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Einleitung

A. Einleitung

A.1. HIV und AIDS

Es sind bereits 29 Jahre vergangen seit die Krankheit AIDS (acquired immune
deficiency syndrome) zum ersten Mal beschrieben wurde. Seitdem arbeiten Forscher
aus der ganzen Welt daran, Ursprung und Struktur des HI (humanes Immun-
defizienz)-Virus, Infektionsmechanismen, Ubertragungswege, Immunantworten und
Mdglichkeiten zu Therapie und Pravention von AIDS aufzuklaren. Obwohl dabei
bereits einige Erfolge erzielt werden konnten, schreitet die Pandemie weiter fort. Das
Virus schlagt den Menschen mit seinen eigenen Waffen, dem Immunsystem. Umso
wichtiger erscheint es, weiter an der Entwicklung einer protektiven HIV-Vakzine zu

arbeiten, um die weitere Verbreitung der Krankheit einzudammen.

A.1.1. Das humane Immundefizienzvirus Typ-1 (HIV-1)

Das humane Immundefizienzvirus Typ-1 gehort zur Gruppe der Lentiviren (Familie:
Retroviridae) und wurde erstmals 1983 von den Arbeitsgruppen von Luc Montagnier
und Robert Gallo aus Lymphozyten von AIDS-Patienten isoliert (Barré-Sinoussi et al.
1983, Gallo et al. 1983).

HIV-1 Partikel sind kugelformig und besitzen einen Durchmesser von ca. 100 nm.
Die Hullmembran ist aus einer Lipid-Doppelschicht aufgebaut, in der 72 Glyko-
proteinkomplexe integriert sind. Diese bestehen aus dem externen Glykoprotein
gp120 und dem Transmembranprotein gp41 (Gelderblom, 1991). Beide Proteine sind
nicht-kovalent miteinander verbunden und bilden Trimere aus je drei gp120/gp41-
Proteinkomplexen. AulRerdem enthalt die Virushulle zahlreiche Komponenten der
Wirtszellmembran, wie HLA-Molekule oder Komplementfaktoren (Aloia et al. 1993,
Gelderblom et al. 1987, Arthur et al. 1992, Meerloo et al. 1993).
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Abb. A.1: Schematische Darstellung eines HIV-1-Partikels

In der Lipid-Doppelschicht der Hillmembran sind 72 Glykoproteinkomplexe integriert, welche jeweils
aus dem externen Glykoprotein gp120 und dem Transmembranprotein gp41 bestehen. An der
Innenseite der Virushille befindet sich die aus dem Matrixprotein p17 aufgebaute Proteinschicht. Das
konische Capsid im Partikelinneren ist aus dem Capsidprotein p24 aufgebaut und umschliel3t zwei

identische RNA-Molekiile sowie die Enzyme Protease, Integrase und Reverse Transkriptase.

Direkt an der Innenseite der Virushille findet sich eine aus dem Matrixprotein p17
symmetrisch aufgebaute Proteinschicht, wobei die p17 Proteine durch einen Myristyl-
Anker kovalent in der Lipidmembran verankert sind (Henderson et al. 1992,
Veronese et al. 1988). Im Partikelinneren befindet sich ein konisches Capsid, das
aus dem Capsidprotein p24 besteht und Uber das Link-Protein p6 mit der Virushille
verbunden ist (Gelderblom, 1991). Das Capsid umschliefl3t zwei identische Molekule
einzelstrangiger RNA (Virusgenom) (Marquet et al. 1991) und mehrere Moleklile der
Reversen Transkriptase (RT) / RNAse H, Protease (PR) und Integrase (IN). Die RNA
ist mit den Nucleocapsidproteinen p7 komplexiert. Zur Replikation bendtigt das Virus
zudem das Transaktivatorprotein Tat (fransactivator of transcription) und das
regulatorische Protein Rev (regulator of expression of virion proteins). Die
akzessorischen Proteine Vif (viral infectivity factor), Vpr (viral protein rapid), Vpu
(viral protein out) und Nef (negative regulatory factor) greifen in verschiedene

Signalkaskaden ein und beeinflussen die Infektiositat der entstehenden Viruspartikel.
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Tat, Rev und Nef befinden sich nicht in den Virionen, werden aber frih wahrend der
Infektion gebildet (Barré-Sinoussi, 1996).

A.1.2. AIDS

A.1.2.1. Epidemiologie

Die HIV-Pandemie gehort weiterhin zu den weltweit grofdten Bedrohungen fur die
offentliche Gesundheit. Nach Angaben von UNAIDS haben sich im Jahr 2009 2,6
Millionen Menschen neu mit dem HI-Virus (humanes Immundefizienzvirus) infiziert.
Derzeit leben weltweit etwa 33,3 Millionen Menschen mit HIV/AIDS (acquired
immune deficiency syndrome), unter den Betroffenen sind 15,9 Millionen Frauen und
2,5 Millionen Kinder (Stand: 2010) (www.unaids.org). Mehr als ein Drittel aller HIV-
infizierten Menschen leben in Afrika stdlich der Sahara.

In Deutschland leben nach Schatzungen des Robert-Koch-Instituts (Stand: Ende
2010) etwa 70.000 Trager des HI-Virus. Die Rate der Neuinfektionen im Jahr 2010

wird auf 3.000 geschatzt (www.rki.de).

A.1.2.2. Klinik und Therapie

Bei der primaren Infektion mit HIV kommt es zur Ausbreitung des Virus im
lymphatischen Gewebe einhergehend mit einem deutlichen Abfall der T-Helfer-
Zellzahl, einer hohen Viramie (Viruslast) und damit auch einer hohen Infektiositat.
Etwa die Halfte der Patienten entwickelt wenige Wochen nach der Ansteckung ein so
genanntes akutes retrovirales Syndrom mit Fieber, Nachtschweil3, Lymphknoten-
schwellungen, Pharyngitis und Exanthemen. Nach einigen Tagen bis Wochen bilden
sich diese klinischen Veranderungen wieder zurtck.

Danach beginnt das asymptomatische Stadium (klinische Latenz), in dem die
Patienten Uber mehrere Jahre keinerlei Beschwerden haben. In diesem Stadium
nimmt die Viramie ab und stellt sich auf ein individuelles Niveau ein, was einen
maldgeblichen Parameter fir die weitere Prognose darstellt.

Im symptomatischen Stadium hat schlieRlich die Zahl der T-Helfer-Zellen soweit
abgenommen, dass es zu opportunistischen Infektionen kommt. Die schweren AIDS-
definierenden Erkrankungen treten in der Regel dann auf, wenn die CD4"-Zellzahlen

unter 200/ul gesunken sind.
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Als Therapie der HIV-Infektion steht heute die hochaktive antiretrovirale Therapie
(HAART) zur Verfugung. Diese besteht typischerweise aus einer Kombination von
zwei nukleosidalen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI) und einem Protease-
inhibitor (P1) oder einem nichtnukleosidalen Reverse-Transkriptase-Inhibitor (NNRTI).
Jedoch kann durch keine bisher bekannte Therapie eine vollstandige Elimination der
HI-Viren erreicht werden. Zudem verhindern die hohen Kosten den breiten Einsatz
von HAART in den am starksten betroffenen Regionen. Daher ist die Entwicklung

einer effektiven Vakzine als Schutz vor Ubertragung des HI-Virus notwendig.

A.2. Entwicklung eines Impfstoffs gegen HIV

A.2.1. Schwierigkeiten der HIV-Impfstoffentwicklung

HIV-1 weist einige Besonderheiten auf, die es schwierig machen einen effektiven
Impfstoff zu entwickeln. Das hierbei wahrscheinlich grote Problem stellt die grol3e
Heterogenitat des Virus dar, die aufgrund der fehlerhaften Replikation durch die
Reverse Transkriptase entsteht. Dieses Enzym arbeitet so ungenau, dass fast bei
jedem neu produzierten Virion eine Mutation vorliegt und somit bei infizierten
Personen jeden Tag unzahlige neue virale Partikel gebildet werden (Preston et al.
1988). Das Ergebnis ist die Erschaffung von Quasi-Spezies von Viren, die
heterogene Antigeneigenschaften zeigen (Malim et al. 2001). Doch obwohl HIV-1
Isolate so aulergewohnlich unterschiedlich sind, kann man sie trotzdem in
verschiedene Gruppen, so genannte Clades oder Subtypen, einteilen. So kommt z.B.
Clade B vor allem in den westlichen Landern vor, Clade C dagegen in afrikanischen
Landern sudlich der Sahara. Jeder Ansatz flr eine neue Impfstoff-Entwicklung sollte
dieses Spektrum an unterschiedlichen Antigenen berticksichtigen.

Des Weiteren hat das HI-Virus Mechanismen entwickelt um die Reaktionen des
menschlichen Immunsystems zu umgehen. Dazu gehoéren die Herabregulation von
major histocompatibility complex (MHC) Klasse | Molekllen und damit die Reduktion
der Erkennung durch zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) sowie die Bildung von
Escape-Varianten, welche sowohl den CTL-Antworten (Evans et al. 2001, O’Connor
et al. 2001, Goulder et al. 2004, Feeney et al. 2005) als auch der Erkennung durch
neutralisierende Antikdrper (Richman et al. 2003, Wei et al. 2003) entgehen konnen.

HIV-1 integriert als eine latente provirale DNA in das Genom von langlebigen

Gedéachtnis-CD4" T-Zellen und schafft somit ein persistierendes Reservoir an Viren,
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das sich der Kontrolle des Immunsystems entzieht. Berechnungen ergaben, dass die
Eradikation eines Reservoirs von nur 1 x 10° Zellen etwa 60 Jahre dauern wiirde
(Finzi et al. 1999). Daher ist das Zeitfenster flr die Wirkmechanismen einer HIV-
Vakzine streng auf die frihe Phase der Infektion begrenzt, bevor das Virus in
lymphatische Organe streuen kann (Miller et al. 2005, Gallo, 2005).

Eine weitere Schwierigkeit besteht in der Bildung von neutralisierenden Antikorpern.
Das HIV-1 Env Glykoprotein bildet auf der Oberflache des Virus Trimere mit
ausgepragter N-Glykosylierung, wodurch viele konservierte Epitope vor der
Erkennung durch Antikdrper abgeschirmt werden (Kwong et al. 1998, Wyatt et al.
1998). Stark immunogene variable Loops losen die Produktion spezifischer
Antikorper aus und konnen so die humorale Immunantwort von den konservierten
Regionen ablenken. Aulierdem werden hochkonservierte Epitope wie die Chemokin-
Korezeptorbindestelle erst nach einer Konformationsanderung, die durch die Bindung
von Env an den zellularen CD4-Rezeptor ausgeldst wird, ausgebildet (Chen et al.
2005). Die CD4-Bindestelle selbst ist zwar ein Ziel fir umfassend reaktive
neutralisierende Antikérper (Sather et al. 2009, Scheid et al. 2009, Li et al. 2009,
Binley et al. 2008), liegt jedoch in einer Tasche des Env-Molekuls versteckt und ist
somit schwer zuganglich (Zhou et al. 2007).

Insgesamt bleibt unklar, welche Art von Immunreaktion ausreichenden Schutz vor
einer Infektion mit HIV-1 bietet, da infizierte Patienten das Virus nicht eliminieren
konnen. Hinweise auf eine solche protektive Immunantwort kdnnten aus Studien mit
Primaten und HIV-1 infizierten Personen, die spontan eine Kontrolle der
Virusreplikation auf sehr niedrige Levels entwickeln, gezogen werden. Jedoch
werden  wahrscheinlich nur erfolgreiche Vakzine-Wirksamkeitsstudien im

menschlichen Organismus definitive Ergebnisse liefern (Barouch, 2008).

A.2.2. Besondere Anforderungen an einen HIV-Impfstoff

Da HIV-1 sowohl Uber Schleimhautkontakt (sexuelle Ubertragung) als auch
parenteral (i.v.-Drogenmissbrauch, kontaminierte Blutprodukte) oder vertikal (von der
Mutter auf das Kind) Ubertragen wird, sollten durch eine Impfung mukosale und
systemische Immunantworten ausgeldst werden. Au3erdem verbreitet sich HIV-1 als
freies oder zellgebundenes Virus, so dass Abwehrmechanismen bendtigt werden, die

extra- und intrazellular wirken, um die Verbreitung aufzuhalten (Phillips et al. 1994).
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Daher ist es wichtig sowohl humorale als auch zelluldre Immunantworten zu
aktivieren.

Virusspezifische neutralisierende Antikoérper-Titer spielen eine zentrale Rolle bei den
meisten zugelassenen viralen Impfstoffen. Daher konzentrierten sich friihe Studien
auf die Entwicklung von HIV-1-Env-Untereinheit-lmmunogenen. Daten aus nicht-
humanen Primatenstudien zeigten, dass der Transfer von neutralisierenden Anti-
korpern passiven Schutz vor einer Infektion bot und legten so das Potential einer
virusspezifischen humoralen Immunitat dar (Baba et al. 2000, Mascola et al. 2000).
Ein weiterer Hinweis auf die Rolle von HIV-1 neutralisierenden Antikérpern in vivo ist
die schnelle und andauernde Selektion von Antikérper-Escape-Varianten im Verlauf
der Infektion (Richman et al. 2003, Wei et al. 2003). Jedoch bestehen weiter Zweifel
daran, dass ein Impfstoff allein durch die Induktion von neutralisierenden Antikérpern
Schutz vor einer Infektion bieten kann (Girard et al. 2006).

Deshalb haben sich neuere Ansatze zur Impfstoffentwicklung auf zellulare
Immunantworten konzentriert (Emini et al. 2004, Garber et al. 2004, McMichael et al.
2001, McMichael et al. 2002, Letvin, 2002). Anhaltspunkte fir die Bedeutung von
CD8" T-Zellen in der Kontrolle der Virusreplikation bieten die zeitliche Korrelation
zwischen dem Auftreten von HIV-spezifischen CD8" T-Zellen und der Abnahme der
primaren Viramie (Koup et al. 1994, Kuroda et al. 1999), die Tatsache, dass
bestimmte HLA Klasse | Allele (HLA-B57, HLA-B27, HLA-B63) mit langsamer
Krankheitsprogression verbunden sind (Frahm et al. 2005), die frihe Selektion von
CTL-Escape-Varianten wahrend der primaren Infektion (Borrow et al. 1997, Evans et
al. 1999, Allen et al. 2000, Barouch et al. 2002) und der schnelle Anstieg der
Viruslast in Makaken, die nach Depletion der CD8" T-Zellen mit SIV (Simian
Immunodeficiency Virus) infiziert wurden (Matano et al. 1998, Schmitz et al. 1999,
Lifson et al. 2001). Wenn auch die Induktion einer zelluldaren Immunantwort,
insbesondere einer CD8" CTL Antwort, keinen kompletten Schutz vor einer Infektion
bietet, so kdnnte sie doch eine Kontrolle der Virusreplikation nach Infektion
ermoglichen, die Viruslast reduzieren, die Krankheitsprogression verlangsamen und

die Mdglichkeit der weiteren Transmission des Virus reduzieren (Girard et al. 2006).
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A.2.3. Strategien zur Entwicklung eines Impfstoffs gegen HIV

A.2.3.1. Traditionelle Impfstoffkonzepte

Traditionelle Impfstrategien wie attenuierte oder inaktivierte Viren und rekombinante
Proteine schutzen den Menschen vor einer Vielzahl an Viruserkrankungen wie z.B.
Pocken, Masern, Poliomyelitis, Tollwut oder Hepatitis B. Diese Impfstoffkonzepte
erwiesen sich jedoch nicht als Erfolg versprechend gegen HIV-1.

Lebend attenuierte Viren erflillen nicht die Sicherheitsanforderungen, da die Gefahr
der Ruckmutation oder Rekombination mit anderen Retroviren besteht. Im Makaken-
Modell konnte beobachtet werden, dass Gen-deletierte Mutanten des Simian
Immunodeficiency Virus (SIV) zum Krankheitsausbruch fluhrten (Baba et al. 1999).
Zwar konnen zusatzliche Deletionen oder Mutationen zu weiterer Attenuierung des
Virus fuhren, dies geschieht jedoch auf Kosten der Effektivitat des Impfstoffs
(Johnson et al. 1999, Guan et al. 2001, Blancou et al. 2004). Die Tiermodelle zeigen
aullerdem, dass ein attenuiertes Virus nur dann ausreichenden Schutz gewahrt,
wenn es auf einem geringen aber konstanten Level replizieren kann. Doch auch
dieses geringe Level kdnnte Uber langere Zeit dem Virus die Moglichkeit verschaffen,
zu pathogenen Varianten zurickzumutieren (Singh, 2006).

Chemisch inaktivierte Viren induzierten in Affen zwar Immunitat gegen SIV (Lifson et
al. 2004), doch die Immunantwort war sowohl in ihrer Dauer als auch im Spektrum
sehr begrenzt und nicht effektiv gegen genetisch verschiedene Virusisolate.
Aulerdem wurden durch inaktivierte HIV-Impfstoffe keine CTL-Antworten ausgelost
(Singh, 2006). Daher besteht wenig Hoffnung, dass dieses Konzept in der HIV-
Impfstoffforschung weiterfiihrend ist.

Auch aufgereinigte virale Proteine, die in Bakterien- oder Saugerzellen unter der
Verwendung von rekombinanter DNA exprimiert wurden, l16sen keine breit reaktiven
neutralisierenden Antikorper- oder CTL-Antworten aus (Flynn et al. 2005,
Pitisuttithum et al. 2006) und erzeugen keine Immunitdt gegen genetisch
unterschiedliche HIV-Isolate. Neuere Daten deuten jedoch darauf hin, dass Toll-like-
Rezeptor (TLR) Adjuvanzien die Wirksamkeit von Protein-Untereinheiten-lImmuno-
genen verbessern konnten (Wille-Reece et al. 2005, Wille-Reece et al. 2006).

Da diese traditionellen Impfstoffkonzepte keinen Erfolg brachten, mussten neue

Strategien entwickelt werden.
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A.2.3.2. Neue Strategien zur Impfstoffentwicklung

Neue Konzepte befassen sich mit lebend rekombinanten viralen und bakteriellen
Vektoren und Plasmid-DNA als eine Moglichkeit, dem Immunsystem HIV-1-Antigene

Zu prasentieren.

rekombinante virale

Vektoren
A\
40O)
N

rekombinante bakterielle
Vektoren

O

VLP rekombinante Proteine synthetische Peptide DNA

inaktivierte HI-Viren

Abb. A.2: Darstellung verschiedener Vakzine-Strategien gegen HIV

Die DNA-Vakzine ist eine einfache und vielseitige Mdglichkeit fir die Herstellung von
Impfstoffen. Diese Art der Immunisierung benutzt einen exprimierenden Plasmid-
vektor, welcher die gewunschte DNA-Sequenz flr das immunogene Protein tragt.
Um jedoch eine messbare Immunantwort in nicht-humanen Primaten sowie im
Menschen zu erzeugen, mussen hohe Dosen an DNA-Vakzine eingesetzt werden
(Casimiro et al. 2003, Graham et al. 2006). Daher beschéftigt sich die Forschung
vermehrt mit der Entwicklung von Adjuvanzien fur DNA-Impfstoffe (Barouch et al.
2000, Chong et al. 2007) und der Erhéhung der Immunogenitat, z.B. durch in vivo
Elektroporation (Liu et al. 2008).

Die Gene von HIV und SIV kénnen auch in Mikroorganismen, die als sichere und

effektive lebend attenuierte Impfstoffe gelten, exprimiert werden. Allen voran werden
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hierfur Adeno- (Priddy et al. 2008, Shiver et al. 2002, Catanzaro et al. 2006) und
Pockenviren (Amara et al. 2002, Harari et al. 2008) verwendet. Virale Vektoren,
alleine oder als DNA prime/vector boost Strategien, sind derzeit die Impfstoffe, die in
den meisten klinischen HIV-Vakzine Studien verwendet werden (Barouch, 2008). Es
werden aber auch bakterielle und mycobakterielle Vektoren wie Salmonellen,
Listerien oder Bacillus Calmette-Guérin (BCG) untersucht (Barouch, 2008).
Allerdings mussten auch einige Studien aufgrund von Nebenwirkungen des
eingesetzten Vektors gestoppt werden (Singh, 2006). Merck musste im September
2007 die so genannte STEP Studie (Phase 2b), bei der rekombinante Adenovirus
Vektoren eingesetzt wurden, vorzeitig beenden. Das Problem war nicht nur, dass bei
einigen Teilnehmern praexistente neutralisierende Antikorper gegen den viralen
Vektor vorhanden waren, sondern es zeigte sich sogar eine erhohte HIV-1
Infektionsrate bei diesen Probanden (Buchbinder et al. 2008).

Eine weitere Moglichkeit einer HIV-Vakzine stellen virusahnliche Partikel (virus-like
particles (VLP)) dar. Diese bestehen nur aus den viralen Hull- und/oder
Capsidproteinen und ahneln somit den nativen Viren. VLP haben den Vorteil, dass
sie starker immunogen sind als ihre I6slichen Protein-Untereinheiten und trotzdem
eine hohe Sicherheit bieten. Neben einer humoralen Immunantwort induzieren VLP
auch eine effiziente zellulare Reaktion und erfillen somit wichtige Anforderungen an

einen HIV-Impfstoff.

A.3. Virus-like particles (VLP)

A.3.1. Allgemeine Eigenschaften von VLP

Die Strukturproteine von vielen Viren kénnen sich spontan zu Partikeln
zusammenlagern, die den nativen Viren ahneln, ohne jedoch die fir eine Infektion
notwendigen Nukleinsduren zu enthalten. Diese virusahnlichen Partikel (virus-like
particles (VLP)) haben eine GroRe von 22 — 150 nm, wobei ihre genaue Grolde und
Morphologie von den jeweiligen inkorporierten viralen Proteinen abhangen (Grgacic
et al. 2006). Obwohl sie nicht infektids und replikationsinkompetent sind, kénnen VLP
in Zielzellen eindringen und starke Immunantworten hervorrufen. Solche Partikel
kommen auch bei naturlichen Infektionen vor, wo ihre Aufgabe darin besteht, die
Immunantworten des Wirts vom eigentlichen Infektionsgeschehen wegzulocken

(Ludwig und Wagner, 2007). Dies wurde vor allem fur das Hepatitis B Virus (HBV)
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beschrieben. Im Blutplasma von Patienten, die mit HBV infiziert sind, fanden sich
grolle Mengen an 22 nm grolRen Partikeln, die nur aus dem HBs (Hepatitis B
surface)-Antigen bestanden. Diese HBsAg-Partikel wurden aus dem Plasma isoliert

und stellten die erste Generation von HBV-Impfstoffen dar (Blumberg et al. 1985).

A.3.2. VLP als Vakzine-Kandidaten

VLP sind viel versprechende Kandidaten fir die Herstellung von Impfstoffen gegen
diverse Krankheitserreger. Aufgrund ihrer partikularen Struktur und der Mdglichkeit,
dem Immunsystem wiederholt die gleichen Epitope in hoher Dichte zu prasentieren,
sind sie in der Lage, starke Immunantworten auszulosen. AuBerdem scheint die
Grolle der Partikel von durchschnittich 40 nm optimal fir die Aufnahme von
Nanopartikeln durch dendritische Zellen zu sein (Fifis et al. 2004).

Die Frage nach hoheren Ausbeuten an HBsAg-Partikeln als jene, die aus Blutplasma
HBV-Infizierter aufgereinigt wurden, fuhrte bald zur Suche nach effizienteren
Produktionssystemen. Mithilfe der Mdglichkeiten der Gentechnologie wurden HBsAg-
Partikel aus rekombinanten Hefezellen freigesetzt, wobei groRe Mengen des
Impfstoffs in hoher Reinheit gewonnen werden konnten (McAleer et al. 1984). Neben
Hefezellen werden inzwischen auch andere Systeme, wie das Vacciniavirus-
Expressionssystem, die Transfektion von Saugerzellen mit RNA oder Codon-
optimierter DNA oder die Infektion von Insektenzellen mit rekombinanten Baculoviren
zur Produktion von VLP genutzt. Fur die Herstellung von VLP zur mukosalen
Impfung kdnnen auch Darmbakterien wie attenuierte Salmonella- oder Lactobacillus-
Stamme verwendet werden (Karpenko et al. 2004, Aires et al. 2006). Fur
Schluckimpfungen gegen HBV und Norwalkvirus wurden VLP auch mithilfe von
verschiedenen Pflanzen wie z.B. Tabak, Salatblattern oder Kartoffeln produziert
(Kong et al. 2001, Tacket et al. 1998, Mason et al. 1996).

Ein weiteres prominentes Beispiel einer VLP Vakzine ist der HPV (Humanes
Papilloma Virus) Impfstoff. Die Expression des Capsidproteins L1 von HPV in
Hefezellen fuhrt zu einer Zusammenlagerung der Proteine zu VLP. Diese sind in der
Lage, schitzende Immunantworten gegen die kanzerogenen HPV Subtypen 16 und
18 auszuldsen und stellen somit eine sichere, gut vertragliche und stark immunogene

Vakzine dar. Die Zulassung dieses Impfstoffs erfolgte im Jahre 2006 (Garland et al.
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2007). Ebenso konnten HPV VLP mithilfe des Baculovirus-Expressionssystems
hergestellt werden (Paavonen et al. 2007).

Auch im Falle von HIV werden VLP als moégliche Impfstoffkandidaten diskutiert. Das
HIV-1 Pr55% Polyprotein lagert sich selbst zu partikularen Strukturen zusammen
(Gheysen et al. 1989, Vernon et al. 1991, Wagner et al. 1992). Diese Pr55%% VLP
konnen sehr effizient in Sauger- oder Insektenzellen produziert werden. Erste
Immunisierungsstudien zeigten starke humorale und zellulare Immunantworten und
Gag-spezifische zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) in Mausen und Makaken
(Wagner et al. 1994, Paliard et al. 2000). AuBerdem aktivieren Pr55%% VLP Zellen
des angeborenen Immunsystems (Deml et al. 2005, Buonaguro et al. 2006, Speth et
al. 2008).

A.3.3. Allgemeine Eigenschaften von HIV Pr55%% VLP

A.3.3.1. Biologische Charakteristika des Pr55%%¢ Polyproteins

Das HIV-1 Gag Gen codiert flir das hochkonservierte Gag Polyprotein mit einem
Molekulargewicht von 55 kDa (Pr55Gag Protein), das die Zusammenlagerung der
Virionen steuert und die Strukturproteine p17 Matrix (MA), p24 Capsid (CA), p7
Nukleocapsid (NC) und p6 Linker (LI) sowie die Peptide p1 und p2 enthalt. Wahrend
oder kurz nach der Knospung von unreifen Virionen aus der Wirtszelle spaltet die
virale Protease das Gag Polyprotein in seine einzelnen Komponenten. Werden
unprozessierte Gag Vorlauferproteine in eukaryotischen Zellen exprimiert, lagern sie
sich auch in Abwesenheit jeglicher anderer viraler Proteine oder viraler RNA an die
Zytoplasmamembran an und schnuren sich als kleine virusahnliche Partikel ab
(Delchambre et al. 1989, Karacostas et al. 1989, Wagner et al. 1992, Mergener et al.
1992).

