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Zusammenfassung/Abstract

Die Xenotransplantation von porzinem Gewebe stellt eine Maoglichkeit der
Organtransplantation dar, die es ermoglichen soll, Menschen mit Organschaden zu retten
bzw. deren Lebensbedingungen dauerhaft zu verbessern.

Neben dem Risiko einer Infektion mit Bakterien, Pilzen oder anderen Parasiten stellt die
Ubertragung von porzinen endogenen Retroviren (PERV) ein weiteres potentielles Risiko
dar. Trotz der Moglichkeit, dass PERV in der Lage ist, in vitro humane Zellen zu infizieren,
konnte bis heute in keiner klinischen Xenotransplantation mit porzinem Gewebe eine
Ubertragung von PERV festgestellt werden.

Um dennoch die Moglichkeit einer Xenozoonose durch eine Ubertragung mit PERV
auszuschliefden, wird in verschiedenen Richtungen geforscht. Darunter befindet sich auch
die Induktion von neutralisierenden Antikérpern, um einen Impfstoff zur Verfiigung zu
stellen.

Erneut konnten in dieser Arbeit neutralisierende Antikérper gegen das Transmembran-
(TM-)protein pl5E von PERV induziert werden. Eine affininitdtschromatographische
Aufreinigung zeigt erstmalig, dass nur die Antikérper neutralisieren, die gegen die
membran-proximal region (MPER) gerichtet sind (Epitop: sssGWFEGWFNRSPso9). Bindende
Antikorper im N-terminalen Bereich (N-terminal heptad repeats, NHR) zeigten keine
neutralisierende Wirkung gegentiber dem Virus.

In einem weiteren Teil der Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass fir die Induktion
dieser MPER-spezifischen Neutralisationsantikorper die komplette Ektodomane von p15E
notwendig ist. Immunisierungen mit der C-terminalen Domdne des p15E oder auch mit
einem liangeren MPER-Peptid konnten keine neutralisierenden Antikorper induzieren. Im
Gegensatz dazu wurden erstmalig neutralisierende Antikorper gegen die NHR-Domaéne nach
der Immunisierung mit einem N-terminalen Fragment von p15E gezeigt.

Durch Einbeziehung der Epitop-Kartierungen aller Immunisierungen, die dieser Arbeit
zugrunde liegen, binden diese erstmalig  beschriebenen = NHR-spezifischen
Neutralisationsantikorper an das Epitop ¢, [VTEDLQALEKS:;-.

Im Vergleich zu anderen Gammaretroviren (z.B. FeLV) und auch dem Lentivirus HIV-1
zeigte sich, dass die hier beschriebenen @MPER- und NHR-spezifischen
Neutralisationsantikérper ebenfalls bei anderen Retroviren zu finden sind.

Da die Induktion von neutralisierenden Antikérpern gegen HIV-1 bisher nur bedingt gezeigt
und in dieser Arbeit gleich mehrere gegen PERV beschrieben werden konnten, wurde ein

Vergleich zwischen den transmembranen Hiillproteinen von PERV und HIV-1 durchgefiihrt.



Darin wurden grundlegende Unterschiede in der Glykosylierung, der Lange der TM-Proteine
sowie der Einfluss der Membranlipide auf die Induktion von MPER-spezifischen
Antikorpern  festgestellt. = Gemeinsamkeiten und  Unterschiede in  wichtigen
Strukturelementen wurden durch einen datenbasierenden Vergleich erganzt.

Allerdings zeigte sich bei diesen Vergleichen, dass beide TM-Proteine trotz Ahnlichkeiten an
bindenden und neutralisierenden Antikérpern strukturell unterschiedlich aufgebaut sind.
Neben der Induktion und Charakterisierung von Antikorpern, fand eine Charakterisierung
von FPPR- und MPER-abgeleiteten Peptiden statt. Diese zeigte erstmalig, dass bestimmte

Peptide durch Bindung am Virus eine PERV-Infektion von humanen Zellen beeinflussen.

Insgesamt konnten in dieser Arbeit verschiedene PERV-neutralisierenden Antikorper
induziert, aufgereinigt und charakterisiert werden. Der Vergleich zu HIV-1
neutralisierenden Antikoérpern zeigt trotz dhnlicher Lokalisation derer Epitope auf ihren
TM-Proteinen grundlegende strukturelle Unterschiede, so dass weitere Versuche zeigen
miissen, ob die Ubertragung der gewonnenen Ergebnisse bei PERV auch fiir eine Induktion

von neutralisierenden Antikérpern gegen HIV-1 dienlich sein kénnen.



Abstract

Xenotransplantation could possibly help overcome the shortage of allografts needed for
transplantation into patients suffering from organ failure. However, in addition to the risk of
infection by bacteria, fungi or other pathogens, the transmission of porcine endogenous
retroviruses (PERV) is of potential concern.

Despite infection of human cell lines in vitro, none of the clinical xenotransplantations using
porcine tissue has so far resulted in demonstrable transmission of PERV. However, various
strategies to avoid a possible PERV xenozoonoses have been developed, one of which is the
generation of an effective vaccine able to induce neutralising antibodies.

Again neutralising antibodies against the p15E transmembrane (TM) protein of PERV could
be induced. Here, for the first time, an affinity chromatography showed that only antibodies
specific for the MPER (5s50GWFEGWFNRSPs9) were shown to have neutralising activity.
Furthermore, the data generated in another section of this work suggest that the entire
ectodomain is important for the generation of neutralising antibodies specific for the MPER
of PERV p15E. Immunisation with a C-terminal region of p15E or a longer MPER peptide
failed to elicit neutralising antibodies.

In contrary and for the first time, neutralising antibodies recognising the NHR of the PERV
p15E TM protein were induced by immunising with the N-terminal subunit of p15E. Epitope
mapping revealed a novel epitope in the NHR of PERV p15E (506l VTEDLQALEKSs17).
Corresponding neutralising antibody epitopes located in the NHR and the MPER had been
described for other gammaretroviruses such as FeLV or the lentivirus HIV-1. Since the
successful induction of strong neutralising antibody responses against the NHR or MPER of
HIV-1 gp41 have not been described but in this work the corresponding antibodies specific
for PERV were very easily generated, a comparison between the TM proteins was carried
out. Although neutralising antibodies targeting the same region of the TM proteins gp41 and
p15E were found, differences in glycosylation, protein length and the influence of lipids
were found. In addition, a database comparison of the structures of PERV p15E and HIV-1
gp41 revealed additional dissimilarities that suggest profound differences during infection
and therefore presentation in possible epitopes for antibody induction.

In addition to the separation and characterisation of the purified antibodies for the first time
peptides influencing a PERV infection were described.

Overall several antibodies neutralising PERV could be induced, purified and characterised.
Further experiments are needed to determine whether the induction of antibodies against

PERV, as described here, will help with the induction of neutralising antibodies against



HIV-1. The existence of neutralising antibodies binding to the NHR and MPER of the TM
proteins of PERV and HIV-1 demonstrate that these regions may indeed be important

targets for the neutralisation of various retroviruses.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Immunsystem

Dem menschlichen Organismus stehen fiir die Bekdmpfung von Infektionen mehrere
Schutzmechanismen zur Verfiigung. Die angeborene Immunitét dient der primaren Abwehr.
Bestandteile der angeborenen Immunitdt sind u.a. Schleimhdute, die Haut sowie das
Komplementsystem und bakterizide Proteine, welche jedoch Krankheitserreger nicht
spezifisch erkennen und auch keinen gezielten Schutz gegen erneute Infektionen entwickeln.
Die adaptive Immunantwort hingegen zeichnet sich durch die Anpassungsfiahigkeit
gegeniiber neuen oder verdanderten Krankheitserregern aus. Bei dieser spezifischen
Immunantwort werden Antigene durch antigenprasentierende Zellen (APC) aufgenommen
und regen B- Lymphozyten zur Produktion von Antikoérpern an oder aktivieren cytotoxische
T-Zellen (CTL), die durch die Freisetzung bestimmter Proteine die Apoptose von infizierten
oder krankhaft veranderten Zellen einleiten. Durch die Bildung von Gedachtniszellen schiitzt
die adaptive Immunantwort auch vor Infektionen mit demselben Erreger zu einem spateren

Zeitpunkt (zusammengefasst und gekiirzt nach (Janeway, 2002)).

1.2 Impfstoffe

Die Entdeckung von Impfstoffen stellt eine der grofdten Erfolge in der Medizingeschichte dar
(Koff et al., 2013). Einige Krankheitserreger konnten seither ganz (z.B. die Pocken) oder fast
(z.B. die Kinderlahmung) ausgerottet werden. Hinzu kommt der Schutz von Millionen von
Menschen vor infektiosen Erkrankungen jedes Jahr. Damit stellt die (Schutz-)Impfung die
erfolgreichste Manipulation des Immunsystems dar, bei der man sich die Eigenschaften des
adaptiven Immunsystems zu Nutze macht.

Flir eine erfolgreiche Immunisierung gegen z.B. virale Erreger konnen durch eine der vier
Haupt-Impfstoffgruppen neutralisierende Antikorper induziert werden: i) attenuierte Viren,
ii) inaktivierte Viren, iii) Protein- und Peptidstrukturen von Viren und iv) Vektoren, welche
Virusgene kodieren.

Abgeschwachte Viren werden heute z.B. in der Kombinationsimpfung Maser-Mumps-Rételn

eingesetzt, die einen 99%-igen Schutz vor diesen Krankheiten bietet (Atkinson, 2012).

-1-



1. Einleitung

Inaktivierte Viruspartikel werden gegen Influenza und Kinderlahmung geimpft. Bei der
Hepatitis B-Schutzimpfung wird das rekombinante Oberflachenprotein des Hepatitis B-
Virus eingesetzt, das die Produktion von neutralisierenden Antikorpern induziert. In Form
einer Vektorenimpfung (DNA-Impfung) wurden bislang Impfstoffe gegen das
Hithnerpockenvirus (Fowlpox virus, FPV) sowie die Viren der infektidsen Laryngotracheitis
und der atypischen Gefliigelpest (Newcastle disease) in Tierversuchen erprobt (Fuchs et al,
2006). Am Menschen muss diese Methode allerdings noch getestet werden.

Auch wenn die Moglichkeit einer Immunisierung recht einfach ist, gibt es zahlreiche
Erkrankungen gegen die es keinen Impfstoff gibt. Im Allgemeinen handelt es sich dabei um
Viren, Bakterien und Parasiten, die sich durch eine komplexe Pathogenese, umfassende

Variabilitiat oder auch Abwehrmechanismen gegen das humane Immunsystem auszeichnen.

Die Induktion von neutralisierenden Antikérpern stellt aber nur eine Mdglichkeit der
Immunantwort dar, um virale Erreger zu erkennen und zu eliminieren (humorale
Immunantwort). Ist allerdings eine Zelle bereits infiziert, schaffen es neutralisierende
Antikorper nicht, gegen den Erreger vorzugehen. Aus diesem Grund gibt es die zellulare
Immunantwort, die es durch Natirliche Killerzellen und aktivierte CD8-T-Zellen schafft,
infizierte Zellen zu erkennen und zu téten. In Abbildung 1.01. sind zur Ubersicht die

unterschiedlichen Immunantworten gegen virale Erreger dargestellt.

[A] Neutralization [B] ADCC [C] ADCVI [D] CDAa* antiviral response
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Abbildung 1.01. Inmunmechanismen gegen virale Erreger. [A] Neutralisierende Antikorper
binden direkt an der Oberfliche des Virus und verhindern eine Infektion. [B] Antikorper
erkennen infizierte Zellen und aktivieren Naturliche Killerzellen, die mithilfe von Perforine
und Granzymen die infizierte Zellen zerstoren (Antikorper-abhdngige zelluldre Cytotoxitat,
ADCQ). [C] Die Antikorper-abhdngige zelluldre Virus-Inhibition (Antibody-dependent cellular
virus inhibition, ADCVI) besteht aus ADCC und der direkten Bindung von Antikérpern an der
Virusoberflache. [D] Die CD8-Zellantwort erfolgt iiber die Prasentation von viralen Peptiden
im Histokompatibilitaitskomplex [ (histocompatibility complex class 1, MHC-1) auf der
Oberflache von infizierten Zellen. Die aktivierten CD8-T-Zellen produzieren ebenfalls
Perforine und Granzyme. (Overbaugh & Morris, 2012; Saunders et al., 2012)
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1. Einleitung

1.3 Induktion von Antikérper und deren Aufreinigung

Immunisierungen mit grofderen Peptiden oder auch Proteinen fiihren in der Regel zu der
Induktion von Antikérper. Durch die Prasentation immunogener Regionen werden naive B-
Zellen in der humoralen Immunantwort angeregt, Antikorper und Gedachtniszellen zu
bilden.

Bei Immunisierungen gegen Krankheitserreger wie Bakterien und Viren stellt sich die Frage,
wie ein Immunisierungsantigen beschaffen sein muss, um gezielt neutralisierende
Antikorper gegen diesen Erreger zu induzieren. Zur Beantwortung dieser Frage werden
Richtlinien liber Eigenschaften der Antigene ausgewiesen, die sich als wichtig herausgestellt
haben. Die Firma Millipore macht z.B. auf ihrer Internetseite Angaben zur Grofie des
Antigens (mind. 8 - 10 kDa), der Struktur des Antigens (signifikante stretches mit keinen
wiederholenden Doménen) und der Wichtigkeit von immunogenen Regionen, um erfolgreich
Antikorper zu induzieren (Millipore, 2013). Immunogene Regionen konnen u.a.
hoch-konservierte Regionen, aktive Zentren, extra- oder intrazellulire Domanen oder
Regionen mit posttranslationalen Modifikationen sein (Backstrom & Sanders-Bush, 1997).
An anderer Stelle werden bestimmte Aminosduren fiir die Antigenizitidt eines Proteins
verantwortlich gemacht (Ibrahimi et al, 1980).

Flir eine Immunisierung mit Peptiden werden auf wiederum andere, zum Teil zu einer
Protein-Immunisierung entgegengesetzte, Richtlinien verwiesen (Abcam, 2013).

Da die Transmembran- und Oberflachenhiillproteine bei vielen (Retro-)viren die einzigen
Proteine sind, die auf der Oberfliche prasentiert werden, stellen diese eine geeignete
Zielstruktur fiir die Induktion von neutralisierenden Antikoérpern dar.

Um diese Proteine dem Immunsystem korrekt prasentieren zu konnen, sollte die Sekundar-
und Tertiarstruktur nach rekombinanter Herstellung anndahernd die des nativen Proteins
entsprechen (Pellequer & Westhof, 1993; Rubinstein et al, 2008), um Wechselwirkungen
wie Wasserstoffbriickenbindungen, van-der-Waals-Krafte sowie hydrophobe Interaktionen
zwischen der naiven B-Zelle und dem Antigen zu ermdéglichen.

Neben der Induktion von neutralisierenden Antikérpern sollen durch Immunisierungen
Gedachtniszellen gebildet werden, die bei einem erneuten Kontakt mit dem Antigen rasch
neue Antikorper bilden. Die Aktivierung zu solchen Gedachtniszellen und auch
antikérperproduzierenden Zellen erfordert neben der Erkennung von viralen oder
bakteriellen Strukturen durch antigenspezifische B- und T-Zell-Rezeptoren einen
bestimmten inflammatorischen Kontext. Dieser zeichnet sich durch die anatomische

Umgebung (Lymphknoten, Keimzentrum), zusatzliche Cytokinsignale und/oder im Rahmen
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von Zell-Zell- Kontakten vermittelte Ligand-Rezeptor-Interaktionen aus (Ehl, 2006). Um bei
Totimpfstoffen wie Virus-/Bakterienproteinen eine Immunreaktion hervorzurufen, miissen
Adjuvanzien im Impfstoff enthalten sein, um eine lokale Entziindungsreaktionen
hervorrufen (Alving et al,, 2012). Ein Adjuvanz-Molekiil sollte entsprechend stabil sein und
den grofdtmoglichen immunologischen Effekt ausiiben. Die Wirkung einer Adjuvanz ist aber
auch abhdngig von der Art des Antigens, der gewilinschten Immunantwort und der Wahl des
Immunisierungsweges. Ein Problem kann entstehen, wenn ein optimiertes Adjuvanz-System
aus dem Tiermodell fiir einen humanen Impfstoff verwendet werden soll, da dieses im
Hinblick der Sicherheit, des Effektes und der Effizienz unterschiedlich sein kann (Alving,
2002).

Fir die Aufreinigung von induzierten Antikérpern aus Seren bedient man sich
verschiedener Methoden. Durch die Verwendung von Protein A/G oder durch
Ammoniumsulfat-Fallung werden alle Immunglobuline isoliert. Nach Immobilisation eines
Antigens z.B. an CNBr-aktivierter Sepharose konnen in einer affinitdtschromatographischen
Aufreinigung spezifische Antikorper isoliert werden. Die Bindung des Antikorpers an das
immobiliserte Protein hdngt ebenfalls von vielen Faktoren ab: Struktur, Ladung oder der
hydrophobe Charakter, um nur einige zu nennen (Jaroslava, 2002). Wahrend einer solchen
Aufreinigung nehmen weiterhin folgende Bedingungen Einfluss auf die Bindung zwischen
den Antikérpern und dem immobilisierten Antigen und sollten entsprechend bei einer
Aufreinigung optimiert werden: Temperatur (Muronetz et al, 2001), Konzentration der

Antikorper-Losung (Urh et al, 2009) und die Flussrate (GE-Healthcare, 2007).
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1.4 Retroviren

1.4.1 Einfiihrung

Anfang des 20. Jahrhunderts wurden Retroviren zum ersten Mal durch V. Ellermann und O.
Bang beschrieben. In einem Experiment iibertrugen diese 1908 erstmals Leukdmie durch
zellfreie Filtrate von erkrankten auf gesunde Hiihner (Ellermann & Bang, 1908). Wenige
Jahre spéter entdeckte P. Rous, dass es bei der Ubertragung von verschieden angefertigten
filtrierten Extrakten aus Gefliigelsarkomen auf gesunde Hennen zu Tumorerkrankungen
kommt (Rous, 1911). Das hierfiir verantwortliche Retrovirus wurde spater nach seinem
Entdecker Rous-Sarkom-Virus benannt.

Heute weifs man, dass die Retroviren die komplexesten Vertreter von Retroelementen
(transponierbare mobile Elemente der genomischen DNA) sind und die Eigenschaft
besitzen, infektiose Partikel zu bilden (Temin, 1980). Durch die Beschreibung der Reversen
Transkriptase durch H. Temin, D. Baltimore und R. Dulbecco konnte erklart werden, wieso
der Fluss der genetischen Informationen bei Retroviren in umgekehrter Richtung RNA ->
DNA Provirus stattfinden kann (Mizutani et al., 1970).

1980 wurde mit dem humanen T-Zell-Leukdmie-Virus (HTLV) erstmals ein Retrovirus
beschrieben, das bei erwachsenen Menschen Krebserkrankungen verursachen kann (Broder
& Gallo, 1985). Zu den heute wohl bekanntesten humanen Retroviren zahlt das humanes
Immundefizienzvirus (HIV), das von F. Barré-Sinoussi und L. Montagnier 1983 als Ausloser
der erworbenen immunschwache Krankheit AIDS identifiziert wurde (Barre-Sinoussi et al.,
1983).

Im Rahmen der Forschung zu HIV konnte aufgezeigt werden, dass Retroviren von einer
Spezies auf eine andere iibertragen werden konnen (Gao et al,, 1999). Ein weiteres Bespiel
hierfir ist die Ubertragung des Koala-Retrovirus (KoRV), ein Vertreter der
Gammaretroviren, der mit dem porzinen endogenen Retrovirus (PERV) verwandt ist
(Tarlinton et al.,, 2008; Tarlinton et al., 2006).

Die Familie der Retroviren wird nach dem International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV) in zwei Subfamilien mit insgesamt sieben Genera unterteilt (Tabelle 1.01.). Die
Zuordnung basiert auf den Besonderheiten wahrend einer moglichen Infektion sowie nach

morphologischen und genetischen Unterschieden.
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Tabelle 1.01. Klassifikation der Familie der Retroviren

Subfamilie Genera Vertreter
Alpharetroviren Avidres Leukosevirus
Betaretroviren Murines Mammary Tumor Virus

Porzines Endogenes Retrovirus (PERV)
Gammaretroviren = Murines Leukemie-Virus (MLV)
Orthoretrovirinae (1) Felines Leukemie-Virus (FeLV)
Humanes T-Zell Leukdmie-Virus (HTLV)
Humanes endogenes Retrovirus (HERV)
Epsilonretroviren =~ Walauge Demal Sarcoma-Virus (WDSV)
Lentiviren Humanes Immundefizienz-Virus (HIV)

Deltaretroviren

Humanes/ Primaten Foamyvirus (HFV,

S, troviri 11 S '
pumaretrovirinae (II) pumaviren PFV)

Weiterhin konnen Retroviren exogen oder endogen sein. Die exogenen Retroviren besitzen
in ihrem Genom alle Informationen, die fiir den Ablauf eines Infektionszyklus mit
Freisetzung von infektiosen Viruspartikeln benoétigt werden. Im Unterschied zu den
endogenen Retroviren erfolgt die Ubertragung der exogenen Retroviren von Organismus zu
Organismus (horizontale Verbreitung).

Die endogenen Retroviren sind hingegen in das Genom nahezu aller Vertebraten integriert
und werden vertikal tber die Keimbahn iibertragen. Ursache hierfiir ist die stabile
Integration eines exogenen Retrovirus in die Keimbahn des Wirtes wahrend der
gemeinsamen Koevolution (Coffin, 1996). Unter bestimmten Umstdnden kann eine
Aktivierung zu exogenen, infektiosen Partikeln erfolgen. Zudem kann die Rekombination
zwischen endogenen und exogenen Retroviren eine wichtige Rolle bei der Pathogenese von
Krankheiten spielen (Gifford & Tristem, 2003). Jedoch weisen die meisten endogenen
Retroviren so umfassende Deletionen auf, dass auch Helferviren nicht mehr zu einer
Aktivierung beitragen kénnen (Modrow et al, 2003). Zusammenfassend hat Coffin vier

charakteristische Eigenschaften fiir endogene Retroviren zusammengestellt (Coffin, 1996):

- im Allgemeinen sind endogene Proviren (Virus-DNA innerhalb der Wirtszelle)
transkriptionell inaktiv

- endogene Proviren sind durch Deletionen oder Punktmutationen oft defekt und
unterscheiden sich vom eigentlichen Wild-Typ-Virus

- auch wenn endogene Retroviren replikationskompetent sind, sind einige nicht in der
Lage, sich in dem Organismus zu replizieren, in welchen sie natiirlich vorkommen, da

der entsprechende Rezeptor dafiir fehlt (xenotropism)
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- Viren von endogenen Proviren sind meist fiir den Wirtsorganismus apathogen; die
Replikationsrate ist zudem durch Unterschiede in den long terminal repeats (LTR)

erhoht

1.4.2 Aufbau der retroviralen Partikel

Die Viruspartikel haben einen Durchmesser von 80-100 nm. Das Kapsid (CA, capsid),
welches das Virusgenom enthalt, ist von einer Hilllmembran (envelope) umgeben, das von
der Zytoplasmamembran der infizierten Zelle abgeleitet ist. In dieser Membran ist das
transmembrane Hillprotein (TM, transmembrane envelope protein) verankert, an das
externe Glykoprotein (SU, surface unit) gebunden ist. Diese envelope-Proteine sind in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen als ,Spikes“ mit 5 nm bis 10 nm Lange zu erkennen
und formen trimere Komplexe (Wilson et al., 2007; Zhu et al., 2003).

Im Inneren der mit Matrixproteinen (MA) ausgekleideten Hiillmembran liegt das Kapsid, das
in zylindrischer, konischer oder ikosaedrischer Form vorliegen kann (Nermut & Hockley,
1996).

In dem Kapsid befindet sich das Genom des Virus als zwei einzelstrangige RNA-Kopien,
welche mit Nukleokapsidproteinen komplexiert vorliegen.

Neben dem Genom befinden sich zudem die Enzyme Reverse Transkriptase (RT), Integrase
(IN) und Protease (PR) im Kapsid. Die Kapsid-, Matrix- und Nukleokapsidproteine sind

Komponenten der gruppenspezifischen Antigene (Gag-Proteine).

Surface glycoprotein _Transmembrane
(SU) .~ protein (TM)

Protease _

(PR) ™ - Matrix (MA)

Viral RNA
genome - Lipid

bilayer

Reverse
Transcriptase ——
(RT)

—___Capsid
(CA)

Integrase _—"

(IN) Nucleocapsid

(NC)
Abbildung 1.02. Schematische Darstellung eines einfachen retroviralen Partikels. Innerhalb
des Kapsids (CA) sind die enzymatischen Proteine (PR, RT, IN) und die einzelstrangige RNA,
welche mit Nucleokapsidproteinen (NC) komplexiert ist, dargestellt. (what-when-how.com,
2013).
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1.4.3 Genomorganisation

Das Genom der Retroviren besteht aus einzelstrangiger RNA, die mit ihrer 5’- Cap-Struktur
und der 3’-Polyadenylierung alle Merkmale einer eukaryotischen mRNA aufweist (Furuichi
et al, 1975). Je nach Virustyp umfasst das Genom 7 bis 12 kb. Grundsatzlich kann man
hinsichtlich des Genoms zwischen einfachen und komplexeren Retroviren unterschieden.
Prinzipiell besteht das Genom aller Retroviren aus dem Gen env (envelope), sowie dem
tiberlappenden Leserahmen gag/pol (group specific antigen/polymerase) (Abb. 1.03. [A]).
Der gag-Leserahmen enthélt die Information fiir alle strukturellen Proteine (MA, CA und
NC), wahrend das pol-Gen die Information fiir die Bildung der viralen Enzyme (RT und IN)
kodiert. Zwischen der gag- und der pol-Region liegt der Leserahmen fiir die Protease (PR).
Je nach Retrovirus wird dieses Protein als Teil des gag- oder pol-Leserahmens oder in einem
separaten offenen Leserahmen (ORF, open reading frame) exprimiert. Die durch Spaltung
eines Vorlauferproteins resultierenden Hiillproteine (TM und SU) werden durch env kodiert.
Das Genom wird von zwei nicht kodierenden regulatorischen Kontrollsequenzen, den
sogenannten LTR-Sequenzen (long terminal repeats) flankiert. Diese Sequenzen, die sich in
ihrer Grofde innerhalb der Familie der Retroviren stark unterscheiden, sind in drei Teile

strukturiert: die U3-, R- und U5-Region.

W R (TR
—_— —_
[u3R|US|  gag | pol P—— env [uz|r|us ]

Matrixprotein (MA) Protease (PR)* Transmembranprotein (Th)
Kapsidproteine (CA) Integrase (IN} externes Glykoprotein (SU)
Nukleokapsidproteine (NC)  Reverse Transkriptase (RT)

(8] LTR T /‘ T LTR
— —_—
[U3|R]us]  gag | pol —— env [u3|r]us |

[ ---mmmemmmees
MBI - - ------ === --=- I

Regulatorische Proteine

Abbildung 1.03. Virales Genom eines einfachen und komplexen Retrovirus sowie deren
Proteinexpression. Darstellung des Genoms eines [A] einfachen Retrovirus und [B]
komplexeren Retrovirus (hier: HIV-1) mit den offenen Leserahmen, welche von den LTR-
Sequenzen flankiert sind. Die retrovirale Protease kann als Bestandteil des gag oder auch
pol-Leserahmens als auch im eigenstandigen Leserahmen vorkommen. Darstellung ist nicht
mafistabsgetreu. Abbildung modifiziert nach (Singh, 2006).
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Die U3-Region beinhaltet einen Grofdteil der Kontrollelemente fiir Transkription und
Replikation wie Bindungsstellen fiir = Transkriptionsfaktoren, ~Promotor- und
Enhancersequenzen. Von der Enhancersequenz hangt das Ausmaf} der Virusreplikation in
der Wirtszelle und somit der Einfluss des Virus auf den Wirtsorganismus ab (Holland et al,,
1987). Kleine Verdnderungen in der Basenfolge dieser Region konnen daher zu
Veranderungen der Pathogenitit eines Virus fiihren. Die R-Region enthdlt ein
Polyadenylierungssignal und spielt eine wichtige Rolle bei der reversen Transkription
(Trubetskoy et al., 1999). Auch die U5-Region kann Einfluss auf die Replikationsaktivitat
eines Provirus nehmen (Murphy & Goff, 1989).

Komplexere Retroviren (z.B. HIV) besitzen zuséatzliche Gene, die weitere regulatorische und
akzessorische Proteine kodieren (Abb. 1.03. [B]).

Gegeniiber anderen Viren (z.B. Herpes- und Influenzaviren) besitzen Retroviren vier

allgemeingltige genetische Eigenschaften (Coffin, 1996):

- sie besitzen zwei gleiche Molekiile einzelstrangiger RNA (diploides Genom);

- die Synthese und Prozessierung wird durch einen eigenen Kkodierten
Transkriptionsapparat unterstiitzt;

- durch eine eigene tRNA erfolgt die Bindung des Genoms an der Primer Bindungsstelle;

- sie besitzen (+)RNA-Strange.

1.4.4 Replikationszyklus

Die Virusreplikation erfolgt in mehreren Schritten: Infektion der Zelle, Reverse
Transkription der Virus-RNA, Integration ins Genom der Wirtszelle mit anschliefdender
Expression der viralen Proteine und des RNA-Genoms sowie die Bildung neuer Viruspartikel
(Abb. 1.04.).

Die Infektion der Zelle beginnt mit einer hochspezifischen Interaktion zwischen den
Oberflachen-Glykoproteinen des Virus und den Oberflaichenrezeptoren der Wirtszelle. Nach
Verschmelzen mit der Zellplasmamembran wird das Viruskapsid ins Zellplasma
freigegeben. Im Kapsid wird mit Hilfe der RT die RNA-Matrize (inklusive LTR-Sequenzen)
vom 5-Ende zum 3‘-Ende in doppelstrangige DNA umgeschrieben, wobei die provirale
Sequenz mit Proteinkomponenten gebunden bleibt. Bei Lentiviren (z.B. HIV) wird der
Komplex aktiv durch die Kernporen in den Zellkern transportiert. Bei Retroviren, die keine
Moglichkeit des aktiven Transports besitzen, kann die Integration der Provirus-DNA in das

Genom der Wirtszelle erst im Zuge der Zellteilung nach Auflésen der Kernmembran
-9.
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erfolgen. Die Integration erfolgt durch die Integrase an eine beliebige Stelle des Genoms.
Damit ist das Provirus permanenter Bestandteil der infizierten Zelle und wird bei jeder
Zellteilung mitrepliziert. Die Wirtszelle besitzt keinen Mechanismus das Provirus zu
entfernen. Die Transkription des Provirus wird durch die LTR gesteuert, so dass das Virus
Einfluss auf den Wirtstropismus hat. Nach erfolgter Transkription des Provirus dient ein
Teil der RNA als Matrize fiir die Translation der viralen Proteine und der andere Teil als
Genom fiir die neu reifenden Viruspartikel. Dazu lagern sich die viralen Bestandteile an die
Zellmembran, wo Vorlaufer-Viren, die Virionen, durch Knospung freigesetzt werden.
Weitere Prozesse aufderhalb der Zelle fiihren zur vollstindigen Reifung der neuen Viren

(zusammengefasst nach (Modrow et al., 2003)).

2

1 Fusion

Bindung
Abbildung 1.04. Replikationszyklus eines
Retrovirus. Die Replikation des Virus
verlauft in mehreren Schritten, wobei die
Bindung an und die Fusion mit einer
Wirtszelle, Voraussetzung ist. Nach der
erfolgten Fusion, wird die Virus-RNA mit
Hilfe einer Reversen Transkriptase in DNA
umgeschrieben und in das Wirtszellen-
Genom integriert. Durch Transkription und

Uncoating

J RNA

3
Reverse Transkription

Transkription

/ Integration in die
zellulare DNA =

Provirale
DNA

Wirtszelle
Translation der integrierten viralen Gene
werden alle bendtigten Virus-Bestandteile
von der Wirtszelle hergestellt. Nach deren
Synthese erfolgt der Viruszusammenbau
und die Abknospung von Vorlauferviren,
husinosons. g I den Virionen, welche auRerhalb der Zelle zu

ﬂ den fertigen Viren heranreifen (Dressler &

Wienold, 2001).

Eine mafdgebliche Rolle bei der Rezeptorerkennung und der Verschmelzung von Zell- und
Virusmembran spielen die retroviralen Hiillproteine. Dabei unterscheidet man Class I und
Class Il Fusionsproteine (Kielian & Rey, 2006). Retrovirale TMs sind Class [ Fusionsproteine,
die aus einem N-terminalen Fusionspeptid, einem coiled coil Trimer und einem C-terminalen
Segment, das mit einer Transmembrandomdne und einem cytoplasmatischen Schwanz

verknlipft ist (Wilson et al., 2007).
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Receptor engagement Prehalrpin Intermediate

Target cell membrane

1 T T | s Transitional form Membrane fusion six-helix bundle
cD4

._b - - AR,

Abbildung 1.05. Ausbildung eines six-helix-bundle am Beispiel des transmembranen
Hiillproteins gp41 wahrend der HIV-Infektion von CD4+-Zellen. Das Oberflachenhiillprotein
(SU) gp120 interagiert zuerst mit CD4 und anschlieffend mit dem Chemokinrezeptor (CR).
Die NHR (gelb) und die CHR (rot) bilden nach einer ersten Konformationsanderung einen
three-helix rod aus, der als prehairpin-Intermediat bezeichnet wird. Dadurch kann das

Fusionspeptid (FP) am N-terminalen Ende des Molekiils in die Zellmembran eindringen. In
dem jetzt gdngigen Modell kommt es dann zur Interaktion beider Helices, was zu einem six-
helix-bundle und der Anndherung der beiden Membranen fiihrt (Roux & Taylor, 2007).

Da diese Arbeit auf der Induktion von neutralisierenden Antikérper gegen TM-Proteine
beruht, soll an dieser Stelle kurz das giangige Modell der Umlagerung des TM-Proteins
wahrend des ersten Schrittes der Infektion beschrieben werden: Nach der Rezeptorbindung
durch das SU-Protein und Ablésen des SU-Proteins vom restlichen TM-Protein (shedding)
kann das N-terminale hydrophobe Fusionspeptid des TM-Proteins in den cis-Monolayer der
Zellmembran eindringen. Die N-und C-terminalen Segmente bilden daraufhin ein helikales
Trimer, welches auch als Prdhairpin-Intermediat bezeichnet wird. Durch die freiliegenden
hydrophoben Furchen des N-terminalen Trimers wird das C-terminale Segment antiparallel
an dieses herangezogen (Hairpin-Struktur)(Chan & Kim, 1998). Wahrend dieser
Umlagerung wird die Zellmembran aufgerissen, so dass Virus- und Zellmembran
verschmelzen kénnen (six-helix bundle, 6HB)(Abb. 1.05.).

