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Einleitung

Epidemiologie der Influenzaviren

Die Virusgrippe Influenza ist die Infektionskrankheit mit den hodchsten Infektionszahlen
weltweit, mit drei bis funf Millionen schweren Erkrankungen und 250.000 — 500.000 Toten *.
Allein in Deutschland sterben jedes Jahr Uber 8-11.000 Menschen an Influenza 2 mit
Maximalwerten von circa 31.000 Toten im Winter 1995/96, iiberwiegend durch Subtyp A 2.
Es gibt in gemaRigten Klimazonen zwei jahrliche Wellen der saisonalen Grippe: in
Deutschland im Herbst ansteigend mit maximalen Infektionsraten um die 44.-50.
Kalenderwoche herum und um die 4.-10. Kalenderwoche des folgenden Jahres, wahrend in
den Tropen die Infektionsraten mit Ausnahme von ein bis zwei Schwerpunkten in der
Regenzeit ganzjahrig konstant verlaufen. Eine Influenzainfektion verursacht haufig Fieber,
Husten, Schuttelfrost, Nasen-, Rachen-, Hals- und Gliederschmerzen,

Verdauungsbeschwerden und starke Entziindungsreaktionen in den Atemwegen *.

Influenza ist die haufigste infektionsbedingte Ursache fur Morbiditdt und Mortalitat im
Kindesalter und in der alteren Bevolkerung. In der EU und anderen industrialisierten Landern
werden pro Jahr ungeféhr 5-15% der Bevélkerung wéhrend der Grippeepidemien infiziert °.
Hinzu kommen der wirtschaftliche Schaden durch krankheitsbedingten Arbeitsausfall sowie

allein in Deutschland 1-5 Millionen Arztbesuche und 5.000-20.000 Hospitalisierungen *'.

Jahrliche Influenzaepidemien werden infolge des Prozesses des antigenen Drifts in einer
Bevolkerung mit unzureichender Immunitét verursacht. Der antigene Drift resultiert aus der
Anhaufung von Punktmutationen in den Genen, die fur die beiden fir das Immunsystem
zuerst erkennbaren viralen Oberflachenglykoproteine  Hamagglutinin -~ (HA) und
Neuraminidase (NA) kodieren. Diese Punktmutationen erzeugen mutierte Viren, die als
Fluchtmutanten vom Immunsystem bis zum Beginn ihrer Replikation unerkannt bleiben. Da
Fluchtmutationen nur selten ohne EinbufBen in der Funktion des mutierten Proteins
entstehen, folgen haufig kompensatorische Mutationen an anderen Stellen der

Virusbestandteile zum Ausgleich der Funktionsminderung.

In Intervallen von nicht absehbarer Dauer kann zusétzlich ein antigener Shift auftreten °. Dies
wird durch die segmentierte Struktur des Influenzavirusgenoms ermdglicht, die bei

gleichzeitiger Infektion eines Wirtes mit zwei Influenzastdmmen zur Entstehung von



Reassortanten filhren kann. Durch genetisches Reassortment wahrend der Koinfektion kann
ein humanpathogenes Influenzavirus neue Gensegmente unter anderem fur die antigenen
Oberflachenproteine HA und NA anderer Influenzaviren erwerben. Wenn es einer solchen
Reassortante gelingt, in die humane Population einzudringen und dort aufgrund fehlender
Antikorper effizient zu zirkulieren, kann dieses Ereignis eine weltweite Epidemie zur Folge
haben, welche dann als Pandemie bezeichnet wird ’.

Durch die beide Eigenschaften der hohen Mutabilitdt (auch ,antigen driftY) und des
,reassortment” (auch ,antigen shift) kommen immer wieder Viren hervor, die eine
Herdenimmunitat unterwandern kdénnen und die saisonale Grippe auslésen - und bisher
spatestens alle 30-40 Jahre auch eine Pandemie hervorrufen. Diese Prognose konnte durch
die heutige hohe Durchimpfungsrate mit der einhergehenden Herdenimmunitat und der
verbesserten Ernahrungs- und medizinischen Versorgungslage allerdings zukiinftig deutlich

abgeschwacht werden.

Drei Influenza-Pandemien traten im letzten Jahrhundert auf: 1918, 1957 und 1968. Die
schwerste im Jahr 1918 infizierte circa 50% der Weltbevoélkerung und hatte ungefahr 20-50
Millionen Todesfalle zur Folge, besonders unter jungen Erwachsenen. Der

Bevélkerungszuwachs wurde dadurch in den der Pandemie folgenden 10 Jahren reduziert 8.

Das Influenza A Virus

Influenza ist in drei Gruppen unterteilt, A, B und C ° *°, wovon Influenza C fiir den Menschen
aufgrund seiner relativen Seltenheit und seines milden Krankheitsverlaufs aus
epidemiologischer Sicht nur eine untergeordnete Bedeutung besitzt **. Die Influenza wird
auch als Virusgrippe bezeichnet und gehort zur Familie der Orthomyxoviridae. Die Influenza
A ist ein behulltes Virus von circa 200nm Durchmesser und besitzt ein in acht Segmente

unterteiltes, einzelstrangiges RNA-Genom in negativer Orientierung *.



Abbildung 1 - Nachtraglich
eingefarbte elektronenmikro-
skopische  Aufnahme  eines
Influenzavirions mit  Oberfla-
chenproteinen (orange) in der
Membranhulle (weil3), die Matrix-
proteine M1 (braun) umhillen
Stapel aus Ribonucleoprotein-

Komplexen (violett) *3

Aus diesen acht Segmenten werden nach der transkriptionalen Synthese der Plusstrange bei
der Translation durch alternatives Spleil3en elf Proteine abgelesen. Das Proteom umfasst
acht im Virion befindliche Proteine (strukturelle Proteine), mit denen das Virus Zellen
infizieren kann, und drei fir die Replikation sowie der Hemmung der Immunreaktion
bendtigte Proteine (NS1, NS2, PB1-F2). Die strukturellen Proteine umfassen in der
Virushille ein Hamagglutinin (HA) zur Bindung des Virions an den zellularen sialylierten
Rezeptor, woraufhin nach einer proteolytischen Aktivierung durch zellulare Furin-Proteasen
und einer Ansduerung des Endosoms die Penetration der lysosomalen Membran und damit
der Zelleintritt eingeleitet wird. Weiterhin folgt eine Neuraminidase (NA), zur Freisetzung des
Hamagglutinins der neugebildeten Virionen wahrend und nach der Exozytose des
Endosomeninhaltes, und das Matrixprotein 2 (M2), ein Protonenkanal zur Ansduerung des
Viruslumens wahrend der endosomalen Ansduerung beim Zelleintritt, wodurch das
Fusionspeptid des Hamagglutinin die lysosomale Membran penetriert und den Viruskern ins

Cytosol freisetzt * *°.

Das Nucleoprotein (NP) verpackt die RNA-Segmente und bildet so das Ribonucleoprotein im
Virion, auRerdem besitzt es die fur den Kernimport des Ribonucleoproteins notwendigen
Signalsequenzen *°. Das Matrixprotein 1 (M1) verbindet das Ribonucleoprotein mit der
Virushille. Im Ribonucleoprotein bindet neben NP noch die fir die Replikation und
Transkription notwendige RNA-abhéngige RNA-Polymerase (PA) an die RNA, im Komplex
mit den Polymerase-bindenden Proteinen PB1 und PB2 *'.
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Abbildung 2: Nonamere
des Nucleoproteins
(beige) in einer
Rekonstruktion nach Cryo-
EM-Bildern als RNP-
Komplex mit PA (grin),
PB1 (blau) und PB2 (rot),
farblich modifiziert nach

Coloma et al. 8,

Die nichtstrukturellen Proteine bestehen aus NS1, NS2 und PB1-F2, von denen Letzteres in
voller Lange nur bei humanen und porcinen Influenzaviren vorkommt. Ersteres hemmt die
Interferonreaktion der Zelle nach einer Infektion *° und verhindert den Kernexport von RNA
mit PolyA-Schwanz, wodurch aufgrund verringerter Konkurrenz mit zellularer RNA am
Ribosom mehr virale Proteine aus der viralen RNA erzeugt werden, da die virale RNA keinen
PolyA-Schwanz tragt *° #. NS2 sorgt fiir den Export von viraler RNA aus dem Zellkern %,
Das Genprodukt des zweiten Leserasters im PB1-Segment, PB1-F2, fuhrt tUber den
mitochondrialen Weg zur Apoptose in infizierten Zellen und fordert die korrekte Lokalisation

von PB1 im Zellkern und seine Assoziation mit der Polymerase PA % 24,

Influenzaviren haben sich, je nach Berechnungsmethode, vor circa 100 - 300 Jahren in die
Subtypen A und B aufgespalten %, die Abspaltung von Subtyp C erfolgte aufgrund seines
deutlich unterschiedlichen Genoms vermutlich wesentlich friiher. Die genaue Bestimmung
des Zeitpunkts der Trennung von Typ C und A oder B ist bei den hochvariablen RNA-Viren
allerdings problematisch. Die derzeitigen C-Typ Viren lassen sich ungeféhr auf einen letzten
gemeinsamen C-Typ Vorfahren im Jahre 1950 zurtickfihren. Mdglicherweise gab es einen
Flaschenhalseffekt oder ,founder effect’, bei dem alle rezenten C-Typ Viren aus einem

Ubriggebliebenen Stamm entstanden.
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Influenza A H5N1 — die VVogelgrippe

Der erste Ausbruch einer H5N1-Influenza mit hoher Mortalitdt und Pandemie-Potential trat
1997 auf, als in Hongkong und den umliegenden Provinzen ein neues humanpathogenes
Influenzavirus mit einem HA eines aviaren Influenzavirus (H5N1) entstand. Die Ausbreitung
dieses Ausbruches konnte durch das massive Toéten von Geflugel verhindert werden. Das
Auftreten weiterer H5N1-Viren wurde von Vietnam, Thailand, Indonesien, China und der
Turkei Uber den Rest Europas seit 2003 berichtet. Bis zum Mai 2009 haben Infektionen
durch das H5N1-Virus unter Menschen global insgesamt 262 Todesopfer bei 429 bestétigten

% Der Grund fir die hohe Pathogenitat liegt vermutlich in der

Fallen gefordert
multibasischen Furin-Schnittstelle und in Mutationen in PA %, PB1 #® und PB2 2
und PB1-F2 * 3! was in héherer Viruslast und Cytokinamie resultiert ** 3. Bisher gibt es
jedoch noch keine Hinweise darauf, dass H5N1 Viren effizient unter Menschen ubertragen
werden kénnen, bis 2008 wurden nur vier direkte humane Transmissionen registriert **. Die
veranderte Praferenz des H5-Hamaglutinins fur eine Bindung an a2,3- und a2,6-verkniipfte
Sialinsauren im Gegensatz zu anderen humanpathogenen Influenzastdmmen zeigte nicht
die erwartete Steigerung der Pathogenitét durch erhdhte Bindungsfahigkeit *° *® des viralen

Andockproteins, sondern erweitert ausschlie3lich das Wirtsspektrum im Reich der Vogel.

Die H5N1-Funde in Europa sind mit einer bedeutenden epizootischen Belastung durch
hochpathogene avidre H5N1-Influenzaviren im Stdostasien zusammengefallen, die nicht nur
hausliches Gefliigel, sondern auch Wildvégel wie Ganse, Flamingos und Enten tétete ', Es

hat sich gezeigt, dass diese Viren auch hochpathogen und (bertragbar auf verschiedene

38 39

Saugetierspezies wie Frettchen, Katzen und Tiger *° sind. Es muss daher beflrchtet
werden, dass H5N1-Viren die Kapazitat gewinnen kénnen, sich in der humanen Population
infolge von Mutation oder "Reassortment” auszubreiten und so eine neue Pandemie mit
hoher Mortalitdtsrate und einer neu erworbenen Transmission von Mensch zu Mensch
auslosen zu kdonnen. Das H5N1-Virus ist bereits in den meisten Landern der EU, in der
Ukraine und Kroatien in toten Vogeln identifiziert worden, darunter auch Deutschland
(Influenza A/H5N1/Germany/R65/2006). Das Entstehen einer pandemischen Influenza durch
H5N1-Viren stellt somit eine akute Bedrohung dar, die durch die konventionellen
Grippeimpfstoffe nicht abgedeckt wird, da diese nur gegen die enthaltenen Subtypen H1N1,
H3N2 und Influenza B wirksam schitzen und in Tiermodellen keinen Impfschutz gegen
Belastung mit H5N1-Viren erzeugen. Weiterhin bieten klassische, Antikdrper-induzierende
Impfstoffe nur einen stammspezifischen Schutz, was einen hohen Anpassungsaufwand und

eine zeitliche Verzégerung des Behandlungsbeginns mit sich bringt.
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Es besteht daher ein dringendes Bedurfnis fur die Neuentwicklung von schnell verfugbaren,
aktualisierten, kostenglinstigen und breitenwirksamen sowie H5N1-spezifischen Impfstoffen,
um den mdoglichen Ausbruch einer Grippepandemie durch H5N1-Viren durch Immunisierung
frihzeitig kontrollieren zu koénnen. Durch die vielféltigen Anpassungsmadglichkeiten
genetischer Vakzine kann ein Impfstoff rapide erzeugt werden, der sich an das Virus der
ersten Welle anlehnt und in der zweiten Welle eine deutlich héhere Kreuzreaktivitat
gegeniber neuen Varianten aufweist.

Immunologie der Influenza A Infektion

Angeborenes Immunsystem

Die Bestandteile von Myxoviren - und in noch bedeutenderem Umfang von RNA-Viren - sind
dem Immunsystem des Menschen seit vielen tausend Jahren bekannt. Dadurch konnten sich
im Immunsystem Rezeptoren gegen konstante und dem Wirtsorganismus fremdartige
Strukturmotive, sogenannte ,pathogen-associated molecular patterns® ausbilden, unter

anderem auch gegen jene der Grippe.

Diese umfassen zur Auslésung der Interferonreaktion *° ** bei Sdugern die ,Toll-like
receptors® (TLR), insbesondere den TLR3 zur Erkennung langerer doppelstrangiger viraler
RNA “? und TLR7 und TLRS fir kiirzere, einzel- oder doppelstrangige RNA, sowie im Cytosol
die Proteine RIGI ****, MDA5 * “® und DAI *.

Doppelstrangige RNA werden daneben auch von der Interferon-induzierten dsRNA-
abhangigen Proteinkinase R (PKR) erkannt, welche nach Bindung der dsRNA eine
autoaktivierende Phosphorylierung, dann eine inaktivierende Phosphorylierung von elF2A

und somit eine Translationsinhibition zur Folge haben.

Die ebenfalls Interferon-induzierte Oligoadenylatsynthetase (OAS1) bindet ebenfalls
doppelstrangige RNA und produziert daraufhin cAMP, welches zu einer Aktivierung der
ssRNA-abhéngigen RNAse L fuhrt, in Folge dessen virale RNA und auch die zellulare RNA
degradiert wird und tiber den JNK-Weg zur Apoptose der Wirtszelle fiihrt “®.

Eine Apoptose kann auch durch das Nod-like Receptor Protein 3 (NLRP3) nach Erkennung

49

derzeit noch unbekannter Strukturmotive induziert werden, was aufgrund der daraus

folgenden niedrigeren Viruslast einen mildernden Effekt auf den Krankheitsverlauf hat.

13



SchlieBlich existiert auch noch der Interferon-induzierte Myxovirus-Resistenzfaktor MxA (in
Mausen: Mx1), ein GTP-bindendes Protein, welches den Kernimport von RNP behindert und
die virale RNA-abhangige RNA-Polymerase inhibiert *°.

Adaptives Immunsystem — T- und B-Zellen

Nach einer natirlichen Infektion mit Influenza werden von den drei auf der Virionoberflache
befindlichen Proteinen nur HA und NA regelmafig von Antikdrpern erkannt und demnach
werden Influenzavieren serologisch in 16 HA-Gruppen und 9 NA-Gruppen unterteilt. Der
Oberflachenteil des dritten und letzten Membranproteins M2 besteht aus nur 24
Aminosauren und wird durch die Uberdeckung mit zellularen Oberflachenproteinen,
Hamagglutininen und Neuraminidasen maskiert. Diese Maskierung gilt sowohl fur die
Zellmembran vor der Virenknospung als auch fiir das reife Virion und verhindert zumeist eine
Antikodrperinduktion. Sporadisch findet man auch Antikdrper gegen NP und andere interne

Virusproteine °*.

Nattrliche Antikorper — also praexistierende Antikorper ohne vorherigen Antigenkontakt der

B-Zelle und ohne Klassenwechsel oder somatische Hypermutation der Immunoglobulingene

— gegen Influenza kénnen die Viruslast bei einer Infektion ebenfalls senken ** %3,

Haufig entstehen in geringem Umfang kreuzreaktive Antikérper gegen H5N1 54 55 56 57 58 59

oder H1N1-Schweinegrippe ® nach der Impfung ® oder vielmehr noch nach einer Infektion.
Diese reichen schon kurze Zeit nach der Infektion nicht mehr aus, um eine neue Infektion
eines anderen Influenzavirus zu verhindern, lindern aber den Verlauf der Erkrankung und

beschleunigen die Genesung.

62 63

Das Hamagglutinin , die Neuraminidase und in geringerem Umfang auch das

65

Matrixprotein 2 ®* induzieren stammspezifische neutralisierende Antikérper ®°, welche mit

einem Schutz vor Infektion und nicht nur mit einer Besserung des Infektionsverlaufs

assoziiert sind. Von diesen drei Oberflachenproteinen kann aufgrund seiner geringeren

66 67 68 69

Variabilitat vermutlich nur das M2-Protein kreuzreaktive Antikorper induzieren.

70

Die Epitope flur zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) © von NP und M1 sind sowohl bei

Mausen als auch beim Menschen "* 2

immundominant, ihre Peptide erzeugen die starkste
zellulare Immunantwort. Schwache Epitope wie das CTL-Epitop des M2 Proteins im

Menschen werden dann immundominant, wenn keine dominanteren Epitope anderer Gene

14



mit verabreicht werden " ™ 7

. Insbesondere bei den weniger variablen Genen ist eine
langerfristige breitenwirksame zytotoxische T-Zell-limmunitat (CTLI) und humorale Immunitét
zu erreichen, die sich gegen zeitlich und phylogenetisch konservierte Epitope richtet. Kreuz-
Reaktivitaiten von humanen CTL gegen Epitope von Influenza H5N1 wurden bereits

beschrieben .

Das M1-, M2- und NP-Gene sind innerhalb der Influenzaviren zwischen 90 — 97%
konserviert und somit ideale Impfstoffkandidaten fir breitenwirksame Influenzaimpfstoffe s
welche saisonunabh&ngig einsetzbar sind. Es gibt bisher nur wenige Ansétze, bei denen
durch eine Uberexpression in vivo gegen hochkonservierte Gene - ohne die restlichen
Virusbestandteile - immunisiert wird. Dieser Ansatz hat die Vorteile, dass der Impfschutz
sowohl die Grippe als auch die Vogelgrippe umfasst und nicht jedes Jahr ein neuer Impfstoff
konstruiert werden muss. Die Korrelate eines Impfschutzes sind wenig charakterisiert. Selbst
jahrzehntelang erprobte Nachweismethoden fiir Antikdrper gegen Oberflachenproteine wie
der Hamagglutinationsinhibitionstest oder der Microneutralisierungstest kénnen negativ
ausfallen, obwohl Frettchen nach der Immunisierung gegentber tédlichen Dosen geschiitzt

wurden ", was auf eine Antikdrper-unabhéngige Immunitat hindeutet.

Im Mausmodell ist Influenza in der Regel erst nach Anpassung an den Wirt durch serielle
Passagen in einem Gewebe maximaler Virusproduktion (Lunge) oder mit begrenztem
Immunsystem (Hirn), wie der in den Belastungsversuchen verwendete adaptierte HIN1-
Stamm A/PuertoRico/8/1934 . Allerdings sind im Gegensatz dazu H5N1-Isolate direkt
pathogen fir Mause, wobei es keine einzelnen charakteristischen Mutationen gibt, die zu
dieser Pathogenitat in Mausen fiihren, sondern mehrere Kombinationen 2. Die Symptomatik
von Influenza bei Mausen unterscheidet sich in drei Hauptfaktoren von der beim Menschen,
es gibt kein Fieber, kein Husten und deshalb keine Virusausscheidung und Ausbreitung auf
Artgenossen, wohl aber alle anderen Auswirkungen wie Appetitlosigkeit, Tragheit,
Gewichtsverlust, Schuttelfrost und als schwere Verlaufsformen mit einer Infektion des
Herzmuskels oder des Hirns mit neurologischen Symptomen wie Enzephaloenteritis und

Paresen bis hin zum Tod.

Influenza A Impfstoffe und Virustatika

Ziel eines immunogenen Impfstoffes ist die Erzeugung einer spezifischen und

langanhaltenden Immunreaktion gegen einen Erreger, der auch zu einem Schutz vor einer
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Erkrankung fihrt. Daneben existieren zur Dampfung einer Uberschiel3enden Immunreaktion

oder Autoimmunreaktion auch tolerogene Impfstoffe.

Die klassischen und weltweit momentan verwendeten Impfstoffe gegen Influenza sind
entweder gereinigte Oberflachenantigene, Virus-Spaltimpfstoffe, inaktivierte Viren oder
attenuierte Viren, mit zunehmender Induktion der Immunantwort aber auch mit
zunehmenden Nebenwirkungen. Die inaktivierten und die attenuierten Viren induzieren
hoéhere Immunantworten pro Antigenmenge als einzelne Antigene oder gereinigte
Virusproteine, vermutlich aufgrund der enthaltenen RNA und der Aktivierung des TLR7 2.
Bei attenuierten Viren erfolgt zusatzlich eine verminderte intrazellulare Replikation, welche

eine MHCI-Préasentation und eine daraus folgende zelluldre Immunantwort erlaubt.

Diese Impfstoffe werden in der Regel aus befruchteten Hiuhnereiern hergestellt, in denen die
Viren angezuchtet wurden. Bei Spaltimpfstoffen werden die ausgesuchten und isolierten
Virusstamme in befruchteten Eiern im Inkubator angeziichtet und anschlieRend per
Dichtegradientenzentrifugation gereinigt, mit Formalin oder 3-Propriolacton inaktiviert und mit
einem Tensid versetzt, um das Virus in seine Bestandteile zu zerlegen. AbschlieRend
werden drei Spaltviren von drei unterschiedlichen zirkulierenden Stdmmen (2 x Subtyp A und
1 x Subtyp B) der letzten Jahre zu einem neuen Impfstoff vereinigt und pro Impfdosis auf je
15 pg Hamagglutinin von jedem der drei Stamme verdunnt. Inaktivierte Viren werden
prinzipiell &hnlich, aber ohne Tensidspaltung erzeugt, wahrend bei attenuierten Viren sowohl
das Tensid als auch die Inaktivierung mittels Formalin entféllt. Da bei attenuierten Viren die
Gefahr einer Reversion zu einem pathogenen Wildtyp und bei den segmentierten Viren
zusatzlich eine Rekombination mit anderen viralen RNA-Segmenten bei einer Koinfektion
moglich ist, werden bei attenuierten Viren umfangreiche Deletionen eingefihrt. Die
zugelassenen H5N1- und Schweinegrippe-Vakzine (Spaltimpfstoffe) und beinhalten nur

einen Stamm.

Eine jahrliche Influenza-Schutzimpfung ist notwendig, um einen Impfschutz
aufrechtzuerhalten, da sich das hochvariable Influenza-A-Virus saisonal an die
unterschiedlichen Immunantworten in der Bevdlkerung anpasst. Diese Selektion fordert unter
Erhalt der Funktion des Virus neue Mutationen zur Umgehung der Immunantwort in der

Wirtspopulation, diese neuen Viren werden als Fluchtmutanten bezeichnet.

Von der Selektion bis zum fertigen Produkt vergehen 6-9 Monate, sodass der passende
Impfstoff fir eine Pandemie zu spat verfigbar wird und dann aus einem Virus vom Beginn

der Pandemie besteht, nicht aus dem dann aktuell zirkulierenden Stamm.
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Die Produktion in bebriiteten Huhnereiern erzeugt zudem vergleichsweise hohe Kosten und
ist in seiner Kapazitat aufgrund des hohen manuellen Arbeitsaufwands nur kostenaufwéndig
erweiterbar ®2. Hinzu gesellt sich das Problem der Eiproteine als Kontamination im Impfstoff,
was nach Injektion zu Hypersensitivititen gegen Huhnereibestandteile bis hin zur

Anaphylaxie fuhren kann.

Die Herstellung und Prifung eines DNA-Vakzins gegen Influenza dauert dagegen 2-3

einer méglichen Pandemie ein entscheidender Zeitvorteil ist .

Monate, was bei
Kommerzielle Grippeimpfstoffe induzieren aufgrund des fehlenden Zelleintritts ausschlielich
Antikorper, welche zudem meist nur gegen einen Virusstamm wirksam sind 2. Nur selten
entstehen dabei auch zytotoxische T-Lymphozyten, die einen breitenwirksamen Schutz

vermitteln kdnnen.

In Deutschland sind zur Zeit folgende Grippe-Impfstoffe durch das Paul-Ehrlich-Institut %

« 86

oder die ,European Medicines Agency* *° zugelassen:

Tabelle 1 — Aktuell erhaltliche Influenza-Impfstoffe

(*) mock-up Zulassung, bei dem der H5N1-Impfstamm jeweils angepasst werden muss

Name Hersteller Impfstofftyp Virusstamm
Addigrip Sanofi Aventis Pasteur MSD  Spaltimpfstoff variabel, 2xIAV, 1xIBV
/ Chiron Novartis

Afluria CSL Biotherapies Spaltimpfstoff variabel, 2xIAV, 1xIBV
Begrivac / Fluad / Optaflu  Chiron Novartis Spaltimpfstoff variabel, 2xIAV, 1xIBV
Fluarix / Influsplit SSW GlaxoSmithKline Spaltimpfstoff variabel, 2xIAV, 1xIBV
Grippeimpfstoff Beta Betapharm Spaltimpfstoff variabel, 2xIAV, 1xIBV
Grippeimpfstoff Hexal Hexal Spaltimpfstoff variabel, 2xIAV, 1xIBV
Grippeimpfstoff Ratiopharm / Biokanol Spaltimpfstoff variabel, 2xIAV, 1xIBV
Ratiopharm

Infectovac Flu Berna Spaltimpfstoff variabel, 2xIAV, 1xIBV
Influvac / Invivac Solvay Spaltimpfstoff variabel, 2xIAV, 1xIBV
Mutagrip Sanofi Aventis Pasteur MSD  Spaltimpfstoff variabel, 2xIAV, 1xIBV
Arepanrix GlaxoSmithKline Inaktiviert variabel, nur 1 Stamm
Celvapan Baxter inaktiviert variabel, nur 1 Stamm
Daronrix* GlaxoSmithKline inaktiviert variabel, nur 1 Stamm
Humenza Sanofi Aventis Pasteur MSD  Inaktiviert variabel, nur 1 Stamm
Focetria Chiron Novartis Oberflachenantigen variabel, nur 1 Stamm
Celtura Chiron Novartis Spaltimpfstoff variabel, nur 1 Stamm
Pandemrix / Prepandrix GlaxoSmithKline Spaltimpfstoff variabel, nur 1 Stamm
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Die haufigsten Nebenwirkungen ®' sind lokaler Schmerz, Schwellung, Muskelschmerzen und
Fieber, sehr selten auch das Guillain-Barré-Syndrom. Des Weiteren flhren Allergien gegen
Proteine des Huhnereis in seltenen Fallen zu Anaphylaxie, weshalb die Spaltimpfstoffe
vermehrt in Zellkultur (z.B. Optaflu und Celtura in Verozellen) anstatt in bebriteten

Huhnereiern hergestellt werden.

Aufgrund geringerer Zulassungsvoraussetzungen der ,Federal Drug Administration“ (FDA),
wie beispielsweise ungeprifte Abnahmen firmenseitiger Toxizitdtsuntersuchungen und
Studienergebnisse, sind in den USA weitere Impfstoffe zugelassen, wie z.B. das aus einem
attenuierten Grippevirus bestehende Flumist® von Medimmune, welches in der Schweiz in
Phase-lll-Versuchen an knapp 1600 Menschen getestet wurde. Es hat mehr
Nebenwirkungen mit sich gebracht, als in der Kontrollgruppe mit dem klassischen
Spaltimpfstoff zu finden war. Insbesondere die Inzidenz fur temporare (1,5 - 60 Tage,
durchschnittlich 26 Tage) einseitige Lahmungen der Gesichtsmuskulatur lag bei 0,7%,

wodurch die Markteinfithrung in Europa abgebrochen wurde 2.

Attenuierte Viren werden durch Adaptation an nicht-humane Bedingungen wie
ausschlief3liches Wachstum bei Raumtemperatur erzeugt, wie z.B. der Stamm Influenza
A/AnnArbor #° % als konstante Basis in FluMist®. Sie induzieren eine milde bis inapparente
Infektion mit einer sowohl humoralen als auch, aufgrund der zytosolischen Prozessierung
und MHC-I-Prasentation, einer zellularen Immunantwort, es besteht aber gleichzeitig die
Gefahr der Reversion — die Entstehung einer Mutante mit wiederhergestellter Pathogenitat.
Eine weitere Attenuierungsstrategie besteht in der Deletion nichtessentieller Gene des

Impfvirus, wie das M2 Gen von Influenza **.

Unter den experimentellen Influenza-lImpfstoffen, die schitzende Antikérper oder

92 93 94 95

zytotoxische T-Zellen induzieren, befinden sich Spaltimpfstoffe neu-auftretender

97 98

Stamme, die Schutz durch 1IgG gegen HA und NA % yermitteln, inaktivierte Viren und

replikationsgehemmte HS5N1-Impfviren auf der Basis eines durch Kéalteadaptation

attenuierten Influenzavirus % 1%,

Darlber hinaus gibt es unter den virale Impfvektoren, die nicht ausschlieZlich aus Influenza
A-Bestandteilen bestehen, HA-Alphaviren mit einhergehender Induktion von zytotoxischen T-

Zellen 1°*, H5-Adenoviren %2 1% H5-MVA-Vacciniaviren *, HA-NA-Vacciniaviren 1.

Unter den Plasmidimpfstoffen befinden sich i.m. applizierte IL-18-modulierte H5- & H7-
Plasmide '® **, HA- & M1- & NP-Plasmide '/, HA- & NP-Plasmide '*® '® NP- und M-
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Plasmide ° ! ein M-Plasmid 2 *, ein M-Plasmid mit GM-CSF und IL-12 *** ein NP-
Plasmid '*°, NP-Plasmide mit Adenoviren *'°, diverse Plasmide (HA, NA, M1, M2, NP, NS1,
und NS2) intramuskular injiziert '/, diverse Plasmide (HA, NA, M1 und NP) per Gene Gun,
i.m. oder i.n. Anwendung **®, sowie PCR-Produkte von HA und NA '*°.