Die Membran bindende Region des Gag Proteins liegt in bestimmten Domanen
innerhalb des p17 Matrixproteins. Der N-terminale Glycinrest, an den die
Myristylsdure gekoppelt wird, ist essentiell fir die Zusammenlagerung und die
Bindung des Gag Proteins an die Innenseite der Zytoplasmamembran (Gheysen et
al. 1989, Bryant et al. 1990, Pal et al. 1990, Freed et al. 1994). Zusatzlich wird die
Membranverankerung von Gag durch elektrostatische Wechselwirkungen unterstutzt,
die zwischen den basischen Resten innerhalb des N-Terminus des p17 Proteins und

negativ geladenen Phospholipiden der Zellmembran auftreten (Yuan et al. 1993,
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Zhou et al. 1994). Jedoch konnte gezeigt werden, dass die p17 Interaktionen nicht
essentiell fur die Zusammenlagerung sind, da Gag immer noch Partikel bilden kann,
wenn alle p17 Domanen aulter dem Myristylierungssignal entfernt wurden (Wang et
al. 2000).

Neben dem p17 Matrixprotein spielt fur die korrekte Bildung von VLP auch das p24
Capsidprotein eine wichtige Rolle. Mutationsanalysen weisen auf eine
Dimerisierungsdomane im C-terminalen Bereich des p24 hin, die essentiell fur die
Gag Multimerisation und die Zusammenlagerung ist (Jowett et al. 1992, Hong et al.
1993, von Poblotzki et al. 1993, Kattenbeck et al. 1997). Hingegen hatten
Modifikationen in der N-terminalen Halfte des p24 Proteins keinen ausgepragten
Einfluss auf die Partikelproduktion (Jowett et al. 1992, von Poblotzki et al. 1993).

Die p7 Domane des Gag Proteins beinhaltet eine stark basische Region, die fur die
Verpackung und den Schutz der viralen RNA verantwortlich ist. Pro Viruspartikel
werden zwei Kopien des RNA-Genoms verpackt. Dabei ist die RNA so bedeutsam,
dass andere zellulare RNA-Molekule rekrutiert werden, wenn keine virale RNA zur
Verfligung steht (Khorchid et al. 2002). Des Weiteren scheint p7 fir die
Zusammenlagerung der Partikel wichtig zu sein, da p7 Mutanten schwere Fehler in
der Partikelbildung aufweisen (Dorfman et al. 1993, Hong et al. 1993). Zudem fanden
sich Hinweise auf eine Interaktionsdomane innerhalb des p7, welche die Gag
Multimerisation vermittelt (Franke et al. 1994, Sandefur et al. 1998).

Im Gegensatz zu den anderen Gag Domanen scheint p6 keine Rolle bei der
Partikelbildung und -Freisetzung aus Sauger- und Insektenzellen zu spielen
(Hoshikawa et al. 1991, Royer et al. 1991, Jowett et al. 1992).

A.3.3.2. Expression und Struktur von Pr55%% VLP

Wird das HIV-1 Gag Gen in geeigneten eukaryotischen Zellen exprimiert, so erfolgt
die Synthetisierung des Gag Polyproteins an zytosolischen Ribosomen. Nach der
Rekrutierung von einzelstrangiger RNA aggregiert das Pr55°% Protein an der
Innenseite der Zellmembran zu dichten Ansammlungen, die man gut unter dem
Elektronenmikroskop erkennen kann (Abb. A.3 (D)). Dabei entstehen zunachst
Ausstulpungen der Zellmembran, die sich schlieRlich als virusahnliche Partikel
abschniren (Abb. A.3 (E)). Somit erhalten die VLP eine Lipidhille, in die auch

12



Einleitung

zelleigene membranstandige Proteine verpackt werden (Gelderblom et al. 1987,
Arthur et al. 1992, Meerloo et al. 1993).

(A)
— P17(MA) P24(CA) P7(NP) |P6(Ll)(— HIV-1 gag
Translation *
0 /P
(B)  Membran- (D)
bindung
Zel-— |
membran
(C)  Partikel-
freisetzung

Abb. A.3: Schematische Darstellung des HIV Gag Polyproteins und der Partikelformation
(A) Das HIV Pr55°% Polyprotein besteht aus dem p17 Matrix (MA)-, dem p24 Capsid (CA)-, dem
p7 Nukleo (NC)- und dem p6 Linker (LI)-Protein.
(B) Die HIV Pr55°2 Polyproteine lagern sich an die Zellmembran an.
(C) Nach dem Budding erfolgt die Partikelfreisetzung in den Extrazellularraum.
(D/E) Elektronenmikroskopische Aufnahmen von VLP, die sich von High Five™ Insektenzellen
nach Infektion mit Gag-rekombinanten Baculoviren abschnuren.
Abkurzungen: ZP: Zytoplasma; EZ: Extrazellularraum
(Abbildung in Anlehnung an Deml et al. 2005)

Pr55%29 VLP konnen relativ einfach mit verschiedenen Expressionssystemen wie
dem Baculovirus-Expressionssystem (Gheysen et al. 1989, Royer et al., 1992,
Wagner et al. 1996, Tobin et al. 1996), dem Vacciniavirus-Expressionsystem (Haffar
et al. 1990, Vzorov et al. 1991), mithilfe von stabil transfizierten Hefe-Spheroblasten
(Sakuragi et al. 2002), Verozellen (Rovinski et al. 1992), COS-7 oder 293T-Zellen
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(Young et al. 2004) hergestellt werden. Hierbei weisen die beschriebenen
Expressionssysteme jedoch bezuglich der erzielten Ausbeuten und der Reinheit der
VLP Chargen erhebliche Unterschiede auf. Die Partikel kbnnen auf einfache Weise
mittels Ultrazentrifugation in Saccharose- und Optiprep-Gradienten aufgereinigt
werden, wobei ein Reinheitsgrad von uber 80% erreicht wird. So produzierte VLP
weisen einen Durchmesser von etwa 100 bis 120 nm auf und beinhalten etwa 1500
bis 1800 Pr55°2 Molekiile. AuRerdem dhneln sie sowohl morphologisch als auch in
Bezug auf ihre Eigenschaft als Antigene den nativen Virionen (Haffar et al. 1990,
Wagner et al. 1992).

A.3.4. Inmunologische Eigenschaften von Pr55%% VLP

A.3.4.1. Vorraussetzungen zur Auslosung einer Immunantwort

Um eine Immunantwort auszuldsen muss ein Antigen von antigenprasentierenden
Zellen (APC), wie dendritischen Zellen, Makrophagen oder auch B-Zellen
aufgenommen und prozessiert werden. Die Art der Immunantwort hangt malRgeblich
davon ab, in welcher Weise die Antigene den T-Zellen prasentiert werden. Einfach
dargestellt gelangen I6sliche, extrazellulare Antigene in der Regel in den exogenen
Prozessierungs- und Prasentationsweg, woraus eine Epitopprasentation auf MHC
Klasse-Il Molekilen zur Stimulation von CD4" T-Helfer Zellen resultiert. Der Abbau
von intrazellular synthetisierten Antigenen erfolgt dagegen Uber den endogenen
Weg. Dieser fuhrt zur Beladung von MHC Klasse | Molekulen mit den entstandenen
Peptidfragmenten und damit zur Aktivierung von CD8" zytotoxischen T-Zellen (CTL).
In der Realitat sind diese Vorgange jedoch wesentlich komplexer. So kénnen APC,
insbesondere dendritische Zellen, in vivo eine grofle Anzahl von exogenen
Antigenen unterschiedlichster Herkunft, wie von sterbenden Zellen, Bakterien,
inaktivierten Viren, Liposomen oder VLP, Uber alternative Antigen-Prozessierungs-
wege so verarbeiten, dass Peptide auf MHC-I-Molekule gelangen (Yewdell et al.
1999, Reimann et al. 1999, Heath et al. 2001). Dies kann beispielsweise durch die
Freisetzung endozytierter exogener Proteine ins Zytoplasma (Grommé et al. 2002,
Zinkernagel, 2002, Melief, 2003, Brossart et al. 1997) und eine nachfolgende
Epitopbeladung von MHC-I Molekulen uUber den endogenen Prasentationsweg
geschehen. Alternativ ist eine direkte Beladung der MHC-I Molekile mit in

endolysosomalen Kompartimenten erzeugten Peptiden denkbar (Harding et al. 1994,
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Stober et al. 2002). Dies konnte z.B. in den Endolysosomen selbst geschehen,
nachdem MHC-I Molekule von der Zelloberflache internalisiert wurden.

Neben einer effizienten Epitopprasentation auf MHC-I bzw. Il Molekilen erfordert die
Aktivierung von T-Zellen zudem ein zweites Signal. Dieses wird durch die Interaktion
von kostimulatorischen Molekilen auf den APC und deren Liganden auf den T-Zellen
hervorgerufen. Fehlt das kostimulatorische Signal entsteht eine immunologische
Toleranz.

Eine groRe Anzahl von Pathogen-assoziierten, molekularen Mustern (PAMPs,
pathogen- associated molecular patterns), wie Nukleinsauren (z.B. unmethylierte
CpG-haltige Nukleinsauren aus Bakterien- und Insektenzellen), Lipopolysaccharide
(LPS), mikrobielle Polypetide, Peptidoglykane, Lipoteichonsauren, Glukane und
Mannane werden durch das angeborene Immunsystem als Alarmsignale erkannt.
Die zellulare Immunaktivierung als Antwort auf PAMPs wird bei Vertebraten von
einer Familie von transmembranen Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition
receptors, PRR) vermittelt (Rock et al. 1998, Aderem et al. 2000, Janeway et al.
1998). Zu diesen PRRs gehort auch die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLRs), die
sich auf Makrophagen, dendritischen Zellen und Epithelzellen finden. Eine wichtige
Folge der Erkennung von Pathogenen oder ihrer Bestandteile durch TLRs ist die
Reifung, Aktivierung und das Uberleben von wichtigen Komponenten des zellularen
Immunsystems, wie z.B. APC (antigen presenting cells) (Hartmann et al. 1999),
sowie die Aktivierung proinflammatorischer Prozesse (Aderem et al. 2000). Die
Erkennung von PAMPs induziert in APC die Hochregulierung kostimulatorischer
Molekule, einschliel3lich B7-1 (CD80), B7-2 (CD86) und die Produktion der Zytokine
IL-12 und IL-18. Dies fuhrt zur Entwicklung einer starken und breit gefacherten T-
Helfer1 (Th1)-basierenden zellularen und humoralen Immunantwort.
Zusammengefasst miussen also drei wichtige Voraussetzungen erfullt sein, um eine
starke Immunantwort auszulésen: Das Vorhandensein mehrerer T-Helfer- und CTL-
Epitope in ausreichender Anzahl, die Mdglichkeit diese Antigene in den MHC-I und -l
Prozessierungs- und Prasentationsweg einzuschleusen und eine Aktivierung des

angeborenen Immunsystems.
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A.3.4.2. T-Zell Epitope des Pr55°% Polyproteins

Innerhalb des Pr55°% Polyproteins wurde eine groRe Anzahl an T-Zell-Epitopen
beschrieben, die von CD4" (Rosenberg et al. 1997, Boaz et al. 2003) und CD8"
Zellen (Harrer et al. 1998, Currier et al. 2002, Goulder et al. 2001) HIV-1-infizierter
Personen effektiv erkannt werden. Aullerdem wird die besondere Bedeutung des
Pr552 Polyproteins fiir die Induktion zelluldrer Immunantworten noch dadurch
unterstrichen, dass es unter den verschiedenen HIV-1 Subtypen relativ konserviert
ist und somit eine breite kreuzreaktive CTL-Antwort auslésen kann (Betts et al. 1997,
Durali et al. 1998, Lynch et al. 1998). Die Pr55%%9 VLP beinhalten also T-Zell-Epitope,
die in der Lage sind, die gewlunschten Immunantworten auszulésen. Daruber hinaus
liegen diese Epitope aufgrund der Zusammensetzung der VLP aus tausenden
Pr55%29 Molekilen in einer so grolRen Anzahl vor, dass mit der Aufnahme eines
einzigen Partikels eine ganze Masse an T-Zell-Epitopen in den Prozessierungs- und
Prasentationsweg einer antigenprasentierende Zelle eingeschleust wird.

Das Pr55%% Polyprotein kann aber auch aufgrund der Moglichkeit zur Integration von
Fremdproteinen als Trager flr andere Polypeptide dienen. In bestimmte Regionen
konnen kleine Proteine integriert oder C-terminal fusioniert werden, ohne die
partikelbildenden Eigenschaften zu beeintrachtigen (Typ-1 VLP) (Luo et al. 1992,
Griffiths et al. 1993, Wagner et al. 1996). GroRere Fremdproteine kénnen dagegen
Uber Transmembrandomanen auf der Oberflache der VLP verankert werden (Typ-2
VLP) (Haffar et al. 1991, Rovinski et al. 1992, Deml et al. 1997, Montefiori et al.
2001, Buonaguro et al. 2002). So kdonnen die VLP um fast jedes andere gewunschte

T-Zell-Epitop erweitert werden.

A.3.4.3. VLP-vermittelte Pr55¢ Epitopprasentation auf MHC-1 und MHCHII

Molekiilen

Der Zugang von Polypeptiden zu den MHC-I und -Il Prozessierungs- und
Prasentationswegen ist eine wichtige Voraussetzung, um zellulare Immunantworten
auszulésen. Von Pr55%% VLP wurde wiederholt berichtet, in vivo starke T-Helfer- und
CTL-Antworten zu induzieren. Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass die exogen
dargebotenen VLP effizient von antigenprasentierenden Zellen (APC) aufgenommen,
in den Prozessierungs- und Prasentationsweg eingeschleust und die Epitope auf

MHC-I und -ll Molekllen prasentiert werden. Die hierbei zugrunde liegenden
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Mechanismen sind bislang noch nicht ganzlich aufgeklart. Jedoch scheinen mehrere
Komponenten der VLP zu der effizienten Aufnahme und dem entsprechenden Abbau
der Partikel beizutragen.

Diskutiert wird unter anderem ob die Lipidhulle der Pr55°% VLP eine Rolle spielt, da
fur Proteine, die mit Lipiden oder Liposomen konjugiert wurden, gezeigt werden
konnte, dass sie leichter Zugang zum endogenen Prozessierungsweg erhalten
(Lopes et al. 1992, Martinon et al. 1992, Schild et al. 1991). Die Lipidkomponenten
konnten also zu der beobachteten Aufnahme und dem Einschleusen dieser Antigene
in den MHC-I Prozessierungsweg fuhren.

Eine Studie von Buseyne et al. zeigt, dass fusogene Proteine, wie die naturlichen
HIV Env-Proteine oder das vesikulare Stomatitisvirus-Oberflachenprotein G (VSV-G)
fur ein effizientes Einschleusen von HI-Virionen in den MHC-I Weg von primaren
humanen APC erforderlich sind. Hullmembranfreie und fusionsinkompetente
Viruspartikel waren dagegen nicht zur Stimulation von Effektorzellen geeignet, was
darauf hinweist, dass eine nichtspezifische Aufnahme von viralen Partikeln durch
Phagozytose und Makropinozytose zu keiner detektierbaren Prasentation viraler
Epitope fuhrt (Buseyne et al. 2001).

Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass hiillmembranfreie Pr55%29 VLP, die
in Hefezellen produziert wurden, von humanen MDDC (monocyte derived dendritic
cells) Uber Mannose-Rezeptoren erkannt, aufgenommen und durch so genannte
Kreuzprasentation Uber den MHC-I Weg prasentiert wurden (Tsunetsugu-Yokota et
al. 2003).

Hingegen scheint die Aufnahme von baculoviralen VLP durch murine APC eher Gber
Membranfusion zu erfolgen als Uber Endozytose. Diese VLP enthalten baculovirale
Hullproteine, wie das Glykoprotein gp64, die zur Fusion der Partikel mit der
Zellmembran von APC fuhren konnten. Das gp64 Protein stellt die Hauptkomponente
der baculoviralen Hulle dar und ist fur den Eintritt des Virus in die Wirtszelle wichtig
(Blissard et al. 1992, Monsma et al. 1996).

Die Anwesenheit von fusogenen Proteinen auf der Oberflache von VLP scheint somit
eine wichtige Determinante fur die Art der Aufnahme, der Prozessierung und der

Epitopprasentation durch APC zu sein.
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A.3.4.4. Stimulation des angeborenen Inmunsystems durch Pr55°%¢ VLP

Pr55%2 VLP aus verschiedenen Expressionssystemen wirken auch als Alarmsignale,
die das angeborene Immunsystem aktivieren. Fiur in Hefezellen hergestellte VLP
wurde gezeigt, dass sie die Reifung und Zytokinproduktion von dendritischen Zellen
(dendritic cells (DC)) induzieren koénnen. Nach Aufnahme dieser VLP Uber
Makropinozytose oder Endozytose erfolgte eine Hochregulierung der Ober-
flachenmarker CD83 und HLA-DR sowie eine erhodhte Produktion verschiedener
Zytokine, vor allem von Interleukin (IL)-12 und Tumornekrosefaktor (TNF)-a
(Tsunetsugu-Yokota et al. 2003). In dieser Studie stimulierten Hefezellmembranen
die Maturation der DC ebenso effizient wie die Partikel selbst. Dagegen wurde die
Zytokinproduktion nur durch VLP angeregt. Die beobachtete Aktivierung der DC
durch VLP erfolgte hierbei Uber den TLR-2 Signalweg. Eine Kombination aus
Hefezellmembranen und anderen partikularen Komponenten kénnte also auf die DC
als Alarmsignal wirken und TLR getriggerte Kaskaden in Gang setzen (Deml et al.
2005).

Auch baculovirale Pr55%%9 vLP (bvVLP) sind starke Aktivatoren des angeborenen
Immunsystems. Buonaguro et al. berichteten Uber die Maturation und Aktivierung
von MDDC durch bvVLP uUber einen TLR-2 und -4 unabhangigen Weg (Buonaguro et
al. 2006). In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass bvVLP in der Lage sind
PBMC (peripheral blood mononuclear cells) zur Produktion eines breiten Spektrums
an pro- und antiinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen anzuregen, wobei
Verunreinigungen durch baculovirale Bestandteile nur wenig Einfluss hatten.
Aulerdem fuhrte die Stimulation von Monozyten mit diesen VLP zur Hochregulierung
von Oberflachenmarkern, die zur Adhasion, Phagozytose und Antigenprasentation
wichtig sind (Speth et al. 2008).

Es scheinen also sowohl die partikulare Struktur der VLP als auch Bestandteile der
im jeweiligen Expressionssystem verwendeten Zellen bzw. Vektoren zu der

beobachteten Aktivierung des angeborenen Immunsystems beizutragen.

A.4. Zielsetzung

Nach vielen Jahren der HIV Forschung konnte noch immer kein geeigneter Impfstoff
gefunden werden und doch scheint eine schitzende Vakzine die einzige Mdglichkeit

zu sein, die Ausbreitung der AIDS-Pandemie aufzuhalten. Konventionelle
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Impfstoffkonzepte zeigten entweder keine ausreichende Wirkung oder konnten aus
Sicherheitsgrinden nicht eingesetzt werden. Virusahnliche Partikel haben den
Vorteil, dass sie zum einen starke Immunantworten auslésen kdnnen, zum anderen
nicht infektids und somit sehr sicher sind. Pr55%%9 VLP fiihrten in Tierexperimenten
sowohl zu humoralen als auch zu zellularen Antworten. Au3erdem erwiesen sie sich
als geeignete Aktivatoren des angeborenen Immunsystems. Jedoch scheinen hierbei
auch Verunreinigungen, die bei der Produktion in den verschiedenen Expressions-
systemen entstehen, eine Rolle zu spielen.

Ziel dieser Arbeit war es, Pr55°%9 VLP aus zwei verschiedenen Expressions-
systemen, dem baculoviralen und dem Saugerzellsystem, hinsichtlich ihrer Wirkung
auf das humane angeborene Immunsystem zu vergleichen. Dazu sollte zunachst ein
ex vivo Modell humaner dendritischer Zellen fur die Durchfuhrung von Maturations-
und Aktivierungsstudien etabliert werden. Nach Produktion und biochemischer
Untersuchung der verschiedenen Pr55°% VLP sollten Stimulationsversuche, bei
denen die Hochregulierung bestimmter Oberflachenmarker und die Produktion pro-
und antiinflammatorischer Zytokine durch die dendritischen Zellen bestimmt werden,
durchgefuhrt werden. Ein weiteres Ziel bestand darin, den Einfluss verunreinigender
Bestandteile der VLP-Praparationen zu untersuchen und die zugrunde liegenden
Mechanismen flir die Aufnahme der Partikel und die Aktivierung der Zellen

aufzuklaren.
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B. Material und Methoden
B.1. Material

B.1.1. Chemikalien

Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von Merck (Darmstadt) und
Sigma-Aldrich (Steinheim), Enzyme, wenn nicht anders angegeben, von Roche

(Mannheim) oder von New England Biolabs (Frankfurt am Main) bezogen.

B.1.2. Eukaryontische Zelllinien

Die 293T-Zellen (humane Nierenkarzinomzellen) stammen aus dem Bestand unserer
Arbeitsgruppe und wurden ausschlieBlich fur die transiente Expression der
verschiedenen VLP (virus like particles) verwendet.

Die Zelllinie High Five™, die aus den Bestanden des Instituts stammt, wurde
ursprunglich aus Homogenisaten von Trichoplusia ni Eizellen gewonnen und dient

der Uberexpression von Fremdgenen durch rekombinante Baculoviren.

B.1.3. Nahrmedien fiir eukaryontische Zellen

Als Standardmedium fir adharente, eukaryontische Zellen wurde Dullbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco/BRL GmbH, Eggenstein-Leopoldshafen) mit
10% fotalem Kalberserum (FKS), Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml)
verwendet.

Die Kultivierung der High Five™ Zellen erfolgte mit InsectExpress Medium
(BioWhittaker, Walkersville) mit Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml).
Alle fur die Zellkultur verwendeten Chemikalien, Zellkulturmedien und Antibiotika
waren speziell fur die Zellkultur getestet und wurden von PAN biotech (Aidenbach),
BD (Heidelberg) oder SIGMA (Deisenhofen) bezogen. Das fotale Kalberserum (FKS)
(PAN biotech, Aidenbach) wurde bei 56°C fur 30 Minuten inaktiviert.

B.1.4. Plasmidvektoren

pcDNAS3.1/llIBsyngag: Die an humanes codon usage adaptierte Version des

Gruppenspezifischen Antigens des HI-Virus IlIB wurde in unserer Arbeitsgruppe im
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Jahr 2000 hergestellt (Graf et al. 2000). Das auf das humane Genom optimierte
Transgen wurde uber Kpnl und Xhol Restriktionsschnittstellen in die multiple cloning
site (MCS) des kommerziellen pcDNA3.1 Vektor (Invitrogen, Groningen, NL)
subkloniert.

pcsyngagOVA gp64: Dieses Plasmid basiert auf dem pcDNAS3.1/1l1IBsyngag Vektor,
an dessen gag-Gen N-terminal eine 60 Nucleotid lange Ovalbumin (OVA)-Sequenz
fusioniert wurde. Zusatzlich enthalt das Plasmid die kodierende Sequenz fir das

baculovirale Hullprotein gp64 unter dem SV40 Promotor.

A B
P CMV Amp P CMV
Amp p"[\‘ OOt \ EcoR |
Kpnl (921)
pcsyngagOVv
SynGaglliB | A_gp64
ynag | SynGaglliB 9P Ill B syngag
6936bp BstB | 7767bp
SV40 ori o\ OVA
Rsrll
BamHI (2471) Xho |

Neo Xhol (2489)

Xmal

Abb. B.1: Plasmidvektoren

(A) pcDNAS3.1/lliIBsyngag (6936 bp): Dieses Plasmid enthadlt das auf das humane Genom
optimierte Transgen syngagllIB unter der Kontrolle des CMV-Promotors.

(B) pcsyngagOVA _gp64 (7767 bp): Dieses Plasmid enthalt unter der Kontrolle des CMV-
Promotors das syngaglliB-Gen, an dessen N-terminales Ende eine Ovalbumin-Sequenz
fusioniert wurde und das gp64-Gen unter Kontrolle des SV40-Promotors.

Abkirzungen: Amp: Ampicillin Resistenzgen; P CMV: CMV-Promotor; SV40ori: SV40-Promotor.

B.1.5. Oligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide wurden als Startermolekule (Primer) zur PCR-Analyse
verwendet. Die Oligonukleotide wurden in lyophilisiertem Zustand und entsalztem

Reinheitsgrad von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.
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gp64-KOZAK-forward:

5'-GGGAGCT-C GCCGCCACCATGCTACTAGTAAATCAGTCACACCAA-
3’

Sacl Kozak

gp64 reverse:

5-GGGGTAC-C TTAATATTGTCTATTACGGT-3
Kpn |

B.1.6. DNA-/ Protein- Molekulargewichtsstandards

Far die Agarose-Gelelektrophorese wurden die DNA-Molekulargewichtsstandards
Expand DNA molecular weight marker (Roche, Mannheim; Nr. XV) und 1 kb DNA
Ladder (New England Biolabs, Frankfurt am Main) verwendet. Als Protein-
Molekulargewichtsstandard wurde Precicion Plus Protein™ (BIO-RAD, Miinchen)

eingesetzt.

B.1.7. Virusstamme

Das Wildtyp Baculovirus (Autographa californica mononuclear polyhedrosis Virus
(AcMNPV)) (Smith et al. 1985) sowie das rekombinante Baculovirus zur Expression

des HIV Pr55%9 Gens (Ac-Pr55) stammen aus der Arbeitsgruppe.

B.1.8. Buffy Coat

Als Buffy Coat bezeichnet man die Fraktion abzentrifugierten Blutes, welche die
meisten Leukozyten und Thrombozyten enthalt. Die in dieser Arbeit verwendeten
Buffy Coats stammten aus Eigenblutspenden und wurden mir vom Krankenhaus
Barmherzige Brider in Regensburg zur Verfiigung gestellt. Alle Blutspender wurden

uber die Verwendung ihrer Leukozyten zu Forschungszwecken aufgeklart.
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B.2. Methoden
B.2.1. Zellkulturtechniken

B.2.1.1. Kultivierung von eukaryontischen Zellen

High Five™ Zellen wurden als Monolayerkultur in 75 cm? Zellkulturflaschen aus
Polystyrol (Falcon) bei 27°C im Brutschrank (Haereus, Hanau) kultiviert und alle zwei
bis drei Tage 1:5 gesplittet. Die Zellen konnten hierbei durch leichtes Klopfen vom
Flaschenboden geldst und vereinzelt werden.

Die adharente humane Zelllinie 293T wurde ebenfalls in 75 cm? Zellkulturflaschen
(Falcon) in einem Brutschrank (Haereus, Hanau) bei 37°C in einer Atmosphare mit
5% COg kultiviert. Die Zellen wurden alle drei bis vier Tage mittels einer 0,25%-igen
Trypsin-EDTA-L6sung (Gibco) vom Flaschenboden abgespluilt und anschlieend 1:20
gesplittet.

B.2.1.2. Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Lebendzellzahl wurde mithilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Hierzu
wurde eine grundlich resuspendierte Zellkultur mit einer 0,5%-igen Trypanblau-
Losung (Merck, Darmstadt) im Verhaltnis 1:1 oder 1:9 verdunnt. Da der Farbstoff nur
bei toten Zellen die Zellmembran durchdringen kann, kdnnen lebende transparente

Zellen von den blau gefarbten toten Zellen unterschieden werden.

