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Beschreibung

Fachgebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft das Fachgebiet der Biotechnologie und der pharmazeutischen In-
dustrie, insbesondere das Erhalten chimärer Nucleotidketten, die, wenn sie in einen Expressionsvektor einge-
führt werden, Proteine hervorbringen, die in der Lage sind, eine Serotyp-spezifische humorale Immunantwort 
und einen Schutz gegen eine Infektion mit dem Dengue-Virus, von jetzt an als DEN bezeichnet, zu induzieren, 
wobei die Effekte der Serotyp-spezifischen viralen Immunamplifikation vermieden werden, welche Blutungen 
und klinische Komplikationen verursachen, die bei dieser Art von pathologischen Befunden beschrieben wer-
den.

Stand der Technik

[0002] Das Dengue-Virus (DEN) ist ein Virus mit Hüllmembran, dessen Lipidmembran zwei seiner drei Struk-
turproteine enthält: das Hüllprotein (E) und das Membranprotein (M). Das E-Protein bedeckt ein ikosaederför-
miges Nukleokapsid, das aus dem dritten seiner Strukturproteine, dem „Core"-Protein, besteht. Das Virus ge-
hört zur Familie Flaviviridae, und es liegen vier unterschiedliche Serotypen vor. Seine Übertragung auf den 
Menschen erfolgt über die Stechmücke Aedes aegypti, die zur Familie Stegomia gehört. Die im Menschen 
durch dieses Virus verursachte Krankheit wurde als gutartig angesehen und als Dengue-Fieber oder klassi-
ches Dengue (DF) beschrieben, bis eine ernstere und manchmal tödlich verlaufende Form auftrat, die durch 
hämorrhagisches Fieber und Schock gekennzeichnet ist und als Dengue-hämorrhagisches Fieber und 
Dengue-Schock-Syndrom (DHF, DSS) bezeichnet wird (Hammon, W. Mc., New hemorrhagic fever in children 
in the Philippines and Thailand, Trans. Assoc. Physicians 1960, 73: 140–155). Mehrere epidemiologische Stu-
dien wurden durchgeführt, die deutlich machten, dass die wiederholte Infektion mit zwei unterschiedlichen Vi-
rus-Serotypen einen Risikofaktor darstellt (Kouri, G. P., Guzmán, M. G., Brave, J. R., Why dengue hemorrhagic 
fever in Cuba, 2, An integral analysis, Trans. Roy. Soc. Trop. Med. Hyg. 1987, 72: 821–823). Dieses Phänomen 
lässt sich durch die Immunverstärkung erklären, die auf einer Zunahme der Virusinfektion beruht, wobei das 
Eindringen des Virus-Antikörper-Komplexes in die Zelle über die Fc-Rezeptoren der Zielzelle (Monocyten) ge-
steigert wird (Halstead, S. B., Pathogenesis of dengue: Challenges to molecular biology, Science 1988, 239: 
476–481).

[0003] Verschiedene Verfahren wurden entwickelt, um lebende abgeschwächte Impfstoffe herzustellen, je-
doch gibt es zurzeit zahlreiche ungelöste Probleme bezüglich der möglichen Vorteile dieser Impfstoffe, da sie 
wieder virulent werden könnten, da eine Virusinterferenz auftreten könnte und da es zu einer intergenomischen 
Rekombination kommen könnte. Andererseits können rekombinante Antigene hergestellt werden und als mög-
liche Bestandteile eines Untereinheit-Impfstoffs dienen (Feighny, R., Borrous, J., und Putnak, R., Dengue ty-
pe-2 virus envelope protein made using recombinant baculovirus protects mice against virus challenge, Am. J. 
Trop. Med. Hyg. 1994, 50 (3): 322–328; Deubel, V, Staropoli, I., Megret, F., et al., Affinity-purified dengue-2 vi-
rus envelope glycoprotein induces neutralizing antibodies and protective immunity in mice, Vaccine 1997, 15: 
1946–1954).

[0004] Das Hauptantigen des Virus ist das Hüllprotein DENe. Dieses Protein ist die Hauptkomponente der 
Virusoberfläche, und es wird angenommen, dass es die Bindung des Virus an den zellulären Rezeptor vermit-
telt (A. Heinz, F. X., Berge, R., Tuma, W., et al., A topological and functional model of epitopes on the structural 
glycoprotein of tickborne encephalitis virus defined by monoclonal antibodies, Virology 1983, 126: 525). Dieses 
Protein zeigt eine strukturelle Homologie mit demjenigen des Zeckenenzephalitis-Virus (TBE) (Rey, F. A., 
Heinz, F. X., Mandl, C., et al., The envelope glycoprotein from tick borne encephalitis virus at 2 A° resolution, 
Nature 1995, 375: 291–298), und außerdem ist es unter den Serotypen strukturell konserviert.

[0005] Insektenzellen stellen eines der Systeme dar, die für die Expression unterschiedlicher heterologer 
Gene am häufigsten verwendet werden, wenn Vektoren des Baculovirus-Systems eingesetzt werden. Diese 
Vektoren wurden für die Expression mehrerer Kombinationen von Struktur- und Nicht-Strukturproteinen des 
Japanischen Enzephalitis-Virus (JEV), DEN-1, DEN-2 und DEN-4 verwendet (Matsuura, Y., Miyamoto, M., So-
to, T., et al., Characterization of japanese encephalitis virus envelope protein expressed by recombinant bacu-
loviruses, Virology 1989, 173: 677–682; Deubel, V., Bordier, M., Megret, F., et al., Processing, secretion and 
immunoreactivity of carboxy terminally truncated dengue-2 envelope proteins expressed in insect cells by re-
combinant baculoviruses, Virology 1991, 180: 440–447; Pulnak, R., Feighny, R., Burrous, J., et al., Dengue 1 
virus envelope glycoprotein gene expressed in recombinant baculovirus elicit virus neutralization antibodies in 
mice and protects them from virus challenge, Am. J. Trop. Med. Hyg. 1991, 45: 159–167; Feighny, R., Burrous, 
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J., Putnak, R., Dengue type 2 virus envelope protein made using recombinant baculovirus protects mice 
against virus challenge, Am. J. Trop. Med. Hyg. 1994, 50: 322–328). Ein anderes System, das verwendet wur-
de, waren die Zellen von Drosophila melanogaster, die verschiedene Varianten des E-Proteins exprimierten 
(PCT/US96/07627). Zwar wurde bei Verwendung der in diesen Systemen exprimierten Proteine eine geeigne-
te funktionelle Antwort erhalten, jedoch sind hiermit hohe Kosten für die Entwicklung von Produktionsprozes-
sen im großen Maßstab verbunden; deshalb stellte die Expression in Hefe eine Alternative für das Herstellen 
von rekombinanten Strukturproteinen von Flavivirus dar. Jedoch sind im Fall des DENe-Proteins, das in Pichia 
pastoris exprimiert wird (PCT/US96/07627; Sugrue, R. J., Fu, H., Howe, J., Chan, Y., Expression of the Dengue 
virus structural proteins in Pichia pastoris leads to the generation of virus-like particles, J. Virol. 1997, 78: 
1861–1866), die Expressionsraten niedrig, wobei es entweder ausgeschieden wird oder intrazellulär vorliegt, 
wodurch der Reinigungsprozess behindert wird.

[0006] Parallel dazu wurden mehrere Varianten des DENe-Proteins in Bakterien erhalten. Eine von ihnen war 
der C-terminale Teil des E-Proteins des JEV, fusioniert an ein Protein des Tryptophan-Stoffwechsels (TrpE) von 
E. coli. Dieses Protein wurde als Einschlusskörper hergestellt und bei Verwendung von immunologischen 
Nachweisverfahren durch neutralisierende monoclonale Antikörper (mAbs) erkannt. Jedoch waren reine Prä-
parate dieses Proteins nicht in der Lage, neutralisierende Antikörper zu entwickeln und vor einer Infektion 
durch Viren zu schützen (Mason, P. W., Zogel, M. V., Semproni, A. R., et al., The antigenic structure of dengue 
type 1 virus envelope and NS1 protein expressed in E. coli, J. Gen. Virol. 1990, 71: 2107–2114). Außerdem 
wurde eine weitere Konstruktion hergestellt (Srivastava, A. K., Morita, K., Matsuo, S., et al., Japanese ence-
phalitis virus fusion protein with protein A expressed in E. coli confers protection in mice, Microbiol. Immunol. 
1991, 35: 863–870), die das Protein A von Staphylococcus aureus enthält, fusioniert an das C-terminate Frag-
ment des E-Proteins, gefolgt von dem N-terminalen Segment des Nicht-Strukturproteins des JEV, des NS1. In 
diesem Fall war das fusionierte Protein löslich, wodurch seine Reinigung durch Affinitäts-Chromatographie er-
leichtert wurde. Beim Immunisieren von Mäusen mit diesem reinen Protein wurden hohe Titer neutralisierender 
Antikörper erhalten, die auch die Hämagglutination hemmten und vor einer Infektion mit dem JEV schützten. 
Ähnliche Ergebnisse wurden erhalten, wenn die DENe-Region des DEN-2, fusioniert an das Protein A von S. 
aureus, verwendet wurde (Srivastava, A. K., Putnak, R. J., Warren, R. L., Hoke, C. H., Mice immunized with a 
dengue type 2 virus E and NS1 fusion protein made in Escherichia coli are protected against lethal dengue 
virus infection, Vaccine 1995, 13: 1251–1258); jedoch ist es nicht möglich, diese Präparate bei Menschen ein-
zusetzen, da das Protein A vorliegt, für das gezeigt wurde, dass es eine hohe Affinität für das menschliche Im-
munglobulin G (IgG) aufweist.

[0007] Schließlich wurde über ein Fusionsprotein berichtet, das die B-Domäne des DENe-Proteins von 
DEN-2 und das Maltose-bindende Protein (MBP) von E. coli enthält (Simmons, M., Nelson, W. M., Wu, S. J., 
Hayes, C. G., Evaluation of the protective efficacy of a recombinant dengue envelope B domain fusion protein 
against dengue 2 virus infection in mice, Am. J. Trop. Med. Hyg. 1998, 58: 655–662) und das mit MBP-DomB 
bezeichnet wurde. Diese Proteinvariante war in Mäusen immunogen und induzierte neutralisierende Antikör-
per.

[0008] In unserem Fall betrifft die Aufgabe der vorliegenden Erfindung das Erhalten chimärer Sequenzen, wie 
z.B. im ersten Fall der Sequenz, die eine Region des DENe-Proteins codiert, gebunden an das N-terminale 
Fragment eines mutierten Proteins mit Dehydrogenase-Aktivität (MDH) aus Neisseria meningitidis; im zweiten 
Fall der Sequenz, die eine Region des DENe-Proteins codiert, gebunden an das gesamte Gen des MDH-Pro-
teins an zwei unterschiedlichen Positionen; und im dritten Fall werden die chimären Sequenzen durch zwei 
Fragmente des DENe-Proteins aus zwei unterschiedlichen Virus-Serotypen gebildet, die an dasselbe Gen fu-
sioniert sind, welches das MDH-Protein codiert. Wenn diese chimären Ketten in einen geeigneten Vektor ein-
gefügt werden, bringen sie unlösliche chimäre Proteine innerhalb des Zytoplasmas des Bakteriums hervor. An-
schließend können diese Proteine hohe Spielgel neutralisierender Antikörper gegen DEN, Inhibitoren der vira-
len Hämagglutination, induzieren und immunisierte Mäuse vor einer Infektion durch Viren schützen.

[0009] Aufgrund der Unlöslichkeit der vorstehend erwähnten Proteine konnten sowohl ein einfaches in vit-
ro-Faltungs-Verfahren in einem großen Maßstab als auch die Expressions- und Reinigungsverfahren ausge-
arbeitet werden, welche denjenigen überlegen waren, die von Simmons et al., 1998, verwendet wurden. An-
dererseits wird die Serotyp-Spezifität der Antikörper gezeigt, welche durch Immunisierung von Mäusen mit die-
sen Proteinen erzeugt wurden, und zwar auf der Ebene der Neutralisation, der Hemmung von Hämagglutina-
tion und von ELISA, wobei Dosen verwendet wurden, die niedriger waren als diejenigen, die von Simmons et 
al., 1998, eingesetzt wurden. Durch diese Tatsache kam der erste Bericht über die Expression von unlöslichen 
DENe-Proteinen in E. coli zustande, die in der Lage sind, eine funktionelle Immunantwort zu stimulieren.
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[0010] Außerdem ist es möglich, wenn man die mit der dimeren Variante erhaltenen Ergebnisse berücksich-
tigt, mit ein und demselben Molekül Serotyp-spezifische Antikörper für zwei unterschiedliche virale Serotypen 
herzustellen, die in der Lage sind, eine Virusinfektion zu neutralisieren und Mäuse vor einer Infektion durch 
Viren zu schützen.

[0011] Hinsichtlich des MDH-Proteins wurde in der EMBL-Datenbank eine Suche nach Homologie mit ande-
ren Sequenzen durchgeführt, die zeigte, dass die ersten 110 Aminosäuren sehr ähnlich sind zu der Liponsäu-
re-Bindungsdomäne-Region und dem flexiblen Scharnier der Dihydrolipoamid-Acetyltransferase (E2-Enzym 
des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes und α-Ketoglutarat-Dehydrogenase), und dass der Rest des Proteins 
sehr ähnlich ist zu der Lipoamid-Dehydrogenase (LPDH), dem Enzym E3 dieses Komplexes (Stephens, P. E., 
H. M. Darlinson und J. R. Guest, The Pyruvate dehydrogenase complex of E. coli, Eur. J. Biochem. 1983, 133: 
155–162).

