfolgte nach vorher-
gehender Betdubung mit Benzocain (50
mg/l Wasser) aus dem Ductus Cuvieri in
sterilen heparinisierten Einmalspritzen bei
Regenbogen- und Bachforellen mit einem
Karpergewicht zwischen 200 und 400 g.
Fiir die Abtrennung der Lymphozyten
wurde das Vollblut zentrifugiert (10 Mi-
nuten bei 17° C und 500 x g) und die buffy
coat abpipettiert. Die Zellen (Leukozyten,
Thrombozyten, Resterythrozyten) wurden
in 5 ml RPMI 1640 (Gibco Life Technolo-
gies, eingestellt auf 325 mosm/kg) suspen-
diert und auf die gleiche Menge Lympho-
zytentrennmedium® (Gibco Life Techno-
logies, Dichte 1,077 g/ml) vorsichtig auf-
geschichtet. Nach einer 45 miniitigen Zen-
trifugation bei 500 x g und 17° C wurde
die zwischen Medium und Lymphozyten-
trennmedium® liegende Leukozytenban-
de abpipettiert und 3 mal in 10 ml RPMI
1640-Medium (Gibco Life Technologies,
eingestellt auf 325 mosm/kg) gewaschen.

2.2 Zelliiberlebensraten in Abhiingig-
keit von den Kulturbedingungen und
Stimulation der Fischlymphozyten
durch Mitogene

Die Zellen wurden nach dem letzten
Waschgang in verschiedene Kulturmedi-
en (OPTI-MEM 1, RPMI-1640, Leibovitz
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15, AIM V, alle Gibco Life Technologies)
suspendiert und in 96-well Mikrotiterplat-
ten (Rundboden- sowie Flachbodenplat-
ten, Corning) in unterschiedlicher Zellkon-
zentration in 100 pl Volumina einpipet-
tiert. Die Inkubation der Zellen erfolgte
im Begasungsbrutschrank bei 17° C und
95%-iger Luftfeuchtigkeit. Um fisch-phy-
siologische pH-Werte in den Kulturmedi-
en von 7,2 bis 7,4 zu erreichen, wurde in
Abhingigkeit der Natriumbikarbonat-
Konzentration in den Medien eine CO2-
Konzentration von 3-5% gewiihlt.

Die mitogene Stimulation der Zellen
erfolgte mit drei unterschiedlichen inakti-
vierten Aeromonas salmonicida Tsolaten
in einer Konzentration von 1x108 Bakte-
rien pro 100 pl Zellsuspension. Als Zell-
kontrolle dienten Zellen ohne Bakterien-
zusatz. Die Stimulationsversuche wurden
bei 5,0 und 7,5x106 Zellen/m] Kulturme-
dium durchgefiihrt. Zu unterschiedlichen
Zeitpunkten, in der Regel am Tag 0 (Ein-
saat der Zellen in die Kulturplatten), Tag
2,4,6,8, 10 und 12 wurde zu den einzel-
nen Kavititen der Kulturplatten 10 pl ei-
ner MTT-Stamml&sung (5 mg MTT/ml)
hinzupipettiert und nochmals fiir 12 bis 16
Stunden inkubiert (17° C, 3 bis 5% CO,).
Die sich wihrend dieses Zeitraums in den
Zellen gebildeten Formazankristalle wur-
den durch Zugabe der Hansenschen Ly-
sislosung (Hansen et al., 1989) und 10-
stiindiger Inkubation bei 45° C, aufgelost.
Die Extinktionsmessung erfolgte im ELI-
SA-Reader bei 550 nm. Fiir die Berech-
nung der prozentualen Zelliiberlebensra-
ten (UR) wurde der Extinktionswert am
Tag 0 100% gesetzt und alle anderen, zu
den verschiedenen Zeitpunkten gemesse-
nen Werte hierauf bezogen. Es wurden die
UR sowohl der stimulierten als auch der
nicht stimulierten Zellen (Zellkontrolle)
berechnet.

