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Einleitung 1

1. Einleitung
1.1 Viren

Der Begriff Virus kommt aus dem Lateinischen und bedeutet ,Gift" bzw. ,Schleim®.
Schon diese gewahlte Bezeichnung deutet auf die mitunter lebensbedrohlichen Folgen
einer Begegnung von Lebewesen mit diesen Strukturen hin. Tatsachlich handelt es
sich bei Viren um infektiése Partikel mit einer GréBe zwischen 16 und 300 nm
bestehend aus Proteinen, Lipiden und Nukleinsduren. Obwohl sie die Strategie der
Weitererhaltung ihrer Spezies verfolgen und replizieren kénnen, werden Viren nicht als
Lebewesen klassifiziert. Fur die Replikationsvorgdnge sind sie auf einen
Wirtsorganismus angewiesen, da ihnen ein eigener Energiestoffwechsel fehlt und sie
nur eine Art von Nukleinsdure im infektiésen Partikel besitzen, entweder RNA oder
DNA. Somit wird ihnen eine Sonderstellung in der Natur an der Grenze zwischen der
belebten und unbelebten Natur zu Eigen. Sie verbringen ein ,geborgtes Leben", das
des Wirtes.

1.1.1 Aufbau

Wie Uberall in der Natur ist die strukturelle Diversitat auch unter den Viren hoch.
Dennoch gibt es grundlegende Ahnlichkeiten zwischen einigen Spezies, welche es
ermdglichen, generelle Prinzipien des Partikelaufbaus darzustellen. Das Minimalvirus
besteht aus einem proteindsen Capsid und dem darin eingeschlossenen viralem
Genom. Das Capsid besitzt entweder eine helikale Symmetrie oder eine
Rotationssymmetrie und ist bei einigen Vertretern noch von einer Lipidmembran
umgeben, welche sich von zelluldaren Membranen ableitet. Wobei es sich hierbei nicht
immer um ein Derivat der auBeren Zellmembran handelt.

1.1.2 Genome

Viren besitzen zwar nur einen Typ von Nukleinsdure im infektidsen Partikel, dafir ist
die Auspragung dieses Merkmals sehr vielseitig. Das Genom kann entweder als DNA
oder als RNA vorliegen. Bei den DNA-Viren kann die Erbinformation entweder auf
einem Einzelstrang, einem Doppelstrang oder einem teilweise doppelstrangig
vorliegendem Genom codiert sein. Zusatzlich kann die DNA in lineare und ringférmige
Molekile unterschieden werden. Bei RNA-Viren ist die Diversitat sogar noch gréBer.
Die RNA kann auch hier wieder als Einzel- oder Doppelstrang vorliegen. Die
einzelstrangige Form ist entweder positiv oder negativ in Bezug auf die
Translationsorientierung angelegt, wobei als positiv die Leserichtung der mRNA
definiert wird. Viren mit positiv orientiertem RNA-Genom sind direkt infektids, da die
Erbinformation ohne Zwischenschritt translatiert werden kann. Bei RNA-Viren mit
einem negativ orientierten Genom (- RNA-Viren) muB3 das Genom bevor es translatiert
werden kann erst durch eine virale RNA-abhangige RNA-Polymerase in eine mRNA
transkribiert werden. In zwei Virusfamilien, den Bunya- und den Arenaviren, findet
sich hierbei die Besonderheit, dass das Genom in beide Leserichtungen fir virale
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Proteine codiert. Diese Art der Verschlisselung nennt man ambisense. Zusatzlich kann
das Genom in bis zu 8 Segmente geteilt sein, welche oftmals im Virion Uber
sequenzkompatible Enden in einer quasizirkuldaren, pfannenstilartigen Struktur
gehalten werden. Trotzdem kann man sagen, dass alle bis heute beschriebenen
relevanten RNA-Viren grundsatzlich lineare Nukleinsdurestrukturen aufweisen.

1.1.3 Klassifizierung

Die bereits dargestellten strukturellen Ahnlichkeiten zwischen einigen Viren werden
auch zu ihrer Einteilung herangezogen, reichen aber nicht aus, um ein madglichst
naturgetreues Abbild der Evolution von Viren zu erstellen. Somit muss man sich
weiterer Merkmale bedienen um ein System zu erstellen. Die Festlegung dieser
Kriterien erfolgt durch das International Comitee on Taxonomy of Viruses (ICTV). So
werden auf die Empfehlung dieses Komitees die Familien aufgrund der Einzigartigkeit
einer Kombination aus Genommerkmalen, Symmetrieform des Capsides und des
Vorhandenseins einer Lipidmembran unterschieden. Die sehr speziellen serologischen
Unterschiede und Sequenzhomolgien der Genome dienen zur weiteren Gliederung der
Familien in Genera und Spezies.

1.1.4 Infektionszyklus

Da ein Virus nicht autonom in Bezug auf die Replikation ist, muss es eine Strategie
verfolgen, die ihm fehlenden Strukturen zu finden und zu nutzen. Da alle Viren
obligate Zellparasiten sind, gibt es bestimmte Stadien, die, seien sie auch noch so
unterschiedlich, in allen Replikationszyklen vorkommen. Grundsatzlich ahnelt der
Ablauf fast einem Algorithmus eines Computerprogramms: Adsorption - Penetration -
Realisierung der genetischen Information - automatischer Zusammenbau -
Freisetzung. Hierbei gibt es natlrliche, virusspezifische Variationen und
Zwischenschritte. Der Infektionszyklus des HIV-1 kann in zwei Hauptphasen gegliedert
werden, die frilhe Phase und die spate Phase (Abbildung 1.1).

Die Adsorption erfolgt durch bestimmte Oberflachenproteine auf der exponierten
Struktur des Virus an einen Hauptrezeptor und Corezeptoren auf der Zelloberflache.
Die Kombination und das Vorhandensein bestimmter Rezeptoren sind spezifische
Marker flr den Tropismus eines Virus. Beim folgenden Prozess, der Penetration, gibt
es verschiedene Moglichkeiten des Ablaufs: Sie kann als Verschmelzung der viralen
mit der zelluldren Membran ablaufen oder als rezeptorvermittelte Endocytose. Im
Ergebnis liegt das Virus in der Zelle vor. Werden Viren via rezeptorvermittelter
Endocytose aufgenommen, missen die sich aus dem Endosomen befreien, um dem
proteolytischen Abbau zu entgehen. Dieser Prozess geht einher mit einer Ansauerung
des Endosomens, dem sogenannten ,pH-downshift® und der sich dadurch
einstellenden Desintegration der Endosomenmembran. Das nun im sauren Cytoplasma
vorliegende Capsid durchlauft den als ,uncoating™ bezeichneten Prozess, welcher die
Freisetzung des Capsidinhaltes bewirkt. Das virale Genom wird nun entweder in den
Zellkern transportiert oder direkt im Cytoplasma transkribiert. Die Festlegung dieses
Ortes erfolgt aufgrund der Orientierung des Genoms der Viren und deren Ausstattung
mit Proteinen des Replikationsapparates.
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Abbildung 1.1: Infektionszyklus von HIV-1

