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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 DAS INFLUENZAVIRUS — AUFBAU UND REPLIKATION

Influenzaviren gehoren zur Familie der Orthomyxoviridae, welche umbhiillte Viren mit
einzelstrangiger, negativ-orientierter RNA sind. Da von den drei bestehenden
Gattungen, Influenza A, B und C, vor allem Influenza A-Viren humanpathologisch
relevant sind, beschrankt sich die Beschreibung von Struktur und Replikation hier
allein auf diese Gattung. Wie in Abbildung 1 gezeigt, enthalten die kugeligen oder
spharisch ellipsoiden Partikel acht Gensegmente, welche fiir 16 Proteine kodieren. Das
Glykoprotein Hamagglutinin (HA), Neuraminidase (NA), Matrixprotein 1 (M1) und
Matrixprotein 2 (M2) sind strukturelle Proteine, die das Viruspartikel formen. M1
bildet eine Kapsidhiille, welche von einer Lipidmembran umgeben ist. M2 ist auf dem
gleichen Gensegment wie M1 kodiert und bildet einen Ionenkanal, der in der Hiille des
Virus verankert ist. Es wurde zudem ein Protein M42 identifiziert, das die Funktion
von M2 iibernehmen kann. Die Expression und tatsdachliche Beteiligung an der
Replikation sind fiir M42 jedoch noch nicht hinreichend aufgeklart (1). HA und NA
sind ebenfalls in der Hiille verankert, ragen jedoch deutlich als Spikes iiber die
Virusoberflache hinaus. Da sie M2 iiberdecken, sind sie im Zuge einer humoralen
Immunreaktion Haupterkennungsregion von Antikorpern. Innerhalb des Kapsids
befindet sich der Ribonukleoprotein-Komplex: das virale Genom ist an das
Nukleoprotein (NP) gebunden, welches {iiber ein Kernlokalisierungssignal den
Transport in den Zellkern vermittelt. Daran sind auferdem die replikationsrelevanten
Bestandteile der RNA-Polymerase PB1, PB2 und PA (B = basisch, A = sauer (engl.
acidic)) gebunden. Ein nicht-strukturelles Genomsegment (N) kodiert fiir das Protein
NS1, welches als Antagonist einer antiviralen Antwort dient, und das Protein NS2,
welches nuklearen Export vermittelt. Weitere nicht-strukturelle Proteine sind PA-X,
das die zelluldre Genexpression unterdriickt (1), PA-N155 und PA-N182 (2), welche
beide wahrscheinlich eine Rolle wahrend der Replikation spielen und das N40-Protein

(3), dessen Funktion bis dato unklar ist (zusammenfassend dargestellt in (4).

11
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Abbildung 1: Struktur des Influenza A-Virus.

Das Viruspartikel wird von den drei Strukturproteinen Hdamagglutinin (HA), Neuraminidase (NA) und
Matrixprotein 1 (M1) gebildet. Der Ionenkanal, bestehend aus Matrixprotein M2, kann funktionell auch
durch das Protein M42 ersetzt werden. Intern befindet sich der Ribonukleoprotein-Komplex, bestehend
aus viralem Genom, dem RNA-bindenden Protein Nukleoprotein (NP) und den replikationsrelevanten
Proteinen PB1, PB2 und PA. Nicht-strukturelle Proteine sind NS1 und NS2, die der Unterbindung einer
zelluldren viralen Abwehr und des nuklearen Exportes dienen. Weitere nicht-strukturelle Proteine sind
das Apoptose-einleitende PB1-F2, sowie N40, PA-X, PA-N155 PA-N182, deren Funktionen nicht

vollstandig geklart sind. P steht fiir Polymerase, B fiir basisch, A fiir sauer (engl. acidic). Modifiziert nach
4).

Der Kontakt zwischen Virus und Wirtszelle findet iiber HA statt, dessen Spikes an
Sialinsdaure auf der Oberflaiche der Zellen bindet. Humane Influenzaviren binden
bevorzugt a-2,6-verkniipfte Sialinsaure auf Epithelzellen des oberen respiratorischen
Traktes, wahrend avidre Grippeviren primar an a-2,3-verkniipfter Sialinsaure binden.
Diese sind im Menschen auf Zellen des unteren respiratorischen Trakt vorhanden
(5,6). Die Expression beider Sialinsduren in Schweinen erklart die Sonderstellung der
Tiere bei der Entstehung neuer Virus-Varianten. Im Schwein konnen Vogelgrippeviren
und humane Grippeviren Zellen ko-infizieren und dabei durch Austausch der
Gensegmente neue Subtypen bilden (Reassortment) (zusammenfassend dargestellt in
(7)). Durch Rezeptor-vermittelte Endozytose wird das Virus in Endosomen
aufgenommen, in denen ein geringer pH-Wert von 5-6 eine Konformationsanderung
des HA’s durch Protonierung der Untereinheit HA1 bewirkt. Dadurch 16st sich die
Untereinheit HA2 von HA1 ab und penetriert unter Bildung einer Verankerung die

Wirtsmembran. In der Folgereaktion verkiirzt sich das HA durch Umklappen. Durch

12



EINLEITUNG

den daraus entstehenden direkten Kontakt der Virus- und Wirtsmembran konnen
diese miteinander fusionieren (zusammenfassend dargestellt in (7,8)). Auch das M2-
Protein spielt bei der Fusion eine entschiedene Rolle. Durch die saure Umgebung im
Endosomen o6ffnet sich der M2-lonenkanal und sduert das innere des Virions an. Dies
fordert die Konformationsanderung des HA zur Fusion und ermdglicht die

Freisetzung des Ribonukleoprotein-Komplexes in das Zytosol (9).

Der Import des Ribonukleoprotein-Komplexes erfolgt {iber Kernlokalisierungssignale.
Jedes der Komplex-Proteine (NP, PB1, PB2 und PA) enthalt solch ein Signal. Der Kern-
Import erfolgt tiber den CRM1l-abhdngigen Weg, was zusammenfassend in (10)

dargestellt ist.

Die negativ-orientierte Einzelstrang-RNA wird im Kern durch die RNA-abhingige
RNA-Polymerase, bestehend aus PB1, PB2 und PA, in positiv-orientierte RNA und
mRNA umgeschrieben. Das Virus bedient sich bei der Synthese des komplementdren
Stranges und bei der Replikation des Virusgenoms diverser zellularen Mechanismen.
Beispielsweise wird virale mRNA der Gensegmente 7 und 8, welche mehrere Proteine
kodieren, mittels zelluldirem Spleifs-Apparat prozessiert. Gleichzeitig unterbindet NS1
das Spleifien zelluldirer mRNAs (zusammenfassend dargestellt (11)). Die virale mRNA
wird in das Zytosol exportiert, wo die frithe Translation der Proteine PB1, PB2, PA, NP,
NS1 und PBI1-F2 eingeleitet wird. Im Zellkern bilden sich darauthin neue
Ribonukleoprotein-Komplexe, die CRM1-abhédngig wieder exportiert werden. NS2,
M1, M2, HA und NA werden als spate Proteine synthetisiert. An der Membran des
apikalen Bereichs der Wirtszelle kommt es schlieffllich zur Assemblierung der
Viruspartikel unter Einschluss der Ribonukleoprotein-Komplexe (zusammenfassend

dargestellt in (12)).

Ausschlaggebend fiir die starke Variabilitdt der Viren ist die hohe Fehlerrate der
RNA-Polymerase, die bei Replikation zu Mutationen im Genom der Nachkommen
filhrt (Antigendrift). Bleiben die neu assemblierten Viren infektids und
replikationskompetent, kann sich eine neue Driftvariante verbreiten. Zusatzlich
konnen vollkommen neue Virusvarianten durch Antigenshift entstehen, was durch
Austausch von Gensegmenten verschiedener Virusvarianten nach Ko-Infektion einer

Zelle auftritt (Antigenshift). Da zu diesen neuen Varianten in der Regel keine
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Grundimmunitat in der Bevolkerung besteht, bergen diese Varianten pandemisches

Potential.

1.2 EIN RUCKBLICK AUF UBER 400 JAHRE INFLUENZA

Etymologisch geht die Bezeichnung Influenza (ital. Einfluss) auf die bis in das
Mittelalter verbreitete Annahme zuriick, eine Krankheit sei Ursache der
40-50 Planetenkonstellationen (13). Der

15[ Ursprung der echten Grippe ist

| nicht datierbar. Erste
/l ﬂ A J\ﬁ Publikationen stammen aus dem

i
L
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0.

)]

Deaths (millions)

Year Jahr 1650, wobei Berichte {iber
Abbildung 2: Historie der influenza-Pandemien von 1700 Ausbriiche weitaus frither
bis 2000. Ubernommen von Potter (2001) (14). zuriickdatieren  (14). Influenza-

Pandemien miissen zwei Kriterien erfiillen, um als solche spezifiziert werden zu
konnen: Die Infektion breitet sich ausgehend von einer Region iiber den gesamten
Globus aus. Ausloser einer Influenza-Pandemie ist eine neue Virusvariante, die
beispielsweise durch den Austausch genetischen Materials zwischen verschiedenen
Virusvarianten entsteht
(Reassortment), was in hohen
Ubertragungsraten und  rascher

Verbreitung resultiert.

Die erste wissenschaftlich belegte

| ¢ . i ¢ '

Abbldung 3: Militirkrankenhaus wihrend der

Pandemie ereignete sich im Jahr

1580. Sie entwickelte sich in Asien, gpanischen Grippe in Camp Funston, Kansas, USA.
breitete sich nach Afrika und Original aus dem National Museum of Health and
schlieBlich auch nach Europa aus Medicine, USA (231).

(15). Potter (14) stellte zusammenfassend dar, dass belegte Influenza-Pandemien seit
dem Jahr 1700 unvorhersehbar und in unregelmafsigen Abstanden auftreten (siehe
Abbildung 2). Als wohl gravierendste Pandemie kann die Spanische Grippe (siehe
Abbildung 3) angefiihrt werden, der im Jahr 1918 weltweit 25 - 50 Millionen Menschen

erlagen (16,17). Bis zum Ausbruch von HIV rankte diese Pandemie mit der ersten und

zweiten Pest-Pandemie (Justianische Pest und Schwarzer Tod) auf den ersten drei
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Platzen der weltweit dramatischsten Krankheitsausbriiche in der Geschichte der

Menschheit (14,18).

Trotz intensiver Forschung stellt das Grippevirus bis heute eine unkontrollierbare
Gefahr dar. Epidemien treten zwar zyklisch planbar auf, konnen jedoch in ihrer
Intensitat nicht eingeschétzt werden (18). Pandemien konnen jederzeit auftreten. So
appelliert David Nabarro, der Leiter einer der WHO untergeordneten Beratergruppe
fiir Ausbriiche und Notfdlle mit gesundheitsrelevanten und humanitdren
Konsequenzen (Advisory Group on Reform of WHO'’s Work in Outbreaks and Emergencies

with Health and Humanitarian Consequences):

“Act as though a pandemic influenza will start tomorrow. Don’t think we can wait around and
not worry it won't start for six months or one year.

Omce, it starts it is too late to prepare.”(19).

Nichtdestotrotz wurden auch auf die letzte Pandemie im Jahr 2009 keine
ausreichenden Vorbereitungsmafinahmen getroffen. Das Virus vom Subtyp A HIN1
verbreitete sich in 214 Nationen. Die WHO meldete noch im Jahr 2009 18.000
Influenza-bedingte Todesfélle (20,21). Spatere Schatzungen, die auch Falle einbezogen,
die nicht im Labor bestdtigt oder aufgrund fehlender Zugangsmoglichkeiten zu
medizinischen Einrichtungen schlichtweg nicht gemeldet wurden, gehen davon aus,
dass die Pandemie bis zu 579.000 Opfer forderte (22,23). Die WHO warnt jedoch auch
vor der Entwicklung von humanpathogenen Varianten der avidren Subtypen H5N1
und H7N9, welche bereits in wenigen Féllen in Asien zoonotisch auf den Menschen
ibergegangen sind (24). Vor allem der enge Kontakt zu Gefliigel fordert die
Entstehung dieser Varianten. Fiir den Fall einer H5N1-Pandemie wurde in den USA
ein Impfstoff der Firma Sanofi Pasteur Inc. zugelassen und national bevorratet (25).
Auch in der Europaischen Union wurde 2008 ein pandemischer Impfstoff zugelassen.
Adjupanrix wird von GlaxoSmithKline produziert, ist jedoch nicht kommerziell
verfiigbar (26). Da jedoch das Virus weiter mutiert, kann kein Schutz garantiert
werden. Daher fordert und fordert die WHO innerhalb des GAP (engl. Global Action
Plan for Influenza Vaccines) die Entwicklung neuer Impfstoffe, die schnell auf Nachfrage
produzierbar sind und/oder breitenwirksam gegen verschiedene Subtypen schiitzen

7).
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1.3 THERAPIE UND VORBEUGUNG EINER INFLUENZA-INFEKTION: DIE

GGESCHICHTE VON HASE UND IGEL

Die Behandlung einer bestehenden Influenza-Infektion beinhaltet direkte antivirale
oder symptomatische Therapie. Die symptomatische Therapie ist bei Patienten, die
nicht einer Risikogruppe angehoren, in der Regel ausreichend. Dabei wird der Korper
bei der Bekdampfung des Virus unterstiitzt, ohne dass unmittelbar selbst auf das Virus
eingewirkt ~wird. Dazu konnen Analgetika, Antipyretika bei starker
Temperaturerhohung, Nasensprays und bei zusatzlichen bakteriellen Infektionen
Antibiotika verabreicht werden. Besteht ein erhchtes Risiko eines schweren Verlaufs,
wird eine antivirale Therapie empfohlen. Auflerdem sollte zur Absicherung der
Diagnose eine spezifische Labordiagnostik mittels PCR, Antigennachweis mittels
ELISA, Viruskultur oder Serologie zum Antikorpernachweis erwogen werden,
woraufhin die Therapie entsprechend angepasst werden kann. Neben allgemeinen
Standardhygienemafinahmen wie Handewaschen stellt eine Impfung die effektivste

praventive Mafinahme gegen Influenza dar (28).

1.3.1 ANTIVIRALE THERAPIE

Es gibt zwei Klassen von antiviralen Mitteln gegen Influenza. Die
M2-Membranproteinhemmer Amantadin und Rimantadin blockieren den
Membran-gebundenen Ionenkanal M2. Dies kann in der zuldssigen Dosis jedoch
ausschliefSlich bei Influenza A-Viren erreicht werden (29). M2-Hemmer werden in der
Praxis nicht mehr angewendet, da die zirkulierenden Subtypen A HIN1 und H3N2
vollstandig resistent gegen die Wirkstoffe sind (28). Die zweite Klasse der
Neuraminidasehemmer umfasst Zanamivir und Oseltamivir. Die Wirkstoffe binden an
die Neuraminidase, wodurch die Knospung des Virus inhibiert ist und das Virus sich
nicht von der Zelle abschniiren kann (30). Durch die Mutation H275Y im
Neuraminidase-Gen (31) entwickelten alle Viren des Subtyps HIN1 der Saison
2007/2008 und 2008/2009 eine Resistenz gegeniiber Oseltamivir. Da jedoch die Variante
HIN1 der Pandemie 2009 die saisonalen Subtypen vollstindig verdrangte, gilt HIN1
wieder als suszeptibel gegeniiber Oseltamivir. Gegen Zanamivir sind keine
Resistenzen bekannt (28,32). Neuere Metaanalysen diverser Studien iiber Oseltamivir

stellten  keinen  positiven Effekt auf die Anzahl oder Dauer der
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Krankenhausaufenthalte, sowie die Wahrscheinlichkeit und Schwere einer Pneumonie
fest und zweifelten zudem den Nutzen der Therapeutika gegeniiber deren Risiken und

Kosten an (30,33,34).

1.3.2 SAISONALE INFLUENZA-IMPFSTOFFE

Die wirkungsvollste Art der Pravention ist die saisonale Grippeimpfung. Auf der
nordlichen Hemisphidre, wo Influenza mit Beginn der kalten Jahreszeit auftritt, wird
die Impfung empfohlen. In Deutschland sieht die Standige Impfkommision (STIKO)
eine Impfung fiir Risikogruppen wie Personen ab 60 Jahren, chronisch Kranke oder
auch Personen mit erhdhtem beruflichem Risiko, wie beispielsweise Arzte, vor (35).
Eine Empfehlung der Zusammensetzung des saisonalen Impfstoffes wird jahrlich von
der WHO jeweils fiir die nordliche und die siidliche Hemisphdre herausgegeben
(36,37). Die Impfstoffe bestehen aus drei (TIV, engl. trivalent influenza vaccine) oder vier
(QILV, engl. quadrivalent influenza vaccine) Influenza-Stammen. QIV-Impfstoffe enthalten
neben den zwei Influenza A-Subtypen (bislang HIN1 und H3N2) und einem B-Subtyp
einen zweiten B-Subtyp. Die Auswahl der Impfstimme erfolgt dabei mehrere Monate
vor der bevorstehenden Influenza-Saison. Fiir den Impfstoff der nordlichen
Hemisphare erfolgt die Bestimmung basierend auf immunologischer und genetischer
Charakterisierung der zirkulierenden Viren der letzten Saison so schon im
Februar - Mdrz (38). In Europa erkldrt die Europdische Arzneimittel-Agentur (EMA,
engl. European Medicines Agency) basierend auf der Aussage der WHO konkret, welche
Staimme fiir die Produktion eines Impfstoffes verwendet werden sollten. In
Deutschland priift das Paul-Ehrlich-Institut die Impfstoffe und entscheidet {iber deren
Zulassung (39). Neben giangigen Impfstoffen, die auf inaktivierten Viren basieren
(Todimpfstoffe), wurden bereits 2003 in den USA wund 2012 in Deutschland
lebend-attenuierte Influenza-Viren (Lebendimpfstoffe) zugelassen, die intranasal als
Nasenspray verabreicht werden (39). Im Vergleich zu Todimpfstoffen zeigten
Lebendimpfstoffe bei Kindern und Jugendlichen, jedoch nicht bei Erwachsenen (40)
eine bessere Schutzwirkung gegen eine diagnostizierte Influenza-Infektion (41-43). Die
Attenuierung wird durch die Adaption an geringere (25 °C) oder hohere (38 - 39 °C)

Temperaturen als der menschlichen Korpertemperatur erreicht. Dadurch beschrankt
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sich die Replikation auf die oberen Atemwege des Impflings, was eine protektive

lokale Immunantwort induziert (zusammenfassend dargestellt in (44)).

Die diversen Todimpfstoffe werden einerseits als virale Partikel produziert. Diese
konnen RNA enthalten (WIV, engl. whole inactivated virus) oder ohne Genom als
Virosomen synthetisiert werden, was jedoch mit einem Verlust der inherenten
Immunogenitit einhergeht (45). Die Inaktivierung erfolgt mit Hilfe von Chemikalien
wie Formaldehyd. Anderseits werden auch Untereinheiten-Vakzine (engl. subunit)
angeboten: Split-Vakzine umfassen dabei alle Komponenten eines Virus (externe und
interne Proteine, als auch RNA), wobei Subunit-Vakzine nur die auflenstandigen
Proteine HA und NA enthalten. Die Spaltung der Komponenten erfolgt nach
Inaktivierung zusatzlich mit Hilfe von Tensiden. Heutzutage werden hauptsachlich
Split- und Subunit-Vakzine verabreicht, da WIVs zu starken Nebenwirkungen neigten.
Dies war hauptsdchlich auf Verunreinigungen aus der Produktion zuriickzufiihren.
Mit der Entwicklung reinerer Subunit-Vakzine wurden WIV nahezu vom Markt
verdrangt (39). Heutige, moderne Produktionsmethoden ermdglichen jedoch die

erneute Etablierung von weniger reaktiven WIVs (zusammenfassend dargestellt in

(38)).
Produktionsplattformen

Die saisonalen Grippeimpfstoffe werden hauptsachlich in infizierten embryonalen
Hiihnereiern produziert. Die Européische Union veranlasste 2007 die Zulassung eines
Subunit-Vakzins, das in Zellkultur (MDCK-Zellen, engl. Madin-Darby canine kidney)
hergestellt wird (Optaflu) (46). Die Produktion von Influenza-Impfstoffen in Zellkultur
wird aufgrund zahlreicher Vorteile gegeniiber der konventionellen Herstellung in
Hiihnereiern forciert: Personen, die allergisch gegen Hiihnereiweif reagieren, konnen
dennoch geimpft werden. Die erforderliche Menge an Pathogen-freien Eiern wiirde im
Falle einer Pandemie nicht geniigen, um ausreichend Impfdosen fiir die
Weltbevolkerung zu produzieren. Die Produktion in Zellkultur ist dagegen einfach
skalierbar, automatisierbar und standardisierbar (46,47). Aufserdem koénnen nicht alle
Influenza-Varianten effizient in Eiern replizieren. Zellen in Kultur bieten in diesem Fall
mehr Moglichkeiten hohe Titer von Viren zu produzieren. Dazu konnen schnell-

wachsende Virusvarianten mittels reverser Genetik synthetisiert werden.
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Erwdhnenswert ist auflerdem, dass Zellkultur-basierte Impfstoffe strukturell oder
antigenetisch starker den zirkulierenden Viren als den in Hiihnereiern produzierten
Viren &hneln. Weiterhin zeigen in Zellen produzierte Impfstoffe starkere
Kreuzreaktivitit, =~ wdhrend die Schutzwirkung nicht beeintrachtigt ist
(zusammenfassend dargestellt in (48)). Des Weiteren besitzen zunehmend avidre
Varianten wie H5N1 pandemisches Potential. Diese Vogelgrippeviren konnen schlecht
in Hithnereiern vermehrt werden, weshalb besonders die Entwicklung Zellkultur-
basierter Systeme verfolgt wird (49,50). Prapandemische Impfstoffe, produziert in

Zellkultur, sind bereits in der EU, den USA und Japan zugelassen (38).

Neben MDCK-Zellen werden auflerdem Vero-Zellen zur Produktion von Influenza-
Impfstoffen verwendet und weitere Zelllinien als Produzenten gesucht. Dazu gehéren
humane embryonale Zellen der Retina (PER.C6), oder auch die embryonale Zelllinie

AGEL.CR aus der Retina der Moschusente (zusammenfassend dargestellt in (38,48,51)).
Aktivierung einer Antikorper-Antwort

Allen Formulierungen der saisonalen Grippeimpfstoffe gemein ist, dass sie auf die
Induktion einer humoralen Immunantwort gegen das Hamagglutinin abzielen. Der
Schutz bei Exposition gegeniiber Influenza korreliert dabei mit dem HI-Titer einer
Serumprobe. Der HI-Titer wird anhand des Hamagglutinationshemmtests (HI, engl.
heamagglutinin  inhibition) bestimmt. Der Test beruht auf der Reaktion der
Influenzaviren mit der Sialinsdure auf der Oberfldche roter Blutzellen. Bindet das Virus
an die Zellen, verhindert es durch deren Quervernetzung das Absinken der Zellen.
Stattdessen bildet sich ein flachiger Niederschlag (Hamagglutination). Sind in einer
Serumprobe, die dem Test beigefiigt wird, jedoch Hamagglutinin-spezifische
Antikorper vorhanden, blockieren sie die Quervernetzung der Blutzellen. Es kommt
wiederum zum Absinken der Zellen. Nach erfolgreicher Impfung blockieren
HA-spezifische Antikorper das Virus und verhindern so ein Eindringen des Virus in
die Zielzellen. Ein HI-Titer von 40, also die hochste Verdiinnung des Serums, die die
Hamagglutination verhindert, korreliert bei Erwachsenen mit einer Reduktion des
Risikos eine Influenza-Infektion zu erhalten um 50 % (52-54). Die determinierten
HA-spezifischen Antikorper richten sich dabei sehr spezifisch nur gegen das HA des

getesteten Stammes. Kleinste Abweichungen der zirkulierenden Stimme wéahrend der
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Grippesaison zu dem HA des Impfstammes verhindern die Interaktion der Antikorper
mit dem Virus. Tatsachlich mutieren jedoch gerade die Gene des Hamagglutinins sehr
schnell (siehe Seite 13), was zu einer Diskrepanz zwischen induzierter HA-spezifischer
Antikorperantwort durch Impfung und infektiosem Virus fithrt. Durch diese
Fehlanpassung reduziert sich die Effektivitdt der saisonalen Grippeschutzimpfung
stark. Die Effektivitait umfasste so in den USA zwischen 2004 und 2016 eine Spanne
von 10 % bis 60 % (55,56). Dem Bericht der Arbeitsgemeinschaft Influenza des Robert
Koch-Instituts zufolge fiihrte eine deutliche Heterogenitét der zirkulierenden Stamme
zu den Impfstaimmen auch in Deutschland zuletzt in der Saison 2012/13 und 2014/15
zu einer erhohten Exzess-Mortalitat (57). Dies unterstreicht, dass die Entwicklung
wirkungsvoller saisonaler Grippeimpfstoffe intensiviert werden sollte. Eine alleinige
Antikorperantwort gegen das HA reicht demnach nicht aus, um zuverlassig gegen
veranderte oder neuartige Virustypen zu schiitzen. Die Forschung und Industrie
fokussiert sich daher auf eine neue Generation Subtyp- oder HA-unabhingiger

Impfstoffe.

1.3.3 PANDEMISCHE INFLUENZA-IMPFSTOFFE

Vogel sind die Wirte und folglich das natiirliche Reservoir aller Influenza A-Subtypen.
Der Subtyp H5N1 kann jedoch sporadisch auch auf den Menschen tibertragen werden,
was in 60 % der Falle zum Tod fiihrt (58). Seit 2003 meldete die WHO hunderte
Todesfalle durch H5N1, wobei die Infizierten in den meisten Fallen direkten Kontakt
mit infiziertem Gefliigel hatten. Wenige Fille einer Ubertragung von Mensch zu
Mensch sind dennoch bekannt und weitere Ubertragungen konnen nicht
ausgeschlossen werden (59). Da von der Zoonose H5N1 also ein pandemisches
Potential ausgeht, ordnete die WHO 2006 dem Erreger die Pandemie-Warnstufe 3
(Alarmphase) zu. Demnach besteht das Risiko, dass das Virus als Folge von Mutation
oder Reassortmentierung (beispielsweise mit HIN1) von Mensch zu Mensch
ibertragbar werden konnte (60). Auch fiir HON2, H7N7, HION7 (61) und kiirzlich
H7N9 (2013) (62) konnte direkte Transmission von Vogeln auf Menschen
nachgewiesen werden. Die Gefahr einer Pandemie ausgehend von zoonotischen
Subtypen wie H5N1 ist demnach als hoch einzuschidtzen. Das Fehlen einer

Grundimmunitat in der Bevolkerung gegen diese Stimme erfordert die Entwicklung
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von Impfstoffen, die bei Ausbruch mittels neuer Technologien, unabhingig von der
Produktion in Hiithnereiern, schnell einer groflen Population zur Verfiigung gestellt
werden konnen. Des Weiteren evolviert das HA permanent, was wieder zu der
Diskrepanz zwischen konventionellen Impfstoffen und potentiellem pandemischem
Virus fiihrt. Dennoch konzentrierte sich die Forschung zunachst auf die Entwicklung

H5-spezifischer pandemischer Impfstoffe.
Inaktivierte Split- oder Subunit-Vakzine

Aus Versuchen mit inaktiviertem H5-Virus oder rekombinanten H5 wurde ersichtlich,
dass diese Art Impfstoff verglichen zu humanen Subtypen nur schwach immunogen ist
(zusammenfassend dargestellt in (61)). Den meisten inaktivierten pandemischen
Impfstoffen muss daher ein Adjuvans zugesetzt werden. Verwendet wird
Aluminiumhydroxid oder Alumiumphosphat, kurz Alum, was {iber eine
Verlangerung der Absorbtion des Antigens im Korper und eine Rekrutierung von
Antigen-prasentierenden Zellen die Immunogenitat verstarkt. Alum wird bei diversen
Impfstoffen eingesetzt. Ein weiteres zugelassenes Adjuvans ist MF59, eine
Ol-in-Wasser-Emulsion, das Makrophagen zur Injektionsstelle akquiriert und die
Produktion von Chemokinen férdert. Dem pandemischen HIN1-Impfstoff von 2009
wurde AS03 zugesetzt, welches ebenfalls die Synthese von Chemokinen und
Zytokinen veranlasst und zusatzlich Zellen der angeborenen Immunantwort rekrutiert.
Wahrend Alum in klinischen Studien keine positiven Effekte auf die Immunogenitat
von pandemischen inaktivierten Split- oder Subunit-Vakzinen zeigte, verbesserte MF59
und AS03 die Starke der HI-Titer und induzierte neutralisierende Antikorper gegen
den Impfstamm sowie kreuzreaktive Antikorper gegen heterologe H5N1-Stimme

(zusammenfassend dargestellt in (63)).
Inaktivierte Vollvirus-Vakzine (WIV)

Der Vorteil von Vollvirus-Impfstoffen gegeniiber Split-Vakzinen ist, dass
antigenetische Struktur vollstindig erhalten bleibt. In Hiihnereiern als auch in
Zellkultur  generierte WIVs wurden klinisch getestet. Die untersuchten
Impfstoff-Kandidaten erfiillten die Kriterien an den HI-Titer und induzierten

auflerdem B-Gedichtniszellen und kreuzreaktive CD4*T-Zellen. Eine zweite
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Immunisierung (Prime/Boost-Strategie) konnte die Dauer der Immunantwort
verlangern. Die Zugabe des Adjuvans Alum fiihrte zu einer Steigerung der Anzahl der
Probanden mit protektivem HI-Titer. Neuere Technologien nutzen zudem reverse
Genetik zur Optimierung der Impfstimme durch die Kombination der internen
Proteine humaner Varianten mit denen der avidren Subtypen. So vereinen sie die
Antigene der avidren Stamme mit den Replikationseigenschaften der etablierten

humanen Viren (38,61,63).

Bei erwachsenen und alteren Probranden waren die Impfstoffe gegeniiber den Split-
Vakzinen hinsichtlich der Stdarke der Immunantwort {iberlegen und gut vertraglich,
doch bei Kindern kann es durch WIV zu unerwiinschten Nebenwirkungen wie Fieber

kommen (63,64).
Attenuierte Lebensimpfstoffe

Die Entwicklung attenuierter H5N1-Viren als pandemische Impfstoffe birgt Nachteile
(zusammenfassend dargestellt in (63)). Die H5N1-Viren wirken schadlich auf
Hithnereier, was die Produktion beeintrachtigen kann. Auflerdem ist die
Vertraglichkeit nicht in allen Altersgruppen erwiesen, sodass die Impfstoffe nur in
bestimmten Populationen anwendbar sind. Zudem kann nicht ausgeschlossen werden,
dass die abgeschwdachten Viren auf andere Menschen iibertragen werden. Zusatzlich
besteht bei intakten Viren die Moglichkeit der Ko-Infektion mit pathogenen
Influenzaviren, was zur Ausbildung neuer Reassortanten fithren konnte. Dennoch sind
die Impfstoffe attraktiv, da sie durch die natiirliche Infektion und Replikation im
oberen respiratorischen Trakt zusdtzlich zu der humoralen systemischen
Immunantwort auch eine mukosale Immunantwort (IgA) und eine zelluldre Immunitat

hervorrufen.

