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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Trotz vielversprechender Fortschritte ist bis jetzt keine HIV-Vakzine verflugbar.
Rekombinante virale Vektorsysteme, im Besonderen Vaccinia-virale Vektoren, stellen fur die
Generierung eines effektiven Impfstoffs einen Erfolg versprechenden Ansatzpunkt dar. Die
Kombination eines auf dem New York Vacciniavirus basierenden Vektors der die HIV-1
Immunogene GagPolNef (GPN) und gp120 enthalt (NYCAC-C) und einer, die gleichen
Antigene kodierenden DNA-Vakzine (DNA-C), wurde bereits in praklinischen und klinischen
Phase I/ll Studien getestet. Die Applikation von DNA-C/NYVAC-C induzierte hohe
gp120-spezifische, jedoch nur schwache zellulare Immunantworten gegen Gag, Pol und Nef.
Diese schwachen Gag-, Pol- und Nef-spezifischen T-Zell Antworten beruhen vermutlich auf
der niedrigen Expression des artifiziellen Polyproteins GPN. Im Kontext einer DNA-Vakzine
fuhrte das Einfigen von Modifikationen in das Antigen GPN zu einer Verbesserung der
Proteinexpression, sowie nachgelagert zu einer Steigerung Gag- und Pol-spezifischer
zellularer Immunantworten. Jedoch konnte dabei ein negativer Einfluss von HIV-1 gp120 auf
co-verabreichte Antigene aufgezeigt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb zunachst der Mechanismus, welcher diesem
negativen Effekt von Env zu Grunde liegt, mittels neuer Transgenvarianten untersucht. Die
Gewahrleistung der Co-Expression von Gag und gp120 in einer Zelle konnte zeigen, dass
eine maogliche Interferenz zwischen Env und Gag vermutlich nicht auf Ebene der
exprimierenden Muskelzellen, sondern in einer Antigen-préasentierenden Zelle stattfindet.
Weiterhin fuhrte die Deletion des gp120-spezifischen Epitops bei Co-Verabreichung mit Gag
zur Induktion effizienter Gag-spezifischer zellularer Immunantworten. Eine MHC-Kompetition
der Epitope aus Gag und Env konnte somit eine mogliche Erklarung fur die Interferenz
zwischen Env und Gag darstellen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden rekombinante NYVACs hergestellt, die unter anderem die
hinsichtlich einer gesteigerten Expression von Gag, Pol und Nef verbesserten Transgene
enthalten. Im BALB/c Mausmodell zeigte sich nach Verabreichung der rekombinanten
NYVACs eine im Vergleich zu NYVAC-C um das Vierfache gesteigerte Induktion
Gag-spezifischer T-Zell Antworten.

Des Weiteren konnte im letzten Teil dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Kombination der
rekombinanten Viren zusammen mit den hinsichtlich der Transgenexpression verbesserten
DNA-Konstrukten die starksten Transgen-spezifischen zellularen Immunantworten
induzierte. Im Vergleich zu einer Applikation von DNA-C/NYVAC-C flihrte diese Kombination
vor allem zu einer deutlichen Steigerung Gag- und Pol-spezifischer T-Zell Antworten. In
diesem  verbesserten  heterologen  Prime/Boost-Schema  scheint  jedoch  die
Grundimmunsierung mit den optimierten DNA-Konstrukten den entscheidenderen Einfluss

auf die Steigerung der Transgen-spezifischen zellularen Immunantworten zu haben.



Einleitung

A. Einleitung
A1 Pockenviren
A1A1 Pockenviren allgemein

Zur Familie der Poxviriadae zahlt eine groRe Anzahl verschiedener Viren, darunter die
Pockenviren der Wirbeltiere wie Saugetiere oder Vogel (Chordopoxvirinae) und die
Pockenviren der Insekten (Entomopoxvirinae). Pockenviren sind die grofdten bekannten
Viren. Alle pockenviralen Partikel bestehen aus einem linearen, doppelstrangigen
DNA-Genom welches von einer inneren Hillmembran umgeben ist. Die Partikel haben eine
ovale Form mit einem Durchmesser von bis zu 300 nm *.

Obwohl man Uber den Erreger oder die Biologie der Infektion keine naheren Kenntnisse
besaly, gelangen mit Hilfe des menschlichen Pockenvirus schon friih wichtige Entdeckungen
Uber die Pathogenese von Infektionskrankheiten. Die altesten bekannten Ubertragbaren
Erkrankungen des Menschen sind hierbei die vom humanpathogenen Pockenvirus Variola
verursachten Infektionen (Variola vera und Variola minor). Die Ubertragung des Variolavirus
erfolgt vor allem durch Trépfchen- sowie Schmutz- und Schmierinfektion.

Ende des 18. Jahrhunderts erprobte Edward Jenner in England zum ersten Mal eine Impfung
mit einem aus der Kuh stammenden Pockenvirus. Er gab diesem Virus den Namen
Vaccinia-Virus, daraus abgleitet bezeichnet man heute einen Impfstoff als Vakzine 2. Erst in
spateren molekularbiologischen Untersuchungen stellt man fest, dass es sich bei diesem
Vacciniavirus nicht um das von Jenner vermutlich verwendete Kuhpockenvirus (Jenner 1798
und Downie 1939), sondern um ein inzwischen ausgestorbenes Tierpockenvirus handelt 2.
Dieses von Jenner verwendete Vacciniavirus wurde bis 1979 in einem globalen
Ausrottungsprogramm als Impfstoff gegen die Infektion mit dem Pockenvirus eingesetzt. Seit
diesem Zeitpunkt gilt die Pockenerkrankung des Menschen fir ausgerottet (WHO 1980).
Auch heute kann es in seltenen Fallen zur Ubertragung tierpathogener Pockenviren auf den
Menschen kommen. Das sogenannte Affenpockenvirus (Monkey-Pox-Virus) wird z.B.
sporadisch beim Verzehr wild lebender Affen auf die eingeborene Bevdlkerung Afrikas

Ubertragen .

A1.2 Vacciniaviren

Das Vacciniavirus (VACV) zahlt zur Unterfamilie der Chordopoxvirinae und zum Genus
Orthopoxvirus. Das Genom des VACV umfasst ca. 190.000 Basenpaare und kodiert flr
ungefahr 250 Gene *. Der konkrete Ursprung des Vacciniavirus ist wie bereits erwahnt

unbekannt. Es wird jedoch vermutet, dass es sich bei diesem Virus um einen, dem



Einleitung

Kuhpocken artverwandten Virus handelt, welcher durch vielféltige Passagierungen zur
Herstellung eines Impfstoffs weiter vermehrt und veréndert wurde °.

Ein besonderes Merkmal der Vacciniaviren ist, dass sie, anders als die meisten DNA Viren,
ausschliellich im Zytoplasma der infizierten Zelle replizieren. Dabei ist die virale
Genexpression durch einen Kaskadenmechanismus stark reguliert. Der Zusammenbau der
Viren findet in einem mehrstufigen Prozess satt, bei welchem mehrere virale Formen
entstehen °. Diese verschiedenen Formen der VACV unterscheiden sich in der Anzahl ihrer
aulleren Membranen. Jede Form enthalt den gleichen DNA-Protein-Komplex, mit einer
Vielzahl an Enzymen und Faktoren fir die frilhe Genexpression, umgeben von einem Kapsid
und einer inneren Membranhiille *’. Die einfachste und in der gréRten Anzahl auftretende
Form sind die intrazellularen reifen Virionen IMV (intracellular mature virion), welche von nur
einer doppelten Lipidmembran umgeben sind ®°. Im Laufe des Replikationszyklus der
Vacciniaviren werden die IMV zu frihen Endosomen und zum trans-Golgi-Netzwerk
transportiert und mit einer weiteren Lipid-Doppelschicht umgeben. Diese zweite Form
bezeichnet man als intrazelluldre behiillte Virionen IEV (intracellular enveloped virion) "2,
Die dritte Virusform entsteht durch das Freisetzen der Virionen aus der Zelle durch Fusion
der aulieren Lipid-Doppelschicht mit der Zytoplasmamembran. Hierbei bilden sich die
extrazellularen behullten Virionen EEV (extracellular enveloped virion), welche im Vergleich
zu den IEV mit nur einer duReren Lipidschicht ausgestattet sind ’. Sowohl die IMV als auch
die extrazelluldren Arten von Viruspartikeln sind infektids, jedoch ist fiir die Ubertragung der

Infektion zwischen einzelnen Individuen die extrazelluldre Form verantwortlich *°.

Abb. A-1: Schematische Darstellung der
Aufnahme von Vacciniaviren

@4\ (modifiziert nach )
/ AN

@ Die Aufnahme der IMVs erfolgt zum einen
@ Uber direkte Fusion der IMV-Membran mit
\ der Plasmamembran (1) zum anderen Uber
' Endozytose und/oder Macropinozytose in
IMV intrazellulare Vesikel mit anschlielRender
\/\ Fusion der IMV-Membran mit der
7 @ Vesikelmembran (2).
ytoplasma
/‘ Die EEVs verlieren ihre aulRere Membran an
@ f der Aulienseite der Zellen und werden durch
Fusion der inneren IMV-Membran mit der
EEV (@0 Plasmamembran aufgenommen (3).

Die Adsorption der Viren an der Zelloberflache findet vermutlich Gber Rezeptorbindungen
statt /, wobei der genaue Rezeptor noch unbekannt ist. Es konnte die Beteiligung von
Glykosaminoglykane (GAGs) an der Interaktion von intrazellularen reifen Virionen (IMV) mit

15-17

der Zellmembran nachgewiesen werden , jedoch konnte auch gezeigt werden, dass

GAGs nicht notwendigerweise fiir eine Infektion benétigt werden ®. Nach der Bindung der

3
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IMVs oder EEVs erfolgt die Aufnahme in das Zytoplasma der Zielzelle. In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen (EM-Aufnahmen) konnte fur die intrazelluldren
Virionen (IMV) zum einen eine direkte Fusion der IMV-Membran mit der Vesikelmembran
gezeigt werden '8, zum anderen erfolgt die Aufnahme iiber Endozytose / Makropinozytose in
intrazelluldare  Vesikel mit anschlieBender Fusion der [IMV-Membran mit der
Vesikelmembran ' (Abb. A-1, Nr.1 und 2). Durch EM-Aufnahmen konnte man weiterhin
belegen, dass die extrazellularen, behdillten Viren bei der Adsorption an die Zielzelle ihre
aullere Membran verlieren und durch Fusion der inneren IMV-Membran mit der

Plasmamembran aufgenommen werden % (Abb. A-1, Nr.3).

Abb. A-2: Schematische Darstellung des
Replikationszyklus von Vacciniaviren

(@) Eev

N MV (modifiziert nach 2"
f @ () 1. Das Virus bindet an die Zelle, wird
CEV () aufgenommen und entlasst das virale ,Core” in

das Zytoplasma der Zelle.

2. Das virale ,Core” wird in der Zelle entlang von
Mikrotubuli transportiert.

3. Die Transkription der frihen mRNAs, die
Freisetzung der viralen DNA und die
anschlieBende DNA Replikation findet in ,viral
factory” statt.

4. In der ,viral factory® werden immature
Virionen (IV) hergestellt und zu IMVs
prozessiert.

5. Die IMVs werden zu friilhen Endosomen und
zum trans-Golgi-Netzwerk transportiert und mit
einer Membran umgeben.

6. Die mit einer zweiten Membran versehenen
IEVs werden uUber Mikrotubuli zur Zellmembran
transportiert.

7. Die auliere IEV-Membran fusioniert mit der

Vesikelmembran um CEV freizusetzen. CEV

kdénnen entweder Uber Actin Tails zu einer

- Nachbarzelle transportiert oder als EEV
freigesetzt werden.

cev (@) T@ 8. Mehrzahl der IMVs wird durch Zelllyse oder
durch Budding freigesetzt (der Mechanismus ist
noch unklar).

(-] > W J
Zytoplasma | ()

Actin Tail
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Nach der Adsorption und der Aufnahme der unterschiedlichen viralen Formen, kommt es zur
Freisetzung des DNA-Protein-Komplexes, welcher zusammen mit viralen Enzymen und
regulatorisch aktiven Proteinen von einem Capsid umgeben ist und im Folgenden als ,Core*
bezeichnet wird. Dieser virale Core wird im Weiteren entlang der Mikrotubuli transportiert
(Abb. A-2, Nr.2). Mit Hilfe der viralen DNA-abhangigen RNA Polymerase kommt es, nach der
Freisetzung des viralen Genoms in sogenannten ,viral factories®, zur Transkription friher

mRNAs (Abb. A-2, Nr.3) und zur Expression viraler Proteine, die an der Zellinteraktion oder
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an der viralen DNA-Synthese beteiligt sind 2. Nachfolgend werden dann intermediare und
spate Gene exprimiert, die fur Strukturproteine, Enzyme und frihe Transkriptionsfaktoren
kodieren. Die ersten sichtbaren Strukturen in diesen Replikationszentren sind halbmondartig
geformt, beinhalten Lipid und Protein, und reifen zu ovalen Strukturen heran, in welche die
viralen Core-Komponenten eingeschlossen werden '*. Aus diesen immaturen Virionen (V)
reifen die intrazellularen maturen Virionen (IMV), welche von einer Lipiddoppelschicht
umgeben sind und die ersten infektiosen Partikel des viralen Replikationszyklus darstellen
(Abb A-2, Nr.4) ™. Einige dieser IMVs werden anschlieRend (iber Mikrotubuli ? zu friihen
Endosomen oder zum trans-Golgi-Netzwerk (TGN) transportiert, und dort mit einer zweiten
endosomalen oder aus dem TGN abgeleiteten Membran umschlossen '*'? (Abb. A-2, Nr.5).
Diese doppelt behlliten, als IEVs bezeichneten Virionen, werden dann zur Zellmembran
transportiert wo sie mit dieser fusionieren, dabei ihre aulierste Membran verlieren und
freigesetzt werden (Abb. A-2, Nr.6 und 7).

Die freien Virionen werden, wenn sie zellgebunden bleiben, als CEV (cell-associated
enveloped virion), oder wenn sie freigesetzt werden, als EEV bezeichnet "?'. CEVs sind

24,25

wichtig fur die Zell-zu-Zell Ausbreitung und induzieren das Enstehen von Actin Tails,

welche unterhalb der Plasmamembran gebildet werden, und die Weitergabe der CEV an

umliegende Zellen antreiben 2°%’

. EEVs vermitteln hingegen eine weite Ausbreitung des
Virus in vitro und in vivo 2. Die Mehrzahl der IMVs wird jedoch nicht mit einer zweiten
Membran versehen, sondern wahrend dem Absterben der Zelle mittels Zelllyse oder durch
Budding an der Plasma Membran freigesetzt >' (Abb. A-2, Nr.8). Der Mechanismus, der der
Freisetzung der IMVs durch Budding zu Grunde liegt, ist Virus- und Zelltyp-spezifisch, und
konnte bislang noch nicht aufgeklart werden #'.

Kurz nach der Einstellung der flachendeckenden Impfung gegen die Pocken, wurde die
Verwendung des Vacciniavirus als Vakzine gegen verschiedene Erkrankungen
diskutiert °**'. Die Idee bestand darin in das Genom des Vacciniavirus, welches eine
ausreichende Kapazitat dafiir bereit stellt, Gene verschiedener Erreger stabil zu integrieren,
um eine vielfaltige Vakzine zu generieren ***3. Obwohl Vacciniaviren bei der Ausrottung der
Pocken erfolgreich eingesetzt wurden, ist die Wiederaufnahme von VACYV als Vektor jedoch
fur weitere Impfungen umstritten, da durch die Gabe von VACV bei Kindern und
immunsupprimierten Personen starke Nebenwirkungen auftraten *%. Ein Erfolg zeigte sich
zwar bei der Verabreichung eines rekombinanten Vacciniavirus zur Kontrolle der Tollwut bei
Tieren *, jedoch reicht die bestehende Attenuierung fiir eine erneute Applikation im
Menschen nicht aus. Aus diesem Grund wurden neue hochattenuierte Stdamme entwickelt,
wie z.B. NYVAC (New York Vacciniavirus) oder MVA (Modified Vaccinia Ankara).
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A.l1.2.1 Das New York Vacciniavirus (NYVAC)

Das New York Vacciniavirus (NYVAC) stellt einen hochattenuierten Virusstamm dar, welcher
auf dem Kopenhagen Vakzine Stamm basiert, der sich neben einigen anderen Vaccinia
Stammen (Lister, MVA) hinsichtlich seiner immunogenen Eigenschaften als besonders
interessant erwiesen hat.

Auf Basis der Sequenz dieses Kopenhagen Stamms * wurden zur Generierung von NYVAC
achtzehn offene Leserahmen (ORF = open reading frame) im Vaccinia Genom zielgerichtet
deletiert, darunter vorallem virale Gene die mit der Virulenz des Virus in Zusammenhang
stehen *’. Zu diesen viralen Funktionen z&hlen bestimmte enzymatische Aktivitaten, welche
zum Beispiel mit der Thymidinkinase *® oder der Ribonukleotidreduktase *°, mit dem viralen

4142

Hamagglutinin °, mit Proteinen des Komplements , oder mit anderen viral kodierten

Proteinen 4346

verbunden sind. Es wird postuliert, dass diese Funktionen zur verbesserten
Replikation des Virus in ruhenden Zellen, zur Unterdriickung der Komplement-vermittelten
Lyse infizierter Zelle beitragen, oder auf eine andere Weise die Abwehrmechanismen gegen
virale Infektionen in der Zelle untergraben *'.

In Abbildung A-3 ist das Genom des New York Vacciniavirus mit allen deletierten ORFs,

welche im Folgenden beispielhaft erldutert werden, schematisch dargestellt.

Terminale Region Konservierter Terminale Region
<+ (links) zentraler Bereich (rechts) —>

C NMK F E PO | GL ..J H D A . B
1 S 5 0

cIL | [ N1L \A27L AS6R| B13R|

2

C4L 2L
C5L | | K1L
C7L [ Deletierte ORF in NYVAC

Abb. A-3: Schematische Darstellung des NYVAC Genoms mit allen deletierten ORFs
(modifiziert nach ')

Schematisch dargestellt ist das Genom des New York Vacciniavirus. Die deletierten ORFs sind an
ihrer jeweiligen Position im Genom eingezeichnet.

Die Attenuierung des Virus durch Deletion des Thymidinkinasegens (J2R) beruht unter

anderem auf der Beobachtung dass Thymidinkinase-negative Vacciniaviren in Mausen

8

deutlich weniger pathogen als das Wildtypvirus waren *® und bei nasaler Applikation eine

signifikant geringere Ausbreitung in andere Geweben aufwiesen *°.
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Das immundominante Hamagglutinin des Vacciniavirus (HA) ist ein Glykoprotein, welches
auf der Plasma Membran infizierter Zellen und in der Virus Membran extrazellularer Virionen
vorkommt “°. Es konnte gezeigt werden, dass Hamagglutinin die Bindung des Virus an seine
Zielzelle begiinstigt und gleichzeitig die Fusion infizierter Zellen verhindert *°. Eine Arbeit von
Shida und Kollegen zeigte, dass die Inaktivierung des HA Gens zu einer geringeren
Neurovirulenz und geringeren Lasionen bei einer intradermalen Immunisierung von
Kaninchen fiihrt °. Des Weiteren konnten in verschiedenen Arbeiten regulatorische virale
Gene identifiziert werden, die die Wirtsspezifitdt (host range) regulieren und somit die
Replikation der Viren in definierten Zielzellen ermoglichen. Die Deletion von zwei ,host range
Genen’ K1L und C7L vermindert die Fahigkeit des Vacciniavirus sich auf den meisten
humanen Zellen zu vermehren °'.

Die Attenuierung des gezielt hergestellien NYVAC Stammes wurde in verschiedenen
Studien Uberprift. Dabei konnte gezeigt werden, dass (i) keine Verhartungen oder
Geschwdirbildungen an der Hautstelle nach intradermaler Verabreichung in Kaninchen
auftraten, (ii) eine schnelle Beseitigung des Virus an der intradermalen Immunisierungsstelle
in der Kaninchenhaut stattfand, (iii) im Vergleich zum VACV nach intrakranieller Gabe eine
stark reduzierte Virulenz in drei Wochen alten und in neugeborenen Mausen auftrat, (iv) ein
aullerordentlich guter Rickgang der Pathogenitdt und eine fehlende Ausbreitung in
immundefizienten Mausen zu beobachten war, und (v) die Fahigkeit zur Replikation in den
meisten humanen Zellen sehr stark reduziert werden konnte '52%

Durch die Deletion der beschriebenen und weiterer viraler Gene, die mit der Virulenz, der
Pathogenese oder der Wirtspezifitdt der Vacciniaviren in Verbindung stehen, wurde der
hochattenuierte Vacciniavirus Vektor NYVAC generiert, welcher aufgrund seiner

Attenuierung als viraler Vektor fir Immunisierungen eingesetzt werden kann.

A.2 Stand der Vakzineentwicklung gegen das Humane
Immundefizienzvirus Typ1 (HIV-1)

Aktuelle Zahlen der WHO (world health organisation) zeigen, dass derzeit weltweit
ca. 34 Mio Menschen mit HIV infiziert sind. An den Folgen der erworbenen
Immunschwachekrankheit (AIDS) erlagen im Jahr 2010 1,8 Mio Menschen. Gleichzeitig
waren im selben Jahr 2,7 Mio HIV-Neuinfektionen zu verzeichnen (UNAIDS 2011).

Erstmals wurde die Immunschwachekrankheit im Jahre 1981 (Center of Disease Control,
1981) beschrieben, und die darauffolgende ldentifizierung des Erregers HIV-1 gelang Luc

53,54
3 ’

Montagier und Francoise Barré-Sinoussi 198 . Zur Behandlung von HIV stehen

momentan ausschlieBlich antiretrovirale Medikamente zur Verfiigung, die trotz einer
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deutlichen Verbesserung in den letzten Jahren eine Ausbreitung der HIV-Pandemie nicht
verhindern kdnnen. Obwohl in den vergangenen 30 Jahren intensiv an der Entwicklung einer
effektiven HIV-Vakzine gearbeitet wurde, steht bislang kein wirksamer Impfstoff gegen das
Virus zur Verfigung.

In ersten Ansatzen wurde versucht neutralisierende Antikérper gegen das Hillprotein Env
(gp160) des HI-Virus zu generieren. Die groRe Variabilitat des HI-Virus stellte hierbei jedoch
ein Hindernis dar. Basierend auf dem Hiullprotein Env wurde HIV-1 in die drei Klassen
M (main), O (outlier) und N (non-main oder non-outlier) unterteilt. Die am haufigsten
auftretende Klasse M lasst sich weiterhin in neun Untereinheiten, die sogenannten Clades,
einteilen (A, B, C, D, F, G, H, J und K). Diese Clades weisen zum einen untereinander eine
hohe Variabilitat z.B. in der Untereinheit gp120 des Hiillproteins gp160 auf *°, zum anderen
kommt es, bei Patienten, die gleichzeitig mit mehreren unterschiedlichen Subtypen infiziert
sind, im Laufe der Zeit zum Austausch genetischer Informationen zwischen den einzelnen
Clades *® und somit zum Auftreten chimarer Viren. Begiinstigt durch die genetische
Variabilitat der Viren kommt es beim Auftreten eines Selektionsdrucks, z.B. ausgeldst durch
die antivirale Immunreaktion des Wirts oder durch antiretrovirale Medikamente, im Verlauf
einer HIV Infektion zur Bildung neuer HIV-Varianten (Quasispezies)°*°. Die genetische
Vielfalt der HI-Viren resultiert dabei zum einen aus der hohe Fehlerrate der Reversen
Transkriptase (RT) °>%2, und zum anderen aus der schnellen Vermehrung des Virus in einer
sehr kurzen Zeit 5°°.

Neben den genetischen Variationen im Virusgenom, welche eine nachhaltig wirksame
Antikérperantwort erschweren, wird auch die Zuganglichkeit konservierter Epitope in den
Untereinheiten gp120 und gp41 des Hillproteins Env, durch eine N-terminale

667 sowie eine durch Trimerisierung ® oder CD4 Rezeptorbindung ®°

Glycosylierung
ausgeloste Konformationsanderung, beeintrachtigt. Trotz vielversprechender Fortschritte
stellt die hohe genetische und morphologische Variabilitat des HI-Virus fir die Entwicklung
einer HIV-Vakzine, welche vor allem auf der Induktion breit-neutralisierender Antikorper
beruht, immer noch eine groRe Hiirde dar ">"".

Fir die Suche nach einer geeigneten und wirksamen HIV-Vakzine ist es wichtig zu
verstehen, welche Bereiche des Immunsystems durch die eingesetzte Vakzine
angesprochen werden, und welche immunologischen und genetischen Parameter dabei zu
einem protektiven Effekt fiUhren. Das Zusammenspiel beider Faktoren stellt die Korrelate
einer schiitzenden Immunantwort dar “*™*. Dabei induzieren verschiedene Vakzine-
Kandidaten unterschiedliche Immunantworten. Lebend-attenuierte Viren und aufgereinigte
synthetische Proteine vermitteln, ahnlich einer natiurlichen Infektion, die Induktion
neutralisierender Antikorper, jedoch sind synthetische Proteine im Gegensatz zu attenuierten

Viren nicht in der Lage, zytotoxische CD8+ T-Lymphozyten (CTL) zu induzieren. Die
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Verabreichung replikationsdefizienter viraler Vektoren alleine oder in Kombination mit einem
DNA-Vektor fuhrt hingegen in erster Linie zur Induktion von CTLs und CDA4+ T-Zell
Antworten, sind aber wenig effizient im Hervorrufen einer schiitzenden Antikdrperantwort 7.
Diese Beispiele zeigen, dass nicht jede Vakzine in der Lage ist, sowohl gute humorale als
auch effektive zellulare Immunantworten zu generieren.

Aus Studien an Patienten, die den chronischen Verlauf einer HIV Infektion jahrelang ohne
die Hilfe antiretroviraler Medikamente so gut kontrollieren kénnen, dass ihre Viruslast im Blut
dauerhaft unter der Nachweisgrenze von 50 Kopien HIV-RNA/ml Plasma liegt (Elite

Controller) ">

, oder an Personengruppe die durch eine standige Exposition mit dem Virus
einen Immunschutz entwickelten (z.B. Kohorten afrikanischer Prostituierter) "8, konnten
jedoch einige wichtige Erkenntnisse gewonnen werden. So ftraten in den Kohorten
afrikanischer Prostituierter sowohl HIV-spezifische zelluldre Immunantworten beruhend auf
reaktiven CD8+ T-Zellen ’°, als auch HIV-spezifische IgA-Antikdrpertiter auf 8%, welche
somit durch den wiederholten Kontakt mit dem HI-Virus einen wirksamen humoralen und
zellularen Immunschutz aufbauen. Auch bei einigen wenigen Elite Controllern konnten breit-
neutralisierende Antikorper (bNAb) gefunden werden, die in der Lage sind eine Virdmie
effizient zu unterdriicken 2%, Eine Kombination dieser 'Breitneutralisierer’ rief, durch eine
passive Immunisierung im Makakenmodell, einen protektiven Schutz gegen die Infektion mit
einem chiméren SIV/HIV-Stamm (SHIV) hervor %.

Obwohl breit-neutralisierenden Antikorpern bei der Verhinderung viraler Erkrankungen im

d 88 waren erste Ansatze, z.B. der

Allgemeinen eine groRe Bedeutung beigemessen wir
Einsatz inaktivierter HIV-1 Partikel ®*°' nur wenig erfolgreich. Diese inaktivierten Hl-viralen
Partikel konnten nur geringe Antikorpertiter erzielen, welche fir einen protektiven Schutz
gegen eine Virusinfektion im Affenmodell nicht ausreichend waren %2. Auch die Applikation
von rekombinanten Proteinen (gp120 oder gp160) schlug aufgrund einer fehlenden
Protektivitat, nach einer Infektion mit chimaren Viren, in nicht-humanen Primaten fehl %%,
Auch in einer klinischen Phase | Studie wurden HIV-1 negative Probanden mit einer Vakzine,
basierend auf rekombinant hergestellten HIV-1 Hullproteinen, immunisiert. Die verwendeten
Impfstoffkandidaten wiesen in vitro bereits einen Schutz gegen HIV-1 Laborstamme homolog
zum eingesetzten Immunogen auf, waren aber in vivo nicht in der Lage primare HIV-1 Isolate
zu neutralisieren *. Der Fokus aktueller Studien zur Generierung breit-neutralisierender
Antikorper liegt auf den konservierten Bereichen des HIV-1 Hullproteins, wie z.B. der CD4
Bindestelle von gp120 oder auf schwer zugangliche Regionen von gp41. Hierbei stellen die
Antikoérper 1gGb12 und 2G12 sowie 4E10 und 2F5 einen sehr guten Ansatz fir die
Weiterentwicklung bNAbs dar 89619,

Ein weiterer Gesichtspunkt bei der Generierung einer effektiven HIV-Vakzine ist das

Hervorrufen einer schitzenden CTL (cytotoxic T-Lymphocytes) Immunantwort. CD8+ CTL,
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meist gegen HIV-1 Epitope aus Gag und Pol gerichtet, sind in der Lage die Virusreplikation
zu kontrollieren "% jedoch wird die Effektivitdt der CTL Antwort durch den HLA-Genotyp
des jeweiligen Patienten stark beeinflusst . Analysen der HLA-Typen bei Elite Controllern
zeigten z.B. eine verbesserte Kontrolle der Viruslast wenn bestimmte HLA-B Allele bevorzugt
wurden "*1%_ Eine protektive CTL Antwort kann somit nicht vor der Persistenz einer HIV
Infektion schitzen, ist aber in der Lage, die Infektion effizient zu kontrollieren.
Untersuchungen an HIV-Infizierten zeigten dabei, dass bei dieser Art von protektiver
Immunantwort die Qualitat der induzierten T-Zell Antworten eine entscheidende Rolle spielt.
So bestehen HIV-spezifische T-Zell Immunantworten in Personen mit einem nicht-
progressiven Verlauf hauptsachlich aus langlebigen IFNy und IL-2 produzierenden
polyfunktionalen CD4+ T-Zellen und kurzlebigeren CD8+ T-Zellen 7210718

Eine nicht-progressiv verlaufende HIV-1 Infektion ist somit unter anderem verbunden mit
einer polyfunktionalen (IL-2 und IFN y Produktion) CD4+ und CD8+ spezifischen zelluldren
Immunantwort %% Somit sollte eine effektive Vakzine gegen HIV, welche sowohl die
Viruslast unterdriickt als auch das Ausbreiten des Virus verhindert, in der Lage sein, eine
schnelle, qualitativ gute und lang anhaltende HIV-spezifische B- und T-Zell Antwort
hervorzurufen, welche sowohl systemisch als auch im mukosalen Gewebe auftritt "%,

Da trotz intensiver Forschung noch kein Impfstoff zur Verfugung steht, welcher effizient in
der Lage ist breit-neutralisierende Antikorper zu induzieren, ist die Weiterentwicklung einer

verbesserten T-Zell Vakzine, welche eine akute Infektion effizient kontrollieren kann, sehr

wichtig.
A3 Vektorsysteme und Vakzinierungsstrategien
A.31 Allgemein

Fur die Entwicklung einer guten Vakzine gegen das Immunschwachevirus ist es nicht nur
notwendig zu verstehen welche Art der Immunitat durch die Applikation eines Antigens
hervorgerufen wird, auch der Wahl eines geeigneten Vektorsystems kommt eine grolie
Bedeutung zu. Je nach Vektorsystem kommt es zur Aktivierung unterschiedlicher Bereiche
des Immunsystems.

Eine endogene Expression und proteasomale Prozessierung eines Antigens in der Zelle
fuhrt zur Prasentation relevanter Epitope auf MHC-Klasse-l Molekiilen und somit zum
Auslésen einer zelluldaren Immunantwort ''?. Humorale Immunantworten werden dagegen in
erster Linie durch die Prasentation eines exogen aufgenommenen und prozessierten

Antigens auf MHC-Klasse-II Molekiilen hervorgerufen ">,

10
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Die proteasomale Prozessierung von Proteinen im Zytoplasma der Zelle spielt zum einen

eine wichtige Rolle (i) beim Abbau falsch-gefalteter Proteine ''>'"7

, (i) bei der Kontrolle des
Zellzyklus sowie (iii) beim Abbau extrazellularer Proteine. Zum Anderen werden intrazellulare
Antigene im Proteasom degradiert und Uber die Proteine TAP1 und TAP2 (Transporter
associated with Antigen Processing) in das Endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert
und dort in einem mehrstufigen Prozess auf MHC-I Molekile beladen, was als
direct-presentation bezeichent wird ''®''°. Durch das Auftreten zweier Mechanismen, der
Cross-Prasentation (cross-presentation) und der Autophagie, kommt es in professionellen
Antigen-prasentierenden Zellen wie den Dendritischen Zellen (DC) in manchen Fallen auch
zur Prasentation exogen aufgenommener Antigene auf MHC-I und endogener Antigene auf
MHC-II Molekiilen 2", Der auf der Zelloberfliche prasentierte MHC-Peptid-Komplex wird
dann zusammen mit kostimulatorischen Signalen (CD80/CD86) im Falle von MHC-I vom
T-Zell-Rezeptor einer zytotoxischen T-Zelle (CTL) erkannt, woraufhin diese aktiviert wird.

Die Verabreichung inaktivierter Erreger, rekombinanter Proteine oder Peptide, bei welchen
das Antigen Uber Phagozytose in Antigen-prasentierende Zellen (APC) aufgenommen wird,
fuhrt somit in erster Linie zur Induktion einer humoralen Immunantwort. Zellulare
Immunantworten, die bei einer erfolgreichen HIV-Vakzine ebenfalls entscheidend sind,
werden unter anderem durch die Gabe attenuierter HI-Viren induziert. Obwohl diese Viren
auch in der Lage sind effektive mukosale und humorale Immunantworten zu generieren,
werden sie aufgrund von Sicherheitsrisiken, wie mdgliche Pathogenitat oder Reversion zu
virulenten Stdmmen, als Vakzine-Kandidaten nicht verwendet.

Eine geeignete Alternative stellen rekombinante virale Vektorsysteme dar. Eine Vektor-
Vakzine ist in der Lage die intrazellulare Expression heterologer Antigene zu induzieren und
so die Prasentation auf MHC-I Molekulen zur Generierung zytotoxischer T-Zell Antworten zu
vermitteln '?. Des Weiteren rufen virale Vektoren auch Antikdrper Antworten gegen die
eingebrachten Fremdantigene hervor, die ebenfalls fir eine effektive HIV-Vakzine wichtig
sind ', Einige virale Vektorsysteme werden bereits, zum Teil in Kombination mit
DNA-Vektoren, in praklinischen und klinischen Studien zur Austestung von

HIV-Vakzinekandidaten eingesetzt 24",

A.3.2 Virale Vektoren

Viren sind evolutiondr dazu in der Lage genetisches Material in eukaryotische Zellen zu
transportieren. Ein viraler Vektor stellt deshalb einen geeigneten Ubertrager dar, um
bestimmte Immunogene in die Wirtszelle einzuschleusen und deren Expression zu initiieren.
Rekombinante Viren sind im Rahmen einer Vakzineentwicklung, aufgrund ihrer sehr
effizienten und gerichtet ablaufenden Transduktionsprozesse, ideale Kandidaten fir den

heterologen Gentransfer '*2. Bereits in den 70er Jahren verwendete Paul Berg, zur in vitro

11
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Infektion von Affennierenzellen, ein modifiziertes SV40-Virus (Simian-Virus), welches die
DNA des Bacteriophagen Lambda enthielt "**.

Virale Vektoren weisen im Vergleich zu traditionellen Vakzinen einige interessante Vorteile
auf. Zusatzlich zur Induktion von wirksamen Antikorper Antworten rufen sie wie bereits
erwahnt CTL Antworten hervor, welche fiir die Kontrolle intrazellularer Pathogene oder
Tumoren aulerst wichtig sind, und durch den Einsatz von proteinbasierten Vakzinen nicht
induziert werden kdnnen '?2. Virale Vektoren, die fiir eine HIV-Vakzine eingesetzt werden,
sollten dabei vor allem in der Lage sein Immunantworten gegen konservierte Epitope aus
unterschiedlichen Virusstammen zu generieren. Friihe genetische Studien an HIV Stammen
konnten bereits zeigen, dass Gag und Pol Proteine starker konserviert sind als Env, und
dass das Hullprotein (Env) viele variable Bereiche enthalt, in welchen sich aufgrund eines
steigenden Selektionsdrucks verstarkt Mutationen bilden. Die Herstellung einer
Multi-Clade-Vakzine, welche stark konservierte Bereiche der HIV-1 Konsensussequenz
enthalt, und im Makakenmodell als hoch immunogen getestet werden konnte, ist eine
Méglichkeit um eine méglichst breite Immunantwort zu generieren '**'*°. Ein anderer Ansatz
stellt das sogenannte Mosaik-Antigen-Design dar. Hierbei werden mit Hilfe eines in silico
Algorithmus synthetische Immunogene hergestellt, die die genetischen Unterschiede
diverser zirkulierender Virusisolate verbinden, und verglichen mit der Konsensussequenz zu
einer Verbesserung der Breite und Qualitat von CD8+ T-Zell Antworten filhren 3613,

Zur Generierung rekombinanter Vektoren fur den Einsatz als Vakzine wurden bereits einige
Viren in Betracht gezogen, darunter Alphaviren (z.B. Semliki forest virus), Adeno-assoziierte
Viren, das vesikulare Stomatitis Virus, Masernviren, Polioviren oder das Hepatitis-B Virus "2,
Die am haufigsten eingesetzten Vektoren sind derzeit jedoch der replikationsdefiziente
adenovirale Vektor Ad5, die attenuierten Sauger-Pockenviren MVA (Modified Vaccinia
Ankara) und NYVAC, sowie der attenuierte avidre Pockenvirus ALVAC (Canarypox-Virus).
Diese wurden bereits in mehreren praklinischen und klinischen Studien getestet '2%129-131.138
Dabei sind verschiedene immunologische Faktoren ausschlaggebend dafiir welcher Vektor
fur welche Fragestellung am besten geeignet ist. Da die Quantitdit der Antigene die
Immunantwort beeinflussen kdnnte, erscheint die Effizienz mit welcher heterologe Antigene
exprimiert werden wichtig. Dariber hinaus konnte die Art der infizierten und somit
Antigen-produzierenden Zelle einen Einfluss auf die Beschaffenheit und die Starke der
Immunantwort haben. Fur die Induktion einer lang anhaltenden Immunantwort kénnte auch

13% von Vorteil sein '%. Auch

der Einsatz eines persistierenden Vektors (wie z.B. Herpesviren
wenn viele unterschiedliche Faktoren, welche im Augenblick keinesfalls vollstandig
verstanden sind, die Induktion einer optimalen Immunantwort beeinflussen, kdnnte die

Austestung unterschiedlicher Vektor-Kombinationen in praklinischen Studien weiterhelfen.
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Sowohl adenovirale als auch pockenviralen Vektoren besitzen zahlreiche Eigenschaften, die
sie flr eine Austestung als Vakzine besonders interessant machen.

