3 Ergebnisse

3.1 Konstruktion und Charakterisierung von Anef-RTSHIV's

Ziel dieses Projekts war die Entwicklung von Anef-SHIV-Mutanten zur spezifischen
Untersuchung der Schutzmechanismen von SIV nef-Deletionsmutanten im SIV/Rhesusaffen
Impfstoff-Modell. Obwohl HIV nef-Deletionsmutanten durch die mittlerweile belegte, zeitlich
verzogerte Induktion von AIDS nicht mehr als Impfstoffe in Frage kommen, sind die nach
Immunisierung auftretenden protektiven Mechanismen nicht vollig gekliart. Die zu
untersuchende Frage ist, ob Immunisierung mit nef-Deletionsmutanten die Infektion durch
den Wildtyp dadurch verhindert, da3 eine bisher nicht genau beschriebene Immunantwort
induziert wird oder ob sich die Wildtyp-Infektion aufgrund des Mangels an uninfizierten
Zielzellen nicht manifestieren kann. Vorstellbar ist, dal durch Vorhandensein des
Immunisierungsvirus die primédren, CCRS5-positiven Zielzellen fiir SIV bzw. HIV zum
grofiten Teil infiziert sind und somit das Belastungsvirus zu wenig Moglichkeiten zur
Replikation und Verbreitung im Organismus hat. In dieser Arbeit sollten zumindest die

Grundlagen geschaffen werden, diese Frage mittels eines Tiermodells zu untersuchen.

Hinweise dazu sollte ein Experiment liefern, in dem das Immunisierungsvirus, die nef-
Deletionsmutante, nach Entwicklung einer mdglichen Immunantwort durch medikamentdser
Unterdriicken der Replikation davon abgehalten wird, samtliche Zellen zu infizieren. Nach
therapeutischer Inhibition der nef-Deletionsmutante konnen sich relativ schnell die
potentiellen Zielzellen fiir das Wildtyp-Virus regenerieren, wéhrend eine mdglicherweise
protektive Immunantwort erhalten bliebe (Abbildung 3-1). Unserer Arbeitsgruppe wurde von
Prof. Dr. K. Uberla (Institut fiir Molekulare und Medizinische Virologie, Bochum)
freundlicherweise der Molekularklon eines SIVmac239 zur Verfiigung gestellt, in dem das
eigentliche Gen fiir die Reverse Transkriptase durch das aus HIV-1 stammende Gen ersetzt
wurde (Uberla et al., 1995). Die aus diesem Molekularklon entstehenden Viren sind sensitiv
gegeniiber pharmazeutischen Non-Nukleosid-Analoga Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
(NNRTI), wie sie auch bei der HIV-Therapie eingesetzt werden. Die SIV-Reverse
Transkriptase jedoch wird von solchen HIV RT-Inhibitoren wie z.B. Viramun® (Boehringer
Ingelheim) nicht beeinfluflt. Somit kann im Tiermodell nach Immunisierung mit der oben
genannten Reversen Transkriptase-SIV/HIV Chimidre (RTSHIV) diese Mutante durch
medikamentdse Behandlung im Organismus in ihrer Verbreitung gehemmt werden, ohne daf3

das Belastungsvirus SIV beeintrachtigt wird.
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Abb. 3-t Schematische Darstellung der Anef-RTSHIV Studie. Die Parameter der Kurven fir die
Immunantwort und Viruslast sind meRbar, die Kurve der potentiellen Zielzellen
hypothetisch.

Zunichst wurde der als Plasmid-DNA erhaltene Molekularklon RTSHIV in verschiedene
E.coli-Zellen transformiert, bis der Vektor stabil in TB1-E.coli-Zellen vorlag. In daraus
wieder isolierter Plasmid-DNA wurde durch Restriktionsanalysen das SIV-Genom bestitigt.
Das Vorhandensein der HIV-Reversen Transkriptase wurde durch fiir HIV-spezifische Primer
als auch durch Sequenzierung des PCR-Produktes bestitigt. Die Plasmid-DNA wurde in
Cos7-Zellen transfiziert, nach 48 Stunden wurde der nach Zentrifugation zellfreie
Zellkulturiiberstand auf C8166-Zellen gegeben. In der C8166-Zellkultur konnte nach neun
Tagen durch Beobachtung von Synzytienbildung im Lichtmikroskop eine Infektion
nachgewiesen werden, die durch einen p24-Nachweis bestdtigt wurde. Ein aus genomischer
DNA der C8166-Zellen amplifiziertes Fragment wurde ebenfalls zum Nachweis der HIV-RT

sequenziert.

3.1.1 Konstruktion der nef-Deletionsmutanten

Damit diese Studie zu den vorhergehenden Immunisierungsexperimenten mit nef-
Deletionsmutanten vergleichbare Ergebnisse liefern kann, sollte in den RTSHIV
Molekularklon die entsprechenden Deletionen im nef-Gen eingefiihrt werden. Es wurden
bisher zwei Mutanten eingesetzt, welche unterschiedlich grofle Deletionen im Leserahmen
von nef tragen (siche auch Abb. 3-11, Seite 57). Eine SIV nef-Deletionsmutante wurde

erzeugt, indem der gesamte Bereich von nef deletiert wurde, der nicht mit anderen
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genomischen Bereichen iiberlappt. Zwischen den Leserahmen von env und der 3'-LTR
wurden 182 Basen aus dem Genom entfernt (Gibbs et al., 1994; Kestler et al., 1991). Dadurch
entsteht gegeniiber dem Wildtyp ein vorzeitiges Stop-Codon und ein verkiirztes Genprodukt.
Eine natiirliche, in Zellkultur entstandene Mutante von SIVmac 32H ist als C8-nef-
Deletionsmutante beschrieben und trégt eine 12 Basen Deletion (Rud et al., 1994; Rud et al.,
1991). Diese fiihrt zu einem nahezu kompletten Genprodukt, bei dem nur in der ungefahren
Mitte vier Aminoséduren fehlen. Ausschalten des nef~-Gens durch Einfiihren eines Stop-Codons
mittels Mutation einer einzelnen Base kann fiir in vivo Versuche nicht in Betracht gezogen

werden, da es hdufig zu einer Reversion dieses Codons kommt (Kestler ez al., 1991).

Das nef-Gen wird sehr frith wihrend der Infektion gebildet, in mehreren Untersuchungen
konnte ein EinfluB von nef auf die zeitliche Steuerung der viralen Replikation in infizierten
Zellen gezeigt werden. Eine grofere Deletion scheint eine langsamere Replikation zu
bedeuteten und somit eine geringere Anzahl von viralen Proteinen in mit Anef-Mutanten
infizierten Zellen. Fiir die Immunisierungstudien bedeutet dies, dal die sehr gering deletierte
C8-Mutante auch wesentlich frither als die A181 bp-Mutanten einen Schutz vor Belastung
induziert (Norley et al., 1996a; Norley et al., 1996b). Aufgrund dessen soll in das nef~-Gen des
RTSHIV analog beide Deletions-Varianten eingefiihrt werden (Abbildung 3-2).

env nef 3'LTR pBR322 Anteil
(] q
Nhe | EcoR | Bgl'l
A181 bp
(] —/\/—
C8

I--q\r

Abb. 3-2: Schematische Darstellung der in den RTSHIV-Molekularklon einzufiigenden Deletionen
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Zuerst wurde versucht in dem RTSHIV-Plasmid einen circa 3,8 kb groBen Bereich,
umfassend Teile von fat, die vollstindigen Gene von env, nef, die 3'-LTR sowie nicht-
kodierende Sequenz durch das entsprechende Fragment aus dem Plasmid p239SpE3'/nef-del
(zur Verfiigung gestellt durch das AIDS Research and Reference Reagent Program, Division
of AIDS, NIAID, NIH : pSIVmac239Anef Deletion Mutant from Dr. Ronald Desrosiers,
(Gibbs et al., 1994; Park et al., 1991; Regier and Desrosiers, 1990)) auszutauschen. Dieses
Plasmid enthilt die 3'-Hélfte des proviralen SIVmac239-Genoms mit einer 182 bp-Deletion in
nef. Durch die in beiden Vektoren je unikat vorliegenden Schnittstellen fiir Sp/ I und EcoR 1
wurden beide Plasmide geschnitten, das nef-Fragment bzw. den offenen RTSHIV-Vektor
aufgereinigt und versucht, beide durch die T4-Ligase zu verkniipfen. Es konnte kein
replikationsfiahiger Anef~RTSHIV Molekularklon hergestellt werden, auch durch Transfektion
des Ligationsansatzes in Cos7-Zellen konnte kein replizierendes Virus erzeugt werden. Neben
Miflingen der Ligation beider genomischer Teile kdnnte auch eine letale Mutation in dem

Plasmid p239SpE3'/nef-del dafiir verantwortlich sein.

Aufgrund dessen wurde beschlossen, dall nef~Gen aus RTSHIV selbst zu subklonieren, in
diesem die Deletion mittels PCR einzufiihren und das entstandene Anef-Gen wieder in das
RTSHIV-Plasmid einzubringen. Dazu sollte der komplette Leserahmen von nef als moglichst
kleines Fragment aus dem RTSHIV geschnitten werden. Uber die in env, kurz vor nef
liegende Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Nke I und die am Ende der 3'-LTR gelegene
Schnittstelle flir EcoR I konnte ein 1539 bp groBes Fragment isoliert werden, welches in den
ebenfalls so geschnittenen Vektor pCR3.1-uni (Invitrogen) ligiert wurde. Die beiden Enzyme
schneiden im RTSHIV-Plasmid nur an den genannten Stellen, im Subklonierungsvektor

befinden sich die Schnittstellen auch jeweils unikat im designierten Klonierungsbereich.

10 kb —
—5kb

— 1,6 kb

Abb. 3-3: Klonierung des Nhe | / EcoR | nef-Fragments in pCR3.1-uni.

Spur 1 = RTSHIV Nhe |/ EcoR | geschnitten fiihrt zu 1,54 kb nef-Fragment; Spur 2
Kontrolle RTSHIV Pst | geschnitten; Spur 3 = Kontrolle RTSHIV ungeschnitten; Spur 4
pCR3.1-uni Vektor Nhe | / EcoR | offen. M' =1 kb Leiter.
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Die Deletion des nef-kodierenden Bereichs wurde nun iiber Fusions-PCR der vor bzw. nach
der Deletion liegenden nef-Bereiche eingefiihrt. Um Fehleinbauten zu vermeiden, wurde die
Pfu-Polymerase benutzt. In der ersten PCR wurden die Fragmente 5'- und 3'-gelegen von dem
zu deletierenden Bereich hergestellt. Das 5'-Fragment entspricht einem PCR-Produkt, dessen
Forward-Primer im Klonierungsvektor pCR3.1-uni bindet und dessen Reverse-Primer vor
dem Beginn der Deletion bindet, aber auch noch 10 Basen entsprechend der Sequenz nach der
Deletion enthélt. Das 3'-Fragment wird dem entsprechend von einem Forward-Primer, der
direkt nach dem auszuschlieBenden Bereich in nef bindet und einem Reverse-Primer, welcher
im Subklonierungsvektor liegt, gebildet. Dadurch, dafl das 5'-Fragment an seinem 3'-Ende
dieselbe Sequenz enthélt, mit der das 3'-Fragment beginnt, konnen beide in einer Fusions-
PCR miteinander verschmolzen werden. Es wurde ein PCR-Amplifikat erzeugt, welches in
nefum 181 bp kiirzer ist und flankierende Bereiche enthélt, in denen die Restriktionsenzyme
Nhe I und EcoR I schneiden. Um vor dem Einbau in das RTSHIV die Deletion zu verifizieren
wurde dieses PCR-Produkt in den pCR® Blunt II-TOPO -Vektor (Invitrogen) kloniert und

sequenziert.

— 1000 bp
500 bp — — 500 bp
100 bp — — 100 bp

Abb. 3-4: Einfliigen der 181 bp Deletion im nef-Gen.

a) Spur 1 = 5’-Fragment als PCR-Produkt 552 bp; Spur 2 = 3’-Fragment als PCR-Podukt
935 bp; (-) = Keine DNA-Kontrolle fiir beide PCR-Ansatze; M' =100 bp Leiter.

b) Spur 1-6 = Replikate des Fusions-PCR-Produkt A181 nef; (+) = Kontrolle PCR-Produkt
nef Vollange aus pCR3.1-uni/nef, M? = 1 kb Leiter.

Durch Restriktion des zweiten Subklonierungs-Vektor pCR® Blunt II-TOPO mit Nke I und
EcoR T konnte das 1358 bp grofle Fragment, welches das Anef-Gen enthilt wieder gewonnen
werden. Ebenso konnte nach Nhe I/ EcoR I Verdau aus einem préparativen Gel das 11,2 kb
grofle Fragment des RTSHIV-Plasmids ohne nef isoliert werden. Eine Ligation beider
Fragmente fiihrte zu replikationsfdhigen Plasmiden, die sich aber in der Restriktionskontrolle
als nicht vollstindige RTSHIV-Konstrukte erwiesen. Bei der Ligation kam es zur Bildung von

Plasmiden, bei denen ein groBer Bereich des RTSHIV-Genoms deletiert wurde. Um dieses
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Problem zu umgehen wurden weitere, einmal schneidende Enzyme in relativer Nihe zu nef
gesucht und das entsprechende Fragment kloniert. Auch mit Cla I, BspE 1 (5'-gelegen) und
Pvu 1, EcoR V (3'-gelegen) sowie mit Kombinationen aller 5'- und 3'-gelegenen Schnittstellen

konnte keine erfolgreiche Riickklonierung des Anef~Fragmentes in RTSHIV erfolgen.

Weitere Analysen fiihrten zu der Auffassung, daB3 eine Rekombination iiber den Bereich der
beiden LTR in jeder Klonierung zu einem verkiirzten Vektor-Konstrukt fiihrt, welches nur
noch die Sequenz der LTR und den zur Replikation notwendigen pBR-322 Anteil trigt. Beide
Sequenzbereiche wiirden bei Linearisierung durch ein Restriktionsenzym ein Fragment von
3,3 kb ergeben. In Restriktionsanalysen ergab sich nach Linearisierung der Plasmide diese
GroBe statt einer Bande bei 12,7 kb wie fiir ein vollstindiges RTSHIV-Konstrukt. Um eine
derartig mogliche Rekombination zu umgehen wurde als neue Strategie gewdihlt, das
deletierte nef~Gen zunédchst in ein Konstrukt zuriick zu klonieren, welches nur eine LTR trégt.
AnschlieBend wird das Fragment, welches die S'LTR und die restlichen Gene bis hin zum
Vollingen-Genom enthilt wieder so eingefiigt, das die Ligation iiber eine in dem pBR-322-
Bereich liegende Schnittstelle erfolgt. Durch die im RTSHIV vorhandenen
Restriktionsschnittstellen fiir Hind 111 bot sich die Mdglichkeit, circa 66% des SIV-Genoms

auszuschlieBen.

