1. Einleitung

1.1 Hantaviren

1.1.1 Einfithrung

Hantaviren gehoren zur Familie der Bunyaviridae und sind infektiose Ursache des
Héamorrhagischen Fiebers mit Renalem Syndrom (HFRS). Neben der klassischen
klinischen Erscheinung des HFRS tritt die Infektion als Hanta Pulmonary Syndrome
(HPS) und in einer milderen Verlaufsform als Nephropathia epidemica (NE) weltweit
auf. HFRS ist in verschiedenen Ladndern zu einem signifikanten Problem der
offentlichen Gesundheit geworden. Von bis zu 150 000 Erkrankungen wird jéhrlich in
China berichtet (Chen et al., 1986). Mehrere tausend Fille der Nephropathia epidemica
ereignen sich jéhrlich in Skandinavien, dem westlichen Russland und in Zentraleuropa
(Brummer — Korvenkontio et al., 1980; Niklasson et al., 1987; Plyusnin et al., 1996).
Bis zum heutigen Zeitpunkt sind dabei tliber 20 verschiedene Hantavirustypen
beschrieben worden, die sich durch ihr natiirliches Wirtstier als Ubertriiger der
Infektion, in der klinischen Ausprigung und dem Schweregrad der Erkrankung
unterscheiden.

Die Viren stellen sich als behiillt dar und ihr Genom ist aus 3 RNA — Segmenten, die in
Negativorientierung vorliegen, aufgebaut. Allen Bunyavirustypen ist die Ubertragung
auf den Mensch durch Arthropodenstiche gemeinsam. Einzige Ausnahme stellt das
Hantavirus dar, dessen Ubertragung durch Inhalation von Aerosolen von Exkrementen

chronisch infizierter Nager, die das natiirliche Wirtsresevoir stellen, stattfindet.

1.1.2 Epidemiologie und Ubertragung

Die grofle Gruppe der Hantaviren besteht aus mehr als 20 verschiedenen Subtypen.
Nach der Entdeckung des Hantaanvirus 1978 gelang es, verschiedene verwandte Viren
als Ursache von Erkrankungen zu beschreiben. Sie unterscheiden sich durch ihr
jeweiliges Vorkommen in verschiedenen Méuse — und Rattenarten als natiirlichem
Wirtstier, in denen die Viren eine persistierende Infektion mit asymptomatischen

Verlauf hervorrufen und durch die Ausprigung der Erkrankung. Nach der



Ausscheidung von infektidsen virushaltigen Exkrementen und anschlieBender
Inhalation durch den Menschen findet das jeweilige Virus FEintritt in den humanen
Organismus und verursacht eine Infektion. Die geographische Verteilung von
Hantavirusinfektionen, die klinisch als HFRS, HPS und NE in Erscheinung treten,
entspricht den natiirlichen Lebensrdaumen des jeweiligen Wirtstieres.

Das Hantaanvirus wird von Apodemus agrarius, der gestreiften Feldmaus, iibertragen.
Apodemus agrarius ist in China, Japan und Korea heimisch und besiedelt bevorzugt
landwirtschaftliche Flachen. Deshalb stellt die Bevolkerung der landlichen Umgebung
und in der Landwirtschaft Beschiftigte die Hauptrisikogruppe fiir eine Infektion dar. In
China werden jedes Jahr etwa 150 000 neue Erkrankungsfille von HFRS beschrieben.
In Korea und dem ostlichen Russland schwankt die Zahl zwischen 300 und 900
Patienten jéahrlich.

Das Dobravavirus, auch Belgradvirus genannt, wird von der Gelbhalsmaus, Apodemus
flavicolli, tibertragen. Das Virus verursacht zum Teil schwere Verlaufe von HFRS auf
dem Balkan, im siidlichen Europa, Tschechien und Brandenburg, dem natiirlichen
Lebensraum von Apodemus flavicolli. Infektionen, verursacht durch das Dobravavirus
werden ebenfalls hauptséchlich in ldndlicher Umgebung beschrieben und treten deshalb
gehduft in landwirtschaftlichen Berufsgruppen auf. Untersuchungen zur Verbreitung des
Virus ergaben am Beispiel des nordlichen und westlichen Griechenlands messbare
Antikdrpertiter bei bis zu 14% der Bevolkerung (Antoniadis A. et al., 1987).

Die Puumalaviren sind in Europa, vor allem in Skandinavien und dem osteuropéischen
Raum verbreitet und Ursache einer milden Verlaufsform des HFRS, der Nephropathia
epidemica (NE). Der natiirliche Wirt fiir das Virus ist die Rdtelmaus, Clethrionomys
glareolus, einer in Europa heimischen Art. Damit ist das Puumalavirus der fiir unsere
geographischen Breiten bedeutende Virussubtyp. Serologische Untersuchungen ergaben
dazu, dass etwa 1,7% der Bevolkerung der BRD Antikorper gegen die Viren aufweisen.
In bekannten endemischen Gebieten des Virus in Schweden wurde eine Durchseuchung
der Bevolkerung von bis zu 20% gezeigt (Horling J. et al., 1992).

Das Seoulvirus wird von den beiden Rattenspezies Rattus rattus und Rattus norvegicus
iibertragen und ist aufgrund deren Vorkommen in Hafenstiddten weltweit verbreitet. Der
Subtyp Seoul ist auBerdem das einzige Virus, das eine Erkrankung in stidtischen
Gebieten verursacht.

1993 wurde das Sin — Nombre — Virus als Ursache des Hanta Pulmonary Syndrome

(HPS) in den USA erkannt. In den folgenden Jahren wurden immer mehr dazu



verwandte Virussubtypen beschrieben, die gemeinsam als Neue Welt Viren bezeichnet
wurden. Die Viren sind auf dem ganzen amerikanischen Kontinent verbreitet und
werden durch die Subfamilie der Sigmodontinae iibertragen. Erstmals wurde dabei fiir
das Andesvirus die Ubertragung von Mensch zu Mensch diskutiert. Das HPS stellt sich
als schwere Erkrankung des Respirationtraktes dar und weist eine Mortalitdt von bis zu
60 % auf.

Einen Uberblick iiber die verschiedenen Hantavirussubtypen gibt die Tabelle 1.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Hantavirus — Serotypen

(modifiziert nach O. Vapalahti, 1996)

Hantavirus Wirtstier Verbreitung Klinisches Bild
Serotyp
Ordnung Rodentia,
Familie Muridae
Subfamilie
Murinae
Hantaan (HTN) Apodemus agrarius | China, Japan, | HFRS, KHF
Korea, Ostl
Russland
Dobrava (DOB) Apodemus Balkan HFRS
flavicollis (Slowenien),
stidliches Europa
Seoul (SEO) Rattus norvegicus, | Asien, weltweit in | HFRS
Rattus rattus Hafen

Thailand (THAI) Bandicota indica Asien (Thailand) ?

Subfamilie
Arvicolinae
Puumala (PUU) Clethrionomys Europa NE
glareolus (Skandinavien),
Russland
Topografov (TOP) | Lemmus sibiricus Sibirien ?
Prospect Hill (PH) | Microtus Nordamerika Apathogen?
pennsylvanicus (USA)




Tula (TUL) Microtus arvalis, | Europa (Russland, | ?
Microtus Tschech. Republik,
rossiaemeridionalis | Slovakei)

Isla Vista (ILV) Microtus Nordamerika ?
californicus (USA)

Khabarovsk Microtus fortis Asien (Ostl. | ?

(KBR) Russland)

Subfamilie
Sigmodontinae

Sin Nombre (SN) | Peromyscus Nordamerika HPS
maniculatus (USA, Kanada)

New York (NY) Peromyscus Nordamerika HPS
leucopus (USA)

Bayou (BAY) Oryzomys palustris | Nordamerika HPS

(USA)

El Moro Canyon | Reithrodontomys Nordamerika ?

(ELMC) megalotis (USA)

Rio Segundo | Reithrodontomys Nordamerika ?

(RIOS) mexicanicus (USA)

Mule Shoe Sigmodon hispidus | Nordamerika HPS

(USA)

Andes (AND) Oligoryzomis Argentinien HPS,

longicaudatus zwischenmenschliche
Ubertragung?

Laguna Negra Calomys laucha Paraguay HPS

Rio Mamore Oligoryzomis Bolivien HPS
microtus

Cano Delgadito Sigmodon alstoni Venezuela HPS

Black Creek Canal | Sigmodon hispidus | Florida HPS

Andere

Bloodland Lake Microtus Nordamerika HPS
ochrogaster (USA)

Juquitiba ? Brasilien HPS




Oran Oligoryzomis Argentinien HPS
longicaudatus
Lechiguanas Oligoryzomys Argentinien, HPS
flavescenses Uruguay
Bermejo Oligoryzomys Argentinien HPS
chacoensis
Pergamino Akodon azarae Argentinien, HPS
Uruguay
Maciel Bolomys obscurus Argentinien, HPS
Uruguay
Hu39694 ? Argentinien,
Uruguay
Ordnung
Insectivorae
Thottapalayam Suncus murinus Asien (Indien)
(TPL)

1.2 Geschichtlicher Hintergrund

Das Hantaanvirus wurde 1978 erstmals als infektioses Agens des HFRS von H. Lee und
Mitarbeitern beschrieben (Lee H. W., 1978). Sie isolierten das Virus aus Lungengewebe
von Apodemus agrarius, einer in Siidkorea heimischen Maus. Der Name Hanta leitet
sich dabei vom Grenzflul Hantaan zwischen Nord- und Siidkorea ab (Lee et al., 1978),
denn erste internationale Aufmerksamkeit erregte das Virus im Koreakrieg 1951 bis
1953. Mehrere tausend stidkoreanische und amerikanische Soldaten erkrankten damals
an einer schweren Infektionskrankheit, die in Stadien mit H@morrhagien, akuten
Nierenversagen und Schock ablief. Die Gesamtmortalitit wurde auf 15- 25 % beziffert.

Doch schon vor diesem Ereignis wurden Epidemien mit der charakteristischen Klinik,
haufig in Zusammenhang mit militdrischen Ereignissen, als sogenannte ,,Feldnephritis*
beschrieben. So geht die vermutlich élteste Aufzeichnung einer Hantavirusinfektion aus
chinesischen Schriften aus dem 1. Jahrhundert nach unserer Zeitrechnung (McKee et al.,

1991) hervor. Russische Berichte von 1913 beschrieben die Erkrankung im Ostlichen




Sibirien (Casals et al., 1970). Alliierte und deutsche Truppen waren wéhrend des 1.
Weltkrieges in Flandern (Bradford et al., 1916; Arnold et al., 1944), japanische Militirs
nach der Invasion in der Mandschurei 1930 (Kitano et al., 1944) von der Kriegsnephritis
betroffen. Wahrend des 2. Weltkrieges erkrankten deutsche Soldaten in Lappland und
Jugoslawien (Stuhlfauth et al., 1943; Hortling et al., 1944; Gajdusek et al., 1956 und
1983).

Nach der Hantaanvirusisolierung 1978 durch Lee und Mitarbeiter wurden serologischen
Verfahren entwickelt, die zeigten, dass weltweit verbreitete, verwandte Viren aus der
Familie der Bunyaviridae Ausloser des HFRS und dhnlich verlaufende Erkrankungen
waren. Die serologische Charakterisierung ermdglichte die erstmalige Einteilung in die
verschiedenen Serotypen (van der Groen et al. 1989; Lee, H.W., 1989; Pilaski et al.,
1986). Eine weitere Unterscheidung ist durch die Ubertragung durch verschiedene
Wirtstiere gegeben.

Tabelle 2: Erstmalige Typisierung von Hantaviren (nach Lee et al., 1989)

Serotyp Nagetiergattung Prototyp des Virus
I Apodemus Hantaan

II Rattus Seoul

III Clethriomys Puumala

IV Microtus Prospect Hill

A% Mus domesticus Leakey

1.3 Molekularbiologie und Aufbau des Hantavirus

Wie alle Vertreter aus der Familie der Bunyaviridae sind Hantaviren behiillte Viren, die
ein dreigeteiltes RNA — Genom mit negativer Polaritit aufweisen. Morphologisch
weisen die Viruspartikel eine Pleomorphie auf, erscheinen jedoch zumeist spérisch. Der
Durchmesser liegt zwischen 70 und 210nm (Hung et al., 1988; Goldsmith et al., 1995).
Der Lipidbilayer ist assoziiert mit den integrierten Glykoproteinen G1 und G2
(Schmaljohn et al., 1983), die als Oberflichenproteine 7nm aus der Membran

hervorragen (Goldsmith et al., 1995). Die Hiille umgibt das Genom. Dieses besteht aus




3 RNA - Segmenten, die als S- (small), M- (middle), und L- (large)- Segment
bezeichnet werden. Die 3 Segmente liegen komplexiert mit den Nukleokapsidproteinen
(N — Proteine) und einer RNA abhingigen viralen RNA —Polymerase (L — Protein) als
helikale Nukleokapside vor.

einzelstrangiges RNA-Genom

G1-Protein

N-Protein

Hillmembran

Abb. 1: Aufbau eines Hantaviruspartikel

Die RNA — Segmente aller Bunyaviren besitzen eine 3’- terminal gelegene konservierte
Basenabfolge, die sich fiir die verschiedenen Bunyaviren genusspezifisch unterscheiden
(Elliott et al., 1990). Innerhalb eines Virussubtypes (z. B. fiir Hantaviren) sind diese
Sequenzen fiir alle 3 RNA — Segmente absolut identisch. Alle RNA — Segmente der
Hantaviren zeigen die Nukleotidabfolge 3- AUCAUCAUCUGAGG (vgl. Lee et al.,
1989), sowie die komplementire Sequenz 5'- UAGUAGUAGACUCC. Durch diese
Komplementaritit wird eine Zusammenlagerung zum Doppelstrang als sogenannte
Pfannenstielform erreicht, wodurch sich stabile Sekundirformen ausbilden konnen.
AuBlerdem haben diese komplementiren Sequenzen die Funktion einer cis-aktiven
Sequenz zur Initiation der Transkription und der Replikation.

Die verschiedenen RNA - Segmente kodieren fiir verschiedene Strukturproteine. Dabei
benutzen Hantaviren eine relativ einfache, unisense Kodierungstrategie (Cosgriff et al.,
1989). So kodiert das S-Segment (1800nt) mit einem offenen Leserahmen (ORF) das
Nukleokapsidprotein (NP) (ca. 50kD). Neben der Virusorganisation als Nukleokapsid



stellt das resultierende N — Protein das antigenetische Hauptziel der humoralen
Immunantwort dar. Das M- Segment (3600nt) codiert fiir zwei Membranproteine, dem
Glykoprotein G1 (65-74kD) und dem Glykoprotein G2 (55-60kD) (Schmaljohn et al.,
1987). Ein gemeinsames Vorlduferprotein (126kD) (Kolakofsky et al., 1991) wird dabei
durch eine zelluldre Protease im Lumen des Endoplasmatischen Retikulums in ein
aminoterminales G1- und in ein carboxyterminales G2-Protein proteolytisch gespalten.
Es wird angenommen, dass die Spaltung unmittelbar nach der Aminosduresequenz
WAASA als Signalmotiv stattfindet. Das G1-Protein ist dabei definitionsgemal3 grofer
als das G2-Protein. Zusitzlich dazu entstehen bei Bunya- und Phlebovirus noch ein
kleines NSm Protein. Hierbei handelt es sich um ein sogenanntes Non-structural protein
(middle segment), dessen Funktion jedoch noch unbekannt ist.

Die cysteinreichen glykolysierten und acylierten G1- und G2-Proteine sind in die
Hiillmembran des Virus eingelassen und vermitteln die Adhdsion an zellulédre
Rezeptoren. Es wird vermutet, daf bei durch Arthropoden iibertragenen Viren das G1 -
Protein die Adhidsion an Insektenzellen und das G2 - Protein die Adhédsion an
Sdugerzellen vermittelt. Die beiden Membranproteine sind demnach von zentraler
Bedeutung fiir den Infektionsvorgang.

Vom ORF des L-Segmentes (6500nt) wird die RNA abhidngige RNA-Polymerase
(200kD) codiert (Kolakofsky et al., 1991), die bei Transkription und Virusreplikation

benotigt wird.

1.4 Proteinbiosynthese und Replikation des Virus

Nach Adhision des Virus an Oberflichenrezeptoren der Wirtszelle gelangt es durch
rezeptorvermittelte Endozytose in die Zelle. Hantaviren benutzen dabei fiir ihren Eintritt
in endotheliale Zellen B1- und B3 — Integrine (Gavrilovskaya et al., 2002). In
Endosomen wird das Virus dann in das Zellinnere transportiert. Eine Ansduerung des
Vesikelinnern fiihrt zu einer Konformationsdnderung der Membranproteine G1 und G2
der Virushiille. Diese Anderung leitet die Fusion von Virushiille und
Endosomenmembran ein und die Nukleoproteinkomplexe werden in das Zytoplasma

der Wirtszelle entlassen.



1.4.1 Transkription und Translation

Die RNA abhéngige RNA-Polymerase ist mit den drei RNA- Nukleokapsidsegmenten
assoziiert und interagiert mit diesen. Die Polymerase katalysiert die Transkription von
viraler mRNA. Dabei wird nur RNA, die assoziiert mit Nukleokapsidproteinen zum
Ribonukleotid vorliegt als Matrize fiir die Transkription verwendet. Die RNA-Segmente
liegen im Virus in Negativorientierung vor (VRNA). Da die Transkription
primerabhéngig ist, filhrt die Polymerase ein sogenanntes Cap-Snatching durch. Dabei
spaltete die Polymerase mit einer assoziierten Endonuklease von einem 5’-Terminus
einer wirtseigenen mRNA 10 bis 20 Basen ab. Das freie 3'-OH dieser kurzen Sequenz
wird dann als Primer fiir die Elongation der Transkription einer komplementiren
mRNA von der VRNA verwendet. Die virale mRNA besitzt dann am 5’-Terminus 10
bis 20 Nukleotide, die in der vVRNA nicht vorkommen.

Die Termination der Transkription wird durch verschiedene Terminationsstellen
bedingt. Die resultierende mRNA ist nach Transkription am 3 -Terminus um etwa 100
Nukleotide gegeniiber der vVRNA verkiirzt. Am 5'-Terminus unterscheidet sich die
mRNA von der vVRNA durch das angehingte cap. Ein polyadenylisiertes 3’-Ende fehlt.
Noch im Verlauf der Transkription wird die Translation initiiert. Freie Ribosomen
binden an das 5'-cap der entstehenden mRNA. Dadurch wird eine Doppelstrangbildung
zwischen VRNA und mRNA verhindert. Die Translation und Synthese der
Glykoproteine beginnt an Ribosomen des Endoplasmatischen Retikulum (ER). Im
Lumen des ER wird das entstehende Vorlduferprotein kotranlational in G1- und G2 —
Proteine gespalten und die Oberflichenproteine anschlieBend im Golgi Apparat
glykosiliert. Die Translation des S — und des L — Segmentes beginnt an freien
Ribosomen im Zytoplasma der infizierten Zelle. Durch Wechselwirkungen zwischen
entstandenen Nukleokapsidproteinen und zytoplasmatischen Doménen der entstehenden
Gl — und G2 — Proteine wird ein Signal generiert, welches das Budding der
Viruspartikel in den Zisternen des Golgi Apparates initiiert. Eine Bilayerschicht aus
dem Golgi Apparat bildet die Hiille des entstehenden Virions. Transportvesikel
transportieren die entstandenen reifen Viruspartikel anschlieBend zur Zellmembran und

schleusen sie durch nachfolgende Exozytose aus der Zelle aus (Elliott et al., 1990).



1.4.2. Replikation

Um neben bzw. nach der Proteinbiosynthese die Genomreplikation einzuleiten, findet,
wenn ausreichende Mengen an neusynthetisiertem N — Protein vorliegen, ein switch in
der mRNA Synthese statt. Wurden fiir die Proteinbiosynthese verkiirzte mRNA
Transkripte erzeugt, wird jetzt RNA der vollen Linge als Antigenome komplementiert.
Die Transkription der Antigenome fiir die Replikation findet primerunabhéngig statt.
Dieser switch konnte allerdings noch nicht biochemisch definiert werden. Es handelt
sich wohl um eine Modifikation der Aktivitdt der RNA abhidngigen RNA - Polymerase,
moglicherweise induziert durch eine Interaktion zwischen der Polymerase und dem neu
entstandenen Nukleokapsidprotein.

Die entstandenen Antigenome liegen komplexiert mit dem N-Protein vor und dienen als
Matrize fiir die Replikation. Bei der Replikation wird aus den Antigenomen in einer
primerunabhingigen, durch die RNA abhidngige RNA - Polymerase katalysierten
Reaktion, VRNA erzeugt. Neu entstandene VRNA wird anschliefend mit N- und L-

Protein zur Nukleokapsidstruktur komplexiert.
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Abb.2: Darstellung der Proteinbiosynthese und der Replikation von Hantaviren

(aus Modrow und Falke, Molekulare Virologie)
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Schematische Darstellung der Tanskription, Translation und Replikation des Genoms von Hantaviren.
Die S-, M- und L- Segmente werden in mRNA mit cap transkribiert. Das L — Protein als Bestandteil der
Viruspartikel katalysiert diesen Schritt. Von den gebildeten mRNAs werden die N-, M- und L — Proteine
translatiert. Sobald ausreichende Mengen von neusynthetisierten N — Proteinen in der Zelle vorliegen
werden ungecappte RNA- Striange in positiver Orientierung als Antigenome gebildet, die als Matrizen fiir

die Bildung von RNA in Negativorientierung dienen.

1.5 Pathogenese der Hantavirusinfektion

Die klinischen Bilder, mit denen Hantavirusinfektionen in Erscheinung treten, sind das
Héamorrhagische Fieber mit Renalem Syndrom (HFRS), das Hanta Pulmonary
Syndrome (HPS) und die Nephropathia epidemica (NE). Hantaviren verursachen in
Nagetieren als natiirlichem Wirt eine persistierende asymptomatische Infektion. Die
Viren werden dabei in hoher Konzentration in Urin und Faeces durch die Tiere
ausgeschieden, Menschen infizieren sich durch die Inhalation virushaltiger Aerosole
und Staube. Beim HFRS stehen Hamorrhagien und Nierenfunktionsstorung, beim HPS
das akute Lungenddem im Vordergrund der Klinik. Die NE verlduft generell milder.

Bei allen Erkrankungen kann eine Permeabilititsénderung von GefdBlen und eine
Thrombozytopenie beobachten werden. Die zentrale pathophysiologische Anderung ist
dabei die Entstehung einer kapilldre Dysfunktion, vor allem der kleinen Gefid3e und der
Kapillaren. Durch eine Anderung der Permeabilitiit von Geféflen tritt Plasma aus und es
kommt zur Erythrozytendiapedese. Himorrhagien, Odeme, Hypotension und Schock
konnen folgen. Diese Pathophysiologie wird zur Erkldrung der klinischen Bilder wie
der himorrhagischen Komponente, Lungendédem und Bauchschmerzen aufgrund eines
retroperitonealen Odems herangezogen.

Hantaviren verursachen eine Erkrankung im Menschen, nicht aber im Wirtstier, in dem
die Infektion klinisch inapparent ablduft. Sowohl pathogen als auch die nichtpathogen
wirkenden Viren weisen den gleichen Gewebetropismus auf und replizieren vor allem
in Endothelzellen und Makrophagen (Yanagihara et al., 1990; Pensiero et al. 1992;
Hughes et al., 1993). Hantaviren verursachen an den infizierten Endothelzellen nur
einen geringen oder gar keinen Schaden, die Zellen werden durch das Virus nicht lysiert
(Geimonen et al., 2002). Ein weiterer molekularer Mechanismus scheint auch die
Interaktion des PuumalaN — Protein mit dem zelluliren Daxx — Protein, einem

Apoptoseverstérker, zu sein (Li et al., 2002).
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Man weill zwar, dass Immunzellen zum Ort der Infektion rekrutiert werden, lange war
aber unklar, was genau die vaskuldre Permeabilitidtsinderung der GefdBle hervorruft
(Yanagihara et al., 1990; Nolte et al., 1995). Ein direkter zytopathogener Effekt durch
die Viren kann aber ausgeschlossen werden. Untersuchungen haben gezeigt, dass
Hantaviren mit Integrin — Oberflachenrezeptoren von Thrombozyten, Immunzellen und
Endothelzelen interagieren (Gavriloyskaya et al., 1998; Mackow et al. 1999). So weil3
man heute, dass B3 — Integrine neben 31 — Integrinen den Viruseintritt in die Zelle
vermitteln und eine zentrale Schliisselfunktion in der Pathogenese einer
Hantavirusinfektion spielen. Denn B3- Integrine stellen Oberflachenrezeptoren dar, die
EinfluB auf die Regulation der Funktion von Pléttchen und der vaskuldren Permeabilitét
besitzen (Gavrilovskaya et al., 1998; Mackow et al., 1999). Sie scheinen Angriffspunkt
fiir das Hantavirus zu sein und durch die Interaktion eine kapilldre Dysfunktion und
einen Verlust der reguldren Plittchenfunktion zu induzieren. Die endotheliale
Zellwanderung (Migration), die neben B2 — auch B3 — Integrin vermittelt ist, wird wohl
ebenfalls durch pathogene Hantaviren blockiert (Gavrilovskaya et al., 2002). Diese
Interaktion zwischen Hantaviren und B3 - Integrinen wird heute zur Erkldrung der

viralen Pathogenese herangezogen.

1.6 Klinik der Hantavirusinfektion

Die Pathogenitit von Hantaviren ist sehr variabel und reicht von klinisch inapparenten
oder milden Verldufen bis hin zu schweren Formen mit hoher Letalitdt. Nach Inhalation
von virushaltigen Exkrementen infizierter Nager kommt es zur Infektion. Die Viren
befallen primédr die Mukosa des Respirationstraktes, in den ersten 7 Tagen nach
Ansteckung kommt es zur Virdmie. Nach einer Inkubationszeit von 2 — 3 Wochen tritt
die Erkrankung dann klinisch in Erscheinung. Es werden verschiedene Krankheitsbilder

in Abhidngigkeit des verursachenden Virussubtypes unterschieden.

