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Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit wurden modifizierte HIV-1 Vakzinekandidaten hinsichtlich 

ihrer Expression und Immunogenität untersucht. Der RNA- und kodonoptimierte 

Leserahmen der Impfstoffvarianten basierte auf dem HIV-Subtyp B und kodierte für 

synthetische GagPolNef- bzw. PolNef-Polyproteine, die sich bezüglich des 

Vorhandenseins des natürlichen HI-viralen ribosomalen Leserastersprunges, von Nef 

sowie der Aktivität der viralen Protease unterschieden. Aus  Sicherheitsgründen 

wurde die Integrase deletiert und die Reverse Transkriptase inaktiviert, darüber 

hinaus wurde das Myristylierungssignal in Gag entfernt. Neu wurde an die 3`-

terminalen Enden der Varianten die Gensequenz von env-V3, die ein gut 

charakterisiertes H-2d-restringiertes T-Zell-Epitop kodiert, als Reporter angefügt, um 

im Rahmen von in vivo-Studien zusätzlich zu Gag-spezifischen T-Zellen auch 

Aussagen zu potentiellen PolNef-spezifischen T-Zell-Antworten zu ermöglichen. 

Die getesteten GagPolNef-Impfstoffkandidaten waren in der Lage, sowohl humorale 

als auch CD8+ T-Zell-Immunantworten gegen Gag bzw. den env-V3-Reporter (V3) zu 

induzieren. Die Synthese des 160 kD GagPolNef-Durchleseproteins im 

Ausgangskonstrukt resultierte in detektierbaren, aber niedrigen Gag (A9I)- und V3-

spezifischen T-Zell-Antworten. Diese T-Zell-Antworten sowie die Expression der 

Vakzinekandidaten konnten weder durch Deletion des nef-Gens noch durch 

Aktivierung der viralen Protease verbessert werden, wohingegen das Wiedereinfügen 

des natürlichen HI-viralen ribosomalen Leserastersprunges die Expressionsraten von 

Gag steigern und stärkere Gag- und V3-spezifische T-Zell-Antworten induzieren 

konnte. Demgegenüber induzierten Konstrukte, die die funktionsfähige virale 

Protease enthielten, schwächere Epitop-spezifische Immunantworten. Die 

effizienteste Immunantwort gegen Gag und V3 wurde durch das GagPolNef-Polygen-

Konstrukt erreicht, das neben einem funktionellen Leserastersprunges eine inaktive 

Protease und kein Nef enthielt.   

Des Weiteren wurden unterschiedliche PolNef-Varianten entworfen, um das 

Vektorinsert zu verkleinern und so die Aufnahme der Plasmide und nachgelagert die 

Expression der Impfstoffkandidaten zu verbessern. Auch hier wurde entsprechend 

die V3-Gensequenz 3´-terminal an den Leserahmen angefügt, mit Hilfe derer die 

Auslese stattfand. Korrelierend zu den obigen Ergebnissen  wirkte sich auch bei den 

PolNef-Varianten die Inaktivierung der Protease positiv auf die Immunogenität der 



Vakzinekandidaten aus. Die Deletion der nef-Sequenz führte zudem zu gesteigerten 

zellulären Immunantworten. Darüber hinaus konnte bei den Varianten ohne gag- und 

nef-Gensequenz ein Anstieg der Pol-spezifischen T-Zell-Antworten verzeichnet 

werden.  
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1. Einleitung 

1. Einleitung 

1.1. Epidemiologie 
 
Nach der Erstbeschreibung von AIDS-Fällen im Jahr 1981 (Gottlieb et al., 1981; 

Frøland et al., 1988; Levy et al., 1998) gelang es Montagnier (LAV), Levy (ARV) und 

Gallo (HTLV-III), ein Virus zu isolieren, welches 1986 erstmalig als „human 

immunodeficiency virus“ (HIV) bezeichnet wurde. Als die Entdeckung einer weiteren 

Antigen-Variante (HIV-2) folgte (Gao et al., 1999; Keele et al., 2006), wurde die 

Ursprüngliche als HIV-1 bezeichnet. HIV-1 wird unterteilt in drei Hauptgruppen: M 

(major), O (outlier) und N (nonM, nonO) (Simon et al., 1998), wobei die Gruppe M für 

den Großteil an HIV-1 Infektionen verantwortlich ist und sich wiederum in derzeit 9 

Klassen (clades A-K) aufschlüsselt (Jannssens et al., 1999). HIV-1 ist nicht nur 

wesentlich pathogener als HIV-2 (Greene et al., 1993; Girard et al., 2006), sondern 

auch am weitesten und häufigsten verbreitet. Während in den westlichen 

Industrienationen, Lateinamerika und der Karibik HIV-1B dominiert, sind HIV-1C in 

den Entwicklungsländern (Süd-, Ostafrika, Indien) und die Subtypen B, C und E 

vorwiegend in Asien verbreitet (Gürtler et al., 2000; Preiser et al., 2005; Letvin et al., 

2005). Erweitert werden die Klassen durch sogenannte „HIV-Chimären“ (circulating 

recombinant forms (CRF) oder „Mosaikviren“), durch die das Virus in der Lage ist, 

neue Antigenvarianten zu entwickeln (Fang et al., 2003; McCutchan et al., 2000; 

Peeters et al., 2000; Girard et al., 2006; Singh et al., 2006). 

 

1.2. Virologie und Pathogenese 
1.2.1. Virusaufbau  
Das HI-Virus wird der Familie der Retroviren und dem Stamm der Lentiviren 

zugeordnet, ist kugelförmig und misst etwa 100 nm im Durchmesser (Parkin et al., 

1995). Sein etwa 9600-9700 bp langes Genom, bestehend aus zwei RNA- 

Einzelsträngen, enthält in seinen neun offenen Leserahmen neben den drei 

Strukturgenen gag (gruppenspezifisches Antigen), pol (für Enzymfunktionen) und env 

(für Hüll- bzw. Membranproteine) sechs weitere Gene, die für akzessorische (Vif, 

Vpu, Vpr, Nef) und regulatorische (Tat, Rev) Proteine kodieren und wird von zwei 

LTR´ (long terminal repeat)-Sequenzen flankiert.  
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1. Einleitung 

Neben den P7 (NC)-Nukleokapsidprotein stabilisierten RNA-Strängen finden sich im 

Viruskapsid die pol-kodierten Enzyme Reverse Transkriptase (RT, p51) mit der 

RNAseH (p15) und Integrase (IN, p32). Die virale Protease (p11) liegt in inaktivem 

Zustand vor. Darüberhinaus können im core Nef-Proteinmoleküle nachgewiesen 

werden (Gürtler et al., 2000; Greene et al., 1993; Modrow et al., 2002). 

 
 Abb. 1.1: Schematische Darstellung des HIV-Genoms 
 

Gag kodiert als gruppenspezifisches Antigen über den Polyproteinvorläufer p55 für 

die Proteine p7 (NC), p17 (MA) und p24 (CA), sowie für p6 (LI) und die zwei 

Platzhalter-Peptide p2 und p1 (5´-MA-CA-p2-NC-p1-p6-3´) (Freed et al., 2001; 

Scarlara et al., 2003). Es wird direkt aus der viralen RNA translatiert und ist in der 

Lage, unreife Viruspartikel zu bilden. Sein p24 CA-Protein ist wie das p17- 

Matrixprotein ein gruppenspezifisches Antigen, das von gag kodiert und durch die 

pol-verschlüsselte Protease gespalten wird. Das konische, aus etwa 2000 

Proteinmolekülen bestehende Viruskapsid (CA) umschließt als innere Kernhülle den 

Viruskern und enthält hochkonservierte MHC-Regionen. Die äußere Kernhülle 

kleiden gag-kodierte p17-Matrixproteinmoleküle aus, die in ikosaedrischer Struktur 

über N-terminal myristylierte Enden kovalent an die Innenseite der äußersten 

Membran gebunden sind. Das späte akzessorische Protein Vpr bindet im Komplex 

mit dem Linker-Protein p6 an die äußere Kernhülle und verbindet so das Kapsid mit 

der Membran (Gürtler et al., 2000; Peterlin et al., 1988).  MA ist in eine Hüllmembran 

eingebettet, in die etwa 72 gp41 Glykoproteine als Transmembranprotein (TP) mit 

externen gp120 Glykoproteine verankert sind (Chaplin et al., 1999). (Scarlara et al., 

2003; Greene et al., 1993; Modrow et al., 2002). 

Der sich an gag anschließende pol-Leserahmen enthält die Information für alle 

enzymatischen Proteine des Virus, die initial als Teil eines langen 

Polyproteinvorläufers Pr160 (GagPol) synthetisiert werden. Dieses GagPol-

5´LTR 3´LTR

gag

pol

vif vpu

vpr

env

nef
rev

tat

Kpb0 1 2 43 5 6 7 8 9
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1. Einleitung 

Vorläuferprotein entsteht wie in anderen Retroviren als Resultat eines -1 

Leserastersprung (frameshift)-Ereignisses in 5-10% der Translationsereignisse. 

Verglichen dazu wird Gag zu 90-95% translatiert, wodurch eine Überproduktion der 

viralen Enzyme im Vergleich zu den Strukturproteinen verhindert werden soll (Paulus 

et al., 1999; Shehu-Xhilaga et al., 2001; Scarlara et al., 2003). Im Gegensatz zu 

anderen Retroviren liegt die in pol-kodierte virale Protease PR lediglich als Dimer in 

aktiver Form vor. Sie katalysiert über zwei Aspartatreste im aktiven Zentrum während 

der Reifung des Virions die hydrolytische Spaltung der viralen Proteine und Enzyme, 

die als Gag- und GagPol-Vorläuferproteine (Pr160) vorliegen und für die sie eine 

natürliche Präferenz aufweist (Hope et al., 2000; Freed et al., 2001; Gilles, 2005; 

Pettit et al., 2003). Eine vorzeitige Dimerisierung der PR wird durch die physikalische 

Trennung verhindert. Kommt es unkontrolliert durch Überproduktion und Aggregation 

zu einer Aktivierung der PR im Zytoplasma, so können zelluläre Proteine (Aktin, 

Calmodulin) degradiert und Gag- und GagPol-Domänen vorzeitig von essentiellen 

Transportsignalen abgespalten werden, wodurch die Aggregation und Freisetzung 

des Viruspartikels verhindert wird. Die Aktivität der PR wird von mehreren Faktoren 

reguliert: das GagPol transframe-Protein p6* verhindert eine vorzeitige 

Prozessierung der Vorläuferproteine und minimiert die unspezifische Degradation 

viraler Proteine (Paulus et al., 1999); Prolin übt an erster Stelle der AS-Position der 

PR Einfluß auf deren Aktivität aus, da ein Austausch mit Alanin zur vermehrten 

Spaltung zusätzlicher Prozessierungsstellen der Gag- und GagPol-Vorläufer führt 

(Pettit et al., 2005). Auch der natürliche ribosomale frameshift beeinflusst die Aktivität 

der Protease, da durch den Wegfall des Leserastersprunges das GagPolNef-

Vorläuferprotein zu 100% translatiert und somit die Protease entgegen der 5%igen 

Translationsrate der frameshift-Konstrukte überproduziert wird. Die Integrase (IN) ist 

für die Integration des Virusgenom in das Genom der Wirtszelle zuständig, kann 

jedoch auch desintegrieren und Fragmente aus dem Genom herausspalten. Nur 

zusammen mit der RNase ist die Reverse Transkriptase (RT) aktiv und schreibt RNA 

in DNA um (Gürtler et al., 2000).  

Env enthält die Erbinformation für die Hüllproteine gp41 und gp120, die als 

gemeinsames Vorlauferprotein gp160 generiert werden (Chaplin et al., 1999; Hope et 

al., 2000). Die konservierten Regionen (C) des gp120 sind unter den hypervariablen 

Schleifenstrukturen (V1-V5) und Zuckerresten verborgen (Freed et al., 2001; Letvin 

et al., 2005). Eine dieser variablen Domänen ist die für die Immunerkennung des HIV 
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bedeutende V3-Region mit seiner immundominanten Schleife (V3-loop), welche nicht 

an der CD4-Bindung beteiligt ist und gegen die eine Mehrzahl neutralisierender 

Antikörper gerichtet sind. Zudem interagieren Sequenzen innerhalb der V3-Schleife 

mit den HIV-Korezeptoren CXCR4 und CCR5 (Hope et al., 2000). 

 
 Abb. 1.2: Aufbau des HI-Virus (modifiziert nach NIAID) 
 

Das HIV-1 Genom kodiert darüberhinaus für eine Reihe akzessorischer und 

regulatorischer Proteine. Der Transaktivator Tat steigert die Effizienz der reversen 

Transkription, während LTR und Rev den Export der viralen mRNA aus dem 

Nukleus erlauben. Die akzessorischen Proteine Vpu, Vif, Vpr und Nef sind für die 

Virusreplikation von Bedeutung. Das nef-Gen ist unter allen Lentiviren 

hochkonserviert und gilt als bedeutender Virulenzfaktor. Es wird während der 

Frühphase der viralen Infektion zusammen mit Tat und Rev in großen Mengen 

gebildet und ist an der Plasmamembran, im Zytosol, im Nukleus und innerhalb des 

Virions lokalisiert. Nef interagiert mit zahlreichen zellulären Kinasen und 

Signalmolekülen und führt darüberhinaus in der Zielzelle neben einer 

Herabregulation der Oberflächenmarker CD4, CD28, MHC I und MHC II zu einer 

verringerten Präsentation viraler Peptide gegenüber Helfer- und zytotoxischen T-

Zellen (Ranjan et al., 2005; Fackler et al., 2001; Greenway et al., 2003). 
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1.2.2. Replikationszyklus und Morphogenese 

Zielzellen des HI-Virus und Ort der Replikation sind CD4+ T-Lymphozyten, 

Makrophagen und Monozyten des körpereigenen Immunsystems (Gandhi et al., 

1999). Neben der Bindung des HIV-Partikels an den zellulären CD4-Rezeptor über 

eine CD4-Bindungsregion im konservierten Bereich (C3 und C4) des gp120 erfolgt 

eine weitere Bindung zwischen variablen (V1-, V2-, V3-loops) sowie konstanten (C) 

Regionen des viralen Hüllproteins mit dem α-Chemokin-Rezeptor CCR-5 

(Makrophagen, primäre Lymphozyten) oder β-Chemokin-Rezeptor CXCR4 (T-

Helferzelle, primäre Lymphozyten). Erkenntnisse aus HIV-Langzeitüberlebenden 

zeigen, dass durch Mutationen der Chemokinrezeptoren (CCR-5 delta 32-Mutation) 

eine hohe Resistenz gegenüber einer HIV-Infektion entwickelt werden kann (Freed et 

al., 2001). So erschließen sich mit zunehmender Kenntnis über Korezeptoren und 

Fusionsprozeß des HIV neue Ansatzpunkte für die Entwicklung antiviraler 

Medikamente (Gandhi et al., 1999). 

Die sich nach der Bindung anschließende Membranverschmelzung zwischen 

Virushülle und Wirtszellmembran wird durch Konformationsänderung der 

Ektodomäne des gp41 (Fusionspeptid) getriggert, woraufhin die Freisetzung des 

Viruskapsides in das Zellinnere stattfindet und die virale ssRNA freigelegt wird. Die 

virale Reverse Transkriptase (RT) generiert, ausgehend von dem an die 

Primerbindungsregion gebundenem t-RNA Molekül, ein RNA-DNA Hybrid. Nach 

Abbau des RNA-Anteiles durch die RNaseH liegt ein DNA-Einzelstrang vor, über den 

die zellinterne DNA-Polymerase die Plusstrangsynthese vollziehen kann. Die 

Doppelstrang-DNA gelangt nun in Form eines Präintegrationskomplexes (HIV-DNA, 

Integrase, p17 (MA), Vpr und RT) via zelleigenem Mikrotubuli-Apparat durch die 

Kernporen zum Zellkern, wo die p32-Integrase durch Prozessierung der 3´-Enden die 

Insertion der viralen dsDNA in das Wirtszellgenom katalysiert. Das eingebaute 

Provirus dient als Template für die Synthese viraler mRNAs durch die zelluläre RNA-

Polymerase II (Freed et al. 2001; Greene et al., 2002). 

Die Transkription wird im Bereich U3/ R des HIV-1 LTR aktiviert (Modrow et al., 2002; 

Freed et al., 2001). In dieser Frühphase entstehen im Zellkern drei Größenklassen 

viraler mRNA: mehrfach gespleißte, etwa 1,7-2,0 kb kurze mRNA-Moleküle, die für 

die Regulationsproteine kodieren (Mehrzahl), einfach gespleißte, etwa 4,0 kb lange 

mRNA für Env, Vif, Vpu und Vpr sowie ungespleißte mRNA-Moleküle, die den RNA- 

Genomen entsprechen und aus denen Gag und GagPol translatiert werden (Greene 
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et al., 2002; Modrow et al., 2002). Mit Aktivierung des Rev (regulator of expression of 

viral proteins) wird die späte Infektionsphase eingeleitet, in der längere Transkripte 

für Strukturproteine und Enzyme (Env, Gag, GagPol) entstehen. In den Zellkern 

transportiert, bindet Rev an die RRE-Elemente der einfach- und nichtgespleißten 

RNAs, wodurch diese in das Zytoplasma exportiert und dort translatiert oder als 

RNA-Genom verpackt werden. Die Proteinsynthese des gp160-Vorläufers findet an 

der Membran des endoplasmatischen Retikulums statt, in dessen Lumen die 

Proteinkette mit Asparaginresten glykosyliert wird. Auf dem Weg zur Zelloberfläche 

durchläuft das Protein den Golgi-Apparat und wird dort in gp120 und gp41 gespalten. 

Alle übrigen Virusproteine werden im Zytoplasma an den freien Ribosomen 

translatiert. Nach ihrer Synthese und Myristylierung der aminoterminalen Enden 

werden schließlich auch Gag und GagPol mittels zellulärer Faktoren zur 

Zellmembran transportiert (Hunt 2009; Modrow et al., 2002; Freed et al., 2001). 

Die so gewonnenen unreifen Proteine kondensieren zusammen mit der viralen RNA 

unter der Plasmamembran zu einem neuen Viruspartikel (Morphogenese), das sich  

nun abschnürt. Nach diesem Ausknospungsprozeß (budding) aktiviert sich die 

Protease aufgrund der erhöhten Pol Konzentration in dem leicht sauren Milieu selbst 

mittels Autodigestion aus der von pol-kodierten Polypeptidkette und spaltet die 

restlichen Proteinvorstufen von Gag und GagPol in die funktionellen Strukturproteine 

p17, p24, p7 und p6 (Freed et al., 2001). Diese Reifung in ein infektiöses 

Viruspartikel wird von einer strukturellen Umlagerung von sphärischer in eine 

konische Form begleitet (Gürtler et al., 2000; Scarlara et al., 2003).   

 
1.2.3. Infektionsverlauf  
Als Reservoir des HIV dient der Mensch. Zwar können auch Schimpansen durch 

HIV-1 infiziert werden, sie erkranken jedoch nicht oder erst nach langer 

Inkubationszeit an dem Virus (Gürtler et al., 2000). Das Virus verschafft sich 

entweder direkt über den Blutkreislauf oder über Verletzungen der Schleimhaut mit 

Befall der Langerhanszellen dentritischer Zellen und dort eingewanderten 

Makrophagen Zutritt in den Körper. Von der Schleimhaut aus gelangen die Viren 

über Lymphbahnen zu Lymphknoten und lymphatischem Gewebe (Milz, Tonsillen, 

Peyersche Plaques), wo sich neben dendritischen Zellen auch Monozyten, 

Makrophagen und T-Lymphozyten mit CD4/CCR5-Rezeptorkombinationen befinden, 

über die das HI-Virus eindringen kann (Modrow et al., 2002). Während der 
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Frühphase werden zunächst sogenannte „non synctium induzierende Isolate“ (NSI) 

des HIV übertragen, die über den -Chemokinrezeptor CD4/CCR-5 Monozyten und 

Makrophagen befallen (makrophagotrope Virusstämme) (Gürtler et al., 2000; Modrow 

et al., 2002). 

Im peripheren Blut sind nun etwa 1 von 104 bis 105 Zellen infiziert und in den 

Keimzentren der Lymphknoten findet sich eine hochgradige Anreicherung befallener 

Zellen sowie Viren-Antikörper-Komplexe (Modrow et al., 2002). Vorherrschend in 

diesem Stadium ist eine Virämie. Täglich werden bis zu 1012 Viruspartikel gebildet, 

deren Hauptanteil den infizierten CD4+-Zellen entstammt. Zytotoxische B- und T- 

Lymphozyten stellen jedoch eine starke Abwehr dar und können das Virus vorerst 

noch aus dem Kreislauf beseitigen (steady state) (Ho et al., 1995; Gürtler et al., 

2000).  

 

 

Abb. 1.3: Infektionsverlauf (modifiziert nach Hunt 2009) 

 

Während zunächst die Neubildungsrate an CD4+-Zellen dem Virus ebenbürtig ist und 

den Zellverlust kompensiert (Greene et al., 1993; Ho et al., 1995; Perelson et al., 

1996), schreitet die Zerstörung des Lymphgewebes im Laufe der Erkrankung voran 

und die Zahl an CD4+-Zellen nimmt kontinuierlich ab. Ein weiterer Verlust der CD4+-

Zellpopulation kommt darüberhinaus durch Fusion infizierter und nicht infizierter 

Zellen zu vielkernigen Riesenzellen (Greene et al., 2002) sowie dem limitierten Vorrat 

an T-Helferzellen zustande, die die Zellverluste nicht auffüllen können. Dieser CD4-

Zellverlust führt schließlich zu einer Immunsuppression, da auch deren 
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immunologische Funktion der Zytokinproduktion verloren geht, in Folge derer 

zytotoxische CD8+-Lymphozyten nicht mehr aktiviert werden können (Modrow et al., 

2002).  

Die HIV-spezifischen, CD8+-zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) spielen eine 

entscheidende Rolle bei der Erkennung und Lyse infizierter Zellen. Befallene Zellen 

präsentieren Peptidfragmente des Virus über MHC-Moleküle an der 

Membranoberfläche, die durch TH1-Helferzellen (CD4+-Lymphozyten) erkannt 

werden können und die CTL-Aktivität steuern, während TH2-Helferzellen die 

humorale antikörpervermittelte Immunreaktion regulieren. Hauptsächlich während der 

Primärinfektion kann die Immunkontrolle der zytotoxischen T-Lymphozyten die 

Plasmavirämie reduzieren. Mit zunehmendem Infektionsverlauf jedoch sinkt mit 

Abnahme zytokinproduzierender TH1-Zellen auch die Aktivität der CD8+-Zellen 

(Clerici et al., 1996; Harrer et al., 1996).  

Zwischen einer und vier Wochen nach Infektion tritt eine Serokonversion ein. In 

Folge der fortschreitenden Virusreplikation verringert sich die CD4+-Zellzahl auf bis 

zu 500 Zellen pro µl, während die Zahl an CD8+-Zellen steigt, was in einer 

Verschiebung des CD4/CD8-Quotienten auf <0,5 resultiert. Die Primärinfektion kann 

mehrere Wochen lang andauern und mündet nach Abfall der Virustiter in das 

symptomfreie Latenzstadium (Modrow et al., 2002; Greene et al., 2002). 

Dieses ist geprägt von einer starken, gegen HIV gerichteten Immunabwehr und kann  

über mehrere Jahre andauern. In Folge des Zusammenspieles zwischen Virus und 

Wirtsfaktoren stellt sich nach initialem Peak ein Niveau der Virusaktivität ein, das das 

Gleichgewicht der HIV-Replikation und Zerstörung durch zytoxische T-Lymphozyten 

wiederspiegelt (O´Brien et al., 1996; Gürtler et al., 2000).  

Im Mittelpunkt der weiteren Krankheitsprogression steht der fortschreitende Verlust 

von CD4+-Lymphozyten und das verringerte CD4/CD8-Verhältnis (Normalwert >1). 

Als kritische Schwelle für eine weitere klinische Verschlechterung gilt das Absinken 

der CD4+-Lymphozyten unter 200/µl. Das Risiko für AIDS-typische opportunistische 

Infektionen ist nun stark erhöht und deutet auf den nahenden Zusammenbruch des 

Immunsystems hin (Levy et al., 1993; Rinaldo et al., 1995; Gürtler et al., 2000; 

Modrow et al., 2002). 

Die symptomatische Phase tritt mit Zusammenbruch des Immunsystemes ein, in der 

das HI-Virus nicht länger kontrolliert werden kann. Es resultiert eine hohe 

Replikations- und damit auch Mutationsrate. Darüberhinaus ändern sich mit den 
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Replikationseigenschaften aufgrund von Mutationen auch der Zelltropismus: so 

werden im Spätstadium hochvirulente SI-Varianten (synctium inducing) gebildet, es 

findet eine Spezifitätsverschiebung statt: Die Varianten zeichnen sich durch schnelle 

Replikation und hohe Virustiter aus und verfügen über die Fähigkeit der 

Riesenzellbildung. Über Bindung an den CD4/CXCR-4 Rezeptorkomplex werden vor 

allem CD4+ T-Lymphozyten angegriffen und zerstört (Gürtler et al., 2000; Modrow et 

al., 2002; Wild et al., 2003).  

Während der Endphase der AIDS Erkrankung sinkt neben der CD4+ auch die CD8+ 

T-Zellzahl und der Virustiter im Blut steigt rasant an, die Immunaktivität fällt gegen 

Null. Ab diesem Zeitpunkt setzt der Verlust der Immunkompetenz ein und es treten 

symptomatische Infektionen mit opportunistischen Erregern und maligne HIV- 

assoziierte Neoplasien auf (Gürtler et al., 2000; Modrow et al., 2002). 

 
1.2.4. Pathogenitätsfaktoren 
Die pathogenen Eigenschaften des HI-Viruses erschweren es dem menschlichen 

Organismus, das Virus zu eliminieren (Douek et al., 2006). So liegt die hohe 

Pathogenität des Erregers zum Einen darin, daß er über die Schlüsselstelle der 

körpereigenen Abwehr angreift und die Zellen des Immunsystems nicht nur direkt 

befällt, sondern auch indirekt an deren Zerstörung beteiligt ist (Parkin et al., 1995). 

Es werden zwar hauptsächlich T-Zellen befallen und spezifisch zerstört, doch neben 

Makrophagen und Monozyten können auch Oligodendrozyten, Astrozyten, 

Neuronen, Gliazellen oder Endothelzellen infiziert werden.  

Zum Anderen entstehen aufgrund von Kombination und der hohen Fehlerrate der RT 

(1:10.000) verschiedene hochvariable Virusvarianten (Douek et al., 2006; Girard et 

al., 2006) und es entwickeln sich, wie oben ausgeführt, während des 

Krankheitsverlaufes infektiösere Varianten, die durch Änderung des Zelltropismus 

unterschiedliche Pfeiler des Immunsystems angreifen (Wild et al., 2003). Diese 

können sowohl im Kreislauf zirkulieren als auch in peripheren Reservoirs 

(lymphatische Organe, Gehirn) in Latenzstadien verharren, wo sie medikametös 

schwer erreichbar sind (Pantaleo et al., 1991; Poli et al., 1993).  

Ein weiterer Pathogenitätsfaktor besteht darin, daß HIV eine zytolytische Wirkung 

besitzt, indem es in den Zellen direkt und indirekt Apoptose induziert. So schütten 

infizierte Makrophagen Zytokine aus, die über Oberflächenmoleküle in T-

Lymphozyten Apoptose induzieren können. Weiterhin werden durch das HIV-
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Oberflächenprotein gp120 mittels vielfältiger 

Mechanismen Autoimmunreaktionen und Apoptose 

ausgelöst (Chaplin et al. 1993, Modrow et al. 2002), 

wodurch nach und nach die CD4+-Zellpopulation 

reduziert wird, während das Virus selbst escape-

Mechanismen entwickelt, um nicht zerstört zu werden 

(Greene et al., 2002; Burgers et al., 2005;  Douek et al., 

2006).  

Auch dadurch, daß konservierte Bereiche des 

hochvariablen Env-Proteins gp120 durch Glykosylierung maskiert bzw. an der 

Innenseite verborgen sind und somit nur schwer von Antikörpern erreicht und 

neutralisiert werden können, entzieht sich das Virus der Immunantwort (Burgers et 

al., 2005; Douek et al., 2006).  

1.3. HIV-Vakzine 
Wie oben dargelegt, ist das HI-Virus aufgrund multipler Pathogenitätsfaktoren 

äußerst virulent und erzeugte seit seiner Verbreitung vor über 20 Jahren bis heute 

sowohl großen volkswirschaftlichen als auch soziokulturellen Schaden. Seither 

wurden viel Energie und finanzielle Mittel in Entwicklung, Einsatz und Ausbau 

geeigneter Bekämpfungsstrategien gesetzt, die jedoch bislang das Virus an seiner 

Ausbreitung nicht hindern konnten. Prinzipiell fußt die Bekämpfung der AIDS-

Pandemie auf 3 Säulen: Die Prävention dient der Verhinderung der Transmission, die 

bereits stattgefundene Infektion soll in Schwere und Transmission mittels 

antiretroviraler Therapie (HAART) eingedämmt werden, während die noch in der 

Entwicklung befindlichen Impfstoffe sowohl präventiven als auch therapeutischen 

wirksam sein sollen.  

 

1.3.1. Herausforderungen der HIV-Impfstoffentwicklung 
Bei der Entwicklung von HIV-Impfstoffen stößt man auf vielschichtige Probleme. 

Diese sind u.a. der Verbreitung verschiedener HIV-Subtypen und Klassen in den 

unterschiedlichen Regionen der Welt geschuldet (Nathanson et al., 2000; Girard et 

al., 2006). So zirkulieren beispielsweise in Südafrika gleichzeitig verschiedene HIV- 

Klassen, wodurch in Gebieten mit erhöhtem Risiko eine gleichzeitige Infektion einer 

einzelnen Person mit unterschiedlichen multiplen Chimären wahrscheinlich ist und 

Abb. 1.4: HIV-infizierte Zelle 
während der Apoptose 
(modifiziert nach NIAID) 
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die Immunisierung mit der auf einer Klasse basierende Vakzine wenig 

erfolgsversprechend erscheint. Weitere Probleme erwachsen aus den Eigenschaften 

des HIV: die Tatsache, dass keine natürliche Immunität gegen das Virus vorhanden 

ist (Douek et al., 2006) sowie fehlende Kenntnisse, welche Immunkorrelate Schutz 

bieten können (Girard et al., 2006), erschweren die Impfstoffentwicklung, zumal 

selbst eine potente Vakzine zwar die akute Infektionskrankheit einzudämmen, aber 

nicht das Virus zu zerstören vermag (Nathanson et al., 2000). Die Fähigkeit der 

Latenz stellt ein Hauptproblem dar, da hierbei das Virus durch Virostatika schwer 

erreicht werden kann (Lehner et al., 2003). Ein weiteres Problem besteht aufgrund 

der genetischen Variabilität des HIV (Douek et al., 2006; Girard et al., 2006). Neben 

zahlreichen Varianten, Quasispecies und Rekombinationen untereinander erschwert 

die extrem hohe Mutationsrate mit Ausbildung o.g. escape-Eigenschaften die 

Entwicklung eines Impfstoffes (Gotch et al., 2000; Graham et al., 2002, Lehner et al., 

2003; Burgers et al., 2005; Douek et al., 2006; Girard et al., 2006; Singh et al., 2006). 

Schließlich stößt man auch wegen des Fehlens eines geeigneten Tiermodells, 

wodurch die Effizienz schließlich nur im Rahmen klinischer Studien am Menschen 

beurteilbar ist, neben wissenschaftlichen auch auf ethische Grenzen (Graf et al., 

2000; Burgers et al., 2005; Letvin, 2005; Girard et al., 2006). 

 

1.3.2. Anforderungen an und allgemeine Ansätze für eine HIV-Vakzine 
Große Bedeutung kommt in der Entwicklung von HIV-Impfstoffen der Identifikation 

von Korrelaten einer schützenden Immunantwort zu. Diesbezüglich werden 

Erkenntnisse aus bisherigen Vakzine-Studien herangezogen, aber auch die von 

Langzeitüberlebenden. Dies sind HIV-infizierte Personen, deren Immunsystem trotz 

fehlender antiretroviraler Therapie über Jahre hin das Virus kontrollieren kann, bevor 

sich bei Ihnen das Vollbild AIDS entwickelt, sogenannte „long-term non progressors“ 

(LTNP), oder häufig exponierte, jedoch nicht infizierte Personen (z.B. Prostituierte in 

Nairobi) (Hunt 2009; Gürtler et al., 2000; Dean et al., 1996). Vor dem Hintergrund der 

Langzeitüberlebenden wird ein Richtungswechsel bezüglich der Zielstellung einer 

Vakzine deutlich: Entgegen der bisherigen Ansätze, vollständigen Schutz oder eine 

zeitliche limitierte Infektion zu erlangen, steht nun die Langzeitkontrolle der Infektion 

im Vordergrund (Deml et al., 2001), und mit zunehmender Kenntnis über die 

Korrelate einer schützenden Immunantwort erschließen sich der Impfstoffforschung 

neue Ansatzpunkte für die Entwicklung potenter und sicherer Vakzinekandidaten. 
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Oft findet die HIV-Übertragung über Sexualkontakte, und damit auch die virale 

Transmission und Replikation hauptsächlich in genitaler und rektaler Mukosa statt, 

weshalb ein Vakzin das mukosale Immunsystem aktivieren sollte (Burgers et al., 

2005; Lehner et al., 2005). Die mukosale Immunisierungsstrategie macht eine 

vaginale, rektale oder auch respiratorische Applikation der Immunisierungen 

erforderlich (Lehner et al., 2005; Hofmann-Sieber et al., 2010).  

CTL spielen in humanen- und Primatenstudien eine wichtige Rolle in der Kontrolle 

des HIV, können jedoch nur infizierte Zellen erkennen und zerstören und erst zu 

einem späteren Zeitpunkt der Infektion die Viruslast senken als neutralisierende 

Antikörper. Diese reduzieren die Virusmenge bereits sehr früh, da sie das 

Viruspartikel schon vor Infektion der Zelle in Serum sowie Mukosa neutralisieren 

(Graham et al., 2002; Burgers et al., 2005; Dunham et al., 2006). 

In Studien an Langzeitüberlebenden konnte gezeigt werden, dass durch Stimulation 

beider Arme des adaptiven Immunsystems (B-Lymphozyten und T-Killerzellen) die 

virale Replikation und Ausbreitung eingedämmt werden konnte (Graham et al., 2002; 

Burgers et al., 2005; Lehner et al., 2005; Dunham et al., 2006). Vor allem der 

Aktivierung dreier Zellpopulationen des adaptiven Immunsystems, der CD4-, CD8-, 

und B-Zellen, wird die Schlüsselfunktion, Schutz vor Infektion zu erzeugen, 

zugeschrieben (Clerici et al., 1996; Harrer et al., 1996; Nathanson et al., 2000; 

Graham et al., 2002). Den in LTNP nachgewiesenen CD8+ zytotoxischen T-Zellen 

und hohen Zahlen HIV-spezifischer Vorläufer-CTLs gegen verschiedene 

Virusproteine (Nef, Rev, Tat) und hochkonservierte gruppenspezifische Epitope (v.a. 

in Gag und Pol) kommt eine entscheidende Rolle zu (Wild et al., 2003), und diese 

können eine Erklärung für die langsame Krankheitsprogression sein (Gürtler et al., 

2000).  

Aus der Erkenntnis, daß CTLs von unterschiedlichen, und mit verschiedenen HIV- 

Klassen infizierten Patienten in der Lage waren, Epitope anderer Virusklassen zu 

erkennen, erwächst der Ansatz, eine klassenübergreifende Vakzine („pan-clade“) zu 

entwickeln, die kreuzreagierende spezifische Immunantworten auslösen kann bzw. 

einen „Vakzinecocktail“ aus Vertretern relevanter Virustypen zu entwerfen (Gotch et 

al., 2000; Pressekonferenz Kompetenznetz HIV/AIDS 2002). Darüberhinaus spielt 

der Einsatz von Adjuvantien, die die Quantität, Qualität und Dauer der Immunantwort 

verbessern sollen, eine erhebliche Rolle für die Etablierung einer potenten Vakzine 

(Coordinating Committee 2005). 
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Somit sollte der idealen HIV-Impfstoff eine breit gefächerte humorale und zelluläre 

Immunantwort in Blut, Gewebe und mukosalen Oberflächen induzieren, dabei sowohl 

CTL-, T-Helferzellen, neutralisierende IgG und mukosale IgA aktivieren, die virale 

Replikation effektiv kontrollieren und gegen verschiedene HIV-Subtypen und 

zirkulierende Rekombinanten schützen (Nathanson et al., 2000; Burgers et al., 2005; 

Lehner et al., 2005). 

 

1.3.3. HIV-Vakzinestrategien: Konzepte für die Entwicklung eines HIV-
Impfstoffes 

Der Impfstoffeinsatz dient neben dem Schutz des Einzelnen der Ausbildung einer 

Herdenimmunität (Pschyrembel, 1998; Girard et al., 2006). Prinzipiell werden 

Vakzine in prophylaktische oder therapeutische Impfstoffe oder in aktive oder passive 

Impfstoffe eingeteilt. Die aktive Immunisierung erfolgt mittels attenuierter Lebend- 

und Totimpfstoffe oder inaktivierter Erreger, um eine zelluläre und humorale 

Immunantwort zu induzieren. Hyperimmunseren hingegen werden zur passiven 

Immunisierung eingesetzt und zielen vorwiegend auf die humorale Immunantwort ab 

(Gürtler, 2000; Pressekonferenz Kompetenznetz HIV/AIDS 2002; Burgers et al., 

2005).  

Erkenntnisse aus bisherigen Entwicklungen der lebend, attenuierten oder 

inaktivierten Impfstoffe konnten aufgrund der Biologie und Pathologie des HIV sowie 

aufgrund von Sicherheitsbedenken nicht übernommen werden (Letvin et al., 2005; 

Burgers et al., 2005; Singh et al., 2006): 
Attenuierte Impfstoffe zeigten bei SIV-Varianten, dass eine Infektion mit 

pathogenem SI-Virus verhindert werden konnte, die Impfviren jedoch lebenslang im 

Körper persistierten und unter bestimmten Bedingungen AIDS verursachten und kein 

Schutz vor einer Superinfektion mit dem Wildtyp bestand. Chemisch inaktivierte 
Viren erzeugten zwar eine effektive Immunantwort in Polio- und Influenzaimpfung 

des Menschen, erwiesen sich aber in Primatenstudien als beschränkt in Hinsicht auf 

die Diversität der Virusisolate sowie Dauer und Spektrum der Immunantwort. Studien 

zur passiven Immunisierung mit monoklonalen neutralisierenden Antikörpern 

(2G12, 2F5, 4E10) waren hinsichtlich der Suppression des viralen Rebounds 

während Unterbrechung der antiretroviralen Therapie nicht erfolgsversprechend. 

Auch kurze Peptide eines Antigens können nur eine hochspezifische Immunantwort 

auslösen (Gotch et al., 2000). VLPs (Virus like particles, Pseudo-Virionen) 
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hingegen zeichnen sich durch ihre Sicherheit aus, sind nicht infektiös und können 

leicht hergestellt werden (Gotch et al., 2000; Letvin et al., 2005; Girard et al., 2006; 

Singh et al., 2006). Sie waren in der Lage, neben der humoralen eine systemische 

Immunantwort zu induzieren. 

 
Abb. 1.5: Darstellung einiger Vakzinestrategien gegen HIV, die derzeit untersucht werden, sowie das HI-
Virus mit RNA und den Env-Glykoproteinen gp41 und gp120 (modifiziert nach Singh 2006). 
 
Rekombinante subunit Vakzine oder Proteinvakzine enthalten einzelne, hoch 

aufgereinigte, synthetisch hergestellte, virale Proteine (gp120, gp160, p55, p24) oder 

Virusbestandteile, die von Säuger- oder Bakterienzellen exprimiert wurden (Gotch et 

al., 2000; Pressekonferenz Kompetenznetz HIV/AIDS 2002; Letvin et al., 2005; Singh 

et al., 2006). Sie induzieren eine Antikörperantwort, jedoch ungenügend 

kreuzreagierende Antikörper, geringe zelluläre Immunreaktionen und boten in Phase 

I-II Studien nur mangelnden Schutz. Als Envelope-based subunit vaccines sind 

lösliche, auf dem Env-Glykoprotein basierende, rekombinante gp120 oder gp140 als 

Vakzinekandidaten getestet worden. Diese wurden zwar gut vertragen, doch konnten 

diese weder CTLs noch Immunität gegen diverse Virusisolate erzeugen (Girard et al., 

2006; Burgers et al., 2005; Douek, 2006; Step Study 2007; IAVI 2008) und boten 

keinen Schutz vor HIV-1 in Phase II Studien in den USA und Thailand (Girard et al., 
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2006; Letvin et al., 2005; Singh et al., 2006). Mit dem Ziel, Immunantworten gegen 

früh exprimierte Antigene zu induzieren, um so eine schnelle Eliminination infizierter 

Zellen erreichen zu können, wurden Non-structural Protein Subunit-Vakzine 

basierend auf dem viralen Transaktivator Tat entwickelt. Die Immunisierung mit 

diesem Impfstoff führte zwar zu einer verminderten Virusreplikation, doch in 

verschiedenen Studien konnten Tat-Varianten keine Effizienz oder Schutz gegen ein 

Virus-Challenge liefern. In Kombination mit anderen Strategien kann Tat jedoch vor 

SHIV schützen und Antikörperantworten induzieren.  

In lebende bzw. apathogen infektiöse, rekombinante virale oder bakterielle 
Vektorsysteme werden gentechnisch hergestellte HIV-Fragmente platziert, die 

exprimiert und vom humoralen oder zellulären Immunsystem erkannt werden (Gotch 

et al., 2000; Rajcáni et al., 2005). Hierdurch wird eine Immunität genüber Vektor und 

Genprodukt erzeugt und eine humorale und zelluläre Immunantwort ausgelöst (Letvin 

et al., 2005), wobei Prime-Boost-Strategien die Breite bzw. Qualität der Stärke der 

Immunantworten verändern können.  

Als Trägerviren wurden unter anderem Vakzinia- und Kanarienpockenviruskonstrukte 

sowie rekombinante Viren auf der Basis von Adenovirus und Alphaviren (Semliki-

Forest-Virus, Sindbis-Virus, Venezuelanisches Pferdeenzephalitisvirus) entwickelt 

(Deml et al., 2001). Nach ermutigenden Ergebnissen in Tiermodellen mussten 

klinische Studien teilweise wegen unerwünschten Reaktionen gegenüber dem 

Trägervektor oder wegen des Unvermögens, die virale Diversität abzudecken, 

gestoppt werden. 

Am bedeutendsten war in diesem Zusammenhang die Step-Studie (Buchbinder et 

al., 2008). In dieser klinischen Phase IIb Studie erhielten 3000 Hochrisiko-Probanden 

eine Mischung aus rekombinanten Adenoviren (Ad5), die Gag, Pol und Nef 

kodierten. Die Studie wurde sofort entblinded, als erste Daten vermuten ließen, dass 

die Immunisierung nicht nur keine Protektion zu vermitteln schien, sondern Ad5-

seropositive Probanden sogar ein höhere Infektionssuszeptibilität zu haben schienen 

(Buchbinder et al., Sekaly, 2008). Mehrere Hypothesen konnten diesbezüglich schon 

entkräftet werden, der genaue Mechanismus ist weiterhin nicht geklärt. 

Vorsichtigen Optimismus verbreitete hingegen die kurz darauf veröffentlichte 

klinische Phase III Studie RV-144 (Thai-trial) (Rerks-Ngarm et al., 2009). Das 

Impfschema umfasste eine Grundimmunisierung mit pockenviralem ALVAC und 

einer Auffrischimpfung mit einer gp120 Untereinheitvakzine. Die Analyse ergab ein 
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31 % reduziertes Infektionsrisiko für Geimpfte im Vergleich zu der Placebo-

Kontrollgruppe. 

Ebenfalls vielversprechend sind die Ergebnisse der Studien EV02 und EV03 (Harari 

et al., 2008; McCormack et al., 2008; Perreau et al., 2012). Die Grundimmunisierung 

erfolgte mit einer DNA-Vakzine (DNA-C), die auf getrennten Plasmiden zum einen 

ein 160 kDa Gag-Pol-Nef-Polyprotein und zum anderen gp120 kodierte. Beide 

Sequenzen basierten auf einem repräsentativen chinesischen C-Typ Isolat (Su et al., 

2000). Die Auffrischimmunisierung erfolte mittels des pockenviralen Vektors NYVAC, 

der beide Antigene kodierte (NYVAC-C). Durch den heterologen prime:boost wurden 

breite, langanhaltende und polyfunktionale Immunantworten in den Probanden 

induziert, die denen ähneln, die in langzeitüberlebenden HIV-Infizierten 

nachgewiesen werden konnten (Harari et al., 2008). 

 

1.3.4. DNA-Vakzine  
DNA- oder Plasmid-Vakzine bestehen aus einem DNA-Plasmid-backbone, einer HI- 

viralen Gensequenz als Insert unter Promotorkontrolle (z.B. CMV-P), einer ori-

Sequenz zur Replikationsfähigkeit sowie einem Antibiotikaresistenzgen zur Selektion 

der transformierten Bakterienzellen (Girard et al., 2006; Letvin et al., 2005; Singh et 

al., 2006). Bei Auslese der im Vektor kodierten viralen Genkassette durch 

körpereigene Zellen werden Immunogene (HIV-Proteine: Gag, Pol, Tat, Nef, Rev 

oder Peptide) generiert, die vom Immunsystem erkannt werden und im Tiermodell 

eine gute zelluläre und auch humorale Immunantwort auslösen (Douek et al., 2006; 

Rajcáni et al., 2005). Während Sicherheit und Effizienz der CTL-Induktion in 

Schimpansen- und Makakenstudien nachgewiesen wurden, erwies sich die Vakzine 

in humanen Studien als weniger immunogen als im Tiermodell, vor allem hinsichtlich 

der CTL-Aktivierung. Doch anhand verbesserter Ansätze mittels Codonoptimierung, 

Bindung von HIV an immunogene Trägersubstanzen, Modifikationen des Promotors 

und regulatorisch wirksamer Elemente sowie Zusatz von Zytokinen (IL-2, GM-CSF) 

oder neueren Polymerformula als Adjuvantien und der Einsatz physikalischer 

Methoden (Elektroporation) konnte eine Steigerung der zellulären Immunreaktion 

erreicht werden (Nabel et al., 2002; Letvin et al., 2005; Girard et al., 2006; Singh et 

al., 2006; Harari et al., 2008; McCormack et al., 2008). 

Die Applikationsroute der DNA Vakzine ist entweder intramuskulär (i.m.) oder 

subkutan (s.k.) per Nadel oder intradermal (i.d.) mit Hilfe einer sogenannten Gene-
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Gun über Goldpartikel, die über Myozyten und Epidermalzellen (Langerhanszellen) 

CTL- und Antikörper-Antworten auslösen können (Rajcáni et al., 2005).  

Die DNA Vakzine ist gut verträglich, benötigt keinen großen technischen Aufwand 

und kann in großen Mengen produziert werden. Weitere Vorteile bestehen in der 

relativ hohen, chemischen Stabilität, da sie Temperaturen bis über 50°C toleriert. 

Das Plasmid induziert weniger stark als beispielsweise Subunit-Vakzine 

unerwünschte Immunreaktionen, weshalb der Einsatz konventioneller Adjuvantien, 

die unerwünschte lokale Entzündungsreaktionen hervorrufen könnten, nicht 

notwendig ist, um die Immunogenität zu verstärken. Studien zeigten, daß 

kodonoptimierte gag-Genmotive (gag), die sich durch erhöhten G und C Gehalt 

sowie eine Rev-unabhängige Expression und Sekretion in Säugetierzellen 

auszeichneten, verglichen zur getesteten Wildtypgensequenz (wt gag) in einer 

gesteigerten Expressionsrate und Immunogenität resultierten (Deml et al., 2001; 

Bojak et al., 2002; Kofman et al., 2003; Graf et al., 2004). Somit können CpG-Motive 

innerhalb der viralen DNA durch immunstimulatorische Wirkungen adjuvante Effekte 

zeigen. Anhand der DNA-Vakzine ist es möglich, Antigene in natürlicher Peptidform 

zu präsentieren, wodurch die mengenmäßige Begrenzung der Applikation 

aufgereinigter Polypeptide umgangen werden kann. Gegenüber viralen Vektoren, die 

durch Induktion selbstneutralisierender Antikörper in Readministration und Boosting 

limitiert sind, induzieren DNA-Vektoren diese nicht und können effektiver, da 

mehrfach, verabreicht werden (Pressekonferenz Kompetenznetz HIV/AIDS 2002; 

Rajcáni et al., 2005; Otten et al., 2006). 

Nach Optimierung der ursprünglichen Impfstoffkandidaten werden derzeit DNA- 

Vakzine, die HIV-1 gag und IL-12 oder IL-15 (Wyeth) exprimieren, in Phase I Studien 

in USA, Brasilien und Thailand untersucht. Darüberhinaus erwiesen sich DNA-

Vakzine als Prime-Vektoren in Prime-Boost Strategien mit rekombinantem Vakzin-

Boost in Affenstudien als sehr nützlich (Girard et al., 2006). Als weiterführende 

klinische Studien wurden dabei die Phase II AIDSVAX Studien in Nordamerika, und 

Bangkok abgeschlossen, während seit 2006 die Phase I Studie EuroVacc 02 die 

Sicherheit und Immunogenität von DNA-HIV-C allein mit dem Prime-boost Regime 

DNA-HIV-C (prime) und NYVAC-HIV-C (Boost) vergleicht. Beide Vektoren enthalten 

jeweils die HIV-Gene env, gag, pol und nef der Gruppe C (IAVI 2008).  
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Ausgehend von diesen Grundlagen befasst sich die nachfolgende Arbeit mit 

synthetischen DNA-Vektoren und den eingeschlossenen HIV B-Genen gag pol und 

nef, die anhand eingefügter Modifikationen verglichen wurden. 

1.4. Zielsetzung  
1.4.1. Vorausgehende Arbeiten  
In vorangegangenen Studien der Arbeitsgruppe wurden verschiedene 

vollsynthetische DNA-Konstrukte hergestellt, deren viraler Kodongebrauch an den 

hochexprimierter Säugetiergene adaptiert worden war.  

Der HIV-1 Laborstamm IIIB (Ratner et al., 1987) fand hierbei Verwendung, da sich 

dieser hinsichtlich der Protokolle und verwendeter Antigene, Antikörper und Peptide 

für die Detektion von Gag als zweckmäßig erwies. Die anhand der Klasse-B 

Varianten gewonnenen Erkenntnisse konnten in Folge auf weitere HIV-Primärisolate 

(C-Klasse) übertragen werden.  

Ausgangspunkt der Studien war das synthetisch hergestellte, RNA- und 

kodonoptimierte Ursprungskonstrukt „GPN“ in pcDNA 3.1. Es unterscheidet sich von 

dem Wildtypvirusgenom zusätzlich durch einige Veränderungen, die im gag- und pol- 

Leserahmen vorgenommen wurden. So finden sich neben einer fehlenden Integrase 

(IN) sowie einer nicht funktionellen nef-Sequenz, die in das aktive Zentrum der 

Reversen Transkriptase (RT) eingefügt wurde, eine durch Aminosäureaustausch im 

aktiven Zentrum inaktivierte Protease (PR) sowie ein ebenfalls durch 

Aminosäureaustausch inaktiviertes Myristylierungssignal.   

Basierend auf dem beschriebenen Ursprungskonstrukt wurden in einer 

vorausgehenden Arbeit (Diplomarbeit Isabell Koch, 2003) verschiedene 

Abwandlungen der Aminosäuresequenz eingeführt, welche neben unterschiedlichem 

Aktivitätszustand der viralen Protease einen ribosomalen Leserastersprunges durch 

die Einführung der natürlichen HI-viralen slippery site sowie die An- bzw. 

Abwesenheit der nicht funktionellen nef-Sequenz umfasste. Diese Modifikationen 

wurden anschließend anhand von Expressionsstudien in vitro mittels Zellkultur und 

über Immunogenitätsstudien in vivo im BALB/c Mausmodell untersucht. Dabei lag der 

Schwerpunkt auf der Beurteilung der Expression und Immunogenität von Gag. Die 

Auslese Pol-spezifischer Antworten hingegen war nur eingeschränkt durchführbar, da 

keine H-2d-restringierten Pol-Epitope bekannt waren. 
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1.4.2. Fragestellung und Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 
Auf Grundlage dieser Ergebnisse und der damit verbundenen Probleme sollte im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit die Gensequenz von env-V3 3´-terminal an die 

gagpolnef-Genkassette der vorbeschriebenen Konstruktvarianten angefügt werden, 

um mit diesem Reporterkonstrukt potentielle Pol-spezifische Immunantworten 

abschätzen zu können. Zudem war die Generierung weiterer Konstrukte vorgesehen, 

deren Insert lediglich aus polnef- oder pol-Gensequenzen mit 3´-ständigem V3 

bestand, so daß Gag oder der natürliche ribosomale Leserastersprung keinen Einfluß 

auf die Immunogenität der Konstrukte nehmen konnten.  

Das Ziel der vorliegenden Arbeit lag darin, neben gag- nun auch indirekt den pol- 

Leserahmen anhand neu in das Genom integrierter, V3-spezifischer Epitope 

auslesen zu können und hierdurch vergleichende Studien der modifizierten, neuen 

HIV-1IIIB Vakzinekandidaten hinsichtlich der Einflüsse der PR, des frameshifts, von 

Nef sowie der An- bzw. Abwesenheit von Gag auf Expression und Immunogenität hin 

vornehmen zu können. 
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2. Materialien und Methoden 

2.1. Bakterien 
 
2.1.1. Bakterienstämme 
Für die Klonierungen wurde hauptsächlich der dam/dcm-positive Escherichia coli  

K12-Bakterienstamm DH5α (Hanahan und Meselson, 1983) verwendet. 

Darüber hinaus wurden der dam-negative, superkompetente E. coli-Stamm XL1-Blue 

(Stratagene, Heidelberg) und die E. coli-Stämme GM2163 und GM169 (New England 

Biolabs, Frankfurt) eingesetzt, wobei sich diese im Wesentlichen durch die 

Aufhebung der dam- und dcm-Methylierung von DH5α unterscheiden. Um dam- bzw. 

dcm-sensitive Restriktionsendonukleasen einsetzen zu können, wurden im Einzelfall 

die entsprechenden Plasmide in diese Stämme umtransformiert. 