B.2.2. Herstellung und Aufbereitung von Pr55%9 VLP in unterschiedlichen

Expressionssystemen

B.2.2.1. Produktion von Pr55%9 VLP im Sauger-Expressionssystem

Zur Produktion von VLP im Sauger-Expressionssystem wurden 293T Zellen mittels
der CaHPO,-Prazipitations-Methode transient transfiziert.

Hierzu wurden am Vortag der Transfektion 4 x 10° Zellen pro Petrischale (& 10 cm)
in einem Volumen von 15 ml ausgesat und fur 24 Stunden inkubiert. Eine Stunde vor
der Transfektion wurde das Medium gewechselt.

Fir die Transfektion der Zellen wurden 21 ug Plasmid-DNA mit 50 ul 2,5 M CaCl,
(sterilfiltriert) in einem Gesamtvolumen von 500 pl mit sterilen Wasser vereint und

unter Vortexen tropfenweise zu 500 pl des 2x HeBS (HEPES buffered saline)-Puffers
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(8,2 g NaCl, 5,95 g HEPES, 0,105 NaHPO, in 500 ml H,Opigest, pPH 7,05) pipettiert.
Wahrend des 20-minutigen Inkubationsschrittes bei Raumtemperatur bildet sich das
Prazipitat aus, das auf die zu transfizierenden 293T-Zellen gegeben wurde. Die
Zellen wurden dann flr 12 bis maximal 16 Stunden und, nach vorsichtigem Waschen
mit warmen PBS und anschlieRender Zugabe von frischem Kultivierungsmedium, far
insgesamt 48 Stunden im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zelliberstande geerntet und mittels Zentrifugation bei geringer Drehzahl (300g) von

Zellen und groReren Zellbestandteilen abgetrennt.

B.2.2.2. Produktion von Pr55%%¢ VLP im baculoviralen Expressionssystem

Zur Produktion von VLP mittels des Baculovirus-Expressionssystems wurden High
Five™ Zellen mit dem Gag-rekombinanten Baculovirus Ac-Pr55 infiziert. Zunachst
wurden pro 75 cm? Serumflasche 8 x 10° High Five™ Zellen in einem Volumen von
10 ml Kultivierungsmedium ausgesat und 30 bis 45 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, so dass die Zellen an den Flaschenboden adharieren konnten.
Anschlielend wurde das Medium abgenommen, 3,5 ml Infektionsmedium (3 ml
Kultivierungsmedium und 0,5 ml Virusstock) zugegeben und vorsichtig geschwenkt,
um den Flaschenboden gleichmaRig zu benetzen. Nach etwa 45 Minuten Inkubation
bei Raumtemperatur wurden nochmals 8,5 ml Kultivierungsmedium zugegeben,
wobei darauf geachtet wurde, die Zellen nicht vom Boden abzulésen. Schlief3lich
wurden die infizierten Zellen fur 72 Stunden bei 27°C im Brutschrank inkubiert,
danach die Zelluberstande geerntet und mittels Zentrifugation bei geringer Drehzahl

(300g) von Zellen und gréfReren Zellbestandteilen abgetrennt.

B.2.2.3. Aufbereitung der Pr55%9 VLP

Zur Aufkonzentrierung von Pr55%°  Partikeln aus den verschiedenen
Expressionssystemen wurden die vorzentrifugierten Zellkulturiberstande Uber ein
Saccharosekissen in einer Ultrazentrifuge (Opt L 90 K, Beckman Coulter, Krefeld)
abzentrifugiert. Dazu wurden 32 ml der Zellkulturiberstande in Ultrazentrifugen-
Roéhrchen (25 x 89 mm, Beckman Coulter, Krefeld) uberfuhrt und mit 5 ml 4°C kalter
30%-iger Saccharoselosung (16,59 g Saccharose in 50 ml Millipore Wasser)
unterschichtet. Danach erfolgte die Zentrifugation in einer Ultrazentrifuge mit dem
SW32 Rotor (SW32 Ti, Beckman Coulter, Krefeld) fur 2,5 Stunden bei 25.000 rpm
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und 16°C. AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig abgekippt, die Réhrchen
umgedreht bei Raumtemperatur ca. 5 Minuten stehen gelassen und der
Roéhrchenhals innen mit einem fusselfreien Tuch leicht abgewischt. Das so erhaltene
Pellet wurde in PBS (phosphate-buffered saline ohne bivalente lonen (80 g NaCl, 2 g
KCI, 14,24 g Na,HPO4 x 12 Hy0, 2 g KH,PO4, pH 7,0 bis 7,7)) resuspendiert und
uber Nacht bei 4°C zum Aufquellen aufbewahrt. Ein Aliquot jeder Praparation wurde
mittels eines Bradford Tests, einer Westernblot-Analyse und einer Coomassie
Brilliant Blau Farbung charakterisiert.

AuBerdem wurden die aufkonzentrierten Pr55%%° Partikel zur weiteren Analyse auf
einen Saccharose-Dichtegradienten (10 bis 50%-ige Saccharoseldsung, in 10%
Schritten) aufgetragen und in einer Ultrazentrifuge (SW41 Rotor, Beckman) fir 2,5
Stunden bei 28.000 rpm und 16°C zentrifugiert. AnschlieRend wurden von oben
beginnend 20 bis 21 Fraktionen vorsichtig abgenommen und mittels Westernblot
analysiert.

Die so gewonnenen Pr55%%9 VLP aus dem S&uger-System mit 293T Zellen werden
als Sauger-VLP (mammalian VLP, mVLP), die aus dem baculoviralen System als
baculovirale VLP (bvVLP) bezeichnet.

Die in dieser Arbeit verwendeten mVLP wurden von Melanie Wiesel, die bvWLP von

Simon Bredl zur Verfligung gestellt.

B.2.3. Analyse der Pr55%%9 VLP

B.2.3.1. Quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration

Fur die Immunoblotanalyse der exprimierten Proteine aus den Zelluberstanden
wurde zunachst deren Gesamtproteinmenge pro Ansatz quantitativ mit dem
Bradford-Protein-Assay nach Angaben des Herstellers (BIORAD, Mdunchen)
bestimmt. Das Reagenz dieses Testsystems unterliegt nach Bindung an Proteine
einer Farbanderung, die sich photometrisch in einer Absorptionszunahme bei 595 nm
aulert. Aus dem Vergleich der gemessenen optischen Dichte (OD) mit den Werten

einer BSA-Eichkurve lasst sich die Proteinmenge naherungsweise bestimmen.
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B.2.3.2. Auftrennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese

Bei der Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
werden Proteine in Gegenwart eines hohen SDS-Uberschusses elektrophoretisch
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Dabei lagert sich das negativ geladene
SDS in konstanten Gewichtsverhaltnissen an die Proteine an und kompensiert deren
Eigenladung so, dass alle Proteine etwa ihrer Grol3e entsprechend negativ geladen
sind und bei Anlegen einer Spannung zur Anode wandern. Dabei werden nach
Laemmli (Laemmli, 1970) die Probenproteine wunter Verwendung eines
diskontinuierlichen Puffersystems (Fling und Gregerson, 1986) zunachst in einem
niederprozentigen Sammelgel konzentriert, von welchem dann alle Polypeptide
gemeinsam in das eigentliche Trenngel ubergehen.

Der Aufbau der verwendeten Gelapparaturen und das GielRen der Gele ist der
Beschreibung der Geratehersteller (BIOMETRA, Gottingen) zu entnehmen, die
genaue Zusammensetzung der Gelldsungen ist in der nachfolgenden Tabelle (Tab.
B.1) beschrieben. Fir die Proteinanalyse aus den Uberstanden wurden 5 ug Protein
in einem Gesamtvolumen von 20 ul mit 5 yl 5-fach konzentriertem SDS-Probenpuffer
(125 mM Tris pH 6,8, 2% 2-B-Mercaptoethanol, 10% Glyzerin, 1 mM EDTA, 0,005%
Bromphenolblau) versetzt. Fir die Westernblotanalyse der einzelnen Fraktionen
eines Saccharosegradienten wurden zu jeweils 10 ul einer Fraktion, ohne deren
Proteingehalt weiter zu bestimmen, 30 ul H,O und 10 pl 5-fach SDS-Probenpuffer
gegeben. Nachdem dann die Proben fur 10 Minuten bei 92°C aufgekocht und kurz
abzentrifugiert worden waren, wurden sie auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte in einem speziellen SDS-PAGE Laufpuffer (25 mM Tris/HCI
pH 7,5, 190 mM Glycin, 0,1% SDS) bei 20 bis 60 mA.

Zur Analyse der Saccharosegradienten wurden grol3e Gele verwendet, die mit dem

jeweils doppelten Volumen der oben aufgefihrten Komponenten hergestellt wurden.
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Bestandteile Trenngel 12,5% | Sammelgel 5%
30% Acrylamid- | 7,5 ml 0,99 ml

0,8% Bisacrylamid-Stammldsung

1,88 M Tris/HCI pH 8,8 3,6 ml -

0,625 M Tris/HCI pH 6,8 - 1,2 ml

0,5% SDS-Losung 3,6 ml 1,2 ml
H2Opidest. 3,3 ml 2,61 ml
TEMED 15 pl 6 ul
(N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamine)

10% Ammoniumpersulfat (APS) 90 pl 30 pl

Tab. B.1: Zusammensetzung der Gellésungen

B.2.3.3. Farbung mit Coomassie Brilliant Blau

FiUr die Anfarbung der aufgetrennten Proteine wurden die Proteingele nach der SDS-
Gelelektrophorese mindestens funf Stunden lang bei Raumtemperatur in einer
Farbelésung (45% Ethanol, 10% Essigsaure, 0,25% Coomassie Brilliant Blau R250)
inkubiert. Anschlielend wurden die gefarbten Gele in einer Entfarbelésung (7%
Essigsaure) solange leicht geschuttelt, bis die Proteinbanden klar erkennbar waren.
Zur Konservierung wurden die Gele anschlieRend auf Whatman 3 mm — Papier im

Vakuum bei 65°C fur zwei Stunden getrocknet.

B.2.3.4. Westernblotanalyse

Der Transfer von aufgetrennten Proteinen aus einem Polyacrylamid-Trenngel auf
eine 0,45 uym Nitrozellulosemembran erfolgte in einer Fast-Blot semidry-Apparatur
(BIOMETRA, Goéttingen) unter Verwendung eines leitfahigen BIORAD-Transfer-
puffers (150 mM Glycin, 25 mM Tris pH 8,3, 10% Methanol) fur 45 Minuten bei einer
maximalen Stromstarke von 0,6 A. Die Proteine wandern nach Anlegen der
Spannung entsprechend ihrer durch die SDS-Behandlung bedingten negativen
Ladung in Richtung Anode und werden auf der Nitrozellulose immobilisiert. Der
erfolgte Proteintransfer wurde durch reversible Proteinfarbung mit Ponceau S-
Lésung (0,2 g Ponceau S, 3 g Trichloressigsaure, 3 g Sulfosalicylsaure, in 100 ml

H2Opig.) Uberprift. Dabei wurden die Positionen der Proteine des Molekular-
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gewichtsstandards mit Kugelschreiber angezeichnet. Anschlieend wurde die
Farbung mit Wasser oder TTBS (500 mM NaCl, 25 mM Tris pH 7,5, 0,02 M Tween
20) wieder ausgewaschen. Der Nachweis spezifischer Proteine auf der
Nitrozellulosemembran beruht auf der Bindung eines primaren, monoklonalen
Antikdrpers und dessen Erkennung durch einen sekundaren, Enzym-konjugierten
Antikorper. Die chemische Reaktion durch das Enzym alkalische Phosphatase (AP),
das an den sekundaren Antikorper gekoppelt ist, fihrt zu einer Anfarbung, welche
dann die Position des gesuchten Proteins auf der Membran anzeigt. Um freie und
unspezifische Bindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran abzusattigen, wurde
diese nach dem Blotten uUber Nacht bei Raumtemperatur in einer 5%-igen
Magermilch-TBS (tris buffered saline: 150 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI pH 7,5)-L6sung
inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran 3-mal fir 10 Minuten mit TTBS
(tween-tris buffered saline: 150mM NaCl, 10 mM Tris/HCI, 0,02 M Tween 20, pH
7,5)-L6sung gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikdrper
fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Anschliel’end wurde die Membran wie zuvor
gewaschen, der sekundare AP-gekoppelte Antikdrper zugegeben und wiederum fir
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Uberschissiger Antikérper wurde dann
durch abschlieBendes Waschen entfernt. Die Farbereaktion wurde durch Zugabe von
AP-Farbelésung (400 pl NBT/BCIP-Stocklésung in 20 ml AP-Puffer (100 mM NaCl,
50 mM MgCl,, 100 mM Tris) gestartet und nach dem Erreichen der gewinschten
Intensitat der Farbung durch Spllen der Membran mit Wasser gestoppt. Die
eingesetzten Antikorper mit den entsprechenden Verdinnungen sind in folgender
Tabelle (Tab. B.2) aufgefuhrt.
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Antikorper 13/5 a-gp64 (AcV5) AP-a-Maus
Spezifitat HIV-1 Pr55°29 | Hiillprotein gp64 | Murine
(Erkennungsregion: des Baculovirus | Immunglobuline

Aminosaure 133 bis 158; | AcMNPV
(Wolf et al., 1990))

Herkunft Maus Maus Ziege

Besonder- - - Gekoppelt mit

heiten alkalischer
Phophatase (AP)

Firma - eBioscience BIORAD

Verdinnung | 1:500 1:500 1:2000

Tab. B.2: Antikérper fir Westernblotanalyse

B.2.4. Labelling der Pr55%° VLP

Um die VLP aus den verschiedenen Expressionssystemen mit einem
Fluoreszenzfarbstoff zu markieren, wurden je 100 ug VLP oder 100 ug BSA (bovines
Serumalbumin) als Kontrolle in 150 pl PBS mit 37,5 ul CFDA SE (100 pyM) (Vybrant®
CFDA SE Cell Tracer Kit, Molecular Probes, Eugene, OR), was einer End-
konzentration von 20 yM CFDA SE entspricht, flr eine Stunde bei Raumtemperatur
und im Dunkeln inkubiert. CFDA SE (carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl
ester) (Abb. B.2) ist farblos und diffundiert passiv in Zellen, wo seine Acetatreste von
intrazellularen Esterasen abgespaltet werden. Der daraus resultierende Carboxy-
fluorescein Succinimidylester fluoresziert mit einem Anregungs-/Emissionsmaximum

von 492/517nm. AulRerdem reagiert CFDA SE unspezifisch mit Aminogruppen.
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Abb. B.2: Struktur von Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Ester (CFDA SE)

Die Farbstoff-gekoppelten VLP wurden anschlie®end in 15 ml Falcons Uberflhrt, mit
PBS auf 9 ml aufgeflillt und gut vermischt. Als Negativkontrolle wurden 37,5 ul CFDA
(100 uM) ebenfalls in ein 15 ml Falcon Uberfihrt und mit PBS auf 9 ml aufgefullt.
AnschlieRend wurden die VLP-Suspensionen in Ultrazentrifugen-Réhrchen (14 x 95
mm, Beckman Coulter, Krefeld) dberfuhrt, mit 2 ml 4°C kalter 30%-iger Saccharose-
I6sung unterschichtet und in einer Ultrazentrifuge (Opt L 90 K, Rotor: SW40 Ti,
Beckman Coulter) eine Stunde lang bei 25°C und 23500 rpm zentrifugiert, um
ungebundenen Farbstoff zu entfernen. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
vorsichtig abgekippt, die Rohrchen ca. 5 Minuten umgedreht bei Raumtemperatur
stehen gelassen und der Ro&hrchenhals mit einem fusselfreien Tuch sorgfaltig
abgetupft. Das erhaltene Pellet wurde in 187,5 ul PBS aufgenommen und bei 4°C

aufbewahrt (maximal fur 15 Stunden).

B.2.5. Baculovirus Titerbestimmung mittels FACS

Um den Titer an Baculoviren im Virusstock und in der bvVLP-Stocklésung zu
bestimmen, wurde ein Verfahren gewahlt, bei dem Baculovirustiter mittels FACS
(Fluorescence Activated Cell Sorting) (siehe B.2.10.4.) analysiert werden (Mulvania
et al. 2004).

HighFive™ Insektenzellen wurden mit Medium (Insect-Xpress, BioWhittaker; 1% P/S)
auf eine Konzentration von 2 x 10° Zellen/ml eingestellt und auf einer 96-Well-Platte
ausgesat (100 pl/Well). Wahrend des nachfolgenden 30-mindtigen Inkubations-
schrittes konnten die Zellen adhéarieren.
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In der Zwischenzeit wurden folgende Verdunnungsstufen des Virusstocks bzw. der
bvVLP-Stockldsung hergestellt: unverdinnt, 1:5, 1:50, 1:500 und 1:5000. Nach
Zugabe von je 100 pl dieser Verdinnungen zu den Zellen (jeweils doppelter Ansatz)
ergaben sich die Endverdunnungen 1:2, 1:10, 1:100, 1:1000 und 1:10000. Nachdem
die 96-Well-Platte flr 18 Stunden bei 27°C auf einem Schuttler inkubiert worden war,
folgte die Abnahme der Zellen und 2-maliges Waschen der Proben mit kaltem PBS.
SchlieRlich wurde der Anti-gp64-Antikorper (AcV1 (mouse IgG2a); eBioscience, San
Diego) zugegeben (1:250 in PBS mit 0,05% BSA (bovines Serumalbumin)) und der
Ansatz 15 Minuten bei 4°C lichtgeschutzt inkubiert. Nach 2-maligem Waschen mit
PBS erfolgte die Zugabe des sekundaren Anti-Maus-PE-gekoppelten Antikorpers
(Anti Mouse Immunglobulin/RPE (Rabbit F(ab’)2); Dako, Hamburg) (1:250 in PBS mit
0,05% BSA) und eine Inkubation flr 15 Minuten bei 4°C und lichtgeschitzt. Danach
wurden die Zellen wieder zweimal mit PBS gewaschen, anschlieend in 200 pl PBS
mit 0,05% BSA aufgenommen und am FACS-Gerat (Beckman Coulter; Epics
XL.MCL) analysiert.

Der Titer lasst sich dann folgendermal3en berechnen:

Man geht davon aus, dass die Stocklésung in der Lage ist alle Zellen zu infizieren,
d.h. 100% der Zellen mussten gp64 auf ihrer Oberflache exprimieren und demnach
ein Fluoreszenzsignal abgeben. Da sich aber auch Zellen im Ansatz befinden, die
aus verschiedenen Grinden (z.B. tote Zellen) nicht infiziert werden kénnen, wird die
Anzahl an tatsachlich infizierten Zellen als Maximum, also 100%, gewertet. Um die
Daten aus den Verdunnungen zu kompensieren, werden die Werte durch den Anteil
der positiven Zellen der Stocklésung dividiert (Korrektur) und anschliefiend mit dem
jeweiligen Verdlinnungsfaktor multipliziert. SchlieRBlich wird aus den korrigierten
Werten der Verdinnungen der Mittelwert berechnet und mit der Anzahl der Zellen

pro Well multipliziert.
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Titerberechnung (Rechenbeispiel):

A B C D E F G H

1 Verdin- | Well 1 Well 2 MW Korrek- Faktor | Korr. x | Mittel X
nung tur Faktor Zellzahl

2 Stock 77,5 78,2 77,85

3 1:10 72,9 72,4 72,65 0,93320 | 10 9,332

4 1:100 49,1 447 46,9 0,60244 | 100 60,24

5 1:1000 10,9 9,5 10,2 0,13102 | 1000 | 131,02

6 1:10000 | 1,8 1,4 1,6 0,02055 | 10000 | 205,5

7 Mittel 101,523

8 Titer 2,03 x 10°

Faktor: Verdiinnungsfaktor; Korr.: Korrektur; Zellzahl: 2 x 10°%; MW: Mittelwert

Formel:

B3+C3 ., , B4+C4  _, , B5+C5 . , B6+C6 4

Titer = 1 4 x Zellzahl/Well
B2 + C2

B.2.6. Isolierung und Verarbeitung baculoviraler DNA

B.2.6.1. Isolierung von DNA aus Wildtyp-Baculoviren

Um genlgend Baculoviren fur die DNA-Isolierung zu gewinnen, wurden ca. 100
Serumflaschen (75 cm?) High Five™ Zellen mit Wildtyp Baculovirus AcMNPV
infiziert. Zunachst wurden pro 75 cm? Serumflasche 8 x 10° High Five™ Zellen in
einem Volumen von 10 ml Kultivierungsmedium ausgesat und 30 bis 45 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, so dass die Zellen an den Flaschenboden adharieren
konnten. AnschlieBend wurde das Medium vorsichtig abgenommen, 3,5 ml
Infektionsmedium (3 ml Kultivierungsmedium und 0,5 ml Virusstock) zugegeben und
vorsichtig geschwenkt, um den Flaschenboden gleichmallig zu benetzen. Nach etwa
45 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden vorsichtig, um die Zellen nicht
abzuldsen, nochmals 8,5 ml Kultivierungsmedium zugegeben. Schliel3lich wurden die
infizierten Zellen flr 72 Stunden bei 27°C im Brutschrank inkubiert und danach die
Zelliberstande geerntet und mittels Zentrifugation bei geringer Drehzahl von Zellen
und groBReren Zellbestandteilen abgetrennt. Anschlieend wurden die Viren wie in
B.2.2.3. beschrieben durch Zentrifugation Uber ein 30%-iges Saccharosekissen in
einer Ultrazentrifuge (Opt L 90 K, Beckman Coulter, Krefeld) mit dem SW32 Rotor
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(SW32 Ti, Beckman Coulter, Krefeld) fur 2,5 Stunden bei 25.000 rpm und 16°C
aufkonzentriert. AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig abgekippt, die
Rohrchen umgedreht bei Raumtemperatur ca. 5 Minuten stehen gelassen und der
Roéhrchenhals mit einem fusselfreien Tuch innen leicht abgewischt. Das so erhaltene
Pellet wurde in 100 pl Puffer G2 (QIAGEN, Hilden) (siehe Tab. B.3) aufgenommen
und uUber Nacht bei 4°C aufbewahrt.

Fir die Isolierung von baculoviraler DNA aus der Virussuspension wurde der Blood &
Cell Culture DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden) verwendet. Hierzu wurden zunachst die
Virussuspensionen vom Vortag vereinigt und je 0,5 ml davon nach dem zum Kit
gehorenden , Tissue“-Protokoll mit einem Gemisch aus 2 ml Puffer G2, 4 ul RNAse A
(100 mg/ml; QIAGEN, Hilden) und 100 yl QIAGEN Protease (QIAGEN, Hilden) im
Wasserbad bei 50°C fur 2 Stunden inkubiert, um die Virushille und andere virale
Proteine zu denaturieren und zu verdauen. Die so freigelegte DNA wurde
anschlieBend Uber die im Kit enthaltenen Anionen-Austauscher-Harz Saulen nach
Angaben des Herstellers aufgereinigt. Dabei bindet die DNA durch Interaktion der
negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA mit den positiv geladenen DEAE
(Diethylamino Ethanol)-Gruppen des Harzes an die Saule. RNA, Proteine und
andere Verunreinigungen konnen mit Puffern mit niedriger bis mittlerer
Salzkonzentration aus dem Harz gewaschen werden, wohingegen die DNA erst
unter Hochsalzbedingungen eluiert wird. Nachdem die DNA in einem 15 ml Falcon
Tube mit 1,4 ml Isopropanol bei Raumtemperatur geféllt und abzentrifugiert
(Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Hamburg; 15 min, 4°C, 3220 x g) worden war, folgte
ein Waschschritt mit 1 ml eiskaltem Ethanol (70%). SchlieBlich wurde die DNA
nochmals zentrifugiert (10 min, 4°C, 3220 x g), und das Pellet nach 5 Minuten
Trockenzeit bei Raumtemperatur in 20 uyl TE-Puffer aufgenommen. Die DNA-

Praparationen konnten Uber Nacht bei 4°C aufquellen und wurden danach vereinigt.
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Puffer Zusammensetzung

Puffer G2|800 mM Guanidin HCI; 30 mM Tris-Cl, pH 8,0; 30 mM
(Verdauungspuffer) EDTA, pH 8,0; 5% Tween-20; 0,5% Triton X-100

Puffer QBT {750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% Isopropanal,
(Aquilibrierungspuffer) |0,15% Triton X-100

Puffer QC|1,0 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% Isopropanol
(Waschpuffer)

Puffer QF | 1,25 M NaCl ; 50 mM Tris-ClI, pH 8,5 ; 15% Isopropanol
(Elutionspuffer)

TE 10 mM Tris-Cl, pH 8,0 ; 1 mM EDTA, pH 8,0

Tab. B.3 : Zusammensetzung der Puffer des Blood & Cell Culture DNA Mini Kit

B.2.6.2. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der DNA

Konzentration und Reinheit der isolieten DNA wurde mithilfe eines
Spektralphotometers (Uvikon 930, Kontron) Gber den Wellenbereich von 230-320 nm
ermittelt. Aus dem Wert der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 258 nm

(OD2sg) konnte die Konzentration doppelstrangiger DNA (dsDNA) nach dem
Lambert-Beerschen Gesetz berechnet werden (1 OD25g = 47,5 ug dsDNA/m).

B.2.6.3. Verdau der DNA mit Restriktionsenzymen oder Nuklease

Um die isolierte DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese zu analysieren wurde sie
zuerst mit den Restriktionsenzymen Xma | und Rsr Il (New England Biolabs GmbH,

Frankfurt am Main) eine Stunde lang bei 37°C verdaut.

34




Material und Methoden

Ansatz des Restriktionsenzym-Verdaus:

isolierte DNA 8 ul
Xma | (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) 1l
Rsr Il (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) 1l
BSA (10x) 2 ul
NEBuffer 4 (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) (2 ul
H.0O 6 ul
Gesamtvolumen 20 pl

Fir einen der Stimulationsversuche wurde die DNA mit der Endonuklease
OmniCleave™ (EPICENTRE, Madison, Wisconsin) verdaut um alle CpG-Motive zu
zerstoren. Dazu wurden 8 pl DNA (0,25 pg/ul) mit 1 yl OmniCleave™ (1 U/ul) und 1
pl MgCl, (50 mM) fuar 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Zum Inaktivieren der
Endonuklease wurden 1,2 pl sterilfiltriertes NaOH (0,2 N) zugegeben, gut vermischt
und fur 15 Minuten bei 70°C im Thermomixer (Thermomixer comfort, Eppendorf,
Hamburg) inkubiert. Nachdem der Ansatz abgekuhlt war, wurde er sofort fir den
entsprechenden Versuch eingesetzt. Als eine Negativkontrolle wurden 8 pl Wasser
statt DNA auf die gleiche Weise behandelt.

B.2.6.4. PCR (polymerase chain reaction)

Die PCR ist ein Verfahren zur exponentiellen in vitro Vermehrung (Amplifikation)
definierter Nukleotidsequenzen (Saiki et al. 1988). Der Vorteil dieser Methode
besteht in der gezielten 10% bis 10’-fachen Amplifikation eines DNA-Fragments. Die
PCR-Reaktion erfolgte in einem programmierbaren Thermocycler (Mastercycler
gradient, Eppendorf, Hamburg).