Hind 111 (2)

RT-SHIV SLTR

gag

tat2/rev2

tat, VPX
Nhel env «e

vif

Hind I1I (6284)
Hind IIT (6867)

Abb. 3-5 Herstellung des verkirzten RTSHIV durch Hind Il Schnitt und Selbst-Ligation der 3'-LTR,
nef und Teilen von env enthaltenden 5,9 kb grof3en Bande (Spur 2, roter Pfeil). Die dartber
liegende 6,2 kb grofle Bande enthalt die restlichen, 5’-gelegenen Bereiche, die noch zu
erwartende 583 bp Bande ist nicht zu sehen. Spur 1 = RTSHIV durch BamH | linearisiert;
Spur 2 = Hind Ill Schnitt; Spur 3 = Bg/ | Kontroll-Restriktion; Spur 4 = ungeschnittene
Plasmid-DNA; M" = 1 kb Leiter.



ERGEBNISSE 55

Durch Restriktion mit Hind 111, anschlieBender Gelaufreinigung der entsprechenden 5,9 kb
grofBen Bande (Abbildung 3-5) und Selbstligation dieses Fragmentes ergab sich ein Vektor,
der nahezu das komplette env, rev2, nef die 3'-LTR sowie den zur Replikation notwendigen
pBR-322 Anteil enthdlt. In dieses Plasmid wurde iiber Nhel/ EcoR 1 das im
Subklonierungsvektor pCR3.1-uni vorliegende Anef-enthaltende Fragment eingefiihrt. Dazu
wurden beide Vektoren mit den oben genannten Restritkionsenzymen geschnitten, das Anef-
Fragment bzw. der offene Vektor iiber ein Agarosegel aufgetrennt und aufgereinigt. Diese
beiden Fragmente wurde iiber die T4-Ligase ligiert und nach Hitzeschock-Transformation in
TOP10-Zellen konnten wieder Plasmide isoliert werden, die in der PCR die 181 bp Deletion

in nef aufwiesen.

Durch Einfiihren des Anef-Fragments in einen Vektor, der aus dem urspriinglichen RTSHIV
hergestellt wurde, konnten nun eine Reihe von Restriktionsenzymen getestet werden, die vor
und nach Anef liegen und fiir den Anef-tragenden Vektor als auch fiir das original RTSHIV-
Plasmid unikat sind. Letztendlich konnte durch die Kombination von Nhe I mit Bgl I, welches
3'-gelegen innerhalb der pBR-322-Sequenz schneidet, ein 2,4 kb grofes Fragment in das
RTSHIV-Plasmid zuriick kloniert werden, um Anef~-RTSHIV zu erzeugen. In der
Restriktionsanalyse erwiesen sich mehrere untersuchte Klone als dem original RTSHIV

entsprechend, in der anschlieBenden analytischen PCR konnte in diesen RTSHIV Konstrukten

die Deletion im nef~-Gen nachgewiesen werden.

g
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Abb. 3-6: Restriktionsanalyse und Deletionsnachweis der A181-RTSHIV-Klone

a) Spur 1-12 = Pst | Verdau von 12 Anef-RTSHIV Klonen, (K) = Kontrolle parentales
RTSHIV, 181 bp-Deletion (Spur 11) sichtbar gegeniber RTSHIV Kontrolle (K) an
markierter Bande; M' = 1 kb Leiter.

b) Amplifikation eines nef umfassenden Bereichs im RTSHIV-Genom. Spur 1,7 = 910 bp
nef PCR-Produkt (nef = 789 bp + flankierende Bereiche) aus RTSHIV; Spur 2,8 = 729 bp
PCR-Produkt A181-nef aus p239SpE3’/nef-del; Spur 6 = Keine DNA Kontrolle; Spur 3,4,5
und 9,10,11 = nef-PCR-Produkt der sechs im Pst | Verdau positiven Anef-RTSHIV Klonen;
M? = 100 bp Leiter.



Um die Molekularklone auf die Produktion von vollstdndigen und infektiosen Viruspartikeln
zu testen wurden finf Anef~-RTSHIV Plasmide (#1, #3, #5, #7 und #10) in Cos7-Zellen
transfiziert. Der Zellkultur-iiberstand wurde 24 und 48 Stunden nach Transfektion auf die
Menge an produzierten p24 als Mall fiir die Virusproduktion untersucht. Bei allen

Molekularklonen konnte SIV Gag nachgewiesen werden (Abbildung 3-7).
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Abb. 3-7: p24-Nachweis im Zellkulturiiberstand der mit Anef-RTSHIV transfizierten Cos7-Zellen

Um zu zeigen, daB3 das gemessene Gag-Protein auch infektiose Viruspartikel bedeutet, wurden
fiinf Ansétze von C8166-Zellen mit je einen Aliquot der Cos7-Zellkulturiiberstinde inkubiert.
Nach 30 min bei 37°C sollte eine Infektion erfolgt sein, die Zellen wurden gewaschen und
unter Standardbedingungen kultiviert. Im Lichtmikroskop konnte eine Infektion der C8166-
Kultur beobachtet werden, nach sechs Tagen konnte dies im IPA als auch im p24-Test
bestitigt werden. Weiterhin wurde am neunten Tag nach der Infektion aus den Uberstinden
der fiinf C8166-Kulturen virale RNA isoliert, um diese in der PCR zu untersuchen. Es konnte
sowohl im Provirus durch eine Direkte-Lyse-PCR (Abbildung 3-8 a, ndchste Seite) als auch
durch RT-PCR in den viralen RNA-Genomen (Abbildung 3-8 b) die Deletion im nef~-Gen

gezeigt werden.
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Abb. 3-8: Deletionsnachweis im proviralen und im viralen Genom.

a) Direkte-Lyse PCR aus C8166-Zellen, Spur 1-5 = nef PCR-Produkt aus Anef RTSHIV
Proviren; Spur 6 = nef aus RTSHIV Provirus; (-) = Keine DNA Konrolle; Spur 8 = leer; (+1)
= Kontrolle nef PCR-Produkt aus RTSHIV-Plasmid DNA, (+2) = Kontrolle Anef PCR-
Produkt aus p239SpE3'/nef-del; M' = 1 kb Leiter, M* = 100 bp Leiter.

b) RT-PCR aus aufgereinigter viraler RNA, Spur 1-5 = nef PCR-Produkt aus Anef
RTSHIVs; Spur 6 = nef PCR-Produkt aus RTSHIV; (-) = Keine DNA Konrolle, (+) =
Kontrolle nef PCR-Produkt aus RTSHIV-Plasmid DNA.

Mit den Klonen #- und #’-Anef-RTSHIV wurde eine weiter Transfektion von Cos7-Zellen
durchgefiihrt, der Zellkulturiiberstand wurde wiederum nach 48 Stunden benutzt, um C8166-
Zellen als auch aus Rhesusaffenblut isolierte Lymphozyten (PBMC = Peripheral blood
mononuclear cells) zu infizieren. Mit Klon # konnten in diesem Versuch keine Cos7-Zellen
transfiziert werden, es wurde nur bei den mit Klon # durchgefiihrten Folgeversuchen eine
Infektion beobachtet. Aus den mit Klon #-Anef~RTSHIV infizierten C8166-Zellen wurde
zwolf Tage nach Infektion genomische DNA isoliert und diese in einer PCR eingesetzt. Es
wurden von den proviralen Template als auch von der Plasmid-DNA von Klon #’-Anef-
RTSHIV PCR-Produkte amplifiziert, die den Bereichen von nef und der Reversen
Transkriptase in po/ entsprechen. Diese wurden sequenziert, um die Deletion in nef und die
HIV-RT in den aus Cos7-Zellen stammenden Viren zu verifizieren. Ebenfalls wurden zu
diesem Zeitpunkt die Zellkulturiiberstinde der transfizierten Cos7-Zellen, der infizierten

C8166-Zellen und der infizierten PBMC auf Reverse Transkriptase Aktivitdt hin getestet.
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Abb. 3-9 Nachweis von Reverser-Transkriptase Aktivitdt im Zellkulturiberstand mit Anef-RTSHIV
infizierten PBMC, C8166-Zellen und der transfizierten Cos7 Zellen.

Da diese Vorgehensweise sich als erfolgreich herausgestellt hatte, wurde iiber die selben
Schritte auch eine RTSHIV C8-Deletionsmutante hergestellt und die Infektiositdt der

entstandenen Viren wie oben beschreiben bestitigt (Daten nicht gezeigt).

Vor weiterfithrenden Experimenten wurde in beiden RTSHIV nef-Deletionsmutanten die

GroBe der Deletion durch Sequenzierung nachgewiesen.

141 CAAGGGCTTGAGCTCACTCTCTTGTGAGGGACAGAAATACAATCAGGGACAGTATATGAATACTCCATGG RTSHIV
141 CAAGGGCTTGAGCTCACTCTCTTGTGAGGCACACHE NN 7181
141 CAAGGGCTTGAGCTCACTCTCTTGTGAGGGACAGAAATACAATCAGGGACAGTATATGAATACTCCATGG C8

211 AGAAACCCAGCTGAAGAGAGAGAAAAATTAGCATACAGAAAACAAAATATGGATGATATAGATGAGTAAG RTSHIV
211 . n181
211 AGAAACCCAGCTGAAGAGAGAGAAAAATTAGCATACAGAAAACAAAATATGGATGATATAGATGAGTAAG C8

281 ATGATGACTTGGTAGGGGTATCAGTGAGGCCAAAAGTTCCCCTAAGAACAATGAGTTACAAATTGGCAAT RTSHIV
281 T A1
281 ATGATGACTTGGTAGGGGTATCAGTGAGGCCAAAAGTTCCCCTAAGAACAATGAGTTACAAATTGGCAAT C8

351 AGACATGTCTCATTTTATAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGATTTATTACAGTGCAAGAAGACATAGA RTSHIV
351 |[EEEEETGTCTCATTTTATAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGATTTATTACAGTGCAAGAAGACATAGA Al81
351 AGACATGTCTCATTTTATAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGATTTATTACAGTGCAAGAAGACATAGA C8

421 ATCTTAGACATATACTTAGAAAAGGAAGAAGGCATCATACCAGATTGGCAGGATTACACCTCAGGACCAG RTSHIV
421 ATCTTAGACATATACTTAGAAAAGGAAGAAGGCATCATACCAGATTGGCAGGATTACACCTCAGGACCAG Al81
421 ATCTTAGA NN\ AAGGAAGAAGGCATCATACCAGATTGGCAGGATTACACCTCAGGACCAG C8

Abb. 3-10: Alignment von RTSHIV (entspricht in nef SIVmac239) und RTSHIV nef-Deletionsmutanten.
Die Numerierung bezieht sich auf das nef-Gen, mit ,A“ des ATG als Position 1.

Abbildung 3-11 faflit die Schritte zu den RTSHIV nef-Deletionsmutanten schematisch

zuSsammen.
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Abb. 3-11: Schematische Darstellung der Klonierungsschritte zum Anef~RTSHIV Molekularklon
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3.1.2 [Etablierung einer analytischen PCR zur Detektion der C8-Mutante

Da sich das um nur 12 Basenpaar kiirzere PCR-Produkt fiir nef im Agarosgel nur unter
giinstigen Bedingungen von dem undeletierten nef unterscheiden 1dt, wurde zur
Identifizierung der C8-Mutanten eine PCR eingesetzt. Dazu wurden Primer gewdhlt, die
spezifisch an der Stelle der Deletion binden. Mit dem Forward-Primer, der am Anfang des
nef-Gens bindet und einem Reverse-Primer, der mit seinem 3'-OH-Ende an der Stelle der zu
deletierenden Basen liegt wird das undeletierte nef~Gen detektiert. Es entsteht ein PCR-
Produkt, welches den 5'- der Deletion gelegenen Bereich darstellt. Mit einem Forward-Primer,
der aus der Sequenz vor und nach der Deletion besteht, also nur binden kann, wenn die 12
Basen fehlen und einem Reverese-Primer am Ende des nef-Gens wird das 3'-gelegene
Fragment amplifiziert. Bei einer stringenten Annealing-Temperatur kann somit je nach

Template nur eines der PCR-Produkte entstehen (Abbildung 3-13).

600 bp — 600 bp — 600 bp —

SIVmac32H
100 bp — 100 bp — [ 100 bp —

C8 -32H
600 bp — 600 bp — 600 bp —
100 bp — B 100 bp — 100 bp —

Abb 3-12 Etablierung der C8-Finder PCR auf nef-Deletionsmutanten im Annealing-Temperatur
Gradienten Spur 1-6 = 57°/ 57,5°/ 58,3°/ 59,5°/ 60,9°/ 62,3°C. Markiert ist die Annealing-
Temperatur von 60,9°C, bei der das komplette Gen, als auch die beiden Fragmente
spezifisch fur nef-Vollange oder -Deletionsmutante nachgewiesen werden. (SIVmac C8-
Mutante freundlich zur Verfigung gestellt von Fr. Dr. Binninger-Schinzel, PEI.)

a) Amplifikation des kompletten nef-Gens bei SIVmac nef-Vollangen (oben) und SlVmac
nef-C8 Mutante (unten). M' =100 bp Leiter; (-) = Keine DNA Kontrolle.

b) Amplifikation des 451 bp Fragments bei 60,9°C nur auf dem Vollangen-Template.
c) Amplifikation des 329 bp Fragments bei 60,9°C nur bei Vorhandsein der 12 bp Deletion.

3.1.3 Sensitivitit der RTSHIV-Konstrukte gegeniiber einen Non-Nukleosid-Analoga
Inhibitor

Um in vitro die Inhibition der RTSHIV-Konstrukte durch ein Therapeutikum zu simulieren,
wurden C8166-Zellkulturen mit Viren und einen Non-Nukleosid-Analogon RT-Inhibitor
(NNRTI) inkubiert. Die Viren wurden durch Transfektion der RTSHIV-, A181-RTSHIV- und
C8-RTSHIV-Molekularklone in Cos7-Zellen erzeugt. Dazu wurde der Zellkulturiiberstand

zwei Tagen nach Transfektion abgenommen, zellfrei zentrifugiert, durch einen p24-ELISA



die Menge an produziertem Virus ermittelt. Die nach p24-Bestimmung abschétzbare gleiche
Menge an Viren wurden auf drei C8166-Kulturen gegeben. Ebenfalls wurde eine C8166-
Kultur mit SIVmac 32H, dem potentiellen Belastungsvirus im Rhesusaffen-Experiment,
infiziert. Nevirapin ist der Grundwirkstoff der in der HIV-Therapie eingesetzten NNRT-
Inhibitoren, es konnte eine geringe Menge als Reinstoff durch das "AIDS Research and
Reference Reagent Program, NIAID, NIH" (Rockville, MD, USA) bezogen werden.
Nevirapin (Dipyridodiazepinon-Derivat) ist spezifisch fiir die HIV-1 Reverse Transkriptase,
es bindet nicht im aktiven Zentrum des Enzyms sondern verursacht wahrscheinlich durch die
Bindung an das Enzym eine Konformationsédnderung, welche bei HIV-1 die RT-Aktivitdt als
auch die RNase H-Aktivitit beeinflullt (Merluzzi ef al., 1990). Um verschiedene
Konzentrationen des Inhibitors zu testen wurden die infizierten C8166-Kulturen in 6 Ansétze
geteilt und mit Konzentrationen von 0,2 nM bis 2 uM Nevirapin iiber 11 Tage kultiviert. An
den Bestimmungspunkten wurde jeweils 1 ml des Zellkulturiiberstandes entnommen und im
p24-ELISA getestet (Abbildung 3-13). Die Kulturen wurden mit Medium gefiittert, welches

die entsprechende Konzentration von Nevirapin enthielt.