DH5α: F-(φ80dlacZ∆M15) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 (rk
-mk

+)supl 

∆(lacZYA-argF) U169 

 (Deutsche Sammlung für Mikroorganismen in Göttingen) 

GM2163:  F-dam-13:Tn9 dcm-6 hsdR2 leuB6 his-4 thi-1 ara-14 lacY1 galK2 galT22 

xyl-5 mtl-1 rpsL136 tonA31 tsc-78 supE44 McrA- McrB- 

(Deutsche Sammlung für Mikroorganismen in Göttingen) 

XL1-Blue: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´proAB lacIqZDM15 

Tn(tetr)] (Stratagene Manuals) 

GM169: mutS453 dam-3 thr-1 ara-14 leuB6 del (gpt-proA) 62 lacY1 tsx-33 supE44 

galK2 hisG4 metB1 rfbD1 mgl-51 rpsL260 kdgK51 mtl-1 thi-1 deoB16 

 (Deutsche Sammlung für Mikroorganismen in Göttingen) 

 

2.1.2. Nährmedien  
Die Bakterien wurden sowohl als Suspensionskultur in sterilem LB (Lurie Bertani)- 

Medium als auch auf LB-Agar-Platten angezüchtet. Dabei erfolgte die Selektion 

durch Zugabe von Ampicillin in der Endkonzentration von 100 µg/ml. 

LB0- Medium:    1% Bacto-Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 1% NaCl; pH 7,5 einstellen mit    

                         NaOH  

LBamp-Medium: 1% Bacto-Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 1% NaCl; pH 7,5 einstellen mit     

NaOH; Zugabe von Ampicillin auf eine Endkonzentration von 0,1             

mg/ml 
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TB-Medium:  12g Bacto-Trypton, 24g Hefeextrakt, 4ml Glyzerol ad 900ml H2O,    

nach Autoklavieren Zugabe von 100ml steriler Lösung A (2,31g     

KH2PO4, 12,54g, K2HPO4 ad 100 ml H2O) 

LBamp-Platten:  Bamp-Medium + 1,5 % Agar 

 

2.1.3. Herstellung transformationskompetenter Bakterien 

Transformationskompetente Bakterien wurden nach der RbCl-Methode nach 

Sambrook et al. (1989) hergestellt. 

 

2.1.4. Transformation kompetenter E. coli 
Kompetente E. coli-Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit dem entsprechenden 

Ligationsansatz oder der Plasmid-DNA (50 ng bis 1 µg) versetzt. Nach einer 

Inkubationszeit von 30 min auf Eis, während der die DNA an die Zellen adsorbierte, 

wurden die Proben für 45 sek auf die heatshockTemperatur von 42°C erhitzt und 

anschließend 5 min auf Eis gestellt. Der Reaktionsansatz wurde nach Zugabe von 

nicht selektivem LB-Medium etwa 1h bei 37°C schüttelnd inkubiert, bis die 

Antibiotikaresistenz des transformierenden Plasmids exprimiert wurde. Um 

Einzelkolonien zu erhalten, wurde die Bakteriensuspension auf geeignete 

Selektionsplatten ausplatiert und ÜN bei 37°C im Brutschrank angezogen. 

Übernachtkultur 
Transformierte Bakterienzellen (z.B. E. coli) wurden für ca. 12- 16 h im Selektions-

medium (z.B. LBamp) bei 37°C in einem Inkubationsschüttler inkubiert.   

 

2.2. DNA 
2.2.1. DNA-Plasmidpräparation und -aufreinigung aus Bakterien 
2.2.1.1. Plasmidvektoren 
Als Klonierungsvektor wurde das pcR-ScriptTM SK(+)-Plasmid (Ampr) (Stratagene, 

Heidelberg) und als Expressionsvektor  pcDNA3.1 (Invitrogen, Leek NV (NL)) 

eingesetzt. 
 
2.2.1.1.1. pcR-ScriptTM SK(+)-Plasmid (Ampr) 
Dieser Klonierungsvektor der Firma Stratagene (Heidelberg, 2961 Basenpaare (bp)), 

wurde aus dem pBluescript® SK(+)-Phagemid durch Einführung einer SrfI-
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Schnittstelle in den Polylinker (MCS: multiple cloning site) generiert 

(GenBank® database: accession number: U46017).  

Der Polylinker liegt innerhalb des lacZ´-Gens (α-Peptid) und wird von dem T3- bzw. 

T7-Promotor flankiert (T3→Sac I→Srf I→Kpn I←T7). Das partielle lacZ´-Gen unter  

der Kontrolle des upstream gelegenem, induzierbaren lac-Promotor erlaubt eine 

Blau-Weiß-Selektion rekombinanter Plasmide mittels α-Komplementation. Das 

Ampicillin-Resistenz-Gen ermöglicht die Selektion positiver Transformanten.  

 
2.2.1.1.2. pcDNA3.1-Expressionsplasmid  
Der Polylinker des vom pUC19 abgeleiteten eukaryontischen Expressionsvektors 

pcDNA3.1(+) (5446bp) der Firma Invitrogen (Leek NV (NL)) wird von den Promotoren 

T7 und Sp6 flankiert. Die Transkription integrierter Gensequenzen erfolgt unter der 

Kontrolle des hCMV (humanes Cytomegalievirus) immediate early Promotors. Die 

Transkripte werden für eine erhöhte mRNA-Stabilität mit Hilfe des vektoreigenen 

Polyadenylierungssignals BGHpolyA (bovine growth hormone polyA) polyadenyliert. 

Innerhalb des Polylinkers befindet sich zudem ATG als Translationsstartpunkt, so 

dass Gensequenzen integriert werden können, die selbst kein Startkodon besitzen, 

sowie eine Transkriptionsterminations- Sequenz aus dem BGHpolyA enthalten. Der 

Vektor enthält zusätzlich Resistenzgene: amp für die Selektion in transfizierten, 

prokayontischen, sowie neo für die Selektion in transfizierten, eukaryontischen 

Zellen. 

 

2.2.1.2. Plasmidisolierung 
2.2.1.2.1. Rapid Lysis 
Kleinere Mengen an Plasmid-DNA für Klonierungsarbeiten und zur Charakterisierung 

hergestellter Klone wurden aus 5ml Übernachtkulturen nach dem Prinzip der alkali-

schen Schnelllyse gewonnen („Minipräp“, Birnboim und Doly, 1979).  
 

2.2.1.2.2. Isolierung von Plasmid- DNA aus E. coli über Nucleobond-Säulen 

AX-1 100/500 
Für Subklonierungen sowie Transfektionen eukaryontischer Zellen hingegen wurde  

die benötigte Plasmid-DNA über Nucleobond-Säulen (Anionenaustauscher-

chromatographie) nach Angaben des Herstellers (Macherei Nagel, Düren) 
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aufgereinigt. Je nach gewünschter Ausbeute wurden Midi-(Nucleobond-Tip100) oder 

Maxi-(Nucleobond-Tip 500) Säulen eingesetzt.  

 

2.2.1.2.3. Herstellung endotoxinfreier Plasmid-DNA 
Für die Immunisierungen benötigte endotoxinfreie DNA wurde unter Verwendung der 

Mega-(Qiagen-Tip 2500) Säulen und des EndoFree Kits (Qiagen, Düren) nach der 

Anleitung des beiliegenden Protokolls präpariert. Die Entfernung des Endotoxins, ein 

Bestandteil der Lipopolysaccharide (LPS) gram-negativer Bakterien, aus der DNA-

Präparation war notwendig, um bei der Applikation von Plasmid-DNA als DNA-

Vakzine eine Verfälschung der Ergebnisse durch immunstimulatorische LPS-

Kontamination zu verhindern. Als endogene Pyrogene können Endotoxine (O-

Antigene) u.a. Fieber, das Endotoxin-Schocksyndrom oder eine Komplement-

aktivierung auslösen.  

Die Konzentration und Reinheit der präparierten DNA wurden photometrisch 

bestimmt und die Endkonzentration auf 1 µg/µl eingestellt. Der Endotoxin-Gehalt 

wurde mit Hilfe des „Limulus Amebocyte“ Assays QCL-1000 (Biowhittaker, 

Walkersville, USA) bestimmt. Nach den allgemeinen Richtlinien wurde für die 

Immunisierungsstudien ausschließlich Plasmid-DNA verwendet, deren Endotoxin-

Gehalt < 0,5 EU/ml (1,8 EU/ml = 1ng LPS) enthielt. 

 
2.2.1.2.4. Photometrische Konzentrationsbestimmung 

Konzentration und Reinheit isolierter Plasmid-DNA wurden mit Hilfe eines Zweistrahl-

Spektrophotometers (Varian GmbH, Darmstadt) in einem UV-Absorbtionsspektrum 

zwischen 230nm und 320nm ermittelt. Die Berechnung der Konzentration dsDNA 

erfolgte nach dem Lambert-Beerschen Gesetz aus dem Wert der optischen Dichte 

(OD) bei einer Wellenlänge von 258 nm (1 OD258 = 47,5 µg ds DNA/ml). Die DNA 

wurde auf eine Konzentration von 1 µg/µl durch Zugabe von H2O eingestellt und bei -

20°C gelagert. 

 
2.2.2. DNA-Klonierungsverfahren und -synthese 
2.2.2.1. PCR 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur überexponentiellen 

Vervielfältigung definierter DNA-Fragmente in vitro (Saiki et al., 1988). Die 

Amplifizierung erfolgte unter Verwendung des TaqPlus™ Precision Systems 
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(Stratagene, Heidelberg) in einem programmierbaren Thermocycler (PERKIN 

ELMER GeneAmp™ 9600 oder Mastercycler gradient, Eppendorf).  

Dank des thermostabilen Enzymgemisches aus Pfu-DNA-Polymerase und Taq-DNA- 

Polymerase und dessen 3´-5´-Exonuklease-Aktivität (proof-reading) kann eine 

fehlerfreie Amplifikation erreicht werden. Die aus dem thermophilen Eubacterium 

Thermus aquaticus isolierte DNA-abhängige Taq-Polymerase besitzt zwar hohe 

Prozessivität, jedoch keine Exonuklease-Aktivität. Die ebenfalls DNA-abhängige Pfu- 

Polymerase wiederum wird aus Pyrococcus furiosus gewonnen, hat allerdings 

aufgrund ihrer 3´- 5´-Exonuklease-Aktivität eine Prozessivität von 2 min/kb wodurch 

sich die Amplifikation auf DNA-Fragmente von 5-10 kb Größe beschränkt.  

 
2.2.2.1.1. Oligonukleotide 
Die im Anhang aufgeführten Oligonukleotide wurden als Startermoleküle (Primer) für 

PCR-Klonierung, PCR-Analyse (PCR-Screening), gerichtete Mutagenese oder für 

Sequenzierungen eingesetzt. Alle Oligonukleotide wurden in entsalztem, 

lyophilisierten Zustand von der Firma Invitrogen bezogen. 
Für eine Standard-PCR wurden 50-100 ng Plasmid- DNA in einem 100 µl Ansatz (2,5 

U TaqPlus™ Precision Polymerase, 0,25 mM dNTP-Mix, 5 pmol 3´-Oligonukleotide, 

5 pmol 5´-Oligonukleotide, 1 x Reaktionspuffer) unter nachfolgenden Bedingungen 

amplifiziert:  

 
2.2.2.1.2. Standard-PCR 
 
Standard-PCR Ansatz (50µl) 

 
 
 

PCR- Reaktionsbedingungen 
 
50 - 100 ng 

 
Plasmid-DNA als 
Matrize 

   
Temperatur 

 
Dauer 

 
Zyklen 

20 pmol 5’-Oligonukleotide  Initiale 
Denaturierung 

95°C 3 min 1 

20 pmol 3’-Oligonukleotide  Denaturierung 95°C 30 sec 30 

1,125 U TaqPlus™ Precision 
Polymerase 

 Annealing 50°C- 60°C 45- 55 sec 30 

1 x PCR Reaktions- 
Puffer 

 Elongation 72°C 2 – 3 min 30 

0,125 µmol MgCl2  Finale Elongation 72°C 10 min 1 

0,01 µmol (je 
Nukleotid) 

dNTP- Mix (NEB) 
 
 

     

Mit H2O steril auf 50µl auffüllen 
 

     

Tab. 2.1: Reaktionsbedingungen und 50µl Ansatz einer Standard-PCR. 
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Als Richtlinie für die Hybridisierungstemperatur wurden 5°C unter dem Schmelzpunkt 

des Oligonukleotides gewählt, als Polymerisationszeit wurde 1 min pro kb eingeplant.  

 
2.2.2.1.3. QuickChange Mutagenese 
Als Matrize diente dam-methylierte Plasmid-DNA, die mittels Pfu-Polymerase 

amplifiziert wurde. Zwei komplementäre Oligonukleotide, welche beide in ihrer 

Sequenz den gewünschten Basenaustausch tragen, dienten als Primer. 

Die PCR-vermittelte Mutagenese wurde nach Herstellerangaben in einem 50 µl 

Ansatz (25-50 ng Matrizen-DNA, 2,5 U Pfu-Polymerase, 0,25 mM dNTP-Mix, 125 ng 

sense-Primer, 125 ng antisense-Primer, 1 x Reaktionspuffer) unter Standard-

Bedingungen  durchgeführt. 

Durch die anschließende Zugabe des Restriktionsenzyms DpnI zu dem Pfu-

Amplifikationsansatz, das spezifisch das dam-Methylierungsmuster 5´-Gm6ATC-3´ 

erkennt, wird die methylierte Matrizen-DNA durch Verdau ausselektioniert. Die 

mutierte, zirkuläre, unmethylierte und unligierte dsDNA wird nach der Transformation 

von E. coli durch die bakterielle DNA-Ligase geschlossen. 

 
2.2.2.1.4. Fusions-PCR 
Mittels einer Fusions-PCR kann aus zwei DNA-Matrizensträngen ein Fusionsprodukt 

hergestellt werden. Hierzu wurden mit dem TaqPlusTM Precision System und der 

Pfu-DNA-Polymerase zunächst zwei PCR-Produkte mit einem Überhang aus ca. 15-

25 Nukleotiden hergestellt, wobei die eingesetzten Primerpaare jeweils aus einem 

Primer mit Restriktionsschnittstellen und einem Primer mit Überhang bestanden. Der 

Überhang wurde dabei so gewählt, daß er komplementär zu dem zu fusionierenden 

PCR-Produkt war. In einem 50 µl Reaktionsansatz aus aufgereinigten PCR-

Produkten, Oligonukleotiden, Reaktionspuffer, Pfu-Polymerase und dNTP-Mix  

wurden diese nun fusioniert, indem nach der Strangdenaturierung die 

komplementären Überhänge hybridisiert und die neu entstandenen Überhänge durch 

die DNA-Polymerase aufgefüllt wurden. Die Teilfragmente dienten hiernach als 

Matrize für die Amplifikation des Fusionsproduktes in einem gemeinsamen PCR- 

Ansatz mit den beiden äußeren Oligonukleotiden. Das neu gewonnene 

Fusionsprodukt stand dank der durch die Primer mitgelieferten, singulären 

Schnittstellen für weitere Klonierungsarbeiten zur Verfügung. 
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2.2.2.1.5. „Colony screening“ 
Zur Charakterisierung rekombinanter Bakterienklone wurde das PCR-screening 

eingesetzt. Für den PCR-Ansatz und das Amplifikationsprogramm wurden die 

gleichen Bedingungen gewählt wie bei der Plasmid-PCR mit der Taq-Polymerase. 

Als Matrize dienten gepickte Klone aus der Plasmid-Transformation. 

 
2.2.2.2. Enzymatische Spaltung 
Zur Analyse der aus E. coli isolierten Plasmid-DNA, sowie für präparative Zwecke 

wurde die DNA mit Restriktionsendonukleasen (Roche, Mannheim oder New 

England BioLabs, Schwalbach Taunus) enzymatisch geschnitten. Eine Einheit [U] 

bezeichnet dabei die Enzymaktivität, die benötigt wird, um 1µg DNA in einer Stunde 

bei optimalen Temperatur-, Puffer- und pH-Bedingungen vollständig zu schneiden. 

 
2.2.2.2.1. Restriktionsenzyme 
Für Klonierungen wurden Enzyme mit den benötigten Puffern von den Firmen Roche  

oder New England BioLabs (NEB) GmbH, Schwalbach/Taunus verwendet.  

 
2.2.2.2.2. DNA-Molekulargewichtsstandards 
MGS-VII, MGS-VIII   Roche  

1kb- Standard NEB, Schwalbach/Taunus 

 

2.2.2.2.3. Restriktionsverdau von Plasmid-DNA 

Zur Charakterisierung gereinigter Plasmid-DNA wurde 1 µg DNA mit 10 U 

Restriktionsendonuklease und 1/10 Volumen Restriktionspuffer in einem 20 µl Ansatz 

für 1 Stunde bei entsprechender Temperatur geschnitten.  

Für präparative Zwecke wurden in einem Standardansatz 5 µg bis 10 µg Plasmid- 

DNA mit je 60 U Restriktionsenzym in einem Gesamtvolumen von 50 µl ebenfalls mit 

1/10 Volumen Restriktionspuffer für mindestens zwei Stunden bei entsprechender 

Temperatur inkubiert. 

War ein Verdau mit mehreren Enzymen notwendig, wurden die Pufferbedingungen 

so gewählt, dass alle eingesetzten Enzyme mindestens 75-100% ihrer maximalen 

Aktivität aufwiesen. Bei nicht kompatiblen Bedingungen wurde zuerst mit dem ersten 

Enzym und entsprechendem Puffer verdaut, die DNA mittels Natriumacetat-Fällung 

aufgereinigt und anschließend mit dem zweiten Enzym, dem dazugehörigen 
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Puffersystem und entsprechendem Temperaturoptimum geschnitten. Enzymatische 

Spaltungen, welche dam- und dcm-sensitive Restriktionsnukleasen erforderten, 

wurden mit Plasmiden durchgeführt, die aus dem Stamm GM2163 präpariert worden 

waren. 

 
2.2.2.3. DNA-Sequenzierung 
Alle DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma GeneArt (Regensburg) auf der 

Basis der Dideoxynukleotid-vermittelten Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) 

durchgeführt. Die Proben wurden sequenzierfertig aufbereitet (Gesamtvol. 8 µl; DNA 

200-500 ng; 1 µl Primer) und nach Sequenzierung durch das Computerprogramm 

SeqMan (Version: Windows 32 SeqMan 3.57© 1989-1997 DNASTAR inc.) 

ausgewertet.  

   

2.2.3. DNA-Fragmentisolierung aus Agarose-Gel 
2.2.3.1. Agarose-Gelelektrophorese 
Die Auftrennung linearisierter DNA-Fragmente (0,1 kBp bis 10 kBp) erfolgte ihrem 

Molekulargewicht entsprechend bei konstanter Spannung und Stromstärke (50 V bis 

150 V) in einem 0,8 bis 2,0% Agarosegel in TBE-Puffer (40 mM Tris/HCl pH 8,0, 20 

mM Borsäure, 2 mM EDTA). Dabei wurde die Agarose im Puffer unter Aufkochen 

gelöst und mit Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 50 ng/ml versetzt. Die 

DNA-Proben wurden mit einem 1/10 Volumen DNA-Auftragspuffer (0,25% 

Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol, 40% (w/v) Saccarose) und  zusammen mit 

dem entsprechenden DNA-Molekulargewichts-Standard VII oder VIII (Roche bzw. 1 

kb (NEB) zur Abschätzung der Fragmentgröße aufgetragen. 

Anhand eines UV-Durchleuchtschirmes (Bachofer Laboratoriumsgeräte, Reutlingen) 

konnte die aufgetrennte DNA bei 312 nm Wellenlänge detektiert werden, was dem 

Absorptionsmaximum des mit der DNA interkalierenden Etidiumbromids entspricht. 

 
2.2.3.2. Aufreinigung von DNA-Fragmenten 
Die über Agarosegelelektrophorese aufgetrennten DNA-Fragmente wurden nach 

Ausschneiden aus dem Gel mit Hilfe des „QIAquick Gel Extraktions Kit“ (Quiagen, 

Düren) nach Angaben des Herstellers für weitere Klonierungsschritte isoliert. Dieses 

System eignet sich für Molekülgrößen von 200 bp bis 10 kbp und beruht auf der 

selektiven Bindung der DNA unter Hochsalzbedingungen an die Silikat-Säulenmatrix 
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und der anschließenden Elution anhand 10 mM Tris/HCl pH 8,5 bei Niedrigsalz-

bedingungen von der Säule. 

DNA aus enzymatischen Reaktionen wurde hingegen mittels Natriumacetat-Fällung 

aufgereinigt. Dazu wurden 1/10 Volumen 3 M NaAc und das 2,5-fache Volumen 

100% Ethanol zum DNA-Ansatz gegeben, bei 4°C und 14.000 rpm gefällt, mit 70% 

Ethanol gewaschen, getrocknet und in einem entsprechenden Puffer wieder 

aufgenommen. 

Durch beide Methoden wird die DNA von Oligonukleotiden, Nukleotiden, Enzymen 

und Salz befreit und konnte für nachfolgende Reaktionen verwendet werden 
 
2.2.4. Ligation von DNA-Fragmenten 
Die aus dem Agarosegel extrahierten DNA-Fragmente wurden in den molaren 

Verhältnissen Vektor zu Insert von 1:3 bis 1:10 für die Ligation eingesetzt. Der 

Standardligationsansatz von 40 µl enthielt die folgenden Komponenten: neben der 

Fragment-DNA 100 ng Vektor-DNA, 2 µl (=40 U) T4-DNA-Ligase (New England 

BioLabs, Schwalbach Taunus) und 4 µl des 10-fach konzentrierten T4-Ligase- 

Puffers (20 mM Tris/HCl pH 7,6, 5 mM Dithiothretiol, 5 µg/ml BSA (bovine serum 

albumine), 0,1 mM ATP). 

Die Reaktion erfolgte entweder eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) oder bei 

einem Temperaturgradient von 0°C bis RT über Nacht (ÜN) und konnte 

anschließend direkt zur Transformation kompetenter E.coli-Zellen eingesetzt werden.  

 

2.3. Zellkultur 
2.3.1. Eukaryotische Zelllinien und Nährmedien 
Die für Expressionsstudien verwendete adhärente Zelllinie H1299 (humane, p53-

negative Lungenkarzinomzellen) aus dem Zellbestand der Arbeitsgruppe Wagner, 

(RIMMH) wurde bei 37°C und 5% CO2 in serumfreiem DMEM-Medium (Dulbecco´s 

Mod Eagle Medium mit (+)L-Glutamin; GIBCO/BRL GmbH, Eggenstein, 

Leopoldshafen) kultiviert, das mit 10% inaktiviertem fötalen Kälberserum (FKS; 

GIBCO/BRL) und mit einem 1% Penicillin/Streptomycin  (PAN-System, Aidenbach) 

Antibiotikagemisch versetzt wurde. Die Pen/Strep Stammlösung enthält 100 µg/ml 

Penicillin und 50 µg/ml Streptomycin. Die Inaktivierung des FKS erfolgte in einem 

Zeitraum von 30 min bei 56°C. 
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2.3.2. Zellkulturtechniken 
2.3.2.1. Bestimmung der Lebendzellzahl 

Nach gründlicher Resuspension wurden 100 µl der Zellkultur mit derselben Menge 

0,5%iger Trypanblau-Lösung (Merck) vermischt, und die Lebendzellzahl wurde mit 

Hilfe einer Neubauer Zählkammer bestimmt. Durch das Eindringen der Färbelösung 

durch die Zellwand toter Zellen konnten diese anhand ihrer Blaufärbung von den 

transparenten, lebenden Zellen im Mikroskop unterschieden werden. Eine Zelle in 

einem Zählkammer-Quadranten entspricht 104/ml Zellen Ausgangssuspension.  

  

2.3.2.2. Lagerung eukaryotischer Zellen  
Zellen, die sich in der logarithmischen Wachstumsphase befinden, eignen sich zum 

Einfrieren. Dazu wurden diese durch Zentrifugieren bei 300xg pelletiert, das Pellet in 

1 ml Einfriermedium (Zellkulturmedium mit 10% DMSO) aufgenommen und die 

Zellen in einem Styroporgefäß ÜN bei –70°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die 

Zellen in flüssigen Stickstoff für die dauerhafte Lagerung überführt. 

Zur Reaktivierung wurden die Zellen zügig aufgetaut, in eine 75 cm3 Kulturflasche mit 

vorgewärmten Kulturmedium überführt, und ÜN im Brutschrank inkubiert. Nach 24 h 

wurde das Medium gewechselt und die Zellen wie oben beschrieben kultiviert. 

 
2.3.2.3. CaHPO4-Transfektion von adhärenten H1299/ 293T-Zellen 

Adhärente Zellen lassen sich effizient mit der CaHPO4-Präzipitations-Methode 

(Grahem und Eb, 1973) transfizieren, bei der ein CaHPO4-DNA-Präzipitat über 

Endozytose von der Zelle aufgenommen wird. 

Hierzu wurden je nach gewünschter Proteinmenge am Vortag 3 ml Zellsuspension in 

6-well-Platten oder in 14 ml Petrischalen (Falcon, Heidelberg)  ausgesät und für 24 

Stunden kultiviert. Eine Stunde vor der Transfektion wurde das Medium erneut 

gewechselt. 

Für die Transfektion wurde die Plasmid-DNA mit 2,5 M CaCl2 (steril filtriert) vereint 

und unter vortexen (Stufe 4-5) tropfenweise zu 2xHeBS-Puffer (HEPES buffered 

saline; 8,2 g NaCl, 5,95 g HEPES, 1,105 g Na2HPO4 ad 500 ml H2O, pH 7,05, steril 

filtriert) pipettiert. Während des 20-minütigen Inkubationschrittes bei RT bildete sich 

das Präzipitat aus, das anschließend tropfenweise auf die Zellen gegeben wurde. 8-

16 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit PBSsteril (phosphate buffered saline 

(Sambrook et al. 1989); 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM 
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KCl) gewaschen, das Medium wurde gewechselt und anschließend wurden die 

Zellen bis zur Ernte kultiviert. 

 

 6-well Petrischale 

Aussaat Zellanzahl 2,5- 3 x 105 1 x 106 

Volumen DMEM 3 ml 14 ml 

Transfektionsansatz 15 µg DNA 

30 µl 2,5 M CaCl2 

ad 300 µl H2O 

300 µl HeBS  

45 µg DNA 

90 µl 2,5M CaCl2 

ad 900 µl H2O 

900 µl HeBS 

Tab. 2.2: Transfektionsbedingungen 

 
2.3.2.4. Ernte und Aufschluß der Zellen 
Zur Analyse der Expression viraler Proteine in eukaryotischen Zellen mussten die 

Zellen geerntet und aufgearbeitet werden. 

Dazu wurde der Zellrasen mit kaltem PBS (phosphate buffered saline (Sambrook et 

al., 1989)) gewaschen und durch Versetzen mit Trypsin/EDTA (0,05/0,02%ig in 

PBSohne Ca+Mg, PAN Biotech GmbH) quantitativ von der Oberfläche des Gefäßes 

gelöst. Nach Zentrifugation bei 300xg wurde der Überstand verworfen und das 

Zellpellet zur weiteren Aufarbeitung in 100 µl (6-well) bzw. 300 µl (Petrischale) RIPA-

Puffer (5 ml Tris/HCl (1M) pH 8,0, 15 ml NaCl (1M), 1 ml SDS (10%), 1 ml Nonidet 

P40, 0,5 g Na-Deoxycholat ad 100 ml dH2O) lysiert und 30 min auf Eis unter vortexen 

inkubiert. Nach Abtrennen der Zellfragmente durch weiteres Zentrifugieren bei 

20.800xg wurde der Überstand des Zelllysats, die geernteten Proteine, vorsichtig in 

gekühlte Cups überführt und bei -20°C für Biorad Assay und Western-Blots gelagert. 

 

2.3.3. Proteinanalyse 
2.3.3.1. Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford-Biorad 
Für die Westernblotanalyse der exprimierten Proteine aus den transfizierten und 

lysierten H1299-Zellen wurde zunächst deren Gesamtproteingehalt pro Ansatz 

quantitativ mit dem Bradford-Protein-Assay nach Angaben des Herstellers (Biorad, 

München) bei konstanter Wellenlänge bestimmt. Nach Bindung des Farbstoffes  

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bradford Reagenz) an positiv geladene Proteine im 
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sauren Milieu tritt eine Farbänderung im Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 

465 nm (protonierte, braunrote, kationische Form) zu 595 nm (unprotonierte, blaue, 

anionische Form) ein. Diese Absorptionszunahme bei 595 nm ist ein Maß für die 

Proteinkonzentration der Lösung, die sich aus dem Vergleich der gemessenen OD 

mit den Werten einer BSA-Eichkurve näherungsweise bestimmen lässt. 

Die zu analysierende Probe wurde im Verhältnis 1:800 in PBS verdünnt, 200 Ul 

Bradford Reagenz wurde hinzugefügt und nach vortexen ca. 20 min bei RT inkubiert. 

Wegen der starken Bindung des Farbstoffes an Glas wurden Kunststoff-

Einmalküvetten zur Absorptionsbestimmung eingesetzt. Die Proben wurden nun 

photometrisch bei 595 nm vermessen (Uvikon 930 Spektrophotometer, Kontron 

Instruments, Neufahrn), wobei reines PBS mit Färbelösung als Referenzwert diente.  

 

2.3.3.2. Auftrennung der Proteine mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Das Prinzip der Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-

PAGE) basiert auf der elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen nach ihrem 

Molekulargewicht in Gegenwart eines hohen SDS-Überschusses. Dabei lagert sich 

das negativ geladene SDS in konstanten Gewichtsverhältnissen an die Proteine an 

und kompensiert deren Eigenladungen derart, dass alle Proteine annähernd ihrer 

Größe entsprechend im elektrischen Feld wandern können.  

Hierzu wurde ein Polyacrylamidgel mit zwei Schichten gegossen, wobei sich die 

beiden Schichten in ihrem Gehalt an Acrylamid unterscheiden. Der Aufbau der 

Gelapparatur und das Gießen der Gele (Zusammensetzung siehe Tab. 2.3.) erfolgte 

gemäß Herstellerangaben (Biometra, Göttingen). Zuerst treten die Proteine in das 

niederprozentige Sammelgel ein, wodurch die Proben in eine gemeinsame Lauffront 

gebracht werden bevor sie in das höherprozentige Trenngel übergehen. Im Trenngel 

erfolgt nun die eigentliche Auftrennung der Proteine nach ihrer jeweiligen Größe. Sie 

können je nach Proteingröße mit Konzentrationen an Acrylamid von 5% bis 15% 

präpariert werden. 

Pro Ansatz wurden entweder 25 µl der zu untersuchenden Zelllysate oder 180 bis 

360 µg Protein mit 5-fach konzentriertem SDS-Probenpuffer (125 mM Tris, pH 6,8, 

2% 2-β-Mercaptoethanol, 10% Glyzerin, 1 mM EDTA, 0,005% Bromphenolblau) 

versetzt und 5 min bei 95°C erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte in einem speziellen 

SDS-Page Laufpuffer (25 mM Tris/HCl, pH 7,5, 190 mM Glycin, 0,1% SDS) bei 20 

bis 60 mA. 
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 Trenngellösung 

7,5% 

 

10% 

 

12,5% 

 

15% 

Sammelgellösung 

5% 

30 % Acrylamid,  

0,8 % Bisacrylamid 

4,5 ml 6 ml 7,5 ml 9 ml 0,99 ml 

1,88 M Tris/HCl  

ph 8,8 

3,6 ml 3,6 ml 3,6 ml 3,6 ml 1,2 ml 

0,625 M Tris/HCl  

ph 6,8 

3,6 ml 3,6 ml 3,6 ml 3,6 ml 1,2 ml 

0,5 % SDS 6,3 ml 4,8 ml 3,3 ml 1,8 ml 2,6 ml 

TEMED 15 µl 15 µl 15 µl 15 µl 6 µl 

10 % APS 90 µl 90 µl 90 µl 90 µl 30 µl 

 

Tab. 2.3: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgellösung der verwendeten SDS-Polyacryl-
amidgele. 

 

Der für die hier beschriebene SDS-Page verwendete Protein-Molekulargewichts- 

standard Precision Plus ProteinTM wurde von der Firma Bio-Rad (München) bezogen. 

 
2.3.3.3. Western-Blot Analyse 
Der Western-Blot dient dem spezifischen Nachweis eines Proteins durch den Einsatz 

monoklonaler oder polyklonaler Antikörper. Man fixiert die Proteinprobe zunächst auf 

einer Membran. Für die Detektion des Zielproteins werden zwei Arten von 

Antikörpern verwendet. Der Nachweis von Proteinen beruht auf der spezifischen 

Bindung eines primären, monoklonalen Antikörpers am Zielprotein und dessen 

Erkennung durch einen sekundären, Enzym-konjugierten Antikörper. Das an den 

sekundären Antikörper gekoppelte Enzym Alkalische Phosphatase (AP) setzt als 

Substrat BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolylophosphat) oxidativ zu einem blaugefärbten 

Produkt um und führt schließlich zu einer Anfärbung des Proteins. NBT dient bei 

dieser Reaktion als Oxidationsmittel, wird ebenfalls zu einem blauen Produkt 

umgesetzt und wirkt somit farbverstärkend. 

 
2.3.3.3.1. Fixierung der Proteine auf einer Nitrozellulosemembran 
Der Transfer von aufgetrennten Proteinen aus einem Polyacrylamid-Gel auf 

Nitrozellulose (Millipore Immobilon NC pure, Millipore, Bedford) erfolgte in einer Fast-
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Blot „semidry“-Apparatur (Biometra, Göttingen) bei einer Stromstärke von 5 mA/cm2  

je nach Proteingröße für 45 bis 60 Minuten. Als Puffer wurde ein Transferpuffer (150 

mM Glycin, 25 mM Tris, 10% Methanol) verwendet, in dem das Trenngel sowie die 

Nitrozellulose zuerst äquilibriert wurden. Die denaturierten Proteine wandern im 

elektrischen Feld entsprechend ihres Molekulargewichts in Richtung Anode und 

werden auf der Nitrozellulosemembran irreversibel gebunden.  

 
2.3.3.3.2. Ponceaurot-Färbung  
Um den Proteintransfer zu überprüfen und Proteingrößenstandard zu markieren, 

wurde die Membran reversibel mit Ponceaurot S-Lösung (0,5 g Ponceau-S, 2 ml 

Eisessig, ad 500 ml H2O bidest) angefärbt und anschließend durch Waschen mit 

TTBS-Puffer (tween-tris buffered saline: 150 mM NaCl, 10 mM Tris/ HCl, pH 7,5, 0,02 

M Tween 20) wieder vollständig entfärbt. 

 
2.3.3.4. Antikörpervermittelte Proteindetektion 
Zur Absättigung freier und unspezifischer Bindungsstellen auf der Nitrozellulose nach 

dem Proteintransfer wurde die Membran für mindestens eine Stunde bei RT oder 

über Nacht bei 4°C mit einer 5%igen Magermilch-TBS- (tris bufferes saline: 150 mM 

NaCl, 10 mM Tris/HCl, pH 7,5) Lösung bei 50min-1 geschüttelt (Horizontalschüttler 

Typ 3006, GFL, Burgwedel). Es folgten vier Waschgänge in TTBS für je 5 min, um 

Milchpulverreste zu entfernen, bevor der erste Antikörper in einer optimalen 

Verdünnung in TTBS-Puffer auf die Membran gegeben und 1 h bei RT oder über 

Nacht bei 4°C unter Schütteln inkubiert wurde. Es folgten wiederum vier 

Waschschritte mit TBS und TTBS, bevor die Membran mit dem sekundären, AP-

konjugierten Antikörper für mindestens 1 h geschwenkt wurde.  

Nach erneuten Waschen zur Entfernung des überschüssigen Antikörpers folgte die 

Färbung mit dem chromogenen Substrat der alkalischen Phosphatase (68 µl NBT, 70 

µl BCIP in 20 ml AP-Puffer: 100 mM NaCl, 50 mM MgCl2, 100 mM Tris (Sambrook et 

al. 1989)). Die Färbereaktion wurde durch Waschen der Nitrozellulosemembran mit 

H2Obid. abgestoppt. 

Die in der Arbeit eingesetzten Antikörper mit den entsprechenden Verdünnungen (in 

TTBS) sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengefasst: 
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Antikörper  Verdünnung  Antikörperbeschreibung  
 

Anti-p24 (13/5)  1:1000, 1:500  monoklonaler anti-Maus Antikörper (aa. 147-
154) (Wolf et al. 1990)  

Anti-V3 NEA 9305  1:500  monoklonaler Anti-Maus Antikörper von Du 
Pont (Roche, NEA 9305) 

HRP-anti-Maus  1:2000  Anti-Maus Antikörper, HRP-konjugiert 
(Kaninchen) (Dako, Hamburg)  

AP-anti-Maus  1:2000  Anti-Maus Antikörper, AP-konjugiert 
(Kaninchen) (BioRad, München)  

Tab. 2.4: Eingesetzte AK der AK-vermittelten Proteindetektion im Rahmen der Western-Blot-
Analyse. 

 

2.4. Immunologische Studien 
2.4.1. Versuchstiere 
Für die immunologischen Studien wurden weibliche BALB/c Mäuse (H-2d) (Charles 

River, Sulzfeld) in den Tierlaboratorien der Universität Regensburg gehalten und im 

Alter von acht bis zwölf Wochen mit der entsprechenden Plasmid-DNA intramuskulär 

immunisiert. 

 

2.4.2. Intramuskuläre Immunisierung von BALB/c Mäusen 
50 µg endotoxinfreie Plasmid-DNA wurde in PBSohne gelöst. Der Gesamtansatz 

betrug 100 µl DNA-PBS Lösung. Vor der Immunisierung wurden die Mäuse mit 

Isofluran (Abbot GmbH&Co. KG, Wiesbaden) durch Inhalation betäubt und 

anschließend in beide Schienbeinmuskeln (m. tibialis anterior) jeweils 50 µl, d.h. der 

halbe Ansatz an Plasmid-DNA injiziert (Prime). Nach der Grundimmunisierung 

wurden die Mäuse im Abstand von vier Wochen mit der gleichen Menge an Plasmid-

DNA nachimmunisiert (Boost). 

 
2.4.3. Auslese der humoralen Immunantwort 
2.4.3.1. Serumgewinnung 
Für die Untersuchungen der Immunantwort der immunisierten Mäuse wurde 

Blutserum benötigt. Zur Serumgewinnung wurde den Mäusen jeweils eine Woche 
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nach Grund- bzw. Auffrischungsimmunisierung Blut durch Anritzen der Schwanzvene 

entnommen. Die Blutentnahme wurde durch vorheriges Erwärmen (3-5min) der 

Mäuse mittels einer Rotlichtlampe erleichtert. Zur Gewinnung des Serums wurde das 

Vollblut eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschließend eine Stunde auf 4°C 

abgekühlt. Der Blutkuchen wurde 15 min bei 4°C und 10.000xg in einer 

Tischzentrifuge (Eppendorf) pelletiert, vorsichtig das Serum abgenommen und für 30 

min bei 56°C inaktiviert. Bis zur Austestung wurden die Proben bei -20°C gelagert.  

 

2.4.3.2. Bestimmung der Antiköper-Titer: Gag-spezifischer AK-Elisa 
Die Quantifizierung der proteinspezifischen Antikörper in den Seren erfolgte im 

ELISA (enzyme linked immunosorbent assay). Hierzu wurden mitteladsorbierende 

96- well-Platten (Nunc, Wiesbaden) über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer 

mit je 100 ng Pr55gag-VLPs in 100 µl 0,2M Carbonatpuffer (150 mM NaCl, 100 mM 

Na-Carbonat, pH 9,5) beschichtet (Endkonzentration der VLPs: 1 µg/ml). 

Am nächsten Tag wurde die Proteinlösung verworfen, die Platten wurden viermal mit 

200-300 µl Waschlösung (PBS/0.05% Tween 20) pro Well gewaschen und nach 

jedem Waschschritt gründlich ausgeklopft. Anschließend wurde jede Vertiefung mit 

100 µl einer bestimmten Serumverdünnung (Verdünnungspuffer: PBS, 2% Tween 

20, 3% FKS) befüllt, und 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurden die Seren 

ausgeschüttet, die Platte fünfmal mit Waschpuffer gewaschen und mit je 100 µl eines 

in Verdünnungspuffer verdünnten (1:2000) anti-Maus Ig-HRP Antikörpers (Dako, 

Hamburg) 1 h bei 37°C inkubiert. Mit Hilfe dieses Antikörpers konnte die 

Gesamtmenge an spezifischen Gag-Antikörpern in den immunisierten Mäusen 

detektiert werden.  

Neben der Bestimmung der absoluten Gag-Ig-Antikörpertiter (IgGges) wurden parallel 

die Isotypen IgG1 und IgG2a bestimmt. Anhand der Verhältnisse einzelner AK- 

Isotypen zueinander können im murinen System eindeutige Zuordnungen der CD4+ 

T-Zell vermittelten Immunantwort in Richtung TH1 (IgG1<IgG2a) bzw. TH2 

(IgG1>IgG2a) getroffen werden. Dazu wurden die Platten mit 100µl einer im 

Verdünnungspuffer verdünnten (1:2000) IgG1-HRP bzw. IgG2a-HRP (beide Antikörper 

von BD, Heidelberg) Antikörperlösung beschichtet und für eine Stunde bei 37°C 

inkubiert. Nach erneutem fünfmaligen Waschen wurden die Platten ausgeklopft und 

die Färbereaktion durch die Zugabe von je 100 µl TMB-Substratlösung (TMB 

Substrat) nach Angaben des Herstellers (BD, Heidelberg) durchgeführt. Nach der 
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Farbentwicklung (ca. 15- 30 min) im Dunkeln wurde die Reaktion mit 100 µl H2SO4 

pro Napf abgestoppt. 

Die Absorption der im positiven Fall gelb/orange-farbigen Lösung wurde bei einer 

Wellenlänge von 492 nm (Referenzwellenlänge 620 nm) in einem ELISA-Reader 

(Biorad, München) bestimmt. Serumverdünnungen wurden als positiv gewertet, wenn 

sie den 2,5- fachen OD-Wert des parallel gemessenen Negativserums (eines nicht 

immunisierten Versuchstieres) bei gleicher Serumverdünnung überschritten haben. 

 

2.4.4. Auslese der zellulären Immunantwort 
2.4.4.1. Präparation und Isolierung von Splenozyten  
Für die Auslesung der zellulären Immunantwort immunisierter Mäuse mittels 

verschiedener immunologischer Methoden wurden isolierte Splenozyten (Milzzellen) 

benötigt.  

Eine Woche nach der Booster-Immunisierung wurde die Hälfte der Versuchstiere pro 

Immunisierungsgruppe durch Genickbruch getötet, deren Milzen wurden unter 

sterilen Bedingungen entnommen und in 10 ml Medium überführt. Zur Gewinnung 

von Einzelzellsuspensionen wurden die Milzen unter einer Sterilbank mit Hilfe eines 

Stempels einer 5 ml Spritze vorsichtig durch ein Nylonsieb (Falcon, Heidelberg, 100 

µm Porengröße) in einer Petrischale zerrieben. Diese Zellsuspension wurde in ein 50 

ml Falconröhrchen überführt und in einer Tischzentrifuge bei Raumtemperatur mit 

300xg für 5 min pelletiert. 

Zur Entfernung der Erythrozyten (Hämolyse) wurde das Pellet pro verwendete Milz in 

5 ml Lysepuffer (150 mM NH4Cl, 1 mM KHCO3, 0,1 mM Na2EDTA, pH 7,2), 

aufgenommen und 5 min bei 300xg zentrifugiert. Die drei nachfolgenden 

Waschschritte mit 50 ml PBS/ 5%FCS dienten der Entfernung des freigesetzten 

Hämoglobins.  

Anschließend wurde die Lebendzellzahl durch Anfärbung mit Trypanblau (0,4% 

Trypanblau/PBS) in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt und die Zellzahl durch 

Zugabe von Komplett-Medium (RPMI-Medium (PAN Biotech) mit 5% FKS, 1% 

Penicillin/Streptomycin, 50 µM 2-Mercaptoethanol, 1% Glutamin) auf eine 

Konzentration von 2x107/ml eingestellt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die 

Zellen bei 37°C und 5%CO2 im Brutschrank gehalten. Auf diese Weise konnten je 

nach Größe der Milz bis zu 108 Zellen gewonnen werden.  
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2.4.4.2. Peptide zur Restimulation 
Zur spezifischen in vitro Restimulation der T-Zellen wurden Peptide verwendet. Das 

Peptid A9I AMQMLKETI ist als murines HIV-IIIB p24 (aa 197-205) CTL-Epitope des 

Haplotyps H-2Kd beschrieben worden (Nakamura et al., 1997). Das Peptid R10I 

RGPGRAFVTI ist ein murines V3/IIIB (gp160: aa. 318-327)-spezifisches CTL-Epitop 

(Haplotyp H-2Dd) (Takahashi et al. 1988; Hanke, 1998). Als unspezifische Peptid-

Kontrolle wurde das PSA-Peptid TKVVHYRKWIKD eingesetzt. Die drei Peptide 

wurden von der Firma Biosyntan, Berlin synthetisiert und HPLC gereinigt. Die 

lyophilisierten Peptide wurden in HPLC-grade DMSO gelöst (10mM) bei 4°C 

gelagert. 

Zur Restimulation Pol-spezifischer T-Zellen wurden Peptid-Pools verwendet. Diese 

wurden von der EUROVACC-foundation zur Verfügung gestellt und setzen sich aus 

15-mer-Peptiden mit einer Überlappung von jeweils 11 Aminosäuren zusammen, die 

dadurch die komplette Aminosäuresequenz von Pol-IIIB abdecken. GPN-1, GPN-2, 

GPN-3 und GPN-4 bildeten dabei Pools von jeweils 56 Peptiden (Gómez et al., 

2007).  

 

2.4.4.3. ELISPOT-Assay: Quantifizierung IFNγ-sezernierender Zellen  

Mit Hilfe des enzyme linked immunospot assays (Elispot) können antigenspezifische 

Zellen anhand ihrer Zytokinsekretion detektiert werden.  

Zur Bestimmung der Anzahl IFNγ-sezernierender Zellen nach in vitro Restimulation 

der Splenozyten mit spezifischen Recall-Antigenen wurde zunächst die mit 

Nitrozellulose beschichtete 96- well-Kulturplatte MAHA-S45 (Millipore, Eschborn) mit 

100 µl eines 5-10 µg/ml in PBS verdünnten Anti-IFNγ-Antikörpers (C, „capture“) (BD, 

Heidelberg) über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach 4maligem 

sterilen Waschen mit je 200 µl PBS/ 10%FCS wurde die Platte 1 h bei 37°C mit 

200 µl PBS/10% FCS blockiert. Die Stimulation von je 100 µl einer entsprechenden 

Verdünnung der Splenozytensuspension (1x106 Zellen pro Ansatz) erfolgte direkt in 

der Platte durch Zugabe von je 100 µl des stimulierenden Reagenz (10 µM Peptid (2 

µg), PMA (0,1 µg/ml), Ionomycin (1 µg/ml)) bei 37°C und 5% CO2 für 24 Stunden. Die 

Zellsuspension wurde abgezogen und die noch anhaftenden Zellen durch 6-maliges 

Waschen  (je 200 µl PBS mit 0,05% Tween 20, je 3 min Inkubation mit Waschpuffer) 

lysiert.  
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Danach erfolgte die Zugabe des biotinylierten anti-IFN-γ Antikörpers (D, „Detektion“; 

BD Heidelberg; Endkonzentration 1 µg/µl); die Platten wurden für 2 Stunden bei RT 

inkubiert, anschließend gewaschen (10mal je 200 µl PBS/Ansatz, pro Waschschritt 

drei Minuten Inkubation) und für weitere 2 Stunden mit einem Streptavidin-Alkalische 

Phosphatase (AP)-Konjugat (Roche Mannheim; 1:5000 in PBS) inkubiert. Nach 

einem letzten Waschschritt (10-mal je 200 µl PBS/Ansatz) erfolgte die Färbereaktion 

durch Zugabe des Enzymsubstrates NBT/BCIP (Roche, Mannheim). Dafür wurde 

eine Färbelösung (200 µl NBT/BCIP-Stammlösung auf 10 ml Färbepuffer (0,1 M Tris- 

Puffer, pH 9,5 mit 0,05 M MgCl2, 0,1 M NaCl)) hergestellt und jeweils 100 µl/Ansatz 

eingesetzt. Nach 15-30 min wurde die Reaktion durch Waschen der Platten mit 

entionisiertem Wasser gestoppt. Die Auszählung der Spots (SFC; spot forming cells) 

erfolgte nach Trocknen (RT, ÜN) der Platten durch ein automatisiertes ELISPOT-

Lesegerät (Bioreader 2.000; Bio-Sys, München) oder per Auge. Als Positivkontrolle 

wurden Zellen mit PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat; 0,1 µg/ml), Ionomycin (1 

µg/ml) (Sigma, Deisenhofen) stimuliert, als Negativkontrolle mit dem irrelevantem 

PSA-Peptid. 
 

Cytokin Antikörper-Paar  Klon Konzentration Verdünnung 

IFNγ anti-Maus IFNγ 

Biotin-anti-Maus IFNγ 

C 

D 
R4-6A2 

XMG1.2 

1 mg/ml 

0,5 mg/ml 
1:100- 1:200 

1:50- 1:100 

 

Tab. 2.5: Eingesetzte IFNγ-AK zur Bestimmung der Anzahl IFNγ-sezernierender Zellen im 

Rahmen der ELISPOT-Analyse. 

 
2.4.4.4. FACS-Analyse: Quantifizierung der intrazellulären INFγ-Produktion 

stimulierter CD8+-Lymphozyten  
Zur Bestimmung der Frequenz Pr55gag-spezifischer zytotoxischer T-Zellen wurden 

die Milzzellen der Mäuse verschiedener Immunisierungsgruppen in vitro auf 2 x 107
 

Zellen pro ml mit Komplettmedium eingestellt. Danach wurden jeweils 100 µl der 

Milzzellsuspension und 0,2 µl Blockierungslösung BFA (Brefeldin A, Sigma #B - 

6542) pro Napf einer 96- well-Flachbodenplatte pipettiert. 

Zur Bestimmung der Zahl spezifischer CD8+
 T-Zellen wurden diese mit den Peptiden 

A9I und R10I restimuliert. Als Positivkontrolle und unspezifisches Aktivierungsantigen 

wurden je 0,1 µl PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate, #P-8139) und Iono 
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(Iontomycin, Sigma, #I-0634) verwendet. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die 

entweder mit dem irrelevanten Peptid PSA oder mit 100 µl RPMI-Medium inkubiert 

worden waren.  

Anschließend wurden die Ansätze für sechs Stunden bei 37°C inkubiert und danach 

die Zellen vorsichtig für fünf Minuten bei 300xg abzentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit 200 µl FACS-Puffer (PBS/1% 

FCS/ 1 mg/ml NaN3) wurden die Zellen in 96- well-Rundbodenplatten transferiert. Die 

Blockierung der Fc-Rezeptoren erfolgte durch Zugabe von 1 µl CD16/32 Antikörper 

(CD16/32-α-mouse: BD Heidelberg #01241A) in 100 µl FACS-Puffer. Die 

Inkubationsdauer betrug mindestens 10 min bei 4°C. Zur Differenzierung von T-

Helfer und zytotoxischen T-Zellen wurden zur Oberflächenfärbung pro Napf 10 µl 

einer 1:20 Antikörperverdünnung von CD4-FITC (CD4-FITC-α-mouse, BD Heidelberg 

#01064D) und CD8-APC (CD8a-APC-α-mouse; BD Heidelberg #01049A) zugegeben 

und die Zellen für 20 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach weiterem zweimaligen 

Waschen mit FACS-Puffer-II (PBS/1 mg/ml NaN3) wurden pro Napf 250 µl 

Cytofix/Cytoperm (4% PFA, 1% Saponin; BD Heidelberg #2090KZ) zugegeben und 

die Zellen auf Eis für 20 min im Dunkeln inkubiert. Nach weiterem zweimaligen 

Waschen mit jeweils 200 µl Perm/Wash (PBS, 0,1% Saponin; BD Heidelberg 

#2091KZ) erfolgte die intrazelluläre Färbung unter Verwendung eines IFNγ-PE-α- 

mouse-Antikörpers (BD Heidelberg #18115A). Pro Napf wurden 100 µl Perm/Wash 

Puffer vorgelegt, 10 µl einer 1:20 Verdünnung dieses Antiköpers zugegeben und die 

Ansätze für 25 Minuten im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach anschließendem 

Waschen mit Perm/Wash Puffer wurden die Zellen in 200 µl FACS-Puffer 

resuspendiert und in FACS-Röhrchen überführt. Die darauf folgende Bestimmung 

IFNγ-produzierender Zellen wurde am FACS-Calibur (BD Heidelberg) ausgelesen. 

Zuerst wurde die Gesamtpopulation an Lymphozyten bestimmt und anschließend mit 

Hilfe der Oberflächenmarker auf CD4- und CD8+-Zellen gegated. Mindestens 25.000 

der CD8+-Zellen wurden aufgenommen und bezüglich ihrer IFNγ-Produktion 

untersucht. 
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3. Ergebnisse 
In vorangegangenen Studien der Arbeitsgruppe wurden verschiedene 

vollsynthetische DNA-Impfstoffkandidaten hergestellt, deren Ausgangsbasis das 

kodonoptimierte Konstrukt „GPN“ in pcDNA 3.1. war. Hierauf basierend wurden in 

einer Vorarbeit (Diplomarbeit Isabell Koch, 2003) verschiedene Abwandlungen der 

Aminosäuresequenz eingeführt, die neben unterschiedlichem Aktivitätszustand der 

viralen Protease (PR) einen ribosomalen Leserastersprung (frameshift) durch die 

Einführung einer slippery site sowie die An- bzw. Abwesenheit der nicht funktionellen 

nef-Sequenz umfasste und diese Modifikationen anhand von in vitro Expressions- 

sowie in vivo Immunogenitätsstudien im BALB/c Tiermodell untersucht. Dabei lag der 

Schwerpunkt auf der Beurteilung der Expression und Immunogenität von Gag, da die 

Auslese nach Pol bei lediglich sehr geringer Pol-Expression (verglichen zu 

publizierten Studien: Nabel et al., 2000; Megede et al., 2003) nur eingeschränkt 

durchführbar war.  

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, neben Gag auch Pol indirekt anhand 

eines C-terminal fusionierten V3-spezifischen Epitops auslesen zu können und in 

Folge dessen vergleichende Studien der modifizierten neuen HIV-Vakzinekandidaten 

hinsichtlich der Einflüsse der PR, des frameshifts, von Nef sowie der An- bzw. 

Abwesenheit von Gag auf Expression und Immunogenität hin vornehmen zu können.  

Hierfür sollte die Gensequenz von env-V3 3´-terminal an die gagpolnef-Kassette der 

vorbeschriebenen Konstruktvarianten angefügt werden. Zudem war die Generierung 

weiterer Konstrukte vorgesehen, deren Insert lediglich aus polnef- oder pol- 

Gensequenzen mit 3´-ständigem V3 bestand, so daß Einflüsse von gag oder des 

natürlichen ribosomalen frameshifts auf die Immunogenität der Konstrukte 

ausgeschlossen werden konnten. 