1.6.1 Himorrhagisches Fieber mit Renalem Syndrom (HFRS)

Das klassische HFRS wird von den Serotypen Hantaan und Dobrava verursacht und tritt

als eine in Stadien verlaufende Erkrankung auf. Nach einem uncharakteristischen
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Prodromalstadium kommt es zu einem raschen Fieberanstieg. Diese erste febrile Phase
wird von einer grippale Symptomatik, Schmerzen im Abdomen und im Riicken,
Myalgien, sowie petechiale Blutungen im Bereich des Gaumens, der Konjunktiven und
der Haut begleitet und dauert etwa 3 -8 Tage. Weitere charakteristische Symptome sind
eine Rotung des Gesichtes, der vorderen Halspartie und des oberen Thorax. Zervikale,
axillare und inguinale Lymphknoten konnen schmerzlos vergroBert sein. Ab dem 2. -5.
Tag tritt eine zunehmende Proteinurie auf. Die BSG und die Leukozytenzahlen kénnen
noch normal oder schon leicht erhoht sein, die Thrombozytenzahlen fallen.
Kapillarfragilitdtstests (Rumple-Leed-Test) werden hdufig schon positiv. Um den 5.
Krankheitstag beginnt meist die 2. Phase der Erkrankung, bei der Kreislaufthypotension,
Blutdruckabfall und Schocksymptome fiir die Dauer von etwa 3 Tagen im Vordergrund
stehen. Wéhrend Fieber und Kopfschmerzen oft nachlassen, bestehen die anderen
Symptome der febrilen Phase fort. Der Héamatokrit ist nun erhoht, die
Thrombozytenzahlen fallen weiter. Neben einer Leukozytose wird der Anstieg von
Harnstoff und Kreatinin, begleitet von einer massiven Proteinurie und Hamaturie als
Ausdruck der Nierenbeteiligung beobachtet. In der anschlieBenden 3. Krankheitsphase
steht die Oligurie aufgrund eines akuten Nierenversagens im Vordergrund. Haufig
kommt es zu einer Hypervoldmie mit arterieller Hypertension. Eine beginnende Urdmie
duBert sich mit Unruhe, Ubelkeit, Erbrechen und Tremor. Die Blutungsneigung
verstarkt sich und &uBert sich in Petechien, Epistaxis bishin zu schweren
gastrointestinalen Blutungen. Etwa die Halfte der Todesfille treten in diesem Stadium
auf. Es folgt die diuretische Krankheitsphase, die der klinischen Besserung vorangeht
und mehrere Wochen andauern kann. Sie ist gekennzeichnet durch eine Polyurie mit 5
Litern Urin und mehr am Tag und einer langsamen Verbesserung der Nierenfunktion.
Die anschlieBende Rekonvaleszenzphase dauert Wochen bis Monate. Der Patient erholt
sich und es tritt eine vollstindige Heilung mit schrittweiser Verbesserung der

Nierenfunktion ein.

Tabelle 3: Vetreter der Hantaviren, die mit HFRS assoziiert sind

(modifiziert nach M. Linderholm et al.)

Hantavirus Serotyp | Wirtstier Erkrankung Georaphische
Verbreitung
Hantaan Apodemus agrarius | HFRS, Koreanisches | Ostasien
Hamorrhagisches
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Fieber (KHF)
Seoul Rattus rattus/ | HFRS (urbaner Typ) | weltweit
norvegicus
Dobrava Apodemus flavicolli | HFRS (KHF- | Balkan
dhnlich)
Puumala Clethrionomys HFRS (NE) Europa
glareolus

1.6.2 Hantavirus Pulmonary Syndrome (HPS)

Das Hantavirus Pulmonary Syndrome (HPS) wird vor allem durch den Serotyp Sin
Nombre (SNV) {iibertragen. Das Virus wurde 1993 erstmals im Siidwesten der USA
beschrieben und dort fiir den Ausbruch einer fieberhaften Erkrankung mit akuter
respiratorischer Insuffizienz verantwortlich gemacht (Duchin et al., 1994). Nach dieser
Entdeckung wurden bis heute viele neue Serotypen in Nord- und Siidamerika als
Ursache von HPS Fillen als sogenannte Neue Welt Hantaviren beschrieben. Zu nennen
sind zum Beispiel das Bayon- (BAY), Black Creek Canal- (BCC) und das New York
Virus (NY). Eine Ubersicht iiber die Neue Welt Viren gibt Tabelle 1.

Bis 1996 war eine Ubertragung von Hantaviren von Mensch zu Mensch nicht
beschrieben worden. Im Maérz 1995 kam es allerdings zu einem familidren Ausbruch
von HPS in Argentinien, was zur Entdeckung des Andesvirus fiihrte. Dieses Virus ist
offensichtlich zur zwischenmenschlichen Ubertragung und Ansteckung von HPS fihig.
Der Infektion mit dem Serotyp Sin Nombre folgt eine Inkubationszeit von 1 bis 5
Wochen nach der ein 4 phasischer Krankheitsverlauf klinisch in Erscheinung tritt.

In der febrilen Phase kommt es zu einem 3 — 5 Tage dauernden Prodromalstadium.
Fieber, Myalgien, Ubelkeit, Erbrechen, Kopfschmerzen, Durchfall, abdominale
Schmerzen, sowie unspezifischen grippale Symptome sind uncharakteristische
Erscheinungen. Gegen Ende der ersten Phase wird die pulmonale Beteiligung mit
beginnendem Lungenddem, unproduktivem Husten und Tachypnoe deutlich. In der
zweiten kardiopulmonalen Phase steht dann der rapide Progress der pulmonalen
Symptomatik im Vordergrund. Innerhalb weniger Stunden kommt es zu einem
ausgepriagten Lungenddem, das von Hypotension, Oligurie und Schock, extremer

Tachypnoe, Dyspnoe und Hypoxdmie begleitet wird. Rontgenologisch fallt dabei das
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Fortschreiten eines interstitiellen Lungenddems zu einem bilateralen alveoldren
Lungenodem als morphologisches Korrelat der zunehmenden pulmonalen
Verschlechterung auf. Ist dieser limitierende Krankheitsabschnitt iiberwunden und setzt
eine spontane Diurese als Ausdruck der erreichten diuretischen Phase ein, so ist mit
einer schnellen Riickbildung des Lungenddems, von Fieber und Schocksymptomen zu
rechnen. In der anschlieBenden, bis zu 2 Monate dauernden Rekonvaleszenzphase
regeneriert sich die pulmonale Funktion vollstindig, der Patient erholt sich.
Laborchemisch fallen vor allem in spateren Phasen eine Thrombozytopenie, normale bis
erhohte Leukozytenzahlen mit Linksverschiebung und ein erhohter Hadmatokritwert auf.
Eine Mitbeteiligung der Niere kann vorkommen, ist aber nicht wie bei HFRS obligat.
Erhohte Kreatinin und Harnstoffwerte sind demnach héufig nicht auf eine direkte
Mitbeteiligung der Niere zuriickzufiihren, sondern sind vielmehr Ausdruck von
Hypovoldmie und Schock. Eine passagere Proteinurie und erhohte Leberenzyme kdnnen

ebenfalls auftreten.

1.6.3 Nephropathia epidemica (NE)

Die Nephropathia epidemica (NE) wird durch den Serotyp Puumala verursacht und ist
in Europa, dem zentralen Russland und in den Skandinavischen Léndern verbreitet. Die
NE ist als HFRS mit wesentlich milderem Verlauf einzuordnen. Eine Assoziation zu
den HLA Allelen B8, DR3 und DQ2 mit dem Schweregrad des Verlaufs einer
Puumalavirusinfektion wurde beschrieben (Mustonen et al., 1996 und 1994).

Die Erkrankung beginnt mit Fieber, Ubelkeit, Kopfschmerzen und Schmerzen des
Abdomens und des Riickens. Eine charakteristische Rotung von Rachen, Gesicht und
Konjunktiven kann beobachtet werden. Hypotensive Beschwerden, Thrombozytopenie,
petechiale Blutungen und respiratorische Symptome kdnnen auftreten, sind jedoch im
Vergleich zum HFRS seltener. In der zweiten Krankheitsphase tritt die
Nierenbeteiligung mit Hdmaturie, Proteinurie und Oligurie in Erscheinung. Kreatinin
und Harnstoff steigen im Serum als Ausdruck einer diskreten Niereninsuffizienz an.
Gleichzeitig kommt es aufgrund der verminderten Harnausscheidung zu Hypertension,
Bluthochdruck und Elektrolytverschiebungen. Eine begleitende leichte Leukozytose ist
hiufig zu beobachten. Settergren und Mitarbeiter entwickelten 1988 einen

diagnostischen Score, nachdem vier der folgenden sechs Kriterien erfiillt sein miissen,
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um die Diagnose NE stellen zu konnen: akuter Fieberanstieg, Bauch- und/ oder
Riickenschmerzen, Thrombozytopenie, Serumkreatininanstieg, Protein- und/ oder
Héamaturie und Polyurie. Da bei der NE keine eindeutigen Symptome auftreten und
verschiedene Organsysteme betroffen sein konnen, ist die Diagnose der NE relativ
schwierig. Andere Erkrankungen miissen differentialdiagnostisch abgegrenzt werden.
Extrarenale Manifestationen der NE sind zum Beispiel Auge (Iritis), ZNS
(Meningismus, Guillain — Barre), Lunge (Pneumonie), Herz (Sinusbradykardie,
Myokarditis, Perikarditis), Leber (Hepatomegalie, Anstieg der Serumtransaminasen)

und der Gelenke (Arthralgien).

1.7 Therapie

Im Vordergrund der Behandlung einer Hantavirusinfektion stehen symptomatische
MaBnahmen entsprechend der jeweiligen Krankheitsphase. Diese sind in der
hypotensiven bzw. oligurischen Phase vor allem Fliissigkeitssubstitution, Kontrolle und
Ausgleich von Elektrolytverschiebungen und Korrektur des Sadure-Basen-Haushaltes.
Weitere supportive Mallnahmen bestehen in der Gabe von Antipyretika und Analgetika,
wobei auf nichtsteroidale antiinflammatorische und andere renal toxisch wirkende
Medikamente verzichtet werden sollte. Bei schweren Verldufen von HFRS und nicht
beherrschbarem Nierenversagen muf}, vor allem in der oligurischen Phase, eine
kontinuierliche Hdmodialye in Erwidgung gezogen werden. Da die NE generell milder
verlauft ist hier auch die Dialyserate niedriger, meist reichen Fliissigkeitssubstitution
und Elektrolytausgleich aus. Beim HPS stehen Hypoxiebehandlung und die
Uberwachung des Kreislaufes im Vordergrund.

Viele Medikamente sind zur Therapie einer Hantavirusinfektion eingesetzt worden,
allerdings ist letztlich nur der Einsatz des Virostatikums Ribavirin in Studien als
sinnvoll erachtet worden. Es wurde nachgewiesen, dass Ribavirin die Virusreplikation
in vitro signifikant (Kirsie et al., 1983) und in vivo die Gesamtmortalitit bei friihzeitiger
Gabe senkt (Huggins et al., 1991). AuBerdem werden hdmorrhagische Komplikationen

vermindert und die oligurische Phase verkiirzt.
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1.8 Prognose

Beim Koreanischen Himorrhagischen Fieber (KHF) ist die Mortalitit mit 3 — 10 %
angegeben (Lee et al., 1990), wobei die meisten Todesfille auf Schock und pulmonalen
Komplikationen zuriickzufiihren sind (Lukes et al., 1954). Die NE weist eine wesentlich
geringere Mortalitdit mit unter 0,5% auf (Lee et al., 1990). Das HPS hat trotz
intensivmedizinischer Bemiihungen eine Todesrate von 50 — 60%, die vor allem durch

die extreme respiratorische Insuffizienz bedingt ist.

1.9 Diagnostik

Die Diagnose einer Hantaviruserkrankung stiitzt sich vor allem auf das klinische Bild
der Infektion und die Serodiagnostik. Es wurde gezeigt, dass das hantavirale N — Protein
als antigenetisches Hauptziel anzusehen ist und schon in der frilhen Phase der
Immunantwort hohe Titer von IgM Antikorpern erreicht werden, die gegen das N —
Protein gerichtet sind (Lundkvist et al., 1993). Deshalb wird das N — Protein als
essentielles Antigen in verschiedenen serologischen Nachweismethoden eingesetzt.

So werden heute rekombinant produzierte Hantanukleokapsidproteine im ELISA —
Verfahren eingesetzt, mit dem spezifische IgM- bzw. IgG-Antikorper aus dem Serum
von Patienten schon sehr friih in der Erkrankung nachgewiesen werden konnen. Ein
Problem dabei stellt allerdings die Kreuzreaktivitdt der verschiedenen Serotypen dar,
die eine genaue Differenzierung erschwert. Um dem zu begegnen, werden heute
Neutralisationstests zur genaueren Festlegung des jeweiligen Serotypes eingesetzt.
Auch der FEinsatz einer spezifischen PCR wurde probiert, wurde jedoch aufgrund
geringer Sensitivitét nicht in das diagnostische Programm mit aufgenommen (Horling et

al., 1995).

1.10 Pravention

Die Priavention einer Infektion mit Hantaviren erfolgt am besten durch die Vermeidung

einer Exposition vor Nagetierexkrementen.
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1.11 Aufgabenstellung/ Ziel der vorliegenden Arbeit

Ziele der vorliegenden Arbeit war es, rekombinante bakterielle Expressionsvektoren fiir
das S — Segment, welches fiir das Nukleokapsidprotein codiert, der Hantavirusserotypen
Puumala und Dobrava zu etablieren.

Dazu wurde virale RNA nach Virusanzucht extrahiert, mittels der Reverse
Transkriptase in c¢cDNA umgeschrieben, durch PCR vervielfiltigt und in den
pCR2.1TOPO - Vektor der Fa. Invitrogen kloniert. Nach Sequenzierung wurde die
cDNA des S - Segment anschlieBend in den pRSETB Vektor der Fa. Invitrogen als
bakteriellen Expressionsvektor umkloniert und die bakterielle Proteinsynthese des
Nukleokapsidproteins von Puumala und Dobrava induziert. Das aufgereinigte isolierte
Protein wurde anschlieBend zur Antikorperproduktion in Kaninchen an die Fa.
Eurogentec/ Belgien verschickt. Die bakteriell exprimierten viralen Antigene und die
Serotyp — spezifischen Antikdrper sollen als differentialdiagnostische Tools fiir

weitergehende Studien verwendet werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite und Materialien

Autoklav
Bakterienschiittler
Blottingfilterpapier
Blotkammer

Computer
Einwegspritzen
Eismaschine
Elektrophoresespannungsgerit
Elektrophoresekammern
Filme

Filterpapier
Fluoreszenzmikroskop
Fotokamera
Gefrierschrank
Glasmaterial
Handschuhe

Heizblock

Inkubatoren (37°C)
Laborwaage
Magnetriihrer
Mikroskop

Mikrowelle
Neubauerzdhlkammer
Nitrocellulosemembran
PCR-Gerit

pH — Meter
Photometer

Pipetten

Miinchner Medizin Mechanik & Melag

News Brunswick Scientific
Whatman

Uniwerkstatt

Apple Macintosh

Braun

Scotsman

Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Agfa, Ilford

Schleicher & Schuell

Zeiss

Zeiss, Contax

Liebherr (-4°C), Colora (-80°C)
Schott, Sarstest
Kimberley-Clark

Eppendorf, Thermostat comfort
Heraeus

Sartorius

Flatspin

Zeiss

AEG

Marienfeld, Superior

Hybond, Amersham Pharmacia Biotech

Applied Biosystems. Perkin Elmer
WTW, inoLab
Amersham Pharmacia Biotech

Gilson



Pipettenspitzen
Pipettierhilfe
Plastikgefif3e
Quarzkiivetten
Reaktionsgefilie
Rontgenfilme
Rotationsmischer
Sequenziergerit
Sterilarbeitsbank
Sterilfilter
Transilluminator
UV — Handlampe
UV — Leuchtisch
Vakuumtrockner
Vortexer
Wasserbad

Wippe
Zellkulturflaschen
Zellkulturbrutschrank
Zentrifugen

2.1.2 Chemikalien

Aceton
Acrylamid-Bisacrylamid-Losung
Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Bovines Serumalbumin (BSA)
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate-
toluidine salt (BCIP)

Coomassie-Brillantblau G

Maxym, Eppendorf

Integra Biosciences

Nunc, Greiner, Eppendorf, Falcon
Helma

Sarstedt, Eppendorf

Agfa, Cirux

GLW

310 Genetic Analyzer, Abi Prism
Antair, BSK

Schleicher&Schuell

BioRad

IALL

Syngene

Christ

IKA, MS2 Minishaker

GFL, Haake

Assistent

Nunc, Greiner

Heraeus

Heraeus, primo

Beckham Coulter

Merck
Roth
Biozym
Roth
Roth
BioLabs

Gerbu

Sigma
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Desoxynukleotid-Mix (dNTBs)
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPOj)

Dithiotreitol
100 bp-DNA-Ladder
1 kb-DNA-Ladder

Promega

Merck

Merck
Sigma
MBI Fermentas
MBI Fermentas

Dulbeccos Modified Eagle Medium(D-MEM) Invitrogen Corp. (Gibco)

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Ethanol

Ethidiumbromid

Essigsdure

Fotales Kilberserum (FCS)
Glucose

Glutaraldehyd

Glycerol

Hepes

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
LB-Agar

LB Broth Base
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgSQO4)
Methanol
Beta-Mercaptoethanol
Natriumacetat

Natriumazid (N3Na)
Natriumbutyrat
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdesoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natrium-Salt-Bromphenol-Blue (BPB)

Merck

J.T.Baker

Roth

Merck

Life technologies (Gibco)
Merck

Merck

ICN Biomedicals Inc.
Roth

Merck

Merck

Becton, Dickinson and Company

Invitrogen
Kaufland
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Roth
Merck

Sigma
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Nitro Blue Tetrazolium (NBT)
Penicillin

Phosphate buffered Saline (PBS)
Prestained Protein Ladder
Streptomycin

Template Suppression Reagent (TSR)
Terrific Broth

Gerbu

Invitrogen Corp. (Gibco)
Invitrogen Corp. (Gibco)

MBI Fermentas

Invitrogen Corp. (Gibco)
Applied Biosystems (Abi Prism)
Life Technologies

N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin(TEMED) Roth

Tris-Base
Tris-HCl
Triton X-100
Trockenmilch
Trypsin
Tween 20
X-Gal

2.1.3 Enzyme

CIAP (calf intestinale alkaline phophatase)
Klenow Enzym, LC (2u/ul)
T4-DNA-Polymerase (1000u)
Restriktionsenzyme

RNAseA

Taq-Polymerase / Herculase

Lysozym

2.1.4 Kits

RNeasy Mini Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAGEN Plasmid Maxi Kit
Auto Seq G-50

Sigma

Roth

Merck

Lasana

Invitrogen Corp. (Gibco)
Serva

Roth

MBI
MBI
MBI
MBI

Promega

Fluka Biochemika

Qiagen
Quiagen
Quiagen

Amersham
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Nucleo Spin Extract

ECL+plus

PCR Kit

Alkalische Phosphatase Reaktion
Recom Line Bunyavirus IgG/IgM
BCA Protein Assay Reagent Kit
TOPOcloning: pCR2.1Topo Vektor
His — Bind — Resin

DNA Sequenzierungskit

2.1.5 Nucleinsiduren

A—-DNA

1kb Marker

2.1.6 Oligonukleotide

Macherey-Nagel
Amersham
Promega

Gerbu

Mikrogen
PIERCE
Invitrogen
Novagen

Abi Prism

MBI
MBI

alle Oligonukleotide wurden von der Fa. MWG Biotech hergestellt

Oligonukleotide fiir die RT- Reaktion :

PuuN:

PUUI (1098): 5'- TAT GAG TGA CTT GAC AGA TAT CCA AGA GG -3’

PUU2 (1099): 5- TTA TAT CTT TAG TGG TTC CTG GTT CG -3’

DobN:

DOBI (1104): 5°- TAT GGC AAC ATT AGA GGA ACTC-3’
DOB2 (1105): 5- TTA AAG CTT AAG CGG CTC CTG -3’

Oligonukleotide fiir die PCR :
PuuN:

PUUI (1098): 5'- TAT GAG TGA CTT GAC AGA TAT CCA AGA GG -3’

PUU2 (1099): 5'- TTA TAT CTT TAG TGG TTC CTG GTT CG -3’
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DobN:
DOBI (1104): 5'- TAT GGC AAC ATT AGA GGA ACTC-3"
DOB2 (1105): 5- TTA AAG CTT AAG CGG CTC CTG -3

Oligonukleotide fiir Sequenzierungen :

PuuN :

741: 5'- TGG TAC CGA GCT CGG ATC CAC -3’

742:5'- TCT AGA TGC ATG CTC GAG CGG -3’

Mell(1082): 5'- TAC ATG CTC TCA ACG CGT GGG AG -3’
Mel2(1076): 5'- TGA CTA TGC AGC CTC TGG AGA CC -3
Mel3(1077): 5'- TCC TTT ACA GTC TGT CTC CCA CGC -3’
Mel4(1078): 5'- TGT CAG GTG ATG TAG GGT CTC CAG -3’
RSETI1: 5'- TAT GGC TAG CAT GAC TGG TGG ACA GC -3’
RSET2: 5'- TGC TCA GCG GTG GCA GCA GCC AACTCA -3

DobN:

741:5- TGG TAC CGA GCT CGG ATC CAC -3’

742:5°- TCT AGA TGC ATG CTC GAG CGG -3’

Mel5(1079): 5°- TAC CTG ACA TCA TTC GTG GTC CC -3’
Mel6(1080): 5'- TCT GGG TCT TTG CAG GAG CAC -3’
Mel7(1081): 5'- TGG CAT GTT TCC TCA CAG CCT GAG -3’
Mel8(1083): 5'- TCC TTC AAC AGT ATT GGG ACC ACG -3’
RSET1: 5- TAT GGC TAG CAT GAC TGG TGG ACA GC - 37
RSET2: 5'- TGC TCA GCG GTG GCA GCA GCC AACTCA -3
1145: 5’- TCG TAG TCC CAA TAC TCC TGA AGG C -3’
1146: 5'- TGC CTT CCA CTA ACC GTG ATT ATC TG - 3’
1143: 5'- TGG CAT GTT TTC TAA CAA CCT GGG C-13"
1144: 5'- TCC TTC AGG AGT ATT GGG ACT ACG -3’

2.1.7 Plasmide

pRSETB Invitrogen
pCR2.1TOPO Invitrogen
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Bezeichnung verwendeter Plasmide:
pCR2.1TOPOPuumalaN TOPOPuuN
pCR2.1TOPODobravaN TOPODobN
pRSETBPuumalaN pRSETBPuuN
pRSETBDobravaN pRSETBDobN

2.1.8 Antibiotika

Ampicillin: Stocklosung: 100 mg/ml in H,O
Gebrauchsverdiinnung: 100pg/ml (1:1000)
Chloramphenicol: Stocklosung: 34mg/ml in Ethanol
Gebrauchsverdiinnung: 25ug/ml
Penicillin: Gebrauchslésung: 30mg/ml

Streptomycin: Gebrauchslosung: 50mg/ml

2.1.9 Kompetente Bakterien

E.coli IM109
BL21DE3
TOP 10

Fiir die Herstellung kompetenter Bakterien wurden folgende Puffer verwendet:
TJB1: 1.48g Kaliumacetat (30mM)

0.05g RbCI (100mM)

0.74g CaCl;x2H,0 (10mM)

5.0g MnCl, x4H,0 (50mM)

in 300ml Wasser 16sen

ad 75ml Glycerin 99%

pH 5.8 mit Essigsdure einstellen

ad 500ml A. bidest

0.2um sterilfiltrieren
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TJB2: 0.21g MOPS (10mM)
1.1g CaCl,x2H,0 (75mM)
0.12g RbCI (10mM)
in 50ml Wasser losen
ad 15ml Glycerin
pH 6.5 mit HCl einstellen
ad 100ml A. bidest

0.2um sterilfiltrieren

2.1.10 Transformation in kompetente Bakterien

SOC — Medium:
2% Trypsin
0.5% Hefeextrakt
10mM NacCl
2.5mM KCl
10mM MgCl,
10mM MgSO4
20mM Glukose

2.1.11 Seren

folgende Seren wurden verwendet:

als primérer Antikorper (AK): His-Tag-AK (Maus)
Patientenserum nach Puumala-Infektion (Anti-PuuN,
IgQG)

als sekundérer Antikorper: Anti-mouse-AK, IgG, POD  Calbochem
Anti-mouse-AK, IgG, AP Sigma
Anti-human-AK, IgG, POD Mikrogen
Anti-human-AK, IgG, FITC Diagnostika
Anti-rabbit-AK, AP Sigma
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Anti-rabbit-AK, POD Sigma

2.1.12 Losungen, Medien und Puffer

2.1.12.1 Bakterienkultur

LB Medium, LB Broth Base Invitrogen
LB — Platten Difco LB Agar Miller, BD
5 x LB-Medium: 100g LB Broth — Base
ad 11 A. bidest
Sterilisierung durch Autoklavieren
Ampicillin: ~ Stocklosung: 100mg/ml
Gebrauchslosung: 100pg/ml (1:1000)
1 x LB-Medium mit Ampicillin:
20ml 5 x LB-Medium
100ul Ampicillin-Stocklosung
ad 11 A.bidest

2.1.12.2 Indirekte Immunfluoreszenz

Objekttrager mit Zellkulturaufsatz (Chamberslides), Deckgléser
Methanol, -20°C

0.1% BSA/ PBS

Eindeckelmedium: 1M Tris, pH 8, 1:10 in Glycerin

2.1.12.3 Zellkultur

Vero — E6 — Zellen:  Nierenzellen von der Griinen Meerkatze

ATCC Nummer CCL -26

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) — 10% FCS:
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500ml DMEM mit Glutamax

50ml FCS (fetal calf serum)
1.2ml Antibiotikamix
Antibiotikamix

30mg/ml Penicillin

50mg/ml Streptomycin

Trypsin

2.1.12.4 Plasmidpraparation

TENS
Sml 100mM Tris, pH 8
500ul 100mM EDTA, pH 8
Iml SN NaOH
2.5ml SDS, 10%

ad 36.5ml Wasser

TE
10mM Tris, pH 7.5
ImM EDTA

70% Ethanol
70ml Ethanol abs.

ad 100ml A.bidest

2.1.12.5 Proteinexpression und —aufreinigung

IPTG peQLab
Stocklosung: 100mM
Gebrauchsverdiinnung: 1:100, ImM



8 x Binde-Puffer-Stocklosung

40mM Imidazol

4AM NaCl

160mM Tris-HCI, pH 7.9
einstellen auf pH 7.9

1 x Binde-Puffer/ 6M Urea
50ml 8xBinde-Puffer-Stocklosung
148¢g Urea
ad 400ml A. bidest

