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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Masernvirus

1.1.1. Pathogenese

Das Masernvirus (MV) verursacht die hoch ansteckende Krankheit Masern, welche
im Jahr 2010 ca. 139.000 Todesféallen weltweit verursachte (154). Masern ist unter
den impfpraventablen Krankheiten fur die hochste Anzahl von Todesfallen bei
Kindern verantwortlich. Das Virus wird durch Aerosole Ubertragen und breitet sich
nach Infektion der Schleimhautzellen Gber den Respirationstrakt im Bronchialraum
aus. Wenige Tage nach der Infektion kdnnen erste Symptome wie Fieber, Husten,
Schnupfen, Bindehautentzindungen und  Kopliksche Flecken an der
Mundschleimhaut auftreten (63, 83) (Abb. 1).

[ Hautausschlag
Kopliksche Flecken
— Fieber, Husten, Konjuktivitis

_ Tage nach
" Virusinfektion

0 5 10 15 20

Abb. 1: Klinische Symptome einer Masernerkrankung. (modifiziert nach Knipe et al. (63))

Ein bis zwei Wochen nach einer MV-Infektion kénnen Symptome wie Fieber, Husten, Konjunktivitis
und Kopliksche Flecken auftreten. Zusatzlich bilden sich Exantheme auf der Haut. Nach wenigen
Tagen klingen die Symptome ab.

Das Virus wird Uber infizierte Makrophagen und dendritische Zellen in lokale
Lymphknoten transportiert, wo es weitere Zellen (z. B. Lymphozyten, Monozyten und
Makrophagen) infiziert (37, 63, 83). Uber den Blutkreislauf infiziert das MV viele
Organe, z. B. die des Gastrointestinaltrakts, aber auch Harnblase, Leber, Niere, Haut
und Thymus (63, 83). Nach einem kurzen Absinken des Fiebers erfolgt ein zweiter
Fieberanstieg verbunden mit einem Hautausschlag, der sich vom Gesicht Uber den

ganzen Korper ausbreitet und wenige Tage andauert (63, 83) (Abb. 1). Das MV wirkt
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immunsupppressiv und ist neurotrop. Die Virusinfektion kann Komplikationen wie
Mittelohrentziindung, Thrombozytopenie, Leberentzindungen, Pneumonien oder
Diarrh6 verursachen (41, 83). In seltenen Fallen kommt es zu einer neuronalen
Erkrankung mit schwerwiegenden Folgen (Abb. 2). Die Autoimmunenzephalitis
(ADME), auch akute para- oder postinfektiose Enzephalitis genannt, tritt mit einer
Wahrscheinlichkeit von 1:10° Erkrankten unmittelbar nach dem Hautausschlag auf.
Diese Autoimmunreaktion fuhrt zu Benommenheit, Delirium, L&ahmungs-
erscheinungen und bei 10 — 20 % der Erkrankten bis zum Tod (52, 83). Einige
Monate nach einer Erstinfektion kann sich bei immunsupprimierten Patienten die
stets todlich verlaufende akute EinschluRkérperchenenzephalitis (MIBE) ausbilden
(28, 83, 137). Die ebenfalls todlich verlaufende Subakute Sklerosierende
Panenzephalitis (SSPE) ist Folge einer persistenten MV-Infektion im Zentralen
Nervensystem und tritt mit einer Wahrscheinlichkeit von 1:10* — 1:107 erst Jahre
nach einer akuten MV-Infektion auf (82, 83). Das Risiko einer SSPE steigt erheblich,
wenn Kinder im S&uglingsalter mit einem MV infiziert werden. Auf welchem Weg das
Virus in das Zentrale Nervensystem gelangt ist bisher nicht genau bekannt.
Vermutungen weisen auf zerebrale Endothelzellen im Gehirn als mogliche
Eintrittspforte hin (36).

Autoimmunenzephalitis (ADME)

Akute EinschluBkérperchen-
enzephalitis (MIBE)

Subakute Sklerosierende
Panenzephalitis (SSPE)

——
Tage Monate Jahre

nach Masernvirusinfektion

Abb. 2: Neuronale Erkrankungen nach einer MV-Infektion. (modifiziert nach Knipe et al. (63))
Wenige Tage nach einer Infektion kann eine Autoimmunenzephalitis (ADME) auftreten.
Immunsupprimierte Personen kdnnen Monate nach einer MV-Infektion an einer todlichen akuten
EinschluBkdrperchenenzephalitis (MIBE) erkranken. Jahre nach der Infektion ist eine Erkrankung an
der stets tddlich verlaufenden Subakuten Sklerosierenden Panenzephalitis (SSPE) moglich.
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1.1.2. Taxonomische Einordnung

Das MV gehort mit seinem einzelstrangigen und nichtsegmentierten (Mono-) RNA-
Genom in negativ-Strang-Orientierung (-nega) zur Ordnung der Mononegavirales.
Die zugehdorige Familie der Paramyxoviridae wird in die Unterfamilien Pneumovirinae
und Paramyxovirinae gegliedert. Zu den Pneumovirinae gehéren Metapneumoviren
und Pneumoviren. Avula-, Henipa-, Respiro-, Rubula- und Morbilliviren werden den
Paramyxovirinae zugeordnet. Das MV ist der einzige humanpathogene Vertreter des
Genus Morbillivirus (61) (Abb. 3).

Mononegavirales

Paramyxoviridae Rhabdoviridae Bornaviridae Filoviridae
Pneumovirinae Paramyxovirinae

—> Metapneumoviren —{  Avulaviren

—> Pneumoviren —>  Henipaviren

> Respiroviren

>  Rubulaviren

—>  Morbilliviren [—— Masernvirus

Abb. 3: Taxonomische Einordnung des Masernvirus.
Das MV wird der Ordnung der Mononegavirales, Familie der Paramyxoviridae, Unterfamilie der
Paramyxovirinae und dem Genus Morbilliviren zugeordnet.

1.1.3. Genetische Typisierung

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat eine standardisierte Nomenklatur fir die
genetische Charakterisierung der serologisch monotypischen Masern-Wildtyp-Viren
festgelegt (155). Die genetische Typisierung von MV erfolgt Uber eine
phylogenetische Analyse auf Basis der Sequenz der 450 Nukleotide, welche die 150
C-terminalen Aminosauren (AS) des viralen Nukleoproteins (N) kodieren (N-450),
und unter Einbeziehung der Sequenzdaten festgelegter Referenzstamme (115, 155).
Zusatzlich kann die Sequenz des Oberflachenproteins Hamagglutinin (H)
herangezogen werden (155). Anhand dieser Sequenzen werden detektierte Wildtyp-

Viren in acht phylogenetische Gruppen eingeteilt: A, B, C, D, E, F, G und H.
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Innerhalb dieser Gruppen gibt es bisher 24 anerkannte Genotypen: A, B1, B2, B3,
Cl, C2, D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10, D11, E, F, G1, G2, G3, H1 und
H2 (115, 155). Jedes phylogenetisch charakterisierte MV-Isolat erhalt der WHO-
Nomenklatur entsprechend eine Virusbezeichnung, die zusatzlich Informationen tber
den Ort und die Zeit der Probenahme des Patienten beinhaltet (155).

1.1.4. Molekulare Epidemiologie

Die im Jahr 2001 in Deutschland eingefihrte  Meldepflicht von
Masernerkrankungsfallen ermoglicht die systematische Beschreibung der
Viruszirkulation (1). Zur Aufklarung von Ubertragungswegen werden Informationen
zur klinischen Epidemiologie im Zusammenhang mit den genetischen Daten des
detektierten MV analysiert. Die systematische Uberwachung der MV in Deutschland
zeigt, dass Viren der Genotypen C2, D6 und D7 bis zum Jahr 2002 endemisch
zirkulierten (110). In den folgenden zwei Jahren brach die endemische Zirkulation ab.
Seitdem kam es immer wieder zu regionalen Ausbrichen durch importierte MV. Im
Jahr 2005 fand beispielsweise ein Masernausbruch in Bayern statt, bei dem die
nachgewiesenen Genotyp D6-Viren vermutlich aus Landern der ehemaligen
Sowijetunion oder der Turkei importiert worden sind (110). Bei einem Ausbruch in
Nordrhein-Westfalen im Jahr 2006 wurden Genotyp D6-Viren nachgewiesen (157,
158), welche zuvor eine Epidemie in der Ukraine verursacht hatten (110). In der
Region Stuttgart/Esslingen verursachten im selben Jahr Viren vom Genotyp B3 einen
Masernausbruch (110). Surveillance Daten zeigen, dass die in europdischen
Landern detektierten Genotyp B3-Viren meist aus Afrika importiert worden sind (112,
115). Von 2006 bis 2009 lief in der Schweiz eine Masernepidemie ab, bei der MV des
Genotyps D5 nachgewiesen wurden (105). Dieses Virus wurde vermutlich aus
Thailand importiert (115). In Folge dieser Epidemie traten sekundéare Ausbriiche in
den Nachbarlandern Deutschland (96), Osterreich (124) und Frankreich (150) auf.
Ein Ausbruch in Nordrhein-Westfalen im Jahr 2007 wurde durch Genotyp D8-Viren
ausgelost (110), die im sidostasiatischen Raum endemisch zirkulieren und
wiederholt Ausbriiche in Europa verursachen (115). Ende 2008 wurde ein Genotyp
D4-Virus von Indien Uber London nach Hamburg importiert. Es verursachte im
Frihjahr 2009 in Hamburg und Niedersachsen einen Ausbruch bevor es weiter nach
Bulgarien Ubertragen wurde und dort eine Epidemie ausloste. Mehr als 25.000

Personen erkrankten in Europa aufgrund dieser transkontinentalen MV-Ubertragung
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(77). In Mittel- und Ostasien endemische Genotyp H1-Viren treten nur sporadisch in
Europa auf (155).

1.1.5. Aufbau des Maservirus

Das Viruspartikel hat eine Uberwiegend sphérische Struktur mit einem Durchmesser
von 150 — 250 nm (63, 83) (Abb. 4a). Es besitzt ein einzelstrangiges, negativ-
orientiertes und nichtsegmentiertes RNA-Genom mit einer Lange von weniger als 16
kbp (63, 83). Das Genom bildet zusammen mit dem Large (L)-, Phospho (P)- und
Nukleokapsid (N)-Protein einen Nukleokomplex (83, 103). Das L-Protein (ca. 200
kDa) besitzt die enzymatische Aktivitat einer RNA-abhangigen RNA-Polymerase und
ist mit dem P-Protein (ca. 72 kDa) assoziiert (11, 51, 83, 127). Das N-Protein (ca. 60
kDa) ist mit dem L-P-Komplex und der genomischen RNA assoziiert und schiitzt
diese vor einem Abbau durch zellulare Nukleasen (8, 83). Die Interaktion des N-
Proteins mit Translations-Initiationsfaktoren der Wirtszelle unterstutzt aul3erdem die
Inhibierung der Translation der Wirtszellproteine (119). Das P-Gen kodiert fur drei
Proteine: das P-, C- und V-Protein (Abb. 4b). Das C- und V-Protein sind
Nichtstrukturproteine, die in die Modulation der Wirtszelle nach ihrer Infektion
involviert sind und Einfluss auf die Signalwege der angeborenen Immunantwort und
die Virusreplikation nehmen (17, 35, 64, 69, 138). Der Nukleokomplex ist von einer
Doppellipidmembran umgeben, mit deren Innenseite das Matrix (M)-Protein (ca. 36
kDa) assoziiert ist (83). Das M-Protein interagiert mit dem N-Protein. Diese
Interaktion ermdglicht eine Regulation der viralen RNA-Synthese und das

Ausschleusen des Virus aus der Zelle (57, 116).

F-Protein
a) L b) ..
M-Protei
rotein N [evic][ m P H L
H-Protein
C
RNA L-Protein P
N-Protein P-Protein Y =

Abb. 4: Aufbau und Genomstruktur des MV. (modifiziert nach Yanagi et al. (161))

a) Das MV besitzt eine spharische Struktur mit einem einzelstrangigen, negativ-orientierten
RNA-Genom und den Strukturproteinen H, F, M, N, P und L.

b) Das nichtsegmentierte RNA-Genom enthalt sechs Gene, wobei das P-Gen Uberlappende
Leserahmen fir P, V und C kodiert. Zwischen den Genen befinden sich Sequenzen zur Regulation
der Transkription.
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Auf der Oberflache des MV befindet sich das glykosylierte F-Protein. Dieses Typ-I
Membranprotein besteht aus den Untereinheiten F1 (ca. 41 kDa) und F2 (ca. 18 —
20 kDa), welche durch die Spaltung des inaktiven Vorlauferproteins FO durch eine
Endoprotease gebildet werden (121). Die beiden Untereinheiten bleiben tber eine
Disulfidbricke verbunden und vermitteln nach Interaktion mit dem zweiten
Oberflachenprotein, dem Hamagglutinin (H), die Fusion des Viruspartikels mit der
Zellmembran (75, 159).

1.1.6. Das Oberflachenprotein Hamagglutinin

Das glykosylierte Typ-ll Transmembranprotein H (ca. 80 kDa) vermittelt die virale
Adsorption an die MV-spezifischen Rezeptoren der Wirtszelle. Das H-Protein des MV
besitzt eine kubische Struktur und hat im Unterschied zu anderen Paramyxoviren
keine Neuraminidasefunktion (46, 83). Es besteht aus 617 Aminosauren (AS), die
einen N-terminalen zytoplasmatischen Bereich, eine Transmembranregion, eine
membrannahe Stiel-Region und eine C-terminale Rezeptor-Bindedoméne bilden (5,
19, 46, 63, 120) (Abb. 5a). Die sechs B-Faltblatter (B1 — p6) der C-terminalen
Rezeptor-Bindedoméane formen eine Propeller-dhnliche Struktur, wobei jedes
Faltblatt aus vier antiparallelen Stradngen (S1 — S4) besteht (46, 66) (Abb. 5b). Die
Propellerstruktur wird hauptsachlich durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den S1 Strangen stabilisiert (19). Disulfidbriicken, die in der Stiel-Region zwischen
zwei H-Proteinen ausgebildet sind, stabilisieren und formen ein Homodimer (46, 97).
Auf der Virusoberflache wird das H-Protein als Tetramer aus zwei Homodimeren
exprimiert (66, 75). Das H-Protein ist ein Glykoprotein mit Asparagin (N)-gebundenen
Oligosacchariden. Diese gebundenen Glykane beeinflussen Proteine in ihrer
Konformation, Stabilitdt und Loslichkeit. Sie koénnen Proteine vor einem
proteolytischen Abbau schitzen und ihre Immunogenitat beeinflussen. Potentielle
Glykosylierungsstellen weisen die AS-Sequenz NXS oder NXT auf, wobei S fir Serin,
T fuor Threonin und X fir eine beliebige Aminosaure aul3er Prolin (P) steht (3).
Strukturanalysen des haufig untersuchten MV-Stammes Edmonston zeigten, dass
das H-Protein funf potentielle Glykosylierungsstellen an N168, N187, N200, N215
und N238 aufweist (5), wobei N238 nicht glykosyliert wird (54). Die Oligosaccharide
an N200 und N215 befinden sich zwischen den Monomeren eines H-Homodimers
(46) (Abb. 5a). Die N-Glykane bedecken grol3e Bereiche der Oberflache des H-
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Proteins. Die unbedeckten Bereiche kdnnen mit den Wirtzellrezeptoren interagieren

und von Antikdrpern (AK) erkannt werden (46, 48).

Stiel-Region

Transmembrandomadne

N terminale
zytoplasmatische
Domadne

Abb. 5: Aufbau des Oberflachenproteins Hamagglutinin (H). (modifiziert nach Colf et al. (19))

a) Das Oberflachenprotein H besitzt eine N-terminale zytoplasmatische Doméne, eine
Tansmembrandomane, eine extrazelluldre Stiel-Region und extrazellulare C-terminalen Rezeptor-
Bindedomane, die durch B-Faltblatter geformt wird.

b) Die C-terminale Rezeptor-Bindedomane des H-Proteins besteht aus einer Propeller-dhnlichen

Anordnung der Faltblatter 1 — 6 (B1= griin, 2= gelb, 3= orange, p4= rot, 5= violett, 6= blau) und
besitzt Glykane an N215 (grau) und N200 (grau).

Nach Bindung des H-Proteins an seinen Rezeptor findet eine
Konformationsanderung des H-Proteins statt, welche das F-Protein stimuliert die
Membranfusion einzuleiten. Aktuell werden dazu zwei Modelle diskutiert: Wahrend
Navaratnarajah et al. vermuteten, dass sich die Position der zwei C-terminalen
Rezeptor-Bindedoméanen eines H-Dimers verandert (91) (Abb. 6a), nehmen
Hashiguchi et al. an, dass sich die Position der H-Dimere eines Tetramers
zueinander verandert (48) (Abb. 6b).

B2

Abb. 6: Konformationsadnderungen des H-Proteins nach Rezeptorbindung. (118)
a) Modell nach Navaratnarajah et al. (91): Die C-terminalen Rezeptor-Bindedoméanen eines H-Dimers

verandern nach einer Rezeptorbindung ihre Position zueinander.
b) Modell nach Hashiguchi et al. (48): Die H-Homodimere eines Tetramers verdndern nach einer

Rezeptorbindung ihre Position zueinander.
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1.1.7. Wirtszellrezeptoren

Bisher sind drei Wirtszellrezeptoren identifiziert, mit denen H-Protein interagiert: das
membrane cofactor protein (MCP, CD46), das signalling lymphocyte-activation
molecule (SLAM, CD150) und Nectin-4.

Das humane CD46 wurde im Jahr 1993 als Rezeptor fir laboradaptierte MV
identifiziert (25, 89). Wildtyp-Viren binden nur sehr schwach oder gar nicht an CD46
(9). Dieser Rezeptor wird auf Zellen wie Granulozyten, Thrombozyten, T- und B-
Lymphozyten, naturlichen Killerzellen, Monozyten, h&mopoetischen Zelllinien,
Fibroblasten und malignen Zellen ubiquitar exprimiert (70, 79, 128). CD46 gehoért zu
den Regulatoren der complement activation gene cluster und schitzt die Zellen vor
einer Lyse durch das Komplementsystem (53, 70, 83). Der Rezeptor besteht aus vier
kurzen N-terminalen Konsensus-Wiederholungssequenzen (short consensus repeats,
SCR1 - SCR 4), einer S-, T- und P-reichen Region, einer hydrophoben
Transmembrandoméne, einem zytoplasmatischen Anker und einer

zytoplasmatischen Doméne (70) (Abb. 7).

Extrazellulare
SCR-Domanen 1-4

SO0

S-, T-, P -reiche Region

Membran Transmembrandomane
Zytoplasma Intrazellulare Domane mit
zytoplasmatischem Anker

Abb. 7: Aufbau des Zellrezeptors CD46. (nach Dhiman et al., Manchester et al. (24, 76))

CD46 besitzt extrazelluldr vier N-terminale Doméanen (SCR 1-4) und eine S-, T- und P-reiche Region.
Das Protein ist Uber eine Transmembrandoméane in der Zellmembran verankert. Intrazellular besitzt
CD46 eine Domane mit einem zytoplasmatischen Anker.

Alternative SpleiRvorgadnge generieren CD46 Isoformen unterschiedlicher GroRRe
(51— 58 kDa oder 59 — 68 kDa), die mit bis zu drei verschiedenen O-Glykanen
modifiziert sein kdnnen (70, 71). Diese Modifikationen haben jedoch keinen Einfluss
auf die Bindung der SCR1- und SCR2-Doméne an das H-Protein des MV (16, 71,
107). Das H-Protein interagiert hauptsachlich iber AS des B4- und B5-Faltblattes der

C-terminalen Rezeptor-Bindedomane mit CD46 (78, 141). Die Interaktion zwischen
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dem H-Protein laboradaptierter MV und CDA46 fiihrt zu einer verminderten Expression
von CD46 auf der Zelloberflache (65, 125). Die infizierte Zelle wird daraufhin lysiert

und aus dem Organismus eliminiert.

Im Jahr 2000 wurde das Glykoprotein signalling lymphocyte-activation molecule
(SLAM, CD150) als weiterer zellularer Rezeptor des MV identifiziert (145). Sowohl
laboradaptierte als auch Wildtyp-MV binden an dieses Typ-l Membranprotein (34,
145). SLAM (ca. 70 kDa) gehort zur CD2 subset immunoglobulin gene superfamily
und wird vor allem von Zellen des Immunsystems (z. B. aktivierten T- und B-
Lymphozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen) exprimiert (10, 18, 24, 81, 148).
Dieser Rezeptor ist an der Regulation der T-Zell-Antigenrezeptor induzierten
Proliferation und Interferon-y Produktion, B-Zellaktivierung und Zytokinproduktion von
dendritischen Zellen beteiligt (10, 45, 148). SLAM besteht aus einer extrazellularen
Region mit einer variablen (V) und einer konstanten (C2) Doméane, einer
Transmembrandoméne und einer intrazellularen Domane (24) (Abb. 8a). Der
Rezeptor ist intrazellular mit dem SLAM associate protein assoziiert (80, 123, 160).
Das H-Protein bindet hauptsachlich Gber AS des [B5-Faltblattes der C-terminalen
Rezeptor-Bindedoméane an die V-Doméne des Rezeptors (46, 48, 94) (Abb. 8b).
Diese Interaktion bewirkt eine Verminderung der SLAM-Expression auf der
Zelloberfliche und beeinflusst dadurch die Proliferation und Funktion humaner
Lymphozyten (33, 144, 153).

B2
a) . b) N MV-H
Variable Doméne -,
B3 ¢ Ty
. ™ &
Konstante Doméne Lf ‘-»“"A,_"o P, 6
PN
B4 ) - Famila? Ly
. ¥ e
Membran I Transmembrandoméne ¢ terminus ----té}ﬁ ¥,
$ -,
Intrazellulare Domane mit drei LD W
Zytoplasma Ay
ytop i TXYXXV/VA-Motiven SLAM - L

Abb. 8: Aufbau des Zellrezeptors SLAM und Interaktion mit dem H-Protein.

a) SLAM besitzt eine extrazellulare variable (V) und konstante (C2) Doméne und ist Uber eine
Transmembrandoméne in der Membran verankert. Die intrazellulare Doméne enthélt drei Threonin
(T)-, Tyrosin (Y)-, Valin (V)-, Isoleucin (I)- und Alanin (A)-Motive (TXYXXV/I/A), die mit zellularen
Proteinen interagieren. (Abb. nach Manchester et al. (76))

b) Der SLAM-Rezeptor (hellblau) interagiert hauptsachlich mit AS des B-5 Faltblattes des H-Proteins.
(Abb. modifiziert nach Hashiguchi et al. (48))
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Das MV kann neben Zellen des Immunsystems auch Epithelzellen und Zellen des
Zentralen Nervensystems infizieren. Da diese Infektionen unabhangig von den
Rezeptoren CD46 und SLAM verlaufen, wurde die Existenz eines weiteren
Rezeptors fur das MV postuliert (7, 49, 134, 142). Microarray-Analysen und
funktionelle Experimente identifizierten im Jahr 2011 den Tumorzellmarker Nectin-4,
auch als polio receptor like gene (PVRL4) beschrieben, als MV-Rezeptor auf
Epithelzellen (85, 93). Nectin-4 ist eins von vier bekannten Nectinen, die zu den
Ca?*-abhangigen immunoglobulin-like (Ig-artige) cell adhesion molecules gehéren
und eine Reihe von zellularen Funktionen, wie Adhasion, Migration und Polarisation,
regulieren (88, 104). Der Rezeptor besitzt eine extrazellulare Region mit drei
Ig-artigen Doméanen (V, C2, Ig), eine Transmembranhelix und eine intrazellulare
Doméne (14, 85, 104) (Abb. 9). Nach Infektion einer Zelle wird die

Oberflachenexpression dieses Rezeptors ebenfalls vermindert (85, 93).

©
@ Extrazellulare
Ig-artige Doméanen

G

Membran Transmembrandoméne

Zytoplasma Intrazellulare Doméne

Abb. 9: Aufbau des Zellrezeptors Nectin-4. (nach Brancati et al. (14))
Nectin-4 besitzt drei extrazellulare lg-artige Doméanen und ist tUber eine Transmembrandomane in der
Zellmembran verankert. Die intrazellulare Doméne interagiert mit zellularen Proteinen.
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1.2. Die Immunantwort

1.2.1. Die angeborene und adaptive Immunantwort

Die Immunreaktion schitzt den Organismus vor Pathogenen wie Viren, Bakterien,
Pilzen oder Parasiten. Die Immunanwort wird in die angeborene und adaptive
Immunantwort unterteilt. Faktoren des angeborenen Immunsystems erkennen
Krankheitserreger anhand bestimmter konservierter Muster threr
Oberflachenstrukturen. Das Zusammenspiel verschiedener Faktoren wie Phagozyten,
Naturlichen Killerzellen und Granulozyten ermoglicht die initiale Bekdmpfung des
Pathogens bis die spater zur Verfigung stehende adaptive Immunantwort bereit ist
(87). Faktoren des adaptiven Immunsystem erkennen nach einer Anpassungs- und
Reaktionsphase individuelle Oberflachenstrukturen von Krankheitserregern (87). Die
Gene von B- und T-Lymphozyten kodieren eine hohe Anzahl an Rezeptoren, die an
diese komplexen Oberflachenstrukturen (Antigene) binden kénnen. Rezeptoren von
B-Lymphozyten konnen native Antigene binden, wohingegen T-Zell-Rezeptoren
Peptidfragmente der Antigene auf Antigen-prasentierenden Zellen erkennen. Die T-
Lymphozyten werden in verschiedene Untergruppen unterteilt, die unterschiedliche
Funktionen erfullen um Pathogene abzutdten und aus dem Organismus zu
eliminieren (87). Bestimmte T-Zellen kénnen Botenstoffe sezernieren, welche die
Proliferation und Differenzierung von B-Lymphozyten stimulieren (111). Ein Teil der
ausdifferenzierten B-Lymphozyten, sogenannte Plasmazellen, sezernieren Antigen-
bindende Rezeptoren, die als Antikérper (Ak) oder Immunglobuline (Ig) bezeichnet
werden. Ak gehoren zu den humoralen Faktoren der Immunantwort, die Pathogene
markieren und neutralisieren konnen (87). Das adaptive Immunsystem bildet
auBerdem Erreger-spezifische T- und B-Gedéachtniszellen, die dem Organismus
auch nach Elimination des Pathogens erhalten bleiben. Sie bilden das
immunologische Gedachtnis, welches eine schnellere und effektivere Immunreaktion

nach erneutem Pathogenkontakt erméglicht (87).
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1.2.2. Klassifikation und Eigenschaften von Antikérpern

Ak sind Bestandteil der adaptiven Immunabwehr und binden spezifisch an die
Oberflachenstrukturen von Pathogenen. Ak werden in die Klassen IgA, IgE, IgD, IgM und
IgG unterteilt (87). IgA sind in &aul3eren mukdsen Sekreten (z.B. Mundschleimhaut)
enthalten, da sie von Plasmazellen unterhalb des Schleimhautepithels gebildet werden. Sie
stellen eine erste Barriere fir viele Pathogene dar. IgE liegen gebunden auf Mastzellen vor.
Nach Interaktion der IgE mit einem Antigen setzen die Mastzellen Granula mit
pharmakologisch aktiven Molekilen frei. Die Funktion von IgD-Molekulen, welche auf der
Oberflache von B-Zellen exprimiert werden, ist unbekannt. IgM-Molekile kénnen sehr grol3e
Mengen an Antigen binden, da sie im Plasma als Pentamere vorliegen. Sie sind die ersten
Ak, die von B-Lymphozyten als Reaktion auf ein Pathogen gebildet und sezerniert werden

und tragen zur Elimination des Erregers bei (87).

variable Region
NH2 e~

Antigenbindungsstelle

Antigenbindungsstelle

N

leichte Kette VY, \ leichte Kette
] |
|
COOH \i\ ,‘I COOH
bewegliche ~ Disulfidbriicken

Y Gelenkregion
konstante Region

schwere Kette schwere Kette

COOH COOH

Abb. 10: Aufbau eines IgG-Molekiils.

IgG Molekile bestehen aus zwei schweren (ca. 50 kDa) und zwei leichten (ca. 25 kDa) Ketten, die
Uber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Die Ketten bestehen aus konstanten und variablen
Regionen. Zwischen den schweren und leichten Ketten befindet sich in der variablen Region die
Antigenbindestelle (Paratop). IgG besitzt zwei Antigenbindungsstellen.

Im Verlauf der ersten Reaktion auf ein Antigen findet ein Klassenwechsel in den IgM-
produzierenden B-Lymphozyten statt. Anstatt IgM produzieren die B-Lymphozyten
nun IgG, IgA bzw. IgE. Bei einem spateren zweiten Antigenkontakt bildet IgG den
Hauptanteil der Ig im Serum (87) (Abb. 10). Auftretende somatische
Hypermutationen in den Genen der Lymphozyten flihren zu Punktmutationen in den
variablen Ketten des IgG. Im Verlauf einer adaptiven Immunantwort wird so die

Affinitat der Ak zum Antigen fortwédhrend gesteigert. Die Affinitat ist eine Mal} fir die
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Starke der monovalenten Bindung zwischen Antigen und Ak. Die
Gesamtbindungsstarke multivalenter Ak-Antigen-Interaktionen wird als Aviditat
bezeichnet (87).

1.2.3. Die Rolle neutralisierender Antik6rper innerhalb der MV-Immunitat

Eine MV-Erstinfektion bzw. Masernimpfung induziert eine lang anhaltende Immunitat.
Dieser Schutz korreliert mit den durch die B-Zell-Antwort induzierten MV-
neutralisierenden Ak (29). Die Mehrheit dieser neutralisierenden Serum-Ak binden an
das virale H-Protein (22). Sie blockieren die Bindungsstelle des H-Proteins mit dem
zellularen Rezeptor und/oder die Interaktion des H-Proteins mit dem F-Protein (40).
Neutralisierende Ak, die an das F-Protein binden, kénnen die Fusion zwischen der
Zell- und Virusmembran verhindern (74, 99, 122). Ein weiteres Ziel neutralisierender
Ak ist das M-Protein. Die Interaktion zwischen diesen Ak und dem M-Protein inhibiert
die MV-Replikation (163).

1.2.4. Neutralisierende Epitope des H-Proteins

Die Interaktion zwischen Ak und Antigen beruht auf elektrostatischen und
hydrophoben Wechselwirkungen, Van-der-Waals-Kréften und Wasserstoffbricken-
bindungen (87). Proteine sind im Vergleich zu Polysacchariden stark immunogen. Ak
kénnen an lineare oder Konformationsepitope auf der Oberflache eines Proteins
binden. Lineare Epitope bestehen aus einer zusammenhéngenden Folge von AS
einer Peptidkette. Konformationsepitope, auch diskontinuierliche Epitope genannt,
werden hingegen erst durch die rdumliche Struktur, die ein Protein unter nativen
Bedingungen einnimmt, ausgebildet (87). Die Seitenketten der AS bestimmen die
Struktur, Ladung, den hydrophoben bzw. hydrophilen Charakter und die Reaktivitat
eines Peptides bzw. Epitopes (87) (Tab. 1).

Studien mit monoklonalen Antikérpern (mAK) zeigen, dass eine Bindung an
bestimmte Bereiche der H-Proteinoberfliche zur Neutralisation des Virus fihren
kann (Tab. 2). Neutralisierende Epitope, wie das hemagglutinin noose epitope (HNE)
oder neutralizing epitope (NE), wurden bereits umfangreich charakterisiert. Wahrend
das NE eine a-Helixstruktur besitzt (23), besteht das HNE aus einer amphiphilen
Schleifenstruktur, in der eine Disulfidbricke zwischen C386 und C394 eine
wesentliche Rolle spielt (102, 164). Beide Epitope werden als Kandidaten flr einen
MV Peptid-Impfstoff diskutiert (31, 40, 164).
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Tab. 1: Aminosauren, ihre Abklrzung und Eigenschaft der Seitenkette (87)

| Aminoséure (AS)  Abkiirzung  Eigenschaft der Seitenkette

Glycin G neutral

Alanin A unpolar, hydrophob

Valin V aliphatisch, unpolar, hydrophob

Leucin L aliphatisch, unpolar, hydrophob

Isoleucin I aliphatisch, unpolar, hydrophob

Methionin M aliphatisch, unpolar, hydrophob

Prolin P zyklische Struktur, unpolar, hydrophob

Phenylalanin F aromatisch, unpolar, sehr hydrophob

Tyrosin Y aromatisch, polar, schwach hydrophob

Tryptophan W aromatisch, unpolar, schwach hydrophob

Serin S aliphatische Hydroxylgruppen, polar, neutral, hydrophil
Threonin T aliphatische Hydroxylgruppen, polar, neutral, hydrophil
Asparagin N polar, neutral

Glutamin Q polar, neutral

Cystein C Ausbildung von Disulfidbriicken C-C, polar, neutral
Lysin K stark polar, hydrophil, basisch

Arginin R stark polar, hydrophil, basisch

Histidin H aromatisch, basisch

Asparaginséaure D sauer

Glutaminséure E sauer

Tab. 2: Neutralisierende mAk und ihr Bindungsbereich am H-Protein.

