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Die Erfindung betrifft eine verbesserte Vakzine zur Immunisierung gegen TBE-Virusinfektionen sowie
ein Verfahren zu dessen Herstellung.

Das TBE(Tick-Borne-Encephalitis)-Virus ist in vielen europdischen Ldndern, der ehemaligen Sowjetuni-
on und China, endemisch. Die Krankheit stellt in einigen zentraleuropdischen Landern, wie Osterreich,
Tschechien, Slowakei, Slowenien oder Ungarn, wo jedes Jahr mehrere hundert in KrankenhZuser aufgenom-
mene Fille registriert werden, ein signifikantes Problem flir die Sffentliche Gesundheit dar (WHO: EURO
Reports and Studies, 104; 1983).

TEE-Virus, das in Form eines westlichen, europdischen und eines ferndstlichen Subtyps existiert,
gehort zur Familie der Flavi-Viren, die sphérische lipidumhiiite RNA-Viren sind (s. Monath, T.P.: Flaviviru-
ses. In: Fields, B.N. (ed.) Virology, Raven Press, N.Y. 1990, S. 763-814).

Die Krankheit kann durch Impfung mit einem hochgereinigten Formalin-inaktivierten Ganzvirusimpfstoff
(s. Kunz et al., J.Med.Virol., 6 (1980), 103-109), der eine Immunantwort gegen die Strukturproteine des Virus
induziert, effektiv verhindert werden (Kunz, Ch.Acta leidensia 60, No.2, 1-14, 1992). Dieser Impfstoff hat sich
bestens bewidhrt, jedoch missen groBe Volumina von infektidsen und potentiell gefdhrlichen Virussuspen-
sionen im Verlauf des Herstellungsverfahrens gehandhabt werden. Daher sind umfangreiche und teure
Sicherheitsvorkehrungen erforderiich.

Die Fzhigkeit von Antik&rpern, das Virus zu neutralisieren, hdngt davon ab, daB sie die native Struktur
der Proteine an der Virusoberflache erkennen. Im Falle von TBE-Viren und anderen Flavi-Viren handelt es
sich dabei in erster Linie um das Protein E (s. Heinz und Mandl, APMIS, 101 (1994), 735-745). FUr die
Induktion von mdglichst effizient wirksamen Antikdrpern im Zuge einer Immunisierung ist es daher
wiinschenswert, daB8 der Impfstoft dieses Protein in der gleichen Form, wie es auch an der Oberfliiche des
infektidsen Virus vorliegt, enthdlt. Ganzvirustotimpfstoffe haben den Nachteil, daB das notwendige Inaktivie-
rungsverfahren zu einer teilweisen Veranderung der nativen Proteinstruktur fihren kann.

Die rekombinante DNA-Technologie bietet eine Mdglichkeit, Ganzvirustotimpfstoffe durch rekombinante
Proteine, die die wesentlichen Teile der die Immunantwort induzierenden Proteine enthalten, zu ersetzen.
Bei dieser gentechnischen Expression von einzelnen Virusproteinen ist jedoch nicht sichergestellt, daB die
Antigenstruktur dieser rekombinanten Proteine jener der entsprechenden Proteine an der Virusoberflache
entspricht.

Die Expression von rekombinanten Qberflichenproteinen von TBE-Viren ist beispielsweise aus Allison
et al., Gemeinsame Jahrestagung OBG-OGGGT (1993) P114, bekannt. Dabei wurde festgestelit, daB Protein
E und Protein M bei deren rekombinanter Expression unter bestimmten Bedingungen in verschiedener
Form, u.a. auch in Form von nicht-infektidsen subviralen Partikeln, abgesondert werden.

Solche subvirale Partikel sind fur entfernte Verwandte der TBE-Viren, ndmlich das Japanische Enzepha-
litis-Virus (JEV), Gelbfiebervirus und Dengue-Virus bekannt (s. Konishi et al., Virology 188 (1992), 714-720,
oder WO 92/03545).

Es ist zwar in Konishi et al. beschrieben, daB solche subviraten Partikel, welche mit Freund's
komplettem Adjuvans emulsifiziert worden sind und das gesamte Protein E enthalten, eine gewisse
Immunantwort in M3usen ausldsen, es wurde jedoch andererseits nachgewiesen, daB mit einem teilweise
C-terminal verklrzten Protein E ein wesentlich effektiverer Schutz als mit dem gesamten Protein E gegen
eine Flavivirusinfektion erreicht werden kann (WO 92/03161).

Die EP-0 203 909-A1 betrifft eine FSME-Vakzine, welche inaktiviertes und zumindest teilweise dissozi-
iertes FSME-Virus enthélt, wobei gemaB der dort beschriebenen Vakzine das Glykoprotein E in isolierter
Form, aiso abgetrennt und von den Ublichen Proteinbestandteilen des Virus und vom Dissoziierungsmittel,
vorliegen. Ein solcherart isoliertes Glykoprotein E weist jedoch nur eine geringe Immunogenitét auf.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht nun darin, einen verbesserten impfstoff gegen TBE-
Infektionen zur Verfligung zu stellen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemagB geldst durch eine Vakzine zur Immunisierung gegen Tick-borne-
Enzephalitis-Virus (TBE-Virus)-Infektionen, welches nicht-infekti®se, subvirale Partikel, die im wesentlichen
das Protein E in seiner volistdndigen nativen Form und gegebenenfalls das Protein prM/M enthalten, welche
Proteine aus dem TBE-Virus abgeleitet sind, umfat. Wesentlich ist dabei, da8 das Protein E in seiner
vollstidndigen nativen Form vorliegt, da nur damit ein effektiver Schutz herbeigefiihrt werden kann. in der
erfindungsgemaBen Vakzine konnte die native Form des Protein E mit Hilfe verschiedener Analysen belegt
werden, namlich

a) Analyse der Antigenstruktur mit monoklonalen Antikdrpern,
b) Fahigkeit zur sdureinduzierten Konformationsdnderungen und
¢) Hamagglutinationsaktivitat

Die Tatsache, daB die erfindungsgemiBe Vakzine aufgrund ihrer Zusammensetzung nicht infektids sein
kann, stellt fUr die Sicherheit des Impfstoffes einen wichtigen Aspekt im Hinblick auf bekannte Vakzinen dar.
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Nach einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform der Vakzine ist das Protein E aus dem TBE-Virus
abgeleitet, wobei - je nach Anwendungsgebiet - sowohl der westliche (européische) Subtyp als auch der
fern&stliche Subtyp verwendet wird. Vorzugsweise umfaBt die Vakzine noch eine Lipidkomponente, welche
vorteithafterweise in vesikuldrer Form vorliegt.

Es hat sich gezeigt, daB - entgegen der Meinung der Fachwelt (s. WO 82/03161) rekombinantes Protein
E, welches aus TBE-Viren abgeleitet ist, nur in Form dieser nicht-infektidsen subviralen Partikel eine
ausreichende Immunisierung gegen Infektionen bieten kann. Eine teilweise verkirzte Form des Protein E,
bei welcher, wie in WO 92/03161, der C-terminale Membrananker entfernt worden ist, kann nicht zur
Herstellung einer effektiven Vakzine herangezogen werden. Die erfindungsgeméBe Vakzine enthalt vorzugs-
weise nicht-infektitse Partikel, die im wesentiichen frei sind von mittels PCR detektierbaren, von TBE-Virus
abgeleiteten Nukleinszuren. Dies kann beispielsweise mit der in Konishi et al. beschriebenen Methode
gezeigt werden.

GemiB einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung einer TBE-Vakzine,
welche dadurch gekennzeichnet ist, daB

- ein Zellkultursystem zur Verfligung gestellt wird, das die Kodierungssequenzen fiir die Proteine prM
und E, welche Proteine aus dem TBE-Virus abgeleitet sind, enthalt,

- das Protein E in seiner vollstindigen, nativen Form exprimiert wird, wobei

- subvirale, nicht-infektidse Partikel gebildet werden, weiche im wesentlichen das rekombinante Protein
E in seiner vollstindigen, nativen Form und gegebenentalls das rekombinante Protein prM/M enthal-
ten und

- die Partikel gesammelt sowie direkt in eine zur Immunisierung geeignete Zusammensetzung aufgear-
beitet werden.

Das erfindungsgemafBe Verfahren bietet den groBen Vorteil, daB ein Inaktivierungsschritt fur Viren,
beispielsweise durch Formalin, nicht notwendig ist, was einerseits die Qualitdt der Vakzine erheblich
verbessert (das Protein E liegt in nativer Form und nicht in durch die Formalinbehandiung veranderter und
zumindest teilweise denaturierter Form vor) und andererseits die technische Produktion dieser Vakzine
deutlich erleichtert werden, da die Partikel direkt (also ohne Formalinbehandlung) zu einer pharmazeuti-
schen Praparation verarbeitet werden kdnnen.

Besonders bevorzugt bei der Durchfiihrung des Verfahrens ist der Einsatz eines Zellkultursystems,
welches die Kodierungssequenzen flir die rekombinanten Proteine prM und E aus dem TBE-Virus in
chromosomal integrierter Form enthalt.

Es sind jedoch Zellkultursysteme, in welchen virale Vektoren zur Anwendung kommen, oder Zellkultur-
systeme, in welchen virusfrei, beispielsweise mit einem Plasmidvektor, gearbeitet wird, ebenfalls fur die
Herstellung der erfindungsgeméBen Partikel geeignet.

Gemi8 einer bevorzugten Ausfiihrungsform des Verfahrens erfolgt sowohl die Expression der Proteine
als auch die Bildung der Partike! kontinuierlich.

GemiB einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung die Verwendung von nicht-infektiosen, subviralen
Partikeln enthaltend im wesentlichen das rekombinante Protein E in seiner vollstdndigen, nativen Form und
gegebenentfalls das rekombinante Protein prM/M, welche Proteine aus dem TBE-Virus abgeleitet sind, zur
Herstellung einer Vakzine zur aktiven Immunisierung gegen TBE-Virus-infektionen.

Weiters betrifft die Erfindung die Verwendung von nicht-infektidsen, subviralen Partikein enthaltend im
wesentlichen das rekombinante Protein E in seiner vollstdndigen, nativen Form und gegebenenfalls das
rekombinante Protein prM/M, welche Proteine aus dem TBE-Virus abgeleitet sind, zur Herstellung von Anti-
TBE-Virus-Immunglobulin-Préparationen.