8 x Wasch-Puffer-Stocklosung

480mM Imidazol

4M NaCl

160mM Tris-HCL, pH 7.9
einstellen auf pH 7.9

1 x Wasch-Puffer/ 6M Urea

50ml 8xWaschpuffer-Stocklosung
148¢g Urea
ad 400ml A.bidest

PBS/ 1% Triton X

0.1 M Nickelsulfat

4 x Eluierungspuffer-Stocklosung

4AM Imidazol

M NaCl

80mM Tris-HCI, pH 7.0
einstellen auf pH 7.9

1 x Eluierungspuffer

3ml 8x Eluierungspuffer-Stocklosung

29



ad 12ml A.bidest

Lysozym (Endkonzentration 100pug/ml)

DNAse (10 Units/ml)

Dialyseschldauche, DIALYSIS TUBING

Dialyse — Puffer: TNE

10mM Tris-HCI, pHS8
100mM NaCl
ImM EDTA, pH 8

2.1.12.6 Agarosegel Elektrophorese

50 x TAE —Puffer

242¢ Tris
57.1ml Essigsdure
18.6¢ EDTA

ad 11 A.bidest

Ethidiumbromid-Stockldsung
1% (10mg/ml) Stammldsung

6 x Bromphenolblau (BPB)-Ladepuftfer

40g Sucrose
0.125¢g BPB
Iml SDS, 10%

ad 100ml A.bidest

Sigma
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2.1.12.7 SDS - PAGE

Acrylamid — Losung
Acrylamidstammldsung, 38%
Bisacrylamid, 2%
Rotiphorese Gel 40, Fa. Roth

Trenngel — Puffer
1.5M Tris — HCI, pH 8.8

Sammelgel — Puffer

1.0M Tris — HCI, pH 6.8

TEMED
TEMED, 99%

SDS — Losung
SDS, 10%

Ammoniumperoxodisulfat — Losung

Ammoniumperoxodissulfat (APS), 10%

2 x Proteinproben Puffer (PPP)

0.125M Tris

4% SDS

20% Glycerol

10% beta-Mercaptoethanol
0.1% Bromphenolblau

2.1.12.8 Western Blot

Blotpuffer
5.81g Tris
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2.93g Glycerin
0.37g SDS
200ml Methanol
ad 11 A. bidest

PBS ( Phosphate Buffered Saline)

8.0g NaCl

0.2g KCl

0.167¢g CaCl, x6H,0
0.1g MgCl, x6H,O
1.15¢ Na,HPO4*x2H,0
0.2g KH,PO4

ad 11 A. bidest

Blocklosung (PBS/ 4% Milchpulver)
4g Magermilchpulver
100ml PBS

Antikdrperverdiinnungslosung (PBS/ 5 %BSA)
S5g BSA
100ml PBS

Waschlosung (PBS-Tween 20/ 0.5%)
Sml Tween 20

ad 11 PBS

Coomassieblau — Farbelosung

6mg Bromnaphtol in 2ml Methanol 16sen
25ml PBS
10ul H,0,
Entfarberlosung
10% Essigsdure
25% Methanol
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65% H,O

Nitrocellulosemembran, Hybond ECL Amersham pharmacia biotech
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2.2 Methoden

2.2.1 Anzucht und Kultur von Viren

Die Virusanzucht der beiden hantaviralen Stimme Puumala und Dobrava fand im S3-
Labor statt. Dazu wurden Vero-E6-Zellen in Kultur genommen und mit virushaltigem
Zelliiberstand, der aus dem Institut fiir Virologie und Immunbiologie der Universitit
Wiirzburg stammt, infiziert. Die Vero-E6-Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit 75
cm? Grundfliche ausgesetzt und in Kulturmedium bei 37°C, 5% CO, — Gehalt und 95%
Luftfeuchtigkeit als Standardbedingungen im Zellkulturschrank angeziichtet. Als
Kulturmedium wurde DMEM, versetzt mit 10% FCS, Penicillin und Streptomycin,
verwendet, alle Arbeiten der Zellkultur fanden unter der Sterilbank statt. Nach wenigen
Tagen waren die am Flaschenboden adhirenten Zellen zu einem dichten Rasen
gewachsen und wurden je nach Dichte gesplittet. Kulturmedium wurde abgezogen, die
konfluenten Zellen mit 2ml PBS gespiilt und mit 3ml Trypsin fiir 5 bis 10 Minuten bei
37°C vom Boden gelost und separiert. 8ml Kulturmedium wurden zugegeben und noch
zusammenhdngende Zellen durch mehrfaches Mischen mit der Pipette getrennt. Davon
wurden dann 9ml abgezogen und die verbliebene Zellosung mit frischem Kulturmedium
auf 10ml aufgefiillt, so dass die Zellzahl auf 1: 10 reduziert war. Die Zellen wurden fiir
3 bis 5 Tage im Zellkulturbrutschrank weiterkultiviert. Am Vortag der Infektion wurden
1 000 000 Vero-E6-Zellen in Kulturflaschen mit einer Grundfliche von 25¢cm” ausgesit.
Diese wurden mit 2ml aufgetautem infektidsen virushaltigen Uberstand versetzt. Die
Infektion erfolgte mit Kulturiiberstand von Puumala (Sotkamo) und Dobrava (Saarema).
Eine Negativkontrolle wurde ebenfalls angesetzt. Die Kultur der Viren erfolgte im
Zellkulturbrutschrank unter beschriebenen Bedingungen. Sobald die Zellen konfluent
waren, wurden sie mit 2ml PBS gespiilt, mit 0.5ml Trypsin vom Kulturflaschenboden
abgelost und 9.5ml frisches Medium zugegeben, um die Zellen dann in eine groéBere
Kulturflasche mit einer Grundfliche von 75cm’® umzusetzen. Die Zellen wurden
weiterkultiviert und alle 3 bis 5 Tage gesplittet.

Um den Infektionsstatus der Zellen beurteilen zu konnen, wurde die Indirekte
Immunfluoreszenz (siehe 2.2.4.3) durchgefiihrt. Zellen, die dabei stark positive Signale

aufwiesen, wurden zur Préparation von hantaviraler mRNA verwendet.
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2.2.2 RNA Priparation

Beim Splitten der infizierten Zellen wurde ein Teil der Zellosung (1/3 bis 1/10)
weiterkultiviert, die restlichen Zellen wurden der RNA Priparation mit dem Qiagen
RNeasy Mini Kit zugefiihrt. Zur Asservierung von Zellmaterial wurden deshalb die
beim Splitten reduzierten Zellen nicht mit Medium, sondern mit PBS auf 10ml
aufgefiillt. 1ml der Zell-PBS-Losung verblieb in der Flasche und wurde mit 9ml
Medium zur Weiterkultivierung aufgefiillt. Die restlichen 9ml wurden in ein 15ml
Falcon-Bluecap Gefdl gefiillt und zentrifugiert. Das PBS wurde verworfen und das
Zellpellet in 1.8ml RLT-Puffer mit Beta-Mercaptoethanol homogenisiert. Die Proben
wurden weiterverarbeitet oder bei -80°C eingefroren.

Die RNA-Préparation wurde mit dem Qiagen RNeasy Mini Kit (Spin Protocol)
durchgefiihrt. Dazu wurde zum Zellysat gleiches Volumen an 70% Ethanol gegeben und
gemischt. Die Probe wurde auf eine RNeasy Mini Spin Sdule aufgetragen und fiir 15
Sekunden bei 10 000rpm zentrifugiert. 700ul des Puffers RW1 und wiederholt 500ul
des Puffers RPE wurden auf die Sédule aufgetragen und und abzentrifugiert. 30ul RNAse
freies Wassers wurde auf die Sdule gegeben, um durch anschlieBende Zentrifugation die
hantavirale RNA aus der Sdule zu eluieren. Die Konzentration der -eluierten

Nukleinsdure wurde photometrisch bestimmt.

2.2.3 Reverse Transriptase-Polymerase Ketten-Reaktion (RT-PCR)

1.RT

Die Reverse Transcriptase (RT) ist eine RNA abhingige DNA-Polymerase und stellt
einen charakteristischen Bestandteil von Retroviren dar. Das Enzym schreibt die RNA
dieser Viren in komplementdre DNA-Molekiile (¢cDNA) um, die dann als Provirus in
das Wirtszellgenom integriert wird. Das Dogma der Molekularbiologie, die Annahme
des obligatorischen unidirektionalen Flusses in der Synthese von RNA zur DNA, wurde
durch die Entdeckung der RT widerlegt.

Die RNA der hantaviralen S-Segmente von Puumala und Dobrava, welche fiir das
jeweilige Nukleokapsid-Protein (N-Protein) codieren, wurde mit Hilfe der RT-Reaktion

in die stabilere cDNA umgeschrieben. Die cDNA war auflerdem Voraussetzung fiir
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weitere molekularbiologische Modifikationen. Spezifische Primer waren notwendig, um

die Reaktion zu initiieren.

2. PCR ( Mullis et al., 1986):

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde fiir die selektive Amplifikation einer
bestimmten DNA Sequenz eingesetzt. Die Spezifitit der Reaktion fiir einen bestimmten
DNA Abschnitt wurde durch die Verwendung spezifischer Oligonukleotidprimer
erreicht. Dabei wurde die Zielsequenz durch das spezifische Primerpaar erkannt und
flankiert. Ein Primer lagert sich auf dem (+)-, der andere auf der (-)- Strang der Ziel-
DNA an. Das Prinzip der PCR ist im Folgenden dargestellt: 1. Denaturierung des DNA-
Doppelstranges bei 94°C, 2. Annealing (Anlagerung) der Primer bei 50 bis 55°C an die
Komplementédrsequenz der DNA, und 3. Elongation bei 72°C, wobei das hitzestabile
Enzym Taq Polymerase, ausgehend von beiden Primern, die zugefiigten dNTB's zu
einem komplementdren DNA Strang zusammenfiigt. Durch Wiederholung der Zyklen

wird die selektive Amplifikation einer DNA Sequenz erreicht.

3. RT-PCR
RT und PCR wurden als RT-PCR in einem fortlaufenden Arbeitsproze8 nach
folgendem Protokoll zusammengefasst. Verwendet wurde die Superscript II

(Polymerase) von Promega.

1.RT: 1ul Primer (entspricht 20 pg/ul)
3-5ul RNA
1ul RNAse Inhibitor
add H,O auf 12ul
70°C fiir 10 min, danach auf Eis
4ul 5 x First Strand Buffer
2ul 0.1M DTT
1ul 10 mM dNTB Mix
42°C fiir 2 min
1ul SUPERSCRIPT II (= 200 units)
42°C fiir 50 min
Reaktionsinaktivierung: 70°C fiir 15 min, 30°C fiir 30 min
Zusatz von RNAseA (1%): 94°C fiir 10 min,

36



2.PCR: Ansatz: 10pl cDNA
3ul Primer 1
3ul Primer 2
2ul dNTB Mix
3ul Taq Extender Buffer
0.4ul Taq Extender
0.7ul Taq Polymerase
7.9ul H,O
Totalvolumen: 30ul

Beginn der PCR: Erhitzen des Thermocyclers auf 94°C
Folgende Zyklen werden 35 bis 40mal wiederholt:
94°C, 30 sec

50-55°C, 1 min

72°C, 2 min

Ende der PCR

72°C, 6min

4°C, o

Ein kleiner Teil der PCR-Lésung wird auf ein Agarosegel aufgetragen, um die PCR

Produkte darzustellen und zu bestétigen.

2.2.4 Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Mit einer Nukleinsdurenverdiinnung von 1:100 wurde eine spektrophotometrische
Extinktionsmessung bei A= 260 nm durchgefiihrt. Das Prinzip der Messung ist, dass ein
Lichtstrahl durch eine nukleinsdurehaltige Losung féllt und dadurch von einem
Photometer eine konzentrationsabhidngige Extinktion bei bekannter Wellenldnge
ermittelt wird. Fir die Messung wurden Quarzkiivetten benutzt. Vor Beginn der
Probenmessung wurde das Gerét mit der Extinktion von Wasser als Nullwert kalibriert.
Die Reinheit bzw. der Grad der Verschmutzung der Probe konnte durch den Quotienten

der Optischen Dichte (OD) bei A=260 und der OD bei A=280 angegeben werden. War
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der Quotient grofer 1.8, so galt die Probe als rein. Mit folgender Formel konnte die
Nukleinsdurenkonzentration berechnet werden:
OD-Wert x Verdiinnungfaktor x Extinktionsfaktor (Multiplikationskoeffizient)
=xpug/ ml
Extinktionsfaktoren: fiir dsSDNA: 50pug/x ml,
fiir ssDNA: 40pg/x ml,
fiir RNA: 35pg/x ml

2.2.5 Klonierung in den pCR2.1TOPO - Vektor der Fa. Invitrogen

Der pCR2.1 — TOPO - Vektor wurde fiir die direkte Insertion der cDNA des
hantaviralen S-Segmentes von Puumala und Dobrava nach RT und Amplifikation mit
der PCR gewdhlt. Nach Ligation wurde der rekombinante Vektor in TOP10 kompetente
Zellen transformiert. Dieser Zwischenklonierungsschritt sollte die Charakterisierung der
amplifizierten DNA durch Sequenzierung erlauben, bevor in den bakteriellen

Expressionsvektor kloniert wurde.

2.2.6 Klenow Enzym

Die E.coli DNA-Polymerase I als ein Enzym der Replikation und der Reparatur kann
durch Spaltung in zwei Fragmente zerlegt werden. Das daraus resultierende grofBere
Fragment hat eine 5°- 3° Polymeraseaktivitit und wurde als Klenow Enzym fiir
folgende Aufgaben eingesetzt. Hatte ein Restriktionsenzym nach DNA-Verdau ein Ende
mit 5° - Uberhang hinterlassen, dann wurde mit Klenow — Enzym das 3’- Ende mit
zugesetzten dNTB’s und im Puffer enthaltenden Magnesium als Koenzym zu einem
dem 5’- Uberhang komplementiren DNA Strang aufgefiillt, so dass ein stumpfes Ende
resultierte.
Ansatz flir 30pul : 19u1 DNA

0.5u1 2mM dNTB

1.5ul Klenow Polymerase

3ul Puffer

oul HO
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37°C, 10 min
70°C, 10 min

2.2.7 T4-DNA-Polymerase

T4 bezeichnet einen Bakteriophagen von E. coli. Die daraus isolierte T4-DNA-
Polymerase wurde verwendet, um 5°- Uberhinge von Doppelstrang-DNA
komplementir aufzufiillen bzw. um mit einer 3’-5'- Exonukleaseaktivitit 3 -Uberhinge
von DNA abzudauen. Dadurch konnten durch Restriktionsenzyme entstandene DNA-
Uberhiinge geglittet und fiir folgende Klonierungen kompatibel gemacht werden.
Ansatz fiir 30ul:19ul uDNA

2ul 2mM dNTBs

2ul T4-DNA-Polymerase

3ul Puffer

4ul HO

11°C, 20 min

70°C, 20 min

2.2.8 Dephosphorilierung von 5" - Enden mit dem Enzym CIAP

Um ein DNA Fragment in einen linearisierten Vektor zu integrieren braucht die T4-
Ligase als ausfiihrendes Enzym der Ligationsreaktion ein freies 5'- Phosphatende.
Um zu verhindern, dass der linearisierte Vektor mit seinem eigenen freien 5’- Phosphat-
Rest und einer eigenen freien 3'- OH-Gruppe eine Phosphodiesterbindung ausbildet und
rezirkularisiert, wurde das 5’'- Phosphat-Ende des Vektors mit der CIAP (calf intestinal
alkaline phosphatase, MBI) abgespalten.
Ansatz: 25ul Vektor

Sul 10 x Reaktionspuffer

2ul CIAP

add H,0 auf 50ul

2 h,37°C
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2.2.9 Ethanol - Priizipitation

DNA wurde mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen gespalten, die ein jeweiliges
Spaltungsoptimum in verschiedenen Puffern aufwiesen. Nach erfolgter erster Spaltung
muflte der Spaltungsansatz deshalb vom Salz des vorangegangenen Puffers befreit
werden. So konnte der folgende zweite Verdau mit einem Restriktionsenzym im dafiir
geeigneten Puffersystem stattfinden. Die Entfernung von Pufferresten wurde durch die
Ethanol-Féllung erreicht.
Ansatz:1/10 Vol NaAc, pH 5.2, 3M

200-300 % Vol EtOH 100%

15 min bei 14000 rpm

Pelletautnahme in 500u1 EtOH, 70%

10 min bei 14000 rpm

Pellet fiir 10 min bei 37°C trocknen

Pelletauthahme in H,O

2.2.10 Phenol / Chloroform Extraktion

Um DNA nach erfolgtem Restriktionsenzymverdau von Verunreinigungen mit
Proteinen zu befreien und die Enzyme der vorausgegangenen Spaltungen zu
inaktivieren, wurde die Phenol/ Chloroform Extraktion durchgefiihrt. Auf eine wissrige
DNA Losung wurde dazu das gleiche Volumen ROTI-Phenol-Chloroform-Lésung
gegeben, durchmischt, 30 Sekunden bei 14000rpm zentrifugiert, und die wéssrige obere

Phase vorsichtig abgenommen. Das Procedere wurde dann noch einmal wiederholt.

2.2.11 Ligation von DNA Fragmenten mit der T4-DNA-Ligase

Die T4-DNA-Ligase wird als Produkt des T4-Bakteriophagen aus E.coli isoliert.

Das Enzym katalysiert die Ausbildung einer Phosphopdiesterbriicke zwischen einem 5'-
Phosphat und einer freien 3'- OH-Gruppe eines Nukleinsduremolekiils in einer ATP-
abhingigen Reaktion. Ein DNA Fragment wurde in einen dephosphorilierten

linearisierten Vektor integriert, indem zwischen dem 5°- Phosphat und dem 3’-OH-
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Ende des Vektors bzw. des Inserts eine Phosphodiesterbindung ausgebildet wurde. Die
Verkniipfung wurde durch die T4- Ligase katalysiert.
Ansatz: 100ng Vektor DNA
6 — 10 facher UberschuB3 an Insert-DNA
2ul Ligase Puffer
1ul T4-DNA-Ligase
add H,O to 20pul
Die Ligation fand im Wasserbad bei 14°C iiber Nacht statt.

2.2.12 Herstellung kompetenter Bakterien

Unter Kompetenz von Bakterien versteht man die Durchldssigkeit der bakteriellen
Zellwand (Murein) und der Zellmembran fiir Fremd-DNA. Dies wird erreicht durch die
Aufnahme der Zellen in Ca,Cl, einem wesentlichen Bestandteil der Puffer TIB1 und
TJB2. Die Zuammensetzung der bendtigten Puffer TIB1 und TJB2 sind im Materialteil
beschrieben. Man begann am Vorabend mit dem Ansetzen einer Sml - Ubernachtkultur.
Daraus wurde am ndchsten Morgen 1ml entnommen und damit 100ml LB-Medium
angeimpft. Das Medium wurde bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert, bis dessen
Optische Dichte, gemessen bei einer Wellenldnge von 595nm, 0.2 bis 0.3 betrug. Dann
wurden die Bakterien fiir 5 Minuten auf Eis gestellt und anschlieBend bei 4°C fiir 10
Minuten bei 2500 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde nun in 40ml TJB1 Puffer
aufgenommen und fiir 10 Minuten bei 4°C und 3500 rpm zentrifugiert. Dann erfolgte
die Resuspension des Pellets in 4ml TJB2 Puffer, anschlieend wurde die Losung fiir 15
Minuten auf Eis gekiihlt. Dem Eis wurde 100% EtOH zugegeben, um eine
Schockgefrierung der hergestellten Bakterienlosung zu erreichen. Es folgte die
Aliquotierung der nun kompetenten Zellen in 1.5ml Eppendorfrohrchen a4 200ul und
anschlieBende Lagerung bei -80°C.

Die kompetenten Zellen wurden hinsichtlich ihrer Reinheit und ihrer Funktion getestet.
Dazu transformierte man 0, 10 und 100ng eines Plasmides (pRSET) in die hergestellten
Bakterien und beurteilte die Kompetenz der Bakterien anhand des quantitativen

Wachstums auf den LB/Ampicillin - Platten.
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2.2.13 Transformation in kompetente Zellen

Der Zustand der Kompetenz von Bakterien war Vorraussetzung fiir die Transformation.
Transformation bedeutet das Einbringen von fremder DNA in ein Bakterium (Sambrook
et al.,, 1989). Fiir die Transformation wurden die bei -80°C gelagerten Kompetenten
Zellen auf Eis aufgetaut und 10 bis 20ul eines Ligationsansatz bzw. 100ng DNA
vorsichtig in 100pul kompetente Zellen gemischt. Der Ansatz verblieb 30 Minuten auf
Eis. Die Aufnahme der DNA in das Bakterium wurde durch Hitzeschock induziert.
Dafiir wurde die Suspension fiir 30 Sekunden bei 42°C im Wasserbad inkubiert, danach
fiir 2 Minuten auf Eis gekiihlt. 250pul eines vorgewdarmten SOC — Medium wurden
hinzupipettiert und der Ansatz fiir 1 Stunde bei 200rpm und 37°C auf dem
Bakterienschiittler gemischt. Danach erfolgte das fraktionierte Ausstreichen des
Transformationsansatzes von 50ul und 250ul auf vorgewdrmte LB-Platten mit
Ampicillin. Die Platten wurden fiir 8 bis 12 Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert.
Die gewachsenen Bakterienkolonien standen jetzt flir prdparative und analytische

Zwecke zur Verfligung.

2.2.14 Minipraparation

Die Minipriparation wurde zur Isolierung von Plasmid — DNA aus einer E.coli
Bakterienkultur angewendet. Das Prinzip der Alkalischen Lyse stellt dabei die
Grundlage der Miniprdparation dar (Birnboim und Doly, 1979): Zellen wurden
aufgeschlossen, chromosomale DNA, Proteine und Zelltriimmer anschlieBend durch
den Zusatz des Detergents SDS préazipitiert. Durch Zentrifugation konnte denaturiertes

Zellmaterial im Sediment vom Plasmid im Uberstand abgetrennt werden.

2.2.14.1 TENS-Methode

Am Vorabend setzte man eine Ubernachtkultur von 2ml an. Dafiir gab man entweder
einige pl einer Bakteriensuspension oder eine steril gepickte Kolonie von einer LB-
Agarplatte mit Ampicillin in 2ml LB-Losung, die ebenfalls Ampicillin enthielt. Die

Losung wurde bei 37°C auf dem Bakterienschiittler iiber Nacht inkubiert. Ein Sediment
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wurde abzentrifugiert, etwa 50-100ul des Uberstandes nach Abschiitten belassen und
auf dem Vortexer wieder miteinander homogenisiert. Durch Zugabe von 300ul TENS
wurde die alkalische Lyse der Bakterien induziert: die Zellmembran wurde zerstort und
Protein, chromosomale DNA und Plasmid freigesetzt. Durch Zugabe von 150ul 3M
Natrium Acetat Losung mit einem pH von 5.2 prézipitierten Zelltriimmer, linearisierte
Doppelstrang — DNA und Proteine. Die zirkularisierte Plasmid-DNA blieb in Losung
erhalten und konnte durch nachfolgende Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 14000rpm
von den restlichen Zellbestandteilen im Uberstand abgetrennt werden. Die Plasmid-
DNA wurde durch Zusatz von 100% EtOH aus dem Uberstand gefillt, fiir 5 Minuten
bei 14 000rpm zentrifugiert und das resultierende Sediment mit 500ul 70 % EtOH
gewaschen. Das Sediment als Plasmid enthaltendem Anteil wurde anschlieBend in der

Speed Vac fiir 15 Minuten getrocknet und in 50ul H>0 oder TE aufgenommen.

2.2.14.2 Saulenmethode (Qiagen)

Mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit war es moglich, einen hoheren Reinheitsgrad der
Plasmid-DNA zu erreichen. Neben analytischen Zwecken wurde die Plasmid-DNA
auch fiir priparative Arbeiten, wie Umklonierungen eingesetzt. Eine Ubernachtkultur
bis zu Sml LB-Medium mit Ampicillin wurde mit steril gepickten Kolonien oder einer
bereits bestehenden Bakteriensuspension versetzt und bei 37°C auf dem
Bakterienschiittler inkubiert. Das abzentrifugierte Sediment wurde in 250ul P1 Puffer
resuspendiert. Durch die Zugabe von 250ul P2 Puffer wurde die alkalische Lyse
induziert, der Ansatz wurde flir 5 Minuten gemischt. Durch das Zusetzen von 350ul N3
Puffer prézipitierten die Zelltriimmer, chromosomale DNA und die Proteine und
wurden durch anschlieBende Zentrifugation fiir 10 Minuten sedimentiert. Die im
Uberstand enthaltende Plasmid-DNA wurde auf eine QIAprep spin Siule gegeben, die
fiir 1 Minute zentrifugiert wurde. Die DNA war jetzt in der Sdulenmatrix gebunden.
Anschliefend wurde die Sdule mit 500ul PB Puffer und mit 750ul PE Puffer
gewaschen. Dazu trug man den jeweiligen Puffer auf die Sdule auf und zentrifugierte
diese kurz ab. Um Pufferreste vollstindig aus der Sdule zu entfernen, wurde die Séule
danach noch einmal fiir 1 Minute ,,leer zentrifugiert. Die Sidule wurde in ein neues
1.5ml Gefal umgesetzt und die Plasmid-DNA mit 50ul H,O bzw. EB Puffer eluiert.

AnschlieBend wurde die Konzentration der DNA photometrisch bestimmt.
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2.2.15 Maxipraparation

Die Plasmid-DNA Praparation mit dem QIAGEN Plasmid Maxi Kit ermdglichte hohe
Konzentrationen und einen hohen Reinheitsgrad an Plasmid - DNA zu gewinnen.