Der Zyklus ldsst sich in zwei Hauptphasen gliedern. Die friihe Phase reicht von der Adsorption bis zur
Integration des Provirus. Danach beginnt die spdate Phase, welche die Transkriptions- und
Translationsvorgange, sowie die Knospung und Reifung neuer Virionen beinhaltet. [Turner und Summers,
1999]

So kdénnen Pockenviren zum Beispiel Transkriptions- und Translationsvorgange
autonom im Cytoplasma durchfihren, da sie flir einen kompletten Replikationsapperat
codieren. Sie sind nur auf die Bereitstellung der Nukleotide durch die Wirtszelle
angewiesen. Haben Viren diese genetische Ausstattung nicht, sind sie trotzdem in der
Lage den Stoffwechsel der Wirtszelle zu beeinflussen. Durch die Infektion einiger Viren
kann es zum Totalausfall der zelleigenen Proteinbiosynthese kommen. Ein Beispiel
daftur ist der fir eine Picornavirus-Infektion typische ,Virus-Host-Cell-Shut-Off".
Nachdem mit Hilfe der zelluldren Maschinerie virale Proteine in bestimmter Menge
translatiert und virale Genome vervielfaltigt wurden, erfolgt ein selbstandiger und
automatischer Zusammenbau von neuen Virionen. Der Vorgang wird in der Virologie
als , Self-Assembly™ bezeichnet.

Abhdngig vom Virustyp werden die neuen Partikel entweder durch Lyse der Wirtszelle
oder durch Knospung der Viruspartikel von der Zellmembran freigesetzt. Viren, welche
letztere Strategie verfolgen, sind vorwiegend umhillt und kénnen die Wirtszelle tber
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langere Zeit zur eigenen Replikation nutzen. Der Abschluss eines Replikationszyklus
variiert zeitlich stark zwischen den Viren. Rotaviren und Influenzaviren replizieren
innerhalb von Stunden und Uberfluten den Wirtsorganismus mit neuen Virionen,
wohingegen z.B. Herpesviren wie das Humane Herpesvirus 1 oder Retroviren wie HIV
entweder latent oder persistent die Wirtszelle infizieren. Das bedeutet, dass sie zwar
standig replizieren, dass aber nur in geringem MaBe. Dadurch ist es dem
Immunsystem modglich die Infektion zu kontrollieren. Ein Ausbruch assoziierter
Symptome ist unter Umstanden erst Jahre nach der Primarinfektion festzustellen.

1.2 Retroviren

Ellermann und Bang beschrieben 1908 zum ersten Mal die Ubertragung der
Mauseleukéamie durch Ultrafiltrate. Viel bekannter wurde aber das von Rous 1911
beschriebene Retrovirus, welches er in Sarkomextrakten erkrankter Hihner nachwies,
indem er mittels ultrafiltrierter Extrakte das Sarkom auch auf gesunde Huhner
Ubertragen konnte. Das war die erste Induktion eines Bindegewebstumors mittels
Ultrafiltaten, was 1966 mit dem Nobelpreis fir Medizin fir Peyton Rous und der
Verleihung des Namens Rous-Sarkom-Virus flir das isolierte Virus gewlrdigt wurde.
Bis heute sind viele weitere Retroviren beschrieben worden. Sie alle zeichnen sich
durch zwei grundlegende, ihnen eigene Merkmale aus: Die Transmission kann auBer
auf dem exogenen Weg (horizontal) auch endogen erfolgen (vertikal). Alle Retroviren
besitzen eine Reverse Transkriptase, deren Aktivitdt sich auch im Namen dieser
Familie widerspiegelt. Sie durchbricht das genetische Dogma DNA zu RNA zu Protein,
indem sie die virale RNA in DNA umschreibt, den Pfad des genetischen Dogmas quasi
zuruckgeht - ,Retrovirus®.

1.2.1 Einteilung der Retroviren

Retroviren bilden aufgrund des relativ hohen Alters dieser Familie eine sehr komplexe
Familie der Viren. Sie unterteilt sich in die sieben Genera a-,3-,y-,6- und €-Retroviren
sowie die Lenti- und Spumaviren. Die Einteilung beruht nicht nur auf den bereits
vorher erwahnten taxonomischen Kriterien zur Differenzierung von Viren, sondern
auch auf den unterschiedlichen klinischen Symptomen, die eine Infektion mit dem
jeweiligen Genus charakterisiert. Von Bedeutung sind dabei heute hauptsachlich die
Vertreter, deren Infektion mit einer Immundefizenz, einer Tumorerkrankung oder
einem neurologischen Effekt korreliert. Eine weitere wichtige Einteilung innerhalb der
Retroviren ist die zwischen endogenen und exogenen Retroviren, welche auf der
Restriktion der Transmissionsmoglichkeiten beruht. Endogene Retroviren werden
horizontal und vertikal, also Uber die Keimbahn Ubertragen, wahrend exogene
Retroviren auf den horizontalen Infektionsweg beschréankt sind. Das Humane
Immundefizienz-Virus (HIV) ist ein exogenes Retrovirus, wahrend es sich bei dem
Koala Retrovirus (KoRV) und dem porzinen endogenem Retrovirus (PERV) um
endogene Retroviren handelt. Das feline Leukamievirus (FeLV) kann sowohl auf dem
endogenen, als auch auf dem exogenen Weg Ubertragen werden.
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1.2.2 Aufbau der Viruspartikel

Matrixprotein, MA
Kapsidprotein, CA
Reverse Transkriptase, RT
Integrase, IN

— Nuklokapsidprotein, NC
Protease, Pr
Gag-Linkerprotein

Oberfliichenprotein,SU
Transmembranprotein, T

SLA Klasse 1
SLA Klasse 1T

RNA

Abbildung 1.2 : Schematischer Aufbau des Humanen-Immundefizienz-Virus
modifiziert nach: http://www.hiv.lanl.gov/content/hiv-db/STRUCTURE/INDEX.HTML

Das infektiose Partikel hat eine GroBe von ca. 100nm und ist von einer Lipidmembran
umhdillt die sich von der Zellmembran der Wirtszelle ableitet. In diese Membran
eingelagert befindet sich das homotrimere transmembrane Hillprotein an dessen
Ectodomane nichtkovalent das ebenfalls homotrimere externe Glycoprotein assoziiert
ist. Bei den Gammaretroviren FeLV-A, PERV und KoRV wird das transmembrane
Hullprotein und das externe Glycoprotein aufgrund des Molekulargewichts als p15E
und gp70 bezeichnet. Beim Lentivirus HIV-1 handelt es sich hierbei um das gp41 und
das gp120. Die virale Hillmembran wird von dem Matrixprotein ausgekleidet. Bei HIV
wurde ein Link-Protein identifiziert, welches das virale Capsid mit dem Matrixprotein
assoziiert. Dieser auch als Core bezeichnete Bestandteil baut sich aus dem
Capsidprotein auf. Darin eingeschlossen werden wahrend der Morphogenese der
infektiésen Virionen die virale Protease, der reverse Transkriptase-Komplex und die
Integrase. Das Vorhandensein dieser Enzyme ist essentiell fir die ersten Schritte des
Replikationszyklus der Retroviren. AuBerdem befinden sich zwei identische Kopien der
viralen Erbinformation im Capsid. Sie sind mit vielen Kopien eines Proteins assoziiert
und formen das Nucleocapsid.