Daneben wurde ein Antikorper-basierter Impfschutz vor Infektion durch ,Virus-Like Particles”

120 121 122 123 124 5
(VLP)

erreicht, auch bei nasaler Anwendung '**> und bei nachfolgenden

Infektionen mit anderen Stammen *%°. Spaltimpfstoffe mit MF59 als Adjuvans 27 128 129 130 131

132133 nd haben die klinische Phase | durchlaufen ***.

zeigten kreuzreaktive Antikorper
Neben den Impfstoffen existieren auch monoklonale Antikdrper zur passiven
Immunisierung *** sowie therapeutische Virustatika, die erst nach einer Infektion verabreicht
werden kdnnen. Hierzu zahlen die Neuraminidasehemmer Oseltamivir (Tamiflu®) und
Zanamivir (Relenza®) und die Protonenkanalhemmer Amantadin und Rimantadin. Wahrend
Antikdrper kostenintensiv sind, Amantadin und Rimantadin als Adamantane starke
neurologische Nebenwirkungen besitzen und das Virustatikum Oseltamivir in weniger als der
Halfte der H5N1-Infizierten wirkt **¢ ¥, und im Allgemeinen Therapeutika nur wéahrend der
Einnahmedauer wirken, ist ein breitenwirksamer Impfstoff fir den Menschen dringlich im
Anblick einer méglichen hochpathogenen Pandemie. Momentan in Entwicklung befinden sich

noch Fusionshemmer, die auf tertiarem Butyl-Hydrochinon basieren %,

Parameter der Optimierung

Vektoren

Bei Influenza werden momentan verschiedene Ansétze mit den als Vektoren bezeichneten
Ubertragern eines Antigens oder seiner Erbinformation experimentell untersucht, mit dem
gemeinsamen Ziel, einen breitenwirksamen Impfschutz gegen verschiedenste Serotypen
oder wenigstens einen Schutz vor allen Viren eines Serotyps zu vermitteln, was die

zugelassenen Impfstoffe nicht bieten.

Nach der Entwicklung der klassischen Impfstoffe wie Oberflachenantigene, Spaltimpfstoffe,
attenuierte oder inaktivierte Viren, folgten rekombinante Proteine, synthetische Peptide und

rekonstituierte virale Partikel 3° 140

, auch ,Virus-Like Particles® (VLP) genannt, welche
aufgrund der genetischen Unvollstandigkeit keine Replikation von Viren und keinen

Ausbruch der Krankheit mehr aufwiesen, was bei unvollstandiger Spaltung oder Inaktivierung
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der im Impfstoff enthaltenen Viren passieren kann. Sie enthalten keine virale RNA,
stimulieren den TLR7 nicht, verbleiben extrazellular und sind dadurch zwar weniger
immunogen als attenuierte oder inaktivierte Viren, aber vertrglicher. Zugelassen sind bisher
als VLP-Impfstoffe beispielsweise Gardasil® als HPV-Impfstoff und Engerix® als HBV-
Impfstoff. Bei den VLP zur Influenzaimpfung wird die Ektodoméne des M2 (M2e) chemisch

141 oder genetisch ® an das ,Hepatitis-B-Virus core antigen* (HBcAg), das HIV Gag-Protein

142 143 144

das Papillomavirus E7 Antigen , das Papaya Mosaic Virus
145

oder den
Bakteriophagen Qf gekoppelt, um die Antigenprasentation durch eine erhthte lokale
Konzentrierung zu verbessern. Momentan sind in den USA Phase-I-Versuche

(NCT00819013) mit M2e-HBcAg **° abgeschlossen worden.

Reine Proteinantigene, Spaltimpfstoffe und auch VLP haben sich als ineffektiv zur
Erzeugung einer zelluldren Immunantwort herausgestellt " 48 14° 1% das gilt ebenso fiir
synthetische Peptide und die repetitiven Epitope der ,multiple antigenic peptides” (MAP) als

151 Es bedarf hier wohl einer zusatzlichen zellularen Aufnahme und

Immunogene
Prozessierung des Antigens flr eine Prasentation am ,Major Histocompatibility Complex [
(MHC-I) und einer Kostimulation der Immunreaktion. Daher werden die Proteinantigene zur

“ 152 yon mehreren

Steigerung der Immunantwort als Polyepitope oder ,epitope strings
konservierten und immunogenen Epitopen hergestellt, weiterhin als Konjugatimpfstoffe mit
Immunmodulatoren oder immunogenen Proteinen (z.B. Flagellin **3, EtxB ***, KLH ***, OMPC

9 CTx ™!, CTxA1 **°, CTxB **°, Ubiquitin *°®) kovalent konjugiert, oder fiir eine Depotwirkung

157 158 159

verpackt in Liposomen , »Microspheres® aus Chitosan oder Poly-Lactat-L-Glycolat
oder in transgenen Bakterien wie Lactobacillen **, Salmonellen und Escherichia coli. Eine
zellulare Aufnahme des Antigens als Vorraussetzung fir eine TH;i-Antwort erfolgt hierbei nur
auf Basalniveau. So wird nach einer klassischen Immunisierung bisher nur ein

161

homosubtypischer Schutz vermittelt =, wahrend nach einer Uberstandenen Infektion auch

eine heterosubtypische Immunitat induziert wird *°.

Schlie3lich existieren noch die genetischen Impfstoffvektoren — wie Plasmide und
virusbasierte genetische Vektoren, welche der Wirtszelle die Erbinformation und dem
Immunsystem das in situ erzeugte, native Immunogen bereitstellen. Die genetischen
Vektoren — aber auch rekombinante Protein- und synthetische Peptidimpfstoffe — bieten
gerade bei hochvariablen Erregern den Vorteil, gegenuber konventionellen Impfstoffen
schnell angepasst werden zu kénnen, und somit innerhalb zweier Wochen verfligbar zu sein,
also noch innerhalb des Zeitraums einer ersten pandemischen Welle. Die genetischen
Impfstoffe sind allesamt apathogene, meist replikationsdefiziente Ubertrager der enthalten

genetischen Information eines gewlnschten Immunogens. Dieser Ansatz besitzt den Vorteil
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der Transkription und Translation der Gene im Impfling mit den naturidentischen
posttranslationalen Modifikationen am Immunogen, und das in situ erzeugte Protein liegt mit
korrekter Faltung im richtigen Kompartiment vor - wie bei einer Virusinfektion. Die endogene
Antigensynthese erlaubt eine zytosolische Prozessierung und eine Prasentation an MHCI,
die eine Tyi-Immunantwort ermdglichen. Durch die komplette Gleichheit der Antigene und
einer Immunantwort wie bei einer naturlichen Infektion stehen sé&mtliche vorhandenen

Epitope auch einer Immunreaktion zur Verfigung.

Neuere, in der praklinischen oder klinischen Prifung befindliche Konstrukte umfassen noch
virale genetische Vektoren verschiedener Virenfamilien wie die Paramyxoviren ,Newcastle
Disease Virus* (NDV) %, Sendaivirus ***, Adenoviren (AdV) **°, porcine Adenoviren (pAdV3)
166 ' Adeno-assoziierte Vektoren (AAV) 67 68 169 170 Baculoviren '™, das Alphavirus/VEEV-

Replicon " *"®, SFV-Replicon '™, das VEEV-basierte Replicon, Lentivirale Vektoren "> ',

177178 sowie die aus der Pockenvirusfamilie stammenden

Vesikulostomatitisviren (rvSV)
,modified Vaccinia Ankara“ (MVA) *"° und NYVAC **. Im Prinzip &hneln diese Vektoren den
zur Gentherapie verwendeten Strategien. Sie unterscheiden sich aber grundlegend darin,
dass zur Immunisierung nur eine kurzzeitige Expression der fremden Gene und eine
Immunantwort dagegen induziert werden soll. Impfvektoren basieren auf apathogenen Viren
mit hoher Transduktionseffizienz moglichst ohne praexistierende Immunitat gegen den
Vektor in der Bevélkerung, mit mdoglichst groRer Immunogenitat und Vertraglichkeit pro
Partikel. Potentielle genetische Vektoren findet man bei xenotropen Viren, Phagen sowie
bakteriellen Plasmiden, nur muss die Transfektionseffizienz durch Anpassung der
Andockproteine oder Verwendung von Zell-penetrierenden Peptiden (CPP, synonym ,protein
transduction domain“) gesteigert werden, bei Plasmiden kann man auch

Transfektionsmethoden verwenden (siehe Adjuvantien und Immunomodulatoren).

Plasmidimpfstoffe

Plasmid-basierte Impfstoffe besitzen viele Vorteile wie niedrige Kosten, eine hohe
Geschwindigkeit der Anpassung an veranderte Gensequenzen und Kkeine
Aufreinigungsverluste des nativen Immunogens durch die Biosynthese in situ '®'. Auch
entféllt die extensive und kostspielige Reinigung grof3er Mengen eines in Zellkultur erzeugten
Virus oder eines rekombinant exprimierten Proteins als Immunogen im Vergleich zur
Plasmidaufreinigung. Die Plasmidimpfstoffe sind reine DNA-Konstrukte, mit den Vorteilen der
geringen Produktionskosten flr eine Plasmidisolation aus E.coli durch Fermenter und

LAIrlift-Reaktoren sowie einer hohen Stabilitdt und Lagerbarkeit. Die hohe Stabilitaét von
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Plasmid-DNA ermdglicht weiterhin eine Verteilung von Impfstoffen ohne eine logistische
Kihlkette. In der Gene Gun verwendet, erzielen Plasmidimpfstoffe auch eine hohe
Reproduzierbarkeit. Plasmide von Antigenen sind beliebig modular kombinierfahig mit
Plasmiden von Immunomodulatoren, welche ohne zusatzlichen Arbeitsaufwand gemeinsam

verimpft werden kénnen.

Zudem erfolgt bei genetischen Impfstoffen die in situ Erzeugung der Genprodukte durch die
bei der Impfung transfizierten Wirtszellen, wodurch die native Konformation des Immunogens
einschlieB3lich aller posttranslationalen Modifikationen ohne Léslichkeitsprobleme im richtigen
Kompartiment gesichert ist. Durch die Lokalisation im richtigen Kompartiment wird sowohl

eine humorale als auch eine zelluldare Immunantwort erzeugt.

Ein Plasmid hat im Gegensatz zu viralen Vektoren den weiteren Vorteil, dass nur
gewunschte Antigene exprimiert werden. Somit gibt es keine Vektorimmunitat, welche die
Immunantwort vom Antigen hin zu Vektorbestandteilen ablenkt. Das fiihrt zwangslaufig bei
viralen Vektoren zu einem Prime-Boost-Schema mit zwei verschiedenen, einmal-
verwendbaren Vektorsystemen, wahrend Plasmide auch wiederholt verabreicht werden
konnen. Plasmide kdnnen nicht nur einzelne Impfgene enthalten, sondern erméglichen auch
die Erzeugung von VLP im Impfling, erreicht wurde so bereits ein Impfschutz vor H7N1 %2,
Eine Produktion von vollstandigen infektidsen Influenzaviren nach gemeinsamer Transfektion
von Plasmiden codierend fir Influenzagene und einem vRNA-codierenden Plasmid wurde
entwickelt, um Influenzaviren per zielgerichteter Mutagenese genetisch manipulieren zu
kénnen oder neue Reassortanten zu erzeugen % '**. Dies erlaubt eine gezielte Anpassung

von Impfstammen fur die konventionelle Herstellung von Influenzaimpfstoffen.

Die DNA wird im Impfling nicht repliziert, sie unterliegt keinem ,antigenic drift* wie
Influenzaviren (und andere RNA-basierte Viren) und integriert nicht in das Wirtsgenom, sie
kann im Gegensatz zu den attenuierten Impfstoffen auch nicht zum Pathogen revertieren. Es
gibt auch — aufl3er bei Patienten mit systemischem Lupus erythematosus — keine bereits
bestehende Immunantwort gegen ein Plasmid, was zu einer Eliminierung des Impfstoffes
fuhren kann, bevor es zur Expression kommt. DNA wird nicht an MHC prasentiert und ist

deshalb auch wenig immunogen.

Momentan befinden sich Plasmid-basierte Impfstoffe gegen saisonale Influenza in Phase-II-
% und den USA (NCT00709800, NCT00489931,
NCT00408109). Diese Plasmide werden parallel in weiteren Studien auch nadelfrei per
Vapor-Gasdruckinjektion mit dem Biojector 2000® verabreicht (NCT00694213 und
NCT00776711). Auch HIV-Plasmidimpfstoffe befinden sich in Phase | '%. DNA-basierte

Studien in  Grol3-Britannien
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Vektoren sind auch als Mediatoren einer anti-Tumor-Immunitat beschrieben worden *¥” und
PSA- ¥ und PSMA- exprimierende '*° Plasmide befinden sich momentan in klinischen
Phase-I/II-Studien.

Applikationsroute & Ort

Es gibt inzwischen vielfaltige Applikationsrouten und —vektoren. Fur die Injektion haben sich
aufgrund der Sicherheit und Wirksamkeit die intramuskulare und subkutane gegeniiber der
intravendsen Injektion durchgesetzt. Zum Einen werden die Antigene mit maximaler
Einfachheit in Nahe der Lymphknoten appliziert unter Umgehung des Abbaus in der Leber,
andererseits wird der systemischen Ausbreitung einer moglichen Uberreaktion wie z.B. eines

anaphylaktischen Schocks tber den Blutkreislauf vermieden.

Schonende Routen werden genutzt, wenn eine mit der i.m. Injektion vergleichbare
Immunantwort erreicht werden kann. Schluckimpfungen scheitern meistens am Abbau im
Magen und Darm, eine Ausnahme bildet die Impfung gegen Polio bei Menschen mit
attenuierten Viren, die aus Grunden einer moglichen Reversion, lebensgefahrdender
Infektionsverlaufe bei immungeschwachten Menschen und mangelnder Resorption des
Impfstoffs wahrend einer Magen-Darm-Erkrankung oder bei der Einnahme von Antibiotika in

Deutschland nicht mehr eingesetzt wird.

Reine Plasmid-DNA wird nur ineffizient von eukaryotischen Zellen aufgenommen, weshalb
ohne einen Zusatz von Wirkungsverstarkern bei einer Maus von circa 25 g durchschnittlich
80 pg Plasmid-DNA injiziert werden, beim Menschen steigt die notwendige Dosis auf 1 mg
zur Induktion einer vergleichbaren Immunantwort (Phase-I-Studie NCT00709800). Mittels
verschiedener Methoden der Transfektion werden deutliche Dosissenkungen und
Kosteneinsparungen erreicht. Neuere Entwicklungen mit vermutlich hoherer Akzeptanz in
der Bevolkerung als die Injektion umfassen Nasensprays (FluMist®), inhalative Aerosole,

190 191

mucosale Transfektion , Hydrogelpflaster ' und die Bioballistik (GeneGun®,

Powderject®). Weniger schonende Routen wie Electroporation in vivo **® ***, Nadelreihen %

196 197 198

, Tatowiermaschinen, Microporation durch Hitzeverdampfung der Haut und die
Entfernung der Epidermis **° *® durch AbreiRen eines Aufklebers mit Sekundenkleber haben

dagegen weniger Potenzial zur Marktreife.

Die Gene Gun® von BioRad und auch das Powderject® von Novartis verwenden die als

.particle bombardment®, ,Biolistic Transfection“ oder Aerosol-Gasdruckinjektion bekannt
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gewordene Methode zur Applikation von DNA in vivo, welche 1987 von Klein ?°* 292 zur

Herstellung transgener Pflanzen erfunden und in den folgenden Jahren fir die Anwendung
an Tieren adaptiert wurde ?®®, nachfolgend auch zu Impfzwecken ?**. Hierbei werden DNA-
beschichtete Goldpartikel von circa 1 ym Durchmesser durch einen Helium-Puls von 300 bis
600 Psi in die Haut eingebracht. Notwendig ist hierbei die Verwendung von Promotoren, die
eine Expression in antigen-prasentierenden Zellen wie den Epidermalzellen, Fibroblasten
und vor allem Langerhansschen Zellen (LDC) der Haut erlauben. Diese Methode verspricht
eine der intramuskularen Injektion tberlegene Immunstimulation durch lokale Stimulation der
Langerhansschen Zellen, einer Subpopulation der dendritischen Zellen, bei einer 100-fach

niedrigeren Impfdosis *%°

. Die Direktion der Immunantwort in Richtung humoraler oder
zellularer Immunitat erfolgt bei der Gene Gun eher zu Gunsten einer Ty;-vermittelten
zellularen Antwort im Vergleich zur intramuskularen Injektion ?°. Dies liegt méglicherweise
an der niedrigeren Impfdosis ?’, es konnten nach einer Gene-Gun-Immunisierung aber auch
antigen-spezifische B-Zellen zur Produktion von Hybridomata mit hoher Effizienz gewonnen
werden 2%, Die Methode weist zudem im Kontrast zur Injektion eine hohe Reproduzierbarkeit
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der Induktion sowohl der zellularen als auch der humoralen Immunantwort au , ohne das

Risiko der Ubertragung von Infektionskrankheiten durch Mehrfachnutzungen. Der Aerosol-

Partikelbeschuss einer GeneGun® induziert die starkste Immunantwort *° #*

im Vergleich
zur ebenfalls nadelfreien Gasdruckinjektion von Flussigkeiten per Biojector2000® oder der
klassischen i.m. Injektion. In der Veterinarmedizin werden als weitere Alternativen zum
Biojector2000® noch Jetlnjection®, BioWare Gene Gun®, Dermojet®, Jet2000®, Lectrajet®

und MIT-V® verwendet.

Eine weitere Mdglichkeit der Einbringung von Plasmiden ist die Permeabilisierung der Haut
mit Dimethylsulfoxid (DMSO) durch eine DNA-DMSO-Ldsung, was eine mucosale Immunitat,

aber kaum Immunoglobulin G als Teil der systemischen Immunitét induziert *2,

Applikationszeitplan

Ziel der Impfstoffentwicklung ist es, bereits nach einer Immunisierung einen Impfschutz zu
bieten. Um neue, potentielle Gene zu finden, werden meist von Beginn an zwei
Immunisierungen angesetzt, um deutlichere Unterschiede der Immunantwort zu messen. Die
Reifung von T- und B-Zellen nach Antigenkontakt dauert 5-8 Tage. Nach diesem
zwischenzeitlichen Maximum fallt Gber die folgenden Wochen die Konzentration der Antigen-
spezifischen Zellen, bis nach einem Monat die Gedachtniszellen den Grof3teil der Population

an spezifischen Zellen ausmachen. Daher liegen meistens zwei bis vier Wochen zwischen
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erster und zweiter Immunisierung, also zwischen Prime und Boost, um die Antigen-

spezifischen Gedachtniszellen gezielt zu stimulieren und ein Minimum an Zeit zu verlieren.

Genetische Parameter

Genetische Regulationselemente kdnnen bei Plasmiden die Expression weiter steigern. Die
Wahl des Promotors und Enhancers definiert Menge und Gewebsspezifitat der Expression
des Immunogens. Aufgrund seiner hohen Expressionstarke und der ubiquitdren Expression
fallt die Wahl meist auf CMV % 4, Metallothionein, CAG *** oder Hybride ?*° ?*’. Fir eine auf
dendritische Zellen begrenzte Expression kann der Fascin-Promotor eingesetzt werden %8,
0 220 221

Die friiher zur Expression in Saugern verwendeten Promotoren von RSV ?*° und Sv4

haben sich als onkogen erwiesen.

Fur DNA-Immunisierungsversuche am Menschen wird von behdrdlicher Seite erwartet, die
zur Produktion der Plasmide in E.coli eingesetzten Selektionsmarker wie eine
Ampicillinresistenz, Neomycin-Phosphotransferase oder Kanamycinresistenz zu entfernen,
um Resistenztransfers zur Dbakteriellen Flora des Menschen zu vermeiden. Als
Selektionsmarker in der Plasmidproduktion sind Auxotrophien *** dagegen prinzipiell erlaubt.
Eine weitere Moglichkeit ist eine induzierte homologe Rekombination des Plasmids in E.coli
zur  Entfernung von  Replikationsursprung, Resistenzgenen und  Membran-
Anheftungssequenzen, was zu kurzen ringférmigen Expressionskassetten fiihrt, die als

_minicircles* %3

weniger inflammatorische Wirkungen und eine verbesserte Kernlokalisation
der DNA und somit eine verbesserte Transfektionseffizienz erzielen kbénnen. Der Kernimport
der DNA kann durch Einfligen von Sequenzen zusatzlich gesteigert werden, die von
Kernimportproteinen gebunden werden % %,

Die Verwendung einer “Hogness-Box” aus CCAAT- und TATAAA-Motiv bei etwa 75 und 25
Nukleotiden (nt) respektive innerhalb des Promoters vor dem Transkriptionsbeginn ATG flhrt
zu einer effizienten Bindung von der Transkriptionsfaktoren CTF und TFIID ** und zu einer
erhohten mRNA-Konzentration, die in vermehrter Translation und Expression resultiert.
Alternativ kann eine ,GC-Box“ zur Bindung von Sp1, AP2 und CREB fur eine

gewebsspezifische Transkription verwendet werden 2%’

Die Vermeidung von AUUUA-Sequenzen erhoht die Halbwertszeit der mRNA bei der

228 229 230 231 |

Degradation , was ebenfalls zu erhéhten mRNA-Konzentrationen fihrt m
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Gegensatz dazu erhéht eine Polyadeninsequenz (,polyA tail“) circa 11-30nt nach der
Sequenz AAUAAA am 3-Ende der mRNA den Kernexport und die Stabilitat 22,

Zur Termination der Transkription wird meist der Terminator des bovinen
Wachstumshormons (bGH) 2%
GCCGCC(A/G)CCAUGG %, erlaubt eine effizientere Initiation der Translation und dadurch

erhéhte Expressionsraten #°, AUG reprasentiert hierbei das Start-Methionin des

verwendet. Eine als Kozak-Sequenz bekannte Nukleotidfolge

Immunogens.

Unmethylierte CpG-Motive kommen ausschlief3lich in bakterieller DNA vor. Dieses Pathogen-

236 237 238

assoziierte Motiv bindet an den TLR9 und aktiviert Immunzellen und kommt

zweimal in der Ampicillinresistenz verwendeter Plasmide vor %%,

Der hier verwendete Impfvektor pTH ?*° basiert auf dem Vektor pCMV mit einem
Cytomegalievirus-immediate/early-Promotor ?**, gefolgt von einer ,Multiple Cloning Site* mit
Kozak-Sequenz und dem Polyadenylierungssignal des Rinderwachstumshormons (bGH).
Weiterhin tragt das Plasmid einen prokaryotischen Replikationsursprung (ori) und ein beta-
Lactamase-Operon (bla), welches eine Ampicillinresistenz vermittelt. Die Expression des
Immunogens erfolgt transient in Saugerzellen, wahrend eine Replikation des Plasmids durch
den prokaryotischen Replikationsursprung auf E.coli und andere Gram-negative Bakterien
begrenzt ist. Zur Detektion der Expression mittels kommerzieller Antikérper wurde die
Immunogene als Fusionsproteine mit einem C-terminalen V5-Epitop (synonym Pk-Tag)

konstruiert, welches aus dem N- und P-Protein des Paramyxovirus SV5 stammt.

Codon-Optimierung

Die Codon-Optimierung wurde erstmals von Haas et al. >** experimentell durchgefiihrt, nach
einer Auswahl der am starksten exprimierten humanen Gene aus allen bekannten humanen
Genen und einer statistischen Analyse ihrer Codon-Nutzung aus einer Datenbank der
speziesbezogenen Codon-Nutzung %* ?**. Jede Aminoséure auRer Methionin und
Tryptophan besitzt mehrere Codons, die ungleich sind beztiglich der Haufigkeit der
verschiedenen tRNAs, deren Kinetik in der Translation *** und sich in der Spezifitat ihrer
tRNA sowohl zur mRNA Sequenz als auch zur Aminosaure unterscheiden — was als
Isoakzeptanz bezeichnet wird und sich auf die Fehlerrate der Translation auswirkt **°. Die
darauf aufbauende ausschliessliche Verwendung der speziesbezogen am stérksten

exprimierten Codons fur jede Aminosaure in einer DNA-Sequenz kann zu deutlich hdheren
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Expressionsraten des Proteins fihren. Das empfiehlt sich bei jeder artfremden Expression —
oder bei viralen Proteinen, bei denen eine geringe Expression zur Vermeidung einer
Immunantwort von Vorteil ist. Im Zuge der Codon-Optimierung werden auf3erdem
unerwunschte regulatorische DNA-Sequenzen eliminiert, wovon insbesondere virale

Proteine betroffen sind 247 %8,

In der Praxis werden die Codons der DNA-Sequenz unter Erhalt der Aminosauresequenz
gegen die 20 expressionsstarksten Codons ausgetauscht. Dies erfordert Methoden zur
Konstruktion synthetischer Gene, denn es gibt keine natirlichen Vorlagen. Hier bietet sich
die Fusions PCR oder die Ligation per Festphasensynthese an. Bei der Fusions-PCR
werden die bestellten Oligonukleotide als 50-mere mit einer Uberlappung von 25 Basen mit

den komplementaren Strangen in PCR-verwandten Reaktionen zusammengefihrt und ligiert.

Tabelle 2 — Codontabelle maximaler Expression bei Menschen 2*°

Humane Codons maximaler Expression

Ala A GCC Leu L CTG
Arg R CGC Lys K AAG
Asn N AAC Phe F TTC
Asp D GAC Pro P CCccC
Cys C TGC Ser S AGC
Gin Q CAG Thr T ACC
Glu E GAG Tyr Y TAC
Gly G GGC Val V GTG
His H CAC Met M (invariant) ATG
lle | ATT Trp W (invariant) TGG

Biochemische Parameter

Das Immunogen selbst kann durch Veranderungen der DNA- oder Proteinsequenz in seiner

Immunogenitat modifiziert werden.

Eine Veranderung der zellularen Zielkompartimente und eine Verbesserung der Antigen-
Prasentation an MHC kann durch eine ER-Signalsequenz wie die C-terminale KDEL-

Sequenz mit einer verbesserten Prasentation an MHC-II und einer verstarkten Ty,-Antwort

27



erreicht werden. Eine Entfernung der Signalsequenzen fihrt zu einer cytosolischen

Lokalisation und dirigiert die Immunantwort eher in Richtung einer Ty1-Antwort.

Eine verstarkte Peptidprasentation an MHC kann durch Ubiquitin-Fusionsproteine '* erreicht
werden, was zu beschleunigtem Abbaus des Immunogens im Proteasom und eine lokale

Erhoéhung der Epitop-Konzentration fuhren kann.

Im Zuge eines Epitop-Designs kdnnen Epitope hinsichtlich einer verbesserten MHC-
Bindungsaffinitat mutiert werden. Dies verbessert zwar die gemessene Immunantwort nach
Impfungen, induziert aber aufgrund der verringerten Ahnlichkeit zum analogen Epitop im
Erreger eine niedrigere Aviditdt des T-Zell-Rezeptors (TCR) und somit im Vergleich zu
identischen Epitopen eine verlangsamte Rekonvaleszenz nach einer Infektion. Ein
Austausch zwischen Impfung und Infektion von nur einer Aminosaure innerhalb eines

dominanten Epitops fir zytotoxische T-Zellen kann den darauf basierenden Schutz aufheben
250 251 252

Eine Demaskierung von Epitopen kann durch die Entfernung der Glycosylierungen des
Immunogens erreicht werden, da Kohlenhydratseitenketten die proteolytische Prozessierung
des Immunogens inhibieren und, aufgrund des fehlenden Repertoires an Immunoglobulinen

dagegen, Toleranz-induzierend wirken kénnen.

Membranankersequenzen und Lipidmodifikationen am Immunogen kénnen zur Erhéhung der
Loslichkeit bei rekombinanten Proteinen und synthetischen Peptiden entfernt werden, um
den Aufreinigungsverlust durch inclusion bodies® bei der ex vivo Erzeugung der
Immunogene zu minimieren, bergen aber durch die verringerte Ahnlichkeit zum nattrlichen

Antigen die Gefahr, gegen ein Artefakt zu immunisieren.

Eine Multimerisierung und Membranassoziation des Immunogens durch Kopplung an
Fibritin-Trimerisierungsdoménen, C3d *3, Leucinzipper ** oder anderen multimerisierenden
Transmembrandoménen kann bei Membranprotein-assoziierten Proteinen verstarkt
Antikdrper gegen Konformationsepitope von Multimer-Komplexen induzieren. Gleiches lasst
sich generell bei einer zusatzlichen Verwendung einer Signalsequenz der Sekretion bzw. des
Imports in das endoplasmatische Retikulum fir cytosolische Proteine anwenden. Hierdurch
kann eine Prasentation des Proteins auf der Zelloberflache fur die Induktion T-Zell-
unabhangiger Antikdrper gegen Konformationsepitope oder nicht an MHC bindende
Sequenzepitope erreicht werden. Bei der Ektodoméne des M2 erweitert dies das Spektrum

der neutralisierenden Antikorper >°.
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Weiterhin gelten fir genetische Vektoren die gleichen Mdoglichkeiten der Erzeugung von
Fusionsproteinen wie sie auch fir rekombinante Proteinvakzine bestehen, mit einem

Spektrum an Adjuvantien, MAP und Polyepitopen (siehe Vektoren).

Monogenische und vielmehr monoepitopische Ansatze vermeiden die Verwendung
immunodominanter Epitope eines Erregers zu Gunsten von konservierten subdominanten
Epitopen, die eine breitenwirksame Reduktion der Viruslast vermitteln kdnnen. Sie besitzen
aber den Nachteil, dass der immunologische Selektionsdruck nur auf ein Gen oder sogar ein

Epitop begrenzt ist, was die Ausbildung von Fluchtmutanten erleichtert.

Adjuvantien und Immunomodulatoren

Die Steigerung einer Impfreaktion kann durch Zusatz von Adjuvantien (Wirkungsverstarkern)
zur Impfstoff-Formulierung erreicht werden. Gleichzeitig kann auch die Antigenmenge pro
Impfdosis reduziert werden, was zu Kostenersparnissen fuhrt, da das Antigen meistens den
kostenintensivsten Teil der Produktionskette darstellt. Die beiden in Europa zugelassenen
Adjuvantien sind Aluminiumhydroxidphosphat-Gele und Squalen. Letzteres wird unter den
Markennamen ASO3® oder MF59® vertrieben und wurde im Zusammenhang mit den
Schweinegrippeimpfstoffen kontrovers diskutiert, da Berichte (ber das Auftreten von Anti-
Squalen-Antikérpern und ,Gulf War Syndrom® im Zusammenhang mit experimentellen

256 257

Anthrax-Impfstoffen bei US-Soldaten existieren , die zwar nachfolgend entkraftet

wurden, aber bisher nur von Herstellerseite und US-Militar 258 2%° 260 Andere Publikationen

261 262

verdachtigen dagegen eher Aluminiumhydroxidphosphat als neurotoxisch, vermutlich

aufgrund seiner proinflammatorischen Eigenschaften 2%,

Die experimentellen Adjuvantien umfassen Gene und Proteine von verschiedenen Cytokinen
und Chemokinen, zur Verbesserung der Antigenprasentation und Rekrutierung von
Immunzellen an den Impfort, neben Kostimulatoren der Immunreaktion und TLR-Agonisten.
Weitlaufig verwendet werden der ,Granulocyte and Monocyte colony stimulating factor® (GM-
CSF), Interleukin-12 (IL-12) ?**, Cytosin-Phospho-Guanosin-Motive (CpG), und CD40L **°.

GM-CSF ist ein sezerniertes, dreifach glykosyliertes, homodimeres Protein von 2 * 16,3 KDa,
welches Wachstum und Differenzierung von Granulozyten, Makrophagen, Monozyten,
dendritische Zellen, Eosinophile und Erythrocyten tGber den Syndecan-2-Weg stimuliert. Dies
fuhrt zu einer Verstarkung der Antigen-Prozessierung und -Prasentation durch diese Zellen,

was in erhdhten Antikérpertitern und CTL-Konzentrationen resultiert 2°.

29



Interleukin-12 ist ein sezerniertes, glycosyliertes heterodimeres Protein von 24,2 + 38,2 KDa,
welche nach ihrer elektrophoretischen Mobilitat unter denaturierenden reduzierenden
Bedingungen p35 und p40 genannt werden. II-12 stimuliert aktivierte T- und NK-Zellen tber
den JAK/STAT-Weg und férdert die Sekretion von IFN-y durch periphere Blut-Monozyten %’

Plasmid-DNA (pDNA) ist nach Entfernung der Endotoxine - vor allem Lipopolysaccharide -
aus der bakteriellen Kultur beim Impfen gut vertraglich und zugleich adjuvant durch die

enthaltenen immunstimulierenden CpG-Motive 2%,

Gegen die pDNA kann eine
vortibergehende dreifache Erhéhung von Antikdrpern gegen DNA induziert werden, ohne zu
den typischen Symptomen (wie Glomerulonephritis) eines systemischen Lupus
erythematosus zu fuhren, auch wurde nach einer Injektion von pDNA in Muskelgewebe keine
Myositis gefunden ?*°. Zudem wird pDNA auch fiir toleranz-induzierende Immunogene bei
praexistenten Autoimmunerkrankungen eingesetzt, ohne eine Verschlimmerung der
Symptome zu beobachten ?° ?"*, Das verbliebene bakterielle Lipopolysaccharid (LPS) sorgt
vermutlich fur eine Kostimulation der Immunreaktion ", liegt aber in der Regel unter der

murinen Stimulationsgrenze fir seinen Rezeptor, den ,Toll-like Receptor 4“ (TLR4).