So wurde diese Art der Impfstoffe durch die Reassortierung der HA- und NA-
Gensegmente von H5-Viren mit den restlichen Gensegmenten humaner Virusvarianten
erzeugt, was in verbesserter Replikation in Hiihnereiern oder Zellkultur sowie
erhohter Immunitdt in Patienten resultierte. Dennoch besteht die Gefahr einer
Kreuzung der Impfviren mit pandemischen Viren, weshalb modernere, weniger

Risiko-behaftete Systeme untersucht werden (zusammenfassend dargestellt in (63)).
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In Deutschland zugelassene prdapandemische (gegen HIN1 und HS5N1) und
pandemische (gegen HIN1) Impfstoffe sind daher Split- oder Subunit-Vakzine oder
WIV, die meist ein Adjuvans enthalten (65,66).

Rekombinante Proteine, VLPs, DN A-Vakzine

Rekombinant produziertes HA (rHA) wurde als immunogen und sicher in Studien zu
saisonalen Grippe-Impfstoffen bewertet. Die Proteine werden bevorzugt mittels
Baculoviren in Insektenzellen in grofien Mengen synthetisiert. Mittels Baculoviren
produziertes rH5 induzierte innerhalb einer klinischen Studie funktionale Antikdrper

und nach Prime-Boost-Immunisierung eine lang anhaltende Immunantwort (67).

Virusartige Partikel (VLP, engl. virus like particles) wurden als Influenza-Impfstoffe
mittels Baculoviren in Insektenzellen hergestellt. Die rekombinanten Proteine HA, NA,
M1 assemblieren eigenstandig unter der Bildung von Viruspartikeln (68,69). Auch M2
wurde mit eingesetzt (70). Diese Systeme zeigten im Tiermodell vielversprechende
Resultate. In einer klinischen Studie wurde die Sicherheit eines VLPs als pandemisches

Vakzin im Menschen bewiesen, 16ste jedoch nur moderate Immunantworten aus (71).

Eine Alternative zur Protein-basierten Immunisierung stellt die DNA-Immunisierung
dar. Dabei wird Antigen-kodierende DNA direkt intramuskuldr oder intradermal
appliziert. Dies fiihrt in den Zellen lokal zur Expression des Antigens, woraufhin
MHC-abhiangige Prozessierung und Prasentation des Antigens an CD4* und CD8*
Lymphozyten folgt. Der Vorteil dieser Art der Immunisierung ist in der Sicherheit
gegeniiber Lebendimpfstoffen und in der sehr einfachen und schnellen Produktion (in
Escherichia coli) begriindet (72). Anfanglich war eine geringe Immunogenitit ein
Problem von DNA Vakzinen (73,74). Schnell wurden jedoch optimierte Plasmide und
Transgene entwickelt, die zu einer starkeren Transgenexpression fiihrten. Alternative
Applikationsrouten oder die Zugabe von Adjuvantien unterstiitzt die Aufnahme der
DNA in die Zielzellen. Des Weiteren wird durch Zugabe von genetischen (Plasmid)-
Adjuvantien die Expression von Zytokinen, Chemokinen oder anderen Kko-
stimulierenden Molekiilen induziert, was die Immunogenitit von DNA-Vakzinen
verbessert (73,75-78). Die Art der Prozessierung und Prasentation hat den positiven

Nebeneffekt, dass mittels Prime/Boost-Immunisierung kreuzreaktive Antikorper
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induziert werden konnen. In einer ersten klinischen Studie zu pandemischen DNA-
basierten Impfstoffen wurden nach Verabreichung von adjuvantierter H5-kodierender
DNA in Abhéngigkeit von Dosis und Art der Verabreichung protektive HI-Titer
ermittelt (79). Interessanterweise wurde beobachtet, dass die HA-basierte
DNA-Immunisierung als Prime-Immunisierung in Kombination mit inaktiviertem
Subunit-Vakzin die Starke der Immunantwort deutlich steigern konnte (80).
DNA-basierte Methoden werden daher zur Verbesserung der Qualitat

Protein-basierter pandemischer Impfstoffe detaillierter untersucht (63).
Vektor-basierte pandemische Impfstoffe

Mittels apathogener oder modifizierter Viren konnen beliebige Influenza-Gene in
Zielzellen eingebracht werden. Der Vorteil gegeniiber DNA-Immunisierung ist, dass
auf die Zugabe ko-stimulierender Molekiile oder Adjuvantien vollstindig verzichtet
werden kann (81). Vektoren konnen wie DNA-Vakzine gegeniiber konventionellen
Impfstoffen jedoch sehr viel schneller und skalierbarer hergestellt werden. Wie auch
Lebendimpfstoffe konnen Vektor-basierte Impfstoffe sowohl Antikorper-Antworten
als auch eine zellulare (CD4*, CD8*) Immunitat auslosen. Wie von de Vries und
Rimmelzwaan zusammengefasst, wurden im Tiermodell diverse Vektoren fiir den
Transfer des HA avidrer Varianten untersucht (81). Dazu zdhlen die von den
Pockenviren abgeleiteten MV A-Vektoren (engl. modified vaccinia virus Ankara), welche
auch vielversprechende Ergebnisse in Primaten erzielten (82) und daraufhin in einer
klinischen Studie der Phase 1/2a auch am Menschen getestet wurden. MVA-H5
induzierte neutralisierende Antikorper gegen homologe und heterologe H5N1 und
H5N8-Viren (83,84). Im Fokus der Forschung stehen auch Adenovirale Vektoren (Ad).
Ein Adenoviraler Vektor, der das H5 kodiert, fithrte in einer klinischen Studie als
Prime-Immunisierung zur Steigerung der Immunogentdt eines inaktivierten H5N1-
Impfstoffes (85). Ein zu iiberwindender Nachteil von Adenoviren ist seine starke
intrinsische Immunogenitat, die zu unerwiinschten Nebenwirkungen fiihren kann (81).
Auflerdem ist eine hohe Anzahl der Bevolkerung (~80 %) aufgrund der natiirlichen
Infektion seropositiv fiir Adenovirus (86-91). Fiir Vektoren, die auf humane
Adenoviren basieren, besteht daher das Risiko der Neutralisierung durch

praexistierende Antikorper, einhergehend mit deutlicher Reduktion oder ganzlicher
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Verhinderung der Transgenexpression. Alternative nicht-humane Adenoviren werden

als Alternative untersucht (92-95).

Ein effektiver Schutz gegen unvorhergesehene Virus-Varianten kann jedoch nur
mittels kreuzreaktiver oder breitenwirksamer, d.h. Subtyp-iibergreifender Impfstoffe
gewdhrleistet werden. Virale Vektoren bieten {iiber HA-basierte (monovalente)
Impfstoffe hinaus eine grofie Fiille an Moglichkeiten multivalente Vakzine zu

synthetisieren, da die Gensequenzen beliebig kombiniert werden kénnen.

1.3.4 BREITENWIRKSAME ODER UNIVERSELLE INFLUENZA-IMPFSTOFFE

Da das Hamagglutinin permanent mutiert und so dem durch neutralisierende
Antikorper vermittelten Immundruck ausweichen kann, ist die Basis einer
breitenwirksamen Immunantwort die Aktivierung einer zellularen Reaktion gegen
konservierte, weniger schnell evolvierende Virus-Proteine wie dem Nukleoprotein
oder M1 (96,97). Wie oben beschrieben, fordert und fordert die WHO die Entwicklung
eines universellen Influenza-Impfstoffes, um im Falle einer Pandemie schnell
handlungsfahig zu sein. Angestrebt sei die Zulassung von mindestens einem
universellen Influenza-Impfstoff bis 2020. Experten und WHO-Verantwortliche
erachten das Erreichen dieses Ziels jedoch als kritisch (98). Einigkeit herrscht auch
nicht dariiber, anhand welcher Parameter die protektive Wirkung eines solchen
Impfstoffes ermittelt werden soll. Da universelle Impfstoffe nicht wie bei HA-basierten
Vakzinen iiber neutralisierende Antikorper sondern durch eine komplexere
Immunantwort schiitzen sollen, miissen die Verfahren zur Ermittlung einer
protektiven Wirkung, also die mit dem Schutz korrelierenden immunologischen

Parameter (COP, engl. correlates of protection), iiberarbeitet werden.

Ansitze fiir breitenwirksame oder universelle Impfstoffe sehen unter anderem die
Induktion von Antikorpern, spezifisch gegen die Ektodoméne des M2 Proteins (M2e),
vor. Studien belegen einen kreuzreaktiven, protektiven Effekt durch M2e-induzierte
Antikorper-vermittelte ~ Zytotoxitait, Komplement-vermittelte Zytotoxotat und
Antikorper-abhingige Zell-vermittelte Phagozytose (99-102). Auch NA-spezifische
Antikorper konnen die Replikation des Virus inhibieren (98,103). Assays zur

Ermittlung M2e- und NA-spezifischer Antikorper wurden entwickelt, miissen jedoch
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noch bezliglich der Korrelation mit einer Schutzwirkung getestet werden. Zusétzlich
zu einer systematischen Immunantwort im Serum (Serum IgG) soll zukiinftig auch die
mukosale Immunitat (IgA) im respiratorischen Trakt ermittelt und die Befahigung als

COP erortert werden.

Von Interesse ist auch Antikorper-abhédngige Zell-vermittelte Zytotoxizitat (ADCC,
engl. antibody dependent cellular cytotoxicity), iiber die infizierte Zellen zerstort und
Chemokine und Zytokine akquiriert werden konnen. Es ist jedoch unklar, wie
Impfstoffe modifiziert werden miissen, um gezielt diese Art der Immunreaktion
auszulosen und wie ADCC mit einem protektiven Effekt korreliert. Gezeigt werden
konnte bisher, dass ADCC wéahrend der Grippepandemie 2009 (HIN1pdmO09) eine
Rolle bei dem Schutz von alteren Menschen, die bereits einmal mit einer pandemischen

HI1N1-Variante in Kontakt gekommen waren, spielte (104).

Ein rekombinanter Impfstoffkandidat M-001 (Multimeric-001, Biondvax, Israel), der
aus konservierten Peptiden der Proteine HA (Stammregion), M1 und NP besteht zeigte
vielversprechende Ergebnisse in Tierversuchen und klinischen Studien. Der Impfstoff
ist genauer zusammengesetzt aus Triplikaten linearer Epitope der drei Proteine, die zu
einem Protein zusammengefasst sind. Das Protein wird linear in E. coli synthetisiert. In
klinischen Studien der Phase 1 und 2 zeigte der Impfstoff keine oder nur milde,
transiente Nebenwirkungen und wurde folglich als sicher eingestuft. Beziiglich der
Immunogenitit wurde das Protein nach alleiniger Verabreichung oder als Prime-
Immunisierung in Kombination mit TIV getestet. Nach alleiniger Injektion von
adjuvantiertem M-001 konnten Steigerungen des Serum IgG-Titers und die Induktion
einer zelluliren Immunantwort nachgewiesen werden. In Kombination mit TIV
(HIN1, H3N2 oder Influenza B) konnte M-001 eine deutliche Erhéhung der HI-Titer
und eine Steigerung der Anzahl von Probanden mit protektivem HI-Titer bewirken
und aufSerdem die Reaktivitit gegeniiber evolvierenden Stimmen erweitern. Dies
unterstreicht, dass dieser Impfstoffkandidat als Prime-Immunisierung vor einer
Pandemie zur Verbesserung der Stirke und Kreuzreaktivitit HA-spezifischer

Impfstoffe dienen kann (105,106).

Ein weiterer Ansatz verfolgt die Entwicklung replikations-inkompetenter

Influenzaviren als Lebendimpfstoffe, die Zellen transduzieren koénnen, so eine
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natiirliche Infektion vortduschen, jedoch nicht streuen konnen. Replikationsrelevante
Proteine der Viren werden dabei durch reverse Genetik deletiert oder funktionell
beeintrichtigt. Das verhindert eine mogliche Ubertragung auf andere Menschen und
mindert das Risiko der Entstehung und Verbreitung von Reassortanten aus Impfvirus

und pandemischem oder zirkulierendem Virus (107,108).

Ein grofler Forschungszweig konzentriert sich auf die Induktion kreuzreaktiver
T-Zellen durch konservierte Proteine. T-Zell-Antworten konnen mittels ELISpot Assay
oder genauer durch die Bestimmung von Zytokin-Profilen (Intrazellulare
Zytokinfarbung) von aktivierten T-Zellen bestimmt werden. Unklar ist jedoch noch,
wie eine protektive Wirkung mit der T-Zell-Antwort korreliert (109). Da die Proteine
von der zellulairen Maschinerie prozessiert und iiber MHC-Molekiile auf der
Oberfliche prasentiert werden miissen, werden Ansdtze verfolgt, bei denen die

Antigene mittels viraler Vektoren oder Plasmiden (DNA-Vakzine) iibertragen werden.

Das Unternehmen SEEK (London, Grof3-Britannien) entwickelte einen rekombinanten
Impfstoff, der aus einer Mischung aus Epitopen besteht. FLU-v enthilt vier
Polypeptide, welche konservierte CD8* T-Zell Epitope der Proteine M1, NP (Influenza
A), NP (Influenza B) und M2 enthalten. Im Tierversuch induzierte FLU-v
kreuzreaktive =~ CD8* T-Zell-Antworten gegen HIN1, H3N3 wund einen
Influenza B-Stamm (110). In einer klinischen Studie Phase 1 wurde die Sicherheit nach
Verabreichung des adjuvantierten Impfstoffes festgestellt. Bei Gabe einer hohen Dosis
konnte bei allen Studienteilnehmern eine zellulire Immunantwort detektiert werden
(111). In der klinische Phase 1b-Studie korrelierte die Immunisierung mit reduzierten
Symptomen und geschwichter Streuung eines Belastungsvirus des Subtyps H3N2
(112). FLU-v gilt daher als potentieller breitenwirksamer Impfstoffkandidat. Die
klinische Studie der Phase 2 begann im Juli 2016 (113).

Wie bereits illustriert (siehe Seite 24) werden verschiedene Vektoren wie Adenovirale
Vektoren, MVAs, modifizierte Herpesviren oder Alphaviren, untersucht. Insbesondere
die Entwicklung MVA- und Adenovirus-basierter Impfstoffe wird forciert (114). In
Tierversuchen konnten MVA-kodiertes HA und NP in Abhédngigkeit der
Vakzinierugsstrategie (Prime-Boost) und der Art der Verabreichung (intramuskuldr,

intranasal, intradermal) protektive Immunantworten auslosen (115,116). In Makaken
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reduzierte ein MVA-HA+NP die Vermehrung des Virus. Grofien Einfluss hatte dabei
die Induktion von ADCC (117). Ein simianer Adenoviraler Vektor (ChAdOx1), welcher
die Proteine M1 und NP kodiert, 10ste in einer klinischen Phase 1 Studie Dosis-
abhangige T-Zell Antworten aus. Der Vektor hat den Vorteil, dass in der menschlichen
Bevolkerung keine Antikorper aufgrund eines vorherigen Kontakt zu humanen
Adenoviren auftreten (118). Hessel et al. fithren Mausexperimente mit einem MVA-
basierten Impfstoff, der konservierte Proteine kodiert, durch. Den Ergebnissen zufolge
spielte das NP eine entschiedene Rolle bei der Vermittlung einer breitenreaktiven
Immunitat gegen die Stamme H5N1, HIN2 und H7N1, da es auch als alleiniges
Antigen (monovalent) anders als die anderen untersuchten Proteine eine protektive

Wirkung zeigte (119).

In der Gentherapie werden Adenovirus-assoziierte Viren (AAV) fiir die Ubertragung
von Nukleinsduren verwendet. Diese Viren bedeuten auch fiir die Entwicklung
universeller Influenza-Impfstoffe ein grofies Potential und wurden aus diesem Grund
als Vektorsystem fiir die hier vorliegende Arbeit ausgewahlt. Sie sollen daher néher

diskutiert werden.
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1.4 ADENOVIRUS-ASSOZIIERTE VIREN ALS HOFFNUNGSTRAGER DER

GENTHERAPIE

Adeno-assoziierte Viren (AAVs) wurden im Zuge gentherapeutischer Studien und
Anwendungen gut charakterisiert und sind zunehmen auch fiir die Ubertragung eines
Antigens bei Immunisierungen interessant. Die Entwicklung und Vorteile der AAVs

sollen im Folgenden dargestellt werden.

1.4.1 STRUKTUR UND REPLIKATION ADENOVIRUS-ASSOZIIERTER VIREN

Adenovirus-assoziierte Viren wurden erstmals als Kontamination einer Adenovirus-
Praparation in den 1960er Jahren entdeckt (120,121). Sie wurden bald darauf als
Dependovirus beschrieben. AAVs sind ohne die Helferfunktionen von Herpesviren
oder Adenoviren in eukaryotischen Zellen nicht replikations-kompetent. Die Arbeit
von Neil Blacklow zeigte, dass sich die Viren zwar im Menschen verbreiten, jedoch
nicht mit einer Krankheit assoziiert sind (122). Die nicht-umhiillten Viren sind mit etwa
20 nm sehr klein und bilden ikosaedrische Viruspartikel. Das Genom ist ein entweder
positiv oder negativ orientierter DNA-Einzelstrang mit einer Lange von ca. 4,7 kb
(123). An den Enden befinden sich repetitive Sequenzen, ITRs (engl. inverted terminal
repeats), innerhalb derer sich die zwei offenen Leserahmen rep und cap befinden. Die
Region rep kodiert fiir die Replikations-relevanten, nicht-strukturellen Proteine Rep78§,
Rep68, Rep52 und Rep40. Die drei Kapsidproteine VP1 (87 kDa), VP2 (72 kDa) und
VP3 (62 kDa) werden von iiberlappenden Sequenzen in cap kodiert. Die Transkription
aller drei Kapsid-Proteine startet von einem Promoter p40. Alternatives Spleifsen fiihrt
zur Entstehung mehrerer mRNA-Varianten und so zur Translation der drei
Kapsidproteine. Die ITRs bilden eine Schleife, welche die Synthese des
komplementaren DNA-Strangs ohne Primer ermoglicht (engl. self-priming). Bei
Wildtyp-AAVs vermitteln die ITRs die Integration der Virus-DNA in das Wirtsgenom.
Aufserdem sind sie essentiell an der Verpackung und Virusassemblierung beteiligt

(zusammenfassend dargestellt in (124,125)).

Uber 100 verschiedene AAV-Serotypen wurden bislang aus Menschen oder Primaten
isoliert. Abhédngig vom Serotyp sind die viralen Rezeptoren und folglich der

Zelltropismus. Zuerst wurden Heparansulfat als primarer Rezeptor und FGFR1 (engl.
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fibroblast growth factor receptor 1) als sekundérer Rezeptor von AAV?2 identifiziert (126).
Weitere primdre Rezeptoren anderer Serotypen sind O- und N-verkniipfte Sialinsdaure
und N-verkniipfte Galaktose. HGFR (engl. hepatocyte growth factor receptor), PDGFR
(engl. beta-type platelet-derived growth factor receptor), EGFR (engl. epidermal growth factor
receptor), Integrine, CD9 und LamR (Laminin-Rezeptor) wurden zudem als sekundare
Rezeptoren verschiedener Isolate bestimmt (127). Nach Binden des Virus an die
Zellmembran werden AAVs iiber Endozytose in die Zelle aufgenommen. Durch die
geringfiigig saure Umgebung im Endosom werden die Partikel frei und akkumulieren

perinukledr, um schliefllich durch die Kernpore in den Nukleus zu penetrieren (126).

Das Genom der Wildtypen kann extrachromosomal vorliegen oder in Chromosom 19
integrieren (128). Fiir die Replikation sind die Adenoviralen Proteine E1A, E2A, E4 und
VA-RNA, Proteine der Helferviren Herpes-simplex-Virus1l oder Humanes
Cytomegalievirus notwendig. Ohne Helfervirus verbleibt das AAV Genom latent im

Zellkern (zusammenfassend dargestellt in (129,130)).

1.4.2 ETABLIERUNG VON AAVS ALS VIRALE VEKTOREN IN DER

GENTHERAPIE

Primdrer Antrieb der Entwicklung gentherapeutischer Mittel ist die Behandlung
monogener Erkrankungen durch Einfiigen von Nukleinsduren, was zur Synthese
fehlender oder defekter Proteine fiihrt. Im Jahr 1990 wurde erstmals Gentherapie an
einem Menschen zur Behandlung eines schweren kombinierten Immundefekts (SCID)
eingesetzt (131). Bis 2012 wurden seitdem {iber 1800 klinische Studien durchgefiihrt
(132).

Zum Gentransfer werden unter anderem virale Vektoren eingesetzt, welche in vivo das
Transgen in die Zielzellen einschleusen. Nachdem Adenovirale Vektoren in mehreren
Studien an Patienten zu schweren, todlich verlaufenden Komplikationen fiihrten,
welche jedoch laut Studienleitung auf die Erkrankung selbst zuriickzufiihren waren,
wurde die Entwicklung wieder verstarkt auf sichere Alternativen zu Adenoviren
gelenkt (zusammenfassend dargestellt in (133,134)). Onkolytische Adenoviren wurden
als weltweit erstes Gentherapeutikum in China zur Behandlung von

Plattenepithelkarzinomen zugelassen (rAd-p53, (135,136).
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Nachdem grundlegende Kenntnisse zu Genomstruktur und Replikationszyklus erlangt
wurden, konnten in den frithen 1980er Jahren erstmals infektiose Molekularklone des
AAV Serotyp 2 generiert werden. Dies ermdglichte die Aufklarung der Gensequenzen
und die Entwicklung von AAV-Vektoren mittels in trans-Systemen (137,138). Nach
entscheidenden Verbesserungen der AAV2-basierten Vektoren, fand 1995 die erste
Evaluation in vivo und die erste klinische Studie statt (139). In den folgenden zehn
Jahren intensivierte sich das Interesse an AAV-basiertem Gentransfer. Entscheidender
Vorteil ist, dass AAVs gegeniiber anderer Systeme mit keiner Krankheit assoziiert sind,
in trans produziert replikations-inkompetent sind und sie somit in der Anwendung im

Menschen als sicher gelten (129).

B
5-ITR 3-ITR
Verpackungsplasmid Adenovirales Helferplasmid

in trans

Rep78 [’L Ué Cb
e \ @ Aambllerung rekombinanter AAV-Partikel

Abbildung 4: AAV-Struktur und Synthese rekombinanter Partikel

Kristall-Struktur eines AAV-Partikels mit farblich markierten hypervariablen Regionen des VP3 (A). Zur
Generierung rekombinanter Partikel ersetzen Promotor, Transgen und pA die Elemente rep und cap
zwischen den ITRs. Verpackungsproteine und Adenovirale Helferproteine werden auf gesonderten
Plasmiden in trans hinzugefiigt. In der Zelle dienen Rep78, Rep68, Rep54 und Rep40 dienen der
Replikation und Verpackung des Genoms in das Kapsid, bestehend aus VP1, VP2 und VP3 (B).
pA =Poly(A)-Schwanz. Modifiziert nach (134).
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Zur Erzeugung AAV-basierter Vektoren ersetzt das Gen von Interesse (Transgen) die
kodierenden Bereiche rep und cap des AAV-Genoms (140-142). Diese werden auf
Verpackungsplasmiden kodiert. Die Adenoviralen Helferproteine E1, E2, E4 und VA-
RNA werden ebenfalls auf Plasmid kodiert. Verpackungsproteine und Helferproteine
werden zusammen mit dem AAV-Genom in trans in Zielzellen tiibertragen. Dies
geschieht in der Regel durch Transfektion einer Zellkultur. In dieser Produktions-
Zelllinie werden AAV-Partikel generiert, die jeweils einen Einzelstrang des
Transgen-kodierenden Genoms enthalten. Die Partikel konnen Zellen transduzieren,
sind jedoch Replikations-inkompetent, da weder Replikations-relevante Proteine noch
Kapsid-Proteine im Genom kodiert sind. Nach Transduktion der Zielzelle exprimiert
diese das Transgen. Die Dauer der Expression stellt einen grofien Vorteil der AAVs
gegeniiber anderen Vektoren dar (130,143-145). Bereits 1996 konnte im
Mausexperiment nachgewiesen werden, dass Transgene, welche von AAV2 in
Zielzellen iibertragen werden, auch noch 1,5 Jahre nach AAV-Applikation exprimiert

werden (146).

AAVs wurden in klinischen Studien zur Behandlung von Hamophilie B (147-149),
Parkinson (150,151), Lebersche kongenitale Amaurose (LCA, (152,153)) und Morbus
Canavan (154) eingesetzt. Das erste und bis dato einzige AAV-basiertes
Gentherapeutikum wurde 2012 in der Europdischen Union zugelassen. Es dient der

Behandlung der seltenen Erkrankung der familidren Lipoproteinlipasedefizienz

(LPLD) bei Erwachsenen (155-157).

Des Weiteren finden AAVs Beachtung im Bereich der Krebstherapie (158-161).
Onkolytische Vektoren dienen dabei der Ubertragung von toxischen Genen in
Krebszellen, bei welchen nach Expression die Apoptose eintritt. Dazu muss
sichergestellt werden, dass die Vektoren sehr spezifisch nur Krebszellen transduzieren.
Dies kann einerseits mittels ihres Zelltropismus grob gesteuert, andererseits aber auch
gezielt durch Veranderung der Kapsidregionen, die den Kontakt mit der Zielzelle
vermitteln, beeinflusst werden. Synthetische, kleine Proteine (DARPins, engl. Designed
Ankyrin Repeat Proteins) konnen aus einer Bibliothek fiir bestimmte Zielstrukturen
selektiert werden. Sind sie kovalent an AAV-Kapsid gebunden, konnen sie wie

Antikorper an die Zielstruktur spezifisch binden und so den Kontakt mit der Zielzelle
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herstellen. So konnen Gene gezielt in Krebszellen, die bestimme Proteine auf der
Oberflache exprimieren, {iibertragen werden. Beispielsweise ist bei 20 % aller
Mammakarzinome Her2/neu (engl. human epidermal growth factor receptor 2) stark
tiberexprimiert. Patientinnen konnen zur unterstiitzenden Behandlung einen
Her2/neu-spezifischen Antikorper verabreicht bekommen (Trastuzumab), der die
Progression der Tumors verlangsamen kann (162). Her2/neu-spezifische DARPins,
welche an das AAV-Kapsid gekoppelt sind, ermoglichen die spezifische Transduktion
der Tumorzellen (163) zum Einbringen lytischer Gene und somit zur Zerstorung der
Zellen. AuBerdem wird die AAV-basierte Ubertragung von Zytokinen,
Tumorsuppressorgenen oder interferierender RNAs (RNAi) in Tumorzellen in

zahlreichen Studien verfolgt (zusammenfassend dargestellt in (164)).

Zu beachten ist bei AAV-basierter Ubertragung von Genen die Seroprdvalenz. Da
AAVs natiirlich in der Bevolkerung auftreten, weisen viele Menschen AAV-spezifische
Antikoper auf, die neutralisierend auf die Vektoren wirken, was die
Ubertragungseffizienz natiirlicher Vektoren deutlich beeintrichtigt. Gegen AAV2
konnten in 72 % der Bevolkerung neutralisierende Antikorper nachgewiesen werden,
wahrend nur 47 % AAV9- und nur 40% AAV5-spezifische Antikorper besitzen (165).
Dies forderte die Entwicklung neuer chimdrer AAV-Varianten wie AAVrh.§, die
moglichst nicht kreuzreaktiv von Wildtyp-spezifischen Antikorpern neutralisiert
werden(166,167). Auch die genaue Bestimmung bestehender neutralisierender

Antikorper im Patienten vor einer AAV-basierten Therapie ist von Interesse (168).

1.4.3 AAV-BASIERTE INFLUENZA-IMPFSTOFFE

Der entscheidende Vorteil AAV-basierter Systeme ist eine lang anhaltende
Transgenexpression. AAV-vermittelte Antigene konnen so iiber einen langen Zeitraum
im Impfling produziert und préasentiert werden (146,169-174). Schon 2001 wurde im
Rahmen eines Projektes, welches die Entwicklung von HIV-Impfstoffen forcierte,
gezeigt, dass der AAV-basierte Transfer von Genen des HI-Virus Antikorper und eine
zellulare Immunantwort induziert. Gleichzeitig wurde die Schutzwirkung eines
AAV-HA- Vektors in Mdusen ermittelt. Intranasale Immunisierung mit dem AAV-HA
schiitzte die Tiere zu 75 % gegen eine letale Dosis des homologen Influenza-Stammes.

Wurde die Immunisierung zusitzlich mit dem Zytokin-kodierenden AAV-IL-2
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durchgefiihrt, fiihrte das zu einer Steigerung der Uberlebensrate um 10 %, was auf eine

erhohte Induktion von CD4* T-Helferzellen (Th1) zuriickzufiihren war (175).