So hat das Adenovirus Typ5 (Ad5) wie alle Adenoviren die Fahigkeit, sowohl ruhende als
auch sich teilende Zellen zu infizieren. Auch kann man Ad5 in vitro hochtitrig vermehren und
eingebrachte Transgene werden in vivo in hohen Mengen in transduzierten Zellen exprimiert.
Darlber hinaus erflillen sie hohe Sicherheitsanspriiche, da sie weder in das Wirtsgenom
integrieren noch in nicht-komplementierenden Zellen replizieren kénnen "*°. Mit Ad5 infizierte
Dendritische Zellen exprimieren vermehrt ko-stimulatorische Signale und rufen starke
Zytokin- und Chemokin-Antworten hervor. Ad5 ist in der Lage DCs, welche als professionelle
Antigen-prasentierende Zellen eine wichtige Rolle in der Induktion spezifischer
Immunantworten spielen zu infizieren und zu aktivieren. Somit kommt es zur Induktion einer
guten Immunantwort gegen die Uber Ad eingebrachte Vakzine '*'. Ein Nachteil fiir die
Verwendung Ad5-basierter Vektoren besteht jedoch in der hohen Pravalenz in der
Bevélkerung 2. Die Verwendung anderer Serotypen, welche im Menschen weniger haufig
auftreten (wie Ad11, Ad26, Ad35 oder Ad49) "*'*¢ nicht-humaner Adenovirusisolate z.B.

aus Schimpansen (AdC) """

oder das Einfigen von Modifikationen in das Capsid von
Ad5 "4 kdnnten ein mdglicher Ansatzpunkt fiir die Entwicklung neuer Vektoren sein.
Pockenviren zeichnen sich so durch eine hohe Verpackungskapazitat von bis zu 10 kb

149,150

aus . In humanen Zellen ist die Replikation attenuierter Pockenviren (NYVAC oder

MVA) stark eingeschrankt; in embryonalen Huhnerfibroblasten lassen sie sich jedoch, sehr

149151 Trotz der verminderten

einfach und kostenglinstig, hochtitrig vermehren
Virusreplikation in humanen und auch in vielen anderen Saugerzellen, vermitteln attenuierte
pockenvirale Vektoren eine sehr starke Expression der eingebrachten Transgene und
induzieren gute Immunantworten in Tier und Mensch "?'%°_ Die Lokalisation und vollstindige
Replikation aller Pockenviren im Zytoplasma der infizierten Zelle vermindert weiterhin das
Risiko der Integration der viralen DNA ins Genom der Wirtszelle "°. Pockenviren breiten sich
im Wirt durch direkten Zell-zu-Zell Kontakt Gber Actin Tails, als freie infektiose Virionen oder
durch eine virusinduzierte Zellbeweglichkeit aus. Die attenuierten Formen MVA und NYVAC
hingegen sind in den meisten Saugerzellen nicht mehr in der Lage infektiose
Nachkommenviren zu produzieren, wie eine Studie mit MVA und NYVAC, die ein
rekombinantes Luciferase-Gen exprimieren, zeigt '*’. In klinischen Studien konnte gezeigt
werden, dass rekombinante avidre Pockenviren ebenso sicher sind, jedoch induzieren sie im
Vergleich zu attenuierten Saugerpocken nur maRige Antigen-spezifische zellulare
Immunantworten. Wie der Vergleich von Ad und MVA in einer Studie von Reyes-Sandoval
und Kollegen zeigt '8, fiihrt der Gebrauch unterschiedlicher Vektoren zur Auspragung von

Immunantworten, die sich in Starke und Qualitat stark unterscheiden.
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Ein generelles Problem viraler Vektoren ist die Induktion einer Immunantwort gegen die
viralen Proteine des Vektors (Vektorimmunitat). Dies kann bereits bei der ersten Applikation
des rekombinanten Virus zu einer Unterdrickung der Vakzine-spezifischen Immunantworten
fuhren, da Immunogen-spezifische Epitope mit Vektor-spezifischen Epitopen um die
Prasentation auf MHC-Molekiilen konkurrieren '°. Bei einer weiteren Verabreichung der
Vakzine in einem homologen Prime/Boost-Verfahren kénnte dies zur Beeintrachtigung einer
erneuten Antigenprasentation, zur Unterdrickung zellularer Immunantworten und zum
Riickgang weiterer Vektor-induzierter, adjuvierender Entziindungsreaktionen fiihren '®.
Generell versteht man unter einem homologen Prime/Boost-Verfahren die Applikation eines
Impfstoffs als Grundimmunisierung (Prime) mit einer nachfolgenden Applikation des gleichen
Impfstoffs als Auffrischimmunisierung (Boost), in einem festgelegten Zeitraum.

Die Nachteile der Vektorimmunitat lassen sich durch die Verwendung eines heterologen
Prime/Boost-Verfahrens beheben. Bei einer heterologen Immunisierung wird das gleiche
Antigen ebenfalls in einem festgelegten Zeitraum mehrfach verabreicht, jedoch unter
Verwendung unterschiedlicher Vektorsysteme oder verschiedener Verabreichungsformen .
Die Verwendung von DNA-Vektoren als Impfstoff fir die Grundimmunisierung in einem

heterologen Prime/Boost wurde bereits in einigen in vivo Studien getestet %2,

A.3.3 DNA-Vakzine

Bei einer DNA-Vakzine handelt es sich um ein eukaryotisches Expressionsplasmid, welches
fur ein oder mehrere spezifische Antigene kodiert. Je nach Applikation solcher ,nackten®
Plasmid-DNA in vivo wird diese von Muskel- oder Epithelzellen aufgenommen, und die
Plasmid-kodierte Gensequenz wird exprimiert '®*'®®*. Da die Plasmide keinen in
eukaryotischen Zellen funktionierenden Replikationsursprung (origin of replication) enthalten,
kommt es trotz langanhaltender Persistenz und Expression der eingebrachten DNA nicht zur
Replikation und in der Regel nicht zur Integration der Plasmid-DNA in das Genom der
Wirtszelle "%¢1¢7.

Obwohl die DNA von Muskelzellen aufgenommen und dort die Proteine exprimiert und
prozessiert werden, bewirkt die Gabe einer DNA-Vakzine, welche das Influenza A
Nukleoprotein kodiert, im Mausmodell die Induktion Nukleoprotein-spezifischer CTL
Immunantworten, die bei Challenge mit einem heterologen Virus schiitzen '®®. Der
immunologische Mechanismus wurde erst verstanden, als man zeigen konnte, dass ein
sogenanntes cross-priming stattfindet bei dem das in nicht-Antigen-prasentierenden Zellen
produzierte Antigen auf professionelle APCs ibertragen wird '*°, und dass eine geringe
Anzahl an APCs bei einer intramuskularen Immunisierung auch direkt infiziert werden

kénnen 170,
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Ein anderer Mechanismus fir die Induktion einer Immunantwort gegen Proteine die durch
eine DNA-Vakzine induziert werden, ist die angeborene Immunantwort gegen das Plasmid
selbst. Studien konnten zeigen, dass das Zumischen nicht-kodierender Plasmide zu
Plasmiden, welche flr ein Antigen kodieren, zu einer Verbesserung der Antigen-spezifischen
Immunantworten fiihrt . Ein Grund hierfiir kénnte das Vorhandensein von CpG Motiven in
der Plasmid-DNA sein. Diese stimulieren Uber den Toll-like Rezeptor9 (TLR 9) das
Immunsystem, was wiederum in einer Zunahme der Immunantwort gegen das auf dem
Plasmid kodierten Antigens resultiert ',

Im Gegensatz zum viralen Vektorsystem kommt es bei einer DNA-Vakzine nicht zur
Induktion von Vektorimmunitat, da in den transfizierten Zellen nur das Vakzine-Protein
exprimiert, und somit nur eine Immunantwort gegen die Vakzine generiert wird. In
unterschiedlichen Kleintiermodellen wurde durch den Einsatz einer DNA-Vakzine eine
protektive Immunantwort gegen eine Vielzahl viraler und auch bakterieller Pathogene
erzielt "*'"°, Des Weiteren konnte im Mausmodell eine effektive humorale und zellulare
Immunantwort gegen das HIV-1 Hiillprotein gp160 '® und gp120 """ induziert werden. Auch
im Affenmodell konnte mit Hilfe einer DNA Immunisierung ein leichter Schutz gegen ein
Challenge mit einem homologen HIV-Isolat des gleichen Clades erzielt werden 8. Jedoch
stehen die hohen Immunisierungsdosen, welche im Affenmodell bendtigt werden (im
mg-Bereich), in keinem Verhaltnis zu der lediglich moderaten Induktion zelluldrer und
humoraler Immunantworten, verglichen mit den Ergebnissen in der Maus "*'%'%_Ein Grund
fur die marginalen Immunantworten kdnnte die schlechte Aufnahme der intramuskular
verabreichten DNA-Vakzine oder ein zu langsamer Transport der DNA in professionelle
Antigen-prasentierende Zellen (APC) sein. Auch die hohen DNA Mengen kénnten bei einer
Verabreichung im Menschen Probleme aufwerfen.

Aus diesem Grund wurden neue Methoden zur Applikation eines DNA-Vektors untersucht.
Die Methode der in vivo Elektroporation erhéht die Aufnahme der DNA in die Zellen erheblich
und flhrt dadurch zu einer erhéhten Proteinproduktion und einer gesteigerten
Immunogenitat '*'. Die in vivo Elektroporation ist bereits mit guten Ergebnissen im
Affenmodell getestet '®? und wird derzeit auf Sicherheit und Effizienz im humanen System
untersucht '®. Ein anderer Ansatz ist die Verpackung der DNA in oder auf Mikropartikel von
1-10 um Grole, da diese effizienter in APCs aufgenommen werden kénnen und gleichzeitig
ein Schutz der DNA vor Degradation gewahrleistet wird **'%®. Auch die Beladung der DNA
auf Goldpartikel und die damit verbundene Verabreichung mittels ,Gene-Gun* fuhrt zur
besseren Aufnahme der DNA in verschiedene Antigen-présentierende Zellen und in

klinischen Studien zur Induktion guter Antikérper Antworten *¢7.
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A34 heterologe Prime/Boost Immunisierungsstrategien

Fir viele bereits bestehende Impfstoffe ist eine mehrfache Immunisierung nétig. So wird z.B.
fur einen ausreichenden Impfschutz gegen Diphterie, Tetanus oder Pertussis eine viermalige
Verabreichung der Vakzine innerhalb eines Zeitraums von einem Jahr bendtigt. Diese
homologen Prime/Boost-Verabreichungen werden unter anderem bei inaktivierten Vakzinen
(z.B. Hepatits A), rekombinanten Proteinen (Hepatitis B) oder bei Polysaccharid-Impfstoffen

(Haemophilus influenzae Typ B) angewandt %

. Einige Studien zur Entwicklung neuer
Impfstoffe zeigen jedoch, dass heterologe Prime/Boost-Verabreichungen deutlich effektiver
sind. Eine heterologe Prime/Boost-Strategie beinhaltet das Induzieren einer ersten
Immunantwort (Prime) gegen ein Antigen welches mittels eines Vektors eingebracht wurde,
und das Verstarken dieser Antwort durch eine zweite Immunisierung (Boost) des gleichen
Antigens mit Hilfe eines anderen Vektors °".

Ein Vorteil dieser Immunisierungsstrategie ist nicht nur die Steigerung der
Antigen-spezifischen Immunantworten, auch die adjuvierenden und zum Teil synergistischen
Eigenschaften der fur den Prime und Boost verwendeten Vektorsysteme konnen zur

Verbesserung der Immunantworten beitragen '

. In Zusammenhang mit der Entwicklung
einer HIV-Vakzine zeigte sich bereits 1992 in nicht-humanen Primaten, welche mit einem
rekombinanten Vacciniavirus (exprimiert SIVgp160) grundimmunisiert, und anschlieffiend mit
einem gp160 Protein ein zweites Mal immunisiert wurden, ein Schutz gegen das aquivalente
SIV Challenge Virus '®°. Bereits einige Jahre zuvor fand an der Piere und Marie Curie
Universitat in Paris zur Austestung einer HIV-Vakzine ein Selbstversuch statt. Daniel Zagury
immunisierte sich selbst mit einem rekombinanten Vacciniavirus, welches das HIV-1 Env
enthielt und verabreichte sich danach eine zweite Immunisierung mit einem rekombinanten
HIV Env Protein '®°. Dabei zeigte sich bis zu einem Jahr nach Immunisierung eine
nachweisbare Anzahl neutralisierender Antikérper gegen divergierende HIV-Stamme.

In den 90er Jahren kam dann ein neuer Ansatz hinzu. Im Kleintiermodell fand die
DNA-Vakzine ein erfolgreiches Anwendungsgebiet. In humanen Studien zeigte sich jedoch,
dass eine DNA-Vakzine alleine nicht ausreicht. Eine Kombination aus einer
Grundimmunisierung mit einem DNA-Vektor und einer zweiten Boost-Immunisierung mit
einem rekombinanten Protein oder einem viralen Vektor war hingegen ein
vielversprechender Ansatz *'. In Anlehnung an die Studien in welchen eine Kombination aus
viralem Vektor und rekombinantem Protein verwendet wurden, konnten nun auch durch
einen DNA-Prime und einen Protein-Boost gute Immunantworten im Kleintiermodell erzielt
werden '%2'%_ Die Kombination aus einer DNA-Vakzine, die ein HIV-1 Env exprimiert, und
einem rekombinanten Env Protein erzielte in Kaninchenseren positive neutralisierende
Antikdrpertiter gegen das schwer zu neutralisierende HIV-1 Isolat JR-FL '**'%°_ Durch die

Verwendung multivalenter Env Antigene konnten mit einer DNA-Prime/Protein-Boost
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Immunisierung aullerdem cross-reaktive neutralisierende Antikdrper gegen ein breites
Spektrum an primaren HIV-1 Isolaten generiert werden % Auch in nicht-humanen
Primaten ' und in humanen Studien '*® konnte die Gabe von DNA und anschlieRendem
rekombinanten Protein erfolgreich getestet werden. Neben der Induktion bNAbs, zur
Verhinderung der Ausbreitung und der Persistenz des Virus, ist die Generierung einer
effektiven T-Zell Antwort, welche als erste Barriere bei einer akuten Infektion wirkt, ebenso
wichtig.

Die Kombination aus einer DNA-Vakzine und einem viralen Vektor stellt derzeit, bei einer
heterologen Prime/Boost-Verabreichung, die beste Strategie zur Induktion einer guten T-Zell
vermittelten Immunantwort dar. In Studien an nicht-humanen Primaten konnte dies durch die

% oder

Verabreichung unterschiedlicher viraler Vektoren wie z.B. Fowlpox-Vektoren '®
adenoviraler Vektoren 2°°?°" pestétigt werden. Auch die Gabe einer heterologen Prime/Boost
Vakzine bestehend aus einer DNA-Vakzine und einem rekombinanten viralen MVA-Vektor,
welche beide fir die gleichen SHIV Immunogene kodieren, konnte in Rhesus-Makaken einen
protektiven Schutz gegen ein Challenge mit einem SHIV-Stamm erzielen 22,

Praklinische Studien zur Analyse der attenuierten pockenviralen Vektoren MVA und NYVAC,
welche die HIV-Antigene env, gag, pol und nef (Clade B und Clade C) exprimieren, zeigen,
dass beide viralen Vektoren im Mausmodell Antigen-spezifische humorale und zellulare
Immunantworten hervorrufen. Des Weiteren konnte in diesen und anderen Studien gezeigt
werden, dass eine heterologe Prime/Boost-Strategie aus DNA-Vektor und MVA bzw. NYVAC
die HIV-spezifischen Immunantworten zusatzlich verstarkt und hauptsachlich zur Induktion

einer Th-1 Immunantwort fiihrt 12126

. Die Verabreichung einer Kombination aus einem
DNA-Vektor und einem viralen Vektor (MVA oder NYVAC), welche sowohl das Transgen env
von HIV-1, als auch die Immunogene gag, pol und nef des SIVac230-Stamms kodieren, flhrt
in Studien an nicht-humanen Primaten ebenfalls zur Induktion guter zellularer
Immunantworten. Die durch DNA in Kombination mit NYVAC hervorgerufenen Antworten
waren hierbei hauptsachlich CD4+ T-Zellen wohingegen eine Verabreichung von DNA und
MVA zur Induktion von CD4+ und CD8+ T-Zellen fuhrte. Jedoch waren Tiere aus beiden
Gruppen (DNA/NYVAC vs. DNA/MVA) in der Lage nach einem Challenge mit einem
SHIV-Virus die Infektion zu kontrollieren . AuRerdem konnten im Makakenmodell
persistierende Antigen-spezifische CD4+ und CD8+ T-Zellen mit einem central-memory- und
einem effector-memory-Phanotyp, welche zusatzlich die immunstimulatorischen Zytokine
IFN v, IL-2 und TNF-a sezernieren, induziert werden. Dabei zeigte sich weiterhin, dass eine
Kombination aus DNA und NYVAC sehr gute langanhaltende Antigen-spezifische Antworten
induziert, dass diese jedoch deutlich haufiger gegen Env und weniger gegen Gag, Pol und

Nef gerichtet sind "*°.
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Gute Immunisierungsergebnisse fir heterologe Prime/Boost-Verabreichungen ergaben sich
auch in humanen Studien. In Zusammenarbeit mit unserer Arbeitsgruppe flihrte Giuseppe
Pantaleo in einer aktuellen Studie (EV02) Immunisierungen an vierzig HIV-negativen
Probanden durch, um die Sicherheit sowie die Immunogenitat von HIV-1 Vakzinekandidaten
zu untersuchen ?**. Das fiir diese Studie verwendete HIV-1 Polyprotein (GagPolNef) sowie
das Hullprotein gp120 wurde von unserer Arbeitsgruppe entwickelt, synthetisch hergestellt
und hinsichtlich maximaler Epitop-Prasentation optimiert. Unter anderem beeinflusst Nef in
mit HIV-1 infizierten Zellen die Beladung und Prasentation von MHC-Molekilen auf der
Oberflache der Zellen und fuhrt somit zu einer verminderten Stimulation spezifischer
T-Zellen ?>2°® Um dies zu unterbinden wurde bei der Generierung des Polyproteins
GagPolNef der N- und C-terminale Bereich im Nef-Leserahmen vertauscht, so dass eine
Prozessierung der bendtigten Epitope gewahrleistet ist, aber kein funktionelles Nef
hergestellt werden kann. Als Vektoren flir die Vakzine wurden DNA-Plasmide, die ebenfalls
in unserer Arbeitsgruppe synthetisiert worden waren, bzw. entsprechende rekombinante
NYVAC-Vektoren eingesetzt. Die Studie ergab, dass 90 % aller Probanden, die mit einem
heterologen Prime/Boost aus DNA und NYVAC behandelt worden waren, Antigen-
spezifische T-Zell Immunantworten entwickelten. Dagegen waren es in der Gruppe die einen
homologen Prime/Boost mit NYVAC erhalten hatten lediglich 30 %. Genauere
Untersuchungen ergaben, dass die induzierten T-Zell Antworten gegen eine breite Anzahl an
HIV-Epitopen gerichtet und noch 72 Wochen nach der letzten Immunisierung nachweisbar
waren. Der Nachweis der Produktion verschiedener Zytokine, wie z.B. IFNy und IL-2,
bestatigte weiterhin die Polyfunktionalitit der induzierten CD4+ und CD8+ T-Zellen '%°.

In einer anderen klinischen Phase lll Studie (RV-144), dem sogenannten Thai-Trial, konnte
durch die primare Gabe des pockenviralen Vektors ALVAC (enthalt die HIV-1 Immunogene
gp120, gag und Protease) sowie einer zweiten Immunisierung mit einem rekombinanten
gp120-Protein (AIDSVAX B/E) in ca. 31 % aller geimpften Probanden ein Schutz gegen eine
HIV Infektion erzielt werden "*®. Obwohl kein Einfluss der Vakzine auf die Viruslast oder die
Verbesserung der CD4+ Zellzahl in HIV infizierten Probanden nachgewiesen wurde, konnte
diese klinische Studie zum ersten Mal zeigen, dass eine HIV-Vakzine in der Lage ist, vor
einer Infektion mit dem HI-Virus zu schitzen.

Ein Problem bei der Verwendung einiger viraler Vektoren stellen in der Bevdlkerung
vorkommende praexistierende Immunantworten gegen die verwendeten Vektoren dar.
Individuen die zu einem friheren Zeitpunkt mit dem Virus in Kontakt gekommen sind,
kdnnten so unter Umstanden schlechtere Immunantworten gegen die eingebrachte Vakzine
induzieren. Im September 2007 wurde aus diesem Grund die klinische Studie STEP wegen
Unwirksamkeit der verwendeten Vakzine gestoppt 2. Zur Austestung der Wirksamkeit einer

adenoviralen-Vakzine wurden Probanden mit einem replikations-defizienten Ad5, welcher die
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Hl-viralen Proteine Gag, Pol und Nef exprimiert, durch eine dreifache Verabreichung
immunisiert. Im Verlauf der Studie zeigte sich weder ein Schutz der Vakzine vor einer HIV
Infektion noch konnte der chronische Verlauf der Erkrankung beeinflusst werden. Da sich in
der Vakzine-Gruppe mehr mannliche Probanden mit HIV infizierten als in der
entsprechenden Placebo-Gruppe, liegt die Vermutung nahe, dass durch die Verabreichung
der Vakzine in mannlichen Probanden mit einer praexistierenden Immunitat gegen Ad5 eine
HIV Infektion sogar begiinstigt wurde ®. Die Frage ob sich préaexistierende Immunantworten
auf eine erhohte HIV-Suszeptibilitdt nach Vakzinierung auswirken, ist jedoch noch nicht
vollstandig geklart 2°%2'°. Fest steht jedoch, dass sowohl der Thai-Trial als auch die EV02
Studie wichtige Erkenntnisse bei der Entwicklung einer erfolgreichen HIV-Vakzine erzielen

konnten.

A.4 Zielsetzung

Ein auf dem New York Vacciniavirus (NYVAC) basierender Vektor, der die HIV-Immunogene
GagPolNef (GPN) und gp120 enthalt (NYVAC-C), wurde im Rahmen einer klinischen Phase
I/l Studie bereits als Vakzine-Kandidat getestet. Dabei induzierte die Applikation von
NYVAC-C hohe gp120-spezifische, jedoch nur schwache T-Zell Antworten gegen Gag, Pol
und Nef. Die Verabreichung einer die gleichen Antigene kodierenden DNA-Vakzine (DNA-C)
in Kombination mit NYVAC-C in einem heterologen Prime/Boost-Schema induzierte deutlich
starkere zelluldare Immunantworten, wobei wiederum die gp120-spezifischen T-Zellen
dominierten. Gag- und Pol-spezifische zellulare Immunantworten wurden vermutlich
aufgrund der niedrigen Expression des artifiziellen GagPolNef Polyproteins nur sehr
schwach induziert. Durch das Einfugen von Modifikationen in das Transgen GPN konnte
bereits in einer vorangegangenen Arbeit eine Verbesserung der Proteinexpression erreicht
werden. Es konnte weiterhin eine Steigerung der Induktion Gag- und Pol-spezifischer
CTL-Antworten durch die Applikation dieser verbesserten Transgene mittels einer
DNA-Vakzine gezeigt werden. Die Co-Verabreichung von Env fiihrte dabei jedoch zur
Unterdriickung dieser verbesserten Gag-spezifischen zellularen Immunantworten.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte der Mechanismus, welcher dem negativen Effekt von Env
zu Grunde liegt, untersucht werden. Hierzu sollten neue Transgenvarianten hergestellt und
hinsichtlich der Transgenexpression in vitro sowie der Induktion Transgen-spezifischer T-Zell
Antworten in vivo untersucht werden.

Ziel dieser Arbeit war weiterhin die Weiterentwicklung pockenviraler Vakzinekandidaten zur
weiteren Verbesserung der Induktion Gag- und Pol-spezifischer T-Zell Antworten. Dazu
sollten rekombinante Viren generiert werden, die unter anderem die hinsichtlich einer

gesteigerten Expression von Gag, Pol und Nef verbesserten Transgene enthalten. Neben
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der Untersuchung der Transgenexpression in infizierten Zellen sollte das Potential zur
Induktion Transgen-spezifischer zelluldarer Immunantworten im BALB/c Mausmodell
untersucht werden.

AbschlieBend lag ein Schwerpunkt der Arbeit auf der Austestung unterschiedlicher
Kombinationen der modifizierten DNA und NYVAC Vakzinekomponenten im heterologen
Prime/Boost. Es sollte dabei jeweils der Einfluss des optimierten DNA-Prime und
NYVAC-Boost auf die Verbesserung der Induktion Gag- und Pol-spezifsicher zellularer
Immunantworten getestet und die vielversprechenste Kombination aus DNA und NYVAC

untersucht werden.
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B. Material und Methoden

B.1 Material
B.1.1 Zellen
B.1.1.1 Prokaryotische Zellen

Zur Klonierung rekombinanter DNA und zur Amplifikation von Plasmiden wurden die

Bakterienstamme DH5a , DH10B oder Omnimax verwendet.

Tab. B-1: Ubersicht der verwendeten prokaryotischen Zellen

Bezeichnung Genotyp

DH5a F" supE44 AlacU169 (¢80 lacZAM15) hsdR1 recA1 endA1 gyrA96
thi-1 relA1 2"

DH10B F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) #80dlacZAM15 AlacX74 deoR

recA1 araD139 A(ara,leu)7649 galU galK rspL nupG (Gibco BRL)

Omnimax F' {proAB+ laclq lacZAM15 Tn10(TetR) A(ccdAB)} mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) @80(lacZ)AM15 A(lacZYA-argF) U169 endA1 recA1
supE44 thi-1 gyrA96 relA1 tonA panD (Invitrogen)

B.1.1.2 Eukaryotische Zellen

Tab. B-2: Ubersicht der verwendeten eukaryotischen Zellen

Bezeichnung Kurzbeschreibung
BHK-21 Hamster-Nieren-Zelllinie (ATCC: CCL-10) %2
DF1 Hihner-Fibroblasten-Zelllinie (ATCC: CCL-1120) 2"
HEK293T Humane AD5/SV40 (T)-transformierte Nierenepithelzellen (ATCC:
CRL-11268)
B.1.2 Virus

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Viren basieren auf NYVAC (New York
Vacciniavirus), einem hoch-attenuierten Vacciniavirus, welches vom Vaccinia Stamm
Kopenhagen durch die gezielte Deletion von 18 offenen Leserahmen (open reading frames;
ORFs) im viralen Genom abgeleitet wurde *’.

Durch das Einbringen von HIV-1 Clade C gp120 und einem artifiziellen Polyprotein

GagPolNef von HIV-1 in den Lokus des nicht-essentiellen Gens der Thymidinkinase (TK),
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wurde unter der Leitung der Firma Aventis Pasteur NYVAC-HIV-C (2010) generiert welches

bereits in klinischen Studien getestet wurde "% und im weitern als NYVAC-C bezeichnet
wird.

B.1.3 DNA

B.1.3.1 Oligonukleotide

Tab. B-3: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5’—3’) Verwendung

Primer zur Uberpriifung der Insertion der Transgene

VV_Copenhagen_pcr CGTCTGATTTGGTAACTCGAG NYVAC spezifisch; PCR
Primer fur alle Transgene

VV_Gag_pcr AGTGTTTCTTGCCGCCAGGC Gag spezifisch; PCR Primer
fur Gag und GPN

VV_PN_pcr CTGCTCGCTGCTGAACTCC Pol spezifisch; PCR Primer
fur PoINef

VV-Env_pcr TAGTACACGGTCACCCACAG Env spezifisch; PCR Primer
fur gp120

Primer zum Uberpriifung der Deletion von GFP und LacZ

VV_Copenhagen_pcr CGTCTGATTTGGTAACTCGAG NYVAC spezifisch; PCR
Primer Uberprifung Deletion
GFP

GFP_rev GATCTTGAAGTTCACCTTGATG  GFP spezifisch; PCR Primer
Uberprifung Deletion GFP

LacZ_fwd GGATGACAACTCAAACATCTGC NYVAC spezifisch
(Ende LacZ); PCR Primer

Uberprifung Deletion LacZ

LacZ_rev GAATTCCGGCCGCCTAATT NYVAC spezifisch
(__Start LacZ); PCR Primer
Uberprifung Deletion LacZ
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B.1.3.2 Vektoren

Tab. B-4: Ubersicht der verwendeten Plasmide

Bezeichnung Quelle

pcDNA3.1(+) Eukaryotisches Expressionsplasmid (Invitrogen)

pLZAWA1 Eukaryotisches Expressionsplasmid (Sanofi Pasteur)

B.1.4 Antikorper und Peptide

B.1.4.1 Priméarantikorper

Tab. B-5: Ubersicht der verwendeten Primirantikorper

Bezeichnung Quelle Verdiinnung
Anti-HIV- Beckman Coulter 1:1.000

1 p24-PE (FACS)
(KC57-RD1)

HGN194- 1:1.000
Alexa 488 (FACS)
CB-4/1 Charite Berlin / 1:1.000

Prof. Dr. W. Héhne (1 % Magermilchpulver)
(Western-Blot)

MH23 NIBSC, Mark 1:1.000
Hassall (1 % Magermilchpulver)
(Western-Blot)

5B2B2 NIBSC, Mark 1:400
Hassall (1 % Magermilchpulver)
(Western-Blot)

Anti-Vaccinia  Uni-Klinikum 1:4.000

(521) Regensburg / (1 % Magermilchpulver)
Dr. J. Kostler (Western-Blot)

Anti-Maus BD Pharmingen 1:100

CD16/32 (FACS)

Beschreibung

Maus, monoklonal,
Erkennung von HIV-1
Kapsidprotein
(p24/55 C/B)

Human, monoklonal,
Erkennung der V3 Region
im HIV-1 Hallprotein

(gp120)

Maus, monoklonal,
Erkennung HIV-1 C Clade
Kapsidprotein (p24)

Maus, monoklonal,
Erkennung von HIV-
CN54/96ZM651
Hullprotein (gp140)

Maus, monoklonal,
Erkennung HIV-1 RT

Kaninchen, polyklonales
Serum, Erkennung
Vacciniavirus

Ratte, monoklonal,
Erkennung von Maus Fc-
Rezeptoren (CD16/CD32)
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Bezeichnung Quelle
Anti-Maus BD Pharmingen
CD8a- APC

(Ly-2)

Anti-Maus BD Pharmingen
CD4- FITC

Anti-Maus BD Pharmingen
IFN y - PE

Anti-B-Aktin Sigma
(AC-15)

B.1.4.2 Sekundarantikdrper

Tab. B-6: Ubersicht der verwendeten Sekundirantikorper

Bezeichnung Quelle
Anti-Maus-IgG Dianova
(H+L)-HRP

Anti-Kaninchen- Thermo

IgG (H+L)-HRP Scientific

B.1.4.3 Peptide

Verdiinnung

1:200
(FACS)

1:200
(FACS)

1:200
(FACS)

1:2000
(WB)

Verdiinnung

1:10.000 (3 %
Magermilchpulver)
(Western-Blot)

1:5.000 (1 %
Magermilchpulver)
(Western-Blot)

Beschreibung

Ratte, monoklonal,
Erkennung von Maus
CD8
Oberflachenrezeptoren

Ratte, monoklonal,
Erkennung von Maus
CD4
Oberflachenrezeptoren

Ratte, monoklonal,
Erkennung von Maus
IFN y

Maus, monoklonal,
Erkennung von B-Aktin

Beschreibung

Ziege, polyklonal,
Erkennung von Maus IgG

Ziege, polyklonal,
Erkennung von Kaninchen
IgG

Die HIV-1 spezifischen, murinen MHC-Klasse-| restringierten Peptide (vgl. Tabelle B-7)

wurden flr das Auslesen der zellularen Immunantworten in BALB/c Mausstudien verwendet.
Die lyophilisierten Peptide wurden in HPLC-grade DMSO gel6st (10 mM) und bei -20 °C

gelagert.
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Tab. B-7: Ubersicht der verwendeten Peptide

Bezeichnung Sequenz Beschreibung Hersteller
A9l AMQILKDTI CN54-Gag (p24) spezifisches Biosyntan
9-mer Peptid '
V11V VPADPNPQEMV CNb54-gp12 spezifisches 11-mer  Biosyntan
Peptid **'
Lol LVGPTPVNI CN54-Pol spezifisches 9-mer Biosyntan
Peptid *'
B.1.5 GroRen- und Molekulargewichtstandards

Zur Bestimmung der Gréfie von DNA-Molekilen mittels Gelelektrophorese wurde der 100 bp
DNA Marker (NEB) oder der 1 kb DNA Marker (NEB) verwendet.
Zur Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen mittels SDS-PAGE wurde der

Precision Prestained Protein Standard (BioRad) verwendet.

B.1.6 Kommerzielle Kits

Tab. B-8: Ubersicht der verwendeten kommerziellen Kits

Produkt Firma
QlAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen
QIlAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAGEN Plasmid Maxi / Midi Kit Qiagen
EndoFree Plasmid Mega Kit Qiagen
Limulus Amebocyte Lysate QCL-1000 Cambrex

B.1.7 Reagenzien

B.1.7.1 Anzuchtmedien

Soweit nicht anders vermerkt, erfolgte die Anzucht von Bakterien in Luria Bertani (LB-)

Flissigmedium bzw. auf LB-Agarplatten.
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B.1.7.2 Kulturmedien und Puffer

Die verwendeten Kulturmedien und Puffer sind unter den jeweils beschriebenen Methoden

vermerkt.

B.1.8 Verbrauchsmaterial

Soweit nicht anders aufgefuhrt, wurden alle Plastikmaterialen von den Firmen Falcon,
Sarstedt, Greiner und Eppendorf bezogen. Fir Restriktionsendonukleasen und Ubrige

Enzyme wurden Produkte der Firma New England Biolabs verwendet.

B.1.9 Versuchstiere

Die Versuchstiere (weibliche Mause der Inzuchtrasse BALB/cAnNCrl (H-2%) wurden von der

Firma Janvier aus Frankreich bezogen.

B.2 Methoden
B.2.1 Molekularbiologische Arbeitstechniken
B.2.1.1 Klonierung

Soweit nicht anders vermerkt, wurden fir alle Klonierungen in Escherichia coli (E. coli)
Standardmethoden angewendet ?'*. Alle Klonierungen wurden mittels DNA-Sequenzierung,
durchgefiihrt bei der Firma Geneart (Life Technologies, Regensburg), nach der Methode von

Sanger 2'® iberpriift.

B.2.1.2 DNA-Aufreinigung und Analyse
B.2.1.2.1 Plasmid-DNA

Plasmid-DNA aus einem Kulturvolumen bis 5 ml wurde gemaf dem Protokoll der alkalischen
Schnelllyse prapariert 2'°. Die préparative Isolierung groRerer Mengen Plasmid-DNA aus
Ubernachtkulturen  erfolgte  (ber  Anionenaustauschersdulen Qiagen-tip 100  oder
Qiagen-tip 500 (Qiagen) nach Anweisung des Herstellers.

Zur Vermeidung von Kontaminationen durch immunmodulatorische, bakterielle
Lipopolysaccharide (LPS), wurde die Praparation von Plasmid-DNA zur Applikation in
Mausen in einem gréReren Malistab unter Verwendung des EndoFree Plasmid Mega DNA
preparations-Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Plasmid-DNA fur
invivo Anwendungen wurde in steriiem PBS (10 mM Na,HPO,; 1,8 mM KH,POy;
137 mM NaCl; 2,7 mM KCI) aufgenommen.
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Die Konzentrationsbestimmung der aufgereinigten DNA erfolgte mit einem
NanoDrop®-ND-1000 Spektrophotometer (PeqlLab). Die DNA Konzentration wird hierbei
durch eine Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt.

Zur weiteren Analyse wurde je 1pyg DNA mit Hife von 10U geeigneter
Restriktionsendonukleasen nach Angaben des Herstellers spezifisch geschnitten, mit
6x DNA-Auftragspuffer (0,001 % (w/v) Bromphenolblau; 0,001 % (w/v) Xylencyanol;
60 mM EDTA; 36 % (v/v) Glycerin) versetzt und mittels Gelelektrophorese auf einem
Ethidiumbromid-haltigen TBE-Agarosegel analysiert (TBE-Puffer: 8,5 mM Tris;
89 mM Borsaure; 0,47 mM EDTA; mit 0,5-1 % Agarose und 50 ng/mL Ethidiumbromid).

Um Kontaminationen durch Lipopolysaccharide auszuschlieBen, wurde die aufgereinigte
DNA mittles des Limulus Amebocyte Lysate Tests nach Angaben des Herstellers auf ihren

Endotoxingehalt hin untersucht.

B.2.1.2.2 Genomische DNA

Die Isolierung genomischer DNA aus infizierten Zellen wurde mit dem QIAamp DNA Blood
Mini Kit nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Konzentration der aufgereinigten
DNA wurde ebenfalls mit Hilfe des NanoDrop®-ND-1000 Spektrophotometers (PeglLab)
bestimmt. Fir anschlieBende PCR-Applikationen (B.2.1.3) wurden 100 ng DNA eingesetzt.

B.2.1.3 PCR-Analyse

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion 2'’.
Soweit nicht anders angegeben, erfolgte die PCR-Analyse unter Standardbedingungen
(primare Denaturierung 98 °C, 5 min; [Denaturierung 98 °C, 10 s; Annealing 65 °C, 30 s;
Extension 72 °C, 30 s/1 kb] 30 Zyklen; finale Elongation 72 °C 5 min) unter Verwendung der
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific, Finland). Die Sequenzen der als

Primer verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle B-3 aufgelistet.