Am Vorabend versetzte man bis zu 500ml 1xLB/ Ampicillin-Lésung mit 100ul einer
Ubernachtkultur aus einer Minipréiparation oder aus einer frisch gepickten Kolonie. Der
Ansatz wurde bei 37°C und 180rpm auf dem Bakterienschiittler {iber Nacht inkubiert.
Die Bakteriensuspension wurde dann in 500ml Zentrifugationsbechern fiir 15 Minuten
bei 4°C und 5000rpm abzentrifugiert, in 10ml P1 Puffer/RNAseA resuspendiert und
10ml P2 Puffer zur Induktion der alkalischen Lyse zugefiigt. Der Ansatz wurde fiir 5
Minuten gemischt, dann wurde die Lysereaktion durch Zugabe von 10ml P3-
Neutralisationspuffer und Kiihlung des Ansatzes fiir 20 Minuten auf Eis gestoppt.
Zelltrimmer, chromosomale Doppelstrang-DNA und Proteine wurden bei 13 000rpm,
4°C fiir 30 Minuten abzentrifugiert sowie vom plasmidhaltigen Uberstand getrennt.
Dieser wurde auf QIAGEN-tip Siulen aufgetragen, welche zuvor mit 10ml QB-Puffer
aquilibriert wurden. Das Plasmid wurde so an die S&dulenmatrix gebunden. Zur
Erhohung des Reinheitsgrades wurde die Sdule in 2 Schritten mit je 30ml QC-Puffer
gewaschen. Dann erfolgte die Eluation mit 15ml QF-Puffer, die Eluatprazipitation mit
10,5 ml Isopropanol und eine anschlieBende Zentrifugation bei 4000rpm und 4°C fiir 30
Minuten zur Sedimentierung der gefdllten Plasmid-DNA. Das Sediment wurde mit Sml
70% EtOH gewaschen, abzentrifugiert bei 4000rpm, 4°C fiir 10 Minuten und
anschlieBend im Exiccator im Vakuum getrocknet. AbschlieBend wurde das Sediment
in 1ml PE Puffer aufgenommen, eine photometrische Konzentrationsbestimmung

durchgefiihrt und auf eine Konzentration von 1pg/ul eingestellt.

2.2.16 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Zur Spaltung von DNA an definierten Stellen wurden Restriktionsenzyme eingesetzt.

Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die in der Regel pallindromische Sequenzen
erkennen und diese spezifisch spalten. Die Enzyme sind bakteriellen Ursprungs. Je
nachdem, wie hiufig die vom Enzym erkannte Sequenz im Gesamtgenom auftrat, gab
es Genomfragmente unterschiedlicher Linge. Wurden die Fragmente auf ein

Agarosegel aufgetragen und in einer Elektrophorese der Grofle nach aufgetrennt, ergab
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sich ein fiir dieses Genom typisches Bandenmuster. Diese sequenzabhingige Spaltung
von DNA bildete die Grundlage zur Klonierung viraler Gene.
Spaltungsansatz: 10ul DNA

2ul 10 x Reaktionspuffer

Enzym (0.5-1pul)

add H,O auf 20ul
U ist dabei eine Enzymeinheit, definiert als die Menge an Enzym, die 1ug A-DNA in 1
Stunde spaltet. Der Ansatz wurde mindestens fiir 2 Stunden oder auch iiber Nacht bei

37°C inkubiert.

2.2.17 Sequenzierungen

Grundlage der Sequenzierung von DNA stellt die Kettenabbruchreaktion nach Sanger
dar (Sanger et al.,, 1977). Die Methode erlaubt eine prizise Bestimmung der
Basenabfolge von DNA. Die Sequenzierungen wurden mit dem Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit von Applied Biosystems durchgefiihrt. Der Kit enthélt die AmpliTaq FS
Polymerase. Die zu sequenzierende DNA stammte aus einer Miniprdparation mit der

Saulenmethode, aus einer Maxipraparation oder war ein PCR-Produkt.

1. Reaktionsansatz: ~ 2ul Premix (Big Dye)
200-500ng DNA
10pmol Primer
auf 10ul mit H,O
2. Amplifizierung der zu sequenzierenden DNA
Cycling: 96°C fiir 10 Sekunden
45-60°C fir 5 Sekunden (Temperatur in Abhédngigkeit der
Schmelztemperatur des Hybrids)
60°C fiir 4 Minuten
Zyklenwiederholung 25mal
3. Aufreinigung der DNA mit den Autoseq G-50 Séulen
Die Sédulen wurden kurz mit dem Deckel nach unten gevortext, um die Matrix zu
homogenisieren, dann fiir 2 Minuten bei 5000rpm zentrifugiert und die wéssrige Phase

entfernt. Die Séule wurde dann zweimal mit H,0 gewaschen. Die Waschschritte waren
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wichtig, da die vorgequollene Sdulenmatrix mit einem Kation versetzt war, welches
bakteriellen Wachstum verhindern sollte. Allerdings storte diese ionische Substanz den
Transfer der DNA in die Sequenzkapillare. Die Sequenzierungsproben wurden
anschlieBend auf die schrige Matrix der vorbereiteten Sdulen aufgetragen und fiir 2
Minuten bei 5000rpm zentrifugiert. Dann wurde die Probe fiir circa 1 Stunde in der
Speed Vac getrocknet und pelletiert.

4. Pelletaufnahme in 15ul TSR Puffer

5. Denaturierung fiir 2 Minuten bei 90°C und Uberfiihrung in spezielle

Sequenzierungstubes; Lagerung bei 4 °C.

2.2.18 Agarosegelelektrophorese

Mit der Agarosegelelektrophorese konnten DNA-Fragmente nach ihrer Molekiilgrofe
aufgetrennt werden. Durch das Anlegen einer Spannung wurde ein elektrisches Feld
erzeugt, wodurch DNA aufgrund von Léinge und Ladung unterschiedlich schnell
wanderte. So war es moglich DNA fiir praparative Arbeiten von Nebenfragmenten zu
befreien oder typische Bandenmuster zur DNA - Analyse nachzuweisen.

0.8-2.0g Agarose wurde dazu in 100ml TAE-Puffer in der Mikrowelle durch Aufkochen
gelost. 3ul Ethidiumbromid (10mg/ml) wurde zugegeben und das fliissige Gel nach
Abkiihlen in die vorbereitete Gelkammer gegossen. Das fertige Gel wurde in eine mit
TAE-Puffer gefiillte Gelkammer gesetzt. Die aufzutrennenden DNA Proben wurden mit
1xBPB Puffer versetzt und in die Taschen des Agarosegels pipettiert. Dann wurde ein
Potential zwischen 60 bis 120mV gewidhlt und das elektrische Feld erzeugt. Die
Konzentration der Agarose bestimmte den Trennbereich. Kleinere Molekiile liesen sich
bei einer hoheren Konzentration an Agarose besser voneinander trennen.
Ethidiumbromid interkalierte in der DNA und nach Anregung mit UV-Licht (A= 254
oder 365) konnte diese sichtbar gemacht werden Dies konnte entweder zum
Bandennachweis mit einem Transilluminator oder fiir priparative Arbeiten mit einer

UV-Handlampe geschehen.
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2.2.19 Reinigung von DNA mit Nucleospin

Um DNA aufzureinigen und von Nebenbanden zu befreien wurde der NucleoSpin
Extract Kit von Macherey-Nagel verwendet. Dafiir wurde die jeweilige DNA durch ein
Agarosegel von DNA-Fragmenten getrennt, mit der Handlampe zur Fluoreszenz
angeregt, die Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein 1.5ml
Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Nach Auswiegen der DNA wurde pro 100mg 300ul NT1
Puffer zugegeben und bei 50 °C fiir 5 bis 10 Minuten gelost. Der Ansatz wurde dann auf
eine NucleoSpin Extract Sidule aufgetragen und fiir 1 Minute bei 10 000rpm
zentrifugiert. Die zu isolierende DNA wurde dadurch an die Sdulenmatrix gebunden.
Dann folgte das Waschen der Sdule mit 500ul NT2 Puffer, mit 600ul NT3 Puffer und
mit 200ul NT3 Puffer. Zwischen den Pufferauftragungen auf die Sdule wurde der
jeweils vorangegangene Puffer durch Zentrifugation fiir 1 Minute bei 14 000rpm
entfernt. AnschlieBend wurde die DNA mit 25ul Eluationspuffer aus der Séule eluiert.
Die DNA war jetzt gereinigt und konnte fiir folgende Klonierungsarbeiten eingesetzt

werden.

2.3 Expression und Aufreinigung von Protein

2.3.1 Der pRSET-Expressionsvektor

Fiir die Proteinexpression des N-Proteins der beiden Serotypen Puumala und Dobrava
wurde der pRSETB-Vektor der Fa. Invitrogen als Expressionsvektor gewdhlt. Dafiir
wurde die cDNA des S-Segmentes der beiden Stimme Puumala und Dobrava aus dem
pCR2.1TOPO-Vektor in den Expressionsvektor umkloniert. Sequenzierungsergebnisse
der DNA ergaben, dass der pRSETB-Vektor gewéhlt werden musste, damit das
klonierte Insert sich im Leseraster zum ATG als Startcodon des Vektors befand. Als
Ergebnis wurden die beiden rekombinanten Plasmide pRSETBPuumalaN
(pRSETBPuuN) und pRSETBDobravaN (pRSETBDobN) erhalten, die den

Ausgangspunkt der bakteriellen Expression der hantaviralen N-Proteine darstellten.
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Abb. 3: pRSETB-Vektor der Fa. Invitrogen

Das Fusionspeptid besteht von N- nach C-terminal aus dem T7-Promotor (PT7), der Ribosomen Binding
Site (RBS), dem ATG Startcodon, 6 aufeinanderfolgenden Histidinen, der Enterokinasespaltstelle (EK),
der Multi Cloning Site (MCS) und dem Stopcodon. Die 6 Histidine haben die Funktion einer Metall-
bindenden Domine im translatierten N-terminal His-getaggten Protein und ermdglichen dadurch die
Aufreinigung durch Proteinimmobilisierung mit der Metallaffinitdtschromatographie. Die Enterokinase
kann zur Spaltung und damit zur Trennung von Protein und Fusionspeptid verwendet werden. Die MCS
ermdglicht die in-frame-Klonierung des Inserts mit dem ATG des Fusionspeptides. Die Vektoren
PRSETA,B und C weisen eine Leserasterverschiebung der MCS relativ zum ATG auf. Der Vektor tragt

weiter ein Ampicillin-Resistenz-Gen und einen bakteriellen Replikationsursprung.

2.3.2 Proteinexpression und die immobilisierende Metallaffinititschromato -

graphie

Als kompetente Zellen fiir die bakterielle Proteinexpression wurden die One Shot
BL21Star (DE3) Zellen der Fa. Invitrogen verwendet. Es handelt sich dabei um ein
Expressionsystem, welches vom T7 — Phagen - Promotor kontrolliert wird. Die
Funktion des T7-Promotors ist allerdings nur gegeben, wenn die T7-RNA-Polymerase
anwesend ist. Das Gen fiir die T7-RNA-Polymerase wird nur dann transkribiert, wenn
der Promoter durch Lactose oder ein Lactose — Derivat induziert wird. Deshalb wurde
IPTG (Isopropyl-1-thio-beta-D-Galactosid) als Laktoseanalogon zur Bakterienkultur
zugegeben, was die Bakterienzelle zur Produktion der T7-RNA-Polymerase anregte.

Die nun synthetisierte T7-RNA-Polymerase bindet an den T7-Promotor und induziert
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dadurch die Transkription des nachfolgenden Abschnittes, im vorliegenden Fall des

Gens, das fiir das hantavirale N-Protein codiert.
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Abb. 4: Darstellung der Induktion der Proteinexpression durch IPTG
One Shot BL21 Star (DE3) Kompetente Zellen, Fa. Invitrogen
(aus Biochemistry 660, September 04/2003)

Die rekombinanten Expressionplasmide pRSETBPuuN und pRSETBDobN wurden in
kompetente BL21DE3 Zellen transformiert und frisch gepickte Kolonien in 100ml
LB/Ampicillin - Ndhrmedium gebracht. Die Bakterien wurden bei 37°C auf dem
Bakterienschiittler zum Wachstum angeregt und bei einer Optischen Dichte von 0.6 mit
IPTG (10pg/ml) als Induktor der Proteinexpression versetzt. Die Losung wurde dann
fiir 12 bis 16 Stunden bei 35°C auf dem Schiittler zur Proteinexpression angeregt. Die
Bakterienlosung wurde durch Zentrifugation pelletiert und das enthaltene Protein in
einer Losung aus 2ml PBS/ 1% Triton X-100 resuspendiert. Um das bakteriell Murein
zu zerstoren, wurde Lysozym zugegeben (Endkonzentration 100pg/ ml, 15 Minuten bei
37°C). Die storende bakterielle DNA wurde mit 10ul DNAse (10 Units/ml) fir 15
Minuten bei RT abgedaut. Um einen vollstindigen Abbau zu gewdhrleisten, wurde
anschlieBend noch eine  Ultraschallbehandlung der Fraktion durchgefiihrt. Das
Bakterienlysat wurde nun fiir mindestens 1 Stunde bei 4400rpm zentrifugiert und
dadurch in eine 16sliche (Uberstand) und eine unldsliche Fraktion (Pellet) getrennt.
Rekombinante Proteine, die in E.coli Bakterienzellen exprimiert werden, kommen
sowohl in ldslicher Form als auch héufiger in unldslicher Form als sogenannte
Einschlusskorperchen vor. Die 16sliche Proteinform ist aber Voraussetzung fiir die

Proteinaufreinigung mit der Metallaffinititschromatographie, weshalb das exprimierte
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Protein durch Zugabe von 6M Urea in einen denaturierten I6slichen Zustand iiberfiihrt
worden ist. Um festzustellen, in welcher Fraktion das gesuchte Protein enthalten war,
wurden beide auf ein SDS-PAGE aufgetragen, mit Coomassie-blau gefdarbt und
beurteilt. Das Protein befand sich immer in der unldslichen Fraktion. Das Pellet wurde
in 1 x Binde-Puffer/ 6M Urea resuspendiert und dadurch in eine l6sliche Form
tiberfiihrt. Der Ansatz wurde fiir 1 Stunde bei 4400rpm zentrifugiert. Der entstandene
Uberstand stellte den proteinenthaltenden Anteil dar und wurde durch die folgende
immobilisierende Metallaffinitdtschromatographie von unspezifischen Protein und
Verunreinigungen befreit.

Das Prinzip der Proteinaufreinigung mit der immobilisierenden
Metallaffinitdtschromatographie beruht auf der Bindung des N-terminalen 6fach His-
getaggten rekombinanten hantaviralen N-Proteins an ein Nickel-Ion und dessen
Immobilisierung durch die NTA-Gruppen der Metallkomplexharzmatrix. Dabei bindet
der Imidazol-Ring als struktureller Bestanteil von Histidin an das Nickel. Zwar binden
auch unspezifische endogene bakterielle Proteine, die Histidin-Reste enthalten, die
Interaktion ist aber sehr viel schwécher und kann durch Imidazol in niedrigen

Konzentrationen durch kompetetive Verdrangung unterbrochen werden.

6 Histidine Metallkomplex
harz

Abb.5: Funktionsprinzip der Proteinreinigung mit der immobilisierenden
Metallaffinititschromatographie

Das 6fach His-getaggte hantavirale N-Protein wird durch den Imidazol-Ring im Histidin an das Nickel-
Ion gebunden, welches an NTA-Gruppen des Metallkomplexharzes bindet.

Im ersten Schritt wurden 2ml His Bind Resin in eine Sdule gefiillt. Das Resin formte
sich unter Wasserentzug zu einer Matrix. Dieses Austauscherharz wurde mehrfach mit
Wasser gewaschen und anschlieBend mit 4ml einer 0.1M NiSO4-Losung beladen.
Uberschiissiges, nicht an der Matrix gebundenes Nickel wurde durch mehrfaches
Waschen der Sédule mit Bindepuffer/ 6M Urea entfernt, dann wurde die vorbereitete

Proteinfraktion aufgetragen. Mit mehreren ml Waschpuffer/ 6M Urea (Waschpuffer
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enthélt Imidazol) wurden endogene unspezifische Histidin-Reste enthaltende Proteine
aus der Sdule gewaschen. Mit 5ml Eluierungspuffer (enthielt Imidazol in einer
Konzentration zwischen 100 und 250mM) wurde durch einen kompetetiven

Verdrangungseffekt das spezifische His-getaggten Protein aus der Matrix eluiert.

2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur quantitativen Bestimmung des Proteins wurde der kommerzielle BCA Protein
Assay Reagent Kit der Fa. PIERCE verwendet. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration mit der Methode von Pierce beruht auf der Reduktion eines
zweiwertigen Kupferions zu einem einwertigen durch Protein in alkalischem Medium
(Biuret-Reaktion). Ein einwertiges Kupferion geht mit 2 BCA-Molekiilen
(bicinchoninic  acid) einen Chelatkomlex ein, der kolorimetrisch durch
Spektrophotometrie detektiert werden kann. Die Absorption erfolgt bei einer
Wellenldnge von 562nm und ist linear zu Proteinkonzentration im Bereich von 2.0 bis
20pg/ml. Um eine Kalibrierungskurve zu erhalten wurden BSA Standards in
verschiedenen Konzentrationen (H,O als Nullwert bis zu 2.0ng BSA/ml) angesetzt. Die
erhaltenen Absorptionswerte konnten dann mit den bekannten Konzentrationen in
einem Diagramm zueinander in Verhiltnis gesetzt werden.

Das Working Reagenz (WR) wurde aus Losung A und Losung B im Verhéltnis 50 : 1
angesetzt und je 0.1ml der BSA Verdiinnungen sowie der zu messenden Proteinproben
mit 2ml der WR versetzt, 30 Minuten bei 37°C inkubiert, danach bis zur Messung auf
Eis gekiihlt. Dann wurde die Absorption der Proben bei einer Wellenldnge von 562nm
spektrophotometrisch bestimmt. Aus der Kalibrierungskurve konnte dann die

Konzentration der Proteinprobe abgelesen werden.

2.3.4 Proteindialyse

Die aufgereinigten hantaviralen N-Proteine der beiden Serotypen Puumala und Dobrava
sollten der Antikorperproduktion im Kaninchen zugefiihrt werden. Dazu war es notig,
das in der Proteinldsung noch enthaltende Urea, das Bestandteil der verschiedenen

Puffer der immobilisierenden Metallaffinitdtschromatographie war, durch eine Dialyse
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zu entfernen. Damit war die Voraussetzung fiir physiologische osmotische Bedingungen
als Vorbereitung der Injektion von Virusprotein in das Kaninchen gegeben. Fiir die
Dialyse wurden ca. 10cm eines Dialyseschlauches fiir 30 Minuten bei 70 bis 80°C in
500ml Dialysepuffer erwdrmt. Die Enden des Schlauches wurden nach Einfiillen der
Proteinfraktion mit Plastikclips verschlossen und fiir 24 Stunden bei 4°C in einem

100fachen Volumen an Dialysepuffer belassen.

2.4 Nachweis von Protein

2.4.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit der SDS-PAGE kann die Gro3e eines Proteins oder dessen Zusammensetzung aus
moglichen Untereinheiten ermittelt werden. Grundlage der Methode ist die negative
Ladung, die das Protein aufgrund des Zusatzes des stark negativen Detergents SDS
trdgt. So kann durch Anlegen eines elektrischen Feldes eine homogene Wanderung der
Proteine zur positiven Elektrode erreicht werden (Schédgger und von Jagow, 1987). Es
wurde zuerst eine stark vernetzte Matrix aus Polyacrylamid hergestellt, die
MaschengroBBe des Gitters konnte variabel, je nach GroBe des Proteins, mit
verschiedenen Acrylamidkonzentrationen eingestellt werden. Nach Anlegen einer
konstanten Spannung, blieben Proteine mit hohem Molekulargewicht weiter oben in der
Matrix hingen als Proteine, die eine geringere Grofle aufwiesen.
Zusammensetzung des verwendeten 10 % Trenngels, 10ml:

4.8ml H,O

2.5ml Acrylamid (38%Acrylamid, 2% Bisacryl))

2.5ml Trenngel-Puffer (1.5M Tris-HCI, pH 8.8)

0.1ml SDS (10%)

0.1ml APS (Ammoniumperoxodisulfat, 10%)

4ul TEMED
Der Ansatz wurde gemischt und in die vorbereiteten Elektrophoresekammern Mighty
small der Fa. Hoefer pipettiert. Das Trenngel wurde mit Wasser iiberschichtet, um eine
blasenfreie Polymerisation des Gels zu erreichen. Nach Aushértung der Matrix wurde
das Wassers entfernt und das Kamm- oder Sammelgel auf das polymerisierte Trenngel

aufgetragen.
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Zusammensetzung des Sammelgels, 5%, Sml:

3.4ml H,O

0.83ml Acrylamid/ Bisacrylamid

0.63ml Trenngelpuffer

0.05ml SDS

0.05ml APS

S5ul TEMED
In das aufgetragene Sammelgel wurde luftblasenfrei der gewéhlte Probenkamm gesetzt.
Nach Polymerisation wurde der Kamm entfernt, die Apparatur in die
Gelelektrophoresevorrichtung der Fa. Hoefer umgesetzt, mit Probenpuffer aufgefiillt
und die Probentaschen damit gespiilt. Zur Probenvorbereitung wurde 10ul einer
Proteinlésung mit Sul Probenpuffer (beta-Mercaptoethanol, Bromphenolblau, SDS)
gemischt, fiir 5 Minuten auf 95°C erhitzt und anschlieBend bis zur Verwendung auf Eis
gekiihlt. Das SDS lagerte sich als stark negatives Detergents an hydrophobe Bereiche
der Proteine an und iiberdeckte deren Eigenladung. Durch zusitzliche Zugabe von
Mercaptoethanol wurden alle S-S-Bindungen der Proteine gelost und damit die
Sekundéar- und Tertidrstrukturen der Proteine aufgehoben. Die Proteine lagen in
entfalteter Primérstruktur vor, Unterschiede im Wanderverhalten in der Elektrophorese,
abhingig von der jeweiligen Tertidrstruktur, waren damit beseitigt. Die vorbereiteten
Proteinproben wurden in die Kammgeltaschen pipettiert, und die Vorrichtung an ein
Netzgerit angeschlossen. Die Wanderung der Proben im Kammgel erfolgte bei 70V, die
im Trenngel bei 100V fiir etwa 1 Stunde. Das erzeugte elektrische Feld verursachte die
Wanderung der Proteine zum Pluspol, je nach Molekulargewicht der Proteine blieben
sie in den Maschen des Polyacrylamidnetzte hingen und konnten so rdumlich versetzt
getrennt werden. Zur unspezifischen Anfiarbung von Proteinen wurde nach Abschluf3
der Gelelektrophorese der Proteinfarbstoff Coomassie Brillant Blue verwendet. Das
Acrylamidgel wurde fiir 30 Minuten in diesem Farbstoff gefdrbt, danach iiberschiissiger

Farbstoff mit 10% Essigsdure entfernt.

2.4.2 Western Blot

Nach Beenden des SDS-PAGE konnten die im Gel vorhandenen aufgetrennten Proteine

auf eine Nitrocellulosemembran {ibertragen werden. Durch das stark negativ geladene
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Detergents SDS konnte das Funktionsprinzip der Gelelektrophorese angewendet
werden: das Anlegen eines elektrischen Feldes und die dadurch erzeugte
Proteinwanderung zur Anode. Die Proteine wanderten nun vom Gel zur Nitrocellulose,
an der sie anhafteten (Towbin et al., 1979).
Aufbau der Apparatur von unten nach oben:

Graphitplatte (Anode)

Filterpapier, 3 Lagen

Membran

SDS-Gel

Filterpapier, 2 Lagen

Graphitplatte (Kathode)
Die Filterpapiere und die Nitrocellulose wurden vor Gebrauch fiir 10 Minuten in
Blotpuffer inkubiert. Die gewidhlte Stromstarke ergab sich aus der Grofle des Gels. Es
wurden 1.0mA pro cm’ eingestellt. Der Lauf dauerte zwischen 90 und 120 Minuten,
danach hafteten die Proteine der Membran an. Auf den Western Blot folgte zur
spezifischen Proteinanalyse die Immunreaktion. Die an der Nitrocellulosemembran
haftenden Proteine stellten sich dabei als Antigene dar, die mit einem spezifischen 1.
Antikorper und einem zweiten Enzym-gebundenen Sekundirantikorper im Sinne einer
Immunreaktion markiert werden konnten. Zur Abséttigung unspezifischer
Bindungstellen wurde die Membran vor der Immunreaktion fiir 1 Stunde in einer
Blockierungslosung aus PBS/4% Milchpulver gegeben. Danach wurde sie 3 mal kurz
mit PBS/Tween-20 (0.5%) gespiilt, die 1. AK- Verdiinnung in der Blockierungslosung
eingestellt und iiber Nacht bei 4 °C auf dem Kipper inkubiert. Die Membran wurde
zweimal fiir 10 Minuten mit PBS/Tween-20 gewaschen bevor der 2. AK in die
Blocklosung gegeben wurde. Die Inkubation betrug diesmal 1 Stunde. Danach wurde
wiederholt fiir insgesamt 30 Minuten mit PBS/Tween-20 gewaschen. Die Markierung
der Proteine durch die Immunreaktion konnte prinzipiell in 2 verschiedenen Reaktionen
sichtbar gemacht werden. War der 2. AK mit dem Enzym Peroxidase (POD) gekoppelt,
wurde die ECL-Reaktion oder die DAB-Farbung (Diaminobenzidin) gewahlt, lag ein
Alkalischer-Phosphatase-gekoppelter 2. AK vor, wurde die Alkalische Phosphatase-
Reaktion durchgefiihrt.
Die ECL-Reaktion beruht auf einer chemischen Reaktion, bei der Licht erzeugt wird.
Verwendet wurde das Reagenz der Fa. Amersham, dem sogenannten ECL — Reagenz.

Es besteht aus zwei verschiedenen Losungen, die erst in einem bestimmten Verhiltnis
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gemischt die Reaktion auslost. Vorraussetzung der Reaktion ist der Peroxidase
gekoppelte 2. Antikorper, denn das ECL — Reagenz wird durch das Enzym stofflich
umgesetzt. Dabei findet Lichtemission statt, die mit Hilfe von Rontgenfilmen
festgehalten wird. Die Schwérzung des Filmes entspricht der Proteinbande. Die
Spezifitit ist durch die gewdhlten Antikorper in der vorangegangenen Immunreaktion
gegeben. Der Kit der Fa. Amersham besteht aus Losung A und Losung B, die in einem
Verhéltnis 1:40 gemischt und auf die Membran aufgetragen worden sind. Nach einer
fiinfmintitigen Inkubation wurden in der Dunkelkammer Rontgenfilme fiir verschiedene
Zeiten aufgelegt und entwickelt.