Andere Gruppen verfolgen die AAV-basierte Expression breiten-neutralisierender
HA-spezifischer Antikorper als praventive Therapie (176). Dabei wird nicht wie bei
Impfstoffen das Immunsystem mittels Antigen zur Produktion von Antikdrpern oder
T-Zellen stimuliert, sondern direkt die Expression spezifischer Antikorper am Ort der
natiirlichen Infektionsroute der Pathogene gefoérdert (Immunoprophylaxe).
Immunoprophylaxe kann insbesondere in Bevolkerungsgruppen mit geschwachtem
Immunsystem (z.B. durch chronische Erkrankungen wie HIV oder durch die
Einnahme von Immunsuppressiva wie bei Autoimmunerkrankungen) angewendet
werden. Da &ltere Menschen oftmals ebenfalls ein geschwéachtes Immunsystem haben,
reagieren sie auf konventionelle Impfstoffe mit einer schwachen Immunantwort.
Besonders fiir diese Ansdtze ist eine langanhaltende AAV-basierte Expression ein
grofier Vorteil. 2013 verodffentlichten zwei Gruppen unabhdngig voneinander
empirische Ergebnisse AAV-basierter Immunoprophylaxe gegen Influenza im
Tiermodell. Balasz et al. generierten AAVs, die die variable Region der leichten und
schweren Kette breiten-neutralisierender humaner Antikorper (F10 und CR6261)
kodieren. Diese Antikorper binden spezifisch an die konservierte Stamm-Region des
Hamagglutinins und konnen daher verschiedene Influenzaviren neutralisieren. Nach
einmaliger Adjuvans-freier, intramuskulédrer Injektion der AAV-Vektoren konnte die
stabile Expression der Antikorper in den Seren der Tiere iiber einen Zeitraum von 64
Wochen nachgewiesen werden. Nach letaler Infektion mit verschiedenen HIN1
Influenza-Stammen, {iiberlebten die Tiere, wobei der Gewichtsverlust fiir CR6261
abhingig vom Serum-Titer war. Die Antikorper konnten alle getesteten Viren
kreuzreaktiv neutralisierten (177). Eine zweite Gruppe testete intranasal applizierte,
AAV-vermittelte, breiten-neutralisierende Antikdrper gegen eine letale Infektion mit
pandemischen Influenza-Stammen positiv in Madusen und Frettchen (178). Dies
impliziert, dass die Art der Prophylaxe weiterfithrend im Menschen analysiert werden
sollte. Mittels Vektor-basierter Immunoprophylaxe konnten immunsupprimierte
Menschen iiber einen langeren Zeitraum gegen eine sich entwickelnde Pandemie oder

starke Epidemie geschiitzt werden.
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AAV-basierte Influenza-Vakzine wurden von Sipo et al. im Mausmodell hinsichtlich
des protektiven Effekts gegeniiber homologer sowie heterologer Belastung untersucht.
Mittels intramuskuldrer Immunisierung mit einem AAV9-HA (HIN1pdm09) oder
AAV-NP (HIN1pdm09) konnten alle Tiere gegen eine Belastung mit dem homologen,
humanen HINIpdm09-Stamm geschiitzt werden. Das konservierte M1-Protein
vermittelte keinen Schutz im homologen Modell. Wahrend die Schutzwirkung bei
AAV-vermittelter Immunisierung mit dem HA durch neutralisierende Antikorper
hervorgerufen wurde, waren bei NP-Immunisierung reaktive T-Zellen verantwortlich.
M1 konnte demnach keine protektive T-Zell-Antwort induzieren. Wurden alle drei
Vektoren zu AAV-HA/AAVV-NP/AAV-M1 als trivalentes Vakzin kombiniert,
verringerte sich die Gewichtsreduktion nach homologer Infektion. Diese trivalente
Immunisierung konnte auflerdem vier von neun Tieren gegen eine heterologe
Belastung mit dem Maus-adaptierten HIN1-Stamm A/Puerto Rico/8/1934 schiitzen.
Die partielle Kreuzreaktivitit wurde nachweislich nicht durch das HA ausgelost, da
die induzierten Antikorper gegen das heterologe Virus nicht neutralisierend wirken
konnen. Da die T-Zell-Antwort gegen das M1 in den Testmédusen nur sporadisch
nachweisbar war, wurde der protektive Effekt auf das NP zuriickgefiihrt, gegen das
eine starke T-Zell-Antwort induziert wurde. Die NP-spezifischen T-Zellen kénnen
gleichermafien wie ADCC {iiber NP-spezifische nicht-neutralisierende Antikorper den

Schutz bewirkt haben (179).

Zusammengefasst besteht der Vorteil AAV-vermittelter Immunisierung gleichsam in
der langanhaltenden Expression des iibertragenen Transgens und der Sicherheit fiir
den Menschen. Weiterhin 16sen AAVs nur geringe Vektor-spezifische
Immunantworten aus. Die Vektoren konnen zwar eine Wirkung haben, die der eines
Adjuvants gleicht, sie wirken jedoch nicht toxisch auf den Impfling. AAVs kénnen
skalierbar in hohen Titern produziert werden. Aufserdem erlauben verschiedene
AAV-Serotypen die zielgerichtete Ubertragung in verschiedene Zell- und
Gewebetypen. Die ausgepragte Charakterisierung der Viren ermdglicht durch
molekulares Vektordesign die zielgerichtete Anpassung der Vektoren an den Nutzen
der Anwendung. AAVs stellen demnach ein potentielles System fiir Vektor-basierte

Immunisierungsstrategien gegen Influenza dar.
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Beziiglich der saisonalen Influenza-Impfung kann die fehlerhafte Anpassung der
Impfstimme an die zirkulierenden Viren als Hauptantrieb der Entwicklung neuer
Impfstoffkandidaten gewertet werden. Die Gefahr einer Pandemie forciert die
Erforschung neuer Impfsysteme hin zu breitenwirksamen Vakzinen zusétzlich.
Weitere kritische Punkte sind zudem die abweichende Effektivitdt in verschiedenen
Bevolkerungsgruppen, aufwéndige Produktionsverfahren und Unvertraglichkeiten

gegeniiber Impfstoffbestandteilen.
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1.5 ZIEL DER ARBEIT

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel den potentiell breitenwirksamen, protektiven
Effekt einer AAV-basierten Immunisierung gegen Influenza zu bewerten. Das
anzuwendende System beruht dabei auf der Induktion einer kreuzreaktiven, zelluldren

Immunantwort gegen das hoch-konservierte Nukleoprotein.

Vor dem Hintergrund eine langanhaltende Immunitit zu gewahrleisten, soll zunachst
die Stabilitdt und Dauer der Transgenexpression und der dadurch hervorgerufenen
Immunantwort des innerhalb dieser Arbeit verwendeten AAV9-basierten Systems
nach intramuskulérer und intranasaler Applikation im Mausmodell analysiert werden.
Die longitudinale Expression in vivo, die humorale Immunantwort und auch die T-
Zell-Antwort gegen ein AAV-vermitteltes Reportergen soll verfolgt werden. Im
Hinblick auf die Optimierung von Lagerung, Transport und Verabreichung von AAV-
basierten Impfstoffen in Pulverform soll iiberpriift werden, ob das hier verwendete

Virus einer Lyophilisierung unterzogen werden kann.

Zur Untersuchung des breitenwirksamen Effekts soll der Nukleoprotein-kodierende
AAV-Vektor im Mausmodell untersucht werden. Zunichst soll sichergestellt werden,
dass das verwendete System im homologen Belastungsversuch einen Schutz gegen den
sehr virulenten Influenza Subtyp PR8 aufbauen kann. Als Schutz-induzierender
Parameter (COP) soll die T-Zell-Antwort gegen ein CD8* T-Zell-Epitop determiniert
werden. Hinsichtlich einer postulierten Kreuzreaktivitat der T-Zellen soll das System
dann im heterologen Belastungsmodell untersucht werden. Der Einfluss des
immunodominanten H2-Db CD8* T-Zell Epitops NPses-374 soll dabei genauer definiert
werden. Um die Idee einer Epitop-basierten Immunisierung gegen verschiedene
Subtypen aufzugreifen, soll eine AAV-basierte Immunisierung mit einer Kette aller
immunrelevanten Influenza CD8* T-Zell-Epitope als Machbarkeitsstudie im murinen
Modell auf die Schutzwirkung gegen PR8 hin durchgefiihrt werden. Die
resultierenden Daten sollen der spezifischen Vorteil- und Nachteilsabwagung AAV-
basierter ~Immunisierung mit dem Nukleoprotein dienen und etwaige
Optimierungspotentiale eines entsprechenden, breitenwirksamen Impfstoffes

offenlegen.
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2 MATERIAL

2.1 SOFTWARE

Photoshop CS5 (Adobe)

Cell"F (Olympus Soft Imaging System)
Microsoft Office (Windows)

Zen2010 (Zeiss)

PrimerX (Web-basiert, http://www .bioinformatics.org/primerx/)
Odyssey v3.0 (LI-COR)

Living Image 4.0 (PerkinElmer)

MxPro Mx3005P v4.10 (Agilent)
Geneious 8.1.7

GraphPad Prism Version 5.04

Flow]Jo V 9.6 (Tree Star)

2.2 ENZYME

Restriktionsendonukleasen wurden von New England Biolabs bezogen. Weitere

Enzyme sind in Tabelle 1 gelistet.

Tabelle 1: Enzyme

Enzym Hersteller

Benzonase Sigma-Aldrich

PfuTurbo DNA Polymerase Agilent Technologies
AmpliTaq Gold DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific
T4 Ligase New England Biolabs
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2.3 KiTS

Die verwendeten Kits sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Kits

Name Hersteller

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Thermo Fisher Scientific

Kit

Bradford Assay Bio-Rad

Effectene Transfection Reagent QIAGEN

Luciferase Assay System Promega

MAX Efficiency Stbl2 Competent Cells Thermo Fisher Scientific

One Shot BL21(DE3) Chemically Competent  Invitrogen

E. coli

One Shot TOP10 Chemically Competent E. Invitrogen

coli (Invitrogen)

Plasmid Mini, Maxi, Mega Kit QIAGEN

Polyfect Transfection Reagent QIAGEN

QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit Agilent Technologies
RNase-Free DNase Set QIAGEN

Super Signal West Dura Extended Duration Thermo Fisher Scientific
Substrate

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Promega

2.4 OLIGONUKLEOTIDE

Primer fiir PCR, Mutagenese, sowie qPCR und Sequenzierung sind in Tabelle 3

aufgelistet. Alle Oligonukleotide wurden von Invitrogen bezogen.

Tabelle 3: Oligonukleotide

Oligonukleotid Nukleotidsequenz 5 = 3’

BGH rev AAGGCACAGTCGAGG

CMYV TagMan 6-FAM-Sonde 6FAM-CCTGGCTGACCGCCCAACGAC-BHQ1
Q1

CMV TagMan for CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
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CMV TagMan rev CTATTGGCGTTACTATGGGAACATAC

coNP TagMan 6-FAM-Sonde 6FAM-CCCATTGTGCCCAGCTTCGA-BHQ1 Q1
coNP TagMan for GTGATTCGCATGATGGAGAG

coNP TagMan rev AGAAGTAGCTGCCCTCGTTG

coNPrrs TagqMan 6-FAM-Sonde ~ GTGATTCGCATGATGGAGAG

coNPrrs TagMan for AGAAGTAGCTGCCCTCGTTG

coNPrrs TaqMan rev CCCATTGTGCCCAGCTTCGA

Mut_ NPpamos_G1111A for CAGCAACGAGAACATGGAGACCATGGAC
Mut_ NPpamos_G1111A rev GTCCATGGTCTCCATGTTCTCGTTGCTG
NPpamos_Ndel_for_2 GTACGTCATATGGCCAGCCAGGGCACCAA
NPpamoo_Xhol_rev_3 GTACTCGAGTCAGTCCAATCCCAGC
NPrrs_Ndel_for_2 GTACGTCATATGGCCTCACAGGGC
Seq_pAAV_KF_2 TAGAAGACACCGGGACCGAT

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

2.5 PLASMIDE

Folgende Leervektoren und Konstrukte wurden in dieser Arbeit verwendet (siehe

Tabelle 4).

Tabelle 4: Plasmide

Vektor Herkunft/Hersteller/Vertreiber
pSE18-VD2/9 Isaac Sipo (179)
pAAV-Epitopkette Isaac Sipo (179)

PAAV-MCS (pAAV-leer) Agilent Technologies
PAAV-NPpamoo Isaac Sipo (179)

pET16b Novagen

pGL4.10-luc2 Promega

pHelper Agilent Technologies
pUC57-coNPrrs GenScript
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2.6 REKOMBINANTE PROTEINE UND PEPTIDE

Rekombinantes Protein diente als Antigen zum Nachweis spezifischer Antikorper

mittels ELISA, wahrend Peptide zur Stimulierung von Lymphozyten verwendet

wurden. Aus Tabelle 5 ist die Peptidsequenz zu entnehmen, wahrend die

Aminosduresequenzen der Proteine im Anhang aufgefiihrt sind.

Tabelle 5: Rekombinante Proteine und Peptide

Peptid

Sequenz

Hersteller/Vertreiber

Luciferase aus Photinus pyralis siehe Anhang

(Firefly)

NP366-374 (pdm09)
NPs66-374 (PR8)
NPpdmoo

NPrrs

ASNENVETM
ASNENMETM
sieche Anhang
sieche Anhang

Sigma-Aldrich

peptides&elephants
peptides&elephants
rekombinant aus E.coli

rekombinant aus E.coli

2.7 LABORGERATE

In Tabelle 6 sind die in dieser Arbeit verwendeten Gerate vermerkt.

Tabelle 6 Laborgerite
Anwendung Hersteller/Vertreiber =~ Modell
Blotting Bio-Rad TRANS-BLOT SD SEMI-DRY
TRANSFER CELL
CO2 Inkubator Labotect C 200 for eucoryotic cells
Durchflusszytometer BD Biosciences FACS Calibur
ELISpot Lesegerat AID AID EliSpot Reader classic
Filmentwickler Agfa — Gevaert Curix 60
Geldokumentation Biozym Scientific Alphaimager 2200 Multimage

In vivo Imager

In Vivo Imaging System
Laborwaage

MACS Dissociator

PerkinElmer

PerkinElmer
Sartorius

Milteny Biotec

Light Cabinet

IVIS Spectrum In Vivo Imaging
System

IVIS Spectrum

CPA225D

gentleMACS Octo Dissociator
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Mikroplatten Washer SKATRON SkanWasher 300
Instruments
Mikroskop Fluoreszenz = Zeiss cLSM 780
Mikroskop Hellfeld Nikon LV150NL
Mikroskop Zellkultur ~ Zeiss Axiovert 100M
Miktotiterplatten- Thermo Fisher Multiskan GO
Photometer Scientific
Narkosekammer PerkinElmer XGI-8
PCR Cycler Bio-Rad M] Mini Personal Thermal Cycler
qPCR System Agilent Genomics Stratagene Mx3000P
Rotationsmikrotom Leica RM2245
SDS-PAGE Bio-Rad Mini-PROTEAN
Spektrophotometer Eppendorf BioPhotometer
Spektrophotometer Nanodrop NanoDrop ND-100
Sterilwerkbank Thermo Fisher HeraSafe
Scientific
Thermoschiittlerr HLC HTM 130 R
Ultrazentrifuge Beckmann Coulter Optima™ L-100k
Westernblot Imaging LI-COR Odyssey® Infrared Imaging
System
Zellzahler Beckmann Coulter Coulter-Counter Z2
Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5415R
Zentrifuge Sigma-Aldrich 4K15 Laboratory Centrifuge

2.8 CHEMIKALIEN

Als Bezeichnung fiir PBS ohne Ca™ und ohne Mg™ wird in dieser Arbeit vereinfacht

PBS verwendet. Verwendetes PBS wurde in der hausinternen Medienkiiche hergestellt.

In Tabelle 7 sind in dieser Arbeit kommerziell erworbenen Stoffe, Reagenzien, Puffer
und Losungen erwahnt. Soweit nicht anders aufgefiihrt wurden die Chemikalien von

Carl Roth bezogen.
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Tabelle 7 Erworbene Chemikalien

Chemikalie Hersteller/Vertreiber
37 % Formaldehyd Carl Roth
4x Laemmli Ladepuffer Bio-Rad

ACK-Puffer
Agarose

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

BSA (Bovines Serumalbumin),

lyophilisiert
Carbonate-Bicarbonate Puffer
Cell Stimulation Cocktail
Coomassie R-250

Cryo-SFM

D-Luciferin, Mononatriumsalz
DNA Gel Loading Dye

dNTP Mix (je 10 mM)

Eosin G-Losung 0,5 % wassrig
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FACS Puffer

FKS (Fetal bovine serum (FBS)

superior)

Generuler 1 kb DNA Ladder
Generuler 100 bp DNA Ladder
Hamalaunlosung

HEPES

Hoechst 33342, 20 mM
Imidazol

Iodixanol, 60% (OptiPrep)

Isofluran

Thermo Fisher Scientific
peQLab Biotechnology
Carl Roth
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
eBioscience

Thermo Fisher Scientific
PromoCell

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Affimetrix

Biochrom

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Carl Roth
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid AppliChem

(IPTG)

Magermilchpulver Carl Roth
Mowiol 4-88 Carl Roth
PEG-6000 Sigma-Aldrich

Phenylendiamine, 20 mg/Tablette Sigma-Aldrich

(OPD)

Phenylmethanesulfonylfluoride AppliChem
(PMSF)

Phosphate-Citrate Puffer pH 5,0 Sigma-Aldrich

Polyethylenimin (linear, MW~25,000) Polyscience

(PEI)

Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche Diagnostics
Roticlear Carl Roth
Roti-Mount Carl Roth
Roti-Plast Carl Roth

SDS Laufgel Puffer 1,5 M Tris-HCL, Bio-Rad
pH 8,8

SDS Laufpuffer 10x Tris/Glycine/SDS  Bio-Rad
SDS Rotiphorese® Gel 30 (37.5:1) Carl Roth
SDS Sammelgel Puffer 0,5 M Bio-Rad
Tris-HCL, pH 6,8

SDS, 10 % Bio-Rad
TEMED 89 % Carl Roth
Transferpuffer 10x Tris/Glycine Bio-Rad
Triton X-100 Sigma-Aldrich

Trypsin/EDTA 0.05 %/0.02 % (w/v) in Biochrom

PBS, w/o Cat+, w/o Mg++
Tween-20 Sigma-Aldrich
[3-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
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2.9 PUFFER UND LOSUNGEN

Alle im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Puffer und Losungen sind in Tabelle 8

gelistet.

Tabelle 8: Hergestellte Puffer und Losungen

Puffer Zusammensetzung

10 % neutral gepuffertes 10 % Formaldehyd
Formalin in PBS
2,5M CaClz 2,5M CaCl
in H2Opid
2,5 % Paraformaldehyd 2,5 % Formaldehyd, 37 % Stammldsung
in PBS
Bakterien Lysis Puffer 250 mM HEPES pH 7
100 mM Na2504
400 mM (NH4)2504
200 mM NaCl
0,1 % Tween-20
2 mM (-Mercaptoethanol
2 mM PMSF (frisch)
1 /50 ml Protease Inhibitor Tablette (frisch)
Coomassie Entfarbelosung 250 ml Isopropanol
650 ml H2Opid
100 ml 100 % Essigsaure
Coomassie Farbelosung 2 g Coomassie R-250
500 ml Methanol
400 ml H2Ovid
100 ml 100 % Essigsaure
durch Faltenfilter filtriert
HIER-Puffer 10 mM Natriumcitrat
0,05 % Tween-20
pH mit HCL auf 6,0 eingestellt
in H2Opid
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IHC-Blocking-Puffer

IHC-Farbe-Puffer

IHC-Waschpuffer

Lysis-Puffer

MDCK Infektionsmedium

NaCl/HEPES

Ni-NTA Agarose
PBS0,2M

PBS-MK

PBST

5 % FKS

1 % BSA

0,05 % Tween-20

in PBS

1 % BSA

in PBS

0,05 % Tween-20

in PBS

1 % Triton X-100

50 mM TRIS HCL pH 7,5
150 mM NaCl

5mM EDTA

1 Stk./50 mL Protease Inhibitor Tablette (frisch)
in H2Opid

250mls DMEM

300ul FKS

2.5ml Penicillin/Streptomycin
250ul 2.5mg/ml Typsin TPCK (Frisch aufgetaut)
150 mM NaCl

50 mM Hepes

25 mM EDTA

in H2Opid

QIAGEN

175 mM Na:HPOx

25 mM NaH2POs

160 mM NaCl

in H2Opid

25 mM KC1

5 mM MgCl

inPBS0,2 M

0,05 % Tween-20

in PBS
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PEG/NaCl 2,5 mM NacCl
20 % PEG-6000

in H2Opid

PEI-Losung 2,58 ug/ul Polyethylenimin
in H2Opid

PM 2 % Magermilchpulver
in PBS

PMT 2 % Magermilchpulver

0,05 % Tween-20
in PBS
TAE (TRIS-Acetat-EDTA-Puffer- 40 mM Tris (pH 7.6)

Puffer) 20 mM acetic acid
1 mM EDTA
in H2Ovid
2.10 ProO- UND EUKARYOTISCHE ZELLEN UND DEREN
W ACHSTUMSMEDIEN

Bakterien wurden in LB-Medium gehalten. Eukaryotische Zelllinien und deren Medien

sind in Tabelle 9 aufgelistet. RPMI-1640 und DMEM wurden in der hausinternen

Medienkiiche hergestellt.

Tabelle 9: Zelllinien mit entsprechendem Wachstumsmedium

Zellen Medium

EL4 DMEM 2g/L D-Glukose mit 300 mg/l L-Glutamin, versetzt
mit 100 Einheiten/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin
sowie 10% FKS

HEK 293sf-3f6 RPMI-1640 2 g/l D-Glukose mit 300 mg/l L-Glutamin, versetzt
mit 100 Einheiten/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin
sowie 10% FKS

HEK 293T RPMI-1640 2 g/l D-Glukose mit 300 mg/l L-Glutamin, versetzt
mit 100 Einheiten/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin
sowie 10% FKS
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MC57G

MDCK

DMEM 2¢g/1 D-Glukose mit 300 mg/l L-Glutamin, versetzt mit
100 Einheiten/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin sowie
10% fotalem Kalberserum

DMEM 2g/L D-Glukose mit 300 mg/l L-Glutamin, versetzt
mit 100 Einheiten/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin
sowie 10% FKS

2.11 ANTIKORPER

In dieser Arbeit verwendete Antikorper sind in Tabelle 10 aufgefiihrt.

Tabelle 10: Antikorper

Antikorper Herkunft Markierung Hersteller/Bezugsqu
elle
Anti-AAV9 (intakte Maus IgA - PROGEN
Partikel)
Anti-Human IgG Ziege IgG HRP Sigma-Aldrich
Anti-Influenza A (HIN1) Ziege IgG - AbD Serotec
Anti-Influenza A NP Maus - Thermo Fisher
Scientific
Anti-Influenza Plasma, Human - zur Verfligung
polyklonal gestellt von Stephen
NN 25-6-08 Norley
Anti-Luciferase (Firefly) = Maus IgG - Thermo Fisher
Scientific
Anti-Maus CD28 Hamster IgG - Affymetrix
Anti-Maus IgA Ziege IgG HRP Santa Cruz
Biotechnologie
Anti-Maus IgG (Fc) Ziege IgG HRP Sigma-Aldrich
Anti-Maus IgG (H+L) Ziege I1gG IRDye680RD LI-COR
Anti-Maus IgG (H+L) Ziege IgG Alexa Fluor Thermo Fisher
488 Scientific
Anti-Maus Interferon-y  Ratte IgG - MabTech
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mAB AN18

Anti-Maus Interferon-y

mAb R4-6A2

Anti-Maus MHC Class I

(H-2Db)

Anti-Ratte IgG (H+ L)

Anti-V5
Anti-Ziege IgG
Anti-B-Actin
Maus IgG2b, k
Isotypkontrolle

Streptavidin

Ratte IgG

Ziege I1gG
Maus IgG
Kaninchen IgG
Maus IgG
Maus IgG

Biotin

FITC

IRDye 680RD

AP
PO
FITC

ALP

MabTech

Affymetrix

LI-COR

AbD Serotec
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Affymetrix

MabTech

2.12 ANTIBIOTIKA

Antibiotika fiir Zellkultur- und Bakterienkulturmedien wurden von Sigma-Aldrich

bezogen und sind in Tabelle 11 gelistet.

Tabelle 11 Antibiotika fiir Zellkultur- und Bakterienkulturmedien

Antibiotikum Stammkonzentration Arbeitskonzentration
Ampicillin 100 mg/ml in H20bia 100 pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml in H20bid 50 pg/ml

Penicillin/Streptomycin

10.000 U/ 10.000 pg/ml

100 U/ 100 pg/ml
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3 METHODEN

3.1 ZELLKULTUR UND ZELL-BASIERTE METHODEN

Zelllinien wuchsen im entsprechenden Wachstumsmedium (Tabelle 9) in befeuchteter
Luft bei 37 °C und 5 % CO:. HEK 293T, MC57G, EL4 und MDCK Zellen wuchsen
adhdrent in Zellkulturschalen oder Zellkulturflaschen (TPP). HEK 293sf-3f6 Zellen
wuchsen adhdrent in Zellkulturschalen, Flaschen oder in Suspension in
Spinnerflaschen (CELLSPIN, Integra). Die Zellen wurden alle zwei bis drei Tage
gesplittet. Adharent wachsende Zellen wurden dazu mit Trypsin/EDTA (trypsiniert)
von der Zellkulturflasche oder Platte geldst, in PBS gewaschen und anschliefSend in

frischem Medium resuspendiert, um einen Teil (z.B. 1/10) weiter zu kultivieren.

3.1.1 TRANSFEKTION

Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion ausgesat. Zur Transfektion adharent
wachsender Zellen oder HEK 293sf-3f6 Zellen in Suspension wurde Polyfect oder

Effectene nach Herstellerangaben oder PEI-Losung verwendet.

PEI wurde im Verhaltnis 1:8 mit DNA in serumfreiem Medium gemischt. Nach 10
Minuten Inkubation bei RT zur Komplexbildung wurde der Mischung serumhaltiges
Medium beigefiigt. Die Mischung wurde auf die Zellen gegeben, welche vorher
einmalig mit PBS gewaschen wurden. Anschlieffend wurden die Zellenn bei normalen

Wachstumsbedingungen ruhen gelassen.

3.1.2 TRANSDUKTION

Bevor AAV-Prédparationen im Tier fiir Inmunisierungen verwendet wurden, wurden
diese auf ihre Transduktionseffizienz in vitro getestet. Hierzu wurden die Viren in
serumfreien Medium verdiinnt und auf Zellen gegeben, die einen Tag zuvor ausgesat
wurden. Nach zwei Stunden Inkubation bei 37 °C wurde frisches serumhaltiges

Medium hinzugegeben und die Zellen drei Tage im Brutschrank ruhen gelassen.

3.1.3 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Die Analyse von Zellen, dessen Oberflaichenmolekiile nach Antikdrper-vermittelter

Antigen-spezifischer Farbung markiert wurden, erfolgte mit Hilfe des BD FACS
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Calibur. Die Zellen wurden zuvor drei Mal in FACS Puffer gewaschen, um
anschliefend mit dem Fluorophor-gekoppelten Antikorper, in FACS Puffer
verdiinnten, fiir 45 Minuten bei 4 °C spezifisch gefarbt zu werden. Uberschiissiger
Antikorper wurde mittels dreimaligen Waschens mit FACS Puffer entfernt. Die
Zentrifugation zwischen den Schritten erfolgte bei 300 rcf bei 4 °C fiir fiinf Minuten.
Das FACS Calibur wurde nach Herstellerangaben verwendet. Die Auswertung erfolge

mit dem Programm Flow]o.

3.1.4 ZELLLYSE

Zur Gewinnung von Zelllysat fiir Westernblot wurden Zellen einmalig mit PBS
gewaschen und mit Lysis-Puffer 10 Minuten bei 4 °C lysiert. Das Lysat wurde bei 4 °C

bei 7.500 rcf abzentrifugiert und sofort bei -20 °C gelagert.

3.1.5 IFN-y ELISPOT

Die Produktion von Interferon-y (IFN-y) in Lymphozyten dient dem Nachweis einer
Aktivierung und Proliferation der Zellen nach Kontakt mit dem spezifischen Antigen.
Die Anzahl der IFN-y-produzierender Zellen nach Stimulation mit dem Antigen
wurde mittels ELISpot bestimmt. Dazu wurden zunachst Nitrocellulose-Membranen
von MultiScreen HTS 96-Loch Platten (Merck Millipore) mittels 15 ul/Well 70 %
Ethanol fiir maximal zwei Minuten aktiviert. Das Ethanol wurde durch sechs-maliges
Waschen mit PBS entfernt, bevor 250 ng des Adsorbtionsantikdrpers anti-Maus
Interferon-y mAB in 100 ul zu jedem Well zugegeben wurden. Der Antikorper wurde
bei 4 °C iiber Nacht auf den Platten inkubiert. Anschliefend wurden die Platten sechs
Mal mit 200 pl PBS/Well gewaschen. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen
wurde die Membran mit RPMI-1640-basiertem Zellkulturmedium (Tabelle 9) blockiert.
Frisch isolierte Lymphozyten (siehe Abschnitt 3.4.5) wurden nach Isolierung zunachst
eine Stunde bei normalen Kultivierungsbedingungen (siehe Abschnitt3.1) ruhen
gelassen. In Stickstoff gelagerte Lymphozyten wurden aufgetaut (siehe Abschnitt
3.4.5). Zu den ELISpot-Platten wurden 2 x 10° Zellen in 50 pul RPMI-1640 Vollmedium
zugegeben. Auflerdem wurden 25 ul RPMI-1640 Vollmedium, welches das
stimulierende Antigen in einer finalen Konzentration von 5 pg/ml enthielt, zugegeben.

Als Positivkontrolle wurde Cell Stimulation Cocktail in einer Verdiinnung von 1:500
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eingesetzt. Des Weiteren wurden 25 pul RPMI-1640 Vollmedium, welches 1 ug des ko-
stimulierenden anti-Maus CD28 Antikorpers enthdlt, zugegeben. Weitere 50 pl
RPMI-1640 Vollmedium wurden addiert. Das Gesamtvolumen/Well war demnach 150
ul. Nach einer Inkubation von 20 Stunden im Inkubator bei 37 °C wurden die Zellen
samt Medium von den Platten mittels Ausklopfen und sechs-maligem Waschen mit
PBS entfernt. Die Platten wurden nach Zugabe von 100 pl pro Well des biotinyliertem
anti-Maus Interferon-y mAb (1ug/ml in PBS + 0,5 % FKS) fiir zwei Stunden bei RT
inkubiert. Nach sechsmaligem Waschen mit PBS wurden 100 ul pro Well Streptavidin-
ALP (1 pg/ml verdiinnt in PBS, 0,5% FKS) zugegeben und die Platten bei RT fiir eine
Stunde inkubiert. Nach einem weiteren sechsmaligem Waschschritt mit PBS wurden
pro Well 100 pl Farbelosung (AP Conjugate Substrate Kit: 100 ul NBT, 100 ul BCIP, 400
ul 25 x Puffer und 9,6 ml H2Ovia) addiert. Der Farbumschlag erfolgte innerhalb von 30
Minuten bei RT. Die Farbung wurde durch Waschen mit Wasser gestoppt. Die Platten
wurden bei RT getrocknet und mittels ELISpot Lesegerét eingelesen. Die Auswertung

erfolgte mittels Microsoft Excel oder GraphPad Prism.

3.1.6 BESTIMMUNG DER INFLUENZA-VIRUSLAST IN LUNGEN

Zur Bestimmung der Viruslast replikationskompetenter Viren in Lungengewebe nach
Infektion wurden die Lungen (gelagert bei -80 °C) zundchst homogenisiert. Der
virushaltige Uberstand wurde austitrierend zur Infektion von MDCK Zellen

verwendet. Virus wurde mittels Influenza A-spezifischen ELISA detektiert.

Zunachst wurden die MDCK Zellen in DMEM-Medium kultiviert. Vor der Infektion
wurden die Zellen durch Trypsinieren (siehe Abschnitt 3.1) suspendiert, in PBS
gewaschen und nach Zahlung auf 1 x 10° Zellen/ml in Infektionsmedium eingestellt. 20

ul der Zellsuspension wurde in jedes Well einer 384-Well Platte gegeben.