B.2.1.4 Herstellung rekombinanter NYVACs

B.2.1.4.1 Herstellung der Transferkonstrukte zur Integration eines Transgens in
den pockenviralen Vektor NYVAC

Zum Einbringen von Transgensequenzen in das NYVAC Genom wurde der gewunschte
Leserahmen Uber Restriktionsschnittstellen in den Transfervektor pLZAW1 (zur Verfigung
gestellt von Aventis Pasteur) kloniert (B. 2.1.1; Ubersicht pLZAW1-Konstrukte: Tabelle B-9).
Der pLZAW1 Vektor enthalt, flankiert von homologen Sequenzen, das zur Selektion
bendtigte LacZ-Gen, ein Gen fir die -Galactosidase, welches nach Zugabe des Substrats
Blue Gal zur Blau-Weil3-Selektion von Kolonien dient. Aufgrund der vollstandigen Replikation
des NYVAC Virus im Zytoplasma der Zelle, enthalt der pLZAW1 Vektor, zur korrekten
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Transkription des Transgens und des Reportergens LacZ, Vacciniavirus-spezifische
Promotoren.

Zur Uberprifung des Transferkonstrukts wurden 1 ug DNA mit Hilfe von 10 U geeigneter
Restriktionsendonukleasen nach Angaben des Herstellers spezifisch geschnitten, mit
6x DNA-Auftragspuffer (0,001 % (w/v) Bromphenolblau; 0,001 % (w/v) Xylencyanol; 60 mM
EDTA; 36 % (v/v) Glycerin) versetzt und mittels Gelelektrophorese auf einem Ethidium-
bromid-haltigen TBE-Agarosegel analysiert (TBE-Puffer: 8,5 mM Tris; 89 mM Borsaure;
0,47 mM EDTA; mit 0,5-1 % Agarose und 50 ng/mL Ethidiumbromid).

Das Transferkonsturkt enthalt neben der Expressionskassette fir das gewlinschte Transgen
(E/L Promotor; Transgen-Leserahmen) auch Bereiche, die zur NYVAC-Sequenz homolog
sind und der gerichteten Integration des Transferkonstrukts wahrend der ersten homologen
Rekombination dienen. Eine Ampicillinresistenz-Kassette (Amp.) dient der Selektion positiver
Klone, und interne homologe Bereiche (linker Arm) ermoglichen die riickstandsfreie
Ausrekombination des Reportergens LacZ wahrend der zweiten homologen Rekombination
(Schemadarstellung pLZAW1-Konstrukt: Abb. B-1).

Abb. B-1: Schematische Darstellung des
Transferkonstrukts pLZAW1

rechter Arm Transgen .
) Rechter Arm, linker Arm = homologe

Bereiche zur Integration des Transgens in
das NYVAC Genom

"?kﬁf Afmh Linker Arm (Teilbereich) = homologer
(Tellbereich)  Bereich zur Entfernung des
pLZAW1 EsLProm.  Reportergens LacZ

— 9058 bp LacZ = LacZ-Gen (codiert fir das Enzym
B-Galactosidase)

E/L Prom. = early/late Promotor Vaccinia
E3L Prom. = E3L Promotor Vaccinia

Vak. Term. = Vaccinia Terminationssequenz
linker Arm Amp. = Ampicillinresistenz-Kassette

E/L Prom.

Vak. Term.

Amp.

T LacZ

In der nachfolgenden Tabelle (Tab. B-9) sind alle hergestellten pLZAW1-Transferkonstrukte
mit der Bezeichnung des Konstrukts, den zur Klonierung verwendeten Restriktions-
schnittstellen und einer kurzen, zusammenfassenden Beschreibung des eingebrachten

Transgens aufgelistet.
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Tab. B-9: Ubersicht hergestellte pLZAW1-Transferkonstrukte

Transferkonstrukt Schnittstellen Beschreibung Transgen
pLZAW-1_GFP Xhol und Pacl GFP (grun fluoreszierendes Protein)
pLZAW-1_MGag Xhol und Pacl Gag (Gruppenspezifisches Antigen; HIV-1

Clade C, 97CNO001), budding kompetent

pLZAW-1_“MGag Xhol und Pacl  Gag (Gruppenspezifisches Antigen; HIV-1
Clade C, 97CNO001), nicht budding kompetent

pLZAW-1_“MGPN Xhol und Pacl  GagPolNef (Polyprotein: Gruppenspezifisches
Antigen, Reverse Transkriptase, Protease;
HIV-1 Clade C, 97CN001 Gag und CN54 PN),
nicht budding kompetent, kein viraler Frame
Shift

pLZAW-1_“MGFSPN Xhol und Pacl  GagPolNef (Polyprotein: Gruppenspezifisches
Antigen, Reverse Transkriptase, Protease;
HIV-1 Clade C, 97CNO001 Gag und CN54 PN),
nicht budding kompetent, viraler Frame Shift
(95 % Gag /5 % GPN)

pLZAW-1_MG PN Xhol und Pacl  GagPolNef (Polyprotein: Gruppenspezifisches
Antigen, Reverse Transkriptase, Protease;
HIV-1 Clade C, 97CNO001 Gag und CN54 PN),
budding kompetent, viraler Frame Shift
(95 % Gag /5 % GPN)

pLZAW-1_PN Xhol und Pacl PolNef (Revere Transkriptase, Protease;
HIV-1 Clade C, CN54)

pLZAW-1_gp120 Xhol und Pacl gp120 (Teil des Hullproteins Env; sezerniert;
HIV-1 Clade C, CN54)

M = Myristoylierungsstelle
M = deletierte Myristoylierungsstelle
FS = ribosomaler Frame Shift (HIV-1)

B.2.1.4.2 Einbringen des Transgens in den pockenviralen Vektor (1. homologe
Rekombination)

Unter Verwendung des Transferkonstrukts pLZAW1-GFP (Tab. B-9) wurde im ersten Schritt
ein NYVAC-GFP generiert, welches durch das Einfligen des grin fluoresziernden Proteins
(GFP) eine visuelle Kontrolle fiir weitere Rekombinationsschritte bietet, und im Folgenden als
Wildtypvirus verwendet wird. Zur Integration des Transgens in das NYVAC Genom wurden
BHK-21 Zellen mit NYVAC-GFP infiziert und im Anschluss daran mit dem gewtlnschten
Transferkonstrukt transfiziert (B.2.3.5.1). Uber die im pLZAW1 Vektor integrierten homologen

Bereiche kommt es zu einer gerichteten, beliebig haufig stattfindenden Integration der
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Transgene. Die korrekte Integration wurde mittels PCR (B.2.1.3) und Western-Blot Analyse
(B.2.2.3 und B.2.2.4) Uberprift.

B.2.1.4.3 Entfernen des Reportergens LacZ aus dem pockenviralen Vektor
(2. homologe Rekombination)

Zur Entfernung des Reportergens LacZ erfolgte die Aufreinigung rekombinanter Viren unter
Verwendung eines Plaque Assay (B.2.3.5.2). Diese Aufreinigungsrunden wurden so lange
wiederholt bis uber die integrierten homologen Bereiche eine Ausrekombination des
Reportergens stattfand. Alle Aufreingungsschritte wurde mittels PCR (B.2.1.3) und Western-
Blot Analyse (B.2.2.3 und B.2.2.4) Uberpruft.

B.2.2 Proteinbiochemische Methoden
B.2.2.1 Trichloressigsaure (TCA)-Aceton Fallung

Die Kulturlberstande von transfizierten bzw. infizierten Zellen wurden wie unter B.2.3.3
beschrieben abgenommen und verarbeitet. Zu fallende Proben wurden mit einem hundertstel
Volumen 2 % (w/v) Na-Desoxycholat versetzt und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von einem zehntel Volumen 100 % (w/v)
Trichloressigsaure (TCA). Die Zellen wurden daraufhin fur 60 min bei Raumtemperatur
inkubiert und bei 20.000 xg und 4 °C 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde einmal mit 200 pl
eiskaltem Aceton gewaschen (20.000 xg; 4 °C; 10 min) und ca. 30 min bei Raumtemperatur
getrocknet. Fur die anschlieRende Analyse im Western-Blot wurden die gefallten Proteine in
einem geeigneten Volumen aufgenommen und mit der entsprechenden Menge eines
funffach konzentrierten SDS Probenpuffers (B.2.2.3) versetzt. Im Falle einer Gelbfarbung

des Puffers (zu niedriger pH) wurde der pH durch Zugabe von 1 M NaOH neutralisiert.

B.2.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Gesamtproteinmenge in den aufbereiteten Proteinproben erfolgte nach
der Methode von Bradford (Bradford, 1976) und wurde unter Verwendung des BioRad
Protein Assay Reagenz (BioRad) nach Angaben des Herstellers durchgeflihrt. Als Standard

diente stets eine BSA-Verdinnungsreihe.

B.2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht mittels SDS-PAGE #'®
wurden definierte Mengen (50-100 ug Gesamtprotein) bzw. geeignete Mengen des gefallten
Kulturiberstands der zu untersuchenden Proben mit funffach konzentriertem SDS
Probenpuffer (62,5 mM Tris; 1 % (w/v) SDS; 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 0,5 mM EDTA;
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5 % (v/v) Glycerin; 0,005 % (w/v) Bromphenolblau; pH 6,8) versetzt und 5 min bei 95 °C
erhitzt. Als Standard diente der PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas). Je
nach Auftrennungsbereich wurden unterschiedlich konzentrierte Acrylamidgele verwendet,

die nach der Elektrophorese einer Western-Blot Analyse (B.2.2.4) unterzogen wurden.

B.2.2.4 Western-Blot Analyse

215,219 unter

Uber SDS-PAGE aufgetrennte Proteine wurden im Semi-Dry-Verfahren
Verwendung einer BlueFlash Blotting-Apparatur (Serva) nach Herstellerangaben aus dem
Gel auf eine Nitrozellulose-Membran (PorengréRe 0,45 um) (Schleicher und Schuell)
transferiert. Zur Absattigung unspezifischer Bindestellen wurde die Membran tber Nacht bei
4°C in TTBS (50 mM Tris/HCI pH7,5; 150 mM NaCl; 0,05% Tween-20) mit
5 % (w/v) Magermilchpulver geschuttelt. Nach 1 h Inkubation bei Raumtemperatur mit einem
spezifischen Primarantikorper (verdinnt in TTBS) (Tab. B-5) wurde dreimal mit TTBS
(10 min; Raumtemperatur) gewaschen. Mit dem entsprechenden Horseradish Peroxidase
(HRP)-gekoppelten (Tab. B-6) Sekundarantikdrper, wurde anschlieRend eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit TTBS wurden die
Antikodrper-Antigen-Komplexe auf der Membran mit Hilfe des SuperSignal West Femto
Substrates (Thermo Fisher Scientific) im Geldokumentationssystem ChemiLux Imager (Intas)
detektiert.

B.2.3 Zellbiologie
B.2.3.1 Allgemeine Zellkulturtechniken
Eukaryotische Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO, in Komplettmedium kultiviert. Nach

Erreichen der Konfluenz wurden die Zelllinien im Verhaltnis 1:10 subkultiviert.

Tab. B-10: Ubersicht der verwendeten Zellkulturmedien

Komplettmedium Zellen

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Invitrogen), HEK293T, DF1, BHK-21
10 % inaktiviertes fotales Kalberserum' (FKS, Invitrogen),
100 pg/ml Penicillin, 100 U/ml Streptomycin (PAN Biotech)

UC Medium (Lonza), 100 pg/ml Penicillin, 100 U/ml primare Maussplenozyten
Streptomycin (PAN Biotech), 20 mM HEPES,
50 uM B-Mercaptoethanol, 1 % Glutamin (PAN Biotech)

'Die Inaktivierung des fotalen Kalberserums erfolgte fiir 30 min bei 56 °C
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B.2.3.2 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen

Das Einbringen von DNA in eukaryotische Zellen erfolgte mit Hilfe von jetPEI™
(Polyethylenimin, PEI) (PeqglLab). Hierfir wurde ca. 16 h vor der Transfektion eine geeignete
Menge an Zellen in 6-Napf-Platten (& 3 cm) ausgesat. Die zu ca. 80 % konfluenten Zellen
wurden anschlieBend mit 3 ug DNA nach Herstellerangaben transfiziert, Zellen und
Zelluberstande nach 24 h bzw. 48 h geerntet und, wie unter B.2.3.3 beschrieben, weiter
behandelt. Fir kleinere und grélere Ansatze wurde die Menge an Zellen, DNA und jetPEI

proportional zur Flache des verwendeten Kulturgefales angepasst.

B.2.3.3 Ernte von Zellen und Uberstanden fiur analytische Zwecke

Fir Analysen im Western-Blot wurden Zellen und Kulturiiberstidnde 48 h nach Transfektion
(B.2.3.2) bzw. Infektion (B.2.3.5.3) abgenommen und bei 300 xg flir 5 min und 4 °C pelletiert.
Die dabei gewonnen Uberstdnde wurden bis zur weiteren Verwendung (B.2.2.1) bei -20 °C
gelagert. Die Zellen wurden einmal mit kaltem PBS (10 mM Na,HPO,; 1,8 mM KH,POy;
137 mM NaCl; 2,7 mM KCI) gewaschen (300 xg; 5 min; 4 °C) und in einem geeigneten
Volumen  RIPA-Puffer (50 mM Tris-HCI  pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,1 % (w/v) SDS;
1 % (w/v) Nonidet-40 ; 0,5 % (w/v) Na-Deoxycholat + 1 Tablette Proteaseinhibitor/ 15 mL
(Complete™: Roche)) aufgenommen. Nach 60 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen
einmal fur 30 s sonifiziert, 5 min bei 16.500 xg zentrifugiert, die Uberstande in frische
Reaktionsgefalte Uberfihrt und ebenfalls bis zur weiteren Verwendung (B.2.2.3) bei -20 °C
gelagert. Fir die Analyse im Durchflusszytometer (FACS) wurden HEK293T Zellen 24 h
nach Transfektion mit dem im Kulturgefal® befindlichen Medium abgespdlt, 5 min bei 300 xg
pelletiert und in 1 ml FACS-Puffer (PBS; 1 % FKS; 1 g/l NaN3) aufgenommen. Nach
erneutem Waschen mit FACS-Puffer folgte die unter B.2.3.4 beschriebene Farbung mit

spezifischen Antikérpern.

B.2.3.4 FACS-Analyse

Der intrazellulare Nachweis von Proteinen erfolgte mittels fluorescence activated cell sorting
(FACS). Hierfir wurden, wie unter B.2.3.3 beschrieben, zweimal mit FACS-Puffer
gewaschene Zellen zunéachst fur 20 min bei 4 °C mit Cytofix/Cytoperm (4 % (w/v) PFA in
PBS; 1 % (w/v) Saponin) behandelt. Nach zweimaligem Waschen mit dem Puffer
Perm/Wash (PBS; 0,1 % (w/v) Saponin) wurden die Zellen mit einem in 100 pl Perm/Wash
verdinnten Antikorper (Tabelle B-5) flir 25 min gefarbt, erneut zweimal gewaschen und in
einem geeigneten Volumen FACS-Puffer aufgenommen. Die Analyse erfolgte an einem
FACSCanto Il (BD Biosiences), wobei innerhalb der ausgewahlten Population 10.000 Zellen
gemessen wurden. Die resultierenden Daten wurden mit Hilfe des Programms FACSDiva

ausgewertet.
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B.2.3.5 Arbeitstechniken mit Viren
B.2.35.1 Einbringen der Transgene mittels In-vitro Rekombination (IVR)

Zur Herstellung infektidser rekombinanter NYVACs wurden ca. 16 h vor Infektion 1x10°
BHK-21 Zellen in Kulturgefafien (9 3,5 cm) ausgesat. Die Zellen wurden anschlieBend mit
NYVAC-GFP mit verschiedenen MOI (Multiplicity of infection) (0,0075 pfu; 0,0125 pfu;
0,075 pfu; 0,125 pfu und 0,5 pfu) in einem Volumen von 2 ml Medium (ohne FKS und
Antibiotika; DMEMg,e) infiziert und dabei alle 15 min geschwenkt. Nach einer Inkubation fir
1 h bei 37 °C wurden die infizierten Zellen mit 6 ug des Transferkonstrukts (pLZAW1) und
einer entsprechenden Menge jetPEI™ (B.2.3.2) transfiziert und erneut fiir 1 h inkubiert. Im
Anschluss daran erfolgten ein Mediumswechsel und eine Inkubation fir 48 h—72 h bei
37 °C. Die Zellen wurden zusammen mit dem Kulturiberstand geerntet und nach einem
dreimaligen Gefrier-Auftau-Schritt (freez/thaw; flissiger Stickstoff und 37 °C Wasserbad) in
ein steriles Reaktionsgefal® uberfuhrt und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung

aufbewahrt.

B.2.3.5.2 Aufreinigung der unterschiedlichen NYVAC-Varianten unter Verwendung
eines Plague Assays

B.2.3.5.2.1 Durchfuhrung des ersten Aufreinigungsschritts

Die Aufreinigung der hergestellten rekombinanten Viren (B.2.3.5.1) erfolgte mit Hilfe eines
Plaque Assays. Hierzu wurden 3x10° BHK-21 Zellen in KulturgefaRen (& 10 cm) ausgesat
und mit der Viruskultur (B.2.3.5.1) in einem Volumen von 4 mlDMEMgyy mit
unterschiedlichen Verdinnungen je MOI (MOI 0,0075 und 0,0125: 1:20, 1:50, 1:100 und
1:500; MOI 0,075 und 0,125: 1:100, 1:500, 1:1.000 und 1:5.000; MOI 0,5: 1:500, 1:1.000,
1:5.000 und 1:10.000) infiziert. Diese wurde zuvor zweimal fur 1 min sonifiziert (Branson
Sonicator, Branson Ultrasonics). Die Zellen wurden anschlie®end fir 2 h bei 37 °C inkubiert
und dabei alle 30 min geschwenkt. Nach vorsichtigem Absaugen des Mediums erfolgte die
erste Uberschichtung der Zellen mit 12 ml Agarose-Medium (6 ml 2,4 % (w/v) LMP-Agarose
und 6 ml zweifach konzentriertes Medium; 8 % FKS; 200 ug/ml Penicillin, 200 U/ml
Streptomycin) und ein Inkubationsschritt flir 3 d bei 37 °C. AnschlieRend wurden die Zellen
mit 5 ml eines zweiten Agarose-Mediums (2,5 ml 2,4 % (w/v) LMP-Agarose und 2,5 ml
zweifach konzentriertes Medium; 8 % FKS; 200 pg/ml Penicillin; 200 U/ml Streptomycin;
200 mg/ml Blue Gal; 3,33 g/l Neutral Rot), welches zusatzlich ein chromogenes Substrat
(Blue Gal) fiur das Enzym B-Galactosidase enthalt, iberschichtet. Es erfolgte im Anschluss
eine Inkubation flir 4-6 h bei 37 °C. Mit Hilfe einer sterilen Glaspasteurpipette konnten dann
in den flir ca. 1h bei Raumtemperatur abgekihlten Kulturgefallen blaue Plaques

(Vorhandensein von B-Galactosidase) gepickt werden.
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Diese wurden in einem Volumen von 500 ul in sterilen Reaktionsgefalten bei -80 °C zur

weiteren Verwendung aufbewabhrt.

B.2.3.5.2.2 Durchfihrung der weiteren Aufreinigungsschritte

Zur  Selektion der hergestellten rekombinanten NYVACs wurden  weitere
Aufreinigungsschritte mittels Plague Assay durchgeflihrt. Hierfiir wurden die unter B.2.3.5.2.1
hergestellten Plaques einem dreimaligen freez/thaw-Schritt unterzogen und zweimal flr
1 min sonifiziert. Anschlielend wurden 80-90 % konfluente BHK-21 Zellen (B.2.3.5.2.1) in
einem Volumen von 4 ml DMEMgh,e mit unterschiedlichen Verdinnungen (1:100; 1:500;
1:1.000 und 1:5.000) der Plaquesuspension infiziert. Die Zellen wurden fir 2 h inkubiert und
ebenfalls mit den Agarose-haltigen Medien Uberschichtet (B.2.3.5.2.1). Zu Anfang wurden
mittels einer Glaspasteurpipette weiterhin blaue Plaques (B-Galactosidase postiv) gepickt,
wohingegen in den spateren Runden auf weiRe Plaques (B-Galactosidase negativ)
selektioniert wurde. Diese wurden wiederum in einem Volumen von 500 ul in sterilen

Reaktionsgefallen bei -80 °C zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

B.2.3.5.3 Infektion eukaryotischer Zelle fir analytische Zwecke

Zur Detektion rekombianter Viren mittels PCR-Analyse wurden 1x10° BHK-21 Zellen ca. 16 h
vorher in 24-Napf-Platten (9 1,5cm) ausgesat. Die Zellen wurden mit 100 pl
Plaguesuspension, welche zuvor dreimal mittels freez/thaw behandelt und zweimal fir je
1 min sonifiziert worden war, in einem Gesamtvolumen von 300 pyl DMEMon.e infiziert.
Wahrend einer Inkubation von 2 h bei 37 °C wurden die Schalen regelmafig geschwenkt. Im
Anschluss daran wurden 500 pyl Komplettmedium (Tab. B-9) zugegeben, und es erfolgte eine
weitere Inkubation von 48-72 h. Die Zellen wurden geerntet (B.2.3.3) und die genomische
DNA wurde mittels QlAamp DNA Blood Mini Kit isoliert (B.2.1.2.2).

Fir die Analysen der Proteinexpression im Western-Blot wurden 6x10°BHK-21 Zellen
ca. 16 h vorher in 6-Napf-Platten (d 3 cm) ausgesat. Die zuvor gepickten weillen Plaques
(B.2.3.5.2.2 und B.2.3.5.6) wurden einem dreimaligen freez/thaw-Schritt unterzogen und
zweimal fir je 1 min sonifiziert. In einem Volumen von 1 ml DMEMgn,e wurden die Zellen mit
100-200 ul Einzelplaquesuspension infiziert. Im Anschluss an eine Inkubation von 2 h bei
37 °C erfolgte die Zugabe von 1 ml Komplettmedium. Die Zellen wurden weitere 48 h
inkubiert und wie unter B.2.3.3 beschrieben geerntet.

Zur Uberprifung der korrekten Proteinexpression im aufbereiteten Virusstock (B.2.3.5.4),
wurden ebenfalls 6x10° BHK-21 Zellen in 6-Napf-Platten (@ 3 cm) ausgesét, in einem
Volumen von 1 ml DMEMg,e mit einer MOI 0,5 mit den aufgereinigten NYVAC-Stocks

infiziert und, wie fiir die Einzelplaques beschrieben, inkubiert und geerntet.
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Die Uberprifung der Expression der Proteine in den pLZAW1-Konstrukten erfolgte durch
Infektion mit anschlieRender Transfektion von 6x10° BHK-21 Zellen in 6-Napf-Platten
(9 3 cm). Dazu wurde zuerst mit einer MOI 0,5 mit NYVAC-wt infiziert und 2 h danach mit
den pLZAW1-Konstrukten transfiziert (B.2.3.5.1). Die Zellen wurden 48 h inkubiert und, wie

unter B.2.3.3 beschrieben, geerntet.

B.2.3.54 Herstellung hochtitriger Virusstocks

Zur Herstellung hochtitriger Virusstocks wurden die rekombinanten NYVACs in den
getesteten Plaquesuspensionen durch schrittweise Erhdhung der Infektionsvolumina
vermehrt. Dazu wurden zuerst 6x10° BHK-21 Zellen mit 100 pl Plaquesuspension, welche
zuvor dreimal mittels freez/thaw behandelt und zweimal fiir je 1 min sonifiziert worden war, in
einem Volumen von 1 ml DMEMgn,e in 6-Napf-Platten infiziert. Die Zellen wurden fir 2 h
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 1 ml Komplettmedium (Tab. B-9), und nach
einer weiteren Inkubation fir 48 h wurden die Zellen zusammen mit dem Kulturiberstand
geerntet. Es folgten ein dreimaliger freez/thaw-Schritt und die Infektion von 5x10° BHK-21
Zellen mit 100 yl der zuvor geernteten Viurssuspension in einem Volumen von
5 ml DMEMgopne in T75-Kulturflaschen (Flache 75 cmz). Nach einer Inkubation von 2 h wurden
15 ml Komplettmedium zugegeben, und die Zellen wurden erneut fir 48 h inkubiert.

Im letzten Schritt wurden 1x10” BHK-21 Zellen in Kulturschalen (@ 15 cm) ausgesét. Diese
wurden mit 100 pl der Virussuspension aus den T75-Kulturflaschen, welche ebenfalls
dreimal mittels freez/thaw behandelt worden waren, in einem Volumen von 10 ml DMEMgpne
infiziert und fur 2 h inkubiert. Anschliefend wurden 10 ml Komplettmedium zugegeben, und
es erfolgte eine weitere Inkubation fir 72 h. Die Zellen wurden zusammen mit dem
Kulturiiberstand abgenommen und bei 1.500 xg und 4 °C fiir 15 min pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Pellet einmal mit 10 ml PBS (10 mM Na,HPO,; 1,8 mM KH,POy;
137 mM NaCl; 2,7 mM KCI) gewaschen (1.500xg; 15 min; 4°C), in 10ml PBS
aufgenommen und zu je 2,5ml aliquotiert. Durch dreimaliges Einfrieren in flissigem
Stickstoff und Auftauen bei 37 °C wurden die Zellen aufgeschlossen und die Viren
freigesetzt. Die Virussuspensionen wurde anschlieBend zweimal flr je 1 min sonifiziert,
pelletiert (1.500 xg; 15 min; 4 °C), und die Uberstande wurden vereinigt. Die Pellets wurden
in PBS resuspendiert, erneut sonifiziert und abzentrifugiert. Die gewonnen Ubersténde
wurden mit den ersten vereinigt, und die Viren wurden mittels zweimaliger Ultrazentrifugation
(SW32 Rotor; 1 h; 20.000 rpm; 4 °C) Uber ein 45 %iges Saccharosekissen angereichert.
Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen, das Viruspellet in 10 mM Tris-HCI
(zur Lagerung im Archiv) bzw. PBS (zur Applikation in vivo) aufgenommen und Gber Nacht
bei 4 °C inkubiert.
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Danach wurde die Virussuspension aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C

gelagert. Virustiter wurden jeweils im Doppelansatz bestimmt (B.2.3.5.5).

B.2.355 Bestimmung von Virustitern mittels Plague  Assay und
Kristallviolettfarbung

Die Bestimmung von Virustitern wurde mit DF-1 Zellen in 6-Napf-Platten durchgefuhrt.
Hierzu wurden 8x10° Zellen ausgesdt und mit unterschiedlichen Verdiinnungen an
aufgereinigtem Virus in einem Volumen von 1 ml DMEMgpne infiziert. Anschlieend wurde 2 h
bei 37 °C inkubiert. Danach wurde das Medium abgesaugt und durch 2 ml Komplettmedium
(Tab. B-9) ersetzt. Nach Auftreten deutlicher Plaques im Zellrasen (ca. 72 h nach Infektion),
wurde das Medium abgenommen, der Zellrasen einmal mit PBS (10 mM Na,HPOy;
1,8 mM KH,PO,; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI) gewaschen, und die Zellen wurden im
Anschluss mit Kristallviolettfixierer (PBS mit 5 % (v/v) Formalin) 10 min bei Raumtemperatur
fixiert. Die nachfolgende Farbung des Zellrasens wurde mit Kristallviolettfarbeldsung
(1,5 g/l Kritallviolett; 8,5 % (v/v) Ethanol; 25 % (v/v) Formalin) durchgefuhrt. Nach einer
Einwirkzeit von 10 min wurde die Farbelosung entfernt, der Zellrasen mit HyOpigest
gewaschen, getrocknet, und Plaques wurden ausgezahlt.

Der Virustiter wurde gemal der Formel: Virustiter (pfu/ml) = Anzahl ausgezahlter Plaques

pro Napf x Verduinnungsfaktor / 1 ml berechnet.

B.2.3.5.6 Plague Assay zum Nachweis der Reinheit der hergestellten
rekombinanten Viren

Zum Nachweis der Reinheit der hergestellten Viren wurde ein Plaque Assay durchgefiihrt.
Hierzu wurden 3x10° BHK-21 Zellen in KulturgefaRen (& 10 cm) ausgesat und mit dem
aufgereinigten Virus (B.2.3.5.4) in einem Volumen von 4 ml DMEMgn,e mit unterschiedlichen
Verdiinnungen infiziert. Es wurde eine Verdiinnungsreihe von 1:1.000 bis 1:1x10° gewahlt,
da hier die Gewinnung von einzelnen Plaques gewahrleistet wird. Die Zellen wurden
anschliefend fiur 2h bei 37 °C inkubiert und dabei alle 30 min geschwenkt. Nach
vorsichtigem Absaugen des Medium erfolgte die Uberschichtung der Zellen mit den
jeweiligen Agarose-Medien und das Picken der Plaques mittels Glaspasteurpipette
(B.2.3.5.2.1). Die erhaltenen weillen Plaques wurden in einem Volumen von 500 pl in
sterilen Reaktionsgefalen bei -80 °C aufbewahrt. Die Bestimmung der Transgen Expression
in den Einzelplaques erfolgte nach einer Infektion eukaryotischer Zellen (B.2.3.5.3) mittels
SDS-PAGE und Western-Blot Analyse (B.2.2.3 und B.2.2.4).
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B.2.4 Immunologische Arbeitstechniken
B.24.1 Haltung und Immunisierung von Versuchstieren

Fur die in dieser Arbeit durchgefihrten Immunisierungsstudien wurden weibliche Mause der
Inzuchtrasse BALB/cCANNCr (H-2°) im Alter von 40-42 Tagen verwendet. Die Tiere wurden in
der Tierversuchsanlage D3 des Universitatsklinikums Regensburg gehalten. Falls nicht
anders vermerkt, wurden die Tiere im Alter von 8 Wochen intramuskular (i.m.) immunisiert.
Fur die i.m. Immunisierung wurden die Tiere zunachst mittels des Inhalationsnarkotikums
Isoflurane (Baxter) betaubt, und die Region um die Einstichstelle wurde rasiert. Danach
wurde die gewlnschte Menge eines entsprechenden Antigens in einem Volumen von je

50 ul langsam in beide Schienbeinmuskel (tibialis anterior) injiziert.

B.2.4.2 Auslesen zellularer Immunantworten
B.2.4.2.1 Generierung von primaren Maussplenozyten

Zur Generierung primarer Maussplenozyten wurde die Milz jeder Maus unter Verwendung
eines sterilen Praparationsbestecks enthommen und in 10 ml Waschpuffer (PBS; 1 % UC-
Medium) aufgenommen. Alle folgenden Schritte wurden unter sterilen, fUr die Zellkultivierung
gangigen Bedingungen durchgefiihrt. Die Milzen wurden inklusive des Waschpuffers in
Petrischalen uberfuhrt und mit dem Stempel einer 5 ml Spritze in einem Nylonfilter (100 pm
Porengrofe) zerrieben. Nach Uberfiihrung der entstandenen Zellsuspension in ein 50 ml
Gefall wurden die Zellen pelletiert (300 xg; Raumtemperatur; 5 min), zur Entfernung der
Erythrozyten (Hamolyse) in 10 ml Lysepuffer (150 mM NH4CI; 1 mM KHCOg3; 0,1 mM
NaEDTA; pH 7,2) resuspendiert und sofort erneut pelletiert (300 xg; Raumtemperatur;
5 min). Die zweimal mit je 10 ml Waschpuffer gewaschenen (300 xg; Raumtemperatur;
5 min) Zellen wurden in Komplettmedium (Tab. B-9) aufgenommen und unmittelbar zur

Bestimmung IFN+y produzierender Zellen mittels intrazellularer IFN+y Farbung und

anschlieliender FACS Analyse (B.2.4.2.2) eingesetzt.

B.2.4.2.2 Intrazellulare IFNy Farbung und anschlieRende FACS-Analyse

Die Anzahl IFNy produzierender, CD8" Zellen nach Restimulation der Splenozyten mit
einem geeigneten Peptid ist ein Mal} fur die Starke der durch die Immunisierung induzierten
zellularen Immunantwort. Die Bestimmung IFN+y produzierender, CD8" Zellen erfolgte
mittels intrazellularer IFN v Farbung und anschlieBender FACS Analyse. Hierfur wurden die

zu untersuchenden primédren Maussplenozyten auf eine Konzentration von 2x10’ Zellen/ml
eingestellt und in eine 96-Napf-Zellkulturplatte mit Rundboden (100 ul pro Napf) tUberflhrt.
Zur Restimulation der spezifischen zelluldren Immunantworten wurden 100 pl

Stimulationslosung (Komplettmedium (Tab. B-9); 0,02 mM spezifisches Peptid (Tab. B-7);
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0,01 ug/ul Brefeldin A (BFA)) zugegeben. Dabei verhindert das zugesetzte BFA die IFN vy
Sezernierung und ermdglicht die intrazellulare Anreicherung und somit eine bessere
Anfarbung des Proteins in den stimulierten Zellen. Als Negativkontrolle wurden Splenozyten
mit 100 yl Komplettmedium (inklusive BFA) ohne Zugabe eines Peptids behandelt. Zur
unspezifischen Stimulation (Positivkontrolle) wurden 100 yl einer PMA/lono-Lésung
(Komplettmedium; 0,1 pg/ml Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA); 1 ug/ml lonomycin (lono))
zugegeben.

Nach 6 h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, wurden die Zellen zweimal mit je 200 yl FACS-
Puffer (PBS; 1 % FKS; 1 g/l NaN;) gewaschen (300 xg; 5 min; Raumtemperatur). Im
Folgenden wurden mit Hilfe Fluoreszenz-gekoppelter, spezifischer Antikérper (Tab. B-5) eine
Oberflachenfarbung der CD4- und CD8-Rezeptoren sowie eine intrazelluldare Farbung von
IFN v durchgeflhrt. Um zunachst die Fc-Rezeptoren zu blockieren, wurden die Zellen fir
10 min bei Raumtemperatur mit je 100 yl CD16/32 Antikérperlésung (1:100 verdunnt in
FACS-Puffer) inkubiert. Danach wurden je 10 pl anti-CD4-FITC (1:20 verdunnt in FACS-
Puffer) und anti-CD8-APC (1:20 verdiinnt in FACSPuffer) zugegeben. Nach Inkubation fir
25 min bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden die angefarbten Splenozyten zweimal mit je
200 yl FACS-Puffer gewaschen (300 xg; 5 min; Raumtemperatur), anschlieffiend in 200 pl
Cytofix/Cytoperm (4 % (w/v) PFA in PBS; 1 % (w/v) Saponin) aufgenommen und weitere
20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Anfarbung von intrazellularem IFN vy wurden die
Zellen nach zweimaligem Waschen (500 xg; 5 min; Raumtemperatur) mit je 200 pl
Perm/Wash-Puffer (PBS; 0,1 % (w/v) Saponin) mit 100 pl anti-IFN v -PE (1:200 verdunnt in
Perm/Wash-Puffer) behandelt und fir 25 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
Nach zwei weiteren Waschschritten mit je 200 yl Perm/Wash-Puffer (500 xg; 5 min;
Raumtemperatur) wurden die Splenozyten in einer geeigneten Menge FACS-Puffer

aufgenommen und im Durchflusszytometer (FACSCanto Il, BD Biosiences) analysiert.
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C Ergebnisse

CA1 Beschreibung der verwendeten DNA-Konstrukte

Die RNA- und Codon-optimierten gag, pol, nef und env Transgene wurden von der Firma
Geneart (Life Technologies, Regensburg) synthetisiert und anschlieRend unter die Kontrolle
eines CMV Promotors in den pcDNA3.1 Vektor kloniert *'. Die Sequenz des Clade C/B
GagPolINef (GPN) Referenzkonstrukts sowie die Sequenz des Env (gp120) Konstrukts
wurden basierend auf der Sequenzinformation des 97CN54 Provirus Isolates
synthetisiert %°. Das optimierte CN54 Env Konstrukt enthalt die N-terminal mit einem
artifiziellen Signalpeptid (MDRAKLLLLLLLLLLPQAQA) verbundene ?*' kodierende Sequenz
des gp120 CN54 (Abb. C-1, Abschnitt B).

Das 97CN54 GPN Referenzkonstrukt, welches im Folgenden als ““GPN bezeichnet wird,
wurde bereits in vorangegangenen Arbeiten beschrieben 222204130 2MGPN kodiert ein nicht-
glykosyliertes ca. 160 kD groRes artifizielles Polyprotein bestehend aus (i) einem nicht-
myristoylierten Gag verbunden mit (ii) dem 5’ Bereich von Pol, einschliel3lich der inaktivierten
viralen Protease, gefolgt von (iii)) dem 5’ Bereich der Reversen Transkriptase, verbunden mit
(iv) einer scrambled Nef-Variante (N- und C-terminaler Bereich vertauscht), welche den
aktiven Bereich der Reversen Transkriptase ersetzt, (v) dem 3 Bereich des Pol
Leserahmens ohne das Gen der Integrase, erweitert (vi) durch das 3’ Ende der Reversen
Transkriptase, gefolgt von (vii) einer Sequenz kodierend flir den aktiven Bereich der
Reversen Transkriptase.

In Vorarbeiten zu dieser Arbeit wurden, zur Herstellung neuer Transgenvarianten,
verschiedene Modifikationen in das vorher beschriebene Referenzkonstrukt ““GPN eingefiigt
(Dissertation Dr. Simon Bredl, durchgefuhrt am Institut fur Medizinische Mikrobiologie,

Universitit Regensburg sowie %)

. Um die Bildung von Virus-ahnlichen Partikeln (virus like
particles, VLP) und somit die Fahigkeit zur Abschnurung von VLP (budding) zu
gewabhrleisten, wurden (i) das Myristoylierungssignal (A2G) wieder eingeflgt und (ii) sieben
Aminosauren (P66S, L85P, K98R, D309G, R439G, G447R und G461E), welche fiur die
korrekte Zusammenlagerung der Gag-Molekile wichtig sind, im Gag ausgetauscht. Des
Weiteren wurde die natlrliche Hl-virale ribosomale Frame Shift Sequenz zwischen dem Gag
und dem Pol Leserahmen wiederhergestellt, wodurch ein Verhaltnis von 10:1 bis 20:1 in der
Expression von Gag zu GagPolNef auftreten sollte %%

Durch Einfligen der soeben beschriebenen Modifikation wurden alle neuen GPN Konstrukte,
(i) das MGPN, welches das 160 kD Durchlesekonstrukt inklusive des Myristoylierungssignals
und der ausgetauschten Aminosduren im Gag kodiert, (i) das “G PN mit integriertem
Hl-viralem Frame Shift und (iii) das G PN, welches beide Modifikationen enthalt, als

pcDNA-Konstrukte hergestellt (Abb. C-1, Abschnitt A).