Die Verwendung von Plasmiden als Expressionsvektoren fur Antigene induziert oftmals eine
Tui-vermittelte Immunreaktion, aufgrund einer MHCI-Prasentation der endogen erzeugten

“ 272 quf dendritischen Zellen durch

Antigene und einer Aktivierung des ,Toll-like Receptor 9
die im Plasmid auftretenden CpG-Motive %" 2™, Diese Kostimulation ist hilfreich, aber nicht
notwendig zur Erzeugung einer zellularen Immunantwort, da sich — wenn auch mit geringerer
Rate und in geringerem Ausmalf - in TLR9-defizienten Mausen nach Plasmid-Immunisierung
nichtsdestotrotz CTL entwickeln und unabhdngig davon auch Plasmide ohne spezifische
CpG-Motive nach Impfung in C57Bl/6-Mause spezifische CTL induzieren konnten *”°. CpG-

276 277

Konstrukte und andere TLR-Agonisten wurden auch schon als Adjuvans oder allein zur

42 gegen Influenza verwendet. CpG-Oligonukleotide fiihren durch die

Immuntherapie
Aktivierung der TLR9 zu einer umfangreicheren Aktivierung von dendritischen Zellen als die

Aktivierung des TLR7 mit viraler RNA von Influenza 8.

Eine weitere Verstarkung der Immunreaktion nach einer Plasmidimmunisierung besteht in
einer Zugabe von kationischen Lipiden oder kationischen Polymeren zur Steigerung der
zellularen Aufnahme der DNA, welche als geldste Nukleotidpolymere polyanionisch sind und
polykationische Molekiile binden. Ist die Nettoladung des Komplexes positiv, bindet er an die

Uberwiegend negativ geladene Zellmembran und wird verstarkt von der Zelle aufgenommen.

Die liposomale Transfektion (z.B. Ref. ?”°, Phase-I-Studien von Vical®) verwendet

kationische Lipide zur Bildung von Liposomen, welche vermutlich nach Endozytose eine
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Schwellung durch die hohe lokale lonenstarke und die nachfolgende Hydratation induzieren,
anschliel3end mit der lysosomalen Membran fusionieren und schlie3lich die DNA ins Cytosol

freisetzt.

Kationische Polymere von circa 20-50 KDa fuhren vermutlich nur zu einer Ruptur des
Lysosoms nach einer Schwellung ?*° #!. Aufgrund ihrer Polaritat (oder Hydrophilie) kénnen
sie nicht mit der Membran fusionieren. Die kationischen Polymere wie Polyethylenimin (PEI)
282 Polyvinypyrrolidon (PVP), Chitosan-Derivate #** oder Poly-L-Lysin (PLL) %** mit Histidin-

8L oder Kombinationen davon ?*° bilden im Gegensatz zu den Kkationischen

Termini
Liposomen Alkohol-unlésliche Aggregate, die sowohl flissig als auch trocken verabreicht
werden konnen und sich somit flr eine Aerosol-Gasdruckinjektion mittels eines
bioballistischen Verfahrens (GeneGun®, Powderject®) eignen. Die GeneGun® verwendet
als kationische Polymere Spermidin zur Kompaktierung und Adsorption der DNA an der
Goldoberflache, sowie PVP zur Beschichtung der Gold-Spermidin-DNA-Aggregate mit

positiven Ladungen.

Wahrend kationische Polymere aufgrund der geringeren PartikelgroRe und der positiven
Ladung eher durch die Kernporen (d = 25 nm) ?® in den Kern importiert werden, wird
liposomal transfizierte DNA aufgrund der geringeren Maskierung starker transkribiert 2%’.

Rezeptorspezifische Transfektionsmethoden werden versucht, um die Verteilung an die
Zielorgane nach Injektion steuern zu kénnen und einen Abbau in der Leber oder eine
Ausscheidung Uber die Niere zu vermeiden. Die Verwendung von den auch als ,protein
transduction domains“ oder ,fusogenic peptides” bekannt gewordenen Zell-penetrierenden
Peptiden (CPP) erlaubt einen effizienteren Transfer der DNA ins Cytosol durch Bindung an
die negativ geladene Zelloberflache und an der endosomalen Membran sowie
anschlieBender Fusion ?*®, mehr noch in Kombinationen mit Lipiden, kationischen Polymeren
oder Fusionspeptiden fir eine verbesserte Passage der endosomalen Membran. Beispiele
fur CPP sind das HIV-Tat-Peptid 48-60 %*°, HIV-Rev-Peptid 24-50 ?*°, HTLV-II-Rex-Peptid 4-
16 #°, BMV Gag-Peptid 7-20 ?*°, Penetratin, Flock House Virus Coat Protein 35-49 **° und
Polyarginine der Lange 6-8 ?*° #' 2 Dje Zell-penetrierenden Peptide sind aufgrund ihres
Arginin-Reichtums anfallig fur Proteasen ?** ?**, Durch Verwendung von D-Aminosauren

kénnte dieses Problem reduziert werden *%° ?%

. Diese Alternative impliziert aber eine
Festphasensynthese der Peptide und verhindert eine kostengiinstige Proteinerzeugung per

Gentechnik im Fermenter.

Die Endosomen-permeabilisierenden Fusionspeptide HA2 2% 2! ynd INF7 aus dem

Influenza-Hamagglutinin, das (LAEL)s-Peptid " und Polyhistidine ?°® verstarken zusétzlich
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die endosomale Freisetzung und werden in Kombination mit CPP eingesetzt. Oftmals
werden ,spacer genannte Abstandshalter aus Polyethylenglykol (PEG) eingefligt, um das
Peptid zugénglicher zu machen oder die unspezifische Adsorption des Komplexes im

Organismus zu verringern.

Die kombinatorischen Ansatze zur Steigerung der Transfektionseffizienz in vivo umfassen
z.B. das Transferrin-Poly-L-Lysin+HA2peptid-PolyLysin+HA2-Peptid+pDNA ?*° oder TAT-
PEG-PEI+DNA 3% % Beij kationischen Lipiden und seinen zwitterionischen und anionischen
Colipiden wie Dioleyl-Phosphatidyl-Ethanolamin (DOPE) und Cholesterol-Hemisuccinat
(CHS) werden Ansétze wie Tat-PEG-DOPE+PEG-DOPE * mit saurer Hydrolyse des PEG
im Endosom 3%, PEG-DOPE+PEI-DNA % Peptid-PEG-DOPE+DNA mit proteolytischer
Abspaltung des PEG im Endosom 3% oder durch Verpackung in tetralamellaren Vesikeln 3%
untersucht.

Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung, Erzeugung und Charakterisierung von
breitenwirksamen Plasmid-basierten GeneGun-Impfstoffen gegen das Influenza A Virus vom
Subtyp H5N1. Es gibt bisher keinen Grippeimpfstoff, der zytotoxische T-Lymphozyten (CTL)
gegen codon-optimierte hochkonservierte H5N1-Influenzagene induziert. Es gibt auch keinen
Grippeimpfstoff, der breitenwirksam auch vor der Vogelgrippe schiitzt, wodurch sich jahrliche

Impfstoffzusammenstellungen ertibrigen kénnten.

Die Impfstoffe wurden in codon-optimierter Form de novo erzeugt, in ein Plasmid kloniert und
in Zellkultur nach Transfektion wurde die Expressionsstarke mit den klonierten Genen des
Wildtyps verglichen. Die Immunantwort wurde untersucht, um Korrelate fir einen Impfschutz

vor einer Infektion zu bestimmen.

In der ersten Impfreihe wurde die Impfwirkung einzelner codon-optimierter und Wildtyp-Gene
im Vergleich mit einer polygenen Immunisierung untersucht. Weiterhin wurden fur die zweite
Impfreihe immunomodulatorische Gene erzeugt und in verschiedenen Kombinationen mit
dem polygenen Impfstoff angewendet. In der dritten Versuchsrunde wurde die Impfreaktion

in zwei unterschiedlichen Mausstammen, C57BI/6 und Balb/c, verglichen.
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Beginnend mit der vierten Impfserie wurden Belastungsexperimente mit Influenzaviren nach
einer Immunisierung mit Immunomodulatoren durchgefiihrt, zuerst mit 5 LDs, von drei
unterschiedlichen Influenzastammen — H5N1 A/Vietnam/1194/04 (autologe Belastung),
H5N1 A/Germany/R65/06 (homosubtypische Belastung) und H1N1 A/PuertoRico/8/34
(heterosubtypische Belastung). Die funfte Impfserie charakterisierte die Wirkung einer
Impfdosissteigerung bei Belastungssteigerung mit 50 LDs, von zwei H5N1-Stdmmen —
A/Vietnam/1194/04 und A/Germany/R65/06. Die sechste Reihe bestand aus
Einzelgenimmunisierungen mit Belastung durch 10 LDs, des heterologen Stammes
(A/Germany/R65/06) zur Bestimmung der protektiven Komponente in der zuvor verwendeten
polygenen Impfstoffkombination.

AbschlieRend wurden als Transfer der gewonnen Erkenntnisse Impfstoffe auf Grundlage der
pandemischen, urspriinglich porcinen HIN1-Influenza in Codon-optimierter Form entwickelt.
Daraufhin wurden die Vakzine in Zellkultur auf Expression untersucht und als siebte
Impfreihe in Mausen eingesetzt, um Schutz vor Belastung mit 10 LDs, der HIN1-Influenza
(A/PuertoRico/8/34) zu erzielen.

33



Material und Methoden

Die verwendeten Peptide, Primer, Zellkulturen und Antikérper sowie die Abbruchkriterien
sind im Anhang aufgefiihrt. Fur weiterfiihrende Informationen zu den Methoden, siehe 3.
Bearbeitungen von DNA- oder Proteinsequenzen wurden mit dem Programm BioEdit
durchgefihrt. Die Texte, Tabellen und Graphen wurden mit Microsoft Office 2007 erstellt.
Literaturrecherchen erfolgten im Internet bei Entrez PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed).

Die Datenbankrecherchen erfolgten Uber Expasy (http://expasy.orq)

oder Influenza Research Database (http://www.fludb.org/brc/home.do?decorator=influenza).

Konstruktion der Gene

Die ,Fusion Polymerase Chain Reaction* (Fusion-PCR) 3%3% st eine PCR-basierte
Methode 3'° zur gezielten Konstruktion synthetischer Gene aus Oligonukleotiden, welche
zuvor per Festphasensynthese erzeugt wurden. Die Fusion-PCR verwendet das Overlap-
Extension-Prinzip ***, bei dem (iberlappende Oligonukleotide in einer PCR sich gegenseitig
als Primer dienen. Die codon-optimierten Gensequenzen von M2, NP und IL-21 wurden
jeweils mit einem C-terminalen V5-Tag und einer BamHI-Schnittstelle sowie mit einer N-
terminalen Hindlll-Schnittstelle erweitert. Diese Sequenzen wurden in silico in je 50-mere mit
einer Uberlappung von jeweils 25 Basen mit den angrenzenden komplementaren Strangen

zerlegt (Sequenzen im Anhang) und bei Invitrogen als entsalzte Oligonukleotide bestellt.

Abbildung 3 — schematische Darstellung der 50-mere

Die entsalzten und lyophilisierten Oligonukleotide wurden mit DNAse-freiem Aq.dest. auf
100puM eingestellt und fur jeden Strang eine Mischung von jeweils 200pmol der
verschiedenen Oligonukletide hergestellt. In der ersten PCR-Runde werden Ansatze aus
jedem komplementdren sense (genannt Top) und antisense (genannt Bot) Oligonukleotid

angesetzt, und nach ,Touchdown-PCR® per Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Alle
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weiteren PCR nutzten Standardbedingungen. In der zweiten Runde wurden jeweils 1 pl aus
3 PCR-Ansatzen der ersten Runde von aneinander angrenzenden Oligonukleotiden in einer
zweiten PCR-Runde vereint und anschliessend per Agarose-Gelelektrophorese tberpruft. In
der dritten Runde wurde aus je einem Mikroliter von zwei in der Sequenz benachbarten
Ansatzen ein Fusionsprodukt von circa 240 bp hergestellt und per Gelelektrophorese
dargestellt. In der vierten Runde wurden alle Anséatze der dritten Runde zur finalen Fusions-
PCR vereint und per Gelelektrophorese nachgewiesen. Alle Reaktionen wurden im
Thermocycler Flexcycler von Analytik Jena parallel sowohl mit einer Tag- als auch mit einer
Pfu-Polymerase oder einer Mischung von beiden (Taqg:Pfu 16:1) *2 durchgefiihrt. Die Bande
des vermuteten Gens wurde aus dem Gel ausgeschnitten und per Gelextraktionskit von
Qiagen extrahiert. Die DNA wurde in den pCR4-Topo-Vektor von Invitrogen nach Angaben
des Herstellers ligiert. Die Codon-optimierten Konstrukte H5co, M1co und Hlcosw, Mlcosw
und NPcosw wurden von GeneArt® basierend auf den Stammen A/VietNam/1194/2004
(Bezeichnung co) und A/MexikoCity/4603/2009 (Bezeichnung cosw) erzeugt.

Tabelle 3 — PCR-Ansatz der Fusions-PCR

Pipettierschema Fusions PCR | Temperaturprofii  Touchdown Zyklus
Top-Oligonukleotid 1l 120 sek. 95°C 1
Bot- Oligonukleotid 1l 15 sek. 95°C 2-21
dNTP 1l 20 sek. 70°C 2-21
-0,5°C/Zyklus
Taqg-Puffer 2,5 ul 20 sek. 95°C 22-50
Tag-Polymerase 1l 20 sek. 58°C 22-50
Aq.dest. ad 25 ul 90 sek. 72°C 22-50
600 sek. 72°C 51
Unendlich 4°C 51
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Erzeuqunqg der Gene per ,Gradient-cycle PCR"

Die ,Gradient-cycle PCR* (GCPCR) ist eine im Verlauf dieser Arbeit entwickelte Variante der
Fusions-PCR, bei der ebenfalls alle Fusionen simultan im selben Reaktor ablaufen. Hierbei
werden alle Oligonukleotide in der ersten Runde vereint, mit Dimethylsulfoxid (6%

313 314 315 7ur Denaturierung der DNA versetzt und in jedem PCR-Zyklus

Endkonzentration)
wird ein Temperaturgradient von 0,2°C/sek. angelegt. Der Gradient beginnt nach der
Schmelzphase bei 95°C und verlauft bis zur niedrigsten ,Annealing“-Temperatur, etwa 2°C
unterhalb der niedrigsten Schmelztemperatur im Pool der Oligonukleotide. In einer zweiten
Reaktion werden die Produkte erst mit auBenliegenden Primern amplifiziert. Dadurch
reduziert sich der Aufwand auf zwei konsekutive PCR-Reaktionen und eine Subklonierung in
einen TOPO-Vektor entfallt, wodurch die Gensynthese de novo in einem Tag durchgefuhrt

werden kann.

Es wurde dazu ein Pool aller Uberlappenden Oligonukleotide, in parallelen Ansatzen
steigender Verdinnung von 0,25 uM eines jeden Oligonukleotids ausgehend, die Primer
Topl und den letzten Bot-Primer hinzugefiigt, sowie die Ublichen Bestandteile einer PCR
verwendet. Nach den konsekutiven Runden der GCPCR und PCR in parallelen Ansatzen mit
variierenden ,Template“-Konzentrationen war die erwilnschte Bande im Agarosegel
vorhanden. Die Bande des vermuteten Gens wurde aus dem Gel ausgeschnitten, per
Gelextraktionskit von Qiagen extrahiert und restringiert oder in einer PCR mit den Primern
Topl und dem letzten Bot-Primer amplifiziert. Die DNA wurde restringiert und in den Vektor

pTH ligiert.

Tabelle 4 — PCR-Ansatz der GCPCR

Pipettierschema GCPCR, 1.Runde | Temperaturprofil Zyklus
Top-Pool 1 pl verdunnt | 300 sek. 95°C 1
Bot-Pool 1 pl verdiinnt | 120 sek. 95°C 2-35
dNTP 1l -0,1°C / sek. Bis 65°C 2-35
DMSO 1,5 ul 60 sek. 72°C 2-35
Tag-Puffer 2,5 ul Unendlich 4°C 31
Tag-Pfu-Polymerase 1

Ag.dest. ad 25 pl
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Tabelle 5 — PCR-Ansatz der GCPCR in der zweiten Runde

Primerverlangerung der Wildtyp-Sequenzen

Die cDNA vom des Influenzastammes A/Vietnam/1194/2004 (NIBRG-14) des Hamagglutinin-
Wildtypgens wurde einer Primerverlangerungs-PCR (PE-PCR oder Linker-Extension-PCR)
unterzogen, um Restriktionsschnittstellen an das Gen zur spateren Ligation in den pTH-
Vektor anzufiigen, eine BamHI-Schnittstelle am 5-Ende sowie ein V5-Tag und eine HindllI-
Schnittstelle am 3’-Ende des Gens. Nach der Verlangerung wurden 4 gleiche PCR-Ansétze

zur weiteren Bearbeitung vereint und per PCR-Purification-Kit von Qiagen aufgereinigt.

Die Gene M1wt, M2wt und NPwt wurden per RT-PCR inklusive Primerverlangerung mit dem

OneStep PCR Kit von Qiagen aus viraler RNA erzeugt, welche wir von Dr. Thorsten Wolff am

Robert Koch-Institut erhalten hatten.
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Pipettierschema PCR, 2.Runde Temperaturprofil Zyklus
GCPCR-Produkt 1 pl verdunnt | 300 sek. 95°C 1
Primer Topl 10 uM 1 120 sek. 95°C 2-30
Primer Bot(Ende) 1l 30 sek. 68°C 2-30
dNTP 1l 60 sek. 72°C 2-30
DMSO 1,5 pl Unendlich 4°C 31
Tag-Puffer 2,5u

Tag-Pfu-Polymerase 1

Ag.dest. ad 25 ul




Tabelle 6 — PCR-Ansatz der PE-PCR

Pipettierschema PE-PCR Temperaturprofil Zyklus
KlonPrimer F 1l 120 sek. 95°C 1
KlonPrimer R 1l 20 sek. 95°C 2-30
Miniprep DNA 1 pl 20 sek. 55°C 2-30
1:100 verdiunnt

dNTP 1l 120 sek. 72°C 2-30
Tag-Puffer 2,5 ul 600 sek. 72°C 31
Tag-Pfu-Polymerase 1l Unendlich 4°C 31
Ag.dest. ad 25 yl

Agarose-Gelektrophorese

Zur Analyse des Molekulargewichts und der Reinheit der Produkte wurden 8 ul DNA zu
einem Funftel des Endvolumens mit DNA-Probenpuffer versetzt und in eine Tasche des Gels
eingebracht. Das Gel bestand aus 10 g/l SeaKem-LE-Agarose von Biozym in TAE-Puffer
und wurde nach dem Aufkochen mit einer wassrigen Ethidiumbromidlésung ad 0,5 mg/l
versetzt. Alternativ wurde zur DNA-Farbung 40 ul/l Gelstar von Cambrex zugefiigt, welches
grin fluoresziert im Gegensatz zur orangenen Fluoreszenz des Ethidiumbromids. Die
Elektrophorese erfolgte tber 1 h bei 100 V mit einem BioRad PowerPac 200 in einer BioRad
Gelkammer mit anschlieRender visueller Darstellung und Fotodokumentation per UV-

Transilluminator von Phase.

Gelextraktion

Die DNA wurde per ,freeze and squeeze® aus der Agarose extrahiert, indem das
ausgeschnittene Gelstick 20 min. bei -20 °C oder fur 10 sek. in flissigem Stickstoff
eingefroren wurde. Das gefrorene Gelstlick wurde in Parafilmfolie eingeschlagen und mit
Fingern zerdrlckt, um die freigesetzte Fliissigkeit in ein Reaktionsgefald zu Gberfiihren. Nach
Zugabe von 3 Volumen an Ethanol (96% V/V) und einem Drittel Volumen an eines 3 M

Natriumacetatpuffers mit pH 5,2 wurde die Losung invertiert und 30 min. einer Sedimentation
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bei 16000 g unterworfen. Der entstandene Niederschlag wurde mit Ethanol (70% V/V)
versetzt und 5 min bei 16.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen.
Nach einer zweiten Waschung wurde der Niederschlag an der Luft getrocknet und in 30 pl
nukleasefreiem Ag.dest. aufgenommen. Die Ausbeute an DNA (circa 50% bei 200 - 2000bp
Lange) war mit dem Gel Extraction Kit von Qiagen vergleichbar, die Konzentrationen wurden

auf einem Nanodrop-Photometer von PeqlLab bei A = 260 nm gemessen.

Restriktion und Ligation

Die extrahierte DNA wurde mit einem Zehntel Volumen an BamHI-Restriktionspuffer, BSA-
Lésung sowie mit je einem Mikroliter der Restriktionsendonukleasen BamHI und HindlIl von
Fermentas versetzt und 60min. bei 30°C inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde anschliel3end
mit einem PCR-Cleanup-Kit von Qiagen aufgereinigt, um die Enzyme zu denaturieren und zu
entfernen. Der geschlossene Vektor pTH-Empty wurde ebenfalls restringiert und nach
elektrophoretischer Trennung von Vektor- und herausgeschnittener DNA-Sequenz aus dem
Gel extrahiert, 10 min. bei 95 °C denaturiert und bis zur Ligation bei 4 °C gelagert. Das
stdchiometrische Verhaltnis von Gen zu Vektor (20 ng Vektor) betrug 6 bei der Ligation in
Ligasepuffer mit T4-DNA-Ligase von Fermentas. Nach einstlindiger Ligation bei
Raumtemperatur wurde der Ansatz 10 min. bei 95 °C denaturiert und bis zur Elektroporation

auf Eis gekuhlt.

Elektroporation von Prokaryonten

Ein Mikroliter des Ligationsansatzes im pTH-Vektor wurde mit einer Spannung von 2500V,
einer Kapazitat von 25uF und einem Widerstand von 200Q mit 55ul elektrokompetenter
E.coli Top10 von Invitrogen in einer auf Eis gekihlten Kivette mit 2mm Elektrodenabstand
auf einem GenePulser2 von BioRad elektroporiert. Die elektroporierten Zellen wurden mit
250ul SOC-Medium in ein 10ml Kulturréhrchen von Falcon aufgenommen und eine Stunde
bei 37°C und 250Rpm auf dem c24-Orbitalschittel-Inkubator von New Brunswick Scientific
inkubiert. Danach wurden von jedem Ansatz je 30ul und 100ul auf verschiedene LB+Amp-

Agarplatten ausplattiert und 20 h bei 37°C in einem Heraeus B6060 Brutschrank inkubiert.
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Bakterielle Kultur

Isolierte Klone der Elektroporation wurden zur Ubernachtkultur in 5 ml LB+Amp bei 37°C
unter 250Rpm Agitation inkubiert. Nach 16-18 Stunden wurden die Bakterien 15min. bei
33459 in einer Heraeus Megafuge 1.0R sedimentiert. Aus dem Niederschlag wurde die
Plasmid-DNA nach Angaben von Qiagen mit dem Plasmid Miniprep Kit isoliert und deren
Konzentration auf einem Nanodrop-Photometer von PegLab gemessen oder das Sediment
wurde mit 100 ul Glycerol und 900 ul LB+Amp resuspendiert und bei -20°C gelagert. Fir
Immunisierungsversuche wurde die Plasmid-DNA aus Kulturen von 250ml LB+Amp mit

einem EndoFree Plasmid-Maxi-Kit von Qiagen aufgereinigt.

Colony PCR

Zur Identifikation der transgenen Klone wurde eine ,Colony-PCR* 316

mit  Ampicillin-
resistenten Klonen und zwei Vektorprimern durchgefuhrt. Die Primer pTHFor und pTHRev
binden unterhalb von 54°C an den im Vektor liegenden CMV-Promoter und die bGH-PolyA-
Sequenz, respektive. Die Klone wurden per Pipettenspitze in den 25pul PCR-Ansatz und
anschlieend in 200ul LB-Amp getaucht und jeweils zweifach auf- und abpipettiert. Nach
elektrophoretischer Identifikation der korrekten Amplifikatlange wurden geeignete Klone zur

Plasmid-Miniprep kultiviert.

Tabelle 7 — PCR-Ansatz der Colony-PCR

Pipettierschema Colony-PCR | Temperaturprofil Zyklus
Primer pTH F 1l 600 sek. 95°C 1
Primer pTH R 1l 20 sek. 95°C 2-35
dNTP 1l 20 sek. 54°C 2-35
Tag-Puffer 2,5 ul 120 sek. 72°C 2-35
Tag-Polymerase 1 600 sek. 72°C 36
DMSO 1,5 pl Unendlich 4°C 36
Ag.dest. ad 25 pl
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Sequenzierung

Die Sequenzierungsreaktion basierte auf dem Prinzip der Didesoxynukleotide als

Kettenabbruchsubstrate von Sanger **, jedoch mit fluoreszenten Terminatoren 38 3°,

Tabelle 8 — PCR-Ansatz der Sequenzierung

Pipettierschema Temperaturprofil Zyklus
Plasmid-DNA 1-4 ul 120 sek. 95°C 1
(150-300ng)

Primer 10 uM 1l 10 sek. 95°C 2-25
ABI Big Dye 3.1 2 ul 10 sek. 52°C 2-25
ABI Puffer 1l 240 sek. 60°C 2-25
Aq.dest. ad 10 pl Unendlich 4°C 26

Die Analyse der Sequenzierungsreaktion erfolgte per Kapillarelektrophorese auf einem ABI
Prism 3100 Genetic Analyzer durch das Sequenzierlabor des Instituts. Die nachfolgende
Bearbeitung und Darstellung der Sequenzen wurde mit dem Programm BioEdit 7

durchgefihrt.

Zielgerichtete Mutagenese

Aufgrund von Polymerasefehlern bei der PCR kdnnen Punktmutationen entstehen. Hinzu
kommen bei der Festphasensynthese Insertionen und Deletionen, die reziprok zum
Reinheitsgrad der bestellten Oligonukleotide auftreten. Zur Korrektur der Sequenz wurde
eine ,Site-Directed Mutagenesis® (SDM) mit anschlieRendem Dpnl-Verdau der unmutierten
und Desoxy-methyladenosylierten bakteriellen DNA-Vorlage nach dem Quikchange®
Protokoll von Stratagene durchgefiihrt. Dabei bleibt das per Polymerase-Kettenreaktion
entstandene unmethylierte und mutierte Produkt bei anderthalbstiindiger Inkubation bei 37°C

aufgrund der Substratspezifitdt von Dpnl unberthrt von einer Restriktion.
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Tabelle 9 — PCR-Ansatz der Quikchange-Mutagenese

Pipettierschema SDM Quikchange Temperaturprofil Zyklus
Plasmid-DNA (20 ng) 1 ul 120 sek. 95°C 1
Primer F 1l 30 sek. 95°C 2-30
Primer R 1l 60 sek. 57°C 2-30
dNTP 10 mM 1l 660 sek. 65°C 2-30
Pfu-Puffer 5 ul Unendlich 4°C 31
Pfu-Polymerase 1

Ag.dest. ad 50 pl

Nach der Mutagenese-PCR wurde der Ansatz mit 1 ul Dpnl-Endonuclease von New England
Biolabs versetzt und 1-2h bei 37°C inkubiert. Aus diesem Ansatz wurde 1ul zur

Elektroporation in E.coli eingesetzt.

Als alternative Methode bei erfolglosen Mutageneseansétzen wurde das inzwischen aus
patentrechtlichen Griinden nicht mehr erhéltliche Flip-Flop-Kit® von Bioline verwendet. Dies
beruht auf dem gegensatzlichen Prinzip mit Desoxy-Hydroxymethylcytosin-Triphosphat
(HMdCTP) anstelle von Desoxy-Cytosin in der PCR. Die Restriktionsenzyme Phol (1/2 U pro
Ansatz) und ApeKl (1 U pro Ansatz) schneiden die amplifizierte und mutierte DNA nicht,
wenn hydroxymethylierte Desoxy-Cytidine in ihren Erkennungssequenzen vorkommen,
wahrend die bakterielle DNA-Vorlage (ohne Desoxy-Hydroxymethylcytosin) hydrolysiert wird.
Die dNTPs wurden zu je 3,125 mM in der Stammlésung angesetzt. Hydroxymethylcytosin-
Triphosphat ist weiterhin bei Bioline erhéaltlich und Dpnl, Phol und ApeK1l sind bei New
England Biolabs erhéltlich.
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Tabelle 10 — PCR-Ansatz der FlipFlop-Mutagenese

Pipettierschema SDM FlipFlop Temperaturprofil Zyklus
Plasmid-DNA (20 ng) 1l 120 sek. 95°C 1
Primer F 1l 60 sek. 95°C 2-11
Primer R 1l 60 sek. 50°C 2-11
dNTP (mit HMdCTP) 1 ul 600 sek. 68°C  2-11
Pfu-Puffer 5 ul Unendlich 4°C 12
Pfu-Polymerase 1w Zugabe von -
Phol und ApeKiI
Aq.dest. ad 50 pl 60 sek. 95°C 13-18
60 sek. 50°C 13-18
600 sek. 68°C 13-18
Unendlich 4°C 19
Zellkultur

Die Zellen wurden alle 2-3 Tage geteilt. Die Kultur erfolgte im CO,-Inkubator BBD6220 von
Heraeus mit 5% V/V CO, und 100% relativer Luftfeuchte bei 37°C.

Die 150cm?®Zellkulturflasche mit adharenten Zellen wurde langsam ausgekippt, der
Flaschenhals wurde mit einem Sterilium-getrankten Tuch abgewischt. Die Zellen wurden
langsam mit 10ml PBS gespilt und nach kurzem Schwenken wurde die Flissigkeit
abgesaugt. Nun wurden die Zellen mit 2ml Trypsin-lésung versetzt, nach circa 5min.
Inkubation wurden 8ml Medium hinzugegeben. Die Zellen wurden durch Auf- und
Abpipettieren vereinzelt. 2,5ml von der Zellsuspension wurden in der Flasche belassen oder
in eine neue Flasche uberfuhrt, mit 23ml frischen Mediums aufgefillt und in den CO,-
Inkubator gestellt. Fir Immunfluoreszenzversuche wurden Deckglaser in die Vertiefungen
der six-well-Platten gelegt, bevor die Zellen hinzugegeben wurden. Von dem Rest der
Zellsuspension wurden 0,25ml pro Vertiefung in einer Sechs-Loch-Gewebekulturplatte
aliquotiert, mit je 2ml frischen Mediums aufgefllt und 12-48h in den Brutschrank gestellt, bis

die gewlinschte Zelldichte erreicht wurde.
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Lipofektion mit Polyfect

Zur Uberpriifung der Expression in vitro erfolgte die Transfektion des Konstrukts in
HEK293T- oder NIH3T3-Zellen von einer Konfluenz von 40-80 % mit Hilfe von kationischen
Lipiden. Hierzu wurden 2ug der Plasmide mit Serum- & Antibiotika-freiem DMEM auf 100ul
aufgefullt und mit 20ul der Polyfect-Suspension von Qiagen versetzt, durch finfmaliges
Pipettieren vermischt und finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Derweil wurde das
Medium von den Zellen in den Sechs-Loch-Gewebekulturplatten entfernt und pro Vertiefung
durch 1,5ml frisches Medium ersetzt. Die Plasmid-Liposomen-Suspension wurde mit 600l
DMEM komplett versetzt und tropfenweise auf die Zellen verteilt. Nach 30-50 Stunden wurde
das Medium abgenommen. Die Zellen wurden mit 3ml PBS gewaschen. Nachdem das PBS
entfernt wurde, konnten die Zellen fir den Western Blot in 200ul TritonX100-Lysispuffer

aufgenommen oder fir die Immunhistochemie mit 2ml eiskalten Methanols fixiert werden.