Allerdings gibt es fiir die beschriebenen Umlagerungen im Allgemeinen und fiir die
strukturellen Veranderungen im Cystein-Loop im Speziellen wahrend der HIV-Infektion
keine direkten Beweise (Caffrey, 2001). Wie Mutationsstudien bei gp41 von SIV zeigten,
wird durch den Verlust des Cystein-Loops die Struktur des gp41 vor und nach Fusion nicht
verandert (Caffrey et al., 1997; Sen et al., 2007).

Caffrey und seine Kollegen schlagen daher vor, die kritische Rolle von gp41 wahrend der
Infektion weiter zu untersuchen, um gesicherte Aussagen Uuber die intermolekulare

Interaktionen und Umlagerungen treffen zu konnen.
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1.5 Das porzine endogene Retrovirus (PERV)

PERVs gehoren zu den Gammaretroviren und wurden erstmals Anfang der 1970-iger Jahre
in Nierenzellkulturen von Schweinen beschrieben (Armstrong et al, 1971; Breese, 1970;
Kaaden & Dietzschold, 1971).

Es wird vermutet, dass dieses endogene Retrovirus sich vor 7,6 Millionen Jahren ins
Schweinegenom integriert und seinen Ursprung in Afrika hat (Tonjes & Niebert, 2003).
Hintergrund fiir diese Annahme ist, dass in den heute lebenden Pekaris in Amerika, die die
nichsten Verwandten zu den heutigen Schweinen darstellen und sich evolutionar vor 7,6
Millionen Jahren von diesen getrennt haben, keine PERVs gefunden werden konnten.

1997 konnte gezeigt werden, dass PERVs in der Lage sind, menschliche Zellen in vitro zu
infizieren (Patience et al., 1997). Martin und andere haben 1998 beschrieben, dass es ohne
mitogene Stimuli zu einer Expression von PERV RNA sowie Freisetzung von viralen Partikel
kommen kann (Martin et al, 1998). Allerdings konnte bis heute in keinem Kklinischen
Versuch, bei denen porzine Zellen wie z.B. Inselzellen der Bauchspeicheldriise in Diabetes-
Patienten transplantiert worden sind, eine PERV-Infektion nachgewiesen werden (Di
Nicuolo et al, 2010; Irgang et al, 2003; Paradis et al, 1999; Patience et al, 1998). Doch
weisen einige Studien darauf hin, dass die Anzahl der Probanden zu klein ist, um eine
Infektion zu 100 % auszuschliefden, und fordern daher weitere Forschungen (Herring et al,
2001; Valdes-Gonzalez et al., 2010; Wang et al., 2011b).

Dass es noch zu keiner Infektion gekommen ist, liegt vielleicht auch daran, dass PERVs
allgemein niedrigtitrig vorliegen (Munoz et al., 1999; Takeuchi et al, 1998), jedoch durch
das Passagieren von infizierten humanen Zellen einen hoheren infektiosen Titer erreichen
konnen (Denner et al., 2003).

Im Tiermodell hingegen gibt es widerspriichliche Aussagen zu in vivo Infektionen. Bei der
Transplantation von porzinem Gewebe auf nicht-menschliche Primaten wurde einerseits
keine Ubertragung von PERV festgestellt (Denner et al., 2009). Bei der Xenotransplantation
bei Lammern jedoch konnte eine in vivo Transmission von PERV ermittelt werden (Popp et
al., 2007).

Insgesamt werden PERVs anhand ihrer env-Gene in drei replikationskompetente Subtypen
unterschieden, PERV-A, -B und -C. Die Unterschiede im env-Gen beschranken sich allerdings
nur auf das Oberflichenprotein (SU) gp70, woraus unterschiedliche Wirtsspezifititen
resultieren (Patience et al,, 2001). Die Gene pol und gag weisen hingegen untereinander eine
sehr grofie Homologie auf (Le Tissier et al, 1997; Patience et al, 1997). PERV-A und -B

konnen verschiedene Zelllinien infizieren und werden daher als polytrop bezeichnet; PERV-
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C dagegen kann nur Schweinezellen infizieren und wird daher als ecotrop bezeichnet
(Akiyoshi et al., 1998; Le Tissier et al, 1997; Patience et al, 1997; Takeuchi et al., 1998;
Wilson et al., 2000). Neben diesen drei Subtypen konnte eine exogene Variante, eine PERV-
A/C-Rekombinante, nachgewiesen werden. Dieses Virus, das sich nicht in der Keimbahn
befindet, besitzt die Rezeptorbindungsstelle von PERV-A und kann somit auch nicht-porzine

Zellen infizieren (Denner, 2008; Harrison et al.,, 2004).
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Abbildung 1.06. Elektr;)nenmikro'sk-opisché Aufnahmen von PERV-Partikeln. In den oberen
Aufnahmen ist das budding von infizierten 293-Zellen dargestellt (a-c). Der Durchmesser
der Partikel betrdgt ungefahr 110 nm. Der Pfeil in der unteren Aufnahme zeigt ein

Viruspartikel bei dem Zelleintritt. Fiir diese Aufnahmen wurden 293-Zellen mit PK15-
abgeleiteten PERV-Partikeln infiziert (Czauderna et al., 2000).

1.5.1 Aufbau und Genetik von PERV

Der Aufbau von PERV-Proviren entspricht dem eines einfachen Retrovirus (siehe Abschnitt
1.4.1) (Abb. 1.07.). Die Oberflachen-Proteine p15E (TM-Protein) und gp70 (SU-Protein),
welche auf der Virusmembran zu finden sind, entstehen enzymatisch aus einem
Vorlauferprotein (Chiang et al, 2007; Pinter et al, 1997). Gp70 ist wie alle
Oberflachenproteine von Retroviren glykosyliert. In der Literatur werden sieben bzw. fiinf
N-Glykosylierungsstellen fiir PERV-A bzw. PERV-B beschrieben (Hazama et al, 2003; Le
Tissier et al, 1997). Durch Versuche mit Endoglycosidase H (EndoH), welches Mannose
entfernt, konnte indirekt nachgewiesen werden, dass auch O-Glykosylierungstellen

vorliegen (Watanabe et al.,, 2005). Sie sind strukturgebend fiir die Oberflachenstruktur des
-13 -
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Virus und analog zu HIV notwendig fiir die Rezeptorbindung und daher fiir eine erfolgreiche
Infektion (Freed & Risser, 1987). Der Einsatz von a-und -Mannosidase fiihrte zu einer
Reduzierung der PERV-Infektion (Hazama et al.,, 2003; Miyagawa et al., 2006).

Die SU-Einheit der meisten Retroviren besitzt einen N-terminalen Bereich, der als
Rezeptorbindungsstelle (receptor binding protein, RBP oder receptor binding domain, RBD)
dient (Albritton et al., 1993; Heard & Danos, 1991) und einen C-terminalen Bereich, der fiir
die Stabilitit des viralen Oberflachenproteins sorgt (Ragheb & Anderson, 1994). Eine
dazwischenliegende prolinreiche Region (PRR) verbindet beide Domanen und sorgt fiir
deren Aktivitat (Gray & Roth, 1993). Jiingste Ergebnisse zeigen jedoch, dass fiir eine PERV-
Infektion die PRR kritisch fiir die Infektion ist und nicht wie sonst fiir Retroviren tblich die
N-terminale Region der RBP (Argaw & Wilson, 2012). Bereits frither publizierte
Interaktionsstudien mit SU-Klonen zeigten ebenfalls, dass nur die komplette SU-Einheit
(inkl. PRR) und nicht nur die RBP notwendig fiir die Bindung mit humanen Zellen ist
(Watanabe et al., 2005).
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Abbildung 1.07. Genomische Struktur von zwei PERV-Klonen. Die Gesamtldnge der
proviralen Sequenz von PERV-B(33) und PERV-B(43) betrdagt 8.918 und 8.750 Basenpaare.
Cap=Transkriptionsstartpunkt; PBS=Primer-Bindungsstelle; SD= Splice-Donor; SA=Splice-
Akzeptor; p(A)=Poly-A-Schwanz (Czauderna et al., 2000).

1.5.2 Vorkommen und Infektion mit dem Virus

Insgesamt lassen sich bis zu 50 PERV-Proviren im porzinen Genom finden, wobei diese je
nach Schweinerasse variieren (Bosch et al, 2000; Herring et al, 2001). Durch Deletionen
sind die Proviren meist nicht mehr dazu fahig, intakte infektiose Viruspartikel zu bilden (Lee
etal, 2002; Patience et al, 2001). In den unterschiedlichen Geweben variiert die Expression
von PERV-mRNA sehr stark, wobei im Pankreas die geringste und in den Nieren die hochste

Expression zu detektieren ist (Akiyoshi et al., 1998; Clemenceau et al., 1999). Beziiglich der
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Freisetzung von intakten Viruspartikeln bestehen ebenfalls Unterschiede zwischen den
einzelnen Schweinerassen (Dieckhoff et al., 2009; Tacke et al., 2000).

Fir die Nutzung von porzinen Geweben in Xenotransplantationen wurden genetische
Analysen mit verschiedenen Schweinerassen durchgefiihrt. Allerdings kommen dabei Mang
und Kollegen zu dem Ergebnis, dass die Kopienzahl abhangig von der Zucht ist (Mang et al.,
2001) und eine erst kiirzlich veréffentlichte Studie konnte keinen Zusammenhang zwischen
Zucht und Anzahl der Proviren aufzeigen (Quereda et al.,, 2012).

2003 konnten die fiir eine PERV-A Infektion bendtigten Oberflachenrezeptoren einer
humanen Wirtszelle beschrieben werden: HuPAR-1 und HuPAR-2 (humaner PERV-A
Rezeptor) (Ericsson et al, 2003). Die entsprechenden Gene (GPR172A und GPR172B)
befinden sich auf den Chromosomen 8 und 17 und sind zu 86,5% homolog. Die
Rezeptorfunktion von HuPAR-2 ist zehnmal héher als die von HuPAR-1 (Marcucci et al,
2009). HuPAR-1 iibernimmt zudem die Funktion als Gamma-Hydroxybutyrat-Rezeptor im
menschlichen Gehirn (Andriamampandry et al, 2007); HuPAR-2 dient als Riboflavin-
Transporter (Yonezawa et al., 2008).

Erste Experimente und Berechnungen zeigten, dass die Rezeptoren aus elf
Transmembrandomédnen mit einem intrazellularen N-Terminus und einem extrazellularen
C-Terminus bestehen (Marcucci et al, 2009; Mattiuzzo et al., 2007). Fiir HuPAR-2 konnte
gezeigt werden, dass zwei Regionen kritisch fiir die PERV-A Infektion sind (Marcucci et al.,
2009) und dieser durch epigenetische Faktoren hochreguliert wird (Moalic et al, 2009;
Nakaya et al., 2011b). Fiir PERV-B ist noch kein Rezeptor identifiziert worden.

Viele Gammaretroviren besitzen in ihrem SU-Protein ein PHQ-Motiv (Prolin-Histidin-
Glutamin), das bei einer Mutation oder einer Deletion des Histidins die Membranfusion und
somit die Infektion blockiert wird (Bae et al., 1997; Lavillette et al., 2000). Hingegen besitzt
PERV kein vollstandiges PHQ-Motiv mehr, sondern nur noch an der zehnten Stelle des
Glycoproteins gp70 ein Histidin. Durch Deletion dieses Histidins konnte gezeigt werden,
dass dieses unerlasslich fur die Infektion ist. Durch Zugabe der Rezeptor-Bindungsdomane
eines anderen Gammaretrovirus bei in vitro-Experimenten konnten Zellen, die keinen PERV-
Rezeptor exprimieren, mit PERV infiziert werden (Lavillette & Kabat, 2004). Daraus
abgeleitet wird eine rezeptorunabhangige Infektion vermutet.

Zudem konnte gezeigt werden, dass ein mutierter PERV-C Klon iiber einen unbekannten

Rezeptor humane Zellen infiziert (Argaw & Wilson, 2012).
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1.5.3 Antikoérper gegen PERV

Wie eingangs beschrieben, stellt die Schutzimpfung eine Moglichkeit dar, einen Organismus
dauerhaft vor Pathogenen zu schiitzen (siehe Abschnitt 1.2). Somit kénnte eine mogliche
Ubertragung von PERV bei einer Xenotransplantation (siehe Abschnitt 1.6.2) durch die
Induktion von PERV-neutralisierenden Antikérpern verhindert werden.

Bereits beschrieben sind Immunisierungen mit der rekombinanten Ektodomane des
Transmembran-Proteins p15E, die gezeigt haben, dass neutralisierende Antikorper gegen
PERV induziert werden konnten (Fiebig et al, 2003). In verschiedenen Spezies wurde
festgestellt, dass Antikorper des p15E-Immunserums an zwei Hauptregionen binden: im N-
terminalen Bereich (N-terminal heptad repeat-Region, NHR) und im C-terminalen Bereich

(C-terminal heptad repeat-Region, CHR) (Fiebig et al, 2003; Kaulitz et al., 2011) (Abb. 1.08.).
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Abbildung 1.08. Ubersicht der induzierten Antikérper nach Immunisierungen mit
rekombinanten p15E. [A] Ubersicht iiber die induzierten Antikérper nach Immunisierung
mit rekombinanten p15E(aa488-596) in verschiedenen Tierspezies. Die Hauptepitope in der
NHR- und CHR-Doméane wurden mit E1, E2a bzw. E2b gekennzeichnet. [B] Schematische
Prasentation der identifizierten Epitope nach Immunisierung mit p15E von PERV und FeLV
bzw. der Epitope, an welche die monoklonalen Antikérper 2F5 und 4E10 von HIV-1 binden.
FP=Fusionspeptid; NHR=N-terminal heptad region; CHR=C-terminal heptad region; TM=
Transmembrandomane. (Kaulitz et al., 2011).
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Ahnlich bindende und neutralisierende Antikérper konnten nach der Immunisierung mit
der Ektodomadne von p1l5E von dem felinen Leukdmie-Virus (FeLV) (Langhammer et al,
2011; Langhammer et al, 2006) und dem Koala-Retrovirus (KoRV) (Kaulitz, 2012; Mahdi,
2009) nachgewiesen werden, so dass von homologen immunogenen Strukturen bei der
Ektodomédne des Transmembranproteins p15E bei Gammaretroviren ausgegangen werden
kann.

Fiir PERV konnte bis heute keine eindeutige Aussage getroffen werden, an welchem Epitop
die neutralisierenden Antikérper nach einer p15E-Immunisierung binden und wie diese
genauer induziert werden. Bei Inhibierungsversuchen mit Peptiden, um die Neutralisation
durch p15E-spezifische Antikorper zu reduzieren, wurden unterschiedliche Beobachtungen
gemacht, welche Antikérper-Population fiir die Neutralisation verantwortlich ist (Fiebig et
al, 2003; Kaulitz et al., 2011).

Neben den beschriebenen neutralisierenden Antikorpern gegen das TM-Protein wurden
neutralisierende Antikorper gegen Regionen in der PRR von gp70 beschrieben (Nakaya et
al, 2011a).

Eine Immunisierung mit einem Env-Protein, das sowohl gp70 als auch p15E umfasste,
konnte ebenfalls neutralisierende Antikérper induzieren (Chiang et al., 2007). Zwei der

Epitope befanden sich auf dem gp70, eines im Cystein-Loops des p15Es.
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1.6 Transplantation

Die Organtransplantation stellt heute ein etabliertes Behandlungsverfahren in der Medizin
dar, bei der Menschen mit Organschdden gerettet bzw. deren Lebensbedingungen dauerhaft
verbessert werden konnen. Seit der ersten Transplantation 1954 zwischen eineiigen
Zwillingen wurden in Deutschland zwischen 1963 und 2012 112.604 Transplantationen
durchgefiihrt (DSO, 2012; 2013). Uberwiegend werden Nieren, aber auch Organe wie Leber,
Herz, Pankreas und Lunge transplantiert (DSO, 2012). Heute sind durchschnittlich etwa
70 % der transplantierten Organe noch nach fiinf Jahren funktionstiichtig.

Grundlage fiir diese erfolgreichen Transplantationen sind pharmakologische und
biologische Erkenntnisse der Immunsuppression, um ein Abstof3en der transplantierten
Organe zu verhindern.

Trotz Deutschland- und Europaweiter Koordination zwischen Spendern und Empfangern
warteten allein in Deutschland im Jahr 2012 rund 11.300 Patientinnen und Patienten auf ein
Spenderorgan (Eurotransplant, 2013). Ca. 30 % der Betroffenen auf der Warteliste
versterben, weil das benotigte Organ nicht verfligbar ist. Die Bereitschaft zur Organspende
hat in der Eurozone leicht zugenommen; in Deutschland hingegen wurden 2011 7,5 %
weniger Organe gespendet als 2010 (Eurotransplant, 2012). Da die Zahl der Empfanger
immer noch hoher als die der Spender, kann nicht allen Menschen mit Organdefekten/-
versagen geholfen werden. Aus diesem Grund miissen Alternativen zur gangigen

Organtransplantation erforscht und etabliert werden.

1.6.1 Alternativen zur Allotransplantation

Die unter Abschnitt 1.6 beschriebene Form der Transplantation wird auch als
Allotransplantation bezeichnet, da hier Spender und Empfanger einer Spezies angehoren.
Daneben gibt es die Xenotransplantation, welche die Ubertragung von Zellen und/oder
Organen zwischen genetisch verschiedenen Spezies umfasst (siehe Abschnitt 1.6.2). Als
weitere Alternative der kurzfristigen Organtiberbriickung gibt es die Moglichkeit mit
maschinellen Organen, z.B. einer Herzpumpe (Lederman et al., 2002; Moazami et al., 2013).
Fiir Organe mit einer komplexen Stoffwechselfunktion, wie beispielsweise Leber oder Niere,
ist ein solcher Einsatz derzeit nicht moglich.

Als vierte Moglichkeit des Organersatzes kann das tissue engeering angefiihrt werden.

Darunter wird die Moglichkeit verstanden, aus humanen Stammzellen Zellen der

-18 -



1. Einleitung

verschiedenen Organe zu ziichten. Schon heute werden durch dieses Verfahren Hautzellen

bei grof3flachigen Brandwunden gewonnen und transplantiert (Bannasch et al., 2000).

1.6.2 Xenotransplantation

Bei der Xenotransplantation handelt es sich um die Ubertragung von Zellen, Geweben und
Organen zwischen zwei verschiedenen Spezies. Diese Verfahren kann zum einen eine
zeitliche Uberbriickung darstellen, bis ein geeignetes humanes Spenderorgan vorliegt. Es
wird allerdings auch angestrebt, die Verpflanzung dahingehend zu optimieren, dass ein
Xenotransplantat als ein permanenter Organersatz dienen kann (Buhler et al., 2002a; Buhler
etal.,, 2002b; Fuchimoto et al.,, 2001; Sachs, 2000).

Zeitgleich mit dem Beginn der Transplantation von humanen Organen befasste man sich mit
der Moglichkeit, nicht-humane Organe zu transplantieren. 1963/64 wurden in zwei Studien
erfolgreich Paviannieren auf mehrere Patienten tbertragen, wobei die Organe in den
meisten Fillen nach 2-3 Monaten wieder abgestofien wurden und die Patienten verstarben
(Starzl et al, 1964). Mitte der 80-iger Jahre wurde versucht, ein Pavianherz einem
neugeborenem Madchen zu transplantieren. Nach 20 Tagen wurde das Xenograft
abgestofden (Bailey et al., 1985). Letztmalig wurden 1992 durch Prof. Starzl erneut eine
Pavianleber in einen 35-jahrigen Patienten transplantiert, welcher allerdings nach 71 Tagen
verstarb (Starzl et al., 1993).

Seit ldangerer Zeit zdhlen aus physiologischen, anatomischen und ethischen Griinden
Schweine zu den favorisiertesten Spendeorganismen fiir Xenotransplantationen (Boneva et
al, 2001; Dorling et al., 1997; Petersen et al., 2009; Sachs, 1994). Aus diesem Grund wurde
in den 1990-iger Jahren begonnen, porzines Gewebe und Organe zu transplantieren. Nach
vielen erfolglosen Xenotransplantationen der 90-iger Jahre infolge Abstofdungsreaktionen
wird nun versucht, eingekapseltes Gewebe  bzw. zellfreie Gewebestrukturen zu
transplantieren (Ekser et al, 2012; Park et al., 2013). Beispielsweise konnten so erfolgreich
eingekapselte Inselzellen in Diabetes-Patienten (Elliott et al, 2000) und auch porzinen
Hepatozyten in bioartifiziellen Leberunterstiitzungssystemen (Bengtsson et al., 1998; Levy
et al, 2000) transplantiert werden. Hinzu kommen Transplantationen mit porzinem
,Material“ im orthopddischen Bereich, um den Stiitz- und Bewegungsapparat
wiederherzustellen (Laurencin & El-Amin, 2008). Bei neuronalen Defekten wie Parkinson
und Huntington konnte bereits fotales neuronales Gewebe transplantiert werden (Deacon et

al., 1997; Schumacher et al., 2000).
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Tabelle 1.02. Vorteile der Xenotransplantation (Magre et al., 2003)

- unlimitierter Organvorrat

- bessere Planungen bei den Operationen, da Organe planbarer vorliegen

- Moglichkeit der vorsorglichen Immunbehandlung des Empfangers

- Organe kénnen zum Zeitpunkt des Bedarfs bereitgestellt werden

- Zuichtung von pathogenfreien Tieren, um Pathogenesen zu verhindern

- leichtere Uberpriifung der zu transplantierenden Organe bevor diese einem
Spendetier entnommen wird

Nach dem Sekretariat der Deutschen Bischofskonferenz wiirden voraussichtlich 4.000 bis
6.000 Tiere erforderlich sein, um den geschatzten jahrlichen Bedarf an Organtransplantaten
in der Bundesrepublik Deutschland zu decken (DBK, 1998). Im Vergleich dazu werden
jahrlich 48 Millionen Schweine fiir Nahrungszwecke erzeugt. Es bestiinde damit die
Moglichkeit, bei allen Erkrankten, bei denen eine Transplantation medizinisch indiziert

ware, diese auch durchzufiihren.

1.6.2.1 Hindernisse und Risiken der Xenotransplantation

Grundlegend miissen bei einer Xenotransplantation drei Hindernisse diskutiert werden:
physiologische, anatomische und immunologische. Da nicht-humane Primaten aufgrund
verschiedenster Aspekte flir eine Xenotransplantation nicht infrage kommen, muss auf
Spender einer anderen zoologischen Ordnung zuriickgegriffen werden (Denner & Tonjes,
2012). Dadurch ergeben sich zwangslaufig physiologische und anatomische Barrieren
zwischen Spender- und Empfiangerorganismus. Zum einen muss die Grofle sowie die
Orientierung des Organs betrachtet werden, da es durch die Anderung der Orientierung zu
einer Beeintrachtigung der Funktion kommen kann (West et al., 1987).

Zum anderen muss auf die Alterungsdynamik zwischen Spender und Empfanger geachtet
werden. Um die Hormon- und Enzymkompatibilitit zwischen Spender und Empfanger zu
gewahrleisten, miissen Stoffwechselkreislaufe gleich ablaufen. Auch wenn Gréfie, Hormon-
und Enzymkompatibilitit beachtet werden, kann es zu immunologischen Abstofungen
eines Transplantates kommen. Insgesamt lassen sich die auftretenden immunologischen
Reaktionen in drei bis vier verschiedene Phasen einteilen (Auchincloss & Sachs, 1998;
Dorling et al., 1997): hyperakute vaskuldre Abstofdungsreaktion (HAR) (Cooper et al., 1994),
die verzogerte Xenotransplantatabstofung, die T-Zell-vermittelte Abstofdungsreaktion
(Bach et al, 1995) und die chronische Transplantationsabstofdung. Die Entwicklung neuer
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Medikamente oder anderer Technologien haben in den letzten Jahren viel zur Uberwindung
einer Abstofdungsreaktion beigetragen (Dai et al, 2002; Pierson et al., 2009; Schmoeckel et
al, 1998). Um eine Abstofdungsreaktion bei porzinem Gewebe unter Kontrolle zu
bekommen, wurden z.B. transgene Schweine generiert, welche menschliche Proteine auf
ihren Zellen exprimieren (Klymiuk et al, 2010; Petersen et al, 2009).
Neben den beschriebenen Hindernissen darf man die Risiken durch Infektionen mit
Bakterien, Pilzen oder anderen Parasiten nicht unterschatzen (Fishman, 2001; Onions et al,
2000). Die meisten Erreger sind allerdings bei Schweinen bekannt und kénnen mittels SPF-
Haltung (specified pathogen free) (Munoz et al, 1999), Antibiotikabehandlung und
praventiver Vakzinierung als Infektionsrisiko ausgeschlossen werden. Es sei allerdings noch
darauf hingewiesen, dass viele Organismen, welche Zoonosen hervorrufen, im natiirlichen
Organismus meist harmlos sind und erst nach Ubertragung auf eine fremde Spezies ihre
pathogenen Eigenschaften offenbaren (George, 2006).

Auch wenn eine Infektion mit PERV nach durchgefiihrten Xenotransplantationen noch nicht
nachgewiesen wurde, ist eine Infektion weiterhin nicht ausschlief3bar. Unter dem Stichwort
,Xenotourismus“ wurde darauf aufmerksam gemacht, dass internationale Regularien
erstellt werden miissen, um zu verhindern, dass Patienten in Landern behandelt werden, in
denen ,gelockerte” Bedingungen zur Xenotransplantation gelten und somit Zoonosen wie
z.B. bei HIV-1 entstehen konnten (Sykes et al., 2004). Emanuel und Kollegen fordern in ihren
Uberlegungen, dass der wissenschaftliche Nutzen einer Xenotransplantation einer Risiken-

Nutzen-Rechnung unterzogen wird (Emanuel et al., 2000).

1.6.2.2 Ethische Aspekte bei der Xenotransplantation

Neben den medizinischen und weiteren naturwissenschaftlichen Aspekten der
Xenotransplantation sollen hier kurz ethische Bedenken bei der Verwendung von tierischen
Organen fiir die Heilung von Krankheiten erwdahnt werden. Nach den weltweit giiltigen
Deklarationen von Helsinki (1964) und Tokio (1975) ist der Tierversuch legitim und stellt
eine notwendige Voraussetzung zum Versuch am gesunden wie kranken Menschen dar.
Auch wenn in diesen Deklarationen keine expliziten Aussagen zu Xenotransplantationen
gemacht werden, sollte behutsam mit Versuchstieren umgegangen werden. Zukiinftig muss
weiterhin darauf geachtet werden, dass Menschen wie Tiere nicht zum Zwecke des
Forschungsfortschritts instrumentalisiert werden (DBK, 1998).

Weiterhin koénnten durch die Xenotransplantation Tierschutzstandards reduziert und

zurlickgeschraubt werden, weil die Behandlung schwerkranker Menschen Prioritdt hat.
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In die offentliche Debatte iiber den Nutzen von Xenotransplantationen sollten auch
wirtschaftliche Aspekte einbezogen werden. Daneben muss iiberpriift werden, ob bei den
momentanen klinischen Studien der lebensrettende Gedanke fiir eine Gesellschaft oder
konkret fiir einen Partizipierenden im Vordergrund steht (National Academy of Sciences
(US), 1996). In Kanada fand aus diesem Grund 2001 eine offentliche Anhérung mit
Wissenschaftlern, Experten mit sozialen und ethischen Hintergriinden sowie sonstigen
Interessierten und Betroffenen statt (Einsiedel & Ross, 2002; Jones & Einsiedel, 2011). In
dieser wurde beschlossen, dass keine weiteren klinischen Studien durchgefiihrt werden, bis
mogliche Risiken bei der Xenotransplantation ausgeschlossen sind (Einsiedel, 2004). Bach et
al. forderte ebenfalls im Zusammenhang mit der Xenotransplantation in verschiedenen
offentlichen Gremien dariiber zu debattieren und Regularien zum Nutzen festzuhalten
(Anderson, 2006; Bach & Ivinson, 2002). Insgesamt hat die britische Xenotransplantation
Interim Regulatory Authority schon 2003 ein Dokument mit tiber 200 Abstracts zum Thema
herausgegeben (DoH, 2003).

James F. George, Professor der Alabama Universitit in Birmingham (USA), fasste seine
Uberlegungen zum ethischen Diskurs wie folgt zusammen: , Aufgrund der Komplexitit der
medizinischen, ethischen und rechtlichen Fragen wird es immer eine kontroverse
Auseinandersetzung geben. Sollten die wissenschaftlichen Probleme geklart sein, so wird
die Entscheidung von klinischen Versuchen abhangig von kollektiven Diskussionen sein, die
durch ethische, regulatorische und rechtliche Rahmenbedingungen mittels Konsens

getroffen werden.” (George, 2006).
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1.7 Das humane Immundefizienz-Virus

Das humane Immundefizienz-Virus (HIV) ist ein Lentivirus, welches in seiner Pathogenese
zur Immunschwache AIDS (acquired immune deficiency syndrom) fiihrt. Seit Beschreibung
dieser Krankheit 1981 sind iliber 37 Millionen Menschen daran gestorben. AIDS ist mit
jahrlich knapp 1,7 Millionen Toten weltweit die vierthaufigste Todesursache auf der Welt
(UNAIDS, 2012). Da das Virus zu einer Immunschwache fiihrt, konnten zwar Anfang der
1980-iger Jahre die Auswirkungen wie verschiedene Pilzinfektionen und die moglichen
Ubertragungswege beschrieben werden (Gottlieb et al, 1981), aber erst 1984 wurde der
Erreger entdeckt und als LAV (Lymhadenopathie-assoziiertes Virus) (Barre-Sinoussi et al,
1983) bzw. HTLV-III (humanes T-Zell Leukdmie Virus) (Gallo et al., 1983) bezeichnet. . Viele
weitere Arbeitsgruppen bestatigten den Befund einer Viruserkrankung. 1986 erhielt das

Virus seinen heutigen Namen (Coffin et al., 1986).

1.7.1 Genetik und Morphologie von HIV

Das Virus gehort zum Genus der Lentiviren und somit zur Familie der Retroviridae. Das
Genom besteht aus zwei Kopien einer einzelstrangigen RNA, welche die typischen Proteine
eines Retrovirus kodiert: Gag, Pol und Env. Zusatzlich werden die regulatorischen Proteine
Tat und Rev sowie Nef, Vif, Vpr und Vpu kodiert, die z.B. an der Replikation und
Proteinexpression sowie dem Unterdriicken der Immunantwort gegen infizierte Zellen
beteiligt sind. Als Oberflachenproteine, welche durch env kodiert sind, liegen gp120 und
gp41 vor, die beide sehr stark glykosyliert sind (Thomas et al., 1991).

1.7.2 Ubertragung und Krankheitsverlauf

Die Ubertragung des Virus erfolgt u.a. iiber ungeschiitzten sexuellen Kontakt, Kontakt mit
infiziertem Blut bzw. Blutprodukten sowie beim Stillen von Neugeborenen.

Die Pathogenese einer HIV-Infektion ist durch drei Phasen gekennzeichnet: friihe,
chronische und spate Phase. Die Infektion erfolgt iiber die Schleimhdaute. Alternativ kann die
Infektion tiber membranstindige C-Typ Lektine von mukosalen Langerhans Zellen, welche
durch eine Shuttle-Funktion das Virus in die Zelle schleusen, erfolgen. Bis zu sechs Wochen
verweilen die infizierten Lymphozyten in den Lymphknoten, bis es zum ersten Ausbruch

kommt: die Viruslast im Blut steigt auf bis zu 5x10°® RNA-Kopien/ml an und ist
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gekennzeichnet durch Fieber, starken Nachtschweifl, Abgeschlagenheit, Hautausschlage,
orale Ulzerationen oder Arthralgie. Das Virus breitet sich nun im gesamten Organismus aus,
wahrenddessen die CD4+ Zellzahl abnimmt. Durch die primire Immunantwort wird das
Virus zunachst wieder zugedrangt bis es in der chronischen Phase nicht mehr unterdriickt
werden kann. Die CD4+-Zellzahl fallt zur spaten Phase hin kontinuierlich ab, bis nur noch
200 CD4+-Zellen/pl gezahlt werden. Die letzte Phase ist durch den Wechsel des Korezeptors
CCR5 (R5-tropes Virus) zum CXCR4-Korezeptor gekennzeichnet. Ursache dafiir ist eine
Mutation in der variablen Region V3 des Oberflachenproteins gp120 von HIV-1. Durch diese
Mutation andert sich das Glykosylierungsmuster von gp120, wodurch der andere
Korezeptor verwendet wird (Polzer et al., 2002).

Durch die geringe Anzahl an CD4+-Zellen kommt es in der Regel zu AIDS-definierenden
Erkrankungen: zu diesen zahlen opportunistische Infektionen, die durch Viren, Bakterien,
Pilze oder Parasiten bedingt sind, sowie andere Erkrankungen, wie die Ausbildung von
Kaposi-Sarkomen oder malignen Lymphomen. Unbehandelt fiihren diese Erkrankungen

zum Tod.

1.7.3 Antikorper und Impfstoffe gegen HIV

Die Entwicklung eines sicheren und effektiven HIV-Impfstoffs ware unzweifelhaft die beste
Losung, die AIDS-Pandemie in den Griff zu bekommen, wobei bis heute kein wirklicher
Durchbruch zu einem Impfstoff gelungen ist (Fauci, 2008). Ein HIV-Impfstoff sollte eine
Infektion verhindern bzw. die Viruslast auf Dauer reduzieren, um eine Infektion von
anderen Menschen auszuschlieffen (Barouch, 2008). Ein Forschungsschwerpunkt stellt
dabei die Induktion von breitneutralisierenden Antikdrpern dar, welche in einigen
Patientenseren gefunden worden sind. Diese Antikorper sind grofdtenteils gegen das
Oberflachenprotein gp120 oder gp41 gerichtet (Lin & Nara, 2007).