[0012] Andererseits wurde auch gefunden, dass Patienten mit primärer biliärer Zirrhose (PBC) anti-mitochon-
driale Autoantikörper produzierten, die für die Liponsäure-Bindungsstelle spezifisch waren, welche bei diesen 
Proteinen häufig vorkommt (Gershwin, M. E., Mackay, I. R., Sturgess, A., Coppel, R, L., Identification and spe-
cificity of a cDNA encoding the 70 kDa mitochondrial antigen recognized in primary biliary cirrhosis, J. Immunol. 
1987, 138: 3525–3531). Deshalb entschieden wir, diese Region innerhalb des Proteins zu mutieren, um bei 
einer Immunisierung von Menschen damit in Form von chimären Proteinen jegliche Autoimmunantwort zu ver-
meiden. Das mutierte MDH-Protein unserer Erfindung wurde in einer klinischen Studie der Phase I eingesetzt 
und zeigte, dass es in Menschen sicher und immunogen ist, und außerdem wurde es nicht durch Seren von 
Patienten mit PBC erkannt (Perez, A., F. Dickinson, Z. Cinza, A. Ruiz, T. Serrano, J. Sosa, S. González, Y. Gu-
tiérrez, C. Nazábal, O. Gutiérrez, D. Guzmán, M. Diaz, M. Delgado, E. Caballero, G. Sardiñas, A. Alvarez, A. 
Martin, G. Guillén, R. Sliva, Safety and preliminary immunogenicity of the recombinant outer membrane protein 
of Neisseria meningitidis in human volunteers, Biotech. Appl. Biochem. 34: 121–125). Jedoch wurde bisher 
noch keine mögliche Verwendung des MBP in Menschen gezeigt (Simmons, M., Nelson, W. M., Wu, S. J., 
Hayes, C. G., Evaluation of the protective efficacy of a recombinant dengue envelope B domain fusion protein 
against dengue 2 virus infection in mice, Am. J. Trop. Med. Hyg. 1998, 58: 655–662).

Genaue Beschreibung der Erfindung

[0013] In der vorliegenden Erfindung wird das Erhalten chimärer Nucleotidketten beschrieben, die, wenn sie 
in einen Expressionsvektor eingeführt werden, chimäre Proteine hervorbringen, die in der Lage sind, eine Se-
rotyp-spezifische humorale Immunantwort zu induzieren und gegen die Infektion durch Dengue-Virus zu schüt-
zen, wie z.B. der Sequenz, die eine Region des DENe-Proteins aus jedem der viralen Serotypen des 
Dengue-Virus codiert, gebunden an das N-terminale Fragment eines mutierten Proteins mit Dehydrogena-
se-Aktivität (MDH) aus Neisseria meningitidis; im zweiten Fall, der Sequenz, die eine Region des DENe-Pro-
teins codiert, gebunden an das gesamte Gen des MDH-Proteins an zwei unterschiedlichen Positionen: an ei-
ner Stelle innerhalb der Sequenz, die eine Strukturdomäne des MDH-Proteins (Liponsäure-Bindungsdomäne) 
codiert, und am 3'-Ende des Gens; und im dritten Fall werden die chimären Sequenzen durch zwei Fragmente 
des DENe-Proteins aus zwei unterschiedlichen viralen Serotypen, DEN-2 und DEN-4, an zwei verschiedenen 
Positionen des MDH-Gens gebildet: eine innerhalb einer bestimmten Stelle der Sequenz, welche die Lipon-
säure-Bindungsdomäne codiert (Serotyp 4), und die andere am 3'-Ende des MDH-Gens (Serotyp 2). Dieses 
Konstrukt wurde als dimeres Konstrukt bezeichnet.

[0014] Diese chimären Proteine wurden in unlöslicher Form im Zytoplasma des Bakteriums erhalten. Ein Rei-
nigungsprozess durch immobilisierte Metall-Affinitäts-Chromatographie (IMAC) wurde durchgeführt, wodurch 
es möglich war, reine Proteine für Immunogenitätsstudien zu erhalten.

[0015] Wenn die Antigenitäts-Ergebnisse analysiert wurden, wurde für die Hyperimmun-Aszitesflüssigkei-
ten-(HMAF)Anti-DEN eine starke Erkennung aller rekombinanten chimären Proteine gezeigt, wobei sie im Fall 
der Fusion des gesamten MDH-Gens höher war, dies macht offensichtlich, dass durch die MDH eine positive 
Wirkung auf die Faltung der Region aus dem DENe-Protein erfolgt. In den Fällen, wenn der Serotyp 2 verwen-
det wurde, wurden alle erhaltenen rekombinanten Proteine durch einen Serotypspezifischen neutralisierenden 
Antikörper (3H5) erkannt, und dies war im Fall der Fusion mit dem gesamten MDH-Gen auch stärker ausge-
prägt, und außerdem beim dimeren Protein. Ferner wurde festgestellt, dass die Erkennung bei den HMAF der 
homologen Serotypen in jedem Fall signifikant stärker war als die Erkennung bei den HMAF der heterologen 
Serotypen, dies macht die Exposition Serotyp-spezifischer Epitope deutlich und ermöglicht somit ihre Verwen-
dung als diagnostisches Mittel für Dengue und Serotypisierung.
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[0016] Wenn Mäuse mit allen rekombinanten chimären Proteinen immunisiert wurden, wurde eine neutrali-
sierende und schützende Antwort erhalten. Die höchsten neutralisierenden Titer wurden mit den Sequenzen, 
die mit dem gesamten Gen der MDH fusioniert waren, und mit dem dimeren Protein erhalten, unabhängig von 
der Position des Fragments aus dem DENe-Protein. Dies zeigte einen mächtigen immunologischen Effekt der 
durch die MDH vermittelten Immunantwort, der durch den Einfluss auf die Faltung des DENe-Proteins erklärt 
werden kann, welcher sich in den Antigenitäts-Ergebnissen widerspiegelt. Außerdem wurde erstmals und im 
Gegensatz zum bisherigen Stand der Technik gezeigt, dass die Unlöslichkeit dieser Proteine nicht die Fähigkeit 
zum Erzeugen einer geeigneten Immunantwort beeinflusst.

[0017] Die erzeugte Immunantwort war in allen Fällen Serotyp-spezifisch (Antikörper gegen den immunisier-
ten homologen Serotyp) in der Virus-Neutralisation, in der Hämagglutinations-Hemmung und im ELISA. Die 
Erzeugung von Serotyp-spezifischen Antikörpern bedeutet, dass sie nicht in der Lage sind, antigene Determi-
nanten von einem Virus heterologer Serotypen zu erkennen, durch welche das Phänomen der Immunverstär-
kung begünstigt wird. Diese Eigenschaft ist von großer Wichtigkeit für die Entwicklung eines Impfstoffkandidats 
gegen das Dengue-Virus, da die Erkennung von Antikörpern gegen heterologe Serotypen eine der Ursachen 
für das Dengue-hämorrhagische Fieber (DHF) sein könnte.

[0018] Außerdem wurde die Induktion von Antikörpern gegen zwei Virus-Serotypen nach Immunisierung mit 
nur einem der chimären Proteine gezeigt, wodurch es möglich wird, einen Impfstoffkandidaten gegen die vier 
Serotypen zu formulieren, indem nur zwei unserer verfügbaren rekombinanten chimären Proteine verwendet 
werden.

[0019] Das Erhalten des mutierten MDH-Proteins bestand aus der Eliminierung der Liponsäure-Bindungsstel-
le in der Sequenz ETDKAT, die auf der kovalenten Bindung dieser Fettsäure mit den Epsilon-Aminogruppen 
von Lysin (K) basierte (Tuaillon, N., Andre, C., Briand, J. P., et al., A lipoyl synthetic octadecapeptide of dihy-
drolipoamide acetyltransferase specifically recognized by anti-M2 autoantibodies in Primary Biliary Cirrhosis, 
J. Immunol. 1992, 148: 445–450).

[0020] Die Mutagenese erfolgte unter Verwendung einer PCR zusammen mit einem Primerpaar, um die N-ter-
minale Region (vom Start-Codon des IpdA-Gens bis zur Liponsäure-Bindungsstelle, 135 bp) und das C-Ende 
des Proteins (von der Liponsäure-Bindungsstelle bis zum 3'-Ende des Gens) zu amplifizieren; auf diese Weise 
wird die Möglichkeit ausgeschaltet, dass Autoimmunreaktionen erzeugt werden, wie in den klinischen Studien 
am Menschen gezeigt wurde.

Hinterlegung des biologischen Materials

[0021] Die Plasmide PLL1, PLL2, PLL3, PLH1, PLH2, PLH3, PAZ1, PAZ2, PAZ3, PID1, PID2 und PID3 wur-
den nach dem Budapester Vertrag in der Belgian Coordinated Collection of Microorganism, BCCMTM, 
LMBP-Collection, mit dem Datum und unter den Hinterlegungsnummern hinterlegt (schwebend).

Beschreibung der Figuren

[0022] Fig. 1: Strategie zur Clonierung des E2-Fragments, um PLL1 zu erhalten.  
DENe2: Fragment des Hüllproteins von DEN-2.  
N-term: Nucleotidsequenz, welche die ersten 45 Aminosäuren des MDH-Proteins codiert.

[0023] Fig. 2: Strategie zur Clonierung des E2-Fragments, um PLL2 zu erhalten.  
DENe2: Fragment des Hüllproteins von DEN-2.  
MDH: Mutierte Dehydrogenase.

[0024] Fig. 3: Strategie zur Clonierung des E2-Fragments, um PLL3 zu erhalten.  
DENe2: Fragment des Hüllproteins von DEN-2.  
MDH: Mutierte Dehydrogenase.

[0025] Fig. 4: Strategie zur Clonierung des E1-Fragments, um PLH1 zu erhalten.  
DENe1: Fragment des Hüllproteins von DEN-1.  
N-term: Nucleotidsequenz, welche die ersten 45 Aminosäuren des MDH-Proteins codiert.

[0026] Fig. 5: Strategie zur Clonierung des E1-Fragments, um PLH2 zu erhalten.  
DENe1: Fragment des Hüllproteins von DEN-1.  
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N-term: Nucleotidsequenz, welche die ersten 45 Aminosäuren des MDH-Proteins codiert.

[0027] Fig. 6: Strategie zur Clonierung des E1-Fragments, um PLH3 zu erhalten.  
DENe1: Fragment des Hüllproteins von DEN-1.  
MDH: Mutierte Dehydrogenase.

[0028] Fig. 7: Strategie zur Clonierung des E3-Fragments, um PAZ1 zu erhalten.  
DENe3: Fragment des Hüllproteins von DEN-3.  
N-term: Nucleotidsequenz, welche die ersten 45 Aminosäuren des MDH-Proteins codiert.

[0029] Fig. 8: Strategie zur Clonierung des E3-Fragments, um PAZ2 zu erhalten.  
DENe3: Fragment des Hüllproteins von DEN-3.  
MDH: Mutierte Dehydrogenase.

[0030] Fig. 9: Strategie zur Clonierung des E3-Fragments, um PAZ3 zu erhalten.  
DENe3: Fragment des Hüllproteins von DEN-3.  
MDH: Mutierte Dehydrogenase.

[0031] Fig. 10: Strategie zur Clonierung des E4-Fragments, um PID1 zu erhalten.  
DENe4: Fragment des Hüllproteins von DEN-4.  
N-term: Nucleotidsequenz, welche die ersten 45 Aminosäuren des MDH-Proteins codiert.

[0032] Fig. 11: Strategie zur Clonierung des E4-Fragments, um PID2 zu erhalten.  
DENe4: Fragment des Hüllproteins von DEN-4.  
MDH: Mutierte Dehydrogenase.

[0033] Fig. 12: Strategie zur Clonierung des E4-Fragments, um PID3 zu erhalten.  
DENe4: Fragment des Hüllproteins von DEN-4.  
MDH: Mutierte Dehydrogenase.

[0034] Fig. 13: Strategie zur Clonierung, um PD4D2 zu erhalten.  
DENe4: Fragment des Hüllproteins von DEN-4.  
DENe2: Fragment des Hüllproteins von DEN-2.  
MDH: Mutierte Dehydrogenase.

Beispiele

Beispiel 1. Erhalten von PLL1

[0035] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosäuren von 286 bis 426 des Hüllproteins des DEN-2-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 22), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 2 bezeichneten 
Oligonucleotiden aus dem DEN-2-Virusstamm Genotyp Jamaica amplifiziert (Deubel, V, Kinney, R. M., Trent, 
D. W., Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of the nonstructural proteins of Dengue type 
2 virus, Jamaica genotype: Comparative analysis of the full-length genome, Virology 1988, 165: 234–244).