Transfektion mit Polyethylenimin

Aufgrund der erhdhten Transfektionseffizienz und den deutlich niedrigeren Kosten wurden
die Plasmide mit einem partiell hydrolysierten Polyethylenimin (JetPEI® von Polyplus)
komplexiert und zu den Zellen gegeben. Hierzu wurden pro Vertiefung einer six-well-Platte
2ug Plasmid mit einer isotonischen NaCl-Lésung (150mM) 1:100 verdinnt und mit 5,2ug PEI
versetzt und zlgig durchmischt, was 2ul der Pei-Stammldsung entsprach. Wahrend der
10min. Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Medium gewechselt, danach wurde die
PEI-DNA-LOsung zu den Zellen getropft. Die Zellen wurden danach bis zur weiteren
Verwendung 24-48h im CO,-Brutschrank inkubiert.
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IPA Immunfarbung von Zellkulturen

Der ,Immunoperoxidase assay” (IPA) ist eine Variante der immunhistochemischen Farbung,
bei der Antigene in fixierten und permeabilisierten Zellen aus der Zellkultur mit Peroxidase-
gekoppelten Antikérpern spezifisch angefarbt werden. Dadurch kénnen einzelne transgene
Klone ohne Verwendung eines Fluoreszenzmikroskops identifiziert werden. Dazu wurde
nach 10min. Fixierung bei -20°C das Methanol von den lipofizierten Zellen abgesaugt und
die Zellen fur 30min. mit 2ml ELISA-Blockpuffer versetzt. Nach erneutem Absaugen wurde
der Primarantikérper in 1ml ELISA-Blockpuffer 1:1000 verdinnt und fur 30min. appliziert. Der
Uberstand wurde entfernt, die Zellen wurden viermal mit PBS gewaschen und jede
Vertiefung mit Sekundarantikbrper-Peroxidase-Konjugat (Anti-Maus-Fc-HRP, 1:1000
verdiinnt) in 1ml ELISA-Blockpuffer versehen. Nach 30min. wurde erneut viermal mit je 2ml
PBS gewaschen. Fir die Bildung von Farbprazipitaten wurden 4mg 4-Aminoethylcarbazol
von Sigma in einem Milliliter Dimethylformamid geldst und zu 19ml AEC-HRP-Substratpuffer
hinzugegeben, mit 20ul konzentriertem H,O, versetzt und auf die Zellen gegeben. Nach 30-
60 Minuten konnte die Farbreaktion durch Zugabe von Leitungswasser gestoppt werden. In
500ml/l Glycerol wurden die Zellen bei 4°C gelagert. Die Zellen wurden auf einem Nikon

Eclipse E600 Phasenkontrast-Mikroskop photographiert.

Immunfluoreszenzmikroskopie

Das Medium wurde gegen 2ml PBS pro Vertiefung der six-well-Platte ausgetauscht, um die
Zellen zu waschen. Nach Entfernen des PBS wurden die Zellen fir 30min. mit 2ml IF-
Fixierungslosung versetzt und danach erneut mit 2ml PBS gewaschen, mit der
Fixierungslosung wurden die Zellen gleichzeitig auch permeabilisiert. Darauf folgte eine 30-
mindtige Inkubation mit 2ml IF-Blockierungslosung. Der Zelluberstand wurden anschlie3end
mit Antikorper-Konjugat (1:500 in IF-Blockierungsldsung und DAPI 1:10.000) ersetzt und 1h
stehengelassen. Die Zellen wurden zweimal mit je 2ml PBS gewaschen. Die auf den
Deckglasern gewachsenen Zellen wurden mit einem Tropfen Glycerol fir die
Fluoreszenzmikroskopie von VWR versetzt und auf Objekttrager gelegt. Die Aufnahmen
erfolgten auf einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop cLSM510 Meta von Zeiss in

Kooperation mit Dr. Madela.
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Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelektrophoresen (SDS-PAGE) wurden nach der Anleitung von

Laemmli *2° durchgefiihrt. Ansatz fiir 2 Gele mit d = 0,75 mm oder Eines mitd = 1,5 mm:

Tabelle 11 — Pipettierschema der SDS-PAGE

SDS-PAGE Sammelgel 5% T  Trenngel 12% T
Acrylamid-L6sung 1,7ml 4,0ml

34% (m/V) Acrylamid

2,6% (m/V) Methylen-Bisacrylamid

Sammelgelpuffer 2,5ml -
Trenngelpuffer - 2,5ml
Aqg.dest. 5,7ml 3,4ml
10% (m/V) Natriumlaurylsulfat 0,1ml 0,1ml
Tetraethylmethylendiamin 0,01ml 0,01ml
10% (m/V) Ammoniumperoxodisulfat  0,1ml 0,1ml

Flissige Proben wurden mit dem gleichen Volumen an 2-fach konzentriertem Probenpuffer
versetzt, 5 min. bei 95°C erhitzt und bis zum Probenauftrag auf Eis gehalten. Pro Tasche im
Gel wurden 20 ul der vorbehandelten Probe aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte fir 8

min. bei 100 V, gefolgt von 40 min. bei 200 V, mit einem PowerPac200 Netzteil von BioRad.

Bei adharenten Zellkulturen wurde das Medium abgesaugt und mit 2ml PBS pro Vertiefung
einer six-well-Platte ersetzt und erneut abgesaugt. Die Zellen wurden mit 250ul 5x Laemmli-
Probenpuffer versetzt und mit kreisend-schabenden Bewegungen mit der Pipette angesaugt
und in ein Reaktionsgefald Uberfihrt. Daraufhin wurden die Proben 5min. bei 95°C erhitzt

und bis zum Probenauftrag auf Eis gehalten.
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Das Polyacrylamidgel wurde nach Schagger und von Jagow hergestellt, wenn

ausschlief3lich Proteine kleiner als 30 KDa untersucht wurden.
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Gel-Silberfarbung

322

Fur eine maximale Sensitivitdt wurden die Silberfarbung nach Blum angewendet, fur

schnelle Resultate wurde mit colloidalem Coomassie nach Neuhoff 3%

gefarbt. Die Gele
wurden 30min. bei RT oder Uber Nacht bei 4°C in Gelfixierldsung fixiert, anschliessend bei
RT dreimal mit jeweils 20ml Waschlosung (300 ml/l Ethanol) 20min. und einmal mit 20ml|
dest. wahrend 10min. versetzt, um Salze & Detergenzien zu extrahieren. Anschliessend
wurden die Gele in Natriumthiosulfatlosung (200mg/I Na,S;03) 1min. lang eingelegt, um
Reduktionsmittel ins Gel diffundieren zu lassen. Nach dreimaligem Waschen in Ag.dest zu je
20sek. wurden die Gele in Silbernitrat-Losung (2g/l AgNO3) tberfuhrt und 20min. inkubiert.
Hierbei entwickelt sich haufig eine erste Hintergrundténung, bedingt durch die Silber-
Kristallisationskeime. Danach wurden die Gele in Entwicklerlésung (30g/l Na,CO3, 4mg/l Na-
»S,03, 0,5ml/l Formaldehydlésung) gegeben, um die Reduktion des Silbers durch den hohen
pH-Wert zu beschleunigen.

Bei Erscheinen der Proteinbanden wurden die Gele je zweimal eine Minute in Ag.dest.
gewaschen und in Stopplosung (5g/I Glycin) 5min. inkubiert. Die Gele wurden bis zur
Trocknung in Ag.dest. aufbewahrt. Hierzu wurden die gefarbten Gele 30min. in 100ml/I
Glycerol in Ag.dest. bei Raumtemperatur auf dem Schiittler equilibriert, dann blasenfrei
zwischen zwei hydratisierte Zellophanfolien gelegt, in einen Doppelrahmen gespannt und 24

h getrocknet.
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Western Blot

Nach der Elektrophorese wurden die Gele 30min. in Transferpuffer bewegt. Der
Elektrotransfer *** erfolgte im semi-dry-Verfahren **° auf PVDF-Membranen *?® bei 20V uiber
einen Zeitraum von 30min. in einem TransBlot SD von BioRad, gefolgt von einer Abséttigung
unspezifischer Proteinbinungsstellen auf der Membran durch 30-minltige Inkubation in
Blockpuffer. Der Primarantikorper wurde 1:2500 in Blockpuffer verdinnt und auf dem Blot
unter langsamem Schiitteln (50Rpm) eine Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei
4°C inkubiert. Nach dreimaligem zehnmindtigem Waschen mit PBS-T wurde der
Sekundarantikorper in Blockpuffer 1:5000 verdinnt, auf die Membrane gegeben und eine
Stunde bei Raumtemperatur agitiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS-T wurde
die Blotmembran per Chemilumineszenz von Luminol in Anwesenheit von
lodophenylboronsaure **’ auf Réntgenfilmen von Kodak unter Lichtausschluss fotografiert.
Zur einmaligen Wiederverwendung wurde der Blot 15 min. in Denaturierungspuffer
geschwenkt und konnte erneut mit Blockpuffer versehen werden, um noch einmal mit

anderen Primarantikérpern inkubiert zu werden.

Durchflusszytometrie (FACS)

Die FACS-Analyse der Lipopolysaccharid-Kontamination in Plasmidpréaparationen nutzt den
Effekt des Rezeptorabbaus und Rezeptorendocytose des TLR4 nach Aktivierung durch das
bakterielle Zellwandbestandteil LPS.

328 \wurden mit verschiedenen

Jeweils 10° murine Knochenmarksmakrophagen (mBMM)
Konzentrationen der verschiedenen Plasmide in DMEM fir 2h im CO,-Brutschrank bei 37 °C
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen, jeweils bestehend aus einer Zugabe von je 500pl
FACS-PBS und 10min. Sedimentation bei 600g, wurden die Zellen mit 200pl FACS-Fix von
Becton Dickinson versetzt und 30min. fixiert. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen
mit Antikorperldsung (anti-TLR4/MD2-PE 1:100 verdinnt in 200ul FACS-PBS) resuspendiert
und 1h bei Raumtemperatur inkubiert. AbschlieRend wurden die Zellen dreimal gewaschen
und in 500ul FACS-PBS resuspendiert. Als Negativkontrolle wurde CpG zu 20ug/ml (Coley
Pharmaceutical Group #10103) und als Positivkontrolle wurde LPS von E.coli O55:B5 zu
2ug/ml (Sigma-Aldrich #L6529) eingesetzt. Die Analyse erfolgte auf einem LSRII® von

BectonDickinson mit der Auswertungssoftware FlowJo in Kooperation mit Dr. Stefan Kaulfuf3.
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Herstellung der Gene Gun Munition

Fur die Beschichtung der Goldpartikel wurde eine Polyvinylpyrrolidon- (20mg PVP in 1ml
absolutiertem Ethanol) und eine Spermidin-Stammldsung (1M Spermidin in Ag.dest.)
angesetzt. Aus der PVP-Losung wurden 8ml einer 1:800 Verdinnung in absolutiertem

Ethanol und aus der Spermidinlésung 200ul einer 1:20 Verdinnung in Aqg.dest. erstellt.

Zur Herstellung von zwei Tefzel-Schlauchen zu je 100 Schuss wurden 50mg Goldstaub mit
den 200ul der Spermidinlésung (50mM) vereinigt und 10sek. im Ultraschallbad RK106 von
Bandelin Sonorex beschallt, unter der Sterilwerkbank Herasafe HS15 von Kendro mit 100ug
Endotoxin-freier Plasmid-DNA versehen und tropfenweise mit 100yl einer 1M CaCl,-Lésung
in Ag.dest. versetzt. Nach 10min. Inkubation bei Raumtemperatur wurde 1min. bei 5000g
zentifugiert und der Niederschlag in 1ml absolutiertem Ethanol im Ultraschallbad
resuspendiert. Dieser Waschvorgang wurde zweifach wiederholt, danach wurde der
Niederschlag in mehreren Pipettierschritten in einem Gesamtvolumen von 7ml der PVP-

Losung aufgenommen und unter Ultrabeschallung homogenisiert.

Parallel wurde der Tefzel-Schlauch 5min. unter N,-Begasung mit 0,3-0,4L/min getrocknet.
Die Halfte der Suspension wurde in den getrockneten Schlauch gesaugt und 5 min
sedimentiert. Das entfernte Ethanol sollte beim Abziehen eine klare Flissigkeit sein. Der
Schlauch wurde mit 30Rpm zuerst 1min. ohne Begasung sowie unter N,-Begasung 5min. zur
Trocknung rotiert und anschliessend in Stlicke von 1cm Lange geschnitten, was circa 50

Schuss pro Schlauch ergab, insgesamt also 100 Schuss.
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Impfung per Gene Gun

329 330

Fur die Immunisierungsversuche wurden C57/BI6- und Balb/c-Méause aus dem
Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR) verwendet. Der ausschlielliche Einsatz von
weiblichen Mausen diente der Minimierung des Verbisses und erlaubte, Gruppen von 10
Tieren in Kafigen des Typs 2 zu halten. Die Versuche wurden im Tierstall des RKI im
Einklang mit den Tierhaltungsvorschriften des Robert Koch-Instituts (RKI) und des
Landesamts flr Gesundheit und Soziales Berlin (LAGeSo) im Rahmen des
Tierversuchsantrags TVA 0254/06 durchgefiihrt. Die Blutenthahmen und der Beschuss mit
der Gene Gun erfolgten abwechselnd in einem ungefahr 14-tdgigen Turnus, wobei die
Blutung eine Woche vor der Immunisierung erfolgte. Die Mause wurden per Isofluran-
Inhalationsnarkose betdubt. Dazu wurde 0,5ml Isoba® von Essex Tierarzneien auf das
untere von zwei Zellstofftiichern getropft, in ein Glas mit Deckel gelegt und zur Verdampfung
eines Teils des Isoflurans 1min. lang gewartet. Nach etwa 10-15sek. im Glas war eine Maus
narkotisiert, der Herzschlag sollte danach noch sichtbar sein und mindestens einmal pro
Sekunde erfolgen, bei hoheren Dosen oder langerer Einwirkzeit kommt es zum
Herzstillstand. Nach Rasur des Bauches wurde die Gene Gun® von BioRad positioniert und
zwei- oder viermal betatigt. Die aufwachende Maus wurde in den Kéafig tberfihrt. Der Verlauf
einer Immunisierungsreihe ist im folgenden Diagramm fur die Untersuchung der

Immunantwort in vitro in griin und fiir den Impfschutz bei Belastung in vivo in rot markiert.

—
| |

| |
1.Woche |2.Woche |3.Woche 4 Woche |5.Woche 6.Woche|7.Woche |8.Woche

Prime 1. Blutung Boost Ende
2. Blutung, Milz
v |
e _»
Praimmunblutung Belastung
5 L,
Transfer Ende
ins BSL3

Abbildung 4 - Impfzeitplan
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Die Mause wurden in folgende Gruppen eingeteilt:

Tabelle 12 — Impfplan

Phase | - Immunogenitat Vektor & Gen

Gruppe Maus Immunogen Immunomodulation  Anzahl Virus Kontrolle fiir

Gruppe I-1 C57BI DNA-H5co M6-M10: GM-CSF 10 -

Gruppe I-2 C57BI DNA-H5wt M6-M10: GM-CSF 10 -

Gruppe I-3 C57BI DNA-M1co M6-M10 : GM-CSF 10 -

Gruppe |-4 C57BI DNA-M1wt M6-M10: GM-CSF 10 -

Gruppe I-5 C57BI DNA-OVA M6-M10: GM-CSF 10 - I-1 bis I-9

Gruppe I-6 C57BI DNA-M2co M6-M10 : GM-CSF 10 -

Gruppe I-7 C57BI DNA-M2wt M6-M10: GM-CSF 10 -

Gruppe I-8 C57BI DNA-NPco M6-M10: GM-CSF 10 -

Gruppe I-9 C57BI DNA-NPwt M6-M10 : GM-CSF 10 -

Gruppe I-10  C57BI DNA-Leervektor M6-M10: GM-CSF 10 - I-1 bis I-9
Anzahl Phase | 100

Phase Il - Immunomodulation

Gruppe Maus Immunogen Immunomodulation  Anzahl Virus Kontrolle fir

Gruppe II-1 C57BI tetravalente DNA GM-CSF 10 -

Gruppe 1I-2 C57BIl tetravalente DNA GM-CSF +IL-21co 10 -

Gruppe 1I-3 C57BIl tetravalente DNA IL-12 10 -

Gruppe 1I-4 C57BI tetravalente DNA IL-21co 10 -

Gruppe II-5 C57BIl tetravalente DNA ohne 10 - II-1 bis 1I-4

Gruppe II-6 C57BI DNA-OVA ohne 10 - lI-1 bis II-5
Anzahl Phase |l 60

Phase Il - Konfirmation - Stammesunterschiede

Gruppe Maus Immunogen Immunomodulation  Anzahl Virus Kontrolle fiir

Gruppe llI-1 Balb/c tetravalente DNA ohne 10 -

Gruppe 1lI-2 Balb/c DNA-Leervektor ohne 10 - -1

Gruppe IlI-3  Balb/c tetravalente DNA GM-CSF 10 -

Gruppe llI-4  Balb/c DNA-Leervektor GM-CSF 10 - -3

Gruppe IlI-5 C57BI tetravalente DNA GM-CSF 10 - -1, -3

Gruppe llI-6 C57BlI DNA-Leervektor GM-CSF 10 - -2, -4
Anzahl Phase Il 60
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Phase IV - Belastung mit 5 MLDsg

Gruppe Maus Immunogen Immunomodulation  Anzahl Virus Kontrolle fiir
Gruppe IV-1  C57BI tetravalente DNA GM-CSF 10 5 MLD50 PR8
Gruppe IV-2  C57Bl DNA-Kontrolle GM-CSF 10 5 MLD50 PR8 V-1
Gruppe IV-3  C57BI tetravalente DNA GM-CSF 10 5 MLD50 R65
Gruppe IV-4  C57Bl DNA-Kontrolle GM-CSF 10 5 MLD50 R65 V-3
Gruppe IV-5  C57BI tetravalente DNA GM-CSF 10 5 MLD50 VN1194
Gruppe IV-6  C57Bl DNA-Kontrolle GM-CSF 10 5 MLD50 VN1194 V-5
Anzahl Phase IV 60
Phase V - Belastung mit 50 MLDsq
Gruppe Maus Immunogen Immunomodulation  Anzahl Virus Kontrolle fir
Gruppe V-1  C57BI tetravalente DNA GM-CSF 10 50 MLD50 R65
Gruppe V-2 C57BIl 2x tetravalente DNA  GM-CSF 10 50 MLD50 R65
Gruppe V-3  C57Bl DNA-Kontrolle GM-CSF 10 50 MLD50 R65 V-1, V-2
Gruppe V-4  C57BIl 2x tetravalente DNA  GM-CSF 10 50 MLD50 VN1194
Gruppe V-5  C57BI tetravalente DNA GM-CSF 10 50 MLD50 VN1194
Gruppe V-6  C57Bl DNA-Kontrolle GM-CSF 10 50 MLD50 VN1194 V-4, V-5
Anzahl Phase V 60

Phase VI - Belastung mit 10 MLDsy nach monovalenter Immunisierung

Gruppe Maus Immunogen
Gruppe VI-1  C57BI DNA-Kontrolle
Gruppe VI-2 C57BlI DNA-H5co
Gruppe VI-3  C57BlI DNA-M1co
Gruppe VI-4  C57BlI DNA-M2co
Gruppe VI-5 C57BlI DNA-NPco
Gruppe VI-6  C57BI tetravalente DNA

Immunomodulation  Anzahl Virus

GM-CSF 10 10 MLD50 R65
GM-CSF 10 10 MLD50 R65
GM-CSF 10 10 MLD50 R65
GM-CSF 10 10 MLD50 R65
GM-CSF 10 10 MLD50 R65
GM-CSF 10 10 MLD50 R65
Anzahl Phase VI 60

Kontrolle far
VI-2 - VI-6

VI-2 - VI-5

Phase VIl - Belastung mit 10 MLDs, nach HIN1sw-DNA-Immunisierung

Gruppe

Maus

Immunogen

Gruppe VII-1
Gruppe VII-2
Gruppe VII-3
Gruppe VII-4
Gruppe VII-5

C578BI
C57BlI
C57BlI
C578BI
C57BlI

DNA-Kontrolle
DNA-H1lcoSw
DNA-M1coSw
DNA-NPcoSw
trivalente DNA

Immunomodulation  Anzahl Virus

GM-CSF 10 10 MLD50 PR8
GM-CSF 10 10 MLD50 PR8
GM-CSF 10 10 MLD50 PR8
GM-CSF 10 10 MLD50 PR8
GM-CSF 10 10 MLD50 PR8
Anzahl Phase VII 50

Kontrolle far
VII-2 - VII-5
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Serumpraparation

Das Blut wurde retrobulbar unter Narkose entnommen. Die 200ul Vollblut wurden 2h bei
Raumtemperatur inkubiert oder Gber Nacht im Kihlschrank gelagert. Am Tage darauf wurde
es 10min. bei 16000g in einer Biofuge 13 von Heraeus zentrifugiert. Hieraus konnten 50-

100ul Uberstand (Serum) gewonnen werden, die bei -20°C gelagert wurden.

ELISA

Die Bestimmung des Antikorpertiters erfolgte in Anlehnung an die Methode von Engvall und

Perlmann 3

. Das rekombinante Antigen wurde in einer Konzentration von 4ug/ml in
Adsorptionspuffer geldst, zu 50ul pro Vertiefung in eine Mikrotiterplatte aliquotiert und 24h
bei Raumtemperatur inkubiert. Alternativ wurden 50ul einer Antigen-Losung in Ag.dest. unter
Ventilation bei Raumtemperatur eingedampft. Am nachsten Tag wurde die Platte auf einem
SkaTron Skan Washer 300 B gewaschen und mit 200ul ELISA-Blockpuffer pro Mulde beflillt.
Nach einer halben Stunde wurden die Platten erneut gewaschen. Die Seren wurden in einer
Ausgangsverdinnung von 1:20 in ELISA-Blockpuffer mit einem Volumen von 50ul pro Mulde
auf die Platte aufgebracht. Unter Halbierung der Probenkonzentration wurden

Serienverdiinnungen erstellt.

Die Platte wurde eine Stunde bei 37°C inkubiert, gewaschen und zur erneuten Inkubation mit
50ul pro Vertiefung an HRP-konjugiertem Sekundarantikdrper versehen, der zuvor 1:1000 in
ELISA-Blockpuffer verdiinnt wurde. Nach einer weiteren Stunde bei 37°C wurde die Platte
gewaschen und mit 50ul OPD-HRP-Substratpuffer pro Loch der Mikrotiterplatte versehen.
Die gewinschte Farbentwicklung wurde durch Zugabe von 20ul halbkonzentrierter
Schwefelsdure beendet und auf einem Tecan Sunrise Mikrotiterplattenphotometer bei einer

Wellenlange von 495nm mit einer Referenzwellenlange von 620nm vermessen.
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Isolierung und Stimulation von murinen Milzzellen

Die praparierte Milz wurde durch ein Edelstahlsieb passiert, das Sieb wurde mit insgesamt
6ml PBS gespiilt, die Fliissigkeit wurde auf 5ml Ficoll-Lésung (p = 1,077 g/cm®) von
Biochrom aufgeschichtet und 20min. bei 2000g zentrifugiert. Die tribe Leukozyten-haltige
Lésung oberhalb der Ficoll Grenzschicht wurde in einem neuen Gefal mit 10ml PBS
versetzt, 10min. bei 2000g sedimentiert, der Niederschlag wurde mit 10ml PBS
resuspendiert und 20min bei 700g zentrifugiert. Das Sediment wurde in 1ml PBS
aufgenommen. Ein 10ul Aliquot der Milzzellsuspension wurde 1:50 mit Trypanblaulésung von
Invitrogen verdinnt. Die Lebendzellzahl wurde auf einer Neubauer Zahlkammer bestimmit.
Zur FACS-Analyse wurden pro Messansatz 10° Zellen in 50pl eingesetzt, wéhrend fiir den
Elispot die Zellen auf 4 x 10° Zellen pro Milliliter verdiinnt wurden, sodass in 50ul der
Zellsuspension circa 200.000 Zellen enthalten waren, welche pro Vertiefung eingesetzt

wurden.

Ab der zweiten Impfreihe wurden aufgrund der durchschnittlich dreifachen Zellausbeute die
Splenozyten per GentleMACS® von Miltenyi nach Anleitung des Herstellers homogenisiert,
dann zweimal gewaschen durch Zugabe von je 10ml PBS mit 30min. Sedimentation bei
650g und 4°C. Der Zellniederschlag wurde in 1ml komplettem, filtriertem RPMI-Medium
resuspendiert und im Coulter Counter Z2 ® von Beckman Coulter ausgezahlt. Die Zellen
wurden bis zur Verwendung im Elispot im CO,-Brutschrank bei 37°C inkubiert und nach dem
Herausnehmen mit Medium auf 4 x 10° Zellen pro Milliliter eingestellt und resuspendiert. Bei
eingefrorenen Zellen wurde im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, in 50ml Réhrchen umgefillt,
anschlieend 20min. bei 650g und 4°C sedimentiert und mit 10ml Medium resuspendiert.
Nach erneuter Sedimentation fur 20min. bei 650g und 4°C wurden die Zellen in 1ml Medium
aufgenommen und bis zur Verwendung im Elispot im CO,-Brutschrank bei 37°C inkubiert
und nach dem Herausnehmen mit Medium auf 8 x 10° Zellen pro Milliliter eingestellt und

resuspendiert.

ELISPOT nach Peptidstimulation

Die Untersuchung der Sekretion von IFN-y durch Milzzellen nach Stimulation antigen-
spezifischer T-Zellen mittels Antigen-abgeleiteter Peptide oder antigen-exprimierender Zellen

erfolgte basierend auf der Methode von Czerkinsky et al.**2. Abweichend davon wurden die
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Zellen auf Immobilon-P PVDF-Membran-Mikrotiterplatten von Millipore adsorbiert, wodurch
eine verbesserte Immobilisierung von Zellen und Antikérpern erzielt wird *** %, Die PVDF-
Platten wurden durch Zugabe von 15ul Ethanol (70 % V/V) pro Vertiefung aktiviert und
sechsmal mit Ag.dest. gewaschen. Daraufhin wurde der anti-IFN-y-Adsorptionsantikorper
AN18 von Mabtech mit einer Massenkonzentration von 0,5ug in
100ul PBS in jede Vertiefung pipettiert und 16h bei 4 °C inkubiert. Nach sechsmaligem
Waschen mit PBS wurden die Platten mit 200ul komplettem Medium pro Vertiefung versehen
und eine Stunde ruhen gelassen. Die Milzzellen wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut,
langsam mit 10ml komplettem Medium versetzt und 15min. bei 700g zentrifugiert, um
danach in  1ml frischen Mediums aufgenommen und zur Erholung fur
2 — 4h in den CO,-Brutschrank Uberfihrt zu werden. AnschlieRend wurden die Zellen nach
Trypanblau-Farbung und Auszéhlung auf 2 x 10° Zellen / ml verdiinnt und mit murinem
Interleukin-2 ad 90U/ml versetzt, sodass nach Zugabe der Zellen eine Endkonzentration von
30 U/ml erreicht wurde. Nun wurden 0,3ug des stimulierenden Peptids in 50 ul Medium pro
Mulde der entleerten PVDF-Platten aliquotiert. Hierauf wurden 100ul der Zellsuspension
gegeben. Als Positivkontolle wurden pro Vertiefung 10° Zellen mit Pokeweed Mitogen (PWM)
ad 2 ug/ml versetzt. Fur die Negativkontrolle wurde das immunodominante Epitop des E7-
Proteins von HPV-16 eingesetzt. Alle Anséatze wurden als Dreifachbestimmung durchgefihrt.
Nach erschitterungsfreien 20 h im CO,-Inkubator wurden die Platten sechsmal mit PBS
gewaschen und jede Vertiefung mit 0,1ug Detektions-Antikérper in 100 ul PBS mit einem
0,5 % Volumenanteil an FKS versehen und 2 h inkubiert. Nach erneutem sechsmaligen
Waschen wurde das Avidin-Phosphatase-Konjugat 1:1000 in PBS verdinnt und zu 100 pl
der Konjugatlésung pro Vertiefung ausgegeben. Nach einer Stunde wurde wiederum
sechsmal mit PBS gewaschen, bevor die NBT-BCIP-Substratlésung nach Angaben von
BioRad hinzugegeben wurde. Die Farbentwicklung wurde durch dreimaliges Waschen mit
Leitungswasser angehalten. Die Auswertung erfolgte auf einem Elispot-Lesegerat von AID

unter Standardeinstellungen.

Virustitration unter BSL3

Die Bestimmung der Virustiter wurde per Plaque-Assay zuerst mit ,low-melting Agarose® 3%

und spater mit Avicel **° sowie parallel als TCID50-Bestimmung **” mit der Lyse der Zellen
nach 3 Tagen als Kriterium einer vorhandenen Infektion durchgefuhrt. Verschiedene

Virusverdinnungen wurden auf konfluent gewachsene MDCK-Zellen in Six-well-Platten
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ausgebracht. Die Korrelationen von ,Tissue Culture infectious Dose of 50% infection®
(TCID50) bzw. ,Plaque forming Units“ (PFU) und der letalen Dosis fir 50% der Mause
(MLDso) stammten von Dr. Thorsten Wolff, Robert Koch-Institut, und Dr. Donata Kalthoff,

Friedrich Loffler-Institut Riems.

Belastungsversuche unter BSL3

Belastungsversuche erfolgten im BSL3-Labor des RKI. Die Mause waren nach dem Transfer
in einem Tecniplast Isocage in Kéfigen des Typs 2 in Gruppen von funf Tieren untergebracht.
Die Empfehlungen der Berliner Tierschutzbeauftragten und die Vorgaben des Landesamtes
fur Gesundheit und Soziales unter TVA 0254/06 (fur H5N1-basierte Impfstoffe) und TVA
0292/07 (fir H1N1-basierte Impfstoffe) wurden eingehalten %, Die Viren wurden den
Mausen nach Isoflurannarkose intranasal in 50ul PBS verabreicht (siehe Tabelle 12
beziglich Dosis). Die Inspektion erfolgte taglich mit Gewichtsbestimmung. Bei Erreichen
eines Gewichtsverlusts von 20% zum Préainfektionsgewicht oder bei schwerwiegender
Erkrankung (zu den Kriterien siehe Anhang) wurden die Mause mittels Isofluran

eingeschlafert, gefolgt von einer zervikalen Dislokation.
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Ergebnisse

De novo Synthese der Codon-optimierten Gene

M2co, NPco, und IL21co wurden parallel per Fusions-PCR und per Gradient-cycle PCR
angesetzt, jedoch aufgrund der raschen Ergebnisse entstammten alle 3 verwendeten
Konstrukte der GC-PCR. Die Konstrukte wurden mit BamHI und Hind Il restringiert und in
den Vektor pTH 2* ligiert. Die durchschnittiche Mutationshaufigkeit lag bei circa 3
Mutationen pro Kilobase DNA, welche nach Auswahl von Klonen mit den geringsten
Mutationen (meistens 2) pro Kilobase DNA per Mutagenese korrigiert wurden. Die daraus
folgenden und in der Sequenzierung fehlerfreien Sequenzen wurden zur Transfektion

freigegeben.

