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Zusammenfassung

Das Parvovirus B19 ist aus zwel Strukturproteinen aufgebaut, VP1 (83 kD) und VP2
(58 kD). Beide Proteine lagern sch zu enem ikossedrischen Kgpsd zusammen und
umschliel}en die einzdstrangige DNS von 5600 Basen. Die Proteine VP1 und VP2 sind
bis auf 227 Aminosiuren am aminoterminden Ende von VP1, auch ds VPl-unique
region bezeichnet, identisch. Dieser Bereich is stark immunogen und auf dem Kapsd
nach aul¥en exponiert. Eine B19-Infektion kann neben der Kinderkrankheit Ringdrdteln
zu veschiedenen Bl19-assoziierten Krankhetsbildern fihren. Um  enen  eventudlen
Zusammenhang der VPl-unique region mit verschiedenen Krankheitssymptomen bei
ener B19-Infektion herzugtelen, wurden B19-Virussolate aus Pdienten sequenziert
und diese in ihre Aminosiuresequenz Uberschrieben. Die Proben sammten von
Paienten mit akuten und chronischen B19-Infektionen. Die VPl-unique region igt
schon aus friheren Ergebnissen ds variabd bekannt. Die Vaidhilitéd zeigt sch daba
vorwiegend im aminoterminden Bereich, wohingegen der carboxyterminde Bereich
weitgehend konsarviet is. Es konnte kein  Zusammenhang zwischen  bestimmten
Aminosiurevariationen  innerhdb  der  VPl-unique region mit  B19-korrdierten
Krankheitsmanifestationen hergestd It werden.

Um den Einfluld enzener verénderter Aminosduren auf die Stabilitée des Proteins und
die Konformation der VP1-unique region zu untersuchen, wurde ein Reinigungssystem
Uber  Chitin-Affinitischromatographie  etabliet.  Ein - modifizietes  Intein aus
Saccharomyces cerevisiae, an dem sch carboxytermind eine Chitin-Binde-Doméne aus
Bacillus Circulans befindet und aminotermind das klonierte Proteinfragment, wurde
mittls  Affinitdtschromatographie  gereinigt und das saubere, native Protein nach
Zugabe enes Sulfhydrylreagens von der Saule duiet. Neben der VP1-unique region
aus dem Vektor pB ds Sandardisolat wurden unterschiedliche Virusvarianten
exprimiert, gerainigt und fir weitere Untersuchungen eingesetzt. Uber Schwingquartz-
Affinitdtsmessungen mit  humanen, monoklonden Antikdrpern, die gegen die VPI-
unique region gerichtet snd, und deren Epitop auf den Bereich der Aminoséuren 30-42
eingeengt werden konnte, wurde die Bindung zu den Virusvarianten im Vegech zum
Standardisolat untersucht. Folgende Mutationen lagen neben oder in der Epitopregion:
17K zZu R, 18A zu D, 28E zu N, 39Q zu H, 43D zu N (Isolat 1); 28E zu D (Isolat 2).
Trotzdem zeigten sch keine Unterschiede in den Dissoziationskongtanten der einzelnen

Bindungen. Desweteren wurde die Bindung zu rekombinanten virus-dhnlichen



VPLVP2-Patiken und netiven Viren untersucht. Die berechneten
Disozigtionskonstanten  lagen  dle in da  glechen  Groenordnung.  Eine
Datenbanksuche ergab, dal’ das Epitop stark konserviert i<t

Spektroskopische Untersuchung der VP1-unique region mitteds UV/VIS-, Huoreszenz-
und CD-Spektroskopie ergab, dad die VPl-unique region ene dabil gefdtete
Sekundérstruktur besitzt, die Terti&sruktur hingegen nur schwach ausgeprégt ist. Diese
Sekundérstruktur  zeigt sich relativ dabil  gegenlber Hitze, nicht jedoch gegentiber
Denaurierung in GdmCl. Ebenso wirken sich pH-Anderungen sehr stark auf die
Auspragung der Sekundérstruktur aus. Die konformetionelle Fatung bestzt en pH-
Optimum zwischen 8 und 9. Amino- und carboxyterminal verkirzte Fragmente der
VP1-unique region (VPIN-A und VPIN-B) hilden ebenso wie das Vollangenfragment
ene ausgeprégte Sekundarstruktur aus. Im  carboxyterminden Tell befindet sch das
Moativ fUr eine Phospholipase A2.

Zur Untersuchung diessr Enzymektivitd wurden Liposomen aus Phosphatidylcholin
mit der VPl-unique region inkubiert, ene Lipidextraktion angeschlossen und die
extrahieten  Lipidspaltprodukte im  Electrospray lonization Massenspektrometer
charakterisert. Die unique region spdtet das Phospholipid spezifisch an der a2
Pogtion, ebenso eine Phospholipase A2 aus Bienengift as Postivkontrolle. Im
Gegensatiz zu diesser mulde die unique region jedoch 20fach <térker konzentriert
engesetzt werden, um ene Spdtung in der gleichen Grof¥enordnung zu ereichen. Die
Aktivitd ist Caf*-lonen abhéngig und besitzt ein pH-Optimum be 85. Die Inhibitoren
Manaodid und Bromphenacylbromid konnen die Enzymaktivité hemmen.

Eine Phogpholipase A2-Aktivitdt wird zusammen mit dem  Auftretlen  von
Antiphospholipidantikdrpern  diskutiet. Diese  snd  mit  Thrombozytopenien  und
Thrombosen assoziiert, die be Spontanaborten und Autoimmunerkrankungen wie z.B.
rheumatoider Arthritis oder systemischem Lupus erythematodes auftreten  konnen.
Unsere  Ergebnisse  zeigen, dad ene B19-Infektion mit dem Auftreten  von
Antiphospholipidantikdrpern  korreliert, diese konnen fir die verschiedenen B19-
asoziierten Krankheitsmanifestationen verantwortlich sain.
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A Einleitung

A1l Familieund charakteristische Vertreter

Das Parvovirus B19 (parvus = klein) gehtrt zu der Familie der Parvoviridae, welche
die kleingen, unumhiillten Viren umfald. Bei der letzten Uberarbeitung 1995 wurde sie
in zwe Unterfamilien gegliedet, den Parvovirinae und den Densovirinae (sehe
Tabelle A.1). Die eher wenig eforschten Densoviren infizieren ausschlieldich Insekten.
Die Parvovirinae lassen dch aufgrund genetischer Homologien in drei Genera
(Gattungen) enteillen, die Parvoviren, die Erythroviren und die Dependoviren. Zu den
Parvoviren gehtren Erreger wie das feline Panleukopenievirus, das verantwortlich fir
die Audbsung der Katzenseuche ist, oder das minute virus of mice. Zu den
Erythroviren, zu denen auch das schon erwéhnte Parvovirus B19 gehdrt, wurde in den
letzten Jahren neben dem simian parvovirus ein weterer Vertreter aufgrund seiner
Sequenzhomologie hinzugefiigt, das manchurian chipmunk parvovirus. Im Gegensatz
zu diesen autonomen Parvoviren gibt es Vetreter der Dependoviren, die fur die
Replikation ein Hdfervirus bendtigen. AAV-Viren (adenoassoziierte Viren) brauchen
zur Vemehrung die Ko-Infektion der Zdle mit Adeno-, Herpes- oder Vacciniaviren

und integrieren oezifisch in Wirts-Zdlgenom.



Unterfamilie Genus Mensch Tier

Parvovirinae Parvovirus felines Panleukopenievirus (Katzenseuche)
minute virus of mice
aleutian mink disease virus
canines Parvovirus
Schweineparvovirus
Erythrovirus Parvovirus B19 simian parvovirus
manchurian chipmunk parvovirus

Dependovirus  adenoassoziierte Viren  bovines AAV

(AAV-2, -3, -5) AAV-1, AAV-4 (Affen)
Densovirinae Densovirus Densonucleosis-Virus
Iteravirus
Contravirus

Tabelle A.l: Charakterigische Vertreter der Parvoviren (aus Molekulare Virologie, Modrow und
Fdke). Smian parvovirus is ein es kirzlich charakterisertes Erythrovirus (OSulliven e al., 1994),
ebenso das manchurian chipmunk parvovirus (Yoo et al., 1999).

A2 Allgemeines zum Virus

Das Pavovirus B19 wurde 1975 zufdligeewese be ener Hepaitis B Sudie in
Blutkonserven entdeckt. Sein Name stammt von der Blutkonserve 19 in Relhe B, in der
es entdeckt und aufgrund seiner Morphologie as Parvovirus eingestuft wurde (Cossart
et al., 1975). Es ig¢ das enzige humanpathogene Virus aus der Familie der
Parvoviridae. Schon bad konnte es mit der Kinderkrankheit Erythema infectiosum
(Ringdroteln) in Verbindung gebracht werden, auch ds fifth disease oder slapped cheek
disease bekannt. Der Ausdruck fifth disease sammt von den funf Kinderkrankheiten,
die mit einem Hautausschlag verbunden snd, ndmlich Masern, Rételn, Windpocken,
Scharlach, von denen die funfte Ringdroteln i, Der Name slapped cheek disease 18
gch durch die Bildung eines Hautausschlags erkldren, der mit einer B19-Infektion
verbunden ist und das Aussehen hat, ds hédtte man sch mit den Handen auf die Wangen
geschlagen.

Der einfache Aufbau des Virus, es besteht aus zwel Strukturproteinen, VP1 (83kD) und
VP2 (58kD), die dch zu einem ikoseedrischen Kapsd von 18-26nm Durchmesser
zusammenlagern, deht in - sarkem Widerspruch zu seinem doch recht  komplexen
Infektionszyklus (Shade et al., 1986; Ozawa und Young, 1987). Uber den Respirations-

trakt dringt das Virus in den Organismus ein, dabe kann man jedoch nicht wie bel
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anderen Viren eine Replikation im Nasopharynxbereich fedtstdlen (Anderson et al.,
1985). Wie es von dort zu senen Zidzdlen gdangt, den erythroiden Vorlauferzdlen, ist
unklar. Diese missen in besimmten Differenzierungsstadien vorliegen, BFU-E (burst
forming unit-erythroid), CFU-E (colony forming unit-erythroid) und Erythroblasten, um
von B19 infizet zu weden (Ozawa et al., 1986). Als Rezeptor dient das
Blutgruppenantigen P, en Glycosphingolipid, auch as Globosd bezeichnet (Brown et
al., 1993), welches aber nicht fir den hohen Zdltropismus ausschlaggebend sein kann,
da es dch auch auf refen Erythrozyten, Megakaryozyten, fétdem Myokard,
erythropoetischen Zellen der fdtalen Leber, Endothelzelen, Nierenkortex und Plazenta
befindet (dem Borne et al., 1986; Rouger et al., 1987). Eine virde Replikation konnte
jedoch nur in erythroiden Vorlauferzdlen, wie in humanem Knocheotmark sowie in der
fotaden Leber nachgewiesen werden, sodald es vermutlich noch einen weiteren Faktor
geben muly, der mit fir den extremen Zdltropismus verantwortlich is. En
Zdlkultursysem zur Vermehrung von Parvovirus B19 gibt es bisher nicht. Neben den
pemissven Zdlen wie zB. Knochenmarkszdlen, in denen virde Replikation
detfinden kann, exigieren noch eine Rehe von semi-pamissven Zdlinien wie zB.
MB-02, JK-1, UT-7, in denen sch Parvovirus B19 in geringem Mal%e replizieren kann.
Be diesen Zdlen handdt es dch zum grofden Tell um Megakaryozytenvorlaufer, be
denen nur en Tel die erythroide Linie nach Stimulation mit den entsprechenden
Wachsums- und Differenzierungsfektoren einschlégt. Die Mehrzahl dler Zdlinien, die
zwar erythroide Formen enthdten, snd dennoch nicht permissv fir eine B19-Infektion,
wie z.B. K562-Zdlen. Anscheinend kann das Virus dabe in die Zdle endringen, well
es in nicht-permissiven Zdlen bevorzugt zu einer Expresson des NSI1-Gens komnt, die
Strukturproteine  hingegen werden trotz Vorhandensains der entsprechenden mRNS
nicht trandatiert (Liu et al., 1992, Morey et al., 1993). Da in neuerer Zeit das
Vorhandensein eines Ko-Rezeptors diskutiert wird, gdlt sch die Frage, ob in nicht-
pemissven Zdlen en fdscher Weg beim Eindringen eingeschlagen wird, der nur zur
Expresson des NS1-Gens fuhrt, oder ob vidleicht ein intrazdluldrer Rezeptor, wie er
auch ba Steroidhormonen vorhanden i, die entscheidende Rolle spielt. Neben enem
Ko-Rezeptor werden auch die be Pavovirus B19 enzigatigen dternativen
Soleifmechanismen bzw. die Polyadenylieeungsstdlen fir den hohen Zdltropismus
verantwortlich gemacht.

Native Viruskapside bestehen aus zwel Strukturproteinen VP1 (83kD) und VP2 (58kD).
Diess Proteine sind bis auf enen aminoterminden Abschnitt von 227 Aminosiuren
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(VP1-unique region), um den das VP1-Protein lénger ig, identisch. Be ener Infektion
bindet das Virus Uber Strukturen an seiner Dreifachsymmetrieachse der Kapside an den
Rezeptor Globosd (sehe Abbildung A.1/B, Pfel), dabe ist das VP2-Protein das
hauptbetelligte Protein (Chipman et al., 1996). Der VP1-Anteil, der am Gesamtkapsd
enen nur geringen Antell von 5% betrégt, das entspricht bei 60 Kapsomeren 3 VP1-
Proteinen, wird an der Finffachsymmetrieachse auf der Kapsidoberflache nach aul3en
exponiert vermutet  (Abbildung A.L/A, Pfel) (Brown et al., 1992; Rosenfdd et al.,
1992). Er wird ds moglicher Kandidat fur den hohen Zedltropismus bei Parvovirus B19
diskutiert. Im Gegensstz zu anderen Parvoviren bildet Parvovirus B19 keine spike-
ahnlichen Strukturen aus (Agbandje et al., 1994).

Abbildung A.l: Kryodektronenmikroskopische Bilder von virusdhnlichen VP2-Kapsden ohne (A)
und mit (B) dem potentidlen Virusrezeptor Globosd (Chipman & al., 1996). Gezeigt snd
rekombinant durch Baculovirus hergestdite VP2-Partikd. Der Pfel in Abbildung (A) deutet auf die
Funffachsymmetrieachse im Kapsid, in deren Bereich die VPl-unique region vermutet wird. Der Pfell in
Abbildung (B) zeigt die Bindung von Globosd an Strukturen der Dreifachsymmetrieachse, die zu einer
Konformationsinderung im Kapsid fihren.

Das Genom von Parvovirus B19 (5600 Basen) bestzt an seinen beiden Enden inverted
terminal repeats (ITRs) mit einer Lange von 383 Basen, die fur die Virusreplikation
wichtig Snd. Diee ITRs snd zuenander komplement&r und dienen ds Primer fir die
Replikation der Virus-DNS. Der P6-Promotor am 3'-Ende an map position 6 bewirkt
die Transkription von neun unterschiedlichen mMRNS-Spezies. Deren Synthese wird
Uber dterndtive  Spleifmechanismen und die Vewendung  unterschiedlicher
Polyadenylierungsstellen in der Mitte und am 5-Ende des Genoms reguliert (Sehe

Abbildung A.2). Neben den Sirukturproteinen kodiet das Genom fir enige
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Nichtstrukturproteine. Das NS1-Protein (71kD), das im Infektionszyklus ds enes der
esen Proteine exprimiert wird, spielt eine wesentliche Rolle bel der DNS-Replikation
und der Transaktivierung des virden P6-Promotors (Doerig et al., 1990; (Gareus et al.,
1998). Eine im NSI-Protein vermutete DNS-Hdikase und Endonuklease, die auch bel
anderen Parvoviren zu finden snd, schent diese Funktionen zu unterstitzen. Eine
nukleotidbindende Region (135 Aminosauren in der Mitte des open reading frame) wird
fur die Toxizitd des Proteins in Zdlkultur verantwortlich gemacht (Momoeda et al.,
1994; Legendre und Rommelaere, 1992). Es ig nicht klar, ob diese Region fur die
apoptotische Wirkung des NSI1-Proteins verantwortlich ist (Moffatt et al., 1998; Sol et
al., 1999). Neben dem NS1-Protein gibt e noch zwe wetere klene
Nichtstrukturproteine von 11 und 7,5kD, wie in Abbildung A2 zu erkennen idt. Diese
beiden klenen Protene konnten Uber Immunfluoreszenz  in  infizieten  Zelen
nachgewiesen werden, ihre Funktion i jedoch noch véllig unbekannt (St.-Amand und
Astdl, 1993; Anderson und Y oung, 1997).

ITR ITR
3 5 Genom
>
P6-Promotor i
m-RNA Proteine
I —\ NI NS1

e e VP2 + 7,5 kD-Protein

m—— o esseeseeeesssssssssssssser A VP2

- 7.5 kD-Protein

-— ?

- T e B 11kD-Protein + 7,5 kD-Protein
- T am — ———— B 11kD-Protein

r U T 1 I I

0 1000 2000 3000 4000 5000 Nukleotide

Abbildung A.2: Transkriptionskarte von Parvovirus B19 mit Angabe der offenen Leserahmen. Die
Exons snd in dicken Linien, die herausgespléfen Introns in dinnen Linen, die offenen Leserahmen in
grau dargestdlt. Die gezackten Linien bilden die Poly A-Schwénze.
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A3 Krankhetsbilder

25 bis 32% der B19-Infektionen verlaufen asymptomatisch (Chorba et al., 1986; Woolf
et al., 1989). Neben dem schon keschriebenen Erythema infectiosum kann es je nach
hamatologischem oder immunologischem Saus der Infizieten zu ener Fille von
weiteren Krankheitssymptomen kommen.

Ein wohl sehr haufiger Nebeneffekt ener B19-Infektion i das Auftreten von
Arthritiden und Arthropathien, die sch haufig bel ewachsenen Frauen manifestieren
(Reid et al., 1985; Naides et al., 1990). In jingdter Zeit scheint es Hinwelse darauf zu
geben, dald auch ba Kindern Gedenkentzindungen mit einer B19-Infektion assoziiert
werden koénnen (Moore, 2000). Die Gelenkbeschwerden dauern in der Rege en hbis
zwel Wochen, konnen jedoch auch Uber Jahre bestehen bzw. wiederkehren. In enigen
Fdlen entsteht eine persgierende B19-Infektion, chronische B19-assoziierte Arthritis,
bel der man das Virus im peripheren Blut und/ oder auch in den betroffenende Gelenken
Uber lange Zeit nachweisen kann (Saal et al., 1992; Cassnotti et al., 1998; Stahl et al.,
2000; Lehmann, personliche Mittellung).

Durch sdnen ausgeprégten Zdltropismus fur erythroide Vorléuferzdlen und deren
Zagorung konnen be  ener B19-Infektion Anamien auftreten. Dies wirkt dch
besonders schwerwiegend bel  Patienten aus, die unter chronisch  hamolytischen
Andmien  (Sichezdlandmie, Thaassamie, Sphaocytose ua) oder  akuter
Eissnmangdandmie leden. In Folge der Zerstérung der Erythrozytenvorlaufer besteht
die Gefahr von trandenten gplastischen Krisen, die durch Transfuson thergpiert werden
missen (Young, 1988). Daneben fuhrt ene Reduktion von nicht-erythroiden Zdlen zur
Aushildung von Thrombozytopenien und Neutropenien (Saunders et al., 1986; Naga et
al., 1992; Scheurlen et al.,, 2001). Be immunsupprimierten Patienten (angeborene
Immundefizienzen, Trangplantationspatienten, HIV-infiziete Personen) kann ene B19-
Infektion ebenso wie be der chronischen Arthritis einen  chronischpersstierenden
Verlausf nehmen. Dies verursacht neben den schon  ewdhnten  Thrombo-und
Neutropenien ene wetere schwere chronische Anamie, die Erythroblastopenie (PRCA,
pure red cell aplasa) (Marchand et al., 1999; Pamidi et al., 2000; Kariyawasam et al.,
2000). Die PRCA wirkt d9ch auas gedrlich ba  immunsupprimierten
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Transplantationspatienten aus, sodald man ene B19-asoziierte Mortditdt von etwa 7%
schétzt (Schleuning et al., 1999).

Ba B19-Infektionen wéahrend ener Schwangerschaft wird das Virus mit ener
Wahrscheinlichkeit von 33% bzw. von 51% entsprechend neuerer Ergebnisse auf den
Fotus Ubertragen (PHLS, 1990; Yaegashi, 2000). Der Fotus, der besonders im zweiten
und dritten Trimester ener Schwangerschaft anfdlig fir eine Viruslbertragung ist, kann
durch die Zerstbrung seiner erythroiden Vorlauferzellen in der Leber schwer geschédigt
werden. Im schlimmden Fdl kommt es zu enem Hydrops fetalis, bei dem dch im
Fotus durch die Infektion Odeme und Wassereinlagerungen im  Gewebe bilden
(Anderson et al., 1988). Dies fihrt unbehandelt zum Tod des ungeborenen Kindes und
zum Abort. Neuere Untersuchungen in Schweden zeigen, dal3 neben den Fdlen mit
Hydrops fetalis 15% adler intrauterinen fotden Todesfdlle in der Spétschwangerschaft
ene Asozidgion mit einer B19 Infektion bedtzen (Skjoldebrand-Sparre et al., 2000).
Kenele Hinweise gibt es auf Schédigungen und Mifildungen des Embryo durch ene
B19- Infektion.