Die Erfindung wird nachstehend anhand von Ausfiihrungsbeispielen unter Bezugnahme auf die Zeich-
nung noch weiter erldutert. Es zeigen: Fig. 1. eine schematische Darstellung der in den Expressionsplasmi-
den verwendeten Inserts, Fig. 2 eine schematische Darstellung des Plasmids pSV8, das nach den im
Anhang zur vorliegenden Beschreibung angegebenen Modifikationen zur Expression der in Fig. 1 gezeigten
Konstrukte verwendet wurde; Fig. 3a, b, und ¢ eine vollstindige Nukieotid- und Aminosduresequenz des in
Fig. 1 dargesteliten Konstrukts SV-PEwt; Fig. 4 die Immunprézipitation von mit Triton X-I00 solubilisierten
Zelllysaten nach Transfektion mit den in Fig. 1 dargestellten Konstrukten sowie nach Infektion mit TBE-Virus
(COS/TBE); Fig. 5 in einem Diagramm den Nachweis von Protein E mittels 4-Schicht ELISA in den
Zellkulturliberstanden von COS-Zellen, die mit den in Fig. 1 dargestellten Konstrukten transfiziert worden
waren; Fig. 6 die Immunprézipitation des Zellkulturlberstandes von COS-Zellen nach Transfektion mit Sv-
PEwt bzw. SV-PEst Fig. 7 in einem Diagramm die Sedimentationsanalyse von COS-Zellkuituriiberstéanden
nach Transfektion mit SV-PEwt und SV-PESt sowie nach Infektion mit dem TBE-Virus. Die Sedimentations-
richtung ist von links nach rechts; Fig. 8 eine Sedimentationsanalyse von rSP ohne (SV-PEwt) bzw. nach
Behandlung mit 0,5% Triton X-I00. Die Sedimentationsrichtung ist von links nach rechts; Fig. 9 in einem
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Diagramm die SDS-PAGE von gereinigtem TBE-Virus und gereinigten rSPs; Coomassie-Blau Farbung; Fig.
10 in einem Diagramm die Reaktivitdt von 19 Protein E-spezifischen monokionalen AntikSrpern im 4-Schicht
ELISA mit TBE-Virus, Formalininaktiviertem TBE-Virus, rSP und rE* Fig. 11 die Reaktivitdt von TBE-Virus
bzw. rSP im 4-Schicht ELISA mit den mAks B3, i2, IC3 und C6 ohne (pH 8,0) bzw. nach Behandiung bei pH
6,0; Fig. 12 die Reaktivitdt von pE" im 4-Schicht ELISA mit den mAKs B3, i2, IC3 und C6 ohne (pH 8,0)
bzw. nach Behandiung bei pH 6,0; Fig. 13 die Strategie filir die PCR-Klonierung und die Mutagenese von
TBE-Virus-Membran-Proteingenen; Fig.14 die Konstruktion von Plasmidklonen, enthaitend Wildtyp-prM- + E-
Gene oder nur -E mit einem TAG-Stop am Codon 435; Plasmid-SV-pEst (SV-pE 04), der ein Wildtyp prM-
Gen und ein modifiziertes E-Gen mit einem TAG-Stop-Codon im Carboxy-terminalen Bereich enthiit (vgl.
Tabelle 3) unter Plasmid SV-Ewt (SV-01) ein ein Wildtyp-E-Gen ohne prM enthaltendes Konstrukt wurden
mit Cfr10! vertaut, um die prM- und E-Gene auf separaten Restriktionsfragmenten zu erhalten. Diese
Fragmente wurden ausgewechseit und zusammen ligiert, um die Plasmide SV-pEwt (Wildtyp prM + E) und
SV-Est (nur E + Stop-Codon) zu schaffen; und Fig.15 die Detektion von TBE-Virus-Strukturmembranprotei-
nen in transfektierten COS-Zelien mittels indirekter immunofluoreszenz; COS-Zellen, die mit den Plasmiden
SV-pEwt (A, C und E) oder SV-Ewt (B, D und F) transfektiert worden waren, wurden 46 h nach der
Transtektion fixiert und mittels Immunfiuoreszenzmikroskopie analysiert, wie in Materialien und Methoden im
Anhang beschrieben, wobei polykionales Anti-Rosetten-Kaninchen-Antiserum (A und B), Mause-Anti-E MAb
B3 (C und D) und anti-prM-Mab8HI (E und F) verwendet wurde.
Die Erfindung wird in den nachfolgenden Beispielen ndher beschrieben.

1. Herstellung der Partikel

Zu diesem Zweck wurden 4 Expressionsplasmide konstruiert, die das E-Protein bzw. eine Membranan-
ker-freie Form des E-Proteins allein bzw. gemeinsam mit prM enthalten (Fig.1).

Ein Beispiel fiir die Herstellung dieser Plasmide ist im Anhang 1 beschrieben, der Teil der vorliegenden
Beschreibung ist.

Das dort beschriebene Ausgangsplasmid pSV§4 ist in Fig.2 dargestelit.

Die vollstindige Sequenz des PEwt Inserts ist in Fig.3a, b und ¢ dargestellt.

COS-Zellen wurden mit den geeigneten Plasmiden transfiziert und auf die Expression rekombinanter
Proteine wie folgt analysiert:

DNA-Transfektion

Die DNA-Transfektionen erfolgten unter Verwendung eines BioRad Gene Pulser-Apparates. Die CO0S-
Zellen wurden mit Trypsin behandelt, gewaschen, in PBS bei einer Konzentration von etwa 5 x 107
Zellen/ml resuspendiert und in Anwesenheit von CsCi-Gradientgereinigtem Plasmid mit einer Konzentration
von 6 ug/ml elektroporiert. Die Zellen wurden in Dulbecco's MEM, welches 10% fStales Rinderserum
enthielt, wahrend der ersten 24 Stunden nach der Transfektion geziichtet, danach wurde das Medium durch
Serum-freies Medium ersetzt, und die Inkubation wurde weitere 24 Stunden lang fortgesetzt, bis die Zellen
oder das Medium geerntet wurden.

Analyse der exprimierten Proteine

a. Immunoprézipitation von Zell-Lysaten

Transfizierte Zellen wurden mit 3°S-Cystein markiert, mit 1% Triton X-100 solubilisiert und einer Immunpra-
zipitation mit einem polykionalen Kaninchenserum, das fiir TBE-Virus E und prM-Proteine spezifisch war,
unterzogen. Wie aus Fig. 4 ersichtlich, fUhrte die Expression der Konstrukte SV-PEwt und SV-Ewt zur
Synthese von Protein E authentischer GroBe. Die aus SV-PEt und SV-Est synthetisierten Proteine waren,
wie erwartet, infolge ihrer C-terminalen Verkiirzung etwas kleiner als das Wildtyp-E-Protein.

b. Analyse der Sekretion von rekombinantem Protein im Zelliberstand

Uberstinde von transfizierten Zellen wurden quantitativ auf das Vorhandensein von Protein E an den
Tagen 0 bis 4 nach der Transfektion unter Verwendung eines vierschichtigen ELISA, wie in Heinz et al.,
J.Biol.Stand. (1986), 14: 133-141 beschrieben, analysiert. Die in Fig. 5 dargelegten Ergebnisse zeigen, daf
nur jene Konstrukte, die das prM-Protein co-exprimieren, zur Sekretion von Protein E fihrten. immunoprézi-
pitation aus den Uberstinden (Fig. 6) bestitigte, daB die abgeschiedenen Proteine dieselbe Grdfe hatten
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wie die entsprechenden intrazelluldren Proteine (vgl. Fig. 4).

Die Sekretion des rekombinanten Proteins stellt einen enormen Vorteil fiir Produktionszwecke dar, da
damit die Notwendigkeit der Lyse der Zellen zur Gewinnung des erwiinschten Proteins und des Entfernens
von kontaminierendem Zellmaterial eliminiert wird. Unter geeigneten Bedingungen erm&glicht dies auch die
kontinuierliche Ernte des rekombinanten Proteins, ohne die Zellen zu zerstdren.

c. Charakterisierung von abgeschiedenen rekombinanten Proteinen

Die in Fig. 5 gezeigten Uberstiinde wurden einer Saccharose-Dichtegradienten-Zonalzentrifugation unter
Verwendung von 5 bis 30% (Masse/Masse) Saccharose-Gradienten und eines Beckman SW-40-Rotors
unterzogen. Die Zentrifugation erfolgte bei 38000 U/min und 4°C 100 Minuten lang. Die Gradienten wurden
fraktioniert, und Protein E wurde in jeder Fraktion mittels vierschichtigem ELISA (s. Heinz et al.,
J.Biol.Stand. (1986) 14: 133-141) quantitativ bestimmt. Der Uberstand aus Virus-infizierten Zellen wurde als
Kontrolle verwendet, welche zwei Protein-E-hdltige Peaks (Fig. 7) ergab, wovon einer dem kompletten Virus
und einer dem sogenannten nicht-infektibsen "langsam sedimentierenden Hamagglutinin® ("slowly-sedi-
menting hemagglutinin” (SHA)) (s. Russel et al. (1980), Chemical and antigenic structure of flaviviruses. In:
Schlesinger, RW. (ed.) The Togaviruses, 503-529, Academic Press) entsprach. Der Uberstand aus den mit
SV-PEwt transfizierten Zellen enthielt eine partikuldre Form von E mit einer Sedimentationsgeschwindigkeit
dhnlich dem viralen SHA, wéhrend das C-terminal verkiirzte Protein E von SV-PEst keine stabilen Teilchen
bildete und oben auf dem Gradienten verblieb.

Die partikuldre Form aus SV-PEwt wurde "rekombinantes subvirales Teilchen" ("recombinant subviral
particle”, rSP) genannt, und die I5sliche Form aus SV-PEst "rekombinantes E*"(rE").

Eine Behandlung von rSP mit 0,5% Triton X-100 dissoziierte die Teilchen, wie durch die Sedimenta-
tionsanalyse von Fig. 8 gezeigt, was auf die Anwesenheit einer Lipidmembran hindeutet.

Préparation von rSP und rE"

a. Reinigung von rSP

Uberstdnde von mit SV-PEwt transfizierten COS-Zellen wurden durch 30minltige Zentrifugation bei
10000 U/min bei 4°C in einer Sorvall-Hochgeschwindigkeitszentrifuge geklart, und die Teilchen wurden
dann durch Zentrifugieren bei 44000 U/min, 4°C, wihrend 120 min geerntet, wobei ein Beckman Ti45
Rotor verwendet wurde. Die rSP-hiltige Pellet-Fraktion wurde in TAN-Puffer, pH 8,0, resuspendiert und auf
einen 5-20% Saccharose-Gradienten, der mit demselben Puffer erzeugt worden war, aufgetragen. Nach
90miniitiger Zentrifugation bei 38000 U/min und 4°C unter Verwendung eines Beckman SW40-Rotors
wurden die Proben fraktioniert, und die Peak-Fraktionen wurden durch Testen auf HA-Aktivitdt (Clarke und
Casals, 1958, Aver.J.Trop.Med.Hyg. 7: 561-573) identifiziert. Peak-Fraktionen aus dem Zonalgradienten
wurden mittels Gleichgewichts-Zentrifugation (35.000 U/min, 4°C, Uber Nacht) weiter gereinigt, und die
Fraktionen wurden wiederum mittels HA identifiziert. Gesamtprotein E wurde mittels 4-schichtigem ELISA
quantitativ bestimmt, und die Reinheit wurde unter Verwendung von Coomassie-Blau-Firbung mittels SDS-
PAGE bestimmt (Fig. 9).

b. rE*-Préparation

Serum-freie Uberstédnde aus SV-PEst-transfizierten COS-Zellen wurden wie oben beschrieben gekiart
und durch Ultrafiltration etwa 15-fach konzentriert.

