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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1HIV-Pandemie

Seit der Pest ist das humane Immundefizienzvirus (HIV) und das damit verbundene
erworbene Immunschwachesyndrom (AIDS) die grofte pandemische Gesundheits-
bedrohung der Menschheit. Keine andere der Menschheit bekannte nicht impf-
praventable Infektionskrankheit besitzt eine dermaflen hohe, fast hundertprozentige
Letalitatsrate. Seit der Entdeckung der ersten funf Falle einer AIDS-Erkrankung vor
annahernd drei Jahrzehnten (Barre-Sinoussi et al., 1983) sind weltweit annahernd 30
Millionen Menschen an der Krankheit gestorben und ca. 34 Millionen leben mit der
HIV-Infektion, darunter allein 22,5 Millionen in der afrikanischen Sub-Sahara-Zone.
Die dort lebenden 10 % der Weltbevolkerung machen 69 % der HIV-Infizierten aus.
In Hinblick auf die Milleniumserklarung der Vereinten Nationen ,Das Recht auf
Entwicklung fur jeden zur Wirklichkeit werden zu lassen und die gesamte Menschheit
von Not zu befreien (UN-Generalversammlung, 2000) stellt somit die HIV-Pandemie
ein grofes Hindernis dar. Seitdem die Pandemie im Jahr 1997 in schatzungsweise
3,2 Millionen Neuinfektionen pro Jahr gipfelte, sank die Neuinfektionsrate dank
verbesserter Pravention, steigender Verfugbarkeit von HIV-Medikamenten und
Verringerung der Mutter-Kind-Ubertragungen auf 2,5 Millionen Neuinfektionen im
Jahr 2011 ab. Allein 2009 erhielten ca. 1,2 Millionen Menschen erstmals Zugang zu
HIV-Medikamenten, ein Anstieg von 30 % innerhalb eines Jahres. Mittlerweile hat
zumindest ein Drittel der Menschen in Entwicklungs- und Schwellenlandern Zugang
zu einer medikamentésen Behandlung. Aufgrund dieser positiven Entwicklung
gelang es, die HIV-Inzidenz um mehr als 25 % zwischen 2001 und 2011 in Uber 39
Lander zu senken. In Lédndern wie Athiopien, Stidafrika, Nigeria oder Sambia, welche
mit am schwersten von der Pandemie betroffen sind, sank die Rate der Neuinfektion
oder stabilisierte sich. Dieser positive Trend ist leider nicht global zu beobachten. Im
Mittleren Osten, Nordafrika, Zentralasien und verschiedenen osteuropaischen
Landern stieg die Zahl der Neuinfektionen zwischen 2001 und 2011 um bis zu 35 %
(UNAIDS, 2012). Bis zum Jahr 2009 hat die Krankheit 16,6 Millionen AIDS-Waisen
hinterlassen, wodurch der ohnehin schon schlechte Erndhrungs- und Gesund-
heitszustand sowie das Bildungsniveau weiter verschlechtert wurden, wobei sich

auch in diesen Bereichen eine positive Entwicklung erkennen lasst (UNAIDS, 2010).
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Hinzu kommt, dass anderen Infektionskrankheiten, wie z.B. Tuberkulose, durch die
Immundefizienz eine Tur geodffnet wird (Sonnenberg et al., 2005). Diese begonnene
positive Trendwende der afrikanischen Lander in der Entwicklung der HIV-Pandemie
muss durch Bereitstellung adaquater finanzieller Mittel auch in Zeiten der Rezession
weiter ausgebaut und intensiviert werden, um diese Entwicklung fortsetzen zu
konnen. Der beste Weg zur endgultigen Beendigung der HIV-Pandemie und
Eradikation des Erregers ist die Entwicklung und flachendeckende Verteilung eines

wirksamen, sicheren und vor allem fur die Risikogebiete geeigneten HIV-Impfstoffes.

1.2 Morphologie, genetischer Aufbau und Replikationszyklus des HI-Virus

Das HI-Virus gehort zur Familie der Retroviren und Gattung der Lentiviren. Es besitzt
wie alle Retroviren die Gene gag, pol und env. Gag, kodiert fur das Vorlauferprotein
der inneren Nukleokapsidproteine, das Kapsidprotein p24, und das Matrixprotein
p17. Das pol-Gen kodiert fur die Reverse Transkriptase, Integrase und Protease.
Das Vorlauferprotein des Oberflachenproteins gp120 und des transmembranen
Hullproteins gp41 wird durch das env-Gen codiert. Zusatzlich besitzen Viren der
Familie der Lentiviren die regulatorischen Gene tat und rev. Bei primaten Lentiviren
wie HIV-1 und HIV-2 kommen noch die akzessorischen Gene nef, vif, vpr und vpu

bZW. VpX bel HlV'2 hInZU. Dle relfen Aulieres Glykoprotein

2p120

Viruspartikel besitzen einen Durch-

Transmembranes Glykoprotein
gpdl

messer von 110 nm (Gelderblom et al.,

ipid-Doppelmembran

1987) und besitzen ein Genom aus

konisches Kapsid
P4

zwei identischen, nicht-assoziierten 9,7
kb groRen RNA-Einzelstrangen, um-
geben von einem konischen Kapsid und r
einer Matrix. Darliber befindet sich eine = B
Hullmembran, welche von der Zyto- -

plasmamembran der Wirtszelle ab-

zellulare Oberflachenproteine

geleitet ist, Oberflachenmolekule der Abbildung 1.1 Schematische Darstellung eines
Wirtszelle tragt und mit den viralen HIV-Partikels (von Dr. S. Norley, RKI).
Glykoproteinen assoziiert ist (Abb. 1.1)

(Gelderblom, 1991). Die humanen Lentiviren kdnnen in die beiden Typen HIV-1 und

HIV-2 unterteilt werden, wobei sie nur ca. 55 % Sequenzhomologie aufweisen
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(Guyader et al., 1987), da sie aus unterschiedlichen simianen Immundefizienzviren
hervorgegangen sind (Doolittle, 1989). Die beiden Virustypen ahneln sich in dem von
ihnen ausgelosten Krankheitsbild, jedoch ist die Verbreitung und Krankheits-
progredienz bei HIV-2 wesentlich geringer (Leligdowicz and Rowland-Jones, 2008).
Eine grundsatzliche Einteilung der HIV-1 Typen erfolgt in die Gruppen M
(Haupttypen), O (Sondertypen), N (nicht N- oder O-Typen) und in die neue Gruppe
P. In Gruppe M fallen Uber 90 % der zirkulierenden Virusvarianten. Die Hauptgruppe
M wird weiter in die verschiedenen Untergruppen A, B, C, D, F, G, H, J und K
unterteilt, welche ausgehend von Afrika stark regionsspezifisch verbreitet sind.

Die Virus-Zell-Fusion von HIV mit der Wirtszelle wird eingeleitet durch die Bindung
von gp120 an den CD4 Rezeptor der Zielzelle. Nach einer anschlieRenden
Konformationsanderung der trimaren Struktur des gp120/gp41 Komplexes kommt es
zur Interaktion des Komplexes mit dem Chemokinrezeptor CCRS5 oder CXCR4 auf
der Zielzelle und es folgt die Fusion zwischen Zell- und Virusmembran. Das
Viruskapsid gelangt dadurch in das Zytoplasma und das Kapsid wird abgebaut
(Auewarakul et al., 2005). Mithilfe der im Viruspartikel enthaltenen Reversen
Transkriptase wird das virale RNA-Genom in doppelstrangige DNA transkribiert. Der
gebildete virale Praintegrationskomplex, bestehend aus ssRNA, dsDNA, Matrix-
protein, Integrase, Reverser Transkriptase und Vpr, gelangt anschliellend in den
Zellkern (Sherman et al., 2003) und das doppelstrangige DNA-Genom wird mithilfe
der Integrase in das Wirtsgenom integriert, um das Provirus zu bilden. Der
Integrationsort ist nicht vollig zufallig, sondern liegt vorwiegend in schwach
konservierten, palindromischen Sequenzen im Wirtsgenom (Tsuruyama et al., 2010).
Wenige Stunden nach einer produktiven Infektion kommt es zu einer de novo
Expression der frihen viralen Proteine Rev, Nef und Tat. In einer spateren Phase
werden die Proteine Gag, Pol, Env, Vif und Vpr exprimiert (Hope, 1999) und es
kommt zur Assemblierung neuer Viruspartikel. Zuerst werden unreife Virionen
bestehend aus den Vorlauferproteinen von Gag, Protease/Polymerase, Envelope
und der ungespleil3ten HIV-RNA gebildet und von der Wirtszelle abgeschnurt.
Wahrend der anschlieBRenden Reifung der Partikel kommt es zur Spaltung der
Vorlauferproteine mittels der HIV-Protease und zellularer Enzyme (Morrow et al.,
1994).
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1.3 HIV-Infektion, Therapie und AIDS-Erkrankung

Die HIV-Infektion erfolgt vorwiegend durch Kontakt mit virushaltigen Korperflissig-
keiten, wie Blut, Sperma, Vaginalsekret oder Muttermilch, Uber die Schleimhaute.
Eine direkte systemische Infektion durch kontaminierte Injektionskanilen ist
vorwiegend bei intravends Drogenabhangigen verbreitet. Bis zur Einflhrung
zuverlassiger HIV Test- und Inaktivierungsverfahren zahlten auch Empfanger von
Blutprodukten, wie z.B. Hamophiliepatienten, zu einer Risikogruppe.

Der CD4-Oberflachenrezeptor, den die T-Lymphozyten und Makrophagen
exprimieren, ist der Hauptrezeptor fur die gp120-vermittelte Fusion des Virus mit der
Wirtszelle. Zusatzlich wird der Chemokinrezeptor CCR5 oder CXCR4 als Korezeptor
bendtigt (Deng et al., 1996). CCR5 wird in hohem Mal3e von monozytaren Zellen wie
Makrophagen, CXCR4 vorwiegend von darmassoziierten lymphatischen T-Zellen,
z.B. aktivierten CD4" Gedachtnis-T-Zellen, exprimiert. Verschiedene HIV-1 Typen
weisen einen starken Tropismus fur einen der jeweiligen Korezeptoren, RS HIV-1 fur
CCR5" Zellen und X4 HIV-1 fir CXCR4" Zellen, auf. Einige Virusisolate sind
dualtrop, da sie in der Lage sind, beide Korezeptoren zu benutzen. Wenige Personen
sind durch eine Homozygotie fur die Deletion von 32 Basenpaaren des CCR5-Gens
und der damit verbundenen fehlenden Expression des CCR5-Korezeptors resistent
gegen eine, meist initiale, RS HIV-1 Infektion (Liu et al., 1996).

Man vermutet, dass die dendritischen Zellen bei der Infektion der lymphozytenarmen
genitalen Schleimhaute eine wichtige Rolle spielen. Vorwiegend unreife dendritische
Zellen konnen in vitro produktiv infiziert werden. Ein Effekt, der sich in vivo bislang
jedoch nur sehr selten beobachten lief3. Die Zellen sind jedoch in der Lage, das Virus
an bestimmte Oberflachenrezeptoren zu binden und zu den Lymphknoten zu
transportieren, wo es auf eine hohe Zahl infizierbarer CD4" T-Zellen trifft (Steinman
et al., 2003). Da die Epithelzellen der Schleimhdaute nicht die entsprechenden
Oberflachenrezeptoren tragen, ist das HI-Virus nicht in der Lage sie zu infizieren und
sie bilden somit einen Schutz vor dem Eindringen des Virus. Traumatische Lasionen,
Entzindungen, sowie der unterschiedlich starke Aufbau der Schleimhaute haben
einen Einfluss auf die Wirksamkeit dieser Barriere. Das Virus kann jedoch auch,
ohne die Epithelzellen zu infizieren, durch Transzytose zu T-Lymphozyten oder
Makrophagen gelangen (Bomsel, 1997).

Nach der initialen Infektion kommt es schnell zu einer rapiden, anfanglichen
Replikation des Virus in CD4" T-Zellen (Zhang et al., 1999). Anfangs handelt es sich
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um eine lokale Infektion der Schleimhaute, die sich, je nach Infektionsweg, unter-
schiedlich schnell ausbreitet, wobei das darmassoziierte lymphatische Gewebe
(GALT) Hauptort der Virusreplikation und CD4"-Depletion wahrend einer akuten
HIV-1 Infektion ist (Brenchley et al., 2004). Der Hochpunkt der Infektion ist meistens
nach 3 Wochen erreicht und es zeigen sich erste grippeartige Symptome wie z.B.
Fiebrigkeit (Little et al., 1999). Der anschlieffend sinkende HIV-Plasmatiter Iasst sich
wahrscheinlich durch das zeitgleiche Auftreten HIV-spezifischer zytotoxischer T-
Zellen und einem zunehmenden Mangel an aktivierten CD4" T-Zellen erklaren
(Schmitz et al., 1999, Wodarz and Nowak, 2002). Die meisten infizierten Zellen
sterben aufgrund der Immunreaktion oder zytopathischer Effekte ab. Wenige Tage
nach dem Auftreten der ersten Symptome entwickelt sich ein reversibles, latentes
Virusreservoir in ruhenden Gedachtnis-CD4" T-Zellen, welches sich aus den
wenigen Uberlebenden aktivierten und infizierten Gedachtnis-CD4" T-Zellen
entwickelt hat (Finzi et al.,, 1999). Wahrend dieser latenten chronischen Infektion
kommt es zu kaum oder keiner viralen Genexpression und das Provirus-Genom ist
besonders konserviert (Blankson et al., 2002).

Die einzige Behandlungsmoglichkeit der HIV-Infektion ist eine hochaktive
antiretrovirale Therapie (HAART) mit einer Kombination aus nukleosidischen und
nichtnukleosidischen  Reverse-Transkriptase-Inhibitoren  sowie  verschiedenen
Protease-, Fusions- oder Integraseinhibitoren. Die Therapie supprimiert die Virus-
replikation und die Anzahl der CD4" T-Zellen kann meistens auf einem stabilen
Niveau gehalten werden. Das latente, nicht replizierende Virusreservoir in den
ruhenden T-Gedachtnis-Zellen bleibt trotz HAART vermutlich lebenslang bestehen.
Eine Beseitigung des Virusreservoirs durch das Immunsystem ist durch die geringe
oder fehlende virale Genexpression und damit verbundene fehlende Antigen-
prasentation nicht moglich (Siliciano et al., 2003). Die bislang einzige Moglichkeit der
vollstandigen Eradikation einer bestehenden HIV-Infektion besteht in der
Knochenmarktransplantation, unter Verwendung des Marks eines Spenders mit
homozygoter CCR5-Mutation (Allers et al., 2011).

Nach einer mehrjahrigen asymptomatischen HIV-Infektion kommt es ohne
Behandlung meistens zu sekundaren opportunistischen und malignen Erkrankungen,
charakteristisch fur AIDS. Die voranschreitende Immunschwache fuhrt zu
opportunistischen Infektionen durch Pilze, Viren, Bakterien und Parasiten, sowie
malignen Erkrankungen wie das durch humane Herpesviren verursachte Karposi-

Sarkom oder Zervixkarzinom und einer ungewollten Gewichtsabnahme.
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Infolgedessen sterben die unbehandelten HIV-Patienten nach durchschnittlich 8
Jahren. Mit einer fruhzeitigen und regelmaldigen, aber auch kostenintensiven und
teilweise nebenwirkungsreichen HAART sinkt die Mortalitat und Morbiditat der
Patienten signifikant. Die Wahrscheinlichkeit an nicht AlDS-assoziierten Er-
krankungen zu sterben steigt jedoch an (Palella et al., 2006).

1.4 HIV-1 Impfstoffentwicklung

1.4.1 Tiermodelle

Die praklinische Entwicklung eines Impfstoffes hangt in grolem MalRe von der
Verfugbarkeit eines geeigneten Tiermodells zur Durchfuhrung von Vakzinierungs-
und Belastungsversuchen ab. Fur HIV-1 gibt es jedoch leider bislang kein Tiermodell,
welches den Infektionsverlauf und die Krankheitsprogression im Menschen
widerspiegelt. Wenige Jahre nach der Entdeckung von HIV wurde klar, dass sich
einzig Schimpansen und Gibbon-Affen mit HIV-1 infizieren lassen, jedoch ist der
Virustiter in diesen Primaten niedriger als in einem infizierten Menschen und die
Tiere entwickeln keine oder nur schwache Krankheitssymptome (Rutjens et al.,
2003). Daruber hinaus sind Schimpansenversuche mit gro3en ethischen und
finanziellen Schwierigkeiten behaftet.

Aus diesen Grunden ist das heutzutage gebrauchlichste Tiermodell zur
Effizienztestung von HIV-1 Impfstoffen das SIVmac/Makkaken-Modell. SIVmac I6st in
heterologen Wirten, wie z.B. asiatischen Makkaken, eine produktive Infektion und
eine vergleichbare Krankheitssymptomatik wie HIV-1 im Menschen aus (Simon et al.,
1992). Hierbei ist von Vorteil, dass die Krankheitsprogression in infizierten Makkaken
wesentlich schneller ist, wodurch der kostenintensive Versuchsablauf beschleunigt
werden kann. Jedoch stammt SIVmac wie auch HIV-2 von SIVsm und steht somit
nicht in direktem phylogenetischen Zusammenhang mit HIV-1 (Hirsch et al., 1989).
Zur Testung von HIV-1 basierten Impfstoffen im SIVmac/Makkaken-Modell wurden
aus diesem Grund chimare HIV-1/SIVmac Viren entwickelt (Reimann et al., 1996).
SHIV (simianes/humanes Immundefizienzvirus) tragt meist anstelle des naturlichen
Envelope-Oberflachenantigens ein von HIV-1 stammendes Oberflachenantigen,
wodurch die Testung von HIV-1 Envelope basierten Impfstoffen in diesem Tiermodell

ermoglicht wird. Die Anwendung dieses Modells beschrankt sich jedoch vorwiegend
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auf die Evaluierung von Antikorper-induzierenden Impfstoffen und es wird
zunehmend deutlich, dass sich die Ergebnisse aus dem artifiziellen SHIV/Makkaken-
Modell nicht direkt auf die Wirksamkeit solcher Impfstoffe im Menschen Ubertragen
lassen. So wurden in der praklinischen Evaluierung des in der STEP-Studie
verwendeten adenoviralen Impfstoffes Belastungsversuche in Makkaken, mithilfe des
SHIV- und des SlIV/Makkaken-Modells durchgefuhrt. Nach Durchfuhrung der
klinischen Studie zeigte sich, dass nur die Ergebnisse der SIV/Makkaken-Studie mit
den Resultaten der klinischen Studie korrelierten (Watkins et al., 2008).

Aus diesen Grunden und der zunehmenden Bedeutung von T-Zell basierten
Impfstoffen gegen HIV-1 findet das SIV/Makkaken-Modell immer haufiger An-
wendung und kann als das beste heutzutage verfugbare Tiermodell klassifiziert
werden.

Kleintiere, wie z.B. Mause, bieten groRe Vorteile bezlglich der Kosten, der
Praktikabilitat und geringerer ethischer Bedenken und finden seit Langem
Anwendung in der praklinischen Testung von Impfstoffen bezlglich deren
Immunogenitat. Aus diesen Grinden besteht groRes Interesse in der Entwicklung
eines humanisierten Mausmodells, welches die Effizienztestung von HIV-1
Impfstoffen ermoglicht. Unter einer Vielzahl entwickelter Mausmodelle scheint das
Trimera-Modell momentan am geeignetsten zu sein. Es konnte bereits erfolgreich zur
Untersuchung von Hepatits B, Influenza und HIV-1 Infektion und zur pro-
phylaktischen und therapeutischen Immunisierung gegen diese Erkrankungen
eingesetzt werden (Ben-Yedidia et al., 1999, Bocher et al., 2001, Ayash-Rashkovsky
et al., 2005a). Von Nachteil ist der relativ kurze Zeitraum von wenigen Monaten, in
denen die Trimera-Mause funktionelle humane Immunfunktionen aufweisen. Dieser
Zeitraum ist nicht ausreichend fur die Testung von Impfstoffen, die nicht auf einen
sterilisierenden Impfschutz ausgelegt sind. Verbesserungen in diesem System
bezlglich der Langlebigkeit des transferierten Immunsystems und der Evaluierung
der Relevanz der erzielten Ergebnisse im Vergleich zur Situation im Menschen
konnten ein wichtiges Hilfsmittel in der Entwicklung eines wirksamen HIV-1
Impfstoffes darstellen.
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1.4.2 Klassische Impfstoffe und deren Misserfolg gegen HIV-1

Klassische Impfstoffe, basierend auf Iebenden, attenuierten Impfviren oder
Totimpfstoffen, weisen eine eindrucksvolle Erfolgsgeschichte in Bezug auf die
Eliminierung oder Reduzierung von schwerwiegenden Infektionskrankheiten wie
Poliomyelitits, Pocken, Masern, Mumps, Roételn oder Influenza auf. Ihre Entdeckung
war meist eher empirischer Natur und ihre Herstellung bedurfte keiner molekular-
biologischen Techniken. Aus diesen Grinden erscheint es logisch, dass die ersten
Versuche zur Entwicklung eines HIV-Impfstoffes auf dieser Basis geschahen. So
kam es, dass ungefahr sieben Jahre nach der Entdeckung von HIV ein
sterilisierender Schutz durch die Verabreichung eines SIV-Totimpfstoffes im
SIV/Makkaken-Modell erzielt werden konnte (Carlson et al., 1990, Gardner et al.,
1991, Hartung et al., 1992). Der anfangliche Optimismus wurde jedoch schnell
zerstort, als klar wurde, dass der Impfschutz auf einem unerwarteten Artefakt im
System beruhte. Das Impf- sowie das Belastungsvirus wurde in transformierten
humanen T-Zelllinien gezuchtet und die schutzende Antikorperantwort richtete sich
nicht gegen das Virus selbst, sondern gegen humane MHC-Molekule, welche in der
das Virus umhullenden menschlichen Zellmembran inkorporiert waren (Esser et al.,
2001). Eine Passage des Belastungsvirus in primaren Makkaken-PBMCs machte
den Impfschutz zunichte, da die menschlichen MHC-Molekule gegen autologe
Makkaken MHC-Molekule ausgetauscht wurden (Norley et al., 1998).

Eine vergleichbare Geschichte des anfanglichem Optimismus und anschliel3enden
Misserfolges konnte leider auch bei der Entwicklung von Lebendimpfstoffen
verzeichnet werden. Durch die Entfernung des fur die Replikation nicht essentiellen
nef-Gens wurde ein attenuiertes SIVmac Impfvirus entwickelt, welches Makkaken
vollstandig vor einer Superinfektion mit einem Wilttyp-Virus schitzt (Daniel et al.,
1992). Anfangliche Sicherheitsbedenken bezlglich der Verwendung eines solchen
Impfvirus wurden durch die Beobachtung einer apathogenen, naturlich vor-
kommenden HIV-1 nef-Deletionsmutante in Blutspendeempfangern zerstreut
(Deacon et al., 1995). Wahrend der Planung von klinischen Studien mit einem
attenuierten HIV-1 Impfvirus stellte sich heraus, dass das in den Makkaken
verwendete Impfvirus eine rapide AIDS-Progression in neugeborenen Makkaken
ausloste (Baba et al., 1999). Wenig spater zeigten sich auch bei den Blut-
spendeempfangern erste Krankheitssymptome wie auch bei einem Teil der
immunisierten adulten Makkaken (Learmont et al., 1999). Die Krankheitsprogression
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war jedoch nur deutlich verzdogert und nicht vollstandig unterbunden worden,
wodurch jegliche Planung zur Anwendung eines solchen Impfvirus im Menschen
vollstandig verworfen wurden.

Leider konnten die fur den Schutz verantwortlichen immunologischen Mechanismen
trotz intensiver Bemuhungen bislang nicht identifiziert werden. Da nun beide
klassisch erfolgreichen Methoden der Impfstoffentwicklung fur HIV keinen Erfolg
erzielt hatten, mussten neuartige, sichere und wirksame Methoden der Vakzinierung

entwickelt und getestet werden.

1.4.3 Moderne Impfstoffe gegen HIV

Aufgrund des Scheiterns klassischer Lebend- und Totimpfstoffe konzentrierte sich
die Forschung nun fast ausschlieRlich auf die Entwicklung und Testung modernerer
bzw. neuartiger Impfverfahren. Der folgende Abschnitt soll einen Uberblick Uber
diese Impfverfahren, deren Anwendungsziele und ihre Vor- und Nachteile geben.

Proteinimpfstoffe:

Diese bestehen im Fall von HIV vorwiegend aus rekombinant hergestelltem auf3erem
Envelope-Oberflachenantigen gp120, meist in Verbindung mit Adjuvanzien. Sie
sollen Antikorper induzieren, welche in der Lage sind, die HI-Viren zu neutralisieren
und so eine Zell-Virus Fusion zu unterbinden, vergleichbar mit Totimpfstoffen. Von
Vorteil sind hierbei die geringen Sicherheitsbedenken, jedoch kann es sehr schwierig
sein, rekombinante Proteine in ausreichenden Mengen zu produzieren und auf-

zureinigen, ohne ihre native Struktur und damit ihre Antigenitat zu verandern.

Molekulare Impfstoffe:

Sie besitzen den Vorteil, dass sie neben einer humoralen auch eine zellulare
Immunantwort induzieren kdnnen, vergleichbar mit Lebendimpfstoffen. Um dies zu
erreichen, muss der fur das gewunschte Antigen kodierende Impfvektor in die Wirts-
zelle gelangen, wo das Antigen anschlieBend de novo synthetisiert wird. Nach
Prozession des Antigens im Proteasom und Endoplasmatischen Retikulum und der
Bindung an MHC-I wird der Komplex an die Zelloberflache transportiert und dort
prasentiert, um von einem spezifischen T-Zellrezeptor erkannt zu werden. Um diese
intrazellulare Proteinexpression zu ermoglichen, wurde eine Vielzahl von Vektor-

systemen entwickelt. Hierzu zahlen zum einen DNA-Impfstoffe, welche auf
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verschiedenste Weisen appliziert werden konnen. Des Weiteren gibt es eine stetig
wachsende Anzahl replizierender und replikationsdefizienter Vektorsysteme, welche
haufig von bereits bekannten Impfviren oder anderen apathogen oder genetisch
attenuierten Viren bzw. Bakterien abgeleitet sind.

Da die Vielfalt der verfugbaren Vektorsysteme zu grold ist, um alle genauer zu
erlautern, werden im folgendem nur Vektoren behandelt, welche praktische
Anwendung in dieser Arbeit gefunden haben.

DNA-Impfstoffe:

Die Verabreichung nackter DNA stellt eine der einfachsten Methoden dar, um
Antigen-kodierende Sequenzen in den Organismus einzufuhren. Der erste doku-
mentierte Versuch zur Einschleusung von DNA war die Applikation von aufgereinigte
Papillomavirus DNA, welche zu einer anschliefenden Papillomavirus-Infektion fuhrte
(Chambers and Ito, 1964). Es dauerte fast 30 Jahre, bis erste Versuche zur Induktion
einer humoralen bzw. zellularen Immunantwort mittels DNA-Impfstoffen in Mausen
unternommen wurden (Wang et al.,, 1993, Wang et al.,, 1994, Ulmer et al., 1993).
Kurz darauf wurden erste erfolgreiche Versuche zur Induktion einer zellularen, sowie
humoralen Immunantwort in Makkaken durchgefuhrt (Shiver et al., 1995, Yasutomi et
al., 1996, Shiver et al., 1997). So gelang es auch wenig spater, einen robusten
Schutz in heterologen Belastungsversuchen mit HIV-1 in Schimpansen (Boyer et al.,
1997, Ugen et al., 1997) und SHIV in Makkaken zu erzielen (Boyer et al., 1996).
Diese vielversprechenden praklinischen Versuche fuhrten kurze Zeit spater zur
Durchfuhrung der ersten klinischen Phase 1 Studie zur therapeutischen
Immunisierung mit DNA-Impfstoffen (Ugen et al., 1998). Die verwendeten Impfstoffe
erwiesen sich als sicher, jedoch war ihre Immunogenitat und damit wahrscheinlich
auch ihre therapeutische Wirksamkeit gering bzw. nicht nachweisbar. Um die
Immunogenitat im Menschen zu steigern, wurden deshalb eine Vielzahl von
Optimierungen vorgenommen. Diese Verbesserungen betrafen zum einen die
Applikationsmethode der DNA. Ausgehend von einfacher intramuskularer bzw.
intradermaler Injektion der Plasmid-DNA wurden Methoden entwickelt, um eine
effizientere und gezieltere Transfektion, vorzugsweise von dermalen dendritischen
Zellen, zu ermoglichen. Hierzu zahlt die bioballistische Transfektion mittels
,GeneGun®, bei der die Plasmide an winzige Goldkugelchen gekoppelt und mittels

Gasdruck in das Gewebe eingebracht werden. Diese Form der Verabreichung
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steigerte die Immunogenitat bei reduzierten DNA-Mengen (Haynes et al., 1994,
Fuller et al., 1996). Weitere Methoden, wie die in vivo Elektroporation (Titomirov et
al., 1991, Hirao et al, 2008) oder das Einbringen der DNA mittels einer
gebrauchlichen Tatowiermaschine (Pokorna et al., 2008) brachten ebenfalls eine
Verbesserung im Vergleich zu einer simplen Injektion. Weitere Optimierungen der
DNA-Immunisierung betreffen Antigen-codierende DNA-Sequenzen wie auch das
Design des Plasmidvektors. Durch Codonoptimierung kann die Expressionseffizienz
grundsatzlich gesteigert werden gerade beim HIV Gag-Gen macht sich dieser Effekt
durch die damit verbundene Entfernung inhibitorischer Sequenzen, ohne die
Proteinsequenz zu verandern, stark bemerkbar (Gao et al., 2003, Deml et al., 2001).
Eine weitere Moglichkeit der Steigerung der Immunogenitat stellt die Koapplikation
verschiedener genetischer oder chemischer Adjuvantien dar. So konnen
verschiedene Zytokine wie IL-2 oder IL-12, bzw. Chemokine wie GMCSF verwendet
werden, um die Immmunantwort und deren Polyfunktionalitat zu steigern oder die Art
der Ausrichtung der Immunantwort, vorwiegend zellular oder humoral, zu
beeinflussen (Siegismund et al., 2009, Tenbusch et al., 2008, Mahdavi et al., 2011).
Auch der topische Einsatz verschiedener TLR-Agonisten, wie z.B. Imiquimod oder
CpG ODN, kann zu einer Steigerung oder Beeinflussung der Immunreaktion fuhren
(Thomsen et al., 2004, Ayash-Rashkovsky et al., 2005b). Erste klinischen Studien
zeigten zwar, dass die Immunogenitat von DNA-Impfstoffen im Menschen deutlich
geringer war als in praklinischen Kleintiermodellen, jedoch wurden hier bislang nicht
alle entwickelten Optimierungsstrategien angewendet (Guimaraes-Walker et al.,
2008). Trotzdem werden DNA-Vakzine in klinischen Studien weiterhin haufig als
Prime-Immunogen verwendet. Das lasst sich dadurch erklaren, dass bei DNA-
Impstoffen, aufler dem eigentlichen Antigen keine weiteren Antigenen-Motive
exprimiert oder enthalten sind, im Gegensatz zu viralen Vektoren. Dadurch wird die
induzierte Immunantwort ausschlief3lich auf das exprimierte Antigen konzentriert und
bietet eine gute Basis fur weitere Boost-Immunisierungen mit anderen Impfstoff-

Vektoren, zur sukzessiven Steigerung der Immunantwort.

Rekombinante Adeno-assoziierte Viren:
Adeno-assoziierte Viren gehoren zur der Familie der Parvoviren und Gattung der
Dependoviren. Sie sind 20 nm grof3 und weisen eine ikosaedrische Morphologie auf.
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Da sie selbst replikationsdefizient sind, bendtigen sie eine Koinfektion mit Helferviren

zur Produktion weiterer Viruspartikel wie Herpes oder Adenoviren. In Abwesenheit

solcher Helferviren integrieren sich  5°-1TR 3".ITR
die Wildtyp-Viren —als  Provirus [l g vom )
ortspezifisch auf Chromosom 19 des | rep-Gen cap-Gen

Menschen und verbleiben in einer Abbildung 1.2 Schematische Darstellung des AAV-

. . Wildtyp-Genoms mit dem Replikationsgen (rot) und
nichtproduktiven Latenzphase dem Kapsidgen (blau) und den gefalteten,

(Samulski et al., 1991). Durch trans- komplementaren ITRs (sc_hwarz), wahrend der
Folgestrangsynthese (Pfeil).

