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Einleitung

1. HIV-1

1981 wurde erstmals bei einer Gruppe homosexueller Manner mit schweren
opportunistischen Infektionen die erworbene Immunschwache AIDS (acquired
immunodeficiency syndrome) beschrieben. Schon bald vermutete man, dass ein
Virus der Ausléser von AIDS ist. Zwei Jahre spater konnten Luc Montagnier und
Francoise Barré-Sinoussi einen Retrovirus aus Lymphozyten von AIDS-Patienten

isolieren, das humane Immundefizienzvirus Typ-1 (HIV-1) .

West- & Osteuropa
Mitteleuropa, & Zentralasien
Nordamerika 730000 1,5 Millionen
1,2 Millionen [580 000 — 1,0 Million],  [1,1-1,9 Millionen] " stasjen
60 000 - 2,0 Mill 740000
/ Karib'i;onen] ALAETET O;éznog‘om’daf”ka [480 000 - 1,1 Millionen]
230 000 [280 000 - 510 000] Siid- &|Siidostasien
210 000 - 270 000] 4,2 Millionen
. . S”;’f;:ﬂf Region [3,5 - 5,3 Millionen]
ateinamerika illionen 4
1.7 Millionen [20,5=23,6 Millionen] 0.;2%’38"

[1,5 - 2,1 Millionen] [66 000 - 93 000]

Insgesamt: 33 Millionen (30 — 36 Millionen)

Abb. 1: Ubersichtskarte mit der Aufgliederung der weltweit HIV-1 infizierten Personen (UNAIDS
Report 2007).

Die Herkunft von HIV-1 liegt im Dunklen, aber es gibt Hinweise, dass in den 30-iger
oder 40-iger Jahren das Virus in Afrika von Affen auf den Menschen Ubergesprungen
ist. So fand man in Schimpansen ein Immundefizienzvirus, SIVcpz, das mit HIV-1
sehr eng verwandt ist. Zudem konnte man in einer Serumprobe eines Angehdrigen
des Stammes der Bantu aus dem Jahre 1959 eine HIV-Variante isolieren, die dem
SIVepz sehr dhnlich war # 2. Seitdem ist HIV immer mehr auf dem Vormarsch; 2006
waren etwa weltweit 39,5 Millionen Menschen infiziert und seit der ersten Diagnose
1981 starben etwa 20 Millionen Menschen an AIDS. Vor allem Afrika ist stark von der
Epidemie betroffen, besonders die Sub-Sahara Regionen; dort sind etwa 25
Millionen Menschen mit HIV infiziert.

Aber auch in Asien nahm die Zahl der Infizierten in den letzten Jahren stark zu. Es

wird vor allem immer wichtiger, neben einer verstarkten Aufklarung und der
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Schaffung eines Zugangs zu billigen Medikamenten fiir die Behandlung von AIDS
und HIV fir die dritte Welt, einen Impfstoff zu entwickeln, um die Zahl der
Neuinfizierten von weltweit etwa 4,3 Millionen zumindest zu reduzieren (UNAIDS
Report 2006).

1.1. Aufbau eines maturen HIV-1 Virions

HIV-1 ist ein Retrovirus (kurz fir Reverse Transkriptase Onkovirus) und gehért dem
Genus Lentivirus an. Infektionen mit Lentiviren weisen im Allgemeinen einen
chronischen Verlauf, eine lange Periode klinischer Latenz und eine persistierende

Virusreplikation auf und betreffen unter anderem auch das zentrale Nervensystem.

gp120
gp41

p6 (Link-Protein) Hullmembran

Lateralkorperchen p17 (Matnxprotein)

Integrase p24 (Capsidprotein)
Reverse Transknptase/
Ribonuclease H

Protease

p7 (Nucleocapsidprotein)

RNA

Abb. 2: Schematische Darstellung eines maturen HIV-1 Virions. Im Inneren befindet sich das
konische Capsid. Dieses ist aus den Capsidproteinen p24 aufgebaut und enthélt zwei RNA-Genome
die mit den Nucelocapsidproteinen p7 komplexiert sind und die alle Charakteristika einer zellularen
mRNA besitzen. Eine Hillmembran umgibt das Capsid, welche die externen und transmembranen
Glykoproteine gp120 und gp41 enthalt. An der Innenseite der Membran ist das Matrixprotein p17
assoziiert. Das Link-Protein p6 stellt eine Verbindung zwischen Membran und Capsid her. Die
Lateralkérperchen  bestehen  hauptsachlich aus  Matrixproteinen und sind  vermutlich
elektronenmikroskopische Artefakte (Molekulare Virologie; Modrow, Falke und Truyen; 2. Auflage
2003, Spektrum Verlag).

HIV-1 Partikel besitzen einen Durchmesser von 100 nm und sind mit einer
Lipidmembran umgeben (siehe Abb. 2). Jedes Viruspartikel enthalt 72
Glykoproteinkomplexe, die in der Membran verankert sind und aus Trimeren des
externen Glykoprotein gp120 und dem transmembranen Protein gp41 bestehen.
Beide Proteine werden als gemeinsames Vorlauferprotein gebildet und sind nach
Spaltung in die beiden Komponenten nicht mehr kovalent miteinander verbunden.
Wahrend des Knospungsprozesses kdnnen auch membranassoziierte Proteine der
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Wirtszelle, z.B. HLA | und Il Proteine oder Adhasionsproteine wie ICAM-1, mit in die
Hulle aufgenommen werden.

An der Innenseite der Hilllmembran ist das Matrixprotein p17 Gber aminoterminal
angefligte Myristinsdurereste verankert. Die p17-Proteine liegen als Trimere vor und
bilden eine netzartige Proteinschicht, die dem Partikel eine isometrische Struktur
verleiht. Im Partikelinneren befindet sich das sogenannte Capsid. Dieses besteht aus
dem p24-Protein und ist Uber das Link-Protein p6 mit der p17-Matrix, und damit mit
der Membran verbunden. Das Capsid weist eine konische Form auf und enthalt zwei
identische Molekuile einzelstrangiger RNA als Virusgenom. Die HIV-1 RNA ist Teil
eines Protein-Nukleinsdure-Komplexes, der aus dem Nucleoprotein p7 und der
Reversen Transkriptase (RT) besteht. Fir die Virusreplikation wird zudem noch eine
Integrase p32 und eine Protease p11 bendtigt. Das Transaktivatorprotein Tat und
das regulatorische Rev-Protein spielen bei der Steuerung des Replikationszyklus
eine bedeutende Rolle. Die akzessorischen Proteine Vif, Vpr, Vpu und Nef besitzen
verschiedene Funktionen. Diese greifen in verschiedene Signalkaskaden der
infizierten Zellen ein. So sind sie beispielsweise am Transport des
Praintegrationskomplexes in den Zellkern und der Freisetzung infektidser
Nachkommenviren beteiligt und beeinflussen die Infektiositat der entstehenden
Viruspartikel.

1.2. Replikationszyklus

Der Replikationszyklus von HIV-1 I&sst sich in eine friihe und in eine spate Phase
unterteilen. Die frihe Phase beginnt mit der Erkennung der Zielzelle durch das reife
Virus und umfasst alle Prozesse bis hin zur Integration des viralen Genoms ins
Wirtsgenom. Die spate Phase beginnt mit der regulierten Expression der proviralen
Gene und beinhaltet alle Vorgange Uber die Virusabschnirung bis hin zur Reifung
der Viruspartikel (siehe Abb. 3).
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Abb. 3: Replikationszyklus von HIV-1. Die frihe Phase (oberer Teil der Darstellung) beginnt mit der
Erkennung des CD4-Rezeptors und umfasst alle Ereignisse bis hin zur Integration der proviralen DNA
in das Wirtsgenom. Die spate Phase beinhaltet alle Ereignisse von der Transkription der integrierten
DNA bis hin zur Virusknospung und Reifung (Structural Biology of HIV; B. G. Turner und M. F.
Summers; J. Mol Biol. (1999) 285, 1 — 32); CA: Capsidprotein (p24); ER: Endoplasmatisches
Retikulum; IN: Integrase (p32); MA: Matrixprotein (p17); NC: Nucleoprotein (p7); Pr: Protease (p11);
gp41, gp120: Untereinheiten von Env; RT: Reverse Transkriptase; Gag: Gruppenspezifische
Antigene.

1.2.1. Frihe Phase

HIV-1 Partikel binden spezifisch an Zellen, die das CD4 Protein auf ihrer Oberflache
tragen. Die Bindung beruht auf spezifischen Interaktionen zwischen dem externen
Haupthillprotein gp120 und der N-terminalen Immunglobulindoméane des CDA4-
Proteins. Diese Interaktion ist wichtig fir die Bindung, aber nicht fir die Penetration
und Fusion des Viruspartikels mit der Zielzelle. Anders als andere Retroviren
bendtigen Lentiviren, die Primaten infizieren, zusatzliche Zelloberflachenproteine um
die Fusion der viralen Membran mit der zelluldren einleiten zu kénnen. Die
Membranfusion bei HIV-1 wird beispielsweise durch Wechselwirkung der V3-Schleife

4
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von gp120 mit einem Korezeptor aus der Familie der CXCR4- und CCRS5-
Chemokinrezeptoren eingeleitet * > © 7.

Nach der Membranverschmelzung gelangt das Capsid, das neben den beiden
einzelstrangigen RNA-Genomen auch die Enzyme Reverse Transkriptase (RT),
Protease und Integrase enthélt, ins Zellinnere. Die reverse Transkription, d.h. das
Umschreiben der viralen RNA in doppelstrangige DNA, wird im Zytosol durch die RT
katalysiert. Das akzessorische Vif-Protein spielt bei diesen frihen Prozessen eine
wichtige Rolle, indem es in die initialen Stadien der reversen Transkription
unterstitzend eingreift. Die RT-abhangige DNA-Synthese wird dann durch das
Binden der tRNAY* initiiert & % 1 11 12,

Nach der Synthese der viralen DNA wird diese als Bestandteil eines
Praintegrationskomplexes, der die viralen Proteine Integrase, p17, RT und Vpr, aber
auch das zellulare Protein HMB-I(Y) '® umfasst, in den Zellkern transportiert. Das p24
(CA) scheint bei HIV-1 kein Bestandteil des Préaintegrationskomplexes zu sein,
obwohl es bei anderen Retroviren in dem Komplex enthalten ist . Die

1516 ‘indem es

Kernlokalisation des Komplexes wird durch das Vpr-Protein gesteuert
den Préaintegrationskomplex mit zelluldren Kernimportvorgangen koppelt ' '8 1. vpr
greift zusatzlich in den Zellzyklus ein, indem es die infizierte Zelle in der G2 Phase
arretiert 2°. Nach dem aktiven Transport in den Nukleus wird die virale DNA durch die

Aktivitat der Integrase stabil in das Wirtsgenom integriert.

1.2.2. Spate Phase

Die spéate Phase des viralen Lebenszyklus wird mit der Synthese von ungespleiBten
und gespleiBten mMRNA-Transkripten und deren Export aus dem Zellkern eingeleitet.
Hierbei werden anfangs kurze, gespleiBte RNA-Spezies synthetisiert, die fir die
regulatorischen Proteine Tat, Rev und Nef kodieren. Tat ist ein essentieller
Transaktivator, der an das sogenannte TAR-Element (transactivating response
element), einer Schleife des naszierenden RNA Transkripts, bindet und die zellularen
Proteine Cyclin T und die Cyclin-abhangige Proteinkinase 9 (Cdk9) rekrutiert. Cyclin
T bindet direkt an Tat und erhéht damit dessen Affinitdt und Spezifitat fir die TAR
RNA 2'. Cdk9 phosphoryliert dann den RNA-Polymerase Il Transkriptionskomplex,
wodurch die Elongation der Transkription erméglicht wird 2% 27,

Normalerweise verbleiben ungespleiBte zellulare mRNA-Molekulle im Nucleus bis sie
weiter prozessiert oder degradiert werden. Bei HIV hingegen werden aber

5
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ungespleiBte bzw. einfach gespleiBte mMRNA-Spezies im Zytoplasma fir die Gag-
und Gag/Pol-Synthese oder fiir die Verpackung in neue Viruspartikel bendtigt. Der
Transport solcher mMRNA-Molekile wird durch das Rev-Protein vermittelt. Rev bindet
an das RRE Element (rev responsive element, Rev Interaktionselement der viralen
RNA) von ungespleiBten bzw. einfach gespleiBten mRNA-Molekilen und rekrutiert
das zelluldre Protein Exportin-1 22 und den Kernexportfaktor Ran-GTPase, der mit
GTP gebunden ist ®*. Dieser Komplex wird dann durch eine Kernpore ins Zytosol
transportiert, wo das GTP zu GDP hydrolysiert wird. Daraufhin disaggregiert der
Komplex und das Rev-Protein wird aufgrund seines Kernlokalisationssignals wieder

t 2°. Auf diese Art und Weise fungiert Rev als Schalter

zurlick in den Kern transportier
zwischen der frihen Synthese und dem Export mehrfach gespleiBter mRNA-
Spezies, die fur Tat, Rev und Nef kodieren, und der spaten Synthese und dem
Export von ungespleiBten bzw. einfach gespleiBten mRNA-Molekilen, die fir Gag
und Gag/Pol bzw. fir Env, Vpu, Vif und Vpr kodieren.

Das Env-Vorlauferprotein gp160 wird am endoplasmatischen Reticulum (ER)

synthetisiert und oligomerisiert zu trimeren Strukturen, die stark glykosiliert sind 2% 2"

2 Env wird posttranslational im ER und im Golgi-Apparat modifiziert und
anschlieBend durch eine Furinprotease gespalten, wobei der gp41-gp120
Glykoproteinkomplex entsteht. Dieser Komplex wird dann zur Zelloberflache
transportiert, wo er fir den Zusammenbau der Viruspartikel zur Verfliigung steht. Da
sowohl das CD4-Protein als auch die HIV Hullproteine im ER synthetisiert werden,
wirde eine frihzeitige Bindung von CD4 an Env dessen Translokation zur
Zellmembran und die Bildung eines funktionellen gp41-gp120
Glykoproteinkomplexes behindern #°. Das akzessorische Protein Vpu verhindert dies,
indem es an CD4-Molekile bindet und deren Abbau durch Ubiquitinylierung im
Proteasom einleitet 3> 3" 32 Gleichzeitig werden CD4-Molekiile, die sich bereits auf
der Zelloberflache befinden, in Endosomen degradiert. Dieser Vorgang wird durch
Nef gesteuert, das neben CD4 auch an den AP-2 Adapterkomplex bindet und die
Bildung sogenannter clathrin-coated pits stimuliert > 3* 3> 3 Die Herabregulierung
der CD4-Molekiile auf der Zelloberflache erschwert eine Uberinfektion mit weiteren
HI-Viren und zudem wird die T-Helfer Zelle in ihrer Funktionalitat eingeschrankt.

Das Pr55%%-Protein wird von der ungespleiBten mRNA-Spezies an den Ribosomen
synthetisiert. Durch eine translationelle Leserasterverschiebung werden kleine

Mengen des Gag/Pol-Vorlduferproteins gebildet, die zusammen mit Pr55%% an der
6
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Zellmembran aggregieren. Die N-terminale, myristylierte Doméne des p17 bindet

direkt an die Membran 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52

und interagiert mit
der zytoplasmatischen Domane von gp41 4! 43 48. 49. 53, 54.55. 36 " gchatzungsweise
1500 bis 2000 Gag-Molekile knospen von der Zelloberflache und bilden ein unreifes
Viruspartikel, das zwei Kopien des viralen Genoms enthélt. Nach dem Knospen des
Partikels werden die Vorlauferproteine durch die virale Protease in die einzelnen
Untereinheiten gespalten. Wahrend des Reifungsprozesses lagern sich die

Strukturproteine um und bilden das infektiése Viruspartikel.
2. Ansatze und Herausforderungen fir eine HIV-1 Vakzine

2.1. Virologische und immunologische Herausforderungen

Das Ziel einer HIV-1 Vakzine ist einerseits eine Infektion zu verhindern oder nach
Infektion die Viruslast zu reduzieren und die Krankheitsprogression aufzuhalten
(siehe Abb. 4). Dennoch konnte trotz immenser Anstrengungen bis jetzt noch keine
prophylaktische HIV-1 Vakzine entwickelt werden *’. Die gréBte Hiirde diirfte die
groBe Variabilitdt von HIV-1 sein. Aufgrund der hohen Fehlerquote der Reversen
Transkriptase hat sich die HIV-1 M-Gruppe sowohl in neun divergierende Stdmme
als auch in mehrere zirkulierende rekombinante Formen aufgefachert. So kann zum
Beispiel die Aminosauresequenz des Env Proteins sich bis zu 20 % innerhalb eines
Virusstamms und Uber 35 % zwischen den Stdmmen unterscheiden °® *°. Ein
Immunogen flr eine Vakzine muss also der groBen viralen Diversifitat gerecht
werden und der Impfschutz wird von der Kapazitdt des Immunsystems zu
Kreuzreaktionen mit verschiedenen heterologen Viren abhangen.
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Zeit nach Infektion Zeit nach Infektion

Abb. 4: Anforderungen die an einen HIV-1 Impfstoff gestellt werden. Nach Infektion vermehrt sich
das HI-Virus exponentiell bis zur Hochstlast und wird dann in seiner Replikation vom Immunsystem
kontrolliert aber nicht ganzlich unterdrlickt (Plateauphase). Ein idealer Impfstoff (links) wirde vor
einer Infektion schitzen und eine sterile Immunitat vermitteln. Eine suboptimale Vakzine (rechts)
wirde das Niveau der Hichstlast und der Plateauphase der viralen Vermehrung senken (adaptiert
nach Barouch et al. °’).

Obwohl bereits kreuzreaktive humorale und zellulare Immunantworten gegen
konservierte Regionen des Virus beschrieben wurden, ist es absehbar, dass die
protektive Effizienz eines Impfstoffes mit steigender Diskrepanz zwischen
Immunogen und infizierenden Virus abnimmit.

Eine weitere Herausforderung ist der Mangel an klar definierten Korrelaten einer
schutzenden Immunantwort, denn HIV-1 Infizierte sind nicht in der Lage das Virus
komplett zu kontrollieren und zu vernichten. Zwar gibt es aus Primatenstudien und
aus Studien mit Patienten, die die Virusreplikation spontan kontrollieren kénnen,
Hinweise auf schutzende Immunantworten, aber Korrelate hierfir kénnen nur im
Rahmen erfolgreicher Immunisierungsstudien im Menschen bezlglich der

Vakzineeffizienz definiert werden .

2.1.1. HIV-1 spezifische humorale Immunantworten

Far viele lizensierte Impfstoffe stellen virusspezifische, neutralisierende Antikdrper
das Korrelat einer schiitzenden Immunantwort dar. Fortschritte in dem Verstandnis
flr die Env Struktur und Funktion ermdglichten es zu begreifen, warum die Induktion
von breit neutralisierenden, HIV-1 spezifischen Antikdrpern so schwierig ist ®'. Das
HIV-1 Glykoprotein Env liegt, wie in Kapitel 1.1. beschrieben, als Trimer auf der
Oberflache des Virions vor und ist extensiv N-verknipft glykosiliert. Hierdurch

werden konservierte Bereiche vor der Erkennung durch Antikdrpern geschiitzt % ©2,
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Zudem kdnnte durch die Induktion von Antikérper, die flr hochvariable Doméanen des
Env Glykoproteins spezifisch sind, die Bildung von Antikérper gegen die

64 Desweiteren werden konservierte

konservierten Bereiche fehlgeleitet werden
Schlisseldoméanen, wie die Bindestelle fir den Chemokinkorezeptor, nur dann
ausgebildet und zugénglich, wenn das Env Protein an CD4 bindet. Zudem
unterliegen diese dabei noch starken Konformationsanderungen . Fiir Mutationen in
diesen N-verknipften Glykanen konnte gezeigt werden, dass diese zu einer
schnellen Evasion des Virus vor neutralisierenden Antikérpern fiihren ¢ ©7,

Trotzdem konnten in einer kleinen Gruppe von HIV-1 infizierten Patienten breit
kreuzneutralisierende Antikérper gefunden werden und diese waren hauptsachlich
gegen konservierte Regionen des Env Glykoproteins, wie die CD4 Binderegion,
gerichtet ®®. Der kreuzreaktive, monoklonale Antikdrper b12 bindet ebenfalls an die
CD4 Binderegion, was impliziert, dass diese Region von Env einen verwundbaren
Punkt darstellt und potentiell fiir neutralisierende Antikérper zuganglich ist °°.
Dennoch ist die CD4 Bindedoméne aufgrund ihrer rdumlichen Lage schwer
zuganglich fur die Erkennung durch Antikérper. Eine weitere konservierte Region ist
eine nahe der Membran gelegene, externe Doméane des gp41 (membrane-proximal
external region: MPER), welche durch die breitneutralisierenden, monoklonalen
Antikdrper 2F5 und 4E10 erkannt wird. Dennoch erschweren verschiedene Grinde
die Induktion MPER spezifischer Antikérper. So liegt ein Teilepitop in der

® und daher greift hier Toleranzkontrolle und Immunregulation "

Lipidmembran
zudem ist das Epitop nur transient wahrend des Viruseintritts in die Wirtszelle
verfligbar * bzw. eine Kombination mehrerer dieser Faktoren behindern die
Induktion  solcher Antikérper. Die Entwicklung von Immunogenen, die
breitneutralisierende Antikérper induzieren, darfte somit die héchste Prioritat in der

61 In Machbarkeitsstudien mit Primaten konnte

HIV-1 Vakzine Forschung haben
gezeigt werden, dass die Verabreichung von hohen Dosen breitneutralisierender
Antikdrper einen sterilen Schutz vor Infektion bietet und so das Potenzial einer
virusspezifischen, humoralen Immunantwort aufzeigte "> "*. Dennoch konnten mit
Hilfe eines Impfstoffes bis jetzt noch keine derartigen breitneutralisierenden
Antikérper induziert werden. Obwohl es groBe Fortschritte im Verstandnis fir die
Env-Struktur und Funktion gab, gibt es momentan keine Vakzinekandidaten fir
klinische Studien, die auf eine Induktion breitneutralisierender Antikdrper abzielen *°.

Die Env-Antigene der nachsten Generation missen daher maBgeschneiderte
9
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Antigene sein. So werden Strategien verfolgt, welche die Herstellung von
biochemisch stabilisierten Env-Trimeren, von Env Immunogenen, die in definierten
Konformationen vorliegen, beinhalten. In anderen Ansatzen werden Kombinationen
konservierter Epitope der neutralisierenden Antikérper auf Fremdproteinen
verwendet, oder Methoden entwickelt, um Immunregulationen zu umgehen.
Desweiteren werden Immunogene so konzipiert, dass diese spezifisch auf bestimmte
Regionen wie die CD4 Bindedoméane, die MPER Region und konservierten Doméanen
in der V3 Schleife abzielen. Die Relevanz anderer Effektorfunktionen wie Antikérper-
abhangige, Zell-vermittelte Virusinhibition, Komplementaktivierung und Phagozytose

werden ebenso untersucht 7.

2.1.2. Zellvermittelte HIV-1 spezifische Immunitit

Virusspezifische T-Zellantworten scheinen eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der
Replikation von HIV-1 zu spielen. Aus diesem Grund wurden diese intensiv fur die
Entwicklung von Impfstrategien untersucht. Friihe Studien zeigten, dass wahrend der
akuten Phase der Virusreplikation CD8" T-Zellantworten induziert werden, die mit

einer initialen Kontrolle der Primarvirdmie durch das Immunsystem einhergeht ’” &

" Starke zelluldre Immunantworten konnten auch in Patienten, die die virale
Replikation kontrollieren konnten, — den sogenannten long-term non-progressors
(LTNP) — nachgewiesen werden °. Zudem konnten spezifische HLA-Allele und die
Breite der Gag-spezifischen T-Zellantworten mit einer Kontrolle der Virusreplikation

korrelliert werden &' 8

. In Einklang mit diesen Beobachtungen konnte gezeigt
werden, dass in Rhesusaffen eine Depletion von CD8" T-Lymphoyzten die Kontrolle
der Replikation des Simian Immunodeficiency Virus (SIV) unterband 8% 84,

Eine Limitation der virusspezifischen T-Zellantworten ist die hohe
Enstehungshaufigkeit von Mutationen in jenen Proteindoméanen, die Epitope fir die
T-Lymphozyten beinhalten, und es so dem Virus ermdglichen einer zelluléren
Immunantwort auszuweichen % 8 8 Eine breite Antwort Epitop-spezifischer T-
Zellantworten musste demnach nicht nur die groBe Bandbreite der HIV-1 Diversizitat
abdecken, sondern auch die Evasionsmdglichkeiten des Virus bezlglich der
Erkennung durch T-Lymphozyten minimieren. Zudem kénnten die, durch die Vakzine
induzierten, zellularen Immunantworten durch Grenzen in der Immundominanz und
durch die natirliche Préaferenz der T-Lymphozytenantworten sich auf eine begrenzte

Anzahl von Epitopen zu konzentrieren beschrankt werden.

10
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Aktuelle Fortschritte in der Charakterisierung von T-Zellantworten mit Hilfe der
Multiparameter Durchflusszytometrieanalyse konnten funktionelle Unterschiede von
virusspezifischen T-Lymphozyten hinsichtlich der Zytokinsekretion, Degranulation,
Proliferation und anderen Effektorfunktionen bei verschiedenen Subpopulationen von
Effektor- und Gedachtnis-T-Lymphozyten zeigen. Es scheint, dass die Messung der
Gesamtheit der T-Zellantworten relevanter flir Analyse der impfinduzierten zellularen
Antworten ist, als die Messung der Interferon-y Sekretion mittels Enzyme-linked
Immunospot (ELISpot) alleine ®8. So konnten polyfunktionelle T-Lymphozyten, die in
der Lage waren mehrere Funktionen auszuiiben, in LTNP #°, in Personen, die mit
Vaccinaviren geimpft wurden %°, und innerhalb préklinischer Studien °' nachgewiesen
werden. Diese Beobachtungen implizieren, dass die Breite % und die Qualitat *® der
T-Zellantworten ebenso kritisch sein kénnten wie die Starke dieser Antworten.

Die gr6Bte Limitation von Vakzine-induzierten, zelluldren Immunantworten ist, dass
sie wahrscheinlich nicht vor einer HIV-1 Infektion schitzen. Da das HI-Virus sehr
schnell latente Reservoirs im Kérper etabliert, werden impfinduzierte T-Zellantworten
wahrscheinlich nicht in der Lage sein eine lebenslange Infektion zu verhindern % %,
Mehr noch scheint es unklar, ob die durch die Vakzinierung induzierten T-
Lymphozyten in Lage sind, trotz der immunpathologischen Vorgénge innerhalb der
ersten Tage einer akuten HIV-1 Infektion rasch zu reagieren. Denn HIV-1 infiziert
innerhalb der ersten vier bis zehn Tage der Infektion HIV-1 spezifische CD4" T-
Lymphozyten ® und depletiert schnell die meisten der CD4* T- Gedachtniszellen in
den darmassozierten, lymphatischen Geweben %" % % Dies schafft die
Voraussetzungen fir eine fortschreitende Immundefizienz als auch fir eine
chronische Immunaktivierung, welche zumindest zum Teil aus einer mikrobiellen
Translokation entlang der geschadigten Darmmucosa resultiert '%°. Da die Expansion
der impfinduzierten CD8" T-Zellantworten nach Infektion eine gewisse Zeit bendtigt,
wird es schwierig flr die virusspezifischen T-Lymphozyten diese friihen
immunpathologischen Ereignisse komplett zu unterbinden .

2.2. Aktuelle Strategien fur eine HIV-1 Vakzine

2.2.1. Herkdbmmliche Strategien

Die aktuellen Impfstrategien far HIV-1 kdénnen in herkémmliche und neuartige
Impfstrategien (siehe Tabelle 1) unterteilt werden. Herkémmliche Impftechnologien
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umfassen lebend  attenuierte  Viren, ganze inaktivierte = Viren  und

Proteinkomponenten.

Aktuelle HIV-1 Impfstrategien |

Herkdmmliche Strategien
e Lebend attenuierte Viren
¢ Inaktivierte Viren
e Proteinkomponenten
Neuartige Strategien
e Plasmid DNA Vakzine

¢ Rekombinante, virale Vektoren

Tabelle 1: Ubersicht aktueller HIV-1 Impfstrategien (adaptiert nach Barouch et al. >*).

Obwohl diese Anséatze sehr erfolgreich fir die Entwicklung von Vakzinen gegen

andere Viren waren, sind sie im Falle von HIV-1 weniger nitzlich. Lebend attenuierte

Viren hatten im Falle von SIV in Rhesusaffen eine hohe protektive Effizienz '°' 192

aber deren Einsatz im Menschen ist aufgrund hoher Sicherheitsbedenken &uBerst

1% und Proteinuntereinheiten '°" 108

unwahrscheinlich 1% 9% 1% |naktivierte Viren
hingegen sind nicht in der Lage breitneutralisierende Antikérper- und CD8" T-
Zellantworten zu induzieren. Neuere Daten lassen aber darauf schlieBen, dass die
Effizienz von Immunogenen, die auf Proteinuntereinheiten basieren, durch Toll-like

Receptor (TLR) Adjuvantien gesteigert werden kann ' 19,

2.2.2. Neuartige Strategien

Zu den neuartigen Impfstrategien gehéren DNA-Vakzine und rekombinante, virale
Vektoren, die far die HIV-1  Antigenexpression  entwickelt  wurden.
Impfstoftkandidaten, die auf Plasmid-DNA basieren, sind vielversprechend
hinsichtlich Einfachheit und Vielseitigkeit, aber normalerweise sind multiple
Injektionen hoher Dosen der DNA Vakzine notwendig, um messbare
Immunantworten in Primaten und Menschen zu induzieren """ "2, Deswegen wurde

113, 114 und an

verbesserten Applikationstechniken, z.B. die in vivo Elektroporation > ™€

verstarkt an der Entwicklung von Adjuvantien fir DNA Impfstoffe

gearbeitet. Rekombinante, virale Vektoren umfassen attenuierte  oder

17,118,119 hder Pockenviren 2% 121,

replikationsinkompetente Viren wie Adenoviren
Virale Vektoren, die entweder alleine oder in Kombination mit heterologen DNA

Vakzinen in verschiedenen Immunisierungsansatzen (unterschiedliche Prime/Boost
12
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Strategien), werden bereits in klinischen Studien eingesetzt. Auch die Eignung
anderer viraler Vektoren wie das Vesikulare Stomatits Virus (VSV), das
adenoassoziierte Virus (AAV), das venezuelanische Equine Herpesvirus (EHV), das
Cytomegalovirus (CMV), das Herpes-simplex und das Masern Virus, wird untersucht.
Desweiteren werden auch bakterielle und mykobakterielle Vektoren, wie Salmonella,
Listeria und Bacille Calmette-Guerin (BCG) beziglich ihrer Anwendbarkeit als

Vektoren getestet %2,

3. Virus-ahnliche Partikel (VLP) als ein Ansatz fur eine HIV-1
Vakzine

Von den in Kapitel 2.2. vorstellten Strategien fir eine HIV-1 Vakzine soll aufgrund
des Bezugs zu der vorliegenden Arbeit der Ansatz mit Virus-adhnlichen Partikeln
(virus-like particles, VLP) naher vorgestellt werden. Dieser stellt eine Zwischenstufe
der herkdbmmlichen und neuartigen Vakzineansatze dar, denn VLP kdnnen entweder
als Proteinkomplexe oder kodiert als Plasmid-DNA appliziert werden.

VLP oder ,Pseudovirionen® unterscheiden sich von lebend attenuierten Viren durch
ihr Unvermdgen zu einer produktiven, viralen Infektion. Sie besitzen die Fahigkeit zur
Selbstassemblierung, kénnen sich jedoch nicht replizieren, sind nicht pathogen,
beinhalten oftmals kein Genom und sind in Form und GréBe ahnlich intakter Virionen
2 Im Falle der Lentiviren missen VLP fiir die Partikelassemblierung, fir das
Knospen und fir die Partikelfreisetzung von der Wirtszelle p24 (HIV) oder p27 (SIV)
besitzen. Jeder Partikel wird von einer Lipidhllle ummantelt, die noch von der
Wirtszelle stammt. Die Expression von Gag-Genprodukten reicht aus, um Partikel zu
formieren und deshalb bilden alle HIV-1 Vakzine, welche das gag Gen in vivo
exprimieren, diese Pseudovirionen %,

In vielen VLP-basierenden Vakzinestrategien wird auf die virale Integrase und
Nukleotidelemente in der LTR-Region verzichtet, um eine Integration des verpackten
Genoms in die Chromosomen der Wirtszelle und/oder eine Rekombination mit Viren
in einem infizierten Patienten zu verhindern.

Ein weiterer Vorteil dieser Partikel ist, dass man mehrere virale Proteine kombinieren
kann um VLP zu erzeugen. So kann man das Gag-Pol Polyprotein (Gagiso)
verwenden, das Strukturproteine (p17, p24 und p6) und virale Enzyme (Pr, RT und
IN) beinhaltet. Nur die virale Protease muss ausreichend exprimiert werden, um das
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Vorlauferpolyprotein in die Subkomponenten zu spalten und die Assemblierung zu
VLP zu gewéhrleisten "2,
Lentivirus-ahnliche Partikel kénnen mit einer Reihe von Methoden wie dem

Baculovirus- oder Vaccina-Expressionssystem 2% 125 126127, 128 ainem

129, 130

Hefeexpressionsystem oder durch transiente Transfektion von Saugerzellen

31 produziert und dann aufgereinigt werden %2,

3.1. Inmunogenitat von VLP-basierenden Vakzinen

Lentivirus-ahnliche Partikel, wenn sie als aufgereinigte VLP verabreicht oder mittels
Plasmid-DNA oder viralem Vektor in vivo exprimiert werden, sind in der Lage

spezifische mukosale und systemische Immunantworten zu induzieren 26 133 134. 135,

136, 137, 138, 139, 140, 128, 120, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 131, 156

157, 158, 159, 160. 161. 162 nDer grgBte Vorteil der VLP basierten Vakzine gegeniiber

lebend attenuierten Viren ist, dass man mit diesen ohne die vielen schadlichen
Nebeneffekte der attenuierten Viren eine Vielzahl von Epitopen exprimieren kann.
VLP haben zudem das Potential sowohl den endo- als auch den exogenen
Antigenprozessierungs- und Prasentationsweg zu aktivieren, was die Prasentation
viraler Peptide sowohl auf MHC-I als auch auf —II Molekilen ermdéglicht. Diese Multi-
Epitop Impfstoffe sind eher als ihre Pendants, die nur einzelne Komponenten
enthalten, in der Lage breitneutralisierende Immunantworten zu induzieren. Ein
weiterer Vorteil von VLP gegenlber Impfstoffen, die auf einzelnen rekombinanten
Proteinen basieren, ist die Mdglichkeit diese mit Oberflachenproteinen (z.B. Env) zu
versehen mit denen sie an Zellen binden und von diesen aufgenommen werden
kénnen, wenn diese entsprechende Rezeptoren exprimieren. HIV-1 VLP sind in der
Lage Uber gp120 an CD4 bzw. an Chemokinrezeptoren zu binden und so Zugang zu
Makrophagen und dendritischen Zellen (beide exprimieren CD4 und CCR5) zu
erhalten. Nach Aufnahme kénnen die viralen Proteine prozessiert und auf MHC-I
Molekilen T-Lymphozyten prasentiert werden. Um eine Aufnahme durch
phagozytierenden Zellen via Fc-Rezeptor zu verbessern, kénnen VLP zudem mit
Antikdrpern komplexiert werden. Dadurch verbessert sich die Présentation viraler
Epitope auf MHC-II Molekiilen wesentlich %,
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3.2. In vivo Expression von VLP mittels auf Plasmid-DNA basierenden

Vakzinen

Verschiedenste Formen von VLP kénnen in vivo mittels Plasmid-DNA oder mit Hilfe
viralen Vektoren, die flur kodonoptimierte virale Gene kodieren, exprimiert werden.
Als DNA-Immunisierung '®® bezeichnet man die Induktion einer spezifischen
Immunantwort auf die in vivo Expression eines Antigens, dessen genetische
Information mit Hilfe einer Plasmid-DNA in den Kérper eingebracht wurde. Um eine
starke Transkriptionsrate und eine hohe mRNA Stabilitat zu gewahrleisten besitzen
die Plamide fir die Transkriptionsinitiation einen CMV oder einen -Aktin Promotor
und eine poly(A) Domane am 3'-Ende des transkribierten Genprodukts, um die
Halbwertszeit der mRNA zu erhdhen. Das Protein wird in den transfizierten Zellen,
wie Makrophagen und dendritische Zellen, exprimiert und wird sowohl in den MHC-I
und -Il Prozessierungs- und Prasentationsweg eingeschleust. Dies ermdglicht die
Induktion einer starken humoralen und zelluldren Immunantwort. Die Verwendung
von Plasmid-DNA als Vakzine bietet zudem viele Vorteile, wie eine schnelle und
einfache Herstellung, sehr gute Qualitatskontrolle und die Sicherheit, dass Plasmid-
DNA nicht ins Zellgenom integriert. Plasmid-DNA induziert besser als herkémmliche,
Protein basierende Impfstoffe CD8" T-Zellantworten und es gibt keine
Sicherheitsbedenken wie bei lebend attenuierten Viren. Vor allem die Fahigkeit der
DNA-Impfstoffe sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellantworten zu induzieren, machen

diese zu einer interessanten Variante fiir VLP basierende HIV-1 Impfstoffe 2.

3.3. Pseudotypisierung von VLP mit modifizierten Env-Varianten

Eine Vielzahl von VLP Varianten wurden konzipiert, die Modifikationen in Env
besitzen, um Env-spezifische Immunantworten im Vergleich zu VLP, welche das
Volllénge Env gp160 tragen, zu verstarken 164, 165, 166, 139, 141, 128, 131, 153, 154, 149, 134, 150,
120, 159, 143, 167, 168, 169, 170 Eny gp160 wird als einzelnes Polyprotein exprimiert,
welches dann in die gp120 und gp41 Untereinheiten gespalten wird. Die Deletion der
Spaltstellen und die Trunkierung des Env gp160 ermdglicht die Produktion eines

I6slichen gp140 oder eines membranstandigen gp145 (siehe Abb. 5)
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Abb. 5: Schematische Darstellung des HIV-1 Env Proteins. Die gp120 Doméne des Env enthalt
Regionen mit konservierten Aminosauresequenzen und Regionen die hypervariabel sind. In HIV-1
Env sind finf (V1-V5) hypervariable Doméanen bekannt. Das Env gp41 besitzt eine Ektodoméane, eine
Transmembranregion (TM) und eine zytoplasmatische Doméane, welche das kreuzneutralisierende
Kennedy-Epitop (weiBes Rechteck) und die LLP Doménen (schwarze Rechtecke) enthalt. VLP
kénnen Env mit Hilfe der TM-Region in die Lipidmembran des Virions inkorporieren. Env-Proteine mit
einer mutierten Schnittstelle verbleiben unprozessiert als gp160. Durch Trunkierung des Env-
Proteins kénnen lésliches, monomeres gp120, Iésliches, trimeres gp140 und membrangebundenes,
trimeres gp145 produziert werden (schwarze Linien) (Young et al. 2006).

Zudem wurden verschiedene Methoden entwickelt, um die Inkorporation von Env auf
die Oberflache der virus-dhnlichen Partikeln und damit die Immunogenitat zu
verbessern. So wird die trunkierte Variante gp145 besser in VLP inkorporiert als das
Env gp160 ''. Ebenso reduzieren bestimmte Deletionsmutationen im
zytoplasmatischen Teil des Env den Gesamtdurchsatz des Proteins auf der
Zelloberflache, damit verbleibt mehr gp160 auf der Oberflache und wird besser in die
VLP eingebaut. VLP, die unprozessiertes gp160 tragen, sind zudem in der Lage den
Verlust von gp120, der aufgrund der schwachen Anziehungskrafte zwischen gp120
und gp41 auftritt, zu kompensieren 2. Das nicht prozessierbare gp160 kann durch
eine Deletion der Schnittstelle hergestellt werden. Env-Proteine, die auf VLP dem
Immunsystem prasentiert werden, sind besser in der Lage spezifsiche
Immunantworten zu induzieren als die I6slichen Formen von Env (gp120 und gp140).
Diese liegen namlich im Gegensatz zu gp120 in der nativen, trimeren Form vor und
erwiesen sich als immunogener als Env gp140 '®*. Demnach sind VLP eine gute
Méglichkeit, um dem Immunsystem native Formen von Env Proteinen
unterschiedlichster HIV-1 Stdmme zu prasentieren und eine mdglichst

breitneutralisierende Immunantwort zu induzieren.
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4. Verbesserung der Inmunogenitat von Vakzinen mit Hilfe von
molekularen Adjuvantien

Trotz der Entwicklung vieler erfolgreicher Impfstoffe gegen unterschiedliche

Erkrankungen zeigte sich, dass verschiedene Probleme schwer zu l6sen sind:

i) Impfstoffe wirken oftmals schwach in sehr jungen und sehr alten Menschen.

ii) Viele Impfstoffe missen mehrmals verabreicht werden und der Impfschutz
schwindet mit der Zeit, was erneute Impfungen erfordert.

iif) Far einige Erkrankungen wie HIV-1 konnten bis jetzt kein wirksamer Impfstoff

entwickelt werden.

Viele dieser Impfstoffe kénnte man verbessern oder erst anwenden, wenn diese
starkere und anhaltendere Immunantworten induzieren wirden. Da Immunantworten
normalerweise durch die Aktivierung von antigenprésentierender Zellen (APZ), im
besonderen MaBe von DZ, initiilert und moduliert werden (siehe Abb. 6), besteht ein
groBes Interesse an der Entwicklung und Verbesserung von APZ Adjuvantien, um in

Zukunft Impfstoffe noch weiter immunologisch zu verbessern 73 174 173,
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Abb. 6: Der Erfolg oder Misserfolg einer antigenspezifischen Immunantwort hangt von dem
Zusammenspiel des angeborenen und erworbenen Immunsystems ab. FiUr die erfolgreiche
Beseitigung eines Pathogen ist es essentiell, dass Mikroben durch Komponenten des angeborenen
Immunsystems erkannt werden. Die Systeme fur die Detektion von Mikroben sind auf einander
abgestimmt und in der Induktion einer erworbenen Immunantwort involviert. Adaptive
Immunantworten kénnen sich entweder zu immunologischer Toleranz oder zu Th1 bzw. Th2
Immunantworten entwickeln '"®.  APZ: Antigen-prasentierende Zelle; PMN: Polymorphonuclearer
Leucozyt; NK: natural killer Zelle; NK-T: natural killer T-Zelle; NCR/NCR-L: natural cytotoxicity
Rezeptor/-Ligand; TLR: toll like Rezeptor; TCR: T-Zellrezeptor; BCR: B-Zellrezeptor; MHC: Major
Histocompatibility Complex; IFN: Interferon
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In seiner reinsten Form besitzt ein Adjuvans keine Antigen-spezifischen Qualitaten
und kann verschiedensten Ursprungs sein. So werden zum Beispiel Aluminiumsalze
wie Aluminiumhydroxid oder Ol-Emulsionen wie das Incomplete Freud Adjuvant (IFA)
als Adjuvans eingesetzt. Mit steigendem Verstandnis Uber die Bestandteile des
Immunsystems hingegen stieg auch das Interesse an sogenannten ,molekularen
Adjuvantien®. Unter diesem Begriff kénnen Proteine, Lipide, Nukleinsduren,
Kohlenhydrate oder chemische Komponenten zusammengefasst werden, flr die DZ
Rezeptoren besitzen und deren Aktivierung zu einer definierten Reihe von
Signaltransduktionen, einer Anderung des DZ Phanotyps fiihrt und folglich die
Quantitat und Qualitat der induzierten Immunantwort bestimmt '"*. Die Zahl der

Rezeptoren fir molekulare Adjuvantien ist durch die Sequenzierung des Genoms
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mittlerweile bekannt, die Zahl der mdglichen molekularen Adjuvantien hingegen
Ubersteigt die der Rezeptoren bei weitem. So ist zum Beispiel flr den toll-like
receptor 9 (TLR9) bekannt, dass dieser als Rezeptor flir unmethylierte
Oligonukleotide, die CpG Motive enthalten, (ODN) dient. Desweiteren kdnnen
Nukleotidsequenzen, die synthetische Cytosin-Phosphat-2 -Deoxy-7-Deazaguanosin

77 oder

Dinukleotide (CpR), immunstimulatorische Oligonukleotide (IMO)
hantelférmige, kovalent geschlossene Strukturen '”® TLR9 ebenso stimulieren. Unter
Bestimmten Umstinden kann sogar DNA aus Saugerzellen TLR9 aktivieren '7°.

Sechs Faktoren erschweren das Verstandnis flir molekulare Adjuvantien:

i) Es gibt zwei groBe Subtypen von DZ, die konventionellen oder myelioden DZ
(MDZ) % ™' ynd die plasmazytoiden DZ (PDZ) '® '8 von denen jede

18 Generell reagieren PDZ, die

unterschiedliche Eigenschaften besitzen
TLR7 und TLR9 exprimieren, auf Imidazoquinoline (Imiquimod und R-848) und
auf CpG ODN Stimulation, was dann zu einer verstarkten Expression von
kostimulatorischen Molekilen und der Induktion von IFN-a fuhrt. MDZ
hingegen, welche TLR3, TLR4, TLR7 und TLR8 exprimieren, reagieren auf
Polyinosinische:Polycytidylische S&ure [Poly(l:C)], LPS und Imidazoquinoline
mit einer phanotypischen Maturation und einer hohen Produktion von IL-12
p70 ohne dabei messbare Mengen an IFN-a zu sezernieren '°.

i) Die verschiedenen Adjuvansrezeptoren werden in verschiedenen Spezies auf
unterschiedlichen APZ exprimiert. So wird zum Beispiel im Menschen TLR9
auf PDZ und nicht auf MDZ exprimiert, in der Maus hingegen findet sich dieser
auf beiden DZ-Subtypen '8¢ ¥

i) Adjuvansrezeptoren koénnen in verschiedenen Spezies unterschiedliche
Funktionen besitzen. Einzelstrangige RNA zum Beispiel ist in M&usen ein
Agonist fiir TLR7, im Menschen aber fiir TLR8 18 189,

iv) Unterschiedliche  Adjuvansrezeptoren nutzen auch unterschiedliche
Signalkaskaden und fihren dann zu unterschiedlichen APZ-Phanotypen. So
beeinflusst die Stimulation unterschiedlicher TLR die Th1 — Th2 Polarisierung
der T-Zellen und weitere Aspekte der induzierten Immunantwort 9% 197: 192,

v) In einigen Fallen reagiert ein einzelnes Adjuvansmolekdl mit
grundverschiedenen Rezeptoren auf unterschiedlichen Zellen. Poly(l:C), eine

Form von doppelstrangiger RNA, zum Beispiel stimuliert TLR3 und/oder das
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melanoma differentiation-associated gene 5 (MDA5) auf MDZ %, aber bei
PDZ erfolgt die Signaltransduktion Uber retinoic acid-inducible gene-l1 (RIG-1)
194.

vi) Kombinationen von molekularen Adjuvantien flhren zu quantitativ und
qualitativ unterschiedlichen Ergebnissen % 96 197 ynd die Zahl der
Kombinationsméglichkeiten ist riesig '"°.