Bindungsbereich am H-Protein (AS-Position) Referenzen

Mab 48 126-135 (73)

Mab 1-44 185-195 (55, 72)
L77, NC32, K29, K71 195-203, 381-400 (68)

I-41, 1-44, 7AG11 200-370 (129, 131, 132)
79-XV-V17 211-291 (56, 143)
BH47, BH59, BH129  240-255, NE: 244-250 (23, 40)
BH38 296-310 (13)

1-29 309-322 (55, 73)
BH216, BH6, BH21  HNE: 381-400 (164)
16-CD-11, 80-1-B2 _ 541-505 (56, 67, 129)
BH26 521-617 (13)

Mab 18 587-596 (42,72, 73)
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1.3. Die Masernimpfung

1.3.1. Masernimpfviren

Die Mehrzahl der weltweit eingesetzten Impfstimme basiert auf einem vom spateren
Nobelpreistrager John F. Enders und Thomas C. Peebles im Jahr 1954 erstmals auf
Zellen angezichteten und isolierten MV. Dieses MV wurde aus dem Blut des
Erkrankten David Edmonston gewonnen und daher nach dem Patienten Edmonston
(Edm) benannt (32). Zur Herstellung von Impfviren wurde das Virus Edm an
verschiedene Zelllinien adaptiert und attenuiert (114) (Abb. 11). Haufig eingesetzte
Vertreter der Impfviren sind AIK-C, Edmonston-Zagreb (EdmZ), Edmonston-Schwarz
(EdmS), Edmonston B und Moraten (114).

| Edmonston |

M Edmonston wt ‘
ﬂ)| Edmonston-Enders |

HA

> ATCC |

HA, SK (33°C), CEF (33°Cl|
3] AIK-C |

CE, DK, WI-38 |
> Edmonston Zagreb |
CE, CEF |
> Edmonston Seed ,A® |
CEF, CEF (32°C)
4>| Edmonston Schwarz
CE, CEF

>| Edmonston Seed ,B* |

CEF (36°C)
4>| Edmonston B ‘
CEF (36°C, 32°C)

—>| Moraten ‘

Abb. 11: Adaption des Edmonston Virus an verschiedene Zelllinien. (nach Rota et al. (114))

Das MV Edm wurde an folgende Zellen adaptiert: HK= humane Nierenzellen, HA= humane
Amnionzellen, CE= Zellen der Amnionhdhle von Hihnerembryonen, CEF= Hihnerembryofibroblasten,
DK= Nierenzellen des Hundes, WI-38= humane diploide Zellen, SK= Nierenzellen des Schafes. Die
Kultivierungstemperatur betrug 37°C, sofern sie nicht anders angegeben wurde.

)
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1.3.2. Impfempfehlungen und Impfquoten

Die Mitgliedstaaten von funf der sechs Regionen der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) haben sich die Elimination der Masern zum Ziel gesetzt (140). Die sechste
WHO-Region, Sudostasien, strebt lediglich eine Senkung der Masernmortalitat um
95 % bis zum Jahr 2015 gegenuber dem Jahr 2000 an (156). Die Elimination der
Masern in der WHO Region Europa soll bis zum Jahr 2015 erfolgen (2). Dies ist
moglich, da der Mensch der einzige Wirt dieses Pathogens ist, eine
Masernerkrankung labordiagnostisch nachweisbar und ein effektiver Impfstoff fur die
Bevolkerung zuganglich ist (26). Fur Deutschland empfiehlt die Standige
Impfkommission (STIKO) eine erste Impfdosis im Alter von 11 Monaten. Eine zweite
Impfung soll im 2. Lebensjahr erfolgen, um eventuell vorhandene Impflicken zu
schlieRen (108). Die Masernimpfung wird in Kombination mit Impfstoffen gegen
Mumps und Roételn (MMR) oder gegen Mumps, Roételn und Varizellen (MMRV)

empfohlen, um die Gesamtzahl an Impfgaben mdglichst gering zu halten (108).

Masern Impfraten (zwei Impfdosen, 2010)
Keine Angaben
80-98 %
90 -94 %

Bl o5

Anzahl Masernerkrankungen 2011
1

° 100

10.000 :

Nicht eingezeichnet

Andorra v :
Lichtenstein
I Malta , .

Monaco
San Marino

Abb. 12: Masern Impfraten und Anzahl der Masernerkrankungen in der européaischen Region.
(modifiziert aus ECDC Surveillance report 2012 (30))

Die Daten stellen die offiziell erfassten Zahlen des The European Surveillance System (TESSy) und
Centralized Information System for Infectious Diseases (CISID) fur WHO/UNICEF Joint Reporting
Form und WHO Regional Offices reports dar.
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Eine dauerhafte Unterbindung der Transmission des hoch kontagiésen und
infektiosen MV erfordert eine sehr hohe Populationsimmunitat. Die WHO hat daher
eine Durchimpfungsrate von mindestens 95 % fur beide Impfdosen als Ziel gesetzt
(2). Dieses Ziel haben viele Lander Europas bisher noch nicht erreicht (30) (Abb. 12).
Impfdaten aus Schuleingangsuntersuchungen im Jahr 2010 zeigen, dass 96,4 % der
Kinder in Deutschland die erste Masernimpfung erhalten haben. Die Impfquote fur
zwei erhaltene Impfdosen betrug 915 % (109). Die Impfquote der
Gesamtbevoélkerung in Deutschland lag im Jahr 2010 bei 90 — 94 % fir zwei
Impfdosen (30) (Abb. 12). Deutschland hat das Ziel der WHO von einer

Durchimpfungsrate 295 % fur beide Impfdosen bisher noch nicht erreicht.

1.3.3. Maternale Antikdrper

In Deutschland wird die erste Impfung im Alter von 11 Monaten empfohlen (108).
Eine frihere Impfung ist mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit einer negativen
Serokonversion assoziiert (98). Eine Ursache dafur kdénnen passiv erworbene
maternale Ak sein, die den S&augling in den ersten Lebensmonaten vor einer MV-
Infektion schitzen und das Impfvirus neutralisieren (4). Die Konzentration der
maternalen Ak nimmt in den ersten Lebensmonaten ab (60, 92, 136). Verschiedene
Studien zeigen, dass Kinder vormals erkrankter Mitter Uber einen langeren Zeitraum
einen hoéheren maternalen Ak-Titer gegen das MV besitzen, als Kinder geimpfter
Mitter (15, 44, 162). Mit dem steigenden Anteil geimpfter Matter in der Bevolkerung
nimmt auch der Anteil der Kinder, die nach der Geburt nur wenige Monate durch
passiv erworbene maternale Ak geschitzt sind, zu. Da eine MV-Infektion im
Sauglingsalter mit einem deutlich erhdhten Risiko fir schwere Komplikationen
verbunden ist, gibt es Ansatze fur einen erganzenden Impfstoff, der die Schutzliicke

im 1. Lebensjahr schliel3en soll.

1.3.4. Alternative Ansatze in der Impfstoffentwicklung

Peptid-Impfstoffe ~ werden bereits als Erganzung zu den bisherigen
Vollvirusimpfstoffen diskutiert (31, 40, 164). Die Peptide sollten moglichst
thermostabil und so aufgebaut sein, dass sie nicht von passiv erworbenen
maternalen Ak in Kleinkindern erkannt werden.

Eine neue Impfstoff-Generation sind kostenginstige DNA-Impfstoffe. Eine

aufwandige Kihlkette ist im Gegensatz zum bisherigen Impfstoff nicht notwendig.
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DNA-Impfstoffe gegen MV wurden bereits erfolgreich an Affen und Mausen getestet
(99, 135).

Eine Alternative zur herkdbmmlichen Impfstoffapplikation ist die Immunisierung durch
ein Aerosol. Diese Impfstrategie ist auch fir gro3e Impfkampagnen geeignet, da sie
kostengunstig ist und der Impfstoff einfach appliziert werden kann. Es werden keine

Spritzen bendtigt und der Impfstoff kann bei Raumtemperatur gelagert werden (146).
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2. Problemstellung und Zielsetzung

Seit nahezu 50 Jahren werden attenuierte Masernimpfviren fir eine Impfung
eingesetzt. Das Virus ist beziglich seiner antigenen Eigenschaften monotypisch und
im Vergleich zu anderen RNA-Viren genetisch stabil. Epidemiologische Erfahrungen
zeigen, dass die Impfung einen lang anhaltenden Schutz vor einer Infektion mit
Wildtyp-MV induziert. Der Impfschutz korreliert mit der Impf-induzierten B-Zell-
Antwort, deren Ergebnis MV-neutralisierende Ak sind. Diese Ak sind hauptsachlich
gegen das Oberflachenglykoprotein Hamagglutinin (H) gerichtet. Auftretende
Mutationen im H-Gen konnen zu einem Austausch von AS fuhren, welche die
Antigenitat des H-Proteins beeinflussen und zu Epitopverlusten fiihren konnen.
Vergleichende Untersuchungen des H-Proteins von Impf- und Wildtyp-Viren haben
gezeigt, dass sowohl zwischen Impf- und Wildtyp-Viren als auch innerhalb der
Wildtyp-Viren Epitopverluste auftreten kénnen (39, 117). Eine Akkumulation der
Veradnderungen antigener Eigenschaften des MV erhoht das Risiko, dass eine
Impfung mit bisher verwendeten Vakzinen in Zukunft nicht mehr vor einer MV-
Infektion schutzt.

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung neutralisierender Epitope auf dem
H-Protein aktueller Wildtyp-Viren im Vergleich zum Impfvirus. Dafir sollten zunachst
Unterschiede in der AS-Sequenz des H-Proteins der Impf- und Wildtyp-Viren
dargestellt werden. AnschlieBend sollten neutralisierende mAk gegen das Impfvirus
EdmZ hergestellt, charakterisiert und ihre Epitope lokalisiert werden. Ein Vergleich
der neutralisierenden Kapazitat dieser mAk gegenuber den Impf- und Wildtyp-Viren
gibt Aufschluss, welche Epitope auf dem H-Protein konserviert oder variabel sind.
Desweiteren sollten die AS-Austausche im H-Protein von Wildtyp-Viren identifiziert
werden, die fir den Verlust eines von Impf-induzierten Ak erkannten
neutralisierenden Epitopes  verantwortlich  sind. Entsprechend  sollten
Mutationsversuche mit rekombinanten H-Proteinen durchgefuhrt werden. Zuséatzlich
sollte gezeigt werden, inwieweit sich die neutralisierende Kapazitat humaner Impf-
induzierter Antiseren gegenuber Impf- und Wildtyp-Viren unterscheidet.

Die Ergebnisse der Analyse neutralisierender Epitope auf dem H-Protein tragen zur
Risikobewertung eines moglichen Wirksamkeitsverlustes der etablierten Impfstoffe
bei.
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3. Materialien

Geréate und Verbrauchsmittel

3500xI Dx Genetic Analyzer
Agarosegelelektrophorese-Kammer
AKTA-Chromatographieanlage AKTA-Explorer
Brutschrank

Bakterienschiittler Certomat®

Cryoréhrchen

Deckglaschen

Dialyseschlauche, high retention seamless cellulose
tubing

Einfrierbox

FACS Calibur™

Fast-Blot ,semi-dry“-Apparatus

Feinwaage

Filterpapier

FLUOstar Omega Reader
Fotodokumentationssystem

GenePix 4000B

Glaspipetten: 1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml
Glas-Kolben, -Messzylinder, -Becherglaser
Kuhl- und Gefrierschrénke

Lumi-Film

MALDI-TOF Autoflex ™ Massenspektrometer
Magnetrihrer

Mikrotiterplatten flr ELISA:
-Anti-Masern ELISA 1gG (MV-Mikrotiterplatte)
-Mikrotiterplatte ohne Antigen

Mikroskope:
konfokales Laser Raster Mikroskop 510 (cLSM)
Inverted Microscope Axiovert 200M

Mini-PROTEAN Il multiscreen apparatus

MTP 384 Stahltarget T F, poliert

NanoDrop Spectrophotometer 3000, 8000v2.2.1
Neubauer-Zahlkammer

Objekttrager

PepStar'" Peptide Microarray

Petrischalen

pH-Messgerat

Applied Biosystems, U.S.A.
Biometra, D

GE Amersham Pharmacia Biotech, S
Heraeus, D; Binder, D

R. B. Braun Biotech International, D
Nunc, DK

Carl ROTH, D

Sigma-Aldrich, D

Carl ROTH, D

BD Biosciences, U.S.A.
Biometra, D

Sartorius, D

Bio-Rad, D

BMG Labtech GmbH, D
Intas, D

Molecular Devices, U.S.A.
Brand, D

Schott, D

Bosch, D; Liebherr, D; Heraeus, D
Roche, D

Bruker Daltonics GmbH, D
Jahnke und Kunkel, D
EUROIMMUN, D

Carl Zeiss, D
Carl Zeiss, D

Bio-Rad, D

Bruker Daltonics GmbH, D
Thermo Fisher Scientific, U.S.A.
Marienfeld, D

Carl ROTH, D

JPT Peptide Technologies, D
Sarstedt, D

Beckmann, U.S.A.
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Pipettboy
Pipetten

Pipettenspitzen

Polyvinyldendifluorid (PVDF) Membran, Immobilion
Reaktionsgefalie: 0,1 ml — 50 ml

Rontgenfilm-Entwickler Curix 60
Schiittler
SDS-Gelelektrophoresekammer
Spannungsgerate

Spritzen und Kanilen

Sterilfilter: 0,22 pm, 0,45 pm
Stickstofftruhe, Isothermal V-1500 series
Thermocycler

Thermomixer comfort

Ultraschallgerat: Sonifier 450

Vakuumpumpe

Verschlussklammern

Vortex GFL

Wasserbad

ZellkulturgefalRe: Schalen, Flaschen, Platten
Zellsiebe: 70 um, 212 pym

Zentrifugen:

-Biofuge Fresco, Biofuge Stratos
-Klhlzentrifuge Sorvall® RC 5C Plus
-Ultrazentrifuge Optima L100K

Zentrifugengefalle: 15 ml, 50 ml
-Ultra Clear™

Zentrifugenrotoren
-SW 32Ti
-SLA1500, SS34

ZipTip®-Spitzen, C18 Phase

Integra Biosciences, D

Gilson, U.S.A.; Eppendorf, D; Thermo
Scientific, U.S.A.

Molecular BioProducts, U.S.A.;
Sud Laborbedarf, D; Eppendorf, D;
Thermo Scientific, U.S.A.

Millipore, D

Applied Biosystems, U.S.A.; Eppendorf,
D; Greiner, D; Nunc, DK; TPP, CH

AGFA, U.S.A.

Biometra, D

BioRad

Biometra, D

Braun, D

Corning, U.S.A,; Carl ROTH, D
Custom BioGenic Systems, U.S.A.
Biometra, D

Eppendorf, D

Ultraschall- und Labortechnik
Heinemann, D

Integra Biosciences, D

Carl ROTH, D

Jahnke und Kunkel, D

Haake, D; Julabo, D

Nunc, D; Sarstedt, D; TPP, CH
Carl ROTH, D

Heraeus, D
Thermo Fisher, D
Beckman Coulter, D

TPP, CH; DuPont NEN, U.S.A;
Kontron Instruments, GBR
Beckman, U.S.A.

Beckman, U.S.A.
Thermo Scientific, U.S.A.

Millipore, D
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Chemikalien, Reagenzien

1,4-Dithiothreit, 0,4 M
2-Hydroxypropan-1,2,3-ricarboxylsdure (CsHgO-)

3,3'5,5"-Tetramethylbenzidine (TMB):
-recomBlot fiir Colorimetrischen Immunoassay
-Tabletten fur ELISA

4’,6-Diamidino-2-Phenylindoldihydrochlorid (DAPI)
a-Hydroxycyanozimtsaure

B-Mercaptoethanol

-Propiolacton

Acetonitril

Acrylamid bis-Acrylamid, 30 %

Agar

Agarose

Albumin Fraktion V, Protease frei (BSA)
Ammoniumclorid (NH,CI)
Ammoniumhydrogencarbonat (NH;HCO53)
Ammoniumpersulfat (APS)
Ammoniumthiocyanat (NH;SCN)

Ampicillin

Azaserine-Hypoxanthine 50x

Bovines Serum Albumin, 30% (BSA, 30 %)
Bromphenolblau

Carboxymethylcellulose Natriumsalz (CMC)
Desoxyribonukleotide dNTP, 10 mM
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Di-Natriumphophat hepta-hydrat (Na,HPOx7H,0)
Di-Natriumphosphat di-hydrat (Na,HPO4x2H,0)
Dithiothreitol, 0,1 M (DTT)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Formaldehyd

Fotales Kalberserum (FKS)
-FKS fir eukaryotische Zellen (Ausnahme:
Hybridomzellen)

-FKS fir Hybridomzellen

Freund-Adjuvans, komplett und unvollstéandig
GelRed'" Nucleic Acid Gel Stain

Glycerin

Glycin

IGEPAL (NP 40)

lodacetamid, 0,5 M

Merck, D

Fluka Sigma-Aldrich, D

Mikrogen Diagnostik, D

Sigma-Aldrich, D
Carl ROTH, D
Bruker Daltonic, D
Carl ROTH, D
Ferak, D

Merck, D
Sigma-Aldrich, D
Carl ROTH, D
Invitrogen, D
Carl ROTH, D
Merck, D
Sigma-Aldrich, D
Sigma-Aldrich, D
Sigma-Aldrich, D

Sigma-Aldrich, U.S.A.

Sigma-Aldrich, D
PAA, AUS

Serva, D

Fluka Sigma-Aldrich, D

QIAGEN, D

Carl ROTH, D
Sigma-Aldrich, D
Sigma-Aldrich, D
Invitrogen, U.S.A.
Merck, D

Carl ROTH, D

PAA, AUS
Invitrogen, U.S.A.

Sigma-Aldrich, D
Biotium, U.S.A.
Carl, ROTH, D
Carl, ROTH, D

Fluka Sigma-Aldrich, D

Sigma-Aldrich, D
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Kaliumdihydrogenorthophosphat (KH,PO,)
Kaliumchlorid (KCI)

Kulturmedien fir Zellen:

-DMEM, EMEM, MEM-a, RPMI, -

10x MEM

L-Glutamin, 200 mM

Luminol

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Methanol

Mono-Natriumphosphat mono-hydrat (NaH,PO4xH,0)
Mowiol

Natriumazid (NaN3)

Natriumbicarbonat (NaHCO3)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
N,N,N’,N’- Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Paraformaldehyd (PFA)
para-Hydroxycoumarinsaure
Penicillin/Streptomycin, 100x (P/S)
Polyethylen Glykol (PEG) 1500
Polyethylenimine (PEI)

Protease Inhibitor, Complete Mini

Protein G
-HiTrap™ Protein G HP 1ml
-Protein G Sepharose 4 Fast Flow

Proteinmarker / Kalibrierungspeptide:
-PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder,
-PageRuler™ Prestained Protein Ladder,
-Peptide Calibration Standard Il

Recombinant Mouse Interleukin-6 (IL-6)
Roti®-Blue

Salzsaure (HCI)

Saponin

Schwefelsaure (H,SO,)

Sucrose, Saccharose
Trifluoressigsaure
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
TritonX-100

Tirks Losung

Tween20

Merck, D
Merck, D

Gibco, U.S.A.
Sigma-Aldrich, D

PAA, AUS
Sigma, D
Sucofin,D
Merck, D

Carl ROTH, D
Sigma-Aldrich, D
Calbiochem, U.S.A.
Carl ROTH, D
Carl ROTH, D
Carl ROTH, D
Carl ROTH, D
Carl ROTH, D
Roth, D

Carl ROTH, D
Sigma-Aldrich, D
PAA, AUS
Roche, D
Sigma-Aldrich, D
Roche, D

GE Healthcare, D
GE Healthcare, D

Thermo Fisher Scientific, U.S.A.
Thermo Fisher Scientific, U.S.A.
Bruker Daltonic, D

Invitrogen, U.S.A.
Carl ROTH, D
Carl Roth, D
Sigma-Aldrich, D
Carl ROTH, D
Carl ROTH, D
Merck, D

Carl ROTH, D
Merck, D

Merck, D

Carl ROTH, D
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Wasser

-Bidestilliertes Wasser (H,0) Fluka Sigma-Aldrich, D
-HPLC-Wasser (HPLC-H,0) Fluka Sigma-Aldrich, D
-DEPC behandeltes Wasser (PCR-H,0) ROTH, D
Wasserstoffperoxid (H,O,) Carl ROTH, D

Kits

ABI PRISM Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit

IsoStrip'"" Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit
NucleoBond®Xtra Maxi Kit

QIAmp Viral RNA Mini Kit

QIlAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick PCR Purification Kit

QIAquick Gel Extraction (and PCR Purification) Kit
RNase free DNase Set

Z-competent E.coli Transformation Kit and Buffer Set

Enzyme und Reaktionspuffer
Dpn1l (20.000 U/ml)

EcoR1 (20.000 U/ml) 10 x EcoR1-Puffer

T4 DNA Ligase (400.000 U/ml) 10 x T4 DNA Ligase-
Puffer

Notl (10.000 U/ml)

Pfu Ultra™ HF DNA Polymerase 10 x Pfu Ultra™ HF

(2,5 U/ Reaction Buffer

Phusion® Hot Start DNA 5 x Phusion® HF

Polymerase (2 U/ul) Reaction Buffer

RNasin® RNase (40 U/ul)

SuperScript® Ill Reverse 5 x First Strand Buffer

Transcriptase (200 U/ul)

Applied Biosystems, U.S.A.

Roche, U.S.A.
Macherey-Nagel, D
QIAGEN, D

QIAGEN, D

QIAGEN, D

QIAGEN, D

QIAGEN, D

ZYMO Research, U.S.A.

New England Biolabs, U.S.A.
New England Biolabs, U.S.A.
New England Biolabs, U.S.A.

New England Biolabs, U.S.A.

Agilent Stratagene, U.S.A.

Thermo Scientific, FIN

Promega, U.S.A.
Invitrogen, U.S.A.

Trypsin Sigma-Aldrich, D
0,5 % Trypsin-EDTA Gibco, U.S.A.
Plasmide

pcDNA3.1 (+) Invitrogen, U.S.A.
pcDNA_MV-H_EdmZz Finsterbusch et al. (39)

(Insert: H-Gen des EdmZ)
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Antikdrper
Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse 1gG (H+L) Invitrogen, U.S.A.
BH17, BH47, BH195, BH216 RIVM, Bilthoven; Institut fur

Immunologie, Luxembourg

Cy'"5-conjugated AffiniPure Fab Fragment Goat Anti-Mouse  Dianova, D

IgG (H+L)

Fluorescein (FITC)-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse Dianova, D

IgG, Fcy Fragment Specific

Goat Anti-Mouse 1gG (H+L), horseradish peroxidase Invitrogen, U.S.A.
conjugate

Maus-Gammaglobulin Dianova, D
Monoclonal Antibody MAB 8906 Millipore, U.S.A.

Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Dianova, D

Oligonukleotide

Die Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma Metabion hergestellt. Vorwarts-
Primer sind mit ,s“ (sense) und RuUckwarts-Primer mit ,as“ (antisense)
gekennzeichnet. Die lyophilisierte Primer wurden in HPLC-H,O geldst und auf

100 pM eingestellt.

Primer zur Amplifikation und Sequenzierung des H-Gens:

Primer Nukleotidsequenz 5 —3”

MaH1s CCTCTGGCCGAACAATATCG

MaH5s TTCCCTATCAGGGATCAGGG

MaH9s GCAGCCATCTACACCGCAGAG
MaH12as CATGTGAAGCATTCCAC

MaH13s GCATGGGAGTCAGCTGC

MaH14s GCTCCGGTGTTCCATATG

MaH15as GAGTGGTGTCAGCACGTCC

3291s AGGTCAATTCTCAAACATGTCG
3292as GAAGCAATTTTGATTTTAAGCTCA
3374s GTCATCAAGCAACCACCGCATCCA
3375as TTGACGGATAGCGAGTCCATAACGGG
3376s AATATGTTGCTGCAGGGGGCGTTG
3377as AGGCGGTGCTTGATGTTCTGACACAG
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Klonierungsprimer: Primer mit einer Sequenz fur Schnittstellen der Enzyme EcoR1 (s-Primer)

bzw. Notl (as-Primer) am 5 -Ende:

Primer
Mal05as
3270s
3271as
3302s
3303as
3304s
3305as

Nukleotidsequenz 5 —3°
AGGGCGGCCGCCTATCTGCGGCTGGTTCCATCTTC
CGGAATTCGGATGTCACCCCAACGAGACCGGAT
AGGGCGGCCGCCTATCTGCGGTTGGTACCATCTTC
CGGAATTCGGATGTCACCGCAACGAGACCGGAT
AGGGCGGCCGCCTATCTGCGGTTTGTTCCATCTTC
CGGAATTCGGATGTCACCACAACGAGACCGGAT
AGGGCGGCCGCCTATCCGCGATTGGTTCCATCTTC

Mutagenese-Primer: Primer zur Mutagenese des H-Gens in Plasmiden:

Primer
3318s
3319as
3320s
3321as
3322s
3323as
3328s
3329as
3334s
3335as
3336s
3337as
3338s
3339as
3342s
3343as
3344s
3345as
3346s
3347as
3354s
3355as
3368s
3369as
3370s
3371as

Nukleotidsequenz 5" —3’
GTCAGAGTTGTCACAACCAAGCATGC
GCATGCTTGGTTGTGACAACTCTGAC
AGTTGCCACAACTGAGCATGCACCG
CGGTGCATGCTCAGTTGTGGCAACT
GTCAGAGTTGTCACAACTGAGCATGCACCG
CGGTGCATGCTCAGTTGTGACAACTCTGAC
GTCAGAGTTGCCACAACTGAGCATG
CATGCTCAGTTGTGGCAACTCTGAC
CAGCAAGCGTGTAGGGGTAAAATCC
GGATTTTACCCCTACACGCTTGCTG
CAACAGGCGTGTAGGGGTAAAATCC
GGATTTTACCCCTACACGCCTGTTG
CAGCAGGCGTGTAAGGGTAAAATCC
GGATTTTACCCTTACACGCCTGCTG
AGTTGTCACAACCAAGCATGTACCG
CGGTACATGCTTGGTTGTGACAACT
AGTTGTCACAACCGAGCATGTACCG
CGGTACATGCTCGGTTGTGACAACT
GTCAGAGTTGCCACAACCAAGCATGTACCG
CGGTACATGCTTGGTTGTGGCAACTCTGAC
AGTTGTCACAACTGAGCATGCACCG
CGGTGCATGCTCAGTTGTGACAACT
CTATCAGGGATTAGGGAAAGGTG
CACCTTTCCCTAATCCCTGATAG
CTATCAGGGATCACGGAAAGGTG
CACCTTTCCGTGATCCCTGATAG
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Masernviren

Edm Zagreb (EdmZ)
Genotyp A

Edm Schwarz (EdmS)
Genotyp A

MVi/Maryland.USA/0.54
Genotyp A

MVi/Tuebingen.DEU/24.00
Genotyp C2

MVi/Berlin.DEU/11.10
Genotyp B3

MVi/Duisburg.DEU/10.09
Genotyp D4

MVi/Berlin.DEU/04.08
Genotyp D5

MVi/Berlin.DEU/47.00
Genotyp D6

MVi/Duesseldorf.DEU/10.00
Genotyp D7

MVi/Essen.DEU/12.10
Genotyp D8

MVi/Berlin.DEU/10.10
Genotyp D8

MVi/Sofia.BGR/19.05
Genotyp H1

MVi/Berlin.DEU/44.01
Genotyp H1

Zelllinien
Calu-3

Humane Epithelzelllinie aus einem Lungen-Adenokarzinom,

exprimiert Nectin-4 (86, 93)

CHO-SLAM

Stabil mit humanen SLAM-Rezeptor transfizierte Chinesischer

Hamster Ovarienzelllinie (33)

HEK-293G
Humane Epithelzelllinie aus der Niere

Hybridomzellen
Fusionierte Zellen aus Myelomazellen und B-Lymphozyten

P3x63Ag8.653

Maus-Myelomazelllinie zur Herstellung von Hybridomzellen,

produziert keine 1gG-Ketten (59)

Vero
Zelllinie aus der Niere des Cercopithecus aethiops,
exprimiert CD46 (25, 89, 90)

Vero/hSLAM
Stabil mit hSLAM-Rezeptor transfizierte Vero-Zelllinie (94)

Robert Koch-Institut, FG12
Robert Koch-Institut, FG12
Food and Drug Administration FDA,
U.S.A

Robert Koch-Institut, FG12
Robert Koch-Institut, FG12
Robert Koch-Institut, FG12
Robert Koch-Institut, FG12
Robert Koch-Institut, FG12
Robert Koch-Institut, FG12
Robert Koch-Institut, FG12
Robert Koch-Institut, FG12

Robert Koch-Institut, FG12

Robert Koch-Institut, FG12

American Type Culture Collection
(ATCC), U.S.A.

Institut fur Virologie und
Immunbiologie,

Universitat Wirzburg
Robert Koch-Institut, FG12

Hergestellt in dieser Arbeit

Robert Koch-Institut, FG12

American Type Culture Collection
(ATCC), U.S.A.

WHO Global Measles Rubella
Laboratory Network
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Zellkulturmedien

Zelllinie Wachstumsmedium

Calu-3 10 % FKS, 1 % P/S, 1 % L-Glutamin
in EMEM

CHO-SLAM 10 % FKS, 1 % P/S, 1 % L-Glutamin
in MEM-a

HEK-293G 5% FKS, 1% P/S, 1 % L-Glutamin in
DMEM

Hybridomzellen R10F:

10 % FKS, 1 % P/S, 1 % L-Glutamin,

50 uM B-Mercaptoethanol,
50 U/ml IL-6 in RPMI 1640

R20F:

20 % FKS, 1 % P/S, 1 % L-Glutamin,

50 uM B-Mercaptoethanol,
50 U/ml IL-6 in RPMI 1640

Selektionsmedium:
R20F-Medium mit 1x Azaserine-
Hypoxanthine

P3x63Ag8.653
50 uM B-Mercaptoethanol

in RPMI 1640

Vero 5% FKS, 1% P/S, 1 % L-Glutamin
in E-MEM

Vero/hSLAM 5% FKS, 1% P/S, 1 % L-Glutamin

in DMEM

Das FKS wurde vor dem Einsatz 30 min bei 56 °C inaktiviert.