Komplementation der fur eine Re-

plikation notwendigen viralen Gene infolge einer Koinfektion mit Helferviren wird der
lytische Reproduktionszyklus der AAVs ausgelost (Muzyczka et al., 1984). Das
Wildtyp-Virus besitzt ein einzelstrangiges, lineares Genom von 4,7 kB. Es beinhaltet
die Gene fur die Replikation (rep) und die Kapsidproteine (cap). An den Enden des
AAV-Genoms befinden sich die 145 bp langen ,inverted terminal repeats” (ITRs)
(Berns and Bohenzky, 1987). Aufgrund ihrer multipalindromischen Struktur kommt es
zu einer T-formigen Faltung des einzelstrangigen Genoms durch komplementare
Basenpaarung zwischen den ITRs (Koczot et al., 1973). Diese Sekundarstruktur mit
einer freien 3’ -Hydroxid-Gruppe ermoglicht die Synthese des komplementaren DNA-
Stranges mittels Selbst-Priming durch zellulare Enzyme nach Entpackung der Viren
(Abb.1.2) (Berns, 1990). Da die viralen ITRs alle cis-aktiven Elemente zur Virus-
replikation und Verpackung besitzen, konnen die rep und cap Gene gegen eine
Expressionskassette mit eukaryotischem Promotor, Intron und codierendem Gen mit
einer maximalen Grofle von 4,7 kB, ausgetauscht werden. Die rep und cap Gene
werden, ebenso wie die fur die Replikation bendtigten Adeno-Helfervirus-Gene E2A,
E4 und den VA RNAs, durch trans-Komplementation in Folge einer Plasmid-
Transfektion bereitgestellt. Durch eine solche Mehrfachtransfektion der Produktions-
zelllinie, welche ein weiteres Helfervirus-Gen stabil integriert hat und dieses ebenfalls
trans-komplementarisiert, werden helfervirusfreie rekombinante AAV-Partikel (rAAVs)
gebildet (Xiao et al., 1998). rAAVs besitzen einige Eigenschaften, die sie besonders
interessant fur die Anwendung als Genvektoren machen. Aus Sicherheitsgrunden ist
es von grol3em Vorteil, dass eine Infektion des Menschen mit dem Wildtyp-Virus trotz
der hohen Seroprevalenz von 80 % fur AAV Serotyp 2 seit seiner Entdeckung 1965
mit keiner Krankheit in Verbindung gebracht werden konnte (Berns and Bohenzky,
1987). In vitro Versuche zeigten ebenfalls keine Beeinflussung der Zellmorphologie

oder des Zellwachstums durch eine AAV-Wildtyp-Integration (Handa et al., 1977).
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Bei den rekombinanten AAV-Vektoren wird zudem durch Deletion des rep-Gens eine
gezielte chromosomale Integration unterbunden. Eine sehr seltene, zufallige Inte-
gration durch zellulare Rekombination des AAV-Genoms mit dem Wirtsgenom lasst
sich zwar in einigen Fallen beobachten (Yang et al., 1997, Tenenbaum et al., 2003),
ein Zusammenhang dieses Vorgangs mit negativen Effekten, wie z.B. der Ent-
stehung eines Leberkarzinoms in Mausen, sind selten und nicht unumstritten
(Donsante et al., 2007). In keiner der vielen klinischen Studien mit rAAV-Vektoren,
die in den letzten 15 Jahren durchgefuhrt wurden, konnten solche Effekte beobachtet
werden. Die Replikationsdefizienz, die nichtpathogene Natur des Virus und die Ei-
genschaft, teilende und ruhende Zellen zu transduzieren, fuhrte zur Entwicklung von
rekombinanten AAV-Vektoren (rAAVs), vorwiegend fur die Gentherapie und neuer-
dings auch fur genetische Immunisierungen, vor allem basierend auf dem humanen
Serotyp 2. Bis heute konnten insgesamt 12 verschiedene AAV-Serotypen be-
schrieben werden, nur zwei davon sind mit dem Menschen assoziiert. Sie
unterscheiden sich ausschliel3lich im cap-Gen voneinander. Die damit verbundenen
unterschiedlichen  Kapsidproteine haben Einfluss auf den Zell- bzw.
Rezeptortropismus des jeweiligen Serotyps. Durch den Austausch der cap-Gene
gegen die anderer AAV-Serotypen ist es moglich, pseudotypisierte rAVVs zu
produzieren. Die Anwendung solcher pseudotypisierter Vektoren bietet einige
Vorteile. So kann eine preexistente Vektor-Immunitat gegen einen bestimmten Sero-
bzw. Pseudotyp, welche zu einer verminderten Transduktionseffizienz fuhrt,
umgangen werden. Zusatzlich kann der Zelltropismus der einzelnen rAAV-
Pseudotypen flur die gezielte Transduktion bestimmter Zelltypen oder Gewebe
ausgenutzt werden (Zincarelli et al., 2008). Somit kann beispielsweise eine gezielte
Transduktion Antigen-prasentierender dendritischer Zellen durch AAV-1 und -2
erreicht werden (Veron et al., 2007). Auch Mehrfachimmunisierungen, wie sie bei
den meisten Impfungen ublich und notwendig sind, kdnnen sich, trotz entwickelnder
Vektor-Immunitat durch die Verwendung unterschiedlicher Pseudotypen realisieren.
Da die rAAVs keine kodierenden viralen Gene mehr besitzen, ist der Vektor selbst,
aufgrund der viralen Kapsidproteine, nur schwach immunogen. Eine zusatzliche
Verbesserung der Transduktionseffizienz und Transgenexpression der rAAVs konnte
durch Umgehung des limitierenden Schrittes der Synthese des komplementaren
DNA-Stranges durch zellulare Enyzme nach Transduktion erreicht werden (Ferrari et
al., 1996). Durch Deletion der ,terminal resolution site“ (trs) in einer der beiden

flankierenden ITRs, wird das Ablosen des komplementaren DNA-Stranges nach der
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Doppelstrangsynthese unterbunden. Stattdessen bilden sich Virusgenome aus zwei
invertierten, einzelstrangigen Genomen mit der mutierten ITR in der Mitte. Nach
Entpackung des Virus in der Wirtszelle bildet sich durch komplementare Basen-
paarung ein doppelstrangiges AAV-Genom, ohne zellulare Mechanismen zu be-
notigen (McCarty et al., 2003). Die Verwendung solcher dimerischer, selbst-
komplementarisierender Vektoren (scAAVs) fuhrt im Vergleich zu den mono-
merischen, einzelstrangigen Vektoren (ssAAVs) zu einer wesentlich verbesserten
Transduktionseffizienz und einer fruheren und starkeren Expression (Wang et al.,
2003). Bei beiden Vektortypen aus den doppelstrangigen AAV-Genomen bilden sich
Episome, teilweise entstehen auch Konkatemere mit mehreren AAV-Genomkopien.
Ein Nachteil der scAAVs liegt in der auf ca. 2,7 kB halbierten Verpackungskapazitat,
bedingt durch die doppelte Genomkopie (Grieger and Samulski, 2005).

Rekombinante AAVs wurden urspringlich als Gentherapievektoren entwickelt.
Aufgrund bestimmter Eigenschaften, wie z.B. der langanhaltenden Transgen-
expression und der Transduktion ruhender und terminal differenzierter Zellen, sind
sie jedoch auch als Immunisierungsvektoren von Interesse. Trotz einzelner Berichte,
in denen rAAVs eine funktionell gestorte, aberrante zellulare Immunantwort in
Mausen induziert haben sollen (Lin et al., 2007a, Lin et al., 2007b), konnte ihre
Eignung als Impfvektor bereits gegen verschiedene Infektionskrankheiten
demonstriert werden. In Tierversuchen mit Krankheitserregern wie SARS, Papilloma-
virus, Hepatitis B und Influenza (Manning et al., 1997, Liu et al., 2005, Mahadevan et
al., 2007, Du et al., 2008a, Zhou et al., 2010, Sipo et al., 2011) und Krebsantigene,
wie z.B. das Prostata-spezifische Antigen (Mahadevan et al., 2007), konnte ihre
Eignung in Hinblick auf die Induktion einer wirksamen humoralen und zellularen
Immunantwort unter Beweis gestellt werden. In praklinischen Versuchen mit HIV-
bzw. SIV-Antigen exprimierenden rAAVs konnten in Mausen starke zellulare und
humorale Immunantworten induziert werden (Xin et al., 2002, Xin et al., 2001). Durch
eine einzelne Immunisierung von Makkaken, gefolgt von einer Belastung mit einem
pathogenen SIV-Stamm, konnte zudem eine deutliche Suppression der Viruslast
erzielt werden (Johnson et al., 2005). Ausgehend von diesen ermutigenden
Ergebnissen wurde eine klinische Phase | Studie mit rAAV-basierten HIV-Impfstoffen
durchgefuhrt. Die Immunisierung wurde gut toleriert, jedoch war die Immunogenitat
gering. Weiterfuhrende Versuche in Afrika mit hoheren rAAV-Dosen und Wieder-
holungsimmunisierungen sollen zeigen, ob die Immunogenitat gesteigert werden

kann (Mehendale et al., 2008). In Hinblick auf die Probleme der Induktion von
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breitneutralisierenden HIV-Antikorpern durch Immunisierungen wurde ein neuartiger
Versuchsansatz auf Basis rAAVs, kodierend fur den neutralisierenden Antikorper
lgG1b12, unternommen (Lewis et al., 2002). Mit diesem Konzept gelang es, Uber
mehrere Monate zirkulierende neutralisierende Antikorper im Serum von Makkaken
zu induzieren und die Tiere vor einer intravendsen Belastung mit SIV zu schitzen
(Balazs et al., 2012). Dieser Versuch stellt moglicherweise einen vielversprechenden
Ansatz dar, das Problem der Induktion neutralisierenden Antikorper zu Uberwinden.

Rekombinante Adenoviren:

Adenoviren sind nicht-umhulite Viren mit einer GroRe von 80-110 nm und besitzen
ein doppelstrangiges, lineares DNA-Genom mit einer GroRe von 36-38 kB. Sie
weisen eine ikosaedrische Morphologie auf und ihr Kapsid ist aus Penton- und
Hexon-Kapsomeren aufgebaut. Die Familie der Adenoviridae lasst sich in vier
Genera der Mastadenoviren (Saugetiere), Aviadenoviren (Vogel), Atadenoviren und
Siadenoviren (verschiedene Wirte wie Saugetiere, VOgel, Fische, Reptilien und
Amphibien) unterteilen. Sie verursachen vorwiegend Erkrankungen der Atemwege,
der Bindehaut des Auges und des Gastrointestinaltraktes. Sie wurden erstmals 1953
aus Tonsillen und adenoidem Drusengewebe isoliert und im Labor vermehrt (Arrode-
Bruses et al, 2012) und sie waren die ersten Viren, fur die ein karzinogenes
Potential bei Nagetieren nachgewiesen werden konnte (Yabe et al., 1962). Ein
Zusammenhang mit humanen Krebserkrankungen konnte jedoch nicht hergestellt
werden. Molekularbiologische Bedeutung erlangten sie, als an ihnen erstmals der
Vorgang des RNA-Spleillens nachgewiesen und die Kolinearitat von mRNA und
DNA widerlegt werden konnte (Berget et al., 1977). Allein die Gruppe der humanen
Adenoviren aus dem Genus der Mastadenoviren Iasst sich in sieben Virusspezies
(HAdV-A bis HAdV-G) und bislang in weitere 52 Serotypen untergliedern (Davison et
al., 2003).

Rekombinante Adenoviren weisen verschiedene Eigenschaften auf, welche sie als
Impfstoff-Vektor attraktiv machen. Sie besitzen einen sehr breiten Zelltropismus,
infizieren teilende und nicht-teilende Zellen und sind in der Lage, professionelle
Antigen-prasentierende Zelle, wie z.B. Makrophagen und Dendritische Zellen, zu
transduzieren (Kootstra and Verma, 2003). Sie kdnnen als replikationskompetente
und —inkompetente Vektoren produziert werden und besitzen je nach Vektorart eine
relativ hohe Insertionskapazitat fur Fremdantigene. Aufgrund der parallel ex-

primierten adenoviralen Gene haben sie eine immunstimulierende Wirkung, fuhren
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zur Reifung Dendritischer Zellen, verstarken die zytolytische Aktivitat Naturlicher
Killerzellen und erhdhen die Interferon-gamma Produktion (Miller et al., 2002). Sie
lassen sich relativ einfach in grolRen Mengen produzieren (Cortin et al., 2004) und
sind biologisch sehr stabil gegenuber Umwelteinflissen (Cortin et al., 2004). Sie sind
in der Lage, sowohl zellulare, als auch humorale Immunantworten gegen das
insertierte Antigen zu induzieren (Bruce et al., 1999) und kdnnen sowohl systemisch
als auch mukosal appliziert werden (Schulte et al., 2009). Aus Sicherheitsgrinden
werden heutzutage fast ausschliel3lich replikationsinkompetente Vektoren eingesetzt,
um eine ungewollte Virusverbreitung zu unterbinden (Buge et al., 1997). Es ist von
Vorteil, dass sie sich ohne Zuhilfenahme von replikationskompetenten Helferviren auf
Produktionszelllinien generieren lassen (Luo et al, 2007) und nicht in das
Wirtsgenom integrieren.

Diese Eigenschaften fuhrten dazu, dass adenovirale Vektoren in einer Vielzahl von
Studien als Impfvektoren evaluiert wurden. Erste praklinische HIV-Impfstoffstudien
bestatigten ihre Immunogenitat in Kleintieren und Schimpansen (Natuk et al., 1992,
Natuk et al., 1993). In Kombination mit Env-basierten Proteinimpfstoffen gelang es
kurz darauf einen robusten Schutz von Schimpansen gegen eine HIV-Infektion zu
erzielen (Lubeck et al., 1997). In dem strengeren SIV/Makkaken-Modell konnte eine
deutlich reduzierte Viruslast nach Belastung erzielt werden (Buge et al., 1997). In
einer Vergleichsstudie von DNA-, MVA- und Adenovirus-basierten Vektoren in
Makkaken konnte die Uberlegenheit der adenoviralen Vektoren im Hinblick auf deren
Immunogenitat und Viruslast-Reduktion gezeigt werden (Shiver et al., 2002).
Aufgrund dieser vielversprechenden praklinischen Daten wurden relativ schnell erste
klinische Studien unter Verwendung Adenovirus-basierter HIV-Impfstoffe initiiert
(Abschnitt 1.4.4), um deren protektive Effizienz in Menschen zu testen.

In allen erwahnten praklinischen Versuchen wurden Vektoren verwendet, die auf
dem humanen Adenovirus des Serotyps 5 basierten. Da jedoch in der Bevdlkerung
eine hohe Seropravalenz gerade gegen diesen Typ vorherrscht und teilweise gezeigt
wurde, dass dies die Immunisierungseffizienz verringert, wurden verschiedene
Methoden entwickelt, dieses Problem zu umgehen. So wurden Versuche mit
anderen, selteneren humanen Adenoviren durchgefuhrt (Nan et al., 2003, Vogels et
al., 2007), oder es wurde durch Pseudotypisierung des Kapsidbereiches, gegen
welchen sich die praexistierende humorale Immunitat richtet, gegen Kapsid-
bestandteile seltenerer Adenovirus-Varianten ausgetauscht (Xin et al., 2005, Xin et
al., 2007).
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1.4.4 Klinische Studien

Weit mehr als 100 klinische Studien mit den verschiedensten Arten von HIV-
Impfstoffen wurden bereits durchgefuhrt oder sind noch in der klinischen Erprobung.
Trotz dieser Vielzahl an Studien wurden weltweit erst zwei Phase Ilb und drei Phase
[l Studien initiiert, um die protektive Effizienz der Impfstoffkandidaten in Hoch-
risikogruppen zu evaluieren. In den zwei ersten durchgefuhrten Phase Ill Studien, die
auf die Induktion neutralisierender Antikorper mithilfe des Proteinimpfstoffes
AIDSVAX B/E und B/B ausgerichtet war, konnte trotz erfolgreicher Induktion
neutralisierender Antikorper keinerlei protektiver Schutz in Bezug auf die An-
steckungsrate oder dem klinischen Verlauf der HIV-Infektion beobachtet werden
(Pitisuttithum et al., 2006, Flynn et al., 2005).

Aufgrund der bereits erwahnten Vorteile Adenovirus-basierter Impfstoffe in Bezug auf
deren Sicherheit, Immunogenitat, der Moglichkeit der Induktion zellularer und
humoraler systemischer und vor allem mukosaler Immunantworten und der bereits
durchgefuhrten vielversprechenden praklinischen Untersuchungen wurden ver-
schiedene klinische Studien auf dieser Basis durchgefuhrt. Eine der bislang zwei
durchgefuhrten Phase |IB Studien, bekannt als Merck STEP Trial, erlangte
bedauerlicherweise groRe Offentliche Bekanntheit, da sie aufgrund einer Interim-
Analyse noch vor Beendigung der Studie vorzeitig abgebrochen wurde. Diese
Zwischenanalyse zeigte nicht nur, dass kein positiver Immunisierungseffekt zu
erkennen war, sondern auch ein erhohtes Infektionsrisiko in immunisierten Pro-
banden mit praexistierenden, Adenovirus 5 spezifischen Antikdrpern beobachtet
werden konnte (Buchbinder et al., 2008). Moglicherweise ist es nach der
Immunisierung zu einer Expansion von praexsistenten, Ad5 spezifischen CD4+ T-
Zellen in diesen Probanden gekommen. Eine Steigerung der Anzahl an infizierbaren
Zielzellen in der Mukosa konnte zu einer erhohten Aquisitionsrate gefuhrt haben
(Benlahrech et al., 2009). Nachfolgende Untersuchungen statistischer und wissen-
schaftlicher Art lassen jedoch begrundete Zweifel an der Hypothese zu. Erstens
entwickeln alle Probanden nach Verabreichung der ersten Impfdosis Ad5 spezifische
Antikorper und CD4+-T-Zellen. AuRerdem wurde gezeigt, dass das Vorhandensein
solcher Antikorper vor der Immunisierung nicht mit der Anzahl oder Expansion Ad5-
spezifischen CD4+-T-Zellen korreliert (Hutnick et al., 2009, O'Brien et al., 2009).
Gleichzeitig zu der STEP-Studie wurde auf Basis des gleichen Impfstoffes eine
weitere Studie, der Phambili-Trial, durchgefuhrt. Im Gegensatz zur STEP-Kohorte,
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welche aus homosexuellen Mannern bestand, wurden hier heterosexuelle Manner
und Frauen mit hohem Risiko der HIV-Ansteckung untersucht. Die Beobachtungen
aus der STEP-Studie konnten hier nicht bestatigt werden, stattdessen konnte ein
positiver Trend, wenn auch nicht statistisch signifikant, bezlglich der Viruslast nach
Infektion und der CD4-Depletion in den immunisierten Frauen beobachtet werden
(Gray et al., 2010). AbschlieRend lasst sich sagen, dass beide Studien moglicher-
weise voreilig und unbegrundet vorzeitig beendet wurden, jedoch wurde auch
deutlich, dass die erhoffte protektive Wirksamkeit des Immunisierungsregimes
ebenfalls ausgeblieben ist.

Gerade deshalb ist es enttduschend, dass eine weitere geplante Studie mit DNA-
Impfstoffen, gefolgt von dem Merck Adenovirus-Impfstoff (PAVE100), aufgrund
dieser Ergebnisse verworfen wurde, obwohl anzunehmen ist, dass ein solches
heterologes Immunisierungsregime moglicherweise in der Lage gewesen ware,
starkere Immunantworten und somit auch einen protektiven Effekt zu induzieren.

In der dritten und bislang letzten Phase lll Studie, bekannt als RV144 Thai-Trial,
konnte erstmals eine moderate Reduktion der HIV Aquisitionsrate von 31 %
innerhalb des dreijahrigen Studienzeitraumes beobachtet werden. In dieser Studie
wurde zwei bereits eigenstandig getestete und einzeln nicht wirksame Impfstoffe
kombiniert. Das Immunisierungsregime, basierend auf einem rekombinanten
Vogelpockenvirus und dem AIDSVAX Proteinimpfstoff, wurde in der bislang grofdten
Studienkohorte, welche vorwiegend aus Probanden mit niedrigerem bis mittleren
Ansteckungsrisiko bestand, getestet. Das Impfregime war auf die Induktion zellularer,
als auch humoraler Immunantworten ausgelegt. Betrachtet man das erste Jahr nach
erfolgter Immunisierung, konnte statistisch sogar ein 50-60 % Reduktion erzielt
werden, jedoch wird somit auch deutlich, dass der Impfschutz nur relativ kurzlebig ist.
Entgegen den Erwartungen konnte, obwohl auch zellulare Immunantworten induziert
wurden, keinerlei klinischer Vorteil der Impflinge gegenuber der Placebo-Gruppe
nach HIV-Infektion beobachtet werden (Rerks-Ngarm et al., 2009). Aufgrund der
relativ geringen Anzahl an HIV-Infektionen in den Versuchsgruppen und einer auf-
falligen Erhohung der Infektionsrate in der Placebo-Gruppe im Anfangszeitraum, den
verschiedenen Moglichkeiten der statistischen Auswertung und Interpretation der
erzielten Ergebnisse und der relativ geringen Impfstoffeffizienz gibt es momentan
grol3e Diskussion Uber die Signifikanz des erzielten Schutzes (Vaccari et al., 2010,
Gilbert et al., 2011). WeiterfUhrende Studien sollen durchgefuhrt werden, um die

Ergebnisse zu stutzen. Um die fur den Schutz verantwortlichen immunologischen
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Mechanismen zu identifizieren, werden die von den Probanden erhobenen Proben
momentan von verschiedenen Forschungsgruppen detailliert analysiert. Sollte dies
gelingen, ware das ein wichtiger Schritt zur Entwicklung eines wirksameren HIV-
Impfstoffes (Rolland and Gilbert, 2011).

1.4.5 Herausforderungen in der HIV-Impfstoffentwicklung

Ein optimaler Impfstoff musste in der Lage sein, eine lebenslange, sterilisierende
Immunantwort gegen alle zirkulierenden Virusvarianten, unabhangig vom gene-
tischen Hintergrund des einzelnen Individuums, zu induzieren. Die meisten der
heutzutage zugelassenen Impfstoffe gegen verschiedenste bakterielle und virale
Infektionen sind jedoch nicht in der Lage, dieses Ziel auch nur anndhernd zu
erreichen. Aus einer Vielzahl von Grunden ist die Ausgangssituation fur HIV um
einiges komplizierter. Im Folgenden sollen diese Problematik und mogliche Auswege
daraus genauer betrachtet werden.

Virusvarianz und neutralisierende Antikorper:

Ein groRes Problem stellt die enorme Virusdiversitat von HIV-1 dar. Der Grad der
Virusvarianz in einem einzelnen HIV-Infizierten ist hoher als die globale Variabilitat
der meisten andere humanpathogenen Erreger (Walker and Korber, 2001, Korber et
al., 2001).

Der Hauptteil der Virusvarianz bei HIV konzentriert sich gerade auf das fur eine
sterilisierende Immunitat entscheidende Envelope-Oberflachenantigen (Gaschen et
al., 2002). Obwohl weitgehend konservierte Epitope im gp41 (Muster et al., 1993)
und die dazu passenden spezifischen Antikorper in HIV-Patienten schon sehr frih
entdeckt werden konnten und die Anzahl solcher breitneutralisierender Antikorper
standig zunimmt (Walker et al., 2011), schlugen bislang alle Versuche der Induktion
solcher Antikorper mittels Immunisierung fehl. Eine Expression solcher Antikorper
mittels eines Gentransfers stellt eine neuartige Moglichkeit dar, deren Eignung im
Menschen jedoch noch nicht untersucht wurde (Lewis et al., 2002, Balazs et al.,
2012). Sollte die Induktion solcher Antikorper gelingen, es aber beispielsweise durch
einen zu geringen Antikorpertiter trotzdem zur HIV-Infektion kommen, kann, trotz
zirkulierender neutralisierender Antikorper leider keine Abschwachung des In-
fektionsverlaufes erwartet werden (Euler et al., 2010).
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Fehlen eines Korrelats fur Immunogenitat und optimale Tiermodelle:

Im Gegensatz zu den meisten anderen Infektionskrankheiten gibt es bei HIV keine
Personen, welche die Infektion auf naturlichem Weg komplett eliminiert haben und
von denen sich ableiten lieRe, wie eine schutzende Immunitat auszusehen hatte.
Erschwerend kommt hinzu, dass es kein wirklich adaquates Tiermodell fur eine HIV-1
Infektion gibt.

Gerade deshalb sind Beobachtungen der immunologischen Mechanismen in HIV-
Patienten, welche in der Lage sind, die Infektion ohne medikamentose Therapie zu
kontrollieren (EC elite controller bzw. LTNP long-term non-progressor), oder
Personen, die trotz standiger HIV-Exposition seronegativ bleiben (HEPS highly
exposed persistently seronegative), von grollem Interesse. Aus einer Vielzahl von
Untersuchungen lasst sich die Relevanz von zellularen Immunantworten fur diese vor
Infektion oder Krankheitsprogression schutzenden Mechanismen erkennen. Unter-
suchungen der HLA Klasse | und Il Typen der HEPS und Vergleiche mit anderen
infizierten Personen zeigten, dass eine erhohte Resistenz mit den HLA-Typen HLA-
A2, A*6802 und eine erhohte Ansteckungsgefahr mit HLA-A23 assoziiert ist
(MacDonald et al., 2000). Dieser Einfluss HLA-spezifischer Polymorphismen auf die
HIV-Resistenz deutet auf eine Rolle des zellularen Immunsystems fur den Schutz vor
Infektionen hin. Weitere Untersuchungen an HEPS zeigten bei uber 50 % der
Personen eine HIV-spezifische CD8" T-Zell-Antwort. Die Wahrscheinlichkeit der De-
tektion einer solchen Immunantwort stieg mit der Expositionsdauer an (Kaul et al.,
2001a). Das Vorhandensein von mukosalen CD8" T-Zellen konnte ebenfalls gezeigt
werden (Kaul et al., 2000). Mit sinkender Expositionshaufigkeit konnte eine
Verringerung der CD8" T-Zell-Antwort und eine Abnahme der HIV-Resistenz
beobachtet werden (Kaul et al., 2001b). Eine wiederholte Exposition kleiner Virus-
mengen fuhrt somit bei Person bestimmter HLA-Polymorphismen anscheinend zu
einer gewissen Resistenz, die wahrscheinlich durch eine zellulare Immunantwort
vermittelt wird. Der Schutz ist jedoch nicht vollstandig und bendtigt haufige
Reexpositionen, um aufrechterhalten zu werden. In festen Partnerschaften mit einem
HIV-positiven Partner konnten im Vergleich zu den CSWs wesentlich hthere CD4"
und CD8" T-Zell-Antworten gemessen werden. Dies deutet darauf hin, dass eine
teilweise protektive Immunantwort anscheinend einfacher gegen einen als gegen
verschiedene HIV-Stdamme zu induzieren ist (Promadej et al., 2003). HIV-1
spezifische CD4" T-Zellen in HEPS wurden ebenfalls haufig beobachtet, in einem

Fall konnte eine Resistenz dieser Zielzellen in in-vitro Versuchen gezeigt werden
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(Eyeson et al., 2003). Diese Beobachtungen lassen Grund zum Optimismus zu, da
sie zeigen, dass ein Schutz vor einer HIV-Infektion unter Feldbedingungen moglich
ist. Trotz dieser Hinweise ist es moglich, dass die gemessenen zellularen Immun-
antworten nur ein Zeichen der HIV-Exposition sind, die Resistenz jedoch auf
unbekannten Ursachen beruht, denn nicht in allen Untersuchungen korreliert die
Immunantwort mit dem Resistenzgrad (Kaul et al., 2004). Es ware auch vorstellbar,
dass die Immunantwort einer transienten Infektion mit einem defizienten HIV-Stamm
zugrunde liegt, oder diese Personen aufgrund ihres relativ seltenen HLA-Poly-
morphismus eine Allo-Immunitat gegen fremdartige HLA-Molekule auf der Oberflache
des Virus ausgebildet haben. Auch in HIV-Patienten mit gewdhnlichem Krankheits-
verlauf kann der Zusammenhang zwischen CD8+ zytotoxischen T-Zellen (CTLs) und
einer HIV-Suppression beobachtet werden. So konnte gezeigt werden, dass die
Reduktion der Viramie in der akuten Phase der Infektion zeitlich mit dem Auftreten
von HIV-spezifischen CTLs assoziiert ist (Borrow et al., 1994, Koup et al., 1994).
Hingegen ist die Bildung HIV-spezifischer Antikorper erst wesentlich spater zu
beobachten und steht somit nicht in direktem Zusammenhang mit der Virus-
suppression. Diese wichtige Rolle von CTLs, in der Kontrolle der Infektion, kann auch
im SlV/Makkaken-Modell beobachtet werden. Eine Depletion der SIV-spezifischen
CTLs ist sowohl in der akuten als auch chronischen Phase der Infektion mit einem
Verlust der Kontrolle und ungehemmter Virusreplikation sowie einer deutlich
beschleunigten Krankheitsprogression assoziiert (Friedrich et al., 2007, Jin et al.,
1999, Schmitz et al., 1999, Matano et al., 1998).

Insbesondere scheint eine gesteigerte Perforin-vermittelte Zytolyse infizierter Zellen
(Buseyne et al., 2001, Hersperger et al., 2010) fur diese Art der Viruskontrolle ECs
und LTNPs charakteristisch zu sein. Zusatzlich lieRen sich bestimmte qualitative
Eigenschaften der CTLs von ECs und LTNPs, wie die gleichzeitige Expression
verschiedener Zytokine, wie Interleukin-2 und Interferon-y und eine erhohte
Proliferationsfahigkeit trotz fehlender T-Zell Hyperaktivierung, identifizieren
(Hersperger et al., 2011, Loke et al, 2010, Owen et al, 2010). Solche
Charakteristika konnten in Zukunft noch vor der Durchfuhrung von kostenintensiven
klinischen Effizienzstudien als Marker zur Identifizierung vielversprechender Impf-
stoffkandidaten eingesetzt werden und die Impfstoffentwicklung deutlich beschleu-

nigen.
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Wirkung eines CTL-basierten Impfstoffes ohne sterilisierende Immunogenitat:
Obwonhl ein zellular basierter Impfschutz im klassischen Sinn keinen sterilisierenden
Schutz bieten kann, konnte er im besten Fall zu einer transienten HIV-Infektion
fuhren, indem initial infizierte Zellen noch vor Etablierung eines latenten Virus-
reservoirs abgetotet werden. Sollte dies nicht zu erreichen sein, konnte die virale
Replikation, und damit die Infektion weiterer Zellen verhindert oder einschrankt
werden. Dies konnte zur Inhibierung oder Verlangsamung der Krankheitsprogression
ohne den Einsatz von teuren und nebenwirkungsreichen antiretroviralen Medi-
kamenten fuhren (Mellors et al., 1997, Ten Haaft et al., 1998). Eine dauerhafte
Senkung der Viruslast wurde zur Unterbrechung der Infektionskette und damit zu
einer Beendigung der HIV-Pandemie fuhren (Quinn, 2000, Gray et al., 2001, Gray et
al., 2003).

Leider ist auch die Induktion und Aufrechterhaltung eines wirksamen zellularen
Impfschutzes mit Problemen behaftet. Der durch das Immunsystem auf die Viren
ausgeubte Selektionsdruck fuhrt zur Entstehung von Fluchtmutanten. Obwohl solche
Mutanten haufig eine verringerte virale Fitness in Bezug auf ihre Replikations-
fahigkeit oder Virulenz aufweisen, konnen sie dem Selektionsdruck dauerhaft
entgehen, was zu einem erneuten Ausbruch einer progressiven Infektion fuhrt
(Barouch et al., 2003, Loh et al., 2007, Troyer et al., 2009). Ein weiteres Problem
stellt bislang die Induktion einer ausreichend starken und langanhaltenden zellularen

Immunantwort dar.

Probleme und Losungsansatze bei der Entwicklung von CTL-Impfstoffen:

Um die Entwicklung von Fluchtmutanten zu unterdricken, sollten CTL-Antworten
gegen moglichst viele konservierte und funktionell essentielle Epitope induziert
werden. Die mit am besten konservierten HIV-Proteine sind Gag und Pol. Mit einem
Aminosaureunterschied von 10-15 % zwischen den verschieden HIV-Subtypen sind
sie wesentlich besser konserviert als das Envelope-Oberflachenprotein mit 35 %
Diversitat (Gaschen et al., 2002, Korber et al., 2001). Problematisch ist hierbei die
sehr frih nach Infektion von HIV Nef induzierte Suppression der MHC-| Prasentation
auf der Oberflache der infizierten Zellen (Collins et al., 1998). Jedoch noch bevor
dieser Effekt zum Tragen kommt, werden Gag-Epitope auf der Zelloberflache
prasentiert (Althaus and De Boer, 2011).

Trotz der besseren Konservierung der internen HIV-Gene stellt auch im Bereich der

zellularen Impfstoffe die hohe Virusdiversitat ein Problem dar. Aus diesem Grund
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wurden verschiedenste Ansatze, wie z.B. die Verwendung von Konsensus-
Sequenzen oder von regional vorherrschenden Virustypen angepasster Impfstoff-
varianten, entwickelt (Fischer et al., 2007, Santra et al., 2008, Nickle et al., 2007).
Solche Uberlegungen sind jedoch erst dann von praktischer Relevanz, wenn ein
wirksames Impfverfahren verfligbar ist.

Zur Steigerung der Immunogenitat der Impfung, zur Erhdhung der Anzahl der
erkannten Epitope, Induktion einer polyfunktionalen Immunantwort und Vermeidung
einer vektorspezifischen Immunitat scheint ein heterologes Immunisierungsregime
aus verschiedenen, aufeinander folgenden Immunisierungen mit unterschiedlichen
viralen und nicht-viralen genetischen Impfstoffen das beste Mittel zu sein. Vor allem
die Anwendung von DNA-Impfstoffen zur Erstimmunisierung (Prime), gefolgt von
einer Wiederholungsimmunisierung (Boost) mit viralen Vektoren scheint eine
besonders starke zellulare Immunantwort zu induzieren. Der DNA-Primer induziert
vorwiegend T-Helferzellen des Phanotyps 1, wodurch die Immunreaktion auf den
zellularen Bereich konzentriert wird. Die Immunantwort wird dabei ausschliel3lich auf
das verwendete Antigen konzentriert. Die anschlieBende Immunisierung mit viralen
Vektoren fuhrt zu einer wiederholten, starken Antigenprasentation. Die Antigen-
spezifische Immunantwort wird dadurch weiter verstarkt. (Hanke et al., 1998, Brave
et al., 2007).

Neben der Steigerung der Starke und Vielfalt der Immunreaktion ist es ebenso
notwendig, eine moglichst langlebige Immunantwort, charakterisiert durch die Induk-
tion von CD8+ zentralen (TCM) und Effektor-Gedachtniszellen (TEM), zu induzieren.
Diese Gedachtniszellen sind in der Lage, nach erneuter Stimulation mit dem Antigen
schnell zu differenzieren und proliferieren, um ausreichende Mengen an zyto-
toxischen Effektorzellen zu bilden. Wichtig ist hierfur, einen ausreichenden zeitlichen
Abstand zwischen der Prime und Boost Immunisierung einzuhalten (Harty and
Badovinac, 2008).

In einer Vielzahl von Studien, die auf unterschiedlichen Pathogenen basieren, konnte
gezeigt werden, dass heterologe Prime-Boost Immunisierungsregime am besten
geeignet sind, um diesen komplexen Anforderungen zu begegnen (Sabarth et al.,
2010, Ramshaw and Ramsay, 2000, Woodland, 2004, Estcourt et al., 2002,
McShane, 2002).

In Hinblick auf die Eintrittspforte von HIV in den Korper und den Ort der anfanglichen
Virusreplikation, der Mukosa bzw. dem Mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebe,

ist es sinnvoll, die induzierte Immunantwort, ob zellular oder humoral, moglichst auf
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diesen Bereich zu konzentrieren, um eine bestmogliche Eliminierung initial infizierter
Zellen zu erzielen. Dies kann vorwiegend durch die Applikation der viralen Impf-
vektoren uber die Schleimhaute erreicht werden. Bei DNA-Impfstoffen kann ein
vergleichbarer Effekt erzielt werden, wenn sie, wie z.B. bei Verwendung der Gene
Gun, in die oberen Hautschichten eingebracht werden (Asakura et al., 1999, Neutra
and Kozlowski, 2006).