[0036] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM108 His mit XbaI/BamHI erzeugt, welches die Nuc-
leotidsequenz enthält, die die N-terminale Region der MDH und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert 
(SEQ ID NO: 23). Nach dem Ligieren wurden die möglichen Rekombinanten durch Restriktionsenzymspaltung 
analysiert und positive Clone sequenziert, um die Übergänge zu überprüfen. Die kompetenten Zellen W3110 
(Hill, C. W., Harnish, B. W., 1982, Transposition of a chromosomal segment bounded by redundant rRNA genes 
in Escherichia coli, J. Bacteriology, 149: 449–457) wurden mit dem ausgewählten Clon, der mit pLL1 bezeich-
net wurde (Fig. 1 und SEQ ID NO: 24), transformiert. Nachdem die Kolonie in Luria-Bertani-Medium (LB-Me-
dium) gezüchtet worden war, wurde eine SDS-PAGE des Zelllysats durchgeführt. Als Ergebnis wurde eine 
25-kDa-Bande erhalten, die 10 % der gesamten zellulären Proteine ausmachte. Die Größe des erhaltenen Pro-
teins entsprach der Summe der N-terminalen Region aus dem MDH-Protein und des DENe-Proteinfragments 
aus dem DEN-2-Virus. Das Protein wurde im Immunblotting durch die in den HMAF enthaltenen polyclonalen 
Antikörper (PA) Anti-DEN-2 erkannt. Dieses Protein wurde mit PLL1 bezeichnet (SEQ ID NO: 25).
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Beispiel 2: Reinigen des Proteins PLL1

[0037] Die Biomasse, die aus dem mit pLL1 transformierten und bei 37°C gezüchteten E. coli-Stamm erhalten 
wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde hauptsächlich als un-
lösliche Form erhalten, die mit dem Pellet des Zellaufschlusses assoziiert war. Das Protein wurde aus dem Pel-
let mit 6 M Harnstoff extrahiert und der Überstand, der das Protein PLL1 enthielt, auf eine G-25-Säule aufge-
tragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschließend in Gegenwart von 
Cu++-Ionen auf die Chelating-Sepharose-FF-Säule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Das Protein wurde mit 50 
mM Imidazol eluiert und das erhaltene Volumen auf eine G-25-Säule aufgetragen, wodurch schließlich das 
Protein im Formulierungspuffer 100 mM NaCl, 2 mM KCl2, 10 mM Na2HPO4, pH 7,2, 1 mM KH2PO4 (PBS) er-
halten wurde. Dieses Präparat wurde für immunologische Studien verwendet.

Beispiel 3: Antigen-Charakterisierung von PLL1

[0038] Die gereinigte Fraktion von PLL1 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale 
Seren und/oder murine monoclonale Antikörper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue 
charakterisiert (Tabelle 1). 

* Insgesamt wurden 10 μg des gereinigten PLL1 angewendet. Die Intensität des erhaltenen Signals wurde mit 
+ bis ++ bewertet.
** HMAF wurden in der Verdünnung 1:100 verwendet, während der mAb 3H5 in der Verdünnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.
*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

[0039] Die stärkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-2 erhalten. Dieses Er-
gebnis stimmt mit der Tatsache überein, dass die clonierte Region zum Serotyp 2 gehört. Die Erkennung durch 
HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgeprägt als im Fall von Serotyp 2, und zwar in ab-
steigender Reihenfolge: DEN-1, DEN-3 und DEN-4. Die durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und 
Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikörper zeigten keinerlei Erkennung. Andererseits wies der mAb 
3H5 tatsächlich eine Reaktivität auf. Diese Erkennung durch Western-Blotting beruhte auf einer Disulfidbin-
dung, da das Signal verlorenging, wenn die Probe reduziert wurde. Schließlich wurde eine Reaktivität gegen 
drei menschliche Seren mit hohen Titern und drei mit niedrigen Titern gegen DEN-2 gemessen, wobei in bei-
den Fällen durch Western-Blotting und Dot-Blotting ein wesentliches Signal erhalten wurde.

Beispiel 4: Charakterisieren der durch PLL1 erzeugten Antikörperantwort

[0040] Insgesamt 25 Balb/c-Mäuse wurden mit 35 μg des gereinigten PLL1 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikörper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikörpertiter gegen DEN-2 wurden erhalten, während gegen die restlichen Serotypen 
keine Reaktivität erhalten wurde (Tabelle 2 und Tabelle 5). Außerdem wurde der Hämagglutinations-Hemmtest 
(HIA) durchgeführt, wobei nur positive Titer gegen DEN-2 gefunden wurden (Tabelle 3 und Tabelle 5). Schließ-
lich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgeführt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-2 von 1:320 er-

Tabelle 1: Reaktivität des Proteins PLL1 gegen monoclonale und polyclonale Antikörper
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halten wurden. Jedoch wurde keine Neutralisation der Virusinfektion gegen die restlichen Serotypen gefunden 
(Tabelle 4 und Tabelle 5). Diese Ergebnisse zeigen die hohe Serotyp-Spezifität der durch PLL1 induzierten An-
tikörper. 

* Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

Tabelle 2: Antikörpertiter gegen DEN-2 der Seren, die nach Immunisieren von Mäusen mit PLL1 erhalten wur-
den

Tabelle 3: HI-Titer der Seren aus den mit PLL1 immunisierten Tieren
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* Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.
** Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
*** Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 4: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PLL1 immunisierten Tieren

Tabelle 5: Test auf Kreuzreaktivität gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit 
den Seren von mit PLL1 immunisierten Tieren
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Beispiel 5: Erhalten von PLL2

[0041] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosäuren 286 bis 426 des Hüllproteins des DEN-2-Virus codiert 
(SEQ ID NO: 22), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 3 bezeichneten Oli-
gonucleotiden aus dem DEN-2-Virusstamm Genotyp Jamaica amplifiziert (Deubel, V, Kinney, R. M., Trent, D. 
W., Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of the nonstructural proteins of Dengue type 2 
virus, Jamaica genotype: Comparative analysis of the full-length genome, Virology 1988, 165: 234–244).

[0042] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM84 His mit XbaI/EcoRI erzeugt, welches die Nucle-
otidsequenz enthält, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert (SEQ ID NO: 
26). Diese Spaltung macht die Insertion des durch PCR amplifizierten Fragments innerhalb der codierenden 
Region für eine Strukturdomäne des MDH-Proteins möglich. Nach dem Ligieren wurden die möglichen Rekom-
binanten durch Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Übergänge zu 
überprüfen. Die kompetenten Zellen MM294 (Hanahan, D., 1983, Studies on transformation of Escherichia coli 
with plasmids, J. Mol. Biol. 166: 557–580) wurden mit dem ausgewählten Clon, der mit pLL2 bezeichnet wurde 
(Fig. 2 und SEQ ID NO: 27), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium gezüchtet worden war, wurde 
eine SDS-PAGE des Zelllysats durchgeführt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 10 % der 
gesamten zellulären Proteine ausmachte. Die Größe des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der Größe 
des MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-2-Virus. Das Protein wurde im Immunblot-
ting durch HMAF-Anti-DEN-2 erkannt und mit PLL2 bezeichnet (SEQ ID NO: 28).

Beispiel 2: Reinigen des Proteins PLL2

[0043] Die Biomasse, die aus dem mit pLL2 transformierten und bei 37°C gezüchteten E. coli-Stamm erhalten 
wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen, der 
löslichen und der unlöslichen Form, erhalten. Mit der löslichen Fraktion wurde eine Metallionen-Affinitäts-Chro-
matographie durchgeführt, wobei die Chelating-Sepharose-FF-Säule verwendet wurde, die vorher mit Cu++-Io-
nen gekoppelt worden war. Die Säule wurde unter Verwendung von 15 mM Imidazol gewaschen und das Pro-
tein mit 100 mM Imidazol eluiert. Andererseits wurde das mit der unlöslichen Fraktion assoziierte Protein unter 
Verwendung von 8 M Harnstoff extrahiert und der Überstand, der das Protein PLL2 enthielt, auf eine G-25-Säu-
le aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschließend in Gegen-
wart von Cu++-Ionen auf die Chelating-Sepharose-FF-Säule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Das Protein wurde 
mit 100 mM Imidazol eluiert. Schließlich wurde jeweils die reine Fraktion von jeder Form des Proteins auf eine 
G-25-Säule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer 100 mM NaCl, 2 mM KCl2, 10 mM 
Na2HPO4, pH 7,2, 1 mM KH2PO4 (PBS) erhalten wurde. Diese Präparate wurden für immunologische Studien 
verwendet.

Beispiel 7: Antigen-Charakterisierung von PLL2

[0044] Die gereinigte Fraktion von PLL2 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale 
Seren und/oder murine monoclonale Antikörper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue 
charakterisiert (Tabelle 6).

[0045] Die stärkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-2 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgeprägt als im Fall von Serotyp 2, und 
zwar in absteigender Reihenfolge: DEN-1, DEN-3 und DEN-4. Die durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Vi-
rus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikörper zeigten keinerlei Erkennung. Trotzdem wurde, 
bezogen auf den mAb 3H5, sowohl beim Dot-Blot als auch beim Western-Blot eine hohe Reaktivität festgestellt 
(sogar noch höher als diejenige, die mit PLL1 erhalten wurde). Entgegengesetzt zu den PLL1-Ergebnissen war 
die Erkennung mit dem mAb 3H5 die gleiche, wenn in der Probe Reduktionsmittel vorlagen, dies zeigt einen 
möglichen Unterschied in der Konformation zwischen beiden Proteinen. Schließlich wurde die Reaktivität ge-
gen drei menschliche Seren mit hohen Titern und drei mit niedrigen Titern gegen DEN-2 gemessen, wobei in 
beiden Fällen durch Western-Blotting und Dot-Blotting ein wesentliches Signal erhalten wurde. 
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* Insgesamt wurden 10 μg des gereinigten PLL2 angewendet. Die Intensität des erhaltenen Signals wurde mit 
+ bis ++ bewertet.
** HMAF wurden in der Verdünnung 1:100 verwendet, während der mAb 3H5 in der Verdünnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.
*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 8: Charakterisieren der durch PLL2 erzeugten Antikörperantwort

[0046] Insgesamt 25 Balb/c-Mäuse wurden mit 35 μg des gereinigten PLL2 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikörper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikörpertiter gegen DEN-2 wurden erhalten, während gegen die restlichen Serotypen 
keine Reaktivität erhalten wurde (Tabelle 7 und Tabelle 10). Außerdem wurde der Hämagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeführt, wobei nur positive Titer gegen DEN-2 gefunden wurden (Tabelle 8 und Tabelle 10). 
Schließlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgeführt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-2 von 
1:1280 erhalten wurden. Ähnlich zu den mit PLL1 erhaltenen Ergebnissen wurde keine Neutralisation der Vi-
rusinfektion gegen die restlichen Serotypen gefunden (Tabelle 9 und Tabelle 10). Andererseits waren die mit 
den beiden Varianten von PLL2 erhaltenen Ergebnisse ähnlich, dies zeigt, dass der Löslichkeitszustand des 
Proteins nicht die Fähigkeit zum Hervorbringen funktioneller Antikörper beeinflusst. 

Tabelle 6: Reaktivität des Proteins PLL2 gegen monoclonale und polyclonale Antikörper

Tabelle 7: Antikörpertiter gegen DEN-2 der Seren, die nach Immunisieren von Mäusen mit PLL2, löslich und 
unlöslich, erhalten wurden
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* Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

* Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 8: HI-Titer der Seren aus den mit PLL2, löslich und unlöslich, immunisierten Tieren

Tabelle 9: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PLL2 löslich und unlöslich immunisierten Tieren
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* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.
** Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
*** Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Beispiel 9: Erhalten von pLL3

[0047] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosäuren von 286 bis 426 des Hüllproteins des DEN-2-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 22), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 5 bezeichneten 
Oligonucleotiden aus dem DEN-2-Virusstamm Genotyp Jamaica amplifiziert (Deubel, V, Kinney, R. M., Trent, 
D. W., Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of the nonstructural proteins of Dengue type 
2 virus, Jamaica genotype: Comparative analysis of the full-length genome, Virology 1988, 165: 234–244).

[0048] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pD4 mit BamHI/BamHI erzeugt, welches die Nucleotid-
sequenz enthält, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten, ohne Stopp-Codon, codiert 
(SEQ ID NO: 29). Diese Spaltung macht die Fusion des durch PCR amplifizierten Fragments hinter der C-ter-
minalen Region des MDH-Proteins möglich. Nach dem Ligieren wurden die möglichen Rekombinanten durch 
Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Übergänge zu überprüfen. Die 
kompetenten Zellen W3110 wurden mit dem ausgewählten Clon, der mit pLL3 bezeichnet wurde (Fig. 3 und 
SEQ ID NO: 30), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium gezüchtet worden war, wurde eine 
SDS-PAGE des Zelllysats durchgeführt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 20 % der gesam-
ten zellulären Proteine ausmachte. Die Größe des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der Größe des 
MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-2-Virus. Das Protein wurde im Immunblotting 
durch HMAF-Anti-DEN-2 erkannt und mit PLL3 bezeichnet (SEQ ID NO: 31).

Beispiel 10: Reinigen des Proteins PLL3

[0049] Die Biomasse, die aus dem mit pLL2 transformierten und bei 37°C gezüchteten E. coli-Stamm erhalten 
wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen, der 
löslichen und der unlöslichen Form, erhalten. Aus der unlöslichen Fraktion wurde das Protein unter Verwen-
dung von 6 M Harnstoff extrahiert und der Überstand, der das Protein PLL3 enthielt, auf eine G-25-Säule auf-

Tabelle 10: Test auf Kreuzreaktivität gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit 
den Seren von mit PLL2. löslich und unlöslich, immunisierten Tieren
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getragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschließend in Gegenwart von 
Cu++-Ionen auf die Chelating-Sepharose-FF-Säule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Die Säule wurde mit 30 mM 
Imidazol gewaschen und das Protein mit 100 mM Imidazol eluiert. Schließlich wurde die reine Fraktion des Pro-
teins auf eine G-25-Säule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde. 
Diese Präparate wurden für immunologische Studien verwendet.

Beispiel 11: Antigen-Charakterisierung von PLL3

[0050] Die gereinigte Fraktion von PLL3 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale 
Seren und/oder murine monoclonale Antikörper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue 
charakterisiert (Tabelle 11).