Bakterien

Escherichia coli, Stamm DH5a

Medium flr Bakterien

LB-Medium:

5 g/l Hefeextrakt
10 g/l Trypton
10 g/l NaCl

pH 7,5

Escherichia coli
Stamm DH5a

Versuchstiere

8 Balb/c-Mause (6 — 10 Wochen alt)

10 % FKS, 1 % P/S, 1 % L-Glutamin,

Erhaltungsmedium

2 % FKS, 1% P/S, 1 % L-Glutamin
in EMEM

2 % FKS, 1 % P/S, 1 % L-Glutamin
in MEM-a

2 % FKS, 1% P/S, 1 % L-Glutamin
in E-MEM

2 % FKS, 1% P/S, 1 % L-Glutamin
in DMEM

Robert Koch-Institut, FG12

LB-Agar-Medium:
LB-Medium mit 1,5 % Agar

Zentrale Versuchstierzucht
Bundesinstitut fir Risikobewertung
Berlin

Die Haltung und Pflege der Mause erfolgte in der Tierversuchsanlage des Robert Koch-Institutes,

Berlin. Die Manipulationen am Tier wurden vom Personal der Tierversuchsanlage durchgefiihrt und

erfolgten unter der Verantwortung von Dr. Sebastian Voigt und Dr. Brigitte Dorner, Robert Koch-

Institut, Berlin.
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Puffer und L6sungen

Blockpuffer |
Blockpuffer I
Blockpuffer Il
Blockpuffer IV
Blockpuffer V

Casein Diluent Puffer
CMC-Overlay

DNA-Probenpuffer

Detektionslésung

Dialysepuffer
Elutionspuffer

Erythrozyten-Lyse-Ldsung

HCCA-Matrix

Lysispuffer

Neutralisationspuffer
NTE-Puffer

PBS

Phosphat-Citrat-Puffer

0,1 % Tween20, 1 % FKS, 2 % BSA (30 %) in PBS
2,5 % FKS, 0,1 % NaN; in PBS

0,05 % Tween20, 5 % Magermilchpulver in PBS
0,05 % Tween20, 1 % BSA in PBS

0,05 % Tween20, 0,5 % Magermilchpulver in PBS
Senova, D

0,5 % CMC, 6 % 10xMEM, 3 % FKS, 1 % P/S,
0,17 % NaHCO3 in MEM-a (CHO-SLAM) oder E-MEM
(Calu-3, Vero) oder DMEM (Vero/hSLAM)

70%ige Sucrose in Bromphenolblau

Losung A:
50 mg Luminol in 200 ml 0,1 M Tris pH 8,6

Losung B:
30 mg para-Hydroxycoumarinsaure in 27 ml DMSO

Detektionslésung:
1 ml Lésung A + 100 pl Lésung B + 0,3 ul H,O,

1 mM EDTA, 240 mM NaHCOg; in H,O
100 mM Glycin in H,O pH 2,7

Losung A:
1,1 % NH4C| in H,O

LOsung B:
0,17 M Trisin H,O pH 7,2

Erythrozyten-Lyse-L6sung:
Losung A : LosungB=9:1

LOosung A:
12 g/ml a-Hydroxycyanozimtsaure in Acetonitril

LOsung B:
HPLC-Wasser

HCCA-Matrix:
Lésung A : Lésung B=2: 1in 0,1 % Trifluoressigsaure

150 mM NacCl, 5 mM MgCl,, 20 mM Tris pH 7,5,
1 mM EDTA, 0,5 % NP40, 1x Protease Inhibitor in H,O

2 M Trisin H,O pH 8

10 mM Tris, 0,1 M NaCl, 1 mM EDTA pH 8 in H,O

pH 7,4

10 mM Na,HPO,4 x 2H,0, 2 mM KH,PO,4 140 mM NacCl,
2 mM KCl in H,O pH 7,2

Ldsung A:
1,92 g CeHsO4 in 100 ml H,O

Ldsung B:
3,56 g Na;HPO4x2H,0 in 100 ml H,O

Phosphat-Citrat-Puffer:
Losung A : Losung B : H,O=1:1,06: 2,06
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Phosphatpuffer

Roti®-Loadl, reduzierender Proteinpuffer

Roti®-Load?2,
nicht-reduzierender Proteinpuffer

Sammelgelpuffer
Saponinpuffer
SDS-Laufpuffer

Sucroseldsungen

SuperBlockTM T20 TBS Blocking Puffer

TAE-Puffer (10x)
TBS
TMB-Substrat-Losung

Transferpuffer
Trenngelpuffer
Tris-Puffer
Trypsinpuffer
Trypsinlésung

Verdiunnungspuffer

Waschpuffer |
Waschpuffer Il
Waschpuffer Il
Waschpuffer IV

Software

CellQuest Pro

flexAnalysis 2.4

flexControl 3.1

Geneious 5.4

GenePix Pro 6.1

Lasergene 8.0 DNAStar

LSM Image Browser 4.2, LSM 510
MacVector 12.0.6

MS Office 2003/2007/2010

Losung A:
53,62 g Na;HPO,x7H,0 geldst in H,O (V=11)

Losung B:
27,6 g NaH,PO,xH,0 geldst in H,O (V=11)

Phosphatpuffer:
Losung A : LosungB : H,O=1:7,1:8,1

Carl ROTH, D
Carl ROTH, D

1 M Trisin H,O pH 6,8

5 % Saponin in PBS

25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1 % SDS in H,O
25 %, 54 %, 60 % Sucrose in NTE-Puffer
Thermo Fisher Scientific, U.S.A.

Invitrogen, U.S.A.

50 mM Tris, 150 mM NacCl, in H,O pH 7,5

1 Tablette 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) geldst in
10 ml Phosphat-Citrat-Puffer mit 2 pl H,O,

Methanol : SDS-Laufpuffer : H,O=1:3:5
1,5 M Tris in H,O pH 8,8

50 mM Tris in H,O pH 8,5

40 mM NH4HCOg3 in 9 % Acetonitril

20 pg/ml Trypsin in Trypsinpuffer

0,05 % Tween20, 0,5 % Magermilchpulver in PBS
pH 7,2

0,1 % Tween20 in PBS

0,05 % Tween20 in PBS

0,2 % NP40, 1x Protease Inhibitor in PBS
1% P/Sin PBS

BD Biosciences, U.S.A.
Bruker Daltonics, D

Bruker Daltonics, D
Biomatters, NZ

Molecular Devices, U.S.A.
DNAStar Madison, U.S.A.
Carl Zeiss Microlmagine, D
MacVector Inc., UK
Microsoft, U.S.A.
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4. Methoden

4.1. Zellbiologische Methoden

4.1.1. Kultivierung von Zellen

Die eingesetzten Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; in
Zellkulturflaschen oder -platten kultiviert. Zur Passage der adharenten Zelllinien
CHO-SLAM, Vero, Vero/hSLAM, HEK-293G und Calu-3 wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und durch eine kurze Inkubation mit 0,5 % Trypsin-EDTA bei 37 °C von
der GefalBwand geldst. Nach Resuspension und Verdinnung wurden die Zellen in
frischem Wachstumsmedium in neue ZellkulturgefalRe pipettiert. Vero Zellen wurden
einmal im Verhéltnis 1:5 pro Woche umgesetzt, HEK-293G Zellen und CHO-SLAM
zweimal 1:5, Vero/hSLAM Zellen zweimal 1:10 und Calu-3 Zellen zweimal 1:3. Die
Myelomazelllinie P3x63Ag8.653 und die in dieser Arbeit hergestellten
Hybridomzelllinien sind Suspensionszellen. Diese Zellen wurden je nach Wachstum
alle ein bis zwei Tage im Verhaltnis 1:2 bis 1:3 mit frischem Wachstumsmedium bzw.
R10F-Medium verdiunnt.

4.1.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fur eine Langzeitkonservierung wurden die Zellen eingefroren. Dafir wurden die
adharenten Zellen zunachst von der Zellkulturflasche abtrypsiniert und in
Wachstumsmedium aufgenommen. Die Suspension der adharenten Zellen bzw. die
Suspensionszellen wurden jeweils fir 8 min bei 380 x g zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in Medium mit 40 % FKS und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert.
Aliquots dieser Zellsuspension wurden in Cryorohrchen aufgenommen und in einer
Einfrierbox langsam (- 1 °C/min) auf -80 °C gekuhlt. Nach ein bis zwei Tagen wurden
sie in eine Stickstofftruhe mit fllissigem Stickstoff Uberflihrt und dort gelagert.

Das Auftauen der Zellen erfolgte durch zlgiges Erwarmen der Cryordhrchen auf
37 °C in einem Wasserbad. Die Zellen wurden mit frischem Wachstumsmedium in
Zellkulturflaschen bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Zur Entfernung des DMSO aus

der Zellsuspension wurde das Wachstumsmedium nach ca. 4 h ausgetauscht.
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4.1.3. Transfektion von Zellen

Fur die ektopische Expression eines Proteins wurden Zellen mit einem
Expressionsplasmid, welches das Gen des gewinschten Proteins enthielt,
transfiziert. Dazu wurden HEK-293G Zellen in 24-Lochplatten ausgesat
(1,8 x 10° Zellen/Vertiefung) und tiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Fiir
die Transfektion wurde 1 pg Plasmid-DNA in 62,5yl DMEM aufgenommen.
AnschlieBend wurden 62,5l Transfektionsreagenz  Polyethylenimin  (PEI,
c= 10 pg/pl in DMEM) zugegeben. Die Suspension wurde durchmischt und flr
20 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. In dieser Zeit bilden PEI und DNA einen
kondensierten Komplex, der von Zellen aufgenommen werden kann. Nach Absaugen
des Zellmediums wurden 500 pl frisches Wachstumsmedium je Vertiefung
zugegeben und der Transfektionsansatz auf die Zellen pipettiert. Die Zellen wurden
fur 5 h bei 37 °C im Brutschrank kultiviert und das Medium gegen 500 pl frisches
Wachstumsmedium ausgetauscht. Die Zellen anschlieRend wurden tber Nacht im

Brutschrank kultiviert.

4.2. Virologische Methoden

4.2.1. Anzucht von Masernviren

Die Anzucht von MV erfolgte auf Vero/hSLAM Zellen. Einen Tag nach dem Ausséen
von Zellen in Zellkulturflaschen (25 cmz2, 75 cm?, 175 cm?) wurden die Zellen mit
einer Multiplicity of Infection (MOI) von 0,01 in Erhaltungsmedium (5 ml, 15 ml, 30 ml)
infiziert. Die MOI beschreibt die Anzahl infektioser Virusartikel pro Zelle. Die Zellen
wurden fur 30 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, bevor weiteres
Erhaltungsmedium (5 ml, 15 ml, 20 ml) zugegeben wurde. Wenige Tage nach der
Infektion sind unter dem Mikroskop mehrkernige Riesenzellen sichtbar. Sobald 80 %
der Zellen diesen MV-typischen zytopathischen Effekt (CPE) gezeigt haben, wurde
der Zellkulturiberstand fir 10 min bei 5000 x g zentrifugiert. Der virushaltige

Uberstand wurde bei -20 °C gelagert.
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4.2.2. Virusinaktivierung

Das Impfvirus EdmZ wurde in inaktivierter Form fur die Immunisierung von Mausen
verwendet. Zur Inaktivierung des MV wurde das Virus zunadchst auf Vero Zellen
vermehrt (Kap. 4.2.1). Der zentrifugierte virushaltige Uberstand (Kap. 4.2.1) wurde
mit p-Propiolacton (Endverdiinnung= 1:2000) gemischt und der pH-Wert der
Suspension mit NaHCOs auf 7,5 bis 8 eingestellt. Die Suspension wurde in einem
Schuttler Gber Nacht bei 4 °C und anschlielend fur 3 h bei 37°C inkubiert.
Anschlie3end wurde das inaktivierte Virus aufgereinigt (Kap. 4.2.3).

4.2.3. Virusaufreinigung

Die Virussuspension wurde mit Hilfe von Ultrazentrifugationen durch
Sucroselésungen von unerwinschten Stoffen (z. B. Zelltrimmern) befreit. Fur die
erste Ultrazentrifugation wurden 5 ml einer 25 %igen Sucroseldsung in einem
UltrazentrifugationsgefaR Ultra Clear™ mit 25 ml virushaltigem Medium (iberschichtet
und far 90 min bei 70.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 — 3 ml
NTE-Puffer  aufgenommen und  einer  Ultrazentrifugation mit einem
Sucrosegradienten unterzogen. Dafir wurden 5 ml einer 60 %igen Sucroselésung
mit 10 ml einer 54 %igen Sucroselésung und 10 ml einer 25 %igen Sucroselésung
Uberschichtet. Das geldste Viruspellet wurde hinzugegeben und fir 2 h bei 70.000 x
g und 4 °C zentrifugiert. Die virushaltige Schicht zwischen der 25 %igen und
54 %igen Sucroselésung wurde entnommen und 1:3 in NTE-Puffer verdinnt. Die
darin enthaltenen Viruspartikel wurden durch Ultrazentrifugation fir 90 min bei

70.000 x g und 4 °C pelletiert, in PBS gel6st, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

4.2.4. Colorimetrischer Inmmunoassay

Mit einem Colorimetrischen Immunoassay wurden infektibse Zentren einer
Virusinfektion (Foci) in einem Zellrasen nachgewiesen. In dieser Arbeit lagen die zu
untersuchenden Zellen in einer 48-Lochplatte vor (Kap. 4.2.5, 4.2.6). Die Zellen
wurden mit kaltem PBS gewaschen und mit 200 pl einer 2 %igen PFA-LOsung flr
30 min auf Eis fixiert. AnschlieRend wurden sie gewaschen, mit 200 ul Methanol fur
10 min bei -20 °C permeabilisiert und erneut mit PBS gewaschen. Zur Vermeidung
unspezifischer Ak-Bindungen, wurden die Zellen 30 min mit 200 pl Blockpuffer |
inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen mit 100 pl eines MV-spezifischen Ak
(Monoclonal Antibody MAB 8906, c= 2 pg/ml in Blockpuffer 1) fir 30 min bei RT
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inkubiert und zweimal mit Blockpuffer | gewaschen. Die Zellen wurden fiir 30 min mit
100 pl eines Peroxidase-gekoppelten Ak (Goat Anti-Mouse 1gG (H+L) horseradish
peroxidase conjugate, c= 1 pg/ml in Blockpuffer 1) inkubiert. Nach zwei
Waschschritten mit Blockpuffer | wurden 100 pl TMB recomBlot Substrat auf die
Zellen pipettiert. Innerhalb von 5 min zeigt sich an den MV-spezifischen Foci ein
Farbumschlag von farblos nach violett. Das Substrat wurde abgesaugt, die Zellen mit
H,O gewaschen und die Foci gezahlt.

4.2.5. Bestimmung der Viruskonzentration

Die Anzahl der infektibsen Viruspartikel in einer Suspension wurde als plaque
forming units pro ml (p.f.u./ml) angegeben. Zur Bestimmung der Viruskonzentration
wurden Zellen (CHO-SLAM, Calu-3, Vero oder Vero/hSLAM) in 48-Lochplatten
ausgesat (ca. 10° Zellen/Vertiefung) und iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank
kultiviert. ~ Die  Virussuspension wurde in logarithmischen  Stufen  mit
Erhaltungsmedium verdinnt und die Zellen mit je 100 ul Virusverdinnung fir 1h bei
37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 500 ul CMC-Overlay
Uberschichtet und fir drei (CHO-SLAM), vier (Calu-3, Vero) oder funf (Vero/hSLAM,
Vero) Tage bei 37 °C inkubiert. Die Zentren virusinfizierter Zellen (Foci) wurden mit
Hilfe eines Colorimetrischen Immunoassay (Kap. 4.2.4) markiert. Anhand dieser
Markierung (Violettfarbung) wurde die Anzahl der Foci bestimmt, welche fir die

Bestimmung der Viruskonzentration notwendig ist:

p.f.u./ml= Anzahl der Foci x Verdiinnungsfaktor x 10

4.2.6. Neutralisationstest — Focus of infection reduction neutralization test

Die neutralisierende Kapazitat von mAk und Seren gegeniber MV wurde mit einem
Focus of infection reduction neutralization test (FRNT) bestimmt. Fir diesen Test
wurden Zellen in einer 48-Lochplatte ausgesat (10° Zellen/Vertiefung) und uber
Nacht bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Die mAk bzw. Seren wurden in einer
geometrischen Verdinnungsreihe mit Erhaltungsmedium verdinnt. AnschlieRend
wurden 75 pl der verdiinnten mAk bzw. Seren mit 75 yl MV-Suspension (40 — 80
p.f.u./200 pl) gemischt. Wahrend der Inkubation fir 1 h bei 37 °C im Wasserbad
kénnen MV-spezifische Ak an das Virus binden. Das Medium wurde von den Zellen

abgesaugt und je 100 ul Ak/Serum-Virus-Suspension auf die Zellen gegeben. Die
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Zellen wurden anschliel3end fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Je Vertiefung wurden 500 pl
CMC-Overlay auf die Zellen gegeben und die Zellen erneut bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Als Negativkontrolle wurden nichtinfizierte Zellen mitgefuhrt. Fur die
Viruskontrolle wurden Zellen mit Virus infiziert, welches zuvor weder mit Ak noch mit
Serum inkubiert wurde. Drei (CHO-SLAM), vier (Calu-3) bzw. funf (Vero) Tage nach
der Infektion wurde ein Colorimetrischer Immunoassay (Kap. 4.2.4) zur Bestimmung
der Anzahl der MV-spezifischen Foci durchgefuhrt. Jeder Testansatz wurde doppelt
angesetzt, so dass fur weitere Berechnungen der Mittelwert aus der Foci-Anzahl fir
jeden Testansatz verwendet wurde. Anhand dieser Foci-Anzahl wurde der 50 %
Foci-Reduktionstiter bestimmt. Der 50 % Foci-Reduktionstiter ist als die reziproke Ak-
bzw. Serumverdinnung definiert, die eine 50 %ige Reduktion der Foci-Zahl
gegenuber der Viruskontrolle bewirkt. Die Berechnung des Titers erfolgte nach
folgender Formel:

50 % Foci-Reduktionstiter=% x (axb/c+dxb/e)

a= reziproke Ak- bzw. Serumverdinnung fir >50 % Foci-Reduktion
b= %2 Foci-Anzahl der Viruskontrolle

c= Foci-Anzahl fur ,.a“

d= reziproke Ak- bzw. Serumverdinnung fur <50 % Foci-Reduktion
e= Foci-Anzahl fur ,d"

Zum Ausgleich auftretender Schwankungen der Viruspartikelanzahl, wurde der 50 %

Foci-Reduktionstiter nach folgender Formel mathematisch normiert:

Normierter 50 % Foci-Reduktionstiter= 50 % Foci-Reduktionstiter x b / 15

Der normierte 50% Foci-Reduktionstiter gilt als MaR fur die neutralisierende
Kapazitat der Ak bzw. Seren. Fir die Angabe der neutralisierenden Kapazitat wurde
jeder Test wiederholt und der geometrische Mittelwert aus den Einzelversuchen fir
den normierten 50 % Foci-Reduktionstiter bestimmt. Die neutralisierende Kapazitat
wurde fuar mAk in ng/100 ul und flr Seren als reziproke Serumverdinnung

angegeben.
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4.3. Herstellung monoklonaler Antikorper

Die Hybridomtechnik ist eine haufig verwendete Methode zur Gewinnung
monoklonaler Antikdrper (mAk). Dabei werden zunachst aus Myelomazellen und B-
Lymphozyten immunisierter M&use Hybridomzellen hergestellt. Hybridomzellen
besitzen die Eigenschaft der B-Lymphozyten Ak zu produzieren und sind, ebenso
wie Myelomazellen, Uber einen sehr langen Zeitraum in vitro kultivierbar. MAk
werden von einem Hybridomzellklon produziert, der auf einen einzelnen B-

Lymphozyt zuriickzufuhren ist.

4.3.1. Immunisierung, Blutabnahme und T6tung der Versuchstiere

Zur Gewinnung von B-Lymphozyten, die MV-spezifische Ak produzieren, wurden
zwei Balb/c Mause, nachfolgend mit Maus 1 und Maus 2 bezeichnet, mit
inaktiviertem und aufgereinigtem EdmZ (Kap. 4.2.2, 4.2.3) immunisiert. Fur die erste
Immunisierung wurden 100 ul inaktiviertes EdmZ (c= 0,2 pg/pl in PBS) mit 100 pl
komplettem Freund-Adjuvans gemischt und durch Ultraschallbehandlung
homogenisiert. Das Adjuvans dient einer verzdgerten Antigenfreisetzung und der
Stimulation des Immunsystems. Die Applikation erfolgte intraperitoneal (i.p.). Zur
Erhéhung der Anzahl antigenspezifischer Plasmazellen wurden die Versuchstiere
erneut immunisiert (Boost-Immunisierung, Tab. 3). Daftr wurden 100 pl inaktiviertes
EdmZ (c= 0,2 pg/pl in PBS) mit 100 pl unvollstandigem Freund-Adjuvans gemischt
und homogenisiert. Zur Erhéhung der Anzahl der Ak-produzierenden Hybridomzellen
erfolgte in den letzten drei Tagen vor der Toétung der Tiere eine tagliche
Immunisierung mit 100 pl inaktiviertem EdmZ (c= 0,2 pg/pl in PBS) ohne Adjuvans
(Tab. 3) (139). Zur Bestimmung der neutralisierenden Kapazitdt des Serums
(Kap. 4.2.6) wurde den Mausen vor und nach der Immunisierung Blut entnommen
(Tab. 3). Das Blut wurde fiir 10 min bei 2000 x g zentrifugiert und das gewonnene

Serum bei -20 °C gelagert.

Tab. 3: Immunisierung, Blutabnahme und Toétung der Versuchstiere.

Tag (Maus 1) Tag (Maus 2)

Blutabnahme 1 1
Praimmunserum

1. Immunisierung i.p. 0 0

1. Boost-Immunisierung i.p. 21 21
Blutabnahme 31 31

2. Boost-Immunisierung i.p. - 195

1.-3. Finale

Boost-Immunisierung 38, 39,40 213,214, 215
Totung, Blut-, Milzentnahme 41 216

42



Methoden

4.3.2. Praparation von Myeloma-, Milz- und Thymuszellen

Praparation der Myelomazellen

Zur Praparation von Myelomazellen wurden 10® Myelomazellen P3x63Ag8.653 in
Suspension fiir 8 min bei 380 x g und RT abzentrifugiert, der Uberstand verworfen
und die Zellen zweimal mit RPMI 1640 gewaschen und wieder abzentrifugiert.
Anschlie3end wurden die Zellen in 30 ml RPMI 1640 aufgenommen.

Praparation der Milzzellen

Zur Gewinnung der B-Lymphozyten wurden die immunisierten Mause getotet und die
Milz entnommen. Anschlieend wurde die Milz unter sterilen Bedingungen
aufgeschnitten und die Zellen mit 10 ml Waschpuffer IV ausgespult und aufgefangen.
Das Gewebe wurde anschlieBend durch ein Zellsieb (PorengroRe= 212 um) gedrickt
und die gewonnen Zellen mit der herausgespilten Zellsuspension vereint. Die
Zellsuspension wurde fiir 8 min bei 380 x g und RT zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in 20 ml Waschpuffer 1V resuspendiert, durch ein
weiteres Sieb (Porengrof3e= 70 um) gegeben und erneut abzentrifugiert. Zur Lysis
von Erythrozyten wurden anschlieRend 4 ml der Erythrozyten-Lyse-L6sung auf das
Zellpellet pipettiert und die Suspension fur 4 min geschuttelt. Die Suspension wurde
mit Waschpuffer IV auf 40 ml aufgefillt, erneut durch ein Sieb (Porengrof3e= 70 um)
gegeben und fir 8 min bei 380 x g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 20 ml RPMI 1640 resuspendiert. Mit Hilfe von Turks

Losung und einer Neubauer-Zahlkammer wurde die Zellzahl bestimmt.

Praparation der Thymuszellen

Zellen der Thymusdrise wurden zur Stimulation des Wachstums von Hybridomzellen
verwendet. Pro Fusionsansatz wurden die Thymusdriisen von drei
nichtimmunisierten Balb/c-Mause verwendet. Die Organe wurden durch ein Sieb
(PorengréRe= 212 um) in 20 ml Waschpuffer IV gedrickt. Die Zellsuspension wurde
fur 8 min bei 380 x g und RT zentrifugiert und das Zellpellet in 20 ml R10F-Medium
resuspendiert. Die Zellzahl wurde mittels Turks Losung und einer Neubauer-

Zahlkammer bestimmit.
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4.3.3. Herstellung von Hybridomzellen

Zur Herstellung von Hybridomzellen wurden 10® Milzzellen mit 5 x 10’
Myelomazellen P3x63Ag8.653 gemischt und die Zellsuspension fiir 8 min bei 380 x g
und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet im
Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Bei kontinuierlicher Kreisbewegung des
Reaktionsgefalles wurde im Verlauf von 1 min 1 ml PEG 1500 zugegeben. Die
Zellen wurden 2 min geschittelt und anschlieend wurde unter standigem Schitteln
im Verlauf von 4 min 4 ml RPMI 1640 zugegeben. Danach wurden 10 ml RPMI 1640
hinzugefugt und die Zellsuspension fir 5 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden
fur 5 min bei 500 x g und RT zentrifugiert und das Zellpellet mit R10F-Medium zu
einer Dichte von 2 x 10° Milzzellen/ml resuspendiert. Die Suspension wurde mit 10°
Thymuszellen gemischt und in11 Selektionsmedium, welches Azaserin und
Hypoxanthin  enthielt, aufgenommen. AnschlieBend wurden 200 pul der
Zellsuspension je Vertiefung in eine 96-Lochplatte pipettiert und bei 37 °C im
Brutschrank kultiviert. Die Selektion der Zellen beruht auf der Hemmung der
Purinsynthese. Azaserin ist ein Strukturanalog des Glutamins und hemmt
Reaktionen, bei denen der Amidstickstoff des Glutamins als Stickstoffdonor fur die
Neusynthese von Purinen wirkt. Zellen kénnen mit Hilfe der Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HGPRT) zusatzlich Hypoxanthin zur Herstellung von
Purinen nutzen. Die Myelomazellen P3x63Ag8.653 besitzen eine Mutation im Gen
fur HGPRT. Sie konnen daher keine Purine Uber diesen Stoffwechselweg
synthetisieren (59) und sterben in Azaserin-haltigem Medium. Lymphozyten besitzen
hingegen HGPRT. Da diese Zellen im Gegensatz zu Myelomazellen nur fur kurze
Zeit (ca. 5 — 8 Tage) in vitro kultivierbar sind, tberleben lediglich fusionierte Zellen
aus Lymphozyten und Myelomazellen die Kultivierung im Selektionsmedium. Am
siebten und achten Tag nach der Zellfusion wurden aus jeder Vertiefung 100 pl
Zellkulturtiberstand abgenommen und durch frisches Selektionsmedium ersetzt. Je
nach Wachstum der Hybridomzellen wurden die Zellkulturiberstande ab dem
zehnten Tag nach der Zellfusion mit Hilfe eines S-FRNT auf MV-neutralisierende Ak
untersucht (Kap. 4.3.5). Sofern neutralisierende Ak nachgewiesen werden konnten,
wurden die Zellen subkloniert (Kap. 4.3.4) um mAk produzierende Einzelzellklone zu
gewinnen. Der Zellkulturiiberstand der Einzelzellklone wurden zehn bis zwanzig
Tage spater erneut mit einem S-FRNT (Kap. 4.3.5) untersucht. Positiv getestete

Zellen wurden je nach Wachstum aus der 96-Lochplatte in Zellkulturplatten
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bzw. -flaschen mit dem né&chst gréReren Volumen mit R10F-Medium umgesetzt und

bei 37 °C im Brutschrank kultiviert.

4.3.4. Subklonierung von Hybridomzellen

Zur Gewinnung monoklonaler Hybridomzellen wurden die Hybridomzellen vereinzelt.
Die Anzahl der Hybridomzellen wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Die Zellen wurden anschlieRend in funf Verdinnungsstufen in 12 ml
Medium verdinnt (Tab. 4). Je 100 pl der verdinnten Zellsupension wurden in eine
Vertiefung einer 96-Lochplatte pipettiert und bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Nach
sieben Tagen wurden zusatzlich 150 yl Medium zu den Einzelklonen gegeben. Ab
dem zehnten Tag nach der Zellverdiinnung wurde der Zellkulturiberstand erneut auf
neutralisierende Ak (Kap. 4.3.5) getestet.

Tab. 4: Verdinnungsstufen zur Subklonierung von Hybridomzellen.

' Verdiinnungsstufe Zellen je 100 pl

1 30
2 10
3 3
4 1
5 0,3

4.3.5. Screening-Focus of infection reduction neutralization test

Der Zellkulturuberstand der Hybridomzellen wurde mit Hilfe eines Screening-Focus
of infection reduction neutralization test (S-FRNT) auf MV-neutralisierende Ak
untersucht. Dafiir wurden CHO-SLAM Zellen in einer 96-Lochplatte ausgesat (3 x 10*
Zellen/Vertiefung) und Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Am folgenden
Tag wurden je 50 pl Hybridomzellkulturiberstand mit 50 pl EdmZ (40 — 80
p.f.u./200 ul) gemischt und fir 1 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Wahrend der
Inkubationszeit kénnen vorhandene Ak an das Virus binden. Die Zellen wurden mit
50 pl dieser Suspension fur 1h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach Zugabe von
200 pl CMC-Overlay wurden die Zellen Gber Nacht im Brutschrank inkubiert. Die
Platte wurde am néchsten Tag mikroskopisch ausgewertet. Das Ausbleiben eines
MV-typischen CPE wies auf die Existenz MV-neutralisierender Ak im
Hybridomzellkulturiiberstand hin. Als Zellkontrolle wurden nichtinfizierte Zellen
eingesetzt. Infizierte Zellen, dessen Virus vor dem Zellkontakt nicht mit Ak oder

Serum inkubiert wurde, wurden als Viruskontrolle eingesetzt.
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4.3.6. Durchflusszytometrische Analyse

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie koénnen physikalische und molekulare
Eigenschaften von Zellen analysiert werden. Die Zellen werden in einem
Probenstrahl hydrodynamisch fokussiert und mit einem Laser bestrahlt. Die
gemessene Streuung und Emission des fluoreszierenden Lichtes ist abhangig von
der Grole, Oberflachenstruktur und Granularitdt der Zelle. Fluoreszenzgekoppelte
Ak konnen dabei fur den Nachweis bestimmter Moleklle verwendet werden. In
dieser Arbeit wurde in regelmaliigen Abstdnden eine Markierung der intrazellularen
Ak in den Hybridomazellen durchgefuihrt, um die Stabilitat der Hybridomzellklone
hinsichtlich ihrer Ak-Produktion zu untersuchen. Dafir wurden 200 pl der
Hybridomzellsuspension in eine 96-Lochplatte gegeben und fir 5 min bei 400 x g
und 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 200 pl PBS resuspendiert und
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 200 ul einer 2 %igen Formaldehydlésung
resuspendiert und fir 20 min bei RT fixiert. Es folgte ein erneuter Waschschritt mit
PBS. Zur Permeabilisierung wurden die fixierten Zellen mit 150 ul Saponinpuffer
gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Zellpellet wurde fir 20 min mit 50 pl eines
FITC-gekoppelten Ak (Fluorescein-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG, c=
2,3 pg/ml in Saponinpuffer), der an die intrazellularen Maus-Ak bindet, inkubiert. Die
Zellen wurden erneut mit Saponinpuffer gewaschen und in 200 pl Blockpuffer Il
aufgenommen. Zellen, die nicht mit dem FITC-markierten Ak inkubiert wurden,
wurden als Referenz eingesetzt. Die Messung der fluoreszierenden Signale der
Zellen erfolgte bei 530 nm im FACS Calibur™-Messgerat. Je Hybridomzellklon
wurden 5.000 bis 10.000 Zellen analysiert, wobei tote Zellen und Zelltrimmer, die
sich durch ihre geringe GroRe und starke Granularitdt auszeichneten, nicht
beriicksichtigt wurden. Die erhaltenen Daten wurden mit der Software CellQuest Pro
ausgewertet und in einem Histogramm dargestellt, welches die Zellzahl in

Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitét zeigt.