39



Ergebnisse

Das MGag Konstrukt, welches sowohl das Myristoylierungssignal als auch die
ausgetauschten Aminosauren enthalt, wurde, ebenso wie das 97CN54 PolNef, aus dem
MGPN gewonnen. Beide Transgene wurden Uber definierte Restriktionsschnittstellen jeweils
in einen separaten pcDNA3.1(+) Vektor kloniert (Abb. C-1, Abschnitt B).

A) Myr- (G>A) Pr- (D>N) scNef
AMGPN - [eMEag I Pr | RTN. CIN| RT-C RT
CMV
Myr+ (A>G) Pr- (D>N) scNef
MGPN - [VMeag N Pr [ RTN. CN| RT-C RT
cMmV
Myr- (G>A)
AMGPNFSPN — Pr- (D>N) scNef
CMV . Pr RT-N C N/ RT-C RT —
Myr+ (A>G)
MGPNFSPN — Pr- (D>N) scNef
e V\Y] Pri RT-N C N RT-C RT —
B) Myr+ (A->G)
MGag - [vesgE
e\,
Pr- (D>N) scNef
PN = ~Pr RT-N C N RT-C RT —
cMV
gp120 = = Env gp120 —
cmvV

Abb. C-1: Schematische Darstellung verwendeter Expressionskassetten (pcDNA-Plasmide)

A) Die Sequenz des 160 kDa Polyprotein “MGPN setzt sich aus Gag (p17 (Matrix), p24 (Kapsid), p1,
p7, p2 und p6*); Pol (inaktivierte Protease (Pr’), N- und C-terminaler Bereich Reverse Transkriptase
(RT-N, RT-C) sowie der aktiven Domane (RT) und einem scrambled Nef (scNef)) zusammen.
Dieses Polyprotein wurde aus dem HIV-1 Isolat CN54 gewonnen und ist durch das Fehlen einer
N-Myristoylierungsstelle nicht budding kompetent. Im Transgen MGPN wurde durch den Austausch
der Aminosaure Alanin (A) zu Glycin (G) das N-Myristoylierungssignal wieder hergestellt. Zusatzlich
wurden die Sequenzen fir weitere sieben Aminosauren im Gag ausgetauscht. Zur Herstellung des
Transgens “MG" PN wurde die natiirliche Frame Shift Sequenz aus dem CN54 Virus Isolat in das
MGPN Konstrukt eingesetzt und der Austausch der Aminosauren Alanin zu Glycin vorgenommen.
MG SPN enthalt beides, sowohl die Frame Shift Sequenz als auch das N-Myristoylierungssignal.

B) Das “'Gag Konstrukt enthélt eine Expressionskassette der Gag Sequenz mit einem
N-Myristoylierungssignal und den sieben ausgetauschten Aminosauren. PN kodiert fir Pol und Nef
mit allen im Polyprotein “MGPN beschriebenen Modifikationen. Das gp120 Konstrukt enthalt die
Codon optimierte CN54 Env gp120 Sequenz mit einem artifiziellen Signalpeptid (SP), welches N-
terminal das natirliche SP von HIV Env ersetzt. Alle Konstrukte enthalten einen CMV-Promotor
(CMV).
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C.2 Entwicklung und Verifizierung neuer DNA-Konstrukte

C.21 Herstellung neuer Transgenvarianten durch Einfiigen neuer
Modifikationen

c21l1 Allgemein

Die Verbesserung der Proteinexpression der Transgene gag/pol/nef durch das Einbringen
posttranslationaler Modifikationen (z.B. N-terminale Myristoylierung) oder durch die
Trennung des offenen Leserahmens von gag und polnef (Einfiigen des ribosomalen
Hl-viralen Frame Shift Signals) konnte eine Verbesserung der Induktion Gag-spezifischer
Immunantworten im Kontext einer DNA-Vakzine erzielen. Im Vergleich zu vorangegangen
praklinischen 2 und klinischen Phase| Studien '®'°  in welchen der HIV-1
Vakzine-Kandidat DNA-C in Kombination mit NYVAC-C getestet wurde, konnte durch die
Verwendung neuer Transgene im Rahmen der Applikation der DNA-Konstrukte eine
Steigerung der Gag- und Pol-spezifischen T-Zell Antworten um den Faktor zwei bis zehn
erzielt werden ?". Eine Co-Immunisierung mit Env filhrte jedoch zu einer Unterdriickung
dieser verbesserten Immunantworten. Durch eine rdumlich oder zeitlich getrennte
Verabreichung von GagPolNef und Env, sowie eine Veranderung des Mengenverhaltnisses
zwischen Gag und Env zugunsten von Gag, lasst sich diese Unterdrickung der spezifischen
Immunantworten aufheben ',

Die Wahl einer geeigneten Verabreichungsart fuhrte somit zum Aufheben des negativen
Effekts von Env auf Gag. Der Mechanismus, welcher diesem Effekt zu Grunde liegt, ist
unklar. Die Herstellung neuer Transgenvarianten, welche die Lokalisierung von Env und Gag
in einer Zelle gewahrleisten, die Prozessierung von Env und Gag in einer Zelle beeinflussen
oder die gezielte Deletion immundominanter Epitope, kénnte erste Hinweise auf den
Mechanismus liefern. Hierzu wurde zum einen ein Plasmid-DNA Konstrukt hergestellt,
welches sowohl fiir MGag als auch fiir gp120 kodiert und eine Expression beider Transgene
in der gleichen Zelle gewahrleistet. Des Weiteren erfolgte die zusatzliche Integration der im
murinen System immundominanten Epitope aus Gag und Env in das jeweils andere

Transgen sowie die Modifikation des artifiziellen Signalpeptids am Env.

c.21.2 Entwicklung eines Gag und Env Kkodierenden Plasmids unter
Verwendung eines 2a-Peptids des Thosea asigna virus (TaV)

Um eine gemeinsame Lokalisierung von Gag und Env in einer transfizierten Zelle zu
gewahrleisten, wurde ein Plasmid-DNA Konstrukt hergestellt welches sowohl das virale
Transgen gag als auch env kodiert.

Hierzu wurde die kodierende Sequenz des humanen EGFP (Clontech) zusammen mit einem
18 Aminosduren langen TaV2a-Peptid (EGRGSLLTCGDVEENPGP)?* und dem ccdB

(synthetisiert von Geneart) aus dem pQL11 Plasmid (zur Verfigung gestellt von Tim-Henrik
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Bruun, Regensburg) amplifiziert und in einen pcDNA3.1(+) Vektor (Invitrogen) kloniert. EGFP
und ccdB wurden durch das aus dem YGPN gewonnene Transgen YGag bzw. durch CN54
Env (gp120) sowohl upstream als auch downstream des TaV2a-Peptids ersetzt (Abb. C-2).

Der dem TaV2a vorgelagerte ORF (open reading frame) enthalt kein Stopp-Codon. Dieses
befindet sich zur vollstandigen und gleichmafigen Translation beider Proteine am 3’ Ende
des zweiten ORFs. Die neu hergestellten Konstrukte wurden sequenziert, und die
Verifizierung der korrekten Transgenexpression erfolgte mittels Western-Blot Analyse

(C.2.2.1). In der weiteren Nomenklatur wird das TaV2a-Peptid als 2a bezeichnet.

A)
CcMV MGag TaV2a gp120
- —— — —
Amp. BGHpA SV40 ori SV40 pAi  pMB1
B) cmv gp120 TaV2a MGag
1 3 1 — —
Amp. BGHpA SV40 ori SV40 pAi  pMB1

Abb. C-2: Schematische Darstellung der TaV2a Plasmide (pcDNA)

A) Das MGag-23-gp']20 Plasmid enthalt N-terminal des 2a-Peptids den Leserahmen fir MGag.
C-terminal des 2a-Peptids ist der Leserahmen fur das Hullprotein gp120 integriert.

B) Das gp120-2a-MGag Plasmid enthalt im Gegensatz N-terminal des 2a-Peptids den Leserahmen
fiir das Hullprotein gp120. C-terminal des 2a-Peptids ist der Leserahmen fiir “Gag integriert.

TaV2a = 2a-Peptid aus dem Thosea asignia virus (TaV) mit einer Lange von 18 Aminosauren
(EGRGSLLTCGDVEENPGP)

CMV = CMV Promotor; Amp. = Ampicillinresistenz-Kassette; pMB1 = origin of replication;
SV40pA = SV40 PolyA-Site; SV40 ori = origin of replication; BGHpA = BGH PolyA-Site

C.2.13 Einbringen der im murinen System immundominanten Epitope aus Gag
und Env in das jeweils andere Transgen sowie die Deletion des
immundominanten Epitops V11V im Env

Bei einer Co-Expression von Env und Gag in einer Zelle kénnten unterschiedliche
Mechanismen zur Inhibition von Gag fiihren. Es besteht z.B. die Mdglichkeit der Kompetition
der immundominanten Epitope von Gag und Env um die Prasentation auf MHC-Klasse-I
Molekllen zugunsten des gp120.

Eine gp120 Transgenvariante, welche eine Deletion des BALB/c gp120-spezifischen Epitops
aufweist, oder aber die zusatzliche Integration des Gag- bzw. gp120-spezifischen Epitops in
das jeweils andere Transgen gp120 und “Gag sollten hierfiir zur Uberpriifung beitragen.
Hierzu wurde zum einen das MGag C-terminal um das BALB/c gp120-spezifische Epitop
V11V (VPADPNPQEMV) verlangert, zum anderen wurde an das gp120, ebenfalls
C-terminal, das BALB/c Gag-spezifische Epitop A9l (AMQILKDTI) angefugt. Beide

42



Ergebnisse

Konstrukte wurden von der Firma Geneart (Life Technologies, Regensburg) synthetisiert. Die
anschlielende Klonierung in den pcDNA3.1(+) Vektor (Invitrogen) resultierte in den
Konstrukten pc"Gag-V11V und pcgp120-A9l (Abb. C-3, Abschnitt A und B).

Des Weiteren wurde das Env-spezifische Epitop V11V im gp120 deletiert, und das
hergestellte Konstrukt als pcgp120AV11V bezeichnet (Abb. C-3, Abschnitt C).

Die einzelnen Varianten wurden sequenziert, und die korrekte Expression der modifizierten

Transgene wurde mit Hilfe von Western-Blot Analysen Uberprift (B.2.2.1).

A) Env Epitop
cMV MGag-V11V /
N A vV B .
Amp. BGHpA SV40 ori SV40 pAi pMB1
VPADPNPQEMV
Gag Epitop
B) cMV gp120-A9l /
- moE -
Amp. / \ BGHpA SV40 ori SV40 pAi pMB1
AMQILKDTI
C)
CMV gp120AV11V

. >N< .

Amp. / BGHpA SV40 ori SV40 pAi pMB1
Env Epitop deletiert

Abb. C-3: Schematische Darstellung der pcDNA-Konstrukte mit den ausgetauschten
immundominanten Epitopen

A) Das MGag-V‘I 1V Plasmid enthalt eine Expressionskassette fir MGag, welches ein
N-Myristoylierungssignal enthalt. C-terminal vor dem Stopp-Codon wurde das “Gag um das BALB/c
Env-spezifische Epitop V11V verlangert. Flankierende Bereiche (A und B) aus dem Env wurden zur
besseren Prozessierung und Prasentation des Peptids N- und C-terminal angehangt.

B) Das gp120-A9l Plasmid enthalt eine Expressionskassette fur Env gp120. C-terminal vor dem
Stopp-Codon wurde das gp120 um das BALB/c Gag-spezifische Epitop A9l verlangert.
Flankierende Bereiche (A und B) aus dem Gag wurden zur besseren Prozessierung und
Prasentation des Peptids N- und C-terminal angehangt.

C) Dargestellt ist das Env gp120 Plasmid mit deletiertem Env-spezifischen Epitop V11V
(gp120AV11V).

CMV = CMV Promotor; Amp. = Ampicillinresistenz-Kassette; pMB1 = origin of replication;
SV40pA = SV40 PolyA-Site; SV40 ori = origin of replication; BGHpA = BGH PolyA-Site
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C.2.14 Modifikation des Signalpeptids

Eine Verschiebung des Mengenverhaltnisses von Env und Gag zugunsten von Gag fiihrte,
wie in vorangegangenen Arbeiten gezeigt, zur Aufhebung der Unterdrickung der
Gag-spezifischen Immunantworten ', Die Verénderung der Prozessierung von Env und
Gag in einer Zelle und die damit verbundene Veranderung der Lokalisierung translatierter
Proteine in der Zelle kénnten zur weiteren Analyse des inhibitorischen Effekts von Env auf
Gag dienen.

Die Deletion des artifiziellen Signalpeptids am Env oder aber auch das Anfiigen dieses
Signalpeptids an Gag fiihrt zu einer veranderten Prozessierung von Gag und Env und damit
evil. zur verbesserten Prasentation des Gag Peptids auf MHC-Molekilen.

Um dies zu Uberprifen wurde die Gensequenz des artifiziellen Signalpeptids
(MDRAKLLLLLLLLLLPQAQA) N-terminal an das Transgen “Gag angefiigt bzw. N-terminal
am gp120 deletiert (Abb. C-4, Abschnitt A und B).

Die Varianten wurden sequenziert, und die korrekte Expression der Transgene wurde mit

Hilfe von Western-Blot Analysen Uberprift (C.2.2.1).

A) Signalpeptid .
CcMV / Gag-SP

Amp. BGHpA SV40 ori SV40 pAi pMB1

MDRAKLLLLLLLLLLPQAQA

Signalpeptid
B) owv [/ gp120ASP

:N — D W

Amp. BGHpA SV40 ori SV40 pAi  pMB1

MDRAKLLLLLLLLLLPQAQA

Abb. C-4: Schematische Darstellung der pcDNA-Konstrukte mit den Modifikationen im
Signalpeptid

A) Dargestellt ist das MGag—SP Plasmid. In die Expressionskassette des MGag wurde N-terminal die
Gensequenz des artifiziellen Signalpeptids (MDRAKLLLLLLLLLLPQAQA) integriert.

B) Dargestellt ist das gp120ASP Plasmid. In der Expressionskassette des gp120 wurde N-terminal
die Gensequenz des artifiziellne Signalpeptids (MDRAKLLLLLLLLLLPQAQA) deletiert.

CMV = CMV Promotor; Amp. = Ampicillinresistenz-Kassette; pMB1 = origin of replication;
SV40pA = SV40 PolyA-Site; SV40 ori = origin of replication; BGHpA = BGH PolyA-Site
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C.215 Uberblick modifizierte Immunogene

In der nachfolgenden Tabelle (Tab. C-1) sind alle neu hergestellten pcDNA-Konstrukte mit

der Bezeichnung des Plasmids und einer kurzen, zusammenfassenden Beschreibung des

eingebrachten Immunogens aufgelistet.

Tab. C-1: Ubersicht modifizierte Immunogene

Alle Immunogene befinden sich im Vektor pcDNA3.1

Plasmid

pc“Gag-2a-gp120

pcgp120-2a-"'Gag

pc"Gag-V11V

pcgp120-A9l

pcgp120AV11V

pc“'Gag-SP

pcgp120ASP

Beschreibung Immunogene

N-terminal MGag (HIV-1 Clade C 97CN001; budding kompetent) und
C-terminal gp120 (HIV-1 Clade C, CN54) verbunden mit dem
2a-Peptid (EGRGSLLTCGDVEENPGP) aus dem Thosea asignia
virus (TaV)

N-terminal gp120 (HIV-1 Clade C CN54) und C-terminal YGag (HIV-
1 Clade C, 97CNO001; budding kompetent) verbunden mit dem
2a-Peptid (EGRGSLLTCGDVEENPGP) aus dem Thosea asignia
virus (TaV)

MGag (HIV-1 Clade C, 97CNO001; budding kompetent) mit C-terminal
integriertem V11V Env Peptid (VPADPNPQEMV)

gp120 (HIV-1 Clade C, CN54) mit C-terminal integriertem A9l Gag
Peptid (AMQILKDTI)

gp120 (HIV-1 Clade C, CN54) mit deletiertem V11V Env Peptid
(VPADPNPQEMYV)

MGag (HIV-1 Clade C, 97CN001; budding kompetent) mit N-terminal
integriertem Signalpeptid (MDRAKLLLLLLLLLLPQAQA)

gp120 (HIV-1 Clade C, CN54) mit N-terminal deletiertem
Signalpeptid (MDRAKLLLLLLLLLLPQAQA)

M = Myristoylierungsstelle

SP = Signalpeptid
A = deletiert
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C.2.2 Verifizierung der neuen DNA-Konstrukte

Cc221 Uberprifung der Proteinexpression durch die modifizierten Transgene
im Western-Blot nach Transfektion von HEK293T Zellen

Um die Expression der modifizierten Transgen-Varianten zu Uberprufen, wurden HEK293T
Zellen transient transfiziert. 48 h spater wurden sowohl die Zelllysate als auch die
Uberstdnde im Western-Blot mit Transgen-spezifischen Antikérpern (Tab. B-5) untersucht.
Als Negativkontrolle wurden in allen Versuchen mit pcDNA3.1 (Leervektor) transfizierte
Zellen verwendet (mock). Der Nachweis von R-Aktin in den Western-Blots erfolgte, um zu
zeigen, dass vergleichbare Proteinmengen eingesetzt wurden.

Um eine gemeinsame Expression von Gag und Env in transfizierten Zellen gewahrleisten zu
kénnen, wurden unter Verwendung eines 2a-Peptids des Thosea asigna virus (TaV)
Trangenvarianten hergestellt, welche sowohl Gag als auch Env auf einem einzigen
pcDNA-Plasmid kodieren (Abb. C-2). Im Western-Blot wurde die Proteinexpression dieser
2a-Konstrukte mit Hilfe Gag- und Env-spezifischer Antikorper (Tab. B-5) Gberprift.

Wie in Abbildung C-5 dargestellt, zeigte die biochemische Charakterisierung der Zelllysate
beider pcDNA-Konstrukte MGag-2a-gp120 und gp120-2a-"Gag sowohl eine Gag-spezifische
Proteinbande bei 55 kD (Abb. C-5, Abschnitt A) als auch die flr das Transgen Env
spezifische Bande bei 120 kD (Abb. C-5, Abschnitt C). Dabei ist die Laufhéhe des dem
TaV2a vorangehenden Transgens jeweils etwas erhoht, da dieses durch das Anfligen des
2a-Peptids um 16 Aminosauren verlangert wurde. Die Expressionsstarke ist in beiden Fallen
mit derjenigen vergleichbar, die nach Transfektion von Plasmiden erhalten wird, die nur ein
Antigen kodieren (MGag oder gp120), bzw. einer &aquimolaren Mischung beider
Plasmid-DNAs. Bei der Analyse der aufbereiteten Zelliiberstande (B.2.2.1) lassen sich, mit
Ausnahme der Transfektion des gp120-2a-"Gag Konstrukts, die gleichen Beobachtungen
treffen. Bei letzterem zeigte sich bei der Analyse der Zelllysate eine deutliche Bande fir
MGag bei 55 kD, jedoch konnte im Uberstand nur ein schwacher Nachweis von Gag erbracht
werden (Abb. C-5, Abschnitt B). Ein Grund hierfur koénnte ein fehlerhaft prozessiertes
Myristoylierungssignals am MGag sein, welches somit nicht korrekt zur Plasmamembran

transportiert und in Partikel verpackt werden wirde.

46



Ergebnisse

Q Q
(]/Q Q\r‘/ g @9 \(19 Qr\q/ O‘bq
« N xcbQ ’l:b’Q’ Qﬂ' P Q & 'L{Z{q Qﬂ;b
O @Q y\(l/ ’bg rbq’ '{1’ C\J‘“ O '{1’ Q,Q ebo.; '\q'
AN A NI AN AP O OO
A) C) 20— -
250 —
© 130 —] 130 — - (40120
© 100 — 100 — b -
L n
p— Pr55 55 —
55— -_— Gag
35— 5
- ———— 4 B-Aktin — —— — =———————{ B-Aktin
B D —
) oo " ) 25
S ' 130 — - 120
k= 130 — ] ~ -qap
'..g 100 — ‘ 1‘ - 100 — -
o 70 — 70 —
! < Pr55
D 55— ! —-—--' Gag 55 —
35— 35 —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
a-Gag oa-gp120

Abb. C-5: Nachweis von Transgenexpression durch die 2a-Konstrukte mittels Western-Blot
Analyse

HEK293T Zellen wurden mit den angegebenen Plasmid-DNA-Konstrukten transient transfiziert. Die
Zellen wurden zusammen mit den Uberstanden 48 h nach Transfektion geerntet. Ein Zehntel des
abgenommenen Uberstands wurde mittels TCA/Aceton Fallung aufgearbeitet und, ebenso wie die
Zelllysate (50 pg Gesamtprotein), mit Hilfe einer SDS-PAGE aufgetrennt. Unter Verwendung
Transgen-spezifischer Antikérper (Tab. B-5) erfolgte der Nachweis der Proteinexpression im
Western-Blot (mock: mit Leervektor transfizierte Zellen, bzw. deren Uberstande). Der Nachweis von
B-Aktin (42 kD) diente als Ladekontrolle fUr die eingesetzte Proteinmenge. Die flr das jeweilige
Transgen spezifischen Banden sind mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Der verwendete Protein Marker ist jeweils mit den GréRen 35 - 250 kD am linken Rand der Gele
eingezeichnet.

In einer weiteren Western-Blot Analyse wurden die Konstrukte untersucht, welche einen
weiteren Aufschluss Uber einen mdglichen Inhibitionseffekt von Env auf Gag geben konnten.
Einen Mechanismus der Inhibition koénnte z.B. eine mogliche Kompetition der
immundominanten Epitope von Gag und Env um die Prasentation auf MHC-Klasse-I
Molekulen darstellen.

Zur genaueren Uberpriifung wurde eine Transgenvariante hergestellt, welche eine Deletion
des gp120-spezifischen Epitops V11V aufweist. Des Weiteren erfolgte die Integration des
Gag- bzw. gp120-spezifischen Epitops in das jeweils andere Transgen MGag und gp120
(Abb. C-3). Die daraus resultierenden Konstrukte "Gag-V11V, gp120-A9l und gp120AV11V
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wurden anschlieBend zur Verifizierung unter Verwendung Gag- und Env-spezifischer
Antikorper (Tab. B-5) in einem Western-Blot analysiert.

Hierbei zeigte sich bei allen Konstrukten sowohl in den Lysaten als auch in den Uberstanden
eine effiziente Proteinexpression mit der jeweils flr das Transgen spezifischen
Expressionsgrofle 55 kD (Gag) und 120 kD (Env) (Abb. C-6). Zur Kontrolle wurden Lysate
und Uberstande aus mit MGag und gp120 transfizierten Zellen aufgetragen, die zum

Vergleich einer ausreichenden bis guten Expressionsstarke der modifizierten Transgene

dienten.
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Abb. C-6: Nachweis der Proteinexpression nach Integration des immundominanten Epitops
in das jeweils andere Transgen mittels Western-Blot Analyse

HEK293T Zellen wurden mit den angegebenen DNA-Konstrukten mittels jetPEIl transient transfiziert
und 48 h spater geerntet. 50 ug Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im
Western-Blot unter Verwendung Transgen-spezifischer Antikorper (Tab. B-5) hinsichtlich der
Expression des Transgens untersucht. Ein Zehntel des jeweils geernteten Uberstands wurde mit
Hilfe einer TCA/Aceton Fallung aufgearbeitet, in einer SDS-PAGE aufgetrennt und ebenfalls im
Western-Blot analysiert (mock: mit Leervektor transfizierte Zellen, bzw. deren Uberstande). Der
Nachweis von B-Aktin (42 kD) diente als Ladekontrolle fur die eingesetzte Proteinmenge. Die flir das
jeweilige Transgen spezifischen Banden sind mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Der verwendete Protein Marker ist jeweils mit den GroRen 35 - 250 kD am linken Rand der Gele
eingezeichnet.

Die Verifizierung der Konstrukte mit einer Veranderung im artifiziellen Signalpeptid der
Transgene war Bestandteil einer dritten Western-Blot Analyse.
Eine weitere Moglichkeit der Aufklarung des Mechanismus bestand darin, die Lokalisierung

und damit die Prozessierung von Gag durch das Anfligen eines Signalpeptids zu
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beeinflussen. Hierzu wurde die Gensequenz des artifiziellen  Signalpeptids

(MDRAKLLLLLLLLLLPQAQA) N-terminal an das Transgen “Gag angefiigt bzw. zur
Herstellung eines Vergleichskonstrukts am gp120 deletiert (Abb. C-4). Im Western-Blot
wurden die so entstandenen Konstrukte MGag-SP und gp120ASP hinsichtlich ihrer

Proteinexpression unter Verwendung Gag- und Env-spezifischer Antikorper (Tab. B-5)

untersucht.
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Abb. C-7: Nachweis der Transgenexpression nach Modifikation des Signalpeptids mittels
Western-Blot Analyse

HEK293T Zellen wurden mit den angegebenen Plasmid-DNA-Konstrukten transient transfiziert. 48 h
nach Transfektion wurden die Zellen zusammen mit den Uberstéanden geerntet. 50 ug
Gesamtprotein wurden ebenso wie die mit TCA/Aceton geféllten Uberstande (ein Zehntel des
Transfektionsansatzes) mit Hilfe einer SDS-PAGE aufgetrennt. Unter Verwendung
Transgen-spezifischer Antikérper (Tab. B-5) erfolgte der Nachweis der Proteinexpression im
Western-Blot (mock: mit Leervektor transfizierte Zellen, bzw. deren Uberstande). Der Nachweis von
B-Aktin (42 kD) diente als Ladekontrolle fUr die eingesetzte Proteinmenge. Die flr das jeweilige
Transgen spezifischen Banden sind mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Der verwendete Protein Marker ist jeweils mit den GroRen 35 - 250 kD am linken Rand der Gele
eingezeichnet.

Wie Abbildung C-7 zeigt, konnte in den Zelllysaten Gag-SP transfizierter Zellen eine
Expression des Transgens “Gag mit einer BandengréRe von 55 kD nachgewiesen werden.
Die Expressionsstarke ist dabei mit der Transfektion des Ausgangskonstrukts “Gag
vergleichbar (Abb. C-7, Abschnitt A). Die biochemische Charakterisierung des gp120ASP
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Konstrukts zeigte hingegen, verglichen mit der Analyse gp120 transfizierter Zellen, keine
nachweisbare Expression des modifizierten Transgens (Abb. C-7, Abschnitt C). Der
Nachweis einer Proteinbande bei 70 kD deutet vermutlich eine fehlerhafte Glykosylierung
des Immunogens gp120ASP an.

Wie in Abschnitt B und D zu sehen, konnte keines der beiden Konstrukte im Uberstand
transfizierter Zellen nachgewiesen werden. Einen Grund hierflir kénnte eine durch das
Anfiigen bzw. Entfernen des Signalpeptids entstandene fehlerhafte Prozessierung der neuen
Transgene darstellen (D.1.3).

C.22.2 FACS-Analyse bestatigt Expression der modifizierten Transgene
MGag-2a-gp120 und gp120-2a-"'Gag

Eine Maoglichkeit zur Uberprifung der Expression der modifizierten Transgene
MGag-2a-gp120 und gp120-2a-'Gag auf Einzelzellbasis stellt die FACS-Analyse dar. Hierzu
wurden HEK293T Zellen mit den zu untersuchenden Plasmiden transfiziert und 24 h spater
analysiert. Der intrazellulare Nachweis der Proteine erfolgte unter Verwendung Gag- und
Env-spezifischer Antikérper (Tab. B-5) mittels FACS-Analyse.

Wie in Abbildung C-8 dargestellt, filhrte die Transfektion mit einer Mischung aus "Gag und
gp120 kodierender DNA zu 27,1 % Gag-positiver und 10,1 % Env-positiver Zellen. In nur

8,3 % aller Zellen Iasst sich die Expression beider Antigene nachweisen.

MGag ap120 MGag + gp120 MGag-2a-gp120  gp120-2a-"Gag
' ] {214] 83 [100] .. 2638 ‘

p24-PE

101

0.3

gp120-ALEXA 488

Abb. C-8: Verifizierung der Expression von Gag und Env in co-transfizierten 293T Zellen
verglichen mit der Transfektion der TaV2a-Konstrukte mittels FACS-Analyse

Mit den angegebenen DNA-Konstrukten transient transfizierte HEK293T Zellen wurden 24 h nach
Transfektion geerntet, die Zellen wurden mit Transgen-spezifischen Antikérpern (Tab. B-5) gefarbt
und in einer FACS-Analyse hinsichtlich ihrer Transgen Expression untersucht. Aufgetragen sind auf
der X-Achse die gp120 exprimierenden und auf der Y-Achse alle Gag exprimierenden Zellen. Die
Anzahl der einzel- und doppelt-positiven Zellen ist mit den jeweiligen Prozentzahlen angegeben. Die
Beschreibung MGag+gp120 bezeichnet die Transfektion mit einer aquimolaren Mischung aus MGag
und gp120.

Im Gegensatz dazu exprimieren im Falle von "Gag-2a-gp120 26,8 % und nach Transfektion
mit gp120-2a-""Gag 25,8 % aller Zellen beide Proteine (Abb. C-8). Nur 10 % bzw. 10,1 %

exprimieren ausschliellich Gag, und 0,3 % bzw. 0,4 % weisen ausschliel3lich eine
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Expression von Env auf. Die hergestellten pcDNA Kontrukte mit den Transgenvarianten
MGag-2a-gp120 und gp120-2a-YGag gewahrleisten somit die gemeinsame Expression von

MGag und gp120 in einer Zielzelle.

C3 Entwicklung und Verifizierung rekombinanter Viren
C.3.1 Herstellung rekombinanter Viren
C3.11 Allgemein

Die Herstellung der rekombinanten NYVAC beruht auf dem Prinzip der homologen
Rekombination, welche in einem zweistufigen Prozess ablauft und unter C.3.1.3.1 und
C.3.1.3.2 genauer erlautert wird. In einem ersten Schritt wird, unter Verwendung eines
Transfervektors, eine Expressionskassette flir ein gewilinschtes Transgen zusammen mit
einem geeigneten Reportergen in das Genom des New York Vacciniavirus (NYVAC)
eingebracht (1. homologe Rekombination). Die Integration des Transgens erfolgt dabei in
den im NYVAC Genom deletierten Leserahmen des flr das Virus nicht-essentiellen
Thymidinkinasegens (J2R) (Abb. C-9).

Nach den ersten Selektionsrunden findet eine spontane Ausrekombination des Reportergens
statt, so dass ein rekombinantes NYVAC entsteht, welches spezifisch nur noch die
gewunschte Transgenkassette enthalt (2. homologe Rekombination). Durch Infektion
permissiver eukaryotischer Zellen und der anschlieBenden Durchfiihrung eines Plaque
Assays erfolgten die Aufreinigung der NYVAC Varianten sowie die Herstellung funktioneller

Viren.

Terminale Region Konservierter ‘ Terminale Region
A) <+ (links) zentraler Bereich t‘: (rechts) —>

C NM K F E POIGL J H D

B) J2R
- R [AY Bl 3R 7% JR
linker rechter
Arm Arm

Abb. C-9: Schematischer Uberblick der Integrationsstelle im NYVAC Genom

A) Dargestellt ist das Genom des New York Vacciniavirus (NYVAC) mit allen offenen Leserahmen
(ORFs). Die Deletion aller 18 ORFs ist im NYVAC Genom markiert.

B) Den im NYVAC deletierten ORF J2R (Gen der Thymidinkinase) flankieren zwei homologe
Bereiche die fiir die Integration der Transgene benétigt werden (linker Arm und rechter Arm).
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C3.1.2 Aufbau des Transfervektors pLZAW1

Bei dem Transfervektor pLZAW1 handelt es sich um ein DNA-Plasmid, welches sowohl eine
Expressionskassette flir ein gewlinschtes Transgen als auch das Reportergen LacZ enthalt.
Die am 5’ bzw. 3’ Ende befindlichen Bereiche ’linker Arm’ (499 bp) und ‘rechter Arm’ (692 bp)
sind homolog zur NYVAC Sequenz und vermitteln die gerichtete Insertion des Transgens ins
NYVAC Genom mittels homologer Rekombination. Ein Teil des Bereichs des ’linken Arms’
(348 bp) befindet sich weiterhin zwischen dem Reportergen und dem Transgen und dient zur
Ausrekombination des Reportergens LacZ bei der Anreicherung der rekombinanten Viren.
Vacciniaviren replizieren vollstandig im Zytoplasma der Zelle, so dass die Synthese der RNA
auch dort und nicht im Zellkern stattfindet. Die somit zur korrekten Transkription von
Transgen und Reportergen im Zytoplasma bendtigten Vacciniavirus-spezifischen
Promotoren E3L und E/L (early/late Promotor) sind ebenfalls im Transfervektor enthalten
(Abb. C-10).

linker linker rechter
Arm Arm Arm
- A LacZ E3L /A Meag e BBN
Promotor Promotor

Abb. C-10: Schematische Darstellung des Transfervektors pLZAW1 mit dem Transgen
MGag und dem Reportergen LacZ fiir die Integration in das NYVAC Genom

Das Transferkonstrukt enthalt eine Expressionskassette fir ein gewlnschtes Transgen (hier z.B.
MGag) und eine zweite fur das Reportergen LacZ. Rechter und linker Arm sind Bezeichnungen fur
die zur NYVAC Sequenz homologen Bereiche und vermitteln die gerichtete Integration des
Transgens bzw. die Ausrekombination des Reportergens LacZ. E/L und E3L bezeichnen die zur
korrekten Transkription von Transgen und Reportergen bendtigten Vacciniavirus-spezifischen
Promotoren.

C.3.13 Homologe Rekombination

C.3.131 Einbringen des Transgens in den pockenviralen Vektor NYVAC
(1. Rekombinationsschritt)

Im dargestellten Beispiel wurde eine Expressionskassette fiir das Transgen "Gag zusammen
mit dem Reportergen LacZ Uber homologe Rekombination in das NYVAC Genom
eingebracht.

Dazu wurden im ersten Schritt eukaryotische Zellen mit NYVAC-GFP infiziert und
anschlieRend mit dem Transfervektor pLZAW1-"Gag (Beschreibung: Tab. B-9) transfiziert.
Uber die im Transfervektor integrierten homologen Bereiche, ’linker Arm’ und ’rechter Arm’,
findet, wie in Abbildung C-11 (Abschnitt A-C) dargestellt, die Integration von Transgen und
Reportergen in den Lokus der Thymidinkinase des NYVAC Genoms statt.
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Das griin-fluoreszierende Protein (GFP) wurde somit durch das Transgen Gag zusammen

mit dem Reportergen ersetzt, und eine erste optische Selektion ist unter zuhilfenahme eines

Fluorenszenzmikroskops maglich.

linker rechter
A) Arm Arm

-~ UR - "GFP - J3R

linker
B) Arm
A LacZ
linker rechter
Arm l Arm
C) linker linker rechter
Arm Arm Arm

SR A ez EUATMGEgmmErE ok

Abb. C-11: Schematische Darstellung des 1. Rekombinationsschritts zum Einbringen des
Transgens

A) Dargestellt ist ein Ausschnitt aus dem NYVAC-GFP Genom mit den beiden homologen
Bereichen (linker und rechter Arm) welche zur Integration des Transferkonstrukts bendétigt werden.

B) Schematische Darstellung des Transferkonstrukts, welches eine Expressionskassette fir das
Transgen (MGag) und fiir das Reportergen LacZ enthalt, und des ersten Rekombinationsschritts
Uber die zum NYVAC Genom homologen Bereiche (linker und rechter Arm).

C) Integration des Transgens und des Reportergens in den im NYVAC Genom deletierten
Leserahmen des nicht-essentiellen Thymidinkinasegens.

D) Darstellung einer Kulturschale mit blauen Plaques zur Selektion der ersten homologen
Rekombination.

Des Weiteren lasst sich mittels spezifischer Primer die korrekte Integration der
Transgen-Reportergen-Kassette mit Hilfe einer PCR Analyse Uberpriifen (C.3.2.2). Die erste
Anreicherung des hergestellten rekombinanten NYVAC erfolgte mittels Selektion auf das
integrierte LacZ-Gen unter Verwendung eines Plaque Assays.

Durch Zugabe von Blue-Gal (5-Bromo-3-Indolyl-beta-D-galactosid), ein Substrat fir das
Enzym B-Galactosidase, flr welches das eingebrachte Reportergen LacZ kodiert, konnte
mittels Blau-Weil3-Screening auf die Integration von Transgen zusammen mit dem
Reportergen (blaue Plaques) selektioniert werden (Abb. C-11, Abschnitt D).
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C.3.1.3.2 Entfernen des zur Selektion verwendeten Gens LacZ
(2. Rekombinationsschritt)

Zur Ausrekombination des zur Selektion bendtigten Gens LacZ wurden weitere
Aufreinigungsschritte durchgefiihrt. Uber die homologen Bereiche (linker Arm) 5’ und 3’ des
Reportergens LacZ findet im Verlauf der Aufreinigung eine interne homologe Rekombination
statt, welche zur rickstandsfreien Entfernung des Reportergens flihrt (Abb. C-12, Abschnitt
A und B).

Dieser interne Rekombinationsschritt findet im Verlauf der Anreicherung spontan statt. Aus
diesem Grund ist die weitere Selektion auf blaue Plaques (LacZ positiv) zu Beginn der
einzelnen Aufreinigungsschritte nétig.

Ab dem Auftreten einer Mischung aus weiflen und blauen Plaques konnte im Folgenden auf
beide selektioniert werden. Zum Ende der Aufreinigung wurden ausschlieBlich weil’e
Plagues, welche bereits LacZ negativ sein missten, analysiert (Abb. C-12, Abschnitt C).

Die so nach ca. neun Aufreinigungsrunden entstandenen NYVAC enthalten ausschlielich
das gewiinschte Transgen "Gag unter Kontrolle des Vaccinia-spezifischen Promotors E/L.

Im Anschluss an jede durchgefiihrte Aufreinigung wurden die gewonnenen Plaques mittels
PCR und Western-Blot Analyse verifiziert.

A) linker linker rechter
Arm Arm Arm

IR A LacZ

J3R —

B) linker

Arm

CuR EEVeEgECE R

Abb. C-12: Schematische Darstellung des 2. Rekombinationsschritts zum Entfernen des
Reportergens LacZ

A) Dargestellt sind das im NYVAC Genom integrierte Transgen in Kombination mit dem
Reportergen LacZ sowie der zweite Schritt der homologen Rekombination Uber die flankierenden
homologen Bereiche des LacZ Gens (linker Arm).

B) Schematische Darstellung des ins NYVAC Genom integrierten Transgens MGag und des
ausrekombinierten Reportergens LacZ.