B19-Infektionen werden haufig auch mit  Autoimmunerkrankungen wie SLE,
sysemischer Lupus erythematodes, oder RA, rheumatoide Arthritis in Verbindung
gebracht. Hinwelse, dal3 das B19-Virus ds aiologisches Agens fungieren konnte, haben
gch nicht bestétigt (Hemauer et al., 2000; Tragpani et al., 1999). Jedoch kann es be zu
Grunde liegender SLE in enzednen Fdlen ds Auddsx fir enen neuen Schub
verantwortlich sain (Hemauer et al., 1999; Moore et al., 1999). Nach ener akuten B19-
Infektion findet man im Seum séhr  haufig Autoimmunantikorper  wie z.B.
Rheumafaktor oder antinukledre Antikorper (ANAS) (Luzzi et al., 1985; Fawaz-Estrup,
1996). In jingster Zeit héufen sch auch die Hinweise auf Antiphospholipidantikorper
(Reitblat et al., 2000; Chou et al., 2000; Cantaejo et al., 2000; Johnston et al., 2000;
Loizou et al., 1997; Gratacos et al., 1995), die jedoch nicht mit dem Auftreten von
Rheumafaktor bzw. antinukledren Antikorpern  korreieren.  Antiphospholipidantikorper
wurden bel Spontanaborten wahrend der Schwangerschaft, bel rheumatoider Arthritis
ebenso wie be Granulo- und Thrombozytopenien beobachtet. Thr Auftreten konnte
durch  B19-Infektionen  induziet werden und s mit Bl9-assoziierten
Krankheitsmanifestationen im Zusammenhang stehen.
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Im folgenden igt ene Ubersicht (ber die mit B19-Infektionen assoziierten
Krankheitssymptome dargestellt. In e@nzdnen Fdlen kommt es zusammen mit ener
B19-Infektion zu kardiovaskul&ren Manifedtationen wie Myocarditis oder Pericarditis
(Knidey et al.,, 1988; Orth et al., 1997), Manifedationen der Haut wie Erythema
nodosum, Erythema multiforme oder Hepatitiden (Langnas et al., 1995; Yoto et al.,
1996) bzw. Enzephdopathien (Bdfour et al., 1970). Aufgrund ihrer geringen
Haufigkeit wurden siein der Ubersicht nicht aufgefihrt.

Schwanger schaft —p - Hydrops fetalis
- Abort

Haut — - Erythema infectiosum
(Fifth disease)
(Ringdréten)

Gelenke — - Akute Arthopathie, Arthritiden
- Chronische Arthritis
- Rheumatoide Arthritis

Blut ——Pp  -Thrombozytopenie, Granulozytopenie
- Pure Red Cell Aplasia (PRCA)
- Trandente aplastische Krise (TAC)

Abbildung A.3: Ubersicht (ber die unterschiedlichen Krankheitsmanifestationen, die mit einer

B19-Infektion assoziiert sind.
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A4 | mmunantwort

B19-Infektionen 16sen  in immunkompetenten Personen  ene  darke  humorde
Immunantwort aus. Be ene Sudie mit frewelligen Probanden wurden gesunde
Erwachsene beiderlel Geschlechts im Alter vom 45 bis 52 Jahren intranasa mit Virus
von enem asymptomatischen Spender inokuliert. 5-6 Tage nach Inokulation werden
Virugpartikel im Blut der Infizieten Uber PCR nachgewiesen, diese erreichen nach 8-9
Tagen ene Maximakonzentration von etwa 10 Genomkopien je ml. Erste IgM-
Antikorper treten etwa 7 Tage nach Inokulation auf, dabel ist deren Konzentration nach
10-12 Tagen maximad (Anderson et al., 1985; Potter et al., 1987). Diese IgM-Antwort
gnkt im Laufe der folgenden dre Monate ab. Verzogert findet man nach 14 bis 16
Tagen 1gG-Antikorper. Sie ereichen ihre maximale Konzentration nach 3 bis 4 Wochen
und snd lebendang im Serum vorhanden. Im Normadfal koénnen die B19-spezifischen
IgGs ene Renfektion verhindern. Bel perggierenden Virusnfektionen kann man noch
Jahre nach der eigentlichen Infektion Virus-DNS im Serum nachweisen, jedoch erreicht
der Virugtiter hier nur etwa 10° bis 10’ Genoméaguivaente, deutlich weniger ds bei
ener akuten Infektion. Aul¥er im Serum |&¥ sch ba chronischen Arthritiden Virus-
DNS auch in der Synovidflissigkeit nachweisen (Takahashi et al., 1998).

Im Gegensaiz zur humorden ig die zdlulde Immunantwort immer noch wetgehend
ungeklat. Bisher konnte ene lymphoproliferative Antwort gegen die VP1- und VP2-
Proteine gezeigt werden. CD-4 pogtive T-Zdlen werden dabe am haufiggen simuliert
(Poblotzki et al., 1996; Franssilaet al., 2001).

In der Frihphase einer B19-Infektion richten sch neutrdiserende AntikOrper in erster
Linie gegen das VP2-Protein, im weiteren Verlauf finden sch vorwiegend Antikorper
gegen die VPl-unique region. Durch Experimente mit synthetischen Peptiden und
rekombinanten Proteinen konnte die Lage ener ganzen Reihe immundominanter und
neutraliserender Epitope in der VP1-unique region (Sehe Abbildung A.4, Aminosiuren
16-99 und 142-211) charakterisert werden (Saikawa et al., 1993; Anderson et al., 1995;
Sato et al., 1991). Diese Epitope scheinen in erster Linie (Aminosiuren 46-93 und 148-
205) lineer zu sain, im Gegensatz zu den Epitopen im VP2-spezifischen Bereich, die
vorwiegend  konformationell gefdtet  dnd.  Spder im  Infektionszyklus  kdnnen
Antikorper gegen das Nichtstrukturprotein NS1 nachgewiesen werden, die schwach
neutrdiserend wirken (Gigler et al., 1999). Es besteht die Hypothese, dal3 das NS1-
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Protein Tell des Kgpsds sein konnte. NS1-spezifische Antikérper wurden hauptsichlich
in Studien mit B19-assoziierter  Arthritis (Poblotzki et al., 1995a) und persggtierenden
B19-Infektionen (Poblotzki et al., 1995b) gefunden, jedoch nicht bel akuten B19-
Infektionen (Hunker et al., 1998). Diese Ergebnisse konnten von waeteren
Arbeitsgruppen bestétigt werden (Venturoli et al.; 1998; Kerr et al., 1995).

N VP1-uniqueregion (227AS) | C
| | | |
1 50 100 150 200
Neutralisierende | (16-99A9) | | (142-211A9) |

Epitope

Abbildung A4 Lage neutrdiserender und immundominanter Epitope in der VPl-unique region.
(Sakava et al.,; 1993 Andeson & al.; 1995 Sao e a.; 1991, Sato e al., 1993). Linearg
neutraisierende Epitope finden sich in den Bereichen von Aminosiuren 46-93 und 148-205 (Brown €&
al., 1995; Anderson et al., 1995).

A5 Diagnose und Therapie

Die Diagnose ener B19-Infektion erfolgt durch den Nachwes von IgG bzw. IgM gegen
die Strukturproteine des Kapsds. Dabe werden zwe  Tedsydeme  zur
Charakteriserung des Immungatus eingesetzt (Soderlund et al., 1995). Je nachdem, ob
es sch um enen Western Blot, bel dem die Strukturproteine ds Ganzes oder ds
Tellfragmente in denaturierter Form vorliegen, oder um einen ELISA handdt, be dem
oft rekombinant mittels Baculovirus hergestelte VP2- bzw. VPLVP2-virus-dhnliche
Patikel eingesstzt werden, kann man Antikorper detektieren, die lineare bzw.
konformationelle Epitope erkennen. Zur genauen Einschdtizung der Immunantwort enes
Paienten <ollten  immer beide Teds durchgefihrt  werden. Eine  waetere
Nachweismethode, die sch zur Untersuchung einer chronischen B19-Infektion anbietet,
ist die nested PCR, be der Virus-DNS im Serum, Gewebe, Fruchtwasser oder in der
Synovidflisigkeit detektiet werden kann. Diese sehr  sendgtive Methode  kann
Genoméguivaente schon ab 100 Kopien je ml Blut quantifizieren.

Eine Therapie i in dar Reged nur ba schweren Fdlen ndtig, wie zB. be
immunsupprimierten Patienten mit einer  chronischen B19-Infektion. Dabel haben sch
humane Immunglobulinprdparate bewdhrt, die ausreichende Mengen von anti-B19-1gG
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enthdten. Es wird diskutiert, da3 die intrgperitonede Verabreichung von
Immunglobulinen bal schwangeren Frauen mit Hydrops fetalis den Fotus vor einem
Abgang schiitzt. In schlimmen Fdlen efolgt eine direkte Bluttransfuson des Fotus
(Susanne Modrow, personliche Mittellung).

Einen Impfgtoff gegen Parvovirus B19 gibt es bisher nicht. Rekombinant hergestellte
Proteinkapside aus den Strukturproteinen eignen dch daflr, da de ene humorde
Immunantwort  simulieren  kdnnen.  Neuere Ergebnisse  zeigen, dal3  rekombinant
exprimierte  virus-dhnliche  VPUVP2-Patikd  die Proliferation von CD4"  T-
Lymphozyten dimuliet (Franssla et al., 2001). Eine Stimuletion der T-Zdl Antwort ist
be enem zukinftigen Impfgoff notwendig, da be chronischen B19-Infektionen zwar
B19-gpezifische 1gGs vorliegen, diese aber nicht in der Lage sind, das Virus aus dem
Petienten zu neutraliseren (Frickhofen et al., 1990).

A6 VP1-uniqueregion als Phospholipase A2

Aufgrund von Seguenzhomologien wurde in der VPl-unique region von Parvovirus
B19 das Mativ fur das aktive Zentrum einer sekretorischen Phospholipase A2 entdeckt
(Peter Tijssen und Mitarbeiter, VII"™ Parvovirus Workshop 1999 in Granada, Spanien).

Phospholipasen gehdren zu den Ederasen, die dereogpezifisch  Egterverbindungen
godten, in diessm Fal Phosphoglyceride in Fettsuren und Lysophospholipide. Die
Phospholipasen werden je nach Lage der hydrolyserten Podtion in Phospolipasen Al,
A2, C und D eingetelt, von denen es jewels verschiedene Untergruppen gibt. Die
Phospholipase A2 katdyset die Eserspdtung eines Phospholipids an der sn2-Postion
in en Lysophospholipid und ene Fettsdure, sehr haufig eine Arachidonsiure. Allen
bisher bekannten Phosholipasen A2 ist eine hohe Stabilitét durch die groRe Anzahl an
Disulfidbriicken gemeinsam. Dabe gibt es insgesamt vier Arten: cacumabhangige
sekretorische low  molecular  weight-Enzyme (MW 14kD), cadciumunabhdngige
cytosolische (MW 85kD), cdciumregulierte cytosolische (MW 85kD) und lysosomale
(saures pH-Optimum) Enzyme. Am besten untersucht sind die sekrektorischen, low
molecular weight Phospholipasen mit einem Molekulargewicht von 14kD zu denen
auch die pankregtische Phospholipase A2 bzw. die Phospholipase A2 aus Bienengift
gehort. An diesen beiden Enzymen wurde der kadytische Mechaniamus und die
Struktur weitestgehend aufgeklart. Charakteristisch it das aktive Zentrum, das analog

2um Proton-Relay-Sysem der Serinproteasen eine Triade aus einem Nukleophil, in
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diesem Fal Wasser, His 48 und der Carboxylatgruppe von Asp 99 bildet. Stabilidert
wird diese durch die Aminosduren Tyr 52 und Tyr 73. Zur weiteren Stabiliserung dient
ein Ca**-lon, welches durch die Aminosiuren Tyr 28, Gly 30 und Gly 32 komplexiert
wird. AuRerdem koordiniet das Ca*-lon mit dem Phosphaioxyanion des
Phospholipidsubgirats und mit dem Asp 49 Imidazolring. Nach dem Ubergangszustand
wandert ein Proton (ausgehend vom Wasser) Uber das Imidazol zum st+2 Ester und
fuhrt zu den Produkten Lysophospholipid und Fettsdure. Als Bindestdle zur genauen
Pogtionierung des Phospholipidsubgtrates dient ein Tyr oder Lys an Pogtion 69. Fir die
Phospholipase A2 gibt es neben der  Subsratbindungsstelle noch  ene
GrenzZfléchenerkennungsregion.  An  diesr  LipidWassr  Grenzflache  findet  die
Reaktion et und verlauft nach der klassschen Michadis-Menten Kinetik (Nuhn und
Koch, 1993). Dies erklat, warum Phospholipasen A2 bevorzugt Phospholipid-Mizdlen
und weniger emulgierte Phospholipide erkennen.

Im Sauger &% sch neben der schon erwdhnten Pankreas-Phospholipase A2 ene
weitere extrazeluld&re Form mit 14kD, die der Gruppe der low molecular weight
Phospholipasen A2 angehdrt, unterscheiden (Kramer et al., 1991). Se kommt
hauptsichlich in Pankreas, Lunge, Serum, Milz und Synovidflissgkeit vor. Je nach
Herkunft bedtzen extrazdluldre, nicht-pankreatische Phospholipasen A2 im Sduger
unterschiedlichste Aufgaben. Die Phospholipase A2 spidt ene Schlissdrolle be der
Produktion von Entzindungsmediatoren wie Prostaglandinen, Leukotrienen und
Thromboxanen (Eikosanoidhormone), die aus freier Arachidonsiure metabolisert
werden. Se werden von aktivierten Neutrophilen und Mastzdllen nach Stimulaion
abgegeben und  binden spezifisch  an  die  Zdimembranen von  Blutpléitchen,
Neutrophilen, Chondrozyten und macrophage-like cdlls (Mayer und Marshdl, 1993).
Desweiteren i die Phospholipase A2 ein Schlissdenzym bel der Biosynthese des
Pléttchen-aktivierenden Faktors (platelet activating factor, PAF). Diesr suidt ene
wesentliche Rolle bel der  Thrombozytenaggregetion, Gefdierweterung und ebenfdls
be Entzindungsresktionen (Kudo et al., 1989; Goppet-Struebe et al., 1986). Im
Gegensatz zu den oben genannten Eikosanoidhormonen handdt es sch dabe um ein
Etherlipid, welches seine Funktion  bereits in ener Konzentration von 10'moall
entfaten kann.

Reguliert werden die sekretorischen  Phospholipasen A2 durch  Modulation  ihrer
Genexpresson. Verschiedene Cytokine (IL-1, IL-6 und TNF) scheinen die Expresson
der Phospholipase A2-Gene heraufzuregeln (Crowl et al., 1991; Oka und Arita, 1991),
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Glucocorticoide dagegen bewirken das Gegentell (Nakano et al., 1990). Die Aktivitét
der Phospholipase A2 kamn durch unterschiedliche Ca?*-lonenkonzentrationen, G-
Proteine und Phosphorylierung reguliert werden.

Erhdhte Phospholipase A2-Aktivitdteen konnten mit  unterschiedlichen  Krankheits:
manifesationen in  Zusammenhang gebracht werden. So  wurde ene  erhdhte
Phospholipase A2-Aktvitét in der Synovidflissgkeit und im Serum von Patienten be
rheumatoider Arthritis gefunden (Murakami et al., 1990; Mayer und Marshdl, 1993;
Pruzanski und Vadas, 1990). Diese fihren zum enen direkt zu einer Stimulatiion von
inflammatorischen  Reektionen Uber Eikosanoidproduktion und Freigabe, zum anderen
werden  Antiphospholipidantikérper induziert, die die Entzindungsresktionen zusdizlich
verstarken. Das Auftreten von  Antiphospholipidantikorpern wird auf3erdem mit  dem
Auftreten von Granulo- und Thrombozytopenien bzw. Spontanaborten wahrend der
Schwangerschaft korreliert (Bick, 2000; GromnicarIhle und Schésder, 2000).

VP1-unique region VP2-Protein
L bt »
VP1-Protein
b i
1 / \ / \ 780
PLA2-Motiv Globosid Bindung
AS 130-195 AS 577-677

v ¥ v ey @ ]
130 - YVGPGNELQAGPPOQSAVDSAARIHDFRYSQLAK

] L
LGINPYTHWTVADEELLKNIKNETGFQAQVVKD - 195

¥ wichtig fiir die Calciumbindung
® KLatalytisches Netzwerk
B Phospholipidbindung

Abbildung A5 Ubersicht iiber die Phospholipase A2 in der VPI1-unique region. Gezeigt ist das VPI-
Protein mit dem Antel VPl-unique region und VP2-Protein. Im Berdich des VP2-Proteins liegt die
potentielle Bindestdle fir den Rezeptor Globosd im Bereich der Aminosduren 577-677. Die posiulierte
Phospholipase A2 liegt in der VPl-unique region im Bereich der Aminosauren 130-195. Die fir die
Katayse wichtigen Aminosiurereste snd hervorgehoben. Pfeile deuten auf die Redte, die wichtig fir die
Cdciumbindung sind, Kreise zeigen die Reste, die am katdytischen Netzwerk beteligt snd, und das
Viereck deutet auf die Aminosiure, die fir die hydrophobe Bindung an Lipidgrenzfléchen verantwortlich
ist.
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Die in der VPIl-unique region poduliete Phospholipase A2 besitzt bis auf wenige
Unterschiede in gleichem Abstand die fir die Kadyse wichtigegn Aminosiurereste wie
die extrazdluldren, nicht-pankreatischen Phospholipasen A2 (Abbildung A.5). Die
Aminosduren 153 (His), 157 (Tyr), 168 (Tyr) und 195 (Asp) bilden das kataytische
Netzwerk. Die Reste 130 (Tyr), 132 (Gly) 134 (Gly) und 154 (Asp) sind fir die Ca?*-
lonenbindung wichtig, und der Rest 162 (Lys) fir die Bindung an Phospholipide wie
zB. zdlu&e Membranen oder Kompartimente. Die unique region bestzt zwar en
Molekulargewicht von 27kD mit 227 Aminosauren, jedoch kann man, wenn man nur
den Bereich mit den fir die Katayse wichtigen Resten betrachtet, die ersen 100
Aminosiuren vernachléssgen. Die Region ab Aminosiure 100 bis 227 entspricht mit
enem Molekulargewicht von ca 14 kD der Grole der extrazdlulden Phospholipasen
A2. Wéhrend der Evolution konnte sch in der VP1-unique region des B19-Virus ene
Phospholipase A2 aus Sauger-Phospholipasen mit  einer fir den  Infektionszyklus
wichtigen Funktion entwickdt haben. Im Unterschied zu den Phospholipasen A2, die
gch durch ihre enorme Stabilité gegentber Denaturierung und pH-Verdnderung und
ihren hohen Antel an Disulfidoricken (in der Regd Seben) auszeichnen, bestzt die
V P1-unigue region kein einziges Cygen.

A7 Zielsetzung der Arbeit

Die beiden Kapsdproteine VPL und VP2 snd bis auf enen aminoterminden Bereich
im VP1-Protein von 227 Aminosiuren nahezu sequenzidentisch, dieser wird ds VP1-
unique region bezeichnet (Shade et al., 1986; Ozawa und Young, 1987). Die VP1-
unique region ist sowohl auf leeren as auch auf reifen Kgpsden nach auf3en exponiert
(Rosenfeld et al., 1992; Saikawa et al., 1993; Mudani et al., 2000) und spidt ene
essatielle Rolle be der Immunantwort. Innerhab der VP1-unique region befinden sch
mehrere lineare Epitope, die fir die Induktion ener Vidzahl neutrdiserender
Antikorper verantwortlich dnd. Bemerkenswert ist auch, dald diese Proteinregion im
Veglech zu anderen genomischen Sequenzen ene deutlich erhthte Variabilitét
aufweis. Diee Tendenz nimmt bel chronisch infizieten Pdienten weter zu (Hemauer
et al., 1996). Aminosiurevaiaionen konnten dledings bisher noch nie in
Zusammenhang mit verschiedenen Krankhetsbildern gebracht werden (Hemauer et al.,
1996; Haseyama et al., 1998). Diese Daten lassen vermuten, dal3 die VP1-unique region
eine wichtige Rolle fir das Virus soielt.
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Wie wirken dch natlrlich vorkommende Aminosiurevaridionen auf die VP1-
unique region und das Krankhetsspektrum von B19 aus? Zur Untersuchung dieser
Fragestellung wurde zunéchst eine nested PCR fir die Amplifikation dieser Region
aus Virusproben etabliert. In die PCR wurden Isolate aus Patienten mit akuten und
chronischen B19-Infektionen eingesetzt. Die erhatene DNS-Sequenz wurde in die
entsorechende Aminosuresequenz  trandatiet und diese im  Hinblick auf  die
Korrdation mit besimmten Krankheitsmanifedationen be  ener  B19-Infektion
mitenander verglichen (Dorsch et al., 2001).