4.3.7. Aufreinigung von Antikdrpern

Zur Gewinnung von mAk wurden die Hybridomzellen in Zellkulturflaschen mit R10F-
Medium bei 37 °C im Brutschrank kultiviert, bis ca. 80 % der Zellen abgestorben
waren. Die in das Medium sekretierten AK wurden durch eine Protein G-
Affinitatschromatographie gereinigt und aufkonzentriert. Aus dem als Medienzusatz

verwendeten FKS wurden zuvor auf gleiche Weise Serum-Ak entfernt, um eine
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Kontamination der mAk zu vermeiden. Der Hybridomzellkulturiberstand wurde
zunachst zweimal fur 6 min bei 350 x g zentrifugiert, um Zellen und groRRere
Zelltrimmer zu entfernen. Der Uberstand wurde anschlieRend durch ein Filtersystem
(PorengréRe= 0,4 um) filtriert. Eine HiTrap™ Protein G-Saule (V= 1 ml) wurde in eine
AKTA-Chromatographieanlage eingesetzt, mit H,O gespiilt und mit PBS equilibriert.
Anschlie3end wurden ca. 100 — 150 ml des Zellkulturiiberstandes durch die Protein
G-Saule gepumpt. Die Saule wurde anschlieend mit PBS gewaschen und die mAk
mit 3 — 6 ml des sauren Elutionspuffer von der Saule eluiert. Die Geschwindigkeit, mit
der die FlUssigkeiten durch die Protein G-Saule gepumpt wurden, betrug jeweils
1 ml/min. Die eluierten mAk wurden mit einem basischen Neutralisationspuffer
neutralisiert (pH 7) und gegen PBS dialysiert. Vor Beginn der Dialyse wurden der
Dialyseschlauch in 5 — 10 cm Abschnitte geschnitten, die 5 min in Dialysepuffer
gekocht und mit H,O gespult wurden. Anschlieend wurden sie 5 min in 1 mM EDTA
gekocht und erneut mit H,O gespilt. Der Dialyseschlauch-Abschnitt wurde an einem
Ende mit einer Verschlussklammer verschlossen, mit dem neutralisierten Eluat gefullt
und am offenen Ende ebenfalls verschlossen. Die Dialyse erfolgte fir mindestens 9 h
bei 4 °C in 1 | PBS. Dabei wurde das PBS standig gerihrt und zweimal nach jeweils
mindestens 3 h ausgetauscht. AnschlieRend wurden die mAk-Lésung durch einem
Filter (Porengrof3e= 0,4 um) gegeben und die Proteinkonzentration bestimmt (Kap.
4.4.1). Die mAk wurden bei -20 °C gelagert.

4.3.8. Isotypbestimmung

Zur Bestimmung des Isotyps eines mAk wurde das IsoStrip™ Mouse Monoclonal

Antibody Isotyping Kit nach Anleitung des Herstellers verwendet.
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4.4. Proteinbiochemische Methoden

4.4.1. Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Die Konzentration der Proteine wurde mit Hilfe des NanoDrop Spectrophotometer

bestimmt.

4.4.2. Natriumdodecylsulfat-Gelelektrophorese

In einer Natriumdodecylsulfat-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteine
abhangig von ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Das anionische Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) verleiht dem Protein eine negative Ladung, so dass die
elektrophoretische  Auftrennung nach  ProteingroRe  stattfindet. Fir die
Gelelektrophorese wurden 10 %ige oder 12 %ige Trenngele und ein Sammelgel
hergestellt (Tab. 5). Das SDS-Gel wurde in eine Gelelektrophoresekammer
eingebaut und SDS-Laufpuffer zugegeben. Proteine, deren Disulfidbriicken vor der
Elektrophorese aufgespalten werden sollten, wurden im reduzierenden Probenpuffer
Roti®-Loadl aufgenommen und 5 min bei 99 °C inkubiert. Proben, deren
Disulfidbriicken erhalten bleiben sollten, wurden im nichtreduzierenden Probenpuffer
Roti®-Load2 aufgenommen. Die Proben und ein Proteinmarker wurden in die
Geltaschen des Sammelgels pipettiert. Die Proteine wurden bei 15 mA getrennt und
nach Bedarf mit Roti®-Blue nach Anleitung des Herstellers gefarbt. Die GroRRe der

Proteine wurde anhand eines Vergleichs mit dem Proteinmarker bestimmt.

Tab. 5: Zusammensetzung eines SDS-Gels.

Komponente Trenngel (10 %, 12 %) Sammelgel
Acrylamid bis-Acrylamid (30 %) 10 ml, 12 ml 3,3 ml

H,O 12 ml, 10 ml 13,7 ml
Trenngelpuffer 7,5ml -
Sammelgelpuffer - 2,5ml

SDS (10 %) 300 pl 300 pl
TEMED 40 pl 40 pl

APS (10 %) 120 pl 120 ul

4.4.3. Western Blot Analyse
Mit Hilfe einer Western Blot Analyse kdnnen Proteine spezifisch nachgewiesen
werden. Dafur wurden die Proteine zunachst einer SDS-PAGE elektrophoretisch

aufgetrennt (Kap. 4.4.2) und anschlie3end auf eine hydrophobe Polyvinyldendifluorid
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(PVDF)-Membran ubertragen. Die Membran wurde zuvor mit Methanol und H,O
gespult. AnschlieRend wurde die Membran zusammen mit dem Filterpapier und dem
SDS-Gel fur 5 min in Transferpuffer inkubiert. Der Transfer der Proteine aus dem Gel
auf die Membran erfolgte zwischen zwei Filterpapieren in der Fast-Blot
,semi-dry“ Apparatur bei 1,6 mA/cm? fir 70 min. Die Proteine werden aufgrund
hydrophober und elektrostatischer Wechselwirkungen an der Membran fixiert. Die
Membran wurde getrocknet, in Methanol rehydriert und mit H,O gespult. Zur
Vermeidung unspezifischer Bindungen von Ak, wurde die Membran mit
Blockpuffer Ill fur 1 h bei RT inkubiert. Die Membran wurde mit Waschpuffer I
gespilt und entweder mit 10 ml eines Protein-spezifischen Ak, verdinnt in
Blockpuffer V, in einer Schale oder mit 600 pl verdinntem Ak je Kanal eines Mini-
PROTEAN Il multiscreen apparatus fur 1 h bei RT auf einem Schuttler inkubiert.
AnschlieRend wurde die Membran mit Waschpuffer Il gewaschen und mit 10 ml
eines Peroxidase-gekoppelten Ak (Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-
Mouse IgG, c= 0,2 ug/ml in Blockpuffer V) fir 45 min bei RT in einer in einer Schale
auf einem Schuttler inkubiert. Es erfolgte erneut ein Waschschritt mit Waschpuffer 1.
Das nachzuweisende Protein wurde mit Hilfe einer Detektionslésung durch Auflage

und Entwicklung eines Rontgenfilmes visualisiert.

4.4.4. Immunprazipitation

Bei einer Immunprazipitation (IP) wird ein Protein mit einem spezifischen Ak aus
einer Suspension prazipitiert und anschlieRend detektiert. In dieser Arbeit wurde
diese Methode flr die Bestéatigung der Bindung von mAk an das H-Protein verwendet.
Fur jeden Ansatz wurden 15 pl aufgereinigtes EdmZ (c=1,9 pg/ul) in 200 ul
Lysispuffer aufgenommen und 1 h auf Eis geschittelt. AnschlieRend wurden 10 pg
Ak auf das Lysat pipettiert und die Suspension Uber Nacht bei 4° C geschuttelt. Um
unspezifische Signale der mAk auszuschlieBen, wurden zusatzlich 10 pg Ak in
Lysispuffer ohne Virus inkubiert. Am folgenden Tag wurden 20 ul Protein G
Sepharose mit 500 pl Lysispuffer gewaschen, in 100 pl Lysispuffer resuspendiert und
mit der mAKk-Lysat-Suspension fiir 2 h bei 4 °C geschittelt. Die Suspension wurde fur
2 min bei 2500 x g zentrifugiert und das Pellet dreimal mit 500 pl Waschpuffer Il
gewaschen. Das Pellet wurde im reduzierenden Probenpuffer Roti®-Loadl

aufgenommen und 5 min bei 99 °C gekocht, um die Proteine von der Protein G
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Sepharose zu lésen. Die Proben wurden anschlieRend in einer SDS-PAGE mit

Roti®-Blue-Farbung analysiert (Kap. 4.4.2).

4.4.5. Peptide Microarray

Die Epitope von mAk konnen mit Hilfe eines PepStar™ Peptide Microarrays
lokalisiert werden. Dieser Peptide Microarray bestand aus 116 Peptiden, die in ihrer
Gesamtheit die AS-Sequenz der C-terminalen Rezeptor-Bindedoméne des
Hamagglutinins (MV-Haiss.617) des Impfvirus EdmZ prasentieren, und die in dreifacher
Ausfiihrung jeweils tber einen Linker auf einem Objekttrager immobilisiert waren. Die
Peptide bestanden aus jeweils 15 AS, von denen sich 11 AS mit der Sequenz des
darauf folgenden Peptides Uberlappten. Zusétzlich wurden Peptide synthetisiert und
auf dem Peptide Microarray immobilisiert, die das NE und das HNE mit
Sequenzvariationen im Vergleich zum EdmZ darstellen (Tab. 6). Drei HNE-Peptide
wurden zusatzlich in C-C-zyklisierter Form auf dem Peptide Microarray immobilisiert.
Nach Herstellerangaben besitzen die C-C-zyklisierten Peptide eine Disulfidbriicke

zwischen zwei Cysteinen (C).

Tab. 6: Zusatzliche Peptide auf dem Peptide Microarray.

Epitop Peptid Sequenzvariation im Vergleich zu EdmZ
NE S241KGSELSQLSMYRVF R243—G243

NE S241KGSELPQPSMYRVF R243-G243, S247—P249, 1L 247—P249
NE S241KGSELSQLSMHRVF R243—G243, Y252—H252

NE GGSGGSGGS,44ELSQLS Linker GGSGGSGG

HNE C381FQQACKGK|QALCENPEWA MV-Hag1.400, Original

HNE S33:FQQACKGKIQALCENPEWA C381—-S381, zusatzlich C-C-zykKlisiert
HNE C35:FQQASKGKIQIALCENPEWA C386—S386, zusatzlich C-C-zykKlisiert
HNE C35:FQQACKGKIQALSENPEWA C394—-S394, zusatzlich C-C-zykKlisiert
HNE S35:FQQASKGKIQALSENPEWA C381— S381, C386— S386, C394—S394

Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen fir Ak wurde der Peptide Microarray
fur 1 h bei RT in SuperBlock T20 TBS Blocking Puffer inkubiert. Anschlieend wurde
nach Anleitung des Herstellers eine Inkubationskammer (microarray-chip-sandwich)
aufgebaut und der Peptide Microarray mit 300 pl mAKk (c= 10 pg/ml in SuperBlock
T20 TBS Blocking Puffer) fir 2 h bei RT inkubiert. Der Peptide Microarray wurde
funfmal mit TBS gewaschen und mit 3 ml Cy5-gekoppeltem Fab-Fragment (Cy™5-
conjugated AffiniPure Fab Fragment Goat Anti-Mouse IgG, c= 5,3 pg/ml in
SuperBlock T20 TBS Blocking Puffer) fiur 30 min bei RT inkubiert. AnschlieRend

wurde der Peptide Microarray jeweils funfmal mit TBS und H,O gewaschen und fir 3
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min bei 900 x g zentrifugiert. Die Messung der fluoreszierenden Signale erfolgte bei
einer Anregungswellenl&ange von 635 nm mit GenePix 4000B. Mit Hilfe der Software
GenePix Pro 6.1 wurde der Median der Fluoreszenzintensitat der einzelnen Pixel
(10 pm) fur das Peptid- abzuglich des Signalhintergrundes- berechnet. AnschlielRend
wurde der Mittelwert der Mediane fir die drei Peptide bestimmt. Sofern ein

Einzelwert mehr als 1,5 x vom Mittelwert abwich, wurde er nicht bertcksichtigt.

4.4.6. Immunfluoreszenztest

Die Bindung eines Ak an ein von Zellen exprimiertes Protein wurde mit Hilfe eines
Immunfluoreszenztests (IFT) nachgewiesen. Fir diesen Test wurden HEK-293G
Zellen auf Deckglaschen in einer 24-Lochplatte ausgeséat und am folgenden Tag mit
einem Expressionsplasmid transfiziert (Kap. 4.1.3). Die Zellen wurden Uber Nacht bei
37 °C im Brutschrank kultiviert. Am n&chsten Tag wurden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen und mit 150 pl einer 3,7 %igen PFA-Losung in PBS 10 min bei RT fixiert.
Die Zellen wurden erneut mit PBS gewaschen und zur Permeabilisierung 10 min mit
150 pl 0,1 % TritonX-100 in PBS behandelt. Die Zellen wurden mit Waschpuffer II
gewaschen und zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen 1 h bei RT mit 150 pl
Blockpuffer IV inkubiert. Nach einem Waschschritt mit Waschpuffer 1l wurden die
Zellen mit 150 pl mAk (c= 0,5 pg/ul in Blockpuffer 1V) fir 1 h bei RT inkubiert und
erneut gewaschen. Die Zellen wurden mit 150 pl eines Alexa Fluor®
488-gekoppelten Ak (Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG, c= 1 pg/ml in
Blockpuffer 1V) fur 1 h inkubiert und erneut gewaschen. Die DNA der Zellkerne wurde
durch eine Inkubation fir 5 min mit 150 pyl DAPI (c= 0,25 pg/pl in Blockpuffer V)
gefarbt. Die Deckglaschen wurden abschlieRend dreimal jeweils mit Waschpuffer II
und PBS gewaschen und mit Mowiol auf dem Objekttrager eingedeckt. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe eines konfokalen Laser Raster Mikroskop (cLSM) bei

einer Laserwellenlange von 488 nm und mit der Software LSM Image Browser 4. 2..

4.4.7. Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Die Methode des Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA) ermdglicht den
Nachweis einer Bindung zwischen Ak und Antigen durch eine enzymatische
Farbreaktion. In dieser Arbeit wurde ein indirekter ELISA zum Nachweis der Bindung
eines mAk an das MV angewendet. Daflir wurden 100 pul des mAKk in verschiedenen

Verdinnungen (c=0,02 — 2 ug/ml in Casein Diluent Puffer) fir 1 h auf einer
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Mikrotiterplatte mit Edm-Lysat-Beschichtung (MV-Mikrotiterplatte) bei RT inkubiert.
Die MV-Mikrotiterplatte wurde viermal mit Waschpuffer | gewaschen, fur 30 min mit
100 pl eines Peroxidase-gekoppelten Ak (Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat
Anti-Mouse 1gG, c¢=0,14 pg/ml in Casein Diluent Puffer) bei RT inkubiert und
anschlieBend erneut gewaschen. Danach wurden 100 pl TMB-Substrat-Losung
zugegeben. Die enzymatische Reaktion wurde mit 50 pyl 1 M H,SO,4 gestoppt. Die
Optische Dichte (OD) wurde bei 450 nm sowie bei der Referenzwellenlange von
620 nm mit dem FLUOstar Omega Reader gemessen und die Differenz AOD

berechnet:

AOD= ODu450nm - ODs20nm

Der Versuch erfolgte in einer Doppelbestimmung, aus denen der Mittelwert
berechnet wurde. Dieser Versuch wurde parallel auf einer Mikrotiterplatte ohne
Antigen durchgefuhrt, um eventuell vorhandene unspezifische Interaktionen

zwischen dem mAk und der Mikrotiterplatte nachzuweisen.

4.4.7.1. Aviditats-ELISA

Die Gesamtbindungsstarke eines Ak an ein Antigen wird als Aviditat bezeichnet. Mit
Hilfe eines Aviditats-ELISA (100) wurde die Aviditdat eines mAk an das MV Edm
bestimmt. Fir diesen Test wurde eine Verdinnung des mAk gewahlt, bei der im
Standard ELISA (Kap. 4.4.7) alle spezifischen Epitope auf der MV-Mikrotiterplatte
abgesattigt waren und gleichzeitig keine unspezifischen Bindungen auf einer
Mikrotiterplatte ohne Antigen auftraten. Auf einer MV-Mikrotiterplatte wurden je 100
pl des in Casein Diluent Puffer verdiinnten mAKk fiir 1h bei RT inkubiert. AnschlieRend
wurde die Platte viermal mit Waschpuffer 1 gewaschen und mit je 100 ul
Ammoniumthiocyanat (NH4SCN)-Losung in unterschiedlichen Molaritaten (0 M;
0,25M; 0,5M; 0,75 M; 1 M; 1,5 M; 2 M; 2,5 M in Phosphatpuffer) fir 15 min bei RT
inkubiert. Das chaotrophe Reagenz Thiocyanat dissoziiert Ak-Antigen-Komplexe in
Abhangigkeit von ihrer Bindungsstarke (21). Nach einem Waschschritt wurde die Ak-
Antigen-Wechselwirkung, wie fur den Standard ELISA beschrieben (Kap. 4.4.7) mit
einem Peroxidase-gekoppelten sekundaren Ak und einer TMB-Substrat-Lsung,
Uber eine enzymatischen Farbreaktion nachgewiesen. Zur Berechnung der

prozentualen optische Dichte (ODp)wurde jeweils die gemessene AOD mit
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(ODnhascn) und ohne (ODg) NH4sSCN-Behandlung ermittelt und in folgende Formel
eingesetzt:

ODp: ODNH4SCN /ODo x 100 %

Nach Darstellung der ODp in Abhangigkeit der Molaritat von NH4sSCN (MnHascn)) 10
einem Diagramm wurde fur die Ermittlung des Aviditatsindex (Al) eine
Regressionsanalyse im linearen Bereich durchgefuhrt. Der Al entspricht der Mwascny,
bei der ODy um 50 % reduziert wurde. Je starker die Bindung zwischen Antigen und
Ak ist, umso hoher ist der Aviditatsindex.

4.4.8. Massenspektrometrische Analyse

Die Massenspektrometrie erméglicht die Identifikation, Quantifizierung und
Strukturaufklarung organischer und anorganischer Stoffe. Dabei werden Substanzen
in der lonenquelle (hier: Matrix-assistierte Laser-Desorption/lonisation, MALDI)
ionisiert und im Massenanalysator (hier: Flugzeitmassenanalysator TOF)
entsprechend ihres  Masse-zu-Ladungsverhdltnis (m/z) aufgetrennt.  Zur
Untersuchung der Individualitat des Proteinaufbaus der erzeugten mAk wurden die
mAk tryptisch verdaut und ihre Fragmente mit einem MALDI-TOF
Massenspektrometer analysiert. Daflir wurden 2 ug mAk in 25 pl Trypsinpuffer
aufgenommen und zur Reduktion der Disulfidbricken fur 10 min mit 1,5 pl
1,4-Dithiothreit bei 95 °C inkubiert. Anschliel3end wurde die Losung in einem Eisbad
abgekihlt und zur Blockierung freier Thiolgruppen mit 3 pL lodacetamid fir 30 min
bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 15 pl Trypsinlésung folgte eine Inkubation bei
37 °C Uber Nacht. Die tryptisch verdauten Ak wurden mit ZipTip®-Spitzen
(C18 Phase) entsprechend dem Herstellerprotokoll entsalzt und aufkonzentriert. Je
1 pl der Peptidlésung bzw. der Kalibrierungspeptide Peptide Calibration Standard I
wurde mit 1 yl HCCA-Matrix vermischt und auf das MTP 384 Stahltarget T F
aufgetragen und in einem MALDI-TOF Autoflex'™ Massenspektrometer mit Hilfe der
Software flexControl 3.1 analysiert. Dabei wurden Spektren erstellt, die die relative
Intensitat der Signale in Abhéangigkeit des Masse-zu-Ladungsverhaltnisses (m/z) der
Fragmente darstellen. Ein Vergleich der Signalintensitaten zwischen den Spektren
der einzelnen mAk mit Hilfe der Software flexAnalysis 2.4 gibt Hinweise auf die

Individualitat des Aufbaus der jeweiligen mAKk.
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4.5. Molekularbiologische Methoden

4.5.1. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren
Die Konzentration von Nukleinsduren wurde mit Hilfe des NanoDrop

Spectrophotometer bestimmt.

4.5.2. Isolierung viraler RNA und cDNA-Synthese

Virale RNA wurde aus virushaltigem Zellmedium unter Verwendung des
QIAmp®Viral RNA Mini Kit isoliert und anschliel3end durch reverse Transkription in
cDNA umgeschrieben. Fur die cDNA-Synthese wurde die virale RNA mit einem
Primer und Desoxyribonukleotiden (dNTP) fur 5 min bei 65 — 70 °C inkubiert, um
Sekundarstrukturen aufzuschlie3en und somit eine optimale Bindung der Primer an
die RNA zu erméglichen (Tab. 7).

Tab. 7: 1. Reaktionsansatz zur Herstellung von cDNA.

Komponente Volumen (ul)

Virale RNA 2,5
Primer (25 uM) 0,7
dNTP 0,5
PCR-H,0O ad 5

Nach einer Abkihlung auf Eis wurde der 2. Reaktionsansatz (Tab. 8) hinzugeflgt
und fir die cDNA-Synthese fur 1 h bei 55 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die

Reverse Transkriptase fur 15 min bei 70 °C inaktiviert.

Tab. 8: 2. Reaktionsansatz zur Herstellung von cDNA.

| Komponente Volumen (ul)
5x First Strand Buffer 2
DTT 0,5
RNasin® RNase 0,5
SuperScript® lll Reverse Transcriptase 0,5

4.5.3. Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten.
Die Matrizen-DNA wird zunachst bei hohen Temperaturen denaturiert, um die als
Doppelstrang vorliegende DNA in Einzelstrange aufzutrennen. In einem Annealing-
Schritt bei einer Temperatur (Ta), die etwas unterhalb der Schmelztemperatur der

Primer liegen sollte, lagern sich die Primer komplementér an die DNA-Einzelstrange
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an. In der Elongationsphase verlangert die hitzestabile DNA-Polymerase die Primer
mit Hilfe von dNTPs komplementar zur Matrizen-DNA. Dieser Ablauf wird mehrfach
in einem Thermocycler wiederholt und so die DNA vervielfaltigt.

Tab. 9: Reaktionsansatz flir eine PCR.

Komponente Volumen (ul)
DNA (10 — 100 ng) 2,5

5x Phusion® HF Reaction Buffer 5

dNTP 0,5

Primer sense (25 uM) 0,5

Primer antisense (25 pM) 0,5

Phusion® Hot Start DNA Polymerase 0,25
PCR-H,0O ad 25

4.5.4. Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese werden DNA-Fragmente nach ihrer GroR3e
aufgetrennt. Die DNA kann zur weiteren Verwendung aus dem Gel extrahiert werden.
Zur Herstellunfg eines Agarosegeles wurde 1 % Agarose in TAE-Puffer unter
standigem RuUhren aufgekocht und der fluoreszierende Nukleinsédurefarbstoff
GelRed™ zugegeben. Die Lésung wurde anschlieBend in einen Gelschlitten
gegossen. Nach  Abkihlung des Geles und Einsetzen in eine
Agarosegelelektrophorese-Kammer wurde der Laufpuffer 0,5 x TAE zugegeben und
die PCR Probe mit 1/5 DNA-Probenpuffer in die Geltaschen pipettiert. Die Trennung
der DNA erfolgte in einem elektrischen Feld bei 80 V entsprechend ihrer GroRRe.
Diese GroRRe konnte mit Hilfe eines zuséatzlich aufgetragenen DNA-Markers unter

UV-Licht in einem Fotodokumentationssystem bestimmt und dokumentiert werden.

4.5.5. Nukleinsauresequenzierung

Die Ermittlung der Nukleinsduresequenz von DNA erfolgte nach der Sanger-
Methode. Bei dieser Methode sind im Reaktionsansatz zusatzlich zu dNTP geringe
Mengen 2°, 3’-Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTP) enthalten, die mit einem
nukleotidspezifischen Farbstoff markiert sind. Aufgrund einer fehlenden 3’-OH-
Gruppe am Ribosering der ddNTPs bricht nach ihrem Einbau die Replikation der
DNA an dieser Stelle ab. Im Reaktionsgemisch entstehen so unterschiedlich lange
DNA-Fragmente, die an ihren Enden entsprechend ihrem eingebauten ddNTP
farblich markiert sind. Die DNA-Fragmente werden der Grol3e nach aufgetrennt und

so die Sequenz bestimmt. Die zu sequenzierende DNA wurde mit Hilfe des ABI
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PRISM Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Tab. 10) und
einem spezifischen Sequenzierungsprimer (Tab. 11) nach Protokoll (Tab. 12) in

einem Thermocycler amplifiziert.

Tab. 10: Reaktionsansatz fur eine Sequenzierungs-PCR.

Komponente Volumen (ul)
DNA (10-100 ng) X

5 x Puffer 1,5

Primer (10 uM) 0,5

Big Dye 1

PCR-H,0O ad 10

Tab. 11: Sequenzierungsprimer und ihre Annealing-Temperatur (Ta).
Primer Ta (°C)

MaH5s 62
MaH9s 68
MaH12as 50
MaH13s 56
MaH14s 50
MaH15as 62
3291s 50
3292as 50
3374s 50
3375as 50

Tab. 12: Thermocycler-Protokoll fiir eine Sequenzierungs-PCR.
Anzahl der Zyklen Zeit Temperatur (°C)

1 2,5 min 90
25 10s 96
5s Ta

4 min 60

Die Analyse wurde vom Sequenzierlabor des Robert Koch-Institutes mit einem
3500xI Dx Genetic Analyzer durchgefiihrt. Die erhaltenen Rohdaten wurden mit der
Software Geneious 5.4 ausgewertet. Fur die Umwandlung der Nukleinsauresequenz
in eine Aminosauresequenz sowie fur einen Sequenzvergleich wurde die Software

MacVector 12.0.6 verwendet.

4.5.6. Amplifikation des H-Gens zur Sequenzanalyse

Zur Sequenzierung des H-Gens wurde zunachst cDNA mit Hilfe des Primers 3376s
synthetisiert (Kap. 4.5.2) und das H-Gen anschlieRend mit Hilfe einer Nested-PCR
amplifiziert. Die erste PCR wurde mit den Primern 3376s und 3377as angesetzt (Tab.
9) und die Reaktion nach folgendem Protokoll im Thermocycler durchgefiihrt (Tab.
13):
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Tab. 13: Thermocycler-Protokoll fir eine PCR zur Amplifikation des H-Gens.
Anzahl der Zyklen Zeit Temperatur (°C)

1 30s 98
25 10s 98
30s 60
2 min 72
1 5 min 72

Das Amplifikat wurde anschlieBend mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit
aufgereinigt und als Matrizen-DNA fir die zweite PCR mit den Primern 3374s und
3375as eingesetzt (Tab. 9). Die zweite PCR fand unter den gleichen Bedingungen
wie fur die erste PCR statt (Tab. 13). Die Amplifikate wurden erneut aufgereinigt und
anschlieRend fur die Sequenzierung eingesetzt (Kap. 4.5.5).

4.5.7. Konstruktion eines Expressionsplasmids

Zur Insertion des H-Gens in den Vektor pcDNA3.1(+) wurde zundchst mit Hilfe des
Primers MaH1 cDNA hergestellt (Kap. 4.5.2). Anschlie3end wurde das H-Gen in der
cDNA mit Primern amplifiziert, die zusatzlich zu der zum H-Gen komplementéren
Nukleinsauresequenz am 5°- Ende eine Restriktionsschnittstelle fir ein Enzym
besallen (Klonierungsprimer, Tab. 17). Die Vorwartsprimer besalRen eine
Restriktionsschnittstelle fir das Enzym EcoR1 und die Ruckwartsprimer fur das
Enzym Notl. Der Reaktionsansatz wurde wie bereits beschrieben hergestellt (Tab. 9)
und die PCR im Thermocycler durchgefuhrt (Tab. 14).

Tab. 14: Thermocycler-Protokoll fiir eine PCR mit Klonierungsprimern.
. Anzahl der Zyklen Zeit Temperatur (°C)

1 30s 98
35 10 s 98
30s 55
2 min 72
1 5 min 72

Die PCR-Amplifikate wurden mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt.
Diese Amplifikate (Insert) und der Vektor wurden jeweils mit den Enzymen Notl und
EcoR1 fur 1 h bei 37 °C verdaut (Tab. 15). Die Restriktionsenzyme schneiden die
komplementaren DNA-Strange versetzt, so dass einzelstrangige Uberhange,

sogenannte kohasive Enden, entstehen.
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Tab. 15: Reaktionsansatz fur einen Enzymverdau von Vektor und PCR-Amplifikaten.

Komponente Volumen (ul)
PCR-Amplifikate (Insert), Vektor (e 0,5—-1 Q)
EcoR1 Puffer 2,5

EcoR1 1

Notl 1

H,O ad 25

Die DNA wurde in einem Agarosegel aufgetrennt (Kap. 4.5.4) und mit Hilfe des
QIAquick Gel Extraction Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt. Fur die Ligation
wurde der Vektor mit der 5 — 10 fachen Menge an Insert-DNA, T4 DNA Ligase Puffer
und T4 DNA Ligase fur 20 min bei RT inkubiert (Tab. 16). Die DNA Ligase verknupft
die DNA-Strange, indem sie eine Esterbindung zwischen der Desoxyribose und
einem Phosphatrest ausbildet.

Tab. 16: Reaktionsansatz fur eine Ligation.

Komponente Volumen (ul)

Insert und Vektor Insert : Vektor=5—-10:1
T4 DNA Ligase 1

T4 DNA Ligase Puffer 2

H,O ad 20 pl

Zur Vermehrung wurden chemisch-kompetente DH5a Bakterien mit dem erzeugten
Plasmid transformiert. Fur die Transformation wurden 2,5 pl der Plasmid-DNA (100 —
200 ng) mit 50 ul Bakteriensuspension gemischt und fir 20 min auf Eis inkubiert.
Anschlieend wurden die Bakterien auf Ampicillin-haltigen (c= 70 ng/ml) LB-Agar-
Platten ausgestrichen und fir 12 — 15 h bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Einzelne
Bakterienklone wurden in jeweils 5 ml Ampicillin-haltigem LB-Medium aufgenommen
und erneut bei 37 °C kultiviert. Zur Gewinnung grol3erer Mengen an Plasmid-DNA,
wurden die Bakterien in 150 — 300 ml Ampicillin-haltigem LB-Medium kultiviert. Die
Plasmid-DNA wurde je nach Volumen der Bakteriensuspension mit dem QIAprep
Spin Miniprep Kit (2 ml), NucleoBond®Xtra Midi Kit (150 ml) oder NucleoBond®Xtra
Maxi Kit (300 ml) entsprechend dem Herstellerprotokoll prapariert. Mit Hilfe einer
Sequenzierungs-PCR (Kap. 4.5.5) mit den Primern MaH5s, MaH9s, MaH13s und

MaH15as wurde Uberprift, ob das Insert vollstandig im Plasmid enthalten ist.
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Tab. 17: Hergestellte Plasmide mit dem H-Gen als Insert.

Plasmid mit H-Gen MV-Isolat [Genotyp] Klonierungsprimer
pcDNA_ MV-H Berlin.DEU/47.00 Berlin.DEU/47.00 [D6] 3304s, 3305as
pcDNA_MV-H_Duisburg.DEU/10.09 Duisburg.DEU/10.09 [D4]  3302s, 3303as
pcDNA MV-H_Berlin.DEU/10.10 Berlin.DEU/10.10 [D§] 3304s, 3271as
pcDNA_MV-H Essen.DEU/12.10 Essen.DEU/12.10 [D8] 3270s, MalOb5as
45.7.1. Mutagenese des H-Gens

Mit Hilfe einer PCR mit zwei zueinander komplementaren Primern wurden in einem
bereits im Plasmid vorliegenden H-Gen Mutationen eingefiigt. Die Primer enthielten
in der Mitte ihrer Nukleotidsequenz die gewiinschte veradnderte Nukleinsdure
(Mutagenese-Primer, Tab. 20). Fur die PCR wurde ein Reaktionsansatz (Tab. 18)
hergestellt und nach Protokoll im Thermocycler inkubiert (Tab. 19).

Tab. 18: Reaktionsansatz einer PCR zur Mutagenese.

| Komponente Volumen (ul)

PCR-H,0O 19,5
Plasmid-DNA (50 — 100 ng) 1

10 x Pfu Ultra" HF Reaction Buffer 2.5

dNTP 0,5

Pfu Ultra HF DNA Polymerase 0,5

Primer sense (10 uM) 0,5

Primer antisense (10 pM) 0,5

Tab. 19: Thermocycler-Protokoll einer PCR mit Mutagenese-Primern.
' Anzahl der Zyklen Zeit Temperatur (°C)

1 30s 95
12 30s 95
60 s 55
8 min 68

Im Gegensatz zu den PCR-Amplifikaten liegt die Ausgangs-Plasmid-DNA, welche
aus den Bakterien DH5a isoliert wurde, methyliert vor und kann dadurch von der
Endonuklease Dpnl geschnitten werden. Der PCR-Ansatz wurde mit 1 pl Dpnl fur
1 h bei 37 °C verdaut, um die unmutierte Ausgangs-Plasmid-DNA zu entfernen.
Anschlieend wurden die PCR-Amplifikate aufgereinigt und in chemisch kompetente
DH5a Bakterien transformiert (Kap. 4.5.7), in denen die PCR-Amplifikate zirkularisiert
und vermehrt werden. Einzelne Bakterienklone wurden in LB-Medium bei 37 °C
kultiviert (Kap. 4.5.7). Zur Gewinnung der Plasmid-DNA wurde je nach Volumen der
Bakteriensuspension das QlAprep Spin Miniprep Kit, NucleoBond®Xtra Midi Kit oder
NucleoBond®Xtra Maxi Kit angewendet. Zum Nachweis der gewlnschten Mutation

wurde die mutierte Plasmid-DNA mit den Primern MaH9s (Mutation MV-Hyy7,
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MV-H249), MaH12as (Mutation MV-H387) bzw. MaH14s (Mutation MV-Hajas, MV-H314)
sequenziert (Kap. 4.5.5).