In folgenden Unterkapiteln werden drei Beispiele von molekularen Adjuvantien naher
vorgestellt. Eine Vielzahl weiterer immunmodulatorischer Molekile und deren
Anwendungsmdglichkeiten werden in den Publikationen von Kornbluth et al. und

Ebensen et al. vorgestellt 73 17¢,

4.1. Toll-like receptor (TLR) Agonisten als molekulare Adjuvantien

Substanzen, welche an TLR binden und diese aktivieren kdnnen, bezeichnet man als
TLR Agonisten. Bezlglich dieser Agonisten gibt es einige Punkte zu beachten:

MDZ, die TLR3, TLR4 und TLR7 exprimieren, reagieren auf die Stimulation von
Agonisten wie Poly(l:C), LPS und Imidazoquinoline mit einer Hochregulierung von
kostimulatorischen Molekllen und einer Ausschittung von IL-12 ohne dabei IFN-a zu
produzieren. PDZ hingegen, welche TLR7 und TLR9 exprimieren, reagieren auf
Agonisten wie Imidazoquinoline und CpG ODN ebenfalls mit einer Hochregulierung
von kostimulatorischen Molekilen, aber mit einer starken Ausschittung von IFN-a
'8 IFN-a ist essentiell fiir die Entwicklung von antigenspezifischen CD8* T-Zellen '%®
9 Im Falle von murinen bone marrow-derived dendritic cells (BMDDC) fihrt eine
Stimulation mit TLR3 und TLR9 Agonisten, wie Poly(l:C) und CpG ODN, zu deren
Aktivierung und zur cross-presentation von exogenen Antigenen an MHC-
restringierte CD8* T-Zellen ?°°. Obwohl TLR Agonisten antigenspezifische CD8" T-
Zellen auch in Abwesenheit von CD4* T-Helferzellen induzieren kénnen 297,
schwindet eine solche Immunantwort schnell, wenn bei der initialen Induktion der
CD8* T-Zellen keine CD4* T-Helfer 2 oder CD40 Stimuli 2 vorhanden waren. TLR
Agonisten induzieren eine nur kurzlebige Stimulation von DZ '¥” und Makrophagen
204 die in vitro schon 24 h nach einer einzelnen Applikation wieder abnimmt. Daher
ist eine einzige Gabe von TLR Agonisten in vivo nicht in der Lage eine
Antigentoleranz zu brechen, solange diese nicht zeitversetzt kontinuierlich

173

abgegeben werden '°. Durch eine wiederholte Applikation von LPS hingegen
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(taglich Uber vier Tage hinweg) konnte effektiv, trotz Anwesenheit von

regulatorischen T-Zellen (Treg), eine Tumor-spezifische CD8" T-Zell Antwort

205

induziert werden Um eine antigenspezifische Immuantwort zu verbessern,

kdnnen die Proteinantigene auch direkt mit TLR Agonisten gekoppelt werden 2% 207:

208 |n Tabelle 2 wird eine Reihe von TLR Agonisten und deren zugehérigen TLR

vorgestellt.

TLR Agonisten \

TLR2/1 und TLR2/6 | e Mykoplasmen, Makrophagen aktivierendes Lipoprotein-2 (Malp2)
Heterodimere * Tripalmitoyl-Cysteinyl-Seryl-(lysyl)3-Lysin (Pam3;CSKy)

e Lipoarrabinomannan angereicherte mykobakterielle Zellwandfraktionen
¢ Monoacylierte Muramyl-Dipeptid Derivate von Mykobakterien

TLR3 e Poly(l:C)
e Ampligen (Poly I:Poly C12U)

TLR4 e Bakterielle Liposaccharide (LPS)
e Lipid A
e Monophosphoryllipid A (MPL)

TLR5 e Bakterielles Flagellin

TLR7 e Einzelstrangige RNA

e Imidazoquinolin Komponenten (Resiquimod (R-848), Imiquod und
Oxoribine)

e 7-Thia-8-Oxoguanosin und 7-Deazaguanosin

e ANA975

e 3M-01 und 3M-03

TLR8 ¢ 3M-01und 3M-02
e Poly-G10

TLR9 e CpG ODN

e Bakterielle DNA

e Vertebraten DNA in Liposomen

¢ Insekten DNA

¢ CpR-haltige ODN (IMO)

e Hantelférmige, kovalent geschlossene ODN (dSLIM-30L1)

TLR10 ¢ Unbekannt

TLR11 e Profilin (Toxoplasma gondii)

Tabelle 2: Ubersicht iiber TLR und beschriebene TLR Agonisten (adaptiert nach Kornbluth et al. ' ™).

4.2. Bakterielle Toxine und ihre Derivate als molekulare Adjuvantien

Choleratoxin (CT) und das nahverwandte, hitzeempfindliche Enterotoxin (heat-labile
enterotoxin, HLT) von Escherichia coli sind sogenannte A/B Komponenten Toxine.
Sie bestehen aus einer Untereinheit A, welche enzymatische Aktivitaten besitzt, und
einem Pentamer aus B Untereinheiten, welche die Bindung des Holotoxins an die
Rezeptoren auf der Membran der Zielzelle vermittelt. So binden CT und LT-1 an das
Gangliosid GM1, LT-lla mit hoher Affinitat an das Gangliosid GD, und mit niedriger
Aviditat an die Ganglioside GD+, und GM; und LT-llb mit hoher Affinitat an GD;, 2*
210 Diese zwei Toxine wirken sowohl (iber die systemische als auch 0ber die
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mukosale Applikationsroute als sehr starke Adjvantien wenn diese in Kombination
mit den Antigenen verabreicht werden 2''. Die molekularen Mechanismen, wie diese
das angeborene und erworbene Immunsystem stimulieren, sind noch nicht vollends
aufgeklart. Dennoch konnten direkte Effekte auf T-Zellen und APZ beobachtet
werden, die Hinweise geben, wie diese Molekulle stimulatorisch wirken. In vitro
Studien mit primaren B-Zellen und Makrophagen zeigten eine verstarkte
Phosphorylierung von verschiedenen Signalmolekilen, einschlieBlich Erk1/2 und p38
12 In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass die B Untereinheit des
CT Signalwege induziert, die Uber eine Transaktivierung des cyclic AMP-responsive
element und von NFkB =zu einer Zellaktivierung, einer Expression von
Oberflachenmolekiilen und einer Produktion von Zytokinen fiihren 2'2. Die
beobachtete GMi-abhangige Kerntranslokation von NFkB in DZ zeigte die wichtige
Rolle dieses Rezeptors bei der Induktion von Signaltransduktionskaskaden 22,
Andererseits gibt es nur sehr wenige Informationen Uber die strukturell nah
verwandten Mitglieder der HLT Serogruppe |Il, LT-lla und LT-llb, welche
unterschiedliche Bindespezifitaten fiir Gangliosidrezeptoren besitzen '7°.

Die Anwendung von CT und LT im Menschen scheitert an deren hohen Toxizitat.
Dennoch konnten durch gerichtete Mutagenese eine Generation von LT und CT
Derivaten mit geringerer Toxizitat entwickelt werden, die ihre Adjuvanseigenschaften
beibehielten #'*. Verschiedene Mutanten, wie LTK63 (LT mit einer Serin zu Lysin
Mutation an Position 63 in der Subeinheit A) wurden bereits als systemisches oder
mukosales Adjuvans verwendet 2'°.

Es wurde zudem beobachtet, dass eine Koverabreichung dieser Molekile mit einer
Vakzine hauptsdchlich Th2 basierende Immunantworten induziert 7.
Interessanterweise wurden durch ihre Anwendung auch Autoimmunerkrankungen
abgeschwacht oder verhindert, was ihre weitreichenden Effekte auf das
Immunsystem demonstrierte. Die Beobachtung, dass dieser suppressive Effekt mit
der Induktion von Treg, welche pathogene Th1 Antworten inhibieren, einhergeht,
kann zum Teil die widersprichlichen Ergebnisse nach Exposition mit CT-&hnlichen
Enterotoxinen erklaren. Dennoch muissen noch weitere Untersuchungen
durchgefihrt werden, welche Mechanismen adjuvierend wirken oder eine Toleranz
induzieren, um das Potential von Enterotoxinen fir Impfstoffe oder fir

Immuntherapien nutzen zu kénnen #'°,
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4.3. Das kostimulatorische Molekill CD40 Ligand als molekulares
Adjuvans

Die Interaktion des CD40 Liganden (CD40L) mit seinem Rezeptor CD40 spielt eine
groBe Rolle in der Induktion von zellularen und humoralen Immunantworten. CD40
ist ein Mitglied der tumor necrosis factor receptor superfamily (TNFRSF) und wird auf
vielen Zellen des Immunsystems, vor allem von DZ, Makrophagen und B-
Lymphozyten, exprimiert. CD40L oder CD154 gehért zu der Gruppe tumor necrosis
factor (TNF) und wird transient auf aktivierten T-Helfer Zellen exprimiert. Eine
Wechselwirkung von CD40 mit CD40L fihrt zu einer Kostimulation der Zielzelle
(siehe Abb. 7). So werden DZ aktiviert und beginnen zu maturieren, einhergehend
mit einer Hochregulierung von anderen kostimulatorischen Molekulen wie CD80 und
CD86.

Induktion und
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IF Ausschiittung
AF-2
[l .
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B Maturation

M
APC
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Abb. 7: Schematische Darstellung der CD40L-CD40 Interaktion zwischen einer CD4" T-Helferzelle
und einer APZ. Die Erkennung eines Epitops auf MHC-1l Molekilen durch den T-Zellrezeptor (TCR)
einer CD4" T-Zelle fuhrt zu einer Hochregulierung von CD40L auf der Oberflache der T-Zelle. Durch
die Ligation des CD40L mit CD40 auf der Oberflache der APZ wird eine Signalkaskade ausgeldst,
die zu einer Maturation, einer Hochregulierung von kostimulatorischen B7-Molekilen (CD80 und
CD86) und der Ausschittung von IL-12 und IL-18 fiihrt. IL12 und IL-18 stimulieren NK-Zellen (natural
Killer cells) zur Produktion von IFN-y. Die CD4" T-Zelle selbst wird durch IL-12 zur Proliferation
stimuliert, differenziert zu einer Th1 T-Helferzelle aus und produziert ebenfalls IFN-y. Die verstarkte
Ausschuttung von IFN-y flhrt schlieBlich zu einer Induktion und Aktivierung von antigenspezifischen
CD8" T-Zellen. (Adaptiert aus: Immunologie; Charles A. Janeway jr., Paul Travers, Mark Walport,
Mark J. Shlomchick; 5. Auflage, 2002)
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Eine weitere wichtige CD40L-CD40 Interaktion findet zwischen B-Lymphozyten und
CD4" T-Helferzellen statt. Die Ligation des CD40 auf der Oberflache von B-Zellen
durch aktivierte CD4" T-Zellen in Kombination mit der Antigenerkennung durch den
B-Zellrezeptor (BZR) fuhrt zum Isotypenwechsel der Antikérper (isotype switching),
zur Keimzentrumbildung, zur Affinitatsreifung und zur Bildung von B-
Gedachtniszellen #'7.

In der Vergangenheit berichteten mehrere Forschungsgruppen Uber unterschiedliche
Strategien, die CD40 Stimulation nutzten, um sowohl zelluldre als auch humorale
Immunantworten zu verstarken.

So wurden monoklonale, CD40-spezifische Antikdrper als Ersatz fiir eine Aktivierung
durch CD4" T-Helferzellen eingesetzt, um so die Maturation von DZ zu verbessern
218, 219, 220, 221, 222.

Eine Limitation des Einsatzes von anti-CD40 Antikérpern als Adjuvans ist die groBe
Menge an Antikérpern, die mit dem Impfstoff appliziert werden muss, um eine
Verbesserung der Immunantworten zu erreichen. Da CD40 zudem relativ ubiquitar
exprimiert wird, besteht die Gefahr fir die Aktivierung von vielen Zelltypen, auch die
von autoreaktiven B-Lymphozyten. Aber durch die Konjugation des anti-CD40
Antikdrpers an den Impfstoff konnte diese Problematik umgangen werden 2. In
dieser Form verabreicht, konnte die Menge an anti-CD Antikérper drastisch reduziert
werden, so dass schadliche Nebenwirkungen, wie Splenomegalie und polyklonale
Immunglobulinproduktion, nicht mehr auftraten. Zudem besaBen diese Konjugate
einen weit gréBeren Adjuvanseffekt. Darlber hinaus kdbnnten induzierte
Immunantworten gegen den anti-CD40 Antikdrper selbst den Adjuvanseffekt noch
verstarkt haben. Denn Antikérper werden herkdmmlicherweise in einem sogenannten
non-host Tier generiert (z.B. murine anti-human CD40 Immunglobuline), der
applizierte Antikérper ware demnach z.B. im Menschen immunogen und dieser
wirde anti-murine Immunglobulin Antikérper bilden, was wiederum die Effektivitat
des Adjuvans bei wiederholter Anwendung senken wiirde 2"".

Um diese Problematik zu umgehen wurden DNA Konstrukte konzipiert, die
Sequenzen sowohl des Antigens als auch des CD40L enthielten 2% 22 226. 227 \pj
diesem System konnten mehrere Forschungsgruppen eine Verstarkung sowohl der
humoralen als auch der zellularen Immunantworten in verschiedenen Tiermodellen
zeigen. Aber auch dieser Ansatz weif3t Limitationen auf. Wie bei den monoklonalen

Antikérpern muss eine groBe Menge an CD40L in Kombination mit dem Antigen
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appliziert werden, was wiederum die Gefahr birgt autoreaktive Zellen zu aktivieren.
Eine Kopplung des CD40L an das Antigen wirde wahrscheinlich starker
Adjuvanseigenschaften bei geringeren Dosen aufweisen. So konnte fir das
carcinoembryonic antigen (CEA), das mit CD40L gekoppelt wurde, gezeigt werden,
dass die periphare T-Zell Toleranz in CEA transgenen Mausen gebrochen werden
kann 228,

Einen anderen Ansatz verfolgte Stone et al. So wurde Mausen HIV-1 Gag in
Kombination mit verschiedenen CD40L Varianten als DNA-Impfstoff appliziert. Die
CD40L Varianten waren so konzipiert, dass diese sich selbst zu héheren Oligmeren,
bestehend aus einem, zwei oder vier CD40L, zusammenlagern konnten. Dabei
konnte beobachtet werden, dass die zellularen und humoralen Gag-spezifischen
Immunantworten mit zunehmender Oligomerisierung des CD40L starker wurden #2°.
Demnach gibt es viele Ansatze wie man die immunstimulatorischen Eigenschaften
der CD40-CD40L Interaktion ausnutzen kann. Dennoch gibt es bei jedem Ansatz
Limitationen und Risiken. Ein Teil der vorliegenden Arbeit wird sich auch mit
Generation von neuen CD40L Varianten und deren Eignung als Adjuvans im

Rahmen einer HIV-1 Vakzine beschaftigen.

5. Zielsetzung

Das synthetische 97CN54 GagPolNef DNA Konstrukt, das fir die HI viralen Gene
Gag, Pol und Nef kodiert, erwies sich in Tierexperimenten und in klinischen Studien
121, 248, 249 4|5 sehr potente Vakzine. So konnte in den klinischen Studien gezeigt
werden, dass in 91% Env-spezifische und in 48% der Studienteilnehmer Gag-Pol-Nef
spezifische, polyfunktionelle T-Zellantworten durch die Impfung induziert wurden.

Trotz der vielversprechenden Ergebnisse der Studien bestand Bedarf fir eine
Verbesserung und Optimierung, vor allem sollten die Gag-spezifischen Antworten
verbessert werden, ohne dass dadurch die Env-spezifischen Immunantworten
beeintrachtigt werden. Denn diese waren im Vergleich zu den induzierten Env-
spezifischen Antworten schwécher und weniger lang anhaltend. Starke,
impfinduzierte Gag-spezifische T-Zellantworten sind fir eine HIV-1 Vakzine
besonders winschenswert, da diese wichtig fur die Kontrolle der Hl-viralen Viramie

S|nd 77,78, 79, 80.
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Fir eine Steigerung der Gag-spezifischen Antworten sollten folgende Veranderungen
an dem bestehenden GagPolNef Konstrukt durchgefiihrt werden.

i) Durch die Wiederherstellung des Myristylierungssignals am N-Terminus der Gag
Doméane sollte dem Konstrukt ermdglicht werden, von den Zellen als VLP
freigesetzt zu werden. Hierdurch sollten mehr APZ durch sogenannte cross-
presentation im Umfeld der Immunisierungsstelle erreicht werden, als dies im Falle
des urspringlichen Konstrukts, das keine VLP bildet, mdglich ist.

ii) Durch Aktivierung der viralen Protease in dem Konstrukt sollte eine Prozessierung
der Subkomponenten und damit eine verbesserte Freisetzung von VLP erreicht
werden. Zudem koénnten durch die Prozessierung der Subkomponenten des
GagPolNef neue, eventuell breitneutralisierende Epitope freigesetzt werden, die
normalerweise im urspringlichen Konstrukt dem Immunsystem nicht zuganglich
sind.

iii) Die Pr55%% Expression sollte weiterhin durch das Einfiigen des Hl-viralen,
ribosomalen Leserastersprungs in das GagPolNef verstarkt werden, um eine noch
effizientere Partikelfreisetzung zu gewahrleisten und durch eine hdhere
Verfligbarkeit des Pr55%9 als im urspringlichen GagPolNef Konstrukt eine

starkere und langer anhaltendere Gag-spezifische Immunantwort zu erméglichen.

Nach der Entwicklung von immunologisch verbesserten GagPolNef Konstrukten
sollten im Balb/C Maus Modell desweiteren ihre Eigenschaften bezlglich der
Induktion spezifischer humoraler und zellularer Immunantworten untersucht werden,
wenn diese allein oder in Kombination mit 97CN54 Env gp120 immunisiert werden.
Im Rahmen dieser Studien sollten auch unterschiedliche Varianten der
Koapplikation, also eine zeitgleiche oder =zeitlich bzw. raumlich getrennte
Koverabreichung, getestet werden, um flr zuklnftige klinische Studien eine optimale
Vakzinierungsstrategie flr die neuen Immunogene zu besitzen.

FOr eine Adjuvierung der Immunogene und eine Modulation der induzierten
Immunantworten sollte das immunstimulatorische Molekil CD40L auf seine Eignung
als ein ,endogenes“ Adjuvans getestet werden. Hierflr sollten verschiedene
Varianten des CD40L bzw. neu konzipierte CD40L Varianten entwickelt und im
Kontext mit Pr55%9 und Env gp145 bezlglich ihrer immunstimulatorischen

Eigenschaften analysiert werden. Hierflr sollen Pr55%9 VLP mit und ohne gp145 auf
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ihrer Oberflache mit den CD40L Varianten pseudotypisiert bzw. versetzt werden und
deren Funktionalitdt bezlglich B-Zell Aktivierung in vitro und der Einfluss auf die
Induktion Gag- und Env-spezifischer Immunantworten in vivo analysiert werden. Dies
soll sowohl mittels aufgereinigten VLP als auch durch in vivo Expression der DNA-

Plasmide genauer untersucht werden.

27



Material & Methoden

Material & Methoden

1. Material

1.1. Bakterienstamme

FUr die in dieser Arbeit beschriebenen Klonierungen wurde die hochkompetenten
Escherichia coli (E.coli) K12 Stamme DH5a #*°, DH10B und GM2163 verwendet. Die
wichtigsten genetischen Merkmale der Bakterienstdmme sind in folgender Tabelle
aufgefihrt.

Stamm ‘ Genetische Merkmale ‘

F(®80dlacZAM15) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 ('’ mg")supl
DH5a A(lacZYA-argF) U169 (Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen,
Géttingen)

F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80lacZAM15 AlacX74 deoR
DH10B | recA1 endA1 araa139 A(ara, leu)7697 galU galK A" rpsL
nupG A" /pMON14272 / pMON7124 (Invitrogen)

F dam-13::Tn 9 dcm-6 hsdR2 leuB6 his-4 thi-1 ara-14 lacY1 galK2 galT22
GM2163 | xyl-5 mtl-1 rpsL136 tonA31 tsx-78 supE44 McrA” McrB™ (Deutsche
Sammlung fir Mikroorganismen, Géttingen)

1.2. Nahrmedien fiur Bakterien

Die Anzucht der DH5a Stammes erfolgte in Suspensionskulturen unter Verwendung
von sterilem LB (Luria Bertani)-Medium. Die Selektion und Vereinzelung von Klonen
transfizierter Bakterien wurde auf LB-Agar-Platten unter Verwendung von Ampicillin

als Selektionsmarker durchgefihrt.

Medium Zusammensetzung
. 1% Bacto-Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 1% NaCl; mit NaOH auf
LBo-Medium pH 7,5 einstellen.
LBamp-Medium LB0O-Medium, 100 pg/ml Ampicillin
LBamp-Platten LBamp-Medium; 1,5% Agar

Alle Prozentangaben beziehen sich auf (w/w)
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1.3. Plasmidvektoren

Far die transiente Expression der HIV-1 97CN001 Gag Pol Nef und der CD40L
Konstrukte in 293T-Zellen wurde der Vektor pcDNA 3.1(+) (Invitrogen) eingesetzt.
Um hohe Expressionsraten der Konstrukte zu gewahrleisten, wurden diese auf den
Kodongebrauch von Saugerzellen optimiert.

bla promoter
CMV promoter

Amp(R) CMV forward primer

T7 primer
%T? promoter
e ——— _Kpn'l(922)

EcoRlI (953)
MCS
PODNAS.1(+) /\ oo
pUC origin P \BGH reverse primer

BGH pA
f1 origin

N

SV40 early promoter

SV40 pA
Neo(R)

Abb. 1: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pcDNA3.1(+) von Invitrogen

Detaillierte Gensequenzen der Konstrukte sind im Anhang aufgelistet.

1.4. Optimierung und Herstellung synthetischer Gene

Die Optimierung der Ausgangssequenzen erfolgte unter Verwendung der Software
GeneOptimizerTM (Geneart AG, Regensburg). Dabei wurde unter Beibehaltung der
Aminosauresequenz des Ausgangskonstruktes eine Nukleotidsequenz entwickelt,
die hinsichtlich verschiedener unterschiedlich gewichteter Parameter verandert war.
Neben der Modulation des CpG-Gehaltes und der Eliminierung bzw. Integration
bestimmter singulérer Restriktionsschnittstellen wurde bei dem Design der
synthetischen Konstrukte unter anderem darauf geachtet, keine negativ wirksamen
cis-aktiven Elemente wie SpleiBstellen, Polyadenylierungssignalstellen, interne
TATA-Boxen oder Ribosomen-Bindestellen zu generieren. Kodierende Regionen
wurden unter Beibehaltung der Kodonwahl des jeweiligen Organismus optimiert, um
die resultierende Transgenexpression mit der des jeweiligen Ausgangskonstruktes

vergleichen zu kénnen.
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Fir jedes Konstrukt wurde deshalb der ermittelte CAl (codon adaption index)
angegeben, der ein MaB fiir die Glite der verwendeten Kodons darstellt 2!, Bei
Verwendung ausschlieBlich optimaler Kodons wird im Idealfall ein CAl von 1 erreicht.
Ein CAI gréBer als 0,9 fuhrt aber bereits zu einer sehr hohen Transgenexpression,
da zwischen dem Kodongebrauch eines Organismus und den entsprechenden tRNA-
Frequenzen eine starke Korrelation besteht #** 2% Nicht nur der CAl als
Durchschnittswert wurde wéahrend des Optimierungsprozesses weitestgehend
aufrechterhalten, sondern auch die Haufigkeit der selten bzw. oft verwendeten
Kodons blieb gleich. Zudem wurden alle generierten Sequenzen hinsichtlich ihres
GC-Gehaltes, des Anteils der Nukleotide Cytidin und Guanosin an der
Gesamtsequenz, mit ihrer nicht optimierten Version verglichen. Der GC-Gehalt eines
synthetischen Gens sollte dem im jeweiligen Zielorganismus vorherrschenden GC-
Gehalt angepasst sein. Zudem sollten extrem AT-reiche Sequenzen vermieden
werden, da AT-reiche RNA-Transkripte instabil sind und zu einer verringerten
Expression flhren. Neben der Zahl an CpG-Dinukleotiden wird flir die einzelnen
Konstrukte auch der Gehalt an TpA-Dinukleotiden angegeben, da deren Beteiligung
an der Regulation der Expression in der Literatur diskutiert wird 2.

Die  konstruierten  Sequenzen  wurden anhand einer PCR-basierten
Gensynthesemethode kuinstlich hergestellt (Geneart AG, Regensburg) und unter
Verwendung der Restriktionsenzyme Kpnl und Sacl in die Klonierungsvektoren pGA-

4 (Geneart AG, Regensburg) eingesetzt.

1.5. Oligonukleotide

Die Oligonukleotide, die fir Amplifikationen von DNA mittels PCR oder fir
Sequenzierungen als Startmolekiile verwendet wurden, sind im Anhang aufgelistet.
Alle Oligonukleotide waren entsalzt und wurden in lyophilisiertem Zustand von den
Firmen Metabion (Martinsried) oder Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.

1.6. Eukaryontische Zellinie 293T

Far die Expression der generierten Konstrukte wurde die humane, Ad5/SV40 (T)
transformierte Nierenzelllinie 293T (Invitrogen; Numa et al. #**; ATCC: CRL-11268)

verwendet.

30



Material & Methoden

1.7. Nahrmedien fir 293T Zellen

Far die Kultivierung der eukaryontischen Zellen wurden die nachfolgend aufgefihrten
Nahrmedien verwendet:

Medium Zusammensetzung

Kultivierungsmedium | D-MEM (GIBCO), 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin
Expressionsmedium | D-MEM (GIBCO), 3% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin

Alle Prozentangaben beziehen sich auf (v/v)

1.8. Restriktionsenzyme

Far die Klonierungen wurden die Restriktionsenzyme Agel, Kpnl, EcoRlI, BsaBIl und
Xhol mit den zugehérigen Puffern der Firma New England Biolabs, Inc. verwendet.

1.9. DNA-/ Protein- Molekulargewichtsstandards

Standard Hersteller

1 kb DNA Ladder New England Biolabs (DNA-Marker)

Precision Plus Protein™ | BIO-RAD, Miinchen (Protein-Marker)

1.10. Versuchstiere

Flr die immunologischen Untersuchungen wurden ausschlieBlich weibliche Balb/C
Mause (H-2°L*) (Charles River, Sulzfeld) ab einem Alter von sechs Wochen

verwendet, die unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen gehalten wurden.

1.11. Gerate

Die verwendeten Gerate und Verbrauchsgiter mit den entsprechenden Herstellern

sind an den jeweiligen Stellen im Text vermerkt.
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2. Methoden

2.1. Gentechnische Methoden

2.1.1. Kultivierung von Bakterien

2.1.1.1. Flussigkulturen

Steriles LBamp-Medium wurde mit einer Einzelkolonie von transformierten E.coli

angeimpft und Gber Nacht bei 37°C in einem Inkubationsschuttler inkubiert.

2.1.1.2. Plattenkulturen

Mit einer sterilen Impfése wurden von einer einzelnen Bakterienkolonie oder aus
einer Flussigkultur aufgenommen und so auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen,
dass nach Inkubation Uber Nacht im 37°C Brutschrank (Heraeus Instruments,
Hanau) Einzelkolonien isoliert werden konnten. Je nach Bakterienstamm und
transformiertem Vektor wurde dem Medium nach Autoklavieren und Abkihlen auf
etwa 55°C eine steril filtrierte Lésung der entsprechenden Antibiotika bzw. anderer

Selektionsldsungen zugegeben.

2.1.2. Transformation von kompetenten E.coli mit Plasmid-DNA

Kompetente E.coli Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit 0.05 bis 1 pg Plasmid-
DNA versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min auf Eis erfolgte der so
genannte Hitzeschock, bei dem die Bakterien in einem Wasserbad fir 45 s auf 42°C
erwarmt wurden. Danach wurden die transformierten E.coli ein bis zwei Minuten auf
Eis abgekihlt und anschlieBend wurden sie nach Zugabe von ca. 800 pl LBy-Medium
fir etwa eine Stunde unter Schiitteln bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit wird die
Antibiotikaresistenz  des transformierten Plasmids exprimiert. Um dann
Einzelkolonien zu erhalten, wurde die Bakteriensuspension auf LBamp-Platten

ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C in den Brutschrank gestellt.

2.1.3. Praparation und Aufreinigung von Plasmid-DNA

2.1.3.1. Rapid Lysis (ohne S&ule)

Die so genannte ,Rapid Lysis“ ist geeignet um kleine DNA Mengen nach dem Prinzip
der alkalischen Lyse 2 schnell zu praparieren.
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1,5 ml einer Fllssigkultur transformierter E.coli wurden in ein 1,5 ml Eppendorfgefai3
dberfihrt und 10 min bei 6000 g in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt und das Pellet, das die Zellen enthalt, wurde in 250 pl
kalten Puffer P1 resuspendiert. Zum AufschluB der Zellen wurden anschlieBend 250
ul Puffer P2 zugegeben und unter vorsichtigem Schwenken drei bis finf Minuten
inkubiert. SchlieBlich wurden 250 pl eines vorgekihlten P3 Puffers zur Neutralisation
des Bakterienlysates zugegeben. Dabei bleibt die genomische DNA denaturiert und
kann zusammen mit Proteinen und Zellwandbestandteilen gefallt werden, wahrend
Plasmide hingegen renaturieren und somit in Lésung blieben. Der Ansatz wurde
anschlieBend zur Vermeidung unerwinschter Scherkrafte vorsichtig geschwenkt,
und 20 min auf Eis inkubiert. Hierbei aggregiert der Komplex aus genomischer DNA,
Proteinen und Lipidmembranen verstarkt und kann somit bei der anschlieBenden 10-
minUtigen Zentrifugation in einer Tischzentrifuge bei 21000 g besser pelletiert
werden.

Der plasmidhaltige Uberstand, wurde in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaB iberfiihrt,
wahrend das Pellet verworfen wurde. Zu dem Uberstand wurden anschlieBend zur
Fallung der Plasmid-DNA 630 ul Isopropanol zugegeben, und diese dann durch
Zentrifugation fir 30 min bei 21000 g pelletiert. Das Préazipitat wurde dann mit 1 ml
70%-igem Ethanol gewaschen und wieder bei 21000 g fir 20 min zentrifugiert. Das
erhaltene Pellet wurde anschlieBend im Vakuum getrocknet und schlieBlich in 30 pl
entionisiertem, sterilem Wasser aufgenommen. Dieses Verfahren wurde zur

Herstellung von Plasmid-DNA fiir die Charakterisierung mittels Restriktionsverdau

eingesetzt.
WW
P1 50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNase A
P2 200 mM NaOH, 1% SDS (w/v)
P3 3,0 M Kaliumacetat, pH 5,5

Hersteller: Qiagen

2.1.3.2. Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli unter Verwendung von Qiagen-tip
100/500 Sé&ulen

Flr die Transformation von E.coli und flir die Transfektion von 293 T Zellen wurde

ausschlieBlich Plasmid-DNA verwendet, die unter Verwendung von Qiagen-tip
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Saulen (Anionenaustauscherchromatographie) nach Angaben des Herstellers
Qiagen aufgereinigt wurden.

Die Konzentration und Reinheit der isolierten Plasmid-DNA wurde mit Hilfe eines
ND1000 Nanodrop-Spektrophotometers (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen) in
einem UV-Absorptionsspektrum zwischen 220 und 350 nm ermittelt. Aus dem Wert
der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 258 nm (ODysg) konnte die
Konzentration doppelstrangiger DNA (dsDNA) nach dem Lambert-Beerschen
berechnet werden (1 ODasg 2 47,5 pug/ml dsDNA). Die DNA wurde in H2Opigest

aufgenommen.

2.1.3.3. Préparation Endotoxin-freier Plasmid-DNA

Zur Vermeidung von Kontaminationen durch immunaktivierende, bakterielle
Lipopolysaccharide (LPS) wurde die bakterielle Plasmid-DNA fir immunologische ex
vivo undgentherapeutische in vivo-Studien im Mega-MaBstab unter Verwendung des
,EndoFree® Plasmid Purification“Kit nach Angaben des Herstellers prapariert
(Qiagen) und in einer Konzentration von 1 ug/ul in sterilem PBSome aufgenommen.
Der Endotoxingehalt der DNA Pr&parationwurde mit Hilfe des Limulus Amebocte
Lysate Kits (Bio-Whittaker, Walkersville) nach dem Protokoll des Herstellers

quantitativ ermittelt.

2.1.4. Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Zur Analyse der aus E.coli isolierter Plasmid-DNA, als auch fir praparative Zwecke
wurde die DNA mit Restriktionsendonukleasen enzymatisch geschnitten.

Zur Charakterisierung von gereinigter Plasmid-DNA wurde 1 ug DNA bzw. fir die
Uberpriifung einer mittels ,Rapid Lysis“ gewonnener Plasmid-DNA wurden 5 pl der
Lésung eingesetzt. Die jeweilige DNA wurde mit 10 U Restriktionsnuklease (New
England Biolabs, Inc.) und 1/10 Volumen 10x Restriktionspuffer in einem 20 pl
Ansatz bei 37°C fir eine Stunde inkubiert. Eine Einheit [U] bezeichnet die
Enzymaktivitat, die bendtigt wird, um 1 pg A-DNA in einer Stunde unter optimalen
Temperatur-, Puffer-, und pH-Bedingungen vollstandig zu schneiden.

Fir praparative Zwecke wurden in einem Standardansatz 2 pg mittels Qiagen-tip®-
Saulen gereinigter Plasmid-DNA mit je 30 U Restriktionsenzym in einem
Gesamtvolumen von 20 pl mit ebenfalls 1/10 Volumen 10x Restriktionspuffer fir zwei
Stunden bei 37 °C geschnitten.
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2.1.5. Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung linearisierter DNA-Fragmente (0,1 kBp bis 10 kBp) hinsichtlich ihres
Molekulargewichtes erfolgte in Agarosegelen bei konstanter Stromstarke und einer
Spannung von 50 bis 150 V. Fir das Gel wurde 1% Agarose (SEKAM) in TBE-Puffer
(40 mM Tris/HCI pH 8,0, 20 mM Borsaure, 2 mM EDTA) mittels Aufkochen in einer
Mikrowelle gelést und anschlieBend wurde Ethidiumbromid, einem DNA-
interkalierendem Agens, in einer Endkonzentration von 50 ng/ml zugegeben. Die
DNA-Fragmente aus einem Restriktionsverdau wurden mit 1/10 Volumen DNA-
Auftragspuffer (0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol, 40% (w/v) Saccharose)
versetzt und zur Abschatzung der FragmentgréBe zusammen mit entsprechendem
DNA-Molekulargewichts-Standard 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs, Inc.)
aufgetragen. Die Detektion der DNA erfolgte mit Hilfe eines UV-Durchlichtschirmes
(Bachhofer Laboratoriumsgerate, Reutlingen) bei einer Wellenlange von 312 nm,
dem Absorptionsmaximum des Ethidiumbromids.

2.1.6. Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die Uber Gelelektrophorese aufgetrennten DNA-Fragmente wurden fir die
anschlieBende Ligation aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Flr die Extraktion der
DNA-Molekiile mit einer GroBe von 200 Bp bis 10 kBp wurde die QlAquick Gel
Extraction-Methode (QIAGEN) verwendet. Bei diesem Verfahren wird die DNA
selektiv unter Hochsalzbedingungen an eine Silikat-Saulenmatrix gebunden und
anschlieBend unter Niedrigsalzbedingungen mit 10 mM Tris/HCI pH 8,5 nach

Angaben des Herstellers wieder aus der Saule eluiert.

2.1.7. Ligation von DNA-Fragmenten

Die aus dem Agarosegel extrahierten DNA-Fragmente wurden in den molaren
Vektor-zu-Insert Verhéltnissen von eins zu drei fir die Ligation eingesetzt. Der
Standardligationsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 pl enthielt neben 3 pl
Vektor- und 10 pl Insert-DNA-L6sung, 20 U T4-DNA-Ligase (New England Biolabs)
und 1x T4-Ligase-Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7,6, 5mM Dithiothretiol (DTT), 5 pg/ml
Bovines Serumalbumin (BSA), 0,1 mM ATP). Die Ligation erfolgte Gber Nacht bei
einem Temperaturgradienten von 0°C bis Raumtemperatur (RT) und wurde
anschlieBend direkt zur Transformation kompetenter E.coli-Zellen eingesetzt.
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2.1.8. PCR (polymerase chain reaction)

Die PCR ist ein Verfahren zur exponentiellen in vitro Vermehrung (Amplifikation)

237 Der Vorteil dieser Methode besteht in der

definierter Nukleotidsequenzen
gezielten 10%- bis 10’-fachen Amplifikation eines DNA-Fragments und diente im
Laufe dieser Arbeit zur Generierung verschiedener Konstrukte (siehe jeweiligen
Abschnitt). Die PCR-Reaktion erfolgte in einem programmierbaren Thermocycler
(Mastercycler gradient, Eppendorf). Zur Vermeidung Sequenz-unspezifischer
Amplifikationen wurde das PCR-Verfahren ,hot start“ gewahit.

Die Tag-DNA-Polymerase entstammt dem thermophilen Eubakterium Thermus
aquaticus isoliert und ist eine DNA-abhangige-DNA-Polymerase mit hoher
Prozessivitdt, die aber keine Exonukleaseaktivitadt und somit keine
Korrekturleseaktivitat besitzt. Mittlerweile wurden DNA Polymerasen entwickelt, die
eine Korrekturleseaktivitat besitzen und eine solche, die Deep Ventg (exo-) DNA
Polymerase (NEB; #M0259) wurde fir alle in dieser Arbeit durch geflihrten PCR
Reaktionen verwendet.

Ein Standardansatz in einem Volumen von 50 pl enthielt folgende Komponenten:

Komponente Volumen

DNA (aus einer Rapid Lysis) 1 pl
10x PCR-Puffer mit Mg®* 5 ul
10 mM dNTP Mix 1l
10 uM forward Primer 1 ul
10 uM reverse Primer 1 ul
Deep Vent-DNA-Polymerase 1 ul
H.O 40 pl
Gesamtvolumen 50 ul
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Folgendes Programm wurde fiir die Inkubation der Standardansatze verwendet:

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 93°C 3 min 1
Denaturierung 94°C 45 s
Annealing 58°C 45 s 30
Elongation 72°C 5 min
Endelongation 72°C 7 min 1
Dauerklhlung 4°C o0

Zur Bestimmung des Molekulargewichts des entstandenen PCR-Produkts wurden 5

ul dem Ansatz enthommen und zur Analyse auf ein 1% Agarosegel aufgetragen.

2.1.9. Quick change PCR

Dieses Verfahren einer PCR dient dazu, um gerichtet Punktmutationen in eine DNA
Sequenz einzuflhren. Hierfir wurde der PCR Standardansatz (siehe 2.1.8.)
abgewandelt. So wurden nur 10-20 ng DNA und spezielle Mutageneseprimer
verwendet (Protease Quickchange fw und Protease Quickchange rv, siehe Anhang).

Mutagenese - Mittels PCR wird die Aplifikation des
Primer binden Punktmutation durch mutierten DNA-
spezifisch an das die Mutagenese- Plasmids mittels PCR
parentale DNA- Primer in das DNA- und enzymatischer
Plasmid Plasmid eingebracht.  Verdau des parentalen

Plasmids.

/’-“\ \
Primer 1 Primer1f///
. >
! Primer 2 ) Primer 2

\
\\ \,__//
N

B St

» <« Position der Mutagenese

Abb 2: Schematische Darstellung des Quick change PCR Verfahrens. Durch die Mutageneseprimer
wurde in einer DNA Sequenz mittels PCR eine Punktmutation (gekennzeichnet durch: » <)
eingebracht. AnschlieBend erfolgte eine Amplifukation des mutierten Plasmids mit weiteren PCR
Zyklen. Die parentale DNA Sequenz wurde dann mit Hilfe des Enzyms Dpn | abgebaut. Das mutierte
Plasmid konnte dann durch Transformation von E.coli vervielfaltigt und anschlieBend durch das
Rapid Lysis Verfahren gewonnen werden.
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Folgendes PCR Programm wurde wurde flr die Punktmutagenese verwendet:

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 93°C 3 min 1
Denaturierung 94°C 45 s
Annealing 58°C 45 s 12
Elongation 72°C 1 min/kBp
Endelongation 72°C 7 min 1
Dauerklhlung 4°C o0

Im Anschluss an die PCR erfolgte ein enzymatischer Verdau mit Dpn | (NEB). Hierflr
wurde der PCR Ansatz mit 6 pl des 10x Buffer 4 (NEB), mit 3 pl HoOpigest und mit 1pl
Dpn | versetzt. Dpn | baut nur die methylierte, parentale DNA ab, die durch die PCR
entstandene, nicht methylierte DNA Sequenz bleibt erhalten. Der enzymatische
Verdau erfolgte bei 37°C fur 1 h. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 200 ul PB
Buffer (Qiagen, QlAquick Gel Extraction Kit) versetzt und analog zu Kapitel 2.1.6. mit
aufgereinigt. AnschlieBend erfolgte eine Transformation von kompetenten E.coli,
welche das mutierte DNA Plasmid vervielfaltigten (siehe 2.1.2.). Die erhaltenen
Klone wurden zuerst mittels Restriktionsverdau und dann mittels DNA

Sequenzierung Uberprift.

2.1.10. Gensynthese

Die synthetische Produktion von Gensequenzen verschiedenster Lange wurde von
der Geneart AG (Regensburg) durchgeflhrt.

2.1.11. DNA Sequenzierung

Alle DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Geneart AG (Regensburg) nach
dem Sanger-Verfahren durchgefihrt. Die Proben wurden sequenzierfertig aufbereitet
(Gesamtvolumen 8 pl: 300 ng Plasmid-DNA, davon 1 ul Sequenzieroligonukleotid)
und nach der Sequenzierung mit dem Rechnerprogramm Chromas ausgewertet.
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2.2. Zellkulturtechniken und Expressionsanalysen

2.2.1. Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Lebendzellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Hierzu
wurden 100 pl einer grindlich resuspendierten Zellkultur mit 100 pl einer 0,5%-igen
Trypanblau-Lésung (Merck) vermischt. Hierbei kénnen tote, blau gefarbte Zellen
(Eindringen des Farbstoffes durch die Zellmembran) leicht von noch lebenden,

transparenten Zellen unterschieden werden.

2.2.2. Transiente Transfektion von 293T-Zellen

2.2.2.1. Polyethylenimin Transfektion

Eine weitere, hocheffektive Methode der Proteinexpression ist die Transfektion
Polyethylenimin (PEI, Polysciences), einem kationischem Polymer. PEI verdichtet
DNA zu 0,2 bis 0,5 um groBen, positiv geladenen Partikeln, welche gerade noch
groBB genug, um auf der Zellschicht am Boden der Petrischale zu sedimentieren, aber
klein genug sind, um die Zellmembran passieren zu kénnen %% 2 Diese Partikel
werden dann per Endozytose aufgenommen und gelangen in die Endolysosomen.
Dort puffert PEI die Ansauerung ab, wodurch die DNA geschitzt wird und die
Endolysosomen bis zur Ruptur zum Anschwellen gebracht werden. Die DNA gelangt
so in das Zytoplasma der Zelle und mit Hilfe von PEI auch effizient in den Zellkern
240 \as zu einer gesteigerten Expression der eingebrachten Gene fiihrt.

Fur die Transfektion wurden am Vortag 8 x 10° 293T Zellen in einer 178 cm?
Petrischale und in einem Volumen von 30 ml Kultivierungsmedium ausgesat und
uber Nacht inkubiert. Mindestens eine Stunde vor der Transfektion wurde das
Kultivierungsmedium durch Medium ohne Zuséatze ausgetauscht.

Far die Transfektion der Zellen wurden pro Petrischale 30 ug Qiagen-tip gereinigter
Plasmid-DNA (Konzentration 1ug/ul) in 1350 pl Medium ohne Zusatze gelést. Dann
wurden 120 pl PEI (Konzentration 1ug/ul) zugegeben und vorsichtig vermischt. Nach
einer 10-minltigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde das DNA/PEI Gemisch
tropfenweise auf die Zellen gegeben. Nach 4 — 6 h Inkubation bei 37°C im
Brutschrank wurden die Zellen vorsichtig mit 5 ml warmen PBS gewaschen und
anschlieBend Zugabe mit frischem Expressionsmedium, fiir insgesamt 48 Stunden
im Brutschrank inkubiert.
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Bei der Kotransfektion von den CD40L Derivaten mit 97CN001SynGag wurde
wiederum ein Verhéltnis von Gag-Vektor zu CD40L-Vektor von zwei zu eins gewahlt,
bzw. bei der Dreifachtransfektion von CD40L Derivat, 97CN001SynGag und 97CN54
Env gp145 ein Verhaltnis der Vektoren von eins zu eins zu eins.