Andet dch die immunologische Erkennung durch natirlich  vorkommmende
Aminosturevariationen anhand eines Antikorpers gegen die VP1-unique region, bel
dem das neutrdiserende Epitop auf 12 Aminosauren eingeengt werden konnte? Zu
diesem Zweck wurde ein Expressonssysem zur Klonierung und Reinigung von
Vaianten der VP1-unique region etabliert. Die gereinigten Proteinvarianten und en
gearenigtes Standardisolat aus dem Vektor pJB wurden Uber Schwingquartz
Biosensor-Messungen mit  humanen, monoklonden Antikorpern  gegen die VP1-
unique region af Affinitdsunterschiede in den Antigen/Antikorper  Interaktionen
untersucht (Dorsch et al., 2001).

Wie wirken dch natirlich vorkommende Aminosiurevarigtionen auf die Struktur
der VP1-unique region aus? Fur diese Fragstdlung wurde die VP1-unique region
mittels Absorptions-, Fuoreszenz- und CD-Spekiroskopie auf das Vorhandensein
von  Sekundér- bzw. Teatiadrukiurdementen  untersucht.  Neben  einem
Sandardisolat wurde eine Variante mit der hochsten Anzahl an nicht-konservetiven
Aminosiurevariationen im Verglech mitcharakteridert.

In wdchem Zusammenhang deht eine im carboxyterminden Tell der VP1-unique
region podulierte Phospholipase A2-Aktivitdt mit der Funktion der VP1-unique
region? Zu diessm Zweck wurde eine Methode zum Nachweis der Phospholipase
A2-Aktivitdt mittels Lipidextraktion und massenspektrometrischer Andyse der
Hydrolyseprodukte — etabliert. Neben dem experimentelen Nachwels der
Phogpholipase A2 olite ein Zusammenhang mit B19-assoziierten  Krankheits-
manifestationen untersucht werden (Dorsch et al., eingereicht).
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B Material und M ethoden

B1 Material

B1.1 Kitsund ELISA-Tests

Kits:
Quantum Prep® Plasmid Miniprep Kit
Protein-Assay Dye Reagent Concentrate
Nuclean Gdl Extraction Kit
Nucleobond® AX firr Plasmid Maxipraps

PCR Purification Kit

ELISA Tedts
1gG gegen VP2-virusdhnliche Partikel
1gG gegen Phosphatidylserin und b 2-

Glycoprotein
19G gegen Cardidlipin

IgM gegen Rheumafaktor

19G gegen Rheumafaktor
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Bio-Rad, Minchen, Deutschland
Bio-Rad, Minchen, Deutschland
Energene, Regensburg, Deutschland
Macherey und Nagd, Diren,
Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Biotrin, Dublin, Irland

DPC Biemam, Bad Nauhem,
Deutschland

Pharmacia Upjohn, Freiburg,
Deutschland

Aeskulab Diagnostik, Wende sheim,
Deutschland

Orgaentec Diagnostika, Mainz,
Deutschland



B1.2 Chemikalien

Alle nicht explizit aufgefihrten Chemikdien waren von Sgma Aldrich (&. Louis
Missouri, USA) bzw. von Merck (Darmgadt, Deutschland), die Restriktionsenzyme von
New England Biolabs (Beverly, USA), die Lipide von der Firma Biotrend (Matreya,
K&ln, Deutschland).

B1.3 Seren

Serumproben von schwangeren Frauen mit  Parvovirus B19-Infektion wurden uns
freundlicheewese von Dr. Frank Louwen von der Westfdischen Wilhdms-Universté
Minger, Klinik und Poliklinik fir Geburtshilfe und Frauenhellkunde, Uberlassen.
Proben von Arthritigpatienten bekamen wir von Dr. Krigina Broliden, Abtelung fur
klinische Virologie, Huddinge Univerdtiy Hospitd, Stockholm, Schweden. Ein Serum
von enem chronisch infizieten Petienten sammte von Dr. Laurids Chrigtiansen,
Universtd von Kogenhagen, Danemark (Hade et al., 1994) und eines von Dr. Eiffert,
Indtitut fir Medizinische Mikrobiologie, Universtét Gottingen, Deutschland.

Serumproben von Kindern mit  Arthritiden und perssierender B19-Infektion wurden
uns von Dr. Hatwig Lehmann, Padiarische Rheumatologie, Rheumaklinikk Bad
Bramgtedt, Deutschland, zugesandt. Serumproben von SLE, SLE/APS und APS
Petienten wurden uns von Dr. Philip von Landenberg, Klinik und Poliklinik fir Innere
Medizin |, Universtd Regensburg, Deutschland, freundlicherweise zur  Verfigung

gestellt.

B1.4 Oligonukieotide

Die in diesr Arbeit eingesetzten Oligonukleotide stammen von der Firma Metabion,
Munchen, Deutschland.

Folgende Oligonuklectide (Tabdle B.1) dienten zur Amplifizierung der VP1-unique
region Genregion aus Virussolaten in Patientenseren und Fruchtwasserproben (B2.1.1).
Die Primer der zweten Runde wurden zur Sequenzierung der entsprechenden
Genabschnitte eingesetzt (2.1.2).
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PRIMERNAME PRIMERSEQUENZ (5-3) SCHMELZTEMPERATUR,
LAGE IM GENOM
VPINP2-npl-f ATGACTTTAGGTATAGCC Tn=50°C, 2901-2918
VPINP2-npl-b AGTTTTGTCTGTAACATCC Tn=52°C, 3511-3529
VPINP2-np2-f GACTGTAGCAGATGAAG Tn=50°C, 2956-2972
VPINP2-np2-b AATTAAGTGCTGAAACTC Tn=48°C, 3431-3448
VPIN-npl-f GGGACTTTGTCCCCATTG Tn=56°C, 2271-2288
VPIN-npl-b CTCCTTTCCACT GGCATT G T.=58°C, 3319-3337
VPIN-np2-f GAGAAT TTA CCCCAGATT TGG Tn=60°C, 2327-2347
VPIN-np2-b GGT GCT CTGGGT CATATGG T.=60°C, 3263-3281

Tabele B.1 Primer fir die nested PCR. Lage im Genom nach pYT103 (Shade e al., 1986). Folgende

Abkiirzungen wurden verwendet: f, forward, b, backward, np, nested PCR, T, Schmel ztemperatur.

Folgende Primer (Tabdle B.2) wurden zur Klonierung der Plasmide VPIN-pET-int
(jewells Standardtyp und Virusvarianten) und der verkirzten Fragmente VPIN-A-pET-
int und VPIN-B-pET-int (ebenfdls Standardtyp und Variante) eingesetzt. Fettgedruckt
snd die jeweligen Redriktionsenzymschnittstellen Ndel (CAT ATG) und Xmal (CCC

GGG) (B2.1.3). Die Basenfolgen GGA ATT AA bzw. TACC dienten ds Linkerregion.

PRIMERNAME PRIMERSEQUENZ (5-3) SCHMELZTEMPERATUR,
LAGE IM GENOM
VPIN-f GGA ATT AAC ATA TGA GTA AAA Tn=46°C, 2444-2464
AAA GTG GCA AA
VPIN-A-b TAC GCC CGG AG GCT TGT GTA T.=58°C, 2781-2800
AGT CTT CAC
VPIN-B-f GGA ATT AAC ATA TGT TAT CAT Tn=58°C, 2723-2743
CCA GTA GCA GTCAT
VPIN-b TAC @C CGG GCA TGC TTG GAT Tn=54°C, 3108-3128
ATTTTTCTG

Tabdle B.2 Primer zur
pPET21a-int.  Folgende
Schmelztemperatur.

Klonierung der Fragmente VPIN, VPIN-A und VPIN-B in den Vektor

Abkirzungen  wurden  verwendet:  f,
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Zur Kontrolle der Klonierung wurde Uber folgende Primer (Tabelle B.3) der Einbau des
Gensin den entsprechenden Expressionsvektor Uberprift (B2.1.2).

PRIMERNAME PRIMERSEQUENZ (5-3) SCHMELZTEMPERATUR,
LAGE IM GENOM
T7Af TAA TACGACTCA CTATAG GG Th=56°C
PET-int-r ACC CAT GAC CTT ATT ACC AAC Tn=70°C
CTC

Tabele B.3 Primer zur Sequenzierung des Inserts in den Vektor pET2la-int. Folgende Abklrzungen
wurden verwendet: f, forward, r, reverse, Ty, Schmelztemperatur.

B1.5 Plasmide

Als Standardisolat wurde die Sequenz der VP1-unique region aus dem Vektor pJB
verwendet (Mori et al., 1987). Alle in diesr Arbeit eingeseizten Proteinfragmente
wurden zuvor in den Expressonsvektor pET2la-int kloniert, der freundlicherweise von
Uli Schmidt (Universté HaleWittenberg) zur  Vefigung geddlt wurde. Die
Vektorkarte zeigt die Redriktionsenzymschnittstellen Ndel und Xmal, Uber die das
jewellige Insert in den Vektor kloniert wurde.

Lacl gsteht fir das b-Gaaktosdase Gen, T7 fir den T7-Promotor, der zur Expression des
gewlnschten Genfragments eingesetzt wurde. INT_CHIT ist die Abklrzung fir Intein-
Chitin-Binde-Doméane. Diese wird fusoniert an den Carboxyterminus des gewinschten
Proteinfragments  synthetisert und i wichtig fir die Aufreinigung Uber ene Chitin-
Affinitstamatrix.  Als  Sdektionsmarker  diente  Ampicillinresstenz (AP).  Der
engezeichnete Replikationsursprung (Ori) igt fur die Replikation des Pasmids be
Bakterienzd lteilung und damit die Vermehrung im E. coli System notwendig.
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Ndel

INSERT

INT_CHIT

PET21a-int
(8200bp)

"~ EcoRlI

Abbildung B.1 Plasmidkarte des Expressonsvektors pET2la-int. Vewendele Abkirzungen sind
Lacl fir b-Gdaktosdase Gen, T7 fur T7-Promotor, INT _CHIT fir Intein-Chitin-Binde-Domédne und AP
fur Ampicillinresistenzgen. Das gewinschte Insert wurde mit den entsprechenden Primern aus Tabele
B.2 amplifiziert. Die Linkerregionen mit den Restriktionsenzymschnittstellen Ndel und Xmal wurden mit
den entsprechenden Enzymen verdaut und in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen Vektor
PET21aint Kkloniert. Der Erfolg der Klonierung und die Sequenz des eingebauten Insats wurde mit den
Primern aus Tabelle B.3 bestétigt.
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B2 Methoden

B2.1 Molekularbiologische Techniken

B2.1.1 Nested PCR

Parvovirus B19-DNS wurde durch eine nested PCR nachgewiesen, bel der die fur die
Proteine VP1- und VP2-kodierende Region mit folgenden Primern aus Tabdle B.1
amplifizert wurde: VPUVP2-npl-f und VPLVP2-npl-b (erste Runde), VPL/VP2-np2-f
und VPLVP2-np2—b (zweite Runde) (Hemauer et al., 1996).

Um die komplette VP1-unique region zu amplifizieren, wurde mit den Primerpaaren aus
Tabdlle B.1, VPIN-npl-f und VPIN-npl-b (erste Runde), VP1IN-np2-f und VPIN-np2-
b (zweite Runde) ene neue Verson der nested PCR etabliert. Die Sequenz der Primer
wurde nach der bereits verdffentlichten B19-Genomsequenz (Shade et al., 1986)
auggewahlt und die Primer von der Frma Meabion (Minchen, Deutschiand)
synthetisert.

Die Serumproben wurden mit dem gleichen Volumen an Wasser verdinnt und 10
Minuten bei 95°C inkubiert. Aggregierte Proteine wurden durch Zentrifugation entfernt.
2u  Aliquots wurden jewells in die ese PCR-Runde engesetzt. Von diesem
Regktionsansatz wurden wiederum 2ul fir die zwete Runde verwendet. Die PCR-
Parameter der ersen und zweiten Runde waren jewells gleich. Die Virus-DNS wurde
fur 60 Sekunden ba 95°C hitzedenaturiert, um Sekundérstrukturen zu l6sen. Danach
lie man die Primer fir 60 Sekunden bei 55°C an die enzddréangige Virus-DNS
hybridiseren. Das gewinschte Genfragment wurde fir 60 Sekunden bei 72°C durch die
Pwo-Polymerase (Roche, Mannheim, Deutschland) polymerisert und vermehrt. Vierzig
PCR-Runden reichten fir die Amplifizierung der fir die VPl-unique region
kodierenden Sequenz aus. Der Erfolg wurde durch Auftragen und Auftrennung von
10ul auf enem 2%-Agarosegd und Farben mit Ethidiumbromid Uberprift. Banden mit
ener Grofle von 500 Basenpaaren zur Amplifikation des VPL/VP2-kodierenden
Bereiches und einer Grofe von 950 Basenpaaren fur die Sequenz der VPI1-unique
region konnten as podtiv gewertet werden.
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B2.1.2 Sequenzanalyse

Die Amplifikationsprodukte der nested PCR wurden mittels QIAquick spin columns
von Qiagen (Hilden, Deutschland) gereinigt. Die entsprechenden Nukleotidsequenzen
konnten Uber einen 373A Sequencer (Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland)
und Einsatz der bereits beschriebenen Primer (Tabelle B.1 bzw. Tabele B.2) erhdten
werden. Die Nukleotidsequenzen der fir die VPLl-unique region kodierenden
Genomabschnitte  von den  einzdnen Virusvaianten snd in der GenBank  unter
folgenden Nummern abzurufen: AF293862-293881.

B2.1.3 Klonierungen

Die Gendbschnitte der VP1-unique region, Standard pJB (Mori et al., 1987) und
Virusvarianten, ebenso wie verkirzte Abschnitte VPIN-A und VPIN-B wurden mit den
Primen aus Tabdle B.2 vevidfdtigt und Uber die Redtriktionsenzymschnittstellen
Ndel und Xmal in den T7 Expressonsvektor pET2laint (Uli Schmidt, Inditut fir
Biotechnologie, Universté Hdle-Wittenberg, Deutschland) kloniert (Abbildung B.1).
Die PCR-Paamgter fir die Amplifizierung: 60 Sekunden bei  95°C
(Hitzedenaturierung), 60 Sekunden be 53°C (Hybridiserung), 60 Sekunden be 72°C
(Amplifizierung des gewinschten Gens). Die Integration der Fragmente in den Vektor
wurde zunéchst Uber Kolonie-PCR und GenrAnalyse Uberprift. Im Anschlul daran
wurde Uber Sequenzanalyse mit den Primern aus Tabelle B.3 die korrekte Sequenz der
Klonierungsstellen bestétigt.

B2.2 Proteinchemische Techniken

B2.2.1 Reinigung der VVP1-unigue region und verkirzter Fragmente

Die Expresson und Reinigung der VP1-unique region und ihrer verklrzten Abschnitte,
VPIN-A und VPIN-B, efolgte Uber en Inten-Chitin Sysem. Dabei wird das
gewlnschte Protein  ds Fudongorotein zusammen mit enem  modifizietem  Intein
(50kD) aus Saccharomyces cerevisae und ene Chitin-Binde-Doméne (5kD) aus
Bacillus circulans am Carboxyterminus synthetisert. Die egentliche Renigung efolgte
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Uber Bindung des Fusionsproteins an eine Chitin-Matrix Uber den Antell der Chitin-
Binde-Doméane. Das gewinschte Proteinfragment wird Uber en Sulfhydrylreegenz wie
zB. DTT (Dithicthreitol) oder Cysein vom Fusonsantel (Intein und Chitin-Binde-
Domane) gespleild und in nativem Zustand von der Saule duiert.

Die klonierten Kongtrukte wurden in den E. coli Stamm BL21 (DE3) transformiert. LB-
Medium (luria broth) mit 100ug/ml Ampicillin ds Sdektionsmarker wurde mit den
Bakterien im Schittler bei 220 RPM und 37°C inkubiert. Bel einer ODgoo von 0,7-0,9
wurde die Synthese des rekombinanten Proteins durch Zugabe von 1mM IPTG
(Isopropyl-b-D-thiogdaktopyranosd)  induziert. Nach dre Stunden  wurden die
Bakterien durch Zentrifugation geerntet und in 30ml ener 20mM HEPES-NaOH, 1mM
EDTA (Ethylendiaminotetraacetylat), 100mM NaCl, pH 85-Losung resuspendiert. Die
Proteinsynthese wurde durch SDS-Page kontrolliert, der entweder eine Silberfarbung
oder en Wegern Blot mit polyklondem Kaninchenserum gegen die VP1-unique region
folgte Die Bakterienzdlen wurden mittels einer French Press aufgeschlossen und die
Zdltrimmer bei 10000g pelletiet. Der Uberstand wurde unter Verwendung einer
FPLC-Anlage (Pharmacia Biosystems, Uppsaa, Schweden) auf eine Chitinsaule (New
England Biolabs, Beverly, USA) gdaden. Die Saule wurde mit zwel Volumina 20mM
HEPES-NaOH, 1mM EDTA, 100mM NaCl, pH 85-Puffer, acht Volumina 20mM
HEPES-NaOH, 1mM EDTA, 2mM NaCl, pH 85-Puffer und zwe Volumina 20mM
HEPES-NaOH, 1mM EDTA, 100mM NaCl, pH 85-Puffer gewaschen. Die
Spleil¥reaktion wurde durch Waschen mit drei Volumina enes 20mM HEPES-NaOH,
ImM EDTA, 100mM NaCl, pH 8,5 Puffers versstzt mit 50mM DTT Uber Nacht bel
4°C induziert. Mit dreé Volumina 20mM HEPES-NaOH, 1mM EDTA, 100mM NaCl,
pH 8,5-Puffer konnte das gewinschte Protein euiet werden. Die Fraktionen wurden
durch SDS-Page und Silbefabung auf Reinhet und Menge getedtet. Pogtive
Fraktionen wurden gesammdt, vereint und Uber en Centriplus Rohrchen (3kD
AusschlulRgrofRe, Amicon, Bedford, USA) konzentriert. Die Proteinkonzentration wurde
nach Didyse gegen PBS (0,9M KH;PO4, 8,0mM NgHPQO,4, 2,7mM KCI, 137mM NaCl)
Uber einen Bradford Assay (Bio-Rad, Minchen, Deutschland) bestimmt.

B2.2.2 Hersdlung virusshnlicher B19-Partikel

Nicht-infektiose VP2- und VPLUVP2-Kgpsde wurden freundlicherweise von Béarbe

Kaufmann (Universtét Potsdam, Deutschland) zur Verfligung gestelt. Die Expresson

wurde in enem Baculovirus Expressonssysem durchgefihrt. Die  rekombinanten
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Baculoviren wurden durch en Bac-to-Bac Sysem (Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland) mit einem pFast Bac DUAL Vektor erzeugt. Die Kapside wurden Uber
Ultrazentrifugation in enem Casumchloridgradienten gereinigt.

B2.2.3 Western Blot

Die Proteine wurden durch Western Blot Andyse auf Reinheit und Grof3e getedtet.
Dabel wurden die Proteine Uber SDS-Page aufgetrennt und Uber Elektrotransfer auf eine
Nitrozdlulosememban Ubertragen (Towbin et al., 1979). Protein-frele Regionen wurden
mit ener 5%-igen Magermilchlosung in Trispuffer, pH 7,5 abgesdttigt und Uber Nacht
be Raumtemperatur mit dem ersten Antikorper, Kaninchenssrum gegen die VP1-
unique region, in ene 1500 Vedinnung inkubiet. Der zwete Antikorper zur
Detektion der gewlnschten Proteinbanden (alkdische Phosphatase  konjugierter
Antikrper aus Schwein gegen Kaninchen 1gG) wurde in ener 1:2000 Verdinnung
engexetzt  (Bio-Rad, Mdinchen, Deutschland). Die Membran wurde mit NBT
(Nitroblautetrazolim)  und  BCIP  (5-Brom-4-Chlor-3-indolylphosphat)  (Roche,
Mannheim, Deutschland) in 0,1M Tris, 0,056M MgCh, 0,1M NaCl, pH 9,5 geféarbt.