Nach Charakterisierung der Bindungsepitope und der Eigenschaften der Antikérper wurde
versucht, diese im Tiermodell zu induzieren. Bei der Wahl des Antigens wurden alle
Moglichkeiten einer moglichen Induktion von Antikérpern (siehe Abschnitt 1.2.) ausgenutzt
(Girard et al, 2011; Wijesundara et al., 2011). Darunter befanden sich Impfstoff-Strategien
mit inaktivierten Viruspartikeln (Kim et al, 2007; Phogat et al, 2008), nativen Env-
Strukturen (Belshe et al, 1993; Dolin et al, 1991), modifizierten Env-Molekiilen (Ho et al,
2005; Yang et al, 2002), DNA-Partikeln (Lori et al, 2005; Yin et al, 2011) sowie
Vektorenimpfungen (Currier et al, 2010; McElrath et al, 2008). Neben unzdhligen

Tierimmunisierungen wurden mehr als 40 verschiedene Impfstoff-Kandidaten in tiber 80
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klinischen Studien der Phase I und II mit mehr als 10.000 Personen erprobt (Mascola &
Montefiori, 2010; Ross et al., 2010). Bis heute konnte in keiner der durchgefiihrten Studien
eine Moglichkeit des ausreichenden Schutzes vor einer HIV-Infektion gefunden werden
(Munier etal., 2011).

Neben der Induktion von neutralisierenden Antikorpern gibt es die Mdoglichkeit durch die
Aktivierung von Natirlichen Killerzellen oder aber von CD8-T-Zellen virale Erreger zu
eliminieren (Forthal & Moog, 2009; Overbaugh & Morris, 2012). In einigen Reviews werden
daher zellulare und humorale Immunantworten zu gleichen Anteilen erwdhnt und
erganzend darauf hingewiesen, dass das Zusammenspiel beider Immunantworten Aussicht
auf den Erfolg eines Impfstoffes hat (Saunders et al., 2012; Walker & Burton, 2008).

Fir diese vorliegende Arbeit sind die breitneutralisierenden Antikorper 2F5, 4E10 und
10E8, welche an der membrane proximal region (MPER) von gp41 binden (Huang et al,
2012; Montero et al, 2008; Muster et al, 1993; Zwick et al, 2001) von besonderer
Bedeutung. Wie diese das Virus neutralisieren ist noch nicht eindeutig geklart, wobei davon
auszugehen ist, dass die Bindung der Antikorper die Fusion mit der Zielzelle verhindert (Lin
& Nara, 2007).

Die lange Kette der Antikorperbindungstelle 3 (CDR3) ist bei 2F5 und 4E10 recht lang, so
dass eine Interaktion mit der Virusmembran in Betracht kommen koénnte (Cardoso et al.,
2005; Ofek et al, 2004). Ob diese allerdings fiir die Neutralisation bzw. Induktion der
entsprechenden Antikérper notwendig ist, konnte noch nicht eindeutig beschrieben werden.
Neben den breitneutralisierenden Antikérpern, welche in der MPER von gp41 binden,
wurden neutralisierende Antikorper beschrieben, die Epitope in der NHR erkennen
(Gustchina et al.,, 2010; Miller et al., 2005; Sabin et al., 2010).

Einer davon, HK20, wurde aus immortalisierten Gedachtniszellen von HIV-1 Infizierten
isoliert (Corti et al, 2010), ein anderer, D5, wurde durch einen Phagendisplay aus einer
Antikorper-Bibliothek isoliert (Miller et al., 2005). Die Kristallstruktur von D5 zeigt, dass
dieser in einer hydrophoben Tasche in der NHR von gp41 bindet (Luftig et al., 2006). Die
gleiche Region wurde zuvor als Zielregion verschiedener Inhibitionspeptide beschrieben
(Eckert & Kim, 2001a). Obwohl das D5-Epitope unter den HIV-1 Isolaten hochkonserviert
ist, neutralisiert der D5-Antikérper schwach und ist zielzell-abhangig (Miller et al.,, 2005).
Verschiedene Immunisierungsstudien haben versucht, D5-dhnliche Antikérper zu
induzieren, wobei nur einige dieser Studien erfolgreich waren (Bianchi et al, 2010; Nelson

etal, 2008).
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1.8 Vergleich zwischen PERV und HIV-1

Auch wenn PERV und HIV-1 evolutionar nicht sehr nah verwandt sind, lassen sich dennoch
einige Gemeinsamkeiten, aber auch grundlegende Unterschiede aufzeigen (Denner, 2011).
Diese Gemeinsamkeiten stellen die Grundlage fiir die vorliegende Arbeit dar.

Nach Immunisierungen mit der Ektodomane des rekombinanten TM-Proteins p15E wurden
Antikorper in der FPPR und MPER induziert, wobei die Antikorper der MPER eine
Sequenzhomologie zu dem breitneutralisierenden Antikorper 4E10 gegen HIV-1 aufweisen:
PERV EGWEN und HIV-1 NWEN/DIT (Fiebig et al, 2003; Kaulitz et al,, 2011).

In Tabelle 1.03. sind die wichtigsten Gemeinsamkeiten und Unterschiede beziiglich
bindender und neutralisierender Antikorper gegen die TM-Proteine gp41 (HIV-1) und p15E
(PERV) zusammengefasst. Im Zusammenhang mit der Induktion von neutralisierenden
Antikorpern gegen HIV-1, welche an der MPER binden, wurden der Einfluss von Lipiden und
die Glykosylierung diskutiert. Allerdings kann fiir diese Einfliisse keine abschliefdende
Beurteilung gemacht werden, da experimentelle Versuche noch zu keiner hinreichenden
Induktion von MPER-neutralisierenden Antikorpern gegen HIV-1 gekommen sind.

Da das TM-Protein von PERV nicht glykosyliert und der Einfluss von Lipiden noch nicht
gezeigt worden ist, sollen diese Aspekte nicht aufier Acht gelassen werden und flief3en in die
abschliefdende Diskussion mit ein. Zusammenfassend zeigt sich, dass die TM-Proteine gp41
und pl5E einige Gemeinsamkeiten, aber auch grundlegende strukturelle Unterschiede
aufweisen (Tab. 1.03).

Als einzige Ubereinstimmung eines Proteinsequenzvergleichs beider TM-Proteine konnte
nur der Bereich der MPER identifiziert werden, an welchem bei HIV-1 der

breitneutralisierende Antikérper 4E10 bindet (Abb. 1.09.).
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Abbildung 1.09. Proteinsequenzvergleich zwischen gp41 (HIV-1) und p15E (PERV-A). Der
Vergleich der Proteinsequenzen zwischen den kompletten TM-Proteinen gp41 (HIV-1; Acc.
CAB96240) und p15E (PERV-A; Acc. CAA72927) zeigt nur im Bereich der MPER eine
Ubereinstimmung. Von den erkannten acht Aminosduren sind drei identisch (alle

bindungsrelevant fiir der HIV-1 neutralisierenden Antikoérper 4E10) und drei weitere in
ihrer Ladung (BLAST / National Library of Medicine, US).
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Gemeinsamkeiten zeigen beide Viren auch bei der Wirkung von antiretroviralen
Medikamenten. So entfalten Medikamente, die die Replikation von HIV-1 hemmen, ihre
Wirkung auch gegen PERV. Darunter befanden sich die unspezifischen nukleosidischen RT-
Inhibitoren Zidovudine (AZT) und Dideoxyinosine, die beide die Replikation hemmen
(Powell et al., 2000; Qari et al, 2001; Stephan et al, 2001). Von vier getesteten HIV-1
Genexpressions-Inhibitoren waren zudem zwei in der Lage, auch die PERV-Expression zu
mindern (Shi et al, 2009).

Da die getesteten Inhibitoren allerdings unspezifisch antiretroviral wirken, ist es nicht

verwunderlich, dass diese sowohl bei HIV-1 als auch PERV wirken.
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Tabelle 1.03. Vergleich zwischen den Transmembranproteinen p15E (PERV) und gp41 (HIV-1).

PERV HIV-1 Quelle
Ausbildung six-helix-bundle bei der Ja (Annahme) Ja (Gallo et al., 2003; Hazama et al., 2003; Pan et al,,
Infektion 2010; Watanabe et al., 2005)
Glykosyliertes SU-Protein Ja Ja (Kumar etal, 2011; Leonard et al., 1990; Ma et al.,

2011)

Glykosyliertes TM-Protein Nein Ja (Denner, 2012; Lee et al., 1992)
Bindende Antikorper nach p15E- NHR, Cys-Cys-Loop, NHR, Cys-Cys-Loop, (Bellamy-Mclntyre et al.,, 2007; Fiebig et al., 2003;
Immunisierung/HIV-1-Infektion CHR/MPER CHR/MPER Finnegan et al., 2002; Kaulitz et al., 2011; Sattentau

etal,1995; Xuetal, 1991; Xu et al., 2004)

Neutralisierende Antikorper

Ja, binden in der NHR
und CHR/MPER¥*; ein
weiterer bindet am

Cystein-Loop

Ja, binden in der NHR
und der MPER

(Chiang et al., 2007; Fiebig et al.,, 2003; Gustchina
etal, 2010; Kaulitz et al., 2011; Miller et al., 2005;
Muster et al., 1993; Sabin et al.,, 2010; Zwick et al,,
2001)

MPER-spezifische Antikoérper

Ja, ev. neutralisierend*

Ja, neutralisierend

(Kaulitz et al., 2011; Muster et al., 1993; Zwick et
al, 2001)

Einfluss von Membranlipiden auf
MPER bzw. MPER-bindende

Antikorper (z.B. 4E10)

Ja

(Haynes et al.,, 2005; Huarte et al., 2008; Huarte et
al, 2011; Matyas et al., 2009a; Matyas et al., 2009b;
Sun et al., 2008)

Interaktion zwischen FPPR/NHR

und MPER/CHR

Ja

(Bellamy-Mclntyre et al., 2007; de la Arada et al,,
2009)

*keine detaillierte Betrachtung moglich, da NHR- und CHR/MPER-spezifische Antikorper gegen das TM-Protein bisher nicht einzeln

untersucht worden sind
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2. Zielsetzung

Grundlegendes Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die zuvor beschriebenen p15E-
spezifischen Antikorper gegen das porzine endogene Retrovirus (PERV) genauer zu
untersuchen und deren Induzierbarkeit zu erklaren.

Frithere Immunisierungen mit der Ektodomédne des Transmembranproteins p15E
induzierten Antikorper, die eine PERV-Infektion hemmen und die somit eine Ubertragung
von PERV bei einer Xenotransplantation verhindern konnten. Epitop-Kartierungen der
Immunseren zeigten, dass diese Antikorper in der FPPR/NHR und CHR/MPER von p15E
binden und es zwischen dem Epitop in der MPER und dem Epitop des
breitneutralisierenden Antikorper 4E10 gegen HIV-1 eine Homologie in der Lokalisation

sowie Aminosduresequenz gibt.

Aus  diesem  Grund sollen durch  verschiedene Immunisierungen  und
affinitidtschromatographischen  Aufreinigungen die FPPR/NHR- und CHR/MPER-
spezifischen Antikorper hinsichtlich ihrer Bindung und Neutralisation untersucht werden.

Durch die Einbeziehung von Immunisierungsversuchen, die der Induktion von
neutralisierenden Antikorpern gegen HIV-1 oder anderen (Gamma-)Retroviren dienten,
sollen zudem mogliche Zusammenhange zwischen PERV und HIV-1 beschrieben werden, um

einen Beitrag zu einem effektiveren Antigen-Design bei Retroviren zu liefern.

Folgende Fragestellungen sollen in diesem Zusammenhang beantwortet werden:

e An welche Epitope binden die neutralisierenden p15E-spezifischen Antikorper gegen
PERV?

e Wie konnen diese Antikorper induziert werden?

e Welche Zusammenhdnge bestehen zwischen PERV und HIV-1 in Bezug auf die
Induktion von TM-spezifischen Antikérpern?

e Welche strukturellen Eigenschaften sind mafigebend fiir ein erfolgreiches Antigen-

Design?
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3. Material

3.1 Reagenzien und Chemikalien

Chemikalien Hersteller
Agarose Roth
Acrylamid (30%) Bisacrylamid (0.8%) Roth
Ammoniumpersulfat (APS) Roth
Ampicillin Roth
Rinderserum Albumin (BSA) Roth
Coomassie Brilliant Blue G-250 Serva

Protease inhibitor cocktail tablets
Ethanol, 99%

Ethidiumbromid

Fetales Kalbsserum

Hefeextrakt

HEPES

L-Glutamin (200mM, steril)

ECL- Western Blot Reagenz
Isopropanol

2-Mercaptoethanol

Methanol, 99%

Milchpulver
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumlaurylsulphat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat (NaH2PO4)
Tetra-methyl-ethylendiamin (TEMED)
Tris (hidroxymethyl) aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypton

Roche/Thermo Scientific
Roth
Sigma-Aldrich
Biochrom
Roth
Biochrom
PAA

Thermo Scientific
Roth

Roth

Roth

Sucofin

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth
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3.2 Losungen und Puffer

Losung/Puffer

Zusammensetzung

APS Losung

Blocking Losung (Western-Blot)
Blocking Losung (CNBr-Sepharose)
Blocking Losung (ELISA)
CNBr-Puffer (pH 4,0)

CNBr-Puffer (pH 8,0)

Coomassie Blue-Farbelosung

DEPC-H20

DNA-Ladepuffer

Elektrophorese-Laufpuffer
Elutionspuffer Antikoérper-Aufreinigung
Elutionspuffer GST-Aufreinigung
Entfarber fiir SDS-Gele

IPTG

Kopplungspuffer fiir CNBr- Sepharose
Natriumphosphat-Puffer

PBS (pH 7,4)

PBS-T

SDS-PAGE Probenpuffer (3x)

Sammelgel Puffer (SDS-PAGE) (4x)
Transferpuffer (Western Blot)

Trenngel Puffer (SDS-PAGE) (4x)
TAE-Puffer (50x), pH 8,0

TBS (Tris buffered saline) (10x)
TBS-T

TE-Puffer

10 % APS in H20

5 % Milchpulver in PBS-T

0,1 M Tris-HCI Puffer, pH 8,0

PBS-T; 5 % BSA

0,1 M Na-Acetat; 0,5 M NaCl; pH 4,0

0,1 M Tris; 0,5 M NaCl; pH 8,0

0,5 % Coomassie G; 10 % Essigsaure; 40 %
Methanol

1 ml DEPC in 1 1 H20 durch Schiitteln 16sen,
uber Nacht inkubieren; autoklavieren

40 % Glycerin; 2g SDS; 0,01 g Bromphenolblau;
0,3 M Tris/HCl pH 6,8

25 mM Tris; 250 mM Glycin, pH 8,3; 0,1 % SDS
0,2 M Glycin pH 2,3

10 mM red. L-Glutathion

40 % Methanol, 10 % Essigsaure

200 mg/ml; steril filtrieren; aliquotieren;

bei -20 °C aufbewahren

0,1 M NaHCOs, pH 8.3, 0,5 M NaCl

0,5 M NaH;P0O4, 0,5 M Na;HPO4, pH 8,0

137 mM NacCl; 2,7 mM KCl; 12 mM Phosphat
PBS, 0,05 % Tween-20

0,15 M Tris-HCI, pH 6,8; 30 % Glycerol; 6 % SDS;
0,003 % Bromphenol Blau; 75 mM DTT

0,5 M Tris-HCI pH 6,8; 0,4 % SDS

48 mM Tris-Base, 39 mM Glycin, 20 % (v/v)
Methanol; 0,04 % SDS

1,5 M Tris-HCl pH 8,8; 0,4 % SDS

2 M Tris; 57% Essigsaure; 100 mM EDTA

0,5 M Tris/HCl pH 7,4; 1,5 M NaCl

TBS, 0,05 % Tween-20

10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA
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3.3 Enzyme

Enzym Hersteller
AmpliTaq™ Gold DNA Polymerase Invitrogen
HotStart Taq Polymerase Segentic
BioTherm™ DNA Polymerase Genecraft
BioThermStar™ DNA Polymerase Genecraft

Lysozym (10 mg/ml) Sigma-Aldrich
T4-DNA-Ligase Fermentas
Proteinase K Fermentas
Penicillin/Streptavidin PAA

Trypsin/EDTA (1x) PAA

Thrombin Qiagen
Restriktionsenzyme Fermentas

Lysosym Roth

PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase Agilent Technologies

3.4 Zellkulturmedien

Bezeichnung

Zusammensetzung/Herstelller

293T-Medium

Einfriermedium

OptiPRO™ SFM

eukaryontischen
Zellen

(serumfreies Medium)

500 ml DMEM; 10% FCS; 0,2 mM Glutamin; 100 U/ml
Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin, 7,5 ml HEPES

20 % DMSO; 80 % DMEM

Fa. GIPCO

LB-Agar
LB-Medium

Bakterien-
kulutr

35 g LB-Agar (Roth) fiir 11
20 g LB-Medium (Roth) fiir 11; 5 g NaCl

Die Medien fiir die Bakterienkultur wurden fiir 20 min bei 121°C sterilisiert. Nach

Autoklavieren wurde dem Agar und den fliissigen Medien kurz vor der Verwendung

Ampicillin hinzugegeben, um eine Endkonzentration von 100 pg Ampicillin pro ml zu

erhalten.
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3.5 Sepharosen/gekoppelte Beads

Name Hersteller
AminoLink Immobilization Kit Thermo Scientific
CNBr-activated Sepharose™ 4B GE Healthcare
Cross-linked Agarose mit Dextran GE Healthcare
(Gelfiltration)

Glutathione Sepharose 4B GE Healthcare
Protein G HP SpinTrap GE Healthcare
3.6 Kits

Kit Hersteller
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAmp DNA Blood Mini Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
RNeasy Mini Kit Qiagen
SensiFAST™ Probe No-ROX One-Step Kit Bioline

3.7 Antikorper

primare Antikorper

Fir die Charakterisierung der Antigene im Vorfeld der Immunisierungen wurde das
Ziegenserum 346 verwendet, das p15E-spezifische Antikorper enthielt. Fiir die Darstellung
der Virusbestandteile wurde zudem das Ziegenserum 14 (anti-p27) und 62 (anti-gp70)

verwendet. Alle drei Immunseren wurden durch die AG Denner bereitgestellt.

sekundare Antikorper

Die verwendeten sekundaren Antikorper (a-Ratte, a-Kaninchen und o-Ziege) waren fiir die
Western Blot- und ELISA-Analysen mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt und wurden von
DAKO (Danemark) bezogen. Des Weiteren wurde fiir die Fluoreszenz- als auch FACS-
Analyse ein Streptavidin-Konjugat verwendet, welcher mit AlexaFluor™ 488 (Streptavidin,

Alexa Fluor® 488 conjugate, Invitrogen) gekoppelt war, verwendet.
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Fir die Epitop-Mappings wurde ein DyLight™ 649-AffiniPure Kkonjugierter
Sekundérantikorper (a-Kaninchen bzw. a-Ziege-Antikorper) der Firma Jackson

ImmunoResearch verwendet.

3.8 Filter und Membranen

Name Hersteller
Amicon Ultra 15 Millipore
Blot-Papier Bio-Rad
Dialyse-Schlauche Serva
Western Blot-Membran Millipore
Roti-Spin Mini Roth

3.9 Vektoren, Bakterienstimme und Zelllinien

Bezeichnung Genotyp
BL21-CodonPlus™ E. coli B F- ompT hsdS(rB-, mB-) dcm- Tetr gal A (DE3) endA
(DE3)-RP Hte [argU proL Camr]
% DH5a E. coli F- gyrA462 endA1 A(srl-recA) mcrB mrr hsdS20(rB-,
=f_,§ mB-) supE44 ara-14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(SmR) xyl-5
2 A-leu mtl1
o)
% Top10 F* E. coli F'laclg, Tn10(TetR)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
M

®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara leu) 7697 galU
galK rpsL (StrR) endA1 nupG

HEK-293T

Zelllinien

#als Expressionsstamm wurden hauptsachlich BL21-Zellen verwendet; DH5a- als auch
Top10-Zellen dienten als Klonierungsstamm
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Abbildung 3.01. Vektorkarte des verwendeten
Vektors pGEX-KG.

3.10 Primer und Sonden

Primer/Sonden Lokalisation Genbank
Acc.
hGAPDH-for GGCGATGCTGGCGCTGAGTAC +365..385
hGAPDH-rev TGGTCCACACCCATGACGA -495..513
AF261085
e hGAPDH-probe = HEX-TTCACCACCATGGAGAAGGCTGGG-  +407.430
o BHQI
§ PERV-gag for TCCAGGGCTCATAATTTGTC +1213..1232
rg‘ac‘j’PERV—gagrev TGATGGCCATCCAACATCGA -1289..1308 AJ293656
PERV-gag-probe FAM-AGAAGGGACCTTGGCAGACTTTCT- +1244.1267
BHQ1
p15E-for TTGAATTCTAGCTGCAGGCGTGGGA +7579..7595
*g p15E-rev TTCTCGAGCTAGGTGGTCATCCAAGG -7944..7958
% NHR-for TTGAATTCTAGCTGCAGGCGTGGGA +7579..7595
E‘NHR—rev TTCTCGAGCTAAACCACTTCAGATAA -7728.7742  AJ133817
E CHR4K-for TTGAATTCTACACTCAGGAGCCATC +7833..7847
E CHR4K-rev TTCTCGAGCTATTTCTTTTTCTTGGTGGT -7944..7958
CATCCAAGG
pGEX_5_primer GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG +869..891 pGEX-KG
pGEX_3_primer = CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG -1078.1056  (5006bp)
C549A-for CTAAAAGAAGGAGGGTTAGCTGTAGCCTTAAAAGAGG
C549A-rev CCTCTTTTAAGGCTACAGCTAACCCTCCTTCTTTTAG

* die for-Primers enthalten eine EcoRI-Restriktionsschnittstelle; die rev-Primers eine Xhol-

Restriktionsschnittstelle
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3.11 Peptide und Peptid-Microarrays

Die Synthese der Peptide fiir die ELISA-Untersuchungen als auch Inhibierungsversuche
erfolgte durch die Firmen Genaxxon BioScience GmbH sowie GeneCust Europe. Die
aliquotierten Mengen wurden in PBS gelost (1mg/ml). Die Peptid-Microarrays fiir die
Epitop-Kartierungen wurden tber die Firma JPT Peptide Technologies GmbH bezogen. Die
Aminosaure-Sequenz entspricht den Positionen 463 bis 660 des Env-Proteins mit der

GenBank Nummer: CAA72927.

Bezeichnung Sequenz (Nummerierung CAA72927)

FPPR-abgeleitetes Peptid (kurz: FPPR) 478AAGVGTGTAALITGPQQLEKGLSs00
MPPR-abgeleitetes Peptid (kurz: MPPR) 5essEREADQGWFEGWFNRSPWMTT Leo4

Randomisiertes FPPR ALRLGQELISGHNAPIKTQTLG

Randomisiertes MPER TWPGEFWRSTNMLDWEQARFGE

M1 496EKGLSNLHRIVTEDLQALEKSVs17

M2 50sEDLQALEKSVSNLEESLTSLSEs29
Aminosaure-Sequenz des Peptid- 463EPISLTLAVMLGLGVAAGVGTGTAALITGPQQL
Microarrays EKGLSNLHRIVTEDLQALEKSVSNLEESLTSLSEV

VLQNRRGLDLLFLKEGGLCVALKEECCFYVDHSG
AIRDSMSKLRERLERRRREREADQGWFEGWFNR
SPWMTTLLSALTGPLVVLLLLLTVGPCLINRFVAF
VRERVSAVQIMVLRQQYQGLLSQGETDLsso

3.12 Versuchstiere

Tier Anzahl  Bezieher Versuchsort
Wismar-Ratte 16 CRL], Inc* RKI-Tierstall
Kaninchen (Chinchilla Hybride) 7 BfR BfR-Tierstall
Ziege 1 BfR BfR-Tierstall
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3.13 Gerite und Software

Bezeichnung Hersteller
Agarose-Elektrophoresekammer BioRad
Akta-Explorer 10S GE Healthcare
Analysewaage Sartorius
Curix 60 Agfa

Detektionsgerat fiir Agarose-&
Western Blot-Gele
ELISA-Reader Spectra Classic
FACS-Gerat
Fluoreszenzmikroskop
Heizblocke

PCR Maschinen

pH-Meter

Schiittler flir SDS-Gele/Blots
SDS-Gelgief3apparatur
SDS-Elektrophoresekammer
Spektrophotometer
Sterilbanke
Stromversorgungsgerate
Trans-Blot™ SD Semi-dry Blotter

Ultraschall-Homogenisator

Chemocam Imager, INTAS

TECAN

FACS Calibur E3476
Carl Zeiss LSM 780 (inverses)
Eppendorf

Eppendorf
Mettler-Toledo

CFL, Heidolph

BioRad

BioRad

Nandrop Technologies
Thermo Scientific
BioRad

BioRad

Branson

Zentrifugen Eppendorf, Beckman
3.14 Marker

Bezeichnung Hersteller
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, Ready-to-Use Fermentas
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas
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4.1 Arbeiten mit Nukleinsauren

4.1.1 Isolation von Nukleinsauren

Die Isolation von RNA und DNA aus den in der Arbeit verwendeten eukaryotischen Zellen
und Bakterien erfolgte mit Hilfe kommerziell erhaltlicher Kits. Nach Isolation der RNA
wurde diese gleich eingefroren, um einen Abbau zu minimieren. Um Kontaminationen

vorzubeugen, wurden die Plasmide raumlich getrennt von der DNA isoliert.

Tabelle 4.01. Ubersicht der Kits fiir die RNA und DNA Isolierung.

Kit Protokoll, Anderungen
DNA-Isolation aus QIAmp DNA Blood and nach Anleitung des Herstellers,
eukaryotischen Zellen  Tissue Kit (Qiagen) Elution mit 200 ul AE-Puffer
RNA-Isolation aus RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach Anleitung des Herstellers,
eukaryotischen Zellen Elution mit 50 ul DEPC-Wasser
DNA-Elution aus QIAquick PCR Purification =~ nach Anleitung des Herstellers
Agarosegelen Kit (Qiagen)

Plasmid-Isolation aus QIAprep Spin Miniprep Kit/ nach Anleitung des Herstellers,
Bakterienkulturen QIAGEN Plasmid Midi Kit Elution mit 200 ul (Midi-Prep) bzw.
100 pl (Mini-Prep) TE-Puffer

Nach durchgefiihrter Plasmid-Isolation und DNA-Elution aus Agarosengelen/Zellen wurden
die Nukleinsdurekonzentrationen am ND-1000 NanaDrop® (peqlab, Deutschland)
vermessen. Uber die Messung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von 260 und

280 nm konnte auch gleichzeitig die Reinheit der Probe ermittelt werden.
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4.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

4.1.2.1 Klonierung von PCR-Fragmenten/Transformation von E.coli

Fir das Klonieren der PERV-Konstrukte wurden verschiedene Primer konstruiert, welche
die Zielsequenz flankieren und zusatzlich Restriktionsschnittstellen enthalten. Diese
Restriktionsschnittstellen dienen der gerichteten Klonierung in den verwendeten pGEX-KG
Vektor. Um eine hohere Effizienz des Produkts zu erhalten, wurden zuvor die PERV-
Konstrukte iiber ihren Adenin-Uberhang in einen pSSTA-Vektor kloniert (TA-cloning), in
E. coli transformiert und anschliefend durch einen Restriktionsverdau wieder
herausgeschnitten. Die nach Auftrennung aus einem Agarose-Gel ausgeschnittenen
Amplifikate sind zu 100 % mit den Restriktionsschnittstellen versehen und kénnen in einen
ebenfalls mit den gleichen Restriktionsenzymen verdauten pGEX-KG-Vektor kloniert

werden.

Tabelle 4.02. Pipettier- und Reaktionsschema fiir das gerichtete Klonieren.

Reagenz Stocklsg. Finale Konz./Ansatz
PCR-Puffer 10x 1x

MgCl, 25 mM 1,7 mM

dNTPs Je 10 mM Je 0,5 mM

Primer (je) 10 pmol/pl 5 pmol
Taqg-Polymerase 50/u 1,25U

DNA-Template

Programm: 10 min 94°C - 34x [1 min 94°C - 1 min 65°C - 2 min 72°C] - 5 min 72°C - 00 4°C

Tabelle 4.03. Pipettier- und Reaktionsschema der durchgefiihrten Restriktionsanalyse

Reagenz pSSTA/PERV bzw. pGEX-KG

DNA/Vektor (>1 pug) 26l
10x NEB-Puffer 4 3ul

EcoRI 0,5ul
Xhol 0,5ul
H,0 -

Inkubation fiur 1,5 Stunden bei 37°C
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Flir das Zusammenfiigen entsprechend geschnittener Inserts und Vektoren wurde folgender

Ligationsansatz verwendet.

Tabelle 4.04. Pipettierschema fiir eine Ligation

Reagenz Menge
Insert-DNA 6 ul
dephosphorylierte Vektor-DNA 3ul
10x Ligase-Puffer 3ul
T4-DNA-Ligase 1ul
H-0 17 ul

Inkubation fir 3 Stunden bei 16°C

Fir die Transformation von kompetenten E. coli (Stamm: XL1-Blue, Stratagene) wurden 5 pl
des Ligationsansatzes verwendet. Die Transformation erfolgte mittels Hitzeschock. Zu den
auf Eis auftauenden Zellen wurde die Plasmid-DNA gegeben und der Ansatz fiir weitere 20
Minuten auf Eis inkubiert. Es schloss sich ein Hitzschock fiir 90 Sekunden bei 42°C an.
Anschlieffend wurden die Zellen fir weitere 2 Minuten auf Eis inkubiert. Vor dem
Ausplattieren auf der Agarplatte wurden die Zellen fiir eine Stunde in 100 pl LB-Medium bei
37°C inkubiert.

4.1.2.2 Kolonie-PCR

Um nach erfolgter Transformation eines Ligationsansatzes einen positiven Klon zu
identifizieren, kann eine einzelne E. coli-Kolonie direkt einer PCR unterzogen werden. Die
Kolonie wird dabei direkt in den PCR-Ansatz (1x PCR-Puffer; 1,5 mM MgCly; 0,5 mM NTP
(je); 5 pM je Primer; 1,25 U Polymerase) gegeben und anschliefdend ein Replikat auf eine
neue LB-Agarplatte ausgestrichen, um den Klon nach erfolgreicher PCR weiter verwenden
zu konnen. Durch spezifische Primer des pGEX-Vektors - welche vor und nach dem Insert

binden - kann anhand der Grof3e des Amplifikates ein positiver Klon identifiziert werden.
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Tabelle 4.05. PCR-Programm fiir die Kolonie-PCR

Reaktionsschritt Temperatur Dauer Zyklenanzahl
Initialisierung 94°C 10 Minuten 1
Denaturierung 94°C 1 Minute

Annealing 65°C 1 Minute } 35x
Elongation 72°C 2 Minuten

Abschlusselongation 72°C 5 Minuten 1

Kiihlung 4°C o 1

4.1.2.3 Sequenzierungs-PCR

Bei der Sequenzierungsmethode nach Sanger werden zu einem PCR-Ansatz dNTPs mit
fehlender 3'-Hydroxylgruppe und gekoppelten Fluoreszenz-Farbstoffen gegeben, die bei der
Elongation zu Kettenabbriichen flihren. Nach Grofdenauftrennung der Amplifikate ist die
Sequenz anhand der unterschiedlichen Fluoreszenzen detektierbar. Folgender Ansatz
wurde durch das RKI-interne Sequenzierlabor empfohlen: 2 ul BigDye-Mix 3.1; 1 pl 5x ABI-
Puffer; 0,5 pl Primer (entweder forward oder reverse, 10 pmol/ul); 2 ul DNA. Die
Auswertung der Daten erfolgte mithilfe des Programms Lasergene 8 (DNASTAR).

Tabelle 4.06. PCR-Programm fiir die Sequenzierungs-PCR

Reaktionsschritt Zyklenanzahl Temperatur  Dauer
Initialisierung 1 96°C 2 Minuten
Denaturierung 25 96°C 10 Sekunden
Annealing 25 55°C 5 Sekunden
Elongation 25 60°C 4 Minuten
Ktihlung 1 4°C o

4.1.2.4 Real-time PCR

Fiir die quantitative Bestimmung der PERV-Expression von infizierten Zellen (z.B. in einem
Neutralisationsassay) wurde sich einer bereits etablierten real-time PCR bedient (Kaulitz et
al, 2011). Dabei wird die gesamte PERV-DNA einer Zelle (bestehend aus integriertem

Provirus im Genom der infizierten Zelle und neu transkribierter Virus-DNA) quantitativ
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gemessen. Diese Messung beruht auf Anlagerung von spezifischen fluoreszenzmarkierten
Sonden (hier: PERV gag- und humane GAPDH-Sonden), die sich bei den PCR-Zyklen an die
PCR-Produkte lagern und es dadurch zu einer Erhéhung der Fluoreszenz kommt. Zur
Auswertung werden die ct-Werte (cycle threshold, Schwellenwert) der unterschiedlichen
Ansatze verglichen. Der ct-Wert gibt an, bei welcher Zyklusanzahl die Fluoreszenz erstmalig
signifikant tiber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt und im Vergleich zu Kontrollen

Auskunft gibt, ob viel oder wenig Kopien des zu untersuchenden Genes vorliegen.

Tabelle 4.07. Pipettierschema und PCR-Programm fiir die real-time PCR

Reagenz Stocklsg. Finale Konz./Ansatz
PCR-Puffer 10x 1x

MgCl, 25 mM 1,7 mM

dNTPs Je 10 mM Je 0,5 mM
GAPDH/PERV gag-Primer (je) 10 pmol/pl 5 pmol
GAPDH/PERV Sonde (je) 10 pmol/pl 5 pmol

HotStart Polymerase 5U0/u 1,25U

Programm: 12min 95°C - 45x [1min 95°C - 1min 55°C - 0,5min 72°C]

Fiir die Bestimmung der Kopienzahl des gag-Gens (A]J133817) in einem pipettierten Ansatz
wurde eine Eichgerade durch das vorhandene Plasmid erstellt. Dazu wurde das Plasmid in
bekannten Konzentrationen ausverdunnt und anschliefiend iiber die Anzahl der Nukleotide
und des ct-Wertes der einzelnen Konzentrationen die Kopienzahl berechnet (Ergebnis siehe

Anhang 8.3).

