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l. Einleitung

Im Jahr 1972 ereignete sich eine ,fatale endemische Infektion in einem
(schweizer) Serpentarium”, das Schlangengift fur die Herstellung
pharmazeutischer Praparate erzeugte. Erkrankte Tiere zeigten Opisthotonus,
ungewdhnliches Verhalten mit zentralnervésen Stérungen und respiratorische
Symptome mit eitrig-mukésem Sekret aus Rachen und Luftrdhre (Fdlsch &
Leloup, 1976). Die folgende Isolierung eines Paramyxovirus (Fer-de-Lance
Virus, FDLV) aus dem Lungengewebe einer toten Fer-de-Lance Viper
(Bothrops atrox), erfolgte durch Clark et al. (1979). Das FDLYV ist das erste bei

Reptilien nachgewiesene Paramyxovirus.

Seither konnten zahlreiche Paramyxoviren bei Reptilien nachgewiesen
werden (Essbauer & Ahne, 2001). Die Isolate wurden von Schlangen mit
neurologischen und respiratorischen Symptomen vorwiegend in Europa und
den USA gewonnen (Ahne et al., 1999b).

Die Erforschung von reptilienpathogenen Paramyxoviren (RPMV) ist
bisher wenig fortgeschritten. Erst in den letzten Jahren wurden partielle
Genanalysen einiger RPMV publiziert (Ahne et al., 1999b, Franke et al.,
2001). In der vom International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)
erarbeiteten Taxonomie der Viren ist das FDLV als ein Paramyxovirus
gelistet, das noch keinem Genus der Paramyxoviridae zugeordnet werden

konnte (unassigned Virus; Lamb et al., 2000).

18 mutmalliche Paramyxoviren, die mittels Hamagglutinations-
Hemmungstest (HAH) identifiziert und von Schlangen in den Jahren 1989 bis
1999 isoliert worden waren (Blahak, unpubl.), wurden in der vorliegenden
Arbeit molekularbiologisch untersucht. Mittels Sequenzanalysen sollten die
Verwandtschaftsbeziehungen der RPMV untereinander und zu den

Paramyxoviren homoiothermer Wirbeltiere ermittelt werden.

Aulerdem sollten in dieser Arbeit die Fusions (F) Gen- und
Proteinsequenzen eines reprasentativen RPMV, des durch Ahne et al. (1987)
charakterisierten Isolates Gono-GER85 einer Gonosoma oxycephala

Schlange, analysiert werden. Es galt, ein F Proteinmodell fir das RPMV zu
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erstellen und dieses mit anderen viralen F Proteinen (Lamb & Kolakovsky,

2001) zu vergleichen.

Um Einsicht in mogliche antigenetische Eigenschaften des Proteins zu
erhalten, sollten Interaktionen mit einem Anti-RPMV Serum untersucht
werden. Zu diesem Zweck galt es, das Reptilienvirus F Protein und diverse

Untereinheiten zu exprimieren.

Im Gegensatz zu oben genannten Genanalysen  sind
Proteincharakterisierungen von RPMV bisher nicht beschrieben (Essbauer &
Ahne, 2001). Das F Oberflachenprotein der Paramyxoviren ist essentiell fur
die Infektion, Vermehrung und Ausbreitung der Viren (Zhao et al., 2000;
Modrow et al., 2003). In Abhangigkeit von seiner Aminosaurensequenz und
dessen Schnittmotiv wird dieses Protein als ein Virulenzfaktor angesehen
(Peeters et al., 1999; Shengqing et al., 2002; De Leeuw et al., 2003).
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Il. Literaturiibersicht Paramyxoviren

1. Taxonomie

Paramyxoviren sind Krankheitserreger bei Mensch, Wild-, Haus- und
Zootieren, die schwerwiegende Infektionskrankheiten wie beispielsweise
Masern, Mumps, Hundestaupe, Rinderpest und atypische Gefligelpest

hervorrufen (Modrow et al., 2003).

Die taxonomische Struktur der Familie Paramyxoviridae unterliegt
derzeit verschiedenen Uberarbeitungen. Nach der neuen ICTV-Taxonomie
(ICTV, 2003) gliedert sich die Familie in zwei Subfamilien, die

Paramyxovirinae und Pneumovirinae, mit sieben Genera (Tab. 1).

Als unassigned Paramyxoviren (vorlaufige Spezies) gelten das
reptilienpathogene Fer-de-Lance Virus (FDLV), das Nariva Virus (Nagetiere)

und verschiedene, von Pinguinen isolierte, Viren (Lamb et al., 2000).

In der Taxonomie bisher unberucksichtigt sind weitere, diverse Isolate
von poikilothermen Vertebraten. Elektronenoptisch konnten Paramyxovirus-
ahnliche Partikel bei Fischen, Oncorhynchus tshawytscha (Winton et al.,
1985) und Schildkréten (Neumann et al., 1986, Zangger et al., 1991) ermittelt
werden. Eine Vielzahl von aus Reptilien isolierten Paramyxoviren wird in

Kapitel 11.4. beschrieben.
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Tabelle 1: Taxonomie der Paramyxoviridae
Taxonomisch gliedern sich die Paramyxoviridae in zwei Subfamilien und sieben
Genera (ICTV, 2003). Typspezies sind in Fettdruck dargestellt.

Subfamilie Genus Paramyxoviren
Paramyxovirinae  Respirovirus Sendai Virus
humanes Parainfluenzavirus 1
Morbillivirus Masern Virus
Hundestaupevirus
Peste-de-petits-ruminants Virus
Henipavirus Hendra Virus
Nipah Virus
Rubulavirus Mumps Virus
Simian Virus 5
Avulavirus Newcastle Disease Virus
Pneumovirinae Pneumovirus Humanes Respiratorisches Synzytialvirus

Metapneumovirus Turkey Rhinotracheitis Virus

In der bestehenden Virustaxonomie nicht etablierte Paramyxoviren

Fer-de-Lance Virus
Nariva Virus
Pinguin Paramyxovirus

2. Aufbau

2.1. Viruspartikel

Die Virionen der Paramyxoviren sind von unregelmafig runder oder
filamentdser Morphologie mit einem Durchmesser von etwa 150 bis 350 nm.
Sie besitzen eine Membranhitille, deren Innenseite ein virales Matrixprotein (M
Protein) auskleidet. Transmembran lokalisiert sind glykosilierte Proteine, die
eine Adsorption (HN Protein) und Fusion (F Protein) des Virions an die bzw.
mit der Wirtszelle katalysieren. Das Nukleokapsid besteht aus der viralen
Ribonukleinsdure (RNA), dem Nukleoprotein (N/ NP Protein), dem
Phosphoprotein (P Protein), und der viralen Polymerase (L Protein; Abb. 1;
Kap. 11.2.3.; Lamb & Kolakovsky, 2001; Modrow et al., 2003).
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Abbildung 1: Modell eines Paramyxovirus (nach Modrow et al., 2003)

Das virale Genom besteht aus negativ-orientierter Einzelstrang RNA (ss — RNA).
Assoziiert sind die virale Polymerase (L, large, Protein), das Phospho- (P) und
Nukleo-, bzw. Nukleophospho- (N/ NP) Protein und bilden das Nukleokapsid. Die
Virushulle wird lumenseitig vom Matrix- (M) Protein ausgekleidet. Transmembran
gelegen sind ist das Hamagglutinin Neuraminidase- (HN) Protein und das Fusions-
(F) Protein, die eine Adsorption und Fusion des Virus mit der Wirtzellmembran
katalysieren.

2.2. Genom und Genomaufbau

Paramyxoviren besitzen ein nicht-segmentiertes Einzelstrang (single
stranded) RNA-Genom mit negativer Orientierung (ss — RNA) und gehoren
daher zu den Mononegavirales. |hre Genome enthalten zwischen 13350
Basen (Humanes Metapneumovirus, AF371337) und 18246 Basen
(Nipahvirus, NC_002728). Im Nukleokapsid liegt das Genom als RNA-
Nukleoprotein-Komplex vor (Abb. 1; Kap. 11.2.3.) und ist dadurch vor Bruch
oder enzymatischem Abbau geschitzt. Typisch fir Paramyxoviren befinden
sich am 3'-Ende des Genoms die Leader Sequenz und am 5’-Ende die Trailer
Sequenz, die transkribiert, aber nicht translatiert werden und ihre Aufgabe in

der Steuerung der Genomreplikation erfullen. Zwischen jedem Gen ist die
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Virus-spezifische Consensussequenz lokalisiert, die eine prazise
Transkription steuert. Das Masernvirus-Genom (Genus Morbillivirus)
beispielsweise umfasst primar sechs Gene (3’ N-P-M-F-H-L 5’), die fur das
Nukleokapsidprotein, das Phosphoprotein, das Matrixprotein, das
Fusionsprotein, das Hamagglutininprotein und die virale Polymerase kodieren.
Weiterhin befindet sich innerhalb der P Gensequenz ein zweiter Leserahmen,
der fur ein zusatzliches Protein, Cellular Protein (C), kodiert (Modrow et al.,
2003). Diese open reading frames (ORF) sind bei bisher allen
charakterisierten Paramyxovirus Genomen beschrieben und kénnen bis zu
drei weitere Proteine kodieren (Lamb et al., 2000; Lamb & Kolakovsky, 2001;
Modrow et al., 2003).

2.3. Proteine

2.3.1. Strukturproteine

Das transmembrane Zell-Adsorptionsprotein der Paramyxoviren ist das
Hémagglutinin-Neuraminidase Protein (HN; Abb. 1), das auch als
Hamagglutininprotein (H) oder Glykoprotein (G) mit identischer Funktion
vorkommt (Modrow et al., 2003). Es katalysiert die Kontaktaufnahme
zwischen Virus und Wirtszelle (Lamb & Kolakovsky, 2001). Die
Neuraminidase besitzt hohe Sequenzhomologie zur Influenzavirus-
Neuraminidase, sie entfernt nach erfolgreicher Adsorption Wirtszell-
Rezeptoren (N-Acetyl-Neuraminsaurereste) und verhindert somit eine
Reinfektion der gleichen Zelle (Modrow et al., 2003). Das Hamagglutinin tragt
seinen Namen aufgrund der erstbeschriebenen Eigenschaft Erythrozyten zu

agglutinieren (Rovozzo & Burke, 1973).

Das zweite Transmembranprotein ist das Fusionsprotein (F). Da diese
Arbeit z.T. vom F Protein handelt, wird es im anschlieRenden Kapitel 11.2.3.3.

ausfuhrlicher dargestellt.

Ihrer Aufgaben entsprechend ragen HN und F Protein nadelformig bis
zu 12 nm uber die Virushille hinaus (Lamb & Kolakovsky, 2001). Sowohl das
F Protein, als auch das HN Protein werden wahrend der posttranslationellen

Prozessierung in der Wirtszelle glykosyliert (Modrow et al., 2003). Das HN
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Protein besitzt vier bis sechs, das F Protein drei bis sechs N-gebundene
Zuckerreste, die mit den Wirtszellrezeptoren in Kontakt treten (Lamb &
Kolakovsky, 2001).

An der Lumenseite der Hullmembran ist das nicht-glykosylierte Matrix-
(M) Protein lokalisiert (Abb. 1). Es interagiert mit den transmembranen
Domanen der Proteine HN und F und auch mit dem Nukleokapsid. Das M
Protein ist essentiell fur den Vorgang des Virion-Zusammenbaus
(Morphogenese), das Abschnuren neuer Partikel (Budding) und bildet die
Grundlage der Virusmorphologie (Modrow et al., 2003).

Das Nukleokapsid ist ein Komplex aus dem RNA Genom, dem
Nukleokapsid- (N) Protein, dem Phospho- (P) Protein und der viralen
Polymerase (L; Abb. 1). Das N Protein ist anteilmalig am hochsten
konzentriert, es interagiert direkt mit der Nukleinsdure und stellt die
Verbindung zu den Proteinen P und L her (Modrow et al., 2003). Das L
Protein (/large) ist mit etwa 250 kD das grofte Protein, eine RNA-abhangige
RNA Polymerase. Die Polymerasen der Mononegavirales sind
hochkonservierte Proteine mit stark sequenzhomologen Domanen
(Randhawa et al., 1996; Le Mercier et al., 1997).

2.3.2. Nicht-Strukturproteine

Nicht-Struktur Proteine sind flr die jeweiligen Paramyxovirus
Typspezies unterschiedlich (Lamb & Kolakovsky, 2001; Lamb et al., 2000).
Ihre Funktion ist nicht oder ungenugend bekannt, aber im Bereich der
Transkription und der posttranskriptionellen Modifizierung (RNA Editing) zu
suchen. Kodiert werden sie durch offene Leserahmen innerhalb des P Gens
oder den gesamten P Gen Leserahmen mit nachfolgendem RNA Editing
(Modrow et al., 2003).
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2.3.3. Fusionsprotein (F Protein)

2.3.3.1. Virale F Proteine

Die Wirtszell-Infektion der Paramyxoviren erfolgt nach der Fusion von
Virushulle mit der Wirtszellmembran (Zhao et al., 2000; Lamb & Kolakofsky,
2001). Das F Protein katalysiert diesen Prozess und es kommt bei allen
Paramyxoviren vor (Lamb, 1993). Auch behlilite Viren anderer Familien
(Retroviridae, Filoviridae, Orthomyxoviridae) verfugen Uber derartige
Fusionsproteine (Abb. 2; Baker et al., 1999). Gemal ihrer Aufgabe besitzen
sie komplexe Sekundar- und Tertiarstrukturen, die auf verschiedene

Proteindomanen zurickzufiihren sind (Lamb & Kolakovsky, 2001).

Retro- Filo- Paramyxo- Orthomyxo-
viridae viridae viridae viridae
MMLV HIV Ebola SVs5 Influenza
L ©
'Qu‘u N - !'“\‘..
<

Abbildung 2: Virale Fusionsproteine (nach Baker et al., 1999)

Von viralen Fusionsproteinen wurden die fur die Geriststruktur verantwortlichen
Heptad Repeat Domanen mittels Rontgenstrukturanalyse visualisiert (Baker et al.,
1999). Als Beispiele von retroviralen Proteinen sind das Hiill-Transmembranprotein
des Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV) und das Glykoprotein gp41 des
Humanen Immundefizienz Virus (HIV) dargestellt. Das Ebola Virus besitzt das
filovirale Fusionsprotein GP2. Der paramyxovirale Vertreter ist das Simian Virus 5
(SV5). Das HA2 Transmembranglykoprotein des orthomyxoviralen Influenzavirus ist
ausschlieB3lich bei saurem pH Wert funktionell (Fields et al.,, 2001; Modrow et al.,
2003).
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2.3.3.2. Motive des Paramyxovirus F Proteins

Schnittstelle (SS)

Das Paramyxovirus F Protein ist ein Typ | Membranprotein und wird
posttranslationell modifiziert (Klenk et al., 1975). Es erfolgt zunachst die
Synthese eines biologisch inaktiven Pra-Proteins mit anschlieliender Spaltung
durch eine Wirtszellprotease (Lamb & Kolakovsky, 2001). Die beiden
resultierenden Untereinheiten, F1 und F2, sind durch eine Disulfidbrucke als
Heterodimer verbunden (Abb. 3; Scheid & Choppin, 1974).

Das Sendai Virus F Protein wird von der Tryptase Clara, eine Trypsin-
ahnliche Serinprotease gespalten (Tashiro et al., 1999). Diese kommt in
sekretorisch aktiven Epithelzellen des Respirationstraktes, in den Clarazellen,
vor (Kido et al., 1992; Tashiro et al., 1992). Die Tryptase Clara schneidet nach
einem einzelnen Argininrest an der Schnittstelle des F Glykoproteins und

hei’t daher monobasisch.

Eine von Paramyxoviren weitaus haufiger genutzte Protease ist die
Endopeptidase Furin, die ubiquitdr in Korpergeweben vorhanden ist
(Hatsuzawa et al., 1992). Die Spaltung des F Pra-Proteins erfolgt nach dem
Aminosaure Sequenzmotiv R X R/K R und wird daher multibasisch genannt
(Lamb und Kolakovsky, 2001).

Studien uber den Austausch des Schnittmotives, vom Tryptase Clara
Motiv zum Furin Motiv, belegen eine Steigerung in der Virulenz von
Paramyxoviren (Peeters et al., 1999; Shengqing et al., 2002; de Leeuw et al.,
2003).
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Abbildung 3: Schnittprozessierung des F Proteins von Paramyxoviren

Das F Pra-Protein wird durch Proteolyse an der Schnittstelle (SS) in die Untereinheit
1 (F1) und die Untereinheit 2 (F2) gespalten, die Uber eine Disulfidbriicke (S-S)
verbunden bleiben. N-Terminus (N); C-Terminus (C);Es kommt dabei zum
Freiwerden des N-terminalen bioaktiven Fusionspeptides (FP; Scheid & Choppin,
1974).

Fur das Humane Respiratorische Synzytialvirus wurde von Martin-Gallardo et al.
(1991) eine antigenetisch reaktive Domane ermittelt, an die ein monoklonaler
Antikérper (mAK) bindet, der sowohl Virus-neutralisierende als auch Fusionsaktivitat-
inhibierende Eigenschaften besitzt (s. Kap. 11.2.3.3.3.).

Fusionspeptid (FP)

Das Fusionspeptid (FP) schliel3t direkt an die Schnittstelle an und
reicht bis zum Heptad Repeat A des F Proteins. Es wird erst durch die
proteolytische Spaltung freigelegt (Abb. 3) und ist im Pra-Protein folglich nicht
bioaktiv. Starke Hydrophobizitat zeichnet diesen Proteinabschnitt aus (Baker
et al., 1999) und verleint die Eigenschaft Zellmembranen zu penetrieren
(Peisajovich & Shai, 2002). Das FP ist ein essentielles Kriterium fur die F
Proteine und ist in seiner Sequenz hochkonserviert. Die dennoch
existierenden  einzelnen  Aminosauren-Unterschiede  zwischen den
verschiedenen Genera stellen jedoch meist ahnliche, funktionell identische,

Aminosauren dar (Lamb & Kolakovsky, 2001).
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Heptad Repeats (HR)

Roéntgenstrukturanalysen ergaben, dass das F Protein haarnadelférmig
aus der Virushulle ragt (Baker et al., 1999; Lamb & Kolakovsky, 2001). Dies
ist auf zwei Heptad Repeat Strukturen (HR) zurtckzufuhren, die Uber einen
linearen Proteinabschnitt verbunden sind und die sog. Helix-Loop-Helix
Formation bilden (Abb. 2; Sechoy et al., 1987; Zhao et al., 2000).

Ein einzelnes Heptad Motiv besteht aus sieben Aminosauren, in der
Abbildung 4 mit a, b, ¢, d, e, £ und g bezeichnet. Die Positionen a und d sind
durch hydrophobe oder polare Aminosaurenreste besetzt, die molekulare
Wechselwirkungen aufeinander auswirken. Hierdurch faltet sich der Bereich
des HR selbstandig zu einer alpha-Helix. Das Heptad wiederholt sich
(Repeat) vier bis sieben Mal und entspricht je 1,9 Windungen der alpha-Helix
(Stryer et al., 1995). HR Motive formen sich nicht nur selbstandig zur alpha-
Helix, sie veranlassen das Protein auch zur Oligomer-Formation. Beim Simian
Virus 5 lagern sich z.B. drei Heterodimere als Homotrimer aneinander (Baker
et al., 1999), beim Masern Virus sind es vier als Tetramer (Buckland et al.,
1992). Diese Helix Bundel unterliegen einer essentiellen
Konformationsanderung der Tertiarstruktur wahrend des Fusionsprozesses
(Peisajovich & Shai, 2002). Das Protein ist als Oligomer extrem thermostabil
(Dutch et al., 2001).
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Abbildung 4: Modell des Heptad Repeats im helikalen Rad (Joshi et al., 1998)
Das Modell des helikalen Rades eines Heptad Repeats entspricht einem Querschnitt
durch die alpha-Helix von 1,9 Windungen. Diese werden durch ein Heptad Motiv (a-
g) reprasentiert. An Position a und d sind hydrophobe oder polare Aminosauren
lokalisiert, die das Protein durch starke molekulare Wechselwirkung zur Selbstfaltung
in eine Helix veranlassen (Chambers et al., 1990).

Leuzin Zipper (LZ)

Charakteristisch flr den Leuzin Zipper (LZ) ist die Aminosaure Leuzin
oder Isoleuzin an Position a des Heptad Repeats (Buckland et al., 1992). LZ-
Proteine sind auch als DNA bindende Proteine, aus dem Bereich der
Transkriptionsfaktoren fir die Gewebe-spezifische, induzierbare Genexpres-
sion bekannt. Sie dienen aufgrund ihrer starken wechselseitigen Anziehungs-
kraft der temporaren Assoziation von Proteinabschnitten in der frihen Phase
der Genexpression (Stryer et al., 1995). Es wird angenommen, dass der LZ
im Paramyxovirus F Protein fur die Proteinoligomerisierung verantwortlich ist.
Die Leuzinreste sind essentiell fur die Fusionsaktivitat des Proteins (Buckland
et al., 1992; Reitter et al., 1995).