1.2.3 Genomstruktur

Retroviren verschlisseln ihre genetische Information im Virion in Form von RNA. Im
Capsid befinden sich zwei im Rahmen der Transkriptionsgenauigkeit der der RNA-
Polymerase identische RNA-Molekile. Die Lange variiert innerhalb der Familie von
7000 bp bis 12000 bp. Das Lentivirus HIV-1 zahlt zu den Retroviren mit dem langsten
Genom. Es umfasst ca. 9181 Basenpaare.
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Abbildung 1.3: RNA-Genom eines infektiosen HIV-1 Partikels
(aus Modrow und Falke, 2.Auflage, Seite 395, 2003)

Die RNA ist am 5 -Ende mit einer Cap-Struktur und am 3 -Ende mit einem poly-A-
Schwanz versehen (Abbildung 1.3). Auf dem Genom lassen sich verschiedene
funktionelle und codierende Bereiche definieren. Es gibt drei Regionen, in welchen die
Hauptbestandteile der Virionen codiert sind. Sie werden von 5 nach 3" als gag/pol
und env bezeichnet. Gag und pol/ codieren in unterschiedlichen Leserahmen und ihre
Genprodukte werden von der selben monocistronischen mRNA translatiert. Gag codiert
fur die Gruppenspziefischen Antigene wie das Matrixprotein (MA), das Capsidprotein
(CA), das Nucleocapsidprotein (NC) und, sofern vorhanden das Link-Protein (Li).
Durch den pol-Bereich werden die Enzyme Intregrase, reverse Transkriptase und
virale Protease verschllsselt. Letzterer Bereich wird auch als pro-Bereich von dem pol-
Genlocus abgegrenzt um der Bedeutung der viralen Protease fur die Replikation somit
auch auf dieser Ebene Ausdruck zu verleihen. Die gag- und gag/pol-Genprodukte
werden als Polyproteine synthetisiert und muissen um ihre Funktionalitdt zu erlangen
durch die virale Protease in ihre biologisch aktiven Einheiten gespalten werden. Das
env-Genprodukt wird ebenfalls als Polyprotein synthetisiert. Dieses wird aber durch
eine zellulare Furin-Protease in das transmembrane Hdillprotein und das externe
Glycoprotein prozessiert. Zusatzlich zu den Strukturgenen, gibt es genusspezifische
regulatorische Sequenzen oder akzessorische Elemente. Sie sind flr den
Replikationszyklus essentiell und werden von mehrfach gespleiBten mRNA-Spezies
translatiert. Flankiert werden die strukturgenenthaltenden Regionen von den beim
Provirus als Long Terminal Repeats (LTR) bezeichnete Bereiche. Diese Bereiche lassen
sich in funktionelle Subklassen einteilen. Ausgehend von den Strukturgenen findet
man weiter fortschreitend in Richtung 5 -Terminus die Bereiche g (psi) in der Leader
Sequenz, Primer Bindestelle (PB), U5-Region und Redundant (R). Beim Provirus
schlieBt sich eine weitere U3-Region an. In gleicher Weise kann man die LTR des 3°-
Termiuns unterteilen. Es folgen Polypurintrakt (PP),U3-Region, Redundant (R) und
beim Provirus noch die U5-Region aufeinander. Die Funktionen dieser Bereiche finden
sich hauptsachlich wahrend der Integration in das Wirtsgenom (U5, U3), der reversen
Transkription (PB, PP), der Interaktion des Genoms mit des Nucleocapsidproteinen
(psi) und der Aktivierung und Transkription des Provirus (U3) (Abbildung 1.4).
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Abbildung 1.4: Provirus eines infektiosen HIV-1 Partikels
(aus Modrow und Falke, 2.Auflage, Seite 395, 2003)

1.2.4 Virusproteine
Gag/Pol - Proteine

Der Bereich, welcher die meisten viralen Proteine codiert ist gag. Hier finden sich die
vier bereits namentlich erwahnten Strukturproteine MA, CA, NC und LI mit einer GroBe
zwischen 6 und 30 kD. Retroviren sind zwar nicht so autonom in Bezug auf den
Replikationsapperat, wie z.B. die Pockenviren, bringen aber auch eine Vielzahl von
viralen Enzymen mit dem Capsid in die Wirtszelle. Sie werden im pol-Bereich codiert.
Die aktive virale Protease kommt als Dimer vor. Ihre Bedeutung wurde bereits im
vorigen Abschnitt ndher beschrieben. Die Integrase besitzt eine Endonuclease- und
eine Ligase-Funktion. Der Reverse-Transkriptase-Komplex erfullt wahrend der
Virusreplikation verschiedene Funktionen. Er besitzt die namensgebende Mg?**- oder
Mn?*-abhangige reverse Transkriptase-Aktivitdt, eine RNaseH-Aktivitdt und zusétzlich
zur RNA-abhangigen auch eine DNA-abhangige DNA-Polymerase-Aktivitat. Im
Vergleich zur zelluldaren DNA-abhangigen DNA-Polymerase hat das virale Enzym RNA-
abhangige DNA-Polymerase, die reverse Transkriptase (RT), eine hohe Fehlerrate. Sie
liegt bei einem Fehler alle 103-10* Basen, wéhrend zelluldre Polymerasen zum Beispiel
nur eine Fehlsynthese mit dem Faktor 10 begehen. Hier findet sich eine Ursache,
warum Retroviren auf Selektionsdruck so schnell reagieren kdnnen. Bei
immunologischem Druck durch den Wirt treten schneller Fluchtmutanten in ihrer
Quasispezies auf als bei Viren, welche komplett auf den Replikationsapperat des
Wirtes angewiesen sind. Die sich daraus ergebende strukturelle Variabilitat ist eins der
Hauptprobleme bei der Bekdmpfung von HIV.

Die Essentialitat dieser Proteine macht sie zu einem perfekten Ziel, wenn es darum
geht, eine virale Infektion mit diesen Viren zu kontrollieren. Es wurden bereits
Hemmer der viralen Protease, der reversen Transkriptase und Fusionshemmer
entwickelt um eine antiretrovirale Therapie bei HIV positiven Patienten durchfihren zu
konnen. Es gibt RT-Hemmer die auf Nukleosid-Analoga basieren (Nukleosid Reverse
Transkriptase Inhibitoren = NRTI) und RT-Hemmer, die nicht auf Nukleosid-Strukturen
basieren (nicht nukleosid Reverse Transkriptase Inhibitoren = NNRTI). Bei den
meisten HAART (highly active antiretroviral therapy) werden diese in Kombination
eingesetzt.
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Env-Proteine