1.5 Zielsetzung der Doktorarbeit

Genetische Impfstoffe bieten die Moglichkeit, sowohl zelluldre als auch humorale
Immunantworten auf einem sicheren und reproduzierbaren Weg zu induzieren.
Immunisierungsstrategien, die auf einzelnen HIV bzw. SIV Genen oder Immu-
nisierungsvektoren basieren, sind meist nur schwach immunogen und nicht in der
Lage, eine protektive Immunantwort zu induzieren. Wiederholte Immunisierungen mit
demselben Vektor sind, aufgrund der gleichzeitig induzierten Anti-Vektor-lmmunitat,
kaum fahig, die Antigen-spezifische Immunitat zu steigern. Die Verwendung von
verschiedenen viralen und nicht-viralen Vektoren als heterologes Prime-Boost
Immunisierungsregime stellt eine Moglichkeit dar, das Problem der geringen
Immunogenitat zu tuberwinden. Durch Steigerung der Antigen-Expression mithilfe der
Codonoptimierung und der gleichzeitigen Verwendung von genetischen Zytokin-
Adjuvantien, wie Granulozyten Monozyten Kolonie stimulierender Faktor (GM-CSF),
kann die Immunogenitat der verwendeten Antigene zum Teil drastisch gesteigert
werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, codonoptimierte Varianten der verhaltnismaig gut
konservierten HIV-1 bzw. SIVmac239 Gene gag, pol, nef, rev und tat zu kon-
struieren. Ausgehend von diesen Konstrukten sollen verschiedene genetische
Impfvektoren, die auf Plasmid-DNA GeneGun-Vektoren basieren, rekombinanten
Adeno-assoziierten Viren und Adenoviren, entwickelt und in verschiedenen homo-
logen und heterologen Immunisierungsregimen getestet werden. Die Starke der
induzierten humoralen und vor allem zellularen Immunantwort sowie die Anzahl der
erkannten T-Zell Epitope soll zwischen den verschiedenen Immunisierungsregimen
verglichen werden, um ein optimales Immunisierungsregime zu ermitteln.
AbschlielRend soll die biologische Wirksamkeit der induzierten Immunantwort in Form
einer robusten CTL-vermittelten Lyse antigener Zielzellen in einem in vivo Zyto-

toxizitatsversuch unter Beweis gestellt werden.
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Mithilfe solcher vergleichbarer HIV- und SIV-Impfstoffe ware es mdglich, weitere
Immunogenitatsuntersuchungen in Makkaken durchzufuhren. Durch Belastungs-
versuche konnte die Effektivitat der Immunisierung im derzeit am besten geeigneten
SlV/Makkaken-Modell untersucht werden und helfen, Ruckschlusse auf die Wirk-

samkeit solcher Immunisierungen im Menschen zu ziehen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Bakterienstamme und Zelllinien

Name
(Bezugsquelle)

Beschreibung

Kultivierungsbedingungen

E. coli Stamm
XL10 Gold
elektrokompetent
(Stratagene)

Tet® A(mcrA)183 A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 endA1
SupE44 thi-1 recA1 gyrA96
relA1 lac Hte [F" proAB
laclPZAM15 Tn10 (Tet®) Amy
Cam”]

In Lysogeny Broth Medium
(LB) oder Agar mit oder ohne
Ampicillinzusatz, bei 37°C,
220 UPM

E. coli Stamm

endA1 sbcBC recBC galK met

In Lysogeny Broth Medium

AL LB) oder Agar mit oder ohne
BJS183-AD-1 | i 4 bioT hsdR (Strr) [pAdEasy- | ) oot A9 _
elektrokompetent Ampicillinzusatz, bei 37°C,
(Stratagene) 1(AmPR)] 220 UPM

Derivat der humanen In Dulbecco’s Modified Eagle
embryonalen Nierenzelllinie 293 | Medium mit 10 % (v/v) fotalem
Zl;}éé?ﬂ mit stabil integriertem Kalberserum bei 37°C, 5 %
Adenovirus-Gen E1A und COz und 95 % relativer
groliem SV40 T-Antigen. Luftfeuchtigkeit.
} o _ In Dulbecco’s Modified Eagle
Adharenz-optimiertes Derivat _ .
Medium mit 10 % (v/v) fotalem
der humanen embryonalen . _
_ o _ _ Kalberserum bei 37°C, 5 %
AD-293 Nierenzell-linie 293 mit stabil _
) ) ) CO2 und 95 % relativer
(Stratagene) integriertem Adenovirus-Gen

E1A und groRem SV40 T-
Antigen.

Luftfeuchtigkeit.
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2.1.2 Puffer, Lo6sungen und Medien

PBS-Puffer 0,2 M

PBS 0,1 M

PBS 0,01 M

PBS-MK
TBS-Puffer
TE-Puffer

TAE-Puffer

DNA-Ladepuffer

Trypsin/EDTA-L6sung

Polyethylenimin-
Losung

NaCl / PEG-L6sung

PEG/NaCL-L6sung

NaCl/HEPES-L6sung

lodxaniol-Losung

Polyvinylpyrolidon-
Stammlosung

Spermidin-
Stammlosung

DNasel-Puffer

Paraformaldehyd-
Losung

Verdinnungspuffer

175 mM NaxHPO,4 (Sigma); 256 mM NaH2PO4(Sigma); 150
mM NaCl (Sigma) in A. dest.; pH 7

87 mM NaxHPO4 (Sigma); 13 mM NaH,PO4 (Sigma); 76 mM
NaCl (Sigma) in A. dest.; pH 7

8,7 mM NaxHPO,4 (Sigma); 1,3 mM NaH,PO,4 (Sigma); 150
mM NaCl (Sigma) in A. dest.; pH 7

25 mM KCI (Sigma); 5 mM MgCl; (Sigma) in PBS 0,2 M
50 mM TRIS-HCI; 150 mM NaCl in A. dest.; pH 7,4

10 mM TRIS (Sigma); 1 mM Ethylendiamintetraessigsaure
(SIGMA) in A. dest.; pH 8

40 mM TRIS (Sigma); 20 mM Essigsaure (Sigma); 1 mM
EDTA (Sigma) in A. dest.; pH 8,2

650 g/L Saccharose (Sigma); 4 g/L Orange G (Sigma); 10
mM Ethylendiamintetraessigsaure (Sigma) in TE-Puffer

0,05 % (v/v) Trypsin; 0,02 % (viv)
Ethylendiamintetraessigsaure in PBS (PAA)
258 pg/uL  lineares  Polyethylenimin  (MW~25000;

Polyscience Inc.) in A. dest.; sterilfiltriert

1,86 M NaCl (Sigma); 24 % (w/v) PEG-6000 (Sigma) in A.
dest.; sterilfiltriert

2,5 mM NaCl (Sigma); 20 % PEG-6000 (Sigma) ) in A. dest.;
sterilfiltriert

150 mM NaCl (Sigma); 50 mM HEPES (Sigma); 26 mM
Ethylendiamintetraessigsaure (SIGMA) in A. dest.

OptiPrep-Losung; Dichte 1,32 g/mL (Axis-Shield)
20 mg PVP (BioRad) in 1 mL Ethanol 99,9 %

1 M Spermidin (Sigma) in A. dest.

22,2 mM TRIS (Sigma); 2,2 mM MgCl, (Sigma) in A. dest.;
pH 8

3 % (w/v) Paraformaldehyd (Roth) in PBS 0,1 M; pH 7,6;
filtriert

1% (w/v) BSA (Sigma); 0,05 % Tween20 (v/v) (Sigma) in
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Permeabilisierungspuff
er

IFA-Blockierungspuffer

Eindeckmedium

RIPA-Lysepuffer

Protein-Probenpuffer

Laufpuffer

Transferpuffer

Waschpuffer
WB-Blockierungspuffer

DMEM komplett

RPMI komplett

LB-Amp-Medium

LB-Amp-Agar
LB-Kan-Medium

LB-Kan-Agar

PBS 0,01 M
1 % (v/v) Triton X-100 (Sigma) in Verdinnungspuffer

5 % (v/v) FKS (Biochrom KG) in Verdlinnungspuffer

1:5000 DAPI (10 mg/mL in DMSO; Molecular Probes) in
wassrigem PermaFluor-Eindeckmedium (Beckmann Coulter)

150 mM NaCl (Sigma); 10 mM TRIS (Sigma); 5 mM
Ethylendiamintetraessigsaure (Sigma); 1 % (v/v) Triton X-
100 (Sigma); 0,1 % (w/v) DOC (Sigma); 0,1 % (w/v) SDS
(Sigma); 1 Proteaseinhibitor-Tablette auf 10 mL (Roche) in
A. dest.

S5fach Lammli-Puffer (BioRad) mit 5% (v/v) RB-
Mercaptoethanol (Sigma)

190 mM Glycin (Sigma); 25 mM TRIS (Sigma); 3,5 mM SDS
(Sigma) in A. dest.

190 mM Glycin (Sigma); 25 mM TRIS (Sigma); 5 % (v/v)
Methanol (Sigma) 99,9 % in A. dest.

0,05 % (v/v) Tween20 (Sigma) in PBS 0,2 M

10 % (v/iv) FKS (Biochrom AG); 5% (w/v) fettfreies
Milchpulver; 1 % (w/v) BSA (Sigma) in PBS-Tween

100 mL/L fotales Kalberserum (Biochrom AG; 5 mL/L
100fach Penicillin/Streptomycin-Losung (PAA) in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium mit 4,5 g/L Glukose und stabilem L-
Glutamin (PAA)

100 mL/L fotales Kalberserum (Biochrom AG; 5 mL/L
100fach Penicillin/Streptomycin-Losung (PAA) in Roswell
Park Memorial Institute Medium mit 4,5 g/L Glukose und
stabilem L-Glutamin (PAA)

1% (w/v) Bacto-Trypton (Gibco); 0,5 % (w/v) Bacto Hefe-
Extrakt (Gibco); 1 % (w/v) NaCl (Sigma); 1 mg/mL Ampicillin
(Sigma); pH 7

LB-Amp-Medium mit 20 g/L Agar (Select Agar; Sigma)

1% (w/v) Bacto-Trypton (Gibco); 0,5 % (w/v) Bacto Hefe-
Extrakt (Gibco); 1% (w/v) NaCl (Sigma); 25 pg/mL
Kanamycin (Sigma); pH 7

LB-Amp-Medium mit 20 g/L Agar (Select Agar; Sigma)
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SOC-Medium 2 % (w/v) Bacto-Trypton (Gibco); 0,5 % (w/v) Bacto Hefe-
Extrakt (Gibco); 10 mM NaCl (Sigma); 2,5 mM KCI (Sigma);
10 mM MgCl, (Sigma); 10mM MgSO4 (Sigma); 20 mM
Glukose (Sigma); pH 7

2.1.3 Gerite

PCR-Thermocycler MJ Research PTC-200

Realtime-PCR-Thermocycler  Stratagene MX4000

Spektralphotometer PeglLab Nanodrop ND-1000

EliSpot Reader AID EliSpot Reader

Inkubatoren Hereaus Kelvitronic 37°C / 30°C
ThermoScientific HERAcell240

Schuttelinkubator Infors HAT Ecotron

Sterilwerkbank Hereaus Herasafe

Automatischer Zellzahler Coulter Particle Count & Size Analyzer Z2

Elektroporator BioRad Gene Pulser Il

Gene Gun BioRad Helios Gene Gun; BioRad Tubing Prep
Station

Mikroskop Nikon Eclipse TS100

Floureszenzmikroskope Nikon Eclipse E600; Carl Zeiss Axiovert 100M;

Carl Zeiss LSM 510 META
DNA-Gelelektrophoresesystem BioRad Sub-Cell GT

Geldokumentationssystem Biosystemica GelDocMega
UV-Transilluminationstisch Vilber-Lourmat

PAGE- BioRad Mini-PROTEAN 3 Cell
Gelelektrophoresekammer

Semi-Dry-Blot-Kammer BioRad Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
Elektrophoresenetzteil BioRad PowerPac 300

Zentrifugen VWR Galaxy Mini-Zentrifuge

Eppendorf Zentrifuge 5804R; Sigma 4K15

Ultrazentrifuge Beckmann L7-65
Schuttelnder Heizblock Eppendorf Thermomixer 5436
Horizontalschattler Heidolph Polymax 2040
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2.2 molekularbiologische Methoden

2.2.1 Konstruktion der HIV- und SIV-Konstrukte

Als Ausgangssequenz wurde eine Consensus-Sequenz des HIV-1 Klade B Typs und
von SIVmac239 aus der HIV-Datenbank des Los Alamos National Laboratory
benutzt. Zur Erhdhung der Expressionsstarke wurde die Sequenz codonoptimiert und
mit einer initialen Kozak-Sequenz versehen. In den beiden ersten Konstrukten sind
die vier HIV-1 bzw. SIV Gene rev, nef, tat und gag fusioniert. Durch die beidseitige
Fusion des Nef-Proteins wurde dessen biologische Aktivitat inhibiert. Die beiden
zweiten Konstrukte bestehen aus dem Volllangen pol-Gen, welches die Virusproteine
Protease, Reverser Transkriptase und Integrase kodiert. Aus Sicherheitsgrunden
wurden in alle drei Enzyme Mutationen in den katalytisch aktiven Bereichen
eingefuhrt, um diese funktionell zu inaktivieren.

Fur die spatere Klonierung der Konstrukte in die Plasmidvektoren wurden die
bendtigten BamHI- und Hindlll- Restriktionsschnittstellen eingefugt. Fur die spateren
Expressionsuntersuchungen wurde an jedes Konstrukt ein V5-Tag an den C-
Terminus angehangt (Abb. 2.1).

* ~3 kb >
K protease V5
] 1 1 /
TGAD Deletion YMDD — YPDD D——A

K=Kozak sequence

Abbildung 2.1 Schematische Darstellung der codonoptimierten HIV-1/SIVmac239 revneftatgag-
und pol-Konstrukte mit Restriktionsschnittstellen, V5-Affinitdtsmarkierung und
Translationsinitiationssequenz (Kozak-Sequenz).

2.2.2 Sequenzierungs-PCR

Die Sequenzierungs-PCR wurde nach dem ,Cycle-Sequencing-Verfahren® nach
Sanger mit einem vorgefertigten DNA-Polymerase/dNTPs-Mix (ABlI BigDye
Terminator v3.1; Applied Biosystems) durchgefuhrt (Tab. 2.1). Als Sequenzierungs-
Primer wurden entsprechend konstruierte Oligonukleotide (Invitrogen; siehe Anhang)
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verwendet. Die Analyse der Sequenzierungs-PCR wurde mittels eines Kapillar-

sequenzierautomaten (ABI-Prism; Applied Biosystems) durchgefuhrt.

Tabelle 2.1 Zusammensetzung der PCR-Reaktionsansatze und das verwendete Temperatur- und
Zeitprogramm des Thermocyclers, fir die Sequenzierungs-PCR unter Verwendung verschiedener
Sequenzierungsprimer.

Reaktionsansatz (10 L) PCR-Programm
Zusammensetzung Ten;rr‘)f(r:atur Dauer Zyklenzahl
10x PCR-Puffer 1L 95 30s 1
Primer (10 pM) 0,5 L 95 10s
BigDye 3.1 1L 55 10 s 25
Plasmid-Template | 250 ng 60 4 min
Wasser ad 10 pL 4 unbegrenzt 1

2.2.3 PCR-Amplifikation zur Halbierung der Konstrukte

Um die in die pAAV-Vektoren zu inserierenden Konstrukte zu halbieren, wurden
verschiedene PCR-Reaktionen durchgefuhrt. Die jeweiligen Halften wurden
zusammen mit einer an den Vorwarts- oder Ruckwartsprimer angefugten
Restriktionsschnittstelle amplifiziert. Als Template dienten die jeweiligen pAAV-
Volllangenvektoren. Um eine maoglichst geringe Fehlerrate zu erzielen, wurde ein

,,Proofreading“-DNA-Polymerasemix verwendet.

Tabelle 2.2 Zusammensetzung der PCR-Reaktionsansatze und das verwendete Temperatur- und
Zeitprogramm des Thermocyclers zur Amplifikation der Konstrukthalften mit den entsprechenden
angefligten Restriktionsschnittstellen.

Reaktionsansatz (25 L) PCR-Programm
Zusammensetzung Ten;rr‘)f(r:atur Dauer Zyklenzahl

10x PCR-Puffer 2,5 uL 95 5 min 1
Primer f und r (10

0,5 uL 95 15s
HM) H
Plasmid-Template | 0,1 pL 50 15 s S
Bio-X-Act- 0,25 L 68 2 min
Polymerase
dNTPs (25 uM je
Nukleotid) 0.5 uL 9 15s -
Wasser ad 25 uL 57 15s

68 2 min
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2.2.4 Klonierungen

2241 Restriktion mit Endonukleasen

Alle Restriktionsverdaue wurden in 20 pL Ansatzen mit den vom Hersteller
empfohlenen Puffern und den entsprechenden Inkubationstemperaturen
durchgefuhrt (Fermentas DoubleDigest). Hierfur wurden 1-2 pg Plasmid-DNA und
25U jedes Restriktionsenzyms eingesetzt und mindestens 2 h verdaut. Far
Kontrollrestriktionen wurde die Enzymmenge und Inkubationszeit halbiert, das

Reaktionsvolumen wurde beibehalten.

22472 Agarose-Gelelektrophorese

Je nach zu trennender Fragmentgrof3e wurden 1-1,5 %ige Agarosegele (peqGOLD
Universal Agarose; PeqlLab) in TAE-Puffer mit 0,05 yL/mL Ethidiumbromid (Sigma)
benutzt. Die Proben wurden im Verhaltnis 1:5 mit DNA-Ladepuffer versetzt und
davon 20 pL in die Geltaschen aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in TAE-
Puffer in einer horizontalen Gelelektrophoresekammer bei 120 V fur 30-60 min. Zur
GrolRenbestimmung wurden zwei verschiedene DNA-GroRenstandards (100 bp und
1 kb DNA-Marker; Fermentas) verwendet. Nach der Elektrophorese wurde das Gel
mit UV-Licht durchleuchtet und fotografiert.

2243 Gelextraktion

Die zur Ligation bendtigten DNA-Fragmente wurden mit einem sterilen Skalpell
ausgeschnitten und mithilfe eines Gelextraktionskits (QIAquick Gel Extraction Kit;
QIAGEN) isoliert und anschlieRend die DNA-Konzentration und -Reinheit photo-
metrisch bestimmt (Kap. 2.2.7).

2244 Ligation

Alle Ligationen wurden mit einem sechsfachen molaren Uberschuss des Inserts
gegenuber dem Vektor (Abb. 2.12) in 20 yL Gesamtvolumen und einer DNA-
Gesamtmenge von 10-20 ng durchgefuhrt. FUr jeden Ansatz wurden 1 Weiss-Einheit
T4-DNA-Ligase (Fermentas) und der beiliegende Ligase-Puffer verwendet. Die
Ligationsreaktion wurde im PCR-Thermocycler nach dem dargestellten Temperatur-
schema (Tab. 2.9) mit auf 100°C erhitzem Thermocycler-Deckel durchgeflhrt.
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Masse Insert [ng] = F * Masse Vektor [ng] * Lange Insert [bp] / Lange Vektor [bp]

F = Verhaltnis-Faktor (Insert : Vektor), sechsfache Menge Insert (F = 6) bei allen Ligationen

Abbildung 2.2 Berechnung des molaren Verhaltnisses von Vektor zu Insert fur die anschlielende
Ligation.

Tabelle 2.3 Temperatur- und Zeitschema des PCR-Thermocyclers fir die Ligationsreaktion.

Temperatur Zeit
37°C 0,5-24 h
75°C 10 min
4°C unbegrenzt
2245 Transformation

Die Plasmid-Vektoren wurden mittels Elektroporation in die Bakterien eingeschleust.
Zur Elektroporation wurden 50 pL elektrokompetente E. coli XI10, gemischt mit 1-2
ML DNA, in einer Elektroporationskuvette (Biozym) bei 2,5 kV, 25 pF und 200 Ohm
elektroporiert. Nach der Transformation wurden die Bakterien in 250 yL SOC- bzw.
LB-Medium ohne Ampicillin bzw. Kanamycin fur 1 h bei 37°C mit 700 UPM im
Heizblock geschuttelt und anschlieliend unterschiedliche Mengen mittels steriler
Glaskugelchen auf LB-Ampicillin/Kanamycin-Agar ausplattiert und Uber Nacht bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Bei Klonierungen mit Plasmiden mit Ampicillin-
Resistenz wurde meistens direkt, ohne einstundige Vorinkubation, ausplattiert. Um
die Rekombinationsrate oder die Wachstumsgeschwindigkeit zu reduzieren, wurden
einzelne Platten fur einen langeren Zeitraum bei 30°C oder RT inkubiert.

2246 Rekombination

Zur Generierung der pAd-Vektoren mithilfe der zuvor klonierten pShuttle-Vektoren
wurden E. coli BJ5183-AD-1 Zellen, welche bereits das pAd-1-Plasmid tragen, mit
den jeweiligen pShuttle-Vektoren elektroporiert und auf LB-Kanamycin Agarose-
platten in unterschiedlichen Mengen ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Am nachsten Tag waren Kolonien in drei unterschiedlichen Grofden erkennbar. Es
wurden ausschlie3lich die kleinsten Kolonien gepickt und zur weiteren Verwendung

und Kontrolle in LB-Kanamycin Nahrmedium kultiviert.

2247 Kontrolle der Klone

Zur Uberprifung der Insertion der DNA-Fragmente wurden die Klone von der
Agarplatte mit einer sterilen Pipettenspitze in 2,5 mL LB-Amp-Medium Uberimpft und
uber Nacht bei 30-37°C und 220 UPM im Schattelinkubator kultiviert. Am nachsten
Tag wurden die Plasmide isoliert (QuickLyse Miniprep Kit; QIAGEN) und mittels
BamHI/Hindlll-Kontrollrestriktion auf Insertion des gewunschten DNA-Fragmentes
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uberpruft. Bei den AAV-Plasmiden wurde die ITR-Integritat zusatzlich durch einen
Smal- oder Pvull-Verdau kontrolliert (Kap. 2.2.5.1). AnschlieRend wurde die Grole
der entstandenen Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese (Kap. 2.2.5.2),
Uberpraift.

2.2.5 Plasmidproduktion

Je nach Menge der bendtigen Plasmide wurden Kulturvolumen von 250 mL bis 3 L
LB-Ampicillin-Medium mit einer frischen Ubernachtkultur in einem Verhaltnis von
1:1000 beimpft und uber Nacht bei 30-37°C und 220 UPM im Schuttelinkubator kulti-
viert. Nach Pellettierung der Bakterien mittels Zentrifugation bei 6000 g fur 10 min
wurden die Plasmide mittels endotoxinfreien Maxi- bzw. Megaprep-Plasmid-
isolierungskits (EndoFree Plasmid Maxi/Mega Kit; QIAGEN) aufgereinigt. Anschlie-
Rend wurden die DNA-Konzentration und -Reinheit photometrisch bestimmt (Kap.
2.2.7) und zur erneuten Kontrolle ein oder mehrere Kontrollrestriktionen der Plasmide
durchgefuhrt (siehe 2.2.4.1.).

2.2.6 DNA-Konzentrationsbestimmung

Zur DNA-Konzentrations- und —Reinheitsbestimmung wurden 1 pL der unverdinnten
Plasmid-DNA-L6sung im Spektralphotometer analysiert. Dazu wurde die Extinktion
bei 260 nm und 280 nm gemessen und uber den Extinktionskoeffizienten die DNA-
Konzentration berechnet. Die Reinheit der DNA-L6sung wurde durch Bestimmung
der Agso/Azgo-Ratio ermittelt. Bei einem Quotienten von 1,7-1,9 wurde von einer

ausreichenden Reinheit der Plasmidpraparation ausgegangen.

2.2.7 DNA-Extraktion

Da die meisten fur die Adenovirus-Produktion bendtigten Plasmide zu grofd sind, um
effizient und intakt mittels Festphasen-basierten DNA-Aufreinigungsverfahrens iso-
liert zu werden, wurde hierfur eine Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Extraktion
verwendet. Ein Volumen der DNA-haltigen Losung wurde dazu mit einem Volumen
einer P/C/I-LOsung (24:25:1) fur eine Minute intensiv gemischt und anschlie3end fur
eine Minute zentrifugiert (12000 g). Die obere wassrige Phase wurde Uberfuhrt und
mit einem Volumen C/I-LOsung (24:1) fur eine Minute gemischt und zentrifugiert. Die
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DNA-haltige obere Phase wurde benutzt, um die DNA anschlie3end mittels Fallung

zu konzentrieren.

2.2.8 DNA-Fiéllung

Ein Volumen der DNA-Losung wurde mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat-L6sung
und 2 Volumen absolutem Ethanol vermischt und fur mindestens 30 min bei -80°C
gelagert. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei 4°C und 12000 g flr 15 min.
Das entstandene Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen und erneut
zentrifugiert. Nach Lufttrocknung des Pellets wurde es in nukleasefreiem Wasser
resuspendiert.

2.2.9 Herstellung von Gene Gun Munition

Fur die Beschichtung des Inneren eines Kunststoffschlauches (Tefzel Tubing;
BioRad) mit DNA wund Goldpartikeln (spharisches Goldpulver 0,8-1,5 pM
Durchmesser; Alfa Aesar) wurden pro Schlauch 4 mL einer 1:400 verdunnten PVP-
Stammlosung sowie 1:20 verdunnter Spermidin-Losung frisch angesetzt. Zu 25 mg
der Goldpartikel wurden 100 pyL der Spermidin-Losung hinzugegeben und fur 5 s im
Ultraschallbad sonifiziert. Nun wurden 35 ug Plasmid-DNA hinzugegeben und unter
Mischen 100 pL sterile 1 M CaCly-Losung tropfenweise zugefugt. Nach 10 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Goldpartikel in der Zentrifuge pellettiert,
der Uberstand abgenommen, 1 mL wasserfreies Ethanol 99,9 % hinzugegeben,
gemischt und 5 s sonifiziert. Dieser Waschvorgang wurde 3-4 Mal wiederholt,
wahrenddessen wurde der Schlauch mithilfe des Stickstoffgasflusses getrocknet.
Das Pellet wurde in 2,9 mL PVP-Losung im Ultraschallbad resuspendiert und von
dort mittels einer am getrockneten Schlauch angeschlossenen Spritze in den
Schlauch eingesaugt. Der gefullte Schlauch wurde in die Apparatur (Tubing Prep
Station; BioRad) eingelegt und 5 min in dieser Position belassen. Danach wurde die
Losung aus dem Schlauch abgezogen und dieser fur 10 s um 180° gedreht.
Anschliel3end rotierte der Schlauch fur 30 s um 360°. Dann trocknete dieser unter
Rotation durch das Anlegen eines Stickstoffgasflusses fir 5 min und wurde mit einer
Schneidevorrichtung (BioRad Tubing Cutter) in ca. 45 Gene Gun-Patronen
zerschnitten und bei 4°C wasserfrei im Exikator gelagert.
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2.2.10 Transfektion von HEK 293T-Zellen mittels linearem Polyethylenimin

Zur Herstellung der Polyethylenimin-Losung mit einer Konzentration von 2,58 pg/uL
wurden 129 mg lineares PEI (Polyscience Inc.) in 50 mL doppeltdestilliertem Wasser,
bei 70°C unter Ruhren gelost. AnschlieRend wurde die Losung mittels Filtration
sterilisiert (PorengroRe 0,45 uM; TPP). Die Losung wurde aliquotiert und bei —20°C
gelagert. Zur PEI-Transfektion von 293T-Zellen wurden fur 1 ug DNA je 1 yL PEI-
Losung verwendet, was einem fur HEK 293T-Zellen optimalen Stickstoff/Phosphor-
Verhaltnis von 2,58 entspricht. PEI und DNA wurden in 50 pL steriler 150 mM NaCl-
Losung gemischt und zur Komplexbildung 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach erneutem Mischen wurde die Losung vorsichtig auf die Zellen getropft und
mittels Schwenken verteilt.

2.2.11 Passagierung und Aussaat von Zellen

Zur Passagierung der Zellen wurden das Medium der Zellen entfernt, die Flaschen
einmal mit 0,2 M PBS-Puffer gewaschen und durch Trypsinierung die Zellen abgelost
und vereinzelt. Fiir eine 300 cm? Zellkulturflasche wurden ca. 2 mL Trypsin/EDTA-
Losung verwendet. Nach dem vollstandigen Ablosen wurde die Proteolyse durch
Zugabe von ca. 10 mL komplettem DMEM gestoppt. Die Zellsuspension wurde
10 min bei 300 g zentrifugiert und das Zellpellett in ca. 10 mL komplettem DMEM
resuspendiert. Mittels eines automatischen Zellzahlers konnte anschlielend die
Zellkonzentration bestimmt werden, um eine genaue Zellzahl aussaen zu kénnen.
Zur Subkultivierung wurden die Zellen im Verhaltnis von 1:5 in neuen Zell-

kulturflaschen ausgesat.
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2.3 Virologische Methoden

Rekombinante Adeno-assoziierte Viren

2.3.1 Kleinproduktion der rAAV2.9-Vektoren

Auf einer 15 cm Zellkulturschale (TPP) wurden 1x10” HEK 293T-Zellen in 20 mL
komplettem DMEM ausgesat. Nach 24 h wurde, bei einer Konfluenz von 70-80 %,
eine Polyethylenimin-Transfektion der Plasmide pAAV-HIV- bzw. SIV-Plasmide mit
den Verpackungs- und Helferplasmiden p5E18-VD2/9 und pHelper durchgefuhrt
(Tab. 2.4). Zur direkten floureszenzmikroskopischen Kontrolle der Transfektions-
effizienz wurde teilweise ebenfalls pscAAV-GFP transfiziert. 48-72 h nach der
Transfektion wurde das FKS-haltige Medium zur Virusernte abgesaugt und gegen
1,8 mL FKS-freies Medium ausgetauscht. Anschlieliend wurden die Zellen mit einem
Zellkratzer geerntet, in 2 mL Reaktionsgefale Uberfuhrt und durch viermaliges
Einfrieren und Auftauen in —80°C kaltem Ethanol auf Trockeneis und Auftauen in
einem 37°C warmen Wasserbad schonend lysiert. Dann konnten die entstandenen
Zellbruchstiicke 10 min bei 5000 g pelletiert und der virushaltige Uberstand bis zur
Durchfuhrung der Transduktionsversuche bei —80°C gelagert werden.

pHelper-
Plasmid

pSE18 VD2/9-
Plasmid

Dreifachtransfektionin HEK 293T-Zellen

48 h nach
Transfektion

Zellaufschluss
Virusfallung
Ultrazentrifugation
Ultrafiltration
Quantifizierung

rAAV9
Impfvektoren

Abbildung 2.3 Schematische Darstellung des Herstellungsprozesses der rAAV9-Impfvektoren
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Tabelle 2.4 Zusammensetzung der PEI-Transfektionsmischung fur eine Dreifachtransfektion, zur
Viruskleinproduktion auf einer 15 cm Zellkulturschale.

PEI-L6sung NaCl
p/pscAAV pHelper p5E18 VD2/9 2.58 g/l 150 M
1x15cm
Zellkulturschale 10 ug 18 g 18 g 46 L 2mL

2.3.2 GroBproduktion und Aufreinigung der rAAV2.9-Vektoren

Zur Grol3produktion der rAAV2.9-Vektoren fur die Immunisierungsstudien wurden, fur
jede der verschiedenen Vektoren, circa zehn konfluent mit HEK 293T-Zellen
bewachsene T300-Zellkulturflaschen (TPP) mit einer Wuchsflache von 300 cm?,
benodtigt. Mittels automatischen Zellzahlers wurde die Gesamtzellzahl und
Konzentration bestimmt und insgesamt 5x10® Zellen in einem Liter komplettem
DMEM suspendiert. Je 20 mL der Zellsuspension wurden auf funfzig 15 cm Zell-kul-
turschalen ausgesat und fur 24 h im Zellkulturschrank inkubiert. Bei dem Erreichen
einer Konfluenz von 70-80 % wurde ein PEI-Transfektionsmix hergestellt (Tab. 2.6).
Nach Mischen der Losung wurde diese 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und je
2 mL tropfenweise pro 15 cm Zellkulturplatte verteilt und geschwenkt. Nach 72 h
wurden die Zellen in dem alten Medium durch Abschaben geerntet und in 50 mL
Zellkulturrdhrchen (TPP) fiir 5 min bei 300 g pellettiert. Der Uberstand wurde in einer
sterilen Flasche gesammelt und die Zellpellets in 10 mL PBS-Puffer pro Rohrchen
resuspendiert, gepoolt und wie zuvor zentrifugiert. Der Uberstand wurde in der
Flasche mit dem virushaltigen Mediumuberstand gesammelt und die Pelletts
nochmals in je 25 mL PBS-Puffer resuspendiert und zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Pelletts in 5 mL PBS-Puffer resuspendiert. Zur schonenden
Lyse der Zellen wurde die Suspension funfmal in einem —80°C kalten Ethanolbad
eingefroren und in einem 37°C Wasserbad aufgetaut. Die Zelltriummer wurden an-
schlielfend bei 15700 g fur mindestens 15 min abgetrennt, bis der virushaltige
Uberstand annahernd klar war. Um die Viruspartikel aus dem gesammelten Medium-
uberstand zu fallen, wurden zuerst storende Salze durch Zugabe von 20 mL steriler
2,5 M CaCl,-Lésung pro Liter Uberstand fir 1 h bei 4°C gefallt. Der Uberstand wurde
dann auf 50 mL Zellkulturréhrchen (TPP) verteilt und fur 30 min bei 4000 g zen-
trifugiert. Die Uberstande wurden wieder in eine sterile Flasche (iberflhrt, mit 325 mL
PEG/NaCl-Lésung pro Liter Uberstand vermischt und tiber Nacht bei 4°C zur Fallung
der Viruspartikel inkubiert. Nach Resuspendierung des Niederschlags wurde der
Uberstand auf 50 mL Roéhrchen verteilt und 30 min bei 3000 g zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde verworfen und die virushaltigen Pelletts in insgesamt 5 mL NaCl-
HEPES-L0Osung resuspendiert. Die beiden Virussuspensionen aus dem Zelllysat und
dem Mediumuberstand wurden mit 125 U/mL Benzonase versetzt, 1 h bei 37°C im
Wasserbad inkubiert und alle 15 min gemischt. Das Zelllysat wurde nochmal far
mindestens 15 min bei 15.700 g von restlichen unldslichen Verunreinigungen
getrennt und die Virussuspensionen anschlieBend bei —80°C gelagert. Nach
Vorbereitung der lodxaniol-LOosungen fur die Dichtegradienten-Ultrazentrifugation
wurden die Virussuspensionen auf je 11 mL mit sterilem PBS-MK Puffer aufgefullt
und mit einer langen sterilen Kanule auf den Boden eines Ultra-
zentrifugationsrohrchens (Quick Seal Centrifuge Tubes 25x89 mm; Beckman
Coulter) gegeben. Danach wurden Virussuspensionen mit den zuvor genau abge-
messenen sterilen lodxaniol-Losungen, beginnend mit der am niedrigsten kon-
zentrierten LOsung, langsam und luftblasenfrei unterschichtet (Tab. 2.6). An-
schlieBend wurden die fast vollstandig gefullten Rohrchen paarweise auf maximal 10
mg Gewichtsdifferenz mithilfe einer Spritze mit feiner Kanule mit PBS-MK austariert
und die Offnung verschweilt. Die vollstdndige Dichtheit der Réhrchen wurde mittels
Druck kontrolliert. Der Festwinkelrotor der Ultrazentrifuge wurde beladen und die
Zentrifugation ohne Bremse fur 2 h bei 54000 UPM und 18°C ausgefuhrt. An-
schlieend wurden ca. 3 mL der farblosen Bande zwischen der rétlichen 54 %- und
25 %-lodxaniolschicht, mit einer sterilen Spritze nach Anstechen der oberen Luft-
kammer abgesaugt. Diese Fraktion wurde 1:50 mit sterilem PBS-MK verdinnt und
mittels zwei Ultrafiltrationsrohrchen (Amicon Ultra-15 MWCO 100000; Millipore) bei
3000-4000 g auf je ca. 500 pyL aufkonzentriert und vom lodxaniol gereinigt. Das
Viruskonzentrat konnte bis zur Durchfuhrung der Transduktionsversuche oder
Virusquantifizierung bei —80°C gelagert werden.