Tab. 20: Hergestellte Plasmide mit Mutationen im H-Gen.

pcDNA_MV-H_Edmz-P247 pcDNA MV-H EdmZ  3328s, S247—-P247
3329as
pcDNA_MV-H_EdmZz-P249 pcDNA MV-H EdmZ  3342s, L249—P247
(Kontrolle fur Berlin.DEU/47.00 [D6]) 3343as
pcDNA_ MV-H_EdmZzZ_P249 pcDNA MV-H EdmZ  3344s, L249—P249
(Kontrolle fur Duisburg.DEU/10.09 [DA4]) 334b5as
pcDNA_MV-H_EdmZ_P247 P249 pcDNA MV-H EdmZ  3346s, S247—-P247
3347as L249—P249
pcDNA_ MV-H_EdmZ L313 pcDNA MV-H EdmZ  3368s, S313—L
3369as
pcDNA_ MV-H_EdmZ_ R314 pcDNA MV-H EdmZ  3370s, G314—R
3371as
pcDNA_MV-H_EdmZ_R387 pcDNA MV-H EdmZ  3336s, K387—R387
3337as
pcDNA_MV-H_ pcDNA_MV-H_ 3354s, P249—1249
Duisburg.DEU/10.09 L249 Duisburg.DEU/10.09 3355as
pcDNA_MV-H_Berlin.DEU/47.00_S247 pcDNA_MV-H_ 3318s, P247—S247
Berlin.DEU/47.00 3319as
pcDNA_MV-H_Berlin.DEU/47.00 L249  pcDNA_MV-H_ 3320s, P249—1249
Berlin.DEU/47.00 3321as
pcDNA_MV-H_ pcDNA_MV-H_ 3322s, P247—-S247
Berlin.DEU/47.00 S247 1249 Berlin.DEU/47.00 3323as P249—1249
pcDNA_MV-H_Berlin.DEU/10.10_R387 pcDNA_MV-H_ 3334s, K387—R387
Berlin.DEU/10.10 3335as
pcDNA_MV-H_Essen.DEU/12.10 K387 pcDNA_MV-H_ 3338s, R387—K398
Essen.DEU/12.10 3339as
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5. Ergebnisse

5.1. Sequenzanalyse des H-Proteins

Eine Masernimpfung bzw. MV-Erstinfektion induziert MV-neutralisierende Ak, die
eine wesentliche Rolle fur eine lang anhaltende Immunitat spielen. Der Hauptanteil
der neutralisierenden Ak ist gegen Epitope des H-Proteins gerichtet. Zur
Charakterisierung neutralisierender Epitope wurden zunachst die Sequenzdaten des
H-Proteins unterschiedlicher MV-Isolate analysiert (Tab. 21). Neben den Impfviren
Edmonston-Zagreb (EdmZ) und Edmonston-Schwarz (EdmS) wurden Wildtyp-Viren
ausgewahlt, die im Zeitraum von 2000 bis 2010 in Deutschland zirkulierten.
Zusatzlich wurden die Wildtyp-Isolate MVi/Maryland.USA/0.54 und
MVi/Sofia.BGR/19.05 charakterisiert. Die Wildtyp-Viren wurden, mit Ausnahme von
MVi/Maryland.USA/0.54, im Nationalen Referenzzentrum Masern, Mumps, Roteln
(NRZ MMR) am Robert Koch-Institut aus Patientenmaterial isoliert und der WHO

Nomenklatur entsprechend genotypisiert (155).

Tab. 21: Sequenzdaten des H-Gens ausgewahlter MV-Isolate.
Die virale RNA wurde aus dem Viruspartikel isoliert und zur Herstellung von cDNA verwendet (Kap.
4.5.2). Das H-Gen wurde anschliel3end Uber eine Nested-PCR amplifiziert (Kap. 4.5.6) und mit den
Primern MaH15as, 3291s, 3292as, 3374s und 3375as sequenziert (Kap. 4.5.5).
* Sequenzdaten wurden in dieser Arbeit gewonnen.
* Am NRZ MMR ermittelte Sequenzdaten stimmen mit Daten in der GenBank Uberein.

MV-Isolat Genotyp  H-Gen

GenBank Acc.-No

EdmZ (Impfvirus) A AF266290**
EdmS (Impfvirus) A AF266291**
MVi/Maryland.USA/0.54 A JX436452*
MVi/Tuebingen.DEU/24.00 Cc2 AF480468
MVi/Berlin.DEU/11.10 B3 JQ417683
MVi/Duisburg.DEU/10.09 D4 JQ417682
MVi/Berlin.DEU/04.08 D5 JQ927007
MVi/Berlin.DEU/47.00 D6 AF480474
MVi/Duesseldorf. DEU/10.00 D7 AF480471
MVi/Essen.DEU/12.10 D8 JQ417684
MVi/Berlin.DEU/10.10 D8 JQ417681
MVi/Sofia.BGR/19.05 H1 FJ808736
MVi/Berlin.DEU/44.01 H1 FJ808737

Zur besseren Ubersichtlichkeit entfallt im Folgenden das Prafix ,MVi/“ im Namen der

Virusisolate.
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Das Wildtyp-Virus Maryland.USA/0.54 wurde nach wenigen Passagen des erstmals
aus Patientenmaterial auf Zellen angezichteten MV Edm (32) gewonnen. Das MV
Edm ist das Ausgangsvirus vieler zum Zweck der Impfung attenuierten Viren wie
EdmZ und EdmS (Abb. 11). In dieser Arbeit wurden mAk gegen das Impfvirus EdmZ
hergestellt und fir die Charakterisierung neutralisierender Epitope eingesetzt. Ein
Vergleich der Sequenzen des H-Proteins (617 AS) zeigt, dass sich die Sequenzen
der Impfviren EdmS und EdmZ um je sechs AS von Maryland.USA/0.54
unterscheiden. Das H-Protein der Impfviren EdAMS und EdmZ unterscheidet sich um
vier AS voneinander. Das H-Protein der aktuell zirkulierenden Wildtyp-Viren
unterscheidet sich um 14 — 30 AS (2,3 — 4,9 %) vom Impfvirus EdmZ (Abb. 13).

Anzahl der AS-Austausche im H-Protein gegeniber EdmZ
0 5 10 15 20 25 30 35

Berlin.DEU/11.10 [B3] 18
Tuebingen.DEU/24.00 [C2] 14
Duisburg.DEU/10.09 [D4] 24
Berlin.DEU/04.08 [D5] 19
Berlin.DEU/47.00 [D6] 16
Duesseldorf.DEU/10.00 [D7] 17
Berlin.DEU/10.10 [D§] 18
Essen.DEU/12.10 [D8] 20
Berlin.DEU/44.01 [H1] 25

Sofia.BGR/19.05 [H1] 30

Abb. 13: Anzahl der AS-Austausche im H-Protein von aktuellen Wildtyp-Viren gegentber dem
Impfvirus EdmZ.

Ein Sequenzvergleich erméglichte die Zuordnung der AS-Abweichungen zu den
einzelnen Doménen des H-Proteins (Abb. 14). In der zytoplasmatischen Domane (I),
dem Transmembranbereich (II) und der Stiel-Region (lll) traten weniger AS-
Austausche auf, als in der C-terminalen Rezeptor-Bindedomane (1V). Der Bereich
des pB5-Faltblattes (V), welcher viele mit den Zellrezeptoren CD46, SLAM und

Nectin-4 interagierende AS enthalt, war hingegen konserviert.
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Abb. 14: Vergleich der AS-Sequenzen des H-Proteins der untersuchten MV-Isolate.
Sequenzunterschiede sind grau markiert.

Eingesetzte MV: a) Maryland.USA/0.54 [A], b) EdmZ [A],

¢) EdmS [A], d) Tuebingen.DEU/24.00 [C2], e) Berlin.DEU/11.10 [B3],
f) Duisburg.DEU/10.09 [D4],  g) Berlin.DEU/04.08 [D5], h) Berlin.DEU/47.00 [D6],
i) Duesseldorf.DEU/10.00 [D7], j) Berlin.DEU/10.10 [D8], k) Essen.DEU/12.10 [D8],
[) Berlin.DEU/44.01 [H1], m) Sofia.BGR/19.05 [H1]

Proteindoméanen: 1) zytoplasmatischer Bereich  II) Transmembranbereich
) Stiel-Region IV) C-terminale Kopfdoméne V) B5-Faltblatt

Das Impfvirus EdmZ besitzt potentielle Glykosylierungsstellen an den Positionen
N168, N187, N200, N215 und N238. Einige Wildtyp-Viren zeigten AS-Austausche,
die entweder zum Verlust einer Glykosylierungsstelle oder zum Erwerb einer
zusatzlichen Glykosylierungsstelle fihren (Tab. 22). So fuhrte der Austausch von
S240 zu N240 in den Isolaten Berlin.DEU/11.10, Duisburg.DEU/10.09,
Berlin.DEU/44.01 und Sofia.BGR/19.05 zum Verlust der potentiellen
Glykosylierungsstelle an Position 238. Das Isolat Sofia.BGR/19.05 zeigte an dieser
Stelle zusatzlich den Austausch von N238 zu S238. Zudem wird dieses Isolat durch
den AS-Austausch von S189 zu P189 nicht an Position 187 glykosyliert. Die Isolate
Duisburg.DEU/10.09, Berlin.DEU/04.08 und Duesseldorf.DEU/10.00 besitzen durch
den Austausch von D416 zu N416 eine zusatzliche potentielle Glykosylierungsstelle

an Position 416.
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Tab. 22: Potentielle Glykosylierungsstellen des H-Proteins untersuchter MV.
Eine zusatzliche Glykosylierungsstelle eines Wildtyp-Virus im Vergleich zum Impfvirus ist blau und der
Verlust einer Glykosylierungsstelle ist grau markiert.
' MV-Isolat [Genotyp] Potentielle Glykosylierungsstellen

168 187 200 215 238 416
EdmZ [A] NST NCSNMSNVSNL
EdmS [A]
Maryland.USA/0.54 [A] e T e e A
Tuebingen.DEU/24.00 [C2] I R R I
Berlin.DEU/11.10 [B3] I e I
Duisburg.DEU/10.09 [D4] I
Berlin.DEU/04.08 [D5] = A -le - el e el e ala -
Berlin.DEU/47.00 [D6] - - - : :
Duesseldorf.DEU/10.00 [D7] I e e
Berlin.DEU/10.10 [D8] I
Essen.DEU/12.10 [D8] e
Berlin.DEU/44.01 [H1] I e e
Sofia.BGR/19.05 [H1] - - -- - P- - -1- - -1S- N- - -

®

Die Veranderungen in der AS-Sequenz des H-Proteins von Wildtyp-Viren gegentuber
Impfviren  kdnnen zu einem  Epitopverlust gegenuber Impf-induzierten
neutralisierenden Ak fohren und so die durch eine Impfung erworbene Immunitat
gegenuber MV gefahrden. Im Folgenden wurde die Konservierung bzw. Variabilitat
neutralisierender Epitope des H-Proteins der hier aufgefihrten Wildtyp-Viren
gegenuber Impfviren untersucht und AS-Austausche, die einen Epitopverlust

bewirken kénnen, identifiziert.

5.2. Gewinnung und Charakterisierung MV-neutralisierender und

H-spezifischer mAk

EdmZ ist ein typischer Vertreter der weltweit eingesetzten Masernimpfviren. Mit Hilfe
von mMAK, die gegen dieses Impfvirus induziert worden sind, wurden neutralisierende
Epitope des H-Proteins von Wildtyp-Viren im Vergleich zum Impfvirus untersucht. Die
Herstellung der mAk erfolgte mit Hilfe der Hybridomtechnologie, bei der B-
Lymphozyten immunisierter Mause mit Myelomazellen fusioniert werden. Die
erzeugten Hybridomzellen produzieren Ak und kénnen Uber einen sehr langen
Zeitraum in vitro kultiviert werden. Ak, die von monoklonalen Hybridomzellen

produziert werden, werden als mAk bezeichnet.

5.2.1. Praparation eines Antigens zur Immunisierung
Zur Gewinnung von B-Lymphozyten, die MV-spezifische Ak produzieren, wurden

Mause mit dem inaktivierten Impfvirus EdmZ immunisiert. Fur die Herstellung des
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Antigens zur Immunisierung wurde das Virus zunachst auf Vero Zellen vermehrt
(Kap. 4.2.1), anschlielBend mit p-Propiolacton inaktiviert (Kap. 4.2.2) und nach
Aufreinigung in PBS-Puffer aufgenommen (Kap. 4.2.3). Die Wirksamkeit der
Inaktivierung wurde durch eine Virustitration (Kap. 4.2.5) uberprift. Dafur wurde
inaktiviertes und natives EdmZ in logarithmischen Stufen verdinnt und vier Tage auf
Vero Zellen inkubiert. Die in Folge der Infektion ausgebildeten infektibsen Zentren
der Virusinfektion im Zellrasen, sogenannte Foci, wurden mit Hilfes eines

Colorimetrischen Immunoassays (Kap. 4.2.4) markiert (Abb. 15).

inaktiviertes natives
EdmZ EdmZ

MV Verdinnung

1:10

1:100

1:1.000

1:10.000

1:100.000

Zellkontrolle

Abb. 15: Titration des inaktivierten und nativen EdmZ auf Vero-Zellen.

Vero-Zellen wurden vier Tage mit inaktiviertem oder nativem EdmZ (c= 0,2 ug/gl) in verschiedenen
Verdinnungsstufen inkubiert. MV-spezifische Foci wurden mit einem Colorimetrischen Immunoassay
markiert (violett).

Auf Zellen, die mit dem nativen Virus inkubiert wurden, waren die MV-spezifischen
Foci anhand ihrer Violettfarbung sichtbar. Infolge der Infektion I6sten sich die Zellen,
die mit dem nativen EdmZ in einer Virusverdinnung bis zu 1:10.000 inkubiert wurden,
teilweise von der Zellkulturplatte. Die Titration der nativen Virussuspension ergab
eine Viruskonzentration von 1,53 x 108 p.f.u./ml. Zellen, die mit der gleichen Menge

an inaktiviertem Virus EdmZ inkubiert wurden, zeigten keine MV-spezifischen Foci,
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die auf eine Infektion der Zelle und virale Replikation hinweisen. Das Impfvirus EdmZ
wurde demzufolge erfolgreich inaktiviert.

Die inaktivierte Virussuspension wurde mittels SDS-PAGE (Kap. 4.4.2) und Western
Blot Analyse (Kap. 4.4.3) auf ihren Gehalt an viralen Proteinen untersucht. Dabei
konnten die Strukturproteine des inaktivierten Impfvirus in der SDS-PAGE
nachgewiesen werden (Abb. 16a). Das Oberflachenprotein H wurde mit einem
H-spezifischen mAK in einer Western Blot Analyse identifiziert (Abb. 16b).

a) SDS-PAGE b) Western Blot
Kontrolle MV EdmZ Kontrolle MV EdmZ
15l 10 pl 20 pl 15l 10 pl 20 pl
kDa i kDa
' Lv»' L-Protein
170 - I 170 -
130 - ‘ 130 -
95— .o H-Protein 95— - - H-Protein
R— P-Protein
72 — 72—
- ‘ N-Protein
55— 55—
- -
43 — Actin, F1-, 43 -
- ’ M-Protein

Abb. 16: Nachweis viraler Strukturproteine in inaktivierter Virussuspension.

a) SDS-PAGE: Proteine des inaktivieten EdmZ (c= 0,2 pg/ul) wurden unter reduzierenden
Bedingungen in einer SDS-PAGE (SDS-Gel: 12 %) aufgetrennt und mit Roti®-Blue geféarbt.
Zellkulturiiberstand nichtinfizierter Zellen wurde parallel zur Virusinaktivierung und -aufreinigung
mitgefuhrt und zur Kontrolle ebenfalls in der SDS-PAGE untersucht.

b) Western Blot Analyse: Nach Ubertragung der Proteine der SDS-PAGE auf eine PVDF-Membran
wurde das H-Protein mit dem H-spezifischen mAk BH195 als primér eingesetzten Ak nachgewiesen.

5.2.2. Nachweis neutralisierender Antikérper gegen MV im murinen Antiserum

Zur Gewinnung H-spezifischer, MV-neutralisierender mAk wurden zwei Balb/c Mause
(Maus1, Maus2) mehrfach mit inaktiviertem EdmZ immunisiert (Kap. 4.3.1) und die
Entwicklung der humoralen Immunantwort verfolgt. Daftir wurden Serumproben, die
vor der ersten Immunisierung (Praimmunserum), zehn Tage nhach der zweiten
Immunisierung (1. Boost-Immunisierung) und am Tag der Herstellung der
Hybridomzellen (Zellfusion) entnommen worden waren (Kap. 4.3.1), mit Hilfe eines
Neutralisationstests (FRNT, Kap. 4.2.6) auf neutralisierende Ak gegen EdmZ

untersucht. Dafir wurden die Seren mit EdmZ inkubiert und die Suspension
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anschlieend auf CHO-SLAM gegeben. Die MV-spezifischen Foci wurden mit Hilfe

eines Colorimetrischen Immunoassays markiert (Kap. 4.2.4) (Abb. 17).

a) Kontrollansatz b) Kontrolle: Humanes Antiserum

. N .

Viruskontrolle .\ Verdinnung
1:25
Viruskontrolle 1:50
Zellkontrolle 1:100
c) Serum Maus 1 d) Serum Maus 2
1:100 verdinnt 1:100 verdinnt
Praimmunserum Praimmunserum
| Serum nach Serum nach

1. Boost- 1. Boost-

< Immunisierung Immunsierung

Serum am Tag
der Zellfusion

Serum am Tag
der Zellfusion

Abb. 17: Nachweis MV-neutralisierender Ak im Mausserum.

In einem FRNT wurden verdiinnte Seren mit EdmZ fur 1 h bei 37 °C inkubiert und anschlieBend auf
CHO-SLAM Zellen gegeben. Die Zellen wurden fir drei Tage bei 37°C im Brutschrank inkubiert. MV-
spezifische Foci wurden mit einem Colorimetrischen Immunoassay markiert (violett).

a) Viruskontrolle: Infektion der Zellen mit EdmZ ohne vorherige Inkubation des MV mit Seren;
Zellkontrolle: keine Infektion der Zellen mit EdmZ

b) Kontrollansatz: Einsatz eines humanen Antiserums in verschiedenen Verdiinnungsstufen

¢, d) Untersuchung von Mausseren, welche vor der Immunisierung (Praimmunserum), zehn Tage nach
der 1. Boost-Immunisierung und am Tag der Zellfusion entnommen worden sind

Im Viruskontrollansatz waren jeweils ca. 30 MV-spezifische Foci sichtbar, die auf
eine Infektion der Zelle hinweisen. Zellen der Zellkontrolle zeigten keine Foci, da sie
nicht mit Virus inkubiert worden sind (Abb. 17a). In einem Kontrollansatz mit
humanem Serum einer geimpften Person wurde deutlich, dass mit Erhéhung der
Serumverdinnung (1: 25 bis 1:100) die Anzahl MV-spezifischer Foci ansteigt (Abb.
17b). Die Reduktion der Foci-Anzahl gegenliber der Viruskontrolle weist auf
MV-neutralisierende Ak im Serum hin. Die Menge der neutralisierenden Ak sinkt mit

steigender Serumverdinnung. Die murinen Praimmunseren bewirkten keine
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Reduktion der Anzahl der Foci im Vergleich zur Viruskontrolle (Abb. 17c, d). Im
Unterschied dazu wurden bei Einsatz der Seren, die zehn Tage nach der ersten
Boost-Immunisierung und am Tag der Zellfusion entnommen worden waren, keine
MV-spezifischen Foci mehr nachgewiesen (Abb. 17c, d). Diese Seren enthielten
folglich EdmZ neutralisierende Ak.

5.2.3. Gewinnung MV-spezifischer mAk

Fur die Herstellung von Hybridomzellen wurden B-Lymphozyten aus der Milz der
immunisierten Mause eingesetzt. Die Milzzellen wurden prapariert, mit
Myelomazellen fusioniert und gemeinsam mit Thymuszellen nichtimmunisierter
Mause in Selektionsmedium kultiviert (Kap. 4.3.2, 4.3.3). Die Thymuszellen stellen
den erzeugten Hybridomzellen Wachstumsfaktoren und Stoffwechselprodukte zur
Verfugung, die sie fur eine optimale Kultur bendtigen. Die Thymuszellen und
nichtfusionierten B-Lymphozyten und Myelomazellen starben wenige Tage nach der
Zellfusion. Wahrenddessen konnte die Vermehrung der im Vergleich zu den
nichtfusionierten Zellen deutlich groReren und lebensfahigen Hybridomzellen unter
dem Mikroskop beobachtet werden. Etwa zehn bis zwanzig Tage nach der Zellfusion
wurde der Zellkulturiberstand der Hybridomzellen mit einem Neutralisationstest, dem
S-FRNT (Kap. 4.3.5), auf neutralisierende Ak gegen EdmZ untersucht (Daten nicht
gezeigt). Bei einem Nachweis neutralisierender Ak erfolgte eine Subklonierung der
Hybridomzellen um Ak-produzierende Einzelzellklone zu gewinnen (Kap. 4.3.4).
Etwa zehn Tage spater wurden die Einzelzellklone mit dem S-FRNT auf die
Sekretion neutralisierender Ak getestet (Kap. 4.3.5, Daten nicht gezeigt). Die
Hybridomzellen, die neutralisierende AK gegen EdmZ produzierten, wurden zur
Vermehrung aus der 96-Lochplatte in Zellkulturplatten bzw. -flaschen mit dem néchst
groBeren Volumen umgesetzt und bei 37 °C im Brutschrank Kkultiviert. Eine
Hybridomzelle besitzt einen doppelten Chromosomensatz aus einem B-Lymphozyten
und einen doppelten Chromosomensatz aus einer Myelomazelle. Ein
Chromosomenverlust wahrend der Zellteilung kann zum Verlust der fir die
Ak-Produktion notwendigen Gene fihren (43). Die Stabilitat der Hybridomzellklone
hinsichtlich ihrer Ak-Produktion wurde daher wochentlich mit Hilfe der
Durchflusszytometrie untersucht (Kap. 4.3.6). Dabei wurden die von den
Hybridomzellen gebildeten intrazellularen Ak mit einem fluoreszenzgekoppelten Ak

markiert. Die hier exemplarisch gezeigten Histogramme stellen die Zellzahl in
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Abhéngigkeit der Fluoreszenzintensitat dar (Abb. 18). Die ermittelte
Fluoreszenzintensitat ist abhangig von der Menge der Ak in den Hybridomzellen: je

mehr Ak produziert werden, umso starker ist die Fluoreszenzintensitat.

100
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Abb. 18: Durchflusszytometrische Analyse zur Ak-Produktion in Hybridomzellen.
Hybridomzellen wurden permeabilisiert und intrazellulare Ak mit einem fluoreszenzgekoppelten Ak
markiert. Die Messung der Fluoreszenzsignale erfolgte bei 530 nm in FACS Calibur™.

a) Referenz: nichtmarkierte Hybridomzellen

b) monoklonale Ak-produzierende Hybridomzellen

¢) Ak-produzierende und nichtproduzierende Hybridomzellen

Nichtmarkierte Hybridomzellen wurden als Referenz eingesetzt (Abb. 18a). Ein
Hybridomzellklon, der im Histogramm einen Peak auf Hohe der Referenz zeigte,
produzierte demzufolge keine Ak. Ein Histogramm mit einem Peak bei hodherer
Fluorenzenzintensitat als die Referenz (Abb. 18b) wies auf Ak-produzierende
Hybridomzellen hin. Blieb ein solches Ergebnis Uber mehrere Zellteilungen (ca.
2 Monate) erhalten, wurde dieser Hybridomzellklon als genetisch stabil bewertet.
Zeigten sich im Histogramm untersuchter Hybridomzellen zwei Peaks, von denen ein
Peak im Bereich der Referenz lag (Abb. 18c), produzierte nur ein Teil der Zellen Ak.
Eine fortschreitende Verminderung des Anteils Ak-produzierender Zellen deutet auf
eine genetische Instabilitat hin, die einen Rickgang der Ak-Produktion bewirkt. In
diesem Fall wurden die Hybridomzellen subkloniert (Kap. 4.3.4) und die
Einzelzellklone mit einem S-FRNT (Kap. 4.3.5) auf neutralisierende Ak getestet.
Positive Klone wurden vermehrt und erneut auf die Stabilitét der Ak-Sekretion
getestet.

Aus ca. 4000 getesteten Hybridomzellklonen wurden sieben genetisch stabile
monoklonale Hybridomzellklone ausgewahlt, die MV-spezifische neutralisierende
mAk produzierten. Vier Zellklone wurden aus Lymphozyten der Maus 1 und drei

Zellklone aus Lymphozyten der Maus 2 gewonnen (Tab. 23). Nach Vermehrung der
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Zellen wurden die mAk Uber Protein G aufgereinigt und gegen PBS-Puffer dialysiert
(Kap. 4.3.7).

Tab. 23: Erzeugte MV-neutralisierende mAk aus Maus 1 und Maus 2.

| Maus mAKk

1 RKI-MV-1d
RKI-MV-9c
RKI-MV-12b
RKI-MV-13a

2 RKI-MV-32c
RKI-MV-33a
RKI-MV-34c

5.2.4. Reinheit und Individualitat der mAk

Die aufgereinigten Ak wurden mittels SDS-PAGE (Kap. 4.4.2) auf Verunreinigungen
durch Fremdproteine geprift. Fur jeden mAk waren zwei Signale in der SDS-PAGE
erkennbar (Abb. 19). Diese Signale kdnnen aufgrund ihres Laufverhaltens im SDS-
Gel der leichten (ca. 25 kDa) und schweren Kette (ca. 50 kDa) der Ig-Molekile
zugeordnet werden. Ein im Vergleich dazu schwaches drittes Signal bei ca. 75 kDa
(Spur g) ist vermutlich auf eine unvollstdndige Trennung der leichten und schweren
Kette des mAk RKI-MV-34c zuriickzufuihren. In der SDS-PAGE waren keine Signale
sichtbar, die nicht den mAk zugeordnet werden kénnen. Die mAk wurden demzufolge

erfolgreich aufgereinigt.

kba a b ¢ d e f g

100 -
70 —

55— e G GNP QI Sy @ schwere Kette der mAk

35—

D5 — — ——— — leichte Kette der mAk

Abb. 19: Reinheit der erzeugten mAKk in der SDS-PAGE.

Die erzeugten und Protein G-gereinigten mAKk (3 pg) wurden unter reduzierenden Bedingungen mit
Hilfe SDS-PAGE (SDS-Gel: 10 %) untersucht. Die Proteine wurden mit Roti®-Blue geféarbt.

a) RKI-MV-1d, b) RKI-MV-9c, c¢) RKI-MV-12b, d) RKI-MV-13a, e) RKI-MV-32c, f) RKI-MV-33a,

g) RKI-MV-34c
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Mit Hilfe einer massenspektrometrischen Analyse der mAk (Kap. 4.4.8) wurde
untersucht, ob die gewonnen mAk eine individuelle Proteinstruktur besitzen. Die
erzeugten  Massenspektren  zeigten, dass jeder mAK ein einmaliges
Peptidfragmentmuster besitzt und sich keines der Peptidfragmentmuster im
Spektrum eines anderen mAK wiederholt (Abb. 20). Diese einmaligen
Peptidfragmentmuster weisen daraufhin, dass die erzeugten mAk individuell
aufgebaut sind.
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Abb. 20: Peptidfragmentmuster der mAk nach massenspektrometrischer Analyse.

Die mAk wurden in 1,4-Dithiothreit reduziert, mit lodacetamid inkubiert und mit Trypsin verdaut. Die
Peptidfragmente wurden mit ZipTip®-Spitzen aufgearbeitet und in einer HCCA-Matrix auf ein MTP 384
Stahltarget T F aufgetragen. Die Messung erfolgte mit einem MALDI-TOF Autoflex™
Massenspektrometer. Die gewonnenen Daten wurden in Spektren dargestellt, welche die relative
Intensitat der Signale in Abhangigkeit des Masse-zu-Ladungsverhéltnisses (m/z) der Peptide
darstellen.
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5.2.5. Isotypbestimmung der mAKk

Ak werden in unterschiedliche Klassen eingeteilt. In der proteinbiochemischen
Analytik werden haufig sekundare Ak eingesetzt, die spezifisch an Ak eines
bestimmten Isotyps binden. Fur die Auswahl von sekundéren Ak in dieser Arbeit
wurde der Isotyp der erzeugten mAk bestimmt (Kap. 4.3.8). Alle mAk gehoren zur
Klasse der IgG1 Molekule und besitzen, mit Ausnahme des mAk RKI-MV-33a, eine
leichte Kette vom Isotyp k. Der mAk RKI-MV-33a besitzt eine leichte Kette vom
Typ A (Tab. 24).

Tab. 24: Isotyp der erzeugten mAK.
Die Bestimmung des Isotyps erfolgte mit dem IsoStrip™ Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit.

| mAK Isotyp
RKI-MV-1d 19G1 «
RKI-MV-9c 19G1 «

RKI-MV-12b 19G1 k
RKI-MV-13a 19G1 k

RKI-MV-32¢ I9G1 «
RKI-MV-33a  IgG1 A
RKI-MV-34c 19G1 «

5.2.6. H-Spezifitat der mAk

Die Mehrzahl der MV-neutralisierenden Ak in einem Serum binden an das H-Protein.
Mit Hilfe einer Immunprazipitation (IP, Kap. 4.4.4) wurde untersucht, ob die in dieser
Arbeit erzeugten mAk ebenfalls an das H-Protein binden. Als Negativkontrolle wurde
eine IP ohne Zugabe von EdmZ durchgefiihrt. Die Prazipitate wurden in einer SDS-
PAGE (Kap. 4.4.2) sichtbar (Abb. 21). In beiden IP-Versuchen waren Signale auf
Hohe der leichten (ca. 25 kDa) und schweren Ketten (ca. 50 kDa) der Ak zu sehen.
Im Gegensatz zum Kontrollansatz (Abb. 211) trat nach Inkubation der mAk mit dem
EdmZ-Lysat ein Signal auf der Hohe des H-Proteins (ca. 90 kDa) auf (Abb. 2111, Spur
a — h). Zusatzliche Signale, die von anderen Proteinen des MV stammen kénnten,
traten nicht auf. Die erzeugten mAk, einschlieBlich des H-spezifischen
Kontrollantikdrpers BH17 (Spur h), haben demnach spezifisch an das H-Protein
gebunden. Das unspezifische Maus-Gammaglobulin wurde als Negativkontrolle

eingesetzt und zeigte keine Bindung an virale Proteine (Spur i).
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Abb. 21: Bindung der mAk an das H-Protein des MV EdmZ.