Die Berechnung der Stimulationsindi-
zes erfolgte nach der Gleichung (Extink-
tionswert stimulierte Zellen / Extinktions-
wert Zellkontrolle) - 1.
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2.3 Mitogene

Fiir die mitogene Stimulation der Lympho-
zyten wurden drei Aeromonas salmonici-
da sp. salmonicida-Isolate aus der insti-
tutseigenen Stammsammlung verwendet.
Sie unterschieden sich in ihrer Oberfla-
chenstruktur hinsichtlich der LPS-Auspri-
gung sowie des Vorhandenseins eines
Oberflidchenproteins (siche Tab. 2).
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Tabelle 1: Uberlebensraten der kultivierten Lymphozyten in Abhéngigkeit von der Kultzrplattenform und von der Herkunft der Zellen

Fischart Zelltkonzentration
(Form der Kulturplatten) [x106/ml Medium] T50-Wert [Tag]
Regenbogenforellen gg g.g
(Flachboden) 75 ; 0,,0
Bachforellen gg : ;l g
(Flachboden) 75 12:5
Bachforellen :g :gg
(Rundboden) 75 [ 20,0
Bachforellen gg gg
(Flachboden) 75 1.0

Verwendung von Flach- und Rundboden-Mikrotiterplatten. Kultivierung der Lymphozyten in supplementiertem RPMI-1640-Medium.
Die Uberlebensrate wurde als T50-Wert berechnet, d.h. denjenigen Zeitraum. nach dem 50 Prozent der Zellen untergegangen sind.

3 Ergebnisse

3.1 Uberlebensraten der Bachforel-
lenlymphozyten in Abhiingigkeit von
den Kulturbedingungen

In Abhingigkeit vom gewiihlten Medium
konnte eine unterschiedliche Zelliiberle-
bensrate sowohl fiir die stimulierten Zel-
len als auch fiir die Zellkontrollen ermit-
telt werden. Beim OPTI-MEM 1- und
RPMI 1640-Medium wurden die hichsten
Uberlebensraten berechnet, sie lagen zwi-
schen 50 und 70% {iber einen Zeitraum
von 10 Tagen. Mit verschiedenen Supple-
mentierungen zu diesen Medien konnten
die Zelliiberlebensraten im OPTI-MEM 1-

Medium auf 90 - 100 % iiber einen Inku-
bationszeitraum von 10 bis 12 Tagen ge-
steigert werden. Hierbei zeigte sich, daf
u.a. Medienzusiitze von nicht-essentiellen
und essentiellen Aminosiuren, Vitaminen,
Fischplasma und ein Gemisch aus Insulin,
Transferrin, Selen und Ethanolamin fiir das
Uberleben der Zellen notwendig waren.
In Abhéngigkeit von der eingesiiten
Zellkonzentration konnten unterschiedli-
che Zelliiberlebensraten ermittelt werden.
Mit Erh6hung der Lymphozyten-Konzen-
tration in den Kulturplatten von 2,5 auf
7,5x106/ml stieg die Zellviabilitét in Ab-
hiingigkeit von der Herkunft der Zellen
und bei Verwendung unterschiedlicher

Kulturplattenformen an. Tabelle 1 zeigt die
Ergebnisse fiir die Uberlebensraten in
Abhingigkeit von der Plattenform (Rund-
boden- und Flachbodenplatten) und von
der Herkunft der Zellen (Regenbogen- und
Bachforellen). Die Uberlebensrate ist als
T, -Wert angegeben; er stellt denjenigen
Zeitraum in Tagen dar, nachdem 50% der
Zellen untergegangen sind.

Die Uberlebensraten der in Rundboden-
platten kultivierten Lymphozyten lagen,
verglichen mit den Flachbodenplatten, hé-
her. Besonders auffillig war dies bei ei-
ner Zelldichte von 7,5x106/ml. Die T, -
Werte konnten hier von 11 auf 20 Tage
gesteigert werden. Das supplementierte

Tabelle 2: Stimulation von Bachforellenlymphocyten in Abhéngigkeit von verwendeten Aeromonas salmonicida-lsolat und der Zell-

konzentration

Stimulationsindex S
Isolat Stammsammlungs- = : Zenllkonzentration Zellkonzentration
Nr. Kennzeichen e sefiolein 5,0x10%ml 7,5x10%/ml
| :

21 449-T + + 0,40 0,80
31 Tg 72/78R | - + 0,70 0,80

] MT 085
b2 } (Referenzstamm NCMB) * ) 1,10 | 140

1 | l

Die Isolate zeichnen sich durch unterschiedliche Oberflichenstruktur aus (LPS und A-Protein). Kultivierung der Lamphocyten in
OPTI-MEM 1-Kulturmedien in Flachbodenkulturplatten bei 0,5 und 7,5x10°ml Kulturmedium
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RPMI 1640 Medium eignete sich beson-
ders fiir die Bachforellenlymphozyten, die
T, -Werte lagen bei dieser Fischart hoher
(Tabelle 1).