B2.2.4 Enzyme-linked |mmunosor bent Assay (ELISA)

Humane, monoklonde Antikorper und Kaninchenseren wurden  hingchtlich  ihres
Gehdts an VPIN-spezifischen AntikOrpern im ELISA getestet. Die Mikrotiterplatten
wurden mit rekombinanten Proteinen (100ng je Napf), die in enem 02M
Carbonatpuffer, pH 9,5 verdinnt wurden, beschichtet und be 4°C Uber Nacht inkubiert.
Die Patten wurden ene Stunde bel 37°C mit ener 2%-igen BSA-LGsung abgesdttigr
und fir 1,5 Stunden bel 37°C mit dem ersten Antikorper inkubiert (1:500-Verdinnung
bel Kaninchenserum, 1:1000-Verdinnung bel humanen, monoklonaen
Antikorperiberstanden). Nach dreimaligem Waschen mit PBS, 0,05% Tween wurde fir
1,5 Stunden bel 37°C mit dem zweiten Antikorper inkubiert. Je nach Bedarf wurde anti-
human IgG (Sigma Aldrich, . Louis, Missouri, USA) oder anti-Kaninchen 1gG (Bio-
Rad, Minchen, Deutschland) in einer 1:2000 Verdinnung eingesetzt. Nach dem letzten
Waschschritt wurde mit Farbelésung (p-Nitrophenylphosphat, Sigma Aldrich, S. Louis,
Missouri, USA in 10% Diethanolamin) fir eine habe Stunde im Dunkeln inkubiert. Die
ODg0s wurde in einem SLT Spectra Photometer fir Mikrotiterplatten bestimmt.
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B2.3 Biosensormessungen

Zur Bedimmung der Dissoziationskonganten der humanen, monoklonaden Antikorper
(die gegen die VPl-unique region gerichtet snd) zu der VPl-unique region der
enzelnen Virusvarianten wurde ein Schwingquartzbiosensor AFFco 20 eingesetzt, der
vom Fraunhofer-Ingtitut  fir  Festkorpertechnologie Muinchen, Deutschland — zur
Vefigung gesdlt wurde (Kollinger et al.,, 1992). Er beset auf enem
Hielinjektionssystem, ener  peiddtischen  Pumpe und  Quartzkrigdlen  mit
Goldelektroden. Die Eigenfrequenz des Schwingquartzes (ca 20MHz) wird Uber die
Goldelektroden dektrisch Ubertragen (piezodektrische Schwingungen) und kann am
Bildschirm direkt visudisert werden. Der Quartz schwingt so lange in seiner Frequenz,
bis Massdnderungen an der Quartzoberflache zu ener Frequenzénderung flhren
Durch das Hieldnjektionssysem kann diese Masseénderung zeitgleich am  Bildschirm
verfolgt werden. Dabel ig die Frequenzénderung am Quartz kein Ma3 fur die
gebundene Masseénderung. Jedoch kann man aus den erhdtenen Kurven fir die
Asozigions- und Disoziagionskingtik die Werte fur die Geschwindigkeitskonstanten
Kon und Ko bestimmen. Aus diesen 8% sch der Wert fur die Dissoziationskonstante
Uber die Forme Kp = Koff / Kon berechnen.

Zur Aktivierung der Goldeektroden wurden diese mit  Dithiobissuccinimidyl- Propionat
be ene Konzentration von 04% in DMSO (Dimethylsulfoxid) fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur  inkubiet und mit PBS, pH 74 gewaschen. Protein A-Lésung
(Img/ml) wurde an den Quartz gekoppet und an diese die Antikérper (0,5mg/ml). Nach
Waschen mit PBS und Einsetzen des Quartzes in die Haterung konnten die einzelnen
Proteinvarianten in ene  Konzentration von 1uM in das Hiedinjektionssysem
engesritzt, und die Kinetik direkt am Bildschirm verfolgt werden. Vor dem
Einsoritzen des Antiges wurden jewels mit ener  0,025%-igen BSA-LOsung
unspezifische  Bindungsstellen abgesditigt. Die Assoziations- und - Dissozationskinetiken
wurden mit dem Programm Origin version 5,0 (Microca Software Inc.) gefittet.
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B2.4 Spektroskopische Methoden

B2.4.1 UV/VIS-Spektroskopie

Proteine absorbieren im UV/VIS-Spektrum Uber ihre Peptidbindungen (180-240nm)
bzw. Uber ihre aromatischen Aminosauren Tyrosin, Phenyladanin und Tryptophan (250
300nm). Die Absorptionsspektren wurden mit e@nem Uvikon 930 UVNVIS
Spektrophotometer (Kontron Instruments, Minchen, Deutschland) im Bereich von 220
bis 320nm be einem Wadlenléngenbereich von 200nmymin und einem Anregungsspat
von 2nm Bandbrate in Quartzkivetten (Helma, MdillheimyBaden, Deutschland) mit
lcm Schichtdicke aufgenommen. Die Spektren wurden gegen Puffer korrigiert. Zur
Bestimmung der Konzentration neben der bereits erwahnten Bradford-Methode wurde
der Extinktionskoeffizient der einzelnen Proteinfragmente (VPIN, VPIN-A und VPIN-
B) Uber die Methode nach Gill und von Hippd (Gill und von Hippel, 1989) bestimmt.

Im Unterschied zur Proteinbestimmung mittels Bradford it die Bestimmung Uber den
Extinktionskoeffizienten sengtiver, jedoch ot DTT, weches be der Proteindution
eingesetzt wird, erheblich. Das Protein muf¥e vor der Konzentrationsbestimmung in den
jeweligen Puffer ohne DTT oder EDTA didysert werden.

Uber das Lambert-Beer'sche Gesetz konnte die Konzentration der ProteinlGsungen

ermittelt werden:
Eso=excxd;
E>s0: Extinktion bai 280nm
e: molarer Extinktionskoeffizient [cmz/mol]

c: Proteinkonzentration [mol/l]
d: Schichtdicke der Kvette [cm]
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PROTEIN | EXTINKTIONSKOEF- | MOLEKULARGEWICHT LANGE
FIZIENT e [M'CM™] [G/IMOL] [AS]
VPIN 29870 25511 230
VPIN-A 13370 14805 138
VPIN-B 16500 13625 120

Tabelle B.4 Extinktionskoeffizient und Molekulargewicht der Proteinfragmente. Berechnet wurde

nech der Forme e = a x 1280 + b x 5960, wobe fir die Vaiable a die Anzahl an Tyrosinresten eingesetzt
wurde und fir b die Anzahl an Tryptophanresten (Gill und von Hippel, 1989). Cydenreste gehen in die
Berechnung normaerweise mit ein, die VP1-unique region besitzt jedoch keine.

B2.4.2 FHuoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzgpektren geben Einblick Uber die srukturdle Umgebung der im Protein
enthatenen aomatiscchen Aminosiuren. Dabe  bestzen die enzdnen Aromaen
unterschiedliche  Gewichtung aff  e@n  Huorezenzspektrum.  Die  rddiven
Empfindlichkeiten snd 1100 (Tryptophan): 200 (Tyrosin) :8 (Phenyldanin) (Schmid,
1997). Wie die Daen zegen, bedtzt Tryptophan den hochgen Antel an
Empfindlichkeit und damit die grofde Gewichtung am Huoreszenzspekirum. Die
Aminosauren absorbieren Lichtquanten, werden dabel angeregt und emittieren Licht im
langerwelligen Bereich. Je nach Umgebung werden sSe gequencht. Das hell¥, die
Energie wird nicht in Form von Licht abgegeben, sondern an umgebende resktive
Gruppen, dadurch wird die FHuoreszenzintengitét im Spektrum abgesenkt.

Alle Fuoreszenspektren wurden mit e@nem HuoroMAX  11-Spektrofluorimeter  mit
temperiertbarem Kivettenhater (Spex Indudries, Edison, USA) in enem Bereich von
300-400nm  aufgenommen. Der  Welenlangenvorschub  betrug  100nm/min,  die
Anregungswvdlenlange 280 bzw. 295nm bel einer Bandbréte von 5nm (Exztations-
und Emissonsspdt). Gemessen wurde in Iml Quartzkivetten  (Helma,
Mullheim/Baden, Deutschland) bei 25°C. Die Spekiren wurden gegen Puffer korrigiert.
Alle Messungen wurden in einem 10mM Trispuffer pH 8,5 durchgefuhrt.
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B2.4.3 Circular Dichroismus-Spektroskopie

Bem Circular Dichroismus (CD) wird je nach Welenldnge des eingedtrahlten Lichtes
zwischen NahrUV (180-250nm) und FernUV (250-350nm) unterschieden. Das Nah+
UV-Spekirum, bel dem vorwiegend die aromatischen Aminosiuren absorbieren, gibt
Aufschlul? Uber die charakterisische Tertiarstruktur des jewelligen Proteins. Das Fern
UV-Spektrum, be dem in eger Linie die Peptidbindungen (die Carbonylgruppen)
absorbieren, liefert hingegen Hinweise Uber die Sekundérstrukturanteile im  Protein.
Dabe gibt es fir a-Hdix, b-Fdtblatt und Random Coil-Strukturen Vergle chsspektren,
anhand deren Antelle im Protein prozentual berechnet werden konnen. In dieser Arbelt
wurde fur die Berechnung der Sekundéarstrukturantelle das Programm von Dr. Gerad
Bohm (Universitét Hale/ Wittenberg) verwendet. Die Berechnungen konnen nur as
theoretische Anndherung an die egentliche Struktur versanden werden, Se liefern
keinerlei Hinwelse auf die genaue Lage der jewelligen Sekundarstrukturanteile.

Die CD-Spektroskopie wurde mit enem Aviv Spekiropolarimeter 62 DS (Aviv
Instruments Inc., Lakewood, USA) durchgefiihrt. Die Nah-UV Spektren wurden in
dieser Arbet vernachldssigt, da die Struktur der VP1-unique region bisher unbekannt ist
und dadurch Vergleichsspektren fehlen. Fern-UV-Spektren wurden in einem Bereich
von 190-260nm aufgenommen be enem Wadlenlangenvorschub von  30nmymin und
eng Bandorete von 1nm in 1Imm Quatzkivetten (Helma, Miullheim/Baden,
Deutschland) bel 25°C.

Die molare Hllipitizitst Qist bezogen auf das durchschnittliche Molekulargewicht von
Aminosauren und wird ds quantitatives Mal3 fur die Ausprdgung von Sekundérstruktur
herangezogen (Schmid, 1997).

Q :Q>MMRW
MRV 10 e xd

Qwrw: Elliptizita der Aminosiuren [Grad crf/dmol]

Mmrw: Molekulargewicht [¢/moal]

Q: gemessene Elliptizitét [Grad)]

C Konzentration der Proteinlésung [mg/ml]
d: Schichtdicke der Klvette [cm]
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Alle Messungen wurden in enem 10mM Trispuffer, pH 8,5 aufgenommen und gegen
Puffer korrigiert.

B2.5.4 Phospholipase A2-Assay

Zum Nachweis ener Phogpholipase A2 gibt es verschiedene Moglichkaten. Es gibt
gynthetische Substratandoga, deren Enzymspatung spektroskopisch Uber Fluoreszenz-
oder UV/VIS Spektroskopie verfolgt werden kann. Desweteren konnen Phospholipide
in Liposomen oder E. coli Membranen radioaktiv markiert und ihre Spdtung durch
Autoradiographie visudisert werden. Beide Methoden haben sowohl Vor- ds auch
Nachteile. Die synthetischen Substratandoga Snd in der Regd nicht sehr stabil und ihre
Sengtivitét is niedrig. Autoradiographie ist eine sehr senditive Methode, erlaubt jedoch
keinerleé Quantifizierung.

Fir unsere Zwecke wurde deshdb nach ener dternativen Methode gesucht. Die
methodische  Waterentwicklung im  letzten  Jahrzehnt vor  dlem  in der
Massenspekirometrie erlaubt immer breitere  Anwendungsmaglichkeiten. So  kdnnen
Uber enen MSMS-Scan im Gegensatiz zum  dthergebrachten  einfachen MS-Scan
gpezifisch besimmte Produkte detektiert werden. Dies setzt das Hintergrundrauschen
extrem herab und i somit eine sehr senstive und einfach zu handhabende Methode. In
Zusammenarbeit mit Dr. Gerhard Liebisch und Dr. Wolfgang Drobnik aus dem Inditut
fur klinische Chemie (Univerdtéd Regensburg) wurde eine Methode zum Nachwels der
Phospholipase  A2-Aktivitst in Parvovirus B19 entwickdt. Die Resktionsmischung
setzte dch aus 100ul ener Suspenson aus Phosphalipidliposomen zusammen, die 25
bzw. 50nmol an b-Arachidonyl-g-Stearoyl-Phosphatidylcholin in 10mM  Trispuffer, pH
85 enthidten. 10mM Cdciumchlorid und 1 bzw. 2uM Protein wurde je nach
Resktionsansatz zugegeben.  Die  Resktion  wurde durch  die  Zugabe von
Methanol/Chloroform 2:1 (v,v) gestoppt. Die Lipidextraktion erfolgte nach der Methode
von Bligh and Digher (Bligh und Dyer, 1956).

Die getrockneten Lipidextrakte wurden in 10mM  Ammoniumformiat/Chloroform(1:3)-
Losung in Methanol geloés und Uber ESI-MSMS-Spektrometrie charakterisert. Die
Messungen in einem Micromass Quattro LC Triple Quadrupol Massenspektrometer
(Manchester, UK) fanden unter folgenden Eingdlungen datt: Keapillare 3,5kV,
Kollisonsenergie 24V und Kollisonsgasdruck 1,3 x 10° Torr. Die Proben wurden mit
ene kondanten Hig¥ate von 75ul/min mit ener Waters Alliance 2790 (Mildford, MA,
USA) engesritzt und durch enen parent scan von m/z 184 gpezifisch flr
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Phosphocholin enthdtende Lipide andysert (Brugger et al., 1997). Die Phospholipase
A2-Aktivitd wurde ds Intenstéverhdtnis von g Stearoyl-Lysophosphatidylcholin zu
b - Arachidonyl-g- Stearoyl- Phogphatidylcholin ausgedriickt.
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C Ergebnisse und Diskussion

C1 Allgemeines

Schon st langerem besteht die Frage, wie Parvovirus B19 unterschiedliche B19-
asoziierte Krankheitsmanifestationen  verursacht? Diese &u3ern Sch unter anderem im
dlsats bekannten Erythema infectiosum, Arthritiden und Arthralgien, Spontanaborten
und Hydrops fetalis, Thrombo- und Granulozytopenien, lassen sch jedoch durch den
extrem hohen Zdltropismus des Virus fir erythroide Vorlauferzellen nicht erkldren. Der
Virugezeptor Globosd befindet dch  zusdizlich zu den Erythrozytenvorléuferzdlen
auch auf Megekaryozyten, Endothelzdlen und Synovidzdlen, dagegen konnte eine
efolgrache Virusreplikation nur in erythroiden Vorlasfezdlen bzw. in Zdlen der
fotalen Leber nachgewiesen werden. Als maoglicher Fektor fir die Entstehung von B19-
aswziierten Krankheitssymptomen wurde in den letzten Jahren héaufiger die VP1-unique
region diskutiert (Abbildung C.1). Diese Proteindoméne ist auf dem Kapsd nach aul3en
exponiert und bedtzt daher sehr vide Epitope, gegen weche neutrdiserende
Antikorper gerichtet sind. Aufgrund des hohen Sdektionsdruckes ist die Region im
Gegensatiz zu den anderen B19-Proteinen, dem VP2- und dem NSI1-Protein, auf
Aminosaureebene hoch variabd. Da die Bindung an Globosd Uber Proteingrukturen an
der Dreffachsymmetrieachse im Kapsd, gebildet aus VP2-Proteinen nicht der dlenige
Faktor fir den hohen Zdltropismus sein kann (Abschnitt A2), kénnte die VP1-unique
region, die vermutlich an der Finffachsymmetrieachse exponiert vorliegt, geeigneter
Kandidat fir die Bindung an einen noch nicht-identifizierten Ko-Rezeptor sein. Diese
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Hypothese konnte durch Experimente mit Minute Virus of Mice verstérkt werden, bel
denen gezeigt wurde, da3 VP2-Kapsde ohne den VP1-Antal nicht infektiGs snd
(Willwand und Hirt, 1993). Minute Virus of Mice bestzt eine Sequenzhomologie von
50% zum Genom von Pavovirus B19 und zegt be der Virugreplikation und
Transsktivierung seines Promotors durch das virde Nichtstrukturprotein NS1 viele
Pardlden zu Parvovirus B19 (Shade et al., 1986). Um die Rolle der VP1-unique region
be der zdltypspezifischen Bindung und den eventudl damit verbundenen
Krankheitsmanifestationen einer B19-Infektion zu untersuchen, wurde se in dieser
Arbat sowohl auf DNS- ds auch auf Protein-Ebene charakterisert. Zu diesem Zweck
wurde neben der DNS-Sequenzierung der VPl1-unique region von Virussolaten aus
Petienten mit unterschiedlichen  Krankheitssymptomen en  Proteinreinigungsystem
etabliert, um daraus abgdeatete Aminostureaustausche in der Region im Hinblick auf
Affinitdsanderungen zu e@nem humanen,  monoklonden  Antikorper,  der
neutrdiserende Eigenschaften begtzt, und Konformationsinderungen in der VP1-
unigue region zu untersuchen. Aulerdem <ollte ene in der VPl-unique region
vemutete Phospholipase A2 experimentdl  untersucht und mit  B19-assoziierten
Krankheitshildern korreliert werden.

VPl-unigue region VP2-Protein
” YP1-Protein "
1 / \ / \ TEI
PLA2-Muotiv Globosid Bindung
AS 130-195 AS 5T7-677
1
1 121
VPIN=A
o] 127
VPIN-B

¥ ¥ ¥ a*Y B ]
130 - ¥YVEPONELQAGPPOSAVDEAARTHDFRYSOLAK
L L]

LGINFY THWITVADEELLENIKNETGRQAQVY KD - 195

¥ wichtip fdr die Calciumbindung
& kntalvtisches MNetewerk
B Phospholipldbindung

Abbildung C.1 Lage der VPl-unique region. Die virden Strukturproteine VPL und VP2 snd bis auf
énen aminoterminden Bereich von 227 Aminosduren identisch. Diesr wird ds VPl-unique region
bezeichnet. Im carboxyterminden Tell der VP1-unique region zwischen den Aminosiuren 130 und 195
befindet sch das Motiv fur das aktive Zentrum einer Phospholipase A2. Im VP2-Proten vermutet man
die Bindung des virden Zdlrezeptors Globosd an einen Bereich zwischen den Aminosiuren 577 und 677
(Chipman et al., 1996).
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C2 Produktion der VP1-uniqueregion in E. coli und Reinigung

Um den Einflud nadrich vorkommender Aminosiurevariationen auf  die
Proteinkonformation zu untersuchen, wurde die Domédne der VP1-unique region des
Protoyp Isolates pJB (VPIN-pJB) im E. coli System Uber das Impact T7 System (New
England Biolabs, Beverly, USA) produziert. Der Genabschnitt der VP1-unique region
wurde Uber PCR amplifiziet und an ein heterologes Konstrukt bestehend aus dem Gen
eéner modifizieten vakuolaren Membran ATPase Unterénhet | (VMA-I)-Intein
(Saccharomyces cerevisiae) und ener Chitin-Binde-Doméne (CBD; Bacillus circulans)
fudoniert. Dieses Konstrukt wurde in den Vektor pET21a-int kloniert. Nach Induktion
mit ImM IPTG wurde das Fusionsprotein, bestehend aus der VP1-unique region, Intein
und CBD mit enem Molekulargewicht von 85kD synthetisert und postive Klone Gber
Wegern Blot Andyse mit einem humanen, monoklonaden Antikdrper gegen die VPI1-
unique region identifiziet (Abbildung C.2). Die Renigung efolgte Uber Chitin-
Affinitdtschromatographie. Die Zugabe von DTT ds reduzierendes Agens fuhrte zur
Abspdtung des aminoterminden Tells des Fusonsproteins, dso der VP1-unigque region.
Die VP1-unique region konnte duiert werden (Abbildung C.2), wéhrend der Intein-
CBD Antel an der Chitin-Matrix gebunden blieb. Das DTT wurde Uber Didyse vom
Protein entfernt.

Das erhdtene Protein is bis auf zwel ko-duierte Proteinfragmente bel ca. 55 und 70kD
sauber (Abbildung C.2). Die 70kD-Bande wird von den humanen, monoklonaen
Antikorpern  nicht im Wedern Blot ekant und spidt daher be  zukinftigen
Affinitdtsmessungen keine Rolle Das ko-duierte Fragment be ca 55kD wird zwar im
Wegtern Blot erkannt, i jedoch im Slbergeféarbten Gel in verschwindenden Mengen
vorhanden. Eshanddt sch daba nicht um das Intenfragment, obwohl es in ewa auf
gleicher Hohe lauft, wird aber in Spur 3 nicht vom Antikorper erkannt.
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Abbildung C.2 Reinigung der VP1-unique region Uber Chitin-Affinitétschromatographie. Die VP1-
unigue region wurde ds Inten-Chitin-Binde(CBD)Doméne Fusonsprotein in enem E. coli
Expressonssystem synthetisert. Die Spuren 1 und 2 enthdten uninduziete und mit IPTG induzierte
Bakterien, die das Fusonsprotein VPIN-pJB mit Inten und CBD produzieren. Das exprimierte Protein
wurde Uber Silbefabung (SF) und Wesern Blot (WB) mit enem VPl-spezifischen  humanen
monoklonden Antikorper bel einer Bande von 85kD entdeckt. Nach der Renigung Uber eine Chitin-
Matrix in einem FPLC-System wurde die VP1-unique region von dem modifizieten Intein (Spur 4) durch
Zugabe von DTT gexpleild. Das duierte Protein konnte auf einer Bandenhthe von ca 30kD ausgemacht
werden (Sehe Pfel). Das immer noch gebundene Fusionsprotein, bestehend aus Intein und CBD kann
von der SAulle Uber die Zugabe von 1% SDS regeneriert werden, es lauft debei auf ener Hohe von 55kD
(Spur 3). Die VPl-unique region wurde gegen PBS didyset, um das DTT vom Carboxyterminus der
VP1-unique region zu entfernen.