EdmZz-Lysat wurde jeweils mit mAK (Spur a - h) und Maus-Gammaglobulin inkubiert (Spur g) (11).
Parallel wurden die Ak ohne EdmZ-Lysat inkubiert (I). Die Ak wurden Uber Protein G-Sepharose
prazipitiert und das Prazipitat unter reduzierenden Bedingungen in einer SDS-PAGE (SDS-Gel:
10 %) aufgetrennt und mit Roti®-Blue markiert.

a) RKI-MV-1d, b) RKI-MV-9c, c¢) RKI-MV-12b, d) RKI-MV-13a, e) RKI-MV-32¢c, f) RKI-MV-33a,
0g) RKI-MV-34c, h) BH17, i) unspezifisches Maus-Gammaglobulin,

EdmZz) Aufgetragenes EdmZ in der SDS-PAGE

Um die Bindung der mAk an das virale H-Protein mit einem weiteren Test zu
bestatigen, wurde ein Immunfluoreszenztest (IFT, Kap. 4.4.6) durchgefuhrt. Fur
diesen Test wurden HEK-293G Zellen mit dem Plasmid pcDNA MV-H EdmZ,
welches das H-Gen des EdmZ kodiert, transfiziert. Um unspezifische Bindungen des
mAK an die Zellen auszuschlieRen, wurden HEK-293G Zellen mit dem Leervektor
pcDNA3.1 transfiziert (Kap. 4.1.3). Im Anschluss wurde ein IFT mit jeweils einem der
mAk als primarem Ak durchgefiihrt und am konfokalen Laser Raster Mikroskop
(cLSM) ausgewertet. Alle sieben mAk haben an das von den Zellen exprimierte H-
Protein gebunden. Eine Bindung der mAk an Zellen, die mit dem Leervektor
pcDNA3.1 transfiziert worden sind, wurde nicht beobachtet (Abb. 22). Diese
Ergebnisse bestitigen, dass das H-Protein des MV das Zielprotein der neu

generierten neutralisierten mAK ist.
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Expressions- Leervektor Expressions- Leervektor
plasmid plasmid
pcDNA_MV-H_EdmZ  pcDNA3.1 pcDNA_MV-H_EdmZ  pcDNA3.1
RKI-MV-1d RKI-MV-9c
RKI-MV-12b RKI-MV-13a
RKI-MV-32c RKI-MV-33a
BH17
RKI-MV-34c Expressions-

Kontrolle fiir
MV-H

Malstab: <20 um

Abb. 22: Bindung der mAk an rekombinantes H-Protein in einem IFT.

HEK-293G Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid pcDNA_MV-H_EdmZ oder dem Leervektor
pcDNA3.1 transfiziert. Am nachsten Tag wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. In einem IFT
wurden die erzeugten mAk sowie der H-spezifische mAk BH17 (Expressionskontrolle) als priméare Ak
und ein fluoreszenzgekoppelter sekundarer Ak eingesetzt (grin). Die DNA der Zellkerne wurde mit
DAPI markiert (blau). Die Auswertung erfolgte am cLSM und mit der Software LSM Image Browser 4.
2.

5.2.7. Bestimmung der Aviditat der mAk

Eine Ak-Antigen-Interaktion beruht auf verschiedenen Wechselwirkungen, wie
Wasserstoffbriickenbindungen, elektrostatischen Wechselwirkungen und Van-der-
Waals-Kréften. Die Gesamtbindungsstéarke zwischen Ak und Antigen wird als Aviditét
bezeichnet. Zur Bestimmung der Aviditat der mAk gegeniber dem Edm-Virus wurde
Aviditats-ELISA (Kap. 4.4.7.1) durchgefihrt. Zunachst wurden die mAk mit einem
Standard ELISA (Kap. 4.4.7) titriert, um die Konzentration zu ermitteln, bei der die
Epitope auf einer mit Edm-Viruslysat beschichteten Mikrotiterplatte (MV-
Mikrotiterplatte) mit dem jeweiligen mAk abgeséttigt sind (Abb. 23). Dieser Versuch
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wurde zur Kontrolle auf einer Virus-freien Mikrotiterplatte durchgefihrt. Die optische
Dichte AOD der mAk-Verdinnungen auf der Virus-freien Mikrotiterplatte lag unter
0,03 (Daten nicht gezeigt). Demnach traten keine unspezifischen Bindungen
zwischen den mAk und der Mikrotiterplatte auf. Die Sattigungskonzentration der mAk
fur die MV-Mikrotiterplatte lag zwischen 1,25 pg/ml und 20 pg/ml (Tab. 25). Fir die
Aviditatsbestimmung wurden die mAKk in einer Konzentration von jeweils 20 pg/ml
eingesetzt. Bei dieser Konzentration wurde fur alle mAk eine Absattigung der
jeweiligen Epitope erreicht und es traten keine unspezifischen Bindungen der mAk
auf der Virus-freien Mikrotiterplatte auf.

Titration der mAKk (ELISA)

0,6
RKI-MV-1d
0,5 —o— RKI-MV-9¢
RKI-MV-12b
A 04
2 —e—RKI-MV-13a
0,3 - A=
RKI-MV-32¢
0,2 - —e— RKI-MV-33a
—o— RKI-MV-34c
0,1 +—* pos
O T T T T T T T T T T T T T

0,02 004 008 016 031 063 1,25 2,5 5 10 20

mAk Konzentration (ug/ml)

Abb. 23: Titration der mAk auf einer MV-Mikrotiterplatte.

Die mAk wurden in einer Verdiinnungsreihe auf einer MV-Mikrotiterplatte inkubiert. Anschlie3end
wurde die Platte mit einem Peroxidase-gekoppelten sekundaren Ak und TMB-Substrat inkubiert. Die
folgende Farbreaktion wurde mit H,SO, gestoppt. Die Messung der OD bei 450 nm und 620 nm
(Referenzwellenlange) erfolgte mit dem FLUOstar Omega Reader. Das Diagramm zeigt die AOD
(AOD=0D450nm - ODg20nm) in Abh@ngigkeit der mAk-Konzentration.

Tab. 25: Sattigungskonzentration der mAk auf einer MV-Mikrotiterplatte.
mAKk Sattigungskonzentration (ug/ml)

RKI-MV-1d 20
RKI-MV-9c 20
RKI-MV-12b 1,25
RKI-MV-13a 2,5
RKI-MV-32c 2,5
RKI-MV-33a 10
RKI-MV-34c 10

Die Bestimmung der Aviditat der mAk erfolgte mit einem Aviditats-ELISA (Kap.

4.4.7.1). Das eingesetzte chaotrophe Reagenz Ammoniumthiocyanat (NH;SCN) stort
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die Wechselwirkungen zwischen Antigen und Ak (21) und fiihrt zur Verminderung der
Bindung zwischen mAk und MV, infolgedessen die AOD abnimmt. Je nach
Bindungsstarke sind unterschiedliche Konzentrationen von NH4sSCN n6étig, um die
Menge gebundener Ak um ein bestimmtes Mal3 zu reduzieren. Zur Auswertung des
Aviditats-ELISA wurde ein Diagramm mit ODp, als prozentuales Verhaltnis von AOD
ohne und nach Zugabe von NH4SCN, in Abhé&ngigkeit der molaren Konzentration des
NHisSCN (MnHascn)) dargestellt (Abb. 24). Die AOD in Abwesenheit von NH4sSCN
wurde als ODg bezeichnet. Der Aviditatsindex (Al), welcher der Myuascn fur die
Reduktion der ODo um 50 % entspricht, wurde Uber eine lineare Regressionsanalyse

im linearen Bereich ermittelt.

Aviditatsbestimmung der mAk (Aviditats-ELISA)
RKI-MV-1d

10 3 x\\ —— RKI-MV-9c
80 \ ‘ \'\\ RKI-MV-12b
60 —&— RKI-MV-13a
40 - _\_ A _\T _\\ _________ RKI-MV-32¢
20 \ }‘_\ \ \ —&— RKI-MV-33a

\ \:\ \‘\‘ —&— RKI-MV-34c
0 : y =

N
0=0D, 05 1 15 2 25 50% ODo

ODp (%)

M(NH4SCN)

Abb. 24: Bestimmung der Aviditat der mAk gegeniiber MV in einem Aviditats-ELISA.

Die mAK (c= 20 ug/ml) wurden auf einer MV-Mikrotiterplatte inkubiert. Anschlieend wurde NH;SCN
in verschiedenen Molaritaten (Mnnascn)) zugegeben. Die MV-Mikrotiterplatte wurde danach mit einem
Peroxidase-gekoppelten sekundaren Ak und TMB-Substrat inkubiert. Die Farbreaktion wurde mit
H,SO, gestoppt und AOD bestimmt. Anschlielend wurde ODp berechnet und in Abhangigkeit von
M(NH4SCN) dargestellt.

Der mAk RKI-MV-34c besal’ die hdchste Aviditat (Al= 1,3), gefolgt von RKI-MV-9c
(Al= 1,1), RKI-MV-13a (Al= 0,9), und RKI-MV-1d, RKI-MV-12b und RKI-MV-32c
(Al= 0,7). Die niedrigste Aviditat zum Antigen besald RKI-MV-33a (Al= 0,5).

5.3. Epitopbestimmung

Ak kdnnen lineare Epitope oder Konformationsepitope erkennen. Im Gegensatz zur
Struktur eines Konformationsepitopes bleibt eine lineare Epitopstruktur in einer SDS-
PAGE erhalten. Wahrend in einer SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen die

Disulfidbriicken des Proteins zu freien Thiolen reduziert werden, bleiben die
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Disulfidbricken eines Proteins in einer SDS-PAGE unter nichtreduzierenden
Bedingungen erhalten. Fur die Identifikation der mAKk, die ein lineares Epitop des H-
Proteins bzw. ein Epitop in dem eine Disulfidbriicke wesentlich ist erkennen, wurde
eine Western Blot Analyse durchgefiihrt. Die Proteine des EdmZ wurden zunéchst in
einer SDS-PAGE jeweils unter reduzierenden und unter nichtreduzierenden
Bedingungen (Kap. 4.4.2) elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Ubertragung der
Proteine auf eine PVDF-Membran, wurden die in dieser Arbeit erzeugten mAk als
primare Ak gegen das H-Protein in einer Western Blot Analyse eingesetzt (Kap.
4.4.3). Der H-spezifische Kontrollantikorper BH195 zeigte, dass das reduzierte
H-Protein als Monomer (ca. 90 kDa) und das nichtreduzierte H-Protein als Dimer (ca.
190 kDa) vorlag (Abb. 25). Der mAk RKI-MV-1d hat sowohl an das reduzierte als
auch das nichtreduzierte H-Protein im Western Blot gebunden (Spur a). Dieses
Ergebnis zeigt, dass der mAk RKI-MV-1d an ein lineares Epitop bindet, in dem eine
Disulfidbricke keine wesentliche Rolle spielt. Der mAk RKI-MV-33a reagierte nur mit
dem nichtreduzierten H-Protein (Spur f), was darauf hinweist, dass eine oder
mehrere Disulfidbriicken die Struktur des Epitopes von RKI-MV-33a aufrechterhalten.
Die anderen mAk haben weder an das reduzierte noch nichtreduzierte H-Protein im
Western Blot gebunden (Spur b-e, g). Diese Ak erkennen vermutlich

Konformationsepitope, deren Struktur sich in der SDS-PAGE veréndert hat.

BH195 a b c d e f g

kDa
250 —
. . hd nichtreduzierende Bedingungen
> . ‘ reduzierende Bedingungen
72—

c (ug/mh) 1 10 10 10 10 10 10

Abb. 25: Bindung der mAk an das H-Protein im Western Blot.

Proteine des EdmZ (c= 1,9 pg/ul, 28 pl) wurde unter nichtreduzierenden und reduzierenden
Bedingungen in einer Geltasche Uber die Gelbreite mittels SDS-PAGE (SDS-Gel: 10 %) aufgetrennt
und anschlieBend auf eine PVDF-Membran Ubertragen und fixiert. In einer Western Blot Analyse
wurden mit Hilfe eines Mini-PROTEAN Il multiscreen apparatus die in dieser Arbeit erzeugten mAk
neben Kontrollantikbrper BH195 als priméare Ak eingesetzt:

a) RKI-MV-1d, b) RKI-MV-9c, c) RKI-MV-12b, d) RKI-MV-13a, e) RKI-MV-32c, f) RKI-MV-33a,
g) RKI-MV-34c.
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Mit Hilfe eines PepStar™ Peptide Microarrays kénnen Epitope lokalisiert werden.
Dieser Peptide Microarray besteht aus Peptiden, die auf der Oberflache eines
Objektragers immobilisiert sind. Fur die Lokalisation der Epitope der erzeugten mAk
wurde die C-terminale Rezeptor-Bindedoméne des H-Proteins von EdmZ als Abfolge
von 15mer Peptiden auf einem Peptide Microarray prasentiert. Die Peptide
Uberlappten sich um jeweils 11 AS. Zuséatzlich wurden modifizierte Peptide der
bereits bekannten Epitope neutralizing epitope (NE) und hemagglutinin noose
epitope (HNE) auf dem Peptide Microarray prasentiert. Nach Inkubation des Peptide
Microarrays mit den mAk und einem Cy5-konjugierten sekundaren Ak wurde die
Intensitat der fluoreszierenden Signale bestimmt (Kap. 4.4.5). Je hoher die
Fluoreszenzintensitat ist, umso starker ist die Bindung zwischen Peptid und mAKk.

Der mAk RKI-MV-1d zeigte weder eine spezifische Bindung an die Sequenz-
Uberlappenden Peptide der Rezeptor-Bindedoméne (Daten nicht gezeigt) noch an
das NE-Peptid des EdmZ (Abb. 26, a), reagierte jedoch mit vier Varianten des
NE-Peptides (Abb. 26, b — e). Die NE-Peptide b, ¢ und d zeigen AS-Austausche
gegenuber dem Impfvirus EdmZ, die in Wildtyp-Viren zu finden sind: Alle in dieser
Arbeit eingesetzten Wildtyp-Viren, die nicht dem Genotyp A zugeordnet wurden,
besitzen im Vergleich zu EdmZ G243 anstatt R243 (Peptid b). Zuséatzlich zu diesem
Austausch besitzt das Isolat Berlin.DEU/47.00 [D6] P247 anstatt S247 und P249
anstatt L249 (Peptid c). Die eingesetzten Wildtyp-Viren der Genotypen D4, D5, D6
und D8 besitzen zusatzlich zum Austausch von R243 zu G243 den Austausch Y252
zu H252 (Peptid d). Peptid e stellt das NE-Minimalepitop S24ELSQLS dar.

Fluoreszenzintensitat
243 247 249 252 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

a) SKRSELSQLSMYRVF

B) - = G = = = - e e e e e
) - - G- = -P P« - .-
d) - = G- - = - .- - H- - -

e GGSGGSGGSELSQLS

Abb. 26: Bindung des mAk RKI-MV-1d an NE-Peptide.

RKI-MV-1d wurde mit Peptiden des H-Proteins auf einem PepStar™ Peptide Microarray inkubiert.
AnschlieBend wurde ein Cy5-konjugierter sekundarer Ak zugegeben und die Intensitat der
fluoreszierenden Signale bei einer Anregungswellenlange von 635 nm mit GenePix 4000B gemessen
und mit der Software GenePix Pro 6.1 ausgewertet. Zwischen dem NE-Minimalepitop SELSQLS und
dem Peptide Microarray befand sich der zusatzliche Linker GGSGGSGG (kursiv, e).
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Die Bindung zwischen dem mAk RKI-MV-1d und dem Peptid c fiel im Vergleich zur
Bindung an die NE-Peptide b, d und e starker aus.

Der mAk RKI-MV-33a ist ebenfalls keine spezifische Bindung mit den tberlappenden
Peptiden der Rezeptor-Bindedoméane des H-Proteins von EdmZ eingegangen (Daten
nicht gezeigt). Der mAk reagierte jedoch mit zwei HNE-Peptidvarianten (Abb. 27 c, f).
Die C-C-zyklisierten HNE-Peptide (f — h) besitzen eine Disulfidbricke zwischen zwei
Cysteinen (C). Der mAk RKI-MV-33a reagierte mit dem HNE-Peptid
S33:FQQACKGKIQALCENPEWA, welches eine Disulfidbriicke zwischen C386 und
C394 besitzt (f). Lag jedoch keine Disulfidbriicke zwischen diesen Cysteinen vor, so
war Intensitdt des Fluoreszenzsignals geringer und demzufolge die Bindung
zwischen mAk und Peptid schwécher (a, c). Der mAk RKI-MV-33a ist keine Bindung
mit weiteren HNE-Peptiden eingegangen (b, d, e, g, h).

Fluoreszenzintensitat
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Abb. 27: Bindung des mAk RKI-MV-33a an HNE-Peptide.

RKI-MV-33a wurde mit Peptiden des H-Proteins auf einem PepStar'™ Peptide Microarray inkubiert.
AnschlieBend wurde ein Cy5-konjugierter sekundarer Ak zugegeben und die Intensitat der
fluoreszierenden Signale (635 nm) gemessen und ausgewertet. Die Peptide f— h besalRen eine
Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinen (C).

Der mAk RKI-MV-34c ist mit den drei Sequenz-Uberlappenden Peptiden
H301:GEDSITIPYQGSGK, S35l TIPYQGSGKGVSF und P3p90YQGSGKGVSFQLVK der
Rezeptor-Bindedoméane des H-Proteins von EdmZ eine Bindung eingegangen (Abb.
28). Diesen drei Peptiden ist die Sequenz P3psYQGSGK gemeinsam. Der mAk RKI-

MV-34c ist keine spezifische Bindung mit weiteren Peptiden eingegangen.
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Fluoreszenzintensitat
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Abb. 28: Bindung des mAk RKI-MV-34c an tberlappende Peptide des H-Proteins.

RKI-MV-34c wurde mit Peptiden des H-Proteins auf einem PepStar™ Peptide Microarray inkubiert.
AnschlieBend wurde ein Cy5-konjugierter sekundarer Ak zugegeben und die Intensitat der
fluoreszierenden Signale (635 nm) gemessen und ausgewertet.

Zwischen den mAk RKI-MV-9c, RKI-MV-12b, RKI-MV-13a und RKI-MV-32c und den
Peptiden auf dem Peptide Microarray fand keine spezifische Bindung statt (Daten

nicht gezeigt).

5.4. Rezeptorabhangige Virusneutralisation

Laboradaptierte MV und Impfviren binden Uber das H-Protein an die drei
Wirtszellrezeptoren CD46, SLAM und Nectin-4. Wildtyp-Viren binden ebenfalls an
SLAM und Nectin-4, aber nur sehr schwach oder gar nicht an CD46.
Neutralisierende Ak kénnen die Bindungsstellen des H-Proteins fur den jeweiligen
zellularen Rezeptor blockieren und so die Interaktion zwischen dem Virus und der
Wirtszelle verhindern. Mit Hilfe eines Neutralisationstestes (FRNT, Kap. 4.2.6) wurde
untersucht, ob die MV-neutralisierende Kapazitat der erzeugten mAk gegeniber dem
Impfvirus EdMZ von der Anwesenheit eines bestimmten MV-Rezeptors auf der Zelle
abhangig ist. Fur diesen Versuch wurden Zellen eingesetzt, die jeweils nur eines der
drei als MV-Rezeptor identifizierten Proteine auf ihrer Oberflache tragen. Die MV-
spezifischen Foci wurden mit Hilfe eines Colorimetrischen Immunoassays markiert
(Kap. 4.2.4). Die neutralisierende Kapazitat eines mAk wurde als negativ bewertet,
wenn eine Ak-Konzentration bis zu 1000 ng/100 pl nicht ausreichte, um die Anzahl
der infektiossen MV-Partikel auf 50 % zu reduzieren (Tab. 26, hervorgehoben). In
diesem Fall fand eine Infektion der Zelle und eine nachfolgende Ausbildung von MV-

spezifischen Foci statt, da das Virus nicht neutralisiert wurde.
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Tab. 26: Neutralisierende Kapazitat der mAk auf Zellen mit verschiedenen Rezeptoren.

In einem FRNT wurde EdmZ mit mAk inkubiert und auf CHO-SLAM Zellen (SLAM-Rezeptor), Vero
Zellen (CD46-Rezeptor) und Calu-3 Zellen (Nectin-4-Rezeptor) gegeben. MV-spezifische Foci wurden
nach drei (CHO-SLAM), vier (Calu-3) bzw. funf (Vero) Tagen mit einem Colorimetrischen
Immunoassay markiert und ausgezahlt. Als MaR fir die neutralisierende Kapazitat der mAk wurde der
normierte 50 % Foci-Reduktionstiter der mAk berechnet und in ng/100 pl angegeben.

RKI- RKI- RKI- RKI-
Zelllinie (Rezeptor) MV-13a MV-32¢c MV-33a MV-34c
Vero (CD46) <50 781 <50 <50 <50 <50 <50
CHO-SLAM (SLAM) 74 396 <50 <50 <50 <50 <50
Calu-3 (Nectin-4) <62,5 >1000 <50 <50 <50 <62,5 <62,5

Alle mAK, mit Ausnahme des mAk RKI-MV-9c, verhinderten eine Virusinfektion der
CHO-SLAM Zellen, Vero Zellen und Calu-3 Zellen (Tab. 26). Die mAk RKI-MV-1d,
RKI-MV-12b, RKI-MV-13a, RKI-MV-32c, RKI-MV-33a und RKI-MV-34 blockieren
demzufolge die Infektion einer Wirtszelle unabhéngig davon, welchen der drei bisher
beschriebenen MV-Rezeptoren die Zelle besitzt. Der mAk RKI-MV-9c verhinderte nur
die Infektion der Vero und CHO-SLAM Zellen, jedoch nicht der Calu-3 Zellen. Die
neutralisierende Kapazitat des mAk RKI-MV-9c ist demzufolge abhéngig vom
zellularen Rezeptor: Eine MV-Infektion wird durch RKI-MV-9c verhindert, wenn die
Zellen den Rezeptor CD46 oder SLAM tragt, wohingegen die MV-Infektion einer

Zelle, die den Rezeptor Nectin-4 exprimiert, blockiert wird.

5.5. Neutralisierende Kapazitdt der mAk gegentber Impf- und
Wildtyp-Viren

Unterschiede in der AS-Sequenz des H-Proteins von Wildtyp-Viren im Vergleich zum
Impfvirus kénnen zu einem Verlust eines Epitopes gegenuber Impf-induzierten Ak
fuhren. Mit Hilfe eines FRNT (Kap. 4.2.6) und nachfolgendem Colorimetrischen
Immunoassays (Kap.4.2.4) wurde untersucht, ob Unterschiede in der
neutralisierenden Kapazitat der erzeugten Impf-induzierten mAk sowie des
HNE-spezifischen mAk BH216 und des NE-spezifischen mAk BH47 gegenlber den
ausgewahlten Wildtyp-Viren (Tab. 21) im Vergleich gegentber den Impfviren EdmZ
und EdmS bestehen (Tab. 27). Die Ergebnisse kdnnen auf vorhandene konservierte
oder variable neutralisierende Epitope hinweisen. Alle mAk neutralisierten die
Impfviren EdmMZ und EdmMS und das Wildtyp-Isolat Maryland.USA/0.54 vom Genotyp
A. Die mAk RKI-MV-12b und RKI-MV-34c neutralisierten zusatzlich alle eingesetzten
Wildtyp-Viren. Der mAk RKI-MV-1d neutralisierte alle MV mit Ausnahme von
Duisburg.DEU/10.09 [D4] und Berlin.DEU/47.00 [D6]. Der mAk RKI-MV-9c
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neutralisierte nur die Wildtyp-Isolate Tuebingen.DEU/24.00 [CZ2], Berlin.DEU/11.10
[B3], Berlin.DEU/47.00 [D6], Essen.DEU/12.10 [D8], Berlin.DEU/10.10 [D8] und
Sofia.BGR/19.05 [H1]. Der mAk RKI-MV-13a neutralisierte alle Wildtyp-Viren mit
Ausnahme von Sofia.BGR/19.05 [H1]. Der mAk RKI-MV-32c neutralisierte Viren des
Genotyps A und zeigte eine geringe neutralisierende Wirkung gegeniber dem
Wildtyp-Isolat Duisburg.DEU/10.09 [D4]. Dieser mAk neutralisierte keine weiteren
Wildtyp-Isolate. Der mAk RKI-MV-33a neutralisierte alle Wildtyp-Isolate mit
Ausnahme von Essen.DEU/12.10 [D8].

Tab. 27: Neutralisierende Kapazitat der mAk gegeniber Impf- und Wildtyp-Viren.

Impf- und Wildtyp-Viren wurden mit mAKk inkubiert und anschlie@end auf CHO-SLAM Zellen gegeben.
Mit einem Colorimetrischen Immunoassay wurden MV-spezifische Foci markiert. Als Mal3 fur die

neutralisierende Kapazitat der mAk wurde der normierte 50% Foci-Reduktionstiter der mAk (ng/100 pl)
ermittelt.

MV-Isolat [Genotyp]

EdmZ [A] 74 396 <50 <50 <50 <50 <50
EdmS [A] 621 <250 <50 <50 <50 <50 <50
Maryland.USA/0.54 [A] 214 64 <50 <50 <50 <50 50

Tuebingen.DEU/24.00 [C2] 74 87 <50 <50 >1000 <50 <50
Berlin.DEU/11.10 [B3] 229 <50 <50 312 >1000 <50 <50
Duisburg.DEU/10.09 [D4] >1000 >1000 <50 <50 429 <50 <50
Berlin.DEU/04.08 [D5] 244 >1000 <50 322 >1000 <50 <50
Berlin.DEU/47.00 [D6] >1000 <50 <50 221 >1000 <50 <50
Duesseldorf.DEU/10.00 [D7] 99 >1000 <50 172 >1000 <50 <50
Berlin.DEU/10.10 [D8] 99 <50 <50 337 >1000 <50 <50
Essen.DEU/12.10 [D8] 178 <50 <50 125 >1000 >1000 <50
Berlin.DEU/44.01 [H1] 84 >1000 <50 <50 >1000 <50 <50
Sofia.BGR/19.05 [H1] 142 <50 <50 >1000 >1000 <50 <50

Der Befund, dass die mAk RKI-MV-12b und RKI-MV-34c alle eingesetzten MV
neutralisieren, deutet daraufhin, dass die von diesen beiden mAk erkannten Epitope
konserviert sind. Die Epitope der mAk RKI-MV-1d, RKI-MV-9c¢, RKI-MV-13a, RKI-
MV-32c und RKI-MV-33a sind hingegen bei einigen Viren nicht vorhanden und

konnen daher als variabel bezeichnet werden.

Der HNE-spezifische mAk BH216 neutralisierte alle eingesetzten Isolate mit
Ausnahme von Sofia.BGR/19.05 [H1] (39) (Tab. 28). Der NE-spezifische mAk BH47
neutralisierte EdmzZ [A], Berlin.DEU/44.01 [H1] und Sofia.BGR/19.05 [H1] (39),
jedoch nicht die Isolate Duisburg.DEU/10.09 [D4] und Berlin.DEU/47.00 [D6] (117)
(Tab. 28). Diese Ergebnisse zeigen die Variabilitat der Epitope HNE und NE.
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Tab. 28: Neutralisierende Kapazitat der mAk BH216 und BH47 gegeniiber MV.

In einem FRNT wurde der HNE-spezifische mAk BH216 und NE-spezifische mAk BH47 mit MV
inkubiert und auf CHO-SLAM Zellen gegeben. MV-spezifische Foci wurden mit einem
Colorimetrischen Immunoassay markiert und die neutralisierende Kapazitat der mAk (ng/100 pl)
ermittelt. Erg&nzung aus der Literatur: * Finsterbusch et al. (39) ** Santibanez et al. (117)

' MV-Isolat [Genotyp] BH216 (HNE) BH47 (NE)
EdmZ [A] <20* 200*
Duisburg.DEU/10.09 [D4] - >1000
Berlin.DEU/47.00 [D6] <20* >4000**
Berlin.DEU/10.10 [D8] <50 -
Essen.DEU/12.10 [D8] <50 -
Berlin.DEU/44.01 [H1] <20* 300*
Sofia.BGR/19.05 [H1] >2000* 600"
5.6. Neutralisierende Kapazitdt humaner Antiseren gegentber

MV

Antiseren geimpfter Personen beinhalten polyklonale Ak, die gegen verschiedene
Proteinstrukturen auf der Oberflache des Impfvirus induziert worden sind. Sie kénnen
Wildtyp-Viren aufgrund struktureller Gemeinsamkeiten mit dem Impfvirus erkennen
und neutralisieren. Ein Verlust eines gemeinsamen neutralisierenden Epitopes auf
einem Wildtyp-Virus mit dem Impfvirus kann die neutralisierende Kapazitat eines
impf-induzierten Antiserums gegenuber dem Wildtyp-Virus vermindern. Die
eingesetzten Wildtyp-Isolate Essen.DEU/12.10 [D8], Berlin.DEU/47.00 [D6] und
Duisburg.DEU/10.09 [D4] wurden durch jeweils zwei der sieben erzeugten Impf-
induzierten mAk nicht neutralisiert (Tab. 27). Die Bestimmung der neutralisierenden
Kapazitat zehn Impf-induzierter humaner Antiseren (S1 — S10) mit Hilfe eines FRNT
(Kap. 4.2.6) und Colorimetrischen Immunoassays (Kap. 4.2.4) sollte Aufschluss
dariber geben, ob sich der fir diese Wildtyp-Viren ermittelte Epitopverlust im
Vergleich zum Impfvirus EdmMZ in einer verminderten neutralisierenden Kapazitat
wiederspiegelt. Die fur die neutralisierende Kapazitdt der Impf-induzierten
Serumantikorper ermittelten Werte zeigen, dass alle eingesetzten Viren neutralisiert
wurden. Die neutralisierende Kapazitat war gegeniber den Wildtyp-Viren nicht
vermindert (Abb. 29). Der Epitopverlust der eingesetzten Wildtyp-Viren hat
demzufolge keinen Einfluss auf die neutralisierende Kapazitat Impf-induzierter

Antiseren.
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Abb. 29: Neutralisierende Kapazitat humaner Impf-induzierter Seren gegentiber MV.

In einem FRNT wurden Seren geimpfter Personen (S1 — S10) mit Essen.DEU/12.10 [D8],
Berlin.DEU/47.00 [D6], Duisburg.DEU/10.09 [D4] oder EdmZ [A] inkubiert und auf CHO-SLAM
Zellen gegeben. Drei Tage danach wurden die MV-spezifischen Foci mit Hilfe eines
Colorimetrischen Immunoassays markiert und ausgezahit. Die neutralisierende Kapazitat wurde als
reziproke Serumverdiinnung angegeben und in Abhéngigkeit vom eingesetzten MV fir das jeweilige
Serum dargestellt.

5.7. Ursachen fir einen Epitopverlust von Wildtyp-Viren im

Vergleich zum Impfvirus

Die erzeugten Impf-induzierten mAk neutralisierten die Impfviren EdmZ und EdmS.
Funf von der sieben erzeugten mAk neutralisierten nur einen Teil der eingesetzten
Wildtyp-Isolate (Tab. 27). Unterschiede in der AS-Sequenz des H-Proteins der
Wildtyp-Viren im Vergleich zum Impfvirus kdnnen fur diesen Epitopverlust
verantwortlich sein. Zur ldentifikation solcher Mutationen wurden die Sequenzen des
H-Proteins bzw. Epitopes der MV miteinander verglichen. In einem Plasmid, welches
das H-Gen des Impfvirus EdmZ bzw. des betroffenen Wildtyp-Virus enthielt, wurden
die fur den Epitopverlust mutmaRlich verantwortlichen AS mutiert. Nach Expression
der rekombinanten H-Proteine auf Zellen wurde die Bindung des mAk an das

originale und mutierte rekombinante H-Protein mit einem IFT analysiert.
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5.7.1. Epitop des mAk RKI-MV-1d - Neutralizing epitope (NE)

Der mAk RKI-MV-1d bindet an das bereits bekannte lineare Epitop neutralizing
epitope (NE), welches sich an Position MV-H44-250 befindet (Abb. 26). Dieser mAk
neutralisierte alle Impf- und Wildtyp-Viren mit Ausnahme von Duisburg.DEU/10.09
[D4] und Berlin.DEU/47.00 [D6] (Tab. 27). Ein Vergleich der AS-Sequenzen des NE
zeigt, dass die Isolate Duisburg.DEU/10.09 und Berlin.DEU/47.00 in diesem
Sequenzbereich P249 anstatt L249 und Berlin.DEU/47.00 zusatzlich P247 anstatt

S247 besitzen (Tab. 29).
Tab. 29: Vergleich der AS-Sequenzen des NE untersuchter MV.

MV-Isolat [Genotyp]  AS-Sequenz des NE

247 249
EdmZ [A] S E L S Q L S
EdmS [A] - - - = - -
Maryland.USA/0.54 [A]
Tuebingen.DEU/24.00 [C2]
Berlin.DEU/11.10 [B3]
Duisburg.DEU/10.09 [D4] - - - - - P
Berlin.DEU/04.08 [D5]
Berlin.DEU/47.00 [D6] - - - P - P

Duesseldorf.DEU/10.00 [D7]
Berlin.DEU/10.10 [D8]

Essen.DEU/12.10 [D8]

Berlin.DEU/44.01 [H1]

Sofia.BGR/19.05 [H1] - - -

Der Einfluss dieser AS-Unterschiede auf die Bindung zwischen dem mAk RKI-MV-1d

und dem H-Protein wurde in einem IFT (Kap. 4.4.6) untersucht. Fir diesen Versuch
wurden zundchst Plasmide konstruiert, die das H-Protein der Isolate
Duisburg.DEU/10.09 und Berlin.DEU/47.00 kodieren (Kap. 4.5.7) und zusatzlich in
der NE-Sequenz mutiert sind (Kap. 4.5.7.1, Tab. 30).