2. Charakterisierung in Bezug auf native Proteinstruktur

Die solcherart hergesteliten Praparationen wurden den folgenden Analysen unterzogen:
a. Analyse der Antigenstruktur mit monoklonalen AntikSrpern
b. Fahigkeit zu sdureinduzierten Konformationsznderungen
¢. Hamagglutinationsaktivitat

zu a. Antigenstruktur

Die Antigenstruktur des Formalin-inaktivierten Ganzvirus, von rSP und rE* wurde mit jener des nativen
infektiGsen Virus unter Verwendung von 19 Protein-E spezifischen monoklonalen AntikSrpern verglichen
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(Mand! et al. 1989, J. Virol. 63: 564-571; eigene Versuche). Die Reaktivitdt jedes einzelinen monokionalen
Antikrpers mit jeder der obigen Priparationen wurde in einem 4-Schichten ELISA wie von Heinz et al.,
J.Biol.Stand. (1986), 14: 133-141 beschrieben, analysiert. Dabei wurden alle Antigenpraparationen in einer
vorher bestimmten, konstanten Konzentration des Proteins E von 1 wg/ml und jeder der monokionalen
Antikdrper in einer Verdinnung eingesetzt, die mit dem nativen, infektiésen Virus einen Extinktionswert im
Bereich von 0,5 bis 1,6 ergab.

Wie aus der Fig. 10 hervorgeht, ist das Reaktivitditsmuster mit den mAks bei rSP und dem infektiGsen
Virus praktisch identisch, soda davon ausgegangen werden kann, dafl das Protein E in den rSPs in
derselben nativen Form wie auch am infektidsen Virus vorliegt.

Die Formalininaktivierung hingegen bewirkt signifikante Veranderungen in der Antigenstruktur, von der
auch Epitope betroffen sind, die neutralisierende Antikérper binden. Dies betrifft sowohl den neutralisieren-
den mAk i2 (Mandl et al., 1989, J.Virol. 63: 564-571), dessen Epitop durch Formalinbehandlung zerstort
wird, als auch Epitope im Bereich der Domine A sowie in der Domine B (Mandi et al., 1989, J.Virol. 63:
564-571), die zumindest eine verringerte Reaktivitdt aufweisen. Diese Analyse zeigt auch, daB E" in seiner
Struktur keineswegs dem nativen Protein E an der Virusoberfldche entspricht.

zu b.) Sdureinduzierte Konformationsénderungen

Das TBE-Virus dringt mit Hilfe von Rezeptor-vermittelter Endocytose in Zellen ein und gelangt dadurch
in Endosomen, deren saurer pH (<6,4) eine spezifische Konformationsdnderung induziert, die flr die Fusion
der Virusmembran mit der Endosomenmembran und damit fr die Infektiositdt des Virus erforderlich ist.
Diese strukturellen Verdnderungen kdénnen durch die Anderung der Reaktivitdt einzelner mAks verfolgt
werden (Heinz et al., 1994, Virology 198: 109-117) und betreffen unter anderem die Epitope i2 und IC3
(starke Reduktion der Reaktivitét) bzw. Cé (verstirkte Reaktivitdt), nicht aber das Epitop B3.

Diese Verinderungen sind fiir die Funktion des Proteins E essentiell. Die Fihigkeit, auf sauren pH in
der beschriebenen Weise zu reagieren, stelit daher ebenfalls ein Kriterium dafiir dar, ob das Protein E in
siner nativen, dem infektidsen Virus entsprechenden Form vorliegt. Priparationen von rSP, rE" und
infektissem Virus in Triethanolaminpuffer pH 8,0 wurden mit Hilfe eines Puffers enthaltend 0,05 M MES, 0.1
M NaCl und 0,1% Rinderalbumin gemischt, soda8 ein pH-Wert von 6.0 entstand, 10 Min. bei 37° C inkubiert
und dann mit Hilfe von Triethanolamin wieder auf pH 8,0 eingestelit. Dann wurde die Reaktivitdt dieser
Praparationen vor und nach Inkubation bei saurem pH mit den mAKs B3, i2, IC3 und C6 in einem 4-Schicht
ELISA wie unter "Antigenstruktur” beschrieben analysiert. Die Ergebnisse sind in den Fig. 11 und 12
dargestellt und zeigen, da8 saurer pH im Protein E der rSPs die gleichen strukturellen Verdnderungen
verursacht wie im infektissen Virus (s. Fig. Il), daB aber die gleiche Analyse bei rE" keinerlei Hinweise auf
dhnliche Umlagerungen ergibt (s. Fig. 12).

zu ¢) Spezifische Hamagglutinationsaktivitat

Eine charakteristische Eigenschaft des infektidsen FSME Virus ist seine Fihigkeit, unter bestimmten
Bedingungen G#nseerythrozyten aggiutinieren zu kénnen (Hamagglutinationsaktivitat). Diese Eigenschaft
wird dem Virus durch das Protein E vermittelt und ist somit ein weiterer Indikator fur das Vorliegen einer
nativen, funktionellen Struktur dieses Proteins. Hdmagglutinationstests wurden wie von Clarke und Casals
(1958), Amer.J.Trop.Med.Hyg. 7: 561-573 beschrieben unter Verwendung von Ganseerythrozyten bei einem
pH von 6,4 durchgeflhrt.

Infektidses Virus, Formalin-inaktiviertes Virus, rSP und rE” wurden auf einen im ELISA bestimmten
Antigengehait von 5 wg/ml eingestellt und im Himagglutinationstest analysiert. Das Ergebnis ist in der
nachfolgenden Tabelle 1 dargestellt. Daraus geht hervor, da8 rSP die gleiche spezifische Hamagglutina-
tionsaktivitdt besitzt wie infektioses Virus, und daB diese durch Protein E vermittelte Aktivitdt bei der
Formalininaktivierung fast vollstandig verloren geht. Die Praparation rE™ besitzt keinerlei meBbare HA-
Aktivitat.
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Tabelle 1

HA-Aktivitat
Praparation HA-Titer
Infektidses Virus 512
Formalin-inakt. Virus 4
rSP 512
rE* <2

3. Immunogenitét in Mdusen

Die Immunogenitdt folgender Antigen-Préparationen wurde durch Immunisierung von MéZusen analy-
siert:
- Formalin-inaktiviertes gereinigtes Virus
- rSP
- rE
Der Gehalt an Protein E wurde in einem Enzymimmunoassay ermittelt (Heinz et al., 1986, J.Biol-.Stand,
14: 133-141) und alle Prédparationen wurden auf dieselbe Antigenkonzentration von 5 ug/ml eingestelit.
Entsprechend der derzeit verwendeten TBE-Vakzine (FSME-Immun®) wurde als Verdinnungspuffer PBS
pH 7.4, enthaltend 0,1% Humanalbumin verwendet und 0.2% AlOH)s als Adjuvans zugegeben.
Die Immunogenitdt von rSP und rE” wurde auch ohne Zugabe von Adjuvans getestet.

Immmunisierungsprotokoli:

Mit jeder der Prdparationen wurden Gruppen von je zehn 15 g schweren Swiss albino Miusen (5
Weibchen und 5 M3nnchen) zweimal im Abstand von 14 Tagen subcutan immunisiert, wobei pro Maus und
Immunisierung 0.2 ml des Antigens verabreicht wurden. Eine Woche nach der zweiten Immunisierung
erfoigte die Blutabnahme und alle Mause wurden mit 500 LDso des médusepathogenen TBE-Virusstammes
Hypr intraperitoneal infiziert (Challenge Test). Die M3use wurden Uber einen Zeitraum von 14 Tagen auf
das Auftreten einer zum Tode fiihrenden Enzephalitis beobachtet.

Identische Aliquots des Serums jeder einzeinen Maus aus einer 10er Gruppe, die mit dem selben
Immunogen imununisiert worden waren, wurden gepoolt und der TBE-Virus-spezifische Antikdrpergehalt im
Enzymimmunoassay (ELISA), Himagglutinationshemmungstest (HHT) und Neutralisationstest analysiert.

Der ELISA wurde unter Verwendung von gereinigtem TBE-Virus als Antigen wie von Heinz et al. (1984),
J.Gen.Virol 65: 1921-1929 beschrieben durchgefiihrt. Der HHT erfolgte wie von Clarke und Casals (1958),
Amer.J.Trop.Med.Hyg. 7: 561-573 beschrieben, wobei Ginseerythrozyten bei einem End-pH von 6,4
eingesetzt wurden. Flir den Neutralisationstest wurden BHK-21 Zellen und eine Viruskonzentration von 500
infektidsen Einheiten verwendet.

Die Ergebnisse des Immunisierungsversuches sind in der nachstehenden Tabelle 2 zusammengefaft.
Daraus geht hervor, daB rSP sowoh! ohne als auch mit Adjuvans genauso wie das Formalin-inaktivierte
Ganzvirus alle M3use vor einer tédlichen Dosis des TBE-Virus schitzte. Im Gegensatz dazu war nach
Immunisierung mit rE” keine (ohne Adjuvans) oder nur eine minimale Schutzwirkung (mit Adjuvans) zu
beobachten.

In Bezug auf die Antikdrperinduktion waren die rSPs dem Formalin-inaktivierten Virus sogar Uberlegen,
besonders deutlich bei Verwendung des Al(OH); Adjuvans. Dies betrifft sowohl die im ELISA nachgewiese-
nen Virus-bindenden Antik&rper als auch die - fir eine schitzende Immunantwort noch bedeutenderen - im
HHT und NT gemessenen Antik8rper, die also spezifische Funktionen des Virus (Hadmagglutination bzw.
Infektiositat) blockieren.

In Ubereinstimmung mit der nicht vorhandenen bzw. geringen protektiven Wirksamkeit war auch die
AntikSrperinduktion durch rE* sehr niedrig bzw. nicht nachweisbar.