Andere Angriffspunkte flir eine Therapie sind die Oberflachenstrukturen der Viren. Bei
Retroviren sind es das externe Glycoprotein und das transmembrane Hillprotein. Auf
die immunologischen Eigenschaften dieser Proteine wird gesondert eingegangen
(Abschnitt 1.3.2). Das externe Glycoprotein gpl120 des HIV-1 verdeckt beim
infektidosen Partikel das transmembrane Hillprotein gp41. Es ist flir die Adhdsion des
Virus an den Hauptrezeptor CD4 und die Chemokin-Corezeptoren CXCR4 bzw. CCR5
zustandig [Feng et al., 1996; Alkhatib et al., 1996; Simmons et al., 1996 ]. Das gp120
lasst sich in eine innere und eine duBere Domdne gliedern. Die duBere Domane weist
jeweils 5 verschiedene Bereiche auf, welche als c-(constant) und v-(variabel)
Regionen bezeichnet werden. Die C3-Region des gpl120 stellt die CD4-
Rezeptorbindestelle dar. Die hoch immunogenen und exponierten Regionen dieses
Proteins sind die V-Domanen, hierbei insbesondere die V3-Region [Hwang et al.,
1991]. Sie wird als Loop durch eine Disulfidbriicke vom zentralen Teil des Proteins
abgegrenzt und definiert Uber die Aminosduresequenz, welchen Corezeptor das Virus
bindet [Hartley et al., 2005]. CCR5-trophe Viren kénnen Macrophagen infizieren und
stellen somit die frithen Populationen einer Infektion dar, da das Virus hauptsachlich
sexuell Ubertragen wird und somit zu erst mit der Schleimhaut des neuen Wirtes in
Kontakt gerat [Levy et al., 1989]. Im Verlauf der Infektion breitet es sich Uber die
Blutbahn aus und es etablieren sich durch Mutationen im V3 Bereich die CXCR4-
trophen Viren, welche dann die CD4"-T-Lymphocyten befallen [Weber et al., 2001].

Im V3-Zentrum befindet sich eine B-Schleife, welche durch die fur diese Strukturen
sterisch definierte, hochkonservierte Aminosaurefolge Glycin-Prolin-Glycin definiert
wird. Um diesen Bereich herum ist V3 extrem variabel. Diese stark exponierte Region
induziert hauptsachlich neutralisierende Antikérper und unterliegt somit dem grdéBten
Selektionsdruck [Evans et al., 2001]. Zusammen mit der hohen Fehlerrate der viralen
Enzyme der Transkription fiihren diese Faktoren zu den bereits erwdhnten
Fluchtmutanten und Antikérper gegen gpl20 sind haufig nur in der Lage eine
Subpopulation zu neutralisieren. Glycosylierungen an den 28 potentiell identifizierten
Stellen machen knapp 50% des Gesamtgewichts des Proteins aus. Auch sie spielen
eine Rolle bei der Induktion von neutralisierenden Antikérpern und der Etablierung von
Fluchtmutanten [Leonard et al., 1990].

Der Aufbau des HIV-1 gp41 stellt sich anders dar. Grundsatzlich gliedert man die TM-
Proteine in Endodomane und Ectodomane, welche durch den Transmembranbereich
voneinander getrennt werden (Abbildung 1.5). Sie ahneln im Aufbau
Transmembranproteinen anderer Virusfamilien (zum Beispiel Hamagglutinin 2 von
Influenza und Masern) [Gallaher et al., 1989; Benit et al., 2001]. Funktionell wichtig
ist die N-terminal gelegene 175 AS groBe Ectodomadne. Sie wird vom N-Terminus zum
C-Terminus in Fusionspeptid, N-terminale Helixregion (NHR) mit immunsuppressiver
(ISU-) Domane [Denner et al., 1994], immundominante Schleife (oder Cystein-Loop),
C-terminale Helixregion (CHR) und trytophanreichen Abschnitt gegliedert. Die letzten
20-30 Aminosauren des N-Terminus bilden das Fusionspeptid, welches als
hydrophober Anker in die Wirtszellmembran eindringt [Freed et al., 1990; Pereira et
al., 1997].
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Abbildung 1.5: Schematischer Aufbau der Ectodoméne des gp41 von HIV-1

FP - Fusionspeptid, NHR - N-terminale Helixregion, CHR - C-terminale Helixregion; ISU-Domadne -
immunsuppressive Domane; E1 und E2 - Epitopbereiche nach Fiebig et al. [2003]
(modifiziert, Shnaper et al., 2001)

Im membranproximalen Bereich findet sich eine tryptophanreiche, a-helicale Region.
Sie interagiert mit der Hillmembran des Virus und stabilisiert den Membrandurchgang
[Schibli et al., 2001]. 1999 konnte die Essentialitat dieses Bereiches fir die
Infektositat von HIV-1 beschrieben werden [Salzwedel et al., 1999]. Der
cytoplasmatische Teil des HIV-1 gp41 enthalt zwei amphiphatische Helices und ein
proximal zur Virusmembraninnenseite gelegenes konserviertes Endocytosesignal (AS
721-724 des HIV-1 IIIB Referenzgenoms). Die Endocytose dieses Molekils verringert
wahrscheinlich die Immunogenitat infizierter Zellen [Hunter et.al, 1997].

Die durch die Rezeptor und Corezeptorbindung des gpl120 induzierten
Konformationsanderungen im gp41 bewirken zum einen die Dissoziation des gp120
vom gp41l (shedding) und das Eindringen des hydrophoben Fusionspeptides in die
Wirtszellmembran. Die Konformation des Proteins wird im Hinblick auf die folgenden
intramolekularen Umlagerungen als Pra-Hairpin-Struktur bezeichnet [Jones et al.,
1998; Kwong et al., 2000; Finnegan et al., 2002]. Das als Homotrimer vorliegende
Protein bildet eine proteaseunempfindliche, kompakte, entropisch giinstige Sechshelix-
Konformation. In dieser Ausrichtung lagern sich drei N-terminalen Helices zu einer
Coiled-Coil-Struktur zusammen. Diese wird durch hydrophobe Wechselwirkungen
verschiedener konservierter Aminosauren in der Helix stabilisert [Weissenhorn et al.,
1997]. Je zwei Helices der NHR bilden an ihren Kontaktstellen eine auBen verlaufende
Furche. Darin lagern sich die CHR antiparallel ein. Es bildet sich eine Schleife zwischen
den beiden Helices, welche durch eine Disulfidbriicke stabilisert wird. Dieser Bereich
interagiert im Membran-Modellsystem mit der Lipidphase und wird von den meisten
Seren HIV-1-Infizierter erkannt. Er wird deshalb als ,immundominante Schleife®
bezeichnet [Santos et al., 1998].
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Zielzellmemhran .
Abbildung 1.6: HIV-1 gp41

1. vermittelter Fusionsvorgang und
Klappmechanismus zur
Porenbildung [Sackett et al., 2003]

1. Native Konformation der
Oberflachenproteine gp120 und der TM-
Proteine gp41

2. Pra-Hairpin-Struktur:

Das Eindringen des N-terminalen
Fusionspeptides (grauer Pfeil) von gp41
in die Zielzellmembran wird durch

gp120 an den Hauptrezeptor CD4 und
den Corezeptor induziert.

Klappmechanismus u. Initiation der Fusionspore

3. Klappmechanismus:
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den NHR (dunkelgrau) und CHR
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Ausbildung der Fusionspore. Nach
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Sechs-Helices-Bilindel auf der
Zielzellmembran vor.