Transmembrananker (TM)

Das F Protein der Paramyxovirus Typspezies ist mittels einer
hydrophoben Domane, dem Transmembrananker (TM) in der Virushulle fixiert
(Lamb und Kolakovsky, 2001). Dieser ist sie nahe einer HR Struktur, am C-
Terminus des Proteins positioniert (Peisajovich & Shai, 2002). Das
lumenseitige Ende des TM interagiert mit der M Protein-Matrix (Modrow et al.,
2003).
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2.3.3.3. Antigenetische Eigenschaften des F Proteins

Das F Protein hat aufgrund seines transmembranen Charakters eine
exponierte Position an der Oberflache des Virions (Lamb & Kolakovsky,
2001). Monoklonale Antikdrper (mAK) gegen das F Protein des
Respiratorischen Synzytialvirus (RSV) konnten sowohl die Fusionsaktivitat,
als auch die Infektiositat des Virus neutralisieren (Walsh & Hruska, 1983;
Walsh et al., 1985). Mause, die mittels neutralisierendem mAK gegen das F
Protein des RSV passiv immunisiert worden sind, hatten nach dem Challenge
keinen oder einen wesentlich geringeren Virustiter als die nicht-immunisierten
Kontrolltiere (Walsh et al., 1984). Die aktive Immunisierung von Mausen
gegen ein F Protein kodierendes Vaccinia-Virus schutzte vor der Infektion mit
dem RSV (OIlmsted et al., 1986).

In biologischen Essays mit mAK konnten vier antigenetisch
bedeutende Epitope des humanen Respiratorischen Synzytialvirus (HRSV) F
Proteins, davon drei mit Virus-neutralisierender Eigenschaft, ermittelt werden
(Trudel et al., 1987). In einer von Martin-Gallardo et al. (1991) durchgeflhrten
Studie wurde das F Gen des HRSV prokaryotisch exprimiert. Eine
antigenetisch reaktive Domane konnte mittels eines mAK determiniert
werden, der sowohl Virus-neutralisierende, als auch Fusionsaktivitat-
inhibierende Eigenschaften besal} (Abb. 3).

3. Virusreplikation

Paramyxoviren adsorbieren mittels ihres HN Proteins (bzw. H oder G
Protein; Kap. 11.2.3.1.) an einen Rezeptor der Wirtszelle. Durch diesen
Vorgang wird das F Protein der Membran angenahert und kann die Fusion
der Virushulle mit der Wirtszelle einleiten. Im Verlauf der Adsorption und der

Fusion findet eine Veranderung der Zelloberflache statt, die eine Reinfektion
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der gleichen Zelle verhindert. Dieser Vorgang ist beispielsweise von

Influenzaviren bekannt (Modrow et al., 2003).

Das Nukleokapsid gelangt in das Zytoplasma, die Replikation der
Paramyxoviren erfolgt ausschliel3lich dort. Seine ss — RNA wird von der
eigenen RNA-abhangigen RNA-Polymerase (L Protein) transkribiert. Der
Polymerasekomplex bleibt hierbei mit dem viralen Genom assoziiert und
beginnt mit der Transkription komplementarer messenger RNA (mRNA) an
der 3’-Leader Region des Genoms und endet am 5-Ende, dem Trailer
(Kapitel 11.2.2.). Die Gene, durch Consensussequenzen voneinander getrennt,
werden in der 3’-5’ Reihenfolge des Genoms abgelesen (N-P-M-F-H-L; Kap.
[1.2.2.). Die Transkription wird oftmals, dannoch nicht komplett wiederholt. Es
resultiert ein mMRNA Gradient, mit einer hdchsten Konzentration fur N
Transkripte und einer geringsten Konzentration fir L Transkripte.
Entsprechend dieser Reihenfolge wird auch mehr bzw. weniger Protein

bendtigt wird.

Das gesamte Genom muss fur die Virusreplikation ohne
Unterbrechung transkribiert werden. Dies wird durch die steigende
Konzentration vorhandener N Proteine gewahrleistet, die mit der viralen RNA
interagieren. Diese Regulation wird Antitermination genannt. Das Genom liegt
als Antigenom in Positiv-Orientierung vor. Steigende Konzentration und
Wechselwirkungen zwischen den N, P und L Proteinen veranlassen die
Polymerase den Positivstrang abzulesen und das virale ss — RNA Genom zu

amplifizieren.

Die Transmembranproteine HN (bzw. H oder G; Kap. 11.2.3.1.) und F
werden am Golgiapparat mit zelleigenen Enzymen modifiziert und zur
Zelloberflache transportiert (Modrow et al., 2003). Bei diesem Vorgang kommt
es haufig zur Fusion mit einer benachbarten Zelle. Lichtmikroskopisch ist
dieses Phanomen als Syncytium sichtbar, ein Merkmal, das als typischer
cytopathischer Effekt (cpE) von Paramyxoviren oft gezeigt wird (Abb. 12B;
Mayr et al., 2000).

M Proteine bilden die Matrixproteinschicht an der Innenseite der

Zellmembran, interagieren mit den Transmembranproteinen und auch dem
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entstehenden Nukleokapsid (Kap. 11.2.3.1.). Die Zellmembran stulpt sich aus

und neue infektiése Virionen werden abgeschnurt (Modrow et al., 2003).

4. Reptilienpathogene Paramyxoviren (RPMV)

Wie in der Einleitung dargestellt, stammt das erste aus Reptilien
isolierte Paramyxovirus, das Fer-de-Lance Virus (FDLV), aus einem 1972
erfolgten Infektionsausbruch in einem Schweizer Serpentarium (Folsch &
Leloup, 1976). Seither wurden in Europa und den USA zahlreiche aus
Reptilien isolierte Paramyxoviren, im Folgenden Reptilien Paramyxoviren
(RPMV) genannt, beschrieben (Jacobson et al., 1981; Jackson et al., 1983;
Ahne & Neubert, 1989; Zangger et al., 1991; Homer et al., 1995; Richter et al,
1996; Ahne et al., 1999; Essbauer & Ahne, 2001; Franke et al., 2001). In
Abbildung 5 sind exemplarisch einige RPMV mit ihren Wirten dargestelit.

Ein Unterscheidungskriterium der RPMV gegenuber den klassifizierten
Paramyxoviren der Saugetiere und Vogel ist die Adaptation an
Korpertemperaturen der poikilothermen Wirte. Viren der wechselwarmen
Reptilien vermehren sich optimal zwischen 25°C und 30°C (Clark et al., 1979;
Ahne et al., 1999a).
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KI. Reptilia

Bothrops atrox 1972, (Clark et al., 1979)

Fa. Viperidae Viperar. russelli 1981 (Jacobson et al., 1981)

(Vipern) Bitis nasicornis 1987 (Ahne etal., 1999b)
Cerastes cerastes 1998 (Franke etal., 2001)
Morelia argus 1986 (Ahne & Neubert, 1989)

Fa. Boidae Python regius 1988 (Ahne etal., 1999b)

(Riesenschlangen) Boa constrictor 1988 (Ahne etal., 1999b)

Atheris desaixi 1998 (Franke etal., 2001)

{ Elaphe longissima 1976 (Clark et al., 1979)

Fa. Colubridae
(Nattern)

Elaphe oxycephala 1985 (Ahne etal.,1987)
Lampropeltis sp. 1996 (Ahne etal., 1999b)
Elaphe situla 1992 (Franke etal., 2001)

Crotalus lepidus 1980 (Jacobson et al., 1980)
Agkistrodon b. taylori 1995 (Homer etal., 1995)
Crotalus d. terrificus 1996 ( Richter etal., 1996)
Trimeresus flavomaculatus 1989 (Franke etal., 2001)

Fa. Crotalidae
(Grubenottern)

Fa. Teiidae
(Schienenechsen)

Callopistes maculatus 1988 (Ahne & Neubert, 1991)

Fa. Iguanidae

(Leguane) Iguana rhinocerus 2002* (Sainsbury, unpubl., Franke, unpubl.)

Fa. Testudinidae { Testudo graeca 1983* (Jackson et al., 1983, Zangger et al., 1991)
(Landschildkréten) Testudo hermanni 1983* (Jackson et al., 1983, Zangger et al., 1991)

Abbildung 5: Reptilien als Wirte fiir Paramyxoviren (RPMV)

Die zoologische Systematik gliedert die Klasse der Reptilien (KI.) verschiedene
Familien (Fa.; nach Grzimek et al., 2000). Rechts in der Abbildung stehen die
Spezies von denen RPMV im genannten Jahr isoliert und in vitro kultiviert wurden.
Bei drei Spezies wurden Antikérper gegen RPMV  mittels des
Serumneutralisationstest ermittelt (*).

Antigenetische Untersuchungen, sowohl mittels des Serumneutralisa-
tionstests, als auch mittels des Virusneutralisationstests, ergaben keine
Kreuzreaktion zwischen dem FDLV und dem Sendai Virus (Genus
Respirovirus), dem Simian Virus 5, dem Newcastle Disease Virus und dem
Mumps Virus (Genus Rubulavirus), dem Masern Virus, dem Rinderpest Virus
und dem Hundestaupe Virus (Genus Morbillivirus), dem Respiratorischen
Syncytialvirus (Genus Pneumovirus) und verschiedenen Influenzaviren (Clark
et al., 1979).
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In einer von Ahne & Neubert (1989) publizierten Arbeit wurde von drei
RPMV gezeigt, dass sie untereinander sowohl im Western Blot (WB), als auch
in der Virus- und Serumneutralisation kreuz-reagierten. In der WB-Methode
interagierten diese jedoch nicht mit Antiseren gegen das Sendai Virus, das
Masern Virus, das Mumps Virus und das humane Respiratorische Syncytial

Virus.

Im Gegensatz zu Clark et al. (1979) befand Blahak et al. (1995)
positive Kreuzreaktionen zwischen RPMV und avidaren Paramyxoviren im

Hamagglutinations-Hemmungstest.

Das FDLV-Genoms wurde kurzlich komplett sequenziert (Kurath et al.,
2003). Das Genom, das 15378 Basen umfasst, beinhaltet das N Gen, ein
bisher nicht bekanntes U Gen (unknown), das P Gen mit drei moglichen
Leserahmen, das M Gen, das F Gen, das HN Gen und das L Gen. Das U Gen
wurde auch im Genom des RPMV Gono-GER85 gefunden. Die
Consensussequenz des FDLV st paramyxovirus-typisch, weist aber

spezifische Unterschiede auf.
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lll. Material und Methoden

1. Identifizierung von Reptilien Paramyxoviren (RPMV)

Virusmaterial und Zellkultur

Im Zeitraum von 10 Jahren, 1989 bis 1999, waren 18 Viren von
verschiedenen Schlangen in Deutschland isoliert worden (Tab. 2). Mittels des
Hamagglutinations-Hemmungstests waren alle Isolate als Paramyxoviren
befunden worden (Blahak, unpubl.). Sowohl diese 18 lIsolate, als auch ein
Referenzvirus, das charakterisierte RPMV Gono-GER85 (Ahne et al., 1987)
wurden in Iguana-Herz-Zellen (IgH,; ATCC CL-108) und African Green
Monkey—Zellen (Vero; ATCC CL-81) vermehrt. Die Inkubation der Zellen
erfolgte bei 28°C mit Minimum Essential Medium (MEM; Seromed, Berlin) und
einem Zusatz von 10% fotalem Kalberserum (FKS) in Zellkulturflaschen
(Falcon, Heidelberg). Die Zellen wurden im wdchentlichen Rhythmus mit einer
Trypsin-Endkonzentration von 0,25 % (Gibco-BRL, Karlsruhe) abgeldst und
im Verhaltnis 1 zu 2 geteilt (Rovozzo & Burke, 1973).

Zur jeweiligen Virusvermehrung wurde 24 Stunden (h) nach der
Zelleinsaat der Zellrasen mit einer Dosis von 100 TCIDso/ ml (tissue culture
infectious dose) nach der Adsorptionsmethode beimpft und bei 28°C inkubiert.
Nach einstindiger Adsorption wurden die infizierten Zellkulturen gewaschen,
mit Erhaltungsmedium (MEM und 2% FKS) beschickt und bei 28°C inkubiert.

Nachdem lichtmikroskopisch Synzytien und Zelllyse sichtbar waren,
erfolgte die Virusernte etwa sieben Tage nach der Infektion (p.i.). Durch
Gefriertauen (-20°C) und Abzentrifugieren der Zellreste bei 3000 x g fur 10
min wurde die infektiose Zellkulturflissigkeit abgenommen und bei —80°C
tiefgefroren. Der Virus-Titer (TCIDsp) wurde mittels Endpunktverdinnungs-
methode bestimmt (Rovozzo & Burke, 1973).
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Tabelle 2: Untersuchte Reptilien Paramyxoviren

Die Referenzviren, FDLV und Gono-GERS85, und 18 Isolate wurden in dieser Arbeit
untersucht. Es sind die Wirtsspezies, aus denen die Viren isoliert wurden, das Jahr
der Isolierung und die Bezeichnung der Viren dargestellt. Vom lIsolat der Bothrops
atrox, 1972, FDLV, wurde ausschlielich ein Teil der Gensequenz verwendet (Kurath
et al., 2003). Die Isolate innerhalb eines Kastchens stammen von einem
Infektionsausbruch in einem Schlangenbestand.

Wirtsspezies Jahr Virus
Referenzviren
Bothrops atrox 1972 FDLV
Elaphe oxycephala 1985 Gono-GER85
Isolate
Crotalus cerastes 1996 CrotCe-96
Atheris squamigera 1996 AtheSq-96
Crotalus sp. 1996 CrotX2-96
Crotalus enyo 1996 CrotEn-96
Elaphe guttata 1991 ElaGut-91
Crotalus sp. 1996 CrotX1-96
Trimeresus flavomaculatus 1989 TrimFI-89
Pituophis melanoleucus 1989 PituMe-89
Lampropeltis mexicana 1989 LampMe-89
Vipera palaestinae 1989 VipPal-89
Agkistrodon bilineatus 1989 AgkiBi-89
Elaphe situla 1992 ElaSit-92
Bitis nasicornis 1996 BitisN-96
Cerastes cerastes 1998 CeraCe-98
Bitis caudalis 1998 BitisC-98
Atheris squamigera 1998 AtheDe-98
Crotalus durissus 1998 CrotDu-98
Crotalus durissus 1999 CrotDu-99

Elektronenmikroskopie

Die Viruspartikel im infektidsen Uberstand (250 ml) wurden fiir die
Elektronenmikroskopie (Zeiss EM 109) bei 100000 x g und 4°C fir 2 h
pelletiert (Beckmann Ultrazentrifuge L8-70, Beckmann, Munchen) und das
Pellet in TNE Puffer (Sambrook et al., 1989) resuspendiert. Fur die
Kontrastierung, wurden die Viruspartikel nach dem negative staining-
Verfahren fur 10 sek in 2 %iger Phosphorwolframsaure (pH 7,2) inkubiert
(Brenner & Horne, 1959).
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Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Da das Genom der Paramyxoviren als Negtivstrang-RNA vorliegt,
musste vor der Polymerase Kettenreaktion (PCR) eine reverse Transkription
(RT) der RNA erfolgen. Zur Steigerung der Sensitivitat, der Quantitat und der
Spezifiat wurde hier nach der ersten RT-PCR eine weitere PCR Runde
(nested PCR, bzw. semi-nested PCR) durchgefluhrt (Pfeffer et al., 1997).

L Gen spezifische RT-PCR

Wie von Ahne et al. (1999b) beschrieben, wurde in der RT-PCR ein
626 Basenpaare (bp) grofes L Gen Fragment (Position im Genom Nukleotid
(nt) 9618 bis nt 10244) und in einer anschlielfenden nested PCR ein 566 bp
grol3es Unterfragment (nt 9661 bis nt 10226) amplifiziert.

F Gen spezifische RT-PCR

Fur das partielle F Gen musste eine semi-nested RT-PCR entwickelt
und etabliert werden (Abb. 6). Die RT-PCR umfasste ein 954 bp langes
Fragment des FDLV F Gen (nt 219 bis nt 1173), das die Schnittstelle des
Fusionsproteins (nt 330) sowie das Fusionspeptid (nt 330 bis nt 408)
beinhaltete. Der semi-nested Primer entsprach der nt-Sequenz des
hochkonservierten Fusionspeptides und umfasste mit dem Stopprimer ein 792
bp grolRes Fragment im FDLV Genom (nt 381 bis nt 1173; Abb. 6).

Die Konstruktion von Primern erfolgte in Anlehnung an die F Gen
Sequenzen des Sendai Virus (M30202) des Humanen Parainfluenzavirus 1
(M22347) und des FDLV (AY141760). Es wurde zunachst ein Alignment auf
Aminosaure- (as-) Ebene durchgeflihrt. Konservierte Bereiche wurden
daraufhin auf Nukleotid- (nt-) Ebene aligned (Abb. 7).
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330
5 ﬂ_:_3
I 954 nt —————
RT-PCR StaP1
219-243
792 nt
semi-nested PCR StaP2 StoP
381-405 1125-1173

Abbildung 6: Uberblick der F Gen spezifischen semi-nested RT-PCR

Das Modell des FDLV F Gens zeigt die F2 und F1 Untereinheit, sowie die
Schnittstelle (nt 330) und das zur F1 Untereinheit gehérenden Fusionspeptid (FP).
Durch Pfeil markiert sind die Bindungsstellen der Primer. In der RT-PCR bindet
Startprimer 1 (StaP1) an nt 219 — nt 243 und der Stopprimer (StoP) an nt 1125 — nt
1173. In der semi-nested PCR bindet Startprimer 2 (StaP2) an nt 381 - nt 405.

as-Sequenz S/AA Q I T A G I A L

Sendai V 405 TCAGCACAAATCACCGCAGGGATTGCACTA 435

HPIV 380 GCTGCCCAGATAACTGCAGGCATTGCATTA 410
FDLV 378 TCTGCALCAGATAACAGCGGGGATTGCTCTC 408

* tkx Kk kk Kkk kk Kok Kkxkk | oK
Primer GCACAGATACANGCGGGGATTGC

Abbildung 7: Design eines F Gen spezifischen Primers

Am Beispiel des F Gen spezifischen Startprimers (StaP2, Abb. 6) ist das Alignment
der F Gen Sequenzen des Sendai Virus (Sendai V), des Humanen
Parainfluenzavirus-1 (HPIV), des Fer-de-Lance Virus (FDLV) mit entsprechender
Proteinsequenz und die Sequenzwahl des Primers dargestellt. Tripletts sind durch
das Raster getrennt. Im Primerbereich sind die ersten beiden nt von dreien identisch.
Der erstellte Primer enthalt ein variables nt (N; IUPAC-IUB, 1968).

Isolierung viraler RNA

Das Negativstrang-RNA Genom der RPMV diente als Matrize fur die
RT-PCR. Die RNA wurde aus einem Aliquot von 800 ul zellfrei zentrifugierter
Virussuspension, bei einem durchschnittlichen Titer von 10° TCIDso/ ml
gewonnen. Die Extraktion erfolgte mittels RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden)

nach Anleitung des Herstellers, das Elutionsvolumen betrug 30 pl. Als
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Negativ-Kontrolle fir die RT-PCR wurde Extrakt aus nicht-infizierter Zellkultur

verwendet.

RT-PCR

Das 50 upl Gesamtvolumen fur die RT-PCR enthielt 5 uyl RNA
Extraktionsprodukt, je 10 pmol des Start- und des Stop-Primers (MWG
Biotech, Karlsruhe), 200 pmol Desoxyribonukleotide (MWG Biotech,
Karlsruhe), 10 yl 10x PCR Puffer (Promega, Mannheim), 50 uM Dithiothreitol
(Promega, Mannheim), 1 Unit RNasin (Promega, Mannheim), 2,5 Units
AmpliTag DNA Polymerase (Promega, Mannheim) und 1 Unit Reverse
Transkriptase (RAV-2; Amersham, Braunschweig; modifiziert nach Pfeffer et
al., 1997). Die RT-PCR wurde im Thermocycler (Minicycler, Biozym, Wien) mit

dem in Tabelle 3 genannten Programm durchgefuhrt.

Tabelle 3: RT-PCR Temperaturprogramm
Programm fir die F Gen spezifische RT-PCR der RPMV.