Zur Homogenisierung der Lungen wurden die Lungen in je 800 ul kaltem PBS
aufgetaut. Jede Probe wurde in ein gentleMACS M Tube (Miltenyi Biotech) gegeben.
Im gentleMACS Dissociator bei Programm RNA_02 wurden die Organe und Zellen
homogenisiert. Das Homogenisat wurde bei 10.000 rcf fiir 10 Minuten bei 4 °C

zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in sterile Rohrchen iiberfiihrt.
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In einer 96-Well Platte war je Probe eine Spalte (A-H) fiir die Titration vorgesehen. Die
virushaltigen Uberstinde wurden mit 150 ul Infektionsmedium 1:1 gemischt und in 11
Stufen je 1:3 runter titriert. Je Probe wurden acht Replikate der Verdiinnungen zu je 10
ul in die 384-Well Platte {iberfiihrt. Die Infektion der Zellen erfolge in der Platte bei 37

°C fiir vier Tage im Inkubator.

Zu jedem Well wurden anschliefsend 20 ul einer 8 %igen Formaldehydlosung in PBS
gegeben. Nach 30 miniitiger Inkubation wurden die Platten ausgeklopft und zwei Mal
mit je 75 pl PBS gewaschen. Nach erneutem Ausklopfen wurden je Well 20 pl
Methanol zugegeben. Dies wurde fiir 10 Minuten inkubiert und erneut ausgeklopft
und einmalig mit 75 ul PBS gewaschen. Anschliefsend wurde das PBS entfernt und 75
ul/Well PM  zugegeben. Eine Inkubation bei RT fiir 30 Minuten folgte, um
unspezifische Bindungen abzublocken. Nach einmaligem Waschen mit 75 ul PBS
wurden je Well 20 ul des humanen, polyklonalen anti-Influenza Plasmas (NN 25-6-08)
(1:200 in PMT) fiir 45 Minuten bei 37 °C auf den Proben inkubiert. Uberschiissiger
Antikorper wurde durch Waschen mit 75 pl PBS entfernt. 20 ul/Well des sekundéren
anti-Human IgG-HRP (1:1.000 in PMT) wurde fiir 45 Minuten bei 37 °C inkubiert. Es
folgen zwei Waschschritte mit je 75 ul PBS, bevor 20 pl Phenylendiamine (OPD) in
Phosphate-Citrate Puffer mit 0,1 % H20: zur Detektion des sekunddren Antikorpers
hinzu pipettiert wurden. Die Reaktion wurde nach 10 — 30 Minuten mit 20 ul einer 5
%igen H2SOs-Losung gestoppt. Das Signal wurde mit dem Miktotiterplatten-

Photometer bei 492/620 nm ausgelesen.

3.2 DNA-BASIERTE METHODEN

3.2.1 TRANSFORMATION

Plasmide wurde in Escherichia coli (E. coli) vermehrt. Transformation der Bakterien
wurde nach Angaben der Herstellers (Thermo Fisher Scientific) der Kits One Shot
TOP10 Chemically Competent E. coli, One Shot BL21(DE3) Chemically Competent E.
coli oder MAX Efficiency Stbl2 Competent Cells durchgefiihrt.
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3.2.2 DNA-PRAPARATION

Isolierung von Plasmid DNA wurde mittels QIAGEN Plasmid Mini, Maxi oder Mega

Kits nach Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

3.2.3 RESTRIKTIONSVERDAU

Restriktionsendonukleasen stammten von New England Biolabs (Tabelle 1) und

wurden nach Herstellerangabe eingesetzt.

3.2.4 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Agarose-Gelelektrophorese diente der Auftrennung von DNA nach Grofie und
Ladung. Agarose wurde dazu in 1 x TAE-Puffer zu einem Anteil von 1 % (w/v) gelost.
Mittels Mikrowellenstrahlung wurde die Mischung erhitzt, wodurch sich die Agarose
16ste. Wurde nach Zugabe von 0,5 pg/ml Ethidiumbromid die Losung in Gelkammern
gegossen, polymerisierte die Agarose unter Bildung des Gels aus. Die zu
analysierenden Proben wurden mit 6 x Ladepuffer (DNA Gel Loading Dye) versetzt
und in TAE-Puffer bei einer Spannung von 50 — 120 V getrennt. Als Grofienstandard
wurde Generuler 1 kb DNA Ladder oder Generuler 100 bp Ladder mitgefiihrt.

3.2.5 MUTAGENESE

Zum Einfligen einzelner Punktmutationen in Plasmid DNA wurde das QuikChange
Multi Site-Directed Mutagenesis Kit von Agilent nach Herstellerprotokoll eingesetzt.
Primer wurden mittels PrimerX (http://www.bioinformatics.org/primerx/) und
Geneious konzipiert. Das DNA-Produkt der Mutagenese-Reaktion wurde in E. coli
transformiert (siehe Absatz 3.1.1), um amplifizierte Plasmid DNA mittels Plasmid Mini
Prep zu isolieren. Restriktionsverdau (sieche Absatz 3.2.3) und Sequenzierung (siehe

Absatz 3.2.7) dienten der Uberpriifung des Erfolgs der Mutagenese.

3.2.6 KLONIERUNG

Fiir Klonierungen wurden die entsprechenden Genregionen mittels spezifischer Primer
mit einer Pfu Polymerase amplifiziert. Die benttigten Schnittstellen an 5'- und 3’- Ende
wurden durch Einfiigen der Sequenzen in die Primer angefiigt. Pipettierschema und
Thermocycler-Programm der PCR mittels Pfu Polymerase sind in Tabelle 12 und
Tabelle 13 dargestellt.
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Tabelle 12: Pfu-PCR Reaktionsansatz

Komponente Volumen [pl]
10 x Pfu Puffer 1

dNTPs (2,5 mM) 4 ul

Plasmid DNA Template 100 pg - 300 ng
Primer for und rev (10 uM) je 1,5 ul

Pfu Turbo Polymerase (2,5 U/ul)e 1l
H20pbid auf 50 ul

Tabelle 13: Pfu-PCR Thermocycler Programm

Schritt Temperatur [°C] Dauer

1. Initiale Denaturierung 95 2 min

2. Denaturierung 95 30s

3. Primerhybridisierung 52-60 30s
(Annealing)

4. Elongation 72 1 min/kb

Wiederholung der Schritte 2-4 30 x
5. Terminale Elongation 72 10
Kiihlen 4 oo

5 ul des PCR-Produkts mit 1 pl 6 x Ladepuffer (DNA Gel Loading Dye) wurden mittels
Gelelektrophorese in einem einprozentigen Agarose-Gel auf die korrekte Grofie des
Fragments (siehe Absatz 3.2.4) tiberpriift. Zur Freilegung der Schnittstellen wurde das
Produkt mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten (siehe Absatz 3.2.3).
Zur Trennung des gewiinschten Fragments von den Resten des Restriktionsverdaus

wurde das Produkt {iber Gelextraktion gereinigt. Dazu wurde das geschnittene PCR-

Produkt mittels Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System aus dem Gel extrahiert.

Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde mit seinen freiliegenden Enden in den ebenfalls
mittels Restriktionsverdau geschnitten Plasmid legiert. Eine Ligase verkniipft dabei
unter ATP-Verbrauch die freien zueinander gehdrenden Restriktionsschnittstellen von
DNA-Fragment (engl. Insert) und Plasmid (Vektor). Der Ligationsansatz ist in Tabelle

14 erfasst. Der Ansatz wurde 60 Minuten bei RT inkubiert und anschlieflend in

55



METHODEN

kompetente E. coli Zellen transformiert (siehe Absatz 3.2.1). Gewachsene
Einzelkolonien wurden zur Animpfung einer 5 ml-Kultur gepickt, woraus mittels
Plasmid Mini Prep die Plasmid-DNA isoliert und anhand eines Restriktionsverdaus

(siehe Absatz 3.2.3) oder einer Sequenzierung (siehe Absatz 3.2.7) tiberpriift wurde.

Tabelle 14: Ligation Pipettierschema

Komponente Volumen [pl]

10 x T4 Ligase Puffer 2

Vektor 50 ng

Insert 50 ng / 150 ng / 250 ng (Insert:Vektor = 1:1 / 1:3 / 1:5)
T4 Ligase 1

H20pia (Nuklease-frei) auf 20 ul

3.2.7 SEQUENZIERUNG

Sanger-Sequenzierung wurde mittels BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
durchgefiihrt. Das Protokoll kann Tabelle 15 und Tabelle 16 enthommen werden. Das
Auslesen der Sequenzen erfolge durch die hausinterne Sequenzierabteilung. Die

Auswertung wurde mit Hilfe von Geneious durchgefiihrt.

Tabelle 15: Sequenzierreaktion: Pipettierschema

Komponente Volumen [pl]

5 x Puffer 1,0

Plasmid DNA Template 1,0-4,0 (150 - 300 ng)
Primer (100 ng/ul) 0,5

BigDye 2,0

H20pbid auf 10,0 ul
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Tabelle 16: Sequenzierreaktion: Thermocycler Programm

Schritt Temperatur [°C] Dauer

6. Initiale Denaturierung 95 2 min

7. Denaturierung 95 10s

8. Primerhybridisierung 52 10s
(Annealing)

9. Elongation 60 4 min

Wiederholung der Schritte 2-4 25 x
Kiihlen 4 oo

3.2.8 QUANTITATIVE REAL-TIME PCR

Die quantitative Real-Time PCR (qPCR) diente der Erfassung der Anzahl der
DNase-resistenten AAV-Partikel in einer Prdparation (siehe Absatz 3.3.6). Die zuvor
freigesetzten Virusgenome werden dabei anhand einer Standartreihe quantifiziert. Zur
Quantifizierung von AAV9-luc, AAV-leer und AAV-Epitopkette wurden CMV
TagMan Primer und Sonde eingesetzt. Zur Detektion von AAV9-NPpamos und NPvs7im
wurden coNP TagMan Primer und Sonde verwendet. AAV-NPrrs wurde mittels

coNPrrs Primer und Sonde amplifiziert (siehe Tabelle 3).

Der Reaktionsansatz ist in Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17: TagMan qPCR Pipettierschema fiir 25 pl-Ansatz

Komponente Volumen [pl]

H>2Owid 19,375
10 x AmpliTag Gold Puffer (mit 2,5

MgCl2)

10 mM dNTPs 0,5
10 uM Primer TagMan for 0,5
10 uM Primer TagMan for 0,5
800 nM 6-FAM Sonde 0,5
10 x AmpliTag Gold 0,125
AAV Probe / Standard (Matritze) 1,0
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Fiir die Amplifikation wurde der Stratagene Mx3000P qPCR Thermocycler verwendet.
Tabelle 18 ist das Programm der Reaktion zu entnehmen. Die Auswertung erfolgte

mittels der Software MxPro.

Tabelle 18: TagMan qPCR Thermocycler Programm

Schritt Temperatur [°C] Dauer

1. Initiale Denaturierung 95 10 min

2. Denaturierung 95 30s

3. Primerhybridisierung 60 30s
(Annealing)

4. Elongation 72 30s

Wiederholung der Schritte 2-4 40 x
Kiihlen 4 oo

3.3 PROTEIN-BASIERTE METHODEN

3.3.1 HERSTELLUNG REKOMBINANTER PROTEINE

NPpamoo und NPrrs wurden rekombinant in E. coli BL21[DE3] produziert. Dazu wurde
die jeweilige Gensequenz tiber Ndel und Xhol in den pET16b Plasmid-Vektor kloniert.
Diese Expressionsvektoren wurden in die Bakterien transformiert (siehe 3.2.1) So
wurde dem Protein N-terminal ein 6 x His Tag angefiigt, wodurch es {iber Ni-NTA
Agarose isoliert werden konnte. Die Proteinsynthese in 250 ml Bakterienkultur wurde
mit 1 mM IPTG induziert. Die Proteinaufreinigung erfolge entsprechend des
Herstellerprotokolls der Ni-NTA-Sdule. Die Elution wurde drei Mal in je 3 ml Puffer
mit 1M Imidazol durchgefiihrt. Die Konzentration der Proteine wurde mittels

Bradford Assay bestimmt.

3.3.2 ELISA

Zur Detektion AAV-spezifischer und NP-spezifischer Antikérper im Serum
immunisierter Mause wurden die Seren im ELISA getestet. Hierzu wurden das
Antigen (AAV-leer Partikel, rekombinantes NP aus E. coli (sieche 3.3.1), oder
rekombinante Luciferase) in Carbonate-Bicarbonate Puffer an Nunc MaxiSorp 384-Well

(Sigma-Aldrich) Platten tiber Nacht bei 4 °C absorbiert. Die Platten wurden einmalig
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mit 75 pl PBST gewaschen, bevor sie mit 75 pl PM fiir 45 Minuten bei 37 °C blockiert
wurden. Anschliefend wurde das Serum in einer Anfangsverdiinnung von 1:200 in
PMT hinzugegeben und seriell 1:3 verdiinnt, sodass das Volumen im Well 20 ul betrug.
Das Serum wurde so 45 Minuten bei 37 °C inkubiert. Ungebundene Antikorper
wurden durch einmaliges Waschen mit PBST entfernt. 20 ul sekundarer HRP-
gekoppelter anti-Maus IgG Antikorper wurde auf den Platten 45 Minuten bei 37 °C
gebunden. Nach zweimaligem Waschen mit PBST wurden 20 ul Phenylendiamine
(OPD) in Phosphate-Citrate Puffer mit 0,1 % H20: zugegeben. Nach 10 — 20-miniitiger
Farbentwicklung wurde die Reaktion mit 20 ul 5 % H2504 gestoppt. Das Signal wurde

mit dem Miktotiterplatten-Photometer bei 492/620 nm ausgelesen.

3.3.3 SDS-PAGE

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrer Grofie wurde Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt. 1,5 mm Gele mit 15 %
Acrylamid wurden mit Hilfe des Bio-Rad Systems wie in Tabelle 19 gezeigt hergestellt.
Zelllysate wurden mit 4 x Laemmli Ladepuffer versetzt und 10 Minuten bei 95 °C
erhitzt, sodass die Proteine linearisieren. Gele liefen bei 100 V fiir 10 Minuten und

anschliefSend bei bis zu 160 V.

Gele wurden in Coomassie gefarbt und in Entfarbelosung tiber Nacht geschiittelt oder

fiir Westernblot in Transferpuffer {iberfiihrt.

Tabelle 19: Pipettierschema fiir vier 1,5 mm Gele

Komponente Laufgel Trenngel

H2Opid [ml] 9,6 11,4
0,5 M Tris-HCL Puffer, pH 6,8 [ml] 10

1,5 M Tris-HCL pH 8,8 [ml] 5
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) [ml] 20 3,4
10 % SDS [ul] 400 200
TEMED [pl] 20 20
APS [ul] 200 100
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3.3.4 WESTERNBLOT

Zum Transfer elektorphoretisch getrennter Proteine aus dem Gel (siehe Absatz 3.3.3)
auf eine Nitrocellulose-Membran (Bio-Rad) wurde das Gel kurz in Transferpuffer
equilibriert, bevor die Proteine im Semi-Dry Blot (Bio-Rad) bei 20 V fiir 40 Minuten auf
die Membran {ibertragen wurden. Die Membran wurde zum Vermeiden
unspezifischer Bindungen der Antikorper in 4 % Magermilchpulver in PBST fiir eine
Stunde bei RT geblockt. Der primadre Antigen-spezifische Antikorper wurde in 4 %
Magermilchpulver in PBST verdiinnt und eine Stunde bei RT oder tiber Nacht bei 4 °C
auf der Membran inkubiert. Uberschiissiger Antikorper wurde drei Mal mit PBST von
der Membran gewaschen. Der sekundédre IRDye- oder HRP-markierte Antikorper
wurde in 4 % Magermilchpulver in PBST verdiinnt und eine Stunde bei RT gebunden.
Die Membran wurde drei Mal in PBST gewaschen. Die Detektion des Signals im Falle
von IRDye-markierter sekundarer Antikorper erfolge am Odyssey. HRP-markierte
Detektionsantikorper wurden nach Zugabe des HRP-Substrats Super Signal West Dura

Extended Duration Substrate auf einem medizinischen Rontgenfilm (Kodak) detektiert.

3.3.5 IMMUNFLUORESZENZ

In 6-Well Platten wurden 105 Zellen/Well auf sterile Glasplattchen ausgesat. Einen Tag
spater wurden die Zellen transfiziert (siehe 3.1.1) oder transduziert (siehe 3.1.2). Die
Zellen ruhten ein bis drei Tage unter normalen Wachstumsbedingungen (siehe Absatz
3.1). Die Zellen wurden anschliefend mit PBS gewaschen und mit 2,5 %
Paraformaldehyd fiir 30 Minuten bei 37 °C fixiert. Paraformaldehyd wurde durch
dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Wurde intrazelluldres Antigen detektiert,
wurden die Zellen in 0,5 % Triton-X 100 in PBS fiir 15 Minuten bei RT permeabilisiert.
Blockieren der Proben in 1 % Magermilchpulver in PBS verhinderte unspezifisches
Binden der Antikorper. Der primédre Antigen-spezifische Antikorper wurde in
entsprechender Verdiinnung in 1 % Magermilchpulver in PBS fiir eine Stunde bei RT
inkubiert. Nachdem die Zellen drei Mal in PBS gewaschen wurden, wurde der
sekundédre Fluorophor-markierte Antikorper in entsprechender Verdiinnung in
1 % Magermilchpulver in PBS hinzugegeben. Nach einstiindiger Inkubation im
Dunkeln bei RT wurden die Proben drei Mal in PBS gewaschen. Zur Zellkernfarbung
wurden die Zellen optional fiir 10 Minuten abgedunkelt bei RT mit Hoechst 33342
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(1:10.000 in PBS) inkubiert. Hoechst wurde durch erneutes Waschen in PBS entfernt,
bevor die Zellen mit Mowiol 4-88 auf einem Objekttrager eingedeckt wurden. Die
Proben wurden bei 4 °C im Dunkeln gelagert, bis sie mit dem konfokalen Laser

Scanning Mikroskop cLSM 780 betrachtet wurden.

3.3.6 HERSTELLUNG REKOMBINANTER AAYV PRAPARATIONEN

AAV-Partikel wurden in HEK 293sf-3f6 produziert. Ein Liter Suspensionszellkultur in
einer Spinner Flasche wurde mit den Transgen-kodierenden pAAV-Plasmid, dem
Plasmid p5E18-VD2/9, der fiir die Verpackungsgene rep und cap kodiert, sowie dem
Plasmid pHelper, welcher die adenoviralen Helfergene E2A, E4 und VA enthilt,

mittels Polyethylenimin (PEI) transfiziert (siehe Tabelle 20).

Tabelle 20: PEI-Transfektionsansatz fiir 1 1 Suspensionszellkultur in Spinnerflasche

Komponente Menge Schritt

pAAV-Plasmid 264 ug

p5SE18-VD2/9 264 ug

pHelper 462 ug in 90 ml serumfreien RPMI-1640 mischen
PEI (2,58 pg/ul) 7.920 ug (3.168 ul)  zu Plasmid-Mischung geben, mischen
Plasmid-PEI Mix 10 min bei RT inkubieren

zu 11 Suspensionszellkultur geben

Die transfizierten Zellen wurden 72 Stunden zur Partikel-Produktion unter normalen

Wachstumsbedingungen kultiviert.

Da sich die AAV Partikel sowohl in der Zelle befinden, als auch ins Kulturmedium
abgegeben werden, mussten Zellen lysiert und Partikel im Medium geféllt werden. Die
Zellen wurden bei 4 °C fiir 5 Minuten bei 300 rcf abzentrifugiert und zwei Mal in
kaltem PBS gewaschen. Das Medium und der Uberstand der Waschschritte wurde
zusammen in sterilen Glasflaschen gesammelt. Die Zellen wurden in 20 ml kaltem PBS
resuspendiert und mittels vier Frier/Tau-Zyklen in fliissigem Stickstoff bzw. 37 °C-
warmem Wasserbad lysiert. Das Lysat wurde durch Zentrifugation bei 4 °C bei 15.000
rcf fiir 15 Minuten von den Zelltriimmern getrennt und anschliefiend sofort bei -80 °C
gelagert. Im Zellkulturmedium wurden zundchst mit 20 ml 2,5 M CaCl: pro Liter

Medium bei 4 °C fiir eine Stunde stérende Salze gefillt. Der Uberstand wurde bei 4.000
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rcf bei 4 °C von dem Prazipitat getrennt. Durch Zugabe von 325 ml PEG/NaCl pro Liter
Uberstand wurden AAV-Partikel iiber 24-72 Stunden bei 4 °C prézipitiert. Das
Prazipitat wurde nach Zentrifugation bei 3.000 rcf bei 4 °C fiir 30 Minuten in 20 ml
NaCl/HEPES resuspendiert. Die Suspension konnte wie das Lysat bei -80 °C gelagert

werden.

Um freigewordene Nukleinsdauren und Plasmid-DNA aus dem Transfektionsansatz zu
entfernen, wurden Lysat und AAV-Suspension aus dem Uberstand mit 125 U/ml
Benzonase behandelt. Wahrend der einstiindigen Inkubation bei 37 °C wurden die
Suspensionen alle 15 Minuten vorsichtig geschwenkt. Um letzte grobe
Verunreinigungen zu entfernen, wurden beide Suspensionen vereint und bei 15.000 rcf
bei 4 °C fiir 15 Minuten zentrifugiert. Die Suspensionen wurden mit PBS-MK auf 56 ml
(4 x 14 ml) aufgefiillt. Entsprechend (Tabelle 21) wurde der Stufengradient aus
Iodixanol hergestellt. In vier Beckman Coulter Quick Seal Tubes (39,0 ml; fiir Rotor 70
Ti) wurden jeweils 14 ml der AAV-Suspension mit Hilfe einer bodentiefen Kaniile
gegeben. Die 15-, 25-, 40- und 54-prozentigen Iodixanol-Losungen wurden
anschliefend durch Unterschichten der AAV-Suspension iiberfiihrt. Die
Ultrazentrifugationsrohrchen wurden auf 10 mg genau austariert und schliefSlich

durch Verschmelzen der Offnung luftdicht verschlossen.

Tabelle 21: Zusammensetzung des lodixanal-Gradienten und Volumina einzelner Ldsungen in einem

Ultrazentrifugations (UZ)-Réhrchen

15 % 25 % 40 % 54 %
Iodixanol Iodixanol Iodixanol Iodixanol
PBS-MK [ml] 37,5ml 28 ml 16,5 ml 5ml
60 % lodixanol 12,5 ml 20 ml 33 ml 45 ml
Phenolrot - 100 ul - 80 ul
Vol/UZ- 9ml 6 ml 5ml 5ml

Rohrchen

Zur Aufkonzentrierung von AAV-Partikeln wurden die Rohrchen bei 18 °C bei 300.000
rcf (54.000 rpm) im Rotor 70 Ti mit geringer Beschleunigung und geringer Bremse
zentrifugiert. Aufgrund ihrer Dichte reichern sich AAV-Partikel in der 40-prozentigen

Iodixanol Schicht an, welche nach Anstechen der oberen Luftkammer mittels einer 18
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G-Kaniile abgenommen (etwa 3 ml) und weiter verarbeitet wurde. Die 40 %-Fraktion
wurde mit PBS-MK auf das zehnfache Volumen verdiinnt und in
Ultrafiltrationsrohrchen (Amicon Ultra-15 MWCO 100.000; Merck Millipore) tiberfiihrt.
Durch Zentrifugation bei 2.000 bis 4.000 rcf wurden die AAV-Partikel durch die
Membran zuriickgehalten, so aufkonzentriert und vom Ilodixanol gereinigt. Die
Zentrifugation wurde so lange durchgefiihrt, bis das Volumen der gesamten AAV-
Suspension etwa 500 ul betraf. Die AAV-Praparation wurde bis zur Verwendung

bei -80 °C gelagert.

Zur Quantifizierung der rekombinanten AAV-Partikel wurden 20 pl der AAV-
Suspension zur Entfernung restlicher DNA in der Prdparation mit DNase aus dem
RNase-Free DNase Set behandelt. Dazu wurde der in Tabelle 22 dargestellte DNase-

Verdau angesetzt.

Tabelle 22: 50 pl-Reaktionsansatz fiir DNase-Verdau

Komponente Volumen [ul]
AAV-Suspension 20

Puffer RDD 5

DNase I 1,25 (12,5 Units)
H20pbid 23,75

Der Ansatz wurde bei 25 °C fiir eine Stunde inkubiert. Rekombinante AAV-Partikel
wurden mittels 50 ul einer 1 M NaOH-Losung schiittelnd bei 65 °C fiir 45 Minuten
aufgebrochen. Virus-Genom wurde so frei. Nachdem der Ansatz auf RT abkiihlte,
wurden zur Neutralisierung 50 ul einer 1 M HCl-Losung zugegeben. Die Probe wurde
in Ho0via dekadisch bis 1:10.000 verdiinnt. Die Anzahl der Virusgenome in den
Verdiinnungen wurde mittels qPCR (siehe Absatz 3.2.8) bestimmt. Als Standard diente
eine Expressionskassette mit CMV-Promotor, Intron und Transgen des entsprechenden
pPAAV-Vektors. Dazu wurde das Plasmid mittels Smal verdaut. Nach Auftrennung des
Fragments durch Agarose-Gelelektrophorese (siehe Absatz 3.2.4) und Extraktion der
Bande mittels Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System wurde die Konzentration im
Nanodrop bestimmt und schliefSlich auf 1 ng/ul eingestellt. Es wurden wie auch von

den Proben selbst dekadische Verdiinnungen bis 1:10.000 hergestellt. Die Kopienzahl
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der Stammlosung wurde mittels des Molekulargewichts der Expressionskassette (MW)
und der Avogadro-Konstante Na anhand der Formel

1x107°

Kopi hl = N, %
opienza 4 W

berechnet. Der hintere Bruchteil entspricht dabei der Molzahl (M) in mol. Na

betrdgt 6,022140 x 10%3mol™1.

3.4 ARBEITEN MIT TIEREN

In dieser Arbeit wurden Mause der Inzuchtlinien C57BL/6NCrl (Bl/6 Maus) und
B6N-Tyrc-Brd/BrdCrCrl (Bl/6 Albino Maus) von Charles River bezogen. Die Bl/6
Albino Mduse enthalten eine Mutation im Gen der Tyrosinase, welche an der Synthese
von Melanin beteiligt ist. Sind die Tiere fiir diese Mutation homozygot, sind diese Tiere

weifs (albino) anstatt Schwarz.

Zur Generierung von AAV9-spezifischem polyklonalem Antikdrper wurden weibliche

Wistar-Ratten verwendet. Auch diese Tiere wurden von Charles River bezogen.

3.4.1 HALTUNGSBEDINGUNGEN

Die Tiere wurden nach Lieferung mindestens eine Woche akklimatisiert. Die Haltung
in den Tierrdumen des Robert Koch-Instituts erfolgte in Kafigen des Typs III. Es
wurden maximal fiinf Méduse oder zwei Ratten pro Kifig gehalten. Die Tiere wurden
im 12 Stunden hell/12 Stunden dunkel-Rhythmus bei einer Temperatur von 22 °C
gehalten. 10-12 Mal pro Stunde fand ein Luftwechsel statt. Sie bekamen Maus-Ratte
Haltungsfutter. Eine Hygieneschleuse befand sich in den Vorrdumen. Die

Uberwachung der Hygiene erfolgte nach FELASA-Richtlinien.

Alle Behandlungen wurden nach den Richtlinien der GV-SOLAS (Gesellschaft fiir

Versuchstierkunde, Society for Animal Science) durchgefiihrt (180).

3.4.2 IMMUNISIERUNGEN

Immunisierung mit AAV-Vektoren erfolgte beidseitig intramuskulédr in die hinteren
Flanken oder intranasal mittels einer Pipette. Fiir beide Applikationsrouten wurden 50

ul der AAV-Suspension zweimal im Anstand von zwei Wochen angewendet
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(Prime/Boost). Darin waren maximal 5 x 10 DRP/Maus enthalten. Bei der
intramuskuldren Injektion wurden 25 pl je Seite mittels einer 27 G-Kaniile verabreicht.
Fiir die intranasale Applikation wurden die Tiere einer Inhalationsnarkose mit

Isofluran unterzogen.

Ratten wurden zur Generierung von polyklonalem Serum dreimal im Abstand von
jeweils zwei Wochen subkutan mit einer 25 G-Kaniile immunisiert. Es wurden dabei

maximal jeweils 1 x 10'2 DRP AAV-leer in 700 ul PBS pro Ratte injiziert.

3.4.3 BLUTENTNAHME UND GEWINNUNG VON SERUM

Blutentnahmen erfolgten durch Punktion des retrobulbdren Venenplexus nach
Inhalationsnarkose mit Isofluran. Das Blut wurde etwa 30 Minuten bei 4 °C zur
Hamostase ruhen gelassen, bevor es bei 1.500 rcf fiir 15 Minuten bei 4 °C zentrifugiert

wurde. Das Serum wurde abgenommen und bei -20 °C gelagert.

3.4.4 INFEKTION MIT INFLUENZA (BELASTUNG)

Vor einer Infektion wurden die Tiere gewogen. Die Infektion mit Influenza wurde
nach Inhalationsnarkose intranasal mit einer Pipette durchgefiihrt. Die Tiere wurden
entweder mit 3,5 MLDs des Influenza-Stammes A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) (PRS,
zur Verfligung gestellt von Dr. Stephen Norley) oder mit 800 TCIDso des Stammes
A/California/7/2009 (HIN1) (HIN1pdmO09, zur Verfiigung gestellt von NIBSC) infiziert.
Uber eine 14-tigige Beobachtungsphase hinweg wurden die Tiere tdglich zum
Zeitpunkt der Infektion gewogen. Bei schneller Gewichtsabnahme erfolgte eine zweite
Messung des Gewichts am selben Tag. Bei einem Gewichtsverlust ab 20 % wurden die

Tiere euthanasiert.