Erweiterung der Fusionspore

Durch die hydrophoben Wechselwirkungen der NHR-Taschen und der CHR-Regionen
klappt die lineare Struktur des Proteins zusammen. Der Abstand zwischen
Virusmembran und Wirtszellmembran wird verringert (Abbildung 1.6.). Es kommt zur
Bildung einer Fusionspore. Das gp41 liegt nach der Fusion, wie oben beschrieben, als
Sechs-Helices-Biindel (Six-Helix-Bundle) auf der Wirtszellmembran vor [Chan et al.,
1997; Weissenhorn et al., 1997, Sacket et al., 2003]. Ein dhnlicher Mechanismus wird
auch fur andere umhdiillte Viren, wie zum Beispiel Corona-, Influenza- und Ebolaviren
postuliert [Wilson et al., 1981; Kliger et al., 2003].

Untersuchungen mit Fusionshemmern haben gezeigt, dass der gesamte Fusionprozess
von SIV gp41 bei 37°C 19 Minuten dauert [Raviv et al., 2002]. Bereits vorher konnte
der Nachweis erbracht werden, dass eine flir Fusionshemmer zugangliche
Konformation erst nach der CD4-Bindung entsteht [Furuta et al., 1998]. Trotz der
vielen Untersuchungen bleibt der Fusionsprozess weitergehend unverstanden. Eine
mogliche Theorie bietet das von Gallo et al. [2003] postulierte ,Stalk-Pore"
Paradigma. Es geht davon aus, dass als erstes die cis-Monolayer der Lipidmembranen
verschmelzen, wahrend die trans-Monolayer intakt bleiben. Diese Struktur wird als
Hemifusions-Diaphragma bezeichnet. Die vollstdndige Fusionspore bildet sich durch
den Bruch der trans-Monolayer aus. Die hierfiir benétigte Energie zur Offnung der

dessen Freilegung nach der Bindung von
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Membranpore kommt aus den Umlagerungsprozessen des gpl120 und wird vorher in
der veranderten Struktur des gp41 gespeichert [Gallo et al., 2003].

Eine immunmodulatorische Eigenschaft dieser Proteine geht von einer konservierten
Sequenz aus, die zwischen der NHR-Domdne und dem Cytein-Loop liegt. Speziell
dieser Region konnte man immunsuppressive Eigenschaften nachweisen [Denner et
al., 1994] und bezeichnet sie deshalb auch als immunsuppressive-Domane (ISU-
Domane). Auf die Wirkung dieser Doméane wahrend der Persistenz und Latenz der
Viren im Wirt wird gesondert eingegangen.

1.3 Immunantwort
1.3.1 Uberblick humanes Immunsystem

Jede Sekunde hat sich der Kérper des Menschen mit ihm fremden Organismen und
Strukturen auseinander zu setzen. Dabei muss er stets die Balance zwischen einer
akkuraten Abwehr und der Toleranz von Antigenen bewahren. Zur Abwehr von als
fremd erkannten Agenzien stehen dem menschlichen Organismus zwei Systeme zur
Verfigung, die wenn sie richtig reguliert sind eine normale Funktion des Kd&rpers
ermaglichen.

Zum einen ist das die als unspezifische, nichtadaptive Immunreaktion bezeichnete
Antwort auf Fremdantigene. Sie wird auch als angeborene Immunitat bezeichnet und
wird erst aktiv, nachdem zum Beispiel ein Virus bereits in den Organismus
eingedrungen ist. Die aktiven =zelluldaren Faktoren dieser Komponente sind die
Makrophagen, die Nattrlichen Killerzellen (NK), die Dentritischen Zellen (DC) und die
Mono- und Granulocyten. Weitere nichtzellulare Bestandteile sind die
Akutphaseproteine, das Komplementsystem sowie die Cytokine und Interferone. Das
Komplementsystem ist eine Enzymkaskade aus verschiedenen proteolytischen
Spaltungen von immunlogisch aktiven Faktoren in deren Ergebnis z.B. eine infizierte
Zelle als solche markiert, opsoniert und letztendlich durch Makrophagen , Mono- und
Granulocyten durch Phagocytose zerstort wird. Auf die Funktion von Cytokinen wird in
Abschnitt 1.3.6 gesondert eingegangen.

Die zweite groBe Gruppe zur Abwehr von Fremdem ist die adaptive Immunantwort.
Sie wirkt spezifisch gegen einen Infekt, was wiederum bedeutet, dass sie erst aktiv
werden kann, wenn z.B. ein Bakterium oder ein Virus sich bereits im Wirt etabliert. Die
Auspragung dieser Immunantwort bedarf im Schnitt 10-14 Tage und bietet Erregern
mit einer kurzen Inkubationszeit bei Erstkontakt die Mdglichkeit den Wirt schwer zu
schadigen, sofern die Abwehrmechanismen der unspezifischen Immunantwort
umgangen werden kdnnen. Der Grund flUr diese Latenz der Adaptation liegt in dem
Prozess der durchlaufen werden muss, um diese Immunitat voll auszupragen.
Hauptsachlich  beteiligt an diesem Mechanismus sind zum einen die
antikdrperproduzierenden B-Zellen. Sie sezernieren nach Kontakt mit Fremdantigen
spezifische Antikdper und bilden somit das humorale adaptive Immunsystem. Die
zellularen Komponenten der adaptiven Immunantwort sind die T-Lymphocyten, welche
sich grundsatzlich in die CD4* T-Helfer-Zellen und die CD8* cytotoxischen T-
Lymphocyten unterscheiden lassen. Die T-Helfer-Zellen ibernehmen die Funktion der
Antigenprasentation und binden mit dem CD4-Protein an MHC-Klasse-1I-Antigene,
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wohingegen die cytotoxischen T-Lymphocyten Uber CD8 an MHC-Klasse-I-Antigene
binden und die prasentierende Zelle lysieren.

Der Unterschied zwischen den beiden MHC-Antigenklassen liegt in der Herkunft der
prasentierten Antigene, welche kurze Peptide sind, und in den Zellen, die diese
Komplexe prasentieren. MHC-Klasse-I ist auf allen Zellen vertreten, wahrend MHC-
Klasse-II Molekile nur auf Zellen des Immunsystems zu finden sind. Letzteres
Merkmal ist ursachlich im ersten Merkmal begriindet. Im Falle von MHC-Klasse-I
handelt es sich um Peptide neu synthetisierter Proteine. Die Beladung erfolgt im
endoplasmatischen Reticulum und kann somit nur in einer infizierten Zelle erfolgen in
welcher gerade Virusreplikation ablduft. Dazu im Stande ist also per se jede Zelle.
MHC-Klasse-II Moleklile prasentieren hingegen phagocytierte Peptide und kommen
dadurch nur auf Zellen vor, die in der Lage sind phagocytotisch aktiv zu sein. CD8" T-
Lymphocyten grenzen somit die Ausbreitung einer viralen Infektion durch die Tétung
von virusproduzierenden Zellen ein.