4.1.2.5 Reverse Transkription (RT)-PCR

Zwecks Uberpriifung, ob integrierte Provirus-DNA auch abgelesen und in Virionen verpackt
wird, kann isolierte RNA (siehe Abschnitt 4.1.1) aus den infizierten Zellen mit Hilfe der
reversen Transkription komplementar in DNA-Strange umgeschrieben und anschlief3end
einer PCR unterzogen werden. Fiir diese Arbeit wurde ein RT-Kit (SensiFAST™ Probe No-
ROX One-Step Kit) der Firma Bioline verwendet, bei dem die reverse Transkriptase und eine
Taq Polymerase in einem Ansatz vorliegen. Somit musste auch nur ein Programm mit dem

ZyKkler ausgefiihrt werden.
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Tabelle 4.08. Pipettierschema und PCR-Programm fiir die RT-PCR

Reagenz Stocklsg. Finale Konz./Ansatz
Reaktions-Mix 2x 1x

Primer rev. 10 pmol/pl 400 nM

Primer for. 10 pmol/ul 400 nM

Reverse Transkriptase 0,2 ul

RiboSafe RNase Inhibitor 0,4 ul
RNA-Template 4 ul

H20 ad 16 pl

Programm: 20 min 45°C - 2 min 95°C - 40x [5 sec 95°C - 20 sec 60°C] - o0 4°C

4.1.2.6 Punktmutation (site-directed mutagenese)

Zwecks Deletion eines Cysteins, das an der Ausbildung des Cystein-Loops bei dem TM-
Protein p15E beteiligt ist, wurde eine Punktmutation direkt am pGEX-KG-p15E Vektor
vorgenommen. Dabei wird durch Austausch eines Basenpaares eine gezielte Mutation in ein
Basentriplett eingefiihrt, das schlussendlich eine andere Aminosaure in das Protein einbaut.
Ein Primerpaar, das direkt an den Bereich der gewilinschten Mutation bindet, enthalt mittig
ein neues Basentriplett, um bei einer PCR das gewilinschte Amplifikat zu erhalten. Die
methylierten Parental-Strange werden durch Dpnl verdaut, um den Hintergrund zu
minimieren. Durch eine anschlieflende Transformation, Kolonie-PCR, Mini-Prep und

Sequenzierung wurden mutationspositive Klone ausgewahlt.

Tabelle 4.09. Pipettierschema und PCR-Programm fiir die Punktmutation

Reagenz Stocklsg. Finale Konz./Ansatz
PCR-Puffer 10x 1x

dNTPs Je 10 mM Je 0,5 mM

Primer (je) 25 mM 10 pmol

PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase 5 U/pl 1,25U

Template (pGEX-KG/p15E) 10 ng

Programm: 1 min 94°C - 18x [0,5 min 94°C - 1 min 55°C - 2,5 min 72°C] - o0 4°C
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4.2 Protein-Techniken

4.2.1 Protein-Expression in E. coli und Aufreinigung von GST-gekoppelten

Proteinen

Nach erfolgreicher Transformation (siehe Abschnitt 4.1.2.1) konnte eine Kolonie der Agar-
Platte in einer Ubernachtkultur fiir die Protein-Expression vorbereitet werden. Die
Ubernachtkultur wurde fiir die Expression in der Verdiinnung 1/100 mit neuem LB-Medium
gemischt und bis zu einer optischen Dichte OD600 von 0,5 bis 0,6 bei 37°C inkubiert.
Daraufhin wurden 500 pl einer 1 M IPTG-Lésung dem 500 ml Kulturmedium zugesetzt und
der Ansatz fiir weitere 4-5 Stunden bei 37°C inkubiert.

Danach ist die Bakterienkultur bei 6.000 x g fiir 10 min zentrifugiert worden. Nach einem
weiteren Waschschritt der Bakterienpellets mit PBS konnte der Aufschluss der Bakterien
durch Lysozym und anschlieffender Ultraschall-Behandlung erfolgen. Die unldsliche
Proteinfraktion wurde nach Zentrifugation bei 10.000 x g fiir 30 min abgetrennt, um die
l6slichen Glutathione S-transferase (GST-) gekoppelte Proteine im Uberstand fiir die

affinitatschromatographische Aufreinigung verwenden zu kénnen.

Tabelle 4.10. Ubersicht der exprimierten und aufgereinigten Proteine

Name Proteingrofde Aufreinigungsmethode*
GST-p15E (aa478-602) Manuelle Pumpe, Akta
GST-FPPR/NHR (aa478-532) Manuelle Pumpe, Akta
GST-CHR/MPER4K (aa562-602) Batch-Verfahren
GST-p15E(C549A) (2a478-602) Akta

* flir eine optimale Aufreinigung in Reinheit und Menge wurden verschiedene
Methoden ausprobiert

Fir die Aufreinigung wurde Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) als Matrix, an welche
GST-gekoppelte Proteine binden, verwendet. Die Aufreinigung erfolgte entweder im Batch-
Verfahren, in einer Sdule mit manueller Pumpe sowie an einem Akta-Automat (GE
Healthcare) (Tab. 4.10.) und bestand im Wesentlichen aus drei Schritten: Beladung -
Waschen - Elution. Als Waschpuffer wurde PBS verwendet. Die Elution von p15E und
p15E(C549A) erfolgte durch den direkten Verdau mit Thrombin auf der Saule, so dass nach
Verdau bei 4°C liber Nacht ungetaggte rekombinanten Protein eluiert werden konnten. Da

die Proteine FPPR/NHR und CHR/MPER4K zu klein waren, um ohne tag aufgereinigt zu
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werden, wurden die rekombinanten Proteine GST-FPPR/NHR und GST-CHR/MPER4K durch
reduzierte Glutathion-Losung eluiert.

Um sowohl das Thrombin als auch das reduzierte Glutathion aus der Proteinlésung zu
entfernen, wurde alle Losungen einer Dialyse gegen PBS (fiir die Immunisierungen) bzw.

dem Kopplungspuffer (fiir die Immobilisierung) unterzogen.

Tabelle 4.11. Aufreinigungsschema der rekombinanten Proteine

Verfahren Beladung Waschen Elution

Manuelle Pumpe . N. 4°C 20 Volumenteile Thrombin (i. N. 4°C)
Batch-Verfahren 1. N. 4°C 3x10 Volumenteile - bzw. red. Glutathion
Akta Explorer 10S  2h RT 60 Volumenteile (10 Volumenteile)

4.2.2 Isolierung von Immunglobulinen G

Da  Serumbestandteile nach  erfolgter Immunisierung Einfluss auf einen
Neutralisationsversuch nehmen kénnen, wurden in der Regel die Immunglobuline G (IgG)
aus den Kaninchen-, Ratten- und Ziegenseren isoliert. Fiir grofdere Mengen - wie bei den
Kaninchen- und Ziegenseren - wurden die IgGs mit Hilfe von 4M eiskalten Ammoniumsulfat
gefallt. Dabei sind gleiche Anteile an Serum und Ammoniumsulfat-Losung gemischt und fir
30 min auf Eis inkubiert worden. Nach Zentrifugation der gefallten Antikérper bei 10.000 x
g flir 10 min wurde das Pellet in 2/3 des Originalvolumens in PBS resuspendiert und erneut
im Verhaltnis 1:1 mit der Ammoniumsulfat-Losung gefallt. Nach erneuter Zentrifugation
wurde das Pellet in 1/5 des Original-Volumen in PBS resuspendiert und um das
Ammoniumsulfat vollstandig zu entfernen gegen PBS dialysiert.

Die Isolierung von Ratten-IgGs erfolgte nach Anleitung mit Hilfe von Protein G HP SpinTrap-
Sédulen (GE Healtcare).

4.2.3 Aufreinigung von spezifischen Antikérpern

Fiir die Isolierung von Antikoérpern, die spezifisch an NHR/FPPR- und CHR/MPER bzw. p15E
binden, wurden die rekombinaten Proteine GST-FPPR/NHR, GST-CHR/MPER4K und GST-
p15E kovalent an Cyanbrom-(CNBr) aktivierte Sepharose 4B (GE Healthcare) gekoppelt.

Diese Matrix stellt eine der meist studiertesten und zum Einsatz gebrachte Matrix dar (Trier
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et al, 2012). Dazu wurden 1 g CNBr-Sepharose 4B in 200 ml 1 mM HCl gewaschen und
aufgequellt. Die Proteine wurden vor Kopplung gegen den Kopplungspuffer (100 mM
NaHCO3) dialysiert. Uber Nacht wurde dann das Protein bei leichter Rotation im Kiihlraum
an die CNBr-aktivierte Sepharose gekoppelt. Nicht gekoppelte Proteine wurden durch 10 ml
Kopplungpuffer entfernt; freie Bindungsstellen wurden durch 100 mM Tris-HCI abgeblockt.

Vor Inkubation mit dem Serum wurde die gekoppelte Sepharose in zwei Puffer (pH 4,0 und
pH 8,0) abwechselnd gewaschen. Die anschlief3ende Isolation der spezifischen Antikorper
(Bindung-Waschen-Elution) wurde entweder manuell mit einer Pumpe (bei 4°C) als auch
automatisch an einem Akta-System (bei Raumtemperatur) durchgefiihrt. Als Waschpuffer
wurde PBS, als Elutionspuffer 0,2 M Glycin pH 2,35 verwendet. Pro 1 ml (250 pl) Elution
worden 50 pl (12,5 pl) 1 M Tris pH 8,6 zwecks auspuffern vorgelegt. Anschlief3end wurden
die eluierten Antikorper gegen PBS dialysiert, ggfls. aufkonzentriert und deren Menge

bestimmt.

Tabelle 4.12. Aufreinigungsschema mit gekoppelter CNBr-Sepharose

Verfahren Beladung Waschen Elution
Manuelle Pumpe i. N. 4°C 20 Volumenteile 10x 1 ml
Akta Explorer 10S  2h RT 60 Volumenteile 20x 250 pl

4.2.4 Aufkonzentration von Proteinlésungen

Eine Aufkonzentration von Protein- und Antikorperlésungen erfolgte durch die Verwendung
von Amicon Ultra-15- (Millipore) bzw. Roti-Spin Mini (Roth) Sdulen. Dabei wurden die
Losungen in die dafiir vorgesehene Filtereinheit gefiillt und anschliefdend fiir 20 bis 30
Minuten (Amicon Ultra) bzw. 4-5 Minuten (Roti-Spin Mini) bei 25°C und 4.000 x g
zentrifugiert. Das Konzentrat konnte anschlief}end aus der Filtereinheit entnommen

werden.

4.2.5 Dialyse

Da eine Proteinlosung fiir die durchgefiihrten Immunisierungen und Kopplungen an CNBr-
Sepharose frei von Detergenzien und anderen denaturierenden Reagenzien sein sollte,

erfolgte eine Dialyse gegen PBS. Dazu sind entsprechend der Anleitung fiir Dialyseschlauche
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von der Firma Serva geeignete Langen an Schlauchen vorbereitet und anschlief3end mit der
Proteinlosung gefiillt worden. Die Dialyse fand in zwei Stufen statt: zunédchst eine Stunde bei
Raumtemperatur in PBS (Verhadltnis Proteinlosung:PBS 1/200) und ein weiteres Mal in

frischem PBS uiber Nacht bei 4°C.

4.2.6 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten Proteine und der eluierten Antikérper nach
der affinitdtschromatographischen Aufreinigung erfolgte zum einen am NanaDrop® ND-
1000 (peqlab, Deutschland) und zum anderen im gefarbten SDS-Gel mit Hilfe einer BSA-
Vergleichsreihe. Bei der Absorptionsmessung bei 280 nm am NanoDrop® ist diese
hauptsachlich durch Tyrosin und Tryptophan, zu einer sehr geringen Menge auch durch
Phenylalanin und Disulfid-Briicken bedingt. Da in Proteinen unterschiedliche Anteile der
oben genannten Aminosauren vorhanden sind, unterscheidet sich der Extinktionskoeffizient
einer 1mg/ml Proteinlésung je nach Zusammensetzung des Proteins und muss bei der

Konzentrationsbestimmung mit einbezogen werden.

Tabelle 4.13. Extinktionskoeffizienten der vermessenen Proteine

Probe Extinktionskoeffizient € (Wilkins et al., 1999)
p15E(aa478-602) 1,284 1/(mol*cm)
GST-FPPR/NHR 1,052 1/(mol*cm)

GST-MPER/CHR4K 1,653 1/(mol*cm)
Immunglobuline G 1,350 1/(mol*cm)

4.2.7 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung und Darstellung von Proteinen erfolgte iiber eine SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in einer Apparatur von BioRad, die nach dem Prinzip der
diskontinuierlichen Gelelektrophorese arbeitet. Dabei besteht das Gel aus einem Trenn- und
Sammelgel mit verschiedenen pH-Werten. Entsprechend der zu untersuchenden
Proteingrofde kamen verschiedene Acrylamidkonzentrationen des Trenngels zum Einsatz.

Das Trenngel wurde in die Gelapparatur von BioRad gegossen und mit Isopronanol
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tiberschichtet. Nach Polymerisierung des Trenngels wurde das Isopropanol entfernt und das

Sammelgel gegossen.

Tabelle 4.14. Zusammensetzung des Trenngels (Angaben in ml)

Losung finale Acrylamidkonzentration

5% 10 % 15 % 20 %

30 % Acrylamid / 0,8 % Bisacrylamid 2,50 5,00 7,50 10,00

4x Tris-Cl/SDS pH 8,8 3,75 3,75 3,75 3,75
H>0 8,75 6,25 3,75 1,25
10 % (w/v) APS 0,05 0,05 0,05 0,05
TEMED 0,01 0,01 0,01 0,01

Tabelle 4.15. Zusammensetzung des Sammelgels

Losung Volumen (in ml)
30 % Acrylamid / 0,8 % Bisacrylamid 0,65

4x Tris-Cl/SDS pH 8,8 1,25

H:0 3,05

10 % (w/v) APS 0,036

TEMED 0,006

Vor Beladen des Gels mit den Proben wurden diese mit 4x SDS-Probenpuffer fiir 5 Minuten
bei 95°C aufgekocht. Der Gellauf erfolgte bei einer Spannung von 100 V. Nach erfolgter
Auftrennung wurde das Gel mit Coomassie Blue gefarbt bzw. fiir eine Western Blot-Analyse

geblottet.

4.2.8 Gelfiltration

Zur Darstellung von Interaktionen und die Bestimmung der Polymerisierung der
rekombinanten Proteine sind diese einer Gelfiltration unterzogen worden. Dazu wurde eine
Superdex 200 10/300 GL-Siule (GE Healthcare) an den Akta Explorer 10S geschlossen. Bei
einer Laufgeschwindigkeit von 0,5 ml/min wurde die Proteine im PBS-Laufpuffer tiber die
Saule gegeben. Als Referenzen fiir das Elutionsverhalten wurde ein Mix aus BSA (69 kDa)

und DNase I (37 kDa) auf die Saule gegeben.
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4.3 Zellbiologische Arbeiten

Alle Arbeiten zur Zellkultur erfolgten unter einer Sterilwerkbank. Dabei sind ausschliefdlich
autoklavierte bzw. steril gekaufte Materialien / Medien verwendet worden. Alle Gefdfe
wurden vor Verwendung in der Sterilwerkbank desinfiziert; nichtautoklavierbare

Fliissigkeiten wurden vor Gebrauch steril filtriert.

4.3.1 Kultivieren von 293T-Zellen

Die Kultivierung der adhdarenten 293T-Zellen erfolgte bei 37°C und 5 % CO2 im Brutschrank.
Um ein konfluentes Wachstum zu vermeiden, wurden die Zellen alle 3-4 Tage in einem
Verhaltnis 1:4 bzw. 1:5 gesplittet und in frisches DMEM-Medium iiberfiihrt. Es wurde
sichergestellt, dass die Zellen keine hohere Konfluenz als 80 % besafden. Ein Ablésen der
Zellen erfolgte durch Trypsin-EDTA.

Die Zellzahlbestimmung fiir z.B. Neutralisationsassays erfolgte mit einer Neubauer
Zahlkammer. Dazu wurden zu gleichen Anteilen Zellsuspension und eine 0,4 %-ige
Trypanblau-Losung vermischt, in die Zahlkammer eingebracht und mithilfe eines

Mikroskops gezahlt.

4.3.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fir den Erhalt/Fortbestand von Zelllinien ist es zwingend notwendig, dass jederzeit neue
Zellen zur Verfligung stehen - vor allem wenn es zu Kontaminationen kommt. Dazu ist es
unumganglich, dass Zellen eingefroren und aufgetaut werden. Dabei ist zu beachten, dass
das Einfrieren langsam und das Auftauen ganz schnell erfolgen miissen.

Das Einfrieren erfolgt in einem Isopropanol-Bad, das die Temperatur um 1°C pro Stunde
senkt. Dazu werden gleiche Volumenteile Einfriermedium (enthdlt DMSO) und
resuspendierte Zellen in ein gefriertaugliches Gefafd (Kryoréhrchen) gegeben und im
[sopropanol-Bad bei -80°C aufbewahrt. Nach 24h wurden die Zellen in fliissigen Stickstoff (-
196°C) tiberfiihrt.

Eingefrorene Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und zusammen mit frischem
Zellmedium in ein Zentrifugenréhrchen iberfiihrt. Nach erfolgter Zentrifugation konnten
die Zellen vom toxischen DMSO getrennt und in entsprechend vorbereitete Kulturschalen

uberfiihrt werden.

-49 -



4. Methoden

4.3.3 Herstellung neuer Virus-Stocks

Fiir die Herstellung von neuen Virus-Stocks zur Durchfiihrung von Neutralisationsassays
wurden Uberstidnde von konfluent-gewachsenen und schon vorher durch einen PERV A/C-
Klon infizierte 293T-Zellen auf uninfizierte 293T-Zellen gegeben. Nach dreimaligen Splitten
der Zellen und Uberfiihren in grofle Kulturflaschen konnten erneut Uberstinde entnommen
werden. Nach Zentrifugation der Uberstinde bei 4000 x g fiir 10 min und Filtration (0,45
um) konnten die Virus-Stocks zu 1 ml Portionen direkt in fliissigem Stickstoff (-196°C)
gelagert werden. Die Titration der Uberstinde erfolgte nach gleichen Bedingungen wie der
Neutralisationsversuch, allerdings ohne Verwendung eines Antikérpers. Angestrebt wurde,
ein hochtitriges Virus zu erhalten, das bei einer hohen Verdiinnung in einer real-time PCR

immer noch eine Infektion zeigt (siehe Abschnitt 4.4.4.).

4.3.4 Immunprazipitation

Fir einen Nachweis, dass p15E-spezifische Antikorper direkt mit dem Virus interagieren
wurde eine Immunprazipitation durchgefiihrt. Dazu wurden p15E-spezifische Antikorper
aus dem Ziegenserum 350 an Protein G-gekoppelter Sepharose immobilisiert. Nach
mehrmaligem Waschen der Sepharose, um ungebundene Antikérper zu entfernen, fand eine
Inkubation mit zellfreiem Virus-Uberstand statt. Weitere Waschschritte mit PBS entfernten
nicht gebundene Viren. Anschliefdend wurde die Sepharose in SDS-Probenpuffer aufgekocht
und fiir eine SDS-PAGE verwendet. Nach Ubertragung der aufgetrennten Proteine auf eine
Membran, fand die Detektion mdglicher p15E-Proteine durch ein Kaninchen-Serum statt,
das ebenfalls p15E-spezifische Antikorper enthielt. Durch die Detektion mit einem
Antikorper einer anderen Tierspezies wurde verhindert, dass durch den
Sekundarantikorper (a-Kaninchen) die immobilisierten p15E-Antikorper des Ziegenserums

detektiert worden sind.

4.3.5 Erzeugung kompetenter Bakterien

Fir die Erzeugung kompetenter Zellen ist zunachst eine Vorkultur mit 5 ml LB-Medium
angesetzt worden. Nach Inkubation iiber Nacht im Schiittler bei 37°C wurde die Kultur am
niachsten Tag in 500 ml neues LB-Medium iiberfiihrt. Erreichte die Bakterienkultur eine

0D600 von 0,4 bis 0,6, wurde die Bakterienkultur auf Eis (versetzt mit NaCl)
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heruntergekiihlt. Anschlief}end erfolgte bei 3.500 x g 4°C und fir 8 min das
Abzentrifugieren der Bakterien. Das Bakterienpellet wurde in 200 ml vorgekiihlter 0,1 M
MgClz-Losung resuspendiert und einer weiteren Zentrifugation unterzogen. Nach Verwerfen
des Uberstands ist das Pellet in 200 ml vorgekiihlter 0,1 M CaCl;-Lésung resuspendiert
worden. Anschlieféend wurde die Losung fiir 30 min auf Eis inkubiert. Durch eine erneute
Zentrifugation und dem Resuspendieren der Zellen in 15 ml einer 0,1 M CaClz-Lésung und
2,5 ml 87%-igem Glycerol konnten neue kompetente Zellen erzeugt werden.

Die Zellen wurden anschliefsend aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

4.4 Immunologische Techniken

4.4.1 ELISA

Mit dem Enzyme Linked Immonsorbent Assay (ELISA) wurde der Antikorpertiter der Seren
sowie der aufgereinigten Antikorper-Losungen bestimmt. Zudem konnte durch die
Verwendung unterschiedlicher Peptide liberpriift werden, welche Antikérperpopulationen
nach den Aufreinigungen (siehe 4.2.3.) vorlagen.

Fiur einen ELISA wurden 100 ng FPPR- bzw. MPER-Peptid pro well einer 96-well
Mikroplatte (Microlon, Greiner) durch Eintrocknen tiber Nacht bei 37°C immobilisiert. Die
Inkubationen der Antikorper (Primar- und Sekundarantikorper) erfolgten bei 37°C, die
Waschschritte mit PBS-T mithilfe des 96 Plate Washer™ (TECAN). Fiir die Seren wurden in
der Regel folgende Verdiinnungen gewahlt: 1/40-1/5.120; fiir die Antikorper: 0,3 - 80
ug/ml. Der HRP-konjugierte Sekundarantikérper wurde 1/2.000 eingesetzt. Die
Entwicklung erfolgte mit 80 pl einer o-Phenylenediamin- Dihydroclorid-Losung (1 mg/ml).
Die einsetzende Farbentwicklung wurde nach acht Minuten durch die Zugabe von weiteren
80 ul 5 M Schwefelsdure gestoppt. Die Farbreaktion wurde photometrisch bei 490/620 nm
im ELISA Reader (TECAN) gemessen.
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Tabelle 4.16. ELISA-Arbeitsschritte

Schritt Puffer/Losung Zeit/Wiederholungen
1. Blockieren 5% BSA/PBS-T mind. 1h

2. Waschen PBS-T 1x

3. Inkubation mit Seren/isolierten in 2,5 % BSA/PBS-T  1,5h

Antikorpern

4. Waschen PBS-T 3x

5. Inkubation mit Sekundarantikérper/HRP In 2,5 % BSA/PBS-T  1h

6. Waschen PBS-T 7x

7. Entwicklung OPD/5M H:S04 <10min

Neben der Titerbestimmung wurde mithilfe des ELISA die Interaktion zwischen
verschiedenen PERV-Peptiden iiberprift (Kumada et al, 2007). Dazu wurden verschiedene
NHR-Peptide iiber Nacht auf der ELISA-Platte immobilisiert. Nach Blockieren mit BSA wurde
ein Biotin-gekoppeltes CHR-Peptid hinzugegeben. Nach Waschen mit PBS-T wurde ein
Streptavidin-Konjugat/HRP verwendet, welcher an Biotin bindet. Dadurch war es moglich

Interaktionen zwischen den NHR-Peptiden und dem CHR-Peptid detektieren zu kdnnen.

4.4.2 Western Blot

Die durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels eines Semi-Dry-Blotters
(BioRad) aus dem Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran iibertragen. Das Gel wurde
zusammen mit der Membran zwischen je zwei Lagen aus Whatman-Papier eingebettet.
Anschliefdend erfolgte der Transfer der Proteine auf die Membran bei einer Spannung von
18-20 V fir 30 min. Nach Blockieren der Membran konnte die Inkubation mit dem
Primarantikorper erfolgen. Dies erfolgte fiir eine Stunde bei Raumtemperatur oder bei 4°C
tiber Nacht auf einem Schiittler. Nach erfolgter Inkubation wurde die Membran dreimal mit
PBS-T gewaschen und der Inkubation mit einem HRP-gekoppelten sekundaren Antikorper
in einer 1/2000 Verdiinnung in PBS-T unterzogen. Nach dreimaligem Waschen konnten die
Proteine durch Chemilumineszenz unter Verwendung einer enhanced chemiluminescent
(ECL)-Losung und anschlieffendem Belichten und Entwickeln eines Rontgenfilms bzw.

Detektion durch ein ECL-Imager (Chemocam Imager, Firma Intas) sichtbar gemacht werden.
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4.4.3 Epitop-Kartierung

Fir die Identifikation der Bindungsstellen der induzierten Antikérper gegen p15E sind
PepStar Microarray-Chips (JPT Peptide Technologies) zum Einsatz gekommen. Diese
bestehen aus einem Objekttrager, der mit Peptiden mit einer Lange von 15 Aminosauren
und einer Uberlappung von jeweils zwdlf Aminosduren gespottet ist. Die Epitop-
Kartierungen wurden nach beigelegter Anleitung durchgefiihrt. Zuerst fand eine Inkubation
der Chips mit den Immunseren iiber Nacht bei 4°C statt. Nach drei Waschschritten mit TBS
erfolgte die Inkubation mit einem DyLight™  649-AffiniPure konjugierten
Sekundarantikorper (a-Kaninchen, a-Ziege; Jackson ImmunoResearch). Abermals wurde
der Objekttrager mit TBS (flinfmal) gewaschen und anschlief3end mit destilliertem Wasser
gespllt. Zur Trocknung wurde der Objekttrdager bei 500 x g fiir eine Minute in einem
speziellen Trager (Eppendorf) zentrifugiert. Ein GenePix 4000B Scanner (Molecular

Devices) diente der Fluoreszenz-Detektion.

4.4.4 Neutralisationsassay

Der Neutralisationsassay beruht auf der Hemmung der Infektion von 293T-Zellen mit
zellfreien Uberstand mit einem PERV A/C-Klon (Karlas et al., 2010). Dafiir sind 100 pl nicht-
infizierte 293T-Zellen (30.000 Zellen/ml) pro well einer 96-well Mikrotiter Platte (Greiner)
ausgesat worden und fiir 24 h bei 37°C und 5 % (v/v) CO2 anwachsen lassen. Verschiedene
Mengen an Serum bzw. aufgereinigten Antikorpern (in 50 pl Medium) sind mit infektiosen
PERV (auch in 50 pl Medium) fir 30 min bei 37°C vorinkubiert und anschlief3end zu den
Zellen gegeben worden. Nach 72 h der Inkubation wurde das Medium entfernt, und die
Zellen sind durch dreimaliges Einfrieren (-80°C) und Auftauen (+100°C) im Wechsel je 10
min lysiert worden. Fiir 4 h folgte bei 56°C ein Proteinase K-Verdau (0,2 mg/ml Proteinase
K; 1x PCR-Puffer; 100 pl/well). Die Proteinase K wurde vor dem Ansetzen der real-time PCR
fiir 30 min bei 100°C hitzeinaktiviert.

Jeweils 3 ul des Lysates wurden in einer duplex real-time PCR (siehe Abschnitt 4.1.2.4) nach
PERV gag als auch humanem GAPDH analysiert. Grundlage fiir die Auswertung der
Neutralisationsversuche ist die Differenz zwischen dem ct-Wert von GAPDH und dem ct-
Wert von PERV [Act=ct(PERV-A/C)-ct(GAPDH)] (fiir die Erklarung des ct-Wertes siehe
Abschnitt 3.4.). Die Einbeziehung des Kontroll-Gens GAPDH ist fiir eine korrekte Darstellung

der genetischen PERV-Expression notwendig.
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Flir eine optimale Infektion der 293T-Zellen (Durchinfektion) wurde bei diesem Assay unter
den oben beschriebenen Bedingungen definiert, dass der ct-Wert von PERV bei etwa 25/26
und der von GAPDH bei ungefahr 24 /25 liegt sollte. Somit ergibt sich fir die Durchinfektion
Act=1/2. Ferner wurde der cut-off auf 1 ct-Wert tber den Act des Praiimmunserums bzw.
isolierte IgGs des Praimmunserums festgelegt, um erst bei einer Reduzierung von mehr als
50% von PERV gag von einer Neutralisation/Hemmung zu sprechen. Diese Angabe
entspricht in etwa der Darstellung des IC50-Wertes fiir neutralisierende Antikérper, die
eine Infektion zu 50 % inhibieren. Analog dazu konnte IC75 bzw. IC90 bestimmt werden,
indem der cut-off auf 2,0 bzw. 2,5 ct-Werte liber den Act des Prdimmunserums bzw. isolierte
IgGs des Praimmunserums festgelegt wird.

Da der NT-Assay mit anschliefdender real-time PCR sehr sensitiv ist, wurden fiir alle Seren
und isolierte Antikorper Triplett-Messungen durchgefiihrt. Zudem sind immer mehrere
Verdiinnungen hergestellt worden, um die neutralisierenden Effekte auch in Abhdngigkeit
der Antikorper-Konzentration darzustellen.

Fir eine vergleichbare und Reproduzierbarkeit der durchgefiihrten Neutralisations-(NT-)
Assays sind in einem Ansatz einheitliche Virusstocks bzw. Virusstockmengen eingesetzt
worden, die anndhernd den gleichen Infektionstiter besafien. Zudem kamen Seren bzw.
Antikorper, die miteinander in ihrer neutralisierenden Wirkung verglichen werden sollten,
auf einer 96-well-Platte zum Einsatz, um Bedingungen, wie Zellzahl, Zellpassage, Virusstock,

Proteinase K-Verdau sowie die anschlief3ende real-time PCR gleich zu halten.

Zur Uberpriifung des Einflusses von Proteinen oder Peptiden auf die PERV-Infektion
wurden diese in verschiedenen Konzentrationen vor Zugabe auf die nicht-infizierten Zellen

zusammen mit dem zellfreien Virusiberstand fir 30 min inkubiert.

4.4.5 Fluoreszenzmikroskopie und FACS-Analyse

Fir die Fluoreszenzfarbung wurden 6000 Zellen/well auf eine p-Slide 18-well (Ibidi)
gegeben und fiir 24 Stunden anwachsen lassen. Um den Einfluss der PERV-Peptide auf eine
PERV-Infektion zu tuberpriifen, sind diese allein bzw. mit dem zellfreien Virusiiberstand
zusammen auf die Zellen gegeben worden. 2 pg Peptid bzw. 4 pl Virusiiberstand kamen zum
Einsatz. Nach 24h Inkubation ist das Medium mit den Peptiden und dem Virusiiberstand

abgenommen und nach den Arbeitsschritten in Tabelle 4.17. weitergearbeitet worden.
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Tabelle 4.17. Arbeitsschritte bei der Fluoreszenzfarbung

Arbeitsschritte Zeit

1. 3x mit PBS waschen -

2. Zellen in 2% PFA/PBS fixieren 30 min
3. 3x mit PBS waschen -

4. Inkubation mit Streptavidin-ALEXA 488 45 min
(1/500 in 3% BSA/PBS)

5. 3x mit PBS waschen -

6. Zellen trocknen und mit Mounting Medium tiberschichten -

Die FACS-Analyse lief nach &dhnlichen Arbeitsschritten ab: Inkubation der Zellen mit
Peptiden mit/ohne Virusiiberstand — Zellen waschen — mit CellFix (BD Biosciences)
fixieren — mit PBS waschen — Inkubation mit Streptavidin-ALEXA 488 — mit PBS waschen
— FACS-Analyse. Pro Ansatz wurden 20.000 Ereignisse (hier: 293T-Zellen) gemessen. Die

Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm Flow]o 9.4.11.

4.5 Gewinnung von Immunseren

Flir die Induktion von p15E-, FPPR/NHR- und CHR/MPER-spezifischen Antikérpern wurden
verschiedene Spezies immunisiert. Die Aufreinigung der Antigene erfolgte wie unter

Abschnitt 4.2.1 beschrieben, bis die rekombinanten Proteine einen Reinheitsgrad von mind.

90 % aufwiesen.

Tabelle 4.18. Immunisierte Spezies zwecks Antikérper-Induktion

Spezies Menge Antigen Volumen Injektion

Ratte 250 ug / 500 pg*  Max. 1 ml 1x intramuskular

Kaninchen 500 pg/1mg* Max. 1 ml 2x subkutan, 1x intramuskular
Ziege 500 pg/1 mg* Max. 2 ml 2x subkutan

Zeitplan: die Tiere wurden alle 3 bzw. 4 Wochen immunisiert
* bei der Immunisierung mit zwei Antigenen kam jeweils die doppelte Menge zum
Einsatz
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Die aufgereinigten Proteine sind bei der ersten Immunisierung mit Freund’schem Adjuvants
complete und bei den Folgeimmunisierungen mit Freund’schem Adjuvants incomplete im
Verhaltnis 1:1 vermischt worden. Diese Adjuvanz, das aus Mineraldl (Depotwirkung) und
hitzeinaktivierten Mykobakterien (Aktivierung des Immunsystems) besteht, zeigt im
Tiermodell als auch beim Menschen trotz moglicher toxischer Wirkung gute

Immunantworten (Edelman, 1980; Gupta et al., 1993).

Die Blutabnahmen erfolgten beim Kaninchen per Herzpunktion nach Narkotisierung mit
10% Ketamin und 2% Xylazin, bei den Ziegen erfolgte die Blutabnahme aus der Vena
jugularis ohne Narkose. Die Immunisierungen der Kaninchen und Ziegen erfolgten durch
das Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) in Berlin-Marienfelde. Die Immunisierungen

der Ratten erfolgten im RKI-eigenen Tierstall.

Tabelle 4.19. Ubersicht der Immunisierungen

Spezies Bezeichnung Antigen

315-1..315-4 FPPR-Peptid

I3 316-1..315-4 MPER-Peptid

E 317-1..317-4 FPPR/MPER-Peptid
318-1..318-4 PBS
1 p15E(478-602)

E 11; 100* GST-FPPR/NHR

)

g 22;000* GST-CHR/MPER4K

2 44; 008* GST-FPPR/NHR+ GST-CHR/MPER4K
350 p15E(478-602)

£ 3429 p15E(C539A)

™ 369 GST-FPPR/NHR+ GST-CHR/MPER4K

* die Immunisierung der Kaninchen erfolgte in zwei getrennten Versuchen

Zur Gewinnung der Seren aus dem Vollblut wurde zundchst durch Riithren mit einem
Glasstab die Blutgerinnung aktiviert. Nach 24-stiindiger Kiihlung wurde das Serum durch
Zentrifugation von den restlichen Blutbestandteilen getrennt. Anschliefend wurde das
Serum bei 56°C fiir 30 min erhitzt, um das Komplementsystem zu deaktivieren. Vor der

Aufbewahrung der Seren bei -20°C wurden diese aliquotiert.
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5. Ergebnisse

5.1 Induktion und Charakterisierung von p15E-spezifischen Antikérpern

Ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, neutralisierende Antikoérper, die gegen die
Ektodomdne des Transmembranproteins p15E von PERV gerichtet sind, naher zu
untersuchen. Um das schon beschriebene FPPR- und vor allem MPER-Epitop, an denen die
in Vergangenheit induzierten p15-spezifischen Antikérper bindeten, besser prasentieren zu
koénnen, wurde in dieser Arbeit erneut eine Ziege mit einer verlangerten rekombinanten
Ektodoméne von p15E von PERV immunisiert (Fiebig et al., 2003; Kaulitz et al,, 2011) (Abb.
5.01.).