Es zeigt sich also, daB rSPs hervorragende Immunogene darstellen, die vor der ansonsten t&dlich
verlaufenden Enzephalitis schitzen und in Bezug auf die Induktion funktioneller, virusneutralisierender
Antikdrper, dem Formalin-inaktivierten Ganzvirus sogar Uberlegen sind.
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Tabelle 2

Immunisierung von Mausen

Challenge Test Anzahl Uberlebende Antikdrper Titer
pro Gesamtzahl (=10)
ELISA HHT NT
Formaiin-inakt. Virus + Adjuvans 10/10 10000 40 20-40
rSP ohne Adjuvans 10110 12000 | 80-160 40-80
rSP + Adjuvans 10/10 30000 160 160
rE” ohne Adjuvans 0/10 100 <10 <10
rE* + Adjuvans 1/10 4000 <10 | <10-10
Puffer Kontrolle 0/10 neg <10 <10

Virus Genes 8:3. 187-198, 1994 ® 1994 Kluwer Academic Publishers, Boston, hergestelit in Holland

Expression von kionierten Hiiliproteingenen vom Flavivirus Tick-Borne-Encephalitis-Virus in Sau-
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Zusammenfassung. Die strukturellen Membranproteine prM und E des Flavivirus Tick-Borne-Encephalitis-
(TBE)-Virus wurden in S3ugerzellen zwecks Analyse der Struktur und molekularen Wechselwirkungen
dieser Proteine exprimiert. Man machte sich dabei die natlrliche Fehlerhdufigkeit der Taq-Polymerase
zunutze, die bei der Amplifizierung mittels Polymerase-Kettenreaktion PCR verwendet wurde, um gine
zufillig mutierte Population von Genen zu erzeugen, die dann unter der Kontrolle eines SV40-Promotors
direkt in Plasmidexpressionsvektoren kloniert wurden. Eine Analyse der Mutationsfrequenz durch direktes
Sequenzieren von 22 separaten Klonen zeigte, daB die PCR Mutationen mit einer Rate produzierte, die
durchschnittlich ein bis zwei Aminosdurednderungen pro Klon im 496 Aminosdure-langen Protein E lieferte.
Das ist eine ideale Rate zur Bewertung der Bedeutung einzelner Aminos&urereste innerhalb von Proteindo-
minen, wodurch der potentielle Wert der PCR als Zufallsmutageneseverfahren gezeigt wird. Fur Wildtyp-
prM- und -E-Proteine sowie eine deletierte E-Form kodierende Klone wurden auch durch Vereinigung von
Teilen selektierter PCR-Klone konstruiert. Die Transfektion von COS-1-Zellen mit diesen Konstrukten
resultierte in der Expression der prM- und E-Proteine, was durch indirekte Immunfluoreszenz unter
Verwendung von monokionaien Antikdrpern (Mabs) nachgewiesen wurde. Der intrazelluldre Gehalt an TBE-
Virusantigen, gemessen in Lysaten von transfektierten Zellen mittels ELISA, erreichte anndhernd 25 % von
jenem, der in virusinfizierten COS-Zellen gefunden wurde. Weiters wurde mittels Immunfluoreszenz unter
Verwendung einer Reihe von 19 anti-E-Mabs gezeigt, daB die Antigenstruktur der exprimierten E-Proteine
nahezu identisch mit jener des E-Proteins infizierter Zellen war, wodurch die Eignung dieses Modellsystems
als Werkzeug bei der Untersuchung der Flavivirus-Proteinstruktur bestétigt wurde.

Stichworter: Flavivirus, Tick-Borne-Encephaiitis-Virus, Strukturproteine, Polymerase-Kettenreaktion, Muta-
genese.

Einleitung

Tick-Borne-Encephalitis-(TBE)-Virus ist ein wichtiger Krankheitserreger beim Menschen und gehort zur
Gattung Flavivirus innerhalb der Familie Flaviviridae. Es ist endemisch in Zentraleuropa, Skandinavien und
Teilen von Asien und stellt in diesen Gebieten ein signifikantes Problem fiir die &ffentliche Gesundheit dar
(1).

Das Flavivirus-Virion besteht aus einem Nucleocapsid, welches das positiv-Strang-RNA-Genom in
Verbindung mit dem viralen Capsid(C)-Protein enthdlt. Das Nucleocapsid ist von einer Lipidhiile umgeben,
die die membran-assoziierten Proteine E (50-60 kD) und M (7-8 kD) enthalt (2).
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Das Haupthiilprotein E spielt eine zentrale Rolie in der Biologie von Flaviviren, indem es bedeutende
virale Eintrittsfunktionen vermittelt und eine protektive Immunantwort im Wirt ausidst. Eine detaillierte
Analyse der Strukiur und der funktionellen Aktivititen dieses Proteins ist daher von grundiegender
Bedeutung fur das Verstandnis der Virulenzmechanismen, fur die Gestaltung neuer Vakzine und fiir die
Entwicklung antiviraler Strategien. Es gibt bereits eine betrdchtliche Menge an Informationen betreffend die
Struktur des Hiillproteins E des TBE-Virus, und es wurde ein Strukturmodell auf Basis einer Vielzahl von
biochemischen und immunologischen Daten vorgeschlagen (3,4). Die Analyse von in natiirlichen und im
Labor erzeugten TBE-Virusisolaten vorkommenden Mutationen gab Einsicht in die Organisation des E-
Proteins (5,6), doch erfordert das tiefere Eindringen in das Strukturmodell und die Identifikation spezifischer
funktioneller Domanen die Schaffung und Analyse einer groBen Anzahl von verdnderten Proteinen.

Das prM-Protein ist der intrazelluldre Vorldufer von Protein M. Letztere Form findet sich nur in reifen
Virionen, wogegen in infizierten Zellen und in unreifen Virionen die prM-Form in einem heteromeren
Kompiex mit Protein E auftritt (7,8). Kurz vor der Freisetzung des Virus aus der Zelle wird das prM-Protein
gespaltet, u.zw. wahrscheinlich durch eine zelluldre trans- oder post-Golgi-Protease (9). Diese Spaitung
induziert offensichtlich eine Reorganisation der Membranproteine, wodurch es zur Bildung von homooligo-
meren Formen von E kommt (7,10). Untersuchungen mit unreifen Virionen, die prM enthaiten, zeigten, daf
die prM-Spaltung offensichtiich notwendig fir die Infektiositdt und E- Protein-vermittelte Fusionsaktivitat ist
(11, 12). Es wird derzeit geglaubt, daB die Funktion von prM darin besteht, zu verhindern, daB das E-Protein
durch einen niedrigen pH-Wert induzierte Konformitdtsdnderungen wahrend des intrazelluldren Transports
in sauren Vesikeln durchmacht, was zu vorzeitigen Fusionsvorgangen und Inaktivierung des Virus fUhren
wiirde (8,12). Derzeit weiB man jedoch wenig Uber spezifische Bereiche von prM und E, die bei
gegenssitigen Wechselwirkungen eine Rolle spielen. Eine Kartierung dieser Wechselwirkungen erfordert
Co-Expressionsuntersuchungen unter Verwendung von deletierten oder mutierten Formen dieser Gene.

Eine detaillierte Analyse von prM- und E-Proteinen im Molekularbereich wirde stark erleichtert durch
die Erstellung eines Expressionssystems unter Verwendung einer gut charakterisierten Bank klonierter
Virusgene, die zufiilige Punktmutationen enthalten. Eine Expression dieser Gene und die Charakterisierung
der resultierenden modifizierten Proteine kdnnte mdglicherweise die Identifizierung bedeutender strukturel-
ler und funktioneller Elemente zulassen. Die Nitzlichkeit eines solchen Systems wire abhdngig vom Grad,
zu dem die Proteine in ihrer nativen Konformation erzeugt werden kénnten und der Einfachheit, mit der die
Gene manipuliert werden kdnnten.

Flavivirus-Proteine werden normalerweise als ein Einzelpolypeptid translatiert, von dem sidmtliche
viralen strukturellen und nicht strukturelien Proteine aufgrund von co-translationaler und post-transiationaler
Verarbeitung mittels einer Kombination von viralen und zelluldren Proteasen (13) erzeugt werden. Die
Membrantopologie und das Abzielen auf den Sekretionsweg der Hullproteine werden teilweise durch interne
Signale und Ankersequenzen innerhalb des Polyproteins bestimmt. Eine Anzahl von post-transiationalen
Prozessierungs-Ereignissen, wie Disulfidbrickenbildung, Glycosylierung und proteolytische Spaitung sind
auch in der Bildung nativer Membranproteine involviert. Daher ist es fiir eine Untersuchung dieser Proteine
in ihrem nativen Zustand notwendig, daB sie in eukaryontischen Zellen exprimiert werden.

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (14) ist eine leistungsfdhige und vielseitige Technik zum Amplifi-
zieren und Klonieren spezifischer Bereiche eines Genoms. Die beim Amplifizierungsvorgang verwendete
Tag-Polymerase besitzt keine Korrekturlesefunktion und ist daher relativ fehleranfillig mit einer gemessenen
Fehlerhdufigkeit von 1,1 x 10™* pro Nukleotid (15). Diese Fehlerhdufigkeit ist bei Verwendung in einer
Mehrfachzyklus-Amplifikation dazu geeignet, Zufallsmutationen in eine Genpopulation einzufiihren.

In dieser Abhandlung fiihren wir die Verwendung der PCR zum Kionieren des TBE-Virus E-Gens oder
der prM + E-Gene und Expression dieser Gene in COS-Zellen vor. Wir evaluieren auch die Eignung der
PCR zur Erzeugung von Zufallsmutationen und prédsentieren eine gut charakterisierte Bank mutanter
Expressionskonstrukte zur Charakterisierung von Flavivirus-Membranproteinen

Materialien und Methoden

Virusproduktion und —reinigung

Primare Hihnerembryofibroblasten wurden mit dem TBE-Virus-Prototypstamm Neud&rfl aus Gehirnsuspen-
sionen von Mdausesauglingen infiziert. Virusnachkommen wurden 2 Tage nach der Infektion aus Zelikultur-

Uberstdnden mittels Ultrazentrifugation gewonnen und mit zwei Saccharose-Dichtegradientenzentrifugations-
zyklen gereinigt, wie friiner beschrieben (16).
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{solation viraler RNA und cDNA-Synthese

Virale RNA wurde aus gereinigten Virussuspensionen durch Extraktion mit Phenol und Chioroform und
anschlieBender Ethanolprazipitation, wie friiher beschrieben (17), isoliert. Etwa 1 g dieser RNA und 100 ng
von Hexanucleotidprimern mit Zufallssequenz wurden dann fir die Doppelstrang-cDNA-Synthese mittels
dem Verfahren nach Gubler und Hoffmann (18) unter Verwendung eines cDNA-Synthesesets von Boehrin-
ger Mannheim entsprechend den Instruktionen des Herstellers verwendet.