CD4*-Zellen besitzen neben der antigenprasentierenden Funktion ebenfalls die
Mdglichkeit die Aktivitat des Immunsystems zu regulieren. Im Zuge des Kontaktes mit
Antigenen reifen naive T-Zellen (Ty0) zu Tyl oder Ty2 heran und sezernieren
spezifische Cytokine. Tyl-Zellen stimulieren die Proliferation von T-Helfer-Zellen,
cytotoxischen T-Zellen und Makrophagen, wohingegen Ty2-Zellen die Pra-B-Zelle zur
Proliferation und Reifung zu Plasmazellen anregen. Sie sind also die wichtigen Zellen,
welche zum groBen Teil zu der Eingangs erwdahnten Balance der immunologischen
Reaktionen beitragen. Umso tragischer ist es, wenn Erreger gerade sie als Wirtszelle
benutzen und so ihre Funktion unterbinden, wie es z.B. bei einer Infektion durch das
Lentivirus HIV-1 der Fall ist. Die exakte Regulation dieser Vorgange ist ein Grund fir
die Latenz von ca. 10 Tagen bis zur Etablierung einer wirksamen Population von
spezifischen B- und T-Zellen. Der Vorteil hierbei ist, dass nach dem Erstkontakt und
dem Auspragen dieser Immunantwort einige reife B-Zellen weiterhin im Blut
zirkulieren. Sollte nun der gleiche Erreger versuchen, erneut den Organismus zu
befallen, lauft der Vorgang schneller ab, da die B-Zelle nicht mehr die klonale
Selektion durchlaufen muss und sofort nach Antigenkontakt zu proliferieren beginnt.
Der Erreger kann so innerhalb einer klirzeren Zeitspanne bekampft werden. Man
bezeichnet das auch als das flr Vertebraten charakteristische ,Immunologische
Gedachtnis™.

1.3.2 Neutralisierende Antikérper gegen Env von HIV

Die humorale Komponente der adaptiven Immunantwort ist ein unverzichtbarer
Bestandteil zur Kontrolle von Infektionen. Sie werden generell in die Klassen IgA,
IgD, IgE, IgG und IgM nach Funktion, Vorkommen und Struktur unterteilt. Trotz
intensiver Forschung wahrend der letzten 20 Jahre, ist es nicht gelungen eine HIV-
Vakzine zu entwickeln, die einen Schutz durch die Induktion neutralisierender
Antikdrper bewirkt. Grundlage dieser Idee ist der Befund, dass hohe Titer
neutralisierender Antikdrper im Serum Infizierter die HIV-Pathogenese verzdgern
[Reitz et al., 1988; Watkins et al. 1996; Poignard et al., 1999; Dianzani et al., 2002].
Bei einer HIV-Infektion zeigt sich deutlich, dass sich viele neutralisierende Antikdrper
bilden, deren Neutralisationsspektrum aber auf eine oder wenige Quasispezies
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begrenzt ist. Antikérper mit breitem Neutralisationsspektrum sind deutlich
unterreprasentiert [Trkola et al., 1995].

Wenige dieser Antikdrper konnten bisher isoliert werden. Gelungen ist das fir die
gegen gpl20 gerichteten monoklonalen Antikérper (I1gG1)2G12, (IgG1l)b12 und
(IgG1)17b. Die Bindung dieser Antikdrper ist nicht nur sequenzspezifisch, sondern
auch modifikationsspezifisch. Es missen flir eine Bindung von 2G12 an sein Epitop in
der C4/V4-Region von gpl20 die Positionen N295, N332 und N392 mit a-1-2
Mannose-Resten glycosyliert sein [Scanlan et al., 2002; Trkola et al., 1996]. Die
neutralisierende Wirkung und das Virusspektrum, welches 2G12 in der Lage ist zu
neutralisieren, konnte durch einen rekombinanten Isotypenwechsel von IgG zu IgM
deutlich gesteigert werden. [Wolbank et al., 2003] Die dadurch verbesserten
Eigenschaften ermdglichten es sogar, in Kombination mit dem monoklonalen
Antikorper 2F5 und 4E10 (nachster Abschnitt) eine Klinische Studie (Phase I)
durchzufiihren [Stiegler et al., 2002; Armbruster et al., 2002]. Der monoklonale
Antikdrper (IgGl)b12 erkennt ein Epitop in der CD4-Rezepor Region von gpl20
[Burton et al., 1994; Kessler et al., 1997]. Der postulierte Bindungsmechanismus geht
von einer dritten, fingerartigen, hypervariablen Schleife der schweren Kette aus. Eine
dort lokalisierte Tyrosinseitenkette reicht bis in die hydrophobe CD4-Rezeptortasche
des gpl120 und konkurriert mit dem Hauptrezeptor um die Bindung [Zwick et al.,
2003].

Ein anderer Bindungsmechanismus wurde fiur den aus einem HIV-positiven Patienten
isolierten monklonalen Antikérper (IgG1)17b beschrieben [Thali et al., 1993]. Weitere
Grinde warum viele Antikérper gegen gp120 nicht breit neutralisieren, wurden mit der
hochkkomplexen Quartarstruktur erklart. Die Oligomerisierung des Proteins zu
Trimeren auf der viralen Oberflache [Sattentau et al., 1995; Fouts et al., 1997; Parren
et al., 1999] sowie die 28 determinierten, potentiellen Glycosylierungs-Stellen in den
V-Regionen [Leonard et al., 1990] zeigten sich hauptverantwortlich flir die Resistenz
des Virus gegen die gebildeten Antikdrper. Da diese Mechanismen ausreichend stark
verhindern, dass breit neutralisierende Antikdrper gegen gp120 von HIV gebildet
werden kénnen, erscheint es sinnvoll, als alternatives Ziel das gp41 heranzuziehen.
Das transmembrane Hillprotein ist wahrend der Infektion flir die Fusion der viralen
und zelluldaren Membran verantwortlich und eine Blockierung dieses Vorgangs wirde
ebenfalls alle nétigen Kriterien zum Schutz des Organismus vor einer Infektion
beinhalten [Wild et al., 1995]. Ein Grund, warum es keinem so hohen immunogenem
Selektionsdruck unterliegt, ist die Maskierung des gp41 durch das gp120 bis kurz vor
dem Fusionsvorgang. Untersuchungen zeigten, dass gerade die Ectodoméane des gp41
verschiedener HIV-1 Subtypen die geringste Varianz in der Aminosauresequenz
aufweist (Abbildung 1.7) [Gaschen et al., 2002; Gallo et al., 2003]. Trotzdem blieb
auch hier die Induktion neutralisierender Antikérper bzw. der Versuch der Isolation
solcher lange erfolglos. Das gelang mit dem aus Patientenserum isolierten
monoklonalen Antikérper 2F5 [Muster et al., 1993]. Es dauerte 8 Jahre bis ein
weiterer monoklonaler Antikdérper, 4E10, gegen das gp41l isoliert werden konnte
[Zwick et al., 2001]. Die Epitope beider Antikérperisolate liegen membranproximal nur
wenige Aminosdauren auseinander. Flir 2F5 wurde das Epitop mit der
Konsensussequenz ELDKWAS und fiur 4E10 NWFNIT identifiziert [Muster, 1993; Zwick
et. al. 2001]. 2F5 ist in der Lage verschiedene Subtypen von HIV-1 zu neutralisieren.
Der Grund hierflr liegt in der Konserviertheit des Epitops. Es konnte gezeigt werden,
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dass die Aminosauren (L)DKWA fir die Bindung und Neutralisation unerldsslich sind
[McGaughey et al., 2003]. Es reicht eine Aminosauresubstitution in dem Bereich, und
der Antikérper kann nicht mehr neutralisieren. Das erklart die Unwirksamkeit dieses
Immunglobulins gegen den Subtyp O [Trkola et al., 1995; Parren et al. 1998].