3.2 Mitogene Stimulation der Fisch-
lymphozyten

Tabelle 2 stellt die Ergebnisse der mito-
genen Stimulation von Bachforellenlym-
phozyten dar. In Abhéngigkeit vom ver-
wendeten Bakterienisolat und der einge-
sidten Zellkonzentration wurden unter-
schiedlich hohe Stimulationsindizes (SI)
berechnet. Die hochste Zellstimulation mit
1,4 konnte mit dem Isolat 52 bei einer
Zelleinsaat von 7,5x106/ml Kulturmedi-
um erzielt werden.

4 Diskussion

Die Ergebnisse zu den Uberlebensversu-
chen der Lymphozyten zeigten, daf3 fiir
OPTI-MEM und RPMI-1640 die hichsten
Extinktionen nach 12-tdgiger Inkubation
bei optimal eingestellten CO,-Konzentra-
tionen in der Inkubationsatmosphire er-
mittelt wurden. Troutadaud et al. (1995)
verwendeten eine 1:1 Mischung aus OP-
TIMEM und RPMI-1640 (OPTI-1640).
Sie stellte das beste Kulturmedium dar, da
sie die mitogen-induzierte Lymphozyten-
proliferation am besten unterstiitzte. Zu-
dem lieferte sie die konstantesten Ergeb-
nisse im Vergleich zum Leibovitz-15 oder
RPMI-1640-Medium alleine. Das OPTI-
MEM 1 Medium enthilt Insulin, Trans-
ferrin und bovines Albumin und eine ge-
geniiber RPMI-1640 signifikant erhthte
Konzentration an essentiellen Aminoséu-
ren. Diese Inhaltsstoffe stellen wichtige
und essentielle Faktoren fiir das Wachs-
tum von Siuger-Lymphozyten dar (Bla-
ehr and Ladgefoged. 1988; Daly et al.,
1995; Troutadaud et al., 1995)
Verschiedene Supplementierungen be-
einflussen die Vitalitit der Lymphozyten.
Zum einen konnen Aminoséduren- oder
Vitaminzusitze zu den Kulturmedien die
Bikarbonatkonzentration absenken, so dafl
bei lang andauernder Kultivierung die Puf-
ferkapazitit nicht mehr ausreicht, das
Medium in Bereichen physiologischer pH-
Werte bei konstant gehaltenem CO,-Ge-
halt in der Bebriitungsatmosphire auf-
rechtzuerhalten. Zum anderen sind essen-
tielle Aminosiduren oder Vitaminzusétze
fiir eine Erndhrung der Zellen sowie Tei-
lungsbereitschaft bei Stimulation mit Mi-
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togenen notwendig (Kolb und Griin,
1993).

Die Aminosidurekonzentration der
RPMI-1640-Medien sind den kulturellen
Anspriichen von humanen Lymphozyten
angepalbt, der Aminosduregehalt im Plas-
ma ist bei Salmoniden jedoch etwa drei-
mal so hoch wie bei Sdugetieren (Steffens,
1985). Unter der Voraussetzung, daB die
Plasmakonzentrationen den Bedarf an die-
sen Aminosduren fiir Zellen widerspie-
geln, ist davon auszugehen, dafl im RPMI-
1640-Kulturmedium die essentiellen Ami-
nosiduren unterdosiert sind und dieses so-
mit kein addquates Medium fiir Fischzel-
len darstellt. Steffens (1985) ist der An-
sicht, daf} die Aminosdurezusammenset-
zung des Fischproteins als guter Malistab
fiir den quantitativen Bedarf der Fische
dienen kann.