Units p24/ml
1000
nM Nevirapin RT-SHIV SIVWT
—-— 0
|| -m—o02 ] ——— &

100 il o—ov

20

200
10 1 -e—2000
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C8-RT-SHIV A181-RT-SHIV
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L @ @ /:— —— O —§ o - - o
01 23 456 78 9101112 0 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12
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Abb. 3-13 p24-Nachweis im Zellkulturiberstand infizierter und mit Nevirapin behandelter C8166
Zellen. Pro Virus (RTSHIV, SIVmac 32H Wildtyp und die nef-Deletionsmutanten C8- und
A181- RTSHIV) wurden 6 Kulturen angesetzt und mit den angegebenen Konzentrationen
an Nevirapin tUber 12 Tage kultiviert. (dpl) = Tage nach Infektion / days post infection.



Die ermittelte, notwendige Konzentration von Nevirapin entspricht den in der Literatur
beschriebenen Werten (Uberla ef al., 1995). Die wesentlich stirkere Replikation des Wildtyp-
Virus 32H und auch des RTSHIV-Konstrukts in Abwesenheit von Nevirapin gegeniiber
beiden Anef-Mutanten kann auf unterschiedliche Mengen an zur Infektion eingesetztem Virus
liegen. Auch ist SIVmac 32H bereits in vitro an T-Zellen adaptiert. Der p24-ELISA spiegelt
nur bedingt die Menge an tatsichlich infektiosen Partikeln in der Probe wieder. In Abbildung
3-13 ist zu sehen, daB3 nur das SIV Wildtyp Virus SIVmac 32H nicht von steigenden
Konzentrationen Nevirapin beeinflu3t wird. Bei sémtlichen RTSHIV-Konstrukten wird durch
die Konzentration von 200 nM im Medium die Virusproduktion fast vollstindig gehemmt, es

kann kein p24 im Zellkulturiiberstand nachgewiesen werden.

3.1.4 Etablierung einer quantitativen Real-Time PCR zur Viruslast-Bestimmung

Um in den geplanten Tierversuchen die Viruslast nach Immunisierung bzw. nach Belastung
moglichst genau zu ermitteln, wurde eine Real-Time RT-PCR etabliert. Nach Aufarbeitung
von viraler RNA aus Blutproben kann durch die quantitative Real-Time PCR die Kopienzahl
der RNA-Templates ermittelt werden und somit die Anzahl von Viruspartikel pro Milliliter
Blut bestimmt werden. Die RT-PCR wurde mit Virus-RNA aus Zellkulturiiberstdnden auf den
Geriten ABI PRISM -7000, -7700 (Perkin Elmer) und dem MX 4000 (Stratagene) getestet.
Die Primer und die Fluoreszenz-markierte Sonde binden in einem relativ konservierten
Bereich im gag und sind somit fiir die Isolate SIVmac239, SIVmac 32H und SIVmac 251
bzw. flir die aus den Anef~RTSHIV Konstrukten entstehenden Viren verwendbar. Die PCR
wurde mittels RNA-Isolation von SIVmac 32H nach in vitro Infektion von C8166-Zellen
soweit optimiert, da 100 RNA-Kopien pro Ansatz nachweisbar sind. Wéhrend der
Etablierungsphase wurde der RTSHIV Molekularklon titriert und als Standard benutzt, dieser
DNA-Standard war bis zu 10 Kopie pro Ansatz nachweisbar (Abbildung 3-14, néchste Seite).
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Abb. 3-12mplification-Blot und Standard-Gerade der RT-PCR mit viraler RNA aus
Zellkulturiberstand auf dem ABI PRISM 7000. Im Amplification-Blot ist der Anstieg der
gemessenen Fluoreszenz nach Korrektur durch Background-Substraktion (ARn) Uber die
45 Zyklen der PCR. Standard-Gerade wurde aus den Cr-Werten errechnet. Der CT-Wert
entspricht dem PCR-Zyklus, in dem das gemessene Signal einer Probe Uber den
festzulegenden Background-Wert steigt.

3.1.5 Ausstehender Einsatz der Anef~-RTSHIV im Tier-Modell

Die beschriebenen Anef~-RTSHIV-Mutanten sind somit geeignet, um nach Transfektion in
Zellkultur infektiose, RT-Inhibitor sensitive Viruspartikel anzuziichten und mit diesen nach
Aufreinigung und Titer-Bestimmung Rhesusaffen experimentell zu infizieren. Der NNRTI
Nevirapin ist als Therapeutikum fiir AIDS-Patienten erhiltlich und kann in dieser Form bei
Rhesusaffen eingesetzt werden. Nach Abschlufl dieses molekularbiologischen Projekts wire
die Weiterfiihrung in Form einer Studie in Rhesusaffen moglich. Zu diesem Zeitpunkt aber
begab sich der Umzug der Arbeitsgruppe in das Robert Koch-Institut, Berlin und somit eine
verdanderte Aufteilung der Forschungsschwerpunkte im PEIL In den S3-tauglichen Stéllen fiir
Primaten, in denen die Tierexperimente mit gentechnisch verénderten, infektidsen Viren
erfolgen miissen ergab sich kein Platz mehr fiir die zu dieser Studie notige Zahl an Tieren.
Dadurch wurde das Projekt an dieser Stelle zunédchst beendet, es werden momentan
Ausweichmdglichkeiten im Sinne von Kooperationen mit anderen Primatenzentren in

Deutschland abgewogen.



3.2 Entwurf und Konstruktion eines HIV-1 Subtyp-spezifischen
DNA-Immunogens

Im Robert Koch-Institut wurden zur Zeit der Durchfiihrung dieser Arbeit von der
Arbeitsgruppe um Frau Dr. C. Kiicherer mehrere HIV-1 Primér-Isolate aus dem afrikanischen
Staat Nigeria untersucht. Unter andern wurden von den zwei Isolaten, 00 187 aus der Region
Kogi und 00 200 aus der Region Niger eine Virusanzucht etabliert, beiden Isolate wurde
dann aufgrund der analysierten Sequenz von Bereichen im env- und gag-Gen als Subtyp
CRF02_AG cecingestuft. Da diese HIV-1 Mosaikgenome, aus Subtyp A und Subtyp G
bestehend, erst vor kurzer Zeit als eigener Subtyp eingestuft wurden, wird auch die
Bezeichnung ,,IbNG-dhnlich®, nach dem ersten untersuchten Isolat dieses Typs verwendet.
Von diesen beiden Isolaten wurden ,,Near-Full-Length*“-Molekularklone hergestellt, indem
das Virusgenom mit nur einem Teil der 5'-LTR in einer RT-PCR amplifiziert und in Cosmid-
Vektoren kloniert wurde (AG Dr. Kiicherer). Von diesen Klonen ergaben sich pro Isolat vier
in der Restriktionsanalyse unterschiedliche Klone (Daten nicht gezeigt). Diese acht
Molekularklone der zwei IbNG-dhnlichen Primir-Isolate wurden an unsere Arbeitsgruppe
weitergegeben, um aus diesen ein HIV-1 Subtyp CRF02 AG Genom auszuwéhlen, welches

als Basis fiir ein in Nigeria einzusetzende DNA-Vakzine dienen sollte.

Dazu sollten von den Molekularklonen 5’ h 5 6 5" und 5" fiir das Isolat 00 187 und 7' 3 7 6 77
und 7" fiir das Isolat 00 200 zunichst die Leserahmen fiir gag, tat und env sequenziert
werden, um diese Bereiche auf Ahnlichkeit zu den bekannten CRF02_AG Subtypen hin zu
analysieren, sowie auf die Ahnlichkeit zu einander oder auf friihzeitige Stop-Codons oder
Mutationen. Um die Amplifikation und somit die Subklonierung der bislang unbekannten
Sequenzbereiche zu ermdglichen, mufBiten anhand eines Alignments (nicht dargestellt) mit den
bisher bekannten und verdffentlichten Genom-Sequenzen der CRF02 AG-Subtypen Isolat-
unspezifische Primer in konservierten Region vor bzw. nach den Leserahmen gewdihlt

werden.

Das Alignment umfafite den ,,IbNG*“-Prototyp, das erste, von Howard, Olaylele und Rasheed
1997 beschreibene Subtyp A/ Subtyp G Mosaikgenom (Genbank-Accession Number 1.39106)
sowie die in West- oder West-Zentral Afrika gefundenen Isolate 92NGO003 (Genbank
U88825), VI1035 (Genbank AJ276595), DJ263 (Genbank AF063223), DJ264 (Genbank
AF063224) und das Isolat 98SE-MP1213 (Genbank AJ251057).

Mit den gewéhlten Primern wurde eine PCR mit der Pfu-Polymerase durchgefiihrt (Abbildung

3-15), um den Einbau von falschen Basen in das zu klonierende Fragment widhrend der
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Amplifikation moglichst gering zu halten. Als PCR-Positiv-Kontrolle diente der Einsatz von
Plasmid-DNA des Molekularklons des IbNG-dhnlichen Isolats 92NG002 (erhéltlich durch das
AIDS-Reagent Program, NIH, USA). Die Primer sollten Amplifikate liefern, die den
Leserahmen von tatl = 213 bp, tat2 = 90 bp, gag = 1478 bp und env = 2564 bp der IbNG-
dhnlichen Referenz-Sequenzen, plus 50-60 Basen im Alignment vor/nach dem Start- bzw.
Stop-Codon. Die PCR-Fragmente wurden in den pCR"4 Blunt-TOPO-Vektor (Invitrogen,

Groningen, Niederlande) kloniert und sequenziert.

e

600 bp

100 bp

-M1123 4+ - MMEM?' 12 3 45 67 8+ - MM

600 bp

100 bp

Abb. 3-15: Amplifikation der Wildtyp-Gene aus den acht Molekularklonen. M' = Marker 100 bp Leiter;
M? = Marker 1 kb Leiter; (+) = Positivkontrolle p92NG003 DNA,; (-) = Keine DNA Kontrolle.

a) tat-Exon1 PCR-Produkt 354 bp; Spur 1-4 = 5", 5°, 5" 5° fur a) - ¢).

b) tat-Exon2 PCR-Produkt 213 bp.

c) env PCR-Produkt 2837 bp.

d) gag PCR-Produkt 1792 bp; Spur 1-4 = 5", 5", 5" 5°: Spur5-8 = 77, 7°°, 77, 7%
e) tat-Exon1 PCR-Produkt 354 bp; Spur 1-4 = aus 7°, 7, 7”7, 7 firr e) - f).

f) tat-Exon2 PCR-Produkt 213 bp.

g) env PCR-Produkt 2837 bp.

Um Verzogerungen durch die zeitaufwendige Sequenzierung der relativ groen env-Gene zu
vermeiden, wurde zunichst mit der Analyse von fat und gag fortgefahren. Die erhaltenen
Sequenzen wurden als Aminosdure-Sequenzen mit den entsprechenden Bereichen der IbNG-
Prototyp-Sequenz als Referenz angeordnet und verglichen. Der Molekularklon 5™ exprimiert
wegen einer Mutation zu einem Stop-Codon nach 542 Basen ein 180 Aminoséduren langes

Genprodukt, gegeniiber dem 492 Aminosduren langen Gag-Protein bei der Referenz-Sequenz.

Die Klone 7” bis 7 des Isolates 00 200 tragen das Stop-Codon erst ab Position 1492 und



exprimieren somit ein 497 Aminosduren langes Gag. Das groere Protein entsteht durch eine
Insertion von 15 Basen bzw. 5 Aminosduren im Bereich p6 (in Abbildung 3-16, nichste Seite

gelb dargestellt) ab Position 469 im Aminosdure-Alignment.

Als weiteres Auswahlkriterium wurde in der Aminosiure-Sequenz nach Ubereinstimmungen
mit bekannten CTL-Epitopen gesucht. Fiir viele HIV-Proteine sind Epitope in Form von 8-12
Aminoséduren beschrieben, die aufgrund gewisser Sequenzmotive an bestimmten humanen
MHC-Klasse-I Molekiilen binden. Infizierte kernhaltige Zellen prisentieren diese kurzen
viralen Peptide den zytotoxischen T-Zellen (cytotoxic T-lymphocytes, CTL) und induzieren
somit eine spezifische Lyse durch die CTL. Um Aussagen iiber die Bedeutung von
vorhandenen CTL-Epitope machen zu konnen, miissen die in Nigeria vorkommenden HLA-
Typen beriicksichtigt werden. Obwohl die unterschiedlichen MHC-Klasse-I1 Allele in der
gesamten Bevolkerung auch alle exprimiert werden konnen, sind bestimmte vorherrschende

Typen beschreiben. Fiir Nigeria konnten folgende Daten gefunden werden (Tabelle 3-1) :

Tab. 3-1: HLA-Klasse-I Verteilung flr Nigeria (aus Cao et al., 1997).