C) Darstellung einer Kulturschale mit wei3en Plaques zur Selektion der zweiten homologen
Rekombination.
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C.3.2 Verifizierung der rekombinanten Viren am Beispiel des
eingebrachten Transgens “Gag

c3.21 Western-Blot Analyse bestatigt erfolgreiche Expression des im
Transfervektor eingebrachten Transgens “Gag

Zur Bestimmung der erfolgreichen Expression der im Transfervektor eingebrachten
Transgene wurden Zellen mit NYVAC-wt infiziert und anschlieBend mit den
pLZAW1-Vektoren transfiziert. Unter Verwendung eines Transgen-spezifischen Antikérpers
(Tab. B-5) erfolgte die biochemische Charkaterisierung der Zelllysate und deren Uberstande
(exemplarisch fiir das Transgen “Gag).

Sowohl die Analyse der Lysate als auch der Uberstande infizierter/transfizierter Zellen zeigte
eine Gag-spezifische Bande bei 55 kD und stellte somit eine effiziente Expression des
eingebrachten Transgens MGag dar. Mit NYVAC-wt infizierte Zellen (mock) dienten als

Negativkontrolle und zeigten keine spezifischen Banden im Western-Blot.
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Abb. C-13: Nachweis der Expression des Transgens MGag im Transfervektor pLZAW1

BHK-21 Zellen wurden mit NYVAC-GFP infiziert und anschlieRend mit dem MGag-pLZAW‘I
Transfervektor transient transfiziert. 48 h nach Infektion/Transfektion wurden die Zellen geerntet
und 50 pug Gesamtprotein mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Unter Verwendung eines
Gag-spezifischen Antikorpers (Tab. B-5) erfolgte der Nachweis der Proteinexpression im Western-
Blot. Ein Zehntel des geernteten Uberstands wurde mit Hilfe einer TCA/Aceton Fallung
aufgearbeitet, in einer SDS-PAGE aufgetrennt und ebenfalls im Western-Blot analysiert (mock: mit
NYVAC-wt infizierte Zellen, bzw. deren Uberstande). Die fir das Transgen spezifische Bande ist mit
einem Pfeil gekennzeichnet.

Der verwendete Protein Marker ist jeweils mit den GréRen 35 - 250 kD am linken Rand der Gele
eingezeichnet.

C.3.2.2 PCR-Analyse bestétigt erfolgreiches Einbringen des Transgens “Gag
und Entfernen des Reportergens LacZ im pockenviralen Vektor

Im dargestellten Beispiel wurde die Expressionskassette fir das Transgen “Gag unter
Kontrolle eines Vaccinia-spezifischen Promotors in das NYVAC Genom eingebracht. Nach
erfolgreicher Integration des Tansgens ergibt sich in einer PCR-Analyse unter Verwendung

spezifischer Primer ein PCR-Produkt mit einer Groélke von 0,9 kb. Gewahlt wurde ein
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Primerpaar bestehend aus einem Gag-spezifischen und einem spezifisch im NYVAC Genom
bindenden Primer (Tab.B-3). In jeder Aufreinigungsrunde (Nr.1-9) wurden mehrere
Einzelplaques untersucht.

Jeweils drei Plaques, welche in der PCR-Analyse ein PCR-Produkt der entsprechenden
Grolke aufweisen konnten, wurden in die nachste Aufreinigungsrunde eingesetzt
(Abb. C-14). Die Identitat der Banden wurde dabei zuvor durch Sequenzierung bestatigt.

Als Positivkontrolle diente der Nachweis eines spezifischen PCR-Produkts des NYVAC-GFP,

als Negativkontrolle wurde NYVAC-wt verwendet.

1234567 8091011121314151617181920 - + 1234567 891011121314151617181920 - + 12 3456 7 89 10 -+

10kb__
6 kb—|
3kb—|
1,6 kb—
1kb—|
0,5 kb—
10kb_|
6kb—
3kb—
1,5 kb—
1 kb—]|
0,5 kb—

1. Runde

10 kb—
6kb—

3kb—

2. Runde
5. Runde

3. Runde
6. Runde

Abb. C-14: Untersuchung auf Integration des Transfervektors (1. homologe Rekombination)
ins NYVAC Genom mittels PCR-Analyse

Untersucht wurden je Aufreinigungsrunde (Bezeichnung 1. - 9.) mehrere Einzelplaques hinsichtlich
der Integration des Transfervektors. Fur den Nachweis der erfolgreichen Integration wurden
spezifische Primer im Transgen und im NYVAC Genom gewahlt (Tab. B-3).

Als Positivkontrolle diente der Nachweis eines spezifischen PCR-Produkts des NYVAC-GFP, als
Negativkontrolle wurde NYVAC-wt verwendet.

Ein 1 kb DNA Marker wurde als Standard verwendet.

Eine zweite homologe Rekombination fuhrt zum rickstandsfreien Ausrekombinieren des
Reportergens LacZ, was wiederum mit Hilfe spezifischer Primer (Tab. B-3) in einer PCR-
Analyse Uberprift wurde. Bedingt durch die Ausrekombination des Reportergens LacZ
reduziert sich die GroRe des spezifischen PCR-Produkts (Primer im LacZ-Gen sowie im
NYVAC-Genom) auf 0,5 kb. Eine weiterhin bestehende Integration des LacZ-Gens lasst sich
dagegen durch ein PCR-Produkt bei einer Gréf3e von 4 kb nachweisen.

Es wurden in den beiden Runden mehrere Einzelplaques Uberprift, darunter diejenigen die
jeweils zur weiteren Aufreinigung verwendet wurden. Es zeigte sich hierbei in allen
getesteten Proben eine erfolgreiche Ausrekombination des Reportergens (Abb. C-15,
Abbschnitt A und B). Als Vergleichskontrollte fir den Nachweis von LacZ diente die

56



Ergebnisse

PCR-Analyse von mit NYVAC-wt infizierten und mit pLZAW1-MGag transfizierten Zellen
(Abb. C-15, Abschnitt A).

Zusatzlich wurde unter Verwendung eines GFP-spezifischen Primers der Austausch des
zuvor im NYVAC integrierten griin-fluoreszierenden Proteins Uberprift.

Ein rickstandsloser Austausch des GFP flihrt unter Verwendung spezifischer Primer zu
keinem nachweisbaren PCR-Produkt. Hingegen lasst sich ein weiterhin vorhandenes GFP
durch ein PCR-Produkt bei einer Grofie von 4 kb nachweisen (Abb. C-15, Abschnitt A
und B). Wie in Abbildung C-15 dargestellt wiesen alle analysierten Plaques keine

nachweisbare Bande fur GFP auf.

A) 8. Runde B) 9. Runde
+ 12345 12 345 12 345 12345
— 10 kb
— 10 kb — 6kb
— 6kb o <« pos.
pos. Iy poS. — 3kb
kb — 1,5 kb
— 1,5kb i
— 1kb
neg. — 0,5kb
neg. p» — 0,5kb
LacZ LacZ

Abb. C-15: Untersuchung auf Ausrekombination des Reportergens LacZ (2. homologe
Rekombination) aus dem NYVAC Genom mittels PCR-Analyse

Untersucht wurden auf positive Integration des Transgens getestete Einzelplaques aus den Runden
acht und neun. Fur den Nachweis der erfolgreichen Ausrekombination wurden spezifische Primer
im LacZ-Gen und im NYVAC Genom gewahlt (Tab. B-3).

Als Vergleichskontrolle (mit einem + gekennzeichnet) fur den Nachweis von LacZ diente die
Analyse von mit NYVAC-wt infizierten und mit pLZAW1- Gag transfizierten Zellen.

Ein 1 kb DNA Marker wurde als Standard verwendet.

Die in der neunten Aufreinigungsrunde getesteten Einzelplaques (1-5) wiesen somit eine
erfolgreiche Integration des Transgens M“Gag auf (Abb.C-14), und auch die
Ausrekombination des Reportergens LacZ und der Austausch von GFP konnten mittels
PCR-Analyse bestatigt werden (Abb. C-15).

Als zusatzliche Kontrolle wurden die in den letzten Aufreinigungsrunden erhaltenen Plaques

hinsichtlich ihrer Transgenexpression biochemisch charakterisiert (C.3.2.3).

C.3.23 Western-Blot Analyse bestatigt Expression des eingebrachten
Transgens "Gag in den einzelnen Aufreinigungsschritten

Zur weiteren Verifizierung wurde in den letzten vier Aufreinigungsschritten die

Proteinexpression der eingebrachten Transgene Uberprtift.
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Fir den Nachweis der Expression wurden BHK-21 Zellen mit jeweils zehn
Einzelplaquesuspensionen, welche in der PCR-Analyse (C.3.2.2) ein korrektes PCR-Produkt
aufwiesen, infiziert. Es wurden die Zelllysate gewonnen und mit Hilfe eines Gag-spezifischen
Antikérpers (Tab. B-5) im Western-Blot analysiert. Im Folgenden sind exemplarisch die
Ergebnisse der Aufreinigung des Transgens "Gag dargestellt.

Bei der Analyse der Zelllysate der mit den Einzelplaques Nr.2 und Nr.5-8 infizierten Zellen
aus der sechsten Aufreinigungsrunde zeigte sich durch den Nachweis einer
Gag-spezifischen Bande bei 55 kD die Expression des Trangens “Gag. Die Infektion mit den
Plagques Nr.1, Nr.3-4 und Nr.9-10 fiuhrte jedoch nur zu einer schwachen oder keiner
Expression des eingebrachten Transgens (Abb. C-16, Abschnitt A). Auch in den
Aufreinigungsrunden sieben und acht liesen sich sowohl Transgen exprimierende als auch

nicht exprimierende Einzelplaques beobachten (Abb. C-16, Abschnitt B und C).
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Abb. C-16: Untersuchung der Expression des eingebrachten Transgens MGag in den
einzelnen Aufreinigungsrunden

BHK-21 Zellen wurden mit den Einzelplaquesuspensionen aus den Aufreinungsrunden 6-9 infiziert
und 48 h nach Infektion geerntet. 50 ug Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
anschliellend im Western-Blot analysiert. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte unter
Verwendung eines Gag-spezifischen Antikérpers (Tab. B-5) (mock: mit NYVAC-wt infizierte Zellen).
Die fir das Transgen spezifische Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Der verwendete Protein Marker ist jeweils mit den GréRen 55 - 100 kD am linken Rand der Gele
eingezeichnet.

Zur Infektion von BHK-21 Zellen fir die jeweils nachste Aufreinigung wurden
Plaquesuspensionen verwendet die sowohl eine sehr gute Expression des Transgens “Gag
zeigten, als auch in der dazugehdrigen PCR-Analyse ein korrektes PCR-Produkt hinsichtlich
der Intergration des Transgens sowie der Ausrekombination des Reportergens LacZ
aufwiesen (z.B. aus Runde sechs Plaque Nr.5). Die Analyse des letzten Aufreingungsschritts

zeigte eine Expression des Transgens “Gag in allen getesteten Einzelplaques (Abb. C-16,
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Abschnitt D). Mit NYVAC-wt infizierte Zellen (mock) dienten als Negativkontrolle und zeigten
keine spezifischen Banden im Western-Blot.
Zur Herstellung eines hochtitrigen Virusstocks wurde der Einzelplaque Nr.4 aus der neunten

Aufreinigungsrunde verwendet.

C.3.24 Plague Assay und anschliellende Western-Blot Analyse zeigen die
Expression des Transgens in 100 % der rekombinanten NYVAC-YGag

Die hergestellten rekombinanten NYVAC sollen in nachfolgenden in vivo Studien eingesetzt,
und hinsichtlich ihrer Fahigkeit Transgen-spezifische T-Zell Antworten zu induzieren
untersucht werden. Fur die Verwendung der Viren im Mausmodell ist eine sehr gute

Expression des eingebrachten Transgens nétig.
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Abb. C-17: Bestimmung der Expressionseffizienz des hergestellten NYVAC-MGag mittels
Plaque Assay und anschlieBender Western-Blot Analyse

BHK-21 Zellen wurden mit den Einzelplaquesuspensionen aus den Virusstocks infiziert und 48 h
nach Infektion geerntet. 50 ug Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlielend im Western-Blot analysiert. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte unter
Verwendung eines Gag-spezifischen Antikdrpers (Tab. B-5). Ein Zehntel des geernteten
Uberstands wurde mit Hilfe einer TCA/Aceton Fallung aufgearbeitet, in einer SDS-PAGE
aufgetrennt und ebenfalls im Western-Blot analysiert (mock: mit NYVAC-wt infizierte Zellen, bzw.
deren Uberstande). Die fiir das Transgen spezifische Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Der Nachweis eines Vacciniavirus-spezifischen Proteins (35 kD) diente zum Vergleich der
Virusmengen in den aufgetragenen Proben.
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Aus diesem Grund wurde die Expressionseffizienz in allen hochtitrigen Virusstocks mittels
Plague Assay und anschlieliender Western-Blot Analyse Uberprift. Exemplarisch ist hier
wiederum das Expressionsprofil von NYVAC-"Gag aufgefiihrt.

Fir den Nachweis der Proteinexpression wurden BHK-21 Zellen mit 36 Einzelplaques
infiziert. Im Anschluss wurden sowohl die Zelllysate als auch die Uberstéande unter
Verwendung eines Gag-spezifischen Antikdrpers (Tab. B-5) analysiert.

Die Western-Blot Daten zeigen die Expression des eingebrachten Transgens in 36 von 36
getesteten Plaques. Somit ergibt sich fiir NYVAC-YGag eine Expressionseffizienz von
100 %. Der Nachweis von NYVAC mittels eines Vacciniavirus-spezifischen Antikérpers
(Tab. B-5) erfolgte, um zu zeigen, dass vergleichbare Virusmengen in allen analysierten
Einzelplaques vorhanden waren (Abb. C-17). Hierbei korrelierte die Starke der Expression
von YGag mit dem Nachweis des Vacciniavirus-spezifischen Proteins.

Die Bestimmung der Expressionseffizienz wurde fiir alle rekombinanten Viren durchgefiihrt

und ist in der Tabelle C-2 zusammengefasst.

C.3.25 Mit rekombinanten NYVACs infizierte Zellen zeigen Expression der
eingebrachten Transgene

Die am Beispiel des Transgens “Gag gezeigte Verifizierung der rekombinanten NYVAC in
den einzelnen Aufreinigungsrunden wurde flur alle hergestellten Viren durchgefihrt und es
zeigten sich vergleichbare Ergebnisse.

Im Folgenden wurden alle rekombinanten Viren aus den hochtitrigen Virusstocks hinsichtlich
der Transgenexpression in Western-Blot Analysen untersucht. Hierzu wurden sowohl die
Lysate als auch die Uberstande von mit rekombinantem NYVAC infizierten Zellen unter
Verwendung Transgen-spezifischer Antikorper (Tab. B-5) im Western-Blot analysiert.

Wie in Abbildung C-18 (Abschnitt A) dargestellt, fihrte sowohl die Infektion mit NYVAC-C als
auch die Infektion mit NYVAC-*GPN zur Expression des 160 kD Polyproteins GPN im
analysierten Zelllysat, wobei sich im Vergleich der Expressionsstarken eine leichte
Steigerung bei NYVAC-*MGPN beobachten lasst.

Das Einfiigen des natirlichen viralen Frame-Shift Signals zwischen dem Gag- und
Pol-Leserahmen und die anschlieBRende Analyse des daraus resultierenden
NYVAC-"MGFSPN, zeigte einen vollstindigen Riickgang der Expression des artifiziellen
Polyproteins. Jedoch exprimieren die mit NYVAC-*"G PN infizierten Zellen eine deutlich
erhohte Menge des Pr55 Gag Vorlauferproteins, wie ebenfalls in der Auswertung des
Zelllysates gezeigt.

Die Wiederherstellung der Myristoylierungsstelle im NYVAC-YG PN fiihrte wiederum zu
einer Expression des 160 kD Proteins GPN und zu einer ebenfalls deutlich erhéhten und mit
NYVAC-*MGFSPN vergleichbaren Expression des Gag Proteins bei 55 kD.
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Im Vergleich zur Infektion mit NYVAC-Gag, welche zu einer sehr guten Expression des
eingebrachten Transgens filhrte, weisen Zellen die mit NYVAC-*YGag infiziert wurden in der
biochemischen Charakterisierung der Zellysate eine deutlich schwachere Expression des
Pr55 Gag Proteins auf.

Sowohl die Infektion mit NYVAC-MG PN, als auch die Infektion mit NYVAC-VGag fiihrte zur
Freisetzung von Gag, welche durch das Vorhandensein des Pr55 Gag Vorlauferproteins im
Uberstand nachgewiesen wurde. Die Auswertung der eingesetzten Uberstdnde aus mit
NYVAC-*YGFSPN infizierten Zellen weisen hingegen eine deutlich schwéchere Expression
des Pr55 Gag auf (Abb. C-18, Abschnitt B).
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Abb. C-18: Nachweis der Transgenexpression mittels Western-Blot Analyse von BHK-21
Zellen nach Infektion mit unterschiedlichen rekombinanten NYVACs

BHK-21 Zellen wurden mit den angegebenen rekombinanten NYVACs mit einer MOI 0,5 infiziert.
48 h nach Infektion wurden die Zellen geerntet und 50 pg Gesamtprotein mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Unter Verwendung eines Transgen-spezifischen Antikdrpers (Tab. B-5) erfolgte der
Nachweis der Proteinexpression im Western-Blot. Ein Zehntel des geernteten Uberstands wurde
mit Hilfe einer TCA/Aceton Fallung aufgearbeitet, in einer SDS-PAGE aufgetrennt und ebenfalls im
Western-Blot analysiert (mock: mit NYVAC-wt infizierte Zellen, bzw. deren Uberstande). Der
Nachweis von B-Aktin (42 kD) diente als Ladekontrolle fir die eingesetzte Proteinmenge. Die fir
das jeweilige Transgen spezifischen Banden sind mit einem Peil gekennzeichnet.

Der verwendete Protein Marker ist jeweils mit den GréRen 35 - 250 kD am linken Rand der Gele
dargestellt.

Die Expression der Transgene PolNef und gp120 nach Infektion eukaryotischer Zellen mit
den entsprechenden rekombinanten Viren NYVAC-PN und NYVAC-gp120 wurde ebenfalls

mittels Western-Blot analysiert. Dabei konnte, wie erwartet, die Expression des Transgens
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PoINef bei 120 kD ausschlieSlich im Lysat von mit NYVAC-PN infizierten Zellen
nachgewiesen werden (Abb. C-18, Abschnitt C und D).

Hingegen fuhrte, wie in den aufgetragenen Zelllysaten dargestellt, die Infektion mit
NYVAC-gp120 zu einer effizienten und im Vergleich zur Infektion mit NYVAC-C zu einer
deutlich verbesserten Expression des 120 kD grof3en Hiuillproteins gp120. Auch Iasst sich im
Uberstand der infizierten Zellen eine Expressionsbande bei 120 kD nachweisen. Diese ist in
ihrer Expressionsstarke fur das NYVAC-gp120, wiederum verglichen mit NYVAC-C, deutlich
erhoht (Abb. C-18, Abschnitt E und F).

Der Nachweis von R-Aktin im Western-Blot erfolgte, um zu zeigen, dass vergleichbare

Proteinmengen eingesetzt wurden (Abb. C-18).

Cc.3.3 Uberblick rekombinante Viren
In der nachfolgenden Tabelle (Tab. C-2) sind alle rekombinaten NYVAC, die im Rahmen

dieser Arbeit in Zusammenarbeit mit Dr. Kathrin Kindsmiiller hergestellt wurden, mit ihrer
Bezeichnung, einer kurzen, zusammenfassenden Beschreibung der eingebrachten
Transgene sowie der jeweiligen Expressionseffizienz der hergestellten rekombinanten Viren

aufgelistet.

Tab. C-2: Ubersicht rekombinante NYVACs

Expressions-
Bezeichnung Beschreibung Transgen .
effizienz

NYVAC-GFP GFP (grun fluoreszierendes Protein) -

NYVAC-“MGPN GagPolNef (Polyprotein: Gruppenspezifisches 97 %
Antigen, Reverse Transkriptase, Protease;
HIV-1 Clade C, 97CNO001 Gag und CN54 PN),
nicht budding kompetent, kein ribosomaler
Frame Shift

NYVAC-“MG PN GagPolNef (Polyprotein: Gruppenspezifisches 100 %
Antigen, Reverse Transkriptase, Protease;
HIV-1 Clade C, 97CN001 Gag und CN54 PN),
nicht budding kompetent, ribosomaler Frame
Shift (95 % Gag / 5 % GPN)

NYVAC-"GFSPN GagPolNef (Polyprotein: Gruppenspezifisches 100 %
Antigen, Reverse Transkriptase, Protease;
HIV-1 Clade C, 97CNO001 Gag und CN54 PN),
budding kompetent, ribosomaler Frame Shift
(95 % Gag /5 % GPN)
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Expressions-

Bezeichnung Beschreibung Transgen .
effizienz
NYVAC-"“Gag Gag (Gruppenspezifisches Antigen; HIV-1 100 %
Clade C, 97CNO001), budding kompetent
NYVAC-*MGag Gag (Gruppenspezifisches Antigen; HIV-1 100 %
Clade C, 97CNO001), nicht budding kompetent
NYVAC-PN PolNef (Reverse Transkriptase, Protease; 94 %
HIV-1 Clade C, CN54)
NYVAC-gp120 gp120 (Teil des Hiillproteins Env; sezerniert; 96 %
HIV-1 Clade C, CN54)
M = Myristoylierungsstelle
M = mutierte Myristoylierungsstelle
FS = ribosomaler Frame Shift (HIV-1)
Cc4 In vivo Applikation der DNA-Konstrukte mit modifizierten
Transgenen
C.41 Unterdriickung Gag-spezifischer zellularer Immunantworten nach
Verabreichung der 2a-Konstrukte sowie einer Mischung aus “Gag
und gp120

In ersten Immunisierungsstudien wurde der Einfluss von Env auf die Induktion
Gag-spezifischer Immunantworten im Zusammenhang mit den 2a-Konstrukten, welche eine
Co-Lokalisierung von Env und Gag in einer infizierten Zelle gewahrleisten (C.2.1.2),
untersucht.

Je sechs BALB/c Mause pro Gruppe wurden hierzu einmal mit 70 ug des jeweils
angegebenen 2a-Konstrukts, 57 pug YGag, 57 ug gp120, oder mit einer Mischung aus beiden
Plasmiden pc"Gag und pcgp120 intramuskuldr (i.m.) immunisiert (Abb. C-19, Abschnitt B,
Mausgruppen 2-4, 6, 7). Weiterhin erhielt eine Mausgruppe eine raumlich getrennte
Applikation von 57 ug MGag in den tibialis anterior des linken Beins und 57 pg gp120 in den
gleichen Muskel des rechten Beins (Abb. C-19, Abschnitt B, Mausgruppe 5). Zwei Wochen
spater wurden die Milzen entnommen, je drei Milzen pro Gruppe vereint, und in
Doppelbestimmungen die Gag- bzw. Env-spezifischen Immunantworten mittels FACS-
Analyse bestimmt. Mit pcDNA immunisierte Mause dienten als Negativkontrolle bezlglich
der Induktion Transgen-spezifischer Immunantworten (Abb. C-19, Mausgruppe 1).

Die Auswertung der Daten zeigt, dass durch die Applikation der Plasmide pc“Gag bzw.
pcgp120 eine effiziente Induktion Gag- bzw. Env-spezifischer T-Zell Antworten erzielt werden
konnte (Abb. C-19, Mausgruppen 2, 3).
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Wie aus den Ergebnissen vorangegangener Studien bereits bekannt, fihrt eine
Co-Verabreichung von "Gag und gp120 zur Unterdriickung der Gag-spezifischen zellularen
Immunantworten 2'*. Auch in dieser Immunisierungsstudie konnte ein vermindertes Auftreten
Gag-spezifischer T-Zellen nach Gabe einer Mischung aus beiden Plasmiden beobachtet
werden (Abb. C-19, Mausgruppe 4).

Wie in der zuvor erlauterten FACS-Analyse (C.2.2.2) zu sehen fihrte die Transfektion der
2a-Konstrukte in vitro zur gemeinsamen Expression von MGag und gp120 in 26 % aller
Zellen, wohingegen die Mischung von YGag und gp120 zu lediglich 8 % doppelt positiven
Zellen flhrte. Wie aus den Ergebnissen der beiden Mausgruppen 6 und 7 in Abbildung C-19
ersichtlich, fiuhrte die Applikation beider 2a-Konstrukte in vivo ebenso wie die verabreichte
Mischung von MGag und gp120 zur Unterdriickung der Gag-spezifischen zelluldren
Immunantworten. Eine raumlich getrennte Verabreichung von MGag und gp120 resultierte

dagegen, wie bereits gezeigt 2

, in der Aufhebung dieses negativen Effekts auf Gag (Abb. C-
19, Mausgruppe 5). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die gemeinsame Expression
beider Transgene in einer Zelle nicht unbedingt ausschlaggebend ist. Eine rdumliche Nahe
Gag- und Env-infizierter Zellen konnte fur die Unterdrickung der Gag-spezifischen

Antworten ausreichend sein.
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Abb. C-19: Effekt auf die Gag- und Env-spezifischen zellularen Inmunantworten nach
Immunisierung mit 2a-Konstrukten

A) Darstellung des Immunisierungsschemas.

B) Gag- und Env-spezifische zellulare Immunantworten: 2x10° Splenozyten aus immunisierten
BALB/c Mausen wurden fir 6 h mit dem Gag-spezifischen A9l Peptid, dem Env-spezifischen V11V
Peptid oder mit Medium behandelt. Im Anschluss daran wurde die Anzahl CD8"/ IFN y * Zellen pro
30.000 CD8" Zellen mittels FACS Analyse bestimmt. Mit pcDNA immunisierte Mause dienten als
Negativkontrolle (Gruppe1).
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C4.2 Deletion des immundominanten Env-spezifischen Epitops V11V im
gp120 fuhrt zum Erhalt Gag-spezifischer T-Zell Antworten

Wie bereits erwahnt, kdnnte ein moglicher Mechanismus der Inhibition die Kompetition der
immundominanten Epitope von Gag und Env um die Prasentation auf MHC-Klasse-|
Molekulen darstellen.

Um dies zu Uberprifen, wurde in einer weiteren Immunisierungsstudie untersucht, welchen
Einfluss (i) die Integration der immundominanten Epitope aus Gag und Env in das jeweils
andere Transgen (C.2.1.3) und (ii) die Deletion des Env-spezifischen immundominanten
Epitops V11V (C.2.1.3) auf die Unterdrickung Gag-spezifischer T-Zell Antworten hat.

Hierzu wurden je sechs BALB/c Mause pro Gruppe einmal mit 57 ug“Gag,
57 ug MGag-V11V, 57 ug gp120 oder mit 57 ug gp120-A9l intramuskulér (i.m.) immunisiert
(Abb. C-20, Abschnitt B, Mausgruppen 2-5). Des Weiteren erfolgte die i.m. Verabreichung
von 57 ug gp120, 57 pug MGag, 57 ug gp120AV11V oder einer Mischung aus den beiden
zuletzt genannten Plasmiden (Abb. C-20, Abschnnitt C, Mausgruppen 2, 3, 5, 6). Als
Kontrolle wurden M&use mit einer Mischung aus 57 ug "Gag und 57 pg gp120 immunisiert
(Abb. C-20, Abschnitt C, Mausgruppe 3).

Zwei Wochen spater wurden die Milzen entnommen, je drei Milzen pro Gruppe vereint, und
in Doppelbestimmungen die Gag- bzw. Env-spezifischen T-Zell Antworten mittels FACS-
Analyse bestimmt. Mit pcDNA immunisierte Mause dienten als Negativkontrolle bezuglich
der Induktion Transgen-spezifischer Immunantworten (Abb. C-20, Abschnitt B und C,
Mausgruppe 1).

Wie in Abbildung C-20, Abschnitt B und C zu sehen, konnten mit einer einmaligen
intramuskuldren Applikation der pcDNA Plasmide pc¥Gag oder pcgp120 die erwarteten Gag-
bzw. Env-spezifischen zelluldaren Immunantworten hervorgerufen werden (Abschnitt B,
Mausgruppen 2, 4; Abschnitt C, Mausgruppen 2, 3). Im Gegensatz dazu lasst sich nach
Verabreichung von pc“Gag-V11V eine mit pcgp120 vergleichbare Env-spezifische
Immunantwort gegen das eingesetzte Epitop V11V induzieren, jedoch fuhrt die Gabe dieses
Plasmids ebenfalls zur Unterdriickung der Anzahl Gag-spezifischer T-Zellen (Abb. C-20,
Abschnitt B, Mausgruppe 3). Ebenso konnte durch Verabreichung des pcgp120-A9l
Plasmids eine Env-spezifische T-Zell Antwort induziert werden. Das Hervorrufen einer
zellularen Immunantwort gegen das eingesetzte Gag-spezifische Epitop A9l war auch in
diesem Fall nicht moglich (Abb. C-20, Abschnitt B, Mausgruppe 5). Die Verabreichung des
pcgp120-A9l sowie des pcMGag-V11V Plasmids und die daraus resultierende Anwesenheit
beider Epitope (V11V und A9l) in einer Zelle fihrte somit zur Unterdriickung

Gag-spezifischer T-Zellen.
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Abb. C-20: Effekt auf die Induktion Gag-spezifischer Immunantworten nach Deletion des

immundominanten Env-spezifischen Epitops V11V

A) Darstellung des Immunisierungsschemas.

B) und C) Gag- und Env-spezifische zelluldre Immunantworten: 2x10° Splenozyten aus
immunisierten BALB/c Mausen wurden fur 6 h mit dem Gag-spezifischen A9l Peptid, dem Env-

spezifischen V11V Peptid oder mit Medium behandelt. Im Anschluss daran wurde die Anzahl

CD8"/ IFN y " Zellen pro 30.000 CD8" Zellen mittels FACS Analyse bestimmt. Mit pcDNA

immunisierte Mause dienten als Negativkontrolle (Gruppe1).

Die Auswertung der Daten zeigt weiterhin, dass durch die Applikation einer Mischung aus

MGag und gp120AV11V die Induktion einer Gag-spezifischen T-Zell Antwort erreicht werden
konnte (Abb. C-20, Abschnitt C, Mausgruppe 5). Zum Vergleich erfolgte die Gabe einer
Mischung aus MGag und gp120, welche erwartungsgemaR zu einer Modulation der
Gag-spezifischen Antworten fihrte (Abb. C-20, Abschnitt C, Mausgruppe 4).
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Die Verabreichung des pcgp120AV11V Plasmids alleine fihrt nicht zur Induktion
Env-spezifischer T-Zellen und diente in dieser Studie als zusatzliche Kontrolle bezlglich der
Env-spezifischen Immunantworten (Abb. C-20, Abschnitt C, Mausgruppen 2, 6).

Die Deletion des im murinen System immundominanten Env-spezifischen Epitops V11V
fihrte somit nach gemeinsamer Verabreichung mit pc¥Gag zur Induktion Gag-spezifischer
T-Zell Antworten, was die Theorie stltzt, dass eine Kompetition der beiden Epitope aus Gag

und Env um die Beladung auf MHC-Klasse-I Molekiile stattfindet.

C43 Verbesserung der Gag-spezifischen T-Zell Antworten durch das
Entfernen des artifiziellen Signalpeptids am gp120

Eine weitere Uberlegung zur Untersuchung des Einflusses von Env auf die Induktion
Gag-spezifischer zellularer Immunantworten ist die Veranderung der Lokalisierung von Env
und Gag in andere Kompartimente der Zelle und die damit verbundene Veranderung der
Prozessierung translatierter Proteine. Die Deletion des artifiziellen Signalpeptids an Env oder
das Anfiigen dieses Peptids an Gag verandert die typische Lokalisierung von Env und Gag
und fahrt damit evtl. zu einer gesteigerten Prasentation des Gag Peptids.

Es wurden je sechs BALB/c Mause pro Gruppe einmal mit 57 ug “Gag, 57 ug "Gag-SP oder
57 ug gp120 intramuskular (i.m.) immunisiert (Abb. C-21, Abschnitt B und C, jeweils
Mausgruppen 2, 3). Weitere Mausgruppen erhielten eine Mischung aus je 57 yg “Gag und
gp120, je 57 ugMGag und gp120ASP sowie eine Mischung aus je 57 pg “Gag-SP und
gp120 (Abb. C-21, Abschnitt B und C, Mausgruppen 4, 5).

Zwei Wochen spater wurden die Milzen entnommen, je drei Milzen pro Gruppe vereint, und
in Doppelbestimmungen die Gag- bzw. Env-spezifischen Immunantworten mittels FACS-
Analyse bestimmt. Mit pcDNA immunisierte Mause dienten als Negativkontrolle bezuglich
der Induktion Transgen-spezifischer Immunantworten (Abb. C-21, Abschnitt B und C,
Mausgruppe 1).

Die ausgelesenen zellularen Immunantworten zeigen einen leichten Anstieg der
Gag-spezifischen T-Zell Antworten nach Co-Verabreichung einer Mischung aus "Gag und
gp120ASP (Abb. C-21, Abschnitt B, Mausgruppe 5). Wie Abbildung C-21 fir die
Mausgruppen 2 und 3 zu entnehmen ist, filhrte die Applikation der Plasmide pc “Gag und
pcgp120 zur Induktion typischer Gag- und Env-spezifischer zelluldrer Immunantworten. Die
Auswertung der Daten zeigt weiterhin wie erwartet einen Ruckgang der Anzahl
Gag spezifischer T-Zellen nach Verabreichung einer Mischung aus “Gag und Env (Abb. C-
21, Abschnitt B und C, Mausgruppe 4).

Das N-terminale Anfligen des Signalpeptids an Gag (Gag-SP) filhrte sowohl bei alleiniger
Applikation als auch bei Gabe in einer Mischung mit gp120 zu keiner Veranderung der
Induktion Gag-spezifischer T-Zell Antworten (Abb. C-21, Abschnitt C, Mausgruppen 3, 5).
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Es lasst sich somit festhalten, dass durch die Deletion des artifiziellen Signalpeptids am Env
und die damit verbundene Anderung der Prozessierung von Env ein leichter, wenn auch

nicht signifikanter Anstieg Gag-spezifischer T-Zell Anworten erzielt werden konnte.
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Abb. C-21: Nachweis einer Verbesserung der Gag-spezifischen Immunantworten durch das
Entfernen des Signalpeptids an Env

A) Darstellung des Immunisierungsschemas.

B) und C) Gag- und Env-spezifische zelluldre Immunantworten: 2x10° Splenozyten aus
immunisierten BALB/c Mausen wurden fir 6 h mit dem Gag-spezifischen A9l Peptid, dem Env-
spezifischen V11V Peptid oder mit Medium behandelt. Im Anschluss daran wurde die Anzahl
CD8"/ IFNy * Zellen pro 30.000 CD8" Zellen mittels FACS Analyse bestimmt. Mit pcDNA
immunisierte Mause dienten als Negativkontrolle (Gruppe1).
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C.5 In vivo Applikation rekombinanter Viren

C.51 Steigerung der Gag- und Pol-spezifischen zellularen
Immunantworten durch das Wiederherstellen des ribosomalen
Frame-Shift Signals

Zur Austestung der immunogenen Eigenschaften der rekombinanten NYVACs in vivo
wurden zunachst je sechs BALB/c Mause pro Gruppe mit verschiedenen NYVACs
(NYVAC-C, NYVAC-“YGPN, NYVAC-“YG™PN, NYVAC-"G™PN, NYVAC-YGag,
NYVAC-*“Gag sowie NYVAC-PN) intramuskuldr (i.m.) immunisiert. Dabei erhielten alle
Mause einmal 1x10 plaque-forming-units (pfu) des jeweils angegebenen NYVAC (Abb. C-
22, Abschnitt B, Mausgruppen 2-7, 10) oder eine Mischung aus je 1x10” pfu NYVAC-YGag
und NYVAC-PN (Mausgruppe 8) sowie je 1x10” pfu NYVAC-*YGag und NYVAC-PN
(Mausgruppe 9).

Zwei Wochen spater wurden die Milzen entnommen, je drei Milzen pro Gruppe vereint, und
in Doppelbestimmungen die Gag- bzw. Pol-spezifischen Immunantworten mittels FACS-
Analyse bestimmt. Mit NYVAC-wt immunisierte Mause dienten als Negativkontrolle beziglich
der Induktion Transgen-spezifischer Immunantworten (Abb. C-22, Abschnitt B,
Mausgruppe 1).

Der HIV-Vakzine Kandidat NYVAC-C kodiert unter einem bidirektionalen Promotor sowonhl
das Transgen “MGPN als auch gp120 und induziert bei einer einmaligen intramuskuldren
Verabreichung zwar Pol-spezifische, aber nur sehr schwache Gag-spezifische zellulare
Immunantworten (Abb. C-22, Mausgruppe 2). Die Trennung dieser beiden Transgene “VGPN
und gp120 auf unterschiedliche NYVACs ermdglichte des Weiteren die alleinige Applikation
von NYVAC-*GPN. Im Vergleich zu einer einmaligen Gabe von NYVAC-C konnte jedoch
durch die Verbareichung von NYVAC-*GPN keine Steigerung der Gag-spezifischen
Antworten erzielt werden (Abb. C-22, Mausgruppen 2, 3).

Die Daten zeigen weiterhin, dass die intramuskuldre Verabreichung von NYVAC-*"G™PN
verglichen mit einer Applikation von NYVAC-*"GPN zu einer deutlich verbesserten Induktion
Gag-spezifischer T-Zell Antworten flhrte (Abb. C-22, Mausgruppen 3, 4). Das Einfligen des
ribosomalen Frame-Shift Signals im Transgen GPN flihrte somit auch bei einer Gabe dieses
Transgens mittels des viralen Vektors NYVAC zur Verbesserung Gag-spezifischer zellularer
Immunantworten.