Tab. 30: NE-Sequenz der erzeugten Plasmide zur Expression des H-Proteins.

Virale RNA wurde aus MV-Partikeln isoliert und cDNA hergestellt. Das H-Gen wurde mittels PCR mit
Klonierungsprimern amplifiziert. Das Amplifikat und der Vektor pcDNA3.1 wurden mit Notl und EcoR1
verdaut und anschlieend ligiert und in DH5a transformiert. Nach Aufreinigung der Plasmide wurde
sie sequenziert. Zur Mutation der Plasmide wurde die Plasmid-DNA Uber eine PCR mit Mutagenese-
Primern amplifiziert, mit Dpnl verdaut und erneut in DH5a transformiert. Die erzeugten Plasmide
wurden aufgereinigt und sequenziert. * Plasmid von Finsterbusch et al. (39)

Plasmid (pcDNA_MV-H_) AS-Sequenz des NE

247 249
Original Edmz* S E LS QL s
Mutiert EdmZ_P247 - - P - - -
EdmZ_P249 - - - - - P -
EdmZ_P247_P249 - - - P - P -
Original Berlin.DEU/47.00 - - - P - P -
Mutiert Berlin.DEU/47.00_S247 - - - - - P -
Berlin.DEU/47.00_L249 - - - P - - -
Berlin.DEU/47.00_S247 1249 - - - - - - -
Original Duisburg.DEU/10.09 - - - - - P -
Mutiert Duisburg.DEU/10.09_L249 - - - - - -
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HEK-293G Zellen wurden mit jeweils einem dieser Plasmide transfiziert (Kap. 4.1.3).
Am folgenden Tag wurden die mAk RKI-MV-1d und RKI-MV-12b
(Expressionskontrolle) als primare Ak in einem IFT eingesetzt (Kap. 4.4.6). Der
Kontrollantikdrper RKI-MV-12b erkannte das H-Protein auf allen transfizierten Zellen,
womit die zellulare Expression des H-Proteins bestéatigt wurde (Abb. 30, Abb. 31).
Der mAk RKI-MV-1d hat an das rekombinante H-Protein des Impfvirus EdmZ (S247,
L249) gebunden, wohingegen das H-Protein der Isolate Duisburg.DEU/10.09 (S247,
P249, Abb. 30) und Berlin.DEU/47.00 (P247, P249, Abb. 31) nicht erkannt wurde.
Die Mutation von P249 zu L249 im H-Protein dieser Wildtyp-Isolate ermoglichte die
Bindung des mAk RKI-MV-1d. Im Gegenzug verhinderte die Mutation von L249 zu
P249 im H-Protein des EdmZ die Bindung von RKI-MV-1d (Abb. 30, Abb. 31). Der
Austausch von P247 zu S247 im H-Protein von Berlin.DEU/47.00 ermdglichte keine
Bindung von RKI-MV-1d. Erst die zusatzliche Punktmutation von P249 zu L249 im H-
Protein von Berlin.DEU/47.00 erméglichte die Bindung von RKI-MV-1d. Im H-Protein
des EdmZ hatte die Mutation von S247 zu P247 keine Beeintrachtigung der Ak-
Antigen-Interaktion zur Folge (Abb. 31). Diese Ergebnisse zeigen, dass der
Austausch der AS L249 zu P249 im NE die Bindung des mAk RKI-MV-1d an das H-

Protein verhindert.

Originales H-Protein  Mutiertes H-Protein  Originales H-Protein  Mutiertes H-Protein

Duisburg.DEU/10.09
EdmZ EdmZ_P249 Duisburg.DEU/10.09 ~ _L249

RKI-MV-1d

RKI-MV-12b
Expressions-
Kontrolle fur

MV-H

Abb. 30: Bindung des mAk RKI-MV-1d an rekombinantes H-Protein des EdmZ und
Duisburg.DEU/10.09.

HEK-293G Zellen wurden mit Plasmiden, die ein originales bzw. mutiertes H-Gen des EdmZ und
Duisburg.DEU/10.09 enthielten, transfiziert. In einem IFT wurden RKI-MV-1d und RKI-MV-12b
(Expressionskontrolle) als primére Ak eingesetzt. Die Bindung zwischen dem mAk und dem H-Protein
ist griin dargestellt. Die DNA der Zellkerne wurde mit DAPI markiert (blau). Die Auswertung erfolgte
am cLSM und mit der Software LSM Image Browser 4. 2.
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Originales H-Protein Mutierte H-Proteine

Edmz Edmz P247 EdmZ_P249 EdmZ_P247 P249

RKI-MV-1d
Berlin.DEU/47.00 Berlin.DEU/47.00 Berlin.DEU/47.00
Berlin.DEU/47.00 _S247 _L249 _S247 1249

RKI-MV-12b
Expressions-
Kontrolle
far MV-H

Berlin.DEU/47.00 Berlin.DEU/47.00
_P249 1249 S247 1249

MalRstab: < 20 um

Abb. 31: Bindung des mAk RKI-MV-1d an rekombinantes H-Protein des EdmZ und
Berlin.DEU/47.00.

HEK-293G Zellen wurden mit Plasmiden, die ein originales und mutiertes H-Gen des EdmZ bzw.
Berlin.DEU/47.00 enthielten, transfiziert. RKI-MV-1d und RKI-MV-12b (Expressionskontrolle) wurden
als primare Ak in einem IFT eingesetzt. Die Auswertung des IFT erfolgte am cLSM und mit der
Software LSM Image Browser 4. 2. Die Bindung der mAk an das H-Protein ist griin und die Zellkerne
sind blau markiert.

5.7.2. Epitop des mAk RKI-MV-33a — Hemagglutinin noose epitope (HNE)

Das hemagglutinin noose epitope (HNE) ist ein neutralisierendes Epitop an Position
MV-H3g1-340, Welches durch eine Disulfidbricke zwischen C386 und C384
charakterisiert ist (102, 164). Der mAk RKI-MV-33a hat in einem PepStar™ Peptide
Microarray ein C-C-zyklisiertes HNE-Peptid (Abb. 27) erkannt und neutralisierte alle

im FRNT eingesetzten MV, mit Ausnahme von Essen.DEU/12.10 (Tab. 27). Ein
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Sequenzvergleich zeigt, dass Essen.DEU/12.10 im Gegensatz zu den neutralisierten
Viren R387 anstatt K387 im HNE besitzt (Tab. 31).

Tab. 31: Vergleich der AS-Sequenz des HNE untersuchter MV.
' MV-Isolat [Genotyp] ~ AS-Sequenz des HNE
387 397

EdmZ [A] C FQ Q ACKGI K I QALCENZPTEWA
EdmS [A]
Maryland.USA/0.54 [A] -
Tuebingen.DEU/24.00 [C2] Y
Berlin.DEU/11.10 [B3]
Duisburg.DEU/10.09 [D4]
Berlin.DEU/04.08 [D5]
Berlin.DEU/47.00 [D6]
Duesseldorf.DEU/10.00 [D7]
Berlin.DEU/10.10 [D8] - - ..o oo oo T
Essen.DEU/12.10 [D8] - - - - - - R - - e e ... - T
Berlin.DEU/44.01 [H1]
Sofia.BGR/19.05 [H1] T T, B

Mit Hilfe eines IFT wurde untersucht, ob die AS R387 tatsachlich die Interaktion des
mAk mit dem H-Protein beeinflusst. Zunédchst wurden Plasmide hergestellt (Kap.
45.7, 45.7.1), die ein mutiertes und unverandertes H-Gen der Viren EdmZ,
Berlin.DEU/10.10 und Essen.DEU/12.10 enthielten (Tab. 32).

Tab. 32: HNE-Sequenz der erzeugten Plasmide zur Expression des H-Proteins.

Zur Herstellung der Plasmide mit einem H-Gen wurde die cDNA hergestellt und das H-Gen amplifiziert.
Die H-DNA und Vektor pcDNA3.1 wurden verdaut, ligiert und in DH5a transformiert. Die Plasmide
wurden aufgereinigt, sequenziert und zuséatzlich im HNE mutiert.

*Plasmid von Finsterbusch et al. (39)

Plasmid (pcDNA_MV-H_) AS-Sequenz des HNE

387 397
Original Edmz* C K G K I Q ALCENWUPEWA
Mutiert EdmZ_R387 - R - oo = = = = = = /A
Original Berlin.DEU/10.10 oo
Mutiert Berlin.DEU/10.10_R387 =@ R = © = © = o © = = o = o
Original Essen.DEU/12.10 - R - - - -« - - - - - - - - T
Mutiert Essen.DEU/12.10 K387 SRS SRS E ss e s s e

Nach Transfektion von HEK-293G Zellen mit diesen Plasmiden (Kap. 4.1.3), wurden
die Zellen mit den mAk RKI-MV-33a und RKI-MV-12b (Expressionskontrolle) als
primare Ak in einem IFT inkubiert (Kap. 4.4.6).
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Originales H-Protein

RKI-MV-33a

Essen.DEU/12.10

RKI-MV-12b
Expressions-
Kontrolle
far MV-H

Maf3stab: < 20 um

Abb. 32: Bindung des mAk RKI-MV-33a an das
Berlin.DEU/10.10 und Essen.DEU/12.10.

Mutiertes H-Protein

EdmZ_R387

Berlin.DEU/10.10_R387

Essen.DEU/12.10 K387

rekombinante H-Protein des EdmZ,

HEK-293G Zellen wurden mit Plasmiden, welche das mutierte oder unveranderte H-Gen des EdmZ,

Berlin.DEU/10.10 bzw. Essen.DEU/12.10 enthielten,

transfiziert. RKI-MV-33a und RKI-MV-12b

(Expressionskontrolle) wurden in einem IFT als priméare Ak eingesetzt. Die Auswertung erfolgte am

cLSM und mit der Software LSM Image Browser 4. 2.
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Die nach Markierung mit dem mAk RKI-MV-12b sichtbaren Signale zeigen, dass alle
H-Proteinvarianten in den Zellen exprimiert wurden (Abb. 32). Der mAk RKI-MV-33a
erkannte das H-Protein von Berlin.DEU/10.10 (K387) und EdmZ (K387), jedoch nicht
von Essen.DEU/12.10 (R387). Die Mutation von K387 zu R387 im H-Protein des
EdmZ und Berlin.DEU/10.10 verhinderte die Interaktion von RKI-MV-33a mit dem
rekombinanten H-Protein, wahrend die Mutation von R387 zu K387 in
Essen.DEU/12.10 die Bindung des mAk an das HNE ermdglichte (Abb. 32).

Die Ergebnisse zeigen, dass der Austausch der AS K387 zu R387 im HNE die
Bindung des mAk RKI-MV-33a an das H-Protein blockiert.

5.7.3. Epitop des mAk RKI-MV-34c
Der mAk RKI-MV-34c neutralisierte alle eingesetzten MV im FRNT (Tab. 27) und

erkannte auf einem PepStar™ Peptide Microarray die drei tiberlappenden Peptide
H301GEDSITIPYQGSGK, S30sITIPYQGSGKGVSF und P390YQGSGKGVSFQLVK
(Abb. 28), welche die Sequenz P309YQGSGK gemeinsam haben. Ein Vergleich
dieser Sequenz in den eingesetzten MV zeigte, dass alle Isolate innerhalb dieses
Abschnittes diese Sequenz aufwiesen, unmittelbar angrenzend jedoch

AS-Variationen vorhanden waren (Tab. 33).

Tab. 33: Vergleich der mit RKI-MV-34c interagierenden AS-Sequenz eingesetzter MV.

Der gemeinsame Bereich der drei Peptide, die von RKI-MV-34c auf dem PepStar’™ Peptide
Microarray erkannt wurden, ist hervorgehoben.
MV-Isolat

AS-Sequenz gebundener Bereiche von RKI-MV-34c

[Genotyp]

309 315
EdmZz H G E b s I T I P Y Q G S G K G V S F Q L V K

EdmS

Maryland.USA/0.54

Tuebingen.DEU/24.00 - - D - - - 1

Berlin.DEU/11.10 - - G

Duisburg.DEU/10.09 - R G - - - - - - - - - - - - A

Berlin.DEU/04.08 - R - - - e e oo oo oo oo e

Berlin.DEU/47.00

Duesseldorf.DEU/10.00

Py}
NP

Berlin.DEU/10.10

Py}

Essen.DEU/12.10 - R
Berlin.DEU/44.01 - - G
Sofia.BGR/19.05 - - G

Der in den 90er Jahren beschriebene mAk 1-29 bindet ebenfalls an die Position
MV-Hazo9-318 (73, 132). Es wurde gezeigt, dass dieser mAk nicht an Viren bindet, die
L313 anstatt S313 und R314 anstatt G314 im H-Protein enthalten (55, 130). In einem
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IFT wurde getestet, ob diese Mutationen auch die Bindung des mAk RKI-MV-34c an
das H-Protein beeinflusst. Fur die Transfektion der Zellen wurde zunachst das
Plasmid pcDNA_MV-H_EdmZ mutiert (Kap. 4.5.7.1, Tab. 34).

Tab. 34: AS-Sequenz des Epitops von RKI-MV-34c in Expressionsplasmiden.

Das Plasmid pcDNA_MV-H_EdmZ wurde iber eine PCR mit Mutagenese-Primern im Epitop des mAk
RKI-MV-34c¢ mutiert.

*Plasmid von Finsterbusch et al. (39)

\ Plasmid (pcDNA_MV-H ) Sequenz

313
Original  EdmZ* PY QG S G K
Mutiert EdmZ_L313 - - - - L - -
EdmZ_R314 - - . . - R -

Nach der Transfektion von Zellen mit diesen Plasmiden (Kap. 4.1.3) wurden die mAk
RKI-MV-12b (Expressionskontrolle) und RKI-MV-34c als primare Ak in einem IFT
eingesetzt (Kap. 4.4.6). Lag L313 anstatt S313 oder R314 anstatt G314 im H-Protein
vor, so hat mAk RKI-MV-34c nicht an das rekombinante H-Protein gebunden (Abb.
33). Dieses Ergebnis zeigt, dass die Mutationen, die eine Interaktion zwischen dem
mAKk 1-29 und dem H-Protein verhindern, auch die Bindung des mAk RKI-MV-34c an

das H-Protein blockieren.

Originales H-Protein Mutiertes H-Protein

EdmZz EdmZ _L313 EdmZ_R314

RKI-MV-34c

RKI-MV-12b
Expressions-
Kontrolle
fur MV-H

Maf3stab: < 20 um

Abb. 33: Bindung des mAk RKI-MV-34c an rekombinantes H-Protein des EdmZ.

HEK-293G Zellen wurden mit Plasmiden, welche das originale und mutierte H-Gen des EdmZ
enthielten, transfiziert. In einem IFT wurden RKI-MV-34c und RKI-MV-12b (Expressionskontrolle) als
primare Ak eingesetzt. Die Auswertung des IFT erfolgte am cLSM und mit der Software LSM Image
Browser 4. 2.
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5.7.4. Weitere neutralisierende Epitope
Fur die erzeugten mAk RKI-MV-9c, RKI-MV-12b, RKI-MV-13a und RKI-MV-32c

konnten mit den in dieser Arbeit angewendeten Methoden keine Epitope ermittelt
werden.

Der mAk RKI-MV-12b neutralisierte alle in dieser Arbeit untersuchten MV (Tab. 27)
trotz eines breiten Spektrums an H-Sequenzen, welches die aktuell zirkulierenden
Genotypen abdeckt. Dies spricht dafir, dass RKI-MV-12b gegen ein konserviertes
Epitop gerichtet ist.

Der mAk RKI-MV-9c neutralisierte nicht alle eingesetzten MV (Tab. 27). Die
Virusisolate Duisburg.DEU/10.09, Berlin.DEU/04.08 und Duesseldorf.DEU/10.00
wurden nicht neutralisiert und weisen im Gegensatz zu den neutralisierten Viren an
Position N416 eine zuséatzliche Glykosylierungsstelle auf (Tab. 22). Sie besitzen
aulBerdem A174 anstatt T174. Das Isolat Berlin.DEU/44.01 wurde ebenfalls nicht
neutralisiert, besitzt jedoch keine zusatzliche Glykosylierungsstelle an N416. Es
enthalt im Vergleich zu den anderen Isolaten K475 anstatt R475.

Der mAk RKI-MV-13a neutralisierte mit Ausnahme von Sofia.BGR/19.05 alle
untersuchten MV-Isolate (Tab. 27). Sofia.BGR/19.05 unterscheidet sich in sechs AS
von den neutralisierten Viren (Tab. 35). Die Mutation von S189 zu P189 fihrt zum
Verlust einer Glykosylierungsstelle an N187 (Tab. 22).

Tab. 35: AS-Variationen des H-Proteins von Sofia.BGR/19.05 [H1] im Vergleich zum H-Protein
der durch mAk RKI-MV-13a neutralisierten MV.

AS-Position im H-Protein  Sofia.BGR/19.05 (AS) Neutralisierte MV (AS)

189 P S
210 S L
238 S N
397 L P
574 A D/G
603 E G

Der mAk RKI-MV-32c neutralisierte die eingesetzten Impfviren und das Wildtyp-Virus
vom Genotyp A und zeigt gegenlber Duisburg.DEU/10.09 eine im Vergleich geringe
neutralisierende Kapazitat. Weitere eingesetzte Wildtyp-Isolate wurden durch diesen
mAK nicht neutralisiert (Tab. 27). Ein Sequenzvergleich zeigt, dass Viren vom Stamm
Edm im Unterschied zu aktuellen Wildtyp-Viren R243 anstatt G243 besitzen.
Duisburg.DEU/10.09 weist jedoch ebenso wie nicht neutralisierte Wildtyp-Viren G243

auf.
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6. Diskussion

Die Neutralisation eines Virus durch Ak ist eine wirkungsvolle Komponente der
Immunabwehr. MV  werden als serologisch  monotypisch  betrachtet.
Epidemiologische Erfahrungen zeigen, dass eine MV-Impfung neutralisierende Ak
induziert, die dauerhaft vor einer Infektion mit verschiedenen Wildtyp-Virusvarianten
schitzen. Daher sollte es moglich sein MV durch Impfung zu eliminieren. Die
Mitgliedstaaten der WHO streben die Elimination des Masernvirus (MV) in der WHO
Region Europa bis zum Jahr 2015 an. MV-neutralisierende Ak sind hauptséchlich
gegen das Oberflachenglykoprotein H gerichtet (22). In dieser Arbeit wurden mit Hilfe
neu generierter mAk neutralisierende Epitope des H-Proteins aktueller Wildtyp-Viren
im Vergleich zum Impfvirus untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl
konservierte als auch variable neutralisierende Epitope auf dem H-Protein der
Wildtyp-Viren vorhanden sind. Fir die neutralisierenden Epitope neutralizing epitope
(NE) und hemagglutinin noose epitope (HNE) konnten AS-Austausche identifiziert
werden, die eine Bindung eines Impf-induzierten Ak an das H-Protein verhindern.
Des Weiteren wurde gezeigt, wie sich Seren geimpfter Personen hinsichtlich ihrer
neutralisierenden Kapazitat gegeniber Wildtyp-Viren verschiedener Genotypen

verhalten.

6.1. Die Variabilitat des H-Proteins

Das H-Protein liegt auf der Virusoberflache als Homotetramer vor. Ein H-Monomer
besteht aus 617 AS. Ein AS-Austausch in der Sequenz dieses Oberflachenproteins
kann sich auf die Struktur bzw. Zuganglichkeit eines neutralisierenden Epitops
auswirken. Der Vergleich der AS-Sequenz des H-Proteins zwischen den Impfviren
EdmZ und EdmS, dem Wildtyp-Virus Maryland.USA/0.54 [A] und den in Deutschland
zirkulierenden Wildtyp-Viren zeigt, dass AS-Variationen vorhanden sind (Kap. 5.1).
Die Impfviren EdmZ und EdmS unterscheiden sich um je sechs AS von der H-
Sequenz des Wildtyp-Virus Maryland.USA/0.54 [A] (Kap. 5.1). Das Wildtyp-Virus
Maryland.USA/0.54 entstammt einer geringen Passage des 1954 isolierten Virus
Edm, welches zur Herstellung vieler Impfviren an verschiedene Zelllinien adaptiert
und attenuiert wurde (114). Rota et al. zeigten, dass sich die Sequenz des H-Gens

weiterer Impfviren ebenfalls in einigen AS von ihrem zur Attenuierung eingesetzten
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Ausgangsvirus unterscheidet (114). Diese Sequenzunterschiede sind vermutlich
wahrend der Adaption des Virus an verschiedene heterologe Zellen entstanden. Die
in dieser Arbeit eingesetzten aktuell zirkulierenden Wildtyp-Viren unterscheiden sich
in der Sequenz des H-Proteins um 14 — 30 AS vom Impfvirus EdmZ (Abb. 13). Die
Ursache fur die Sequenzunterschiede kdnnen wahrend der Virusreplikation
auftretene Mutationen sein. Die Mutationsrate von MV wird auf 9 x 10” je Base pro
Replikation geschéatzt (126) und ist vergleichbar mit der Mutationsrate anderer RNA-
Viren (27). Die Mutationen im H-Protein konnen als Reaktion auf einen
Selektionsdruck durch neutralisierende Ak verursacht worden sein. Die
Durchimpfungsrate betrug im Jahr 2010 in Deutschland 90 — 94 % (30). In einer
Population mit Impflicken kann das Virus zirkulieren und Personen mit einem
niedrigen Titer an Impf-induzierten Ak infizieren. Diese Personen kdnnen nach einer
Wildtyp-Infektion bei abgeschwachter Symptomatik MV ausscheiden (20, 147). Die
Replikation des Virus findet dabei unter einem Ak-Selektionsdruck statt und kann zur
Entstehung von sogenannten Escape-Viren fuhren. Escape-Viren sind Viren, die
nach einer oder mehreren AS-Mutationen nicht mehr von Ak erkannt werden. Ob das
bei Re-Infektionen ausgeschiedene Virus an weitere Personen Ubertragen wird, ist
bisher unklar (50).

Auf der Oberflache des H-Proteins befinden sich N-gebundene Oligosaccharide.
Diese kdnnen Epitope maskieren und so die Viren vor einer Neutralisation durch die
Ak schitzen (46, 113, 117). Einige Wildtyp-Viren zeigen AS-Austausche, die zum
Verlust einer Glykosylierungsstelle fiihren oder Austausche, die im Vergleich zum
Impfvirus eine zusatzliche potentielle Glykosylierungsstelle darstellen. Das H-Protein
vieler MV wird an den Positionen N168, N187, N200 und N215 glykosyliert und
besitzt eine flnfte Glykosylierungsstelle an Position N238, die jedoch nicht
glykosyliert wird (54). AS-Austausche im H-Protein der Isolate Berlin.DEU/11.10 [B3],
Duisburg.DEU/10.09 [D4], Berlin.DEU/44.01 [H1] und Sofia.BGR/19.05 [H1] fUhren
zu einem Verlust dieser potentiellen Glykosylierungsstelle an N238 (Tab. 22). In der
Datenbank GenBank sind mehr als 40 Wildtyp-Viren dokumentiert, die ebenfalls
keine potentielle Glykosylierungsstelle an N238 besitzen. Da diese Viren weiterhin
zirkulieren, ist anzunehmen, dass die virale Funktion dieser Wildtyp-Viren nicht durch
den Verlust dieser potentiellen Glykosylierungsstelle beeinflusst wird. Neben dem
Verlust dieser Glykosylierungsstelle wird das Isolat Sofia.BGR/19.05 [H1] nicht an
N187 glykosyliert (Tab. 22). Der Verlust eines Glykans kann die Konformation eines
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Proteins so beeinflussen, dass Ak nicht mehr an ihre Epitope auf dem Protein binden
kénnen (12). Moglicherweise sind aufgrund des verlorenen Glykans an N187 ein
oder mehrere neutralisierende Epitope auf dem H-Protein des Isolates
Sofia.BGR/19.05 [H1] fur Impf-induzierte Ak nicht mehr zugénglich. Die Isolate
Duisburg.DEU/10.09 [D4], Berlin.DEU/04.08 [D5] und Duesseldorf.DEU/10.00 [D7]
besitzen im Vergleich zum Impfvirus eine zusatzliche Glykosylierungsstelle an N416
(Tab. 22). Fur das Isolat Duesseldorf.DEU/10.00 [D7] ist bereits am NRZ MMR
gezeigt worden, dass dieses zusatzliche Glykan ein neutralisierendes Epitop
maskiert und die Bindung eines Ak an das H-Protein verhindert (117). Dieses Glykan
maskiert vermutlich ebenfalls ein neutralisierendes Epitop auf dem H-Protein der
Isolate Duisburg.DEU/10.09 [D4] und Berlin.DEU/04.08 [D5]. Dass Veradnderungen
im Glykosylierungsmuster der Oberflachenproteine Viren vor Ak schiitzen kénnen,
wurde bereits fur andere Viren wie Influenzaviren (151) und HIV (152) gezeigt. Eine
stetige Veranderung der Oberflachenproteine eines Virus kann den langfristigen
Schutz, den ein Impfstoff garantieren sollte, gefahrden.

6.2. Eigenschaften der erzeugten mAk

Fur die Charakterisierung neutralisierender Epitope des H-Proteins von aktuell
zirkulierenden MV im Vergleich zum Impfvirus wurden sieben Impf-induzierte mAk
erzeugt und erfolgreich aufgereinigt (Abb. 19). Die massenspektrometrische Analyse
der mAk zeigt, dass die mAKk individuell aufgebaut sind (Abb. 20). Dieses Ergebnis
lasst vermuten, dass die zugehorigen erzeugten Hybridomzelllinien aus B-
Lymphozyten verschiedener B-Zell-Klone stammen. Die mAk neutralisierten das
Impfvirus EdmZ (Tab. 27) und detektierten das rekombinante H-Protein des EdmZ
nach ektopischer Expression in einem IFT (Abb. 22). Die weitere Charakterisierung
der mAk zeigt, dass die Aviditat zum H-Protein (Kap. 5.2.7) nicht mit der MV-
neutralisierenden Kapazitat korreliert (Tab. 27). Beispielweise besitzt der mAk RKI-
MV-9c eine héhere Aviditdt zum H-Protein, aber eine geringere MV-neutralisierende
Kapazitat als die mAk RKI-MV-1d, RKI-MV-12b, RKI-MV-13a, RKI-MV-32¢ und RKI-
MV-33a. Vermutlich spielt neben der Bindungsstérke die Lokalisation des Epitopes
eine wesentliche Rolle fur die Neutralisation des Virus. Je nach Lage des Epitopes
kénnen neutralisierende Ak die Interaktion des H-Proteins mit einem Zellrezeptor

und/oder die Interaktion mit dem F-Protein blockieren. Fir drei generierte mAk
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konnten mit Hilfe eines PepStar™ Peptide Microarrays die Bindungsstellen bestimmt
werden (Kap. 5.3). Die anderen vier mAk erkennen vermutlich neutralisierende
Konformationsepitope, welche in dieser Arbeit nicht bestimmt werden konnten.
Weiterfihrende Untersuchungen mit Hilfe massenspektrometrischer Methoden (58,
95) oder der Kristallstrukturanalyse waren erforderlich um Informationen zur Struktur

dieser Epitope zu gewinnen.

6.3. Einfluss der mAk auf die Interaktion zwischen MV und

zellularem Rezeptor

Laboradaptierte MV kénnen Zellen, die einen der drei identifizierten zellularen
Rezeptoren fir das MV (CD46, SLAM oder Nectin-4) besitzen, infizieren. Wildtyp-
Viren konnen Zellen tber die Rezeptoren SLAM und Nectin-4, aber nur selten oder
gar nicht Gber den Rezeptor CD46 infizieren (9). Die mit den drei verschiedenen
Rezeptoren interagierenden AS auf dem H-Protein liegen in raumlicher Nahe und
werden nicht durch N-Glykane maskiert (47). Diese Bindungsstellen sind ein
wichtiges Ziel vieler bisher beschriebener neutralisierender mAk (47) (Abb. 34). Das
Grol3enverhaltnis zwischen einem Ak mit ca. 150 kDa und einem H-Monomer mit ca.
90 kDa lasst vermuten, dass auch ein Ak, welcher nur in rdumlicher N&he zur
Rezeptorbindestelle an das H-Protein bindet, die Interaktion des H-Proteins mit dem

Rezeptor sterisch blockieren kann.

A Antikorper

Abb. 34: Modell des H-Proteins mit Bindungsstellen fiir neutralisierende mAk und
Zellrezeptoren. (modifiziert nach Hashiguchi et al. (47))

Die farblich markierten Bindungsstellen fir bisher veroffentlichte neutralisierende mAk (rot) und die
Rezeptoren SLAM (blau), CD46 (violett) und Nectin-4 (griin) liegen in rAumlicher Nahe.

96



Diskussion

Die in dieser Arbeit erzeugten mAk, mit Ausnahme von RKI-MV-9c, verhinderten die
Infektion von Zellen, die jeweils einen der drei durch das MV EdmZ erkannten
Rezeptoren exprimierten (Tab. 26). Es ist anzunehmen, dass die erzeugten mAKk, mit
Ausnahme von RKI-MV-9c, direkt an eine der drei Rezeptorbindestellen oder in
raumlicher Nahe der Rezeptorbindestellen binden. Ein Sequenzvergleich zeigt, dass
die AS-Sequenz des B5-Faltblattes hoch konserviert ist (Abb. 14). In diesem Bereich
befinden sich AS, die mit den Rezeptoren interagieren. Die Rezeptorbindestellen
kénnen einen AS-Austausch nicht tolerieren, da sie eine wichtige virale Funktion
einnehmen. Hoch konservierte und funktionell essentielle Epitope auf dem H-Protein
sind ein ideales Angriffsziel fur Ak, da sie eine wirkungsvolle Neutralisation
ermdglichen. Impf-induzierte Ak, die an diese Epitope binden, schitzen unabhéngig
von der jeweiligen Wildtyp-Virusvariante vor einer Infektion.

Der mAk RKI-MV-9c blockierte nur die EdmZ-Infektion auf Zellen, die den Rezeptor
CD46 oder SLAM besal3en (Tab. 26). Eine EdmZ-Infektion von Zellen mit Nectin-4
wurde durch diesen mAk nicht verhindert. Bei einer Wildtyp-Virusinfektion kann sich
das Virus uber Zellen des Immunsystems im Organismus systemisch ausbreiten,
wobei eine Infektion der Epithelzellen eine lokal begrenzte Infektion des Menschen
bedeutet. Epithelzellen besitzen zwar den Rezeptor Nectin-4 (93), exprimieren
jedoch kein SLAM. SLAM wird hingegen von vielen Zellen des Immunsystems (z. B.
aktivierten Lymphozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen) exprimiert (148).
Der mAk RKI-MV-9c konnte demzufolge eine systemische Wildtyp-Virusinfektion
verhindern, wohingegen er eine lokal begrenzte Infektion der Epithelzellen nicht

blockiert.

6.4. Konservierte Epitope des H-Proteins

Zwei der sieben erzeugten mAKk neutralisierten alle eingesetzten Wildtyp-Viren (Tab.
27). Dieses Ergebnis zeigt, dass auf dem Oberflachenprotein H konservierte und
variable neutralisierende Epitope existieren. Die mAk RKI-MV-12b und RKI-MV-34c
neutralisieren alle untersuchten MV. Daher ist anzunehmen, dass diese mAk hoch
konservierte Epitope erkennen. Attenuierte Lebendvakzine sowie Peptid-Impfstoffe
sollten moglichst neutralisierende Ak induzieren, die hoch konservierte Epitope
erkennen und somit vor einer MV-Infektion durch verschiedene Virusvarianten

schutzen.
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6.4.1. Epitop des mAk RKI-MV-12b

Der mAk RKI-MV-12b hat weder im Western Blot an das H-Protein (Abb. 25), noch
an Peptide des H-Proteins auf einem PepStar™ Peptide Microarray (Kap. 5.3)
gebunden. Vermutlich handelt es sich bei dem Epitop dieses mAk um ein
Konformationsepitop. Konformationsepitope bestehen aus AS die erst durch Bildung
einer rdumlichen Proteinstruktur mit einem Ak interagieren kénnen (87). Weitere
Untersuchungen sind notwendig, um die mit dem mAk RKI-MV-12b interagierenden
AS des H-Proteins zu identifizieren.