2.2.3.. Aufbereitung der Zelliiberstiande der transient transfizierten 293T Zellen

Die Uberstande aus den 178 cm? Petrischalen der transfizierten 293T Zellen wurden
vereinigt und anschlieBend bei 3000 x g fir 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert, um
vorhandenen Zellen und Zelltrimmer zu entfernen. Zur Aufkonzentration der Gag
bzw. GagPolNef Partikel, wurden die vorzentrifugierten Zellkulturibersténde Uber ein
Kissen aus 30%-iger (w/w) Saccharoselésung geschichtet und die
partikularen/vesikularen Strukturen durch Zentrifugation in einer Ultrazentrifuge
(Beckmann Coulter Optima™ L-90K Ultracentrifuge; SW32Ti Rotor, Beckman; 2 h
bei 99000 x g, 4°C) pelletiert. Das so erhaltene Pellet wurde in PBS ohne bivalente
lonen (PBSqhne) resuspendiert und ein Aliquot jeder Praparation wurde mittels eines
Bradford Tests, einer Westernblot-Analyse, eines SandwichELISA und einer

Coomassie Brilliant Blau Farbung charakterisiert.

2.2.4. Aufbereitung aufkonzentrierter  virus-dhnlicher Partikel aus der

Ultrazentrifugation

Zur Abtrennung weiterer Verunreinigungen wurden die aufkonzentrierten Pr55%29
Partikel auf einen Saccharose-Dichtegradienten (10 bis 50 %-ige (w/w)
Saccharoselésung, in 10 % Schritten) aufgetragen und in einer Ultrazentrifuge
(Beckmann Coulter Optima™ L-90K Ultracentrifuge; SW41 Rotor, Beckman; 2,5 h
bei 99000 x g, 4°C) zentrifugiert. AnschlieBend wurden vorsichtig, von oben
beginnend, jeweils 550 pl Aliquote abgenommen. Danach wurden die einzelnen
Fraktionen mit PBSghne auf 1,5 ml aufgefiillt und fir 2 h bei 40000 x g (Sorvall
EvolutonRC Zentrifuge; Kontron Instruments A6.14 Rotor) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dann verworfen und die Rickstande in 40 pl PBSohne
aufgenommen. Die gelésten Rlckstande jeder Fraktion wurden dann mittels
Westernblot analysiert.

2.2.5. Ernte und Aufschluss von Zellen

Zur Analyse der Proteinexpression in den jeweiligen eukaryontischen Zellen wurden

die Zellen geerntet und aufgearbeitet. Hierflir wurde der Zellrasen mit kaltem PBS
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(phosphate buffered saline ?*') und durch Versetzen mit Trypsin/EDTA (0,05/0,02%
in PBS ohne bivalente lonen, (PAN Biotech GmbH) quantitativ von Boden der 178
cm? Petrischale gelést. Nach einer Zentrifugation bei RT und 300 g wurde das
Zellpellet zur weiteren Aufarbeitung in 150 pl RIPA-Puffer (50 mM Tris/HCI, 150 mM
NaCl, 0,1% SDS, 1 % Nonidet P40, 0,5% Na-Deoxycholat, pH 8,0; vor dem ersten
Gebrauch pro 10 ml Puffer eine Tablette PIC (Protease inhibitor cocktail, Roche)
zugeben) unter starkem vortexen lysiert. Nach einer 10-mindtiger Inkubation auf Eis,
wurden die Zelltrimmer mittels einer 10-mindtiger Zentrifugation in einer
Tischzentrifuge (Eppendorf) bei 20000 g pelletiert. Die Pellets wurden verworfen und
die Uberstinde, die die gesuchten Proteine enthielten, wurden fiir weitere Analysen
bei -20°C weggefroren.

2.2.6. Quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration

Fir die Westernblotanalyse und der quantitativen Beurteilung mittels
Comassiefarbung der exprimierten Proteine aus den Uberstanden bzw. den lysierten
Zellen wurde zunachst die Gesamtproteinmenge in den jeweiligen Ansatzen
quantitativ. mit dem Bradford-Protein-Assay nach den Angaben des Herstellers
(BIORAD, Miinchen) bestimmt. Das Reagenz dieses Testsystems unterliegt nach
Bindung an Proteine einer Farbanderung, die sich photometrisch in einer
Absorptionszunahme bei 595 nm &uBert. Aus dem Vergleich der gemessenen OD
mit den OD-Werten einer Eichkurve, die aus definierten Konzentrationen an Bovinem
Serumalbumin (BSA) ermittelt wurde, lasst sich nun die Proteinmenge

naherungsweise bestimmen.

2.2.7. 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 GréBe entsprechend negativ geladen
sind und zur bei Anlegen einer Spannung zur Anode wandern. Dabei werden die
Proteine zuerst in einem niederprozentigem Sammelgel aufkonzentriert, von

welchem dann alle Polypeptide gemeinsam in das eigentliche Trenngel Gbergehen.
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Der Aufbau der verwendeten Gelapparaturen und das GieBen der Gele ist der
Beschreibung der Geratehersteller (BIOMETRA, Goéttingen) zu entnehmen, die
genaue Zusammensetzung der Gellésungen ist in der nachfolgenden Tabelle
beschrieben. Fiir die jeweilige Proteinanalyse aus den Uberstanden wurde 5 pg und
fur die Analyse der aufgeschlossen Zellen wurde 50 pg Protein in einem
Gesamtvolumen 20 ul mit 5 pl finffach 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 wurde zu jeweils 10 pl einer Fraktion, ohne deren
Proteingehalt weiter zu bestimmen, 30 pl H,O und 10 pl finffach SDS-Probenpuffer
gegeben. Nachdem dann die Proben fir 10 min bei 92°C aufgekocht und kurz
abzentrifugiert wurden, sind sie auf das Gel aufgetragen worden. Die Elektrophorese
erfolgte in einem speziellem SDS-PAGE Laufpuffer (25 mM Tris/HCI pH 7,5, 190 mM
Glycin, 0,1% SDS) bei 20 bis 60 mA.

Bestandteile Trenngel 12,5% Sammelgel 5%
30% Acrylamid-0,8% Bisacrylamid-
. 7,5 ml 0,99 ml

Stammlésung
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-Ldsung 3,6 ml 1,2 ml
H2Opidest. 3,3 ml 2,61 ml
TEMED

o o 15 pl 6 pl
(N,N,N°,N"-Tetramethylethylendiamine)
10% Ammoniumpersulfat (APS) 90 ul 30 ul

Fir groBe Gele, die flr die Analyse von Sacchaorsegradienten benétigt wurden,
wurden die doppelten Volumen der oben aufgeflihrten Komponenten verwendet.

2.2.8. Farbung mit Coomassie Brilliant Blau

FOr die Anfarbung von aufgetrennten Proteinen wurden die Proteingele nach der
SDS-Gelelektrophorese mindestens finf Stunden lang bei RT in einer Farbel6sung
(45% Ethanol, 10% Essigsaure, 0,25% Coomassie Brilliant Blau R250) inkubiert.
AnschlieBend wurden die gefarbten Gele in einer Entfarbelésung (45% Ethanol, 10%
Essigsaure) solange leicht geschuttelt, bis die Proteinbanden klar erkennbar waren.
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Zur Konservierung wurden die Gele anschlieBend auf Whatman 3 mm — Papier im
Vakuum bei 65°C firr zwei Stunden getrocknet.

2.2.9. Westernblotanalyse

Der Transfer von aufgetrennten Proteinen aus einem Polyacrylamid-Trenngel auf
eine 0,45 um Nitrozellulosemembran erfolgte in einer Fast-Blot ,semidry“-Apparatur
(BIOMETRA, Goéttingen) unter Verwendung eines leitfdhigen BIORAD-
Transferpuffers (150 mM Glycin, 25 mM Tris pH 8,3, 10% Methanol) fir 45 min bei
einer maximalen Stromstarke von 0,6 A. Die Proteine wandern nach Anlegen der
Spannung, entsprechend ihrer nach SDS-Behandlung 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
Trichloressigsdure, 3 g Sulfosalicylsdure, in 100 ml H.Ong 2*' Uberpriift.
AnschlieBend wurde die Farbung mit Wasser oder TTBS (500 mM NacCl, 25 mM Tris
pH 7,5, 0,02 M Tween 20) wieder ausgewaschen. Der spezifische Nachweis
spezifischer Proteine auf der Nitrozellulosemembran beruht auf der Bindung eines
primaren, monoklonalen Antikdérpers und dessen Erkennung durch einen
sekundaren, Enzym-konjugierten Antikérper. Die chemische Reaktion durch das an
den sekundaren Antikérper gekoppelten Enzym alkalische Phosphatase (AP) mit
Substrat flihrt 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 Uber Nacht bei
RT in einer 5 % Magermilch-TBS (tris buffered saline: 150 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI
pH 7,5)-Lésung inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran drei Mal fir 10 min
mit TTBS (tween-tris buffered saline: 150mM NaCl, 10 mM Tris/HCI, 0,02 M Tween
20, pH 7,5)-Lésung gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem priméaren
Antikdrper fur eine Stunde bei RT. AnschlieBend wurde die Membran wie zuvor
gewaschen, der sekundare, AP-gekoppelte Antikérper zugegeben und wiederum far
eine Stunde bei RT inkubiert. Uberschiissiger Antikérper wurde dann durch
abschlieBendes Waschen (s. 0.) entfernt. Die Farbereaktion wurde schlieBlich durch
Zugabe von AP-Farbelésung (400 pl NBT/BCIP-Stocklésung in 20 ml AP-Puffer (100
mM NaCl, 50 mM MgCl,, 100 mM Tris 2*' gestartet und nach dem Erreichen der

gewinschten Intensitat der Farbung durch Spilen der Membran mit Wasser
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gestoppt. Die eingesetzten Antikérper mit den entsprechenden Verdinnungen sind
im Anhang aufgelistet.

2.2.10. Quantifizierung des HIV-1 Capsidantigens (p24-ELISA)

Um die Menge des Pr55%in Kulturliberstanden zu quantifizieren, setzte man sie in
unterschiedlichen Verdinnungen im enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
ein. Dazu wurden 96-well MaxiSorp-ELISA-Platten (NUNC, Wiesbaden) bei 4°C (ber
Nacht mit 100 pl einer 1:1000-Verdinnung des CA (p24)-spezifischen monoklonalen
MO1-Antikérpers (Polymun, Wien, A) in 0,1 M Carbonatpuffer (pH 9,5) inkubiert, was
zur unspezifischen Bindung der Antikérper an die Plastikoberflache des wells flhrte.
AnschlieBend wusch man die Platten 3 x mit 100 pl Waschpuffer (0,05% Tween 20 in
PBSonne). Die unterschiedlichen Verdiinnungen der Zelllysate wurden in dem Medium
erstellt, das auch far die Kultivierung von 293T-Zellen Verwendung fand. Danach
konnten je 100 ul der verdinnten Proben in je ein well gegeben werden. Nach
Inkubation far eine Stunde bei 37°C, in der CA an den immobilisierten MO1-
Antikérper bindet, wurde 6 x mit Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend gab man
pro well 100 ul des CA-spezifischen, biotinylierten, monoklonalen Antikérpers 37G12
(Polymun, Wien, A; Verdinnung 1:80.000 in PBSynne / 1% BSA) zu und inkubierte
den Ansatz fur eine Stunde bei RT. Nach 10 x Waschen mit Waschpuffer wurden
100 upl eines 0,05 U/ml Streptavidin-HRP (horseradish peroxidase)-Konjugates
(Roche, Mannheim; 500 U/ml, verdinnt 1:10.000 in PBSonne / 1% BSA) zu den
Proben gegeben und fir 30 min. bei RT inkubiert. Nach 10 x Waschen mit
Waschpuffer wurden die Antikérperkonjugate mit 100 ul einer 1:1-Verdinnung der
,OpPtEIA® TMB (Tetramethylbenzidin)-Substratlésung (BD Biosciences, San Diego,
USA) angefarbt und fiir 5-10 min. im Dunkeln inkubiert. Mit je 50 ul 1 N H.SO4 konnte
die Farbreaktion gestoppt und die Absorption bei 450 nm im Microplate Reader Mode
680-Lesegerat (Biorad, Munchen) mit dem zugehdrigen Programm Microplate
Manager 5.2 (Biorad laboratories, Hercules, USA) gemessen werden. Die Pr559%9-
Konzentration lieB sich mit Hilfe einer Kalibrierungskurve unter Verwendung serieller
Verdinnungen von gereinigtem CA (Polymun, Wien, A) abschatzen.

2.2.10. Quantifizierung von murinem CD40L mit Hilfe der ELISA Technologie

Fir die Mengenbestimmung von murinem CD40l in Zellkulturiberstanden und VLP
Praparationen wurde das Protokoll von einen humanen CD40L SandwichELISA der
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Firma BD Pharmingen adaptiert. Hierfir wurden 96-well MaxiSorp-ELISA-Platten
(NUNC, Wiesbaden) bei 4°C tber Nacht mit 100 pl einer Verdiinnung (2ug/ml in 0,1
M NaoHPO4, pH 9,0) des fur murinen CD40L-spezifischen monoklonalen Antikérpers
(Hamster anti-mouse CD40L, Klon MR1) inkubiert. AnschlieBend wusch man die
Platten 3 x mit 100 yl Waschpuffer (0,05% Tween 20 in PBSynne) und blockte die
Platten mit Blockpuffer (10% FKS in PBSgnne) flr mindestens 1 h bei
Raumtemperatur. Inzwischen wurden die Verdinnungen des aufgereinigtem
MegaCD40L (20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,63 und 0,31 ng/ml) der als Standard diente, und
die 1:10 Verdinnung der Proben (Verdinnung in Block/Tweenpuffer (PBSonne mit
10% FKS und 0,05% Tween-20)) hergestellt. Nach erneutem dreimaligem Waschen
der Platten wurden die Proben und die Verdiinnungen des Standards auf die Platten
aufgetragen und far 1h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die
Platten erneut mindestens vier Mal gewaschen und danach wurden jeweils 100 pl
einer Verdinnung (1pg/ml in Blockpuffer) des biotinylierten, CD40L-spezifischen
Detektionsantikdrper (R&D Systems) aufgetragen. Nach einer weiteren einstiindigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten mindestens vier Mal gewaschen.
AnschlieBend wurde 100 pl eines 0,05 U/ml Streptavidin-HRP (horseradish
peroxidase)-Konjugates (Roche, Mannheim; 500 U/ml, verdinnt 1:1000 in
Blockpuffer) zu den Proben gegeben und flir 30 min. bei RT inkubiert. Nach >5 x
Waschen mit Waschpuffer wurden die Antikdrperkonjugate mit 100 pl einer 1:1-
Verdinnung der ,OptEIA® TMB (Tetramethylbenzidin)-Substratiésung (BD
Biosciences, San Diego, USA) angefarbt und fir 5-10 min. im Dunkeln inkubiert. Mit
je 50 ul 1 N H>SO4 konnte die Farbreaktion gestoppt und die Absorption bei 450 nm
im Microplate Reader Mode 680-Lesegerat (Biorad, Minchen) mit dem zugehdrigen
Programm Microplate Manager 5.2 (Biorad laboratories, Hercules, USA) gemessen
werden. Die Konzentration des murinen CD40L lieB sich mit Hilfe einer
Kalibrierungskurve unter Verwendung der seriellen Verdinnungen von gereinigtem

MegaCD40L (Apoxis, Lausanne) abschatzen.

45



Material & Methoden

2.3. Immunologische Analysemethoden

2.3.1. Haltung und Immunisierung von Versuchstieren

FOr die in dieser Arbeit durchgefihrten Immunisierungsstudien wurden weibliche
Mause der Inzuchtrasse BALB/cANNCrl (H-2%) im Alter von 40-45 Tagen verwendet.
Die Tiere wurden in der Tierversuchsanlage H4 des Universitatsklinikums
Regensburg gehalten.

Wie jeweils pro Immunisierungsstudie vermerkt, wurden die Tiere im Alter von acht
Wochen grundimmunisiert, gefolgt von je nach Schema ein oder zwei Booster-
Immunisierungen nach dem Priming.

Zur intramuskularen (i.m.) Immunisierung wurden die Tiere zunachst mittels des
Inhalationsnarkotikums Isoflurane (Baxter, UnterschleiBheim) betdubt. Fur die
Immunisierungen wurde die Region um die Einstichstelle rasiert und die gewlnschte
Menge eines entsprechenden Antigens in einem Volumen von je 50 ul langsam in
beide Schienbeinmuskeln (tibialis anterior) injiziert.

2.3.2. Praparation und Isolierung von Milzzellen (Splenozyten)

FUr die Untersuchung der mitogenen Eigenschaften von Antigenen, sowie der
zellularen Immunantwort mittels diverser immunologischer Methoden wurden murine
Milzzellen benétigt.

Zur Gewinnung von Milzzellen wurden die Versuchstiere durch Genickbruch getétet,
deren Milzen unter sterilen Bedingungen enthommen und in 5 ml Puffer (PBSohne, 5
% FKS) pro Organ Gberflhrt. Zur Herstellung von Einzelzellsuspensionen wurden die
Milzen unter einer Sterilwerkbank mit Hilfe eines Stempels einer 5 ml Spritze
vorsichtig durch ein Nylonsieb (FALCON, Heidelberg, 100 um Porengrésse) in eine
Petrischale zerrieben. Diese erhaltene Zellsuspension wurde in ein 50 ml
Falconréhrchen UberfUhrt und fur finf Minuten in einer Tischzentrifuge bei RT und
300 g pelletiert. Damit die Erythrozyten aufgeschlossen und damit aus dem
Zellgemisch entfernt werden, wurde das Pellet pro verwendeten Organ in 5 ml
Lysepuffer (150 mM NH4CI, 1 mM KHCOg3, 0,1 mM Na,EDTA, pH 7,2) aufgenommen
und bei 300 g finf Minuten zentrifugiert. Danach wurden die Zellen zur Abtrennung
des freigesetzten Hamoglobins dreimal mit 50 ml PBS, 5 % FKS gewaschen.
AnschlieBend wurde die Lebendzellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer

bestimmt und durch Zugabe von Komplettmedium (RPMI-Medium, 5 % FKS, 1 %
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P/S, 50 uM 2-Mercaptoethanol, 1 % Glutamin) auf eine Konzentration von 2 x 107 pro
ml eingestellt.

Bis zur weiteren Verwendung wurden die Zellen bei 37°C und 5 % CO, im
Brutschrank gehalten. Auf diese Weise konnten je nach GrdBe der Milz bis zu 10°
Zellen gewonnen werden. Die isolierte Zellpopulation setzt sich zu aus 60 — 70 %
aus B-Lymphozyten, zu etwa 15 — 20 % aus CD8*- und CD4*-T-Zellen sowie aus
10% Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen zusammen. Zudem befindet
sich eine geringe Zahl neutrophiler Granulozyten, NK-Zellen und Fibroblasten in den

isolierten Milzzellen.

2.3.3. Praparation und Isolierung von murinen Knochenmarkszellen

Die Ober- und Unterschenkelknochen der getéteten Mause wurden prapariert und
das Muskelgewebe entfernt. Die Knochen wurden dann in 5 ml Puffer (PBSohne, 5 %
FKS) Uberfuhrt. AnschlieBend wurden unter einer Sterilwerkbank die Knochenenden
abgeschnitten und das Knochenmark mit frischem Puffer in eine Petrischale
herausgespilt. Die Zellsuspension wurde dann in 50 ml Falcon Uberflhrt und die
Lyse der Erythrozyten erfolgte analog zu Kapitel 2.3.2. . Danach wurde die
Lebendzellzahl bestimmt und die Zellkonzentration auf 2x10” Zellen /ml mit

Komplettmedium eingestellt (siehe 2.3.2.).

2.3.4. Praparation und Isolierung muriner B220* B-Lymphozyten

Aus den, wie in Kapitel (s.0.) beschrieben, gewonnenen Splenozyten wurden mit
Hilfe von CD45R(B220) MicroBeads und MACS® LS Saulen (Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach) die CD45R(B220) positiven Zellen nach den Vorgabend des
Herstellers aufgereinigt. Das CD45R bzw. B220 Antigen, eine Tyrosinphosphatase,
ist auf B-Lymphozyten wéahrend aller Entwicklungsstadien hindurch prasent, wird
aber bei der Ausdifferenzierung zu Plasmazellen herabreguliert. CD45R/B220 ist der
gebrauchlichste PanB-Lymphozyten Marker.

Die Aufreinigung basiert darauf, dass die magnetisierten CD45R(B220) Microbeads
an die B-Lymphozyten binden. Wenn die Zellsuspension auf eine MACS® LS Saule,
die im Magnetfeld eines MACS® Separators plaziert wurde, geladen wird, werden die
markierten B-Lymphozyten aufgrund der wirkenden magnetischen Kréafte in der
Saule zuriickgehalten. Alle anderen vorhandenen Zellsubpopulationen, an denen die
Microbeads nicht binden konnten, werden aus der Saule gewaschen. Entfernt man
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dann die Saule aus dem Magnetfeld, kdnnen die zurlickgeblieben CD45R/B220"
Zellen als die positiv selektionierte Fraktion eluiert werden.

Die Reinheit der selektionierten Fraktion wurde dann mittels eines a-murin
CD45R/B220 spezifischen, PE bzw. FITC gekoppelten Antikérper (BD PharMingen,
#553089 bzw. #553087) im FACS analysiert.

2.3.5. Quantifizierung der Proliferation von B-Lymphozyten mittels CFSE

Carboxyfluoresceindiacetatsuccinimidylester (CFSE) kann passiv in Zellen
diffundieren und ist solange farblos und nichtfluoreszierend bis die Acetatgruppen
von intrazellularen Esterasen abgespalten werden und der stark fluoreszierende
Carboxyfluoresceinsuccinimidylester entsteht (siehe Abb. 3A).
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Abb.3: A) Struktur des Carboxyfluoresceindiacetatsuccinimidylester (CFSE) (Invitrogen).

B) Humane, periphere Blutlymphozyten wurden isoliert und mit CFSE gefarbt. Ein Teil der Population
wurde in der parentalen Generation mittels Mitomycin C arretiert (Schwarzer Peak). Die restlichen
Zellen wurden mit Phytohemagglutinin stimuliert und konnten 5 Tage lang proliferieren. Die grauen
Kurven reprasentieren die Tochtergenerationen (Invitrogen).

Die Succinylestergruppe reagiert mit intrazellularen Aminen, welche dann
fluoreszierende Konjugate bilden. Diese Farbstoff-Protein Konjugate werden in den
Zellen zuriickgehalten und auch nicht an benachbarte Zellen weitergegeben. Teil
sich nun die gefarbte Zelle, werden die Konjugate gleichmaBig an die Tochterzellen
weitergegeben, d.h. die Starke der Fluoreszenz in den Zellen nimmt ab.
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Analysiert man nun die Zellpopulation per FACS kann man die Proliferation und die
Generationenfolge anhand der ab-nehmenden Fluoreszenzintensitaten (Peaks)
verfolgen (siehe Abb. 3B).

2.3.6. Quantifizierung der Zahl IFN-yproduzierender CD8*-Lymphozyten mittels

Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung der Frequenz Pr55%%-spezifischer zytotoxischer T-Zellen wurden
die M&use der verschiedenen Immunisierungsgruppen getétet, die Milzen wie in
Kapitel 2.3.2. Mausen entnommen und in vitro auf 2x10’ Zellen pro ml mit
Komplettmedium eingestellt. Danach wurden jeweils 100 pl der Milzzellsuspension
und 0,2 pl Blockierungslésung BFA (Brefeldin A, Sigma #B-6542) pro Napf einer 96-
Napf-Flachbodenplatte pipettiert. Zur Bestimmung der Zahl Pr55%%9-spezifischer
CD8" T-Zellen mit dem Peptid A9l (0,2 pl), welches ein H-2¢ restringiertes p24 CTL-
Epitop beinhaltet 242
das V3-Peptid ***> #** aus der V3-Schleife des HIV Hiillproteins gp120 verwendet. Als
Positivkontrolle wurden die Zellen mit je 0,1 ul PMA und lonomycin verwendet. Als

, stimuliert. Zur Messung Env-spezifischer CTL-Antworten wurde

Negativkontrolle dienten Zellen, die entweder mit dem irrelevanten Peptid Pol oder
mit 100 pl RPMI-Medium stimuliert worden waren. AnschlieBend wurden die Ansétze
fr sechs Stunden bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen fur finf Minuten bei
1200 rpm abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach zweimaligem Waschen
der Zellen mit 200 pl PBS ohne bivalente lonen (1% FKS, 1 mg/ml NaN3) wurden die
Zellen in 96-Napf-Rundbodenplatten transferiert. Die Blockierung der Fc-Rezeptoren
erfolgte durch Zugabe von 1ul CD16/32 Antikérper (CD16/32-a-mouse: PharMingen
#0141A) in 100 pl FACS-Puffer. Die Inkubationsdauer betragt mindestens zehn
Minuten bei 4 °C.

Zur Differenzierung von T-Helfer- und zytotoxischen T-Zellenwurden pro Napf 10 ul
einer 1:20 Antikérperverdiinnung von CD4-FITC (CD4-FITC-a-mouse, PharMingen
#01064D) und CD8-APC (CD8a-APC-a-mouse; PharMingen #01049A) zugegeben
und fur 25 Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert. Nach einem weiterem zweimaligem
Waschen mit FACS-Puffer-11 (PBS ohne bivalente lonen, Tmg/ml NaNs) wurden 250
il pro Napf Cytofix/Cytoperm (4 % PFA, 1 % Saponin; PharMingen #2091KZ)
zugegeben und die Zellen auf Eis fir 20 Minuten im Dunkeln inkubiert. Nach
weiterem zweimaligem Waschen mit jeweils 200 pl (pro Napf) Perm/Wash (PBS, 0,1
% Saponin; PharMingen #2091KZ) erfolgte die intrazellulare Farbung unter
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Verwendung eines IFN-y-PE-a-mouse (PharMingen #18115A) Antikérpers. Pro Napf
wurden 100 pl Perm/Wash Puffer vorgelegt, 10 pl einer 1:20 Verdinnung dieses
Antikbpers zugegeben und die Ansatze fur 25 Minuten im Dunkeln auf Eis inkubiert.
Nach dem anschlieBenden zweimaligem Waschen mit Perm/Wash Puffer wurden die
Zellen in 200 pl FACS-Puffer resuspendiert und in FACS-Réhrchen Uberfihrt. Die
anschlieBende Bestimmung IFN-y produzierender Zellen erfolgte am FACS-Calibur
(PharMingen). Zuerst wurde die Gesamtpopulation an Lymphozyten bestimmt und
anschlieBend mit Hilfe der Oberflachenmarker auf CD4- und CD8-positive Zellen
gegated. Mindestens 25000 CD8-positive Zellen wurden aufgenommen und

bezlglich ihrer IFN-y Produktion untersucht.

2.3.7. Bestimmung IFN-y produzierender Splenozyten mittels ELISpot Technologie

Alternativ zur intrazellularen IFN-y-Farbung kann die Bestimmung der Anzahl IFN-y-
sezernierender Zellen auch im ELISpot Assay erfolgen.

Daflir wurden zunachst mit Nitrozellulose beschichtete 96-Napf Zellkulturplatten
(MAHA-S45 Millipore, Eschborn) mit 100 ul einer Anti-Maus IFN-y (R4-6A2)
Antikdrperverdiinnung (1:500 verdinnt in PBS; siehe auch Tab. B-5) Uber Nacht bei
4 °C in einer Feuchtkammer inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit Blocking
Reagenz (PBS +1 % FKS) unter sterilen Bedingungen, wurde die Platte 1 h bei 37 °C
mit 200 ul Blocking Reagenz blockiert. AnschlieBend wurde das Blocking Reagenz
quantitativ entfernt und je 100 pl unterschiedlicher Stimulationsreagenzien in den
preinkubierten Wells vorgelegt. Die Stimulationsreagenzien enthielten entweder
spezifisches oder unspezifisches Peptid (10 mM) je 1:500 in RPMI Medium verdlnnt.
Als weitere Negativkontrolle fir die Stimulation diente RPMI Medium. Als
Positivkontrolle wurde eine PMA/lono-Lésung verwendet, die unspezifisch eine
starke IFN-y-Produktion induziert (PMA/lono-Lésung: 0,1 pg/ml Phorbol-12-Myristat-
13-Acetat (PMA), 1 pg/ml lonomycin (lono) in RPMI Medium). Danach wurden 100 pl
einer frisch préaparierten Splenozytensuspension (1x10” Zellen/ml) zu den
Stimulationsanséatzen gegeben und 24 h bei 37 °C und 5 % CO. inkubiert. Nach der
in vitro Restimulation wurden die Zellen durch sechsmaliges Waschen mit Wasch-/
Lysepuffer (PBS mit 0,05 % Tween-20) lysiert. AnschlieBend wurden je 100 ul eines
sekundaren, biotinylierten Anti-Maus IFN-y Antikérpers (XMG1.2) (1:1000 verdinnt in
PBS; siehe auch Tab. B-5) zugegeben und weitere 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde die ELISpot-Platte erneut zehnmal mit Wasch-/ Lysepuffer
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gewaschen, 100 pl eines Streptavidin-AP-Konjugats (1:5000 verdiinnt in PBS)
(Roche, Mannheim) zugegeben und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach weiterem zehnmaligem Waschen mit Wasch-/Lysepuffer wurde durch Zugabe
von je 50 ul AP-Farbelésung (100 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 50 mM MgClz, pH
9,5) gefarbt. Nach deutlicher Entwicklung von lila-gefarbten Spots auf der
Nitrozellulosemembran, wurde die Féarbereaktion durch Waschen mit deionisiertem
Wasser abgestoppt, die Platten getrocknet und die Anzahl der SFU (spot forming
units) im ELISpot-Reader (Bioreader-2000, Biosys GmbH, Karben) quantifiziert.

2.3.8. Bestimmung von spezifisch Antikdrper sezernierenden Zellen mittels ELISpot
Technologie

Dieser ELISpot Assay ist eine Abwandlung des IFN-y und basiert auf der Publikation
l 245

von Slifka et a und wurde im Rahmen dieser Arbeit etabliert. Mit dieser Methode
ist es mdglich die Frequenz von B-Plasmalymphozyten, die Antigen-spezifische
Immunglobuline sezernieren, zu bestimmen.

Hierfir wurden zunachst mit Nitrozellulose beschichtete 96-Napf Zellkulturplatten
(MAHA-S45 Millipore, Eschborn) mit 100 ul einer Antigenverdinnung (10 pg/ml
rekombinantes Env gp140 oder aufgereinigte 97CN001 Gag VLP verdinnt in
PBSonne) Uber Nacht bei 4 °C in einer Feuchtkammer inkubiert.

Am néachsten Tag wurden die Platten drei Mal mit PBS-T (PBSonne mit 0,1% Tween-
20) und drei Mal mit PBSgne gewaschen. AnschlieBend wurden die Platten
mindestens 1h bei 37°C mit 200 pl/Napf Komplettmedium (siehe 2.3.2.) geblockt.
Danach wurden jeweils 100 ul einer frisch praparierten Splenozyten- (siehe 2.3.2.)
bzw. Knochenmarkszellsuspension (siehe 2.3.3.) (2x10” Zellen/ml) pro Napf auf die
Platten gegeben und mit jeweils weiteren 100 pl Komplettmedium versetzt. Eine
Zellkonzentration von 2x10° Zellen pro Napf erwies sich in einem Vorversuch (siehe
Abb. 4A) als optimal.

Die Platten mit den Zellen wurden dann fir 16 h bei 37°C und 5% CO; im
Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Platten drei Mal
mit PBSonne und drei Mal mit PBS-T gewaschen. AnschlieBend wurden 100 pl/Napf
des AP gekoppelten Anti-Maus Immunoglobulin Antikérpers (Biorad, #170-6520;
1:1000 verdinnt in PBS-T mit 1% FKS) zugegeben und fir 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden die Platten sechs Mal mit PBS-T und drei Mal mit PBSnne
gewaschen. Nun wurden die Platten durch Zugabe von je 50 pl AP-Féarbelésung (100
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mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,, pH 9,5) gefarbt. Nach deutlicher
Entwicklung von lila-gefarbten Spots auf der Nitrozellulosemembran, wurde die
Farbereaktion durch Waschen mit deionisiertem Wasser abgestoppt, die Platten
getrocknet und die Anzahl der SFU (spot forming units) im ELISpot-Reader
(Bioreader-2000, Biosys GmbH, Karben) quantifiziert (siehe Abb. 4B).

A

Splenozyten Knochenmark
‘ ‘
2x10% 2x105 2x10% 2x10°8 2x10° 2x10%
b3 b4 b5 b6 b7 b8
6 0 0 s 2 0
MOCk c3 c4 c5 c6 c7 c8
7 3 1 0 0
43 da d5 da7 d8
;.. L o / | 3 .
gp120 | 0 - 1
Immunisiert |3 = "|°* 2 Y .y
£ .29 =, .
V. oy 3 % ’
A7 A 0 11 o}
B
B-ZellELISPOT

Il Knochenmark

Bl Milz
gp120 Immunisiert

Mock

0 20 40 60 80
gp140 spezifische ASZ/2x1 06 Zellen

Abb. 4: A) Entwickelte ELISpot Platte nach Inkubation mit Splenozyten und Knochenmarkszellen von
immunisierten Mausen, die mehrmals mit 97CN54Env gp120 immunisiert wurden, bzw. von nicht
immunisierten Mausen (Mock). Verschiedene Konzentrationen (2x106; 2x10%; 2x104) der praparierten
Zellen wurden fir 16 h bei 37 h auf einer mit rekombinantem 97CN54 Env gp140 beschichteten
ELISpot Platte inkubiert. AnschlieBend wurde die Platte gegen murine Immunglobuline mit Hilfe eines
spezifischen, AP-gekoppelten Antikdrpers entwickelt. B) Auswertung des B-ZellELIspot hinsichtlich
der Frequenz von Zellen (ASZ) pro 2x10° Zellen, die fir Env gp140 spezifische Antikdrper
sezernieren.
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2.3.9. Gewinnung von Mausseren

Den Versuchstieren wurden je nach Immunisierungsplan durch Anritzten der
Schwanzvene mit einem sterilen Skalpell Blut entnommen (100-500 ul). Zur
Serumgewinnung wurde das Blut zunachst 1 h bei 37 °C und anschlieBend 1 h bei 4
°C inkubiert. Danach wurden die Blutproben zentrifugiert (5.200 x g; 4 °C; 10 min)
und der klare Uberstand als Serum in frische ProbengefaBe Uberfiihrt. Bis zur

weiteren Verwendung wurde das Serum bei -20°C gelagert.

2.3.10. Antikbérper-ELISA

2.3.10.1 Bestimmung der humoralen Immunantworten gegen 97CN54 Env gp140
und 97CN001 Gag

Die Bestimmung der Antikérpertiter von Gag- und Env-spezifischen
Gesamtimmunglobulinen erfolgte mittels Endpunktdilutions-ELISA. Daflir wurden 96-
Napf Maxisorb Platten (Nunc, Wiesbaden) mit je 100 ng VLP HIV-1 97CN001 Pr559%9
bzw. rekombinantes Env gp140 in 100 ul Carbonatpuffer (0,2 M NaHCOs pH 9,5
eingestellt mit 0,2 M Na2CQOs) beschichtet (finale Proteinkonzentration je Napf 1
pg/ml) und Gber Nacht bei 4 °C in einer Feuchtkammer inkubiert.

Fir die Analyse der Gag-spezifischen Antikbper wurden die Seren der Versuchstiere
in Verdinnungspuffer (PBSonne; 2 % (v/v) FCS; 3 % (v/v) Tween-20) seriell verdinnt
(1:100/ 1:500/ 1:2500/ 1:12500/1:62500 /1:312500). Nach finfmaligem Waschen der
prainkubierten 96-Napf Platten mit Waschpuffer (PBSgnne; 0,05% Tween-20) wurden
je 100 ul der hergestellten Serumverdiinnungen auf die Platten aufgetragen und 2 h
bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten sechsmal mit Waschpuffer
gewaschen und mit je 100 pl einer geeigneten Verdinnung eines HRP-gekoppelten
Antikdrpers (siehe Tab. B-6) 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach erneutem sechsmaligem
Waschen wurden je 100 yl TMB-Substratlésung (BD, Heidelberg) zugegeben. Im
Dunkeln wurden die Proben bei Raumtemperatur so lange inkubiert, bis eine
deutliche blaue Farbentwicklung eintrat. Dann wurde die Reaktion mit 100 pl 0,5 M
H.SO4 abgestoppt und die Absorption der Proben bei einer Wellenlange von 450 nm
photometrisch bestimmt.

Die Messung der Env gp140 spezifischen Antikdrper erfolgte analog, nur flr das
Blocken der Platten wurde PBSynne mit 2% BSA, zum Verdinnen der Seren PBSqnne

mit 1% BSA und zum Waschen der Platten nur PBSgnne Verwendet.
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Der Antikdrpertiter wurde bestimmt als der reziproke Wert der Serumverdiinnung, bei
der die gemessene OD gerade noch zweimal so hoch ist, wie die eines auf derselben
Platte parallel gemessenen Negativserums. Als Negativserum dienten Seren von

nicht immunisierten Mausen.

2.3.10.2 Bestimmung der unspezifischen Immunglobulinsekretion

FUr die Bestimmung der unspezifischen Immunglobulinsekretion wurden 96-well
MaxiSorp-ELISA- bei 4°C Gber Nacht mit 100 pl einer Verdinnung (2ug/ml in 0,1 M
NaxHPO4, pH 9,0) des flr murinen Immunoglobuline spezifischen Antikérpers (Goat
Anti-IgG (H+L chain specific), Southern-Biotech) inkubiert. AnschlieBend wusch man
die Platten 3 x mit 100 uyl Waschpuffer (0,05% Tween 20 in PBSqhne) und blockte die
Platten mit Blockpuffer (10% FKS in PBSgnne) flr mindestens 1 h bei
Raumtemperatur. Inzwischen wurden die Verdinnungen 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,63
und 0,31 ng/ml eines murinen IgG2a Antikérpers (affinity purified mouse 1gG2a
isotype control, eBioscience), der als Standard diente, und die 1:10, 1:100 und
1:1000 Verdinnungen der Proben (Verdlinnung in Block/Tweenpuffer (PBSgnne mit
10% FKS und 0,05% Tween-20)) hergestellt. Nach erneutem dreimaligem Waschen
der Platten wurden die Proben und die Verdiinnungen des Standards auf die Platten
aufgetragen und far 1h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die
Platten erneut mindestens vier Mal gewaschen und danach wurden jeweils 100 pl
einer Verdinnung (1pg/ml in Blockpuffer) des HRP gekoppelten, fir murine
Immunglobuline spezifischen Detektionsantikérper (Dako) aufgetragen. Nach einer
weiteren einstindigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten
mindestens finf Mal gewaschen. AnschlieBend wurden die Antikbrperkonjugate mit
100 pl einer 1:1-Verdinnung der ,OptEIA® TMB (Tetramethylbenzidin)-
Substratlésung (BD Biosciences, San Diego, USA) angefarbt und flr 5-10 min. im
Dunkeln inkubiert. Mit je 50 ul 1 N H2SO4 konnte die Farbreaktion gestoppt und die
Absorption bei 450 nm im Microplate Reader Mode 680-Lesegerat (Biorad,
Minchen) mit dem zugehérigen Programm Microplate Manager 5.2 (Biorad
laboratories, Hercules, USA) gemessen werden. Die Konzentration der murinen
Immunglobuline lieB sich mit Hilfe einer Kalibrierungskurve unter Verwendung der

seriellen Verdiinnungen des gereinigten IgG2a (eBioscience) abschatzen.
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Ergebnisse

1. Generierung von HIV-1 Stamm C GagPolNef Konstrukten mit
verschiedenen molekularen Eigenschaften

Als Ausgangskonstrukt fir eine auf HIV-1 Stamm C GagPolNef basierende Vakzine
sollte das innerhalb der Arbeitsgruppe hergestellte 97CN54 GagPolNef-pcDNA3.1(+)
Plasmid dienen.

Myr — Pr -
(1G 1A) AFS  (55p 25N) scNef

./ /#&# RN [ RiC  RT

Abb. 1: Schematische Darstellung des kodonoptimierten 97CN54 GagPolNef Konstrukts.
Myr- : Myristylierungssignal durch eine Punktmutation entfernt (Glycin (1G) zu Alanin (1A)); AFS: kein
frame shift, Durchlesekonstrukt, d.h. keine Verschiebung im Leserahmen; Pr- : Protease durch eine
Punktmutation inaktiviert (25D zu 25N); RT-N: Reverse Transkriptase N-terminaler Teil;
RT-C: Reverse Transkriptase C-terminaler Teil; RT: Aktives Zentrum der Reversen Transkriptase;
scNef: scrambled Nef, Nef in der Mitte geteilt und anschlieBend N- (N) und C- (C) terminaler Teil des
Proteins miteinander vertauscht.

4 24 247 ynd wurde fir die

Dieses basiert auf dem chinesischen Virusisolat 97CN5
Expression in Saugerzellen kodonoptimiert. Das Konstrukt wurde im Rahmen
klinischer Studien (EuroVacc 01 und 02) in Lausanne und in London auch im
Menschen getestet 4% 2% 21 |n diesen Studien wurde 97CN54 GagPolNef
zusammen mit dem 97CN54 Env gp120 Konstrukt, die beide von der Geneart AG
konzipiert, kodonoptimiert und synthetisiert wurden, sowohl als DNA Vakzine sowie
in Form eines rekombinanten Vacciniaviruses verabreicht 2°. Die hierdurch
induzierten T-Zell Antworten richteten sich hauptsachlich gegen Env und nur zu
einem geringeren Teil auch gegen die Gag und Pol Komponenten der Vakzine,
wobei bei den meisten untersuchten Studienteilnehmern nur die Env-spezifischen
Antworten Uber einen langeren Zeitraum nachweisbar waren.
Als Vakzine der nachsten Generation sollten folgende Veradnderungen in das
bestehende Konstrukt eingeflihrt werden:

i.  Wiederherstellung des Muyristylierungssignals um eine Freisetzung

virusahnlicher Partikel und damit cross-priming von Pr559%9 zu gewabhrleisten.
ii.  EinfGhrung eines frame shift fir eine verbesserte Gag Expression.
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iii.  Wiederherstellung der viralen Proteaseaktivitat, um eine Prozessierung der
Subkomponenten zu ermdéglichen und damit eine Partikelfreisetzung zu

verbessern.

1.1. HIV-1 Stamm C Pr55%%

Bei der Wiederherstellung des Myristylierungssignals im Gag fiel auf, dass dieses
immer noch Defizite in der Partikelfreisetzung aufwies. Ein Abgleich der Pr559%9
Aminosduresequenz des 97CN54 mit der des 97CN001 Isolats ?*', welches dem
gleichen Patienten entstammt, ergab sieben punktuelle Aminosauresubstitutionen.
Unter Zuhilfenahme verschiedener Publikationen konnte eine Topographie des

Pr55%9 Proteins mit den wichtigsten Strukturen erstellt werden 2°% 41 293, 254, 255, 256,

A
AA 1 - 80
97CNO01 MGARASIL KIRLRPGGKKHYML AL E TG LRSLF
97CN54 MGARASIL KIRLRPGGKKHYML AL E S TG LRSLF
AA 81 - 160 CAY B-hairpin
97CN001 IDVR EQNKIQQKTQQAKEADGKVSQNYP IVONLOGOMVHQP T
97CN54 P IDVRDTR EQNKIQQKTQQAKEADGKVSQONYP IVONLOGOMVHQP T

AA 161 - 240

97CNO01 FSPE EGA GG PVHAGP I~PGQMREP TTS
97CN54 FSPE EGA GG PVHAGP I2PGQMREP TTS
AA 241 - 320 MHR

97CN001 SNPPV PTSILDIKQGPKEPFR QATQDV

97CN54 SNPPV PTSILDIKQGPKEPFR QATQGV

AA 321 - 400 CA-NC spacer

97CNO01 NPD PGASIE GVGGP SHKAKVLAEAMSQTNSAILMORSNFKGSKRIVKCFNCGKEGHIARN
97CN54 NPD PGASIE GVGGP SHKAKVLAEAMSQTNSAILMORSNFKGSKRIVKCFNCGKEGHIARN

AA 401 - 480

97CNO01 RAPRKKGCWKCGKEGHQMKDCTERQANFLGKIWP SHKGRPGNFLONGPEP TAPPEESFRFGEETTTPSQKQEP IDKELYP

97CN54 RAPRKKGCWKCGKEGHQMKDCTERQANF LGKIWP SHKGGPGNFLONRPEP TAPPEESFRFEEETTTPSQKQEP IDKELYP

AA 481 - 497

97CN001 LTSLKSLFGNDPSSQ
97CN54 LTSLKSLFGNDPSSQ
I Ubiquitinylierungssignal Zinkfingerdomane Ml p-Faltolatt MHR: Major Homology Region
) . ) : Cyclophilin A Binding Site
I Interaktionsdoméne I Mutation a-Helix CA-NC spacer: Protease Schnittstelle
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N-term I'd

p6 %...-C-term

Abb. 2: A) Schematische Darstellung des Aminosaureabgleichs von CN54 Gag und 97CN001 Gag.
Wichtige strukturelle Doménen sind farblich und die sich unterscheidenden Aminosauren rot
gekennzeichnet. B) Dreidimensionales Modell des Pr55%, das von hochaufgelosten Strukturen und
Modellen der einzelnen Domanen abgeleitet wurde (Ganser-Pornillos et al. Unstrukturierte und
Linker- Doménen sind mit gepunkteten Linien, die Schnittstellen der viralen Protease sind mit (<)
gekennzeichnet. Die ungeféhren Positionen der Aminosauresubstitionen sind mit (4) markiert.

Ein Abgleich mit der Los Alamos HIV-1 Datenbank ergab, dass alle gefundenen
Substitutionen nahe bei oder innerhalb wichtiger und &duBerst konservierter Regionen
des Pr55%9 liegen. Zudem wurde von 97CNO001 nicht nur die Provirussequenz
sondern auch infektiése Virionen isoliert, was eine erfolgreiche Partikelfreisetzung
impliziert.

In Folge dieser Erkenntnisse sollten die 97CN001 Gag Aminosauresubstitutionen in
das 97CN54 Gag eingefihrt werden.