Klonierung und Expression

Die Klonierung der Impfgene H5, M1, M2, NP in Wildtypsequenz erfolgte Uber die BamHI-
und Hindlll-Restriktionsschnittstellen aus den PCR-Amplifikaten der cDNA des
Influenzastammes A/Vietnam/1194/2004 (NIBRG-14 vom NIBSC London oder cDNA von Dr.
Thorsten Wolff) in das Plasmid pTH %*° zur eukaryotischen Expression. Sukzessive wurde

das Protokoll ausgehend von Sambrook et al. 3

angepasst, um aktuellere
Forschungsergebnisse (siehe Material und Methoden) umzusetzen. So wurde routinemafig
eine Mischung aus Tag- und Pfu-Polymerase **? in Kombination mit 6% DMSO eingesetzt,

um die Fehlerrate zu minimieren und maximale Ausbeute bei niedrigen Kosten zu erhalten.

Die Transfektion erfolgte urspriinglich mit Calcium-prézipitierter DNA mit Transfektionsraten
im niedrigen einstelligen Prozentbereich, dann mit Polyfect von Qiagen®, wodurch bis zu
30% transient-transgene Zellen erreichbar waren. Eine héhere Effizienz, aber mit deutlicher
Abrundung und Abldsung der Zellen als Folge der Zytotoxizitat kationischer Lipide wurde
erreicht, wenn die DNA-Lipid-Emulsion die ganze Zeit auf den Zellen gelassen wurde.
Aufgrund von hoherer Effizienz (30-60%) bei vernachlassigbaren Kosten und gleichzeitig zur
besseren Vergleichbarkeit mit der Expression der mit einem ahnlichen kationischem Polymer

(PVP) beschichteten GeneGun Munition, wurden alle Transfektionen mit JetPEI von
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Polyplus® durchgefihrt. Dieses Polyethlenimin fiihrte erst in héheren Konzentrationen von
12,5 pg PEI / ml Medium zu mikroskopischen Anzeichen der Zytotoxizitat wie das Abrunden
und Abldsen der Zellen, Blasenbildung an der Zellmembran (,Blebbing“) und — seltener zu

sehen — die Auflosung der Kernmembran.

Abbildung 5 — Transfektion von Plasmid-DNA der prospektiven Immunogene in 293T-Zellen mit
Polyfect zur Darstellung der Expression, nach 2d wurde mit 4% PFA und 1% TweenZ20 fixiert und
permeabilisiert, mit fetalem Kalberserum blockiert, mit den jeweils entsprechenden monoklonalen
Antikorpern inkubiert und mit Cy3-markiertem Sekundarantikérper behandelt (rote Farbung), durch die
Fixierung und Permeabilisierung wurden alle Zellen bei Zugabe von DAPI blau gegengefarbt.

Die Expression der 8 erzeugten, HSN1-basierten Immunogene — H5, M1, M2 und NP, jeweils

codon optimiert oder Wildtyp — wurde durch Transfektion in Zellkultur nachgewiesen (Abb.5).
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Abbildung 6 — Transfektion von pTH-H5wt in 293T-Zellen mit Polyfect, nach Inkubation mit Anti-H5N1-
Serum angefarbt mit AEC durch Peroxidase-gekoppelten anti-lgY-Antikérper



Da zu Beginn der Arbeit keine funktionierenden monoklonalen Antikérper gegen das
Oberflachenprotein H5 zur Verfigung standen, wurde die Expression der ersten beiden
fertigen Konstrukte, H5wt und M2co, per Immunoperoxidase-Immunfarbung (IPA) mittels
eines anti-H5N1-Huhnerserums nachgewiesen (Abb. 6). Das Serum stammte von llaria
Capua, Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie in Legnaro, Italien. Wahrend das
H5 mit diesem Serum darstellbar war, enthielt es vermutlich keine Antikdrper gegen M2, was
durch das seltene Auftreten von anti-M2-Antikorpern wegen der kurzen extrazellularen
Doméne von nur 24 Aminoséuren erklart werden kann. Mikroskopische Nachweise erlauben
neben dem Nachweis der Expression eines Transgens auch eine visuelle Abschatzung der
Zytotoxizitat durch das Transgen unter der hohen Expressionrate des CMV-Promoters.

Abbildung 7 — Darstellung der Expression der Membranproteine H5wt (links) und M2co (rechts) per
Immunfluoreszenz mit anti-V5-Tag-Cy3 (rot) in der Zellmembran nach Polyfect-Transfection von 293T-
Zellen

Die Darstellung der Expression der Membranproteine per Immunfluoreszenzmikroskopie
erlaubt eine Uberprufung der Lokalisation des Transgens im gewiinschten Zellkompartiment,
da durch das Anfligen des C-terminalen V5-Tags die Konformation eines Transgens und
dessen Lokalisation beeinflusst werden kann (Abb. 7). Man erkennt die Farbung der
Zellmembran durch Akkumulation des jeweiligen Membranproteins.
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Abbildung 8 — Antigen-Expression der transfizierten HEK293T-Zellen im Western Blot mit Anti-V5-HRP-
Sekundarantikdrpern von H5co und H5wt im linken Bild, im rechten Bild M1co, M1wt, M2co, M2wt, NPco
und NPwt

Die Expressionsstarke und mdgliche Abbauprodukte der Transgene wurden per Western
Blot untersucht. Bei H5co und H5wt erkennt man die Bande des Spaltprodukts einer
Proteolyse der ,multi-basic cleavage site* unterhalb der Bande des Hamagglutinins voller
Lange (Abb. 8), welche charakteristisch ist fur H5N1-Influenzaviren. Durch die Proteolyse
wird erst die Bereitstellung der Fusionsdomdne des Hamagglutinins ermdglicht, die
nachfolgende Ansauerung im Endosomen leitet daraufhin den Fusionsvorgang des
Influenzavirus-Zelleintritts ein. Die codon-optimierte Variante der jeweiligen Influenzagene ist
starker exprimiert. Die Expression der beiden Varianten des Hamaglutinins (co & wt) ist im
Vergleich zu den anderen Expressionskonstrukten relativ gering, daher wurde der linke
Western Blot 5 min. belichtet, wahrend der rechts abgebildete Western Blot 5 sek. belichtet
wurde. Die Chemilumineszenz der Bande des M2co konnte in der Dunkelkammer mit dem

Auge gesehen werden.
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Expression der codon-optimierten Immunogene der Schweinegrippe H1IN1

Die Expression der Immunogene in Zellkultur wurde bei M1cosw und NPcosw im Western
Blot Uberprtft. Das Hlcosw wurde als Membranprotein per Immunfluoreszenzmikroskopie
nachgewiesen (Abb.9). Man erkennt beim H1lcosw eine verstarkte vesikulare Anreicherung

im Bereich der Zellmembran. Der Western Blot wurde 10 Sekunden belichtet.

56 KDa

28 KDa |,

Abbildung 9 — Western Blot der Expression von M1cosw und NPcosw im linken Bild und
Immunfluoreszenz des Hlcosw (rot); Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt (blau) im rechten
Bild

Expression des IL-21co im Western Blot

Man erkennt im Western Blot die Bande des IL-21co bei 15 KDa und dartber das Propeptid
mit 17 KDa (Abb.10). Der Western Blot wurde 10 sek. belichtet. Die Immunfluoreszenz des

sekretorischen Proteins IL-21 zeigt eine vesikulare Verteilung.
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Abbildung 10 — Expression von IL21co aus HEK293T-Zellkultur im Western
Blot (links) und Immunfluoreszenz (rechts) des IL21co (rot), Zellkerne wurden

mit DAPI gegengefarbt (blau)

Plasmid-Reinheit

Zur Bestimmung des Lipopolysaccharid-Gehaltes (LPS) in einer Plasmidpréparation wurde
die Eigenschaft von Makrophagen genutzt, nach einer Aktivierung des TLR4 diesen zu
endozytieren. Nach 2h Inkubation mit LPS ist der TLR4 in geringerem Umfang auf der
Zelloberflache im FACS detektierbar (Abb. 11).
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Abbildung 11 — TLR4-Oberflachenmarkierung mit 1,5 mg/ml LPS (links) oder ohne Zusétze (rechts)
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Die TLR4-positive Zellpoulation betrug im Normalzustand ohne Zugabe von LPS oder LPS-
enthaltenden Plasmidpraparationen 80,7% der isolierten murinen
Knochenmarksmakrophagen (Abb. 12). Nach Zugabe von 1,5mg/ml LPS in RPMI1640-
Medium verschwand der Rezeptor innerhalb von 5h im CO.-Inkubator fast vollstandig (auf
0,04%) von der Zelloberflache. Es wurden pro Ansatz 200.000 Zellen gemessen.

100 O |
X
X
£
2 10
o
aé_ == rel.
-E A = CpG
E’ == DMSO
E>’ 1 == pTHleer
B pTHH5co
[
0,1
0 15 150 1500 15000 150000 1500000  LPS in pg/ml

Abbildung 12 — LPS-Bestimmung mit Standardkurve Uber die Endozytose des TLR4 5h nach
Inkubation mit unterschiedlichen LPS-Knzentrationen oder Plasmidpréaparationen

Die Sensitivitat dieses Nachweises lag zwischen 15 und 150 Pikogramm pro Mililiter.
Unterhalb von 15ug/ml LPS scheint es einen logarithmischen Zusammenhang zu geben, mit
dem man eine Standardkurve erstellen konnte. Die mittels des Qiagen® Endofree Maxiprep
Kit gewonnenen Praparationen lagen beziglich der LPS-Konzentration unterhalb der
Nachweisgrenze, wahrend per Qiagen® Maxiprep Kit gereinigte Plasmid-DNA (pTH-leer)
noch zwischen 1,5 und 15pg/ml an LPS enthielten. Als Kontrolle der Einflisse durch
Apoptose  wurde DMSO  verwendet, als Kontrolle der Plasmid-eigenen
immunostimulatorischen und TLR9-aktivierenden CpG-Motive wurde CpG eingesetzt. Der
TLRA4-Signalweg kreuzt den TLR9-Signalweg, trotzdem ist bei der hohen eingesetzten CpG-
Konzentration nur eine minimale Stimulation des TLR4-Signalwegs messbar, vergleichbar

mit der niedrigsten eingesetzten LPS-Konzentration von 15pg/ml.

Fur Immunisierungszwecke wurden daher ausschlie8lich Endofree-Praparationen

verwendet.
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Phase | - Immunogene

Die vier Gene H5, M1, M2 und NP von Influenza H5N1 A/Vietnam/1194/2004 wurden
hinsichtlich ihrer zellularen Immunantwort in C57BI/6-Mausen per ELISpot mit den
korrespondierenden publizierten MHCI-prasentierten Peptiden untersucht (s. Anhang).
Hierbei wurde auch der Effekt der Codon-Optimierung in 10 Gruppen zu je 10 Tieren
untersucht. Die ersten 5 Tiere jeder Gruppe wurden mit je einem einzelnen Antigen
immunisiert. Bei den Mausen 6-10 wurden zuséatzlich zum Antigen ein GM-CSF-codierendes
Plasmid verimpft, wahrend die ersten 5 Tiere stattdessen ein Plasmid ohne Transgen (pTH-
Leer) erhielten, um die Masse der DNA und auch die Anzahl der darin enthaltenen

immunmodulierenden CpG-Motive konstant zu halten.

ELISPOT-Ergebnisse der Einzelgenimmunisierungen

Die zytotoxische T-Zell-Antwort in Mausen nach Immunisierung mit beiden Varianten des H5-
Gens war gering oder abwesend (Abb. 13).
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Abbildung 13 — Induktion Interferon-y-sezernierender Splenozyten durch Immunisierungen mit Codon-
optimiertem H5 (H5co, G1) oder dem Wildtypgen (H5wt, G2), nach Stimulation der Splenozyten im
ELISpot mit publizierten Peptiden (im Anhang) oder einem PapE7-Kontrollpeptid

Gegen das immunodominante Peptid des M1 waren jedoch Reaktionen mittleren Ausmalfies
messbar. In der Gruppe des Codon-optimierten M1 (Abb. 14) zeigten mit 5 von 10 Mausen
gegenuber 4 von 10 Mausen in der Gruppe des Wildtyp-M1 eine hdhere Anzahl von Mausen,
welche tber 200 Spots pro Million Splenozyten aufwiesen.
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Abbildung 14 — Induktion Interferon-y-sezernierender Splenozyten durch Immunisierungen mit Codon-
optimiertem M1 (M1co, G3) oder dem Wildtypgen (M1wt, G4), nach Stimulation der Splenozyten im
ELISpot mit einem publizierten Peptid (im Anhang), einem PapE7-Kontrollpeptid oder ohne
Stimulation

Beim M2, bei dem Peptide des gesamten Proteins (15-mere mit einer Uberlappung von 5
Aminosauren) untersucht wurden, waren in beiden Varianten Interferon-y-sezernierende
Zellen abwesend (Abb.15). Eine SYFPEITHI-Vorhersage der Bindung von Peptiden des M2
an H2b bestatigt die Vermutung, dass kein M2-Peptid an MHCI in C57BI/6-M&usen

prasentiert werden kann.
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Abbildung 15 — Induktion Interferon-y-sezernierender Splenozyten durch Immunisierungen mit Codon-
optimiertem M2 (M2co, G6) oder dem Wildtypgen (M2wt, G7), nach Stimulation der Splenozyten im
ELISpot mit einer Peptidpools aller M2-Peptide (im Anhang), einem PapE7-Kontrollpeptid oder ohne
Stimulation
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In beiden Gruppen des NP (co und wt) waren die hdchsten Reaktionen zu verzeichnen (Abb.
16), bei dem immunodominanten Peptid NPzgs.74 (P4: ASNENMDAM) wurde in den meisten
Fallen die obere Nachweisgrenze des ELISpot erreicht. In allen Fallen lag die Anzahl
Interferon-y-sezernierender Zellen Uber 0,8 %o der Splenozyten. In der mit dem Wildtyp
immunisierten Gruppe war ein zweites CTL-Epitop P5 (RLIQNSITI) in 4 von 10 M&usen
tber 200 Spots pro Million Splenozyten wund ein drittes CTL-Epitop P1
(SVQRNLPFDRTTVMAAFTGNTEG) in 3 von 10 Mausen messbar. In der Codon-optimierten
Gruppe zeigten dagegen 2 von 10 Mausen eine Reaktion gegen das Peptid RLIQNSITI und
eine Maus gegen das Peptid P2 (ARSALILRGSVAHKSCLPACVYGP).
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Abbildung 16 — Induktion Interferon-y-sezernierender Splenozyten durch Immunisierungen mit Codon-
optimiertem NP (NPco, G8) oder dem Wildtypgen (NPwt, G9), nach Stimulation der Splenozyten im

ELISpot mit publizierten Peptiden (im Anhang), einem PapE7-Kontrollpeptid oder ohne Stimulation
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Die Gruppe 5 mit dem Ovalbumin-exprimierenden Kontrollvektor zeigte trotz
Wiederholungsversuch hohe unspezifische Reaktionen (Abb. 17 und 18), vermutlich gab es
eine akute Infektion bei den Tieren in diesem Kéfig. Als Kontrollgruppe existierte noch die mit
Leervektor immunisierten Mause (Abb.19). Ab Phase |1l wurde daher ausschlief3lich mit dem
Leervektor als Kontrolle gearbeitet.
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Abbildung 17 — Induktion Interferon-y-sezernierender Splenozyten durch Immunisierungen mit OVA-
exprimierenden Kontrollvektor (G5), nach Stimulation der Splenozyten im ELISpot mit einem
publizierten Peptid (SIINFEKL) oder einem PapE7-Kontrollpeptid
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Abbildung 18 — Induktion Interferon-y-sezernierender Splenozyten durch Immunisierungen mit OVA-
exprimierenden Kontrollvektor (G5), nach Stimulation der Splenozyten im ELISpot mit einem
publizierten Peptid (SIINFEKL), einem PapE7-Kontrollpeptid oder ohne Stimulation, ELISpot-
Wiederholungsversuch wegen Reaktionen auf das Kontrollpeptid PapE7
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Abbildung 19 — Induktion Interferon-y-sezernierender Splenozyten durch Immunisierungen mit leerem
Kontrollvektor (G10), nach Stimulation der Splenozyten im ELISpot mit einem PapE7-Kontrollpeptid
oder ohne Stimulation

ELISA-Zeitverlaufe der Einzelgen-Immunisierungen

Die Induktion von Antikdrpen erreichten bei beiden H5 Konstrukten (H5co und H5wt) in fast
allen Tieren hohe Werte, beim M1co (Abb. 22) war die Ansprechrate héher als bei M1wt
(Abb. 23). Auch beim NPco (Abb. 24) war die Ansprechrate hoher, jedoch war die Hohe der
erreichten Antikorpertiter gegen das Codon-optimierte NP niedriger als bei der
Wildtypvariante (Abb. 25). Man erkennt in allen ELISA-Zeitverlaufen den Anstieg der

Antikdrpertiter nach Erst- und Zweitimmunisierung.
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Gruppe I-1: DNA-H5co
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Abbildung 20 — Induktion von Antikérpern durch Immunisierungen mit Codon-optimiertem H5 (H5co,
G1), Seren immunisierter Mause von unterschiedlichen Zeitpunkten wurden im ELISA auf

Antikdrperbindung an H5-Antigen untersucht

Die Antikdrpertiter von H5co waren aufgrund der starkeren Expression héher als die Titer

des H5wt. Die anti-H5-Antikdrper zeigten erwartungsgemaf héhere Titer als bei den

cytosolischen Antigenen M1 und NP.
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Abbildung 21 — Induktion von Antikérpern durch Immunisierungen mit wildtyp H5 (H5wt, G2), Seren
immunisierter Mause von unterschiedlichen Zeitpunkten wurden im ELISA auf Antikérperbindung an

H5-Antigen untersucht
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Gruppe I-3: DNA-M1co
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Abbildung 22 — Induktion von Antikérpern durch Immunisierungen mit Codon-optimiertem M1 (M1co,
G3), Seren immunisierter Mause von unterschiedlichen Zeitpunkten wurden im ELISA auf
Antikdrperbindung an M1-Antigen untersucht

Auch bei M1 zeigten sich héhere Titer beim Codon-optimierten Konstrukt M1co im Vergleich

zu M1wt, welches eine schwache Wirkung der Erstimmunisierung aufweist.
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Abbildung 23 — Induktion von Antikérpern durch Immunisierungen mit wildtyp M1 (M1wt, G4), Seren
immunisierter Mause von unterschiedlichen Zeitpunkten wurden im ELISA auf Antikérperbindung an
M1-Antigen untersucht
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Gruppe I-8: DNA-NPco
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Abbildung 24 — Induktion von Antikdrpern durch Immunisierungen mit Codon-optimiertem NP (NPco,
G8), Seren immunisierter Mause von unterschiedlichen Zeitpunkten wurden im ELISA auf
Antikdrperbindung an NP-Antigen untersucht

Beim NPco zeigten sich vermutlich aufgrund der starkeren Expression héhere Titer nach

Erstimmunisierung, jedoch wurde eine Inhibition der Wirkung der Zweitimmunisierung

beobachtet. Das NPwt wies niedrigere Titer der Erstimmunisierung auf, erreichte aber

hohere Endtiter.
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Abbildung 25 — Induktion von Antikérpern durch Immunisierungen mit wildtyp NP (NPwt, G9), Seren
immunisierter Mause von unterschiedlichen Zeitpunkten wurden im ELISA auf Antikérperbindung an

NP-Antigen untersucht
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ELISA-Endpunkte der Einzelgen-Immunisierungen

Die Antikorpertiter gegen H5- und M1-Antigen waren in den Immunisierungsgruppen der
Codon-optimierten Konstrukte des H5co und M1co héher als bei den Wildtypvarianten

(Abb. 26).
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Abbildung 26 — Endpunkte der Antikérperinduktion mit H5- oder M1-beschichteten ELISA-Platten,
Seren immunisierter Mause wurden im ELISA auf Antikbrperbindung an adsorbiertes Antigen

untersucht
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Bei der NP-Immunisierung war die Induktion von anti-NP-Antikérpern trotz der starkeren

Expression des NPco hoher bei NPwt-immunisierten Mausen (Abb. 27).
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Abbildung 27 — Endpunkte der Antikérperinduktion mit NP- oder H5-beschichteten ELISA-Platten,
Seren immunisierter Mause wurden im ELISA auf Antikbrperbindung an adsorbiertes Antigen

untersucht
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Phase Il - Adjuvantien

In der zweiten Impfreihe wurden verschiedene Kombinationen an Adjuvantien angewendet,
um eine Steigerung der Tyi-vermittelten Immunreaktion in C57BI/6 unter Beibehaltung der
Vertraglichkeit der Impfung zu erreichen. Die drei zur Verfigung stehenden Adjuvantien
waren Plasmide mit den Genen fir miL-12, mGM-CSF sowie das de novo per GC-PCR
erzeugte Codon-optimierte murine Interleukin-21 (mIL21co). Da in der ersten Phase die
Untersuchung der immunodominanten CTL-Epitope abgeschlossen wurde, wurde in dieser
Phase fir jedes Antigen jeweils das ermittelte dominante Peptid eingesetzt. Fir H5 wurden
mit verbliebenen Zellen die dominanten Peptide (H5-peptide 82&83) bestimmt, fur M1, M2
und NP wurden respektive die Peptide M1 bl, ein Pool aller M2-Peptide und NP b4
eingesetzt.

ELISPOT-Ergebnisse der Adjuvantienuntersuchungen

Auch in Phase Il blieb die Tendenz ersichtlich, dass kaum eine zellulare Reaktion auf H5co
(Abb. 28) und M2co (Abb. 30) erfolgte, die Reaktion gegen Mlco sporadisch und von
mittlerer Starke und die Reaktion gegen NPco mit Werten an der oberen Nachweisgrenze in
allen NP-immunisierten Gruppen mit oder ohne Immunomodulatoren ausfiel. In der GM-CSF-
behandelten Gruppe war die Ansprechrate am hdchsten mit 100% der Werte an der oberen
Nachweisgrenze des ELISpot, gefolgt von IL-12 mit 90% der Mause mit ELISpot-Werten an

der Nachweisgrenze.
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Abbildung 28 — Interferon-y-Sekretion der Splenozyten immunisierter Mause nach Reaktivierung mit
dem immunodominanten H5-Peptid im ELISpot, mit unterschiedlichen Immunomodulatoren im
Impfstoff

In der Gruppe der M1lco-immunisierten Mause war die Reaktion auf das immunodominante

M1-Peptid sporadisch (Abb. 29), mit jeweils einer Maus mit Spots tber dem Schwellenwert
von 200 Spot/Million Splenozyten in der unmodulierten, der GM-CSF-, der GM-CSF+IL-21-
und der IL-21-behandelten Gruppe. Einzig in der Gruppe des IL-12-modulierten Impfstoffs

reagierten 3 von 10 Mausen auf das immunodominante M1-Peptid.
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Abbildung 29 — Interferon-y-Sekretion der Splenozyten immunisierter Mause nach Reaktivierung mit
dem immunodominanten M1-Peptid im ELISpot, mit unterschiedlichen Immunomodulatoren im
Impfstoff
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Der ELISpot mit einer Mischung aller M2-Peptide (Abb. 30) bestétigte die Beobachtung aus

Phase I, dass M2-abgeleitete Peptide nicht an den MHCI-Komplexen des Haplotyps H2b von

C57Bl/6-Mausen prasentiert werden.
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Abbildung 30 — Interferon-y-Sekretion der Splenozyten immunisierter Mause nach Reaktivierung mit

allen M2-Peptiden im ELISpot, mit unterschiedlichen Immunomodulatoren im Impfstoff

Die Reaktionen auf NP-abgeleitete Peptide im ELISpot war auch in Phase Il bei allen

Mausen stark (Abb. 31). Bei der GM-CSF-Immunomodulation zeigten sich in allen Mausen

Werte an der oberen Nachweisgrenze von 1600 Spots pro Million Splenozyten, bei IL-12

reagierten 9 von 10 Mausen und bei GM-CSF+IL21 noch 8 von 10 Mausen. Daneben sind

die IL-21-modulierte und die unmodulierte Gruppe mit nur einer Maus mit einer Spot-Anzahl

an der oberen Nachweisgrenze.
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Abbildung 31 — Interferon-y-Sekretion der Splenozyten immunisierter Mause nach Reaktivierung mit
dem immunodominanten NP-Peptid im ELISpot, mit unterschiedlichen Immunomodulatoren im
Impfstoff
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ELISA-Ergebnisse der Adjuvantienuntersuchungen

Die Induktion von Antikdrpern litt erwartungsgemal unter dem Einsatz Ty;-polarisierender
Immunomodulatoren (Abb. 32), bei H5co gab es auch nur ohne Immunomodulation eine
Maus mit einer Extinktion im ELISA von tber 0,5. Nur zwei Mause in der Gruppe ohne
Immunomodulator reagierten im ELISA auf NP-Antigen, in der IL-21-verstarkten Gruppe

reagierten zwei Mause.
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Abbildung 32 — anti-H5-Antikorperinduktion nach Immunisierung mit verschiedenen
Immunomodulatoren, Endpunkte der Mauseseren im ELISA mit adsorbiertem H5-Antigen
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Eine Induktion von anti-M1-Antikdrpern zeigte sich erwartungsgeman nur in der
unmodulierten Gruppe in 5 von 10 Tieren (Abb. 33), die Ty,-abhéngigen Antikorpertiter

sanken unter dem Einflu® Ty;-polarisierender Immunomodulatoren in Ty,-polarisierten

C57Bl/6-Mausen mit Ty;-polarisierenden Gene Gun-applizierten Plasmidimpfstoffen.
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Abbildung 33 — anti-M1-Antikérperinduktion nach Immunisierung mit verschiedenen

Immunomodulatoren, Endpunkte der Mauseseren im ELISA mit adsorbiertem M1-Antigen
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Anti-NP-Antikorper (Abb. 34) zeigten sich bei zwei von zehn Mausen in der Gruppe ohne
Immunomodulation, in der Gruppe mit einer IL-21co-Immunomodulation reagierte das Serum

einer Maus auf NP-Antigen im ELISA.
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Abbildung 34 — anti-NP-Antikérperinduktion hach Immunisierung mit verschiedenen
Immunomodulatoren, Endpunkte der Mauseseren im ELISA mit adsorbiertem NP-Antigen
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Phase Ill - Stammvergleich

In der dritten Phase der Tierversuche wurde die Impfreaktion in C57BI/6- mit der in Balb/C-
Mausen verglichen, um stammspezifische Effekte zu beleuchten. Da C57BIl/6-Mause

340 341 342 343 344 345
, wurden

genetisch bedingt eine Ty;-polarisierte Immunantwort aufweisen
die Impfreihen zur Untersuchung der zellularen (Ty;-polarisierten) Impfreaktion vorwiegend in
diesen Mausen durchgefuhrt, wahrend zur besseren Untersuchung der humoralen (Tu.-
polarisierten) Immunantwort in Phase Il auch Balb/C-Mause (Gruppen 1-4) vakziniert
wurden. Die beiden zusatzlich mitgefiihrten C57BI/6-Gruppen (Gruppen 5 und 6) dienten zur
Positivkontrolle im ELISpot, zur Negativkontrolle im ELISA und der Bestatigung vorheriger

Ergebnisse der Immunomodulation mit GM-CSF (Phase ).

ELISPOT-Ergebnisse des Stammesvergleichs

Die Reaktion der zytotoxischen Immunantwort war auch in Phase Ill erwartungsgemar am
starksten auf das NPco, insbesondere in der C57BI/6-Maus-Gruppe mit dem
Immunomodulator GM-SCF, aber auch bei Balb/c-Mausen wurde eine Zunahme der
Reaktion durch GM-CSF erreicht.
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Das H5co (Abb. 35) erzeugte mittlere Reaktionen vor allem in Kombination mit GM-CSF, die

in C57BIl/6-Mausen hoher ausfielen als bei den Balb/c-Mé&ausen.
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Abbildung 35 — Stimulation von Interferon-y-sezernierenden Splenozyten mit dem jeweiligen
immunodominanten H5-Peptid nach tetravalenter Immunisierung von Balb/c-M&usen (die ersten vier
Gruppen) und C57BIl/6-Mausen (die letzten zwei Gruppen)

Die M1-spezifischen Splenozyten der tetravalent immunisierten Mause (Abb. 36) zeigte

keine Reaktionen auf das immunodominante CTL-Epitop, wie sie fir das M1 in Phase | und

Il gemessen wurden. Aufgrund mittlerer Reaktionen in der Kontrollgruppe der C57BI/6-

Mause wurden in folgenden Phasen PCR-basierte Kontaminationskontrollen der

Plasmidpraparation eingefuhrt.
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Abbildung 36 — Stimulation von Interferon-y-sezernierenden Splenozyten mit dem jeweiligen
immunodominanten M1-Peptid nach tetravalenter Immunisierung von Balb/c-M&ausen (die ersten vier
Gruppen) und C57BI/6-Mausen (die letzten zwei Gruppen)
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Die Reaktion auf das publizierte M2-Peptid, welches von Balb/c-Mausen an MHCI-
Komplexen (H2d) prasentiert werden kann, war trotz der starken in vitro Expression des
Plasmids pTH-M2co abwesend (Abb. 37). In C57BIl/6-Mausen (MHCI-Haplotyp H2b) wurde
die Mischung aller neunzehn M2-abgeleiteten Peptide erwartungsgemalf nicht erkannt, da

sie nicht prasentiert werden kénnen.

Gruppe Ill-1 Gruppe llI-2 Gruppe llI-3 Gruppe lll-4 Gruppe IlI-5 Gruppe -6
Tetravalente DNA Kontroll-DNA Tetravalente DNA Kontroll-DNA Tetravalente DNA Kontroll-DNA
1600 Adj: Ohne Adj: Ohne Adj: GMCSF Adj: GMCSF Adj: GMCSF Adj: GMCSF
| I
< Balb/c > C57Bl ———
1400
< 1200
s
Q
2 1000
@
a
wvi
-5 800
E
£ 600
]
°
& 400
200
N T Hil. | -
12345678091012345678091012345678910123456789101123456789101234567 82910

Maus Nr.

Abbildung 37 — Stimulation von Interferon-y-sezernierenden Splenozyten mit dem immunodominanten
M2-Peptid bei Balb/c-Mausen (die ersten vier Gruppen) oder mit der M2-Peptidmischung bei C57BI/6-
Mausen (die letzten zwei Gruppen) nach tetravalenter Immunisierung

Die Impfreaktionen auf das immunodominante MHCI-prasentierte NP-Peptid im ELISpot
(Abb. 38) waren erwartungsgemaf am grof3ten in der GM-CSF-modulierten Gruppe, gefolgt

von der unmodulierten Gruppe.
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Abbildung 38 — Stimulation von Interferon-y-sezernierenden Splenozyten mit dem jeweiligen
immunodominanten NP-Peptid nach tetravalenter Immunisierung von Balb/c-M&ausen (die ersten vier
Gruppen) und C57BI/6-Mausen (die letzten zwei Gruppen)
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ELISA-Ergebnisse des Stammesvergleichs

Nicht nur scheint es in Balb/c eine starkere Polarisierung hin zur humoralen, Antikorper-
abhangigen Immunantwort zu geben, auch in der humoralen Immunodominanz der Antigene
unterscheiden sich beide Stamme, in Balb/c war die Antikorperreaktion gegen M1 im
Gegensatz zu C57BI/6-Mausen starker ausgepragt als gegen NP und H5 (Abb. 39).