[0051] Die stärkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-2 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgeprägt als im Fall von Serotyp 2, und 
zwar in absteigender Reihenfolge: DEN-1, DEN-3 und DEN-4. Die durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Vi-
rus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikörper zeigten keinerlei Erkennung. Trotzdem wurde, 
bezogen auf den mAb 3H5, sowohl beim Dot-Blot als auch beim Western-Blot eine hohe Reaktivität festgestellt 
(ähnlich wie diejenigen Ergebnisse, die mit PLL2 erhalten wurden). Entgegengesetzt zu den PLL1-Ergebnis-
sen war die Erkennung mit dem mAb 3H5 die gleiche, wenn in der Probe Reduktionsmittel vorlagen, dies zeigt 
einen möglichen Unterschied in der Konformation zwischen beiden Proteinen. Schließlich wurde die Reaktivi-
tät gegen drei menschliche Seren mit hohen Titern und drei mit niedrigen Titern gegen DEN-2 gemessen, wo-
bei in beiden Fällen durch Western-Blotting und Dot-Blotting ein wesentliches Signal erhalten wurde. 

* Insgesamt wurden 10 μg des gereinigten PLL3 angewendet. Die Intensität des erhaltenen Signals wurde mit 
+ bis ++ bewertet.
** HMAF wurden in der Verdünnung 1:100 verwendet, während der mAb 3H5 in der Verdünnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.
*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 12: Charakterisieren der durch PLL3 erzeugten Antikörperantwort

[0052] Insgesamt 25 Balb/c-Mäuse wurden mit 35 μg des gereinigten PLL3 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikörper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikörpertiter gegen DEN-2 wurden erhalten, während gegen die restlichen Serotypen 
keine Reaktivität erhalten wurde (Tabelle 12 und Tabelle 15). Außerdem wurde der Hämagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeführt, wobei nur positive Titer gegen DEN-2 gefunden wurden (Tabelle 13 und Tabelle 15). 
Schließlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgeführt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-2 von 
1:1280 erhalten wurden (Tabelle 14). Keine Neutralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Sero-
typen gefunden (Tabelle 15). Unter Verwendung der drei Tests wurden hohe Spiegel von Serotypspezifischen 
Antikörpern nachgewiesen, ähnlich wie diejenigen, die nach der Immunisierung mit dem Protein PLL2 erhalten 
wurden. 

Tabelle 11: Reaktivität des Proteins PLL3 gegen monoclonale und golyclonale Antikörper
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* Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

Tabelle 12: Antikörgertiter gegen DEN-2 der Seren, die nach Immunisieren von Mäusen mit PLL3 erhalten wur-
den

Tabelle 13: HI-Titer der Seren aus den mit PLL3 immunisierten Tieren
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* Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.
** Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
*** Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 14: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PLL3 immunisierten Tieren

Tabelle 15: Test auf Kreuzreaktivität gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit 
den Seren von mit PLL3 immunisierten Tieren
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Beispiel 13: Erhalten von pLH1

[0053] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosäuren von 286 bis 426 des Hüllproteins des DEN-1-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 32), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 6 und SEQ ID NO: 7 bezeichneten 
Oligonucleotiden aus dem DEN-1-Virusstamm Genotyp amplifiziert (Chu, M. C., O'Rourke, E. J., Trent, D. W., 
Genetic relatedness among structural protein genes of dengue 1 virus strains, J. Gen. Virol. 1989, 70: 
1701–1712).

[0054] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM108 His mit XbaI/BamHI erzeugt, welches die Nuc-
leotidsequenz enthält, die die N-terminale Region der MDH und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert 
(SEQ ID NO: 23). Nach dem Ligieren wurden die möglichen Rekombinanten durch Restriktionsenzymspaltung 
analysiert und positive Clone sequenziert, um die Übergänge zu überprüfen. Die kompetenten Zellen W3110 
wurden mit dem ausgewählten Clon, der mit pLH1 bezeichnet wurde (Fig. 4 und SEQ ID NO: 33), transfor-
miert. Nachdem die Kolonie in Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) gezüchtet worden war, wurde eine SDS-PA-
GE des Zelllysats durchgeführt. Als Ergebnis wurde eine 25-kDa-Bande erhalten, die 10 % der gesamten zel-
lulären Proteine ausmachte. Die Größe des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der N-terminalen Re-
gion des MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-1-Virus. Das Protein wurde im Immun-
blotting durch die in den HMAF enthaltenen polyclonalen Antikörper (pA) Anti-DEN-1 erkannt und mit PLH1 
bezeichnet (SEQ ID NO: 34).

Beispiel 14: Reinigen des Proteins PLH1

[0055] Die Biomasse, die aus dem mit pLH1 transformierten und bei 37°C gezüchteten E. coli-Stamm erhal-
ten wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde überwiegend als 
unlösliche Form erhalten, die mit dem Pellet des Zellaufschlusses assoziiert war. Das Protein wurde aus dem 
Pellet mit 7 M Harnstoff extrahiert und der Überstand, der das Protein PLH1 enthielt, auf eine G-25-Säule auf-
getragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschließend in Gegenwart von 
Cu++-Ionen auf die Chelating-Sepharose-FF-Säule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Das Protein wurde mit 60 
mM Imidazol eluiert und das erhaltene Volumen auf eine G-25-Säule aufgetragen, wodurch schließlich das 
Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde. Dieses Präparat wurde für immunologische Studien ver-
wendet.

Beispiel 15: Antigen-Charakterisierung von PLH1

[0056] Die gereinigte Fraktion von PLH1 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale 
Seren und/oder murine monoclonale Antikörper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue 
charakterisiert (Tabelle 16).

[0057] Die stärkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-1 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgeprägt als im Fall von Serotyp 1. Die 
durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikörper zeig-
ten keinerlei Erkennung. Schließlich wurde die Reaktivität gegen drei menschliche Seren mit hohen Titern und 
drei mit niedrigen Titern gegen DEN-1 gemessen, wobei in beiden Fällen durch Western-Blotting und Dot-Blot-
ting ein wesentliches Signal erhalten wurde. 

Tabelle 16: Reaktivität des Proteins PLH1 gegen monoclonale und golyclonale Antikörper
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* Insgesamt wurden 10 μg des gereinigten PLH1 angewendet. Die Intensität des erhaltenen Signals wurde mit 
+ bis ++ bewertet.
** HMAF wurden in der Verdünnung 1:100 verwendet, während der mAb 3H5 in der Verdünnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.
*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 16: Charakterisieren der durch PLH1 erzeugten Antikörperantwort

[0058] Insgesamt 25 Balb/c-Mäuse wurden mit 35 μg des gereinigten PLH1 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikörper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikörpertiter gegen DEN-1 wurden erhalten, während gegen die restlichen Serotypen 
keine Reaktivität erhalten wurde (Tabelle 17 und Tabelle 20). Außerdem wurde der Hämagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeführt, wobei nur positive Titer gegen DEN-1 gefunden wurden (Tabelle 18 und Tabelle 20). 
Schließlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgeführt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-1 von 
1:320 erhalten wurden. Jedoch wurde keine Neutralisation der Virusinfektion gegen die restlichen Serotypen 
gefunden (Tabelle 19 und Tabelle 20). Diese Ergebnisse zeigen die hohe Serotyp-Spezifität der durch PLH1 
hervorgebrachten Antikörper. 

Tabelle 17: Antikörgertiter gegen DEN-1 der Seren die nach Immunisieren von Mäusen mit PLH1 erhalten wur-
den
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* Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

* Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 18: HI-Titer der Seren aus den mit PLH1 immunisierten Tieren

Tabelle 19: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PLH1 immunisierten Tieren
19/113



DE 602 17 129 T2    2007.10.31
* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.
** Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
*** Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Beispiel 17: Erhalten von pLH2

[0059] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosäuren von 286 bis 426 des Hüllproteins des DEN-1-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 32), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 6 und SEQ ID NO: 8 bezeichneten 
Oligonucleotiden aus dem DEN-1-Virusstamm amplifiziert (Chu, M. C., O'Rourke, E. J., Trent, D. W., Genetic 
relatedness among structural protein genes of dengue 1 virus strains, J. Gen. Virol. 1989, 70: 1701–1712).

[0060] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM84 His mit XbaI/EcoRI erzeugt, welches die Nucle-
otidsequenz enthält, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert (SEQ ID NO: 
26). Diese Spaltung macht die Insertion des durch PCR amplifizierten Fragments innerhalb der codierenden 
Region für eine Strukturdomäne des MDH-Proteins möglich. Nach dem Ligieren wurden die möglichen Rekom-
binanten durch Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Übergänge zu 
überprüfen. Die kompetenten Zellen MM294 wurden mit dem ausgewählten Clon, der mit pLH2 bezeichnet 
wurde (Fig. 5 und SEQ ID NO: 35), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium gezüchtet worden war, 
wurde eine SDS-PAGE des Zelllysats durchgeführt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 20 
% der gesamten zellulären Proteine ausmachte. Die Größe des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der 
Größe des MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-1-Virus. Das Protein wurde im Im-
munblotting durch HMAF-Anti-DEN-1 erkannt und mit PLH2 bezeichnet (SEQ ID NO: 36).

Beispiel 18: Reinigen des Proteins PLH2

[0061] Die Biomasse, die aus dem mit pLH2 transformierten und bei 37°C gezüchteten E. coli-Stamm erhal-
ten wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen, 
der löslichen und der unlöslich Form, erhalten. Das mit der unlöslichen Fraktion assoziierte Protein wurde unter 
Verwendung von 7 M Harnstoff extrahiert und der Überstand, der das Protein PLH2 enthielt, auf eine 
G-25-Säule aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschließend in 
Gegenwart von Cu++-Ionen auf die Chelating-Sepharose-FF-Säule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Die Säule 
wurde mit 40 mM Imidazol gewaschen und das Protein mit 100 mM Imidazol eluiert. Schließlich wurde die reine 

Tabelle 20: Test auf Kreuzreaktivität gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit 
den Seren von mit PLH1 immunisierten Tieren
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Fraktion auf eine G-25-Säule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde. 
Dieses Präparat wurde für immunologische Studien verwendet.

Beispiel 19: Antigen-Charakterisierung von PLH2

[0062] Die gereinigte Fraktion von PLH2 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale 
Seren und/oder murine monoclonale Antikörper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue 
charakterisiert (Tabelle 21).

[0063] Die stärkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-1 erhalten (wobei diese 
stärker ausgeprägt waren als diejenigen, die mit PLH1 erhalten wurden). Die Erkennung durch HMAF gegen 
die anderen Serotypen war weniger stark ausgeprägt als im Fall von Serotyp 1. Die durch andere Flaviviren, 
wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikörper zeigten keinerlei Erkennung. 
Schließlich wurde die Reaktivität gegen fünf menschliche Seren mit hohen Titern und drei mit niedrigen Titern 
gegen DEN-1 gemessen, wobei in beiden Fällen durch Western-Blotting und Dot-Blotting ein wesentliches Si-
gnal erhalten wurde. 

* Insgesamt wurden 10 μg des gereinigten PLH2 angewendet. Die Intensität des erhaltenen Signals wurde mit 
+ bis ++ bewertet.
** HMAF wurden in der Verdünnung 1:100 verwendet, während der mAb 3H5 in der Verdünnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.
*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 20: Charakterisieren der durch PLH2 erzeugten Antikörgerantwort

[0064] Insgesamt 25 Balb/c-Mäuse wurden mit 20 μg des gereinigten PLH2 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikörper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikörpertiter gegen DEN-1 wurden erhalten, während gegen die restlichen Serotypen 
keine Reaktivität erhalten wurde (Tabelle 22 und Tabelle 25). Außerdem wurde der Hämagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeführt, wobei nur positive Titer gegen DEN-1 gefunden wurden (Tabelle 23 und Tabelle 25). 
Schließlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgeführt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-1 von 
1:1280 erhalten wurden (Tabelle 24). Keine Neutralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Sero-
typen gefunden (Tabelle 25). 

Tabelle 21: Reaktivität des Proteins PLH2 gegen monoclonale und golyclonale Antikörper
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* Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

Tabelle 22: Antikörpertiter gegen DEN-1 der Seren, die nach Immunisieren von Mäusen mit PLH2 erhalten wur-
den

Tabelle 23: HI-Titer der Seren aus den mit PLH2 immunisierten Tieren
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* Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.
** Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
*** Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 24: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PLH2 immunisierten Tieren

Tabelle 25: Test auf Kreuzreaktivität gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit 
den Seren von mit PLH2 immunisierten Tieren
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Beispiel 21: Erhalten von pLH3

[0065] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosäuren von 286 bis 426 des Hüllproteins des DEN-1-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 32), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 9 und SEQ ID NO: 10 bezeichneten 
Oligonucleotiden aus dem DEN-1-Virusstamm amplifiziert (Chu, M. C., O'Rourke, E. J., Trent, D. W., Genetic 
relatedness among structural protein genes of dengue 1 virus strains, J. Gen. Virol. 1989, 70: 1701–1712).

[0066] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pD4 mit BamHI/BamHI erzeugt, welches die Nucleotid-
sequenz enthält, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten, ohne Stopp-Codon, codiert 
(SEQ ID NO: 29). Diese Spaltung macht die Fusion des durch PCR amplifizierten Fragments hinter der C-ter-
minalen Region des MDH-Proteins möglich. Nach dem Ligieren wurden die möglichen Rekombinanten durch 
Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Übergänge zu überprüfen. Die 
kompetenten Zellen W3110 wurden mit dem ausgewählten Clon, der mit pLH3 bezeichnet wurde (Fig. 6 und 
SEQ ID NO: 37), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium gezüchtet worden war, wurde eine 
SDS-PAGE des Zelllysats durchgeführt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 20 % der gesam-
ten zellulären Proteine ausmachte. Die Größe des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der Größe des 
MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-1-Virus. Das Protein wurde im Immunblotting 
durch HMAF-Anti-DEN-1 erkannt und mit PLH3 bezeichnet (SEQ ID NO: 38).