3.4.5 EINZELZELLPRAPARATION DER LYMPHOZYTEN DER MAUS

Zur Bestimmung einer Impfstoff-induzierten T-Zell-Antwort wurden die Milzen der
Maiuse entnommen. Dazu wurden die Tiere zuvor mittels Inhalationsnarkose und
zervikaler Dislokation getotet. Die Milzen wurden unmittelbar auf Eis gekiihlt. Zur
Isolierung der Lymphozyten wurden die Organe mit 3 ml RPMI-1640 in gentleMACS
C Tubes (Miltenyi Biotech) tiberfithrt und mit Hilfe des MACS Dissociators zunachst

aufgetrennt (Programm m_spleen_01). Die Zellen wurden durch Filtration durch
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Praseparationsfilter (70 um, Miltenyi Biotech) von extrazelluldarer Matrix getrennt. Es
wurde mit 5 ml RPMI-1640 nachgespiilt. Die Einzelzellsuspension wurde bei 300 rcf
fiir 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml ACK-Puffer zur
Lyse der Erythrozyten resuspendiert und maximal drei Minuten bei RT inkubiert.
Anschlieflend wurden 45 ml kaltes PBS zugegeben und eine Zentrifugation bei 4 °C bei
300 rcf fiir fiinf Minuten durchgefiihrt. Die Zellen wurden in 10 ml kaltem PBS
resuspendiert. Die Zellzahl wurde bestimmt. Nach erneuter Zentrifugation bei 4 °C bei
300 rcf fiir finf Minuten wurde die Zellzahl mit PBS oder RPMI-1640 entsprechend
eingestellt. Zur Lagerung der Zellen in fliissigem Stickstoff, wurden die Zellen anstelle
von PBS oder Medium unmittelbar in Cryo-SFM resuspendiert und anschliefSfend
zundchst bei -80 °C in einem Mr. Frosty Freezing Container (Thermo Fisher Scientific)
zur Gewiahrleistung einer Temperaturreduktion von -1 °C/Minuten eingefroren. Einen
Tag spater wurden die Zellen in den Stickstoff iiberfiihrt. Zum Auftauen der Zellen
wurden die Zellen aus dem Stickstoff in ein 37 °C-warmes Wasserbad iiberfiihrt.
Sobald sich nur noch ein kleiner gefrorener Kern im Rohrchen befand, wurden die
Zellen unmittelbar in 12 ml warmes RPMI-1640 Komplettmedium (Tabelle 9)
tiberfiihrt. Nach Zentrifugation bei 300 rcf fiir 10 Minuten bei RT wurden die Zellen in
frischem RPMI-1640 Komplettmedium resuspendiert und mindestens eine Stunde oder

tiber Nacht im Inkubator bei 37 °C ruhen gelassen.

3.4.6 INJEKTION VON ZELLEN

Zur Untersuchung funktioneller T-Zellen im lebenden Tier, wurden Luciferase-
exprimierende EL4 Zellen intravends injiziert. EL4 Zellen entstammen einem
Lymphom einer Bl/6 Maus. Die Zellen exprimieren daher den Mauslinien-typischen
MHC-Klasse-I Haplotyp H2-Db und koénnen so die Epitope prasentieren, gegen die
immunisierte Tiere eine Immunantwort aufbauen sollten. Die Zellen wurden vor der
Injektion mittels Effektene mit dem Luciferase-kodierendem Vektor pAAV-Luci
(Tabelle 4) transfiziert. Mit einer 28 G-Kaniile wurden 1 x 10° Zellen in maximal 100 pl
PBS pro Tier (maximal 5 ml/kg Korpergewicht) in die Schwanzvene, die zuvor mittels
Infrarotstrahlung zur Hyperamisierung gewarmt wurde, appliziert. Die Lokalisierung

und der Abbau der Zellen wurde mittels IVIS in vivo Imaging verfolgt.
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3.4.7 INVIVO IMAGING

Wurde den Madusen der Luciferase-kodierende AAV-Vektor oder Luciferase-
exprimierende EL4 Zellen injiziert, wurde die Luciferase-Aktivitat im IVIS mittels in
vivo Imaging determiniert. Da Luciferase bei Umsetzung des Substrats Luciferin Licht
abgibt, wurde den Bl/6 Albino Mausen zunachst D-Luciferin (30 mg/ml) appliziert. Die
Tiere wurden gewogen, um 150 mg/kg (5 pl/g) Korpergewicht des Substrats
intraperitoneal mit einer 27 G-Kaniile zu injizieren. Zur Resorption und Distribution
im Korper wurden die Tiere fiir zwei Minuten im Kafig gelassen, bevor sie in die
Narkosekammer tiberfiihrt wurden. Die Tiere wurden mit 2,5 % Isofluran-Luft-
Gemisch anasthesiert. Sie wurden in den IVIS Spectrum in vivo Imager iiberfiihrt, wo
sie weiterhin mit dem 2,5 % Isofluran-Luft-Gemisch in Narkose gehalten wurden.
Mittels dem Programm Living Image wurde die Luciferase-Aktivitdt im in vivo Imager
detektiert. Die Auswertung erfolge ebenfalls mit Hilfe von Living Image.

3D-Aufnahmen wurden unter Verwendung des DLIT-Tools vorgenommen.

3.4.8 LUNGENENTNAHME

Zur Bestimmung der Viruslast replikationskompetenter Influenza-Viren wurden die
Lungen drei Tage nach der Infektion nach schmerzfreier Tétung mittels Isofluran und

zervikaler Dislokation entnommen und unmittelbar bei -80 °C eingefroren.

Zur histologischen Untersuchung des Lungengewebes nach Infektion wurden die Tiere
mittels einer Uberdosis Isofluran getotet. Nach Offnen des Thorax wurde zunéchst eine
Schlinge um die Trachea gelegt. Unterhalb der Schlinge wurde die Trachea
angeschnitten, sodass eine Pipettenspitze (100 ul) hineinpasste. Durch die Spritze
wurde mittels einer Spritze 10 % neutral gepuffertes Formalin injiziert, sodass die
Lunge vollstandig gefiillt war. Die Lunge wurde anhand der Schlinge fixiert, wahrend
Bindegewebe und angrenzende Gefdfse entfernt wurden. Das Organ wurde in 50 ml
10 % neutral gepuffertes Formalin tiiberfithrt und bis zur Verwendung bei 4 °C

gelagert.
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3.4.9 HISTOLOGIE

Einbetten in Wachs

Die Lungen wurden in Plastikkafige tiberfiihrt und in Leitungswasser zwei Stunden

gespiilt. Anschliefiend wurden die Organe einer Alkoholreihe unterzogen (Tabelle 23).

Tabelle 23: Alkoholreihe zur Dehydrierung und Einbettung der Lungen

Reagenz Dauer [min]
70 % Ethanol 60

85 % Ethanol 60

95 % Ethanol 60

100 % Ethanol 60

100 % Ethanol 60

100 % Ethanol 60
Roticlear 60
Roticlear tiber Nacht
RotiPlast Paraffin (>58 °C) 90
RotiPlast Paraffin (>58 °C) 90

Die Lungen wurden in fliissigem Paraffin in Metallférmchen (Carl Roth) eingebettet

und nach Erstarren bei -20 °C gelagert.
Herstellung von Ultradiinnschnitten

Die eisgekiihlten Paraffinblocke wurden mit einem Rotationsmikrotom in 10 um dicke
Sektionen geschnitten. Die Schnitte wurden auf einem 39 °C warmen Wasserbad
geglattet und auf Adhéasionsobjekttrager (Histobond, Carl Roth) aufgetragen.
Nachdem die Objekttrager auf einer warmen Platte getrocknet wurden, fixierten die
Schnitte tiber Nacht in einer 37 — 35 °C warmen Kammer. Die Schnitte konnten bei -20

°C gelagert werden.
Himatoxylin-Eosin-Firbung

Fir die histopathologische Untersuchung wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung
(H&E-Farbung) durchgefiihrt. Die dafiir notwenigen Schritte sind in Tabelle 24

beschrieben.
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Tabelle 24: Reagenzienreihe zur Rehydrierung und Héamatoxylin-Eosin-Féarbung der Schnitte.

Anschlielende Dehydrierung mittels Ethanolreihe, gefolgt von Intermedium zum Eindecken

Reagenz Dauer [min]
Roticlear 3

Roticlear 3
Roticlear:Ethanol 1:1 3

100 % Ethanol 10

96 % Ethanol 10

70 % Ethanol 3
Leitungswasser 1

H2Opia bis zur Farbung
Héamalaunlosung nach Meyer 8

H20pid kurz
fliefsendes Leitungswasser 15

H2Ovia 2

Eosin G-Losung + 1Tropfen Eisessig 2
pro 100 ml Losung

H20rid kurz
70 % Ethanol 10
96 % Ethanol 10
100 % Ethanol 10
Roticlear 10

Die Schnitte wurden mit Roti-Mount frei von Luftbldschen eingedeckt. Anschliefsend
wurden die Schnitte iiber Nacht oder zum Zwecke der Lagerung bei 4 °C kiihl
gehalten. Hellfeld-Aufnahmen der gefarbten Schnitte wurden mit Hilfe des Nikon

Mikroskops durchgefiihrt.
Immunohistochemie

Zur Detektion von Influenzavirus in Lungenschnitten wurde eine Influenza A-
spezifische Farbung durchgefiihrt. Die Schnitte wurden dazu wie in Tabelle 25

aufgelistet zundchst einem wassrigen Milieu angeglichen.
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Tabelle 25: Reagenzienreihe zur Rehydrierung der Schnitte vor Immunohistochemie

Reagenz Dauer [min]
Roticlear 3

Roticlear 3
Roticlear:Ethanol 1:1 3

100 % Ethanol 10

96 % Ethanol 10

70 % Ethanol 3
Leitungswasser 1

H2Opia bis zur Farbung

Da durch die Fixierung in Formaldehyd Proteine verlinkt werden koénnen, sind
manche Epitope den Antikérpern nicht zuganglich, was in reduzierter Farbung
resultiert. Zur Vermeidung wurden die Schritte einer Hitze-induzierten
Wiederherstellung der Epitope (HIER, engl. heat induced -epitope retrieval) in
Natriumcitrat unterzogen. Die Objekttriger wurden in HIER-Puffer mittels
Mikrowellenstrahlung 15 Minuten bis zu einem leichten Kochen erhitzt (180 W) und
anschlieffend auf RT abgekiihlt. Anschliefend wurden die Schnitte kurz in
Leitungswasser gefolgt von H2Ovia gespiilt. Nach 10-miniitigem Halten in PBS wurden
unspezifische Bindungen durch zweistiindiges Inkubieren bei RT in IHC-Blocking-
Puffer in einer feuchten Kammer reduziert. Als primédrer Antikdrper wurde anti-
Influenza A (HIN1) 1:200 verdiinnt in IHC-Farbe-Puffer in einer feuchten Kammer
gebunden. Der Antikorper wurde bei RT fiir zwei Stunden auf den Schnitten belassen.
Nach einmaligem Waschen in IHC-Waschpuffer (10 Minuten) wurde der sekundére
anti-Ziege IgG-AP Antikorper 1:200 verdiinnt in IHC-Farbe-Puffer auf die Schnitte
gegeben (feuchte Kammer). Dieser wurde bei RT fiir zwei Stunden inkubiert und
anschliefend durch zweimaliges Waschen in IHC-Waschpuffer (je 10 Minuten)
entfernt. Auf jeden Schnitt wurden 100 pul NTB/BCIP-Farbelosung gegeben und bei RT
5-10 Minuten inkubiert. Uberschiissiges Substrat wurde durch Waschen in
Leitungswasser entfernt (fiinf Minuten). Nach kurzem Inkubieren in PBS wurden die
Zellkerne mit Hoechst 33342 (1:10.000 in PBS) fiir 10 Minuten bei RT gefdarbt. Die

Proben wurden erneut 2-mal in PBS gewaschen, bevor sie mit Mowiol eingedeckt
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wurden. Nach Hartung tiber Nacht bei 4 °C wurden die Proben mit dem konfokalen

Laserscanningmikroskop (cLSM780) betrachtet oder bei -20 °C gelagert.
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4 ERGEBNISSE

Im Rahmen dieser Arbeit sollten AAV9-vermittelte Vektoren, welche das
hoch-konservierte ~ Influenza ~ Nukleoprotein ~ kodieren, als  potentielle

Influenza-Impfstoffe im Mausmodell getestet werden.

Das Produktionsformat der viralen Vektoren wurde innerhalb des Labors optimiert.
Die Transgenexpression nach AAV9-vermittelter Inmunisierung wurde mittels in vivo
Imaging analysiert und der humoralen wund zelluldiren Immunantwort
gegeniibergestellt. Die Nukleoproteine der Subtypen HIN1pdm09 und PR8 wurden
hinsichtlich ihrer homologen Schutzwirkung, aber auch beziiglich der Kreuzreaktivitat
zytotoxischer CD8* T-Zellen untersucht. Zusitzlich wurde das Nukleoprotein des
Subtyps HIN1pdm09 im heterologen Belastungsmodell getestet. Eine Variante des
Nukleoproteins mit einer Aminosduresubstitution sollte den Einfluss des
immunodominanten CD8* T-Zell Epitops auf die Schutzwirkung kldren. Als weiteres
Antigen wurde eine AAV-vermitteltes CD8* T-Zell Epitopkette auf Immunogenitat

und protektiven Effekt hin getestet.

4.1 PRODUKTION UND KONTROLLE VON A AV-PRAPARATIONEN

Rekombinante AAVs wurden durch Transfektion von Zellen mit drei Plasmiden
hergestellt: Ein Verpackungsplasmid, welcher fiir die Strukturproteine VP1, VP2 und
VP3 des AAV9 Serotyps kodiert (p5E18-VD2/9), dem AAV2-Genom enthaltenden
Plasmid (pAAV-MCS), sowie einem Helferplasmid (pHelper) (siehe Tabelle 4).

4.1.1 OPTIMIERUNG DES PRODUKTIONSFORMATS IN SPINNER FLASCHEN

UND QUANTIFIZIERUNG HERGESTELLTER A AV PRAPARATIONEN

Das gangige Format zur Produktion ist die Kultivierung adhédrent wachsender
HEK 293T Zellen, entweder in 150 mm Zellkulturschalen oder in Rollflaschen. Zur
Produktion hoher Virustiter zur Testung in vitro und in vivo werden {iblicherweise 50
Zellkulturschalen oder 10 Rollflaschen benétigt, was in beiden Fallen sowohl mit
einem hohen Aufwand an Material und Zellkulturmedium verbunden, als auch
schwer hantierbar ist. Zur Generierung von Viruspraparationen wahrend dieser Arbeit

wurde daher ein Format etabliert, welches 1) hohere Virustiter generieren kann, dabei
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2) einfacher zu handhaben ist und 3) einen geringeren Materialaufwand verlangt. Als
Zelllinie wurden HEK 293sf-3f6 Zellen verwendet, da sie adhdrent und in Suspension
wachsen konnen. Zur Kultivierung wurden Spinner Flaschen ausgewahlt, die ein Liter
Zellkultur fassen. Entsprechend der Kultivierungsbedingungen ergeben sich aus einem
Liter Suspensionszellen in Spinner Flaschen sehr viel hohere Zellzahlen verglichen mit
der benétigten Anzahl Zellkulturschalen oder Rollflaschen, wodurch folglich auch
mehr Viruspartikel generiert werden (siehe Tabelle 26). Ein grofier Nachteil der
Produktion in Rollflaschen ist die eher geringe Transfektionseffizienz von 20 - 30 %. In
Spinner Flaschen wurden wahrend dieser Arbeit 80-90 % der Zellen positiv auf das

Transgen getestet (nicht dargestellt).

Wie im Abschnitt (siehe Abschnitt 3.3.6) beschrieben, wurden die Zellen zur
Freisetzung von AAVs lysiert und die Viren aus dem Zellkulturiiberstand mittels PEG
gefdllt. Nach dem Verdau zellulirer DNA und RNA sowie Plasmid-DNA mittels
Benzonase diente Ultrazentrifugation im Dichtegradienten der Trennung der
Viruspartikel ~von weiteren Verunreinigungen durch Nukleinsauren und
Zellproteinen. Mittels Ultrafiltration wurden die Viruspartikel in Puffer
aufkonzentriert. Zum Verdau mdoglicher Reste von Plasmid-DNA wurden die
Praparationen vor der Quantifizierung einem DNAse-Verdau ausgesetzt. Nach
Zerstorung der DNAse-resistenten Viruspartikel wurden freigesetzte Virusgenome
mittels qPCR gegen eine Standardreihe quantifiziert (DNAse-resistente Partikel/pl;
DRP/ul). Fiir die Amplifizierung wurden NP-spezifische Primer und FAM-Sonden
eingesetzt. Bei den Konstrukten AAV-Epitopkette, AAV-Luci sowie AAV-leer wurden

CMV-spezifische Primer und FAM-Sonden eingesetzt.

Durch ubiquitdren Einsatz von Plasmiden mit CMV-Promotor-getriebenen Transgenen
in den Laborrdaumen, war die CMV-spezifische qPCR deutlich anfalliger fiir
Kontaminationen, wodurch oft Negativkontrollen einer Messung falsch positiv getestet
wurden. NP-spezifische Amplifikation war in der Regel ohne falsch positive
Messergebnisse. Auffillig war, dass AAVs mit kurzem Genom (AAV-leer) hohere Titer
erzielten als AAVs mit langerem Genom (wie AAV-NP oder AAV-Luci). Dies deckte
sich mit den Erfahrungen anderer Wissenschaftler/innen, welche mit AAV-Vektoren

arbeiteten (personliche Kommunikation). Je langer die Zellen kultiviert wurden, desto
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geringere AAV-Titer konnten erziel werden. Hohe Ausbeuten verlangten geringe
Passagierungszahlen der Produktionszelllinie. Bei der Kultivierung der HEK 293sf-3f6
Zellen als Suspensionskultur in Spinner Flaschen war darauf zu achten, die Bildung
von Zellaggregaten zu kontrollieren. Da die Zellen auch in Suspension den
Zellverband bendtigen, neigen sie zum Verklumpen. Obwohl die Transfektion und
Kultivierung kleinerer Aggregate problemlos ist, sollten die Zellen beim
Mediumwechsel oder Split mittels Trypsin/EDTA gelegentlich getrennt werden, bevor
die Aggregate sehr grofs werden und schwerer in Suspension verbleiben. In einem
Liter Zellkultur in einer Spinner Flasche konnten Virustiter von 1 x 10° bis 1 x 10*°
DRP/ul in einem Gesamtvolumen von 500 pl bis 1000 pl Virussuspension erzeugt
werden. Dies stellt verglichen zu Erfahrungswerten (personliche Kommunikation)
gegeniiber den iiblichen Formaten etwa eine Steigerung der Ausbeute um den Faktor

108 dar.

Tabelle 26: Vergleich innerhalb dieser Arbeit untersuchter, gingiger adhirenter Kultivierungsformate

zur AAV Produktion mit Spinner Flaschen

Suspension Adhdrent
11 10 x Roll- 50 x Zellkultur-
Spinner Flasche | flaschen 850 | schalen 150 mm
cm?
Medium (Volumen) 11 21 1,51
Zellen/ml 2 x 10°
Zellen/Flasche bzw. Schale 8 x 107 1,5 x 107
Zellen/Préaparation 2 x10° 8 x 108 7,5 % 108
Transfektionseffizienz 80-90 % 20-30 % 80-90 %

4.1.2 UBERPRUFUNG DER REINHEIT, TRANSFEKTIONSEFFIZIENZ IN VITRO

UND STABILITAT GEGENUBER GEFRIERTROCKNUNG DER AAVS

Generierte AAV-Suspensionen wurden zunachst mittels SDS-PAGE und Westernblot
auf die Existenz der drei strukturellen Kapsid-Proteine VP1 (87 kDa), VP2 (72 kDa)
und VP3 (62kDa) hin untersucht. Das Verhiltnis exprimierter und im Partikel
assemblierter Kapsid-Proteine VP1:VP2:VP3 betragt 1:1:10. Dies ldsst sich auf die

Genomstruktur und bevorzugte Spleifivarianten zuriickfiithren (125). Im Proteingel
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(Abbildung 5, A) sind die drei Proteine bei ihrer entsprechenden Masse deutlich
erkennbar. Nach Aufreinigung und Aufkonzentrierung sind nur geringfiigig
Proteinreste der Zellkultur nachweisbar. Das lasst auf eine relativ hohe Reinheit der
Praparationen schlieflen, obwohl keine Affinitatsaufreinigung stattgefunden hat. Da
kommerziell ausschliefSlich AAV-spezifische Antikorper erhiltlich waren, die sich
gegen Konformationsepitope naiver Partikel richten, wurde zur Detektion der AAV
Kapsid-Proteine im Westernblot nach denaturierender SDS-PAGE zunédchst ein
polyklonales AAV-spezifisches Serum in Ratten produziert. Fiinf bis sechs Wochen alte
weibliche Wistar-Ratten wurden dazu dreimal im Abstand von zwei Wochen mit
jeweils 1 x 10> DRP AAV9-leer subkutan immunisiert. Zur Verstirkung der
Immunantwort wurde inkomplettes Freund-Adjuvans mit jeder Injektion eingesetzt.
Vier Wochen nach der dritten Immunisierung wurde den Ratten Blut enthommen. Mit
Hilfe des gewonnenen Serums (1:1.000) und sekunddrem anti-Ratte IRDye 680
Antikorper (1:5.000) konnten die drei Kapsid-Proteine im Westernblot spezifisch
detektiert werden (Abbildung 5, A).

Abbildung 5 B zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen der AAV-Prédparationen.
Neben einer hohen Dichte der Viruspartikel und geringfiigig vorhandener
Proteinaggregate konnten keine weiteren Kontaminationen festgestellt werden. Nach
Auszdhlung der Partikel ergab sich eine Konzentration von 1 x 103 Partikel/ml, was

mit der Quantifizierung mittels qPCR iibereinstimmte.

Die Transduktionseffizienz der viralen Vektoren wurde in vitro in HEK 293T Zellen
bestimmt. Transgenexpression wurde im Westernblot mit anti-V5 Antikorper aus der
Maus und sekundéarem anti-Maus-IRDye 680 Antikorper (Abbildung 5, C), oder mittels
Mikroskopie nachgewiesen, wobei fiir die Immunfluoreszenz sekundir ein
anti-Maus-488 Antikorper verwendet wurde (Abbildung 5, D). Wie aus der Literatur
bekannt (181), konnte auch hier eine hohe Transgenexpression nach Transduktion mit

100.000 DRP/Zelle nachgewiesen werden.
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Abbildung 5: Kontrolle der AAV Partikel und deren Transduktionseffizienz in vitro

AAV Kapsid-Protein wurde im Proteingel und im Westernblot mittels AAV-spezifischen polyklonalem
Rattenserum nachgewiesen (A). Elektronenmikroskopische Aufnahmen (B) bestédtigen eine hohe
Partikeldichte und einen Titer von etwa 10" Partikel/pl. Nachweis der Expression des V5-gekoppelten
Transgens in vitro nach Transduktion von HEK 293T Zellen mit 100.000 DRP/Zelle mittels V5-spezifischen

Westernblot (C) und Immunfluoreszenz (D).

4.1.3 UNTERSUCHUNG DER STABILITAT VON AAV9-VEKTOREN

GEGENUBER LYOPHILISIEREN

Ein Teilaspekt der Arbeit des UNISEC-Konsortiums besteht in der Evaluation der
Formulierung und  Verabreichung eines  potentiellen  breitenwirksamen
Influenza-Impfstoffes. Fiir Vakzine, welche auf Protein- oder Peptidbasis beruhen, wie
beispielsweise  ,subunit”-Vakzine (subunit: engl. Untereinheit), geht eine
Darreichungsform als wassrige Losung mit geringer Stabilitit bei 4 °C oder
Proteindegradation durch Einfrieren einher. Die Uberlegung ist daher fiir einen
potenziellen Impfstoff lyophilisierte Produkte zu entwickeln. Lyophilisierung

(Gefriertrocknung) wird vor allem bei thermisch sensiblen Komponenten angewandt.
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Das Erzeugnis ist frei von Wasser und daher auch bei Raumtemperatur lagerfahig. Ein
solches Vakzin konnte problemlos auch in Regionen versandt werden, in denen die
Einhaltung einer Kiihlkette nicht gewahrleistet werden kann. Als zusatzlichen Vorteil
kann die Verabreichung eines trockenen Pulvers nadelfrei mittels Inhalator erfolgen
(182,183). So konnte der Impfstoff direkt im Bereich der Mukosa appliziert werden,
was eine Immunantwort im respiratorischen Trakt auslosen konnte. Die Immunitat in
respiratorischem Gewebe kann vor allem bei Influenza entscheidende Vorteile

gegeniiber einer alleinigen systemischen Immunreaktion haben.

Da AAVs nicht-umbhiillte sehr kleine Viren sind, ist eine hohe Stabilitdt in Suspension
nachgewiesen (184). Dennoch kann bei Lagerung und Transport bei unbekannten
Temperaturverhaltnissen die Qualitat der Vektoren in Suspension nicht gewahrleistet
werden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher untersucht werden, ob Lyophilisierung

einen Einfluss auf die Transduktionseffizienz der hier verwendeten Vektoren hat.

Zuniachst wurde der Reportervektor AAV9-Luci generiert. Dazu wurde [uciferase aus
pGL4.10-luc2 hinter CMV-Promoter und CMV-Introns des Leervektors pAAV-MCS
kloniert (siehe Abschnitt 3.2.6). Das Gen luciferase wurde dabei mittels HindIIl und
BamH1 aus pGL4.10-luc2 geschnitten und direkt in den ebenfalls mit HindIll und
BamH1 verdauten pAAV-MCS legiert. Der dabei entstandene pAAV-Luci wurde nach
Hindlll/BamH1 Restriktionsverdau in der Agarosegelelektrophorese iiberpriift. Die
ITR-Integritit wurde anhand eines Smal-Verdaus {iiberpriift. Auflerdem wurde die
Nukleotidsequenz des Transgens mit den Oligonukleotiden Seq pAAV_KF_2 und
BGH rev mittels Sequenzierung bestatigt. Nach Abschnitt 3.3.6 hergestellte AAV9-Luci
Partikel fiihrten nach Transduktion von Zellen zur Expression von Luciferase, was

mittels Luciferase-Assay detektiert werden konnte (nicht dargestellt).

Die Gefriertrocknung von AAV9-Luci, umgepuffert von PBS-MK in 5 mM HEPES +
150 mM NaCl (pH 7.4), wurde von Phillip Born an der Universitit Groningen
durchgefiihrt. Die Proben wurden auf Trockeneis versandt. Drei verschiedene
Formulierungen, die stabile Pufferbedingungen und den Schutz der Viruspartikel
wahrend der Prozedur sicherstellen sollen, wurden untersucht: Trehalose, Inulin und
Trehalose/Dextran. Auflerdem wurde fiir alle Formulierungen ein schnelles und ein

langsames Temperaturprofil getestet. Dariiber hinaus wurden Negativ- oder
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Hintergrundproben in Form von AAV-freien Formulierungen mitgefiihrt. Die
lyophilisierten Proben wurden mit H20via rekonstituiert. Als Versandkontrolle dienten
nicht-lyophilisierte AAV-Luci Partikel in Suspension. HEK 293T Zellen wurden mit
den Proben transduziert. Die Luciferase-Aktivitit nach Transduktion zeigt die
Effizienz der Vektoren. Es konnte keine signifikante Differenz in der Luciferase-
Aktivitat zwischen lyophilisierten AAV-Proben und der Versandkontrolle festgestellt
werden (Abbildung 6). Auch nicht-versendete Proben, welche permanent bei -80 °C
gelagert wurden, lieferten vergleichbare Messergebnisse (nicht dargestellt). Dies zeigt,
dass Gefriertrocknen der in dieser Arbeit produzierten AAV9 Partikel in den getesteten

Formulierungen keinen negativen Effekt auf die Stabilitidt der Vektoren oder in vitro-

Infektiositat hat.
108
—— Trehalose langsam
= 107 —— Trehalose schnell
n_:' 106 -~ Trehalose Kontrolle
%‘ —— |nulin langsam
S 405 —— |nulin schnell
g - Inulin Kontrolle
E'nl’ 104 Trehalose/Dextran langsam
E 10° Trehalose/Dextran schnell
g Trehalose/Dextran Kontrolle
— 402 -0~ Versandkontrolle
1074 T

107 10 105 104 10® 102 10!
Partikel/Zelle

Abbildung 6: Luciferase-Aktivitit nach Transduktion von HEK 293T Zellen mit rekonstituierten
lyophilisierten AAV-Luci Partikeln.

AAV-Luci Suspension wurde in den Formulierungen Trehalose, Inulin oder Trehalose/Dextran mit
langsamem oder schnellem Temperaturprofil lyophilisiert. Die Partikel wurden mit H2Ovia rekonstituiert
um Zellen in serieller Verdiinnungsstufe zu transduzieren. Anhand der Messung der Luciferase-Aktivitat
in Zelllysaten wurde keine Differenz beziiglich der Transduktionseffizienz der rekonstituierten Proben
vergleichen zur Versandkontrolle festgestellt. Hintergrundsignal wurde mittels AAV-freien Proben der
Formulierungen determiniert. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von jeweils

Triplikaten dreier unabhéngiger Experimente.
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4.2 UBERPRUFUNG DER AAV-VERMITTELTEN TRANSGENEXPRESSION

UND IMMUNANTWORT IN VIVO

Eine hohe und stabile Transgenexpression ist ausschlaggebend fiir eine erfolgreiche
Immunisierung. Neben dem Transgen als Faktor, ist die Expression bei AAV-
vermittelter Immunisierung auch mafigeblich von der Wahl des AAV-Serotyps, als
auch von der Applikationsroute, abhangig (siehe Abschnitt 1.4.3, Seite 33). AAV9
transduziert Muskelzellen besonders effektiv und wird daher als oft intramuskular
(i.m.) appliziert. Da Influenza als respiratorisches Virus iiber die Mukosa in den Wirt
eindringt, kann es von Vorteil sein, eine Immunantwort im respiratorischen Trakt zu
induzieren. In dieser Arbeit sollten die Starke und Dauer der Transgenexpression und
der Immunantwort nach intramuskulédrer und intranasaler Applikation von AAV9 im

Mausmodell verglichen werden.

Dazu wurde AAV9-Luci zweimal im Abstand von zwei Wochen intramuskular oder
intranasal in Bl/6 Albino-Mause appliziert (siehe 3.4.2). Uber den Zeitraum von 12
Monaten wurden die Tiere hinsichtlich Luciferase-Aktivitat im IVIS in vivo Imager
untersucht. Parallel erfolgen Blutentnahmen, die der Uberpriifung der Stirke der
AAV9-spezifischen und Luciferase-spezifischen Antikorperantwort dienten. Am Ende
des Versuchs wurde den Tieren die Milz entnommen. Die Milzzellen wiirden isoliert

und zur Detektion Luciferase-spezifischer Immunzellen verwendet.

In Abbildung 7 ist zu erkennen, dass intramuskuldre Applikation des AAV9-Luci
Vektors zur lokalen Expression von Luciferase in den hinteren Oberschenkelmuskeln
fuhrt. Wurde der Vektor intranasal verabreicht, kann Luciferase-Aktivitit in der
Nasenhohle und der Lunge, jedoch nicht in der Trachea festgestellt werden. Die
Transgenexpression ist bei beiden Arten bereits nach einmaliger Applikation maximal.
Die Boost-Immunisierung trdgt nicht zur Steigerung der Expression bei. Nach
intramuskuldrer Injektion ist die Expression sehr viel starker als nach intranasaler
Verabreichung.  Beide  Applikationsformen  fithren zu  einer  stabilen

Transgenexpression, die auch ein Jahr nach der Gabe nicht an Intensitat verloren hat.
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Abbildung 7: Transgenexpression nach intramuskuldrer (i.m.) und intranasaler (i.n.) Applikation von
AAV9-Luci in Bl/6 Albino-Mausen.