467 491 549 557 604 626
p15E FP FPPR NHR C-C CHR MPER MSD
p15E(488-596) o ————————————————————
pisE@478602) GSTPPRPPOPEOERERTSRSYVQVTVO - "—-->—>i: i ek, i e
p15E(478-602) s |
p15E(478-532) GST-mm—————————————
p15E(562-602) ST = -KKKK

Abbildung 5.01. Ubersicht der exprimierten rekombinanter Proteine. Die dargestellten
Proteine sind sowohl fiir die Immunisierungen zwecks Induktion maoglicher
neutralisierender Antikorper, als auch fiir die affinitdtschromatographische Aufreinigungen
verwendet worden. Als Vergleich wurde das kiirze p15E(488-596) ebenfalls eingetragen.
FP= Fusionspeptid, FPPR= fusion peptide proximal region; NHR= N-terminal heptad repeat;
C-C= Disulfidbriicke; CHR= C-terminal heptad repeat; MPER= membrane proximal external
region; MSD= Transmembrandomane. Die Information liber mogliche
Transmembrandomdnen (FP, MSD) wurde nach HMMTOP bestimmt (Tusnady & Simon,
2001). (Waechter et al,, 2012).

Tabelle 5.01. Ubersicht der rekombinanten Proteine, die fiir die Inmunisierungen als auch
fur die Affinitatschromatographie verwendet worden sind

Name* Position Verwendung
p15E(aa478-602) p15E(aa478-602) Immunisierung
GST-p15E(2a478-602) p15E(aa478-602) Affinitatschromatographie
GST-FPPR/NHR p15E(aa478-532) Immunisierung,
Affinitatschromatographie
GST-CHR/MPER4K p15E(aa562-602) Immunisierung,

Affinitatschromatographie

* der Name stellt die Bezeichnung der Konstrukte in dieser Arbeit dar
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5.1.1 Charakterisierung der rekombinanten Proteine

Die Expression von p15E(aa478-602) sowie GST-FPPR/NHR und GST-CHR/MPER4K
erfolgte bakteriell im E. coli-Stamm BL21. Fiir eine effiziente Induktion der Proteine wurden
zunachst in einem  Kkleinen Mafistab die IPTG-Endkonzentrationen, die
Expressionstemperaturen und das mogliche Anhdngen von vier Lysinen am C-terminalen

Ende des jeweiligen Proteins zwecks besserer Loslichkeit bestimmt.

Tabelle 5.02. Induktionsbedingungen der rekombinanten Proteine

Protein Endkonz. IPTG  Expressionstemp.

p15E(aa478-602) 0,1 mM 37°C

GST-FPPR/NHR 0,5 mM 37°C

GST-CHR/MPER4K 0,5 mM 37°C

Die l6slichen Proteine wurde durch Gluthation-beladene Sepharose

affinitdtschromatographisch aufgereinigt. Das GST-p15E(aa478-602) wurde nach Beladen
und Waschen direkt mittels Thrombin-Verdau von der Matrix geschnitten, so dass freies
und l6sliches p15E(aa478-602) fiir die Immunisierung verwendet werden konnte (Abb.
5.02.). Die kleineren Proteine FPPR/NHR und CHR/MPER4K waren ohne GST zu instabil, so
dass diese durch reduziertes L-Glutathion von der Matrix eluiert wurden (Charakterisierung

dieser Proteine unter Abschnitt 5.2.1).

SDS- MW
< WB
PAGE (kDa)

o Abbildung 5.02. Darstellung von pl15E(aa478-602). Der

-26-  Nachweis des rekombinanten Proteins erfolgte zum einem in
der SDS-PAGE als auch in einer Western Blot (WB)-Analyse, in

-17- der gezeigt wurde, dass induzierte pl15E-Antikorper aus
vorherigen Versuchen das verlangerte pl5E erkennen.
(Waechter et al., 2012).
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5.1.2 Charakterisierung von p15E-spezifischen Antikérpern

Nach erfolgter Immunisierung der Ziege 350 mit p15E(aa478-602) wurde zunachst durch
Erhitzen der Antiseren bei 56°C fiir 30 min das Komplementsystem inaktiviert. Die
Charakterisierung der Bindungseigenschaften der induzierten p15E-spezifischen
Antikorper erfolgte durch Epitop-Kartierung, ELISA- und Western Blot-Analysen.

Durch die Epitop-Kartierung konnten erneut die schon beschriebenen Epitope in der
FPPR/NHR und der CHR/MPER bestatigt werden (Abb. 5.03.) (Fiebig et al., 2003; Kaulitz et
al, 2011). Allerdings wird in der FPPR/NHR kein eindeutiges Epitop detektiert, sondern

eine Vielzahl an Epitopen. Ein drittes Epitop ist zudem im Bereich der Disulfidbriicke zu
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Abbildung 5.03. Epitop-Kartierung nach Immunisierung mit p15E(aa478-602). Die Epitop-
Kartierung zur Feststellung, welche Antikérper nach Immunisierung mit p15E induziert
worden sind, erfolgte durch das Verwenden eines PepStar Microarray-Chips. Eingerahmt
sind die Epitope, welche iiber 30.000 Fluoreszenzeinheiten aufwiesen. (Waechter et al,
2012).

Durch eine Western Blot-Analyse konnte ebenfalls die Induktion von p15E-, NHR und CHR-

spezifischen Antikdrpern nachgewiesen werden (Abb. 5.04.).
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MW

(kDa) Abbildung 5.04. Western Blot-Analyse des Ziegenserums
34 350. Das Immunserum der Ziege 350, welche mit
-26- rekombinanten p15E(478-602) immunisiert worden ist,

erkennt sowohl das verwendete Antigen (Spur 1), als auch
die rekombinanten Proteine GST-FPPR/NHR (Spur 2) und
GST-CHR/MPER4K (Spur 3). (Waechter et al., 2012).

w] T

Fiir eine Ubersicht, wie hoch der Titer an FPPR- und MPER-bindenden Antikérpern liegt,
sind in Abbildung 5.05. die Titer gegen das FPPR- und MPER-abgeleitete Peptid zu
bestimmten Zeitpunkten aufgetragen. Zunachst wurde die Ziege 350 zweimal immunisiert.
Der Antikorper-Titer des Immunserums stieg darauf sehr stark an, bis dieser ungefahr 10->
betrug. In den Folgewochen fiel der Titer jedoch sehr schnell ab, bis dieser nach drei
Monaten nur noch 104 betrug. Eine erneute Immunisierung mit rekombinanten

p15E(aa478-602) fiihrte allerdings wieder zum raschen Anstieg der bindenden Antikorper.

o o S o o 9 S S S 9 S S
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N o ° % %' N & % N N 0, ™
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09.09.2010
1,00E-03 -
1,00E-04 - l l l
1,00E-05 -
FFPR-Peptid === MPER-Peptid
1,00E-06

Abbildung 5.05. Verlauf der Titer gegen das FPPR- und MPER-abgeleitete Peptid. Die
Graphik zeigt die Titration der bindenden Antikérper des Ziegenserums 350 nach der
Immunisierung mit p15E(aa478-602) gegen das FPPR- und MPER-abgeleitete Peptid in
einem ELISA-Experiment. Die Immunisierungszeitpunkte sind mit Pfeilen markiert.

Da die Absorptionswerte der Immunseren vom 5.1.2010 bzw. 28.1.2010 besonders hoch
waren, wurde in der folgenden Arbeit mit diesen beiden Seren gearbeitet.

Fiir weitere Untersuchungen des Immunserums und der induzierten Antikérper wurden die
p15E-spezifischen Antikorper mittels Affinitdtschromatographie aus dem Immunserum

isoliert. Eine Titerbestimmung der isolierten p15E-spezifischen Antikorper zeigt in dem
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ELISA noch bis zu einer Konzentration von 1,25 pg/ml eine Bindung an das FPPR- und

MPER-abgeleitete Peptid.

N
o
)

Abbildung 5.06. Titerbestimmung der p15E-

spezifischen Antikorper. Der ELISA zeigt, dass die

isolierten Immunglobuline aus dem Praimmunserum

(Strich) nicht an den FPPR- und MPER-abgeleiteten

Peptiden binden. Die isolierten p15E-spezifischen
SEERS oo Te Antikérper des Immunserums hingegen binden an das
© 3 N AN . . .

FPPR  (Dreiecke)- wund MPER (Kreise)-Peptid.
pl5E-specific antibodies [ug/ml] (Waechter et al., 2012).
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Das Immunserum der Ziege 350, als auch die isolierten p15E-spezifischen Antikérper
wurden auf ihre neutralisierende Wirkung gegen PERV tiberpriift. In diesem Assay wurde
mittels real-time PCR die Menge an Virus-DNA (hier: PERV A gag) in den Zelllysaten
bestimmt. Sowohl das Immunserum, als auch die isolierten p15E-spezifischen Antikorper
zeigen, dass sie in der Lage sind, die PERV-Infektion zu hemmen.

Der Neutralisierungstiter entsprach der Verdiinnung, bei der die Differenz zwischen PERV
gag und GAPDH einen Act-Wert hoéher liegt als die Negativkontrolle
(Praimmunserum/isolierte Immunglobuline aus Praiimmunserum). Der Neutralisationstiter
des Immunserums liegt zwischen 1/100 und 1/120 (Abb. 5.10.); bei den p15E-spezifischen
Antikorper bei 80 pg/ml (Abb. 5.07.). Einen ct-Wert iiber diesen Titer entspricht 50 %
weniger DNA und damit auch in etwa einer 50 %-igen Hemmung der Infektion (analog zu
[Cs0). Diese Hemmung wird mit dem Immunserum bei einer Verdiinnung von 1/80 und mit

den p15E-spezifischen Antikorpern bei einer Konzentration von 100 pg/ml erreicht.

[¢] (o]
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B nnl  EEEE R o o T cut-off/1C50

ct(PERV A/C)-ct(GAPDH)
w

o [ N
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Act:
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p15E (aa478-602) specific antibodies [ug/ml]

Abbildung 5.07. Neutralisationsassay der p15E-spezifischen Antikoérper. Die Uberpriifung
der neutralisierenden Wirkung der p15E-spezifischen Antikorper (dunkelgraue Balken)
erfolgte durch quantitative Messung der Virus-DNA in den infizierten Zellen. Als
Negativkontrolle (hellgraue Balken) wurde die gleiche Menge an isolierten
Immunglobulinen aus dem Praimmunserum verwendet. Der cut-off/IC50-Wert wurde mit
einem Act iiber der Negativkontrolle definiert. (Waechter et al., 2012)
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5.1.3 Interaktion zwischen PERV und p15E-spezifischen Antikorper

Um eine direkte Interaktion zwischen dem Virus und den p15E-spezifischen Antikérpern
nachzuweisen, wurden isolierte p15E-Antikorper des Antiserum der Ziege 350 an Protein G
kovalent gekoppelt und anschlief}end mit zellfreiem Virusiiberstand inkubiert. Nach
mehrmaligem Waschen und Aufkochen der Protein G-Beads wurden die freigesetzten
Proteine im SDS-Gel aufgetrennt und einer Western Blot-Analyse unterzogen. Durch die
Verwendung eines p15E-spezifischen Antiserums konnte virales p15E, das liber die p15E-
spezischen Antikérper an den Beads gebunden hat, nachgewiesen werden (Abb. 5.14.). Im

Gegensatz dazu zeigte die Negativkontrolle keine Bande in Hohe des viralen p15Es.

1 2

70 kDa -

6L Abbildung 5.14. Immunprazipitation von PERV durch Protein
G. Fur die Interaktion zwischen PERV und p15-spezifischen

25 kDa- Antikorpern wurden ein p15E-spezifischer Antikorper (Spur
1) und ein unspezifischer Antikorper (Spur 2) an Protein G-

15 kba- - <—  Beads geladen. Nach Inkubation mit zellfreiem Uberstand
wurden die Beads in Probenpuffer aufgekocht und nach

e Auftrennung der Proteine einer Western Blot-Analyse
unterzogen.

5.1.4 Isolation von NHR- und CHR-spezifischen Antikérpern

Um herauszufinden, welche der verschiedenen p15E-spezifischen Antikérper am
Neutralisationsprozess beteiligt sind, wurden die NHR- und CHR-spezifischen Antikorper
mittels Affinitatschromatographie isoliert. Dazu wurden die rekombinanten Proteine GST-
FPPR/NHR und GST-CHR/MPER4K an CNBr-aktivierte Sepharose immobilisiert. Bei den
Aufreinigungen wurden nur geringe Mengen an Immunserum der Ziege 350 verwendet, um
alle NHR- bzw. CHR-spezifischen Antikérper dem Serum zu ,entziehen“ und
dementsprechend auch Durchldufe auf ihre Bindung und Neutralisationskapazitat

analysieren zu konnen.
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Dadurch war es moglich, zwei Fraktionen pro Aufreinigung zu erhalten, die nur eine
Antikorper-Population enthalten.

Die ELISA-Experimente zeigten, dass sowohl die gesammelten Eluate als auch Durchlaufe
nur Antikorper enthielten, die entweder an das immobilisierte FPPR- oder das MPER-Peptid
gebunden haben (Abb. 5.08.). Nach Immobilisation von GST-FPPR/NHR sind im Eluat
Antikorper gegen das FPPR-abgeleitete Peptid zu finden; im Durchlauf nur hingegen
Antikorper gegen das MPER-abgeleitete Peptid. Im Eluat nach der Aufreinigung mit
immobilisierten GST-CHR/MPER4K werden Antikorper gegen das MPER-abgeleitete Peptid,
im Durchlauf gegen das FPPR-abgeleitete Peptid detektiert (siehe Ubersicht Tabelle 5.03.).

/%Im\munserum 7350 /%Im\munserum 7350
CNBr-Seph. CNBr-Seph.
mit mit
immobilis. immobilis.
GST- , Durchlauf-Fraktion GST- ) Durchlauf-Fraktion
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Abbildung 5.08. Versuchsabbau der Affinititschromatographie sowie Darstellung der
Ergebnisse der ELISA-Experimente. Die nach Affinititschromatographie gewonnenen
Durchlaufe und Eluate sind in einem ELISA-Experiment auf ihre Bindung an das abgeleitete
FPPR-(Dreiecke) bzw. MPER- (Kreise) Peptid untersucht worden. (Waechter et al., 2012)

Die ebenfalls durchgefiihrten Epitop-Kartierungen der einzelnen Fraktionen bestétigen die
Ergebnisse der ELISA-Untersuchungen: entsprechend des immobilisierten Proteins
befinden sich nur N- bzw. C-Terminus erkennende Antikorper in den einzelnen Fraktionen
(Abb. 5.09.). Da die ELISA-Untersuchungen nur die Bindung an einem bestimmten N- bzw. C-

terminalen Peptid zeigten, konnten in einer Epitop-Kartierung alle bindenden Antikorper

der Fraktionen sichtbar gemacht werden.
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Abbildung 5.09. Epitop-Kartierung der Fraktionen nach Affinitdtschromatographie. Jeweils

zusammengefasst in einem Graphen sind in [A] die Eluat-Fraktionen und in [B] die
Durchlauffraktionen. Als Balkendiagramm (rot) dargestellt sind die Fraktionen (Eluat und
Durchlauf) aus der Aufreinigung mit immobilisierten GST-FPPR/NHR; als Graphen (blau)
gezeichnet die Fraktionen, welche nach Immobilisation von GST-CHR/MPER4K gesammelt
worden sind.

5.1.5 Hemmung von PERV durch MPER-spezifische Antikoérper

Fiir die Uberpriifung der neutralisierenden Aktivitit der einzelnen Fraktionen wurden diese
untereinander als auch mit der Positivkontrolle (p15E-Serum bzw. p15E-spezifische
Antikorper) und der Negativkontrolle (Praimmunserum bzw. Igs aus dem Prdimmunserum)
verglichen. Da bei den Aufreinigungen die Durchldufe durch vorhandenes PBS in den
Schlauchen verdiinnt worden sind, sind entsprechend des ,Verdiinnungsfaktors“ héhere
Mengen der Durchlauffraktionen in den NT-Assays eingesetzt worden, um die Ergebnisse
mit dem unverdinnten Immunserum vergleichen zu konnen.

Im ersten NT-Assay sind die beiden Durchlauf-Fraktionen inkl. der entsprechenden Positiv-
und Negativkontrollen hinsichtlich ihrer Neutralisation iiberpriift worden (Abb. 5.10. [A]).
Es ist sehr deutlich zu erkennen, dass nur das Immunserum als auch die Durchlauffraktion
neutralisieren, die nach der Affinitdtschromatographie mit immobilisierten GST-FPPR/NHR
gesammelt worden ist und im ELISA sowie in der Epitop-Kartierung nur CHR/MPER-
spezifische Antikorper enthdlt. Keine Neutralisation hingegen wurde mit der
Durchlauffraktion nach Immobilisation von GST-CHR/MPER4K erkannt, welche FPPR/NHR-
bindende Antikorper enthalt.
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5. Ergebnisse

Der zweite NT-Assay zeigte ebenfalls, dass nur die Fraktionen neutralisieren, die
CHR/MPER-bindende Antikorper erhalten: entweder die p15E-spezifischen Antikorper oder
das Eluat nach Affinitatschromatographie mit immobilisierten GST-CHR/MPER4K (Abb.
5.10. [B]).
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Abbildung  5.10. Neutralisierungsaktivitit ~von isolierten = Antikérpern bzw.
Durchlauffraktionen nach Affinitditschromatographie mit immobilisierten GST-FPPR/NHR
und GST-CHR/MPER4K. [A] Dargestellt sind alle “serumhaltigen” Fraktionen: Antiserum mit
p15E-spezischen Antikorpern (schwarz), Praimmunserum (hellgrau), Durchlauffraktion mit
FPPR/NHR-spezifischen Antikérper (weif3) und die Durchlauffraktion mit CHR/MPER-
spezifischen Antikérpern (dunkelgrau). [B] Im zweiten Diagramm sind alle isolierten
Antikorper aufgetragen: pl5E-spezifische Antikorper (schwarz), Ig isoliert aus dem
Prdimmunserum (hellgrau), Eluat mit FPPR/NHR-spezifischen Antikorpern (weif3) und das
Eluat mit CHR/MPER-spezifischen Antikorpern (dunkelgrau). (Waechter et al., 2012).
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5. Ergebnisse

5.1.6 Vergleich zwischen den Immunseren nach der Inmunisierung mit

p15E(aa478-602) und p15E(aa488-596)

Da in dieser Arbeit die Immunisierung mit einem verldangerten p15E erfolgte, wurde das
erhaltende Immunserum mittels einer Epitop-Kartierung, einem ELISA und einem
Neutralisationsassay mit den Immunseren nach Immunisierungen mit dem kiirzeren p15E
aus fritheren Immunisierungen verglichen. Daneben wurden die Antigene einer Gelfiltration
unterzogen, um eine mogliche Oligomerisierung der Proteine sichtbar zu machen. Im
Elutionsbild lauft das p15E(aa478-602) bei 15 ml, das ungefdhr eine Grofde von 28-30 kDa
darstellt. Das CBP-gekoppelte p15E(aa488-596) eluiert erst nach 20 ml, welches somit eine
Grofle von ca. 15 kDa entspricht. Demzufolge findet beim p15E(aa478-602) eine
Dimerisierung statt; das CBP-p15E(aa488-596) liegt als Monomer vor (Abb. 5.11.).

[A] p15E (~30 kDa)

00 >0 100 150 200 0 Abbildung  5.11.  Gelfiltration  der
rekombinanten Proteine [A] p15E(aa478-

[B] CBP-p15E (~17 kDa)
Mma) 602) und [B] CBP-pl15E(aa488-596).
(Waechter et al,, 2012).

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 ml

Die Epitop-Kartierung (Abb. 5.03.) des Antiserums nach der Immunisierung mit dem
langeren p15E zeigte dhnlich bindende Antikorper wie nach den Immunisierungen mit dem
kiirzeren p15E, die in der NHR als auch in der CHR binden. Allerdings sind die Epitope
entsprechend der Verlangerung auch starker ausgepragt (Abb. 5.12.). Ein zusatzliches

Epitop im Cystein-Loop ist nur nach der Immunisierung mit dem langeren p15E zu sehen.

FP FPPR NHR C-C CHR MPER

L LJ 10 Ll T
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350 4780 . 1 602

Goat sera
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Abbildung 5.12. Vergleich der Epitop-Kartierungen der Ziegen-Seren 346, 355 und 350. In
grau sind die Antigene dargestellt, welche fiir die Inmunisierung verwendet worden sind.
Ziege 346 und 355 wurden mit CBP-p15E(488-596) (Kaulitz et al., 2011) und Ziege 350 mit
p15E(478-602) immunisiert. Die Hauptepitope sind in schwarz dargestellt; zusatzlich
erkannte Epitope im N-terminalen Bereich durch das Ziegenserum 350 in hellgrau
(Waechter et al.,, 2012).
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Fir einen vergleichenden ELISA als auch NT-Assay wurden zuvor die Immunglobuline der
Antiseren durch Ammoniumsulfat gefdllt, um gleiche Mengen von Antikérpern fiir die
Versuche verwenden zu konnen. Der ELISA =zeigt, dass die Immunglobuline des
Immunserums der Ziege 350 den hochsten Titer an FPPR- und MPER-bindenden
Antikorpern besitzen (Abb. 5.13. [A]). Einen bis zu 20-fach héheren Titer wurde im
Ziegenserum 350 gegeniiber anderen Ziegenseren detektiert, welche aus den Ziegen
gewonnen wurden, die mit dem kiirzeren p15E immunisiert worden sind.

Ein ahnliches Ergebnis zeigt sich, als die isolierten Immunglobuline der Ziegenseren in
einem NT-Assay untersucht wurden: die hdochste neutralisierende Wirkung gegen PERV
zeigen die Immunglobuline des Ziegenserums 350. Eine bis zu vierfach hohere

Neutralisation ist im Vergleich zu erkennen (Abb. 5.13. [B]).
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Abbildung 5.13. Charakterisierung der Bindungs- und Neutralisierungsaktivitit von
Ziegenseren, die mit verschiedenen p15Es immunisiert worden sind. [A] Titration von
aufgereinigten Immunglobulinen der Ziegenseren 346 (Rechtecke), 355 (Kreise) und 350
(Dreiecke) gegen das FPPR- (gestrichelte Linie) und das MPER- (durchgezogene Linie)
abgeleitete Peptid. [B] Neutralisierungsaktivitit der Igs der Ziegenseren 355 (schwarze
Balken), 346 (hellgrau) und 350 (dunkelgrau). Als Negativkontrolle sind die isolierten
Immunglobuline des Ziegenserums 350 verwendet worden (weifde Balken) (Waechter et al,
2012).

Durch die Immunisierung mit einem verlangerten rekombinanten p15E konnten erneut
neutralisierende  Antikorper induziert werden. Nach Charakterisierung der
Bindungseigenschaften und neutralisierender Aktivitit der FPPR/NHR- und CHR/MPER-
spezifischen Antikorpern, konnte in diesem Abschnitt gezeigt werden, dass nur die MPER-
spezifischen Antikorper am Neutralisationsprozess beteiligt sind. Im Vergleich zu anderen
p15E-Immunseren zeigte sich auch, dass durch die Verlangerung hohere Titer an

FPPR/NHR- und CHR/MPER-spezifischen Antikérpern induziert werden konnten.
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In Tabelle 5.03. sind zu einer besseren Ubersicht die Ergebnisse der Bindungs- als auch

Neutralisationsstudien des Immunserums der Ziege 350 dargestellt.

Tabelle 5.03. Zusammenfassung der Bindungs- und Neutralisationseigenschaften der
einzelnen Fraktionen.

Bindende Antikorper gegen

Fraktion FPPR/NHR CHR/MPER Neutralisation
p15E-Immunserum + + +
p15E-spezifische Antikérper + + +
Praimmunserum - - -
Ig aus Praimmunserum - - -
GST-CHR/MPER4K-Eluat - + +
GST-CHR/MPER4K-Durchlauf + - -
GST-FPPR/NHR-Eluat + - -
GST-FPPR/NHR-Durchlauf - + +

5.2 Induktion von NHR- und CHR-spezifischen Antikérpern

Nachdem im ersten Teil dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die MPER-spezifischen
Antikorper nach einer p15E-Immunisierung fiir die Neutralisation verantwortlich sind
(Waechter et al,, 2012), soll in diesem Teil untersucht werden, durch welche Antigene diese

induziert werden konnen.

5.2.1 Charakterisierung der Antigene

Fir die Immunisierung wurden drei Gruppen von jeweils zwei Kaninchen mit den oben
beschriebenen rekombinanten Proteinen GST-FPPR/NHR und GST-CHR/MPER4K (siehe
Tab. 4.19.) und zusatzlich ein Kaninchen mit dem rekombinanten p15E(aa478-602)
immunisiert.

Fir die Auftrennung von FPPR/NHR- und CHR/MPER-spezifischen Antikorper bei der
Kombi-Immunisierung mit der N- und C-terminalen Domédne wurde neben der Kaninchen-
Gruppe eine Ziege mit GST-FPPR/NHR und GST-CHR/MPER4K zusammen immunisiert. Der
Reinheitsgrad der Antigene wurde erneut durch eine SDS-PAGE mit anschliefender

Coomassie Blue-Farbung tiberprift (Abb. 5.15.).
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- 43 kDa -

r 34kDa- Abbildung 5.15. Charakterisierung der rekombinanten

27kDa— s | \| ¢ p,.  Proteine GST-FPPR/NHR und GST-CHR/MPER4K nach
affinitdtschromatographischer Aufreinigung durch SDS-
PAGE und anschliefRender Coomassie Blue-Farbung. GST-
CHR/MPER4K (Spur 1), GST-FPPR/NHR (Spur 2)
(Waechter & Denner, 2013).

17 kDa -

Desweiteren sind die rekombinanten Proteine getrennt als auch zusammen auf eine
Gelfiltrationssdule gegeben worden, um eine mogliche Interaktion zwischen der N- und C-
terminalen Domdinen aber auch untereinander feststellen zu kénnen (Abb. 5.16.). Das
Elutionsverhalten der Proteine zeigt, dass es zwischen dem GST-FPPR/NHR und dem GST-

CHR/MPER4K zu keiner Interaktion kommt und die Proteine als Monomere vorliegen.

[A]

27 kDa — GST-NHR

00 50 100 150 200 25:0 ml

[B]

27 kDa — GST-CHR4K

Abbildung 5.16. Gelfiltration der rekombinanten
27 kDa s GST-NHR+ Proteine [A] GST-FPPR/NHR, [B] GST-
GST-CHR4k  CHR/MPER4K und [C] GST-FPPR/ NHR+GST-
CHR/MPER4K (Waechter & Denner, 2013).

[C]

00 5.0 100 150 200 25.0 ml

5.2.2 Charakterisierung der Inmunseren

Um die Bindungseigenschaften der induzierten Antikérper in den Immunseren zu
analysieren, wurden Western Blot-Analysen, ELISA-Untersuchungen und Epitop-
Kartierungen durchgefiihrt. Anschlief}end wurden die Antiseren auf ihre neutralisierende
Wirkung hin tiberpriift.

Die Western Blot-Analyse zeigte, dass alle Tiere nach den Immunisierungen bindende
Antikorper gegen p15E ausbildeten (Abb. 5.17. [A]). In den ELISA-Untersuchungen konnten

entsprechend der verwendeten Antigene N- bzw. C-terminale Antikorper detektiert werden,
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die an den immobilisierten FPPR- bzw. MPER-abgeleiteten Peptiden bindeten (Abb. 5.17.
[B]).

[ A] Rabbit serum [B]
11 22 44 1 15 15
35kDa-[ piis  piis  piis | 55kDa-fpi is E '
r & 1 1
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10 kDa- - N Q N N N N N N
N N N N N N N N
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diution diution
Sera after B GST-FPPR/INHR || GST-CHR/MPER4K

immunisation with:[ ] GST-FPPR/NHR+GST-CHR/MPER4K I pl15E

Abbildung 5.17. Bindungseigenschaften der Immunseren. [A] Western Blot-Analyse mit
rekombinanten p15E(aa497-602). Alle Immunseren (is) detektieren rekombinantes p15E.
Die Praimmunseren (pi) zeigen keine bindenden Antikorper. [B] Titration der Kaninchen-
Seren nach Immunisierung mit rekombinanten GST-FPPR/NHR, GST-CHR/MPER4K, GST-
FPPR/NHR+GST-CHR/MPER4K und p15E(478-602). Der linke Graph zeigt die Titer gegen
das FPPR- und der rechte gegen das MPER-abgeleitete Peptid (Waechter & Denner, 2013).

Das erhaltene Immunserum der Ziege 369, die mit beiden Proteinen GST-FPPR/NHR und
GST-CHR/MPER4K immunisiert wurde, bestatigte im ELISA die Produktion von Antikérpern
gegen das FPPR- und MPER-abgeleitete Peptid. (Abb. 5.18.).

Verdiinnung

Abbildung 5.18. Titration des Ziegenserums 369 nach Immunisierung mit GST-
FPPR/NHR+GST-CHR/MPER4K in einer ELISA-Analyse mit immobilisierten FPPR-
(Rechtecke) und MPER- (Dreiecke) abgeleiteten Peptiden.

In den Neutralisationsassays wurde nur mit den Kaninchenseren eine Hemmung der PERV-
Infektion erzielt, die Antikorper gegen GST-FPPR/NHR enthielten (Abb. 5.19. [A]). Keine
Neutralisation hingegen konnte mit dem Immunserum gezeigt werden, das nach der
Immunisierung mit GST-CHR/MPER4K erhalten wurde. Das Immunserum des mit

p15E(aa478-602) immunisierten Kaninchens neutralisierte ebenfalls im durchgefiihrten
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NT-Assay. Der Neutralisierungstiter lag dabei mit einer Verdiinnung vom 1/200 hoher als
die Titer der Immunseren nach Immunisierung mit dem GST-FPPR/NHR von bis zu 1/40
(Abb. 5.19. [A]). Auch die isolierten p15E-spezifischen Antikorper des Immunserums der
Ziege 369, die mit GST-FPPR/NHR und GST-CHR/MPER4K zusammen immunisiert worden
ist, zeigen eine gute neutralisierende Wirkung (Abb. 5.19. [B]). Der Neutralisierungstiter
betrug dabei 5,0 pg/ml.
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Abbildung 5.19. Neutralisationsassay nach GST-FPPR/NHR und GST-CHR/MPER4K-
Immunisierung. [A] Darstellung der Immunseren der immunisierten Kaninchen bis zu einer
Verdiinnung von 1/100 bzw. 1/200. [B] Darstellung der p15E-spezifischen Antikérper nach
affinitdtschromatographischer Aufreinigung des Immunserums der Ziege 369 (hellgrau), die
mit GST-FPPR/NHR und GST-CHR/MPER4K immunisiert worden ist. Als Negativkontrolle
sind die isolierten Immunglobuline des Prdimmunserums (weif3) verwendet worden
(Waechter & Denner, 2013).

Die Neutralisationsassays nach den Immunisierungen mit den rekombinanten Proteinen
GST-FPPR/NHR und GST-CHR/MPER4K zeigten, dass eine neutralisierende Wirkung nur
nach den Immunisierungen mit GST-FPPR/NHR (ob Einzel- oder Kombi-Immunisierung) zu
erkennen war. Die Einzel-Immunisierung mit GST-CHR/MPER4K fiihrte zur keiner

Induktion an neutralisierenden Antikérpern.

5.2.3 Isolierung von NHR- und CHR-spezifischen Antikérpern

Um die Frage zu beantworten, welche/r Antikérper bei den Kombi-Immunisierungen eine
neutralisierende Wirkung zeigen/zeigt, wurden durch Affinititschromatographie mit
immobilisierten GST-FPPR/NHR und GST-CHR/MPER4K die beiden Antikérper-

Populationen des Immunserums der Ziege 369 voneinander getrennt. Der ELISA der
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Eluatfraktionen bestdtigte erneut, dass die beiden Antikérper-Populationen zu trennen sind
(Abb. 5.20.): Das Eluat aus der Aufreinigung mit immobilisierten GST-FPPR/NHR enthielt
nur bindende Antikérper gegen das FPPR-abgeleitete Peptid; das Eluat aus der Aufreinigung
mit immobilisierten GST-CHR/MPER4K nur gegen das MPER-abgeleitete Peptid.

1 7 GST-FPPR/NHR 1 GST-CHR/MPER4K
0,9 1
0,8 -
€ 07
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205 A
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0,2
0,1
0 4
O > > Q
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A CHR-specific antibodies [J NHR-specific antibodies

Abbildung 5.20. Titration der aufgereinigten Antikorper nach Affinitdtschromatographie des
Immunserums der Ziege 369. Im linken Graphen sind nach Immobilisation von GST-
FPPR/NHR Antikorper gegen das FPPR-abgeleitete Peptid (Quadrate) zu erkennen; nach
Immobilisation von GST-CHR/MPER4K (rechter Graph) werden bindenden Antikérper
gegen das MPER-abgeleitete Peptid erkannt (Waechter & Denner, 2013).

Im NT-Assay zeigte nur das Eluat eine neutralisierende Wirkung gegen PERV, das bindende
Antikorper gegen GST-FPPR/NHR enthielt. Die isolierten CHR/MPER-spezifischen
Antikorper nach der Kombi-Immunisierung mit GST-FPPR/NHR und GST-CHR/MPER4K
konnten hingegen die PERV-Infektion nicht hemmen (Abb. 5.21.). Eine Ausverdiinnung
zeigt, dass die FPPR/NHR-spezifischen Antikorper bis zu einer Konzentration von 6,5 pg/ml

neutralisieren.