Verbreitung in %
HLA Allel in Nigeria in gesamt Siid-Afrika
- A2 14,7 13,0
- A3 9,7 97,0
-B7 7,3 10,5
-B14 0,0 33
-B35 5,9 2,1

Die fiir diese HLA-Typen in Frage kommenden Epitope sind in Abbildung 3-16 durch farbige

Boxen in den Sequenzen dargestellt (sieche auch Tabelle 3-2).
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Gag 5/1
Gag 5/6
Gag 5/8
Gag 5/9
Gag 7/3
Gag 7/6
Gag 7/7
Gag 7/8

Gag 5/1
Gag 5/6
Gag 5/8
Gag 5/9
Gag 7/3
Gag 7/6
Gag 7/7
Gag 7/8

Gag 5/1
Gag 5/6
Gag 5/8
Gag 5/9
Gag 7/3
Gag 7/6
Gag 7/7
Gag 7/8

Gag 5/1
Gag 5/6
Gag 5/8
Gag 5/9
Gag 7/3
Gag 7/6
Gag 7/7
Gag 7/8

Gag 5/1
Gag 5/6
Gag 5/8
Gag 5/9
Gag 7/3
Gag 7/6
Gag 7/7
Gag 7/8

Gag 5/1
Gag 5/6
Gag 5/8
Gag 5/9
Gag 7/3
Gag 7/6
Gag 7/7
Gag 7/8

Gag 5/1
Gag 5/6
Gag 5/8
Gag 5/9
Gag 7/3
Gag 7/6
Gag 7/7
Gag 7/8

MGARASVLSGGKLDAWEKTI] ALNPGLLETAEGCQQLMEQLQSALRT
MGARASVLSGGKLDOQWEKT] ALNPGLLDTAEGCQQIMEQLQSALGT
MGARASVLSGGKLDOQWEKT] ALNPGLLDTAEGCQQIMEQLQSALGT
MGARASVLSGGKLDOQWEKT] ALNPGLLDTAEGCQQIMEQLQSALGT
MGARASVLSGGKLDOQWEKT] ALNPGLLDTAEGCQQIMEQLQSALGT

MGARASVLSGGKLDAWEKT] ALNPGLLETAEGCQQIMDQLQSALGT
MGARASVLSGGKLDAWEKT] ALNPGLLETAEGCQQIMDQLQSALGT
MGARASVLSGGKLDAWEKT] ALNPGLLETAEGCQQIMDQLQSALGT
MGARASVLSGGKLDAWEKT] ALNPGLLETAEGCQQIMDQLQSALGT

GSEELK| CVHQRIDIKDTKEALDKIEEIQNKSKQKTQQAAAATGSSSQNYPIVQONAQGOMT
GTEELK CVHQRIDIRDTKEALDKIEEVKNKSKQKAQQAAAATGSSSQONYPIVQONAQGOMT
GTEELK CVHQRIDIRDTKEALDKIEEVKNKSKQKAQQAAAATGSSSQONYPIVQONAQGOMT
GTGELK CVHQRIDIRDTKEALDKIEEVKNKSKQEAQQAAAATGSSSQONYPIVONAQGOMT
GTGELK CVHQRIDIRDTKEALDKIEEVKNKSKQEAQQAAAATGSSSQONYPIVONAQGOMT
GTEELK CVHKRIEIKDTKEALDKIEEIQNKSKQKTQQAAAATGSSSQNFPIVONAQGOMV
GTEELK CVHKRIEIKDTKEALDKIEEIQNKSKQKTQQAAAATGSSSQNFPIVONAQGOMV
GTEELK CVHKRIEIKDTKEALDKIEEIQNKSKQKTQQAAAATGSSSQNFPIVONAQGOMV
GTEELK CVHKRIEIKDTKEALDKIEEIQNKSKQKTQQAAAATGSSSQNEFPIVONAQGOMV

HQPMSPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFSALSEG.
YOSMSPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFTALSEGATPQDLNMML
YOSMSPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFTALSEGATPQDLNMML
YOSMSPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFTALSEGATPQOD . NMML
YOSMSPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFTALSEGATPQDLNMML
HOTMSPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNMML
HOTMSPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNMML
HOTMSPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNMML
HOTMSPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNMML

IVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWD
IVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWD
IVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWD
IVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWD
IVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWD
IVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWD
IVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWD
IVGGHQAAMOMLKDTINEEAAEWD
IVGGHQAAMOMLKDTINEEAAKWD

RVHPVHAGPIPPGQMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTSNPPIPVGDIYKRWIILGLNKIVRMYSPVSIL
RAHPVHAGPIPPGOMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTSNPPVPVGEIYKRWIVLGLNKIVRMYSPVSIL
RAHPVHAGPIPPGOMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTSNPPVPVGETYKRWIVLGLNKIVRMYSPVSIL
RAHPVHAGPIPPGOMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTSNPPVPVGEIYKRWIVLGLNKIVGMYSPVSIL
RAHPVHAGPIPPGOMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTSNPPVTVGEIYKRWIVLGLNKIVGMYSPVSIL
RAHPVRAGPIPPGOMREPRGSDIAGTTSTLQEQVGWMTSNPPIPVGEIYKRWIVLGLNKIVRMYSPVSIL
RAHPVHAGPIPPGOMREPRGSDIAGTTSTLQEQVGWMTSNPPIPVGEIYKRWIVLGLNKIVRMYSPVSIL
RAHPVHAGPIPPGOMREPRGSDIAGTTSTLQEQVGWMTSNPPIPVGEIYKRWIVLGLNKIVRMYSPVSIL
RAHPVHAGPIPPGOMREPRGSDIAGTTSTLQEQVGWMTSNPPIPVGEIYKRWIVLGLNKIVRMYSPVSIL

DIRQGPKEPFRDYVDRFFKTLRAEQATQEVKNWMTETLLVQNANPDCKSILRALGPGATLEEMMTACQGV
DIRQGPKEPFRDYVDRFFKTLRAEQSTQEVKNWMTETLLVONANPDCKSILRALGPAATLEEMMTACQGV
DIRQGPKEPFRDYVDRFFKTLRAEQSTQEVKNWMTETLLVONANPDCKSILRALGPAATLEEMMTACQGV
DIRQGPKEPFRDYVDRFFKTLRAEQSTQEVKNWMTETLLVONANPDCKSILRALGPAATLEEMMTACQGV
DIRQGPKEPFRDYVDRFFKTLRAEQSTQEVKNWMTETLLVONANPDCKSILRALGPAATLEEMMTACQGV
DIRQGPKEPFRDYVDRFFKTLRAEQATQEVKNWMTETLLVONANPDCKSILRALGPGATLEEMMTACQGV
DIRQGPKEPFRDYADRFFKTLRAEQATQEVKNWMTETLLVONANPDCKSILRALGPGATLEEMMTACQGV
DIRQGPKEPFRDYADRFFKTLRAEQATQEVKNWMTETLLVONANPDCKSILRALGPGATLEEMMTACQGV
DIRQGPKEPFRDYVDRFFKTLRAEQATQEVKNWMTETLLVONANPDCKSILRALGPGATLEEMMTACQGV

QSNIMMQORGNFRGQRTIKCFNCGKEGHLARNCKAPRKKGCWKCGKEGHQMKD
QOSNIMVQRGNFRGQRTIKCFNCGKEGHLARNCKAPRKKGCWKCGKEGHQMKD
QOSNIMVQRSNFRGQORTIKCFNCGKEGHLARNCKAPRKKGCWKCGKEGHQMKD
QOSNIMVQRGNFRGQRTIKCFNCGKEGHLARNCKAPRKKGCWKCGKEGHQMKD
QOSNIMVQRGNFRGQRTIKCFNCGKEGHLARNCKAPRKKGCWKCGKEGHQMKD
HANVMIQRGNFRGORTIKCENCGKEGHLARNCKAPRKRGCWKCGKEGHQMKD
HANVMIQRGNFRGORTIKCENCGKEGHLARNCKAPRKRGCWKCGKEGHQMKD
HANVMIQRGNFRGORTIKCENCGKEGHLARNCKAPRKRGCWKCGKEGHQMKD
HANVMIQRGNFRGORTIKCENCGKEGHLARNCKAPRKRGCWKCGKEGHQMKD
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CTERQANFLGKIWPSSKGRPGNFPQGRTEPTAPPAESLGMGEEITSPPKQEPKDKELYPPLTSLKSLEGN
CTERQANFLGKIWPSSKGRPGNFPQGRTEPTAPPAESLGMGEEITSPPKQEPKDKELYPPLTSLKSLEGN
CTERQANFLGKIWPSSKGRPGNFPONRLEPTAPPAESLGMGEEITSPPITSPOQKQEPRDKGLYPPLTSLR
CTERQANFLGKIWPSSKGRPGNFPONRLEPTAPPAESLGMGEEITSPPITSPOKQEPRDKGLYPPLTSLR
CTERQANFLGKIWPSSKGRPGNFPONRLEPTAPPAESLGMGEEITSPPITSPOKQEPRDKGLYPPLTSLR
CTERQANFLGKIWPSSKGRPGNFPONRLEPTAPPAESLGMGEEITSPPITSPOKQEPRDKGLYPPLTSLR
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IBNG DP. 492

Gag 5/1 DP. 492
Gag 5/6 DP. 492
Gag 5/8 DP. 492
Gag 5/9 DP. 492
Gag 7/3 SLFGNDP. 497
Gag 7/6 SLFGNDP. 497
Gag 7/7 SLFGNDP. 497
Gag 7/8 SLFGNDP. 497

Abb. 3-16: Aminosaure-Alignment der sequenzierten gag-Bereiche.

Die vier 5/-Molekularklone basierend auf dem Primar-Isolat 00_187, die vier 7/-Molekular-
klone auf dem Primar-Isolat 00_200. Unterschiede zur IbNG- Referenz-Sequenz sind tirkis
unterlegt, die Insertion in den Molekularklonen des Isolats 00_200 ist gelb unterlegt.
Berlicksichtigte CTL-Epitope sind farblich unterlegt.

Tab. 3-2: CTL-Epitope (aus Brander and Goulder, 2000, ” Altfeld et al., 2001).

Unter Berlcksichtigung der in Nigeria haufig vorkommenden HLA-Typen fir Gag
ausgewahlte CTL-Epitope, welche in den IbNG-ahnlichen Isolaten 00_187 und 00_200
gefunden werden konnten. Farbliche Unterlegung in der Tabelle entspricht den Boxen im
Aminosaure-Alignment. Rot sind die Unterschiede zu den fir HXB2R-Epitop dargestellt, in
fett gedruckt sind die Verankerungsreste zur stabilen Prasentation an dem MHC-Klasse-I

Molekdl.
Epitop
00_200 HXB2R (Ref.) |Variation Restriktion Beschrieben
RLRPGGKKK HLA-A3,-A2 |pl7, AA 20-28
WASRELERF |WASRELERF HLA-B35 pl7, AA 36-44
SLYNTVATL |SLENTIATL |HLA-A2 pl7, AA 77-85
SPRTLNAWV | SPRTLNAWV HLA-B7 p24, AA 16-24
TPOQDLNMML | TPODLNTML HLA-B7 p24, AA 48-56
PPIPVGEIY |PPIPVGDIY HLA-B35 p24, AA 122-130
GPGHKARVL | GPGHKARVL HLA-B7 p24, AA 223-231

[VEABAMSOV | VLAEAMSQV HLA-A2 Gag-286 "

Die Analyse der tat-Sequenzen (nicht gezeigt) konnte nicht als Auswahlkriterium benutzt
werden, da die DNA-Sequenzen sich nicht grundlegend von den Referenzen unterschieden
und auch kein bekanntes Tat-CTL-Epitop passend zu den bekannten HLA-Typen in Nigeria

gefunden wurde.

Aufgrund geringer Sequenz-Unterschiede zwischen den einzelnen Molekularklonen in den
Bereichen einiger Epitope oder auch der Ahnlichkeit der einzelnen Klone zur IbNG-Prototyp
Referenz-Sequenz wurde entschieden, daB der Molekularklon 77 als Basis fiir die
Konstruktion der Vakzinierungsvektoren gewéhlt wird. Die Aminosdure-Sequenz dieses
Molekularklons ist den in der Literatur beschriebenen Epitop-Sequenzen am &hnlichsten,
speziell sind 6fters die Aminoséduren gleich, die zur Verankerung des Polypeptides am HLA-

Klasse-1 Molekiil dienen.
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3.2.1 Klonierung der Wildtyp-Gene gag und tat

Nach Auswahl der geeigneten Sequenz wurde damit begonnen, die Wildtyp-Gene aus dem zu
dem CRF02_AG Isolat 00 200 gehdrigen Molekularklon 77 in den ausgewihlten
Vakzinierungsvektor zu klonieren. Dazu wurden zunéchst die beiden Exons von fat aus den
Subklonierungsvektoren in einer Fusions-PCR zusammen gefiigt, um ein Konstrukt fiir ein
komplettes Tat-Protein zu erhalten. Es wurde ein Forward-Primer eingesetzt, der das 5'-Ende
von tat-Exon 1 um die notwendigen Restriktionsschnittstellen verldngert. Weiter werden auch
18 Nukleotide vor dem Start-Codon von tat eingefiigt, welche im Ursprungsvektor pTH eine
Kozak-Sequenz erzeugen. Der Reverse-Primer verldangert das Exon 1-Fragment am 3'-Ende
um 14 Nukleotide, die dem 5'-Ende des Exon 2 entsprechen, um einen iiberlappenden Bereich
zur Fusion beider Fragmente zu erhalten. Analog wurde der Forward-Primer fiir das Exon 2
sowie der Reverse-Primer mit zur Klonierung geeigneter BamHI-Restriktionsschnittstelle
gewihlt (Abbildung 3-17a). Die beiden entstandenen Fragmente wurden in einer zweiten PCR
miteinander verbunden, um ein 367 Basenpaar langes Konstrukt zu erhalten (Abbildung
3-17b), welches die 303 Basenpaar lange Sequenz zur Expression eines kompletten Tat-

Proteins des Isolats 00 200 als auch die notwendigen Vektoranteile enthilt.

060 T

300 bp

100 bp

M12 3 4 56 - MM

Abb. 3-17: Amplifikation der Leserahmen von fat und gag des Molekularklons 7. M" = Marker 100 bp
Leiter; M? = Marker 1 kb Leiter; (-) = Keine DNA Kontrolle.

a) Amplifikation der Exons tat 1; Spur 1, 2 = 267 bp und faf 2 Spur 3,4 = 140 bp mit
mutagenisierenden Primern

b) Fusions-PCR; Spur 6-9 = 367 bp Fusions-Produkt der beiden Exon mit je 5 ul Input der
PCR-Ansatze zu Spur 1 und Spur 4; bzw. zu Spur 2 und Spur 5

c) Amplifikation des gag Leserahmen mit mutagenisierenden Primern; Spur 1-6 Replikate =
1554 bp.

Die PCR-Produkte wurden vereint, aufgereinigt und in einem Doppelschnitt verdaut. Der
Restriktionsansatz wurde wieder mittels dem PCR-Clean Up Kit (Qiagen, Hilden)

aufgereinigt und ein Aliquot in die Ligation mit dem ebenfalls Hind 11I/BamH I geschnittenen



und iiber ein Agarosegel aufgereinigten Vektor pTH eingesetzt. Die nach Elektroporation in
TOP10 Zellen erhaltenen Klone wurden zunidchst auf korrekte Insertlinge in einer PCR
getestet und darauf der entsprechende Bereich in fiinf Klonen sequenziert. Es wurde ein Klon
als "tat-WT" bezeichnet und im Laufe der Arbeit zusammen mit den folgenden Konstrukten

auf Expression von Tat und dem im Vektor kodierten SV5/pK-Antikorper-Tag hin untersucht.

Ebenso wurde der Leserahmen von gag aus dem Subklonierungsvektor mit
mutagenisierenden Primern amplifiziert (Abbildung 3-17c), um analog zu tat die zur
Klonierung nétigen Modifikationen der 5'- und 3'-Enden vorzunehmen. Mit dem erhaltenen
PCR-Produkt wurde weiterhin wie oben beschrieben verfahren und nach Restriktionsanalyse

und Sequenzierung von sechs gag/pTH Klonen ein Klon als "gag-WT" ausgewéhlt.

3.2.2 Konstruktion der Codon-optimierten Gene faf und gag

Nach der Sequenzierung des fat- bzw. gag-Gens des unbekannten CRF02 AG Isolats ist
ersichtlich, welche Aminosduresequenz die exprimierten Proteine haben werden. Diese
Aminosduresequenz wurde nun unter den schon in der Einleitung erwéhnten Kriterien in eine
Codon-optimierte DNA-Sequenz umgeschrieben, inklusive der gewlinschten Modifikationen
bei gag (Abbildung 3-19). Bei fat ergaben sich weniger notwendige Anderungen (Abbildung
3-18).