Die Tag-DNA-Polymerase, isoliert aus dem thermophilen Eubakterium Thermus
aquaticus, ist eine DNA-abhangige-DNA-Polymerase mit hoher Prozessivitat, die

aber keine Exonucleaseaktivitat und somit keine Korrekturleseaktivitat besitzt.
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Ein Standardansatz in einem Volumen von 30 ul enthielt folgende Komponenten:

isolierte DNA 0,5 ul
Mastermix (2x; Promega GmbH, | 15 ul
Mannheim)

gp64 forward (10 M) 1l
gp64 reverse (10 uM) 1l
H>O 12,5 pl
Gesamtvolumen: 30 ul

Folgendes Programm wurde fur die Inkubation verwendet:

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung | 93°C 5 min 1
Denaturierung 94°C 1 min

annealing 55°C 45 s 40
Elongation 72°C 1 min

End-Elongation 72°C 7 min 1
Dauerklhlung 4°C 0

Zur Bestimmung des Molekulargewichts des entstandenen PCR-Produkts wurden

dem Ansatz 5 pl entnommen und zur Analyse auf ein 1% Agarosegel aufgetragen.

B.2.6.5. Agarose-Gelelektrophorese

Die Analyse des PCR-Produktes erfolgte in einem Agarosegel bei konstanter
Spannung von 90 V. Fur das Gel wurde 1% Agarose in TBE-Puffer (40 mM Tris/HCI
pH 8,0, 20 mM Borsaure, 2 mM EDTA) mittels Aufkochen in einer Mikrowelle geldst,
und anschlie®end wurde Ethidiumbromid, ein DNA-interkalierendes Agens, in einer
Endkonzentration von 50 ng/ml zugegeben. Die DNA-Fragmente wurden mit 1/10
Volumen DNA-Auftragspuffer (0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol, 40%
(w/v) Saccharose) versetzt und zur Abschatzung der Fragmentgréfie zusammen mit
dem DNA-Molekulargewichtsstandard 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs,
Frankfurt am Main) aufgetragen. Die Detektion der DNA erfolgte mithilfe eines UV-
Durchlichtschirmes (Bachhofer Laboratoriumsgerate, Reutlingen) bei einer Wellen-

lange von 312 nm, dem Absorptionsmaximum des Ethidiumbromids.
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Fiar die Analyse der DNA-Fragmente aus dem Restriktionsverdau wurde ein 0,8%-
iges Agarosegel verwendet. Dazu wurden 1,6 g Agarose in 200 ml TAE-Puffer (40
mM Tris/HCI, 20 mM NaAc, 2 mM EDTA, pH=8,0) gelost. Die DNA-Fragmente sowie
die DNA-Molekulargewichts-Standards Expand DNA molecular weight marker
(Roche, Mannheim; Nr. XV) bzw. 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs, Frankfurt
am Main) wurden wie oben beschrieben aufgetragen und uUber Nacht bei einer
Spannung von 36 V mit konstanter Stromstarke aufgetrennt. AnschlieRend wurde
das Gel 20 Minuten mit Ethidiumbromid gefarbt und die DNA wie oben beschrieben
detektiert.

B.2.7. Limulus Amebocyte Lysate - Test

Um eine unspezifische Immunaktivierung durch kontaminierende bakterielle
Endotoxine auszuschlieRen, wurden die aufgereinigten VLP, Wildtyp-Baculoviren
und die baculovirale DNA mittels des Limulus Amebocyte Lysate — Tests auf ihren
Endotoxingehalt hin untersucht. Dazu wurden zuerst aus der Endotoxinlosung mit
einer definierten Konzentration Verdinnungen fur eine Standardreihe hergestellt. Die
Versuchsdurchfuhrung erfolgte dann gemal® den Angaben des Herstellers. Jede
Probe wurde bei 405 nm photometrisch (Biorad, Microplate Reader 680) vermessen.
Aus den Standardwerten wurde eine Eichgerade erstellt, anhand derer man die

Werte der einzelnen Proben bestimmen konnte.

B.2.8. Isolierung und Aufreinigung von Primarzellen

B.2.8.1. Isolierung von PBMC (peripheral blood mononuclear cells) aus Buffy
Coat

Zur Isolierung der PBMC (peripheral blood mononuclear cells), einer Mischung der
mononukledaren Blutzellen (Monozyten, B- und T-Lymphozyten, NK-Zellen), aus
Blutkonserven (buffy coat) wurden je 12,5 ml des Blutes in ein Falcon Tube
uberfuhrt, mit P2 (PBS mit 2% FKS (fotales Kalberserum, PANbiotech, Aidenbach))
auf 35 ml aufgeflillt und durch leichtes Schwenken vermischt. Parallel dazu wurden
15 ml Ficoll (PANbiotech, Aidenbach) in PBMC Separation-Falcon Tubes gegeben
und 1 Minute bei Raumtemperatur und 300 x g abzentrifugiert. Im Anschluss daran

wurde die Ficollschicht im Separation Tube mit 35 ml des verdinnten Blutes
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uberschichtet. Das direkte Vermischen des Blutes mit Ficoll wurde durch eine sich im
Tube befindende permeable Trennscheibe verhindert. Aufgrund der Dichte-
unterschiede zwischen den PBMC und den restlichen Blutbestandteilen lassen sich
diese durch Abzentrifugieren fur 15 Minuten bei Raumtemperatur mit 1000 x g ohne
Bremse in einzelne Schichten trennen.

Nach dem Abzentrifugieren befinden sich unterhalb der Trennscheibe ein Pellet aus
Erythrozyten und Granulozyten und dartber ein Teil des Seperationsmediums.
Oberhalb der Trennscheibe befinden sich nach der Zentrifugation das restliche
Seperationsmedium und das Plasma. Dazwischen bildet sich eine Schicht, die so
genannte Interphase, aus, welche die gewunschten PBMC enthalt. Diese Schicht
wurde nach Abnahme des Serums in ein neues Falcon Uberflhrt. Die abgesaugten
PBMC wurden mit P2 auf 40 ml aufgeflllt, mit diesem vermischt und fir 10 Minuten
bei 5°C und 300 x g zentrifugiert. Am Boden des Tubes entsteht ein Pellet aus
PBMC und ein dunner Ring aus Thrombozyten. Um eine Verunreinigung durch
Thrombozyten zu minimieren, wurden diese zusammen mit dem Uberstand
abgesaugt. Das Pellet bestehend aus PBMC wurde in 1 ml P2 resuspendiert, auf 40
ml aufgefillt und erneut fir 10 Minuten bei 5°C und 300 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das entstandene Pellet in 1 ml DC-Medium (RPMI 1640
(PANbiotech, Aidenbach) mit 10% FKS, 1% Vitamine (100x, PANbiotech,
Aidenbach), 1% L-Glutamin (200mM, Biochrom, Berlin), 1% MEM (non-essential
Amino Acids, Gibco), 1% Pyruvat, 0,1% B-Mercaptoethanol (5 x 10°M, Gibco) und
0,4% PenStrep (40 IU/ml Penicillin, 40 pg/ml Streptomycin, Gibco)) geldst und die

Anzahl der gewonnenen PBMC mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

B.2.8.2. Isolierung von Monozyten (CD14"-Zellen) aus PBMC

Die Isolierung von Monozyten aus PBMC erfolgte mittels positiver Selektion. Hierzu
wurden fir die magnetische Separation (Magnetic Cell Separation, MACS) CD14
Micro Beads (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach) verwendet, die spezifisch an die
CD14" Zellen (Monozyten) binden. Je 1 x 10® PBMC wurden in ein Falcon Tube
dberfuhrt und fir 10 Minuten bei 5°C und 300 x g abzentrifugiert. Anschliel3end
wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 800 ul MACS-Puffer (PBS mit
0,5% BSA (bovine serum albumin) und 2 mM EDTA) geldst. Schliel3lich wurde die
Zellsuspension mit 200 ul der CD14 Micro Beads flr 15 Minuten bei 5°C inkubiert.
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Um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen, wurde das Tube mit dem 10-fachen
Volumen an MACS-Puffer aufgefullt und fir 10 Minuten wiederum bei 5°C und 300 x
g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 500 pl MACS-
Puffer gelost.

Die Saulen (MS Saulen, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) fir die Separation
wurden in den Magneten (MiniMACS Magnet, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
eingesetzt und mit 500 ul MACS-Puffer aquilibriert. Nach vollstandigem Durchlaufen
des Puffers wurde die gut vermischte Zellsuspension, die nur noch aus Einzelzellen
bestehen sollte, auf die Saule gegeben. Im Anschluss daran wurde die Saule 3-mal
mit 500 ul MACS-Puffer gespult, um alle nicht gebundenen Zellen zu entfernen. Um
die CD14" Zellen gekoppelt an Micro Beads zu eluieren, wurde die S3ule aus dem
Magnetfeld genommen und 1 ml MACS-Puffer unter Verwendung eines Stempels
durch die Saule gedrickt.

Die Zellsuspension wurde dann 10 Minuten bei 5°C und 300 x g zentrifugiert und
nach Absaugen des Uberstandes in 1 ml DC-Medium resuspendiert. Die erhaltenen

Zellen wurden ausgezahlt und mit DC-Medium auf 1 x 10° Zellen/ml eingestellt.

B.2.8.3. Generierung von MDDC (monocyte derived dendritic cells) aus
Monozyten (CD14*-Zellen)

Die Kultivierung der Monozyten zu immaturen MDDC (monocyte derived dendritic
cells) erfolgte in 75 cm? Kulturflaschen mit einer Dichte von 1 x 10° Zellen/ml DC-
Medium unter der Zugabe der Zytokine Interleukin-4 (Strathmann, Hamburg) und
GM-CSF  (granulocyte-macrophage  colony-stimulating  factor)  (Strathmann,
Hamburg), jeweils in einer Konzentration von 500 U/ml, fir 5 Tage. Um abgebaute

Zytokine zu ersetzen, werden diese nach 3 Tagen wie am Tag 0 zugegeben.

B.2.8.4. Isolierung von pDC (plasmacytoid dendritic cells) aus PBMC

Die Isolierung von pDC aus PBMCs erfolgte ebenfalls mittels positiver Selektion
unter Verwendung von BDCA-4 Micro Beads (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach).
Je 2 x 10 PBMCs wurden in ein Falcon Tube Uberfiihrt und fiir 10 Minuten bei 5°C
und 300 x g abzentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt und das
Pellet in 300 yl MACS-Puffer resuspendiert. Nach der Zugabe von 200 ul FcR
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Blocking Reagent (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach) und 200 pl BDCA-4 Micro
Beads wurden die Zellen 15 Minuten bei 5°C inkubiert. Zur Entfernung nicht
gebundener Antikdrper wurde das Tube mit MACS-Puffer auf 10 ml aufgefullt und flr
10 Minuten bei 5°C und 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und
das Pellet in 1 ml MACS-Puffer resuspendiert.

Wie unter B.2.9.2. beschriecben wurden die Saulen fir die Separation in den
Magneten eingesetzt und mit 1 ml MACS-Puffer aquilibriert. Danach wurden die
Saulen mit der Zellsuspension beladen und anschlieRend 3-mal mit 1 ml MACS-
Puffer gewaschen.

Um die pDC zu eluieren, wurde die Saule aus dem Magnetfeld genommen, und 1 ml
MACS-Puffer unter Verwendung eines Stempels durch die Saule gedrtickt.

Die Zellsuspension wurde dann 10 Minuten bei 5°C und 300 x g zentrifugiert und
nach Absaugen des Uberstandes in 1 ml pDC-Medium (RPMI 1640 (PANDbiotech,
Aidenbach) mit 10% FKS, 1% L-Glutamin (200mM, Biochrom, Berlin), 1% MEM (non-
essential Amino Acids, Gibco), 1 mM Sodiumpyruvat und 1% PenStrep (Penicillin,
Streptomycin, Gibco)) resuspendiert. Nachdem die erhaltenen Zellen ausgezahlt
waren, wurden je 2 x 10* Zellen in 100 ul pDC-Medium mit Interleukin-3 (20ng/ml)
pro Well in einer 48-Well-Platte (MultiwellTM; Becton Dickinson) ausgesat und fur 24

Stunden im Brutschrank kultiviert.

B.2.9. Stimulationsversuche

B.2.9.1. Stimulation der dendritischen Zellen mit verschiedenen Pr559%9 VLP

Zur Durchfluhrung der einzelnen Stimulationsversuche wurden die immaturen MDDC
nach 5 Tagen Differenzierungszeit aus den Flaschen abgesaugt, abzentrifugiert, das
Pellet in 1 ml DC-Medium aufgenommen und die Zellen ausgezahlt. Fir die
Stimulation wurden in jedes Well einer 24-Well-Mikrotiterplatte (MultiwellTM; Becton
Dickinson) 5 x 10° MDDC in 500 pl DC-Medium mit Zytokinen (IL-4 und GM-CSF, je
500 U/ml) eingesetzt und diese flr 48 Stunden mit den verschiedenen VLP (je 10
ug), Wildtyp-Baculoviren (10 ug) oder Uberstand nicht infizierter High Five™ Zellen
(10 pg) stimuliert. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit 0,4 pg LPS
(Lipopolysaccharide) stimuliert und als Negativkontrolle wurden Zellen verwendet,

die nur in DC-Medium inkubiert wurden.
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Zur Stimulation der pDC wurden baculovirale VLP (10 ug), Uberstand nicht infizierter
High Five™ Zellen (10 pg), CpG ODN (A-class oder C-class, je 10 ug) oder LPS (1
Mg) zu den Zellen gegeben. Die pDC wurden ebenfalls fur 48 Stunden mit den
unterschiedlichen Stimuli inkubiert.

Um anschlieBend die Expression der Oberflachenmarker mittels FACS-Messungen
(Fluorescence activated cell sorting) und die Zytokinproduktion mittels ELISA zu
analysieren, wurden die Wells mit den MDDC mit DC-Medium auf 1 ml, die Wells mit
den pDC mit pDC-Medium auf 0,5 ml aufgeflillt, die Zellen mit der Pipettenspitze von
der Platte entfernt, aufgenommen und in ein FACS-Rohrchen (Sarstedt, Numbrecht)
gegeben. Diese Roéhrchen wurden dann bei 4°C fir 5 Minuten bei 300 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, in ein neues ReagenzgefalR
uberfuhrt und bei —80°C fur spatere Zytokinmessungen eingefroren. Das vorhandene
Pellet wurde in 1 ml FACS-Puffer (PBS mit 1 % FKS und 0,1 % NasN)

aufgenommen, resuspendiert und bei 4°C fur maximal 24 Stunden aufbewahrt.

B.2.9.2. Stimulation von MDDC mit baculoviraler DNA

Um die DNA besser in die Zellen einschleusen zu kdnnen, wurde fur einen Ansatz
FuUGENE® HD Transfection Reagent (Roche, Mannheim) verwendet. Diese Substanz
bildet einen Komplex mit DNA und transportiert diesen Komplex in die Zelle. Daher
wird FUGENE?® oft fiir Transfektionen eingesetzt. Es hat den Vorteil, dass es eine
hohe Transfektionseffizienz aufweist und daruber hinaus wenig zytotoxisch wirkt.

Fur die Stimulation von MDDC mit baculoviraler DNA wurden zunachst FuGENE®,
DNA und RPMI 1640 Medium (ohne FKS) auf Raumtemperatur aufgewarmt.
FuGENE® musste vor dem Gebrauch gut gemischt werden.

In sterilen Eppendorf-Reagenzgefallen wurden anschlieRend die verschiedenen
Stimulationsansatze vorbereitet. Dazu wurden zuerst in jedes Reagenzgefald 100 pl
RPMI 1640 pipettiert und mit folgenden Stimuli vermischt:

2 ug baculovirale DNA (Endkonzentration im Ansatz: 0,02 ug DNA/ul)

gesamter Ansatz der mit Nuklease verdauten DNA (siehe B.2.6.3.)

Negativkontrolle zum DNA-Verdau (siehe B.2.6.3.)

2 g baculovirale DNA und 6 pl FUGENE®

gesamter Ansatz der mit Nuklease verdauten DNA und 6 pl FuGENE®
Negativkontrolle zum DNA-Verdau und 6 pl FUuGENE®
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Bei der Zugabe von FUGENE® musste vermieden werden, die GefaBwand mit der
Pipettenspitze zu beriihren. Es wurde ein Verhaltnis von FuGENE®: DNA von 3:1
gewahlt. Anschlieliend wurden die Ansatze durch Schnippen gegen die Gefallwand
gut vermischt und fur 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

In der Zwischenzeit wurden die MDDC wie unter B.2.10.1. beschrieben aufbereitet
und auf einer 24-Well-Platte ausgesit (5 x 10° Zellen in 500 pl DC-Medium pro Well).
SchlieBlich wurden die Stimulationsansatze langsam dazu pipettiert, wobei darauf
geachtet wurde die Pipettenspitze unter die Oberflache des Mediums zu tauchen.
Um die MDDC mit den Stimuli zu mischen wurde die Platte durch kreisende
Bewegungen auf der Unterlage geschwenkt. Die Zellen wurden wie bei den anderen
Stimulationsversuchen fir 48 Stunden inkubiert und anschliellend wie unter B.2.10.1

aufbereitet.

B.2.9.3. Quantifizierung der Oberflachenexpressionsmarker mittels FACS

Die FACS-Analyse beschreibt ein Verfahren, das auf der Emission von optischen
Signalen seitens der Zelle beruht, wenn diese einen Laserstrahl passiert. Zwei
Parameter spielen hierbei eine Rolle: das Vorwartsstreulicht FSC (Forward Scatter)
als Mal fur die ZellgroRe und das Seitwartsstreulicht SSC (Side Scatter) als Mal flr
die Komplexitat und/oder Granularitat (GréRe und Inhalt der Zelle). Finden sich
beispielsweise in der Zelle sehr viele Lysosomen (kleine Enzym-speichernde
Blaschen), auch Granula genannt, so hat diese Zelle ein sehr groRes Seitwarts-
streulicht. Um diese Streuungen zu veranschaulichen, werden die Zellen in einem so
genannten Dot-Plot als Punkt dargestellt. Dieser Dot-Plot ist charakterisiert durch das
Vorwartsstreulicht, das meist auf der X-Achse dargestellt wird und durch das
Seitwartsstreulicht, das meist auf der y-Achse aufgetragen wird.

Mit der FACS-Analyse lassen sich neben der GroRe und der Komplexitat der Zelle
auch an Antikorper gebundene Fluorochrome nachweisen. Findet nun eine Antigen-
Antikdrper-Reaktion statt, so lasst sich die Expression von Antigenen auf der
Oberflache oder intrazellular bestimmen. Die Proben werden dazu mit Fluorochrom-
gekoppelten  Antikorpern, verbunden mit verschiedenen fluoreszierenden
Farbstoffen, inkubiert. Die Antikdrper sind gegen bestimmte Oberflachenproteine

(z.B. CD Cluster of differentiation) gerichtet.
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Aus einer Einzelzellsuspension werden die Zellen mithilfe von Druckluft in eine
Kapillare gedruckt. Ein kontinuierlicher Flussigkeitsstrom sorgt flr die gleichmafige
Verteilung der Probe. Die Zellen werden dann an einem gebundelten Laserstrahl
geeigneter Wellenlange vorbeigeleitet (Abb. B.3) und durch die exakte Anregung der
Fluorochrome durch den Laserstrahl werden diese auf ein hdoheres Energieniveau
gehoben. Unter Abgabe der Energie in Form von emittierten Lichts fallen die
Fluorochrome auf ihr urspringliches Energieniveau zurlick. Durch einen Photo-
detektor mit entsprechendem Filter wird dabei die emittierte Photonenkonzentration
gemessen, die sich proportional zur Menge an gebundenem Antikdrper/Zelle verhalt.
Bei der FACS-Analyse lassen sich durch die entsprechende Wahl der Wellenlange
sowie der Filter parallel verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe messen, wenn sich die
Farbstoffe zwar bei der gleichen Wellenlange anregen lassen, aber Uber

unterschiedliche Emissionsspektren verfugen.
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Abb. B.3: Schematische Darstellung eines FACS-Gerates

Die mit Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern markierten Zellen werden durch eine dinne Kapillare
am Laser geeigneter Wellenlange (hier: blauer Argonlaser) vorbeigeleitet, wobei die Fluorochrome auf
ein héheres Energieniveau gehoben werden. Unter Abgabe von Energie fallen sie dann wieder auf ihr
Ursprungsniveau zuritick. Die dabei freigewordene Photonenkonzentration wird gemessen und
entspricht proportional der Menge an gebundenem Antikorper pro Zelle. Zellen, die keinen Antikdrper
gebunden haben, erscheinen negativ. Mithilfe des Forward Scatters wird die Grolte, mit dem Side

Scatter die Granularitat der vorbeigeleiteten Zellen bestimmt.

Zur Bestimmung der Maturation der MDDC wurden die in den FACS-Rdéhrchen als
Pellet vorgelegten Zellen in 1,5 ml FACS-Puffer resuspendiert und bei 300 x g und
4°C fir 5 Minuten wieder abzentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen, und die
Zellpellets wurden in je 100 yl FACS Puffer, der den entsprechenden Antikorper
(1:100) enthielt, resuspendiert und flr 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert.

Im Anschluss daran wurden 1,5 ml FACS-Puffer zu den Proben gegeben und 5
Minuten bei 300 x g und 4°C abzentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde 2-mal
wiederholt. Die Proben wurden in je 300-500 yl FACS-Puffer aufgenommen und bei

4°C im Dunkeln aufbewahrt. Das anschlieRende Auslesen erfolgte am FACS-Gerat
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(Beckman Coulter; Epics XL.MCL), die Datenauswertung wurde mithilfe der Software
FCS Express V3 durchgefuhrt.

Verwendete Antikorper:

Name Quelle
CD80-FITC BD
CD83-PE BD
CD86-PE-Cy5 BD
HLA-DR-ECD Coulter
CD40-FITC BD
CCR 7-PE R&D

B.2.9.4. Quantifizierung der Zytokinproduktion mittels ELISA

Der ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) ist ein immunologisches
Nachweisverfahren, welches auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert, die
mithilfe eines Photometers gemessen wird. Die klassische ELISA Technik, die hier
angewandt wurde, verwendet zwei Antikorper, die hoch spezifisch an das nach-
zuweisende Antigen binden. Fur die Durchfuhrung des IFN-a ELISAs wurde das IFN-
alpha Module Set (Bender MedSystems GmbH, Wien) verwendet, fir die IL-6, IL-10,
IL-12p70 und TNF ELISAs das jeweilige BD OptEIA™ Set Human (BD Biosciences,
Heidelberg). Zunachst wurde eine 96-Well-Mikrotiterplatte (NUNC Maxi Sorb Platten)
mit 100 ul/Well des ersten Antikdrpers (Capture Antibody) geldst in Coating Buffer
(0,1 M Sodium Carbonat, 8,4 g NaHCOs3, 3,56 g Na,COs in 1,0 Liter; pH 9,5)
(Verdinnung 1:250) beschichtet und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Fir den IFN-a
ELISA wurde der erste Antikdrper (Coating Antibody) in PBS gelost (Verdinnung
1:10) und ebenfalls 100 ul pro Well davon eingesetzt. Am nachsten Tag wurde die
Antikorperlosung verworfen und jedes Well 3-mal mit mindestens 200 ul Wasch
Puffer (PBS mit 10 % Tween20) gewaschen. AnschlieRend wurden die Platten mit
200 pl Assay Diluent (PBS mit 10 % FKS; pH 7; fur den IFN-a ELISA: PBS mit 10%
FKS und 0,05% Tween20) pro Well fur 1 - 2 Stunden bei Raumtemperatur
abgeblockt und danach wieder 3-mal gewaschen. In der Zwischenzeit wurden die

Standards und die Proben in den jeweiligen Verdunnungen mit Assay Diluent
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vorbereitet. Fir die IL-6, IL-10, IL-12p70 und TNF ELISAs wurden jeweils 100 ul von
jeder Standardverdinnung und von jeder Probe wurden in die entsprechenden Wells
der Platte pipettiert und fir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde die Platte erneut mit 300 ul Wasch Puffer gewaschen. Im
nachsten Schritt wurden dann 100 pl des Working Detectors (Detection Antibody
(Verdlinnung 1:250 bzw. fur IL-10 1:500) und AVHRP (avidin-horseradish peroxidase
conjugate)) in alle Wells gegeben und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im
Anschluss daran wurde die Antikdrperldsung verworfen und die Platte 7-mal
gewaschen. In jedes Well wurden dann 100 pul der Substrat Losung pipettiert und die
Platte flr 5 - 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach Ablauf der
Zeit wurden sofort 50 ul der Stop-Lésung (0,5 M H,SO,) in jedes Well gegeben, um
die Farbreaktion zu unterbrechen. Die Absorption bei 450 nm wurde nach dem
Stoppen der Reaktion photometrisch (Biorad, Microplate Reader 680) bestimmt. Fur
den IFN-a ELISA wurden nach dem Blocken je 100 pl der Standardverdinnungen
und der Proben in die entsprechenden Wells pipettiert. Anschliel’iend wurden pro
Well 50 pl HRP Conjugate zugegeben und die Platten 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach 3-maligem Waschen erfolgte die Farbereaktion mit
100 yl TMB Substrate Solution fir ca. 15 Minuten im Dunkeln. Schliel3lich wurden
100 pl der Stop-Losung in jedes Well pipettiert und die Absorption bei 450 nm wie

oben beschrieben ausgelesen.

B.2.10. Elektronenmikroskopie

B.2.10.1. Aufbereitung der VLP fiir die elektronenmikroskopischen Aufnahmen

Fur die elektronenmikroskopischen Analysen wurden baculovirale VLP mittels
Saccharosegradientenzentrifugation aufgetrennt und die erhaltenen Fraktionen
mittels Westernblotanalysen und Coomassie Farbung bezlglich der Konzentration
und Reinheit der VLP Uberprift. Fur die elektronenmikroskopischen Untersuchungen
wurden Saccharosefraktionen verwendet, die hohe Konzentrationen der VLP mit der
erforderlichen Reinheit aufwiesen. Alle nachfolgenden elektronenmikroskopischen
Arbeiten wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Dr. Schrdder, Institut

fur Pathologie, Regensburg durchgefuhrt.
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B.2.10.2. Negative Staining

Die zu untersuchende, Pr55%9%haltige Saccharosefraktion wurde mittels der so
genannten Tropfenmethode auf ein beglimmtes, mit Kunststoff- und Kohlefolie
befilmtes Tragernetzchen (Grid) aufgebracht. Dazu wurde das Grid fir 10 Minuten
auf einen Tropfen der Saccharosefraktion aufgelegt. Die VLP steigen aufgrund
elektrostatischer Wechselwirkungen an die Oberflache des Tropfens und bleiben an
der Kunststofffolie des Grids haften.

Nach kurzem Antrocknen der Probe wurde das Grid zur Kontrastierung fur 1 Minute
auf einen Tropfen 2% Phosphorwolframsaure gelegt und vor dem Mikroskopieren 30
Minuten luftgetrocknet. Die Schwermetallldsung trocknet amorph um die auf der
Tragerfolie haftenden Partikel ein und bildet eine vom Elektronenstrahl nicht

durchstrahlbare Schicht, die Partikel erscheinen daher hell in dunkler Umgebung.

B.2.10.3. Immunogoldlabelling

Der Nachweis des Baculovirusoberflachenproteins gp64 auf VLP und Baculoviren
erfolgte durch eine Immunogoldmarkierung des Proteins.