Tabelle 2.5 Zusammensetzung der PEI-Transfektionsmischung fir die Dreifachtransfektion von
finfzig 15 cm Zellkulturschalen zur Virusgroproduktion.

PEI-L6sung NaCl
pss/pscAAV pHelper-2 p5E18 VD2/9 2,58 pgll 150 mM
50 x 15 cm
Zellkulturschale 500 ug 900 pg 900 pg 23mL 100 mL
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Tabelle 2.6 Zusammensetzung der verschiedenen lodxaniol-Lésungen und bendtigte Volumina pro
Ultrazentrifugationsréhrchen.

15 % 25 % lodxaniollsg. + 40 % 54 % lodxaniolsg.
lodxaniollsg. Phenolrot lodxaniollsg. + Phenolrot

PBS-MK
Lésung 37,5mL 28 mL 16,5 mL 5m

5 -
60 % lodxaniol 12,5 mL 20 mL 33 mL 45 mL
Stocklésung
Phenolrot - 100 pL - 80 yL
Volumen pro
R&hrchen 9mL 6 mL 5mL 5mL

2.3.3 Physikalische Quantifizierung der produzierten rAAV2.9-Vektoren

Zur physikalischen Quantifizierung der rAAV-Vektoren wurde eine quantitative Real-
Time PCR mit einer TagMan-Sonde durchgefuhrt, um die Kopienzahl der DNase-
resistenten Partikel (DRP) zu bestimmen. Wahrend der PCR wurde ein kurzer
Bereich des CMV-Promotors amplifiziert, in dem auch die Sonde bindet. Aufgrund
der 5°-Exonukleaseaktivitat der verwendeten Tag-Polymerase kommt es wahrend
der Elongation zum Abbau der Sonde, wodurch der Reporter vom Quencher getrennt

und ein Fluoreszenzsignal nach Anregung emmitiert wird.

2.3.3.1 Herstellung des Standards

Hierfur wurde aus einem AAV-Plasmidvektor eine komplette Expressionskassette mit
CMV-Promotor, Intron und Gen mittels Smal-Verdau ausgeschnitten. Nach gel-
elektrophoretischer Auftrennung der Fragmente und Gelextraktion der entsprech-
enden DNA-Bande wurde die DNA-Konzentration bestimmt und moglichst genau auf
1 ng/uL eingestellt. Danach wurden dekadische Verdunnungsreihen dieser Stamm-
I6sung angesetzt. Die Kopienzahl der Stammlosung wurde anschliefend berechnet
(Abb. 2.3). Diese gibt an, wie viele Genomkopien pro Mikroliter in der qPCR-
Standard Stammlosung mit einer DNA-Konzentration von 1 ng/uL enthalten sind.

Molekulargewicht MW des DNA-Fragmentes [g/mol] =
[(313,2*A)+(329,2*G)+(289,2*C)+(304,2*T)]-(62x2)
Molzahl M [mol] = 1*10° g/ MW

Kopienzahl = Na* M =6,022*10%° mol™* M

Abbildung 2.4 Berechnung des Molekulargewichtes [g/mol] des ausgeschnittenen gPCR-
Standardfragmentes, der Mohlzahl [mol] von 1 ng des Standardfragmentes und der daraus
resultierenden Kopienzahl.
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2.3.3.2 Herstellung der Proben

Das rAAV-Konzentrat wurde nach der Aufreinigung und Aufkonzentrierung mit 1:100
DNasel-Puffer verdinnt und 29 pL dieser Verdunnung uber Nacht mit 10 U DNasel
bei 37°C im Wasserbad inkubiert, um unverpackte, nicht DNase-resistente Virus-
genome und die Plasmide von der Transfektion zu beseitigen. Zur Inaktivierung des
Enzyms und zum Aufschluss der DNase-resistenten Partikel wurden 30 yL 400 mM
NaOH-L6sung hinzugegeben und bei 65°C fur 45 min inkubiert. Anschlieend wurde
der pH-Wert durch Zugabe von 30 yL 400 mM HCI-Lésung wieder neutralisiert und

die Proben wurden dekadisch verdinnt.

2.3.3.3 Durchfuhrung der PCR

Fur alle Proben wurde ein Mastermix (Tab. 2.7) angesetzt und in eine transparente,
dinnwandige 96-Loch PCR-Platte pipettiert. AnschlieBend wurden die Negativ-
kontrollen, Proben und Standards hinzugegeben. Die Standards wurden 1*10%-10,
die Proben 1*102-10 verdiinnt und als Matrize eingesetzt. Fiir alle Messungen
wurden Dreifachbestimmungen durchgefuhrt. Die Endkonzentration an DNase-
resistenten Partikeln berechnet sich aus den Mittelwerten der berechneten
Kopienzahlen der Dreifachbestimmungen sowie der Mittelwerte der mit dem
Verdunnungsfaktor korrigierten Werte der verschiedenen Verdinnungsstufen.

Tabelle 2.7 Zusammensetzung der PCR-Reaktionsansatze und das verwendete Temperatur- und
Zeitprogramm des Real-Time-PCR-Thermocyclers fir die physikalische Quantifizierung der DNasel-
resistenten AAV-Genome mittels quantitativer Real-Time-PCR.

Reaktionsansatz (25 L) PCR-Programm
Zusammensetzung Temperaturin °C  Dauer Zyklenzahl
10x Taq PCR- .
Puffer 2,5 uL 95 10 min 1
CMV-TagMan
Primer  vorwarts) .
und rickwarts (10 je 0.5uL 95 15s 40
HM)
CMV-Sonde 0,5 uL 60 1 min
HotStart-Tag- 0,25 L
Polymerase
dNTPs (25 uM je
Nukleotid) 0.5 uL
DNA-Matrize
(Probe bzw.| 1uL
Standard)
\Wasser ad 25 uL




2 Material und Methoden 42

2.3.4 In vitro Transduktionsversuche

Nach Transduktion mit den produzierten rAAV2.9-Vektoren bzw. Transfektion mit
den AAV-Plasmidvektoren mittels Immunfluoreszenzfarbung, wurde zum Nachweis
der Proteinexpression in die Locher einer 24-Loch Zellkulturplatte (TPP) jeweils ein
Tropfen PBS-Puffer gegeben und entsprechend je ein steriler 1,5 cm Glasobjekt-
trager (Glaswarenfabrik Karl Hecht KG) eingelegt und angedrtckt. AnschlieRend
wurden 7,5x10* HEK 293T-Zellen pro Loch in 1 mL komplettem DMEM ausgesat.
Nach 24 h wurde, bei einem Konfluenzgrad von 60-70 %, eine Transduktion bzw.
Transfektion der Zellen durchgefuhrt. Fur die Transduktion der Zellen wurde zuerst
das FKS-haltige Medium abgesaugt und dann je 100 pL des virushaltigen
Uberstandes aus der Viruskleinproduktion bzw. 3 uL des Viruskonzentrats nach
Virusgrof3produktion, aufgefullt auf 200 pyL mit FKS-freiem DMEM, auf die Zellen
gegeben und fur 2-3 h im Zellkulturschrank inkubiert. Danach wurde jeweils 800 uL
komplettes DMEM hinzugegeben. Zur Erhohung der Transduktionseffizienz wurde
die Halfte der infizierten Zellen 24-48 h nach Transduktion durch Zugabe von 7,5x10°
replikationskompetentem Adenovirus 5 (RCA 5) Partikeln pro Loch superinfiziert. 24
h nach der Superinfektion wurde anschlieBend die Immunfluoreszenzfarbung
durchgefuhrt. Zur Kontrolle der Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbung wurde eine
Transfektion mit 1,5 pg Plasmid-DNA pro Loch durchgefuhrt. Unbehandelte Zellen
wurden als Negativkontrollen verwendet und alle Versuche doppelt durchgefuhrt.

Zur Durchfiihrung des Western Blots wurden 6x10° 293T-Zellen pro Loch einer 6-
Loch-Zellkulturplatte in 3 mL komplettem DMEM ausgesat und fur 24 h bis zu einer
Konfluenz von 80-90 % kultiviert. Je zwei Locher wurden dann mit je 3 pg Plasmid-
DNA transfiziert bzw. als Negativkontrolle unbehandelt gelassen. Weitere vier wur-
den mit je 300 pL virushaltigem Medium aus der Kleinproduktion infiziert. Dazu
wurde das FKS-haltige Medium abgesaugt und die Infektion fir 2-3 h in einem
Gesamtvolumen von 500 pL, aufgefullt mit FKS-freien DMEM, im Zellkulturschrank
durchgefuhrt. Anschlielend wurden 2,5 mL komplettes DMEM hinzugegeben. Zur
Erhohung der Transduktionseffizienz wurde 24 h nach Transduktion bei zwei der
infizierten Locher eine Superinfektion durch Zugabe von 6x10° RCA 5 Partikeln
durchgefuhrt. 24 h nach der Superinfektion konnten die Proteine fur den Western
Blot isoliert werden.
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Rekombinante Adenoviren

2.3.5 Initiale Adenovirusproduktion und Amplifikation

Um mithilfe des klonierten und rekombinierten pAd-Plasmides rekombinante
Adenoviren zu produzieren, wurden AD-293 Zellen mit dem Plasmid transfiziert.
Hierfir wurden 24 h vor Transfektion 5x10° Zellen in 3mL FKS-haltigem DMEM-
Medium pro Loch einer 6-Loch Platte ausgesat. Bei einer Konfluenz zwischen 70-
90 % wurde pro Loch eine PEl-basierte Transfektion mit 3 ug das Pacl-linearisiertem
und Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol -Extraktion aufgereinigtem Adenovirus-
Plasmid durchgefuhrt. Die Zellen wurden fur 7-10 Tage kultiviert, falls notig wurde
das Medium gewechselt. Anschliellend wurden die Zellen geerntet, in einem kleinen
Volumen PBS resuspendiert und einer vierfachen Frier/Tau-Lyse in flussigem
Stickstoff und 37°C warmen Wasserbad ausgesetzt. Das erhaltene virushaltige Zell-
lysat wurde anschlieBend auf frisch ausgesate AD-293 Zellen passagiert und
ebenfalls fur 7-10 Tage inkubiert. Die Kultur wurde regelmalig mikroskopisch auf
Anzeichen fur zytopathische Effekte untersucht. Ein beginnender zytopathischer
Effekt bis hin zum vollstandigen Ablosen aller Zellen ist ein deutliches Anzeichen flr
eine produktive Adenovirusreplikation. Es wird erneut ein virushaltiges Zelllysat
hergestellt und bei -80°C gelagert.
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Abbildung 2.5 Schematische Darstellung der Klonierungs- und Rekombinationsschritte und der
anschlieBenden Virusamplifikation (Abbildung teilweise von Stratagene)

2.3.6 Isolierung und Charakterisierung von rekombinanten Virusklonen

Zur Isolierung einzelner Virusklone wurden fast konfluent mit AD-293 Zellen
bewachsene 6-Loch Platten benétigt. Es wurden dekadische Verdiinnungen (~107'-
107) des zuvor hergestellten virushaltigen Zelllysats in komplettem Medium
hergestellt. Pro Loch wurden die Zellen mit 1 mL virushaltigen Mediums fur mehrere
Stunden Uberschichtet und inkubiert. AnschlieBend wurde 5 %ige SeaPlaque-
Agarose in PBS zum Uberschichten der Zellen vorbereitet. Diese Lésung wurde in
der Mikrowelle geschmolzen und im Wasserbad auf 45°C temperiert. Direkt bevor die

Zellen uberschichtet werden sollten, wurde die Agaroselosung im Verhaltnis 1:4 mit
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auf 37°C vorgewarmtem kompletten Medium (2 % FKS) verdunnt und vorsichtig auf
die Zellen pipettiert.

Nach Polymerisation der Agarose bei Raumtemperatur wurde die Kultur maximal 1-2
Wochen inkubiert und mikroskopisch auf die Entstehung von Plaques untersucht.
Stark sichtbare und gut abgegrenzte Plaques wurden mit einem Stift auf der
Unterseite der Zellkulturplatte markiert, anschlieBend mit einer Pipette
(Pipettenspitze abgeschnitten) ausgestanzt und abgesaugt und in einem kleinen
Volumen PBS resuspendiert. Nach anschliellender Frier/Tau-Lyse wurde das
virushaltige Lysat auf frische AD-293 Zellen in einem der Locher einer 24-Loch-Platte
passagiert und fur 1-2 Wochen inkubiert, bis ein zytopathischer Effekt sichtbar
wurde. Der virushaltige Medienuberstand, inklusive der abgelOsten Zellen, wurde auf
zwei weitere mit AD-293 bewachsene Locher einer 24er Platte passagiert. Die in
dem Loch verbleibenden Zellen wurden genutzt, um die Transgenexpression der
verschiedenen gepickten Virusklone mittels intrazellularer Immunfluoreszensfarbung
(Kap. 2.4.1) zu Uberprufen. Die anderen beiden Locher wurden genutzt, um weiteres
virushaltiges Zelllysat zu produzieren. Dieses Lysat wurde zur Testung auf replika-
tionskompetente Adenoviren (RCA) und zur anschlieBenden rAd5-Grofldproduktion

genutzt.

2.3.7 Testung auf replikationskompetente Adenoviren

Die Halfte (~50 pL) des gepoolten virushaltigen Lysats der expressionsfahigen
Virusklone wurde benutzt, um die virale DNA zu isolieren. Zum Aufschluss der
Viruspartikel wurden 40 uL der Virussuspension mit 5 yL 10fach TE-Puffer, 5 pL
10 % SDS-L6sung und 0,1 pL Proteinase K (5 mg/mL) fur 2-3 h bei 56°C inkubiert.
Anschlielend wurde die DNA mittels Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion
(Kap. 2.2.7) abgetrennt und mittels DNA-Fallung aufkonzentriert (Kap. 2.2.8). Die
isolierte Adenovirus DNA wird als Template fur die anschliellende RCA-Detektions-
PCR eingesetzt (Tab. 2.8). Als Positivkontrolle diente identisch praparierte DNA von
Wildtyp RCA 5. Die E1A-spezifischen Primer erzeugen in Anwesenheit von RCA-
DNA ein 1285 bp groRes Amplifikat. Virusklone ohne RCA-spezifischen Amplifikat
und eine gute Expression in der Immunfluoreszenzuntersuchung wurden fir die

anschlieende rAd5-GroRproduktion eingesetzt.
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Tabelle 2.8 Zusammensetzung der PCR-Reaktionsansatze und das verwendete Temperatur- und
Zeitprogramm der RCA-Detektions-PCR

Reaktionsansatz (25 L) PCR-Programm
Zusammensetzung Temperatur in °C Dauer Zyklenzahl

10x Tag PCR- .
Puffer 2,5 uL 95 1 min 1
Primerfund r
(10 uM) 1L 95 15s
Matrize 3 uL 50 15s 40
Tag-Polymerase [0,125 L 72 1 min
dNTPs (25 uM je
Nukleotid) 0,5 pL 4 unbegrenzt 1
MgCl, 2,5 L
\Wasser ad 25 uL

2.3.8 GroBproduktion und Aufreinigung rekombinanter Adenoviren

Die gewonnene und getestete primare Virussuspension wurde, begonnen bei einem
Loch einer 6-Loch Platte, iiber eine 75 cm? Zellkulturflasche bis hin zu einer 150 cm?
Flasche auf AD-293 Zellen hochpassagiert und dabei amplifiziert. Die Zellen wurden
immer geerntet und aufgeschlossen, wenn ein starker zytopathischer Effekt sichtbar
wurde. Im Fall der 150 cm? Flasche wurden die Zellen mitsamt des Mediums
entnommen und mit 0,5 % Nonidet-P40 versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Die
Suspension wurde dann fir 10 min bei 13000 g zentrifugiert, der zellfreie Uberstand
mit 0,5 Volumen PEG/NaCl- Puffer (20 %; 2,5 mM) gemischt und Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 13000 g fur 15 min wurde das
entstandene Pellett in 4 mL TBS-Puffer resuspendiert und bei 1200 g fir 5 min
zentrifugiert.

Die 4 mL des Uberstandes wurden mit 2 g CsCl vermischt und fiir eine Stunde unter
Bewegung zum Ldsen inkubiert, um eine Dichte von ~ 1,34 g/mL zu erreichen. 2 mL
dieser Losung wurde mittels einer Spritze in die Ultrazentrifugen-Rohrchen gefullt,
mit 1,34 g/mL TBS-CsCI-Losung austariert und anschlieBend mithilfe des Tube-
Topper-Heaters (Beckman) verschweil3t. Die Ultrazentrifugation erfolgte bei 90000
UPM fur 3 h bei 20°C (Beckman Ultrazentrifuge, TLA-120 Rotor). Nach der
Zentrifugation war ein opaleszierender Ring in der Mitte des Rohrchens zu erkennen,
der mittels Spritze angesaugt wurde.

Zur Entfernung des CsClI-Salzes aus der Virussuspension wurde eine Gelfiltrations-

Chromatographie auf NAP-Saulen (Amersham Biosciences) durchgefuhrt. Dafur
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wurden die Saulen zuvor mit 25 mL TBS-Puffer aquilibriert, 1 mL der Virus-
suspension auf die Saule gegeben und nach Durchlauf zuerst mit 1,5 mL sowie
anschlielRend mit 6 mL TBS-Puffer gewaschen.

Es wurden 0,5 mL Fraktionen gesammelt, die ca. 4-6 Fraktionen mit der optisch
hochsten Turbiditdt wurden gepoolt, zum Stabilisieren mit BSA versetzt
(Endkonzentration 1 mg/mL) und in Aliquots bei -80°C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

2.3.9 Quantifizierung der rekombinanten Adenoviren

Zur Quantifizierung der biologisch aktiven Viruspartikel als plaquebildende Einheiten
(PFU) wurde ein Plaque-Test durchgefuhrt. Hierfur wurden annahernd konfluent mit
AD-293 Zellen bewachsene 6-Loch Platten bendtigt. Die zu testenden Virusstocks
wurden aufgetaut und dekadisch in komplettem DMEM (2 % FKS) verdunnt, sodass
je 1 mL jeder Verdiinnung (~10210° Verdiinnung) zur Verfiigung standen. Das
Medium der 6-Loch Platten wurde entfernt und die Zellen mit je 500 pL der
Virusverdunnungen vorsichtig uberschichtet. Je Verdinnung wurden 2 Locher
Uberschichtet und die Zellen fir 2 h im Inkubator inkubiert. Direkt anschlielend
wurde die 5 %ige SeaPlaque-Agarose vorbereitet und nach Ablauf der Inku-
bationszeit die Zellen mit Agarose Uberschichtet (Kap. 2.3.6). Die Platten wurden
nach zwei Wochen mikroskopisch untersucht und die Verdinnungsstufe/n, bei denen
genugend Plaques (moglichst >10 Plaques) mit einer ausreichenden Trennung

voneinander vorhanden waren, ausgezahlt und der Virustiter berechnet.

Virustiter (PFU/mL) = (N x F) / V

V: Volumen der zur Infektion verwendeten Virus-Suspension
N: Anzahl der gebildeten Plaques
F: Verdinnungsfaktor (entspricht der Verdiinnungsstufe)

Abbildung 2.6 Formel zur Berechnung des Virustiters rekomabinanter Adenoviren mittels Plaque-
Tests
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2.4 Immunologische Methoden

2.4.1 Intrazelluldare Inmunfluoreszenzfarbung

Das Medium der transduzierten, transfizierten oder unbehandelten HEK 293T- bzw.
AD-293-Zellen wurde abgesaugt und die Locher der 24-Loch Platte vorsichtig
dreimal mit je 400 pL 0,2 M PBS-Puffer gewaschen. Danach erfolgte die Fixierung
der Zellen auf den Objekttragern durch Zugabe von 200 pL 3 %iger
Paraformaldehyd-Lésung fur 15 min bei Raumtemperatur. Nach Absaugen der
Losung und dreimaligem Waschen mit 400 pL PBS-Puffer wurde 200 pL
Permeabilisierungspuffer fur 15 min hinzugegeben. Nach erneutem Waschen wurde
die unspezifische Adhasion der Antikorper durch Zugabe von 200 pL IFA-
Blockierungspuffer fur 30 min unterbunden. AnschlieRend wurden dann je 150 pL der
1:500 verdunnten Antikorper-Losung (monoklonaler Maus anti-V5-Antikorper, mit
Cy5-Fluorophor markiert; Sigma) angesetzt, in Verdinnungspuffer zugegeben und
bei Raumtemperatur lichtgeschatzt fur 1 h auf dem Horizontalschuttler inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit 400 yL PBS wurden die Objekttrager fur wenige
Sekunden mit einer 1:5000 DAPI-Verdunnung uberschichtet und anschlielend
dreifach gewaschen. Mit einer gebogenen Kanule und einer Pinzette wurden die
Deckglaschen aus den Lochern entnommen und auf einem Tropfen wassrigen
Eindeckmediums (AquaMount) auf einem Glasobjekttrager fixiert und lichtgeschutzt
fur einige Stunden getrocknet. Der Rand der Deckglaschen wurde mit Lack

versiegelt, um ein Austrocknen der Praparate zu verhindern.

2.4.2 Western Blot

2421 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Das Medium der transduzierten, transfizierten oder unbehandelten HEK 293T-Zellen
wurde entfernt und 800 pyL PBS-Puffer pro Loch der 6-Loch Platte zugegeben, die
Zellen aus allen Lochern durch Abkratzen geerntet und die doppelten Ansatze
vereinigt. Nach Pellettierung der Zellen durch Zentrifugation fur 10 min bei 3000 g
wurde der Uberstand entfernt und die Zellen in 120 uL gekihltem RIPA-Puffer
resuspendiert. AnschlieRend wurden die Ansatze zur Zelllyse fur 10 min auf Eis
inkubiert und zusatzlich fur 30 s im Ultraschallbad sonifiziert. Die Zelltrimmer wurden
dann durch Zentrifugation bei 10000 g fur 10 min abgetrennt und der proteinhaltige
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Uberstand konnte bei —20°C gelagert werden. Das hergestellte (Tab. 2.8) und bei
37°C auspolymerisierte, 1,5 mm starke SDS-Polyacrylamidgel wurde in die Gel-
elektrophoresekammer eingesetzt und die innere und aullere Kammer wurden mit
Laufpuffer befullt. Zur vollstandigen Denaturierung der Proteine wurden je 40 uL der
Proben mit 10 yL 5fach Lammili-Proteinprobenpuffer versetzt, fur 10 min bei 99°C im
Heizblock inkubiert und anschliefend umgehend auf Eis gestellt. Vor der Auftragung
auf das Gel wurden die Proben, um restliche unldsliche Bestandteile abzutrennen,
fur 1 min bei 15700 g zentrifugiert und anschlieend 50 yL der Proben pro Geltasche
aufgetragen. Als GroRenstandard wurden 10 pL eines vorgefarbten Proteinmarkers
(Precision Plus Protein Dual Color Standards; BioRad) aufgetragen. Die Elektro-
phorese wurde bei 100 V fur ca. 10 min, bis die Lauffront das Trenngel erreichte,
durchgefuhrt. AnschlieRend wurde die Spannung auf 180 V erhoht und die Elektro-
phorese beendet, sobald die Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte.

Tabelle 2.9 Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel.

5 % Sammelgel

10 % Trenngel

Aqua bidest

2,8 mL

4,1 mL

Acrylamid / Bisacrylamid 30 %

(29:1) (BioRad) 0.8 mL 3,3 mL
1,5 M Tris pH 8,8 (BioRad) - 2,5mL
0,5 M Tris pH 6,8 (BioRad) 1,2 mL -

10 % SDS (BioRad) 50 uL 100 pL
10 % APS (BioRad) 30 uL 70 uL
TEMED (BioRad) 5L 5uL
24.2.2 Proteintransfer

Die aufgetrennten Proteine wurden aus dem Polyacrylamidgel durch ein Semi-Dry-
Blot-Verfahren auf eine aktivierte PVDF-Membran (Immobilon-P, 0,2 uM; Millipore)
ubertragen. Dazu wurde das Gel fur 15 min in Transferpuffer inkubiert. Dann wurde
mithilfe von zwei, auf GelgroRe zugeschnittenen und in Transferpuffer getrankten
Filterpapieren (Extra Thick Blot Paper; BioRad) einer gleichgro3en PVDF-Membran,
die zuvor durch kurzes Tranken in 99,9 % Methanol aktiviert wurde, und dem Gel ein
Blot-Sandwich aufgebaut. Es war darauf zu achten, dass sich keine Luftblasen
zwischen den Schichten befanden oder die Filterpapiere seitlich Uberstanden, da
dies zu einem unvollstandigen, oder ausfallenden Transfer der Proteine gefuhrt
hatte. Der Transfer wurde fur 30-60 min bei 10-20 V durchgefuhrt. Die Membran
wurde dann fur eine bessere Adhasion der Proteine luftgetrocknet und anschlie3end
kurz in Methanol getrankt. Danach wurde sie eine Stunde in Blockierpuffer bei

Raumtemperatur auf dem Horizontalschuttler inkubiert und dann einmal kurz in
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Waschpuffer gewaschen. Die Inkubation der Membran erfolgte mit dem primaren
Antikorper (unmarkierter monoklonaler Maus anti-V5-Antikorper; Serotech), 1:5000
verdunnt in 15 mL Blockierpuffer. Fir den Nachweis von Antikorpern in Mausseren
wurden diese ebenfalls in Blockierpuffer verdinnt und die Membran in einer SlotBlot-
Apparatur (BioRad) eingespannt. Pro Nachweis wurden bei diesem Verfahren nur
700 pL Antikorperlosung benotigt. Die Inkubation der Primarantikorper wurde uber
Nacht bei 4°C auf dem Horizontalschuttler durchgefuhrt. Nach dreimaligem
funfminutigen Waschen der Membran mit Waschpuffer wurde der sekundare
Peroxidase-konjugierte Antikdrper (monoklonaler Gans anti-Maus-IgG-Antikorper, mit
Peroxidase konjugiert; Sigma) 1:5000 verdunnt in 15 mL Blockierpuffer zugegeben
und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Horizontalschittler inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurde die Membran abgetropft und mit 2 mL,
der nach Herstellerangaben gemischten Substratiosung (ECL Western Blotting
Substrat; PIERCE) fur eine Minute bedeckt. Die Membran wurde abgetropft und der
Rontgenfilm (x-ray Retina; Fotochemische Werke GmbH) in einer lichtdichten
Filmkassette mit unterschiedlichen Expositionszeiten von 10-60 s durch die Membran
belichtet. Danach erfolgte die Entwicklung der Filme in einem Entwicklungs-
automaten. Abschlielfend wurde das Bandenmuster des Proteinmarkers auf den

entwickelten Film Ubertragen.

2.4.3 ELISA

Die humorale Immunreaktion der immunisierten Mause wurde mittels ELISA
uberpruft. Die Seren der Mause einer Immunisierungsgruppe wurden gepoolt, um
genugend Probenvolumen fur alle Untersuchungen zu haben. Als Antigen wurden
die Histidin-markierten, rekombinanten HIV und SIV Proteine Gag, Nef, Tat und Rev
in E. coli produziert und mittels Nickel-Affinitatschromatographie in Ni-NTA Saulen
(Quiagen) aufgereinigt. Des Weiteren wurde ein Lysat von HIV pNL4.3 und
SlVmac239 Partikeln, die mittels Ultrazentrifugation gereinigt wurden, als Antigen
benutzt. Die verschiedenen Antigene wurden mit 0.05M Karbonat/Bikarbonat-Puffer
pH 9.6 in der zuvor ausgetesteten optimalen Konzentration Uber Nacht bei 4°C auf
die 96-Loch Probind-Platten (Becton-Dickson) gekoppelt. Die Platten wurden
anschliel3end dreifach mit Waschpuffer (PBS + 0,05 % Tween 20) gewaschen und
anschlieBend mit PMT-Puffer (Waschpuffer mit 2 %igem fettfreien Milchpulver) far 1
h bei 37°C inkubiert. Die Mausseren wurden dann in PMT-Puffer verdinnt und in
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Duplikaten mit je 50 pL in die Locher pipettiert. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei
4°C, anschlieBend wurden die Platten dreifach gewaschen und mit je 50 yL eines
1:1000 in PMT-Puffer verdinnten Peroxidase-markierten Ziege anti-Maus IgG
Antikorper (Sigma, Deutschland) fur 1 h bei 37°C inkubiert. Nach erneutem Waschen
wurden je 50 pL der frisch angesetzten Substratiosung, bestehend aus 1 mg/mL
o-Phenylendiamin Dihydrochlorid (Sigma, St. Louis, MO) in Citrat-Puffer (pH5,
Sigma) mit 0,00012 % Wasserstoffperoxid, zu den Lochern gegeben. Die Farb-
reaktion wurde durch Zugabe von je 25 pL 25 % Schwefelsdure gestoppt und die
optische Dichte mittels SunRise Photometer (TECAN, Schweiz) ermittelt.

2.4.4 ELISpot

Sterile PVDF 96-Loch Platten (Millipore, Bedford, MA) wurden fur 1 min durch
Zugabe von 70 %igem Ethanol aktiviert und anschlieRend dreifach mit PBS-Puffer
gewaschen. Die Platten wurden Uber Nacht bei 4°C mit einem 1:300 in PBS ver-
dinntem monoklonalem anti-IFNy Maus Antikorper (MabTech, Schweden) be-
schichtet.

Am nachsten Tag wurde die Antikorper-Losung durch Klopfen der Platte auf Zellstoff
grundlich entfernt und anschliefend dreifach mit PBS gewaschen. Durch Zugabe des
200 pyL kompletten RPMI-Mediums (PAA, Deutschland) pro Loch fur 1 h bei RT
wurde die PVDF-Membran blockiert. In dieser Inkubationszeit wurden die bendtigten
vorverdunnten Peptidlosungen aufgetaut, die bendtigten Milzzellen gezahlt und auf
die passende Konzentration eingestellt. Die in DMSO geldsten Peptide (50-100 uL
DMSO auf 1 mg Peptid; NIH, USA) wurden zuvor nach einem Matrixmuster gepoolt,
um die Anzahl der Testansatze zu reduzieren. Aus der Reaktivitat der einzelnen
horizontalen und vertikalen Peptidpools lassen sich Ruckschlisse auf das moglicher-
weise reaktive Einzelpeptid ziehen (siehe Abb. 2.5). Fur die Epitopenkartierung
hingegen wurden diese moglicherweise reaktiven Einzelpeptide eingesetzt. Die
Peptidpools bzw. Einzelpeptide wurden jeweils in komplettem RPMI verdinnt,
sodass einen Endkonzentration von 5 jpg/mL pro Peptid entstand. Das als
Positivkontrolle eingesetzte Pokeweed Mitogen (Sigma, USA) wurde in einer Ver-
dinnung von 2 pg/mL eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde Medium ohne Peptid
benutzt.

Die Maus Splenozyten-Suspension wurde vorbereitet, indem die Milz entnommen

und weiter mittels GentleMacs (Miltenyi, Deutschland) in 3 mL FKS-freiem RPMI
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dissoziiert wurde. Die Zellen wurden in ein Falcon mit einem Nylonfilter (Becton-
Dickson) uberfuhrt, der Filter mit 5 mL komplettem RPMI-Medium nachgespult und
fur 10 min bei 300 g und 4°C pellettiert. AnschlieBend wurde jedes Zellpellett einer
Milz in 5 mL ACK-Lysepuffer resuspendiert und fir 3 min unter gelegentlichem
Mischen bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 45 mL kalter PBS-Puffer hinzu-
gegeben und noch einmal zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde noch zweimal
wiederholt. Die Zellen waren nun bereit zur Bestimmung der Lebendzellzahl mittels
Neugebauer-Zahlkammer und Trypanblau-Farbung. Bereits aufgearbeitete und ein-
gefrorene Zellen wurden zur Verwendung im EliSpot aufgetaut und dreifach in kaltem
komplettem RPMI-Medium gewaschen, durch einen Nylonfilter gegeben und an-
schlielend ebenfalls die Vitalzellzahl bestimmt. Die Zellsuspension wurde so mit
komplettem RPMI-Medium verdunnt, sodass optimalerweise eine Konzentration von
2x10° Zellen/mL (Mindestkonzentration 1x10° Zellen/mL) vorlag.

Nachdem die einstiuindige Blockierung der PVDF-Platten voruber war, wurden, dem
Auftragsschema entsprechend, 50 L jeder Peptidverdinnung in die Locher pipet-
tiert. Dabei war bei allen Arbeitsschritten mit den PVDF-Platten darauf zu achten,
dass diese nie trocken wurden. AnschlieBend wurden 100 uyL der Zell-suspension
dazugegeben, die Platten in Aluminiumfolie eingepackt und fur 20 h im Brutschrank
erschatterungsfrei inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Zellen durch Ausklopfen der Platte auf Zellstoff entfernt
und mit PBS dreifach gewaschen. Es wurde pro Platte 10 mL einer 1:1000
Antikorper-Verdinnung des monoklonalen anti-IFNy-Biotin Maus Antikorpers
(MabTech, Schweden) in PBS mit 0,5 % FKS hergestellt und je 100 yL dieser Ver-
dinnung pro Loch der Platte zugegeben. Nach 2 h Inkubation bei RT wurden die
Platten wieder ausgeklopft und dreifach gewaschen. Nun erfolgte eine einstindige
Inkubation bei RT mit je 100 yL einer 1:1000 Verdunnung von Streptavidin/Alkalische
Phosphatase (MabTech, Schweden). Nach erneutem Ausklopfen und dreifachem
Waschen wurde die Platte zur Farbentwicklung der Spots mit 100 uL/Loch einer Ent-
wicklungslésung, bestehend aus 12,5 mL 1x Pufferlosung und je 125 yL NBT und
BCIP (Pierce, Rockford, IL), fur 5-120 min bei RT inkubiert. Zum Stoppen der
Farbreaktion wurden die Platten ausgeklopft, die untere Kunststofffolie entfernt, mit
reichlich Wasser gewaschen und luftgetrocknet. Die Visualisierung und Auszahlung
der Spotanzahl pro Loch wurde mithilfe des AID ELISPOT Readers (Autoimmun
Diagnostika GmbH, Deutschland) durchgefuhrt.
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Abbildung 2.7 Schematische Darstellung der Zusammensetzung der EliSpot-Peptidpools. Die gelb
hinterlegte Spalte bzw. Zeile soll reaktive Peptidpools darstellen. Beide Pools weisen, als
gemeinsame Komponente, das Peptid 19 auf, welches in weiterfiihrenden Epitopenkartierungen

bestatigt werden muss.
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2.5 Tierversuche

2.5.1 Immunisierungsstudien

Fur alle Immunisierungen wurden 4-6 Wochen alte, weibliche C57BL/6 Mause in
Gruppen von je 5 Mausen verwendet. Fruhestens eine Woche nach Ankunft der
Tiere im Tierbereich erfolgte die Erstimmunisierung der Mause. Die Immunisierungen
oder Probenentnahmen einer Versuchsreihe wurden immer gleichzeitig durchgefuhrt.
Die Zweifach- und Dreifach-Immunisierungen wurden immer nach dem unten dar-

gestellten zeitlichen Versuchsablauf durchgefuhrt (Abb. 2.6).