Die Induktion von Antikdrpern gegen H5co fiel auch in Balb/c-M&usen gering aus, was

vermutlich an der geringen Expressionsstéarke des H5-Gens lag.
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Abbildung 39 — Induktion von Anti-H5-Antikérpern nach Immunisierung von Balb/c-Mausen und
C57BIl/6-Mausen, Endpunkte der Seren im ELISA mit adsorbiertem H5-Antigen
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Die Antikdrper gegen M1co (Abb. 40) in der unmodulierten Gruppe erreichten eine
Ansprechrate von 100% mit hohen Titern und mit GM-CSF noch eine Ansprechrate von

80%.
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Abbildung 40 — Induktion von Anti-M1-Antikoérpern nach Immunisierung von Balb/c-M&ausen und
C57BI/6-Mausen, Endpunkte der Seren im ELISA mit adsorbiertem M1-Antigen
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NPco (Abb. 41) induzierte in der GM-CSF-modulierten Gruppe eine Ansprechquote von 40%
bezlglich der Induktion von Antikérpern mit einer Extinktion von tber 0,5 im ELISA. Dagegen
fielen die Titer gegen NP nach Immunisierung mit dem unmodulierten tetravalenten Impfstoff

gering aus, obwohl eine Ty;-Polarisierung durch Koapplikation von GM-CSF fehlte.
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Abbildung 41 — Induktion von Anti-NP-Antikérpern nach Immunisierung von Balb/c-Mausen und
C57BI/6-Mausen, Endpunkte der Seren im ELISA mit adsorbiertem NP-Antigen
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Phase |V — Belastung mit 5 MLDs, von drei Stammen

In der vierten Phase folgte der zweifachen Immunisierung eine intratracheale/intranasale
Infektion mit einer niedrigen, aber letalen Dosis (5 MLDsg) an Influenzaviren dreier
unterschiedlicher Stamme, um nach den in vorigen Phasen bereits nachgewiesenen
Immunreaktionen auch noch einen Impfschutz bei Infektion zu zeigen und gleichzeitig einen
heterosubtypischen Schutz  gegen drei Stamme (H5N1/VietNam/1194/2004,
H5N1/Germany/R65/2006 und H1N1/PuertoRico/8/1934) zu untersuchen, mit sinkender
Verwandtschaft zum Impfstoff (basierend auf HS5N1/VietNam/1194/2004). Die drei
Belastungsstamme waren zuerst der identische Stamm des Impfstoffs, dann der in
Deutschland vorkommende néachste Verwandte desselben Serotyps H5N1 und zuletzt der
klassische, Maus-adaptierte H1N1-Laborstamm. Bei Verlust von 20% des initialen
Kdrpergewichts wurden die Mause nach Anweisung des LAGeSo eingeschlafert.

Die Belastung mit 5 MLDs, an Influenza A HLIN1/PR/8/34 zeigte keinen heterosubtypischen
Impfschutz (Abb. 42), wahrend die Ma&ause vor homosubtypischer Belastung mit
H5N1/Germany/R65/2006 zu 80% oder  vor autologer Belastung mit
H5N1/VietNam/1194/2004 zu 90% geschutzt waren.
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Abbildung 42 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von Mausen mit 5 MLDs, des
heterosubtypischen Influenzavirus A/PuertoRico/8/34 (H1N1), welche mit tetravalentem, GM-CSF-
moduliertem Impfstoff (blau) oder GM-CSF-moduliertem Kontrollvektor (gelb) geimpft wurden

Sowohl die tetravalent immunisierte Gruppe als auch die Kontrollgruppe verstarben nach
heterosubtypischer Infektion mit dem Stamm PR8 vollstandig (Abb. 42), bei Erreichen von

80% ihres Initialgewichts wurden die Mause eingeschlafert.
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In der tetravalent immunisierten Gruppe waren 80% der Mause vor homosubtypischer
Belastung mit dem Stamm R65 geschutzt (Abb. 43), in der Kontrollgruppe tberlebten 10%
der Mause.
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Abbildung 43 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von Mausen mit 5 MLDs, des
homosubtypischen Influenzavirus A/Germany/R65/2005 (H5N1), welche mit tetravalentem, GM-CSF-
moduliertem Impfstoff (blau) oder GM-CSF-moduliertem Kontrollvektor (gelb) geimpft wurden

Bei der autologen Belastung mit dem Stamm VN1194 Uberlebten 90% der Tiere (Abb. 44),

wahrend die Mause der Kontrollgruppe ungeschutzt waren und vollstandig verstarben.
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Abbildung 44 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von Mausen mit 5 MLDs, des autologen
Influenzavirus A/VietNam/1194/2004 (H5N1), welche mit tetravalentem, GM-CSF-moduliertem
Impfstoff (blau) oder GM-CSF-moduliertem Kontrollvektor (gelb) geimpft wurden
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Abbildung 45 — Uberlebensraten im Zeitverlauf nach Infektion mit 5 MLDs, der Influenzaviren
A/PuertoRico/8/1934, A/IGermany/R65/2006 oder A/VietNam/1194/2004, bei Erreichen eines
Gewichtsverlusts von 20% wurden die Mause eingeschlafert
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Phase V - Impfdosissteigerung und Belastung mit 50 MLDs, Von zwei

Stammen

Phase V beinhaltete die Eskalation der Belastungsdosis von Influenzaviren. Als zweite
Variable diente hierbei eine Steigerung der Impfdosis. Es wurde nur gegen zwei H5N1-
Stamme immunisiert (HS5N1/VietNam/1194/2004, H5N1/Germany/R65/2006), da in Phase IV
kein Schutz gegen H1IN1/PR8/1934 gezeigt werden konnte. Bei gleichbleibender
Gruppenanzahl wurde daher eine Eskalation der Impfdosis durchgefiihrt, um die Tragweite
des Impfschutzes und die Verbesserung des Impfschutzes nach Dosissteigerung zu

untersuchen.
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Abbildung 46 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von Mausen mit 50 MLDs, des
homosubtypischen Influenzavirus A/Germany/R65/2006 (H5N1), welche mit tetravalentem, GM-CSF-
moduliertem Impfstoff (hellblau), mit der doppelten Impfdosis (dunkelblau) oder GM-CSF-moduliertem
Kontrollvektor (gelb) geimpft wurden

Die Belastung mit 50 MLDs, zeigte einen maximalen homosubtypischen Impfschutz von 88%
(Abb. 46), und einen maximalen autologen Impfschutz von 70% (Abb. 47), wahrend in der
R65-infizierten Kontrollgruppe keine Maus uberlebte. In der VN1194-infizierten
Kontrollgruppe verblieb eine Maus. Bei Verdoppelung der Impfdosis auf 4 Schuss pro
Impfung stieg der Impfschutz vor homologer Belastung von 67% auf 86% und der Schutz vor

autologer Belastung sank von 70% auf 22%. Der autologe Belastungsstamm ist im
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Gegensatz zum homosubtypischen Belastungsstamm (isoliert aus Hockerschwanen) ein
Isolat aus Saugetieren (Humanisolat), vermutlich riihrt die h6here Pathogenitat in Mausen
daher. Dies zeigt sich auch in den Infektionsdosen, denn eine MLDs, umfal3t beim
homosubtypischen Stamm R65 161 ,plaque-forming units® (pfu) und bei dem Stamm
VN1194 nur 1 pfu. In der Gruppe mit doppelter Impfdosis Uberlebten 86% (dunkelblau), bei
normaler Impfdosis waren 70% geschiitzt (hellblau), die R65-infizierte Kontrollgruppe

verstarb vollstandig (Abb. 46, gelb).
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Abbildung 47 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von Mausen mit 50 MLDs, des
autologen Influenzavirus A/VietNam/1194/2004 (H5N1), welche mit tetravalentem, GM-CSF-
moduliertem Impfstoff (blau) mit doppelter Impfdosis (dunkelblau) oder GM-CSF-moduliertem
Kontrollvektor (gelb) geimpft wurden
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Abbildung 48 — Uberlebensraten im Zeitverlauf nach Infektion mit 50 MLDs, der Influenzaviren
A/Germany/R65/2006 oder A/VietNam/1194/2004, bei Erreichen eines Gewichtsverlusts von 20%
wurden die Mause eingeschlafert
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Phase VI — Einzelgen-Immunisierungen und homosubtypische Belastung
mit 10 MLDs,

Die Korrelation des Impfschutzes mit einzelnen Genen im Vergleich zur polygenen oder
Leervektor-lmmunisierung im Belastungsfalle war das Ziel dieser Phase. Die intranasale
homosubtypische Belastung erfolgte mit 10MLDs, an HSN1/Germany/R65/2006.

Der in den vorangegangenen Phasen aufgezeigte Impfschutz des tetragenen Impfkonstrukts
liel sich in Phase VI auf NP und H5 eingrenzen, denn in der Gruppe der Immunisierung
gegen NPco Uberlebten 30% und in der H5co-immunisierten Gruppe Uberlebten 20% die
Belastung mit 10 MLDsqo. Die tetragen immunisierte Gruppe Uberlebte zu 60% (Abb. 49 bis
54).
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Abbildung 49 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von Mausen mit 10 MLDs, des
homosubtypischen Influenzavirus A/Germany/R65/2006 (H5N1), welche mit dem GM-CSF-
modulierten Plasmid pTH-H5co geimpft wurden

Die Immunisierung mit H5co fiihrte zu einer Uberlebensrate von 20% (Abb. 49). Die
Immunisierung mit M1co erbrachte trotz messbarer Werte an Interferon-y-sezernierender

Splenozyten wie auch Antikérpern keinen Impfschutz, da alle Tiere verstarben (Abb. 50).
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Abbildung 50 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von Mausen mit 10 MLDs, des
homosubtypischen Influenzavirus A/Germany/R65/2006 (H5N1), welche mit dem GM-CSF-
modulierten Plasmid pTH-M1co geimpft wurden

Die Gruppen der M2-Immunisierung waren aufgrund der in Phase [, Il und Ill bereits
abwesenden zytotoxischen T-Zellen erwartungsgemall ungeschitzt gegen eine
homosubtypische Infektion (Abb. 51).
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Abbildung 51 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von Mausen mit 10 MLDs, des
homosubtypischen Influenzavirus A/Germany/R65/2006 (H5N1), welche mit dem GM-CSF-
modulierten Plasmid pTH-M2co geimpft wurden

Die NP-immunisierte Gruppe (Abb. 52) zeigte mit einem Uberleben von 30% unter allen
Immunisierungen mit einem einzelnen Influenzagen den umfangreichsten Impfschutz. Dieser
Befund korreliert mit der Anwesenheit von Interferon-y-sezernierender Splenozyten in den
ELISpots der Phasen |, Il und Ill. Selbst die ungeschitzten Mause in der NP-Gruppe hatten
einen um zwei Tage verzdgerten Todeszeitpunkt im Vergleich zu den Gruppen des M1, M2
oder des Kontrollvektors.
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Abbildung 52 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von Mausen mit 10 MLDs, des
homosubtypischen Influenzavirus A/Germany/R65/2006 (H5N1), welche mit dem GM-CSF-
modulierten Plasmid pTH-NPco geimpft wurden

Der tetravalente, GM-CSF-verstarkte Impfstoff diente in diesem Versuch als Positivkontrolle
(Abb. 53). In dieser Impfgruppe waren 60% der Mause geschiitzt. Bei den ungeschiitzten
Mausen verschob sich der Todeszeitpunkt in der tetravalent immunisierten Gruppe (wie beim
NP) im Vergleich zu M1, M2 oder dem Kontrollvektor.
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Abbildung 53 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von Mausen mit 10 MLDs, des
homosubtypischen Influenzavirus A/Germany/R65/2006 (H5N1), welche mit dem tetravalenten, GM-
CSF-modulierten Impfstoff geimpft wurden
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In der Kontrollgruppe des Leervektors (Abb. 54) tberlebte eine Maus die Infektion, was

innerhalb der statistischen Schwankungen bei Infektionsversuchen liegt.
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Abbildung 54 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von Mausen mit 10 MLDs, des
homosubtypischen Influenzavirus A/Germany/R65/2006 (H5N1), welche mit dem GM-CSF-
moduliertem Kontroll-Plasmid pTH-Leer geimpft wurden
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Abbildung 55 — Uberlebensraten im Zeitverlauf nach Infektion mit 10 MLDs, des Influenzavirus
A/Germany/R65/2006, bei Erreichen eines Gewichtsverlusts von 20% wurden die Mause
eingeschlafert
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Phase VIl - HIN1-Immunisierung und homosubtypische Belastung mit
10 MLDsg

Die letzte Impfreihe wurde aufgrund des Ausbruchs der Schweinegrippe in Mexiko und der in
vorangehenden Impfreihen gewonnen Erkenntnisse durchgefihrt. Hierzu wurden drei Gene
der Schweinegrippe (H1lcosw, Ml1cosw, NPcosw) des H1N1-Stammes MexikoCity/4603/2009
erzeugt, in den Impfvektor pTH kloniert und sowohl einzeln als auch in polygener

Kombination mit dem Immunomodulator pTH-GM-CSF per Gene Gun verabreicht.

Leider verschob sich der Liefertermin der fir die Belastung notwendigen Maus-adaptierten
Variante dieses Virus (A/Regensburg/D6/2009 Maus-adaptiert) von Dr. Oliver Planz aus
Tubingen, zudem erwies sich dieses adaptierte HLIN1-Virus trotz Passagierung in Mausen
als apathogen fir Mause. Dadurch konnten die dafiir vorgesehenen Mause hier erst zehn
Wochen nach der zweiten Immunisierung mit dem mauspathogenen HIN1-Stamm
A/PuertoRico/8/34 belastet werden, wahrend bei vorherigen Impfreihen die Belastungen zwei

bis drei Wochen nach der Zweitimmunisierung erfolgten.
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Abbildung 56 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von Mausen mit 10 MLDs, des
homosubtypischen Influenzavirus A/PuertoRico/8/1934 (H1N1), welche mit dem GM-CSF-
modulierten Plasmid pTH-H1cosw geimpft wurden
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Die heterosubtypische Belastung mit 10 MLDso an HIN1/PuertoRico/8/34 gegen die HIN1-
Schweinegrippe-basierten Impfkonstrukte zeigte einen Impfschutz von 10% in der Gruppe
von Hlcosw (Abb. 56) und 20% in der Gruppe von NPcosw (Abb. 58), in der Gruppe des
trigenen Impfstoffs Uberlebten 22% der Mause (Abb. 59), jedoch auch 11% in der
Kontrollgruppe (Abb. 60), entsprechend einer Maus, was im Bereich der Messungenauigkeit
bei der statistischen Verteilung von Infektionen liegt.
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Abbildung 57 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von Mausen mit 10 MLDs, des
homosubtypischen Influenzavirus A/PuertoRico/8/1934 (H1N1), welche mit dem GM-CSF-modulierten
Plasmid pTH-M1cosw geimpft wurden

Nach einer Immunisierung mit NPcosw tberlebten 20% der Mause (Abb. 58). Im
immunodominanten CTL-Epitop des NP bei C57BI/6-Mausen exisitiert eine

Aminosauresubstitution im Belastungsvirus im Vergleich zum Impfstamm.
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Abbildung 58 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von M&usen mit 10 MLDs, des
homosubtypischen Influenzavirus A/PuertoRico/8/1934 (H1N1), welche mit dem GM-CSF-modulierten
Plasmid pTH-NPcosw geimpft wurden
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Abbildung 59 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von Mausen mit 10 MLDs, des
homosubtypischen Influenzavirus A/PuertoRico/8/1934 (H1N1), welche mit dem trivalenten, GM-
CSF-modulierten Impfstoff geimpft wurden

Die Uberlebensrate betrug in der trivalent immunisierten Gruppe wie bei der des NPcosw
20% (Abb. 59). In der Kontrollgruppe Uberlebten 10% der Mause, entsprechend einer Maus
(Abb. 60).
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Abbildung 60 — Relative Gewichtsentwicklung nach Belastung von M&usen mit 10 MLDs, des
homosubtypischen Influenzavirus A/PuertoRico/8/1934 (H1N1), welche mit dem GM-CSF-modulierten
Kontrollvektor pTH-Leer geimpft wurden
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Abbildung 61 — Uberlebensraten im Zeitverlauf nach Infektion mit 10 MLDs, des Influenzavirus
A/PuertoRico/8/1934, bei Erreichen eines Gewichtsverlusts von 20% wurden die Mause eingeschléfert
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Diskussion

Vogelgrippe-Impfstoffe

Das urspriingliche Ziel dieser Arbeit war die Erzeugung und Charakterisierung von CTL-
induzierenden Plasmidimpfstoffen durch Klonierung des H5- und M2-Gens in Wildtyp- und
Codon-optimierter Form. Das Hamagglutinin H5 ist ein Antikdrper-neutralisierbares, aber
variables Protein, wahrend das M2 ein hochkonserviertes Protein ist, aber mit einer sehr
kleinen und somit kaum Antikérper-zuganglichen extrazellularen Domane. Aus Zeitgriinden
wurden zwei weitere hochkonservierte Gene jeweils per PCR im Wildtyp amplifiziert und
gleichzeitig de novo erzeugt und in den Vektor pTH kloniert, das CTL-immunodominante NP-
Gen und das M1-Gen. Die Erzeugung von Codon-optimierten Genen de novo wurde soweit
optimiert, dass die Erzeugung eines Gens innerhalb eines Arbeitstages mit handelstiblichen
Reagenzien erreicht werden kann. Diese Methode wurde als Erfindungsmeldung eingereicht.

Im Mausmodell ** ist Influenza in der Regel erst nach Anpassung an den Wirt durch serielle
Passagen in einem Gewebe maximaler Virusproduktion (Lunge) oder mit begrenztem
Immunsystem (Hirn) pathogen, wie der in den Belastungsversuchen verwendete M&ause-
adaptierte HIN1-Stamm A/PuertoRico/8/1934 . Allerdings sind im Gegensatz dazu H5N1-
Isolate direkt pathogen fur Mause, wobei es keine einzelnen charakteristischen Mutationen
gibt, die zu dieser Pathogenitat in M&ausen fiihren, sondern mehrere Kombinationen ¥ aus

wachstumsfordernden Mutationen, wie zwei Mutationen im M1-Protein 3*',

Die Symptomatik von H5N1- oder mausadaptierter Influenza bei Mausen unterscheidet sich
in drei Hauptfaktoren von der beim Menschen, es gibt kein Fieber, keinen Husten und
deshalb keine Virusausscheidung und Ausbreitung auf Artgenossen, wohl aber alle anderen
Auswirkungen wie Appetitlosigkeit, Tragheit, Gewichtsverlust, Schittelfrost und bei schweren
Verlaufsformen auch eine Infektion des Hirns mit neurologischen Symptomen wie

Enzephaloenteritis und Paresen bis hin zum Tod.

Herstellung der Immunogene und Modulatoren

Alle 4 Gene konnten sowohl als codon-optimiertes als auch als Wildtypvariante im Western

Blot und per Immunfluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden, zytotoxische Effekte
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wurden nicht beobachtet (Abb. 5-7). Die codon-optimierte Variante der jeweiligen
Influenzagene wurde in allen 4 Féllen starker exprimiert (Abb. 8), gleichzeitig zeigten sich
auch in der ersten Impfreihe (Phase 1) hohere Konzentrationen an Antikdrpern im ELISA bei
H1, M1 und M2, mit Ausnahme von NP. Die Expression der beiden Varianten des
Hamagglutinins (co & wt) ist im Vergleich zu den anderen Expressionskonstrukten von M1,
M2 und NP relativ gering, was an der Ladnge des Proteins oder an einer Inhibition der
Translation seitens des Proteins liegen kann, da die identische Aminosauresequenz in
beiden Konstrukten vorkommt und diese geringe Expression sich auf beide Hamaglutinin-
Expressionskonstrukte erstreckte, welche beide in das ubliche pTH-Plasmid-Ruckgrat
eingefiigt wurden. Eine transkriptionsinhibierende DNA- oder RNA-Sequenz ist aufgrund des
Austausches der meisten Codons im codon-optimierten Konstrukt im Vergleich zum Wildtyp
eher unwahrscheinlich. Zudem kommt eine DNA von Influenzagenen in der Natur nicht vor,
da Influenzaviren ein RNA-Genom besitzen und keine DNA-Zwischenstufe durchlaufen.
Daher sind Abwehrmechanismen wie eine dagegen gerichtete Influenza-DNA-spezifische
Translationsinhibition evolutiondr unwahrscheinlich. Diese geringere Expression der H5-
Konstrukte schlug sich auch in den Belichtungszeiten der ECL-Filme nieder, bei H5 musste
mindestens 5 min. belichtet werden und jeweils zwei benachbarte Bahnen mussten dabei
bandenfrei sein, um ein ausreichendes Signal ohne Uberstrahlen durch Nachbarbanden im
Western Blot zu erhalten. Dagegen wurden die Western Blots der anderen Konstrukte
zwischen 1 und 5 sek. belichtet, die ECL-Signale von M2co, M2wt und 1L21co konnten im
Dunkelraum mit blo3em Auge betrachtet werden.

Lipopolysaccharid-Analyse der Plasmid-Reinheit

Der logarithmische Zusammenhang zwischen LPS-Konzentrationen unterhalb von 15pg/ml
und der TLR4-Endocytose kann durch Messwiederholungen mit mehreren Messpunkten als
Standardkurve zur LPS-Bestimmung verwendet werden. Der Zusammenhang gilt vermutlich
auch bei noch niedrigeren Konzentrationen, als hier untersucht wurden und koénnte durch
mehr Messpunkte im unteren Bereich untersucht werden (um 15pg/ml). Der Beginn eines
Abklingens des Effekts ist zu beobachten. Kommerziell erhaltliche LPS-Testkits wie der
Limulus-Amoebozyten-Lysat-Nachweis (LAL) PyroGene® von Lonza bieten eine
Nachweisgrenze von 0,01 ,Endotoxin Units* (1EU entspricht 0,1ng LPS nach FDA-
Definition), ergo im Bereich von einem Pikogramm pro Mililiter. Ein anderer Nachweis, der
auf der Sekretion von IL-1b nach Inkubation einer Probe mit humanem Vollblut basiert,

erreicht eine Sensitivitat von 0,1pg/ml **%,
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Da die hier verwendeten Makrophagen der Maus im Vergleich zu humanen Makrophagen
weniger LPS-sensitiv sind — die relative LPS-Dosis zur Induktion eines septischen Schocks
liegt bei Menschen 1000-10000x niedriger als bei Mausen ** *° da Mause vermutlich
aufgrund ihrer Lebensweise in Bodennahe und aufgrund der erndhrungstechnischen
Anpassung an organische Abfélle des Menschen toleranter fir LPS sind - durfte die hiermit
erreichbare Sensitivitat auch mindestens um den Faktor 1000 darunter liegen, im Bereich
zweistelliger Nanogramm pro Milliliter, und somit niedriger als bei den anderen Nachweisen.
Aus praktikablen Griinden kénnte man die Verwendung einer Makrophagen-Zelllinie aus
Primaten prufen und eine Volumenreduktion auf das Mikrotiterplattenformat zur
Herabsetzung der absoluten Sensitivitdt des Versuchsansatzes vornehmen. Bei niedrigeren
LPS-Konzentrationen ist eventuell eine Erhéhung der Zellzahl notwendig, um eine

statistische Signifikanz zu erhalten.

Phase | - Immunogene

Die Immunisierungsversuche mit einzelnen Immunogenen ermdglichte einen Vergleich der
Codon-optimierten Variante der vier verwendeten Influenzagene mit dem Wildtypgen in
Bezug auf die Induktion der jeweiligen Interferon-y-sezernierenden Zellen, welche auf die

korrespondierenden publizierten CTL-Epitope der jeweiligen Gene im ELISpot reagierten.

Die Milzzellen der Gruppen der OVA-Kontrolle zeigten im ELISpot Anzeichen einer akuten
Entzindung, weshalb die betreffenden ELISpots mit gefrorenen Zellen nach einer
Bestimmung der Lebendzellzahl zur Uberpriifung der Durchfiihrung und des Ergebnisses
wiederholt wurden. Diese Entziindungsreaktionen auf3erten sich in hohen Zahlen Interferon-
y-sezernierender Zellen sowohl nach Stimulation mit Influenzapeptiden als auch mit den
Kontrollpeptiden oder auch ohne Peptide. Auch in der Wiederholung zeigten sich starke
Reaktionen auf Kontrollpeptide. Erfreulicherweise blieb uns noch die Kontrollgruppe, die mit
dem Leervektor pTH-Leer behandelt wurde, bei der die Reaktion auf Kontrollpeptide

erwartungsgemar gering war.

Unter allen untersuchten CTL-Epitopen der 4 Influenzagene hat das NP-Peptid
ASNENMEAM (Peptid NP b4) mit Abstand die meisten Interferon-y-sezernierenden Zellen

(ISC) gezeigt, was sich sowohl hinsichtlich ihrer durchschnittlichen Anzahl zeigte - an der
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oberen Nachweisgrenze - als auch ihrer Ansprechrate, wobei der Anteil der Mause mit ISC
tber 200 Spots / Million bei 90% der Mause lag.

Wahrend sich im ELISpot nur geringe Unterschiede zwischen Codon-optimierten und
Wildtypgenen hinsichtlich der Induktion von zytotoxischen T-Zellen zeigten, waren die
Antikorpertiter im ELISA bei den Codon-optimierten Varianten von H5, M1 und NP deutlich
hoher als beim Wildtyp. Eine Ausnahme bildete hier das NP, dessen induzierte
Antikorpertiter bei der Wildtypvariante deutlich erhéht waren.

Hinsichtlich der humoralen Ansprechrate von Mausen, deren ELISA-Wert eine Extinktion (bei
A = 495nm) von 0,5 Uberschritt, wurden mit H5co 100% erreicht, wahrend H5wt bei 60%,
M1co bei 80%, M1wt bei 10%, NPco bei 30% und NPwt bei 50% lag.

Da die Induktion von Interferon-y-sezernierender Zellen in dieser Phase unsere erste Prioritat
war und die ELISpot-Ergebnisse in beiden Varianten des NP bei einer Mehrzahl der Mause
die obere Nachweisgrenze fir das immunodominante CTL-Epitop fur Influenza in C57BI/6-
Mausen (MHC-Typ H2b) erreichte, wurde in folgenden Impfreihen bei allen vier Genen mit

der starker exprimierten Codon-optimierten Variante gearbeitet.

Phase Il - Adjuvantien

In der zweiten Impfphase wurden verschiedene Plasmide von Immunomodulatoren in
Kombination mit Plasmiden der vier Influenzagene H5, M1, M2 und NP in ihrer Codon-
optimierten Form verabreicht, um ihre Eignung zur nebenwirkungsarmen Verstarkung der

zytotoxischen Immunantwort zu prifen.

Das Gen von Interleukin-21 wurde im Verlauf dieser Arbeit in Codon-optimierter Form
erzeugt, um das Gleichgewicht der entstehenden regulatorischen T-Zellen (T.eg) Und Tys7-

Zellen aus dem gemeinsamen Vorlaufer proinflammatorisch zu beeinflussen.

Alle verwendeten Immunomodulatoren fihrten zu einer deutlichen Verbesserung der Anzahl
spezifischer Interferon-y-sezernierender Zellen. Die Ansprechrate von Tieren mit mehr als
200 Interferon-y-sezernierenden Zellen pro Million Splenozyten bei Kontakt mit dem
immunodominanten NP-Peptid (NP b4: ASNENMEAM) stieg durch Verwendung der

Immunomodulatoren von 90% bei dem tetragenen Impfstoff ohne Zusatz auf 100% bei allen
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immunomodulierten Immunisierungsgruppen, die Kontrollgruppe lag erwartungsgemaf bei
0%.

Diese Werte wurden trotz der Einzeldosisreduktion beim tetragenen und adjuvantierten
Impfstoff erreicht, denn wahrend in Phase | noch 200ug des jeweiligen Plasmids und
entweder 50ug eines Leervektors oder eines GM-CSF-codierenden Plasmides zur
Munitionserstellung verwendet wurden, teilten sich ab Phase Il vier Immunogene die
Ladekapazitat des Schlauches zu je 50ug von H5co, M1co, M2co, NPco und eines oder

mehrerer Immunomodulatoren (oder eines Leervektors).

Bei der Gruppe mit GM-CSF war mit 100% der Anteil der Tiere am grof3ten, deren ELISpot-
Werte gegen das immunodominante NP-Peptid an der oberen Nachweisgrenze von 1600
Interferon-gamma-sezernierenden Zellen pro Million Splenozyten lag. Bei der Kombination
von GM-CSF mit IL21co lag die Anzahl der Tiere mit ELISpot-Maximalwert bei 80 %, bei
Einsatz von IL12 zeigten 90% der Tiere starke Reaktionen im ELISpot gegen das
immunodominante NP-Peptid, wahrend das IL21co nur zu einem Anteil von 30% flhrte. Der
Anteil der Tiere mit Maximalwert im NP-ELISpot, welche ohne Immunomodulation tetragen
immunisiert wurden, betrug 10% und in der Kontrollgruppe mit Leervektor erwartungsgemar
0%. Daher wurde in allen folgenden Impfreihen die zellulare Impfantwort mit GM-CSF

verstarkt.

Die Ansprechquote gegen das immunodominante Peptid des Mlco (M1 bl) lag ohne
Immunomodulation bei 20%, in der Gruppe mit GM-CSF alleine 10%, mit GM-CSF und
IL21co oder mit IL21co alleine ebenfalls bei 10% und in der Gruppe mit IL12 bei 30%, wobei
auch die Hohe der einzelnen Werte an Interferon-y-sezernierender Zellen bei M1 deutlich
geringere Werte als bei NP erreichte. Die als positiv gezahlten Werte des M1co lagen mit
GM-CSF bei 250 ISC pro Million Splenozyten, bei GM-CSF und IL21co bei 700 und bei IL12
bei 2x300 und 1x700.

Leider hatte die Verwendung von Ty;-polarisierenden Immunomodulatoren auch in allen
Fallen die erwartete gleichzeitige Abnahme der Antikdrperantwort zur Folge, aufgrund der
reziproken Beziehung zwischen humoraler und zelluldrer Immunantwort. Die ELISA-
Ansprechquote von Mausen, deren Seren eine Extinktion von 0,5 Uberstieg, betrug beim
H5co ohne Immunomodulation 10%, beim M1co ohne Immunomodulation 50% und beim NP
ohne Immunomodulation 20%. Die ELISA-Ansprechquoten aller Gruppen mit
Immunomodulation lagen bei 0% - aul3er der Gruppe mit IL21, bei der nur das NPco 10%

erreichte.
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Mit den Ubrigen Milzzellen dieser Impfreihe wurde ein Epitope-Mapping-ELISpot mit
Uberlappenden Peptiden des H5, M1 und NP durchgefihrt und das bisher unbekannte H2b-
Epitop des Hamagglutinins AVGREFNNLE identifiziert.

Phase Ill — Stammesunterschiede zwischen Balb/C und C57BI/6

Die Phase Il diente zur Betrachtung der Stammesunterschiede in Mausen mit Ty;-
polarisierter Immunreaktion (Stamm C57BI/6) im Vergleich zu Balb/c-Mausen mit Ty,-
polarisierter Immunantwort 3% ~ 3% Hierbei wurden allerdings unterschiedliche
immunodominante Peptide verwendet, da C57BIl/6-Mause den MHCI-Haplotyp H2b besitzen,
wahrend Balb/C-Mause H2d zur Prasentation von Peptiden an MHCI-Komplexen
verwenden. Gleichzeitig diente Phase Il auch als Positivkontrolle fir die Induktion von
Antikorpern (Tyy), da Antikorper in Balb/c-M&ausen leichter zu induzieren sind, sofern es mit
Tui-polarisierenden Impfstoffen (pDNA per Gene Gun) und Immunomodulatoren (GM-CSF)
Uberhaupt noch méglich sein sollte ***. Ebenso sollte die Immunogenitat des M2 auf der
Ebene der zellularen Immunitat Gberprift werden, denn M2-abgeleitete Peptide binden — laut
Vorhersage mit SYFPEITHI und den Ergebnissen von Phase | und Il — nicht an H2b bei
C57BI/6, wahrend fur den H2d-Haplotyp in Balb/C-Méausen ein MHCI-prasentiertes Peptid
des M2 bereits beschrieben wurde.