Fir eine optimale Markierung des gp64 wurden vier verschiedene Immuno-
goldlabelling-Ansatze und zwei Kontrollansatze durchgefuhrt. Markiert wurden
Aliquots der PrSSGag-haItigen Fraktion des Saccharosegradienten, die zuvor mittels

Negative Staining kontrastiert wurden.

Labelling-Ansatze:

Aneatp| VETdUNNUNG"  des  anti-gp64[Verwendeter  goldmarkierter
Antikorpers Antikorper (1:20 Verdiinnung*)

! 1:40 6 nm Gold

2 1:40 10 nm Gold

3 1:70 6 nm Gold

4 1:70 10 nm Gold

(*) Alle Verdinnungen wurden mit PBS durchgefiihrt

Als Spezifitatskontrollen dienten VLP Aliquots, die mit einem unspezifischen

Primarantikorper (1:40 Verdiunnung) in Kombination mit dem 6 nm Gold-markierten
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Sekundarantikdrper oder nur mit dem 6 nm Gold-gekoppelten Sekundarantikdrper
inkubiert wurden.

Die fur das Immunogoldlabelling notwendigen Inkubations- und Waschschritte
wurden mithilfe des EM-IGL Automat (Leica, Wien) durchgefihrt. Dieses Gerat dient
zur reproduzierbaren Erzeugung von Immuogoldmarkierungen. Folgende Schritte mit

angegebenen Zeiten wurden von dem Automaten durchgefuhrt:

Schritt | Zeit [min] | Reagenz Volumen [pl]
] 50 1:40 bzw. 1:70 Verdinnung des anti-gp64- 5
Antikdrpers
2 1 PBS, 1% BSA 30
3 1 PBS, 1% BSA 30
4 1 PBS, 1% BSA 30
5 1 PBS, 1% BSA 30
6 1 PBS, 1% BSA 30
. 30 1:20 Verdinnung des anti-Maus mit 6 bzw. 10 5
nm Gold gekoppelten Antikdrpers
8 1 PBS, 1% BSA 30
9 1 PBS, 1% BSA 30
10 1 PBS, 1% BSA 30
11 10 PBS, 2% Glutaraldehyd 30
12 2 H2Opidest 30
13 2 H2Opidest 30
14 Pause Trocknen
15 Ende

B.2.10.4. Ultrastrukturelle Gewebe- bzw. Zelluntersuchung

Um die Aufnahme von baculoviralen VLP durch MDDC mittels Elektronen-
mikroskopie zu verfolgen, wurden auf einer 6-Well-Platte (MultiwellTM; Becton
Dickinson) 2 x 10° MDDC in 2 ml Medium pro Well ausgesat und mit je 800 ug

baculoviralen VLP fur 30 Minuten, 1,5 Stunden oder 3 Stunden stimuliert. Nach dem
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Ernten wurden die Zellen jeweils in ein 2 ml Reagenzgefal tberfuhrt und 10 Minuten
bei 300 x g und Raumtemperatur abzentrifugiert.

Das Pellet wurde anschlief3end fur die elektronenmikroskopische Untersuchung in 2
ml 0,1 M Cacodylat-gepuffertem Karnovsky-Fixativ (2% Paraformaldehd, 2,5%
Glutaraldehd) aufgenommen und bei Raumtemperatur Gber Nacht fixiert. Nach
EinschlieRen des Zellpellets in 4% Agarose wurden die Zellen 2 Stunden mit 1%
Osmiumtetroxid (pH 7,3) nachfixiert. Die Dehydration der Proben in einer
Ethanolreihe steigender Konzentrationen sowie die Einbettung in das Epoxydharz
EMbed 812 (alle Reagenzien von Science Services / Mdunchen) erfolgte
standardisiert im LYNX-Einbettautomaten (Leica / Bensheim). Nach der Hitze-
polymerisation der Proben bei 60°C fir 48 Stunden wurden Semidlnnschnitte
(Ubersichtsschnitte, 0,75 um dick) angefertigt, die mit Toluidin-Blau und basischem
Fuchsin doppelgefarbt wurden. Von den anhand der Semidlnnschnitte
lichtmikroskopisch ausgewahlten relevanten Probenarealen wurden mit einem
Ultracut-S Ultramikrotom (Leica / Bensheim) Ultradlnnschnitte (80 nm dick)
hergestellt, die fur je 10 Minuten mit wasseriger 2% Uranylacetat- und
Bleicitratlosung kontrastiert wurden. Ausgewertet wurden die Schnitte an einem 80kV
LEO 912AB Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss / Oberkochen); die
Bilddokumentation erfolgte dabei mit einer CCD-Kamera (Proscan / Lagerlechfeld)

und der iTEM-Software, Ver. 5.0 (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH / Mlnster).

B.2.11. Fluoreszenzmikroskopie

Fir die Analyse der Aufnahme von den verschiedenen VLP durch MDDC wurden je
5 x 10° MDDC in 500 pl DC-Medium pro Well auf einer 24-Well-Platte (MultiwellTM;
Becton Dickinson) ausgesat und mit je 50 ug CFDA SE-markierten VLP fur 2 oder 24
Stunden inkubiert.

AnschlieBend wurden die Zellen geerntet, in FACS-Rohrchen Uberfuhrt und 10
Minuten bei 300 x g und Raumtemperatur abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml
FACS-Puffer aufgenommen. Davon wurden 300 pl in ein neues FACS-Rohrchen
uberfuhrt, erneut zentrifugiert und in 150 pl einer DAPI-L6sung (1:100 Verdinnung,
Exc359/Em461, Roche, Mannheim) zur Anfarbung der Zellkerne resupendiert. Der
Rest wurde zur FACS-Analyse verwendet. Die mit der DAPI-Verdinnung

resuspendierten Zellen wurden 15 Minuten lichtgeschutzt bei 5°C inkubiert, danach
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zentrifugiert und mit 500 pl FACS-Puffer gewaschen, schliellich nochmals
zentrifugiert und in 100 pul FACS-Puffer resuspendiert.

Fir die Fluoreszenzmikroskopie wurden die Proben auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte
(MultiwellTM; Becton Dickinson) Uberfihrt. Die Aufnahmen erfolgten an einem
AxioVert 200M Mikroskop (Zeiss, Gottingen) und wurden mithilfe der Software
AxioVision LE Rel. 4.5 bearbeitet.
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C. Ergebnisse

C.1. Etablierung eines ex vivo Modells humaner dendritischer Zellen

Fir die DurchfiGhrung von Maturations- und Aktivierungsstudien an Zellen des
humanen angeborenen Immunsystems wurden humane dendritische Zellen
verwendet. Diese Zellen kdnnen zum einen aus Monozyten aus dem peripheren Blut
generiert werden. Durch die Zugabe von GM-CSF und IL-4 differenzieren die
Monozyten zu immaturen dendritischen Zellen, den so genannten MDDCs (monocyte
derived dendritic cells) (Sallusto und Lancavecchia, 1994). Zum anderen kdnnen
dendritische Zellen direkt aus dem peripheren Blut isoliert werden. Auf diese Weise
wurden die verwendeten pDC (plasmacytoid dendritic cells) gewonnen. Vor ihrem
Einsatz in den entsprechenden Versuchen erfolgte eine Untersuchung der jeweiligen

Zellpopulationen bezuglich ihrer Reinheit.

C.1.1. Reinheit der CD14* Monozyten

Fir die Generierung von humanen MDDC erfolgte zunachst die Isolierung von
CD14" Monozyten aus PBMC (peripheral blood mononuclear cells) durch positive
Selektion. Zur Reinheitsbestimmung dieser CD14" Zellen wurden verschiedene
Oberflachenantigene mittels FACS-Analyse untersucht (Abb. C.1).

Hierbei konnte eine Reinheit von (iber 90% (93,4% CD14" Zellen) nachgewiesen
werden. AuRerdem waren die Monozyten positiv fur HLA-DR (19,3%), CD4 (19,8%)
und leicht positiv fur den Chemokinrezeptor CCR7 (8,8%). Die Oberflachenproteine
CD80, CD83, CD86, CD40 und CD1a wurden nicht exprimiert.
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Abb. C.1: Bestimmung der Reinheit der Monozytenpopulation

Humane PBMC wurden mittels Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation aus Buffy Coat aufgereinigt. Die
Anreicherung von CD14" Monozyten erfolgte durch positive Selektion iber MACS-S&ulen unter
Verwendung von CD14-Micro Beads. AnschlieBend wurde die Reinheit der isolierten Zellpopulation
durchflusszytometrisch ausgewertet, wobei die Zellen mit verschiedenen Fluoreszenz-gekoppelten
Antikérpern, die spezifisch gegen die angegebenen Oberflachenmarker gerichtet sind, markiert
wurden.

Abszisse: Intensitdt der Fluoreszenz; Ordinate: Zellzahl; grau schraffierte Kurve: nicht markierte

Zellen; schwarze Kurve: mit Antikdrper gegen den angegebenen Oberflachenmarker gefarbte Zellen.

C.1.2. Ausbeute an MDDC

Immature humane MDDC exprimieren auf ihrer Oberflache CD1a. Anhand dieses
Oberflachenmarkers wurde mittels FACS-Analyse die Anzahl an Monozyten, die zu
MDDC differenziert werden konnten, ermittelt (Abb. C.2). Die Ausbeute an CD1a"

Zellen lag je nach Blutspender bei Werten um 90%.
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Abb. C.2: Bestimmung der Ausbeute an CD1a" Zellen
Durch 5-tigige Kultivierung von CD14" Monozyten unter Zugabe von GM-CSF und IL-4 wurden
immature CD1a” MDDC generiert.

(A) FACS-Analyse der immaturen CD1a” MDDC: Die Zellen wurden mit einem PE-gekoppelten
anti-CD1a Antikdrper markiert und die Anzahl an CD1a’ Zellen duchflusszytometrisch
bestimmt.

Abszisse: Intensitdt der Fluoreszenz; Ordinate: Zellzahl; grau schraffierte Kurve: nicht
markierte Zellen; schwarze Kurve: mit Antikdrper gefarbte Zellen; gestrichelte Linie:
gesetztes Gate.

(B) Lichtmikroskopische Aufnahme von immaturen MDDC.

C.1.3. Reinheit der pDC

Humane pDC, die CD304 (BDCA-4/Neutrophilin-1) und CD303 (BDCA-2) auf ihrer
Oberflache exprimieren, wurden aus PBMC mittels positiver Selektion tUber MACS-
Saulen isoliert und anschliefend die Ausbeute per FACS-Analyse ermittelt (Abb.
C.3). Es zeigte sich hierbei eine Reinheit von ca. 69% BDCA-2" Zellen.
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Abb. C.3: Bestimmung der Ausbeute an pDC

Humane PBMC wurden mittels Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation aus Buffy Coat aufgereinigt. Die
Anreicherung von BDCA-4" Zellen erfolgte durch positive Selektion (iber MACS-S&ulen unter
Verwendung von BDCA-4-Micro Beads. AnschlieRend wurden die Zellen mit einem FITC-gekoppelten
anti-BDCA-2 Antikérper markiert und die Anzahl an BDCA-2" Zellen durchflusszytometrisch bestimmt.
Abszisse: Intensitat der Fluoreszenz; Ordinate: Zellzahl; grau schraffierte Kurve: nicht markierte
Zellen; schwarze Kurve: mit Antikbrper gefarbte Zellen; gestrichelte Linie: gesetztes Gate.

C.2. Biochemische Analyse der Pr55°? VLP aus verschiedenen

Expressionssystemen

Der erste Abschnitt dieser Arbeit beschreibt die Herstellung und biochemische
Analyse von Pr55%%9 VLP im Sauger- bzw. im baculoviralen Expressionssystem. Die
Sauger-VLP wurden von Melanie Wiesel, die baculoviralen VLP von Simon Bred| im
Rahmen ihrer Diplomarbeiten produziert und flr die Stimulationsversuche zur
Verfligung gestellt (Bredl, 2005; Wiesel, 2006).

C.2.1. Coomassie und Immunoblotanalysen von Sauger VLP

Zur Produktion von verschiedenen Pr55°% VLP-Derivaten im Sauger-
Expressionssystem (Sauger-VLP (mammalian VLP, mVLP)) wurden 293T Zellen mit
pcDNAS3. 1/llIBsyngag oder pcsyngagOVA gp64 transient transfiziert und die Partikel
anschlieend aufgereinigt.

Zur Charakterisierung der erhaltenen mVLP Praparationen wurden diese Uber ein

SDS-Acrylamidgel aufgetrennt und mittels Coomassiefarbung und Westernblot
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analysiert (Abb. C.4). Als Kontrolle dienten

in gleicher Weise aufgereinigte
Ubersténde von mit pcDNA3.1 transfizierten 293T Zellen.

A
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Abb. C.4: Biochemische Analyse der eukaryontischen VLP

Die Produktion der Partikel erfolgte mithilfe von transienter Transfektion von 293T Zellen und

anschlieBender Aufreinigung der Uberstinde (ber ein 30%-iges Saccharosekissen. Je 5 ug

Gesamtprotein der Praparationen wurden auf ein 12,5%-iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und

mittels Elektrophorese aufgetrennt. Als Negativkontrolle dienten Uberstande von mit Leervektor

(pcDNAZ3.1) transfizierten 293T Zellen. Bei dem verwendeten Proteinstandard handelt es sich um den

Precision Plus Protein™ Standard.

(A) Coomassiefarbung des 12,5%-igen SDS-Polyacrylamidgels mit den aufgetrennten VLP

Praparationen.

(B) Westernblotanalyse der unterschiedlichen Partikelpraparationen unter Verwendung des

monoklonalen Pr55%° spezifischen 13/5 Maus Antikérpers (1:500) und eines sekundaren

anti-Maus AP-gekoppelten Antikorpers (1:2000).

(C) Westernblotanalyse der Pr55%9°VA-9% partikel unter Verwendung eines gp64-spezifischen
monoklonalen Antikdrpers (AcV5) (1:500).

(Vgl. Wiesel, 2006)
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Die Reinheit der erzeugten Partikel konnte im Coomassiegel nachgewiesen werden
(Abb. C.4 A). Die Gag-Bande mit einem Molekulargewicht von 55 kDa war bei den
Pr55%29-Partikeln (Spur 2) gut zu sehen. Bei den Pr55%29°VA-9P54_partikeln (Spur 3)
lie® sich die GagOVA-Bande mit einem erhéhten Molekulargewicht von 59,7 kDa
bedingt durch die OVA Fusion detektieren. Dagegen konnte man die gp64 Bande nur
erahnen.

In den anschlieRenden Westernblotanalysen (Abb. C.4 B) konnte unter Verwendung
des Pr559%9-spezifischen Antikorpers (13/5), der an p24 bindet, die Identitat der Gag-
und der GagOVA-Bande bestatigt werden. Neben dem Gag-Protein mit einem
Molekulargewicht von 55 kDa wurden von dem spezifischen Antikdrper noch weitere
Banden mit einem geringeren Molekulargewicht detektiert, bei welchen es sich
wahrscheinlich um Abbaubanden oder Fragmente des Gag-Proteins, die aus einem
Gag-internen Start-Codon resultieren, handelt. Die gp64 Bande der Pr55%290VA-gr64
Partikel wurde mit einem gp64-spezifischen Antikdrper (AcV5) nachgewiesen (Abb.
C40C).

C.2.2. Coomassie und Immunoblotanalysen von baculoviralen VLP

Zur Produktion von Pr55%% VLP mittels des Baculovirus-Expressionssystems (=
baculovirale VLP (bvVLP)) wurden High Five™ Zellen mit dem Gag-rekombinanten
Baculovirus ,Ac-Gag" infiziert und die Partikel nach 72 Stunden aufgereinigt.

Zur Charakterisierung der erhaltenen bvVLP Praparationen wurden Proben davon
uber ein SDS-Acrylamidgel aufgetrennt und mittels Coomassiefarbung und
Westernblot analysiert (Abb. C.5). Als Kontrolle dienten Uberstande nicht infizierter
High Five™ Zellen (Abb. C.5, Spur 1), die in analoger Weise aufgereinigt wurden.
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Abb. C.5: Biochemische Analyse der baculoviralen VLP
Zur Produktion von bvVLP wurden High Five™ Zellen mit dem Gag-rekombinanten Baculovirus Ac-
Gag infiziert und nach 72 Stunden die Ubersténde iiber ein 30%-iges Saccharosekissen aufgereinigt.
Je 5 pg Gesamtprotein der Praparationen wurden auf einem 12,5%-igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Als Kontrolle dienten Uberstande nicht infizierter High Five™ Zellen.
(A) Coomassiefarbung des 12,5%-igen SDS-Polyacrylamidgels mit der aufgetrennten bvVLP
Praparation.
(B) Westernblotanalyse des 12,5%-igen SDS-Polyacrylamidgels unter Verwendung des Pr55%%
spezifischen 13/5 Antikdrpers.
(C) Westernblotanalyse des 12,5%-igen SDS-Polyacrylamidgels unter Verwendung des gp64-
spezifischen Antikdrpers (AcV5).
Abkurzungen: MW: molecular weight, Molekulargewicht in kDa.
(Vgl. Bredl, 2005)

Unter Verwendung des Pr55%9-spezifischen Antikdrpers (13/5) und des gp64-
spezifischen Antikorpers (AcV5) konnte mittels Westernblot die Anwesenheit des
Pr55°2 Proteins (Abb. C.5 B) sowie des baculoviralen Hiillproteins gp64 (Abb. C.5
C) in den Praparationen aus mit Ac-Gag infizierten High Five™ Zellen, nicht aber in
den Proteinpraparationen aus nicht infizierten High Five™ Zellen nachgewiesen
werden. Die Identitdit der mit dem Pr55%9-gpezifischen Antikorpers (13/5)
angefarbten Bande mit einem Molekulargewicht von 66 kDa (Abb. C.5 B) ist unklar.
Diese Bande tritt jedoch nicht in dem Kontrollansatz mit nicht infizierten Zellen auf,
was auf die Spezifitdt der Bande hinweist. Moglicherweise handelt es sich hierbei um

ein C-terminal verlangertes Gag-Protein, das infolge eines Uberlesens des Stop-
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Codons gebildet wird. Die ebenfalls spezifisch angefarbten Banden mit geringerem
Molekulargewicht sind wahrscheinlich Abbaubanden des Gag-Proteins, wie bereits

unter C.2.1. geschildert.

C.2.3. Dichtebestimmung der verschiedenen Pr55%?¢ VLP

Zum Nachweis der partikularen Struktur der verschiedenen VLP und um die Partikel
aus den unterschiedlichen Expressionssystemen zu vergleichen, wurden die Sauger-
(mVLP) und baculoviralen VLP (bvVLP) Uber einen kontinuierlichen Saccharose-
gradienten zentrifugiert. Die gewonnenen Fraktionen wurden mittels SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und unter Verwendung des Gag-spezifischen
Antikoérpers (13/5) und des gp64-spezifischen Antikdrpers (AcV5) mittels Westernblot
untersucht.

In der Untersuchung der mVLP (Abb. C.6) wurden bei den Pr55%%%-Partikeln 21, bei
den Pr55%290VA-9P%4_partikeln 20 Fraktionen gewonnen, wobei bei allen Partikeln die
starkste Gag-Bande jeweils in Fraktion 12 detektiert wurde. Die starkste gp64-Bande
bei den Pr55%38°VA9P4y/| P konnte ebenfalls in Fraktion 12 nachgewiesen werden,
was ein Indiz fur die Prasenz des gp64-Proteins auf diesen Partikeln ist. Insgesamt

unterschieden sich die verschiedenen mVLP nur wenig in ihrer Dichte.
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Abb. C.6: Sedimentation von mVLP in einem Saccharose-Dichtegradienten
Zellkulturiberstande von 293T Zellen wurden nach transienter Transfektion mit pcDNA3.1/IlIBsyngag
oder pcsygagOVA _gp64 geerntet, durch Ultrazentrifugation Uber ein 30%-iges Saccharosekissen
vorgereinigt und anschlieBend Uber einem 10 bis 50%-igen Saccharose-Dichtegradienten
ultrazentrifugiert. Die erhaltenen Fraktionen wurden Uber ein 12,5%-iges SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt.
(A) Westernblotanalyse der Pr55°* Partikel unter Verwendung eines Pr55%¢ spezifischen
Antikorpers.
(B) Westernblotanalyse der Pr55%29°VA-9°% partikel unter Verwendung eines Pr55%%- und eines
gp64-spezifischen Antikorpers.
Abkurzungen: 1 bis 21: Fraktionen des Saccharosegradienten
(Vgl. Wiesel, 2006)

Bei der Analyse der bvVLP (Abb. C.7) konnten 18 Fraktionen gewonnen werden,
wobei Pr55%% und gp64 jeweils in den Fraktionen 10 bis 18 nachgewiesen wurden.
Die hochsten Konzentrationen der beiden untersuchten Proteine befanden sich
jeweils in Fraktion 12. Das Vorhandensein beider Proteine in denselben Fraktionen
kann als Indiz dafur gewertet werden, dass sich gp64 Proteine auf der Oberflache
der bvVLP befinden.
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Abb. C.7: Sedimentation von bvVLP in einem Saccharose-Dichtegradienten

Zellkulturiberstande von High Five™ Zellen wurden nach Infektion mit Ac-Gag geerntet, durch
Ultrazentrifugation iber ein 30%-iges Saccharosekissen vorgereinigt und anschlieRend Gber einem 10
bis 50%-igem Saccharose-Dichtegradienten ultrazentrifugiert. Die erhaltenen Fraktionen wurden Uber
ein 12,5%-iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und im Westernblot mit dem Pr55%°- (13/5) und
dem gp64-spezifischen Antikdrper (AcV5) entwickelt.

Abklrzungen: 1 bis 18: Fraktionen des Saccharosegradienten; +: Positivkontrolle (Ac-Gag
Praparation).

(Vgl. Bredl, 2005)

Mithilfe der Saccharosegradienten-Zentrifugation konnte gezeigt werden, dass es
sich bei den verschiedenen mVLP und bvVLP nicht nur um unspezifische
Proteinzusammenlagerungen, sondern um Partikel definierter GroRe und Dichte
handelt.

C.3. Vergleich der immunstimulatorischen Eigenschaften von baculoviralen
VLP und Sauger-VLP

In den folgenden Experimenten wurden die immunstimulatorischen Eigenschaften
der Sauger-VLP (mVLP) mit denen der baculoviralen VLP (bvVLP) verglichen. Hierzu
wurden monocyte derived dendritic cells (MDDC) bzw. plasmacytoid dendritic cells
(pDC) mit den VLP inkubiert und die Reaktion dieser Zellen anhand der
Hochregulierung bestimmter Oberflachenproteine oder der Produktion gewisser
Zytokine ausgewertet.

Immature MDDC kdénnen durch Stimulation mit Zytokinen, wie z.B. TNF-a, oder
bakteriellen Substanzen, wie Lipopolysaccharide, zur Ausreifung gebracht werden
(Sallusto et al., 1995; Aiba et al., 1997; Manome et al., 1999). Im Anschluss an eine
Stimulation kann man bei den aus Monozyten generierten reifen Dendritischen Zellen
die Hochregulierung der Oberflachenmarker CD80, CD83, CD86, MHC-II und CD40
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sowie des Chemokinrezeptors CCR7 beobachten (Aiba et al., 1997; Manome et al.,
1999; Arrighi et al., 2001).

Eine weitere Eigenschaft von aktivierten MDDC ist die Produktion von Zytokinen.
IFN-a (Interferon-alpha) spielt eine wichtige Rolle bei angeborenen Immunantworten
auf virale Infekte. Es fordert die zell-vermittelte Immunitat, verhindert die virale
Replikation und erhoht die Expression von MHC-I Molekulen. TNF (Tumor-Nekrose-
Faktor) ist ein Hauptmediator der akuten inflammatorischen Antwort auf gram-
negative Bakterien, wobei LPS den entscheidenden Stimulus fir die TNF-Produktion
darstellt. Die hauptsachliche Wirkung besteht in der Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten und Monozyten zu Infektionsherden und der Aktivierung dieser Zellen
zur Eradikation von Mikroben. IL-6 (Interleukin-6) stimuliert die Synthese von Akut-
Phase-Proteinen und die Produktion von Neutrophilen (angeborenes Immunsystem)
sowie das Wachstum von B-Zellen (erworbenes Immunsystem) als Antwort auf
verschiedene Mikroben und andere Zytokine wie z.B. IL-1 oder TNF. Die IL-12
(Interleukin-12)-Produktion wird durch mikrobielle Stimuli wie LPS, intrazellulare
Bakterien oder Virusinfektionen getriggert. Die Hauptwirkung stellt die Induktion zell-
vermittelter Immunitat dar. IL-10 (Interleukin-10) dient der Kontrolle der angeborenen
Immunreaktionen und zell-vermittelter Immunitat indem es aktivierte Makrophagen
und dendritische Zellen inhibiert und somit UberschieRende Immunreaktionen
verhindert.

PDC (plasmacytoid dendritic cells) sind eine Zellpopulation im peripheren Blut,
welche eine wichtige Rolle im angeborenen Immunsystem bei der Abwehr viraler
Infektionen spielt. Diese dendritischen Zellen produzieren grol’e Mengen an IFN-a
als Antwort auf behdllte Viren, einige Bakterien und DNA mit CpG-Motiven. (Fanning
et al., 2006). Die Erkennung von Pathogenen geschieht hierbei vornehmlich Uber die
Erkennung von RNA- oder DNA-Genomen durch die Toll-like-Rezeptoren (TLR) 7
und 9. Daraufhin erfolgt die Aktivierung von CD4- und CD8-T-Zellen (Asselin-Paturel
et al., 2005; Liu 2005; Colonna et al., 2004). Somit bewirken die pDC eine

Verbindung von angeborenem und erworbenem Immunsystem.

C.3.1. Stimulation von MDDC mit Sauger-VLP

Humane immature MDDC wurden mit Pr55%%9-VLP stimuliert. Proteine aus

Uberstanden von mit pcDNA3.1 transfizierten 293T Zellen, die in gleicher Weise wie
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die VLP aufgereinigt worden waren, wurden als eine Kontrolle verwendet. Als
Positivkontrolle dienten MDDC, die mit LPS stimuliert wurden, und als Negativ-

kontrolle wurden MDDC eingesetzt, die nur in DC-Medium inkubiert wurden.

C.3.1.1. Maturation von MDDC nach Stimulation mit Sauger-VLP

Nach der Stimulation mit den verschiedenen mVLP wurden die MDDC mit
verschiedenen Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern gefarbt, die gegen die
kostimulatorischen Molekile CD80, CD83, CD86 und CD40, das MHC-Klasse |l
Molekal HLA-DR oder den Chemokinrezeptor CCR7 gerichtet sind, um die
Maturation der Zellen mittels FACS zu analysieren (Abb. C.8).
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Abb. C.8: FACS-Analyse der Expression von Oberflichenmarkern von MDDC nach Stimulation mit
mVLP

Immature MDDC wurden fiir 48 Stunden mit mVLP (Pr55%% Partikel), Uberstanden aus mit pcDNA3.1
transfizierten 293T Zellen oder LPS inkubiert. Nach dem Ernten der Zellen wurden sie mit
Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern gegen die jeweils angegebenen Oberflachenproteine markiert.
Die Auswertung erfolgte mittels FACS-Analyse.