Polymerase —Kettenreaktion

Synthetische Oligonucleotidprimer wurden zur Amplifizierung von Teilen der cDNA entsprechend entweder
dem TBE-Virus prM + E-Bereich oder E allein verwendet. Alle in dieser Abhandlung verwendeten Nukleotid-
koordinaten sind ausgehend von Mandl et al. (17) dahingehend Uberarbeitet, daB sie die ersten 20
Nukleotide des TBE-Genoms (19) enthalten. Die 5'-Primer fiir die prM + E- und nur-E-Konstrukte waren 27-
mere mit den Sequenzen AAGCGGCCGCCATGGTTGGCTTGCAAA bzw. AAGCGGCCGCCATGGT-
TACCGTTGTGT. Die ersten 11 Nucleotide von jeder bestanden aus einer kiinstlichen Sequenz, enthaltend
eine Erkennungsstelle fir das Restriktionsenzym Notl (GCGGCCGC), gefolgt von einer 16-Nucleotidse-
quenz entsprechend entweder den Nucleotiden 388-403 (SV-PE-Reihe) oder 883-898 (SV-E-Reihe). In
jedem Fall wurde ein natlrlich vorkommendes ATG-Codon stromaufwérts des entsprechenden Gens als
Startcodon verwendet, und der Primer war so gestaitet, daB er AGT in einem geeigneten Kontext
(GCCGCCATGG) flr effiziente Translationsinitiation in COS-Zellen aufweist (20, 21). Das gleiche 28
Nukleotid-lange Oligonukieotid (ATGCGGCCGCTAGTCATACCATTCTGAG) wurde als 3'-Primer fur beide
Konstruktionen verwendet. Dieser Primer war an seinem 3'-Ende komplementdr zu den Nucleotiden 2535-
2550 und enthielt an seinem 5'-Ende sine Notl-Stelle und das Komplement (CTA) eines TAG-Stoppcodons
im selben Leserahmen.

Die PCR-Amplifikation wurde unter im wesentlichen Standardbedingungen gemiB dem Cetus-Protokoll
(14) durchgefiihrt. Die Reaktionsmischungen enthielten 50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI, pH 83, 1,5 mM
MgClz, jeweils 200 M dNTP, 10 ng jedes Primers, 10 wl einer 1000fachen Verdlnnung der cDNA-Matrize
und 3 E AmpliTag-Polymerase (Perkin Elmer Cetus) in einem Gesamtvolumen von 100 wl. Die Proben
wurden mit 100 | Paraffindl Uberdeckt und in einem Perkin Eimer Temperaturwechsler amplifiziert.

Die Proben wurden 6,5 min auf 94 °C gehalten, dann auf eine Annealing-Temperatur von 40 ° C gekinhlt,
bevor Tag-Polymerase zugegeben wurde. insgesamt wurden 35 Amplifikationszyklen durchgefiihrt. Jeder
Zyklus bestand aus 1,5 min bei 94°C, 3 min bei 40°C und 7 min bei 68°C. Die Proben wurden mittels
Phenol- und Chloroformextraktion gereinigt, Ethanol ausgefillt und in sterilem doppeit destilliertem Wasser
wiedergeltst. Die Qualitdt und Quantitdt der PCR-Produkte wurde mittels Agarosegelelektrophorese ermit-
telt, und die Proben wurden bei -20 ° C aufbewahrt, bis sie flir die anschlieBenden Klonierschritte gebraucht
wurden.

Klonierung, Transformation und DNA-Sequenzierung

Fiir samtliche Klonier- und Transformationsschritte wurden Standard-DNA-Methoden verwendet (22). Re-
striktionsenzyme und DNA-Ligase wurden bei New England Biolabs bzw. Stratagene gekauft.

Der Plasmidvektor pSV46, der zur Konstruktion von Expressionskionen verwendet wurde, wurde
groBziigigerweise von Dr. Uwe Schlokat (Immuno AG, Orth, Osterreich) bereitgestelit. Der Vektor war ein
Derivat des auf SV40 basierenden eukaryontischen Expressionsvektors pSV8 (Clontech), von dem das das
8-Galactosidasegen enthaltende Insert (23) durch Verdau mit Notl und Religation entfernt worden war. Ein
Teil des Polylinkers stromabwérts von der Translations-Stoppstelle wurde auch durch Verdau mit Xbal und
Hindlll, Klenow-Einflllung und Religation entfernt.

PCR-Produkte wurden zur Bildung von kompatiblen Enden mit Notl verdaut und in Plasmid psV46
ligiert, welches mit Notl linearisiert und zur Verhinderung einer Rezirkulation des Vektors dephosphoryliert
wurde. Die Transformation des E. coli-Stamms HB101 wurde unter Verwendung der Ligationsmischungen
ausgefiihrt, und es wurden ampicillinresistente Kolonien ausgewahit. Plasmide mit richtig orientierten Inserts
wurden durch Restriktionsanalyse identifiert und mittels CsCl-Gradientenzentrifugation gereinigt.

Fiir jedes Plasmidkonstrukt wurde gereinigte doppelstriangige Plasmid-DNA aus einer einzigen Prapara-
tion fir die DNA-Sequenz-Bestimmung verwendet. Die Sequenzierungsreaktionen wurden in einem Perkin-
Elmer-Temperaturwechsler unter Verwendung von TBE-spezifischen Primern, AmpliTaq-Polymerase (Perkin
Eimer Cetus) und mit fluoreszierendem Farbstoff markierten Didesoxyterminatoren gemas den Instruktionen
des Herstellers (Applied Biosystems) durchgeflinrt. Die Produkte der Sequenzierungsreaktionen wurden auf
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einem automatischen DNA-Sequenzer 373A von Applied Biosystems analysiert.
Infektion und Transfektion von COS-Zellen

COS-1-Zellen (24) (freundlicherweise von M. Huber und M. Billeter, Universitdt Ziirich bereitgestellt) wurden
in "COS-Medium", bestehend aus Dulbecco's MEM (Gibco-BRL), ergédnzt mit 10 % f&talem Rinderserum,
Penicillin (100 E/ml) und Streptomycin (100 wg/ml) bei 37 °C und 5 % CO: gehalten.

Plasmide, enthaltend klonierte TBE-Gene, wurden durch liposom-vermittelte Transfektion unter Verwen-
dung einer Modifikation des Verfahrens von Felgner et al. (25) in COS-1-Zellen eingebracht. Lipofectin-
Reagens (Gibco-BRL) wurde in Opti-MEM-I-reduziertem Serummedium (Gibco-BRL) auf 20 1g/ml verdiinnt
und mit einem gleichen Volumen an OptiMEM-I, enthaltend 8 wg/ml der entsprechenden Plasmid-DNA
gemischt. Pro Transfektion wurden 5 Lg Lipofectin und 2 g Plasmid-DNA verwendet. Die Mischung wurde
15 min bei Raumtemperatur zur Bildung von DNA-Lipofectin-Komplexenstehengeiassen, und 0.5 mi dieser
Mischung wurden in jede Vertiefung einer Zellkuiturplatte (Nunc) mit 24 Vertiefungen, enthaltend Zellen, die
zur Entfernung von Spuren von Serum aus dem Wachstumsmedium zweimal mit 1 m! OptiMEM gewaschen
worden waren, zugegeben. Die Zellen wurden mit der DNA-Lipofectin-Mischung 5 h bei 37°C, 5 % COx,
inkubiert, gefolgt von der Zugabe von 1 ml komplettem COS-Medium, und die Inkubation wurde iber Nacht
fortgesetzt. 24 h nach der Transfektion wurde das Medium entfernt und durch frisches COS-Medium
ersetzt, und die Inkubation wurde fortgesetzt bis ca. 46 h nach der Transfektion, zu welchem Zeitpunkt
Zellen entweder zur Immunfluoreszenzanalyse fixiert oder zur Analyse auf intrazelluldres Antigen mittels
ELISA aufgeldst waren.

Das Verfahren zur Infektion von COS-Zellen mit TBE-Virus fiir Immunfluoreszenz-Kontroilen war im
wesentlichen identisch mit dem Transfektionsverfahren, mit der Ausnahme, daB anstelle von Plasma-DNA
und Lipofektin TBE-Virus in Form einer Gehirnsuspension von Mausesiuglingen, die 100fach in Opti-MEM-
I-Medium verdinnt war, verwendet wurde.

Immunfluoreszenzbestimmung

Auf Glasdeckgldsern geziichtete COS-Zellen wurden 46 h nach der Infektion oder nach der Transfektion in
einer 1:1-Mischung von Aceton und Methanol 10 min lang bei -20 * C fixiert. Eine indirekte Standardimmun-
fluoreszenz wurde unter Verwendung von entweder polyklonalem Kaninchenantiserum, das gegen TBE-
Virusprotein-"Rosetten" (26) und Fluoreszein-konjugiertes Schafanti-Kaninchen-IgG (Wellcome) gezogen
worden war, oder E- oder prM-spezifischen monoklonalen AntikSrpern und FITC-konjugiertem Ziegen-anti-
Miuse-IgG (Jackson ImmunoResearch) durchgefiihrt. Das anti-prM MAb 8HI, das gegen das prM-Protein
von Langat-Virus, einen nah verwandten, von Zecken Ubertragenen Flavivirus, gerichtet war, wurde groBzi-
gigerweise von L. lacono-Connors (Fort Detrick, MD) zur Verfligung gestelit. Die Produktion und Charakteri-
sierung der Reihe von 19 E-spezifischen MAbs ist vorbeschrieben (4.27). Primérer Antikdrper (Serum oder
AscitesFlussigkeit wurde 50fach in PBS verdiinnt, und 25ui dieser Verdlinnung wurden zu jedem Deckglas
zugegeben. Die Zellen wurden dann bei 37 ° C 45 min lang in einer Feuchtkammer mit AntikSrper inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden 25ul fluoreszierender sekundérer Antikdrper, 10fach in PBS
+ 0,001% Naphthaiin-Schwarz verdiinnt, zugegeben und 45 min lang bei 37°C mit Zellen inkubiert. Nach
zwei weiteren PBS-Waschungen und 30miniitigem Trocknen unter einem Ventilator wurden die Deckgldser
mit DePex (Serva) auf einen Mikroskop-Objekttriger befestigt. Die Préparate wurden unter Verwendung
eines Nikon FXA-Fluoreszenz-Mikroskops photographiert.

ELISA

TBE-Virusproteine exprimierende COS-Zellen wurden durch Zugabe von 100ul eines 0,05 M Triethanola-
min, pH 8,0, 0,1 M NaCl und 1% Triton X-100 enthaitenden Puffers direkt zu den Zellen in jeder Vertiefung
einer Platte mit 24 Vertiefungen geldst. Nach 30 min auf Eis wurden die Lysate in Mikrozentrifugenrdhrchen
transferiert, durch 5minlitige Zentrifugation bei 4°C in einer Eppendorf-Mikrozentrifuge gekldrt und bei
-80 * C gelagert.

TBE E-Protein wurde durch vierschichtigen ELISA wie zuvor beschrieben (28) quantitativ bestimmt,
wobei gereinigter TBE-Virus, der 1 h bei Zimmertemperatur in Lyse-Puffer vorbehandelt worden war, als
Standard verwendet wurde.
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Ergebnisse
Klonierung und Mutagenese von TBE - Struktur—Genen durch PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde, wie in Materialien und Methoden beschrieben, verwendet, um
eine Minibank von cDNA-Plasmid-Klonen mit Inserts zu konstruieren, die entweder dem prM + E-Bereich
(SV-PE-Reihe), Nucleotide 388-2550, oder dem E-Bereich (SV-E-Reihe), Nucleotide 883-2550, des TBE-
Virus-Genoms entsprachen (Fig. 13).