Tiere wurden zwei Mal (Prime/Boost) mit 5 x 10! DRP AAV9-Luci immunisiert. Die Transgenexpression
wurde als Luciferase-Aktivitit ermittelt und mittels DLIT als Voxel dargestellt (links) oder als
durchschnittliche Strahldichte im zweidimensionalen ROI auf dem gesamten Tier berechnet (rechts).
Bereits nach der Prime-Immunisierung ist eine starke Expression in der hinteren Oberschenkelmuskulatur
nach intramuskulédrer und im oberen respiratorischen Trakt und der Lunge nach intranasaler Applikation
erkennbar. Beide Applikationswege fithren zu stabiler Expression iiber einen Zeitraum von 12 Monaten.

Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung von jeweils 5 Tieren.

Der Nachweis AAV9-spezifischer Antikorper erforderte die Etablierung eines AAV9-
ELISAs im 384-Well Format (siehe Abschnitt 3.3.2). Rekombinante AAV9-leer Partikel
wurden wie fiir die Immunisierung produziert (siehe Abschnitt 3.3.6) und auf die
Platten absorbiert. Die optimale Menge an AAV9-leer wurde in einer Titrationsreihe
gegen den primaren anti-AAV9 (Maus IgA) Antikorper mit fester Konzentration des
anti-Maus IgA Antikorpers (1:1.000) ermittelt. Es wurde eine Anzahl von 10”7 DRP pro
Well als Absorptionsantigen determiniert. Als Positivkontrolle fiir die Testung der

Seren wurde der anti-AAV9 Antikorper in einer Verdiinnung von 1:250 eingesetzt.

Im Serum beider Testgruppen konnten bereits zwei Wochen nach der

Prime-Immunisierung anti-AAV9 Antikorper mittels AAV9-ELISA (siehe Abschnitt
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3.3.2) nachgewiesen werden. Fiir die intramuskuldre Applikation steigt der Titer
AAV9-spezifischer Antikorper bis einen Monat nach Immunisierung an. Nach
intranasaler Applikation wurde der hochste Titer erst drei Monate nach Verabreichung
gemessen, wobei sich beide Titer nicht signifikant unterscheiden. Bis 12 Monate nach
AAV9-Behandlung sind beide Titer sehr stark bis an die Nachweisgrenze
zuriickgegangen (Abbildung 8 A). Wurden die Seren beider Gruppen gepoolt und in
Transduktionsversuchen auf ihre Neutralisationseigenschaften gegeniiber AAV9-Luci
getestet, konnte gezeigt werden, dass der neutralisierende Titer bei intramuskularer
Injektion etwa das Fiinffache verglichen zu intranasaler Applikation (Tabelle 27)
betrug. Dabei ist anzumerken, dass der Serum-Titer an Gesamt AAV9-spezifischen
Antikorpern nach intramuskuldrer Injektion tendenziell hoher ist, wenn auch, wie

oben beschrieben, nicht signifikant.
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Abbildung 8: AAV- und Luciferase-spezifische humorale Immunantwort im Serum nach
intramuskularer und intranasaler Applikation von AAV9-Luci in B1/6 Albino-Mausen.

Tiere wurden wie in Abbildung 7 beschrieben immunisiert. Serumproben wurden zu indizierten
Zeitpunkten auf AAV9-spezifische (A) und Luciferase-spezifische (B) Antikorper getestet. Beide
Applikationswege induzieren starke Vektor-spezifische Antworten. Nach intramuskuldrer Injektion sind
im Serum mehr Antikorper gegen Luciferase detektierbar als nach intranasaler Applikation. Beide Routen
fiihren zu Transgen-spezifischen Antikorperantworten, die sechs Monate nach Verabreichung maximal

waren und anschlieSend abnahmen.

Die Detektion Transgen-, also Luciferase-spezifischer Antikorper erfolgte mittels Luci-
ELISA (siehe Abschnitt 3.3.2). Hierzu wurde kommerziell erhaltliche rekombinante
Luciferase an ELISA-Platten gebunden. Anstelle des im Labor etablierten 96-Well

Platten-Format wurde ein 384-Well Platten-Format verwendet, um eine hohere Anzahl
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an Proben mit geringerer Menge an rekombinantem Protein testen zu konnen. Die
bendtigte Verdiinnung der Luciferase wurde zuvor in einer Verdiinnungsreihe gegen
einen primdren Luciferase-Antikorper (anti-Luciferase (Maus IgG)) mit fester
Konzentration des sekundaren Antikorpers (anti-Maus IgG PO 1:1,000) austitriert und
auf 1:2,000 festgelegt. Dies entspricht einer Menge von 10 ng Antigen pro well einer
384-Well Platte.

Ein deutlicher Unterschied ist bei der Induktion Luciferase-spezifischer Antikérper zu
sehen. Wahrend intranasal immunisierte Mduse nur einen moderaten Serum-IgG Titer
aufweisen, konnte fiir intramuskuldr immunisierte Tiere ein sehr hoher Gehalt an
Luciferase-spezifischen Antikérpern nachgewiesen werden. Am hochsten waren die
Titer sechs Monate nach Immunisierung, wonach sie wieder abnahmen. Ein Jahr nach
dem Boost konnten fiir die intranasale Applikation keine Antikorper mehr
nachgewiesen werden, wahrend fiir intramuskuldre Injektion noch ein hoher Titer

messbar war (Abbildung 8 B).

Tabelle 27: Luciferase-spezifischer Antikoérper und Luciferase-

neutralisierende Antikérper nach Inmunisierung mit AAV9-Luci.

Serum Gesamt-IgGY Neutral. AK?
In. Pra n.n. n.n.

Ln. Prime 4.183 25

I.n. Boost 15.653 25

I.n. 1 MPI 30.061 125

L. m. Pra n.n. n.n.

L.m. Prime 19.908 125

I.m. Boost 33.547 625

L. m.1MPI 43.780 625

) Gesamt-IgG, Mittelwert, N =5

2 Neutral. AK, Serumpool aus N = 5, Mittelwert technischer Dublikate
In. = intranasal; I.m. = intramuskuldr, Pra=Praimmunserum.
Prime = 2 Wochen nach erster Immunisierung. Boost = 2 Wochen nach

zweiter Immunisierung. MPI = Monate post Boost-Immunisierung.

Zur Untersuchung einer zelluliren Immunantwort gegen Luciferase, sollten

Luciferase-prasentierende Bl/6-abgeleitete EL4 Zellen zur Stimulation isolierter
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Lymphozyten der immunisierten Tiere genutzt werden. Diese sollte nach Inkubation
im ELISpot auf IFN-y Sekretion hin getestet werden. Es konnte zundchst gezeigt
werden, dass die Zelllinie die notwendigen MHC-Klasse-I-Molekiile (Typ H2-Db),
welche Antigen-Epitope an CD8* T-Zellen prasentieren, auf der Oberflache exprimiert.
Dazu wurden die EL4 Zellen parallel zu unmittelbar aus einer Bl/6 Maus isolierten
Lymphozyten als Positivkontrolle und HEK 293T Zellen als Negativkontrolle mittels
FITC-markiertem anti-MHC-Klasse-I H2-Db Antikorper (1:200 in FACS Puffer) gefarbt
und mit Hilfe des Durchflusszytometers gezahlt. Wie in Abbildung 9 zu erkennen,
exprimieren 99 % aller EL4 Zellen den H2-Db-Rezeptor auf der Oberflache. Ebenso
sind nahezu alle isolierten Lymphozyten aus der Maus positiv gefarbt (blaue Linie),
was die Funktionalitdt des Antikorpers bestatigt. HEK 293T Zellen exprimieren einen
anderen MHC-Klasse-I-Typ und konnten so auch nicht gefarbt werden. Um
unspezifische Bindungen des Antikorper Isotyps IgG2b, x (1:200 in FACS Pulffer)
ausschlieflen zu konnen, wurden alle drei Zelllinien auch mit einer FITC-markierten
Isotypkontrolle, die nicht spezifisch an den Rezeptor bindet, inkubiert. Diese Farbung
zeigte keine positiven Ereignisse (rote Linie). Auch native, also ungefarbte Zellen
(griine Linie) wurden als negativ detektiert. Nach Transfektion mit pAAV-Luci

exprimierten die EL4 Zellen Luciferase (nicht dargestellt).
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Abbildung 9: MHC-Klasse-I-spezifische extrazellulire Fiarbung mittels FITC-markiertem anti-H2-Db

Antikorper in der Durchflusszytometrie.

Zellpopulationen wurden im Lebendgate (oben) ausgewahlt und auf FITC-Signal untersucht (unten). 99 %
aller EL4 Zellen konnten mittels MHC-Klasse-I H2-Db Antikoérper markiert werden. Isolierte
Lymphozyten aus einer Bl/6 Maus dienten als Positivkontrolle. HEK 293T Zellen fungierten als
Negativkontrolle. Blau =Farbung mit MHC-Klasse-I H2-Db AK, rot = Farbung mit Isotyp-Kontrolle

(unspezifisch), griin = ungefarbt.

Die Milzen der intramuskuldr oder intranasal immunisierten Tiere wurden 12 Monate
nach Applikation entnommen. Isolierte Lymphozyten (intramuskulédr N = 3, intranasal
N = 5) wurden mit den Luciferase-exprimierenden EL4 Zellen im Verhaltnis 1:1 iiber
Nacht stimuliert. Anschliefend wurde die Produktion von IFN-y mittels ELISpot
bestimmt. Wie in Abbildung 10 illustriert, weisen beide Versuchsgruppen eine
IFN-y Antwort auf, was darauf hindeutet, dass diese T-Zellen nach intramuskuldrer als
auch intranasaler Immunisierung mit AAV9-Luci spezifisch auf das Transgen

reagieren.
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Abbildung 10: Zellulidre Luciferase-spezifische Immunantwort.

Immunisierung wie in Abbildung 7 beschrieben. Lymphozyten

(intramuskuldar N = 3, intranasal N = 5) wurden 12 Monate nach

Immunisierung entnommen und mit Luciferase-transfizierten EL4

Zellen stimuliert.

Die Ergebnisse belegen, dass AAV9 als Transgen-iibertragender Vektor zu einer lang
anhaltenden Transgenexpression fithrt und eine humorale und zelluldre
Immunantwort auslost. Transgen-spezifische Antikorpertiter sinken zwischen sechs
und 12 Monaten wieder. Transgen-spezifische T-Zell-Antworten konnten ein Jahr nach

Immunisierung nachgewiesen werden.

4.3 HOMOLOGE SCHUTZWIRKUNG DER AAV-VERMITTELTEN

NUKLEOPROTEINE VON INFLUENZA HIN1pdm(9 UND PR8

Zur Produktion von AAV9-NPrrs Vektoren wurde das Plasmid pAAV-NPrrs generiert.
Die fiir das Mausmodell Codon-optimierte Nukleotidsequenz des NPrrs-Gens
(coNPrrs) wurde bei GenScript im Vektor pUC57 bestellt. Das NPrrs-Gen wurde mit
HindIlll/BamHI aus dem pUC57 geschnitten und direkt in den ebenfalls HindIll/BamHI-
verdauten pAAV-MCS legiert. Ein Verdau zur Kontrolle des Gens im Vektor erfolgte
mit Hindlll/BamHI. Eine Kontrolle der ITR-Integritit des pAAV-Vektors wurde mit
einem Smal-Verdau durchgefiihrt. Die Nukleotidsequenz wurde auflerdem mit den

Oligonukleotiden Seq_pAAV_KF_2 und BGH rev in einer Sequenzierung tiberpriift.

Bevor das AAV9-vermittelte NP-basierte Vakzin im Mausmodell gegen einen
heterologen Subtyp getestet werden sollte, wurde zunichst sichergestellt, dass die
Vektoren gegen eine Infektion mit dem homologen Influenza Subtyp eine protektive
Wirkung haben. Bl/6 Mause wurden dazu zweimal im Abstand von zwei Wochen
(Prime/Boost) mit AAV9-NPpames, AAV9-NPrrs oder als Negativkontrolle mit AAV9-
leer geimpft. Vor Immunisierung, zwei Wochen nach der ersten und zwei Wochen
nach der zweiten Immunisierung wurden Blutproben zur Bestimmung

AAV9-spezifischer und NP-spezifischer Antikorpertiter im Serum genommen.
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AAV9-spezifische Antikorper wurden mittels AAV9-ELISA nachgewiesen (wie
beschrieben in Abschnitt 4.2). Fiir die Expression der rekombinanten
Absorptionsproteine NPpamos und NPrrs wurden die Transgene zundchst in den
pET16b-Vektor kloniert. Das Gen NPpms aus pAAV-NPpimoy wurde mit
NPpamos_Ndel_for_2 und NPpamos_Xhol_rev_3 amplifiziert, wobei am 5-Ende eine Ndel-
und am 3’-Ende des Produkt eine Xhol-Schnittstelle angefiigt wurden. Das Gen NPrrs
aus pAAV-NPrrs wurde ebenfalls unter Anfiigen der beiden Schnittstellen Ndel und
Xhol mit NPrers_Ndel _for_2 und NPpames_Xhol_rev_3 amplifiziert. Die Produkte
wurden iiber Ndel und Xhol in den pET16b-Vektor legiert.

Zur Detektion NP-spezifischer Antikorper wurde rekombinantes 6x-His-gekoppeltes
(N-terminal), V5-markiertes (C-terminal) Nukleoprotein in E. coli hergestellt (siehe
3.3.2) und im 384-Well formatierten ELISA getestet. Auch hier wurde die Menge an
rekombinantem Protein fiir jede Charge synthetisierten Proteins gegen einen
kommerziellen primdren Antikorper (anti-V5 IgG (Maus)) mit festgesetzter

Konzentration des sekundaren Antikorpers (anti-Maus IgG PO, 1:1,000) titriert.

Alle drei Versuchsgruppen wiesen sehr hohe AAV9-Titer und hohe NP-spezifische
Titer auf (Abbildung 11).
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Abbildung 11: AAV- und NP-spezifische Antikorper-Antworten in Miusen, immunisiert mit AAV-NP
oder AAV-leer.

Tiere wurden zweimal (Prime/Boost) mit den Vektoren i.m. immunisiert. Titer wurden mittels AAV9-
oder NP-ELISA ermittelt. Anti-AAV Antikdrper wurden bereits nach der Prime-Immunisierung bei der
Endpunktverdiinnung detektiert. NP-spezifische Antworten entwickelten sich nach Prime-Immunisierung

und steigerten sich nach dem Boost.

86



ERGEBNISSE

Drei Wochen nach Immunisierung konnten fiir NP-immunisierte Mause im ELISpot
nach Stimulation mit dem immunodominanten CD8* T-Zell Epitop NPssss74 des
jeweiligen Transgens reaktive IFN-y-produzierende T-Zellen detektiert werden
(Abbildung 12 oben). Die isolierten Lymphozyten zeigten eine geringe Kreuzreaktivitat
zu dem immunodominanten Epitop des heterologen HIN1-Stammes (jeweils pdm09
oder PR8) auf. Mit dem Leervektor immunisierte Tiere wiesen keine reaktiven T-Zellen

auf (nicht dargestellt).

Eine durch Sipo et al. (179) nachgewiesene Schutzwirkung des Nukleoproteins des
pandemischen Subtyps (pdm09) nach subletaler Infektion mit dem homologen
H1N1pdmO09 Virus konnte in dieser Arbeit reproduziert werden (Abbildung 12 links,
griin). Da dieses humanpathogene Influenzavirus nur wenige Male durch Mause
passagiert wurde, ist es nur geringfiigig an das murine Modell adaptiert und daher
auch in hoher Dosierung nur subletal. Aus diesem Grund iiberlebten 40 % der
Kontrolltiere (AAV9-leer) die Infektion, wobei ein signifikanter Unterschied zur
Versuchsgruppe bestand (p = 0,0074). Es war von Interesse sicherzustellen, dass das
AAV-basierte System im homologen Modell gegen das Maus-adaptierte, sehr stark
replizierende Virus PR8 auch eine protektive Wirkung aufbauen kann. Wie in
Abbildung 12 (rechts, blau) zu erkennen, wurde eine CD8*T-Zell-Antwort nach
Stimulation mit NP7 mittels ELISpot nachgewiesen. Nach Belastung mit einer
letalen Dosis PR8 (3,5 MLDso) iiberlebten alle Tiere die Infektion. Obwohl sie zunachst
wie auch bei der Infektion mit HIN1pdm09 deutliche Symptome zeigten, konnten alle
Mause das Virus aus dem Korper eliminieren. 100 % der Kontrolltiere mussten wie
erwartet aufgrund von rapidem Gewichtsverlust bis zu 20 % des Originalgewichts

euthanasiert werden.

Dies zeigt, dass die NP-basierte Immunisierung iiber den viralen Vektor AAV9 zu
einer starken humoralen und zelluliren Immunantwort fiihrt. Die T-Zell-Antwort hat
sowohl gegen das weniger adaptierte pandemische Influenzavirus (wie in Sipo et al.,
2011), als auch gegen das sehr stark pathogene Virus PRS, eine Schutzwirkung. Die
NP-spezifischen Antikorper dienten in den Versuchen zum Nachweis einer
erfolgreichen Immunisierung. Sie tragen zum protektiven Effekt durch das NP jedoch

nicht bei, da sie keinen neutralisierenden Effekt haben.
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Abbildung 12: Immunisierung mit NPpamos (griin) oder NPrrs (blau): CD8* T-Zell Antworten (oben),
Uberlebensrate (mitte) und Gewichte (unten) im homologen Belastungsmodell.

Bl/6 Méause wurden mit AAV9-NPpamos (links, griin) oder -NPrrs (rechts, blau) immunisiert. 3 Wochen nach
Vektor Applikation bestehen starke CD8* T-Zell Antworten gegen das immunodominante CD8* T-Zell
Epitop des Transgens mit geringer Kreuzreaktivitit gegen das Epitop des heterologen Subtyps
(NPpdmoo: N =5; NPprs: N=2). 90 % (NPpdmos) bzw. 100 % (NPrrs) der Tiere (N =10) iiberlebten eine
subletale (pdm09) bzw. letale (PR8) Infektion.

4.4 HETEROLOGE SCHUTZWIRKUNG DES AAV-VERMITTELTES

INFLUENZA H1N1PDM09 NUKLEOPROTEINS

Sipo et al. determinierten 2011 die Immunantwort und die Schutzwirkung eines
trivalenten AAV9-basierten Impfstoffes, welcher die Transgene HA, M1 und NP des
pandemischen HIN1 iibertragt. Immunisierung resultierte in der Produktion

neutralisierender Antikorper gegen HIN1pdm09, welche jedoch nicht PR8
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neutralisieren konnten. Auflerdem wurde eine zellulire Immunantwort gegen
CD8+ T-Zell Epitope des NPpamos induziert. Eine Kreuzreaktivitat gegen PR8 wurde
nicht untersucht. Gegen das MI-Protein konnte keine funktionelle zelluldre
Immunantwort detektiert werden. Wurden die immunisierten Tiere mit einer letalen
Dosis PR8 belastet, waren 40 % der Tiere vor einem tddlichen Verlauf der Infektion
geschiitzt. Da die Antikorper gegeniiber PR8 nicht neutralisierend waren, und eine
zelluldre Immunantwort nur gegen das NP gerichtet war, wurde geschlussfolgert, dass
ein protektiver Effekt der Dreifach-Vakzine auf der NP-spezifischen CD8* Antwort
beruhte. Daraufhin wurde angenommen, dass eine alleinige AAV-basierte Impfung

mit dem NPpamos auch gegen eine Belastung mit PR8 schiitzen kann.

Wurden die Tiere mit AAV9-NPpamos (wie oben beschrieben) immunisiert und drei
Wochen nach Immunisierung mit einer letalen Dosis (3,5 MLDso) des heterologen PR8
belastet, erlitten alle Tiere starke Influenza-spezifische Symptome. Innerhalb von acht
Tagen nach der Infektion mussten sowohl alle Mause der Testgruppe als auch die Tiere
der Kontrollgruppe nach 20 % Gewichtsverlust euthanasiert werden, obwohl, wie in
Abbildung 12 (oben links, griin) dargestellt, eine geringe Reaktivitat gegeniiber dem

immunodominanten CD8* T-Zell Epitop des Nukleoproteins des PR8-Subtyps bestand.

Das Ergebnis deutet darauf hin, dass, entgegen der Annahme, bei denen von Sipo und
Kollegen (2011) durchgefiihrten Belastung nach Immunisierung mit dem trivalenten
AAV-Vakzin, der partielle heterologe Schutz eben nicht nur durch eine NP-spezifische
T-Zell-Antwort induziert wurde. Der Versuch mit dem monovalenten AAV-NP zeigt,
dass doch andere Komponenten eine Rolle gespielt haben miissen. Genauer soll dazu

in der Diskussion eingegangen werden.
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Abbildung 13: Immunisierung mit AAV9-NPpdm09: Uberlebensrate (links) und Gewichte (rechts)
nach heterologer Infektion mit Influenza HIN1 PRS.

Bl/6 Mause wurden mit AAV9-NPpdmos immunisiert. Drei Wochen nach Immunisierung erhielten sie eine
letale Dosis PR8. Sowohl Kontroll- als auch immunisierte Mause erreichten innerhalb von acht Tagen den

humanen Endpunkt von 20 % Gewichtsverlust.

4.5 EINFLUSS DES IMMUNODOMINANTEN CDS8* T-ZELL EPITOPS NP366-374

AUF HETEROLOGEN SCHUTZ

Nach Alignierung der Aminosduresequenzen der Nukleoproteine von HIN1pdm09
und PR8, konnte eine starke Identitdt von 91,4 % festgestellt werden (455/498, EMBOSS
Needle Alignment, nicht dargestellt). Bei derart hoher Sequenzgleichheit kann
angenommen werden, dass durch Immunisierung aktivierte T-Zellen kreuzreaktiv
gegen das heterologe NP sind. Wie in Abschnitt 4.3 beschrieben besteht eine geringe
Reaktivitdat gegen heterologe Nukleoproteine, die jedoch nicht protektiv ist
(Abschnitt 4.4). Da eine Immunisierung mit dem Nukleoprotein im homologen Modell
jedoch 100 % der Tiere schiitzt und im heterologen Modell 0 %, stellte sich die Frage,
auf welche Sequenzdivergenzen diese starke Differenz zuriickzufiihren ist. Es konnte
im Versuch mit Bl/6 Mausen gezeigt werden, dass die CD8* T-Zellen hauptsachlich
gegen das Epitop NPsee-374 (immunodominant) reagieren, wahrend andere Epitope nur
einen sehr geringen oder vernachldssigbaren Anteil der Antwort ausmachen (179).
Dass Veranderungen der Aminosaurereste, welche fiir die Bindung an das
MHC-Klasse-I-Molekiil oder T-Zell Rezeptor (TCR) verantwortlich sind, die Reaktivitat
der T-Zelle gegeniiber dem Nukleoprotein stark beeinflusst, wurde ebenfalls bereits in

vitro (185) und im Mausmodell (186) nachgewiesen. Natiirlich auftretende Mutationen
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in CTL-Epitopen ermoglichen es dem Influenzavirus nachweislich einer

Immunantwort in der menschlichen Bevolkerung zu umgehen (187,188).

Die Bedeutung dieses NPses-374 Epitops bei der Schutzwirkung im H2-Db Modell wurde
qualitativ untersucht, jedoch noch nicht quantifiziert. Hierzu wurde in dieser Arbeit
eine Mutante des Nukleoproteins von A/Mexico/4603/2009 generiert, bei der die
Aminosaure 371 Valin gegen Methionin (V37IM) durch eine Punktmutation in der
Gensequenz an Position 1.111 (G1.111A) ausgetauscht wurde. Als Matrize fiir die
Mutagenese-PCR  mit den Oligonukleotiden Mut NPpames_G1111A for und
Mut_NPpamos_G1111A rev diente das Plasmid pAAV-NPpamos. Das PCR-Produkt mit der
Aminosauresubstitution wurde folglich pAAV-NPvs7im bezeichnet. Das Produkt wurde
durch einen Resriktionsverdau mit Hinlll/BamHI und mit Smal kontrolliert. Eine
Sequenzierung mit Seq_pAAV_KF_2 und BGH rev diente der Bestdtigung der
Nukleotidsequenz des Transgens. Fiir den Nachweis von NPvsnv-spezifischen
Antikorpern mittel ELISA (Verweis MM) wurde rekombinantes NPvszim wie fiir
NPpamos und NPrrs beschrieben in E. coli synthetisiert. Das dafiir erforderliche Plasmid
pET16b-NPvszim wurde nach Amplifikation des Gens NPvs7im aus pAAV-NPvszim durch
Klonierung tiber Ndel/Xhol erzeugt. Die optimale Konzentration des rekombinanten
Proteins wurde fiir jede Charge gegen den primédren Antikorper (anti-V5 IgG (Maus))
mit festgesetzter Konzentration des sekunddren Antikorpers (anti-Maus IgG PO,

1:1,000) durch Titration ermittelt.

Bl/6 Méduse wurden mit AAV9-NPvszim (wie bereits in Abschnitt 4.3 oder 4.4
beschrieben) immunisiert. Drei Wochen nach Immunisierung wurden wie zuvor
Milzen zur Bestimmung der CD8* T-Zell Antwort entnommen. Gegen das eingefiigte
Epitop NPssss4 von PR8 wurde eine sehr starke T-Zell-Antwort gemessen. Nach
Stimulation mit dem Epitop des pandemischen Subtyps pdm09 wurde eine deutlich
geringere IFN-y Produktion detektiert, obwohl dennoch eine starke Kreuzreaktivitat
konstatiert werden kann (Abbildung 14 oben). Nach einer Infektion mit einer letalen
Dosis PR8, zeigten 50 % der Tiere nur einen moderaten Gewichtsverlust von unter 10
%. Finf von den zehn infizierten Tieren verloren sehr schnell bis zu 20 % Gewicht.
Davon erholte sich jedoch ein Tier wieder und {iiberlebte die Belastung. Insgesamt

tiberlebten 60 % der Mause die Infektion. Wurden die Tiere aufgrund eines zu starken
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Gewichtsverlusts oder nach iiberstandener Belastung am Ende der 14-tigigen
Beobachtungsphase euthanasiert, wurden die Lungen entnommen und
histopathologisch untersucht. Die Farbung mit Hamatoxilin und Eosin lédsst bei Tieren,
welche den humanen Endpunkt erreichten, deutliche Infiltration von Immunzellen
erkennen. Auflerdem konnte Influenzavirus im Lungengewebe mittels

Immunohistochemie spezifisch nachgewiesen werden (Abbildung 14, unten rechts).
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Abbildung 14: Immunisierung mit NPvszim: CD8* T-Zell Antworten (oben links), Uberlebensrate (oben
rechts) und Gewichte (unten links) nach letaler Belastung mit PR8. Unten links: Histopathologie von
Schnitten der Lunge belasteter Tiere.

Bl/6 Méuse wurden mit AAV9-NPvsziv oder AAV-leer (Kontrollgruppe) immunisiert. Drei Wochen nach
Vektor-Applikation wurden starke T-Zell-Antworten gegen das immunodominante CD8* T-Zell Epitop
des PR8-Subtyps und kreuzreaktive schwéchere Antworten gegen das Epitop des pdm09-Subtyps
ermittelt (N =5). 60 % der Tiere (N = 10) iiberlebten eine letale Infektion mit PR8. Zur histopathologischen
Untersuchung nach Infektion wurden den Tieren bei Erreichen des humanen Endpunktes oder nach 14-
tagiger Beobachtungsphase die Lunge entnommen: H&E = Hamatoxylin und Eosin-Farbung, anti-HIN1 =
Farbung mit Influenza A HIN1-spezifischem Antikdrper. Abgebildet sind reprasentative Aufnahmen von

drei Lungen einer Gruppe. Maf$stab ist 50 pm.
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4.6 UNTERSUCHUNG EINER CD8* T-ZELL EPITOPKETTE RELEVANTER
INFLUENZA-SUBTYPEN BEZUGLICH IMMUNOGENITAT UND

SCHUTZWIRKUNG

Nachdem der starke Einfluss des einzelnen Epitops verdeutlicht wurde, war der
Ansatz eine Peptidkette zu testen. Diese enthalt alle moglichen relevanten CD8*T-Zell
Epitope des NPs, um so eine moglichst Subtyp-iibergreifende, breite zelluldre Antwort
zu generieren. Es wurden rekombinante AAVs hergestellt, die eine Kette der NP-
Epitope (Nonamere) aller bekannter Influenza-Subtypen, die mit dem MHC-Klasse-I-
Typ H2-Db legieren, kodieren. Das pAAV-Plasmid zur Synthese der Viruspartikel
(AAV-Epitopkette) wurde von Isaac Sipo zur Verfligung gestellt. Die Expression des
aus 63 Nonameren bestehenden Transgens wurde zunéchst in vitro nachgewiesen. Wie
die obigen Mausexperimente wurden auch im vorliegenden Versuch Bl/6-Mause mit
den AAVs, welche die Epitopkette kodieren, oder dem Kontrollvektor AAV-leer
immunisiert. Drei Wochen nach Verabreichung des Vektors wurde eine Gruppe zur
Isolierung der Milzzellen euthanasiert. Weitere Tiere wurden mit einer letalen Dosis
PR8 infiziert und zwei Wochen auf Gewichtsreduktion und weitere Symptome hin
tiberwacht. Abbildung 15 stellt dar, dass die Epitopkette starke CTL-Antworten gegen
das immunodominante Epitop NPssss74 der Subtypen PR8 und pdm09 induziert (oben
links). Nach letaler Belastung mit PR8 erreichten alle Tiere der Kontrollgruppe (leer)
als auch der Versuchsgruppe (Epitopkette) den humanen Endpunkt von 20 %
Gewichtsverlust und wurden schmerzfrei getotet (oben rechts, unten links). Den Tieren
wurden die Lungen zur histopathologischen Bewertung enthommen (unten rechts).
Die Lungen der Kontrollgruppe zeigten deutliche Symptome einer Influenza-
bedingten Pneumonie mit massiver Infiltration von Immunzellen und
Gewebebeschddigungen. Tiere der Versuchsgruppe zeigten weniger stark ausgepragte
Symptome. Es waren deutlich die Alveolen erkennbar, was auf eine geringere
Infiltration und Zerstorung der Lungenstruktur hinweist. Influenza A (HIN1)-
spezifische Antikorper farbten dagegen die Lungenschnitte der Versuchsgruppe sehr
stark an, wobei die Farbung weniger intensiv bei Proben der Kontrollgruppe wirkte.
Dies deutet auf eine massive Replikation des Virus hin, was mit dem rapiden

Gewichtsverlust korrelierte.
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Abbildung 15: Immunisierung mit der Epitopkette: T-Zell-Antworten (oben links), Uberlebensrate
(oben rechts) und Gewichte (unten links) nach letaler Belastung mit PR8. Unten links: Histopathologie
von Schnitten der Lunge belasteter Tiere.