Fiir die DAB-Firbung musste eine DAB-Farbelosung hergestellt werden. Diese enthielt
30ul einer 3% NiSO4-Losung, 4.3ul H,O,, 35% und 0.03g Diaminobenzidin. Mit
50mM Tris Puffer pH7.5 wurde die Losung auf 5Sml eingestellt. Die Alkalische
Phosphatase -Reaktion setzt einen Alkalischen Phosphatase - gekoppelten 2. Antikorper
voraus, und fiithrt in der Reaktion zur Umsetzung einer Farbe. So lassen sich auf der
Nitrocellulosemembran farbige Proteinbanden darstellen. In 5ml Phosphatase-Puffer
wurde 33ul der Losung N und 16.5ul der Losung BCIP gemischt. Die Membran muf3
fiir die Inkubation abgedeckt werden, da die Reaktion lichtempfindlich ist.

2.4.3 Indirekte Immunfluoreszenz

Die Indirekte Immunfluoreszenz wurde angewendet, um Proteine in fixierten Zellen
optisch darzustellen. Das Protein als Antigen wurde dazu mit einem 1. Antikorper
markiert. Ein Fluoreszenz - markierter 2. Antikorper band spezifisch an den priméren
Antikorper. Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurde der Farbstoff zur Emission einer
Fluoreszenz angeregt. Puumalavirus- und Dobravavirus-infizierte Vero-E6-Zellen und
nicht infizierte Vero-E6-Zellen als Negativkontrolle wurden auf einem Objekttrager mit
Zellkulturaufsatz (Chamberslides) fiir 3 Tage im Zellkulturbrutschrank kultiviert. Nach
Abnahme des Mediums wurden die Zellen mit gekiihltem Methanol bei -20°C fiir 30
Minuten fixiert. Die Objekttrager wurden mit PBS gespiilt und die Probe zur
Absittigung unspezifischer Bindungsstellen mit 0.1%BSA/PBS fiir 1 Stunde bei 37°C
geblockt. Als erster Antikorper wurde Serum von Patienten nach Hantavirusinfektion

des Stammes Puumala 1:500 in 0.1%BSA/ PBS verdiinnt und fiir 1 Stunde aufgetragen.
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Der Objekttrager wurde danach kurz gespiilt und fiir 3 mal 10 Minuten in einer
Hellendahl-Kiivette mit einem Riihrfisch mit 0.1%BSA/ PBS gewaschen. Der FITC
markierte 2. Anti-human-Antikérper wurde 1:500 in 0.1%BSA/ PBS verdiinnt und die
Objekttrager damit fiir 1 Stunde inkubiert. Der Waschschritt wurde dann wiederholt, die
Objekttrager getrocknet und nach Auftragen des Eindeckelmediums das Deckglas
luftblasenfrei aufgebracht. Durch UV-Licht wurde FITC zur Emission einer griinen

Fluoreszenz angeregt.

2.5 Antikorpertestung: RecomLine Bunyavirus — Test (Fa. MIKROGEN)

Der recomLine Bunyavirus IgG/ IgM ist ein qualitativer in-vitro-Test zum Nachweis
und zur Identifizierung von IgG- bzw. IgM-Antikorpern gegen Hantaviren mit den
Serotypen Puumala, Hantaan, Dobrava, Seoul und das Sandfliegenfieber Virus Serotyp
Toskana in humanen Serum oder Plasma. Der Test verwendet als Antigene die fiinf
rekombinant produzierten Nukleokapsidproteine (N-Protein) der Viren. Diese sind auf
Nitrocellulose-Membran-Teststreifen aufgetragen. Zum Nachweis der hantaviralen
Antikorper der beiden Stimme wurden die Teststreifen mit einer 1:10, 1:100 und einer
1:1000 in Waschpuffer verdiinnten Kaninchenserumprobe fiir 1 Stunde  bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Antikdrper lagerten sich den Antigenen an. Durch die
verschiedenen  Verdiinnnungen wurde die Sensitivitdit und Grenze der
Nachweismoglichkeit der Antikorper getestet. Nicht-gebundene Antikdrper wurden
anschlieBend mit Waschpuffer abgespiilt. Als zweiter Antikdrper wurde ein Peroxidase
— gekoppelter anti — rabbit — IgG - Antikorper in einer Verdinnung 1:1000 in
Waschpuffer fiir 45 Minuten auf die Teststreifen gegeben. Nach der Inkubation wurde
der Waschschritt wiederholt und pro Teststreifen 1.5 ml einer Substratlosung
zugegeben. Das Enzym Peroxidase setzte die Substratlosung stofflich in eine
Farbreaktion um und wies so die spezifisch gebundene Antikorper nach: war eine
Reaktivitdt gegen eines der Proteine vorhanden, so erschien diese als dunkle Bande auf
dem Teststreifen. Der Fiarbeprozefl war beendet, sobald die Cut off Bande zu sehen war.
Die Intensitit der Cut off Bande wurde zur Beurteilung der Reaktivitéit der hantaviralen
Antikorper herangezogen. So mufite die Farbung der nachzuweisenden AK stérker als

die der Cut off Bande sein, oder bei gleicher Intensitit mindestens eine weitere Bande
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der verschiedenen bunyaviralen Serotypen farblich reagieren, um als positiv gewertet zu

werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Isolierung und Klonierung von Virus - RNA

[ Anzucht der Hantavirusstamme Dob und Puu in Vero E6-Zellkulturen ]

Nukleinséure - Praparation
[ RNA ]

Reverse Transcription

PCR
[ Klonierung in pCR 2.1 TOPO Vektor ]

Abb. 6: Klonierung des hantaviralen S-Segmentes in den pCR 2.1 TOPO Vektor

Die Virusanzucht der hantaviralen Stimme Puumala (Sotkamo) und Dobrava (Saarema)
fand wie im Methodenteil beschrieben im S3- Labor statt. Das Hantavirus besitzt ein
dreifach-segmentiertes Negativ-Strang - RNA Genom, bestehend aus S-Segment, M-
Segment und L-Segment. Ein wichtiges Teilziel war es, bakterielle Expressionsvektoren
fiir die Nukleokapsidstruktur, die vom S — Segment codiert wird, von Puumala und
Dobrava zu etablieren. Dazu wurden Vero E6 Zellen in Kultur genommen und mit
virushaltigem Zellkulturiiberstand infiziert. Mit der Indirekten Immunfluoreszenz
konnte der Infektionsstatus der Zellen beurteilt werden und Kulturen mit stark
positivem Signal als Ausdruck der Viruslast der Vero E6 Zellen der viralen RNA
Priparation zugefiihrt werden. Die ausgewihlte virushaltige Zellkultur wurde mit GITC
versetzt und nach dadurch erreichter Zellyse in nicht infektioser Form in das S2 Labor
gebracht. Im S2/L.2-Labor wurde die virale RNA mit dem QIAGEN RNeasy Mini Kit
aufgereinigt und isoliert und anschliefend deren Konzentration photometrisch bei einer
OD von 260 bestimmt. Dem Schutz der Virus-RNA vor Abbau durch RNAsen als
stabile iiberall vorkommenden Enzymen, galt in dieser Phase hochste Prioritdt. Die
RNA wurde deshalb ziigig weiterverarbeitet. Mit der SUPERSCRIPT II als Reverse

Trancriptase wurde die RNA des S-Segmentes in die wesentlich stabilere cDNA
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umgeschrieben und mit der Hilfe der PCR amplifiziert. Verwendete Primer flir die
durchgefiihrte RT — PCR der Nukleokapsidsequenz waren PUU1 (1098) und PUU2
(1099) fiir den Stamm Puumala, sowie die Primer mit der Bezeichnung DOB1 (1104)
und DOB2 (1105) fiir den Stamm Dobrava.

3000
2000

1500
1000

Abb. 7: PCR — Kontrolle: cDNA der hantaviralen S — Segmente von Puumala und Dobrava
Spur 1 und 2: PuumalaN (1305 bp)

Spur 3 und 4: DobravaN (1299 bp)

M: Marker

Die PCR-Produkte der beiden hantaviralen Stimme wurden auf ein priparatives
Agarosegel aufgetragen, mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein 1.5ml Tube
verbracht. Die cDNA wurde so von unspezifischen Nebenbanden der PCR befreit und
konnte anschlieBend mit der Nucleospin Methode aus dem Gel eluiert und isoliert
werden. Die cDNA wurde bei -80°C gelagert. Um die cDNA zu sichern und unbegrenzt
verwenden zu konnen, wurde diese in den pCR2.ITOPO Vektor von Invitrogen
kloniert. Die Klonierung fand als Ubernachtreaktion statt, der Ansatz wurde in TOP10
kompetente Zellen transformiert und auf LB/Ampicillin-haltigen Agarplatten
ausgestrichen. Die gewachsenen Kolonien wurden gepickt, in LB/Ampicillin-Lésung
zum Wachstum angeregt und durch Minipréparation zur Plasmidaufreinigung nach der
TENS-Methode verarbeitet. Das dadurch isolierte Plasmid pCR2.1TOPOPuumalaN
bzw. pCR2.1TOPODobravaN konnte dann durch Restriktionsenzymverdau mit

charakteristischem Bandenmuster nachgewiesen werden (siche Abbildung 8).
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Abb. 8: pCR2.1TOPOPuumalaN und pCR2.1TOPODobravaN nach Restriktionsenzymverdau
M: Marker, Angabe in Basenpaaren (bp)
Spur 1-3: pCR2.1TOPOPuumalaN nach Pvull — Restriktionsenzymverdau
Spaltung ergibt folgende Bandenhdhen: 2.43, 1.77, 0.69, 0.34kb
Spur 4-6: pCR2.1TOPODobravaN nach Ncol — Restriktionsenzymverdau
Spaltung ergibt folgende Bandenhdhe: 5.24kb (linearisierte Form)

Um ecine hohere Reinheit an Plasmid zu erreichen, wurde nochmals eine
Minipréparation mit der Sédulenmethode von Qiagen durchgefiihrt. Die
Plasmidkonzentration ~wurde photometrisch bestimmt und nachfolgend fiir
Sequenzierungsreaktionen eingesetzt. Fiir die Sequenzierung des S-Segmentes von
Puumala wurden folgende Primer verwendet: 741 (bindet auf dem TOPO Vektor in
sense Richtung) und 742 (bindet auf dem TOPO-Vektor in antisenes Richtung), sowie
die Primer Mel 1-4. Fiir die analoge Sequenzierung des Stammes Dobrava wurden

ebenfalls die Primer 741 und 742, sowie die Primer Mel 5-8 verwendet.
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3.2 Herstellung bakterieller Expressionsvektoren fiir das hantavirale S - Segment

pCR2.1TOPPuuN pCR2.1TOPODobN
und pRSETB und pRSETB
v v
Xhol, Kpnl HindIlI, Xhol

Préparatives Agarosegel

v
Ligation

v

Transformation in JM109 kompetente Zellen

v
pRSETBPuuN, pRSETBDobN

v
Transformation in BL21DE3 kompetente Zellen

v

Bakterielle Proteinexpression

Abb. 9: Ubersicht iiber die Herstellung der bakteriellen Expressionsvektoren

PRSETBPuuN und pRSETBDobN

Als Vektor fiir die Herstellung der bakteriellen Expressionsplasmide flir die
hantaviralen N-Proteine von Puumala und Dobrava wurde pRSETB der Fa. Invitrogen
verwendet. Wie nachfolgend beschrieben, enthilt dieser ein Fusionspeptid, das neben
einer Multi Cloning Site (MCS) zur Klonierung des S-Segmentes als Insert auch eine
Einheit aus 6 Histidinen aufweist, die fiir die spétere Aufreinigung des nachfolgend

exprimierten N-Proteins von Bedeutung ist.

PT7 RBS ATG (HIS)s EK MCS Term

Abb. 10: Funktionseinheit des pPRSETB — Vektors
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Dargestellt sind in schematischer Abfolge die Funktionseinheiten des pRSETB- Vektors. Die
Bedeutungen der Abkiirzungen sind nachfolgend aufgefiihrt.

PT7: T7 Promotor, RBS: Ribosome-Binding-Site, ATG-Startcdon, 6xHis-tag: Einheit aus 6 Histidinen,
EK: Enterokinase zur Spaltung bekannter Sequenzen zur Trennung von Protein und Fusionspeptid, MCS:

Multiple-Cloning-Site und Term: Terminator.

Fir die Umklonierung des PuumalaS- bzw. DobravaS-Segmentes aus dem
pCR2.1ITOPOVektor in den pRSETB Vektor wurde als Ausgangsmenge 10ug des
vorliegenden pCR2.1TOPOPuuN- bzw. pCR2.1TOPODobN —Plasmides eingesetzt. Die
gleiche Menge wurde vom ausgewdhlten Expressionsvektor pRSETB von Invitrogen
verwendet. Folgende Klonierungsstrategie wurde umgesetzt: Das
pCR2.1TOPOPuumalaN- bzw. DobravaN- Plasmid wurde durch Schneiden mit Kpnl
linearisiert und das entstandene 3°-5"-sticky end mit der T4-Polymerase gebluntet. Die
anschlieBende Phenol/Choroform-Extraktion und folgende Ethanol-Féllung befreiten
den Ansatz von restlicher Enzymaktivtidt und dem vorangegangenem Spaltungspuffer.
Ein zweiter Enzymverdau mit Xhol trennte die cDNA des PuumalaS- und DobravaS-
Segmentes aus dem linearisierten pCR2.1TOPO Vektor und erzeugte ein sticky end.
Die beiden Spaltprodukte, bestehend aus dem pCR2.ITOPO Vektor und der
hantaviralen ¢cDNA des S-Segtmente wurden auf einem priparativen Agarosegel
voneinander getrennt. Der Expressionsvektor pRSETB wurde durch einen
Restriktionsenzym-Verdau mit HindIII linearisiert und das 5°- Ende mit dem Klenow
Enzym geglittet. Es folgte eine Phenol/Chloroform Extraktion und eine Ethanol
Féllung. Daran schlof sich ein zweiter Verdau mit Xhol an, aus dem ein sticky-end
resultierte. Der Vektor wurde wie auch das vorbereitete Insert auf ein Agarosegel
aufgetragen, ausgeschnitten und eluiert. Die Ligation von PuumalaN- bzw. DobravaN-
Insert in den bakteriellen Expressionsvektor pRSETB fand iiber Nacht im Wasserbad
bei 14°C als sticky-blunt-end Ligation mit Hilfe der Ligase statt.

Folgende Plasmidkarten wurden fiir die Expressionsvektoren pRSETBPuuN und
pRSETBDobN konstruiert:
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BamHI

Xhol ‘BamHI

PuuN Histag

pRSETB PuuN

4252 bps

6 His tag

BamHI
: Xhol
if EcoRV

)

PT7 6 Histag

pRSETB DobN

4240 bps

“BamHi

Abb. 11: Plasmidkarten der Expressionsvektoren pRSETBPuuN und pRSETBDobN
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Der Ansatz wurde dann in JM 109 kompetente Zellen transformiert. Die gepickten
Kolonien wurden in LB/Ampicillin-Medium bei 37°C zum Wachstum angeregt, das
entstandene Plasmid pPRSETBPuuN und pRSETBDobN durch eine Minipréparation mit
der TENS-Methode isoliert, aufgereinigt und dessen Richtigkeit durch

Restriktionsenzymverdau bewiesen.

pRSET B PuuN: EcoR

1 23 45 6 7 8 9 10

Abb. 12: Probespaltung von Plasmiden mit EcoRI zur Identifikation von positiven
Expressionsklonen pRSETBPuuN

Spur 1: Marker

Spur 2-5, 7-10: positive Expressionsplasmide pRSETBPuuN, Spaltung mit EcoRI ergibt das angezeigte
Bandenmuster 2931bp, 1142 bp und 179 bp;

pRSET B Puu N: Xho

2800 — =TT L

12 3 4567389101112

Abb. 13: 2. Probespaltung von Plasmiden mit Xhol zur Identifikation von positiven
Expressionsklonen pRSETBPuulN
Spur 1: Marker
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Spur 2-5, 8-10, 12: positive Expressionsplasmide pRSETBPuuN, Spaltung mit Xhol ergibt das
Bandenmuster 2800bp und 1400bp

Die Spuren 1 bis 10 entsprechen den Plasmiden den Spuren 1 bis 10 in Abb.12.

pRSET B Dob N: EcoR

1 2 3 456 7 8 9 10

Abb. 14: Probespaltung von Plasmiden mit EcoRI zur Identifikation positiver
Expressionsvektoren pRSETBDobN

Spur 1: Marker

Spur 3, 5, 6: positive Expressionsvektoren pPRSETBDobN, Restriktionsenzymverdauu ergibt das fiir das
Expressionsplasmid typische Bandenmuster 2900bp, 788bp und 520 bp.

Um die in frame — Klonierung der Ubergiinge von pRSETB — Vektor und PuuN bzw.
DobN zu iiberpriifen, wurden die entstandenen Expressionsplasmide sequenziert.

Fiir die Sequenzierung von pRSETBPuuN wurden die Primer RSET1, RSET2, sowie
Mell bis Mel 4 und fiir pPRSETBDobN die Primer RSET1, RSET2, 1143 bis 1146

verwendet. Die Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt.

TATACATATG'CGGGGTTCTCATCATCATCATCATCAT’*GGTATGGCTAGCAT
GACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGA
TCCGAGctegaGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTcgecct TtATG a

gtgacttgaca.........

Abb. 15: Sequenzierung der Ubergiinge des pRSETBPuumalaN — Expressionsvektors
Mit Grossbuchstaben ist der pPRSETB — Vektor, mit Kleinbuchstaben das PuumalaN — Insert dargestellt.

Die Bedeutung der Nummerierungen werden im Folgenden erklért.
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1: ATG - Startcodon des pPRSETB — Vektors, 2: 6 x His-tag, 3: ATG - Startcodon des PuuN — Gens, in
frame zu ATG des pRSETB — Vektors und 4: TAA — Stopcodon des PuuN — Inserts.

TATACATATG'CGGGGTTCTCATCATCATCATCATCAT’*GGTATGGCTAGCAT
GACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGA
TCCGAGetcgagCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTcgecct TtATG gc

aacactagagga......
............ gatccagaaattcgaagtctagcacaggcattgatcgatcaaaaggtaaaagaaatatctaatcaggagecgct

caagcttTAA*Aaggecg AATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTG

Abb. 16: Sequenzierung der Uberginge des pPRSETBDobravaN - Expressionsvektors

Mit Grossbuchstaben ist der pPRSETB — Vektor, mit Kleinbuchstaben das DobravaN — Insert dargestellt.
Die Bedeutung der Nummerierungen werden im Folgenden erklért. 1: ATG — Starcodon des pRSETB —
Vektors, 2: 6 x His-tag des pRSETB — Vektors, 3: ATG — Starcodon des DobravaN — Inserts und 4: TAA
— Stopcodon des DobravaN — Gens.

Die Ergebnisse der Sequenzierungen zeigten, dass der Leserahmen von Vektor und
Insert tibereinstimmten. Das ATG des pRSETB Vektors steht demnach in der richtigen
Beziehung zum ATG des PuumalaN — bzw. DobravaN - Gens. Es hat also durch die
Klonierung keine Leserasterverschiebung stattgefunden. Deshalb kann man davon
ausgehen, dass das nachfolgend exprimierte Produkt das hantavirales N — Protein
darstellt. Anhand der Sequenzierung ist auch zu erkennen, dass die N — Proteine eine
Verldangerung um etwa 50 Aminosduren am N-terminalen Ende durch die Integration in

den Vektor erfahren.

3.3 Proteinexpression

Der bakterielle Expressionsvektor pRSETBPuuN und pRSETBDobN wurde zur
Vorbereitung der Proteinexpression in BL21DE3 kompetente Zellen transformiert.

Frisch gepickte Kolonien wurden in LB/Ampicillin versetztes Medium gegeben und bis
zu einer Optischen Dichte (OD) von 0.6 wachsen gelassen. Die OD wurde
photometrisch bestimmt. Dann erfolgte die Zugabe von IPTG als Induktor der
Proteinexpression. Die Expression des N-Proteins, als Produkt des S-Segmentes von

Puumala und Dobrava erfolgte bei einer Optimaltemperatur von 35°C fiir 12 bis 16
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Stunden. Die Suspension wurde dann abzentrifugiert und das entstandene Sediment in
PBS/Triton-X 100 aufgenommen und resuspendiert (fiir 100ml Bakteriensuspension
wurde das Bakteriensediment in 2ml Losung aufgenommen). Durch die Zugabe von
Lysozym wurde das bakterielle Murein der BL21DE3 Zellen zerstort und ein
Zellaufschluf3 erreicht. AnschlieBende DNAse- und Ultraschallbehandlung diente dem
Abbau storender bakterieller DNA fiir die folgende optimale Aufreinigung des
exprimierten Proteins. AnschlieBend wurde fiir mindestens 1 Stunde bei 4000rpm und
4°C zentrifugiert, um eine 16sliche (den Uberstand) von einer unldslichen (dem
Sediment) Fraktion zu trennen. Das Sediment als unldslicher Anteil wurde in
Bindepuffer/ 6M Urea resuspendiert, das enthaltene Protein wurde dadurch in eine
solubile Form tiberfiihrt. Sowohl das N-Protein von Puumala als auch das von Dobrava
befanden sich in der unldslichen Fraktion, was durch ein SDS-PAGE nachgewiesen
wurde. Hier war erkennbar, dass auf der gesuchten Markerhohe eine Bande als
Nachweis der Proteinexpression zu erkennen war. Die im Bindepuffer/ 6 M Urea
resuspendierte unldsliche Fraktion wurde fiir eine weitere Stunde bei 4000rpm und 4°C
zentrifugiert, das Sediment verworfen und der proteinenthaltende Uberstand

weiterverarbeitet.

3.4 Proteinaufreinigung mit der immobilisierenden Metallaffinititschromato —

graphie

Die Vorbereitung der Séulen erfolgte wie im Methodenteil beschrieben. Die
Proteinfraktion wurde auf die Sadulen aufgetragen. Durch Wechselwirkungen zwischen
den Histidinen des His-tags des Proteins und dem im Metallkomplexharz gebundenen
Nickel wurde das Protein an die Sdule gebunden und immobilisiert. Unspezifisch
gebundenes Protein wurde aus der Sdule gewaschen. Die Eluierung der hantaviralen N-
Proteine aus der Sdulenmatrix erfolgte durch kompetitive Verdringung der Bindung
zwischen Protein und Nickel durch die Erhéhung der Imidazolkonzentration im
verwendeten Elutionspuffer. Die Konzentration an Protein im Eluat wurde mit dem Kit
von PIERCE bestimmt und das Eluat anschlieend dialysiert. Durch die Dialyse wurde
die Urea entfernt und damit die physiologische Voraussetzung fiir die folgende

Injektion und Immunisierung der Kaninchen geschaffen. Die exprimierten
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aufgereinigten ~ Nukleokapsid-Proteine ~ wurden in folgenden  Experimenten

nachgewiesen und bestitigt:
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Abb. 17: Darstellung des exprimierten PuumalaN — Proteins nach Aufreinigung mit der
immobilisierenden Metallaffinititschromatographie

Gezeigt wird ein SDS-PAGE mit den exprimierten PuumalaN — Proteinen und anschlieender Coomassie
Blau Fiarbung. Die Angaben der Bandenhohe in kD.

Spur 1: Rainbow Marker

Spur 2: PuumalaN — Protein, Klon 1

Spur 3: PuumalaN — Protein, Klon 2

Im SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie Blau Féarbung ist in Abbildung 17 auf Hohe von 54 kD
eine Bande zu erkennen. Mit dem Wissen, dal das PuumalaN — Protein ein solches Molekulargewicht
aufweist, ist die Bande in Spur 2 und 3 als PuumalaN — Protein zu deuten. Als schwichere Banden mit
geringerem Molekulargewicht sind wahrscheinlich Abbauprodukte oder noch mitgereinigte unspezifische

bakterielle Proteine zu erkennen.
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Abb. 18: Western Blot zum Nachweis der exprimierten PuumalaN — Proteine

Spur 1: Rainbow Marker, Angaben in kD

Spur 2: PuumalaN — Protein

Spur 3: PuumalaN - Protein

Auf ein SDS-PAGE wurden die PuumalaN Proteine aufgetragen und aufgetrennt. Dann wurde im
Immunoblot die N — Proteine mit folgenden Antikdrpern markiert: als 1 . Antikdrper wurde
Patientenserum nach Puumalavirus - Infektion verwendet, als 2. Antikoérper wurde ein Anti-Human-

Antikorper, IgG, Alkalische Phosphatase gekoppelt verwendet.

Die Darstellung der isolierten PuumalaN — Proteine im Western Blot ist hinsichtlich der
Spezifitit der Coomassie Blau Fiarbung tliberlegen. Die Spezifitit ergibt sich dabei aus
der Wahl der verwendeten Antikorper. So wurde Serum von Patienten nach
Hantavirusinfektion verwendet. Die darin enthalten Antikdrper erkennen das N —
Protein und koppeln daran, was mit einem 2. Antikérper in einer Alkalischen
Phosphatase Reaktion sichtbar gemacht werden konnte. Das isolierte Protein ist

demnach als hantavirales PuumalaN-Protein zu charakterisieren.
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Abb. 19:

Bild A: SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie blau Firbung des exprimierten DobravaN —
Proteins nach Aufreinigung mit der immobilisierenden Metallaffinititschromatographie

Spur 1: Rainbow Marker, Angabe der Bandenhohe in kD

Spur 2: DobravaN — Protein mit einem Molekulargewicht von 54kD

Bild B: Western Blot zum Nachweis des exprimierten aufgereinigten DobravaN-Proteins und
Fiarbung mit Diaminobenzidin (DAB)

Spur 1: Biotin Marker

Spur 2: DobravaN-Protein mit einem Molekulargewicht von 54kD

Im SDS-PAGE erfolgte die Auftrennung des N-Proteins. Die Markierung des Proteins wurde im Western
Blot mit folgenden Antikdrpern durchgefiihrt: als 1. Antikdrper wurde ein Anti-His-Tag-Antikorper
(Maus) verwendet, als 2. Antikdrper wurde ein Anti-Maus-Antikdrper, [gG, POD gekoppelt, aufgetragen.