Vorgang Temperatur Zeit mini:sek  Zyklen
Reverse Transkription | 45 °C 30:00

Denaturieren 94 °C 02:00

Denaturieren 94 °cC 00:30

Primer Anlagern 50 °C 00:30 30x
Vervollstandigen 72 °C 01:00
Vervollstandigen 72 °C 07:00

Konservieren 4 °C 24 h

Nested, semi-nested PCR

Die Durchfihrung der nested, bzw. semi-nested PCR der L und F
Gene erfolgte mit dem unter RT-PCR beschriebenen Reaktionsansatz,

respektive ohne dem Enzym Reverse Transkriptase und mit nested bzw.
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semi-nested Primern. Als Matrize dienten 2 pl des RT-PCR Produktes. Das
PCR Temperaturprogramm wurde ohne Reverse Transkription durchgefuhrt,

die Temperatur fur das Primer Anlagern wurde von 50°C auf 55°C erhoht.

Agarosegelelektrophorese und Sequenzieren der PCR Amplifikate

Die PCR Amplifikate wurden mittels Elektrophorese in einem 1,3 %igen
Agarosegel in 1 x TAE Puffer bei 110 V fur 90 min aufgetrennt (Sambrook et
al., 1989). Als DNA Standard wurde 1 ug einer 100 bp Leiter (Promega,
Mannheim) aufgetragen. Die Visualisierung erfolgte nach Farben mit 0,01
%igem Ethidiumbromid durch UV-Licht der Wellenlange 254 nm. Das
Sequenzieren (GATC Biotech AG, Konstanz) der RT-PCR Amplifikate erfolgte
mit den RT-PCR Primern nach Aufreinigung der Amplifikate mittels PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden).

Sequenzanalyse

Die erhaltenen Sequenzdaten, 18 partielle L Gen Sequenzen und 16
partielle F Gen Sequenzen, wurden mittels des Computerprogramms
Chromas (Version 1.45, Technelysium Pty Ltd., 1999) editiert. Anschlie3end
erfolgte das Alignment (Clustal V; http://clustalw.genome.ad.jp/) und die
Berechnung der prozentualen Divergenz (Higgins et al., 1994). Weiterhin
wurden die analogen Gensequenzen der Paramyxovirus Typspezies und des
FDLV aligned und deren prozentuale Divergenz berechnet (Thompson et al.,
1994).
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2. Phylogenetische Analyse

In einer Computeranalyse sollte, unter Verwendung der partiellen L
Gen und F Gen Sequenzen der untersuchten Isolate und der Paramyxovirus
Typspezies die Einordnung der RPMV in die Taxonomie der Familie

Paramyxoviridae erfolgen (Tab. 4).

PHYLIP Sequenzberechnung

Die phylogenetische Sequenzberechnung fand mittels des
Computerprogramms PHYLIP (Phylogeny Interference Package, Version
3.5c) statt (Felsenstein, 1993). Das Programm besteht aus mehreren

Teilprogrammen.

Zunachst wurden die Sequenzen unter Angabe von Anzahl der
Sequenzen und Sequenzlange mit dem Teilprogramm Seqboot formatiert und

die Virusbezeichnung (Tab. 2) vor jeder Sequenz angegeben.

Die Programme DNA Pars fur nt-Sequenzen, bzw. Prot Pars fur
Aminosaures- (as-) Sequenzen, verglichen jede Sequenz mit jeder anderen
Sequenz 100 Mal, diese Haufigkeit heit 700 bootstrap value. Beide
Programme rechneten mit IUB ambiguity codes (International Union of
Biochemistry), das sind definierte Abklrzungen fur Oligonukleotid-
Formationen (IUPAC-IUB, 1968). Die Sequenzinformation wurde auf diese
Weise reduziert, die Ausflhrung geschah mit maximaler Sparsamkeit,

maximum parsimony.

Das resultierende Outfile wurde in das Teilprogramm Drawtree
eingegeben. Dieses Programm stellte die berechneten Ergebnisse grafisch

als Stammbaum dar.
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Tabelle 4: Reprasentanten der vier phylogenetischen Analysen

Es sind die Viren und Isolate dargestellt, deren Sequenzen fir die phylogenetische
Analyse mittels des PHYLIP Programms berechnet wurden. Virus (V), Humanes
Respiratorisches Syncytial Virus (HRSV). Die Abkirzungen der RPMV sind in
Tabelle 2 erlautert. In der derzeitigen Taxonomie sind die RPMV* nicht eingeordnet.

Genus Bezeichnung des Stammbaumes Genbank -
L Gen F Gen L Gen F Gen Nummer
RPMV RPMV Genera Genera
Respirovirus | Sendai V Sendai V Sendai V Sendai V M30202
Morbillivirus Masern V Masern V | E04903
Rubulavirus Mumps V Mumps V | AF143383
Henipavirus Hendra V Hendra VvV | AF017149
Pneumovirus HRSV HRSV HRU27298
RPMV* FDLV FDLV FDLV FDLV AY141760
Gono-GER85 Gono-GERS85 AF349404
CrotCe-96 CrotCe-96 AF349411
ElaGut-91 -- AF349408
CrotX1-96 -- AF349405
TrimFI-89 TrimFI-89 AF349409
PituMe-89 PituMe-89 AF349406
ElaSit-92 ElaSit-92 AF349410
BitisN-96 BitisN-96 AF349407
CeraCe-98 CeraCe-98 AF351137

3. Fusionsgen Analyse des RPMV Gono-GER85

Sequenzanalyse des RPMV Fusionsgens (F Gen)

Mittels RT-PCR sollte die F Gensequenz des RPMV Gono-GERS85 in
seiner gesamten Lange amplifiziert werden. Die Konstruktion spezifischer
Primer fand in Anlehnung an die F Gene des Peste-de-petits-ruminants Virus
(Z37017; 1638 Basen), des Sendai Virus (M30202; 1698 Basen) und des
FDLV (AY141760; 1695 Basen) statt. Der Proteinsequenz-Start des Peste-de-
petits-ruminants Virus war homolog zum Start des FDLV.

Fur die F Gen spezifische RT-PCR des RPMV Gono-GER85 wurden
geeignete Primersequenzen durch das Alignment auf nt-Sequenzebene
erhalten. Der Startprimer (FSta: TGA CTA GGA TAA CTA TCC TTC) wurde in
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5’-3’-Richtung komplementar, der Stopprimer (FSto: TTA TTT TAT AAA GCC
TAG ATT) wurde in 5-3’-Richtung revers komplementar zu den viralen

Genomen gewahlt.

RT-PCR und Sequenzanalyse

Die RT-PCR erfolgte wie in Kapitel 11l.1. dargestellt. Das PCR Produkt
wurde sequenziert (GATC, Konstanz), nach dem Editieren mittels
Computerprogramm ExPASy-Translate tool (Swiss Institute of Bioinformatics,
http://us.expasy.org/tools/dna.html, Schweiz) in die as-Sequenz Ubersetzt und

diese auf Paramyxovirus F Protein Motive hin untersucht.

Transmembrandoméanen

Die Pradiktion von Transmembrandomanen (Moller et al., 2001), wie
das Signalpeptid (Nielsen et al., 1997) und hydrophobe Regionen (Kyte &
Doolittle, 1982) der F  Proteinsequenz  erfolgte  mittels den
Computerprogrammen SignalP V2.0 Vers. b2 und TMHMM Server vers. 2.0

(Center for Biological Sequence Analysis, http://www.cbs.dtu.dk/, Danemark).

Protease Schnittstelle des F Pra-Proteins

Die RPMV F Protein as-Sequenz wurde auf die Schnittmotive der

Paramyxovirus Typspezies hin gepruft (Lamb und Kolakovsky, 2001).

Heptad Repeat und Leuzin Zipper Motive

Das Computerprogramm Mac Vector (International Biotechnologies,
New Haven, USA) ermittelte Heptad Repeat (HR) Strukturen, das
Computerprogramm 2ZIP (Max Planck Institut fir molekulare Genetik,
http://2zip.molgen.mpg.de/) identifizierte Leuzin Zipper Motive (Bornberg-
Bauer et al., 1998).
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Glykosylierung

Eine Angabe Uber N-glycosylierte Aminosauren (Hansen et al., 1995)
erstellte das Computerprogramm NetNGlyc 1.0 (Center for Biological

Sequence Analysis, http://www.cbs.dtu.dk/, Danemark; Gupta et al., 2002).

Kodon Zusammensetzung

Die prozentuale Kodon Zusammensetzung (KZ) im RPMV F Gen
Leserahmen wurde durch das Sequenzbearbeitungsprogramm Mac Vector
(International Biotechnologies, New Haven, USA) ermittelt, die KZ far E. coli
(bct11865) aus der Codon Usage Database (Genbank Release 131.0,

http://www.kazusa.or.jp/codon/) entnommen.

4. Klonierung des F Gens fiir die prokaryotische Expression

4.1. Expressionssystem

Expressionsvektor

Zur prokaryotischen Expression wurde der Expressionsvektor pET-
30a(+) (Novagen, Madison, USA) verwendet. Der Vektor tragt zur
Vermehrung im Prokaryonten den Origin of Replication (Ori) und, weil das
Expressionssystem Uber das /lac-Regulationssystem verflugt, das lac-
Repressor Gen (lacR; Abb. 8). Als Selektionsmarker tragt der Vektor das
Kanamycin Resistenzgen (Kan). Fur seinen eigentlichen Zweck, der
prokaryotischen Expression von Insert-DNA, enthalt der Vektor als
Transkriptionsinitiator den T7 Promotor (T7P). Die Transkription beginnt am
anschlielfenden Startkodon (AUG). Ihm folgt die multiple cloning site (MCS),
die von beiden Seiten mit der Kodierung fur je ein His-Tag umgeben wird.

Beendet wird die Translation durch den T7 Terminator (T7T; Novagen, 2002).

Ein His-Tag besteht aus funf Histidinmolekilen und ist im

rekombinanten Protein an beiden Enden, sowohl am C-, als auch am N-


http://www.cbs.dtu.dk/
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Terminus gelegen. Es dient zum einen der Detektion im Western Blot (WB)
mittels  Anti-His  spezifischem Antikérper und zum anderen der

Proteinaufreinigung.

Eine Vektor-spezifische PCR amplifiziert den Bereich zwischen dem T7
Promotor und dem T7 Terminator (Abb. 8, T7P - T7T; Novagen, 2002). Diese
PCR dient nach der Amplifikat-Sequenzanalyse der Kontrolle des

Leserahmens und der Vollstandigkeit der Insert-DNA.

E. coli Stamme

Zur Vektorvermehrung wurde der E. coli Stamm NovaBlue (Novagen,
Madison, USA) verwendet. Dieses E. coli K12 Derivat ist eine recA” endA
Mutante (Novagen, 2002). Die Abkurzung recA steht flr ein rekombinantes
Protein, dessen Gen mit dem transformierten Insert konkurrieren kann. Die
recA” Mutation sichert folglich die Insert-Stabilitdt. Zudem ist das Bakterium
ohne das recA Gen sensitiver gegenuber UV-Licht und daher leichter zu
inaktivieren (Stratagene, 2002). Die Abkurzung endA" steht fur den Verlust der
Kodierung fur die DNA spezifische Endonuklease. Dieses bakterieneigene
Enzym zerstort bakterienfremde DNA, wie beispielsweise das transformierte

Plasmid.

Um einen geeigneten Stamm flr die Proteinexpression auszuwahlen,
wurden die im FDLV F Gen verwendeten Kodons mit denen aus E. coli
verglichen (Kap. I11.3.). Da die Konstellation von den im E. coli verfligbaren t-
RNAs erheblich abwich (Kap. IV.4.1.), wurde fur die Protein Expression der E.
coli Stamm Rosetta(DE3) (Novagen, Madison, USA) verwendet.

Dieser Stamm verfligt Uber ein zusatzliches Plasmid. Es st
verantwortlich fur die Ausbildung grof3erer Mengen an sieben verschiedenen
t-RNA Molekulen, die im Prokaryonten naturlicherweise nicht in diesem
Ausmal® benétigt und gebildet werden (Novagen, 2002). Zur
Expressionsinduktion verflugt der E. coli Stamm Rosetta(DE3) Uber eine, vom
Lac-Repressor stillgelegte DE3-Sequenz, die fur die T7 RNA Polymerase
kodiert. Nach  Zugabe des Induktionssubstrates Isopropyl-B-D-
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thiogalactopyranosid (IPTG) wird der Lac-Repressor kompetitiv verdrangt. Die
T7 RNA Polymerase kann exprimiert werden und beginnt mit der
Transkription am T7 Promotor des Expressionsvektors (Abb. 8; Novagen,
2002).

Abbildung 8: Schema, Expressionsvektor und Induktion

Der Expressionsvektor pET-30a(+) (Novagen) kodiert eine Kanamycinresistenz
(Kan), einen Origin of Replikation (Ori) und das lac-Repressor Gen (lacR). Die Insert-
Transkription beginnt durch die Aktivierung des T7 Promotors (T7P) am Startkodon
(AUG), beinhaltet ein His-Tag (HHHHH), das Insert innerhalb der multiplen Cloning
Site (MCS), ein weiteres His-Tag und endet am T7 Terminator (T7T).

Das rechts partiell dargestellte Genom des E. coli Expressionsstammes
Rosetta(DE3) (Novagen) verflgt tUber eine DE3 Sequenz, die fir die T7 Polymerase
(T7 Pol) kodiert. Dieses Gen wird vom lac-Repressor (lac-Rep) blockiert. Das Gen fiir
den lac-Repressor (lac Z) ist auf dem Expressionsvektor lokalisiert. Durch die
Induktion mit IPTG wird der lac-Repressor kompetitiv verdrangt. Es kann die T7
Polymerase exprimiert werden, die den T7 Promotor (T7P) des Expressionsvektors
aktiviert und die Insert-Transkription aktiviert.

Zur Kontrolle des Leserahmens der Inserts mittels PCR und anschlieRender
Sequenzierung setzen Vektor-spezifische Primer am T7P und T7T an.

Herstellen kompetenter Bakterienzellen

Die im 15 %igen Glycerolstock bei —80°C gelagerten Bakterienzellen
wurden in SOC Medium bei 37°C fur 2 h vorangereichert. Es erfolgte ein
Ausstrich auf Luria Bertani (LB) Nahragar mit entsprechendem
Selektionsmarker (S) und die Inkubation bei 37°C Uber Nacht. Als
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Selektionsmarker wurde dem Nahrmedium fir den E. coli Stamm NovaBlue
(Novagen, Madison, USA) das Antibiotikum Tetrazyclin in der
Endkonzentration 12,5 pg/ ml und fir den E. coli Stamm Rosetta(DE3)
(Novagen, Madison, USA) das Antibiotikum Chloramphenicol in der
Endkonzentration 34 pg/ ml zugesetzt. Von den Uber Nacht gewachsenen
koloniebildenden Klonen wurden einzelne gepickt und in 2 ml LBS wiederum
uber Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Der hochgezuchtete Klon wurde
durch Zentrifugieren bei 900 x g fur 10 min pelletiert und in 100 ml frischem
LBS aufgenommen. Es folgte wiederum eine Inkubation bei 37°C und 250
rom, bis die Kultur eine Dichte von 0,5 bei einer Wellenlange von 600 nm
(ODgno) erreicht hatte. Die Zellen wurden unter Schwenken auf Eis abgekuhlt
und bei 4°C und 1100 x g fur 10 min pelletiert. Das Pellet wurde in 30 ml
eiskaltem Transformationspuffer | (TfB |) gelést und 10 min auf Eis inkubiert.
Der TfB | (pH 5,8) enthielt 30 mM K Azetat, 50 mM MnCl;, 100 mM RbCl,, 10
mM CaCl, und 15 % Glycerin (mod. nach Sambrook et al., 1989).
AnschlieRend wurden die Zellen bei 1100 x g fur 10 min pelletiert. Das Pellet
wurde in 4 ml eiskaltem Transformationspuffer Il (TfB IlI) vorsichtig
resuspendiert, aliquotiert und bei -80°C gelagert. Der TfB Il (pH 7,0) enthielt
10 mM 3-N-Morpholinopropansulfonsaure (MOPS), 75 mM CaCl,, 10 mM
RbCl, und 15 % Glycerin (mod. nach Sambrook et al., 1989). Alle Schritte

erfolgten unter sterilen Bedingungen.

4.2. Konstruktion der Plasmide

F Protein Fragmente

Zur Expression wurde das gesamte F Gen des RPMV Gono-GERS85 in
den Expressionsvektor pET-30a(+) (Novagen, Madison, USA) kloniert. Dieses
Konstrukt sollte fur das F Protein vom Startkodon (Aminosaure 1) bis zum
Stopkodon (Aminosaure 546), das rekombinante Protein 1, kodieren. Das
zweite Konstrukt beinhaltete die Sequenz fir das F Protein ohne das
Signalpeptid und den Transmembrananker (rekombinantes Protein 2,
Aminosauren 25 bis 490). Ein drittes Konstrukt kodierte fur das rekombinante

Protein 3 und entsprach der F2-Untereinheit des Paramyxovirus F Proteins
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ohne dem Signalpeptid (Aminosauren 25 bis 110). Ein letztes Konstrukt
enthielt die Sequenz flr das rekombinante Protein 4, das die F1-Untereinheit
des F Proteins ohne das Heptad Repeat B reprasentierte (Aminosauren 111
bis 460; Abb. 9).

A WODN =

Abbildung 9: Modell: F Protein und rekombinante Proteine

Das Modell des Paramyxovirus F Proteins zeigt vom N- zum C-Terminus die F2-
Untereinheit mit Signalpeptid (SP) und Schnittstelle (SS) und die F1-Untereinheit mit
Heptad Repeat A und B (HR A, B), sowie den Transmembrananker (TM).

Dargestellt sind die Fragmente, die als rekombinante Proteine 1 bis 4 exprimiert
werden sollen (Erklarung s. Text).

Modellberechnung

Die GrolRen der jeweiligen Inserts und Plasmide, sowie das
Molekulargewicht der rekombinanten Proteine 1 bis 4, wurden mittels des
Computerprogramms MacVector (International Biotechnologies, New Haven,
USA) berechnet.

Insert-flankierende Primer

Um das F Gen und die F Gen Fragmente, im Folgenden als Insert
bezeichnet, in den Vektor zu klonieren, wurden sie mittels RT-PCR
amplifiziert. Die entsprechenden Primer wurden anhand der RPMV Gono-

GERS85 F Gen Sequenz (Kap. 1V.3.) ausgesucht. Fur den Start-Primer wurden
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je 21 nt komplementar, fir den Stop-Primer wurden je 21 nt revers

komplementar zum viralen F Gen in 5’-3’ Richtung verwendet.

Zwecks zielgerichteter Ligation wurden 2zwei unterschiedliche
Restriktionsenzyme (RE) ausgewahlt, die sowohl das Insert, als auch den
Vektor schnitten. Der Start-Primer beinhaltete das RE Bgl/ I/ (Biolabs, Beverly,
USA), der Stop-Primer das RE Xho | (Biolabs, Beverly, USA), da diese sich
fur das Klonieren in den Expressionsvektor eigneten und fur beide Enzyme
keine Schnittstelle im F Gen existierte. Der Start-Primer enthielt ein
zusatzliches Nukleotid, das den richtigen Leserahmen gewahrleistete. Eine,
das Angreifen des RE optimierende spezifische Overhangsequenz wurde
jeweils am 5’-Ende addiert (Biolabs, 2002; Abb. 10).

Tabelle 5: Lokalisation Insert-spezifischer Primer

Zur Amplifizierung der Inserts wurde der Start-Primer komplementar und der Stop-
Primer revers komplementdar zum RPMV Gono-GER85 F Gen gewahit. Die
Primerbezeichunungen und ihre Lokalisationen sind dargestellt.

Insert Bezeichnung und Position im RPMV Gono-GERS85 F Gen
Start-Primer Stop-Primer

1 1-Start 1 - 21 1-Stop 1618 - 1638

2 2-Start 75 - 95 2-Stop 1450 - 1470

3 3-Start 75 - 95 3-Stop 310 - 330

4 4-Start 331 - 351 4-Stop 1360 - 1380
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Start-Primer - 3’
5 —GGA AGA TCT-N-

Oh  Bglll

B GGAAGATCTN [V
3’ - Stop-Primer N
- GAG CTQ GCC -5

Xho | Oh

Abbildung 10: Modell eines Insert-flankierenden Primerpaares

Beide Primer kodieren fir die Restriktionssequenz Bgl Il bzw. Xho | und den

Overhang (Oh). Ein zusatzliches Nukleotid (N) im Start-Primer gewahrleistet die

Einhaltung des Leserahmens.

A: Das Schema zeigt den F Gen Ausschnitt des viralen Genoms. Das zu
amplifizierende Insert ist in schwarz dargestellt. Der Start Primer bindet an
das 3’ Ende der viralen Negativstrang-RNA und bildet die cDNA.