Abszisse: Intensitat der Fluoreszenz; Ordinate: Zellzahl; grau schraffierte Kurve: Mediumkontrolle;
schwarze Kurve: mit Antikérper gegen den angegebenen Oberflachenmarker gefarbte Zellen;

gestrichelte Linie: gesetztes Gate.

Hierbei zeigte sich, dass die mit Pr55%%9-VLP stimulierten MDDC gegeniiber der
Mediumkontrolle eine leichte Hochregulierung von HLA-DR von 13% auf 25%
aufwiesen. Alle anderen Maturationsmarker blieben negativ. Die Proteine aus
Uberstanden von mit pcDNA3.1 transfizierten 293T Zellen hatten keinen

stimulatorischen Einfluss auf die dendritischen Zellen.

63



Ergebnisse

C.3.1.2. Aktivierung von MDDC nach Stimulation mit Sauger-VLP

Die Uberstande der Stimulationsansatze wurden nach der Inkubation mittels ELISA
auf sezernierte Zytokine untersucht. Dabei zeigte sich, dass die mVLP die MDDC nur
in geringem Malde zur Zytokinproduktion anregen konnten. IFN-a wurde Uberhaupt
nicht sezerniert und blieb auch bei der LPS-Kontrolle negativ. Die Pr55%%-VLP
erzeugten eine leichte Steigerung der IL-10- (von 9 pg/ml auf 22 pg/ml) und IL12p70-
Sekretion (von 0 pg/ml auf 8 pg/ml). Die mVLP konnten also keine bemerkenswerte
Aktivierung der MDDC bewirken.
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Abb. C.9: Bestimmung der Konzentrationen sezernierter Zytokine mittels ELISA

Immature MDDC wurden fiir 48 Stunden mit mVLP (Pr55°% Partikel), Uberstanden aus mit pcDNA3.1
transfizierten 293T Zellen oder LPS inkubiert. AnschlieRend wurden die Uberstande mittels ELISA auf
sezernierte Zytokine (TNF, IL-6, IL-10, IL-12p70 und IFN-a) untersucht. Als Negativkontrolle dienten
nur in DC-Medium inkubierte MDDC.

C.3.2. Stimulation von MDDC mit baculoviralen VLP

Humane immature MDDC wurden mit baculoviralen VLP (bvVLP) stimuliert. Als
Kontrolle dienten Proteine aus dem Uberstand nicht infizierter High Five™ Zellen, die
auf die gleiche Weise wie die bvVLP aufgereinigt worden waren, um zu uberprifen,
ob madgliche Verunreinigungen durch Insektenzellbestandteile Einfluss auf die
Aktivierung der MDDC haben. LPS wurde als Positivkontrolle, nur mit DC-Medium

inkubierte Zellen als Negativkontrolle eingesetzt.
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C.3.2.1. Maturation von MDDC nach Stimulation mit baculoviralen VLP

Nach der Stimulation wurden die MDDC wie unter C.3.1.1. beschrieben mittels FACS
analysiert (Abb. C.10), um ihren Maturationsgrad zu bestimmen. Auf diese Weise
konnte bei den mit bvVLP stimulierten Zellen eine Hochregulierung der
Maturationsmarker CD80 (81%), CD86 (94%) und HLA-DR (89%) auf ahnlich hohe
Level wie die der Positivkontrolle festgestellt werden. Mogliche Verunreinigungen
durch Bestandteile der High Five™ Zellen spielten dabei nur eine untergeordnete
Rolle, da sich im Kontrollansatz eine geringere Maturation der MDDC (CD80: 48%,
CD86: 39%, HLA-DR: 60%) zeigte. Fur die Marker CD83, CD40 und CCR7 konnte
weder bei den bvVLP noch bei der High Five™ Kontrolle eine wesentliche

Hochregulierung gegentber der Mediumkontrolle festgestellt werden.
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Abb. C.10: FACS-Analyse der Expression von Oberflachenmarkern von MDDC nach Stimulation mit

bvVLP

Immature MDDC wurden mit bvVLP, Uberstanden aus nicht infizierten High Five™ Zellen oder LPS

inkubiert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen geerntet und mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern

gegen die jeweils angegebenen Oberflachenproteine markiert. Die Auswertung erfolgte mittels FACS-

Analyse.

Abszisse: Intensitat der Fluoreszenz; Ordinate: Zellzahl; grau schraffierte Kurve: Mediumkontrolle;

schwarze Kurve: mit Antikérper gegen den angegebenen Oberflichenmarker gefarbte Zellen;

gestrichelte Linie: gesetztes Gate.
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C.3.2.2. Aktivierung von MDDC nach Stimulation mit baculoviralen VLP

Die Aktivierung der MDDC wurde Uber die Zytokinkonzentration in den Uberstanden
der Stimulationsansatze bestimmt (Abb. C.11). Die bvVLP bewirkten eine Produktion
von IFN-a (158 pg/ml), wohingegen die MDDC, die mit LPS (Positivkontrolle)
stimuliert wurden, dieses Zytokin nicht sezernierten. Aullerdem konnte durch die
Stimulation mit den bvVLP die TNF- (397 pg/ml), IL-6- (>10000 pg/ml), IL-10- (97
pg/ml) und IL-12p70-Produktion (19 pg/ml) gegentiber der Mediumkontrolle (IFN-a: 0
pg/ml, TNF: 0 pg/ml, IL-6: 35 pg/ml, IL-10: 9 pg/ml, IL-12p70: O pg/ml) erheblich
gesteigert werden.

Auch hier zeigten die Proteine der High Five™ Zellen keinen groRen Effekt. Fiir TNF
wurde eine Konzentration von 37 pg/ml gemessen, fur IL-6 182 pg/ml und fir IL-10

27 pg/ml.
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Abb. C.11: Bestimmung der Konzentrationen sezernierter Zytokine mittels ELISA

Immature MDDC wurden fiir 48 Stunden mit bvVLP, Uberstéanden aus nicht infizierten High Five™
Zellen, LPS (Positivkontrolle) oder nur in Medium (Negativkontrolle) inkubiert. AnschlieRend wurden
die Uberstande mittels ELISA auf die Zytokine TNF, IL-6, IL-10, IL-12p70 und IFN-a untersucht.

C.3.3. Stimulation von plasmazytoiden dendritischen Zellen mit baculoviralen
VLP

Im folgenden Versuch wurden plasmazytoide dendritische Zellen mit bvVLP
inkubiert, um den Effekt baculoviraler VLP (bvVLP) auf diese natirlichen IFN-a-
produzierenden Zellen mit dem auf die ex vivo generierten Dendriten (MDDC) zu
vergleichen.

Dazu wurden pDC mit bvVLP oder Protein aus dem Uberstand nicht infizierter High
Five™ Zellen stimuliert. AuRerdem wurden pDC mit CpG ODN A-class oder C-class,
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als Positivkontrolle und mit LPS oder nur mit pDC-Medium als Negativkontrollen
inkubiert.

Die Aktivierung der pDC durch bvVLP wurde Uber die IFN-a-Produktion mittels
Zytokin-ELISA aus den Uberstéanden der Stimulationsanséatze bestimmt (Abb. C.12).
Die pDC, die mit bvVLP stimuliert worden waren, produzierten hohe Mengen an IFN-
a (643 pg/ml), die mit denen der Positivkontrolle (CpG ODN A: 744 pg/ml; CpG ODN
C: 932 pg/ml) vergleichbar waren. Die High Five™ Kontrolle bewirkte lediglich eine
ca. 6-mal geringere IFN-a-Produktion der pDC (105 pg/ml). Die LPS- und die

Mediumkontrolle blieben negativ.
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Abb. C.12: Bestimmung der Konzentration an IFN-a mittels ELISA
pDC wurden fir 48 Stunden mit GpC ODN A-class oder C-class (Positivkontrolle), bvVLP,
Uberstéanden aus nicht infizierten High Five™ Zellen, LPS oder nur in pDC-Medium (Negativkontrolle)

inkubiert. AnschlieRend wurden die Uberstiande mittels ELISA auf IFN-a untersucht.

C.4. Reinheitsbestimmung der baculoviralen VLP

C.4.1. Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Im Folgenden wurde untersucht, welche die immunstimulatorische Komponente der
baculoviralen VLP (bvVLP) Praparation ist und ob sich aufl’er moglichen
Bestandteilen der High Five™ Zellen noch andere Verunreinigungen darin finden. Die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgten im Rahmen der Diplomarbeit von
Simon Bredl (Bredl, 2005).
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Dazu wurde ein Aliquot einer bvVLP Praparation auf ein gefilmtes Kupfergrid
ubertragen, ein Negative Staining durchgefuhrt und die Probe anschlielend
elektronenmikroskopisch betrachtet (Abb. C.13).

Abb. C13: Elektronenmikroskopische Aufnahme der bvVLP Praparation

Zellkulturtberstande von High Five™ Zellen wurden nach Infektion mit Ac-Gag geerntet, durch
Ultrazentrifugation Uber ein 30%-iges Saccharosekissen vorgereinigt und anschlieRend Uber einen 10
bis 50%-igen Saccharosegradienten aufgetrennt. Nach der Auftrennung der Fraktionen Uber ein
12,5%-iges Polyacrylamidgel erfolgte eine Analyse im Westernblot mit dem Gag-spezifischen
Antikérper 13/5. Die Fraktion mit dem hochsten Gehalt an Pr55Gag wurde fir die
elektronenmikroskopischen Untersuchungen verwendet.

Originalvergrofierung: 25000.

(Vgl. Bredl, 2005)

Die Aufnahmen zeigen, dass die bvVLP Préaparation durch intakte Baculoviren
verunreinigt ist, was die starke Aktivierung der dendritischen Zellen durch bvVLP im
Gegensatz zu den Sauger-VLP (mVLP) erklaren kdnnte.

Aufgrund dieser Kontamination war auf3erdem unklar, ob das im Westernblot (siehe
Abb. C.5 C) detektierte gp64 Bestandteil der bvVLP ist, oder von der Verunreinigung
durch die Baculoviren herruhrt.

Daher wurde zur genaueren Lokalisation des gp64 Proteins ein Immunogoldlabelling
durchgefuhrt. Die auf den Nickelgrids fixierten Partikel wurden dazu mit einem
murinen anti-gp64 Antikdrper und anschlieBend mit einem mit Goldpartikeln
gekoppelten anti-Maus Antikdrper inkubiert. Die Visualisierung der spezifisch
markierten Strukturen erfolgte wiederum mittels Elektronenmikroskopie (Abb. C.14).
Aus den Aufnahmen wurde ersichtlich, dass gp64 nicht nur auf den Baculoviren,

sondern auch auf der Oberflache der bvVLP vorhanden ist.
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100 nm < 100 nm

Abb. C.14: Immunelektronenmikroskopische Aufnahmen der bvVLP Praparation

Fur das Immunogoldlabelling wurde die gleiche Fraktion der bvWLP Praparation verwendet, wie unter
Abb. C.13 beschrieben. Diese Fraktion wurde an ein Grid adsorbiert und mit einem gp64-spezifischen
monoklonalen Antikdrper inkubiert. Die gebundenen Antikérper wurden anschlieRend mit einem anti-
Maus IgG-Goldkonjugat markiert und im Elektronenmikroskop untersucht.

Links: Goldmarkierte bvVLP; rechts: goldmarkiertes Baculovirus.

Originalvergrofierung: 40000.

(Vgl. Bredl, 2005)

C.4.2. Baculovirus Titerbestimmung

Zur exakten Quantifizierung der Kontamination der baculoviralen VLP (bvVLP) mit
Baculoviren wurde der Virustiter in der bvVLP Praparation tber ein Verfahren zur
Baculovirus Titerbestimmung mittels FACS (Mulvania et al. 2004) bestimmt.
Gegenuber dem Plaque Assay, welcher der Gloldstandard bei der Baculovirus
Titerbestimmung ist, hat diese Methode den Vorteil, dass sie schneller und einfacher
durchzufihren ist und sich der Titer genauer bestimmen Iasst.

Somit konnte ein Titer von 1 x 10° Baculoviren/ml in der bvVLP Préparation

nachgewiesen werden (Tab. C.1).
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Verdin- | Well Well MW Korrektur Verdin- Korrektur x Ver- | Mittel x 2x10°

nung 1 2 nungs- dunnungsfaktor | (Zellzahl)
faktor

Stock 84,22 | 79,26 | 81,74

1:10 36,8 | 39,55 | 38,175 | 0,467029606 | 10 4,670296061

1:100 25,36 | 44,07 | 34,714 | 0,424700269 | 100 42,47002691

1:1000 | 23,59 | 20,07 | 21,83 | 0,267066308 | 1000 267,0663078

1:10000 | 14,5 | 16,45 | 15,475 | 0,189319794 | 10000 1893,197945

Mittel 551,8511439

Titer 1103702288

Tab. C.1: Baculovirus Titerberechnung

C.5. Immunstimulatorische Eigenschaften von Wildtyp Baculoviren

C.5.1. Stimulation von MDDC mit Wildtyp Baculoviren

Da eindeutig gezeigt werden konnte, dass die baculoviralen VLP (bvVLP) durch
Baculoviren verunreinigt waren, wurde in den folgenden Versuchen Uberprift, ob
diese Einfluss auf die Stimulation der Immunzellen haben.

Dazu wurden 5 x 10° MDDC mit 10 Mg der Wildtyp Baculovirussuspension (Titer: 1 x
10° Viren/ml) inkubiert, die auf die gleiche Weise iber ein Saccharosekissen
aufgereinigt worden waren wie die bvVLP. Als Positivkontrolle wurden MDDC mit
LPS, als Negativkontrolle nur mit DC-Medium inkubiert.

AnschlieBend wurde die Maturation der MDDC Uber die Expression bestimmter
Oberflachenmarker mittels FACS und die Aktivierung der Zellen Uber die
Zytokinproduktion mittels ELISA gemessen.

C.5.1.1. Maturation von MDDC nach Stimulation mit Wildtyp Baculoviren

Die Maturation der mit Wildtyp Baculoviren stimulieten MDDC wurde uUber die
Hochregulierung der Oberflachenproteine CD80, CD83, CD86, HLA-DR, CD40 und
CCRY7 mittels FACS Analyse ausgelesen (Abb. C.15).

Dabei zeigte sich, dass die Baculoviren die MDDC zu einer Expression von CD80,
CD86 und HLA-DR anregten. Diese Marker wurden etwa gleich stark wie bei der
Positivkontrolle hochreguliert, was die immunstimulatorischen Eigenschaften der

Baculoviren beweist. Die kostimulatorischen Molekiile CD83 und CD40 sowie der
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Chemokinrezeptor CCR7 wurden gegenuber der Mediumkontrolle nicht wesentlich

starker exprimiert.

CD80 CD83 CD86 HLA-DR
Baculo-
viren
30 30 30 30
23 23 23 23
LPS 15 15 15 15
8 8 8 8
0

Abb. C.15: FACS-Analyse der Expression von Oberflachenmarkern von MDDC nach Stimulation mit
Wildtyp Baculoviren

Immature MDDC wurden fiir 48 Stunden mit Wildtyp Baculoviren oder LPS inkubiert. Nach dem
Ernten der Zellen wurden sie mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern gegen die jeweils
angegebenen Oberflachenproteine markiert. Die Auswertung erfolgte mittels FACS-Analyse.

Abszisse: Intensitat der Fluoreszenz; Ordinate: Zellzahl; grau schraffierte Kurve: Mediumkontrolle;
schwarze Kurve: mit Antikérper gegen den angegebenen Oberflichenmarker gefarbte Zellen;

gestrichelte Linie: gesetztes Gate.

C.5.1.2. Aktivierung von MDDC nach Stimulation mit Wildtyp Baculoviren

Als zweite Komponente der Immunzell-Aktivierung wurde auch die Zytokin-
Produktion der MDDC nach Stimulation mit Wildtyp Baculoviren Uberprtft. Dazu
wurden die Uberstande aus den Stimulationsansatzen auf IFN-a, TNF, IL-6, IL-10
und IL-12p70 mittels ELISA untersucht (Abb. C.16).

Die Baculoviren regten die MDDC zur Produktion aller gemessenen Zytokine an.

Auffallig war auch hier die IFN-a Sekretion (271 pg/ml), welche durch die Viren, aber
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nicht durch LPS hervorgerufen wurde. Auch die Produktion der Gbrigen Zytokine
(TNF: 89 pg/ml, IL-6: 10416 pg/ml, IL-10: 52 pg/ml und IL-12p70: 6 pg/ml) zeigte ein
ahnliches Muster wie die durch die bvVLP bewirkte Zytokin-Produktion.
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Abb. C.16: Bestimmung der Konzentrationen sezernierter Zytokine mittels ELISA

Immature MDDC wurden mit Wildtyp Baculoviren, LPS (Positivkontrolle) oder nur in DC-Medium
(Negativkontrolle) inkubiert. Nach 48 Stunden wurden die Zellkulturiberstdnde abgenommen und
mittels ELISA auf die Zytokine TNF, IL-6, IL-10, IL-12p70 und IFN-a untersucht.

C.5.2. Stimulation von MDDC mit verschiedenen Titern an Wildtyp Baculoviren

Im Folgenden wurden MDDC mit verschiedenen Titern an Wildtyp Baculoviren
stimuliert.

Dazu wurden zundchst 10 ug der Virus-Suspension (Titer: 1 x 10° Viren/ml)
eingesetzt, was einer Zahl von 6,7 x 10° Viren entspricht. AnschlieBend erfolgte die
Anfertigung einer Verdiinnungsreihe von 1 x 10° bis 1 x 10° Viren. SchlieBlich
wurden MDDC mit den Virus-Verdinnungen stimuliert. Als Negativkontrollen wurden
die Zellen mit PBS oder nur in DC-Medium inkubiert. LPS diente als Positivkontrolle.
Nach der Stimulation erfolgte die Analyse der Expression der Oberflachenmarker
CD80 und CD86 mittels FACS (Abb. C.17). Bei den Werten fir CD80 zeigte sich kein
Unterschied zwischen der Stimulation mit 6,7 x 10° Viren (unverdiinnte Virus-
suspension) oder 1 x 10° Viren. Mit weiter abnehmender Viruskonzentration nahm
auch die Expression der Oberflichenmarker ab. Ab einer Verdiinnung von 1 x 10*

Viren lagen die Werte nicht mehr Uber dem Wert der Mediumkontrolle.
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Abb. C.17: FACS-Analyse der Expression der Oberflachenmarker CD80 und CD86 auf MDDC nach
Stimulation mit unterschiedlichen Titern an Baculoviren

Immature MDDC wurden fir 48 Stunden mit den angegebenen Titern an Wildtyp Baculoviren, LPS
(Positivkontrolle) oder nur in DC-Medium (Negativkontrolle) inkubiert. Nach dem Ernten der Zellen
wurden sie mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern gegen die Oberflachenproteine CD80 und CD86

markiert. Die Auswertung erfolgte mittels FACS-Analyse.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Wildtyp Baculoviren MDDC zur Maturation bringen

und dass diese Reifung von der Viruskonzentration abhangig ist.

C.6. Untersuchung baculoviraler Bestandteile auf ihre immunstimulatorische

Wirkung

In Mausen und murinen Zelllinien konnte bereits nachgewiesen werden, dass die
baculovirale DNA das angeborene Immunsystem Uber den TLR-9 Weg aktiviert,
wobei fir die Aufnahme des Virus und die Freisetzung der DNA in TLR-9
exprimierende Zellkompartimente das Hullprotein gp64 notwendig ist (Abe et al.
2005).

Im Folgenden wurde untersucht, welchen Einfluss das Hullprotein gp64 und die
baculovirale DNA auf die Maturation und Aktivierung von humanen MDDC haben.
Hierzu wurden zum einen Sauger-VLP mit dem gp64 Protein pseudotypisiert (siehe

C.2) und zur Stimulation von MDDC eingesetzt. Zum anderen wurde DNA aus
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Wildtyp Baculoviren isoliert und auf ihre immunstimulatorische Eigenschaften

Uberprift.

C.6.1. Stimulation von MDDC mit Sauger-VLP mit baculoviralem Hiillprotein

Humane immature MDDC wurden mit Pr55%29°VA-9P84.y/| P stimuliert. Proteine aus
Uberstanden von mit pcDNA3.1 transfizierten 293T Zellen, die in gleicher Weise wie
die VLP aufgereinigt worden waren, wurden als Kontrolle verwendet. Als
Positivkontrolle diente LPS und als Negativkontrolle wurden MDDC eingesetzt, die

nur in DC-Medium inkubiert wurden.

C.6.1.1. Maturation von MDDC nach Stimulation mit pseudotypisierten Sauger-
VLP

Der Maturationsgrad der MDDC wurde mittels FACS-Analyse bestimmt (Abb. C.18).
Hierbei zeigte sich, dass die mit Pr55%29°VA-9%4.y/| P stimulierten MDDC gegeniiber
der Mediumkontrolle auf3er einer leichten Hochregulierung von HLA-DR von 13% auf
23% keine Aktivierung aufwiesen. Alle anderen Marker blieben negativ. Die Proteine
aus Uberstanden von mit pcDNA3.1 transfizierten 293T Zellen hatten keinen

stimulatorischen Einfluss auf die dendritischen Zellen.
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Abb. C.18: FACS-Analyse der Expression von Oberflachenmarkern von MDDC nach Stimulation mit
pseudotypisierten mVLP

Immature MDDC wurden fiir 48 Stunden mit mVLP (Pr55°29°VA-9%* partikel), Uberstanden aus mit
pcDNAS3.1 transfizierten 293T Zellen oder LPS inkubiert. Nach dem Ernten der Zellen wurden sie mit
Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern gegen die jeweils angegebenen Oberflachenproteine markiert.
Die Auswertung erfolgte mittels FACS-Analyse.

Abszisse: Intensitat der Fluoreszenz; Ordinate: Zellzahl; grau schraffierte Kurve: Mediumkontrolle;
schwarze Kurve: mit Antikorper gegen den angegebenen Oberflachenmarker gefarbte Zellen;

gestrichelte Linie: gesetztes Gate.
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C.6.1.2. Aktivierung von MDDC nach Stimulation mit pseudotypisierten Sauger-
VLP

Die Aktivierung der MDDC wurde mittels Zytokin-ELISA bestimmt (Abb. C.19). Hier
ergab sich bei den mit Pr55%29°VA-9P84.y/| p stimulierten Zellen fiir IL-6 ein Wert von
15,3 pg/ml und far IL-10 13,7 pg/ml. Gegenuber der Mediumkontrolle (TNF: 16,9
pg/ml, IL-6: 78,5 pg/ml, IL-10: 8,7 pg/ml) konnte somit keine Steigerung der
Zytokinproduktion nachgewiesen werden. Die Kontrolle mit pcDNA3.1 ergab

ebenfalls keine vermehrte Sekretion von Zytokinen.
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Abb. C.19: Bestimmung der Konzentrationen sezernierter Zytokine mittels ELISA

Immature MDDC wurden fiir 48 Stunden mit pseudotypisierten mVLP (Pr55°29°VA-9°%4 partikel),
Uberstanden aus mit pcDNA3.1 transfizierten 293T Zellen oder LPS inkubiert. AnschlieBend wurden
die Uberstdnde mittels ELISA auf sezernierte Zytokine (TNF, IL-6, IL-10, IL-12p70 und IFN-a)
untersucht. Als Negativkontrolle dienten nur in DC-Medium inkubierte MDDC.

C.6.2. Isolierung und Analyse von DNA aus Wildtyp Baculoviren

Nach der Isolierung und Aufreinigung von baculoviraler DNA aus Wildtyp Baculoviren
wurde diese zur weiteren Analyse mit Restriktionsenzymen verdaut und die
Fragmente mittels Elektrophorese Uber ein 0,8%-iges Agarosegel aufgetrennt. Die
detektierten Banden (Abb. C.20, Spur 2) entsprachen in ihrer Grofle den zu
erwartenden Fragmenten von 500bp, 866bp, 2116bp, 6604bp, 7193bp, 7258bp,
8877bp, 12820bp, 16580bp, 21950bp, 23877bp und 25253bp.
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Abb. C.20: Kontrollverdau der aufgereinigten baculoviralen DNA
Die aufgereinigte DNA wurde mit den Restriktionsenzymen Xma | und Rsr Il (New England Biolabs
GmbH) eine Stunde lang bei 37°C verdaut. AnschlieRend erfolgte die Auftrennung der Fragmente

Uber ein 0,8%-iges Agarosegel mittels Elektrophorese.

Weiterhin sollte das gp64-Gen, welches flir das baculovirale Hullprotein gp64 kodiert,
mittels PCR nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle diente der Plasmidvektor
pcDNA 3.1 gp64 (Abb. C.21, Spur 4), als Negativkontrolle wurde Wasser statt DNA
in den PCR-Ansatz eingesetzt (Abb. C.21, Spur 3). Nach der Amplifikation wurden
die Proben auf ein 1%-iges Agarosegel aufgetragen und die Fragmente mittels

Elektrophorese aufgetrennt.
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Abb. C.21: PCR-Analyse der aufgereinigten baculoviralen DNA

Die aufgereinigte baculovirale DNA wurde mittels PCR auf das gp64-Gen untersucht. Als Primer
wurden die Oligonukleotide gp64-KOZAK-forward und gp64 reverse eingesetzt. Der Plasmidvektor
pcDNA3.1gp64 (Spur 4) diente als Positivkontrolle, Wasser (Spur 3) als Negativkontrolle.
AnschlieBend wurden je 5 pyl PCR-Produkt auf ein 1%-iges Agarosegel aufgetragen und mittels

Elektrophorese in die einzelnen Fragmente aufgetrennt.

Es konnte eine deutliche Bande entsprechend der GrolRe des gp64-Gens von
1558bp nachgewiesen werden (Abb. C.21, Spur 2).

Durch den Kontrollverdau mit Restriktionsenzymen und den Nachweis des gp64-
Gens konnte bewiesen werden, dass es sich bei der isolierten Nukleinsaure um
baculovirale DNA handelt und nicht um DNA aus Insektenzellen oder andere

Verunreinigungen.

C.6.3. Stimulation von MDDC mit baculoviraler DNA

Um zu Uberprifen ob die baculovirale DNA eine Rolle bei der immunstimulatorischen
Wirkung der Baculoviren auf die humanen dendritischen Zellen spielt, wurden 5 x 10°

MDDC mit 2 pyg DNA stimuliert. Auflerdem sollte untersucht werden ob zur
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Maturation und Aktivierung dieser Immunzellen durch die baculovirale DNA
Substanzen notwendig sind, welche die Aufnahme der DNA in die Zellen erleichtern.
Dafiir wurde FUGENE® HD Transfection Reagent gewahlt, da diese Substanz wenig
zytotoxisch ist.

Weiterhin ist bekannt, dass so genannte CpG-Motive in viralen Nukleinsauren fur die
Aktivierung des Immunsystems Uber den Toll-Like-Receptor-9 und vermutlich auch
uber TLR unabhangige Wege verantwortlich sind (Wagner et al., 2006). Um diese
CpG-Motive in der baculoviralen DNA zu zerstéren, wurde die DNA flr einen
Kontrollansatz mit der Nuklease Omnicleave verdaut. Diese Nuklease schneidet
DNA unspezifisch bis auf Dinukleotidebene.