Die Darstellung des exprimierten aufgreinigten DobravaN-Proteins ist analog zu Abbildung 17 in
Coomassie Blau Farbung in Bild A. Es stellt sich hierbei auf der Hohe eines Molekulargewichtes von 54
kD eine Bande dar, die durch die Bestitigung im Western Blot in Bild B als isoliertes DobravaN — Protein

anzusehen ist. Die Spezifitit des Nachweises ist allerdings der des PuumalaN- Proteins in Abb.18 im
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Western Blot unterlegen, da kein Patientenserum nach Dobravavirus - Infektion vorlag. Deshalb musste
als erster Antikorper ein Anti-His-Tag Antikorper verwendet werden, der an die N-terminal gelegenen
Histidine des Proteins band. Diese Region ist allerdings als Abschnitt des pPRSETB Vektors anzusehen,

der erst durch die Klonierung auf das N-codierende Segment iibergegangen ist.

o -

57 -
e e
46.5 - -
37.5 -

28 - i

Abb. 20: Western Blot mit den exprimierten hantaviralen N — Proteinen Puumala und

Dobrava und Féarbung durch eine ECL — Reaktion

Spur 1: Biotin — Marker, Angaben in kD

Spur 2: PuumalaN — Protein, Molekulargewicht von 54,8kD

Spur 3: DobravaN — Protein, Molekulargewicht von 54kD

Dargestellt ist ein SDS — PAGE der beiden hantaviralen N — Proteine Puumala und Dobrava und
anschlieBender Markierung der Proteine im Immunoblot. Als 1. Antikérper wurde ein Anti-His-Tag-
Antikorper (Maus), als 2. Antikérper ein Anti —Maus —Antikorper, 1gG, POD gekoppelt, verwendet.
Deutlich wird das etwas geringere Molekulargewicht des DobravaN Proteins im Vergleich zum
PuumalaN Protein. Der Nachweis des Molekulargewichtes in Verbindung mit der spezifischen
Antikorperreaktion ist als Beweis der Charakterisierung der beiden Proteine als hantavirale N —Proteine

anzusehen.
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Die Sequenzierungsergebnisse von pRSETBPuuN und pRSETBDobN werden in der
folgenden Darstellung als Aminosduresequenz der Nukleokapsidproteine gezeigt und
mit den Sequenzen von DobravaN (Saarema) bzw. PuumalaN (Sotkamo) der EMBL —

Datenbank verglichen.

CLUSTAL W (1.81) rnultiple sequence alignnent

Hant a, PuulN Sot kano

VBDLTDI QEDI TRHEQQLI VARQKL KDAERAVEVDPDDVNKNTLQARQQTVSALEDKLAD 60
PuuN, KI on3

VBDLTDI QEDI TRHEQQLI VARQKL KEAERAVEVDPDDVNKNTLQARQQTVSALEDKLAD 60
PuuN, KI on1

VBDLTDI QEDI TRHEQQLI VARQKL KEAERAVEVDPDDVNKNTLQARQQTVSALEDKLAD 60

Hant a, PuulN Sot kano

YKRRVADAVSRKKMDTKPTDPTG EPDDHLKERSSLRYGNVLDVNAI DI EEPSGQTADWY 120
PuuN, Kl on3

YKRRVADAVSRKKMDTKPTDPTG EPDDHLKERSSLRYGNVLDVNAI DI EEPSGQTADWY 120
PuuN, Kl on1

YKRRVADAVSRKKMDTKPTDPTG EPDDHLKERSSLRYGNVLDVNAI DI EEPSGQTADWY 120

Hant a, PuuN Sot kano

Tl GVYVI GFTLPI | LKALYM_STRGRQTVKENKGTRI RFKDDTSFEDI NG RRPKHLYVS 180
PuuN, KI on3

Tl GVYVI GFTLPI | LKALYM_PTRGRQTVKENKGTRI RFKDDTSFEDI NG RRPKHLYVS 180
PuuN, KI on1

Tl GVYVI GFTLPI | LKALYM_STRGRQTVKENKGTRI RFKDDTSFEDI NG RRPKHLYVS 180

Hant a, PuulN Sot kano

MPTAQSTMKAEEL TPGRFRTI VCALFPTQ QVRNI MSPVYMGVI GFSFFVKDWSERI REFM 240
PuuN, KI on3

MPTAQSTMVKAEEL TPGRFRTI VCALFPTQ QVRNI MSPVYMGVI GFSFFVKDWSERI REFM 240
PuuN, Kl on1

MPTAQSTMVKAEEL TPGRFRTI VCALFPTQ QVRNI MSPVYMGVI GFSFFVKDWSERI REFM 240

Hant a, PuuN Sot kano

EKECPFI KPEVKPGTPAQEI EM_KRNKI YFMQRQDVL DKNHVADI DKLI DYAASGDPTSP 300
PuuN, KI on3

EKECPFI KPEVKPGTPAQEI EM_KRNKI YFMQRQDVL DKNHVADI DKLI DYAASGDPTSP 300
PuuN, KI on1

EKECPFI KPEVKPGTPAQEI EM_KRNKI YFMQRO\VL DKNHVADI DKLI DYAASGDPTSP 300

Hant a, PuuN Sot kano
DNI DSPNAPVWFACAPDRCPPTCI YVAGVAEL GAFFSI LQDVRNTI MASKTVGTAEEKLK 360
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PuuN, Kl on3
DNI DSPNAPW/FACAPDRCPPTCI YVAGVAEL GAFFSI LQDIVRNTI MASKTVGTAEEKLK 360
PuuN, Kl on1l
DNI DSPNAPW/FACAPDRCPPTCI YVAGVAEL GAFFSI LQDIVRNTI MASKTVGTAEEKLK 360

Hant a, PuuN Sot kano

KKSSFYQSYLRRTQSMAE QLDQRI | LLFM.EWGKEMVDHFHL GDDVDPEL RGLAQALI DQ 420
PuuN, KI on3

KKSSFYQSYLRRTQSMAE QLDQRI | LLFM.EWGKEMVDHFHL GDDVDPEL RGLAQALI DQ 420
PuuN, KI onl

KKSSFYQSYLRRTQSMAE QLDQRI | LLFM.EWGKEMVDHFHL GDDVDPEL RGLAQALI DQ 420

Hant a, PuuN Sot kano KVKEI SNQEPLKI 433
PuuN, Kl on3 KVKEI SNQEPLKI 433
PuuN, Kl onl KVKEI SNQEPLKI 433

Abb. 21: Clustal Alignment fiir das Puumala Nukleokapsid Protein
Abweichungen in der Aminosdurensequenz sind unterstrichen dargestellt.
Hanta PuuN/Sotkamo: EMBL-Sequenz

PuuN, Klon 1 und 3: exprimierte PuuN-Proteine

CLUSTAL W (1.81) nmultiple sequence alignnent

Dobr ava/ Saar ena/ 160V/ N

MATLEEL QKEI NSHEGQL VI ARQKVKDAEKQYEKDPDDLNKRALSDRESI 50
Kl on3. 2

MATLEEL QKEI NSHEGQL VI ARQKVKDAEKQYEKDPDDLNKRALSDRESI 50
Dobr ava/ Saar ena/ 160V/ N

AQSI QGKI DEL RRQLADRVAAGKNI GKERDPTGLDPGDHLKEKSMLSYGN 100
Kl on3. 2

AQSI QGKI DELRRQLADRVAAGKNI GKERDPTGLDPGDHLKEKSMLSYGN 100

Dobr ava/ Saar ena/ 160V/ N

VI DLNHLDI DEPTGQTADW.SI VI YLTSFVWPI LLKALYMLTTRGRQITK 150
Kl on3. 2

VI DLNHLDI DEPTGQTADW.STVI YLTSFVWPI LLKALYMLTTRGRQITK 150

Dobr ava/ Saar ena/ 160V/ N

DNKGVRI RFKDDSSFEDVNG RKPKHL FL SMPNAQSSMKADEI TPGRFRT 200
Kl on3. 2

DNKGVRI RFKDDSSFEDVNG RKPKHL FL SMPNAQSSMKADEI TPGRFRT 200
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Dobr ava/ Saar ema/ 160V/ N

AVCAL YPAQVKARNLI SPVVBVI GFLTLAKNWIERVEEW.DLPCKLLSEP 250
Kl on3. 2

AVCGAL YPAQVKARNLI SPVVBVI GFLTLAKNWIERVEEW.DLPCKLLSEP 250

Dobr ava/ Saar ena/ 160V/ N

SPTSL TKGPSTNRDYL SQRQGAL AKVETKEAQVVRKHAI DAGCNI | DHI D 300
Kl on3. 2

SPTSL TKGPSTNRDYL SQRQGAL AKVETKEAQAVRKHAI DAGCNI | DHI D 300

Dobr ava/ Saar ema/ 160V/ N

SPSSI WFAGAPDRCPPTCLFI AGVAEL GAFFAVLQDIVRNTI MASKTI GT 350
Kl on3. 2

SPSSI WFAGAPDRCPPTCLFI AGVAEL GAFFAVLQDIVRNTI MASKTI GT' 350

Dobr ava/ Saar ena/ 160V/ N

SEEKLRKKSSFYQSYLRRTQSMAE QLDQRI | VLFM EWGKEAVDSFHLGD 400
Kl on3. 2

SEEKL CKKSSSYQSYLRRTQSMAE QLDQRI | VLFM EWGKEAVDSFHLGD 400

Dobr ava/ Saar ema/ 160V/ N DIVDPEI RSLAQALI DOKVKEI SNQEPLKL 429
Kl on3. 2 DVDPEI RSLAQALI DQKVKEI SNQEPLKL 429

Abb. 22: Clustal Alignment fiir das Dobrava Nukleokapsid Protein
Abweichungen in der Aminosdurensequenz sind unterstrichen dargestellt.
Dobrava/ Saarema/ 160V/ N: EMBL-Sequenz

Klon 3.2: exprimiertes DobN-Protein

Der Vergleich zeigte, dass sich die Proteine in einzelnen Aminosduren unterschieden.

Zum Verstindnis der Abkiirzungen folgt eine kurze tabellarische Ubersicht:

Tabelle 4:

Buchstabencode fiir die Nomenklatur der Aminosiuren:

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsdure Asp D
Cystein Cyst C
Glutaminsdure Glu E
Glutamin Gln Q




Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val A"

Um den Austausch der Aminosiuren in Bezug auf eine mdgliche Anderung des
Proteincharakters deuten zu konnnen, mull das chemische Verhalten der Aminosiuren
in Abhéngigkeit ihrer Seitenkette beriicksichtigt werden. So lassen sich die
Aminoséuren nach der Polaritdt bzw. Aciditit ihrer Seitenketten einteilen in:

1. Neutrale Aminosduren: Asn, Cys, Gln, Thr, Ser, Tyr, His, Trp, Gly, Ala

2. Unpolare Reste: Trp, Phe, Pro, Met, Gly, Ala, Val, Leu, Ile

3. Saure Reste: Asp, Glu, Tyr

4. Basische hydrophile Reste: Lys, Arg, His

Das PuumalaN Protein unterscheidet sich von der Aminosduresequenz der EMBL
Datenbank in folgenden Positionen:

1. Klon 1 und 3 an der 27. Aminosdurenstelle durch einen Austausch von
Asparaginséure (D) gegen Glutaminsdure (E)

2. Klon 3 an Position 142: hier ist Serin (S) gegen ein Prolin (P) ausgetauscht

3. Klon 1 an Position 275: Austausch von Asparaginsdure (D) gegen Asparagin (N)

Das Dobrava N Protein weicht von der EMBL Sequenz in folgenden Sequenzen ab:

1. an der 122. Aminosdurenstelle enthilt der DobravaN 3.2 Klon ein Threonin (T) statt
einem Isoleucin (I)

2. an Position 283 ist ein Valin (V) gegen ein Alanin (A) ausgetauscht

3. an Position 356 ein Arginin (R) gegen Glycin (G)
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4. und an der 359. Aminosédurenstelle besteht ein Austausch eines Phenylalanins (F)
gegen ein Serin.

Die N-Proteine von Puumalavirus und Dobravavirus wurden nach ihrer Testung in den
vorangegangenen Darstellungen an die Fa. Eurogentec/Belgien versendet, welche die
Immunisierung von Kaninchen mit hantaviralem N-Protein der beiden Staimme Puumala

und Dobrava mit dem Ziel der Antikérperproduktion durchfiihrten.

3.5 Antikorpertestung

Die Fa. Eurogentec schickte in definierten Zeitintervallen Serum der immunisierten
Kaninchen zur Testung der polyklonalen Antikorper anti-PuumalaN-AK (IgG) und anti-
DobravaN-AK (IgG). Das Serum wurde in 500ul Proben aliquotiert und bei -20°C
gelagert. Die Charakterisierung und die Bestimmung der Sensitivitit der hantaviralen
N-Protein Antikorper wurde in zwei unabhidngigen Experimenten gezeigt. So wurde mit
dem recomBunyavirus Kit der Fa. Mikrogen die Spezifitit der erhaltenen Antikdrper
bewiesen, aber auch Kreuzreaktivitit zu verwandten Bunyaviridae aufgezeigt. In einem
Western Blot wurden die Antikorper in verschiedenen Verdiinnungen bis zu 1:4000
eingesetzt und damit deren Sensitivitét fiir spatere Anwendungen bestimmt.

Der recom Line Bunyavirus IgG/ IgM — Test der Fa. Mikrogen ist ein Streifen —
Immunoessay — Test mit rekombinant produzierten Antigenen zur Bestimmung von IgG
—und IgM — Antikdrpern gegen Hantavirus der Serotypen Hantaan, Puumala, Seoul und
Dobrava, sowie das Sandfliegenfiebervirus des Serotyps Toscana in humanen Serum
oder Plasma. Er wird verwendet als qualitativer in-vitro-Test zum Nachweis und zur
Identifizierung von Antikdrpern gegen die genannten Antigene, wobei als Antigene die
flinf rekombinant produzierten Nukleokapsidproteine (N — Proteine) der Viren
verwendet werden. Die N — Proteine sind immundominant und werden deshalb im den
vorliegenden Test verwendet. Das Testprinzip des Kits wurde bereits im Methodenteil
erlautert. Die Streifen sind wie folgt beschriftet: die Reaktionskontrolle unter der
Streifennummer, die bei jedem Serum eine Reaktion zeigen muf3. IgG und IgM, die zur
Kontrolle der jeweilig nachgewiesenen Antikorperklasse dienen. Pu + Ha als
Abkiirzung fiir den Serotyp Puumala und Hantaan, sowie der Nachweis fiir PuN

(Puumala) und HaN (Hantaan) getrennt voneinander. Es folgen die Antigene fiir DobN
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als DobravaN, fiir SeoN als SeoulN und SFTOS als Antigen des Sandfliegenvirus Typ

Toscana.
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Abb.23: Nachweis der Spezifitit der Antikorper gegen hantavirales N — Protein mit dem recom

Line Bunyavirus Test der Fa. Mikrogen, Antikorper gegen PuumalaN-Protein

Erhaltene Serumprobe nach prim. Immunisierung
26 - Praiimmunserum PuuN 1
35 - Praiimmunserum PuuN 3
27 -PuuN 1, bleed 1, 1:10
47 - PuuN 1, bleed 2, 1:10
29 - PuuN 3, bleed 1, 1:10
32 - PuuN 3, bleed 2, 1:10
33 - PuuN 1, bleed 1, 1:100
45 - PuuN 1, bleed 2, 1:100
30 - PuuN 3, bleed 1, 1:100
43 - PuuN 3, bleed 2, 1:100
31 - PuuN 1, bleed 1, 1:1000
34 - PuuN 1, bleed 2, 1:1000
42 - PuuN 3, bleed 1, 1:1000
44 - PuuN 3, bleed 2, 1:1000

Serum nach erster Booster-Reaktion
15-PuuN 1, 1:10

02 - PuuN 3, 1:10

03 - PuuN 1, 1:100

04 - PuuN 3, 1:100

05 - PuuN 1, 1:1000

06 - PuuN 3, 1:1000

Zum Vergleich der Reaktion wurden Proben der prim. Immunisierung mitgetestet:
12 - PuuN 1, bleed 1, 1:1000

08 - PuuN 1, bleed 2, 1:1000

09 - PuuN 3, bleed 1, 1:1000

20 - PuuN 3, bleed 2, 1:1000

Serum nach zweiter Booster-Reaktion

14 - PuuN 1, 1:10

17 - PuuN 3, 1:10

18 -PuuN 1, 1:100

07 - PuuN 3, 1:100

13 - PuuN 1, 1:1000

23 - PuuN 3, 1:1000

Zum Vergleich der Reaktion wurden Proben nach erster Booster-Reaktion mitgetestet:

24 - PuuN 1, 1:1000
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25 - PuuN 3, 1:1000

Die Teststreifen mit der Nummer 26 und 35 wurden zur Kontrolle mit Praimmunserum,
also Serum des Kaninchens vor primdrer Injektion des hantaviralen N-Proteins,
inkubiert. Dann folgen Teststreifen, die mit Serum nach primirer Immunisierung
getestet worden sind. Erhaltenes Serum wurde wie angegeben in einer Konzentration
von 1:10, 1:100 und 1:1000 eingesetzt. Serum nach der 1.- bzw. der 2. Booster —
Reaktion wurde in den gleichen Konzentrationsschritten verwendet, immer im
Vergleich mit Serum nach der primdren bzw. nach 1. Boostern, um einen moglichen
stirkeren Reaktionsausfall erkennen zu konnen. Bei den aufgetragenen Proben kann von
oben nach unten eine Zunahme der Intensitidt im Sinne der Boosterreaktion beobachtet
werden (vergleiche dazu Teststreifen 31, 34 mit 5 und 13 fiir PuumalaN1, 1:1000 sowie
42, 44 mit 6 und 23 fiir PuumalaN3, 1:1000, jeweils nach primérer Immunisierung, nach
erster und zweiter Booster-Reaktion). Im direkten Vergleich der Proben durch
Auftragen der Proben von 1. und 2. Booster-Reaktion nebeneinander kommt dies leider
nicht so deutlich zum Ausdruck (vergleiche Teststreifen 5 mit 12, 8 und 13 mit 24
sowie 6 mit 9, 20 und 23 mit 25). Die Teststreifen zeigen die deutlichste Reaktion bei
der Markierung fiir Ha + Pu und Pu. Damit ist die Spezifitit der erzeugten Antikdrper
gegen das PuumalaN — Protein als Antigen bewiesen. Deutlich wird auch, dass der
Nachweis die IgG Antikorperklasse betrifft. Die leichte Farbung der Reaktionskontrolle
entspricht der qualitativen Kontrolle. In den jeweils stirksten eingesetzten
Konzentrationen zeigen die Teststreifen Kreuzreaktivititen zwischen den einzelnen

Serotypen.

BTN i o -

Cor e N e GESINND RN BN A B S-SR
Sl ) TN RN Sl B W ROEEE
e | g : ' :

80



Abb.24: Nachweis der Spezifitiit der Antikorper gegen hantavirales N — Protein mit dem recom
Line Bunyavirus Test der Fa. Mikrogen

Antikorper gegen DobravaN-Protein

Erhaltene Serumprobe nach primérer Immunisierung
01 — Praiimmunserum DobN

10 —DobN 1:10

11 - DobN 1:100

21 - DobN 1:1000

Serum nach erster Booster-Reaktion

32 - DobN 1:100

19 - DobN 1:1000

22 - DobN 1:4000

Zum Vergleich der Reaktion wurden Proben der prim. Immunisierung mitgetestet:
16 - DobN 1:1000

Teststreifen 01 ist die Negativkontrolle nach Inkubation mit Prdiimmunserum. Dann
folgen die Streifen 10, 11 und 21, die die Reaktion des erhaltenen Serums nach primérer
Immunisierung des Kaninchens mit DobravaN — Protein zeigen. Das Serum wurde
dabei in den Konzentrationen 1: 10, 1: 100 und 1:1000 eingesetzt. Analog dazu folgen
die Streifen mit der Nummer 32, 19 und 22, die die Reaktivitdt des Serums nach der 1.
Booster — Reaktion zeigen. Zum Vergleich wurde eine Serumprobe vor Boosterreaktion
in einer Konzentration von 1: 1000 aufgetragen. Dabei zeigt sich deutlich die Zunahme
der Bandenintensitit (vergleiche Teststreifen 19 und 16). Dabei ist die
Reaktionskontrolle positiv und es handelt sich bei den nachgewiesenen Antikérpern um
IgG. Ein sehr starker Reaktionsausfall ist bei der Markierung Pu+Ha, Ha, DobN und
SeoN zu sehen. Aufgrund dieser Kreuzreaktivitit des hoch reaktiven Serums ist deshalb

eine genaue Differenzierung der Spezifitit der Antikdrper schwierig.
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Abb.25: Nachweis der Spezifitit der Antikorper gegen hantavirales N — Protein mit dem recom
Line Bunyavirus Test der Fa. Mikrogen

Testung der Antikorper gegen Puumala- und DobravaN-Protein der Final Bleeds nach wiederholter
Booster-Reaktion.

50 — PuuN 1, final bleed, 1:100

46 - PuuN 3, final bleed, 1:100

29 - DobN, final bleed, 1:100

Nach AbschluB3 der Immunisierung wurden die nun potentesten Seren noch einmal in
einer Konzentration von 1: 100 getestet. Die intensive Férbung der verschiedenen
Banden zeigt die hohe Reaktivitit der Seren an. Deutlich dargestelllt ist die

Kreuzreaktivitit von PuumalaN bzw. DobravaN mit den anderen Serotypen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 26: Sensitivititsnachweis der Antikorper gegen PuumalaN — und DobravaN — Protein der
Final Bleeds im Western Blot mit den bakteriell exprimierten PuumalaN- bzw. DobravaN -
Proteinen

Erstantikorper: Anti-N-Protein-AK, IgG, Kaninchen (Serum von der Fa. Eurogentec)
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Zweitantikorper: Anti-rabbit-AK, IgG, AP

Bild A: Anti-PuumalaN1-Antikérper auf PuumalaN — beschichteter Membran
Bild B: Anti-PuumalaN3-Antikorper auf PuumalaN — beschichteter Membran
Bild C: Anti-DobravaN-Antikorper auf DobravaN — beschichteter Membran

Folgende Verdiinnungen der Antikorper wurden ausgetestet:
01 - Rainbow Marker
02 - 1:100

03 - 1:500

04 - 1:1000

05 - 1:1500

06 - 1:2000

07 - 1:2500

08 - 1:3000

09 - 1:3500

10 - 1:4000

Im dargestellten Western Blot wurde nach einem SDS-PAGE ein Transfer des
aufgetragenen PuumalaN — bzw. DobravaN — Proteins auf die Nitrocellulosemembran
vorgenommen. Als Erstantikorper wurde erhaltenes Serum der Fa. Eurogentec nach
abgeschlossener Immunisierungsreaktion verwendet, d. h. spezifische Antikorper gegen
das jeweilige Protein. Als Zweitantikorper wurde ein an alkalischer Phosphatase
gekoppeltes Anti — Rabbit — IgG —Serum eingesetzt, das kommerziell erworben worden
war. Die PuumalaN- bzw DobravaN- Antikorper enthaltenden Seren wurden in einer
Konzentration von 1:100 bis 1: 4000 eingesetzt, um die Grenze der Senitivitit des
Nachweises festzulegen. Dabei sieht man, dass noch eine Verdiinnung von 1: 4000 zu

einem akzeptablem Reaktionsergebnis fiihrt.
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4. Diskussion

4.1. Biologische Bedeutung des N — Proteins

Die Bedeutung der exprimierten hantaviralen N — Proteine liegt in deren zentralen Rolle
bei der Vermittlung der Immunreaktion nach einer Infektion. Die humorale
Immunantwort richtet sich hauptsidchlich gegen das N — Protein als
Nukleokapsidantigen (Elgh et al., 1995; Lundkvist et al., 1993a). Eine effektive
Immunantwort setzt dabei sehr frith mit dem Beginn der klinischen Symptome durch
nachweisbare spezifische IgM-Antikdrper ein. IgG-Antikdrper erscheinen in der Regel
erst 14 Tage spater (Lundkvist et al., 1993b). Diese ersten Antikorper sind dabei gegen
das N — Protein als Antigen gerichtet. Antikdrper gegen die beiden Membranproteine
GI ind G2 treten erst etwa 6 Wochen nach Erkrankungsbeginn auf und bilden sich auch
nur schwach aus (Lundkvist et al., 1993b). Es ist allerdings zu beachten, dass bei einer
Puumalavirusinfektion auch spite IgM Antworten moglich sind, d. h. dass trotz
vorhandener Infektion negative Resultate beim versuchten Nachweis frither IgM-
Antikorper moglich sein konnen. Trotzdem wird ein fehlender Nachweis von
spezifischen IgM nach dem 6. Krankheitstag als Ausschlufl einer Infektion gewertet
(Kallio — Kokko et al., 1998). Auch wurden IgE Antworten beschrieben, die allerdings
aufgrund der fehlenden Korrelation mit der klinischen Symptomatik vernachldssigt
werden konnen (Alexeyev et al., 1994). Somit stellt sich das Nukleokalpsidprotein als
antigenetisches Hauptziel der frithen humanen Antikdrperantwort dar. Deshalb ist das
N-Protein als essentielles und wirksames Antigen fiir die Diagnostik einer

Hantavirusinfektion von wesentlicher Bedeutung (Sjolander et al., 1997).

4.2 Einsatz und Bedeutung fiir die Diagnostik

Die Detektion von N — Antigen - spezifischem IgM bzw. IgG in Assays wurde bereits
hiufig beschrieben (Ivanow et al., 1996; Niklasson et al., 1988). Aufgrund der
Biogefdhrlichkeit der Viren, dem schwierigen Umgang und dem fiir Arbeiten
geforderten L3 - Sicherheitslabors stellt sich die Anzucht von nativem Antigen aber als

extrem aufwendig dar. AuBlerdem zeigen Hantaviren, vor allem das Puumalavirus ein
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sehr langsames Wachstum und eine nur geringe Produktion von Antigen in Zellkultur
(Sj0lander et al., 1997). Hier zeigt sich die Bedeutung der exprimierten rekombinanten
N — Proteine. Denn seit Zdller et al. die Expression von rekombinanten PuumalaN —
Protein in E. coli 1991 beschriecben haben, wurden zahlreiche Assays, die auf
rekombinant erzeugtem Antigen basieren, verdffentlicht (Elgh et al.,, 1997; Kallio-
Kokko et al., 1993; Zoller et al. 1990). Studien haben dabei belegt, dass die Spezifitit
und Sensitivitit von Tests, unabhingig davon, ob sie auf nativen oder rekombinant
erzeugten N — Proteinen basieren, vergleichbar sind (Sj6laner et al., 1997; Kallio-Kokko
et al., 2000).