Es wurden insgesamt durch die Codon-Optimierung in tat des Molekularklons 7”7 (Isolat

00 _200) 63 von 303 Basen, entsprechend 20,8 % der gesamten Sequenz ausgetauscht.

ATGGATCCAGTAGATCCTAACCTAGAGCCCTGGAACCACCCAGGAAGTCAGCCTACAACTGCTTGTAACA tat WT
ATGGABCcEcTEGcAEccEaaccTEcacecccTGGaaccacccceEaccacec@acaccc@Tc@aaca tat co

N

71 AGTGTTACTGTAAATTCTGCTGCTGGCATTGCCAATTGTGCTTTCTGAACAAGGGCTTAGGCATCTCCTA tat WT
71 AGTGETACTCEAAEBTTCTGCTGCTGGCANTGCCARETGTGCTTECTGAACAAGGGCETEGGCATCINECTA tat CO

141 TGGCAGGAAGAAGCGGAGACACCGACGAGGAACTCCTCAGAACCGTCAGGACCATCAAAATCCTGTACCA tat WT
141 Eccc@c@racaaccc@EcicacccccEcc@acicccacaaccacaccacca@ca@arcc@cTEccE tat co

211 AAGCAACCCTTACCCATCATCAGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAAGAATCGAAGAAGGAGGTGGCGAATC tat WT
211 AAGCcAEccc@r@cccaTcarccicc@cacccacEccececiarEcANEEAAGAAGGAGGTGGCEAAEC tat CO

281 AGACAGAGGCAGATCAGTGCGCTTAG tat WT
281 AGACEGAGGCEGABCAGTGCGCE tat CO

Abb. 3-18 Vergleich der tat-Wildtyp Sequenz zu der Codon-optimierten Sequenz. Die 63 von 303
umgeschriebenen Basen sind rot unterlegt, das Stop-Codon wurde wegen Expression des
im pTH-Vektor codierten SV5/pK-Antikérper Tags nicht ibernommen.

Bei gag muflten bzw. konnten mehrere Verdnderungen erfolgen. Durch Einfiigen von stillen

Mutationen in der schon Codon-optimierten Sequenz, also dem Austausch bestimmter Basen




ohne das die Aminosdure-Sequenz verandert wird, konnte die Elimination von zwei internen
Pst I-Schnittstellen sowie die Konstruktion von 12 CpG-Motiven erreicht werden. Weiter
wurde eine kryptische splice-Donor Sequenz und eine splice-Akzeptor Sequenz entfernt,
sowie ein langer homopolymere Bereich und ein stark repetetiver Bereich aufgelost. Durch
diesen ProzeB wurden die cis-aktiven, inhibitorischen Sequenzen in gag entfernt, die dem
entstehenden Konstrukt eine starke Expression in Abwesenheit des Rev-Proteins erlauben. Im
Zuge der Codon-Optimierung wurden bei gag 421 von 1491 Basen, entsprechend 28,2 % der
gesamten Sequenz verdndert (Abbildung 3-19, folgende Seite).
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1 ATGGGTGCGAGAGCGTCAGTATTAAGTGGAGGAAAATTAGATGCATGGGAGARAATTCGGCTAAGGCCAG gag WT
1 ATGGGEGCEEcEcCHNEScTEETEA CEccEccEArEETEcAEcCEBTcGGAGAAEATRCGEC TRECEBCcCEG gag cO
71  GGGGAAGGAAAAAATATAGACTAAAACATCTAGTATGGGCAAGCAGAGAGCTGGAAAGATTCGCACTTAA gag WT
71 cEccEEcEArEArETARECECTEARECABCTECTETGCGCEAGCECEGAGCTGCAREBGETTCGCECTEAA gag CO
141 CCCTGGCCTTTTAGAAACAGCAGAAGGATGTCAACAAATAATGGATCAGTTACAATCAGCTCTCGGGACA gag WT
141 cccEceccTETEcrEacBccEcrEccETcEcaEcrEATEATGGCARCAGETACA ENESGCEBCTEGGEACE gag CcO
211 GGAACAGAAGAACTTAAATCATTATTTAATACAATAGCAACCCTTTGGTGCGTACATAAAAGGATAGAGA gag WT
211  GGEACEGAEGCAECTEAAENEEETET TE22ABACEATEGCEACCCTETGGTGCCTECABAAEECEATEGAGA gag CO
281 TAAAAGACACCAAGGAAGCCTTAGATAAAATAGAGGAAATACAAAATAAGAGCAAGCAAAAGACACAGCA gag WT
281 T1@EarEcacaccArGGABGCCETEGAERAEATECAGCRAEATECABAAEAAGAGCARGCABAABMACEBCAGCA gag CO
351 GGCAGCAGCTGCCACAGGAAGCAGCAGCCAARATTTCCCTATAGTGCAAAATGCACAAGGGCAAATGGTA gag WT
351 GGCEGCEccEcccac@ce@aceaceaceCcaABar@TTCCCEATEGTGCARAREGCECAEGCECAEATGGTE gag CO
421 CATCAGACCATGTCACCTAGGACTTTGAATGCATGGGTTAAGGTAATAGAAGAAAAGGCTTTCAGCCCAG gag WT
421 caBcaGAcCATCREECCESGCEACEETGAAEGCETCGGTEAAGGTEATEGAEGABAAGGCETTCAGCCCEG gag CO
491 AAGTAATACCCATGTTCTCAGCATTATCAGAAGGAGCAACCCCACAAGATTTAAATATGATGCTAAATAT gag WT
491 pEcTEaTEcccATeTTCRERGCEETENEScAEGCEGCEACCCClicAEGAMETEAABATGATGCTEAREAT gag CO
561 AGTGGGGGGACACCAGGCAGCAATGCARATGTTAAAAGATACCATCAATGAGGAGGCTGCAGAATGGGAT gag WT
561 [EcTccE@ce@caccaGGCEGCEATGCABATGETEAAEGABACCATCANEGAGGAGGCEGCEGAETGGGAR gag CO
631 AGAGCACATCCAGTACATGCAGGACCTATCCCACCAGGCCAGATGAGGGAACCAAGGGGAAGTGACATAG gag WT
631 [@cEcc@crEcc@cTEcrBcccc@cc@aTccclicc@ccccacaTcEcEcrEccMEBCEcCEAGEGACATEG gag CO
701 CAGGAACAACTAGTACCCTTCAAGAACAAGTAGGATGGATGACAAGCAATCCACCTATCCCAGTGGGAGA gag WT
701 cEccacBacBac@acccT@carBcacArGTEGCETGGATGACEAGCAABCCHCCEATCCCE/GTGGCEGA gag CO
771 AATCTATAAAAGATGGATAGTCCTGGGATTAARATAAAATAGTAAGAATGTACAGCCCTGTCAGCATTTTG gag WT
771  EarcTaBArEEGETGGATEGTECTGGCEETEAABAAEATEGTEECEATGTACAGCCCHGTEAGCATRETG gag CO
841 GACATAAGACAAGGGCCAAAAGAACCTTTTAGAGATTATGCGGATAGGTTCTTTAAAACTTTGAGAGCTG gag WT
841 GACATEEcEcrEccEccEarEcArBccEBrTEEcEcARTABGCECABECETTCTTEAAEACEETCEGEGCEG gag CO
911 AACAAGCTACGCAGGAGGTAAAGAACTGGATGACAGAAACCTTGCTGGTCCAAAATGCGAATCCAGACTG gag WT
911 AEcAEGCEACECAGGAGGTEAAGAACTGGATGACEGABACCHTGCTGGTECABAABGCEAASCCEGACTG gag CO
981 TAAGTCCATTTTAAGAGCATTAGGACCAGGGGCTACATTAGAAGAAATGATGACAGCATGTCAGGGAGTG gag WT
981 BecEETEccEccEBccEccEBACEETEGAEGAEATGATGACEBGCETCECAGGGEGTG gag CO
1051 GGAGGACCTGGCCATAAAGCAAGGGTTTTGGCTGAGGCAATGAGTCAAGTACAACATGCCAATGTAATGA gag WT
1051 GeEccEccccccairrEcc@EcEcTEETGGCEGAGGCEATCAGECABGTECAECABGCccAASGTEATGA gag CO
1121 TACAGAGAGGCAATTTTAGGGGTCAGAGAACAATAAAGTGTTTCAACTGTGGCAAAGAAGGACACCTAGC gag WT
1121 TEcacEcEcccArBT TEECEGCECACECEACEBATEAAGTCETTCAACTCEGCEALEGAEGCECACCTEGC gag CO
1191 CAGAAATTGCAAAGCCCCTAGGAARAGAGGCTGTTGGARATGTGGGAAGGAAGGACATCAAATGAARGAC gag WT
1191 cEcEar@rccan@ccBecTEcErAEEGEcGcCcTCETGGAARTCEcCEArRGARGCECABCABATGAAEGAC gag CO
1261 TGTACTGAGAGACAGGCTAATTTTTTAGGGAARAATCTGGCCTTCCAGCAAGGGGAGGCCAGGAAATTTCC gag WT
1261 To@AcCEcacEcEcaccc@rrETTEETECCEAAEATCTGGCCENECAGCAAGGCEECECcCEcG@arETTCC gag CO
1331 CTCAGAACAGACTGGAACCGACAGCCCCACCAGCAGAGAGCCTTGGGATGGGGGAAGAGATAACCTCCCC gag WT
1331 crca@anac@ccrccacc@ac@ccccclicc@cc@cacacecT@cc@aTccccrgcacaTEacclE gag CO
1401 TCCGATAACCTCCCCTCAGAAGCAAGAACCGAGGGACAAGGGGCTATATCCTCCTCTAACTTCCCTCAGA gag WT
1401 Tcc@aT@acclEcccTcaGRAGCABGAECCEEGEGACAAGGCECTETABCcCcTCCECcTEACEMECCTEEGE gag CO
1471 TCACTCTTTGGCAACGACCCTTAG gag WT
1471 [EEScTErTEcccAACGACCCH gag CO

Abb. 3-19: Vergleich der gag-Wildtyp Sequenz zu der Codon-optimierten Sequenz. Die 421 von 1491
umgeschriebenen Basen sind rot unterlegt, das Stop-Codon wurde wegen Expression des

im Vektor codierten SV5/pK-Antikdrper Tags nicht ibernommen.




Somit wurden parallel zu der Herstellung des Immunisierungsvektor mit den Wildtyp-Genen
tat und gag synthetische, einzelstringige Oligonukleotide bestellt, die durch Fusions-PCR zu
den neuen, Codon-optimerten Gene von 303 bp bzw. 1491 bp verschmolzen werden sollten.
Zu beachten war, daf3 aufgrund der Synthesemethode eine maximale Lange von ca. 100-120
Basen moglich ist, aber die Rate von Fehleinbauten wéhrend der Synthese mit der Lange des
Oligonukleotides schon ab 50-60 Basen steigt. Ebenso sind lingere G- bzw. C-
Wiederholungen schwierig zu synthetisieren (personliche Mitteilung, MWG-Biotech). Es
wurden somit vier Oligonukleotide & 80 Basen + ein Oligonukleotid mit 63 Basen fiir fat

sowie 24 Oligonukleotide a 80 Basen + ein Oligonukleotid mit 51 Basen fiir gag gewihlt.

Die Bezeichnung der 80 Basen langen Oligonukleotiden ist dem Schema in Abbildung 3-20
zu entnehmen. An den 3'-Ende wurde die Sequenz so gewihlt, das eine 18-22 bp
Uberlappung, einem Ty-Wert von ungefihr 60°C entsprechend, entsteht. Dadurch kénnen
sich diese Oligonukleotide in einer PCR aneinander lagern und die Polymerase kann die
freien 3'-OH-Enden gemdl der Template-Sequenz des jeweilig anderen Oligonukleotids (self-
priming) verldngern. Bei einer erfolgreichen PCR entsteht ein 140 bp Doppelstrang-Fragment,
welches wiederum in den ersten und letzten 20 bp mit den vorhergehenden bzw.

nachfolgenden Fragmenten tiberlappt.

0 bp CO 1,35 .. 80 bp

60 bp CO24,6.. | 140bp

Abb. 3-20: Schematische Darstellung der Fusions-PCR mit 80 Basen langen Oligonukleotiden

Bei der Herstellung des gag-Konstruktes ergaben sich durch dieses System bei manchen
Oligonukleotid-Paaren zu diffuse Banden, die auch durch Variieren der PCR-Bedingungen
(MgCl,-Gehalt, Denaturierungs- und Annealing-Temperatur) nicht verbessert werden
konnten. Darauthin wurden duere Primer eingesetzt, die, nachdem in dem ersten Zyklus
durch ,,self-priming* einige Volldngen-Templates von 140 bp Lénge entstanden sind, wie in
einer herkdmmlichen PCR diesen Doppelstrang amplifizieren. Ergab sich nach mehreren

Versuchen mit diesem Ansatz keine weiter verwertbare Bande in der entsprechenden Grof3e,



wurde die Sequenz durch kleinere Oligonukleotide dargestellt (Abbildung 3-21). Wie die
grofBeren Stiicke liberlappen sich diese um 20 Basen, lassen aber durch die Anordnung jeweils
nur 20 Basen am 5'- und am 3'-Ende frei, die durch die Polymerase ergénzt werden miissen.
Die 40 Basen Oligonukleotide wurden unterschiedlich eingesetzt, im giinstigsten Fall konnten
alle sechs Stiicke zusammen mit duleren Primern, die das 140 bp lange entstehende Fragment
umfassen, in einem PCR-Ansatz verschmolzen werden. Es wurden auch die jeweiligen Paare
—a und —b usw. zu 60 bp Fragmenten fusioniert und diese doppelstrangigen DNA-Stiicke mit
oben beschriebenen dulleren Primern zu dem 140 bp grofen Fragment verschmolzen. Auch
konnten die doppelstrdngigen DNA-Stiicke wie z.B. [-a/-b] dazu benutzt werden, schrittweise

bereits vorhandene Fragmente um jeweils 60 Basen zu verldngern.

Obp 20bp 40bp 60bp 80bp 100bp 120bp 140 bp
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Abb. 3-21: Schematische Darstellung der Fusions-PCR mit 40 Basen langen Oligonukleotiden

3.2.2.1  Herstellung des Codon-optimierten zat Konstruktes

Die synthetisierten fiinf Oligonukleotide (CO-1 bis CO-5) ergeben nach Fusion den
Leserahmen fiir das codon-optimierte tat-Gen (tat-CO), entsprechend dem Molekularklon 77
des Isolats 00 200. Zundchst wurde versucht, in einer Reaktion alle fiinf Oligonukleotide
miteinander zu der 303 Basenpaar langen tat-Expressionssequenz zu verschmelzen
(Abbildung 3-22). Dabei wurden #uere Primer eingesetzt, die im Ty-Wert der Uberlappung
zwischen den einzelnen Oligonukleotiden angepallit wurden. Die PCR wurde in einem
Gradientencycler (DNA Engine PTC-200, MJ Research) durchgefiihrt, dadurch konnte in
einem Lauf bei mehreren gleichen Reaktionsansédtzen die Annealing-Temperatur von niedrig

bis hoch variiert werden. Fiir die Elongationszeit wurde 1 Minute/72°C gewéhlt.
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600 bp —

100 bp — — 100 bp

9 10 11 12 M

Abb. 3-22: Herstellung des kompletten tat-CO Konstrukts aus finf Oligonukleotiden.