Varianz Nukleotid Sequenz in %
8
1

Varianz Aminosdure Sequenz in %
S
1

Zag pol T vif ‘-z;:- ernv nesr

Abbildung 1.7: Vergleich zwischen der Variation der Nukleotid- (A) und Aminosauresequenz (B)
verschiedener HIV-1-Isolate des Subtyps C aus Siidafrika, Botswanna, und Indien mir der
Consensussequenz (C und B) sowie verschiedenen Impfstoffsequenzen [Gaschen et al., 2002]

Sequenzhomologien der Isolate zur Consensussequenz des Subtyps C sind in grin und zur
Consensussequnez des Subtyps B in rot dargestellt. Die Variabilitdten zu zwei potentiellen Impfstoffen sind
in blau (hellblau und dunkelblau) abgebildet. Die Sequenzen der Env-Proteine sind eingerahmt. Die
Variabilitat des Oberflachenproteins von HIV-1 betragt innerhalb eines Subtyps bis zu 20%,
subtyplibergreifend 35%. Deutlich starker ist die Ectodoméane des HIV-1 gp41 konserviert.
Fiar das y-Retrovirus FeLV konnten neutralisierende Antikdrper gegen das TM-Protein
(p15) bereits 1986 induziert werden [Elder et al., 1986]. Erst kiirzlich wurden Daten
mit dem FeLV Modell gewonnen, die zur Induktion von neutralisierenden Antikdrpern
gegen HIV-1 gp4l  beitragen kénnten. Ein dort kartiertes ebenfalls
membranproximales Epitop auf dem FelLV-A p15E, WFEGWN, entspricht in seiner Lage
dem NWFNIT Epitop des neutralisierenden Antikdérpers 4E10 gegen gp4l von HIV
[Langhammer et al., 2005]. Die dort durchgefihrten Versuche basierten auf den
Experimenten von Fiebig et al. [2003]. Sie konnten bereits zuvor neutralisierende
Antikdérper gegen das TM-Protein von PERV induzieren [Fiebig et al., 2003]. Eines der
Epitope der gegen PERV pl5E gerichteten Antikérper, FEGWFN, ist ebenfalls
membranproixmal lokalisiert. Beide besitzen sogar Sequenzhomologie zum 4E10
Epitop. Das in PERV erkannte Epitop ist zu 50% dem 4E10-Epitop homolog. Dieser
Bereich, in welchem bei gp41 HIV auch das Bindungsmotiv von 2F5 lokalisert ist, wird
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in den weiteren Ausfilhrungen entsprechend der Nomenklatur von Fiebig et al. folgend
als E2-Bereich bezeichnet. Zusatzlich detektierten alle Epitopkartierungen im N-
terminalen Bereich  weitere Binddungsstellen. Die neutralisierende Wirkung von
Ziegenseren gegen PERV konnte durch die gleichzeitige Zugabe von aus dieser Region
und aus der E2-Region abgeleiteten Peptiden starker inhibiert werden im Vergleich zu
der Applikation nur eines dieser Peptide [Fiebig et al., 2003]. In Bindungsstudien des
monoklonalen Antikérpers 2F5 konnte gezeigt werden, dass in Anwesenheit aus
beiden detektierten Regionen abgeleiteter Peptide eine Bindung an dessen Epitop
deutlich verstarkt wurde. Auch dessen Neutralisationsvermdgen wurde durch die
Anwesenheit beider Peptide in gleicher Weise herabgesetzt wie es flr das anti-PERV-
Serum gezeigt werden konnte [Fiebig et al., 2003]. Der N-terminal gelegene Bereich
wird im Folgenden als E1-Bereich bezeichnet.

Antikoérper / Zielprotein Epitop(e) Neutralisationsbreite
Serum
2G12 HIV-1 gp120 C4/V4-Region; HIV-1 Subtypen :
[Trkola et al., 1995] Glycosylierung an A,B,F [Binley et al., 2004]
N295, N332, N392
b12 HIV-1 gp120 CD4-Rezeptorregion | HIV-1 Subtypen :
[Burton et al., 1994] A,B,C,D [Binley et al.,
2004]
17b HIV-1 gp120 Chemokinrezeptor- HIV-1 Subtypen :
[Thali et al.,1993] Region A,B,C,D,E,F,G
[Moulard et al., 2002]
2F5 HIV-1 gp41 ELDKWA HIV-1 Subtypen :
[Muster et al., 1993] alle auBer O
[McGaughey et al., 2003]
4E10 HIV-1 gp41 WNWFNIT HIV-1 Subtypen :
[Zwick et al., 2001] A,B,C,D,E,F,G,]
[Binley et al., 2004]
Ziege 20 PERV p15E El: GPQQLEK PERV-A; PERV-B
[Fiebig et al., 2003] E2: FEGWFN
Ziege 27 FelLV-A p15E El: LETAQFRQL FeLV-A
[Langhammer et al., E2: KQRQQL
2003]

Tabelle 1.1: Zielproteine, Epitope und Neutralisationsspektren der monoklonalen Antikdrper
2G12, b12, 17b, 2F5, 4E10 sowie der Seren von Ziege20 und Ziege 27

Das breiteste Neutralisationspektrum weisen die gegen das TM-Protein von HIV-1 gerichteten
monoklonalen Antikorper 2F5 und 4E10 auf. Die Ziegenseren detektieren partiell sequenzhomologe Epitope
zu HIV-1 gp41 in den TM-Proteinen der Retroviren PERV und FelV. Zuséatzlich zu diesen C-terminalen
Regionen (E2) wird eine wahrend des Fusionsprozesses in raumlicher Néhe liegende Region im N-
terminalen Bereich (E1) erkannt. E1 und E2 bilden mdglicherweise ein Konformationsepitop fur
neutralisierende Antikérper gegen TM-Proteine der untersuchten Retroviren.

Diese Daten weisen auf ein Konformationsepitop hin, in welchem der E1-Bereich die
Bindung neutralisierender Antikdprer im E2-Bereich der Prafusionsionskonformation
des TM-Proteins stabilisiert. Diese Interpretation wurde auch flir HIV diskutiert wurde

[Zwick et al. 2001]. Ein weiterer Hinweis fiir diesen Mechanismus findet sich in der
postulierten, durch gp41l vermittelten Fusionsreaktion. Hierbei wird von einer
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Umlagerung der NHR- und CHR-Regionen der gp41l-Ectodomdne ausgegangen
(Abschnitt 1.2.3). In dem entstandenen 6-Helix-Bundle liegen die postulierten Epitope
E1l und E2 in rdumlicher Nahe [Chan et al., 1989; Tan et al., 1997; Caffrey, 1998;
Fiebig et al., 2003] (Abbildung 1.6-3). AuBerdem konnten in Immunsierungsversuchen
mit den einzelnen korrespondierenden Peptiden zu den Epitopen der monklonalen
Antikdrper 2F5 und 4E10 keine neutralisierenden Antikdrper induziert werden [Liao et
al., 2000; Lu et al., 2000; Tian et al.,2001; Xiao et al., 2000].