3.1. Klonierung 
 
3.1.1. Ausgangskonstrukte 
3.1.1.1. GPN PR-  
Als Ausgangskonstrukt für alle aufgeführten Klonierungen diente „GPN PR-“. Dieses 

an den humanen Kodongebrauch angepasste Durchleseprotein, das sich über den 

gag- und pol-Leserahmen erstreckt, ist Rev-unabhängig und enthält ein durch 
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Aminosäureaustausch inaktiviertes Myristylierungssignal. Die Protease wurde 

anhand eines Aminosäureaustausches durch eine Punktmutation (von Aspartat zu 

Alanin) im aktiven Zentrum an der Aminosäure (AS)-Position 524 (inkl. Vektor: 

Position 2537) inaktiviert. In das aktive Zentrum der Reversen Transkriptase 

wiederum wurde das, durch Vertauschen des amino- und carboxyterminales Endes 

modifizierte nef-Gen (374 Bp., „scrambled nef“) an AS-Position 733 eingesetzt und 

das aktive Zentrum der RT am Ende angefügt. Aus Sicherheitsgründen wurde auf 

den Einbezug der Integrase komplett verzichtet.  

 

3.1.1.2. Gag 
Das kodonoptimierte, Rev-unabhängige synthetische „Gag“, das für Pr55gag kodiert, 

wurde als Vergleichskonstrukt herangezogen und ist bereits in früheren Studien (Graf 

et al., 2000) beschrieben und getestet worden.  

 

3.1.1.3. GP PR+ 
Weiterhin lag als Ausgangskonstrukt „GP PR+“ (Wagner et al., 2000) vor, das 

ebenfalls Rev-unabhängig ist. Zum Einen wurde hierbei eine 260bp lange Region in 

der Wildtyp (wt)-frameshift-Sequenz belassen: durch überlappende gag- und pol-

Leserahmen konnte die sich hier befindliche slippery site erhalten werden. Zum 

Anderen ist die Protease bei diesem synthetischen und 4343bp langen (Insert),  

kodonoptimierten Konstrukt aktiv. 

 
3.1.2. Klonierung der Konstruktvarianten  
3.1.2.1. GagPolNef V3-Konstruktreihe 
Da es uns bis zu Beginn dieser Arbeit nicht möglich war, den gagpolnef-Leserahmen 

auszulesen, sollte eine 110bp umfassende Gensequenz der env-V3-Schleife 3´-

terminal in die Insertvarianten kloniert werden, um mit Hilfe anti-V3 gerichteter 

Antikörper V3 detektieren zu können. Dadurch sollte die indirekte Auslese des 

polnef-Leserahmens und somit die Beurteilung der Immunogenität der neu 

generierten Konstrukte sowohl anhand von in vitro als auch in vivo-Analysen 

untereinander möglich werden, die dann in Hinblick auf den Einfluß der Protease, 

des frameshifts und von Nef verglichen werden sollten. 

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, trägt die dem HIV-gp120 entstammende 

V3-Region eine immundominante Schleife („V3-loop“), die für die Immunerkennung 
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des HIV und seiner verschiedenen Spezies aufgrund der Tatsache von Bedeutung 

ist, dass die Mehrzahl neutralisierender Antikörper gegen V3 gerichtet sind. 

Die Synthese der V3-Sequenz fand mittels einer Fusions-PCR statt. Die beiden, in 

getrennten Ansätzen hergestellten Teilfragmente dienten anschließend als Matrize 

für die Amplifikation des Fusionsproduktes in einem gemeinsamen PCR-Ansatz, 

wobei die V3-Sequenz an das 3´-Ende der Ausgangskonstrukte angefügt werden 

konnte.  

Dafür wurde mit dem TaqPlusTM Precision System eine PCR ausgehend von  dem 

3´-Ende des Ausgangskonstruktes „GPN PR-“ mit den Oligonukleotiden „GPN Kpn 

Nhe(f)“ und „GPN (b)“ durchgeführt. Parallel hierzu erfolgte eine weitere PCR über 

das V3-template mit den Primern „V3 (f)“ und „V3 Xho Xba Sac (b)“. 

(Basensequenzen siehe Anhang) Beide Ansätze wurden anschließend aufgereinigt 

und die beiden Teilfragmente in einem gemeinsamen PCR-Ansatz mit den 

Oligonukleotiden „GPN Kpn Nhe (f)“ und „V3 Xho Xba Sac (b)“ fusioniert. Das so 

erhaltene neue Fragment wurde über die durch die Oligonukleotide mitgelieferten, 

singulären Schnittstellen KpnI und SacI in den Klonierungsvektor pCR-Script TM 

Ampr SK(+) subkloniert, konnte daraufhin in Expressionsvektor pcDNA umgesetzt 

werden und stand damit für weitere Arbeiten zur Generierung der verschiedenen 

Konstrukte zur Verfügung.  

 

3.1.2.1.1. frameshift-Konstrukte  
GPN FS PR-  und GPN FS PR- V3 
GPN FS PR+ und GPN FS PR+ V3 
Als Ausgangskonstrukte lagen „GPN FS PR-“  und „GPN FS PR+“ von einer 

vorangegangenen Arbeit (Diplomarbeit Isabell Koch, 2003) vor. Verglichen zu „GPN 

PR“ enthalten diese Plasmidkonstrukte eine slippery site, die einen -1 frameshift 

induziert. Dieser Bereich ist nicht mehr kodonoptimiert und verfügt von Position 1107 

bis 1841 (Insert) über eine wt-Sequenz.  

An diese synthetischen frameshift-Varianten sollte die V3-Region 3´-terminal 

angefügt werden: hierzu wurden die Inserts „GPN FS PR-“ und „GPN FS PR+“ 

jeweils über die singulären Schnittstellen EcoRI und XbaI aus dem pcDNA-Vektor 

geschnitten, die aufgereinigten Fragmente mit NheI verdaut und die nun EcoRI- und 

NheI-flankierten Fragmente zur Weiterverarbeitung aufgereinigt. Gleichzeitig wurde 

das in pCR-Script subklonierte V3-Fragment über die per Oligonukleotide generierten 
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Schnittstellen NheI und XbaI ausgeschnitten und aufgereinigt. Die entsprechenden 

Insert- und V3-Fragmente wurden nun in den EcoRI/ XbaI-geschnittenen (multiple 

cloning site) Vektor pcDNA3.1 ligiert und in den E. coli-Stamm DH5a transformiert. 

Neben dem oben beschriebenen ribosomalen frameshift enthalten beide Inserts ein 

aktives („GPN FS PR+ V3“) bzw. inaktives („GPN PR-V3“) Zentrum der Protease 

sowie 3´-terminal von AS-Position 4947-5057 eine V3-detektierbare Region. 

 

3.1.2.1.2. Protease-Konstrukte 
GPN PR- und GPN PR- V3 
GPN PR+/- und GPN PR+/- V3 
GPN PR+ und GPN PR+ V3 
Da bei intaktem frameshift die Expressionsrate von Pol gering ausfällt, weil 

verglichen zu Gag (90-95%) GagPol nur zu 5-10% transkribiert wird, wurde der 

natürliche frameshift entfernt und somit ein Durchlesekonstrukt generiert, um eine 

äquimolare Expressionsrate an Gag und Pol zu sichern und so Aussagen über die 

Immunogenität machen zu können. Die Konstrukte „GPN PR+/-“ und  „GPN PR+“ 

wurden daraufhin in der vorangegangenen Arbeit verglichen zum Ursprungskonstrukt 

„GPN PR-“ bezüglich der Proteasefunktion durch Mutationen modifiziert und 

resultierten nun in aktiver und attenuierter Protease. Diese Veränderungen wurden 

eingefügt, um die mögliche zytotoxische Wirkung der Protease analysieren zu 

können, die sich störend auf die GagPol-Expression und die Präsentation der 

entsprechenden Peptide auswirken könnte. 

Zum Einfügen der V3-Sequenz in das 3´-Ende aller Durchlesekonstrukte wurden 

„GPN PR-“, „GPN PR+/-“ und „GPN PR+“ jeweils über die singulären Schnittstellen 

EcoRI und XbaI aus dem Vektor geschnitten, die aufgereinigten Fragmente mit NheI 

verdaut und wiederum die EcoRI- und NheI-flankierten Fragmente zur 

Weiterverarbeitung aufgereinigt. Gleichzeitig wurde das in pCR-Script subklonierte 

V3-Fragment über die Schnittstellen NheI und XbaI geschnitten und aufgereinigt. Die 

jeweiligen Insert- und V3-Fragmente wurden nun in den EcoRI- und XbaI-

geschnittenen Vektor pcDNA3.1 ligiert und in DH5a transformiert. Auf diese Weise 

konnten die Durchlese-Konstrukte mit inaktiver und attenuierter Protease mit der V3-

Region kombiniert werden. Leider gelang es bislang weder über die hier aufgeführte 

Methode V3 an das Konstrukt „GPN PR+“ anzufügen, noch mittels Quickchange-

PCR mit den Primern „Quick durchlese PR+ (f)“ und „Quick durchlese PR+(b)“ 



 

 
 44 

3. Ergebnisse 

(Oligonukleotidsequenzen siehe Anhang) über dem Konstrukt „GPN PR- V3“ das 

Proteasezentrum zu aktivieren und so das Zielkonstrukt „GPN PR+ V3“ zu 

generieren. 

Die neuen, in den Expressionsvektor pcDNA3.1 integrierten Plasmidkonstrukte „GPN 

PR+/- V3“ und „GPN PR- V3“ verfügen im Vergleich zum Ursprungskonstrukt über 

ein inaktives bzw. attenuiertes Proteasezentrum sowie jeweils von AS-Position 4945-

5055 über die V3-Sequenz. 

 

3.1.2.1.3. nef-Konstrukte 

GP ∆nef PR- und GP ∆nef PR- V3 

GP ∆nef PR+ V3 

Schließlich wurde nef durch Vertauschen von amino- und carboxyterminaler 

Gensequenz verändert (scrambled nef: scr nef) und mit den Varianten mit fehlender 

nef-Sequenz (∆nef) verglichen. Um den Genbereich des scr nef mit seinen potentiell 

störenden Effekten per Deletion komplett auszuschalten, wurde in einer 

vorangehenden Arbeit (Diplomarbeit Isabell Koch, 2003) mittels TaqPlusTM 

Precision System eine Fusions-PCR über dem Ausgangskonstrukt durchgeführt. 

Aufgrund des häufigen PCR-Einsatzes entstanden jedoch Punktmutationen im pol-

Leserahmen: Eine stille Mutation befindet sich an Position 3432 (CCT anstelle von 

CCC, beide Tripletts codieren für Prolin), drei weitere Mutationen an Position 2708 

(GCG statt GTG, führt zu einem Aminosäureaustausch von Valin zu Alanin), Position 

3386 (AGC anstatt von AAC, Asparagin wird hierbei zu Serin) und Position 3551 

(CCC anstelle CAC, wodurch es zu einem Aminosäuretausch von Histidin zu Prolin 

kommt).  

Um auch hier V3 an das Konstrukt ohne nef-Sequenz (∆nef) anzufügen, wurde das 

Insert „GP ∆nef“ jeweils über die singulären Schnittstellen EcoRI und XbaI aus dem 

Vektor geschnitten, das aufgereinigte Fragment mit NheI verdaut und das daraus 

entstandene EcoRI/ NheI-flankierte Fragment zur Weiterverarbeitung erneut 

aufgereinigt. Zugleich wurde das in pCR-Script subklonierte V3-Fragment über die 

Oligonukleotid-designten Schnittstellen mit NheI und XbaI ausgeschnitten und 

aufgereinigt. Diese zwei Fragmente konnten nun in die multiple cloning site (MCS) 

des EcoRI/ XbaI verdauten Vektors pcDNA3.1 ligiert und in DH5a transformiert 

werden.  
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Das entstandene Plasmidkonstrukt „GP ∆nef V3“ weist im ursprünglichen Bereich 

des scrambled nef eine Deletion von 374 Nukleotiden sowie die V3-Region an AS-

Position 4570 bis 4680 auf. Darüber hinaus befindet sich neben den bereits 

genannten Punktmutationen eine weitere, neu aufgetretene, stille Mutation an 

Position 3144 (ACT anstelle ACC, beide codieren für Threonin). Da diese Mutation 

nicht für ein Stop-Signal kodiert, wurde das beschriebene Konstrukt weiterhin für in 

vitro und in vivo-Studien herangezogen. 

Der Versuch, in dem neu generierten Konstrukt anhand einer Quickchange PCR mit 

den Primern „Quick durchlese PR+ (f)“ und „Quick durchlese PR+ (b)“ (Sequenz der 

Oligonukleotide siehe Anhang) eine Punktmutation zur Aktivierung des 

Proteasenzentrum einzufügen, um Vergleiche der ∆nef-Konstrukte bezüglich der 

Protease vornehmen zu können, blieb ohne Erfolg. 

 

3.1.2.1.4. GagPol-Konstrukte 
GP und GP V3 
Das bereits oben beschriebene Ausgangskonstrukt „GP“ wurde mit EcoRI und NheI 

aus dem Vektor geschnitten und zusammen mit dem NheI/ XbaI verdauten V3 über 

EcoRI-Xba in den Vektor pcDNA 3.1 kloniert. 

„GP V3“ enthält nun über der slippery site eine wt-frameshift-Sequenz, ein aktives 

Proteasezentrum sowie an AS-Position 4812 bis 4922 die V3-Sequenz. Bei 

Sequenzierung des Konstruktes fiel an Position 3527 eine Punktmutation (T anstatt 

C) auf, wodurch ein Aminosäuraustausch von Prolin zu Leucin stattfand. Da auch 

hierbei kein Stopsignal generiert wurde, fand das Konstrukt weiter Verwendung. 

 
3.1.2.1.5. Kurzzusammenfassung 
Basierend auf dem Ursprungskonstrukt „GPN“ ist eine Reihe an „GPN V3“-

Insertvarianten entworfen worden, die sich hinsichtlich des frameshifts (FS), der 

Aktivität des Proteasezentrums (PR+, PR+/-, PR-) und des nef-Gens (∆nef, scr nef) 

unterschieden. Zusätzlich ist das Myristylierungssignal am aminoterminalen Ende 

aufgehoben worden, die Antigenexpression aller Plasmide erfolgte Rev-unabhängig. 

Mittels der eingefügten V3-Sequenz konnte nun neben der Expression von Gag auch 

indirekt die des PolNef-Proteins nachgewiesen werden. Darüber hinaus erlaubt die 

Fusion des V3-Epitops die indirekte Evaluierung der Induktion Pol- bzw. Nef-

spezifischer T-Zell-Antworten.  
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In der folgenden Abbildung sind die Modifikationen der GagPolNefV3-Konstruktreihe 

zusammengefasst:  

 
Abb. 3.1: Schematische Darstellung der HIV GagPolNefV3 DNA-Vakzinevarianten.  
gag= gruppenspezifisches Antigen;  pol= Leserahmen der viralen Enzyme; FS= -1 frameshift mit eingefügter 

slippery site; PR= Protease aktiv (+), inaktiv (-), attenuiert (+/-); scr nef= scrambled nef (amino- und 

carboxyterminale Enden vertauscht); ∆nef= deletiertes nef, V3= 3´-terminal eingefügte Gensequenz der V3-

Schleife 

 
3.1.2.2. PolNef V3-Konstruktreihe 
Um mit Hilfe der 3´-terminalen V3-Sequenz eine Auslese des polnef-Leserahmens zu 

ermöglichen, konnten ausgehend von den bereits generierten GagPolNefV3-

Varianten PolNef V3-Konstrukte entworfen werden. Da diese lediglich die polnef- 

Genkassette enthielten, sollte hierdurch eine Evaluation der in vivo und in vitro- 

Eigenschaften unabhängig von Gag ermöglicht werden. Darüber hinaus besteht nun 

die Option, gag und polnefV3 auf separaten Plasmiden zu platzieren und diese somit 

über unterschiedliche Immunisierungsstrategien verabreichen zu können. Neben 

neuen Kombinationsmöglichkeiten könnte damit eine verbesserte Immunantwort 

erzielt werden. Im Vergleich zu gagpolnef V3 kann dieselbe Menge an Antigen über 

kleinere Plasmide appliziert werden, die möglicherweise besser von den Zielzellen 

aufgenommen werden können. 
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3.1.2.2.1. PN FS PR- 
Um die polnef-Genkassette zu amplifizieren, wurde mit den zwei dafür entworfenen 

Oligonukleotiden „PN hin2“ und „PN SacXba“ (Basensequenzen siehe Anhang) 

zwischen dem 5´- und 3´-Ende des polnef-Bereiches von „GPN FS PR-“ eine PCR 

mit dem TaqPlusTM Precision System durchgeführt. Das amplifizierte Fragment 

wurde aus dem Gel geschnitten, aufgereinigt und nach präparativem Verdau über die 

in den Oligonukleotiden entworfenen Schnittstellen EcoRI und XbaI in den Vektor 

pcDNA3.1 kloniert. 

Das neu entstandene 2703Bp lange „PN FS PR-“ erstreckte sich, verglichen zu 

seinem Ausgangskonstrukt, nun lediglich über den Sequenzbereich von polnef und 

enthält an AS-Position 1244 eine inaktivierte Proteasesequenz sowie einen Teil der 

Wildtyp-Sequenz inklusive -1 frameshift (AS-Position 970-1528).  

 
3.1.2.2. PN PR+/- V3 und PN PR- V3  
Zur Klonierung der Konstrukte „PN PR+/- V3“ und „PN PR- V3“ wurde über den 

entsprechenden Durchlesekonstrukttemplates „GPN PR- V3“ und „GPN PR+/- V3“ 

von Beginn der polnef-Region bis zum 3´-Ende der V3-Sequenz mit Hilfe der 

Oligonukleotide „PN hin2“ und „V3 Xho Xba Sac (b)“ eine PCR mit der TaqPlusTM 

Precision Polymerase durchgeführt. Die Fragmente wurden danach mit den 

Restriktionsenzymen EcoRI und XbaI geschnitten und daraufhin über die genannten 

singulären Schnittstellen in den pcDNA3.1 Vektor ligiert. 

Die beiden neu gewonnenen Konstrukte „PN PR- V3“ und „PN PR+/- V3“ waren 

2823Bp groß und enthielten im Gegensatz zu „PN V3“ eine komplett synthetische 

Gensequenz. Darüber hinaus verfügten sie an AS-Position 1244 über eine 

attenuierte („PN PR+/- V3“) oder inaktivierte Proteasesequenz („PN PR- V3“) sowie 

von Position 3652-3762 über die V3-Region. 

 

3.1.2.3. Pol ∆nef PR- V3 

Für Vergleichszwecke zu PolNefV3 sollte nun  ein Konstrukt ohne nef-Sequenz 

generiert werden. Hierfür wurde über „GP ∆nef V3“ mit den Oligonukleotiden „PN 

hin2“ und „V3 Xho Xba Sac (b)“ eine TaqPlusTM Precision-PCR von Beginn der 

polnef-Region bis zum Ende von V3 durchgeführt. Das entstandene 2444Bp lange 

Fragment wurde nach Aufreinigung und über die in den Oligonukleotiden enthaltenen 

Schnittstellen EcoRI und XbaI in den pcDNA Vektor eingesetzt. 
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Das komplett synthetische „Pol ∆nef V3“ enthielt an AS-Position 1244 eine inaktive 

Proteasensequenz, von 3277-3387 die V3-Region und wie das Ausgangskonstrukt 

keine nef-Sequenz. Die Punktmutationen des Konstruktes entsprachen denen des 

Ausgangskonstruktes (Pos 1415 T-> C: Val-> Ala, Pos 1851 C-> T: Thr-> Thr: Pos 

2093 A-> G: Asn-> Ser, Pos 2139 C-> T: Pro-> Pro, Pos 2258 A-> C: His-> Pro, Pos 

2716 G-> A: Glu-> Lys).  
 
3.1.2.4. Kurzzusammenfassung 

Die geschilderten PolNefV3-Varianten enthielten Modifikationen von nef bzw. eine 

attenuierte oder inaktive Protease. Da die vorangeschaltete gag-Genkassette im 

Insert fehlt, fiel bei der Expression der Einfluß des ribosomalen frameshifts weg, 

wodurch die Expressionsrate von PolNef bei diesen neuen Konstrukten theoretisch 

eine Steigerung von 5% auf 100% erfahren und damit in entsprechend größeren 

Mengen vorliegen sollte. Darüber hinaus sollten potentielle Einflüsse von Gag auf die 

Expression von PolNef wegfallen. 

Im Folgenden sind die Modifikationen der PolNefV3-Konstruktreihe 

zusammengefasst:  

 
 
Abb. 3.2: Schematische Darstellung der HIV PolNefV3 DNA-Vakzinevarianten  
pol= Leserahmen der viralen Enzyme; PR= Protease: aktiv (+), inaktiv (-), attenuiert (+/-); scr nef= scrambled nef 

(amino- und carboxyterminale Enden vertauscht); ∆nef= deletiertes nef; V3= 3´-terminal angefügte Gensequenz 

der V3-Schleife 

 
3.1.2.3. Zusammenfassung 
In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 3.1) sind alle neu generierten V3-Konstrukte 

aufgeführt und hinsichtlich der eingefügten Modifikationen beschrieben. 
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pol V3
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Modifikation Konstrukt Bezeichnung
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Tab. 3.1: Modifikationen der gesamten, neu generierten HIV GagPolNefV3- und PolNefV3-Varianten 
bezüglich des natürlichen Leserastersprunges: frameshift vs. in frame (durchlese), der Aktivität der 
Protease sowie von Nef in tabellarischer Übersicht. 

3.2. Analyse der Proteinexpression in H1299 
 
3.2.1. Detektion der Proteinexpression  
Zur Detektion der Proteinexpression wurden humane, p53-negative H1299 

Lungenkarzinomzellen mit oben beschriebenen GagPolNefV3 und PolNefV3- 

Varianten transfiziert und anschließend die Lysate der Zellen untersucht. Hierbei 

wurde insbesondere Augenmerk auf den Einfluss der Protease, des natürlichen 

frameshifts sowie der An- oder Abwesenheit von Nef auf die Expressionsrate 

gerichtet.  

Nach Transfektion der adhärenten Zellen mittels CaHPO4-Präzipitations-Methode 

wurden diese nach 8-16 Stunden geerntet und aufgeschlossen. Für die 

Westernblotanalyse der exprimierten Proteine aus den Zelllysaten wurden die 

Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und über Antikörper detektiert: zum Einen 

wurde der p24/Pr55 spezifische, murine monoklonale Antikörper 13/5 zur Detektion 

von Gag, und zum Anderen der ebenfalls monoklonale anti-V3 Antikörper NEA 9305 

(Roche) zur Auslese von Pol eingesetzt.  
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3.2.1.1. Funktionsnachweis der GagPolNef V3-Reihe 
3.2.1.1.1. GPN FS PR- und GPN FS PR- V3 
Im ersten Versuch wurde die Expression des neu generierten Konstruktes „GPN FS 

PR- V3“ mit seinem Ausgangskonstrukt verglichen (Abb. 3.3a). Dabei zeigte das 

neue Konstrukt in der Detektion mittels Gag-spezifischem Antikörper p24/p55 eine 

Expressionsrate, die dem von „GPN FS PR-“ entsprach. Ebenso konnte bei beiden 

gleichermaßen das zu 5% generierte Vorläuferprotein GagPolNef bei 160kD 

nachgewiesen werden. Um die erfolgreiche Klonierung von V3 und des GagPolNef-

Vorläufers zu bestätigen, wurde eine Auslese mittels V3-spezifischem Antikörper 

durchgeführt.  

 
Abb. 3.3a: Western-Blot Expressionsstudie der frameshift PR- Konstrukte mit und ohne V3.  

H1299-Zellen wurden mit den aufgeführten Proben anhand der CaP-Methode transfiziert und nach 10 h geerntet. 

Die Proteine wurden per Gelelektrophorese auf 12,5%-igem Polyacraylamidgel aufgetrennt, auf Nitrozellulose 

geblottet und die Detektion der Gag-Expression mittels Gag-spezifischem-AK (13/5) bzw. der V3-Expression 

mittels V3-spezifischem-AK vorgenommen. Aufgetragen sind links und rechts die genannten frameshift-Proben 

mit (Spur 1) und ohne (Spur 2) V3. Zu sehen sind neben gleichwertiger Gag-Expression des V3-Konstruktes 

verglichen zum Ausgangskonstrukt (siehe Gag-AK Spur 1 und 2) die Darstellung des Vorläuferproteins (160kD) 

allein bei dem V3-Konstrukt (Spur 1) mittels V3-Detektion.  

 

Hier zeigte sich bei dem V3-Konstrukt eine Bande in Höhe des Vorläufers 

GagPolNef, die bei dem Ausgangskonstrukt ohne V3 wie erwartet nicht auftrat. Damit 

konnte die Funktionsfähigkeit von V3 in „GPN FS PR- V3“ nachgewiesen werden. 

 
3.2.1.1.2. Übrige GagPolNef V3-Konstruktvarianten 
In den Abbildungen Abb. 3.3b, 3.3c, Abb. 3.4 und Abb. 3.5 sind die übrigen neuen 

V3-Varianten im Vergleich zu den entsprechenden Ausgangskonstrukten dargestellt. 

Alle Konstrukte zeigten eine Expression nach Detektion mit Gag- und V3- 

Antikörpern, wenngleich diese auch variierte. 
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Abb. 3.3b: Western-Blot Expressionsstudie der frameshift- und ∆nef-Konstrukte mit und ohne V3. H1299- 

Zellen wurden mit den aufgeführten Proben anhand der CaP-Methode transfiziert und nach 10 h geerntet. Die 

Proteine wurden per Gelelektrophorese auf 12,5%-igem Polyacraylamidgel aufgetrennt, auf Nitrozellulose 

geblottet und die Detektion der Gag-Expression wurde mittels Gag-spezifischem-AK (13/5) vorgenommen. 

Aufgetragen sind links die neu generierten Konstrukte „GPN FS PR- V3“ (Spur 2), „GPN FS PR+ V3“ (Spur 4) und 

„GP ∆nef V3“ (Spur 6) mit V3 neben ihren jeweiligen Ausgangskonstrukten. Das Gagpol-Vorläuferprotein Pr160 

wurde mit Pfeil markiert. 
 
Die Konstrukte mit eingefügtem natürlichen frameshift resultierten entsprechend der 

Expressionsrate von Gag (95% zu 5% GagPol) in erwartungsgemäß starken Banden 

in Höhe von Pr55Gag und Pr24Gag (Abb. 3.3a, Nr. 1, 2; Abb. 3.3b, Nr. 2-4; Abb. 3.4, 

Nr. 3-6, 13, 14). Die mengenmäßige Verteilung der Expression von Gag zu GagPol 

wurde durch unterschiedlich starke Banden des frameshift-Konstruktes mit inaktiver 

Protease deutlich. Das Vorläuferprotein Pr160, das zu 5-10% exprimiert wurde, 

zeigte eine dezente Bande (Abb. 3.3a, Nr. 1, 2; Abb. 3.5, Nr. 1). Sobald die Protease 

aktiviert war („GPN FS PR+ V3“, „GP V3“) und die Vorläuferproteine in die Proteine 

Pr55 und Pr24 spalten konnte, war die Bande bei 160kDa wie bei der Durchlese-

Reihe nicht mehr detektierbar (Abb. 3.4, Nr. 5, 6, 13, 14; Abb. 3.5, Nr. 2, 5).  

Während die Durchlesekonstrukte mit inaktiver Protease („GPN PR- V3“, „GP ∆nef 

PR- V3“) durchweg Proteine im Bereich des Proteinvorläufers Pr160 exprimierten 

(Abb. 3.3b, Nr. 6, 7; Abb. 3.4, Nr. 7, 8, 11, 12), zeigten die Durchlesekonstrukte mit 

attenuierter Protease Banden in Höhe von Pr55Gag (Abb. 3.3c, Nr. 2, 3).  
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Abb. 3.3c: Western-Blot Expressionsstudie der Durchlesekonstrukte mit attenuierter Protease mit und 
ohne V3. H1299-Zellen wurden mit den aufgeführten Proben anhand der CaP-Methode transfiziert und nach 10 h 

geerntet. Die Proteine wurden per Gelelektrophorese auf 12,5%-igem Polyacraylamidgel aufgetrennt, auf 

Nitrozellulose geblottet und die Detektion der Gag-Expression mittels Gag-spezifischem-AK (13/5) 

vorgenommen. Aufgetragen ist das neu generierte Durchlesekonstrukt mit attenuierter bzw. inaktiver Protease 

und V3 (Spur 3  und 5) neben dem jeweiligen Ausgangskonstrukt (Spur 2 und 4).  
 

3.2.1.1.3. Einfluss des frameshift auf die Proteinexpression 

Um den Einfluss des natürlichen ribosomalen Leserastersprunges auf die 

Proteinexpression zu untersuchen, wurden die frameshift-Konstrukte mit den 

entsprechenden Durchlesekonstrukten verglichen. Der natürliche frameshift ist durch 

Einfügen einer slippery site mit geringem Anteil der Wildtyp-Sequenz und 

nachfolgender Haarnadelstruktur in das Ursprungskonstrukt integriert worden. 

Daraus resultierte in 5% der Translationsereignisse eine -1 Leserasterverschiebung, 

bei der nach Überspringen des gag-Stopcodons ein GagPol-Durchleseprotein 

entsteht. Mengenmäßig reduzierte sich somit Translation und folglich Expression des 

Vorläuferproteins Pr160 GagPol mit seinen Produkten zu einem Verhältnis von Gag 

zu GagPol von 20:1. Durch die geringere Konzentration an Protease bestanden 

weniger zytotoxische Effekte und die Dimerisierung im Zytoplasma mit vorzeitiger 

Aktivierung wurde unterbunden. 

Abbildung 3.4 stellt die Gag-detektierte Konstruktreihe dar. Bei Vergleich von „GPN 

FS PR-“ und „GPN FS PR- V3“ (Abb. 3.4, Nr. 3, 4) mit „GPN PR-“ und „GPN PR- V3“  

(Abb. 3.4, Nr. 7, 8), sowie „GPN FS PR+“ und „GPN FS PR+ V3“ (Abb. 3.4, Nr. 5, 6) 

mit „GPN PR+/-“ und „GPN PR+/- V3“ (Abb. 3.4, Nr. 9, 10) und „GP“ bzw. „GP V3“ 

(Abb. 3.4, Nr. 13, 14) mit „GPN PR+/-“ und „GPN PR+/- V3“ (Abb. 3.4, Nr. 9, 10) wird 

deutlich, dass die Gag-Proteine der frameshift-Konstrukte verglichen zu den 

Proteinen der Durchlesekonstrukte viel stärker exprimiert wurden. Hinzu kommt, dass 

die in polnef kodierte Protease in den frameshift-Konstrukten aufgrund des -1 

Rastersprunges in niedrigeren Mengen als in den Durchlesekonstrukten freigesetzt 
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wurde (5-10% der Translationsereignisse GagPolNef). Die geringere Expression der 

GagPol-Vorläufer (Abb. 3.3a) der frameshift-Konstrukte entsprach der 5-10%igen 

Translationsrate von GagPolNef. Bei aktiver Protease wurde auch dieser geringe 

Anteil prozessiert, was das Fehlen des Vorläufers erklärt (Abb. 3.3; Abb. 3.4: 

frameshift-Konstrukte und GP V3).   

 
Abb. 3.4: Western-Blot Expressionsstudie der GagPolNef-Konstruktreihe mit und ohne V3. H1299-Zellen 

wurden mit den aufgeführten Proben anhand der CaP-Methode transfiziert und nach 10 h geerntet. Die Proteine 

wurden per Gelelektrophorese auf 12,5%-igem Polyacraylamidgel aufgetrennt, auf Nitrozellulose geblottet und die 

Detektion der Gag-Expression wurde mittels Gag-spezifischem-AK (13/5) vorgenommen. Aufgetragen ist die 

neu generierte Konstruktpalette mit V3 (Spur 3, 5, 7, 9, 11, 13) neben ihren jeweiligen Ausgangskonstrukten 

(Spur 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14). Mit Pfeil wurden die GagPol-Vorläuferproteine Pr160Gagpol sowie Pr55Gag markiert. 

 

In Bezug auf die Aktivität der viralen Protease korrelierten beide Panel: sobald die 

Protease aktiviert oder attenuiert vorliegt, spaltete sie die Vorläuferproteine und 

Signale konnten lediglich in Höhe von Pr55 sowie Pr24 detektiert werden. Bei 

inaktiver Protease beider Konstruktvarianten ließ sich entsprechend der 

Expressionrate Pr160 nachweisen. Während die frameshift-Konstrukte durchweg 

bessere Expressionsraten boten, lagen die Signale von „GP V3“ eher im mittleren 

Bereich, ähnlich denen der Durchleseproteine. Der Vergleich von „GP V3“ 

(frameshift, PR+) mit „GP ∆nef V3“ (Durchlese, PR-) ergab mittels Gag-Detektion 

zudem schwächere Signale von „GP V3“ (Abb. 3.4, Nr. 11-14). 

Die Detektion des polnef-Leserahmens der frameshift-Konstrukte mit Hilfe des V3- 

spezifischen Antikörpers bestätigte die oben aufgeführten Ergebnisse (Abb. 3.5):  

 

1. Mock
2. pcDNA
3. GPN FS PR- V3
4. GPN FS PR-
5. GPN FS PR+ V3
6. GPN FS PR+
7. GPN PR- V3
8. GPN PR-

9. GPN PR+/- V3
10. GPN PR+/-
11. GP ∆nef PR- V3
12. GP ∆nef PR-
13. GP V3
14. GP

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

kDa

250

150

100

75

50
37

Pr160

Pr55



 

 
 54 

3. Ergebnisse 

 
Abb. 3.5: Western-Blot Expressionsstudie der GagPolNef-Konstruktpalette mit V3. H1299-Zellen wurden 

mit den aufgeführten Proben anhand der CaP-Methode transfiziert und nach 10 h geerntet. Die Proteine wurden 

per Gelelektrophorese auf 12,5%-igem Polyacraylamidgel aufgetrennt, auf Nitrozellulose geblottet und die 

Detektion der V3-Expression wurde mittels V3-spezifischem-AK vorgenommen. Aufgetragen sind die neu 

generierten GPN- und PN-Konstruktreihen mit V3 (Spur 1-9). Mit Pfeil wurden die Gagpol-Vorläuferproteine 

Pr160 markiert. 

 

Während das frameshift-Konstrukt mit inaktiver Protease Pr160 exprimierte, 

verursachte eine Aktivierung der Protease auch hier durch Prozessierung der 

Genprodukte ein Fehlen der Bande in Höhe GagPol (Abb. 3.5, Nr. 2, 5). Das Signal 

der Vorläuferproteine des frameshift-Konstruktes mit inaktiver Protease war deutlich 

schwächer als das des Durchleseproteins, was wiederum der Durchleserate von 5-

10% bei „GPN FS PR- V3“ entsprach (Abb. 3.5, Nr. 1, 3).  
Insgesamt gesehen konnte durch Integration des natürlichen frameshifts die 

Expression verglichen zu den in frame-Durchlesevarianten erheblich gesteigert 

werden. Zudem ermöglichte das 3´-ständige V3 die indirekte Detektion von Polnef 

der frameshift-Konstrukte (Vorläuferproteine). 
 
3.2.1.1.4. Einfluß der viralen Protease auf die Proteinexpression 
Lediglich durch eine Punktmutation im aktiven Zentrum unterschieden sich die 

Gensequenzen der aktiven, inaktiven und attenuierten Proteasen. Die aktive virale 

Protease des wt-HIV schneidet nach einer Selbstaktivierung die Enzyme PR, RT und 

IN aus dem Vorläuferpolyprotein, liegt jedoch nur als Dimer in aktiver Form vor 

(Freed et al. 2001, Gilles et al. 2005). Anhand von in vitro-Analysen mit H1299-Zellen 

konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung der viralen Protease sowohl in 

Durchlese- als auch in frameshift-Varianten eine erhöhte Proteinexpression 

    
     
   
   
   

                                                                              

   

                                                                              

 

Pr160kDa

150

100

75

50
37

1. GPN FS PR- V3
2. GPN FS PR+ V3
3. GPN PR- V3
4. GPN PR+/- V3
5. GP V3

6. GP ∆nef PR- V3
7. PN PR- V3
8. PN PR+/- V3
9. Pol ∆nef PR- V3
10. Mock

1  2             3             4  5             6             7             8              9    10      



 

 
 55 

3. Ergebnisse 

verglichen zu den Konstruktvarianten mit aktiver oder attenuierter Protease nach sich 

zog (siehe Abb. 3.4, Gag-AK: vgl. Nr. 3 und 4 (GPN FS PR-/ GPN FS PR- V3 ) mit 5 

und 6 (GPN FS PR+/ GPN FS PR+ V3) sowie Nr. 7 (GPN PR- V3 ) mit 9 (GPN PR+/- 

V3)). Die Bestätigung dieses Ergebnisses war mittels V3-Detektion nicht möglich: In 

Varianten, die eine aktive oder attenuierte Protease enthielten, waren aufgrund der 

Prozessierung durch die Protease keine Pr160-Vorläufersignale detektierbar und 

daher kein Vergleich mit den inaktiven Protease-Varianten möglich.  

Vergleiche zwischen der „GP ∆nef PR-“ Variante mit „GP“ (PR+) (Abb. 3.4, Nr. 11-14 

und Abb. 3.5, Nr. 5, 6) ergaben bei „GP“ geringere Expressionsraten. Während die 

übrigen frameshift-Konstrukte durchweg stärkere Signale als die Durchlese-Varianten 

zeigten, fiel einzig „GP“ mit aktiver Protease durch eine schwächere bzw. gleich 

starke Expression auf. 

Die aktive PR schneidet die Vorläuferproteine Pr55 Gag und Pr160 GagPol in deren 

Prozessierungsprodukte. Aus diesem Grund war bei funktionsfähiger Protease im 

Gegensatz zur aktiven und attenuierten Variante bei frameshift- und Durchlese-

Varianten GagPol Pr160 detektierbar (Abb. 3.3a; 3.3b; 3.4; 3.5). Die Attenuierung 

mittels einer Punktmutation im aktiven Zentrum der Protease schwächte zwar deren 

Effizienz ab, doch Prozessierfähigkeit und zytotoxische Effekte waren wohl weiterhin 

vorhanden: So fand sich im Durchlesekonstrukt mit attenuierter PR eine Bande in 

Höhe von p24gag, die mit der Vorläuferprotein-Prozessierung vereinbar war und trotz 

Attenuierung eine erhaltene Spaltfähigkeit belegte. War die virale Protease jedoch 

aktiv, konnte eine vorzeitige Aktivierung bereits im Zytoplasma der Zellen und nicht 

erst im unreifen Viruspartikel stattfinden. Demnach konnten Vorläuferproteine früher 

geschnitten werden (Abb. 3.4; Abb. 3.5) und es ließen sich hierdurch zytotoxische 

Protease-Effekte im Zytoplasma mit konsekutiv verminderten Expressionsraten 

schlußfolgern, die bereits in vorhergehenden time-course-Studien (Diplomarbeit 

Isabell Koch, 2003) durch Abkugeln adhärenter H1299 nachgewiesen worden sind. 

Zusammenfassend hatte die Inaktivierung der Protease eine Steigerung der 

Expression in humanen H1299-Zellen zur Folge. 

 
3.2.1.1.5. Einfluß von Nef auf die Proteinexpression 
Ursprünglich wurde nef in die Ausgangskonstrukte integriert, um dem Immunsystem 

eine möglichst hohe Anzahl an immunogenen Epitopen präsentieren zu können und 

so eine breit gefächerte und spezifische CTL-Antwort zu induzieren. Als zytotoxische 
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Reaktionen und Herabregulation von Oberflächenrezeptoren beobachtet worden 

sind, wurden N- und C-terminale Bereiche der neuen scr nef-Konstrukte vertauscht, 

um unter Erhaltung immunstimulatorischer Epitope potentielle zytotoxische Effekte zu 

verringern bzw. zu unterbinden. Diese scr nef-Konstrukte wurden mit dem ∆nef- 

sowie dem GagPol-Konstrukt verglichen, bei denen die Gensequenz von nef 

komplett deletiert worden ist. Neben einer etwa 10kDa niedrigeren Bande und einer, 

wenn überhaupt, dezent erhöhten Expressionsrate von ∆nef konnten korrelierend zu 

den Ergebnissen der vorherigen Untersuchungen (Diplomarbeit Isabell Koch, 2003) 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Vergleichskonstrukten festgestellt 

werden (Abb. 3.4 Gag-AK: vergleiche dazu Nr. 11 und 12 (∆nef PR-/ ∆nef PR- V3) 

mit 7 und 8 (Durchlese PR-/ Durchlese PR- V3)). Der Vergleich zwischen „GP V3“ 

und „GPN FS PR+ V3“ belegte eine schwächere Expression von „GP V3“ (Abb. 3.4, 

Nr. 5, 6, 13, 14).  

Bei Detektion mittels V3-spezifischem Antikörper ließ sich aufgrund der aktiven PR in 

„GP V3“ kein Vorläufer nachweisen, „GP ∆nef PR- V3“ hingegen exprimierte Pr160 in 

geringeren Mengen als das Durchlesekonstrukt „GPN PR- V3“ (Abb. 3.5, Nr. 3, 6).  

Zusammenfassend war keine signifikante Steigerung der Expression von Gag bzw. 

GagPol durch die  Deletion von nef nachweisbar. 

 
3.2.1.2. Detektion der Proteinexpression der PolNef V3-Konstrukte 

Durch die Beschränkung der Sequenz auf den polnef-Leserahmen konnten kleinere 

Plasmidkonstrukte hergestellt werden, die untereinander und gegenüber der 

GagPolNef V3-Reihe verglichen werden sollten. Durch 3´-terminales Anfügen von V3 

an die polnef-Gensequenz bestand nun die Möglichkeit der Proteindetektion.  

Die PolNef V3-Varianten unterschieden sich bezüglich der Aktivität der Protease und 

des Vorliegens von nef. Da diese Varianten kein Gag enthielten, war die Detektion 

mittels Gag-spezifischem  Antikörper nicht möglich, und somit die Detektion über den 

V3-spezifischen Antikörper umso bedeutsamer. Auf Abbildung 3.5 sind die V3- 

detektierten Signale der Konstrukte dargestellt (Abb. 3.5, Nr. 7-9). 

 

3.2.1.2.1. Einfluß der viralen Protease auf die Proteinexpression 
Korrelierend zu den Ergebnissen der GagPolNef V3-Palette zog auch hier das 

Ausschalten der viralen PR eine erhöhte Expressionsrate nach sich (vgl. dazu Abb. 

3.5, Nr. 7, 8). Darüber hinaus konnte, wie auch oben dargestellt, kein 
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Vorläuferprotein detektiert werden, sobald die virale PR in aktiviertem Zustand 

vorlag. In diesen Varianten fiel der ribosomale frameshift und damit die Reduktion der 

Menge an viralen Enzymen gegenüber den Strukturproteinen (Gag) weg, die 

Protease konnte zu 100% translatiert werden. Aufgrund der Überproduktion der PR 

steigt neben der Wahrscheinlichkeit der vorzeitigen Dimerisierung und intrazellulären 

Aktivierung die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung zytotoxischer Effekte. 

Dementsprechend könnte die verminderte Zytotoxizität der inaktiven Protease für die 

Erhöhung der Expressionsrate verantwortlich sein. 

 
3.2.1.2.2. Einfluß von Nef auf die Proteinexpression 

Vergleicht man „Pol ∆nef PR- V3“ mit „PN PR- V3“, zeigt sich eine enorm verstärkte 

Expression bei ∆nef. Diese könnten auf den Wegfall möglicher negativer Effekte von 

Nef (scr nef) beruhen. Auch hier findet sich also korrelierend zur Gag-Palette eine 

ähnliche, jedoch verstärkte Tendenz der in vitro-Analyse in H1299. 

 
3.2.1.2.3. Einfluß von Gag auf die Proteinexpression 
Das Konstrukt „PN PR- V3“ lieferte eine leicht erhöhte Expression von PolNef 

verglichen zu seinem Äquivalent mit Gag („GPN PR- V3“) (Abb. 3.5, Nr. 3, 7). Beim 

Vergleich von „Pol ∆nef PR- V3“ mit dem Ausgangskonstrukt „GP ∆nef PR- V3“ (Abb. 

3.5, Nr. 6, 9) fand sich ein deutlicher Expressionsanstieg durch den Wegfall von Gag.  

Die Ergebnisse der PolNef V3- und GagPolNef V3-Konstrukte korrelierten bezüglich 

des Einflusses der Protease, wohingegen die Deletion von nef im Pol ∆nef-Konstrukt 

zu einer gesteigerten Expression führte. Die Abwesenheit bzw. das Anfügen der gag- 

Sequenz an pol scheint demnach geringen Einfluß auf die Pol-spezifische 

Expression zu haben, sofern nef im scr-Zustand vorliegt.  

 

3.2.1.3. Kurzzusammenfassung 
Die in vitro-Studien an H1299 dienten mittels Gag-spezifischer Detektion dem 

Funktionsnachweis der neu generierten Konstrukte im Vergleich zu den 

entsprechenden Ausgangskonstrukten sowie dem Nachweis der erfolgreichen 

Klonierung von V3 durch Einsatz des V3-spezifischen Antikörpers, und damit auch 

dem indirekten Nachweis von Pol und PolNef. 

Alle Konstrukte zeigten eine Expression, die in ihrem Ausmaß jedoch differierte. 

Während die Integration des -1 frameshifts eine Verschiebung der Expressionsraten 
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von Gag und Pol verursachte, lieferten die frameshift-Varianten prinzipiell höhere 

Expressionsraten als die entsprechenden Durchlesekonstrukte.  

Darüber hinaus korrelierten die Ergebnisse bezüglich der Aktivität der viralen 

Protease: die Inaktivierung der Protease erwies sich sowohl in der Durchlese- und 

frameshift-Reihe der GagPolNef V3-Varianten als auch bei den PolNef V3- 

Konstrukten als expressionssteigernd.  

Die Deletion von nef zeigte sich im Westernblot durch eine erwartungsgemäß 

erniedrigte Bande, die Expressionsraten der GagPolNef V3-Varianten blieb ohne 

signifikanten Unterschiede, während anhand der PolNef V3-Palette eine verstärkte 

Expression auftrat. Die Beschränkung auf den polnef-Leserahmen lieferte leicht 

verbesserte Expressionsraten bezüglich GagPol verglichen zum Durchlese- 

Konstrukt mit gag und inaktiver Protease. Hierbei erwies sich der Wegfall von Gag 

als förderlich auf die Pol-Expression.  

3.3. Immunologische Studien 
 
Im Rahmen immunologischer Studien am BALB/c-Mausmodell sollten die 

verschiedenen synthetischen GagPolNef V3- und PolNef V3-DNA-Konstruktvarianten 

hinsichtlich ihrer immunogenen Eigenschaften untersucht werden. Die GagPolNef 

V3-Varianten unterschieden sich untereinander in der Aktivität der Protease, des 

intakten frameshifts und in der Anwesenheit von nef, während sich die PolNef V3-

Inserts lediglich über den polnef-Leserahmen erstreckten und Unterschiede in der 

Protease-Aktivität und des nef aufwiesen. Um die Induktion humoraler Immun-

antworten zu analysieren, wurden in Mausblutseren die Titer Gag-spezifischer IgG1, 

IgG2a und IgGGes-Antikörper bestimmt. Zum Nachweis der CD8+ T-Zell spezifischen 

Immunantwort wurden die Milzen der Versuchstiere präpariert, aufbereitet und die 

Milzzellen nach in vitro-Restimulation mit A9Ip24 und dem V3-Peptid auf die IFNγ-

Produktion ihrer CD8+ T-Zellen (FACS) sowie auf die Anzahl IFNγ-sezernierender 

Zellen (ELISPOT) hin untersucht. Da zum Zeitpunkt der Durchführung der Arbeit 

keine BALB/c-restringierten Pol-spezifischen Epitope bekannt waren, wurden zum 

Auslesen der Pol-spezifischen Antworten vier Peptid-Pools eingesetzt, die die 

komplette Aminosäuresequenz von Pol abdeckten. 
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3.3.1. Immunisierungsplan der BALB/c Mäuse 
In den elf Gruppen je sechs 6 - 8 Wochen alter weiblicher BALB/c Mäusen (Charles 

River, Sulzfeld, Deutschland) wurden pro Maus 100 µg der entsprechenden Vektor- 

DNA (50 µg pro Muskel) i.m. in beide m. tibialis anterior immunisiert. Neben den 

Konstruktvarianten (Gruppe 1-9) wurde Gruppe 10 mit p24 als Positivkontrolle 

immunisiert, während Gruppe 11 als Negativkontrolle diente und keine DNA-Vakzine 

erhielt. 

In Woche vier und acht nach Erstimmunisierung erfolgten die 

Auffrischimmunisierungen mit jeweils der gleichen, initial verabreichten Menge an 

DNA. Jeweils eine Woche nach der ersten und zweiten Booster-Immunisierung 

wurden aus den Schwanzvenen der Versuchstiere Blutseren gewonnen, daraufhin 

wurden die Tiere eine bzw. zwei Wochen nach der zweiten Auffrischimpfung durch 

Genickbruch getötet und deren Milzen unter sterilen Bedingungen entnommen. 

 
Abb. 3.6: Immunisierungsschema der BALB/c Mäuse Die BALB/c Mäuse wurden dreimalig mit DNA-Vektoren 

immunisiert: Priming, 1. Boost, 2. Boost. Die Blutgewinnung erfolgte je eine Woche nach den Boost-

Immunisierungen zur Bestimmung der humoralen Immunantwort mittels Antikörper-ELISA. Eine bzw. zwei 

Wochen nach der zweiten Auffrischimmunisierung fand die Milzentnahme von jeweils drei Tieren pro Gruppe zur 

Detektion der zellulären Immunantwort mittels Elispot und FACS-Analyse statt. 
 

3.3.2. Bestimmung der humoralen Immunantwort: Antikörperantwort im Elisa 
Der Nachweis der humoralen Immunantwort erfolgte anhand der Bestimmung von 

Antikörperisotypen in den Blutproben der BALB/c Mäuse, die jeweils eine Woche  

nach der ersten und zweiten Auffrischimmunisierung entnommen wurden. Dafür 

wurden in den Mausblutseren Gag-spezifische Antikörpertiter (IgGGes) sowie die Titer 

der AK-Subtypen IgG1 und IgG2a anhand AK-ELISA als Endpunkttitrierungen der 

Seren ermittelt. Gewertet wurden hierbei die Serum IgG-Titer, bei denen sich 
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mindestens eine 2,5mal höhere optische Dichte als in den Seren der Negativkontrolle 

fand.  

Dabei ergab sich, dass korrelierend zur vorangegangenen Arbeit (Diplomarbeit 

Isabell Koch, 2003), das Kontrollkonstrukt p24 bereits nach der ersten 

Auffrischimmunisierung Antikörper-Titer bis zu 1:100.000 induzierte, allerdings nicht 

in allen Versuchstieren. Nach dem zweiten Boost konnten ebenfalls Antikörper-Titer 

bis zu 1:100.000 nachgewiesen werden.  

 

 
Abb. 3.7: Gag-spezifische humorale Immunantworten (1. Elisa): Die Serumentnahme der getesteten BALB/c- 

Mäuse (je 6 pro Gruppe) erfolgte je eine Woche nach der ersten i.m. Boost-Immunisierung (m. tibialis anterior)  

von 100 µg Gesamt- Plasmid- DNA zur Bestimmung der humoralen Immunantwort: Ermittlung der absoluten Gag-

spezifischen Ig-Antikörper Titer (IgGges), sowie der IgG1 und IgG2a AK-Isotypen der Mausblutseren mittels 

Endpunkt-Elisa Titer. Gewertet wurden Serum IgG-Titer, bei denen sich mindestens eine 2,5mal höhere optische 

Dichte als in den Seren der Negativkontrolle fand. Punkte: Einzelwerte, Balken: jeweilige Mittelwerte einer 

Gruppe. 
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Abb. 3.8: Gag-spezifische humorale Immunantworten (2. Elisa): Die Serumentnahme der getesteten BALB/c- 

Mäuse (je 6 pro Gruppe) erfolgte je eine Woche nach der zweiten i.m. Boost-Immunisierung (m. tibialis anterior)  

von 100 µg Gesamt-Plasmid-DNA zur Bestimmung der humoralen Immunantwort: Ermittlung der absoluten Gag-

spezifischen Ig-Antikörper Titer (IgGges), sowie der IgG1 und IgG2a AK-Isotypen der Mausblutseren mittels 

Endpunkt-Elisa Titer. Gewertet wurden Serum IgG-Titer, bei denen sich mindestens eine 2,5mal höhere optische 

Dichte als in den Seren der Negativkontrolle fand. Punkte: Einzelwerte, Balken: jeweilige Mittelwerte einer 

Gruppe. 

 

 „GPN PR- V3“ induzierte in beiden Auswertungen AK-Antworten in den 

Versuchstieren, wenngleich auch eher mittelmäßig. Keine Aktivierung der humoralen 

Immunantwort, weder nach dem ersten noch nach dem zweiten Boost, zeigte das 

Konstrukt „GPN PR+/- V3“. Die frameshift-Konstrukte lösten spätestens nach dem 

zweiten Boost eine humorale Immunantwort aus. „GP ∆nef V3“ und „GP V3“ 

induzierten lediglich geringe Antikörper-Titer. Die Gewichtung der Antikörperreaktion 

lag bei „GP V3“ und „GP FS PR- V3“ auf einer TH2 gerichteten und bei den übrigen 

untersuchten Konstrukten auf einer TH1-polarisierten Immunantwort, die sich durch 

eine stärkere IgG2a Sekretion auszeichnet: Anhand der Verhältnisse einzelner AK-

Isotypen zueinander können im murinen System Zuordnungen der CD4+ T-Zell 

vermittelten Immunantwort in Richtung TH1 (IgG1<IgG2a) bzw. TH2 (IgG1>IgG2a) 

getroffen werden. 

 

 

1. GPN PR+/- V3
2. GPN FS PR+ V3
3. GPN FS PR- V3
4. GPN PR- V3

5. GP PR- V3
6. GP ∆nef PR- V3
7. p24
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3.3.3. Bestimmung der zellulären Immunantwort 
Zum Nachweis der zellulären Immunantwort der mit unterschiedlichen Plasmid-DNA 

immunisierten BALB/c Mäuse wurden je Gruppe drei Versuchstiere eine Woche nach 

der zweiten Auffrischimmunisierung (neun Wochen nach der Grundimmunisierung) 

getötet und die Milzen entnommen. Nach Vereinigung der Milzen jeder Mausgruppe 

wurden Einzelzellen gewonnen (wie in M&M beschrieben) und eingesetzt, um in 

ELISPOT-Analysen alle IFNɣ-sekretorische Zellen sowie in FACS-Analysen 

spezifische zytotoxische T-Zellen und deren IFNɣ-Sekretion nachzuweisen. Zwei 

Wochen nach dem zweiten Boost wurden die restlichen drei Mäuse je 

Immunisierungsgruppe getötet und deren Milzen verarbeitet. 