Die wildtyp Gensequenz des 97CN001 Gag wurde mit Unterstitzung der Geneart
AG an den Kodongebrauch von Saugerzellen angepasst, um sogenannte inhibitory

or instability elements (INS) 2

zu entfernen, welche i) die RNA Stabilitat reduzieren,
ii) den Kernexport viraler RNAs regulieren und iii) im Kontext zellularer und Hl-viraler
Transaktivatoren die zeitliche Abfolge der HIV-1 Genexpression kontrollieren. Durch
die Kodonoptimierung wurde damit die Pr55%¢ Expression von viralen bzw.
zellularen  Kontrollen entkoppelt und somit gesteigert. Im Falle eines
kodonoptimierten HIV-1 Pr55%% vom Stamm HX10 konnte gezeigt werden, dass
korrelierend mit der verbesserten Antigenproduktion, die Immunogenitat im Vergleich
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zum wildtyp Gen signifikant verstarkt wird 2% 20

. Die Optimierung bietet auch
hinsichtlich der Sicherheit mdglicher Vakzinekandidaten Vorteile, indem das Risiko
moglicher Rekombinationen durch den Verzicht auf das transaktive Rev-Protein und
das RNA Verpackungssignal, sowie die Vermeidung homologer Sequenzen zum HIV
wildtyp Genom dramatisch gesenkt wird 26",

Nach Erhalt des kodonoptimierten Konstrukts wurde die Expression und die
Partikelbildung von 97CNO001 Pr55%9 in der humanen Zelllinie 293T mittels
transienter Transfektion untersucht. Zum Vergleich wurden Zellen mit den
Konstrukten 97CN54 und IlIB Gag transfiziert. 1lIB Gag diente aufgrund seiner
Fahigkeit groBe Mengen an VLP zu bilden als Positivkontrolle. 48h nach Transfektion
wurden die Zellen geerntet und aufgeschlossen. Die in den Uberstidnden enthaltenen
VLP wurden mittels Ultrazentrifugation aufkonzentriert. Die Zelllysate und die VLP
Praparation wurden auf ein 12,5%iges SDS-PA Gel aufgetragen und mittels
Elektrophorese aufgetrennt. Die separierten Proteine wurden mit Hilfe eines
Westernblots auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen und unter Verwendung

eines p24-spezifischen Antikdrpers auf das Vorhandensein von Pr55%9 analysiert.
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Abb. 3: A) Westernblot-Analyse der Zelllysate und der mittels Ultrazentrifugation aufkonzentrierten
Zelliberstande unter Verwendung eines p24 spezifischen Antikérpers. 1: 97CN54 Gag; 2: 97CNO001
Gag; 3: llIB Gag; &: Mock B) Analyse der Lysate und Uberstande mit Hilfe eines p24 spezifischen
SandwichELISA.

Mit diesem Konstrukt konnte gezeigt werden (Abb. 3 A), dass das neue 97CNO0O1
Gag Konstrukt eine im Vergleich zu 97CN54 gesteigerte Freisetzung von virus-
dhnlichen Partikeln aufwies, die annihernd die des IlIB Pr55%9 erreicht. In einem
HIV-1 p24 spezifischen SandwichELISA konnte weitherin gezeigt werden, dass im
Falle von CN54 in den Zellen zwar Gag gebildet wird, aber im Gegensatz zu
97CNO001 kaum etwas von den Zellen freigesetzt wird.

1.2. HIV-1 Stamm C GagPolNef mit frame shift

Nachdem nun eine ausreichende Partikelfreisetzung gewahrleistet war, wurde das
97CN54 Gag im GagPolNef Konstrukt durch 97CNO00O1 ersetzt. Der nachste Schritt

war die Einfihrung eines Leserahmensprungs, einen sogenannten frame shift.
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Dieser wurde im Bereich bp 1293 — 1345 in das GagPolNef Durchlesekonstrukt
eingefugt. Die frame shift Sequenz (siehe Abb. 4) induziert in 5% der
Translationsereignisse einen Leserahmensprung, d.h. die Ribosomen verrutschen
um ein Nukleotid und geraten somit in einen anderen Leserahmen. Fir dieses
Konstrukt bedeutet dies, dass zu ca. 95% Gag und zu ca. 5% GagPolNef Protein
translatiert wird 2°% 283,

A

OC:GJQOO(I."C"I‘IOD:HO
c::vnnnn:u:vnan:ﬂ:v

(7]
(7]

TTTTTTAGGGAAAATCTGGCCCTCCCACAAGGGAAGGCCAGGGAATTTTCTTCAGAA

£ }UUUUUUAGGGM%UGG (00C. aChacBaeAGRCCaGeAAu UuCoAohe

Abb. 4: A) Sequenz und berechnete Sekundérstruktur der HIV-1 frame shift induzierenden Region.
Diese besteht  aus einem uridinreichen Heptamer (unterstrichen) und einer
Haarnadelschleifenstruktur (stem—loop)). B) Sequenz der eingefigten frame shift induzierenden
Region. Die Sequenz des uridinreichen Heptamers (unterstrichen) ist gekennzeichnet C)
Konsensussequenz der frame shift induzierenden Region. Je konservierter e|n Nucleot|d in der
Sequenz desto gréBer der Buchstabe. (Abbildung adaptiert nach Marcheschi et al?® )

Um die Funktionalitat des frame shift zu zeigen, wurden humane 293T Zellen mit den
Expressionskonstrukten 97CN001 Gag (M+)-pcDNA3.1(+), 97CN001 GagPolNef
(M+, AFS, P-)-pcDNAS.1(+), 97CN001 GagPolNef (M+, FS, P-)-pcDNA3.1(+) und als
Kontrolle mit dem Leervektor pcDNAS3.1(+) transient transfiziert. 48 h nach
Transfektion wurden die Uberstande und die Zellen geerntet. Die Uberstdnde wurden
mittels Zentrifugation von Zelltrimmern befreit, die Zellen hingegen wurden lysiert

und aufgeschlossen. Die virus-dhnlichen Partikel wurden aus den Uberstanden
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mittels Ultrazentrifugation aufkonzentriert. 50 pg der Zelllysate und 5 pg der
Praparationen wurden per SDS-PA Gelelektrophorese und Westernblot unter
Verwendung eines p24-spezifischen Antikdrpers analysiert.

Mit der Westernblot Analyse konnte gezeigt werden, dass durch das Einfligen des
frame shift sich die Expression des GagPolINef verandert. Im Vergleich zum
Durchlesekonstrukt entsteht weniger GagPolNef Protein, welches durch die Bande
bei ca. 160 kDa reprasentiert wird, dafir wird nun aber Pr55%9 gebildet, welches im
Gel bei etwa 55 kDa bandiert. Das Expressionsverhaltnis von Pr55%9 zu GagPolNef
im frame shift Konstrukt dirfte in etwa 95 zu 5 entsprechen.

Zelllysate Aufkonzentrierte Zelliberstande
12| 3| 4 1 2 3 4
~160kDa —» - ~160kDa— -
i
= —==
~55kDaE ~ ~55kDa— .
|

Abb. 5: Vergleichende Westernblot-Analyse von Zelllysaten und von aufgereinigten Zelliberstanden
mit 97CNO001 GagPolNef (Myr+, FS, P-)-pcDNA3.1 (Spur 1), mit 97CN001 GagPolNef (Myr+, AFS,
P-)-pcDNAS3.1 (Spur 2), mit 97CN001 Gag (Myr+)-pcDNA3.1 (Spur 3) und mit dem Leervektor
pcDNA3.1 (Spur 4) transient transfizierter 293T Zellen. Auf das 12,5%-ige SDS-Polyacrylamidgel
wurden jeweils 5 ug Protein der Zelliiberstdnde und 50 ug der Lysate aufgetragen. Der Nachweis
von Pr55% erfolgte unter Verwendung eines p24-spezifischen monoklonalen Antikérpers.

Bei dem frame shift Konstrukt wurden vergleichbare Mengen an Pr55%% in den
Zelllberstand abgegeben wie bei dem SynGag Konstrukt. Durch das effizientere
Knospen wurde neben Gag auch vermehrt GagPolNef in den Uberstand abgegeben.

1.3. HIV-1 Stamm C GagPolNef mit frame shift und aktiver Protease

Die HIV-1 Protease liegt im Virion als Dimer vor (siehe Abb. 6 A) und prozessiert
wahrend der Reifung des Viruspartikels die Gag- und GagPol Vorlauferproteine in
ihre Untereinheiten. In dem Ausgangskonstrukt 97CN54 GagPolINef wurde durch
gezielte Punktmutation an Position 25 Asparaginsaure (D) in Asparagin (N)
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umgewandelt (siehe Abb. 6 B). Durch diese Mutation im aktiven Zentrum der
Protease wurde diese inaktiviert.

Um die Funktion wiederherzustellen wurde das Asparagin (N) zu Asparaginsaure (D)
revertiert. Die inaktive bzw. aktive Variante der Protease wurden zusammen mit dem
frame shift jeweils als ein Zwischenkonstrukt (FS, P- bzw. FS, P+) konzipiert, von
Geneart AG synthetisiert und in das Ausgangskonstrukt kloniert.

A

Aktiv POQITLWORPLVTIKIGGQLKEALLDTGAGDTVLEDLNLPGKWKPKMIGGIGGFIKVRQYEQIPIEICGHKATL

Inaktiv POITLWQRPLVTIKIGGQLKEALLNTGAGDTVLEDLNLPGKWKPKMIGGIGGFIKVRQYEQIPIEICGHKAI

Aktiv GTVLVGPTPVNIIGRNLLTQLGCTLNFE

Inaktiv GTVLVGPTPVNIIGRNLLTQLGCTLNE

Abb. 6: A) Struktur der HIV-1 Protease (Griin und Zyan) komplexiert mit einem Polypetidsubstrat
(Magentarot). Die zwei Asparaginaminosauren, die das aktive Zentrum der Protease bilden, sind rot
gekennzeichnet (Quelle: Wikipedia; Protein Data Bank). B) Aminosauresequenzabgleich der aktiven
und der inaktivierten Protease. Blau dargestellt ist die Asparaginsdure (D) im aktiven Zentrum
(unterstrichene Buchstaben) der funktionellen Protease. Durch die Punktmutation dieser
Asparaginsdure (D, blau dargestellt) zu Asparagin (N, rot dargestellt) wurde die Protease inaktiviert.

Die Funktionalitat der Protease wurde mit Hilfe einer transienten Transfektion von
293T Zellen Uberprift. 48 Stunden nach Transfektion wurden Zellen und
Zelllberstéande geerntet und, wie oben beschreiben, die Zellen lysiert und die
Ubersténde aufkonzentriert.

Die Analyse der Zelllysate und der aufkonzentrierten Uberstande erfolgte mit Hilfe
von SDS-PAGE und mit anschlieBendem Westernblot unter Verwendung eines HIV-
1 p24-spezifischen Antikérpers.
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Zelllysate Aufkonzentrierte Zelllberstande
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Abb. 7: Vergleichende Westernblot-Analyse von Zelllysaten und von aufgereinigten Zelliberstéanden
mit 97CNO001 GagPolNef (Myr+, FS, P 25D)-pcDNA3.1 (Spur 1), mit 97CN001 GagPoINef (Myr+, FS,
P-)-pcDNAS3.1 (Spur 2), mit 97CN001 GagPolNef (Myr+, AFS, P-)-pcDNA3 (Spur 3), mit 97CN001
Gag (Myr+)-pcDNA3.1 (Spur 4) und mit dem Leervektor pcDNAS3.1 (Spur 5) transient transfizierter
293T Zellen. Auf das 12,5%-ige SDS-Polyacrylamidgel wurden jeweils 5 pg Protein der
Zelliberstande und 50 pg der Lysate aufgetragen. Der Nachweis von Pr55%9 erfolgte unter
Verwendung eines p24-spezifischen monoklonalen Antikdrpers.

Bei einer aktiven Protease sollte das Pr55%9 in die Untereinheiten p17, p24, p7 und
p6 prozessiert werden. Demnach sollte im Westernblot eine deutliche Bande bei
etwa 24 kDa sichtbar sein. Deren Fehlen lieB aber auf eine noch immer defekte
Protease schlieBen.

Daraufhin wurde ein Sequenzabgleich mit dem Referenzvirus 97CN001 durchgefiihrt
(siehe Abb. 8), bei dem eine nicht belegte Mutation an Position 29 gefunden wurde.
Aufgrund der Nahe zum aktiven Zentrum kénnte diese die Protease in ihrer Funktion
behindern.

Durch eine QuickChange PCR mit dem Zwischenkonstrukt FS P+ wurde an dieser
Position das Glycin durch Asparaginsdure (G29D) ersetzt, so dass die
Aminosauresequenz der Proteasesequenz von 97CNO001 entsprach.
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Position

Abgleich der Aminoséuresequenz 25 29

97CN54 PQITLWORPLVTIKIGGQLKEALLDTGAGDTVLEDLNLPGKWKPKMIGGIGGFIKVRQYEQIPIEICGHKAT

97CNO01 | POQITLWQRPLVTIKIGGQLKEALIDTGADDTVLEDLNLPGKWKPKMIGGIGGFIKVRQYEQIPIEICGHKATL

97CN54 GTVLVGPTPVNIIGRNLLTQLGCTLNE

97CN001 | GTVLVGPTPVNIIGRNLLTQLGCTLNF

Abb. 8: Aminosdurensequenzabgleich der Protease von 97CN54 und 97CNO001. Die Sequenz des
aktiven Zentrums ist unterstrichen und die katalytische Asparaginsdure an Position 25 blau
hervorgehoben. Der Sequenzunterschied zwischen 97CN54 und 97CNO001 an Position 29 ist rot
hervorgehoben.

Die neu generierte Protease wurde dann mittels transienter Transfektion von 293T
Zellen mit, wie in Kapitel 1.1. beschrieben, anschlieBender Analyse der Zelllysate
und —Uberstdnde im Westernblot unter Verwendung eines p24-spezifischen,
monoklonalen Antikdrpers Gberprift.

Zelllysate Aufkonzentrierte Zelliberstande
1|2 |3|4]|5]|6 12| 3| 4 5 | 6

~160kDa —» p—— 160KDa—>

-
o oS
® - ot
® . |-
-
~24kDa —>
~24kDa— =

Abb. 9: Vergleichende Westernblot-Analyse von Zelllysaten und von aufgereinigten Zelliberstanden
mit 97CN001 GagPolNef (Myr+, FS, P 25D/29D)-pcDNAS.1 (Spur 1), mit 97CN001 GagPolNef (Myr+,
FS, P 25D/29G)-pcDNAS.1 (Spur 2), mit 97CN001 GagPolNef (Myr+, FS, P- )-pcDNA3.1 (Spur 3),
mit 97CN001 GagPolINef (Myr+, AFS, P-)-pcDNA3.1 (Spur 4), mit 97CN001 Gag (Myr+)-pcDNA3.1
(Spur 5)und mit dem Leervektor pcDNA3.1 (Spur 6) transient transfizierter 293T Zellen. Auf das
12,5%-ige SDS-Polyacrylamidgel wurden jeweils 5 ug Protein der Zelliberstdnde und 50 pg der
Lysate aufgetragen. Der Nachweis von Pr55%° erfolgte unter Verwendung eines p24-spezifischen
monoklonalen Antikdrpers.

Durch die Revertierung der Aminosdure an Position 29 von Glycin zu
Asparaginsaure wurde die Funktion der Protease wiederhergestellt. Eine Spaltung
des Pr55%9 Vorlauferproteins in die Subkomponenten p17, p7 und p6 konnte zwar
auf Grund der Verflgbarkeit passender Antikérper nicht gezeigt werden. Der

eindeutige Nachweis von p24, mit einem Molekulargewicht von ca. 24 kDa, sowohl in
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den Lysaten als auch in den aufgereinigten Partikeln der 97CN001 GagPolNef (Myr+,
FS, P 25D/29D) Transfektion, lasst auf eine erfolgreiche Prozessierung von Pr559%9
durch die Protease schlieBen.

Inwiefern die Protease in diesem artifiziellen GagPolNef Konstrukt die Prozessivitat
die der im HI-Virion vorkommenden erreicht, wurde nicht quantifiziert, dennoch sollte
die Aktivitat ausreichen, um eine virale Prozessierung des Pr55%9 nachzuahmen.

1.4. HIV-1 Stamm C PolNef

FOr immunologische Studien war die Entkopplung des PolNef Leserahmen vom Gag
Leserahmen von Interesse. Fir diese Fragestellungen genlgte eine inaktive
Protease in dem konzipieten 97CN54 PolNef Konstrukt. Zumal kbénnte die
Zytotoxitat der aktiven Protease bei einer hdheren Expression als in dem frame shift
Konstrukt (siehe 1.3) sich als nachteilig flr die Expression erweisen kdnnte.

Das PolNef Konstrukt konnte Gber eine PCR mit den Oligonukleotiden CN54 PolNef
fw und rv aus dem Durchlesekonstrukt 97CN001 GagPolNef (Myr+, AFS, P-)
gewonnen werden. Das PCR-Produkt wurde dann mit Hilfe der
Restriktionsschnittstellen Kpnl und Xhol in den eukaryontischen Expressionsvektor
pcDNA3.1(+) kloniert.

Lysate Uberstinde
1 2 1 2

105 kDa—>» —

Abb. 10: Analyse der mit CN54 PolNef transient transfizierten 293T Zellen mit Hilfe eines Pol-
spezifischen Antikdrpers (Spur 1). 50 ug der Zelllysate und 5 pg der aufkonzentrierten Uberstédnde
wurden per SDS-PAGE und anschlieBendem Westernblot mit Hilfe eines Pol-spezifischen,
monoklonalen Antikdérper untersucht. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit dem Leervektor
pcDNAS3.1(+) transfiziert wurden (Spur 2).

Die Expression des Polyproteins wurde, wie bereits beschrieben, mittels transienter

Transfektion in humanen 293T Zellen mit anschlieBender Analyse der Zelllysate und
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-Uberstédnde mit Hilfe eines Westernblots unter Verwendung eines Pol-spezifischen
Antikérpers Uberprift. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit dem Leervektor
pcDNAS.1(+) transfiziert wurden.

In den Zelllysaten lieB sich deutlich das PolNef Polyprotein mit einer Masse von circa
105 kDa nachweisen. Dieses wurde nicht von den Zellen freigesetzt oder sezerniert
und lieB sich daher in den Uberstidnden nicht nachweisen.

Nachdem eine hohe Expression gewahrleistet war, konnte dieses Konstrukt fr

Immunisierungsstudien verwendet werden.

1.5. Kurzzusammenfassung

Durch den Austausch des urspriinglichen 97CN54 Gag gegen das von 97CNO0O1
konnte die Partikelfreisetzung deutlich verbessert werden. Das erfolgreiche Einfligen
eines frame shift verbesserte die Freisetzung von GagPolNef Partikeln im Vergleich
zum Durchlesekonstrukt. Durch die Identifikation und die Revertierung der
Punktmutation an Position 29 der Protease konnte deren Aktivitat wiederhergestellt
werden.

Aufgrund dieser Modifikationen stehen nun weiterentwickelte Expressionskonstrukte
far eine HIV-1 Vakzine zur Verfigung.

2.1. Immunologische Eigenschaften der GagPolNef Konstrukte
im Balb/C Mausmodell

FUr die folgenden Immunisierungsstudien wurden alle beschriebenen Konstrukte
verwendet mit Ausnahme von 97CN001SynGagPolINef (Myr+, FS, P 25D/29D) und
97CNO001SynGagPolINef. 97CN001SynGagPolNef (Myr+, FS, P 25D/29G) wurde
aufgrund der inaktiven Protease nicht eingesetzt und die Variante mit der aktiven
Protease, 97CN001SynGagPoINef (Myr+, FS, P 25D/29D), stand zum Beginn der
Studien noch nicht zur Verfligung.

2.1.1. Vergleich der immunologischen Eigenschaften des GagPolNef
Durchlesekonstrukts mit dem frame shift Konstrukt

In dieser Immunisierungstudie (IS1) wurden finf Gruppen mit jeweils sechs

weiblichen Balb/C Mausen mit den in Tabelle 1 dargestellten Konstrukten

intramuskular (i.m.) immunisiert. Jede Maus erhielt 80 pg des jeweiligen Konstrukts,

von denen alle in dem Expressionsvektor pcDNA3.1(+) vorlagen. Als Kontrolle
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dienten nicht immunisierte Mause (Mock), als Referenz wurde jeweils eine Gruppe

mit 97CNO001Gag bzw. mit dem urspriinglichen 97CN54 GagPolNef immunisiert.

Gruppe DNA Schematische Darstellung
1 97CNO001 Gag (Myr+) Myr+(A_0)
o | 97CN001 GPN (Myr+, FS, P-) TR0 v s

73 rn B rRTC  RT

3 | 97CN001 GPN (Myr+, AFS, P-) AN S - —

4 97CN54 GPN (Myr-, AFS, P-) ;,; — e

5 Mock -

Tabelle 1: Schematische Darstellung der in der Immunisierungsstudie 1 (IS1) eingesetzten DNA
Konstrukte.

Zwolf Tage nach Immunisierung wurde den Mausen die Milz enthommen und daraus
die Splenozyten prapariert. Diese wurden dann mit einem Gag- und zwei Pol-
spezifischen Peptiden restimuliert. Die Starke der Immunantwort wurde anschlieBend
anhand der Frequenz IFN-y* CD8" T-Zellen mittels Durchflusszytometrie und dem

Anteil aller IFN-y sezernierender Zellen per ELISpot bestimmt.
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FACS ELISPOT
Gag (M+) ¢, = BN Gag
- [ irrel. Peptid
GPN (M+FSP) D = Medium

G S,P-) b =2
PN (M+,AFS,P-) 4 =

CN54 G S,P-) =
N54 GPN (M-,AFS,P-) £, =
. -
Mock 1 =
2l -

T T T T 1 T T T T 1
0 100 200 300 400 500 100 200 300 400 500

o

IFN-y* CD8* Zellen/ 3x10* CD8" Zellen IFN-y* produzierende Zellen/ 2x10° Zellen
FACS ELISPOT
Hl Poll
Gag (M+) I Pol2
GPN (M+,FS,P-) [ irrel. Peptid
Medium

GPN (M+,AFS,P-)
CN54 GPN (M-,AFS,P-)
Mock

r T T T T 1 r T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
IFN-y* CD8* Zellen/ 3x10* CD8" Zellen IFN-y* produzierende Zellen/ 2x10° Zellen

Abb. 11: Bestimmung Gag- und Pol-spezifischer zytotoxischer T-Zellen nach Immunisierung mit den
verschiedenen GagPolNef Varianten mittels der Durchflusszytometrie bzw. ELISpot Technologie. 12
Tage nach der Immunisierung wurde den Mausen Milzzellen entnommen, und fir die
Zytometrieanalyse mit 10 pM Gag, Pol1 oder Pol2 Peptid fiir 6 h unter Zugabe von Brefeldin A bei
37°C stimuliert. Als Negativkontrollen dienten Zellen, die mit Medium oder dem irrelevanten Peptid
V3-18 inkubiert wurden. Die Analyse der Zellen erfolgte unter Verwendung fluoreszenzgekoppelter,
spezifischer Antikdrper gegen CD8 und intrazellularem IFN-y. 3x10* CD8" Zellen wurden mittels
Durchflusszytometrie auf die Produktion von IFN-y analysiert. Fir die ELISpot Analyse wurden die
Milzzellen fir 24 h mit den oben beschriebenen Peptiden und Negativkontrollen bei 37°C inkubiert.
Die Anzahl IFN-y produzierender Zellen wurde mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen ELISpot-Kits
analysiert. Die Balkendiagramme reprasentieren jeweils die Mittelwerte von drei
(Durchflusszytometrie) bzw. sechs (ELISpot) Stimulationsanséatzen.

Alle mit 97CN001 Gag immunisierten M&use zeigten eine starke, spezifische
Immunantwort (im Mittel 363 CD8* IFN-y* pro 3x10* CD8" Zellen und 279 IFN-y
produzierende Zellen pro 2x10° Zellen (spot forming cells; SFC)). Bei den GagPolNef
immunisierten Tieren fiel auf, dass die Gag-spezifischen Antworten am starksten bei
der 97CN001 GPN (M+, FS, P-) Gruppe war (179 CD8" IFN-y* und 218 SFC). Die
beiden GagPolNef (AFS) Konstrukte hingegen induzierten nur auBerst schwache bis
keine Gag-spezifischen Antworten (7 bzw. 39 CD8" IFN-y* und 27 bzw. 40 SFC). Die
Pol-spezifischen Antworten hingegen waren bei diesen Konstrukten starker (97 bzw.
223 CD8" IFN-y" und 163 bzw. 146 SFC bei dem Pol1 Peptid und 120 bzw. 315
CD8" IFN-y* und 153 bzw. 170 SFC bei dem Pol2 Peptid) als bei den mit 97CN001
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GPN (M+, FS, P-) immunisierten Mausen (71 CD8" IFN-y* und 97 SFC bei dem Pol1
Peptid und 48 CD8" IFN-y" und 137 SFC bei dem Pol2 Peptid).

Auffallend war zudem, dass die Myristylierung des Durchlesekonstrukts schwachere
Gag-spezifische Antworten (7 CD8" IFN-y* und 27 SFC) induziert als die nicht
myristylierte Variante (39 CD8" IFN-y" und 40 SFC).

2.1.2. Einfluss der Myristylierung auf die Induzierung einer Gag-

spezifischen Immunantwort

Um den Einfluss des Myristylierungssignals auf die Ausbildung einer Gag-
spezifischen Immunantwort naher zu untersuchen, wurde eine weitere
Immunisierungsstudie (IS2A) durchgefihrt. Sieben Gruppen mit jeweils sechs
weiblichen Balb/C M&usen wurden mit jeweils 80 pg der in Tabelle 2 aufgeflihrten
Kunstrukte i.m. immunisiert. Die Konstrukte 97CN001 GPN (Myr-, FS, P-) und
97CNO001 GPN (Myr-, AFS, P-) wurden freundlicherweise von Dr. med. Dipl. Ing.
Josef Kostler zur Verfigung gestellt. Als Kontrolle dienten nicht immunisierte Mause
(Mock), als Referenz wurde jeweils eine Gruppe mit 97CN001 Gag bzw. mit dem
urspringlichen 97CN54 GagPolNef immunisiert.
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Gruppe DNA Schematische Darstellung

Myr+ (A G) +FS

1 97CNO001 GPN (Myr+, FS, P-) Gag Pro N schef
B3 rtn BN rrc | RT

Myr- (A G) +FS

27778877770 N soNef
gl RN DN RTc  RT

2 97CN001 GPN (Myr-, FS, P-)

3 97CNO001 GPN (Myr+, AFS, P-) e BT S
4 97CN001 GPN (Myr-, AFS, P-) T —
5 97CN54 GPN (Myr-, AFS, P-) Y uw m S
6 97CN001 Gag (Myr+) iy (A_G)

7 Mock -

Tabelle 2: Schematische Darstellung der in der Immunisierungsstudie 2A (IS2A) eingesetzten DNA
Konstrukte.

Wie in der ersten Studie wurde zwdlf Tage nach Immunisierung den Mausen die Milz
entnommen und daraus die Splenozyten prapariert. Diese wurden mit jeweils dem
Gag und den zwei Pol Peptiden restimuliert. Die Starke der Immunantwort wurde
anschlieBend anhand der Frequenz IFN-y* CD8" Zellen mittels Durchflusszytometrie
und dem Anteil aller IFN-y sezernierender Zellen per ELISpot bestimmt.
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FACS ELISPOT
GPN (M+, FS, P-) Medium
GPN (M-, FS, P-) £ 3 irrel. Peptid
GPN (M+, AFS, P-)£_ | == CGag
GPN (M-, AFS, P-),,
CN54 GPN (M-, AFS, P-)&,
Gag(M+)4.
Mock +
0 1(')0 260 360 460 560 6(')0 7(I)O (I) 5'0 160 1%0 260
CD8* IFN-y* Zellen/ 3x10* CD8* Zellen IFN-y* Zellen/ 2x10° Zellen
FACS ELISPOT
GPN (M+, FS, P-) Medium
GPN (M-, FS, P-) 3 irrel. Peptid
Il Poll
GPN (M+, AFS, P-) B Pol2
GPN (M-, AFS, P-)
CN54 GPN (M-, AFS, P-)
Gag(M+)
Mock
(I) 160 260 360 460 560 660 7(I)O (I) 510 160 1%0 2(I)0
CD8* IFN-y* Zellen/ 3x10* CD8"* Zellen IFN-y* Zellen/ 2x10° Zellen

Abb. 12: Bestimmung Gag- und Pol-spezifischer zytotoxischer T-Zellen nach Immunisierung mit den
verschiedenen GagPolNef Varianten mittels der Durchflusszytometrie bzw. ELISpot Technologie. 12
Tage nach der Immunisierung wurde den Mausen Milzzellen entnommen, und fir die
Zytometrieanalyse mit 10 uM Gag, Pol1 oder Pol2 Peptid fiir 6 h unter Zugabe von Brefeldin A bei
37°C stimuliert. Als Negativkontrollen dienten Zellen, die mit Medium oder dem irrelevanten Peptid
V3-18 inkubiert wurden. Die Analyse der Zellen erfolgte unter Verwendung fluoreszenzgekoppelter,
spezifischer Antikérper gegen CD8 und intrazelluldrem IFN-y. 3x10* CD8" Zellen wurden mittels
Durchflusszytometrie auf die Produktion von IFN-y analysiert. FUr die ELISpot Analyse wurden die
Milzzellen fiir 24 h mit den oben beschriebenen Peptiden und Negativkontrollen bei 37°C inkubiert.
Die Anzahl IFN-y produzierender Zellen wurde mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen ELISpot-Kits
analysiert. Die Balkendiagramme reprasentieren jeweils die Mittelwerte von drei
(Durchflusszytometrie) bzw. sechs (ELISpot) Stimulationsanséatzen.

In dieser Immunisierungsstudie induzierten die frame shift Konstrukte erneut starkere
Gag-spezifische Antworten (im Mittel 116 bzw. 228 CD8" IFN-y* pro 3x10* CD8*
Zellen und 45 bzw. 86 IFN-y produzierende Zellen pro 2x10° Zellen (spot forming
cells; SFC) als die Durchlesekonstrukte (21, 22 und 46 CD8" IFN-y" und 21, 12 und
61 SFC). Interessanterweise verbessert die Myristylierung sowohl die Gag- (46 bzw.
228 CD8" IFN-y™) als auch die Pol-spezifischen CD8" T-Zell Antworten (255 bzw. 86
CD8" IFN-y" bei dem Pol1 Peptid und 291 bzw. 117 CD8" IFN-y" bei dem Pol2
Peptid) im Vergleich zu den nicht myristylierten Varianten (21,22 bzw. 116 CD8" IFN-
v" bei dem Gag Peptid, 92, 57 bzw. 47 CD8" IFN-y* bei dem Pol1 Peptid und 84, 72

bzw. 55 CD8" IFN-y" bei dem Pol2 Peptid) um den Faktor 1,8 — 3,5.
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Im ELISpot lieBen sich hinsichtlich der Gag-spezifischen Immunantworten in etwa
ahnliche Reaktionen beobachten (61 bzw. 86 SFC im Vergleich zu 20, 12 bzw. 45
SFC), bei den Pol Antworten (59 bzw. 113 SFC bei Pol1 und 97 bzw. 57 SFC bei
Pol2 im Vergleich zu 86, 94 bzw. 77 bei Pol1 und 63, 122 bzw. 81 bei Pol2) hingegen
lassen sich keine so deutlichen Unterschiede wie in der Zytometrieanalyse messen.
Hinsichtlich der Induktion Pol-spezifischer CD8" Immunantworten waren die
Durchlesekonstrukte (255 bzw. 57 CD8" IFN-y* bei dem Pol1 Peptid und 291 bzw. 72
CD8" IFN-y" bei dem Pol2 Peptid im Vergleich zu 86 bzw. 47 CD8" IFN-y" bei dem
Pol1 Peptid und 117 bzw. 55 CD8" IFN-y* bei dem Pol2 Peptid) etwas potenter. Im
ELISpot war dieser Effekt nicht so deutlich (59 bzw. 86 SFC flr Pol1 und 97 bzw. 63
SFC fir Pol2 im Vergleich zu 113 bzw. 77 SFC fir Pol1 und 57 bzw. 81 SFC fir
Pol2) zu messen.

Die Wiederherstellung des Myristylierungssignals verbessert demnach die
Immunantworten zumindest auf CD8" T-Zellebene. Zudem korreliert die verbesserte
Partikelfreisetzung des 97CNO0O1GPN (Myr+, FS, P-) Konstrukts (siehe Abschnitt

1.2.) mit einer verbesserten Immunantwort.

2.1.3. Vergleich der Immunantworten: Durchlesekonstrukt versus frame
shift Konstrukt versus Einzelkonstrukte

Im Zuge der Immunisierungsstudie in Abschnitt 2.2. wurde zusatzlich die
Fragestellung bearbeitet, ob das frame shift GPN Konstrukt hinsichtlich der
Immunogenitat vergleichbar oder einer Koapplikation der Konstrukte 97CN001Gag
und 97CN54 PolNef Uberlegen ist (1S2B). Hierfir wurden zwei Gruppen von Balb/C
M&ausen mit den beiden Konstrukten in einem molaren Mischungsverhaltnis 1:1 und
einem Verhaltnis von 95 Gag zu 5 PolNef, welches dem frame shift Ratio entspricht,
immunisiert (siehe Tabelle 3). Zum Vergleich sind in Abb. 13 die Ergebnisse der
Gruppen, die mit 97CN001 GPN mit und ohne frame shift, als auch der Gruppe, die

die mit 97CN001 Gag immunisiert worden sind, aufgelistet.
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Gruppe DNA Schematische Darstellung
1 Mock -
2 97CN001 GPN (Myr+, AFS, P-) et o A "’ — S
3 | 97CN001 GPN (Myr+, FS, P-) s

B2 rn @D RTC  RT

4 97CNO001 Gag (Myr+) Myrs (A G)

5 | 97CN54 PN (P-) — IS

97CN001 Gag (Myr+) + AT S

=
<
3
+
>
1]

6 | 97CN54 PN (P-)

Ratio 1:1

S7CN0OT Gag (Nyr) + £ R
7 | 97CN54 PN (P-) s (8

Ratio 95:5

Tabelle 3: Schematische Darstellung der in der Immunisierungsstudie 2B (1S2B) eingesetzten DNA
Konstrukte.

Die Entnahme der Milz, die Praparation der Splenozyten, deren Stimulation mit den
Gag- und Pol-spezifischen Peptiden und die anschlieBende Zytometrie- und ELISpot-
Analyse erfolgte wie in IS2A.
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FACS ELISPOT
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Abb. 13: Bestimmung Gag- und Pol-spezifischer zytotoxischer T-Zellen nach Immunisierung mit den
verschiedenen GagPolNef Varianten mittels der Durchflusszytometrie bzw. ELISpot Technologie. 12
Tage nach der Immunisierung wurde den Mausen Milzzellen enthommen, und fiar die
Zytometrieanalyse mit 10 uM Gag, Pol1 oder Pol2 Peptid fiir 6 h unter Zugabe von Brefeldin A bei
37°C stimuliert. Als Negativkontrollen dienten Zellen, die mit Medium oder dem irrelevanten Peptid
V3-18 inkubiert wurden. Die Analyse der Zellen erfolgte unter Verwendung fluoreszenzgekoppelter,
spezifischer Antikdrper gegen CD8 und intrazellularem IFN-y. 3x10* CD8" Zellen wurden mittels
Durchflusszytometrie auf die Produktion von IFN-y analysiert. Fir die ELISpot Analyse wurden die
Milzzellen fir 24 h mit den oben beschriebenen Peptiden und Negativkontrollen bei 37°C inkubiert.
Die Anzahl IFN-y produzierender Zellen wurde mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen ELISpot-Kits
analysiert. Die Balkendiagramme reprasentieren jeweils die Mittelwerte von drei
(Durchflusszytometrie) bzw. sechs (ELISpot) Stimulationsansétzen.

Die Mischung der Einzelkonstrukte Gag und PolNef erwies sich im Falle des 95:5
Ratio hinsichtlich der Gag-spezifischen CD8" T-Zell Antworten als immunogener wie
das frame shift Konstrukt (226 CD8" IFN-y* im Vergleich zu 352 CD8" IFN-y™), in der
ELISpot Analyse waren beide hier durchaus vergleichbar (61 SFC im Vergleich zu 58
SFC). Auf Ebene der Pol-spezifischen Antworten reagierten die mit dem frame shift
immunisierten Mause etwas starker (117 CD8" IFN-y" im Vergleich zu 63 CD8" IFN-
v" bzw. 57 SFC im Vergleich zu 47 SFC fiir Pol1 und 86 CD8" IFN-y* im Vergleich zu
62 CD8" IFN-y* bzw. 113 SFC im Vergleich zu 49 SFC fir Pol2).

Die Gruppe, die mit einem 1:1 Ratio immunisiert worden ist, zeigte die starksten
multivalenten Immunantworten, die also sowohl gegen Gag (309 CD8" IFN-y* und 75
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SFC) als auch gegen Pol (193 CD8" IFN-y* flr Pol1 bzw. 202 CD8" IFN-y"* fiir Pol2
und 80 SFC far Pol1 bzw. 116 SFC flr Pol2) gerichtet waren.

Das Durchlesekonstrukt (AFS) zeigte im Vergleich zu den in diesem Kapitel
analysierten Konstrukten relativ schwache Gag-spezifische (46 CD8" IFN-y* und 61
SFC), aber sehr starke Pol-spezifische (255 CD8" IFN-y* fiir Pol1 und 291 CD8" IFN-
y* fir Pol2 bzw. 113 SFC fir Pol1 und 57 SFC fiir Pol2) Antworten.

Somit ist festzuhalten, dass eine 1:1 Mischung der Einzelkonstrukte am besten
geeignet ist, um gegen beide Komponenten, also sowohl gegen Pr55% als auch

gegen PolNef, eine etwa gleich starke Immunantwort zu induzieren.

2.1.4. Kurzzusammenfassung

Durch das Einflihren des Hl-viralen frame shift und des Myristylierungssignals am N-
Terminus konnte die Immunogenitat vor allem hinsichtlich der Gag-spezifischen
Antworten  gegentber dem  urspringlichen Durchlesekonstrukts ~ ohne
Myristylierungssignal deutlich verbessert werden. Die beste Variante fir eine
optimale Induktion von Gag- bzw. Pol-spezifische Antworten ist die Applikation der

Einzelkonstrukte und damit die Trennung des Gag vom PolNef Leserahmen.

2.2. Immunologische Eigenschaften einer multivalenten Gag, PolNef
und Env gp120 DNA Vakzine

Nach Validierung zweier Varianten einer GagPolNef Vakzinierung (IS2A und IS2B),
sollte eine Studie durchgefiihrt werden, bei der die Immunogentitat der beiden
Varianten in Kombination mit 97CN54 Env gp120 als Teil eines multivalenten
Vakzins analysiert werden sollte. Das Hiillglykoprotein gp120 ist zwar hochvariabel,

besitzt aber auch konservierte Bereiche, die flir eine T-Zellantwort interessant waren.

2.2.1. Vergleich der Immunogenitat der frame shift GagPolNef Variante
mit den Einzelkonstrukten Gag und PolNef in Kombination mit Env gp120

Die bereits durchgefiihrten klinischen Studien 2! 2% 249

Verabreichung des urspringlichen 97CN54 GPN (Myr-, AFS, P-) Konstrukts
zusammen mit 97CN54 Env gp120 starke Env-spezifische und schwache bis mittlere

zeigten, dass die

Gag-spezifische T-Zellantworten induzierte. Auf Basis der neuen, immunologisch
verbesserten GPN Konstrukte, sollte in der folgenden Immunisierungsstudie 3 (1S3)
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die Auswirkungen einer Koapplikation der GPN Konstrukte mit 97CN54 Env gp120

untersucht werden.

Gruppen von jeweils 6 weiblichen Balb/C Mausen wurden jeweils mit 97CN001 GPN
(Myr+, FS, P-) bzw. der aquimolaren Kombination von 97CN001 Gag und CN54 PN
(P-) in Kombination einer dquimolaren Menge an 97CN54 Env gp120 (siehe Tabelle
4) i.m. immunisiert. Als Kontrollen dienten nicht immunisierte Mause und drei

Gruppen, die je mit einem Einzelkonstrukt in jeweils &quimolarer Menge immunisiert

wurden.
Gruppe DNA Schematische Darstellung
2 | 97CN54 PN (P-)
3 | 97CN001 Gag (Myr+)
97CN001 Gag (Myr+)
4 |CNS4PN(P)
97CN54 Env gp120 [ Ewopi0 |
1:1:1
97CN001 Gag (Myr+)
5 97CN54 Env gp120
1:1
97CN001 GPN (Myr+, FS, P-) | Eiimiemmis B o O e
1:1
7 97CN001 GPN (Myr+, FS, P-) S 874 non RT.C AT
8 Mock -

Tabelle 4: Schematische Darstellung der in der Immunisierungsstudie 3 (IS3) eingesetzten DNA

Konstrukte.

Wie in den vorherigen Studien wurde am Tag 12 nach Immunisierung den Mausen

die Milz entnommen und daraus die Splenozyten prapariert. Diese wurden dann
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wieder mit den Gag- bzw. Pol-Peptiden und dieses mal mit einem Env-spezifischen
Peptid restimuliert. Die Starke der Immunantwort wurde anschlieBend mittels
Durchflusszytometrie anhand der Frequenz IFN-y" CD8" Zellen ermittelt.

BN Envi
Bl Gag
[T irrel. Pept.

gp120

PN (P-)

Gag

Gag + PN (P-) + gp120

Gag +PN (P-)
GPN (M+, FS, P-) + gp120

GPN (M+, FS, P-)
Mock

0 2(I)0 4(I)0 6(I)0
CD8* IFN-y* Zellen/ 3x10% CD8* Zellen

I Envi
120
ap I Pol2
PN (P-) mm Polt
Gag [T irrel. Pept.

Gag + PN (P-) + gp120
Gag +PN (P-)
GPN (M+, FS, P-) + gp120

GPN (M+, FS, P-)
Mock

0 2(I)0 4(I)0 6(I)0
CD8* IFN-y* Zellen/ 3x10% CD8* Zellen

Abb 14: Bestimmung Gag-, Pol- und Env-spezifischer zytotoxischer T-Zellen nach Immunisierung
mit den verschiedenen GagPolNef Varianten mittels der Durchflusszytometrie. 12 Tage nach der
Immunisierung wurde den Mausen Milzzellen entnommen, und fur die Zytometrieanalyse mit 10 uM
Gag, Pol1 oder Pol2 und Env1 Peptid fir 6 h unter Zugabe von Brefeldin A bei 37°C stimuliert. Als
Negativkontrollen dienten Zellen, die mit dem irrelevanten Peptid A9l inkubiert wurden. Die Analyse
der Zellen erfolgte unter Verwendung fluoreszenzgekoppelter, spezifischer Antikérper gegen CD8
und intrazellularem IFN-y. 3x10* CD8" Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie auf die Produktion
von IFN-y analysiert. Die Balkendiagramme reprasentieren jeweils die Mittelwerte von drei
Stimulationsanséatzen.

Die Auswertung der Studie zeigte, dass eine Koimmunisierung mit gp120 starke Env-

spezifische Antworten lieferte (275 bzw. 401 CD8" IFN-y*), aber die gegen Gag und

Pol gerichteten Antworten abgeschwacht waren (105 bzw. 60 CD8" IFN-y" fir Gag

und 99 und 9 CD8" IFN-y" fiir Pol1 bzw. 40 und 10 CD8" IFN-y* fiir Pol2) wenn man

diese mit den Einzelimmunisierungen bzw. mit der Gag und PolNef Koimmunisierung
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(388, 279 und 476 CD8" IFN-y* fir Gag und 95, 98 und 78 CD8" IFN-y" fiir Pol1 bzw.
77, 178 und 71 CD8" IFN-y* flir Pol2) vergleicht. Auch die Einzelimmunisierung mit
gp120 induzierte schwachere Env-spezifische Antworten (92 CD8" IFN-y*) als die

Immunisierungen der Gemische.

2.2.2. Vergleich der Immunogenitit verschiedener Mengen des Env
gp120 Konstrukts bei einer Koimmunisierung mit Gag und PolNef

Eine weitere Immunisierungsstudie (IS4A) mit Balb/C Mausen wurde durchgeflhrt,
um zu analysieren, ob die Gag und PolNef Antworten konzentrationsabhangig von
Env gp120 verbessert werden kdnnten. Hierfliir wurden Gruppen von jeweils sechs
Balb/C Mausen mit gleichbleibender, aquimolarer Menge an 97CNO001 Gag und
97CN54 PolNef im. immunisiert und Env gp120 in abnehmender Menge
koverabreicht. Als Vergleichsgruppen dienten nicht immunisierte Mause, sowie Tiere
die mit 97CN001 Gag und 97CN54 PolNef ko- und mit dem Einzelkonstrukt 97CN54
gp120 immunisiert wurden (siehe Tab. 5).
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Gruppe DNA Schematische Darstellung
97CNO001 Gag (Myr+)
, | 97CNS4PN(P)
97CN54 Env gp120 [ Ewepi0 |

1:1:0,25

97CNO001 Gag (Myr+)

3 | 97CN54 PN (P-)

Myr+ (A G)
Gag

-Pr(D N) scNef

97CN54 Env gp120 [ Ewepio |
1:1:0,5
97CNO001 Gag (Myr+)

4 |97CNS4PN (P
97CN54 Env gp120 [ Ewgpi20 |
1:1:1
97CNO001 Gag (Myr+) e —

5 | 97CN54 PN (P-)
1:1

6 Mock -

Tabelle 5: Schematische Darstellung der in der Immunisierungsstudie 4A (IS4A) eingesetzten DNA

Konstrukte.

Wie in Immunisierungsstudie 3 beschrieben wurde den Mausen die Milz an Tag 12
nach Immunisierung entnommen, daraus die Splenozyten prapariert und diese
wurden dann wie zuvor mit den Gag- bzw. Pol-Peptiden und dem Env-Peptid
restimuliert. Die Starke der Immunantwort wurde anhand der Frequenz IFN-y* CD8"

bestimmt.