Prime Boost Totung
GeneGun GeneGun -1~
HIV und SIV GeneGun rAAV9 =T
Immunogene  GeneGun rAds +
rAdS rAdS T
rAAV9 rAAV9 +

Zweifach- ﬁ

Immunisierungsschema

Tag 0 Tag 45 Tag 60 Tag 75
Dreifach-
Immunisierungsschema I I l I .
) Prime Boost Boost Totung
HIV und SIV GeneGun rAds rAAV9 +
Immunogene GeneGun - rAAV9 rAds ———1

Abbildung 2.8 Schematische Darstellung der Zusammensetzung und zeitlichen Einteilung der
verschiedenen homologen und heterologen Impfregime.

Fur die Immunisierung der Mause mittels GeneGun (BioRad) wurden diese mithilfe
von Isofluran betaubt, der Bauch wurde rasiert und der Maus wurden drei Schusse
mit der GeneGun mit 200 psi Heliumdruck auf den Bauch verabreicht (1,4 ug DNA
pro Schuss).

Die Immunisierung der Mause mit den viralen Vektoren erfolgte unter einer mikro-
biologischen Sicherheitswerkbank. Die Tiere wurden fixiert und ihnen wurde maximal
25 pL der Virussuspension in den Unterschenkelmuskel injiziert. Fur Immu-
nisierungen mit rekombinanten Adenoviren wurde je Konstrukt und Maus 1x10” PFU
verabreicht, bei rAAVs wurden 1,25-10x10° DRP verwendet. Zur Totung wurden die
Tiere mittels Isofluran narkotisiert, die Endblutung durch Punktion des Retro-
bulbarkomplexes durchgefuhrt und abschlieRend durch zervikale Dislokation getotet.
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AnschlieRend wurde die Milz entnommen und in PBS auf Eis bis zur weiteren

Aufarbeitung gelagert.

2.5.2 In vivo Zytotoxizitatstests

Grundlage des hier verwendeten, CFSE-basierten in vivo Zytotoxizitatstest ist die
Injektion von Antigen-markierter und nicht-markierter syngener Maussplenozyten in
immunisierte und unimmunisierte Rezipientenmause. Die beiden transferierten
Milzzellpopulationen lieRen sich aufgrund ihrer unterschiedlich starken Farbung mit
dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE unterscheiden. Aullerdem wurden die beiden
Zellpopulationen in gleichen Verhaltnissen gemischt und injiziert. Aus den Verande-
rungen dieses Verhaltnisses bei den immunisierten Tieren, relativ zur Kontrollmaus,
lieR sich die durch die Immunisierung induzierte spezifische Zytotoxizitat berechnen
(Abb. 2.9 und 2.10).

Zwei Gruppen mit je drei C57/BL6 Mausen wurden mithilfe des vollstandigen
DNA/rAd5/rAAV9 Impfregimes immunisiert. An Tag 75, 15 Tage nach dem letzten
Boost, wurden 2 naive C57/BL6 Mause getotet und die Milzen entnommen. Die
Milzen wurden, wie zuvor beschrieben, mittels GentleMacs (Miltenyi, Deutschland)
aufgearbeitet und die Erythrozyten lysiert (Kap. 2.4.4). Wichtig war, dass in allen
Arbeitsschritten mit den Zielzellen nur Medium mit hitzeinaktiviertem FKS verwendet
wurde. Die Zellen wurden durch einen 40 uM Nylonfilter (Becton-Dickson) passagiert,
mittels Neugebauer-Zahlkammer die Vitalzellzahl bestimmt und die Zellsuspension
auf genau 1x10’ vitale Zellen/mL eingestellt. Daraus ergaben sich ca. 8-10 mL
Zellsuspension (pro Milz ca. 4-5x10” Zellen). Die Zellsuspension wurde in vier
gleiche Aliquote aufgeteilt.

Zwei der Aliquote wurden durch Zugabe von HIV- bzw. SIV-Peptid Antigen-markiert
(Zielzellen). Die anderen beiden Aliquote blieben unmarkiert (Kontrollzellen). Es
wurden zwei der reaktivsten Peptide (HIV Gag #92; SIV Gag #78) verwendet und die
Zellen wurden zusammen mit den Peptiden (Endkonzentration 5 uyM) in komplettem
RPMI-Medium 90 min im Brutschrank inkubiert. Anschlielend wurden alle 4 Ansatze
zuerst einfach mit Medium und dann dreifach mit PBS gewaschen, um die
ungebundenen Peptide zu entfernen. Die Zellen wurden erneut durch einen 40uM
Filter passagiert, die Vitalzellzahl bestimmt und die Ansatze auf eine Konzentration
von 5x107 Zellen/mL in PBS eingestellt.
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Ein Aliquot der zuvor in wasserfreiem DMSO gelosten und eingefrorenen 5 uM
CFSE-Stammlésung wurde aufgetaut und kurz vor Gebrauch 1:10 in DMSO
verdunnt. Die Peptid-markierten Zellen wurden durch Zugabe von 1 pL CFSE-
Stammlosung/mL Zellsuspension stark gefarbt. Die unmarkierten Zellen wurden mit 1
ML CFSE-Verdunnung/mL Zellsuspension versetzt. Nach Zugabe des Farbstoffes
war auf ein schnelles und schonendes Mischen zu achten. Die Zellen wurdem mit
dem Farbstoff 10 min bei 37°C im Wasserbad unter gelegentlichem vorsichtigen
Schutteln (Tropfenbildung vermeiden) inkubiert. Die Farbung wurde dann durch
Zugabe des zehnfachen Volumens kompletten RPMI-Mediums gestoppt und die
Zellen wurden bei 300 g fur 10 min pelletiert. Die Zellen wurden dreifach mit PBS
gewaschen und durch einen 40 uM Filter passagiert. Die Zellzahl aller Aliquote
wurde bestimmt und auf 5x10’/mL in PBS eingestellt. Nun wurden pro zu in-
jizierendem Tier einer Gruppe (HIV oder SIV) mindestens 100 pL jeder
Zellpopulationen homogen gemischt (Zielzellen/Kontrollzellen) und je 200 yL pro
Spritze und Tier luftblasen- und klumpenfrei aufgezogen.

Die Rezipientenmause wurden wenige Minuten vor der Injektion einer Heizlampe
ausgesetzt, um die Schwanzvenen zu dilatieren. Die Maus wurde fixiert, der
Schwanz mit Alkohol abgewischt und die Schwanzvene an der Wurzel gestaut. Nach
erfolgreicher Punktion der Vene wurde die Stauung geldst und vorsichtig die
Zellsuspension injiziert. Eine erfolgreiche Injektion war durch die sichtbare Ver-
drangung des Blutes im Lumen der Vene und durch eine leichtgangige Injektion zu
erkennen. Die in den Spritzen verbliebenen Zellen wurden entnommen und als
Ruckstellprobe im Brutschrank inkubiert. Nach 12 h wurden die Mause getotet, die
Milzen und das Blut enthommen und die Milzzellen zu einer Einzelzellsuspension
aufgearbeitet.

Zur fluorometrischen Messung der Milzzellproben im FACS Calibur (Becton-Dickson)
wurden die Zellen in Cellfix (Becton-Dickson) fixiert und direkt vor der Messung durch
einen 40 pM Filter passagiert, um die Probennadel nicht zu verstopfen. Zuerst wurde
die Ruckstellprobe jeder Gruppe gemessen (FSC/SSC Gate auf Lymphozyten-
Population; FI1 zwei Gates auf CFSE starke bzw. schwache Population) und die
Gates und Verstarkereinstellungen voreingestellt. AnschlieRend wurden die Proben
der immunisierten und unimmunisierten Tiere gemessen (~1,5-2x10” gezéhlte Zellen
pro Tier). Die Auswertung und grafische Darstellung der Daten erfolgte mittels
FlowJo 7 und die spezifische prozentuale Zytotoxizitat wurde mit der folgenden
Formel berechnet (Abb. 2.9).
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Antigen-spezifische Lyse % =
[1-(Ratio in naiver Maus/Ratio in immunisierter Maus)]*100

Abbildung 2.9 Formel zur Berechnung der Antigen-spezifischen Zytolyse.
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Abbildung 2.10 Schematische Darstellung der Resultate der FACS-Untersuchung, vor Injektion der
CFSE gefarbten Zellen und nach Isolation der Milzzellen aus den immunisierten und unimmunisierten
Rezipientenmausen
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierungen und Plasmidproduktion

Nach der in silico Konstruktion der vier verschiedenen HIV und SIV Impf-
konstrukte (Kap. 2.2.1) und erfolgter Lieferung der Konstrukte wurden die vier
Plasmidvektoren des Herstellers zuerst in E. coli XL10 transformiert und an-
schlielend ein Einzelklon verwendet, um je eine Midiprep-Plasmidproduktion
durchzufuhren, sodass ausreichend Material fur die weiteren Subklonierungen
entstand. Nun wurden die vier Spendervektoren und die beiden Empfanger-
vektoren pTH und pAAV mit den Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll
geschnitten. Nach Bestatigung des korrekten Restriktionsmusters wurden die
benodtigten Banden extrahiert und fur die Ligationen verwendet. Um die vier
Konstrukte in den pShuttle-CMV Vektor subklonieren zu kdnnen, wurde dieser
Vektor mit Hindlll und EcoRV (blunt) geschnitten. Die bereits klonierten pAAV-
Vektoren wurden zuerst mit Xbal verdaut und anschlieBend wurden mittels
Mungobohnen-Nuklease die Uberstehenden einzelstrangigen Enden abgebaut.
Erst dann wurde ein weiterer Verdau mit Hindlll durchgefuhrt und das erhaltene
Fragment mit dem linearisierten  gamuymindn Puull smal
1 2 M 1 2 M 1 2

pShuttle-Vektor ligiert.

Das korrekte Restriktionsmuster Hoom) Uemnet -
der klonierten und in groRerem

Maldstab produzierten, endotoxin-

— — — i
freien Plasmide wurde mittels
Restriktionsverdaus mit BamH| o G
und Hindlll, bei den pAAV .

Plasmiden zusatzlich mit Pvull und
Smal, kontrolliert und bestatigt
(Abb. 3.1).

Abbildung 3.1 Beispielhafte Darstellung eines
Kontrollverdaues mit BamHI/Hindlll, Pvull und Smal
von pAAV Plasmiden nach Klonierung bzw.
Grol3produktion der halbierten pAAV-Vektoren;
1=HIV RevNefTat, 2=HIV Gag, M=3 kB bzw. 10 kB
DNA Marker
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Die fur die Herstellung der rekombinanten AAV-Vektoren zusatzlich bendtigten
Helfer- und Verpackungsplasmide pHelper und p5E18 VD2/9 wurden im Mega-
bzw. Gigaprep-Maldstab produziert und mittels Smal und Pvull das Restriktions-
muster bestatigt (Abb. 3.2).

Abbildung 3.2 Kontrollrestriktion der produzierten Verpackungs- und Helferplasmide; 1=p5E18
VD2/9 mit Pvull; 2=pHelper mit Smal

Wie sich spater noch herausstellen sollte, wurde es notig, alle vier Konstrukte fur
die Subklonierung in den pAAV Vektor mittels PCR zu halbieren und mit der
fehlenden Restriktionsschnittstelle zu versehen (Kap. 2.2.3). Die PCR Amplifikate
(Abb. 3.3) wurden mit BamHI und Hindlll geschnitten und mit dem pAAV-Vektor
ligiert. Auch hier wurde der Erfolg der Klonierung mithilfe eines BamHI/Hindlll
Kontrollverdaus bestatigt (nicht gezeigt).

1 2 3 4 M 5 6 7 8 M

" e -

Abbildung 3.3 DNA-Gelelektrophorese der PCR-Amplifikate der Konstrukthalbierung; 1=HIV Pol
1. Teil, 2= HIV Pol 2. Teil, 3=HIV RevNefTat, 4=HIV Gag, 5=SIV Poal 1. Teil, 6=SIV Pol 2.Teil,
7=SIV RevNefTat 8=SIV Gag, M=Fermentas 3 kB DNA Marker

Zur Herstellung der Adenovirus-Produktionsplasmide mithilfe der klonierten
Shuttlevektoren wurden die pShuttle-CMV Vektoren mittels Pmel Verdau voll-
standig linearisiert und ein Aliquot jedes Verdaues auf vollstandige Restriktion
Uberpruft (nicht gezeigt). Die vollstandig linearisierte DNA wurde in E. coli BJ
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elektrotransformiert. Von den entstandenen Einzelkolonien wurden nur die
kleinsten Kolonien auf der Agaroseplatte gepickt und angezichtet. Nach
adaquater DNA-Isolation (Kap. 2.2.7) wurde die Rekombination der
Expressionskassette aus dem pShuttle-Vektor in den Adenovirus-Vektor mittels
Pacl Verdaus Uberpruft. Korrekt rekombinierte Plasmide wurden in rekom-
binationsdefiziente E.coli XL10 retransformiert und das korrekte Restriktions-
muster erneut fur alle Vektoren und Klone bestatigt. Nach erfolgreicher
Rekombination und Pacl Verdaus eines pAD-Plasmides sollte sich eine
hochmolekulare Bande bei ca. 30 kB und eine weitere Bande bei 3 oder 4,5 kB,

je nach Rekombinationsort, identifizieren lassen (Abb. 3.4).

1 M

W"!“"’"""‘“ g :v
i . X
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Abbildung 3.4 Beispielhafte Darstellung der Pacl Restriktionkontrolle der in E.coli XL10
retransformierten Adenovirus-Vektoren; 1=pAD-SIV Pol, M=10 kB DNA Marker

Fur jeden pAD-Vektor wurde eine Midiprep-Plasmidproduktion durchgefuhrt,
wovon anschlieRend 10 uyg DNA mit Pacl verdaut wurden, welche spater fur die
PEI-Transfektion von AD293-Zellen zur Adenovirusproduktion bendtigt wurden.
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3.2 In vitro Expressionskontrolle der Plasmide und viralen Vektoren

Nach erfolgreicher Klonierung und Restriktionskontrolle der fur die GeneGun
bendtigten pTH-Expressionsvektoren wurden diese in vitro auf ihre korrekte
Expression untersucht. Hierfir wurden HEK 293T-Zellen mit den Plasmiden
transfiziert. Die exprimierten Proteine wurden mittels intrazellularer Immun-
fluoreszenzfarbung auf die richtige zytosolische Lokalisation und mittels Western
Blots auf das richtige Molekulargewicht hin Uberprift. Nach erfolgreicher
Expressionskontrolle waren die vier pTH-Plasmide bereit fir die Herstellung der

GeneGun-Munition und Immunisierung (Abb. 3.5 und 3.6).

Abbildung 3.5 Western Blot der zellularen Proteine, markiert mit anti-V5-Maus/anti-Maus-
Peroxidase Antikdrpern 48 h nach PEI-Transfektion von HEK 293T-Zellen mit den pTH
GeneGun-Plasmidvektoren, sowie der untransfizierten Negativkontrolle
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pTH-HIV Pol pTH-SIV Pol
pTH-HIV RevNefTatGag pTH-SIV RevNefTatGag

Abbildung 3.6 Immunfluoreszenzfarbung der Proteinexpression (rot) und des Zellkerns (blau) von
HEK 293T-Zellen, 48 h nach PEI-Transfektion mit den pTH GeneGun-Vektoren mithilfe des
monoklonalen konjugierten Antikérpers anti-V5-Cy5 und des Farbstoffes DAPI.

Die fur die Virusproduktion benotigten pAVV- und pShuttle-Vektoren wurden
nach erfolgreicher Klonierung ebenfalls mittels intrazellularer Immun-
fluoreszenzfarbung und Western Blot auf korrekte Antigenexpression untersucht,
bevor weitere Schritte der Virusproduktion unternommen wurden. Die Uber-
prufung der fur die rekombinante Adenovirusproduktion benotigten pShuttle-
Plasmide bestatigte die Expression aller vier Antigene in erwarteter Grof3e und
Lokalisation, vergleichbar mit den GeneGun-Vektoren (nicht gezeigt). Nach
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erfolgter Adenovirus Klein- bzw. GroRRproduktion wurden die erzeugten
Viruspartikel benutzt, um eine erneute Expressionskontrolle durchzufihren.

Hierfir wurden AD293 Zellen mit verschiedenen Verdinnungen der Virus-
suspension oder einer MOI 1-5 infiziert. Mithilfe des Western Blots und

intrazellularer Immunfluoreszenzfarbung konnte die korrekte Expression aller flnf

rAd5-Vektoren bestatigt werden (Abb. 3.7 und 3.8).

130kDa

95kDa

55kDa

17 kDa

Abbildung 3.7 Western Blot der zellularen Proteine, markiert mit anti-V5-Maus/anti-Maus-
Peroxidase Antikérpern 48 h nach Infektion von AD293-Zellen mit rekombinanten Adenoviren
MOI 1-5
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rAd5- HIV Pol rAd5-SIV Pol

rAd5-HIV RevNefTatGag rAd5- SIV RevNefTatGag

rAd5-Leervektor

Abbildung 3.8 Immunfluoreszenzfarbung der Proteinexpression (rot) und des Zellkerns (blau) von
AD293-Zellen, 48 h nach Infektion mit den rAd5-Vektoren, mithilfe des monoklonalen
konjugierten Antikorpers anti-V5-Cy5 und des Farbstoffes DAPI.
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Fir die pAAV-Vektoren mit den ca. 3 kB grof3en, vollstandigen Konstrukten
wurden, nach erfolgreicher Klonierung, ebenfalls Expressionsuntersuchungen auf
Plasmidbasis durchgefihrt. Nach Transfektion von HEK 293T-Zellen und
anschlieRBendem Western Blot (Abb. 3.9) und Immunfluoreszenzfarbung (nicht
gezeigt) zeigte sich eine starke Expression der Proteine in erwarteter Gré3e und
Lokalisation.

125 kDa
100 kDa
75 kDa

50 kDa

37kDa

Abbildung 3.9 Western Blot der zellularen Proteine, markiert mit anti-V5-Maus/anti-Maus-
Peroxidase Antikdrpern 48 h nach Transfektion von HEK 293T-Zellen mit den Volllangen pAAV-
Plasmiden.

Anschlielende Versuche einer rekombinanten AAV9 Produktion auf Basis der
getesteten pAAV-Plasmide schlugen leider fehl. Mehrfache Versuche einer
rAAV9 Produktion in kleinerem Malstab und anschlieRende Transduktions-
versuche mit den erzeugten Viruspartikeln zeigten nicht das erwartete Resultat.
Sehr wenige oder gar keine transduzierten Zellen waren nach mehreren Tagen
Inkubation und Superinfektion im Vergleich zu Kontrollproduktionen anderer
rAAV9-Partikel zu erkennen (Abb.3.10). Des Weiteren lieRen sich nach der
Transduktion keine Banden im Western Blot erkennen und die gemessene
physikalische Partikelanzahl war ebenfalls 100-1000fach niedriger als erwartet
(nicht gezeigt).
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rAVV9-HIV Pol

rAAV9-SIV Pol

rAAV9-HIV RevNefTatGag

rAAV9-SIV RevNefTatGag

rscAAV9-GFP (Kontrollproduktion)

Abbildung 3.10 Immunfluoreszenzfarbung der Proteinexpression (rot) und des Zellkerns (blau)

von HEK 293T-Zellen, 72 h nach Infektion mit den Volllangen rAAV9/rscAAV9-Vektoren und 24 h

nach Superinfektion der rAAV9-Vektoren mit RCA MOI 2; Farbung mithilfe des monoklonalen

konjugierten Antikdrpers anti-V5-Cy5 und des Farbstoffes DAPI.



3 Ergebnisse 67

Wie schon zuvor erwahnt (Kap. 3.1), wurde die Grolke des zu verpackenden
Virusgenoms verringert, um unter die naturliche VerpackungsgréRe von ca. 4,7
kB zu gelangen. Die dafir aus PCR-Amplifikaten klonierten pAAV-Vektoren mit
halbierten, ca. 1,5 kB langen Konstrukten wurden nach erfolgreicher Klonierung
und Sequenzierung auf ihre Expression auf Plasmidebene sowie Effektivitat
bezuglich der Virusproduktion hin untersucht. Der Western Blot auf
Plasmidebene zeigte eine erwartete Molekularmasse der halbierten Proteine von
ca. 50-75 kDa (Abb. 3.11). Trotz mehrfach wiederholter Klonierungsversuche und
Austausch der Amplifikationsprimer gelang es bis zuletzt nicht, die beiden Halften
des HIV Pol-Konstruktes zu klonieren. Demzufolge waren fir die folgenden
Immunisierungsstudien keine HIV Pol codierenden rAAV9 Vektoren verfugbar.
Um einen visuellen Vergleich der Transduktionseffizienz bzw. Virusproduktivitat
der Volllangen und halbierten pAAV-Plasmide bzw. rAAV- Vektoren zu
ermoglichen, wurden alle Viruskonstrukte parallel auf identische Weise in
kleinerem Malstab produziert, aufgearbeitet und anschlieBend parallel
verwendet, um eine Immunfluoreszenzfarbung durchzufihren. Es zeigte sich
deutlich, dass die Transduktionseffizienz dieser halbierten rAAV9-Vektoren um
ein Vielfaches, verglichen mit den Volllangen-Vektoren, gesteigert werden konnte
(Vergleich Abb. 3.10 und 3.12).

Abbildung 3.11 Western Blot der zellularen Proteine, markiert mit anti-V5-Maus/anti-Maus-
Peroxidase Antikérpern, 48 h nach Transfektion von HEK 293T-Zellen mit den halbierten pAAV-
Plasmiden.
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rAAV9-HIV RevNefTat rAAV9-HIV Gag

rAAV9-SIV Pol 1. Teil rAAV9-SIV Pol 2. Teil

rAAV9-SIV RevNefTat rAAV9-SIV-Gag

Abbildung 3.12 Immunfluoreszenzfarbung der Proteinexpression (rot) und des Zellkerns (blau)
von HEK 293T-Zellen, 72 h nach Infektion mit den halbierten rAAV9/rscAAV9-Vektoren und 24 h
nach Superinfektion der rAAV9-Vektoren mit RCA MOI 2; Farbung mithilfe des monoklonalen
konjugierten Antikdrpers anti-V5-Cy5 und des Farbstoffes DAPI.
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3.3 Quantifizierung der produzierten viralen Vektoren

Nach erfolgreicher in vitro Charakterisierung der rekombinanten viralen Vektoren
wurden diese in groRerem Malstab produziert, aufgereinigt und konzentriert, um
ausreichende Mengen und Konzentrationen fur die anschlieBenden Im-
munisierungsversuche zu gewinnen.

Die Adenovirus- und AAV-Vektoren wurden auf unterschiedliche Weise
quantifiziert. Die rAd5-Vektoren wurden mittels eines biologischen Quanti-
fizierungstests, dem relativ langwierigen Plaque-Test, auf infektiose, plaque-
bildende Einheiten untersucht. Die rAAV9-Vektoren wurden mit einer wesentlich
schnelleren, physikalischen Quantifizierungsmethode untersucht. Hierbei wurden
DNase-resistente, verpackte Virusgenome quantifiziert. Dieser Wert ergab jedoch
infektioser

keine direkte Aussage Uber die tatsachliche Konzentration

Viruspartikel.

Tabelle 3.1 Tabellarische Darstellung der aus verschiedenen Virusgrof3produktionen
gewonnenen Virusmengen und der daraus resultierenden Anzahl verfligbarer Impfdosen (Maus)
bzw. tatsachlich pro Immunisierung eingesetzter rAAV9-Menge

rAd5-Impfvektor PFU/mL | Anzahl Impfdosen
je 1x10” PFU
rAd5-HIV Pol 14x10° 2800
rAd5-HIV RevNefTatGag 9x10° 1800
rAd5-SIV Pol 4x10° 800
rAd5-SIV RevNefTatGag 5x10° 1000
rAd5-Leervektor 3x10° 600
eingesetzte DRP
27 Impfdosen)
rAAV9-HIV RevNefTat 1,75x10° 2,40x10°
rAAVO-HIV Gag 2,35x10° 4,09x10°
rAAV9-SIV Pol 1. Teil 1,91x10° 4,09x10°
rAAV9-SIV Pol 2. Teil 8,14x10’ 1,15x10°
rAAV9-SIV RevNefTat 4,16x10° 1,00x10™
rAAV9-SIV Gag 1,80x10° 1,00x10™
rAAV9-Leervektor 9,02x10™ 1,00x10™
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Aus der tabellarischen Ubersicht (Tab. 3.1) wurde deutlich, dass sich die
rekombinanten Adenoviren sehr effizient mit einem sehr hohen Titer, bezogen
auf die relativ kleine Kulturfliche von insgesamt 900 cm?, produzieren lieRen.

Bei den produzierten rekombinanten AAV9-Vektoren war die gewonnene
physikalische Partikelzahl deutlich niedriger ausgefallen. So wurden initial je 20
15 cm Zellkulturschalen pro Konstrukt produziert und quantifiziert. Da in manchen
Produktionen die Partikelzahl deutlich unter der bendtigten Menge lag, wurden
bis zu 40 Zellkulturschalen je Konstrukt zusatzlich produziert, mit den ersten
Virusstocks gepoolt und erneut quantifiziert.

Da die abschliel3end ermittelte Partikelzahl bei vier der sieben rAAV9-Vektoren
nicht fiir die 25 bendtigten Virusdosen mit der blichen Virusmenge von 1x10"°
DRP ausreichte, wurden die Impfdosen teilweise um das Neunfache auf minimal
1,15x10° DRP reduziert.

3.4 In vivo Immunogenitatsstudien

3.4.1 Untersuchung der induzierten zelluldren Immunantwort

Vorversuche

Um die Immunogenitat der, von den Impfkonstrukten exprimierten Proteine,
grundsatzlich zu bestatigen und zu untersuchen, ob es durch gleichzeitige
Applikation der Pol- und RevNefTatGag-Impfkonstrukte zu Immundominanz-
effekten kommt, wurde eine Immunisierungsreihe in Mausen durchgefuhrt. In
diesem Vorversuch wurden die Milzzellen der Mause nicht gepoolt, sondern die
Mause individuell getestet. Dieses Vorgehen sollte helfen zu beantworten, wie
homogen des Reaktivitatsmuster der Mause innerhalb einer Gruppe ist. Hierfur
wurden je 4-5 Mause mit den einzelnen oder kombinierten HIV bzw. SIV
GeneGun-Vektoren immunisiert. Aus den Abbildungen wird deutlich, dass, wenn
ein Peptidpool ein deutlich positives Resultat liefert, in der Regel jede Maus eine
Reaktivitat gegen diesen Peptidpool zeigt, wenn auch in unterschiedlichem Mal3e
(Abb. 3.13). Beim Vergleich der Resultate der Einzel- und Kombinations-
impfungen wurde deutlich, dass bei den Kombinationsimpfungen keine Ver-

ringerung der Immunogenitat beobachtet werden konnte. Im Gegensatz dazu war
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beim Vergleich der HIV-Immunisierungen sogar der Trend einer Steigerung der
Immunogenitat bei den Kombinationsimpfungen zu erkennen. Bei genauerer
Betrachtung fiel auf, dass meist eine bestimmte Maus die starkste Reaktion

zeigte, jedoch nur in Bezug auf ein Immunogen und nicht auf beide.
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Abbildung 3.13 Resultate der Immunisierungen von C57/BL6 Mausen mit den einzelnen bzw.
kombinierten HIV und SIV GeneGun-Vektoren. Die Ergebnisse des EliSpots sind als
spotbildende Kolonien pro eine Million Zellen angegeben. Die farbigen Rauten reprasentieren die
individuellen Mause und der schwarze Strich jeweils den berechneten Mittelwert aller Mause
einer Versuchsgruppe.

Um zu Uberprufen, ob die relativ geringe Immunogenitat des pTH-SIV Pol
Konstruktes produktions- oder konstruktbedingt ist, wurde neue GeneGun-
Munition hergestellt und erneut in Mausen getestet. Hierbei wurden Ergebnisse
erzielt, welche vergleichbar mit denen der anderen Immunogene waren (Daten
nicht gezeigt). Alle nachfolgenden Immunisierungen wurden mit der neu

hergestellten Munition durchgefuhrt.

Immunogenitatsstudien

Aufgrund der Resultate der Vorversuche wurden die nachfolgenden Tierversuche
entsprechend angepasst. So wurden aufgrund der relativ homogenen Reaktivitat
der einzelnen Mause alle Milzzellen und Blutproben der einzelnen Mause einer
Versuchsgruppe gepoolt, um eine hohere Gesamtmenge an Milzzellen fur alle
Analysen zur Verfugung zu haben. Da schon in den Vorversuchen unerwartet
viele Peptidpools eine positive Reaktion induzierten, wurde in den nachfolgenden
Versuchen die GroRe der Peptidpools halbiert und damit die Anzahl verdoppelt,
um eine bessere Auflosung fur die Durchfihrung der spateren Epitopenkartierung
zu erhalten (Abb. 2.5)..

In den nachfolgenden Abbildungen sind, fiir eine bessere Ubersicht, die
Gesamtspots fur jedes der verwendeten HIV- bzw. SIV-Proteine der
unterschiedlichen homologen und heterologen zwei- und dreifach Immu-
nisierungen dargestellt (Abb. 3.14). Es ist zu erkennen, dass eine dramatische
Immunogenitatssteigerung von den homologen hin zu den heterologen, vor allem
den dreifach Immunisierungen, erzielt wurde. So konnten starke Immuno-
genitatssteigerungen um maximal das Zwanzigfache (Vergleich SIV Pol DNA-
DNA vs. DNA-Ad-AAV) bzw. minimal das Vier- bis Funffache (Vergleich SIV Gag
DNA-DNA vs. DNA-AAV-Ad) erzielt werden. Es ist zu berucksichtigen, dass kein
HIV Pol rAAV9-Vektor zur Verfugung stand. Daruber hinaus wird deutlich, dass
die drei kleineren, akzessorischen Proteine Nef, Rev und Tat keine, oder eine

sporadische und deutlich geringere zellulare Immunantwort induziert haben. So



3 Ergebnisse 73

ist eine Reaktivitat nur bei HIV Rev und SIV Tat, vorwiegend bei den heterologen

Dreifachimmunisierungen, zu erkennen.

EliSpot: HIV-1 — Gesamtspots
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3.14.1 Darstellung der kumulativen Ergebnisse der im EliSpot pro HIV Protein erzielten
Gesamtspots der verschiedenen homologen und heterologen Immunisierungsreihen mit den
GeneGun-, rAAV9- und rAd5-Vektoren. Die Fehlerindikatoren geben die Abweichungen der
Mittelwertberechnung wieder.
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EliSpot: SIV — Gesamtspots
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3.14.2 Darstellung der kumulativen Ergebnisse der im EliSpot pro SIV Protein erzielten
Gesamtspots der verschiedenen homologen und heterologen Immunisierungsreihen mit den
GeneGun-, rAAV9- und rAd5-Vektoren. Die Fehlerindikatoren geben die Abweichungen der
Mittelwertberechnung wieder.

Um die fur die Immunreaktion verantwortlichen Einzelpeptide identifizieren zu
konnen, werden die reaktiven Peptidpools mit der Peptidpoolmatrix verglichen,
um moglicherweise reaktive Peptide identifizieren und testen zu konnen.
Betrachtet man die Darstellung der Reaktivitat der einzelnen Peptidpools einer

Auswahl von Immunisierungen, fallt auf, dass sich die Reaktivitatsmuster fur ein
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Immunogen stark &ahneln, nur die Starke der Reaktionen, abhangig vom
Immunisierungsregime, deutlich differiert (Abb. 3.15, weitere Abbildungen im
Anhang). Aufgrund der Zusammensetzung der Peptidpools sollten sich die
Gesamtintensitaten in der linken bzw. rechten Halfte eines jeweiligen Diagramms
ahneln, da in der ersten und zweiten Halfte der Peptidpools jeweils die gleichen
Peptide, jedoch in einer anderen Komposition, vorhanden sind. Aus dieser
Grunduberlegung ergibt sich, dass die dargestellen Ergebnisse fur HIV-1 Rev
und SIV Tat nicht erwartungsgemald sind. Es sollte sich auf jeder Halfte des
Diagramms eine Reaktion erkennen lassen. Da dies nicht der Fall war, diese Art
von positiver Reaktion aber in mehreren Immunisierungsreihen gleichermalen
beobachtet wurde, sollte trotzdem eine Epitopenkartierung durchgefuhrt werden.

Da keine mdoglicherweise reaktiven Peptide vorher ausgewahlt werden konnten,

wurden alle Peptide getestet.
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im Anhang dargestellt. Die Fehlerindikatoren geben die Abweichungen der Doppelbestimmungen
wieder.

Epitopenkartierung

Wie schon zuvor beschrieben, wurden mithilfe der Zusammenstellung positiver
Peptidpools und der Poolmatrix maoglicherweise reaktive Einzelpeptide
identifiziert (Kap. 2.4.4). Aufgrund der Uberdurchschnittlich hohen Anzahl an
reaktiven Peptidpools ergab sich ebenfalls eine relativ hohe Anzahl moglicher
Einzelpeptide. Der experimentelle Zeitablauf machte es zudem notwendig, die
restlichen Milzzellen zu kryokonservieren, bevor sie zur Durchfihrung der
Epitopenkartierung benotigt wurden. Aufgrund von Schwankungen bei der
Ausbeute der Milzzellpraparation, den vielen zu testenden Einzelpeptiden und
dem durch die Kryokonservierung bedingten Verlust vitaler Zellen waren teilweise
nicht genugend Milzzellen vorhanden. Im Fall der HIV DNA/AAV, HIV AAV/AAV
Pol, sowie SIV AAV/AAV Pol und Gag Immunisierungsreihen waren leider keine
Milzzellen fur eine Epitopenkartierung verfugbar. Bei anderen Versuchsreihen
waren teilweise so wenige Milzzellen vorhanden, dass die Zahl der pro Loch
eingesetzten Zellen von 2x10° auf minimal 1x10° Milzzellen reduziert wurde.
Vergleicht man die Anzahl der erkannten Epitope fur die verschiedenen
Immunisierungsregime, so wird deutlich, dass auch hier die heterologen
Dreifachimmunisierungen die grofte Anzahl der Epitope induziert (Abb. 3.16;
Peptidsequenzen im Anhang). Obwohl die gleichen positiven Peptidpools in HIV
Rev und SIV Tat in verschiedenen Immunisierungsregimen beobachtet werden
konnten, erbrachte die Testung aller einzelner HIV Rev bzw. SIV Tat Peptide
keinerlei positives Resultat.
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3.16 Anzahl der ermittelten reaktiven Peptidepitope in den HIV bzw. SIV Proteinen Gag und Pol,
aufgeteilt nach den verschiedenen homologen und heterologen Immunisierungsregimen. Die
Aminosauresequenzen der reaktiven Peptide sind im Anhang aufgefiihrt. Im Fall der HIV
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DNA/AAV und AAV/AAV Pol Immunisierung und SIV AAV/AAV Pol und Gag Epitopenkartierung
waren leider nicht gentigend Milzzellen verfligbar, um die Kartierung durchzufiihren.