Eingesetzt wurden 2,5pmol pro Ansatz mit duReren Primern in einer Gradienten-PCR.
Annealing-Temperaturen = 55.0°C - 70,0°C von links nach rechts. M = Marker 100 bp
Leiter.

Die Bande des kompletten Konstrukts bei ungefahr 300 Basenpaare ist zu erkennen, aber
durch die vielen Nebenprodukte nicht weiter verwertbar. Darauthin wurden, wie oben
beschrieben jeweils zwei Oligonukleotide durch ,,self-priming* miteinander verschmolzen.
Dazu wurde ein PCR-Programm mit einer Annealing-Temperatur von 60°C fiir 20 Sekunden

und einer Elongations-Temperatur von 72°C fiir 40 Sekunden gewéhlt (Abbildung 3-23).

Abb. 3-23: 1.Runde der Fusions-PCR mit 80 bp Oligonukleotiden von tat-CO.

Spur 1,2 = PCR-Reaktion mit CO-1 + CO-2 mit 25 pmol bzw. 12,5 pmol a Oligonukleotid;
Spur 3,4 = CO-3 + CO-4 in Konzentrationen wie oben; Spur 5 = Negativkontrolle ohne
Oligonukleotid-DNA in der PCR-Reaktion; Spur 6 = Nur CO-1 a 25 pmol; Spur 7 = nur CO-
2 a 25 pmol; (-) = Keine DNA Kontrolle; M = Marker 100 bp Leiter.

In Abbildung 3-23 ist zu sehen, daB3 die miteinander verschmolzenen Oligonukleotid-Paare
eine GroBe von ungefdhr 140 bp haben. Die beiden weiter verwendeten Produkte der ersten
Runde CO-[1/2] in Spur 1 und CO-[3/4] in Spur 3 entsprechen den Fragmenten von
Basenpaar 1- 140 und 121-260 der Codon-optimerten faz-Expressionssequenz. In Spur 6 und
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Spur 7 sind Aliquots der original Oligonukleotid-Losungen aufgetragen, eine Bande bei

nahezu 100 bp fiir CO-2 in Spur 7 entsteht wahrscheinlich durch Multimerisierung.

In der sich anschlieBenden Fusions-PCR (Runde 2) wurden die entstandenen Fragmente CO-
[1/2] und -[3/4] eingesetzt, um ein Fragment von Basenpaar 1-260 zu erzeugen. Um moglichst
wenig unspezifische Produkte und unverschmolzene Oligonukleotide aus dem ersten PCR-
Ansatz zu libernehmen, wurden die beiden Fragmente als Templates in unterschiedlichen
Mengen eingesetzt. Dazu wurden aus dem zu oben gezeigter Spur 1 gehorigen PCR-Ansatz
jeweils 1-, 2-, 5- und 10 pl entnommen und zusammen mit derselben pul-Menge aus dem zu

Spur 3 gehorigen PCR-Ansatz in eine neue 50 ul PCR-Reaktion pipettiert.

In einem zusétzlichen PCR-Ansatz wurde versucht, direkt das verbliebene Oligonukleotid
CO-5 anzufiigen. Diese PCR wurde mit denselben PCR-Parametern durchgefiihrt wie oben
beschrieben (Abbildung 3-24).

100 bp — — 100 bp

Abb. 3-24: 2 Runde der Fusions-PCR mit den Fragmenten tat-CO [1/2] und [3/4].

Spur 1 = je 1 ul Input aus PCR-Ansatz 1 und 3 der 1.Runde; Spur 2 = je 2 yl Input; Spur 3
= je 5 ul Input; Spur 4 = je 10 yl Input, Spur 5 = je 5 pl Input von PCR-Ansatz 1 und 3 der 1.
Runde plus 5 pl bzw. 12,5 pmol des Oligonukleotid CO-5; (-) = Keine DNA Kontrolle; M =
Marker 100 bp Leiter.

Die erhaltenen Banden zeigen das Fragment CO-[1-4], entsprechend Basenpaar 1-260. In
Spur 5 ist durch die gleiche GréBe zu Spur 4 zu erkennen, dal3 die Verschmelzung inklusive
CO-5 nicht erfolgte. In der folgenden Fusions-PCR wurde das letzte Oligonukleotid CO-5 an
das Fragment CO-[1-4] angekniipft. Dazu wurde eine konstante Menge an CO-5 mit
unterschiedlichen Mengen aus dem zur Spur 3 gehorigen PCR-Ansatz der 2. Runde in einem
50 ul PCR Ansatz pipettiert, zusitzlich wurde in einem PCR-Ansatz Primer mit eingesetzt,
welche die komplette tat-Sequenz umfassen. Das PCR-Programm blieb unveridndert

gegeniiber der 2. Runde.
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Abb. 3-25:

3.Runde der Fusions-PCR mit dem Fragment
CO-[1/4] und dem Oligonukleotid CO-5.

Spur 1 = 5 ul Input aus PCR-Ansatz 3 der
2.Runde ohne CO-5; Spur 2,3 =5 ul bzw. 10
gl Input aus PCR-Ansatz 3 der 2.Runde plus
je 25 pmol CO-5; Spur 4 = 5 pl Input plus 25
pmol CO-5 und je 15 pmol der Primer
tatCO_For und tatCO_Rev; (-) = Keine DNA
— 100 bp Kontrolle; M = Marker 100 bp Leiter

600 bp — 600 bp

100 bp —

Als GroBenvergleich ist das 260 Basenpaar Fragment CO-[1-4] mit aufgetragen. Rechts ist
das komplette, aus fiinf Oligonukleotiden zusammengesetzte Konstrukt zu sehen. Dieses 303
Basenpaar grof3e Fragment stellt die vollstindige Sequenz dar, die bendtigt wird um mittels
einem entsprechenden Expressionsvektor ein Tat-Protein gleich dem A/G-rekombinanten
Isolat 00 200 zu erzeugen. Um dieses deutlicher darzustellen und weniger der unspezifischen
Bande bei ungefihr 400 Basenpaar zu erzeugen, wurde aus dem zu Spur 4 gehorigen PCR-
Ansatz der 3. Runde eine geringe Menge mit den dufleren Primern in einem Gradientencycler
nochmals amplifiziert (Abbildung 3-26a). Um dieses Konstrukt in den Immuniserungsvektor
pTH klonieren zu konnen, mufliten noch entsprechende Modifikationen vorgenommen
werden. Die mutagenisierenden Primer tatCO-HindIII For und -BamHI Rev fiigen an das
komplette tat-CO Konstrukt in einer 5. Runde die Restriktionsschnittstellen an (Abbildung
3-:26b).

600 bp — [ o

100 bp — — 100 bp

M123 45 6 78M

Abb. 3-12: 4. und 5. Runde der Konstruktion der Codon-optimierten tat-Sequenz.

a) 4. Runde : Eingesetzt wurden je 1 pl des Fragments CO-{1-5] aus dem PCR-Ansatz 4
der 3. Runde mit tatCO_For/Rev in einem Annealingtemperatur-Gradienten von 60°C -
68°C von links nach rechts; M = Marker 100 bp Leiter.

b) Spur 1 = unmodifiziertes Volllangen-Konstrukt; Spur 2,3 = 2 pl Input aus PCR-Ansatz 1
der 4. Runde mit je 15 pmol der mutagenisierenden Primer tatCO-Hindlll_For und tatCO-
BamHI_Rev; M = Marker 100 bp Leiter.



Das PCR-Produkt aus Abbildung 3-26b, Spur 2 wurde wie beschrieben in pTH kloniert. Die
Kontroll-Sequenzierung zeigte, daB3 alle untersuchten Klone eine unterschiedlich stark
fehlerhafte tat-CO Sequenz besaBen. Die Fehler waren zumeist ein fehlendes oder ein
zusitzliches Nukleotid in G- oder C-Wiederholungen oder willkiirliche Austausche innerhalb
der Sequenz, ohne das sich bestimmte Mutationen als dominant erwiesen. Bei "Klon 11"
enthielt die Sequenz gegeniiber der Soll-Sequenz fat-CO 12 zu korrigierende bzw.
einzufiigende oder zu deletierende Basen, welche durch ihre Anordnung in zwei aufeinander

folgenden Mutagenese-PCRs korrigierbar sein sollten (Abbildung 3-27).

1  ATGGACCCCGTGGACCCCAACCTGGAGCCCTGGAACCACCCCGGCAGCCAGCCCACCACCGCCTGCAACA  tat CO
1  ATGGACCCCGTGGACCCCAACCTGGAGCCCTGGEACHEEEEE:GCAGCCAGCCCACCACCGCCTGCAACA  Klonll

71 AGTGCTACTGCAAGTTCTGCTGCTGGCACTGCCAGCTGTGCTTCCTGAAC-AAGGGCCTGGGCATCAGCT — tat CO
71 AGTGCTACTGCAAGTTCTGCTGCTGGCACTGCCAGCTGTGCTTCCTGAACHAAGGGCCTGGGCATCAGHE  Klonll

141 ACGGCCGCAAGAAGCGCCGCCACCGCCGCGGCACCCCCCAGAACCGCCAGGACCACCAGAACCCCGTGCC tat CO
141 .GGCCGCAAGAAGCGCCGCCACCGCCGCGGCACCCCCCAGAACCGCCAGGACCACCAGAACCCCGTGCC Klonll

211 CAAGCAGCCCCTGCCCATCATCCGCGGCGACCCCACCGGCCCCAAGGAGAGCAAGAAGGAGGTGGCCAAC tat CO
211 CAAGCAGCCCCTGCCCATCATCCGCGGCGACCCCACCGGCCCCAAGGAGAGCAAGAAGGAGGTGGCCAAC Klonll

281 CAGACCGAGGCCGACCAGTGCGCC tat CO
281 CAGACCGAGGCCGACCAGTGCGCC Klonll

Abb. 3-27: Vergleich der gefunden Sequenz nach Konstruktion des tat-CO mit der Soll-Sequenz

Die erste Mutagenese-PCR mit Plasmid-DNA des oben dargestellten Klons wurde mit 43
Basen langen Primern durchgefiihrt, die an Position 34 G zu A abédnderte und gleichzeitig die
fehlenden sechs Basen einfiigen. Von den erhaltenen Klonen wurden aufgrund der Effektivitét
dieses Systems nur fiinf Stiick sequenziert und es erwiesen sich drei als an dieser Stelle
korrigiert, aber in zwei dieser Klone wurde durch die Mutagenese-PCR gegeniiber dem
Ausgangsmaterial eine neue Insertion eingefiihrt. Mit dem verbliebenen, an der ersten Stelle
korrigierten, aber ansonsten unverdnderten Klon wurde die zweite Mutagenese-PCR
durchgefiihrt. Diese deletiert mittels 59 Basen langer Primer die {iberschiissige Base an
Position 121 und tauscht die vier Basen an Position 139-142 zu denen in der Soll-Sequenz
aus. Nach Sequenzierung von zehn Klonen, die aus der zweiten Mutagenese-PCR stammten
erwiesen sich davon drei Klone als das der geplanten Sequenz entsprechende tar-CO
Konstrukt. Davon wurde ein Klon als "ta-CO" Konstrukt ausgewihlt und weiterhin auf

Expression von Tat und des SV5/pK-Epitops getestet.
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3.2.2.2  Herstellung eines Codon-optimierten gag-Konstruktes

Analog der Konstruktion des tat-Gens wurden fiir gag 25 Oligonukleotide a 80 Basen Lénge
(CO-1 bis CO-25) bestellt, um die 1491 Basen lange Sequenz zu erzeugen. Um die zu
erwartenden Fehler in der erzeugten Sequenz schneller korrigieren zu konnen, sah die
Strategie zur Konstruktion des gag-Gens vor, zunéchst ca. 500 bp lange Fragmente zu
erzeugen und diese in Subklonierungsvektoren einzufiigen. In diesen Vektoren kann die
Sequenzierung und gegebenenfalls die Korrektur durch Mutagenese-PCR parallel erfolgen.
Nach der Kontrolle konnen diese Fragmente dann aus der Plasmid-DNA amplifiziert und

miteinander fusioniert werden.

In den ersten PCR, die mit verschiedenen MgCl,-Konzentrationen und der fiir die
iiberlappenden Bereiche errechneten Annealing-Temperatur von 60°C in einem tiiblichen 3-
Schritt PCR-Programm durchgefiihrt wurden, ergaben sich keine klaren Banden in der Grof3e
von den erwarteten 140 Basenpaaren (Abbildung 3-28).

Abb. 3-28:

Fusion-PCR der 80 Basen Oligonukleotide
mittels 3-Schritt PCR Programm. M =
Marker 100 bp Leiter.

{

C0-14
C0-16
C0-18
C0-20
CO-22

600 bp —

C0-9/C0-10

o
o
O
En
Q
O

CO-3/C0-4
CO-5/C0-6
CO-7 /C0-8

CO-13
CO-15
CO-17
CO-19
CO-21

100 bp —

456 M789 101112M

Diese PCR-Produkte wurden in einer weiteren PCR eingesetzt, um in einer zweiten Runde
aus den zum Teil vorliegenden 140 bp-Produkten nun groBere, ehemalig vier
Oligonukleotiden entsprechende Fragmente zu erzeugen. Im Agarosegel war nach dieser PCR
jedoch keinerlei diskrete Bande zu erkennen, auch in weiteren Versuchen unter Variation der

PCR-Parameter konnte kein PCR-Produkt in der entsprechenden GrofBe erzeugt werden.

Erst durch Anwendung der ,,Touchdown*“-PCR konnten einige Verschmelzungen zwischen
den 80 Basen langen Oligonukleotiden dermaflen durchgefiihrt werden, dall im Agarosegel
eine diskrete Bande zu sehen war (Abbildung 3-29). Dieses PCR-Programm erwies sich nur
bei der Verschmelzung der Ursprungs-Oligonukleotide als notwendig, die PCR-Reaktionen
zur Fusion groBerer Bereich wurden mit herkdmmlichen 3-Schritt PCR-Programmen

durchgefiihrt.
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600 bp —

CO-11 + C0-12
CO-13 + C0-14
CO-17 + CO-18
CO-19 + C0-20
CO-21 + C-022

S §
=) (=)
o O
+ o+
T
O O
O O

CO-7 + C0-8

100 bp —

M1 2 3 45 6 7 8 9 111122 M

Abb. 3-29: Fusion-PCR der 80 bp Oligonukleotide mittels "Touchdown" PCR Programm.