Beispiel 22: Reinigen des Proteins PLH3

[0067] Die Biomasse, die aus dem mit pLH3 transformierten und bei 37°C gezüchteten E. coli-Stamm erhal-
ten wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen, 
der löslichen und der unlöslichen Form, erhalten. Das Protein wurde aus der unlöslichen Fraktion unter Ver-
wendung von 6 M Harnstoff extrahiert und der Überstand, der das Protein PLH3 enthielt, auf eine G-25-Säule 
aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschließend in Gegenwart 
von Cu++-Ionen auf die Chelating-Sepharose-FF-Säule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Die Säule wurde mit 30 
mM Imidazol gewaschen und das Protein mit 250 mM Imidazol eluiert. Schließlich wurde die reine Fraktion auf 
eine G-25-Säule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde. Dieses Prä-
parat wurde für immunologische Studien verwendet.

Beispiel 23: Antigen-Charakterisierung von PLH3

[0068] Die gereinigte Fraktion von PLH3 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale 
Seren und/oder murine monoclonale Antikörper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue 
charakterisiert (Tabelle 26).

[0069] Die stärkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-1 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgeprägt als im Fall von Serotyp 1. Die 
durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikörper zeig-
ten keinerlei Erkennung. Schließlich wurde die Reaktivität gegen drei menschliche Seren mit hohen Titern und 
drei mit niedrigen Titern gegen DEN-1 gemessen, wobei in beiden Fällen durch Western-Blotting und Dot-Blot-
ting ein wesentliches Signal erhalten wurde. 

Tabelle 26: Reaktivität des Proteins PLH3 gegen monoclonale und polyclonale Antikörper
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* Insgesamt wurden 10 μg des gereinigten PLH3 angewendet. Die Intensität des erhaltenen Signals wurde mit 
+ bis ++ bewertet.
** HMAF wurden in der Verdünnung 1:100 verwendet, während der mAb 3H5 in der Verdünnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.
*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 24: Charakterisieren der durch PLH3 erzeugten Antikörperantwort

[0070] Insgesamt 25 Balb/c-Mäuse wurden mit 20 μg des gereinigten PLH3 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikörper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikörpertiter gegen DEN-1 wurden erhalten, während gegen die restlichen Serotypen 
keine Reaktivität erhalten wurde (Tabelle 27 und Tabelle 30). Außerdem wurde der Hämagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeführt, wobei nur positive Titer gegen DEN-1 gefunden wurden (Tabelle 28 und Tabelle 30). 
Schließlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgeführt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-1 von 
1:1280 erhalten wurden (Tabelle 29). Keine Neutralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Sero-
typen gefunden (Tabelle 30). 

Tabelle 27: Antikörpertiter gegen DEN-1 der Seren, die nach Immunisieren von Mäusen mit PLH3 erhalten wur-
den
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* Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

* Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 28: HI-Titer der Seren aus den mit PLH3 immunisierten Tieren

Tabelle 29: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PLH3 immunisierten Tieren
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* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.
** Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
*** Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Beispiel 25: Erhalten von pAZ1

[0071] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosäuren von 286 bis 426 des Hüllproteins des DEN-3-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 39), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 11 und SEQ ID NO: 12 bezeichne-
ten Oligonucleotiden aus dem DEN-3-Virusstamm Genotyp amplifiziert (Osatomi, K., Sumiyoshi, H., Complete 
nucleotide sequence of dengue type 3 virus genome RNA, Virology 1990, 176 (2): 643–647).

[0072] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM108 His mit XbaI/BamHI erzeugt, welches die Nuc-
leotidsequenz enthält, die die N-terminale Region der MDH und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert 
(SEQ ID NO: 23). Nach dem Ligieren wurden die möglichen Rekombinanten durch Restriktionsenzymspaltung 
analysiert und positive Clone sequenziert, um die Übergänge zu überprüfen. Die kompetenten Zellen W3110 
wurden mit dem ausgewählten Clon, der mit pAZ1 bezeichnet wurde (Fig. 7 und SEQ ID NO: 40), transfor-
miert. Nachdem die Kolonie in Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) gezüchtet worden war, wurde eine SDS-PA-
GE des Zelllysats durchgeführt. Als Ergebnis wurde eine 25-kDa-Bande erhalten, die 10 % der gesamten zel-
lulären Proteine ausmachte. Die Größe des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der N-terminalen Re-
gion des MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-3-Virus. Das Protein wurde im Immun-
blotting durch die in den HMAF enthaltenen polyclonalen Antikörper (pA) Anti-DEN-3 erkannt. Dieses Protein 
wurde mit PAZ1 bezeichnet (SEQ ID NO: 41).

Beispiel 26: Reinigen des Proteins PAZ1

[0073] Die Biomasse, die aus dem mit pAZ1 transformierten und bei 37°C gezüchteten E. coli-Stamm erhal-
ten wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde größtenteils als un-
lösliche Form erhalten, die mit dem Pellet des Zellaufschlusses assoziiert war. Das Protein wurde aus dem Pel-
let mit 7 M Harnstoff extrahiert und der Überstand, der das Protein PLH1 enthielt, auf eine G-25-Säule aufge-
tragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschließend in Gegenwart von 
Cu++-Ionen auf die Chelating-Sepharose-FF-Säule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Das Protein wurde mit 60 
mM Imidazol eluiert und das erhaltene Volumen auf eine G-25-Säule aufgetragen, wodurch schließlich das 
Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde. Dieses Präparat wurde für immunologische Studien ver-

Tabelle 30: Test auf Kreuzreaktivität gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit 
den Seren von mit PLH3 immunisierten Tieren
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wendet.

Beispiel 27: Antigen-Charakterisierung von PAZ1

[0074] Die gereinigte Fraktion von PAZ1 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale 
Seren und/oder murine monoclonale Antikörper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue 
charakterisiert (Tabelle 31).

[0075] Die stärkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-3 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgeprägt als im Fall von Serotyp 3. Die 
durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikörper zeig-
ten keinerlei Erkennung. Schließlich wurde die Reaktivität gegen drei menschliche Seren mit hohen Titern und 
drei mit niedrigen Titern gegen DEN-3 gemessen, wobei in beiden Fällen durch Dot-Blotting und Western-Blot-
ting ein wesentliches Signal erhalten wurde. 

* Insgesamt wurden 10 μg des gereinigten PAZ1 angewendet. Die Intensität des erhaltenen Signals wurde mit 
+ bis ++ bewertet.
** HMAF wurden in der Verdünnung 1:100 verwendet, während der mAb 3H5 in der Verdünnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.
*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 28: Charakterisieren der durch PAZ1 erzeugten Antikörperantwort

[0076] Insgesamt 25 Balb/c-Mäuse wurden mit 35 μg des gereinigten PAZ1 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikörper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikörpertiter gegen DEN-1 wurden erhalten, während gegen die restlichen Serotypen 
keine Reaktivität erhalten wurde (Tabelle 32 und Tabelle 35). Außerdem wurde der Hämagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeführt, wobei nur positive Titer gegen DEN-3 gefunden wurden (Tabelle 33 und Tabelle 35). 
Schließlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgeführt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-3 von 
1:320 erhalten wurden. Jedoch wurde keine Neutralisation der Virusinfektion gegen die restlichen Serotypen 
gefunden (Tabelle 34 und Tabelle 35). Diese Ergebnisse zeigen die hohe Serotyp-Spezifität der durch PAZ1 
hervorgebrachten Antikörper. 

Tabelle 31: Reaktivität des Proteins PAZ1 gegen monoclonale und polyclonale Antikörper
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* Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

Tabelle 32: Antikörpertiter gegen DEN-3 der Seren, die nach Immunisieren von Mäusen mit PAZ1 erhalten wur-
den

Tabelle 33: HI-Titer der Seren aus den mit PAZ1 immunisierten Tieren
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* Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.
** Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
*** Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 34: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PAZ1 immunisierten Tieren

Tabelle 35: Test auf Kreuzreaktivität gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit 
den Seren von mit PAZ1 immunisierten Tieren
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Beispiel 29: Erhalten von pAZ2

[0077] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosäuren von 286 bis 426 des Hüllproteins des DEN-3-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 39), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 11 und SEQ ID NO: 13 bezeichne-
ten Oligonucleotiden aus dem DEN-3-Virusstamm amplifiziert (Osatomi, K., Sumiyoshi, H., Complete nucleo-
tide sequence of dengue type 3 virus genome RNA, Virology 1990, 176 (2): 643–647).

[0078] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM84 His mit XbaI/EcoRI erzeugt, welches die Nucle-
otidsequenz enthält, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert (SEQ ID NO: 
26). Diese Spaltung macht die Insertion des durch PCR amplifizierten Fragments innerhalb der codierenden 
Region einer Strukturdomäne des MDH-Proteins möglich. Nach dem Ligieren wurden die möglichen Rekom-
binanten durch Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Übergänge zu 
überprüfen. Die kompetenten Zellen MM294 wurden mit dem ausgewählten Clon, der mit pAZ2 bezeichnet 
wurde (Fig. 8 und SEQ ID NO: 42), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium gezüchtet worden war, 
wurde eine SDS-PAGE des Zelllysats durchgeführt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 20 
% der gesamten zellulären Proteine ausmachte. Die Größe des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der 
Größe des MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-3-Virus. Das Protein wurde im Im-
munblotting durch HMAF-Anti-DEN-3 erkannt und mit PAZ2 bezeichnet (SEQ ID NO: 43).

Beispiel 30: Reinigen des Proteins PAZ2

[0079] Die Biomasse, die aus dem mit pAZ2 transformierten und bei 37°C gezüchteten E. coli-Stamm erhal-
ten wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen, 
der löslichen und der unlöslichen Form, erhalten. Das mit der unlöslichen Fraktion assoziierte Protein wurde 
unter Verwendung von 7 M Harnstoff extrahiert und der Überstand, der das Protein PAZ2 enthielt, auf eine 
G-25-Säule aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschließend in 
Gegenwart von Cu++-Ionen auf die Chelating-Sepharose-FF-Säule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Die Säule 
wurde mit 40 mM Imidazol gewaschen und das Protein mit 100 mM Imidazol eluiert. Schließlich wurde die reine 
Fraktion auf eine G-25-Säule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde. 
Dieses Präparat wurde für immunologische Studien verwendet.

Beispiel 31: Antigen-Charakterisierung von PAZ2

[0080] Die gereinigte Fraktion von PAZ2 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale 
Seren und/oder murine monoclonale Antikörper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue 
charakterisiert (Tabelle 36).

[0081] Die stärkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-3 erhalten (wobei diese 
stärker ausgeprägt waren als diejenigen, die mit PAZ1 erhalten wurden). Die Erkennung durch HMAF gegen 
die anderen Serotypen war weniger stark ausgeprägt als im Fall von Serotyp 3. Die durch andere Flaviviren, 
wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikörper zeigten keinerlei Erkennung. 
Schließlich wurde die Reaktivität gegen fünf menschliche Seren mit hohen Titern und drei mit niedrigen Titern 
gegen DEN-3 gemessen, wobei in beiden Fällen durch Western-Blotting und Dot-Blotting ein wesentliches Si-
gnal erhalten wurde. 
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* Insgesamt wurden 10 μg des gereinigten PAZ2 angewendet. Die Intensität des erhaltenen Signals wurde mit 
+ bis ++ bewertet.
** HMAF wurden in der Verdünnung 1:100 verwendet, während der mAb 3H5 in der Verdünnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.
*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 32: Charakterisieren der durch PAZ2 erzeugten Antikörperantwort

[0082] Insgesamt 25 Balb/c-Mäuse wurden mit 20 μg des gereinigten PAZ2 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikörper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikörpertiter gegen DEN-3 wurden erhalten, während gegen die restlichen Serotypen 
keine Reaktivität erhalten wurde (Tabelle 37 und Tabelle 40). Außerdem wurde der Hämagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeführt, wobei nur positive Titer gegen DEN-3 gefunden wurden (Tabelle 38 und Tabelle 40). 
Schließlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgeführt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-3 von 
1:1280 erhalten wurden (Tabelle 39). Keine Neutralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Sero-
typen gefunden (Tabelle 40). 

Tabelle 36: Reaktivität des Proteins PAZ2 gegen monoclonale und polyclonale Antikörper

Tabelle 37: Antikörpertiter gegen DEN-3 der Seren, die nach Immunisieren von Mäusen mit PAZ2 erhalten wur-
den
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* Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

* Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 38: HI-Titer der Seren aus den mit PAZ2 immunisierten Tieren

Tabelle 39: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PAZ2 immunisierten Tieren
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* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.
** Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
*** Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Beispiel 33: Erhalten von pAZ3

[0083] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosäuren von 286 bis 426 des Hüllproteins des DEN-3-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 39), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 14 und SEQ ID NO: 15 bezeich-
neten Oligonucleotiden aus dem DEN-3-Virusstamm amplifiziert (Osatomi, K., Sumiyoshi, H., Complete nuc-
leotide sequence of dengue type 3 virus genome RNA, Virology 1990, 176 (2): 643–647).