Da die TBE-Virus-Strukturproteine normalerweise durch Co-Translationsprozessierung eines groBen Poly-
protein-Vorldufers erzeugt werden, wurden die Translations-Start- und -Stop-Stellen in die Enden der PCR-
Produkte eingefiihrt, indem sie in die Oligonucleotid-Primer eingebaut wurden. In jedes Konstrukt wurde ein
natlirliches ATG-Codon, das in einem geeigneten Kontext placiert war, um als Initiator-Codon zu dienen,
stromaufwirts der internen Signalsequenz eingefUhrt, um eine natlirliche Prozessierung durch die Wirts-
Signalase und das richtige Hinfiinren in den Sekretionsweg zu ermdglichen. Auf dhnliche Weise wurde das
TG-Stop-Codon in jedem Konstrukt stromabwirts der Signalase-Spaltungsstelle, die den Carboxy-Terminus
von Protein E bildet, placiert. Die Erkennungsstellen fiir das Restriktionsenzym Notl wurden ebenfalls in die
Enden eingebaut, um ein nachfolgendes Kionieren der PCR-Produkte zu erleichtern.

Die PCR-DNAs wurden mit Notl geschnitten und in die Notl-Kionierungsstelle des Plasmidvektors
pSV46, eine modifizierte Form von pSV8 (vgl. Materialien und Methoden), ligiert, was ermdglichte, daB
korrekt inserierte Gene unter der Steuerung des frilhen SV40-Promotors exprimiert wurden (23). Der Vektor
stellte auch ein Polyadenylierungssignal fur eine effiziente Expression und einen SV40-Replikationsursprung
zur Verfligung, um eine Replikation der rekombinanten Plasmide in transfektierten COS-Zellen, die konstitu-
tiv das groBe SV40-T-Antigen exprimieren (24) zu erm&glichen.

Die Ligationsmischungen wurden zur Durchflihrung einer Transformation in E. coli verwendet, und
einzelne Kolonien, die einzeine Klone reprisentierten, wurden isoliert. Die Orientierung des Inserts in jedem
Plasmid wurde durch Verdau mit Restriktionsenzymen und Agarose-Gelelektrophorese bestimmt. Klone mit
richtig orientierten Inserts wurden zur weiteren Analyse behalten.

Analyse von PCR—erzeugten Mutationen

Um eine detaillierte Analyse der klonierten Inserts durchzufiihren und die Effizienz der Mutagenese durch
Tag-Polymerase zu beurteilen, wurden 13 einzelne E. coli-Kione, die Plasmide der SV-PE-Serie enthielten
und 9, die Plasmide der SV-E-Serie enthielten, ausgewihit. Die Plasmid-DNA aus jedem Klon wurde
gereinigt und durch vollstindiges Sequenzieren der klonierten Inserts in beiden Strdngen analysiert. Die
cDNA-Sequenzen wurden dann mit der entsprechenden RNA-Sequenz des elterlichen Wildtyp-TBE-Viruss-
tammsNeudorf! (17) verglichen.

Wie erwartet, enthielt jeder der Plasmid-Klone mehrere Nucleotidunterschiede in bezug auf die Wildtyp-
TBE-Virussequenz. Mit einigen Ausnahmen (siehe unten) waren die meisten dieser Verdnderungen Einzel-
mutationen, die offensichtlich wihrend der PCR-Amplifikation eingefiinrt worden waren, und wurden nur in
einem einzigen Klon gefunden.
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Tabeiie 3. Zusammenfassung PCR-erzeugter Mutationen

Tabeile B (Forts.)

Aminosdurednderungen” Aminos3ureinderungen®
Nucleotig- = id-
Klon  énderungen® pri = Klon ::gl:z:gzna prM E
SV-PE 06 782 T~C LeulOi—~Pro
o1 945 G—A 865 A—G Lysi29—Glu
12 G—~C Gla  50~His 1002 C—T
1395 C—=T 1972 G—~A Gly 334—~Arg
2027 T-C Val 352Al2 or 1327 G—del Ala 119—Leseraen-
2480 A=G* 2248 G—A Alz Q6—=TRE 0"
['Ad S5t T=—A Val 24—Glu 08 701 T=—=A Leu 74~Gln
1080 G—A 2092 A—G Met 374--Val
1153 T=C 2124 T=C
1168 T=C Ser 66—~Pro ] 452 T—=C
1690 A~G Arg 290—Giy 960 AT -
2458 G—de! Ala 495 Leserarmen- 1746 A—G
03 952 T—C Cys|58—Arg verschietug 2086 A—~G {le 3N—Val
976 C=T Arg  2=~Cvs 212 T=C
1163 A=G Lys G—Arg 2290 G—A Val 440-~lle
1679 A—G Asn 236=Ser 2361 A—G
1839 T—A Met 306=Lys Sv-PE
o534 1434 C—~T Had 1625 A—G Asp 218—Gly
2275 A—T Lys 435—S:0p 2478 T=C
2364 G—A (RN —_—
ase 701 T—=C Leu 72—Pro | Bad 1202 G—A Met Ti—lic
1488 C—2A 13 1366 T—C Tyr 132—His
1492 T=C 1381 A—G lle 137=Val
1893 T—A Cys 307—Stop 1728 G—A Met 252-lle
SV-E 2134 C—-T
o1¢ 1239 C=-T
02 1093 A—T Met 4di—Leu
2501 C—T
03 1321 G—A Val J17=lle
1688 A—~G Giu 239—~Gly
17117 G—A Ala 249-~Thr
2053 A=~G Asn 36i~=Asp
2092 A—~G Met 374--Val
4 2073 T—C
2438 C—=T Ala 489—Val
0s 938 T—C (Leul53—Pro)
973 T=C Ser  1—Pro
2401 T—G Ser 477—Ala
06 891 C—=T
1151 G—A Cys 60—Tyr
1364 T—C Val 1}—Ala
1567 A=G fle 199—Val
2045 T~C lle 358~Thr
07 1257 7=C
1694 T—=C Leu 241=Pro
1794 A—G
2159 G—T Gly 39%6—Val
08 1806 A—G
2205 A=G
co 2491 A=edei¢

iNucleotidkoorainaten betreffen gesamtes TBE-Cenom.
Siminosdurexoordinaten betreffen prM oaer E.
Caminosdurednaerungen in NS1 oder C-Gen.

S5v-PEQL aie "SV-PEst™ umbenannt und SV-EO01 als
"SV-Ewz.'" Lmpenannt.

®andere nicnt curch PCR-erzeugte Mutationen nicht
angefihre {(vgl. Text)

“Nur der C-terminale Teil von prM war in diesem

Konstrukt vorhanden

Wie in Tabelle 3 dargestelit. enthielten die 22 sequenzierten Inserts (43.549 bp insgesamt) 71 einzeine
Nucleotiddnderungen, die auf Tag-Polymerase-Fehler zurlickzufiihren waren. Von diesen Anderungen
flhrten 42 (59%) zu Substitutionen in der vorausgesagten Aminosduresequenz und 3 zu Deletionen, die zu
Rahmenverschiebungen flhrten (Tabelle 4).
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Tabelle 4
PCR-Mutationsh3 ufigkeit
Basenpaardnderungen Anzahl des Auftretens?® Haufigkeit (pro bp)
G/C—AT 20 (28%) 459 x 10™*
G/C—~T/A 2 (2,8%) 459 x 10°°
G/C—~C/G 1(1,4%) 2,30 x 10~5
AT—=G/C 37 (52%) 8,50 x 10™*
AT—C/G 1(1,4%) 2,30 x 1075
AT—T/A 7 (9.9%) 1,61 x 10™*
G/C Deletion 2 (2,8%) 459 x 1075
A/T Deletion 1(1,4%) 2,30 x 10”5
Ubergénge 57 (80%) 1,31 x 1073
Transversionen 11 (15%) 253 x 107
Alle Mutationen 71 (100%) 1,63 x 1072
Aminos3uresubst. 42 (59%) 9,64 x 10™*
Stille Mutationen 24 (34%) 551 x 10™*
Leserahmenverschiebungen 3 (4,.2%) 6.89 x 107°
Terminationscodons 2 (2,8%) 459 x 10°°

243549 Basenpaare sequenziert

Die Verteilung der Mutationen war stark zugunsten von A/T—G/C und G/C—~A/T-Ubergangsmutationen
beeinfluft, wie bereits zuvor von anderen beobachtet worden war (29-31). Die Gesamtmutationshaufigkeit
war 1,63 x 10~3 pro Basenpaar bei einer 35-Zyklus-Amplifikation (4,7 x 10~° pro Basenpaar pro Zyklus),
was mit verdffentlichten Werten fir die Fehlerhdufigkeit von Tag-Polymerase (15,32) Ubereinstimmt. Die
durchschnittliche Aminoséuresubstitutionsrate war 0,46 pro Gen fiir prM (164 Aminosduren lang) und 1,59
fur E (496 Aminosduren lang).

Eine stille Mutation am Nucleotid 930 war in allen Kionen vorhanden, und man nimmt an, da8 sie ais
natlrliche Mutation wihrend der Virusvermehrung entstand. AuBerdem wurde festgestellt, daB finf Klone
der SV-PE-Serie, SV-PE05, SV-PEO7, SV-PE11, SV-PE12 und SV-PE13, sieben identische Mutationen
gemeinsam hatten, an den Nukleotiden 849, 1285, 1346, 1404, 1909, 2247 und 2255. Mit Ausnahme von
SV-PE10, der drei der Mutationen (1808, 2247 und 2255) enthielt, war keine dieser in den anderen SV-PE-
Klonen oder irgendeinem der SV-E-Klone zu finden. Eine dieser Anderungen, eine Nucleotid-Deletion an
der Position 1346, bewirkte eine Rahmenverschiebung am Codon 125 im E-Gen, und es wére daher zu
erwarten, daB sie ein nichtfunktionelies E-Protein ergeben. Da ein diese selben sieben Mutationen enthalten-
der Klon unabhingig von separaten cDNA- und PCR-Préparationen erhalten wurde (Daten nicht gezeigt),
scheint es, daB diese Varianten bereits in der Virus-RNA-Population vor der Amplifikation vorhanden waren.
Diese besonderen Mutationen wurden daher in der Analyse der PCR-erzeugten Mutationen nicht inkludiert.