 
3.3.3.1. ELISPOT-Analyse  

Die Elispot Analyse wurde eingesetzt, um die Anzahl IFNɣ-sezernierender 

Immunzellen 24h nach Restimulation mit Peptiden zu quantifizieren und damit eine 

Vergleichsbasis für die Immunogenität der Konstruktvarianten zu schaffen. Für in 

vitro-Restimulationen wurde das p24Gag(CA)-spezifische synthetische 9-mer Peptid 

A9I, für die Auslese nach Pol das V3-Peptid R10I und als Negativkontrolle PSA als 

unspezifisches Peptid eingesetzt. Die in den Abbildungen angegebenen Daten 

geben die Mittelwerte aus jeweils drei Ansätzen wieder.  

Die Daten der ersten in vitro-Restimulation eine Woche nach dem zweiten Boost mit 

Gag- spezifischem CTL-Epitop A9I zeigten eine erhöhte Anzahl stimulierbarer Zellen 

bei der Kontrolle p24 und „GPN FS PR- V3“. Auch die übrigen GagPolNef V3-

Konstruktvarianten induzierten eine zelluläre Immunantwort, wobei diese jedoch 

geringer ausfiel. Die Aktivierung der Protease führte in den Varianten zu besserer 

Immunogenität, während sich die Deletion von nef leicht negativ auswirkte.  

Prinzipiell erwies sich der frameshift als immunogenitätssteigernd auf zelluläre Gag-

spezifische Immunantworten. Die PolNef V3-Varianten zeigten erwartungsgemäß 

keinerlei zelluläre Reaktion auf Stimulation mittels Gag-spezifischem Protein A9I. 

Nach Restimulation mit dem V3-CTL Epitop zeigte sich ein ähnliches Bild: das 

frameshift-Konstrukt mit inaktiver Protease lieferte weiterhin die höchsten Werte, 

während die übrigen GagPolNef V3-Konstrukte weniger stark reagierten. Die PolNef 

V3-Varianten sprachen wie erwartet an und zeigten eine Aktivität auf mittlerem 

Niveau. „GP V3“ fiel hier vollkommen aus. Die V3-Restimulation veranschaulichte 

keinen negativen Einfluß der attenuierten Protease im Durchlesekonstrukt, darüber 
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hinaus wirkte sich die Deletion von nef positiv auf zelluläre Pol-spezifische 

Immunantworten aus. Unter den PolNef V3-Varianten zeigte ein deletiertes nef mit 

inaktivierter und attenuierter Protease die besten Ergebnisse. 

 

 
Abb. 3.9: Gag-spezifische zelluläre Immunantwort (1. Elispot-Assay): Entnahme der Milzzellen der 

immunisierten BALB/c-Mäuse (6 pro Gruppe) eine Woche nach der zweiten Boost-Immunisierung, Aufarbeitung 

und Auslese Gag-spezifischer CD8+ zytotoxischer T-Zellantworten. Die Anzahl IFNγ-sezernierender Zellen wurde 

mit Hilfe der Peptide A9I und V3 sowie als Negativkontrollen PSA und Medium mittels ELISPOT-Assay detektiert. 

Dargestellt sind die Mittelwerte aus je drei Ansätzen und repräsentieren die Anzahl positiver Zellen pro 106. 

Auslese mittels ELISPOT-Lesegerät (BioSys).  

 

Die Werte der zweiten Restimulation mit A9I und V3 zwei Wochen nach der zweiten 

Auffrischimmunisierung bestätigten die Ergebnisse der ersten in vitro-Analyse. 

Darüber hinaus konnte eine Steigerung CD8+ T-Zell-Antworten nachgewiesen 

werden, die vor allem nach Restimulation mit V3, und damit bezogen auf den polnef- 

Leserahmen auftraten. Die A9I-Restimulation veranschaulichte bereits bekannte 

Ergebnisse: Das frameshift-Konstrukt mit inaktiver Protease lag noch vor der 

Kontrolle p24, während die übrigen Varianten vierfach schwächer waren. 
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Abb. 3.10: Gag-spezifische zelluläre Immunantwort (2. Elispot-Assay): Entnahme der Milzzellen der 

immunisierten BALB/c-Mäuse (6 pro Gruppe) zwei Wochen nach der zweiten Boost-Immunisierung, Aufarbeitung 

und Auslese Gag-spezifischer CD8+ zytotoxischer T-Zellantworten. Die Anzahl IFNγ-sezernierender Zellen wurde 

mit Hilfe der Peptide A9I und V3 sowie als Negativkontrollen PSA und Medium mittels ELISPOT-Assay detektiert. 

Dargestellt sind die Mittelwerte aus je drei Ansätzen und repräsentieren die Anzahl positiver Zellen pro 106. 

Auslese mittels ELISPOT-Lesegerät (BioSys).  
 

Auch hier führte die Attenuierung der Protease sowie Deletion von nef zur 

verringerten Immunogenität. Nach Restimulation mit V3 (Pol) ergaben sich trotz 

frameshift die besten Ergebnisse durch „GPN FS PR- V3“. Neben dem 

Leserastersprung steigerte die inaktive Protease sowohl im GagPolNef V3- als auch 

im PolNef V3-Panel die zellulären Immunantworten. 

Während die nef-Deletion bei GagPolNef V3 zu einer Verbesserung der 

Immunogenität führt, schneidet das entsprechende Konstrukt der PolNef V3-Reihe 

schlechter ab. Es fiel auf, dass unter den Konstrukten mit attenuierter Protease, also 

„GPN PR+/- V3“ und „PN PR+/- V3“ keinerlei Zunahme insbesondere an V3-

spezifischen stimulierbaren IFNɣ-Zellen auftraten. 
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3.3.3.2. FACS-Analyse 
Die FACS-Analyse erlaubt, aus der  Lymphozytenpopulation dank spezifischer 

Oberflächenanfärbungen CD4+- von CD8+-Zellen zu unterscheiden und aus der   

Gruppe dieser CD8+-Lymphozyten wiederum anhand intrazellulärer IFNγ-Anfärbung 

die Anzahl der IFNγ-sezernierenden CD8+-Lymphozyten zu bestimmen. Diese Zahl 

bezieht sich jeweils auf 3x 104 CD8+-Lymphozyten. So konnten die synthetischen 

DNA-Vakzinekandidaten auf ihre Immunogenität bezüglich der Induktion potentiell 

zytotoxischer T-Zellen hin untersucht werden. 

Der Nachweis dieser Zellen erfolgte, wie bereits im Elispot beschrieben, eine 

respektive zwei Wochen nach der zweiten Boost-Immunisierung. Die in vitro 

Restimulation der aus den drei Milzen einer Immunisierungsgruppe vereinigten 

Milzzellen erfolgte mit den CTL-Epitopen A9I, V3, PSA und vier Pools an potentiellen 

Pol-spezifischen Epitopen.  

Die hierbei ermittelten Daten korrelierten zu denen der ELISPOT-Analyse. Nach 

Restimulation mit A9I erzielte „GPN FS PR- V3“ die höchsten Werte, während die 

übrigen Konstrukte im unteren bis mittleren Bereich rangierten. Die attenuierte 

Protease und das deletierte nef-Gen verringerte die Anzahl an IFNγ-sezernierenden 

CD8+-Lymphozyten, der frameshift hingegen steigerte die Immunogenität.  

Die Restimulation mit V3 induzierte, bis auf die frameshift-Konstrukte, eine höhere 

Anzahl an CD8+-Lymphozyten durch die eingesetzten DNA-Plasmide als nach 

Restimulation mit A9I. Die Ergebnisse wiesen dabei höhere Werte auf, bis auf „GPN 

FS PR+ V3“, das eine geringere Lymphozytenzahl aktivierte, sowie „GP V3“ und p24, 

die, korrelierend zu den Ergebnissen im Elispot, auch hier gering ausfielen. In der 

FACS-Analyse zeigte sich wie bereits in der ersten Elispot-Analyse ein eher 

steigernder Effekt der attenuierten Protease und des deletierten nef unter den 

GagPolNef V3-Varianten.  

Die besten Ergebnisse unter allen Konstrukten wurden durch „Pol Δnef PR- V3“ 

erzielt, in der PolNef V3-Gruppe wirkte sich zudem die inaktive Protease positiv auf 

Pol-spezifische Immunantworten aus.   

Der zweite in vitro-Assay zwei Wochen nach der zweiten Auffrischimmunisierung fiel 

neben einem hohen Hintergrund auch mit durchweg sehr hohen Ergebnissen auf, 

der die Induktion einer bis zu zehnfachen Menge an CD8+ IFNγ-produzierenden 

Lymphozyten im Vergleich zur ersten FACS-Analyse ergab.  
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Abb. 3.11: Gag- und Pol-spezifische zelluläre Immunantworten (1. FACS-Analyse): Eine Woche nach der 

zweiten Booster-Immunisierung entnommene Milzzellen der getesteten BALB/c Mäuse (6 Mäuse pro Gruppe) 

wurden bezüglich Gag- und Pol-spezifischer CD8+ zytotoxischer T-Lymphozytantworten untersucht. Hierzu wurde 

nach Restimulation mit dem Peptid A9I (zur Auslese von Gag) bzw. V3 (zur Auslese von Pol) sowie den 

Negativkontrollen PSA und Medium und vier Pools an überlappenden potentiellen Pol-Epitopen die Zellzahl 

mittels intrazellulärer IFNγ-Anfärbung bestimmt. Die absolute Anzahl an  IFNγ-produzierenden CD8+ T-

Lymphozyten von 3x104 untersuchten CD8+ T-Lymphozyten wurde aufgetragen.  
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Abb. 3.13: Gag- und Pol-spezifische zelluläre Immunantworten (2. FACS-Analyse): Zwei Wochen nach der 

zweiten Booster-Immunisierung entnommene Milzzellen der getesteten BALB/c Mäuse (6 Mäuse pro Gruppe) 

wurden bezüglich Gag- und Pol-spezifischer CD8+ zytotoxischer T-Lymphozytantworten untersucht. Hierzu wurde 

nach Restimulation mit dem Peptid A9I (zur Auslese von Gag) bzw. V3 (zur Auslese von Pol) sowie den 

Negativkontrollen PSA und Medium und vier Pools an überlappenden potentiellen Pol-Epitopen die Zellzahl 

mittels intrazellulärer IFNγ-Anfärbung bestimmt. Die absolute Anzahl an  IFNγ-produzierenden CD8+ T-

Lymphozyten von 3x104 untersuchten CD8+ T-Lymphozyten wurde aufgetragen.  
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Zusätzlich zu dem V3-Peptid wurden insgesamt vier Peptidpools (Pool 1 - 4) 

eingesetzt, die aus überlappenden, die komplette Pol-Aminosäuresequenz 

abdeckenden 15-mer Peptiden bestehen (siehe M&M), um evtl. vorhandene H-2d-

restringierte Epitope innerhalb des Pol Proteins abzudecken und dadurch Pol-

spezifische T-Zell-Antworten direkt auslesen zu können.  Pool 1 bis Pool 4 spiegelten 

die oben beschriebene Erscheinung wieder. Insgesamt waren die mittels der Peptid-

Pools gemessenen Antworten aber sehr schwach und ließen nur tendenzielle 

Aussagen zu. 

Die Tendenzen der A9I- und V3-Restimulation korrelierten erneut größtenteils mit 

denen der ersten FACS-Analyse und der Auswertung des Elispots: stimuliert mit A9I 

induzierte „GPN FS PR- V3“ neben p24 die höchste zelluläre Aktivität, alle übrigen 

GagPolNef V3-Konstrukte erreichten etwa ein Drittel davon.  

Auch die Restimulation mit V3 bestätigte diesen Trend. Hier erzielten die PolNef V3- 

Konstrukte mittelstarke Ergebnisse. Während das GagPolNef V3-Panel nach beiden 

Stimulationen konsistent war und eine Steigerung durch frameshift, inaktive Protease 

und scr nef erlangte, führte in der PolNef V3-Reihe die Inaktivierung der Protease zu 

besseren Werten als die Deletion von nef und verhielt sich damit gegensätzlich zur 

ersten FACS-Analyse. Die Stimulation mit den verschiedenen Pools resultierte bis 

auf Pool 3 durchschnittlich in eher geringer Reaktion. Die Tendenz des Pool 3 zeigte 

eine bessere Reaktion unter den Durchlese- und PolNef V3-Konstruktgruppen.  

 

3.3.4. Kurzzusammenfassung 

Die humoralen Immunantworten der DNA-Vakzinevarianten wurde nach 

Immunisierung anhand der Antikörperisotypen IgG1, IgG2a und IgGges in den 

Blutproben der BALB/c Mäuse bewertet. Dabei induzierte das vollsynthetische 

Kontrollkonstrukt p24Gag nach der 2. Booster Immunisierung Antikörpertiter bis zu 

1:100.000. Die Durchlese-Varianten mit attenuierter Protease sowie mit deletiertem 

nef mit inaktiver Protease zeigten keine signifikante Gag-spezifische humorale 

Immunantwort. Demgegenüber induzierte das Konstrukt „GPN PR- V3“ sowie das 

frameshift-Konstrukt mit funktionsfähiger Protease nach dem ersten und zweiten 

Boost bei Titern zwischen 800 und 2000 mittelmäßige humorale Antikörperantworten. 

Mit Antikörpertitern zwischen 800 und 8000 konnte „GPN FS PR- V3“ die besten 

humoralen Immunantworten gegen Gag auslösen. 
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Für die Beurteilung der zellulären Immunität durch FACS und Elispot-Analysen 

wurden spezifische zytotoxische T-Zellen aus Splenozyten der BALB/c Mäuse 

untersucht und nach Restimulation mit A9I, V3 und Pol-Peptiden deren IFNγ-

Produktion gemessen. Mit Hilfe des 3´-terminal angefügten V3-Epitops konnte nun 

anhand der neuen Konstrukte der polnef-Leserahmen indirekt ausgewertet werden. 

Die Elispot-Analyse ergab nach A9I- in vitro-Restimulation bei dem frameshift- 

Konstrukt mit inaktiver Protease sowie der Referenz p24 vergleichbar hohe Werte. 

Die restlichen GagPolNef V3-Varianten induzierten Immunantworten auf niedrigerem 

Niveau. Die Inaktivierung der Protease, der integrierte frameshift sowie die 

Entfernung von nef führten zu einer gesteigerten Gag-spezifischen zellulären 

Immunantwort. Die PolNef V3-Varianten reagierten erwartungsgemäß nicht auf die 

Stimulation mit A9I Gag. Die V3-Restimulation zur Auslese von polnef ergab auch 

hier die beste Pol-spezifische Immunität durch das frameshift Konstrukt mit inaktiver 

Protease. Eine negative Bewertung der attenuierten Protease und von nef konnte 

jedoch in der Pol-Auslese der Durchlese-Konstrukte nicht gefestigt werden, während 

sich die Inaktivierung der Protease in den frameshift-Konstrukten weiterhin als 

immunogenitätssteigernd erwies. Unter den PolNef V3-Varianten wirkte sich die 

inaktive Protease sowie, entgegen den Ergebnissen des GagPolNef-Panels, auch 

das deletierte nef-Gen positiv auf zelluläre Pol-spezifische Immunantworten aus.  

Die Ergebnisse der FACS-Analysen korrelierten mit den Daten der Elispot-

Auswertung: „GPN FS PR- V3“ konnte nach A9I-Stimulation erneut die beste 

Immunreaktion auslösen, die restlichen GagPolNef V3-Konstrukte aktivierten 

lediglich mittlere bis niedrige Zahlen CD8+-Lymphozyten. Die Stimulation mit dem V3- 

CTL Epitop ergab bis auf die frameshift-Varianten leicht höhere Werte als nach A9I- 

Stimulation.  

Die Werte von Peptid-Pool 3 spiegelten eine stärkere Reaktion der Durchlese- und 

PolNef-Varianten wieder, während die übrigen ausgelesenen Pools eher geringe 

Aktivierungen zeigten. 

 

3.4. Zusammenfassung 

Wie in der untenstehenden Tabelle aufgeführt, korrelieren die Ergebnisse der in vitro- 

Studie in H1299 weitestgehend mit den in vivo-Analysen der BALB/c Mäuse. Die 

stärksten Expressionsraten und Immunantworten verzeichneten die frameshift-

Konstrukte, unter denen wiederum die Variante mit inaktiver Protease vorn lag. 
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Danach folgten die Durchlesekonstrukte und ∆nef, wobei auch hier eine Inaktivierung 

der Protease die besten Ergebnisse erzielte. GagPol fiel sowohl in Expression als 

auch in der Immunogenität mit schwachen Werten auf, die in sich jedoch konsistent 

sind. 

Die PolNef V3-Varianten ergaben ein ähnliches Bild: in vivo wie in vitro-Analysen 

korrelierten auch hier. Insgesamt gesehen generierte das ∆nef-Konstrukt vor der 

Variante mit inaktiver Protease die besten Ergebnisse, während die attenuierte 

Protease sich negativ auf Expression und Induktion einer Immunantwort auswirkte. 

Vergleicht man die PolNef V3- mit der GagPolNef V3-Konstruktreihe, so sind die 

Daten der Wirkung der Proteaseaktivität konsistent. Die humorale Immunantwort 

konnte zwar nicht analysiert werden, doch zeigten zelluläre Immunantworten und 

Expressionsstudien ansteigende Werte des Δnef-Panels nach Ausschluß von gag.  

Auffallend an den Immunogenitätsstudien war der enorme Anstieg IFNγ–

produzierender CD8+-Zellen im FACS zwischen dem ersten und zweiten Boost (100 

auf 1200) der zwar auch im Elispot verzeichnet werden konnte, jedoch nicht in dieser 

Höhe (lediglich 3-4 fach) auftrat.  

Zusammenfassend lieferten die GagPolNef V3- und PolNef V3-Konstrukte sowohl 

gute Expressionsraten und induzierten Gag-spezifische humorale sowie Gag- und 

Pol-spezifische zelluläre Immunantworten.  

 
Tab. 3.2: Übersicht über die Ergebnisse der in vitro- und in vivo-Analysen. 

 
Konstrukt 

 

 
Expression 

 
zelluläre 

Immunantwort 

 
humorale 

Immunantwort 

 

GPN PR+/- V3 
 

+ 

 

+ 

 

- 
GPN PR- V3 + + + 
GPN FS PR+ V3 ++ ++ + 
GPN FS PR- V3 +++ +++ + 
GPN V3 +/- +/- +/- 
GP Δnef V3 + + + 
 

PN PR+/- V3 
 

+/- 

 

+ 

 

PN PR- V3 ++ +  
Pol Δnef PR- V3 +++ ++  
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4. Diskussion 

4.1. Bisherige Studien und Ergebnisse 
 
Aufgrund ihrer Fähigkeit, neben zellulären auch humorale Immunantworten im 

Menschen auszulösen (Catanzaro et al., 2007), stellen DNA-Vakzine eine 

vielversprechende Grundlage für die Entwicklung eines potenten und sicheren HIV-

Impfstoffes dar. Ein optimales Vakzin zielt darauf ab, eine größtmögliche Breite an 

zellulären Immunantworten gegen multiple HIV-Antigene in Kombination mit 

neutralisierenden Antikörperantworten zu induzieren (Kong et al., 2003). Der Einsatz 

multipler Gene in einen HIV-Impfstoff führt, verglichen zu Vakzinen mit lediglich 

einem einzigen Geninsert, über den Anstieg potentieller T-Zell-Epitope zu einem 

verbesserten Outcome nach einem Virus-Challenge (Megede et al., 2003).  

Das Genom des HIV enthält neben multiplen variablen Bereichen auch einige 

konservierte Regionen, die sich als HIV-Vakzin-Insert als sehr vielversprechend 

darstellen. Diese konservierten Bereiche liegen unter anderem in Gag, das für die 

Strukturproteine des HIV kodiert und in großen Mengen translatiert wird. In mehreren 

Studien erwiesen sich modifizierte gag-Plasmide als potente Immuninduktoren 

(Megede et al., 2003). Zum Anderen liegen in pol, das durch den unregelmäßigen 

ribosomalen frameshift zu 5-10% als GagPol-Fusionsprotein exprimiert wird (Scarlara 

et al., 2003) und für virale Enzyme (PR, RT, IN) kodiert, ebenfalls konservierte 

Bereiche. Auch Nef gilt als bedeutendes Immunogen, da es im Infektionsverlauf 

neben Gag die höchste Dichte konservierter CTL-Epitope enthält. Zudem wird Nef 

vom Immunsystem von 91% der Infizierten erkannt und erzeugt eine starke zelluläre 

Immunität (Verrier et al., 2005). Neben der hohen Variabilität und der damit 

verbundenen Fähigkeit des immune-escape löst Nef zytotoxische Effekte aus. 

Da Gag, Pol, Nef und Env während der viralen Infektion vorrangig exprimiert werden, 

sind diese Proteine die Hauptangriffsorte der HIV-spezifischen T-Zellen (Otten et al., 

2006). Während Env als Hüllstruktur das Hauptziel der humoralen Immunantworten 

darstellt, bieten die intrazellulär gelegenen Proteine Gag, Pol und Nef potentielle 

Angriffspunkte für CD8+-Immunantworten. Prozessiertes Gag, Pol, Nef und Env 

kann, auf MHC I-Molekülen als Antigen präsentiert, von CTLs erkannt und die 

infizierte Zelle lysiert werden. Ist die T-Zell-Antwort stark genug, könnten befallene 

Wirtszellen beseitigt werden, bevor die Replikation einsetzt und das Virus in der Lage 
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ist, Reservoirs auszubilden (Kong et al., 2003). Studien an Rhesusmakaken zeigten, 

daß eine DNA-Vakzine, die multiple Komponenten wie HIV-1 gag und pol enthält, 

eine breit gefächerte Immunantworten induzieren kann: sowohl CD4+ als auch CD8+ 

Gag- und Pol-spezifische T-Zellen konnten stimuliert werden (Otten et al., 2006; Bart 

et al., 2008; McCormack et al., 2008; Wild et al. 2009). Kombinationen von 

GagPolNef und Env erzeugte im Mausmodell eine starke CD8+-Immunität gegen 

Env, ohne jedoch CD4+- oder Antikörperantworten zu beeinträchtigen (Kong et al., 

2003).  

Auf diesen Studien basierend, wurde für die vorliegende Arbeit gagpolnef als 

Geninsert der DNA-Vakzine eingesetzt, um anhand dieser Multigen-Vakzine mit 

erhöhter potentieller Epitopanzahl die Impfstoffimmunogenität bezüglich spezifischer 

Immunantworten zu steigern. Grundlage dafür lieferten HIV-1 Klasse B-Varianten des 

Ursprungskonstruktes „GPN“, das als Vektorplasmid in pcDNA3.1+ unter CMV-

Promotorkontrolle stand. Die Adaption des Kodongebrauches an den 

hochexprimierter humaner Gene (Kodonoptimierung) ermöglichte unter anderem 

aufgrund der Elimination inhibitorischer Sequenzen (cis-aktiver Elemente (INS)), 

welche Stabilität und Translationseffizienz verminderten, eine Rev-unabhängige 

Proteinexpression (Graf et al., 2000). Die Expressionsraten konnten hierdurch 

gesteigert und zelluläre sowie humorale Immunantworten deutlich verbessert werden 

(Deml et al., 2001; Kofman et al., 2003; Gao et al., 2003). Auch eine Inaktivierung 

des Myristylierungssignals sollte zu einer Steigerung der zellulären Abwehr beitragen 

(Scarlara et al., 2003). In den Konstrukten wurde aus Sicherheitsgründen die 

Integrase deletiert sowie die RT durch Einsetzen der vertauschten nef-Termini (scr 

nef) in deren aktives Zentrum inaktiviert, um die immunstimulatorischen Epitope zu 

erhalten.  

 

Die in dieser Arbeit getesteten Impfstoffvarianten unterschieden sich bezüglich der 

Proteaseaktivität (PR aktiv, inaktiv, attenuiert), des ribosomalen frameshifts 

(frameshift vs. Durchlesekonstrukte) sowie Nef (scr nef vs. deletiert). Zusätzlich 

enthielten die Modifikationen nun zur Auslese des pol-Leserahmens 3´-terminal die 

Gensequenz von env-V3, wodurch ein zusätzliches immunstimulatorisches Epitop 

(Kong et al., 2003) in die Vektorplasmide integriert wurde und damit möglicherweise 

die Immunogenität der Impfstoffvarianten erhöht werden konnte.  
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Der Größe von Polygenen und Polyproteinen wird ein limitierender Einfluß auf die 

Effizienz von Transkription und Translation zugeschrieben. So sind neben dem 

GagPolNef-Varianten weitere Konstrukte entworfen worden, die sich lediglich über 

den polnef-Leserahmen erstreckten. Neben der Beurteilung der Expression und 

Immunogenität dieser PolNef-Varianten ohne den Einfluß von Gag soll in 

weiterführenden Studien die Kombination zweier einzelner Plasmide, die jeweils gag 

oder polnef tragen, im Vergleich zu gagpolnef auf einem Plasmid ermöglicht werden.  

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, den Einfluß des natürlichen 

ribosomalen frameshifts, der PR und von Nef auf Expression und Immunogenität der 

neu modifizierten HIV-1B V3-Vakzinekandidaten zu evaluieren. 

Expressionsstudien zu den Konstrukten wurden hierzu an der humanen Zelllinie 

H1299 durchgeführt. Daran schlossen sich Immunogenitätsstudien im H-2d BALB/c 

Mausmodell an.  

4.2. Expressionsstudien 
 
4.2.1. Einflüsse der GagPolNef-Konstruktreihe in vitro 

4.2.1.1. Bedeutung der Protease in vitro 
4.2.1.1.1. Funktionsweise 
Die im pol-Leserahmen kodierte HI-virale Aspartyl-Protease (PR, p11) liegt nur 

dimerisiert in aktivem Zustand vor und setzt sich aus 8 antiparallelen β-Faltblättern 

und einer α-Helix zusammen, die durch nichtkovalente Bindung ein Homodimer 

bilden (Gilles et al., 2005; Pettit et al., 2003, 2004 und 2005). Die aktive Protease 

schneidet nach Autokatalysation die viralen Vorläuferproteine und ist essentiell für 

Reifung und Morphogenese des Viruspartikels (Adamson 2003).  

 

4.2.1.1.2. Aktive Protease und zytotoxische Effekte 
Bei vorzeitiger Dimerisierung und damit Aktivierung der PR im Zytoplasma, 

beispielsweise durch Überproduktion und Aggregation, können zelluläre Proteine des 

Zytoskelettes degradiert werden, wodurch zytotoxische Effekte auftreten, die bis zur 

Nekrose führen können (Shoemann et al., 1990; Riviere et al., 1991; Gilles et al., 

2005; Gao et al., 2003; Adamson et al., 2003). Darüber hinaus können hierbei Gag- 

und GagPol-Domänen vorzeitig von essentiellen Transportsignalen abgespalten 

werden, und so kann die Aggregation und Freisetzung des Viruspartikels verhindert 

werden (Gilles et al., 2005). Die in Insektenzellen festgestellte mangelnde Fähigkeit 
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von Gag-VLPs zur Morphogenese wird auf eine vorzeitige Proteaseaktivität 

zurückgeführt, die dazu führt, daß Gag verfrüht intrazellulär prozessiert wird. Durch 

Inaktivierung der Protease konnte jedoch die Morphogenese wieder stattfinden. Die 

Kombination von gag mit einer aktiven Protease führt demnach zum Abbruch der 

Partikelbildung (Adamson et al., 2003; Wagner et al., 1992). Hinweise auf diese 

Vorgänge gaben in der vorliegenden Arbeit verminderte Expressionsraten und das 

Abkugeln adhärenter Zelllen (H1299), wie es bereits in vorhergehenden Studien 

gezeigt wurde (Diplomarbeit Isabell Koch, 2003; Megede et al., 2003). Reduzierte 

Expressionsraten im Westernblot wurden somit auf die negativen Effekte einer voll 

funktionsfähigen Protease oder veränderter Expressionskinetiken zurückgeführt 

(Megede et al., 2003). 

 

4.2.1.1.3. Aktive Protease und die Vorläuferproteine 

Die erhöhte Prozessierung der Pr160 und Pr55-Vorläufer konnte in den vorliegenden 

Zellkulturstudien gezeigt werden: sobald das Enzym voll funktionsfähig vorlag, waren 

unprozessierte Polyproteine nicht nachweisbar, sondern einzig die entsprechenden 

Spaltprodukte p55gag und p24gag. Eine Inaktivierung der Protease führte 

demgegenüber zu einer stark reduzierten Prozessierung der viralen Genprodukte. So 

enthielten Zelllysate transfizierter H1299 der inaktiven oder attenuierten Protease-

Varianten nach Detektion mit 13/5 anti-Gag und V3-spezifischem Antikörper NEA 

9305 Pr160GagPol-Vorläufer. Die PolNef-Varianten exprimierten ihre Vorläuferproteine 

unter einer inaktiven Protease; war diese jedoch voll funktionsfähig, wurden die 

Vorläuferproteine prozessiert und konnten nicht mehr nachgewiesen werden. 

 

4.2.1.1.4. Aktive Protease und der natürliche frameshift 
Die virale Protease wird von pol in einem GagPol Fusionsprotein via ribosomalem 

Leserastersprung exprimiert. Die Häufigkeit dieser frameshift-Ereignisse beläuft sich 

auf etwa 5-10% und reguliert die Expression von Pol und dessen Enzymaktivitäten 

(Pettit et al., 2004). Durch Wegfall des natürlichen frameshift in den 

Durchlesekonstrukten werden durch Erhöhung des Verhältnisses von GagPol zu Gag 

auf 1:1 pol-kodierte Enzyme, darunter auch die virale Protease, überexprimiert. Die 

gesteigerte Konzentration des Enzymes resultiert bereits im Zytoplasma in der 

Dimerisierung und in Folge zu vorzeitiger und vollständiger Aktivierung mit 

Prozessierung der Substrate (Pettit et al., 2003; Gao et al., 2003).  
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Die voll funktionsfähige Protease führte somit zu verringerten Expressionsraten, 

insbesondere hinsichtlich der Durchlese-Varianten, wo sie in erhöhtem Maß vorlag. 

Die Inaktivierung der Protease sorgte demgegenüber zu einer Steigerung der 

Expression. 

 

4.2.1.1.5. Attenuierte Protease 
Um die beschriebenen zytotoxischen Effekte zu verringern und positiv auf die 

Expressionseffizienz einzuwirken, wurde die aktive virale Protease über den 

Aminosäureaustausch von Threonin zu Serin im aktiven Zentrum der PR an Position 

94 des pol-Leserahmens attenuiert (Konvalinka et al., 1995). Trotz gesteigerter Gag-

Expression erfuhr die Protease damit eine 5-10 fache Abschwächung ihrer Aktivität, 

die in vorangegangenen Untersuchungen dargestellt worden ist (Diplomarbeit Isabell 

Koch, 2003; Megede et al., 2003). Dennoch blieb die Prozessierfähigkeit des Enzyms 

gegenüber seinen Substraten erhalten, die Spaltung von den Proteinvorläufern in 

Pr24gag fand weiterhin statt. War die Aktivität der Protease zu gering, wirkte sich dies 

limitierend auf die Reifung des Viruspartikels aus, und die Infektiosität sank 

(Adamson et al., 2003).  

 

4.2.1.1.6. Inaktive Protease 
In COS-1 Zellen konnte gezeigt werden, daß ein GagPol-frameshift Konstrukt mit 

inaktiver Protease weder prozessiert wurde, noch im Zellüberstand nachgewiesen 

werden konnte (Pettit et al., 2004). Megede et al. (2003) verzeichneten bei inaktiver 

Protease ebenfalls fehlende p24-Expressionen und beeinträchtigte VLP-Sekretionen. 

Vorliegende Studien an funktionsunfähigen Protease-Konstrukten zeigten darüber 

hinaus erhöhte Gag-Expressionsraten sowohl der Durchlese- als auch der frameshift- 

Varianten verglichen zu attenuierten oder aktiven Proteasen und bestätigten damit 

die vorangegangenen Studien (Rajcáni et al., 2003; Megede et al., 2003; 

Diplomarbeit Isabell Koch, 2003). Auch der Vergleich unter nef-deletierten 

Vektorinserts korrelierte zu diesen Ergebnissen: eine inaktive Protease führte auch 

hier zu gesteigerten Expressionsraten.  
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4.2.1.2. Bedeutung des frameshift in vitro  
4.2.1.2.1. Funktionsweise 
Im retroviralen Genom werden Gag und Pol im Bereich des spacer-Proteins p1 durch 

offene, überlappende Leserahmen kodiert. Während gag über eigene Initiations- und 

Terminationskodons verfügt, resultiert die Synthese des GagPol-Polyproteins aus 

einem -1frameshift-Ereignis, das mit einer Häufigkeit von 5% auftritt. Der frameshift- 

Bereich besteht aus einer AU-reichen slippery-site-Sequenz 3´-terminal von NC (p7), 

an die sich eine Haarnadelstruktur anschließt. Nach Überspringen des gag- 

Stopkodons folgt eine ribosomale Leserasterverschiebung von einem Nukleotid, ein 

GagPol-Fusionsprotein wird exprimiert. Auch andere Retroviren setzen ähnliche 

frameshift-Mechanismen oder Durchlese-Unterdrückungen ein, um die Expression 

von GagPol zu regulieren und damit die Überproduktion von strukturellen Gag- 

Proteinen (MA, CA, NC, p6, p2, p1) in Relation zu enzymatischen Pol-Produkten 

sicherzustellen (CA, p2, NC, transframe Protein, PR, RT IN): unter allen Retroviren 

wurden intrazellulär Mengenverhältnisse von 20:1 (Gag:GagPol) gefunden. Die 

Erhaltung dieser Relation ist wichtig für die Generierung infektiöser Partikel und die 

Bewahrung der Stabilität der viralen RNA-Dimere (nach Shehu-Xhilaga et al., 2001; 

Scarlara et al., 2003).  

Da die Integration von multiplen Genen die Immunogenität einer Vakzine steigert und 

der zusätzliche pol-Leserahmen konservierte Bereiche enthält sowie die Anzahl an 

CTL-Epitopen erhöht, wurde in die Vektorinserts pol integriert. Durch in frame 

Schaltung von pol wurde in vorangegangenen Arbeiten ein gagpol-Fusionsgen 

geschaffen (Megede et al., 2003; Arbeitsgruppe Prof. Ralf Wagner) wodurch 

äquimolare Mengen an Gag und Pol generiert werden konnten, was jedoch in einer 

Verschlechterung der VLP-Sekretion resultierte (Megede et al., 2003). Um einen 

ribosomalen frameshift in die Durchlesekonstrukte zu integrieren, wurde ein Teil der 

HI-viralen Wildtyp-Sequenz verwendet, die sich inklusive p6* bis zum Anfangsbereich 

der RT erstreckte und nicht kodonoptimiert war. 

 

4.2.1.2.2. frameshift vs. Durchlese: GagPol-Vorläuferproteine  
Anhand vorliegender Expressionsstudien wurde unter inaktiver Protease der Einfluß 

des frameshift auf das Expressions-Verhältnis der GagPol-Vorläuferproteine 

ersichtlich: die lediglich zu 5% exprimierten GagPol-Vorläufer zeigten sich als dünne 

Banden in Höhe Pr160gagpol. Verglichen dazu stieg durch Entfernung des frameshift 
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sowie inhibitorischer Sequenzen die Expression von Pol an: in Zellysaten der 

Durchlesekonstrukte zeigten sich größere Mengen an Vorläuferproteinen (100% 

GagPol-Synthese). Entsprechende Beobachtungen wurden bereits in anderen 

Studien gemacht (Megede et al., 2003). 

Wird die Protease in den frameshift- und Durchlese-Varianten aktiviert, tritt wie oben 

erläutert eine frühzeitige Prozessierung der Vorläuferproteine ein: sie können nicht 

mehr nachgewiesen werden.   

 

4.2.1.2.3. frameshift vs. Durchlese: Gag-Expression 
Prinzipiell konnte nach Transfektion mit frameshift-Varianten ein Anstieg der 

Expressionsraten von Gag verglichen zu den Durchlesekonstrukten erreicht werden. 

Die Integration des ribosomalen frameshift in das Genom führte, korrelierend zu 

vorangegangenen Studien (Shehu-Xhilaga et al., 2001; Diplomarbeit lsabell Koch, 

2003), zu einer erhöhten Expression. Obwohl die eingefügte frameshift-Region 

Sequenzen des Wildtypes enthielt, wirkte sie dennoch förderlich auf die Gag-

Expressionsraten. Demgegenüber wurde in weiteren Studien festgestellt, daß 

Wildtypsequenzen innerhalb von gag einen negativen Einfluß auf Pr55Gag Raten 

haben, der teilweise durch Kodonoptimierung aufgehoben werden konnte (Graf et al., 

2000, 2004; Deml et al., 2001; Kofman et al., 2003). Die Integration des frameshift 

und die damit verbundene Regulation der Proteinverhältnisse von Gag und Pol 

schien demnach Einfluß auf die Expression der Genprodukte zu nehmen. Somit 

wurden möglicherweise durch Regulation der Expression von Pol die inhibitorischen 

Effekte der wt-Sequenzen positiv beeinflusst.  

Verminderte Expressionsraten von Durchlesevarianten wurden bereits in anderen 

Studien beobachtet: die Überexpression von GagPol mit inaktiver Protease 

veränderte sowohl Proteinmenge als auch -profil, es fand sich 8mal weniger virales 

Protein als im Wildtyp (Shehu-Xhilaga et al., 2001). Veränderungen des Gag/GagPol 

Verhältnisses mit Überexpression von GagPol-Vorläufern führte zu reduzierter 

Infektiosität des Virus, hemmte die Formation stabiler RNA-Dimere und interferierte 

damit mit der Morphogenese, ohne jedoch die Verpackung der viralen RNA zu 

beeinflussen (Shehu-Xhilaga et al., 2001; Park et al., 1991; Dulude et al., 2006). Die 

Aufrechterhaltung des ribosomalen frameshift war demnach für die Infektiosität das 

HI-Virus äußerst bedeutend.  
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4.2.1.2.4. frameshift: aktive vs. inaktive Protease 
Die Aktivierung bzw. Inaktivierung der Protease in Anwesenheit des natürlichen 

frameshift nahm keinen Einfluß auf die Expression von Gag. Aufgrund der geringeren 

Expression von GagPol und dessen Enzymen konnten keine zytotoxischen Effekte 

der Protease auf die frameshift-Konstrukte nachgewiesen werden. Da die Protease in 

nur geringen Mengen gebildet wurde, wurde durch physikalische Trennung eine 

vorzeitige Dimerisierung mit intrazellulärer Aktivierung verhindert und so deren 

zytotoxische Wirkung minimiert. Da dennoch eine Spaltung der Proteine stattfand, 

war dieser Effekt nicht absolut: eine inaktive Protease führte in den frameshift-

Konstrukten zu leicht besseren Expressionsraten verglichen zu denen der 

funktionsfähigen Variante. 

 

4.2.1.2.5. Durchlese: aktive vs. inaktive Protease 
Demgegenüber stand die Überexpression der viralen Protease in den 

Durchlesekonstrukten, die GagPol zu 100% ausbildeten: in diesen Varianten nahm 

die Protease Einfluß auf die Expression. Eine erhöhte Menge des Enzyms inhibierte 

die Replikation der Durchlesekonstrukte (Shehu-Xhilaga et al., 2001). Megede et al. 

(2003) fanden durch Aktivierung der Protease in GagPol-Durchlesekonstrukten 

erhöhte intrazelluläre Mengen der GagPol-Produkte p66 RT, p51 RT, wohingegen 

Durchlesevarianten mit inaktiver Protease höhere Level des Pr160 Vorläufers 

aufwiesen und geringere Mengen der GagPol Produkte zeigten. 

 
4.2.1.3. Bedeutung von Nef in vitro 
Aufgrund der Herabregulationen von CD4 und CD28 auf T-Helferzellen sowie MHC 

Klasse I und II Expressionen auf Antigen-präsentierenden Zellen (APC) verhindert 

Nef normalerweise die Präsentation und Erkennung viraler Peptide an der 

Oberfläche der Zielzellen. Zudem werden durch Nef zellinterne und externe 

Apoptosesignale und damit die Lebensdauer der infizierten Zelle kontrolliert. So 

wurde der infizierten Zelle der Entzug vor dem Immunsystem (zytotoxische T-Zellen, 

neutralisierende AK) und die Freisetzung neuer Virionen ermöglicht (Fackler et al., 

2001; Greenway et al., 2003; Ranjan Das et al., 2005). Nef stellt damit einen 

wichtigen Faktor für die Infektiosität des Virus dar (Verrier et al., 2005). In einer 

Kohorte von 10 HIV-Infizierten aus Sydney, bei denen natürliche Deletionen in Nef 

vorkamen, traten die AIDS-typischen Symptome bei einer relativ hohen Anzahl an 

CD4+-T-Lymphozyten sehr verzögert auf (Nathanson et al., 2000). Während der 
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Einschluß von Nef in die Vakzine durch CTL-Induktion in Primatenstudien für Schutz 

sorgte, berichtete eine weitere Studie von einer positiven Korrelation zwischen Nef- 

spezifischen T-Zell-Antworten und ansteigender Viruslast in C-Typ Vakzinen, was zu 

dem Schluß führte, daß sich Nef in HIV-1C Vakzinen als nicht nützlich erwies 

(Nkolola et al., 2006). 

Nef wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit in die Ausgangskonstrukte der 

Vakzinevarianten integriert, um dem Immunsystem eine möglichst hohe Anzahl an 

immunogenen Epitopen präsentieren zu können und so in vivo eine breit gefächerte 

und spezifische CTL-Antwort (Majumder et al., 2003) zu induzieren. Da zytotoxische 

Reaktionen (Fujii et al., 1996) und Herabregulationen von immunrelevanten 

Oberflächenrezeptoren (Stumptner-Cuvelette et al., 2001, 2003; Fackler et al., 2001; 

Greenway et al., 2003; Ranjan Das et al., 2005) beobachtet worden sind, wurden N- 

und C-terminale Bereiche des nef in den scr nef-Konstrukten vertauscht, um die 

immunstimulatorischen Epitope bei verringerten zytotoxischen Effekten zu erhalten.  

Wir verglichen die scr nef-Konstrukte mit einem GagPol-Konstrukt, bei dem die 

Gensequenz von nef komplett aus dem Konstrukt entfernt worden war (∆nef). Neben 

der etwa 10 kDa niedrigeren Bande und einer dezent erhöhten Gag-Expressionsrate 

bei ∆nef konnten, korrelierend zu den Ergebnissen vorheriger Untersuchungen 

(Diplomarbeit Isabell Koch, 2003), keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

GagPol-Vergleichskonstrukten festgestellt werden. Die Deletion von nef hatte damit 

entsprechend den Vorstudien keine Auswirkung auf die Expressionseffizienz. 

Weitere publizierte in vitro-Studien belegten, daß Nef entweder keine oder positive 

Effekte auf die virale Replikation ausübte. Ein Virus ohne nef-Gen replizierte in 

signifikant geringeren Mengen und war nicht pathogen. In HeLa-Zelllinien replizierten 

nef-positive Varianten 5-10 fach mehr verglichen zu deletierten nef-Varianten: Nef 

fördert die Replikation direkt über eine Aktivierung der Signalkaskade und der darauf 

folgenden verbesserten Replikation und Infektiosität des Virus (Fackler et al., 2001; 

Ranjan Das et al., 2005). Verglichen zum Wildtyp waren mutierte Nef-Varianten 4- 

40mal weniger infektiös (Ranjan Das et al., 2005). Während bei „GP“ aufgrund seiner 

funktionstüchtigen Protease die Pr160-Vorläufer nicht detektierbar waren und dieses 

Konstrukt somit nicht in die Bewertung des Pol-Leserahmens einbezogen werden 

konnte, exprimierte „GP ∆nef V3“ in der V3-Analyse geringere Mengen GagPol als 

die entsprechende Durchlesevariante mit scr nef. Die Expression der Vorläufer wurde 

also durch inaktivierte Anteile von Nef leicht verbessert. Das scrambling des nef-
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Gens schwächte somit mögliche zytotoxische Effekte ab und scr nef kann in einer 

Vakzine eingesetzt werden. 

 

4.2.2. Einflüsse der PolNef-Konstruktreihe in vitro 

Da der Größe eines Vektors Einfluß auf Translations- und Transkriptionseffizienz 

sowie Vakzineverträglichkeit zugeschrieben wurden (Rajcáni et al., 2002), wurden 

vollsynthetische, kodonoptimierte PolNef-Varianten entworfen, die in Expression und 

Immunogenität von Gag unbeeinflusst blieben. Diese Varianten unterschieden sich in 

der Aktivität der Protease sowie in Nef (scr nef vs. ∆nef) und wurden nach 

Transfektion humaner H1299 mit Hilfe V3-spezifischer Antikörper hinsichtlich ihrer 

Expression untersucht. Der Vergleich der Konstrukte untereinander korrelierte zum 

Großteil zu den oben aufgeführten Analysen der GagPolNef-Varianten.  

 

4.2.2.1. PolNef und die Proteaseaktivität 
Die funktionsfähige Protease konnte in den PolNef-Varianten durch 

Überexprimierung vorzeitig intrazellulär dimerisieren und bewirkte, wie bereits 

erwähnt, zytotoxische Effekte. Vorzeitig aktiviert, spaltete die virale Protease auch 

unter den Polnef-Varianten die Proteinvorläufer, die daraufhin nicht mehr detektierbar 

waren. Gegenüber der aktiven Protease sorgte deren Inaktivierung durch Wegfall der 

negativen Einflüsse für detektierbare Vorläufer in der V3-Studie. Somit verhielten sich 

die Varianten ohne Gag entsprechen den Varianten mit Gag und bestätigen die 

Vorstudien (Megede et al., 2003; Diplomarbeit Isabell Koch, 2003). Die An- oder 

Abwesenheit von Gag übte also keinen Einfluß auf die negativen Effekte der aktiven 

respektive positiven Einflüsse der inaktiven Protease aus. 

 

4.2.2.2. Pol ∆nef 

Demgegenüber stand der Einfluß von Nef: die Variante ohne Nef („Pol ∆nef V3“) 

zeigte im Gegensatz zu den GagPolNef-Analysen die stärkste Expression unter den 

PolNef-Konstrukten. Zum Einen könnte die Steigerung der Expressionsrate auf dem 

Fehlen möglicher zytotoxischer Effekte von Nef beruhen, zum Anderen könnten auch 

der Verlust des Einflusses von Gag und damit das Wegfallen eventueller 

Interaktionen zwischen Gag und Nef eine förderliche Wirkung auf die Expression der 

Konstrukte haben. 

 



 

 
 81 

4.  Diskussion 

4.2.3. GagPolNef- vs. PolNef-Konstruktreihe (V3-Detektion) 
Der Vergleich zwischen PolNef- und GagPolNef-Varianten zeigte etwa ähnlich starke 

Banden der Varianten mit inaktiver Protease in der V3-Analyse. Wurde die Protease 

aktiviert, fanden sich in beiden Konstruktpaletten entsprechend der enzymatischen 

Zytotoxizität und Spaltung der Proteinvorläufer keine detektierbaren Banden. Die 

Ergebnisse zwischen GagPolNef- und Polnef-Panel korrellierten bezüglich der 

Protease und bestätigten vorhergehende Untersuchungen (Megede et al., 2003; 

Shehu-Xhilaga et al., 2001; Diplomarbeit Isabell Koch, 2003). Eine inaktive Protease 

erzielte in vitro die besten Ergebnisse und könnte nicht zuletzt wegen der geringen 

toxischen Effekte in eine HIV-Vakzine eingeschlossen werden. 

Demgegenüber stand der Expressionsanstieg der Variante ohne Gag und ohne Nef 

verglichen zu der Variante mit Gag und ohne Nef. Anhand dieser Analyse erschien 

ein Einfluß von Gag auf die Expression von Nef möglich, da der Wegfall von Gag 

verbesserte Expressionsraten nach sich zog. Darüber hinaus wäre auch das Fehlen 

toxischer Effekte von Nef verglichen zu scr nef eine mögliche Erklärung. Da die 

Ergebnisse beider Konstruktreihen diesbezüglich variierten, sollten weitere Studien 

durchgeführt werden, um die genannten Zusammenhänge und die Evaluierung des 

Einbezuges in eine potente HIV-Vakzine klären zu können.  

Insgesamt gesehen konnte mit den gezeigten Ergebnissen bislang noch nicht 

vollkommen gesichert werden, ob Gag Einfluß auf die Expression von Pol nimmt. 

Während in Studien von Megede et al. (2003) der Zusatz von gag an den pol-

Leserahmen für lediglich geringfügigen Veränderungen von Pol-spezifischen 

Expressionsraten und andersherum sorgte, hatte in den vorliegenden Ergebnissen 

Gag keinen Einfluß in Varianten mit ausgeschaltetem jedoch vorhandenem Nef (scr. 

nef), wohingegen bei fehlendem Nef starke Varianzen zu Gunsten der Variante ohne 

Gag auftraten. 

4.3. Immunogenitätsstudien am BALB/c Mausmodell 
 
Die spätere Anwendung der verschiedenen HIV-1B Vakzinekandidaten in einem HIV-

Impfstoff erfordert Kenntnisse über deren immunologischen Eigenschaften. Die 

Induktion humoraler sowie zellulärer Immunantworten gegenüber Gag und Pol wurde 

im Tiermodell an weiblichen BALB/c Mäusen ausgetestet. Bezüglich der humoralen 

Immunantwort wurde die GagPolNef-Reihe ausgewertet, während die zellulären 
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Gag- und Pol-spezifischen Reaktionen sowohl anhand der GagPolNef- als auch der 

PolNef-Varianten untersucht wurden.  

 

4.3.1. Induktion humoraler und zellulärer Immunantworten 
Nach i.m. Immunisierung erfolgt die Plasmidaufnahme in Myozyten sowie in 

Makrophagen und dendritischen Zellen, die entlang der Muskulatur lokalisiert sind. 

Vorwiegend dendritische Zellen drainieren das Plasmid in die Lymphknoten. 

Prinzipiell scheint die Aufnahme in Rezeptorzellen via Endozytose stattzufinden, in 

der das Plasmid den Endosom-Lysosom-Apparat durchwandert und dabei teilweise 

degradiert wird. Da sich zu diesem Zeitpunkt kaum T-Zell Rezeptoren der CTLs in 

der Umgebung befinden, fungiert die Muskelzelle zunächst als Antigenreservoir, das 

Antigen wird durch sogenanntes „cross-priming“ an der üblichen MHC Klasse I- 

Präsentation „vorbeigeschleust“. Dafür dienen Makrophagen und dendritische Zellen 

als APC (antigen presenting cells) und präsentieren die immunogenen Peptide nach 

Endozytose über ihre MHC I-Oberflächenmoleküle den CD8+ T-Lymphozyten und 

führen sie so der CTL-Antwort zu. Die MHC II-präsentierten Vakzine-Peptide werden 

von CD4+ T-Helfer Zellen erkannt, die wiederum über spezielle B-Lymphozyten TH2- 

Antworten auslösen und Antikörper produzieren können. Nach spezifischem Priming 

sind CD4+ T-Helfer Zellen in der Lage, neben B-Zellen auch mit CD8+ T-Zellen zu 

interagieren. Dendritische Zellen (DC) sind die effektivsten APCs und setzen neben 

MHC I und II Präsentation IFNγ und andere Zytokine frei, die NK-Zellen aktivieren 

und damit TH1 CTL-Antworten induzieren sowie CTL-Gedächtniszellen 

hervorbringen. Darüber hinaus produzieren DCs IL-12, sind zur cross-presentation in 

der Lage und wandern in aktiviertem Zustand in Lymphknoten zur weiteren DC- 

Aktivierung und Proliferation. Wird das Antigen der DC von außen oder durch eine 

zerstörte Nachbarzelle angeboten, erfolgen MHC II Formation und CD4+ T-Helfer Zell 

Aktivierung 1000-fach effizienter. Durch die intramuskuläre Injektion wird vorwiegend 

eine TH1 Antwort ausgelöst, während die intradermale Applikation zu TH2 Antworten 

führt. Die Dominanz der TH1 CTL Antwort nach i.m. Verabreichung hat einige 

Vorteile: CTLs zerstören die infizierte Zellen direkt und sind damit effizienter als 

Antikörper. Darüber hinaus können sich CTLs eher gegen Antigendomänen 

konservierter und interner Proteine richten als gegen variable Oberflächenproteine 

und sind damit in der Lage, für cross protection innerhalb verschiedener Virusstränge 

und Serotypen zu sorgen (nach Rajcáni et al., 2005).  
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4.3.1.1. Einfluß der viralen PR auf die Immunogenität 
Die inaktive Protease der frameshift-Konstrukte induzierte eine stärkere, 

hauptsächlich TH1 betonte Antikörperantwort verglichen zur aktiven Protease. Unter 

den Durchlesekonstrukten ist das Verhältnis noch ausgeprägter: während die 

attenuierte Protease weder nach erstem noch nach zweitem boost Antikörper 

induzierte, führte hier die Inaktivierung sowohl nach dem ersten als auch nach dem 

zweiten boost zu einem mittelstarken Anstieg der Antikörpertiter.  

 

A9I-Stimulation V3-Stimulation 

ELISPOT 
GPN V3:      PR-    >   PR+/- 
GPN FS V3: PR-   >>  PR+ 

 

GPN V3:      PR-    ~   PR+/- 
GPN FS V3: PR-   >>  PR+ 

FACS 
GPN V3:      PR-    >   PR+/- 
GPN FS V3: PR-   >>  PR+ 

 

GPN V3:      PR-    <   PR+/- 
GPN FS V3: PR-   >>  PR+ 

 
Tab. 4.1: Zelluläre Immunantworten nach A9I (Gag)- und V3-Stimulation bezüglich der Proteaseaktivität. 

 

Die Ergebnisse der humoralen Immunreaktion korrelierten weitestgehend mit der 

Aktivität der zellulären Immunantwort: Die Elispot-Analyse ergab nach A9I und V3-

Stimulation generell höhere Zahlen an IFNɣ-sezernierenden Immunzellen der 

Konstrukte mit inaktiver Protease verglichen zu denen mit funktionsfähiger viraler 

Protease. Die PolNef-Palette bot ein entsprechendes Bild. Sowohl in Elispot- als 

auch in FACS-Analysen induzierte das Konstrukt mit inaktiver Protease durchweg 

bessere Immunantworten.  