[0084] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pD4 mit BamHI/BamHI erzeugt, welches die Nucleotid-
sequenz enthält, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten, ohne Stopp-Codon, codiert 
(SEQ ID NO: 29). Diese Spaltung macht die Fusion des durch PCR amplifizierten Fragments hinter der C-ter-
minalen Region des MDH-Proteins möglich. Nach dem Ligieren wurden die möglichen Rekombinanten durch 
Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Übergänge zu überprüfen. Die 
kompetenten Zellen W3110 wurden mit dem ausgewählten Clon, der mit pAZ3 bezeichnet wurde (Fig. 9 und 
SEQ ID NO: 44), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium gezüchtet worden war, wurde eine 
SDS-PAGE des Zelllysats durchgeführt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 20 % der gesam-
ten zellulären Proteine ausmachte. Die Größe des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der Größe des 
MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-3-Virus. Das Protein wurde im Immunblotting 
durch HMAF-Anti-DEN-3 erkannt und mit PAZ3 bezeichnet (SEQ ID NO: 45).

Beispiel 34: Reinigen des Proteins PAZ3

[0085] Die Biomasse, die aus dem mit pAZ3 transformierten und bei 37°C gezüchteten E. coli-Stamm erhal-
ten wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen, 
der löslichen und der unlöslichen Form, erhalten. Das Protein wurde aus der unlöslichen Fraktion wurde unter 
Verwendung von 7 M Harnstoff extrahiert und der Überstand, der das Protein PAZ3 enthielt, auf eine G-25-Säu-
le aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschließend in Gegen-
wart von Cu++-Ionen auf die Chelating-Sepharose-FF-Säule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Die Säule wurde 
mit 45 mM Imidazol gewaschen und das Protein mit 230 mM Imidazol eluiert. Schließlich wurde die reine Frak-

Tabelle 40: Test auf Kreuzreaktivität gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit 
den Seren von mit PAZ2 immunisierten Tieren
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tion des Proteins auf eine G-25-Säule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhal-
ten wurde. Dieses Präparat wurde für immunologische Studien verwendet.

Beispiel 35: Antigen-Charakterisierung von PAZ3

[0086] Die gereinigte Fraktion von PAZ3 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale 
Seren und/oder murine monoclonale Antikörper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue 
charakterisiert (Tabelle 26).

[0087] Die stärkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-3 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgeprägt als im Fall von Serotyp 3. Die 
durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikörper zeig-
ten keinerlei Erkennung. Schließlich wurde die Reaktivität gegen drei menschliche Seren mit hohen Titern und 
drei mit niedrigen Titern gegen DEN-3 gemessen, wobei in beiden Fällen durch Dot-Blotting und Western-Blot-
ting ein wesentliches Signal erhalten wurde. 

* Insgesamt wurden 10 μg des gereinigten PAZ3 angewendet. Die Intensität des erhaltenen Signals wurde mit 
+ bis ++ bewertet.
** HMAF wurden in der Verdünnung 1:100 verwendet, während der mAb 3H5 in der Verdünnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.
*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 36: Charakterisieren der durch PAZ3 erzeugten Antikörperantwort

[0088] Insgesamt 25 Balb/c-Mäuse wurden mit 20 μg des gereinigten PAZ3 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikörper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikörpertiter gegen DEN-3 wurden erhalten, während gegen die restlichen Serotypen 
keine Reaktivität erhalten wurde (Tabelle 42 und Tabelle 45). Außerdem wurde der Hämagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeführt, wobei nur positive Titer gegen DEN-3 gefunden wurden (Tabelle 43 und Tabelle 45). 
Schließlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgeführt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-3 von 
1:1280 erhalten wurden (Tabelle 44). Keine Neutralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Sero-
typen gefunden (Tabelle 45). 

Tabelle 41: Reaktivität des Proteins PAZ3 gegen monoclonale und polyclonale Antikörper
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* Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

Tabelle 45: Antikörpertiter gegen DEN-3 der Seren, die nach Immunisieren von Mäusen mit PAZ3 erhalten wur-
den

Tabelle 43: HI-Titer der Seren aus den mit PAZ3 immunisierten Tieren
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* Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.
** Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
*** Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 44: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PAZ3 immunisierten Tieren

Tabelle 45: Test auf Kreuzreaktivität gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit 
den Seren von mit PAZ3 immunisierten Tieren
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Beispiel 37: Erhalten von pID1

[0089] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosäuren von 286 bis 426 des Hüllproteins des DEN-4-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 46), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 17 und SEQ ID NO: 18 bezeich-
neten Oligonucleotiden aus dem DEN-4-Virusstamm Genotyp amplifiziert (Zhao, B., Mackow, E. R., Buck-
ler-White, A. J., Markoff, L., Chancock, R. M., Lai, C.-J., Makino, Y., Cloning full-length Dengue type 4 viral DNA 
sequences: Analysis of genes coding for structural proteins, Virology 1986, 155: 77–88).

[0090] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM108 His mit XbaI/BamHI erzeugt, welches die Nuc-
leotidsequenz enthält, die die N-terminale Region der MDH und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert 
(SEQ ID NO: 23). Nach dem Ligieren wurden die möglichen Rekombinanten durch Restriktionsenzymspaltung 
analysiert und positive Clone sequenziert, um die Übergänge zu überprüfen. Die kompetenten Zellen W3110 
wurden mit dem ausgewählten Clon, der mit pID1 bezeichnet wurde (Fig. 10 und SEQ ID NO: 47), transfor-
miert. Nachdem die Kolonie in Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) gezüchtet worden war, wurde eine SDS-PA-
GE des Zelllysats durchgeführt. Als Ergebnis wurde eine 25-kDa-Bande erhalten, die 10 % der gesamten zel-
lulären Proteine ausmachte. Die Größe des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der N-terminalen Re-
gion des MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-4-Virus. Das Protein wurde im Immun-
blotting durch die in den HMAF enthaltenen polyclonalen Antikörper (pA) Anti-DEN-4 erkannt. Dieses Protein 
wurde mit PID1 bezeichnet (SEQ ID NO: 48).

Beispiel 38: Reinigen des Proteins PID1

[0091] Die Biomasse, die aus dem mit pID1 transformierten und bei 37°C gezüchteten E. coli-Stamm erhalten 
wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde größtenteils als unlös-
liche Form erhalten, die mit dem Pellet des Zellaufschlusses assoziiert war. Das Protein wurde aus dem Pellet 
mit 6 M Harnstoff extrahiert und der Überstand, der das Protein PID1 enthielt, auf eine G-25-Säule aufgetra-
gen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschließend in Gegenwart von 
Cu++-Ionen auf die Chelating-Sepharose-FF-Säule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Das Protein wurde mit 60 
mM Imidazol eluiert und das erhaltene Volumen auf eine G-25-Säule aufgetragen, wodurch schließlich das 
Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde. Dieses Präparat wurde für immunologische Studien ver-
wendet.

Beispiel 39: Antigen-Charakterisierung von PID1

[0092] Die gereinigte Fraktion von PID1 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale Se-
ren und/oder murine monoclonale Antikörper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue cha-
rakterisiert (Tabelle 46).

[0093] Die stärkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-4 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgeprägt als im Fall von Serotyp 4. Die 
durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikörper zeig-
ten keinerlei Erkennung. Schließlich wurde die Reaktivität gegen drei menschliche Seren mit hohen Titern und 
drei mit niedrigen Titern gegen DEN-4 gemessen, wobei in beiden Fällen durch Dot-Blotting und Western-Blot-
ting ein wesentliches Signal erhalten wurde. 

Tabelle 46: Reaktivität des Proteins PID1 gegen monoclonale und polyclonale Antikörper
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* Insgesamt wurden 10 μg des gereinigten PID1 angewendet. Die Intensität des erhaltenen Signals wurde mit 
+ bis ++ bewertet.
** HMAF wurden in der Verdünnung 1:100 verwendet, während der mAb 3H5 in der Verdünnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.
*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 40: Charakterisieren der durch PID1 erzeugten Antikörperantwort

[0094] Insgesamt 25 Balb/c-Mäuse wurden mit 35 μg des gereinigten PID1 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikörper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikörpertiter gegen DEN-1 wurden erhalten, während gegen die restlichen Serotypen 
keine Reaktivität erhalten wurde (Tabelle 47 und Tabelle 50). Außerdem wurde der Hämagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeführt, wobei nur positive Titer gegen DEN-4 gefunden wurden (Tabelle 48 und Tabelle 50). 
Schließlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgeführt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-4 von 
1:320 erhalten wurden. Jedoch wurde keine Neutralisation der Virusinfektion gegen die restlichen Serotypen 
gefunden (Tabelle 49 und Tabelle 50). Diese Ergebnisse zeigen die hohe Serotyp-Spezifität der durch PID1 
hervorgebrachten Antikörper. 

Tabelle 47: Antikörpertiter gegen DEN-4 der Seren, die nach Immunisieren von Mäusen mit PID1 erhalten wur-
den
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* Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

* Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 48: HI-Titer der Seren aus den mit PID1 immunisierten Tieren

Tabelle 49: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PID1 immunisierten Tieren
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* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.
** Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
*** Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Beispiel 41: Erhalten von pID2

[0095] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosäuren von 286 bis 426 des Hüllproteins des DEN-4-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 46), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 16 und SEQ ID NO: 18 bezeich-
neten Oligonucleotiden aus dem DEN-4-Virusstamm amplifiziert (Zhao, B., Mackow, E. R., Buckler-White, A. 
J., Markoff, L., Chancock, R. M., Lai, C.-J., Makino, Y., Cloning full-length Dengue type 4 viral DNA sequences: 
Analysis of genes coding for structural proteins, Virology 1986, 155: 77–88).

[0096] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pM84 His mit XbaI/EcoRI erzeugt, welches die Nucle-
otidsequenz enthält, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten codiert (SEQ ID NO: 
26). Diese Spaltung macht die Insertion des durch PCR amplifizierten Fragments innerhalb der codierenden 
Region einer Strukturdomäne des MDH-Proteins möglich. Nach dem Ligieren wurden die möglichen Rekom-
binanten durch Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Übergänge zu 
überprüfen. Die kompetenten Zellen MM294 wurden mit dem ausgewählten Clon, der mit pID2 bezeichnet wur-
de (Fig. 11 und SEQ ID NO: 49), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium gezüchtet worden war, 
wurde eine SDS-PAGE des Zelllysats durchgeführt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 20 
% der gesamten zellulären Proteine ausmachte. Die Größe des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der 
Größe des MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-4-Virus. Das Protein wurde im Im-
munblotting durch HMAF-Anti-DEN-4 erkannt und mit PID2 bezeichnet (SEQ ID NO: 50).

Beispiel 42: Reinigen des Proteins PID2

[0097] Die Biomasse, die aus dem mit pID2 transformierten und bei 37°C gezüchteten E. coli-Stamm erhalten 
wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen, der 
löslichen und der unlöslichen Form, erhalten. Das mit der unlöslichen Fraktion assoziierte Protein wurde unter 
Verwendung von 6 M Harnstoff extrahiert und der Überstand, der das Protein PID2 enthielt, auf eine G-25-Säu-
le aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschließend in Gegen-
wart von Cu++-Ionen auf die Chelating-Sepharose-FF-Säule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Die Säule wurde 

Tabelle 50: Test auf Kreuzreaktivität gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit 
den Seren von mit PID1 immunisierten Tieren
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mit 30 mM Imidazol gewaschen und das Protein mit 250 mM Imidazol eluiert. Schließlich wurde die reine Frak-
tion auf eine G-25-Säule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde. Die-
ses Präparat wurde für immunologische Studien verwendet.

Beispiel 43: Antigen-Charakterisierung von PID2

[0098] Die gereinigte Fraktion von PID2 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale Se-
ren und/oder murine monoclonale Antikörper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue cha-
rakterisiert (Tabelle 51).

[0099] Die stärkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-4 erhalten (wobei diese 
stärker ausgeprägt waren als diejenigen, die mit PID1 erhalten wurden). Die Erkennung durch HMAF gegen 
die anderen Serotypen war weniger stark ausgeprägt als im Fall von Serotyp 4. Die durch andere Flaviviren, 
wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikörper zeigten keinerlei Erkennung. 
Schließlich wurde die Reaktivität gegen fünf menschliche Seren mit hohen Titern und drei mit niedrigen Titern 
gegen DEN-3 gemessen, wobei in beiden Fällen durch Western-Blotting und Dot-Blotting ein wesentliches Si-
gnal erhalten wurde. 

* Insgesamt wurden 10 μg des gereinigten PID2 angewendet. Die Intensität des erhaltenen Signals wurde mit 
+ bis ++ bewertet.
** HMAF wurden in der Verdünnung 1:100 verwendet, während der mAb 3H5 in der Verdünnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.
*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 44: Charakterisieren der durch PID2 erzeugten Antikörperantwort

[0100] Insgesamt 25 Balb/c-Mäuse wurden mit 20 μg des gereinigten PID2 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikörper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikörpertiter gegen DEN-4 wurden erhalten, während gegen die restlichen Serotypen 
keine Reaktivität erhalten wurde (Tabelle 52 und Tabelle 55). Außerdem wurde der Hämagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeführt, wobei nur positive Titer gegen DEN-4 gefunden wurden (Tabelle 53 und Tabelle 55). 
Schließlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgeführt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-4 von 
1:1280 erhalten wurden (Tabelle 54). Keine Neutralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Sero-
typen gefunden (Tabelle 55). 