Fir diesen Versuch wurden MDDC mit baculoviraler DNA oder verdauter
baculoviraler DNA jeweils mit oder ohne FUGENE® stimuliert. Als eine Kontrolle
wurde Wasser statt DNA mit der Nuklease versetzt und genauso behandelt wie der
DNA-Verdau. Dieser Kontrollansatz wurde ebenfalls mit oder ohne FUGENE® zu den
MDDC gegeben. Als Positivkontrolle wurde LPS eingesetzt und als Negativkontrolle
dienten MDDC, die nur in DC-Medium kultiviert wurden.

AnschlieBend wurde die Maturation der MDDC Uber die Expression bestimmter
Oberflachenmarker mittels FACS und die Aktivierung der Zellen Uber die
Zytokinproduktion mittels ELISA gemessen.

C.6.3.1. Maturation der MDDC nach Stimulation mit baculoviraler DNA

Um die Maturation der MDDC, die mit baculoviraler DNA stimuliert wurden, zu
bestimmen, wurde die Expression der kostimulatorischen Molekile CD80, CD83,
CD86 und CD40, des MHC Klasse Il Molekuls HLA-DR und des Chemokinrezeptors
CCRY7 mittels FACS-Analyse gemessen (Abb. C.22).

Bei der Auswertung der Marker CD80, CD86 und HLA-DR zeigte sich eine sehr
deutliche Hochregulierung bei den MDDC, die mit der baculoviralen DNA zusammen
mit FUGENE® stimuliert worden waren. Fir CD80 und CD86 war das Ergebnis
vergleichbar mit dem der Positivkontrolle, fiur HLA-DR lag es sogar darlber. Auch die
Expression von CD83 und CD40 wurde durch die DNA mit FUGENE® leicht

hochreguliert.
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Die DNA ohne FUGENE®, die verdaute DNA sowie die Nuklease alleine konnten die
MDDC nicht zur Hochregulierung der Maturationsmarker anregen. Auch FUGENE®

alleine hatte keinen Einfluss auf die Maturation der Dendriten.
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Abb. C.22: FACS-Analyse der Expression von Oberflachenmarkern von MDDC nach Stimulation mit
baculoviraler DNA

Immature MDDC wurden fir 48 Stunden mit baculoviraler DNA zusammen mit FUGENE®,
baculoviraler DNA ohne FUGENE®, FUGENE® alleine, verdauter baculoviraler DNA zusammen mit

FUGENE®, LPS (Positivkontrolle) oder nur in DC-Medium (Negativkontrolle) inkubiert. Nach dem
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Ernten der Zellen wurden sie mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern gegen die jeweils
angegebenen Oberflachenproteine markiert. Die Auswertung erfolgte mittels FACS-Analyse.

Abszisse: Intensitat der Fluoreszenz; Ordinate: Zellzahl; grau schraffierte Kurve: Mediumkontrolle;
schwarze Kurve: mit Antikorper gegen den angegebenen Oberflichenmarker gefarbte Zellen;

gestrichelte Linie: gesetztes Gate.

C.6.3.2. Aktivierung der MDDC nach Stimulation mit baculoviraler DNA

Anschlielend wurde die Aktivierung der MDDC bezlglich der Zytokinproduktion
durch Stimulation mit baculoviraler DNA bestimmt. Dazu wurden die Konzentrationen
der Zytokine IFN-a, TNF und IL-6 in den Uberstanden der Stimulationsansatze
mittels ELISA gemessen (Abb. C.23).

Die baculovirale DNA regte die MDDC nur zusammen mit FUGENE® zur Produktion
aller gemessenen Zytokine an (IFN-a: 3556 pg/ml; TNF: 1095 pg/ml; IL-6: 2373
pg/ml). Dagegen bewirkte die DNA alleine sowie auch die verdaute DNA (mit oder
ohne FUGENE®) oder die Nuklease keinerlei Zytokinproduktion. Auch FUGENE®
alleine hatte auler einer leichten TNF-Sekretion von 6 pg/ml keinen Einfluss auf die
Aktivierung der MDDC. Auffallend war auch hier, dass die Positivkontrolle, LPS, die
MDDC nicht zur Produktion von IFN-a anregte, jedoch eine sehr hohe Produktion
von IL-6 (37931 pg/ml) und TNF (7253 pg/ml) bewirkte.
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Abb. C.23: Bestimmung der Konzentrationen sezernierter Zytokine mittels ELISA

Immature MDDC wurden mit baculoviraler DNA zusammen mit FUGENE®, baculoviraler DNA ohne
FUGENE®, FuGENE® alleine, verdauter baculoviraler DNA zusammen mit FuGENE®, LPS
(Positivkontrolle) oder nur in DC-Medium (Negativkontrolle) inkubiert. Nach 48 Stunden wurden die
Zellkulturiberstande abgenommen und mittels ELISA auf die Zytokine TNF, IL-6 und IFN-a

untersucht.
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C.7. Untersuchung der Aufnahme von VLP durch MDDC

C.7.1. Aufnahme von CFDA gelabelten VLP durch MDDC

Um die Aufnahme der unterschiedlichen VLP durch die MDDC besser verfolgen zu
kénnen, wurden die VLP mit CFDA SE (carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl
ester) angefarbt. CFDA SE reagiert unspezifisch mit Aminogruppen und fluoresziert
erst in der Zelle, nachdem seine Acetatreste von intrazellularen Esterasen
abgespaltet worden sind. Wenn also die MDDC die gelabelten VLP aufgenommen
haben, wird der Farbstoff aktiviert und die Zellen leuchten im UV-Licht griin. Somit
kann man feststellen, ob die Partikel ins Zellinnere aufgenommen werden. Au3erdem
ist es moglich mittels FACS-Analyse die Zahl der fluoreszierenden Zellen zu
bestimmen.

MDDC wurden mit CFDA SE-markierten, baculoviralen VLP (bvVLP) oder Sauger-
VLP (mVLP)) inkubiert. Danach wurde ein Teil der Zellen mit DAPI, einem Farbstoff
der sich in DNA einlagert und somit Zellkerne markiert, gefarbt und zur
Fluoreszenzmikroskopie verwendet. Der Rest der Zellen wurde mittels FACS
analysiert (Abb. C.24).

Bei den MDDC, die mit den mVLP Pr55%% stimuliert worden waren, lie sich nach 2
Stunden mikroskopisch noch keine Aufnahme der Partikel feststellen. Auch im FACS
wurden nur vereinzelt fluoreszierende Zellen detektiert. Nach 24 Stunden konnte
man einzelne Zellen sehen, die Partikel aufgenommen hatten und im FACS wurden
14,6% der Zellen als positiv fir CFDA erkannt.

Die MDDC, welche mit den mVLP Pr55%299vagé4 otimyliert worden waren,
fluoreszierten bereits nach 2 Stunden, was auch in der FACS-Analyse bestatigt
werden konnte (42% positive Zellen). Nach 24 Stunden wurden im FACS 78,1%
CFDA positive Zellen detektiert und im Fluoreszenzmikroskop konnten jetzt viele
grun leuchtende Zellen entdeckt werden.

Die meisten fluoreszierenden MDDC konnten jedoch nach Stimulation mit den bvVLP
festgestellt werden. Nach 2 Stunden waren in der FACS-Analyse bereits 95,5% der
Zellen positiv fur CFDA und nach 24 Stunden waren es 99,6%. Auch mikroskopisch

wurden hier die meisten fluoreszierenden Zellen gesehen.

84



Ergebnisse

2 Stunden

100

75
50

Pr556Gag

25

0

Ly,

Pr5 sGaQOVA_g p64

100

10° 10" 10® 10° 10*

75
50

bvVLP

25

A

100

L0 C —
10° 10" 10® 10° 10*

BSA

50

25

0

CFDA

50

25

[

o

10° 10" 10® 10° 10*

W

10° 10" 10* 10 10

24 Stunden

10° 10" 10® 10° 10f

Abb. C.24: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen und FACS-Analyse der Aufnahme von VLP

durch MDDC

Immature MDDC wurden fur 2 oder 24 Stunden mit CFDA SE-gelabelten VLP (mVLP und bvVLP)

inkubiert. Nach dem Ernten der Zellen wurde ein Teil mit DAPI gefarbt und zur Fluoreszenz-
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mikroskopie verwendet. MDDC, die Partikel aufgenommen haben leuchten griin. Der Rest der Zellen
wurde durchflusszytometrisch analysiert.

FACS-Histogramme: Abszisse: Intensitat der Fluoreszenz; Ordinate: Zellzahl; grau schraffierte Kurve:
0 Stunden-Wert; schwarze Kurve: mit gelabelten VLP inkubierte Zellen; gestrichelte Linie: gesetztes
Gate.

C.7.2. Aufnahme von baculoviralen VLP durch MDDC

(elektronenmikroskopische Bilder)

Die Aufnahme von bvVLP durch die MDDC wurde zusatzlich elektronen-
mikroskopisch verfolgt. Mit diesen Untersuchungen sollte geklart werden, ob aus der
Praparation nur die Baculoviren, nur die bvWLP oder beide Bestandteile in die Zelle
gelangen und auf welchem Weg dies geschieht.

Dazu wurden MDDC mit bvVLP stimuliert und nach 30 Minuten, 1,5 Stunden oder 3

Stunden elektronenmikroskopisch betrachtet.

3 Stunden 3 Stunder;

Abb. C.25: Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Aufnahme von bvVLP durch MDDC
Immature MDDC wurden mit bvVLP fir 0,5, 1,5 oder 3,0 Stunden inkubiert und nach dem Ernten
fixiert. Anschlielend wurden die Zellen fir die Elektronenmikroskopie aufbereitet.

Roter Pfeil: Baculovirus; blauer Pfeil: bvVLP.

86



Ergebnisse

Die Aufnahme zum Zeitpunkt 0 Stunden (Abb. C.25) zeigt eine immature
dendritische Zelle (MDDC) mit ihren vielen, teils sehr langen Auslaufern. Auf dem
Bild nach 30 Minuten ist eine Zelle zu erkennen, die mit diesen Zellauslaufern die
bvVLP tentakelartig umschlie3t. Nach 1,5 Stunden sieht man, wie die Aufnahme der
Partikel ins Zellinnere begonnen hat. Durch Einstulpung der Zellmembran (Abb.
C.25, 1,5 Stunden, unten im Bild) werden die bvVLP in Endozytosevesikel
eingeschlossen. Weiter oben im Bild befinden sich Partikel in membran-
umschlossenen Vesikeln, bei denen es sich wahrscheinlich um Endosomen (Abb.
C.25, 1,5 Stunden, Mitte links und oben im Bild) handelt. Auch nach 3 Stunden kann
man dies weiter verfolgen. Es befinden sich immer noch viele Partikel aul3erhalb der
Zellen oder in Endosomen im Zellinneren. Die VergroRerung des Bildes nach 3
Stunden lasst erkennen, dass sowohl Baculoviren (roter Pfeil) als auch VLP (blauer

Pfeil) aufgenommen wurden.
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D. Diskussion

D.1. Einfluss von HIV Pr55%% VLP auf das angeborene Imnmunsystem

Pr55%%  virusdhnliche Partikel (virus like particles (VLP)) erfullen wichtige
Anforderungen an eine HIV Vakzine. Sie gewahren nicht nur einen hohen
Sicherheitsstandard, da sie nicht infektids sind und nicht replizieren, sondern Iosen
auch starke humorale und zellulare Immunantworten in Mausen und Primaten aus
(Wagner et al. 1994, Paliard et al. 2000). Hierzu ist die Aktivierung des angeborenen
Immunsystems wie beispielsweise die Anregung von antigenprasentierenden Zellen
(antigen presenting cells (APC)) zur Expression von kostimulatorischen Molektlen
und Zytokinen eine wichtige Voraussetzung, um T-Zell Antworten zu induzieren.
Verschiedene Faktoren wie Zytokine und eine grolle Anzahl an pathogen-
assoziierten molekularen Mustern (pathogen associated molecular patterns
(PAMPs)), wie z.B. Nukleinsauren (vor allem unmethylierte CpG-haltige
Nukleinsauren aus Bakterien- oder Insektenzellen), Lipopolysaccharide (LPS) und
andere, werden vom angeborenen Immunsystem als Alarmsignale erkannt und
fihren zu phanotypischen und funktionellen Veranderungen von unreifen zu
aktivierten APC.

Pr55°%9 VLP scheinen verschiedene Komponenten zu enthalten, die als solche
Alarmsignale erkannt werden und so das angeborene Immunsystem stimulieren.
Mehrere Studien zeigen, dass VLP Praparationen, die mithilfe von Hefezellen
(Tsunetsugu-Yokota et al. 2003) oder dem Baculovirus-Expressionssystem
(Buonaguro et al. 2006, Speth et al. 2008) hergestellt wurden, humane APC zur
Hochregulierung von Maturationsmarkern und zur Produktion von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen anregen.

In dieser Arbeit wurden Pr55°%% VLP aus zwei unterschiedlichen Expressions-
systemen, dem Sauger- (mammalian) und dem baculoviralen Expressionssystem, in
Bezug auf ihre immunstimulatorische Wirkung auf humane MDDC (monocyte derived

dendritic cells) verglichen und auf ihre immunogenen Komponenten untersucht.
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D.2. Vergleich der immunstimulatorischen Eigenschaften von Pr55%%¢ VLP aus

zwei verschiedenen Expressionssystemen

Bisher wurden Pr55°% VLP meist in Insektenzellen mittels eines gut etablierten
Baculovirus-Expressionssystem (baculovirale VLP (bvVLP)) in groRen Mengen
hergestellt. Die Vorteile dieses Systems liegen in der einfachen Handhabung, den
hohen Ausbeuten an VLP und der Moglichkeit einer LPS-freien Produktion. Es gibt
jedoch Hinweise darauf, dass diese Praparationen noch quantitative Spuren von
Baculoviren oder deren Komponenten und Insektenzellbestandteile enthalten, da die
gangigen Aufreinigungsmethoden keine Unterscheidung zwischen Virionen und VLP
ermoglichen oder baculovirale Proteine direkt in die Partikel eingebaut werden.

Um den Einfluss dieser Komponenten besser untersuchen zu kdnnen, wurden
Pr55%29 VLP via transienter Transfektion in eukaryontischen 293T Zellen produziert
(Sauger-VLP (mammalian VLP, mVLP)). Diese Praparationen, die frei von
baculoviralen Proteinen oder Insektenzellbestandteilen sind, wurden bezuglich ihrer
immunstimulatorischen Eigenschaften mit den baculoviralen VLP verglichen. Dabei
zeigte sich nach 48-stundiger Inkubation von humanen monocyte derived dendritic
cells (MDDC) mit mVLP kein Effekt auf die Hochregulierung von Maturationsmarkern
oder auf die Produktion pro- und antiinflammatorischer Zytokine. Die mVLP wurden
also nicht von den MDDC als Alarmsignal erkannt.

Dahingegen reagierten die humanen dendritischen Zellen auf die Stimulation mit
bvWLP mit einer deutlichen Hochregulierung von CD80, CD86 und HLA-DR sowie
einer starken Produktion der Zytokine IL-6, TNF und IFN-a und einer mafigen
Sekretion von IL-10 und IL-12p70. Ahnliche Ergebnisse zeigt eine Studie von Speth
et al. 2008, in der bvVLP humane PBMC (peripheral blood mononuclear cells) zur
Produktion von proinflammatorischen (IL-6, TNF), antiinflammatorischen (IL-10) und
Th1-polarisierenden (IFN-y) Zytokinen sowie von GM-CSF (granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor) und MIP-1a und Monozyten zur Hochregulation von MHC-II
Molekilen und den kostimulatorischen Molekilen CD80 und CD86 anregten (Speth
et al. 2008). Buonaguro et al. berichteten Uber die Hochregulierung der
Maturationsmarker CD80, CD83, CD86 und HLA-DR sowie uber die erhohte
Produktion der Zytokine TNF, IL-6, IL12p70 und IL-10 nach Stimulation von humanen
MDDC mit baculoviralen VLP, die mit einem gp120 Protein eines HIV-1 Isolats des

Subtyps A aus Uganda pseudotypisiert worden waren (Buonaguro et al. 2006).
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D.2.1. Bedeutung der TLR-2 und TLR-4 Signalwege bei der Maturation und
Aktivierung von MDDC durch bvVLP

Die Mitglieder der IL-1 Rezeptor/Toll-like Rezeptor (TLR) Superfamilie sind
Schlisselmediatoren des angeborenen und erworbenen Immunsystems (Akira et al.
2001). Toll, das als erstes Mitglied dieser Superfamilie identifiziert wurde, war
ursprunglich in Fliegenembryonen als ein Faktor der dorsoventralen Achsenbildung
entdeckt worden. Spater zeigte sich, dass Toll an den Mechanismen der Abwehr von
Pathogenen beteiligt war (Lemaitre et al. 1996). In Saugern existiert eine Familie von
TLRs und spielt eine wichtige Rolle nicht nur in der Erkennung einer Reihe von
infektiosen Pathogenen und deren Produkten, sondern auch beim Schutz vor
Infektionen. Bislang wurden 13 TLR Familienmitglieder und ihre zugehérigen
Liganden identifiziert. Beispielsweise erkennt TLR-4 Lipopolysaccharide (LPS)
(Hoshino et al. 1999), TLR-2 dagegen Peptidoglykane (PGN) und Lipopeptide
(Aliprantis et al. 1999, Brightbill et al. 1999, Takeuchi et al. 1999, Underhill et al.
1999). TLR-9 ist fur die Erkennung von bakterieller DNA und CpG-Motiven notwendig
(Hemmi et al. 2000) (Abb.D.1).

LPS Flagellin Imidazoquinoline

Peptidoglycan :%://

Lipoprotein o RNA @%
O o ds ss
N
EZD (LRR) NN YW CpG DNA
TLR4
\TLR1/6

TLR2[M |1 TLRX

TLR2

Abb. D.1: Schematische Darstellung verschiedener Toll-like Rezeptoren mit den jeweils zugehorigen
Liganden
Abklrzungen: ds: doppelstrangig; ss: einzelstrangig; EZD: extrazellulare Domane; 1ZD: intrazellulare

Domane; LRR: leucin-rich repeats; TMD: Transmembrandomane

Fir HPV (humanes Papillomavirus) basierte VLP konnte gezeigt werden, dass sie

die Maturation und Aktivierung von dendritischen Zellen (dendritic cells (DC)) uber
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einen TLR-4 abhangigen Weg induzieren (Lenz et al. 2001, Lenz et al. 2003, Yan et
al. 2005). Ahnliche Ergebnisse wurden (ber HIV-VLP aus dem Hefezell-
Expressionssystem berichtet, die DC teilweise Uber den TLR-2 Signalweg aktivieren
(Tsunetsugu-Yokota et al. 2003). Buonaguro et al. untersuchten die Stimulation von
humanen MDDC mit bvVLP auf diese beiden TLR abhangigen Wege und zeigten,
dass die beobachtete Maturation und Aktivierung der Zellen TLR-2 und TLR-4
unabhangig erfolgte (Buonaguro et al. 2006).

D.3. Untersuchung der bvVLP Praparationen auf immunstimulatorische

Bestandteile

D.3.1. Einfluss von Insektenzellbestandteilen auf die Maturation und

Aktivierung von humanen MDDC

Bei der Herstellung von VLP im Baculovirus-Expressionssystem werden
Insektenzellen mit rekombinanten Baculoviren infiziert und anschlielend die
Uberstande aufgereinigt. Dabei kdnnen Bestandteile der Insektenzellen wie Lipide,
Nukleinsduren oder Proteine in die Uberstéande gelangen, die bei der Aufreinigung
durch Ultrazentrifugation nicht komplett entfernt werden. Diese Komponenten werden
moglicherweise vom angeborenen Immunsystem als Alarmsignale erkannt. So kann
beispielsweise DNA aus Insektenzellen eine schwache aber detektierbare
Aktivierung von APC auslésen (Sun et al. 1997). In dieser Arbeit wurden bvVLP
mithilfe von High Five™ Zellen hergestellt. Die Uberstande nicht infizierter High
Five™ Zellen wurden bei den Stimulationsversuchen als Kontrolle eingesetzt. Dabei
zeigte sich nur eine moderate Maturation und Aktivierung von MDDC, die den

starken stimulatorischen Effekt der bvWLP Praparation nicht erklart.

D.3.2. Einfluss von kontaminierenden Baculoviren auf die Maturation und

Aktivierung von humanen MDDC

Die Aufreinigung der bvVLP Praparationen geschieht durch Ultrazentrifugation tber
ein Saccharosekissen. Dabei wird nicht zwischen baculoviralen VLP und Virionen
unterschieden, so dass Spuren kontaminierender Baculoviren in der Praparation

verbleiben konnen.
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Baculoviren sind doppelstrangige DNA Viren, die fir Insekten pathogen sind und
eine Reihe von Arthropoden infizieren. Ihr Nukleocapsid ist stabformig und enthalt
ein grolkes supercoiled DNA Genom von 88-160 kbp. Die Viren erhalten ihre Hille
bei der Abschnlrung von der Wirtszelle. In die Virushille wird das Glykoprotein gp64
eingebaut. Wildtyp-Baculoviren waren als Biopestizid sehr attraktiv, da sie Insekten
infizieren, aber apathogen fur Wirbeltiere und Pflanzen sind. Das Interesse fur diese
Viren begann zu wachsen, als das Baculovirus-Expressionssystem flir rekombinante
Proteine zu human- und veterinarmedizinischen Zwecken entwickelt wurde (Bédard
et al. 1994).

A B

Nukleokapsid

P 3
\ J s 3 100 nm

Virushille

DNA

Abb. D.2: Darstellung eines Baculovirus
Das stabformige Nukleocapsid enthalt ein groBes DNA Genom. Durch Abschnirung von der
Wirtszelle erhalten die Viren ihre Hiille, in die das Glykoprotein gp64 eingebaut wird.

(A) Schematische Darstellung

(B) Elektronenmikroskopische Aufnahme

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Baculoviren starke
Immunantworten in Mausen hervorrufen. AcNPV (autographa californica nuclear
polyhedrosis virus) bewirkte eine Stimulation von Saugerzellen zur Interferon-
Produktion und verlieh Mausen einen effektiven Schutz vor letalen Enzephalo-
myocarditis-Virusinfektionen (Gronowski et al. 1999). Abe et al. fanden heraus, dass
die nasale Inokulation von AcNPV eine starke Antwort des angeborenen
Immunsystems ausléste und Mause vor Influenza A und B Viren schitzte (Abe et al.
2003). Des Weiteren konnten adjuvante Eigenschaften von Baculoviren festgestellt

werden, da sie humorale und zellulare Immunantworten gegen gleichzeitig applizierte
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Antigene, Maturation von dendritischen Zellen und die Produktion inflammatorischer
Zytokine hervorriefen (Hervas-Stubbs et al. 2007).

Wie bereits in vorangegangenen Promotionsarbeiten unserer Arbeitsgruppe
beschrieben (Simon Bredl|, Ludwig Deml) war auch die in dieser Arbeit verwendete
bvVLP Praparation mit Baculoviren kontaminiert, wie die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen (siehe Abb. C.13) deutlich zeigen. Stimulationsversuche mit Wildtyp-
Baculoviren ergaben einen eindeutigen Effekt auf die Maturation und Aktivierung von
humanen MDDC in der gleichen Weise wie er bei den bvVLP festzustellen war.
Aulerdem konnte die Dosisabhangigkeit dieses Effekts gezeigt werden. Daraus lasst
sich schliel3en, dass die Kontamination der bvVLP durch Baculoviren eine zentrale
Rolle in der Aktivierung des angeborenen Immunsystems spielt. Inwiefern die VLP
per se immunstimulatorisch wirken, konnte in dieser Arbeit nicht geklart werden und

wurde eine strikte Auftrennung der Praparation in VLP und Virionen voraussetzen.

D.3.3. Bedeutung des baculoviralen Hiillproteins gp64

Das Hauptprotein der baculoviralen Hille ist das Glykoprotein gp64, ein Membran-
Fusionsprotein (siehe Abb. D.2). Gp64 ist fur den Eintritt des Virus in die Wirtszelle
und fir die Zell zu Zell Ubertragung in vitro und in vivo notwendig (Blissard 1996,
Braunagel et al. 1994, Hefferon et al. 1999, Monsma et al. 1996, Volkman 1986).
Dabei induziert das pH-abhangige Glykoprotein im sauren Milieu des Endosoms die
Membranfusion (Hefferon et al. 1999, Monsma et al. 1996, Blissard et al. 1992). Des
Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass Baculoviren auch Saugerzellen
infizieren, sich aber nicht in diesen vermehren kénnen (Boyce et al. 1996). Die hierfur
nétige Adhasion an die Zellen und die anschlieBende Membranfusion erfolgten
ebenfalls Uber das gp64 Protein. Zudem ist bekannt, dass gp64 Mannose, Fucose
und N-Acetyl-Glukosamin-Reste enthalt (Jarvis et al. 1995). Es wurde vermutet, dass
gp64 mit dem Mannoserezeptor, der vornehmlich auf Makrophagen und
dendritischen Zellen exprimiert wird, wechselwirkt. So kdnnten diese professionellen
antigenprasentierenden Zellen die VLP Uber ihre Mannoserezeptoren, die eine
wichtige Rolle in der Induktion angeborener Immunantworten spielen
(Apostolopoulos et al. 2001), erkennen und sie durch Phago- bzw. Makropinozytose
aufnehmen (Abe et al. 2003). Das gp64 Protein konnte auch auf der Oberflache der

bvWLP nachgewiesen werden (siehe Abb. C.14) und kdnnte somit ein Grund fir die
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besseren stimulatorischen Eigenschaften dieser VLP sein. AuRerdem beobachteten
Gronowski et al. eine wichtige Rolle von gp64 bei der Induktion von Immunantworten
durch AcNPV (Gronowski et al. 1999).

Um den Einfluss von gp64 auf die Stimulation von MDDC genauer zu untersuchen,
wurden in dieser Arbeit Sauger-VLP (mVLP) mit dem Glykoprotein pseudotypisiert
und mit den Zellen inkubiert. Hierbei konnte keine Hochregulierung von
Maturationsmarkern und keine Produktion von Zytokinen festgestellt werden. Folglich
scheint das Glykoprotein gp64 auf der Oberflache von VLP per se keinen direkten
Einfluss auf die Stimulation des angeborenen Immunsystems zu haben.

Dagegen konnte in den Stimulationsversuchen mit CFDA-gelabelten VLP gezeigt
werden, dass die mit gp64 pseudotypisierten mVLP wesentlich starker von den
MDDC aufgenommen wurden als die reinen Gag-mVLP, wie sowohl die fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen als auch die FACS-Analyse deutlich zeigen (siehe
Abb.C.24). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass gp64 auf der Oberflache der
VLP die Aufnahme in die Zellen erleichtert.

Ahnliche Ergebnisse zeigt eine Studie von Abe et al., in der eine Virus-Mutante des
AcNPV ohne das Hullprotein gp64 seine stimulatorischen Eigenschaften in Bezug
auf die Aktivierung von Zellen des murinen Immunsystems verlor. Jedoch konnte
beobachtet werden, dass gp64 per se nicht immunstimulatorisch wirkte, sondern
vielmehr fir die Membranfusion und Internalisierung des viralen Genoms wichtig war
(Abe et al. 2005).

D.3.4. Einfluss baculoviraler DNA auf die Maturation und Aktivierung von
humanen MDDC

Weiterhin stellten Abe et al. in dieser Studie fest, dass die DNA von AcNPV das
murine Immunsystem Uber einen TLR-9 abhangigen Weg aktivierte und zur
Produktion proinflammatorischer Zytokine anregte. Hierbei war die Internalisierung
der DNA mittels Liposomen nétig (Abe et al. 2005).