79




Ergebnisse

FACS

Medium
Il Env
I Gag

gp120

Gag + PN + gp120 (1:1:0,25)
Gag + PN + gp120 (1:1:0,5)
Gag + PN + gp120 (1:1:1)
Gag + PN (1:1)

Mock

0 160 260 3(')0 460
CD8* IFN-y* / 3x10* CD8*

FACS

gp120 Medium

Il Env
I Pol2

Gag + PN + gp120 (1:1:0,25)
Gag + PN + gp120 (1:1:0,5)
Gag + PN + gp120 (1:1:1)
Gag + PN (1:1)

Mock

6 160 260 360 460
CD8* IFN-y* / 3x10* CD8*

Abb. 15: Zytometrische Bestimmung Gag-, Pol- und Env-spezifischer zytotoxischer T-Zellen nach
Immunisierung mit den 97CN001 Gag und 97CN54 PolNef Konstrukten in Kombination mit
verschieden molaren Mengen an 97CN54 Env gp120 Konstrukten, die zusammen in die Hinterbeine
i.m. appliziert wurden. 12 Tage nach der Immunisierung wurde den M&usen Milzzellen enthommen,
und fir die Zytometrieanalyse mit 10 uM Gag, Pol2 und Env1 Peptid flir 6 h unter Zugabe von
Brefeldin A bei 37°C stimuliert. Als Negativkontrollen dienten Zellen, die mit Medium inkubiert
wurden. Die Analyse der Zellen erfolgte unter Verwendung fluoreszenzgekoppelter, spezifischer
Antikérper gegen CD8 und intrazelluldrem IFN-y. 3x10* CD8" Zellen wurden mittels
Durchflusszytometrie auf die Produktion von IFN-y analysiert. Die Balkendiagramme reprasentieren
jeweils die Mittelwerte von drei Stimulationsansatzen.

Durch eine Titration der 97CN54 Env gp120 Menge lieB sich bei den geringeren
Konzentrationen (Ratio 1:1:0,5 und 1:1:0,25) bessere Gag- und Pol-spezifische
Antworten beobachten (112 bzw. 110 CD8" IFN-y* fiir Gag und 100 und 163 CD8"
IFN-y™ fir Pol2) als bei der aquimolaren Koimmunisierung aller drei Konstrukte (70
CD8" IFN-y" fir Gag und 105 CD8" IFN-y* fiir Pol2). Interessanterweise waren die
Env-spezifischen Antworten bei der 1:1:1 Immunisierung starker als bei der Env
gp120 Einzelimmunisierung (299 CD8" IFN-y* im Vergleich zu 210 CD8" IFN-y*). Die

Gag- und Pol-spezifischen Antworten hingegen verhielten sich genau umgekehrt (70
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CD8" IFN-y" fur Gag bzw. 105 fir Pol2 im Vergleich zu 134 CD8" IFN-y" fiir Gag und
194 CD8" IFN-y* fiir Pol2).

2.2.3. Raumliche Trennung der Applikation von 97CN54 Env gp120,
97CN001 Gag und 97CN54 PN

In der in Abschnitt 2.2. dargestellten Immunisierungsstudie (IS4A) wurden zusatzlich
noch drei Gruppen von Mausen immunisiert, denen 97CN001 Gag und 97CN54 PN
in das linke Hinterbein und 97CN54 Env gp120 in verschiedenen Mengen in das
rechte Hinterbein appliziert wurden (IS4B) (siehe Tab. 6). Die Gruppen, denen gp120
raumlich getrennt verabreicht wurde, erhielten das Env Konstrukt in denselben
jeweiligen Ratios wie die Gruppen denen gp120 mit Gag und PolNef koverabreicht
wurde. In Abb. 16 sind zum Vergleich die Gruppen, denen Env gp120 koimmunisiert
wurde, den Gruppen gegeniber gestellt, die gp120 raumlich getrennt von Gag und
PolNef erhielten.
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Gruppe DNA Schematische Darstellung

1 Env gp120 T
97CNO001 Gag (Myr+)

, 97CN54 PN (P-)
97CN54 Env gp120 (anderes Bein)
1:1:0,25
97CNO001 Gag (Myr+)

5 97CN54 PN (P-)
97CN54 Env gp120 (anderes Bein) T —
1:1:0,5
97CNO001 Gag (Myr+) s

s | 97CNS4PN (P
97CN54 Env gp120 (anderes Bein) TR
1:1:1
97CNO001 Gag (Myr+) e —

5 | 97CNS4PN(P)
97CN54 Env gp120 (selbes Bein)
1:1:0,25
97CNO001 Gag (Myr+) s

s |S7CNS4PN(P)
97CN54 Env gp120 (selbes Bein)
1:1:0,5
97CNO001 Gag (Myr+) s

, 97CN54 PN (P-)
97CN54 Env gp1 20 (Selbes Bein) [ Ewopio |
1:1:1
97CNO001 Gag (Myr+) R —

8 97CN54 PN (P-) =
1:1

9 Mock -
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Tabelle 6: Schematische Darstellung der in der Immunisierungsstudie (IS4B) eingesetzten DNA

Konstrukte.

Der Ablauf der Immunisierung und die Analyse der spezifischen CD8" IFN-y* Zellen

mittels Durchflusszytometrie erfolgte analog zu IS4A.

o) Medium
gp120 Bl Env
e Gag + PN - gp120 (1:1:0,25) B Gag
= C
§ g Gag + PN - gp120 (1:1:0,5)
© Gag + PN - gp120 (1:1:1)
- Gag + PN + gp120 (1:1:0,25)
§ &  Gag+ PN +gp120 (1:1:0,5) ==
Gag + PN + gp120 (1:1:1) 4=
Gag + PN
Mock
0 100 200 300 400
CD8* IFNy* / 3x10% CD8*
o] =1 Medium
gp120 = I Env
0 Gag + PN - gp120 (1:1:0,25) 4= B Pol2
= C
§ g Gag + PN - gp120 (1:1:0,5)
© Gag + PN - gp120 (1:1:1)
o _ Gag+PN+gp120 (1:1:0,25) 1
§ &  Gag+PN+gp120(1:1:0,5)
Gag + PN + gp120 (1:1:1)
Gag + PN=
Mock-?
0 100 200 300 400

CD8* IFNy* / 3x10* CD8*

Abb. 16: Zytometrische Bestimmung Gag-, Pol- und Env-spezifischer zytotoxischer T-Zellen nach
Immunisierung mit den 97CN001 Gag und 97CN54 PolNef Konstrukten in Kombination mit
verschieden molaren Mengen an 97CN54 Env gp120 Konstrukten, die entweder zusammen oder
raumlich getrennt in die Hinterbeine i.m. appliziert wurden. 12 Tage nach der Immunisierung wurde
den Mausen Milzzellen entnommen, und flir die Zytometrieanalyse mit 10 uM Gag, Pol2 und Env1
Peptid fiir 6 h unter Zugabe von Brefeldin A bei 37°C stimuliert. Als Negativkontrollen dienten Zellen,
die mit Medium inkubiert wurden. Die Analyse der Zellen erfolgte unter Verwendung
fluoreszenzgekoppelter, spezifischer Antikorper gegen CD8 und intrazelluldrem IFN-y. 3x10* CD8"
Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie auf die Produktion von IFN-y analysiert. Die
Balkendiagramme repréasentieren jeweils die Mittelwerte von drei Stimulationsansatzen.

Durch die Verabreichung des Env gp120 Konstrukts in das andere Bein vor allem bei
den héheren Ratios der Vektoren (1:1:1 und 1:1:0,5) konnten bessere Gag- und Pol-
spezifische Immunantworten (146 bzw. 160 CD8" IFN-y* fir Gag und 141 und 104
CD8" IFN-y* fiir Pol2) erzielt werden, als bei der Koverabreichung in dasselbe Bein
(70 bzw. 112 CD8" IFN-y" fir Gag und 105 bzw. 100 CD8" IFN-y" fir Pol2).
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Auffallend war auch, dass die raumlich getrennte Applikation des gp120 (Ratio 1:1:1)
vergleichbare Env-spezifische CD8" T-Zell Antworten induzierte wie die
Einzelimmunisierung (187 CD8" IFN-y* im Vergleich zu 210 CD8" IFN-y*). Bei der
Koimmunisierung (Ratio 1:1:1) hingegen wurden starkere (299 CD8" IFN-y")

Antworten gemessen.

2.2.4. Kurzzusammenfassung

Auch durch die immunogene Verbesserung der Gag und PolNef Konstrukte konnte
keine gleichwertigen Immunantworten bei Koimmunisierung mit Env gp120 gegen
alle drei verabreichten Komponenten erzielt werden. Wurde jedoch Env gp120 in
geringeren Mengen (Ratio 1:1:0,25) mit Gag und PolNef koverabreicht, konnte ein
adverser Effekt auf die Ausbildung der Gag und PolNef spezifischen
Immunantworten verhindert werden. Auch durch eine rdumliche Trennung der gp120
Applikation von den Gag und PolNef Applikationen konnte eine gleichwertige
Immunantwort gegen alle drei Immunogene selbst bei einem Ratio von 1:1:1 erzielt
werden. Desweiteren werden stéarkere Env-spezifischen Immunantworten bei einer
Koimmunisierung des gp120 mit Gag und PolNef induziert als bei einer rdumlich

getrennten bzw. Einzelimmunisierung.

3. CD40L als molekulares Adjuvans

Adjuvantien werden bei Vakzinierungen eingesetzt, um Immunantworten gegen das
verabreichte Antigen zu verstarken. Neben im Menschen zugelassenen Adjuvantien

265 2% oder die Squalen-in-Wasser Emulsion MF59 2°7 288 gibt

wie Aluminiumsalze
es noch eine Reihe weiterer Substanzen wie etwa Freudsches Adjuvans, das auf
Grund teils starker Nebenwirkungen nur im Tiermodel Anwendung finden.

Eine Mdglichkeit der Adjuvierung besteht darin, die Vakzine mit einem endogenen,
immunstimulatorischen Molekil zu versehen. Hier wird versucht mit einem
.Kopereigenen® Adjuvans die Immunantworten zu verstarken und bestenfalls gezielt
in eine Th1 bzw. Th2 Antwort zu modulieren.

In dieser Arbeit wurden die stimulatorischen Eigenschaften des CD40 Liganden
(CD40L, CD154) und dessen Eignung als Adjuvans untersucht. CD40L (Abb. 17)
wird als Trimer primar auf aktivierten T-Zellen exprimiert und gehért zur Familie der
TNF homologen Molekilen. Der Ligand bindet an CD40 auf der Oberflache von

Antigen-prasentierenden Zellen und aktiviert diese in Kombination mit dem T-
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Zellrezeptor-MHC Komplex. Unter anderem wird durch die CD40-CD40L Interaktion

die Aktivitat von B-Zellen reguliert.

Abb.17: Dreidimensionale Darstellung eines CD40L Trimers (von oben betrachtet; Quelle: PBD).

Der Nachteil, dass nur mehrere Trimere des CD40L stimulatorisch wirken, konnte
durch  Multimerisierung der Trimere Oberwunden werden 2?*°. Durch
Immunisierungsstudien mit DNA Konstrukten konnte gezeigt werden, dass je hdher
der Grad der Oligomerisierung des CD40L war, desto starker waren die induzierten

zellularen Immunantworten (siehe Abb.18).

pTr-CD40L pAcrp30-CD40L pSP-D-CD40L
[
120" %-pScGag
- %- pScGag + pTr-CD40L pScGag
w 1004-¥ pScGag + pAcrp30-CD4OL + pSP-D-CD40L
‘B —8—pScGag + pSP-D-CD40L p < 0.02
3 80 pScGag
I + pAcrp30-CD40L
% 60 p<0.01
g ---------- pScGag
o 404 . -2 T + pTr-CD40L
= :| p<0.01
204 pScGag
0 7 v T T ) —r—r—TT
0 10 20 30 40 50 0 50 100 150 200 250
E:T Ratio SFC/million cells

Abb. 18: A) Schematische Darstellung multimerer CD40L Varianten. pTR-CD40L stellt ein
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monovalentes CD40L-Trimer dar, als Oligomerisierungsdoméane dient ein Leucinzipper (schraffierte
Flache). pAcrp30-CD40L und pSP-D-CD40L bilden 2- bzw. 4-Trimer CD40L. Deren
Oligomerisierungsregionen aus dem Acrp30 (schraffierte Flache) und SP-D (weiBe Fléche) Protein
sind in der Lage sich spontan zu multimeren Strukturen mit trimeren Armen zusammen zu lagern.
Die biologisch aktive CD40L Domane ist als schwarze Flache dargestellt. Analyse der
Adjuvanseigenschaften von multimeren CD40L Varianten mittels B) Zytotoxizitatsanalyse von CD8"
T-Zellen. C) IFN-y ELISpot Analyse. (Abbildung adaptiert nach Stone et al.?*°).

Acrp30: Adipocyte Complement Related Protein of 30kDa; SP-D: Surfactant Protein D,

3.1. Konzipierung und Generierung verschiedener membranstandiger
CDA40L Varianten

Ausgehend von diesen Ergebnissen sollte die Eignung des CD40L als Adjuvans auf
der Oberflache von HIV-1 Pr55%9 virus-ahnlicher Partikel untersucht werden. Als
Ausgangskonstrukte dienten die per se membranstindige wildtyp Variante 2*° und
eine sezernierte 2-Trimer Version, die auf der ACRP30-CD40L Variante von Stone et
al. #° basiert und von der Firma Apoxis (Lausanne, Schweiz) zur Verfiigung gestellt
wurde. Da der wildtyp CD40L (wtCD40L) eine Schnittstelle fiir eine ADAM Protease

270, 27, 272 ynd somit von der

(A Disintegrin And Metalloprotease) verfligt
Zelloberflache abgespalten werden kann, wurde die wtCD40LACL Variante
basierend auf der Publikation von Pietravalle et al. ”® konzipiert. Bei dieser wurde
die Schnittstelle ohne Funktionsverlust des Proteins deletiert, um eine Abspaltung zu
verhindern. Die Varianten wtCD40L und wtCD40LACL wurden von der Firma

Geneart AG kodonoptimiert und synthetisiert.
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A . B
wtCD40L | MegaCD40L
Bl ™ g Stalk CD40L Ha] ACRP
|¢—— TNFH Doméne —]
Trimerisierungsregion
-' - " !!!
Ty UL . .
(Sezerniert)
C D MegaCD40L-MB,.4;
[0 v [ ACRP
wtCD40LACL A"
Einey Stalk SIS 2w 1] ACRP

(Membrangebunden)

Abb. 19: Schematische Darstellung der konzipierten CD40L Varianten. A: wildtyp CD40L bestehend
aus einem Signalpeptid, einer Transmembrandomane, einer Stalkregion und der CD40L Doméane **
275 B: MegaCD40L bestehend aus einen HA Signalpeptid, einer ACRP Oligomerisierungsregion und
der CD40L Domane . C: wildtyp CD40L Variante mit deletierter Protease Schnittstelle. D:
membranstandige Varianten des MegaCD40L mit unterschiedlichen Signalpeptiden. SP: wildtyp
CD40L Signalpeptid; HA: Hamagglutininsignalpeptid; TM: wildtyp CD40L Transmembrandoméne; Li:
Glycin-Alanin Linker; Stalk: Region mit nichtdefinierter Funktion; " : ADAM Proteaseschnittstelle;
ACRP: ACRP30 Oligomerisierungsdomane; CD40L: biologisch aktive Doméane des CD40L.

Die membranstandigen Versionen des MegaCD40L (MegaCD40L-MBoq1s2) Wurden
mittels FusionsPCR generiert, wobei die wtCD40L Transmembrandoméane Uber
einem flexiblen Linker am N-Terminus angeflgt wurde. Die beiden Varianten des
MegaCD40L-MB unterscheiden sich nur im N-terminalen Signalpeptid, bei Mod1
wurde das HA-Signalpeptid des MegaCD40L verwendet und bei Mod2 das des
wtCD40L. Von allen Varianten wurde jeweils eine murine und eine humane Variante
generiert und in den Expressionsvektor pcDNAS3.1(+) kloniert.

Die Expression der verschiedenen murinen Konstrukte wurde mittels eines
selbstentwickelten CD40L spezifischen SandwichELISA analysiert. Hierfir wurden
humane 293T Zellen transient mit den verschiedenen CD40L Varianten transfiziert.
Als Kontrollen wurden 293T Zellen mit 97CN001 Gag-pcDNAS.1 und dem Leervektor

pcDNA3.1(+) transfiziet. 48 h nach Transfektion wurden die Uberstande
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abgenommen und die Zellen geerntet und ein Teil davon lysiert. Die Uberstande und
Zelllysate wurden dann mit Hilfe des CD40L spezifischen SandwichELISA analysiert
(siehe Abb. 20)

SandwichELISA
Mock Bl Lysat
= Uberstand
MegaCD40L-MB2
MegaCD40L-MB1
MegaCD40L + H

wtCD40LACL
wtCD40L

I I I ] 1

0 1 2 3 4

OD 450nm

Abb. 20: Analyse der Uberstande und Zelllysate 48 h nach Transfektion von 293T Zellen mit den
jeweiligen CD40L Varianten mit Hilfe eines spezifischen SandwichELISA

Die Varianten wtCD40L, MegaCD40L und die beiden membranstandigen Varianten
MegaCD40L-MB wurden sehr stark bis gut von den Zellen exprimiert. wtCD40L
wurde zum Teil von den Zellen abgespalten, da es in den Uberstanden nachweisbar
war. MegaCD40L war sowohl in den Lysaten als auch in den Uberstinden
detektierbar und daher wie erwartet von den Zellen sezerniert. Die
membranstandigen Versionen von MegaCD40L waren nur noch in den Zelllysaten
nachweisbar, ein Indiz fur eine Verankerung in der Zellmembran. wtCD40LACL war
weder in den Lysaten noch in den Uberstinden detektierbar. Ob aufgrund der
Deletion das Protein fehlgefaltet oder das Epitop der ELISA-Antikorper zerstort
wurde lieB sich nicht genauer bestimmen.

Weiterhin wurde mit einem Teil der Zellen eine zytometrische Analyse durchgefihrt,
um die Oberflachenexpression der einzelnen Varianten zu untersuchen. Hierflir
wurden die Zellen mit einem biotinylierten, CD40L spezifischen, monoklonalen
Antikdrper inkubiert. Die Bindung des Antikérpers wurde durch Strepavidin-
Phycoerythrin detektiert (siehe Abb. 21).
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Abb. 21: Zytometrische Analyse von 293T Zellen, die mit den verschiedenen CD40L Derivaten
transfiziert wurden. Die Analyse erfolgte 48 h nach Transfektion mit Hilfe eines CD40L-spezifischen,
monoklonalen Antikérpers. Als Kontrollen dienten Zellen die mit dem Leervektor pcDNA3.1 (Mock)
transfiziert wurden. A) Histogramme der zytometrischen Analyse mit Angabe der mittleren

Fluoreszenzintensitdt (MFI). B) Darstellung der MFI der einzelnen CD40L Varianten als
Balkendiagramm.

Die Analysen mittels Durchflusszytometrie ergaben, dass nur die Varianten wtCD40L
und MegaCD40L-MB2 auf der Oberflache der Zellen préasent waren. wtCD40LACL
und  MegaCD40L war nicht detektierbar. Anhand der  mittleren
Fluoreszenzintensitaten (MFI) konnte ermittelt werden, dass auf den Zellen wtCD40L
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etwa um einen Faktor 2,1 prasenter (MFI 2395,68 im Vergleich zu MFI 1120,90) als
MegaCD40L-MB2 (Abb. 21 B) war. Aufgrund der fehlenden Oberflachenexpression
auf den Zellen wurden die Varianten wtCD40LACL und MegaCD40L-MB1 von

weiteren Versuchen ausgeschlossen.

3.2. Pseudotypisierung von VLP mit CD40L

Nachdem die Expression auf und in den Zellen fir wtCD40L und MegaCD40L-MB2
analysiert wurde, sollte mit beiden Varianten pseudotypisierte VLP hergestellt
werden. Hierfir wurden 293T Zellen mit 97CN001 Gag-pcDNA3.1 und wtCD40L
bzw. MegaCD40L-MB2 in einem von Ratio 2:1 kotransfiziert. 48h nach Transfektion
wurden die Uberstande geerntet und dann mittels Ultrazentrifugation aufkonzentriert.
Die gelésten VLP wurden mit 1 ug CD40L spezifischen, biotinylierten Antikérper flr 2
h bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Praparationen auf einen 10-50%igen
Saccharosegradienten gegeben und mittels Ultrazentrifugation (99000 x g, 2 h, 4°C)
aufgetrennt. Der Gradient wurde dann zu 500 pl Fraktionen beginnend bei der
10%igen Schicht abgenommen. Die einzelnen Fraktionen wurden anschlieBend mit
PBSonne versetzt, um die Saccharose auszudiinnen, und durch Zentrifugation (40000
X g 2 h, 4°C) gefalt. Die Uberstinde wurden verworfen und die
Zentrifugationsriickstande in PBSqne aufgenommen. Die Fraktionen wurden dann
durch SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend mittels Westernblot unter
Verwendung eines p24-spezifischen, monoklonalen Antikérpers, um Pr55%9 zy
detektieren, und eines Strepavidin-HRP Konjugats, um den biotinylierten Antikérper
nachzuweisen, analysiert. Sollte sich die jeweilige CD40L Variante auf den Partikeln
befinden, wirde der daran gebundene, biotinylierte Antikdrper in den gleichen
Fraktionen wie Pr55%9 detektierbar sein (siehe Abb. 22).
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Abb. 22: Sedimentation von 97CNO001 Gag VLP, die mit der jeweiligen CD40L Variante
pseudotypisiert wurden, in einem Saccharose-Dichtegradienten. Zellkulturiiberstédnde transient
transfizierter 293T Zellen wurden 48 h nach Transfektion geerntet und durch Ultrazentrifugation Uber
ein 30%-iges Saccharosekissen vorgereinigt. Die pelletierten Proteine wurden in PBSgne
aufgenommen und fir 2 h bei 4°C mit einem monoklonalen, biotinylierten CD40L-spezifischen
Antikérper inkubiert. AnschlieBend wurden diese durch Ultrazentrifugation tber einem 10 bis 50%-
igen Saccharose-Dichtegradienten aufgetrennt. Nach der Zentrifugation wurde der Gradient
abgenommen und die erhaltenen Fraktionen Uber ein 12,5%-iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
und im Westernblot mit einem p24-spezifischen, monoklonalen Antikérper bzw. mit Strepavidin-HRP
entwickelt. Als Positivkontrollen (+) wurden 5 pg 97CN001 VLP und 1 pg des biotinylierten Antikdrper
mit auf das Gel aufgetragen.

Die Analyse ergab, dass sowohl wtCD40L als auch MegaCD40L-MB2 in denselben
Fraktionen wie Pr55%%9 nachweisbar waren, was auf eine erfolgreiche
Pseudotypisierung schlieBen lasst. MegaCD40L-MB2 lieferte aber im Westernblot
ein sehr viel schwacheres Signal als die wildtyp Variante, offenbar wird weniger von
diesem auf die VLP verpacki.

3.3. Mitogene Eigenschaften der CD40L Varianten

Nachdem virus-dhnliche Partikel erfolgreich mit wtCD40L und MegaCD40L-MB2
pseudotypisiert werden konnten, wurden deren stimulatorischen Eigenschaften zur
Proliferation und Aktivierung von B-Lymphozyten untersucht.

Hierfir wurden Splenozyten aus Milzen naiver M&ausen prépariert. Aus diesen
wurden mit Hilfe des B220 MACS Systems (Miltenyi) B220" Zellen isoliert. Das B220
Antigen wird auf B-Lymphozyten wahrend all ihrer Entwicklungsstadien exprimiert
und ist somit ein geeigneter B-Zell Marker.
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Die Qualitat der Zellaufreinigung wurde anschlieBend mittels Durchflusszytometrie
Uberprift (Durchschnitt: 90%-ige Reinheit der B220" Zellen).

AnschlieBend erfolgte eine Einteilung der selektionierten B-Lymphozyten in zwei
Gruppen (siehe Abb. 23). Wahrend die eine Gruppe fir die Proliferationanalyse mit 1
UM CFSE gefarbt wurde, die verblieb andere ungefarbt.

Isolierung der Splenozyten von naiven Balb/C Mausen

Isolierung der B220+ Zellen (Pan B-Lymphozyten Marker)

CFSE Farbung

Stimulation

48 h: Messung der Oberflachenmarker
CD80, CD86, CD69, I-A¢ & B220

96 h: Messung der Immungloblinsekretion 96 h: Messung der Proliferation

Abb. 23: Schematische Darstellung der Versuchsanordnung fiir die B-Zell Proliferation/Aktivierung
durch die mit den CD40L Varianten pseudotypisierten 97CN001 Gag VLP.

Im Falle der ungefarbten Gruppe wurden 2x10° Zellen, bei der CFSE gefarbten
Gruppe 1x10° Zellen mit 5 pug der jeweiligen VLP Praparation stimuliert. Als
Kontrollen dienten nicht stimulierte Zellen und mit 5 pg gereinigtem MegaCD40L
stimulierte B-Lymphozyten.

Folgende Kriterien fir eine erfolgreiche Aktivierung der B-Lymphozyten wurden
anhand mehrerer Publikationen festgelegt 27® 27 278. 279.
CD86, CD69, I-A® (MHC-II), B220 ii) eine Herabregulation von CD80; iii) eine

verstarkte Sekretion von Immunglobulinen und iv) Proliferation. Die folgenden

Eine Hochregulation von

Ergebnisse  reprasentieren zwei unabhangige  Stimulationsversuche  mit
unterschiedlichen VLP Chargen.

Die Veranderung der Oberflachenexpression von CD80, CD86, CD69, I-A® und B220
wurde mit Hilfe spezifischer, fluoreszenzgekoppelter Antikdrper in einer
zytometrischen Analyse 48 h nach Stimulation der Zellen bestimmt.
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Abb. 24: Analyse der Oberflachenexpression von CD80, CD86, B220, CD69 und I-A® mittels
Durchflusszytometrie 48 h nach Stimulation der B-Lymphozyten. Fir die Funktionalitdtsbestimmung
der CD40L Varianten wurden gereinigte B220" B-Lymphozyten flir 48 h mit jeweils 5 ug der
aufgelisteten 97CN001Gag VLP Varianten stimuliert. Als Negativkontrollen dienten mit Medium
stimulierte B-Zellen und B-Zellen, die mit 5 pg 97CN001 Gag VLP stimuliert wurden. Als
Positivkontrolle dienten B-Lymphozyten die mit 5 pug aufgereinigten MegaCD40L inkubiert wurden.
Eine deutliche Hochregulation von CD86, B220, CD69 und des MHC-I Komplexes I-A° und eine
deutliche Herabregulation von CD80 im Vergleich zu den Negativkontrollen wird als Aktivierung der
B-Lymphozyten gewertet.

wtCD40L und MegaCD40L-MB2 pseudotypisierte VLP induzierten eine deutliche
Hochregulation von CD86, I-A° und B220 und eine deutliche Herabregulation von
CD80 (siehe Abb. 24). Im Falle von CD69 konnte nur wtCD40L eine Hochregulation
erreichen. Die pseudotypisierten VLP induzierten eine vergleichbare (CD86, I-A°
CD69 nur bei wtCD40L) oder sogar starkere (CD80 und B220) Aktivierung der B-
Lymphozyten.

Nach 96 h wurden die stimulierten B-Zellen unter dem Lichtmikroskop untersucht

(siehe Abb. 25). Dabei fielen bei den mit wiCD40L bzw. MegaCD40L-MB2
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pseudotypisieten VLP und mit MegaCD40L stimulierten B-Lymphozyten
Zellansammlungen auf. Hierbei handelte es ich eventuell um Proliferationszentren,
die bei den mit 97CN001Gag VLP bzw. nicht stimulierten Zellen nicht auftraten.

Abb 25: Mikroskopische Aufnahmen der B-Lymphozyten 96 h nach Stimulation mit jeweils 5 ug der
mit den CD40L Varianten pseudotypisierten 97CN001Gag VLP. Als Negativkontrollen dienten Zellen,
die mit Medium bzw. mit 5 ug 97CNO001 VLP stimuliert wurden. B-Zellen die mit 5 pug aufgereinigten
MegaCD40L stimuliert wurden, fungierten als Positivkontrolle. Mit Pfeilen sind die Ansammlungen
eventuell proliferierender Zellen gekennzeichnet.

Diese Ansammlungen kénnen als Hinweis fir eine verstarkte Proliferation gedeutet
werden. Nach der mikroskopischen Analyse wurden die CFSE gefarbten Zellen
geerntet und fir die zytometrische Analyse vorbereitet. Die Uberstande wurden fiir
die Messung der Immunglobulinsekretion mit Hilfe eines spezifischen
SanadwichELISA eingesetzt.
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Abb. 26: A) Analyse der CFSE gefarbten B-Lymphozyten der unabh&ngigen Stimulationsversuche
96 h nach Stimulation mittels Durchflusszytometrie. B) Graphische Darstellung des Ratios der stark
CFSE gefarbten Zellen (CFSE™") zu den schwach gefarbten CFSE gefarbten Zellen (CFSE™"9).
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In der FACS Analyse der CFSE gefarbten B-Lymphozyten konnte gezeigt werden,
dass die mit wtCD40L und MegaCD40L-MB2 pseudotypisierten VLP und mit
MegaCD40L stimulierten Zellen eine deutliche Abnahme der Fluoreszenzintensitat
aufwiesen (Abb. 26). Die nicht stimulierten und die mit nicht pseudotypisierten VLP
stimulierten Zellen hingegen zeigten keine Abnahme der Intensitdten. Die Abnahme
der Fluoreszenzintensitaten kann nur durch eine vermehrte Zellteilung erklart
werden, d.h. beide membranstandigen CD40L Varianten haben eine Proliferation der
B-Lymphozyten induziert.

Wie bereits oben erwadhnt, wurde ein fir murine Immunglobuline spezifischer
SandwichELISA mit den Uberstdanden der B-Zellen durchgefiihrt, um die

Antikdrpersekretion zu bestimmen (sieh Abb. 27).

Immunglobulin SandwichELISA

97CN001 Gag/MegaCD40L-MB2 - '—{

97CNO001 Gag/wtCD40L - }—|

97CN001 Gag-

MegaCDaoL{ |

Mock

0 100 200 300 400 500
Immunglobuline [ng/ml]

Abb. 27: Analyse der Zellliberstdande der stimulierten B-Lymphozyten mit Hilfe eines fir murine
Immunglobuline spezifischen ELISA.

Im ELSIA erwiesen sich beide membranstandigen CD40L Varianten auf den VLP als
sehr potente Induktoren einer unspezifischen Immunglobulinsekretion. Im Vergleich
zum aufgereinigten MegaCD40L stimulierten die Partikel assoziierten CD40L
Varianten eine starkere Immunglobulinausschittung (im Mittel 197 ng/ml flr
97CN001 Gag/MegaCD40L-MB2 bzw. 363 ng/ml fir 97CN001 Gag/wtCD40L im
Vergleich zu 124 ng/ml fir MegaCD40L) der B-Zellen.
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3.4. Adjuvanseigenschaften der partikelgebundenen CD40L Varianten
hinsichtlich der Generierung Gag- und Env- spezifischer

Immunantworten im Rahmen einer VLP basierten Immunisierungsstudie

Nachdem die Funktionalitat beider membranstdndigen CD40L Varianten auf virus-
ahnlichen Partikeln nachgewiesen werden konnte, wurde eine Immunisierungsstudie
mit Balb/C Mausen angestrebt, in der die Partikel hinsichtlich der Induzierung einer
antigenspezifischen erworbenen Immunantwort getestet werden sollten. Zudem
wurden in dieser Studie VLP eingesetzt, die mit 97CN54 Env gp145 pseudotypisiert
waren. 97CN54 Env gp145 ist eine verklrzte Form des Env gp160 und wurde

basierend auf den Publikationen von Kurt Zingler und Randall J. Owens 28 281

von
Dr. Josef Kostler konzipiert, von der Firma Geneart AG kodonoptimiert und
synthetisiert. Die gp145 Variante besitzt keine Furinproteaseschnittstelle und keine
zytoplasmatische Doméne. Hierdurch sollte eine erhéhte und stabilere Verpackung
von Env auf die Virionen erreicht werden.

Durch die zusétzliche Pseudotypisierung der VLP mit 97CN54 Env gp145 sollte
analysiert werden, wie neben den Gag-spezifischen auch die Env-spezifischen
Immunantworten durch die CD40L Varianten verstarkt oder moduliert werden
kénnen. FUr ein klinisch relevantes Vakzin ist neben den zellularen Immunantworten
auch die Induktion einer Env-spezifischen, speziell eine auf breit neutralisierenden

Antikdrpern basierende, humorale Antwort von besonderem Interesse.

3.4.1. Biochemische Analyse der verschieden VLP Priparationen

97CNO001 Gag VLP wurden mittels transienter Transfektion in 293T Zellen produziert.
So wurde 97CN001 Gag mit wtCD40L oder MegaCD40L-MB2 kotransfiziert, um VLP
zu erhalten, die mit der jeweiligen Variante pseudotypisiert waren. Fur die Produktion
von VLP, die neben wtCD40L bzw. MegaCD40L-MB2 noch mit 97CN54 Env gp145
kopseudotypisiert waren, wurde Env gp145 im Ratio 1:1:1 kotransfiziert. Zudem
wurden Zellen nur mit 97CN001 Gag transfiziert bzw. nur mit gp145 kotransfiziert,
um nicht pseudotypisierte Gag VLP bzw. VLP, die nur mit Env gp145 pseudotypisiert
sind, zu produzieren.

48 h nach Transfektion wurden die Uberstande der jeweiligen Ansétze geerntet und
mittels Ultrazentrifugation durch ein 30%iges Saccharosekissen aufkonzentriert. Die
Proteinkonzentration der Préaparationen wurde dann mit Hilfe eines Bradford Assay
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bestimmt. Jeweils 5 pg jeder Praparation wurde mittels CD40L spezifischen
SandwichELISA, SDS-PA Gelelektrophorese mit anschlieBender Coomassie
Farbung und Westerblot-Analyse unter Verwendung von p24- und Env gp140-
spezifischen Antikdrpern untersucht (siehe Abb.28). Mégliche LPS Kontaminationen
in den Praparationen konnte mit Hilfe eines Limulus Endotoxintests ausgeschlossen
werden (<0,15 EU/ ug Protein).

A
1 2 3|/4|5 |6
e | e —
i [S— <«— Pr55929
—
e
—
B
1 2 3 4 5 6 %]
97CN54 gp145—| I R a-gp145
97CNO001 Pr55Gag —»|
a-p24
C

CDA40L SandwichELISA

97CN001 Gag/97CN54 Env gp145/MegaCD40L-MB2
97CN001 Gag/97CN54 Env gp145/wtCD40L
97CN001 Gag/MegaCD40L-MB2

97CN001 Gag/wtCD40L

97CNO001 Gag/97CN54 Env gp145

97CN001 Gag

01 2 3 45 6
ng CD40L/pg Protein

Abb. 28: Biochemische Analyse der 97CN001 VLP Préparationen. 5 pg jeder VLP Praparation
wurde auf ein 12,5% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und mittels Elektrophorese aufgetrennt. A)
Coomassie Farbung des SDS-Polyacrylamidgels; B) Westernblot-Analyse unter Verwendung des
p24- bzw. Env gp140-spezifischen, monoklonalen Antikdrpers. 1: 97CN001 Gag;
2: 97CN001Gag/CN54 Env gp145; 3: 97CN001 Gag/wtCD40L; 4: 97CN001 Gag/MegaCD40L-MB2;
5: 97CN001 Gag/CN54 Env gp145/wtCD40L; 6: 97CN001 Gag/CN54 Env gp145/MegaCD40L-MB
C) Analyse und Quantifizierung des CD40L-Gehalts der VLP Praparationen mit Hilfe eines
spezifischen SandwichELISA.
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Bei der Analyse fiel auf, dass relativ wenig der CD40L Varianten in den jeweiligen
VLP Praparationen vorhanden war, insbesondere MegaCD40L-MB2 wurde sehr
schlecht auf die VLP verpackt. Da diese VLP Praparationen aber in einem, wie in
Kapitel 3.3. beschriebenen, B-Zell Aktivierungsexperiment auf ihre stimulatorischen
Eigenschaften getestet wurden und diese trotz der geringen CD40L Konzentrationen

stimulatorisch waren, wurden die Praparationen fir die Immunisierungen eingesetzt.

3.4.2. Immunologische Eigenschaften der mit den CD40L pseudotypisierten
97CNO001 Gag VLP

Nachdem die einzelnen Pr&parationen Uberprift wurden und die Prasenz von
wtCD40L, MegaCD40L-MB2, Env gp145 und 97CNO001 Gag in den jeweiligen
Ansatzen verifiziert worden sind, wurden 9 Gruppen von Balb/C Mausen nach dem in
Abb. 29 dargestellten Schema i.m. immunisiert (siehe Abb.29).

A
Immunogen Hg Adjuvans ng Route

Mock

97CN001Gag 10 - - i.m.
97CNO001Gag/wtCD40L 10 - - i.m.
97CN001Gag/MegaCD40L-MB 10 - - i.m.
97CN001Gag/97CN54 gp145 10 - - i.m.
97CN001Gag/97CN54 gp145/wtCD40L 10 - - i.m.
97CN001Gag/97CN54 gp145/MegaCD40L-MB 10 - - i.m.
97CN001Gag + MegaCD40L 10 MegaCD40L 55* i.m.
97CN001Gag/97CN54 gp145 + MegaCD40L 10 MegaCD40L 55* i.m.

*selbe Menge an CD40L wie in den Gruppen 97CN001Gag/wtCD40L
& 97CN001Gag/97CN54 gp145/wiCD40L
B
Tag -1 Tag 41
Praimmunseren Immunseren
Tag 0 Tag 28 Tag 42
Immunisierung 1. Booster Tétung
Immunisierung Analyse:
» ELISA: Gag- & Env- spezifische
Antikérper

* Durchflusszytometrie: CD8* IFN-y*
» ELISA: IFN-y*, IL-4, IL-10, TNFa
und IL-12

Abb. 29: Ubersicht (iber die Immunisierungsstudie 5 (IS5): A) Tabellarische Auflistung der
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Versuchsgruppen. B) Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Immunisierungsstudie 5.

Als Kontrollgruppen dienten nicht immunisierte Mause, Tiere, die nur 97CN001 Gag
VLP bzw. Gag VLP pseudotypisiert mit Env gp145 erhielten. Als weitere
Kontrollgruppe wurden Mause mit 97CN001 Gag VLP bzw. Gag VLP pseudotypisiert
mit Env gp145 versetzt mit 55 ng auf gereinigtem MegaCD40L immunisiert. Diese
Menge an MegaCD40L entsprach der gemessenen Menge an wtCD40L in den VLP
Praparationen 97CN001 Gag/wtCD40L und 97CN001 Gag/wtCD40L/gp145.

Vor der ersten Immunisierung entnommen Blutproben dienten als Kontrolle flr die
Auswertung der Gag- bzw. Env-spezifischen, humoralen Immunantworten. An Tag 1
und 28 erhielten die Mause jeweils eine Immunisierung mit der jeweiligen VLP
Praparation. Einen Tag vor dem Téten der Mause wurde ihnen nochmals Blut
abgenommen und davon wieder die Seren aufbereitet.

Die Mause wurden an Tag 42 durch zervikale Dislokation getétet, ihnen jeweils die
Milzen entnommen und daraus die Splenozyten prapariert. Ein Teil der Zellen wurde
fir 6 h mit einem MHC-| restringietem Gag Peptid und einem Env1l Peptid
restimuliert und anschlieBend wurde die Frequenz der CD8" IFN-y" mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Die restlichen Splenozyten wurden fiir 40 h mit 10 pg
97CNO001 Gag VLP bzw. mit 10 pg rekombinantem 97CN54 Env gp140 restimuliert.
Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation (3000 x g, 15 min, 4°C) entfernt und
die Uberstidnde wurden fiir die Bestimmung der IFN-y, IL-4, IL-10, TNF-o und IL-12
Sekretion eingesetzt.

Mittels ELISA wurden zudem die Titer der 97CN001 Gag bzw. 97CN54 Env gp140

spezifischen Antikdrper in den Immunseren bestimmt.
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3.4.2.1. Ergebnisse der zytometrischen Analyse

Pr55929-gpezifische Antworten

Gag/gp145 + MegaCD40L Medium
Gag + MegaCD40L Vs Hl Gag
Gag/gp145/MegaCD40L-MB
Gag/gp145/wtCD40L
Gag/gp145
Gag/MegaCD40L-MB Frrr
Gag/wtCD40L e
Gagm—«
Mock
r T T T 1
0 50 100 150 200

CD8* IFN-y*/3x10* CD8*

Env-spezifische Antworten

Gag/gp145 + MegaCD40L Medium
I Envi
Gag/gp145/MegaCD40L-MB
Gag/gp145/wtCD40L
Gag/gp145
Mock
r T T T T 1
0 20 40 60 80 100

CcD8* IFN-y*/3x10* CD8*

Abb. 30: Zytometrische Bestimmung Gag- und Env-spezifischer zytotoxischer T-Zellen nach
Immunisierung mit den verschieden 97CN001 Gag VLP Varianten, die in die Hinterbeine i.m.
appliziert wurden. 12 Tage nach der Immunisierung wurde den Mausen Milzzellen enthommen, und
fir die Zytometrieanalyse mit 10 uM Gag und Env1 Peptid fiir 6 h unter Zugabe von Brefeldin A bei
37°C stimuliert. Als Negativkontrollen dienten Zellen, die mit Medium inkubiert wurden. Die Analyse
der Zellen erfolgte unter Verwendung fluoreszenzgekoppelter, spezifischer Antikdrper gegen CD8
und intrazelluldrem IFN-y. 3x10* CD8" Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie auf die Produktion
von IFN-y analysiert. Die Balkendiagramme reprdsentieren jeweils die Mittelwerte von drei
Stimulationsansétzen.

Auf Ebene der Gag- und Env-spezifischer CD8" Antworten lie3 sich keine Steigerung
durch die Pseudotypisierung der VLP mit den CD40L Varianten beobachten. Die
Pseudotypisierung mit wtCD40L hatte hinsichtlich der Gag-spezifischen CD8" T-Zell
Antworten sogar einen adversen Effekt (54 CD8" IFN-y* pro 3x10* CD8" Zellen im
Vergleich zu 108 CD8" IFN-y") bzw. die Adjuvierung mit MegaCD40L-MB hatte
keinen Einfluss (98 CD8" IFN-y* im Vergleich zu 108 CD8" IFN-y*). Ein ahnliches Bild
hinsichtlich der Gag-spezifischen CD8"-T-Zell Antworten zeichnet sich auch bei den
mit gp145 kopseudotypisierten VLP. Eine Adjuvierung mit wtCD40L induzierte
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wesentlich schlechtere CD8" Antworten (49 CD8" IFN-y* im Vergleich zu 136 CD8"
IFN-y*) und eine Adjuvierung mit MegaCD40L-MB etwas schlechtere
Immunantworten (93 CD8" IFN-y" im Vergleich zu 136 CD8" IFN-y") als die
Gag/gp145 VLP. Eine Beimischung des aufgereinigten MegaCD40L flhrte nur im
Falle der Gag VLP zu einer Verstarkung der CD8" T-Zell Antworten (150 CD8" IFN-y*
im Vergleich zu 108 CD8" IFN-y"). Bei den Gag/gp145 VLP zeigte sich kein Effekt
durch die Beimischung (125 CD8" IFN-y" im Vergleich zu 136 CD8" IFN-y*).

Lediglich eine maBige Steigerung der Env-spezifischen CD8" T-Zell Antworten wurde
durch MegaCD40L-MB Adjuvierung der VLP erzielt (79 CD8" IFN-y* im Vergleich zu
36 CD8" IFN-y*). Wobei anzumerken ist, dass die Gag/gp145 Gruppe auch stark auf
die Mediumkontrolle reagierte (36 CD8" IFN-y* fir Env1l und 41 CD8" IFN-y* flr
Medium) und man daher nicht von einer spezifischen Antwort ausgehen kann. Auch
die Gruppe der Gag/gp140/wtCD40L immunisierten Tiere zeigte starke unspezifische
Reaktionen auf das Medium und nur etwas starkere spezifisch fiir Env (53 CD8" IFN-
y" far Envl und 44 CD8" IFN-y" fir Medium). Die Zugabe von gereinigtem
MegaCD40L zu den Gag/gp145 VLP induzierte zwar deutlich messbare Env-
spezifische CD8" T-Zell Antworten, diese waren aber schwéacher bei den Tieren, die
mit Gag/gp145/MegaCD40L-MB immunisiert wurden (79 CD8" IFN-y* im Vergleich zu
56 CD8" IFN-y").
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3.4.2.2. Ergebnisse der ZytokinELISA Analyse

IFN-y IFN-y
Gag/gp145 + MegaCD40L Bl 97CN001 Gag VLP  Gag/gp145 + MegacmmE Bl gp140
Gag + MegaCD40L E3 Medium . 3 Medium
Gag/gp145/MegaCD40L-MB Gag/gp145/MegaCD40L-MB 4"
Gag/gp145/wtCD40L Gag/gp145/wtCDA0L
Gag/gp145 —
Gag/MegaCD40L-MB 4, Gag/gp145 jomey
Gi B
ag/wtCD40L Gag 1w
Gag 4
Mock Mock
0 20000 40000 60000 0 2000 4000 6000 8000
IFN-y [pg/ml] IFN-y [pg/mi]
IL-10 IL-10
Gag/gp145 + MEQECD“O'—T_“"—— B 97CNO001 Gag VLP Gag/gp145 + MegaCDAOL e B gp140
Gag + MegaCD40L EA Medium b E3 Medium
Gag/gp1 DA40L-MB Gag/gp1 DA40L-MB
Gag/gp145/wtCDA0L 4 Gag/gp145/wtCD4OL 2
Gag/gp145 f—
Gag/MegaCD40L-MB Gag/gp145 40—,
Gag/wtCDA0L o Gag
Gag
Mock Mock -
0 100 200 300 0 50 100 150
IL-10 [pg/mi] IL-10 [pg/mi]
IL-4 IL-4
Gag/gp145 + MegaCD40L Bl 97CNO001 Gag VLP Gag/gp145 + MegaCDA40L s Bl gp140
Gag + MegaCD40L Medium E3 Medium

ey
Gag/gp145/MegaCD40L-MB - Gag/gp145/MegaCD40L-MB

Gag/gp145/wtCDA0L Gag/gp145/wtCD4aoL
Gag/gp145

Gag/MegaCDA0L-MB = Gag/gp145

Gag/wtCD40L sommon)

ag/wi - Gag oy

Mock == Mock
0 20 40 60 80 100 0 10 20 30 40 50
IL-4 [pg/mi] IL-4 [pg/mi]

Abb. 31: Analyse der Sekretion der Zytokine IFN-y , IL-10 und IL-4 40 h nach Stimulation der
Splenozyten mit 97CN001 Gag VLP bzw. rekombinantem Env gp140 mittels SandwichELISA
Technologie. Die Balkendiagramme reprasentieren die Mittelwerte zweier unabhangiger
Stimulationen.