3.4.2 Untersuchung der induzierten humoralen Immunantwort

ELISA

Die gepoolten Seren der Mause einer Versuchsgruppe wurden mithilfe von
ELISA auf das Vorhandensein von Antigen-spezifischen Antikdrpern getestet und
relativ quantifiziert. Als ,,Capture-Antigen wurden verschiedene in E. coli re-
kombinant produzierte HIV und SIV Proteine, wie Gag, Rev, Nef und Tat,
verwendet. Ein rekombinantes Pol-Protein stand nicht zur Verfigung. Aulderdem
wurden Lysate aus HIV pNL4.3 und SIVmac239 Viruspartikeln, in welchen
vorwiegend prozessiertes Gag und Env vorkommt, als Antigen benutzt.
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Abbildung 3.17 Ergebnisse der Untersuchung der humoralen Immunreaktion gegen
verschiedene rekombinante und natirliche HIV- und SIV-Antigene. Die Fehlerindikatoren geben
die Abweichungen der Doppelbestimmungen wieder.

Aus der Abbildung wird deutlich, dass nur ein Teil der verschiedenen
Immunisierungsregime in der Lage ist, eine deutliche humorale Immunreaktion zu
induzieren (Abb. 3.17). Bei den HIV Gruppen sind immer die gleichen vier
Gruppen mit einer Reaktion assoziiert. In allen diesen vier Gruppen wurden
rAAV9-Vektoren verwendet. Auch in den SIV Gruppen ist dieser Zusammenhang
zu beobachten, wenn auch weniger stark und konsistent. Gegen die restlichen
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rekombinanten Proteine konnten keine humoralen Immunantworten gemessen

werden (Daten siehe Anhang).

Western Blot

Da kein rekombinantes HIV bzw. SIV Pol aus E. coli verfugbar war, das
Vorhandensein Pol-spezifischer Antikorper jedoch Uberpruft werden sollte,
wurden HEK-293T-Zellen mit den entsprechenden Pol-Expressionsplasmiden
transfiziert, um Antigen zu exprimieren und im Western Blot, mithilfe von den
Immunseren, nachweisen zu konnen. Neben den mehreren Western Blots im
SlotBlot-Format, auf Basis der HIV und SIV Pol-Antigene, wurden ebenfalls
Viruslysate von HIV pNL4.3 und SIV 32H als Antigen im Western Blot verwendet.
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Abbildung 3.18 Ergebnisse der Western Blots mit HIV bzw. SIV Pol Antigen aus HEK293T-Zellen
und Antigen aus HIV pNL4.3 und SIV 32H Viruslysat getestet gegen verschiedene
Konzentrationen gepoolter Mausseren.

Aus den Abbildungen der Western Blots lasst sich erkennen, dass die
Ergebnisse der Pol-spezifischen Western Blots die Ergebnisse des ELISAs mit
dem rekombinanten Gag bzw. Viruslysat weitgehend widerspiegeln. Vorwiegend
zeigen Gruppen, in deren Impfregime rAAV9-Vektoren enthalten waren, Anti-
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korper gegen Pol. Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus dem ELISA scheinen
auch die homologen Impfregimes mit den rAd5-Vektoren Antikorper gegen Pol,
nicht jedoch gegen Gag induziert zu haben. Es fallt auf, dass die Seren der mit
pTH-OVA-V5 immunisierten Mause ebenfalls Reaktivitat gegen das produzierte
Pol-V5 Antigen aufweisen. Um eine unspezifische Kreuzreaktivitdt von einer
Spezifitat der induzierten Antikorper gegen die in Immunogen und Western Blot
Antigen enthaltene V5-Markierung unterscheiden zu konnen, wurden weitere
Western Blots mit einem anderen Antigen durchgefihrt, welches ebenfalls eine
V5-Markierung enthielt. Mithilfe des PSA-V5 Proteins, das aus transfizierten
HEK-293T-Zellen gewonnen wurde, wurden alle Mausseren, welche eine
deutliche Reaktion gegen das Pol-V5 Lysat zeigten, erneut getestet. Hierbei
zeigte sich, dass die Seren der mit OVA-V5 immunisierten Mause ebenfalls mit
dem PSA-V5 Antigen reagierten. Eine Kreuzreaktivitdt konnte demnach
ausgeschlossen werden, vielmehr schienen V5-spezifische Antikérper vorhanden
zu sein. Einzig in den mit rAAV9/rAAV9-HIV Gag und RevNefTat immunisierten
Mausen konnten ebenfalls Antikbrper gegen die V5-Markierung nachgewiesen
werden. Alle anderen Immunisierungsregime haben keine Antikorper gegen die

V5-Peptidsequenz induziert.

PSA-V5 293T Lysat

Abbildung 3.19 Ergebnisse der Western Blots mit PSA-V5 Antigen aus HEK293T-Zellen und
gepoolter sowie positiv getesteter Mausseren.
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3.5 Invivo Validierung der Zytotoxizitat der induzierten Inmunantwort

Zur Untersuchung der zytotoxischen Funktionalitdt und Starke der induzierten
zellularen Immunantwort in vivo wurden je zwei Mause mit dem optimalen HIV
bzw. SIV DNA/rAd5/rAAV9 Impfregime immunisiert. 15 Tage nach dem zweiten
Boost wurden den immunisierten Mausen und je einer weiteren naiven
Kontrollmaus unterschiedlich stark CFSE-gefarbte Antigen-markierte und -
unmarkierte syngene Milzzellen intravends gespritzt (Kap. 2.5.2). Die 12 Stunden
spater entnommenen Milzen wurden aufgearbeitet und mittels Durchfluss-
zytometer analysiert (FACS Calibur, BD). Die erhaltenen Daten wurden mittels
Flowdo Software analysiert und grafisch dargestellt (Abb. 3.20). Aus der
Berechnung der prozentualen Antigen-spezifischen Zytotoxizitat ergab sich nach
12 h ein Mittelwert von ~98 % fur HIV (Gag Peptid #92) und ~88 % fur SIV (Gag
Peptid #72). Hierbei ist zu berlcksichtigen, dass diese relativ hohen Werte mit
nur einem immundominanten Epitop erzielt wurden. Im Falle des HIVs konnten
12 weitere, in Bezug auf SIV sogar 14 weitere Epitope identifiziert werden, deren
mogliches zytotoxisches Potential hier nicht bertcksichtig wurde.
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Abbildung 3.20.1 Darstellung des Density Blots der Ergebnisse der zytometrischen Analyse der
Milzzellen aus naiven und immunisierten Mausen, 12 h nach Injektion der unterschiedlich stark
CFSE-gefarbten und HIV Gag Antigen-markierten (rechtes Gate) und —unmarkierten (linkes
Gate) syngenen Milzzellen.
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Abbildung 3.20.2 Darstellung des Density Blots der Ergebnisse der zytometrischen Analyse der
Milzzellen aus naiven und immunisierten Mausen, 12 h nach Injektion der unterschiedlich stark
CFSE-gefarbten und SIV Gag Antigen-markierten (rechtes Gate) und —unmarkierten (linkes
Gate) syngenen Milzzellen.
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4 Diskussion

4.1 Auswahl und Optimierung der Antigene

Zu Beginn einer modernen Impfstoffentwicklung steht immer die Auswahl des
Antigens bzw. der Antigene und der optimalen Verabreichungsform der ent-
sprechenden Impfstoffe. In fast allen Fallen kann sich dabei auf Untersuchungen
einer naturlich erworbenen Immunitdt nach Uberstandener Infektion oder
Erfahrungen aus geeigneten Tiermodellen gestutzt werden. Solch eine direkte
Korrelation protektiver Mechanismen gegen eine HIV-1 Infektion oder AIDS-
Erkrankung im Menschen ist bislang mangels dieser beiden Voraussetzungen leider
diffus.

Wie schon erlautert weisen jedoch eine Reihe von Untersuchungen in hochgradig
HIV exponierten, jedoch seronegativen Personen oder solchen, welche trotz Infektion
eine auldergewoOhnlich geringe oder nicht vorhandene Krankheitsprogression
aufweisen, auf eine vorrangige Rolle von virusspezifischen CD8" zytotoxischen T-
Zellen in der Inhibierung einer Infektion oder dauerhaften Suppression der AIDS-
Progression unter Feldbedingungen hin. Vergleichbare Beobachtungen, basierend
auf dem bislang am besten geeigneten SIV/Makkaken-Modell, unterstitzen diese
Hypothese (Mudd and Watkins, 2011, Hersperger et al., 2011, Kaul et al., 2000, Kaul
et al., 2001Db).

Als Antigene zur Induktion einer virusspezifischen zellularen Immunantwort steht
eine Vielzahl von Virusproteinen zur Auswahl. Um eine mdglichst breitwirkende und
frlhzeitige immunologische Erkennung =zu ermdglichen, wurden mehrere
verhaltnismaldig gut konservierte und fruh nach Infektion prasentierte bzw.
exprimierte Proteine Gag, Pol, Rev, Nef und Tat als Antigene ausgewahlt. Das Env-
Protein wurde, aufgrund der Fokussierung auf eine zellulare Immunantwort und
relativ geringen Konservierung, als Antigen ausgeschlossen (Burton et al., 2004,
Gaschen et al., 2002).

Trotz der besseren Konservierung stellt die hohe Virusdiversitat ein betrachtliches
Problem fur die Entwicklung eines einzigen, gegen alle zirkulierenden Virusstamme
wirksamen Impfstoffes dar. Aus diesem Grund wurde eine Konsensussequenz,
basierend auf HIV-1 Untergruppe B, verwendet. Hiermit ist eine besonders gute
Abdeckung aller Sequenzvariationen innerhalb dieser Untergruppe moglich (Nickle et
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al., 2007). Fuar SIVmac ist die Verwendung einer Konsensussequenz aufgrund der
relativ geringen Anzahl bekannter Virusvarianten leider nicht moglich gewesen,
weshalb wir uns fur die Verwendung der gebrauchlichsten Virusvariante, SIVmac239,
entschieden haben.

Alle weiteren Sequenzmodifikationen, wie die Codonoptimierung zur Steigerung der
Antigenexpression und die Inaktivierung enzymatisch aktiver Domanen, wurde bei
den HIV-1 und SIVmac239 Konstrukte identisch durchgefuhrt, um eine optimale
Vergleichbarkeit zu erzielen (Wang et al., 2006, Leavitt et al., 1993, Gao et al., 2003,
Loeb et al, 1989). Fur die DNA-Impfvektoren wurde zusatzlich ein GMCSF-
Expressionsplasmid als genetischer Adjuvant zur Steigerung der Immunantwort und

Fokussierung auf den zellularen Bereich verwendet (Qin et al., 2007).

4.2 Produktion und in vitro Charakterisierung der Impfvektoren

Bei der anschlieBenden Produktion und in vitro Charakterisierung der auf den
Antigen-Konstrukten basierenden DNA-, rAd5 und rAAV9 Impfvektoren wurden
grundlegende technische und biologische Eigenschaften der verschiedenen Impf-
vektoren deutlich.

Wie schon erwahnt, haben genetische Plasmid-DNA Impfvektoren den Vorteil, mit
relativ geringem technischem Aufwand in groRerem Malstab und in verhaltnismaRig
kurzer Zeit entwickelt, produziert und in vitro charakterisiert werden zu kdnnen. Diese
Vorteile konnten bei der Herstellung der HIV und SIV DNA-Impfstoffe eindrucksvoll
unter Beweis gestellt werden. So dauerte es nur eine Woche, bis aus den gelieferten
vier Antigen-Konstrukten die jeweiligen DNA-Expressionsplasmide kloniert und in
ausreichender Menge Plasmide verfugbar waren. Die produzierten Expressions-
vektoren konnten nach erfolgreicher in vitro Expressionsuntersuchung direkt zur
Herstellung von GeneGun-Munition verwendet werden. Nachdem die einwandfreie
Funktion eines Teils der hergestellten GeneGun-Munition durch bioballistische
Transfektion von Zellen in einem weiteren Zellkultur-Versuch bestatigt wurde, waren
die GeneGun basierten DNA-Impfvektoren bereit fur den Einsatz in Tierversuchen.
Die Produktion, in vitro Charakterisierung und Quantifizierung der weiteren viralen,
replikationsdefizienten rAd5 und rAAV9 Vektoren war, meist erwartungsgemalfd, mit

einem deutlich hoheren technischen und zeitlichen Aufwand verbunden.
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Die Herstellung der adenoviralen Impfvektoren lief, im Gegensatz zu den rAAV-
Vektoren, ohne unerwartete Probleme ab. Nach der Virusamplifikation und
—Quantifikation standen die rAdS-Impfvektoren in sehr groRer Menge und
ausreichender Reinheit fur die Verwendung in den Immunisierungsstudien bereit
(Luo et al., 2007).

Die Produktion der rAAV9-Vektoren hingegen war aus mehreren Grunden weitaus
problematischer, obwohl prinzipiell die Herstellung von rAAV-Vektoren in kurzerer
Zeit als bei den rAd5-Vektoren moglich ist. Der erwahnte Nachteil von rAAV-
Vektoren, die relativ geringe Verpackungskapazitat von ungefahr 4,7 kB, fuhrte zu
Problemen bei der Produktion der viralen Impfvektoren (Dong et al., 1996, Hermonat
et al., 1997). Die anfanglich konstruierten pAAV-Plasmide mit den vier, ungefahr 3 kB
grollen Impfkonstrukt-Sequenzen, wiesen jedoch eine hdhere Verpackungsgrofle
von 5,5-6 kB auf. Zwei unabhangige Veroffentlichungen zeigten jedoch, dass trotz
Uberschreitung der natlrlichen Verpackungskapazitat eine effektive Produktion
funktioneller rAAV-Vektoren moglich ist. Es wurde gezeigt, dass eine effektive
Produktion von rAAVs der Serotypen 1-5 mit einer Verpackungsgrof’e bis 6 kB
moglich ist. Einzig die Vektoren uber 5,3 kB Verpackungsgrolie wiesen eine um den
Faktor 10 verringerte Transduktionseffizienz auf. Eine Beeinflussung der
Verpackungseffizienz konnte nicht festgestellt werden (Grieger and Samulski, 2005).
In einer spateren Veroffentlichung konnte die Produktion funktioneller rAAV-Vektoren
des Serotyps 1-9 mit einer Genomgrofle von bis zu 11,4 kB gezeigt werden.
Gegensatzlich zu der Publikation von Grieger und Samulski von 2005 wurde hier
jedoch eine ausgepragtere und vor allem Serotyp-abhangige Reduktion der
Verpackungseffizienz beobachtet. Die Transduktionseffizienz hingegen blieb von der
Verpackungsgrofie und dem Serotyp weitgehend unbeeinflusst (Allocca et al., 2008).
Unsere Ergebnisse aus der Produktion und Testung der 5,5-6 kB grolRen rAAVO9-
Vektoren widersprachen jedoch in jeder Hinsicht diesen beiden Studien und
spiegelten damit die Ergebnisse fruherer Untersuchungen wider. Trotz guter
Antigenexpression der vier klonierten pAAV-Vektoren auf Plasmidbasis schlugen
wiederholte Versuche der effizienten Produktion der entsprechenden rAVV9-
Vektoren fehl. Der mittels quantitativer realtime PCR ermittelte Titer verpackter
rAAV9-Genome war hierbei um den Faktor 100-1000, verglichen mit Vektoren von
4,1-4,6 kB GroRRe, verringert. Eine Antigenexpression konnte mittels Western Blots

nicht bestatigt werden, einzig mittels Immunfluoreszenzfarbung wurden wenige
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transduzierte Zellen nachgewiesen. Ob dieser Effekt nur auf der drastisch ver-
ringerten Verpackungseffizienz beruht oder zusatzlich durch eine verringerte Trans-
duktionseffizienz verstarkt wird, wurde nicht genauer untersucht.

Die, zur Verringerung der Genomgrofde entwickelten halbierten pAAV-Vektoren
I6sten das Problem der Grofenrestriktion bzw. Produktionseffizienz fast vollstandig.
Leider schlugen, trotz mehrfachen Wiederholungen, alle Versuche der Klonierung
der halbierten pAAV-HIV Pol Vektoren fehl. Eine Neusynthese der verwendeten
Primer bzw. Neuplanung des Primerdesigns ware als Losungsansatz in Frage
gekommen. Aufgrund des Zeitmangels wurde auf die beiden rAAV9-Pol Impfvektoren
fur die nachfolgenden Immunisierungsstudien verzichtet.

Wahrend der anschlielienden Grol3produktion der rAAV9-Vektoren wurde ein
weiterer Produktionsnachteil offensichtlich. Wahrend zur Produktion einer
ausreichenden Menge rAd5-Vektoren nur wenige hundert Quadratzentimeter
Zellkulturflache bendtigt wurden, war die bendtigte Flache bei den rAAV9-Vektoren
um mehr als das Zwanzig- bis Dreildigfache hoher. Aufgrund dieser Tatsache und der
beschrankten Produktionskapazitat war es trotz sequentieller Produktion mehrerer
Viruschargen teilweise nicht moglich, die bendtigte Anzahl Impfdosen zu erhalten.
Leider gibt es fur rAAV Immunisierungen keine direkten Dosis-Wirkungs-
Untersuchungen. In anderen Immunisierungsstudien wurden teilweise deutlich
hohere oder geringere Impfdosen eingesetzt. Darlber hinaus kann bei der relativ
hohen Impfdosis von 1x10' DRP pro Tier angenommen werden, dass ein
Sattigungsbereich erreicht ist. Daher wurden die Impfdosen eines Teiles der
Impfvektoren maximal um den Faktor 9 reduziert.

Die drei verschiedenen Vektorsysteme weisen in Bezug auf ihre in vitro
Expressionsstarke, Expressionskinetik und die Transduktionseffizienz weitgehend
ahnliche Charakteristika auf. Lediglich die Kinetik der Antigenexpression der rAAV9-
Vektoren ist aufgrund der Verwendung monomerischer rAAVs und der damit
notwendigen Doppelstrangsynthese deutlich verzogert. Durch Koinfektion mit
Adenovirus Helferviren wurde dieser Prozess deutlich beschleunigt und eine starke
Antigenexpression lie® sich bereits drei Tage nach Infektion beobachten (Ferrari et
al., 1996).
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4.3 In vivo Immunogenitatsstudien

Nach Fertigstellung der verfugbaren Impfvektoren wurde in einem Vorversuch die
generelle Immunogenitat der verwendeten Antigene sowie eine mogliche Induktion
von Immundominanzeffekten bei einer Kombinationsimpfung, Uberprift. Die Mause
einer Versuchsgruppe zeigten ein homogenes Reaktivitatsprofil in Bezug auf die im
INF-y EliSpot positiv getesteten Peptidpools. Bei Betrachtung der Ergebnisse der
Kombinationsimmunisierungen fallt auf, dass die verschiedenen Mause einer
Versuchsgruppe unterschiedlich starke zellulare Immunantworten entwickeln. Dieser
Trend einer Hierarchie in der Starke der Impfreaktion war jedoch nur fur einen der
beiden verwendeten Impfvektoren innerhalb eines Versuchstieres zu beobachten.
Interindividuelle Unterschiede der Starke der Impfreaktion zwischen den Versuchs-
mausen sind deshalb unwahrscheinlich. Vielmehr ist anzunehmen, dass
Unterschiede in der Beschichtung der GeneGun-Munitiom zu diesem Effekt gefuhrt
haben.

Die relativ schwache Immunogenitat des SIV Pol Vektors, verglichen mit den
anderen Antigenen, lie3 sich durch Herstellung neuer Munition deutlich steigern, die
Ursache ist demzufolge ebenfalls auf Schwierigkeiten bei der Produktion der
Munition zurtckzufuhren.

Immundominanzeffekte, die zur Ausbildung einer Hierarchie in der Starke der
induzierten zellularen Immunantwort fihren, sind bei Immunisierungen ein haufig
beobachtetes Problem (Balazs et al., 2012). Eine Ursache fur diesen Effekt liegt in
der aktiven Suppression subdominanter CD8" T-Zell Antworten durch dominante
CD8+ T-Zell Antworten (Rodriguez et al., 2002). Eine weitere Hypothese zur
Erklarung dieses Effektes ist die passive Kompetition von CD8+ T-Zellen, um eine
begrenzte lokale Anzahl an Antigen prasentierenden Zellen. Um diesen lokalen
Effekt bei der Verwendung mehrerer einzelner Antigene zu umgehen oder zu
vermindern, konnen die unterschiedlichen Antigene gleichzeitig an verschiedenen
Korperstellen oder in mehreren Tagen Abstand an der gleichen Stelle appliziert
werden. Ein solch sequentielles Immunisierungsschema ware jedoch in Hinsicht auf
die erste Hypothese denkbar ungunstig. Aufgrund der geringen Hautoberflache der
Versuchsmause und vergleichsweise gro3en Flache der einzelnen Applikations-
stellen ist eine deutliche raumliche Abgrenzung der Applikationsorte nicht moglich.

Trotz dieses Umstandes und der Verwendung von zwei verhaltnismafRig grofden fur
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viele CTL-Epitope kodierenden Antigen-Konstrukten liel3 sich keine Zunahme an
Immundominanzeffekten bei den Kombinationsimmunisierungen beobachten. Im
Gegensatz dazu konnte sogar der Trend einer Steigerung der Immunogenitat
beobachtet werden. Es kommen mehrere mogliche Erklarungen fur diese uner-
wartete Beobachtung in Frage. So konnte die gesteigerte Menge an GMCSF
Adjuvanz durch die verdoppelte Dosis an GMCSF-Expressionsplasmiden eine
mogliche Erklarung darstellen. Die durch die verdoppelte Plasmidmenge ebenfalls
gesteigerte Menge an unmethylierten CpG-Motiven kdnnte ebenfalls einen positiven
Einfluss auf die Immunogenitat genommen haben. CpG-Motive stellen Pathogen-
assoziierte molekulare Muster dar und interagieren mit dem Toll-like Rezeptor 9. Der
Adjuvanzeffekt beruht auf der Steigerung der Expression von T-Helfer Typ 1,
proinflammatorischen Zytokinen und Induktion der Reifung und Aktivierung
professioneller Antigen prasentierender Zellen (Lewis et al., 2002). Eine gesteigerte
unspezifische Inflammation aufgrund der durch die Transfektion grof3flachig
penetrierten Hautoberflache konnte ebenfalls verstarkend gewirkt haben.

Nach diesen Voruntersuchungen wurde mit der Durchfuhrung der eigentlichen
verschiedenen, homologen und heterologen Immunisierungsstudien begonnen.
Erwartungsgemaly induzierten die homologen GeneGun Immunisierungen die
vergleichsweise schwachsten zellularen Immunantworten, die Anzahl der erkannten
T-Zell Epitope war dabei ebenfalls relativ begrenzt. Die homologen Immunsierungen
mit den rAAV9 und rAd5 Vektoren erbrachten vergleichbare Ergebnisse. Durch
Verwendung heterologer Immunisierungsregime, im Besonderen der dreifach
Immunisierungen, konnte hingegen eine drastische Steigerung der induzierten
Immunantworten und der Anzahl erkannter Epitope erreicht werden. So war es
moglich, die Anzahl reaktiver, Antigen-spezifischer T-Zellen um das Vier- bis
Zwanzigfache zu steigern. Eine deutliche zwei- bis vierfache Steigerung der Anzahl
der erkannten Epitope konnte ebenfalls mithilfe der dreifach Immunisierungen erzielt
werden. Die hervorragende Immunogenitat solcher, auf DNA-, rAd- und rAAV-
Vektoren basierender Dreifachimmunisierung wurde kurzlich ebenfalls von einer
anderen Arbeitsgruppe gegen das EBV LMP2-Protein in Mausen berichtet (Wang et
al., 2011). Die von uns induzierten zellularen Immunantworten mit bis zu annahernd
30000 reaktiven T-Zellen pro Million Splenozyten und bis zu 15 reaktiven Epitopen
im Pol und Gag Antigen waren deutlich hoher als erwartet. Die Starke und
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Epitopenvielfalt der gemessen Immunantwort lag deutlich Uber der in anderen
erfolgreichen Immunisierung- und Belastungsversuchen mit Influenza, LCMV, SARS
oder Tumorzellen detektierten zellularen Immunantworten (Sipo et al., 2011, Du et
al., 2008b, Shedlock et al., 2011, Nieto et al., 2009).

Leider gelang es nicht, zuverlassige zellulare Immunantworten gegen die verhaltnis-
maRig kleinen, akzessorischen Rev, Nef und Tat Proteine zu induzieren. Es ist
bekannt, dass eine vorhandene subdominante CTL-Antwort durch die gleichzeitige
Induktion einer weiteren dominanten CTL-Antwort drastisch supprimiert werden
kann. Ein Zusammenspiel verschiedener komplexer Vorgange wahrend der Prozes-
sierung und Prasentation der antigenen Fusionsproteine als MHC-I-Peptid-Komplexe
sind verantwortlich fur diesen Dominanzeffekt (Esser et al., 2001, Wang et al., 1992,
Li et al., 1992, Kim et al., 2011, Kulkarni et al., 2011). Die gleichzeitige Expression
des RevNefTatGag-Fusionsantigens und die damit verbundene Prozession und
Prasentation immundominanter Gag-Peptide konnte zur Suppression einer vor-
handenen, Rev-, Nef oder Tat-spezifischen CTL-Antwort gefuhrt haben.

Das sporadische, untypische Auftreten von T-Zell Antworten gegen bestimmte
Peptidpools, jedoch gegen keines der entsprechenden Einzelpeptide, konnte leider
aufgrund des Mangels an weiteren, dafur notwendigen Splenozyten nicht weiter
untersucht werden. Zur weiteren Untersuchung dieses sporadischen Auftretens ware
eine erneute Durchfuhrung dieser Immunisierungsreinen notwendig. Eine Neukon-
struktion der GeneGun- und rAd5 Impfvektoren zur Trennung des immundominanten
Gag-Antigens von den drei andern Antigenen in verschiedenen Vektoren konnte
moglicherweise das Problem der Immundominanz umgehen und zur Induktion einer

Rev-, Nef- oder Tat-spezifischen zellularen Immunantwort fuhren.

Parallel zu diesen zellularen Immunogenitatsstudien wurde ebenfalls die Induktion
von spezifischen Antikorpern untersucht. Hierbei zeigte ein Teil der mittels ELISA
untersuchten Antiseren einen teilweise relativ hohen anti-Gag Antikorpertiter.
Antikorper gegen HIV Rev und SIV Nef konnten ebenfalls detektiert werden,
wohingegen ein Pol-Antigen zur Verwendung im ELISA leider nicht verfugbar war.
Mithilfe von Western Blots war es jedoch moglich, ebenfalls Pol-spezifische Anti-
korper nachzuweisen und die Ergebnisse aus dem Gag-ELISA zu bestatigen. Es
zeigt sich ein Trend der gesteigerten Antikorperinduktion in Immunisierungsregimen,

welche rAAV9-Vektoren beinhalten. Eine Steigerung der humoralen Immunantwort



4 Diskussion 91

durch Verwendung heterologer zweifacher oder dreifacher Immunisierungen lasst
sich bei diesen Untersuchungen nicht erkennen. Zwei der wenigen veroffentlichten
rAAV9 basierten HPV-Immunisierungsstudien in Mausen und Makkaken stutzen
diese Beobachtung. Vor allem rAAV9-Vektoren waren dort in der Lage, eine starke
und langanhaltende humorale und auch zellulare Immunantwort zu induzieren und
einen robusten Schutz im Belastungsmodell zu erzielen (Nieto et al., 2012, Nieto et
al., 2009).

4.4 In vivo Zytotoxizitatsstudien

Obwohl der INF-y EliSpot eine Standardmethode in der Quantifizierung und
Charakterisierung zellularer Immunantworten darstellt, steht die Expression von
INF-y nicht direkt im Zusammenhang mit deren zytotoxischen Potential (Streeck et
al., 2009). Aus verschiedenen Beobachtungen von HIV-Patienten mit einer naturlich
kontrollierten Infektion (EC oder LTNP) lasst sich vielmehr eine Korrelation mit der
gleichzeitigen Expression verschiedener Marker, wie INF-y, IL-2, TNFa, CD107a
oder MIP-1B, ableiten (Betts et al., 2006, Ferre et al., 2009, Almeida et al., 2009,
Mkhwanazi et al., 2010). Kurzlich gelang es, ein direkt mit der Zytolyse assoziiertes
Protein mit dem CTL-Profil in diesen Personen zu korrelieren. Mithilfe eines neuen
Antikorpers konnte hier erstmals die Expression von de novo synthetisiertem Perforin
mit der Kontrolle der HIV-Infektion assoziiert werden (Hersperger et al., 2010,
Makedonas et al., 2009).

Ausgehend von diesem multifaktoriellen Hintergrund und den bereits erwahnten
Beobachtungen zweier verschiedener Arbeitsgruppen, in denen rAAV-Vektoren eine
abberrante, funktionell gestorte zellulare Immunantwort induziert hatten (Lin et al.,
2007a, Lin et al., 2007b), sollte das zytotoxische Potential und damit die Funk-
tionalitat der induzierten Immunantwort in einem direkten in vivo Tierversuch evaluiert
werden. Der in vivo Zytotoxizitatstest stellt derzeit die beste und unmittelbarste
Moglichkeit des Nachweises des zytotoxischen CTL bzw. ADCC Potentials dar,
wobei Belastungsversuche in einem optimal geeigneten Tiermodell ausgenommen
werden mussen (Hermans et al., 2004, Ingulli, 2007). Fur diesen Versuch wurden
zwei Tiergruppen mit einem der immunogensten HIV- bzw. SIV- Impfregime,
bestehend aus GeneGun-, rAd5- und rAAV9-Vektoren, immunisiert. 15 Tage nach

der letzten Immunisierung wurden diese Tiere und unimmunisierte Kontrolltiere
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syngene, mit antigenem Peptid markierte oder unmarkierte und mittels CFSE-
Farbstoff gefarbte Splenozyten intravenos injiziert. Als Ziel fur die zytotoxischen T-
Zellen wurde je eins der immundominanten HIV bzw. SIV Gag-Peptide verwendet.
Als Inkubationszeitraum wurden zwolf Stunden gewahlt, da dies, wie schon erwahnt,
der Zeitspanne gleicht, in der nach HIV Infektion einer T-Helferzelle die immun-
supprimierende Funktion des Nef-Proteins einsetzt (Althaus and De Boer, 2011,
Collins et al., 1998).

Die Versuchsgruppen zeigten im Vergleich zu den Kontrolltieren eine deutliche
zytolytische Aktivitat. Nach zwolf Stunden wurden 88 % (SIV Gag #78) bis 98 % (HIV
Gag #92) der mit antigenem Peptid-markierten Splenozyten entfernt. Es sind uns
bislang keine weiteren Immunisierungsstudien bekannt, welche eine vergleichbar
starke zytolytische Aktivitat in einem in vivo Zytotoxizitastest induzieren konnten.
Hingegen besteht eine groRe Ahnlichkeit zu Resultaten aus Mausstudien mit
kontrollierten, chronischen oder transienten Virusinfektionen, wie LCMV oder Poly-
omavirus (Barchet et al., 2000, Byers et al., 2003, Ganusov et al., 2010). Die
Beobachtung, dass in Polyomavirus infizierten Mausen der CTL-induzierte Schutz
vor Tumorgenese nicht perforinabhangig ist, unterstreicht die Relevanz solcher
direkter in vivo Untersuchungen mangels verlasslicher Marker zusatzlich (Byers et
al., 2007). Bei der Bewertung der erzielten Zytotoxizitat ist zu berucksichtigen, dass
nur je ein immundominantes Gag-Peptid als Antigen eingesetzt wurde und nicht
zwangslaufig eine Korrelation zwischen dieser Immundominanz und dem zyto-
toxischen Potential dieser CTL-Population besteht. So ist es moglich, dass ein noch
grol3eres zytotoxisches Potential in einer der anderen epitopenspezifischen CTL-
Populationen vorhanden ist. In Anbetracht der bis zu 14 weiteren erkannten CTL-
Epitope ware bei Kombination aller Epitope ein starker synergistischer Effekt und
damit eine weitere Steigerung des zytotoxischen Potentials zu erwarten.

4.5 Ausblick

In der vorgestellten Arbeit wurden erstmals verschiedene vielversprechende,
genetische Immunisierungsvektoren und Optimierungsstrategien kombiniert und
parallel fur mehrere vergleichbare HIV und SIV Antigene, in Hinblick auf deren
zellulare und humorale Immunogenitat und des Zytotoxizitatspotentials, vergleichend
evaluiert. Diese Studie stellt einen der wenigen, auf rAAV9 Vektoren basierten,
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Immunisierungsversuche dar und es konnten erstmals die hervorragenden
Eigenschaften dieses neuartigen, optimierten dreifachen genetischen Immu-
nisierungsregimes in Mausen demonstriert werden.

Zu Beginn dieser Arbeit waren lediglich erfolgreiche Immunisierungsstudien auf
Basis des SHIV/Makkaken-Modell veroffentlicht (Shiver et al., 2002, Shiver and
Emini, 2004, Amara et al., 2001, Barouch et al., 2001). Die mangelhafte Eignung des
SHIV-Modells und fehlende Korrelation solcher Ergebnisse in Bezug auf die Situation
in Menschen wurde spatestens mit dem Scheitern der Merck STEP-Studie offen-
sichtlich (Watkins et al., 2008, Nishimura et al., 2004, Feinberg and Moore, 2002).
Untersuchungen, unter Verwendung des adaquateren SIV/Makkaken-Modells er-
brachten hingegen bislang leider nur sehr limitierte Resultate, ein protektiver Effekt in
Bezug auf eine dauerhafte Viruskontrolle oder Reduktion der AIDS-bedingten
Mortalitat konnte bis zu diesem Zeitpunkt nicht gezeigt werden (Casimiro et al., 2005,
Matano et al., 2004, Ourmanov et al., 2000, Egan et al., 2000).