In der akuten Phase einer Erkrankung sollte die klinische Diagnose immer durch
Serologie oder PCR bestitigt werden. Deshalb werden rekombinant exprimierten N —
Proteine in verschiedenen diagnostischen Verfahren zum Nachweis von spezifischen
Antikorpern eingesetzt. Sie finden ihre Anwendung im Enzym-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) und dem Immunoblot. Der ELISA basiert dabei auf nativen viralen
Antigen oder rekombinanten Nukleokapsidprotein von Puumalavirus oder Hantaan
(Schmaljohn et al., 1988; Groen et al., 1989; Niklasson et al., 1990). Eine weitere
Methode zum Nachweis von Antikérpern gegen das Nukleokapsidantigen stellt der
Immunoblot dar. Als Antigene werden dabei Zellysate von infizierten Zellen oder
rekombinant erzeugte N — Proteine eingesetzt. Der Test wird vor allem als
Bestitigungstest eingesetzt. [gG-Antikorper lassen sich mit der ELISA- und der IFT-
Methode in rund 60% der Félle nachweisen. Ferner wird wegen der kurzen Dauer der
Virdmie zeitlich begrenzt eine RT — PCR bzw. direkte Sequenzierung angewandt
(Horling et al.,, 1995; Plyusnin et al., 1997). Zur Unterscheidung nah verwandter
Hantaviren kann ein Neutralisationstest als FRNT oder Plaque Reduktionstest eingesetzt
werden (Horling et al., 1992). Ein Standardverfahren in der Diagnostik stellt auch die
Indirekte Immunfluoreszenz (IFT) dar. Dabei werden infizierte Zellen (Vero E6) als
Antigene eingesetzt. Eine punktférmige bis amorphe zytoplasmatische Fluoreszenz, die
hauptsdchlich perinukledr angeordnet liegt, stellt dabei die spezifische Reaktion einer
Hantavirusinfektion dar (Zoller und Zeier, 1990). Dabei sollten immer nicht infizierte
Zellen als Kontrolle zur Abgrenzung gegen Autoimmunkrankheiten, bei denen
Antikdrper gegen zytoplasmatische Antigene vorhanden sein konnen, mitgefiihrt
werden. Die IFT wird vor allem zum Nachweis von [gG-Antikorpern eingesetzt.
Puumalavirus RNA lésst sich nur in 10-20% in den ersten Tagen der Erkrankung durch

eine RT-PCR aus Leukozyten oder Urin nachweisen (Horlig et al., 1995; Valpahati et
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al., 1996). Dagegen ist bei HPS Patienten virale RNA gut nachweisbar, auch bei HFRS
ist eine RT-PCR meist erfolgreich. Dagegen ist eine Dobravavirus - Infektion durch
RT-PCR nur in 40-50% der Félle positiv. Generell ist aber zu beachten, dass die Dauer
der Virdmie in der akuten Phase relativ kurz ist, das also der Nachweis durch RT — PCR
zeitlich limitiert ist (Horling et al., 1995; Plyusnin et al., 1997).

Die Detektion der spezifischen Antikorper- Reaktion durch IFT oder ELISA stellt sich
als sensitivste Nachweismethode einer Puumalavirus-Infektion dar. Dabei ist der ELISA
aufgrund seiner Sensitivitit, der Kapazitit mit maximalem Probendurchlauf, sowie einer
geringe Zeitdauer der Durchfithrung von wenigen Stunden und die Unabhingigkeit von
subjektiven Einfliissen der IFT {iiberlegen und stellt die Methode der Wahl zur

Serodiagnostik einer Hantavirusinfektion dar (Sj6lander et al., 1997).

4.3 Hat die Zunahme des Molekulargewichtes der exprimierten Proteine eine

Anderung der Antigenitiit zur Folge?

Da die in meiner Arbeit exprimierten N — Proteine aufgrund der Klonierung in den
pRSETB Vektor einen N — terminalen Uberhang von etwa 48 Nukleotidtripletts haben,
ist das resultierende Molekulargewicht der rekombinanten N - Proteine von 49.5kD auf
54.8 kD fiir PuumalaN und auf 54kD fiir DobravaN gegeniiber den nativen Proteinen
vergrofert. Deshalb ist die Frage zu stellen, ob die Abweichungen im Molekulargewicht
einen FEinfluB auf die Immunitdt haben. In sogenannten Epitop — Mappings mit
monoklonalen Antikérpern (MABs) konnten mehrere verschiedene Antigenregionen auf
dem PuumalaN — Protein gezeigt werden (Lundkvist et al., 1995; Valpahati et al.,
1995), wobei die von den MABs als Antigen erkannten Bereiche zwischen
verschiedenen Patienten noch variierten (Valpahati et al., 1995). Diese Erkenntnis
fiihrte zu der begriindeten Annahme, dass kurze Peptide des PuumalaN — Proteins als
serologische Nachweismethode dem ,,Volle Liange Protein“ unterlegen sind (Sjolander
et al., 1997). Weitere Untersuchungen fiir Puumalavirus haben gezeigt, dass die N —
terminale Abfolge von 120 Aminosduren als Hauptepitop einer serologischen Reaktion
anzusehen ist, wobei 3/4 der dort vorkommenden Epitope zwischen Aminosdure 1 - 79
zu finden sind (Valpahati et al., 1995; Lundkvist et al., 2002). Ein kreuzreagierendes
Epitop konnte fiir PuumalaN zwischen AS 166 — 175 ermittelt werden, was die bei

serologischen Nachweismethoden auftretende Kreuzreaktivitit zwischen den
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verschiedenen Virussubtypen erkldren kann (Lundkvist et al., 1995). Weiter wurden
auch serospezifische Epitope am Beispiel des PuuN - Proteins mit MABs untersucht,
die zwischen Aminosdure 251 — 260 als der am meisten variablen Region zu liegen
scheinen (Lundkvist et al., 1995).

Diese Erkenntnis aus den Untersuchungen mit Epitop — Mapping durch MABs lassen
also annehmen, dass eine Verldngerung von N — Protein zu keiner wesentlichen
Anderung des immunologischen Charakters fiihrt. Eine Verkiirzung wiirde allerdings
durch eine Reduktion der antigenetischen Epitope moglicherweise zu einem Verlust der

immunologischen Reaktivitit fiihren.

4.4 Kreuzreaktivitiat der Hantavirusserotypen

Der Nachweis der Sperzifitdt der erhaltenen Antikorper gegen das N — Protein der
Stimme Puumalavirus und Dobravavirus mit dem recom Line Bunyavirus Test der Fa.
Mikrogen zeigte eine starke Kreuzreaktivitdit zwischen den verschiedenen
Hantavirussubtypen. Dabei erkannte der PuumalaN-Antikorper Antigeneigenschaften
von Hantaanvirus, Dobravavirus und dem Sandfliegenvirus Typ Toskana. DobravaN —
Antikorper kreuzreagierten mit den Antigenen Hantaanvirus, Dobravavirus und
Seoulvirus stark, mit dem Puumalaantigen eher schwach. Die nach Boosterreaktion
erhaltenen letzten Serumproben werden hier noch einmal im genannten
Nachweisverfahren gezeigt, um die wesentlichen Unterschiede in der Reaktion

zwischen Puumalavirus und Dobravavirus darzustellen.

Abb. 27: Nachweis der Spezifitit der Antikorper gegen hantavirales N — Protein mit dem recom

Line Bunyavirus Test der Fa. Mikrogen
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Testung der Antikdrper gegen Puumala- und DobravaN-Protein der Final Bleeds nach wiederholter
Booster-Reaktion.

50 — PuuN 1, final bleed, 1:100

46 - PuuN 3, final bleed, 1:100

29 - DobN, final bleed, 1:100

Die Antikorper gegen PuumalaN1 reagieren stark kreuz mit Puumala und Hantaan als
Antigenkombination und mit Hantaan, cher schwach mit Dobrava und SFTOS. Antikdrper gegen
PuumalaN3 entsprechen in ihrer Reaktion den PuumalaN1 — Antikorpern, lassen aber zusitzlich eine
Reaktion mit SEO als Antigen erkennen. DobravaN — Antikorper reagieren stark mit den Antigenen
Puumala und Hantaan als Kombination, Puumala, Hantaan, Dobrava und Seoul und eher schwach mit

SFTOS.

Bei der Diagnosestellung einer Hantavirusinfektion muf3 der hohe Grad an
Kreuzreaktivitit der Antikorper der verschiedenen Serotypen beachtet werden
(Lundkvist et al., 1997). Da die IgG Fraktion beim Einsetzten der Krankheitsymptome
noch nicht bzw. gering vorhanden ist, geht ein Teil der Forscher davon aus, das die
Kreureaktivitdt IgM vermittelt ist (Carvalho Nicacio et al., 2000). Andere Autoren
gehen allerdings davon aus, dass die Kreuzreaktivitit gegen die N — Proteine in der
akuten Phase und damit fiir die I[gM- Antikdrper am schwichsten ist (Valpahati et al.,
1996). Dieser zweiten Annahme entspricht die in Bild 25 dargestellt IgG vermittelte
Kreuzreaktivitit. Aufgrund der Vermutung der IgM vermittelten Kreuzreaktivitit, muf3
iiberlegt werden, ob Serum des ersten Monats der Erkrankung iiberhaupt zur
Serotypisierung eingesetzt werden sollte. In spiten Konvaleszenzseren findet sich eine
grof3e Spezifitét fiir den jeweiligen Serotyp (Carvalho Nicacio et al., 2000).

In den schon angefiihrten Epitop Mappings mit MABs konnte fiir PuumalaN ein
kreuzreagierendes Epitop zwischen Aminosédure 166 — 175 erkannt werden (Lundkvist
et al., 1995). Die Kreuzreaktivitdt scheint vor allem innerhalb der Virusgruppen sehr
hoch zu sein, die durch Murinaec (HTNV, SEOV, DOBYV), durch Arvicolinaec (PUUV,
PHV, TULV, TOPV) oder durch Sigmodontinae (SNV, AND-like virus) iibertragen
werden (Chu et al., 1994). Durchgefiihrte Sequenzierungen haben fiir das N — Protein
Aminosdurehomologien der verschiedenen Gruppen aufgezeigt, die zwischen 58 und
76% und innerhalb einer Gruppe bei iiber 79% liegen (Kallio-Kokko et al., 2000). Die
serologische Kreuzreaktivitidt spiegelt also sehr gut die Aminosdurenhomologien

wieder.
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Hantaan MATMEELQRE
AVSIQAKIDE

Dobrava MATLEELQKE
AQSIQGKIDE

Puumala MSDLTDIQED
VSALEDKLAD

60
Hantaan LKRQLADRIA
EPTGQTADWL
LRRQLADRVA
EPTGQTADWL

Puumala YKRRMADAVS
EPSGQTADWY

120

Dobrava

SIIVYLTSFV
IRKPKHLYVS
SIVIYLTSFV
IRKPKHLFLS

Puumala TIGVYVIGFET
IRRPKHLYVS

180

Hantaan

Dobrava

Hantaan LPNAQSSMKA
DWSDRIEQWL
MPNAQSSMKA
NWTERVEEWL

Puumala MPTAQSTMKA
DWSERIREFM

240

Dobrava

IEPCKLLPDT
AGCSMIEDIE
Dobrava LPCKLLSEPS
GCNIIDHID*

Puumala EKECPFIKPE
YAASGDPTSP

300

Hantaan

Hantaan SPSSIWVFAG
SEEKLRKKSS

Dobrava SPSSIWVFAG
SEEKLRKKSS

Puumala DNIDSPNAPW
VGTAEEKLK

360
Hantaan FYQSYLRRTQ
QSLIDVKVKE

INAHEGQLVI

INSHEGQLVI

ITRHEQQLIV

TGKNLGKEQD

AGKNIGKERD

RKKMDTKPTD

VPILLKALYM

VPILLKALYM

LPIILKALYM

EEITPGRYRT

DEITPGRFRT

EELTPGRFRT

AAVSLLGGPA

PTSLTKGPST

VKPGTPAQEI

APDRCPPTCL

APDRCPPTCL

VFACAPDRCP

SMGIQLGQRI

ARQKVRDAEK

ARQKVKDAEK

ARQKLKDAER

PTGVEPGDHL

PTGLDPGDHL

PTGIEPDDHL

LTTRGRQTTK

LTTRGRQTTK

LSTRGRQTVK

AVCGLYPAQI

VACGLYPAQV

IVCGLFPTQI

TNRDYLRQRQ

NRDYLSQRQG

EMLKRNKIYF

FIAGIAELGA

FIAGMAELGA

PTCIYVAGMA

IVLFMVAWG

QYEKDPDELN

QYEKDPDDLN

AVEVDPDDVN

KERSMLSYGN

KEKSMLSYGN

KERSSLRYGN

DNKGTRIRFK

DNKGMRIRFK

ENKGTRIRFK

KARQMISPVM

KARNLISPVM

QVRNIMSPVM

VALGNMETKE

ALAKMETKEA

MQRQDVLDKN

FFSILQDMRN

FFAVLQDMRN

ELGAFFSILQ

EAVDNFHLGD

KRTLTDREGV

KRALSDRESI

KNTLQARQQT

VLDLNHLDID

VIDLNHLDID

VLDVNAIDIE

DDSSFEDVNG

DDSSFEDVNG

DDTSFEDING

SVIGFLALAK

SVIGFLTLAK

GVIGFSFFVK

SKAIRQHAEA

QVVRKHAIDA

HVADIDKLID

TIMASKTVGT

TIMASKTIGT

DMRNTIMASKT

DMDPELRTLA



Dobrava FYQSYLRRTQ SMGIQLDQRI IVLFMIEWGK EAVDSFHLGD DMDPEIRSLA
QALIDQKVKE
Puumala KKSSFYQSYL RRTQSMGIQL DQRIILLFML EWGKEMVDHF ~ HLGDDMDPEL
RGLAQALIDQ

Hantaan ISNQEPLKL 429
Dobrava ISNQEPLKL 429
Puumala KVKEISNQEP LKI 433

Abb. 28:

Vergleich der Aminosiureabfolgen von Hantaan, Dobrava/ Saarema/ 160V/N und PuumalaN/
Sotkamo/ V — 2969/81

Die Aminosiuren, die sich in allen 3 Subtypen entsprechen sind markiert. Dabei ist zu beobachten, dass
sich vor allem innerhalb der ersten 240 AS eine starke Homologie zeigt (etwa 50%). Dies entspricht der
Annahme, dass die antigenetischen Hauptepitope innerhalb der ersten 120 AS zu finden sind (Valpahati et
al., 1995) (45% Homologie im Vergleich). Da sich die Virustypen in diesem Bereich sehr dhnlich sind,
lasst sich damit auch die starke Kreuzreaktivitat erkldren. Auferdem wurde fiir PuumalaN ein
kreuzreagierendes Epitop zwischen AS 166 — 175 ermittelt (Lundkvist et al., 1995), und wie der

Vergleich zeigt, liegt die Homologie der Aminoséuren bei 66.6%.

Serospezifische Epitope wurden von Lundkvist und Mitarbeitern 1995 zwischen
Aminosédure 251 — 260 als variabelster Region fiir das PuumalaN — Protein definiert.
Die Variabilitit stellt sich im Sequenzvergleich aber fiir den gesamten Bereich zwischen
Aminosédure 240 — 300 als sehr hoch dar. Es ldsst sich deshalb die Frage stellen, ob
moglicherweise 2 Antigene (z.B. DOBV und PUUYV) fiir eine effiziente serologische
Diagnostik in Europa ausreichen wiirden. Denn die Kreuzreaktividt innerhalb der
Virusgruppen deckt den serologischen WNachweis einer Infektion ab, zumal
Puumalavirus und Dobravavirus bis zum heutigen Zeitpunkt die einzig bekannten
pathogenen Hantaviren in Europa sind (Kallio-Kokko et al., 2000). Diese Uberlegung
spiegelt sich auch in der Tatsache wieder, dass kommerziell erhiltliche
Nachweismethoden zur Hantavirusdiagnostik zum Teil nur auf Puumalavirus und

Hantaanvirus Antigenen basieren (Sjolander et al., 2000).

4.5 Aminosiurenaustausch innerhalb der exprimierten Proteine

In den Abbildungen 21 und 22 im Ergebnisteil wurde gezeigt, dass sich die

exprimierten Proteine in einigen Aminosduren von der Originalsequenz unterscheiden.
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Es ist deshalb die Frage zu stellen, ob diese Anderungen EinfluB auf den resultierenden
Proteincharakter haben. Die beiden PuumalaN Klone erfahren an der 27. Aminosiure
einen Austausch einer Glutaminsdure durch eine Asparaginsdure. Da beide
Aminosduren einen sauren Chrakter aufweisen, ist diese Anderung eher zu
vernachldssigen. An der 142. Aminosdure ist bei Klon 3 statt des Serins der
Originalsequenz ein Prolin vorzufinden, das heifit eine ungeladene polare Aminosdure
wird durch eine unpolare ausgetauscht. Dies ist einer Zunahme der Hydrophobie
gleichzusetzten, die Loslichkeit ist eventuell dadurch herabgesetzt.

Puumala Klon 1 erfdhrt an Stelle 275 einen Austausch einer Asparaginsidure durch ein
neutrales Asparagin, das heit hier ist eine Verminderung des sauren Charakters zu
erwarten. Der DobravaN Klon weist eine Anderung an der 122. Aminoséure auf, an der
ein Isoleucin als unpolare Aminosiure durch ein Threonin mit ungeladenen polaren
Charakter ausgetauscht wurde. Moglicherweise wird dadurch die Hydrophilie erhoht.
An der 283. Stelle wird ein Valin gegen ein Alanin ausgetauscht, da beide Aminoséuren
polare Eigenschaften zeigen, ist diese Anderung als gering einzuschitzen. An der 356.
Position ist ein basisches Arginin gegen ein unpolares Glycin getauscht, was die
Loslichkeit also moglicherweise herabsetzt. An der 359. Aminosaurenstelle besteht ein
Austausch eines unpolaren Phenylalanins gegen ein ungeladenes polares Serin, was
wiederum die Loslichkeit des resultierenden Proteins erhdht. Zusammenfassend ist fiir
das DobravaN Protein, wenn iiberhaupt, eine geringe Anderung im Sinne einer
Zunahme der Hydrophilie zu erkennen, d. h eine Zunahme der Léslichkeit zu erwarten.
Es ldsst sich diskutieren, ob die zahlenméBig geringen Austausche iiberhaupt Einfluf3
auf den Proteincharakter haben. Die erzeugten Antikdrper erkennen im recom Line
Bunyavirustest die dargestellten Antigene, was eine bedeutsame Anderung des
Proteincharakters ausschlieen ldsst. Allerdings ist im in Abb. 25 bzw. 27 gezeigten
recom Line Bunyavirustest zum Nachweis der Spezifitit der erzeugten Antikorper eine
Kreuzreaktivitdt des PuumalaN 3 Klons gegen das Seoulvirus als Antigen zu erkennen,
die beim PuumalaN 1 Klon nicht zu beobachten ist. Das fiihrt zu der moglichen
Annahme, dass die geringen Anderungen der Aminosiurensequenz doch eine Anderung
in den antigenetischen Epitopen der Proteine erzeugt haben. Da die antigenetischen
Epitope vor allem innerhalb der ersten 120 Aminoséuren zu erwarten sind, ist der
Austausch im PuumalaN Klon 3 méglicherweise als Anderung im Sinne einer Erhdhung

der Kreuzreaktividt gegeniiber Antigeneigenschaften des Seoulvirus zu deuten. Eher
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scheint diese Reaktion aber auf hohere Antikorper — Titer zuriickzufiihren zu sein. Die

Anderung des PuumalaN Klonl an der 275. Stelle scheint vernachléssigbar zu sein.

4.6 Vakzination

Schon lange versuchen Forschungsgruppen aus der ganzen Welt einen zuverldssigen
Impfstoff gegen Hantaviren zu etablieren. Das HFRS zeigt trotz intensivmedizinischer
Anstrengung immer noch eine Mortalitdt von bis zu 15 %. Dieses Wissen treibt die
Bemiihungen um die Entwicklung von Vakzinen voran. Verschiedene Ansitze sind
dabei unternommen worden. Schon 1990 wurde von C. Schmaljohn et al. postuliert,
dass Antikorper gegen Gl- und G2 — Proteine (M — Segment) einen Schutz vor
Infektion leisten. Die Vakzination von Hamstern mit einem Plasmid, das das Seoul M
Gen exprimiert, induzierte nach Inokulation in die Epidermis bzw. intramuskulére Gabe
in den Musculus gastrocnemicus die Bildung neutralisierender Antikorper. Die Tiere
wurden anschlieBend 28 Tagen nach Immunisierung intramuskuldr mit Seoul — und
Hantaanvirus infiziert, sie waren aber durch vorangegangene Vakzination geschiitzt und
eine Infektion konnte nicht nachgewiesen werden (Hooper et al., 2001).

Ein &hnlicher Versuch wurde mit einem Plasmid, dass das M — Segment von
Hantaanvirus exprimiert, untenommen. Dazu wurde den Hamstern das HantaanM —
Expressionsplasmid in gleicher Weise verabreicht und die Tiere anschlieBend mit
Hantaan -, Seoul — und Dobravavirus durch intramuskuldre Gabe infiziert. Auch in
diesem Versuch blieb eine Infektion der Tiere aus (Hooper et al., 2001). Beide Versuche
wurden schlieBlich bei Rhesusaffen angewandt mit dem Ergebnis, dass hohe Titer an
neutralisierenden Antikdrpern erreicht wurden. Dieser Versuch liefert die ersten
immunologischen Daten einer Vakzine zum Schutz von Primaten vor Hantavirus -
Infektionen und fiihrt zu der Annahme, dass das Hantavirus M — Gen zur Impfung von
Menschen herangezogen werden kann (Hooper et al., 2001).

Die starke Antigeneigenschaft des hantaviralen N — Proteins fiihrte zu der Uberlegung,
ob eine Vakzination durch Gabe von nativen oder rekombinant exprimierten N —
Protein moglich ist. In einem Tiermodell, bestehend aus einer Kolonie des natiirlichen
Wirtstieres, wurden diese mit rekombinanten Puumala N — Protein bzw. mit einem N —
terminalen Fragmenten (AS 1-118) von N — Protein, beide exprimiert in E.coli,
immunisiert. Danach wurden sie einer infektiosen Dosis von Puumalavirus ausgesetzt.

Klinisch und serologisch ergab sich kein Anhalt fiir eine Infektion, die sich wegen des

92



asymptomatischen Verlaufes im natilirlichen Wirtstier durch das Auftreten von
PuumalavirusN — Antigen bzw. von spezifischen Antikdrpern gegen die Glykoproteinen
Gl und G2 zeigen wiirden. Immunisierte man Tiere allerdings mit kiirzeren N —
terminalen Fragmenten, so wiesen 25% der Population entweder ein durch PCR
nachweisbares N — Antigen oder spezifische Antikorper gegen die Glykoproteine auf
(Lundkvist et al., 1996).

Eine Vakzination mit der cDNA des S — Segmentes, als Expressionseinheit in ein
Plasmid kloniert, zeigte, dass sich 6 bis 11 Wochen nach i.m. Injektion von 50 pg der
Plasmid - DNA in jeden M. tibialis anterior von Maiusen eine Antikdrperantwort
ausbildete. Analysen ergaben, dass die Antikorper mit sédmtlichen Epitopen des
Nukleokapsidproteins reagierten. Aufgrund dieser Epitopspezifitit scheint die DNA —
Vakzination der immunologischen Reaktion einer natiirlichen Infektion zu gleichen
(Koletzki et al., 2001).

Nachdem eine effiziente Immunitdt durch Verabreichung von N — Protein in
verschiedenen Tiermodellen bestdtigt wurde, wurde in einem weiteren Versuch gepriift,
ob sich durch Immunisierung mit einem Subtypen eine Kreuzprotektion vor Infektion
mit einem anderen Stamm ergibt. Dafiir wurden natiirliche Wirtstiere dreimal mit je
50pg des aufgereinigten rekombinanten N — Proteins von Puumala -, Topografov -,
Andes-, und Dobravavirus immunisiert. Die Tiere wurden 3 Wochen spéter mit 20-50%
der infektiosen Dosis des Wildtyps von Puumalavirus subcutan infiziert. Da keine
klinischen Anzeichen einer floriden Infektion zu erwarten waren, wurden die Tiere 3
Wochen nach Virusverabreichung getdtet und deren Lungen mit der RT-PCR auf die
Anwesenheit von PuumalavirusN - RNA und mit ELISA auf PuumalavirusN — Antigen
tiberpriift. Weder RNA noch Antigen konnten in den 16 Tieren nachgewiesen werden,
die vorher mit Puumala und Topografov immunisiert wurden. Bei einem Teil der mit
Andesvirus und Dobravavirus immunisierten Tiere konnte virale RNA nachgewiesen
werden, bei Dobrava zusédtzlich auch virales Antigen. Die rekombinanten N — Proteine
scheinen also zu einem gewissen Grade eine Kreuzprotektion vermitteln zu kdnnen
(Carvalho Nicacio et al., 2002).

Virusvektoren die das S — und M — Segment von Hantaanvirus exprimierten wurden in
einem weiteren Versuch als Vakzin zur Immunisierung durch intramuskulidre Gabe in
Hamstern verwendet. Nach 30 Tagen wurden die Tiere mit Hantaan -, Seoul -, und
Puumalavirus infiziert und nach verschiedenen Zeiten das Vorhandensein von

viruspezifischer RNA bzw. viralen Antigen in Lunge und Nieren iiberpriift. So zeigte
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sich fiir die mit Hantaanvirus und Seoulvirus infizierten Hamster, dass weder virales
Antigen noch RNA vorhanden war. In den Organen der mit Puumalavirus infizierten
Tiere konnte allerdings virusspezifische RNA nachgewiesen werden. Die Hamster
wurden demnach nicht durch das eingesetzte Vakzin vor einer Infektion mit
Puumalavirus geschiitzt (Chu et al., 1995). Umgekehrt wurde in einem &hnlichen
Versuch gezeigt, dass nach Immunisierung von Tieren mit Puumala- und Prospect
Hillvirus ein begrenzter Schutz vor einer Infektion mit Hantaanvirus erreicht werden
kann (Asada et al., 1988).