Ahnliche Ergebnisse konnten in dieser Arbeit bei den Stimulationsversuchen
humaner MDDC mit baculoviraler DNA erzielt werden. Dazu wurde DNA aus Wildtyp-
Baculoviren isoliert und mit oder ohne FUGENE® HD Transfection Reagent, das die
Aufnahme der DNA in die Zelle erleichtert, mit humanen MDDC inkubiert. Nur DNA,

die zusammen mit FUGENE® verabreicht worden war, bewirkte eine Hochregulierung
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der Maturationsmarker CD80, CD86 und HLA-DR, sowie eine gesteigerte Sekretion
der Zytokine IL-6, TNF und IFN-a und zeigte damit das gleiche Aktivierungsmuster
wie die bvVLP und die Wildtyp-Baculoviren. Nackte oder verdaute DNA sowie
FUGENE?® alleine induzierten keine Immunreaktion. Dies kann als deutliches Indiz
dafir gewertet werden, dass die DNA kontaminierender Baculoviren die
stimulatorische Komponente der bvVLP Praparation darstellt und dass die DNA nicht
auf der Zelloberflache als Alarmsignal erkannt wird, sondern die Aufnahme in innere
Zellkompartimente notwendig ist. Dies scheint durch das baculovirale Hullprotein
gp64 gewahrleistet zu sein. Hierzu wirde auch die Beobachtung passen, dass die
Denaturierung von gp64 durch UV-Bestrahlung die Fahigkeit von AcNPV zur
Induktion inflammatorischer Zytokine reduziert und die Zugabe von Liposomen diese
Fahigkeit wiederherstellt (Abe et al. 2005). Es konnte jedoch nicht geklart werden, ob
die Aktivierung und Maturation der MDDC durch baculovirale DNA TLR-9-abhangig

oder -unabhangig erfolgte.

D.4. Mogliche DNA-Erkennungswege des angeborenen Immunsystems

D.4.1. Aktuelle Kenntnisse uber die TLR-9-abhangige und -unabhéangige
Erkennung von DNA

Die DNA in Mikroben oder korpereigenen Zellen befindet sich normalerweise
innerhalb der Kern- oder Mitochondrienmembran in eukaryontischen Zellen bzw. der
Zellwand in Bakterien und ist somit streng von der Erkennung durch das
Immunsystem abgeschirmt. Bei der Infektion durch Bakterien oder Viren wie auch bei
der Zerstdérung korpereigener Zellen wird jedoch DNA freigesetzt und kann vom
angeborenen Immunsystem erkannt werden.

Bislang war TLR-9 als der einzige bekannte Rezeptor flir immunstimulatorische DNA
beschrieben (Ishii et al. 2006). TLR-9 ist ein membrangebundener Rezeptor in der
Zelle. Hemmi et al. beschrieben erstmals die Funktion des humanen TLR-9, indem
sie zeigten, dass er bakterielle unmethylierte CpG DNA, aber keine korpereigene
DNA erkennt (Hemmi et al. 2000). Weitere Studien lassen darauf schlieRen, dass
sich TLR-9 in Endosomen befindet, wobei seine Liganden-Bindestelle ins Innere des
Endosoms zeigt und somit vom Zytoplasma abgewandt ist (Hemmi et al. 2000,
Hacker et al. 1998). Im humanen Immunsystem findet man TLR-9 in erster Linie in

pDC (plasmacytoid dendritic cells), einem speziellen Zelltyp, der bei viralen
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Infektionen groRe Mengen an Typ | Interferonen produziert (Wagner, 2004). Der
Rezeptor ist in ruhenden Zellen nicht aktiv. Er befindet sich im endoplasmatischen
Reticulum in nicht-stimulierten pDC. Die Internalisierung von CpG DNA induziert die
Translokation von TLR-9 zu Endolysosomen und die nachfolgende Aktivierung
(Leifer et al. 2004, Latz et al. 2004). Im Endosom findet die Bindung zwischen Ligand
und Rezeptor statt. Nach Ansaduerung und Maturation des Endosoms und damit
verbundener Abspaltung der Ektodomane des TLR-9 erhalt der Rezeptor seine volle
Funktion und setzt eine Signalkaskade in Gang (Park et al. 2008, Ewald et al. 2008),
die in der Transkription von IFN-a-Genen und Aktivierung von NFkB resultiert
(Uematsu et al. 2005).

Doch seit der Entdeckung von TLR-9 gibt es auch zunehmend Hinweise darauf, dass
mikrobielle und auch korpereigene DNA Uber einen TLR-unabhangigen Weg erkannt
werden kann. Beispielsweise ruft die Infektion von TLR-9-defizienten Zellen mit DNA-
Viren wie HSV-1 (Herpes simplex Virus 1) oder intrazellularen Bakterien, die eine
zytoplasmatische Phase in ihrem Lebenszyklus haben, wie Listeria monocytogenes,
immer noch DNA-gebundene Typ | Interferonantworten hervor (Stetson et al. 2006,
Hochrein et al. 2004). Des Weiteren aktiviert angehaufte DNA in DNase II-defizienten
Makrophagen, welche die aufgenommene DNA von apoptotischen Zellen nicht mehr
beseitigen kdnnen, die Expression von Typ | Interferon-Genen Uber einen TLR-9-
unabhangigen Weg (Okabe et al. 2005, Yoshida et al. 2005). SchlieRlich fuhrt auch
die Transfektion von Zellen mit synthetischer doppelstrangiger DNA TLR-9-
unabhangig zu Typ | Interferon- und anderen Antworten des angeborenen
Immunsystems (Ishii et al. 2006, Stetson et al. 2006). Diese Beobachtungen lassen
darauf schliel3en, dass ein oder mehrere zytosolische DNA Sensoren existieren, die
Antworten des angeborenen Immunsystems, vor allem die Induktion von Typ |
Interferonen, ausldsen kdnnen.

Vor kurzem wurde ein DNA Sensor und Aktivator des angeborenen Immunsystems
beschrieben und als DNA-abhangiger Aktivator von Interferon-regulatorischen
Faktoren (DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors (DAI)) benannt (friher
als DLM-1 oder ZBP1 bezeichnet) (Takaoka et al. 2007). Die Expression der DAI
MRNA kann durch Typ | Interferone induziert werden. Das DAI Protein enthalt drei
DNA-Bindedomanen (Fu et al. 1999, Takaoka et al. 2007), die alle an den DNA-
vermittelten Immunantworten beteiligt sind (Wang et al. 2008). DAI befindet sich

hauptséachlich im Zytosol und seine Uberexpression in L929 Zellen, einer murinen
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Fibroblasten-Zelllinie, fUhrte zur Erhdhung der IFN-a/B-, IL-6- und CXCL10-Level als
Antwort auf poly(dA-dT)-poly(dT-dA) (B-DNA)-Stimulation (Ishii et al. 2006, Takaoka
et al. 2007) oder der IFN-B mRNA als Antwort auf Bakterien- und Kalber-Thymus-
DNA sowie poly(dG-dC)-poly(dC-dG) (Z-DNA) (Takaoka et al. 2007). Auf der
anderen Seite wurde durch die Ausschaltung des DAI Proteins in diesen Zellen die
B-DNA-vermittelte Aktivierung dieser Gene gehemmt und die angeborene
Immunantwort auf bakterielle oder virale DNA reduziert (Takaoka et al. 2007). Die
Zusammenschau dieser verschiedenen Beobachtungen lasst erkennen, dass DAI
tatsachlich als zytosolischer DNA-Sensor und Aktivator des angeborenen
Immunsystems fungiert. Der genaue Weg der Signalkaskade, die durch die Bindung
von DNA an DAI ausgelost wird, ist noch nicht ganzlich geklart. Moglicherweise ist
ein neues Adaptermolekul, genannt STING/MITA (stimulator of interferon
genes/mediator of IRF3 activation) beteiligt (Ishikawa et al. 2008, Zhong et al. 2008).
Die Signalkaskade endet in der Transkription von Typ | Interferon-Genen und der
Aktivierung von NFkB (Takaoka et al. 2007).

Nachfolgende Studien zeigten aulerdem zusatzliche Mechanismen der DNA-
Erkennung und Immunsystemaktivierung sowie der negativen Regulierung DNA-

vermittelter Immunantworten auf (Ishii et al. 2008, Wang et al. 2008).

D.4.2. Erkennung baculoviraler DNA durch humane MDDC

Unter den humanen dendritischen Zellen ist eine TLR-9-Expression bislang nur bei
den pDC bekannt (Wagner, 2004). Es war jedoch unklar, ob auch die ex vivo
generierten MDDC TLR-9 exprimieren bzw. die Expression wahrend des
Reifungsprozesses nach Stimulation mit bvVLP verstarkt wird. Da der
Stimulationsversuch von TLR-9-exprimierenden pDC mit bvVLP ebenfalls eine starke
IFN-a-Produktion ausloste, die nach Zusammenschau der Ubrigen Ergebnisse auf
die verunreinigende baculovirale DNA zurtckzufuhren war, lag die Vermutung nahe,
dass auch die Stimulation der MDDC durch die DNA TLR-9-abhangig war. Zudem
enthalt die baculovirale DNA ahnlich wie bakterielle DNA zahlreiche CpG-Motive. Die
Anwesenheit von TLR-9 auf unstimulierten oder mit DNA stimulierten MDDC mittels
eines TLR-9-Antikorpers konnte jedoch in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden,
da der verwendete Antikérper nicht funktionstiichtig war (unverdffentlichte

Ergebnisse).
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Es steht jedoch fest, dass die baculovirale DNA in den MDDC eine andere
Signalkaskade auslost als LPS, da die Stimulation mit DNA in einer IFN-a-Produktion
resultiert, die durch LPS nicht induzierbar ist.

Die neuere Kenntnis Uber den TLR-unabhangigen DNA-Sensor DAI und dessen
Lokalisation im Zytosol, zusammen mit der Tatsache, dass das baculovirale gp64 die
Freisetzung der baculoviralen DNA in das Zytosol bewirkt, zeigen eine andere
Mdglichkeit der Erkennung baculoviraler DNA durch MDDC auf. In nachfolgenden
Arbeiten bleibt zu klaren, ob MDDC TLR-9 exprimieren oder ob die Erkennung der

baculoviralen DNA Uber DAI oder andere zytosolische DNA-Sensoren erfolgt.

D.5. Mogliche Wege der Aufnahme und Prozessierung der baculoviralen VLP

Die im baculoviralen Expressionssystem produzierten VLP flihren zu einer starken
Maturation und Aktivierung von humanen MDDC. Dazu mussen die Partikel
aufgenommen, in Einzelteile zerlegt und weiterverarbeitet werden bis schliel3lich die
Aktivierung verschiedener Signalkaskaden erfolgt. In Zusammenschau der
Ergebnisse dieser Arbeit und aktueller Erkenntnisse aus der Forschung ergeben sich
mehrere Moglichkeiten fur diese Prozessierungs- und Aktivierungswege (Abb. D.3).
Die VLP koénnen Uber Endozytose aufgenommen, im Endolysosom (EL) degradiert
und die einzelnen Antigene in den MHC-II Prozessierungs- und Prasentationsweg
eingeschleust werden (Abb. D.3 (1) roter Pfad). Eine andere Moglichkeit ist die
Rezeptor-vermittelte Aufnahme der VLP mithilfe von gp64 (Abb. D.3 (2) blauer Pfad).
Hierbei erfolgt eine durch gp64 getriggerte Membranfusion im Endolysosom und
somit die Freisetzung der Gag-Molekille in das Zytosol. Nach der Prozessierung
durch das Proteasom (P) werden die Pr55%a9 Epitope im endoplasmatischen
Reticulum (ER) auf MHC-I Molekile geladen und anschlieBend auf der
Zelloberflache prasentiert.

Ebenso konnen Uber den Rezeptor-vermittelten Weg Baculoviren aufgenommen
werden (Abb. D.3 (3)). AnschlieRend wird die baculovirale DNA vom endosomalen
Toll-like-Rezeptor-9 erkannt (Abb. D.3 (3a)) oder nach gp64-getriggerter Membran-
fusion erfolgen die Freisetzung der DNA in das Zytosol sowie die Erkennung uber
den zytosolischen DNA-Sensor DAl (Abb. D.3 (3b)). Beide Wege enden in der
Aktivierung der Transkription und Produktion von inflammatorischen Zytokinen und
IFN-a.
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Abb. D.3: Schematische Darstellung der moglichen Wege der Aktivierung von dendritischen Zellen
durch baculovirale VLP-Praparationen

(1) Endozytose und Degradation des VLP im Endolysosom. Pr55%° Epitope werden auf
MHC-II Molekile geladen und auf der Zelloberflache prasentiert (roter Pfad).

(2) Rezeptor-vermittelte Aufnahme des VLP. Durch die gp64 vermittelte Membranfusion
gelangt Pr55%9 ins Zytosol der Zelle und kann dort durch das Proteasom degradiert
werden. Pr55%9 Epitope werden dann im endoplasmatischen Reticulum auf MHC-I
Molekile geladen und anschlieRend auf der Zelloberflache prasentiert (blauer Pfad).

(3) Baculoviren werden Uiber Rezeptoren mittels gp64-vermittelter Fusion aufgenommen.
a) CpG-reiche baculovirale DNA wird vom endosomalen Toll-like Rezeptor 9 (TLR9)

erkannt und fuhrt zur Transkription von IFN-a-Genen und Uber die Aktivierung von
NFkB zur Transkription von Genen fur weitere inflammatorische Zytokine wie IL-6
und TNF.

b) Durch die gp64 vermittelte Membranfusion gelangt baculovirale DNA ins Zytosol
der Zelle und I6st Giber den zytosolischen DNA-Sensor DAI eine Signalkaskade
aus, die in der Transkription von Typ | Interferon-Genen und der Aktivierung von
NFkB endet.

G: Golgi-Apparat; NC: Nukleus; EL: Endolysosom; ER: endoplasmatisches Reticulum; P: Proteasom.
(Abbildung in Anlehnung an Ludwig und Wagner, 2007)
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D.6. Ausblick

In dieser Arbeit konnte der Unterschied in der Immunogenitat zwischen baculoviralen
(bvVLP) und Sauger-VLP (mVLP) dargelegt werden. Aulierdem konnte gezeigt
werden, dass die Verunreinigung von bvVLP mit Baculoviren einen starken Einfluss
auf die Maturation und Aktivierung von humanen MDDC hatte, wobei sich die
baculovirale DNA als stimulatorische Komponente darstellte. Dagegen hatte das
Hullprotein gp64 per se keinen immunstimulatorischen Einfluss. Die Pseudo-
typisierung von mVLP mit gp64 flhrte jedoch zu einer verstarkten Aufnahme dieser
Partikel in die dendritischen Zellen.

Es bleibt weiterhin offen Uber welche Wege die Erkennung der baculoviralen DNA
erfolgt. Aufgrund der IFN-a-Produktion nach Stimulation von MDDC mit baculoviraler
DNA wurde der TLR-9-abhangige Aktivierungsweg Uberprift. Bisher konnte TLR-9
noch nicht in den ex vivo generierten MDDC nachgewiesen werden. Dies gelang
auch nicht durch den in dieser Arbeit eingesetzten TLR-9 Antikdrper. Somit bleibt zu
klaren, ob humane MDDC Toll like Rezeptor 9 exprimieren, z.B. durch Antikorper-
Studien oder mRNA-Analysen, und ob die DNA-Erkennung und die nachfolgende
Interferonproduktion TLR-9-abhangig oder Uber zytosolische DNA-Sensoren
erfolgen. Des Weiteren steht die genaue Aufklarung des zytosolischen DNA-
Erkennungsweges noch aus. Die einzelnen Schritte der Signalkaskade sowie die
Bedeutung verschiedener Moleklle, so auch des kurzlich beschriebenen
Adaptermolekils STING/MITA, mussen noch im Detail entschlisselt werden. Ebenso
sollte die Existenz weiterer zytosolischer DNA-Erkennungswege in Betracht gezogen
werden.

Aulerdem bleibt unklar, ob die bvVLP per se immunstimulatorisch sind. Dazu
musste eine strenge Auftrennung in VLP und Virionen mit anschlieRenden
Stimulationsstudien erfolgen. Da jedoch eine einfache Auftrennung nach Grof3e nicht
maoglich ist, konnte durch aufwendige Aufreinigungsschritte ein wichtiger Vorteil der
VLP, namlich die kostengunstige Produktion und hohe Ausbeute, verloren gehen.
Dass jedoch die Herstellung eines Impfstoffs mithilfe des Baculovirus-
Expressionssystems funktioniert, zeigt die Einfuhrung der HPV Vakzine Cervarix.
Diese besteht aus einer Mischung von HPV 16 und 18 abgeleiteter VLP, die mittels
rekombinanter Baculoviren produziert wurden. Die Impfung wird gut vertragen und

bietet Schutz vor HPV 16/18 assoziierten high-grade zervikalen intraepithelialen

100



Diskussion

Neoplasien (CIN 2 und CIN3) und Zervixkarzinom (Keam et al. 2008). Cervarix ist
der erste zugelassene Impfstoff, der auf baculoviralen VLP basiert.

SchlieBlich sollten die baculovirusfreien, in 293T Zellen produzierten Pr55%29 VLP
bezuglich ihrer Immunogenitat naher untersucht und die stimulatorischen Eigen-
schaften verbessert werden. Dies konnte beispielsweise durch Pseudotypisierung mit
fusogenen und immunogenen Partikeln oder durch die Verwendung von Adjuvanzien
geschehen.

Insgesamt bleiben virusahnliche Partikel sehr interessante und attraktive Kandidaten
der HIV Vakzine-Forschung, wobei sie sich nicht nur durch ihre immunogenen
Eigenschaften, sondern auch durch ihre Strukturstabilitdt und die Mdoglichkeit der

Integration verschiedenster heterologer Molekule auszeichnen.
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E. Zusammenfassung

Pr55%9 Virus-ahnliche Partikel (VLP) stellen eine innovative Form einer HIV-Vakzine
dar, die zum einen hoch-immunogene Eigenschaften aufweist und zudem gut
vertraglich und sicher ist. Gag VLP zeichnen sich durch eine hohe Strukturstabilitat
aus, wodurch sie sich hervorragend als Trager fur fremde Polypeptide eignen, die
dadurch dem Immunsystem préasentiert werden kdnnen. Uber die Einschleusung der
enthaltenen Antigene in den MHC-I und MHC-Il Prozessierungs- und
Prasentationsweg wird das angeborene Immunsystem aktiviert und somit die
Voraussetzung flr eine starke humorale und zellulare Antwort geschaffen.
Gleichzeitig bieten VLP einen hohen Sicherheitsstandard, da sie nicht infektios und
replikationsinkompetent sind. Um jedoch Partikel zu entwerfen, die eine schutzende
Immunantwort gegen HIV-Antigene hervorrufen, bedarf es detaillierter Kenntnisse
der immunaktivierenden Eigenschaften einzelner Partikelkomponenten.

Ziel dieser Arbeit war es, VLP, die mittels zweier verschiedener Expressionssysteme
produziert worden waren, bezuglich ihrer immunstimulatorischen Eigenschaften zu
vergleichen und einzelne immunogene Komponenten zu charakterisieren. VLP
wurden zum einen mithilfe eines baculoviralen Expressionssystems generiert und
zum anderen durch transiente Expression in einer Saugetierzelllinie hergestellt. Die
nachfolgenden Stimulationsversuche wurden mit humanen monocyte derived
dendritic cells (MDDC) als Vertreter des angeborenen Immunsystems durchgefuhrt.
Ausgelesen wurde die Hochregulierung immunrelevanter Oberflachenantigene der
MDDC sowie die Produktion verschiedener Zytokine.

Beide Expressionssysteme lieferten gute Ausbeuten an Pr55%9 VLP, die
vergleichbare biochemische Eigenschaften aufwiesen. Es ergaben sich jedoch grol3e
Unterschiede in den Stimulationsstudien: Die im Saugerzell-Expressionssystem
hergestellten Partikel (mVLP) zeigten kaum immunostimulatorische Eigenschaften,
wohingegen baculovirale VLP (bvVLP) eine Maturation und Aktivierung der
dendritischen Zellen bewirkten. Daruber hinaus aktivierten die bvVLP die Produktion
von IFN-a, welches in diesem Zusammenhang bisher erstmalig fiar MDDC
nachgewiesen werden konnte und den Hinweis auf einen neuen Stimulationsweg
lieferte.

Daraufhin wurden die in Insektenzellen produzierten bvVLP auf potenzielle

immunogene Komponenten bzw. Verunreinigungen untersucht. Insektenzell-
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bestandteile konnten hierbei weitgehend ausgeschlossen werden. Dementgegen
konnten, bedingt durch die verwendete Aufreinigungsmethode komplette Baculoviren
in den Praparationen nachgewiesen werden. Wildtyp-Baculoviren erwiesen sich in
nachfolgenden Stimulationsversuchen mit MDDC als vergleichbar immun-
stimulatorisch wie bvVLP. Als fur diesen Effekt verantwortliche Komponenten der
Wildtyp-Baculoviren kamen vor allem das Hullprotein gp64 und die baculovirale DNA
infrage. Da gp64 auf der Oberflache von bvVLP nachgewiesen werden konnte,
erfolgte eine Pseudotypisierung von mVLP mit dem baculoviralen Hdullprotein. In
Stimulationsversuchen mit diesen Partikeln zeigte sich jedoch trotz einer gesteigerten
Aufnahme dieser Partikel keine Verbesserung der Immunogenitat. Aufgereinigte
baculovirale DNA erwies sich hingegen als stark immunstimulatorisch, wenn sie in
Kombination mit einem geeigneten Transfektionsreagenz eingesetzt wurde; dessen
Aufgabe Ubernimmt im Kontext baculoviraler VLP das Hullprotein gp64. Dadurch
ergibt sich die Frage nach moglichen DNA-Erkennungswegen Uber TLR-9-abhangige
oder —unabhangige zytosolische DNA-Sensoren in den MDDC, welche in

weiterfihrenden Arbeiten geklart werden soll.
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G. Abkiirzungsverzeichnis

A

Abb.
AcMNPV
AIDS

Amp
AP
APC
APS
AVHRP
BCG
BDCA
bp
BSA
bvwWLP
bzw.
°C

CA

ca.
CCR
CD
CFDA SE
cm
cm?
Cwmv
CTL
CXCL
CY5
Da
DAI
DAPI
DC
DEAE

Ampere

Abbildung

autographa californica mononuclear polyhedrosis virus
erworbenes Immundefizienz Syndrom (acquired immune deficiency
syndrome)

Ampicillin

Alkalische Phosphatase

antigen presenting cell

Ammoniumpersulfat

avidin-horseradish peroxidase conjugate

Bacillus Calmette-Guérin

blood dendritic cell antigen

Basenpaar

bovines Serumalbumin

baculovirale Pr55%% VLP

beziehungsweise

Grad Celsius

Capsid-Protein

circa

Chemokinrezeptor

cluster of differentiation

carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester
Zentimeter

Quadratzentimeter

Cytomegalie Virus

zytotoxische T-Lymphozyten (cytotoxic T lymphocytes)
Chemokin CXC Liganden

Cyanin5

Dalton

DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors
4,6-Diamidin-2-phenylindol

dendritic cells

Diethylamino Ethanol
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DMEM
DNA
ds
ECD
EDTA
ELISA
Env

et al.
FACS
FITC
FKS
FSC

i.v.

kb
kbp
kDa

Dullbecco’s Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic-acid)
doppelstrangig (double-stranded)
energiegebundener Farbstoff (energy-coupled dye)
Ethylendiamintetraacetat (Titriplex)

enzyme-linked immunosorbent assay

Hullprotein (envelope)

und andere

fluorescence activated cell sorting
Fluorescein-Isothiocyanat

Fotales Kalberserum

forward scatter

Gramm oder Konstante flir die Schwerebeschleunigung der Erde
Gruppenspezifisches Antigen
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Glycoprotein

hochaktive antiretrovirale Therapie (highly active antiretroviral therapy)
Hepatitis B Virus

Hepatitis B Oberflachen (surface)-Antigen

HEPES buffered saline

Humanes Immundefizienz-Virus

Humanes Leukozytenantigen

Humanes Papilloma Virus

horseradish peroxidase (Merettich-Peroxidase)
Wasser aus einer Milliporeanlage

Interferon

Interleukin

Integrase

intravenos

kilo

Kilobasen

Kilobasenpaare

Kilodalton

Liter
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LI
LPS
LTR

MA
mA
MACS
MCS
MDDC
MHC
MIP-1a
MITA
ml

mm
mM
MmRNA
mVLP

Nef
NFkB
NNRTI
NRTI
OD
OVA

PAGE

Linkerprotein

Lipopolysaccharid

long terminal repeat

Meter oder milli

molar (Mol pro Liter)

Matrixprotein

Milliampere

magnetic cell separation

multiple cloning site

monocyte derived dendritic cells
major-histocompatibility complex
macrophage inflammatory protein-1 alpha
mediator of IRF3 activation

Milliliter

Millimeter

millimolar

messenger RNA

Sauger (mammalian)-VLP

Molekulargewicht (molecular weight) oder Mittelwert
mikro

Mikrogramm

Mikroliter

nano

Nanogramm

Nanometer

Nukleocapsid

negative regulatory factor

nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells
nicht-nukleosidaler Reverse-Transkriptase-Inhibitor
nukleosidaler Reverse-Transkriptase-Inhibitor
Optische Dichte

Ovalbumin

Protein oder pico

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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PAMPs
PBMC
PBS
PCR
pDC
PE

P9

pH

Pl

pol
PR
PRR
Rev
RNA
rom
RT
SDS
SIvV

Ss
SSC
STING
SV40
Tab.
Taq
Tat
TBE
TBS
TEMED
Th
TLR
TNF
Tris

TTBS

pathogen- associated molecular patterns

peripheral blood mononuclear cells

Phosphat gepufferte Kochsalzlésung (phosphate buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
plasmacytoid dendritic cells

Phycoerythrin

Picogramm

Konzentration der H+ lonen in einer Losung
Proteaseinhibitor

Polymerase

Protease

pattern recognition receptors

regulator of expression of virion proteins
Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

Umdrehung pro Minute (rounds per minute)

Reverse Transkriptase

Sodiumdodecylsulfat

simian immunodeficiency virus

einzelstrangig (single-stranded)

side scatter

stimulator of interferon genes

simian virus 40

Tabelle

DNS-abhangige DNS-Polymerase aus Thermus aquaticus
transactivator of transcription

Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tris gepufferte Kochsalzldsung (tris buffered saline)
Tetramethylethylendiamin

T Helfer

Toll-like Rezeptor

Tumornekrosefaktor

Tris(hydroxymethyl)-aminoethan

Tris gepufferte Kochsalzlosung mit Tween20 (tween-tris buffered saline)

Enzymeinheit (unit)
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uv Ultraviolett

Vv Volt

Vif viral infectivity factor

VLP virusahnlicher Partikel (virus like particle)
Vpr viral protein rapid

Vpu viral protein out

VSV-G vesikulares Stomatitisvirus-Oberflachenprotein G
wt Wildtyp

w/v Gewichtseinheit pro Volumeneinheit

z.B. zum Beispiel

ZBP1 Z-DNA-bindendes Protein 1

ZP Zytoplasma
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