Ein entscheldender Vortell des Intein-Systems ist die Tatsache, dal3 das Protein unter
schonenden Bedingungen in nativem Zudtand gereinigt und duiert werden kann. Fir die
Renigung ig kein Linker am amino- oder carboxyterminaen Ende notwendig, der die
konformationdle Fdtung und das funktiondle Verhdten enes Protens negativ
beeinflussen konnte. Ein Nachtell des E. coli Sygems im dlgemeinen ig die lechte
Bildung von Incluson Bodies, so auch in unserem Fdl. Da 90% des exprimierten
Proteins in Incluson Bodies audiden, waren die Proteinausbeuten sehr gering (nicht
gezeigt). Weder Induktion der E. coli Zdlen Uber Nacht bei 15°C, noch Zugabe von
Stabilisatoren wie z.B Saccharose konnte die Menge an Inclusion Bodies herabsetzen.
Eine Renaurierung mit den gebrauchlichen Methoden, wie Denaurieren mit 8M
GdmCl und Didyseren gegen Renaturierungspuffer, dlméhlich oder schockweise,
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zeigte ebenfdls keinen Erfolg. Die Reinigung wurde soweit optimiert, dad aus einem
Liter E. coli Kultur die Menge von 0,3mg Proten erhdten wurde, mit dem wetere
Experimente durchgefihrt werden konnten. Ein weiterer Grund fir die schlechten
Expressongraten i vermutlich die Tasache, dald die VP1-unique region die Aktivité
ene Phospholipase A2 besitzt, die in der Lage ist, Phosphalipide in Zelmembranen zu
spaten.

Ein grof3er Nachtell des E. coli Expressonssystems bestent darin, dal3 in diesem kaum
posttrandationde Modifikationen der Proteine dattfinden. Es it zwar be den virden
Proteinen von Parvovirus B19 nicht bekannt, dal3 se Uber den sekretorischen Weg in
den Golgi-Apparat gelangen und dort zB. durch das Anhdngen von Zuckern
posttrandationa verandert werden, da man bisher kein entsprechendes Signa peptid
entdecken konnte. Daher eschenen  Glykosylierungen des Proteins  eher
unwahrscheinlich. Andererseits sind bel  Phospholipasen A2 Modifizierungen  bekannt,
wie  zB. Trangglutaminierungen,  Acelylierungen von Lysnreten  oder
Phosphorylierung durch Proteinkinase C, die an der aul¥eren Zdlmembran und nicht im
Golg-Apparat  dattfinden und bel der Regulation der VPl-unique region im
Signdtransduktionswveg eine entscheidende Rolle spiden konnten. Um grofiere Mengen
an VPl-unique regon zu ehdten und das Proten auf eventudl vorhandene
podtrandaionde Modifikationen untersuchen zu  konnen, wurde nach enem
dternativen Expressonssystem gesucht. Als Alternativsystem bot Sch die Expression
in dem eukaryotischen System Hefe an. Zu diesem Zweck wurde die Expresson des fur
die VPl-unique region Kkodierenden Genbereichs in  Pichia pastoris, enem
methylotrophen Hefetamm, und Saccharomyces cerevisiae, ener Béckerhefe,
unternommen  (nicht gezeigt, Diplomarbeiten Jorg Hoffmann und Kergtin Zarniko).).
Neben diesen Expressonssysemen wurde auch en Ansaiz im Baculosysem mit SF9-
Zdlen gedtartet, in dem die Expresson der Strukturproteine, der VP1- und VP2-
Proteine, bereits gezeigt wurde. Das Hefesysem hat gegentber dem Baculosystem
enige Vortelle aufzuweisen: es ig kostengingiger und einfacher zu handhaben. Nach
den entsprechenden Klonierungsarbeiten und Expresson der VP1-unique region zeigte
gch durch Wesern Blot Andysen, da? die VPl-unique region im Baculosysem
gynthetisert wird, nicht jedoch in Hefe. Da3 es dch nicht um enen Fehler ba der
Klonierung handdte, konnte be Pichia pastoris ausgeschlossen werden, da Uber
Southern Blot Anadyse die Rekombination des gewinschien Genfragments in das
Hefechromosom nachgewiesen werden konnte, die Synthese des Proteins aber trotzdem

43



nicht moglich war. Ebenso konnte im Syccharomyces cerevisiae Sysem zwar die
Trandformation des Vektors in die Hefezdlen gezeigt werden. Der Nachwels der
Synthese der VPl-unique region fid jedoch negativ aus. Als Ursache konnte en
hemmender Bereich auf genetischer Ebene in Betracht kommen, der die Expresson des
Gens der VPl-unique region und auch des kompletten VP1-Proteins verhindert.
Wahrschanlicher ig en podtranskriptionder Regulationsmechanismus. Es konnte zum
Beigiid gezeigt werden, dal3 ein 3 nicht-trandatierter Bereich in den Transkripten fir
die Synthese der Strukturproteine seine eigene MRNS-Trandation in nicht-permissven
Zdlen verhindert (Pdlier et al., 1997). Zur Untersuchung der Funktion der VP1-unique
region mu3 nun fir zukinftige Experimente auf das Baculovirus Expressonssystem, in
dem die Synthese der VP1-unique region efolgreich audfid, zurlickgegriffen werden.
Vidlecht klat sch dann auch die Frage, warum sch die VP1-unique region und auch
das VP2- bzw. VPl-Proten sysemabhangig exprimieren |&%. Im Rahmen diessr
Doktorarbeit wurde nur E. coli exprimiertes Protein eingesstzt.

C3 Untersuchungen zur genetischen und antigenen Stabilitéat der VP1-

unique region

Im Gegensatz zu andereren Viren i das B19-Genom stark konserviert und besitzt eine
Vaiailitt von nur 1-2% (Blunddl et al., 1987; Mori et al., 1987; Hemauer et al.,
1996). Dies erklart sich damit, dal3 das B19-Genom Uber die zeluld&e DNS-Polymerase
repliziet wird, die ene geringe Fehlerhaufigkeit bestzt. Nur wenige DNS Austausche
resultie’en  in - e@ner verdndeten  Aminosiure,  wobel  dSch die  hdchge
Aminosiurevaidbilitdée im Bereich der VPl-unique region und im carboxyterminden
Tell des NS1-Proteins befindet (Hemauer et al., 1996). In den folgenden Abschnitten
soll die VPIl-unique region auf ihre genetische und antigene Stabilitéd untersucht

werden.

C3.1 Variabilitat - Aminosiuresequenz

Zu diesem Zweck wurde eine nested PCR neu etabliert, die die komplette, fir die VP1-
unique region kodierende Genomregion amplifzieren kann (Abbildung C.3). Die Primer
wurden anhand der Genomseguenz des Isolates nach Shade (Shade et al., 1986) gewahit
und im Progranm Generunner (Microsoft) auf maodiche Hairpin-Strukturen,
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Dimeriserungen usw. getestet. Es wurden rdativ lange Primersequenzen gewdhlt, die
die Genauigkeit des amplifizierten Produktes gewdhrleisen <ollten und weniger auf
Sengtivitét ausgerichtet waren. Die PCR der VP1-unique region wurde in der ersten
und 2zwetenRunde mit jewdls gesondeten Primerpaare (Tabdle B.1l, B21.1)
ausgefuihrt. Nach Sequenzierung der PCR-Produkte wurden die DNS-Sequenzen Uber
das Programm EditSeq (Microsoft) in ihre Aminosduressquenz  Uberschrieben und
mitdnander  verglichen. Die Nukleotidsequenzen der fur die VPl-unique region
kodierenden Genomabschnitte von den enzelnen Virusvarianten snd in der GenBank
unter folgenden Nummern abzurufen: AF293862-293881.

VP1-unique region VP2-Protein

Ik i L)

VP1-Protein
it ]

Teil des 3 . 5
B19-Genoms 227) 2444 3124 35
— YPIN L e |
21N ey «—j 3337
2327 3281
F——>*VP1/VP2€—
2901 } > < " 3529
2956 3448

Abbildung C.3 Lage de Primer zur Amplifikation der VPl-unique region mittds nested PCR.
Gezegt i die VPIl-unique region im Gesamtkontext des VP2-Proteins und die Lage der Primer, die
jewels in der ersen und zweiten Runde der nested PCR zur Amplifikation der VP1l-unique region ds
Genprodukt eingesetzt wurden.

Es wurden Genomsequenzen aus neun Virussolaten von schwangeren Frauen mit ener
akuten B19-Infektion (Patienten A bis 1), aus funf von Arthritispatienten (2 980728,
6 960625, (8 980219, 2 980414 und 7_980326) und aus zweien von Kindern mit einer
chronischen B19-Infektion (Patienten J und 5940) charakterisert.

Zwel der schwangeren Frauen hatten akute B19-Infektion ohne Symptome (Petienten A
und B). Dre der Pdienten entwickdten en Exanthem bzw. zeigten Midigkeit
(Petienten C-E). Vier Isolate sammen von Patienten, bel denen sch Hydrops fetalis
bzw. Hydroenzephalopathie beim Fotus entwickete (Petienten F-1). In sechs Falen
konnten Sequenzen aus Fruchtwasserproben erhdten werden (B, D, E, F, H und [); in
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drel diesr Fdle war das Virus ebenfdls im mitterlichen Serum nachzuweisen (E, G
und H). In vier der Petienten (B, D, F und 1) konnte keine Virus-DNS mehr im
mutterlichen Serum  Uber nested PCR nachgewiesen werden, obwohl die
Fruchtwasserproben DNS-postiv waren. In zwe diesr Fdle (F und I) kam es zu

Hydrops fetalis bzw. zu Hydroencephal opathie.

Nt Nr

=z

AS Nr. AS AU pJB A-S C-S D-FW F-FW G-S G-FO H-S H-FW I-FO I-AS J-S 5940-S 2_980728 6_960625 8_980219

2453
2477
2493
2496
2525/27
2527
2531
2560
2570
2595
2654
2693
2736
2744
2762
2803
2810
2849
3008
3113
3182

4 E->K A - - - - - - - - - -

12 D->N - - - - - - - - - - - - A

17 K->R - - - - - - - - - - - - - G

18 A->D - - - - - - - - - - - - - A
A 28 E>N - - - - - - - - - - - - AlC

28 E->D - - - - - - C C - - C ¢ -

30 v>L - - - - - C - - C ¢ - - - -

39 Q>H - - - - - - - - - - - - - T

43 D->N - - - - - - - - - - - - - A

51 N->H - C - - - - - - - - - - -

71 K->Q - - - - - - - - - - - - C - - - -

84 H->Yy - - - - - - - - - - - - - - - - T

%8 S>N - - - - - A - - A A

101 A->P - - - - - - - - - - - - - C - -

107 N>D - - G - G - G G - - - - - G - G

120 Q->H - - - - - - T T - - - ST T -

123 v->L - - - - - - - - - - - - - T

136 E->Q - - - C

189 Q->E - - G - - - - - - - - - -

224 K->Q - - - - - - C C - - - - C

247 P->S - - - - - - T T - - - ST

0O>r 0o

@

0O>000>>000>2>0>0>

Anzahl der AS-Austausche: 1 1 1 1 1 2 5 5 2 2 1 1 5 8 1 1 1

Tabelle C.1 Aminosiureaustausche in der  VPl-unique region von Parvovirus B19. Alle
Aminosduresequenzen  wurden mit  eine  hypothetischen Konsenssequenz  verglichen, die aus  der
optimalen Sequenz mit der niedriggten Variahilité gebildet wurde. Die Nukleotidaustausche (Nt. Nr.) und
die entsprechenden Aminosiureaustausche (AS. Nr) werden in der Tabele gezeigt. S, mitterliches
Serum; FW, Fruchtwasser; FO, fotdes Serum; AS, Awzites. Die folgenden Sequenzen zeigten keinerlei
Aminosdureaustauschee B-FW, ES  EFW, |I-FW, 2980414 und 7 980326; ken Audausch im
Vergleich zur Konsensseguenz.

Die Nukleotidsequenzen, die die fur die komplette VP1l-unique region und den
Aminoterminus des VP2-Proteins kodierenden Bereich umfassen (Nt. 2444-3194;
(Shade et al., 1986)) wurden fir dle Virugsolae besimmt und in ihre
Aminosauresequenz umgeschrieben. Diee zusammen mit den Standardisolaten AU und
pB wurden mit ener hypothetischen Konsenssequenz verglichen, die aus dlen
Sequenzen gebildet wurde (Tabelle C.1). Die Vaiailitdd schwankte zwischen 0%
(Isolate B, E, 2 980414 und 7_980326) und 0,4% (ein Aminosaureaustausch; Isolate A,
C, D, I, 2980728, 6 960625, 8 980219, AU und pJB) bis zu 08% (zwei
Aminosaureaustausche; Isolate F und H) und 2% (fiunf Aminosdureaustausche; Isolate
G und J. Die Sequenz von enem Kind mit chronischer B19-Infektion zeigte enen
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héheren Grad an Variabilitét (3,2% oder acht Aminoséueaustausche; Isolat 5940) (Hade
et al., 1994). Der Verglech der Virussequenzen aus den Isolaten der miitterlichen Seren
mit denen aus den Fruchtwasserproben bzw. der Aszitesprobe zeigte keinerle
Protenvariation bis auf das Isolat 1, mit enem Augtausch von 28E zu D in den Isolaten
I-FO (fotaes Serum) und I-AS (Aszites). Diese Mutation konnte jedoch nicht in der
Fruchtwasserprobe (I-FW) beobachtet werden, sodal? de vermutlich erst nach Infektion
des Fotus entstand. Aminosiureaustausche, die mit einer Ubertragung des Virus auf das
ungeborene Kind oder mit der Entwicklung von Hydrops fetalis in Vebindung zu
bringen sind, konnten nicht beobachtet werden.

In  den Aminosureregionen 28136 und 189-247 wa die Anzahl an
Aminosaureaustauschen im Vergleich zu den anderen Bereich der VP1-unique region
sark erhoht. Diese Bereiche konnten mit der Viruspathogenese assoziiert sein, da se
mit den Regionen Uberlgppen, in denen sch sehr vide neutrdiserende Epitope befinden
(AS 16-99 und 142-211). In Bereichen, die auf der Viruskepsdoberflache liegen und
mit der Adsorption und dem Eindringen des Virus in sane Zidzdlen asoziiet snd,
befinden dch vide Epitope, an die neutrdiserende Antikorper binden, um ene
Infektion der Zdlen zu verhindern. Als Antwort auf diese humorade Immunantwort ist
das Virus in der Lage, aufgrund des ausgelbten Selektionsdruckes diesen
Oberflachenbereich auf DNS- und geringerem Mal3e auf Proteinebene zu variieren.
Durch Veranderung von Aminosauren in besonders immunogenen Bereichen kann das
Virus dem Immunsysem leichter entgehen. Be unseren Sequenzierungen dominierten
konservative Austausche, Aminosdure 12D zu N, 17K zu R 28E zu N, 28E zu D, 30V
zu L, 43D zu N, 107N zu D, 123V zu L, 136E zu Q und 189Q zu E. Geegentlich
konnten nicht-konservative Austausche festgestellt werden: Aminoséure 4E zu K, 18A
zu D, 39 und 120Q zu H, 71 und 224K zu Q, 84H zu Y, 98S zu N, 101A zu Pund 247P
zu S. Die Mehrhet dieser nicht-konservativen Austausche wurden bel dem Isolat des
chronisch infizierten Kindes (Isolat 5940) beobachtet. Dies deutet darauf hin, dal3 ene
velangete Virudnfektion zu enem ehdhten Grad an Aminosurevariabilitét fuhren
kann, woba es sch dabei um enen Virusmechanismus handelt, dem Immunsystem zu
entgehen.

In diesr Studie versuchten wir die Aminosaurevariabilitdt der VP1-unique region mit
den enzenen Krankhetsmanifestationen von B19 zu korrdieren. Bereits in friheren
Publikationen konnte gezeigt werden, dal3 die Vaiabilitdét der VP1-unique region auf
Aminosaurebene zwschen 0 und 1,7% lag (Erdman et al., 1996). Die hochste
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Vaiabilitt wurde dabe in Isolaten von Patienten mit chronischen Infektionen und
trandenten gplagtischen Krisen gefunden. Diese Ergebnisse dammten mit denen von
Hokynar et al. (2000) (Hokynar et al., 2000) Uberein. In dieser Publikation wurde eine
Vaiabilitét der VP1-unique region auf Aminoséuregbene beschrieben, die zwischen 1,2
(drei Aminosduren) und 2,8% (Seben Aminosauren) lag. Be unseren Experimenten
betrug die Vaialitéd der VPl-unique region zwischen 0 und 32% (acht
Aminosiuren). Es egab dch kene Korrdation zwischen enem  bestimmien
Aminosureaudausch und  ener  spezidlen  Krankhetsmanifestation, z.B. Hydrops
fetalis oder Ubertragung des Virus auf den Fotus. Im Vergleich von Isolaen aus
mitterlichem Serum mit jenen aus fotdem Serum oder Fruchtwasser konnte gezeigt

werden, daf3 die Ubertragung des Virus nicht mit Aminosiurevariationen assoziiert ist.

C3.2 Antikorper — Affinitat Gber Biosensoren

Um zu untersuchen, ob Aminosureaustausche zu  Verdnderungen in der
Proteinkonformation der VP1-unique region flhren, wurden Virusvarianten in den
Vektor pET21aint kloniert und Uber das eben beschriebene Impact T7 System der
Firma New England Biolabs (Beverly, USA) synthetisert und gereinigt. Folgende
Virusvarianten (Abbildung C.4) wurden neben dem Standardisolat ausgewdhlt, as Int-
Chit- Fusonsproteine exprimiert und im Western Blot getestet:

VP l-unique region VIP2-Protein
VP1-Protein
L »
I 227 THll
[ ¥ Pl-unique region mrj ]
1 17 18 18 3o X 43 51 Q8 1l 17 120 123 4 227
Konsens K A E ¥ ) D N 5 A i ¥ L ]
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S040-5 R D N H N P n H
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Abbildung C.4 Lage der Aminosaurevariationen innerhalb der VPl-unique region. Die Lage der
Aminosiurevariationen innerhdb der  VP1-unique region aus den Virussolaten der Patienten 2 980728,
G-S, H-S 5%40-S und des Standardtypisolates pJB im Vergleich zu einer Konsenssequenz, die aus dlen
Sequenzen mit dem geringsten Antel an Varighilitét gebildet wurde, sind in der Abbildung gezeigt.
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Alle der aufgezéhlten Virusvarianten wurden im Western Blot sowohl vom VPI-
soezifischen Kaninchensarum ds auch von den humanen, monoklonden Antikorpern,
die beide gegen die VPl-unique regon gerichtet snd, erkannt (nicht gezeigt). Das
Epitop dieser humanen, monoklonden Antikorper, welche in der Lage snd, das Virus
in vitro zu neutrdigeren (Gigler et al.,, 1999) konnte auf die Aminosauren 30-42
fedgdegt werden (in Zusammenarbeit mit Makus Kohlmann und Prof. Miched
Przybylski von der Universtdt Kongtanz, Manuskript eingereicht). Dabei wurden die
humanen, monoklonaen Antikbrper an ener Sephadex Saule immobilisert, diese
wurde mit gereinigtem Protein VP1-unique region beladen und nach mehrmaigem
Waschen in der Saule mit den Proteasen Endoproteinase AspN bzw. Trypsin gespaten.
Nach Elution der abgedauten und nicht komplexierten Peptidfragmente wurden diese
Uber Madi-TOF Andyse charakterisert. Wetere Experimente efolgten Uber die
Spatung der  VPl-unique region in Loésung und nachfolgender Bindung der
Peptidfragmente an die auf der Sdulenmatrix immobiliserten Antikorper. Die Andyse
der Fragmente mittds Mddi-TOF ergab, dald die Epitopregion in der VP1-unique
region innerhadb der  Aminosduren 30-42 zu finden id. Die Lage diesss
neutrdiserenden Epitops deckt sch mit enem aus der Literatur bekannten zwischen
den Aminosiuren 31 bis 51, welches anhand von Immuniserungs-experimenten mit
Peptiden charakterisert werden konnte (Saikawa et al., 1993). Dieser kurze Abschnitt in
der VP1-unique region wird offendchtlich von neutrdiserenden Antikorpern erkannt,
und und diese konnen ene Virudnfektion verhindern (Gigler et al., 1999). Anhand der
Groe und Uberlappung der gespdtenen Proteinfragmente ergaben sich Hinweise auf
ene konformationdlen Fatung im aminoterminden Teil, die den Zugang der Proteasen
erschwert hatte (Markus Kohlmann, personliche Mittellung). Dies gteht im Widerspruch
zu Ergebnissen aus Rontgenkristallographieexperimenten, die auf eine eher ungeordnete
Struktur in der VP1-unique region hinweisen (Agbandje et al., 1994).