B: Der Stop Primer bindet an die cDNA.

C: Doppelstrang Vektor-DNA nach Ligation des Inserts in den Expressionsvektor
mit Uberlappenden Restriktions-Motiven.

RT-PCR zur Insertamplifizierung

Die Inserts zu den verschiedenen Plasmid-Konstrukten 1 bis 4 wurden
mittels RT-PCR amplifiziert. Die Ausflhrung der RT-PCR erfolgte wie in
Kapitel Ill.1. dargestellt.

Restriktionsverdau

Die Aufreinigung amplifizierter Insert-DNA erfolgte Uber ein 0,7 %iges
Agarosegel und mittels Gel-Extraktionskit (Qiagen, Hilden), die des
Expressionsvektors pET30a(+) (Novagen, Madison, USA) mittels Plasmid
Purification Mini Kit (Qiagen, Hilden).

Zum Restriktionsverdau wurden 10 pg DNA mit je 7,5 Units

Restriktionsenzym in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer (Biolabs,
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Beverly, USA) bei 37°C fur 3 h inkubiert. Die Kontrolle auf Grol3e, Reinheit
und Quantitat der gechnittenen Insert- und Expressionsvektor-DNA folgte

nach Visualisierung in einem 1,3 %igem Agarosegel.

Ligation

Die Inkubation zur Ligation von 30 ng Vektor mit je 100 ng, 1000 ng
und 3000 ng Insert-DNA wurde, fur 16 h, bei 15°C, mittels 1 Unit T4 DNA
Ligase (Biolabs, Beverly, USA) und in dem vom Hersteller empfohlenen
Puffer, durchgeflhrt.

Transformation

Es wurde je das halbe Volumen des Ligationsproduktes in den E. coli
Stamm NovaBlue (Novagen, Madison, USA) transformiert. Die kompetenten
Zellen wurden auf Eis aufgetaut und flir 20 min mit dem Ligationsprodukt auf
Eis inkubiert. Als Kontrolle des Tansformationspozesses diente ein mit PBS
behandeltes Aliquot der kompetenten Zellen. Es folgte ein Hitzeschock bei
42°C fur 2 min und ein direkt anschlieBender Kalteschock auf Eis fur 2 min.
Die Bakteriensuspension wurde mit 200 pl SOC Medium substituiert und fur 2
h bei 37°C auf dem Schuttler bei 250 rpm vorangereichert. Es folgte die
Inkubation auf LB-Agar mit Kanamycin (30 pg/ ml) bei 37°C Uber Nacht. Die
Transformationskontrolle wurde auf zwei verschiedene LB-Agarplatten, mit

und ohne Kanamycin, platiert.

Nach dem Sammeln gewachsener Klone, folgte ihre Vermehrung in 2
ml LBS bei 37°C und 250 rpm fur 9 h (nach Sambrook et al.,1989).

Plasmidvermehrung und Insertkontrolle

Die in der Bakterienkultur vermehrten Plasmide wurden mittels Plasmid
Purification Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach Anleitung des Herstellers

gewonnen.
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Die konstruierten Plasmide wurden mittels PCR (Kap. I1ll.1.) mit
vektorspezifischen Primern, dem T7 Promotor Primer (Novagen, Madison,
USA) und T7 Terminator Primer (Novagen, Madison, USA) auf die
Insertprasenz kontrolliert (Abb. 8). Als Template diente je ein 5 pl Aliquot der
Bakterienkultur, nach Abkochen flr 1 min bei 100°C und Abzentrifugieren fur
1 min bei 9000 x g. Die PCR Amplifikate wurden auf einem 1,3 %igen Gel
analysiert, selektiert und anschliefend mit den Vektor-spezifischen Primern
sequenziert. Das Sequenzieren erfolgte mit dem Abi Prism, 310 Genetic
Analyzer (Perkin Elmer, Wellesley, USA), nach Anleitung des Herstellers. Die
Sequenzanalyse erfolgte mittels des Computerprogramms Sequencher
(Perkin  Elmer, Wellesley, USA) und Mac Vector (International
Biotechnologies, New Haven, USA). Es wurden die Insertrichtung und der
Leserahmen uUberprift. PCR-positive und sequenzgeprifte Klone wurden
weitervermehrt und anschlief3end einer Plasmidpraparationen mittels Plasmid

Purification Mini Kit (Qiagen, Hilden) unterzogen.

Eine weitere Kontrolle bestand im Restriktionsverdau der Vektor-DNA
mit den spezifischen Enzymen und der anschlieRenden Visualisierung im

Agarosegel.

Transformation in den Expressionsstamm

Die jeweiligen Insert-tragenden Plasmide wurden, wie in diesem
Kapitel oben beschrieben, in den Expressionsstamm Rosetta(DE3)
(Novagen, Madison, USA) transformiert, die daraus resultierenden Klone

mittels Vektor-spezifischer PCR nochmals kontrolliert.

Konservieren der Bakterienklone

Von allen transformierten und gepruften Bakterienklonen wurden
Stock-Kulturen angelegt. Hierfir wurden 2 ml einer bei 37°C und Uber Nacht
gewachsenen Kultur bei 2000 x g fur 10 min in der vorgegekuhlten Zentrifuge
pelletiert. Das Bakterienpellet wurde in 1 ml 15 %igem Glycerol LB-Medium

resuspendiert und bei —80°C konserviert.
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5. Prokaryotische Gen-Expression und Proteinanalysen

5.1. Induktion der Expression

Je 2 ml eines Uber Nacht gewachsenen Klones wurden in 20 ml LBS-
Medium aufgenommen und inkubiert bis, nach etwa 3 h, eine Dichte von 0,6
im Photometer, Spectra max 384 plus (Molecular Devices, Sacramento,
USA), bei einer Wellenlange von ODgypy gemessen werden konnte. Die
photometrische Dichtebestimmung erfolgte stindlich von allen Proben. Die
Inkubation der Bakterienklone erfolgte wahrend der gesamten Zeit bei 37°C
und 250 rpm. Es wurden 5 ml Bakterienkultur enthommen und separat
inkubiert, die nicht zur Induktion vorgesehen waren. Der zur
Proteinexpression vorgesehene Teil wurde mit einer IPTG Endkonzentration
von 1 mM induziert (Abb. 8).

Fir die Probenentnahme wurde zur Schonung der Proteine je ein
Aliquot von 2 ml auf Eis abgekuhlt und bei 5000 x g fur 5 min abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde bei —80°C tiefgefroren. Das Zellpellet wurde in
eiskaltem PBS (pH 7,4) resuspendiert, unter gleichen Bedingungen
zentrifugiert und bei —-80°C tiefgefroren (Novagen, 2002). Es folgte die

Proteinanalyse von Uberstand und Bakterienpellet.

Positive Induktionskontrolle

Wahrend der Induktion wurde eine Kontrolle mitgefihrt, die die
Proteinexpression als positiv anzeigen sollte. Es wurde der vom Hersteller
empfohlene Kontrollklon G verwendet (Novagen, Madison, USA). Dieser E.
coli Expressionsstamm BL27 war mit dem Expressionsvektor pET-30b
(Novagen, Madison, USA) transformiert und enthielt das Gen flur die 120 kD
grol3e B-Galaktosidase (Novagen, 2002). Das Protein sollte ebenfalls das His-
Tag enthalten und daher auch zur Kontrolle im Anti-His spezifischen WB

detektierbar sein.
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Negative Induktionskontrolle

Als Negativ-Kontrolle wurde der Expressionsvektor pET-30a(+)
(Novagen, Madison, USA) ohne Insertpraparation in den Expressionsstamm
Rosetta(DE3) (Novagen, Madison, USA) transformiert und im

Expressionsversuch mitinduziert.

5.2. Aufreiniqung rekombinanter Proteine

FUr die Aufreinigung bakteriell exprimierter rekombinanter Proteine
uber ihr His-Tag wurden 50 ml einer induzierten Bakterienkultur bei 5000 x g
fur 10 min abzentrifugiert. Das Auflésen des Pellets erfolgte in 30 ml Protein-
Extraktionspuffer (PEP, pH 8,0) und durch Beschallen mit dem
Ultraschallgerat Soniprep (MSE Technology Applications, Denver, USA) fur
15 min bei 14 Mikrons. Der PEP enthielt 8 M Urea, 0,2 mM -
Mercapthoethanol, 0,1 M NaH,PQOg4, 0,01 M Tris, 0,01 M Imidazol und 0,05 M
NaCl (Qiagen, 2002).

Nach Gefriertauen bei —80°C wurde die Proteinldsung bei 15000 x g fur
10 min pelletiert und der Uberstand weiterverwendet (Aufbewahren des
Pellets bei —80°C).

Das Ni-NTA Saulenmaterial (Novagen, Madison, USA) wurde im PEP
(pH 8,0) gewaschen, bei 2000 x g fur 5 min pelletiert und der Uberstand

verworfen.

Der Uberstand der Proteinlésung (40 ml) wurde mit der pelletierten
Agarose (500 mg) vermischt und fur 1 h bei 4°C und 250 rpm inkubiert. Es
folgte das Auftragen und Drainieren der Agarose-Protein-Mischung auf eine
Saule (Novagen, Madison, USA) und ein Waschschritt mit 50 ml PEP (pH
6,3). Die Elution der rekombinanten Proteine erfolgte mit 16 ml PEP (pH 4,5)

in 1 ml Fraktionen. Die Fraktionen wurden einzeln im Proteingel analysiert.
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5.3. Furin Protease-Verdau

Wie bereits in Kapitel 11.2.3.3.2. dargestellt, werden paramyxovirale F
Pra-Proteine in der posttranslationellen Modifizierung durch eine
Wirtszellprotease am Golgi-Apparat in zwei Teile gespalten (Lamb &
Kolakovsky, 2001). Mit einem Verdau in vitro sollte untersucht werden, ob das
prokaryotisch exprimierte rekombinante Protein 2 durch die Endopeptidase
Furin, die nach der as-Sequenzfolge R X R/K R schneidet, prozessiert wird
(Hatsuzawa et al., 1992). Dies ist anzunehmen, da in der RPMV F Protein

Sequenzanalyse (Kap. IV.3.) ihr Schnitt-Motiv gefunden werden konnte.

Proteindialyse

Um das aufgereinigte rekombinante Protein 2 mit Furin (Biolabs,
Beverly, USA) zu prozessieren, musste es im geeigneten Puffer geldst
vorliegen. Es wurde in einem 30fachen Volumen des Furin Puffers dialysiert.
Der Puffer enthielt 1 M Hepes, 5 % Triton X-100, 10 mM CaCl,, 10 mM B-
Mercaptoethanol (pH 7,5; Biolabs, 2002). Die Inkubation der Proteinlosung
erfolgte im Dialyserahmchen fiur Proteine ab 10 kD (Pierce, Rockford, USA)
fir 18 h bei 4°C und langsamem Ruhren mit Wechsel der Dialyseldsung alle 6
h.

Proteinverdau

In einem 100 pyl Ansatz wurden 100 ng Protein mit 2 Units Furin
(Biolabs, Beverly, USA) im Furin Puffer fir 3 h bei 30°C inkubiert. Die

Auswertung erfolgte wie im anschlielenden Kapitel beschrieben.
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5.4. Proteinanalyse

Die Proteinanalyse der prokaryotisch exprimierten Plasmidkonstrukte
(Kap. 111.5.1.), der aufgereinigten rekombinanten Proteine (Kap. 111.5.2.) und
des Proteins aus dem Furin Protease-Verdau (Kap. 111.5.3.) erfolgte mittels
Sodiumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS PAGE) und
Western Blot (WB). Im anschlieBenden WB sollten ein Anti-His-Tag Antikorper
und ein Anti-RPMV Kaninchenserum geblottetes Protein detektieren (Abb.
11).

1. Proteinexpression

/ Anti-His

Anti-RPMV

2. Aufreinigung rekombinanter Proteine SDS PAGE + WB

3. Furin-Protease Verdau

Abbildung 11: Ubersicht des Protein Nachweisverfahrens
Erlduterung im Text.

Kontrollen

Als Positiv-Kontrolle des Anti-RPMV Kaninchenserums im WB dienten
gereinigte Virusproteine des RPMV Gono-GERS85. Hierfur wurden 400 ml
zellfrei zentrifugierte Virussuspension des RPMV Gono-GER85 mittels
Ultrazentrifugation fur 90 min bei 90000 x g Uber einem 60 %igen Sucrose-
Kissen auf 6 ml konzentriert (Maramorosch & Koprowski, 1967). Nach dieser
Konzentration erfolgte die Trennung von Virusproteinen und virusfremden
Proteinen mittels Sucrose-Gradient (Maramorosch & Koprowski, 1967).
Hierbei wurde ein 20-60 %iger Sucrose-Gradient (GradientengielRer, Auto
Densi Flow Il C, Haake Buchler, Fair Lawn, USA) mit den gewonnenen
Fraktionen Uberschichtet. Die Auftrennung erfolgte bei 90000 x g fur 6 h, die

Gewinnung der Virusfraktion durch Tube-Piercing bei einer Dichte von 1,2 g/
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ml. Die verwendeten Pufferlésungen (pH 8,0) enthielten 1 M NaCl, 20 mM Tris
HCI, 5 mM EDTA und 40 % (w/v) Sucrose bzw. 60 % (w/v) Sucrose
(Sambrook et al., 1989).

Als Negativ-Kontrolle im Proteingel und WB dienten IgH2-Zellen, die
auch der RPMV Antikdrpergewinnung dienten. Im WB sollte diese Probe
anzeigen, welche Banden auf IgH,-Zellproteine zurickzuflhren sind. Hierfur
wurden IgHz-Zellen bei 1100 x g fur 30 min pelletiert und wie pelletierte

Bakterienzellen fur die Proteinanalyse prapariert.

Sodiumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS PAGE)

In diesem Verfahren werden die Proteine denaturiert und wandern
abhangig von ihrem unterschiedlichen Molekulargewicht (MW) im elektrischen
Feld (Bollag & Edelstein, 1991).

Das 12 %ige Trenngel wurde aus 375 mM Tris HCI (pH 8,8), 12 %
Acrylamid/ Bis Stocklésung (Bio Rad, Hercules, USA), 0,1 % SDS, 0,05 %
Ammoniumpersulfat und 0,05 % N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamin
(TEMED) hergestellt (modifiziert nach Sambrook et al., 1989). Das
Sammelgel bestand aus 125 mM Tris HCI (pH 6,8), 5 % Acrylamid/Bis
Stocklosung (Bio Rad, Hercules, USA), 01 % SDS, 01 %
Ammoniumpersulfat und 0,1 % TEMED (modifiziert nach Sambrook et al.,
1989).

Probenpraparation

Die verschiedenen Proben setzten sich aus pelletiertem bakteriellem
Gesamtprotein  (Kap. 1l11.5.1.), pelletierten IgH»>-Zellen, gereinigten
Virusproteinen (Kap. 111.5.4., Kontrollen), in Proteinextraktionspuffer eluiertem
aufgereinigtem rekombinanten Protein (pH 4,5; Kap. 111.5.2.) und dialysiertem

Furin Protease-verdautem Protein zusammen (Kap. 111.5.3.).

Pelletierte Bakterien und IgH,-Zellen (je 1 pl) wurden im Verhaltnis 1:5

mit PBS verdinnt, aufgereinigtes Protein, Bakterieniberstand und



I1l. Material und Methoden 41

aufgereinigte Virusproteine hingegen unverdinnt verwendet. Nach dem
Mischen im Verhaltnis 1:1 mit der 2x Sample Dye kochten alle Proben fiur 3
min bei 100°C (Sambrook et al., 1989). Alle mit PBS verdinnten Proben
wurden fur 10 sek bei 14 Mikrons mittels des Soniprep Ultrasound Gerates
(MSE Technology Applications, Fair Lawn, USA) beschallt. Die
Proteinstandards, Prestained SDS Molecular Weight Markers (Abb. 28, M1;
Sigma, St. Louis, USA) und Multi Mark Multi-Colored Standard (Abb. 28, M2;
Novex, San Diego, USA) wurden gemal der Anleitung des Herstellers

prapariert.

Elektrophorese

Der Elektrophorese-Puffer enthielt 3 mM Tris HCI, 50 mM Glycin, 0,001
% Thiomerosal und 0,01 % SDS (mod. nach Sambrook et al., 1989). Im
Sammelgel wurde eine Spannung von 120 V angelegt bis die Lauffront dieses
nach etwa 20 min passiert hatte. Im Trenngel erfolgte daraufhin eine
Erhohung auf 200 V, die solange aufrecht erhalten wurde, bis die Lauffront

nach etwa 60 min den distalen Rand der Gele erreicht hatte.

Farben und Fixieren von PAGE Gelen

Die Proteingele wurden fur 60 min mit Coomassie Farbeldésung gefarbt
und anschlieRend nach Ermessen etwa 3 h entfarbt (Sambrook et al., 1989).
Die Fixierung erfolgte durch Trocknen im Slab Gel Dryer (Savant, New York,
USA) bei 50°C fur 60 min auf Whatman-Blotpapier.

Western Blot (WB)

Direkt im Anschluss an die Gelelektophorese erfolgte der Western Blot
(WB). In zwei verschiedenen Ansatzen sollte ein Anti-His monoklonaler
Mausantikérper (mAK; Novagen, Madison, USA) rekombinantes Protein

detektieren und ein Anti-RPMV polyklonales Kaninchenserum (pAK) das
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prokaryotische exprimierte F Gen. Das Antiserum war im Kaninchen gegen
das RPMV Gono-GERS85 hergestellt worden (Ahne & Rdder, unpubl.).

Fir den Proteinblot wurde eine Nitrocellulose Membran der
PorengrofRe 0,45 uym (Bio-Rad, Hercules, USA) verwendet. Der Transferpuffer
enthielt 3 mM Tris Base, 50 mM Glycine, 20 % Methanol und 0,01 %
Thiomerosal (Towbin et al., 1976). Es wurde bei 80 V fir 60 min geblottet
(Sambrook et al., 1989; Bollag & Edelstein, 1991). Um die Vollstandigkeit des
Proteintransfers zu Uberprufen, wurde das Gel nach dem Blot zur Kontrolle

gefarbt.

Nach dem Blot-Vorgang wurde die Nitrozellulose Membran zum
Blocken unspezifischer Proteine fur 1 h bei 37°C mit 10 % Magermilchpulver
(Nestle, Glendale, USA) PBS-L6sung inkubiert (mod. nach Sambrook et al.,
1989).

Zur Detektion des His-Tags rekombinanter Proteine folgte die
Inkubation mit dem Anti-His mAK in der Verdinnung 1:1000 mit PBS. In
einem Parallelansatz erfolgte die Inkubation mit dem Anti-RPMV pAK in der
Verdinnung 1:1000 mit PBS. Es wurde fir 2 h und 20 rpm bei
Raumtemperatur inkubiert, die Membran im Anschluss fir 30 min mit 0,1
%igem Tween-20 in PBS (PBST) gewaschen. Das PBST wurde alle 10 min
gewechselt. Der Anti-His mAK wurde mit einem Anti-Maus 1gG Alkalische
Phosphatase (AP) Konjugat (Promega, Madison, USA), der Anti-RPMV pAK
mit dem Anti-Kaninchen IgG AP Konjugat (Stressgen, St. Paul, Kanada)
gebunden. Die Inkubation erfolgte fur 1 h und 20 rpm bei Raumtemperatur.
Die Membran wurde im Anschluss fur 30 min mit PBS gewaschen, das PBS
alle 10 min gewechselt. Der Sekundarantikdrper wurde mittels des Alkaline
Phosphatase Immun Blot Assay Kits (Bio-Rad, Hercules, USA), gemal} der
Anleitung des Herstellers, visualisiert. Die Auswertung erfolgte nach

Umfarbung der Membran und Trocknen auf Whatman Blot-Papier.
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IV. Ergebnisse

1. Identifizierunqg der Virusisolate

Zellkultur

Die 18 Virusisolate, sowie das Referenzvirus Gono-GER85 (Tab. 2),
konnten in IgH,-Zellen und Vero-Zellen mit fur Paramyxoviren typischem
cytopathischen Effekt (cpE) vermehrt werden. Charakteristisch war die
Ausbildung von vielkernigen Riesenzellen (Syncytien) mit
intrazytoplasmatischen Einschlusskorperchen (Abb. 12B). Zellabkugelungen
und finale Zelllysis fanden innerhalb von sieben Tagen statt. Die Titration der
infektidsen Zellkulturiiberstande ergaben durchschnittliche Titer von 10°
TCIDso/ ml.

Abbildung 12: Cytopathischer Effekt der RPMV
Vero-Zellen, HE Farbung A) Kontroll-Zellen. B) RPMV infizierte Vero-Zellen (3 d p.i.)
bilden vielkernige Syncytien (S) und zytoplasmatische Einschlusskdrperchen (EK).