Demnach konnte festgestellt werden, daß eine inaktivierte Protease die 

Immunogenität der Vakzinevarianten verbesserte und Konstrukte, die sie enthielten, 

in der Lage waren, sowohl humorale Antikörper als auch zelluläre Immunantworten 

gegen Gag und Pol auszulösen. Entgegen früheren Untersuchungen (Megede et al., 

2003) beeinflusste demnach die proteasevermittelte Spaltung von Gag und GagPol 

auch deren Prozessierung und Präsentation in vivo. Es bestätigten sich somit auch 

die Erkenntnisse der in vitro-Analyse: die festgestellten zytotoxischen Effekte der 

aktivierten Protease, welche die Expression der Konstrukte beeinflusste, setzten sich 

in den Mausstudien fort. Die funktionsfähige Protease verringerte die Zahl IFNγ-

produzierender, CD8+ T-Zell Antworten. Da sich die Wirkung der Protease besonders 
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unter den frameshift-Varianten zeigte, schienen die zytotoxischen Effekte der 

Protease allein jedoch keine ausreichende Erklärung darzustellen, da, wie oben 

ausgeführt, diese Konstrukte Pol lediglich zu 5-10% exprimiert wurden und damit 

eine vorzeitige Dimerisierung im Zytoplasma unwahrscheinlich war.  

Insgesamt gesehen erzielten Konstrukte mit einer inaktiven Protease die besten 

Immunantworten und sollten daher in einem potenten HIV-Impfstoff eingesetzt 

werden. 

 

4.3.1.2. Einfluß des frameshift auf die Immunogeniät 
In der vorliegenden Untersuchung konnten neben Gag- auch Pol-spezifische 

Immunantworten indirekt über die V3-Detektion ausgelesen werden, die Ergebnisse 

beider Analysen stimmten miteinander überein.  

 

A9I-Stimulation V3-Stimulation 

ELISPOT 
GPN PR- V3:  FS >> Durchlese       

 

GPN PR- V3: FS >> Durchlese       

FACS 
GPN PR- V3:  FS >> Durchlese       

 

GPN PR- V3: FS >> Durchlese       

 
Tab. 4.2: Zelluläre Immunantworten nach A9I (Gag)- und V3-Stimulation bezüglich des frameshift. 

 

Die Integration des frameshift in die Vakzinekandidaten erwies sich sowohl in der 

Aktivierung humoraler als auch zellulärer Immunantworten als förderlich: die 

Ergebnisse der Analyse der Antikörpertiter, insbesondere nach dem 2. Bluten, sowie 

die der FACS- und Elispot-Studien korrelierten mit diesem Ergebnis, während 

Durchlese-Konstrukte viel geringere Reaktionen induzierten. Somit könnte es sein, 

daß sich durch die Entfernung des natürlichen ribosomalen Leserastersprunges das 

überexprimierte Pol negativ auf die Immunogenität der Varianten auswirkt, wobei 

jedoch auch die Größe der Konstrukte mit ihrer konsekutiv verminderten 

Expressionrate eine zusätzliche Rolle spielen könnte. Die gesteigerte Induktion Pol-

spezifischer Effektor- oder Memoryzellen der Durchlese-Varianten führte zu 

verringerten Gag-spezifischen Immunantworten. Die zuvor beschriebene, nicht 

nachweisbare Pol-spezifische zelluläre und humorale Immunantwort nach 

Immunisierung einer frameshift-Variante mit aktiver Protease (Nabel et al., 2000; 

Megede et al., 2003; Diplomarbeit Isabell Koch, 2003) konnte damit nicht bestätigt 
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werden. Zwar war die direkte Detektion Pol-spezifischer T-Zellen nicht möglich, doch 

das V3-CTL Epitop ermöglichte die indirekte Auslese des pol-Leserahmens und 

ergab mittelstarke zelluläre Immunreaktionen IFNγ-sezernierender Immunzellen nach 

Applikation des frameshift-Konstruktes mit attenuierter Protease. 

Demgegenüber könnten die vorliegenden Ergebnissen Hinweise auf die 

Erkenntnisse geben, die besagen, daß der Wegfall des frameshift bzw. die 

intrazelluläre Überexprimierung der viralen Protease die HIV-1 Replikation inhibiert 

(Shehu-Xhilaga et al., 2001; Dulude et al., 2006), während die übermäßige 

Expression von GagPol-Vorläuferproteinen mit der Morphogenese von HIV-1 

(assembling) interferiert (Park et al., 1991; Shehu-Xhilaga et al., 2001).  

Die geringere Menge an Antigenproduktion durch die Durchlese-Konstrukte erklärte 

die gezeigte geringere Immunogenität verglichen zu frameshift-Varianten, die in ihrer 

Genomstruktur eher dem Wildtyp ähneln: in Studien wurde nachgewiesen, daß 

Veränderungen des Gag/GagPol Verhältnisses zu Gunsten des GagPol Vorläufers 

(20:21) starke  Beeinträchtigungen (etwa 1000-fach geringer) der Immunogenität 

nach sich zogen (Shehu-Xhilaga et al., 2001; Megede et al., 2003; Dulude et al., 

2006). Demzufolge wäre die starre Aufrechterhaltung des wt-Gag/GagPol Verhältnis 

von 20:1 durch den frameshift für die Sicherung der viralen Immunogenität 

notwendig.   

Zudem hat die im Bereich der slippery site enthaltene, nicht kodonoptimierte wt-

Sequenz keinen negativen Einfluß auf die Immunogenität, was der Fähigkeit des 

frameshift entspricht,  hinreichend Immunreaktionen zu induzieren. 

Demzufolge erwies sich die frameshift-Variante als sinnvoll und potent für den 

Einschluß in eine HIV-DNA Vakzine. 

 
4.3.1.3. Einfluß von Nef auf die Immunogenität 
Die Integration von nef-Gensequenzbereichen in die HIV-Vakzinekandidaten führte 

zu besseren humoralen Immunantworten verglichen zu Varianten ohne nef. 

Bezüglich der zellulären Immunogenität von Nef konnten zwei Aussagen getroffen 

werden: zum Einen erlaubten scr nef-Varianten bessere Gag-spezifische Reaktionen 

als ∆nef-Varianten, demgegenüber führte das Fehlen von Nef zu leicht besseren Pol- 

spezifischen Immunantworten nach V3-Stimulation, die jedoch auch im 

Zusammenhang mit der geringeren Konstruktgröße stehen kann. 
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Tab. 4.3: Zelluläre Immunantworten nach A9I (Gag)- und V3-Stimulation bezüglich Nef. 

 

Während „GP V3“ mittelmäßige, TH2 gerichtete humorale und Gag-spezifische 

zelluläre Immunantworten induzierte, fiel dieses Konstrukt nach Stimulation mit V3 

aus: es konnten keine Pol-spezifischen Reaktionen detektiert werden. Wie Ranjan 

Das et al. (2005) berichteten, konnte Nef neben den bereits genannten Fähigkeiten 

der Herabregulation verschiedener Oberflächenrezeptoren und der Apoptose und 

Signalsteuerung in infizierten Zellen in Makrophagen die Freisetzung 

lymphozytenstimulierender Faktoren induzieren und dadurch das Reservoir 

potentieller Wirtszellen erweitern. Durch Aktivierung von T-Zellen steigerte Nef die 

virale Replikation. Darüber hinaus führte Nef in Rhesusaffen zu verstärkter 

Infektiosität, höherer Viruslast sowie rasanterer Krankheitsprogression. Während 

einerseits Studien zeigten, daß Nef auch in anderen Mausstämmen hoch immunogen 

war (Verrier et al., 2005; Catanzaro et al., 2007), fielen, korrelierend zu einer 

weiteren Studie in BALB/c Mäusen, die Immunantworten in diesem Mausstamm eher 

mäßig aus. Möglicherweise lag dieser eher geringe Unterschied zwischen scr nef 

und ∆nef-Varianten an der Fähigkeit des BALB/c-Mausstammes, Nef-spezifische 

Epitope zu erkennen (Kong et al., 2003). Diesbezüglich könnten weitere Studien der 

Konstrukte in anderen Mausstämmen hilfreich sein.  

Aufgrund der in der Literatur beschriebenen,  überwiegenden Immunogenität der scr 

nef-Konstrukte sowie der Möglichkeit der breiteren CTL-Stimulierung mittels Nef-

Antigen scheint dennoch der weitere Einsatz von abgeschwächten scr nef-

Sequenzen in einer DNA-Vakzine sinnvoll, auch wenn in der vorliegenden Arbeit, 

wohl aufgrund der o.g. Restriktionen des BALB/c Mausmodells, keine T-Zell-

Antworten nachweisbar waren.  

 
4.3.1.4. Einfluß von PolNef auf die Immunogenität 
Tierstudien von Casimiro wiesen Pol-spezifische Immunantworten nach pol-DNA 

Vakzinierung sowohl in Maus- als auch in Makakenstudien nach. Die Vakzine 

A9I-Stimulation V3-Stimulation 

ELISPOT 
GP PR- V3:  scr nef  > ∆nef   

 

GP PR- V3:  scr nef  ~ ∆nef    

FACS 
GP PR- V3:  scr nef  > ∆nef   

 

GP PR- V3:  scr nef  ≤ ∆nef    
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induzierte neben CD4+ und CD8+ T-Zellen in Mäusen auch in Affen CTLs und Pol-

spezifische T-Zellen (Casimiro et al., 2002). Darüber hinaus lösten die konservierten 

Bereich von Pol im Großteil von HIV-Patienten breite CTL-Antworten aus, deren 

Stärke wiederum invers mit der Viruslast korrelierte (Megede et al., 2003). Demnach 

könnte Pol ein gutes Antigen innerhalb einer HIV-Vakzine darstellen. 

Wie bereits unter den Expressionsstudien beschrieben, wurden PolNef-Varianten 

entworfen, um das ursprüngliche GagPolNef-DNA-Vektorinsert zu verkleinern. 

Dieselbe Menge Antigen könnte so dem Organismus auf zwei getrennten Plasmiden 

(pGag vs. pPolNef) angeboten werden, wodurch eine verbesserte Aufnahme, 

Verträglichkeit und Expressionsrate erreicht werden soll (Rajcáni et al., 2005). 

Zudem stimulierte eine GagPol DNA-Vakzine in gleichem Maße CD4+ und CD8+ T-

Zellen wie die Kombination aus Gag- und Pol-Plasmiden (Otten et al., 2006). 

In der vorliegenden Immunisierungsstudie wurden die PolNef-Plasmide den Mäusen 

zunächst einzeln und ohne zusätzliches Gag verabreicht, um die immunogenen 

Eigenschaften der Varianten mit den GagPolNef-Konstrukten in Relation setzen zu 

können. Gag-spezifische zelluläre und Antikörper-Antworten konnten 

erwartungsgemäß nicht ausgelesen werden, doch zelluläre Pol-spezifische 

Immunreaktionen der Konstrukte waren nach V3-Stimulation detektierbar. 

Korrelierend zu in vitro und in vivo Ergebnissen der GagPolNef- und PolNef-

Konstrukte bot auch hier die Variante mit inaktiver Protease die besten 

Immunantworten, während die attenuierte Variante in FACS und Elispot-

Auswertungen schlechter abschnitt und die These des negativen Einflusses der 

Protease unterstützte. 

Hinsichtlich Nef fiel die Bewertung anders aus: die Deletion des Genbereiches führte 

in den Immunogenitätsstudien zu durchweg besseren Reaktionen verglichen zu den 

restlichen Konstrukten. Hiermit entsprach dieses Ergebnis dem der 

Expressionsstudie, stand jedoch im Gegensatz zu den GagPol-Varianten. Dieses 

Resultat widersprach ebenfalls Publikationen, in denen Steigerungen von Gag- und 

Nef-spezifischen Immunantworten in Folge der Applikation auf getrennten Plasmiden 

beobachtet wurde: während separates Gag und Nef die Expression und spezifischen 

T-Zell Antworten steigerten, blieb die Immunogenität von Pol unbeeinflusst 

(Catanzaro et al., 2007). Möglicherweise beeinflussten sich gag und nef 

untereinander auf einem gemeinsamen Plasmid negativ, so daß der Wegfall einer 

Sequenz zu einer verbesserten Immunantwort führte. Da beide Antigene 
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hochimmunogen sind (Megede et al., 2003), könnte auch die hohe Epitopdichte 

beider Antigene konkurrieren. 

4.4. Aktuelle Arbeiten der Arbeitsgruppe 
 
Neben den oben genannten Studien an HIV-B-Typ Viruskandidaten erfolgten durch 

die Arbeitsgruppe von Prof. Ralf Wagner, Regensburg, weitere Entwicklungen und 

Untersuchungen möglicher HIV-Vakzinekandidaten. 

So wurden im Rahmen eines EuroVacc-Projektes zwei Vakzinekandidaten im 

Mausmodell evaluiert (Wild et al., 2009). Basierend auf der Sequenz eines für China 

repräsentativen Provirus-Isolates (97CN54), welches eine Chimäre aus den 

Subtypen B-Thai und C-Typ darstellt (Su et al., 2000), wurden zwei RNA- und 

kodonoptimierte Leserahmen synthetisiert. Einer dieser Leserahmen kodierte ein 

artifizielles 160kDa GagPolNef Polyprotein. Neben der Kodonoptimierung waren in 

dem Durchlese-Konstrukt folgende Modifikationen eingefügt: vergleichbar zur 

vorliegenden Arbeit fanden sich aus Sicherheitsgründen eine Inaktivierung des 

Myristylierungssignals und der aktiven Zentren der viralen PR und RT sowie eine 

deletierte Integrase und ein scr nef  (vertauschte C- und N-Termini). Neben 

GagPolNef wurde auch ein RNA- und kodonoptimiertes gp120 generiert, das am 5'-

Ende die Sequenz für ein künstliches leader-Peptid enthielt, welches es erlaubt, daß 

das resultierende gp120 Protein sekretiert wird Diese beiden Konstruktvarianten 

wurden als Plasmid-basierte DNA-Vakzine (DNA-C) sowie als Bestandteil eines 

pockenviralen Impfstoffkandidaten (NYVAC, New York Vaccinia) (NYVAC-C) 

untersucht. Im Falle der DNA-Vakzine wurden die beiden Leserahmen von 

getrennten Plasmiden kodiert, wohingegen NYVAC-C beide Leserahmen unter der 

Kontrolle zweier Promotoren enthielt. Wild et al. (2009) und Gomez et al. (2007) 

konnten im Rahmen von Mausstudien nachweisen, daß starke T-Zell-Antworten 

induziert wurden. Heterologe DNA-prime:NYVAC-boost Verfahren erwiesen sich 

dabei homologen prime:boost-Strategien als deutlich überlegen, insbesondere 

gp120-spezifische T-Zell-Antworten fielen sehr gut aus.  

Auf Basis dieser Datenlage erfolgten weitere Studien in Primaten (Mooij et al., 2009), 

die vergleichbare Ergebnisse lieferten. Zudem wurde im Primatenmodell ein 

Immunisierungsschema verwendet, das auch im Rahmen einer Phase I Studie an 

Probanden in Lausanne eingesetzt wurde (Bart et al., 2008; McCormack et al., 
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2008). In dieser zeigten sich die Impfstoffkandidaten als sicher und waren mit nur 

geringen Nebenwirkungen verbunden. 

Die immunologischen Daten waren mit denen aus den vorangegangenen 

Tierversuchen vergleichbar: die DNA-C-Vakzine induzierte stärkere und breitere T-

Zell-Antworten als NYVAC-C alleine, und heterologe prime:boost Protokolle lieferten 

die potentesten Immunantworten. Neben diesen vielversprechenden Ergebnissen 

zeigte sich allerdings sowohl in den präklinischen als auch den humanen Studien, 

daß die induzierten gp120-spezifischen Antworten deutlich stärker ausfielen als die 

Gag-spezifischen. Da gerade Gag-spezifische T-Zellen jedoch für die Kontrolle der 

Virusinfektion als wichtig erachtet werden (siehe Einleitung), werden derzeit 

unterschiedliche Ansätze verfolgt, um die Gag-spezifischen Antworten zu 

verbessern: einerseits wird versucht, das immunogene Potential von NYVAC zu 

erhöhen (Kibler et al., 2011), zum Anderen wurden in der  Arbeitsgruppe von Prof. 

Ralf Wagner die Antigene weiter modifiziert, indem beispielsweise die Myristylierung 

wieder hergestellt, der natürliche frameshift wieder eingeführt sowie Gag und PolNef 

getrennt und in separate Plasmide kloniert wurden. Durch diese Modifikationen 

konnten im Mausmodell bereits deutlich gesteigerte Gag-spezifische T-Zellantworten 

induziert werden (Böckl et al., 2012). Diese Modifikationen basierten teilweise auf 

den bereits im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit untersuchten Varianten und die 

generierten Daten korrelieren zum Teil auch mit den hier aufgeführten Ergebnissen.  

4.5. Ausblick 
 
Seit dem ersten Auftreten von HIV-Fällen im Jahr 1981 fehlt noch immer 90% der 

Infizierten der Zugang zur HIV-Langzeittherapie. Impfstoffentwicklungen wurden in 

die Wege geleitet, durch die mittels unterschiedlichster Ansätze versucht wird, 

humorale und zelluläre Immunreaktionen zu induzieren, um sowohl der Diversität als 

auch der Variabilität des Virus Rechnung zu tragen. In der vorliegenden Arbeit 

wurden DNA-Vakzinekandidaten untersucht, die über die Verwendung multipler HIV-

1B Genabschnitte darauf abzielten, möglichst breite Immunantworten auszulösen.  

Anhand der neu gewonnenen Daten der GagPolNef-Varianten war ersichtlich, daß 

durch den Einsatz einer inaktiven Protease, der Integration des ribosomalen 

frameshifts sowie eines scr nef Gag- und Pol-spezifische Immunantworten gesteigert 

werden konnten.  
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Um der geographischen Verteilung der verschiedenen Subtypen des HI-Virus 

gerecht zu werden, können die in der Impfstoffentwicklung gewonnenen Erfahrungen 

eines Subtypes in die Entwicklung eines anderen Subtypes einbezogen werden. Die 

hier vorliegenden Analysen der HIV-1 Impfstoffvarianten bezogen sich auf die eher in 

den westlichen Industrienationen vorkommende Klasse B. Da HIV-1 C hauptsächlich 

in Asien und Teilen Afrikas verbreitet ist und somit eine höhere Prävalenz aufweist, 

sind diesbezüglich bereits Analysen unternommen worden, wie oben ausgeführt 

(Wild et al. 2009). Eigene Studien sind notwendig, da die Daten aufgrund der 

Variabilität der HIV Klassen untereinander (die Protease ist bspw. in Klasse C mehr 

divers) nicht einfach übertragen werden können.  

Das Ziel des Entwurfs der PolNef-Varianten lag darin, durch Minimierung der Vektor- 

bzw. Insertgröße die Aufnahme des Plasmids und Immunogenität des kodierten 

Antigens zu steigern, um so einen besseren Schutz von Infektion bieten zu können. 

Um die verschiedenen Applikationsschemata und Kombinationen von Gag und 

PolNef auf separaten Plasmiden auszutesten, liegt eine weitere 

Immunogenitätsstudie nahe, wie dies inzwischen für die CN54-basierten 

Vakzienkandidaten erfolgt ist (Böckl et al., 2012). So könnten, neben 

Verträglichkeitsstudien und Analysen der Plasmidaufnahme, die Plasmide zeitlich 

(time course) und räumlich getrennt (verschieden Muskeln, linkes Bein vs. rechtes 

Bein) appliziert werden. Darüber hinaus können Vergleiche von GagPolNef auf 

einem Plasmid zu Gag und PolNef auf zwei Plasmiden vorgenommen werden, um 

den Einfluß von Vektorgröße und Gag auf die Immunogenität hin zu untersuchen. 

Zudem besteht die Möglichkeit, beide Ansätze zu kombinieren.  

Die Daten der PolNef-Varianten zeigten, daß die Induktion Pol-spezifischer 

Immunantworten auch in Abwesenheit von Gag stattfinden kann. Die Auswertung 

humoraler Antikörperantworten bezüglich Pol und Nef fand in der Arbeit nicht statt 

und könnte in weiteren Analysen vorgenommen werden.  

Generell könnten sowohl die GagPolNef- als auch die PolNef-Vakzinekandidaten 

weiter modifiziert werden. Neben Veränderungen (Einfügen immunstimulatorischer 

Chemokin- bzw. anderer kostimulatorischer Rezeptormoleküle (CD80, CD86) u./o. 

Adhäsionsmoleküle (ICAM-1), TPA-Leader bzw. Austausch des viralen Vektors 

(Vakzinia-Virus: nasal/ oral: mukosale Immunantwort, Alphavirus: mukosale 

Applikationsroute) inklusive heterologer prime-boost Verfahren und Kombinationen 

mit weiteren DNA- oder anderen Vektoren können Adjuvantien (VLPs; CpG-Motiv: 
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APC-, TH1-Stimulation; Chemokine: T-Zell Wachstumsfaktoren, IL-2, IL-12, IFNγ) zur 

Steigerung der Impfstoff-Immunogenität beitragen. Einige Ansätze davon werden 

bereits in der Arbeitsgruppe untersucht.  Schließlich sind weitere immunologische 

Studien notwendig, um Applikationsroute, -art (Genegun, Nadel, Spray; im, 

intradermal, oral, rektal etc.) und Menge des Impfstoffes zu optimieren und so die 

Vakzine-induzierte Immunität ausweiten (neben systemischer auch mukosale 

Immunreaktion) und verbessern zu können. 

Die Steigerung der Immunogenität der GagPolNef-Multigenvakzine (diese konnte 

bislang neben der Thai-Studie nur in Tierstudien nachgewiesen werden) trägt einen 

wichtigen Teil an der Entwicklung eines effizienten und global einsetzbaren 

Impfstoffes bei. Wenngleich auch derzeitige Vakzinekandidaten die Infektion mit HIV 

nicht verhindern, so könnten sie doch zur Verminderung der Viruslast führen und 

somit über eine mögliche Verringerung des Ansteckungsrisikos Einfluß auf die 

Gesamtpopulation haben. Es ist also Grund genug gegeben, trotz vielfacher 

Rückschläge weiterhin mit der HIV-Impfstoffentwicklung fortzufahren. 
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8. Anhang 

8.  Anhang 

8. 1. Oligonukleotide 
 

Name Sequenz 5´ -> 3´ 
Oligonukleotide zur Herstellung der V3-Konstruktvarianten  
GPN kpn nhe (f) GCGGTACCTGGCTAGCGACTTCAACCTGCCTCCCGTG 
GPN (b) GTTGTTGGGTCTTGTACAATTCCACAGGAATGGGGGCTCCTTC 
V3 (f) GAAGGAGCCCCCATTCCTGTGGAATTGTACAAGACCCAACAAC 
V3 Xho Xba Sac (b) CGAGCTCTCTAGACTCGAGTTAGTTACAATGTGCTTGTCTC 
 
Oligonukleotide zur Herstellung der PolNef-Konstruktvarianten 
PN hin 2 Isabell (f) GCAGAATTcgccgCCACCATGTTTAGGGAAGATCTGGCCTTCCTAC

AAGGG 
PN hin 3 (f) GCAGAATTCATGTTTAGGGAAGATCTGG 
PN sac xba (b) GCGAGCTCTCTAGATTACCACAGGAATGGGGGCTCCTTCTGTGC 
 
Quickchange-Oligonukleotide zur Punktmutation von PR- in PR+ 
Quick durchlese PR+(f) CTTCCTCCGGGACGACCtGTGGCCGCGGCTGCTG  
Quick durchlese PR+(b) CAGCAGCCGCGGCCACaGGTCGTCCCGGAGGAAG   
 
Sequenzier-Oligonukleotide 
P1:300 rev CTCCTTGGTGTCCTTGATC 
P2: 700 rev CGCGGGGCTCCCTCATCTG 
P3:1130 rev GTGTTGGTCACCTGGCTCATG 
P4:2000 rev GCTGTCCTTCTTCTTGATGG 
P5: 2450 rev GTTTTTCCAGGTCTCGAGATG 
P6: 2899 rev GGTAGGTCCACTGGCCCTG  
P7: 3300 rev GGTGGTGTTGGTCAGGGGC  
P8: 1500 rev CGCGGCAGTTCCTGGCGGTGTGGC 
P9: 3700 rev CTGGCTGTCGGTCACGATGTTC 
P7 hin1 GGCGTGTACTACGACCCCAGCAAG 
P7 hin2 GGGGCAAGACtCCtAAGTTCAAG 
P gagpol V3 2500 GGGTCCTCTTGTTCAGCTCCCTG 
P durchlese P- V3 3850 CCTGATGCCGGCGCTCACCAGC 
P FS P- V3 1400 CTTGTAGGAAGGCCAGATCTTCCC 
durchlP+V3-300 CTAGTTCCTGTGGTTCCTC 
durchlP+V3-700 GTCTACTCCCTCGGGGCGC 
durchlP+V3-1130 GTACTCGGTCCACTGGTTGTG 
durchlP+V3-2000 GGTAGTTCTTCTTCCTGTCG 
durchlP+V3-2450 GTAGAGCTCTGGACCTTTTTG 
durchlP+V3-2899 GTCCCGGTCACCTGGATGG 
durchlP+V3-3300 CGGGGACTGGTTGTGGTGG 
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8. Anhang 

6. 3. Peptide 
 

Aminosäuresequenz Name Maus  
LVGPTPVNI Pol1 H-2d CN54 
YYDPSKDLI Pol2 H-2d CN54 
PADPNPQEM Env H-2d CN54 
RGPGRAFVTI R10I H-2d Env-IIIB 
AMQMLKETI A9I H-2d Gag-IIIB 
SERIQRGPGRAFVTIGKI V3-16mer H-2d Env-IIIB 
NCTRPNNNTRKSERIQR? V3-38mer H-2d Env-IIIB 
    
AAMQILKDTINEEAA Gag H-2d CN54 

 

8.4. Vektoren 
 

 
Abb. 8.1: Schematische Darstellung des pcR-Script-Vektors 

 
Abb. 8.2: Schematische Darstellung des pcDNA3.1 Vektors (Invitrogen) www.invitrogen.com 
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8.4. Nukleotidsequenzen 
 
8.4.1.  V3-Sequenz 
 

1 AATTGTACAA GACCCAACAA CAATACAAGA AAAAGTATCC GTATCCAGAG AGGACCAGGGA  
GAGCATTTGT TACAATAGGA AAAATAGGAA ATATGAGACA AGCACATTGT GAAC 

 
8.3.2. GPN FS PR- V3 in pcDNA 
 
1      GACGGATCGG GAGATCTCCC GATCCCCTAT GGTGCACTCT CAGTACAATC TGCTCTGATG 
61     CCGCATAGTT AAGCCAGTAT CTGCTCCCTG CTTGTGTGTT GGAGGTCGCT GAGTAGTGCG 
121    CGAGCAAAAT TTAAGCTACA ACAAGGCAAG GCTTGACCGA CAATTGCATG AAGAATCTGC 
181    TTAGGGTTAG GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTTGACATT 
241    GATTATTGAC TAGTTATTAA TAGTAATCAA TTACGGGGTC ATTAGTTCAT AGCCCATATA 
301    TGGAGTTCCG CGTTACATAA CTTACGGTAA ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC 
361    CCCGCCCATT GACGTCAATA ATGACGTATG TTCCCATAGT AACGCCAATA GGGACTTTCC 
421    ATTGACGTCA ATGGGTGGAG TATTTACGGT AAACTGCCCA CTTGGCAGTA CATCAAGTGT 
481    ATCATATGCC AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC GCCTGGCATT 
541    ATGCCCAGTA CATGACCTTA TGGGACTTTC CTACTTGGCA GTACATCTAC GTATTAGTCA 
601    TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGTTTTGGC AGTACATCAA TGGGCGTGGA TAGCGGTTTG 
661    ACTCACGGGG ATTTCCAAGT CTCCACCCCA TTGACGTCAA TGGGAGTTTG TTTTGGCACC 
721    AAAATCAACG GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG 
781    GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA 
841    CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGC 
901    GTTTAAACTT AAGCTTGGTA CCGAGCTCGG ATCCACTAGT CCAGTGTGGT GGAATTCGCC 
961    GCCAGCATGG CCGCCAGGGC CAGCGTGCTG AGCGGCGGCG AGCTGGACAG GTGGGAGAAG 
1021   ATCAGGCTGA GGCCCGGCGG CAAGAAGAAG TATAAGCTGA AGCACATCGT GTGGGCCAGC 
1081   AGGGAGCTGG AGAGGTTCGC CGTGAACCCC GGCCTGCTGG AGACCAGCGA GGGCTGCAGG 
1141   CAGATCCTGG GCCAGCTGCA GCCCAGCCTG CAGACCGGCA GCGAGGAGCT GAGGAGCCTG 
1201   TACAACACCG TGGCCACCCT GTACTGCGTG CACCAGAGGA TCGAGATCAA GGACACCAAG 
1261   GAGGCCCTGG ACAAGATCGA GGAGGAGCAG AACAAGTCCA AGAAGAAGGC CCAGCAGGCC 
1321   GCCGCCGACA CCGGCCACAG CAGCCAGGTG AGCCAGAACT ACCCCATCGT GCAGAACATC 
1381   CAGGGCCAGA TGGTGCACCA GGCCATCAGC CCCAGGACCC TGAACGCCTG GGTGAAGGTG 
1441   GTGGAGGAGA AGGCCTTCAG CCCCGAGGTG ATCCCCATGT TCAGCGCCCT GAGCGAGGGA 
1501   GCCACCCCCC AGGACCTGAA CACCATGCTG AACACCGTGG GCGGCCACCA GGCCGCCATG 
1561   CAGATGCTGA AGGAGACCAT CAACGAGGAG GCCGCCGAGT GGGACAGGGT GCACCCCGTG 
1621   CACGCCGGCC CCATCGCCCC CGGCCAGATG AGGGAGCCCC GCGGCAGCGA CATCGCCGGC 
1681   ACCACCAGCA CCCTGCAGGA GCAGATCGGC TGGATGACCA ACAACCCCCC CATCCCCGTG 
1741   GGCGAAATCT ACAAGAGGTG GATCATCCTG GGCCTGAACA AGATCGTGAG GATGTACAGC 
1801   CCCACCAGCA TCCTGGATAT CAGGCAGGGC CCCAAAGAGC CCTTCAGGGA CTACGTGGAC 
1861   AGGTTCTACA AGACCCTGCG CGCCGAGCAG GCCAGCCAGG AGGTGAAGAA CTGGATGACC 
1921   GAGACCCTGC TGGTGCAGAA CGCCAACCCC GACTGCAAGA CCATCCTGAA GGCCCTGGGA 
1981   CCCGCCGCCA CCCTGGAGGA GATGATGACC GCCTGCCAGG GCGTGGGCGG CCCCGGCCAC 
2041   AAGGCCAGGG TGCTGGCCGA GGCCATGAGC CAGGTGACCA ATACAGCTAC CATAATGATG 
2101   CAGAGAGGCA ATTTTAGGAA CCAAAGAAAG ATGGTTAAGT GTTTCAATTG TGGCAAAGAA 
2161   GGGCACACAG CCAGAAATTG CAGGGCCCCT AGGAAAAAGG GCTGTTGGAA ATGTGGAAAG 
2221   GAAGGACACC AAATGAAAGA TTGTACTGAG AGACAGGCTA ATTTTTTAGG GAAGATCTGG 
2281   CCTTCCTACA AGGGAAGGCC AGGGAATTTT CTTCAGAGCA GACCAGAGCC AACAGCCCCA 
2341   CCATTTCTTC AGAGCAGACC AGAGCCAACA GCCCCACCAG AAGAGAGCTT CAGGTCTGGG 
2401   GTAGAGACAA CAACTCCCCC TCAGAAGCAG GAGCCGATAG ACAAGGAACT GTATCCTTTA 
2461   ACTTCCCTCA GATCACTCTT TGGCAACGAC CCCTCGTCAC AATAAAGATA GGGGGGCAAC 
2521   TAAAGGAAGC TCTATTAGCT ACAGGAGCAG ATGATACAGT ATTAGAAGAA ATGAGTTTGC 
2581   CAGGAAGATG GAAACCAAAA ATGATAGGGG GAATTGGAGG TTTTATCAAA GTAAGACAGT 
2641   ATGATCAGAT ACTCATAGAA ATCTGTGGAC ATAAAGCTAT AGGTACAGTA TTAGTAGGAC 
2701   CTACACCTGT CAACATAATT GGAAGAAATC TGTTGACTCA GATTGGTTGC ACTTTAAATT 
2761   TTCCCATTAG CCCTATTGAG ACTGTACCAG TAAAATTAAA GCCAGGAATG GATGGCCCTA 
2821   AGGTGAAGCA GTGGCCCCTG ACCGAGGAGA AGATCAAGGC CCTGGTGGAG ATCTGCACCG 
2881   AGATGGAGAA GGAGGGCAAG ATCAGCAAGA TCGGCCCCGA GAACCCCTAC AACACCCCCG 
2941   TGTTCGCCAT CAAGAAGAAG GACAGCACCA AGTGGAGGAA GCTGGTGGAC TTCAGGGAGC 
3001   TGAACAAGAG GACCCAGGAC TTCTGGGAGG TGCAGCTGGG CATCCCCCAC CCCGCCGGCC 
3061   TGAAGAAGAA GAAGAGCGTG ACCGTGCTGG ACGTGGGCGA CGCCTACTTC AGCGTGCCCC 
3121   TGGACGAGGA CTTCAGGAAG TATACCCCTT TAAGACCAAT GACTTACAAG GCAGCTGTAG 
3181   ATCTTAGCCA CTTTTTAAAA GAAAAGGGGG GACTGGAAGG GCTAATTCAC TCCCAAAGAA 
3241   GACAAGATAT CCTTGATCTG TGGATCTACC ACACACAAGG CTACTTCCCT GATCCAAGGA 
3301   TGGGTGGCAA GTGGTCAAAA AGTAGTGTGG TTGGATGGCC TGCTGTAAGG GAAAGAATGA 
3361   GACGAGCTGA GCCAGCAGCA GATGGGGTGG GAGCAGCATC TCGAGACCTG GAAAAACATG 
3421   GAGCAATCAC AAGTAGCAAT ACAGCAGCTA CCAATGCTGC TTGTGCCTGG CTAGAAGCAC 
3481   AAGAGGAGGA GGAGGTGGGT TTTCCAGTCA CACCTCAAGT ACCATTCCTG TGGATGGGCT 
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3541   ACGAGCTGCA CCCCGACAAG TGGACCGTGC AGCCCATCGT GCTGCCCGAG AAGGACAGCT 
3601   GGACCGTGAA CGACATTCAG AAGCTGGTGG GCAAGCTGAA CTGGGCCAGC CAGATCTACC 
3661   CTGGCATCAA GGTGAGGCAG CTGTGCAAGC TGCTGAGGGG CACAAAGGCT CTGACCGAGG 
3721   TGATCCCCCT GACCGAGGAG GCCGAGCTGG AGCTGGCCGA GAACAGGGAG ATCCTGAAGG 
3781   AGCCCGTGCA CGGCGTGTAC TACGACCCCA GCAAGGACCT GATCGCCGAG ATCCAGAAGC 
3841   AGGGCCAGGG CCAGTGGACC TACCAGATCT ACCAGGAGCC CTTCAAGAAC CTGAAGACCG 
3901   GCAAGTACGC CCGCATGCGC GGCGCCCACA CCAACGACGT GAAGCAGCTG ACCGAGGCCG 
3961   TGCAGAAGAT CACCACCGAG AGCATCGTGA TCTGGGGCAA GACTCCTAAG TTCAAGCTGC 
4021   CCATCCAGAA GGAGACCTGG GAGACCTGGT GGACCGAGTA CTGGCAGGCC ACCTGGATTC 
4081   CCGAGTGGGA GTTCGTGAAC ACCCCTCCCC TGGTGAAGCT GTGGTATCAG CTGGAGAAGG 
4141   AGCCCATCGT GGGCGCCGAG ACCTTCTACG TGGACGGCGC CGCCAACAGG GAGACCAAGC 
4201   TGGGCAAGGC CGGCTACGTG ACCAACAAGG GCCGCCAGAA GGTGGTGCCC CTGACCAACA 
4261   CCACCAACCA GAAGACCGAG CTGCAGGCTA TCTACCTGGC CCTGCAGGAC TCAGGCCTGG 
4321   AGGTGAACAT CGTGACCGAC AGCCAGTACG CCCTGGGCAT CATCCAGGCC CAGCCCGACA 
4381   AGAGCGAGAG CGAGCTGGTG AACCAGATCA TCGAGCAGCT GATCAAGAAG GAGAAGGTGT 
4441   ACCTGGCCTG GGTGCCCGCC CACAAGGGCA TCGGCGGCAA CGAGCAGGTG GACAAGCTGG 
4501   TGAGCGCCGG CATCAGGAAG ATCCTGTTCC TGGACGGCAT CGACAAGGCC CAGGACGAGC 
4561   ACGAGAAGTA CCACAGCAAC TGGAGGGCTA TGGCTAGCGA CTTCAACCTG CCTCCCGTGG 
4621   TGGCTAAGGA GATCGTGGCC AGCGCCTTCA CCATCCCCAG CATCAACAAC GAGACCCCCG 
4681   GCATCCGCTA CCAGTACAAC GTGCTGCCCC AGGGCTGGAA GGGCAGCCCC GCCATCTTCC 
4741   AGAGCAGCAT GACAAAGATC CTGGAGCCCT TCAAGAAGCA GAACCCCGAC ATCGTGATCT 
4801   ATCAGTACAT GGACGACCTG TACGTGGGCA GCGACCTGGA GATCGGCCAG CACAGGACCA 
4861   AGATCGAGGA GCTGAGGCAG CACCTGCTGA GGTGGGGCCT GACCACCCCC GACAAGAAGC 
4921   ACCAGAAGGA GCCCCCATTC CTGTGGAATT GTACAAGACC CAACAACAAT ACAAGAAAAA 
4981   GTATCCGTAT CCAGAGAGGA CCAGGGAGAG CATTTGTTAC AATAGGAAAA ATAGGAAATA 
5041   TGAGACAAGC ACATTGTAAC TAACTCGAGT CTAGAGGGCC CGTTTAAACC CGCTGATCAG 
5101   CCTCGACTGT GCCTTCTAGT TGCCAGCCAT CTGTTGTTTG CCCCTCCCCC GTGCCTTCCT 
5161   TGACCCTGGA AGGTGCCACT CCCACTGTCC TTTCCTAATA AAATGAGGAA ATTGCATCGC 
5221   ATTGTCTGAG TAGGTGTCAT TCTATTCTGG GGGGTGGGGT GGGGCAGGAC AGCAAGGGGG 
5281   AGGATTGGGA AGACAATAGC AGGCATGCTG GGGATGCGGT GGGCTCTATG GCTTCTGAGG 
5341   CGGAAAGAAC CAGCTGGGGC TCTAGGGGGT ATCCCCACGC GCCCTGTAGC GGCGCATTAA 
5401   GCGCGGCGGG TGTGGTGGTT ACGCGCAGCG TGACCGCTAC ACTTGCCAGC GCCCTAGCGC 
5461   CCGCTCCTTT CGCTTTCTTC CCTTCCTTTC TCGCCACGTT CGCCGGCTTT CCCCGTCAAG 
5521   CTCTAAATCG GGGGCTCCCT TTAGGGTTCC GATTTAGTGC TTTACGGCAC CTCGACCCCA 
5581   AAAAACTTGA TTAGGGTGAT GGTTCACGTA GTGGGCCATC GCCCTGATAG ACGGTTTTTC 
5641   GCCCTTTGAC GTTGGAGTCC ACGTTCTTTA ATAGTGGACT CTTGTTCCAA ACTGGAACAA 
5701   CACTCAACCC TATCTCGGTC TATTCTTTTG ATTTATAAGG GATTTTGCCG ATTTCGGCCT 
5761   ATTGGTTAAA AAATGAGCTG ATTTAACAAA AATTTAACGC GAATTAATTC TGTGGAATGT 
5821   GTGTCAGTTA GGGTGTGGAA AGTCCCCAGG CTCCCCAGCA GGCAGAAGTA TGCAAAGCAT 
5881   GCATCTCAAT TAGTCAGCAA CCAGGTGTGG AAAGTCCCCA GGCTCCCCAG CAGGCAGAAG 
5941   TATGCAAAGC ATGCATCTCA ATTAGTCAGC AACCATAGTC CCGCCCCTAA CTCCGCCCAT 
6001   CCCGCCCCTA ACTCCGCCCA GTTCCGCCCA TTCTCCGCCC CATGGCTGAC TAATTTTTTT 
6061   TATTTATGCA GAGGCCGAGG CCGCCTCTGC CTCTGAGCTA TTCCAGAAGT AGTGAGGAGG 
6121   CTTTTTTGGA GGCCTAGGCT TTTGCAAAAA GCTCCCGGGA GCTTGTATAT CCATTTTCGG 
6181   ATCTGATCAA GAGACAGGAT GAGGATCGTT TCGCATGATT GAACAAGATG GATTGCACGC 
6241   AGGTTCTCCG GCCGCTTGGG TGGAGAGGCT ATTCGGCTAT GACTGGGCAC AACAGACAAT 
6301   CGGCTGCTCT GATGCCGCCG TGTTCCGGCT GTCAGCGCAG GGGCGCCCGG TTCTTTTTGT 
6361   CAAGACCGAC CTGTCCGGTG CCCTGAATGA ACTGCAGGAC GAGGCAGCGC GGCTATCGTG 
6421   GCTGGCCACG ACGGGCGTTC CTTGCGCAGC TGTGCTCGAC GTTGTCACTG AAGCGGGAAG 
6481   GGACTGGCTG CTATTGGGCG AAGTGCCGGG GCAGGATCTC CTGTCATCTC ACCTTGCTCC 
6541   TGCCGAGAAA GTATCCATCA TGGCTGATGC AATGCGGCGG CTGCATACGC TTGATCCGGC 
6601   TACCTGCCCA TTCGACCACC AAGCGAAACA TCGCATCGAG CGAGCACGTA CTCGGATGGA 
6661   AGCCGGTCTT GTCGATCAGG ATGATCTGGA CGAAGAGCAT CAGGGGCTCG CGCCAGCCGA 
6721   ACTGTTCGCC AGGCTCAAGG CGCGCATGCC CGACGGCGAG GATCTCGTCG TGACCCATGG 
6781   CGATGCCTGC TTGCCGAATA TCATGGTGGA AAATGGCCGC TTTTCTGGAT TCATCGACTG 
6841   TGGCCGGCTG GGTGTGGCGG ACCGCTATCA GGACATAGCG TTGGCTACCC GTGATATTGC 
6901   TGAAGAGCTT GGCGGCGAAT GGGCTGACCG CTTCCTCGTG CTTTACGGTA TCGCCGCTCC 
6961   CGATTCGCAG CGCATCGCCT TCTATCGCCT TCTTGACGAG TTCTTCTGAG CGGGACTCTG 
7021   GGGTTCGAAA TGACCGACCA AGCGACGCCC AACCTGCCAT CACGAGATTT CGATTCCACC 
7081   GCCGCCTTCT ATGAAAGGTT GGGCTTCGGA ATCGTTTTCC GGGACGCCGG CTGGATGATC 
7141   CTCCAGCGCG GGGATCTCAT GCTGGAGTTC TTCGCCCACC CCAACTTGTT TATTGCAGCT 
7201   TATAATGGTT ACAAATAAAG CAATAGCATC ACAAATTTCA CAAATAAAGC ATTTTTTTCA 
7261   CTGCATTCTA GTTGTGGTTT GTCCAAACTC ATCAATGTAT CTTATCATGT CTGTATACCG 
7321   TCGACCTCTA GCTAGAGCTT GGCGTAATCA TGGTCATAGC TGTTTCCTGT GTGAAATTGT 
7381   TATCCGCTCA CAATTCCACA CAACATACGA GCCGGAAGCA TAAAGTGTAA AGCCTGGGGT 
7441   GCCTAATGAG TGAGCTAACT CACATTAATT GCGTTGCGCT CACTGCCCGC TTTCCAGTCG 
7501   GGAAACCTGT CGTGCCAGCT GCATTAATGA ATCGGCCAAC GCGCGGGGAG AGGCGGTTTG 
7561   CGTATTGGGC GCTCTTCCGC TTCCTCGCTC ACTGACTCGC TGCGCTCGGT CGTTCGGCTG 
7621   CGGCGAGCGG TATCAGCTCA CTCAAAGGCG GTAATACGGT TATCCACAGA ATCAGGGGAT 
7681   AACGCAGGAA AGAACATGTG AGCAAAAGGC CAGCAAAAGG CCAGGAACCG TAAAAAGGCC 
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7741   GCGTTGCTGG CGTTTTTCCA TAGGCTCCGC CCCCCTGACG AGCATCACAA AAATCGACGC 
7801   TCAAGTCAGA GGTGGCGAAA CCCGACAGGA CTATAAAGAT ACCAGGCGTT TCCCCCTGGA 
7861   AGCTCCCTCG TGCGCTCTCC TGTTCCGACC CTGCCGCTTA CCGGATACCT GTCCGCCTTT 
7921   CTCCCTTCGG GAAGCGTGGC GCTTTCTCAT AGCTCACGCT GTAGGTATCT CAGTTCGGTG 
7981   TAGGTCGTTC GCTCCAAGCT GGGCTGTGTG CACGAACCCC CCGTTCAGCC CGACCGCTGC 
8041   GCCTTATCCG GTAACTATCG TCTTGAGTCC AACCCGGTAA GACACGACTT ATCGCCACTG 
8101   GCAGCAGCCA CTGGTAACAG GATTAGCAGA GCGAGGTATG TAGGCGGTGC TACAGAGTTC 
8161   TTGAAGTGGT GGCCTAACTA CGGCTACACT AGAAGAACAG TATTTGGTAT CTGCGCTCTG 
8221   CTGAAGCCAG TTACCTTCGG AAAAAGAGTT GGTAGCTCTT GATCCGGCAA ACAAACCACC 
8281   GCTGGTAGCG GTTTTTTTGT TTGCAAGCAG CAGATTACGC GCAGAAAAAA AGGATCTCAA 
8341   GAAGATCCTT TGATCTTTTC TACGGGGTCT GACGCTCAGT GGAACGAAAA CTCACGTTAA 
8401   GGGATTTTGG TCATGAGATT ATCAAAAAGG ATCTTCACCT AGATCCTTTT AAATTAAAAA 
8461   TGAAGTTTTA AATCAATCTA AAGTATATAT GAGTAAACTT GGTCTGACAG TTACCAATGC 
8521   TTAATCAGTG AGGCACCTAT CTCAGCGATC TGTCTATTTC GTTCATCCAT AGTTGCCTGA 
8581   CTCCCCGTCG TGTAGATAAC TACGATACGG GAGGGCTTAC CATCTGGCCC CAGTGCTGCA 
8641   ATGATACCGC GAGACCCACG CTCACCGGCT CCAGATTTAT CAGCAATAAA CCAGCCAGCC 
8701   GGAAGGGCCG AGCGCAGAAG TGGTCCTGCA ACTTTATCCG CCTCCATCCA GTCTATTAAT 
8761   TGTTGCCGGG AAGCTAGAGT AAGTAGTTCG CCAGTTAATA GTTTGCGCAA CGTTGTTGCC 
8821   ATTGCTACAG GCATCGTGGT GTCACGCTCG TCGTTTGGTA TGGCTTCATT CAGCTCCGGT 
8881   TCCCAACGAT CAAGGCGAGT TACATGATCC CCCATGTTGT GCAAAAAAGC GGTTAGCTCC 
8941   TTCGGTCCTC CGATCGTTGT CAGAAGTAAG TTGGCCGCAG TGTTATCACT CATGGTTATG 
9001   GCAGCACTGC ATAATTCTCT TACTGTCATG CCATCCGTAA GATGCTTTTC TGTGACTGGT 
9061   GAGTACTCAA CCAAGTCATT CTGAGAATAG TGTATGCGGC GACCGAGTTG CTCTTGCCCG 
9121   GCGTCAATAC GGGATAATAC CGCGCCACAT AGCAGAACTT TAAAAGTGCT CATCATTGGA 
9181   AAACGTTCTT CGGGGCGAAA ACTCTCAAGG ATCTTACCGC TGTTGAGATC CAGTTCGATG 
9241   TAACCCACTC GTGCACCCAA CTGATCTTCA GCATCTTTTA CTTTCACCAG CGTTTCTGGG 
9301   TGAGCAAAAA CAGGAAGGCA AAATGCCGCA AAAAAGGGAA TAAGGGCGAC ACGGAAATGT 
9361   TGAATACTCA TACTCTTCCT TTTTCAATAT TATTGAAGCA TTTATCAGGG TTATTGTCTC 
9421   ATGAGCGGAT ACATATTTGA ATGTATTTAG AAAAATAAAC AAATAGGGGT TCCGCGCACA 
9481   TTTCCCCGAA AAGTGCCACC TGACGTC 
 