Mit Hilfe von Schwingquartz-Biosensormessungen konnen feinse Unterschiede in der
Bindung der monoklonden Antikdrper zu den Viruvarianten quantifiziet werden. Um
die antigene Stabilitdt des identifizieten Epitopes ndher zu charakteriseren, wurden
zwe |Isolate ausgewdhlt, bei denen bekannt war, dal3 se Aminosdurevaiaionen im
Bereich des Epitops der VP1-spezifischen Antikbrper bedtzen: Isolat G (28E zu D) und
Isolat 5940 (17K zu R, 18A zu D, 28E zu N, 39Q zu H und 43D zu H). Im Vergleich
der Epitopsequenz mit bereits verdffentlichten Sequenzen konnte gezeigt werden, dal3
diese Region in hochsem Mae konsaviet is. Daher erschienen die natlrlich
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vorkommenden Vaianten ds représentant, um  die  Affinitdten der  humanen,

monoklonalen Antikorper zu den Virusvarianten zu untersuchen (Sehe Abbildung C.5).

i Epitop g

17 43
VP1N-pJB KAVYQQFVEFY EKVTGTDLELIQILKD

VPIN-G D
|
N

VPIN-5940 RD H N

Abbildung C.5 Proteinvarianten der VP1-unique region. Die Region ab Aminosdure 17 his 43 wird in
der Abbildung gezeigt. Die Reste 30 his 42 zeigen das Epitop, das von neutrdiserenden humanen,
monoklonden Antikdrpern (hMAb) erkannt wird, die gegen die VPl-unique region gerichtet snd. Die
Aminosduresugtausche im Isolaa VPIN-G und VPIN-5940 (Hede e a. 1994) innerhdb und in der
Umgebung der Epitopregion Snd angegeben.

Diee zwa Vaianten wurden nach dem in Kapitd C.2 beschriebenen Inteinsystem
produziet und  Uber  Affinitésschromatographie  gereinigt.  Die  gerenigten
Proteinfragmente wurden Uber SDS-Page und anschlieffender Silberfarbung bzw. Uber
Wegtern Blot Analyse charakterisert (Abbildung C.6). Das Prototyp Isolat VPIN-pJB
sowie die Vaianten VPIN-1 und VPIN-2 wurden im Wesen Blot vom
Kaninchensarum und vom humanen, monoklonden Antikorper erkannt und laufen dle
auf gleicher Hohe bel ca. 30kD. Mitduiert wurde eine Bande be 70kD, die wie unter
C.2 gezeigt wurde, im Western Blot nicht mit den humanen, monoklonden Antikorpern

reagiert.
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Abbildung C.6 Reinigung der Virusvarianten Uber Chitin-Affinitdtschromatographie. Gezeigt ist
en dSlbergefarbtes G der gereinigten Proteéine VPIN-pJB, VPIN-G und VPIN-5940 (Spuren 1, 2 und
3). Die Proteine laufen auf einer Hoéhe von ca 30kD (Pfell). Bei 70kD (Pfel) befindet sch eine Bande,
die mitgereinigt wurde. Western Blot Anadyse mit Kaninchen 1gG und humanen, monoklonden 19Gs
(hMAbs), die gegen die VVP1-unique region gerichtet sind, zeigen, dal3 dle Fragmente erkannt werden.

In enem weiteren Schritt <ollten die spezifischen Antikorper-Antigen  Interaktionen
quantifiziet und auf Unterschiede in der Affinitéd untersucht werden, um Aussagen
Uber die konformationdlle Fatung und Stabilitdt des Epitops machen zu konnen. Daflr
wurde en QCM Biosensor eingesetzt, der auf dem Einsatz von piezoeektrischen
Krigdlen basert (Sauerbrey, 1959).

Die Proben werden Uber en Flield-Injektionssysem engesaritzt und ihre Bindung am
Monitor verfolgt. So kann die erhdtene Frequenz der Kristdlschwingung  direkt
alfgenommen und am Bildschirm visudisget werden. Frequenzunterschiede und
Bindungskinetiken werden ohne den Einfluld von Viskostétseffekten erhdten. Die
Bindungskinetiken ergeben Werte fir die Kor- und kon-Raten, aus denen sich die
Dissoziationskongtante  berechnen  18% (Abbildung C.7). 067uM des humanen
monoklonadern Antikdrpers wurden in das System eingespritzt und Uber Protein A an
den Schwingquartz gekoppdt. Frele Stellen wurden Uber 0,025% BSA-LOsung
abgesdtigt. PBS ds Kontrolle veranderte die Frequenz nicht mehr. Das Protein VPIN-

pJB wurde in ene Konzentration von 1uM engeritzt, der erhatene
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Frequenzunterschied der Krigdlschwingung und der Bindung betrug —150Hz
(Abbildung C.7.A). Die k- und ki-Raten betrugen jeweils 8696M s und 0,00047s*
(Abbildung C.7.B). Aus der Formel Kp = kofi/kon = 0,000475%/8696M s = 54x10°M
ergibt sich die Dissoziationskongtante fr das Protein VPIN-pJB.
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Abbildung C.7 Experimentelle Bedingungen fur die Affinitdtsmessungen mit dem Immunosensor.
A) Das Diegranm zeigt enen Zetvedaf Uber das kingische Experiment. Humane monoklonde
Antikorper (hMAbs) (0,67uM) werden on-line in das Fliel3system eingespritzt und binden Uber Protein A
an den Quartzkrigdl. Mit 0025% BSA-Losung werden zweima unspezifische Bindungsstellen
agesittigt. PBS gewdrleistet, dad Puffereffekte keinen Einflud nehmen konnen, da sowohl das
Flieksystem as auch die Proben in PBSPuffer vorliegen. B) Die Injektion von 1uM VPIN zeigt die
aktudle Kinetik. Die ko~ und kg-Raten werden im Graphen gefittet, wie in der Abbildung gezeigt wird.
Die Dissoziationskonstante ergibt sich aus der Formel Kp = Kgi/kon = 0,00047s/8696M st = 5.4x10°M .
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Die Proteine der Virusvarianten, VPIN-G und VPIN-5940, wurden in der gleichen
Konzentration von 1uM engesritzt (Abbildung C.8). Die Frequenzunterschiede
zwischen VPIN-pJB und den Virusvarianten waren nur schwach (VPIN-G, -180Hz,
VP1IN-5940, -110Hz im Vergleich zu VPIN-pJB, -150Hz). Die davon abgeleiteten k.-
Raten (9587 und 7875M™s?) und kot-Raten (0,00041 und 0,0004s?) sind in der
gleichen GréRenordnung wie die des VPIN-pJB (8696M s, 0,00047s?) Isolates. Die
bestimmten Dissoziationskonstanten ergeben daher dhnliche Werte  4,1x10°M  fir
VPIN-G; 52x10%M fir VPIN-5940 und 54x10%M fir VPIN-pJB. Jede
Disozigtionskongante  wurde mindestens zweimad  unabhangig vonenander  bestimmt,
dabe konnen die Frequenzunterschiede quartzabhéngig schwanken. Dies wirkt sch
nicht auf die kon- und Kos-Raten und die daraus bestimmten Kp-Werte aus, die sich in
der gleichen Grol¥enordnung befinden.

Als Kontrollantigen dienten Parvovirus-dhnliche VP2-Partikel, denen die VP1-unique
region vollig fehlt (Ba&bd Kaufmann, Universtd Potsdam). Sie wurden Uber
rekombinante Baculoviren ezeugt und Uber Casumchloridgradientultrazentrifugation
gereinigt. Es konnte keinerle Bindung der VPl-spezifischen Antikorper, die an der
Krigdloberflache immobilisat waren, an die VP2-Patikd festgestellt werden. Die
virus-dhnlichen  VP2-Patike  binden jedoch an enen humanen, monoklonaen
Antikorper, der gegen das VP2-Protein gerichtet i und die patikuldare Form des
Proteins erkennt (Gigler et al., 1999).
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Abbildung C.8 Kinetik der Protenvarianten VPIN-pJB, VPIN-G und VPIN-5940. Die Grgphen der
Kingiken von VPIN-pJB, VPIN-G und VPIN-5%40 weden in der Abbildung gezeigt. Die
expaimentdlen Bedingungen werden in  Abbildung C.7 beschrieben. Die Dissoziationskonstanten sind
54x10%M, 4,1x10®M und 5,2x10°M.

Die Bindung eines Kaninchensrums (Gigler et al., 1999), das gegen die VP1-unique
region gerichtet ist, zeigte enen deutlich niedrigeren Kp-Wert von 1,7x10'M im
Vegech zu dem, der be Einsatz der humanen, monoklonden Antikorper erhdten
wurde und aullerdem muf¥e eine Konzentration von 10uM Antigen (VPIN-pJB)
eingespritzt werden, um einen Frequenzunterschied von —10Hz zu erhdten.

In weteren Experimenten wurde die Fahigkeit der humanen, monoklonalen Antikorper
untersucht, native Viruskapside aus Fruchtwasserproben (VP1-Protein maxima 5% und
VP2-Protein  mindestens 95%) und virus-&hnliche Mischkapsde, bestehend aus
maxima 30% VP1-Protein und mindestend 70% VP2-Protein, die rekombinant mittels
Baculoviren erzeugt wurden, zu binden. Die erhdtenen Dissoziationskonganten lagen
bei 75x10%M und 7,3x10%M (nicht gezeigt). Somit sind diese Bindungen in der
glechen Grolenordnung, wenn auch etwas schéacher ds die der humanen,
monoklonalen Antikérper zu dem Standardisolat VPIN-pJB (5,4x10°M). Als Kontrolle
fur die nativen Kgpside aus Fruchtwasserproben diente eine Probe, die Uber PCR ds
virus-negetiv eingestuft worden war. Mit dieser Probe konnte keinerle Bindung an die
Antikorper am Krisdl nachgewiesen werden. Zum Nachwels der  rekombinanten
VPUVP2- und VP2-virus-dhnlichen  Patikd  wurden  Elektronenmikroskopie-
aufnehmen in Zusammenarbeit mit Dr. Schroder, Inditut fur Pethologie, Universté
Regensburg, gemacht (nicht gezeigt). Dabel konnten in beiden Proben Partike
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gefunden werden, die der Grole und dem Aussehen nach den nativen B19-
Viruspatiken &nlich snd. Als Bewes fir das Vorhandensein von VP1-Protein in den
Patiken wurden se mit dem humanen, monoklonden Antikorper, der gegen die unique
region gerichtet is, agglutiniet und abzentrifugiet. EM-Bilder zeigen die aggregierten
Mischpartike. Die Renigung Uber Dichtegradientenzentrifugation i e&n  welterer
Nachweis fur die richtige Grofe der Partikd und fir das Vorhandensein des VPI1-
Proteinsas Teil desKapsds.

Die Biosensormessungen zeigten, dald die berechneten Dissoziationskonstanten (4,1x10°
8M fir VPIN-G; 5,2x10M fiir VPIN-5940 und 5,4x10®M fiir VPIN-pJB, 7,5x10°M
fir VPLVP2-virus-ghnliche Patikd und 7,3x108M fir native Viren) in der gleichen
GroRenordnung snd. Se liegen der Grole nach in der fur Antikorper-/Antigen
Bindungen gemessenen Bereich  (Stryer, 1991). Offengchtlich  beainflussen  die
Aminosturevariationen  nicht  die  Interaktion des  Antikbrpers  zu den
Antigenvaridtionen. Dies deutet daraufhin, dal3 das Epitop leicht zugdnglich id, auf der
Obeflache der Protendomédne und nicht in ener fest gefdteten globul&ren Struktur
liegt. Die bisherigen Ergebnisse lassen die Vemutung zu, dad innerhdb des
Aminoterminus (ungefdhr Aminosiure 1-100) eine schlefendhnliche Struktur zu finden
i, die vidleicht durch Sekundérstrukturdemente dabilisert wird. Diese Hypothese
wird durch die Tatsache untermauert, dal3 sehr vide neutrdiserende Epitope, die zu
enem grolen Tel linear dnd, in dieser Region vorliegen (Aminosauren 46-93). Die
Affinitdt der humanen, monoklonden Antikdrper anderte sch auch be der Bindung an
VPLVP2-virus-dhnliche Patike bzw. an ndive Viruskapsde nicht. Dies bedtétigt die
Vermutung, dal3 das Epitop nicht nur auf der Oberfléche der VP1-unique region liegt,
sondern zusitzlich auf der Kgpsdoberflache leicht zuganglich is. Die starke Resaktivitét
der VPl-spezifischen humanen, monoklonden Antikorper macht de zu optimaen
Reagenzien fUr immunthergpeutische Ansdtze bel der Behandlung von persgtierenden
Infektionen. Deswelteren <ollte die Lage und Sequenz dieses neutraliserenden Epitops
be de Entwicklung enes Impfdoffes mitberlickschtigt werden. Be  caninen
Parvoviren konnte kirzlich ein Peptidimpfstoff entwickelt werden, der auf enem
a@nzigen immunogenen Peptid berunt und in der Lage id, ene Virusnfektion zu
verhindern (Gil et al., 2001).
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C4 Konformation und Faltung der VP1-uniqueregion

Die Struktur der VP1-unique region it ungeklat, rontgenkrigtalographische Daten be
80nm Auflésung deuteten auf eine eher ungefdtete Region hin (Agbandje et al., 1994).
Die bisher in diesr Arbet beschriebenen Daten zeigen, da3 dch das Epitop bel
Aminosuren 30-42 innerhdb ener konformationdl gefdteten Umgebung  befindet.
Spektroskopische Methoden wie UV/VIS-, Fuoreszenz- und CD-Spektroskopie dienten
be den nun folgenden Expeimenten der Aufkl&rung von  Sekund&- und
Tertiarstruktureementen innerhab der Proteindoméne VP1-unique region.

Ergde FErgebnisss wurden durch die Aufnahme von Differenzspektren  der
Proteindoménen VPIN-pJB und VPIN-5940 im Vergleich Uber UV/VIS- Spektroskopie
ehdten. Da in der UV/VIS Spektroskopie die aromatischen Aminosauren (Trp, Tyr
und Phe) am dérksten absorbieren, snd Messungen in dem Waelenlangenbereich um
280nm, be dem aomatische Aminosturen ihr Absorptionsmaximum bestzen am
aussagekréftiggten. Dabel ist die grole Anzahl an Tryptophant (drel) und Tyrosinresten
(zehn) in der VPl-unique region von Vortel. Die Proteine wurden in ener
Konzentration von 05mg/ml nativ. und in 4M GdmCl denaturiert Uber enen
Widlenlangenbereich  von  260-340nm gemessen, das Spektrum des denaturierten
Proteins vom Spekirum des nativen subtrahiert und das Differenzspektrum graphisch
dargestdlt (Abbildung C.9). Vor Subtraktion der jewelligen Spektren wurden diese
pufferkorrigiert, d.h. vom jewelligen Proteinspektrum wurde das reine Puffergpektrum
abgezogen. Belde Protene zeigen charekteristische Maxima be  285-288nm
(Tyrodnmaximum) und 291-294nm  (Tryptophanmaximum). Dies &% vermuten, dal3
en Tel der Tyrosn- und Tryptophanreste im Protein gefdtet vorliegt und erst nach
Denaturierung mit 4M GdmCl dem Loésungamitted zuganglich wird. Die Hohe der
Maxima, ein Ma3 fir den Unterschied zwischen gefdtetem und ungefdtetem Zustand
i nur geing (maxima 0,06), sodad von kener sehr ausgeprégten Tertidrstruktur
ausgegangen werden kann. Die beiden Proteine VPIN-pJB und VPIN-5940 im
Vergleich zeigen dnliche Maxima, soda? man auch ene dnliche Protenfdtung
vermuten kann. Im weiteren Verlauf der Experimente sollte die UV-Spektroskopie zur
Protenbestimmung mittels  berechnetetem  Extinktionskoeffizienten eingesetzt  werden.
Da der Unterschied zwischen gefdtetem und ungefdtetem Protein sehr gering i,
wurde auf Denaturierung mittds GdmCl zur Konzentrationsbestimmung be 280nm

56



vezichtet und diese mit gefdtetem Protein durchgefiihrt. Bel geringen Proteinausbeuten
kann dadurch auf einen zusétzlichen Verdinnungsschritt verzichtet werden.

0,20 -
: Tyrosinpeak

045 1 Fluoreszenzpeak

0,10 4

Extinktion

0,05 4 —— VPIN-pJB

+ + VPIN-5940

0,00

260 270 280 290 300 310 320 330 340

Wellenlange [nm]

Abbildung C.9 Differenzgpektren von nativem und denaturiertem VPIN-pJB und VPIN-5940. Die
beiden Proteine (05mg/ml) wurden mit 4M GdmCl-Lésung denaturiet und das Spektrum des nativen
Proteins von dem des denaturierten Proteins subtrahiert. Dabe ergeben sich diese fir Differenzspektren
charakteridischen Maxima das Tyrodnmaximum zwischen 285-288nm und das Tryptophanmaximum
zwischen 291 und 294 nm. Die Spektren wurden durch Abzug ihrer Pufferspektren korrigiert.

Weitere drukturdle Charakteriserungen fanden mit Hilfe der Huoreszenzspektroskopie
gatt. Die Proteine VPIN-pJB und VPIN-5940 emittieren maximdes Licht be ener
Widlenlénge von 3415nm. Gleiche Maxima der Proteindomédnen deuten auf eine
dhliche Fdtung hin.  Denaturierung  in AMGAmCl  flhrte zu  verminderter
Fluoreszenzemisson und ener Verschiebung des Huoreszenszmaximums um ca 10nm
in den langerweligen Bereich (Abbildung C.10A). Es gdag mit Hilfe der
Fuoreszenspektroskopie  nicht, einen Ubergang des Proteins vom nativem  zum
dendturieten  Zustand zu messen, um Daen Uber ene eventudl vorhandene
Tertiarstruktur  des Proteins zu erhdten. Proteintibergénge deuten auf ene dabil
gefdtete Tetiadruktur mit enem energetiscchen  Minium  hin. Be  Zugabe von
geringsen Mengen an GAmCl entfdtete sch die Proteindoméne (nicht gezeigt). Zugabe
von Handoff zeigte zwar &b einer Konzentration von 4M enen dlméhlichen Andieg
der Fluoreszenzintensitét, jedoch kam es zu keinem charakteristischen Ubergang. Diese
Daten bedtédtigten die Ergebnisse aus der Differenzspektroskopie, bel der die
Terti&rstruktur ebenfdls nur schwach ausgeprégt war.

Untersuchungen Uber die pH-Abhdngigkeit der VP1-unique region ergaben, dald beide

Proteine sakse Fuoreszenzemisson bel einem pH-Wert zwischen pH 8 und 9
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bestzen, dies deutet auf ein pH-Optimum in diesem Bereich hin (Abbildung C.10B).
Das bedeutet, dad das Protein in enem Puffer mit pH-Wert zwischen 8 und 9 ene
gefdtete Konformation bestzt, sodald Sch seine aromatischen Aminosduren vorwiegend
in ene hydrohoben Umgebung abgeschlossen von den polaren  Gruppen des
L ésungsmittels befinden.
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Abbildung C.10 Fluoreszenspektren der Proteine VPIN-pJB und VPIN-5940: Denaturierung mit
4M GdmCl und pH-Abhangigkeit. A) Die nativen und denaturierten Spekiren der VPl-unique region
VPIN-pJB und VPIN-5940 fanden jeweils in ener Konzentration von 0,2uM dett. Beide Proteine
bestzen ihr Huorezenzmaximum be  3415nm. Entfatung fihrte zu ener  schwécheren
Huoreszenzemisson mit einer Verschiebung des Maximums zu 350nm. B) Die VPl-unique region wurde
fir 2 Swunden in Puffeen mit  unterschiedlichen pH-Werten inkubiet und dan be  ene
Emissonswdlenlange von  340nm  gemessen  (Huoreszenzmaximum). Beide Proteine besitzen ihr  pH-
Optimum zwischen 8 und 9. Die Spektren wurden durch Abzug ihrer Pufferspektren Korrigiert.
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Die CD-gpektroskopische Charakteriserung im FernrUV-Bereich (180-250nm) liefert
Daten Uber Sekundérstruktur innerhdb enes Proteins. Anhand von Vergleichsspektren
konnen  Sekundarstrukturanteile berechnet werden. Auf  Nah-UV-Spektren (250-
320nm), die anhand von Vergleichsspektren Aussagen Uber eventuel vorhandene
Tertiarstrukturdlemente geben konnen, wurde in diesem Fdl verzichtet, da die Struktur
der VP1-unique region unbekannt ig.