Elektronenmikroskopie

Bei der elektronenoptischen Darstellung der Virionen wurden runde
und tubular-geformte, behlllite Partikel mit einer GroRe von 190 nm bis 480
nm ermittelt. Teilweise war die Virushulle rupturiert und gab dabei das helikale
Nukleokapsid frei (Abb. 13A, B). Die GroRe und Morphologie der Partikel

entspricht den Beschreibungen von Paramyxoviren (Lamb et al., 2000).
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Abbildung 13: Elektronenoptische Aufnahmen der RPMV

Das Negativ Staining von pelletiertem Virusmaterial zeigt einen tubular (A) und einen
rund (B) geformten Partikel. Virushille (VH), Nukleokapsid (NK). Der Balken
entspricht je einer Grofe von 100 nm.

Nachweis der Virus-RNA durch RT-PCR

Aus der L Gen spezifischen RT-PCR und nested PCR resultierten
Amplifikate der RNA aller 18 Virusisolate und des Referenzvirus Gono-GER85
mit einer Grof3e von 626 bp fur die erste Runde der PCR (RT-PCR) und 566
bp fir die nested PCR (Abb. 14A).

Dagegen reagierte in der F Gen spezifischen RT-PCR und semi-nested
PCR nur die RNA von 16 Virusisolaten und dem Referenzvirus mit
Amplifikaten von 954 bp fur die erste Runde der PCR (RT-PCR) und 792 bp
fur die semi-nested PCR (Abb. 14B).
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Abbildung 14: Amplifikate aus den partiellen L und F Gen spezifischen PCR der

RPMV

Agarosegel (1,3 %) der Amplifikate aus der L Gen (A) und der F Gen (B)

spezifischen PCR. Als Kontrollen wurden das Referenzvirus Gono-GER85 (1) und

ein PCR-Ansatz ohne virale RNA (K) verwendet. Marker (M).

A) Spuren 1, 2 und 17 zeigen Amplifikate der ersten Runde der RT-PCR (626
bp), die anderen Spuren von der nested PCR (566 bp).

B) Alle Spuren zeigen Amplifikate aus der RT-PCR (954 bp), aul3er den Spuren
18 und 12, die aus der semi-nested PCR (792 bp) stammen. Die Isolate 6
und 7 konnten in der semi-nested RT-PCR nicht amplifiziert werden.

Beweis der Einheitlichkeit durch Sequenzanalyse

Das Sequenzalignment zeigte die Ubereinstimmung von 100 % flr
diejenigen Isolate, die aus einem Ausbruch und Bestand stammten (vgl. Tab.
2; Abb. 15, 16). Weiterhin besteht eine Einheitlichkeit (Homologie) der
untersuchten Reptilienviren untereinander und zu den Referenzviren Gono-
GERS85 und FDLV (Abb. 15, 16). Die Sequenz des Sendai Virus wurde als
Fremd-Vergleich mit einbezogen und unterscheidet sich auf nt- und as-
Sequenzebene von den RPMV. Das Alignment der L Gensequenzen zeigte,
dass sich die Sequenzen der Isolate ElaGut-91 und CrotX1-96 von den
anderen RPMV Sequenzen unterschieden (Abb. 15). Dies ist bemerkenswert,

da sich deren RNA in der F Gen spezifischen PCR nicht amplifizieren liel3.
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Die prozentuale Ubereinstimmung der L und F Sequenzen innerhalb
der RPMV Gruppe betrug mindestens 79 % auf nt-Ebene und 94 % auf as-
Ebene. Die as-Ahnlichkeit betrug mindestens 98 % fiir die partielle L Protein-
Sequenz (Tab. 6).

Die Homologie der Reptilienviren zu den Paramyxovirus Typspezies
wurde durch die prozentuale Ubereinstimmung der Sequenzen zum FDLV
berechnet. Ubereinstimmungen betrugen maximal 56 % auf nt-Ebene und 61
% auf as-Ebene fiir die L Sequenz mit dem Sendai Virus. Die as-Ahnlichkeit
betrug maximal 79 % (Tab. 6).

Die erhaltenen Sequenzen der partiellen L und F Gene wurden in der

Genbank publiziert, Referenznummern sind aus Tabelle 4 zu entnehmen.

FDLV 9670 GTTACTGCTGCTGATAAAGTGAGAGATCATATGTGTAAGCCTAAAGTCTTAGACTATGAG 9729
GonGer-85 9670 ..., C ottt e e e e e e e e et C..A...... Aveeeennn.. C... 9729
CrotCe-96 9670 ... ettt e et e e, C..A..... GA...vvvunn. C. 9729 *
AtheSg-96 9670 ... C ettt et e e e e e e C..A..... GA..oveernnn C... 9729 *
CrotX2-96 9670 ... Coe et e e e e e e e e e e C..A..... GA...ovvvnn. C... 9729 *
TrimF1-96 9670 ... ettt e ettt C..A..... GA....ouun.. C. 9729 *
ElaGut-91 9670 ........... C.iiiii e T C........ A..G...A....... T...... 9729
CrotX1-96 9670 ........... C.itiii e T C........ A..G...A....... T...... 9729
TrimF1-89 9670  ........ T..A..C..... [ € GA....... Teo... A 9729
PituMe-89 9670 ..... C..A..A..C..... [ € N GA..C....T..... A 9729 ™
LampMe-89 9670 ..... C..A..A..C..... o GA..C....T..... A 9729 ™
VipPal-89 9670 ..... C..A..A..C..... [ € GA..C....T..... A 9729 ™
AgkiBi-89 9670 ..... C..A..A..C..... [ € GA..C....T..... A 9729 ™
ElaSit-92 9670 ... A..C..... C..G.ounw [ [ C..GA..C....T..... A 9729
BitisN-96 9670 ........ A..A..C..... (o c [ C..GA..C....T..... A 9729
CeraCe-98 9670 ..T...A..A..C..... [ C..GA..C....T..... A 9729 °
BitisC-98 9670 .T...A..A..C..... O € C..GA..C....T..... A 9729 °
AtheDe-98 9670 .T...A..A..C..... (O € C..GA..C....T..... A 9729 °
CrotDu-98 9670 .T...A..A..C..... [ C..GA..C....T..... A 9729 °
CrotDu-99 9670 ....T...A..A..C..... O € C..GA..C....T..... A 9729 °
Sendai 9661 ..G.TC..A........ G..A..G.CC....... A.GCA.AA..G.CAA..A.GCT.A.. 9720
**‘* * * * * * * **'** **'* * * ****' "'*' **" . **'* : '*'
FDLV 9730 ACACTGCAGAAAGGACATGCAGTATTCTGTTCTATGATAATCAACGGATTCAGAGAGAGA 9789
GonGer-85 9730 Tt eeee i Covinnnnn Teo... (O [ L 9789
CrotCe-96 9730 T Cuovennnnn T et e e et ettt e T e e 9789 *
AtheSg-96 9730 Tt eiee i (o T et e et ettt e T eeeenn 9789 *
CrotX2-96 9730 LT i et et Covinnnnn e et et e ettt et e N 9789 *
TrimF1-96 9730 LTttt Covivnnnn T e e e et e e e ettt I 9789 *
ElaGut-91 9730 .T...A...... i, G..G..... 3, 9789
CrotX1-96 9730 .T...A.......ciiiuo.. G..G..C..C. ittt ittt e e e e e 9789
TrimF1-89 9730 ..G..C..A..G..G..... P Covnn. C..T..T..... T..Gevunnn 9789
PituMe-89 9730 ..G..C..A..G..G..... T..Teeennn.. [ C..T..T..... T..Gevvnnn 9789 ™
LampMe-89 9730 ..G..C..A..G..G..... L C.ouv... C..T..T..... T..Gevvnnn 9789
VipPal-89 9730 ..G..C..A..G..G..... T..Tevenn.. C.ou... C..T..T..... T..Gevnnn 9789 ™
AgkiBi-89 9730 ..G..C..A..G..G..... P Covnn. C..T..T..... T..Gevunnn 9789
ElaSit-92 9730 ..G..C..A..G..G..... Te.Teennn.. C.ovnn. C..T..T..G..T..G.vun... 9789
BitisN-96 9730 ..G..C..A..G..G..... T..Teeenn.. [ C..T..T..G..T..G...... 9789
CeraCe-98 9730 ..G..C..A..G..G..... T Teeennn. C..... C..T..T..G..T..G...... 9789 °
BitisC-98 9730 ..G..C..A..G..G..... Te.Tevenn.. Covnn. C..T..T..G..T..G.vu... 9789 °
AtheDe-98 9730 ..G..C..A..G..G..... L [T C..T..T..G..T..G.vu... 9789 °
CrotDu-98 9730 ..G..C..A..G..G..... T..Teenn.. [ C..T..T..G..T..G...... 9789 °
CrotDu-99 9730 ..G..C..A..G..G..... L C.oun.. C..T..T..G..T..G.v.... 9789 °
Sendai 9721 ..C..AT.CG.GT.T........ T..T..CA.T..C..C..A..T..G.AT........ G 9780
* * % * ‘*‘ * kk kk kk kK Kk :* * % **'** * **' . **‘*****'
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FDLV 9790 CACGGAGGATCTTGGCCACCATGCTTCCTCCCAGACTATGCATCATCTGAGCTCARAGCG 9849
GonGer-85 9790 L T e e e e e e e e e Teveennn Coee e e i iee e A..... T 9849
CrotCe-96 9790 Tt e (OIS [ A..... T 9849 *
AtheSg-96 9790 v Tttt e (O [ A..... T 9849 *
CrotX2-96 9790 L Tttt e e e e Cov.Tovivnnn. Cooe et i e e A..... T 9849 *
TrimF1-96 9790 L T e e e e e Cov.Tovvnnn. Coee e e i i e A..... T 9849 ~*
ElaGut-91 9790 ..T..... G..C...oiiiinan.. o2 G..C...A....... A 9849
CrotX1-96 9790 ..T..G..G..C............. C e e G..C...A....... A 9849
TrimF1-89 9790 T eGeeBaee e et T Teennnn. G..Coun.. AT.G..... A 9849
PituMe-89 9790 T eGeeBueeee et A LR G..C..... AT.G..... A 9849 ™
LampMe-89 9790 . .T. GGttt et T..Teeen... G..C..... AT.G..... A 9849 ™
VipPal-89 9790 . T. GGttt et Te.Tevuenn.. G..C.oun.. AT.G..... A 9849 ™
AgkiBi-89 9790 T eGeeBue ettt TeoTeeennn. G..Coun.. AT.G..... A 9849 ™
ElaSit-92 9790 . .T..GeeGueeClveeeeeeeeeeannn. Te Teeennn. G..C..... AT.G..... A 9849
BitisN-96 9790 .. T..G..G.uChuveriieeeeeenaann T..Teeen... G..C..... AT.G..... A 9849
CeraCe-98 9790 .. T..G..G.uChuveiieee e Te.Tevnnn.. G..C.oun.. AT.G..... A 9849 °
BitisC-98 9790 . T..GeuGueCluveeeeeeeeeeann. T Teeennn. G..Coun.. AT.G..... A 9849 °
AtheDe-98 9790 . .T..GeeGueeClveeeeeeeeeaennn. T Teeennn. G..C..... AT.G..... A 9849 °
CrotDu-98 9790 .. T..G..G.uChuveriieeeeeeeaann A G..C..... AT.G..... A 9849 °
CrotDu-99 9790 J L R ¢ B o T Tevnnn.. G..C.oun.. AT.G..... A 9849 °
Sendai 9781 ..T..C...CAG..... C..C..TGA.T....T..TC.C.TG.GTCTA..AC.A.GGAAC 9840
* * * * **‘ . *****'**'** * * **:** * * '* **' * *""
FDLV 9850 GTTATGGCAAATCATGCCGCAATTCCTTATGAGTTAAGTGTAAATAACTGGGAATCTTTT 9909
GonGer-85 9850 ........ [C e et e e e e ettt C.oon.. Teveevnn C 9909
CrotCe-96 9850 ........ [T T et e ettt ettt [, Teeeennn. C 9909 *
AtheSg-96 9850 ........ [T Tt e ettt ettt [, Teeeennn. C... 9909 =
CrotX2-96 9850 ........ [c TN T et e et ettt e [ Teeennnn. C... 9909 *
TrimF1-96 9850 ........ [ e e e et ettt et Covunn T.ooooo.. C 9909 *
ElaGut-91 9850 ........ [ b A........ T..Coovvvvnnnn Cc 9909
CrotX1-96 9850 ........ G........ b A........ T..C.ooviiinnn. C.. 9909
TrimF1-89 9850 it T..G..A ... C.G.vuw T.GC.vvvvnn G..C.. 9909
PituMe-89 9850 i T..G..A .. C.G.uuww T.GC.vvvvnnn G..C.. 9909
LampMe-89 9850 i T..G..A ... C.G..u... T.GC.vvvvnn G..C.. 9909 ™
VipPal-89 9850 it T..G..A......... C.G.vnw T.GC.vvvvnn G..C.. 9909
AgkiBi-89 9850 it T..G..A......... C.G.uwnw T.GC.vvvvnn G..C.. 9909
ElaSit-92 9850 i T..G..A ... C.G.vww T.GC..T..... G..C.. 9909
BitisN-96 9850 i T..G..A..... C...C.G..... T.GC..T.evn... C 9909
CeraCe-98 9850 i T..G..A..... C...C.G..... T.GC..T..... G..C 9909 °
BitisC-98 9850 it T..G..A..... C...C.G..... T.GC..T..... G..C 9909 °
AtheDe-98 9850 i T..G..A..... C...C.G..... T.GC..T..... G..C 9909 °
CrotDu-98 9850 it T..G..A..... C...C.G..... T.GC..T..... G..C 9909 °
CrotDu-99 9850 it T..G..A..... C...C.G..... T.GC..T..... G..C... 9909 °
Sendai 9841 .C.CAA.GGTCCA..A.G..A...T....... A.GTGC....G.C....ATAC.AG...C 9900
* *‘:‘* RER ‘**‘* **‘* * Kk ok K **‘ . * k x .. * % *' e el * *

Abbildung 15: Alignment der partiellen L Gen Sequenzen

Das Alignment zeigt die ersten 240 nt der partiellen L Gen Amplifikate der
untersuchten RPMV mit Gono-GER85 und FDLV, sowie dem Sendai Virus. Punkte
zeigen identische Nukleotide an. Die Anmerkungen * “ ° bezeichnen Isolate des
gleichen Ausbruchs (vgl. Tab. 2). In Fettdruck dargestellt sind die Sequenzen der
Isolate fur die keine Amplifikate in der F Gen spezifischen PCR erhalten werden
konnten.
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FDLV 103
GonGER-85 103
CrotCe-96 103
AtheSg-96 103
CrotX2-96 103
TrimF1-96 103
TrimF1-89 103
PituMe-89 103
LampMe-89 103
VipPal-89 103
AgkiBi-89 103
ElaSit-92 103
BitisN-96 103
CeraCe-98 103
BitisC-98 103
AtheDe-98 103
CrotDu-98 103
CrotDu-99 103
Sendai 114

FDLV 163
GonGER-85 163
CrotCe-96 163
AtheSg-96 163
CrotX2-96 163
TrimF1-96 163
TrimF1-89 163
PituMe-89 163
LampMe-89 163
VipPal-89 163
AgkiBi-89 163
ElaSit-92 163
BitisN-96 163
CeraCe-98 163
BitisC-98 163
AtheDe-98 163
CrotDu-98 163
CrotDu-99 163
Sendai 174

FDLV 223
GonGER-85 223
CrotCe-96 223
AtheSg-96 223
CrotX2-96 223
TrimF1-96 223
TrimF1-89 223
PituMe-89 223
LampMe-89 223
VipPal-89 223
AgkiBi-89 223
ElasSit-92 223
BitisN-96 223
CeraCe-98 223
BitisC-98 223
AtheDe-98 223
CrotDu-98 223
CrotDu-99 223
Sendai 234

ISNKREK. .VGIATIAVGAVALATSAQITAGIALSNTIKNAEAIESIKSSIQASNQAIQKV 162

P e i i et i e e e e 162
P e e e e e i e 162
P e e e i i e e e 162
P e e e et i e e e e e 162
P e e e et i e e e e 162
TLS. it i i FS..oo oo Ao, Lo, 162
T Ao, Lo, 162
T Ao, L. 162
T Ao, Lo, 162
T Ao, Lo, 162
T Ao L., 162
T A e e e 162
T Ao, Lo, 162
T Ao, Lo, 162
T Ao, L., 162
T Ao, L. 162
T Ao, Lo, 162
MPDAPQS..F.AV.GTI.LGVA........... AEAREAKRD.ALI.E.MTKTHKS.ELL 173
-.**.* .*.. *:..:***********::: . . * :*.*: ::::*: .

IDAQGRTVTVINGIQDHINSVINPALNQLGCDVAKNTLAISLTQYFSKLSLLEGPNLRNP 222

ON.V.EQILALKTL..FV.DE.K..ISE...ET.ALRLG...T..Y.ELL..F.SNFGTI 233

ek Kk . e kK ek Koo KKk . e kKK e Kk KAk Kk e kK ok Kk k.

VEQPLSVQAIAGLMDGDINAVVSQLGYTQSDLLDLLSTESIVGTVTAIDMVNYMIQIEMS 282

............................................................ 282
.......................................................... E 282
.......................................................... E 282
.......................................................... E 282
.......................................................... E 282
............................ PCoviiiiie i Veoooinaa.. 282
............................ P Vel 282
............................ P Vel 282
............................ P Ve 282
............................ P Ve 282
............................ P Vel 282
............................ P i e .. 282
............................ P Vel 282
............................ P Ve 282
............................ 2 A
............................ P Vel 282
............................ P Vel 282

GEKSLTL. .LSS.YSANITEIMTTIRTGQSNIYDVIYTEQIKGTVIDV.LER. .VTLSVK 293

e kK e e K . K . K e s KKk Kk KKK oK. * .

X% ok

* % ok of

* % ok o
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FDLV 283 FPQYITIPDTKVLEGHKITFNDKGSEWQTQVPSTIAVRDILIAGVDPDGCSITSTSYICK 342
GONGER =85 283 ittt it ittt et e e e e e e e e e et et e e e 342
(O3 otk o 6 R X D 342 *
AERES =06 283 it ettt e e e e e e e e 342 *
CrOtEX2 =06 283 ittt ittt e e e e e e e e e e e ettt e 342 *
a8 (0 e G 342 *
TrimF1-89 283 ... .ieiiiieinnnn R..... Rttt ittt ettt i i Veeeooonn 342
PituMe-89 283 ......i.iiiiien.n R.o.... 2 Veeeouon. 342 ™
LampMe-89 283 ........cciin.. R..... 2 Veeoooo.. 342 “
VipPal-89 283 ..........i..... R..... Rt ittt ettt ittt Veeeouonn 342 ™
AgkiBi-89 283 ................ Ro.... Rttt ittt ettt i Veeeouonn 342 ™
ElaSit-92 283 ..., R.o.... 2 Veeeouon. 342
BitisN=96 283 ...ttt Rt ittt e ettt e i ieiaan Veeoouon. 342
CeraCe-98 283 ....uiiiiiunnnnnn R..... Rt ittt ettt et eeee e Veewuononn 342 °
BitisN-98 283 ....... ..o, Ro.... Rttt ittt ettt i Veeeooonn 342 °
AtheDe-98 283 ................ R..... Rt e et e e e e e e Voot 342 °
CrotDu-98 283 ......ieiiienenn.n R.o.... 2 Veeoouon. 342 °
CrotDu-99 283 ......iiiiennn... R..... Rt ittt ettt et tieee e Veeouononn 342 °
Sendai 294 I.ILSEVPGVLIHKASSISYNIDGE..YVT...H.LS.ASFLG.A.ITD.VESRLT...P 353
H HEP I R S A S Hd
FDLV 343 NDPTYAMSEVLTNCFRGNTQECPRAR 368
GONGER-85 343 ..ttt ittt 368
CrotCe=96 343 ..ttt ittt 368 *
AtheSg-96 343 ..t e e e 368 *
CrotX2-96 343 ittt i 368 *
TrimF1-96 343 .ttt e 368 *
TrimF1-89 343 ..t 368
PituMe=-89 343 ...ttt e 368 ™
LampMe-89 343 ... i e 368 ™
VipPal=-89 343 .. 368 ™
AgkiBi-89 343 .. 368 ™
ElaSit=92 343 .. 368
BitisN=96 343 ...ttt 368
CeraCe-98 343 . iiiitiimeeiineeeennnnn 368 °
BitisC=98 343 ...ttt 368 °
AtheDe=-98 343 ...ttt e 368 °
CrotDu-98 343 i iiiiitiiiee it 368 °
CrotDu-99 343 ...ttt i 368 °
Sendai 354 R..AQLIPDSQQKCIL.D.TR..VT 379
. * * . . . . . * % . * % .