Ein weiterer Ansatz ist die Herstellung eines inaktivierten Hantavirus zur aktiven
Immunisierung. So sprach die WHO 1984 die Empfehlung aus, moglichst schnell einen
effektiven inaktivierten Impfstoff gegen das HFRS herzustellen. Daraufhin entwickelte
die Forschergruppe um Lee das sogenannte Hantavax. Dieses wird als Hantaanvirus aus
Gehirnen von Maéusen, in denen das Virus wéchst, gewonnen und anschlieend mit
Formalin inaktiviert. Der Impfstoff ist in Korea zugelassen. In einer Studie wurden 64
Patienten untersucht, die eine zweimalige intramuskulire Gabe von Hantavax im
Abstand von einem Monat erhalten hatten. Serumproben wurden am Tag der Impfung,
nach 30 Tagen und nach einem Jahr entnommen und mit dem ELISA — und
Immunfluoreszenz - Verfahren auf IgG spezifische Antikorper untersucht. 30 Tage nach
der Vakzination zeigten dabei bis zu 79% der getesteten Personen eine
Antikorperantwort, nach der 1. Boosterreaktion erhohte sich der Anteil der Patienten auf
97%. Allerdings waren nach einem Jahr nur noch bei 43 % der Testpersonen
AntikOrpertiter nachzuweisen, es wurde also keine langanhaltende humorale
Immunantwort erreicht. Die Studie bestétigte aulerdem die gute Vertrdglichkeit von
Hantavax aufgrund der geringen Nebenwirkungen, und der Einsatz wird heute in
Endemiegebieten als zweimalige Gabe innerhalb eines Monats und Boosterdosis nach
13 Monaten empfohlen. Nachdem 1991 damit eine Impfkampagne in Korea gestartet
wurde sind die Erkrankungsfille fiir das HFRS deutlich gesunken (Cho et al., 2002).
Die Idee der Herstellung eines aktiven Impfstoffes wurde auch von einer anderen
Forschergruppe umgesetzt. Sie isolierten Hantaanvirus aus Vero E6 Zellen, reinigten es
iiber Ultrafiltration und Zentrifugation iiber einen Dichtegradient auf und inaktivierten
das Virus anschliefend mit Formaldehyd. Die immunogenen Eigenschaften des Vakzins
wurden in im Vergleich mit Hantavax gepriift. So konnte im Mausversuch eine Sfach
hohere neutralisierende Aktivitit der Antikorper als bei Hantavax gezeigt werden, was

also moglicherweise eine effektivere Immunitét erzeugt (Choi et al., 2003).
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Eine Forschergruppe aus China entwickelte 2002 18 anti — Hantaanvirus -
neutralisierende MABs zur Behandlung und Pridvention von Hantaanvirusinfektion.
Davon waren 13 gegen das N — Protein, 4 gegen das G2 — Protein und 1 MAB gegen N-
und G2 — Protein gerichtet. Es zeigte sich in vitro, dass nur die MABs, die das G2 -
Protein erkannten, virusneutralisierende FEigenschaften besitzen. Im Mausversuch
induzierten ebenfalls nur die gegen G2-Protein gerichteten MABs die Induktion eines
Schutzes vor Infektion. Alle Mause waren nach Gabe dieser MABs ein Tag vor sowie
zwei Tage nach Exposition mit Hantaanvirus vor einer Infektion geschiitzt. Sie scheinen
also zur Prd — und Postexpositionsprophylaxe und zur Immuntherapie bei
Hantaanvirusinfizierten Patienten geeignet zu sein. Klinische Studien werden dazu in
endemischen Gebieten Chinas bereits betrieben (Xu et al., 2002).

Eine relativ neue Idee einer Vakzination durch transgene Pflanzen verwirklichte eine
Gruppe der Kinderklinik aus Dresden. Sie etablierten die Expression des Puumalavirus
N — Proteins (AS 1-182) in Tabak- und Kartoffelpflanzen. Nach der Herstellung eines
rekombinaten Vektors, der fiir das PuumalaS — Segment codierte, wurde dieser
Agrobakterien transformiert. Durch anschlieBende Kokultivierung mit Blétteranteilen
der Tabakpflanze bzw. Inokulation des Plasmids in Wurzelanteile der Kartoffelpflanze
konnte die Transformation des Expressionsplasmids in die Zielpflanze erreicht werden.
Nach deren Kultivierung und Wachstum konnte durch PCR die Anwesenheit des
PuumalaS — Genoms und durch Immunoblot das Vorhandensein von PuumalaN —
Protein in der nun transgenen Pflanze bestitigt werden. Dabei unterschieden sich die
transgenen Pflanzen in Phénotyp und Wachstumsrate nur unwesentlich von den
natiirlichen Pflanzen und produzierten in den Blittern, Kartoffeln auch in Wurzel und
Knolle das N — Protein. Nach intraperitonealer bzw. intramuskuldrer Gabe von
Extrakten, die aus den Blittern der jeweiligen Pflanze gewonnen wurde, induzierten die
rekombinanten Proteine eine spezifische humorale und mukosale Immunantwort in
Kaninchen. Damit konnte eine billige und kontaminationsarme Methode der
Vakzination entwickelt werden, die vor allem in Zukunft von 6konomischen Interesse

sein wird (Kkattak et al., 2002).
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4.7 Zukunftsaussichten

Die genetische Struktur der Hantaviren ist entschliisselt und sogar das L — Segment, das
lange Zeit noch unbekannt war ist mittlerweile von einer chinesischen Gruppe
charakterisiert worden (Zhonghua et al., 2001). Trotzdem sind die molekularen
Mechanismen der Virusreplikation noch weitgehend unverstanden. Es exisitiert bis zum
heutigen Zeitpunkt noch kein Reverse Genetic System, um als In-Vitro-
Replikationsmodell eine Identifikation und Analyse funktioneller Elemente auf
Nukleinsdure- und Proteinebene zu ermdéglichen. Die Schaffung eines solchen Modells
wiirde einen entscheidenden Fortschritt in der Hantavirusforschung darstellen.

In der Diagnostik ist mit den bestehenden Assays eine effiziente und zuverldssige
Identifikation einer Hantavirusinfektion gesichert. Allerdings ist bei der Unterscheidung
der verschiedenen Virussubtypen die Kreuzreaktivitit zu beachten.

Die genetische Information der verschiedenen RNA — Segmente sind bekannt,
allerdings fehlen noch Informationen {iber die detaillierten Funktionen der
verschiedenen Proteine.

Die spezifische Immunisierung gegen eine Hantavirusinfektion ist vor dem Hintergrund
der gleichbleibenden hohen Mortalitit des HFRS von besonderem Interesse. Neue
Forschungsansitze bzw. die Verbesserung der bestehenden Methoden sind nétigt, um in
Zukunft ein effizientes Modell einer Immunisierung etablieren zu konnen. Auch miissen
im europdischen Raum epidemiologische Daten {iber die Inzidenz und Privalenz von
Hantavirusinfektionen durch ein breiteres Screening erweitert werden. Die hier
vorgelegten Ergebnisse stellen die Grundlage dafiir dar, Untersuchungen menschlicher
Seren kosteneffektiv mit den fiir Mitteleuropa relevanten Hantavirus — Antigenen
durchzufiihren und sind auBerdem als erster Schritt auf dem Weg zur Etablierung eines

Reverse Genetic Systems fiir Hantaviren zu verstehen.
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5. Zusammenfassung

Hantaviren sind infektidse Ursache des Héadmorrhagischen Fiebers mit Renalem
Syndrom (HFRS), des Hantavirus Pulmonary Syndrome (HPS) und der Nephropathia
epidemica (NE). Aufgrund der Pathogenitit der Viren und einer gleichbleibend hohen
Mortalitdt, vor allem des HFRS und HPS ist die Entwicklung einer Immunisierung von
besonderem Interesse. Vor allem das hantavirale N-Protein (Nukleokapsidprotein),
codiert durch das S-Segment stellt sich als antigenetische Hauptziel der humoralen
Immunitét dar.

In der vorliegenden Arbeit wurde nach Virusanzucht der beiden Hantavirusstimme
Puumala und Dobrava RNA extrahiert und durch RT-PCR in cDNA umgeschrieben und
vervielfiltigt. Die cDNA wurde anschliefend in den pCR2.1-TOPO Vektor der Fa.
Invitrogen kloniert und nachfolgend in den pPRSETB-Vektor der gleichen Firma, einem
bakteriellen Expressionsvektor umkloniert. Dadurch erhielt man die beiden
rekombinierten Plasmide pRSETBPuumalaN und pRSERTBDobravaN als Grundlage
fiir eine bakterielle Expression der beiden hantaviralen N-Proteine. Nach der
Proteinexpression in kompetenten BL21DE3-Bakterien wurden die Proteine durch die
immobilisierenden Metallaffinititschromatographie aufgereinigt und anschliefend an
die Fa. Eurogentec/ Belgien verschickt. Dort wurde durch Injektion in Kaninchen eine
Antikorperproduktion erreicht. Die erhaltenen polyklonalen Antikorper anti-PuumalaN-
Antikorper (IgG) und anti-DobravaN-Antikorper (IgG) wurden im recom Line
Bunyavirus Test der Fa. Mikrogen und im Western Blot getestet. Sie stehen jetzt fiir
weitere Untersuchungen mit Hantavirusantigenen als molekulare Werkzeuge zur
Verfligung und stellen Grundlage auf dem weiteren Weg zur Etablierung eines Reverse

Genetic Systems fiir Hantaviren dar.
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ELISA Enzym-linked immunosorbent assay
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G

G

GP
HFRS
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HPS
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IPTG

ORI
PAGE
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PCR
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Fluorescein-Isothiocyanat
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Glykoprotein

Hamorrhagisches Fieber mit Renalem Syndrom
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human leucocyt antigen
Hantavirus Pulmonary Syndrome
Indirekte Immunfluoreszenz
Immunglobulin
Isopropyl-1-thio-beta-D-Galactosid
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Kilobasen
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Koreanisches Himorrhagisches Fieber
Liter

Molar

milli

mikro

Normal

nano

Nephropathia epidemica
nanometer

Nukleotide

open reading frame

Optische Dichte

origin of replication
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphate buffered saline
Polymerase chain reaction

potentia hydrogenii
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POD Peroxidase

pol  Polymerase

PPP  Protein Probenpuffer

Prom Promotor

RNA Ribonukleinsédure

Rpm Rotationen pro Minute

RT Reverse Transcriptase

RT Raumtemperatur

SDS  Sodiumdodecylsulfat

Sec  Sekunden

s.u.  siehe unten

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
T Thymidin

Tris  Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan
U unit, Enzymeinheit

u.a.  unter anderem

UV  ultraviolett

A% Volt

VRNA virale RNA

z.B. zum Beispiel

% Prozent

7.4 Sequenzierungsergebnisse

Sequenzierungsergebnisse der hantaviralen N — Segmente kloniert in den pCR2.1TOPO
— Vektor:

1. pCR2.1TOPOPuuN1cDNA
Puumala N/ Sotkamo/ V- 2969/ 81

AGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATG
CAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGC

AATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATG
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CTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAG
GAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAA
TACTCAAGCTATGCATCAAGCTTGGTACC'GAGCTCGGATCCACTAGTAACG
GCCGCCAGTGTGCTGGAATTcgccctTtATGAGTGaCTTGACAGATATCCAAGA
GGATATAACCCGCCATGAACAGCAACTTATTGTTGCCAGACAAAAACTTAA
GGAGGCAGAGAGAGCAGTGGAAGTGGACCCAGATGACGTTAATAAAAACA
CACTGCAAGCCAGGCAACAAACAGTGTCAGCACTGGAGGACAAACTCGCA
GACTACAAGAGAAGGATGGCAGATGCTGTGTCCAGGAAAAAAATGGATAC
TAAACCTACTGACCCGACTGGGATTGAACCTGATGACCACCTCAAGGAGAG
ATCAAGCCTTAGGTATGGAAATGTCCTTGATGTAAATGCAATTGACATTGAA
GAACCAAGTGGCCAAACAGCAGATTGGTATACAATTGGAGTGTATGTGATA
GGGTTCACACTTCCTATCATCCTTAAAGCTTTATACATGCTCTCAACGCGTG
GGAGACAGACTGTAAAAGAAAATAAGGGGACACGTATAAGGTTIAAGGATG
ATACATCaTTTGAAGACATCAATGGCATAAGGAGACCAAAGCATTTATATGT
TTCTATGCCTACTGCCCAGTCAACTATGAAAGCAGAAGAACTCACACCAGG
CAGATTTCGCACAATAGTATGTGGTCTTTTTCCCACTCAGATCCAGGTTCGT
AACATCATGAGTCCAGTTATGGGGGTCATTGGTTTTTCATTCTTTGTGAAGG
ATTGGTCTGAGAGAATCAGAGAGTTCATGGAAAAAGAGTGCCCATTCATAA
AGCCCGAAGTAAAACCAGGCACACCAGCACAAGAGATTGAGATGTTAAAA
AGAAATAAGATCTACTTTATGCAGCGCCAGAATGTGCTTGACAAAAATCAT
GTGGCAGACATTGACAAGTTAATTGACTATGCAGCCT*TGGAGACCCTACAT
CACCTGACAACATTGATTCGCCTAATGCACCATGGGTCTTTGCATGTGCACC
AGACCGATGCCCACCAACATGTATCTATGTTGCAGGGATGGCAGAGCTTGG
GGCCTTTTTTTCAATATTGCAGGACATGAGAAACACAATAATGGCATCTAAG
ACTGTTGGCACAGCAGAAGAGAAATTAAAGAAAAAGTCTTCCTTTTACCAA
TCTTACCTGCGTCGAACTCAATCAATGGGAATTCAGCTTGATCAAAGAATTA
TCCTCTTGTTTATGTTGGAATGGGGCAAAGAGATGGTAGATCACTTCCATCT
TGGTGATGATATGGATCCAGAGCTCAGAGGTCTTGCACAGGCACTGATAGA
TCAAAAGGTGAAGGAAATATCGAACCAGGAACCACTAAAGATATAAAagggc
gAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAG*CATGCATCTAGA
GGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTT
TACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGC
AGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGA
TCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTG
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TAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGC
TACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTC
TCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTT
AGGGTTCCGATTTAGAGCTTTACGGCACCTCGACCGCAAAAAACTTGATTTG
GGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTT
TGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAAC
AACACTCAACCCTATCGCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCG
ATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAATTCAGGGCGCA
AGGGCTGCTAAAGGAACCGGAACACGTAGAAAGCCAGTCCGCAGAAACGG
TGCTGACCCCGGATGAATGTCAGCTACTGGGCTATCTGGACAAGGGAAAAC
GCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGGTAGCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATA
GCTAGACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGCCAGCTGG
GGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCTTT
CTTGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATCAAGAGAC
AGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTC
TCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGAC
AATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCC
GGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGAC
GAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCT
GTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAA
GTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCGCCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTAT
CCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTG
CCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGAT
GGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCT
CGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGA
GGATCTCGTCGTGATCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAA
AATGGCCGCTTTTCTGGATTCAACGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACC
GCTATCAGGACATAGCGTTGGATACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCG
GCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTC
GCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAATTGAAAAA
GGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCG
GCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAG
ATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCA
ACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGAT
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GAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGATACACTATTATCCCGTATTGACGCC
GGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTT
GAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGA
GAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTA
CTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAAC
ATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAA
GCCATACCAAACGACGAGAGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGCCAACA
ACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAAC
AATTAATAGACTGAATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCT
CGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCG
TGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCGCTCCCG
TATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAA
TAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTC
AGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAAT
TTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCC
TTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAA
AGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAA
AAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAA
CTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGT
CCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCG
CCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCG
ATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGG
CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGC
GAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCG
CCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGG
GTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTA
TCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGT
GATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCT
TTTTACGGTTCCTGGGCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCG
TTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATA
CCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAA
GCGGAAG

PuumalaN 1- Segment im pCR2.1TOPO Vektor
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Die Markierung 1 stellt die Schnittstelle des Restriktionsenzyms Kpnl, die Markierung
2 den Restriktionsenzymangriffspunkt fiir Xhol dar. Start- und Stopcodon (ATG und
TAA) sind fettgedruckt hervorgehoben, dazwischen liegt das PuumalaS-Segment.

Der pCR2.1 TOPO — Vektor entspricht einem Molekulargewicht von 3.9 kb, das

PuumalaN — Insert weist ein Molekulargewicht von 1.6 kb auf.

2. pCR2.1TOPOPuuN3cDNA
Puumala N/ Sotkamo/ V- 2969/ 81

AGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATG
CAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGC
AATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATG
CTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAG
GAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAA
TACTCAAGCTATGCATCAAGCTTGGTACC'GAGCTCGGATCCACTAGTAACG
GCCGCCAGTGTGCTGGAATTcgecctTTATGAGTGaCTTGACAGATATCCAAGA
GGATATAACCCGCCATGAACAGCAACTTATTGTTGCCAGACAAAAACTTAA
GGAGGCAGAGAGAGCAGTGGAAGTGGACCCAGATGACGTTAATAAAAACA
CACTGCAAGCCAGGCAACAAACAGTGTCAGCACTGGAGGACAAACTCGCA
GACTACAAGAGAAGGATGGCAGATGCTGTGTCCAGGAAAAAAATGGATAC
TAAACCTACTGACCCGACTGGGATTGAACCTGATGACCACCTCAAGGAGAG
ATCAAGCCTTAGGTATGGAAATGTCCTTGATGTAAATGCAATTGACATTGAA
GAACCAAGTGGCCAAACAGCAGATTGGTATACAATTGGAGTGTATGTGATA
GGGTTCACACTTCCTATCATCCTTAAAGCTTTATACATGCTCCCAACGCGTG
GGAGACAGACTGTAAAGGAAAATAAGGGGACACGTATAAGGTTtAAGGATG
ATACATCaTTTGAAGACATCAATGGCATAAGGAGACCAAAGCATTTATATGT
TTCTATGCCTACTGCCCAGTCAACTATGAAAGCAGAAGAACTCACACCAGG
CAGATTTCGCACAATAGTATGTGGTCTTTTTCCCACTCAGATCCAGGTTCGT
AACATCATGAGTCCAGTTATGGGGGTCATTGGTTTTTCATTCTTTGTGAAGG
ATTGGTCTGAGAGAATCAGAGAGTTCATGGAAAAAGAGTGCCCATTCATAA
AGCCTGAAGTAAAACCAGGCACACCAGCACAAGAGATTGAGATGTTAAAA
AGAAATAAGATCTACTTTATGCAGCGCCAGAATGTGCTTGACAAAAATCAT
GTGGCAGACATTGACAAGTTAATTGACTATGCAGCCTCGGAGACCCTACAT
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CACCTGACAACATTGATTCGCCTAATGCACCATGGGTCTTTGCATGTGCACC
AGACCGATGCCCACCAACATGTATCTATGTTGCAGGGATGGCAGAGCTTGG
GGCCTTTTTTTCAATATTGCAGGACATGAGAAACACAATAATGGCATCTAAG
ACTGTTGGCACAGCAGAAGAGAAATTAAAGAAAAAGTCTTCCTTTTACCAA
TCTTACCTGCGTCGAACTCAATCAATGGGAATTCAGCTTGATCAAAGAATTA
TCCTCTTGTTTATGTTGGAATGGGGCAAAGAGATGGTAGATCACTTCCATCT
TGGTGATGATATGGATCCAGAGCTCAGAGGTCTTGCACAGGCACTGATAGA
TCAAAAGGTGAAGGAAATATCGAACCAGGAACCACTAAAGATATAAAagggc
gAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAG*CATGCATCTAGA
GGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTT
TACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGC
AGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGA
TCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTG
TAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGC
TACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTC
TCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTT
AGGGTTCCGATTTAGAGCTTTACGGCACCTCGACCGCAAAAAACTTGATTTG
GGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTT
TGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAAC
AACACTCAACCCTATCGCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCG
ATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAATTCAGGGCGCA
AGGGCTGCTAAAGGAACCGGAACACGTAGAAAGCCAGTCCGCAGAAACGG
TGCTGACCCCGGATGAATGTCAGCTACTGGGCTATCTGGACAAGGGAAAAC
GCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGGTAGCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATA
GCTAGACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGCCAGCTGG
GGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCTTT
CTTGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATCAAGAGAC
AGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTC
TCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGAC
AATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCC
GGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGAC
GAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCT
GTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAA
GTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCGCCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTAT

121



CCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTG
CCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGAT
GGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCT
CGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGA
GGATCTCGTCGTGATCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAA
AATGGCCGCTTTTCTGGATTCAACGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACC
GCTATCAGGACATAGCGTTGGATACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCG
GCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTC
GCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAATTGAAAAA
GGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCG
GCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAG
ATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCA
ACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGAT
GAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGATACACTATTATCCCGTATTGACGCC
GGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTT
GAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGA
GAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTA
CTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAAC
ATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAA
GCCATACCAAACGACGAGAGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGCCAACA
ACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAAC
AATTAATAGACTGAATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCT
CGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCG
TGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCGCTCCCG
TATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAA
TAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTC
AGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAAT
TTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCC
TTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAA
AGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAA
AAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAA
CTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGT
CCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCG
CCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCG
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ATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGG
CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGC
GAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCG
CCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGG
GTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTA
TCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGT
GATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCT
TTTTACGGTTCCTGGGCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCG
TTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATA
CCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAA
GCGGAAG

PuumalaN 3— Segment im pCR2.1TOPO Vektor

Die Markierung 1 stellt die Schnittstelle des Restriktionsenzyms Kpnl, die Markierung
2 den Restriktionsenzymangriffspunkt fiir Xhol dar. Start- und Stopcodon (ATG und
TAA) sind fettgedruckt hervorgehoben, dazwischen liegt das PuumalaS — Segment.

Der pCR2.1 TOPO - Vektor entspricht einem Molekulargewicht von 3.9 kb, das

PuumalaN — Insert weist ein Molekulargewicht von 1.6 kb auf.

3. pCR2.1TOPODobNcDNA
Dobrava/ Saarema/ 160V/ N

AGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATG
CAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGC
AATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATG
CTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAG
GAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAA
TACTCAAGCTATGCATCAAGCTTGGTACC'GAGCTCGGATCCACTAGTAACG
GCCGCCAGTGTGCTGGAATTcgeectTtATGggceaacactagaggaactccaaaaggagatcaatag
ccacgagggccaattggtgatagccaggcagaaggtgaaagatgcagagaaacaatatgaaaaagatcctgatgaccttaat
aaaagggcattgagtgatagagaaagcattgcacaatcaatccagggcaaaattgatgagctaaggagacagetggetgacce
gtgtggctgcaggaaaaaacattggcaaggagagggacccaactggactagatcctggtgatcaccttaaagagaaatcaat
gcttagttatggaaatgtcattgacctcaatcatettgacattgatgaaccaacagggeaaactgetgactggetaageattgtga
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tetatttgacatctttcgtagtcccaatactcctgaaggctctttacatgttgacaactagagggaggcaaactactaaagacaata
agggaatgaggattcgatttaaggatgacagttctittgaggatgtgaatggaattcgaaaaccaaaacatctgttcttgtcgatg
cccaatgcccagtccagcatgaaagcagatgagattacacctggtaggttcagaactgcagtctgtggattatacccagecca
ggttaaagcaaggaatttgatcagccecgteatgagtgtgattggtttcttaaccettgcaaagaattggacggaacgggttgag
gagtggcttgacctcecttgeaagctattatctgaaccatctecaacatctttaaccaaagggecttccactaaccgtgattatetg
agtcaaagacaaggagcacttgcgaagatggaaacaaaagaagceccaggttgttagaaaacatgccatagatgctggttgta
acatcattgaccatattgactcaccgtcatcaatttgggtttttgctggggcacctgataggtgtccecctacctgectgttcattge
aggcatggcagaattaggtgcattctttgetgtcctccaggatatgaggaatacgatcatggcatcaaaaactattggaacatea
gaggagaagttgaggaagaagtcttcgttctaccaatcttacctccggaggacacagtctatgggtattcaactggaccagege
atcattgtgcttttcatgatagaatggggtaaagaggcagttgatagtttccacctaggtgatgatatggatccagaaattcgaagt
ctagcacaggcattgatcgatcaaaaggtaaaagaaatatctaatcaggagecgetcaagcttTAAAagggcgAATT
CTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAG*CATGCATCTAGAGGGCC
CAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAA
CGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCAC
ATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCC
CTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCG
GCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACAC
TTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCC
ACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGT
TCCGATTTAGAGCTTTACGGCACCTCGACCGCAAAAAACTTGATTTGGGTGA
TGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACG
TTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACAC
TCAACCCTATCGCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCG
GCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAATTCAGGGCGCAAGGGCT
GCTAAAGGAACCGGAACACGTAGAAAGCCAGTCCGCAGAAACGGTGCTGA
CCCCGGATGAATGTCAGCTACTGGGCTATCTGGACAAGGGAAAACGCAAGC
GCAAAGAGAAAGCAGGTAGCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATAGCTAGAC
TGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGCCAGCTGGGGCGCCC
TCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCTTTCTTGCCGC
CAAGGATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATCAAGAGACAGGATGA
GGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCC
GCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGC
TGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTT
TTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAG
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CGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGA
CGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGG
GCAGGATCTCCTGTCATCTCGCCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATG
GCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCG
ACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCG
GTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAG
CCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCG
TCGTGATCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCC
GCTTTTCTGGATTCAACGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCA
GGACATAGCGTTGGATACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATG
GGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGC
ATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAATTGAAAAAGGAAGAG
TATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTT
GCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGA
AGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGG
TAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACT
TTTAAAGTTCTGCTATGTGATACACTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAG
AGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTC
ACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATG
CAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACA
ACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGAT
CATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCA
AACGACGAGAGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGCCAACAACGTTGCGC
AAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAG
ACTGAATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTC
CGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCG
CGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCGCTCCCGTATCGTAGTT
ATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATC
GCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTT
ACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATC
TAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGT
TTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTG
AGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCG
CTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGA
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AGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGT
AGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCT
CGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGT
CTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCG
GGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTAC
ACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCC
GAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGG
AGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCC
TGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCA
GGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTC
CTGGGCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGA
TTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGC
AGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAG

DobravaN-Segment im pCR2.1TOPO Vektor

Die Markierung 1 stellt die Restriktionsschnittstelle von Kpnl, die Markierung 2 die
Enzymschnittstelle fiir Xhol dar. Start- und Stopcodon sind fettgedruckt hervorgehoben.
Das DobravaN — Segment weist ein Molekulargewicht von ca. 1.6 kb auf und ist in
Kleinbuchstaben dargestellt. Der pCR2.1TOPO — Vektor ist in Grofbuchstaben
dargestellt.
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