Wie in Abb. C-22, Mausgruppen 5, 6 und 7 zu sehen, konnte durch die Wiederherstellung
des Myristoylierungssignals im Transgen G PN oder durch die getrennte Verabreichung
der Transgene YGag und “MGag keine zusatzliche Steigerung der Gag-spezifischen T-Zellen
erzielt werden. Dies zeigte sich auch bei der Verabreichung einer Mischung aus NYVAC-PN
zusammen mit NYVAC-YGag oder NYVAC-*Gag. Verglichen mit der intramuskuléren
Applikation von NYVAC-YGPN und NYVAC-*G PN konnte durch die Gabe einer
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Mischung von NYVAC-Gag-Varianten und NYVAC-PN keine weitere Verbesserung
Gag-spezifischer T-Zell Antworten erreicht werden (Abb. C-22, Mausgruppen 4, 5 und 8, 9).
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! ﬁ | » > FACS Analyse E===1 A9l (Gag)
do di4
Wi == L9I (Pol)
B)
1 NYVAC-wt i.m.
600 2 NYVAC-C i.m.
3 NYVAC-AMGPN i.m.
500
. 4 NYVAC-2MGFSPN i.m.
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O 400+ I 5 NYVAC-MGFSPN i.m.
A
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[l
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Abb. C-22: Gag- und Pol-spezifische zellulare Inmunantworten nach Verabreichung der
rekombinanten NYVAC

A) Darstellung des Immunisierungsschemas.

B) Gag- und Pol-spezifische zellulire Immunantworten: 2x10° Splenozyten aus immunisierten
BALB/c Mausen wurden fir 6 h mit dem Gag-spezifischen A9l Peptid, dem Pol-spezifischen L9l
Peptid oder mit Medium behandelt und im Anschluss die Anzahl CD8"/ IFN y * Zellen pro 30.000
CD8" Zellen mittels FACS Analyse bestimmt. Mit NYVAC-wt immunisierte Mause dienten als
Negativkontrolle (Gruppe1).

* = nicht bestimmt

Alle Immunisierungen fuhrten zur Induktion Pol-spezifischer zellularer Immunantworten,
welche jedoch anders als die Gag-spezifischen Antworten durch eine Trennung von Gag und
PN auf unterschiedliche NYVACs gesteigert werden konnten. Hierbei zeigte sich, dass, im
Vergleich zur Gabe der Frame-Shift Varianten, durch die Verabereichung einer Mischung
aus NYVAC-PN zusammen mit NYVAC-MGag oder NYVAC-*"Gag eine um den Faktor
2,3 (275£96 zu 120427) bis 2,5(345168 zu 138151) gesteigerte Pol-spezifische
Immunantworten hervorgerufen werden konnte (Abb. C-22, Mausgruppen 4, 5 und 8, 9). Wie
schon erwahnt tritt durch die Wiederherstellung der ribosomalen Frame Shift Sequenz
zwischen dem Gag und Pol Leserahmen, ein Verhaltnis von 10:1 bzw 20:1 in der Expression
von Gag zu GagPolNef auf. Im Gegensatz dazu wird durch die Verabreichung einer
Mischung aus NYVAC-PN und NYVAC-"Gag eine deutlich héhere Menge des Transgens PN
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exprimiert, was wiederum eine mdgliche Erklarung fir die Induktion héherer Pol-spezifischer
T-Zell Antworten darstellen kénnte.

Es lasst sich zusammenfassend festhalten, dass durch die Verbesserung des Transgens
GPN hinsichtlich einer gesteigerten Proteinexpression, der Fahigkeit VLPs zu bilden sowie
der Trennung der Leserrahmen von Gag und PN auch im Kontext des viralen Vektors
NYVAC deutlich verbesserte Gag- und Pol-spezifische zellulare Immunantworten induziert
werden konnten. Es konnte aulRerdem gezeigt werden, dass sich durch die Gabe von
NYVAC-*MGFSPN im Vergleich zu NYVAC-C die Induktion Gag-spezifischer T-Zellen um den
Faktor 4 (172+39 verglichen mit 42+30) steigern lasst. Auch fiihrte die Applikation von
NYVAC-"G"SPN, NYVAC-"Gag oder NYVAC-*Gag zur Verbesserung der Gag-spezifischen

Antworten, wenn auch nur um den Faktor 2,5.

C.5.2 Durch eine homologe Prime/Boost Applikation konnten die
Transgen-spezifischen zellularen Immunantworten nicht verstarkt
werden

Basierend auf den Ergebnissen der in Kapitel C.5.1 beschriebenen Immunisierungsstudie
wurde in einer nachfolgenden Mausstudie untersucht, inwieweit die Induktion Gag- und
Pol-spezifischer Immunantworten durch den Einsatz einer homologen Prime/Boost-Strategie
verbessert werden kann.

Dafiir wurden je sechs BALB/c Mause pro Gruppe mit 1x10” pfu des jeweils angegebenen
NYVAC (Abb. C-23, Abschnitt B, Mausgruppen 2-7, 10) oder einer Mischung aus je
1x10” pfu NYVAC-"Gag und NYVAC-PN (Mausgruppe 8) sowie je 1x10’ pfu NYVAC-*"Gag
und NYVAC-PN (Mausgruppe 9) intramuskular grundimmunisiert (Prime). Eine
Auffrischimmunisierung (Boost) erfolgte zwei Wochen spater nach dem gleichen
Immunisierungsschema. Wiederum zwei Wochen danach wurden die Milzen entnommen, je
drei Milzen pro Gruppe vereint, und in Doppelbestimmungen die Gag- bzw. Pol-spezifischen
Immunantworten mittels FACS-Analyse bestimmt. Zweimal mit NYVAC-wt immunisierte
Mause dienten als Negativkontrolle beziglich der Induktion Transgen-spezifischer
Immunantworten (Abb. C-23, Abschnitt B, Mausgruppe 1).

Die Auswertung der Daten zeigt eine marginale Steigerung der Induktion Gag-spezifischer
zelluldrer Immunantworten nach einer zweifachen Applikation von NYVAC-“GPN im
Vergleich zu einer zweifachen Immunisierung mit NYVAC-C (Abb. C-23, Mausgruppen 2, 3).
Diese tendenzielle Verbesserung lasst sich auch nach Gag von NYVAC-“MGFSPN,
NYVAC-"G™PN sowie von NYVAC-YGag und NYVAC-*Gag beobachten (Abb.C-23,
Mausgruppen 4-7).
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Auch eine Mischung aus NYVAC-PN und NYVAC-Gag oder NYVAC-*"Gag induzierte bei
einer homologen Prime/Boost-Verabreichung verglichen mit NYVAC-C zum Teil verbesserte

Gag-spezifische zellulare Antworten (Abb. C-23, Mausgruppen 8, 9).
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Abb. C-23: Gag- und Pol-spezifische zelluldre Inmunantworten induziert mit rekombinanten
NYVAC unter Verwendung einer homologen Prime/Boost-Strategie

A) Darstellung des Immunisierungsschemas.

B) Gag- und Pol-spezifische zellulare Immunantworten: 2x10° Splenozyten aus immunisierten
BALB/c Mausen wurden fir 6 h mit dem Gag-spezifischen A9l Peptid, dem Pol-spezifischen L9l
Peptid oder mit Medium behandelt und im Anschluss die Anzahl CD8"/ IFN y * Zellen pro 30.000
CD8" Zellen mittels FACS Analyse bestimmt. Zweimal mit NYVAC-wt immunisierte Mause dienten
als Negativkontrolle (Gruppe1).

* = nicht bestimmt

Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Daten der unter C.5.1 beschriebenen einmaligen
Applikation der jeweiligen NYVACs, so zeigt der Trend der nach zweifacher, homologer
Verabreichung der rekombinanten Viren ausgelesenen Gag-spezifischen Immunantworten
keine Verbesserung der zelluldren Antworten (Abb. C-22 sowie Abb. C-23). Eine Ausnahme
stellte hierbei die Immunisierung von NYVAC-"Gag dar. Obwohl beide Mausversuche nicht
direkt miteinander vergleichbar sind, so lasst sich dennoch durch den Vergleich der Gruppen
untereinander festhalten, dass die durch eine Grundimmunisierung mit NYVAC-VGag
erzielten Gag-spezifischen T-Zellen durch eine zweite Gabe des gleichen NYVAC gesteigert
werden konnten (Abb. C-22 und C-23, jeweils Mausgruppe 6).

Der Vergleich der Ergebnisse aus beiden Mausversuchen zeigte auflerdem, dass durch eine
zweifache, homologe Applikation einer Mischung aus NYVAC-PN und NYVAC-"Gag oder
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NYVAC-*MGag keine Verbesserung, sondern eher ein leichter Riickgang der
Gag-spezifischen zellularen Immunantworten zu beobachten ist (Abb. C-22 und C-23, jeweils
Mausgruppen 8, 9).

Des Weiteren konnte in Bezug auf die Induktion Pol-spezifischer T-Zellen auch bei der
homologen Prime/Boost-Verabreichung einer Mischung aus NYVAC-PN zusammen mit
NYVAC-*Gag oder NYVAC-"Gag im Vergleich zu NYVAC-*"G™PN sowie NYVAC-"G™PN
eine um den Faktor 1,9 (33063 zu 176+68) bis 3,6 (481£112 zu 132+75) verbesserte
Induktion der Pol-spezifischen zellularen Immunantworten aufgezeigt werden. Jedoch konnte
die Anzahl der Pol-spezifischen T-Zellen durch eine homologe Prime/Boost-Strategie, mit
Ausnahme der Applikation von NYVAC-PN alleine (Mausgruppe 10), nicht verbessert
werden (Abb. C-23).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine homologe Immunsierungsstrategie,
vermutlich aufgrund der induzierten Vektorimmunitat gegen NYVAC, zu keiner deutlichen

Verbesserung Gag-spezifischer zellularer Immunantworten flhrte.

C.53 Co-Verabreichung von gp120 fuhrt nicht zur Unterdriickung Gag-
und Pol-spezifischer zellularer Inmunantworten

Wie in Kapitel C.4.1 beschrieben, konnte bereits in mehreren DNA-Immunisierungsstudien
gezeigt werden, dass eine Co-Verabreichung von gp120 zur verminderten Induktion
Gag-spezifischer zellularer Immunantworten fuhrt (Abb. C-19, Mausgruppe 4).

Basierend auf diesen Beobachtungen sollte nun in einer weiteren Mausstudie untersucht
werden, ob bei einer gemeinsamen Applikation von NYVAC-gp120 mit Gag exprimierenden
rekombinanten NYVACs ebenfalls eine Unterdriickung Gag-spezifischer T-Zell Antworten
stattfindet.

Je sechs BALB/c Mause pro Gruppe wurden hierfiir mit jeweils 1x10” pfu NYVAC-C,
NYVAC-YG PN, NYVAC-gp120, NYVAC-Gag oder NYVAC-PN sowie einer Mischung aus
den letzten beiden genannten NYVACs intramuskular (i.m.) immunisiert (Abb. C-24,
Abschnitt B, Mausgruppen 2, 5, 7-9). Des Weiteren erfolgte die i.m. Verabreichung von
NYVAC-gp120 zusammen mit NYVAC-YG PN oder einer Mischung aus NYVAC-Gag und
NYVAC-PN (Abb. C-24, Abschnitt B, Mausgruppen 4, 6). Zwei Wochen spater wurden die
Milzen entnommen, je drei Milzen pro Gruppe vereint, und in Doppelbestimmungen die Gag-,
Pol- und Env-spezifischen Immunantworten mittels FACS-Analyse bestimmt. Mit NYVAC-wt
immunisierte  Mause dienten als Negativkontrolle  bezuglich der Induktion
Transgen-spezifischer Immunantworten (Abb. C-24, Abschnitt B, Mausgruppe 1).

Wie in Abbildung C-24 zu sehen, konnten durch eine alleinige Verabreichung von
NYVAC-"G™PN  (Mausgruppe 3), NYVAC-"Gag (Mausgruppe 7), NYVAC-gp120
(Mausgruppe 8) und NYVAC-PN (Mausgruppe 9) zum Teil sehr hohe Gag-, Pol- und
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Env-spezifische zellulare Immunantworten induziert werden. Die intramuskulare Applikation
von NYVAC-C fuhrte hingegen zur Induktion Pol- und Env-spezifischer T-Zell Antworten und
verglichen mit NYVAC-wt zu einer nicht nachweisbaren Anzahl Gag-spezifischer T-Zellen
(Abb. C-24, Mausgruppe 2).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen einer Immunisierung mit pcDNA-Konstrukten (Abb. C-19,
C-20 und C-21) zeigt die Auswertung dieser Daten, dass eine Co-Verabreichung von
NYVAC-"G"PN und NYVAC-gp120 nicht zur Unterdriickung der Gag- und Pol-spezifischen
Immunantworten fihrte (Abb. C-24, Mausgruppe 4).
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Abb. C-24: Gag-, Pol- und Env-spezifische zelluldre Inmunantworten nach Co-Verabreichung
von NYVAC-gp120
A) Darstellung des Immunisierungsschemas.

B) Gag-, Pol- und Env-spezifische zelluldre Immunantworten: 2x10° Splenozyten aus immunisierten
BALB/c Mausen wurden fir 6 h mit dem Gag-spezifischen A9l Peptid, dem Pol-spezifischen

L9l Peptid, dem Env-spezifischen V11V Peptid oder mit Medium behandelt und im Anschluss die
Anzahl CD8"/ IFN y * Zellen pro 30.000 CD8" Zellen mittels FACS Analyse bestimmt. Mit NYVAC-wt
immunisierte Mause dienten als Negativkontrolle (Gruppe1).

Eine gemeinsame Verabreichung von NYVAC-"Gag, NYVAC-PN und NYVAC-gp120 fiihrte
ebenfalls zur Induktion einer effizienten, und im Vergleich zu einer Gabe von
NYVAC-YG™PN in Kombination mit NYVAC-gp120, zu einer verbesserten Induktion
Pol-spezifischer T-Zellen (Abb. C-24, Mausgruppen4, 6). Es konnte jedoch keine

verbesserte Induktion Gag-spezifischer zellularer Immunantworten erreicht werden.
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Dies zeigte sich auch bei einer Immunisierung mit einer Mischung aus NYVAC-"Gag und
NYVAC-PN (Mausgruppe 5), durch welche sehr gute Pol-spezifische jedoch nur sehr
marginale Gag-spezifische zellulare Immunantworten hervorgerufen werden konnten.

Im Gegensatz zu einer Reduktion der Anzahl Gag-spezifischer T-Zellen, wie sie nach einer
gemeinsamen Verabreichung der DNA-Plasmide pcgp120 und pc¥Gag gezeigt werden
konnte, filhrte eine Co-Verabreichung von NYVAC-gp120 und NYVAC- MG PN zu keiner
Unterdriickung Gag- und Pol-spezifischer zellularer Immunantworten. Es lasst sich weiterhin
festhalten, dass nach einer gemeinsamen Verabreichung von NYVAC-PN, NYVAC-"Gag
und NYVAC-gp120 nur sehr geringe Gag-spezifische T-Zell Antworten generiert werden
konnten. Auch die Applikation einer Mischung aus NYVAC-PN und NYVAC-YGag fiihrte
bereits zur Induktion sehr schwacher Gag-spezifischer zellularer Immunantworten. Die
Induktion dieser schwachen zellularen Immunantworten ist somit vermutlich auf die generelle
Trennung der Transgene auf unterschiedliche NYVACs und nicht auf eine Co-Verabreichung
von NYVAC-gp120 zurtckzufuhren.

C.54 Eine kombinierte Verabreichung von verbesserten Plasmid-DNA-
Konstrukten und rekombinanten NYVACs verstarkt die Transgen-
spezifische zellulare Immunantworten

Wie in Kapitel C.5.2 dargestellt, fihrte eine zweifache, homologe Verabreichung der
rekombinanten Viren zu keiner Verbesserung Gag-spezifischer zellularer Immunantworten.
Basierend auf diesen Ergebnissen sollte in einer nachfolgenden in vivo Studie untersucht
werden, inwieweit die Induktion Gag-spezifischer T-Zellen durch die Verwendung einer
heterologen Prime/Boost-Strategie verbessert werden kann (Abb. C-25, Abschnitt B). Hierbei
sollte vor allem geklart werden, ob die Verbesserung des DNA-Prime oder/und die
Optimierung des NYVAC-Boost die Induktion Transgen-spezifischer zellularer
Immunantworten steigert.

Dafir wurden je sechs BALB/c Mause pro Gruppe intramuskular (i.m.) mit DNA-C
(80 pg pc*MGPN und 57 ug pcgp120) (Abb. C-25, Mausgruppen 6, 7) oder einer dquimolaren
Mischung aus 57 uygpc'Gag, 70pgpcPN und 57 ugpcgp120  (Abb. C-25,
Mausgruppen 8, 9) grundimmunisiert. Vierzehn Tage spéater erhielten die Versuchstiere eine
Booster-Immunisierung mit 1x10” pfu NYVAC-C (Abb. C-25, Mausgruppen 6, 8) oder einer
1:1 Mischung aus jeweils 1x10” pfu NYVAC-"G™PN und NYVAC-gp120 (Abb. C-25,
Mausgruppen 7, 9). Wiederum zwei Wochen nach der letzten Immunisierung wurden die
Milzen entnommen, je drei Milzen pro Gruppe vereint und in Doppelbestimmungen wurden
die Gag-, Pol- und Env-spezifischen Immunantworten mittels FACS-Analyse bestimmt. Mit
NYVAC-wt immunisierte Mause dienten als Negativkontrolle beziglich der Induktion

Transgen-spezifischer Immunantworten (Abb. C-25, Mausgruppe 1).
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Erganzt wurde der experimentelle Versuchsaufbau mit den relevanten Kontrollgruppen
(Abb. C-25, Mausgruppen 2-5).
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Abb. C-25: Gag-, Pol- und Env-spezifische zelluldre Inmunantworten nach Anwendung einer
heterologen Prime/Boost-Strategie

A) Darstellung des Immunisierungsschemas.

B) Gag-, Pol- und Env-spezifische zellulare Immunantworten: 2x10° Splenozyten aus immunisierten
BALB/c Mausen wurden fiur 6 h mit dem Gag-spezifischen A9l Peptid, dem Pol-spezifischen

L9l Peptid, dem Env-spezifischen V11V Peptid oder mit Medium behandelt und im Anschluss die
Anzahl CD8"/ IFN v * Zellen pro 30.000 CD8" Zellen mittels FACS Analyse bestimmt. Mit pcDNA und
NYVAC-wt immunisierte Mause dienten als Negativkontrolle (Gruppe1).

Die alleinige Verabreichung der DNA-Konstrukte an Tag 0 (Mausgruppen 2, 3) oder die
Applikation der relevanten rekombinanten NYVACs an Tag 14 (Mausgruppen 4, 5) fihrte
jeweils lediglich zu eher marginalen Transgen-spezifischen zellularen Immunantworten.

Nach Gabe von DNA-C/NYVAC-C zeigt die Auswertung der Daten wie erwartet die Induktion
starker Pol- und Env-spezifischer zellularer Immunantworten, jedoch konnten keine
Gag-spezifischen T-Zellen hervorgerufen werden (Abb. C-25, Mausgruppe 6). Die
Applikation eines verbesserten NYVAC-Boost durch die Verwendung einer Mischung aus
NYVAC-"G"PN und NYVAC-gp120 fiihrte, wie in Abbildung C-25 Mausgruppe 7 dargestellt,
in Kombination mit einer DNA-C Grundimmunisierung zu keiner Verbesserung der Induktion
Gag-spezifischer zellularer Immunantworten. Jedoch konnte gezeigt werden, dass durch die
Verbesserung des DNA-Prime (aquimolare Mischung aus pc“Gag, pcPN und pcgp120) in
einer heterologen Verabreichung mit NYVAC-C deutlich erhéhte Transgen-spezifische

T-Zellen induziert wurden (Abb. C-25, Mausgruppe 8). Verglichen mit der Kombination aus
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DNA-C und NYVAC-C zeigte sich, dass durch die Verbesserung der DNA-Konstrukte in der
Grundimmunisierung  dreifach  gesteigerte  Pol- und  Env-spezifische zellulare
Immunantworten errreicht wurden (Pol: 499161 zu 14961298, Env: 9301166 zu 2693+432).
Die Gag-spezifischen zelluldren Immunantworten konnten hierbei sogar um das fast
vierzigfache (32+7 zu 1194+154) erhoht werden (Abb. C-25, Mausgruppen 6, 8). Die
Verabreichung einer Mischung aus pcMGag, pcPN und pcgp120 gefolgt von der Gabe einer
Mischung aus NYVAC-G™PN und NYVAC-gp120 filhrte zu einem weiteren Anstieg der
Transgen-spezifischen T-Zellen und damit zu einer deutlichen Verbesserung der
gemessenen zellularen Immunantworten (Abb. C-25, Mausgruppe 9).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die heterologe Verabreichung neuer
rekombinanter NYVACs in Kombination mit hinsichtlich der Transgenexpression
verbesserten DNA-Konstrukten eine deutliche Steigerung Gag- und Pol-spezifischer

zellularer Immuantworten erreicht werden konnte.
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Diskussion

D. Diskussion
D.1 Entwicklung und Bewertung neuer DNA-Konstrukte
D.1.1 Die Optimierung der Transgenexpression verbesserte die

Induktion Gag-spezifischer zellularer Inmunantworten

Eine der vielversprechendsten Strategien zur Induktion effizienter Antigen-spezifischer
Immunantworten stellt derzeit die Verabreichung einer Vakzine mittels einer heterologen
Prime/Boost-Strategie dar. Hierzu konnte unter anderem gezeigt werden, dass durch eine
Grundimmunisierung mit einem DNA-Vektor und eine Auffrischimmunisierung mit einem
viralen Vektor starke T-Zell vermittelte Immunantworten generiert werden konnen. Die
Verabreichung einer Kombination aus Plasmid-DNA (DNA-C), welche das artifizielle HIV-1
Clade C Polyprotein Gag, Pol, Nef (GPN) sowie das Huillprotein gp120 exprimiert, und dem
pockenviralen Vektor NYVAC-C, der die gleichen Antigene enthalt, induzierte bezlglich der

131,203 und

Starke und Breite effiziente Antigen-spezifische T-Zell Antworten in praklinischen
in klinischen Phase | und Il Studien 224 jedoch waren die durch die Vakzine
hervorgerufenen T-Zell Antworten hauptsachlich gegen Env gerichtet, wahrend Gag-, Pol-,
und Nef-spezifische Antworten in einem deutlich geringeren Ausmald induziert worden
waren.

Durch das Einfiigen neuer Modifikationen in das Transgen GPN (C.2.1.1) konnte bereits eine
Verbesserung der Proteinexpression sowie eine Verbesserung der Induktion

Gag-spezifischer CTL-Antworten im BALB/c Mausmodell erzielt werden.

D.1.2 Der negative Einfluss des HIV-1 Hillproteins Env auf die
Expression und Prasentation co-verabreichter Antigene konnte
bestatigt werden

Wie unter C.2.1.1 beschrieben, flhrte die Co-Immunisierung von Env zur Unterdrickung
dieser verbesserten Gag-spezifischen Immunantworten, konnte jedoch durch eine radumlich
oder zeitlich getrennte Verabreichung der verwendeten Transgene vermieden werden ™.
Somit lasst sich momentan ein negativer Effekt von Env auf Gag durch die Wahl einer
geeigneten Applikationsroute aufheben; der Mechanismus, welcher diesem Effekt zu Grunde
liegt, konnte hingegen bis jetzt nicht geklart werden.

Eine Kompetition zwischen HIV-1 gp120 und co-verabreichten Antigenen wurde nicht nur
von unserer Arbeitsgruppe ?'* und im Rahmen dieser Arbeit (C.4.1, Abb. C-19) aufgezeigt,
sondern konnte auch in diversen anderen Untersuchungen bestatigt werden.

In einer Studie von Hovav et al. zeigt sich bei einer gemeinsamen Gabe von gp120-
kodierender Plasmid-DNA zusammen mit Ovalbumin (OVA)- oder Luciferase

(Luc)-Konstrukten eine verminderte Expression von Ova und Luc in BALB/c Mausen.

78



Diskussion

Weiterhin konnte ebenfalls die Unterdriickung der Ova- und Luc-spezifischen zellularen und
humoralen Immunantworten, jedoch nicht der gp120-spezifischen Antworten gezeigt
werden ?®. Im Gegensatz zu unseren Daten, konnte in dieser Studie die Unterdriickung der
spezifischen zelluldren Immunantworten durch eine raumlich getrennte Applikation der
Transgene in separate Hinterbeine der Maus nicht aufgehoben werden. Die Autoren
diskutieren, dass die Antigenexpression der co-verabreichten Transgene systemisch und
nicht nur lokal an der Immunisierungsstelle beeinflusst wird. Ein moéglicher Kandidat ist dabei
Typ-l Interferon (IFNa), welches von plasmazytoiden Dendritischen Zellen (pDC) nach

Aktivierung durch gp120 gebildet wird ?*°

, und die Leistung des zur Expression der kodierten
Antigene verwendeten Cytomegalievirus-Promotor vermindern kdénnte *%?”. Dieser Theorie
widerspricht jedoch eine Verodffentlichung von Martinelli et al. die beschreibt, dass gp120 in
der Lage ist die Aktivierung und Maturation von pDCs durch die Verminderung der
Produktion von IFNa zu unterdricken, um dadurch deren immunogene Aktivitat zu
beeinflussen 2%,

Hovav et al. konnten zeigen, dass HIV-1 gp120 die Expression des co-verabreichten
Antigens Luc im Muskelgewebe unterdruckt, und postulieren, dass dies vermutlich zu einer
verminderten Prasentation Luc-spezifischer Epitope auf APCs und dadurch zu einer
schwacheren Antigen-spezifischen Immunantwort fihrt. Sie vermuten weiterhin eine
Interaktion von HIV-1 gp120 mit Chemokin-Rezeptoren, was wiederum die Aufnahme von
Antigen durch APCs und deren Reifung und Migration in lymphatische Gewebe beeinflusst.
Eine spezifische Interaktion des X4-gp120 mit dem CXCR4 Rezeptor und die dadurch
vermittelte Signalwirkung in Maus- und Rattenzellen konnte bereits in diversen Arbeiten

229-231

nachgewiesen werden . Obwohl dies im murinen System voraussichtlich nur fir

X4-trope Viren zutrifft 2°2

und der Tropismus flir das in dieser Arbeit verwendete HIV-1-Isolat
CN54 nicht bekannt ist, kdnnte der Einfluss von gp120 auf die Lokalisation von APCs oder
T-Zellen eine Rolle spielen.

Auch die Arbeitsgruppe um Franklin Toapanta konnte einen starken Einfluss eines
co-verabreichten gp120 auf die Héhe der Expression des Gruppenspezifischen Antigens
(Gag) in vitro nachweisen. Sie konnten sowohl in einer Western-Blot Analyse als auch mit
Hilfe eines ELISA zeigen, dass nach Co-Transfektion einer gp120 kodierenden Plasmid-DNA
die Menge des Gag-Proteins im Uberstand der Zellen deutlich reduziert ist ?**. Betrachtet
man hingegen die Induktion Antigen-spezifischer zelluldrer Immunantworten, so konnten sie,
Ubereinstimmend mit unseren Daten (C.4.1, Abb. C-19), bei einer rdumlich getrennten
Verabreichung beider Transgene keinen signifikanten Einfluss von gp120 auf die Induktion
Gag-spezifischer T-Zell Antworten nachweisen. Allerdings zeigt sich bei der Betrachtung der
Daten von Toapanta etal. ein deutlicher Rickgang der Gag-spezifischen Antikoérper-

antworten. Lopez et al. beschreiben in einer alteren Verodffentlichung die MHC-Kompetition
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von HIV-1 gp160 und dem Phosphoprotein pp89 des Cytomegalievirus bei Co-Expression in
einer Zelle. Die Daten weisen darauf hin, dass die Kompetition der beiden analysierten
viralen Epitope aus gp160 und pp89 (beide L -restringiert) auf der Ebene der MHC-Beladung
und Stabilisierung stattfindet, was die Expression oder die Aufnahme beider Proteine durch
die gleiche Zelle vorraussetzt 2.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Veroéffentlichungen lasst sich spekulieren, ob eine
Interferenz  zwischen gp120 und den co-verabreichten Transgenen bereits an der
Immunisierungsstelle, in diesem Fall in den Muskelzellen stattfindet, und ob dies die
Aufnahme von Antigen und die Prasentation spezifischer Epitope auf MHC-Molekilen in
APCs beeinflusst. Vorraussetzung zur Uberpriifung dieser Annahmen ist die Gewahrleistung

der gemeinsamen Expression beider Transgene in einer Zelle.

D.1.3 Transgenvarianten zur Analyse der Env/Gag-Kompetition zeigten
in biochemischen Analysen die erwarteten Proteinexpressionen

Zur genaueren Analyse der Env/Gag-Kompetition wurden basierend auf den Beobachtungen

von Lopez, Toapanta und Hovay #3*23422°

im Rahmen dieser Arbeit Transgenvarianten
hergestellt, welche (i) die Lokalisation und somit die Expression von Gag und Env in einer
Zelle gewahrleisten, (ii) die Prozessierung von Env und Gag in einer Zelle beeinflussen und
(iii) eine genauere Betrachtung einer evtl. vorhandenen Kompetition um die Beladung auf
MHC-Molekulen ermdglichen sollen.

Hierzu wurden, wie unter C.2.1.2 erlautert, Plasmid-DNA-Konstrukte hergestellt, welche
MGag iiber eine TaV2a-Sequenz an gp120 verbunden enthalten und somit die Expression
beider Proteine in gleicher Menge in einer transfizierten Zelle sicherstellen. Die
Expressionsstarke von Gag und Env war hierbei in beiden Konstrukten mit der Transfektion
von Plasmiden, die nur ein Antigen kodieren (Gag oder gp120) oder mit einer transfizierten
aquimolaren Mischung beider Plasmid-DNAs vergleichbar (C.2.2.1).

Der Nachweis einer Co-Lokalisierung von Gag und Env in einer Zelle ist fir eine genauere
Untersuchung des Mechanismus der Kompetition zwischen den beiden Transgenen jedoch
nicht ausreichend. Wie unter C.2.1.3 beschrieben besteht die Mdéglichkeit der Kompetition
immundominanter Epitope von Gag und Env um die Prasentation auf MHC-Klasse-I|
Molekiilen, eine Méglichkeit welche auch von Lopez et al. postuliert wurde. Zur Uberprifung
dieser Hypothese wurde eine gp120 Transgenvariante hergestellt, welche eine Deletion des
BALB/c gp120-spezifischen Epitops V11V aufweist. Des Weiteren erfolgte die Integration
des Gag- bzw. gp120-spezifischen Epitops in das jeweils andere Transgen. Die
biochemische Charakterisierung bestatigte die korrekte Expression der veranderten

Transgene (C.2.2.1). Die C-terminale Verlangerung von MGag und gp120 um das jeweils
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andere spezifische Epitop (V11V oder A9l) hat somit keinen Einfluss auf die Expression der
veranderten Transgene.

Wie in vorangegangenen Immunisierungsstudien in unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt
werden konnte, Iasst sich eine Unterdriickung Gag-spezifischer Immunantworten durch die
Co-Verabreichung einer geringeren DNA-Menge des gp120 Konstrukts im Verhaltnis zu Gag

aufheben 2,

Eine Veranderung der Prozessierung von Gag und Env und eine damit
verbundene Beeinflussung der Expressionsstarke der beiden Transgene war ebenfalls Teil
dieser Arbeit. Die hierfiir hergestellten Transgenvarianten (MGag-SP und gp120ASP) dienten
zur weiteren Untersuchung einer moglicherweise in der exprimierenden Zelle stattfindenden
Kompetition (C.2.1.4). Das wie unter C.2.1.4 beschriebene Anfiigen der Gensequenz des
artifiziellen Signalpeptids N-terminal an das Transgen “Gag vermittelt den Transport von
MGag in das Endoplasmatische Retikulum (ER) und somit in den sekretorischen Weg #*°. Um
den korrekten Transport der Proteine aus dem ER zum Trans-Golgi-Netzwerk zu
ermdglichen, durchlauft jedes Protein co- und post-translationale Veranderungen. Ohne
diese Modifikationen kommt es zum kontrollierten lysosomalen oder proteasomalen Abbau
der Proteine '"".

In einer ersten Analyse der Proteinexpression zeigte sich, dass weder “Gag-SP noch
gp120ASP im Uberstand transient transfizierter Zellen nachweisbar waren (C.2.2.1). Da eine
Expression von MGag-SP im Zelllysat, jedoch nicht im Uberstand transfizierter Zellen gezeigt
werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass durch eine fehlende Oligomerisierung und
eine somit auftretende Fehlfaltung YGag im ER zuriickgehalten wird. Dort kommt es dann
z.B. nach Erkennung durch Chaperone zum Ruicktransport ins Zytosol, zur Ubiquitinylierung
und damit zum Abbau des Proteins Uber das Proteasom.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass neue Transgenvarianten hergestellt werden
konnten, die in ersten biochemischen Charakterisierungen die gewiinschten Veranderungen

aufzeigen und nun in in vivo Studien untersucht werden konnten.

D.1.4 Die Verabreichung der 2a-Konstrukte zeigte invitro eine
gemeinsame Expression der Proteine in einer Zelle und fiihrte
in vivo zur Unterdrickung Gag-spezifischer T-Zell Antworten

Unter der Annahme, dass eine Interferenz zwischen gp120 und einem co-verabreichten
Transgen (wie z.B. Gag) entweder bei der gemeinsamen Prozessierung und Expression in
der infizierten Zelle oder aber auch nach gemeinsamer Aufnahme in eine APC auftritt, ist die
gemeinsame Anwesenheit von Gag und gp120 in der gleichen Zelle ausschlaggebend.

In allen vorangegangenen Studien erfolgte stets die Gabe einer Mischung aus gp120 und
einem zweiten Antigen ?°?**2*  Dadurch kann das Vorhandensein beider Transgene in

einer Zelle nur vermutet, keinesfalls jedoch sichergestellt werden. Mit Plasmid-DNA-
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Konstrukten (2a-Konstrukte), welche beide Transgene in vergleichbarer Starke exprimieren
und somit dquimolare Mengen von Gag und gp120 in einer Zelle gewahrleisten (C.2.2.1,
Abb. C-5), lasst sich nun eine mogliche Interferenz auf Zellebene untersuchen.

Die Uberprifung der Lokalisierung beider Transgene in einer Zelle mittels FACS-Analyse
zeigte nach einer ftransienten Transfektion der 2a-Konstrukte die Expression beider
Immunogene in 26 % aller Zellen, wohingegen nur 10 % (Gag) bzw. 0,4 % (Env) der Zellen
ausschlielllich eines der beiden Immunogene exprimierten. Wahrend die Transfektion einer
Mischung beider Plasmide zu 27 % Gag-positiver und 10 % Env-positiver Zellen fuhrte, lag
die Zahl der doppelt positiven Zellen bei lediglich 8 % (C.2.2.2, Abb. C-8).

Gleichwonhl flihrten die intramuskuldre Verabreichung einer aquimolaren Mischung beider
Plasmide (MGag und gp120) sowie die Gabe der 2a-Konstrukte in gleicher Weise zur
Unterdriickung der Gag-spezifischen zellularen Immunantworten (C.4.1, Abb. C-19).
Wenngleich sich die in vivo von der in vitro Situation unterscheiden kénnte, so deuten diese
Ergebnisse dennoch an, dass die Co-Expression beider Transgene in einer Zelle nicht
notwendig ist.

Eine wichtige Bedeutung fur das Induzieren einer CD8+ T-Zell Antwort kommt dem
Mechanismus der sogenannten Cross-Prasentation zu. Hierbei werden in DCs uber
Phagozytose oder Makropinozytose aufgenommene exogene Antigene prozessiert und auf
MHC-Klasse-l Molekiilen zytotoxischen T-Zellen prasentiert 2%’_ In einer in vivo Studie, in
welcher ausschliellich nicht-hamatopoetische Stammzellen mit Virus infiziert wurden, konnte
gezeigt werden, dass APCs virale Antigene von mit Virus infizierten Zellen Uber
cross-priming aufnehmen und dadurch eine spezifische CTL-Antwort generieren kénnen 2%
Es ware somit auch vorstellbar, dass die Proteinexpression der intramuskular verabreichten
Transgene gag und env in der gleichen oder aber auch in unterschiedlichen Muskelzellen
stattfindet und dass anschlielRend im lymphatischen Gewebe beide Proteine durch eine APC
Uber cross-priming aufgenommen werden. Eine mdgliche Interferenz zwischen Gag und Env
wurde somit nicht in der Muskelzelle, sondern in einer Antigen-prasentierenden Zelle
auftreten. Da bei der Verabreichung von Vakzinekomponenten in verschiedene Beine der
Maus unterschiedliche lymphatische Kompartimente angesprochen werden, wirde auch die
effiziente Induktion Gag-spezifischer T-Zellen nach raumlich getrennter Immunisierung diese
Theorie unterstitzen.

Des Weiteren bindet das HIV-1 Glykoprotein gp120 an den auf pDCs und mdDCs
befindlichen Oberflachenrezeptor DC-SIGN und wird dadurch von Dendritischen Zellen
aufgenommen ?*. Eine DC-SIGN-HIV-1 Interaktion reguliert weiterhin die durch Toll-like
Rezeptoren (TLR) vermittelte angeborene Immunantwort und greift somit in
immunstimulatorische Signalkaskaden ein #*>**2. Ebenso konnte fiir gp120 ein Einfluss auf

die Maturation von mdDCs sowie auf die Expression bestimmter Zytokine gezeigt
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werden ?32* Eine Behandlung von humanen Endothelzellen zeigte weiterhin eine durch
HIV-1 gp120 und gp160 induzierte Apoptose in diesen Zellen >*°. Diverse Gruppen konnten
in diesem Zusammenhang nahelegen, dass apoptotische Zellen die Aufnahme von Antigen
in Verbindung mit apoptotischen Vesikeln durch ,bystander-DC“, welche die Fahigkeit
besitzen T-Zell Antworten zu vermitteln, erhdhen 24627,

HIV-1 Env weist einige Mechanismen auf, welche die Immunreaktion des Wirts unterdriicken
konnen. Es ware somit auch denkbar, dass Env dadurch die Immunogenitat einer Vakzine

beeinflusst.

D.1.5 Die Induktion Gag-spezifischer Inmunantworten nach Gabe einer
Mischung aus “Gag und gp120AV11V deutet auf eine Kompetition
um die Prasentation auf MHC-l Molekulen hin

Die Verabreichung einer Mischung der beiden DNA-Plasmide pcMGag und pcgp120AV11V

fuhrte in einer in vivo Studie im BALB/c Mausmodell zur Induktion Gag-spezifischer T-Zell

Antworten (C.4.2, Abb. C-20). Wie bereits unter D.1.4 postuliert, deuten sowohl die in vitro

als auch die invivo Untersuchungen der 2a-Konstrukte darauf hin, dass die

Proteinexpression der co-verabreichten Antigene in der gleichen oder aber auch in

unterschiedlichen Muskelzellen stattfindet, und dass eine mdgliche Interferenz zwischen Gag

und Env anschlieend in einer APC auftritt, welche z.B. Gber cross-priming beide Antigene
gleichzeitig aufgenommen hat. Da die unter C.4.2 beschriebene Mausstudie zeigen konnte,
dass die Deletion des BALB/c gp120-spezifischen Epitops V11V bei gemeinsamer Gabe des
modifizierten Plasmids zusammen mit pc"Gag zum Erhalt Gag-spezifischer T-Zellen fiihrt,
lasst sich spekulieren, ob eine Kompetition beider Epitope aus Gag und Env um die

Beladung auf MHC-Klasse-I Molekiile eine mdégliche Erklarung des negativen Effekts von

Env auf Gag darstellt.