Abbildung 16: Alignment der partiellen F Protein Sequenzen

Das Alignment zeigt die Protein-Sequenzen der F Gen spezifischen semi-nested
PCR der untersuchten RPMV mit Gono-GER85 und FDLV, sowie dem Sendai Virus
(265 Aminosauren). Punkte zeigen identische Nukleotide an. Die Anmerkungen * “ °
bezeichnen Isolate des gleichen Ausbruchs (vgl. Tab. 2).



IV. Ergebnisse 50

Tabelle 6: Prozentuale Homologie der L und F Sequenzen der RPMV und
Paramyxovirus Typspezies zum FDLV

Die Berechnung zeigt die prozentualen Identitdt, bzw. Ahnlichkeit (Sim) der
Nukleotide (nt) und Aminosauren (as). Die lIsolate innerhalb eines Kastchens
stammen aus einem Infektionsausbruch (vgl. Tab. 2). Fur zwei RPMV ist die F
Sequenz nicht determiniert (n.d.). Virus (V), Humanes Respiratorisches Synzytial
Virus (HRSV).

Genus Virus L Gen + Protein F Gen + Protein
Sequenzidentitat (Sim) in %
nt as nt as
RPMV* FDLV 100 100 100 100
Gono-GER85 88 97 (100) 88 99 (100)
CrotCe-96 88 97 (100) 87 99 (100)
AtheSqg-96 88 97 (100) 87 99 (100)
CrotX2-96 88 97 (100) 87 99 (100)
CrotEn-96 88 97 (100) 87 99 (100)
ElaGut-91 87 96 (99) n.d. n.d.
CrotX1-96 86 96 (99) n.d. n.d.
TrimFI|-89 81 94 (98) 79 95 (99)
PituMe-89 81 96 (99) 80 97 (100)
LampMe-89 81 96 (99) 80 97 (100)
VipPal-89 81 96 (99) 80 97 (100)
AgkiBi-89 81 96 (99) 80 97 (100)
ElaSit-92 80 96 (99) 79 97 (100)
BitisN-96 80 96 (99) 79 97 (100)
CeraCe-98 79 95 (99) 79 97 (100)
BitisC-98 79 95 (99) 79 97 (100)
AtheDe-98 79 95 (99) 79 97 (100)
CrotDu-98 79 95 (99) 79 97 (100)
CrotDu-99 79 95 (99) 79 97 (100)
Respirovirus Sendai V 56 61 (75) 42 28 (50)
Rubulavirus Mumps V 53 44 (62) 26 23 (45)
Morbillivirus Masern V 52 58 (78) 40 27 (49)
Henipavirus Hendra V 49 48 (79) 39 27 (62)
Pneumovirus HRSV 32 29 (51) 17 22 (48)
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2. Phylogenetische Analyse

Stammbaume der Reptilienviren

Die phylogenetische Analyse wurde anhand von 500 nt des L Gens
(Position im Genom nt 9676 bis nt 10176; Ahne et al., 1999b) und anhand von
890 nt des F Gens (F Gen Position nt 228 bis nt 1118) in zwei Berechnungen
durchgefuhrt (Tab. 4; Abb. 17). Es resultierten innerhalb der RPMV Gruppe
drei verschiedene Cluster (A, B und C). Das Cluster A fehlt im F Gen
Stammbaum, da diese Isolate in der PCR nicht amplifiziert und sequenziert
werden konnten (Tab. 6). Im Vergleich der beiden Stammbaume zeigte sich,
dass die Cluster B und C jeweils die gleichen Isolate mit identischer
Anordnung beinhalteten. Das Sendai Virus wurde in beiden Stammbaumen

als Fremdreferenz, Outgroup, gewahlt.

100 [ PituMe-89 100 | /
— ElaSit-92 B 100 CrotCe-96 ¢
90 | CeraCe-98; “I—— Gono-GER85’
— BitisN-96," e
100 100
—=ElaSit-92 ™.
89 “— Gono-GER85™, 98
100 100 [ C 96 | CeraCe-98=-._,__=
CrotCe-96 100 L BitisN.96 o
CrotX1-96 —Tr|m FI-89
Sendai virus Sendai virus
A B

Abbildung 17: Stammbaume der RPMV

Die Berechnung basiert auf 100 bootstrap value und maximum parsimony. Die Werte
auf den Verzweigungen reprasentieren die Wahrscheinlichkeit der Verzweigung
bezogen auf den 100 bootstrap value.

A) Stammbaum berechnet mit Sequenzen des partiellen L Gens.

B) Stammbaum berechnet mit Sequenzen des partiellen F Gens.
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Stammbaume des FDLV und der Paramyxovirus Typspezies

Um die Position der RPMV innerhalb der Familie Paramyxoviridae zu
analysieren, wurden die Sequenzen des FDLV und der Typspezies der

Paramyxovirus Genera verwendet (Tab. 4).

Die Stammbaum-Berechnung der L Protein Sequenzen wurde mit 700
Aminosauren, Position 26 bis 725 der FDLV Sequenz und den
korrespondierenden Bereichen der Paramyxovirus Typspezies Sequenzen,
durchgefuhrt (Abb. 18). Die Stammbaum-Berechnung der F Protein
Sequenzen basierte auf 546 Aminosauren, der gesamten Proteinsequenz des
FDLV und den Kkorrespondierenden Sequenzen der Paramyxovirus
Typspezies.

Im Gegensatz zu den RPMV Stammbaumen, wurden die funktionell
entscheidenden as-Sequenzen verwendet. Es wurde keine Outgroup
hinzugefugt (Abb. 18).

Die Aufzweigung der beiden Stammbaume entsprach, mit Ausnahme
des Hendra Virus, das erst klrzlich in die Taxonomie integriert wurde, der
ICTV-Taxonomie (Lamb et al., 2000). In beiden Berechnungen gruppiert das
FDLV mit dem Sendai Virus.
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Hendra virus — Measles virus
> " Sendai VIrus = Sendai virus
67 67 L~ rv
100 FDLV ________________ 100
Measles virus Hendra virus
—— Mumps virus

—— Mumps virus P
L HRSV ——HRSV
A B

Abbildung 18: Stammbaume von Paramyxovirus Typspezies und FDLV

Die Berechnung basiert auf 100 bootstrap value und maximum parsimony. Die Werte
auf den Verzweigungen reprasentieren die Wahrscheinlichkeit der Verzweigung
bezogen auf den 100 bootstrap value. HRSV, Humanes Respiratorisches
Syncytialvirus. Das FDLV gruppiert mit dem Sendai Virus.

A) Stammbaum berechnet mit 700 Aminosauren des L Proteins.

B) Stammbaum berechnet mit 546 Aminosauren des F Proteins.
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3. Fusionsgen Analyse

F Gen spezifische RT-PCR

Die RT-PCR, spezifisch fur das gesamte F Gen des RPMV Gono-
GERS85, resultierte in einem zwischen 1500 und 2000 bp grofen DNA
Amplifikat (Abb. 19). Die Sequenzierung des Amplifikates ergab einen 1638
bp grol’en Leserahmen fur das F Gen. Nach dem Alignment mit den F
Sequenzen der Paramyxovirus Typspezies konnte eine Homologie von
mindestens 42 % auf nt-Ebene und von 28 % auf as-Ebene zum Sendai Virus
berechnet werden. Dies deckt sich mit den Werten, die fur das FDLV

errechnet wurden (Tab. 6, 7).

Abbildung 19: F Gen spezifische RT-PCR
Agarosegel, 1,3 %. Amplifikat der F Gen spezifischen RT-PCR des RPMV Gono-
GERS8S (1, 2). Negativ-Kontrolle (K); Marker, 1 kb Leiter (M).
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Tabelle 7: Vergleich von F Gen und Protein des RPMV Gono-GER85 und
Paramyxovirus Typspezies

HRSV (Humanes Respiratorisches Syncytial Virus), nt (Nukleotide), as
(Aminosauren), Sim (Ahnlichkeit der Aminosauren)

Genus Virus F Sequenz Homologie

Lange Identitat (Sim) in %

nt as nt as

Gono-GERS85 1638 546 100 100
Respirovirus ~ Sendai Virus 1725 575 42 28 (50)
Morbillivirus Masern Virus 1650 550 40 27 (49)
Henipavirus Hendra Virus 1638 546 39 27 (62)
Rubulavirus Mumps Virus 1614 538 26 23 (45)
Pneumovirus  HRSV 1722 574 17 22 (48)

RPMV Gono-GERS85 F Protein Modell

Eine Analyse der F Proteinsequenz mit den in Kapitel |II1.3.
angegebenen Programmen, ermoglichte die Erstellung eines Modells fur das
F Protein. Es beinhaltet beginnend am C-Terminus ein Signalpeptid, ein
Schnittprozessierungsmotiv, das Fusionspeptid, zwei Heptad Repeats, von
dem eines den Kriterien eines Leuzin Zippers entspricht und am N-Terminus

des Proteins einen Transmembrananker (Abb. 20).



IV. Ergebnisse 56

ss N-G  HRB
N« FP HRA +LZ ™

sP
N F2

17-33

105-110 111-135 — 141-186 435 - 442 — 457-502 — 503-520

Abbildung 20: Modell des RPMV F Proteins

Das RPMV Gono-GERS85 F Protein enthalt eine F1- und die F2-Untereinheit und
zeigt von links am N-Terminus das Signalpeptid (SP), die Schnittstelle (SS), das
Fusionspeptid (FP), das Heptad Repeat A (HR A), das Heptad Repeat B mit dem
Leuzin Zipper (HR B + LZ) und den Transmembrananker (TM). Zwei N-
Glykosylierungen (N-G) konnten ermittelt werden. Die Aminosauren der einzelnen
Motive sind unter dem Modell angegeben.

Transmembranregionen, Signalpeptid (SP)

Fir das RPMV F Protein konnten mittels Computerprogramm
(TMHMM1.0, Center for Biological Sequence Analysis) drei transmembran
gelegene Domanen lokalisiert werden (Abb. 21). Die C-terminal gelegene
transmembran-Region stimmt mit dem Resultat aus der Signalpeptid Analyse
(SignalP V2.0, Vers. B2, Center for Biological Sequence Analysis),

Aminosauren 17 bis 33, Uberein.
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Abbildung 21: Transmembranregionen des RPMV F Proteins

Das Programm berechnet die Wahrscheinlichkeit (y-Achse) mit der die
Aminosaurenreste (x-Achse) intrazellular (1Z), extrazellular (EZ) oder transmembran
(TM) liegen. Fur das virale F Protein wurden drei Transmembranregionen
vorhergesagt.

-C

546
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Transmembranregionen, Fusionspeptid (FP)

Die mittlere transmembran-Domane (Abb. 21) schliel3t direkt an die
Schnittstelle des F Pra-Proteins an und wurde nach dem Vergleich mit den
Typspezies der Paramyxovirinae als Fusionspeptid identifiziert (Aminosauren
111 bis 135; Lamb & Kolakovsky, 2001). Dieses hochkonservierte Motiv
besteht ausschliel3lich aus den hydrophoben Aminosaureresten F, V, I, L, A
und den polaren Aminosaureresten T, Q, G, S (Abb. 22). Die Gesamtladung
dieses Peptides ist neutral. Seine Position zum davon C-terminal gelegenen

HR A ist funf Aminosauren entfernt.

Gon-GERB85 FVGIAIAVGAVALATSAQITAGI-
Sendai Virus (M30202) FFGAVIGTIALGVATSAQITAGI-
Masern Virus (E04903) FAGVVLAGAALGVATAAQITAGI-
Mumps Virus (AF143383) FAGIAIGIAALGVATAAQVTAAV-
Hendra Virus (AF017149) LAGVVMAGIAIGIATAAQITAGV-

* . * . e kk e kK o kX .

Abbildung 22: F Protein Fusionspeptide

Alignment der Fusionspeptide des RPMV Gono-GER85 und der Typspezies der
Subfamilie Paramyxovirinae. Der fusionierende N-Terminus liegt links und wird nach
Schnittprozessierung frei (Abb. 3). Die Peptide besitzen einen hohen Anteil an
identischen (*), funktionell und biochemisch ahnlichen (:) und funktionell ahnlichen
(.) Aminosauren.

Transmembranregionen, Transmembrananker (TM)

Die als dritte transmembran-Domane berechnete N-terminal gelegene
Region (Abb. 21), reprasentiert ihrer Lokalisation zufolge den
Transmembrananker (Aminosauren 503 bis 520). Er setzt sich ausschliel3lich
aus den hydrophoben Aminosauren V, I, L, M, W und den polaren
Aminosauren S und T zusammen und ist wiederum komplett neutral. Dieser

TM ist im direkten Anschluss an das Heptad Repeat B lokalisiert.
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Schnittstelle

Die Schnittstelle (SS) der RPMV F Protein Sequenz, die eine
Prozessierung des F Pra-Proteins ermoglicht, reicht von Aminosaure 105 bis
110. lhr Sequenzmotiv lautet ,R E K R* und kann theoretisch von der
Endopeptidase Furin erkannt werden, die nach dem Motiv ,R X R/KK R*
schneidet. Diese Protease wird von vielen Paramyxoviren zur

posttranslationellen F Protein Prozessierung verwendet (Tab. 8).

Tabelle 8: F Protein Furin Schnittmotive (Lamb & Kolakovsky, 2001)

Furin Motiv: X (jede Aminosaure), R/K (R oder K). Humanes Respiratorisches
Synzytialvirus (HRSV). Die RPMV sind in die derzeitige Taxonomie nicht integriert
(*).

Virus/ Protease Genus Schnittmotiv
Furin R X R/K R
Gono-GERS85 RPMV * R E K R
Masern Virus Morbillivirus R H K R
Mumps Virus Rubulavirus R HR R
HRSV Pneumovirus R KR R

Heptad Repeats (HR) und Leuzin Zipper (LZ)

In der F Protein Sequenz des RPMV Gono-GER85 konnten zwei
Heptad Repeat Motive (HR) ermittelt werden (Mac Vector, International
Biotechnologies, New Haven, USA). Das HR A besteht aus sechs Heptads
(Aminosauren 141 bis 186), das HR B aus sechseinhalb Heptads
(Aminosauren 457 bis 502). Sie besitzen in Position a und d (Abb. 4)
entweder einen hydrophoben Aminosaurenrest A, |, L, V oder einen polaren
Rest S, T, Q (Stryer et al.,1995). Variable Reste sind in den Positionen b, c, e,
f, and g lokalisert.

Das HR B entspricht zusatzlich den Kriterien des Leuzin Zipper Motives
(LZ). An Position a des Heptads ist entweder die Aminosaure Leuzin oder

Isoleuzin positioniert (Bornberg-Bauer et al., 1998).
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Im Modell des helikalen Rades (Joshi et al., 1998) wurden beide HR
Motive des RPMV F Proteins dargestellt. Das HR A nimmt, bei a angefangen,
sechs Windungen ein, die zentrifugal fortlaufen. Das HR B beginnt bei d und
nimmt sechseinhalb Windungen ein (Abb. 23). Da ein Heptad im naturlichen
Protein 1,9 Windungen der alpha-Helix reprasentiert (Stryer et a., 1995),
ergibt das HR A theoretisch 11,4 Windungen und das HR B 12,4 Windungen

im naturlichen Protein.

Berucksichtigt man die Ladungen der Aminosaurenreste, dann lassen
sich am Protein zwei Seiten, eine geladene und eine polar/ neutrale,
unterscheiden (Abb. 23).

HRA HR B

unpolar
neutral

vV P
00

unpolar
neutral

geladen

<HHA<SOnH
O O O O oo

LO
v o
A0
S0
I0
A0
I0

Abbildung 23: Heptad Repeat A und B mit Leuzin Zipper des RPMV F Proteins
Das Modell des helikalen Rades (Joshi et al., 1998) reprasentiert einen Querschnitt
durch die alpha-Helix der Heptad Repeats. Es ist das HR A, Aminosauren 145 bis
186 und das HR B, Aminosauren 457 bis 502 des RPMV Gono-GERS85 F Proteins
dargestellt. Weiterhin sind geladene und unpolar/ neutrale Bereiche der Domane
dargestellt. Die Ladungen der einzelnen Reste sind mit 0 (neutral), — (negativ) und +
(positiv) bezeichnet.

Glykosylierung

Eine Berechnung des RPMV F Proteins ergab zwei mogliche N-
Glykosylierungsstellen, Asp 435 und Asp 442, die mit mehr als 50 %iger
Wahrscheinlichkeit vorkommen (Abb. 24).
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Abbildung 24: N-Glykosylierungen des RPMV F Proteins

Das Programm (NetNGlyc1.0) berechnet die Wahrscheinlichkeit (y-Achse) mit der
ein Aminosaurenrest (x-Achse) glykosyliert wird. Fiir das RPMV F Protein wurden
zwei N-Glykosylierungen, Asp 435 und Asp 442, berechnet, die Uber der Grenze von
50 % Wahrscheinlichkeit lagen.

4. Vorarbeiten zur prokaryotischen Expression

4.1. Expressionssystem

Kodon Zusammensetzung

Der Vergleich der Kodon Zusammensetzung (KZ) des RPMV F Gens
und des E. coli Genomes zeigte erhebliche Differenzen. Im gesamten viralen
F Gen kommen 12 Kodons um 50 % haufiger vor als im Prokaryonten E. coli
(Tab. 9). Der E. coli Stamm Rosetta(DE3) (Novagen, Madison, USA) kann
den t-RNA Defizit an vier dieser Kodons aufgrund seines zusatzlichen

Plasmids kompensieren (Kap. 111.4.1.).
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Tabelle 9: Kodon Zusammensetzung, E. coli Genom und RPMV F Gen

Die KZ von E. coli (3662594 Kodons) und dem RPMV Gono-GER85 F Gen (546
Kodons) ist jeweils hochgerechnet pro Tausend angegeben. Die im viralen Protein
um 50 % haufiger vorkommenden Kodons sind fett gedruckt. Unterstrichen sind die
Kodons, die im E. coli Stamm Rosetta(DE3) (Novagen) zusatzlich gebildet werden.

X=- =X=- ==X
-U- -C- -A- -G-
E.coli FGen E.coli FGen E.coli FGen @ E.coli FGen

22 17 10 22 17 9 5 15 --U

U 16 7 9 11 12 [ 6 6 -C
- 14 20 9 17 2 1 1 0 --A
13 17 9 9 1 0 14 6 -G

12 9 08 18 13 0 20 0 --U

C 10 13 05 4 9 4 20 0 -C
- 04 18 09 7 15 26 4 0 --A
48 15 21 11 28 22 6 2 -G

30 28 10 40 21 31 10 7 --U

A 24 33 22 22 21 22 15 15 -C
- 07 40 09 24 35 22 04 18 -A
26 22 14 13 12 31 02 7 -G

20 22 17 17 33 29 26 11 --U

G 14 29 24 24 19 18 27 9 -C
o 12 20 21 29 39 15 10 17 --A
24 22 30 11 19 22 11 20 -G

4.2. Konstruktion der Plasmide

Insert-Vektor Praparation

Die Insert-DNA konnte aus der viralen RNA des RPMV Gono-GER85
mittels RT-PCR amplifiziert werden. Die Amplifikate entsprachen den
erwarteten Grofken, fur das erste Insert 1638 bp, fur das zweite Insert 1395
bp, flr das dritte Insert 255 bp und fur das vierte Inserts 1050 bp. Die Insert-
und Vektor-DNA konnte mit den Restriktionsenzymen (Bg/ /I und Xho )
geschnitten werden. Es folgte die Ligation zu den entsprechenden vier

Plasmiden. Die vektorspezifische PCR ergab flr jedes Plasmid die erwartete
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AmplifikatgroRe mit 1971 bp fir das erste Plasmid, 1728 bp flr das zweite
Plasmid, 588 bp fur das dritte Plasmid 3 und 1383 bp fur das vierte Plasmid
(Abb. 25 A). Durch die Sequenzanalyse konnte die Einhaltung des

Leserahmens und die Vollstandigkeit des Inserts bestatigt werden.

Nach der Plasmid-Transformation, Vektorvermehrung und Plasmid-
Aufreinigung, konnten die Inserts mit den Restriktionsenzymen (Bg/ Il und Xho
l) aus dem Orginalvektor (pET30a(+), Novagen, Madison, USA)
herausgeschnitten und im Agarosegel visualisiert werden (Abb. 25 B,C). Die
vier verschiedenen, kontrollierten Plasmide konnten in den E. coli
Expressionsstamm Rosetta(DE3) (Novagen, Madision, USA) transformiert

werden.
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Abbildung 25: Plasmid-DNA 2, 3 und 4

Das erste Plasmidkonstrukt war separat konstruiert worden und ist daher in den

Abbildungen nicht enthalten.