Wahrend der Anfertigung dieser Arbeit wurden erstmals mehrere vielversprechende
Studien im SlIV/Makkaken-Modell publiziert. In all diesen Untersuchungen wurden
vorwiegend multigene und heterologe Immunisierungsregime, meist bestehend aus
DNA-Vektoren, gefolgt von einem replikationsdefizienten viralen Vektor, verwendet.
Obwohl erwartungsgemall in keinem dieser Versuche eine vollstandige Sterilitat
erzielt wurde, konnte eine deutliche Reduktion der Viruslast wahrend der akuten und
chronischen Phase der SIV-Infektion, Praservation der CD4+ T-Zell Population und
damit eine eindrucksvolle Reduktion der Krankheitsprogression und Mortalitat
induziert werden (Wilson et al, 2009). Mithilfe eines heterologen rAd26/rAd5
Immunisierungsregimes, in welchem nur SIVmac239-Gag als Antigen enthalten war,
konnte ebenfalls ein vergleichbarer Schutz in Mamu-A*01 und —-B*27 negativen
Makkaken sogar nach heterologer, hochdosierter intravendser Belastung beobachtet
werden. Alle anderen getesteten homologen und heterologen rAd-Vektor-
kombinationen hingegen erbrachten deutlich schlechtere Resultate (Liu et al., 2009).
Eine noch starkere und dauerhafte Reduktion der Viruslast unter die Detektions-
grenze konnte infolge einer mukosalen, genetisch adjuvantierten Immunisierung mit
DNA und rMVA Immunisierungsvektoren gezeigt werden (Manrique et al., 2011).
Durch zusatzliche Verwendung eines Env-Antigens konnte, neben dauerhafter
Kontrolle der Virusreplikation, sogar eine um 80 % gesteigerte Resistenz vor SIV-
Infektion nach rektaler Belastung erzielt werden. Erstmals konnte ein Resistenzeffekt
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gegen ein neutralisationsresistentes SIVmac251 Belastungsvirus beobachtet und mit
der Anwesenheit Env-spezifischer Antikorper Kkorreliert werden. Diese anti-
korpervermittelte Resistenz gegen ein neutralisationsresistentes SIVmac251
Belastungsvirus deutet auf eine dominante Rolle von ADCC fur diesen Effekt hin
(Barouch et al., 2012). In den erwahnten Studien konnte der induzierte zellulare
Schutzeffekt vorwiegend mit einer starken, polyfunktionalen CD8+ T-Zell-Antwort
gegen eine Vielzahl von Epitopen in Verbindung gebracht werden. Eine erhohte
Ansteckungsresistenz  war hingegen mit der Anwesenheit Env-spezifischen
Antikorper und einer messbaren ADCC Aktivitat verbunden.

Neben diesen ermutigenden Ergebnissen, die auf replikationsdefizienten Vektoren
beruhen, wurden ebenfalls erfolgreiche Studien auf Basis eines replikations-
kompetenten Rhesus CMV-Vektors veroffentlicht. Neben einer erhohten Resistenz
vor einer SlV-Infektion nach niedrigdosierten, wiederholten mukosalen Belastungen
(Hansen et al., 2009) konnte in einer weiterfihrenden Studie eine frihe und
dauerhafte Kontrolle der Virusreplikation bis unter die Nachweisgrenze in der Halfte
der immunisierten Makkaken erzielt werden. Die Abnahme der anamnestischen
Immunantwort bis hin zu deren vollstandigem Verlust, als auch der fehlende Anstieg
der Viruslast infolge einer transienten CD8+ T-Zell Depletion, deuten moglicherweise
erstmals auf eine vollstandige Beseitigung des Virusreservoirs hin. Die hier
beobachtete Viruskontrolle konnte mit einer langanhaltenden, starken und breiten
CD8+ Tem-Antwort assoziiert werden (Hansen et al., 2011).

Diese Resultate zeigen eindrucksvoll die Bedeutung der optimalen Kombination
heterologer genetischer Immunisierungsvektoren, der Verwendung mehrerer Anti-
gene als auch der mukosalen Belastungs- sowie Immunisierungsroute fur die
beobachteten Immunisierungseffekte. Daruber hinaus wird das Potential und die
Notwendigkeit der Synergie aus zellularer und humoraler Immunitat, auch in
Abwesenheit neutralisierender Antikorper, fur einen Schutz vor Ansteckung und
Krankheitsprogression deutlich. Obwohl die klinische Wirksamkeit solcher Impf-
regime noch zu beweisen ist und die Verwendung replikationskompetenter viraler
Vektoren im Menschen aufgrund von Sicherheitsbedenken ungewiss ist, konnten
diese Ergebnisse einen wichtigen Schritt auf dem Weg der Entwicklung eines
wirksamen HIV-Impfstoffes darstellen.

In Hinblick auf diese Fortschritte und den daraus folgenden Implikationen stellt das in
dieser Arbeit erstmals in Mausen evaluierte heterologe, multigene DNA/rAd5/rAAV9
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Immunisierungsregime ein neues, vielversprechendes Konzept zur Steigerung der
bislang mit replikationsdefizienten Vektoren erzielten zellularen Immunogenitat dar.
Untersuchungen zu dem Vergleich der Immunogenitat von genetischen Impfstoffen
in Mausen und Makkaken zeigen eine deutliche Korrelation der erzielten Resultate in
Bezug auf Immunogenitatshierarchie und Phanotyp der induzierten Immunantwort
(Kulkarni et al., 2011, Arrode-Bruses et al., 2012, Dupuy et al., 2011, Nanda et al.,
2005). Dies gibt Grund zu der Hoffnung, dass sich die hervorragenden Eigenschaften
dieses heterologen, dreifachen Immunisierungsregimes ebenfalls auf Makkaken
ubertragen lieRen. Sollte dies moglich sein, konnte eine vergleichende Untersuchung
der Effizienz dieses Konzeptes im SlV/Makkaken-Belastungsmodell und eine
umfassende phanotypische Analyse der induzierten Immunantworten ein besseres
Verstandnis der zugrunde liegenden protektiven Mechanismen ermoglichen. Die
dabei gewonnenen Erkenntnisse konnten einen weiteren Schritt in der Entwicklung

eines wirksamen und sicheren HIV-Impfstoffes darstellen.
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5 Zusammenfassung

Die HIV-1 Infektion, und die damit verbundene AIDS-Erkrankung stellt seit der Pest
die grofite pandemische Gesundheitsbedrohung der Menschheit dar. Obwohl diese
schon seit fast 30 Jahren bekannt und seitdem im Fokus der Impfstoffentwicklung ist,
konnte bislang kein wirksamer Impfstoff entwickelt werden. Der vorherrschende
wissenschaftliche Optimismus nach der Identifikation des AuslOsers des erworbenen
Immundefizienzsyndroms in Bezug auf die schnelle Entwicklung eines wirksamen
Impfstoffes fand nach ungefahr einer Dekade des Scheiterns klassischer
Impfstoffkonzepte ein erntchterndes Ende. Infolge dieser Problematik und
grundlegenden wissenschaftlichen Fortschritten wurden Vvielfaltige neuartige
Immunisierungsstrategien, hauptsachlich auf Basis rekombinanter Proteine und
genetischer Impfstoffe, entwickelt und in unzahligen praklinischen und klinischen
Studien getestet. Leider spiegelt sich die einzigartige Natur und Pathologie von HIV-1
auch hier in groRen Hiurden bei der Entwicklung eines effektiven modernen
Impfstoffes wider. Die fehlende Kenntnis immunologisch protektiver Mechanismen,
die aullerordentlich hohe Virusdiversitat, die rapide Entwicklung latenter Virus-
reservoire sowie von Fluchtmutanten infolge immunologischen Selektionsdruck, die
virusbedingte Modulation wichtiger immunologischer Funktionen, die gezielte
Infektion und Depletion der fur die adaptive Immunantwort essentiellen T-Helferzellen
sowie die Probleme der Induktion und Effektivitat neutralisierender Antikorper stellen
in dieser Kombination und Komplexitat eine bislang nie dagewesene Heraus-
forderung dar. Mithilfe der, seit ungefahr Mitte der neunziger Jahre in Tiermodellen
durchgefuhrten genetischen Immunisierung konnten bislang auf Basis von HIV oder
anderer Virus- bzw. Tumorerkrankungen zum Teil sehr vielversprechende Ergeb-
nisse erzielt werden. Die gewonnenen Erfahrungen aus diesen Tierstudien und
Untersuchungen von Personen mit einer ausgepragten Resistenz vor HIV-Infektion
oder AIDS-Progression starkten die Bedeutung einer virusspezifischen, zellularen
Immunantwort vorrangig zytotoxischer T-Zellen, nachhaltig. Infolge dessen wurden
eine Vielzahl genetischer Immunisierungsvektoren und —regime entwickelt und
getestet. Mit den zunehmenden Fortschritten wurden Probleme bei der Ubertragung
von in Tiermodellen erzielten Ergebnissen auf klinische Studien in Menschen
deutlich. So wurden um HIV-Impfstoffe direkt im Makkaken-Belastungsmodell testen
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zu konnen, chimare SHIV-Belastungsviren entwickelt und in Effizienzstudien ver-
wendet. Die mangelhafte Aussagekraft der Ergebnisse des SHIV-Makkaken Modells
gipfelte letztendlich in dem vorzeitigem Abbruch einer darauf initiierten grof3en
klinischen Effizienzstudie. Daruber hinaus wurden in dieser und weiteren klinischen
Studien Schwierigkeiten in Bezug auf die vergleichsweise geringe Immunogenitat der
verwendeten Impfstoffe deutlich. Als mogliche Ursache fir diese Unterschiede
kommen vorrangig eine praexistente Vektorimmunitat und Schwierigkeiten bei der
Skalierbarkeit von genetischen, vor allem DNA-basierten Impf- bzw. Applikations-
methoden in Frage. Die hohe genetische Heterogenitat menschlicher Probanden,
insbesondere in Bezug auf den HLA-Haplotypen, ist ein weiterer Faktor, der erst
neuerdings verstarkt bei der Durchfuhrung von Makkaken-Studien berucksichtigt
wird.

Mithilfe der Erfahrungen aus den unzahligen Publikationen zu dem Thema HIV-
Impfstoffe in den letzten Jahrzehnten und den damit verbundenen Problemen haben
wir versucht, eine rationale Immunisierungsstrategie zu entwickeln, um einen
moglichst groflen Teil dieser Problematik zu berucksichtigen. Hierfur wurde ein
multigenes, multivektorielles genetisches Immunisierungsregime, basierend auf DNA
GeneGun-Vektoren, rekombinanten Adenoviren des Serotyps 5 und rekombinanten
Adeno assoziierten Viren des Pseudotyps 9 entwickelt. Obwohl bekannt ist, dass
heterologe Immunisierungsregime die Immunogenitat deutlich steigern kdnnen, einer
Vektorimmunitat entgegenwirken und die Eignung der einzelnen Vektoren fur
Immunisierungen bereits mehrfach gezeigt werden konnte, ist nach unserem Wissen
keine Arbeit publiziert, in der alle drei Vektorsysteme kombiniert wurden. Eine
zusatzliche Steigerung der Immunogenitat sollte durch bekannte Methoden, wie die
Codonoptimierung der DNA-Sequenzen, und mithilfe eines genetischen GMCSF-
Adjuvants erzielt werden. Um dem Problem der hohen Virusdiversitat zu begegnen,
haben wir uns fur die Verwendung einer HIV Klade B Konsensussequenz
entschieden. Diese Art regionspezifischen Impfstoffs stellt zwar einen Kompromiss
dar, ist jedoch nichtsdestotrotz ein adaquates Mittel, um dem Problem der Diversitat
zu begegnen. Um die Mdoglichkeit einer spateren Effizienztestung der entwickelten
Immunisierungsstrategie unter Verwendung des am Dbesten geeigneten
SIV/Makkaken-Modells zu haben, wurden parallel zu den HIV-1 Impfvektoren
SIVmac239 Impfvektoren auf die gleiche Weise entwickelt und vergleichend auf
deren Eigenschaften im Mausmodell getestet. Die Evaluation der verschiedenen



5 Zusammenfassung 98

homologen und heterologen zweifachen und dreifachen Immunisierungsregime
zeigte fur die HIV und SIV Impfstoffe deutlich die Uberlegenheit von dreifachen,
heterologen Immunisierungen in Bezug auf die Starke der induzierten zellularen
Immunantwort und die Anzahl erkannt antigener Epitope. Die gemessenen zellularen
Immunantworten von annahernd 30000 reaktiven T-Zellen pro Million Splenozyten
und bis zu 15 reaktiven Epitopen im Gag und Pol Antigen, waren deutlich hoher als
erwartet und Ubertreffen die Werte aus erfolgreichen Immunisierungs- und
Belastungsversuchen mit Influenza, LCMV, SARS oder Tumorzellen deutlich.
Untersuchungen der induzierten humoralen Immunantwort zeigten einen Trend der
Steigerung der Antikorperproduktion bei Verwendung von rAAV9 Vektoren,
weitgehend unabhangig von der Anzahl oder der Kombination der Immunisierungen.
Die gemessene Starke der zellularen Immunantwort, die Anzahl der erkannten
Epitope sowie die beobachteten Trends ahnelten sich fur die HIV- und SIV-
Immunisierungen weitgehend. Eine abschlieRende Untersuchung der in vivo
Zytotoxizitat dieses optimalen dreifach heterologen HIV- und SIV-Immu-
nisierungsregime konnte die Funktionalitat der induzierten Immunantwort eindeutig
bestatigen. Immunisierte Mause waren in der Lage, 88-98 % der injizierten syngenen
Splenozyten, welche mit je einem immundominanten Gag-Peptid markiert wurden,
innerhalb von zwolf Stunden zu lysieren.

Die hervorragenden Eigenschaften dieses neuartigen multigenen DNA/rAd5/rAAV9
Immunisierungsregimes in Bezug auf die Induktion einer aulerst starken, breit-
gefacherten und funktionellen zellularen Immunantwort zeichnen dieses als einen
interessanten Kandidaten fur weiterfuhrenden Makkakenstudien aus. Mehrere,
gegen Ende dieser Arbeit publizierte vielversprechende Immunisierungs- und
Belastungsversuche in Makkaken unterstitzen die Bedeutsamkeit dieses
Immunisierungskonzeptes eindeutig und konnten einen Schritt in Richtung eines

wirksamen HIV-Impfstoffes beitragen.
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Summary

Despite being the focus of vaccine research for almost 30 years, an effective vaccine
against HIV/AIDS, a pandemic that perhaps poses the greatest threat to human
health since the Black Death, remains elusive. The scientific optimism for the rapid
development of an effective vaccine that prevailed following the initial identification of
the pathogen causing AIDS disappeared within a decade as the classical approaches
to vaccine production continuously failed. As a result of these problems and based
on the scientific advances of the time, a wide range of novel immunisation strategies,
based mainly on recombinant proteins and genetic vaccines, were developed and
evaluated in numerous preclinical and clinical studies. Unfortunately, the unique
nature and pathology of HIV-1 imposes major hurdles to the development of an
effective, modern vaccine. Critically, knowledge is lacking of a protective immune
mechanism and factors such as the extraordinarily high degree of virus diversity, the
rapid development of latent virus reservoirs and of escape mutants as a result of
immunological selective pressure, the modulation by the virus of critical
immunological functions, the targeted infection and depletion of the helper T-cells
essential for an adaptive immune response, as well as the problems with the
induction and efficacy of neutralising antibodies, present, in this combination and
complexity, a previously unknown challenge. More recently, promising results have
been generated with HIV, other viruses and cancers using the technique of 'genetic
immunisation' established in the mid-1990s. The experience gained from these
animal studies and studies involving humans that have an exceptional resistance to
HIV-infection or AIDS progression continue to support the conclusion that virus-
specific, predominantly cytotoxic T-lymphocytes can be effective. As a result, many
genetic vaccine vectors and regimes have been developed and tested. It became
increasingly clear that there are major problems in transferring the results from the
animal model to human clinical trials. To enable HIV vaccines to be tested directly in
the macaque challenge model, chimeric SHIV challenge viruses were developed and
used in efficacy trials. However, the poor relevance of results from the SHIV model
for the situation in humans came into sharp focus when a large clinical trial initiated
partially in response to results with the SHIV/macaque model was abandoned due to
an unexpected higher rate of infection in vaccinees. Furthermore, this and other
clinical studies revealed the poor immunogenicity of the vaccines being tested.
Possible reasons for these differences were predominantly the presence of pre-
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existing anti-vector immunity and problems with the scale-up of genetic vaccines,
particularly those based on DNA, and their method of application. The high genetic
heterogeneity of human test subjects, particularly with regard to HLA-haplotypes, is
another factor that is only recently being taken into account during macaque studies.
Based on the experience and countless publications concerning HIV vaccine
development and its problems over the preceding decades, we attempted to develop
a rational immunisation strategy that took these problems into account. Therefore, a
multigenic, multivector genetic immunisation regime, based on gene-gun vectors
(DNA), recombinant adenovirus type 5 (rAd5) and recombinant adeno-associated
virus pseudotype 9 (rAAV9) was developed. Although it is known that a heterologous
immunisation regime can greatly enhance immunogenicity, that it can eliminate the
inhibitory effects of vector immunity and that the suitability of the individual vectors
has been demonstrated many times, no publication has yet included a combination of
all three vector systems. It was also decided to provide an additional boost in
immunogenicity by using methods such as codon-optimisation of the DNA sequence
and the use of a genetic form of GMCSF as adjuvant. To avoid problems with the
high diversity of HIV we decided to base the HIV vaccine on a clade B consensus
sequence. Although this form of region-specific vaccine represents a compromise, it
is nevertheless a promising approach to tackling the problem of diversity. To allow
subsequent efficacy trials in the relevant SIV/macaque model, we developed in
parallel to the HIV constructs vaccines based on SIVmac239 and compared their
immunogenicities in mice.

The evaluation of different homologous and heterologous double- and triple-
immunisation regimes demonstrated for both the HIV and SIV vaccines a clear
superiority for triple, heterologous vaccination, with regard to the strength of the
cellular immune response induced and the number of antigen epitopes recognised.
The cellular immune responses, with almost 30000 reactive T-cells per million
splenocytes and up to 15 reactive epitopes in Gag and Pol, were far higher than
expected and  significantly @ exceed those reported in  successful
immunisation/challenge studies with influenza, LCMV, SARS and tumor cells.
Investigations of the induced humoral immune responses demonstrated a trend for
increasing antibody production using rAAV9 vectors, largely independently of the
number or combination of the immunisation. The strength of the cellular immune

response, the number of epitopes recognised and the trends observed were similar
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for the HIV and SIV vaccines. A concluding evaluation of the in vivo efficacy of the
optimal triple, heterologous HIV and SIV immunisation regime confirmed the
functionality of the immune responses induced. Immunised mice were able, within
twelve hours, to eliminate 88-98% of injected, syngeneic splenocytes pulsed with an
immunodominant Gag peptide.

The impressive properties of this new multigenic DNA/rAd5/rAAV9 immunisation
regime, with regard to the extremely strong, broad and functional cellular immune
response, make this an interesting candidate for subsequent macaque studies. A
number of immunisation/challenge macaque studies published towards the end of
this project support the significance of this immunisation concept and could
contribute to the eventual development of an effective AIDS vaccine.
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7 Anhang

7.1 Plasmid-Vektoren

pTH-gagCO

CMV-Promotor = Promotor des
Cytomegalievirus

Intron = R-Globin-Intron

gagCO-Gen = codonoptimiertes HIV-1 gag
Gen

V5-Tag = V5-Affinitatsmarkierung

hGH pA = Polyadenylierungssignal des
humanes Wachstumshormon

pUC ori = Ursprung der vegetativen

Replikation

AmpR = Selektionsmarker B-Lactamase-Gen

(bla)

pTH-HIV/SIV Pol/Revneftatgag
pUC ori = Ursprung der vegetativen
Replikation

AmpR = Selektionsmarker B-Lactamase-Gen

(bla)

CMV-Promotor

HIV/SIV Insert = codonoptimierte HIV bzw.
SIV RevNefTatGag oder Pol-Konstrukte
Intron = R-Globin-Intron

V5-Tag = V5-Affinitatsmarkierung

hGH pA = Polyadenylierungssignal des

humanes Wachstumshormon

pUC ori ~sm pTH-gagCO

6422 bps

Abbildung 2.1 Plasmidkarte von pTH-

gagCO

(gagCO zur Verfigung gestellt von Dr.

Hohn, RKI; pTH-Verktor von Hanke et al.,

P P B S
sy N
/ v - N,
& AmpR
CMV-Promotor
pUC ori
1000
pTH-HIV/SIV-RevNefTatGag/Pol
= Intron
hGH pA
4 V5-Tag 9 »
A B . 4
BamH \\ ’\\\\ 0o //// /
\ \\Q\ // P4
\_ W, HIV/SIV-RevNefTatGag/Pol & /
N N > S
N R P

. N __ g -

A~
/' "Hindlll
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p5E18 VD2/9 "2

AAV 2 Rep = Rep-Gen von AAV Serotyp 2 \\ AR 2fp
AAV 9 Cap = Kapsid-Gen von AAV Serotyp 9 A""R{

LacZ Promotor = LacZ-Promotor des Lac-
Operons

AmpR = Selektionsmarker B-Lactamase-Gen
(bla)

pHelper

adeno E2A = Adenovirus E2A-Gen

adeno E4 = Adenovirus E4-Gen

adeno VA = Adenovirus VA-Gen

pUC ori = Ursprung der vegetativen
Replikation

Ampicillin = Selektionsmarker 3-Lactamase-
Gen (bla)

f1 ori = Ursprung der ssDNA-Replikation
pscAAV-GFP

5°-ITR = 5'-inverted terminal repeat*
CMV-Promotor = CMV-Promotor

hrGFP = Gen fur humanisiertes Renilla
reniformis grun fluoreszierendes Protein
hGH pA = Polyadenylierungssignal des
humanes Wachstumshormon

3’-ITRm = 3’- ,inverted terminal repeat” mit
Deletion der ,terminal resolution site” (trs) und
D-Sequenz

f1 ori = Ursprung der ssDNA-Replikation
AmpR = Selektionsmarker B-Lactamase-Gen
(bla)

pUC ori = Ursprung der vegetativen
Replikation

pSE18-VD2/9

7329 bp

wn(aseg) g

AAVY Cap

Abbildung 6.1.1 Plasmidkarte von p5E18
VD2/9

(zur Verfiigung gestellt von Dr. Isaac Sipo,
RKI).

adeno E4

Abbildung 6.1.2 Plasmidkarte von pHelper
(Stratagene).

Ten nScAAV-GFP ™

| AmpR
| 4993 bps

Abbildung 6.1.3 Plasmidkarte von pscAAV-
GFP

(sc =,,self-complementary” = dimerisch)
(Sipo et al., 2007).
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pAAV-MCS

P CMV = CMV-Promotor
Intron = R-Globin-Intron
MCS = multiple cloning site

hGH pA = Polyadenylierungssignal des

beta-globin intron

pAAV-MCS
humanes Wachstumshormon 4.7 kb
L/R-ITR =5"-und 3’- ,inverted terminal

repeat”

ampicillin MCS

hGH pA

<

f1 ori

f1 ori = Ursprung der ssDNA-Replikation

Ampicillin = Selektionsmarker B-Lactamase-

| Abbildung 6.1.4 Plasmidkarte des
Gen (bla) pAAV-MCS Klonierungsvektors

pUC ori = Ursprung der vegetativen (Stratagene).
Replikation
pAAV-HIV/SIV Pol/RevNefTatGag

AmpR = Selektionsmarker B-Lactamase-Gen

bla g— o
( ) //A:pR " puc ori é g;li
5°-ITR

vuo

pUC ori = Ursprung der vegetativen -
ori
E?g:i § /3’-ITR 5000 CMV-Promotor
[ PAAV-HIV/SIV-RevNefTatGag/Pol

vuo

Replikation
5°-ITR = 5'-inverted terminal repeat*

2000
| B-Globin Intron
Pvull —

CMV-Promotor heHeA

)‘»\ & V5-Tag
Intron = R-Globin-Intron el

/ S
\ Hlv/sw-RevNefTatGag/Po//
I X /
HIV/SIV Insert = codonoptimierte HIV bzw. \\\\ - A/

s //
SIV RevNefTatGag oder Pol-Konstrukte \/ J

V5_Tag = V5-Afﬁnitétsmarkierung Je nach Konstrukt verschiedene weitere Pvull oder Smal Schnittstellen

. . Abbildung 6.1.4 Plasmidkarte der
hGH pA = Polyadenylierungssignal des PAAV-HIV/SIV-Pol/RevNefTatGag
Plasmidvektoren

humanes Wachstumshormon
3’-ITRm = 3'- ,inverted terminal repeat”
f1 ori = Ursprung der ssDNA-Replikation
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pAAV-HIV/SIV halbiert Pol 1./2. Teil oder
Revneftat bzw. Gag

AmpR = Selektionsmarker B-Lactamase-Gen
(bla)

pUC ori = Ursprung der vegetativen
Replikation

5°-ITR = 5'-inverted terminal repeat*
CMV-Promotor

Intron = R-Globin-Intron

HIV/SIV Insert = halbierte und codonoptimierte
HIV bzw. SIV RevNefTat- und Gag- oder Pol1-

oder Pol2-Konstrukte

V5-Tag = V5-Affinitatsmarkierung

hGH pA = Polyadenylierungssignal des
humanes Wachstumshormon

3’-ITRm = 3'- ,inverted terminal repeat”
f1 ori = Ursprung der ssDNA-Replikation
pAdEasy-1

Left/right arm homology = homologe Bereiche
zu pShuttle

Kanamycin = Kanamycin Resistenz-Gen
pBR322 ori = Ursprung der vegetativen
Replikation

Ad5 (E1/E3-deleted) = Ad5 Genom mit
Deletion des E1 (Replikation) und E3

(Immunmodulation) Gens

//;t:, =
& AmpR pUC ori
Pwull
£— Smal
5-ITR .

‘ -|
PAAV-HIV/SIV-RevNefTat/Gag/Poll/Pol2
f1ori S P

1000

puull ~_ CMV-Promotor
mal = |3-ITR
|
\ -
\\\
\\ /AD;C 3
\_hGH pA \
Pyull —= V5-Tag
K[-iIV/S\V-RevNefTat/Gag/PoIl/PoI2

B-Globin Intron

AN

Ry
BamH!)\\E\\\::::i{//'/\/é Puull

Hindlll

_—

Je nach Konstrukt verschiedene weitere Pvull oder Smal Schnittstellen

Abbildung 6.1.5 Plasmidkarte der halbierten
pAAV-HIV/SIV-RevNefTat/Gag und
Pol1/Pol2 Plasmidvektoren

pBR322 ori

left arm homology| ,Pac I" rampicillin

4 o
l\-’b,f\ Cla |

// vu)‘nghf arm homology
/ ‘//’ »

pAdEasy-1 | |
33.5kb |

\ N\ /)
NN\ A
S <

Ad5 (E1/E3-deleted)’

Abbildung 6.1.6 Plasmidkarte von
pAdEasy-1
(Stratagene)
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pShuttle-CMV

L-LTR/R-LTR = linker und rechter ,,long . ;ITR "
terminal repeat” el ¢ Ir?;(:na‘(glrggy \
MCS = multiple cloning site Voo | \
Left/right arm homology = homologe Bereiche \ \\

right arm pShuttle-CMV

|
zu pAdEasy-1 homology 7 KanR}l ]
KanR = Kanamycin Resistenz-Gen V /
pBR322 ori = Ursprung der vegetativen LITR /
SV40 pA MCS ES
Replikation \ P g
ES = Verkapselungssignal ey CMV-Promotor
Abbildung 6.1.7 Plasmidkarte des
pShuttle-CMV Klonierungsvektors
(Stratagene).
pShuttle-CMV-HIV/SIV Pol/Revneftatgag
L-LTR/R-LTR = linker und rechter ,,long -
Pmel .4 {efearm R-ITR pBR322 ;\
terminal repeat homology
HIV/SIV Insert = codonoptimierte HIV bzw. L ) x\
- an \ \
SIV RevNefTatGag oder Pol-Konstrukte M i s B
homology |
Left/right arm homology = homologe Bereiche - L ' Pad
ZU pAd Easy'1 SV40 pA . CMV-Promotor 7]
. . V5-Tag
KanR = Kanamycin Resistenz-Gen » )\< HIV/SIV-RevNefTatGag/Pol / -
pBR322 ori = Ursprung der vegetativen — /

Replikation
Abbildung 6.1.7 Plasmidkarte der

ES = Verkapselungssignal pShuttle-CMV-HIV/SIV-Pol/RevNefTatGag
Plasmidvektoren
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7.2 Primersequenzen

Tabelle 2.8 Nukleotidsequenz der verwendeten PCR-Primer.

Halbierungsprimer Sequenz (5°-3)

HIV1 1f GCAGCGGCAGAAGAAGATGCAG

HIV1 2r CAGTCCAATCCCAGCAAAGG

HIV1 1r ATTGGATCC-GCGTGCGTACTTACCT

HIV1 2f ATGAAGCTTGCCACCATG-GGGCAGGGCCAATGGAC
HIV2 1r GTAGGATCC-CACGGCGAATCTTTCC

HIV2 2f TCAAAGCTTGCCACCATG-CTGCGCCCAGGGGGCAAAA
SIV1 1r GCGGATCC-CTGTTCCTGGGACAGA

SIvV1 2f GCTAAGCTTGCCACCATG-TGGGCCGCCCAGATCTA
SIV2 1r CTGGATCC-GTTAGGCCGCAGTCTG

SIv2 2f TGAAAGCTTGCCACCATG-TCCAACCGGACAAGACACT

Detektionsprimer RCA | Sequenz (5°-3")

RCA-f TGACATGACCATGAAGATCT

RCA-r GAATCATGTAAAATCTTGG

Primer und Sonde Sequenz (5°-3)

CMV-TagMan TGGAGTTCCGCGTTACATAACTTAC
Vorwartsprimer (Invitrogen)

CMV-TagMan

Ruckwartsprimer CTATTGGCGTTACTATGGGAACATAC
(Invitrogen)

CMV FAM-Sonde (TIB

MOLBIOL) 6FAM-CCTGGCTGACCGCCCAACGAC-BHQ1
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7.3 Peptidsequenzen

Die bei der EliSpot Epitopenkartierung bestimmten reaktiven Peptide wurden gelb markiert.

HIV-1 Consensus B Pol (15-mer) Peptid Set (reactive Pe

1 | FFREDLAFPQGKARE 41 | ETVPVKLKPGMDGPK 81 | KILEPFRKQNPDIVI
2 | DLAFPQGKAREFSSE 42 | VKLKPGMDGPKVKQW 82 | PFRKQNPDIVIYQYM
3 | PQGKAREFSSEQTRA 43 | PGMDGPKVKQWPLTE 83 | QNPDIVIYQYMDDLY
4 | AREFSSEQTRANSPT 44 | GPKVKQWPLTEEKIK 84 | IVIYQYMDDLYVGSD
5 | SSEQTRANSPTRREL 45 | KQWPLTEEKIKALVE 85 | QYMDDLYVGSDLEIG
6 | TRANSPTRRELQVWG 46 | LTEEKIKALVEICTE 86 | DLYVGSDLEIGQHRT
7 | SPTRRELQVWGRDNN 47 | KIKALVEICTEMEKE 87 | GSDLEIGQHRTKIEE
8 | RELQVWGRDNNSLSE 48 | LVEICTEMEKEGKIS 88 | EIGQHRTKIEELRQH
9 | VWGRDNNSLSEAGAD 49 | CTEMEKEGKISKIGP 89 |HRTKIEELRQHLLRW
10 | DNNSLSEAGADRQGT 50 | EKEGKISKIGPENPY 90 |IEELRQHLLRWGFTT
11 | LSEAGADRQGTVSFS 51 | KISKIGPENPYNTPV 91 |RQHLLRWGFTTPDKK
12 | GADRQGTVSFSFPQI 52 | IGPENPYNTPVFAIK 92 | LRWGFTTPDKKHQKE
13 | QGTVSFSFPQITLWQ 53 | NPYNTPVFAIKKKDS 93 | FTTPDKKHQKEPPFL
14 | SFSFPQITLWQRPLV 54 | TPVFAIKKKDSTKWR 94 | DKKHQKEPPFLWMGY
15 | PQITLWQRPLVTIKI 55 | AIKKKDSTKWRKLVD 95 | QKEPPFLWMGYELHP
16 | LWQRPLVTIKIGGQL 56 | KDSTKWRKLVDFREL 96 |PFLWMGYELHPDKWT
17 | PLVTIKIGGQLKEAL 57 | KWRKLVDFRELNKRT 97 | MGYELHPDKWTVQPI
18 | IKIGGQLKEALLDTG 58 | LVDFRELNKRTQDFW 98 | LHPDKWTVQPIVLPE
19 | GQLKEALLDTGADDT 59 | RELNKRTQDFWEVQL 99 | KWTVQPIVLPEKDSW
20 | EALLDTGADDTVLEE 60 | KRTQDFWEVQLGIPH 100 | QPIVLPEKDSWTVND
21 | DTGADDTVLEEMNLP 61 | DFWEVQLGIPHPAGL 101 | LPEKDSWTVNDIQKL
22 | DDTVLEEMNLPGRWK 62 | VQLGIPHPAGLKKKK 102 | DSWTVNDIQKLVGKL
23 | LEEMNLPGRWKPKMI 63 | IPHPAGLKKKKSVTV 103 | VNDIQKLVGKLNWAS
24 | NLPGRWKPKMIGGIG 64 | AGLKKKKSVTVLDVG 104 | QKLVGKLNWASQIYA
25 | RWKPKMIGGIGGFIK 65 | KKKSVTVLDVGDAYF 105 | GKLNWASQIYAGIKV
26 | KMIGGIGGFIKVRQY 66 | VTVLDVGDAYFSVPL 106 | WASQIYAGIKVKQLC
27 | GIGGFIKVRQYDQIL 67 | DVGDAYFSVPLDKDF 107 |IYAGIKVKQLCKLLR
28 | FIKVRQYDQILIEIC 68 | AYFSVPLDKDFRKYT 108 | IKVKQLCKLLRGTKA
29 | RQYDQILIEICGHKA 69 | VPLDKDFRKYTAFTI 109 | QLCKLLRGTKALTEV
30 | QILIEICGHKAIGTV 70 | KDFRKYTAFTIPSIN 110 | LLRGTKALTEVIPLT
31 | EICGHKAIGTVLVGP 71 | KYTAFTIPSINNETP 111 | TKALTEVIPLTEEAE
32 | HKAIGTVLVGPTPVN 72 | FTIPSINNETPGIRY 112 | TEVIPLTEEAELELA
33 | GTVLVGPTPVNIIGR 73 | SINNETPGIRYQYNV 113 | PLTEEAELELAENRE
34 | VGPTPVNIIGRNLLT 74 | ETPGIRYQYNVLPQG 114 | EAELELAENREILKE
35 | PVNIIGRNLLTQIGC 75 | IRYQYNVLPQGWKGS 115 | ELAENREILKEPVHG
36 | IGRNLLTQIGCTLNF 76 | YNVLPQGWKGSPAIF 116 | NREILKEPVHGVYYD
37 | LLTQIGCTLNFPISP 77 | PQGWKGSPAIFQSSM 117 | LKEPVHGVYYDPSKD
38 | IGCTLNFPISPIETV 78 | KGSPAIFQSSMTKIL 118 | VHGVYYDPSKDLIAE
39 | LNFPISPIETVPVKL 79 | AIFQSSMTKILEPFR 119 | YYDPSKDLIAEIQKQ
40 | ISPIETVPVKLKPGM 80 | SSMTKILEPFRKQNP 120 | SKDLIAEIQKQGQGQ
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HIV-1 Consensus B Pol (15-mer) Peptid Set