RPMI-1640 Medium ist ein héiufig fiir
die Kultivierung von Fischlymphozyten
angewendetes Medium (DeLuca et al.,
1983, Yui and Kaattari, 1987; Faisal und
Huggett, 1993; Jones et al., 1993; LoPre-
sto et al., 1995), jedoch wurden diesen
Medien nur die gingigen Zusitze (I-Glut-
amin, Antibiotika, fotales Kilberserum,
Hepes-Puffer) zugegeben. Erst in der
neueren Literatur werden optimierte Me-
dien fiir die Kultivierung verwendet, die
mit essentiellen Aminosiduren angereichert
sind (Gudmundsdottir et al., 1995).

Die cingesite Zellanzahl beeinfluBte die
Vitalitit der Bach- und Regenbogenforel-
lenlymphozyten (Tabelle 1). Je hohere
Zellzahlen gewihlt wurden, desto linger
iiberlebten die Lymphozyten, gemessen an
den T, %-Werten. Es existieren in der Li-
teratur nur indirekte Hinweise, die diesen
Sachverhalt erklidren kénnen. Yachnin et
al. (1972) postulierten die sog. Matrixhy-
pothese: je hoher die Leukozytenzahl im
Kulturgefil gewdhlt wird, desto besser
stimulieren suboptimale Mitogenkonzen-
trationen die Zellen. Ein enger Zell-zu-
Zell-Kontakt ist fiir das Ausmaf der mi-
togen-induzierten Antwort der Lymphozy-
ten ausschlaggebend. In gewissen Gren-
zen bietet sich hier auch eine Erkldrung
fiir die bessere Uberlebensrate bei Verwen-
dung hoher Zellzahlen. Auf noch unbe-
kanntem Wege, eventuell iiber eine gegen-
seitige Aktivierung oder Zytokinsekreti-
on, beeinfluBt der enge Zellkontakt die
Uberlebensrate der Lymphozyten bzw.
Leukozyten. Vermutlich scheint hier auch
der Grund fiir das bessere Abschneiden bei
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Verwendung von Rundboden-Kulturplat-
ten zu liegen. Mikroskopische Beobach-
tungen zeigten, dal nach etwa 1 bis 2 Ta-
gen die Zellen in die Mitte der Rundbo-
denwells zusammenrutschten, so daf ge-
geniiber der flachen Form bei gleicher
Zellzahl der Zell-zu-Zell-Kontakt erhoht
war.

Die Ergebnisse der Stimulationsversu-
che von Bachforellenlymphozyten mit in-
aktivierten Ganzzellpridparationen dreier
Aeromonas salmonicida Isolate zeigten,
daB die mitogene Zellaktivierung sowohl
von der eingesiten Zellkonzentration als
auch von dem gewiihlten Bakterienisolat
abhingig war (Tabelle 2). Die Isolate
zeichneten sich durch eine unterschiedli-
che Oberflichenstruktur aus. Die hichsten
mitogenen Stimulationsraten konnten fiir
das Aeromonas salmonicida-Isolat 52 fest-
gestellt werden, ein LPS-positives und A-
Protein-negatives Bakterium. Hierbei war
die Stimulationsbereitschaft der Lympho-
zyten stark von der verwendeten Zelldich-
te in den Kulturplatten abhéngig.

Die derzeit laufenden Untersuchungen
zeigen, daf} eine von der mitogenen un-
terscheidbare antigene Stimulation der
Lymphozyten nachgewiesen werden kann.
Jedoch sind die bisher erzielten Ergebnis-
se noch nicht reprisentativ.
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Entwicklung eines ELISA-Systems zur
Beurteilung von Furunkulose-Vakzinen