Agarosegele (1,3 %), Marker (M), Plasmidkonstrukte 2, 3 und 4.

A) Die vektorspezifische PCR (Abb. 8: T7P — T7T) amplifiziert das Insert und
zusatzlich 333 nt des Vektors: PCR-Kontrolle (K),1728 nt (2), 588 nt (3), 1383
nt (4).

B) Plasmide ungeschnitten, in supercoiled Form, setzen sich aus Insert-DNA
und Vektor-DNA zusammen: 5422 nt pET30a(+)-Vektor (V), 6740 nt (2), 5600
nt (3), 6395 nt (4).

C) Die Plasmide sind mit Restriktionsenzymen (Bg/ /I und Xho /) geschnitten.
Banden zeigen Vektor-DNA und Insert. 5400 nt pET30a(+)-Vektor (V), 1395
nt (2), 255 nt (3), 1050 nt (4).
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4.3. Modell und Berechnung erwarteter Proteine

Im Modell wurden die Anteile der jeweiligen erwarteten rekombinanten
Proteine 1 bis 4, sowie der Fragmente nach dem Furin Protease-Verdau
veranschaulicht. Die zur Detektion und Aufreinigung dienenden His-Tags sind
sowohl am C-, als auch am N-Terminus der rekombinanten Proteine, sowie
an je einem Ende der Proteinfragmente des Furin-verdauten Proteins 2 zu
erwarten (Abb. 26).

Besonders hervorgehoben ist der Unterschied zwischen dem
rekombinanten Protein 4 und dem F1-Anteil des rekombinanten Protein 2
nach dem Furin Protease-Verdau. Dieser besteht ausschliel3lich aus 30
Aminosauren, die das Heptad Repeat B und zugleich das Leuzin Zipper Motiv
beinhalten (Abb. 26).

N H F2 B e rez R )

1 e - - - K
| I |
2 o : { ]
L ==
4 ° - °
Furin Verdau —> F @ —— g
® His-Tag e e
KVQSHKEAQDKLDESNA (DDG TNNKI)

Abbildung 26: Modell der verschiedenen Proteine des RPMV F Proteins

RPMV F Protein: N- bzw. C-Terminus, Untereinheiten F2 und F1, Heptad Repeat B
mit Leuzin Zipper (HR B/ LZ). Rekombinante Proteine 1-4, Furin Protease-Verdau
(F).

Zur Interpretation der Protein Analyse (Abb. 27, 28) wurden die
berechneten GroRen und Molekulargewichte der rekombinanten Proteine,

sowie der Fragmente des Furin Protease-Verdaus in Tabelle 10 dargestellt.
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Tabelle 10: GroRe und Molekulargewicht der verschiedenen Proteine
Rekombinantes Protein (RP), Positiv-Kontrolle (K), Furin Proteaseverdau (F);
Monomer (*).

Protein Aminosauren MW (kD)
F Protein 546 58,3
RP 1 546 62,1
RP 2 465 54,6
RP 3 85 14,4
RP 4 350 42,0
RP 2 Furin 1 85 13,3
RP 2 Furin 2 380 41,3
B-Galaktosidase 1170~ 120,0

5. Proteinanalyse

5.1. Gesamtprotein der induzierten Expressionsansitze und Kontrollen

Die Expression des gesamten F Gens war nicht erfolgreich. Es konnte
kein Protein der erwarteten Grof3e von 62 kD (Tab. 10) oder einer anderen
GroRe mittels SDS PAGE oder Anti-His spezifischem WB nachgewiesen
werden (Abb. nicht dargestellt).

Die Expression des Konstruktes 3 resultierte im erwarteten,
zusatzlichen 14 kD grofRen Protein in der SDS PAGE (Tab. 10). Das Protein
konnte im gesamten Induktionszeitraum von ein bis vier Stunden detektiert
werden (Abb. 27).
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Abbildung 27: SDS PAGE, rekombinantes Protein 3

Bakterielles Gesamtprotein des Induktionsansatz von Plasmid 3 im Verlauf von 1 h
bis 4 h nach IPTG Zugabe (3"). Kontrollen: nicht induzierter Klon 3 (K'), induzierte
Negativ-Kontrolle (K?), induzierte Positiv-Kontrolle (K®). Nicht-induzierte Positiv-
Kontrolle (K*), Marker (M). Die erwarteten GroRen des rekombinanten Proteins (3) ist
14 kD, der Positiv-Kontrolle (K) ist 120 kD (Tab. 10).

Die Expression der Plasmidkonstrukte 2 und 4 konnten im SDS PAGE
nicht erkannt werden (Abb. 28 |A).

Im Anti-His spezifischen WB konnten die Expressionsprodukte der
Plasmide 2, 3 und 4 mittels des monoklonalen Antikorpers (mAK) detektiert
werden (Abb. 28 IB). Das rekombinante Protein lag im Bereich von 55 kD, das
rekombinante Protein 3 im Bereich von 14 kD und das rekombinante Protein 4
im Bereich von 42 kD (Tab. 10).

Im Anti-RPMV spezifischen WB konnte keines der exprimierten
Proteine mittels des polyklonalen Antiserums (pAK) detektiert werden. Fur alle
Proben der bakteriellen Protein zeigten sich identische, unspezifische
(background) -Banden verschiedener Grofien (Abb. 28 IC).

Zur Kontrolle diente ein ebefalls induzierter Klon mit Vektor ohne Insert
(Abb. 28 I: K') und ein nicht-induzierter Klon der Positiv-Kontrolle (Abb. 28 I:
KN: vgl. Kap. I11.5.1.). Diese reagierten nicht spezifisch mit dem Anti-His mAK
oder dem Anti-RPMV pAK (Abb. 28 IB, C: K, K"). Die Positiv-Kontrolle
reagierte mit dem Anti-His mAK, es konnte die 120 kD p-Galaktosidase,
entsprechend der erwarteten GroRe detektiert werden (Abb. 28 IB: K'). Die
Positiv-Kontolle des Anti-RPMV pAK, die Virusproteine des RPMV Gono-
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GERS85 reagierten im WB als stark positiv. Es konnte kein spezifisches
Virusprotein zugeordnet werden (Abb. 28 IC: V). Die Negativ-Kontrolle der
Virusproteine, die IgH2-Zellen (Kap. I11.5.4.), reagierten nicht mit dem pAK
(Abb. 28 IC: Z). Dies zeigt, dass der pAK ausschlie3lich virale Proteine
detektiert.

5.2. Aufgereiniqte rekombinante Proteine

Nach der Protein-Aufreinigung mittels NiNTA-Saulen (Novagen) konnte
wiederum kein Expressionsprodukt fur das Plasmid 1, mit dem Insert des
gesamten F Gens, detektiert werden (Abb. nicht dargestellt). Fir die
rekombinanten Proteine 2, 3 und 4 konnte nach der Aufreinigung Protein
entsprechend des erwarteten Molekulargewichtes (Tab. 10) im SDS PAGE
visualisiert werden (Abb. 28 I[IA).

Die Detektion mittels Anti-His spezifischem mAK resultierte in den
gleichen rekombinanten Proteinen der erwarteten Gro3en (Tab. 10; Abb. 27
[1B).

Die Detektion mittels des Anti-RPMV pAK resultierte in einer Bande flr
das rekombinante Protein 2 in der erwarteten Grélie von 55 kD (Abb. 28 1IC).

5.3. Furin Protease-Verdau

Durch Proteindialyse konnte das rekombinante Protein 2 im Furin
Puffer bei pH 7,5 geldst werden. Nach dem Furin Protease-Verdau wurde im
SDS PAGE sowohl das unprozessierte rekombinante Protein 2, als auch das

Furin Protease-verdaute Protein visualisiert (Abb. nicht dargestellt).

Der Anti-RPMV pAK detektierte zusatzlich zum rekombinanten Protein
2 das 41 kD grol3e Fragment der F1-Untereinheit (Tab. 10; Abb. 28 IlIC).

Dieses Resultat zeigt, dass das Heptad Repeat B, zugleich das Leuzin

Zipper Motiv, ein lineares Epitop darstellt, das antigenetisch reaktiv ist.
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Abbildung 28: SDS PAGE und WB rekombinanter F Proteinfragmente

SDS PAGE (A) und Westernblots (WB) mit Anti-His mAK (B) und Anti-RPMV pAK
(C). Marker (M', M?), Kontrolle: Vektor ohne Insert (K’), Positiv-Kontrolle nicht-
induziert (K"), Positiv-Kontrolle induziert (K'), gereinigte RPMV Proteine (V), IgH,-
Zellen (Z). rekombinante Proteine 2, 3 und 4, Furin verdautes Protein 2 (2F).
Rekombinantes Protein 2: 55 kD, Protein 3: 14 kD, Protein 4 42 kD.

l: Gesamtprotein E. coli Expressionsstamm.

Il Ni-NTA aufgereinigte Proteine.

[I: Furin-Protease Verdau.

Beschreibung im Text.
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V. Diskussion

1. Identifizierunqg

Der fur Paramyxoviren typische cpE, die Bildung von Syncytien und
intrazytoplasmatischen Einschlusskdrperchen (Clark et al., 1979; Ahne &
Neubert 1989; Modrow et al.,, 2003), konnte in dieser Arbeit auch fir die
RPMYV festgestellt werden (Kap. IV.1.; Abb. 12).

Die ldentifizierung der RPMV durch Elektronenmikroskopie resultierte
in den fur Paramyxoviren typischen pleomorphen Virionen mit einer
durchschnittlichen Grof3e von 190 bis 480 nm (Lamb et al., 2000). Wie aus
der Literatur bekannt, zeigten sich die Partikel behullt und ihr
charakteristisches Nukleokapsid (Kap. IV.1.; Abb. 13; Clark et al.,1979).

In der L Gen spezifischen PCR konnte die RNA aller untersuchter
RPMV amplifiziert und auch sequenziert werden (Kap. IV.1.; Abb. 14, 15). In
der F Gen spezifischen RT-PCR waren die RNA zweier Isolate hingegen nicht
zu amplifizieren (Kap. IV.1.; Abb. 14, 16). Einem negativen PCR-Ergebnis

konnen viele Ursachen zugrunde liegen (O'Connell, 2002):

Von Einzelstrang-Viren, wie beispielsweise Paramyxoviren, wird
zunachst, nach Binden des Startprimers, ein cDNA Strang amplifiziert. Erst
jetzt passt der Stopprimer an diese komplementare DNA. Ein positives PCR
Resultat bei Paramyxoviren ist folglich, neben anderem, abhangig von der
Bindung des Startprimers. Weitere Ereignisse flr eine negativ ausfallende
PCR koénnen in der Probenqualitdt, Enzymqualitat, im Ldsungsmilieu
begrindet sein (O'Connell, 2002).

FUr beide Isolate sind diese Grunde unwahrscheinlich, da ihre
Amplifizierung in der L Gen spezifischen PCR moglich war und alle anderen
Isolate mittels F Gen spezifischer PCR amplifiziert werden konnten (Abb. 14).
In den angefuhrten Untersuchungen ergab das L Gen Sequenz-Alignment fur
diese beiden Isolate eine von allen anderen Isolaten unterschiedliche

Sequenz (Abb. 15), in der phylogenetischen Untersuchung bilden sie ein
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eigenes Cluster (Abb. 17A). Somit ist anzunehmen, dass ihre Sequenz im F
Gen-Bereich in einem Masse abweicht, das ein Binden der F Gen
spezifischen Primer nicht erlaubt. Dies musste noch in weiteren

Untersuchungen verifiziert werden.

Es ist weiterhin bemerkenswert, dass die Isolate mit identischer
Sequenz (Abb. 15, 16; Tab. 6) aus dem gleichen Jahr und dem gleichen
Bestand stammten, aber teilweise von verschiedenen Schlangenspezies
isoliert wurden (Tab. 2). Es existieren demnach in bestimmten Bestanden
genomisch einheitiche RPMV, die aber offensichtlich keine strenge
Wirtspezifitat besitzen. Diese Erkenntnisse decken sich mit den von Ahne et

al. (1999b) publizierten Ergebnissen.

2. Taxonomie

Klassifizierung

Die Klassifizierung von Viren basierte bis vor einigen Jahren
ausschlieRBlich auf den klassischen Methoden wie Morphologie, cpE,
physikalisch-chemischen Eigenschaften, antigenetischen Untersuchungen
oder die Untersuchung von Virusproteinen (Brenner & Horne, 1959; Mayr et
al., 1974). Diese klassischen Methoden der Virologie wurden in letzter Zeit
von moderneren Methoden, wie Genomanalysen nach PCR und datenreichen
Genomvergleichen durch Computerprogramme, erganzt (ICTV, 2003). Auf
ihnen basiert die Berechnung der phylogenetischen Verwandtschaft
(Felsenstein, 1993; Westover & Hughes, 2001).

Die hier untersuchten RPMV konnten einerseits mittels klassischer
Methoden identifiziert werden (Kap. [V.1.). Weiterhin zeigte die
Sequenzanalyse der RPMV untereinander, dass nicht alle Isolate identisch
waren. Es konnten Divergenzen von maximal 21 % auf nt-Ebene und 6 % auf
as-Ebene festgestellt werden (Tab. 6). Die RPMV sind durch das FDLV in der
exstierenden Taxonomie anerkannt, aber in die Systematik bisher noch nicht
eingeordnet (Lamb et al., 2000; ICTV, 2003).
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Durch ein Sequenz-Alignment und die phylogenetische Analyse konnte
die nachste Verwandtschaft der RPMV zum Sendai Virus gezeigt werden
(Abb. 18, Tab. 6). Dieses Ergebnis stimmt mit dem von Ahne et al. (1999b)
uberein. Dennoch unterscheidet sich die Gruppe der RPMV durch eine
Divergenz von mindestens 44 % auf nt-Ebene und 39 % auf as-Ebene. Nach
Yu et al. (1998) unterscheiden sich die Gensequenzen von Viren innerhalb

eines Genus um maximal 40 % auf nt-Sequenzebene.

Im Folgenden werden zusatzliche Argumente aufgelistet, die die

Gruppe der RPMV von den klassifizierten Paramyxoviren unterscheidet:

Wirtsklasse und Temperatur

Wie in Kapitel 11.4. dargestellt, gehoren die Wirte der RPMV der Klasse
Reptilia an, die sich von den homoiothermen Lebewesen durch die
wechselwarme Koérpertemperatur unterscheidet (Grzimek et al., 2000). Die
Korpertemperatur der Wirte entspricht einer optimalen
Vermehrungstemperatur, die von mehreren Autoren fur die RPMV mit 30°C
beschrieben wurde (Lunger & Clark, 1979a, b; Ahne et al., 1999a). In der
vorliegenden Arbeit konnten die RPMV bei 28°C in vitro optimal repliziert

werden.

Antigenetische Eigenschaft

Wie in Kapitel 1l.4. dargestellt, wurde bisher keine Kreuzreaktion
zwischen RPMV und den Typspezies der Paramyxoviridae gefunden (Clark et
al., 1979; Ahne & Neubert, 1989). Lediglich in Untersuchungen durch Blahak
(1995) mittels Hamagglutinations-Hemmungstest ergaben sich positive
Kreuzreaktionen zwischen RPMV und aviaren Paramyxoviren. Die Gruppe
der aviaren Paramyxoviren wurde kurzlich als Genus Avulavirus reklassifiziert
(De Leeuw & Peeters, 1999; Seal et al., 2000; ICTV, 2003). Vergleichende
Untersuchungen zwischen dieser Virengruppe und den RPMV mussten noch

intensiviert werden.
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In der vorliegenden und auch in friheren Arbeiten wurde die nachste
Verwandtschaft zum Sendai Virus (Genus Respirovirus) dargestellt (Ahne et
al., 1999b). Zu diesem Virus konnten von mehreren Autoren keine
Kreuzreaktionen zu den RPMV festgestellt werden (Clark et al., 1979; Ahne &
Neubert, 1989; Richter et al., 1996). Auch wird das F Pra-Protein durch

unterschiedliche Wirtszellproteasen gespalten (vgl. Kap. V.3.).

Vorschlag eines neuen Genus fur RPMV

Zusammengefasst existieren zwischen den taxonomisch erfassten
Paramyxoviren und den RPMV erhebliche Sequenzunterschiede;
insbesondere Unterschiede in den phylogenetischen Untersuchungen der
partiellen L und F Gene und dem durch Ahne et al. (1999b) untersuchten HN
Gen. Die Reptilienviren sind an ihre poikilothermen Wirte gebunden und
replizieren bei Temperaturen unter 30°C. lhre F Protein Schnittprozessierung
variiert von der des nachstverwandten Sendai Virus und es existieren
unterschiedliche antigenetische Eigenschaften. Diese Grunde sollten es nahe
legen, ein neues Genus fur die RPMV zu etablieren. Als Typspezies fur das
neue Genus konnte das genomisch sequenzierte FDLV anerkannt werden
(Kurath et al., 2003).

3. Fusionsprotein

Paramyxovirale F Gene kodieren fur ein Signalpeptid und eine
Protease-Sequenz, die eine F1- von einer F2-Untereinheit unterteilt. Sie
enthalten weiterhin ein Fusionspeptid, zwei Heptad Repeat Strukturen mit
einem Leuzin Zipper und einen Transmembrananker (Lamb & Kolakovsky,
2001). Fur das Reptilienvirus Gono-GER-85 konnten alle diese Motive im

Modell gezeigt werden (Kap. I1V.3.).
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Schnittmodifizierung

Das PMV F Protein ist ein Typ | Transmembranprotein und wird durch
Schnittprozessierung seiner Pra-Protein Form in die biologisch aktiven F1 und
F2 Untereinheiten Ubergefuhrt (Klenk et al., 1975).

In der RPMV F Protein Sequenz wurde das Furin Schnittmotiv ermittelt
(Kap. IV.3.) und konnte durch den Verdau mittels der Endopeptidase Furin in
vitro verifiziert werden (Kap. IV.5.3.). Das Schnittmuster der Endopeptidase
Furin besteht aus vier Aminosauren, drei davon sind definiert (multibasisches
Schnittmuster; Klenk & Garten, 1994; Patterson et al., 2000). Furin ist
ubiquitar im Golgi-Apparat der Zellen vieler Kérpergewebe vorhanden (van
den Ouweland et al, 1990; Hosaka et al., 1991). Die RPMV sind
diesbezlglich auch in verschiedenen Zellkulturen anzuchtbar (Lunger & Clark,
1979a). In dieser Arbeit wurden RPMV sowohl in Reptilien-Herz- (IgH>), als

auch in Saugetier-Nierenzellen (Vero) vermehrt (Kap. 1V.1.).

Das Sendai Virus hingegen, obwohl es den RPMV am ahnlichsten zu
sein scheint (Kap. 1V.2.), nutzt fur seine Pra-Protein Schnittprozessierung die
Trypsin-ahnliche Tryptase Clara (Tashiro et al., 1992). Das Schnittmuster
besteht nur aus der Aminosaure Arginin, diese Schnittstelle ist monobasisch
(Klenk & Garten, 1994). Die Tryptase Clara kommt ausschliel3lich bei
bestimmten Epithelzellen der Lunge und des Darmes vor (Tashiro et al.,
1992). Die Vermehrung des Sendai Virus ist folglich ausschlieRlich dort

gewahrleistet und auch nicht in jeder Zellkultur mdglich (Gotoh et al., 1990).

Fir das Newcastle Disease Virus (NDV) wurde gezeigt, dass die
Schnittprozessierung des F Proteins einen bedeutenden Virulenzfaktor
darstellt: Der lentogene Stamm LaSota, der normalerweise die monobasische
Schnittstelle (G R Q S R/ F) besitzt, wurde als rekombinantes Virus mit dem
Furin Schnittmotiv (G R Q R R / F) versehen. Dadurch wurde das Virus

velogen (Peeters et al., 1999).

Ein nicht-pathogener NDV Wildtyp Stamm wurde durch Passagieren in
Hihnern ebenfalls zu einem pathogenen, velogenen Virus. Die
Sequenzanalyse der Schnittstelle ergab die Konversion vom E R Q E R/ L-
Motiv zum Furin Schnittmotiv KR Q K R/ F (Shengqging et al., 2002).
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In der vorliegenden Arbeit wurde das multibasische Motiv des RPMV
Gono-GERS85 dargestellt. Dieses besitzen auch weitere RPMV lIsolate (Franke
et al., 2001). Fur die Entwicklung eines lentogenen RPMV-Impf-Virus konnte
man ein rekombinantes Virus mit monobasischer Schnittstelle in Aussicht

stellen.

Fusionspeptid und Transmembrananker

Fusionspeptide und Transmembrananker sind funktionell identische,
stark hydrophobe Domanen (Horvarth & Lamb, 1992) und meist direkt neben
einem Heptad Repeat (HR) lokalisiert (Peisajovich & Shai, 2002). Beide
Domanen wurden auch im RPMV F Protein in direkter Nachbarschaft zu
einem HR ermittelt (Kap. IV.3.).