Viren kodieren fir eine Vielzahl potentieller Epitope, welche auf MHC-I Molekiilen prasentiert

werden und die Generierung zytotoxischer T-Zell Antworten vermitteln konnen.

Untersuchungen zur Prasentation verschiedener viraler Epitope auf MHC-I Molekilen

konnten zeigen, dass die Erkennung prasentierter Epitope und die damit verbundene

Induktion einer Immunantwort gegen unterschiedliche virale Epitope in ihrer Starke stark

variieren kann ?*%°_ Des Weiteren ist eine antivirale CTL Antwort in vivo typischerweise nur

gegen ein Einziges oder eine geringe Anzahl dieser potentiellen Epitope gerichtet. Dieses

251
t5

Phanomen wird als Immundominanz bezeichnet <°'. Einige zum Teil bereits bekannte

Faktoren beeinflussen jedoch die Wahl eines immundominanten Epitops zur Generierung

2

CD8+ T-Zell vermittelter Immunantworten 2%2. Hierzu zahlen z.B. der Ablauf der viralen

Proteinexpression 2*°, die Spezifitat der Antigen Prozessierung und Prasentation 22, die

Bindungsaffinitat zwischen dem T-Zell Rezeptor und dem MHC-Peptid-Komplex 2" oder aber
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auch die genetischen Veranderungen des Virus selbst 2. Wie bereits oben erwahnt konnten
Lopez etal. durch einen Vergleich zweier viraler Epitope aus gp160 und pp89 eine
Kompetition aufzeigen, welche vermutlich bereits auf der Ebene der MHC-Beladung und

t?%* Es konnte somit sein, dass die Anwesenheit eines

Stabilisierung stattfinde
immundominanten Epitops die Beladung eines weniger gut prasentierten Epitops auf
MHC-Molekiile durch eine Kompetition mit diesem z.B. bei der Expression in der infizierten
Zelle oder in einer Antigen-prasentierenden Zelle verhindert ?*. In weiteren ex vivo Studien
wurden humane Dendritische Zellen mit rekombinanten pockenviralen Vektoren infiziert und
die Transgen-spezifischen CTL Antworten unter Verwendung eines spezifischen T-Zell-Klons
bestimmt. In diesen Studien, die in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt wurden, konnte kein
Einfluss gp120-spezifischer Epitope auf die Beladung Gag-spezifischer Epitope auf
MHC-Molekiile gezeigt werden (Dissertation Philip Rosenstock, durchgefiihrt am Institut fir
Medizinische Mikrobiologie, Universitat Regensburg).

Jedoch deuten sowohl die Ergebnisse der Untersuchung der 2a-Konstrukte als auch die
in vivo Daten nach Verabreichung einer Mischung aus "Gag und gp120AV11V an, dass eine
Kompetition vermutlich auf der Ebene der APC stattfindet. Diese Theorie wiirde auch durch
die Induktion Gag-spezifischer T-Zell Antworten nach raumlich getrennter Verabreichung von
Env und Gag unterstitzt werden, da aufgrund dieser Applikationsroute prozessierte Proteine

in getrennte lymphatische Kompartimente transportiert werden.

D.1.6 Die Deletion des artifiziellen Signalpeptids von Env verbesserte in
gleicher Weise die Gag-spezifischen Immunantworten wie eine
Verringerung der verabreichten Menge an Env

Das HIV-1 Glykoprotein Env enthalt wie alle Membranproteine ein Amino-terminales
Signalpeptid (SP)?*°, welches fiir den Transport der entstehenden Polypeptide in das
Endoplasmatische Retikulum (ER) sorgt?®. Die Spaltung des HIV-Env-SP findet im
Anschluss daran an der Membran des ER statt, und induziert die weitere Prozessierung des
Hullproteins. Des Weiteren vermittelt das HIV-Signalpeptid die Bindung von Env an diverse
Chaperone im ER, wie z.B. Calnexin, was wiederum die Faltung und Glykosylierung des
Proteins beeinflusst 2622%,

Durch die Entfernung des artifiziellen Signalpeptids am gp120 konnte in der vorliegenden
Arbeit sowohl ein Einfluss auf die in vitro Expression als auch auf die Induktion
gp120-spezifischer zellularer Immunantworten in vivo gezeigt werden. Hierzu konnte in einer
ersten biochemischen Charakterisierung nachgewiesen werden, dass nach transienter
Transfektion des DNA-Plasmids gp120ASP weder im Lysat noch im Uberstand
gp120-Protein vorhanden war. Im Vergleich dazu konnte eine effiziente Proteinexpression

des Transgens gp120 mit Signalpeptid gezeigt werden (C.2.2.1, Abb. C-7). Bei
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intramuskuldrer Verabreichung einer Mischung aus gp120ASP und “Gag zeigte sich
weiterhin ein Rickgang der Induktion Env-spezifischer T-Zell Antworten (C.4.3, Abb. C-21).

Nicht nur die vollstandige Deletion des Signalpeptids, sondern auch der Austausch des
HIV-SP durch heterologe SP-Sequenzen fihrt, wie von Pfeiffer et al. dargestellt, bei der
Prozessierung von gp160 aus einem vollstandigen Provirusisolat zum Rulckgang der
Verpackung von Env in virale Partikel und zu einer verminderten Infektidsitét der Viren %4, Im
Gegensatz dazu konnten andere Studien zeigen, dass der Austausch des SP durch eine
Signalsequenz des Erythropoetins (Epo) oder des tissue-plasminogen activator (tPA) zur

Erhdhung der Sekretion von gp120 fiihrt 265%°¢,

Obwohl zum Teil widersprichliche
Ergebnisse vorliegen, scheint es sich bei dem HIV-Signalpeptid nicht nur um ein passives
Transportsignal, sondern um einen aktiven Regulator zur Bildung und Funktion von
Hullproteinen zu handeln.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte dargestellt werden, dass durch die Deletion des
Signalpeptids am gp120 und die damit verbundene Veranderung der Prozessierung von Env
ein tendenzieller, jedoch keinesfalls signifikanter Anstieg Gag-spezifischer T-Zellen erzielt
werden konnte (C.4.3, Abb.C-19). Dieser Anstieg Gag-spezifischer zellularer
Immunantworten lasst sich jedoch auch durch die Co-Verabreichung einer geringeren

DNA-Menge des gp120 Konstrukts im Verhdltnis zu Gag erreichen 2™,

Sowohl die
Applikation einer geringeren Menge des gp120-DNA-Plasmids als auch die Veranderung der
Prozessierung von gp120 fihren des Weiteren zu einem generellen Rickgang der
exprimierten gp120 Proteinmenge. Es ist somit sehr wahrscheinlich, dass es sich bei dem
Anstieg Gag-spezifischer T-Zellen um einen Effekt handelt, der ausschlieRlich auf die
Anwesenheit einer geringeren Menge an Env zurlickzuflihren ist.

Wie bereits aus den biochemischen Charakterisierungen ersichtlich (C.2.2.1, Abb. C-7),
konnte durch das Anfiigen des Signalpeptids an “Gag keine Verbesserung der
Prozessierung von Gag erzielt werden. Vielmehr fihrt die Modifikation am Transgen gag wie
schon unter D.1.3 beschrieben vermutlich zu einer Fehlfaltung von "Gag und somit zum
proteasomalen Abbau des Proteins. Aus diesem Grund fiihrt das N-terminale Anfligen des
SP an Gag auch bei alleiniger Verabreichung oder bei der Gabe in einer Mischung mit gp120
nicht zu einer Verbesserung Gag-spezifischer T-Zell Antworten (C.4.3, Abb. C-21).

Die Herstellung und Charakterisierung der neuen Transgenvarianten konnte erste
Anhaltspunkte fir den Mechanismus, welcher der Interferenz zwischen Env und Gag zu
Grunde liegt, aufzeigen. Es bedarf jedoch weiterer praklinischer Studien, um diesen

negativen Effekt von Env genauer erklaren zu kénnen.
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D.2 Herstellung und Bewertung rekombinanter NYVAC

D.2.1 Unter Verwendung der homologen Rekombination wurden neue
NYVAC-Varianten hergestelit

Die Methode der homologen Rekombination bietet eine aufwendige jedoch
erfolgversprechende Methode zur Herstellung rekombinanter Viren und konnte nicht nur fir
die Generierung rekombinanter NYVAC, sondern auch fur die Herstellung von
rekombinantem MVA erfolgreich eingesetzt werden '%°.

Diese Rekombinationsmethode beruht auf einem zweistufigen Prozess bei welchem in
einem ersten Schritt, unter Verwendung eines Transfervektors, eine Expressionskassette flr
ein gewiunschtes Transgen zusammen mit einem geeigneten Reportergen in den Lokus des
deletierten Thymidinkinasegens im NYVAC Genom gerichtet einrekombiniert wird. Das
verwendete Transferkonstrukt enthalt interne homologe Sequenzbereiche welche in einem
zweiten Schritt die Ausrekombination des Reportergens ermoglichen. Da Vacciniaviren
vollstandig im Zytoplasma der Zelle replizieren und somit die Synthese der RNA auch dort
und nicht im Zellkern stattfindet®, ist fiir die korrekte Transkription des Transgens ein
Vacciniavirus-spezifischer Promotor nétig. Dieser ist ebenfalls auf dem Transferkonstrukt
enthalten und wurde zusammen mit der Expressionskassette einrekombiniert.

Die Anreicherung der hergestellten NYVACs erfolgte mittels einer aufwendigen
Plaque-Aufreinigung. Durch die Selektion auf Transgen-positive Einzelplaques konnten
genetische Veranderungen im integrierten Transgen erkannt und bezlglich der Expression
des Transgens sehr effiziente rekombinante Viren generiert und hochtitrig vermehrt werden.
Ziel dieser Arbeit war es, veranderte Transgenvarianten mittels dieser homologen
Rekombinationsmethode in das NYVAC Genom einzubringen und so neue rekombinante
NYVACs herzustellen. Es konnten insgesamt acht virale Konstrukte generiert werden (C.3.3,

Tab. C-2), die mittels PCR- und Western-Blot Analyse verifiziert wurden.

D.2.2 Die Verifizierung der rekombinanten NYVACs bestatigte eine
Expression der Transgene und eine hohe Expressionseffizienz in
allen rekombinanten Viren

Zur Verfizierung des ersten Rekombinationsschritts erfolgte in einer PCR-Analyse die
Uberprifung der Integration der Expressionskassette zusammen mit dem Reportergen LacZ.
Dabei wurden unter Verwendung spezifischer Primer mehrere Einzelplaques untersucht, und
es konnten abhangig von der Aufreinigungsrunde 60-100 % der analysierten Plaques auf
positive Integration des Transferkonstrukts getestet werden (gezeigt fir NYVAC-YGag:
C.3.1.3.2, Abb.C-14). Des Weiteren erfolgte in den jeweils letzten beiden

Reinigungsschritten die Untersuchung der Ausrekombination des Reportergens LacZ und
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somit die Verifizierung des zweiten Rekombinationsschritts. Hierbei lag die Effizienz, wie am
Beispiel des NYVAC-"Gag gezeigt, bei 100 % (C.3.1.3.2, Abb. C-15).

Im Gegensatz zu einer Verodffentlichung von Gomez etal., in welcher die genetische
Stabilitdt der hergestellten rekombinanten Viren durch die Infektion von primaren
Hihnerfibroblasten mit dem vollstdndig aufgereinigten Virusstock Uberpriift wurde '?°,
erfolgte im Rahmen dieser Arbeit die Verifizierung der rekombinanten NYVAC mittels der
genaueren Analyse von Einzelplaquesuspensionen.

Anders als der hochattenuierte NYVAC-Stamm, welcher durch eine zielgerichtete Deletion
von 18 offenen Leserahmen aus der Sequenz des Kopenhagen Stamms generiert wurde */,
erfolgte die Herstellung von MVA durch mehrmaliges Passagieren des chorioallantoid
vaccinia Ankara (CVA) auf primaren Hiihnerfibroblasten *’. Ziel dieses Passagierens ist das
zufallige Einfligen genetischer Mutationen im Virusgenom, welche im Falle von MVA unter
anderem die Replikation des Virus in HUhnerzellen beglnstigen und somit in humanen
Zellen vermindern, oder die Virulenz des Virus in den untersuchten Tieren unterdriicken .
Jedoch stellt auch die Aufreinigung neuer rekombinanter Viren nach der Integration
unterschiedlicher Transgene in die bereits attenuierten viralen Vektoren eine Passagierung
dieser Viren wahrend der Plaquereinigung dar. Es Iasst sich somit nicht ausschliel3en, dass
wahrend der Aufreinigung Mutationen im Transgen oder im Backbone auftreten, die zum
einen die Expressionseffizienz herabsetzen und zum anderen die Induktion
Transgen-spezifischer Immunantworten in vivo vermindern.

Um das Auftreten solcher Mutationen oder das vollstandige Entfernen des Transgens
wahrend der Aufreinigung verifizieren zu kdnnen, wurden Einzelplaques im Western-Blot
analysiert (C.3.2.3 und C.3.2.4). Zuséatzlich erfolgte die Uberpriifung der
Transgen-Expression nach Infektion von BHK-21 Zellen mit den aufgereinigten
rekombinanten NYVACs (C.3.2.5). Ebenso wie fir die Charakterisierung der

Proteinexpression nach Transfektion der pcDNA-Konstrukte #'*

ergaben sich auch im
Kontext des viralen Vektors NYVAC, abhangig von den eingefiigten Modifikationen in den
integrierten Transgenen, die erwarteten Proteinbanden (C.3.2.5, Abb. C-18). Mit Hilfe der
Western-Blot Analyse konnte eine erfolgreiche und im Vergleich zu NYVAC-C deutlich
verbesserte Expression aller eingebrachten Transgene bestatigt werden.

Im Verlauf der Verifizierung der Einzelplaquesuspensionen aus den rekombinanten Viren
konnten jedoch deutliche Unterschiede in der Stabilitat aufgezeigt werden. Wahrend fur die
Aufreinigung von NYVAC-PN lediglich eine Expressionseffizienz von 94 % erzielt werden
konnte, exprimierten die nach Infektion mit NYVAC-Gag analysierten Zelllysate zu 100 %
das eingebrachte Transgen (C.3.2.4, Abb.C-17 sowie E.2.5, Abb. E-9). Obwohl das
Auftreten von Mutationen im integrierten Transgen durch eine Verifizierung der

rekombinanten Viren mittels Einzelplaquesuspensionen nicht verhindert werden konnte,
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ermoglichte diese Verifizierung ein deutlich schnelleres Erkennen genetischer
Veranderungen und eine Selektion auf korrekt exprimierte Transgene. Rekombinante Viren,
welche eine Mutation im integrierten Transgen aufweisen, kdnnten unter Umstanden
schneller replizieren, sich somit schneller in infizierten Zellen vermehren, und dadurch zur
Verunreinigung eines hochtitrigen Virusstocks beitragen.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Verifizierung der rekombinanten NYVAC konnte
zeigen, dass eine Bestimmung der Expressionseffizienz und somit ein Nachweis der
Stabilitdt der rekombinanten Viren durch eine biochemische Charakterisierung von

Einzelplaquesuspensionen fir die Herstellung hochtitriger Virusstocks wichtig ist.

D.2.3 Verifizierung neuer rekombinanter NYVACs hinsichtlich ihrer
Fahigkeit zur Induktion spezifischer zellularer Imnmunantworten

Durch die Herstellung und Austestung des Vakzine-Kandidaten NYVAC-C in praklinischen
und klinischen Phase | und Il Studien konnten Pockenviren bereits erfolgreich als geeignete
Vektoren etabliert werden '?*"3'2%  jedoch zeigten sich in heterologen Prime/Boost-Studien
zusammen mit DNA-C sehr gute Antigen-spezifische zellulare Immunantworten gegen das in
NYVAC-C und DNA-C integrierte gp120. Gag- und Pol-spezifische Immunanworten konnten
dabei, vermutlich aufgrund der schwachen Expression des eingebrachten Polyproteins
bestehend aus GagPolNef, nur sehr marginal induziert werden.

Studien an Elite Controllern konnten zeigen, dass neben der Induktion breit-neutralisierender
Antikérper 8% das Hervorrufen einer schiitzenden CTL Immunantwort fiir die Kontrolle der
Virusreplikation wichtig ist '°"'%%'% |n diesem Zusammenhang stellte sich jedoch heraus,
dass genau die gegen HIV-1 Epitope aus Gag und Pol gerichteten CTLs in der Lage sind
eine Virusreplikation zu kontrollieren. Somit ist die Verbesserung der Expression des
Polyproteins GagPolNef flr die Induktion gesteigerter Gag- und Pol-spezifischer T-Zellen
entscheidend.

Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine nicht-progressiv verlaufende HIV-1 Infektion mit
einer polyfunktionalen CD4+ und CD8+ spezifischen zellularen Immunantwort verbunden ist
108109 Eine effektive HIV-Vakzine sollte somit in der Lage sein, nicht nur eine qualitativ gute
und lang anhaltende B-Zell vermittelte Immunantwort, sondern auch eine HIV-spezifische
T-Zell Antwort gegen konservierte Epitope insbesondere in Gag und Pol hervorzurufen "%
Da trotz intensiver Forschung noch kein Impfstoff zur Verfligung steht, welcher eine effiziente
breit-neutralisierende Antikérper Antwort induzieren kann, ist z.B. die Weiterentwicklung von
NYVAC-C zu einer verbesserten T-Zell Vakzine ebenfalls von grofder Bedeutung.

Um das Potential der neuen rekombinanten Viren dahingehend bewerten zu kénnen, wurde
im Rahmen dieser Arbeit die Fahigkeit zur Induktion Transgen-spezifischer CD8+ zellularer

Immunantworten untersucht.
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D.2.4 Das Einfugen des ribosomalen Frame-Shift Signals bewirkte nach
Applikation des NYVAC-*MG PN bei der Analyse aller NYVAC-
Varianten eine Verbesserung Gag-spezifischer T-Zell Antworten

In einer ersten Immunisierungsstudie konnte gezeigt werden, dass durch eine Verbesserung
der Transgenexpression eine Steigerung der Gag-spezifischen T-Zell Antworten erreicht
werden kann (C.5.1, Abb. C-22).

Eine einmalige intramuskulare Applikation von NYVAC-C fuhrte wie erwartet zur Induktion
Pol-spezifischer zellularer Immunantworten, jedoch liesen sich nach Gabe von NYVAC-C nur
marginale zellulare Immunantworten gegen das Transgen Gag hervorrufen.

Bereits in vitro konnte durch eine Infektion mit NYVAC-*"GPN im Vergleich zu NYVAC-C
keine verbesserte Expression des Polyproteins ““GPN nachgewiesen werden (C.3.2.5,
Abb. C-18). ErwartungsgemaR filhrte auch die Verabreichung von NYVAC-*YGPN in vivo zu
keiner Verbesserung der Induktion Gag-spezifischer T-Zell Antworten. Im Gegensatz dazu
konnte durch die Applikation von NYVAC-*G"PN eine im Vergleich zur Gabe von
NYVAC-*MGPN um den Faktor 3,8 (172+39 zu 46+30) gesteigerte Gag-spezifische zelluldre
Immunantworten induziert werden. Wenn die Daten, welche in vitro generiert wurden die
Situation invivo widerspiegeln, so lasst sich die deutliche Verbesserung der
Transgen-spezifischen T-Zellen vermutlich auf die Expression einer erhdhten Menge des
Pr55 Gag Vorlauferproteins nach Verabreichung von NYVAC-*YG™PN zuriickfiihren. Das
Einfligen des ribosomalen Frame-Shift Signals zwischen den Gag und Pol Leserahmen
vermittelte somit in vitro eine gesteigerte Expression des Transgens und in vivo eine
verbesserte Induktion Gag-spezifischer zelluldrer Immunantworten.

Durch die Herstellung von NYVAC-“MG PN konnte im Rahmen dieser Arbeit eine neue
NYVAC-Variante generiert werden, welche, verglichen mit NYVAC-C, in der Lage ist die
Anzahl Gag-spezifischer CD8+ T-Zellen um das Vierfache zu steigern (C.5.1, Abb. C-22).

D.2.5 Die Fahigkeit zur Bildung Virus-dahnlicher Partikel sowie die
Trennung der Transgene auf unterschiedliche NYVACs fiihrte zu
keiner weiteren Verbesserung der zellularen Immunantworten

In einer vorangegangenen Mausstudie konnte bei der Austestung von DNA-Konstrukten
gezeigt werden, dass die intramuskuldre Verabreichung des pc"G™PN Plasmids sowie die
Trennung von "Gag und PN auf unterschiedliche DNA-Konstrukte zu einer Verbesserung der
Gag-spezifischen T-Zell Antworten fiihrt 2.

Neben dem Einfugen des ribosomalen Frame-Shift Signals sollte somit in einer weiteren
in vivo Studie auch der Einfluss der Befahigung zur Bildung von Virus-ahnlichen Partikeln
sowie der Einfluss der Trennung der Transgene gag und polnef auf die T-Zell Antworten

nach Applikation der unterschiedlichen NYVACs untersucht werden.

89



Diskussion

Wie in Kapitel D.2.4 beschrieben, konnte durch die Gabe von NYVAC-""G PN eine um das
Vierfache gesteigerte  Gag-spezifische T-Zell Antwort induziert werden. Die
Wiederherstellung des Myristoylierungssignals im Transgen G PN und die Verabreichung
dieses Transgens mittels des viralen Vektors NYVAC zeigte keine zusatzliche Steigerung
der Anzahl Gag-spezifischer CD8+ T-Zellen (C.5.1, Abb. C-22). Auch fihrte die Applikation
der Transgene MGag, ““Gag und PN ebenfalls zu keiner Verbesserung der induzierten
Gag-spezifischen zellularen Immunantworten.

In einer Western-Blot Analyse konnte sowohl fur die Transfektion der DNA-Konstrukte als
auch fur die Infektion mit NYVAC gezeigt werden, dass die Wiederherstellung des
Myristoylierungssignals sowie die Trennung der Leserahmen von Gag und PN zu keiner

zusatzlichen Verbesserung der Transgenexpression beitragen (Abb. C-18 sowie 2

). In vitro
konnte somit kein Unterschied in der Expression der Transgene aufgezeigt werden. Die
intramuskulare Verabreichung der Transgenvarianten im Kontext des viralen Vektors NYVAC
fuhrte jedoch im Gegensatz zur Gabe der DNA-Konstrukte nicht zu einer Verbesserung der
Gag-spezifischen zelluldaren Immunantworten. Ein direkter Einfluss des rekombinant
hergestellten NYVAC auf die Induktion spezifischer Immuantworten ist somit nicht
auszuschlieRen.

Bezlglich der Induktion effizienter Transgen-spezifischer zellularer Immunantworten konnte
der hochattenuierte Vacciniavirus Stamm NYVAC als virale Vektor-Vakzine sehr erfolgreich
eingesetzt werden '?*"32%_Bej der Bewertung von NYVAC als virales Vektorsystem muss
jedoch auch die Untersuchung der Wirtsantwort als Reaktion auf die Applikation von NYVAC
betrachtet werden. In einer in vitro Studie konnten Guerra etal. nach Infektion von
HelLa-Zellen mit NYVAC die vermehrte Expression diverser Zwischenprodukte der
Apoptose-Signalkaskade, wie z.B. der Caspase-9 oder aber auch die Aktivierung von NF-kB

nachweisen %’.

Ein direkter Zusammenhang zwischen einer durch NYVAC vermittelten
Apoptose oder der Aktivierung von NF-kB auf die Induktion Transgen-spezifischer
Immuanantworten ist dabei jedoch noch nicht geklart.

Bei der Betrachtung von mit DNA immunisierten Mausen, im Vergleich zu solchen, die eine
Applikation mit NYVAC erhalten haben, zeigen sich deutlich héhere Transgen-spezifische
zelluldre Immunantworten *'?". Die Daten legen die Vermutung nahe, dass durch die
Verabreichung der DNA-Konstrukte per se eine quantitativ héhere Immunantwort erreicht
werden kann und dass mittels des attenuierten NYVACs generell nur eine bestimmte
Quantitat und Qualitat an Transgen-spezifischen Immunantworten zu erreichen ist.

Wie auch im Rahmen dieser Arbeit wurden flr die Immunisierung von Mausen in den
vorangegangenen Studien 1x10’ infektiose Partikel des zu testenden pockenviralen Vektors
t 126,131.

eingesetz
1x10” NYVAC-YGag und 1x10" NYVAC-PN kénnte die Gabe einer solch hohen Menge an

Insbesondere bei der Verabreichung einer Mischung aus
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NYVAC selbst die Hohe der induzierten Transgen-spezifischen T-Zell Antworten
beeinflussen. Moglicherweise konnte ein durch NYVAC hervorgerufener Effekt auf die Hohe
der induzierten Gag-spezifischen Immunantworten durch die Verabreichung einer deutlich
geringeren Menge an infektidsen Partikeln vermindert werden. Jedoch muss eine mdégliche
Auswirkung auf die Hoéhe der induzierten Transgen-spezifischen T-Zell Antworten
berlcksichtigt werden.

Ein anderer Ansatz zur Verbesserung der Induktion Transgen-spezifischer Immunantworten,
welcher von anderen Arbeitsgruppen bereits untersucht wird, ist die Modifikation des
NYVAC-Vektors selbst. Hierbei wird zum einen durch das Wiedereinfigen der
host-range-Gene K1L und C7L die Replikationsfahigkeit des viralen Vektors in humanen
Zellen erndht, zum anderen fihrt die Deletion des Gens B19R, welches flr einen I6slichen
Faktor kodiert, der die Bindung von Typ-l Interferonen an ihren natirlichen Rezeptor

verhindert, zur Unterdriickung der antiviralen Antwort des Wirts 2.

D.2.6 Im Kontext des viralen Vektors NYVAC zeigte sich kein Einfluss
der Co-Verabreichung von gp120 auf die Induktion
Gag-spezifischer T-Zell Antworten

Die Kombination aus HIV-1 gp120 und Gag filhrte bei einer Applikation dieser Transgene
unter Verwendung eines DNA-Vektors zur Unterdrickung der Induktion zellularer
Immunantworten gegen das co-verabreichte Antigen Gag 2. Der Einfluss des Hiillproteins
Env konnte in diversen Arbeiten bestatigt werden 2*#?2°23 jedoch ist der Mechanismus,
welcher diesem Effekt zu Grunde liegt, bis jetzt nicht vollstandig geklart. Dennoch weist das
HIV-1 Env einige Eigenschaften auf, welche die Induktion einer Immunantwort gegen
co-verabreichte Antigene schwiachen kdnnten 24024,

Um einen moglichen negativen Einfluss von gp120 auch im Kontext des viralen Vektors
NYVAC genauer untersuchen zu kénnen, wurden in einer weiteren invivo Studie die
rekombianten viralen Vektoren NYVAC-YG™PN sowie NYVAC-Gag und NYVAC-PN in
Kombination mit NYVAC-gp120 verabreicht. Die Auswertung der Daten zeigt, dass das
Hullprotein gp120 in einer einmaligen intramuskuldren Applikation zusammen mit
NYVAC-"G"PN oder einer Mischung aus NYVAC-Gag und NYVAC-PN keinen negativen
Einfluss auf die Induktion Gag-spezifischer T-Zell Antworten hat (C.5.3, Abb. C-24). Wie
bereits postuliert, wurden im Rahmen dieser Arbeit durch die Gabe von 1x107 infektidsen
Partikeln des jeweils zu testenden rekombinanten NYVAC, sehr hohe Mengen des viralen
Vektors verabreicht. Es liegt somit die Vermutung nahe, dass bei der Verabreichung von
NYVAC-"G"SPN per se keine quantitativ héheren Transgen-spezifischen Immunantworten

erreicht werden kdnnen. Ein vorhandener Einfluss von gp120 auf die Hohe der induzierten
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zelluldren Immunantworten kdnnte somit evtl. durch die Verabreichung einer geringeren
Menge an infektidsen Partikeln untersucht werden.

Des Weiteren zeigte sich bei der Betrachtung der Applikation von NYVAC-YGag in einer
Mischung mit NYVAC-PN im Vergleich zur Gabe von NYVAC-YG PN keine Verbesserung
der Gag-spezifischen T-Zellen (C.5.3, Abb. C-24). Jedoch konnte, wie in Abbildung C-24
dargestellt, ein Anstieg der Pol-spezifischen zellularen Immantworten nachgewiesen werden.
Die Trennung der Transgene “Gag und PN filhrte in diesem Mausversuch sogar zum
Rickgang der Anzahl Gag-spezifischer T-Zellen. Da die alleinige Verabreichung von
NYVAC-YGag, NYVAC-PolNef und NYVAC-gp120 zu einer sehr starken Induktion zellularer
Immunantworten gegen das jeweilige Transgen flihrte, kdnnte auch hier nicht die Trennung
der Transgene perse, sondern die erhéhte NYVAC-Menge eine mogliche Erklarung
darstellen. Dies konnte z.B. durch die Co-Verabreichung einer gesteigerten Menge an

NYVAC-wt weiter untersucht werden.

D.2.7 Eine homologe Prime/Boost-Strategie konnte die Induktion
effizienter Antigen-spezifischer T-Zell Antworten nicht zusatzlich
verbessern

Die in einer vorangegangenen Studie durchgefiihrte Untersuchung zeigte eindeutig, dass bei
Verwendung einer heterologen Prime/Boost-Strategie (DNA/NYVAC), im Vergleich zu einer
homologen Applikation von NYVAC alleine, deutlich verbesserte Transgen-spezifische
zelluldre Immunantworten induziert werden "*'. Dies legt die Vermutung nahe, dass durch die
homologe Verabreichung der rekombinanten Viren eine Immunantwort gegen den Vektor
selbst induziert und dadurch die Unterdriickung Vakzine-spezifischer Immunantworten
hervorgerufen wurde "°.

Experimentell wird dieser Verdacht durch die Ergebnisse, welche in einer weiteren
Mausstudie generiert wurden, bestatigt. Durch ein intramuskulares Priming mit
NYVAC-*"G ®PN und einen nachfolgenden Boost mit dem gleichen rekombinanten NYVAC
konnte im Vergleich zu einer einmaligen Immunsierung (C.5.1, Abb. C-22) keine Steigerung
Gag-spezifischer zellularer Immunantworten induziert werden (C.5.2, Abb. C-23). Dies zeigte
sich mit Ausnahme von NYVAC-"Gag fiir alle analysierten NYVAC-Varianten.

Betrachtet man die Induktion der Pol-spezifischen T-Zell Antworten, so flihrte ebenfalls
ausschliellich die zweifache Verabreichung von NYVAC-PN zu einer leichten Verbesserung
der Pol-spezifischen zellularen Immunantworten.

Obwohl zwei unterschiedliche Mausstudien nicht direkt miteinander vergleichbar sind, lasst
sich dennoch festhalten, dass die durch eine Grundimmunsierung erzielten Gag- und
Pol-spezifischen zellularen Immunantworten durch eine zweite Gabe des jeweils gleichen

NYVACs nicht gesteigert werden kénnen.
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Da durch die Erstimmunisierung mit einem DNA-Plasmid vor allem das Problem der
Vektorimmunitat umgangen werden kann, sind heterologe Prime/Boost-Immunisierungen bei
der Verabreichung eines viralen Vektors als HIV-Vakzine einer homologen Strategie

vorzuziehen.

D.2.8 Die Verbesserung der DNA-Konstrukte sowie der rekombinanten
Viren fiihrte in einer heterologen Prime/Boost-Verabreichung zu
einer deutlich gesteigerten Induktion Transgen-spezifischer
Immunantworten

Wie bereits in diversen praklinischen und klinischen Phase | und Il Studien gezeigt, konnten
durch die heterologe Prime/Boost-Verabreichung eines rekombinanten Virus zusammen mit
einer DNA-Vakzine die Transgen-spezifischen zelluldren Immunantworten, im Vergleich zu
einer einmaligen Gabe des Virus deutlich gesteigert werden '#%'3'2%  Betrachtet man eine
Studie, in welcher die Kombination aus DNA-C und NYVAC-C untersucht wurde, genauer, so
zeigt sich, dass diese heterolog verabreichten Vakzine-Kandidaten in der Lage waren, sehr
starke Env-spezifische T-Zell Antworten zu induzieren, dass jedoch zellulare
Immunantworten gegen Gag und Pol nur sehr schwach hervorgerufen werden konnten 2%2%,
Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Verbesserung dieser heterologen
Prime/Boost-Kombination hinsichtlich der Steigerung Gag- und Pol-spezifischer zellularer
Immunantworten erreicht werden.

Erste Hinweise deuten an, dass eine heterologe Prime/Boost-Immunisierung in der Lage ist,
sowohl quantitativ als auch qualitativ hohe Immunantworten zu generieren *°. Da die fiir
einen Prime verwendete Plasmid-DNA selbst nicht immunogen ist, sind die induzierten
Immunantworten ausschlieRlich gegen das kodierte Antigen gerichtet. Im Gegensatz dazu
werden bei Vektor-basierten Impfstoffen Immunantworten sowohl gegen das Ubertragene
Transgen als auch gegen den Vektor selbst induziert. Im Rahmen einer heterologen
Prime/Boost-Immunisierung fihrt die Vektor-bedingte Expression grolder Mengen an
Transgen zu einer raschen und potenten  Steigerung der durch die
Plasmid-DNA-Grundimmunisierung hervorgerufenen Immunreaktionen wie auch zu einer
niedrigeren Vektorimmunitat °*"'%?. Dies konnte auch im Rahmen dieser Arbeit bestatigt
werden.

Wie in Abbildung C-25 dargestellt, fliihrte die Verabreichung einer Kombination aus DNA-C
und NYVAC-C lediglich zur Induktion effizienter Pol- und Env-spezifischer zellularer
Immunantworten. Gag-spezifische T-Zell Antworten konnten hierbei nur sehr marginal
hervorgerufen werden. Auch flihrte die Verabreichung eines verbesserten NYVAC-Boost
durch die Verwendung einer Mischung aus NYVAC-“G PN und NYVAC-gp120, zusammen

mit einer DNC-C Grundimmunisierung, zu keiner Verbesserung Transgen-spezifischer
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Immunantworten. Im Gegensatz dazu konnte durch die Erstimmunisierung mit einem
verbesserten DNA-Prime (&quimolare Mischung der Plasmid-DNAs pc“Gag, pcPN und
pcgp120) in einer heterologen Verabreichung sowohl mit NYVAC-C als auch mit einer
Mischung aus NYVAC-"G™PN und NYVAC-gp120 eine deutliche Steigerung
Gag-spezifischer zellularer Immunantworten erreicht werden. Bereits bei einer
Boost-Immunisierung mit NYVAC-C konnte dabei eine um den Faktor 37 verbesserte
Induktion Gag-spezifischer T-Zell Antworten gezeigt werden. Ebenso zeigte sich fir die
Pol-spezifischen sowie fir die Env-spezifischen T-Zell Antworten eine Steigerung um das
Dreifache (C.5.4, Abb. C-25). Im Vergleich zu NYVAC-C fihrte die Boost-Verabreichung
einer Mischung aus NYVAC-"G™PN und NYVAC-gp120 zu einem weiteren leichten Anstieg
der Transgen-spezifischen Immunantworten.

Die Auswertung der durchgefiihrten heterologen Prime/Boost-Immunisierung zeigte somit,
dass eine Verbesserung der Grundimmunisierung mit DNA zu einer deutlich gesteigerten
Induktion Transgen-spezifischer zelluldrer Immunantworten fihrte (C.5.4, Abb. C-25).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die zur Auffrischimmunisierung verwendeten neuen
rekombinanten NYVACs in Kombination mit einer DNA-C Grundimmunisierung zu keiner
Verbesserung der gemessenen zelluldren Immunreaktionen beitrugen (C.5.4, Abb. C-25).
Eine effektive Erstimmunisierung mit DNA, welche im idealen Fall bereits zur Induktion einer
erhdhten Anzahl an Memory-T-Zellen flhrt, scheint die entscheidendere Komponente in
einem heterologen Prime/Boost-System darzustellen.

Ein weiterer Vorteil eines heterologen Systems sind die unterschiedlichen adjuvierenden
Eigenschaften von DNA-Vektoren und viralen Vektorsystemen. So kdnnen durch die
Verwendung eines heterologen Systems nicht nur deutlich verbesserte Immunantworten
hervorgerufen werden, auch die adjuvierenden und zum Teil synergistischen Eigenschaften
der fir den Prime und Boost verwendeten Vektorsysteme kdnnen zur Verbesserung der
Immunantworten beitragen .

Auch die Verabreichung verschiedener Vektor-Vakzinen unter Verwendung unterschiedlicher
Applikationsrouten koénnte zu einer Steigerung zellularer Immunantworten fiihren. So kénnte
durch eine intramuskulare Verabreichung eines DNA-Vektors gefolgt von einer z.B.

270 oder durch die

intranasalen Gabe des viralen Vektors EHV-1 (Equines Herpesvirus Typ1)
Applikation eines pockenviralen Vektors mittels Skarifizierung (PTVDC Konsortium: Daten
von Petra Moij, in Bearbeitung) eine zuvor systemisch induzierte Immunantwort deutlich

verstarkt werden.

Abschlielend lasst sich festhalten, dass durch die Herstellung neuer rekombinanter Viren
Vakzine-Kandidaten generiert werden konnten, die im Vergleich zu einem bestehenden

Kandidaten (NYVAC-C) sowohl bei alleiniger Applikation als auch in einer heterologen
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Prime/Boost-Immunisierung eine deutliche Steigerung Gag-spezifischer T-Zell Antworten
erzielten. Der Mechanismus welcher einem inhibitorischen Effekt von Env auf die Induktion
Gag-spezifischer zellularer Immunantworten zu Grunde liegt, konnte im Rahmen dieser

Arbeit nur in Anséatzen erlautert werden und bedarf weiterer Untersuchungen.