[S2Be)]
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CT(PERV A/C)-CT(GAPDH)
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Abbildung 5.21. Neutralisierungsaktivitat von isolierten Antikoérpern des Immunserums der
Ziege 369. Nach Affinitatschromatographie mit immobilisierten GST-FPPR/NHR und GST-
CHR/MPER4K wurden die NHR- (dunkelgrau) und CHR-spezifischen (hellgrau) Antikérper
auf ihre neutralisierende Aktivitat getestet.
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5.2.4 Epitop-Kartierung von Kaninchen-Seren

Zur Darstellung der Epitope, an welche die induzierten Antikérper binden, wurden die
Immunseren der Kaninchen fiir eine Epitop-Kartierung verwendet. Die Epitop-Kartierung
des Serums des Kaninchens 1, welches mit der Ektodoméne von p15E immunisiert worden
ist, zeigt ausgepragte Epitope in der CHR; darunter auch das MPER-Epitop
580GWFEGWFNRSPs99, an welches die im Abschnitt 5.1.4 nachgewiesenen neutralisierenden
Antikorper binden.

Im Gegensatz dazu werden durch die Seren der Tiere, die mit den GST-gekoppelten
Proteinen (GST-FPPR/NHR und GST-CHR/MPER4K) immunisiert worden sind, sehr stark
tiberlappenden Epitope - entsprechend der verwendeten Antigene - detektiert.

Nach den Immunisierungen mit dem N-terminalen Fragment des p15Es wird im Vergleich
mit den Epitopen des Kaninchenserums 1 im C-terminalen Bereich der NHR ein zusatzliches
Epitop erkannt: 506l VTEDLQALEKSs17. Der Vergleich zwischen den Immunseren nach der
Immunisierung mit GST-CHR/MPER4K und der Ektodomdne von pl5E zeigt, dass
Antikorper gegen das zuvor beschriebene Epitop in der MPER (580GWFEGWFNRSPs99) nicht
durch das Antigen GST-CHR/MPER4K induziert wurden (Abb. 5.22.).
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Abbildung 5.22. Epitop-Kartierung der Kaninchen-Seren. Signifikante Unterschiede
zwischen den Immunseren nach p15E(aa478-602)- [A], GST-FPPR/NHR- [B], GST-
CHR/MPER4K- [C] und GST-CHR/MPER4K+GST-FPPR/NHR -Immunisierung [D] sind
eingerahmt (Waechter & Denner, 2013).
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Zusammengefasst  zeigte diese Immunisierungsstudie, dass im Gegensatz zu der
Immunisierung mit dem rekombinanten p15E(aa478-602) keine neutralisierenden MPER-
spezifischen Antikorper induziert werden konnten (Tab. 5.04.). Weder die Einzel- noch die
Kombi-Immunisierung mit GST-CHR/MPER4K konnten MPER-spezifische
Neutralisationsantikorper induzieren. Hingegen wurden nach den Immunisierungen mit
GST-FPPR/NHR neutralisierende Antikorper festgestellt. Epitop-Kartierungen zeigten neben
den schon beschriebenen Epitopen ein weiteres Epitop in der NHR (506 VTEDLQALEKSs17),

welches mit der neutralisierenden Wirkung der NHR-spezischen Antikérper korreliert.

Tabelle 5.04. Zusammenfassung der Ergebnisse nach den Immunisierungen mit N- und C-
terminalen Proteinen.

Immunisierungsantigen/ Bindende Antikorper gegen o
. , Neutralisation

Aufreinigungsfraktion FPPR/NHR CHR/MPER

GST-FPPR/NHR + - +
GST-CHR/MPER4K - + -
GST-FPPR/NHR+ GST-CHR/MPER4K + + +
GST-FPPR/NHR-Eluat nach KI* + - +
GST-CHR/MPER4K-Eluat nach KI* - + -

# Eluate aus den affinitaitschromatographischen Aufreinigungen nach der Kombi-
Immunisierung mit GST-FPPR/NHR+ GST-CHR/MPER4K

5.3 Immunisierung mit p15E(C549A)

Da weder eine Immunisierung mit GST-CHR/MPER4K noch durch die Zugabe der N-
terminalen Domane zu der Induktion von MPER-spezifischen Neutralisationantikorpern
gefiihrt hat, wurde vermutet, dass nur das native p15E zu der Induktion von diesen
Antikorpern fiihrt. Aus diesem Grund wurde eine weitere Immunisierung mit einer
mutierten p15E-Variante durchgefiihrt.

Diese Mutante zeichnete sich durch eine Deletion eines Cysteins aus, von welchem
angenommen wird, dass dieses bei der Ausbildung des Cysteins-Loops des TM-Proteins
wahrend der Infektion beteiligt ist (Ashkenazi et al., 2011; Fenouillet et al.,, 2007). Allerdings
wird in einigen wenigen Veroffentlichung aufgefiihrt, dass es fiir die Ausbildung dieser
Disulfidbriicke in gp41 bei HIV-1 zwecks struktureller Anderungen des TM-Proteins
wahrend der Infektion keine direkten Beweise gibt (Caffrey, 2001; Sen et al., 2007).
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Nach Punktmutation und Sequenzierung wurde der Vektor transformiert und das
rekombinante Protein exprimiert und mittels Affinitdtschromatographie aufgereinigt (Abb.

5.23.).

43 kDa -

26kpa- [ <GST

o Abbildung 5.23. Darstellung des rekombinanten Proteins
* ' “PISE(CS494)  H15E(C549A). Auftrennung des eluierten Proteins in einer
SDS-PAGE mit anschliefdender Coomassie Blue-Farbung.

Flir die Charakterisierung der bindenden als auch neutralisierenden Eigenschaften des
Serums bzw. der induzierten Antikorper nach erfolgter Immunisierung wurde ein ELISA,
eine Epitop-Kartierung als auch ein NT-Assay durchgefiihrt. Der ELISA zeigt, dass
Antikorper gegen das FPPR- als auch MPER-abgeleitete Peptid im Serum enthalten sind. Der
Vergleich mit dem Immunserum der Ziege 350, die mit dem nativen p15E(aa478-602)
immunisiert wurde, zeigt, dass der Titer um eine Zehnerpotenz geringer ist (Abb. 5.24. [A]).
In dem NT-Assay zeigten die p15E-spezifischen Antikorper bis zu einer Konzentration von

10,75 pg/ml eine neutralisierende Wirkung (Abb. 5.24. [B]).
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Abbildung 5.24. Bindungs- und Neutralisierungseigenschaften des Immunserums der Ziege
3429. [A] Titration des Ziegenserums 3429 nach Immunisierung mit dem rekombinanten
p15E(C549A) in einem ELISA (durchgezogene Linie). Dargestellt sind die bindenden
Antikorper gegen das FPPR (Rechtecke)- und das MPER (Dreiecke)-abgeleitete Peptid. Zum
Vergleich wurde das Ziegenserum 350 nach Immunisierung mit dem p15E (gestrichelte
Linie) eingetragen. [B] Neutralisierungsaktivitit der p15E-isolierten Antikorper des
Ziegenserums 3429 (grau). Als Negativkontrolle wurden die isolierten Immunglobuline des
Praimmunserums (weif3) verwendet (Waechter & Denner, 2013).
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Eine Epitop-Kartierung zeigt im Vergleich zur Immunisierung mit dem nativen p15E(aa478-
602), dass viele verschiedene Antikdrper gegen das gesamte p15E(C549A) induziert
wurden; signifikante Epitope konnen nur schwer definiert werden (Abb. 5.25.). In Bezug auf
die schon beschriebenen Epitope nach den Immunisierungen mit den Einzeldomanen NHR
und CHR des p15Es wird das Epitop 506l VTEDLQALEKSs17, das nach den Immunisierungen
mit dem GST-FPPR/NHR detektiert worden ist, ebenfalls durch die induzierten Antikorper
nach der pl5E(C549A)-Immunisierung erkannt. An das Epitop in der MPER
(5ssGWFEGWFNRSPs99), an welchem die neutralisierenden Antikérper nach der p15E-

Immunisierung binden, lasst sich eine nur schwache Bindung feststellen (Abb. 5.22. und
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Abbildung 5.25. Epitop-Kartierung des Ziegenserums 3429 nach pl5E(C549A)-
Immunisierung. Im Vergleich zu der Immunisierung mit dem nativen p15E sind keine
abgrenzbaren Epitope zu erkennen. Die schon beschriebenen Epitope 506 VTEDLQALEKSs17
und 580GWFEGWFNRSPs99 in der NHR und CHR sind eingerahmt (Waechter & Denner,
2013).

Um eine Aussage treffen zu konnen, welche Antikorper fiir die Hemmung der PERV-
Infektion verantwortlich sind, wurde erneut eine Trennung nach NHR- und CHR-bindenden
Antikorpern vorgenommen. Ein ELISA bestitigte, dass die Eluate nur eine Antikorper-
Population enthielten: entweder zeigten die eluierten Antikérper eine Bindung an das FPPR-
oder das MPER-abgeleitete Peptid (Abb.5.26. [A]). Das Eluat nach FPPR/NHR-Aufreinigung
enthdlt nur bindende Antikérper gegen das FPPR-abgeleitete Peptid; das Eluat nach
CHR/MPER-Aufreinigung nur Antikorper gegen das MPER-abgeleitete Peptid.

Im anschliefSenden Neutralisierungsassay konnte gezeigt werden, dass nur die FPPR/NHR-
spezifischen Antikorper die PERV-Infektion hemmen. Der Titer lag hierbei bei knapp 2,0
ug/ml (Abb. 5.26. [B]).
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Abbildung 5.26. Bindungs- und Neutralisierungseigenschaften der aufgereinigten
Antikorper des Ziegenserums 3429. [A] Titration der aufgereinigten Antikérper nach
Affinitatschromatographie mit immobilisierten GST-FPPR/NHR (linker Graph) bzw. GST-
CHR/MPER4K (rechter Graph). Dargestellt sind die Bindungen gegen die FPPR (Rechtecke)-
und das MPER (Dreiecke)-abgeleitete Peptide in einem ELISA. [B] Neutralisierungsassay der
FPPR/NHR (dunkelgrau)- und CHR/MPER (hellgrau)-Eluate (Waechter & Denner, 2013).

5.3.1 Hemmung der Neutralisation durch rekombinante Proteine

Um die Spezifitit der neutralisierenden Aktivitit nicht nur durch die Isolation der
Antikorper-Populationen zu zeigen, wurden Inhibierungsexperimente mit den
rekombinanten Proteinen GST-FPPR/NHR und GST-CHR/MPER4K durchgefiihrt. Zur
Kontrolle, ob die Proteine selbst einen Einfluss auf die Infektion haben, wurden diese ohne
Zugabe von neutralisierenden Antikorpern mit dem Virus inkubiert und spater zu den nicht-
infizierten Zellen gegeben.

Fir den Ausschluss von mogliche Nebeneffekten und/oder Interaktionen zwischen den
Serumsbestandteilen und den rekombinanten Proteinen, sind affinitatschromatographisch
aufgereinigte p15E-Antikorper verwendet worden.

Die Inkubation der Antikorper mit dem rekombinanten GST-CHR/MPER4K zeigte keinen
Einfluss auf die Hemmung der PERV-Infektion durch die p15E(C549A)-spezifischen
Antikorper (Abb. 5.27.). Hingegen wurde die neutralisierende Wirkung der p15E(C549A)-
spezifischen Antikorper durch die Inkubation mit dem rekombinanten Protein GST-
FPPR/NHR gemindert. Die Betrachtung der gemessenen ct-Werte zeigt, dass die
Neutralisation um bis zu 100 % gemindert wurde. Somit konnte erneut gezeigt werden,
dass die neutralisierenden Antikérper nach einer p15E(C549A)-Immunisierung gegen die

FPPR/NHR gerichtet sind. Die Inkubation des =zellfreien Virusiiberstands mit den

-77 -



5. Ergebnisse

rekombinanten Proteinen zeigte, dass die Proteine keinen Einfluss auf die Infektion haben

(Act<0,1) (Abb. 5.27.).
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Abbildung 5.27. Hemmung der PERV-Infektion durch rekombinante Proteine. Zur
Uberpriifung des Einflusses der N- und C-terminalen Proteinen GST-FPPR/NHR und GST-
CHR/MPER4K auf die Neutralisation sind diese zusammen mit den pl5E(C549A)-
spezifischen Antikorpern vorinkubiert und anschliefRend einem NT-Assay unterzogen. Als
Kontrolle wurden die Proteine zusammen mit dem Virus inkubiert und zu den Zellen
gegeben.

Auch durch die Immunisierung mit der pl15E-Mutante, bei der die Ausbildung der
Disulfidbriicke nicht moglich ist, konnten keine MPER-spezifischen
Neutralisationsantikorper  induziert  werden.  Hingegen  zeigte erneut eine
affinitidtschromatographische = Aufreinigung, dass auch  hier = NHR-spezifische
Neutralisationsantikérper gegen PERV induziert worden sind. Eine Epitop-Kartierung zeigte
ebenfalls wie bei der Immunisierung mit dem GST-FPPR/NHR ein neues Epitop
(506lVTEDLQALEKSs17), welches nach der Immunisierung mit dem nativen p15E(aa478-602)

nicht erkannt wurde.

Tabelle 5.05. Zusammenfassung der Ergebnisse nach der Immunisierung mit der p15E-
Mutante.

Immunisierungsantigen/ Bindende Antikorper gegen o
. . Neutralisation

Aufreinigungsfraktion FPPR/NHR CHR/MPER

p15E(C549A) + + +*

GST-FPPR/NHR-Eluat* + - +

GST-CHR/MPER4K-Eluat# - + -

* Hemmung dieser Neutralisation durch Zugabe von GST-FPPR/NHR
# Eluate aus den affinititschromatographischen Aufreinigungen

-78-



5. Ergebnisse

5.4 Einfluss von p15E-abgeleiteten Peptiden auf die PERV-Infektion

In Vergangenheit wurde durch Inhibierungsversuche mit FPPR- und MPER-abgeleiteten
Peptiden untersucht, welche Antikorper-Population nach p15E-Immunisierung fiir die
Neutralisation verantwortlich ist.

Ein erster Versuch mit kiirzeren Peptiden bewies, dass nur durch die Zugabe der FPPR- und
MPER-abgeleiteten Peptide zusammen die Neutralisation durch pl5E-spezifische
Antikorper gehemmt wurde (Fiebig et al., 2003). Daher konnte man vermuten, dass es sich
um einen Antikorper mit einem diskontinuierlichen Epitop handelt, welcher PERV
neutralisiert. In einem zweiten Versuch mit langeren Peptiden hemmte hingegen nur das
MPER-abgeleitete Peptid die Neutralisation (Kaulitz et al., 2011).

Aufgrund dieser kontraren Ergebnisse wurde in der vorliegenden Arbeit tiberpriift, welchen
Einfluss die in dieser Arbeit verwendeten Peptide auf die PERV-Infektion haben. Diese
Peptide unterschieden sich allerdings aus verschiedenen Griinden erneut von den o.g.

eingesetzten Peptiden (Tab. 5.06.).

Tabelle 5.06. Ubersicht der verwendenden PERV-Peptide

Versuch FPPR-Peptid MPER-Peptid

#1 ALITGPQQLEKGLSC* CREADQGWFEGWEFNR*

#2 AALITGPQQLEKGLSNLHRICKKK*  KKKCCREREADQGWFEGWFNRSPWM*
#3 AAGVGTGTAALITGPQQLEKGLS EREADQGWFEGWFNRSPWMTTL

* durch das Losen dieser Peptide in DMEM entstehen Dipeptide (Tam et al., 1991)
# 1 (Fiebiget al, 2003) #2 (Kaulitz et al, 2011) #3 diese Arbeit

Insgesamt wurden abgeleitete p15E- als auch randomisierte Peptide (siehe Abschnitt 3.11)
in verschiedenen Konzentrationen zu einem Infektionsansatz gegeben und die PERV-DNA
anschlief3end mittels real-time PCR quantifiziert.

Die eingesetzten Peptide, welche in PBS gelost waren, haben sehr unterschiedlichen Einfluss
auf die Infektion mit PERV: die Peptide FPPR, M1, M2 und randomisierte FPPR zeigten
keinen bis nur minimalen Einfluss auf die Infektion. Hingegen ist bei dem MPER-Peptid eine
konzentrationsabhingige Erhohung der Infektion und beim randomisierten MPER-Peptid

eine starke Hemmung zu erkennen (Abb. 5.28).

-79-



5. Ergebnisse

oo
L

O Virus+PBS
W Virus+FPPR
OVirus+MPER
@ Virus+FPPR/MPER
B Virus+rand. FPPR
n.t. @ Virus+rand. MPER
@ Virus+M1
3 OVirus+M2

5 10 15 20
Peptide [ug]

Abbildung 5.28. Einfluss von synthetischen Peptiden auf die PERV-Infektion. Einfluss der
Peptide FPPR, M1, M2, MPER und randomerisierte FPPR/MPER auf die Infektion von
zellfreien PERV-haltigen Uberstand auf nicht-infizierte 293T-Zellen in Abhingigkeit
verschiedener Peptid-Konzentrationen. Als Kontrolle wurde PBS verwendet, in welchem die
Peptide geldst sind.
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Um in einem ersten Versuch eine Erklarung fiir die Einflussnahme bestimmter Peptide auf
die Infektion zu finden, wurden biotinylierte Peptide (FPPR, MPER, rand. FPPR und MPER)
mit und ohne Virusiiberstand zu nicht-infizierten 293T-Zellen gegeben und nach 24 Stunden
durch ein fluoreszensmarkiertes Streptavidin-Konjugat (Streptavidin-ALEXA) in ihrer
Lokalisation sichtbar gemacht. Dabei stand die Lokalisation an den Zellmembranen im
Vordergrund. Die Auswertung erfolgte sowohl qualitativ iiber Fluoreszenzmikroskopie

(Abb. 5.29.) als auch quantitativ durch eine FACS-Analyse (Tab. 5.07.).
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Abbildung 5.29. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach Peptid-Inkubation.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 293T-Zellen, die zum einen nur mit dem
biotinylierten Peptid (-) als auch zusammen mit virushaltigen Uberstand (+) fiir 24 Stunden
inkubiert worden sind. Fiir eine optimalere Darstellung und Drucklegung in dieser Arbeit ist
der griine Farbton (Streptavidin, Alexa Fluor® 488-Konjugat, welcher an die biotinylierten
Peptide bindet) bei allen Bildern im gleichen Umfang intensiviert worden. Die Zellkerne
(blaue Farbung) wurde mithilfe von DAPI eingefarbt.
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Die Fluoreszenzbilder zeigen sehr deutlich, dass sowohl das FPPR-, MPER- als auch das
rand. MPER-Peptid stark an den Zellen bindet. Das rand. FPPR-Peptid bindet dagegen kaum
an den Zellen (Abb. 5.29.). Die Bindung des MPER- und rand. MPER-Peptids verringert sich
allerdings, wenn die Peptide vor Zugabe auf die Zellen mit zellfreien Virusiiberstand
inkubiert worden sind. Ein Unterschied der Bindung des FPPR- und rand. FPPR-Peptids mit
und ohne Vorinkubation mit PERV wurde nicht erkannt.

Auch die FACS-Analyse konnte die Interaktion zwischen den 293T-Zellen und den MPER-
und rand. MPER-Peptiden bestdtigen (Tab. 5.07.). Durch Zugabe des Virusiiberstands
reduzierte sich ebenfalls der Anteil der durch Streptavidin-ALEXA markierten Zellen. Das
rand. FPPR-Peptid zeigte kaum eine Bindung an die 293T-Zellen, das FPPR-Peptid nur eine
geringe. Der prozentuale Anteil der Zellen mit Signal dnderte sich durch Zugabe des

Virusiiberstands aber auch hier kaum.

Tabelle 5.07. Histogramm-Statistiken der FACS-Analyse.

Peptid Nur Peptid Peptid/Virus
FPPR 5,01 % 5,43 %
Randomisiertes FPPR 0,23 % 1,44 %
MPER 5,42 % 0,59 %
Randomisiertes MPER 7,34 % 1,56 %

Zellen ohne Signal: 1,72 %
Zellen ohne Signal und ohne Zugabe eines biotinylierten Peptids: 1,67 %

Werden die Ergebnisse dieses Kapitels zusammengefiihrt, zeigt sich, dass die Peptide MPER-
und rand. MPER-Peptid, die die Infektion beeinflussen ebenfalls sehr stark an die nicht
infizierten Zellen binden und diese Bindung allerdings nach Zugabe des Virus abgeschwacht
wird. Das Peptid FPPR bindet ebenfalls sehr stark an nicht-infizierte Zellen; das rand. FPPR
nicht. Die Lokalisation des FPPR-Peptids verandert sich allerdings nicht nach Zugabe des

Virus.
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5.5 Induktion von FPPR- und MPER-spezifischen Antikorpern

Neben den Immunisierungen mit rekombinanten Proteinen wurden vier Gruppen von
jeweils vier von Ratten mit synthetisch hergestellten Peptiden und PBS immunisiert. Diese
Peptide sind von der Ektodomadne des Transmembranproteins p15E abgeleitet. Im
Unterschied zu einer vorherigen Arbeit mit kiirzeren Peptiden, welche nur nach Kopplung
mit BSA eine Immunantwort gezeigt haben (Fiebig, 2008), wurden in der vorliegenden
Arbeit langere ungekoppelte Peptide verwendet.

Ein Nachweis liber die Induktion von Antikérpern erfolgte in einem ELISA. Entsprechend
der Antigene, mit denen die Tiere immunisiert worden sind, konnten bindende Antikérper

gegen die immobilisierte Peptide nachgewiesen werden (Abb. 5.30.).

FPPR-abgeleitetes Peptid
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Abbildung 5.30. Titration der Immunseren nach Peptid-Immunisierung. Titration der
Praimmunseren als auch Immunseren nach der Immunisierung mit den FPPR und MPER-
abgeleiteten Peptiden. In einem ELISA-Experiment zeigen die Immunseren der Tiere, welche
mit dem FPPR-Peptid immunisiert worden sind, bindende Antikérper gegen das
immobilisierte FPPR-abgeleitete Peptid. Tiere, die mit dem MPER-Peptid immunisiert
worden sind, induzierten Antikorper, welche gegen das MPER-abgeleitete Peptid gerichtet
sind.
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Fiir einen NT-Assay wurden die Immunglobuline aus den Immunseren isoliert und
anschlieflend gegen PBS dialysiert. Die Immunglobuline zeigten im durchgefiihrten Assay
keine neutralisierende Wirkung. Nur die Positivkontrolle (p15E-spezifische Antikorper des

Immunserums der Ziege 350) konnte die Virus-Infektion hemmen (Abb. 5.31.).

O Serum Z350
15,00 - M pi 2350
m315/1 (FPPR)
10,00 - 0315/4 (FPPR)
@316/2 (MPER)
500 4 B 316/4 (MPER)

’ O317/1 (FPPR/MPER)
0317/3 FPPR/MPER
0,00 @318/2 (PBS)

400 250 0318/4 (PBS)
Antikorper [ug/ml]

Abbildung 5.31. Neutralisationsassay = mit isolierten = Immunglobuline nach
Peptidimmunisierung. Im dargestellten NT-Assay wurden die Seren verwendet, welche
einen hohen Titer an FPPR- und MPER-bindenden Antikérpern besafien.

CT(PERV A/C)-
CT(GAPDH)

ACT:

Es konnte gezeigt werden, dass die verwendeten Peptide grundsatzlich in der Lage sind,
eine Immunantwort zu aktivieren. Allerdings konnten die induzierten Antikorper eine

PERV-Infektion nicht hemmen.

Tabelle 5.08. Zusammenfassung der Ergebnisse nach Peptid-Immunisierung.

Bindende Antikorper gegen

Antigen FPPR MPER Neutralisation
FPPR + - -
MPER - + -
FPPR/MPER + + -
PBS - - -

5.6 Interaktion zwischen den PERV-Peptiden

Die Primar-, Sekundar- und folglich die Tertidrstruktur von Proteinen fiihrt zu wichtigen
innermolekularen Interaktionen des Proteins. Auch bei der Infektion von Retroviren spielen

diese innermolekularen Interaktionen eine entscheidende Rolle, da bei dem Kontakt mit den
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Rezeptoren an der Zielzelle Umstrukturierungen an den Oberflaichenproteinen der Viren
stattfinden, die dazu fiihren, dass das Virus in die Zelle eindringen kann. Fiir HIV-1 gezeigt
und fiir weitere Retroviren angenommen, legen sich jeweils drei NHR- und CHR-Doménen
aneinanderlegen und bilden die sog. six-helix-bundle aus. Diese ist Voraussetzung fiir die
Anndherung zwischen Virus- und Wirtszellmembran (Colman & Lawrence, 2003; Eckert &
Kim, 2001b; Gallaher et al., 1989; Skehel & Wiley, 1998).

Wie Versuche mit NHR- und CHR-Peptiden von HIV-1 zeigen, interagieren diese Peptide
miteinander und bilden teilweise eine six-helix-bundle aus (Liu et al., 2007).

Da die in dieser Arbeit verwendeten PERV-Peptide durch eine Coomassie Blue-Farbung
nicht sichtbar gemacht werden konnten, wurde deren mégliche Interaktion in einem ELISA-
Experiment tberpriift (Kumada et al., 2007).

Bei zwei der drei getesteten NHR-Peptide (FPPR und M1) konnte keine Interaktion durch
diese Methoden festgestellt werden. Bei dem dritten Peptid (M2) hingegen konnte eine

leichte konzentrationsabhadngige Interaktion gezeigt werden (Abb. 5.32.).

0D 492/620 nm
0D 492/620 nm

1000 ng FPPR 1000 ng M1

500 ng
600 ng
800ng FPPR
& MPER \1per 7908 gog ng

8
MPER 800 ng MPER
MPER MPER

800ng M1

0D 492/620 nm

1000 ng M2

800ng M2

Abbildung 5.32. Interaktionsstudien zwischen NHR- und CHR-Peptiden. Mithilfe eines
Sandwich-ELISA wurde die Interaktion zwischen den NHR-Peptiden FPPR, M1 und M2 mit
dem CHR-Peptid MPER festgestellt.
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6. Diskussion

Vorrangig sollten in dieser Arbeit die in fritheren Arbeiten induzierten p15E-spezifischen
Antikorper, die fiir einen potentiellen Impfstoff gegen PERV genutzt werden konnten,
charakterisiert werden. Dariiber hinaus soll ein Vergleich mit dhnlich lokalisierten
neutralisierenden Antikérpern gegen andere (Gamma-)Retroviren generelle Aussagen iiber
die Induktion von neutralisierenden Antikérpern gegen TM-Proteine von Retroviren liefern

und so auch zur Antikérperforschung gegen HIV-1 beitragen.

Ein Ziel dieser Arbeit war es daher zu zeigen, an welche Epitope die nach einer
Immunisierung  mit  dem rekombinanten TM-Protein p15E induzierten
Neutralisationsantikorper gegen das porzine endogene Retrovirus (PERV) binden und wie
diese im Detail induziert werden. Die Induktion von neutralisierenden Antikdrpern gegen
PERV stellt u.a. eine Méglichkeit dar, die Ubertragung dieser endogenen Retroviren bei einer
Xenotransplantation von prozinem Gewebe auf den menschlichen Organismus zu
verhindern (Fiebig et al., 2003).

Da PERV in fast allen porzinen Genomen detektierbar ist (Denner & Tonjes, 2012; Labrecque
et al, 2011; Le Tissier et al, 1997; Popp et al, 2007) und menschliche Zellen in vitro
infizieren kann (Patience et al., 1997), miissen alle notigen Vorkehrungen getroffen werden,
um eine spezieslibergreifende Infektion bei einer Xenotransplantation mit porzinem
Gewebe zu verhindern. Bis heute wurde allerdings in keiner klinischen Xenotransplantation
mit porzinem Gewebe beim Menschen eine PERV-Ubertragung festgestellt (Di Nicuolo et al.,
2010; Irgang et al., 2003; Paradis et al., 1999; Patience et al., 1998).

Andere Retroviren, darunter das Gammaretrovirus KoRV als auch HIV, zeigen allerdings,
dass es zu Xenozoonosen kommen kann und diese schwerwiegende Folgen fiir den

Empfangerorganismus hat (Gao et al, 1999; Tarlinton et al., 2008; Tarlinton et al., 2006).

In den ersten beiden Kapiteln wird zundchst die Induktion von MPER- und NHR-
spezifischen Neutralisationsantikdorpern gegen PERV diskutiert. Im Anschluss dessen
werden jeweils zu diesen Antikorpern Parallelen zu HIV-1 gezogen, da gegen dieses Virus
ebenfalls neutralisierende Antikérper gegen die MPER und NHR beschrieben worden sind.
Dieser Abschnitt wird durch Ergebnisse des Anhangs 7.4 erganzt, die aus einem

datenbasierenden Vergleich zwischen gp41 von HIV-1 und p15E von PERV resultieren.
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Daraus abgeleitet soll der Frage nachgegangen werden, welche Rolle die NHR und CHR bei

der Induktion von Antikérpern haben und welchen Einfluss sie dabei aufeinander haben.

6.1 Neutralisierende Antikorpern gegen PERV

Nachdem in mehreren Arbeiten p15E-spezifische Antikorper, die die Infektion von humanen
Zellen mit PERV verhindern bzw. reduzieren, induziert werden konnten, stellte sich die
Frage, an welche Bereiche von p15E die neutralisierenden Antikdrper binden (Denner et al,
2012; Fiebig et al, 2003; Kaulitz et al, 2011).

Um die beschriebenen Epitope in der FPPR/NHR und CHR/MPER, an welche die induzierten
Antikorper binden, dem Immunsystem besser prasentieren zu konnen, wurde fur diese
Arbeit das bisherige rekombinante p15E fiir eine erneute Immunisierung einer Ziege N- und
C-terminal verlangert und entsprach nahezu der kompletten Ektodoméane (Abb. 5.01.).

Eine Epitop-Kartierung des Immunserums zeigte, dass ebenfalls wie in den vergangenen
Immunisierungen Antikoérper induziert wurden, die in der FPPR/NHR und CHR/MPER
binden (Abb. 5.03.). Allerdings konnte in der FPPR/NHR kein konkretes Epitop definiert
werden, so dass davon auszugehen ist, dass viele verschiedene FPPR/NHR-spezifische
Antikorper mit tiberlappenden Epitopen induziert worden sind.

Das Epitop in der CHR/MPER, das durch das Ziegenserum 350 erkannt worden ist, wurde
mit 550GWFEGWFNRSPs99 definiert und ist identisch mit dem Epitop des Ziegenserums 355
als auch die Epitope, welche nach Immunisierungen mit p15E von Ratten, Mausen und
Meerschweinchen erkannt wurden (Fiebig et al, 2003; Kaulitz et al, 2011). Wie schon
beschrieben, besteht mit diesem Epitop eine Sequenzhomologie zu dem Epitop des
breitneutralisierenden Antikorper 4E10 gegen HIV-1, welcher bis zu 95 % aller HIV-1
Stamme neutralisiert (Binley et al., 2004; Zwick et al., 2001).

Neben den Epitopen in der FPPR/NHR und der CHR/MPER wird ein Epitop im Bereich der
Disulfidbriicke erkannt. Nach der Immunisierung mit einem rekombinanten Protein, das aus
gp70 und p15E bestand, konnte in einer anderen Studie ebenfalls ein Antikorper (Name: 7C4)
gezeigt werden, der an der Disulfidbriicke bindet und das Virus neutralisiert (Chiang et al.,
2007).

Da die Charakterisierung der FPPR/NHR und CHR/MPER-bindenden Antikérper im
Vordergrund dieser Arbeit stand, wurden die bindenden Antikérper im Bereich der

Disulfidbriicke nicht weiter untersucht. Fiir einen Vergleich der in dieser Arbeit induzierten
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Antikorper gegen die Disulfidbriicke und 7C4 kann man den hier gezeigten Antikorper
durch Affinitatschromatographie aufreinigen und in einem Neutralisationsassay testen.

Durch die erneut gezeigte Induktion von Antikorpern in den Bereichen der NHR/FPPR, der
Disulfidbriicke sowie der MPER konnen diese als immunogene Regionen beschrieben
werden. Auch bei anderen Retroviren werden gegen diese Regionen Antikorper induziert, so
z.B. sind nach einer HIV-1 Infektion ebenfalls Antikorper gegen diese Regionen des TM-
Proteins gp41 zu finden (Bellamy-MclIntyre et al., 2007; Finnegan et al., 2002; Montero et al.,
2008; Sattentau et al,, 1995; Xu et al., 1991; Xu et al., 2004), oder nach der Infektion mit dem
Gammaretrovirus FeLV (Langhammer et al, 2006). Aber auch nach Immunisierungen mit den
TM-Proteinen der Gammaretroviren FeLV und KoRV konnten Antikérper in diesem

Bereichen induziert werden (Kaulitz, 2012; Langhammer et al., 2005; Mahdi, 2009).

Im Vergleich zu den Immunisierungen mit dem kiirzeren p15E zeigte das Immunserum nach
der Immunisierung mit dem langeren p15E hohere Titer an FFPR- und MPER-bindenden
Antikorper, aus denen eine stiarkere Neutralisation des Virus resultierte (Abb. 5.13.).

Dieser Neutralisationsassay basiert auf der Messung der viralen DNA mittels real-time PCR,
um zu zeigen, dass die Zellen durch den zellfreien Virusiiberstand infiziert wurden und die
Reverse Transkriptase aktiv ist (Behrendt et al, 2012; Kaulitz et al, 2011). Eine Hemmung
der Infektion ist somit direkt durch die Abnahme von viraler DNA erkennbar. Diese Methode
hat die Vorteile, dass i) diese durch Basieren einer real-time PCR sehr sensitiv ist, ii) die
Infektion zu einem frithen Stadium durch die Messung viraler DNA gemessen wird und iii)
durch die Verwendung einer 96-well-Platte nur geringe Mengen an Serum/Antikorper
benotigt werden und somit viele Verdliinnungen der Seren/Antikérper moglich sind.

Die Unterschiede in den Titern und der Neutralisation kénnen am Nicht-Vorhandensein
eines Tags, an der Fahigkeit Dimere statt Monomere unter physiologischen Bedingungen
auszubilden (Abb. 5.11.) und/oder durch die Lange des rekombinanten Proteins liegen (Abb.
5.12.) - wobei diese Unterschiede keine Relevanz auf die Isolierung und weiteren
Untersuchungen der Antikorper hatte.