Spur 1 — 12 siehe Beschriftung rechts, Input 10 pmol je Oligonukleotid. Rechts zur
Verdeutlichung positive Verschmelzung zu 140 bp Produkten griin dargestellt. M = Marker
100 bp Leiter.

Eine weitere Verschmelzung der Fragmente [5/6], [9/10], [15/16] und [23/24] mit ihrem
vorhergehenden oder auch nachfolgenden Paar konnte in einer zweiten Runde nicht erreicht
werden. Aufgrund der Annahme, dal die 80 Basen langen Oligonukleotide durch
Sekundérstrukturen oder zu vielen Fehlern durch die Synthese zum 3'-Ende hin nicht zu
einem lédngeren Konstrukt zusammen gesetzt werden konnen, wurden zunichst nur bestimmte
Sequenzabschnitte als kleinere, 40 — 60 Basen lange Oligonukleotide dargestellt. Diese
wurden zur schrittweisen Verldngerung der oben genannten Fragmente eingesetzt. Die
Bezeichnung wurde so gewihlt, dal der urspriinglich durch die zwei 80 Basen langen Stiicke
CO-7 und CO-8 dargestellte Bereich unterteilt wurde in die sechse 40 Basen langen
Oligonukleotide CO-7a, -7b, -7c, -8a, -8b und -8c (Schematische Darstellung siche Abbildung
3:21).

— 600 bp

— 200 bp
125 bp —

— 100 bp
75 bp —
25 bp —

M123 456 7TMMgM 1 2 3

M'123 4567 MM

Abb. 3-30: Schrittweise Verlangerung des Fragments [5/6] mit [4a/b] in 5'- und [7a/b] in 3'-Richtung.

a) Paarweise Fusion von 40 Basen- und 80 Basen Oligonukleotiden; Input pro PCR-Ansatz
= 50 pmol je Oligonukleotid; Spur 1 = CO-3 + CO-4; Spur 2 = CO-4a + -4b; Spur 3 = CO-5
+ CO-6; Spur 4 = CO-7a + -7b; Spur 5 = CO-7c + -8a; Spur 6 = CO-8b + -8c; Spur 7 = Mix
aller genannten Oligonukleotide 7a — 8c. M' = Marker 25 bp Leiter; M? = Marker 100 bp
Leiter.
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b) Ankniipfen eines 60 bp Doppelstrang PCR-Produkts aus a) an das Fragment [5/6]; Input
je 5 pl aus den PCR-Ansatzen zu a). Spur 1 = CO-3 + [4a/b], kein Produkt erkennbar; Spur
2 = [4a/b] + [5/6] ergibt 197 bp Produkt; Spur 3 = [5/6] + [7a/b] ergibt 188 bp Produkt.

c) Verlangerung der in b) erzeugten Fragmente in die jeweilige andere 5'-/3'-Richtung,
Input je 5 pyl aus den PCR-Ansatzen zu b). Spur 1 = [4a-COG6] + [7a/b] ergibt 233 bp
Fragment; Spur 2 = [4a/b] + [5-7b] ergibt 233 bp Produkt mit mehr Nebenprodukten als
Ansatz zu Spur 1; Spur 3 = [7a-8a] + [8b/c] ergibt 133 bp Produkt. Spur 4 — 7 = weitere
Versuche Fragment [5/6] bis zu —8c zu verlangern ohne erkennbares Produkt.

Andere Bereiche, die auch nach weiteren Versuchen mit den 80 Basen langen
Oligonukleotiden nicht in der Fusions-PCR zu erzeugen waren, wurden komplett als 40 Basen
lange Oligonukleotide dargestellt. Diese wurden analog Abbildung 3-21 in einer ersten Runde
zunéchst paarweise miteinander verschmolzen, um dann in einer weiteren PCR mit dufleren
Primern die 60 bp langen doppelstrangigen PCR-Produkte miteinander zu verschmelzen.
Dabei wurden je nach Sequenzabschnitt drei bis sechs PCR-Produkte der ersten Runde in eine
PCR-Reaktion der zweiten Runde eingesetzt, um so Fragmente zwischen 140 und 260

Basenpaar Zu erzeugen.

100 bp —

Abb. 3-31: Herstellung des [11-14] Fragmentes aus zwdlf 40 Basen-Oligonukleotiden

a) Fusion der Oligonukleotide CO-11a + -11b; -11¢c + -12a usw. zu jeweils 60 bp langen
doppelstrangigen DNA-Stiicken (Spur 1 — 6); M' = Marker 100 bp Leiter; M? = Marker
25 bp Leiter.

b) Spur 1 = Verschmelzung der sechs Fragmente aus a) miteinander zu einem 260 bp
umfassenden Bereich CO-11 bis CO-14 in der nachsten PCR unter Verwendung auflerer
Primer, Input je 1 yl aus den Ansatzen zu a); Spur 2 = Amplifizierung des subklonierten
Fragments [4a-7Db].

Da sich die Erzeugung groflerer Fragmente als schwieriger und zeitaufwendiger erwies,
wurde die Strategie der Subklonierung von ungefdhr 500 bp grofen Fragmenten verworfen.
Erhaltene Fragmente, die zumeist zwischen 140 und 260 Basenpaaren Lingen erreichten
wurden mittels dem PCR-Produkt Klonierungskit pCR®4 Blunt-TOPO Kit for Sequencing
(Invitrogen, Groning, Niederlande) subkloniert, um diese reproduzierbar in einem Vektor zu

konservieren.



Letzendlich wurden so in mehreren Subklonierungen ein Set von unterschiedlich lange
Bereiche des gag-CO- Gens geschaffen, die jeweils an den Enden zwischen 16-20 Basen
Homologie aufweisen. Durch unterschiedliche Anfangs- und Endpunkte der einzelnen,
subklonierten Fragmente in Bezug auf die komplette gag-Sequenz konnten grof3ere Bereiche
auf verschiedenen Wegen hergestellt werden, je nachdem welche Verschmelzung sich

bewerkstelligen lieB3.

Die nichste Subklonierung ergab sich, wenn zum Beispiel das 220 bp lange Fragment [11a-
14a] in 3'-Richtung verlédngert wurde mit dem Fragment [15-16]. Dazu wurde die subklonierte
Sequenz mit den duBleren Primern aus der isolierten Plasmid-DNA amplifiziert und in einer
zweiten Runde mit dem erweiternden Fragment fusioniert. Oft muflten die einzelnen Teile in
unterschiedlicher Reihenfolge miteinander verschmolzen werden, es ergab sich keine
Tendenz, daB3 sich besser ein ldngeres Stiick mit einem kiirzeren fusionieren liel als zwei
gleich lange Teile miteinander. Es wurden zum Teil schon erfolgreich miteinander
verschmolzene Bereich verworfen, da diese sich nicht mit anderen Fragmenten fusionieren
lieBen; diese Teile mufBten darauf in kleineren Stiicken angefiigt werden. Bis zum endgiiltigen

gag-CO Konstrukt wurden letzendlich 19 Intermedidr-Konstrukte subkloniert

Durch die Subklonierung von Teilbereichen konnte der korrekte Zusammenbau aus den
einzelnen Oligonukleotiden unmittelbar durch Sequenzierung iiberpriift werden, um die
Gefahr einer ldngeren, fehlerhaften Sequenz im endgiiltigen Produkt zu verringern. Einige
PCR-Produkte, die im Agarosegel die richtige Lénge besaBen, stellten sich als
Wiederholungen eines einzelnen kleineren Fragments heraus. Solche, bis zu 120 bp langen
Bereiche wiirden sich schwierig durch die Mutagenese-PCR korrigieren lassen. Auch traten
falsche Sequenzen durch fehlerhaftes ,,self-priming* auf. Je nach Grofe der fehlerhaften
Bereiche wurden die subklonierten Bereiche verworfen und unter Variation der PCR-

Bedingungen neu hergestellt.

Als Beispiel fiir die gewdhlte Strategie zeigt Abbildung 3-31 die Herstellung der Fragmente
[1-7b] (Basen 1-419 der gag-CO Sequenz), [7c-14] (Basen 401-860) und [15-20] (Basen 834-
1220) aus kleineren, als Plasmid-DNA vorhandenen Bereichen. Es wurde aus den
Subklonierungsvektoren die Fragmente mit solchen Primern amplifiziert, da3 der fiir [1-7b]
benutze Reverse-Primer in der Sequenz dem fiir [7c-14] benutzen Forward-Primer entspricht.
Dadurch ergibt sich eine Sequenziiberlappung der beiden Fragmente, mittels derer diese
miteinander fusioniert werden konnen. Dasselbe Prinzip gilt fiir die Verbindungsstelle von

[7c-14] und [15-20].
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600 bp —

9 10 M 11 12 13 14 15 M

Abb. 3-32: Amplifikation der subklonierten Fragmente [1-7b], [7c-14] und [15-20].

Spur 1-5 = [1-7b] aus Plasmid-DNA im Annealing-Temperatur-Gradienten von 55°/ 57,8°/
59,3°/ 62,4° und 64,3°C von links nach rechts, PCR-Produkt = 429 bp; Spur 6-10 = [7c-14]
und Spur 11-15 = [15-20] analog zu oben; M = Marker 100 bp Leiter.

In Spur 5 der Abbildung 3-32, der mit der hochsten Annealing-Temperatur durchgefiihrten
PCR-Reaktion fiir das Fragment [1-7b] ist eine geringfiigig stirkerer, obere Bande zu sehen,
welche das gewiinschte Fragment darstellt. Die gegeniiber den beiden anderen Fragmenten
auftauchenden Nebenprodukte erkldren sich daraus, daBl in der Sequenz des subklonierten
Bereichs die Basen 1- 40, entsprechend dem Oligonukleotid CO-1a nicht vorhanden waren.
Deswegen wurde die PCR-Reaktion mit dem 80 Basen langen Oligonukleotid CO-1 als
Forward-Primer durchgefiihrt, um ein korrigiertes Fragment aus dem CO-1b bis CO-7

enthaltenden subklonierten Teil zu amplifizieren.

In diesem Fall, oder auch haufiger bei zunehmender Linge der Fragmente ergaben sich
vermehrt Nebenprodukte in der PCR, so daB3 die einzelnen Fragmente zunéchst durch
Aufreinigung aus einem préparativen Agarosegel isoliert werden muflten. Die in Abbildung
3-32, Spur 5 gezeigte PCR-Reaktion wurde mit mehreren Replikaten wiederholt und auf ein
priparatives Agarosegel aufgetragen, um die gewlinschte obere Bande aus dem Gel
auszuschneiden und die DNA zu isolieren (Abbildung 3-33a). Aus diesem und den beiden
Fragmenten direkt aus dem PCR-Ansatz zu Abbildung 3-32 konnte jetzt sowohl ein
Fusionsprodukt [1-14] (Basen 1-860 der gag-CO Sequenz) als auch [7c-20] (Basen 401-1220)
hergestellt werden, eine Verschmelzung aller drei Teile war nicht erfolgreich (Abbildung
3-:33b).
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600 bp — — 600 bp

100 bp —
— 400 bp

200 bp —

Abb. 3-33: Herstellung der Fragmente [1-14] und [7c-20].

a) PCR zur Amplifikation des Fragments [1-7b] aus Plasmid-DNA, Exscision der Bande
des um die Basen 1-40 verlangerten Inserts (subkloniertes Fragment entspricht [1b-7b]).
Durch Agarosegelauftrennung und Exscision wurden Nebenprodukt wie bei 800 bp nicht in
die nachste Fusions-PCR eingebracht; M = Marker 100 bp Leiter.

b) Fusions-PCR, Spur 1 = [1-7b] + [7c-14], Input = 200 ng der Gel-Extraktion und 2 pl des
PCR-Ansatzes zu Spur 8, Abb. 3-32 ergibt 860 bp PCR Produkt entsprechend [1-14]; Spur
2 = [7c-14] + [15-20], Input je 2 pl der Spur 8 und Spur 13, beide Abb. 3-32
entsprechenden PCR-Ansatze, PCR-Produkt entspricht 800 bp flr [7c-20]; Spur 3 =
Verschmelzung aller drei Fragmente zu [1-20] ohne Produkt in der Grofle von 1220 bp;
Spur 4 = 200 ng der Gel-Extraktion von [1-7b] aufgetragen.

In der in Abbildung 3-33b dargestellten PCR ergaben sich jetzt soweit dominante Banden, daf3
zundchst auf eine Gel-Aufreinigung verzichtet wurde und versucht wurde, aus den
Fragmenten [1-14] und [15-20] oder aus [1-7b] und [7c-20] ein den Basen 1- 1220

entsprechendes Fragment [1-20] zu fusionieren.

1200 bp — T
1200 bp —
600 bp —
600 bp —
100 bp —

Abb. 3-34: Herstellung und Aufreinigung des Fragments [1-20].

a) Spur 1 = [1-14] + [15-20], Input 4 pl PCR-Ansatz zu Spur 1, Abb. 3-33b + 2 ul PCR-
Ansatz zu Spur 15, Abb. 3-32; Spur 2 = [1-7] + [7-20], Input 200 ng des Eluats aus Abb.
3:33a + 2 pl PCR-Ansatz zu Spur 2, Abb. 3-33b, ergibt 1220 bp PCR Produkt
entsprechend [1-20]; M' = Marker 100 bp Leiter.

b) und c¢) Praparativer Malstab der Reaktion [1-7] + [7-20] zur Aufreinigung und
anschlieRenden Klonierung; M? = Marker 1 kb Leiter.
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Wie schon weiter oben beschrieben ist zu sehen, da3 die Reihenfolge oder Kombination in der
einzelne Teile miteinander verschmolzen werden, bei den Fusionen von ldngeren Fragmenten
von Bedeutung. In Spur 2, Abbildung 3-34a ist zu ersehen, da3 die PCR-Reaktion mit den
Fragmenten [1-7b] und [7¢-20] als Template eine stirkere und diskretere Bande liefert als die
Verschmelzung der Fragmenten [1-14] mit [15-20] in Spur 1. Daher wurde im préparativen
Mafstab das Fragment [1-20] aus erstgenanntem Ausgangsmaterial hergestellt, iiber ein
Agarosegel von den Nebenprodukten getrennt, aufgereinigt (Abbildung 3-34, b und c) und

wiederum kloniert.

Aus den Oligonukleotiden CO-21a, -21b, -21¢c, -22a, -22b und -22c¢ wurde parallel das
Fragment [21/22] hergestellt, sowie aus CO-23 und -24 und CO-25a und -25b das Fragment
[23-25]. Diese Fragmente wurden untereinander verschmolzen zu [21-25] (nicht gezeigt) und

danach versucht, dies an das aus dem Subklonierungsvektor amplifizierte und aufgereinigte

PCR-Produkt [1-20] anzufiigen (Abbildung 3-35).

