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Zusammenfassung

Durch verschiedene Untersuchungsmethoden sollte in dieser Arbeit die Bindung von
Antikorpern an Polioviren untersucht werden.

1. Optische Untersuchungen der Aggregation und Struktur von Polioviren:
a) Aggregation und Struktur bei Knderungen des pH-Wertes:

Siuretitrationen von Poliovirussuspensionen zeigen, daf alle drei Virustypen auf verschiedene
Art durch pH-Werte <4,5 aggregieren.

Die Poliovirusaggregation durch niedrigen pH-Wert ist vollstindig reversibel bis pH2. Die Par-
tikel verlieren ihre Infektiositat nicht.

Bei den Typen 1 und 2 greift das saure Milieu in die Struktur der Virionen ein. Die Poliovirus-
RNS wird deutlich hypochrom.

Saccharose schiitzt Polioviren im Sauren vor Aggregation und Absorptionsinderung (Mg2+ und
Ca”" schiitzen nicht).

b) Aggregation und Struktur bei Zugabe von Seren und Antikérpern:

Anders als bei pH-Wertinderungen fithrt die Aggregation durch Seren nicht zu einer Absorpti-
ons-(Struktur-)anderung der Viren. Die Anderung der optischen Dichte bei Serumzugabe be-
ruht allein auf der Zunahme der Streuung durch griéfiere Aggregate.

Die Kurven der optischen Versuche mit monoklonalen Antikérpern gleichen denen mit Seren.
IgM und IgG aggregieren Polioviren, dndern nicht die Virusstruktur. Eine Ausnahme zeigt der
Antikorper 7J6.

Die Serummenge zum Erreichen der Neutralisation entspricht der Menge, die zum Auslésen der
Aggregation nétig ist.

2. Einordnung der bekannten antigenen Aminosiiuren in bekannte Poliovirusdaten:

a) Die Strukturdaten und Ergebnisse verschiedener Vorhersageprogramme zur
Antigenitit wurden entlang der Poliovirussequenzen angeordnet.

b) Die Lage der antigenen Aminosiuren auf dem Virion wurde durch Strukturzeichen-
programme geklirt.
Beide Darstellungsweisen konnten zur Interpretation alter und neuer Ergebnisse benutzt wer-

den und kénnen als Hinweis fir weitere Untersuchungen dienen.

Manche durch Resistenzmutanten gefundene "antigenen" Aminosduren liegen nicht an der
Oberfliche.

Starke Antigenitit ist mit Hydrophilie, Knickwahrscheinlichkeit und hoher Beweglichkeit
korreliert.
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3. Bindungsversuche mit tryptischen Peptiden von Virusprotein 2:
a) Die Lage antigener Peptide wurde gekliirt.
b) Die antigene Bindungsregion fiir einige Antikérper wurde vorbestimmt.

Im Test mit aufgetropften Peptiden kénnen durch meine DAB-Nickel-Firbung weniger als
10pmole nachgewiesen werden.

In polyklonalen Seren sind Antikérper gegen Peptide des Proteins enthalten, die vollstindig
innen liegen.

Computerprogramme finden eine groBe Anzahl von Homologien von mehr als drei
Aminosiuren zwischen den relativ kurzen VP2-Peptiden, so ist mit Kreuzreaktionen zu rech-
nen.

Die Reaktivitdt der Peptide liBt sich durch die Vergleiche mit mehreren Vorhersageprogram-
men erkliren. Stark antigene Regionen benétigen Hydrophilie, Flexibilitéit und eine durch
Kbnicke priisentierte Struktur.

Die antigenen Regionen aller verwendeten Antikérper konnte vorbestimmt werden. Bei anderen
Antik6rpern mit "bekannter Region" konnte das Epitop erweitert werden. Eine strenge Auftei-
lung der Epitope nach anderen Eigenschaften der Antikérper gibt es nicht. Monoklonale
Antikérper, die nicht neutralisieren, kénnen die gleiche Stelle binden wie neutralisierende
Antikorper; andere nicht neutralisierende Antikérper erkennen aber auch andere Sequenzen.
Ein virusbindender, nicht neutralisierender Antikorper bindet aber auch ein Epitop, das dem
eines neutralisierenden Antikorpers entspricht.

DARAUS FOLGT:

L Der griofite Teil der Antikorper in Seren veriindert nicht die Struktur
der Polioviruspartikel, sondern aggregiert sie.

II. Die Auflistung von Eigenschaften entlang der Poliosequenz kann zur
Erklirung der Antigenitiit genutzt werden, ebenso die Lage der antigenen
Aminosiiuren auf der Struktur.

ITII. Nicht neutralisierende Antikérper erkennen dieselben Sequenzen wie
neutralisierende (und zuséitzliche).