Unsere bisherigen Experimente lieferten bereits Hinweise auf ene strukturdle Fatung
im aminoterminden Tel der VPl-unique region. Aus diesem Grund wurden zur
néheren Charakteriserung amino-und carboxytermina  verkirzte Fragmente (VPIN-A,
1-121, und VPIN-B, 91-227) (Standardisolat pJB und Variante 5940) in den bereits
beschriebenen Vektor pET21a-int (Sehe Abschnitt B2.1.3) kloniert, exprimiert und Uber
das Impact T7 Expressonssysem Uber Chitin-Affinitéschromatographie gerenigt.
Sowohl von der kompletten VPl1-unique region, ds auch von den amino- und
carboxytermind  verkirzten Fragmenten (Standardtyp und Vaiante 5940) wurde en
CD- Spektrum gemacht (Abbildung C.11A, B und C).
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Abbildung C.11 CD-Spektren der VP1-unique region, der amino- und carboxyterminal verkirzten
Fragmente VPIN-A und VPIN-B, jewells Standardisolat pJB und Variante 5940. Die Proteine
VPIN-pBB und VPIN-5940 bestzen dhnliche CD-Spektren mit charakteristischen Minima bei 207 und
225nm (A). Die verkirzten Fragmente VPIN-A-pJB und VPIN-A-5940 bestzen gleiche Maxima be 207
und 225nm, wobe jedoch die Intendtéten vaiieren (B) ebenso be den Fragmenten VPIN-B-pJB und
VPIN-B-5940 (C).
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Die CD-Spektren der Proteine VPIN-pJB und VPIN-5940 bestétigten vorhergehende
Ergebnisse und lieferten darlberhinaus Hinweise, dald die beiden Proteine identisch

gefdtet snd (Abbildung C.11A). Die CD-Spektren bedtzen charakterigtische Minima
bei 207 und 225nm. Desweiteren ergaben Berechnungen Uber das Programm CNN von
Dr. Gedd Bohm, Universtd Hadle Wittenberg erse Angaben Uber vorhandene
Sekundérgtrukturantelle in der VP1-unique region: 432% a-Hdix, 12,5% b-Fdtblat,
15,6% b-Turn und 22,8% Random Coil (Tabelle C.2). Die Fragmente VPIN-A-pJB und
VPIN-A-5940 besitzen dhnliche CD-Spektren, ebenso die Fragmente VPIN-B-pJB und
VPIN-B-5%40. Dies bestétigt noch einma die Vermutung, dal3 die VP1-unique region
identisch gefdtet is. Darliberhinaus kann man foglern, dald weder der aminoterminde
Abschnitt, noch der carboxyterminde Abschnitte dlein fir die charakterigtische Fatung
der  VPl-unigue region verantwortlich id, ddtdessen bildet dch  die
Gesamtkonformation aus einer  Uberlagerung der  Strukturen  beider  Proteine.
Sekundarstrukturberechnungen fir den aminoterminden Tell VPIN-A ergeben Werte
von 40,5% a-Hdix, 135% b-Fdtblatt, 15,8% b-Turn und 25,7% Random Coil. Fir den
carboxyterminden Tell ergeben sch Werte von 292% a-Hdix, 27,1% b-Fatblatt,
18,7% b-Turn und 27,6% Random Coil. Da es sich um Uberlappende Proteinfragmente

handdt, lassen dch die beden Spektren nur bedingt Uberlagen und  dAs
Gesamtspektrum betrachten (Tabelle C.2).

VPIN [%] | VPIN-A [%] | VPIN-B [%]
a-Hdix 432 40,5 29.2
b-Faltblat 125 135 271
b-Tum 156 158 18,7
Random Cail 22,8 25,7 27,6

Tabedle C.2 Ubersicht ilber die Sekundérstrukturanteile innerhalb der VP1-unique region und
amino- oder carboxyterminal verkirzter Fragmente VPIN-A ode VPIN-B. Die angegebenen Werte
gammen aus Sekundarstrukturvergleichen  mithilfe des Programms CNN  von Dr. Gedd Bohm,
Univeristd Hale/ Wittenberg. Die Prozente beziehen dch auf den Antel an  Sekundérstruktur im
jeweiligen Protein.

CD-Messungen bae pH-Werten zwischen 7,5 und 9 besal3en keinerle Auswirkungen auf
die Sekundérstruktur der gesamten VP1-unique region (nicht gezeigt) und bestéigten
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somit die Ergebnisse aus der Fuorimetrie, bel der das pH-Optimum der VP1-unique
region zwischen 8 und 9 lag. Darauf 18% sch folgern, dal3 e einem pH-Wert zwischen
8 und 9 die hydrophoben Reste in der Proteindoméne gepackt vorliegen und von
polaren Gruppen des Losungsmittels unbeeinflul® snd, ebenso wie die a- und b-
helikden Elemente ihre Form nicht veréndern. Hingegen wich das CD-Spektrum der
VP1-unique region ba enem pH-Wet von 55 deutlich von den vorhergehenden
Spektren ab, die Intensitét der CD-Minima sank auf etwa ein Dritte herab. Dies deutet
daraufhin, da3 en saurer pH-Wet zu dane daken Sekunddrstrukturverminderung
innerhalb  dieser Proteindoméne fihrt. Die Sekunddrstrukturanteile missen somit  auf
der Obefléche der VP1-unique region liegen, um vom pH-Wert des Ldsungsmittels
abhéngig zu sEin.

Messung eines Hitzelberganges durch alméhliches Erwérmen der VP1-unique region
von 20 auf 95°C ergab, dal3 das Protein sofort beginnt, sch langsam zu entfalten. Nach
50°C deigt diese Entfdtung stark an, flacht jedoch auch nach 95°C nicht ab. Einen
charakteristischen Ubergang, der wie eine sigmoidde Kurve ausseht, konnte man nicht
sehen (Schmid, 1997). Es i nicht klar, ob das Fehlen eines Uberganges und die
langsamen Entfatungsresktionen Hinwelse auf ene enorme Stabilitét der VP1-unique
region snd oder eher en Anzechen fir das Fehlen ener globuldr gepackien
Tertidrstruktur. Vidleicht sollten aber auch beide Mdoglichkeiten in Betracht gezogen
werden. Zukinftige Rontgenkristalographiexperimente sollen Uber die Terti&rstruktur
der VP1-unique region Auskunft geben.

Zusammenfassend 18% sSch zur spektroskopischen Charakteriserung folgendes sagen:
Das Protein bedtzt gemdd den CD-Spektren Kklar definierbare  Sekundér-
grukturdemente. Diese finden dch auch in amino- bzw. carboxytermina verkirzten
Proteinfragmenten der  VPl-unique region (VPIN-A und VPIN-B). Die
konformationelle Fatung von Standardisolat pJB und Variante 5940 snd sowohl in der
gesamten VP1-unique region, as auch den verkirzten Fragmenten sehr &hnlich, dies
&% auf ene identische Fdtung des Proteins schliel?en. Die CD-Spektren zeigen, dal3
die VP1-unique region reldaiv dabil gegenlber Hitze i, Erhitzen auf 95°C fihrt zwar
zu dener dlméhlichen Entfdtung des Proteins, man kann aber keinen charakteristischen
Ubergang messen. Andererseits sind die  Sekundarstrukturelemente der  VP1-unique
region in besonderem Mae von pH-Anderungen abhangig, wie die CD- und
Fuoreszenzspektren zeigen, und diese dul¥ern sich besonders stark, wenn man den pH-
Wert in den sauren Bereich verschiebt. Das pH-Optimum zwischen 8 und 9 korrdiert
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mit dem pH-Optimum von sekretorischen Phospholipasen, die zwischen 8 und 9 ihre
dakse Aktivitt bestzen. Es gdlt dch die Frage, ob  pH-abhdngige
Strukturumlagerungen an der Regulation der Enzymeaktivitét betelligt snd. Gemdl3 den
Huoreszenzgpektren ist die Tertidrstruktur der VP1-unique region sehr dynamisch. Es
ig zwar nach Denaurierung mit 4M GdmCl en Unterschied in der Intengt& und
Widlenlange des Huoreszenzmaximums zu beoachten, dieses kann jedoch nicht ds
Ubergang visudisiet werden. Die Frage besteht, ob man be der VPI1-unique region
von ener ungefateten Struktur ausgehen kann, oder ob nicht gerade die dynamische
Struktur - mit  ihren  offenschtlich  vorliegenden  Sekundérstrukturdementen  fir  die
Funktion, die im folgenden Kapitd néher untersucht wird, von entschedende
Bedeutung is. Um die Strukturaufkl&rung zu vervollstandigen bleibt die Frage nach der
eventdlen Quartarstruktur, einer Zuammenlagerung von VP1-Fragmenten nicht aus. Es
konnte Uber Gdfiltrationsandyse gezeigt werden, dad die VPI1-unique region in
Konzentrationen bis zu 0,5mg/ml ds Monomer vorliegt. Diese Ergebnisse wurden Uber
native Page bedtédtigt, in der die VP1-unique region ds enzelne Bande gezeigt werden
konnte. Di- oder Trimeriserung des Proteins kann im Fal der VP1-unique region durch
die Lage im Kapsd reguliet werden und koénnte im in-vitro System auch bei hohen
Proteinkonzentrationen nicht nachzuweisen sain. Bisher weal3 man nicht, ob die VPI-
unique region im nativen Viruskapsd an ener Stdle liegt, oder Uber das Kapsd vertellt
ig. Alle Strukturexperimente wurden mit der Protendomane VPl1-unique region bzw.
mit verkirzten Fragmenten durchgefihrt. So stdlt sich automatisch die Frage nach dem
Einfluld des VP2-Proteins. Die Vermutung besteht, dal3 die VP1-unique region im VP1-
Protein durch Aggregation des VP2-Proteins zusammengelagert wird.  Gerade
sekretorische  Phospholipasen A2 Uben ihre Funktion oft ds Di- oder Trimere aus
(Kramer et al.,, 1989). Zukinftige IEM-Experimente (Immunogold-Elektronen
mikroskopie) sollen Uber diese Fragestellung Auskunft geben.

C5 Funktion der VP1-uniqueregion als Phospholipase A2

Phospholipasen A2 katadyseren stereospezifisch die Esterhydrolyse an der sn2-Postion
eines Phosphoglycerids in ein Lysophospholipid und ene Fettsdure (Abbildung C.12).
Die Resktion efolgt dabe &hnlich wie ba den Serinproteasen Uber ene katalytische
Triade (His, Asp und Wasser), bei dem das Wassermolekdl durch Austausch von

Protonen zu enem resktiven Nukleophil wird, das die Egerhydrolyse enletet. Die

63



eigentliche Resktion efolgt Uber enen vierbindigen Ubergangszustand, der durch en
Ca?*-lon stabilisiert wird.
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Abbildung C.12 Reaktion der Phospholipase A2. Die Phospholipase A2 hydrolysiert ein Phospholipid
stereospezifisch an der sn2-Podtion in ein Lysophospholipid und eine Fettsdure (A). Die Resktion wird
durch eine kadytische Triade, bestehend aus den Aminosduren HisA8, A099 und einem Wassermolekdl
initiiet, die aus dem Wassermolkil ein resktive Nukleophil macht. Die eigentliche Reektion, die
Eserhydrolyse, efolgt iber enen vierbindigen Ubergangszusiand, bei dem aus Phospholipiden und
Wasser Lysophospholipide und Fettsauren entstehen. Stabilisiert wird die Reaktion durch ein Cat*-lon.

An der sn2-Postion werden vorwiegend Arachidonsduren freigesetzt, aus denen durch
weitere  Enzymresktionen  Eiokosanoidhormone  (Prostaglandine,  Leukotriene  und
Thromboxane) gebildetet werden, die be Entzindungen vorkommen. Erhohte
Phogpholipase A2  Aktivitdten konnen demnach aufgrund  enes  Angdiegs an
Inflammeationsmediatioren zu Entzindungsresktionen fihren bzw. zum Auftreten von
Antiphospholipidantikorpern, die fur veschiedene  Krankhetsmanifestationen
verantwortlich snd.

C5.1 Untersuchungen zur Enzymaktivitat in vitro

Aufgrund von Sequenzhomologien wurde im carboxyterminden Tel der VPI1-unique
region zwischen Aminosiure 130 und 195 das Motiv fur das aktive Zentrume ener
sekretorischen Phospholipase A2 vermutet  (Peter  Tijssen, 1% Parvovirus
Euroconference Health Benefits and Risks from Parvovirus Infections, Granada,
Spanien, 1999). Abbildung C.13 zeigt die Lage der Phospholipase A2 im gesamten

VP1-Protein und der VPIl-unigue region. Aufgrund der Ahnlichkeét kann man
64



schliel¥en, dald die Aminosauren 153 (His), 157 (Tyr), 168 (Tyr) und 195 (Asp) das
katdytische Netzwerk fur die Enzymektivitdt bilden (Kramer et al., 1989). Die
Aminosauren 130 (Tyr), 132 (Gly), 134 (Gly) und 154 (Asp) snd vermutlich fur die
Ca’*-lonen-Bindung verantwortlich und die Aminosiure 162 (Lys) fir die Bindung an
Phospholipidoberflachen wie zB. zdlulde Membranen oder Membrankompartimente.
Dieser Bereich ab Aminosdure 130-195 konnte aus Sequenzvergleichen unserer bereits
vedffentlichten B19-Genomsequenzen (Abschnitt C3.1) as dsak konserviert eingestuft
werden. In der Abbildung C.13 wird auch die Lage der an den Globosidrezeptor-
bindenden Region &b Aminosdure 577 bis 677 im VP1-Protein gezeigt. Diese Region
wurde anhand von Experimenten mit neutrdiserenden  Antikdrpern  festgelegt
(Chipman et al., 1996). Die direkte Bindung der Region an Globosd konnte noch nicht

gezeigt werden.
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ot L b
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PLA2-Motiv Globosid Bindung
AS 130-195 AS 577-677
—
1 121
VPIN-A
[ ]
91 227
VPIN-B
¥ ¥ ¥ ey ® =

130 - YVGPGNELQAGPPQSAVDSAARIHDFRYSQLAK

& L]
LGINPYTHWTVADEELLENIKNETGFQAQVVKD - 195

¥ wichtig fiir die Calciumbindung
® Latalytisches Netzwerk
B Phospholipidbindung

Abbildung C.13 Lage der fur die Phospholipase A2 wichtigen katalytischen Reste. Gezeigt ist die
VPI-unigque region zusammen mit dem VP2-Protein. Das katalytische Motiv fir die Phospholipase A2 ist
in der kompletten VP1-unique region und im carboxyterminden Fragment zu finden. Mit Pfell snd die
fir die Cdciumbindung wichtigen Aminosiurereste markiert, mit Krels die Reste, die das katdytische
Netzwerk bilden und mit Viereck, die hydrophobe Bindungsstelle.
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Desweteren ergaben Sequenzvergleiche mit  bereits charakterisgerten  extrazeluléren,
nicht- pankreatischen Phospholipasen A2, dald3 der Bereich @b Aminosdure 100 fur die
Aktivitdé der VP1-unique region ausreichend sein ollte, da er dle fir die Kadyse
entscheidenden Aminosturereste enthdlt (Kramer et al., 1989). Daher wurden amino-
und carboxytermind verkirzte Fragmente VPIN-A und VPIN-B in den berdts
beschriebenen  Vektor pET2laint  kloniet, exprimiet und Uber  Chitin-
Affintdtschromatographie Uber das Impact T7 Expressonssysem gerenigt (Abbildung
C.13). Die spektroskopische Charakteriserung dieser Fragmente it unter Kapitel C.4
beschrieben.

Um die Phogpholipase AZ2-Aktivitdd in der VPl-unique region expeimentdl
nachweisen zu konnen, wurde ene Methode in Zusammenarbeit mit Dr. Gerhard
Liebisch und Prof. Schmitz (Inditut fUr klinische Chemie, Universtdt Regensourg)
entwicket. Das gynthetiserte und gereinigte Protein wurde dabe zusammen mit
Phosphalipid-Liposomen aus b-Arachidonyl-g- Stearoyl-Phosphatidylcholin  (PC) far 10
Minuten bei 37°C inkubiert. Wéhrend der Resktion hydrolysert die Phospholipase A2
die Phospholipide an der sn2-Podtion in Fettsduren und Lysophospholipide (Abbildung
C.12). Gestoppt wurde diese Reaktion durch ene Lipidextrektion, die im Anschiufl3
durchgefihrt wurde. Die extrahierten Lipide bzw. Lipidabbauprodukte wurden Gber
Electrospray lonization  Massenspekirometrie  (ESI-MSMS)  andlyset.  Zur
Standardiserung der Methode und zum Vergleich wurde neben der VP1-unique region
die Phospholipase A2 aus Bienengift zur Kontralle in An- und Abwesenheit von Ca*-
lonen den Resktionsansdtzen zugegeben (siehe Abbildung C.14).

Die Produktanadyse lieferte ausschliefdich g Stearoyl-Lysophosphetidylcholin (LPC) als
Spadtprodukt sowohl fur die VP1-unique region ds auch die Bienengift Phospholipase
A2. Das Intendtétsverhdtnis der hydrolyserten Produkte (LPC zu PC) wurde
eingesetzt, um das Ausmald der Phospholipase A2-Aktivitdt zu quantifizieren. Als VP1-
unique region wurden die gereinigten Proteindoméanen des Standardisolates VPIN-pJB
und der Variante VPIN-5940 eingesetzt. Die Aktivitdtswerte beider Enzyme war
identisch (nicht gezeigt). Dies deckt sich mit den gpekiroskopischen Ergebnissen, die
zeigen, dad beide Proteine identische Fatung bedtzen. Desweteren werden die
Ergebnisse von VPIN-pJB und VPIN-5940 unter dem Begriff B19-VPIN
zusammengefad.
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Abbildung C.14 Phospholipase A2 Assay. Die VPl-unique region (1uM) und die Phospholipase A2 aus
Bienengift (0,017uM) zur Kontrolle wurde mit Phospholipic-Liposomen mit und ohne 10mM Ca*-lonen
fur 10 Minuten be 37°C inkubiet und durch Zugabe von L&sungsmitteln fir die Lipidextraktion
gestoppt. Die extrahierten Lipide wurde im ES untersucht. Das Verhdtnis von LPC/PC (gStearoyl-
Lysophosphatidylcholin/  b-Arachidonyl-g-Stearoyl-Phosphatidylcholin)  wurde bestimmt. Die Resktion
wurde mit der VP1-unique region aus dem Standardisolat pJB und der Vaante 5940 durchgefuhrt. Da die
Aktivitéten gleich waren, wurde nur ein Wert firr die VP1-unique region (B19-VPIN) angegeben.
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Abbildung C.15 Enzymkinetik der VPIl-unique region (B19-VPIN) und der Phospholipase A2 aus
Bienengift (PLA2 Bienengift). Die VP1-unique region (2uM) und die Bienengift Phospholipase A2
(0,034uM) wurden fiir 32 Minuten bel 25°C in der Gegenwart von 10mM Ca’*-lonen mit den Liposomen
inkubiert. Die Resktion wurde nach O, 05, 1, 2, 4, 8 ,16 und 32 Minuten gestoppt und das LPC/PC-
Verhdtnis gebildet.
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Die Aktivitét der VP1-unique region (B19-VPIN) und der Bienengift Phospholipase A2
(PLA2 Bienengift) ist abhdngig von der Gegenwart von Ca&*-lonen (10mM), gezeigt
durch einen Angtiieg des LPC/PC-Verhdtnisses von 0,008 auf 0,035 (Abbildung C.14).
Um jedoch vergleichbare Aktivitdten beider Enzyme zu erhdten, mul¥e von der VPI1-
unique region ene hohere Konzentraion (1uM) im Vegleich zur Bienengift
Phospholipase A2 (0,017uM) eingesetzt werden. Die Resktion horte auf, ds 10% des
Subgirates hydrolysert waren (10 Minuten ba 37°C). Die Messung einer Enzymkinetik
bei 25°C zegte, dad die Aktivitd der Bienengift Phospholipase A2 im Vergleich zur
V P1-unique region um das Doppeite erhoht ist (Abbildung C.15).

Die Phospholipase A2-Aktivitét in der VP1-unique region wurde zeitabhdngig von den
zwel  pezifischen  irreversblen  Inhibitoren  Manodid  (MLD) und  4-
Bromphenacyloromid (BPB) gehemmt (Abbildung C.16). Manodid, en marines
Sesterterpen  aus  Luffariella variabilis, bindet kovdent an Lysnrete und 4-
Bromphenacyloromid an  Hididinreste, die Tele des aktiven Zentrums und der
hydrophoben Bindestdle im Enzym snd (Nuhn und Koch, 1993). 100uM Manodid und
1ImM Bromphenacylbromid reichten aus, um die VPI1-unique region zetabhdngig zu
inhibieren. Geringere Konzentrationen zeigten kaum Effekt. Zu Beginn der Resktion
kommt es nach Inkubation der VP1-unique region mit 4-Bromphenacylbromid zu enem
Andieg der Aktivitdé. Dies i vemutlich auf Stabiliserungseffekte im  Protein
zurtickzuftihren. Beide Inhibitoren binden irreversibel, die Reaktion ist nicht umkehrbar.

Um die Phospholipase A2 Aktivitdt der VP1-unique region weiter zu charakteriseren,
wurden die synthetiserten und geranigten Subfregmente VPIN-A  (Aminosauren 1-
121) und VPIN-B (Aminosiuren 91-227) in der Reektion eingesetzt (Abbildung C.17).
Das aminoterminde Fragment (VPIN-A) zegte kenele  Aktivitd,. Das
carboxyterminde Fragment (VPIN-B) zeigte ene Aktivité, die geringer as die der
kompletten VP1-unique region ist. Das bedeutet, dal3 das VPIN-B Fragment dle fir die
Katadyse wichtigen Aminosiuren enthdt. Um jedoch maximde Aktivitd zu entfaten,
ig das aminoterminde Fragment nétig, um das Enzym zu dabiliseren bzw. die
Zuganglichkeit des Subdrates zum aktiven Zentrum zu kontrollieren. Das verkirzte
Fragment VPIN-B zeigte dhnliche C&*-lonenAbhangigkeit wie die komplette VP1-

unique region.
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Abbildung C.16 Inhibition der Phospholipase A2-Aktivitdt mit Manoalid (MLD) und 4
Bromphenacylboromid (BPB). Die VPl-unique region (1uM) wurde mit 100uM MLD und 1mM BPB
fur 1, 2, 3, 4 und 5 Stunden vorinkubiert. Die Negativprobe wurde 5 Stunden ohne Inhibitor inkubiert.
Nach Durchfiihrung des Phospholipase A2 Assays wurde das L PC/PC-Verhdtnis bestimmt.
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Abbildung C.17 Vergldch der VPIl-unique region (B19-VPIN) mit verklrzten Subfragmenten der
Proteindomane VPIN-A und VPIN-B. Die Aktivitd der Vollangen-VP1-unique region (1uM) wird mit
denen der Subfragmente VPIN-A und VPIN-B (14M) mit und ohne 10mM Ca?*-lonen verglichen.