Sowohl die Ansprechquote wie auch die Hohe der einzelnen ELISpot-Ergebnisse waren bei
den Balb/C-Mausen erwartungsgemar niedriger als bei den bisher untersuchten C57BI/6.
Die Spitzenwerte bezlglich der zellularen Immunantwort auf NP-Peptide der beiden
vorangegangenen Phasen wurden bei Balb/C-Mausen nicht erreicht. Die Gruppe mit
tetragenem Impfstoff ohne Immunomodulator erreichte eine Ansprechquote der Mause mit
mehr als 200 ISC/Million Splenozyten beim H5-Peptid (Peptid 107/108) von 60% und beim
NP-Peptid (Peptid 29/30) von 50%. In der Kontrollgruppe ohne Immunogen oder Modulator
waren nur beim H5-Peptid 20% messbar und in der Kontrollgruppe ohne Immunogen aber
mit GM-CSF lagen die Werte bei 10% beim H5-Peptid und 10% beim NP-Peptid, vermutlich
aufgrund statistischer Ausrei3er. Durch den Einsatz des Immunomodulators GM-CSF wurde
die Quote auf 70% fur das H5- oder das NP-Peptid gesteigert. Weder das publizierte
immunodominante Peptid von M1 noch das von M2 erzeugte eine Reaktion im ELISpot Uber
dem Schwellenwert. Vermutlich ist selbst das dominanteste H2d-prasentierte Peptid von M1
oder M2 noch zu wenig immunogen im Vergleich zu denen der beiden anderen Influenza-

Proteine.
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Die Gruppe ohne Immunomodulator erreichte im ELISA beim M1-Protein (M1 d1) mit 100%
von Mausen mit einer Extinktion von mehr als 0,5 die hdchste Ansprechquote. Die Gruppe
mit Immunomodulation durch GM-CSF hatte zwar nur 80% Ansprechquote auf das M1-
Peptid, aber die Antikdrper-Immunantwort war etwas breiter, denn die Proteine des H5 und
des NP erreichten im ELISA 10% und 40%, respektive. Die Kontrollgruppen lagen beide
erwartungsgemar bei 0%.

Phase IV — niedrig dosierte Belastung mit drei Stammen

Die Phase IV diente als erster Infektionsversuch zur Bestimmung des Impfschutzes gegen
eine niedrige todliche Dosis (fiinffache Menge der Dosis mit 50% Maus-Mortalitét, 5 MLDs)
an Influenzaviren dreier verschiedener Stamme. Der erste Stamm war der identische Stamm,
aus dem der Impfstoff konstruiert worden war, Vietnam/1194/2004 (H5N1). Die
homosubtypische Belastung erfolgte mit einem deutschen Stamm desselben Serotyps
H5N1, Germany/R65/2006, und die heterosubtypische Belastung mit dem H1N1-Stamm
PuertoRico/8/1934. Der H1IN1-Stamm ist mauseadaptiert, da mit Ausnahme der H5N1-

Stdmme Influenza fir Mause ohne Passagierung apathogen ist.

Die mit dem GM-CSF-modulierten, tetragenen Impfstoff behandelten Gruppen zeigten bei
der autologen Belastung mit 90% Uberleben im Vergleich zur Leervektor-Kontrollgruppe mit
0% sowie bei der homosubtypischen Belastung mit 80% im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
11% einen weitreichenden Schutz vor der Infektion mit 5 MLDs, beider H5N1-Stamme.
Dagegen konnte kein Impfschutz vor heterosubtypischer Belastung mit dem verwendeten
H1N1-Stamm beobachtet werden. Sowohl die mit GM-CSF-modulierten, tetragenen Impfstoff
behandelten Gruppen als auch die Kontrollgruppe verstarben vollstandig. Das
immunodominante CTL-Epitop des NP im HI1N1-Belastungsvirus (ASNENMETM)
unterscheidet sich von dem korrespondierenden Epitop im Impfstoff (ASNENMEAM) durch
den Austausch der Aminosaure Threonin mit hydroxylierter Seitenkette gegen ein Alanin mit

aliphatischer Seitenkette.

Das immunodominante NP-Peptid (Position 366-74) in C57BIl/6-Mausen mit der Sequenz
ASNENMDAM aus der Literatur wurde in den ELISpots der Phase | verwendet, ab Phase I
wurde auf ASNENMEAM aus dem autologen Stamm Vietnam/1194/2004 gewechselt. Das
korrespondierende NP-Peptid des Stammes Germany/R65/2006 war identisch.
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Phase V — hohe Belastung mit Steigerung der Impfdosis

In Phase V wurden Mause mit jeweils 2 oder 4 Schul3 der Gene Gun an beiden
Immunisierungstagen behandelt. Zwei Wochen nach der zweiten Immunisierung wurden die

Mause jeweils mit 50 MLDs, eines der beiden H5N1-Stamme intranasal belastet.

Auch bei der hohen Belastungsdosis war der Impfschutz gegen beide H5N1-Stamme zu
beobachten. Die normal geimpfte Gruppe (2 x 2 Schul) war mit 70% Uberlebenden nach
Infektion mit Germany/R65/2006 und 70% nach Vietham/1194/2004 im Vergleich zu den
Kontrollgruppen mit jeweils 0% und 16%. Diese Uberlebensraten lieRen sich durch
Verdopplung der Impfdosis (2 x 4 Schul?) auf 86% und 22%, respektive, verandern. Hierbei
zeigte sich, dass eine Sattigung der Impfreaktion mit 2 x 2 Schuf3 beim Stamm R65 noch
nicht erreicht wurde. Beim Stamm VN1194 zeigte sich mdglicherweise eine Kompetition
zwischen Lunge und Haut beziglich der Rekrutierung von zytotoxischen T-Zellen, wodurch
keine Wirkungssteigerung bei Dosissteigerung mehr auftrat. Dieser Effekt kann durch
Verlangerung des Zeitraumes zwischen Impfung und Belastung umgangen werden. Die
Dosis-Wirkungs-Beziehung zeigte beim Stamm R65 eine proportionale bis synergistische
Tendenz, die durch weitere Erhéhung der Impfdosis und der Messpunkte genauer untersucht
werden sollte. Die vergleichsweise hohere Pathogenitat des H5N1/Vietham/1194/2004 im
Vergleich zu H5N1/Germany/R65/2006 liegt vermutlich daran, dass ersteres Virus als
humanes Isolat bereits Anpassungen flr Saugetierzellen aufwies, wahrend R65 aus einem

Hockerschwan stammte.

Phase VI — Korrelate des Impfschutzes bei mittlerer Belastung

Die letzte Belastungsphase mit vorheriger Impfung mit H5N1-Immunogenen diente der
Ermittlung der schitzenden Komponenten im tetragenen Influenzaimpfstoff gegen
homosubtypische Belastung, welche im Vergleich zur autologen Belastung den typischeren

Infektionsfall in der Natur darstellt.
Wahrend die H5co- oder NPco-immunisierten Gruppen mit 20% und 30% Uberlebensrate

geschutzt waren, verstarben die Mlco- oder M2co-immunisierten Tiere vollstandig. In der

Kontrollgruppe mit Leervektor Uberlebten 10%. Die Gruppe des tetragenen Impfstoffs zeigt
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eine additive Tendenz der beiden wirksamen enthaltenen Gene mit 60% Uberlebensrate

beim tetragenen Impfstoff.

Tabelle 13 - Zusammenfassung der Belastungsversuche mit dem tetragenem, GM-CSF-

verstarkten Impfstoff der HSN1-Gene

Uberlebensraten 2X 2 Schuss 2x 2 Schuss 2x 2 Schuss 2X 4 Schuss

5 MLDsg 10 MLDsg 50 MLDsg 50 MLDsg

Autologe Belastung

90% n.t. 70% 22%
VietNam/1194/2004
Homosubtypisch
80% 60% 70% 86%
Germany/R65/2006
Heterosubtypisch
0% n.t. n.t. n.t.
PuertoRico/8/1934
Kontrollgruppen 0% VN1194 16% VN1194 16% VN1194
0, 0, 0, 0,
nach Belastungsstamm 11% R65 10% R65 0% R65 0% R65
0% PR8

Ein auf zytotoxischen T-Zellen basierender Schutz vor Influenzainfektion mit einem

352 353 354 355 356 357 358

autologem Stamm ist bereits oft gezeigt worden , auch in Primaten "

Auch wurden kreuzreaktive CTL gegen Peptide der H5N1-Influenza in Menschen " 3%9 3¢

354

und Mausen nachgewiesen. Ebenso konnten Mischungen von HA- und NP-

%1 inaktiviertes Virus **2, DNA & Adenovirale

exprimierenden Vesiculostomatitis Viren (VSV)
Vektoren (Ad5) 3% 3% elektroporierte DNA *%*, H5-Plasmiden **°, NP-Plasmiden **’, MVA-H5
%8 einen Schutz gegen mehr als nur den autologen Stamm vermitteln, jedoch beruhte der
Impfschutz auf Antikérpern. Entgegen mancher Meinung **® konnten wir hier zeigen, dass

hohe Zahlen an zytotoxischen T-Zellen vor einer Influenzaerkrankung schiitzen kénnen.
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Phase VIlI — Transfer der Erkenntnisse auf die Schweinegrippe

Die mexikanische Schweinegrippe HIN1 und ihre Varianten haben die ho6chste
Pandemiestufe 6 der WHO ausgelost, weil dieser Erreger hohe Infektionszahlen und eine
geringe praexistierende Herdenimmunitat aufwies. Weiterhin hatte die WHO im Februar
2009 die Einstufungskriterien verscharft, wodurch das Erreichen der Stufe 6 bei vielfacher
humaner Ubertragung in mindestens 2 WHO-Weltregionen eintrat. Das Fehlen der
Sterberate (Mortalitat) eines Erregers in der Stufen-Definition ist kritisiert worden *®°. Trotz
des relativ milden Verlaufs wurden bis April 2010 tUber 17700 Tote der Schweinegrippe in

213 Landern labordiagnostisch bestatigt 3.

Die Ahnlichkeit des aus der Schweinegrippe stammendem NPsg6.74-Peptids ASNENVETM
und das im urspringlich vorgesehenen Belastungsstamm vorkommende ASNENVEIM liel3
hoffen, dass auch diese Peptide in C57BI/6-M&usen hohe Zahlen an Interferon-y-
sezernierenden Zellen induzieren kdnnen und so vor Belastung mit dem homosubtypischen
H1IN1-Virus (A/Regensburg/D6/2009 Maus-adaptiert) schitzen konnen. Diese Hoffnung
wurde in der SYFPEITHI-Simulation gestitzt durch die noch hohere berechnete
Bindungsaffinitdat des Schweinegrippe-basierten Peptids an den MHC-Haplotyp H2b im

Vergleich zum Vogelgrippe-basierten immunodominanten NP-Peptid.

Das korrespondierende Epitop im letztendlich verwendeten HIN1-Stamm A/PuertoRico/8/34
war ASNENMETM, mit einem Aminosaure-Austausch an Position 371. Aufgrund der
Methylierungen der Seitenkette weist das Methionin in dem CTL-Epitop dieses
Belastungsstammes vermutlich gréRere Ahnlichkeit zum entsprechenden Valin des
Impfstammes auf als beim urspringlich vorgesehenen Belastungsstamm. Bei dem
ursprunglich vorgesehenen Schweinegrippe-Belastungsstamm ist ein Austausch der
aliphatischen Seitenkette des Isoleucins mit einer polaren Gruppe wie der des hydroxylierten
Threonins an Position 373 zu verzeichnen — und in Phase 1V wurde der fehlende Impfschutz
bereits mit dem heterologen Belastungsstamm (ASNENMETM gegen ASNENMEAM im
Impfstamm) beobachtet. Das Fehlen der erwarteten Kreuzreaktivitdt und des Impfschutzes
beim H1N1-basierten NPcosw-Konstrukt lag daher vermutlich am Austausch des an der
Seitenkette methylierten Schwefels des Methionins gegen ein Valin mit aliphatischer
Seitenkette an Position 371 des Nucleoproteins im immunodominanten CTL-Epitop bei
C57Bl/6-Mausen.

Leichte Unterschiede im dominanten NP-Epitop koénnen die Breitenwirksamkeit des

Impfschutzes aushebeln ?*° %! 22 |etztendlich muss man CTL-Induktion und Impfschutz im
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Einzelfall untersuchen und durch mehr als einen Angreifpunkt die Fluchtmutationen

verhindern. Die Vorhersage eines Impfschutzes vor Influenza bleibt mangelhaft 3 372 373 374
375

Ausblicke

Eine Uberpriifung der Korrelation der Schutzwirkung mit dem NPsg6.74-Epitop kann durch
Belastungsversuche in ,Knock-Out‘“-Mausen fur humorale und zellulare Immunitat nach
vorhergehender Impfung einzelner Influenza-Gene durchgefuhrt werden. Zuséatzlich bieten
sich auch selektive Zelldepletionen (CD4, CD8) und adoptive Transfers von zytotoxischen T-

Lymphozyten und Antikdrpern als Versuch an.

Belastungsversuche mit vorheriger Impfung mit jeweils einer Punktmutante des NP der
variablen Positionen 371, 372 und 373 kdnnten die Schutzwirkung einzelner Epitopvarianten
bezlglich anderer Stamme aufzeigen — in Anlehnung an die in der Natur existierenden
NPsg6.74-Varianten — mit einer anschlieRenden Infektion mit jeweils einem der vier hier

verwendeten Virenstdmme (2x H5N1, 2x H1N1).

Das Ziel der Induktion von zytotoxischen T-Zellen gegen Influenza ist der heterosubtypische
Schutz auch vor einer H5N1-Infektion, wie es bisher nur mit in Liposomen aus
Phosphatidylcholin und Cholesterol verpackte, rekombinante Proteine *"®, liposomalen CTL-

Epitopen *"’, durch y-Bestrahlung inaktivierte Viren 37 37 %

, intranasal applizierte,
inaktivierte Viren mit Mycelextrakten von Phellinus linteus *!, oder M2- und NP-transgene

adenovirale Vektoren %% erreicht wurde.

Mit den bei Influenza haufiger auftretenden NPgg6.74-Epitopen ASNENMDAM, ASNENMDTM
und den hier verwendeten ASNENMEAM und ASNENMETM wird ein groRer Teil der
NP3s6.74-Varianten der Influenzaviren abgedeckt 7 32 *¥* mit den Epitopen ASNENVEIM und
ASNENVETM waren auch Schweinegrippe-Isolate eingeschlossen. Die Vogelgrippe-Isolate
Indonesiens der Jahre 2005-2006 weisen ASNENMEVM auf, ASNENVEAM trat in
Vogelgrippe-lsolaten aus Honkong im Jahre 1997 auf, ASNENMDNM in H3N2-Isolaten aus
Memphis im Jahre 1990. H5N1-Isolate von Hihnern aus Guiyang (China, 2005) und von
Enten aus Guanxi (China, 2004) besitzen die selteneren Epitope ASNENIETM und
ASNENLETM *%,
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Eine Kombinationsimpfung dieser NP-Punktmutanten konnte ebenfalls zu einem breiteren
Impfschutz fuhren. Dies gilt auch fir die Induktion Interferon-y-sezernierender Zellen durch
M1-Konstrukte. Eine Moglichkeit zur Umgehung der CTL-Immundominanz, also der
Bevorzugung einzelner Peptide wahrend der Immunantwort, ist die zeitliche oder lokale
Trennung der Impfungen mit diesen immunorezessiven CTL-Epitopen. Dies gilt auch fur die
immunrezessiven CTL-Epitope von H5co und M2co. Diese Erkenntnisse konnten dann auf
das entsprechende humane immunodominante CTL-Epitop des NP ubertragen und an
immunologisch humanisierten Mausen untersucht werden. Die Verwendung multipler
Fluchtvarianten eines Epitops zur Immunisierung sollte die Gefahr von Fluchtmutationen
senken, deren Bandbreite zusatzlich durch die ohnehin bestehende funktionale Selektion
begrenzt wird. Ein zuséatzlich polygener Ansatz erhéht den immunologischen Selektionsdruck
auf das Virus und verringert die Gefahr von Fluchtmutationen, da die Wahrscheinlichkeit der
gleichzeitigen Entstehung von mehreren Fluchtmutationen mit jeder weiteren Selektion

abnimmt.

Bei dem verwendeten Hamagglutinin von Vietnam/1203/2004 wurde auch aus anderen
Quellen uiber niedrige Ausbeuten berichtet **. Diese spiegelt sich auch in der H5-Expression
der in unserer Arbeitsgruppe existenten H5-transgenen Adeno-assoziierten Viren,
Adenoviren und ,Modified Vaccinia Ankara“ (MVA) wieder. Das H5-Antigen kann mit einem
Hamagglutinins mit starkerer Expression gewechselt werden, jedoch empfehlen sich fir H5-
und insbesondere M2-Konstrukte andere Impfstrategien als eine polygene Impfung von
Plasmid-DNA per Gene Gun, weil die damit verbundene Ty;-Polarisierung selten eine
Induktion von Antikdrpern in einem schitzenden Umfang erlaubt und beide als
Oberflachenproteine  fur  Antikdrper zugadnglich sind, sofern sie nicht durch
Zelloberflachenproteine maskiert werden.

387 388 389 3% 391 gind peschrieben und werden

Breitenwirksame neutralisierende Antikorper
momentan fir eine passive (nicht-prophylaktische) Immunisierung von Menschen
vorbereitet. Daraus erfolgten aber bisher nur Versuchsanséatze bei der Ectodoméne des M2

392

(M2e) als Fusionsprotein mit einer Tetramerisierungsdomane oder bei repetitiven

Peptiden der Ectodoméane 3% 3%

mit einer Immunisierung zur Erzeugung dieser Antikorper in
den geimpften Versuchstieren. Eine Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten findet
mangels Ubertritt ins Zytosol und der Prozessierung und Prasentation an MHCI nicht statt.
Mogliche Reaktionen auf den aus der Hefe stammenden Anteil des Proteins und
Wechselwirkungen mit der Darmflora wurden nicht untersucht. Auch kann die Verabreichung
von M2e-DNA in Schweinen eine Erkrankung verschlimmern *%°. M2 sollte daher dimer oder

tetramer in paralleler Orientierung auf einem Konstrukt prasentiert werden ®*°, bei dem die
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kurze M2-Ektodoméane nicht mit anderen zellularen oder viralen Proteinen maskiert wird.
Diese Konstrukte konnen nicht per Gene Gun verabreicht werden, da eine endogene
Expression des M2-Proteins durch den Impfling dessen Maskierung durch wirtseigene

Zelloberflachenproteine einschlieRt 3%%3%,

Die extrazellulare Doméne des Hamagglutinins ist hochvariabel und daher ist die
Antikorperantwort dagegen stammspezifisch. Durch eine Deletion von Membran-distalen
Teilen der extrazellularen Doméne konnten die bisher selten beobachteten breit-
neutralisierenden Antikérper gegen den Membran-proximalen Bereich der Fusionsdoméne
auch durch Immunisierung erzeugt werden, auch hier misste einer Maskierung vorgebeugt

werden 387 388 389 390.

Weitere Kombinationen von Zytokinen und Kostimulatoren kdnnten einen Synergismus mit
der Wirkung des Tys-polarisierenden Immunomodulators GM-CSF aufweisen, oder —
vermutlich auf Kosten der zytotoxischen T-Zell-Antwort — eine starkere Antikérperinduktion
ermdglichen. Insbesondere die Koapplikation von Expressionsvektoren doppelstrangiger,
nichtkodierender RNA viralen Ursprungs von Uber 90 bp Lange kénnte mit der Gene Gun
angewendet Uber eine zusatzliche Aktivierung des TLR3 der dendritischen Zellen der Haut

(Langerhans-Zellen) die Antigenprozessierung und -prasentation verbessern 3%.

Eine Beschichtung der Gene Gun Munition mit Polyethylenimin (PEI) an Stelle von

Polyvinylpyrrolidon (PVP) kénnte die Transfektionsrate der Gene Gun erhdhen *%'.

Da der Knall der Gene Gun so laut ist, dass die Mause daftir narkotisiert werden missen und
die Bediener einen Horschutz tragen mussen, wirde ein Schalldampfer die Akzeptanz einer
Anwendung am Menschen erhdhen. Die in vivo Transfektion ist eine ebenfalls Tyi-
aktivierende Methode, die diesen Umstand umgeht, weniger Infrastruktur erfordert und eine
Antikdrperinduktion erleichtert. Erfolgt diese Applikation auf Schleimhauten, kénnten zudem
mucosale Antikorper induziert werden, welche insbesondere gegen Infektionen der Mucosa

der Atemwege wie bei Influenza sinnvoll sein kénnten.

Eine kovalente Konjugation von Plasmid-DNA an ein Zell-penetrierendes Peptid (CPP)
wurde bisher nicht mit Erfolg versucht. Ein synthetisches Konstrukt aus einem Zell-
penetrierenden Peptid (wie Tat) als ,Peptide Nucleic Acid“ (PNA) und einer zum Ruckgrat
des pTH-Vektors komplementaren DNA-Sequenz  ermdglicht  vermutlich  die
sequenzspezifische Hybridisierung des PNA-DNA-Konstrukts mit dem Plasmiden und

gleichzeitig eine Verbesserung der zellularen Aufnahme, Expression und Immunantwort.
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Zusammenfassung

DNA-Impfstoffe konnen, per Gene Gun verabreicht, vergleichsweise hohe Zahlen an
zytotoxischen T-Lymphozyten induzieren. Im Gegensatz zu gespaltenen oder inaktivierten
Viren kann mit konservierten CTL-Epitopen eine breitere Immunitat gegen mehrere

Virusstamme vermittelt werden.

Im Verlauf dieser Arbeit wurden die Gene HA, M1, M2 und NP von Influenza
(A/Vietnam/1194/2004, H5N1-clade 1) in Codon-optimierter und Wildtyp-Variante erzeugt
und in das Plasmid pTH ligiert. Die Plasmid-Praparationen wurden auf ihren Gehalt an
Lipopolysacchariden hin untersucht. Nach einer Uberpriifung der Expression in Zellkulturen
wurden Mause per Gene Gun mit den DNA-Konstrukten in Kombinationen mit Plasmiden
von Immunomodulatoren geimpft. Als Immunomodulatoren wurden Plasmide von GM-CSF,
IL-12 und IL-21 in Kombinationen appliziert. Impfreaktionen wurden im ELISpot und ELISA
untersucht. Unter den von Influenza abgeleiteten, untersuchten Peptiden war das Peptid
NP3e6.374 immunodominant in C57BI/6-Mausen. Uber 80% der immunisierten Mause hatten

im ELISpot > 1600 Spots / Million Splenozyten gegen dieses Epitop.

Der aus den vier Influenzagenen bestehende, GM-CSF-verstarkte Impfstoff wurde fur
Belastungsstudien mit verschiedenen Influenzastdmmen eingesetzt und vermittelte Gber
80% Schutz gegen bis zu 50 MLDs, eines aus einer anderen HS5N1-Untergruppe
stammenden Virus (A/Germany/R65/2006, HSN1-clade 2.2), nicht aber gegen 5 MLDs, eines
H1N1-Stamms (A/PuertoRico/8/1934). Dieser Schutz basierte hauptsachlich auf dem Gen
des Nucleoproteins (NP) und in geringerem Umfang auf dem Hamagglutinin. Eine
Aminosauresubstitution an der variablen Position 373 des in der zytotoxischen
Immunantwort von Mausen immunodominanten NPzg6.74-Peptids im Belastungsstamm fiihrte

wahrscheinlich zum kompletten Verlust des NP-basierten Impfschutzes.
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Summary

When applied with a Gene Gun, DNA vaccines are able to induce a relatively strong
cytotoxic T-cell response. Immunity against a wider range of virus strains may therefore be
achieved compared to that induced using split viruses or inactivated viruses.

In this study, the HA, M1, M2 and NP genes of influenza (A/Viethnam/1194/2004, H5N1-clade
1) were produced in both wild-type and codon-optimised forms and ligated into the plasmid
pTH. Plasmid preparations were tested with regard to their lipopolysaccharide content. After
confirming protein expression in cell culture, mice were immunised with the DNA constructs
via Gene Gun together with immunomodulatory plasmids (GM-CSF, IL-12 and IL-21) in
different combinations. The resulting immune reactions were analysed by ELISpot and
ELISA. Of the peptides tested, NPsss-374 was found to be immunodominant in C57BI/6 mice,
with over 80% of the immunized mice developing epitope-specific T-cell frequencies of 1600

or more per million splenocytes in the ELISpot.

The protective efficacy of a vaccine containing plasmids coding for four influenza genes plus
GM-CSF was evaluated by challenging immunised mice with pathogenic influenza virus.
Over 80% of mice could be protected against challenge with up to 50 MLDso of a virus
belonging to a different H5N1 clade (A/Germany/R65/2006, H5N1-clade 2.2), but not against
5 MLDso of an H1N1 strain (A/PuertoRico/8/1934). This protection relied predominantly on
responses to the nucleoprotein (NP) gene and to a lesser extent to those specific for
hemagglutinin. An amino acid substitution at the variable position 373 in the
immunodominant peptide NPsss-74 for cytotoxic T-cells appeared to abrogate the NP-based
protection.
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Anhéange

Verwendete Puffer und Reagenzien

DMEM komplett
100 ml/l Fetal Bovine Serum (Biochrom)

10 mi/I 200 mM Glutaminlésung
mit 0,85% NaCl (Gibco BRL)
5 ml/l PenStrep-L6sung (Gibco BRL)
(= 80 U/ml Penicillin, 80 mg/l Streptamycin)
In Dulbecco & Vogt's
Modified Eagle’s Medium
(DMEM von Gibco BRL)

Phosphate-buffered Saline (PBS)
0,137 M NacCl

0,0027 M KCI

0,0081 M NaH2PO4

0,0015 M KH2PO4

In Ag.dest.

Mit HCl ad pH 7,2

Trypsin-EDTA-L6sung

2,5 g/l Trypsin
1 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

RPMI 1640 komplett

100 ml/l Fetal Bovine Serum (Biochrom)
10 ml/l Glutaminlésung (Gibco BRL)

5 ml/l PenStrep-Ldsung (Gibco BRL)

50 uM B-Mercaptoethanol

Institute

In Roswell Park Memorial

Medium (RPMI1640 von Gibco BRL)

TritonX-100-Lysispuffer
20 mM Tris

150 mM NaCl

10 ml/l TritonX-100

Mit HCl ad pH 7,7

Frisch anzusetzen :

1 Tablette pro Liter von Roche Complete

TE-Puffer

10 mM Tris

1 mM EDTA

In Ag.dest.

Mit HCl ad pH 8
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DNA-Probenpuffer
650 g/l Saccharose

4 g/l Orange G
10 mM EDTA
in TE-Puffer

Trenngelpuffer
1,5 M Tris

In Ag.dest.
Mit HCI ad pH 8,8

Lammli-Probenpuffer

20 g/l Natriumlaurylsulfat

50 ml/l B-Mercaptoethanol (=710 mM)
250 ml/l Glycerol

125 ml/l Sammelgelpuffer pH 6,8
0,01 % Bromphenolblau

In Ag.dest.

Transferpuffer (Blotpuffer)
25 mM Tris

192 mM Glycin

200 ml/l Methanol

In Ag.dest.

PBS-T
1 ml/l Tween20 von Sigma
In PBS

TAE-Puffer

40 mM Tris

20 mM Essigsaure
1 mM EDTA

In Ag.dest., pH 8,2

Sammelgelpuffer
0,5 M Tris
In Ag.dest.
Mit HCI ad pH 6,8

PAGE-Puffer (Laufpuffer)
3,03 g/l Tris (= 25 mM)
14,41 g/l Glycin (= 192 mM)
1 g/I Natriumlaurylsulfat

In Ag.dest., pH 8,3

Blot-Blockierungspuffer

Frisch anzusetzen :
50 g/l Magermilchpulver (Sucofin)
In PBS-T

Denaturierungspuffer

6M Urea
100mM B-Mercaptoethanol
In Ag.dest.



Gelfixierldsung

5% V/V Essigsaure
(mit 96% V/IV)

40% V/V Ethanol

(mit 96% V/V, vergallt)
In Ag.dest.

Adsorptionspuffer

50 mM Natriumhydrogencarbonat
0,2 g/l Natriumazid

In Ag.dest.

Mit NaOH ad pH 9,6

ELISA-Blockpuffer (PM)

Frisch anzusetzen :

20 g/l Magermilchpulver
In PBS

OPD-HRP-Substratpuffer
50 mM Citronenséaure

50 mM Natriumdihydrogenphosphat
Mit HCl ad pH 5

Frisch anzusetzen :

400 mg/l o-Phenylendiamin

400 ml/l H202 (30%)

AEC-HRP-Substratpuffer
20mM Natriumacetat

In Ag.dest.

Mit H2SO4 ad pH 5

Frisch anzusetzen :

1 ml/l H202 (30%)

200 mg Aminoethylcarbazol in 50 ml DMF
pro Liter Puffer

ELISA-Waschpuffer (PT)
0,5 ml/l Tween20
In PBS

ELISA-Blockpuffer mit Tween (PMT)
0,5 ml/l Tween20
In ELISA-Blockpuffer

SOC-Medium
20 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt
4 g/l Glucose

10 mM NacCl

2,5 mM KCI

5 mM MgCI2

In Ag.dest.
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Luria-Bertani-Medium (LB-Amp)

10 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt

1 g/l NaCl

In Ag.dest.

Mit NaOH ad pH 7,5

Frisch anzusetzen :

Ad 100 mg/I Ampicillin (Roth)

Agarplatten

50 g/l Agar

In LB oder 2YT Medium
Antibiotikum kurz vor dem GielRen

hinzugeben

10 x FACS-Blockierungslésung
1 mg/ml anti-CD16/CD32
0,5 mg/ml Ratten IgG

IF-Fixierungslosung

40 g/l Paraformaldehyd
In PBS aufgekocht, dann filtriert
10 g/l Tween20 (frisch zugesetzt)

2YT-Medium

16 g/l Trypton

10 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl

In Ag.dest.