Konstrukte, die fir Wildtyp— und deletierte E-Proteine codieren

Zusitzlich zu Kionen, die fiir einzelne Aminosdurednderungen codieren, waren wir auch an der Herstellung
von prM + E und nur-E-Konstrukten, die flir Wildtyp- und deletierte Proteine codieren, interessiert. Da
jedoch alle der PCR-erzeugten Klone der SV-PE-Serie Mutationen enthielten, die zu Anderungen in der
Aminosduresequenz fiihren wiirden, wurde eine direkte Subklonierung verwendet, um ein Wildtyp-Konstrukt
herzustellen, das fiir unmodifizierte prM und E-Proteine sowie fiir eine deletierte Form des nur-E-Konstrukts
codiert.

Die DNA-Sequenz des Plasmids SV-PE04 zeigte auBer zwei stillen Mutationen eine Substitution von A
durch T am Nucleotid 2275, wodurch das AAG-Codon fUr Lysin 435 von Protein E zu einem TAG-Stop-
Codon gedndert wurde (Tabelle 3). Es wird daher vorhergesagt, daB SV-PE04 flr ein Wildtyp-prM-Protein
und ein deletiertes E-Protein codiert, dem die Carboxy-terminalen 61 Aminosdurereste fehlen, welche den
mutmaBlichen Membrandurchspannenden Bereich (3) beinhalten. Es zeigte sich, da8 das Plasmid SV-EO1,
in welchem der GroBteil des prM-Gens fehit, nur eine stille Mutation im E-Gen enthielt, womit es flr ein
Wildtyp-E-Protein codiert.

Zur Schaffung eines prM + E-Konstrukts der gesamten Lange mit einer Wildtyp-Aminosduresequenz
und eines nur-E-Konstrukts ohne prM aber mit dem Stop-Codon am Nucleotid 2275, wurden Restriktions-

14



15

20

25

30

35

40

45

50

55

AT 402 897 B

fragmente aus SV-PEO4 und SV-E01 (nachfolgend SV-PEst bzw. SV-Ewt genannt) ausgetauscht, wie in Fig.
14 gezeigt. Zu diesem Zweck wurden zwei Spaltstellen fir das Restriktionsenzym Cfr10f verwendet, eine
zwischen den Nucleotiden 960 und 961, nahe der Grenze der prM- und E-Gene, und die andere im
Ampicillin-Resistenzgen des Vektors. Eines der resultierenden Plasmidkonstrukte, SV-PEwt, enthielt das
Wildtyp-prM-Gen aus SV-PEst und das Wildtyp-E-Gen aus SV-Ewt, widhrend dem anderen, SV-Est, das
prM-Gen fehite, dieses aber das Stop-Codon-enthaltende E-Gen aus SV-PEst enthielt. Diese Anderungen
wurden durch Sequenzieren der Inserts beider Plasmide bestdtigt. Diese beiden Konstrukte vervolistéandig-
ten ein Set aus vier Expressionsplasmiden zum Vergleichen der Struktur und der Verarbeitung von aus
einem Wildtyp-Konstrukt (SV-PEwt) exprimierten E-Proteinen mit jenen, welchen prM (SV-Ewt), der E-
Ankerbereich (SV-PEst) oder beides (SV-Est) fehite.

Detektion und quantitative Bestimmung von in COS—-Zellen exprimierten TBE - Virus — Strukturprotei-
nen

Zum Beweis, da8 die oben beschriebenen Expressionsplasmide zur Expression von TBE-Virus-prM- und E-
Proteinen in Sdugerzellen verwendet werden kdnnten und zum Vergleich der Expressionsmengen mit Virus-
infizierten Zellen wurden rekombinante Plasmide, die klonierte TBE-Virus-E- oder prM + E-Gene enthieiten,
durch Liposom-vermittelte Transfektion in COS-1-Zellen eingefiihrt. Die Expression der prM- und E-Proteine
wurde durch indirekte Immunfluoreszenz (IF) nachgewiesen, wobei entweder Virusmembranprotein-spezifi-
sches polyklonales Serum oder monokionale AntikGrper (Mabs), die gegen die Proteine prM oder E
gerichtet waren, verwendet wurden. Die maximale Fluoreszenzintensitdt wurde etwa 46 h nach der Infektion
beobachtet, wobei etwa 50% der Zellen TBE-Virus-Antigen exprimierten. Alle der in Tabelle 3 aufgezahlten
Plasmide ergaben in der IF-Untersuchung positive Ergebnisse, wenn polyklonales anti-TBE-Serum verwen-
det wurde, obwoh! die Fluoreszenz schwach war bei Zellen, die mit den flinf Plasmiden transfektiert worden
waren, welche die Rahmenverschiebung am Codon 125 von E enthielten. Fig. 15 zeigt, daB sowohl SV-
PEwt als auch SV-Est ein E-Protein erzeugten, welches unter Verwendung von anti-E-Mab B3 in intrazellu-
laren Membranen nachweisbar war. ErwartungsgeméB reagierten die mit SV-PEwt und SV-PEst, jedoch
nicht die mit SV-Ewt und SV-Est transfektierten Zellen mit dem anti-prMK Mab 8HI, was bewesist, daB das
prM-Protein in diesen Zellen anwesend war.

intrazelluldre E-Proteine in Lysaten von COS-Zellen, die mit SV-PEwt, SV-PEst, SV-Ewt und SV-Est
transfektiert worden waren, sowie in COS-Zellen, die mit TBE-Virus infiziert worden waren, wurden unter
Verwendung eines vierschichtigen ELISA quantitativ bestimmt, wobei mit Lyse-Puffer vorbehandelter,
gereinigter TBE-Virus als Standard verwendet wurde. Wie in Tabelle 5 gezeigt, enthielten COS-Zellen, die
mit SV-PEwt, dem Konstrukt mit den vollkommen intakten prM- und E-Genen, transfektiert worden waren,
46 h nach der Transfektion 13% so viel E-Protein wie die mit TBE-Virus infizierte Kontrolle. Da praktisch
alle infizierten Zellen mittels Immunfluoreszenz positiv waren (Daten nicht dargestelit), im Vergleich zu etwa
50% durch Transfektion, scheint die intrazellulire Menge der E-Protein-Expression in SV-PEwt-transfektier-
ten Zellen etwa ein Viertel von jener in Virus-infizierten COS-Zellen zu sein. SV-PEst, SV-Ewt und SV-Est,
welchen der E-Anker, das prM-Gen, bzw. sowohl Anker als auch prM fehlt, enthielten alle etwas geringere
Mengen an intrazelluldrem Virus-Antigen zum Zeitpunkt von 46 h. (Tabelle 5).

Tabelle 5
Quantitative Bestimmung von TX-100-Lysaten von Plasmid-transfektierten und Virus-infizierten COS-Zelien
mittels 4-schichtigem ELISA
Virus oder Plasmid E-Protein (Lg/ml) % Virus-infizierte Kontrolle
TBE-Virus 57 100
SV-PEwt 0,76 13
SV-Ewt 0,37 6,5
SV-PEst 0,24 4.2
SV-Est 0.16 2,8
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Antigenstruktur rekombinanter E - Proteine

Wihrend einer natlrlichen Infektion erzeugte Flavivirus-E-Proteine machen eine Anzahl posttransiationaler
Modifikationen durch, wie eine Glykosylierung an spezifischen Asparaginresten und die Bildung von sechs
Disulfidbriicken (33), die fur die Erzeugung und Beibehaltung der nativen Struktur kritisch sind (2). Zur
Beurteilung der struktureilen Integritdt der exprimierten Proteine machten wir uns eine gut-bekannte Reihe
monoklonaler Antikérper zunutze, die 19 verschiedene Epitope am TBE-Virus-E-Protein erkennen. Bin-
dungsuntersuchungen mit diesen Mabs zeigten, daB das E-Protein in mindestens drei antigene Doménen
gefaltet ist und daB die meisten dieser Doménen diskontinuierlich und konformationsspezifisch sind (3.4).
Diese Mabs wurden daher in der immunfluoreszenzbestimmung ais Mittel verwendet, um zu testen, ob die
durch Transfektion erzeugten rekombinanten Virus-Proteine richtig gefaltet und verarbeitet waren.

Mit SV-PEwt, SV-Ewt, SV-PEst und SV-Est transfektierte COS-Zeilen wurden in Methanol-Aceton fixiert
und mit jedem der 19 Mabs auf ihre Reaktivitdt getestet. Wie in Tabelle 6 gezeigt, ergaben die
transfektierten Zellen alle Reaktivitdtsmuster, die jenen der infizierten Zellen sehr &hnlich waren, was
andeutete, daB die im vorlibergehenden Expressionssystem erzeugten E-Proteine strukturell nativem,

intrazelluldrem E-Zhnlich waren.
Tabelle 6. Antigenreaktivitdt von intrazeiluldrem E-Protein in
Plasmid-transfektierten und mit TBE-Virus infizierten C0S-Zellen

mit E-spezifischen monoklonalen Antikérpern

MAB SV-PEwit SV-Ewt SV-PEst SV-Est infiziert

- Py .
+/-
+/~-

Al +/- - -
A2 + /= - -
A3
Ad - -
AS
B1
B2
B3
B2
8BS
Ci
Q2
C3 - -
Cs -
Cs - - -
Cé . - -
i - -
2 .= - ~

3 + -

1

-~
]

Y

L R O S S

'
1
1
e N I |

1
]

-

’
+

+/~

]
|
1

+ starke Fluoreszenz

+/~ schwache Fluoreszenz

- keine Fluoreszenz

Mabs aus den Antigen-Dominen B (B1-BS5) und C (C1-C6) ergaben im aligemeinen eine starke Fluores-
zenz. wogegen die Epitope der Domadne A, A1-A4, sowohl in transfektierten als auch in infizierten Zellen
relativ unreaktiv waren. Dies 148t vermuten, daB8 diese Epitope entweder in der intrazeltuldren Form von E
nicht exponiert waren oder durch den Fixiervorgang zerstdrt wurden. Interessanterweise ergab Mab A5 eine
starke Fluoreszenz in mit SV-PEwt und SV-Ewt. jedoch nicht mit SV-PEst und SV-Est transfektierten Zellen.
Dies 4Bt darauf schlieBen. daB die C-terminale Domine von E bei der Stabilisierung des AS5-Epitops
irgendwie eine Rolle spielen kdnnte. Die Bedeutung anderer feiner Unterschiede in der Reaktivitat einiger
der Mabs (z.B. A1, A2. i2, B5) muB noch mittels einer quantitativeren Technik ausgewertet werden.