Bei der Analyse der Zytokinsekretion konnte ebenfalls keine Verbesserung der
Immunantworten durch Pseudotypisierung der VLP mit den CD40L Varianten
festgestellt werden. Zwar war bei den Tieren, die mit Gag/wtCD40L immunisiert
wurden, die IFN-y Sekretion starker als bei Gag bzw. Gag/MegaCD40L-MB (9921
pg/ml im Vergleich zu 1028 bzw. 707 pg/ml) aber bei den Zytokinen IL-10 und IL-4
war die Ausschittung in etwa so wie bei der Gag Gruppe (47 pg/ml IL-10 und 37
pg/ml IL-4 im Vergleich zu 68 pg/ml IL-10 und 29 pg/ml IL-4). Die Gruppe die mit
Gag/MegaCD40L-MB immunisiert wurde, schnitt auch bei diesen Zytokinen am
schlechtesten ab 24 pg/ml IL-10 und 19 pg/ml IL-4). Interessanterweise induzierte
eine Pseudotypisierung mit Env gp145 mitunter die starksten Immunreaktionen
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(20376 pg/ml IFN-y, 140 pg/ml IL-10 und 56 pg/ml IL-4 im Vergleich zu 1028 pg/ml
IFN-y, 68 pg/ml IL-10 und 29 pg/ml IL-4 in der Gag Gruppe) und eine
Kopseudotypisierung mit einem der CD40L Derivate konnte keine weitere Steigerung
induzieren (20376 pg/ml IFN-y, 140 pg/ml IL-10 und 56 pg/ml IL-4 im Vergleich zu
6428 pg/ml IFN-y, 51 pg/ml IL-10 und 24 pg/ml IL-4 in der Gag/gp145/wtCD40L bzw.
5053 pg/ml IFN-y, 157 pg/ml IL-10 und 44 pg/ml IL-4 in der Gag/gp145/MegaCD40L-
MB Gruppe).

Eine Env gp140-spezifische Zytokinsekretion lieB sich aufgrund der hohen
unspezifischen Reaktionen bei den jeweiligen mit Medium stimulierten
Kontrollgruppen nicht messen. Zudem waren die Zytokine IL-12 und TNF-a nicht in

den Uberstanden detektierbar.

3.4.2.3. Ergebnisse der Antikérper Titerbestimmung

anti-Gag Titer Inmunseren

Gag/gp145 + MegaCD40L

Gag + MegaCD40L

Gag/gp145/MegaCD40L-MB

oo o>

Gag/gp145/wtCD40L
Gag/gp145
Gag/MegaCD40L-MB

<

Gag/wtCD40L ¥

W A4 M- 00 I D> K &

A

»»>

Gag

Mock

1 10 100 1000 10000 100000
Titer

anti-gp140 Titer Inmunseren

Gag/gp145 + MegaCD40L gl o

Gag + MegaCD40L

Gag/gp145/MegaCD40L N ﬁ| A
Gag/gp145/wtCD40L o §| o
Gag/gp145 . :l .
Gag/MegaCD40L-MB
Gag/wtCD40L
Gag
Mock
1 10 100 1000 10000 100000

Titer

Abb. 32: Titer Gag- und Env- spezifischer Antikérper nach Immunisierung mit verschiedenen VLP
Varianten. M&use wurden mit den beschriebenen Antigenpréparationen (siehe Abb. 29 A)
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immunisiert und der Gehalt Gag- und Env- spezifischer Antikdrper in Woche 6, zwei Wochen nach
erfolgter Zweitimmunisierung, mittels SandwichELISA bestimmt.

Bei der Analyse der humoralen Antworten (siehe Abb. 32) konnte auBer bei der
Gag/gp145/wtCD40L (im Mittel ein Titer von 367) immunisierten Gruppe eine
Steigerung der Gag-spezifischen Antikérperantwort durch Gabe von gp145
pseudotypisierten VLP (Titer von 1500 fur Gag/gp145+MegaCD40L, 2500 fir
Gag/gp145/MegaCD40L-MB und 1833 fur Gag/gp145) festgestellt werden. Eine
Beimischung des aufgereinigten MegaCD40L (Titer von 684) bzw. eine
Pseudotypisierung nur mit wtCD40L (Titer von 633) oder MegaCD40L-MB (Titer von
500) verbesserte die Gag-spezifische Immunantwort im Vergleich zur Gag
immunisierten Gruppe (Titer von 1100) nicht. Bei der Env-spezifischen humoralen
Antwort lieB sich nur eine geringe Steigerung durch die Pseudotypisierung der
gp145/Gag VLP mit den CD40L Varianten beobachten (Titer von 683 fir
Gag/gp145/wtCD40L bzw. Titer von 700 fir Gag/gp145/MegaCD40L-MB im
Vergleich zu einem Titer von 616 fir Gag/gp145). Eine Beimischung von gereinigtem
MegaCD40L hatte einen negativen Effekt auf die Induktion der Env-spezifischen

Antikérperantworten (Titer von 150).

3.5. Adjuvanseigenschaften von MegaCD40L bei der Generierung Gag-
und Env-spezifischer Inmunantworten im Rahmen einer DNA basierten

Immunisierungstudie

In einem neuen Ansatz sollten im Rahmen einer DNA Immunisierungsstudie die
Adjuvanseigenschaften des MegaCD40L bezlglich der Induktion einer Gag- und
Env-spezifischen Immunantwort genauer untersucht werden, wenn dieser ebenfalls
als DNA verabreicht wird.

Fir diese Immunisierungsstudie 6 (IS6) wurden nach dem in Abb. 33 darstellten
Schemata und Zeitplan 6 Gruppen mit Balb/C Mausen intramuskular immunisiert.
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A
Immunogen Hg Adjuvans Hg | Route
Mock
97CN001Gag + 97CN54 gp145 | 20/20 MegaCD40L 100 i.m.
97CN001Gag + 97CN54 gp145 | 20/20 MegaCD40L 20 i.m.
97CN001Gag + 97CN54 gp145 | 20/20 MegaCD40L 4 i.m.
97CN001Gag + 97CN54 gp145 | 20/20 - - i.m.
97CN001Gag + 97CN54 gp145 | 80/80 - - i.m.
B
Tag -1 Tag 42 Tag 63
Praimmunseren Immunseren | Immunseren Il
Tag 0 Tag 28 Tag 45 Tag 70
Immunisierung 1. Booster 2. Booster Tétung
Immunisierung Immunisierung Analyse:
» ELISA: Gag- & Env spezifische
Antikérper

* Durchflusszytometrie: CD8* IFN-y*
 B-Zell ELISpot: spezifisch fir Gag
und Env Antikdrper sezerniernde
Zellen in der Milz & im

Knochenmark

Abb. 33: A) Tabellarische Auflistung der Versuchsgruppen. B) Schematische Darstellung des
zeitlichen Ablaufs der Immunisierungsstudie 6.

Far die Studie dienten nichtimmunisierte Mause (Mock) als Negativkontrolle. Als
Positivkontrolle fungierten Tiere die mit einer hohen Dosis (80ug) des 97CN001 Gag
bzw. 97CN54 Env gp145 Konstrukts immunisiert wurden. In den weiteren Gruppen
wurde jeweils 20 ug der beiden Konstrukte mit abnehmenden Mengen (100 ug, 20
Mg und 4ug) des MegaCD40L Plasmids appliziert. Als weitere Kontrollgruppe
erhielten Mause nur 20 pug des 97CN001 Gag bzw. 97CN54 Env gp145 Konstrukts
ohne Zugabe des MegaCD40L Plasmids.

An Tag 42 und 63 wurde den Tieren Blut abgenommen und daraus die Seren
gewonnen (Immunseren | und Il). Als Referenz dienten Seren die einen Tag vor der
ersten Immunisierung abgenommen wurden (Praimmunseren).

Die Balb/C Mause wurden an Tag 28 und 45 abermals mit den jeweils gleichen

Mengen an Immunogenen und Adjuvans immunisiert (Booster Immunisierungen).
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Die Mause wurden an Tag 70 durch zervikale Dislokation getétet, ihnen jeweils die
Milzen enthommen und daraus die Splenozyten prapariert. Zudem wurden aus den
Ober- und Unterschenkelknochen die Knochenmarkszellen gewonnen.

Splenozyten wurden fiir die Analyse der CD8" T-Zellen 6 h mit dem MHC-I
restringiertem Gag Peptid und dem Env1 Peptid in Anwesenheit von Brefeldin A
restimuliert und anschlieBend wurde die Frequenz der CD8" IFN-y* mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Fir die Analyse der CD4" Zellen wurden
Splenozyten ebenfalls flir 6 h mit 97CN001 Gag VLP und rekombinantem 97CN54
Env gp140 inkubiert. Mittels Durchflusszytometrie wurde dann der Anteil der CD4"
IFN-y* gemessen.

Die restlichen Splenozyten wurden zusammen mit den Knochenmarkszellen fir den
neu in der Arbeitsgruppe etablierten B-ZellELISpot eingesetzt. Diese wurden fir 16 h
auf ELISpotPlatten, die entweder mit rekombinantem 97CN54 Env gp140 oder mit
97CNO001 Gag VLP beschichtet wurden, inkubiert. Danach wurden die Platten
entwickelt und die Anzahl der spezifisch Antikdrper sezernierenden Zellen (ASZ) in
der Milz bzw. im Knochenmark bestimmt.

Mittels ELISA Technologie wurden noch die Titer der 97CN001 Gag bzw. 97CN54
Env gp140 spezifischen Antikdrper in den Immunseren | und Il bestimmt.
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3.5.1. Ergebnisse der Durchflusszytometrie

Analyse CD8* Analyse CD8*
1
Gag/gp145 (80 nug/80 ug) Il Gag Bl Envi
1 Medium [ Medium
Gag/gp145 (20 pug/20 pg)
Gag/gp145 (20 pug/20 pg) + 4 pg MegaCD40L
Gag/gp145 (20 pg/20 pg) + 20 pg MegaCD40L = 5
Gag/gp145 (20 ug/20 pg) + 100 g MegaCDA0L |om—— P —
Mock o' ]
T T T 1 T T T 1
0 200 400 600 800 0 500 1000 1500 2000
CD8* IFN-y* Zellen/ 3x1 0* cD8* Zellen CD8" IFN-y* Zellen/ 3x10* CD8* Zellen
Analyse CD4* Analyse CD4*
Gag/gp145 (80 pg/80 pg) Il VLP Bl gp140
Gag/gp145 (20 pg/20 pg)
Gag/gp145 (20 ug/20 pg) + 4 pg MegaCD40L
Gag/gp145 (20 pg/20 pg) + 20 pg MegaCD40L
Gag/gp145 (20 pg/20 pg) + 100 pg MegaCD40L
Mock
T T T T T 1 r T T T T 1
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
CD4* IFN-y* Zellen/ 5x1 0* CD4* Zellen CD4* IFN-y* Zellen/ 5x1 0* CD4* Zellen

Abb. 34: Zytometrische Bestimmung Gag- und Env-spezifischer zytotoxischer T-Zellen und T-
Helferzellen nach Immunisierung mit 97CN001 Gag/97CN54 Env gp145 DNA und den verschieden
Mengen an MegaCD40L Plasmid, die in die Hinterbeine i.m. appliziert wurden. 70 Tage nach der
Erstimmunisierung (sieche Abb. 33 B) wurde den Mausen Milzzellen entnommen, und fir die
Zytometrieanalyse der CD8" mit 10 pM Gag und Env1 Peptid fiir 6 h unter Zugabe von Brefeldin A
bei 37°C stimuliert. Als Negativkontrollen dienten Zellen, die mit Medium inkubiert wurden. Fir die
Analyse der CD4" Zellen wurden die Splenozyten ebenfalls fiir 6 h in Anwesenheit von Brefeldin A
mit 97CN001 Gag VLP bzw. rekombinantem 97CN54 Env gp140 inkubiert. Die Analyse der Zellen
erfolgte unter Verwendung fluoreszenzgekoppelter, spezifischer Antikdrper gegen CD8 bzw. CD4
und intrazellularem IFN-y. 3x10* CD8" bzw. 5x10* CD4" Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie
auf die Produktion von IFN-y analysiert. Die Balkendiagramme reprasentieren jeweils die Mittelwerte
von drei Stimulationsansétzen.

Bei der Analyse der CD8" T-Zellen (Abb. 34 A) konnte eine Verbesserung der Env-
spezifischen Antworten in Relation zu der MegaCD40L Menge festgestellt werden
(960 CD8" IFN-y" bei 100 ug MegaCD40L, 965 CD8" IFN-y* bei 20 ug MegaCD40L,
860 CD8" IFN-y" bei 4 ug MegaCD40L und 400 CD8" IFN-y* ohne Zugabe von
MegaCD40L). Die Tiere, die die hohe Dosis an Gag/gp145 (jeweils 80 pg) erhielten,
zeigten auch die starksten Env-spezifischen CD8" T-Zellantworten (1016 CD8" IFN-

7).
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Hinsichtlich der Frequenz der Gag-spezifischen CD8" IFN-y" T-Zellen konnte eine
Abnahme der Zellzahl in Relation zu der MegaCD40L Menge gemessen werden (214
CD8" IFN-y* bei 100 ug MegaCD40L, 256 CD8" IFN-y" bei 20 ug MegaCD40L, 317
CD8" IFN-y" bei 4 pg MegaCD40L und 412 CD8" IFN-y* ohne Zugabe von
MegaCD40L). Interessanterweise zeigte die Gruppe, die die Hochdosis (80 pg)
erhalten hatte, im Vergleich zur nicht mit MegaCD40L adjuvierten Gruppe, die nur
jeweils 20 pug des Gag und Env Konstrukts erhalten hatte, schwachere CD8" T-
Zellantworten (254 CD8" IFN-y* im Vergleich zu 412 CD8" IFN-y™).

Bei der Analyse der CD4" T-Zellantworten konnte keine Korrelation zur eingesetzten
MegaCD40L Menge festgestellt werden. Die Gag-spezifischen Antworten bewegten
sich in einem Bereich von 121 bis 138 CD4* IFN-y* pro 5x10* CD4* Zellen, nur die
Gruppe die 20 pg MegaCD40L erhalten hatte, zeigte schwéachere Reaktionen (76
CD4" IFN-y"). Auch bei der Analyse der Env-spezifischen CD4" T-Zellantworten
waren die gemessenen Reaktionen von etwa gleicher Starke (zwischen 74 und 78
CD4" IFN-y"), nur bei der Gruppe, die 100 ug MegaCD40L erhalten hatte, war die
Frequenz der CD4" IFN-y* leicht erhéht (88 CD4* IFN-y™).
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3.5.2. Ergebnisse der Antikérper Titerbestimmung

anti-Gag Titer Immunseren | anti-Gag Titer Inmunseren Il
100000 ° 100000
10000 L1 AA vy _868¢ 00000 10000- [ ] AAA yvy * G000
[ 1] AA vvvy * TEEE vy 6000
. 1000 . 1000
8 8 [ A
F 00 4 F 100
10 10
1-——enp » * T * T 1 esepe- -
|Gag/gp145 - 20 ug/20 pg 20 pg/20 pg 20 pg/20 pg 20 pg/20 pg 80 pg/80 ug | |Gag/gp145 - 20 pg/20 pg 20 pg/20 pg 20 pg/20 pg 20 pg/20 pg 80 ug/80 ug |
[MegaCD40L B 100 g 20 g 49 - - | [MegaCD40L B 100 pg 20 g 4pg - - |
anti-Env gp140 Immunseren | anti-Env gp140 Titer Inmunseren Il

Titer
Titer

| Gag/gp145 - 20 ug/20 pg 20 ug/20 pg 20 pg/20 pg 20 pg/20 pug 80 pg/80 Hg | | Gag/gp145 - 20 pg/20 pug 20 pg/20 ug 20 pg/20 pg 20 pg/20 pg 80 pg/80 ug |
| MegaCD40L - 100 g 20 pg 4ug - - | | MegaCD40L - 100 pg 20 pg 4ug - -

Abb. 35: Titer Gag- und Env- spezifischer Antikérper nach Immunisierung mit Gag/gp145 und
unterschiedlichen Mengen an MegaCD40L. Mause wurden mit den beschriebenen DNA Mengen
(siehe Abb. 33 A) immunisiert und der Gehalt Gag- und Env- spezifischer Antikérper an Tag 42 und
Tag 63 (siehe Abb. 33 B) mittels SandwichELISA bestimmt.

Bei der Analyse der Gag-spezifischen Immunantworten (siehe Abb. 35) lieB sich bei
den Immunseren | keine deutliche Relation mit der eingesetzten MegaCD40L Menge
feststellen (Titer von 7084 fir 100 ug, 5017 fir 20 pg, 5833 fur 4 ug MegaCD40L und
8750 ohne MegaCD40L). Bei den Immunseren |l fiel auf, dass die Titer durch die
wiederholte Immunisierung nur bei den mit 20 und 4 pg MegaCD40L adjuvierten
Gruppen etwas stiegen (von 5017 auf 6334 bei 20 ug und von 5833 auf 7500 bei 4
Hg MegaCD40L), in den beiden anderen Gruppen sanken diese sogar ab (von 7084
auf 3416 bei 100 ug MegaCD40L und von 8450 auf 4167 ohne MegaCD40L). Zudem
lieB sich eine negative Korrelation der Gag-spezifischen Titer mit der Menge an
koverabreichtem MegaCD40L feststellen (Titer von 3416 flr 100ug, 6334 fir 20 ug
und 7500 fir 4 ug), wobei die Gruppe, die kein MegaCD40L Plasmid erhielt, wieder
einen etwas niedrigeren Titer aufwies (Titer von 4167). Bei den Mausen, die mit der
Hochstdosis an Gag/gp145 (80 pg) immunisiert wurden, lieB sich auch der héchste
Titer messen, der auch durch die weitere Immunisierung nicht anstieg (Titer von

20833 bei den Immunseren | und 191677 bei den Immunseren l).

110



Ergebnisse

Bei den humoralen, Env-spezifischen Antworten lie3 sich bei den Immunseren Il die
Hoéhe der Titer mit der Menge an koimmunisiertem MegaCD40L korrelieren (Titer von
1821 flr 100 pg, 313 flr 20 pg, 146 fir 4 ug MegaCD40L und 13 ohne MegaCDA40L).
Bei den Immunseren | war diese Korrelation noch nicht so deutlich zu messen (Titer
von 88 fur 100 pg, 284 fiir 20 ug, 50 fir 4 ug MegaCD40L und 5 ohne MegaCD40L).
AuBerdem stiegen die Env-spezifischen Antikérpertiter nach der erneuten
Immunisierung (Titer von 88 auf 1821 fir 100 pg, von 284 auf 313 flr 20 ug, von 50
auf 146 fir 4 pg MegaCD40L und von 5 auf 13 ohne MegaCD40L). Insgesamt
gesehen aber waren die Titer schwach und nicht bei allen immunisierten Tieren
lieBen sich Env-spezifische Antikdrper (bei ca. 43%) nachweisen. Auffallend war
auch, dass sich auch in der Gruppe, die die Hochstdosis an Gag/gp145 (80uQ)
erhielt, ebenfalls nur schwache Env-spezifische Antikérpertiter (Titer von 5 bei den

Immunseren | und Titer von 88 bei den Immunseren Il) messbar waren.

3.5.3. Ergebnisse der B-ZellELISpot Analysen

B-ZellELISpot anti-Gag Milz B-ZellELISpot anti-Gag Knochenmark

Gag/gp145 (80/80ug)

Gag/gp145 (20/20ug)

Gag/gp145 (20/20pug) + 5pg MegaCD40L

Gag/gp145 (20/20pug) + 20ug MegaCD40L

Gag/gp145 (20/20ug) + 100ug MegaCD40L

Mock

I T T T 1 I T T T 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
ASZ/2x10° Zellen ASZ/2x10° Zellen
B-ZellELISpot anti-gp140 Milz B-ZellELISpot anti-gp140 Knochenmark
Gag/gp145 (80/80pg)
Gag/gp145 (20/20pg)
Gag/gp145 (20/20pg) + 5pg MegaCD40L
Gag/gp145 (20/20pg) + 20pg MegaCD40L
Gag/gp145 (20/20pg) + 100pg MegaCD40L
Mock
r T T T 1 r T T T 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
ASZ/2x10° Zellen ASZ/2x10° Zellen

Abb. 37: Bestimmung der Anzahl der Zellen, die nach Immunisierung mit 97CN001 Gag/97CN54
Env gp145 DNA und den verschieden Mengen an MegaCD40L Plasmid fir Gag- und Env-
spezifische Antikérper sezernieren, mittels ELISpot Technologie. 70 Tage nach der
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Erstimmunisierung (siehe Abb. 33 B) wurde den Mausen Milz- und Knochenmarkszellen entnommen
und fir den B-ZellELISpot eingesetzt. 2x106 Zellen wurden fir 16 h auf ELISpotPlatten, die entweder
mit rekombinantem 97CN54 Env gp140 oder mit 97CN001 Gag VLP beschichtet wurden, inkubiert.
Danach wurden die Platten gegen murine Immunglobuline entwickelt und die Anzahl der spezifisch
Antikérper sezernierenden Zellen (ASZ) in der Milz bzw. im Knochenmark bestimmt. Die
Balkendiagramme représentieren jeweils den Mittelwert von sechs Stimulationsanséatzen.

Im B-ZellELISpot konnte man die Anzahl der ASZ nicht in Relation mit der
koverabreichten Menge an MegaCD40L setzen. Insgesamt gesehen war die Anzahl
(15 ASZ pro 2x10° Zellen) und die Unterschiede der gemessenen ASZ sowohl bei
anti-Gag als auch bei anti-Env gp140 zu gering um eine Aussage Uber die

Adjuvanseigenschaften von MegaCD40L treffen zu kénnen.

3.6. Kurzzusammenfassung

Trotz erfolgreicher Pseudotypisierung von VLP mit den verschiedenen,
membranstandigen CD40L Varianten und deren deutlichen stimulatorischen
Eigenschaften bezliglich der Aktivierung und Proliferation von B-Lymphozyten lie
sich in der Immunisierungstudie 5 nur auf Ebene Env-spezifischer CD8" T-Zellen
Antworten, wenn auch nur fir die MegaCD40L-MB Variante, ein deutlich positiver
Effekt feststellen.

Bei der Immunisierungsstudie 6, in der MegaCD40L als DNA koverabreicht wurde,
konnten Verstarkungen Env-spezifischer CD8" T-Zell Antworten als auch Env-
spezifischer Antikdrperantworten mit steigender Menge an MegaCD40L gemessen
werden. Auf Ebene der Gag-spezifischen CD8" Antworten hingegen lie sich ein

negativer Effekt des MegaCD40L auf die Induktion spezifischer Antworten feststellen.
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1. HIV-1 Stamm C GagPolNef

1.1. Einfluss der Aminosauresubstitutionen in 97CN54 Pr55%¢ auf die
Fahigkeit zur Bildung und Freisetzung virus-ahnlicher Partikel

Wie im Ergebnisteil dargestellt (Abb. 2 A), wurden Uber den Abgleich der
Aminosauresequenz des Pr55%9 von 97CN54 mit 97CNO01 an sieben Positionen
Unterschiede gefunden. Schon vorher war aufgefallen, dass sich trotz effizienter
Transfektion mit 97CN54 Pr55%9 keine nennenswerten Mengen an virus-dhnlichen
Partikel im Zelliberstand detektieren lieBen. Da jedoch infektidse 97CNO001 Viren
isoliert wurden, konnte man auf eine erfolgreiche Bildung und Freisetzung von
Virionen schlieBen. Dies war ausschlaggebend fir die Entscheidung das 97CN54
Pr55%9 durch das 97CN001 zu ersetzen.

Welche Mutationen in 97CN54 flr die ineffiziente Partikelfreisetzung verantwortlich
ist/sind, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht ndher untersucht. Anhand mehrerer
Publikationen 2°% #1. 293. 254, 255, 2%, 257 yqonnte eine ungefahre Topographie von
97CN54 und 97CN001 Gag erstellt werden. (siehe Abb. 2 in Kapitel 1.1).

Nach Abgleich aller gelisteter 614 HIV-1 Pr55%9 Aminosauresequenzen in der Los
Alamos HIV-1 Database war auffallend, dass die meisten Mutationen &uBerst
konservierte Positionen betreffen. Insbesondere die ersten drei Mutationen (S66,
P85 und R98) in 97CN54 liegen in a-Helices des p17 MA und zudem befindet sich
zwischen eine Ubiquitinylierungsdoméane S66 und P85. Ubiquitinylierungen spielen
eine wichtige Rolle wahrend des budding Prozesses und Mutationen solcher
Domanen kdnnen diesen beeintrachtigen 2% %% Da es sich bei S66 und P85 um
nicht konservative Aminosaureaustausche beziiglich 97CN001 handelt, kénnte bei
97CNO001 die Ubiquitinylierungsdoméane durch Konformationsanderung des Proteins
nicht mehr zuganglich sein. Auch die letzten drei Mutationen (G439, R447 und E461)
liegen in unmittelbarer Nahe einer Ubiquitinylierungsdomane. Besonders diese
Domane ist hinsichtlich ihres Einflusses auf den budding Prozess gut beschrieben
25 Wiederum handelt es sich hier um einen jeweils nicht konservativen Austausch

der Aminosaure bezogen auf die 97CN001 Sequenz. Auch die letzte gefundene
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Mutation 309G ist nicht konservativ bezlglich 97CN001 und liegt zudem in der Nahe
der Major Homology Region (MHR).

Ob schon einzelne Mutationen oder das Zusammenspiel mehrerer
Aminosaurenaustausche die defiziente Partikelfreisetzung von 97CN54 verursachen,
muss experimentell geklart werden. Anhand der Literatur konnte kein kritischer

Aminosaurenaustausch identifiziert werden.

1.2. Eigenschaften des frame shift GagPolNef Konstrukts

Die Konzeption der frame shift Domane orientierte sich an den Arbeiten von Dr.
Andreas Leiherer und Marcheschi et al. ?®*. Bei der Analyse der Uberstande und
Lysate der transfizierten Zellen konnte gezeigt werden, i) dass der konzipierte
Leserastersprung funktioniert und ii) GagPolNef verbessert in den Uberstand
abgegeben wird als im Falle des Durchlesekonstrukts. Diese verbesserte Abgabe
wird nicht durch eine verstarkte GagPolNef Expression erreicht, Durchlese- und
frame shift-Konstrukt weisen in etwa die gleiche Expressionsrate auf, sondern
wahrscheinlich dadurch, dass beim frame shiftKonstrukt zu etwa 95% Pr55%9
entsteht und, analog zum viralen Lebenszykuls, GagPolNef in die Virionen einlagert
wird. Dieses wird damit vermehrt in den Uberstand abgegeben, anders als das
Durchlesekonstrukt, bei dem kein Pr559%9 entsteht und die Freisetzung von Partikeln

erleichtert.

1.3. Eigenschaften frame shift GagPolNef Konstrukts mit aktiver
Protease und Einfluss der Punktmutation G29 auf die Proteaseaktivitat

Bei der Herstellung des urspriinglichen 97CN54 GagPolNef wurde aus Griinden der
Sicherheit die darin enthaltene virale Protease inaktiviert. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die Aktivitat der Protease wiederhergestellt. Interessanterweise fand sich ein
nicht konservativer Aminosaureaustausch an Position 29, der die Funktion der
Protease inhibierte. Recherchen in der Literatur ergaben 2% 24 dass diese Position

essentiell fir die Substratbindung ist (siehe Abb. 1).
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G48 50 I50° G488’
-3 ,})ﬂ

Abb. 1: Wasserstoffbrickennetzwerk zu den Peptidbindungen bei Bindung des reprasentativen
RPGNFLQSRP Substratoligopeptids; die Seitenketten der Aminosauren (Ausnahme: R8’) sind zur
besseren Ubersicht nicht gezeigt ***; PDB-Code 1MT9

Indem an Position 29 Glycin (97CN54) zu Aspartat (97CNO001) revertiert wurde,
konnte die Aktivitat der Protease wiederhergestellt werden. Zwar wurde nur ein Tell
des Pr55%9 prozessiert, aber ein direkter Vergleich mit der viralen Protease war
aufgrund des sehr artifiziellen GagPolNef Konstrukts nicht méglich. Demnach Iasst
sich nicht bestimmen, inwiefern die angefligte, modifizierte Reverse Transkriptase
Doméne, die zudem das scrambled Nef enthélt, die Protease hinsichtlich der
Dimerisierung bzw. in der Prozessivitat beeintrachtig. Ob durch die Prozessierung
des GagPolNef Polyproteins durch die Protease neue Epitope zuganglich werden
und sich im Vergleich zu dem GagPolNef Konstrukt mit inaktiver Protease dadurch
verbesserte Immunantworten induzieren lassen, konnte in dieser Arbeit nicht mehr

experimentell geklart werden.

1.4. Molekularbiologische Eigenschaften des 97CN54 PolNef Konstrukts

Durch die erfolgreiche Generierung des PolNef Konstrukts stand ein
Vergleichskonstrukt zu den GagPolNef Varianten zur Verfliigung. Zum einem war es
nun moglich die Gag und PolNef Expression voneinander zu entkoppeln und diese
frei in verschiedenen Ratios miteinander zu kombinieren, zum anderen verblieb nun
das PolNef in den Zellen und wurde nicht mehr, wie im Falle der myristylierten
GagPolNef Varianten, mit Pr55%%9 von den Zellen abgeben. So war es moglich, den
Einfluss des cross-priming hinsichtlich der Verpackung von PolNef in die Partikel
sowie den Einfluss der Expressionsrate von Pr55%99 auf die von PolNef hinsichtlich

der Generierung spezifischer Immunantworten zu analysieren.
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2.1. Immunologische Eigenschaften der GagPolNef Konstrukte

2.1.1. Verbesserte immunologische Eigenschaften durch Einfligen eines
frame shift

In den Immunisierungsstudien 1 (IS1) und 2A (IS2A) konnte eine Verbesserung der
Immunantworten um den Faktor 1,8 — 3,5 durch das Einfligen eines frame shift in
das GagPolNef Konstrukt bezliglich der Pr55%9 spezifischen Antworten erreicht
werden. Die Pol-spezifischen Antworten hingegen waren bei den frame shift
Konstrukten im Vergleich zu den Durchlesekonstrukien etwas abgeschwacht. Diese
Verbesserung beruhte nicht nur auf allein auf der Myristylierung des Konstrukts
sondern hauptsachlich, wenn man die nicht myristylierten Varianten in Kap. 2.1.2 des
Ergebnisteils miteinander vergleicht, auf dem verénderten Expressionsratio von
Pr559%9 zu PolNef. Warum die Pr5599 Antworten im Durchlesekonstrukt schlechter
als die des frame shift sind, darUber lasst sich nur spekulieren. Eventuell besitzen die
beiden Pol Peptide eine starkere Affinitat fur den MHC-1 Komplex als das Pr559%9
Peptid und kbénnen diesen daraus verdrangen und von der Prasentation
ausschlieBen. Somit wirden fast ausschlieBlich Pol spezifische Immunantworten
induziert. Im Falle des frame shift Konstrukt liegt in den Zellen etwa 95% Pr55%9 und
zu 5% GagPolINef vor, durch die erhéhte Menge an Gag gegentber GagPolNef
kénnte der hypothetische Verdrangungseffekt ausgeglichen werden. Dadurch wirde
mehr von dem Gag Peptid prasentiert und schlieBlich auch eine spezifische
Immunantwort induziert werden. Eine andere Erklarung kénnte eine unterschiedliche
Prozessierung des Durchlesekonstrukts im Vergleich zum frame shift Konstrukt sein.
Wenn das Gag Peptid in geringerem MaBe aus dem GagPolNef Kontext von der
Protease herausprozessiert wird, kann es auch nur in geringerem MaBe dem
Immunsystem prasentiert werden. Da wie bereits oben ausgefihrt, sich durch das
Einfligen des frame shift die Menge an Pr55%° in den Zellen im Vergleich zum
Durchlesekonstrukt erhéht, steigt auch die Menge an herausprozessiertem Gag
Peptiden. Dies koénnte die verbesserte Induktion von Gag spezifischen
Immunantworten erklaren.

Um diese These zu Uberprifen wurde das Durchlesekonstrukt mit Hilfe des HLA
Peptide Binding Predictions Programm (http://www-

bimas.cit.nih.gov/molbio/hla_bind/) ?® und mit dem SYFPEITHI Programm
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(http//www.syfpeithi.de) 2% hinsichtlich der MHC-I H2-K® Prasentation analysiert.
Mittels des Programms NetChop 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetChop/) 2’
wurden die Wahrscheinlichkeiten der Prozessierung durch das Proteasom
berechnet. Dabei wurden nur die drei verwendeten Peptide, die Dr. Jens Wild
experimentell ermittelt hatte, genauer analysiert. Bei dem Gag Epitop war das
genaue Nonamer nicht bekannt und daher wurde auf ein 15mer Peptid
zurtickgegriffen, das das mdgliche Epitop beinhaltet. In der Analyse wurde dann das

15mer in allen mdglichen Nonamer Kombinationen analysiert.

Position = Aminosaure Wahrscheinlichkeit der Entstehendes | Epitop

Prozessierung an der Epitop
jeweiligen Position
192 Q 0.147095
Q|AAMQILKDT|
201 T 0.024174
193 A 0.169187
A|AMQILKDTI |
202 | 0.132748
194 A 0.385090
A|MQILKDTIN|
203 N 0.042849
195 M 0.828688
M|QILKDTINE | Gag
204 E 0.382151
196 Q 0.024067
Q| ILKDTINEE |
205 E 0.382151
197 [ 0.483815
I|LKDTINEEA|
206 A 0.753495
198 L 0.637485
L|KDTINEEAA|
207 A 0.285984
627 v 0.654614
V|LVGPTPVNTI | Pol 1
637 | 0.751185
1139 v 0.974759
V| YYDPSKDLI | Pol 2
1147 | 0.620243

Tabelle 1: Kurzfassung der NetChop 3.0 Analyse der Prozessierung von GagPolNef durch das
Proteasom. Das Programm berechnete die Wahrscheinlichkeiten, dass die in den
Immunisierungsstudien (IS1 — IS4) verwendeten Gag- und Pol-Peptide herausprozessiert werden.
(Einstellungen: C-term 3.0, Threshold 0.5; Prozessierung durch die Protease ist durch |
gekennzeichnet)

Die Analyse ergab (siehe Tabelle 1), dass die beiden Pol-Peptide, die in den
Immunisierungsstudien (IS1-1S4) verwendet wurden, mit gréBerer Wahrscheinlichkeit
aus dem GagPolNef-Proteinkontext herausprozessiert werden, als die mdglichen
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Gag Peptide. Von den Gag-Peptiden wird am wahrscheinlichsten das Peptid 198-206

entstehen.
H2° Klasse| = Epitop Sequenz Position im score Rang
Protein
Pol 2 YYDPSKDLI 1139 3456,00 2
Gag AMQILKDTI 194 69,12 58
Pol 1 LVGPTPVNI 628 57,60 86
AAMQILKDT 193 2,88 359
Ho-K¢ MQILKDTIN 195 2,4 370
QILKDTINE 196 <1 >621
Gag
ILKDTINEE 197 <1 >621
LKDTINEEA 198 <1 >621
KDTINEEAA 199 <1 >621
Pol 2 YYDPSKDLI 1139 <1 >207
Gag AMQILKDTI 194 <1 >207
Pol 1 LVGPTPVNI 628 <1 >207
AAMQILKDT 193 <1 >207
H2-D° MOTILKDTIN 195 <1 >207
QILKDTINE 196 <1 >207
Gag
ILKDTINEE 197 <1 >207
LKDTINEEA 198 <1 >207
KDTINEEAA 199 <1 >207
Pol 2 YYDPSKDLI 1139 <1 >537
Gag AMQILKDTI 194 1,5 335
Pol 1 LVGPTPVNI 628 1,2 379
AAMQILKDT 193 1,0 525
H2-L® MOILKDTIN 195 1,0 410
KDTINEEAA 199 1,0 413
Gag
ILKDTINEE 197 <1 >537
LKDTINEEA 198 <1 >537
QILKDTINE 196 <1 >537

Tabelle 2: Ergebnis der HLA Peptide Binding Predictions Analyse fir H2° Molekiile (T(Y2) = 1
(Kurzfassung)) fur die Halbwertszeit der MHC-I Disassoziation der in den in IS1 — 1S4 verwendeten
Pol- und Gag-Peptide. Die Peptide sind entsprechend ihres score, also entsprechend ihrer Affinitat
zum MHC-1 Komplex geordnet.

Bei dieser Analyse erhielt das Pol 2 Epitop fur H2-K® den hdchsten score, der bei
dieser Analyse flr die geschéatzte Halbwertszeit der Disassoziation eines Molekiils

mit dem MHC-I Komplex steht. Bei den beiden anderen MHC-I Komplexen H2-D°
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und H2-L? hingegen waren die scores sehr niedrig (<2) und die Unterschiede auch
sehr gering, d.h. eine Beladung und Prasentation auf diesen MHC-I Molekdlen ist
auBerst unwahrscheinlich. Demnach besitzt das Pol2-Peptid eine gréBere Affinitat
zum H2-K® MHC-I Komplex als das Pol1- und das Gag-Peptid an Position 194, die
einen score in einem vergleichbaren Bereich besitzen (siehe Tabelle 2).

Der Rest der méglichen Gag-Peptide besitzt einen cutoff score von < 1, damit ist die
Beladung auf den H2-K® MHC-I Komplex und die Présentation dieser Peptide

auBerst unwahrscheinlich.

H2° Klasse | | Epitop Sequenz Position im
Protein

Pol 2 YYDPSKDLI 1139 28

Pol 1 LVGPTPVNI 628 14

AMQILKDTI 194 14

LKDTINEEA 198 10

H2-K° KDTINEEAA 199 8
Gag ILKDTINEE 197 6

AAMQILKDT 193 2

MQILKDTIN 195 2

QILKDTINE 196 2

Pol 2 YYDPSKDLT 1139 10

Pol 1 LVGPTPVNI 628 13

AMQTLKDTI 194 8

LKDTINEEA 198 2

Ho-Ld KDTINEEAA 199 2
Gag MQILKDTIN 195 2

QILKDTINE 196 2

AAMQILKDT 193 1

ILKDTINEE 197 0

Tabelle 3: Kurzfassung der SYFPEITHI Analyse (Berechnung fir H2° Molekiile, Nonamere) fir die in
den IS1 — IS4 eingesetzten Gag- und Pol-Peptide. Die Analyse bezieht sich auf das Vorkommen von
Aminosauren, die fir die Verankerung des Peptids auf dem MHC-I Komplex geeignet sind (fett
gekennzeichnet). Je besser die Eignung der Aminosaure fur die Verankerung desto héher ist der
berechnete score. Die Peptide sind entsprechend ihres score geordnet. Eine Berechnung fir H2-D°
war laut Programm nicht méglich.
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In der SYFPEITHI Analyse (siehe Tabelle 3) wurden alle mdglichen Peptide
hinsichtlich Aminosauren, die optimal fir die Verankerung in der MHC-I Grube sind
(fett gekennzeichnet), untersucht und anhand deren Vorkommen ein score errechnet.
Je héher der score, desto besser ist das Peptid in der MHC-1 Grube verankert. Der
score konnte nur fiir die MHC-1 Molekiile H2-K® und H2-L° berechnet werden, fiir H2-
Dd war dies laut Programm nicht mdglich.

Auch hier schnitt das Pol2-Peptid fiir H2-K® am besten ab. Das Pol1-Peptid und ein
mogliches Gag-Peptid (194-202), das in der HLA Peptide Binding Predictions
Analyse ebenfalls als Zielepitop errechnet wurde, besaBen fiir H2-K® den gleichen
score von 14. Die anderen méglichen Gag Peptide besaBen einen H2-K® score von
<10. Bei H2-L? waren die Unterschiede zwischen Pol2, Pol1 und dem (194-202) Gag-
Peptid nicht so stark, demnach besitzen diese Peptide fir diese MHC-I Molekiile in
etwa die gleiche Affinitat.

So lasst sich festhalten, dass das mdégliche Gag-Peptid (194-202) weniger
wahrscheinlich als das Pol2-Peptid aus dem Proteinkontext durch die Protease
heraus prozessiert wird und zudem eine geringere Affinitit zum H2-K® bzw. laut
SYFPEITHI Programm eine vergleichbare Affinitat zum H2-LY MHC-I Komplex
besitzt. Im Vergleich zum Pol1-Peptid besitzen beide vergleichbare H2-K® Affinitaten,
aber das Pol1-Peptid wird mit groBerer Wahrscheinlichkeit gebildet. Das Gag-Peptid
mit der gréBten Prozessierungswahrscheinlichkeit besitzt laut SYFPEITHI Analyse
eine geringere H2-K® MHC-I Affinitat. Laut dieser Berechnungen spielen beide
Hypothesen, also die Affinitdts- und die Prozessierungshypothese, eine Rolle.
Demnach wird weniger Gag-Peptid gebildet und im Falle der Gag-Peptide mit den
héchsten Prozessierungswahrscheinlichkeiten zudem geringere Affinitaten zum H2-
K® MHC-I Komplex aufweisen. Dies kénnte wie oben postuliert durch eine erhdhte
Pr55%% Expression ausgeglichen werden.

Jedoch widersprechen die Ergebnisse aus Kapitel 2.1.2 dieser These. So wurden
durch Immunisierung einer aquimolaren (1:1) Mischung der Pr55%° und PolNef
Vektoren sowohl starke Gag als auch Pol Antworten induziert. Obwohl das Pr559%9
Konstrukt in diesem Fall myristyliert und somit in den Zellen anders lokalisiert war
und somit raumlich getrennt von PolNef prozessiert wurde, misste es dennoch zu
einer ,Verdrangung“ zugunsten der Pol-Peptide kommen. Da aber laut den
Ergebnissen aus Kapitel 1.1., 1.2. und 1.4. Pr55% in Zellen starker exprimiert wird

als PolNef, wirde dies wieder fir die Affinitdts- und Prozessierungshypothese
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sprechen. Zudem kdénnte der Effekt der cross-presentation bei der Induktion der Gag
spezifischen Antworten eine nicht unbedeutende Rolle spielen.

Dennoch missen die berechneten Gag Prozessierungs- und
Prasentationswahrscheinlichkeiten noch experimentell nachgewiesen werden, um

eine eindeutige Aussage treffen zu kénnen.