8.4.3. GPN FS PR+ V3 in pcDNA 
 
1      GACGGATCGG GAGATCTCCC GATCCCCTAT GGTGCACTCT CAGTACAATC TGCTCTGATG 
61     CCGCATAGTT AAGCCAGTAT CTGCTCCCTG CTTGTGTGTT GGAGGTCGCT GAGTAGTGCG 
121    CGAGCAAAAT TTAAGCTACA ACAAGGCAAG GCTTGACCGA CAATTGCATG AAGAATCTGC 
181    TTAGGGTTAG GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTTGACATT 
241    GATTATTGAC TAGTTATTAA TAGTAATCAA TTACGGGGTC ATTAGTTCAT AGCCCATATA 
301    TGGAGTTCCG CGTTACATAA CTTACGGTAA ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC 
361    CCCGCCCATT GACGTCAATA ATGACGTATG TTCCCATAGT AACGCCAATA GGGACTTTCC 
421    ATTGACGTCA ATGGGTGGAG TATTTACGGT AAACTGCCCA CTTGGCAGTA CATCAAGTGT 
481    ATCATATGCC AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC GCCTGGCATT 
541    ATGCCCAGTA CATGACCTTA TGGGACTTTC CTACTTGGCA GTACATCTAC GTATTAGTCA 
601    TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGTTTTGGC AGTACATCAA TGGGCGTGGA TAGCGGTTTG 
661    ACTCACGGGG ATTTCCAAGT CTCCACCCCA TTGACGTCAA TGGGAGTTTG TTTTGGCACC 
721    AAAATCAACG GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG 
781    GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA 
841    CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGC 
901    GTTTAAACTT AAGCTTGGTA CCGAGCTCGG ATCCACTAGT CCAGTGTGGT GGAATTCGCC 
961    GCCAGCATGG CCGCCAGGGC CAGCGTGCTG AGCGGCGGCG AGCTGGACAG GTGGGAGAAG 
1021   ATCAGGCTGA GGCCCGGCGG CAAGAAGAAG TATAAGCTGA AGCACATCGT GTGGGCCAGC 
1081   AGGGAGCTGG AGAGGTTCGC CGTGAACCCC GGCCTGCTGG AGACCAGCGA GGGCTGCAGG 
1141   CAGATCCTGG GCCAGCTGCA GCCCAGCCTG CAGACCGGCA GCGAGGAGCT GAGGAGCCTG 
1201   TACAACACCG TGGCCACCCT GTACTGCGTG CACCAGAGGA TCGAGATCAA GGACACCAAG 
1261   GAGGCCCTGG ACAAGATCGA GGAGGAGCAG AACAAGTCCA AGAAGAAGGC CCAGCAGGCC 
1321   GCCGCCGACA CCGGCCACAG CAGCCAGGTG AGCCAGAACT ACCCCATCGT GCAGAACATC 
1381   CAGGGCCAGA TGGTGCACCA GGCCATCAGC CCCAGGACCC TGAACGCCTG GGTGAAGGTG 
1441   GTGGAGGAGA AGGCCTTCAG CCCCGAGGTG ATCCCCATGT TCAGCGCCCT GAGCGAGGGA 
1501   GCCACCCCCC AGGACCTGAA CACCATGCTG AACACCGTGG GCGGCCACCA GGCCGCCATG 
1561   CAGATGCTGA AGGAGACCAT CAACGAGGAG GCCGCCGAGT GGGACAGGGT GCACCCCGTG 
1621   CACGCCGGCC CCATCGCCCC CGGCCAGATG AGGGAGCCCC GCGGCAGCGA CATCGCCGGC 
1681   ACCACCAGCA CCCTGCAGGA GCAGATCGGC TGGATGACCA ACAACCCCCC CATCCCCGTG 
1741   GGCGAAATCT ACAAGAGGTG GATCATCCTG GGCCTGAACA AGATCGTGAG GATGTACAGC 
1801   CCCACCAGCA TCCTGGATAT CAGGCAGGGC CCCAAAGAGC CCTTCAGGGA CTACGTGGAC 
1861   AGGTTCTACA AGACCCTGCG CGCCGAGCAG GCCAGCCAGG AGGTGAAGAA CTGGATGACC 
1921   GAGACCCTGC TGGTGCAGAA CGCCAACCCC GACTGCAAGA CCATCCTGAA GGCCCTGGGA 
1981   CCCGCCGCCA CCCTGGAGGA GATGATGACC GCCTGCCAGG GCGTGGGCGG CCCCGGCCAC 
2041   AAGGCCAGGG TGCTGGCCGA GGCCATGAGC CAGGTGACCA ATACAGCTAC CATAATGATG 
2101   CAGAGAGGCA ATTTTAGGAA CCAAAGAAAG ATGGTTAAGT GTTTCAATTG TGGCAAAGAA 
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2161   GGGCACACAG CCAGAAATTG CAGGGCCCCT AGGAAAAAGG GCTGTTGGAA ATGTGGAAAG 
2221   GAAGGACACC AAATGAAAGA TTGTACTGAG AGACAGGCTA ATTTTTTAGG GAAGATCTGG 
2281   CCTTCCTACA AGGGAAGGCC AGGGAATTTT CTTCAGAGCA GACCAGAGCC AACAGCCCCA 
2341   CCATTTCTTC AGAGCAGACC AGAGCCAACA GCCCCACCAG AAGAGAGCTT CAGGTCTGGG 
2401   GTAGAGACAA CAACTCCCCC TCAGAAGCAG GAGCCGATAG ACAAGGAACT GTATCCTTTA 
2461   ACTTCCCTCA GATCACTCTT TGGCAACGAC CCCTCGTCAC AATAAAGATA GGGGGGCAAC 
2521   TAAAGGAAGC TCTATTAGAT ACAGGAGCAG ATGATACAGT ATTAGAAGAA ATGAGTTTGC 
2581   CAGGAAGATG GAAACCAAAA ATGATAGGGG GAATTGGAGG TTTTATCAAA GTAAGACAGT 
2641   ATGATCAGAT ACTCATAGAA ATCTGTGGAC ATAAAGCTAT AGGTACAGTA TTAGTAGGAC 
2701   CTACACCTGT CAACATAATT GGAAGAAATC TGTTGACTCA GATTGGTTGC ACTTTAAATT 
2761   TTCCCATTAG CCCTATTGAG ACTGTACCAG TAAAATTAAA GCCAGGAATG GATGGCCCTA 
2821   AGGTGAAGCA GTGGCCCCTG ACCGAGGAGA AGATCAAGGC CCTGGTGGAG ATCTGCACCG 
2881   AGATGGAGAA GGAGGGCAAG ATCAGCAAGA TCGGCCCCGA GAACCCCTAC AACACCCCCG 
2941   TGTTCGCCAT CAAGAAGAAG GACAGCACCA AGTGGAGGAA GCTGGTGGAC TTCAGGGAGC 
3001   TGAACAAGAG GACCCAGGAC TTCTGGGAGG TGCAGCTGGG CATCCCCCAC CCCGCCGGCC 
3061   TGAAGAAGAA GAAGAGCGTG ACCGTGCTGG ACGTGGGCGA CGCCTACTTC AGCGTGCCCC 
3121   TGGACGAGGA CTTCAGGAAG TATACCCCTT TAAGACCAAT GACTTACAAG GCAGCTGTAG 
3181   ATCTTAGCCA CTTTTTAAAA GAAAAGGGGG GACTGGAAGG GCTAATTCAC TCCCAAAGAA 
3241   GACAAGATAT CCTTGATCTG TGGATCTACC ACACACAAGG CTACTTCCCT GATCCAAGGA 
3301   TGGGTGGCAA GTGGTCAAAA AGTAGTGTGG TTGGATGGCC TGCTGTAAGG GAAAGAATGA 
3361   GACGAGCTGA GCCAGCAGCA GATGGGGTGG GAGCAGCATC TCGAGACCTG GAAAAACATG 
3421   GAGCAATCAC AAGTAGCAAT ACAGCAGCTA CCAATGCTGC TTGTGCCTGG CTAGAAGCAC 
3481   AAGAGGAGGA GGAGGTGGGT TTTCCAGTCA CACCTCAAGT ACCATTCCTG TGGATGGGCT 
3541   ACGAGCTGCA CCCCGACAAG TGGACCGTGC AGCCCATCGT GCTGCCCGAG AAGGACAGCT 
3601   GGACCGTGAA CGACATTCAG AAGCTGGTGG GCAAGCTGAA CTGGGCCAGC CAGATCTACC 
3661   CTGGCATCAA GGTGAGGCAG CTGTGCAAGC TGCTGAGGGG CACAAAGGCT CTGACCGAGG 
3721   TGATCCCCCT GACCGAGGAG GCCGAGCTGG AGCTGGCCGA GAACAGGGAG ATCCTGAAGG 
3781   AGCCCGTGCA CGGCGTGTAC TACGACCCCA GCAAGGACCT GATCGCCGAG ATCCAGAAGC 
3841   AGGGCCAGGG CCAGTGGACC TACCAGATCT ACCAGGAGCC CTTCAAGAAC CTGAAGACCG 
3901   GCAAGTACGC CCGCATGCGC GGCGCCCACA CCAACGACGT GAAGCAGCTG ACCGAGGCCG 
3961   TGCAGAAGAT CACCACCGAG AGCATCGTGA TCTGGGGCAA GACTCCTAAG TTCAAGCTGC 
4021   CCATCCAGAA GGAGACCTGG GAGACCTGGT GGACCGAGTA CTGGCAGGCC ACCTGGATTC 
4081   CCGAGTGGGA GTTCGTGAAC ACCCCTCCCC TGGTGAAGCT GTGGTATCAG CTGGAGAAGG 
4141   AGCCCATCGT GGGCGCCGAG ACCTTCTACG TGGACGGCGC CGCCAACAGG GAGACCAAGC 
4201   TGGGCAAGGC CGGCTACGTG ACCAACAAGG GCCGCCAGAA GGTGGTGCCC CTGACCAACA 
4261   CCACCAACCA GAAGACCGAG CTGCAGGCTA TCTACCTGGC CCTGCAGGAC TCAGGCCTGG 
4321   AGGTGAACAT CGTGACCGAC AGCCAGTACG CCCTGGGCAT CATCCAGGCC CAGCCCGACA 
4381   AGAGCGAGAG CGAGCTGGTG AACCAGATCA TCGAGCAGCT GATCAAGAAG GAGAAGGTGT 
4441   ACCTGGCCTG GGTGCCCGCC CACAAGGGCA TCGGCGGCAA CGAGCAGGTG GACAAGCTGG 
4501   TGAGCGCCGG CATCAGGAAG ATCCTGTTCC TGGACGGCAT CGACAAGGCC CAGGACGAGC 
4561   ACGAGAAGTA CCACAGCAAC TGGAGGGCTA TGGCTAGCGA CTTCAACCTG CCTCCCGTGG 
4621   TGGCTAAGGA GATCGTGGCC AGCGCCTTCA CCATCCCCAG CATCAACAAC GAGACCCCCG 
4681   GCATCCGCTA CCAGTACAAC GTGCTGCCCC AGGGCTGGAA GGGCAGCCCC GCCATCTTCC 
4741   AGAGCAGCAT GACAAAGATC CTGGAGCCCT TCAAGAAGCA GAACCCCGAC ATCGTGATCT 
4801   ATCAGTACAT GGACGACCTG TACGTGGGCA GCGACCTGGA GATCGGCCAG CACAGGACCA 
4861   AGATCGAGGA GCTGAGGCAG CACCTGCTGA GGTGGGGCCT GACCACCCCC GACAAGAAGC 
4921   ACCAGAAGGA GCCCCCATTC CTGTGGAATT GTACAAGACC CAACAACAAT ACAAGAAAAA 
4981   GTATCCGTAT CCAGAGAGGA CCAGGGAGAG CATTTGTTAC AATAGGAAAA ATAGGAAATA 
5041   TGAGACAAGC ACATTGTAAC TAACTCGAGT CTAGAGGGCC CGTTTAAACC CGCTGATCAG 
5101   CCTCGACTGT GCCTTCTAGT TGCCAGCCAT CTGTTGTTTG CCCCTCCCCC GTGCCTTCCT 
5161   TGACCCTGGA AGGTGCCACT CCCACTGTCC TTTCCTAATA AAATGAGGAA ATTGCATCGC 
5221   ATTGTCTGAG TAGGTGTCAT TCTATTCTGG GGGGTGGGGT GGGGCAGGAC AGCAAGGGGG 
5281   AGGATTGGGA AGACAATAGC AGGCATGCTG GGGATGCGGT GGGCTCTATG GCTTCTGAGG 
5341   CGGAAAGAAC CAGCTGGGGC TCTAGGGGGT ATCCCCACGC GCCCTGTAGC GGCGCATTAA 
5401   GCGCGGCGGG TGTGGTGGTT ACGCGCAGCG TGACCGCTAC ACTTGCCAGC GCCCTAGCGC 
5461   CCGCTCCTTT CGCTTTCTTC CCTTCCTTTC TCGCCACGTT CGCCGGCTTT CCCCGTCAAG 
5521   CTCTAAATCG GGGGCTCCCT TTAGGGTTCC GATTTAGTGC TTTACGGCAC CTCGACCCCA 
5581   AAAAACTTGA TTAGGGTGAT GGTTCACGTA GTGGGCCATC GCCCTGATAG ACGGTTTTTC 
5641   GCCCTTTGAC GTTGGAGTCC ACGTTCTTTA ATAGTGGACT CTTGTTCCAA ACTGGAACAA 
5701   CACTCAACCC TATCTCGGTC TATTCTTTTG ATTTATAAGG GATTTTGCCG ATTTCGGCCT 
5761   ATTGGTTAAA AAATGAGCTG ATTTAACAAA AATTTAACGC GAATTAATTC TGTGGAATGT 
5821   GTGTCAGTTA GGGTGTGGAA AGTCCCCAGG CTCCCCAGCA GGCAGAAGTA TGCAAAGCAT 
5881   GCATCTCAAT TAGTCAGCAA CCAGGTGTGG AAAGTCCCCA GGCTCCCCAG CAGGCAGAAG 
5941   TATGCAAAGC ATGCATCTCA ATTAGTCAGC AACCATAGTC CCGCCCCTAA CTCCGCCCAT 
6001   CCCGCCCCTA ACTCCGCCCA GTTCCGCCCA TTCTCCGCCC CATGGCTGAC TAATTTTTTT 
6061   TATTTATGCA GAGGCCGAGG CCGCCTCTGC CTCTGAGCTA TTCCAGAAGT AGTGAGGAGG 
6121   CTTTTTTGGA GGCCTAGGCT TTTGCAAAAA GCTCCCGGGA GCTTGTATAT CCATTTTCGG 
6181   ATCTGATCAA GAGACAGGAT GAGGATCGTT TCGCATGATT GAACAAGATG GATTGCACGC 
6241   AGGTTCTCCG GCCGCTTGGG TGGAGAGGCT ATTCGGCTAT GACTGGGCAC AACAGACAAT 
6301   CGGCTGCTCT GATGCCGCCG TGTTCCGGCT GTCAGCGCAG GGGCGCCCGG TTCTTTTTGT 
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6361   CAAGACCGAC CTGTCCGGTG CCCTGAATGA ACTGCAGGAC GAGGCAGCGC GGCTATCGTG 
6421   GCTGGCCACG ACGGGCGTTC CTTGCGCAGC TGTGCTCGAC GTTGTCACTG AAGCGGGAAG 
6481   GGACTGGCTG CTATTGGGCG AAGTGCCGGG GCAGGATCTC CTGTCATCTC ACCTTGCTCC 
6541   TGCCGAGAAA GTATCCATCA TGGCTGATGC AATGCGGCGG CTGCATACGC TTGATCCGGC 
6601   TACCTGCCCA TTCGACCACC AAGCGAAACA TCGCATCGAG CGAGCACGTA CTCGGATGGA 
6661   AGCCGGTCTT GTCGATCAGG ATGATCTGGA CGAAGAGCAT CAGGGGCTCG CGCCAGCCGA 
6721   ACTGTTCGCC AGGCTCAAGG CGCGCATGCC CGACGGCGAG GATCTCGTCG TGACCCATGG 
6781   CGATGCCTGC TTGCCGAATA TCATGGTGGA AAATGGCCGC TTTTCTGGAT TCATCGACTG 
6841   TGGCCGGCTG GGTGTGGCGG ACCGCTATCA GGACATAGCG TTGGCTACCC GTGATATTGC 
6901   TGAAGAGCTT GGCGGCGAAT GGGCTGACCG CTTCCTCGTG CTTTACGGTA TCGCCGCTCC 
6961   CGATTCGCAG CGCATCGCCT TCTATCGCCT TCTTGACGAG TTCTTCTGAG CGGGACTCTG 
7021   GGGTTCGAAA TGACCGACCA AGCGACGCCC AACCTGCCAT CACGAGATTT CGATTCCACC 
7081   GCCGCCTTCT ATGAAAGGTT GGGCTTCGGA ATCGTTTTCC GGGACGCCGG CTGGATGATC 
7141   CTCCAGCGCG GGGATCTCAT GCTGGAGTTC TTCGCCCACC CCAACTTGTT TATTGCAGCT 
7201   TATAATGGTT ACAAATAAAG CAATAGCATC ACAAATTTCA CAAATAAAGC ATTTTTTTCA 
7261   CTGCATTCTA GTTGTGGTTT GTCCAAACTC ATCAATGTAT CTTATCATGT CTGTATACCG 
7321   TCGACCTCTA GCTAGAGCTT GGCGTAATCA TGGTCATAGC TGTTTCCTGT GTGAAATTGT 
7381   TATCCGCTCA CAATTCCACA CAACATACGA GCCGGAAGCA TAAAGTGTAA AGCCTGGGGT 
7441   GCCTAATGAG TGAGCTAACT CACATTAATT GCGTTGCGCT CACTGCCCGC TTTCCAGTCG 
7501   GGAAACCTGT CGTGCCAGCT GCATTAATGA ATCGGCCAAC GCGCGGGGAG AGGCGGTTTG 
7561   CGTATTGGGC GCTCTTCCGC TTCCTCGCTC ACTGACTCGC TGCGCTCGGT CGTTCGGCTG 
7621   CGGCGAGCGG TATCAGCTCA CTCAAAGGCG GTAATACGGT TATCCACAGA ATCAGGGGAT 
7681   AACGCAGGAA AGAACATGTG AGCAAAAGGC CAGCAAAAGG CCAGGAACCG TAAAAAGGCC 
7741   GCGTTGCTGG CGTTTTTCCA TAGGCTCCGC CCCCCTGACG AGCATCACAA AAATCGACGC 
7801   TCAAGTCAGA GGTGGCGAAA CCCGACAGGA CTATAAAGAT ACCAGGCGTT TCCCCCTGGA 
7861   AGCTCCCTCG TGCGCTCTCC TGTTCCGACC CTGCCGCTTA CCGGATACCT GTCCGCCTTT 
7921   CTCCCTTCGG GAAGCGTGGC GCTTTCTCAT AGCTCACGCT GTAGGTATCT CAGTTCGGTG 
7981   TAGGTCGTTC GCTCCAAGCT GGGCTGTGTG CACGAACCCC CCGTTCAGCC CGACCGCTGC 
8041   GCCTTATCCG GTAACTATCG TCTTGAGTCC AACCCGGTAA GACACGACTT ATCGCCACTG 
8101   GCAGCAGCCA CTGGTAACAG GATTAGCAGA GCGAGGTATG TAGGCGGTGC TACAGAGTTC 
8161   TTGAAGTGGT GGCCTAACTA CGGCTACACT AGAAGAACAG TATTTGGTAT CTGCGCTCTG 
8221   CTGAAGCCAG TTACCTTCGG AAAAAGAGTT GGTAGCTCTT GATCCGGCAA ACAAACCACC 
8281   GCTGGTAGCG GTTTTTTTGT TTGCAAGCAG CAGATTACGC GCAGAAAAAA AGGATCTCAA 
8341   GAAGATCCTT TGATCTTTTC TACGGGGTCT GACGCTCAGT GGAACGAAAA CTCACGTTAA 
8401   GGGATTTTGG TCATGAGATT ATCAAAAAGG ATCTTCACCT AGATCCTTTT AAATTAAAAA 
8461   TGAAGTTTTA AATCAATCTA AAGTATATAT GAGTAAACTT GGTCTGACAG TTACCAATGC 
8521   TTAATCAGTG AGGCACCTAT CTCAGCGATC TGTCTATTTC GTTCATCCAT AGTTGCCTGA 
8581   CTCCCCGTCG TGTAGATAAC TACGATACGG GAGGGCTTAC CATCTGGCCC CAGTGCTGCA 
8641   ATGATACCGC GAGACCCACG CTCACCGGCT CCAGATTTAT CAGCAATAAA CCAGCCAGCC 
8701   GGAAGGGCCG AGCGCAGAAG TGGTCCTGCA ACTTTATCCG CCTCCATCCA GTCTATTAAT 
8761   TGTTGCCGGG AAGCTAGAGT AAGTAGTTCG CCAGTTAATA GTTTGCGCAA CGTTGTTGCC 
8821   ATTGCTACAG GCATCGTGGT GTCACGCTCG TCGTTTGGTA TGGCTTCATT CAGCTCCGGT 
8881   TCCCAACGAT CAAGGCGAGT TACATGATCC CCCATGTTGT GCAAAAAAGC GGTTAGCTCC 
8941   TTCGGTCCTC CGATCGTTGT CAGAAGTAAG TTGGCCGCAG TGTTATCACT CATGGTTATG 
9001   GCAGCACTGC ATAATTCTCT TACTGTCATG CCATCCGTAA GATGCTTTTC TGTGACTGGT 
9061   GAGTACTCAA CCAAGTCATT CTGAGAATAG TGTATGCGGC GACCGAGTTG CTCTTGCCCG 
9121   GCGTCAATAC GGGATAATAC CGCGCCACAT AGCAGAACTT TAAAAGTGCT CATCATTGGA 
9181   AAACGTTCTT CGGGGCGAAA ACTCTCAAGG ATCTTACCGC TGTTGAGATC CAGTTCGATG 
9241   TAACCCACTC GTGCACCCAA CTGATCTTCA GCATCTTTTA CTTTCACCAG CGTTTCTGGG 
9301   TGAGCAAAAA CAGGAAGGCA AAATGCCGCA AAAAAGGGAA TAAGGGCGAC ACGGAAATGT 
9361   TGAATACTCA TACTCTTCCT TTTTCAATAT TATTGAAGCA TTTATCAGGG TTATTGTCTC 
9421   ATGAGCGGAT ACATATTTGA ATGTATTTAG AAAAATAAAC AAATAGGGGT TCCGCGCACA 
9481   TTTCCCCGAA AAGTGCCACC TGACGTC 
 
8.4.4. GPN PR- V3 in pcDNA 
 
1      GACGGATCGG GAGATCTCCC GATCCCCTAT GGTGCACTCT CAGTACAATC TGCTCTGATG 
61     CCGCATAGTT AAGCCAGTAT CTGCTCCCTG CTTGTGTGTT GGAGGTCGCT GAGTAGTGCG 
121    CGAGCAAAAT TTAAGCTACA ACAAGGCAAG GCTTGACCGA CAATTGCATG AAGAATCTGC 
181    TTAGGGTTAG GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTTGACATT 
241    GATTATTGAC TAGTTATTAA TAGTAATCAA TTACGGGGTC ATTAGTTCAT AGCCCATATA 
301    TGGAGTTCCG CGTTACATAA CTTACGGTAA ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC 
361    CCCGCCCATT GACGTCAATA ATGACGTATG TTCCCATAGT AACGCCAATA GGGACTTTCC 
421    ATTGACGTCA ATGGGTGGAG TATTTACGGT AAACTGCCCA CTTGGCAGTA CATCAAGTGT 
481    ATCATATGCC AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC GCCTGGCATT 
541    ATGCCCAGTA CATGACCTTA TGGGACTTTC CTACTTGGCA GTACATCTAC GTATTAGTCA 
601    TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGTTTTGGC AGTACATCAA TGGGCGTGGA TAGCGGTTTG 
661    ACTCACGGGG ATTTCCAAGT CTCCACCCCA TTGACGTCAA TGGGAGTTTG TTTTGGCACC 
721    AAAATCAACG GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG 
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781    GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA 
841    CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGC 
901    GTTTAAACTT AAGCTTGGTA CCGAGCTCGG ATCCACTAGT CCAGTGTGGT GGAATTCGCC 
961    GCCAGCATGG CCGCCAGGGC CAGCGTGCTG AGCGGCGGCG AGCTGGACAG GTGGGAGAAG 
1021   ATCAGGCTGA GGCCCGGCGG CAAGAAGAAG TATAAGCTGA AGCACATCGT GTGGGCCAGC 
1081   AGGGAGCTGG AGAGGTTCGC CGTGAACCCC GGCCTGCTGG AGACCAGCGA GGGCTGCAGG 
1141   CAGATCCTGG GCCAGCTGCA GCCCAGCCTG CAGACCGGCA GCGAGGAGCT GAGGAGCCTG 
1201   TACAACACCG TGGCCACCCT GTACTGCGTG CACCAGAGGA TCGAGATCAA GGACACCAAG 
1261   GAGGCCCTGG ACAAGATCGA GGAGGAGCAG AACAAGTCCA AGAAGAAGGC CCAGCAGGCC 
1321   GCCGCCGACA CCGGCCACAG CAGCCAGGTG AGCCAGAACT ACCCCATCGT GCAGAACATC 
1381   CAGGGCCAGA TGGTGCACCA GGCCATCAGC CCCAGGACCC TGAACGCCTG GGTGAAGGTG 
1441   GTGGAGGAGA AGGCCTTCAG CCCCGAGGTG ATCCCCATGT TCAGCGCCCT GAGCGAGGGA 
1501   GCCACCCCCC AGGACCTGAA CACCATGCTG AACACCGTGG GCGGCCACCA GGCCGCCATG 
1561   CAGATGCTGA AGGAGACCAT CAACGAGGAG GCCGCCGAGT GGGACAGGGT GCACCCCGTG 
1621   CACGCCGGCC CCATCGCCCC CGGCCAGATG AGGGAGCCCC GCGGCAGCGA CATCGCCGGC 
1681   ACCACCAGCA CCCTGCAGGA GCAGATCGGC TGGATGACCA ACAACCCCCC CATCCCCGTG 
1741   GGCGAAATCT ACAAGAGGTG GATCATCCTG GGCCTGAACA AGATCGTGAG GATGTACAGC 
1801   CCCACCAGCA TCCTGGATAT CAGGCAGGGC CCCAAAGAGC CCTTCAGGGA CTACGTGGAC 
1861   AGGTTCTACA AGACCCTGCG CGCCGAGCAG GCCAGCCAGG AGGTGAAGAA CTGGATGACC 
1921   GAGACCCTGC TGGTGCAGAA CGCCAACCCC GACTGCAAGA CCATCCTGAA GGCCCTGGGA 
1981   CCCGCCGCCA CCCTGGAGGA GATGATGACC GCCTGCCAGG GCGTGGGCGG CCCCGGCCAC 
2041   AAGGCCAGGG TGCTGGCCGA GGCCATGAGC CAGGTGACCA ACACCGCCAC CATCATGATG 
2101   CAGAGGGGCA ACTTCAGGAA CCAGAGGAAG ATGGTGAAGT GCTTCAACTG CGGCAAGGAG 
2161   GGCCACACCG CCAGGAACTG CCGCGCCCCC AGGAAGAAGG GCTGCTGGAA GTGCGGCAAG 
2221   GAGGGCCACC AGATGAAGGA CTGCACCGAG AGACAGGCTA ATTTTAGGGA AGATCTGGCC 
2281   TTCCTACAAG GGAAGGCCAG GGAATTTTCT TCAGAGCAGA CCAGAGCCAA CAGCCCCACC 
2341   ATTTCTTCAG AGCAGACCAG AGCCAACAGC CCCACCAGAA GAGAGCTTCA GGTCTGGGGT 
2401   AGAGACAACA ACTCCCCCTC AGAAGCAGGA GCCGATAGAC AAGGAACTGT ATCCTTTAAC 
2461   TTCCCTCAGA TCACTCTTTG GCAACGACCC CTCGTCACAA TAAAGATCGG TGGCCAGCTG 
2521   AAGGAGGCCC TGCTGGCCAC CGGCGCCGAC GACACCGTGC TGGAGGAGAT GAGCCTGCCC 
2581   GGCAGGTGGA AGCCCAAGAT GATCGGCGGC ATCGGCGGCT TCATCAAGGT GAGGCAGTAC 
2641   GACCAGATCC TGATCGAGAT CTGCGGCCAC AAGGCCATCG GCACCGTGCT GGTGGGACCT 
2701   ACACCTGTGA ACATCATCGG CAGGAACCTG CTGACCCAGA TCGGCTGCAC CCTGAACTTC 
2761   CCCATCAGCC CCATCGAGAC CGTGCCCGTG AAGCTGAAGC CCGGCATGGA CGGCCCTAAG 
2821   GTGAAGCAGT GGCCCCTGAC CGAGGAGAAG ATCAAGGCCC TGGTGGAGAT CTGCACCGAG 
2881   ATGGAGAAGG AGGGCAAGAT CAGCAAGATC GGCCCCGAGA ACCCCTACAA CACCCCCGTG 
2941   TTCGCCATCA AGAAGAAGGA CAGCACCAAG TGGAGGAAGC TGGTGGACTT CAGGGAGCTG 
3001   AACAAGAGGA CCCAGGACTT CTGGGAGGTG CAGCTGGGCA TCCCCCACCC CGCCGGCCTG 
3061   AAGAAGAAGA AGAGCGTGAC CGTGCTGGAC GTGGGCGACG CCTACTTCAG CGTGCCCCTG 
3121   GACGAGGACT TCAGGAAGTA TACCCCTTTA AGACCAATGA CTTACAAGGC AGCTGTAGAT 
3181   CTTAGCCACT TTTTAAAAGA AAAGGGGGGA CTGGAAGGGC TAATTCACTC CCAAAGAAGA 
3241   CAAGATATCC TTGATCTGTG GATCTACCAC ACACAAGGCT ACTTCCCTGA TCCAAGGATG 
3301   GGTGGCAAGT GGTCAAAAAG TAGTGTGGTT GGATGGCCTG CTGTAAGGGA AAGAATGAGA 
3361   CGAGCTGAGC CAGCAGCAGA TGGGGTGGGA GCAGCATCTC GAGACCTGGA AAAACATGGA 
3421   GCAATCACAA GTAGCAATAC AGCAGCTACC AATGCTGCTT GTGCCTGGCT AGAAGCACAA 
3481   GAGGAGGAGG AGGTGGGTTT TCCAGTCACA CCTCAAGTAC CATTCCTGTG GATGGGCTAC 
3541   GAGCTGCACC CCGACAAGTG GACCGTGCAG CCCATCGTGC TGCCCGAGAA GGACAGCTGG 
3601   ACCGTGAACG ACATTCAGAA GCTGGTGGGC AAGCTGAACT GGGCCAGCCA GATCTACCCT 
3661   GGCATCAAGG TGAGGCAGCT GTGCAAGCTG CTGAGGGGCA CAAAGGCTCT GACCGAGGTG 
3721   ATCCCCCTGA CCGAGGAGGC CGAGCTGGAG CTGGCCGAGA ACAGGGAGAT CCTGAAGGAG 
3781   CCCGTGCACG GCGTGTACTA CGACCCCAGC AAGGACCTGA TCGCCGAGAT CCAGAAGCAG 
3841   GGCCAGGGCC AGTGGACCTA CCAGATCTAC CAGGAGCCCT TCAAGAACCT GAAGACCGGC 
3901   AAGTACGCCC GCATGCGCGG CGCCCACACC AACGACGTGA AGCAGCTGAC CGAGGCCGTG 
3961   CAGAAGATCA CCACCGAGAG CATCGTGATC TGGGGCAAGA CTCCTAAGTT CAAGCTGCCC 
4021   ATCCAGAAGG AGACCTGGGA GACCTGGTGG ACCGAGTACT GGCAGGCCAC CTGGATTCCC 
4081   GAGTGGGAGT TCGTGAACAC CCCTCCCCTG GTGAAGCTGT GGTATCAGCT GGAGAAGGAG 
4141   CCCATCGTGG GCGCCGAGAC CTTCTACGTG GACGGCGCCG CCAACAGGGA GACCAAGCTG 
4201   GGCAAGGCCG GCTACGTGAC CAACAAGGGC CGCCAGAAGG TGGTGCCCCT GACCAACACC 
4261   ACCAACCAGA AGACCGAGCT GCAGGCTATC TACCTGGCCC TGCAGGACTC AGGCCTGGAG 
4321   GTGAACATCG TGACCGACAG CCAGTACGCC CTGGGCATCA TCCAGGCCCA GCCCGACAAG 
4381   AGCGAGAGCG AGCTGGTGAA CCAGATCATC GAGCAGCTGA TCAAGAAGGA GAAGGTGTAC 
4441   CTGGCCTGGG TGCCCGCCCA CAAGGGCATC GGCGGCAACG AGCAGGTGGA CAAGCTGGTG 
4501   AGCGCCGGCA TCAGGAAGAT CCTGTTCCTG GACGGCATCG ACAAGGCCCA GGACGAGCAC 
4561   GAGAAGTACC ACAGCAACTG GAGGGCTATG GCTAGCGACT TCAACCTGCC TCCCGTGGTG 
4621   GCTAAGGAGA TCGTGGCCAG CGCCTTCACC ATCCCCAGCA TCAACAACGA GACCCCCGGC 
4681   ATCCGCTACC AGTACAACGT GCTGCCCCAG GGCTGGAAGG GCAGCCCCGC CATCTTCCAG 
4741   AGCAGCATGA CAAAGATCCT GGAGCCCTTC AAGAAGCAGA ACCCCGACAT CGTGATCTAT 
4801   CAGTACATGG ACGACCTGTA CGTGGGCAGC GACCTGGAGA TCGGCCAGCA CAGGACCAAG 
4861   ATCGAGGAGC TGAGGCAGCA CCTGCTGAGG TGGGGCCTGA CCACCCCCGA CAAGAAGCAC 
4921   CAGAAGGAGC CCCCATTCCT GTGGAATTGT ACAAGACCCA ACAACAATAC AAGAAAAAGT 
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4981   ATCCGTATCC AGAGAGGACC AGGGAGAGCA TTTGTTACAA TAGGAAAAAT AGGAAATATG 
5041   AGACAAGCAC ATTGTAACTA ACTCGAGTCT AGAGGGCCCG TTTAAACCCG CTGATCAGCC 
5101   TCGACTGTGC CTTCTAGTTG CCAGCCATCT GTTGTTTGCC CCTCCCCCGT GCCTTCCTTG 
5161   ACCCTGGAAG GTGCCACTCC CACTGTCCTT TCCTAATAAA ATGAGGAAAT TGCATCGCAT 
5221   TGTCTGAGTA GGTGTCATTC TATTCTGGGG GGTGGGGTGG GGCAGGACAG CAAGGGGGAG 
5281   GATTGGGAAG ACAATAGCAG GCATGCTGGG GATGCGGTGG GCTCTATGGC TTCTGAGGCG 
5341   GAAAGAACCA GCTGGGGCTC TAGGGGGTAT CCCCACGCGC CCTGTAGCGG CGCATTAAGC 
5401   GCGGCGGGTG TGGTGGTTAC GCGCAGCGTG ACCGCTACAC TTGCCAGCGC CCTAGCGCCC 
5461   GCTCCTTTCG CTTTCTTCCC TTCCTTTCTC GCCACGTTCG CCGGCTTTCC CCGTCAAGCT 
5521   CTAAATCGGG GGCTCCCTTT AGGGTTCCGA TTTAGTGCTT TACGGCACCT CGACCCCAAA 
5581   AAACTTGATT AGGGTGATGG TTCACGTAGT GGGCCATCGC CCTGATAGAC GGTTTTTCGC 
5641   CCTTTGACGT TGGAGTCCAC GTTCTTTAAT AGTGGACTCT TGTTCCAAAC TGGAACAACA 
5701   CTCAACCCTA TCTCGGTCTA TTCTTTTGAT TTATAAGGGA TTTTGCCGAT TTCGGCCTAT 
5761   TGGTTAAAAA ATGAGCTGAT TTAACAAAAA TTTAACGCGA ATTAATTCTG TGGAATGTGT 
5821   GTCAGTTAGG GTGTGGAAAG TCCCCAGGCT CCCCAGCAGG CAGAAGTATG CAAAGCATGC 
5881   ATCTCAATTA GTCAGCAACC AGGTGTGGAA AGTCCCCAGG CTCCCCAGCA GGCAGAAGTA 
5941   TGCAAAGCAT GCATCTCAAT TAGTCAGCAA CCATAGTCCC GCCCCTAACT CCGCCCATCC 
6001   CGCCCCTAAC TCCGCCCAGT TCCGCCCATT CTCCGCCCCA TGGCTGACTA ATTTTTTTTA 
6061   TTTATGCAGA GGCCGAGGCC GCCTCTGCCT CTGAGCTATT CCAGAAGTAG TGAGGAGGCT 
6121   TTTTTGGAGG CCTAGGCTTT TGCAAAAAGC TCCCGGGAGC TTGTATATCC ATTTTCGGAT 
6181   CTGATCAAGA GACAGGATGA GGATCGTTTC GCATGATTGA ACAAGATGGA TTGCACGCAG 
6241   GTTCTCCGGC CGCTTGGGTG GAGAGGCTAT TCGGCTATGA CTGGGCACAA CAGACAATCG 
6301   GCTGCTCTGA TGCCGCCGTG TTCCGGCTGT CAGCGCAGGG GCGCCCGGTT CTTTTTGTCA 
6361   AGACCGACCT GTCCGGTGCC CTGAATGAAC TGCAGGACGA GGCAGCGCGG CTATCGTGGC 
6421   TGGCCACGAC GGGCGTTCCT TGCGCAGCTG TGCTCGACGT TGTCACTGAA GCGGGAAGGG 
6481   ACTGGCTGCT ATTGGGCGAA GTGCCGGGGC AGGATCTCCT GTCATCTCAC CTTGCTCCTG 
6541   CCGAGAAAGT ATCCATCATG GCTGATGCAA TGCGGCGGCT GCATACGCTT GATCCGGCTA 
6601   CCTGCCCATT CGACCACCAA GCGAAACATC GCATCGAGCG AGCACGTACT CGGATGGAAG 
6661   CCGGTCTTGT CGATCAGGAT GATCTGGACG AAGAGCATCA GGGGCTCGCG CCAGCCGAAC 
6721   TGTTCGCCAG GCTCAAGGCG CGCATGCCCG ACGGCGAGGA TCTCGTCGTG ACCCATGGCG 
6781   ATGCCTGCTT GCCGAATATC ATGGTGGAAA ATGGCCGCTT TTCTGGATTC ATCGACTGTG 
6841   GCCGGCTGGG TGTGGCGGAC CGCTATCAGG ACATAGCGTT GGCTACCCGT GATATTGCTG 
6901   AAGAGCTTGG CGGCGAATGG GCTGACCGCT TCCTCGTGCT TTACGGTATC GCCGCTCCCG 
6961   ATTCGCAGCG CATCGCCTTC TATCGCCTTC TTGACGAGTT CTTCTGAGCG GGACTCTGGG 
7021   GTTCGAAATG ACCGACCAAG CGACGCCCAA CCTGCCATCA CGAGATTTCG ATTCCACCGC 
7081   CGCCTTCTAT GAAAGGTTGG GCTTCGGAAT CGTTTTCCGG GACGCCGGCT GGATGATCCT 
7141   CCAGCGCGGG GATCTCATGC TGGAGTTCTT CGCCCACCCC AACTTGTTTA TTGCAGCTTA 
7201   TAATGGTTAC AAATAAAGCA ATAGCATCAC AAATTTCACA AATAAAGCAT TTTTTTCACT 
7261   GCATTCTAGT TGTGGTTTGT CCAAACTCAT CAATGTATCT TATCATGTCT GTATACCGTC 
7321   GACCTCTAGC TAGAGCTTGG CGTAATCATG GTCATAGCTG TTTCCTGTGT GAAATTGTTA 
7381   TCCGCTCACA ATTCCACACA ACATACGAGC CGGAAGCATA AAGTGTAAAG CCTGGGGTGC 
7441   CTAATGAGTG AGCTAACTCA CATTAATTGC GTTGCGCTCA CTGCCCGCTT TCCAGTCGGG 
7501   AAACCTGTCG TGCCAGCTGC ATTAATGAAT CGGCCAACGC GCGGGGAGAG GCGGTTTGCG 
7561   TATTGGGCGC TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC TGACTCGCTG CGCTCGGTCG TTCGGCTGCG 
7621   GCGAGCGGTA TCAGCTCACT CAAAGGCGGT AATACGGTTA TCCACAGAAT CAGGGGATAA 
7681   CGCAGGAAAG AACATGTGAG CAAAAGGCCA GCAAAAGGCC AGGAACCGTA AAAAGGCCGC 
7741   GTTGCTGGCG TTTTTCCATA GGCTCCGCCC CCCTGACGAG CATCACAAAA ATCGACGCTC 
7801   AAGTCAGAGG TGGCGAAACC CGACAGGACT ATAAAGATAC CAGGCGTTTC CCCCTGGAAG 
7861   CTCCCTCGTG CGCTCTCCTG TTCCGACCCT GCCGCTTACC GGATACCTGT CCGCCTTTCT 
7921   CCCTTCGGGA AGCGTGGCGC TTTCTCATAG CTCACGCTGT AGGTATCTCA GTTCGGTGTA 
7981   GGTCGTTCGC TCCAAGCTGG GCTGTGTGCA CGAACCCCCC GTTCAGCCCG ACCGCTGCGC 
8041   CTTATCCGGT AACTATCGTC TTGAGTCCAA CCCGGTAAGA CACGACTTAT CGCCACTGGC 
8101   AGCAGCCACT GGTAACAGGA TTAGCAGAGC GAGGTATGTA GGCGGTGCTA CAGAGTTCTT 
8161   GAAGTGGTGG CCTAACTACG GCTACACTAG AAGAACAGTA TTTGGTATCT GCGCTCTGCT 
8221   GAAGCCAGTT ACCTTCGGAA AAAGAGTTGG TAGCTCTTGA TCCGGCAAAC AAACCACCGC 
8281   TGGTAGCGGT TTTTTTGTTT GCAAGCAGCA GATTACGCGC AGAAAAAAAG GATCTCAAGA 
8341   AGATCCTTTG ATCTTTTCTA CGGGGTCTGA CGCTCAGTGG AACGAAAACT CACGTTAAGG 
8401   GATTTTGGTC ATGAGATTAT CAAAAAGGAT CTTCACCTAG ATCCTTTTAA ATTAAAAATG 
8461   AAGTTTTAAA TCAATCTAAA GTATATATGA GTAAACTTGG TCTGACAGTT ACCAATGCTT 
8521   AATCAGTGAG GCACCTATCT CAGCGATCTG TCTATTTCGT TCATCCATAG TTGCCTGACT 
8581   CCCCGTCGTG TAGATAACTA CGATACGGGA GGGCTTACCA TCTGGCCCCA GTGCTGCAAT 
8641   GATACCGCGA GACCCACGCT CACCGGCTCC AGATTTATCA GCAATAAACC AGCCAGCCGG 
8701   AAGGGCCGAG CGCAGAAGTG GTCCTGCAAC TTTATCCGCC TCCATCCAGT CTATTAATTG 
8761   TTGCCGGGAA GCTAGAGTAA GTAGTTCGCC AGTTAATAGT TTGCGCAACG TTGTTGCCAT 
8821   TGCTACAGGC ATCGTGGTGT CACGCTCGTC GTTTGGTATG GCTTCATTCA GCTCCGGTTC 
8881   CCAACGATCA AGGCGAGTTA CATGATCCCC CATGTTGTGC AAAAAAGCGG TTAGCTCCTT 
8941   CGGTCCTCCG ATCGTTGTCA GAAGTAAGTT GGCCGCAGTG TTATCACTCA TGGTTATGGC 
9001   AGCACTGCAT AATTCTCTTA CTGTCATGCC ATCCGTAAGA TGCTTTTCTG TGACTGGTGA 
9061   GTACTCAACC AAGTCATTCT GAGAATAGTG TATGCGGCGA CCGAGTTGCT CTTGCCCGGC 
9121   GTCAATACGG GATAATACCG CGCCACATAG CAGAACTTTA AAAGTGCTCA TCATTGGAAA 
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9181   ACGTTCTTCG GGGCGAAAAC TCTCAAGGAT CTTACCGCTG TTGAGATCCA GTTCGATGTA 
9241   ACCCACTCGT GCACCCAACT GATCTTCAGC ATCTTTTACT TTCACCAGCG TTTCTGGGTG 
9301   AGCAAAAACA GGAAGGCAAA ATGCCGCAAA AAAGGGAATA AGGGCGACAC GGAAATGTTG 
9361   AATACTCATA CTCTTCCTTT TTCAATATTA TTGAAGCATT TATCAGGGTT ATTGTCTCAT 
9421   GAGCGGATAC ATATTTGAAT GTATTTAGAA AAATAAACAA ATAGGGGTTC CGCGCACATT 
9481   TCCCCGAAAA GTGCCACCTG ACGTC 
 
8.4.5. GPN PR+/- V3 in pcDNA 
 
1      GACGGATCGG GAGATCTCCC GATCCCCTAT GGTGCACTCT CAGTACAATC TGCTCTGATG 
61     CCGCATAGTT AAGCCAGTAT CTGCTCCCTG CTTGTGTGTT GGAGGTCGCT GAGTAGTGCG 
121    CGAGCAAAAT TTAAGCTACA ACAAGGCAAG GCTTGACCGA CAATTGCATG AAGAATCTGC 
181    TTAGGGTTAG GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTTGACATT 
241    GATTATTGAC TAGTTATTAA TAGTAATCAA TTACGGGGTC ATTAGTTCAT AGCCCATATA 
301    TGGAGTTCCG CGTTACATAA CTTACGGTAA ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC 
361    CCCGCCCATT GACGTCAATA ATGACGTATG TTCCCATAGT AACGCCAATA GGGACTTTCC 
421    ATTGACGTCA ATGGGTGGAG TATTTACGGT AAACTGCCCA CTTGGCAGTA CATCAAGTGT 
481    ATCATATGCC AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC GCCTGGCATT 
541    ATGCCCAGTA CATGACCTTA TGGGACTTTC CTACTTGGCA GTACATCTAC GTATTAGTCA 
601    TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGTTTTGGC AGTACATCAA TGGGCGTGGA TAGCGGTTTG 
661    ACTCACGGGG ATTTCCAAGT CTCCACCCCA TTGACGTCAA TGGGAGTTTG TTTTGGCACC 
721    AAAATCAACG GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG 
781    GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA 
841    CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGC 
901    GTTTAAACTT AAGCTTGGTA CCGAGCTCGG ATCCACTAGT CCAGTGTGGT GGAATTCGCC 
961    GCCAGCATGG CCGCCAGGGC CAGCGTGCTG AGCGGCGGCG AGCTGGACAG GTGGGAGAAG 
1021   ATCAGGCTGA GGCCCGGCGG CAAGAAGAAG TATAAGCTGA AGCACATCGT GTGGGCCAGC 
1081   AGGGAGCTGG AGAGGTTCGC CGTGAACCCC GGCCTGCTGG AGACCAGCGA GGGCTGCAGG 
1141   CAGATCCTGG GCCAGCTGCA GCCCAGCCTG CAGACCGGCA GCGAGGAGCT GAGGAGCCTG 
1201   TACAACACCG TGGCCACCCT GTACTGCGTG CACCAGAGGA TCGAGATCAA GGACACCAAG 
1261   GAGGCCCTGG ACAAGATCGA GGAGGAGCAG AACAAGTCCA AGAAGAAGGC CCAGCAGGCC 
1321   GCCGCCGACA CCGGCCACAG CAGCCAGGTG AGCCAGAACT ACCCCATCGT GCAGAACATC 
1381   CAGGGCCAGA TGGTGCACCA GGCCATCAGC CCCAGGACCC TGAACGCCTG GGTGAAGGTG 
1441   GTGGAGGAGA AGGCCTTCAG CCCCGAGGTG ATCCCCATGT TCAGCGCCCT GAGCGAGGGA 
1501   GCCACCCCCC AGGACCTGAA CACCATGCTG AACACCGTGG GCGGCCACCA GGCCGCCATG 
1561   CAGATGCTGA AGGAGACCAT CAACGAGGAG GCCGCCGAGT GGGACAGGGT GCACCCCGTG 
1621   CACGCCGGCC CCATCGCCCC CGGCCAGATG AGGGAGCCCC GCGGCAGCGA CATCGCCGGC 
1681   ACCACCAGCA CCCTGCAGGA GCAGATCGGC TGGATGACCA ACAACCCCCC CATCCCCGTG 
1741   GGCGAAATCT ACAAGAGGTG GATCATCCTG GGCCTGAACA AGATCGTGAG GATGTACAGC 
1801   CCCACCAGCA TCCTGGATAT CAGGCAGGGC CCCAAAGAGC CCTTCAGGGA CTACGTGGAC 
1861   AGGTTCTACA AGACCCTGCG CGCCGAGCAG GCCAGCCAGG AGGTGAAGAA CTGGATGACC 
1921   GAGACCCTGC TGGTGCAGAA CGCCAACCCC GACTGCAAGA CCATCCTGAA GGCCCTGGGA 
1981   CCCGCCGCCA CCCTGGAGGA GATGATGACC GCCTGCCAGG GCGTGGGCGG CCCCGGCCAC 
2041   AAGGCCAGGG TGCTGGCCGA GGCCATGAGC CAGGTGACCA ACACCGCCAC CATCATGATG 
2101   CAGAGGGGCA ACTTCAGGAA CCAGAGGAAG ATGGTGAAGT GCTTCAACTG CGGCAAGGAG 
2161   GGCCACACCG CCAGGAACTG CCGCGCCCCC AGGAAGAAGG GCTGCTGGAA GTGCGGCAAG 
2221   GAGGGCCACC AGATGAAGGA CTGCACCGAG AGACAGGCTA ATTTTAGGGA AGATCTGGCC 
2281   TTCCTACAAG GGAAGGCCAG GGAATTTTCT TCAGAGCAGA CCAGAGCCAA CAGCCCCACC 
2341   ATTTCTTCAG AGCAGACCAG AGCCAACAGC CCCACCAGAA GAGAGCTTCA GGTCTGGGGT 
2401   AGAGACAACA ACTCCCCCTC AGAAGCAGGA GCCGATAGAC AAGGAACTGT ATCCTTTAAC 
2461   TTCCCTCAGA TCACTCTTTG GCAACGACCC CTCGTCACAA TAAAGATCGG TGGCCAGCTG 
2521   AAGGAGGCCC TGCTGGACAG CGGCGCCGAC GACACCGTGC TGGAGGAGAT GAGCCTGCCC 
2581   GGCAGGTGGA AGCCCAAGAT GATCGGCGGC ATCGGCGGCT TCATCAAGGT GAGGCAGTAC 
2641   GACCAGATCC TGATCGAGAT CTGCGGCCAC AAGGCCATCG GCACCGTGCT GGTGGGACCT 
2701   ACACCTGTGA ACATCATCGG CAGGAACCTG CTGACCCAGA TCGGCTGCAC CCTGAACTTC 
2761   CCCATCAGCC CCATCGAGAC CGTGCCCGTG AAGCTGAAGC CCGGCATGGA CGGCCCTAAG 
2821   GTGAAGCAGT GGCCCCTGAC CGAGGAGAAG ATCAAGGCCC TGGTGGAGAT CTGCACCGAG 
2881   ATGGAGAAGG AGGGCAAGAT CAGCAAGATC GGCCCCGAGA ACCCCTACAA CACCCCCGTG 
2941   TTCGCCATCA AGAAGAAGGA CAGCACCAAG TGGAGGAAGC TGGTGGACTT CAGGGAGCTG 
3001   AACAAGAGGA CCCAGGACTT CTGGGAGGTG CAGCTGGGCA TCCCCCACCC CGCCGGCCTG 
3061   AAGAAGAAGA AGAGCGTGAC CGTGCTGGAC GTGGGCGACG CCTACTTCAG CGTGCCCCTG 
3121   GACGAGGACT TCAGGAAGTA TACCCCTTTA AGACCAATGA CTTACAAGGC AGCTGTAGAT 
3181   CTTAGCCACT TTTTAAAAGA AAAGGGGGGA CTGGAAGGGC TAATTCACTC CCAAAGAAGA 
3241   CAAGATATCC TTGATCTGTG GATCTACCAC ACACAAGGCT ACTTCCCTGA TCCAAGGATG 
3301   GGTGGCAAGT GGTCAAAAAG TAGTGTGGTT GGATGGCCTG CTGTAAGGGA AAGAATGAGA 
3361   CGAGCTGAGC CAGCAGCAGA TGGGGTGGGA GCAGCATCTC GAGACCTGGA AAAACATGGA 
3421   GCAATCACAA GTAGCAATAC AGCAGCTACC AATGCTGCTT GTGCCTGGCT AGAAGCACAA 
3481   GAGGAGGAGG AGGTGGGTTT TCCAGTCACA CCTCAAGTAC CATTCCTGTG GATGGGCTAC 
3541   GAGCTGCACC CCGACAAGTG GACCGTGCAG CCCATCGTGC TGCCCGAGAA GGACAGCTGG 
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3601   ACCGTGAACG ACATTCAGAA GCTGGTGGGC AAGCTGAACT GGGCCAGCCA GATCTACCCT 
3661   GGCATCAAGG TGAGGCAGCT GTGCAAGCTG CTGAGGGGCA CAAAGGCTCT GACCGAGGTG 
3721   ATCCCCCTGA CCGAGGAGGC CGAGCTGGAG CTGGCCGAGA ACAGGGAGAT CCTGAAGGAG 
3781   CCCGTGCACG GCGTGTACTA CGACCCCAGC AAGGACCTGA TCGCCGAGAT CCAGAAGCAG 
3841   GGCCAGGGCC AGTGGACCTA CCAGATCTAC CAGGAGCCCT TCAAGAACCT GAAGACCGGC 
3901   AAGTACGCCC GCATGCGCGG CGCCCACACC AACGACGTGA AGCAGCTGAC CGAGGCCGTG 
3961   CAGAAGATCA CCACCGAGAG CATCGTGATC TGGGGCAAGA CTCCTAAGTT CAAGCTGCCC 
4021   ATCCAGAAGG AGACCTGGGA GACCTGGTGG ACCGAGTACT GGCAGGCCAC CTGGATTCCC 
4081   GAGTGGGAGT TCGTGAACAC CCCTCCCCTG GTGAAGCTGT GGTATCAGCT GGAGAAGGAG 
4141   CCCATCGTGG GCGCCGAGAC CTTCTACGTG GACGGCGCCG CCAACAGGGA GACCAAGCTG 
4201   GGCAAGGCCG GCTACGTGAC CAACAAGGGC CGCCAGAAGG TGGTGCCCCT GACCAACACC 
4261   ACCAACCAGA AGACCGAGCT GCAGGCTATC TACCTGGCCC TGCAGGACTC AGGCCTGGAG 
4321   GTGAACATCG TGACCGACAG CCAGTACGCC CTGGGCATCA TCCAGGCCCA GCCCGACAAG 
4381   AGCGAGAGCG AGCTGGTGAA CCAGATCATC GAGCAGCTGA TCAAGAAGGA GAAGGTGTAC 
4441   CTGGCCTGGG TGCCCGCCCA CAAGGGCATC GGCGGCAACG AGCAGGTGGA CAAGCTGGTG 
4501   AGCGCCGGCA TCAGGAAGAT CCTGTTCCTG GACGGCATCG ACAAGGCCCA GGACGAGCAC 
4561   GAGAAGTACC ACAGCAACTG GAGGGCTATG GCTAGCGACT TCAACCTGCC TCCCGTGGTG 
4621   GCTAAGGAGA TCGTGGCCAG CGCCTTCACC ATCCCCAGCA TCAACAACGA GACCCCCGGC 
4681   ATCCGCTACC AGTACAACGT GCTGCCCCAG GGCTGGAAGG GCAGCCCCGC CATCTTCCAG 
4741   AGCAGCATGA CAAAGATCCT GGAGCCCTTC AAGAAGCAGA ACCCCGACAT CGTGATCTAT 
4801   CAGTACATGG ACGACCTGTA CGTGGGCAGC GACCTGGAGA TCGGCCAGCA CAGGACCAAG 
4861   ATCGAGGAGC TGAGGCAGCA CCTGCTGAGG TGGGGCCTGA CCACCCCCGA CAAGAAGCAC 
4921   CAGAAGGAGC CCCCATTCCT GTGGAATTGT ACAAGACCCA ACAACAATAC AAGAAAAAGT 
4981   ATCCGTATCC AGAGAGGACC AGGGAGAGCA TTTGTTACAA TAGGAAAAAT AGGAAATATG 
5041   AGACAAGCAC ATTGTAACTA ACTCGAGTCT AGAGGGCCCG TTTAAACCCG CTGATCAGCC 
5101   TCGACTGTGC CTTCTAGTTG CCAGCCATCT GTTGTTTGCC CCTCCCCCGT GCCTTCCTTG 
5161   ACCCTGGAAG GTGCCACTCC CACTGTCCTT TCCTAATAAA ATGAGGAAAT TGCATCGCAT 
5221   TGTCTGAGTA GGTGTCATTC TATTCTGGGG GGTGGGGTGG GGCAGGACAG CAAGGGGGAG 
5281   GATTGGGAAG ACAATAGCAG GCATGCTGGG GATGCGGTGG GCTCTATGGC TTCTGAGGCG 
5341   GAAAGAACCA GCTGGGGCTC TAGGGGGTAT CCCCACGCGC CCTGTAGCGG CGCATTAAGC 
5401   GCGGCGGGTG TGGTGGTTAC GCGCAGCGTG ACCGCTACAC TTGCCAGCGC CCTAGCGCCC 
5461   GCTCCTTTCG CTTTCTTCCC TTCCTTTCTC GCCACGTTCG CCGGCTTTCC CCGTCAAGCT 
5521   CTAAATCGGG GGCTCCCTTT AGGGTTCCGA TTTAGTGCTT TACGGCACCT CGACCCCAAA 
5581   AAACTTGATT AGGGTGATGG TTCACGTAGT GGGCCATCGC CCTGATAGAC GGTTTTTCGC 
5641   CCTTTGACGT TGGAGTCCAC GTTCTTTAAT AGTGGACTCT TGTTCCAAAC TGGAACAACA 
5701   CTCAACCCTA TCTCGGTCTA TTCTTTTGAT TTATAAGGGA TTTTGCCGAT TTCGGCCTAT 
5761   TGGTTAAAAA ATGAGCTGAT TTAACAAAAA TTTAACGCGA ATTAATTCTG TGGAATGTGT 
5821   GTCAGTTAGG GTGTGGAAAG TCCCCAGGCT CCCCAGCAGG CAGAAGTATG CAAAGCATGC 
5881   ATCTCAATTA GTCAGCAACC AGGTGTGGAA AGTCCCCAGG CTCCCCAGCA GGCAGAAGTA 
5941   TGCAAAGCAT GCATCTCAAT TAGTCAGCAA CCATAGTCCC GCCCCTAACT CCGCCCATCC 
6001   CGCCCCTAAC TCCGCCCAGT TCCGCCCATT CTCCGCCCCA TGGCTGACTA ATTTTTTTTA 
6061   TTTATGCAGA GGCCGAGGCC GCCTCTGCCT CTGAGCTATT CCAGAAGTAG TGAGGAGGCT 
6121   TTTTTGGAGG CCTAGGCTTT TGCAAAAAGC TCCCGGGAGC TTGTATATCC ATTTTCGGAT 
6181   CTGATCAAGA GACAGGATGA GGATCGTTTC GCATGATTGA ACAAGATGGA TTGCACGCAG 
6241   GTTCTCCGGC CGCTTGGGTG GAGAGGCTAT TCGGCTATGA CTGGGCACAA CAGACAATCG 
6301   GCTGCTCTGA TGCCGCCGTG TTCCGGCTGT CAGCGCAGGG GCGCCCGGTT CTTTTTGTCA 
6361   AGACCGACCT GTCCGGTGCC CTGAATGAAC TGCAGGACGA GGCAGCGCGG CTATCGTGGC 
6421   TGGCCACGAC GGGCGTTCCT TGCGCAGCTG TGCTCGACGT TGTCACTGAA GCGGGAAGGG 
6481   ACTGGCTGCT ATTGGGCGAA GTGCCGGGGC AGGATCTCCT GTCATCTCAC CTTGCTCCTG 
6541   CCGAGAAAGT ATCCATCATG GCTGATGCAA TGCGGCGGCT GCATACGCTT GATCCGGCTA 
6601   CCTGCCCATT CGACCACCAA GCGAAACATC GCATCGAGCG AGCACGTACT CGGATGGAAG 
6661   CCGGTCTTGT CGATCAGGAT GATCTGGACG AAGAGCATCA GGGGCTCGCG CCAGCCGAAC 
6721   TGTTCGCCAG GCTCAAGGCG CGCATGCCCG ACGGCGAGGA TCTCGTCGTG ACCCATGGCG 
6781   ATGCCTGCTT GCCGAATATC ATGGTGGAAA ATGGCCGCTT TTCTGGATTC ATCGACTGTG 
6841   GCCGGCTGGG TGTGGCGGAC CGCTATCAGG ACATAGCGTT GGCTACCCGT GATATTGCTG 
6901   AAGAGCTTGG CGGCGAATGG GCTGACCGCT TCCTCGTGCT TTACGGTATC GCCGCTCCCG 
6961   ATTCGCAGCG CATCGCCTTC TATCGCCTTC TTGACGAGTT CTTCTGAGCG GGACTCTGGG 
7021   GTTCGAAATG ACCGACCAAG CGACGCCCAA CCTGCCATCA CGAGATTTCG ATTCCACCGC 
7081   CGCCTTCTAT GAAAGGTTGG GCTTCGGAAT CGTTTTCCGG GACGCCGGCT GGATGATCCT 
7141   CCAGCGCGGG GATCTCATGC TGGAGTTCTT CGCCCACCCC AACTTGTTTA TTGCAGCTTA 
7201   TAATGGTTAC AAATAAAGCA ATAGCATCAC AAATTTCACA AATAAAGCAT TTTTTTCACT 
7261   GCATTCTAGT TGTGGTTTGT CCAAACTCAT CAATGTATCT TATCATGTCT GTATACCGTC 
7321   GACCTCTAGC TAGAGCTTGG CGTAATCATG GTCATAGCTG TTTCCTGTGT GAAATTGTTA 
7381   TCCGCTCACA ATTCCACACA ACATACGAGC CGGAAGCATA AAGTGTAAAG CCTGGGGTGC 
7441   CTAATGAGTG AGCTAACTCA CATTAATTGC GTTGCGCTCA CTGCCCGCTT TCCAGTCGGG 
7501   AAACCTGTCG TGCCAGCTGC ATTAATGAAT CGGCCAACGC GCGGGGAGAG GCGGTTTGCG 
7561   TATTGGGCGC TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC TGACTCGCTG CGCTCGGTCG TTCGGCTGCG 
7621   GCGAGCGGTA TCAGCTCACT CAAAGGCGGT AATACGGTTA TCCACAGAAT CAGGGGATAA 
7681   CGCAGGAAAG AACATGTGAG CAAAAGGCCA GCAAAAGGCC AGGAACCGTA AAAAGGCCGC 
7741   GTTGCTGGCG TTTTTCCATA GGCTCCGCCC CCCTGACGAG CATCACAAAA ATCGACGCTC 
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7801   AAGTCAGAGG TGGCGAAACC CGACAGGACT ATAAAGATAC CAGGCGTTTC CCCCTGGAAG 
7861   CTCCCTCGTG CGCTCTCCTG TTCCGACCCT GCCGCTTACC GGATACCTGT CCGCCTTTCT 
7921   CCCTTCGGGA AGCGTGGCGC TTTCTCATAG CTCACGCTGT AGGTATCTCA GTTCGGTGTA 
7981   GGTCGTTCGC TCCAAGCTGG GCTGTGTGCA CGAACCCCCC GTTCAGCCCG ACCGCTGCGC 
8041   CTTATCCGGT AACTATCGTC TTGAGTCCAA CCCGGTAAGA CACGACTTAT CGCCACTGGC 
8101   AGCAGCCACT GGTAACAGGA TTAGCAGAGC GAGGTATGTA GGCGGTGCTA CAGAGTTCTT 
8161   GAAGTGGTGG CCTAACTACG GCTACACTAG AAGAACAGTA TTTGGTATCT GCGCTCTGCT 
8221   GAAGCCAGTT ACCTTCGGAA AAAGAGTTGG TAGCTCTTGA TCCGGCAAAC AAACCACCGC 
8281   TGGTAGCGGT TTTTTTGTTT GCAAGCAGCA GATTACGCGC AGAAAAAAAG GATCTCAAGA 
8341   AGATCCTTTG ATCTTTTCTA CGGGGTCTGA CGCTCAGTGG AACGAAAACT CACGTTAAGG 
8401   GATTTTGGTC ATGAGATTAT CAAAAAGGAT CTTCACCTAG ATCCTTTTAA ATTAAAAATG 
8461   AAGTTTTAAA TCAATCTAAA GTATATATGA GTAAACTTGG TCTGACAGTT ACCAATGCTT 
8521   AATCAGTGAG GCACCTATCT CAGCGATCTG TCTATTTCGT TCATCCATAG TTGCCTGACT 
8581   CCCCGTCGTG TAGATAACTA CGATACGGGA GGGCTTACCA TCTGGCCCCA GTGCTGCAAT 
8641   GATACCGCGA GACCCACGCT CACCGGCTCC AGATTTATCA GCAATAAACC AGCCAGCCGG 
8701   AAGGGCCGAG CGCAGAAGTG GTCCTGCAAC TTTATCCGCC TCCATCCAGT CTATTAATTG 
8761   TTGCCGGGAA GCTAGAGTAA GTAGTTCGCC AGTTAATAGT TTGCGCAACG TTGTTGCCAT 
8821   TGCTACAGGC ATCGTGGTGT CACGCTCGTC GTTTGGTATG GCTTCATTCA GCTCCGGTTC 
8881   CCAACGATCA AGGCGAGTTA CATGATCCCC CATGTTGTGC AAAAAAGCGG TTAGCTCCTT 
8941   CGGTCCTCCG ATCGTTGTCA GAAGTAAGTT GGCCGCAGTG TTATCACTCA TGGTTATGGC 
9001   AGCACTGCAT AATTCTCTTA CTGTCATGCC ATCCGTAAGA TGCTTTTCTG TGACTGGTGA 
9061   GTACTCAACC AAGTCATTCT GAGAATAGTG TATGCGGCGA CCGAGTTGCT CTTGCCCGGC 
9121   GTCAATACGG GATAATACCG CGCCACATAG CAGAACTTTA AAAGTGCTCA TCATTGGAAA 
9181   ACGTTCTTCG GGGCGAAAAC TCTCAAGGAT CTTACCGCTG TTGAGATCCA GTTCGATGTA 
9241   ACCCACTCGT GCACCCAACT GATCTTCAGC ATCTTTTACT TTCACCAGCG TTTCTGGGTG 
9301   AGCAAAAACA GGAAGGCAAA ATGCCGCAAA AAAGGGAATA AGGGCGACAC GGAAATGTTG 
9361   AATACTCATA CTCTTCCTTT TTCAATATTA TTGAAGCATT TATCAGGGTT ATTGTCTCAT 
9421   GAGCGGATAC ATATTTGAAT GTATTTAGAA AAATAAACAA ATAGGGGTTC CGCGCACATT 
9481   TCCCCGAAAA GTGCCACCTG ACGTC 