D.3 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnten neue, auf dem viralen Vektor NYVAC basierende
rekombinante Viren hergestellt werden. Es konnte gezeigt werden, dass diese
rekombinanten NYVACs im Vergleich zu dem bereits etablierten NYVAC-C eine deutlich
verbesserte Expression der eingebrachten Transgene aufweisen und des Weiteren in der

Lage sind, eine Steigerung Transgen-spezifischer zellularer Immunantworten hervorzurufen.

D.3.1 Durchfiihrung weiterer heterologer Prime/Boost-Studien

In ersten heterologen Prime/Boost-Studien konnte durch die Applikation eines modifizierten
DNA-Konstrukts zusammen mit einem optimierten rekombinanten NYVAC eine verbesserte
Strategie zur Induktion effizienter spezifischer zellularer Immunantworten aufgezeigt werden.
Ebenso konnte in diesen in vivo Mausmodellen dargestellt werden, dass vor allem eine
Verbesserung des DNA-Prime zu dieser Steigerung der Immunantworten beitragt. In
nachfolgenden Mausstudien sollte diese Vakzinierungsstrategie jedoch weiter verbessert
und die optimale Kombination aus DNA und NYVAC untersucht werden. Hierbei kdnnte auch
eine Anderung der Prime/Boost-Strategie durch die Verwendung eines NYVAC-Prime und
eines DNA-Boost auf die Induktion Transgen-spezifischer zellularer Immunantworten
untersucht werden.

Auch koénnte durch eine mehrfache Grundimmunisierung mit DNA oder eine Wiederholung
der Auffrischimmunisierung durch NYVAC eine weitere Steigerung Transgen-spezifischer
T-Zellen erreicht werden. Basierend auf diesen Uberlegungen werden bereits sowohl
Plasmid-DNA Kontrukte als auch NYVAC- bzw. ALVAC-Vektoren, welche die von unserer
Arbeitsgruppe optimierten Immunogene enthalten, in Makakenmodellen getestet. Dabei
beruhen alle aktuellen Immunisierungsansatze jedoch auf einer mehrmaligen Verabreichung
der DNA-Vektoren, einer zwei- bis dreimaligen Auffrischimmunisierung mit einem viralen
Vektor (z.B. NYVAC oder ALVAC) sowie teilweise auf einer dritten Applikation rekombinanter
Proteine. Da flr einen flachendeckenden Einsatz einer HIV-Vakzine, z.B. in der
afrikanischen Bevdlkerung, eine mehrfache Grundimmunisierung mit DNA und ein
wiederholter NYVAC- und/oder Protein-Boost nicht durchflihrbar ist, liegt der Fokus neuer

préklinischer Studien vor allem auf der Verbesserung des Immunisierungsschemas. Auch die
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in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse werden hierzu in die Ausarbeitung neuer
Immunisierungsstrategien  einbezogen.  Anhand der heterologen  Prime/Boost-
Immunisierungen konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass eine effektive
Erstimmunisierung mit DNA die entscheidendere Komponente in einem heterologen System
darstellt und dass die Co-Verabreichung des Hillproteins Env im Kontext von NYVAC keinen
negativen Einfluss auf die Induktion effizienter Transgen-spezifischer T-Zellen darstellt.
Somit spielt die Trennung einzelner Antigenkomponenten bei der Verabreichung des viralen
Vektors NYVAC keine ausschlaggebende Rolle. Es ware somit vorstellbar, dass eine
raumlich  getrennt  verabreichte = DNA-Grundimmunisierung  gefolgt von  einer
Auffrischimmunisierung bestehend aus der Kombination eines viralen Vektors zusammen mit
einem aufgereinigten rekombinanten Protein eine erste Immunisierungsstrategie darstellt,
welche die Anzahl der benétigten Applikationen verringert. Die Austestung der Vertraglichkeit
(klinische Phase I) der in unserer Arbeitsgruppe entwickelten neuen Vakzine-Komponenten
sowie die Bewertung der Induktion spezifischer zellularer Immunantworten (klinische

Phase Il) ist ebenfalls in weiteren Studien zu Gberprifen.

D.3.2 Entwicklung eines Transgen-gekoppelten Selektionssystems zur
Produktion rekombinanter Vacciniaviren

Bei der Betrachtung der Stabilitdt der Viren zeigten sich Unterschiede in der
Expressionseffizienz der eingebrachten Transgene. Obwohl auftretende genetische
Veranderungen in den integrierten Transgenen durch eine Verifizierung der rekombinanten
Viren mittels Einzelplaquesuspensionen nicht verhindert werden konnten, zeigte sich
dennoch, wie wichtig die Analyse von Einzelplaquesuspensionen fir die Charakterisierung
hochtitriger Virusstocks ist.

Die Entwicklung eines Transgen-gekoppelten Selektionssystems konnte eine Moglichkeit
darstellen, das Auftreten und die Vermehrung veranderter NYVACs zu unterbinden und
somit die Verunreinigung rekombinant hergestellter Viren zu verhindern. Vorstellbar ware,
die kodierende Sequenz eines beliebigen Transgens Uber das TaV2a-Peptid des Thosea
asignia virus an ein essentielles Gen von NYVAC zu koppeln und diese Expressionskassette
an die Stelle der deletierten Thymidinkinase in das NYVAC Genom einzurekombinieren
(Abb. D-1, Abschnitt A). Der dem 2a-Peptid vorgelagerte ORF enthalt keine
Terminationssequenz, was dazu fihrt, dass nur bei korrekter Transkription des ersten Gens
die Translation beider Gene in gleicher Weise ermdglicht wird. Durch die Deletion des
gleichen essentiellen Gens im NYVAC Genom selbst wirden somit nur solche Viren
vollstandig gebildet werden, welche die Transkription und somit Expression eines korrekten
Transgens aufweisen (Abb. D-1, Abschnitt B).
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A) Deletion essentielles Gen Transgen Uber 2a an
im NYVAC Genom essentielles Gen gekoppelt

NYvAc | ——[E] Nyvac | —— [E] NYvAc

| TG [2a| E |
B) Korrektes Transgen: Mutation im Transgen:
Transkription des essentiellen Gens Trankriptionsstop / Replikationsstop

D] NYvAC

| TG*_|2a] E |

Abb. D-1: Schematische Darstellung des Transgen-gekoppelten Selektionssystems

A) Darstellung der Deletion eines essentiellen Gens im NYVAC Genom sowie der Integration einer
Expressionskassette bestehend aus einem Uber das TaV2a-Peptid des Thosea asignia virus an ein
essentielles Gen von NYVAC gekoppeltes Transgen.

B) Dargestellt ist die Expression von Transgen und essentiellem Gen bei korrekter Transkription der
Expressionskassette sowie einem Transkriptionsstop und einem damit verbundenen Replikations-
stop des NYVAC bei einer aufretender Mutationen im Transgen.

E = essentielles Gen von NYVAC, TG = Transgen, 2a = TaV2a-Peptid

D.3.3 Weiterentwicklung einer schnelleren Herstellung rekombinanter
NYVACs durch die Verwendung einer BAC-Technologie

Die Herstellung rekombinanter Viren mittels homologer Rekombination und anschlieRender
Selektion in eukaryotischen Zellen ist langwierig und arbeitsaufwendig. Die Selektion einer
einheitlichen Population rekombinanter Viren beruht dabei auf einer wiederholten
Plague-Aufreinigung, was, wie schon erlautert, zum Auftreten unerwiinschter genetischer
Veranderungen im rekombinanten Virus flhren kann. Die Herstellung rekombinanter
NYVACs mittels einer BAC-Technologie wiirde die aufwendige Generierung in Eukaryoten
durch die Vermehrung und Mutagenese des viralen Genoms in Prokaryoten umgehen.
Dieses Verfahren findet bereits einen Einsatz in der Herstellung rekombinanter equiner
Herpesviren (EHV-1) #', in der Herstellung und Charakterisierung eines auf dem humanen

Cytomegalievirus basierenden rekombinanten Virus 2’2

sowie in der Generierung eines
rekombinanten MVA-Stocks ?>#*.  Auch fiir eine schnellere und kostengiinstigere
Herstellung rekombinanter NYVACs ware dies eine Mdglichkeit, die in Betracht gezogen

werden konnte.
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Adenovirus kb

Acquired immunodeficiency syndrome LPS
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Ampicillin MOl
Antigen presenting cell mRNA
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breit neutralisierende Antikdrper mdDC
beziehungsweise Nef
Cellular Determinant NK-Zellen
cell-associated enveloped virion NYVAC
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Dendritic Cell PBMC
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extracellular enveloped virion PFA
Envelope Glycoprotein pfu
Endoplasmatisches Retikulum PMA
Eventuell Pol
Fluorescence Activated Cell Sorting RNA
Fotales Kalberserum RT
Frame-Shift Signal (HV-1) SIV
Gruppenspezifisches Antigen SHIV
grun fluoreszierendes Protein TAP
Stunde TGN
Hamagglutinin TK
Humanes Immundefizienz Virus 1 TLR
Human Leucocyte Antigen TNF
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intracellular enveloped virion U
Interferon gamma VACV
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plasmacytoid dendritic cell
Polyethylenimin

Paraformaldehyd

plague forming units

Phorbol 12-Myristat-13-Acetat
Polymerase

Ribonukleinsdure

Reverse Transkriptase

simian immunodeficiency virus
simian-human immunodeficiency virus

Transporter associated with Antigen
Processing

trans-Golgi-Netzwerk
Thymidinkinase
Toll-like Rezeptor
Tumornekrosefaktor
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World Health Organisation
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Abb. E-1: Untersuchung der Expression des eingebrachten Transgens 2"GPN in den einzelnen
Aufreinigungsrunden

BHK-21 Zellen wurden mit den Einzelplaquesuspensionen aus den Aufreinungsrunden 6-9 infiziert
und 48 h nach Infektion geerntet. 50 ug Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
anschliellend im Western-Blot analysiert. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte unter
Verwendung eines Gag-spezifischen Antikérpers (Tab. B-5) (mock: mit NYVAC-wt infizierte Zellen).
Die fir das Transgen spezifische Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Abb. E-2: Bestimmung der Expressionseffizienz des hergestellten NYVAC-“"GPN mittels
Plaque Assay und anschlieBender Western-Blot Analyse

BHK-21 Zellen wurden mit den Einzelplaquesuspensionen infiziert und 48 h nach Infektion geerntet.
50 ug Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlielRend im Western-Blot
analysiert. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte unter Verwendung eines Gag-spezifischen
Antikorpers (Tab. B-5) (mock: mit NYVAC-wt infizierte Zellen). Die fir das Transgen spezifische
Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Abb. E-3: Untersuchung der Expression des eingebrachten Transgens "G"PN in den
einzelnen Aufreinigungsrunden

BHK-21 Zellen wurden mit den Einzelplaquesuspensionen aus den Aufreinungsrunden 6-9 infiziert
und 48 h nach Infektion geerntet. 50 ug Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlieRBend im Western-Blot analysiert. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte unter
Verwendung eines Gag-spezifischen Antikérpers (Tab. B-5) (mock: mit NYVAC-wt infizierte Zellen).
Die fir das Transgen spezifische Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Abb. E-4: Bestimmung der Expressionseffizienz des hergestellten NYVAC-*YG PN mittels
Plaque Assay und anschlieBender Western-Blot Analyse

BHK-21 Zellen wurden mit den Einzelplaquesuspensionen infiziert und 48 h nach Infektion geerntet.
50 ug Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend im Western-Blot
analysiert. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte unter Verwendung eines Gag-spezifischen
Antikérpers (Tab. B-5) (mock: mit NYVAC-wt infizierte Zellen). Die fur das Transgen spezifische
Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Abb. E-5: Untersuchung der Expression des eingebrachten Transgens "G PN in den einzelnen
Aufreinigungsrunden

BHK-21 Zellen wurden mit den Einzelplaquesuspensionen aus den Aufreinungsrunden 6-9 infiziert
und 48 h nach Infektion geerntet. 50 ug Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlieRBend im Western-Blot analysiert. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte unter
Verwendung eines Gag-spezifischen Antikorpers (Tab. B-5) (mock: mit NYVAC-wt infizierte Zellen).
Die fiir das Transgen spezifischen Banden sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
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Abb. E-6: Bestimmung der Expressionseffizienz des hergestellten NYVAC-"G °PN mittels
Plaque Assay und anschlieBender Western-Blot Analyse

BHK-21 Zellen wurden mit den Einzelplaquesuspensionen infiziert und 48 h nach Infektion geerntet.
50 ug Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend im Western-Blot
analysiert. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte unter Verwendung eines Gag-spezifischen
Antikorpers (Tab. B-5) (mock: mit NYVAC-wt infizierte Zellen). Die flr das Transgen spezifischen
Banden sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
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Abb. E-7: Untersuchung der Expression des eingebrachten Transgens AMGag in den einzelnen
Aufreinigungsrunden

BHK-21 Zellen wurden mit den Einzelplaquesuspensionen aus den Aufreinungsrunden 6-9 infiziert
und 48 h nach Infektion geerntet. 50 ug Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlieRend im Western-Blot analysiert. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte unter
Verwendung eines Gag-spezifischen Antikérpers (Tab. B-5) (mock: mit NYVAC-wt infizierte Zellen).
Die fir das Transgen spezifische Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Abb. E-8: Bestimmung der Expressionseffizienz des hergesteliten NYVAC-*"Gag mittels
Plaque Assay und anschlieBender Western-Blot Analyse

BHK-21 Zellen wurden mit den Einzelplaquesuspensionen infiziert und 48 h nach Infektion geerntet.
50 ug Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend im Western-Blot
analysiert. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte unter Verwendung eines Gag-spezifischen
Antikérpers (Tab. B-5) (mock: mit NYVAC-wt infizierte Zellen). Die fur das Transgen spezifische
Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Abb. E-9: Untersuchung der Expression des eingebrachten Transgens PN in den einzelnen
Aufreinigungsrunden

BHK-21 Zellen wurden mit den Einzelplaquesuspensionen aus den Aufreinungsrunden 7-9 infiziert
und 48 h nach Infektion geerntet. 50 ug Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlieRBend im Western-Blot analysiert. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte unter
Verwendung eines Pol-spezifischen Antikdrpers (Tab. B-5) (mock: mit NYVAC-wt infizierte Zellen). Die
fur das Transgen spezifische Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Abb. E-10: Bestimmung der Expressionseffizienz des hergestellten NYVAC-PN mittels
Plaque Assay und anschlieBender Western-Blot Analyse

BHK-21 Zellen wurden mit den Einzelplaquesuspensionen infiziert und 48 h nach Infektion geerntet.
50 ug Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend im Western-Blot
analysiert. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte unter Verwendung eines Pol-spezifischen
Antikérpers (Tab. B-5) (mock: mit NYVAC-wt infizierte Zellen). Die fur das Transgen spezifische
Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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E.2.6. Verifizierung NYVAC_gp120
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Abb. E-11: Untersuchung der Expression des eingebrachten Transgens gp120 in den
einzelnen Aufreinigungsrunden

BHK-21 Zellen wurden mit den Einzelplaquesuspensionen aus den Aufreinungsrunden 7-9 infiziert
und 48 h nach Infektion geerntet. 50 ug Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlielend im Western-Blot analysiert. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte unter
Verwendung eines gp120-spezifischen Antikdrpers (Tab. B-5) (mock: mit NYVAC-wt infizierte Zellen).
Die fur das Transgen spezifische Proteinbande betragt 120 kD .
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Abb. E-12: Bestimmung der Expressionseffizienz des hergestellten NYVAC-gp120 mittels
Plaque Assay und anschlieBender Western-Blot Analyse

BHK-21 Zellen wurden mit den Einzelplaquesuspensionen infiziert und 48 h nach Infektion geerntet.
50 pg Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend im Western-Blot
analysiert. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte unter Verwendung eines gp120-spezifischen
Antikérpers (Tab. B-5). Ein Zehntel des geernteten Uberstands wurde ebenfalls in einer SDS-PAGE
aufgetrennt und im Western-Blot analysiert (mock: mit NYVAC-wt infizierte Zellen, bzw. deren
Uberstande). Die fiir das Transgen spezifische Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

104



Anhang

E.3 DNA-Konstrukte
Die Herstellung der DNA-Konstrukte erfolgte wie unter C.2.1.2, C.2.1.3 und C.2.14

beschrieben. Die Sequenzen der in den pcDNA3.1-Vektor eingebrachten Transgene sind im

Folgenden aufgelistet.

MGag-2a-gp120

gccaccatgggcgccagggccagcatcctgaggggcggcaagcetggacaagtgggagaagatcecggetgecggectggcggcaagaaac
actacatgctgaagcacctggtctgggccagccgggagctggaacggttcgccctgaaccccggcectgctggaaaccagcgagggcetgtaa
gcagattatgaagcagctgcagcctgccctgcagaccggcaccgaggaactgcggagcectgticaacaccgtggccaccctgtactgegtge
acaccgagatcgacgtgcgggacaccaaagaggccctggacaagatcgaggaagagcagaacaagatccagcagaaaacccagcag
gccaaagaagccgacggcaaggtctcccagaactaccccatcgtgcagaacctgcagggccagatggtgcaccagceccatcageccccg
gaccctgaacgcctgggtgaaggtggtggaggaaaaggccttcagccccgaggtgatccccatgttcagegecctgagcgagggegecac
accccaggacctgaacaccatgctgaacaccgtgggcggccaccaggctgcetatgcagatcctgaaggacaccatcaacgaggaagcecg
ccgagtgggaccggctgcaccctgtgcacgccggacccatcgeccctggccagatgcgggageccaggggcagcgacatcgeeggceacce
acctccaacctgcaagaacagatcgcctggatgaccagcaacccccccgtgccecgtgggcgacatctacaageggtggatcatcectgggec
tgaacaagatcgtgcggatgtacagccccacctccatcctggacatcaagcagggccccaaagagcecctticcgggactacgtggaccggttc
ttcaagaccctgcgggceccgagcaggccacccaggacgtgaagaactggatgaccgacaccctgetggtgcagaacgccaaccccgactg
caagaccatcctgagagcactcggcccaggcgcaagcatcgaggaaatgatgaccgectgccagggegtgggcggacccagcecacaag
gccaaggtgctggccgaggccatgagccagaccaacagcgccatcctgatgcagcggagcaacticaagggcagcaagaggatcgtgaa
gtgcttcaactgcggcaaagagggccacatcgcccggaactgcagggcccccaggaagaagggctgctggaagtgcggcaaagaagga
caccagatgaaggactgcaccgagcggcaggccaacttcctgggcaagatctggccctcccacaagggcaggcccggcaacttcctgcag
aacggccctgagcccaccgcccctcccgaggaaagcttccggticggcgaggaaaccaccacccccagccagaagcaggaacccatcg
acaaagagctgtaccccctgaccagcctgaagagcctgttcggcaacgaccccagcagccaggagggcagaggaagtctgctaacatge
ggtgacgtcgaggagaatcctggcccagctagcgagacgatggacagggccaagctgetgetgetgetgetgetgetgetgetgecccagge
ccaggccgtgggcaacctgtgggtgaccgtgtactacggcgtgcccgtgtggaagggcegcecaccaccacccetgttctgcgeccagegacgcece
aaggcctacgacaccgaggtgcacaacgtgtgggccacccacgcctgcgtgecccgecgaccccaacccccaggagatggtgetggagaa
cgtgaccgagaacttcaacatgtggaagaacgagatggtgaaccagatgcaggaggacgtcatcagcctgtgggaccagagectgaagec
ctgcgtgaagctgacccccctgtgecgtgaccctggagtgcaggaacgtgagcagcaacagcaacgacacctaccacgagacctaccacga
gagcatgaaggagatgaagaactgcagcttcaacgccaccaccgtggtgagggacaggaagcagaccgtgtacgccctgttctacaggcet
ggacatcgtgcccctgaccaagaagaactacagcgagaacagcagcgagtactacaggctgatcaactgcaacaccagcgccatcacce
aggcctgccccaaggtgaccttcgaccccatccccatccactactgcacccccgecggctacgecatecctgaagtgcaacgacaagatcttca
acggcaccggcccctgccacaacgtgagcaccgtgcagtgcacccacggcatcaagcccgtggtgagcacccagcetgetgctgaacggcea
gcctggccgagggcegagatcatcatcaggagcgagaacctgaccaacaacgtgaaaaccatcatcgtgcacctgaaccagagegtggag
atcgtgtgcaccaggcccggcaacaacaccaggaagagcatcaggatcggccccggcecagaccttctacgccaccggegacatcategg
cgacatcaggcaggcccactgcaacatcagcgaggacaagtggaacgagaccctgcagagggtgagcaagaagcttgccgagcacttice
agaacaagaccatcaagttcgccagcagcagcggcggcgacctggaggtgaccacccacagcttcaactgcaggggcegagttcttctactg
caacaccagcggcctgttcaacggcgcctacacccccaacggcaccaagagcaacagcagcagcatcatcaccatceccctgcaggatca
agcagatcatcaacatgtggcaggaggtgggcagggccatgtacgcccctcccatcaagggcaacatcacctgcaagagcaacatcaccg
gcctgetgetggtgagggacggcggcaccgagcccaacgacaccgagaccticaggeccggeggcggcgacatgaggaacaactggag
gagcgagctgtacaagtacaaggtggtggagatcaagcccctgggegtggecccccaccaccaccaagaggagggtggtggagagggag
aagaggtgataa

gp120-2a-"Gag

gccaccatggacagggccaagctgctgetgcetgetgetgetgetgetgetgeccccaggeccaggecgtgggcaacctgtgggtgaccegtgtac
tacggcgtgcccgtgtggaagggcgccaccaccaccctgttctgcgccagcgacgccaaggcectacgacaccgaggtgcacaacgtgtgg
gccacccacgcctgcgtgcccgeccgaccccaacccccaggagatggtgctggagaacgtgaccgagaacttcaacatgtggaagaacga
gatggtgaaccagatgcaggaggacgtcatcagcctgtgggaccagagcctgaagccctgcgtgaagcetgacccccctgtgegtgaccctg
gagtgcaggaacgtgagcagcaacagcaacgacacctaccacgagacctaccacgagagcatgaaggagatgaagaactgcagcttca
acgccaccaccgtggtgagggacaggaagcagaccgtgtacgccctgttctacaggctggacatcgtgcccctgaccaagaagaactaca
gcgagaacagcagcgagtactacaggctgatcaactgcaacaccagcgccatcacccaggcctgccccaaggtgaccttcgaccccatce
ccatccactactgcacccccgcecggctacgccatcctgaagtgcaacgacaagatcttcaacggcaccggcccctgccacaacgtgagcac
cgtgcagtgcacccacggcatcaagcccgtggtgagcacccagctgcetgctgaacggcagectggccgagggcgagatcatcatcaggag
cgagaacctgaccaacaacgtgaaaaccatcatcgtgcacctgaaccagagcgtggagatcgtgtgcaccaggcccggcaacaacacca
ggaagagcatcaggatcggccccggccagaccttctacgccaccggegacatcatcggecgacatcaggcaggceccactgcaacatcagce
gaggacaagtggaacgagaccctgcagagggtgagcaagaagcttgccgagcacticcagaacaagaccatcaagttcgccagcagca
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gcggcggcegacctggaggtgaccacccacagcttcaactgcaggggcgagttcttctactgcaacaccagcggcctgttcaacggcgcectac
acccccaacggcaccaagagcaacagcagcagcatcatcaccatcccctgcaggatcaagcagatcatcaacatgtggcaggaggtggg
cagggccatgtacgcccctcccatcaagggcaacatcacctgcaagagcaacatcaccggcectgetgetggtgagggacggcggeaccga
gcccaacgacaccgagaccttcaggcccggcggeggcgacatgaggaacaactggaggagcegagctgtacaagtacaaggtggtggag
atcaagcccctgggcegtggcccccaccaccaccaagaggagggtggtggagagggagaagagggagggcagaggaagtctgctaacat
gcggtgacgtcgaggagaatcctggcccagctagcgagacgatgggecgccagggccagceatcctgaggggcggcaagcetggacaagtg
ggagaagatccggctgcggcctggcggcaagaaacactacatgctgaagcacctggtctgggccagceccgggagcetggaacggttcgecct
gaaccccggcctgctggaaaccagcgagggctgtaagcagattatgaagcagcetgcagcectgeccctgcagaccggcaccgaggaactge
ggagcctgttcaacaccgtggccaccctgtactgcgtgcacaccgagatcgacgtgcgggacaccaaagaggecctggacaagatcgagg
aagagcagaacaagatccagcagaaaacccagcaggccaaagaagccgacggcaaggtctcccagaactaccccatcgtgcagaacce
tgcagggccagatggtgcaccagcccatcagcccccggaccctgaacgectgggtgaaggtggtggaggaaaaggcecttcagccccgag
gtgatccccatgttcagcgccctgagcgagggcgcecacaccccaggacctgaacaccatgctgaacaccgtgggecggccaccaggcetgct
atgcagatcctgaaggacaccatcaacgaggaagccgccgagtgggaccggctgcaccctgtgcacgccggacccatcgeccctggeca
gatgcgggagcccaggggcagcgacatcgccggcaccacctccaacctgcaagaacagatcgectggatgaccagcaacccccecgtge
ccgtgggcgacatctacaagcggtggatcatcctgggcctgaacaagatcgtgcggatgtacagccccacctccatcctggacatcaagcag
ggccccaaagagcccttccgggactacgtggaccggttcttcaagaccctgcgggccgagcaggccacccaggacgtgaagaactggatg
accgacaccctgctggtgcagaacgccaaccccgactgcaagaccatcctgagagcactcggecccaggcgcaagcatcgaggaaatgat
gaccgcctgccagggegtgggcggacccagccacaaggccaaggtgctggccgaggecatgageccagaccaacagcgccatectgatg
cagcggagcaacttcaagggcagcaagaggatcgtgaagtgcticaactgcggcaaagagggccacatcgcccggaactgcagggccecce
caggaagaagggctgctggaagtgcggcaaagaaggacaccagatgaaggactgcaccgagcggcaggcecaacttcctgggcaagate
tggccctceccacaagggcaggeccggcaacttcctgcagaacggcecctgagcccaccgeccctcccgaggaaagceticecggticggegag
gaaaccaccacccccagccagaagcaggaacccatcgacaaagagctgtaccccctgaccagectgaagagectgttcggcaacgaccce
cagcagccagtgatga

MGag-V11V

gccaccatgggcgccagggccagcatcctgaggggecggcaagcetggacaagtgggagaagatcecggetgeggcectggcggcaagaaac
actacatgctgaagcacctggtctgggccagccgggagcetggaacggttcgecctgaacceccggcectgctggaaaccagcgagggcetgtaa
gcagattatgaagcagctgcagcctgccctgcagaccggcaccgaggaactgcggagcctgticaacaccgtggccacccetgtactgegtge
acaccgagatcgacgtgcgggacaccaaagaggccctggacaagatcgaggaagagcagaacaagatccagcagaaaacccagcag
gccaaagaagccgacggcaaggtctcccagaactaccccatcgtgcagaacctgcagggccagatggtgcaccageccatcagcccccg

gaccctgaacgcctgggtgaaggtggtggaggaaaaggccttcagccccgaggtgatccccatgttcagegecctgagcgagggegecac

accccaggacctgaacaccatgctgaacaccgtgggcggccaccaggctgctatgcagatcctgaaggacaccatcaacgaggaagcecg

ccgagtgggaccggctgcaccctgtgcacgccggacccatcgcccctggccagatgcgggageccaggggcagcegacatcgeccggcacce
acctccaacctgcaagaacagatcgcctggatgaccagcaacccccccgtgccecgtgggcgacatctacaageggtggatcatecctgggec
tgaacaagatcgtgcggatgtacagccccacctccatcctggacatcaagcagggcecccaaagagcccttccgggactacgtggaccggtic
ttcaagaccctgcgggecgagcaggccacccaggacgtgaagaactggatgaccgacaccctgetggtgcagaacgccaaccccgactg

caagaccatcctgagagcactcggcccaggcgcaagcatcgaggaaatgatgaccgcectgccagggegtgggcggacccagcecacaag
gccaaggtgctggccgaggccatgagccagaccaacagcgcecatectgatgcagcggagcaacticaagggcagcaagaggategtgaa
gtgcttcaactgcggcaaagagggccacatcgcccggaactgcagggcccccaggaagaagggcetgetggaagtgecggcaaagaagga
caccagatgaaggactgcaccgagcggcaggccaacttcctgggcaagatctggccctcccacaagggcaggeccggcaacttectgcag
aacggccctgagcccaccgceccctcccgaggaaagcttccggticggcgaggaaaccaccacccccagccagaagcaggaacccateg

acaaagagctgtaccccctgaccagcctgaagagcectgttcggcaacgaccccagcagccaggtgtgggccacccacgcectgegtgeccg

ccgaccccaacccccaggagatggtgctggagaacgtgaccgagaactgatga

gp120-A9I

gaattcgccgeccagcatggacagggccaagcetgctgetgetgetgetgetgetgetgetgeccccaggeccaggecgtgggcaacctgtgggtg
accgtgtactacggcgtgcccgtgtggaagggcgccaccaccaccctgttctgcgccagcgacgccaaggcectacgacaccgaggtgcac

aacgtgtgggccacccacgcctgcgtgcccgeccgaccccaacccccaggagatggtgctggagaacgtgaccgagaacttcaacatgtgg

aagaacgagatggtgaaccagatgcaggaggacgtcatcagcctgtgggaccagagcctgaagccctgegtgaagctgacccccctgtge
gtgaccctggagtgcaggaacgtgagcagcaacagcaacgacacctaccacgagacctaccacgagagcatgaaggagatgaagaact
gcagcttcaacgccaccaccgtggtgagggacaggaagcagaccgtgtacgccctgttctacaggctggacatcgtgcccctgaccaagaa
gaactacagcgagaacagcagcgagtactacaggctgatcaactgcaacaccagcgccatcacccaggcctgccccaaggtgaccticga
ccccatccccatccactactgcacccccgecggctacgcecatcctgaagtgcaacgacaagatcttcaacggcaccggceccctgccacaac

gtgagcaccgtgcagtgcacccacggcatcaagcccgtggtgagcacccagcetgetgctgaacggcagectggeccgagggcegagatcatc
atcaggagcgagaacctgaccaacaacgtgaaaaccatcatcgtgcacctgaaccagagcgtggagatcgtgtgcaccaggceccggcaa
caacaccaggaagagcatcaggatcggccccggcecagacctictacgccaccggcegacatcatcggcgacatcaggcaggceccactgca
acatcagcgaggacaagtggaacgagaccctgcagagggtgagcaagaagcttgccgagcacticcagaacaagaccatcaagttcgec
agcagcagcggcggcgacctggaggtgaccacccacagcttcaactgcaggggegagttcttctactgcaacaccageggcectgttcaacg
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gcgcctacacccccaacggcaccaagagcaacagcagcagcatcatcaccatcccctgcaggatcaagcagatcatcaacatgtggeag
gaggtgggcagggccatgtacgcccctcccatcaagggcaacatcacctgcaagagcaacatcaccggcectgetgetggtgagggacggce
ggcaccgagcccaacgacaccgagaccttcaggcccggecggcggcgacatgaggaacaactggaggagcgagcetgtacaagtacaag

gtggtggagatcaagcccctgggegtggcccccaccaccaccaagaggagggtggtggagagggagaagaggaccgtgggeggcecac
caggctgctatgcagatcctgaaggacaccatcaacgaggaagccgccgagtggtgataa

gp120AV11V

gaattcgccgccagcatggacagggccaagctgctgctgetgetgetgetgcetgetgetgccccaggecccaggecgtgggcaacctgtgggtg
accgtgtactacggcgtgcccgtgtggaagggcgccaccaccaccctgttctgcgccagcgacgccaaggcectacgacaccgaggtgeac
aacgtgtgggccacccacgcctgcctggagaacgtgaccgagaacttcaacatgtggaagaacgagatggtgaaccagatgcaggagga
cgtcatcagcctgtgggaccagagcctgaagccctgecgtgaagctgacceccctgtgegtgaccctggagtgcaggaacgtgagcagcaac
agcaacgacacctaccacgagacctaccacgagagcatgaaggagatgaagaactgcagctticaacgccaccaccgtggtgagggaca
ggaagcagaccgtgtacgccctgttctacaggctggacatcgtgcccctgaccaagaagaactacagcgagaacagcagcgagtactaca
ggctgatcaactgcaacaccagcgccatcacccaggcctgccccaaggtgaccticgaccccatccccatccactactgcacceccgecgg
ctacgccatcctgaagtgcaacgacaagatcttcaacggcaccggceccctgccacaacgtgagcaccgtgcagtgcacccacggcatcaa
gcccgtggtgagcacccagcetgetgctgaacggcagcectggeccgagggcgagatcatcatcaggagcgagaacctgaccaacaacgtga
aaaccatcatcgtgcacctgaaccagagcgtggagatcgtgtgcaccaggcccggcaacaacaccaggaagagcatcaggatcggeccce
ggccagaccttctacgccaccggcgacatcatcggcgacatcaggcaggcccactgcaacatcagcgaggacaagtggaacgagaccct
gcagagggtgagcaagaagcttgccgagcacttccagaacaagaccatcaagtticgccagcagcageggeggegacctggaggtgacca
cccacagcttcaactgcaggggcegagttctictactgcaacaccagcggcectgttcaacggecgcectacacccccaacggcaccaagagcaa
cagcagcagcatcatcaccatcccctgcaggatcaagcagatcatcaacatgtggcaggaggtgggcagggcecatgtacgcccctcccatc
aagggcaacatcacctgcaagagcaacatcaccggcctgctgctggtgagggacggcggcaccgagcccaacgacaccgagaccttcag
gccecggcggceggcgacatgaggaacaactggaggagcgagcetgtacaagtacaaggtggtggagatcaagcccctgggegtggeccece
accaccaccaagaggagggtggtggagagggagaagaggtgataa

MGag-SP

atggacagggccaagctgctgctgctgctgetgetgetgetgctgeccccaggecccaggecggegecagggcecagcatcctgaggggeggcea
agctggacaagtgggagaagatccggcetgcggectggcggcaagaaacactacatgctgaagcacctggtctgggccagecgggagcetg
gaacggttcgccctgaaccccggcectgectggaaaccagcgagggcetgtaagcagattatgaagcagetgcagcectgecctgcagaccggce
accgaggaactgcggagcctgttcaacaccgtggccaccctgtactgcgtgcacaccgagatcgacgtgcgggacaccaaagaggecctg
gacaagatcgaggaagagcagaacaagatccagcagaaaacccagcaggccaaagaagccgacggcaaggtctcccagaactacce
catcgtgcagaacctgcagggccagatggtgcaccagcccatcagcccccggaccctgaacgectgggtgaaggtggtggaggaaaagg
ccttcagccccgaggtgatceccatgttcagecgecctgagcgagggegcecacaccccaggacctgaacaccatgctgaacaccgtgggegg
ccaccaggctgctatgcagatcctgaaggacaccatcaacgaggaagccgccgagtgggaccggctgcaccctgtgcacgccggacccat
cgcccctggccagatgcgggagcccaggggcagcgacatcgccggcaccacctccaacctgcaagaacagatcgectggatgaccagce
aacccccccgtgcccgtgggcegacatctacaageggtggatcatcctgggcectgaacaagatcgtgecggatgtacagccccacctecatect
ggacatcaagcagggccccaaagagcccttccgggactacgtggaccggticticaagaccctgcgggccgagcaggccacccaggacgt
gaagaactggatgaccgacaccctgctggtgcagaacgccaaccccgactgcaagaccatcctgagagcactcggcccaggcgcaagea
tcgaggaaatgatgaccgcctgccagggcgtgggcggacccagccacaaggccaaggtgetggccgaggccatgagccagaccaacag
cgccatcctgatgcagcggagcaacttcaagggcagcaagaggatcgtgaagtgcttcaactgcggcaaagagggcecacatcgecccggaa
ctgcagggcccccaggaagaagggcetgctggaagtgcggcaaagaaggacaccagatgaaggactgcaccgagcggcaggcecaactt
cctgggcaagatctggccctcccacaagggcaggceccggcaacttcctgcagaacggcecctgagcccaccgeccctcccgaggaaagctt
ccggttcggcgaggaaaccaccacccccagccagaagcaggaacccatcgacaaagagcetgtacceccctgaccagectgaagagcectgt
tcggcaacgaccccagcagccagtgatga

gp120ASP

gccgccagcatggtgggcaacctgtgggtgaccgtgtactacggegtgcccgtgtggaagggcgecaccaccacccetgttctgcgeccagega
cgccaaggcctacgacaccgaggtgcacaacgtgtgggccacccacgcectgecgtgeccgecgaccccaacccccaggagatggtgetgg
agaacgtgaccgagaacttcaacatgtggaagaacgagatggtgaaccagatgcaggaggacgtcatcagcctgtgggaccagagcectg
aagccctgcgtgaagctgacccccctgtgegtgaccctggagtgcaggaacgtgagcagcaacagcaacgacacctaccacgagacctac
cacgagagcatgaaggagatgaagaactgcagcttcaacgccaccaccgtggtgagggacaggaagcagaccgtgtacgccctgttctac
aggctggacatcgtgcccctgaccaagaagaactacagcgagaacagcagcgagtactacaggctgatcaactgcaacaccagcgccat
cacccaggcctgccccaaggtgaccttcgaccccatccccatccactactgcaccccecgecggctacgccatcctgaagtgcaacgacaag
atcttcaacggcaccggcccctgccacaacgtgagcaccgtgcagtgcacccacggcatcaagcccgtggtgagcacccagcetgcetgetga
acggcagcctggccgagggcgagatcatcatcaggagcgagaacctgaccaacaacgtgaaaaccatcatcgtgcacctgaaccagagce
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gtggagatcgtgtgcaccaggcccggcaacaacaccaggaagagcatcaggatcggccccggcecagaccttctacgccaccggegacat
catcggcgacatcaggcaggcccactgcaacatcagcgaggacaagtggaacgagaccctgcagagggtgagcaagaagcttgccgag
cacttccagaacaagaccatcaagttcgccagcagcagcggcggcgacctggaggtgaccacccacagcttcaactgcaggggcgagttct
tctactgcaacaccagcggcctgttcaacggcgcctacacccccaacggcaccaagagcaacagcagcagcatcatcaccatceectgeca
ggatcaagcagatcatcaacatgtggcaggaggtgggcagggccatgtacgcccctcccatcaagggcaacatcacctgcaagagcaaca
tcaccggcctgetgetggtgagggacggcggcaccgagcccaacgacaccgagaccticaggeccggcggeggcgacatgaggaacaa
ctggaggagcgagctgtacaagtacaaggtggtggagatcaagcccctgggcgtggcccccaccaccaccaagaggagggtggtggaga

gggagaagaggtgataa
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