2.1.2. Verbesserte immunologische Eigenschaften der myristylierten
GagPolNef Konstrukte

Bei den Immunisierungsstudien war zu beobachten, dass eine Myristiylierung des
Pr559%9 die Gag- wie auch die Pol-spezifischen CD8* T-Zell Antworten um den Faktor
1,8 — 3,5 verstarkte. In Kapitel 1.2 des Ergebnisteils konnte gezeigt werden, dass
sowohl das myristylierte frame shift Konstrukt als auch das Durchlesekonstrukt, wenn
auch in geringerem Umfang, von den Zellen als VLP abgegeben werden. Diese
Partikel kénnen dann von professionellen antigenprasentierenden Zellen (APZ)
aufgenommen und das Polyprotein Gber den MHC-I Weg prozessiert und prasentiert
werden. Dieser Vorgang wird als sogenannte cross-presentation bezeichnet, da hier
exogene Proteine in den MHC-I und nicht nur in den MHC-II Weg eingeschleust
werden ?8. Im Falle von Membranvesikeln sogenannten Exosomen, die Tumorzellen
abgegeben wurden, konnte gezeigt werden, dass durch diese Tumorantigene an
dendritische Zellen (DC) fiir die cross-presentation transferiert wurden 2%°. Fir
professionelle Antigen-prasentierende Zellen (APZ), zu denen die DC gehéren,
konnte zudem gezeigt werden, dass eine groBe Anzahl an exogenen Antigenen
unterschiedlicher Herkunft (Apoptotische Zellen, Bakterien, inaktivierte Viren,
Antigene, die assoziiert mit bzw. inkorporiert in Virosomen, Liposomen, VLP, etc.)
Uber cross-presentation durch alternative Antigenprozessierungswege auf MHC-I
Komplexen prasentieren kdnnen 220 21 292,

Demnach kdénnen Partikel von den, durch die i.m. Immunisierung transfizierten,
Muskelzellen abgegeben und von APZ aufgenommen werden. Dadurch kdnnen
mehr Zellen mit den Immunogenen erreicht werden und die zelluldre Immunantwort

wird signifikant verstarkt.
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2.1.3. Verbesserte Eigenschaften hinsichtlich der Gag- und Pol-
spezifischen Inmunantworten durch Entkopplung des Gag vom PolNef

Leserahmens

In den vorherigen Kapiteln konnte gezeigt werden, dass im Kontext des GagPolNef
Konstrukts sich die Gag-spezifischen Antworten verbessern, je besser die Gag
Expression war. Die Antworten wurden zusétzlich noch verstarkt, wenn das Pr559%9
myristyliert war und somit die cross-presentation ermoglichte. In der
Immunisierungsstudie 1S2B (Kapitel 2.1.3.) konnte gezeigt werden, dass durch
Entkopplung der Gag und PolNef Expression, d.h. Gag und PolNef sind auf
unterschiedlichen Plasmiden kodiert sind, die starksten spezifischen Antworten
induziert wurden. Dies gilt insbesondere wenn beide Plasmide aquimolar verabreicht
wurden. Auffallend war zudem, dass die Pol-spezifischen Antworten bei der 1:1
Mischung der Konstrukte etwas starker waren als bei einer Einzelimmunisierung mit
PoINef und die Gag spezifischen Antworten etwas schwacher ausfielen als bei der
Einzelimmunisierung mit Pr55%9. Auch in Immunisierungsstudie 3 (IS3) fielen die
Antworten bei den Koimmunisierung etwas starker aus, als bei den
Einzelimmunisierungen.  Ein  applikationsbedingter  Effekt  konnte  somit
ausgeschlossen werden. Bei einem &quimolaren Mischungsverhaltnis beglnstigt
Pr559%9 beglinstig anscheinend die Pol spezifischen Antworten. Ein Ratio von 95:5
hingegen hat keinen positiven Einfluss. Eventuell wird PolNef, wenn es in
ausreichender Menge im Zytoplasma vorliegt, mit in die Partikel verpackt. Denn die
darin enthaltene inaktive Protease kann noch an Pr55%¢, ihrem Substrat, binden und
eventuell reicht diese Bindung aus, um PolNef zu inkorporieren. Méglich wéare auch,
dass durch die Partikelbildung vermehrt T-Zellen in das betreffende Geweben
rekrutiert werden, dadurch dass APZ starker durch die VLP aktiviert werden und in
diesem Milieu die PolNef prasentierenden Zellen verstarkt mit angeregt werden.
Damit steigt die Wahrscheinlichkeit, dass mehr Pol spezifische T-Zellen in das

Gewebe einwandern und diese auch effizient aktiviert werden.
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2.2. Immunologische Eigenschaften einer multivalenten Gag,
PolNef und Env gp120 DNA Vakzine

2.2.1. Einfluss von Env gp120 bei Koimmunisierung mit Gag und PolNef
oder mit GagPolNef auf die Gag- und Pol-spezifischen Immunantworten

Wie in den klinischen Studien 12" 248 249

zeigten in dieser Immunisierungsstudie die
Mause starke Env spezifische T-Zell Antworten, die aber die Gag- und Pol-
spezifischen bei der Koimmunisierung negativ beeinflussen. Inwiefern die Env
spezifischen Antworten die Pol und Gag spezifischen beeinflussen, darlber Iasst
sich keine definitive Aussage treffen. Der grdéBte Unterschied zwischen den
Proteinen durfte in der Glykosilierung liegen, so sind Gag und PolNef nicht
glykosiliert, Env gp120 hingegen stark. Zudem wird ist gp120 von den Zellen

293 und muss nicht wie Pr55%% zuerst oligomerisieren, um von den Zellen

sezerniert
freigesetzt werden zu kdnnen bzw. PolNef wird nur im GagPolNef Kontext von den
Zellen abgegeben. Demnach misste mehr gp120 als Pr55%9 extrazellular vorliegen.
Die Glykosilierung kénnte auch die Immunogenitat des gp120 steigern, indem es
eine Aufnahme durch APZ Uber den Makrophagen Mannoserezeptor oder das
Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin (DC-
SIGN) erméglicht 2** 2% Uber diese Art der Aufnahme kann dann das gp120 in den
cross-presentation Weg eingeschleust werden 2% und somit eine CD8* T-Zellantwort
induzieren. Die grdéBere Verflgbarkeit und die bessere Aufnahme des gp120
gegenlber den beiden anderen Immunogenen wirde eine starkere spezifische
Immunantwort erklaren. Durch die schnellere Rekrutierung und Aktivierung von
gp120 spezifischen CD8" T-Zellen wirden dann durch diese die transfizierten, also
die Antigen produzierenden, Zellen lysiert werden. Bei der Applikation der
Immunogene als Gemisch, wirden somit auch die Gag und PolNef produzierenden
Zellen vernichtet werden. Waren Gag und PolNef aus den oben genannten
Argumenten im Vergleich zu gp120 immunologisch schwachere Immunogene, wirde
mit fortschreitender Vernichtung dieser Zellen immer weniger von diesen Immunogen
produziert. Damit wirde zu wenig Antigen far die Ausbildung einer starken
spezifischen Antwort zur Verflgung stehen, es bliebe bei einer schwachen

Immunreaktion.
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Eine andere These ware wie die in Kapitel 2.1.1. diskutierte Hypothese, dass in
diesem Falle des verwendeten Env Peptids eine héhere Wahrscheinlichkeit besteht,
dass dieses von der Protease heraus prozessiert wird und zudem eventuell eine
héhere Affinitat zum MHC-I Komplex als die anderen Peptide hat.

Aus diesem Grunde wurden die in Kapitel 2.1.1. durchgefiihrten mathematischen
Analysen wiederholt. Fir die Analyse wurde nur das Gag Epitop miteinbezogen, das
den héchsten score erzielte.

Position = Aminosaure Wahrscheinlichkeit der Entstehendes

Prozessierung an der Epitop
jeweiligen Position

193 A 0.169187

A|AMQILKDTI | Gag
202 | 0.132748
627 v 0.654614

V|LVGPTPVNTI | Pol 1
637 | 0.751185
1139 v 0.974759

V| YYDPSKDLI | Pol 2
1147 | 0.620243
66 P 0.970392

V| PADPNPQEM
74 M 0.890108 ' ol Env

Tabelle 4: Kurzfassung der NetChop 3.0 Analyse der Prozessierung von GagPolNef und Env gp140
durch das Proteasom. Das Programm berechnete die Wahrscheinlichkeiten, dass die in den
Immunisierungsstudien IS3 — IS6 verwendeten Gag-, Pol- und Env-Peptide herausprozessiert
werden. (Einstellungen: C-term 3.0, Threshold 0.5; Prozessierung durch die Protease ist durch ,|*
gekennzeichnet)

Von allen analysierten Peptiden schnitt hier das Env am besten ab, d.h. es besitzt die
gréBte Wahrscheinlichkeit aus dem Proteinkontext herausprozessiert zu werden
(siehe Tabelle 4). Demnach musste in der Zelle mehr von dem Env Peptiden als von
den anderen vorliegen.

Daraufhin wurden noch Analysen mit dem HLA Peptide Binding Predictions und dem
SYFPEITHI Programm durchgefihrt, um die Dissoziationshalbwertszeit und die

Affinitat des Env Epitops zu berechnen.
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H2%Klasse| @ Epitop  Sequenz Position im score Rang
Protein
Pol 2 YYDPSKDLI 1139 3456,00 2
| Gag AMQILKDTI 194 69,12 58
HeK Pol 1 LVGPTPVNT 628 57,60 86
Env PADPNPQEM 66 <1 >621
Pol 2 YYDPSKDLI 1139 <1 >207
g Gag AMQILKDTI 194 <1 >207
He-b Pol 1 LVGPTPVNI 628 <1 >207
Env PADPNPQEM 66 <1 >69
Gag AMQILKDTI 194 1,5 335
Ho.L® Pol 1 LVGPTPVNI 628 1,2 379
Pol 2 YYDPSKDLI 1139 <1 >537
Env PADPNPQEM 66 <1 >233

Tabelle 5: Ergebnis der HLA Peptide Binding Predictions Analyse fiir H2° Molekiile (T('2) = 1
(Kurzfassung)) fur die Halbwertszeit der MHC-I Disassoziation der in den in IS3 — IS6 verwendeten
Env-, Pol- und Gag-Peptide. Die Peptide sind entsprechend ihres score, also entsprechend ihrer
Affinitat zum MHC-1 Komplex geordnet.

Entsprechend diesen Berechnungen (siehe Tabelle 5) dissoziiert das Env Peptid

sehr schnell wieder von allen getesteten MHC-I Komplexen ab. Demnach ware es fur

eine Induzierung einer spezifischen Immunantwort ungeeignet.

H2 Klasse | | Epitop Sequenz Position im score
Protein

Pol2 YYDPSKDLI 1139 28

q Pol1 LVGPTPVNI 628 14
H2-K

Gag AMQILKDTI 194 14

Env PADPNPQEM 66 5

Pol2 YYDPSKDLI 1139 10

s Pol1 LVGPTPVNI 628 13
H2-L

Gag AMOILKDTI 194 8

Env PADPNPQEM 66 9

Tabelle 6: Kurzfassung der SYFPEITHI Analyse (Berechnung fiir H2° Molekiile, Nonamere) fiir die in
den IS3 - IS6 eingesetzten Env-, Gag- und Pol-Peptide. Je besser die Eignung der Aminosaure (fett
gekennzeichnet) fur die MHC-1 Verankerung desto héher ist der berechnete score. Die Peptide sind
entsprechend ihres score geordnet. Eine Berechnung fiir H2-D® war laut Programm nicht moglich.

Auch in dieser Analyse erhielt das Env Peptid fir H2-K® nur einen geringen score

(siehe Tabelle 6), d.h. die Verankerung des Epitop auf diesem MHC-I Komplex ist

laut Programm relativ schwach ausgepragt. Fir H2-L° hingegen war der score
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vergleichbar mit den anderen Peptiden, demnach muissten alle getesteten Peptide in
etwa die gleiche Affinitat zum H2-L Molekiil besitzen.

Die Analysen ergaben, dass das Env Peptid mit hoher Wahrscheinlichkeit aus dem
Proteinkontext prozessiert wird und zudem, laut SYFPEITHI Programm, eine
vergleichbare Affinitat zum H2-L¢ MHC-I Komplex besitzt. Ob dies nun ausreicht um
die Prasentation der anderen Peptide zu behindern, muss experimentell geklart
werden.

Literaturrecherchen sprechen mehr fir die Hypothese der immunologischen
Konkurrenz, denn dieses Phanomen wurde bereits von einer anderen Gruppe
beschrieben 2%’ die diesen Effekt nicht nur bei den zelluldren Immunantworten
sondern auch auf humoraler Ebene messen konnten. Toapanta et al. konnten eine
Plasmidinterferenz, die wéhrend Kotransfektionen auftreten kann 28, und eine
verstarkte Apoptose der Produzentenzellen, ausgeldést durch Env gp120
ausschlieBen®’. Sie filhrten die beobachtete Suppression der Gag Antworten auf
einen noch unbekannten immunologischen Mechanismus zurlick. Zudem scheint
dieses Phanomen auf HIV-1 Pr55%9Env gp120 Koimmunisierungen beschrankt zu
sein. Demzufolge kdnnte schon bei der ersten Immunisierung ein Ungleichgewicht
der spezifischen Lymphozyten entstehen, d.h. weniger Gag- als Env-spezifische.
Durch diese geringere Ausgangspopulation an Lymphozyten sinkt auch die Effizienz
diese mit jeder weiteren Immunisierung zu expandieren, was letztendlich zu einer
verringerten Immunantwort flhrt. Dies ist gut vereinbar mit der oben angefihrten
Hypothese, in der die schneller ausgebildete Env Antwort die anderen Antworten
unterdrlickt, indem diese die Env, Gag und Pol exprimierenden Zellen vernichtet,
bevor genligend Gag bzw. Pol spezifische T-Zellen aktiviert wirden. Somit kdme es
zu dem bei Toapanta et al. ausgefihrten Ungleichgewicht in der spezifischen T-Zell
Ausgangspopulation 2%’.

2.2.2. Einfluss verschiedener Mengen an Env ¢gp120 Dbei
Koimmunisierung mit Gag und PolNef (IS4A) auf die Gag- und Pol-
spezifischen Immunantworten

Durch die Anderung des Mischungsverhaltnisses zugunsten Gag und PolNef konnte
in der Tat die Gag bzw. PolNef spezifischen Antworten verbessert werden.
Insbesondere die Pol spezifischen Antworten scheinen von dem verandertem Ratio

zu profitieren. So konnten die Pol spezifischen Antworten bei einem Ratio 1:1:0,25 im
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Vergleich zu 1:1:1 wieder um 50% gesteigert werden. Da hier weniger Env Plasmid
fir die Immunisierung eingesetzt wurde, sank auch die Wahrscheinlichkeit, dass
Zellen alle drei Plasmide gleichzeitig aufnehmen. Damit wirden, wie oben postuliert,
auch weniger Zellen, die Pol und/oder Gag Epitope prasentieren, vorzeitig durch das
Immunsystem vernichtet werden. Zudem wuirde durch die geringere Env Expression
die Ausbildung der Immunantwort verzdgert, d.h. es kdénnte in der Zeit auch
genigend Gag und Pol fir eine starke Immunantwort exprimiert werden. Das
Ungleichgewicht in der Ausgangspopulation der spezifischen Lymphozyten ware
weniger stark ausgepragt und die Effizienz nachfolgender Immunisierungen zur
Expansion dieser Lymphozyten ware weniger oder nicht eingeschrankt.

2.2.3. Einfluss von Env gp120 bei raumlich getrennter Koimmunisierung
mit Gag und PolNef (IS4B) auf die Gag- und Pol-spezifischen
Immunantworten

Die Ergebnisse dieses Versuchs (IS4B) sprechen fir die These, dass eine zu friihe
und zu starke Env-spezifische Immunantwort Env, Gag und Pol exprimierende Zellen
vernichtet, bevor diese geniigend Gag und Pol Antigen fir die Induktion einer starken
Immunantwort produzieren. Die rAumlich getrennt immunisierten Mause zeigten auch
bei einem 1:1:1 Ratio keine negative Beeinflussung der Gag und Pol Antworten
seitens Env. So konnte ungehindert eine jeweils ausreichend groBe Population an
spezifischen T-Zellen rekrutiert werden, um eine starke Immunantwort auszubilden.
Dass eine raumliche Trennung der Immunogene die Immunantworten gegen Gag
bzw. Pol wieder verbesserte, konnten bereits Toapanta et al. im Falle der Gag-
spezifischen Antworten zeigen ?°’. Demnach ist fiir weitere Immmunisierungen mit
Env also festzuhalten, entweder weniger Env einzusetzen oder besser noch Env

raumlich getrennt von den anderen Immunogenen zu applizieren.
3. CD40L als molekulares Adjuvans

3.1. Charakterisierung der generierten CD40L Varianten

Die Expression aller generierter MegaCD40L Varianten sowie der wildtyp CD40L
konnte erfolgreich in einem spezifischen SandwichELISA nachgewiesen werden.
MegaCD40L wurde wie erwartet auch von den Zellen in den Uberstand abgegeben.
Trotz des murinen Ursprungs des wtCD40L, wurde dieses von den humanen 293T
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Zellen abgespalten. Wie in der Literatur 2”? beschrieben, beruht dies auf einer
Prozessierung durch eine ADAM Protease. Die wtCD40LACL Variante, die auf der
Publikation von Pietravalle 2® beruht, war weder im ELISA noch in der
Durchflusszytometrie detektierbar. Ob durch die Deletion der Proteaseschnittstelle
ein Epitop der verwendeten Antikérper oder die Struktur des Proteins zerstért wurde,
konnte nicht analysiert werden, da die genauen Epitope der Antikdrper nicht in
Erfahrung zu bringen waren. Die Antikérper scheinen aber ein konformationelles
Epitop zu erkennen, denn sie funktionieren nur mit dem nativen Protein und nicht im
Westernblot. Wahrscheinlich ist die murine wtCD40LACL Variante missgefaltet und
lasst sich daher nicht detektieren. Zudem ergaben Recherchen, dass eine Deletion in
diesem Bereich den murinen CD40L in seiner Funktion inhibierte 2%°. Somit schied
diese Variante firr die weiteren Analysen aus.

Interessant war auch, dass durch das Anfligen des wtCD40L Signalpeptids die
membranstandige Variante des MegaCD40L auf der Oberflache der transfizierten
Zellen prasent ist, hingegen mit dem urspringlichen Hamagglutinsignalpeptid konnte
kein CD40L auf der Oberflache der Zellen nachgewiesen werden, obwohl beide
Varianten in den Zelllysaten detektiert werden konnten. Anscheinend wird die
MegaCD40L-MB1 Variante durch das HA Signal in der Zelle so fehlgeleitet, dass sie
nicht mehr die Oberflache erreicht. Somit wurde auch diese Variante von weiteren
Versuchen ausgeschlossen.

Dies konnte dann auch bei der Analyse des Saccharosegradienten gezeigt werden,
hier waren nur die Varianten wtCD40L und MegaCD40L-MB2 detektierbar. Auffallend
war, dass von MegaCD40L-MB2 sehr viel weniger auf der Oberflache der VLP
nachweisbar war, dies konnte zudem in spateren SandwichELISAs bestatigt werden.
So war in etwa 7-10 Mal mehr wtCD40L auf den VLP als MegaCD40L-MB2.
Interessanterweise war ca. 2-3 Mal mehr MegaCD40L-MB2 auf den Partikeln, wenn
diese zugleich 97CN54 gp145 auf ihrer Oberflache trugen. Dieser Effekt war
(iberraschend, da die CD40L Verpackung auf die Virionen Env unabhangig ist *®°. Da
MegaCD40L-MB2 aufgrund der ACRP-30 Domane ?*° fahig ist sich zu Di-Trimeren
Zu organisieren, besitzt diese Variante wahrscheinlich einen héheren raumlichen
Anspruch als die wtCD40L Variante, die nur Trimere ausbildet. Dennoch waren die
Mengen ausreichend fur die Aktivierung von B-Zellen, wie im nachsten Kapitel
ausgefihrt wird.
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3.2. Molekulare Eigenschaften der CD40L pseudotypisierten virus-
ahnlicher Partikel

Nachdem die mit CD40L Varianten pseudotypisierten VLP biochemisch
charakterisiert wurden, sollte nun die biologische Aktivitédt analysiert werden. Das B-
Zell Aktivierungsexperiment wurde anhand mehrerer Publikationen 276 277: 278 279
erstellt, um ein mdglichst breites Spektrum an Methoden anzuwenden und somit
sicher die Funktionalitédt der Varianten bestimmen zu kdnnen. In der Tat waren beide
CD40L Varianten in der Lage die B-Zellen zu Aktivieren, zur Proliferation und zur
Immunglobulinsekretion anzuregen. Trotz der geringen Mengen an CD40L in den
VLP Praparationen waren diese ausreichend um die B-Lymphozyten zu aktivieren
und zur Proliferation zu stimulieren. Die MegaCD40L-MB2 Variante schnitt zwar bei
einigen Parametern (Hochregulation von CD86 und CD69, Immunglobulinsekretion)
etwas schlechter ab als die wtCD40L Version, war aber bei Verdopplung der VLP
Menge und damit der CD40L Menge in etwa genauso stimulatorisch (Daten nicht

aufgefihrt).

3.3. Adjuvanseigenschaften der membrangebundenen CD40L Varianten
bei VLP basierter Vakzine

Nachdem erfolgreich die Funktionalitat des MegaCD40L-MB2 gezeigt werden
konnte, sollten die Adjuvanseigenschaften im Vergleich zu wtCD40L untersucht
werden. Leider lieBen sich keine signifikant gesteigerten Immunantworten weder
durch Pseudotypisierung mit wtCD40L noch durch MegaCD40L-MB2 messen. Allein
bei der FACS Analyse der Env spezifischen CD8" Zellen lieB sich eine leicht
gesteigerte Immunantwort bei der MegaCD40L-MB2/gp145/97CN001 Gag Gruppe
messen. Auch eine Beimischung des rekombinant hergestellten MegaCD40L zeigte
nur leicht verbesserte Antworten. Auffallend war, dass eine Pseudotypisierung mit
Env gp145 vor allem die zellularen Immunantworten bei den einzelpseudotypiserten
VLP am besten verstarkte. Dies kdnnte, wie in Kapitel 2.2.1. der Diskussion erdrtert,
an einer verbesserten Aufnahme der Partikel Uber den Mannoserezeptor liegen.
Wahrscheinlich war die Menge an CD40L auf den VLP zu gering (£ 0,1% der
Gesamtmenge, demnach etwa 1-2 CD40L Molekile pro VLP) um noch
kostimulatorisch zu wirken. Im Falle der Analyse der Zytokinsekretion waren die teils
starken unspezifischen Reaktionen der mit Medium restimulierten Kontrollgruppen

auffallend. Dies kdnnte darin begriindet sein, dass die VLP Pr&parationen bis zu 20%
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FKS enthielten, die Menge an Env gp145 lag hingegen in einem Bereich von 0,1%.
Da aber das Medium bei der Restimulation ebenfalls zu 5% FKS enthielt kénnten
durch die Immunisierung induzierte FKS spezifische Immunantworten bei der
Restimulation reagieren. Fir weitere Immunisierungsstudien waren dann FKS frei
produzierte VLP von Relevanz, um diesen Effekt ausschlieBen zu kénnen. Dennoch
sollte es méglich sein VLP mit CD40L zu adjuvieren, da Lin et al. *°' dies mit Sl
Virionen erfolgreich zeigen konnten. Ob sich nun die Adjuvanseigenschaften des
CD40L durch die membrangebundene Version des MegaCD40L noch weiter steigern
lassen, muss in weiteren Experimenten mit unterschiedlichen
Immunisierungsansatzen und -strategien geklart werdeb. Vor allem ware interessant,
wie stark adjuvierend MegaCD40L-MB2 wirkt, wenn dieser als DNA-Vektor im

Rahmen einer DNA Immunisierungsstudie verabreicht wird.

3.4. Adjuvanseigenschaften von MegaCD40L bei Koapplikation mit Gag
und Env gp145 als DNA Vakzine

In der DNA basierten Impfstudie IS6 konnte gezeigt werden, dass die Starke Env-
spezifischen CD8" T-Zell- und humoralen Immunantworten mit der Menge an
koverabreichtem MegaCD40L korrelierte. Was im Einklang mit der Publikation von
Stone et al. # steht. Interessanterweise verschlechterten sich parallel dazu die Gag-
spezifischen CD8" T-Zellantworten, die humoralen, Gag-spezifischen Antworten
hingegen blieben unbeeinflusst. Dieses Phanomen kénnte durch die unterschiedlich
starke und schnelle Induktion von T-Zellen erklart werden (siehe Kapitel 2.2.3.) %7,
Demnach wirkt sich eine Koapplikation von Gag- und Env-Plasmid DNA in hohen
Mengen negativ auf die Induktion von Gag-spezifischen CD8+ T-Zellantworten aus.
Bei niedrigen Mengen an verabreichter Plasmid DNA scheint dieser Effekt nicht
aufzutreten. Koverabreicht man nun eine groBe Menge an Adjuvansvektor tritt dieser
wieder auf. Fir Env scheinen spezifische CD8" T-Zellen schneller rekrutiert und
induziert zu werden als flir Gag. Bei geringen Mengen an Env kann offensichtlich
kein so hohes Ungleichgewicht in den Ausgangspopulationen der spezifischen
Lymphozyten entstehen, so dass die Expansion der Gag-spezifischen T-Zellen nicht
beeintrachtigt ist. Dies kann durch die Zugabe des Adjuvans MegaCD40L
uberwunden werden und flr das immunologisch starkere Immunogen, also Env,
entsteht nun eine gréBere Ausgangspopulation an T-Lymphozyten und es kommt
wieder zu dem oben beschrieben Ungleichgewicht. Dies scheint aber nur bei der
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Gabe von hohen Mengen des Adjuvans aufzutreten. Durch die Titration des
MegaCD40L konnte zudem festgestellt werden, dass bei einem Verhéltnis von
Adjuvans zu Immunogengemisch von 1:5 die Gag-spezifischen CD8" T-
Zellantworten nicht so stark wegbrechen wie bei den anderen Mischratios und
dennoch die Env-spezifischen Antworten verstarkt werden. Auch auf humoraler
Ebene war diese Menge noch ausreichend, um die Env-spezifische Antwort zu

verstarken.

4. Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das urspriingliche 97CN54 GagPolNef
Konstrukt  hinsichtlich  der Pr55%¢9  Expression, Partikelfreisetzung und
immunologischer Eigenschaften verbessert werden konnte. Zudem konnten
Impfstrategien entwickelt werden, wenn dieses GagPolNef Konstrukt und dessen
Derivate in Kombination mit Env gp120 verabreicht wird.

Desweiteren wurde im Rahmen der Arbeit auch eine neue Variante des MegaCD40L,
die auf VLP verpackt werden kann und B-Lymphozyten aktiviert und deren

Proliferation induziert.

4.1. Einfluss der aktiven Protease des 97CN001 GagPolNef (Myr+, FS, P+)
Konstrukts auf die immunologischen Eigenschaften

Das ebenfalls neu generierte 97CN001 GagPolNef (Myr+, FS, P+) Konstrukt konnte
bis jetzt noch nicht auf seine immunologischen Eigenschaften getestet werden. So
muss noch abgeklart werden, inwiefern die Prozessierung des Polyproteins durch die

virale Protease die Gag- und Pol-spezifischen CD8" Antworten beeinflusst.

4.2. Immunogenitat der generierten GagPolNef Konstrukte im Kontext

einer auf rekombinanten Vaccinaviren basierenden Vakzine

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten GagPolNef Konstrukte wurden bereits in
Transfervektoren kloniert, um rekombinante Vaccinaviren herzustellen. Zum Teil
konnten diese schon hergestellt werden und sollen im Rahmen des Pox Virus T-Cell
Vaccine Discovery Consortium (PTVDC) Projekis der Gates Stiftung zuerst im
Tiermodell und die erfolgreichsten Konstrukte in klinischen Studien auf ihre

immunologischen Eigenschaften untersucht werden.
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4.3. Immunologische Eigenschaften von 97CN001 GagPolNef VLP

Bis jetzt konnten auch noch nicht 97CN001 GagPolNef basierte VLP immunologisch
analysiert werden. Die Herstellung konnte solcher Partikel konnte im ersten Kapitel
des Ergebnisteils gezeigt werden. Wie sich diese Partikel immunologisch im
Vergleich zu den Konstrukten in den DNA Immunisierungstudien verhalten, wurde
noch nicht genauer untersucht. Eventuell kann man durch solche VLP oder durch die
Kombination der VLP mit DNA basierten Impfstoffen noch eine weitere Verbesserung
der Gag- und Pol-spezifischen Immunantworten erreichen. Interessant ware auch
eine Immunisierung einer Kombination der VLP mit Env gp120 Plasmid-DNA,
vielleicht kdnnte dadurch die immunologische Konkurrenz von Gag und Env

umgangen werden.

4.4. Eighung des membrangebundenen MegaCD40L als molekulares
Adjuvans

Die stimulatorischen Eigenschaften des MegaCD40L-MB auf B-Lymphozyten
konnten im Verlauf dieser Arbeit gezeigt werden. In der Immunisierungsstudie mit
VLP konnte jedoch kein Adjuvanseffekt gemessen werden. Daher waére in einer auf
Plasmid-DNA bestehenden Studie interessant wie sich der membranstandige
MegaCD40L zu der sezernierten Variante verhalt und ob auch hier
Adjuvanseigenschaften gemessen werden kénnen. Auch eine Wiederholung der VLP
basierenden Studie waére interessant, da nun ein neues Expressionssystem zur
Verfagung steht, mit dem man VLP FKS frei in einer humanen Zelllinie produzieren
kann. FKS in den VLP Praparationen der Immunisierungsstudie 5 kdnnte einen
negativen Einfluss auf die Induktion der spezifischen Immunantworten ausgeibt
haben. Hier besteht noch Bedarf flr weitere Experimente. Zudem wurden im Verlauf
der Arbeit die humanen Pendants zu den murinen CD40L Varianten generiert, auf
Grund der artspezifischen Unterschiede, kénnten eventuell ein oder zwei Konstrukte
besser als die jeweilige murine Variante funktionieren.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass sowohl die generierten GagPolNef
Konstrukte als auch die CD40L Varianten noch groBes Potential bergen, die
Immunogenitat von moglichen HIV-1 Impfstoffen noch weiter zu verbessern und

daher weiter Gegenstand intensiver Forschung sein sollte.
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Zusammenfassung

Als Ausgangspunkt dieser Arbeit dienten die klinischen Studien EuroVacc01 und 02
121, 248, 249 1hoi denen gezeigt werden konnte, dass das getestete 97CN54 GagPolNef
Konstrukt in Kombination mit 97CN54 Env gp120 zwar gute Env-spezifische, aber
nur in geringerem Umfang Gag-, Pol- und Nef-spezifische polyfunktionelle Antworten
auf T-Zellebene induzierte. So waren die Studien hinsichtlich der Induktion Env-
spezifischer Immunantworten ein Erfolg, hinsichtlich Gag-Pol-Nef waére ein
balancierteres Verhaltnis der T-Zellantworten wlinschenswerter gewesen. Fir eine
HIV-1 Vakzine sind gerade starke Gag-spezifische T-Zellantworten von Interesse,
da diese wichtig fur die Kontrolle der Hl-viralen Viramie sind.

In dieser Arbeit sollte das GagPolNef Konstrukt weiterentwickelt werden, um vor
allem die in den Studien beobachteten schwachen Gag-spezifischen T-Zellantworten
zu verstarken, ohne dadurch die Env-spezifischen Immunantworten zu
beeintrachtigen. Die Modifikationen des Ausgangskonstrukts sollten i) die
Wiederherstellung des Myristylierungssignals, ii) des viralen, ribosomalen
Leserastersprungs und iii) der Aktivitat der viralen Protease umfassen, um eine
Partikelfreisetzung und eine Prozessierung des GagPolNef-Polyproteins zu
ermOglichen. Durch die verstarkte Freisetzung von virus-dhnlichen GagPolNef
Partikeln sollte vor allem Uber cross-presentation die Immunogenitat des Konstrukts
gesteigert werden.

Wahrend der Herstellung des modifizierten Konstrukts wurde festgestellt, dass das
97CN54 Pr55%% nicht in der Lage war, virus-adhnliche Partikel zu bilden. Nach einem
Aminosaurensequenzabgleich mit dem Pr55%%9 des HIV-1 Stamms C 97CN001 Virus,
welches derselben Patientenprobe entstammt wie 97CN54, wurden sieben
Aminosauresubstitionen identifiziert, welche die Partikelbildung beeintrachtigen
kénnten. Aus diesem Grunde wurde das 97CN54 Gag im GagPolNef Konstrukt durch
97CNO001 Gag ersetzt. Im Anschluss konnten die geplanten GagPolNef Konstrukte
generiert werden, welche die gewlnschten Eigenschaften einer verbesserten
Partikelfreisetzung, eines Leserastersprungs und einer funktionellen viralen Protease
aufwiesen.

In Immunisierungsstudien mit Balb/C Mausen wurde dann gezeigt, dass durch die

Resubstitution des Myristylierungssignals am N-Terminus des Polyproteins und das
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Zusammenfassung

Einflgen eines ribosomalen Leserastersprungs das GagPolNef Konstrukt in seinen
immunologischen  Eigenschaften deutlich verbessert ist. Aufgrund einer
nichtbeschriebene Punktmutation in der viralen Protease, welche deren Funktion
inhibierte, verzégerte sich die Herstellung des GagPolNef Konstrukts mit aktiver
viraler Protease und konnte nicht mehr in Immunisierungsstudien getestet werden.
Ein weiterer wesentlicher Aspekt dieser Arbeit war die Generierung eines
kodonoptimiertes 97CN001 Gag und eines 97CN54 PolNef Konstrukts, mit denen
sich bei Immunisierungen verschiedenste Kombinationen, wie unterschiedliche
Mischungsverhaltnisse oder raumlich bzw. zeitlich getrennte Vakzinierungen,
analysieren lieBen. Zudem konnten im Anschluss 97CN001 Gag basierte VLP zu
produziert werden, was mit dem urspringlichen 97CN54 Gag aufgrund der
ungenltgenden Partikelbildung nicht mdglich war. Dies eréffnet neue Optionen fir
kinftige Immunisierungsstudien.

Desweiteren konnten neue Impfstrategien fiir eine Koimmunisierung von 97CNO001
Gag bzw. GagPolNef DNA mit 97CN54 Env gp120 DNA getestet werden, um eine
beobachtete immunologische Konkurrenz von Gag- und Env-spezifischen CD8" T-
Zellantworten zu vermeiden. So lieBen sich bei einer raumlichen Trennung der Env
gp120 von der Gag/Pol Vakzinierung bzw. einer Reduktion der applizierten Menge
an Env gp120 DNA deutlich bessere Gag-spezifische CD8" T-Zellantworten als bei
einer aquimolaren Koapplikation induzieren.

Hinsichtlich der Entwicklung einer CD40L Variante als molekulares Adjuvans wurde
erfolgreich eine membranstéandige Version des oligomeren MegaCD40L generiert.
Diese Variante (MegaCD40L-MB) konnte auf der Oberflache von VLP verankert
werden und erwies sich in Aktivierungs- und Proliferationsexperimenten mit murinen
B-Lymphozyten als fast ebenso so stimulatorisch wie wildtyp CD40L bzw. teilweise
stimulatorischer als der lésliche, rekombinant hergestellte MegaCD40L. In einer
ersten Immunisierungsstudie mit 97CN54 Env gp145 pseudotypisierten
97CN001Gag VLP wurden multivalente Immunantworten gegen Gag und Env
untersucht. Jedoch konnten hier weder seitens wtCD40L noch seitens des
MegaCD40L-MB deutliche Adjuvanseigenschaften bezlglich der Induktion
spezifischer zelluldrer und humoraler Immunantworten gemessen werden. Dies
konnte auf die zu geringen Mengen an CD40L in den VLP Praparationen

zurlckgefihrt werden.
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Zusammenfassung

In einer auf 97CN001Gag/CN54 Env gp145 Plasmid-DNA basierten
Immunisierungstudie konnte ein positiver Einfluss des MegaCD40L auf die Induktion
von Env-spezifischen CD8" T-Zell und humoralen Immunantworten gezeigt werden.
So lieB sich beobachten, dass eine Adjuvierung mit MegaCD40L zwar die Env-
spezifischen Antworten verstarkt, die Gag-spezifischen CD8" T-Zell Antworten
hingegen abgeschwacht wurden. Dennoch konnten Strategien tber die Dosierung
des MegaCD40L erschlossen werden, um optimale Gag- und Env-spezifische
Immunantworten induzieren zu kbénnen, ohne dass die oben erwdhnte
immunologische Konkurrenz in CD8" T-Zellantworten auftritt.

In dieser Arbeit konnten also nicht nur verbesserte Immunogene und mdégliche
Kandidaten fir molekulare Adjuvantien entwickelt werden, sondern auch verbesserte

Strategien, diese im Rahmen von Immunisierungen applizieren zu kénnen.
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Anhang

Weitere verwendete Antikérper und Konjugate

Antikorper Spezies Spezifitat Konjugat Firma
Goat Anti-IgG (H+L chain specific) Ziege Murine IgG (H+L Kette) - S%ﬁiﬂn-
Emggéa)\/ted Anti-mouse CD40 Ligand Ziege (n;:rier11er_%gg)() Ligand Biotin R&D Systems
(Fgoi Z’ng‘;”se D69 Armenian 1 Gpeo FITC eBioscience
e e e s | e | muner G040 Ligar
FggzgdLi:airg)St(%oﬁnht/g}?use ep15e Pljgnrggtlzr muriner CD40 Ligand ) Ilgtl?armingen”"I
anti-HIV-1 Eny Maus | CN54/96ZM651 rgp140 . vak o Fassal
anti-HIV-1 Reverse Transkriptase Maus CN54 Pol - Dr. D. Helland
anti-HIV-1 Gag (Klon CB-4/1) Maus HIV-1 Stamm C - Charité
mxﬁfg;lobu”ns?_lbgg Anti-Mouse Kaninchen | Murine Immunglobuline HRP Dako
ggﬁjtugafe”“"\"o“se IgG  (H+L-AP | 2006 Murine IgG (H+L Kette) AP Bio-Rad
Strepavidin-PE : Biotin PE - qon™
anti-Maus CD45R/B220 Ratte | muriner CD45R/B220 PE - qon™
anti-Maus CD80-PE (Klon 16-10A1) Amentan | muriner CD8O PE Er?armingenw
anti-Maus CD86-PE (Klon GL1) Ratte | muriner CD86 PE Et?armingen”"
anti-Maus |-Ad-PE (Klon AMS-32.1) Maus muriner MHC-II I-A® (Balb/C) PE EEarmingenTM
Affinity Purified Mouse 1gG2b Isotype Maus ) ) eBioscience

Control

Verwendete Oligonukleotide

97CN001Gag-SQP_402 fw CCTGCAGGGCCAGATGGTGC
97CNO001Gag-SQP_510 rv GCTGAACATGGGGATCACCTC
97CN001Gag-SQP_901 fw CTGCGGGCCGAGCAGGCCAC
97CNO001Gag-SQP_1152 rv GATCCTCTTGCTGCCCTTGAAG
97CN001Gag-SQP_926 fw CGTGAAGAACTGGATGACCGAC
GPN-SPQ_1481 fw GCCAGGAATTCTTCAGGGAG
GPN-SPQ_1550 rv GTCTGCTCGCTIGCTIGAACTC
GPN-SPQ_1861 fw CACAAGGCCATCGGCACCG
GPN-SPQ_1940 rv CAGCCCAGCTGGGTCAGCAG
GPN-SPQ_2381 fw CAACGAGACCCCCGGCATCA
GPN-SPQ_2421 rv CTGCCCTTCCAGCCCTIGGGG
GPN-SPQ_2851 fw CCCGCCGCCGACGGCGTGGG
GPN-SPQ_2900 rv CCGTGCTTCTCCAGGICCCT
GPN-SPQ_3281 fw GCATCAAGGTGAGGCAGCTG
GPN-SPQ_3340 rv CGATGTCGGTCAGGGCCTTG
GPN-SPQ_3840 rv GGTCACGTAGCCGGCCTTGC
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97CN001Gag-1-Kpnl fw GGTACCGCCACCATGGGCGCCAGGGCCAG

97CNO001GagAStop rv GAATTCCTGGCTGCTGGGGTCGTTGCCGAAC

Protease Quickchange fw GGTACCACCGGTTCTTCAAGACCC

Protease Quickchange rv GAGCTCCTCGAGGATGGGGATCTIGCTICG

CN54 PolNef Primer fw GGGGTACCGCCACCATGGAATTCTTCAGGGAGAACCTGGCCCTGCCC

CN54 PolNef Primer rv GGCTCGAGTCATTACTTGGTCCTGTGCTGGC

Linker-muACRP 154-211 fw GGTCTGGGGGGGGAGGCAGCGAAGATGACGTTACTACAACTGAAGAGCTAGCTCCTGC
mCD40L_TM-Li 114-173 fw GGATCTGTGCTTTITGCTGTGTATGGAAGCGGCGGAGGGGGGTCTGGGGGGGGAGGCAGC
mCD40L_TM-Li 77-134 fw GTATTTACTTACTGTTTTCCTTATCACCCAAATGATTGGATCTGTIGCTTTTTGCTGTG
HA-mCD40L_TM-Li 38-96 fw CCTCCTGTTCACAGCTGTGCGGGGCATGAAGATTTTTATGTATTTACTTACTGTTTTCC
HA-mCD40L_TM-Li 1-60 fw GGGGTACCACCGCCACCATGGCTATCATCTACCTCATCCTCCTGTTCACAGCTGTGCGGG

wtSig-mCD40L_TM-Li 44-108 fw CAGAAGCGTGGCCACCGGCCTGCCCGCCTCTATGAAGATTITTTATGTATTTACTTACTGTTTTCC

wtSig-mCD40L_TM-Li 1-63 fw GGGGTACCGCCACCATGATCGAGACCTACAGCCAGCCCAGCCCCAGAAGCGTGGCCACCGGCC
mACRP-SQP fw GAAGATGACGTITACTACAAC

mACRP-SQP rv AGCGGCTTCTCCAGGCTCTC

mCD40L-SQP fw GGTGATGAGGATCCTICAAATIG

mCD40L-SQP rv GAGTTTGAGTAAGCCAAAAG

Gensequenzen

97CN54 Gag (Myr+)

atgggcgccagggccagcatcctgaggggcggcaagctggacaagtgggagaagatcaggctgaggcccggecggcaagaagcactacatgetga
agcacctggtgtgggccagcagggagctggagaggttcgeccctgaaccccggcectgectggagaccagcgagggctgcaagcagatcatgaagcea
gctgcagagcgccctgcagaccggcaccgaggagctgaggagectgttcaacaccgtggccaccceccctactgegtgcacaccgagatcgacgtg
agggacaccagggaggccctggacaagatcgaggaggagcagaacaagatccagcagaagacccagcaggccaaggaggccgacggcaaggtga
gccagaactaccccatcgtgcagaacctgcagggccagatggtgcaccagcccatcagccccaggaccctgaatgcatgggtgaaggtggtgga
ggagaaggccttcagccccgaggtgatccccatgttcagegececctgagecgagggecgceccacccectcaggacctgaacaccatgctgaacacecgtyg
ggcggccaccaggccgccatgcagatcctgaaggacaccatcaacgaggaggccgccgagtgggacaggctgcacccecgtgcacgeccggcecccca
tcgcccccggccagatgagggagcccaggggcagcgacatcgeccggcaccaccagcaacctgcaggagcagatcgectggatgaccagcaacce
acccgtgcccgtgggcgacatctacaagaggtggatcatcctgggtttaaacaagatcgtgaggatgtacageccccaccagcatcctggacatce
aagcagggccccaaggagcccttcagggactacgtggacaggttcttcaagaccctgagggeccgagcaggccacccagggcgtgaagaactgga
tgaccgacaccctgctggtgcagaacgccaaccccgactgcaagaccatcctgagggeccctgggeccececggecgeccagcatcgaggagatgatgac
cgcctgccagggcgtgggcggccccagceccacaaggccaaggtgctggeccgaggeccatgageccagaccaacagecgccatcecctgatgcagaggage
aacttcaagggcagcaagaggatcgtgaagtgcttcaactgcggcaaggagggccacatcgccaggaactgcagggcccccaggaagaagggcet
gctggaagtgcggcaaggagggccaccagatgaaggactgcaccgagaggcaggccaacttecctgggcaagatctggecccageccacaagggcgg
ccccggcaacttcecctgcagaacaggcccgageccaccgecccccccgaggagagcttcaggttcgaggaggagaccaccacccccageccagaag
caggagcccatcgacaaggagctgtaccccctgaccagectgaagagecctgttcggcaacgaccccagcagecagtaa

97CN001 Gag (Myr+)

atgggcgccagggccagcatcctgaggggcggcaagctggacaagtgggagaagatccggectgecggectggecggcaagaaacactacatgetga
agcacctggtctgggccagccgggagctggaacggttcgecctgaaccccggectgectggaaaccagcgagggctgtaagcagattatgaagcea
gctgcagcctgccctgcagaccggcaccgaggaactgcggagectgttcaacaccgtggccaccctgtactgegtgcacaccgagatcgacgtyg
cgggacaccaaagaggccctggacaagatcgaggaagagcagaacaagatccagcagaaaacccagcaggccaaagaagccgacggcaaggtct
cccagaactaccccatcgtgcagaacctgcagggccagatggtgcaccagcccatcagccceccggaccctgaacgectgggtgaaggtggtgga
ggaaaaggccttcagccccgaggtgatccccatgttcagecgececctgagcgagggcgccacaccccaggacctgaacaccatgectgaacaccgtg
ggcggccaccaggctgctatgcagatcctgaaggacaccatcaacgaggaagccgccgagtgggaccggctgcaccctgtgcacgeccggaccca
tcgcccecctggccagatgcgggagcccaggggcagcgacatcgeccggcaccacctccaacctgcaagaacagatcgectggatgaccagcaacce
ccccgtgecccgtgggcgacatctacaagecggtggatcatcecctgggectgaacaagatcgtgeggatgtacagecccacctceccatecctggacatce
aagcagggccccaaagagcccttcececgggactacgtggaccggttcttcaagaccctgecgggeccgagcaggccacccaggacgtgaagaactgga
tgaccgacaccctgctggtgcagaacgccaaccccgactgcaagaccatcctgagagcactcggecccaggcgcaagcatcgaggaaatgatgac
cgcctgccagggcgtgggcggacccagccacaaggccaaggtgctggeccgaggeccatgageccagaccaacagcgccatcecctgatgcagecggage
aacttcaagggcagcaagaggatcgtgaagtgcttcaactgcggcaaagagggccacatcgcccggaactgcagggccecccaggaagaagggcet
gctggaagtgcggcaaagaaggacaccagatgaaggactgcaccgagcggcaggccaacttecctgggcaagatctggeccctecccacaagggcag
gcccggcaacttcecctgcagaacggeccctgageccaccgeccctecccgaggaaagcttecggttcggecgaggaaaccaccacccccageccagaag
caggaacccatcgacaaagagctgtaccccctgaccagectgaagagcecctgttcggcaacgaccccagcagecagtgatga