 
8.4.6. GP FS ∆nef V3 in pcDNA 
 
1      GACGGATCGG GAGATCTCCC GATCCCCTAT GGTGCACTCT CAGTACAATC TGCTCTGATG 
61     CCGCATAGTT AAGCCAGTAT CTGCTCCCTG CTTGTGTGTT GGAGGTCGCT GAGTAGTGCG 
121    CGAGCAAAAT TTAAGCTACA ACAAGGCAAG GCTTGACCGA CAATTGCATG AAGAATCTGC 
181    TTAGGGTTAG GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTTGACATT 
241    GATTATTGAC TAGTTATTAA TAGTAATCAA TTACGGGGTC ATTAGTTCAT AGCCCATATA 
301    TGGAGTTCCG CGTTACATAA CTTACGGTAA ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC 
361    CCCGCCCATT GACGTCAATA ATGACGTATG TTCCCATAGT AACGCCAATA GGGACTTTCC 
421    ATTGACGTCA ATGGGTGGAG TATTTACGGT AAACTGCCCA CTTGGCAGTA CATCAAGTGT 
481    ATCATATGCC AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC GCCTGGCATT 
541    ATGCCCAGTA CATGACCTTA TGGGACTTTC CTACTTGGCA GTACATCTAC GTATTAGTCA 
601    TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGTTTTGGC AGTACATCAA TGGGCGTGGA TAGCGGTTTG 
661    ACTCACGGGG ATTTCCAAGT CTCCACCCCA TTGACGTCAA TGGGAGTTTG TTTTGGCACC 
721    AAAATCAACG GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG 
781    GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA 
841    CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGC 
901    GTTTAAACTT AAGCTTGGTA CCGAGCTCGG ATCCACTAGT CCAGTGTGGT GGAATTCGCC 
961    GCCAGCATGG CCGCCAGGGC CAGCGTGCTG AGCGGCGGCG AGCTGGACAG GTGGGAGAAG 
1021   ATCAGGCTGA GGCCCGGCGG CAAGAAGAAG TATAAGCTGA AGCACATCGT GTGGGCCAGC 
1081   AGGGAGCTGG AGAGGTTCGC CGTGAACCCC GGCCTGCTGG AGACCAGCGA GGGCTGCAGG 
1141   CAGATCCTGG GCCAGCTGCA GCCCAGCCTG CAGACCGGCA GCGAGGAGCT GAGGAGCCTG 
1201   TACAACACCG TGGCCACCCT GTACTGCGTG CACCAGAGGA TCGAGATCAA GGACACCAAG 
1261   GAGGCCCTGG ACAAGATCGA GGAGGAGCAG AACAAGTCCA AGAAGAAGGC CCAGCAGGCC 
1321   GCCGCCGACA CCGGCCACAG CAGCCAGGTG AGCCAGAACT ACCCCATCGT GCAGAACATC 
1381   CAGGGCCAGA TGGTGCACCA GGCCATCAGC CCCAGGACCC TGAACGCCTG GGTGAAGGTG 
1441   GTGGAGGAGA AGGCCTTCAG CCCCGAGGTG ATCCCCATGT TCAGCGCCCT GAGCGAGGGA 
1501   GCCACCCCCC AGGACCTGAA CACCATGCTG AACACCGTGG GCGGCCACCA GGCCGCCATG 
1561   CAGATGCTGA AGGAGACCAT CAACGAGGAG GCCGCCGAGT GGGACAGGGT GCACCCCGTG 
1621   CACGCCGGCC CCATCGCCCC CGGCCAGATG AGGGAGCCCC GCGGCAGCGA CATCGCCGGC 
1681   ACCACCAGCA CCCTGCAGGA GCAGATCGGC TGGATGACCA ACAACCCCCC CATCCCCGTG 
1741   GGCGAAATCT ACAAGAGGTG GATCATCCTG GGCCTGAACA AGATCGTGAG GATGTACAGC 
1801   CCCACCAGCA TCCTGGATAT CAGGCAGGGC CCCAAAGAGC CCTTCAGGGA CTACGTGGAC 
1861   AGGTTCTACA AGACCCTGCG CGCCGAGCAG GCCAGCCAGG AGGTGAAGAA CTGGATGACC 
1921   GAGACCCTGC TGGTGCAGAA CGCCAACCCC GACTGCAAGA CCATCCTGAA GGCCCTGGGA 
1981   CCCGCCGCCA CCCTGGAGGA GATGATGACC GCCTGCCAGG GCGTGGGCGG CCCCGGCCAC 
2041   AAGGCCAGGG TGCTGGCCGA GGCCATGAGC CAGGTGACCA ACACCGCCAC CATCATGATG 
2101   CAGAGGGGCA ACTTCAGGAA CCAGAGGAAG ATGGTGAAGT GCTTCAACTG CGGCAAGGAG 
2161   GGCCACACCG CCAGGAACTG CCGCGCCCCC AGGAAGAAGG GCTGCTGGAA GTGCGGCAAG 
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2221   GAGGGCCACC AGATGAAGGA CTGCACCGAG AGACAGGCTA ATTTTAGGGA AGATCTGGCC 
2281   TTCCTACAAG GGAAGGCCAG GGAATTTTCT TCAGAGCAGA CCAGAGCCAA CAGCCCCACC 
2341   ATTTCTTCAG AGCAGACCAG AGCCAACAGC CCCACCAGAA GAGAGCTTCA GGTCTGGGGT 
2401   AGAGACAACA ACTCCCCCTC AGAAGCAGGA GCCGATAGAC AAGGAACTGT ATCCTTTAAC 
2461   TTCCCTCAGA TCACTCTTTG GCAACGACCC CTCGTCACAA TAAAGATCGG TGGCCAGCTG 
2521   AAGGAGGCCC TGCTGGCCAC CGGCGCCGAC GACACCGTGC TGGAGGAGAT GAGCCTGCCC 
2581   GGCAGGTGGA AGCCCAAGAT GATCGGCGGC ATCGGCGGCT TCATCAAGGT GAGGCAGTAC 
2641   GACCAGATCC TGATCGAGAT CTGCGGCCAC AAGGCCATCG GCACCGTGCT GGTGGGACCT 
2701   ACACCTGTGA ACATCATCGG CAGGAACCTG CTGACCCAGA TCGGCTGCAC CCTGAACTTC 
2761   CCCATCAGCC CCATCGAGAC CGTGCCCGTG AAGCTGAAGC CCGGCATGGA CGGCCCTAAG 
2821   GTGAAGCAGT GGCCCCTGAC CGAGGAGAAG ATCAAGGCCC TGGTGGAGAT CTGCACCGAG 
2881   ATGGAGAAGG AGGGCAAGAT CAGCAAGATC GGCCCCGAGA ACCCCTACAA CACCCCCGTG 
2941   TTCGCCATCA AGAAGAAGGA CAGCACCAAG TGGAGGAAGC TGGTGGACTT CAGGGAGCTG 
3001   AACAAGAGGA CCCAGGACTT CTGGGAGGTG CAGCTGGGCA TCCCCCACCC CGCCGGCCTG 
3061   AAGAAGAAGA AGAGCGTGAC CGTGCTGGAC GTGGGCGACG CCTACTTCAG CGTGCCCCTG 
3121   GACGAGGACT TCAGGAAGTA TACCCCATTC CTGTGGATGG GCTACGAGCT GCACCCCGAC 
3181   AAGTGGACCG TGCAGCCCAT CGTGCTGCCC GAGAAGGACA GCTGGACCGT GAACGACATT 
3241   CAGAAGCTGG TGGGCAAGCT GAACTGGGCC AGCCAGATCT ACCCTGGCAT CAAGGTGAGG 
3301   CAGCTGTGCA AGCTGCTGAG GGGCACAAAG GCTCTGACCG AGGTGATCCC CCTGACCGAG 
3361   GAGGCCGAGC TGGAGCTGGC CGAGAACAGG GAGATCCTGA AGGAGCCCGT GCACGGCGTG 
3421   TACTACGACC CCAGCAAGGA CCTGATCGCC GAGATCCAGA AGCAGGGCCA GGGCCAGTGG 
3481   ACCTACCAGA TCTACCAGGA GCCCTTCAAG AACCTGAAGA CCGGCAAGTA CGCCCGCATG 
3541   CGCGGCGCCC ACACCAACGA CGTGAAGCAG CTGACCGAGG CCGTGCAGAA GATCACCACC 
3601   GAGAGCATCG TGATCTGGGG CAAGACTCCT AAGTTCAAGC TGCCCATCCA GAAGGAGACC 
3661   TGGGAGACCT GGTGGACCGA GTACTGGCAG GCCACCTGGA TTCCCGAGTG GGAGTTCGTG 
3721   AACACCCCTC CCCTGGTGAA GCTGTGGTAT CAGCTGGAGA AGGAGCCCAT CGTGGGCGCC 
3781   GAGACCTTCT ACGTGGACGG CGCCGCCAAC AGGGAGACCA AGCTGGGCAA GGCCGGCTAC 
3841   GTGACCAACA AGGGCCGCCA GAAGGTGGTG CCCCTGACCA ACACCACCAA CCAGAAGACC 
3901   GAGCTGCAGG CTATCTACCT GGCCCTGCAG GACTCAGGCC TGGAGGTGAA CATCGTGACC 
3961   GACAGCCAGT ACGCCCTGGG CATCATCCAG GCCCAGCCCG ACAAGAGCGA GAGCGAGCTG 
4021   GTGAACCAGA TCATCGAGCA GCTGATCAAG AAGGAGAAGG TGTACCTGGC CTGGGTGCCC 
4081   GCCCACAAGG GCATCGGCGG CAACGAGCAG GTGGACAAGC TGGTGAGCGC CGGCATCAGG 
4141   AAGATCCTGT TCCTGGACGG CATCGACAAG GCCCAGGACG AGCACGAGAA GTACCACAGC 
4201   AACTGGAGGG CTATGGCTAG CGACTTCAAC CTGCCTCCCG TGGTGGCTAA GGAGATCGTG 
4261   GCCAGCGCCT TCACCATCCC CAGCATCAAC AACGAGACCC CCGGCATCCG CTACCAGTAC 
4321   AACGTGCTGC CCCAGGGCTG GAAGGGCAGC CCCGCCATCT TCCAGAGCAG CATGACAAAG 
4381   ATCCTGGAGC CCTTCAAGAA GCAGAACCCC GACATCGTGA TCTATCAGTA CATGGACGAC 
4441   CTGTACGTGG GCAGCGACCT GGAGATCGGC CAGCACAGGA CCAAGATCGA GGAGCTGAGG 
4501   CAGCACCTGC TGAGGTGGGG CCTGACCACC CCCGACAAGA AGCACCAGAA GGAGCCCCCA 
4561   TTCCTGTGGA ATTGTACAAG ACCCAACAAC AATACAAGAA AAAGTATCCG TATCCAGAGA 
4621   GGACCAGGGA GAGCATTTGT TACAATAGGA AAAATAGGAA ATATGAGACA AGCACATTGT 
4681   AACTAACTCG AGTCTAGAGG GCCCGTTTAA ACCCGCTGAT CAGCCTCGAC TGTGCCTTCT 
4741   AGTTGCCAGC CATCTGTTGT TTGCCCCTCC CCCGTGCCTT CCTTGACCCT GGAAGGTGCC 
4801   ACTCCCACTG TCCTTTCCTA ATAAAATGAG GAAATTGCAT CGCATTGTCT GAGTAGGTGT 
4861   CATTCTATTC TGGGGGGTGG GGTGGGGCAG GACAGCAAGG GGGAGGATTG GGAAGACAAT 
4921   AGCAGGCATG CTGGGGATGC GGTGGGCTCT ATGGCTTCTG AGGCGGAAAG AACCAGCTGG 
4981   GGCTCTAGGG GGTATCCCCA CGCGCCCTGT AGCGGCGCAT TAAGCGCGGC GGGTGTGGTG 
5041   GTTACGCGCA GCGTGACCGC TACACTTGCC AGCGCCCTAG CGCCCGCTCC TTTCGCTTTC 
5101   TTCCCTTCCT TTCTCGCCAC GTTCGCCGGC TTTCCCCGTC AAGCTCTAAA TCGGGGGCTC 
5161   CCTTTAGGGT TCCGATTTAG TGCTTTACGG CACCTCGACC CCAAAAAACT TGATTAGGGT 
5221   GATGGTTCAC GTAGTGGGCC ATCGCCCTGA TAGACGGTTT TTCGCCCTTT GACGTTGGAG 
5281   TCCACGTTCT TTAATAGTGG ACTCTTGTTC CAAACTGGAA CAACACTCAA CCCTATCTCG 
5341   GTCTATTCTT TTGATTTATA AGGGATTTTG CCGATTTCGG CCTATTGGTT AAAAAATGAG 
5401   CTGATTTAAC AAAAATTTAA CGCGAATTAA TTCTGTGGAA TGTGTGTCAG TTAGGGTGTG 
5461   GAAAGTCCCC AGGCTCCCCA GCAGGCAGAA GTATGCAAAG CATGCATCTC AATTAGTCAG 
5521   CAACCAGGTG TGGAAAGTCC CCAGGCTCCC CAGCAGGCAG AAGTATGCAA AGCATGCATC 
5581   TCAATTAGTC AGCAACCATA GTCCCGCCCC TAACTCCGCC CATCCCGCCC CTAACTCCGC 
5641   CCAGTTCCGC CCATTCTCCG CCCCATGGCT GACTAATTTT TTTTATTTAT GCAGAGGCCG 
5701   AGGCCGCCTC TGCCTCTGAG CTATTCCAGA AGTAGTGAGG AGGCTTTTTT GGAGGCCTAG 
5761   GCTTTTGCAA AAAGCTCCCG GGAGCTTGTA TATCCATTTT CGGATCTGAT CAAGAGACAG 
5821   GATGAGGATC GTTTCGCATG ATTGAACAAG ATGGATTGCA CGCAGGTTCT CCGGCCGCTT 
5881   GGGTGGAGAG GCTATTCGGC TATGACTGGG CACAACAGAC AATCGGCTGC TCTGATGCCG 
5941   CCGTGTTCCG GCTGTCAGCG CAGGGGCGCC CGGTTCTTTT TGTCAAGACC GACCTGTCCG 
6001   GTGCCCTGAA TGAACTGCAG GACGAGGCAG CGCGGCTATC GTGGCTGGCC ACGACGGGCG 
6061   TTCCTTGCGC AGCTGTGCTC GACGTTGTCA CTGAAGCGGG AAGGGACTGG CTGCTATTGG 
6121   GCGAAGTGCC GGGGCAGGAT CTCCTGTCAT CTCACCTTGC TCCTGCCGAG AAAGTATCCA 
6181   TCATGGCTGA TGCAATGCGG CGGCTGCATA CGCTTGATCC GGCTACCTGC CCATTCGACC 
6241   ACCAAGCGAA ACATCGCATC GAGCGAGCAC GTACTCGGAT GGAAGCCGGT CTTGTCGATC 
6301   AGGATGATCT GGACGAAGAG CATCAGGGGC TCGCGCCAGC CGAACTGTTC GCCAGGCTCA 
6361   AGGCGCGCAT GCCCGACGGC GAGGATCTCG TCGTGACCCA TGGCGATGCC TGCTTGCCGA 
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6421   ATATCATGGT GGAAAATGGC CGCTTTTCTG GATTCATCGA CTGTGGCCGG CTGGGTGTGG 
6481   CGGACCGCTA TCAGGACATA GCGTTGGCTA CCCGTGATAT TGCTGAAGAG CTTGGCGGCG 
6541   AATGGGCTGA CCGCTTCCTC GTGCTTTACG GTATCGCCGC TCCCGATTCG CAGCGCATCG 
6601   CCTTCTATCG CCTTCTTGAC GAGTTCTTCT GAGCGGGACT CTGGGGTTCG AAATGACCGA 
6661   CCAAGCGACG CCCAACCTGC CATCACGAGA TTTCGATTCC ACCGCCGCCT TCTATGAAAG 
6721   GTTGGGCTTC GGAATCGTTT TCCGGGACGC CGGCTGGATG ATCCTCCAGC GCGGGGATCT 
6781   CATGCTGGAG TTCTTCGCCC ACCCCAACTT GTTTATTGCA GCTTATAATG GTTACAAATA 
6841   AAGCAATAGC ATCACAAATT TCACAAATAA AGCATTTTTT TCACTGCATT CTAGTTGTGG 
6901   TTTGTCCAAA CTCATCAATG TATCTTATCA TGTCTGTATA CCGTCGACCT CTAGCTAGAG 
6961   CTTGGCGTAA TCATGGTCAT AGCTGTTTCC TGTGTGAAAT TGTTATCCGC TCACAATTCC 
7021   ACACAACATA CGAGCCGGAA GCATAAAGTG TAAAGCCTGG GGTGCCTAAT GAGTGAGCTA 
7081   ACTCACATTA ATTGCGTTGC GCTCACTGCC CGCTTTCCAG TCGGGAAACC TGTCGTGCCA 
7141   GCTGCATTAA TGAATCGGCC AACGCGCGGG GAGAGGCGGT TTGCGTATTG GGCGCTCTTC 
7201   CGCTTCCTCG CTCACTGACT CGCTGCGCTC GGTCGTTCGG CTGCGGCGAG CGGTATCAGC 
7261   TCACTCAAAG GCGGTAATAC GGTTATCCAC AGAATCAGGG GATAACGCAG GAAAGAACAT 
7321   GTGAGCAAAA GGCCAGCAAA AGGCCAGGAA CCGTAAAAAG GCCGCGTTGC TGGCGTTTTT 
7381   CCATAGGCTC CGCCCCCCTG ACGAGCATCA CAAAAATCGA CGCTCAAGTC AGAGGTGGCG 
7441   AAACCCGACA GGACTATAAA GATACCAGGC GTTTCCCCCT GGAAGCTCCC TCGTGCGCTC 
7501   TCCTGTTCCG ACCCTGCCGC TTACCGGATA CCTGTCCGCC TTTCTCCCTT CGGGAAGCGT 
7561   GGCGCTTTCT CATAGCTCAC GCTGTAGGTA TCTCAGTTCG GTGTAGGTCG TTCGCTCCAA 
7621   GCTGGGCTGT GTGCACGAAC CCCCCGTTCA GCCCGACCGC TGCGCCTTAT CCGGTAACTA 
7681   TCGTCTTGAG TCCAACCCGG TAAGACACGA CTTATCGCCA CTGGCAGCAG CCACTGGTAA 
7741   CAGGATTAGC AGAGCGAGGT ATGTAGGCGG TGCTACAGAG TTCTTGAAGT GGTGGCCTAA 
7801   CTACGGCTAC ACTAGAAGAA CAGTATTTGG TATCTGCGCT CTGCTGAAGC CAGTTACCTT 
7861   CGGAAAAAGA GTTGGTAGCT CTTGATCCGG CAAACAAACC ACCGCTGGTA GCGGTTTTTT 
7921   TGTTTGCAAG CAGCAGATTA CGCGCAGAAA AAAAGGATCT CAAGAAGATC CTTTGATCTT 
7981   TTCTACGGGG TCTGACGCTC AGTGGAACGA AAACTCACGT TAAGGGATTT TGGTCATGAG 
8041   ATTATCAAAA AGGATCTTCA CCTAGATCCT TTTAAATTAA AAATGAAGTT TTAAATCAAT 
8101   CTAAAGTATA TATGAGTAAA CTTGGTCTGA CAGTTACCAA TGCTTAATCA GTGAGGCACC 
8161   TATCTCAGCG ATCTGTCTAT TTCGTTCATC CATAGTTGCC TGACTCCCCG TCGTGTAGAT 
8221   AACTACGATA CGGGAGGGCT TACCATCTGG CCCCAGTGCT GCAATGATAC CGCGAGACCC 
8281   ACGCTCACCG GCTCCAGATT TATCAGCAAT AAACCAGCCA GCCGGAAGGG CCGAGCGCAG 
8341   AAGTGGTCCT GCAACTTTAT CCGCCTCCAT CCAGTCTATT AATTGTTGCC GGGAAGCTAG 
8401   AGTAAGTAGT TCGCCAGTTA ATAGTTTGCG CAACGTTGTT GCCATTGCTA CAGGCATCGT 
8461   GGTGTCACGC TCGTCGTTTG GTATGGCTTC ATTCAGCTCC GGTTCCCAAC GATCAAGGCG 
8521   AGTTACATGA TCCCCCATGT TGTGCAAAAA AGCGGTTAGC TCCTTCGGTC CTCCGATCGT 
8581   TGTCAGAAGT AAGTTGGCCG CAGTGTTATC ACTCATGGTT ATGGCAGCAC TGCATAATTC 
8641   TCTTACTGTC ATGCCATCCG TAAGATGCTT TTCTGTGACT GGTGAGTACT CAACCAAGTC 
8701   ATTCTGAGAA TAGTGTATGC GGCGACCGAG TTGCTCTTGC CCGGCGTCAA TACGGGATAA 
8761   TACCGCGCCA CATAGCAGAA CTTTAAAAGT GCTCATCATT GGAAAACGTT CTTCGGGGCG 
8821   AAAACTCTCA AGGATCTTAC CGCTGTTGAG ATCCAGTTCG ATGTAACCCA CTCGTGCACC 
8881   CAACTGATCT TCAGCATCTT TTACTTTCAC CAGCGTTTCT GGGTGAGCAA AAACAGGAAG 
8941   GCAAAATGCC GCAAAAAAGG GAATAAGGGC GACACGGAAA TGTTGAATAC TCATACTCTT 
9001   CCTTTTTCAA TATTATTGAA GCATTTATCA GGGTTATTGT CTCATGAGCG GATACATATT 
9061   TGAATGTATT TAGAAAAATA AACAAATAGG GGTTCCGCGC ACATTTCCCC GAAAAGTGCC 
9121   ACCTGACGTC 

 
8.4.7. GP ∆nef V3 in pcDNA 
 
1      GACGGATCGG GAGATCTCCC GATCCCCTAT GGTGCACTCT CAGTACAATC TGCTCTGATG 
61     CCGCATAGTT AAGCCAGTAT CTGCTCCCTG CTTGTGTGTT GGAGGTCGCT GAGTAGTGCG 
121    CGAGCAAAAT TTAAGCTACA ACAAGGCAAG GCTTGACCGA CAATTGCATG AAGAATCTGC 
181    TTAGGGTTAG GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTTGACATT 
241    GATTATTGAC TAGTTATTAA TAGTAATCAA TTACGGGGTC ATTAGTTCAT AGCCCATATA 
301    TGGAGTTCCG CGTTACATAA CTTACGGTAA ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC 
361    CCCGCCCATT GACGTCAATA ATGACGTATG TTCCCATAGT AACGCCAATA GGGACTTTCC 
421    ATTGACGTCA ATGGGTGGAG TATTTACGGT AAACTGCCCA CTTGGCAGTA CATCAAGTGT 
481    ATCATATGCC AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC GCCTGGCATT 
541    ATGCCCAGTA CATGACCTTA TGGGACTTTC CTACTTGGCA GTACATCTAC GTATTAGTCA 
601    TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGTTTTGGC AGTACATCAA TGGGCGTGGA TAGCGGTTTG 
661    ACTCACGGGG ATTTCCAAGT CTCCACCCCA TTGACGTCAA TGGGAGTTTG TTTTGGCACC 
721    AAAATCAACG GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG 
781    GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA 
841    CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGC 
901    GTTTAAACTT AAGCTTGGTA CCGAGCTCGG ATCCACTAGT CCAGTGTGGT GGAATTCGCC 
961    GCCAGCATGG CCGCCAGGGC CAGCGTGCTG AGCGGCGGCG AGCTGGACAG GTGGGAGAAG 
1021   ATCAGGCTGA GGCCCGGCGG CAAGAAGAAG TATAAGCTGA AGCACATCGT GTGGGCCAGC 
1081   AGGGAGCTGG AGAGGTTCGC CGTGAACCCC GGCCTGCTGG AGACCAGCGA GGGCTGCAGG 
1141   CAGATCCTGG GCCAGCTGCA GCCCAGCCTG CAGACCGGCA GCGAGGAGCT GAGGAGCCTG 
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1201   TACAACACCG TGGCCACCCT GTACTGCGTG CACCAGAGGA TCGAGATCAA GGACACCAAG 
1261   GAGGCCCTGG ACAAGATCGA GGAGGAGCAG AACAAGTCCA AGAAGAAGGC CCAGCAGGCC 
1321   GCCGCCGACA CCGGCCACAG CAGCCAGGTG AGCCAGAACT ACCCCATCGT GCAGAACATC 
1381   CAGGGCCAGA TGGTGCACCA GGCCATCAGC CCCAGGACCC TGAACGCCTG GGTGAAGGTG 
1441   GTGGAGGAGA AGGCCTTCAG CCCCGAGGTG ATCCCCATGT TCAGCGCCCT GAGCGAGGGA 
1501   GCCACCCCCC AGGACCTGAA CACCATGCTG AACACCGTGG GCGGCCACCA GGCCGCCATG 
1561   CAGATGCTGA AGGAGACCAT CAACGAGGAG GCCGCCGAGT GGGACAGGGT GCACCCCGTG 
1621   CACGCCGGCC CCATCGCCCC CGGCCAGATG AGGGAGCCCC GCGGCAGCGA CATCGCCGGC 
1681   ACCACCAGCA CCCTGCAGGA GCAGATCGGC TGGATGACCA ACAACCCCCC CATCCCCGTG 
1741   GGCGAAATCT ACAAGAGGTG GATCATCCTG GGCCTGAACA AGATCGTGAG GATGTACAGC 
1801   CCCACCAGCA TCCTGGATAT CAGGCAGGGC CCCAAAGAGC CCTTCAGGGA CTACGTGGAC 
1861   AGGTTCTACA AGACCCTGCG CGCCGAGCAG GCCAGCCAGG AGGTGAAGAA CTGGATGACC 
1921   GAGACCCTGC TGGTGCAGAA CGCCAACCCC GACTGCAAGA CCATCCTGAA GGCCCTGGGA 
1981   CCCGCCGCCA CCCTGGAGGA GATGATGACC GCCTGCCAGG GCGTGGGCGG CCCCGGCCAC 
2041   AAGGCCAGGG TGCTGGCCGA GGCCATGAGC CAGGTGACCA ACACCGCCAC CATCATGATG 
2101   CAGAGGGGCA ACTTCAGGAA CCAGAGGAAG ATGGTGAAGT GCTTCAACTG CGGCAAGGAG 
2161   GGCCACACCG CCAGGAACTG CCGCGCCCCC AGGAAGAAGG GCTGCTGGAA GTGCGGCAAG 
2221   GAGGGCCACC AGATGAAGGA CTGCACCGAG AGACAGGCTA ATTTTAGGGA AGATCTGGCC 
2281   TTCCTACAAG GGAAGGCCAG GGAATTTTCT TCAGAGCAGA CCAGAGCCAA CAGCCCCACC 
2341   ATTTCTTCAG AGCAGACCAG AGCCAACAGC CCCACCAGAA GAGAGCTTCA GGTCTGGGGT 
2401   AGAGACAACA ACTCCCCCTC AGAAGCAGGA GCCGATAGAC AAGGAACTGT ATCCTTTAAC 
2461   TTCCCTCAGA TCACTCTTTG GCAACGACCC CTCGTCACAA TAAAGATCGG TGGCCAGCTG 
2521   AAGGAGGCCC TGCTGGCCAC CGGCGCCGAC GACACCGTGC TGGAGGAGAT GAGCCTGCCC 
2581   GGCAGGTGGA AGCCCAAGAT GATCGGCGGC ATCGGCGGCT TCATCAAGGT GAGGCAGTAC 
2641   GACCAGATCC TGATCGAGAT CTGCGGCCAC AAGGCCATCG GCACCGTGCT GGTGGGACCT 
2701   ACACCTGTGA ACATCATCGG CAGGAACCTG CTGACCCAGA TCGGCTGCAC CCTGAACTTC 
2761   CCCATCAGCC CCATCGAGAC CGTGCCCGTG AAGCTGAAGC CCGGCATGGA CGGCCCTAAG 
2821   GTGAAGCAGT GGCCCCTGAC CGAGGAGAAG ATCAAGGCCC TGGTGGAGAT CTGCACCGAG 
2881   ATGGAGAAGG AGGGCAAGAT CAGCAAGATC GGCCCCGAGA ACCCCTACAA CACCCCCGTG 
2941   TTCGCCATCA AGAAGAAGGA CAGCACCAAG TGGAGGAAGC TGGTGGACTT CAGGGAGCTG 
3001   AACAAGAGGA CCCAGGACTT CTGGGAGGTG CAGCTGGGCA TCCCCCACCC CGCCGGCCTG 
3061   AAGAAGAAGA AGAGCGTGAC CGTGCTGGAC GTGGGCGACG CCTACTTCAG CGTGCCCCTG 
3121   GACGAGGACT TCAGGAAGTA TACCCCATTC CTGTGGATGG GCTACGAGCT GCACCCCGAC 
3181   AAGTGGACCG TGCAGCCCAT CGTGCTGCCC GAGAAGGACA GCTGGACCGT GAACGACATT 
3241   CAGAAGCTGG TGGGCAAGCT GAACTGGGCC AGCCAGATCT ACCCTGGCAT CAAGGTGAGG 
3301   CAGCTGTGCA AGCTGCTGAG GGGCACAAAG GCTCTGACCG AGGTGATCCC CCTGACCGAG 
3361   GAGGCCGAGC TGGAGCTGGC CGAGAACAGG GAGATCCTGA AGGAGCCCGT GCACGGCGTG 
3421   TACTACGACC CCAGCAAGGA CCTGATCGCC GAGATCCAGA AGCAGGGCCA GGGCCAGTGG 
3481   ACCTACCAGA TCTACCAGGA GCCCTTCAAG AACCTGAAGA CCGGCAAGTA CGCCCGCATG 
3541   CGCGGCGCCC ACACCAACGA CGTGAAGCAG CTGACCGAGG CCGTGCAGAA GATCACCACC 
3601   GAGAGCATCG TGATCTGGGG CAAGACTCCT AAGTTCAAGC TGCCCATCCA GAAGGAGACC 
3661   TGGGAGACCT GGTGGACCGA GTACTGGCAG GCCACCTGGA TTCCCGAGTG GGAGTTCGTG 
3721   AACACCCCTC CCCTGGTGAA GCTGTGGTAT CAGCTGGAGA AGGAGCCCAT CGTGGGCGCC 
3781   GAGACCTTCT ACGTGGACGG CGCCGCCAAC AGGGAGACCA AGCTGGGCAA GGCCGGCTAC 
3841   GTGACCAACA AGGGCCGCCA GAAGGTGGTG CCCCTGACCA ACACCACCAA CCAGAAGACC 
3901   GAGCTGCAGG CTATCTACCT GGCCCTGCAG GACTCAGGCC TGGAGGTGAA CATCGTGACC 
3961   GACAGCCAGT ACGCCCTGGG CATCATCCAG GCCCAGCCCG ACAAGAGCGA GAGCGAGCTG 
4021   GTGAACCAGA TCATCGAGCA GCTGATCAAG AAGGAGAAGG TGTACCTGGC CTGGGTGCCC 
4081   GCCCACAAGG GCATCGGCGG CAACGAGCAG GTGGACAAGC TGGTGAGCGC CGGCATCAGG 
4141   AAGATCCTGT TCCTGGACGG CATCGACAAG GCCCAGGACG AGCACGAGAA GTACCACAGC 
4201   AACTGGAGGG CTATGGCTAG CGACTTCAAC CTGCCTCCCG TGGTGGCTAA GGAGATCGTG 
4261   GCCAGCGCCT TCACCATCCC CAGCATCAAC AACGAGACCC CCGGCATCCG CTACCAGTAC 
4321   AACGTGCTGC CCCAGGGCTG GAAGGGCAGC CCCGCCATCT TCCAGAGCAG CATGACAAAG 
4381   ATCCTGGAGC CCTTCAAGAA GCAGAACCCC GACATCGTGA TCTATCAGTA CATGGACGAC 
4441   CTGTACGTGG GCAGCGACCT GGAGATCGGC CAGCACAGGA CCAAGATCGA GGAGCTGAGG 
4501   CAGCACCTGC TGAGGTGGGG CCTGACCACC CCCGACAAGA AGCACCAGAA GGAGCCCCCA 
4561   TTCCTGTGGA ATTGTACAAG ACCCAACAAC AATACAAGAA AAAGTATCCG TATCCAGAGA 
4621   GGACCAGGGA GAGCATTTGT TACAATAGGA AAAATAGGAA ATATGAGACA AGCACATTGT 
4681   AACTAACTCG AGTCTAGAGG GCCCGTTTAA ACCCGCTGAT CAGCCTCGAC TGTGCCTTCT 
4741   AGTTGCCAGC CATCTGTTGT TTGCCCCTCC CCCGTGCCTT CCTTGACCCT GGAAGGTGCC 
4801   ACTCCCACTG TCCTTTCCTA ATAAAATGAG GAAATTGCAT CGCATTGTCT GAGTAGGTGT 
4861   CATTCTATTC TGGGGGGTGG GGTGGGGCAG GACAGCAAGG GGGAGGATTG GGAAGACAAT 
4921   AGCAGGCATG CTGGGGATGC GGTGGGCTCT ATGGCTTCTG AGGCGGAAAG AACCAGCTGG 
4981   GGCTCTAGGG GGTATCCCCA CGCGCCCTGT AGCGGCGCAT TAAGCGCGGC GGGTGTGGTG 
5041   GTTACGCGCA GCGTGACCGC TACACTTGCC AGCGCCCTAG CGCCCGCTCC TTTCGCTTTC 
5101   TTCCCTTCCT TTCTCGCCAC GTTCGCCGGC TTTCCCCGTC AAGCTCTAAA TCGGGGGCTC 
5161   CCTTTAGGGT TCCGATTTAG TGCTTTACGG CACCTCGACC CCAAAAAACT TGATTAGGGT 
5221   GATGGTTCAC GTAGTGGGCC ATCGCCCTGA TAGACGGTTT TTCGCCCTTT GACGTTGGAG 
5281   TCCACGTTCT TTAATAGTGG ACTCTTGTTC CAAACTGGAA CAACACTCAA CCCTATCTCG 
5341   GTCTATTCTT TTGATTTATA AGGGATTTTG CCGATTTCGG CCTATTGGTT AAAAAATGAG 



 

 
 118 

8. Anhang 

5401   CTGATTTAAC AAAAATTTAA CGCGAATTAA TTCTGTGGAA TGTGTGTCAG TTAGGGTGTG 
5461   GAAAGTCCCC AGGCTCCCCA GCAGGCAGAA GTATGCAAAG CATGCATCTC AATTAGTCAG 
5521   CAACCAGGTG TGGAAAGTCC CCAGGCTCCC CAGCAGGCAG AAGTATGCAA AGCATGCATC 
5581   TCAATTAGTC AGCAACCATA GTCCCGCCCC TAACTCCGCC CATCCCGCCC CTAACTCCGC 
5641   CCAGTTCCGC CCATTCTCCG CCCCATGGCT GACTAATTTT TTTTATTTAT GCAGAGGCCG 
5701   AGGCCGCCTC TGCCTCTGAG CTATTCCAGA AGTAGTGAGG AGGCTTTTTT GGAGGCCTAG 
5761   GCTTTTGCAA AAAGCTCCCG GGAGCTTGTA TATCCATTTT CGGATCTGAT CAAGAGACAG 
5821   GATGAGGATC GTTTCGCATG ATTGAACAAG ATGGATTGCA CGCAGGTTCT CCGGCCGCTT 
5881   GGGTGGAGAG GCTATTCGGC TATGACTGGG CACAACAGAC AATCGGCTGC TCTGATGCCG 
5941   CCGTGTTCCG GCTGTCAGCG CAGGGGCGCC CGGTTCTTTT TGTCAAGACC GACCTGTCCG 
6001   GTGCCCTGAA TGAACTGCAG GACGAGGCAG CGCGGCTATC GTGGCTGGCC ACGACGGGCG 
6061   TTCCTTGCGC AGCTGTGCTC GACGTTGTCA CTGAAGCGGG AAGGGACTGG CTGCTATTGG 
6121   GCGAAGTGCC GGGGCAGGAT CTCCTGTCAT CTCACCTTGC TCCTGCCGAG AAAGTATCCA 
6181   TCATGGCTGA TGCAATGCGG CGGCTGCATA CGCTTGATCC GGCTACCTGC CCATTCGACC 
6241   ACCAAGCGAA ACATCGCATC GAGCGAGCAC GTACTCGGAT GGAAGCCGGT CTTGTCGATC 
6301   AGGATGATCT GGACGAAGAG CATCAGGGGC TCGCGCCAGC CGAACTGTTC GCCAGGCTCA 
6361   AGGCGCGCAT GCCCGACGGC GAGGATCTCG TCGTGACCCA TGGCGATGCC TGCTTGCCGA 
6421   ATATCATGGT GGAAAATGGC CGCTTTTCTG GATTCATCGA CTGTGGCCGG CTGGGTGTGG 
6481   CGGACCGCTA TCAGGACATA GCGTTGGCTA CCCGTGATAT TGCTGAAGAG CTTGGCGGCG 
6541   AATGGGCTGA CCGCTTCCTC GTGCTTTACG GTATCGCCGC TCCCGATTCG CAGCGCATCG 
6601   CCTTCTATCG CCTTCTTGAC GAGTTCTTCT GAGCGGGACT CTGGGGTTCG AAATGACCGA 
6661   CCAAGCGACG CCCAACCTGC CATCACGAGA TTTCGATTCC ACCGCCGCCT TCTATGAAAG 
6721   GTTGGGCTTC GGAATCGTTT TCCGGGACGC CGGCTGGATG ATCCTCCAGC GCGGGGATCT 
6781   CATGCTGGAG TTCTTCGCCC ACCCCAACTT GTTTATTGCA GCTTATAATG GTTACAAATA 
6841   AAGCAATAGC ATCACAAATT TCACAAATAA AGCATTTTTT TCACTGCATT CTAGTTGTGG 
6901   TTTGTCCAAA CTCATCAATG TATCTTATCA TGTCTGTATA CCGTCGACCT CTAGCTAGAG 
6961   CTTGGCGTAA TCATGGTCAT AGCTGTTTCC TGTGTGAAAT TGTTATCCGC TCACAATTCC 
7021   ACACAACATA CGAGCCGGAA GCATAAAGTG TAAAGCCTGG GGTGCCTAAT GAGTGAGCTA 
7081   ACTCACATTA ATTGCGTTGC GCTCACTGCC CGCTTTCCAG TCGGGAAACC TGTCGTGCCA 
7141   GCTGCATTAA TGAATCGGCC AACGCGCGGG GAGAGGCGGT TTGCGTATTG GGCGCTCTTC 
7201   CGCTTCCTCG CTCACTGACT CGCTGCGCTC GGTCGTTCGG CTGCGGCGAG CGGTATCAGC 
7261   TCACTCAAAG GCGGTAATAC GGTTATCCAC AGAATCAGGG GATAACGCAG GAAAGAACAT 
7321   GTGAGCAAAA GGCCAGCAAA AGGCCAGGAA CCGTAAAAAG GCCGCGTTGC TGGCGTTTTT 
7381   CCATAGGCTC CGCCCCCCTG ACGAGCATCA CAAAAATCGA CGCTCAAGTC AGAGGTGGCG 
7441   AAACCCGACA GGACTATAAA GATACCAGGC GTTTCCCCCT GGAAGCTCCC TCGTGCGCTC 
7501   TCCTGTTCCG ACCCTGCCGC TTACCGGATA CCTGTCCGCC TTTCTCCCTT CGGGAAGCGT 
7561   GGCGCTTTCT CATAGCTCAC GCTGTAGGTA TCTCAGTTCG GTGTAGGTCG TTCGCTCCAA 
7621   GCTGGGCTGT GTGCACGAAC CCCCCGTTCA GCCCGACCGC TGCGCCTTAT CCGGTAACTA 
7681   TCGTCTTGAG TCCAACCCGG TAAGACACGA CTTATCGCCA CTGGCAGCAG CCACTGGTAA 
7741   CAGGATTAGC AGAGCGAGGT ATGTAGGCGG TGCTACAGAG TTCTTGAAGT GGTGGCCTAA 
7801   CTACGGCTAC ACTAGAAGAA CAGTATTTGG TATCTGCGCT CTGCTGAAGC CAGTTACCTT 
7861   CGGAAAAAGA GTTGGTAGCT CTTGATCCGG CAAACAAACC ACCGCTGGTA GCGGTTTTTT 
7921   TGTTTGCAAG CAGCAGATTA CGCGCAGAAA AAAAGGATCT CAAGAAGATC CTTTGATCTT 
7981   TTCTACGGGG TCTGACGCTC AGTGGAACGA AAACTCACGT TAAGGGATTT TGGTCATGAG 
8041   ATTATCAAAA AGGATCTTCA CCTAGATCCT TTTAAATTAA AAATGAAGTT TTAAATCAAT 
8101   CTAAAGTATA TATGAGTAAA CTTGGTCTGA CAGTTACCAA TGCTTAATCA GTGAGGCACC 
8161   TATCTCAGCG ATCTGTCTAT TTCGTTCATC CATAGTTGCC TGACTCCCCG TCGTGTAGAT 
8221   AACTACGATA CGGGAGGGCT TACCATCTGG CCCCAGTGCT GCAATGATAC CGCGAGACCC 
8281   ACGCTCACCG GCTCCAGATT TATCAGCAAT AAACCAGCCA GCCGGAAGGG CCGAGCGCAG 
8341   AAGTGGTCCT GCAACTTTAT CCGCCTCCAT CCAGTCTATT AATTGTTGCC GGGAAGCTAG 
8401   AGTAAGTAGT TCGCCAGTTA ATAGTTTGCG CAACGTTGTT GCCATTGCTA CAGGCATCGT 
8461   GGTGTCACGC TCGTCGTTTG GTATGGCTTC ATTCAGCTCC GGTTCCCAAC GATCAAGGCG 
8521   AGTTACATGA TCCCCCATGT TGTGCAAAAA AGCGGTTAGC TCCTTCGGTC CTCCGATCGT 
8581   TGTCAGAAGT AAGTTGGCCG CAGTGTTATC ACTCATGGTT ATGGCAGCAC TGCATAATTC 
8641   TCTTACTGTC ATGCCATCCG TAAGATGCTT TTCTGTGACT GGTGAGTACT CAACCAAGTC 
8701   ATTCTGAGAA TAGTGTATGC GGCGACCGAG TTGCTCTTGC CCGGCGTCAA TACGGGATAA 
8761   TACCGCGCCA CATAGCAGAA CTTTAAAAGT GCTCATCATT GGAAAACGTT CTTCGGGGCG 
8821   AAAACTCTCA AGGATCTTAC CGCTGTTGAG ATCCAGTTCG ATGTAACCCA CTCGTGCACC 
8881   CAACTGATCT TCAGCATCTT TTACTTTCAC CAGCGTTTCT GGGTGAGCAA AAACAGGAAG 
8941   GCAAAATGCC GCAAAAAAGG GAATAAGGGC GACACGGAAA TGTTGAATAC TCATACTCTT 
9001   CCTTTTTCAA TATTATTGAA GCATTTATCA GGGTTATTGT CTCATGAGCG GATACATATT 
9061   TGAATGTATT TAGAAAAATA AACAAATAGG GGTTCCGCGC ACATTTCCCC GAAAAGTGCC 
9121   ACCTGACGTC 
 