6.4.2. Epitop des mAk RKI-MV-34c

Der mAk RKI-MV-34c interagierte im Western Blot nicht mit dem H-Protein (Abb. 25).
Auf einem PepStar’™ Peptide Microarray reagierte dieser mAk mit den sich
Uberlappenden Peptiden H3z0:GEDSITIPYQGSGK, Ss3ps5ITIPYQGSGKGVSF und
P30sYQGSGKGVSFQLVK (Abb. 28). Die Sequenz P3YQGSGK ist in allen drei
Peptiden vorhanden und stellt vermutlich das Epitop dieses mAk dar (Abb. 35).

RKI-MV-34c

Abb. 35: Epitop des mAk RKI-MV-34c auf dem H-Protein. (modifiziert nach Hashiguchi et al. (48))
RKI-MV-34c bindet an ein Epitop auf dem p2-Faltblatt der C-terminalen Bindedoméane des H-Proteins
(violett). Der SLAM-Rezeptor ist hellblau dargestellt.

In den 90er Jahren wurde der schwach neutralisierende mAk 1-29 beschrieben, der
ebenfalls in diesem Bereich (MV-Hspg.318) an das H-Protein bindet (73, 132). Es wird
angenommen, dass der mAk 1|-29 die Interaktion zwischen dem H- und F-Protein
inhibiert (40, 73). Da der mAk RKI-MV-34c die gleiche Bindungsstelle wie [-29
erkennt, inhibiert RKI-MV-34c mdglicherweise ebenfalls die Interaktion beider
Oberflachenproteine. Die Bindung des H-Proteins an seinen zellularen Rezeptor
induziert eine Konformationsanderung, die erst eine Interaktion mit dem F-Protein

ermdglicht (48, 91). Madoglicherweise blockiert der mAk diese
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Konformationsveranderung und verhindert damit die Interaktion zwischen dem H-
und F-Protein. Die hohe Konservierung der Epitopsequenz P3poYQGSGK (Tab. 33)
deutet auf eine wichtige virale Funktion hin. In vitro Versuche zeigen, dass unter
Selektionsdruck des mAk I-29 Escape-Viren entstehen kénnen (55). Dabei mutierten
die AS S313 zu L313 bzw. G314 zu R314 (55). In einem IFT mit rekombinanten
originalen und mutierten H-Proteinen konnte gezeigt werden, dass diese Mutationen
auch die Bindung des mAk RKI-MV-34c an das H-Protein verhindern (Abb. 33). Die
unterschiedlichen Eigenschaften der Seitenketten der AS des H-Proteins kdnnen die
Epitopkonformation und damit die Interaktion mit einem Ak beeinflussen. In der
naturlichen Umgebung konnen solche Escape-Viren ebenfalls entstehen. Ein
Vergleich der Sequenz PYQGL313GK mit veroffentlichten AS-Sequenzdaten in der
Datenbank GenBank zeigte keine Ubereinstimmungen. Es sind MV mit der Sequenz
PYQGSR314K im H-Protein in GenBank verzeichnet, die jedoch nicht den aktuell
zirkulierenden MV zugeordnet werden kdnnen (84, 106). Vermutlich kénnen diese
Viren ebenfalls nicht durch die mAk RKI-MV-34c bzw. 1-29 neutralisiert werden. In
Deutschland zirkulierende Viren besitzen keine dieser AS-Austausche, die zu einer
Resistenz gegen die mAKk RKI-MV-34c bzw. 1-29 fihren kdnnen.

6.5. Variable Epitope des H-Proteins

Funf der sieben erzeugten mAk neutralisierten nicht alle untersuchten Wildtyp-Viren
(Tab. 27). Diese Ak erkennen Epitope auf dem H-Protein, die in einigen der aktuell in
Deutschland zirkulierenden Wildtyp-Viren nicht konserviert sind und daher als

variabel bezeichnet werden kénnen.

6.5.1. Epitop des mAk RKI-MV-33a — Hemagglutinin noose epitope (HNE)

Der mAk RKI-MV-33a hat im Western Blot an das nichtreduzierte H-Protein
gebunden. Eine Bindung an das reduzierte H-Protein fand nicht statt (Abb. 25).
Offensichtlich spielt eine Disulfidbriicke eine wesentliche Rolle fir die Konformation
des Epitopes. Mit Hilfe eines PepStar™ Peptide Microarrays konnte diese Vermutung
bestéatigt werden, da RKI-MV-33a an ein C-C-zyklisiertes hemagglutinin noose
epitope (HNE)-Peptid gebunden hat, welches eine Disulfidbriicke zwischen C386
und C394 besald (Abb. 27). Das HNE wurde erstmals als Epitop, an welches die mAk
BH6, BH21 und BH216 binden, beschrieben (164).
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Abb. 36: Epitop des mAk RKI-MV-33a auf dem H-Protein. (modifiziert nach Hashiguchi et al. (48))
Der mAk RKI-MV-33a bindet an das HNE (violett), welches in raumlicher N&he zur
Rezeptorbindestelle liegt. Der MV-Rezeptor SLAM ist hellblau dargestellt.

Die Disulfidbriicke zwischen C386 und C394 ist maf3geblich fir die Struktur des HNE
verantwortlich (102, 164) (Abb. 37). Nur wenn diese Struktur vorhanden ist, kbnnen
HNE-spezifische Ak, wie RKI-MV-33a, an das H-Protein binden.

E395

2A 10A

Abb. 37: Model des amphiphilen HNE. (Putz et al. (102))

AS-Seitenketten des HNE sind blau, hydrophile Seitenketten griin, hydrophobe Seitenketten rosa und
Disulfidbruicken gelb dargestellt.

a) Anordnung der geladenen Seitenketten auf der hydrophilen Oberseite des Epitopes.

b) Anordnung der hydrophoben Seitenketten auf der Unterseite des Epitopes.

Der mAk RKI-MV-33a neutralisierte, mit Ausnahme des Isolates Essen.DEU/12.10
[D8], alle eingesetzten Impf- und Wildtyp-Viren (Tab. 27). Ein Sequenzvergleich und
Mutationsversuche identifizierten den Austausch von K387 zu R387 im H-Protein des
Isolates Essen.DEU/12.10 [D8] als Ursache fur den Verlust des Epitopes, welches
durch den mAk RKI-MV-33a erkannt wird (Kap. 5.7.2). Die Seitenketten der AS R
und K sind strukturell ahnlich (149). Dennoch verhinderte nur die Seitenkette von
R387 die Interaktion zwischen RKI-MV-33a und dem H-Protein. Es wird vermutet,

dass die Seitenkette von K387 mit Seitenketten der AS eines Paratops interagiert
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und den Ak-Antigen-Komplex stabilisiert (102). Moglicherweise kann die Seitenkette
von R387 diese Funktion nicht erfillen und der mAk RKI-MV-33a daher nicht an das
H-Protein binden. In der Datenbank GenBank sind drei weitere Wildtyp-Isolate mit
R387 im H-Protein dokumentiert: MVi/Pretoria.SOA/44.95 [DA4],
MVi/Jhb.SOA/42.96/2 [D4] und MVi/Caen.FRA/04 [B3]. Es ist keine weitere
Virusvariante mit R387 aus Deutschland verzeichnet. Neutralisationsversuche (Tab.
28) und Bindungsstudien mit HNE-Peptiden (102) zeigen, dass der mAk BH216 die
AS R387 im HNE toleriert. Der mAk BH216 kann jedoch das Isolat Sofia.BGR/19.05
[H1] aufgrund des AS-Austausches von P397 zu L397 im HNE nicht neutralisieren
(39). Die AS L397 wird wiederum von dem mAk RKI-MV-33a toleriert (Tab. 27).
Beide mAk binden im Bereich des HNE, unterscheiden sich jedoch in ihrem
Neutralisationsverhalten gegeniber Wildtyp-Isolaten. Der Austausch einzelner AS
kann sich demnach unterschiedlich auf die Bindungsfahigkeit verschiedener
neutralisierender Ak auswirken.

Das HNE wird als ein méglicher Kandidat fir einen Peptid-Impfstoff flr Kleinkinder
diskutiert, welcher zuséatzlich zum Lebendvakzin eingesetzte werden konnte (164).
Es wurde bereits gezeigt, dass HNE-Peptide in Mausen immunogen sind und Ak
induzieren, die vor einer MV-Infektion schitzen (101). Aufgrund der auftretenden AS-
Variationen in Isolaten wie Essen.DEU/12.10 [D8] oder Sofia.BGR/19.05 [H1] kdme
nur eine Mischung aus Peptiden, die das HNE mit verschiedenen AS-Austauschen

darstellen, fur einen Peptid-Impfstoff in Frage.

6.5.2. Epitop des mAk RKI-MV-1d — Neutralizing epitope (NE)

Der mAk RKI-MV-1d hat im Western Blot an das reduzierte und nichtreduzierte H-
Protein gebunden (Abb. 25). Diese Ergebnisse weisen auf ein lineares
neutralisierendes Epitop hin. Mit Hilfe eines PepStar™ Peptide Microarrays konnte
gezeigt werden, dass der mAk RKI-MV-1d das bereits beschriebene lineare
neutralizing epitope (NE) erkennt. Der mAk RKI-MV-1d hat das 7mer NE-Peptid
S244ELSQLS erkannt, aber nicht das diese Sequenz enthaltene 15mer NE-Peptid
S241KRSELSQLSMYRVF des EdmZ (Abb. 26). Die AS Sequenz S;4ELSQLS wurde
als NE-Minimalepitop fir die mAk BH47, BH59, BH103 und BH129 beschrieben (40).
Das 7mer NE-Peptid S;4ELSQLS wurde durch diese vier mAk in einem Peptid-
Inhibitions-Assay bis zu finf Mal starker inhibiert, als ein 15mer NE-Peptid (40).

Andere Studien zeigten ebenfalls, dass kirzere Peptide haufig starker mit Ak
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reagierten, als langere Peptide (73). Die Peptidkonformation eines Antigens kann
sich von der natirlichen Struktur im Protein unterscheiden. Dieser
Konformationsunterschied ist vermutlich die Ursache, warum der mAk RKI-MV-1d

nur das kirzere der beiden Peptide erkannt hat.

RKI-MV-1d

Abb. 38: Epitop des mAk RKI-MV-1d auf dem H-Protein. (modifiziert nach Hashiguchi et al. (48))
RKI-MV-1d bindet an das NE (violett markiert). Der MV-Rezeptor SLAM ist hellblau dargestellt.

Die mAk RKI-MV-1d und BH47 neutralisierten nicht die Virusisolate
Duisburg.DEU/10.09 [D4] wund Berlin.DEU/47.00 [D6] (Tab. 27). Ein
Sequenzvergleich zeigte, dass diese Wildtyp-lsolate P247 anstatt S247
(Berlin.DEU/47.00 [D6]) und/bzw. P249 anstatt L249 (Berlin.DEU/47.00 [D6] und
Duisburg.DEU/10.09 [D4]) im NE besalRen (Tab. 29). Mutationsversuche zeigten,
dass der AS-Austausch von S247 zu P247 keinen Einfluss auf die Bindung des mAk
RKI-MV-1d an das rekombinante Protein hat. Die AS P249 blockiert hingegen die
Bindung des mAk an das H-Protein (Abb. 31). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit
Untersuchungen, die vermuten lassen, dass P247 keine Bindung mit einem NE-
spezifischen Ak eingeht (23). Es wird angenommen, dass S247 bzw. P247 im
Inneren des Proteins lokalisiert ist und sich die AS EassL-QLosg auf der fur Ak
zuganglichen Proteinoberflache befinden (23) (Abb. 39).

102



Diskussion

YZSZ
| = e
Proteinoberflache
\ <+ Pug

Sou
M,s,
Rass
Su
S
Pl Rw SR\

Abb. 39: Strukturmodell des NE. (modifiziert nach Deroo et al. (23))

Die AS des NE sind unterstrichen und die vom NE-spezifischen mAk BH129 AS umrandet dargestellt.
S247 liegt innerhalb des Proteins und ist fir Ak unzugénglich. L249 befindet sich auf der
Proteinoberflache und ist fur Ak zuganglich. Eine Mutation von L249 zu P249 (rot) blockiert die
Bindung von RKI-MV-1d, wahrend die Mutation von S247 zu P247 (rot) keinen Einfluss auf die
Bindung nimmt.

Die AS L249 ist essentiell fur die Bindung von Ak an das NE (23). P249 kann
aufgrund seiner eingeschrankten Winkel zu einer lokalen Strukturverdnderung im
Protein fuhren, die moglicherweise die Ak-Antigen-Interaktion blockiert. In der
Sequenzdatenbank GenBank sind MV mit der NE-Sequenz SELSQP249S
dokumentiert. Diese Viren sind vorrangig vom Genotyp D4. Die Sequenz
SELP24;QP249S ist dagegen haufig bei Viren vom Genotyp D6 vertreten.
Virusvarianten beider Genotypen zirkulierten innerhalb der letzten zehn Jahre in
Deutschland. Bisherige Untersuchungen gehen davon aus, dass das NE mit dem F-
Protein interagiert (40). Der mAk RKI-MV-1d blockiert vermutlich ebenso wie der mAk
BH47 die Interaktion des H-Proteins mit dem F-Protein. NE gilt als attraktiver
Kandidat fur Peptid-Impfstoffe, da dieses Epitop linear ist und eine Immunogenitat
von NE-Peptiden in Mausen gezeigt werden konnte (31, 40). Unter Berticksichtigung
der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist es empfehlenswert flr einen Peptid-
Impfstoff ein Gemisch aus NE-Peptiden mit den kombinierten AS Variationen P247
und P249, S247 und P249 bzw. S247 und L249 zu verwenden.
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6.5.3. Epitop des mAk RKI-MV-13a

Der mAk RKI-MV-13a hat weder im Western Blot mit dem H-Protein (Abb. 25), noch
mit H-Peptiden auf einem PepStar™ Peptide Microarray reagiert (Kap. 5.3). Er
erkennt vermutlich ein Konformationsepitop, dessen interagierende AS sich nicht mit
den in dieser Arbeit aufgefihrten Methoden bestimmen lassen konnten. Der mAKk
RKI-MV-13a neutralisierte, mit Ausnahme von Sofia.BGR/19.05 [H1], alle
untersuchten Impf- und Wildtyp-Viren (Tab. 27). Ein Sequenzvergleich der H-
Proteine zeigte, dass das Isolat Sofia.BGR/19.05 [H1] funf AS besitzt, die sich von
den neutralisierten Viren unterscheiden (Tab. 35). Diese AS-Austausche haben
moglicherweise einzeln oder in Kombination einen Einfluss auf die Bindung des mAk
RKI-MV-13a an das H-Protein. Der AS-Austausch von S189 zu P189 im H-Protein im
bewirkt, dass das Isolat Sofia.BGR./19.05 [H1] im Unterschied zu den neutralisierten
Viren kein N-gebundenes Glykan an N187 besitzt (Tab. 22). Diese verlorene
Glykosylierungsstelle konnte eine Konformationsdnderung des H-Proteins zur Folge
haben, die eine Interaktion des mAk RKI-MV-13a mit dem H-Protein blockiert.
Weitere Untersuchungen sind notwendig, um diese Vermutung zu bestatigen und die

Ursache fur den Epitopverlust zu finden.

6.5.4. Epitop des mAk RKI-MV-9c

Der mAk RKI-MV-9c reagiert weder mit dem H-Protein im Western Blot (Abb. 25)
noch mit H-Peptiden auf dem Peptide Microarray (Kap. 5.3). Vermutlich erkennt
dieser mAKk ein Konformationsepitop. Der mAk RKI-MV-9c neutralisierte nicht die
Isolate Duisburg.DEU/10.09 [D4], Berlin.DEU/04.08 [D5], Duesseldorf.DEU/10.00
[D7] und Berlin.DEU/44.01 [H1] (Tab. 27). Die lIsolate Duisburg.DEU/10.09 [D4],
Berlin.DEU/04.08 [D5] und Duesseldorf.DEU/10.00 [D7] besitzen ein zuséatzliches N-
Glykan an N416. Diese zusatzliche Glykosylierung maskiert mindestens ein
neutralisierendes Epitop (117). Mdglicherweise schitzt sie das Virus vor einer
Neutralisation durch den mAk RKI-MV-9c. Das Isolat Berlin.DEU/44.01 [H1] enthielt
jedoch ebenso wie die neutralisierten Viren kein Glykan an N416. Weitere
Untersuchungen sind notwendig, um das Epitop des RKI-MV-9c zu lokalisieren und

die Ursache fur den Epitopverlust zu ermitteln.
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6.5.5. Epitop des mAk RKI-MV-32c

Der mAk RKI-MV-32c reagiert weder mit dem H-Protein im Western Blot (Abb. 25)
noch mit H-Peptiden auf dem Peptide Microarray (Kap. 5.3). Dieser mAk
neutralisierte die eingesetzten Impfviren und das Wildtyp-Virus vom Genotyp A
effektiv und das Genotyp D4-Isolat Duisburg.DEU/10.09 [D4] schwach (Tab. 27).
Wildtyp-Viren vom Genotyp A zirkulieren seit Jahren nicht mehr. Vermutlich bindet
dieser mAk an ein Konformationsepitop, welches sich wahrend der Ausbildung neuer
Genotypen verandert hat. In Gebieten mit hoher Inzidenz ist haufig unklar, ob eine
kurz nach einer Impfung auftretende Masernerkrankung durch Impfviren oder
Wildtyp-Viren verursacht wurde. Dieser Ak wére ein Kandidat fir einen
diagnostischen Test zur Unterscheidung zwischen Impfviren und aktuell
zirkulierenden Wildtyp-Viren.

6.6. Effizienz aktueller Impfviren

EdmZ und EdmS sind haufig eingesetzte Impfviren. Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,
dass Impf-induzierte mAKk nicht alle Wildtyp-Viren neutralisieren kdnnen. In einem
weiteren Neutralisationsversuch wurde untersucht, ob dieser Epitopverlust einen
Einfluss auf die neutralisierende Kapazitat humaner Impf-induzierter Antiseren hat.
Die neutralisierende Kapazitat von Seren zehn geimpfter Personen gegeniiber dem
Impfvirus EdmZ und den drei Wildtyp-Viren Duisburg.DEU/10.09 [D4],
Berlin.DEU/47.00 [D6] und Essen.DEU/12.10 [D8], die von jeweils zwei der sieben
erzeugten mAk nicht neutralisiert wurden (Tab. 27), wurde bestimmt (Abb. 29).
Neben dem Impfvirus wurden auch die drei Wildtyp-Isolate durch die Impf-induzierten
Serum-Ak neutralisiert. In einem Antiserum sind neutralisierende Ak gegen
verschiedene virale Epitope vorhanden. Nach der Theorie des Ersten
Antigensindenfalls (Origin antigenic sin) werden bei einer Infektion vorrangig Ak
gegen die Epitope gebildet, welche das Virus mit dem der Erstinfektion gemeinsam
hat (38). Obwohl Unterschiede in den Epitopen zwischen Impf- und Wildtyp-Viren
vorhanden sind, gibt es ausreichend gemeinsame Epitope, die von den Impf-
induzierten Antiseren erkannt werden. Bisher veroffentlichte Studien zum
Neutralisationsverhalten Impf-induzierter Serumantikérper gegenuber Wildtyp-MV
zeigen unterschiedliche Ergebnisse. Einige Studien kdonnen das Ergebnis dieser

Arbeit bestatigen und zeigen ebenfalls keine Abnahme der neutralisierenden
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Kapazitat Impf-induzierter Antiseren gegenuber Wildtyp-Viren im Vergleich zur
neutralisierenden Kapazitat gegenuber Impfviren (39, 117). Andere Studien zeigen
hingegen, dass die neutralisierende Kapazitat von Impf-induzierten Seren gegenuber
Wildtyp-Viren im Vergleich gegeniber dem Impfvirus vermindert sein kann (62, 133).
Impfversagen werden in primére (primary vaccine failure, PVF) und sekundéare
Impfversagen (secondary vaccine failure, SVF) unterteilt. Ein PVF zeichnet sich
durch fehlende Serokonversion nach einer Impfung aus. Die geimpfte Person baut
keine ausreichende Immunitat auf. Bei einem SVF wird eine Immunitat gegen das
Antigen aufgebaut, die jedoch nicht dauerhaft vor einer Infektion mit diesem
Pathogen schitzt. Ursachen sind beispielsweise der zeitliche Abbau der
Immunantwort oder eine graduelle Veranderung des Pathogens, sodass es nicht
mehr von Impf-induzierten Ak erkannt wird. Bisher sind nur wenige Falle von SVF
nach Masernimpfungen bekannt. Eine Metaanalyse Uber viele verdffentlichte SVF
Studien zeigt, dass die Rate der Impfdurchbriiche insgesamt unter 0,2 % liegt (6).
Haufig zeigen Studien Uber grol3e Masernausbriiche, wie beispielsweise 2006 in
Duisburg (157), dass die Wirksamkeit der Impfungen sehr hoch (92 — 99,4 %), aber
die Durchimpfungsrate zu niedrig war, um diese Ausbriiche zu verhindern.

Masernimpfstoffe werden als sicher und zuverlassig bezeichnet. Es ist jedoch nicht
auszuschlieRen, dass bei zusatzlich auftretenden Veranderungen neutralisierender
Epitope Escape-Viren entstehen, die durch den Impfstoff nicht mehr abgedeckt
werden koénnen. Bestehende Immunitatslicken in der Bevélkerung sollten zeithah
durch Impfung geschlossen werden, um dieses Risiko zu minimieren und einen

dauerhaften Abbruch der MV-Zirkulation zu erreichen.
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7. Zusammenfassung

Das Masernvirus (MV) gehort zur Familie der Paramyxoviridae und verursacht die
Krankheit Masern, welche schwerwiegende Symptome hervorrufen kann. Seit vielen
Jahren werden attenuierte Masernimpfviren vom Stamm Edmonston erfolgreich
eingesetzt. Eine MV-Infektion bzw. Impfung induziert eine T- und B-Zell-Antwort, die
einen lang anhaltenden Schutz vor einer Infektion mit verschiedenen Wildtyp-
Virusvarianten vermittelt. Der Hauptanteil der durch die B-Zell-Antwort induzierten
neutralisierenden Antikorper (Ak) erkennt das Oberflachenprotein Hamagglutinin (H).
In dieser Arbeit wurden neutralisierende Epitope des H-Proteins von aktuellen
Wildtyp-Viren im Vergleich zum Impfvirus analysiert. Das H-Protein besteht aus 617
Aminosauren (AS). Zwischen dem H-Protein untersuchter Impf- und Wildtyp-Viren
bestehen Unterschiede in der AS-Sequenz, die sich auch auf die Struktur
neutralisierender Epitope auswirken konnen. Mit Hilfe der Hybridomatechnologie
wurden sieben Impf-induzierte, H-spezifische, neutralisierende monoklonale
Antikdrper (mAK) hergestellt, um die neutralisierenden Epitope zu charakterisieren.
Mit Hilfe eines PepStar™ Peptide Microarrays konnte fiir drei mAk das zugehérige
Epitop auf der C-terminalen Rezeptor-Bindedomane des H-Proteins lokalisiert
werden: der mAk RKI-MV-1d bindet an das bereits beschriebene Epitop MV-H244-250
(neutralizing epitope, NE), der mAk RKI-MV-33a an das ebenfalls bekannte Epitop
MV-Hss1-400 (hemagglutinin noose epitope, HNE) und der mAk RKI-MV-34c an das
bekannte Epitop MV-Hasne.315. Ein Vergleich der neutralisierenden Kapazitat der
erzeugten mAk gegenuber den Impfviren EdmZ und EdmS und den aktuell
zirkulierenden Wildtyp-Viren zeigte, dass nur die mAk RKI-MV-12b und RKI-MV-34c
jeweils ein konserviertes Epitop erkennen. Der mAk RKI-MV-1d konnte aufgrund der
AS-Veranderung L249 zu P249 im NE nicht an die Virusisolate Duisburg.DEU/10.09
[D4] und Berlin.DEU/47.00 [D6] binden und keine Infektion verhindern. Die AS-
Veranderung von K387 zu R387 im HNE verhinderte die Bindung des RKI-MV-33a
an das H-Protein von Essen.DEU/12.10 [D8]. Der mAk RKI-MV-32c neutralisierte nur
das Wildtyp-Virus Maryland.USA/0.54 vom Genotyp A und die von diesem Virus
ausgehenden adaptierten und attenuierten Impfviren effektiv. Dieser mAk konnte fur
diagnostische Zwecke interessant sein. Die neutralisierende Kapazitat der mAk RKI-

MV-9¢ und RKI-MV-13a unterscheidet sich ebenfalls zwischen den untersuchten
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Wildtyp-Virusvarianten. Diese Ergebnisse zeigen, dass von sieben hier identifizierten
Epitopen zwei konservativ und funf variabel sind. Jeder der funf mAk, die ein
variables Epitop erkennen, zeigte ein individuelles Neutralisationsmuster gegentber
den eingesetzten Wildtyp-Viren. Humane Impf-induzierte Seren neutralisierten die
eingesetzten Wildtyp-Viren unabhangig von ihrem Epitopmuster. Dieses Ergebnis
zeigt, dass eine MV-Impfung neutralisierende Ak induziert, die vor einer Infektion mit
verschiedenen Wildtyp-Virusvarianten schitzt. Epidemiologische Erfahrungen
zeigen, dass geimpfte Personen sehr selten erkranken. Neu auftretende Wildtyp-
Viren mit zusatzlichen Epitopveranderungen im Vergleich zum Impfvirus kénnen zu
einer Verringerung der Impfeffizienz fuhren. Das SchlieBen von bestehenden
Impflicken in der Population wirde zu einem Abbruch der MV-Zirkulation fithren und
das Auftreten und die Zirkulation neuer Virusvarianten mit einem veranderten

Epitopmuster verhindern.
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8. Summary

The measles virus (MV) belongs to the family of paramyxoviruses and causes the
disease measles, which can lead to severe complications. For many years
attenuated measles vaccines derived from the Edmonston strain have been applied.
A measles virus infection or vaccination induces a T- and B-cell response which
facilitates long-lasting protection against an infection with different wild-type measles
viruses. Most of the B-cell induced neutralizing antibodies recognize the measles
surface protein hemagglutinin (H). In this PhD thesis neutralizing epitopes on the H
protein of currently circulating measles wild-type viruses were analyzed in
comparison to the vaccine virus. The H protein consists of 617 amino acids (aa).
Between the vaccine and wild-type viruses investigated are differences in the aa
sequence, which can also influence the structure of neutralizing epitopes. By
applying the hybridomatechnology seven vaccine-induced, H-specific, neutralizing
monoclonal antibodies were generated to analyze the neutralizing epitopes. The
epitopes of three monoclonal antibodies were localized with the help of a peptide-
microarray. The monoclonal antibody RKI-MV-1d recognized the known epitope MV-
Ha44-250 (neutralizing epitope, NE), RKI-MV-33a the also already known epitope MV-
Hasi1.400 (hemagglutinin noose epitope, HNE) and RKI-MV-34c aa MV-Hzpg.315. A
comparison of the neutralizing capacity of the monoclonal antibodies with the vaccine
viruses EdmZ and EdmS as well as with the wild-type viruses shows that the
monoclonal antibodies RKI-MV-12b and RKI-MV-34c recognized a conserved
epitope. The monoclonal antibody RKI-MV-1d could not bind to the H protein and
thus not neutralize isolates Duisburg.DEU/10.09 [D4] and Berlin.DEU/47.00 [D6],
which was due to the aa exchange from L249 to P249. The aa exchange from K387
to R387 prevented the binding of the monoclonal antibody RKI-MV-33a to the H
protein of the isolate Essen.DEU/12.10 [D8]. The monoclonal antibody RKI-MV-32c
neutralized only the wild-type virus Maryland.USA/0.54 [A] and the adapted,
attenuated vaccine viruses effectively. This monoclonal antibody could be useful for
diagnostic purposes. The neutralizing capacity of the monoclonal antibodies RKI-MV-
9c and RKI-MV-13a differs between the investigated wild-type viruses as well.
Human vaccine-induced sera neutralized the investigated wild-type viruses

independently of the epitope pattern. This result indicates that the MV-vaccination

109



Summary

induces neutralizing antibodies which prevent an infection with different wild-type
viruses. Epidemiological data show that vaccinated people become rarely infected.
Newly occurring wild-type viruses with additional changes in the epitopes compared
with the epitopes of the vaccine might decrease the efficacy of vaccination. Closing
existing vaccination gaps in a population could stop the measles virus circulation and
avoid the occurrence and the circulation of new virus variants with a modified epitope

pattern.
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9. Abklrzungsverzeichnis

Abb.
ADME
Al

Ak
APS
AS

bp
BSA

°C

CD
CD46
CD150
CHO
cLSM
CcMC
CPE
Da
DAPI
ddNTP
D-MEM
DMSO
DNA
dNTP
DTT
ECDC
Edm
Edmz
EdmS
EDTA
ELISA
EMEM

Abbildung

Autoimmunenzephalitis

Aviditatsindex

Antikorper

Ammoniumpersulfat

Aminosaure

Base

Basenpaar

Bovines Serum Albumin

Zenti

Grad Celsius

Cluster of differentiation

Membrane cofactor protein

Signalling lymphocyte-activation molecule
Chinesische Hamster Ovarienzelllinie
Konfokales Laser Raster Mikroskop
Carboxymethylcellulose Natriumsalz
Zytopathischer Effekt

Dalton
4’,6-Diamidino-2-Phenylindoldihydrochlorid
2°, 3’-Didesoxynukleosidtriphosphate
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleotid

Dithiothreitol

European Center of Disease Prevention and Control
Edmonston

Edmonston-Zagreb
Edmonston-Schwarz
Ethylendiamintetraessigsaure

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Eagle's Minimum Essential Medium

Fusionsprotein
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FKS Fotales Kéalberserum

FRNT Focus of infection reduction neutralization test
g Gramm

h Stunde

H Hamagglutininprotein

HGPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HGPRT)
HNE Hemagglutinin noose epitope

IFT Immunfluoreszenztest

Ig Immunglobulin

IL-6 Interleukin-6

IP Immunprézipitation

i.p. intraperitoneal

k Kilo

I Liter

L Largeprotein

m Meter

m Milli

m Monoklonal

M Matrixprotein

M Molar

min Minute

mol Mol

MALDI Matrix-assistierte Laser-Desorption/lonisation
MCP Membrane cofactor protein

MEM Minimal Essential Medium

MIBE Akute EinschlulZkdrperchenenzephalitis
MMR Masern, Mumps, Roételn

MMRV Masern, Mumps, Rdételn, Varizellen
MOl Multiplicity of Infection

MRNA messenger RNA

MV Masernviren

m/z Masse-zu-Ladungsverhéltnis

n Nano

N Nukleokapsidprotein

NE Neutralizing epitope

NRZ MMR Nationalen Referenzzentrum Masern, Mumps, Rételn
oD Optische Dichte
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OPp

PCR
PEG
PEI
PFA
pfu

pH

P/S
PVDF
PVF
PVRL4
RKI
RNA
RT

RT
SCR
SDS-PAGE
S-FRNT
SLAM
SSPE
STIKO
SVF

Ta
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TEMED
TMB
TOF
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Phosphoprotein
Polymerasekettenreaktion

Polyethylen Glykol

Polyethylenimine

Paraformaldehyd

Plague forming units

potentia hydrogenii
Penicillin/Streptomycin
Polyvinyldendifluorid

Primary vaccine failure

Polio receptor like gene

Robert Koch-Institut

Ribonukleinsaure

Raumtemperatur

Reverse Transkription

Short consensus repeats
Natriumdodecylsulfat-Gelelektrophorese
Screening-Focus of infection reduction neutralization test
Signalling lymphocyte-activation molecule
Subakute Sklerosierende Panenzephalitis
Standige Impfkommission

Secondary vaccine failure

Annealing Temperatur

Tabelle

N,N,N’,N’- Tetramethylethylendiamin
3,3'5,5"-Tetramethylbenzidine
Flugzeitmassenanalysator

Unit
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Weltgesundheitsorganisation

Micro
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Abkirzungen der Aminosauren

Ala
Cys
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Gly
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Tyr

Alanin
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