Tabelle 51: Reaktivität des Proteins PID2 gegen monoclonale und polyclonale Antikörper
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* Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

Tabelle 52: Antikörpertiter gegen DEN-4 der Seren, die nach Immunisieren von Mäusen mit PID2 erhalten wur-
den

Tabelle 53: HI-Titer der Seren aus den mit PID2 immunisierten Tieren
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* Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.
** Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
*** Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 54: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PID2 immunisierten Tieren

Tabelle 55: Test auf Kreuzreaktivität gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit 
den Seren von mit PID2 immunisierten Tieren
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Beispiel 45: Erhalten von pID3

[0101] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosäuren von 286 bis 426 des Hüllproteins des DEN-4-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 46), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 19 und SEQ ID NO: 20 bezeich-
neten Oligonucleotiden aus dem DEN-4-Virusstamm amplifiziert (Zhao, B., Mackow, E. R., Buckler-White, A. 
J., Markoff, L., Chancock, R. M., Lai, C.-J., Makino, Y., Cloning full-length Dengue type 4 viral DNA sequences: 
Analysis of genes coding for structural proteins, Virology 1986, 155: 77–88).

[0102] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pD4 mit BamHI/BamHI erzeugt, welches die Nucleotid-
sequenz enthält, die das MDH-Protein und eine Sequenz von sechs Histidinresten, ohne Stopp-Codon, codiert 
(SEQ ID NO: 29). Diese Spaltung macht die Fusion des durch PCR amplifizierten Fragments hinter der C-ter-
minalen Region des MDH-Proteins möglich. Nach dem Ligieren wurden die möglichen Rekombinanten durch 
Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Übergänge zu überprüfen. Die 
kompetenten Zellen W3110 wurden mit dem ausgewählten Clon, der mit pID3 bezeichnet wurde (Fig. 12 und 
SEQ ID NO: 51), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium gezüchtet worden war, wurde eine 
SDS-PAGE des Zelllysats durchgeführt. Als Ergebnis wurde eine 80-kDa-Bande erhalten, die 20 % der gesam-
ten zellulären Proteine ausmachte. Die Größe des erhaltenen Proteins entsprach der Summe der Größe des 
MDH-Proteins und des DENe-Proteinfragments aus dem DEN-4-Virus. Das Protein wurde im Immunblotting 
durch HMAF-Anti-DEN-4 erkannt und mit PID3 bezeichnet (SEQ ID NO: 52).

Beispiel 46: Reinigen des Proteins PID3

[0103] Die Biomasse, die aus dem mit pID3 transformierten und bei 37°C gezüchteten E. coli-Stamm erhalten 
wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde in beiden Formen, der 
löslichen und der unlöslichen Form, erhalten. Das Protein wurde aus der unlöslichen Fraktion wurde unter Ver-
wendung von 6 M Harnstoff extrahiert und der Überstand, der das Protein PID3 enthielt, auf eine G-25-Säule 
aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene Fraktion wurde anschließend in Gegenwart 
von Cu++-Ionen auf die Chelating-Sepharose-FF-Säule (Pharmacia, UK) aufgetragen. Die Säule wurde mit 45 
mM Imidazol gewaschen und das Protein mit 200 mM Imidazol eluiert. Schließlich wurde die reine Fraktion des 
Proteins auf eine G-25-Säule aufgetragen, wodurch das Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde. 
Dieses Präparat wurde für immunologische Studien verwendet.

Beispiel 47: Antigen-Charakterisierung von PID3

[0104] Die gereinigte Fraktion von PID3 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale Se-
ren und/oder murine monoclonale Antikörper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue cha-
rakterisiert (Tabelle 56).

[0105] Die stärkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-4 erhalten. Die Erken-
nung durch HMAF gegen die anderen Serotypen war weniger stark ausgeprägt als im Fall von Serotyp 4. Die 
durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten Antikörper zeig-
ten keinerlei Erkennung. Schließlich wurde die Reaktivität gegen drei menschliche Seren mit hohen Titern und 
drei mit niedrigen Titern gegen DEN-4 gemessen, wobei in beiden Fällen durch Dot-Blotting und Western-Blot-
ting ein wesentliches Signal erhalten wurde. 

Tabelle 56: Reaktivität des Proteins PID3 gegen monoclonale und polyclonale Antikörper
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* Insgesamt wurden 10 μg des gereinigten PID3 angewendet. Die Intensität des erhaltenen Signals wurde mit 
+ bis ++ bewertet.
** HMAF wurden in der Verdünnung 1:100 verwendet, während der mAb 3H5 in der Verdünnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.
*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 48: Charakterisieren der durch PID3 erzeugten Antikörperantwort

[0106] Insgesamt 25 Balb/c-Mäuse wurden mit 20 μg des gereinigten PAZ3 in Freundschem Adjuvans i.p. im-
munisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikörper durch ELI-
SA bestimmt. Hohe Antikörpertiter gegen DEN-4 wurden erhalten, während gegen die restlichen Serotypen 
keine Reaktivität erhalten wurde (Tabelle 57 und Tabelle 60). Außerdem wurde der Hämagglutinations-Hemm-
test (HIA) durchgeführt, wobei nur positive Titer gegen DEN-4 gefunden wurden (Tabelle 58 und Tabelle 60). 
Schließlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgeführt, wobei Neutralisationstiter gegen DEN-4 von 
1:1280 erhalten wurden (Tabelle 59). Keine Neutralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Sero-
typen gefunden (Tabelle 60). 

Tabelle 57: Antikörpertiter gegen DEN-4 der Seren, die nach Immunisieren von Mäusen mit PID3 erhalten wur-
den
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* Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

* Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 58: HI-Titer der Seren aus den mit PID3 immunisierten Tieren

Tabelle 59: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PID3 immunisierten Tieren
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* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.
** Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
*** Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Beispiel 49: Erhalten von pD4D2

[0107] Die Nucleotidsequenz, welche die Aminosäuren von 286 bis 426 des E-Proteins des DEN-4-Virus co-
diert (SEQ ID NO: 46), wurde mit den im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 16 und SEQ ID NO: 21 bezeich-
neten Oligonucleotiden aus dem DEN-4-Virusstamm amplifiziert (Zhao, B., Mackow, E. R., Buckler-White, A. 
J., Markoff, L., Chancock, R. M., Lai, C.-J., Makino, Y., Cloning full-length Dengue type 4 viral DNA sequences: 
Analysis of genes coding for structural proteins, Virology 1986, 155: 77–88).

[0108] Der Vektor wurde durch Spalten des Plasmids pLL3 mit XbaI/XbaI erzeugt, welches das MDH-Gen 
plus eine Sequenz von sechs Histidinresten in der 3'-Region des Gens und die Sequenz des E-Fragments aus 
DEN-2 im 3'-Ende enthält. Als Ergebnis wurden zwei Regionen des E-Proteins der Serotypen 2 und 4 erhalten, 
die an dasselbe MDH-Gen fusioniert waren. Nach dem Ligieren wurden die möglichen Rekombinanten durch 
Restriktionsenzymspaltung analysiert und positive Clone sequenziert, um die Übergänge zu überprüfen. Die 
kompetenten Zellen MM294 wurden mit dem ausgewählten Clon, der mit pD4D2 bezeichnet wurde (Fig. 13
und SEQ ID NO: 53), transformiert. Nachdem die Kolonie in LB-Medium gezüchtet worden war, wurde eine 
SDS-PAGE des Zelllysats durchgeführt. Als Ergebnis wurde eine 110-kDa-Bande erhalten, die 20 % der ge-
samten zellulären Proteine ausmachte. Die Größe des erhaltenen Proteins entsprach der Summe des 
MDH-Proteins und der zwei Fragmente des DENe-Proteins des Dengue-Virus. Dieses Protein wurde durch die 
in den HMAF enthaltenen polyclonalen Anti-DEN-2- und Anti-DEN-4-Antikörper erkannt. Dieses Protein wurde 
mit PD4D2 bezeichnet (SEQ ID NO: 54).

Beispiel 50: Reinigen des Proteins PD4D2

[0109] Die Biomasse, die aus dem mit pD4D2 transformierten und bei 37°C gezüchteten E. coli-Stamm er-
halten wurde, wurde in einer French-Press aufgeschlossen. Das rekombinante Protein wurde löslich oder un-
löslich erhalten. Das Protein wurde aus dem Pellet mit 6 M Harnstoff extrahiert und der Überstand, der das 
Protein PD4D2 enthielt, auf eine G-25-Säule aufgetragen, um das chaotrope Mittel zu entfernen. Die erhaltene 
Fraktion wurde anschließend in Gegenwart von Cu++-Ionen auf die Chelating-Sepharose-FF-Säule (Pharma-
cia, UK) aufgetragen. Ein Waschschritt mit 30 mM Imidazol wurde durchgeführt und das Protein sodann mit 

Tabelle 60: Test auf Kreuzreaktivität gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit 
den Seren von mit PID3 immunisierten Tieren
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250 mM Imidazol eluiert. Schließlich wurde das reine Präparat auf eine G-25-Säule aufgetragen, wodurch das 
Protein im Formulierungspuffer (PBS) erhalten wurde, und dieses wurde sodann für immunologische Studien 
verwendet.

Beispiel 51: Antigen-Charakterisierung von PD4D2

[0110] Die gereinigte Fraktion von PD4D2 wurde durch seine Erkennung durch unterschiedliche polyclonale 
Seren und/oder murine monoclonale Antikörper und auch durch positive menschliche Seren gegen Dengue 
charakterisiert (Tabelle 61).

[0111] Die stärkste Erkennung im Dot-Blotting wurde jeweils mit den HMAF-Anti-DEN-2 und Anti-DEN-4 er-
halten. Die Erkennung durch die zwei anderen Serotypen war weniger stark ausgeprägt als im Fall der Sero-
typen 2 und 4. Die durch andere Flaviviren, wie Gelbfieber-Virus und Saint-Louis-Enzephalitis-Virus, erzeugten 
Antikörper zeigten keinerlei Erkennung. Andererseits zeigte der mAb 3H5 tatsächlich eine Reaktivität, die ähn-
lich war wie diejenige, die für PLL2 und PLL3 erhalten wurde. Schließlich wurde die Reaktivität gegen mensch-
liche Seren mit hohen Titern und mit niedrigen Titern gegen DEN-2 und DEN-4 gemessen, wobei in beiden 
Fällen durch Western-Blotting und Dot-Blotting ein wesentliches Signal erhalten wurde. 

* Insgesamt wurden 10 μg des gereinigten PD4D2 angewendet. Die Intensität des erhaltenen Signals wurde 
mit + bis ++ bewertet.
** HMAF wurden in der Verdünnung 1:100 verwendet, während der mAb 3H5 in der Verdünnung 1:1000 ein-
gesetzt wurde.
*** EEE: Pferde-Enzephalitis-Virus; YFV: Gelbfieber-Virus; SLV: Saint-Louis-Enzephalitis-Virus; NT: Neutrali-
siert spezifischen Serotyp.

Beispiel 52: Charakterisieren der durch PD4D2 erzeugten Antikörperantwort

[0112] Insgesamt 25 Balb/c-Mäuse wurden mit 20 μg des gereinigten PD4D2 in Freundschem Adjuvans i.p. 
immunisiert; von zehn Tieren wurde nach vier Dosen Blut abgenommen und die Anti-DEN-Antikörper durch 
ELISA bestimmt. Hohe Antikörpertiter gegen DEN-2 und DEN-4 wurden erhalten, während gegen die restli-
chen Serotypen keine Reaktivität erhalten wurde (Tabelle 62 und Tabelle 65). Außerdem wurde der Hämag-
glutinations-Hemmtest (HIA) durchgeführt, wobei nur positive Titer gegen DEN-2 und DEN-4 gefunden wurden 
(Tabelle 63 und Tabelle 65). Schließlich wurde der in vitro-Neutralisationstest durchgeführt, wobei Neutralisa-
tionstiter gegen DEN-2 von > 1:1280 und gegen DEN-4 von > 1:1280 erhalten wurden (Tabelle 64). Keine Neu-
tralisation der Virusinfektion wurde gegen die restlichen Serotypen gefunden (Tabelle 65). 

Tabelle 61: Reaktivität des Proteins PD4D2 gegen monoclonale und golyclonale Antikörper
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* Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.

Tabelle 62: Antikörpertiter gegen DEN-2 und DEN-4 der Seren, die nach Immunisieren von Mäusen mit PD4D2 
erhalten wurden

Tabelle 63: HI-Titer der Seren aus den mit PD4D2 immunisierten Tieren
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* Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

* Jedes Gemisch bestand aus drei Seren.
** Die HI-Titer waren als die höchste Verdünnung definiert, die in der Lage war, die Hämagglutination von 
Gans-Erythrozyten gegen acht Hämagglutinations-Viruseinheiten zu hemmen.
*** Die neutralisierenden Titer waren als die höchste Verdünnung des Serums definiert, die eine Reduktion der 
Zahl der Virusplaques von 50 % zeigte.

Tabelle 64: Virus-Neutralisationstest mit den Seren von mit PD4D2 immunisierten Tieren

Tabelle 65: Test auf Kreuzreaktivität gegen alle viralen Serotypen durch ELISA, HI und Virus-Neutralisation mit 
den Seren von mit PD4D2 immunisierten Tieren
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Beispiel 53: Test des Schutzes

[0113] Zum Ermitteln des Schutzes, welchen die Mäuse, die mit allen getesteten Varianten immunisiert wor-
den waren, bei der Infektion mit einem homologen letalen DEN aufwiesen, wurden 15 Mäuse jeder Gruppe 
verwendet. Jedes Tier erhielt eine Dosis von 100 LD50 des letalen DEN durch intrakraniale Verabreichung, und 
sodann wurden die Tiere während 21 Tagen beobachtet, um den prozentualen Anteil an Letalität zu ermitteln. 
Als positive Kontrollen dienten Gruppen von 15 Mäusen, die mit den vier Viruspräparaten (DEN-1, DEN-2, 
DEN-3 und DEN-4) immunisiert wurden. Alle Mäuse dieser Kontrollgruppen überlebten, während die Mäuse 
aus der negativen Kontrollgruppe innerhalb von sieben bis elf Tagen nach der Infektion krank wurden; deshalb 
wurde eine Mortalität von 100 % erreicht. Schließlich hatten die mit den Fusionsproteinen immunisierten Grup-
pen, die untersucht wurden, einen Schutz zwischen 80 % und 100 %, und in allen Fällen wurden signifikante 
Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe gefunden (Tabelle 66). 