8.4.8. PN PR- V3 in pcDNA 
 
1      GACGGATCGG GAGATCTCCC GATCCCCTAT GGTGCACTCT CAGTACAATC TGCTCTGATG 
61     CCGCATAGTT AAGCCAGTAT CTGCTCCCTG CTTGTGTGTT GGAGGTCGCT GAGTAGTGCG 
121    CGAGCAAAAT TTAAGCTACA ACAAGGCAAG GCTTGACCGA CAATTGCATG AAGAATCTGC 
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181    TTAGGGTTAG GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTTGACATT 
241    GATTATTGAC TAGTTATTAA TAGTAATCAA TTACGGGGTC ATTAGTTCAT AGCCCATATA 
301    TGGAGTTCCG CGTTACATAA CTTACGGTAA ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC 
361    CCCGCCCATT GACGTCAATA ATGACGTATG TTCCCATAGT AACGCCAATA GGGACTTTCC 
421    ATTGACGTCA ATGGGTGGAG TATTTACGGT AAACTGCCCA CTTGGCAGTA CATCAAGTGT 
481    ATCATATGCC AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC GCCTGGCATT 
541    ATGCCCAGTA CATGACCTTA TGGGACTTTC CTACTTGGCA GTACATCTAC GTATTAGTCA 
601    TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGTTTTGGC AGTACATCAA TGGGCGTGGA TAGCGGTTTG 
661    ACTCACGGGG ATTTCCAAGT CTCCACCCCA TTGACGTCAA TGGGAGTTTG TTTTGGCACC 
721    AAAATCAACG GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG 
781    GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA 
841    CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGC 
901    GTTTAAACTT AAGCTTGGTA CCGAGCTCGG ATCCACTAGT CCAGTGTGGT GGAATTCCCA 
961    CCATGTTTAG GGAAGATCTG GCCTTCCTAC AAGGGAAGGC CAGGGAATTT TCTTCAGAGC 
1021   AGACCAGAGC CAACAGCCCC ACCATTTCTT CAGAGCAGAC CAGAGCCAAC AGCCCCACCA 
1081   GAAGAGAGCT TCAGGTCTGG GGTAGAGACA ACAACTCCCC CTCAGAAGCA GGAGCCGATA 
1141   GACAAGGAAC TGTATCCTTT AACTTCCCTC AGATCACTCT TTGGCAACGA CCCCTCGTCA 
1201   CAATAAAGAT CGGTGGCCAG CTGAAGGAGG CCCTGCTGGC CACCGGCGCC GACGACACCG 
1261   TGCTGGAGGA GATGAGCCTG CCCGGCAGGT GGAAGCCCAA GATGATCGGC GGCATCGGCG 
1321   GCTTCATCAA GGTGAGGCAG TACGACCAGA TCCTGATCGA GATCTGCGGC CACAAGGCCA 
1381   TCGGCACCGT GCTGGTGGGA CCTACACCTG TGAACATCAT CGGCAGGAAC CTGCTGACCC 
1441   AGATCGGCTG CACCCTGAAC TTCCCCATCA GCCCCATCGA GACCGTGCCC GTGAAGCTGA 
1501   AGCCCGGCAT GGACGGCCCT AAGGTGAAGC AGTGGCCCCT GACCGAGGAG AAGATCAAGG 
1561   CCCTGGTGGA GATCTGCACC GAGATGGAGA AGGAGGGCAA GATCAGCAAG ATCGGCCCCG 
1621   AGAACCCCTA CAACACCCCC GTGTTCGCCA TCAAGAAGAA GGACAGCACC AAGTGGAGGA 
1681   AGCTGGTGGA CTTCAGGGAG CTGAACAAGA GGACCCAGGA CTTCTGGGAG GTGCAGCTGG 
1741   GCATCCCCCA CCCCGCCGGC CTGAAGAAGA AGAAGAGCGT GACCGTGCTG GACGTGGGCG 
1801   ACGCCTACTT CAGCGTGCCC CTGGACGAGG ACTTCAGGAA GTATACCCCT TTAAGACCAA 
1861   TGACTTACAA GGCAGCTGTA GATCTTAGCC ACTTTTTAAA AGAAAAGGGG GGACTGGAAG 
1921   GGCTAATTCA CTCCCAAAGA AGACAAGATA TCCTTGATCT GTGGATCTAC CACACACAAG 
1981   GCTACTTCCC TGATCCAAGG ATGGGTGGCA AGTGGTCAAA AAGTAGTGTG GTTGGATGGC 
2041   CTGCTGTAAG GGAAAGAATG AGACGAGCTG AGCCAGCAGC AGATGGGGTG GGAGCAGCAT 
2101   CTCGAGACCT GGAAAAACAT GGAGCAATCA CAAGTAGCAA TACAGCAGCT ACCAATGCTG 
2161   CTTGTGCCTG GCTAGAAGCA CAAGAGGAGG AGGAGGTGGG TTTTCCAGTC ACACCTCAAG 
2221   TACCATTCCT GTGGATGGGC TACGAGCTGC ACCCCGACAA GTGGACCGTG CAGCCCATCG 
2281   TGCTGCCCGA GAAGGACAGC TGGACCGTGA ACGACATTCA GAAGCTGGTG GGCAAGCTGA 
2341   ACTGGGCCAG CCAGATCTAC CCTGGCATCA AGGTGAGGCA GCTGTGCAAG CTGCTGAGGG 
2401   GCACAAAGGC TCTGACCGAG GTGATCCCCC TGACCGAGGA GGCCGAGCTG GAGCTGGCCG 
2461   AGAACAGGGA GATCCTGAAG GAGCCCGTGC ACGGCGTGTA CTACGACCCC AGCAAGGACC 
2521   TGATCGCCGA GATCCAGAAG CAGGGCCAGG GCCAGTGGAC CTACCAGATC TACCAGGAGC 
2581   CCTTCAAGAA CCTGAAGACC GGCAAGTACG CCCGCATGCG CGGCGCCCAC ACCAACGACG 
2641   TGAAGCAGCT GACCGAGGCC GTGCAGAAGA TCACCACCGA GAGCATCGTG ATCTGGGGCA 
2701   AGACTCCTAA GTTCAAGCTG CCCATCCAGA AGGAGACCTG GGAGACCTGG TGGACCGAGT 
2761   ACTGGCAGGC CACCTGGATT CCCGAGTGGG AGTTCGTGAA CACCCCTCCC CTGGTGAAGC 
2821   TGTGGTATCA GCTGGAGAAG GAGCCCATCG TGGGCGCCGA GACCTTCTAC GTGGACGGCG 
2881   CCGCCAACAG GGAGACCAAG CTGGGCAAGG CCGGCTACGT GACCAACAAG GGCCGCCAGA 
2941   AGGTGGTGCC CCTGACCAAC ACCACCAACC AGAAGACCGA GCTGCAGGCT ATCTACCTGG 
3001   CCCTGCAGGA CTCAGGCCTG GAGGTGAACA TCGTGACCGA CAGCCAGTAC GCCCTGGGCA 
3061   TCATCCAGGC CCAGCCCGAC AAGAGCGAGA GCGAGCTGGT GAACCAGATC ATCGAGCAGC 
3121   TGATCAAGAA GGAGAAGGTG TACCTGGCCT GGGTGCCCGC CCACAAGGGC ATCGGCGGCA 
3181   ACGAGCAGGT GGACAAGCTG GTGAGCGCCG GCATCAGGAA GATCCTGTTC CTGGACGGCA 
3241   TCGACAAGGC CCAGGACGAG CACGAGAAGT ACCACAGCAA CTGGAGGGCT ATGGCTAGCG 
3301   ACTTCAACCT GCCTCCCGTG GTGGCTAAGG AGATCGTGGC CAGCGCCTTC ACCATCCCCA 
3361   GCATCAACAA CGAGACCCCC GGCATCCGCT ACCAGTACAA CGTGCTGCCC CAGGGCTGGA 
3421   AGGGCAGCCC CGCCATCTTC CAGAGCAGCA TGACAAAGAT CCTGGAGCCC TTCAAGAAGC 
3481   AGAACCCCGA CATCGTGATC TATCAGTACA TGGACGACCT GTACGTGGGC AGCGACCTGG 
3541   AGATCGGCCA GCACAGGACC AAGATCGAGG AGCTGAGGCA GCACCTGCTG AGGTGGGGCC 
3601   TGACCACCCC CGACAAGAAG CACCAGAAGG AGCCCCCATT CCTGTGGAAT TGTACAAGAC 
3661   CCAACAACAA TACAAGAAAA AGTATCCGTA TCCAGAGAGG ACCAGGGAGA GCATTTGTTA 
3721   CAATAGGAAA AATAGGAAAT ATGAGACAAG CACATTGTAA CTAACTCGAG TCTAGAGGGC 
3781   CCGTTTAAAC CCGCTGATCA GCCTCGACTG TGCCTTCTAG TTGCCAGCCA TCTGTTGTTT 
3841   GCCCCTCCCC CGTGCCTTCC TTGACCCTGG AAGGTGCCAC TCCCACTGTC CTTTCCTAAT 
3901   AAAATGAGGA AATTGCATCG CATTGTCTGA GTAGGTGTCA TTCTATTCTG GGGGGTGGGG 
3961   TGGGGCAGGA CAGCAAGGGG GAGGATTGGG AAGACAATAG CAGGCATGCT GGGGATGCGG 
4021   TGGGCTCTAT GGCTTCTGAG GCGGAAAGAA CCAGCTGGGG CTCTAGGGGG TATCCCCACG 
4081   CGCCCTGTAG CGGCGCATTA AGCGCGGCGG GTGTGGTGGT TACGCGCAGC GTGACCGCTA 
4141   CACTTGCCAG CGCCCTAGCG CCCGCTCCTT TCGCTTTCTT CCCTTCCTTT CTCGCCACGT 
4201   TCGCCGGCTT TCCCCGTCAA GCTCTAAATC GGGGGCTCCC TTTAGGGTTC CGATTTAGTG 
4261   CTTTACGGCA CCTCGACCCC AAAAAACTTG ATTAGGGTGA TGGTTCACGT AGTGGGCCAT 
4321   CGCCCTGATA GACGGTTTTT CGCCCTTTGA CGTTGGAGTC CACGTTCTTT AATAGTGGAC 
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4381   TCTTGTTCCA AACTGGAACA ACACTCAACC CTATCTCGGT CTATTCTTTT GATTTATAAG 
4441   GGATTTTGCC GATTTCGGCC TATTGGTTAA AAAATGAGCT GATTTAACAA AAATTTAACG 
4501   CGAATTAATT CTGTGGAATG TGTGTCAGTT AGGGTGTGGA AAGTCCCCAG GCTCCCCAGC 
4561   AGGCAGAAGT ATGCAAAGCA TGCATCTCAA TTAGTCAGCA ACCAGGTGTG GAAAGTCCCC 
4621   AGGCTCCCCA GCAGGCAGAA GTATGCAAAG CATGCATCTC AATTAGTCAG CAACCATAGT 
4681   CCCGCCCCTA ACTCCGCCCA TCCCGCCCCT AACTCCGCCC AGTTCCGCCC ATTCTCCGCC 
4741   CCATGGCTGA CTAATTTTTT TTATTTATGC AGAGGCCGAG GCCGCCTCTG CCTCTGAGCT 
4801   ATTCCAGAAG TAGTGAGGAG GCTTTTTTGG AGGCCTAGGC TTTTGCAAAA AGCTCCCGGG 
4861   AGCTTGTATA TCCATTTTCG GATCTGATCA AGAGACAGGA TGAGGATCGT TTCGCATGAT 
4921   TGAACAAGAT GGATTGCACG CAGGTTCTCC GGCCGCTTGG GTGGAGAGGC TATTCGGCTA 
4981   TGACTGGGCA CAACAGACAA TCGGCTGCTC TGATGCCGCC GTGTTCCGGC TGTCAGCGCA 
5041   GGGGCGCCCG GTTCTTTTTG TCAAGACCGA CCTGTCCGGT GCCCTGAATG AACTGCAGGA 
5101   CGAGGCAGCG CGGCTATCGT GGCTGGCCAC GACGGGCGTT CCTTGCGCAG CTGTGCTCGA 
5161   CGTTGTCACT GAAGCGGGAA GGGACTGGCT GCTATTGGGC GAAGTGCCGG GGCAGGATCT 
5221   CCTGTCATCT CACCTTGCTC CTGCCGAGAA AGTATCCATC ATGGCTGATG CAATGCGGCG 
5281   GCTGCATACG CTTGATCCGG CTACCTGCCC ATTCGACCAC CAAGCGAAAC ATCGCATCGA 
5341   GCGAGCACGT ACTCGGATGG AAGCCGGTCT TGTCGATCAG GATGATCTGG ACGAAGAGCA 
5401   TCAGGGGCTC GCGCCAGCCG AACTGTTCGC CAGGCTCAAG GCGCGCATGC CCGACGGCGA 
5461   GGATCTCGTC GTGACCCATG GCGATGCCTG CTTGCCGAAT ATCATGGTGG AAAATGGCCG 
5521   CTTTTCTGGA TTCATCGACT GTGGCCGGCT GGGTGTGGCG GACCGCTATC AGGACATAGC 
5581   GTTGGCTACC CGTGATATTG CTGAAGAGCT TGGCGGCGAA TGGGCTGACC GCTTCCTCGT 
5641   GCTTTACGGT ATCGCCGCTC CCGATTCGCA GCGCATCGCC TTCTATCGCC TTCTTGACGA 
5701   GTTCTTCTGA GCGGGACTCT GGGGTTCGAA ATGACCGACC AAGCGACGCC CAACCTGCCA 
5761   TCACGAGATT TCGATTCCAC CGCCGCCTTC TATGAAAGGT TGGGCTTCGG AATCGTTTTC 
5821   CGGGACGCCG GCTGGATGAT CCTCCAGCGC GGGGATCTCA TGCTGGAGTT CTTCGCCCAC 
5881   CCCAACTTGT TTATTGCAGC TTATAATGGT TACAAATAAA GCAATAGCAT CACAAATTTC 
5941   ACAAATAAAG CATTTTTTTC ACTGCATTCT AGTTGTGGTT TGTCCAAACT CATCAATGTA 
6001   TCTTATCATG TCTGTATACC GTCGACCTCT AGCTAGAGCT TGGCGTAATC ATGGTCATAG 
6061   CTGTTTCCTG TGTGAAATTG TTATCCGCTC ACAATTCCAC ACAACATACG AGCCGGAAGC 
6121   ATAAAGTGTA AAGCCTGGGG TGCCTAATGA GTGAGCTAAC TCACATTAAT TGCGTTGCGC 
6181   TCACTGCCCG CTTTCCAGTC GGGAAACCTG TCGTGCCAGC TGCATTAATG AATCGGCCAA 
6241   CGCGCGGGGA GAGGCGGTTT GCGTATTGGG CGCTCTTCCG CTTCCTCGCT CACTGACTCG 
6301   CTGCGCTCGG TCGTTCGGCT GCGGCGAGCG GTATCAGCTC ACTCAAAGGC GGTAATACGG 
6361   TTATCCACAG AATCAGGGGA TAACGCAGGA AAGAACATGT GAGCAAAAGG CCAGCAAAAG 
6421   GCCAGGAACC GTAAAAAGGC CGCGTTGCTG GCGTTTTTCC ATAGGCTCCG CCCCCCTGAC 
6481   GAGCATCACA AAAATCGACG CTCAAGTCAG AGGTGGCGAA ACCCGACAGG ACTATAAAGA 
6541   TACCAGGCGT TTCCCCCTGG AAGCTCCCTC GTGCGCTCTC CTGTTCCGAC CCTGCCGCTT 
6601   ACCGGATACC TGTCCGCCTT TCTCCCTTCG GGAAGCGTGG CGCTTTCTCA TAGCTCACGC 
6661   TGTAGGTATC TCAGTTCGGT GTAGGTCGTT CGCTCCAAGC TGGGCTGTGT GCACGAACCC 
6721   CCCGTTCAGC CCGACCGCTG CGCCTTATCC GGTAACTATC GTCTTGAGTC CAACCCGGTA 
6781   AGACACGACT TATCGCCACT GGCAGCAGCC ACTGGTAACA GGATTAGCAG AGCGAGGTAT 
6841   GTAGGCGGTG CTACAGAGTT CTTGAAGTGG TGGCCTAACT ACGGCTACAC TAGAAGAACA 
6901   GTATTTGGTA TCTGCGCTCT GCTGAAGCCA GTTACCTTCG GAAAAAGAGT TGGTAGCTCT 
6961   TGATCCGGCA AACAAACCAC CGCTGGTAGC GGTTTTTTTG TTTGCAAGCA GCAGATTACG 
7021   CGCAGAAAAA AAGGATCTCA AGAAGATCCT TTGATCTTTT CTACGGGGTC TGACGCTCAG 
7081   TGGAACGAAA ACTCACGTTA AGGGATTTTG GTCATGAGAT TATCAAAAAG GATCTTCACC 
7141   TAGATCCTTT TAAATTAAAA ATGAAGTTTT AAATCAATCT AAAGTATATA TGAGTAAACT 
7201   TGGTCTGACA GTTACCAATG CTTAATCAGT GAGGCACCTA TCTCAGCGAT CTGTCTATTT 
7261   CGTTCATCCA TAGTTGCCTG ACTCCCCGTC GTGTAGATAA CTACGATACG GGAGGGCTTA 
7321   CCATCTGGCC CCAGTGCTGC AATGATACCG CGAGACCCAC GCTCACCGGC TCCAGATTTA 
7381   TCAGCAATAA ACCAGCCAGC CGGAAGGGCC GAGCGCAGAA GTGGTCCTGC AACTTTATCC 
7441   GCCTCCATCC AGTCTATTAA TTGTTGCCGG GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT 
7501   AGTTTGCGCA ACGTTGTTGC CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTC GTCGTTTGGT 
7561   ATGGCTTCAT TCAGCTCCGG TTCCCAACGA TCAAGGCGAG TTACATGATC CCCCATGTTG 
7621   TGCAAAAAAG CGGTTAGCTC CTTCGGTCCT CCGATCGTTG TCAGAAGTAA GTTGGCCGCA 
7681   GTGTTATCAC TCATGGTTAT GGCAGCACTG CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCCGTA 
7741   AGATGCTTTT CTGTGACTGG TGAGTACTCA ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGCGG 
7801   CGACCGAGTT GCTCTTGCCC GGCGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCACA TAGCAGAACT 
7861   TTAAAAGTGC TCATCATTGG AAAACGTTCT TCGGGGCGAA AACTCTCAAG GATCTTACCG 
7921   CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTAACCCACT CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT 
7981   ACTTTCACCA GCGTTTCTGG GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC AAAATGCCGC AAAAAAGGGA 
8041   ATAAGGGCGA CACGGAAATG TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC 
8101   ATTTATCAGG GTTATTGTCT CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA GAAAAATAAA 
8161   CAAATAGGGG TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC CTGACGTC 
 

8.4.10. PN PR+/- V3 in pcDNA 
 
1      GACGGATCGG GAGATCTCCC GATCCCCTAT GGTGCACTCT CAGTACAATC TGCTCTGATG 
61     CCGCATAGTT AAGCCAGTAT CTGCTCCCTG CTTGTGTGTT GGAGGTCGCT GAGTAGTGCG 
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121    CGAGCAAAAT TTAAGCTACA ACAAGGCAAG GCTTGACCGA CAATTGCATG AAGAATCTGC 
181    TTAGGGTTAG GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTTGACATT 
241    GATTATTGAC TAGTTATTAA TAGTAATCAA TTACGGGGTC ATTAGTTCAT AGCCCATATA 
301    TGGAGTTCCG CGTTACATAA CTTACGGTAA ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC 
361    CCCGCCCATT GACGTCAATA ATGACGTATG TTCCCATAGT AACGCCAATA GGGACTTTCC 
421    ATTGACGTCA ATGGGTGGAG TATTTACGGT AAACTGCCCA CTTGGCAGTA CATCAAGTGT 
481    ATCATATGCC AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC GCCTGGCATT 
541    ATGCCCAGTA CATGACCTTA TGGGACTTTC CTACTTGGCA GTACATCTAC GTATTAGTCA 
601    TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGTTTTGGC AGTACATCAA TGGGCGTGGA TAGCGGTTTG 
661    ACTCACGGGG ATTTCCAAGT CTCCACCCCA TTGACGTCAA TGGGAGTTTG TTTTGGCACC 
721    AAAATCAACG GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG 
781    GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA 
841    CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGC 
901    GTTTAAACTT AAGCTTGGTA CCGAGCTCGG ATCCACTAGT CCAGTGTGGT GGAATTCCCA 
961    CCATGTTTAG GGAAGATCTG GCCTTCCTAC AAGGGAAGGC CAGGGAATTT TCTTCAGAGC 
1021   AGACCAGAGC CAACAGCCCC ACCATTTCTT CAGAGCAGAC CAGAGCCAAC AGCCCCACCA 
1081   GAAGAGAGCT TCAGGTCTGG GGTAGAGACA ACAACTCCCC CTCAGAAGCA GGAGCCGATA 
1141   GACAAGGAAC TGTATCCTTT AACTTCCCTC AGATCACTCT TTGGCAACGA CCCCTCGTCA 
1201   CAATAAAGAT CGGTGGCCAG CTGAAGGAGG CCCTGCTGGA CAGCGGCGCC GACGACACCG 
1261   TGCTGGAGGA GATGAGCCTG CCCGGCAGGT GGAAGCCCAA GATGATCGGC GGCATCGGCG 
1321   GCTTCATCAA GGTGAGGCAG TACGACCAGA TCCTGATCGA GATCTGCGGC CACAAGGCCA 
1381   TCGGCACCGT GCTGGTGGGA CCTACACCTG TGAACATCAT CGGCAGGAAC CTGCTGACCC 
1441   AGATCGGCTG CACCCTGAAC TTCCCCATCA GCCCCATCGA GACCGTGCCC GTGAAGCTGA 
1501   AGCCCGGCAT GGACGGCCCT AAGGTGAAGC AGTGGCCCCT GACCGAGGAG AAGATCAAGG 
1561   CCCTGGTGGA GATCTGCACC GAGATGGAGA AGGAGGGCAA GATCAGCAAG ATCGGCCCCG 
1621   AGAACCCCTA CAACACCCCC GTGTTCGCCA TCAAGAAGAA GGACAGCACC AAGTGGAGGA 
1681   AGCTGGTGGA CTTCAGGGAG CTGAACAAGA GGACCCAGGA CTTCTGGGAG GTGCAGCTGG 
1741   GCATCCCCCA CCCCGCCGGC CTGAAGAAGA AGAAGAGCGT GACCGTGCTG GACGTGGGCG 
1801   ACGCCTACTT CAGCGTGCCC CTGGACGAGG ACTTCAGGAA GTATACCCCT TTAAGACCAA 
1861   TGACTTACAA GGCAGCTGTA GATCTTAGCC ACTTTTTAAA AGAAAAGGGG GGACTGGAAG 
1921   GGCTAATTCA CTCCCAAAGA AGACAAGATA TCCTTGATCT GTGGATCTAC CACACACAAG 
1981   GCTACTTCCC TGATCCAAGG ATGGGTGGCA AGTGGTCAAA AAGTAGTGTG GTTGGATGGC 
2041   CTGCTGTAAG GGAAAGAATG AGACGAGCTG AGCCAGCAGC AGATGGGGTG GGAGCAGCAT 
2101   CTCGAGACCT GGAAAAACAT GGAGCAATCA CAAGTAGCAA TACAGCAGCT ACCAATGCTG 
2161   CTTGTGCCTG GCTAGAAGCA CAAGAGGAGG AGGAGGTGGG TTTTCCAGTC ACACCTCAAG 
2221   TACCATTCCT GTGGATGGGC TACGAGCTGC ACCCCGACAA GTGGACCGTG CAGCCCATCG 
2281   TGCTGCCCGA GAAGGACAGC TGGACCGTGA ACGACATTCA GAAGCTGGTG GGCAAGCTGA 
2341   ACTGGGCCAG CCAGATCTAC CCTGGCATCA AGGTGAGGCA GCTGTGCAAG CTGCTGAGGG 
2401   GCACAAAGGC TCTGACCGAG GTGATCCCCC TGACCGAGGA GGCCGAGCTG GAGCTGGCCG 
2461   AGAACAGGGA GATCCTGAAG GAGCCCGTGC ACGGCGTGTA CTACGACCCC AGCAAGGACC 
2521   TGATCGCCGA GATCCAGAAG CAGGGCCAGG GCCAGTGGAC CTACCAGATC TACCAGGAGC 
2581   CCTTCAAGAA CCTGAAGACC GGCAAGTACG CCCGCATGCG CGGCGCCCAC ACCAACGACG 
2641   TGAAGCAGCT GACCGAGGCC GTGCAGAAGA TCACCACCGA GAGCATCGTG ATCTGGGGCA 
2701   AGACTCCTAA GTTCAAGCTG CCCATCCAGA AGGAGACCTG GGAGACCTGG TGGACCGAGT 
2761   ACTGGCAGGC CACCTGGATT CCCGAGTGGG AGTTCGTGAA CACCCCTCCC CTGGTGAAGC 
2821   TGTGGTATCA GCTGGAGAAG GAGCCCATCG TGGGCGCCGA GACCTTCTAC GTGGACGGCG 
2881   CCGCCAACAG GGAGACCAAG CTGGGCAAGG CCGGCTACGT GACCAACAAG GGCCGCCAGA 
2941   AGGTGGTGCC CCTGACCAAC ACCACCAACC AGAAGACCGA GCTGCAGGCT ATCTACCTGG 
3001   CCCTGCAGGA CTCAGGCCTG GAGGTGAACA TCGTGACCGA CAGCCAGTAC GCCCTGGGCA 
3061   TCATCCAGGC CCAGCCCGAC AAGAGCGAGA GCGAGCTGGT GAACCAGATC ATCGAGCAGC 
3121   TGATCAAGAA GGAGAAGGTG TACCTGGCCT GGGTGCCCGC CCACAAGGGC ATCGGCGGCA 
3181   ACGAGCAGGT GGACAAGCTG GTGAGCGCCG GCATCAGGAA GATCCTGTTC CTGGACGGCA 
3241   TCGACAAGGC CCAGGACGAG CACGAGAAGT ACCACAGCAA CTGGAGGGCT ATGGCTAGCG 
3301   ACTTCAACCT GCCTCCCGTG GTGGCTAAGG AGATCGTGGC CAGCGCCTTC ACCATCCCCA 
3361   GCATCAACAA CGAGACCCCC GGCATCCGCT ACCAGTACAA CGTGCTGCCC CAGGGCTGGA 
3421   AGGGCAGCCC CGCCATCTTC CAGAGCAGCA TGACAAAGAT CCTGGAGCCC TTCAAGAAGC 
3481   AGAACCCCGA CATCGTGATC TATCAGTACA TGGACGACCT GTACGTGGGC AGCGACCTGG 
3541   AGATCGGCCA GCACAGGACC AAGATCGAGG AGCTGAGGCA GCACCTGCTG AGGTGGGGCC 
3601   TGACCACCCC CGACAAGAAG CACCAGAAGG AGCCCCCATT CCTGTGGAAT TGTACAAGAC 
3661   CCAACAACAA TACAAGAAAA AGTATCCGTA TCCAGAGAGG ACCAGGGAGA GCATTTGTTA 
3721   CAATAGGAAA AATAGGAAAT ATGAGACAAG CACATTGTAA CTAACTCGAG TCTAGAGGGC 
3781   CCGTTTAAAC CCGCTGATCA GCCTCGACTG TGCCTTCTAG TTGCCAGCCA TCTGTTGTTT 
3841   GCCCCTCCCC CGTGCCTTCC TTGACCCTGG AAGGTGCCAC TCCCACTGTC CTTTCCTAAT 
3901   AAAATGAGGA AATTGCATCG CATTGTCTGA GTAGGTGTCA TTCTATTCTG GGGGGTGGGG 
3961   TGGGGCAGGA CAGCAAGGGG GAGGATTGGG AAGACAATAG CAGGCATGCT GGGGATGCGG 
4021   TGGGCTCTAT GGCTTCTGAG GCGGAAAGAA CCAGCTGGGG CTCTAGGGGG TATCCCCACG 
4081   CGCCCTGTAG CGGCGCATTA AGCGCGGCGG GTGTGGTGGT TACGCGCAGC GTGACCGCTA 
4141   CACTTGCCAG CGCCCTAGCG CCCGCTCCTT TCGCTTTCTT CCCTTCCTTT CTCGCCACGT 
4201   TCGCCGGCTT TCCCCGTCAA GCTCTAAATC GGGGGCTCCC TTTAGGGTTC CGATTTAGTG 
4261   CTTTACGGCA CCTCGACCCC AAAAAACTTG ATTAGGGTGA TGGTTCACGT AGTGGGCCAT 
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4321   CGCCCTGATA GACGGTTTTT CGCCCTTTGA CGTTGGAGTC CACGTTCTTT AATAGTGGAC 
4381   TCTTGTTCCA AACTGGAACA ACACTCAACC CTATCTCGGT CTATTCTTTT GATTTATAAG 
4441   GGATTTTGCC GATTTCGGCC TATTGGTTAA AAAATGAGCT GATTTAACAA AAATTTAACG 
4501   CGAATTAATT CTGTGGAATG TGTGTCAGTT AGGGTGTGGA AAGTCCCCAG GCTCCCCAGC 
4561   AGGCAGAAGT ATGCAAAGCA TGCATCTCAA TTAGTCAGCA ACCAGGTGTG GAAAGTCCCC 
4621   AGGCTCCCCA GCAGGCAGAA GTATGCAAAG CATGCATCTC AATTAGTCAG CAACCATAGT 
4681   CCCGCCCCTA ACTCCGCCCA TCCCGCCCCT AACTCCGCCC AGTTCCGCCC ATTCTCCGCC 
4741   CCATGGCTGA CTAATTTTTT TTATTTATGC AGAGGCCGAG GCCGCCTCTG CCTCTGAGCT 
4801   ATTCCAGAAG TAGTGAGGAG GCTTTTTTGG AGGCCTAGGC TTTTGCAAAA AGCTCCCGGG 
4861   AGCTTGTATA TCCATTTTCG GATCTGATCA AGAGACAGGA TGAGGATCGT TTCGCATGAT 
4921   TGAACAAGAT GGATTGCACG CAGGTTCTCC GGCCGCTTGG GTGGAGAGGC TATTCGGCTA 
4981   TGACTGGGCA CAACAGACAA TCGGCTGCTC TGATGCCGCC GTGTTCCGGC TGTCAGCGCA 
5041   GGGGCGCCCG GTTCTTTTTG TCAAGACCGA CCTGTCCGGT GCCCTGAATG AACTGCAGGA 
5101   CGAGGCAGCG CGGCTATCGT GGCTGGCCAC GACGGGCGTT CCTTGCGCAG CTGTGCTCGA 
5161   CGTTGTCACT GAAGCGGGAA GGGACTGGCT GCTATTGGGC GAAGTGCCGG GGCAGGATCT 
5221   CCTGTCATCT CACCTTGCTC CTGCCGAGAA AGTATCCATC ATGGCTGATG CAATGCGGCG 
5281   GCTGCATACG CTTGATCCGG CTACCTGCCC ATTCGACCAC CAAGCGAAAC ATCGCATCGA 
5341   GCGAGCACGT ACTCGGATGG AAGCCGGTCT TGTCGATCAG GATGATCTGG ACGAAGAGCA 
5401   TCAGGGGCTC GCGCCAGCCG AACTGTTCGC CAGGCTCAAG GCGCGCATGC CCGACGGCGA 
5461   GGATCTCGTC GTGACCCATG GCGATGCCTG CTTGCCGAAT ATCATGGTGG AAAATGGCCG 
5521   CTTTTCTGGA TTCATCGACT GTGGCCGGCT GGGTGTGGCG GACCGCTATC AGGACATAGC 
5581   GTTGGCTACC CGTGATATTG CTGAAGAGCT TGGCGGCGAA TGGGCTGACC GCTTCCTCGT 
5641   GCTTTACGGT ATCGCCGCTC CCGATTCGCA GCGCATCGCC TTCTATCGCC TTCTTGACGA 
5701   GTTCTTCTGA GCGGGACTCT GGGGTTCGAA ATGACCGACC AAGCGACGCC CAACCTGCCA 
5761   TCACGAGATT TCGATTCCAC CGCCGCCTTC TATGAAAGGT TGGGCTTCGG AATCGTTTTC 
5821   CGGGACGCCG GCTGGATGAT CCTCCAGCGC GGGGATCTCA TGCTGGAGTT CTTCGCCCAC 
5881   CCCAACTTGT TTATTGCAGC TTATAATGGT TACAAATAAA GCAATAGCAT CACAAATTTC 
5941   ACAAATAAAG CATTTTTTTC ACTGCATTCT AGTTGTGGTT TGTCCAAACT CATCAATGTA 
6001   TCTTATCATG TCTGTATACC GTCGACCTCT AGCTAGAGCT TGGCGTAATC ATGGTCATAG 
6061   CTGTTTCCTG TGTGAAATTG TTATCCGCTC ACAATTCCAC ACAACATACG AGCCGGAAGC 
6121   ATAAAGTGTA AAGCCTGGGG TGCCTAATGA GTGAGCTAAC TCACATTAAT TGCGTTGCGC 
6181   TCACTGCCCG CTTTCCAGTC GGGAAACCTG TCGTGCCAGC TGCATTAATG AATCGGCCAA 
6241   CGCGCGGGGA GAGGCGGTTT GCGTATTGGG CGCTCTTCCG CTTCCTCGCT CACTGACTCG 
6301   CTGCGCTCGG TCGTTCGGCT GCGGCGAGCG GTATCAGCTC ACTCAAAGGC GGTAATACGG 
6361   TTATCCACAG AATCAGGGGA TAACGCAGGA AAGAACATGT GAGCAAAAGG CCAGCAAAAG 
6421   GCCAGGAACC GTAAAAAGGC CGCGTTGCTG GCGTTTTTCC ATAGGCTCCG CCCCCCTGAC 
6481   GAGCATCACA AAAATCGACG CTCAAGTCAG AGGTGGCGAA ACCCGACAGG ACTATAAAGA 
6541   TACCAGGCGT TTCCCCCTGG AAGCTCCCTC GTGCGCTCTC CTGTTCCGAC CCTGCCGCTT 
6601   ACCGGATACC TGTCCGCCTT TCTCCCTTCG GGAAGCGTGG CGCTTTCTCA TAGCTCACGC 
6661   TGTAGGTATC TCAGTTCGGT GTAGGTCGTT CGCTCCAAGC TGGGCTGTGT GCACGAACCC 
6721   CCCGTTCAGC CCGACCGCTG CGCCTTATCC GGTAACTATC GTCTTGAGTC CAACCCGGTA 
6781   AGACACGACT TATCGCCACT GGCAGCAGCC ACTGGTAACA GGATTAGCAG AGCGAGGTAT 
6841   GTAGGCGGTG CTACAGAGTT CTTGAAGTGG TGGCCTAACT ACGGCTACAC TAGAAGAACA 
6901   GTATTTGGTA TCTGCGCTCT GCTGAAGCCA GTTACCTTCG GAAAAAGAGT TGGTAGCTCT 
6961   TGATCCGGCA AACAAACCAC CGCTGGTAGC GGTTTTTTTG TTTGCAAGCA GCAGATTACG 
7021   CGCAGAAAAA AAGGATCTCA AGAAGATCCT TTGATCTTTT CTACGGGGTC TGACGCTCAG 
7081   TGGAACGAAA ACTCACGTTA AGGGATTTTG GTCATGAGAT TATCAAAAAG GATCTTCACC 
7141   TAGATCCTTT TAAATTAAAA ATGAAGTTTT AAATCAATCT AAAGTATATA TGAGTAAACT 
7201   TGGTCTGACA GTTACCAATG CTTAATCAGT GAGGCACCTA TCTCAGCGAT CTGTCTATTT 
7261   CGTTCATCCA TAGTTGCCTG ACTCCCCGTC GTGTAGATAA CTACGATACG GGAGGGCTTA 
7321   CCATCTGGCC CCAGTGCTGC AATGATACCG CGAGACCCAC GCTCACCGGC TCCAGATTTA 
7381   TCAGCAATAA ACCAGCCAGC CGGAAGGGCC GAGCGCAGAA GTGGTCCTGC AACTTTATCC 
7441   GCCTCCATCC AGTCTATTAA TTGTTGCCGG GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT 
7501   AGTTTGCGCA ACGTTGTTGC CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTC GTCGTTTGGT 
7561   ATGGCTTCAT TCAGCTCCGG TTCCCAACGA TCAAGGCGAG TTACATGATC CCCCATGTTG 
7621   TGCAAAAAAG CGGTTAGCTC CTTCGGTCCT CCGATCGTTG TCAGAAGTAA GTTGGCCGCA 
7681   GTGTTATCAC TCATGGTTAT GGCAGCACTG CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCCGTA 
7741   AGATGCTTTT CTGTGACTGG TGAGTACTCA ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGCGG 
7801   CGACCGAGTT GCTCTTGCCC GGCGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCACA TAGCAGAACT 
7861   TTAAAAGTGC TCATCATTGG AAAACGTTCT TCGGGGCGAA AACTCTCAAG GATCTTACCG 
7921   CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTAACCCACT CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT 
7981   ACTTTCACCA GCGTTTCTGG GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC AAAATGCCGC AAAAAAGGGA 
8041   ATAAGGGCGA CACGGAAATG TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC 
8101   ATTTATCAGG GTTATTGTCT CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA GAAAAATAAA 
8161   CAAATAGGGG TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC CTGACGTC 
 

8.4.11. Pol ∆nef PR- V3 in pcDNA 
 
1      GACGGATCGG GAGATCTCCC GATCCCCTAT GGTGCACTCT CAGTACAATC TGCTCTGATG 
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61     CCGCATAGTT AAGCCAGTAT CTGCTCCCTG CTTGTGTGTT GGAGGTCGCT GAGTAGTGCG 
121    CGAGCAAAAT TTAAGCTACA ACAAGGCAAG GCTTGACCGA CAATTGCATG AAGAATCTGC 
181    TTAGGGTTAG GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTTGACATT 
241    GATTATTGAC TAGTTATTAA TAGTAATCAA TTACGGGGTC ATTAGTTCAT AGCCCATATA 
301    TGGAGTTCCG CGTTACATAA CTTACGGTAA ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC 
361    CCCGCCCATT GACGTCAATA ATGACGTATG TTCCCATAGT AACGCCAATA GGGACTTTCC 
421    ATTGACGTCA ATGGGTGGAG TATTTACGGT AAACTGCCCA CTTGGCAGTA CATCAAGTGT 
481    ATCATATGCC AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC GCCTGGCATT 
541    ATGCCCAGTA CATGACCTTA TGGGACTTTC CTACTTGGCA GTACATCTAC GTATTAGTCA 
601    TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGTTTTGGC AGTACATCAA TGGGCGTGGA TAGCGGTTTG 
661    ACTCACGGGG ATTTCCAAGT CTCCACCCCA TTGACGTCAA TGGGAGTTTG TTTTGGCACC 
721    AAAATCAACG GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG 
781    GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA 
841    CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGC 
901    GTTTAAACTT AAGCTTGGTA CCGAGCTCGG ATCCACTAGT CCAGTGTGGT GGAATTCCCA 
961    CCATGTTTAG GGAAGATCTG GCCTTCCTAC AAGGGAAGGC CAGGGAATTT TCTTCAGAGC 
1021   AGACCAGAGC CAACAGCCCC ACCATTTCTT CAGAGCAGAC CAGAGCCAAC AGCCCCACCA 
1081   GAAGAGAGCT TCAGGTCTGG GGTAGAGACA ACAACTCCCC CTCAGAAGCA GGAGCCGATA 
1141   GACAAGGAAC TGTATCCTTT AACTTCCCTC AGATCACTCT TTGGCAACGA CCCCTCGTCA 
1201   CAATAAAGAT CGGTGGCCAG CTGAAGGAGG CCCTGCTGGC CACCGGCGCC GACGACACCG 
1261   TGCTGGAGGA GATGAGCCTG CCCGGCAGGT GGAAGCCCAA GATGATCGGC GGCATCGGCG 
1321   GCTTCATCAA GGTGAGGCAG TACGACCAGA TCCTGATCGA GATCTGCGGC CACAAGGCCA 
1381   TCGGCACCGT GCTGGTGGGA CCTACACCTG TGAACATCAT CGGCAGGAAC CTGCTGACCC 
1441   AGATCGGCTG CACCCTGAAC TTCCCCATCA GCCCCATCGA GACCGTGCCC GTGAAGCTGA 
1501   AGCCCGGCAT GGACGGCCCT AAGGTGAAGC AGTGGCCCCT GACCGAGGAG AAGATCAAGG 
1561   CCCTGGTGGA GATCTGCACC GAGATGGAGA AGGAGGGCAA GATCAGCAAG ATCGGCCCCG 
1621   AGAACCCCTA CAACACCCCC GTGTTCGCCA TCAAGAAGAA GGACAGCACC AAGTGGAGGA 
1681   AGCTGGTGGA CTTCAGGGAG CTGAACAAGA GGACCCAGGA CTTCTGGGAG GTGCAGCTGG 
1741   GCATCCCCCA CCCCGCCGGC CTGAAGAAGA AGAAGAGCGT GACCGTGCTG GACGTGGGCG 
1801   ACGCCTACTT CAGCGTGCCC CTGGACGAGG ACTTCAGGAA GTATACCCCA TTCCTGTGGA 
1861   TGGGCTACGA GCTGCACCCC GACAAGTGGA CCGTGCAGCC CATCGTGCTG CCCGAGAAGG 
1921   ACAGCTGGAC CGTGAACGAC ATTCAGAAGC TGGTGGGCAA GCTGAACTGG GCCAGCCAGA 
1981   TCTACCCTGG CATCAAGGTG AGGCAGCTGT GCAAGCTGCT GAGGGGCACA AAGGCTCTGA 
2041   CCGAGGTGAT CCCCCTGACC GAGGAGGCCG AGCTGGAGCT GGCCGAGAAC AGGGAGATCC 
2101   TGAAGGAGCC CGTGCACGGC GTGTACTACG ACCCCAGCAA GGACCTGATC GCCGAGATCC 
2161   AGAAGCAGGG CCAGGGCCAG TGGACCTACC AGATCTACCA GGAGCCCTTC AAGAACCTGA 
2221   AGACCGGCAA GTACGCCCGC ATGCGCGGCG CCCACACCAA CGACGTGAAG CAGCTGACCG 
2281   AGGCCGTGCA GAAGATCACC ACCGAGAGCA TCGTGATCTG GGGCAAGACT CCTAAGTTCA 
2341   AGCTGCCCAT CCAGAAGGAG ACCTGGGAGA CCTGGTGGAC CGAGTACTGG CAGGCCACCT 
2401   GGATTCCCGA GTGGGAGTTC GTGAACACCC CTCCCCTGGT GAAGCTGTGG TATCAGCTGG 
2461   AGAAGGAGCC CATCGTGGGC GCCGAGACCT TCTACGTGGA CGGCGCCGCC AACAGGGAGA 
2521   CCAAGCTGGG CAAGGCCGGC TACGTGACCA ACAAGGGCCG CCAGAAGGTG GTGCCCCTGA 
2581   CCAACACCAC CAACCAGAAG ACCGAGCTGC AGGCTATCTA CCTGGCCCTG CAGGACTCAG 
2641   GCCTGGAGGT GAACATCGTG ACCGACAGCC AGTACGCCCT GGGCATCATC CAGGCCCAGC 
2701   CCGACAAGAG CGAGAGCGAG CTGGTGAACC AGATCATCGA GCAGCTGATC AAGAAGGAGA 
2761   AGGTGTACCT GGCCTGGGTG CCCGCCCACA AGGGCATCGG CGGCAACGAG CAGGTGGACA 
2821   AGCTGGTGAG CGCCGGCATC AGGAAGATCC TGTTCCTGGA CGGCATCGAC AAGGCCCAGG 
2881   ACGAGCACGA GAAGTACCAC AGCAACTGGA GGGCTATGGC TAGCGACTTC AACCTGCCTC 
2941   CCGTGGTGGC TAAGGAGATC GTGGCCAGCG CCTTCACCAT CCCCAGCATC AACAACGAGA 
3001   CCCCCGGCAT CCGCTACCAG TACAACGTGC TGCCCCAGGG CTGGAAGGGC AGCCCCGCCA 
3061   TCTTCCAGAG CAGCATGACA AAGATCCTGG AGCCCTTCAA GAAGCAGAAC CCCGACATCG 
3121   TGATCTATCA GTACATGGAC GACCTGTACG TGGGCAGCGA CCTGGAGATC GGCCAGCACA 
3181   GGACCAAGAT CGAGGAGCTG AGGCAGCACC TGCTGAGGTG GGGCCTGACC ACCCCCGACA 
3241   AGAAGCACCA GAAGGAGCCC CCATTCCTGT GGAATTGTAC AAGACCCAAC AACAATACAA 
3301   GAAAAAGTAT CCGTATCCAG AGAGGACCAG GGAGAGCATT TGTTACAATA GGAAAAATAG 
3361   GAAATATGAG ACAAGCACAT TGTAACTAAC TCGAGTCTAG AGGGCCCGTT TAAACCCGCT 
3421   GATCAGCCTC GACTGTGCCT TCTAGTTGCC AGCCATCTGT TGTTTGCCCC TCCCCCGTGC 
3481   CTTCCTTGAC CCTGGAAGGT GCCACTCCCA CTGTCCTTTC CTAATAAAAT GAGGAAATTG 
3541   CATCGCATTG TCTGAGTAGG TGTCATTCTA TTCTGGGGGG TGGGGTGGGG CAGGACAGCA 
3601   AGGGGGAGGA TTGGGAAGAC AATAGCAGGC ATGCTGGGGA TGCGGTGGGC TCTATGGCTT 
3661   CTGAGGCGGA AAGAACCAGC TGGGGCTCTA GGGGGTATCC CCACGCGCCC TGTAGCGGCG 
3721   CATTAAGCGC GGCGGGTGTG GTGGTTACGC GCAGCGTGAC CGCTACACTT GCCAGCGCCC 
3781   TAGCGCCCGC TCCTTTCGCT TTCTTCCCTT CCTTTCTCGC CACGTTCGCC GGCTTTCCCC 
3841   GTCAAGCTCT AAATCGGGGG CTCCCTTTAG GGTTCCGATT TAGTGCTTTA CGGCACCTCG 
3901   ACCCCAAAAA ACTTGATTAG GGTGATGGTT CACGTAGTGG GCCATCGCCC TGATAGACGG 
3961   TTTTTCGCCC TTTGACGTTG GAGTCCACGT TCTTTAATAG TGGACTCTTG TTCCAAACTG 
4021   GAACAACACT CAACCCTATC TCGGTCTATT CTTTTGATTT ATAAGGGATT TTGCCGATTT 
4081   CGGCCTATTG GTTAAAAAAT GAGCTGATTT AACAAAAATT TAACGCGAAT TAATTCTGTG 
4141   GAATGTGTGT CAGTTAGGGT GTGGAAAGTC CCCAGGCTCC CCAGCAGGCA GAAGTATGCA 
4201   AAGCATGCAT CTCAATTAGT CAGCAACCAG GTGTGGAAAG TCCCCAGGCT CCCCAGCAGG 
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4261   CAGAAGTATG CAAAGCATGC ATCTCAATTA GTCAGCAACC ATAGTCCCGC CCCTAACTCC 
4321   GCCCATCCCG CCCCTAACTC CGCCCAGTTC CGCCCATTCT CCGCCCCATG GCTGACTAAT 
4381   TTTTTTTATT TATGCAGAGG CCGAGGCCGC CTCTGCCTCT GAGCTATTCC AGAAGTAGTG 
4441   AGGAGGCTTT TTTGGAGGCC TAGGCTTTTG CAAAAAGCTC CCGGGAGCTT GTATATCCAT 
4501   TTTCGGATCT GATCAAGAGA CAGGATGAGG ATCGTTTCGC ATGATTGAAC AAGATGGATT 
4561   GCACGCAGGT TCTCCGGCCG CTTGGGTGGA GAGGCTATTC GGCTATGACT GGGCACAACA 
4621   GACAATCGGC TGCTCTGATG CCGCCGTGTT CCGGCTGTCA GCGCAGGGGC GCCCGGTTCT 
4681   TTTTGTCAAG ACCGACCTGT CCGGTGCCCT GAATGAACTG CAGGACGAGG CAGCGCGGCT 
4741   ATCGTGGCTG GCCACGACGG GCGTTCCTTG CGCAGCTGTG CTCGACGTTG TCACTGAAGC 
4801   GGGAAGGGAC TGGCTGCTAT TGGGCGAAGT GCCGGGGCAG GATCTCCTGT CATCTCACCT 
4861   TGCTCCTGCC GAGAAAGTAT CCATCATGGC TGATGCAATG CGGCGGCTGC ATACGCTTGA 
4921   TCCGGCTACC TGCCCATTCG ACCACCAAGC GAAACATCGC ATCGAGCGAG CACGTACTCG 
4981   GATGGAAGCC GGTCTTGTCG ATCAGGATGA TCTGGACGAA GAGCATCAGG GGCTCGCGCC 
5041   AGCCGAACTG TTCGCCAGGC TCAAGGCGCG CATGCCCGAC GGCGAGGATC TCGTCGTGAC 
5101   CCATGGCGAT GCCTGCTTGC CGAATATCAT GGTGGAAAAT GGCCGCTTTT CTGGATTCAT 
5161   CGACTGTGGC CGGCTGGGTG TGGCGGACCG CTATCAGGAC ATAGCGTTGG CTACCCGTGA 
5221   TATTGCTGAA GAGCTTGGCG GCGAATGGGC TGACCGCTTC CTCGTGCTTT ACGGTATCGC 
5281   CGCTCCCGAT TCGCAGCGCA TCGCCTTCTA TCGCCTTCTT GACGAGTTCT TCTGAGCGGG 
5341   ACTCTGGGGT TCGAAATGAC CGACCAAGCG ACGCCCAACC TGCCATCACG AGATTTCGAT 
5401   TCCACCGCCG CCTTCTATGA AAGGTTGGGC TTCGGAATCG TTTTCCGGGA CGCCGGCTGG 
5461   ATGATCCTCC AGCGCGGGGA TCTCATGCTG GAGTTCTTCG CCCACCCCAA CTTGTTTATT 
5521   GCAGCTTATA ATGGTTACAA ATAAAGCAAT AGCATCACAA ATTTCACAAA TAAAGCATTT 
5581   TTTTCACTGC ATTCTAGTTG TGGTTTGTCC AAACTCATCA ATGTATCTTA TCATGTCTGT 
5641   ATACCGTCGA CCTCTAGCTA GAGCTTGGCG TAATCATGGT CATAGCTGTT TCCTGTGTGA 
5701   AATTGTTATC CGCTCACAAT TCCACACAAC ATACGAGCCG GAAGCATAAA GTGTAAAGCC 
5761   TGGGGTGCCT AATGAGTGAG CTAACTCACA TTAATTGCGT TGCGCTCACT GCCCGCTTTC 
5821   CAGTCGGGAA ACCTGTCGTG CCAGCTGCAT TAATGAATCG GCCAACGCGC GGGGAGAGGC 
5881   GGTTTGCGTA TTGGGCGCTC TTCCGCTTCC TCGCTCACTG ACTCGCTGCG CTCGGTCGTT 
5941   CGGCTGCGGC GAGCGGTATC AGCTCACTCA AAGGCGGTAA TACGGTTATC CACAGAATCA 
6001   GGGGATAACG CAGGAAAGAA CATGTGAGCA AAAGGCCAGC AAAAGGCCAG GAACCGTAAA 
6061   AAGGCCGCGT TGCTGGCGTT TTTCCATAGG CTCCGCCCCC CTGACGAGCA TCACAAAAAT 
6121   CGACGCTCAA GTCAGAGGTG GCGAAACCCG ACAGGACTAT AAAGATACCA GGCGTTTCCC 
6181   CCTGGAAGCT CCCTCGTGCG CTCTCCTGTT CCGACCCTGC CGCTTACCGG ATACCTGTCC 
6241   GCCTTTCTCC CTTCGGGAAG CGTGGCGCTT TCTCATAGCT CACGCTGTAG GTATCTCAGT 
6301   TCGGTGTAGG TCGTTCGCTC CAAGCTGGGC TGTGTGCACG AACCCCCCGT TCAGCCCGAC 
6361   CGCTGCGCCT TATCCGGTAA CTATCGTCTT GAGTCCAACC CGGTAAGACA CGACTTATCG 
6421   CCACTGGCAG CAGCCACTGG TAACAGGATT AGCAGAGCGA GGTATGTAGG CGGTGCTACA 
6481   GAGTTCTTGA AGTGGTGGCC TAACTACGGC TACACTAGAA GAACAGTATT TGGTATCTGC 
6541   GCTCTGCTGA AGCCAGTTAC CTTCGGAAAA AGAGTTGGTA GCTCTTGATC CGGCAAACAA 
6601   ACCACCGCTG GTAGCGGTTT TTTTGTTTGC AAGCAGCAGA TTACGCGCAG AAAAAAAGGA 
6661   TCTCAAGAAG ATCCTTTGAT CTTTTCTACG GGGTCTGACG CTCAGTGGAA CGAAAACTCA 
6721   CGTTAAGGGA TTTTGGTCAT GAGATTATCA AAAAGGATCT TCACCTAGAT CCTTTTAAAT 
6781   TAAAAATGAA GTTTTAAATC AATCTAAAGT ATATATGAGT AAACTTGGTC TGACAGTTAC 
6841   CAATGCTTAA TCAGTGAGGC ACCTATCTCA GCGATCTGTC TATTTCGTTC ATCCATAGTT 
6901   GCCTGACTCC CCGTCGTGTA GATAACTACG ATACGGGAGG GCTTACCATC TGGCCCCAGT 
6961   GCTGCAATGA TACCGCGAGA CCCACGCTCA CCGGCTCCAG ATTTATCAGC AATAAACCAG 
7021   CCAGCCGGAA GGGCCGAGCG CAGAAGTGGT CCTGCAACTT TATCCGCCTC CATCCAGTCT 
7081   ATTAATTGTT GCCGGGAAGC TAGAGTAAGT AGTTCGCCAG TTAATAGTTT GCGCAACGTT 
7141   GTTGCCATTG CTACAGGCAT CGTGGTGTCA CGCTCGTCGT TTGGTATGGC TTCATTCAGC 
7201   TCCGGTTCCC AACGATCAAG GCGAGTTACA TGATCCCCCA TGTTGTGCAA AAAAGCGGTT 
7261   AGCTCCTTCG GTCCTCCGAT CGTTGTCAGA AGTAAGTTGG CCGCAGTGTT ATCACTCATG 
7321   GTTATGGCAG CACTGCATAA TTCTCTTACT GTCATGCCAT CCGTAAGATG CTTTTCTGTG 
7381   ACTGGTGAGT ACTCAACCAA GTCATTCTGA GAATAGTGTA TGCGGCGACC GAGTTGCTCT 
7441   TGCCCGGCGT CAATACGGGA TAATACCGCG CCACATAGCA GAACTTTAAA AGTGCTCATC 
7501   ATTGGAAAAC GTTCTTCGGG GCGAAAACTC TCAAGGATCT TACCGCTGTT GAGATCCAGT 
7561   TCGATGTAAC CCACTCGTGC ACCCAACTGA TCTTCAGCAT CTTTTACTTT CACCAGCGTT 
7621   TCTGGGTGAG CAAAAACAGG AAGGCAAAAT GCCGCAAAAA AGGGAATAAG GGCGACACGG 
7681   AAATGTTGAA TACTCATACT CTTCCTTTTT CAATATTATT GAAGCATTTA TCAGGGTTAT 
7741   TGTCTCATGA GCGGATACAT ATTTGAATGT ATTTAGAAAA ATAAACAAAT AGGGGTTCCG 

GCACATTTC CCCGAAAAGT GCCACCTGAC GTC 

8.5. Abkürzungsverzeichnis 
 
A  Absorption oder Ampere 

Abb.  Abbildung 
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Ad  Adenovirus 

AIDS                 erworbenes Immundefizienz Syndrom (aquired immundefiency syndrome) 

AK  Antikörper 

Amp  Ampicillin 

AP  alkalische Phosphatase 

APZ  Antigenpräsentierende Zelle 

AS  Aminosäure 

BCIP  5-Bromo-4-Chlor-3-Indolylphosphat 

Bp.  Basenpaar 

bzgl.  bezüglich 

bzw.  beziehungsweise 

CA  Kapsid-Protein (capsid) 

ca.  cirka 

cm  Zentimeter 

CTL  cytotoxischer T-Lymphozyt 

d  Desoxy 

Da  Dalton 

dam  Methylierungseffekt in E. coli (dam-Methylase) 

DMEM  Dulbecco´s Mod Eagle Medium 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA  Desoxyribonukleinsäure (DNS) 

dNTP  Desoxyribonukleotidtriphosphat 

ds  doppelsträngig 

E  Extinktion 

E. coli  Escherichia coli 

EDTA  Ethylendiamintetraacetat (TitriplexIII) 

ELISA  enzym-linked immunosorbent assay 

Env  Hüllprotein (envelope) 

ERG  Eppendorf Reaktionsgefäß 

et al.  und andere 

EtBr  Ethidiumbromid 

etc.  é cétéra 

FKS  fötales Kälberserum 

g  Gramm 

Gag  gruppenspezifisches Antigen 

GPN  GagPolNef 

H2Obidest zweifach destilliertes Wasser aus einer Millipore-Anlage 

HIV–1/-2 humanes Immunschwäche Virus Typ 1 / 2 

IN  Integrase 

k  Kilo 

kDa  Kilodalton 
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l  Liter 

LB-Medium Luria-Bertani-Medium 

LPS  Lipopolysaccharide 

Lsg.  Lösung 

m  milli 

M  Molar (mol pro Liter) 

mA  Milliampere 

Min.  Minute 

ml  Milliliter 

n  Nano (10-9) 

NaAc  Natriumacetat 

nef  negative regulator 

OD  optische Dichte 

ori  origin of replication 

PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS  Phosphat gepufferte Kochsalzlösung (phosphate buffered saline) 

PCR  Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 

Pen  Penicillin 

Pfu  DNA-abhängige DNA-Polymerase 

pH  Konzentration der H+-Ionen in einer Lösung 

PN  PolNef 

Pol  Polymerase 

poly(A)  polyadenyliertes 3´-Ende von RNA-Transkripten 

PR  HI-virale Protease 

RNA  Ribonukleinsäure (RNS) 

RNAse  Ribonuklease 

rpm  Umdrehung pro Minute 

RT  Raumtemperatur 

RT  reverse Transkriptase 

SDS  Sodiumdodecylsulfat 

Sek.  Sekunde 

SIV  Affen-Immundefizienz-Virus (simian immundeficiency virus) 

ss  einzelsträngig 

Std.  Stunde 

T  Temperatur 

Tab.  Tabelle 

TAE  Tris-Acetat-EDTA-Puffer 

TBS  Tris gepufferte Kochsalzlösung (Tris-buffered saline) 

TEMED  N,N,N´,N,´-Tetramethylethylendiamin 

Tris  Tris(hydroxymethyl)-aminoethan 

TTBS          Tris gepufferte Kochsalzlösung mit Tween 20 (Tween-Tris buffered saline) 
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U  Enzymeinheit (Units) 

ÜN  über Nacht 

UV  Ultraviolett 

V  Volt 

V3  immundominante und hypervariable Schleifenstruktur des gp120 Env (V3-loop)  

zB  zum Beispiel 

°C  Grad Celsius 

µ  mikro (106) 

 

 

 

Ein-Buchstaben-Code der Aminosäuren 
A Alanin L Leucin 

R Arginin K Lysin 

N Asparagin M Methionin 

C Cystein F Phenylalanin 

Q Glutamin P Prolin 

E Glutaminsäure S Serin 

G Glycin T Threonin 

H Histidin W Tryptophan 

I Isoleucin Y Tyrosin 

D Asparaginsäure V Valin 

 
 
 
 
 

DNA-Basen  
A Adenin  

C Cytosin  

G Guanin  

T Thymin 
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