Abb. 3-35:
Fusions-PCR der Fragmente [1-20] und [21-25]

Spur 1 = Input 120 ng aufgereinigtes PCR-
Produkt [1-20] + 2 pl PCR-Produkt [21-25] mit
fur 5'- und 3'-Ende mutagenisierenden Primern
gagCO-HINDIII_For bzw. -BAMHI_Rev; Spur 2
= Input wie oben beschrieben, mit kirzer
gewahlten mutagenisierenden Primern; Spur 3
= |Input wie oben beschrieben, mit sequenz-
spezifischen 5'-gelegenen Primer und gagCO-
BAMHI_Rev ergibt Vollangen-Produkt mit 3'-
angehangter Restriktions- schnittstelle; M’
Marker 100 bp Leiter; M? = Marker oX; M3
1 kb Leiter Leiter.

100 bp —

Als problematisch erwies sich die Fusions-PCR mit den mutagenisierenden Primern, die das
gag-CO-Konstrukt um die zur Klonierung in den pTH-Vektor ndtige Restriktionsschnittstelle
sowie die aus dem Vektor selbst stammenden Basen zwischen Schnittstellen und Start-Codon
verlingern. In Abbildung 3-35 ist dargestellt, daB3 die Fusion der beiden verbliebenen
Fragmente [1-20] und [21-25] bei Einsatz beider Primer, die also 5'- als auch 3'-gelegen die
entsprechenden Schnittstellen einfiigen, nicht erfolgreich ist (Spur 1). Ebenso bei neu
gewihlten Primern, die im sequenzspezifischen Teil kiirzer gewéhlt wurden (Spur 2). Nur in
Spur 3 ist eine Bande zu sehen, die dem Volldngen-Konstrukt entspricht, aber nur die 3'-
gelegene BamHI-Restriktionsschnittstelle besitzt. Andere Versuche, dieses Volldngen-
Konstrukt aus demselben Ausgangsmaterial und 5'- bzw. 3'-mutagenisierenden Primern zu

erzeugen, unter anderem die Variation der Annealing-Temperatur mittels einer Gradienten-
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PCR oder Kombinationen der verschiedenen Forward- und Reverse-Primer fiihrten ebenfalls
zu keinem Ergebnis. Um eine mogliche Interaktion des Forward-Primers mit dem
mutagenisierenden Reverse-Primer zu vermeiden, wurde zunéchst das Volldngen-Produkt mit
der 3'-Restriktionsschnittstelle subkloniert. Darauf konnte mit einem im
Subklonierungsvektor liegenden Reverse-Primer (M13) in Kombination mit einem
mutagenisierenden Forward-Primer das 5'- als auch 3'-modifizierte gag-CO Konstrukt
amplifiziert werden (Abbildung 3-36). Da die Klonierung in den Subklonierungsvektor eine
blunt-end Ligation bedeutet, ist kein gerichteter Einbau des PCR-Produkts zu erwarten. Es
muften somit sowohl der 5' zum Insert liegende M13-Reverse als auch der 3'-gelegene M 13-
Forward Primer als tatsdchlicher, zum gagCO-HindIIl For passender Reverse Primer getestet

werden.

Abb. 3-36:

Anfigen der 5'-gelegenen Restriktionsschnittstelle fur

Hind 11l an das subklonierte Fragment [1-25(BamH])].
1,6 kb —
Input je Reaktion 50 ng Plasmid-DNA und 10 pmol

Primer. Spur 1 = M13-Rev und gagCO-Hindlll_For; Spur
2 = M13-Rev und gagCO-Hindlll_For2; Spur 3 = M13-For
und gagCO-Hindlll_For2; Spur 4 = M13-Rev und gagCO-
Hindlll_For ergibt das 1553 bp lange gag-CO Konstrukt
inklusive der zur Klonierung notwendigen
Restriktionsschnittstellen. M = Marker 1 kb Leiter.

1kb —

500 bp —

Das in Abbildung 3-36, Spur 4 zu sehende Vollingen-PCR-Produkt wurde weiter in mehreren
Replikaten hergestellt, um im Agarosegel von den kleineren Nebenprodukten getrennt zu
werden und darauf in den Vektor pTH kloniert zu werden. In diesem Vektor wurde eine
Kontroll-Sequenzierung durchgefiihrt, um das vollstindige Konstrukt zu {liberpriifen. Durch
die vorgehenden Sequenzierungen der subklonierten Fragmente war die Sequenz zum Teil
bekannt und es wurden nur zwei Klone sequenziert. Beide Klone enthielten dieselben
Abweichungen zur gag-CO Soll-Sequenz, im Bereich 855-888 eine Insertion sowie der
Einbau von drei falsche Basen, an den Positionen 1359 und 1473 befinden sich ebenfalls

Mutationen (Abbildung 3-37, nichste Seite).



841 GACATCCGCCAGGGCCCCAAGGAGCCCTTCCGCG-ACTACGCCGACCGCTTCTTCAAGACCCTGCGCGCC gag CO
841 GACATCCGCCAGGGEcccanGeAGBccTTCCGCGBACTACGCCGACCGHTTCTTCAAGACCCTGCGCGCC Klonl9

1350 CACCGCCCCTCCCGCCGAGAGCCTGGGCATGGGCGAGGAGATCACCAGCCCCCCCATCACCAGCCCLCAG gag CO
1350 CACCGCCCCICCCGCCGAGAGCCTGGGCATGGGCGAGGAGATCACCAGCCCtCCCATCACCAGCCCtCAG Klonl9

1421 AAGCAGGAGCCCCGCGACAAGGGCCTGTACCCCCCCCTGACCAGCCTGCGCAGCCTGTTCGGCAACGACC gag CO
1421 AAGCAGGAGCCCCGCGACAAGGGCCTGTACCCCCCCCTGACCAGCCTGCGCAGICTGTTCGGCAACGACC Klonl9

Abb. 3-37: Vergleich der gefunden Sequenz nach Konstruktion des gag CO mit der Soll-Sequenz

Die vom 5'-Ende ausgehend erste falsche Base (Position 855) ist eine stille Mutation, die
nicht die Aminosdure-Sequenz verdndert, ebenso wie die vierte Abweichung (Position 888)
von der Soll-Sequenz gag-CO. Da jedoch die zweite Mutation sowie die Insertion (Position
865 und 874 / 875) zu einem Aminosdure-Tausch bzw. einer Verschiebung des Leserahmens
filhren, wurden in einer ersten Mutagenese-PCR mittels 59 Basen langen Primern alle vier
Fehler korrigiert. Es wurden zehn Klone sequenziert und es stellten sich nur zwei als im
Bereich 855-888 der gag-CO Sequenz entsprechend heraus. Mit Plasmid-DNA dieser Klone
wurde die zweite Mutagenese-PCR mit 50 Basen langen Primern durchgefiihrt, der nur die
Mutation an Position 1473 korrigiert, da diese einen Einflul auf die Aminosédure-Sequenz hat.
Es wurden wiederum zehn Klone sequenziert, von denen sich drei als korrigiert erwiesen.

Von diesen wurde ein Klon als "gag-CO" Konstrukt ausgewéhlt.

3.2.3 Nachweis der Expression der Konstrukte

Die vier erzeugten pTH-Vektoren tat-WT, tat-CO, gag-WT und gag-CO wurden nach
Bestitigung der korrekten Sequenz auf Expression des Insert getestet. Mittels verschiedener
Methoden wurde in vitro die Expression des im pTH kodierten SV5/pK-Antikorper Tag und
der klonierten HIV-Proteine nachgewiesen. Nach Transfektion von Cos7- oder 239T-Zellen
konnte fiir alle Konstrukte im Immunoperoxidase-Assay (IPA) eine Expression des SV5/pK-
Tag nachgewiesen werden (Abbildung 3-38). Als Positiv-Kontrolle wurde der SV5/pK-Tag
exprimierende pCDNA3-Vektor (freundlich zur Verfligung gestellt von Dr. Bannert, RKI)
eingesetzt. Fiir gag-WT konnten nur wenige angefiarbte Zellen beobachtet werden. Diese

Beobachtung fiir gag-WT bestitigte sich im Western Blot (Abbildung 3-39a)
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Abb. 3-38: Cos7-Zellen nach Transfektion, hier am Beispiel tat-CO gefarbt mit o-SV5/pK-Tag

Antikérper und a-Maus-IlgG Peroxidase Konjugat (200fache Vergroerung). Rechts
Zellen nach Transfektion ohne DNA im Ansatz (100fache VergroRerung).

Weitere Transfektions-Versuche zeigten, dal auch mit a-Gag bzw. a-Tat Antikorpern Zellen
im [PA angefirbt werden konnten. Bei der Transfektion von gag-CO konnte mit dem
Antikorper AG3.0 eine starke Expression demonstriert werden, wihrend fiir gag-WT nur
einzelne Zellen angefarbt wurden. Hier wurde als Positivkontrolle eine Transfektion mit dem
HIV-1 Molekularklon pNL4-3 mitgefiihrt. Der Immunoperoxidase-Nachweis von Gag-
Protein nach Transfektion mit gag-WT durch AG3.0 konnte nicht optimiert werden, auch
durch den a-SV5/pK-Tag Antikérper konnte nur eine sehr geringe Expression gezeigt
werden. Der monoklonale Tat-Antikorper zeigte bei taz-WT als auch -CO eine starke
Expression des Tat-Proteins. Im Western Blot lieBen sich die Ergebnisse bestétigen.
Weiterhin ist ein deutlicher Unterschied in der Expression zwischen dem Codon-optimierten

und dem Wildtyp gag-Konstrukt zu sehen (Abbildung 3-39¢).
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Abb. 3-39: Western Blot Analyse von Zellysat der transfizierten Cos7-Zellen.

a) Angefarbt mit a-SV5/pK-Tag Direkt Konjugat. Positiv-Kontrolle = Transfektion mit
SV5/pK-Tag-pCDNAS3 Vektor, Negativ-Kontrolle = Transfektion mit pNL4-3.

b) Primare monoklonalen Antikérper = ID9D5/J4B4F4 (a-tat).

¢) Primarer monoklonaler Antikorper = AG3.0 (a-Gag). Zu Beachten ist die veranderte

Reihenfolge des Probenauftrags gegeniiber a) und b), um ein Uberstrahlen der
schwacheren Banden in der direkt benachbarten Spur zu vermeiden.



Um auszuschlieBen, daB3 der zu beobachtende Unterschied in der Expression gag-WT versus
gag-CO durch eine stark abweichende Menge von transfizierten Zellen pro Konstrukt entsteht
wurden Ko-Transfektionen durchgefiihrt. Die beiden Konstrukte wurden jeweils im 1:1
Gemisch mit einem green fluorescence protein (GFP) exprimierenden Vektor transfiziert und
nach 24 Stunden die Expression analysiert. In Vorversuchen war im FACS ein deutlicher
Unterschied zwischen tranfizierten, GFP-exprimierenden Zellen und untransfizierten Zellen
zu erkennen, bis zu 16% der analysierten Zellen waren positiv fiir GFP-Expression. In
Abbildung 3-40 dargestellt ist eine geringere Transfektionsrate in der GFP-Transfektion, aber
es wurden 6,21 % GFP-positive Zellen der gag-WT/GFP Ko-Transfektion gegeniiber 1,88 %
im gag-CO/GFP Ansatz gezeigt. Dadurch konnte demonstriert werden, dafl die Zellen
effizient fiir gag-WT transfiziert wurden und die Gene der eingeschleusten Vektoren

exprimiert werden.
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Abb. 3-40: FACS Analyse der Ko-Transfektionen

In der Tabelle sind die Werte der fir GFP-positiven Zellen dargestellt. Die Dot-Blots
zeigen die mit GFP bzw. die ohne DNA transfizierten Cos7-Zellen. Die Doppel-
Darstellungen zeigen die ohne DNA transfizierten Zellen in der detektierbaren Emission
fur GFP gegeniber den mit GFP und dem jeweiligen Konstrukt transfizierten Zellen.



In der FACS-Analyse konnte eine deutliche Expression des transfizierten GFP-Konstrukts
gezeigt werden. Da davon ausgegangen werden kann, da3 die DNA-Aufnahme fiir die beiden
ko-transfizierten Plasmide gleich ist, sollten somit auch die gleiche Menge von Zellen Gag-
Protein exprimieren. Ist im p24-Nachweis aus Zelllysat eine unterschiedliche Menge an
Protein zu messen, kann dieser Unterschied durch die unterschiedlich starke Expression von

gag-CO gegeniiber gag-WT in jeder einzelnen transfizierten Zelle zuriickgefiihrt werden.
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Abb. 3-41: p24 Analyse der Ko-Transfektionen mittels kommerziellen Gag-ELISA (Beckman-Coulter)

Im Diagramm in Abbildung 3-41 ist die Auswertung anhand des Coulter HIV-1-p24-Antigen-
Assay (Beckman-Coulter) dargestellt. Durch die eingesetzte Menge an p24-Antigen, welches
als Positiv-Kontrolle mitgeliefert wird ist eine Bestimmung der Konzentration in den Proben
moglich. Errechnet wurden fiir das Zelllysat der gag-WT Transfektion 0,075 ng/ml p24-
Antigen und fiir die gag-CO Transfektion 60,5 ng/ml. In Abbildung 3-41 ist zu sehen, dal} die
Expression von gag-CO wesentlich starker p24-Antigen erzeugt als die des gag-WT, nach den
errechneten Werten ergibt sich ein Faktor von circa 800facher stirkerer Expression gegeniiber

dem gag-Wildtyp Konstrukt.

3.2.4 Geplante Immunisierungs-Studien

Nach der Verifikation der einklonierten Sequenz und dem Nachweis der Expression von Tat
und Gag durch die jeweiligen Konstrukte wurden die Plasmide durch den Endofree Maxiprep
Kit (Qiagen) mdglichst frei von bakteriellen LPS und in groBerem Maf3stab dargestellt. In

dieser Form sind die Vektoren als Teile eines DNA-Impfstoff einsetzbar, wobei bei klinischen



Einsatz in Menschen die im Vektor kodierte Antibiotika-Resistenz entfernt werden miif3te,
Um den Transfer dieses Gens zu moglicherweise pathogenen Bakterien zu verhindern. Durch
andere Selektionssysteme ist es ebenso mdglich, die gewlinschten Plasmide ohne Antibiotika-
Resistenz-Gen in Bakterienkulturen anzureichern. Doch sind diese Systeme zeitaufwendiger
als die Ampicillin-Selektion; die in dieser Arbeit hergestellten Vektoren mit Antibiotika-
Resistenz sind auch so im Tierversuch einsetzbar. Der Unbedenklichkeitsnachweis des
eingesetzten Vektors selbst wurde schon in Ver6ffentlichungen der Gruppe um A.McMichael
(Oxford, UK) gezeigt, ebenso die Mdglichkeit, in diesem Vektor die Antibiotika-Resistenz zu
entfernen. Der Immungenitits-Nachweis im Tiermodell der tat- und gag-Vektoren sowie die
Herstellung und Testung eines Codon-optimiertes Konstrukt fiir das env-Gen des A/G-
rekombinanten Isolats 00 200 konnte aus Zeitmangel nicht durchgefiihrt werden. In Zukunft
wire es moglich, auf dieser Basis eine DNA-Vakzine fiir Nigeria herzustellen oder auch mit
den oben beschriebenen Konstrukten in eine Phase I Studie in Deutschland und/oder Nigeria

zu gehen.