Bl/6 Mause wurden mit AAV9-Epitopkette oder AAV-leer (Kontrollgruppe) immunisiert. Drei Wochen
nach Vektor-Applikation wurden starke CD8* T-Zell Antworten gegen das immunodominante CD8* T-
Zell Epitop der Subtypen PR8 und pdm09 ermittelt (N = 5). Alle Tiere (N =10) wurden aufgrund starken
Gewichtverlusts eingeschlafert. Zur histopathologischen Untersuchung nach Infektion wurde den Tieren
bei Erreichen des humanen Endpunktes die Lunge entnommen: H&E = Hamatoxilin und Eosin-Farbung,
anti-HIN1 = Farbung mit Influenza A H1N1-spezifischem Antikorper. Abgebildet sind reprasentative

Aufnahmen von drei Lungen einer Gruppe. Mafsstab ist 50 pm.

4.7 UNTERSUCHUNG DER FUNKTIONALITAT ZYTOTOXISCHER T-ZELLEN

IN VIVO

Obwohl isolierte Lymphozyten im in vitro Assay (ELISpot) nach Stimulation mit den
CD8* T-Zell Epitopen IFN-y produzieren, scheinen sie das Virus nicht aus dem
infizierten Tier eliminieren zu konnen. Zur Untersuchung der Effizienz der CTLs in
vivo wurde ein Assay entwickelt, bei dem der Abbau Epitop-prasentierender Zellen

tiber die Zeit verfolgt werden kann.

Standardmaéfiig wird die CTL Effizienz in vivo getestet, indem aus naiven Mausen

Lymphozyten isoliert werden (Donorzellen). Ein Teil der Zellen wird mit dem Epitop
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inkubiert, welches an die MHC-Klasse-I-Molekiile auf der Oberflache bindet und
zusétzlich mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE markiert. Ein zweiter Teil der Zellen
bleibt naiv (ohne Epitop) und wird mit einer anderen Konzentration CFSE markiert.
Beide Zellpopulationen werden in immunisierte Tiere intravends injiziert. Besteht eine
funktionelle CTL-Antwort, werden die Epitop-markierten Zellen abgebaut, wobei die
naiven nicht lysiert werden. Nach Inkubation im Tier werden die Milzzellen
entnommen und mittels Durchflusszytometrie werden die beiden CFSE-Populationen

quantifiziert. Dies dient dem Nachweis des Abbaus der Epitop-prasentierende Zellen.

Der Vorteil des in dieser Arbeit zu entwickelten Assays ist, dass die Tiere nicht getotet
werden miissen, um das Signal des Markers zu ermitteln. In diesem neuen Assay
kénnen die Zellen anstelle mit CFSE in einem Durchflusszytometer anhand von
Biolumineszenz durch in vivo Imaging im lebenden Tier gemessen werden. So kann zu
mehreren Zeitpunkten die CTL-vermittelte Lyse Epitop-markierter Zellen ermittelt

werden.

4.7.1 ETABLIERUNG DES TESTS ZUR UNTERSUCHUNG DER CTL-EFFIZIENZ

IM LEBENDEN TIER

Als Donorzellen dienten MC57G Zellen. Diese Zelllinie entstammt einem Fibrosarkom
einer C57Bl/6 Maus und exprimiert daher den entsprechenden MHC-Klasse-I-
Haptotyp H2-Db. Obwohl die Zellen einem Tumor entstammen, fithren sie nicht zur
Entstehung von Tumoren, da sie vom Immunsystem abgestofien werden (189,190). Die
Tumor-spezifische Reaktion mit einhergehender Reduktion der Luciferase-Aktivitat
musste als Hintergrundeffekt entsprechend beriicksichtigt werden. Verschiedene
Methoden zum Einbringen des luciferase kodierenden pAAV-Luci Plasmids wurden
getestet, wonach eine Transfektion mit Effektene die besten Expressionraten von bis zu
50 % hervorbrachte (nicht dargestellt). Transfizierte Zellen sollten mit dem
entsprechenden Epitop beladen und in immunisierte Tiere injiziert werden.
Zirkulieren funktionelle CTLs im Tier, werden die Luciferase-exprimierenden Zellen

abgebaut, was mit einer Reduktion der Luciferase-Aktivitat einhergeht (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Schema des Assays zur Ermittlung der Effizient der CTLs mittels in vivo Imaging.

MC57G Zellen werden mit pAAV-Luci transfiziert. Luciferase-exprimierende Zellen werden mit dem
immunodominanten Epitop NPssss74+ markiert und in immunisierte C57Bl/6-Albino-Ma&use intravends
injiziert. Mittels in vivo Imaging werden die Zellen anhand ihrer Luciferase-Expression im Tier
nachgewiesen. Das Signal wird iiber einen entsprechenden Zeitraum verfolgt. Bei bestehender
CTL-Antwort werden die Epitop-prasentierenden Zellen abgebaut, wobei eine Gruppe

nicht-immunisierter Mause als Kontrolle zur Bestimmung des Hintergrundeffekts dient.

Transfizierte Zellen wurden zunichst in vitro getestet. Sie wurden mit dem Epitop
NPses-374 markiert und im ELISpot Assay als Prasenterzellen zur Stimulation isolierter
Lymphozyten zuvor immunisierter Mause eingesetzt. Die verwendeten Lymphozyten
wurden bereits positiv auf eine funktionelle CD8* T-Zell Antwort getestet. Eine starke
IFN-y Produktion der Zellen im ELISpot wies die Bindung des Epitops an die
Luciferase-exprimierenden Zellen in vitro nach (nicht dargestellt). In einem weiteren
Vorversuch wurden die transfizierten Zellen naiven Madusen in die Schwanzvene
injiziert. Innerhalb von 12 Stunden wurden sechs Luciferase Messungen mittels in vivo
Imaging durchgefithrt (Abbildung 17). Die Luciferase-Aktivitat ist lokal im
Brustbereich detektierbar, was auf eine Akkumulation der Zellen im Gefafisystem der
Lunge hindeutet. Innerhalb von 12 Stunden nach Injektion nimmt die Aktivitat stark
ab. 24 Stunden nach Injektion ist kein Luciferase-Signal mehr detektierbar. Dies zeigt,
dass durch Tumor-spezifische Abwehr die MC57G Zellen innerhalb von 12 Stunden
nahezu vollstandig abgebaut werden. Fiir den Versuch wurde daher im Weiteren ein

Beobachtungsfenster von 12 Stunden nach Injektion gewahlt.
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Abbildung 17: Vorversuch des in vivo CTL-Assays. Detektion Luciferase-exprimierender MC57G
Zellen in vivo.

MC57G Zellen wurden mit pAAV-Luci transfiziert. Die Zellen wurden in die Schwanzvene naiver Bl/6
Albino-Méuse injiziert. Bis 12 h nach i.v. Injektion wurde die Luciferase-Aktivitdt zu sechs Zeitpunkten
mittels in vivo Imaging bestimmt. Die Zellen akkumulieren im Bereich der Lunge und werden innerhalb

von 12 h nahezu komplett abgebaut.

Zunidchst sollten unter diesen Versuchsbedingungen zwei Gruppen miteinander
verglichen werden: eine Versuchsgruppe mit bekannter funktioneller T-Zell-Antwort
(positiv) und eine Gruppe ohne nachweisbare Antwort (negativ). Eine Gruppe Mause
wurde mit AAV-NPrrs immunisiert (positiv). Einer zweiten Kontrollgruppe wurde
AAV-leer verabreicht (negativ). Die MC57G Zellen wurden mit dem Epitop NDPsee-374
des Subtyps PR8 beladen und in Tiere beider Gruppen simultan i.v. injiziert.
Abbildung 18 zeigt bei den Tieren der Kontrollgruppe (leer) eine langsame Reduktion
der Luciferase-Aktivitdat innerhalb von 12 Stunden nach Injektion. Verglichen dazu war
der Riickgang der Luciferase-Aktivitit in der Versuchsgruppe (NPrrs) signifikant
starker (p < 0,05). Wahrend sechs Stunden nach Injektion der Zellen bei der
Kontrollgruppe noch deutlich Luciferase-Aktivitat detektierbar war, konnte bei der
Versuchsgruppe ein starker Riickgang gemessen werden. 12 Stunden nach Injektion
konnte unter den gewdhlten Einstellungen in der Versuchsgruppe kein Signal mehr
ermittelt werden, wahrend in der Kontrollgruppe alle Tiere noch ein Signal im Bereich
der Lunge aufwiesen. Wahrend der Riickgang des Signals in der Kontrollgruppe auf
die AbstofSung der Tumorzellen zuriickzufiihren ist, kann die Signalreduktion bei der
Versuchsgruppe auf eine CTL-basierte Lyse der Epitop-prasentierenden Zellen
geschlossen werden. Die Ermittlung einer funktionellen CTL Antwort im lebenden

Tier mittels in vivo Imaging konnte anhand dieses Versuchs etabliert werden.
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Abbildung 18: Vergleich der Funktionalitit
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wurde direkt danach, sowie sechs und 12 h nach Injektion mittels in vivo Imaging ermittelt. Ein Tumor-
spezifischer Riickgang konnte fiir die Kontrollgruppe (leer) detektiert werden, wéhrend die CTL-

vermittelte Lyse der Zellen in immunisierten Tieren zu einem signifikant stiarkerem Riickgang fiihrte

(N=4,p<0,5).

4.7.2 MITTELS EPITOPKETTE INDUZIERTE ZYTOTOXISCHE T-ZELLEN SIND

IN VIVO NICHT FUNKTIONELL

Nachdem der Test zur Untersuchung der Funktionalitit der CTLs mittels in vivo
Imaging mit einer positiv reagierenden Gruppe und einer Kontrollgruppe erfolgreich
entwickelt wurde, sollten Tiere, welche mit der Epitopkette immunisiert wurden (siehe
Abschnitt 4.6), ebenfalls vergleichend zu einer Kontrollgruppe getestet werden. Es
wurde wie zuvor verfahren: Luciferase-exprimierende Zellen wurden mit dem Epitop

NPse6-374 beladen und i.v. in Tiere beider Versuchsgruppen simultan injiziert.

Abbildung 19: Nutzung des in vivo CTL Assays
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Schwanzvene injiziert. Die Luciferase-Aktivitat
wurde direkt danach, sowie sechs und 12 h nach Injektion mittels in vivo Imaging ermittelt. Ein Tumor-

spezifischer Riickgang konnte bei allen Tieren detektiert werden. Zwischen Versuchsgruppe (Epitopkette)

und Kontrollgruppe konnte kein Unterschied festgestellt werden (N =4, p > 0,5).

Wie in Abbildung 19 dargestellt wiesen beide Versuchsgruppen unmittelbar nach

Injektion der Zellen vergleichbare Signale auf. Sechs Stunden nach Applikation der
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Zellen wurde bei allen Tieren der beiden Gruppen ein Riickgang ermittelt, welcher sich
nicht unterschied. Weitere sechs Stunden spdter wurden wieder vergleichbare
Luciferase-Aktivititen gemessen, was darauf hindeutet, dass hier keine CTL-basierte
Lyse der injizierten Zellen stattgefunden hat. Somit ist der Befund nicht-funktioneller
zytotoxischer T-Zellen nach Immunisierung mit der Epitopkette unterstiitzt. Obwohl
die Zellen in vitro nach Stimulation mit dem Epitop NPses-374 IFN- vy produzieren,

reagieren sie in vivo nicht zytotoxisch.

4.8 REDUKTION DER VIRUSLAST NACH INFEKTION MIT PR8

In einem gesonderten Mausexperiment sollte erganzend zu den oben beschriebenen
Parametern (T-Zell-Antwort und Uberlebensrate bzw. Gewichtsreduktion) fiir alle
AAV-vermittelten Impfvektoren (NPrrs, NPpamos, NPvs7in sowie die Epitopkette) gezeigt
werden, dass ein protektiver Effekt durch die Reduktion von replikationskompetentem
Belastungsvirus PR8 im Lungengewebe einhergeht. Zum direkten Vergleich wurden
dazu alle Vektoren parallel in einem Versuch getestet. Mause wurden wie beschrieben
(siehe Abschnitt 3.4.2) mit den AAV-Vektoren intramuskuldr immunisiert und drei
Wochen nach Immunisierung mit 3,5 MLDsPR8 belastet. Zur Bestimmung der
Viruslast wurden die Lungen nach der Belastung entnommen. Die Entnahme sollte
zum Zeitpunkt der maximalen Replikation des Virus in den Alveolen vor einer
moglichen Eradikation durch aktivierte zytotoxische T-Zellen oder dem Tod des Tieres
stattfinden. Nach Brandes und Kollegen ist der optimale Zeitpunkt fiir diesen schnell
replizierenden Subtyp 72 Stunden nach Infektion (191), weshalb die Lungenentnahme
drei Tage nach Belastung vorgenommen wurde. Die Viruslast wurde nach Infektion
von MDCK Zellen mit dem Lungenhomogenisat mittels Influenza A (HINI)-
spezifischen ELISA detektiert. Wie in Abbildung 20 (A) dargestellt, konnte die
Viruslast nach Immunisierung mit AAV-NPers (N=5) verglichen zur
Kontrollimmunisierung mit AAV-leer (N = 4) signifikant (p = 0,0067) reduziert werden.
Auch Immunisierung mit dem Vektor AAV-NPvssiv (N = 5), welcher 60 % der Tiere vor
der letalen Belastung schiitzte zeigte eine signifikante (p=0,0160) Reduktion der
Viruslast, was die protektive Wirkung des Epitops NPvszim unterstreicht. Weniger stark
ausgepragt aber dennoch signifikant war der Effekt des AAV-NPpamos-Vektors (N =5)

auf die Viruslast. Obwohl alle immunisierten Tiere infolge der starken Belastung
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euthanasiert werden mussten, konnte im Vergleich zu den Kontrolltieren eine
geringere Viruslast (p=0,0242) an Tag drei nach Infektion festgestellt werden. Kein
Unterschied wurde zwischen den Tieren, welche mit der Epitopkette immunisiert

wurden (N = 5) und den Kontrolltieren detektiert (p = 0,1094).
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Abbildung 20: Viruslast (A) und Korrelation mit Gewicht (B) drei Tage nach Infektion mit PR8 in
Lungen immunisierter Miuse.

Mause wurden mit AAV-Vektoren wie in der Abbildung indiziert immunisiert. Drei Tage nach Injektion
wurden die Tiere mit 3,5 MLDso des Influenzavirus PR8 infiziert. Replikationskompetentes Virus wurde
ermittelt (A) und gegen Kontrolltiere (AAV-leer) ausgewertet. Signifikante Reduktion der Viruslast
wurde bei der Gruppe NPers (p = 0,0067) ermittelt. Signifikante Reduktion fand bei NPvs7iv-immunisierten
Tieren (p=0,0160), aber auch NPpimos-immunisierten Tieren (p =0,0242) statt. Keine Reduktion wurde
festgestellt bei Tieren, welche mit der Epitopkette immunisiert wurden (p =0,1094). Viruslast korreliert
signifikant (p = 0,0004, lineare Regression R? = 0,4356) mit dem Gewichtsverlust der Tiere an Tag drei nach

Belastung (p = 0,0067). p-Werte wurden mittels ungepaartem, zweiseitigem ¢-Test kalkuliert.

In Abschnitt 4.4 wurde festgestellt, dass NPpiamo9 nach Infektion mit PR8 keinen
positiven Effekt auf die Gewichte oder die Uberlebensrate hatte. Dennoch konnten
reduzierte Viruslast in den Lungen determiniert werden. Dies fiihrte zu der
Uberlegung, inwiefern Viruslast mit Gewichtsverlust an Tag drei nach Infektion
korreliert. Trotz moderatem ermittelten Korrelationskoeffizient R2 von 0,4356 konnte
mittels ¢-Test ein signifikanter linearer Zusammenhang zwischen den Variablen belegt

werden (siehe Abbildung 20 B).
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5 DISKUSSION

Seit nunmehr 30 Jahren werden gentherapeutische Ansitze verfolgt. Da die als
moderne Behandlungsmdglichkeiten angesehenen Therapeutika wéhrend erster
klinischer Versuche diverse Riickschldge erfuhren, wurde die Entwicklung sicherer
Vektoren zum Gentransfer intensiviert. AAVs stellen als nicht-pathogene Viren
attraktive Kandidaten fiir diesen Zweck dar. Da replikationsunfdahige Viren generiert
werden konnen, deren Genom mit nur sehr geringer Wahrscheinlichkeit in
chromosomale Bereiche der Wirtszellen integrieren (128), sind AAVs als wirkungsvolle
Vektoren fiir den exogenen Transfer genetischen Materials etabliert. Derzeit werden
diverse Ansatze, deren Basis AAV-basierter Gentransfer ist, in klinischen Studien
getestet. Als erstes gentherapeutisches Medikament wurde Glybera, ein AAV2-
basiertes Produkt zur Behandlung von familidrer Lipoproteinlipasedefizienz (LPLD),
in der Europdischen Union zugelassen (155-157). Dies stellte einen bedeutenden Schritt
in der Entwicklung innovativer Behandlungsmethoden dar (zusammenfassend
dargestellt in (133,134). In diesem Sinne sind AAVs auch als Genvehikel fiir die
Induktion von Transgen-spezifischen Immunantworten attraktiv. Insbesondere in der
Entwicklung breitenwirksamer Influenza-Impfstoffe werden AAVs als potenzielle

Vektoren untersucht.

Im Zuge dieser Arbeit wurden rekombinante AAV2.9 als praventives Vektor-basiertes
Vakzin gegen Influenza getestet. Die Arbeit beinhaltete Verbesserungen der
Produktionstechnik rekombinanter Partikel im Labormafsstab, die Untersuchung der
Stabilitat nach Gefriertrocknung sowie der Dauer der Expression des Transgens in vivo.
Als Hauptaspekt der Arbeit wurde die Immunogenitdt und der protektive Effekt eines
AAV-vermittelten hoch-konservierten Antigens, das Influenza Nukleoprotein,
determiniert. Im Zuge der Experimente wurde ein Test zur Analyse der zytotoxischen

Immunantwort im lebenden Tier etabliert.
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5.1 VON DER PRODUKTION ZUR LAGERUNG REKOMBINANTER

AAV9-VEKTOREN

Die Produktion von AAVs im Labormafistab beruhte bislang auf adharent kultivierten
HEK 293T Zellen. Gangig und weit verbreitet ist die Kultivierung der Zellen in
150 mm Zellkulturschalen (zusammenfassend dargestellt in (192,193)). Auch die
Synthese in Rollflaschen wurde beschrieben (194). Im Zuge dieser Arbeit wurden beide
Formate getestet. Die standardmafiig angewandte Produktion in 150 mm
Zellkulturschalen erwies sich jedoch schnell als aufwendig und ertragsschwach.
Kultivierung adhdrenter HEK 293T Zellen in Rollflaschen war problematisch, da sich
oft Zellen vom Rand 16sten oder Luftblasen das Ablosen der Zellen von der Oberflache
bewirkten. Die Transfektionseffizienz sowie Zell- und Virusausbeuten waren gering,
was moglicherweise auf die unterbrochene Versorgung der Zellen mit Medium und
permanente mechanische Belastung durch die Bewegung der Flaschen zurtickzufiihren
war. Eine Alternative bestand in der Kultivierung in Spinner Flaschen. Beispielsweise
wurden Stammzellen als Suspensionskultur erfolgreich in Spinner Flaschen kultiviert
(195). Die Produktion von Viren in Spinner Flaschen wurde beispielsweise von Kati
u. a. (2015) anhand des humanen Herpesvirus 8 in der B-Zell-abgeleiteten Zelllinie
BrK.219 etabliert. Ehrke-Schulz u. a. (2016) konnten kiirzlich zeigen, dass Adenovirus 5
in Spinner Flaschen skalierbar produziert werden kann. Auflerdem wurden
rekombinante AAVs erfolgreich in Spinner Flaschen nach Transduktion von sBHK
Zellen mit humanem Herpes Simplex Virus synthetisiert (198). Die Herstellung von
AAVs mittels HEK 293sf-3f6 Zellen in Spinner Flaschen, welche an das Wachstum in

Suspension adaptiert sind, wurde bislang nicht beschrieben.

Im Zuge dieser Arbeit konnte die Kultivierung von HEK 293sf-3f Zellen in einen Liter
fassenden Spinner Flaschen erfolgreich zur Produktion hoher AAV9-Titer etabliert
werden. Eine Steigerung der Ausbeute um bis zu Faktor 10° stellt eine bedeutende
Reduzierung des Aufwands zur Herstellung der hohen Mengen an Vektor fiir
in vitro-Versuche und Tierexperimente dar. Neben der reinen Verringerung der Zeit
und des Materials im Labor konnte eine Vektorpréaparation fiir eine Vielzahl an Tieren

verwendet werden. Dadurch konnten versuchsiibergreifend gleiche Vektorqualitaten
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eingesetzt werden, was eine versuchsiibergreifende Vergleichbarkeit der

Immunantworten ermdglichte.

Bis dato ist die Ansicht verbreitet, dass sich AAVs nur schwer in hohen Titern
produzieren lieflen (81). Diese Arbeit zeigt jedoch, dass die Kultivierung Suspensions-
adaptierter HEK 293 Zellen in Spinner Flaschen eine skalierbare Methode zur
Herstellung rekombinanter AAVs darstellt, womit ein oftmals angefiihrter Nachteil

dieser Vektoren tiiberwunden werden konnte.

Als nicht-umhiillte Viren mit geringer Masse sind AAVs sehr stabil gegeniiber
Temperaturen oberhalb von 4 °C. Obwohl die Lagerung bei -80 °C von Herstellern
empfohlen wird, ist eine kurzzeitige Aufbewahrung bei 4 °C nicht mit einem Verlust
der Infektivitit verbunden (184). Die  Stabilitit gegeniiber  grofien
Temperaturschwankungen ist jedoch abhdngig vom Serotyp, was auf variable
Regionen in den Kapsid-Proteinen zuriickzufiihren ist (199). Lagerung und Transport
von AAV-Suspensionen sollten daher dennoch unter standiger Kiihlung erfolgen.
Beziiglich Schwankungen des pH-Werts ist bekannt, dass pH-induzierte Prozesse die
Faltung des N-Terminus’ des VP1-Kapsid-Proteins reversibel beeinflussen, wodurch
eine alpha-helikale Struktur verloren geht oder wieder zuriickgebildet wird. Dies gehe
jedoch nicht mit einem Verlust der Kapsid-Integritiat einher (200). Wahrend in weiten
Bereichen zwischen pH 2,5 bis 5 und 6 bis 8,0 nur eine marginale Reduktion der
Infektiositdit von AAV9-Partikeln festgestellt werden konnte, fand hauptsdchlich
zwischen pH 5 und 6 eine geringfiigige Beeintrachtigung der Transduktionseffizient
statt (201). Trotz hoher Stabilitat gegeniiber Temperatur- und pH-Wert-Schwankungen
als auch chemischem und mechanischem Stress, ist es fiir Lagerung und Transport der
Vektoren notwendig, diese mit einer entsprechenden Formulierung zu schiitzen.
Kommerziell erhéltliche Vektorpraparationen werden in der Regel auf Trockeneis
versandt (Vector Biolabs, UNC Vector Core, Cell Biolabs). Beim Versand
lyophilisierter Vektoren konnte auf Trockeneis verzichten werden. Die im Zuge dieser
Arbeit verwendeten Vektoren sollten daher auf ihre Stabilitit nach Lyophilisierung
untersucht werden. Lyophilisierung in den drei getesteten Zusammensetzungen
(Trehalose, Inulin oder Trehalose/Dextran) zeigte keinen negativen Effekt auf die

Stabilitat der Partikel. Aufserdem wurde keine Reduktion der Transduktionseffizienz
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durch Gefriertrocknung nach schnellem oder langsamem Protokoll festgestellt. AAV9
kann demnach problemlos zu Lagerungs- oder Transportzwecken als Pulver
hergestellt werden. Zur Versorgung schwer zugénglicher Regionen oder Regionen, bei
denen eine Kiihlkette moglicherweise unterbrochen werden konnte, ist dies von

groflem Nutzen.

5.2 AAV9-BASIERTE IMMUNISIERUNG INDUZIERT LANG-ANHALTENDE

TRANSGENEXPRESSION UND IMMUNANTWORT IN BL/6-MAUSEN

Uber 100 verschiedene, natiirlich vorkommende AAV-Serotypen wurden bereits
isoliert. Die Diversitit geht mit einer hohen Spezifitit gegeniiber verschiedenen
Wirtszellen einher (zusammenfassend dargestellt in (171,202)). Der im Rahmen dieser
Arbeit verwendete Serotyp AAV9 zeichnet sich durch besonders effiziente
Transduktion von Muskelzellen aus (203,204). Impfstoffe werden Menschen in der
Regel intramuskulédr verabreicht. Dies optimiert die Verfiigbarkeit und systemische
Immunogenitit des Vakzins und minimiert gleichzeitig Nebenwirkungen. Da
Muskelgewebe stark durchblutet ist, kann eine schnelle Interaktion des Antigens mit
den Makrophagen, dendritischen Zellen sowie B- und T-Zellen des Immunsystems
stattfinden (205). Dieser Interaktion ist bei einem Vektor-basierten Impfstoff noch die
Antigenexpression vorgeschaltet. Das Antigen wird erst nach Transduktion der
Muskelzellen produziert und muss dem Immunsystem tiiber MHC-Molekiile
prasentiert werden. Eine hohe Transgenexpression ist daher Voraussetzung einer
wirkungsvollen Immunisierung. Neben der systemischen Immunantwort ist fiir
Influenza eine Immunreaktion im respiratorischen Trakt von grofiem Interesse, um die
Influenzaviren unmittelbar beim Eindringen in den Wirt zu bekdampfen. Zur Induktion
einer Immunantwort in der respiratorischen Mukosa kann intranasale Verabreichung
angewandt werden. FEin Ziel dieser Arbeit war daher AAV9-basierte
Transgenexpression nach intramuskuldrer und intranasaler Verabreichung mittels
in vivo Imaging hinsichtlich der Stirke und Dauer iiber einen Zeitraum von einem Jahr
zu vergleichen. Zusatzlich wurden IgG Antikorper-Titer im Serum als Indikator der

humoralen Immunantwort korreliert.
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Die Untersuchungen dieser Arbeit belegten, dass sowohl nach intramuskuldrer als
auch intranasaler, einmaliger Applikation des AAV9-Vakzins die Expression des
Transgens maximal ist (sieche Abbildung 7). Eine zweite Immunisierung fiihrte nicht zu
einer Steigerung der Transgenexpression und erschien daher nicht erforderlich. Es
kann angenommen werden, dass aufgrund der ersten Immunisierung gebildete
AAV9-spezifische Antikorper (siehe Abbildung 8) schon wihrend der zweiten
Immunisierung neutralisierend wirken. Eine zweite Verabreichung wiirde dann
vielmehr zusatzlich die Bildung neutralisierender Antikorper fordern, was eine
erneute Immunisierung zu spateren Zeitpunkten (z.B. ein Jahr/eine Influenza-Saison
spater) schwieriger gestalten wiirde. Wie erwartet ist die Transgenexpression nach
intramuskuldarer Immunisierung deutlich starker als nach intranasaler. Erwdhnenswert
ist, dass intranasale Applikation zur Expression im oberen und unteren
respiratorischen Trakt fiihrt. Dies kann von Vorteil sein, da humane Influenzaviren
primdr im oberen respiratorischen Trakt Epithelzellen und Zilienzellen mit «a-2,6-
verkniipfter Sialinsdure als Rezeptor auf der Oberfliche infizieren, wahrend avidre
Influenzaviren bevorzugt an Zilien-freie Zellen und Pneumozyten Typ II des unteren
respiratorischen Trakts mit a-2,3-verkniipfter Sialinsdure binden (5,206). Auch wenn
gezeigt wurde, dass von Mensch zu Mensch iibertragene humanpathogene Subtypen,,
vorrangig an Zellen des oberen respiratorischen Trakts binden (207), erscheint eine
lokale Immunantwort beim Auftreten einer Variante, die moglicherweise Zelltypen
beider Regionen infizieren kann oder trotz Restriktion ans untere respiratorische

Gewebe tibertragen werden kann, vorteilhaft.

AAV2 fiihrt nachweislich zu einer 1,5-Jahre-anhaltenden Transgenexpression in
Mausen (146). Fir AAV9 konnten hohe Expressionsraten nach systemischer (171),
intratrachealer oder intranasaler (208) Verabreichung detektiert werden. Innerhalb
dieser Arbeit wurde erstmals die Expression eines AAV9-vermittelten Reportergens
tiber die Dauer von einem Jahr mittels in vivo Imaging mit gleichzeitiger Verfolgung
der Transgen-spezifischen humoralen Immunantwort untersucht. Auch 12 Monate
nach Immunisierung konnte kein Riickgang der Transgenexpression festgestellt
werden. Nach intramuskulédrer Injektion waren die Titer der Transgen-spezifischen

Antikorper starker als nach intranasaler Verabreichung, was vermutlich auf starkere
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Transgenexpression zuriickzufithren ist. Auffillig war, dass die Titer beider
Versuchsgruppen nach sechs Monaten wieder geringer wurden. Des Weiteren konnte
in dieser Arbeit noch ein Jahr nach Immunisierung eine bestehende zellulédre
Immunantwort gegen das Transgen detektiert werden. Da diese zum Abbau der
Antigen-prédsentierenden Zellen beitragt, konnte anhand der reaktiven T-Zellen der
Riickgang der Titer erkldart werden. Die stabile Transgenexpression kann folglich
dadurch verdeutlicht werden, dass Zellen transduziert wurden, die nur sehr schwach
MHC-Molekiile exprimieren und so das Antigen zwar produzieren, jedoch nur
geringfiigig MHC-gebunden prasentieren. Moglicherweise sind nach sechs Monaten
MHC-positive, nicht jedoch MHC-negative, Antigen-produzierende Zellen lysiert,
wodurch die Transgenexpression weiterhin stabil bleibt, die Antikdrperantwort jedoch
stetig abnimmt. Zu welchem Anteil MHC-positive und MHC-negative Zellen
transduziert werden, konnte Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen anhand von

MHC- und Antigen-spezifischer Farbung von Gewebeschnitten sein.

Obwohl intranasale Immunisierung eine geringere Transgenexpression und
schwéchere humoraler Inmunantwort induzierte, ist ein dauerhafter protektiver Effekt
gegen Influenza dank einer moglichen mukosalen Immunreaktion anzunehmen. Dies

gilt es in weiteren Versuchen zu bestimmen.