Ulrich Wagner, Dietlind Hédge, Ingolf Lachmann und Karl Droler

Institut fiir Zoologie, Universitiit D-Leipzig

Zusammenfassung

Als mogliche Alternativmethode zu Letalchallengeversuchen
an Fischen wird ein sandwich-ELISA-System entwickelt, mit
dem sich Antikorper(Ak)-Populationen mit potentiell unter-
schiedlichem protektiven Wert nachweisen lassen. Die Testspe-
zifitdt wird iiber monoklonale Antikorper (mAk) gegen einzelne
Antigene von Aeromonas salmonicida, dem Erreger der
Furunkulose, festgelegt. Bei Anti-LPS- und Anti-A-Protein-Ak-
Analysen von Seren des Atlantischen Lachses wurden mittels
ELISA und Antigen-Bindungsassay vergleichbare Resultate
erzielt. Diese, wie auch erste Studien an Forellenseren, wiesen
auf die Potenz und Spezifitiit des ELISA-Systems fiir den
selektiven Nachweis einzelner Ak-Populationen hin. Beim
Einsatz von zwei A-Protein-spezifischen mAk wurden Hinweise
gefunden, daf3 sich mit diesem Testsystem in den Fischseren
zum Teil differente Ak-Populationen, gerichtet gegen den
Virulenzfaktor A-Protein, erfaflen lassen.

Summary: Development of an ELISA-system for the assessment
of furunculosis vaccines

As an alternative method for challenge experiments in fish a
sandwich-ELISA has been established for the detection of
potentially protective antibody populations. Assay specificity
depends on monoclonal antibodies (mabs) directed against
different antigens of Aeromonas salmonicida, the causative
agent of furunculosis. Comparable levels of salmon antibodies
against LPS and the A-layer protein were recorded by ELISA
and antigen binding assay. These studies, together with the
first analysis of trout sera refer to the specificity and suitability
of the ELISA-system for monitoring of individual antibody
populations. A study of different mabs against the A-layer
protein points to the possibility for detecting at least partially
different antibody populations against this virulence factor.

Keywords: vaccination, furunculosis, ELISA, antibody response, A-layer protein

ALTEX 15, Suppl./98

79



	altex_1998_Supp_1_0001.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0001.pdf
	altex_1998_Supp_1_0002.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0002.pdf
	altex_1998_Supp_1_0003.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0003.pdf
	altex_1998_Supp_1_0004.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0004.pdf
	altex_1998_Supp_1_0005.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0005.pdf
	altex_1998_Supp_1_0006.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0006.pdf
	altex_1998_Supp_1_0007.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0007.pdf
	altex_1998_Supp_1_0008.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0008.pdf
	altex_1998_Supp_1_0009.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0009.pdf
	altex_1998_Supp_1_0010.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0010.pdf
	altex_1998_Supp_1_0011.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0011.pdf
	altex_1998_Supp_1_0012.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0012.pdf
	altex_1998_Supp_1_0013.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0013.pdf
	altex_1998_Supp_1_0014.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0014.pdf
	altex_1998_Supp_1_0015.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0015.pdf
	altex_1998_Supp_1_0016.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0016.pdf
	altex_1998_Supp_1_0017.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0017.pdf
	altex_1998_Supp_1_0018.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0018.pdf
	altex_1998_Supp_1_0019.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0019.pdf
	altex_1998_Supp_1_0020.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0020.pdf
	altex_1998_Supp_1_0021.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0021.pdf
	altex_1998_Supp_1_0022.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0022.pdf
	altex_1998_Supp_1_0023.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0023.pdf
	altex_1998_Supp_1_0024.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0024.pdf
	altex_1998_Supp_1_0025.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0025.pdf
	altex_1998_Supp_1_0026.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0026.pdf
	altex_1998_Supp_1_0027.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0027.pdf
	altex_1998_Supp_1_0028.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0028.pdf
	altex_1998_Supp_1_0029.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0029.pdf
	altex_1998_Supp_1_0030.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0030.pdf
	altex_1998_Supp_1_0031.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0031.pdf
	altex_1998_Supp_1_0032.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0032.pdf
	altex_1998_Supp_1_0033.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0033.pdf
	altex_1998_Supp_1_0034.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0034.pdf
	altex_1998_Supp_1_0035.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0035.pdf
	altex_1998_Supp_1_0036.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0036.pdf
	altex_1998_Supp_1_0037.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0037.pdf
	altex_1998_Supp_1_0038.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0038.pdf
	altex_1998_Supp_1_0039.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0039.pdf
	altex_1998_Supp_1_0040.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0040.pdf
	altex_1998_Supp_1_0041.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0041.pdf
	altex_1998_Supp_1_0042.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0042.pdf
	altex_1998_Supp_1_0043.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0043.pdf
	altex_1998_Supp_1_0044.pdf
	altex_1998_Supp_1_l0044.pdf