Mit NaOH ad pH 7

FACS-PBS

20 ml/I Fetal Bovine Serum
1 g/ NaN3

In PBS

Erythrozyten-Lysepuffer
8,6 g/l NH,CI

150 mM NacCl

20 mM Tris

mit HCl ad pH 7,2

IF-Blockierungslésung

20 ml/l Fetal Bovine Serum
In PBS



Verwendete Zellinien

Zellinie Herkunft Medium
Topl0 E.coli, gram-negativ, fakultativ anaerob LB oder 2YT
HEK293T Humane Nierenzelllinie DMEM komplett
COs7 Cercopithecus aethiops (AGM) Fibroblastenlinie DMEM komplett
NIH3T3 Murine Fibroblastenlinie RPMI1640
Milzzellen  C57BI/6 und Balb/c Maus (in Suspension gehalten) RPMI1640
Verwendete Antikrper
Spezifitat Verwendung Klon & Lieferant & Charge
Herkunft Artikelnr.
Anti-HA wB SantaCruz
Maus IgG
Anti-M1 wB SantaCruz
Maus IgG
Anti-M2 WB 14C2 SantaCruz
Maus IgG1 Sc32238
Anti-NP WB 5D8 SantaCruz
Maus IgG2a Sc80481
anti-v5 WB MCA1360 Serotec 0702
Maus 1gG MCA1360
anti-V5- WB Invitrogen 1229769
HRP-Konjugat Maus 1gG2a 46-0708
Anti-V5 WB V5-10 SigmaAldrich
HRP-Konjugat Maus 1gG V2260
Anti-V5 IF V5-10 SigmaAldrich
Cy3-Konjugat Maus IgG V4014
Anti-TLR4/MD2 FACS MTS510 eBioscience
PE-Konjugat Ratte 1gG2a MTS510
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Score Sheet” der taglichen Inspektion nach einer Infektion

Fur das Score Sheet wurden folgende Einteilung verwendet :

0 = Habitus, Bewegungsdrang, Atmung unauffallig,

1 = struppiges Fell, verminderte Bewegung,

2 = vorubergehende Apathie

3 = Husten

4 = Husten und Zittern

5 = Hinterbein-Paralysen oder 20 % Gewichtsverlust

6 = tot

Abbruchkriterium ist das Erreichen der Stufe 5

Weitere Kriterien unter :

http://www.charite.de/tierschutz/download/Abbruchkriterien-Berliner-
TSchB 2Auflage2009.pdf
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Verwendete Primer

H5wtF GTACGTACGTAAGCTTAGATCTCCCGCCGCCACCatggagaaaatagtgcttctttttge
H5wtR GGGTCGTTACAATGCAGAATTTGCATTATGGATGACCTAGGATCCGTACGTACGT

M1wtF GTACGTACGTAAGCTTAGATCTCCCGCCGCCACCatgagtcttctaaccgaggtcgaaacy
M1IwtR ACGTACGTACGGATCCTAGGTCATCCATctccaattctatgttgacaaaatgaccatc

M2wtFusionF Atgagtcttctaaccgaggtcgaaacgcctaccagaaacgaatgggagtgca
M2wtFusionR Tgcactcccattcgtttctggtaggegtttcgaccteggttagaagactcat

M2wtF GTACGTACGTAAGCTTAGATCTCCCGCCGCCACCatgagtcttctaaccgaggtcgaaacy
M2wtR ACGTACGTACGGATCCTAGGTCATCCATctccaattctatgttgacaaaatgaccatc
NPwtF GTACGTACGTAAGCTTAGATCTCCCGCCGCCACCatggcgtctcaaggcaccaaacga
NPwtR ACGTACGTACGGATCCTAGGTCATCCATTTCTTCCGCGTTATCGCCAAAAAA

pTHF CTTTCCATGGGTCTTTTCTG

pTHR CCAGTGTGATGGATATCTG

V5mutStopF ATGGATGACCTATGATCCATTCCAAACCC
V5mutStopR  GGGTTTGGAATGGATCATAGGTCATCCAT
M13F GTAAAACGACGGCCAGTG
M13R GGAAACAGCTATGACCATG

coM2, +Strang 5’->3’

M2coTopl AAGCTTAGATCTCCCGCCGCCACCatgAGCCTGCTGACCGAGGTGGAGAC
M2coTop2 CCCCACCCGCAACGAGTGGGAGTGCCGCTGCAGCGACAGCAGCGACCCCA
M2coTop3 TTGTGGTGGCCGCCAACATTATTGGCATTCTGCACCTGATTCTGTGGATT
M2coTop4 CTGGACCGCCTGTTCTTCAAGTGCATTTACCGCCGCCTGAAGTACGGCCT
M2coTop5 GAAGCGCGGCCCCGCCACCGCCGGCGTGCCCGAGAGCatgCGCGAGGAGT
M2coTop6 ACCGCCAGGAGCAGCAGAGCGCCGTGGACGTGGACGACGGCCACTTCGTG
M2coTop7 AACATTGAGCTGGAGGATGACCTAGGATCCGTACGT (weggelassen)

coM2, -Strang 5'->3’

M2coBot6 ACGTACGGATCCTAGGTCATCCTCCAGCTCAATGTTCACGAAGTGGCCGTCGTCCACGTCC
M2coBot5 ACGGCGCTCTGCTGCTCCTGGCGGTACTCCTCGCGCcatGCTCTCGGGCAC

M2coBot4 GCCGGCGGTGGCGGGGCCGCGCTTCAGGCCGTACTTCAGGCGGCGGTAAA

M2coBot3 TGCACTTGAAGAACAGGCGGTCCAGAATCCACAGAATCAGGTGCAGAATG

M2coBot2 CCAATAATGTTGGCGGCCACCACAATGGGGTCGCTGCTGTCGCTGCAGCG

M2coBotl GCACTCCCACTCGTTGCGGGTGGGGGTCTCCACCTCGGTCAGCAGGCTCa

M2coBot0 tGGTGGCGGCGGGAGATCTAAGCTT (weggelassen)

NPco, +Strang 5’->3’

NPcoTopl GTACGTACGTAAGCTTAGATCTCCCGCCGCCACCatgGCCAGCCAGGGCA
NPcoTop2 CCAAGCGCAGCTACGAGCAGatgGAGACCGGCGGCGAGCGCCAGAACGCC
NPcoTop3 ACCGAGATTCGCGCCAGCGTGGGCCGCatgGTGAGCGGCATTGGCCGCTT
NPcoTop4 CTACATTCAGatgTGCACCGAGCTGAAGCTGAGCGACTACGAGGGCCGCC
NPcoTop5 TGATTCAGAACAGCATTACCATTGAGCGCatgGTGCTGAGCGCCTTCGAC
NPcoTop6 GAGCGCCGCAACCGCTACCTGGAGGAGCACCCCAGCGCCGGCAAGGACCC
NPcoTop7 CAAGAAGACCGGCGGCCCCATTTACCGCCGCCGCGACGGCAAGTGGGTGC
NPcoTop8 GCGAGCTGATTCTGTACGACAAGGAGGAGATTCGCCGCATTTGGCGCCAG
NPcoTop9 GCCAACAACGGCGAGGACGCCACCGCCGGCCTGACCCACCTGatgATTTG

NPcoTop10 GCACAGCAACCTGAACGACGCCACCTACCAGCGCACCCGCGCCCTGGETGC
NPcoTopll GCACCGGCatgGACCCCCGCatgTGCAGCCTGatgCAGGGCAGCACCCTG
NPcoTop12 CCCCGCCGCAGCGGCGCCGLCCGGLCGECCGCCETGAAGGGCGTGGGCACCat
NPcoTop13 GGTGatgGAGCTGATTCGCatgATTAAGCGCGGCATTAACGACCGCAACT
NPcoTopl4 TCTGGCGCGGCGAGAACGGCCGCCGCACCCGCATTGCCTACGAGCGCatg
NPcoTopl15 TGCAACATTCTGAAGGGCAAGTTCCAGACCGCCGCCCAGCGCGCCatgat
NPcoTopl6 GGACCAGGTGCGCGAGAGCCGCAACCCCGGCAACGCCGAGATTGAGGACC
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NPcoTopl7
NPcoTop18
NPcoTopl9
NPcoTop20
NPcoTop21
NPcoTop22
NPcoTop23
NPcoTop24
NPcoTop25
NPcoTop26
NPcoTop27
NPcoTop28
NPcoTop29
NPcoTop30
NPcoTop31

TGATTTTCCTGGCCCGCAGCGCCCTGATTCTGCGCGGCAGCGTGGCCCAC
AAGAGCTGCCTGCCCGCCTGCGTGTACGGCCTGGCCGTGGCCAGCGGCTA
CGACTTCGAGCGCGAGGGCTACAGCCTGGTGGGCATTGACCCCTTCCGCC
TGCTGCAGAACAGCCAGGTGTTCAGCCTGATTCGCCCCAACGAGAACCCC
GCCCACAAGAGCCAGCTGGTGTGGatgGCCTGCCACAGCGCCGCCTTCGA
GGACCTGCGCGTGAGCAGCTTCATTCGCGGCACCCGCGTGGTGCCCCGCG
GCCAGCTGAGCACCCGCGGCGTGCAGATTGCCAGCAACGAGAACatgGAG
GCCatgGACAGCAACACCCTGGAGCTGCGCAGCCGCTACTGGGCCATTCG
CACCCGCAGCGGCGGCAACACCAACCAGCAGCGCGCCAGCGCCGGCCAGA
TTAGCGTGCAGCCCACCTTCAGCGTGCAGCGCAACCTGCCCTTCGAGCGC
GCCACCATTatgGCCGCCTTCACCGGCAACACCGAGGGCCGCACCAGCGA
CatgCGCACCGAGATTATTCGCatgatgGAGAGCGCCCGCCCCGAGGACG
TGAGCTTCCAGGGCCGCGGCGTGTTCGAGCTGAGCGACGAGAAGGCCACC
AACCCCATTGTGCCCAGCTTCGACatgAACAACGAGGGCAGCTACTTCTT

CGGCGACAACGCCGAGGAGtacgacaacATGGATGACCTAGGATCCGTACGTACGT

NPco, -Strang 5’->3’

NPcoBotl

NPcoBot2

NPcoBot3

NPcoBot4

NPcoBot5

NPcoBot6

NPcoBot7

NPcoBot8

NPcoBot9

NPcoBot10
NPcoBotl1l
NPcoBot12
NPcoBot13
NPcoBotl14
NPcoBot15
NPcoBot16
NPcoBotl1l7
NPcoBot18
NPcoBot19
NPcoBot20
NPcoBot21
NPcoBot22
NPcoBot23
NPcoBot24
NPcoBot25
NPcoBot26
NPcoBot27
NPcoBot28
NPcoBot29
NPcoBot30
NPcoBot31

GTACGTACGTAAGCTTAGATCTCCC

GCCGCCACCatgGCCAGCCAGGGCACCAAGCGCAGCTACGAGCAGatgGA
GACCGGCGGCGAGCGCCAGAACGCCACCGAGATTCGCGCCAGCGTGGGLC
GCatgGTGAGCGGCATTGGCCGCTTCTACATTCAGatgTGCACCGAGCTG
AAGCTGAGCGACTACGAGGGCCGCCTGATTCAGAACAGCATTACCATTGA
GCGCatgGTGCTGAGCGCCTTCGACGAGCGCCGCAACCGCTACCTGGAGG
AGCACCCCAGCGCCGGCAAGGACCCCAAGAAGACCGGCGGCCCCATTTAC
CGCCGCCGCGACGGCAAGTGGGTGCGCGAGCTGATTCTGTACGACAAGGA
GGAGATTCGCCGCATTTGGCGCCAGGCCAACAACGGCGAGGACGCCACCG
CCGGCCTGACCCACCTGatgATTTGGCACAGCAACCTGAACGACGCCACC
TACCAGCGCACCCGCGCCCTGGTGCGCACCGGCatgGACCCCCGCatgTG
CAGCCTGatgCAGGGCAGCACCCTGCCCCGCCGCAGCGGCGLCLCGLCGGLG
CCGCCGTGAAGGGCGTGGGCACCatgGTGatgGAGCTGATTCGCatgATT
AAGCGCGGCATTAACGACCGCAACTTCTGGCGCGGCGAGAACGGCCGCCG
CACCCGCATTGCCTACGAGCGCatgTGCAACATTCTGAAGGGCAAGTTCC
AGACCGCCGCCCAGCGCGCCatgatgGACCAGGTGCGCGAGAGCCGCAAC
CCCGGCAACGCCGAGATTGAGGACCTGATTTTCCTGGCCCGCAGCGCCCT
GATTCTGCGCGGCAGCGTGGCCCACAAGAGCTGCCTGCCCGCCTGCGTGT
ACGGCCTGGCCGTGGCCAGCGGCTACGACTTCGAGCGCGAGGGCTACAGC
CTGGTGGGCATTGACCCCTTCCGCCTGCTGCAGAACAGCCAGGTGTTCAG
CCTGATTCGCCCCAACGAGAACCCCGCCCACAAGAGCCAGCTGGTGTGGa
TgGCCTGCCACAGCGCCGCCTTCGAGGACCTGCGCGTGAGCAGCTTCATT
CGCGGCACCCGCGTGGTGCCCCGCGGCCAGCTGAGCACCCGCGGCGTGCA
GATTGCCAGCAACGAGAACatgGAGGCCatgGACAGCAACACCCTGGAGC
TGCGCAGCCGCTACTGGGCCATTCGCACCCGCAGCGGCGGCAACACCAAC
CAGCAGCGCGCCAGCGCCGGCCAGATTAGCGTGCAGCCCACCTTCAGCGT
GCAGCGCAACCTGCCCTTCGAGCGCGCCACCATTatgGCCGCCTTCACCG
GCAACACCGAGGGCCGCACCAGCGACatgCGCACCGAGATTATTCGCatg
AtgGAGAGCGCCCGCCCCGAGGACGTGAGCTTCCAGGGCCGCGGCGTGTT
CGAGCTGAGCGACGAGAAGGCCACCAACCCCATTGTGCCCAGCTTCGACa
TgAACAACGAGGGCAGCTACTTCTTCGGCGACAACGCCGAGGAGtacgac
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IL21co, +Strang 5’->3’

IL21coTopl
IL21coTop2
IL21coTop3
IL21coTop4
IL21coTop5
IL21coTop6
IL21coTop7
IL21coTop8
IL21coTop9
IL21coTopl0

ACACGaagcttAGATCTCCCGCCGCCACCatgGAGCGCACCCTGGTGTGC
CTGGTGGTGATTTTCCTGGGCACCGTGGCCCACAAGAGCAGCCCCCAGGG
CCCCGACCGCCTGCTGATTCGCCTGCGCCACCTGATTGACATTGTGGAGC
AGCTGAAGATTTACGAGAACGACCTGGACCCCGAGCTGCTGAGCGCCCCC
CAGGACGTGAAGGGCCACTGCGAGCACGCCGCCTTCGCCTGCTTCCAGAA
GGCCAAGCTGAAGCCCAGCAACCCCGGCAACAACAAGACCTTCATTATTG
ACCTGGTGGCCCAGCTGCGCCGCCGCCTGCCCGCCCGCCGCGGCGGCAAG
AAGCAGAAGCACATTGCCAAGTGCCCCAGCTGCGACAGCTACGAGAAGCG
CACCCCCAAGGAGTTCCTGGAGCGCCTGAAGTGGCTGCTGCAGAAGatgA
TTCACCAGCACCTGAGCATGGATGACCTAGGATCCGTACGTACGT

IL21co, -Strang 5’->3’

IL21coBotl
IL21coBot2
IL21coBot3
IL21coBot4
IL21coBot5
IL21coBot6
IL21coBot7
IL21coBot8
IL21coBot9
IL21coBot10

CACCatgGAGCGCACCCTGGTGTGCCTGGTGGTGATTTTCCTGGGCACCG
TGGCCCACAAGAGCAGCCCCCAGGGCCCCGACCGCCTGCTGATTCGCCTG
CGCCACCTGATTGACATTGTGGAGCAGCTGAAGATTTACGAGAACGACCT
GGACCCCGAGCTGCTGAGCGCCCCCCAGGACGTGAAGGGCCACTGCGAGC
ACGCCGCCTTCGCCTGCTTCCAGAAGGCCAAGCTGAAGCCCAGCAACCCC
GGCAACAACAAGACCTTCATTATTGACCTGGTGGCCCAGCTGCGCCGCCG
CCTGCCCGCCCGCCGCGGCGGCAAGAAGCAGAAGCACATTGCCAAGTGCC
CCAGCTGCGACAGCTACGAGAAGCGCACCCCCAAGGAGTTCCTGGAGCGC
CTGAAGTGGCTGCTGCAGAAGatgATTCACCAGCACCTGAGCATGGATGA
CCTAGGATCCGTACGTACGT
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Verwendete Peptide

Name des Proteins, Peptidsequenz
Haplotyp b oder d,

Nummerierung

Elispot-Bezeichnung

NP b2 = P2 ARSALILRGSVAHKSCLPACVYGP
NP bl =P1 SVOQRNLPFDRTTVMAAFTGNTEG
HA d14 NAYVSVVTSNYNRRF
HA d13 HNTNGVTAACSHE
HA d12 EIAERPKVRDQAG
HA d5 VTGLRNIPSIQSR
H5 d5 ATGLRNVPQIESR
M2d1l=P1li YRKEQQSAVDADD
NP b3 = P3 NSQVYSLIRPNE
HA d1 ASMHECNTKCQT
HA d12 KLKNSYVNKKGK
HA d11 VLWGIHHPPNSK
HA d3 CPKYVRSAKLRM
M1dl=Pli KAVKLYRKLKRE
HA d2 SSFERFEIFPK

HA d7 TYVSVGSTSTL

HA b2 = P2 SQLKNNAKEI

HA d4 KYVKQNTLKL
HAbl=P1 TGLRNIPSI

HA d6 LYQNVGTYV

HA d8 LYEKVKSQL
H5d10=P1i IYSTVASSL

HA d9 VYQILAIYA

HA d10 IYATVAGSL

HA b3 = P3 SSLPFONI

HA b4 = P4 MNIQFTAV
M1lbl=Pli MGLIYNRM

NP b6 = P6 IGRFYIQM

NP b7 NSQVFSLIRPNE
H5 b6 LQLRDNAKEL

H5 b5 TGLRNSPQR

NP b4 = P4 i ASNENMEAM

NP b5 = P5 RLIQNSITI

NP dl=P1i AYERMCNIL

NP d2 FYIQMCTEL

NP d3 TYQRTRALV

H5 b7 SSMPFHNI

H5 b8 MNTQFEAV

Pap E7 RAHYNIVTF

OVA SIINFEKL

(i) markiert das immunodominante Peptid des jeweiligen Antigens (HA, M1, M2 und NP) und
des MHCI-Haplotyps der Mausstamme (C57BI/6 = H2b, Balb/c = H2d)

127



Tabelle der H5-Peptide

Name Peptidsequenz Name Peptidsequenz

H5-1 MEKIVLLFAIVSLVK H5-57 MKSELEYGNCNTKCQ
H5-2 LLFAIVSLVKSDQIC H5-58 EYGNCNTKCQTPMGA
H5-3 VSLVKSDQICIGYHA H5-59 NTKCQTPMGAINSSM
H5-4 SDQICIGYHANNSTE H5-60 TPMGAINSSMPFHNI
H5-5 IGYHANNSTEQVDTI H5-61 INSSMPFHNIHPLTI
H5-6 NNSTEQVDTIMEKNV H5-62 PFHNIHPLTIGECPK
H5-7 QVDTIMEKNVTVIHA H5-63 HPLTIGECPKYVKSN
H5-8 MEKNVTVIHAQDILE H5-64 GECPKYVKSNRLVLA
H5-9 TVIHAQDILEKKHNG H5-65 YVKSNRLVLATGLRN
H5-10 QDILEKKHNGKLCDL H5-66 RLVLATGLRNSPQRE
H5-11 KKHNGKLCDLDGVKP H5-67 TGLRNSPQRERRRKK
H5-12 KLCDLDGVKPLILRD H5-68 SPQRERRRKKRGLFG
H5-13 DGVKPLILRDCSVAG H5-69 RRRKKRGLFGAIAGF
H5-14 LILRDCSVAGWLLGN H5-70 RGLFGAIAGFIEGGW
H5-15 CSVAGWLLGNPMCDE H5-71 AIAGFIEGGWQGMVD
H5-16 WLLGNPMCDEFINVP H5-72 IEGGWQGMVDGWYGY
H5-17 PMCDEFINVPEWSYI H5-73 QGMVDGWYGYHHSNE
H5-18 FINVPEWSYIVEKAN H5-74 GWYGYHHSNEQGSGY
H5-19 EWSYIVEKANPVNDL H5-75 HHSNEQGSGYAADKE
H5-20 VEKANPVNDLCYPGD H5-76 QGSGYAADKESTQKA
H5-21 PVNDLCYPGDFNDYE H5-77 AADKESTQKAIDGVT
H5-22 CYPGDFNDYEELKHL H5-78 STQKAIDGVTNKVNS
H5-23 FNDYEELKHLLSRIN H5-79 IDGVTNKVNSIIDKM
H5-24 ELKHLLSRINHFEKI H5-80 NKVNSIIDKMNTQFE
H5-25 LSRINHFEKIQIIPK H5-81 IIDKMNTQFEAVGRE
H5-26 HFEKIQIIPKSSWSS H5-82 NTQFEAVGREFNNLE
H5-27 QIIPKSSWSSHEASL H5-83 AVGREFNNLERRIEN
H5-28 SSWSSHEASLGVSSA H5-84 FNNLERRIENLNKKM
H5-29 HEASLGVSSACPYQG H5-85 RRIENLNKKMEDGFL
H5-30 GVSSACPYQGKSSFF H5-86 LNKKMEDGFLDVWTY
H5-31 CPYQGKSSFFRNVVW H5-87 EDGFLDVWTYNAELL
H5-32 KSSFFRNVVWLIKKN H5-88 DVWTYNAELLVLMEN
H5-33 RNVVWLIKKNSTYPT H5-89 NAELLVLMENERTLD
H5-34 LIKKNSTYPTIKRSY H5-90 VLMENERTLDFHDSN
H5-35 STYPTIKRSYNNTNQ H5-91 ERTLDFHDSNVKNLY
H5-36 IKRSYNNTNQEDLSV H5-92 FHDSNVKNLYDKVRL
H5-37 NNTNQEDLSVLWGIH H5-93 VKNLYDKVRLQLRDN
H5-38 EDLSVLWGIHHPNDA H5-94 DKVRLQLRDNAKELG
H5-39 LWGIHHPNDAAEQTK H5-95 QLRDNAKELGNGCFE
H5-40 HPNDAAEQTKLYQNL H5-96 AKELGNGCFEFYHKC
H5-41 AEQTKLYQNLTTYIS H5-97 NGCFEFYHKCDNECM
H5-42 LYQNLTTYISVGTST H5-98 FYHKCDNECMESVRN
H5-43 TTYISVGTSTLNQRL H5-99 DNECMESVRNGTYDY
H5-44 VGTSTLNQRLVPRIA H5-100 ESVRNGTYDYPQYSE
H5-45 LNQRLVPRIATRSKV H5-101 GTYDYPQYSEEARLK
H5-46 VPRIATRSKVNGQSG H5-102 PQYSEEARLKREEIS
H5-47 TRSKVNGQSGRMEFF H5-103 EARLKREEISGVKLE
H5-48 NGQSGRMEFFWTILK H5-104 REEISGVKLESIGIY
H5-49 RMEFFWTILKPNDAI H5-105 GVKLESIGIYQILSI
H5-50 WTILKPNDAINFESN H5-106 SIGIYQILSIYSTVA
H5-51 PNDAINFESNGNFIA H5-107 QILSIYSTVASSLAL
H5-52 NFESNGNFIAPEYAY H5-108 YSTVASSLALAIMVA
H5-53 GNFIAPEYAYKIVKR H5-109 SSLALAIMVAGLSLW
H5-54 PEYAYKIVKRGDSTI H5-110 AIMVAGLSLWMCSNG
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H5-55 KIVKRGDSTIMKSEL H5-111 GLSLWMCSNGSLQCR

H5-56 GDSTIMKSELEYGNC H5-112 LWMCSNGSLQCRICI

Rot markierte Peptide konnten in 3 Anlaufen nicht synthetisiert werden, sie werden aber der
Vollstandigkeit halber hier aufgefihrt.

Tabelle der M1-Peptide

Name Peptidsequenz Name Peptidsequenz

M1-1 MSLLTEVETYVLSII M1-26 SCMGLIYNRMGTVTT
M1-2 EVETYVLSIIPSGPL M1-27 IYNRMGTVTTEVAFG
M1-3 VLSIIPSGPLKAEIA M1-28 GTVTTEVAFGLVCAT
M1-4 PSGPLKAEIAQKLED M1-29 EVAFGLVCATCEQIA
M1-5 KAEIAQKLEDVFAGK M1-30 LVCATCEQIADSQHR
M1-6 QKLEDVFAGKNTDLE M1-31 CEQIADSQHRSHRQM
M1-7 VFAGKNTDLEALMEW M1-32 DSQHRSHRQMATITN
M1-8 NTDLEALMEWLKTRP M1-33 SHRQMATITNPLIRH
M1-9 ALMEWLKTRPILSPL M1-34 ATITNPLIRHENRMV
M1-10 LKTRPILSPLTKGIL M1-35 PLIRHENRMVLASTT
M1-11 ILSPLTKGILGFVFT M1-36 ENRMVLASTTAKAME
M1-12 TKGILGFVFTLTVPS M1-37 LASTTAKAMEQMAGS
M1-13 GFVFTLTVPSERGLQ M1-38 AKAMEQMAGSSEQAA
M1-14 LTVPSERGLQRRRFV M1-39 QMAGSSEQAAEAMEI
M1-15 ERGLQRRRFVQNALN M1-40 SEQAAEAMEIANQAR
M1-16 RRRFVQNALNGNGDP M1-41 EAMEIANQARQMVQA
M1-17 QNALNGNGDPNNMDR M1-42 ANQARQMVQAMRTIG
M1-18 GNGDPNNMDRAVKLY M1-43 QMVQAMRTIGTHPNS
M1-19 NNMDRAVKLYKKLKR M1-44 MRTIGTHPNSSAGLR
M1-20 AVKLYKKLKREITFH M1-45 THPNSSAGLRDNLLE
M1-21 KKLKREITFHGAKEV M1-46 SAGLRDNLLENLQAY
M1-22 EITFHGAKEVALSYS M1-47 DNLLENLQAYQKRMG
M1-23 GAKEVALSYSTGALA M1-48 NLQAYQKRMGVQMQR
M1-24 ALSYSTGALASCMGL M1-49 QAYQKRMGVQMQRFK
M1-25 TGALASCMGLIYNRM

Tabelle der M2-Peptide

Name Peptidsequenz Name Peptidsequenz

M2-1 MSLLTEVETPTRNEW M2-11 FKCIYRRLKYGLKR
M2-2 EVETPTRNEWECR M2-12 YRRLKYGLKRGPATA
M2-3 TPTRNEWECRCSDSS M2-13 YGLKRGPATAGV
M2-4 EWECRCSDSSDPIVV M2-14 LKRGPATAGVPESMR
M2-5 CSDSSDPIVVAANII M2-15 ATAGVPESMREEYR
M2-6 DPIVVAANIIGILHL M2-16 VPESMREEYRQEQQSA
M2-7 AANIIGILHLILWIL M2-17 EEYRQEQQSAVDV
M2-8 GILHLILWILDRLFF M2-18 RQEQQSAVDVDDGHF
M2-9 ILWILDRLFFKCIYR M2-19 SAVDVDDGHFVNIELE
M2-10 DRLFFKCIYRRLKY
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Tabelle der NP-Peptide

Name Peptidsequenz Name Peptidsequenz

NP-01 MASQGTKRSYEQMET NP-50 RNPGNAEIEDLIFLA
NP-02 TKRSYEQMETGGERQ NP-51 AEIEDLIFLARSALI
NP-03 EQMETGGERQNATEI NP-52 LIFLARSALILRGSV
NP-04 GGERQNATEIRASVG NP-53 RSALILRGSVAHKSC
NP-05 NATEIRASVGRMVSG NP-54 LRGSVAHKSCLPACV
NP-06 RASVGRMVSGIGRFY NP-55 AHKSCLPACVYGLAV
NP-07 RMVSGIGRFYIQMCT NP-56 LPACVYGLAVASGYD
NP-08 IGRFYIQMCTELKLS NP-57 YGLAVASGYDFEREG
NP-09 IQMCTELKLSDYEGR NP-58 ASGYDFEREGYSLVG
NP-10 ELKLSDYEGRLIQNS NP-59 FEREGYSLVGIDPFR
NP-11 DYEGRLIQNSITIER NP-60 YSLVGIDPFRLLQNS
NP-12 LIQNSITIERMVLSA NP-61 IDPFRLLQNSQVFSL
NP-13 ITIERMVLSAFDERR NP-62 LLQNSQVFSLIRPNE
NP-14 MVLSAFDERRNRYLE NP-63 QVFSLIRPNENPAHK
NP-15 FDERRNRYLEEHPSA NP-64 IRPNENPAHKSQLVW
NP-16 NRYLEEHPSAGKDPK NP-65 NPAHKSQLVWMACHS
NP-17 EHPSAGKDPKKTGGP NP-66 SQLVWMACHSAAFED
NP-18 GKDPKKTGGPIYRRR NP-67 MACHSAAFEDLRVSS
NP-19 KTGGPIYRRRDGKWYV NP-68 AAFEDLRVSSFIRGT
NP-20 IYRRRDGKWVRELIL NP-69 LRVSSFIRGTRVVPR
NP-21 DGKWVRELILYDKEE NP-70 FIRGTRVVPRGQLST
NP-22 RELILYDKEEIRRIW NP-71 RVVPRGQLSTRGVQI
NP-23 YDKEEIRRIWRQANN NP-72 GQLSTRGVQIASNEN
NP-24 IRRIWRQANNGEDAT NP-73 RGVQIASNENMEAMD
NP-25 RQANNGEDATAGLTH NP-74 ASNENMEAMDSNTLE
NP-26 GEDATAGLTHLMIWH NP-75 MEAMDSNTLELRSRY
NP-27 AGLTHLMIWHSNLND NP-76 SNTLELRSRYWAIRT
NP-28 LMIWHSNLNDATYQR NP-77 LRSRYWAIRTRSGGN
NP-29 SNLNDATYQRTRALV NP-78 WAIRTRSGGNTNQQR
NP-30 ATYQRTRALVRTGMD NP-79 RSGGNTNQQRASAGQ
NP-31 TRALVRTGMDPRMCS NP-80 TNQQRASAGQISVQP
NP-32 RTGMDPRMCSLMQGS NP-81 ASAGQISVQPTFSVQ
NP-33 PRMCSLMQGSTLPRR NP-82 ISVQPTFSVQRNLPF
NP-34 LMQGSTLPRRSGAAG NP-83 TFSVQRNLPFERATI
NP-35 TLPRRSGAAGAAVKG NP-84 RNLPFERATIMAAFT
NP-36 SGAAGAAVKGVGTMV NP-85 ERATIMAAFTGNTEG
NP-37 AAVKGVGTMVMELIR NP-86 MAAFTGNTEGRTSDM
NP-38 VGTMVMELIRMIKRG NP-87 GNTEGRTSDMRTEII
NP-39 MELIRMIKRGINDRN NP-88 RTSDMRTEIIRMMES
NP-40 MIKRGINDRNFWRGE NP-89 RTEIIRMMESARPED
NP-41 INDRNFWRGENGRRT NP-90 RMMESARPEDVSFQG
NP-42 FWRGENGRRTRIAYE NP-91 ARPEDVSFQGRGVFE
NP-43 NGRRTRIAYERMCNI NP-92 VSFQGRGVFELSDEK
NP-44 RIAYERMCNILKGKF NP-93 RGVFELSDEKATNPI
NP-45 RMCNILKGKFQTAAQ NP-94 LSDEKATNPIVPSFD
NP-46 LKGKFQTAAQRAMMD NP-95 ATNPIVPSFDMNNEG
NP-47 QTAAQRAMMDQVRES NP-96 VPSFDMNNEGSYFFG
NP-48 RAMMDQVRESRNPGN NP-97 MNNEGSYFFGDNAEE
NP-49 QVRESRNPGNAEIED NP-98 SYFFGDNAEEYDN
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H5-Peptidpools

112 Peptide wurden in 22 Pools aufgeteilt, wovon jedes Peptid in zwei Pools vertreten ist.

Pool-
Name L M N O P Q R S T U V
1,12, 2,13,
23,34, 24,35, 3,14, 4,15, 5,16, 6,17, 7,18, 8,19, 9,20, 10,21, 11,22,
45,56, 46,57, 25,36, 26,37, 27,38, 28,39, 29,40, 30,41, 31,42, 32,43, 33,44,
67,78, 68,79, 47,58, 48,59, 49,60, 50,61, 51,62, 52,63, 53,64, 54,65, 55,66,
89, 90, 69,80, 70,81, 71,82, 72,83, 73,84, 74,85, 75,86, 76,87, 77,88,
H5 100, 101, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99,
Peptide 111 112 102 103 104 105 106 107 108 109 110
A 1-11 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
B 12-22 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
C 23-33 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
D 34-44 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44
E 45-55 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55
F 56-66 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66
G 67-77 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77
H 78-88 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88
I 89-99 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99
J 100-110 | 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110
K 111-112 111 112

M2-Peptidpools

19 Peptide wurden in 9 Pools aufgeteilt, wovon jedes Peptid in zwei Pools vertreten ist.

E F G H I

Poolname
M2
Peptide
A 1-5
B 6-10
C 11-15
D 16-19

1,6,11,16 2,7,12,17 3,8,13,18 4,9,14,19 5,10,15

1 2 3 4 5
6 7 8 9 10
11 12 13 14 15

16 17 18 19
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