121 | IAEIQKQGQGQWTYQ 161 | LQDSGLEVNIVTDSQ 201 | AEVIPAETGQETAYF
122 | QKQGQGQWTYQIYQE 162 | GLEVNIVTDSQYALG 202 | PAETGQETAYFLLKL
123 | QGQWTYQIYQEPFKN 163 | NIVTDSQYALGIIQA 203 | GQETAYFLLKLAGRW
124 | TYQIYQEPFKNLKTG 164 | DSQYALGIIQAQPDK 204 | AYFLLKLAGRWPVKT
125 | YQEPFKNLKTGKYAR 165 | ALGIIQAQPDKSESE 205 |LKLAGRWPVKTIHTD
126 | FKNLKTGKYARMRGA 166 | IQAQPDKSESELVSQ 206 | GRWPVKTIHTDNGSN
127 | KTGKYARMRGAHTND 167 | PDKSESELVSQIIEQ 207 |VKTIHTDNGSNFTST
128 | YARMRGAHTNDVKQL 168 | ESELVSQIIEQLIKK 208 | HTDNGSNFTSTTVKA
129 | RGAHTNDVKQLTEAV 169 | VSQIIEQLIKKEKVY 209 | GSNFTSTTVKAACWW
130 | TNDVKQLTEAVQKIA 170 | IEQLIKKEKVYLAWV 210 | TSTTVKAACWWAGIK
131 | KQLTEAVQKIATESI 171 | IKKEKVYLAWVPAHK 211 | VKAACWWAGIKQEFG
132 | EAVQKIATESIVIWG 172 | KVYLAWVPAHKGIGG 212 | CWWAGIKQEFGIPYN
133 | KIATESIVIWGKTPK 173 | AWVPAHKGIGGNEQV 213 | GIKQEFGIPYNPQSQ
134 | ESIVIWGKTPKFKLP 174 | AHKGIGGNEQVDKLV 214 | EFGIPYNPQSQGVVE
135 | IWGKTPKFKLPIQKE 175 | IGGNEQVDKLVSAGI 215 | PYNPQSQGVVESMNK
136 | TPKFKLPIQKETWEA 176 | EQVDKLVSAGIRKVL 216 | QSQGVVESMNKELKK
137 | KLPIQKETWEAWWTE 177 | KLVSAGIRKVLFLDG 217 | VWESMNKELKKIIGQ
138 | QKETWEAWWTEYWQA | 178 | AGIRKVLFLDGIDKA 218 | MNKELKKIIGQVRDQ
139 | WEAWWTEYWQATWIP [ 179 | KVLFLDGIDKAQEEH 219 | LKKIIGQVRDQAEHL
140 | WTEYWQATWIPEWEF 180 | LDGIDKAQEEHEKYH 220 |IGQVRDQAEHLKTAV
141 | WQATWIPEWEFVNTP 181 | DKAQEEHEKYHSNWR 221 | RDQAEHLKTAVQMAV
142 | WIPEWEFVNTPPLVK 182 | EEHEKYHSNWRAMAS 222 | EHLKTAVQMAVFIHN
143 | WEFVNTPPLVKLWYQ 183 | KYHSNWRAMASDFNL 223 | TAVQMAVFIHNFKRK
144 | NTPPLVKLWYQLEKE 184 | N\WRAMASDFNLPPVV 224 | MAVFIHNFKRKGGIG
145 | LVKLWYQLEKEPIVG 185 | MASDFNLPPVVAKEI 225 | IHNFKRKGGIGGYSA
146 | WYQLEKEPIVGAETF 186 | FNLPPVVAKEIVASC 226 | KRKGGIGGYSAGERI
147 | EKEPIVGAETFYVDG 187 | PVWAKEIVASCDKCQ 227 | GIGGYSAGERIVDII
148 | IVGAETFYVDGAANR 188 | KEIVASCDKCQLKGE 228 | YSAGERIVDIIATDI
149 | ETFYVDGAANRETKL 189 | ASCDKCQLKGEAMHG 229 | ERIVDIIATDIQTKE
150 | VDGAANRETKLGKAG 190 | KCQLKGEAMHGQVDC 230 | DIIATDIQTKELQKQ
151 | ANRETKLGKAGYVTD 191 | KGEAMHGQVDCSPGI 231 | TDIQTKELQKQITKI
152 | TKLGKAGYVTDRGRQ 192 | MHGQVDCSPGIWQLD 232 | TKELQKQITKIQNFR
153 | KAGYVTDRGRQKVVS 193 | vDCSPGIWQLDCTHL 233 | QKQITKIQNFRVYYR
154 | VTDRGRQKVVSLTDT 194 | PGIWQLDCTHLEGKI 234 | TKIQGNFRVYYRDSRD
155 | GRQKVVSLTDTTNQK 195 | QLDCTHLEGKIILVA 235 |NFRVYYRDSRDPLWK
156 | VVSLTDTTNQKTELQ 196 | THLEGKIILVAVHVA 236 | YYRDSRDPLWKGPAK
157 | TDTTNQKTELQAIHL 197 | GKIILVAVHVASGY! 237 | SRDPLWKGPAKLLWK
158 | NQKTELQAIHLALQD 198 | LVAVHVASGYIEAEV 238 | LWKGPAKLLWKGEGA
159 | ELQAIHLALQDSGLE 199 | HYASGYIEAEVIPAE 239 | PAKLLWKGEGAWIQ
160 | IHLALQDSGLEVNIV 200 | GYIEAEVIPAETGQE 240 | LWKGEGAVVIQDNSD
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HIV-1 Consensus B Pol (15-mer) Peptid Set

241 | EGAVVIQDNSDIKVV
242 | VIQDNSDIKVVPRRK
243 | NSDIKVVPRRKAKII
244 | KVWWPRRKAKIIRDYG
245 | RRKAKIIRDYGKQMA
246 | KIRDYGKQMAGDDC
247 | DYGKQMAGDDCVASR
248 | QMAGDDCVASRQDED
249 | DDCVASRQDED

HIV-1 Consensus B Rev (15-mer) Peptid Set

1

MEPVDPRLEPWKHPG

DPRLEPWKHPGSQPK

EPWKHPGSQPKTACT

HPGSQPKTACTNCYC

QPKTACTNCYCKKCC

ACTNCYCKKCCFHCQ

CYCKKCCFHCQVCFI

KCCFHCQVCFITKGL

Ol N[ |[WwW|DN

HCQVCFITKGLGISY

-
o

CFITKGLGISYGRKK

KGLGISYGRKKRRQR

ISYGRKKRRQRRRAP

RKKRRQRRRAPQDSQ

RQRRRAPQDSQTHQV

RAPQDSQTHQVSLSK

DSQTHQVSLSKQPAS

HQVSLSKQPASQPRG

LSKQPASQPRGDPTG

PASQPRGDPTGPKES

PRGDPTGPKESKKKV

PTGPKESKKKVERET

KESKKKVERETETDP

KKVERETETDPVDQ




6 Anhang

129

HIV-1 Consensus B Gag (15-mer) Peptid Set

1 | MGARASVLSGGELDR 43 | IPMFSALSEGATPQD 85 | LGPAATLEEMMTACQ
2 | ASVLSGGELDRWEKI 44 | SALSEGATPQDLNTM 86 | ATLEEMMTACQGVGG
3 | SGGELDRWEKIRLRP 45 | EGATPQDLNTMLNTV 87 |EMMTACQGVGGPGHK
4 | LDRWEKIRLRPGGKK 46 | PQDLNTMLNTVGGHQ 88 | ACQGVGGPGHKARVL
5 | EKIRLRPGGKKKYKL 47 | NTMLNTVGGHQAAMQ 89 | VGGPGHKARVLAEAM
6 | LRPGGKKKYKLKHIV 48 | NTVGGHQAAMQMLKE 90 | GHKARVLAEAMSQVT
7 | GKKKYKLKHIVWASR 49 | GHQAAMQMLKETINE 91 | RVLAEAMSQVTNSAT
8 | YKLKHIVWASRELER 50 | AMQMLKETINEEAAE 92 | EAMSQVTNSATIMMQ
9 | HIVWASRELERFAVN 51 | LKETINEEAAEWDRL 93 | QVTNSATIMMQRGNF
10 | ASRELERFAVNPGLL 52 | INEEAAEWDRLHPVH 94 | SATIMMQRGNFRNQR
11 | LERFAVNPGLLETSE 53 | AAEWDRLHPVHAGPI 95 | MMQRGNFRNQRKTVK
12 | AVNPGLLETSEGCRQ 54 | DRLHPVHAGPIAPGQ 96 | GNFRNQRKTVKCFNC
13 | GLLETSEGCRQILGQ 55 | PVHAGPIAPGQMREP 97 | NQRKTVKCFNCGKEG
14 | TSEGCRQILGQLQPS 56 | GRIAPGQMREPRGSD 98 | TVKCFNCGKEGHIAK
15 | CRQILGQLQPSLQTG 57 | PGQMREPRGSDIAGT 99 | FNCGKEGHIAKNCRA
16 | LGQLQPSLQTGSEEL 58 | REPRGSDIAGTTSTL 100 | KEGHIAKNCRAPRKK
17 | QPSLQTGSEELRSLY 59 | GSDIAGTTSTLQEQI 101 | IAKNCRAPRKKGCWK
18 | QTGSEELRSLYNTVA 60 | AGTTSTLQEQIGWMT 102 | CRAPRKKGCWKCGKE
19 | EELRSLYNTVATLYC 61 | STLQEQIGWMTNNPP 103 | RKKGCWKCGKEGHQM
20 | SLYNTVATLYCVHQR 62 | EQIGWMTNNPPIPVG 104 | CWKCGKEGHQMKDCT
21 | TVATLYCVHQRIEVK 63 | WMTNNPPIPVGEIYK 105 | GKEGHQMKDCTERQA
22 | LYCVHQRIEVKDTKE 64 | NPPIPVGEIYKRWII 106 | HQMKDCTERQANFLG
23 | HQRIEVKDTKEALEK 65 | PVGEIYKRWIILGLN 107 | DCTERQANFLGKIWP
24 | EVKDTKEALEKIEEE 66 | IYKRWIILGLNKIVR 108 | RQANFLGKIWPSHKG
25 | TKEALEKIEEEQNKS 67 | WIILGLNKIVRMYSP 109 | FLGKIWPSHKGRPGN
26 | LEKIEEEQNKSKKKA 68 | GLNKIVRMYSPTSIL 110 |IWPSHKGRPGNFLQS
27 | EEEQNKSKKKAQQAA 69 | IVRMYSPTSILDIRQ 111 | HKGRPGNFLQSRPEP
28 | NKSKKKAQQAAADTG 70 | YSPTSILDIRQGPKE 112 | PGNFLQSRPEPTAPP
29 | KKAQQAAADTGNSSQ 71 | SILDIRQGPKEPFRD 113 |LQSRPEPTAPPEESF
30 | QAAADTGNSSQVSQN 72 | IRQGPKEPFRDYVDR 114 | PEPTAPPEESFRFGE
31 | DTGNSSQVSQNYPIV 73 | PKEPFRDYVDRFYKT 115 | APPEESFRFGEETTT
32 | SSQVSQNYPIVQNLQ 74 | FRDYVDRFYKTLRAE 116 |ESFRFGEETTTPSQK
33 | SQNYPIVQNLQGQMV 75 | VDRFYKTLRAEQASQ 117 |FGEETTTPSQKQEPI
34 | PIVQNLQGQMVHQAI 76 | YKTLRAEQASQEVKN 118 | TTTPSQKQEPIDKEL
35 | NLQGQMVHQAISPRT 77 | RAEQASQEVKNWMTE 119 | SQKQEPIDKELYPLA
36 | QUVHQAISPRTLNAW 78 | ASQEVKNWMTETLLV 120 | EPIDKELYPLASLRS

37 | QAISPRTLNAWVKVV 79 | VKNWMTETLLVQNAN 121 | KELYPLASLRSLFGN
38 | PRTLNAWVKVVEEKA 80 | MTETLLVQNANPDCK 122 | PLASLRSLFGNDPSS
39 | NAWVKVVEEKAFSPE 81 | LLVQNANPDCKTILK 123 |LRSLFGNDPSSQ

40 | KVWEEKAFSPEVIPM 82 | NANPDCKTILKALGP

41 | EKAFSPEVIPMFSAL 83 | DCKTILKALGPAATL

42 | SPEVIPMFSALSEGA 84 | ILKALGPAATLEEMM
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HIV-1 Consensus B Nef (15-mer) Peptid Set
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SIVmac239 Consensus B Pol (15-mer) Peptid Set

1 | VLELWERGTLCKAMQ 43 | KNVEIEVLGKRIKGT 85 | AFTLPSVNNAEPGKR
2 | WERGTLCKAMQSPKK 44 | IEVLGKRIKGTIMTG 86 | PSVNNAEPGKRYIYK
3 | TLCKAMQSPKKTGML 45 | GKRIKGTIMTGDTPI 87 | NAEPGKRYIYKVLPQ

4 | AMQSPKKTGMLEMWK 46 | KGTIMTGDTPINIFG 88 | GKRYIYKVLPQGWKG
5 | PKKTGMLEMWKNGPC 47 | MTGDTPINIFGRNLL 89 | IYKVLPQGWKGSPAI

6 | GMLEMWKNGPCYGQM 48 | TPINIFGRNLLTALG 90 | LPQGWKGSPAIFQYT
7 | MWKNGPCYGQMPRQT 49 | IFGRNLLTALGMSLN 91 | WKGSPAIFQYTMRHV
8 | GPCYGQMPRQTGGFF 50 | NLLTALGMSLNFPIA 92 | PAIFQYTMRHVLEPF

9 | GQMPRQTGGFFRPWS 51 | ALGMSLNFPIAKVEP 93 | QYTMRHVLEPFRKAN
10 | RQTGGFFRPWSMGKE 52 | SLNFPIAKVEPVKVA 94 | RHVLEPFRKANPDVT
11 | GFFRPWSMGKEAPQF 53 | PIAKVEPVKVALKPG 95 | EPFRKANPDVTLVQY
12 | PWSMGKEAPQFPHGS 54 | VEPVKVALKPGKDGP 96 | KANPDVTLVQYMDDI
13 | GKEAPQFPHGSSASG 55 | KVALKPGKDGPKLKQ 97 | DVTLVQYMDDILIAS
14 | PQFPHGSSASGADAN 56 | KPGKDGPKLKQWPLS 98 | VQYMDDILIASDRTD
15 | HGSSASGADANCSPR 57 | DGPKLKQWPLSKEKI 99 |DDILIASDRTDLEHD

16 | ASGADANCSPRGPSC 58 | LKQWPLSKEKIVALR 100 |IASDRTDLEHDRVVL
17 | DANCSPRGPSCGSAK 59 | PLSKEKIVALREICE 101 | RTDLEHDRVVLQSKE
18 | SPRGPSCGSAKELHA 60 | EKIVALREICEKMEK 102 | EHDRVVLQSKELLNS
19 | PSCGSAKELHAVGQA 61 | ALREICEKMEKDGQL 103 | VVLQSKELLNSIGFS
20 | SAKELHAVGQAAERK 62 | ICEKMEKDGQLEEAP 104 | SKELLNSIGFSTPEE
21 | LHAVGQAAERKAERK 63 | MEKDGQLEEAPPTNP 105 | LNSIGFSTPEEKFQK
22 | GQAAERKAERKQREA 64 | GQLEEAPPTNPYNTP 106 | GFSTPEEKFQKDPPF
23 | ERKAERKQREALQGG 65 | EAPPTNPYNTPTFAI 107 | PEEKFQKDPPFQWMG
24 | ERKQREALQGGDRGF 66 | TNPYNTPTFAIKKKD 108 | FQKDPPFQWMGYELW
25 | REALQGGDRGFAAPQ 67 | NTPTFAIKKKDKNKW 109 | PPFQWMGYELWPTKW
26 | QGGGDRGFAAPQFSLW 68 | FAIKKKDKNKWRMLI 110 | WMGYELWPTKWKLQK
27 | RGFAAPQFSLWRRPV 69 | KKDKNKWRMLIDFRE 111 | ELWPTKWKLQKIELP
28 | APQFSLWRRPVVTAH 70 | NKWRMLIDFRELNRV 112 | TKWKLQKIELPQRET
29 | SLWRRPVVTAHIEGQ 71 | MLIDFRELNRVTQDF 113 | LQKIELPQRETWTVN
30 | RPVWWTAHIEGQPVEV 72 | FRELNRVTQDFTEVQ 114 | ELPQRETWTVNDIQK
31 | TAHIEGQPVEVLLDT 73 | NRVTQDFTEVQLGIP 115 | RETWTVNDIQKLVGV
32 | EGQPVEVLLDTGADD 74 | QDFTEVQLGIPHPAG 116 | TVNDIQKLVGVLNWA
33 | VEVLLDTGADDSIVT 75 | EVQLGIPHPAGLAKR 117 | IQKLVGVLNWAAQIY
34 | LDTGADDSIVTGIEL 76 | GIPHPAGLAKRKRIT 118 | VGVLNWAAQIYPGIK
35 | ADDSIVTGIELGPHY 77 | PAGLAKRKRITVLDI 119 | NWAAQIYPGIKTKHL
36 | IVTGIELGPHYTPKI 78 | AKRKRITVLDIGDAY 120 | QIYPGIKTKHLCRLI

37 | IELGPHYTPKIVGGI 79 | RITVLDIGDAYFSIP 121 | GIKTKHLCRLIRGKM
38 | PHYTPKIVGGIGGFI 80 | LDIGDAYFSIPLDEE 122 | KHLCRLIRGKMTLTE
39 | PKIVGGIGGFINTKE 81 | DAYFSIPLDEEFRQY 123 | RLIRGKMTLTEEVQW
40 | GGIGGFINTKEYKNV 82 | SIPLDEEFRQYTAFT 124 | GKMTLTEEVQWTEMA
41 | GFINTKEYKNVEIEV 83 | DEEFRQYTAFTLPSV 125 |LTEEVQWTEMAEAEY
42 | TKEYKNVEIEVLGKR 84 | RQYTAFTLPSVNNAE 126 | VQWTEMAEAEYEENK
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SIVmac239 Consensus B Pol (15-mer) Peptid Set

127 | EMAEAEYEENKIILS 169 | VKVLEQTTNQQAELE 211 | IVAVHVASGFIEAEV
128 | AEYEENKIILSQEQE 170 | EQTTNQQAELEAFLM 212 | HVASGFIEAEVIPQE
129 | ENKIILSQEQEGCYY 171 | NQQAELEAFLMALTD 213 | GFIEAEVIPQETGRQ
130 | ILSQEQEGCYYQEGK 172 | ELEAFLMALTDSGPK 214 | AEVIPQETGRQTALF
131 | EQEGCYYQEGKPLEA 173 | FLMALTDSGPKANII 215 |PQETGRQTALFLLKL
132 | CYYQEGKPLEATVIK 174 | LTDSGPKANIIVDSQ 216 | GRQTALFLLKLAGRW
133 | EGKPLEATVIKSQDN 175 | GPKANIIVDSQYVMG 217 | ALFLLKLAGRWPITH
134 | LEATVIKSQDNQWSY 176 | NIIVDSQYVMGIITG 218 | LKLAGRWPITHLHTD
135 | VIKSQDNQWSYKIHQ 177 | DSQYVMGIITGCPTE 219 | GRWPITHLHTDNGAN
136 | QDNQWSYKIHQEDKI 178 | VMGIITGCPTESESR 220 |ITHLHTDNGANFASQ
137 | WSYKIHQEDKILKVG 179 | ITGCPTESESRLVNQ 221 | HTDNGANFASQEVKM
138 | IHQEDKILKVGKFAK 180 | PTESESRLVNQIIEE 222 | GANFASQEVKMVAWW
139 | DKILKVGKFAKIKNT 181 | ESRLVNQIIEEMIKK 223 | ASQEVKMVAWWAGIE
140 | KVGKFAKIKNTHTNG 182 | VNQIIEEMIKKSEIY 224 | VKMVAWWAGIEHTFG
141 | FAKIKNTHTNGVRLL 183 | IEEMIKKSEIYVAWV 225 | AWWAGIEHTFGVPYN
142 | KNTHTNGVRLLAHVI 184 | IKKSEIYVAWVPAHK 226 | GIEHTFGVPYNPQSQ
143 | TNGVRLLAHVIQKIG 185 | EIYWVAWVPAHKGIGG 227 | TFGVPYNPQSQGVVE
144 | RLLAHVIQKIGKEAI 186 | AWVPAHKGIGGNQEI 228 | PYNPQSQGVVEAMNH
145 | HVIQKIGKEAIVIWG 187 | AHKGIGGNQEIDHLV 229 | QSQGVVEAMNHHLKN
146 | KIGKEAIVIWGQVPK 188 | IGGNQEIDHLVSQGI 230 | VWVEAMNHHLKNQIDR
147 | EAIVIWGQVPKFHLP 189 | QEIDHLVSQGIRQVL 231 | MNHHLKNQIDRIREQ
148 | IWGQVPKFHLPVEKD 190 | HLVSQGIRQVLFLEK 232 | LKNQIDRIREQANSV
149 | VPKFHLPVEKDVWEQ 191 | QGIRQVLFLEKIEPA 233 | IDRIREQANSVETIV
150 | HLPVEKDVWEQWWTD 192 | QVLFLEKIEPAQEEH 234 | REQANSVETIVLMAV
151 | EKDVWEQWWTDYWQV | 193 | LEKIEPAQEEHDKYH 235 |NSVETIVLMAVHCMN
152 | WEQWWTDYWQVTWIP [ 194 | EPAQEEHDKYHSNVK 236 | TIVLMAVHCMNFKRR
153 | WTDYWQVTWIPEWDF 195 | EEHDKYHSNVKELVF 237 | MAVHCMNFKRRGGIG
154 | WQVTWIPEWDFISTP 196 | KYHSNVKELVFKFGL 238 | CMNFKRRGGIGDMTP
155 | WIPEWDFISTPPLVR 197 | NVKELVFKFGLPRIV 239 | KRRGGIGDMTPAERL
156 | WDFISTPPLVRLVFN 198 | LVFKFGLPRIVARQI 240 | GIGDMTPAERLINMI
157 | STPPLVRLVFNLVKD 199 | FGLPRIVARQIVDTC 241 | MTPAERLINMITTEQ
158 | LVRLVFNLVKDPIEG 200 | RIVARQIVDTCDKCH 242 | ERLINMITTEQEIQF
159 | VENLVKDPIEGEETY 201 | RQIVDTCDKCHQKGE 243 |NMITTEQEIQFQQSK
160 | VKDPIEGEETYYTDG 202 | DTCDKCHQKGEAIHG 244 | TEQEIQFQQSKNSKF
161 | IEGEETYYTDGSCNK 203 | KCHQKGEAIHGQANS 245 | IQFQQSKNSKFKNFR
162 | ETYYTDGSCNKQSKE 204 | KGEAIHGQANSDLGT 246 | QSKNSKFKNFRVYYR
163 | TDGSCNKQSKEGKAG 205 | IHGQANSDLGTWQMD 247 | SKFKNFRVYYREGRD
164 | CNKQSKEGKAGYITD 206 | ANSDLGTWQMDCTHL 248 | NFRVYYREGRDQLWK
165 | SKEGKAGYITDRGKD 207 | LGTWQMDCTHLEGKI 249 | YYREGRDQLWKGPGE
166 | KAGYITDRGKDKVKV 208 | QMDCTHLEGKIIIVA 250 | GRDQLWKGPGELLWK
167 | ITDRGKDKVKVLEQT 209 | THLEGKIIIVAVHVA 251 | LWKGPGELLWKGEGA
168 | GKDKVKVLEQTTNQQ 210 | GKIIIVAVHVASGFI 252 | PGELLWKGEGAVILK
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SIVmac239 Consensus B Pol (15-mer) Peptid Set

253 | LWKGEGAVILKVGTD
254 | EGAVILKVGTDIKVV
255 | ILKVGTDIKVVPRRK
256 | GTDIKVVPRRKAKII
257 | KVWPRRKAKIIKDYG
258 | RRKAKIIKDYGGGKE
259 | KIIKDYGGGKEVDSS
260 | DYGGGKEVDSSSHME
261 GKEVDSSSHMEDTGE
262 | DSSSHMEDTGEAREV
263 | HMEDTGEAREVA

SIVmac239 Rev (15-mer) Peptid Set
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SIVmac239 Gag (15-mer) Peptid Set

1 | MGVRNSVLSGKKADE 43 | EVWPGFQALSEGCTP 85 |GLGVNPTLEEMLTAC
> | NSVLSGKKADELEKI 44 | GFQALSEGCTPYDIN 86 | NPTLEEMLTACQGVG
3 | SGKKADELEKIRLRP 45 | LSEGCTPYDINQMLN 87 |EEMLTACQGVGGPGQ
4 | ADELEKIRLRPNGKK 46 | CTPYDINQMLNCVGD 88 | TACQGVGGPGQKARL
5 | EKIRLRPNGKKKYML 47 | DINQMLNCVGDHQAA 89 | GVGGPGQKARLMAEA
6 | LRPNGKKKYMLKHVV 48 | MLNCVGDHQAAMQI 90 | PGQKARLMAEALKEA
7 | GKKKYMLKHVVWAAN 49 | VGDHQAAMQIIRDII 91 | ARLMAEALKEALAPV
8 | YMLKHVVWAANELDR 50 | QAAMQIIRDIINEEA 92 | AEALKEALAPVPIPF

9 | HYWWAANELDRFGLA 51 | QIIRDIINEEAADWD 93 | KEALAPVPIPFAAAQ
10 | AANELDRFGLAESLL 52 | DINEEAADWDLQHP 04 | APVPIPFAAAQQRGP
11 | LDRFGLAESLLENKE 53 | EEAADWDLQHPQPAP 95 |IPFAAAQQRGPRKPI
12 | GLAESLLENKEGCQK 54 | DWDLQHPQPAPQQGQ 96 | AAQQRGPRKPIKCWN
13 | SLLENKEGCQKILSV 55 | QHPQPAPQQGQLREP 97 |RGPRKPIKCWNCGKE
14 | NKEGCQKILSVLAPL 56 | PAPQQGQLREPSGSD 98 | KPIKCWNCGKEGHSA
15 | CQKILSVLAPLVPTG 57 | QGQLREPSGSDIAGT 99 | CWNCGKEGHSARQCR
16 | LSVLAPLVPTGSENL 58 | REPSGSDIAGTTSSV 100 | GKEGHSARQCRAPRR
17 | APLVPTGSENLKSLY 59 | GSDIAGTTSSVDEQI 101 | HSARQCRAPRRQGCW
18 | PTGSENLKSLYNTVC 60 | AGTTSSVDEQIQWMY 102 | QCRAPRRQGCWKCGK
19 | ENLKSLYNTVCVIWC 61 | SSVDEQIQWMYRQQN 103 | PRRQGCWKCGKMDHV
20 | SLYNTVCVIWCIHAE 62 | EQIQWMYRQQNPIPV 104 | GCWKCGKMDHVMAKC
21 | TVCVIWCIHAEEKVK 63 | WMYRQQNPIPVGNIY 105 | CGKMDHVMAKCPDRQ
22 | IWCIHAEEKVKHTEE 64 | QANPIPVGNIYRRWI 106 | DHVMAKCPDRQAGFL
23 | HAEEKVKHTEEAKQI 65 | IPVGNIYRRWIQLGL 107 | AKCPDRQAGFLGLGP
24 | KVKHTEEAKQIVQRH 66 | NIYRRWIQLGLQKCV 108 | DRQAGFLGLGPWGKK
25 | TEEAKQIVQRHLVVE 67 | RWIQLGLQKCVRMYN 109 | GFLGLGPWGKKPRNF
26 | KQIVQRHLVVETGTT 68 | LGLQKCVRMYNPTNI 110 |LGPWGKKPRNFPMAQ
27 | QRHLVWETGTTETMP 69 | KCVRMYNPTNILDVK 111 | GKKPRNFPMAQVHQG
28 | VWWETGTTETMPKTSR 70 | MYNPTNILDVKQGPK 112 | RNFPMAQVHQGLMPT
29 | GTTETMPKTSRPTAP 71 | TNILDVKQGPKEPFQ 113 | MAQVHQGLMPTAPPE
30 | TMPKTSRPTAPSSGR 72 | DVKQGPKEPFQSYVD 114 |HQGLMPTAPPEDPAV
31 | TSRPTAPSSGRGGNY 73 | GPKEPFQSYVDRFYK 115 |MPTAPPEDPAVDLLK
32 | TAPSSGRGGNYPVQQ 74 | PFQSYVDRFYKSLRA 116 |PPEDPAVDLLKNYMQ
33 | SGRGGNYPVQQIGGN 75 | YVDRFYKSLRAEQTD 117 | PAVDLLKNYMQLGKQ
34 | GNYPVQQIGGNYVHL 76 | FYKSLRAEQTDAAVK 118 |LLKNYMQLGKQQREK
35 | VQQIGGNYVHLPLSP 77 | LRAEQTDAAVKNWMT 119 | YMQLGKQQREKQRES
36 | GGNYVHLPLSPRTLN 78 | QTDAAVKNWMTQTLL 120 | GKQQREKQRESREKP
37 | VHLPLSPRTLNAWVK 79 | AVKNWMTQTLLIQNA 121 | REKQRESREKPYKEV
38 | LSPRTLNAWVKLIEE 80 | WMTQTLLIQNANPDC 122 | RESREKPYKEVTEDL
39 | TLNAWVKLIEEKKFG 81 | TLLIQNANPDCKLVL 123 | EKPYKEVTEDLLHLN
40 | WVKLIEEKKFGAEVV 82 | QNANPDCKLVLKGLG 124 |KEVTEDLLHLNSLFG
41 | IEEKKFGAEVVPGFQ 83 | PDCKLVLKGLGVNPT 125 | EDLLHLNSLFGGDQ
42 | KFGAEVVPGFQALSE 84 | LVLKGLGVNPTLEEM
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1 | MGGAISMRRSRPSGD 43 | KTFGWLWKLVPVNVS
2 | ISMRRSRPSGDLRQR 44 | WLWKLVPVNVSDEAQ
3 | RSRPSGDLRQRLLRA 45 | LVPVNVSDEAQEDEE
4 | SGDLRQRLLRARGET 46 | NVSDEAQEDEEHYLM
5 | RQRLLRARGETYGRL 47 | EAQEDEEHYLMHPAQ
6 | LRARGETYGRLLGEV 48 | DEEHYLMHPAQTSQW
7 | GETYGRLLGEVEDGY 49 | YLMHPAQTSQWDDPW
8 | GRLLGEVEDGYSQSP 50 | PAQTSQWDDPWGEVL
9 | GEVEDGYSQSPGGLD 51 | SQWDDPWGEVLAWKF
10 | DGYSQSPGGLDKGLS 52 | DPWGEVLAWKFDPTL
11 | QSPGGLDKGLSSLSC 53 | EVLAWKFDPTLAYTY
12 | GLDKGLSSLSCEGQK 54 | WKFDPTLAYTYEAYV
13 | GLSSLSCEGQKYNQG 55 | PTLAYTYEAYVRYPE
14 | LSCEGQKYNQGQYMN 56 | YTYEAYVRYPEEFGS
15 | GQKYNQGQYMNTPWR 57 | AYYRYPEEFGSKSGL
16 | NQGQYMNTPWRNPAE 58 | YPEEFGSKSGLSEEE
17 | YMNTPWRNPAEEREK 59 | FGSKSGLSEEEVRRR
18 | PWRNPAEEREKLAYR 60 | SGLSEEEVRRRLTAR
19 | PAEEREKLAYRKQNM 61 | EEEVRRRLTARGLLN
20 | REKLAYRKQNMDDID 62 | RRRLTARGLLNMADK
21 | AYRKQNMDDIDEEDD 63 | TARGLLNMADKKETR
22 | QNMDDIDEEDDDLVG 64 | LLNMADKKETR

23 | DIDEEDDDLVGVSVR

24 | EDDDLVGVSVRPKVP

25 | LVGVSVRPKVPLRTM

26 | SVRPKVPLRTMSYKL

27 | KVPLRTMSYKLAIDM

28 | RTMSYKLAIDMSHFI

29 | YKLAIDMSHFIKEKG

30 | IDMSHFIKEKGGLEG

31 | HFIKEKGGLEGIYYS

32 | EKGGLEGIYYSARRH

33 | LEGIYYSARRHRILD

34 | YYSARRHRILDIYLE

35 | RRHRILDIYLEKEEG

36 | ILDIYLEKEEGIIPD

37 | YLEKEEGIIPDWQDY

38 | EEGIIPDWQDYTSGP

39 | IPDWQDYTSGPGIRY

40 | QDYTSGPGIRYPKTF
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7.4 EliSpot

Weitere Darstellungen der Peptidpool-spezifischen EliSpot Ergebnisse fir alle HIV-1 und SIV

Immunogenen und Immunisierungsregimen. Die Fehlerindikatoren geben die Abweichungen der

Doppelbestimmungen wieder.
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7.5 ELISA

Ergebnisse der Untersuchung der humoralen Immunreaktion gegen verschiedene rekombinante und

natirliche HIV- und SIV-Antigene. Die Fehlerindikatoren geben die Abweichungen der
Doppelbestimmungen wieder, die unterschiedlichen Balkenfarben geben die Serumverdiinnungen

von 1:100-1:2700 an. Zur Kontrolle der Beschichtung der ELISA-Platten wurde ein anti His-Tag
Antikdrper zur Detektion verwendet.
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7.6 Abkilirzungen

AAV Adeno-associated virus (Adeno-assoziierter Virus)

ADCC Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (antikorpervermittelte
zellulare Zytotoxizitat)

AIDS  Aquired immunodeficiency syndrome (erworbenes
Immunschwachesyndrom)

APC Antigen-presenting cell (Antigen-prasentierende Zellen)

CMV  Cytomegalovirus (Cytomegalievirus)

CTL Cytotoxic T lymphocyte (zytotoxischer T-Zell Lymphozyt)

FKS Fetal calf serum (fotales Kalberserum)

GALT Gut-associated lymphoid tissue (Darm-assoziiertes lymphatisches Gewebe)

HAART Highly active entiretroviral therapy (hochaktive antiretrovirale Therapie)

HEPS Highly exposed persistantly seronegatives (hochgradig expositioniert

langanhaltend seronegativ)
HIV Human immunodeficiency virus (humanes Immundefiziens-Virus)
HLA Human leukocyte antigen (humane Leukozyten-Antigene)
HSV Herpes simplex virus (Herpes-Simplex-Virus)

LCMV  Lymphocytic choriomeningitis Virus (lymphozytares Choriomeningitis-Virus)

LTNP  Long-term non-progressors (Langzeit Nichtprogressor)

MHC Major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitdtskomplex)

MVA Modified vaccinia Ankara (modifizierter Vaccinia-Virus Typ Ankara)

NHP Non-human primate (nichthumane Primaten)

NYVAC Modified vaccinia Copenhagen (modifizierter Vaccinia-Virus Typ
Kopenhagen)

PCR Polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)

PEI Polyethylenimine (Polyethylenimin)

PyV Polyomavirus (Polyoma Virus)
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