* Berechnet wurde: (Anzahl von überlebenden Mäusen)/(Gesamtzahl von Mäusen). Die Ergebnisse der Über-
lebenden wurden 21 Tage nach der Infektion genommen. Im Fall von Mäusen, die mit pD4D2 immunisiert wor-
den waren, wurden 15 Tiere mit DEN-4 und 15 mit DEN-2 infiziert.

Beispiel 54: Lymphoproliferative Antwort

[0114] Tiere aus verschiedenen Gruppen, immunisiert mit den chimären Proteinen, welche das E-Fragment 
von DEN-2 enthielten (PLL1, PLL2 und PLL3), und eine Plazebogruppe wurden 15 Tage nach der letzten Dosis 
getötet. Danach wurde jeweils die Milz der Tiere entnommen und die lymphoproliferative Antwort gegen die 
vier Serotypen des Dengue-Virus untersucht. Tabelle 67 zeigt die Ergebnisse der erhaltenen Stimulationsindi-
zes, die deutlich machen, dass eine Serotyp-spezifische Antwort erreicht wurde. 

Tabelle 66: Prozentualer Anteil von überlebenden Mäusen, die mit den Proteinvarianten immunisiert wurden, 
getestet bei einer Infektion mit dem homologen letalen Dengue-Virus
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* Stimulationsindex: Quotient der Zählimpulse pro Minute der spontanen DNA-Synthese der Proben und der 
Zählimpulse pro Minute der Kontrolle
** Mitogen: Phytohämagglutinin

Tabelle 67: Stimulationsindizes gegen die vier Dengue-Virus-Serotypen von Lymphozyten aus Mäusen, die mit 
PLL1. PLL2 und PLL3 immunisiert wurden
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SEQUENZPROTOKOLL
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Patentansprüche

1.  Chimäre Nucleinsäure, umfassend zumindest eine Nucleotidsequenz, die ein Fragment des E-Proteins 
eines Flavivirus codiert, und eine Nucleotidsequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 26 oder Sequenzidentifi-
zierungs-Nr. 29, die ein Protein von Dehydrogenase von mutiertem Neisseria meningitidis (MDH) codiert, oder 
eine Nucleotidsequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 23, die ein Fragment dieses MDH-Proteins codiert, wo-
bei die chimäre Nucleinsäure ein chimäres Protein codiert, das bei einem Empfänger eine humorale Immunant-
wort von neutralisierenden und schützenden Antikörpern gegen das Flavivirus auszulösen vermag.

2.  Chimäre Nucleinsäure nach Anspruch 1, wobei die Nucleotidsequenz, die ein Fragment des E-Proteins 
eines Flavivirus codiert, eine Nucleotidsequenz ist, die die Aminosäuren Nr. 286 bis 426 des E-Proteins des 
Serotyps 1, 2, 3 und/oder 4 des Denguevirus codiert, und wobei diese chimäre Nucleinsäure ein chimäres Pro-
tein codiert, das bei einem Empfänger eine Serotyp-spezifische humorale Immunantwort von neutralisierenden 
und schützenden Antikörpern gegen diesen Serotyp (diese Serotypen) des Denguevirus auszulösen vermag.

3.  Chimäre Nucleinsäure nach den Ansprüchen 1 und 2, umfassend eine Nucleotidsequenz, die die Ami-
nosäuren 286 bis 426 des E-Proteins des Serotyps 1, 2, 3 und/oder 4 des Denguevirus codiert, die mit dem 
3'-Ende einer Nucleotidsequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 23 vereinigt ist, die die ersten 45 Aminosäu-
ren des MDH-Proteins codiert.

4.  Chimäre Nucleinsäure nach den Ansprüchen 1 und 2, umfassend eine Nucleotidsequenz, die die Ami-
nosäuren 286 bis 426 des E-Proteins des Serotyps 1, 2, 3 und/oder 4 des Denguevirus codiert, die eingefügt 
ist in einer Region, die die Aminosäure Nr. 45 codiert, in einer Nucleotidsequenz der Sequenzidentifizie-
rungs-Nr. 26, die das MDH-Protein codiert.

5.  Chimäre Nucleinsäure nach den Ansprüchen 1 und 2, umfassend eine Nucleotidsequenz, die die Ami-
nosäuren 286 bis 426 des E-Proteins des Serotyps 1, 2, 3 und/oder 4 des Denguevirus codiert, die vereinigt 
ist mit dem 3'-Ende einer Nucleotidsequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 29, die das MDH-Protein codiert.

6.  Chimäre Nucleinsäure nach den Ansprüchen 1 und 2, umfassend Nucleotidsequenzen, die die Amino-
säuren 286 bis 426 des E-Proteins zweier unterschiedlicher Serotypen des Denguevirus codieren, wobei eine 
dieser Nucleotidsequenzen in eine Region, die die Aminosäure Nr. 45 codiert, in der Nucleotidsequenz der Se-
quenzidentifizierungs-Nr. 29 eingefügt ist, die das MDH-Protein codiert, und die andere Nucleotidsequenz mit 
dem 3'-Ende dieser Nucleotidsequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 29 vereinigt ist.

7.  Rekombinantes chimäres Protein, das das Expressionsprodukt einer chimären Nucleinsäure nach ei-
nem der Ansprüche 1 bis 6 ist und bei einem Empfänger eine Serotyp-spezifische humorale Immunantwort von 
neutralisierenden und schützenden Antikörpern gegen das Denguevirus auszulösen vermag.

8.  Rekombinantes chimäres Protein, das das Expressionsprodukt einer chimären Nucleinsäure nach An-
spruch 6 ist und bei einem Empfänger eine humorale Immunantwort von neutralisierenden und schützenden 
Antikörpern auszulösen vermag, die für zwei Serotypen des Denguevirus spezifisch sind.

9.  Chimäre Nucleinsäure, Sequenzidentifizierungs-Nr. 24, nach den Ansprüchen 1, 2 und 3, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 22 und 23 umfasst und das chimäre Protein PLL1 codiert.

10.  Chimäres Protein PLL1 nach Anspruch 7, das die Aminosäuresequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 
25 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 24 ist und bei einem Empfänger eine 
humorale Immunantwort von neutralisierenden und schützenden Antikörpern gegen das Denguevirus-2 aus-
zulösen vermag.
98/113



DE 602 17 129 T2    2007.10.31
11.  Chimäre Nucleinsäure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 27, nach den Ansprüchen 1, 2 und 4, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 22 und 26 umfasst und das chimäre Protein PLL2 codiert.

12.  Chimäres Protein PLL2 nach Anspruch 7, das die Aminosäuresequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 
28 aufweist, die das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 27 ist und bei einem Empfänger eine 
humorale Immunantwort von neutralisierenden und schützenden Antikörpern gegen das Denguevirus-2 aus-
zulösen vermag.

13.  Chimäre Nucleinsäure, Sequenzidentifizierungs-Nr. 30, nach den Ansprüchen 1, 2 und 5, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 22 und 29 umfasst und das chimäre Protein PLL3 codiert.

14.  Chimäres Protein PLL3 nach Anspruch 7, das die Aminosäuresequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 
31 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 30 ist und bei einem Empfänger eine 
humorale Immunantwort von neutralisierenden und schützenden Antikörpern gegen das Denguevirus-2 aus-
zulösen vermag.

15.  Chimäre Nucleinsäure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 33 nach den Ansprüchen 1, 2 und 3, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 32 und 23 umfasst und das chimäre Protein PLH1 codiert.

16.  Chimäres Protein PLH1 nach Anspruch 7, das die Aminosäuresequenz der Sequenzidentifizie-
rungs-Nr. 34 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 33 ist und bei einem Emp-
fänger eine humorale Immunantwort von neutralisierenden und schützenden Antikörpern gegen das Dengue-
virus-1 auszulösen vermag.

17.  Chimäre Nucleinsäure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 35 nach den Ansprüchen 1, 2 und 4, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 32 und 26 umfasst und das chimäre Protein PLH2 codiert.

18.  Chimäres Protein PLH2 nach Anspruch 7, das die Aminosäuresequenz der Sequenzidentifizie-
rungs-Nr. 36 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 35 ist und bei einem Emp-
fänger eine humorale Immunantwort von neutralisierenden und schützenden Antikörpern gegen das Dengue-
virus-1 auszulösen vermag.

19.  Chimäre Nucleinsäure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 37 nach den Ansprüchen 1, 2 und 5, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 32 und 29 umfasst und das chimäre Protein PLH3 codiert.

20.  Chimäres Protein PLH3 nach Anspruch 7, das die Aminosäuresequenz der Sequenzidentifizie-
rungs-Nr. 38 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 37 ist und bei einem Emp-
fänger eine humorale Immunantwort von neutralisierenden und schützenden Antikörpern gegen das Dengue-
virus-1 auszulösen vermag.

21.  Chimäre Nucleinsäure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 40 nach den Ansprüchen 1, 2 und 3, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 39 und 23 umfasst und das chimäre Protein PAZ1 codiert.

22.  Chimäres Protein PAZ1 nach Anspruch 7, das die Aminosäuresequenz der Sequenzidentifizie-
rungs-Nr. 41 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 40 ist und bei einem Emp-
fänger eine humorale Immunantwort von neutralisierenden und schützenden Antikörpern gegen das Dengue-
virus-3 auszulösen vermag.

23.  Chimäre Nucleinsäure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 42 nach den Ansprüchen 1, 2 und 4, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 39 und 26 umfasst und das chimäre Protein PAZ2 codiert.

24.  Chimäres Protein PAZ2 nach Anspruch 7, das die Aminosäuresequenz der Sequenzidentifizie-
rungs-Nr. 43 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 42 ist und bei einem Emp-
fänger eine humorale Immunantwort von neutralisierenden und schützenden Antikörpern gegen das Dengue-
virus-3 auszulösen vermag.

25.  Chimäre Nucleinsäure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 44 nach den Ansprüchen 1, 2 und 5, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 39 und 29 umfasst und das chimäre Protein PAZ3 codiert.

26.  Chimäres Protein PAZ3 nach Anspruch 7, das die Aminosäuresequenz der Sequenzidentifizie-
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rungs-Nr. 45 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 44 ist und bei einem Emp-
fänger eine humorale Immunantwort von neutralisierenden und schützenden Antikörpern gegen das Dengue-
virus-3 auszulösen vermag.

27.  Chimäre Nucleinsäure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 47 nach den Ansprüchen 1, 2 und 3, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 46 und 23 umfasst und das chimäre Protein PID1 codiert.

28.  Chimäres Protein PID1 nach Anspruch 7, das die Aminosäuresequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 
48 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 47 ist und bei einem Empfänger eine 
humorale Immunantwort von neutralisierenden und schützenden Antikörpern gegen das Denguevirus-4 aus-
zulösen vermag.

29.  Chimäre Nucleinsäure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 49 nach den Ansprüchen 1, 2 und 4, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 46 und 26 umfasst und das chimäre Protein PID2 codiert.

30.  Chimäres Protein PID2 nach Anspruch 7, das die Aminosäuresequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 
50 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 49 ist und bei einem Empfänger eine 
humorale Immunantwort von neutralisierenden und schützenden Antikörpern gegen das Denguevirus-4 aus-
zulösen vermag.

31.  Chimäre Nucleinsäure der Sequenzidentifizierungs-Nr. 51 nach den Ansprüchen 1, 2 und 5, die die Se-
quenzen der Sequenzidentifizierungs-Nrn. 46 und 29 umfasst und das chimäre Protein PID3 codiert.

32.  Chimäres Protein PID3 nach Anspruch 7, das die Aminosäuresequenz der Sequenzidentifizierungs-Nr. 
52 aufweist, das das Expressionsprodukt der Sequenzidentifizierungs-Nr. 51 ist und bei einem Empfänger eine 
humorale Immunantwort von neutralisierenden und schützenden Antikörpern gegen das Denguevirus-4 aus-
zulösen vermag.

33.  Pharmazeutische Zusammensetzung, die bei einem Empfänger eine schützende Immunantwort aus-
zulösen vermag, die für das Denguevirus spezifisch ist, und die ein chimäres Protein nach den Ansprüchen 7, 
8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 und 32 und einen pharmazeutischen Träger umfasst.

34.  Pharmazeutische Zusammensetzung, die bei einem Empfänger eine schützende Immunantwort aus-
zulösen vermag, die für das Denguevirus spezifisch ist, die zwei oder mehr chimäre Proteine nach den Ansprü-
chen 7, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 und 32 und einen pharmazeutischen Träger umfasst.

35.  Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 33, die als verhütendes oder therapeutisches 
Mittel für Dengueviren wirksam ist, für die orale, intramuskuläre, subkutane, mukosale oder intravenöse An-
wendung.

36.  Diagnostisches Reagenz, umfassend ein oder mehr Proteine nach den Ansprüchen 7, 8, 10, 12, 14, 
16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 und 32, das für die Diagnose und Serotypbestimmung des Denguevirus nützlich 
ist.

Es folgen 13 Blatt Zeichnungen
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