Um zu zeigen, dass die Neutralisation durch p15E-spezifische Antikérper erfolgt, sind diese
nach Immobilisation von GST-p15E aus dem Immunserum der Ziege 350 isoliert und ebenfalls
einem Neutralisationsassay unterzogen worden (Abb. 5.07.).

Fiir die Darstellung der Interaktion zwischen p15E-spezifischen Antikdrpern und Virus, sind
diese durch Protein G immobilisiert worden und konnten in einer Immunprazipitation das
Virus binden (Abb. 5.14.). Dieser Versuch zeigt auch, dass die induzierten p15E-spezifischen

Antikorper direkt an das Virus binden, ohne dass der Fusionsprozess mit den beschriebenen
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Umlagerungen im TM-Protein eingeleitet wurde. Allerdings zeigt dieser Versuch nicht,
welcher Antikérper (FPPR/NHR, Disulfidbriicke oder CHR/MPER) an das Virus bindet.
Ebenfalls kann durch diese Immunprazipitation nicht gezeigt werden, ob die bindenden
Antikorper auch verantwortlich fiir die gezeigte Neutralisation sind. Daher ist zu empfehlen
weitere Immunprazipitationen mit weiteren induzierten (Neutralisations-)Antikorpern
gegen PERV und deren Aufreinigungen durchzufiihren. Durch solche Immunprazipitationen
konnte auch der Frage nachgegangen werden, bei welcher Struktur die neutralisierenden

Antikorper binden, um moégliche Antigene daraus abzuleiten.

6.1.1 Neutralisation durch MPER-spezifische Antikorper

Nachdem erneut gezeigt werden konnte, dass p15E-spezifische Antikorper eine
PERV-Infektion hemmen, soll die Frage diskutiert werden, an welches Epitop die
neutralisierenden Antikorper gegen PERV binden. Fiir eine Affinititschromatographie der
FPPR/NHR- und CHR/MPER-bindenden Antikérper wurden rekombinante Proteine, die zum
einen den N-terminalen Bereich (NHR) und zum anderen den C-terminalen Bereich (CHR)
von p15E umfassen, hergestellt.

Die Entscheidung, rekombinante Proteine und nicht synthetische Peptide zu verwenden
wurde hauptsachlich getroffen, um relativ grofe Mengen kostenglinstig aufreinigen und
einen grofderen Abschnitt des TM-Proteins zwecks Stabilisierung und Struktur der Epitope
verwenden zu kdnnen.

In einem fritheren Versuch mit immobilisierten Peptiden hat eine dhnliche Aufreinigung
kein Ergebnis geliefert (Fiebig, 2008). Eine Moglichkeit des Fehlschlagens konnte sein, dass
die verwendeten Peptide zu kurz waren. So zeigt die Bindung des neutralisierenden
Antikorpers 2F5 gegen HIV-1, dass dieser besser an einem liangeren Peptid bindet (Ho et al,
2005). Es wird vermutet, dass langere Peptide/Proteine mehr der nativen Struktur dhneln als
kiirzere und somit Antikérper mit einer hoheren Affinitit an ldngere binden und isoliert
werden konnen (Arnold et al, 2009; Barbato et al,, 2003).

Da eine solche affinitatschromatographische Aufreinigung von vielen Faktoren abhédngig ist
(GE-Healthcare; Muronetz et al., 2001; Urh et al, 2009), wurden nicht nur die gebundenen
und eluierten Antikorper auf ihre Bindungs- und Neutralisationseigenschaften getestet,
sondern auch die Antikorper, die nicht gebunden haben. Aus diesem Grund wurden fiir die
Aufreinigungen relativ wenig Serum verwendet, um méglichst eine Antikérper-Population

dem Serum komplett zu ,entziehen“ und somit auch die Durchldufe testen zu kénnen.
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Die ELISA-Untersuchungen und auch Epitop-Kartierungen der Eluate als auch Durchldufe
zeigten, dass es moglich war, beide Antikérper-Populationen (FPPR/NHR und CHR/MPER) zu
trennen (Abb. 5.08. und 5.09.), so dass jeweils zwei Fraktionen mit nur FPPR/NHR- oder
CHR/MPER-spezifischen Antikérpern fiir den NT-Assay verwendet werden konnten.

Aus unbekannten Grund zeigten dennoch die Epitop-Kartierungen noch 1-3 % unspezifische
Bindung von Antikérpern, welche entweder unspezifisch an das immobilisierte Protein oder
an Iso-Harnstoff-Derivate binden, die sich wahrend der Aktivierung der CNBr-Sepharose
formen (Robin, 1993).

Der Neutralisationsassay zeigte, dass nur die Fraktionen die PERV-Infektion hemmten, die
CHR/MPER-spezifische Antikorper enthielten (Abb. 5.10.). Durch die durchgefiihrte
Epitop-Kartierung konnte zuvor bestatigt werden, dass diese Antikorper nur an dem Epitop
550 GWFEGWFNRSPs99 binden, so dass im Folgenden von MPER-spezifischen Antikérpern
geredet wird. Dass die MPER-spezifischen Antikdrper fiir die Neutralisation verantwortlich
sind, konnte zuvor schon durch einen der oben erwdhnten Inhibitionsversuche gezeigt
werden, in welchem das MPER-abgeleitete Peptid die Neutralisation durch p15E-spezifische
Antikorper reduziert (Kaulitz et al, 2011). Im Gegensatz dazu hatte das FPPR-abgeleitete
Peptid keinen Einfluss auf die Neutralisation.

Allerdings bewies ein adhnlicher Versuchsaufbau mit anderen synthetisch hergestellten
Peptiden, dass die FPPR- und MPER-abgeleiteten Peptiden nur zusammen und nicht einzeln
die Neutralisation hemmen (Fiebig et al, 2003). Aufgrund dieser entgegengesetzten
Ergebnisse wurde in dieser Arbeit der Einfluss der Peptide auf die Infektion und somit auch

aufdiese Inhibitionsversuche liberprift. Die Ergebnisse werden in Abschnitt 6.4 diskutiert.

Das Ergebnis, dass MPER-spezifische Antikorper nach einer Immunisierung mit dem
TM-Protein p15E von PERV eine neutralisierende Wirkung besitzen, zeigt erneut, dass die

MPER eine wichtige Domane fiir die Neutralisation von PERV darstellt.

6.1.2 Beteiligung von NHR-spezifische Antikorper an der PERV-Neutralisation

Nachdem im ersten Teil der Arbeit eine Trennung der FPPR/NHR- und
CHR/MPER-bindenden Antikorper vorgenommen und festgestellt wurde, dass nur die
MPER-spezifischen Antikérper neutralisieren, stellte sich nun die Frage, wie solche

MPER-neutralisierenden Antikorper induziert werden kénnen. Aus diesem Grund wurden in
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dieser Arbeit weitere Immunisierungsstudien mit neuen Antigenen und entsprechenden
affinitatschromatographischen Aufreinigungen durchgefiihrt.

Nach der Immunisierung mit der C-terminalen Domane GST-CHR/MPER4K konnten keine
MPER-spezifischen Neutralisationsantikorper detektiert werden (Abb. 5.19.). Auch die
Annahme, dass die N-terminale Domdne vorhanden sein muss, konnte nicht bestatigt
werden, da durch eine Immunisierung mit dem GST-CHR/MPER4K und dem GST-
FPPR/NHR ebenfalls keine MPER-spezifischen Neutralisationsantikérper induziert werden
konnten (Abb. 5.26.). Hingegen konnte erstmals nach der Immunisierung mit der N-
terminalen Domdne neutralisierende Antikorper induziert werden. Diese konnten ebenfalls
nach der Immunisierung mit GST-CHR/MPER4K und dem GST-FPPR/NHR nach
affinitdtschromatographischer Aufreinigung detektiert werden (Abb. 5.26.).

Bei einer Immunisierung mit einer p15E-Mutante, bei welcher der Cystein-Loop mutiert
wurde, konnten ebenfalls keine gegen die MPER gerichteten Neutralisationsantikorper
gezeigt werden (Abb. 5.21.). Hingegen zeigten die isolierten FPPR/NHR-spezifischen
Antikorper eine neutralisierende Wirkung.

In einem weiteren Versuch hemmte die Zugabe des rekombinanten Proteins GST-FPPR/NHR
die neutralisierende Wirkung der p15E-spezifischen Antikérper nach der Immunisierung
mit der pl5E-Mutante. Das rekombinante Protein GST-CHR4K zeigte hingegen keinen
Einfluss auf die Neutralisation (Abb. 5.27.). Als Kontrolle zeigten beide Proteine keinen
Einfluss auf die PERV-Infektion.

Somit konnte sowohl direkt durch Isolation der Antikérper als auch indirekt durch
Inhibition mit rekombinanten Proteinen nachgewiesen werden, dass nach der
Immunisierung mit der p15E-Mutante NHR-spezifische Neutralisationsantikorper induziert
werden konnten.

Die Epitop-Kartierungen der Seren, die NHR-spezifische Neutralisationsantikdrper
enthielten, zeigten ein neues Epitop, das nach der Immunisierung mit dem nativen
p15E(aa478-602) nicht detektiert wurde: 50l VTEDLQALEKSs;; (Abb. 5.22. und 5.25.). Im
Gegenzug dazu wird das MPER-Epitop s30GWFEGWFNRSPse9, an welches die
neutralisierenden Antikérper nach einer Immunisierung mit p15E(aa478-602) binden, nach
den Immunisierungen mit der C-terminalen Domane nicht erkannt.

Aus diesen Epitop-Kartierungen und den durchgefiihrten Neutralisationsassays lasst sich
schlussfolgern, dass die neutralisierende Aktivitit mit dem Vorhandensein von Antikérpern
gegen das MPER-Epitop 530GWFEGWFNRSPso9 und gegen das NHR-Epitop
506l VTEDLQALEKSs,; korreliert.
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Um das Epitop der neutralisierenden FPPR/NHR-spezifischen Antikorper gegen PERV
allerdings naher zu bestimmen, sollten weitere Studien wie Inhibitionsversuche oder
Affinitatschromatographien mit kleineren Peptiden erfolgen.

Hierbei sollte allerdings bedacht werden, dass die zu untersuchenden/verwendeten Peptide
keinen Einfluss auf die Infektion mit PERV haben, indem sie z.B. mit den
Oberflachenproteinen oder mit der Virusmembran des Virus interagieren (siehe Abschnitt 6.4)
(Pang et al, 2009; Stanfield & Wilson, 1995). Bei der Verwendung von kleinen Peptiden in
einer affinitaitschromatographischen Aufreinigung muss darauf geachtet werden, dass diese
die Strukturen des nativen Proteins einnehmen (Ayyar et al, 2012). Sollte namlich durch die
Veranderung der Ligandenform oder die Ladung des Antigens die eigentliche Epitopstruktur
verdandert werden (Jaroslava, 2002), kann es sein, dass die entsprechenden Antikérper nicht

mehr isoliert werden konnen.

Zwischen einem Teil der Sequenz des hier erstmalig beschriebenen Epitops
506lVTEDLQALEKSs17 und der Sequenz eines FeLV-Peptids (TDIQALEESISALEKSLTSLSE),
das nach einer Immunisierung von Kaninchen neutralisierende Antikérper gegen das
Gammaretrovirus FeLV induzierte (Elder et al, 1987), besteht eine Sequenzhomologie. Das
Peptid ist dhnlich wie das erkannte Epitop auf der NHR des TM-Proteins von FeLV lokalisiert
und zeigt somit, dass auch auf dem N-terminalen Bereich der Hiillproteine von
Gammaretroviren Ahnlichkeiten in Bezug auf antigen-induzierenden Strukturen bestehen.
Neben der Immunisierung mit Peptiden konnten Langhammer und Kollegen durch die
Immunisierung mit rekombinanten p15E von FeLV ebenfalls neutralisierende Antikérper
induzieren (Langhammer et al, 2005). Eine Epitop-Kartierung zeigte auch hier, dass ein Teil
der induzierten p15E-Antikérper am Epitop ALEESISALEKS (E1b) binden. Natiirlich mit FeLV
infizierte Katzen zeigten ebenfalls, dass sie Antikorper gegen das E1b-Epitop induziert haben

(Langhammer et al., 2006).

Nur kurz angesprochen werden, soll hier die Moglichkeit der Ausbildung von hydrophoben
Taschen durch a-Helices der NHR von PERV. Fiir den HIV-1 neutralisierenden Antikorper
D5, der ebenfalls in der NHR sein Epitop hat, konnte gezeigt werden, dass dieser in einer
solchen Tasche bindet (Luftig et al., 2006).

In Abbildung 6.01. wird daher eine Moglichkeit der Ausbildung von hydrophoben Taschen
bei p15E von PERV dargestellt. Diese zeichnen sich dadurch aus, dass sich in der

Aminosiuresequenz im Wechsel alle vier bzw. drei Aminosdauren eine hydrophobe
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Aminosdaure befindet (Chan et al, 1997). Auch das beschriebene Epitop
506l VTEDLQALEKSs17 befindet sich in solchen Taschen (Abb. 6.01.).

GST-AAGVGTGTAALITGPQQLEKGLSNLHRIVTEDLQALEKSVSNLEESLTSLSEV

Abbildung 6.01. Darstellung von moglichen hydrophoben Taschen. Dargestellt ist die
Aminosaure-Sequenz des verwendeten Antigens NHR (gekoppelt mit GST). Rot
eingezeichnet sind die hydrophoben Aminosdauren, welche im 3-2Zer Abstand die
hydrophoben Taschen ausbilden. Das Epitop 5ol VTEDLQALEKSs; ist unterstrichen.

Da allerdings keine dreidimensionale Struktur von p15E von PERV vorliegt, beruht diese
Darstellung auf rein theoretischen Grundlagen. Fiir weitere Untersuchungen mit dem TM-
Protein pl15E von PERV wire es sehr hilfreich durch eine NMR- oder eine

Rontgenstrukturanalyse eine Darstellung der raumlichen Struktur vorliegen zu haben.

Die Existenz von neutralisierenden Antikorpern, die an der NHR der TM-Proteine von PERV
und FeLV binden, zeigt, dass diese Region neben der MPER ein wichtiges Ziel fiir die
Neutralisation von verschiedenen Gammaretroviren darstellt. Fiir einen effektiven Impfstoff
gegen PERV wire es daher ratsam MPER- und NHR-spezifische Antikorper, durch ein
Immunisierung mit der kompletten Ektodomane sowie der FPPR/NHR-Untereinheit, zu

induzieren, damit diese synergistisch wirken kénnen.

Wie bei den meisten Immunisierungsversuchen miissen die Ergebnisse auch auf ihre
Signifikanz diskutiert werden. Dieser Abschnitt der Arbeit umfasste drei Immunisierungen,
bei welchen in einem Ansatz jeweils zwei Tiere und in den anderen beiden jeweils nur ein
Tier immunisiert worden sind. Da nach den Immunisierungen mit mehreren Antigenen als
auch mit der pl5E-Mutante die affinitdtschromatographischen Aufreinigungen geplant
waren, wurde sich wieder fiir die Ziegenspezies entschieden, bei welcher in der Regel
immer nur ein Tier immunisiert wird.

Flir eine Wiederholung mit einer hoheren Anzahl an Tieren, konnte sich in dieser Arbeit
nicht durchgerungen werden. Eine Immunisierung von Ratten brachte das Ergebnis, dass
diese praformierte Antikorper im Pradimmunserum besitzen und daher diese Spezies nicht
geeignet ist (Kaulitz, 2012). Widerspriichliche Aussagen liegen bei der Immunisierung von

Meerschweinchen vor, ob die induzierten Antikérper in dem hier angewendeten
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Neutralisationsassay iiberhaupt getestet werden konnen (Denner et al, 2012; Kaulitz,
2012), so dass ebenfalls von dieser Spezies Abstand genommen werden sollte.

Ebenso ist zu bedenken, dass die Resultate bei Inzucht-Tieren wie Mausen, die fiir lange Zeit
ein ,Basis-Tool“ fiir Immunologen dargestellt haben, nicht unbedingt iibertragbar auf das
menschliche Immunsystem sind (Davis, 2008; Mestas & Hughes, 2004). Aus diesem Grund

steht der Verfasser dieser Arbeit grofs angelegten Immunisierungen skeptisch gegeniiber.
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6.2 Vergleich von neutralisierenden Antikoérpern zwischen PERV und HIV-1

6.2.1 Homologie zwischen MPER-spezifischen Antikérpern bei PERV und HIV-1

Zahlreiche Versuche, MPER-spezifische Antikorper zu induzieren, die HIV-1 effektiv
neutralisieren, schlugen bisher fehl (Montero et al., 2008; Munier et al., 2011). Im Vergleich
dazu konnten in dieser Arbeit MPER-spezifische Neutralisationsantikorper gegen PERV
durch Immunisierungen mit dem TM-Hiillprotein p15E induziert werden (Waechter et al,
2012). Auch bei verwandten Gammaretroviren wie FeLV (Langhammer et al, 2006) oder
KoRV (Fiebig et al, 2006) liefien sich durch einfache Immunisierungen mit den
entsprechenden TM-Hiillproteinen neutralisierende Antikoérper induzieren, wobei nach
diesen Immunisierungen keine Auftrennung nach NHR- und CHR-spezifischen Antikérpern
erfolgte.

Anhand drei grundlegender Unterschiede zwischen den TM-Proteinen von PERV und HIV-1
soll die Induktion von MPER- spezifischen Antikérpern gegen HIV-1 und PERV diskutiert

werden:

L. Glykosylierung des TM-Proteins

I1. Interaktion zwischen der MPER und der Virusmembran
II1. Konformation/Struktur des Proteins

Im Gegensatz zu p15E von PERV, FeLV und KoRV sind die TM-Proteine von HIV-1 (gp41)
und HIV-2 (gp36) glykosyliert (Denner, 2012; Lee et al, 1992).

In einer Vielzahl an Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass die Kohlenhydrate
Einfluss auf die Bindung und Induktion von MPER-spezifischen Antikérpern haben. So zeigte
eine Immunisierung mit deglykosylierten gp140 (bestehend aus der Ektodomane von gp120
und gp41 zusammen; ohne Signalpeptid), dass das deglykosylierte gp140 hohere Level von
Antikorpern induzierte als das native gp140, die das 2F5-Epitop erkennen (Ma et al.,, 2011).
Als Ergebnis dieses Versuchs wurde postuliert, dass die Reaktivitit der
breitneutralisierenden Antikorper 2F5 und 4E10 mit der Deglykosylierung von gp140
zunimmt.

Zu einem dhnlichen Ergebnis kommt eine Immunisierungsstudie mit einer SIVmac239-
Mutante, die ein deglykosyliertes gp41 besafs (Yuste et al, 2008). Eine spatere Analyse der

induzierten neutralisierenden Antikorper zeigt, dass diese im Bereich der urspriinglichen
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Deglykosylierungsstelle binden und nur die deglykosylierte Mutante neutralisieren
(Martinez-Navio & Desrosiers, 2012).

Erst jiingst konnte erstmalig gezeigt werden, dass es auch bei HIV-1 zu einer erhohten
Immunizitat von gp41 kommt, sobald dieses deglykosyliert ist (Quinnan et al., 2013). Bei
einer Untersuchung verschiedener gp41-Mutanten konnte allerdings nur fiir eine Mutante
gezeigt werden, dass diese schwach neutralisierende Antikorper induziert.

In einer kritischen Diskussion wurde allerdings angemerkt, dass die erhéhte Immunizitat
auch mutationsbedingt sein konnte und nicht unbedingt mit der Deglykosylierung
zusammenhdangen muss. Trotz dieses Kkritischen Beitrags wurde in dieser Arbeit
zusammenfassend geschlussfolgert, dass die Glykosylierung von gp41 bzw. anderer TM-
Proteine wichtig fir Struktur und Funktion und somit auch mit der Verdeckung von
Epitopen von moglichen neutralisierenden Antikérpern assoziiert ist.

In einer weiteren jiingst veroffentlichten Untersuchung von 25 Glykosylierungsstellen von
gp120 und gp41 von HIV-1 konnte zudem gezeigt werden, dass die Antikorper 2F5 und
4E10 besser an deglykosylierten HIV-1 Mutanten binden und somit Glykane in unbekannter
Weise die Bindung der Antikérper beeinflussen (Wang et al, 2013). Als erste wage
Erklarung wird die Zunahme der Flexibilitit zwischen gp120 und gp41 nach der
Deglykosylierung und somit mit einer Erhohung der Prasentation der MPER von gp41 in
Verbindung gebracht.

Zusammengefasst zeigt sich, dass fiir HIV-1 verschiedene Versuche einen Einfluss der
Glykosylierung auf die Bindung und Induktion von  MPER-spezifischen
Neutralisationsantikérper aufzeigen konnten.

Neben dem Einfluss der Glykosylierung wird in vielen wissenschaftlichen Arbeiten die
Wirkung der Virusmembran auf die Induktion von MPER-spezischen Antikérper untersucht.
Durch Kernspinresonanz- Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das 4E10-Epitop
teilweise in der Lipiddoppelschicht verankert (Sun et al, 2008) und aus diesem Grund fiir
eine Antikorper-Bindung nicht zuganglich ist (Huarte et al, 2008). Ob die Nahe zwischen
dem Epitop und der Lipiddoppelschicht fiir eine Antikérper-Induktion notwendig ist, konnte
noch nicht gezeigt werden, da bisher Immunisierungen mit Lipid-Protein-Komplexen
fehlgeschlagen sind (Kim et al, 2007; Lenz et al., 2005).

Law und seine Kollegen gehen davon aus, dass durch den hydrophoben Charakter des
Epitops von 4E10 dieses mit anderen hydrophoben Molekiilen (z. B. Membranen) reagiert
und somit vor einer moglichen Interaktion mit einem B-Zell-Rezeptor geschiitzt wird (Law et
al, 2007). Fir den Antikérper 2F5 konnte zudem gezeigt werden, dass die Affinitdt an gp41

hoher ist, wenn dieses zusammen mit einem Lipid vorliegt (Grundner et al., 2002).
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Leider fehlen fiir PERV und andere Gammaretroviren Analysen, inwieweit die MPER mit
Lipiden und im speziellen mit der Virusmembran interagiert. Um einen direkten Vergleich
zu HIV-1 durchzufiihren, wie z.B. mit dem Ebola- und Sudan-Virus (Virusfamilie: Filoviridae)
geschehen, konnten Circular Dichroismus (CD)-Spektroskopie-Analysen mit MPER-Peptiden
und Dodecylphosphocholin (DPC) durchgefiihrt werden (Regula et al., 2013).

Grundsatzlich ist die Lange der Ektodomane der TM-Proteine p15E der Gammaretroviren
gegeniiber denen von HIV-1/2 sehr viel kleiner (HIV-1: 137aa; HIV-2: 141aa; PERV: 115aa;
FeLV: 114aa), woraus sich wiederum strukturelle Unterschiede bei der Umlagerung der
NHR- und CHR-Helices wahrend der Infektion ergeben kdnnen (Tab. 6.02.). Dies wiederum

hat einen starken Einfluss auf die Prasentation bestimmter Epitope.

Tabelle 6.01. Die Transmembran-Proteine einzelner Retroviren im Vergleich. (Denner, 2012)

Virus KkDa Amino acids, Amino acids, Amino acids, Numberof  Number of possible Amino acids, Accession
total ectodomain  cystein loop cysteins glycosylation sites cytopl ic tail numb
HIV-1 1 345 137 5 2 7 151 CAB96240
HIV-2 36 258 14 5 2 7 154 ACT85844
FelV 15 196 130 # 7 3 0 34 AAA93093
PERV 15 180 15 7 3 0 34 CAA72927
FFV 48 419 353 not defined 9 5 8 056861
PFV 47 47 354 not defined 7 3 7 Q87041

# die Angabe Uber die Lange der Ektodoméne bei FeLV ist fehlerhaft; sie betrigt nur 114 Aminosauren

Im Vergleich zwischen der tryptonphanreichen MPER von HIV-1 und PERV/FeLV zeigt sich,
dass diese Region bei HIV-1 aus fiinf Tryptophanen gebildet wird und bei PERV nur aus drei
(Tab. 7.02).

Eins der fehlenden Tryptophane stellt das Tryptophan (Trp*®®*) fernab des WFN-Motivs des
Epitops des breitneutralisierenden Antikérpers 4E10 gegen HIV-1 dar, welches Einfluss auf
die Bindungseigenschaft des Antikérpers nimmt (Zwick et al, 2005). Auch der
unterschiedliche Aufbau der MPER kann Ursache fiir die unterschiedliche Induktion und

Neutralisation von MPER-spezifischen Antikorpern sein.

Neben den hier beschriebenen Unterschieden sind verschiedene Eigenschaften wie
Hydrophobizitat, Flexibilitdt und Antigenitit der TM-Proteine p15E und gp41 im Anhang 7.4
dargestellt. Mit dem Ziel gemeinsame Strukturelemente in den NHR- und CHR-Helices
beschreiben zu konnen, zeigten sich allerdings verstarkt grofde Unterschiede zwischen
beiden Proteinen. So besteht z.B. das TM-Protein von HIV-1 aus iiber 80 % a-Helices und das

von PERV nur aus 65 % (Tab. 7.03.). Bei der Betrachtung der Hydrophobizitit und
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Flexibilitit der beiden Proteine =zeigt sich, dass nur im Bereich der MPER
Ubereinstimmungen gefunden werden konnten (Abb. 7.06. und Abb. 7.07.).

Diese gezeigten Unterschiede konnen zu einem unterschiedlichen Aufbau der NHR- und
CHR-Helices fiihren als auch vermuten, dass es wahrend der Infektion zu einer
unterschiedlichen Umlagerung kommt und somit bestimmte Regionen dem Immunsystem
anders prasentiert werden. Da die hier induzierten MPER-spezifischen
Neutralisationsantikorper ohne Probleme PERV neutralisieren, scheint hingegen bei HIV-1
die Moglichkeit der Neutralisation von induzierten MPER-spezifischen Antikérpern gegen
HIV-1 begrenzt. So konnten schliefdlich viele Arbeiten 2F5 bzw. 4E10-dhnliche Antikérper
induzieren, die zwar binden aber das Virus aus unterschiedlichen Griinden nicht

neutralisieren (McCoy & Weiss, 2013).

Basierend auf die Induktion von MPER-spezifischen Antikérpern gegen PERV, wurden PERV-
HIV-1 Hybride hergestellt, die aus einem p15E-Geriist mit der MPER-Sequenz von HIV-1
bestanden (Luo et al, 2006). In der eigenen Arbeitsgruppe wurden neben der MPER auch die
FPPR von HIV-1 in das PERV p15E kloniert (Denner, 2012). Beide Arbeiten zeigten jedoch
nicht den erhofften Durchbruch bei der Induktion von neutralisierenden Antikérpern gegen

HIV-1.

6.2.2 NHR-spezifische Neutralisationsantikorper gegen HIV-1

Neben der Induktion von MPER-spezifischen Antikérpern gegen PERV, die das Virus
neutralisieren, konnten in dieser Arbeit NHR-spezifische Neutralisationsantikérper induziert
werden (siehe Abschnitt 6.1.2). Auch gegen HIV-1 konnten verschiedene neutralisierende
Antikorper beschrieben werden, die Bereiche der NHR als Epitop besitzen. Einer der am
besten charakterisiert worden ist, stellt der Antikorper D5 dar (Miller et al, 2005). Eine
Proteinkristallographie zeigt, dass der Antikérper an einer hydrophoben Tasche in der NHR
bindet (Luftig et al, 2006). Die gleiche Region, an die D5 bindet, wurde zuvor schon als Ziel
von verschiedenen Fusionsinhibitoren, wie z.B. T20 beschrieben (Eckert & Kim, 2001a).
Obwohl das D5-Epitop in den meisten HIV-1 Isolaten sehr stark konserviert ist, ist die
Neutralisationspotenz sehr gering und zielzell-abhdngig (Miller et al,, 2005).

Ein weiterer neutralisierender Antikorper, HK20, wurde aus Gedichtniszellen eines
HIV-Infizierten isoliert (Corti et al, 2010). HK20 verhindert die Ausbildung der sog.
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six-helix-bundles zwischen der NHR und der CHR. Bei Immunisierungen unter der
Verwendung eines N-terminalen gp41 prehairpin Intermediats konnten schwach
neutralisierende NHR-spezifische Antikorper gegen wenige Tier-1 Isolate induziert werden
(Bianchietal, 2010; Qi et al.,, 2010).

Im Zusammenhang mit der Induktion von NHR-spezifischen Antik6rpern wurde auch tiber den
begrenzten Zugang der Antikorper diskutiert, da wahrend der Fusion die NHR- und
CHR-Domane sich einander lagern und somit die NHR nur zeitlich begrenzt zuganglich ist
(Nelson et al,, 2008). Neben diesem Aspekt wurde die Frage diskutiert, welche Konformation
die NHR-Domane bzw. das gesamte gp41 einnehmen muss, um diese NHR-neutralisierenden
Antikérper induzieren zu kénnen. Ahnlich wie bei der Induktion von MPER-spezifischen
Neutralisationsantikorpern wurde geschlussfolgert, dass das TM-Protein in der
Konformation des Intermediats- oder aber der Post-Fusion-Form vorliegen sollte, um NHR-
spezifische Neutralisationsantikorper (Tran et al, 2012).

Ein Vergleich zwischen der Induktion von NHR-spezifischen Neutralisationsantikdrpern
zwischen PERV und HIV-1 zeigt, dass deren Induktion bei PERV leicht mdglich ist: anstelle
der Verwendung von aufwendigen NHR- und gp41-Konstrukten wie bei HIV-1 reicht es aus,
wenn ein NHR-Monomer (GST-FPPR/NHR) fiir die Immunisierung verwendet wird.
Hintergrund fiir diesen Unterschied konnen die unter Abschnitt 6.2.1 und im Anhang 7.4
diskutierten strukturellen Unterschiede zwischen gp41 und p15E sein, wobei diese ohne
gesicherte Erkenntnisse einer dreidimensionalen Struktur und Verhalten von p15E wahrend der

Infektion nur Vermutungen darstellen.

Flir einen zukiinftigen und gesicherten Vergleich zwischen den Strukturen der TM-Proteine
von HIV-1 und PERV sollte von dem p15E sowohl eine dreidimensionale Struktur als auch
Belege fiir dhnliche Umlagerungsprozesse wahrend der Infektion wie es bei HIV-1 der Fall
ist, Vorhandensein. Nur dariiber konnte in Zukunft ein Vergleich zwischen beiden TM-

Proteinen zu der Erstellung von Hybridkonstrukten fiihren.
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6.3 Einfluss der NHR auf die Induktion von MPER-spezifischen
Neutralisationsantikérpern gegen PERV und HIV-1

In den durchgefiihrten Versuchen konnten MPER-spezifische Neutralisationsantikdrper
gegen PERV durch die Immunisierung mit der kompletten Ektodomane induziert werden
(Abschnitt 6.1.1). Immunisierungen mit dem rekombinanten Protein GST-CHR/MPER4K
konnten diese Antikorper nicht induzieren (Abschnitt 6.1.2). Auch die Annahme, dass durch
die Zugabe der NHR-Domdne MPER-spezifische Neutralisationsantikérper induziert werden
konnten, konnte nicht bestatigt werden.

Eine Punktmutation im Cystein-Loop von p15E fiihrte zum Verlust der Induktion an
MPER-bindenden und neutralisierenden Antikérpern, so dass geschlussfolgert werden kann,
dass die Verkniipfung tiber den Cystein-Loop wichtig ist und die Struktur der kompletten
Ektodomédne entscheidend fiir die Induktion von neutralisierenden MPER-spezifischen
Antikorper ist.

Folgende Hypothesen sind daher in Bezug auf die Induktion der neutralisierenden

MPER-spezifischen Antikorper denkbar:

e das Monomer GST-CHR/MPER4K besitzt nicht die korrekte Konformation fiir die
Induktion neutralisierender Antikorper

e durch das Fehlen der NHR-Domadne kann die CHR-Domé&ne nicht die korrekte
Konformation einnehmen; folglich nimmt die Mutation im Cystein-Loop innerhalb
von pl5E der NHR-Domine die Moglichkeit, Einfluss auf die CHR-Doméane zu
nehmen

e die NHR-Domane nimmt direkten Einfluss (auf unbekannter Weise) auf die Induktion
der neutralisierenden MPER-spezifischen Antikorper

e oder aber die Konformation spielt keine Rolle, sondern die Helices interagieren
miteinander und verdecken somit bestimmte Epitope bzw. ,legen“ sie fiir die

Prasentation gegentiiber dem Immunsystem frei

Diese Hypothesen bauen u.a. auf den Beschreibungen auf, die zeigen, dass die beiden
a-Helices (NHR und CHR) der Ektodoméane von Transmembranproteinen von verschiedenen
Retroviren miteinander reagieren und wdahrend des Fusionsprozesses mit der
Wirtszellmembran sich zu einer sog. six-helix-bundle zusammenlagern (Bellamy-McIntyre et

al, 2007; Colman & Lawrence, 2003) und sich somit direkt gegenseitig beeinflussen kénnen.
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Die Induktion der NHR-spezifischen Neutralisationsantikorper zeigt ebenfalls, dass die CHR-
Domane Einfluss auf die Induktion von NHR-spezifischen Neutralisationsantikdrper nimmt,
da diese Antikorper bei einer pl5E-Immunisierung nicht induziert werden konnten,
sondern nur bei der einfachen Immunisierung mit der NHR-Domaéne.

Werden die in dieser Arbeit beschriebenen Epitope der induzierten
Neutralisationsantikorper mit denen einer Envssz-sis-Immunisierung (Konstrukt aus gp70
und p15E von PERV) verglichen (Chiang et al, 2007), zeigt sich, dass wiederum ganz andere
Epitope innerhalb des p15Es durch die induzierten Neutralisationsantikérper erkannt
werden. Auch hierbei lasst sich begriindend anfiihren, dass das gp70 Einfluss auf die p15E-
Domaéne nimmt und somit Bereiche in der NHR und MPER verdeckt werden und somit in

diese Bereiche keine neutralisierenden Antikorper induziert werden konnten.

Auch bei der Induktion von MPER-spezifischen Antikérpern gegen HIV-1 wurde der Einfluss
der NHR-Domane diskutiert.