97CN54 GagPolNef (Myr-/FS-/P-)

atggccgccagggccagcatcctgaggggcggcaagctggacaagtgggagaagatcaggctgaggcccggecggcaagaagcactacatgetga
agcacctggtgtgggccagcagggagctggagaggttcgeccctgaaccccggcectgectggagaccagcgagggctgcaagcagatcatgaagcea
gctgcagagcgccctgcagaccggcaccgaggagctgaggagectgttcaacaccgtggccaccceccectactgegtgcacaccgagatcgacgtyg
agggacaccagggaggccctggacaagatcgaggaggagcagaacaagatccagcagaagacccagcaggccaaggaggccgacggcaaggtga
gccagaactaccccatcgtgcagaacctgcagggccagatggtgcaccagcccatcagccccaggaccctgaatgcatgggtgaaggtggtgga
ggagaaggccttcagccccgaggtgatccccatgttcagegececctgagcgagggecgeccacccctcaggacctgaacaccatgectgaacacecgtyg
ggcggccaccaggccgccatgcagatcctgaaggacaccatcaacgaggaggccgccgagtgggacaggctgcaccccgtgcacgeccggecccca
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tcgcccccggccagatgagggagcccaggggcagcgacatcgeccggcaccaccagcaacctgcaggagcagatcgectggatgaccagcaacce
acccgtgcccgtgggcgacatctacaagaggtggatcatcctgggtttaaacaagatcgtgaggatgtacageccccaccagcatcctggacatce
aagcagggccccaaggagcccttcagggactacgtggacaggttcttcaagaccctgagggccgagcaggccacccagggcgtgaagaactgga
tgaccgacaccctgctggtgcagaacgccaaccccgactgcaagaccatcctgagggeccctgggecceccggecgeccagcatcgaggagatgatgac
cgcctgccagggcgtgggcggccccageccacaaggccaaggtgctggeccgaggeccatgageccagaccaacagcgccatecctgatgcagaggage
aacttcaagggcagcaagaggatcgtgaagtgcttcaactgcggcaaggagggccacatcgccaggaactgcagggcccccaggaagaagggcet
gctggaagtgcggcaaggagggccaccagatgaaggactgcaccgagaggcaggccaacttecctgggcaagatctggecccageccacaagggcgg
ccccggcaacttcecctgcagaacaggcccgageccaccgecccceccccgaggagagcttcaggttcgaggaggagaccaccaccecccagceccagaag
caggagcccatcgacaaggagctgtaccccctgaccagectgaagagecctgttcggcaacgaccccagcagecaggaattcecttcagggagaacce
tggccctgceccccagggcagggccagggagttcagcagecgagcagaccagggccaacagccccaccaggggcgagectgcaggtgtggggcaggga
caacaacagcatcagcgaggccggcgccaacaggcagggcaccatcagcttcaacttecccccagatcaccctgtggcagaggeccctggtgacce
atcaagatcggcggccagctgaaggaggccctgctgaacaccggcgeccggcgacaccgtgectggaggacctgaacctgecccggcaagtggaage
ccaagatgatcggcggcatcggcggcttcatcaaggtgaggcagtacgagcagatccccatcgagatctgecggccacaaggccatcggcaccgt
gctggtgggccccacccecccgtgaacatcatcggcaggaacctgctgacccagectgggectgcaccctgaactteccccatcagecccatcgagacce
gtgcccgtgaagctgaagcccggcatggacggccccaaggtgaagcagtggeccectgaccgaggagaagatcaaggeccctgaccgceccatectgeg
acgagatggagaaggagggcaagatcaccaagatcggccccgagaacccctacaacacccccatcttecgeccatcaagaagaaggacagcaccaa
gtggaggaagctggtggacttcagggagctgaacaagaggacccaggacttctgggaggtgcagectgggcatcccccaccccgecggectgaag
aagaagaagagcgtgaccgtgctggacgtgggcgacgcctacttcagcatcccectgtacgaggacttcaggaagtacaccgecttcaccatcce
ccagcaggaacaacgagacccccggcatcagctaccagtacaacgtgctgeccccagggctggaagggcagectecgecatctteccagagcageat
gaccatcgaggagctgatctacagcaagaagaggcaggagatcctggacctgtgggtgtaccacacccagggctacttcceccgactggcacaac
tacacccccggceccccggcecgtgaggttceccectgacctteggetggtgettcaagectggtgececgtggaccccagggaggtggaggaggccaacyg
agggcgaggacaactgcctgctgcacccececgtgtgeccagcacggcatggaggacgaccacagggaggtgctgaagtggaagttcgacagccagcet
ggcccacaggcacagggccagggagctgcaccccgagttctacaaggactgcatgggcggcaagtggagcaagagcagcatcgtgggectggecce
gccatcagggagaggatgaggaggaccgagcccgceccgecgacggegtgggegecgtgagcagggacctggagaagcacggecgecatcaccagea
gcaacaccgccgccaccaacgaggactgecgcecctggectggaggecccaggaggagggcgaggtgggecttecccecgtgaggecccaggtgececctgag
gcccatgacctacaagggcgceccgtggacctgagcecttcttectgaaggagaagggcggectggagggecctgaggcagcacctgectgaggtgggge
ttcaccacccccgacaagaagcaccagaaggagcccccecttectgtggatgggctacgagectgecacceccgacaagtggaccgtgcagcccacce
agctgcccgagaaggatagctggaccgtgaacgacatccagaagctggtgggcaagctgaactgggccagccagatctaccccggcatcaaggt
gaggcagctgtgcaagctgctgaggggcgccaaggccctgaccgacatcgtgecececctgaccgaggaggeccgagctggagectggecgagaacagg
gagatcctgaaggagcccgtgcacggcgtgtactacgaccccagcaaggacctgatcgeccgagatccagaagcagggccaggagcagtggacct
accagatctaccaggagcccttcaagaacctgaagaccggcaagtacgccaagatgaggaccgcccacaccaacgacgtgaagcagectgaccga
ggccgtgcagaagatcgccatggagggcatcgtgatctggggcaagacccccaagttcaggectgeccatccagaaggagacctgggagacctgg
tggaccgactactggcaggccacctggatccccgagtgggagttcecgtgaacacccecctcececectggtgaagectgtggtatcagetggagaaggacce
ccatcgtgggcgtggagaccttctacgtggacggcgccgccaacagggagaccaagatcggcaaggeccggctacgtgaccgacaggggcaggaa
gaagatcgtgagcctgaccgagaccaccaaccagaagaccgagctgcaggccatctgecatcgececctgcaggacagecggcagcgaggtgaacatce
gtgaccgacagccagtacgccctgggcatcatccaggcccageccgacaagagcgagagcgagctggtgaaccagatcatcgagcagectgatga
agaaggagagggtgtacctgagctgggtgcccgcccacaagggcatcggcggcaacgagcaggtggacaagctggtgagcagecggcatcaggaa
ggtgctgaagaccctggagcccttcaggaagcagaaccccggcatcgtgatctaccagtacatggacgacctgtacgtgggcagecgacctggag
atcggccagcacaggaccaagtaaa

97CNO001 GagPolNef (Myr-/FS-/P-)

atggccgccagggccagcatcctgaggggcggcaagctggacaagtgggagaagatccggectgecggectggecggcaagaaacactacatgetga
agcacctggtctgggccagccgggagctggaacggttcgecctgaaccccggcectgectggaaaccagcgagggctgtaagcagattatgaagcea
gctgcagcctgccecctgcagaccggcaccgaggaactgcggagectgttcaacaccgtggccaccctgtactgegtgcacaccgagatcgacgtyg
cgggacaccaaagaggccctggacaagatcgaggaagagcagaacaagatccagcagaaaacccagcaggccaaagaagccgacggcaaggtet
cccagaactaccccatcgtgcagaacctgcagggccagatggtgcaccagcccatcagccceccggaccctgaacgectgggtgaaggtggtgga
ggaaaaggccttcagccccgaggtgatccccatgttcagecgececctgagcgagggcgeccacaccccaggacctgaacaccatgectgaacacecgtyg
ggcggccaccaggctgctatgcagatcctgaaggacaccatcaacgaggaagccgccgagtgggaccggctgcaccctgtgcacgeccggaccca
tcgcccecctggccagatgcgggagcccaggggcagcgacatcgeccggcaccacctccaacctgcaagaacagatcgectggatgaccagcaacce
ccccgtgccecgtgggcgacatctacaagecggtggatcatcecctgggectgaacaagatcecgtgecggatgtacagecccacctceccatcecctggacatce
aagcagggccccaaagagcccttcecgggactacgtggaccggttcttcaagaccctgecgggeccgagcaggccacccaggacgtgaagaactgga
tgaccgacaccctgctggtgcagaacgccaaccccgactgcaagaccatcctgagagcactcggecccaggcgcaagcatcgaggaaatgatgac
cgcctgccagggcgtgggcggacccagceccacaaggccaaggtgctggeccgaggeccatgageccagaccaacagcgccatecctgatgcagecggage
aacttcaagggcagcaagaggatcgtgaagtgcttcaactgcggcaaagagggccacatcgcccggaactgcagggccecccaggaagaagggcet
gctggaagtgcggcaaagaaggacaccagatgaaggactgcaccgagcggcaggccaacttecctgggcaagatctggeccctcccacaagggcag
gcccggcaacttcecctgcagaacggeccctgageccaccgeccctecccgaggaaagcttecggttcggecgaggaaaccaccacccccagccagaag
caggaacccatcgacaaagagctgtaccccctgaccagectgaagagecctgttecggcaacgaccccagcageccaggaattcecttcagggagaacce
tggccctgceccccagggcagggccagggagttcagcagecgagcagaccagggccaacagccccaccaggggcgagectgcaggtgtggggcaggga
caacaacagcatcagcgaggccggcgccaacaggcagggcaccatcagcttcaacttecccccagatcaccctgtggcagaggeccctggtgacce
atcaagatcggcggccagctgaaggaggccctgctgaacaccggcgeccggcgacaccgtgectggaggacctgaacctgecccggcaagtggaage
ccaagatgatcggcggcatcggcggcttcatcaaggtgaggcagtacgagcagatccccatcgagatctgecggeccacaaggccatcggcaccgt
gctggtgggccccacccecccgtgaacatcatcggcaggaacctgctgacccagectgggectgcaccctgaactteccccatcagecccatcgagacce
gtgcccgtgaagctgaagcccggcatggacggccccaaggtgaagcagtggeccectgaccgaggagaagatcaaggeccctgaccgceccatectgeg
acgagatggagaaggagggcaagatcaccaagatcggccccgagaacccctacaacacccccatcttecgeccatcaagaagaaggacagcaccaa
gtggaggaagctggtggacttcagggagctgaacaagaggacccaggacttctgggaggtgcagectgggcatcccccaccccgecggectgaag
aagaagaagagcgtgaccgtgctggacgtgggcgacgcctacttcagcatcccecectgtacgaggacttcaggaagtacaccgecttcaccatcce
ccagcaggaacaacgagacccccggcatcagctaccagtacaacgtgctgeccccagggctggaagggcagectecgecatctteccagagcageat
gaccatcgaggagctgatctacagcaagaagaggcaggagatcctggacctgtgggtgtaccacacccagggctacttcceccgactggcacaac
tacacccccggceccccggcecgtgaggttecccectgacctteggetggtgettcaagectggtgececgtggaccccagggaggtggaggaggccaacyg
agggcgaggacaactgcctgctgcacccecgtgtgeccagcacggcatggaggacgaccacagggaggtgctgaagtggaagttcgacagccagcet
ggcccacaggcacagggccagggagctgcaccccgagttctacaaggactgcatgggcggcaagtggagcaagagcagcatcgtgggectggece
gccatcagggagaggatgaggaggaccgagcccgceccgecgacggegtgggegecgtgagcagggacctggagaagcacggecgecatcaccagea
gcaacaccgccgccaccaacgaggactgecgcecctggectggaggecccaggaggagggcgaggtgggecttececcecgtgaggecccaggtgececctgag
gcccatgacctacaagggcgccgtggacctgagcttcttectgaaggagaagggcggectggagggecctgaggcagcacctgectgaggtgggge
ttcaccacccccgacaagaagcaccagaaggagcccccecttectgtggatgggctacgagectgecacceccgacaagtggaccgtgcagcccacce
agctgcccgagaaggatagctggaccgtgaacgacatccagaagctggtgggcaagctgaactgggccagccagatctacccecggcatcaaggt
gaggcagctgtgcaagctgctgaggggcgccaaggccctgaccgacatcgtgeccecctgaccgaggaggeccgagctggagetggecgagaacagg
gagatcctgaaggagcccgtgcacggcgtgtactacgaccccagcaaggacctgatcgeccgagatccagaagcagggccaggagcagtggacct
accagatctaccaggagcccttcaagaacctgaagaccggcaagtacgccaagatgaggaccgcccacaccaacgacgtgaagcagctgaccga
ggccgtgcagaagatcgccatggagggcatcgtgatctggggcaagacccccaagttcaggectgeccatccagaaggagacctgggagacctgg
tggaccgactactggcaggccacctggatccccgagtgggagttcgtgaacacccecctcececectggtgaagectgtggtatcagetggagaaggacce
ccatcgtgggcgtggagaccttctacgtggacggcgccgccaacagggagaccaagatcggcaaggccggctacgtgaccgacaggggcaggaa
gaagatcgtgagcctgaccgagaccaccaaccagaagaccgagctgcaggccatctgecatcgececctgcaggacagecggcagcgaggtgaacatce
gtgaccgacagccagtacgccctgggcatcatccaggcccageccgacaagagcgagagcgagectggtgaaccagatcatcgagcagectgatga
agaaggagagggtgtacctgagctgggtgcccgcccacaagggcatcggcggcaacgagcaggtggacaagctggtgagcagecggcatcaggaa
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ggtgctgaagaccctggagcccttcaggaagcagaaccccggcatcgtgatctaccagtacatggacgacctgtacgtgggcagecgacctggag
atcggccagcacaggaccaagtaa

97CN001 GagPolNef (Myr+/FS-/P-)

atgggcgccagggccagcatcctgaggggcggcaagctggacaagtgggagaagatccggectgecggecctggecggcaagaaacactacatgetga
agcacctggtctgggccagccgggagctggaacggttcgecctgaacccecggectgectggaaaccagcgagggctgtaagcagattatgaageca
gctgcagcctgccctgcagaccggcaccgaggaactgcggagectgttcaacaccgtggccaccctgtactgegtgcacaccgagatcgacgtyg
cgggacaccaaagaggccctggacaagatcgaggaagagcagaacaagatccagcagaaaacccagcaggccaaagaagccgacggcaaggtet
cccagaactaccccatcgtgcagaacctgcagggccagatggtgcaccageccatcageccececcggaccctgaacgectgggtgaaggtggtgga
ggaaaaggccttcagccccgaggtgatccccatgttcagecgececctgagcgagggcgccacaccccaggacctgaacaccatgectgaacacecgtg
ggcggccaccaggctgctatgcagatcctgaaggacaccatcaacgaggaagccgccgagtgggaccggctgcaccctgtgcacgeccggaccca
tcgcccecctggccagatgcgggagcecccaggggcagcgacatcgecggcaccacctccaacctgcaagaacagatcgectggatgaccagcaacce
ccccgtgecccgtgggcgacatctacaagecggtggatcatcecctgggectgaacaagatcgtgeggatgtacagecccacctceccatecctggacatce
aagcagggccccaaagagcccttcecgggactacgtggaccggttcttcaagaccctgecgggeccgagcaggccacccaggacgtgaagaactgga
tgaccgacaccctgctggtgcagaacgccaaccccgactgcaagaccatcctgagagcactcggecccaggecgcaagcatcgaggaaatgatgac
cgcctgccagggcgtgggcggacccagccacaaggccaaggtgctggeccgaggeccatgageccagaccaacagecgccatcecctgatgcageggage
aacttcaagggcagcaagaggatcgtgaagtgcttcaactgcggcaaagagggccacatcgcccggaactgcagggccecccaggaagaagggcet
gctggaagtgcggcaaagaaggacaccagatgaaggactgcaccgagcggcaggccaacttcecctgggcaagatctggeccctcccacaagggcag
gcccggcaacttcecctgcagaacggeccctgageccaccgeccctecccgaggaaagcttecggttcggecgaggaaaccaccacccccageccagaag
caggaacccatcgacaaagagctgtaccccctgaccagectgaagagecctgttcggcaacgaccccagcageccaggaattcecttcagggagaacce
tggccctgccccagggcagggccagggagttcagcagcgagcagaccagggccaacagccccaccaggggecgagectgcaggtgtggggcaggga
caacaacagcatcagcgaggccggcgccaacaggcagggcaccatcagcttcaacttceccecccagatcaccctgtggcagaggeccctggtgacce
atcaagatcggcggccagctgaaggaggccctgctgaacaccggcgeccggcgacaccgtgectggaggacctgaacctgecccggcaagtggaage
ccaagatgatcggcggcatcggcggcttcatcaaggtgaggcagtacgagcagatccccatcgagatctgecggeccacaaggccatcggcaccgt
gctggtgggccccacccccgtgaacatcatcggcaggaacctgctgacccagectgggctgcaccctgaactteccccatcagecccatcgagacce
gtgcccgtgaagctgaagcccggcatggacggccccaaggtgaagcagtggeccectgaccgaggagaagatcaaggeccctgaccgccatcectgeg
acgagatggagaaggagggcaagatcaccaagatcggccccgagaacccctacaacacccccatcttecgeccatcaagaagaaggacagcaccaa
gtggaggaagctggtggacttcagggagctgaacaagaggacccaggacttctgggaggtgcagctgggcatcccccacceccgecggectgaag
aagaagaagagcgtgaccgtgctggacgtgggcgacgcctacttcagcatcccecectgtacgaggacttcaggaagtacaccgecttcaccatce
ccagcaggaacaacgagacccccggcatcagctaccagtacaacgtgctgeccccagggctggaagggcagectcecgecatctteccagagcageat
gaccatcgaggagctgatctacagcaagaagaggcaggagatcctggacctgtgggtgtaccacacccagggctacttcceccgactggcacaac
tacacccccggceccccggcecgtgaggttceccectgacctteggetggtgettcaagectggtgececgtggaccccagggaggtggaggaggeccaacyg
agggcgaggacaactgcctgctgcaccccgtgtgeccagcacggcatggaggacgaccacagggaggtgctgaagtggaagttcgacagccaget
ggcccacaggcacagggccagggagctgcaccccgagttctacaaggactgcatgggcggcaagtggagcaagagcagcatcgtgggetggecce
gccatcagggagaggatgaggaggaccgagcccgceccgecgacggecgtgggegecgtgagcagggacctggagaagcacggecgecatcaccagea
gcaacaccgccgccaccaacgaggactgecgcecctggectggaggecccaggaggagggcgaggtgggecttececececgtgaggecccaggtgeccectgag
gcccatgacctacaagggcgccgtggacctgagecttcttectgaaggagaagggcggectggagggecctgaggcagcacctgectgaggtgggge
ttcaccacccccgacaagaagcaccagaaggagcccccecttectgtggatgggctacgagectgecacceccgacaagtggaccgtgcagcceccacce
agctgcccgagaaggatagctggaccgtgaacgacatccagaagctggtgggcaagctgaactgggccagccagatctacccecggcatcaaggt
gaggcagctgtgcaagctgctgaggggcgccaaggccctgaccgacatcgtgecececctgaccgaggaggeccgagctggagectggecgagaacagyg
gagatcctgaaggagcccgtgcacggcgtgtactacgaccccagcaaggacctgatcgeccgagatccagaagcagggccaggagcagtggacct
accagatctaccaggagcccttcaagaacctgaagaccggcaagtacgccaagatgaggaccgcccacaccaacgacgtgaagcagectgaccga
ggccgtgcagaagatcgccatggagggcatcgtgatctggggcaagacccccaagttcaggectgeccatccagaaggagacctgggagacctgg
tggaccgactactggcaggccacctggatccccgagtgggagttcgtgaacacccecctceccecectggtgaagectgtggtatcagetggagaaggacc
ccatcgtgggcgtggagaccttctacgtggacggcgccgccaacagggagaccaagatcggcaaggccggctacgtgaccgacaggggcaggaa
gaagatcgtgagcctgaccgagaccaccaaccagaagaccgagctgcaggceccatctgecatcgececctgcaggacagcggcagcgaggtgaacatce
gtgaccgacagccagtacgccctgggcatcatccaggcccageccgacaagagcgagagcgagctggtgaaccagatcatcgagcagectgatga
agaaggagagggtgtacctgagctgggtgcccgcccacaagggcatcggcggcaacgagcaggtggacaagectggtgagcagecggcatcaggaa
ggtgctgaagaccctggagcccttcaggaagcagaaccccggcatcgtgatctaccagtacatggacgacctgtacgtgggcagecgacctggag
atcggccagcacaggaccaagtaa

97CNO001 GagPolNef (Myr+/FS+/P-)

atgggcgccagggccagcatcctgaggggcggcaagctggacaagtgggagaagatccggectgecggectggecggcaagaaacactacatgectga
agcacctggtctgggccagccgggagctggaacggttcgecctgaaccccggcectgectggaaaccagcgagggctgtaagcagattatgaagcea
gctgcagcctgccctgcagaccggcaccgaggaactgcggagectgttcaacaccgtggccaccctgtactgegtgcacaccgagatcgacgtyg
cgggacaccaaagaggccctggacaagatcgaggaagagcagaacaagatccagcagaaaacccagcaggccaaagaagccgacggcaaggtct
cccagaactaccccatcgtgcagaacctgcagggccagatggtgcaccagcccatcagccecceccggaccctgaacgectgggtgaaggtggtgga
ggaaaaggccttcagccccgaggtgatccccatgttcagegececctgagcgagggcgccacaccccaggacctgaacaccatgectgaacaccgtyg
ggcggccaccaggctgctatgcagatcctgaaggacaccatcaacgaggaagccgccgagtgggaccggctgcaccctgtgcacgeccggaccca
tcgcccecctggccagatgcgggagcccaggggcagcgacatcgeccggcaccacctccaacctgcaagaacagatcgectggatgaccagcaacce
ccccgtgecccgtgggcgacatctacaagecggtggatcatcecctgggectgaacaagatcgtgeggatgtacagecccacctceccatecctggacatce
aagcagggccccaaagagcccttcecgggactacgtggaccggttcttcaagaccctgecgggeccgagcaggccacccaggacgtgaagaactgga
tgaccgacaccctgctggtgcagaacgccaaccccgactgcaagaccatcctgagagcactcggecccaggcgcaagcatcgaggaaatgatgac
cgcctgccagggcgtgggcggacccagccacaaggccaaggtgctggeccgaggeccatgageccagaccaacagecgccatcecctgatgcageggage
aacttcaagggcagcaagaggatcgtgaagtgcttcaactgcggcaaagagggccacatcgcccggaactgcagggccecccaggaagaagggcet
gctggaagtgcggcaaagaaggacaccagatgaaggactgcaccgagcggcaggccaattttttagggaaaatctggeccctcccacaagggaag
gccagggaattttcttcagaacggaccagagccaacagccccaccagaggagagcttcaggtttggggaagagacaacaactccatctcagaag
caggagccaatagacaaggaactatatcctttaacttccctcaaatcactctttggcaacgaccecctecgtcacaataaagataggcggccaget
gaaggaggccctgctgaacaccggcgccggcgacaccgtgctggaggacctgaacctgecccggcaagtggaagecccaagatgatcggeggeatce
ggcggcttcatcaaggtgaggcagtacgagcagatccccatcgagatctgecggeccacaaggccatcggcaccgtgectggtgggecccaccecccg
tgaacatcatcggcaggaacctgctgacccagctgggctgcaccctgaacttceccccatcagecceccatcgagaccgtgeccgtgaagectgaagec
cggcatggacggccccaaggtgaagcagtggecccctgaccgaggagaagatcaaggccctgaccgeccatctgecgacgagatggagaaggagggce
aagatcaccaagatcggccccgagaacccctacaacacccccatcttecgeccatcaagaagaaggacagcaccaagtggaggaagctggtggact
tcagggagctgaacaagaggacccaggacttctgggaggtgcagctgggcatcccccacceccgecggectgaagaagaagaagagcecgtgaccegt
gctggacgtgggcgacgcctacttcagcatcccecctgtacgaggacttcaggaagtacaccgccttcaccatccccagcaggaacaacgagacce
cccggcatcagctaccagtacaacgtgctgccccagggctggaagggcagectcgeccatcttccagagcagcatgaccatcgaggagctgatcet
acagcaagaagaggcaggagatcctggacctgtgggtgtaccacacccagggctacttccccgactggcacaactacacccccggeccccggegt
gaggttcccecctgaccttcecggectggtgettcaagectggtgeccecgtggaccccagggaggtggaggaggccaacgagggcgaggacaactgectyg
ctgcaccccgtgtgccagcacggcatggaggacgaccacagggaggtgctgaagtggaagttcgacageccagctggecccacaggcacagggeca
gggagctgcaccccgagttctacaaggactgcatgggcggcaagtggagcaagagcagcatcgtgggectggecccgecatcagggagaggatgag
gaggaccgagcccgccgceccgacggcegtgggegeecgtgagcagggacctggagaagcacggecgceccatcaccagcagcaacaccgccgceccaccaac
gaggactgcgcctggctggaggcccaggaggagggcgaggtgggcttceccececgtgaggecccaggtgececctgaggeccatgacctacaagggceg
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ccgtggacctgagcttcttcecctgaaggagaagggcggcctggagggecctgaggcagcacctgectgaggtggggecttcaccaccecccgacaagaa
gcaccagaaggagccccccttectgtggatgggctacgagctgcaccccgacaagtggaccgtgcageccacccagctgeccgagaaggatage
tggaccgtgaacgacatccagaagctggtgggcaagctgaactgggccagccagatctaccccggcatcaaggtgaggcagectgtgcaagetge
tgaggggcgccaaggccctgaccgacatcgtgeccecctgaccgaggaggceccgagctggagectggecgagaacagggagatcctgaaggageccgt
gcacggcgtgtactacgaccccagcaaggacctgatcgeccgagatccagaagcagggccaggagcagtggacctaccagatctaccaggagecce
ttcaagaacctgaagaccggcaagtacgccaagatgaggaccgcccacaccaacgacgtgaagcagctgaccgaggccgtgcagaagatcgceca
tggagggcatcgtgatctggggcaagacccccaagttcaggctgeccatccagaaggagacctgggagacctggtggaccgactactggcagge
cacctggatccccgagtgggagttcgtgaacacccecctceccectggtgaagectgtggtatcagectggagaaggaccccatcgtgggecgtggagacce
ttctacgtggacggcgccgccaacagggagaccaagatcggcaaggccggctacgtgaccgacaggggcaggaagaagatcgtgagectgaccg
agaccaccaaccagaagaccgagctgcaggccatctgcatcgeccctgcaggacagcggcagcgaggtgaacatcgtgaccgacagccagtacge
cctgggcatcatccaggcccagcccgacaagagcgagagcgagctggtgaaccagatcatcgagcagectgatgaagaaggagagggtgtacctyg
agctgggtgcccgecccacaagggcatcggcggcaacgagcaggtggacaagctggtgagcagecggcatcaggaaggtgectgaagaccctggage
ccttcaggaagcagaaccccggcatcgtgatctaccagtacatggacgacctgtacgtgggcagcgacctggagatcggccagcacaggaccaa
gtaa

97CN001 GagPolNef (Myr+ FS+ P+)

atgggcgccagggccagcatcctgaggggcggcaagctggacaagtgggagaagatccggectgecggectggecggcaagaaacactacatgetga
agcacctggtctgggccagccgggagctggaacggttcgecctgaacccecggectgectggaaaccagcgagggctgtaagcagattatgaageca
gctgcagcctgccctgcagaccggcaccgaggaactgcggagectgttcaacaccgtggccaccctgtactgegtgcacaccgagatcgacgtyg
cgggacaccaaagaggccctggacaagatcgaggaagagcagaacaagatccagcagaaaacccagcaggccaaagaagccgacggcaaggtet
cccagaactaccccatcgtgcagaacctgcagggccagatggtgcaccageccatcageccececcggaccctgaacgectgggtgaaggtggtgga
ggaaaaggccttcagccccgaggtgatccccatgttcagecgececctgagcgagggcgccacaccccaggacctgaacaccatgectgaacacecgtyg
ggcggccaccaggctgctatgcagatcctgaaggacaccatcaacgaggaagccgccgagtgggaccggctgcaccctgtgcacgeccggaccca
tcgcccecctggccagatgcgggagcecccaggggcagcgacatcgeccggcaccacctccaacctgcaagaacagatcgectggatgaccagcaacce
ccccgtgecccgtgggcgacatctacaagecggtggatcatcecctgggectgaacaagatcgtgeggatgtacagecccacctceccatecctggacatce
aagcagggccccaaagagcccttccgggactacgtggaccggttcttcaagaccctgecgggeccgagcaggccacccaggacgtgaagaactgga
tgaccgacaccctgctggtgcagaacgccaaccccgactgcaagaccatcctgagagcactcggecccaggecgcaagcatcgaggaaatgatgac
cgcctgccagggcgtgggcggacccagccacaaggccaaggtgctggeccgaggeccatgageccagaccaacagcgccatcecctgatgcageggage
aacttcaagggcagcaagaggatcgtgaagtgcttcaactgcggcaaagagggccacatcgcccggaactgcagggccecccaggaagaagggcet
gctggaagtgcggcaaagaaggacaccagatgaaggactgcaccgagcggcaggccaattttttagggaaaatctggccctceccacaagggaag
gccagggaattttcttcagaacggaccagagccaacagccccaccagaggagagcttcaggtttggggaagagacaacaactccatctcagaag
caggagccaatagacaaggaactatatcctttaacttccctcaaatcactctttggcaacgaccecctcgtcacaataaagataggcggccaget
gaaggaggccctgctggacaccggcgccgacgacaccgtgctggaggacctgaacctgecccggcaagtggaagecccaagatgatcggecggeatce
ggcggcttcatcaaggtgaggcagtacgagcagatccccatcgagatctgecggeccacaaggccatcggcaccgtgectggtgggecccaccecccg
tgaacatcatcggcaggaacctgctgacccagctgggctgcaccctgaacttccccatcageccccatcgagaccgtgeccgtgaagectgaagec
cggcatggacggccccaaggtgaagcagtggecccctgaccgaggagaagatcaaggceccctgaccgeccatctgecgacgagatggagaaggagggce
aagatcaccaagatcggccccgagaacccctacaacacccccatcttecgeccatcaagaagaaggacagcaccaagtggaggaagctggtggact
tcagggagctgaacaagaggacccaggacttctgggaggtgcagctgggcatcccccacceccgecggectgaagaagaagaagagcecgtgaccegt
gctggacgtgggcgacgcctacttcagcatcccecctgtacgaggacttcaggaagtacaccgcecttcaccatccccagcaggaacaacgagace
cccggcatcagctaccagtacaacgtgctgccccagggctggaagggcagectcgeccatcttccagagcagcatgaccatcgaggagctgatcet
acagcaagaagaggcaggagatcctggacctgtgggtgtaccacacccagggctacttccccgactggcacaactacacccccggecccggegt
gaggttcccecctgaccttcecggectggtgettcaagectggtgecececgtggaccccagggaggtggaggaggccaacgagggcgaggacaactgectyg
ctgcaccccgtgtgccagcacggcatggaggacgaccacagggaggtgctgaagtggaagttcgacagccagctggecccacaggcacagggeca
gggagctgcaccccgagttctacaaggactgcatgggcggcaagtggagcaagagcagcatcgtgggectggecccgecatcagggagaggatgag
gaggaccgagcccgccgcecgacggcecgtgggecgecgtgagcagggacctggagaagcacggcgecatcaccagcagcaacaccgeccgecaccaac
gaggactgcgcctggctggaggcccaggaggagggcgaggtgggcttcececececgtgaggecccaggtgececctgaggeccatgacctacaagggcg
ccgtggacctgagcttcttcecctgaaggagaagggcggecctggagggectgaggcagcacctgctgaggtggggecttcaccaccecccgacaagaa
gcaccagaaggagccccccttectgtggatgggctacgagctgcaccccgacaagtggaccgtgcageccacccagctgeccgagaaggatage
tggaccgtgaacgacatccagaagctggtgggcaagctgaactgggccagccagatctacceccggcatcaaggtgaggcagectgtgcaagetge
tgaggggcgccaaggccctgaccgacatcgtgccecctgaccgaggaggceccgagctggagectggecgagaacagggagatcctgaaggageccegt
gcacggcgtgtactacgaccccagcaaggacctgatcgeccgagatccagaagcagggccaggagcagtggacctaccagatctaccaggagecce
ttcaagaacctgaagaccggcaagtacgccaagatgaggaccgcccacaccaacgacgtgaagcagctgaccgaggccgtgcagaagatcgcecca
tggagggcatcgtgatctggggcaagacccccaagttcaggctgeccatccagaaggagacctgggagacctggtggaccgactactggcagge
cacctggatccccgagtgggagttcgtgaacacccecctceccectggtgaagectgtggtatcagectggagaaggaccccatcgtgggegtggagacce
ttctacgtggacggcgccgccaacagggagaccaagatcggcaaggccggctacgtgaccgacaggggcaggaagaagatcgtgagectgaccg
agaccaccaaccagaagaccgagctgcaggccatctgcatcgeccctgcaggacagcggcagcgaggtgaacatcgtgaccgacagccagtacge
cctgggcatcatccaggcccagcccgacaagagcgagagcgagctggtgaaccagatcatcgagcagectgatgaagaaggagagggtgtacctyg
agctgggtgcccgecccacaagggcatcggcggcaacgagcaggtggacaagctggtgagcagecggcatcaggaaggtgctgaagaccctggage
ccttcaggaagcagaaccccggcatcgtgatctaccagtacatggacgacctgtacgtgggcagcgacctggagatcggeccagcacaggaccaa
gtaa

97CN54 PolNef (P-)

atggaattcttcagggagaacctggccctgccccagggcagggccagggagttcagcagcgagcagaccagggccaacagccccaccaggggceyg
agctgcaggtgtggggcagggacaacaacagcatcagcgaggccggcgccaacaggcagggcaccatcagcttcaacttecccccagatcaccct
gtggcagaggcccctggtgaccatcaagatcggcggccagctgaaggaggeccctgctgaacaccggecgecggcgacaccgtgectggaggacctyg
aacctgcccggcaagtggaagcccaagatgatcggcecggcatcggeggcttcatcaaggtgaggcagtacgagcagatccccatcgagatctgeg
gccacaaggccatcggcaccgtgctggtgggecccacccceccgtgaacatcatcggcaggaacctgctgacccagectgggectgcaccctgaactt
ccccatcagccccatcgagaccgtgcecccgtgaagectgaagecccggecatggacggeccccaaggtgaagcagtggeccecctgaccgaggagaagatce
aaggccctgaccgccatctgcgacgagatggagaaggagggcaagatcaccaagatcggccccgagaacccecctacaacacccccatcttegeca
tcaagaagaaggacagcaccaagtggaggaagctggtggacttcagggagctgaacaagaggacccaggacttctgggaggtgcagctgggcecat
cccccaccccgccggcecctgaagaagaagaagagcgtgaccgtgectggacgtgggecgacgectacttcagecatecccectgtacgaggacttcagg
aagtacaccgccttcaccatccccagcaggaacaacgagacccccggcatcagectaccagtacaacgtgctgecccagggctggaagggcagcecce
tcgccatcttccagagcagcatgaccatcgaggagctgatctacagcaagaagaggcaggagatcctggacctgtgggtgtaccacacccaggg
ctacttccccgactggcacaactacacccccggceccccggcecgtgaggttcecececctgaccttecggetggtgecttcaagetggtgececgtggaccce
agggaggtggaggaggccaacgagggcgaggacaactgcctgctgcacccecgtgtgeccagcacggcatggaggacgaccacagggaggtgetga
agtggaagttcgacagccagctggcccacaggcacagggccagggagctgcaccccgagttctacaaggactgcatgggcggcaagtggagcaa
gagcagcatcgtgggctggcccgccatcagggagaggatgaggaggaccgagcccgecgccgacggecgtgggecgecgtgagcagggacctggag
aagcacggcgccatcaccagcagcaacaccgccgccaccaacgaggactgegectggectggaggecccaggaggagggcgaggtgggetteeeecg
tgaggccccaggtgcccctgaggcccatgacctacaagggecgeccgtggacctgagettcecttecctgaaggagaagggcggecctggagggectgag
gcagcacctgctgaggtggggcttcaccacccccgacaagaagcaccagaaggagccccceccttectgtggatgggectacgagetgcaccececgac
aagtggaccgtgcagcccacccagctgecccgagaaggatagctggaccgtgaacgacatccagaagctggtgggcaagctgaactgggccagcec
agatctaccccggcatcaaggtgaggcagctgtgcaagctgctgaggggcgccaaggeccctgaccgacatcgtgecececctgaccgaggaggecga
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Anhang

gctggagctggccgagaacagggagatcctgaaggagcccecgtgcacggecgtgtactacgaccccagcaaggacctgatcgeccgagatccagaag
cagggccaggagcagtggacctaccagatctaccaggagcccttcaagaacctgaagaccggcaagtacgccaagatgaggaccgcccacacca
acgacgtgaagcagctgaccgaggccgtgcagaagatcgccatggagggcatcgtgatctggggcaagaccecccaagttcaggectgeccatcca
gaaggagacctgggagacctggtggaccgactactggcaggccacctggatccccgagtgggagttcgtgaacacceccteccecctggtgaagetyg
tggtatcagctggagaaggaccccatcgtgggcgtggagaccttctacgtggacggcgeccgccaacagggagaccaagatcggcaaggecggcet
acgtgaccgacaggggcaggaagaagatcgtgagcctgaccgagaccaccaaccagaagaccgagctgcaggeccatctgecatcgeccctgecagga
cagcggcagcgaggtgaacatcgtgaccgacagccagtacgccctgggcatcatccaggcccageccgacaagagcgagagcgagectggtgaac
cagatcatcgagcagctgatgaagaaggagagggtgtacctgagctgggtgcccgcccacaagggcatcggecggcaacgagcaggtggacaage
tggtgagcagcggcatcaggaaggtgctgaagaccctggagecccttcaggaagcagaaccccggcatecgtgatctaccagtacatggacgacct
gtacgtgggcagcgacctggagatcggccagcacaggaccaagtaatga

Murin wtCD40 Ligand

atgatcgagacctacagccagcccagccccagaagcecgtggeccaccggectgecccgectctatgaaaatttttatgtacctgectgacecgtgttece
tgatcacccagatgatcggcagcgtgctgttcgeccgtgtacctgcaccggecggctggacaaggtggaggaagaggtgaacctgcacgaggactt
cgtgttcatcaagaagctgaagcgctgcaacaagggcgagggcagcctgagcecctgctgaactgcgaggaaatgcggecggcagttcgaggacctyg
gtgaaggacatcaccctgaacaaagaggaaaagaaagaaaacagcttcgagatgcagcggggcgacgaggaccctcagatcgeccgecccacgtgg
tgtccgaggccaacagcaacgccgccagcgtgctgcagtgggccaagaaaggctactacaccatgaagagcaacctggtgatgctggaaaacgg
caagcagctgaccgtgaagcgggagggcctgtactacgtgtacacccaggtgaccttttgcagcaaccgggagcccagcagccagcggcecectte
atcgtgggcctgtggctgaagcccagctceccggcagcgagcggatcctgctgaaggeccgccaacacccacagcagctecccagectgtgegagecage
agagcgtgcacctgggcggcgtgttcgagctgcaggccggageccagegtgttecgtgaacgtgaccgaggccageccaggtgatccacagagtggg
cttcagcagcttcggcctgctgaagctgtgatga

Murin wtCD40 Ligand ACL

atgatcgagacctacagccagcccagccccagaagcecgtggeccaccggectgecccgectctatgaaaatttttatgtacctgectgacecgtgttece
tgatcacccagatgatcggcagcgtgctgttcgeccgtgtacctgcaccggecggctggacaaggtggaggaagaggtgaacctgcacgaggactt
cgtgttcatcaagaagctgaagcgctgcaacaagggcgagggcagcectgagcecctgctgaactgcgaggaaatgcggecggcagttcgaggacctyg
gtgaaggacatcaccctgaacaaagaggaaaagaaagaaaacagcgcccacgtggtgtccgaggccaacagcaacgccgecagegtgetgeagt
gggccaagaaaggctactacaccatgaagagcaacctggtgatgctggaaaacggcaagcagctgaccgtgaagcgggagggcectgtactacgt
gtacacccaggtgaccttttgcagcaaccgggagcccagcageccagecggceccttcategtgggectgtggectgaageccagecteccggcagegag
cggatcctgctgaaggccgccaacacccacagcagctcecccagectgtgcgagcagcagagcgtgcacctgggecggecgtgttcgagectgcaggecg
gagccagcgtgttcgtgaacgtgaccgaggccagccaggtgatccacagagtgggcttcagcagecttecggectgectgaagectgtgatga

Murin MegaCD40L

atggctatcatctacctcatcctcctgttcaccgectgtgecggggcgaagatgacgttactacaactgaagagctagctcecctgetttggtceectce
cacccaagggaacttgtgcaggttggatggcaggcatcccaggacatcctggccacaatggcacaccaggccgtgatggcagagatggcactce
tggagagaagggagagaaaggagatgcaggtcttcttggtcctaagggtgagacaggagatgttggaatgacaggagctgaagggccacggggce
ttcccececggaacccectggcaggaaaggagagcecctggagaageccgctggtgatgaggatcctcaaattgcagcacacgttgtaagcgaagceccaaca
gtaatgcagcatccgttctacagtgggccaagaaaggatattataccatgaaaagcaacttggtaatgcttgaaaatgggaaacagctgacggt
taaaagagaaggactctattatgtctacactcaagtcaccttctgctctaatcgggagccttcgagtcaacgcccattcatcgtecggectectgg
ctgaagcccagcagtggatctgagagaatcttactcaaggcggcaaatacccacagttcctecccagectttgecgagcagcagtctgttcacttgg
gcggagtgtttgaattacaagctggtgcttctgtgtttgtcaacgtgactgaagcaagccaagtgatccacagagttggecttctcatcttttgg
cttactcaaactctga

Murin MegaCD40L-MB1

Atggctatcatctacctcatcctcctgttcacagctgtgcggggcatgaagatttttatgtatttacttactgtttteccttatcacccaaatga
ttggatctgtgctttttgctgtgtatggaagcggcggaggggggtctggggggggaggcagcgaagatgacgttactacaactgaagagectage
tcctgctttggtccecctccacccaagggaacttgtgcaggttggatggcaggcatcccaggacatcctggeccacaatggcacaccaggccgtgat
ggcagagatggcactcctggagagaagggagagaaaggagatgcaggtcttcttggtcctaagggtgagacaggagatgttggaatgacaggag
ctgaagggccacggggcttccccggaacccctggcaggaaaggagagcctggagaagecgectggtgatgaggatcctcaaattgcagcacacgt
tgtaagcgaagccaacagtaatgcagcatccgttctacagtgggccaagaaaggatattataccatgaaaagcaacttggtaatgcttgaaaat
gggaaacagctgacggttaaaagagaaggactctattatgtctacactcaagtcaccttctgctctaatcgggagecttcgagtcaacgcccat
tcatcgtcggcctctggctgaagcccagcagtggatctgagagaatcttactcaaggcggcaaatacccacagttcecctecccagetttgecgagea
gcagtctgttcacttgggcggagtgtttgaattacaagctggtgcttctgtgtttgtcaacgtgactgaagcaagccaagtgatccacagagtt
ggcttctcatcttttggcttactcaaactctga

Murin MegaCD40L-MB2

atgatcgagacctacagccagcccagccccagaagcgtggeccaccggecctgecccgectctatgaagatttttatgtatttacttactgttttece
ttatcacccaaatgattggatctgtgctttttgctgtgtatggaagcggcggaggggggtctggggggggaggcagcgaagatgacgttactac
aactgaagagctagctcctgcectttggtccctccacccaagggaacttgtgcaggttggatggcaggcatcccaggacatecctggeccacaatgge
acaccaggccgtgatggcagagatggcactcctggagagaagggagagaaaggagatgcaggtcttcecttggtecctaagggtgagacaggagatyg
ttggaatgacaggagctgaagggccacggggcttccccggaaccectggcaggaaaggagagecctggagaagecgcectggtgatgaggatectcea
aattgcagcacacgttgtaagcgaagccaacagtaatgcagcatccgttctacagtgggccaagaaaggatattataccatgaaaagcaacttyg
gtaatgcttgaaaatgggaaacagctgacggttaaaagagaaggactctattatgtctacactcaagtcaccttctgctctaatcgggagectt
cgagtcaacgcccattcatcgtcggectctggctgaagecccagcagtggatctgagagaatcttactcaaggecggcaaatacccacagttectce
ccagctttgcgagcagcagtctgttcacttgggcggagtgtttgaattacaagctggtgcttctgtgtttgtcaacgtgactgaagcaageccaa
gtgatccacagagttggcttctcatcttttggcttactcaaactctga
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A Ampere

Abb. Abbildung

AIDS erworbenes Immundefizienz Syndrom (aquired immunodeficiency syndrome)
Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

APZ Antigen prasentierende Zelle

AS Aminoséure

BGH Wachstumshormon des Rindes (bovine growth hormone)
BCIP 5-Bromo-4-Chlor-3-Indolylphosphat

bp Basenpaar

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

CA Kapsid-Protein (capsid)

ca. circa

CaP Calciumphosphat (CaHPO4)

cap 5’-Monomethylguanosin-Kappe

CMV Cytomegalie Virus

CTL zytotoxische T-Lymphozyten (cytotoxic T-lymphocytes)
Da Dalton

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsédure

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat (Titriplex)
ELISA enmzyme-linked immunosorbent assay
Env Hullprotein (envelope)

ER Endoplasmatisches Reticulum

etal. und andere

EtOH Ethanol

FKS Fotales Kalberserum

g Gramm

Gag Gruppenspezifisches Antigen

ap Glycoprotein

h Stunde

H2Obidest Wasser aus einer Milliporeanlage

HIV Humanes Immunschwéche-Virus

HRP horseradish peroxidase (Merettich-Peroxidase)
IFN Interferon

Ig Immunglobuline

IL Interleukin

IPTG Isopropyl-D-thiogalactosid

k kilo (10°%)
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I
LB-Medium
LTR

m

M

MA
mA
MCS
MeOH
MHC
min

ml
mRNA

MW

NBT
NC
Nef
nt
oD

PAGE
PBS
PCR
Pen
PFA
pfu
pH
pol
PR
Rev
RNA
rpm
RRE
RT
RT
SA
SD
SDS

SIv
Strep

Kanamycin

Kilodalton

Liter

Luria Bertani-Medium

long terminal repeat

Meter oder Milli

Molar (Mol pro Liter)

Matrixprotein

Milliampere

multiple cloning site (Polylinker)

Methanol
Haupt-Histokompatibilitats-Komlex (major-histocompatibility complex)
Minute

Milliliter

Boten-RNA (messenger)

mikro (10°°)

Molekulargewicht

Nano (10

4-Nitro blue tetrazolium chloride
Nucleocapsid

negative factor

Nukleotide

Optische Dichte

pico (10°)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat gepufferte Kochsalzlésung (phosphate buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Penicillin

Paraformaldehyd

plaque forming units

Konzentration der H* lonen in einer Lésung
Polymerase

Protease

regulator of expression of viral proteins
Ribonukleinséure

Umdrehung pro Minute (rounds per minute)
rev responsive element

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase

SpleiB-Akzeptor (3’-SpleiBstelle)
SlpeiB-Donor (5’-SpleiBstelle)
Sodiumdodecylsulfat

Sekunde

Affen-Immundefizienz Virus

Streptomycin
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SV40
Tab.
Taq
TAR
Tat
TBE
TBS
TEMED
™
Tris
TTBS

UN
uv

viv
V3
vgl.
Vif
VLP
Vol.
Vpr
Vpu
Vpx
VSV

w/v

z.B.

Simian Virus 40

Tabelle

DNA-abhangige DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
tat activating region

transactivator of transcription

Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tris gepufferte Kochsalzlésung (tris buffered saline)
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin

Transmembranprotein

Tris(hydroxymethyl)-aminoethan

Tris gepufferte Kochsalzlésung mit Tween20 (tween-tris buffered saline)
Enzymeinheit (Unit)

Uber Nacht

Ultraviolett

Volt

Volumeneinheit pro Volumeneinheit

dritte variable Domane des duBeren HIV-Hullproteins gp120
Vergleich

Viraler Infektiositatsfaktor

Viruséhnlicher Partikel (virus like particle)

Volumen

Virales Protein R

Virales Protein U

Virales Protein X

vesikularer Stomatitisvirus

Watt

Gewichtseinheit pro Volumeneinheit

Wildtyp

zum Beispiel
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