Das paramyxovirale Fusionspeptid induziert die Fusion von Virus und
Wirtszelle (Lamb & Kolakovsky, 2001). Im Sendai-Virus-Modell von
Peisajovich & Shai (2002) und nach Strukturanalyse des Newcastle Disease
Virus durch Chen et al. (2001) wurden an den Fusionsprozess folgende

Bedingungen geknuipft:

Er kann nur direkt nach einer Konformationsanderung, induziert durch
vorangehende Adsorption des Virus an die Zelle, erfolgen. Es mussen
mehrere F Protein Molekule oligomerisieren. Dem Fusionspeptid muss ein HR
direkt folgen, und zusammen mit einem zweiten HR die Helix-Loop-Helix

Struktur fiir ein Protein ausbilden konnen.

Im folgenden Abschnitt wird erlautert, welche dieser Bedingungen fur
die RPMV zutreffen:

Heptad Repeats und Leuzin Zipper

Die RPMV besitzen das Adsorptionsprotein HN (Ahne et al., 1999b).
Die Sequenzfolge, HR A im funf Aminosauren Abstand zum Fusionspeptid,
linearer Bereich und HR B mit direkt anschlieRenden Transmembrananker

(Kap. IV.3.), entspricht der Sequenz-Grundlage fiur die Formation der Helix-
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Loop-Helix Struktur (Joshi et al., 1998; Peisajovich & Shai, 2002). Hinsichtlich
der Oligomerisierung seines F Proteins wurde in dieser Arbeit fir die HRs A
und B das Modell des helikalen Rades erstellt (Kap. IV.3.; Abb. 23). Diese
Sequenzen veranlassen das Protein zur Selbstfaltung in eine alpha-helikale
Sekundarstruktur (Chambers et al., 1990; Young et al., 1998).

Die Proteindomanen besitzen weiterhin eine geladene und eine
unpolar, neutrale Seite, die zusatzlich ein Leuzin Zipper Motiv beinhaltet (Abb.
23). Dies ist eine Voraussetzung zur Oligomer-Bildung, die auf wechselseitige

Anziehung zwischen zwei ungeladenen Bereichen beruht (Stryer, 1995).

Die Fusionsfahigkeit der RPMV wurde aufgrund der Bildung von
Syncytien beschrieben (Clark et al., 1979; Ahne et al., 1999b; Mayr et al.,
2000). Die Notwendigkeit der HR und Leuzin Zipper Motive im
Fusionsprozess wurde durch F Protein HR-Mutanten des Newcastle Disease
Virus nachgewiesen (Sergel-Germano et al., 1994; Sergel et al., 2001). Die
Expression dieser veranderten Proteine und auch die Oligomerisierung, sowie
der intrazellulare Transport blieben unbeeinflusst. Im Gegensatz zu diesem
Ergebnis befand Young et al. (1998) den Defizit der Oligomerisierung nach
Ersetzen der Leuzin- bzw. Isoleuzinreste durch ebenfalls unpolare

Alaninreste.

Diese Ergebnisse ordnen das HR Motiv in die Reihe der
Virulenzfaktoren ein (Buckland et al., 1992; Reitter et al., 1995; Joshi et al.,
1998; Young et al., 1998).

Im Falle des Reptilienvirus wurde das HR B mit dem Leuzin Zipper des
F Proteins als lineareas, antigenetisch reaktives Epitop detektiert (Kapitel
IV.5.). Dieser Bereich sollte konserviert sein, da er fur die Fusionsaktivitat und
Virusvermehrung offensichtlich essentiell ist und muisste folglich als
antigenetische Zieldomane hinsichtlich eines RPMV-Impf-Virus gut geeignet

sein.
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4. Expression

Fur die Proteinexpression wurde der prokaryotische Wirt E. coli
verwendet. In diesem System kann weder die posttranslationelle
Schnittprozessierung, noch die Glykosylierung oder eine Proteinfaltung
erfolgen (Robertson et al., 1997). Dies war jedoch fur die geplanten Versuche
sogar gunstig. Die Schnittprozessierung sollte in einem eigenen Versuch in
vitro analysiert werden (Kap. I11.5.3.). Fur die Proteinanalysen wurde die SDS
PAGE Methode angewendet. Die Proteinsekundarstruktur ist hier nicht mehr
existent. FUr die Detektion in der WB Methode bedeutet dies jedoch eine

Reduktion auf lineare Epitope (Bollag & Edelstein, 1991).

Prokaryotische Expression

Die Detektion des rekombinanten Proteins 1 war nicht erfolgreich (Kap.
IV.5.). Dies deckt sich mit Erfahrungen von Martin-Gallardo et al. (1991) im
Versuch der prokaryotischen F  Genexpression des Humanen

Respiratorischen Syncytialvirus F Gens.

Der Grund fur geringe oder fehlende Expression eines Gens kann,
neben anderem, an der unterschiedlichen Kodonzusammensetzung liegen.
Das Protein wird dann nicht, nicht-vollstandig oder nicht in groRer Menge
gebildet (Brinkmann et al., 1989). In der vorliegenden Arbeit konnte ein
erhebliches Missverhaltnis in der Kodonzusammensetzung von E. coli und
dem RPMV F Gen ermittelt werden (Tab. 9). Untersuchungen von Park et al.
(2002) zeigen, dass der Austausch eines einzigen Kodons im nicht

exprimierbaren Gen die Expression ermoglichte.

In dieser Arbeit konnte der E. coli Stamm Rosetta(DE3) (Novagen)
ausschlieBlich vier von zwdlf Kodons kompensieren, die im RPMV F Gen
haufiger vorkommen. Dieses Defizit an acht verschiedenen t-RNA Molekulen
konnte folglich ausschlaggebend fur die fehlende Exprimierbarkeit des

Konstruktes 1 gewesen sein.

Die Verkirzung eines zu exprimierenden Gens resultiert im hdheren

Ertrag an rekombinantem Protein (Martin-Gallardo et al., 1991). Analog war
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fur Teile des RPMV F Gens die prokaryotische Expression mdglich (Abb. 28).
Vergleicht man den Ertrag am rekombinanten Protein 2, 3 und 4, so ergab
sich eine hohere Ausbeute, je kirzer das rekombinante Protein war (Kap.
IV.5.1.,5.2)).

Der Umfang der exprimierten F Protein Fragmente reichte fur den
Zweck der Detektion antigenetisch reagierender Domanen aus. Das
Signalpeptid existiert im funktionellen viralen F Protein nach der
posttranslationellen Modifizierung nicht mehr (Lamb, 1993; Lamb &
Kolakovsky, 2001; Modrow et al., 2003). Der Transmembrananker befestigt
das Protein in der viralen Hulle und nimmt an einer antigenetischen Reaktion

nicht teil.

Proteindetektion

Die Detektion von rekombinantem exprimiertem Protein mittels
Coomassie Farbung war im bakteriellen Gesamtprotein nur fur das Protein 3
erfolgreich (Kap. IV.5.). Oft liegt die untere Grenze der Proteindetektion nach
dieser Proteinfarbung im SDS Gel bei 25 ng Protein, die im Western Blot bei
10 pg Protein (Bollag & Edelstein, 1991). Letzterer ist folglich 1000 x
sensitiver. Mittels WB und Anti-His mAK konnten rekombinanten Proteine 2, 3
und 4 detektiert werden (Abb. 28 IB). Nach der Aufreinigung, die ebenfalls
einer Konzentrierung entspricht, war es madglich, diese Proteine im

Coomassie gefarbten Proteingel zu sehen (Abb. 28 IIA).

Neben den erwarteten Proteinen, wurden Proteine anderer Grof3en
mittels Anti-His mAK detektiert (Abb. 28 IB, 1IB). Diese unspezifischen
Reaktionen kdnnen existieren, wenn in Proteinen mehrere Histidin-Reste
hintereinander vorkommen, die ebenfalls mit dem mAK reagieren (Bollag &
Edelstein, 1991). Von Dutch et al. (2000) wurden F Protein Oligomere im SDS
PAGE und WB gezeigt, deren Molekulargewicht entsprechend gré3er waren
als das des erwarteten monomeren Proteins. Die Resultate in dieser Arbeit

konnen diesbezuglich nicht interpretiert werden.
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Die Positiv-Kontrolle der Expression, eine E. coli B-Galaktosidase,
erschien im WB zersetzt. Anstatt nur einer erwarteten 120 kD grofien Bande,
wurden zusétzlich drei leichtere Banden detektiert (Abb. 28 IB, K'). Eine
Erklarung konnte in Untersuchungen von Marinkovic et al. (1975) gefunden
werden. Durch Hitze wurde die E. coli p-Galaktosidase fragmentiert und
zeigte im SDS PAGE vier Fragmente mit Grofden zwischen 29 kD und 72 kD.

Detektion spezifischer Domanen des RPMV F Proteins

Die Detektionskapazitdt des Kaninchen-Gono-GER85-Antiserums
umfasste, gemessen am viralen Gesamtprotein, einen Bereich zwischen 120
kD und 40 kD (Abb. 28 IC, V). Das RPMV F Protein liegt mit 58,3 kD in
diesem Bereich (Tab. 10), konnte allerdings nicht zugeordnet werden. Die
Annahme, dass es unter den detektierten Proteinen vorhanden sein musste,

konnte folgend Erklarung finden:

Das RPMV besitzt als Oberflachenproteine HN und F (Ahne et al.,
1999b; Franke et a., 2001; Kurath et al., 2003). Das HN Protein der
Paramyxoviren ist mit einer Lange von 550 bis 600 Aminosauren im gleichen
GroRenbereich wie das F Protein, mit 538 bis 575 Aminosauren (Lamb &
Kolakowsky, 2001). Untersuchungen zeigen, dass die Proteinbereiche, die
uber die Virusoberflache hinausragen als Antigen wirken (Wang & lorio,
1999). Diese Eigenschaft gilt fur das RPMV F Protein. Es ist ein, fur die
Vakzine Entwicklung haufig verwendetes Ziel-Protein (Steward, 2001). Es
kann eine Immunantwort im Wirt sowohl auf zellularer Ebene (Chang et al.,
2001; Fogg et al., 2001), als auch auf humoraler Ebene ausldsen (Schrijver et
al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Reaktion des Anti-RPMV
Serums gegen das prokaryotisch exprimierte partielle F Protein gezeigt
werden (Abb. 28 IIC, IlIC). Die Detektion umfasst lineare Epitope der Protein-
Primarstruktur, da die Proteinauftrennung mittels SDS PAGE, einem

denaturierenden Verfahren vorgenommen wurde (Bollag & Edelstein, 1991).
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Aus Abbildung 28 IC (2-4, K™} ist ersichtlich, dass das Anti-RPMV
Kaninchenserum unspezifisch mit E. coli Proteinen reagierte. Nach der
Aufreinigung allerdings, waren unspezifischen Banden nicht mehr zu sehen
(Abb. 28 1IC). Da es sich um polyklonales Kaninchenserum handelt, ist es
mdglich, dass auch Virus-unspezifische Antikdrper prasent sind. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass das Serum nicht mit IgH»-Zellen reagierte, auf

denen das Virus angezuchtet worden war (Abb. 28 IC, Z).

Der Verdau durch die Endopeptidase Furin verlief nicht vollstandig
(Abb. 28 1lIC). Nach Angaben des Herstellers wurden 100 ng Protein mit 2
Units Furin inkubiert (Biolabs, Beverly, USA). Der Protease-Verdau musste in
weiteren Versuchen optimiert werden. Jedoch entsprach das erhaltene
Protein RP 2F2 dem erwarteten Molekulargewicht (Abb. 28 IIIC; Tab. 10).

Die Lokalisation des as-Sequenzabschnittes, der durch den Anti-RPMV
pAK detektiert worden war, erfolgte durch die Betrachtung zweier in Frage

kommender Bereiche:

Das nicht detektierte rekombinante Protein 4 (RP 4) tragt, im
Gegensatz zur Furin-gespaltenen F1-Untereinheit des rekombinanten Protein
2 (RP 2F2), ein His-Tag am N-Terminus (Abb. 26). Dieser Terminus entspricht
zwar dem in vivo freiliegenden Fusionspeptid, eine Reaktion kann aber
ausgeschlossen werden, mit dem RP 2 ebenfalls eine Detektion erfolgt war
(Abb. 28 11IC) und diese Domane hier ebenfalls nicht frei liegt (Abb. 26).

Folglich konnte gezeigt werden, dass der Anti-RPMV pAK das HR B/
LZ Motiv als eine lineare antigenetisch reaktive Domane detektierte.

Es kann aber nicht ausgesagt werden, dass nicht noch weitere

Domanen im Bereich der Sekundar- oder Tertiarstruktur liegen.

Ausblick

Das RPMV F Protein besitzt im Modell die Eigenschaften der
paramyxoviralen F Proteine. Ein dartber hinaus reichender Zusammenhang
zwischen F Protein-Sekundar- und Teritidr-Strukturen und Fusions-

eigenschaft, sowie Erregervirulenz bleibt in dieser Arbeit unbeantwortet.
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VI. Zusammenfassung

Die untersuchten 18 Virusisolate stammten aus Schlangen der
Familien Colubridae, Viperidae und Crotalidae, die an Lungensymptomatik
und zentralnervosen Stérungen erkrankt und teilweise verendet waren. Die
Erreger wurden anhand ihres cytopathogenen Effektes, mittels
Elektronenmikroskopie und RNA-PCR zweier verschiedener partieller Gene

als Paramyxoviren identifiziert.

Die Sequenzanalyse der RNA-PCR Amplifikate bewies anhand
identischer Isolate aus gleichen Infektionsherden, aber verschiedenen
Schlangenspezies, dass die hier untersuchten Reptilien Paramyxoviren

(RPMV) nicht streng wirtsspezifisch waren.

Sequenzvergleiche partieller L und F Gene zeigten fur die RPMV
untereinander eine Homologie von mindestens 79 % auf nt-Ebene und 94 %
auf as-Ebene auf. Das Ermitteln prozentualer Sequenzunterschiede des Fer-
de-Lance Virus (FDLV) und der etablierten Paramyxovirus Typspezies
resultierte in einer maximalen Homologie von 56 % auf nt-Ebene und von 61
% auf as-Ebene mit dem Sendai Virus, bezogen auf das partielle L Gen. In
phylogenetischen Analysen konnten diese Ergebnisse bestatigt werden. Die
RPMV bildeten drei Gruppen fur die L Gen Sequenzen und entsprechende
Gruppen fur die F Gen Sequenzen und grenzten sich deutlich vom Sendai

Virus ab.

Das Fusions (F) Gen, 1638 Nukleotide (nt), eines der RPMV Isolate
wurde sequenziert und in das 546 Aminosauren (as) F Protein Ubersetzt. Wie
von den etablierten Paramyxovirus Typspezies bekannt, konnte das Protein in
die F1 und die F2 Untereinheit gegliedert werden und folgende Protein-Motive
als Modell dargestellt werden: das Signalpeptid (SP), ein Furin Schnittmotiv,
das hydrophobe Fusionspeptid, zwei Heptad Repeat Motive (HR A und B), ein
Leuzin Zipper Motiv und ein Transmembrananker (TM). Zwei N-glycosylierte

Reste wurden ermittelt.
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Das F Gen wurde prokaryotisch exprimiert. Hierfir wurden vier
verschiedene Plasmide konstruiert: eines beinhaltete das gesamte F Gen, das
zweite das gesamte Gen ohne das SP und ohne den TM. Ein drittes
beinhaltete die F2 Untereinheit ohne das SP und ein viertes die F2
Untereinheit ohne das HR B und den TM.

Die prokaryotische Expression des gesamten RPMV F Gens war nicht
erfolgreich. Es konnten aber rekombinante Proteine der vorherbestimmten
Molekulargewichte fur alle anderen Plasmidkonstruktionen erhalten werden.
Mittels eines Anti-RPMV Kaninchenserums konnte ausschlie3lich das zweite
rekombinante Protein im WB detektiert werden, das auch das Furin
Schnittmotiv enthielt. Nach Verdau dieses Proteins mit der Endopeptidase
Furin detektierte das Antiserum noch ein Protein, das mit dem vierten
rekombinanten Protein bis auf das HR B identisch ist. Das HR B ist eine 30 as
lange Domane, die zugleich das Leuzin Zipper Motiv darstellt und den

Untersuchungen zufolge ein lineares antigenetisches Epitop beinhaltet.
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VIl. Summary

Characterization of reptilian paramyxoviruses and analysis of the

procaryotic expressed partial fusion gene

Viral agents isolated from 18 snakes (families Colubridae, Viperidae,
and Crotalidae) showing respiratory symptoms and neuronal diseases were
investigated. Identifying the isolates as paramyxoviruses showing
characteristic cytopathic effect, was carried out by electronmicroscopy and
RNA-PCR of two partial genes (L and F). After sequencing RNA-PCR
amplicons, identical sequences were found for the reptilian paramyxoviruses
(RPMV) isolated in the same outbreak from different snake species,

suggesting they are not host-specific.

Sequence alignment of partial L and F genes within the RPMV group
revealed sequence homology of at least 79 % for nucleotides (nt), and 94 %
for amino acids (aa). Further sequence alignment included the Fer-de-Lance
virus (FDLV) as a RPMV representative, the established type species of the
paramyxovirus family. The greatest similarity was found to the partial L gene
of Sendai virus, with 56 % nt and 61% aa identity. Consequently, the RPMV
form a closely related, if somewhat diverse, group, belonging to the family

Paramyxoviridae.

This result was confirmed by phylogenetic analysis. The RPMV group
formed three clusters for the L gene sequence and corresponding clusters for
the F gene sequence, leaving the Sendai virus as an outgroup, which was
included as a representative of the paramyxovirus family. Another
phylogenetic analysis based on partial L and F protein sequences included
the FDLV and the established paramyxovirus type species. In this case, the

FDLV showed the closest relationship to the Sendai virus.
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The fusion (F) gene and protein of the reptilian paramyxovirus isolated
from the snake Gonosoma oxycephala were also investigated. The
sequences of the 1638 nt F gene and its 546 aa F protein were obtained and
these sequences were compared to the F protein of the established
paramyxovirus type species. The F protein, like its counterparts, was
predicted to be glycosylated and to contain a furin cleavage site in the F1 und
F2 subunit. Domains were predicted to be the signal-peptide (SP), a
hydrophobic fusion peptide, two heptad repeats (HR A and HR B), a leucine

zipper motif, and a transmembrane anchor (TM).

To further characterize the F protein and identify antigenic
determinants, an E. coli expression system and four plasmids containing four
various constructs of the F gene were used: the first contained an insert with
the entire gene; the second, an insert with the F gene minus the SP and TM; a
third construct was inserted with the F2 subunit minus the SP; and the fourth
contained an insert with the F1 subunit minus HR B and TM. To monitor
expression, an anti-His tag monoclonal antibody in a Western blot (WB) was
used. Antigenic epitopes were identified in WB by the use of polyclonal rabbit

antiserum, raised against our isolate.

No expression was detected for the first construct containing the entire
F gene, but all other constructs produced proteins of the predicted molecular
weights. The anti-viral rabbit serum detected only the protein encoded by the
second construct, that included the predicted furin cleavage site. After
treatment of this recombinant protein with furin, the antiserum reacted with
only one of the fragments. The reactive fragment was identical to the fourth
recombinant protein except for the inclusion of an additional 30 amino acids
that contained HR B. The results indicate that HR B of the reptilian

paramyxovirus F protein contains a linear antigenic epitope.
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VIIl. Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
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Abbildung
Antikorper

Aminosauren (IUPAC, 1968):

hydrophob polar basisch sauer
neutral neutral — geladen + geladen
A Alanin G Glycin H Histidin D Asparagin
V Valin S Serin K Lysin E Glutamin
| Isoleucin T Threonin R Arginin

L Leucin Y Tyrosin

P Prolin C Cystein

F Phenylalanin N Asparagin

M Methionin Q Glutamin

W Tryptophan

AP alkalische Phosphatase

as Aminosaure(n)

ATCC American Type Culture Collection

Bgl Bacillus globigii

bp Basenpaare

C cellular, Gen bzw. Protein

C- Carboxy-

cpE cytopathischer Effekt

d day

DNA desoxyribo-nucleic acid

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat
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F Protein Fusionsprotein
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h Stunde(n)
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PBS
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RNA
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RT-PCR
SDS PAGE
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Sim.
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Tab.
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Newcastle Disease Virus
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nucleo-phospho, Gen bzw. Protein
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open reading frame

origin of replication
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phylogenetic interference package
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rekombinantes Protein
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reverse transcription polymerase chain-reaction
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similarity
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