Diskussion

Zum Verstindnis der molekularen Wechselwirkungen, die beim Viruszusammenbau, der Antigenstruktur
und den funktionellen Aktivititen. wie der Rezeptorerkennung und der Membranfusion, eine Rolle spielen,
ist es von groBem praktischem Wert, ein Versuchssystem zur Verfligung zu haben, bei welchem zuféllige
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oder stellengerichtete Mutationen in die Strukturproteine eingefiihrt werden kdnnen und die Auswirkungen
dieser Anderungen leicht beurteilt werden kdnnen. Wir haben nun ein solches System fir den TBE-Virus
erstellt. 4

Zu diesem Zweck erzeugten wir eine Population von zufillig mutierten TBE-Virus-prM- und E-Genen
durch Zunutzemachen der natiirlichen Fehlerhdufigkeit der Tag-Polymerase in der PCR. Die PCR-Produkte
wurden direkt in Plasmid-Expressionsvektoren, die eukaryontische Transkriptions- und Replikations-Steuer-
elemente enthielten, inseriert, und eine Anzahl von einzelnen Klonen wurde isoliert, um eine Plasmid-
Minibank zu schaffen. Die Haufigkeit von Mutationen in diesen Klonen war zur Herstellung einer begrenzten
Anzahl zufdlliger Aminosdurednderungen in den codierten Proteinen geeignet. Wenn die Plasmide durch
Transfektion in die COS-Zellen eingeflihrt wurden, wurden die Virus-Proteine in fiir die biochemische
Analyse geeigneten Mengen synthetisiert. AuBerdem zeigte sich, daB in diesen Zellen synthetisiertes E-
Protein strukturell mit nativem E-Protein in infizierten Zellen fast identisch war. So wurde ein gutes
Modellsystem zur Untersuchung der Auswirkungen einzelner Anderungen in den prM- und E-Proteinen und
zur Kartierung struktureller und funktioneller Dom#nen innerhalb dieser Proteine erstellt.

Die Verwendung eukaryontischer Expressionssysteme fir die Entwicklung neuer rekombinanter Vakzine
gegen Flavivirus-Erkrankungen war in den jlingsten Jahren sehr vielversprechend (34). AuBerdem begannen
auch Untersuchungen, bei welchen die Expression klonierter Flavivirus-Gene involviert war, neue Informatio-
nen Uber die Verarbeitung und den Aufbau der Flavivirus-Strukturproteinezu liefern. Es zeigte sich, daf die
Coexpression von prM- und E-Genen aus japanischem Encephalitis-Virus (35-39), Gelbfiebervirus (40) und
Westnil-Virus (41) zum Transport und zur Sekretion leerer Virushiilipartikel, die reife E- und M-Proteine
enthalten, flihrt. Extrazelluldre Partikel wurden jedoch nicht effizient erzeugt, wenn E ohne prM exprimiert
war (35,38), oder wenn die Membranproteingene mit dem Capsidprotein im selben Polyprotein in Abwesen-
heit der Virusprotease NS3 co-exprimiert wurden (35,36,39,41). Die Virusprotease, die eine Vorlduferform
des Capsidproteins spaltet, schien zur effizienten Verarbeitung des Polyproteins an der C-prM-Verbindungs-
stelle durch die Wirts-Signalase notwendig zu sein, wenn das gesamte C-Gen vorhanden war (39,41). Wenn
jedoch Konstrukte ohne den Cytoplasmateil von C verwendet wurden, fand die Spaitung der prM-
Signaisequenz in normaler Weise statt und wurden extrazellulére Partike! erzeugt, selbst wenn NS3 fehite.
Diese Resultate deuten auf einen mdglichen Mechanismus zur Koordination des Viruszusammenbaus
aufgrund einer Regulierung der Polyproteinverarbeitung hin (41).

Konishi und Mason (38) berichteten kiirzlich, daB die Co-Synthese der prM- und E-Proteine des
Japanischen Enzephalitis-Virus zur richtigen Faltung und Reifung des E-Proteins notwendig ist. Diese
Autoren zeigten, daB die Expression von E aus Vaccinia-Rekombinanten in Abwesenheit von prM zu nicht
richtig gefalteten Proteinen flinrten, die unféhig waren, in Virionen eingebaut zu werden, wogegen prM- und
E-Konstrukte richtig verarbeitet wurden. In der vorliegenden Untersuchung, bei welcher monoklonale
AntikSrper verwendet wurden, beobachteten wir nur geringe Unterschiede zwischen E-Proteinen, die in
Gegenwart bzw. in Abwesenheit von prM exprimiert wurden. Zur Festlegung der genauen Rolie von prM bei
der Verarbeitung von E sind noch weitere Untersuchungen notwendig.

Wir verwendeten die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) als Verfahren fiir sowohi das Klonieren als auch
die Mutagenese von TBE-Virus-prM- und E-Proteinen. Die PCR ist eine wertvolle Technik fiir das Klonieren
sehr spezifischer Bereiche eines Genoms, da sie durch sorgfditige Auswahl synthetischer Oligonucleotid-
Primer die Spezifizierung der genauen Grenzen des amplifizierten Bereichs ermdglicht. Sie erméglicht auch
geeignete spezifische Anderungen, wie die Einflihrung von Start- oder Stop-Codons, Steuerelementen oder
Restriktionsstellen an den Enden klonierter Inserts, indem man sie in die Primer einbaut. Ein potentieller
Nachteil der PCR ist jedoch, da8 die routinemaBig in PCR-Anwendungen verwendete Tag-Polymerase
fehleranfallig ist und dazu neigt, gelegentlich ein faisches Nucleotid einzubauen, was zu Punktmutationen
und manchmal zu Rahmenverschiebungen flihrt. Wihrend diese Eigenschaft ein Nachteil ist, wenn man
will, daB die klonierte DNA eine exakte Kopie des urspriinglichen Gens ist, sind PCR-Standard- oder
modifizierte Reaktionen auch zur absichtlichen Erzeugung von Plasmid-Klonenbanken, die Zufalismutatio-
nen enthalten, geeignet.

Leung et al. (42) und Cadwell und Joyce (31) verdffentlichten kirzlich Verfahren zur Zufallsmutagenese
durch PCR unter Bedingungen, die die Taq-Polymerase-Genauigkeit weiter verringern. Zu diesen zihlen die
Steigerung der MgClz- Konzentration, die Steigerung und Ungleichgewichtung der dNTP-Konzentrationen
und das Inkludieren von MnCl; in der Reaktion. Zum Zweck der vorliegenden Untersuchung waren solche
Modifikationen nicht notwendig, und die naturliche Mutationshéufigkeit unter im wesentlichen Standardbe-
dingungen war zur Erzeugung einer eine begrenzte Anzahl von Mutationen enthaltenden Klonenbank
passend. Tatsdchiich erhielten wir flir ein 496 Aminosduren langes TBE-Virus-E-Protein im Durchschnitt ein
bis zwei Aminosdurednderungen pro Klon, was eine ideale Rate flir die Identifizierung wichtiger einzelner
Aminosdurereste ist. Ahnliche Beobachtungen wurden auch von Zhao et al. (43) berichtet, die zur
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Einfihrung von Zufallsmutationen in das 633 Nucleotide lange crp-Gen von E, coli Standard-PCR-
Bedingungen verwendeten.

Wir beobachteten in unseren PCR-Klonen eine starke Mutationsbereitschaft zugunsten von G/C—A/T
und A/T—G/C-Ubergingen. Es wurde bereits gezeigt, da8 dieses Phanomen T:G-MiBpaarungen wihrend
der Amplifikation zuzuschreiben ist (15). Kirzlich wurde von Cadwell und Joyce berichtet (31), daB diese
natiirliche Bereitschaft durch Einstellung der relativen Konzentrationen der dNTPs in der Reaktion eliminiert
werden kénnte. Diese Modifikation wire potentiell niitzlich, weil sie zu einer zufélligeren Verteilung von
Mutationen fiihren wiirde und die Wahrscheinlichkeit der Identifizierung wichtiger Stellen dadurch zunehmen
wirde.

Die hier prasentierte Arbeit zeigte die potentielle Bedeutung der Verwendung einer PCR-Klonierung und
Mutagenese zusammen mit einem eukaryontischen Expressionssystem fiir die Erkundung der Struktur von
Virusmembranproteinen. Wir versuchen derzeit, eine Technik zum phenotypischen Screenen von Mutanten
und funtkionelle Untersuchungen zu entwickeln, die die Vielféltigkeit dieses Verfahren weiter erhdhen.
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Patentanspriiche

1.

10.

1.

Vakzine zur Immunisierung gegen Tick-Borne-Enzephalitis-Virus (TBE-Virus)-Infektionen, umfassend
nicht-infektidse, subvirale Partikel, welche im wesentlichen das rekombinante Protein E in seiner
volistdndigen, nativen Form und gegebenenfalls das rekombinante Protein prM/M enthalten, welche
Proteine aus dem TBE-Virus abgeleitet sind.

Vakzine nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das rekombinante Protein E aus dem
europdischen oder fernéstlichen Subtyp des TBE-Virus abgeleitet ist.

Vakzine nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da3 die nicht-infektidsen
Partikel weiters eine Lipidkomponente umfassen, weiche vorzugsweise in vesikuldrer Form vorliegt.

Vakzine nach einem der Ansprliche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da3 die nicht-infektidsen
Partikel im wesentlichen frei von mittels PCR detektierbaren, von TBE-Viren abgeleiteten Nukleinsduren
sind.

Verfahren zur Herstellung eines TBE-Vakzins, dadurch gekennzeichnet, daB

- ein Zellkultursystem zur Verfigung gestellt wird, das die Kodierungssequenzen fir die Proteine
prM und E, welche Proteine aus dem TBE-Virus abgeleitet sind, enthilt,

- das Protein E in seiner volistdndigen, nativen Form exprimiert wird, wobei

- subvirale, nicht-infektidse Partikel gebildet werden, welche im wesentlichen das rekombinante
Protein E in seiner vollstdndigen, nativen Form und gegebenenfalls das rekombinante Protein
prM/M enthalten und

- die Partikel gesammelt sowie direkt in eine zur Immunisierung geeignete Zusammensetzung
aufgearbeitet werden.

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB ein Zelikultursystem zur Verfligung
gestelit wird, welches die Kodierungssequenzen fiir die Proteine prM und E, welche Proteine aus dem
TBE-Virus abgeleitet sind, in chromosomal integrierter Form enthilt.

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da8 im Zellkultursystem virale Vektoren zur
Anwendung kommen.

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da8 im Zellkultursystem virusfrei gearbeitet
wird.

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB ein Plasmidvektor zur Anwendung kommt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dag die Expression der
Proteine und die Bildung der Partikel kontinuierlich erfolgt.

Verwendung von nicht-infektiSsen, subviralen Partikein enthaltend im wesentlichen das rekombinante

Protein E in seiner volistdndigen, nativen Form und gegebenenfalls das rekombinante Protein prM/M,
welche Proteine aus dem TBE-Virus abgeleitet sind, zur Herstellung eines Vakzins zur aktiven
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Immunisierung gegen TBE-Virus-infektionen.

12. Verwendung von nicht-infektidsen, subviralen Partikeln enthaltend im wesentlichen das rekombinante
Protein E in seiner volistindigen, nativen Form und gegebenenfalls das rekombinante Protein prM/M,
welche Proteine aus dem TBE-Virus abgeleitet sind, zur Herstellung von Anti-TBE-Virus-lmmungiobulin-
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