5.3 HOMOLOGER SCHUTZ NACH AAV9-VERMITTELTER IMMUNISIERUNG

MIT INFLUENZA NUKLEOPROTEINEN

Voraussetzung fiir die Untersuchung einer heterologen Schutzwirkung war die
Sicherstellung des protektiven Effekts gegen eine Infektion mit dem homologen
Subtyp. Im Rahmen fritherer Studien wurde untersucht, ob das AAV-vermittelte NP
des humanpathogenen, pandemischen Influenza-Subtyps (HIN1pdm(9) gegen eine
homologe Belastung protektiv ist (179). Immunisierte Bl/6-Maduse wurden mit dem
humanen HIN1pdm09 infiziert. Da dieser Subtyp nicht an die Maus adaptiert und
daher im Mausmodell auch geringfiigiger pathogen war, tiberlebten auch ein Drittel
der Kontrolltiere die Infektion. Alle immunisierten Tiere konnten trotz der
Entwicklung von Symptomen das Virus bekdmpfen. Eines der Ziele dieser Arbeit

bestand in der Replikation dieser Ergebnisse. Es wurden ebenso Bl/6-Méuse mit dem
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AAV-vermittelten NP des Subtyps HIN1pdm09 immunisiert. Das NIBSC (National
Institute for Biological Standards and Control, Potters Bar, Grofsbritannien) stellte dazu
den Belastungsstamm zur Verfligung, welcher durch Passagieren an das murine
Modell adaptiert wurde. Die am NIBSC ermittelte MLDso wurde fiir diese Versuche
verwendet. Neun der zehn immunisierten Tiere tiiberlebten die Infektion (siehe
Abbildung 12). Ein immunisiertes Tier musste wahrend des Beobachtungszeitraums
von 14 Tagen eingeschldfert werden. Wie auch schon bei Sipo und Kollegen (2011)
tiberlebten 40 % der Kontrolltiere die Infektion. Dies erklart sich durch eine
unzureichende Adaption des humanen Virus an das Mausmodell. NIBSC nutze fiir die
Bestimmung der MLDso eine Kreuzung aus Bl/6 und Balb/C-Mausen. In dieser Arbeit
wurden reine Bl/6 verwendet, in denen das Virus trotz Adaptation offenbar eine

geringere Letalitat ausweist.

Um eine homologe Schutzwirkung des AAV-NP gegen eine zu 100 % letale Belastung
nachzuweisen, wurde das NP des in der Maus hoch-pathogenen Subtyps PR8 als
Antigen verwendet. Nach Belastung mit PR8 mussten alle Kontrolltiere aufgrund
starken Gewichtsverlusts eingeschladfert werden, wéahrend alle immunisierten Tiere die
Infektion {tiberlebten (siehe Abbildung 12). Dies zeigte, dass die AAV-vermittelte

Immunantwort ausreichend stark gegen ein aggressiv replizierendes Virus war.

Die Induktion aktivierter CD8* T-Zellen wurde schon 1986 von Taylor und Askonas als
Mediator einer zytotoxischen Immunreaktion nachgewiesen. Bei der Immunisierung
mit Virus-internen Antigenen korreliert sie mafigeblich mit der Schutzwirkung des
Vakzins. Es kann jedoch auch ein Beitrag nicht-neutralisierender Antikorper postuliert
werden. Obwohl NP-spezifische Antikorper die Influenzaviren nicht neutralisieren,
stehen NP-bindende Antikorper in Verdacht eine protektive Wirkung zu fordern.
Carragher und Kollegen konnten 2008 nach Immunisierung mit 1oslichem NP des
Subtyps PR8 die Letalitit und Virusreplikation in homolog-infizierten Mausen
reduzieren. Bei dem Versuch war entscheidend, dass starke Antikorper-Antworten,
jedoch kaum T-Zell-Antworten induziert wurden. Auflerdem waren Antikorper-
defiziente Tiere nicht geschiitzt, was auf eine Beteiligung nicht-neutralisierender
Antikorper hinweist. Bei dieser antikorperabhangigen zellvermittelten Toxizitéat

(ADCC, engl. antibody dependent cellular cytotoxicity) binden Effektorzellen wie

107



DISKUSSION

natiirliche Killerzellen, dendritische Zellen, Makrophagen aber auch Granulozyten
tiber Fc-Rezeptoren die konstante Doméne der Antikorper, die an das der infizierten
Zellen prasentierte Antigen gebunden sind (211,212). Daraufhin schiitten die Zellen
Perforine und Granzyme aus, die zur Lyse der infizierten Zelle fithren. ADCC wird als
potentieller Bestandteil eines breitenwirksamen Schutzes diskutiert. Auch im Rahmen
der homologen Infektionsversuche dieser Arbeit kann eine antikorperabhdngige
zellvermittelte Toxizitdt eine Rolle gespielt haben. Versuche mit einem Konstrukt, in
dem das immunodominante NP CD8* Epitop des Impfstammes dem Belastungsvirus
angepasst wurde, zeigen jedoch, dass ADCC keine Wirkung bei heterologer Belastung
hat (siehe Abschnitt 4.5).

5.4 FEHLENDER HETEROLOGER SCHUTZ NACH AAV9-VERMITTELTER

IMMUNISIERUNG MIT INFLUENZA NPpdmo9

Nachdem sichergestellt war, dass die AAV-basierte Immunisierung auch gegen PR8 im
homologen Modell gewihrleistet ist, sollte eine Schutzwirkung im heterologen Modell
untersucht werden. Bereits 1993 wurde nach DNA-Immunisierung gegen das NP ein
breitenwirksamer Schutz in Mausen nachgewiesen (213). Mehr als ein Jahrzehnt spater
lag der Fokus von Versuchen zur Induzierbarkeit breitenwirksamer Immunantworten
auf der Ubertragung konservierter Proteine mittels viraler Vektoren. Als stark
immunogener Vektor konnte der Transfer des Nukleoproteins mittels rekombinantem
Adenovirus 5 Méuse vor einer letalen Infektion mit H5N1, H3N2 und H1N1 schiitzen
(214). Hervorzuheben ist, dass seine intranasale Verabreichung gegeniiber einer
intramuskuldren von Vorteil war. Als ein vielversprechender Vektor zu
Immunisierungszwecken gilt auch ein attenuiertes Pockenvirus, MVA (engl. modified
vaccinia virus Ankara virus) (zusammenfassend dargestellt in (81)). MVA-basierte
Immunisierung mit dem NP als alleiniges Antigen oder dem NP als Komponente eines
multivalenten Impfstoffes war in der Lage Mause zu schiitzen (119). Zudem konnte im
Jahr 2015 das NP als essentielle Komponente eines multivalenten Impfstoffes
determiniert werden (215). In allen Versuchen wurde der Schutz durch eine Antigen-
spezifische CD4* und/oder CD8* T-Zell-Antwort begriindet. Sipo und Kollegen (2011)
setzten das NP ebenfalls als Komponente eines trivalenten Impfstoffes ein. Wie bereits

beschrieben (siehe Seite 35) wurde das Uberleben von 40 % der Miuse auf eine
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NP-spezifische- T-Zell-Antwort zuriickgefiihrt. Auf Basis dieser Ergebnisse wurde im
Zuge dieser Arbeit das NP des Subtyps HINIpdm09 als monovalentes
AAV-vermitteltes Antigen gegeniiber einer Belastung mit PR8 getestet. Obwohl eine
T-Zell-Antwort gegen das immunodominante Epitop des NPrrs induziert wurde,

konnte kein protektiver Effekt festgestellt werden (siehe Abschnitt 4.4).

So wie nach Belastung mit PR8 im homologen Modell (Immunisierung mit NPrrs) die
Viruslast in der Lunge drei Tage nach der Infektion signifikant geringer war, konnte
auch eine signifikante Reduktion im heterologen Modell (Immunisierung mit NP pamoo)
beobachtet werden (siehe 4.8). Auch wenn statistisch die Reduktion schwacher
signifikant war (NPrrs p=0,0067 gegen NPpimos p =0,0242) kann doch angenommen
werden, dass der Titer aufgrund einer Immunreaktion verringert war. Welcher Art die
Reaktion war und welche Komponenten (angeboren oder erworben) dabei eine Rolle
spielten kann aus den zur Verfligung stehenden Daten nicht ermittelt werden.
Interessant wire eine longitudinale Korrelation der Viruslast mit dem Gewichtsverlust
iiber den Beobachtungszeitraum von 14 Tagen hinaus und eine detaillierte
Bestimmung aussagekréftiger Parameter der angeborenen Immunantwort sowie der
erworbenen T-Zell Immunitdt. De facto konnte eine anfdngliche Verringerung des
replizierenden Belastungsvirus in dem Modell nicht vor dem letalen Verlauf der

Infektion schiitzen.

Es stellte sich darauthin die Frage, welchen Beitrag der Vektor bei den genannten
Studien, in welchen das NP als monovalentes Antigen gegen heterologe oder
heterosubtypische Influenzaviren schiitzte, leistete. Verglichen zu AAVs sind die oben
angefiihrten Vektoren stark immunogen. Charakteristisch fiir rAd5 (216) und MVA
(217) ist eine intrinsische Immun-stimulierende Aktivitat, die mit der eines Adjuvans
vergleichbar ist. Nach zwei Riickschldgen innerhalb klinischer Studien, in denen
Adenoviren als Vektoren dienten, fokussiert sich die Forschung in dem Bereich
adenoviraler Vektoren auf ihre Sicherheit (zusammenfassend dargestellt in (81)). MVA
gilt weiterhin als potentieller Kandidat fiir vektorielle Vakzine. Eine Erklarung fiir die
fehlende protektive Wirkung des AAV-NP Vektors ist daher moglicherweise auch eine

schwach immunogene Wirkung des Vektors selbst.
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Bezugnehmend auf die Versuche von Sipo et al. (2011) kann postuliert werden, dass ein
partieller, heterologer Schutz nach Immunisierung mit dem AAV-basierten trivalenten
(NP+HA+M1) Vakzin nicht nur durch eine NP-spezifische CTL-Antwort ausgeldst
wurde. Denkbar ist auch eine Beteiligung einer HA-spezifischen T-Zell-Antwort, die in

Kombination mit den NP-reaktiven T-Zellen protektiv wirkt.

5.5 IMMUNODOMINANTES EPITOP NP366-374 TRAGT ENTSCHEIDEND ZU

PROTEKTIVEM EFFEKT BEI

Bei Menschen ist nach einer natiirlichen Influenza-Infektion eine CD8* T-Zell-Antwort
gegen das Nukleoprotein gegeniiber anderen Proteinen dominant (212). Bei humanen
Varianten konnte genauer eine Dominanz bestimmter NP-Epitope beschrieben werden
(187,188). Im murinen H2-Db-Modell wurde eine Immunodominanz des Epitops NPsee-
s nachgewiesen (179,185,186). Im Zuge dieser Arbeit sollte der protektive Anteil des
NPsss-374-Epitops quantifiziert werden. Dazu wurde ein Austausch einer Aminosaure,
die neben zwei weiteren Aminosduren den Kontakt der Antigen-prasentierenden Zelle
zum T-Zell-Rezeptor vermittelt, vorgenommen. Es wurde festgestellt, dass Tiere,
welche in der heterologen Belastung mit PR8 nicht geschiitzt waren (siehe Abschnitt
4.4), nach Angleichen des Epitops an den Belastungsstamm das Virus zu 60 %
bekdmpfen konnten (siehe Abschnitt 4.5). Des Weiteren werden die Ergebnisse durch
die determinierte signifikante (p=0,0160) Reduktion der Viruslast an Tag drei nach

Belastung unterstiitzt (siehe 4.8).

Dies unterstreicht den starken Effekt einer sehr spezifischen zelluldaren Immunantwort.
Im Umkehrschluss verdeutlicht das Ergebnis, dass Influenzaviren durch Mutationen in
T-Zell Epitopen gezielt einer zelluldaren Immunantwort ausweichen konnen. Weiterhin
kann angenommen werden, dass antikorperabhingige zellvermittelte Toxizitdt in
diesem Modell keine Rolle spielt. Anderenfalls wére dieser Effekt auch schon bei

Belastung der NPpamoo-immunisierten Mause messbar gewesen.
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5.6 FEHLENDER SCHUTZ NACH IMMUNISIERUNG MIT CD8* T-ZELL-

EPITOPKETTE

Nachdem wie oben beschrieben der Einfluss eines einzelnen immunreaktiven Epitops
quantifiziert wurde, konnte die Breitenwirksamkeit der Immunisierung mit einer Kette
aller immunrelevanten CD8* NP-Epitope aller bekannter Subtypen konstatiert werden.
AAV-basierte Immunisierung mit der Epitopkette induzierte in der Maus CD8*
T-Zellen, welche reaktiv gegen das immunodominante Epitop der Subtypen
HIN1pdm09 und PR8 (siehe Abbildung 15) wirkten. Im Infektionsversuch unterlagen
die Tiere jedoch einem rapiden Gewichtsverlust. Obwohl nicht signifikant nachweisbar
schienen die immunisierten Tiere schneller an Gewicht zu verlieren als Tiere der
Kontrollgruppe (siehe Abbildung 15). Anders als geschiitzte Tiere (NPrrs, NPvszim)
zeigten diese Méuse an Tag drei nach der Belastung keine Veranderung beziiglich der
Viruslast von replikationskompetenten Influenzaviren in der Lunge verglichen zur
Kontrollgruppe (leer). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass immunisierte Mause
nach dem Erreichen des humanen Endpunktes geringere Zellinfiltrationen und
Gewebeschadigungen in der Lunge aufwiesen. Aufierdem konnte zu diesem Zeitpunkt
mittels Influenza A-spezifischer Farbung mehr Viruspartikel in den Bronchien und
Alveolen nachgewiesen werden. Dies deutet auf eine schwache Rekrutierung von
Immunzellen in infizierte Regionen des unteren respiratorischen Traktes hin. Zur
weitergehenden Untersuchung der im in vitro-Assay detektierten reaktiven T-Zellen
wurde ein in vivo-Assay etabliert, anhand dessen die Lyse Antigen-prasentierender
Zellen im lebenden Tier verfolgt werden konnte. Der Test ermdglichte nach bisherigem
Erkenntnisstand erstmals die Lokalisierung intravends injizierter, Epitop-bindender
Prasenterzellen und deren zeitabhingige Eliminierung durch reaktive zytotoxische
T-Zellen mittels in vivo-Imaging zu verfolgen (siehe Abschnitt4.7). So konnte im
homologen Modell unter Verwendung NPrrs-immunisiserter Méuse verdeutlicht
werden, dass etwa 50 % der Antigen-prasentierenden Zellen innerhalb von sechs
Stunden abgebaut wurden. Nach weiteren sechs Stunden konnten keine Zellen mehr

detektiert werden.

Hinsichtlich der Detektion der Zellen im Tier konnten zusatzlich Verbesserungen des

Assays vorgenommen werden. Die Detektion der Zellen im Tier wurden in dieser
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Arbeit anhand der Detektion von Luciferase durchgefiihrt. Nachteil dieses Markers ist,
dass das Substrat D-Luciferin zuvor intraperitoneal injiziert werden muss. Dessen
Bioverfiigbarkeit und Metabolisierung ist unter anderem vom Gewicht, sowie der
Nahrungs- und Wasseraufnahme des Tieres abhdngig und daher von Individuum zu
Individuum stark variabel. Es konnte beispielweise bei einer ersten Messung eines
Tieres zundchst kein Signal detektiert werden. Die zweite Messung zeigte jedoch eine
starke Luciferase-Expression. Das negative Ergebnis der ersten Messung deutet daher
auf eine fehlerhafte Aufnahme des Substrats hin. So musste die Injektion von
D-Luciferin wéahrend der Versuche zeitlich sehr genau abgestimmt werden, um
Schwankungen durch Resorption und Abbau des Substrats zu vermindern.
Uberwunden werden konnte die Problematik durch Verwendung eines
Fluoreszenzmarkers anstatt der Luciferase. Fluoreszenzmarker konnten ohne
vorherige Verabreichung eines Substrats mit Hilfe des in vivo-Imagers detektiert
werden. Da die Detektion von Luciferase im Gegensatz zu Fluoreszenz jedoch ohne
Hintergrundsignal sehr viel einfacher und sicherer ist, wurde in dieser Arbeit zunéachst
auf Luciferase zuriickgegriffen. Farbstoffe, die im Bereich groflerer Wellenlangen
emittieren und so einen geringeren Hintergrund durch Autofluoreszenz und bessere
Penetrationseigenschaften aus tieferen Geweben nach Aufden aufweisen, wurden fiir

diese Zwecke entwickelt (218).

Anhand des in vivo-Tests wurde ersichtlich, dass, obwohl T-Zellen, die durch das
komplette NP-Protein induziert wurden, NPsssn-prasentierende Zellen lysieren
konnen, wahrend T-Zellen, die mittels Epitopkette induziert wurden, dies nicht
vermitteln konnten. Das kénnte an mangelnder Rekrutierung der Lymphozyten zu
dem infizierten Gewebe oder an unzureichender Aktivierung liegen. Weiterfiihrende
Versuche sollten die Expression des Homing-Rezeptors CD62L, die Produktion von
IL-2, des IL-2-Rezeptors als auch die Sekretion von TNF-a adressieren. Wird CD62L
exprimiert, werden die Zellen in sekundare lymphatische Gewebe rekrutiert und
konnen nicht in infizierte Gewebe infiltrieren. IL-2 stellt in einer positiven
Riickkopplungsschleife mit dem IL-2 Rezeptor das Signal zur Proliferation und
Differenzierung aktivierter CD8*T-Zellen. Bei viralen Infektionen sind zur

Stimulierung von CD8*T-Zellen meistens jedoch zusitzliche Signale von
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CD4+* T-Helferzellen erforderlich. Dabei stimuliert die Antigen-prdsentierende Zelle
zundchst die CD4* T-Zelle, welche riickkoppelnd zur vermehrten Expression von
Faktoren wie B7 (219-221) oder 4-1BB (222-224) fiihrt, die wiederum ko-stimulierend
auf CD8* T-Zellen wirken und so die Proliferation induzieren. Da die Epitopkette
lediglich CD8* T-Zell-Epitope kodiert, wird durch Immunisierung eine Aktivierung
von CD4* T-Helferzellen nicht gefordert. Folglich fehlt der ko-stimulierende Effekt,
was die beschriebenen Ergebnisse erkliren kann. Wahrend fiir CD8* T-Zellen der
protektiven NPs im homologen Versuch die Expression der Zytokine IL-2 und TNF-a
mittels intrazelluldrer Zytokinfarbung nachgewiesen werden konnte, wurde der Test
nicht im Versuch mit der Epitopkette durchgefiihrt. Ob also T-Zellen von Mausen,
immunisiert mit der Epitopkette, ko-stimulierende Faktoren synthetisieren, wurde
bislang nicht geklart. Diese Ergebnisse konnten jedoch zum weiteren Verstandnis

Epitop-basierter Vakzine beitragen.

Eine weitere Annahme stiitzt sich auf Erfahrungen anderer Wissenschaftler
(personliche Kommunikation innerhalb des UNISEC-Konsortiums), wonach
Epitop-basierte Immunisierung zu verstarkten Symptomen nach Influenza-Infektion
im Mausmodell verglichen zur Kontrollgruppe fiihrten. Als Ursache wird eine
Hyperstimulierung des adaptiven Immunsystems angesehen. Die Problematik einer
ausbalancierten Influenza-spezifischen CTL-Antwort wird umfassend von Duan und
Thomas (2016) (51) behandelt. Ziel ware demnach eine Kette mit weniger Epitopen zu
erzeugen, um so eine definiertere Immunantwort zu generieren. Zur Determination
der optimalen Anzahl von Epitopen sollten idealerweise grofse Vergleichsstudien mit
mehreren Konstrukten angesetzt werden. Bedacht werden sollte dabei, dass fiir eine
Mauslinie nur ein MHC-Klasse-I-Haplotyp existiert, wahrend im Menschen
natiirlicherweise diverse HLA Polymorphismen vorkommen. Das Prinzip einer Kette
mehrerer CD8* T-Zell-Epitope zur Induktion eines Subtyp-iibergreifenden Schutzes
kann daher zwar an Mausen untersucht werden, ist jedoch schwer auf das humane

System tibertragbar.
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5.7 ZUSAMMENFASSENDE DARSTELLUNG

In Anbetracht der Ergebnisse dieser Arbeit kann geschlussfolgert werden, dass das
Nukleoprotein als monovalentes Antigen keinen umfassenden Schutz bieten kann. Es
eignet sich einen Subtyp-spezifischen, nicht jedoch einen breitenwirksamen Schutz zu
generieren. Trotz der hohen Sequenzhomologie geniigen minimale Unterschiede in
T-Zell-Epitopen, um eine funktionellen Immunreaktion zu unterbinden. Vielmehr
sollten, wie in Abbildung 21 dargestellt, verschiedene Antigene kombiniert werden.
Dies induziert nicht zur eine zellulire und humorale Immunreaktion, sondern kann
auch Antikorpertiter steigern, um so beispielsweise auch Menschen hoheren Alters
effizient zu immunisieren (226). Interessant ware im Rahmen des EU-Projektes
UNISEC AAV-basiertes NP in Kombination mit HA-Stamm-Konstrukten zu testen.
Antikorper gegen die konservierte Stammregion des HA’s konnen kreuzreaktive
Influenzaviren verschiedener Subtypen neutralisieren (227-230). Ein mogliches
Ergebnis konnte die Induktion einer zellularen Antwort mit zusatzlicher Produktion
breiten-neutralisierender Antikorper sein. Aufierdem sollte untersucht werden, ob die
Titer der Antikorper so gesteigert werden konnen. Bedacht werden sollte dennoch,
dass auch Stamm-spezifische Antikorper spezifisch gegen Viren der phylogenetischen
Gruppe 1 (wie H1 und H5) oder Viren der Gruppe 2 (wie H3 und H7) neutralisierend

sind, oft jedoch nicht gegen alle Influenzaviren.

Vielversprechend erscheint die Etablierung Epitop-basierter, —multivalenter
breitenwirksamer Impfstoffe. Dabei sollten Epitope zur Induktion einer moglichst
breitgefacherten Immunantwort eingesetzt werden. Ein potentieller Kandidat,
bestehend aus Epitopen von HA, M1 und NP, wurde von BiondVax entwickelt und

bereits in klinischen Studien erfolgreich auf die Sicherheit im Menschen gepriift (106).

114



DISKUSSION

wielte A”“QGILEk

A\
\x@(\
Qf

f o)
! @SS/
v c

2

Breitenwirksamer Influenza-Impfstoff

Induziert durch

Abbildung 21: Anforderungen an einen breitenwirksamen Influenza-Impfstoff

Kreuzreaktivitdt sollte durch zytotoxische T-Zellen und breiten-neutralisierende Antikdrper vermittelt
werden. Unterstiitzend sollte auch CD4+ T-Helferzellen induziert werden, um die Proliferation der
zytotoxischen T-Zellen zu unterstiitzen. Antikérperabhingige zellvermittelten Toxizitdt stellt eine
Verbindung zwischen Komponenten der angeborenen und adaptiven Immunantwort dar und umfasst
sowohl HA-Stamm-spezifische Antikorper als auch Antikorper gegen konservierte Proteine (NP+M1).
Eine AAV-basierte Expression der Antigene kann Vorteile gegeniiber nicht-vektorieller Immunisierung

haben.

AAV-basierte Immunisierung bietet gegeniiber Peptiden den Vorteil der
langanhaltenden Transgenexpression und Stabilitit. AAVs haben verglichen zu
anderen viralen Vektoren den Vorzug, dass sie sicher im Menschen eingesetzt werden
konnen. Eine intranasale Verabreichung konnte auch fiir AAV-basierte Vektoren die
Applikationsroute der Wahl sein. Erwahnenswert ist zudem, dass AAVs ohne Zugabe
eines Adjuvans starke Immunreaktionen induzieren. Sobald ein Antigen als
immunogener und protektiver Impfstoff etabliert ist, sollte eine AAV-basierte

Vermittlung eruiert werden.
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Diese Arbeit zeigt, dass bei der Entwicklung breitenwirksamer Influenza-Vakzine das
Nukleoprotein beriicksichtigt werden sollte, da es eine robuste, T-Zell-vermittelte
Immunreaktion gegen konservierte Bereiche auslost. Da es dennoch dem Immundruck
ausweicht, sollte es als Teil eines multivalenten Impfstoffes dienen, der iiber breiten-
neutralisierende Antikdrperantworten, ADCC und T-Zell-Antworten protektiv ist. Zur
Induktion einer lang anhaltenden Immunantwort ist die vektorielle Immunisierung
der Protein-basierten Immunisierung vorzuziehen, wobei AAVs zur Ubertragung der

Antigene absolut geeignet sind.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die permanente Entstehung von Driftvarianten des Influenzavirus reduziert die
Effektivitat der derzeit angewandten Stamm-spezifischen Grippeschutzimpfung und
erschwert eine zeit- und kosteneffizienten Produktion. Zusatzlich bergen zoonotische
Influenza-Subtypen starkes pandemisches Risiko, was die Entwicklung eines
breitenwirksamen Impfstoffes forciert. Als Teil des von der EU geforderten UNISEC-
Projekts wurde innerhalb der vorliegenden Arbeit ein vektorielles Impfstoffsystem
untersucht, welches durch Immunisierung gegen das hoch-konservierte Influenza
Nukleoprotein (NP) mittels Adenovirus-assoziierten Virus Serotyp 9 (AAV9) eine

langanhaltende kreuzreaktive T-Zell-Antwort induziert.

Es konnte mittels in vivo Imaging im Mausmodell eine stabile AAV9-basierte
Transgenexpression sowohl nach intramuskuldrer als auch nach intranasaler
Applikation iiber einen Zeitraum von 12 Monaten verfolgt werden. Die Starke der
Transgen-spezifischen humoralen Immunantwort im Serum und der Nachweis einer
T-Zell-Reaktion 12 Monate nach Immunisierung wies die Induzierbarkeit einer

langanhaltenden Immunitat nach.

AAV-basierte Immunisierung mit dem NP des pandemischen Virus Influenza A
HIN1pdm09 und dem NP der Maus-adaptierten Variante Influenza A HIN1 PR8
filhrte zu starken T-Zell-Antworten im Mausmodell und schiitzte die Tiere nach
homologer Belastung. Obwohl Ergebnisse fritherer Studien auf eine Kreuzreaktivitat
NP-spezifischer T-Zellen hinweisen, konnte eine Immunisierung mit dem NP von
HINIpdm09 nicht gegen eine heterologe Belastung mit PR8 schiitzen. Das
immunodominante CD8* T-Zell-Epitop (NPsss-374) wurde folglich durch Punktmutation
an PR8 angepasst. Dieses modifizierte Konstrukt vermittelte eine bislang noch nicht im
Belastungsversuch quantifizierte Impfeffektivitit von 60 %. Basierend auf diesen
Ergebnissen ~war ein subtyp-libergreifender Schutz nach AAV-basierter
Immunisierung mit einer synthetischen Kette aller immunrelevanten CD8*
T-Zell-Epitope der verwendeten Mauslinie wahrscheinlich. Immunisierung mit diesem

Vektor schiitzte die Tiere im Belastungsversuch mit PR8 jedoch nicht. Dies konnte auf
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eine fehlende Induktion weiterer Komponenten des Immunsystems als den NP

Epitop-spezifischen CD8* T-Zellen zuriickgefiihrt werden.

Erstmalig konnte im Zuge der vorliegenden Arbeit ein System etabliert werden, das es
erlaubt die zytotoxische Aktivitdt spezifischer CD8* T-Zellen im lebenden Tier mittels
in vivo Imaging zu verfolgen. Anhand des Assays konnte nachgewiesen werden, dass
nach AAV-basierter Immunisierung mit dem Volllingen-NP spezifische T-Zellen
unmittelbar Target-Zellen im Tier eliminieren konnten. Dieser in vivo-Effekt konnte

nach Immunisierung mit der Epitopkette jedoch nicht nachgewiesen werden.

Wahrend im Rahmen der vorliegenden Arbeit Schwachstellen eines NP-basierten
monovalenten Impfstoffes aufzeigt werden konnten, konnte gleichzeitig
geschlussfolgert werden, dass eine starke NP-spezifische Immunreaktion innerhalb
einer multivalenten Immunisierung eine wichtige Rolle zugeschrieben werden kann.
AAV  eignet sich  aufgrund  vorteilhafter = Charakteristika  beziiglich
Produktionseffizienz, Lagerung, Sicherheit im Menschen sowie Dauer und Starke der
Transgen-spezifischen Immunantwort ausgezeichnet fiir die Entwicklung einer

Vektor-basierten, breitenwirksamen Influenza-Vakzine.
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SUMMARY

The permanently evolving drift variants of influenza virus often reduce the
effectiveness of commonly used strain-specific flu vaccines and make it difficult to
produce vaccines in a time and cost effective manner. This, and the near certainty of a
zoonotic influenza infection leading to a new pandemic in the future, drives efforts to
develop broadly-protective vaccines. As part of the EU-funded UNISEC project, this
work investigated a vectored vaccine system based on immunization against the highly
conserved influenza nucleoprotein (NP). The aim was to use adenovirus-associated
virus serotype 9-mediated NP gene transfer to induce a long-lasting, cross-reactive T

cell response.

Stable AAV9-mediated transgene expression over a period of 12 months following
intramuscular or intranasal administration in mice was demonstrated by in vivo
imaging. The levels of transgene-specific antibodies and T-cells maintained during this

time confirmed the induction of a sustained immune response.

Immunization of mice with AAVs expressing the NP of the pandemic influenza A
strain HIN1pdmo09 and of the mouse-adapted laboratory strain A HIN1 PR8 resulted
in strong T cell responses and after challenge with the homologous influenza, all mice
were protected. Although previous data had indicated that NP-specific T cells were
cross-reactive, immunization with the NP of HIN1pdm09 was not able to protect
against heterologous challenge with PR8. The AAV-NP of HIN1pdm09 was therefore
modified by point mutation to match the immunodominant epitope (NPsss-374) of PRS.
This showed, for the first time, that the epitope is protective for at least 60 % of the
animals tested. Based on these results, it seemed likely that AAV-mediated
immunization using a synthetic chain of all known NP CD8* T cell epitopes for the
mouse strain would be broadly protective. However, mice immunized with such a
vaccine succumbed rapidly to challenge with PR8. This may be explained by the lack of

immune responses other than selected NP epitope-specific CD8* T cells.

The work presented here included, for the first time, the establishment of a system to

track the cytotoxic activity of specific CD8* T cells in living animals using in vivo
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imaging. Using this assay it was possible to demonstrate that, whereas T-cells induced
by AAVs expressing the complete NP were able to rapidly clear target cells from the
body, no such in vivo effect was observed after immunization with the NP epitope

chain.

This work demonstrates that although NP-based monovalent vaccines have
weaknesses that need to be overcome, it nevertheless confirms that a strong NP-
specific immune response could play a critical role as part of a multivalent vaccine. The
advantages of AAV with regard to manufacturing efficiency, storage, safety in humans
as well as the duration and strength of transgene-specific immune response, make it an
excellent candidate for the further development of vectored broadly-reactive influenza

vaccines.
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