Wang und seine Kollegen induzierten neutralisierende Antikorper gegen die MPER, indem
sie ein NHR-CHR-Komplex mit einer Punktmutation in der NHR als Antigen verwendeten
(Wang et al, 2011a). Die gleiche Punktmutation und eine weitere in der pocket-forming
Sequenz von NHR zeigten zuvor, dass die Antigenizitit und Immunogenizitit des
4E10-Epitop erhoht worden ist (Blish et al, 2008; Li et al, 2008). Somit konnte ein direkter
Zusammenhang zwischen der NHR-Domédne und einem MPER-Antikorper experimentell
gezeigt werden. Ebenfalls konnte durch die Interaktion zwischen Peptiden der FPPR/NHR
und der CHR/MPER die Bindung des Antikorpers 2F5 an seinem Epitop erhoht werden
(Huarte et al., 2011; Lorizate et al., 2006).

Dass die NHR Einfluss nimmt, kénnte daran liegen, dass Mutationen in der NHR bei HIV-1 zu
partiellen bzw. kompletten Defekten bei der Membranfusion zwischen Virus und Wirstzelle
fiihren (Bar & Alizon, 2004; Cao etal, 1993). Da wahrend dieses Prozesses angenommen wird,
dass die breitneutralisierenden Antikorper 4E10 und 2F5 (Hinz et al, 2009) sowie die
NHR-neutralisierenden Antikérper (Tran et al, 2012) induziert werden, machten einige
Arbeitsgruppen darauf aufmerksam, dass somit nur durch die korrekte Konformation des
gp41 neutralisierende MPER-spezifische Antikorper induziert werden konnen (Frey et al,
2010; Hinz et al, 2009). Sollte diese nicht vorliegen, kénnen sogar nicht-neutralisierende
Antikorper induziert werden, die zu einer ineffektiven humoralen Antwort fithren und somit

einer Neutralisation im Wege stehen (Frey et al, 2010).
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Abbildung 6.02. Interaktion zwischen NHR und CHR bei gp41 von HIV-1. Die
Zusammenlagerung der beiden Domadnen wahrend der Infektion wird durch die Interaktion
zwischen den Aminosauren, die durch gestrichelte Linien verbunden sind, ermdglicht. Durch
die rdumliche Nahe der NHR und CHR ist es mdglich, dass bestimmte Bereiche verdeckt
werden bzw. Abschnitte der einen Domane notwendig sind, um Antikorper auf der anderen
Domaéne zu induzieren. (Yu et al., 2012).

Zusammenfassend fiir dieses Kapitel scheint es, dass neben den in Abschnitt 6.3 erwahnten
Bedingungen auch die NHR-Domadane Einfluss auf die Induktion von MPER-spezifischen
Neutralisationsantikérpern gegen PERV und HIV-1 hat. Aus diesem Grund sollte die
Einflussnahme der NHR auf die Induktion von MPER-spezifischen
Neutralisationsantikorpern weiter erforscht werden. Weitere Arbeiten an dem
Gammaretrovirus PERV konnten dabei helfen, Antigene zu designen, die neutralisierende
Antikorper gegen HIV-1 induzieren.

Allerdings zeigen bisherige Immunisierungsstrategien bei HIV-1 mit NHR/CHR-
Konstrukten, dass diese nur bedingt neutralisierende Antikérper induzierten. Vielmehr
scheint es, dass aufgrund der Komplexitit des TM-Proteins von HIV-1 mehrere der

beschriebenen Aspekte in zukiinftige Strategien einflief3en sollten.

6.4 Charakterisierung der p15E-abgeleiteten Peptide

Fir die Charakterisierung der in dieser Arbeit fiir die ELISA- Untersuchungen als auch
Immunisierungen verwendeten PERV-Peptide wurden zwei Versuche durchgefiihrt: zum
einen wurde Uberpriift, inwieweit die NHR- und CHR-Peptide (siehe 3.11) miteinander
interagieren und zum anderen, welchen Einfluss diese Peptide auf die PERV- Infektion
nehmen.

Da wahrend der Infektion von Retroviren die NHR- und CHR-Doméne in ndaheren Kontakt

kommen und tlber die Ausbildung einer six-helix-bundle die Fusion zwischen Virus- und
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Wirtszellenmembran initiieren (Bellamy-MclIntyre et al, 2007; Colman & Lawrence, 2003),
sollte hier die Interaktion zwischen den NHR- und CHR-Peptiden liberpriift werden.

Da die verwendeten PERV-Peptide dieser Arbeit in einer SDS-PAGE durch Coomassie Blue
und auch in der Gelfiltration nicht sichtbar gemacht werden konnten (Daten nicht gezeigt),
wurde sich fiir einen Interaktionsversuch mittels ELISA entschieden (Kumada et al, 2007).
Dieser Versuch zeigte, dass es zwischen dem NHR-Peptid M2 und dem CHR-Peptid MPER zu
einer Interaktion kommt (Abb. 5.32.).

Da bis heute keine dreidimensionale Struktur von p15E vorliegt, kann auch keine
Schlussfolgerung auf die unmittelbare Nahe der Peptide der beiden Helices getroffen
werden. Wie bereits erwdhnt, verbleibt als wichtige Aufgabe, eine NMR- oder
Rontgenstrukturanalyse von p15E durchzufiihren.

Auch bei HIV-1 konnte bei der Verwendung von NHR- und CHR-Peptiden eine Interaktion
bis hin zur Ausbildung der sog. six-helix-bundle gezeigt werden (Liu et al., 2007; Lu & Kim,
1997).

Bei der Verwendung der beschriebenen PERV-Peptide der NHR und CHR bei einer
PERV-Infektion, zeigten diese unterschiedliche Einfliisse auf die Infektion: das Peptid MPER
beglinstigte die Infektion, das randomerisierte MPER-Peptid hemmte hingegen eine
Infektion. Die getesteten NHR-Peptide (FPPR, M1 und M2) zeigten hingegen wenig bis gar
keinen Einfluss auf die Infektion (Abb. 5.28.).

Das Ergebnis, dass die Peptide alleine einen Einfluss auf die Infektion nehmen, muss bei den
Schlussfolgerungen der Arbeiten von Fiebig und Kaulitz beriicksichtigt werden, die nach
Zugabe adhnlicher Peptide eine Hemmung der neutralisierenden Wirkung durch p15E-
spezifische Antikorper gezeigt haben (Fiebig et al., 2003; Kaulitz et al,, 2011). In keinem der
beiden Ansatze wurde der Einfluss der Peptide alleine auf die Infektion getestet.

Leider lassen sich die hier gezeigten Ergebnisse nicht auf diese Hemmungsversuche
libertragen, da zur besseren Prasentation der beschriebenen Epitope der FPPR und MPER die
hier verwendeten Peptide verlangert worden sind. Somit miissten die in den Arbeiten von
Fiebig und Kaulitz verwendeten Peptide noch einmal alleine in einem Infektionsversuch
eingesetzt werden.

Fiir PERV wurden bisher keine Peptide beschrieben, die eine Infektion inhibieren oder
beférdern konnen. Die hier getesteten Peptide stellen somit einen Anfang dar, um

systematisch verschiedene Peptide auf ihren Einfluss auf die Infektion zu tiberpriifen.
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Um einen ersten Anhaltspunkt fiir den Wirkungsmechanismus der Peptide auf die Infektion
zu erhalten, wurden Fluoreszenzanalysen durchgefiihrt. Diese Analysen zeigten indirekt
eine Interaktion zwischen den beiden MPER-Peptiden mit dem Virus, indem durch die
Zugabe des Virus die unspezifische Bindung der Peptide mit den 293T- Zellen reduziert
wurde (Abb. 5.29.). Eine FACS-Analyse konnte dieses Ergebnis ebenfalls bestatigen, wobei
der Anteil an Zellen, an denen die Peptide gebunden haben, mit knapp tber 5-7 % relativ
gering ausgefallen ist. Dennoch ist zu erkennen, dass durch die Zugabe des Virusstocks
deutlich der Anteil an , peptidmarkierten” Zellen durch das MPER- und rand. MPER-Peptid auf
0,5-1,5 % gesunken ist (Tab. 5.05.). Bei der Verwendung der FPPR-Peptide konnte kein
Unterschied zwischen der Inkubation mit und ohne Virusstock beobachtet werden.

Eine Wiederholung und Modifizierung der FACS-Analyse ist ratsam, um hohere
Prozentzahlen hinsichtlich der Bindung der Peptide an den Zellen zu bekommen.

Dass der Prozentsatz bei der FACS-Analyse so gering war, liegt hauptsachlich daran, dass bei
den Farbe- und Waschschritten der Zellen mittels Zell-Scharber, bei den
Zentrifugationsschritten und der Resuspension der Zellen in PBS wahrscheinlich die Peptide
von den Zellen dissoziiert sind. Zudem wurden die Zentrifugationsschritte nicht wie geplant
bei 4°C durchgefiihrt (Vacchino & McConnell, 2001), da die Kiihl-Zentrifuge nicht zur
Verfligung stand. Desweiteren wird empfohlen, die Peptide nach den ersten Waschschritten
auf den Zellen zu fixieren, damit diesen die Moglichkeit genommen wird, sich bei jedem
Inkubations- und Waschschritt von der Zelle 16sen.

Das Phdanomen, das Peptide spezifisch oder auch unspezifisch an Proteinstrukturen binden,
ist fir die Zellbiologie von grofler Bedeutung. Viele zellulire Antworten und
Aktivierungsmechanismen beruhen auf der Bindung eines Peptids mit einem Rezeptor, der
die nachgesteuerten Prozesse aktiviert (Yanover & Hertz, 2005).

In den letzten Jahren hat die Forschung tiber Peptide als Hemmstoff gegen virale Erreger
(Rajik & Yusoff, 2011; Schmidt et al, 2010) oder sogar gegen Tumorwachstum (Vicarietal, 2011)
an Bedeutung gewonnen.

Zahlreiche Publikationen beschreiben Peptide, die als HIV-Inhibitoren infrage kommen
(Chong et al,, 2012; Pan et al., 2009; Pang et al., 2009). Meist sind diese Peptide von ihrer
Sequenz her vom TM-Protein gp41 abgeleitet worden. Zwei Mechanismen sind im Rahmen
des Hemmprozesses wahrscheinlich: i) die N- bzw. C-terminalen Peptide haben die
entsprechend andere Domaéne als Ziel oder ii) das Peptid bindet an die eigene Helix (Eckert
& Kim, 2001a). In beiden Fallen wird jedoch die Formation der six-helix-bundle unterbunden,

so dass die Infektion verhindert wird.
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Um die Wirkung der PERV-Peptide im Detail herauszufinden, sollten Versuche zur
Feststellung der Peptid-Protein-Interaktion durch weitere Immunprazipitation oder
anderen Pull-Down-Experimente mit virushaltigen Uberstand sowie rekombinanten

Proteinen durchgefiihrt werden.

6.4.1 Induktion von Peptid-Antikérpern

In einem letzten Immunisierungsversuch wurden Ratten in vier Gruppen mit ungekoppelten
Peptiden immunisiert. Im Vergleich zu fritheren Immunisierungen, die nur nach Kopplung
mit einem Tragermolekiil eine Immunantwort ausgeldst haben (Fiebig, 2008), zeigten diese
Immunisierungen schon nach der ersten Injektion, dass Antikorper gegen die
entsprechenden Peptide induziert worden sind (Abb. 5.30.). In dem durchgefiihrten NT-
Assay konnte in keinem der Immunisierungsansatze neutralisierende Antikorper
nachgewiesen werden (Abb. 5.31.).

Vorteile einer Inmunisierung mit Peptiden anstelle von rekombinanten Proteinen sind zum
einen, dass Peptide im Gegensatz zu rekombinanten Proteinen einen héheren Reinheitsgrad
besitzen und dass sie mit keinen bakteriellen Proteinen/Bestandteile kontaminiert sind. Zum
anderen konnen konkrete Epitope dem Immunsystem prasentiert werden, um bestimmte
Antikorper zu induzieren.

Im Abschnitt 6.1 wurden schon einige Bedingungen fiir die Induktion von Antikérpern
diskutiert und sollen hier bei der Induktion von Peptid-Antikérpern kritisch besprochen
werden.

Allgemein wird beschrieben, dass Peptide zwar als Imnmunogen verwendet werden kénnen,
allerdings auch zu klein sind, um B- und T-Zellen entsprechende Epitope liefern zu kénnen
(Trier etal, 2012). Daneben ist aufgrund der Grof3e mit keinen hochtitrischen Antikérpern zu
rechnen (Hermanson, 1996). Um die Effizienz der Antikorper-Induktion zu erhdhen, ist es
wichtig, Peptide an Tragerproteine zu koppeln (Houen et al, 2003; Schaaper et al, 1989;
Strynadka et al.,, 1988). Nach der Empfehlung von Millipore sollten 30 % der Aminosauren
sehr stark immunogen sein (Millipore, 2013). Dazu zédhlen folgende Aminosauren: Lysin (K),
Arginin (R), Glutaminsaure (E), Asparaginsdure (D), Glutamin (Q) und Asparagin (N). In den
vorliegenden Peptiden betragt der Anteil zum einen rund 20 % (FPPR-abgeleitetes Peptid,
AAGVGTGTAALITGPQQLEKGLS) und tiber 30 % (MPER-abgeleitetes Peptid,
EREADQGWFEGWFNRSPWMTTL). Die durchgefiihrten Immunisierungen zeigten aber auch,

dass die Peptide nicht immer an einem Tragerprotein gekoppelt werden oder aber die 30 %
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an immunogenen Aminosduren enthalten miissen, da beide Peptide ungekoppelt und
teilweise mit weniger ,immunogenen Aminosduren” eine Immunantwort geliefert haben.
Dass die induzierten Antikorper nach der Peptid-Immunisierung nicht neutralisieren, kann
unterschiedliche Ursachen haben. Wie schon weiter oben ausgefiihrt, ist die komplette
Ektodomdne von p15E notwendig, um neutralisierende MPER-spezifische Antikorper zu
induzieren. Zudem ist anzunehmen, dass die Konformation der Peptide nicht mit der
libereinstimmen, die fiir die Induktion von neutralisierenden Antikérpern benétigt wird (Ho
etal, 2005).

Auch vorstellbar ist, dass ein angenommenes/kartiertes Epitop nicht immer dem
vollstandigen immunogenen Epitop entspricht, das die Antikorper fiir eine Neutralisation
bendtigen und somit eine Induktion von neutralisierenden Antikoérpern durch Kkleinere
Peptide fehlschlagen kann (Van Regenmortel, 2011). Aus diesem Grund sollten grofdere
Strukturen bzw. Domanen fiir Imnmunisierungen verwendet werden.

Die Antigenitdt und Immunogenitdt von einem Protein entspricht auch nicht der Summe der
Antigenitat und Immunogenitat der einzelnen Peptide, so dass einzelne Peptide nicht immer
ausreichen, um Antikorper gegen das komplexere Protein zu induzieren (Shinnick et al, 1983).
In einer Studie zu dem Influenza A-Virus X-47 zeigte sich, dass 24 bindende Antikorper bei
der Immunisierung von 26 Peptiden induziert werden konnten (Green et al, 1982; Shinnick et
al, 1983). Von diesen 24 Peptiden waren 13 in der Lage das Virus zu neutralisieren (Shinnick
et al., 1983). In vivo Experimente an Mausen zeigten wiederum, dass nur zwei Peptide vor
der letalen Dosis des X-47-Virus bei der Infektion schiitzen. Daran zeigt sich, wie schwierig
es ist, funktionale Antigene fiir die Induktion von neutralisierenden Antikérpern
herzustellen.

Zusammenfassend fiir dieses Kapitel aber auch im Allgemeinen fiir die Induktion von
neutralisierenden Antikorpern lasst sich somit sagen, dass die Wahl von immunogenen
Strukturen auf Antigenen entscheidend fiir eine Induktion von Antikérper ist, aber noch

kein Indiz dafiir, dass diese neutralisieren oder gar in vivo den erhofften Erfolg zeigen.
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6.5 Fazit
Aufgrund der Komplexitat der diskutierten Ergebnisse soll an dieser Stelle noch einmal kurz
die wesentlichsten Diskussionspunkte und Ergebnisse zusammengefasst werden (Tab.

6.02.).

Tabelle 6.02. Ubersicht der induzierten Antikérper und deren neutralisierende Aktivitit.

Induzierte Antikorper gegen das Neutralisation durch
Spezies / Antigen FPPR-abgeleit. MPER-abgeleit. NHR-spezifische CHR-spezifische
Peptid Peptid Antikorper Antikorper
= GST-NHR + - + -
< GST-CHR4K - + - -
£ GST-NHR/GST-CHR4K + . . i
2 p15E + + - +
= GST-NHR/GST-CHR4K + + -
S p15E(C549A) + + -
N pl5E + + - +

Die Immunisierungen und affinitdtschromatographischen Aufreinigungen zeigten, dass fiir
eine Induktion von MPER-spezifischen Neutralisationsantikérpern gegen PERV, wie sie auch
bei HIV-1 vorkommen, die komplette Ektodomane von p15E notwendig ist. Die Ergebnisse
lassen ebenfalls den Schluss zu, dass wahrend der Induktion von (neutralisierenden)
Antikorpern sich die N- und C-terminale Domdne gegenseitig beeinflussen und somit

bestimmte Epitope dem Immunsystem prasentiert werden.

Trotz Unterschiedlichkeiten in der Struktur und evolutiondrer Distanz zeigen PERV und
HIV-1, dass beide Viren durch MPER- und NHR-spezifische Antikérper neutralisiert werden
konnen. Somit stellen diese Bereiche wichtige Strukturen fiir die Induktion von
neutralisierenden Antikorpern dar. Nach Losen der raumlichen Struktur von p15E koénnte
weiterhin diskutiert werden, inwieweit Hybridkonstrukte sinnvoll sind, um neutralisierende
Antikorper gegen HIV-1 zu induzieren. Die in dieser Arbeit diskutierten Differenzen in der
Struktur der TM-Proteine, speziell die Komplexitiat von gp41, erkldren, wieso es bisher nicht
gelungen ist, effektive MPER- bzw. NHR-spezifische Neutralisationsantikorper gegen HIV-1

zu induzieren.
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7.1 Neutralisation mit MPER-spezifischen Antikorpern von HIV-1 gegen PERV

Da die Epitope der breitneutralisierenden Antikérper 2F5 und 4E10 gegen HIV-1 ebenso
wie die der p15E-neutralisierenden Antikorper (nach einer p15E-Immunisierung; Abschnitt
5.1 bzw. 6.2.1) in der MPER binden und zusétzlich zwischen dem Epitop von 4E10 und den
MPER-spezifischen Neutralisationsantikorper gegen PERV eine Sequenzhomologie besteht,
wurde in einem Neutralisationsversuch die Antikorper 2F5 und 4E10 auf ihre Reaktivitat
gegen PERV getestet. Der Versuch zeigt, dass weder 2F5 noch 4E10 in einer eingesetzten
1/500 Verdinnung die PERV-Infektion hemmen (Abb.7.01).

7,00

6,00 ® 2F5 1/500

g 5100 r

<z 1 B 4E10 1/500

Z 2 4,00 I

2 <

= 9 3,00 L EPERV-Infektion

O

29200 S

b 100 T T OIgG Serum Z350 (p15E
! __—|— immunisiert) [Img/ml]
0,00 -

Abbildung 7.01. Neutralisationsversuch von HIV-1-neutralisierenden Antikérpern gegen
PERV. Zur Uberpriifung der neutralisierenden Aktivitit der HIV-spezifischen Antikérper 2F5
und 4E10 gegen PERV wurden diese im Vergleich zu p15E-spezifischen Antikérper in einem
NT-Assay iiberpriift.

7.2 Charakterisierung von PERV-infizierten Zellen und deren zellfreier

Uberstand

Fir den beschriebenen Neutralisationsassay ist es notwendig, einen zellfreien
Virusiiberstand zu haben, der in einer geringen Konzentration nicht-infizierte Zellen
infizieren kann. Fiir die Praparation von neuem Virusiiberstand werden nicht-infizierte
Zellen durch zellfreien Virusiiberstand infiziert und nach mehrmaligen Splitten und
Kultivierung der infizierten Zellen liber 2-3 Wochen gefiltert und in fliissigen Stickstoff

eingefroren.
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Um zu tiberpriifen, dass eine Infektion der nicht-infizierten Zellen durch den Virusiiberstand
stattgefunden hat, kann man sich verschiedener Methoden bedienen. In diesem Kapitel soll
daher der Nachweis einer PERV-Infektion mittels DNA- und RNA-Analyse sowie durch die
Betrachtung auf Proteinebene erfolgen.

Bei Betrachtung auf DNA-Ebene bei den infizierten Zellen, kann tiberpriift werden, ob die
Primarinfektion des Retrovirus stattgefunden hat. Fiir die durchgefiihrten PCR-Analysen
kamen spezifische envA-Primer zum Einsatz. Das gebildete Amplikon dieser spezifischen

Primer betragt knapp 380 Basenpaare (Abb. 7.02.).

.4 Abbildung 7.02. PCR-Analyse nach Primarinfektion von nicht-
380 bp — - - infizierten 293T-Zellen. Nicht-infizierte 293T-Zelle.r.1 wurden
mit unterschiedlichen Mengen an zellfreien Uberstand

M H20  jnfiziert.

Neben der einfachen PCR-Analyse kann die Replizierbarkeit der Retroviren auf RNA- und
Proteinebene betrachtet werden. Bei der Betrachtung von isolierter RNA aus den Zellen,
wird erkannt, ob die integrierte DNA auch abgelesen wird und schlussendlich neue Virus-
Partikel produziert werden (Abb. 7.03.). Wichtig ist dabei, eine einfache PCR-Kontrolle auf
DNA-Spuren durchzufiihren und gegebenenfalls einen zusatzlichen DNase Q-Verdau zu
machen. Die Virus-Proteine lassen sich direkt im Zell-Lysat durch eine Western Blot-Analyse

nachweisen (Abb. 7.04.).

1 = Env A-PCR mit isolierter RNA
2 = RT-PCR mit isolierter RNA DNase Q-Verdau

3 = RT-PCR; Wasserkontrolle

380 bp —» f:-.; o pro 4 = Env A-PCR mit isolierter RNA
. T 5 =RT-PCR mit isolierter RNA kein Verdau
" 6 = RT-PCR; Wasserkontrolle
1 2 3 4 5 6

[DNaseQ] [-]

Abbildung 7.03. (RT-)PCR-Analyse nach PERV-Infektion von nicht-infizierten 293T-Zellen.
Eine einfache PCR-Analyse diente der Kontrolle, ob das RNA-Eluat DNA-frei ist. Da dies nicht
der Fall war (Spur 4) musste die isolierte RNA einem weiteren DNase Q-Verdau unterzogen
werden (Spuren 1-3). Die nun tberpriifte RNA war DNA-frei (Spur 1). Eine RT-PCR mit der
zusatzlich verdauten DNA zeigt in Spur 2 die gewlinschte Grofie des env A-Amplikons.
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40 kDa -we

Abbildung 7.04. Western Blot-Analyse des Zell-Lysats. Eine Western
Blot-Analyse des Zell-Lysats mit einem p15E-spezifischen Serum
(Z346) zeigt, dass p15E expremiert wird (Spur 1). Als Kontrolle
10 kDa M 1 wurden nicht infizierte Zellen aufgeschlossen (Spur 2).

15 kDa -= L)

Um die Viren allerdings direkt nachzuweisen, koénnen Virusproteine durch
Aufkonzentrierung des zellfreien Virusiiberstands nach einer Auftrennung und
anschliefender Western Blot-Analyse nachgewiesen werden (Abb. 7.06.). Zuvor kann
mithilfe eines RNA-Isolationskits (innuPREP Virus RNA Kit, Analystik Jena) ebenfalls die
Virus-RNA aus dem Uberstand isoliert werden. Allerdings kann dabei nicht ausgeschlossen
werden, dass freigesetzte RNA-Partikel aus den infizierten Zellen bei der Abnahme des

Virusiiberstands diesen Nachweis beeinflussen (Abb. 7.05.).

il

[l

111
i1

1 = RT-PCR, infizierte Zellen
- 2 = RT-PCR, nicht-infizierte 293T-Zellen
3 = RT-PCR; Wasserkontrolle

gLl |

380 bp =
M i, 2 3

Abbildung 7.05. RT-PCR der isolierten RNA aus dem Zelliiberstand. Eine RT-PCR zeigt, dass
das env A-Amplikon direkt aus dem Virusiiberstand synthetisiert werden konnte.

M 1 _ 2 M 3 4
f—
._—- [ oo 40_
70- ~—— ﬁ < gp70
i -
25 -
40- — «p27
15 - —
15 -
— <—p15E
- - !
10 - 10

Abbildung 7.06. SDS-PAGE und Western Blot Analyse des aufkonzentrierten zellfreien
Virusiiberstands. Die SDS-PAGE als auch Western Blot-Analyse zeigen, dass p15E und
andere Virusproteine in den aufkonzentrierten Viruspellet vorliegen (Spuren 2 und 4). Als
Positivkontrolle wurden in den Spuren 1 und 3 rekombinant aufgereintigtes p15E
aufgetragen.
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7.3 Zusammenhang zwischen ct-Wert und Kopienzahl

Um Auskunft zu erhalten, bei welchen ct-Werten wie viele gag-Kopien als Template in der
real-time PCR vorliegen, wurde ein PERV A-Vektor (AJ133817) ausverdiinnt und als
Template verwendet. Uber die bekannte Grofle des eingesetzten Vektors (17.000
Basenpaare) und der eingesetzten Konzentration kann dem gemessenen ct-Wert eine
Kopienzahl zugeordnet werden. In diesem Versuch wurde ohne bulk-DNA, d.h. ohne
zusatzliche unspezifische DNA, gearbeitet. Sollte diese Kopienzahl direkt auf die isolierte
DNA umgerechnet werden, muss vorher der Einfluss der genomischen DNA auf die Effizienz
der real-time PCR und somit auf die Kopienzahl-Bestimmung iiberpriift werden (Fu et al.,
2009; Yun etal., 2006).

Im Folgenden ist die Berechnung der Kopienzahl dargestellt. Im ersten Schritt wird die
Masse eines Nukleotids [A] und anschliefiend die des Vektors [B] errechnet. Mithilfe der

Vektormasse lasst sich direkt die Anzahl der Plasmide bestimmen [C].

. . . _ 327g/mol _ —22 ..
[A] Masse eines einzelnen Nukleotids = 6027~ 10-23 Molokile/mol — 5,43 * 1072“ g/Molekiil

[B] Masse eines einzelnen Vektors = 5,43 * 10722g/Molekiil * 17.000 « 2 = 1,85 x 1078 ng

t Basenanzahl des

ng Plasmid Plasmids

[C] Anzahl Kopien pro real-time Ansatz = To5 10" ng

Tabelle 8.01. Ergebnis der Berechnung der Kopienanzahl

ng Plasmid ct-Wert Kopien

15 7,000 810.810.811
3 11,345 162.162.162
0,3 14,143 16.216.216
0,03 17,250 162.162
0,003 21,227 16.216
0,0003 23,123 1.621
0,00003 26,657 162
0,000003 29,877 16
0,0000003 32,210 2
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35,000 -
30,000 -
25,000 -
20,000 -
15,000 -
10,000 -
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Abbildung 7.05. Zusammenhang zwischen ct-Wert und Kopienzahl.

Nach Tabelle 7.01. werden bei einem ct-Wert von 32,2 noch zwei Kopien gemessen. Dieser
geringe Wert zeigt, dass es ziemlich unrealistisch ist, den hier dargestellten Zusammenhang
zwischen ct-Wert und Kopienzahl bei Verwendung des Vektors auf den etablierten NT-
Assay anzuwenden. Im Gegensatz zu dem in diesem Versuch aus 100 % bestehenden
Vektor-Template, ist das Template im NT-Assay mit verdauten Proteinen, RNA- und DNA-
Resten versetzt und somit nicht vergleichbar. Aus diesem Grund ist es wie eingangs schon
beschrieben, wichtig, den Einfluss genomischer DNA oder auch der sonstigen Bestandteile
im Template des NT-Assays auf die real-time PCR zu tberpriifen (Fu et al, 2009; Yun et al,,
2006).
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7.4 Datenbasierender Vergleich des TM-Proteins p15E und gp41 von PERV-A
und HIV-1

Um die beiden transmembranen Hiillproteine p15E von PERV und gp41 von HIV-1 in ihrer
Struktur vergleichen zu konnen, wurden in diesem Abschnitt verschiedene datenbasierende
Vergleiche anhand der Aminosduresequenzen von pl5E und gp41 durchgefiihrt.
Hauptsachlich wurden Eigenschaften verglichen, die Hinweise auf die Induktion von

Antikorper geben konnen. Dazu zahlen:

e Hydrophobizitat des Proteins
e Flexibilitat des Proteins
e Anteil an a-Helices

e Antigenitdt bestimmter Bereiche

Tabelle 7.02. Verwendete Sequenzen fiir den datenbasierenden Vergleich.

P15E von PERV AAGVGTGTAALITGPQQLEKGLSNLHRIVTEDLQALEKSVSNLEESLTS

(CAA72927) LSEVVLQNRRGLDLLFLKEGGLCVALKEECCFYVDHSGAIRDSMSKLR
ERLERRRREREADQGWFEGWFNRSPWMTTL

Gp41 von HIV-1 AAGSTMGAASMTLTVQARQLLSDIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTV

(AY426107.1) WGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWSNK
SLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELD
KWASLWNWFNITNWLWYI

Um einen Uberblick iiber der Sekundirstruktur der Proteine zu erhalten sind in Tabelle
7.03. die errechneten prozentualen Anteile an bestimmten Strukturelementen festgehalten.
Ergianzend zu den betrachtenden TM-Proteinen sind die TM-Proteine von zwei weiteren
Gammaretroviren als auch von SIV hinzugefiigt (Tab. 7.03.).

Schon bei dieser Betrachtung wird erkannt, dass neben der Liange der einzelnen TM-
Proteine grundlegende Elemente, die mafdgeblich fiir die Sekundarstruktur und somit auch
der Prasentation bestimmter Epitope bei einer Immunisierung gegeniiber dem
Immunsystem sind, unterschiedlich sind. Vor allem die Differenzen an den berechneten
Anteilen an o-Helices und Loopstrukturen zwischen den TM-Proteinen der

Gammaretroviren PERV/FeLV und den Lentiviren HIV-1/SIV sollen hier erwahnt sein.
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Tabelle 7.03. Vergleich der Sekundar-Strukturelemente bei p15E und gp41 und weiteren
TM-Proteinen von Retroviren. (Rost et al., 2004)

Lange des Anteil an

Proteins a-Helices B-Strangen  Loopstrukturen
p15E (PERV) 115 AA 67,8% 8,7% 23,5%
gp41 (HIV-1) 158 AA 81,6% 3,8% 14,6%
p15E (FeLV) (AAA93093) 114 AA 64,7% 6,9% 28,4%
gp41 (SIV) (AAA99247) 141 AA 80,9% 7,8% 11,3%

Die Bestimmung der Hydrophobizitit und Flexibilitit der Proteine erfolgte mit den
entsprechenden Tools der Seite ,Immune Epitope Database Analysis Resource”
(http://tools.immuneepitope.org/main/). Da die Proteinsequenz von gp41 langer ist,
wurden die Sequenz von p15E zerteilt und entsprechend des Cysteins-Loop und des WFN-
Motivs der MPER an die gp41-Sequenz ,ausgerichtet”, um die Helices in der NHR als auch
MPER vergleichen zu kénnen.

Die erstellten Abbildungen zur Hydrophobizitit und der Flexibilitit zeigen, dass die
Proteine p15E von PERV und gp41 von HIV-1 starken Strukturunterschieden gepragt sind.
Nur im Bereich der MPER sind Ahnlichkeiten zu erkennen, wobei diese sich auf knapp 15
Aminosauren begrenzen (Abb. 7.06. und 7.07.)

Neben der Betrachtung dieser beiden Eigenschaften sind in Abbildung 7.08. die a-Helices
beider Proteine dargestellt. Die Abbildung 7.08. zeigt, dass bei p15E als auch gp41 die NHR
sehr stark durch a-Helices gekennzeichnet ist, wobei sich der prozentuale Unterschied aus

Tabelle 7.03. ebenfalls in der Abbildung wiederfindet.

5,00
2,00 ’\WJ
-1,00
-4,00
-7,00

Hydrophobizitit

Aminosduren
Abbildung 7.06. Vergleich der Hydrophobizitit der TM-Proteine gp41 und p15E. Rot = p15E

(PERV); Blaue = gp41 (HIV-1). Strukturdhnliche Bereiche wurden eingerahmt. (Parker et al.,
1986)
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Abbildung 7.07. Vergleich der Flexibilitit der TM-Proteine gp41 und p15E. Rot = p15E
(PERV); Blaue = gp41 (HIV-1). Strukturdhnliche Bereiche wurden eingerahmt. (Karplus &
Schulz, 1985)

SGLCVALKEECCEYVDHSGATRDSMS KL RERLERRRRERZADQGWE EGWE NS FUMTTI

Abbildung 7.08. Vergleich der Alpha-Helices der TM-Proteine gp41 (oben) und pl5E
(unten). (Rost et al., 2004)

In Abbildung 7.09. wurde durch die Einbeziehung verschiedener Algorithmen der Versuch
unternommen, mogliche Antikdrper-Epitope zu bestimmen. Besonderem Augenmerk wurde
der MPER als auch den Bereichen innerhalb der NHR gewidmet, an welchen die in dieser
Arbeit beschriebenen neutralisierende Antikorper sowie bei PERV als auch HIV-1 binden.
Durch Ellipro nach Ponomarenko und Kollegen konnte eine Ubereinstimmung in der
Antikorper-Vorhersage im Bereich der MPER sowohl fiir p15E als auch gp41 erbracht
werden. Fiir die restlichen Bereiche in der CHR als auch NHR konnte hingegen mit keinem
der verwendeten Tools eine Ubereinstimmung mit den beschriebenen Antikérpern
gefunden werden. So werden die beschriebenen Epitope der neutralisierenden Antikorper
D5 und HK20 gegen HIV-1 und der in dieser Arbeit beschriebene NHR-Antikorper gegen
PERV nicht eindeutig mit Hilfe dieser Programme errechnet.

Folglich sind diese Programme nur bedingt einzusetzen, um mogliche Epitope von

Antikorpern im Vorfeld einer Inmunisierung zu errechnen/bestimmen.
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I Linear Epitope Prediction. (Larsen et al., 2006)
1 Antibody Epitope Prediction; ElliPro. (Ponomarenko et al., 2008)

— Antigenitat. (Kolaskar & Tongaonkar, 1990)

,
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Abbildung 7.09. Darstellung von moglichen Antikorper-Epitopen. Mithilfe von drei
verschiedenen Online-Programmen wurden mogliche Epitope von Antikérper als auch

antigene Regionen errechnet.
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