69



In weiteren Experimenten wurden virus-dhnliche Partikel, bestehend aus VPL/VP2-
Proteinen und VP2-Proteinen ohne VP1-Proten auf ihre Phospholipase A2-Aktivitét
untersucht (Abbildung C.18). Die VP2-Kgpsde zegten keinerle Aktivité. Das
LPC/PC-Verndtnis der VPL/VP2-Kapsde lag be 0,0035 und damit 10ma niedriger ds
das der VP1l-unique region (0,035). Dies |&% sch dadurch erkldren, dal3 das VP1-
Protein in den virus-dhnlichen Mischpatikdn in enem Verhdtnis von bis zu 30 zu 70
vorliegt, somit nur max. O3uM VP1-Protein engesstzt werden konnte. Deshab
entspricht die gemessene Aktivitdt enem Drittd der Aktivitdt der VP1-unique region.
Zusizlich liegt die VP1-unique region auf den virden Patiken vertelt vor und nicht
jede Doméne i den Liposomen zuganglich. Deshdb it es nicht verwunderlich, dal3 die
Aktivitat der VP1-unique region im Vergleich zu den Mischpartikdn um das Zehnfache
niedriger i<
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Abbildung C.18 Vergleich der VPl-unique region (B19-VPIN) mit virusdhnlichen Partikeln. Die
Phospholipase A2 Aktivitdée der VP1-unique region (1uM) wurde mit der von virus-ghnlichen Patiken
aus VPIVP2-Protein  (VPI/VP2-Kapside) (Proteinkonzentration: 1uM) und VP2-Protein  (VP2-Kapside)
(Proteinkonzentration: 1uM) verglichen.

Offendchtlich befindet dch die enzymatische Aktvitddi af der Obefléche der
VPLVP2-virus-dhnlichen Patikd. Der Mechanismus, wie die VPI1-unique region zu
den Liposomen geangt, sene Subdrathydrolyse beginnt und wie die Resktivité
kontrolliet  wird, is jedoch noch immer unklar und blebt fir zukinftige
Untersuchungen ein interessantes Forschungsobjekt.
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In diesem Zusammenhang untersuchten wir, ob der Globosdrezeptor as Substrat fir
die in der VPl-unique region vorhandenene Phospholipase A2 fungieren konnte.
Rezeptorspatende Aktivitét findet zB. be Influenzaviren datt, die nach efolgter
Infektion ihren N-Acetyl-Neuraminsdure- Rezeptor spdten, damit ihre
Nachkommenviren von der Wirtszelle freigesstzt werden (Modrow/Falke, 1997).
Weitere rezeptorspdtende Eigenschaften konnten bel Vertretern der Paramyxoviren und
dem P22-Phagen, enem Salmonellenphagen gezeigt werden.

Anadog dazu wurde die VP1-unique region nach rezeptorspatender Aktivitdt getestet.
Dazu wurden Mischlipopsomen aus b-Arachidonyl-g- Stearoyl-Phosphetidylcholin - und
Globosd in @nem Verhdtnis von 1:10 hergestdlt und mit der VP1-unique region bzw.
den virusdhnlichen Mischpartikeln inkubiert. Diese Vorgehensweise beaintréchtigte in
keinder Weise die Phospholipase  A2-Aktivitdé. Desweiteren egab  die
massenspektrometrische Produktandyse  keinerle Produkte, die auf  ene
Globosidhydrolyse hindeuten wirden (nicht gezeigt). Daher ist die Phospholipase A2 in
der VPl-unique region nicht mit ener potentidlen rezeptorzerstGrenden Aktivitét
asoziiet.  lhre Funktion im  virden Lebenszyklus bleibt weter ungekléat. Die
Phospholipase A2 Aktivitét in Parvovirus B19 konnte fur das Eintreten des Virus in die
Zidzdle durch die Bindung an enen Ko-Rezeptor notwendig sein. Diese Hypothese
wird durch die Tatsache untermauert, dald Globosd dlein nicht fir den dsarken
Zdltropismus von B19 verantwortlich sain kann, da das Glycosphingolipid nicht nur
auf erythroiden Vorlauferzdlen dgtzt, sondern auch auf  Megakaryozyten  und
Endothelzdlen, die nicht permissv fur eine efolgreiche B19-Infektion snd (Brown et
al., 1993). Zur Beddtigung diesr Hypothese konnte unsere Arbetsgruppe Uber
Immunfluoreszenz  zeigen (Diplomarbeit Kerdin - Zaniko), dal3  fluoreszenzmarkierte
VPl-unique region an pemissive MB-02 Zdlen, die mit Erythropoigtin  simuliert
wurden, binden kann, nicht jedoch an ungimuliete MB-02-Zdlen bzw. an HELA-S3
und K562-Zdlen ds Negdivkontrolle (nicht gezegt). Es konnte nicht festgestellt
werden, ob die Bindung an dea Zdlobeflache oder intrazdlula dattfindet. Eine
unspezifische Bindung der VPI1-unique region an Phospholipide kann ausgeschlossen
werden, da keinerle Bindung an den Negativkontrollen zu sehen war. Dies vergtarkt die
Vermutung, dal3 die VP1l-unique region ene wichtige Rolle be der zdlspezifischen
Adsorption und Pendration in die Ziezdlen haben konnte. Als mdglicher Kandidat
wird en Phospholipase A2-Rezeptor vermutet. Erst kirzlich konnten Rezeptoren im
Gehirn  und in  Muskdzdlen idetifiziet und charekterisert werden, an die
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sekretorische Phospholipasen A2 binden konnen (Lambeau und Lazdunski, 1999). Es
i anzunehmen, dad dnliche Rezeptoren auch in anderen Geweben vorkommen und
entwicklungsabhdngig reguliet werden. Die Funktion der Phospholipase A2 in
Parvovirus B19 ig damit immer noch ungeklat. Se konnte fir die Virudreisetzung aus
den infizieten Zdlen notwendig sain, indem de sch des sekretorischen Weges fur die
Fresstzung von Phosholipasen A2  bedient. Es konnte gezelgt werden, dal3
Phosholipasen A2 nach Stimulaion durch IL6 und TNFa sezerniert werden (Mukherjee
et al., 1994). Nach Fresetzung gdangen die Enzyme zu ihren Zidzdlen durch Bindung
an enen spezifischen Phospholipase-A2 Rezeptor, werden endozytotisch aufgenommen
und zum Nukleus transportiert (Lambeau und Lazdunski, 1999). Das Parvovirus B19
konnte diesen Phospholipase A2-Weg fir seine eigenen Zwecke nutzen, indem es durch
Interaktion der VP1-unique region mit Phospholipase A2-Rezeptoren in seine Zidzelen
endringt, zum Nukleus transportiert wird und die Zdle nach IL6 Stimulation vermittelt
durch das NSI1-Proten wieder verldd (Moffatt et al., 1996). Damit ig noch nicht
geklat, wie und ob sSch die katalytische Aktivitdt der Phospholipase A2 mit der
physi ologischen Funktion verbinden lassen.

Eine Phospholipase A2-Aktivitét in nativen Viruskapsden aus Fruchtwasser von B19-
infizieten schwangeren Frauen konnte nicht gezeigt werden. Die Konzentration dieser
Virusproben liegt bei 10° bis 10'° Patikd/ ml Blut ungefshr im picomolaren Bereich.
Um die Phospholipase A2 experimentdl nachweisen zu konnen, benétigt man jedoch
Proteinkonzentrationen an VP1-Protein in Konzentrationen von 1 bis 2uM. Unsere
Methode ig in diessm Fal nicht sengtiv genug, um die Aktivitét in infektiosem Virus
Zu bedimmen. Ein Zdlkultursysem zur Virusziichtung gibt es be Pavovirus B19
nicht.

C5.2 Untersuchungen zur Enzymaktivitat in vivo

Erhthte  Phospholipase A2  Aktivitden  konnen  fir  ene  Vidzahl  an
Krankhetsmanifedationen verantwortlich sain, wel de durch die Synthese von
inflammatorischen Mediagoren ba  viden Entzindungsresktionen ene Rolle spiden.
Erhohte Phospholipase A2 Aktivitéten konnten in der Synovidflissgkeit und im Serum
von Pdienten mit rheumatoider Arthritis nachgewiesen werden (Murakami et al., 1990;
Mayer und Marshal, 1993). Desweiteren kann es im Organismus durch die Synthese
von fremdatigen zB  oxidieten  Hydrolyseprodukten zur  Produktion  von
Antiphospholipidantikorpern - kommen, die  dan fur ene Vidzahl  von
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Krankheitsmanifestationen verantwortlich gemacht werden, wie zB. Thrombo- und
Granulozytopenien, Spontanaborte durch Thrombosen in der Plazenta oder auch
rheumatoide Arthritis.

Durch hohe Viruskonzentrationen bel ener akuten Parvovirus B19-Infektion kann
davon ausgegangen werden, dald auch ene rdativ niedrige Phospholipase A2 Aktivité
darke Konsequenzen auf den betroffenen Organismus hat. Um die Gegenwart ener
virden Phospholipase A2 Aktivitst wéhrend ener B19-Infektion im Menschen zu
zeigen, wurden Patienten mit ener akuten oder persgierenden Virugnfektion auf ihre
Gegenwart  von  Antiphospholipidantikdrpern  (Anti-Phosphatidylserin,  Anti-Cardiolipin
und Anti-b2-Glycoprotein) getestet. Insgesamt wurden sechs persgierend B19-
infizierte, zehn akut und vier gesunde Personen im Alter von 10 bis 40 Jahren andysert
(Tabelle C.3).

PATIENTEN AKUTE B19- PERSIST. B19- ABGELAUFENE B19- B19-NEGATIV/2
/ ANZAHL INFEKTION/19 | INFEKTION/6 INFEKTION/ 2
APA-positiv 6 2 0 0

Tabelle C.3 Immunresktion zu Phospholipiden. Die Gegenwart von Antiphospholipidantikorpern
(APA), (Anti-Phosphatidylserin, Anti-Cardiolipin und Anti-b2-Glycoprotein) im Serum von Peatienten mit
akuter oder persstierender B19-Infektion und einer Kontrollgruppe aus gesunden Personen.

32% (6 von 19) der Pesonen mit akuter B19-Infektion  enthidten
Antiphospholipidantikdrper, 33% (2 von 6) der persstierend B19-infizierten Patienten
und 0% (0 von 4) der Personen mit einer vergangenen B19-Infektion bzw. B19-
negativen Proben. In der normalen Population bestzen in der Regd nur 5% der
Bevolkerung erhohte Titer an  Antiphospholipidantikorpern (Vila et al., 1994), das
bedeutet, dald die Wert von 32% und 33%, wie Se bel den Patienten mit akuter und
persstierender B19- Infektion auftraten, signifikant erhoht i<t

In ener 2zweten Gruppe wurden 35 SLE-Patienten (sysemischer Lupus
erythemathodes) und APS-Patienten (Antiphospholipid-Syndrom) oder Petienten  mit
Kombinationen von SLE und APS auf serologische Anzeichen einer vergangenen B19-
Infektion und der Gegenwart von virden Genomen im peipheren Blut untersucht
(Tabelle C.4).
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PATIENTEN (SLE/ APS) SE/19 APSSLE/ 10+ APY 6

/ ANZAHL APAH 12 APA7 APA+/ 16
BISIgG 9 6 13
BIO-DNS 2 - 3

Tabelle C.4 Immunreaktion gegen Phospholipide. Gegenwart von Anti-B19-IgG und Virusgenomen
(DNS im Saum von SLE, SLE/ APS und APSPdatienten. Die Abkirzung APA deht fur die

Antiphospholipidantikorper, Anti-Phosphatidylserin, Anti-Cardiolipin und Anti-b2-Glycoprotein.

Das Alter der Patienten lag zwischen 20 und 60 Jahren. 80% (28 von 35) zeigten
ehohte Werte von  Antiphospholipidantikdrpern.  Wegen des  rdativ.  hohen
Durchschnittsalters der Petienten waren 75 bis 90% der Patienten Anti-B19-1gG postiv,
keiner war IgM-podtiv. Dies entspricht dem Durchschnittswert der Seropréavaenz in
ener menschlichen Population in einem Alter zwischen 20 und 60 Jahren, der be 50 bis
80% liegt. FUnf der B19-1gG podtiven Patienten (14%) hatten ene perssierende
Infektion, wie durch pogtive Ergebnisse in der neted PCR gezeigt werden konnte.
Diessr Wet fir die Prasenz von Virusggenom ist  deutlich hoher ds der
Durchschnittswert, da im Normafdl bei 1000 Patienten nur einer DNS-postiv ig
(Jordan et al., 1998). Alle DNS-postiven Proben waren von Patienten mit erhohten
Titern an  Antiphospholipidantikdrpern.  Zusdzlich wurden  dle Patienten af das
Vorhandensein von Rheumafektor (IgM und 1gG) getestet. Es ergab sch kenele
Korrdation zwischen dem Vorliegen von  Antiphospholipidantikérpern  und
rheumafektorpodtiven Patienten. Deswvegen kann ene generdle  Stimulation  des
Immunsystems bel der Erkrankung ausgeschlossen werden. Zusammenfassend &% sich
sagen, dald die Ergebnisse enen Hinwes darauf geben, dad B19-Infektionen die
Produktion von Antiphospholipidantikorpern bel der  Autoimmunkrankheit SLE  und
APS  dimulieren  konnen.  Antiphospholipidantikorper dehen ebenfdls  in
Zusammenhang mit Spontanaborten von schwangeren Frauen, die durch Thrombosen in
der Plazenta ausgeldst werden. Desweiteren treten  Antiphospholipidantikorper  bel
inflanmatorischen  Prozessen auf, wie de auch ba Bl9-asoziierten  Arthritiden
auftreten. In neuerer Zeit wurde die Kreuzresktivitdt von Anti-Cardiolipin-Antikorpern
mit Antikdrpern, die gegen Lysophosphatidylcholin gerichtet sind, festgestelt. Bei
letzteren handelt es sch um ene neue Klase an Antiphospholipidantikorpern, die bel
Patienten mit SLE entdeckt wurden (Wu et al., 1999). Das Auftreten dieser Antikorper
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wird zum enen auf oxidiete LDL (low density protein) Molekile zurlickgefuhrt, zum
anderen auf erhohte Phospholipase A2 Aktivitéten. Diese Verbindung konnte erklaren,
waum ene ehohte Phospholipase A2 Aktivitdt fir das Auftreten  von
Antiphospholipidantikdrpern  verantwortlich ist. Die Gegenwat ener  Phospholipase
A2-Aktivitdt in  Pavovirus B19 wllte  zukinftig be  infektionsnduzierten
Autoimmunerkrankungen und bel B19-korrelierten Krankhetsmanifestationen
mitberticksichtigt und untersucht werden.
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C.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Es konnte gezeigt werden, dal3 B19-assoziierte Krankheitsmanifestationen nicht mit
Aminosiurevariationen innerhab der VP1-unique region zusammenhéngen. Ebenso
ist die Ubertragung des Virus von der Mutter auf den Fétus bei Hydrops fetalis nicht
mit bestimmten Variationen asoziiert.

Um zu untersuchen, ob dch natlrlich vorkommende Aminosiurevariationen auf die
konformationelle Fdtung der VPl-unigue region auswirken, wurde én
Expressonssysem neu etebliet. Die Synthese und Renigung findet Uber en
Fusonsprotein gatt, welches aus enem modifizieten Intein und ener Chitin-Binde-
Doméne bestelt. So kann die Reinigung unter nativen Bedingungen Uber ener
Chitin-Affinitéismatrix ~ dattfinden. Neben enem Standardisolat  wurden variante
Formen der VP1-unique region exprimiert und gereinigt.

Biosensormessungen  ergaben, dad dch  Vaidionen innerthdb  bzw. in  der
Umgebung eines charekteriserten Epitops von humanen, monoklonden und
neutrdiserenden Antikorpern, die gegen die VP1-unique region gerichtet sind, nicht
auf die berechneten Dissozationskonstanten auswirken. Diese gdlten ein Mal3 fir
die Quantifizierung der Antigen/Antikorper-Interaktionen. Die Bindung wird auch
nicht beeintr&chtigt, wenn das VP1-Protein Tel des Kagpsds ist und die VP1-unique
region auf dessen Obeaflache liegt, weder in  rekombinanten virus-ghnlichen
VPLVP2-Patiken, noch in nativen Viren.

Spektroskopische  Untersuchungen  mittels  UV/VIS-, Huoreszenz- und CD-
Spektroskopie  zeigen, dad die VPl-unique region dabil  gefdtee
Sekundérstrukturdlemente bestzt, nicht  jedoch  ene  globulér  gefdtete
Terti&rstruktur. Es ist kein druktureler Unterschied zwischen dem Standardisolat
und ener auggewdhiten Vaiante zu sehen. Das pH-Optimum der VP1-unique
region liegt zwischen 8 und 9, Verschiebungen in den sauren Bereich zersttren die
vorhandenen Sekundéarstrukturdlemente. Weder durch Hitze- noch durch GdmCl-
Denaturierung  konnte ein Ubergang gezeigt werden, der das Vorhandenssin einer
globulér gefdteten Teti&rstruktur bestétigen konnte. Carboxy- und aminotermind
verkirzte Fragmente zeigen charakteristische Sekundérstrukturdlemente. Es scheint,
dal3 sch diese unabhangig voneinander aushilden.
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Eine poduliete Phospholipase A2 im  carboxyterminden Tel der VPI1-unique
region wurde mittels einer neu etablierten Methode experimentel nachgewiesen. Sie
iss Ca*-lonenabhéngig und wird durch die Inhibitoren Manodid und 4-
Bromphenacyloromid gehemmt. lhre  Aktivitdéd i schwécher ds die  der
Phogpholipase A2 aus Bienengift, die ads Kontrolle eingesstzt wurde. Ein
aminotermind  verkirztes Fragment zeigt eine Aktivitét, die ewas schwéacher id.
Rekombinante VPL/VP2-virusshnliche Partikel zeigen ebenfdls Phospholipase A2-
Aktivitd. Aufgrund der geringen Menge konnte in nativen Kapsden die Aktivitét
nicht nachgewiesen werden.

Um enen Zusammenhang zwischen ene Phospholipase A2 Aktivitdéd und B19-
asoziieten  Kranhetsmanifedationen  herzusdlen, wurde das  Auftreten  von
Antiphospholipidantikbrpern  in - Patienten  mit  akuten und  persdtierenden
Infektionen, in SLE- und APS-Pdatienten untersucht. Es konnte schon in
vorhergehenden Experimenten nachgewiesen werden, dal3 erhthte Phospholipase
A2-Aktivitsten mit dem Auftreten von Antiphospholipidantikdrpern  korrelieren.
De Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Antiphospholipidantikérpern und
B19-1gG postiven bzw. DNS-positiven Patienten bestétigten unsere Vermutungen.
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C.7 Ausblick

Die Ergebnise dieser Arbeit wefen ene Menge ungeklater Fragen auf, die be
zukinftigen Forschungsprojekten mitberticksichtigt werden sollten.

Unsere Ergebnisse kldren nicht vdllig die Frage nach einer Tertidrstruktur in der VPI-
unique region. Vor dlem ihre Aktivitdt ds Phospholipase A2 soricht eher flir das
Vorhandensain einer solchen. Da ene Phospholipase A2 ihre Funktion in ener
hydrophoben Umgebung wie zB. in Membranen entfdtet, konnte sch die
Tertidrstruktur  vorzugsweise dort  aushilden. Desweteren i ene pH-abhdngige
Regulation bzw. Uber podtirandationde Modifikationen noch vollstdndig ungeklart.
Wie die VP1-unique region ihre Funktion as Phospholipase A2 ausibt, ob ds Mono-,
Di- oder Trimer, bzw. warum die VP1-unique region ene Phospholipase A2-Aktivitét
bestzt, bleibt ebenfdls eine noch ungeklarte Frage fur zukinftige Forschungsprojekte.
Ob sich die VP1-unique region des sekretorischen Weges zum Eintreten und Austreten
aus der Zidzdle bedient mul3 weiter untersucht werden. Die Phospholipase A2 koénnte
be der zdlspezifischen Erkennung en grofe Rolle spiden eventudl durch Bindung an
enen noch nicht identifizierten Co-Rezeptor. Es wére interessant zu wissen, welcher
Tell der VP1-unigue region ba den Immunfluoreszenzexperimenten flr die spezifische
Bindung an die mit Erythropoietin simulieten MB-02-Zdlen verantwortlich ig. Eine
watere Untersuchung der Subdratspezifitéten konnte vidleicht den  Zusammenhang
zwischen ener erhohten Phospholipase A2-Aktivitde und dem Auftreten von B19-
aswziieten  typischen  Krankhetamanifedationen  eklaren Vo  dlem  die
Kreuzresktivitdét von Anti-LPC-Antikdrpern  mit  Anti- Cardiolipin-Antikorpern  bedarf

welterer Aufklarung.
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