IV. Auch Sequenzen im Virusinneren werden von Antikérpern erkannt.



Ag

AIDS

Ak (Ab)
AS

BCA
BSA
C-antigen
Cap

cDNS (cDNA)

CDR

CPE
DAB
D-antigen
DESY

DI

DNS (DNA)
EBV
E.coli
EDTA
elF

elPV
ELISA
EM

ER

FE

h
H-antigen
HAV
HBV
HIV

HPLC
HRV

IEF

IgA (G, M..))
IPV

kD

KLH

III

Abkiirzungen

Antigen

erworbene Immunschwiche

Antikérper

Aminosaure(n)

Bicinchonic Acid

bovines Serumalbumin

Antigenitit leerer Poliovirus Kapside (coreless)

proteingebundene 5'-Struktur eukaryotischer RNS mit methyliertem
Guanosin

zu Versuchszwecken kopierte Deoxyribonukleinsiure

complement determining region (Region des Antikérpers, der das Anti-
gen beriihrt)

zytopatischer Effekt

3,3'-Diaminobenzidin

Antigenitit dichter Polioviren (dense, meist synonym zu N benutzt)
Deutsche Elektronen-Synchroton-Anlage

defective interfering particles (Polioviren, denen Teile der Struktur-
region fehlen)

Deoxyribonuleinsiure

Epstein-Barr-Virus

Escherichia coli (Darmbakterium, zur Genvermehrung benutzt)
Ethylendiamintetraessigsdure

Elongations-Initiationsfaktor

verstirkter (enhanced) Poliovirus-Totimpfstoff

enzymgebundener Immuntest auf Mikrotiterplatten
Elektronenmikroskop

Endoplasmatisches Retikulum

Fluoreszenzeinheiten

Stunde(n)

Antigenitit von Polioviren nach Hitzebehandlung (heated)
Hepatitis-A-Virus

Hepatitis-B-Virus

wahrscheinlicher Erreger der humanen erworbenen Immunschwiche
(AIDS)

high-performance liquid chromatography

humanes Schnupfenvirus (Rhinovirus)

isoelektrische Fokussierung

Immunglobulin A (G, M...)

inaktivierte Poliovakzine (Totimpfstoff, der gespritzt wird, nach Salk)
Kilodalton(s)

(keyhole limpet hemocyanin) Trigerprotein fur Peptide
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LamB Protein der duBeren Zellmembran von Escherichia coli

A Wellenlinge

mAk monoklonale(r) Antikdrper

Mah Mahoney (Poliovirus-Typ-1-Wildstamm)

MEF-1 (MEFl) Poliovirus-Typ-2-Wildstamm

Mgew Molekulargewicht

MHC-1 Gewebevertraglichkeitsfaktor 1, auf allen Zellen

MHC-2 Gewebevertraglichkeitsfaktor 2, auf Zellen des Immunsystems

min Minute(n)

MKS Maul- und Klauenseuche-Virus (engl. FMDV)

MNt Mikroneutralisation (vollstindige Nehtralisation, Endpunktbest. auf
Mikrotiterplatten)

mRNS Botennukleinsidure (messenger)

N-antigen Antigenitét nativer Polioviren

NC Nitrozellulose (-folie)

NCR nichtkodierende Region

nd nicht bestimmt

NMR Kernspinresonanzspektroskopie

NS Nukleinsdure(n)

Nt-Titer Neutralisationstiter (50% Neutralisation)

oD optische Dichte

ODE normierte Einheiten der optischen Dichte

OPA Ortho-Phthaldialdehyd

OPV orale Poliovirusvakzine (Schluck-, Lebendimpfstoff, aus
abgeschwichten Viren nach Sabin)

PCR Polymerasekettenreaktion (zur Nukleinsiurevermehrung)

pH negativer Logarithmus der Wasserstoff-Ionenkonzentration

Plaque Loch im Zellrasen durch Virusvermehrung

PBE plaquesbildende Einheiten

PBS phosphatgepufferte isotone Salzlosung

PV Poliovirus

PVR Poliovirusrezeptor

Pu Purin

Py Pyrimidin

RGD Rezeptorbindungsstelle des MKS

RIP Radioimmunprizipitation

RNase Ribonuklease

RNS (RNA) Ribonukleinsiure

rRNS ribosomale Ribonukleinsiure

S Sedimentationgeschwindigkeit in der Ultrazentrifuge (Svedberg-
Einheit)

Sab Sabinstamm

SDS Natrium(Sodium)-Dodecylsulfat



SDS-Page
SIgA
SIV
SV40
TFA
TCA
TCIDS'0
™™V
TOPV
Upm
UTR

\Y%
VP(s)
WHO
wt

ZNS
14S

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
sekretorisches IgA

Simian Immundeficience Virus (Affenvirus, dem HIV éhnlich)
Simianvirus 40

Trifluoressigsdure

Trichloressigsdure

Dosis an Virus, die die Hilfte aller Zellen t6tet
Tabakmosaikvirus

trivalente orale Poliovakzine

Umdrehungen pro Minute

untranslatierte Region

Virus

Virusprotein(e)

Weltgesundheitsorganisation
Poliovirus-Wildtyp

Zentralnervensystem

subvirales Partikel aus fiinf Pentameren