Ein Fusionsblocker auf Peptidbasis wurde bereits erfolgreich getestet. T20 (=DP178,
Klasse der Enfurvirtide) entspricht in seiner Sequenz der CHR und dem
membranproximalen Bereich des HIV-1 gp41 (AS 636-671), in welchem sich auch das
Epitop des monoklonalen, neutralisierenden Antikdrpers 2F5 befindet. Es ist heute fir
die HAART zugelassen. [Foy et al., 2004]. Verschiedene, auf der Basis von
rekombinanten Proteinen durchgeflihrte Impfstoffstudien in Tiermodellen schienen
Erfolg im Kampf gegen die HIV-Pandemie zu versprechen. Nur zwei Ansatze konnten
bis in die klinische Phase III gebracht werden. Das Vakzin bestand aus einem
rekombiannten Protein, das Sequenzen aus dem externen Glycoprotein und dem TM-
Protien von HIV-1 Subtyb B enthielt [AIDSVAX B/B ; VaxGen, Brisbane,CA,USA]. Die
mit AIDSVAX B/B behandelten Probanden der Studie zeigten keinen Schutz vor
Infektion im Vergleich zu Probanden der Placebogruppe [AIDS Alert, 2003]. 1999
startete eine zweite klinische Phase III Studie in Bangkok, Thailand. Hierbei wurde
auch auf der Basis des gpl160 von HIV-1 Subtyp B und E vakziniert [AIDSVAX B/E;
VaxGen, Brisbane CA USA]. Hier konnte ebenfalls kein Schutz vor Infektion erreicht
werden. Auch andere Vakzine kamen nicht Uber die klinische Phase I oder II hinaus.
Alle basierten ganz oder zum Teil auf den Strukturen des gp120. Dessen Variabilitat
und die sich daraus ergebenen Fakten bezlglich der Induktion und Wirksamkeit
neutralisierender Antikdrper wurde bereits zuvor demonstriert (Abschnitt 1.3.2). Die
Ergebnisse der Studien stellen somit ein weiteres starkes Indiz dafiir dar, dass ein
humoraler Schutz gegen die HIV-Infektion mit rekombinanten Konstrukten besser auf
der Basis von HIV-gp41 zu erreichen sein kénnte.

Auch die Tatsache, dass Bereiche der transmembranen Hdullproteine
immunmodulatorische  Eigenschaften  besitzen, macht sie flir genauere
Untersuchungen interessant [Denner et al., 1994].

1.3.3 Humane CD4* CD25" regulatorische T-Zellen

Eine besondere Subpopulation der CD4*-T-Helfer-Zellen riickte in den letzten Jahren
ins Zentrum der immunologischen Forschung, als man begann zu verstehen, welche
wichtige Funktion ihnen bei der Regulation der Immunantwort zu Teil wird. Es handelt
sich um CD4* CD25* doppelpositive T-Lymphocyten, welche als regulatorische T-
Zellen (T-reg) bezeichnet werden. Charakterisiert werden sie durch verschiedene
Oberflachenmarker wie die konstitutive Expression von CD4-Molekiils und dem IL-2
Rezeptor CD25 [Baecher-Allan et al., 2002]. Weitere Moleklle auf der Oberflache der
Zellen sind zum Beispiel der Humane Glucocorticoid Induzierte Tumornekrosefaktor
Rezeptor (GITR) und CTLA-4 [Li et al., 2003; Read et al., 2000].



Einleitung 17

IL-27
IL-12 p70
IL-23

IFN-¢

H
IL-4, IL-5, IL-&
IL-2, IFM-y, THF-a IL-10, IL-13
IDcD4 JBCD25 ITOCD26 IT_cD30 JBCDES1 ITDCD94
2 AITR EPCXCR4 IOTCR EBNK 1.1 T NKG2D Hl TRANCE

TNF = Tumornekrosefaktor CD = Differenzierungscluster (engl. cluster of differentiation)
IFN = Interferon AITR = Humaner Glucocorticoid Induzierter TNF Rezeptor

IL = Interleukin TRANGE = (engl.) TNF-related activation-induced cytokine

Abbildung 1.8: Oberflachenmolekiile und intrazelluldare Marker der humanen T-Zellen
Lymphocyten

Dargestellt ist eine Auswahl an Oberflachenmarkern und Transkriptionsfaktoren zur Unterscheidung der
T-Zell-Subpopulationen.

GITR wird konstitutiv in hohem MaBe auf regulatorischen T-Zellen exprimiert. Dessen
Expression wird infolge einer Aktivierung noch gesteigert [Shimizu et al., 2002;
McHugh et al., 2002]. Es hat keinen Einfluss auf die Suppressorfunktion der T-reg
[Ronchetti et al., 2004]. In verschiedenen Ansatzen wurde gezeigt, dass GITR ein
Negativregulator der T-reg ist. Aktivierung von GITR, dem murinen paralogen Molekiil,
durch den GITR-Liganden (GITRL) unterdricke durch murine T-reg vermittelte
Suppression in vitro [Kim et al. 2003, Ji et al., 2004].

Es gibt einen spezifischen Transkriptionsfaktor, welcher ebenfalls konstitutiv in CD4"
CD25* humanan regulatorischen T-Zellen exprimiert wird. Er wird als FoxP3
bezeichnet. Dieses X-chromosomal codierte Molekil ist am ,finetuning® der Expression
immunologisch relevanter Gene in T-Lymphocyten beteiligt und bewerkstelligt die
Ausdifferenzierung von CD4"* T-Lymphocyten zu CD4* CD25" regulatorischen T-Zellen
[Hori et al., 2004]. Eine Mutationsfolge in der C-terminalen DNA-Bindedomane des als
Dimer aktiven Moleklils flhrt zur Inaktivierung und zur Auspragung einer
Immundysregulation welche als IPEX (Immundysregulation, Polyendocrinopathy,
Enteropathy, X-linked Syndrom) bezeichnet wird. Heterozygote Frauen sind bei dem
Defekt asymptomatisch, wahrend die Klinik bei Mannern durch Diarrhoe, chronische
Lymphocytenaktivierung, Thryoiditis und starken Autoimmunreaktionen charakterisiert
ist und fir gewdhnlich tédlich verlduft. Der Tod tritt hier durch eine Uberproduktion
autoinflammatorischer Cytokine ein [Wildin et al., 2002; Tommasini et al., 2002]. Die
Expression von FoxP3 in der Maus konnte als spezifisch flr regulatorische T-Zellen
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beschrieben werden. Ein erhdhter FoxP3 Gehalt wurde bei viralen Infekten beobachtet
[Hori et al., 2003; Fontenot et al. 2003]. Wahrend der Infektion von Katzen mit dem
Felinen Immundefizenz-Virus (FIV) konnte eine Aktivierung von regulatorischen T-
Zellen dokumentiert werden [Vahlenkamp et al., 2004]. Auch bei HIV-Positiven wurde
eine Korellation zwischen der Viruslast und der Anzahl an CD4* CD25" regulatorischen
T-Zellen in Lymphknoten gezeigt [Andersson et al., 2005]. Hieraus ergibt sich
eindeutig die Frage nach der biologischen Funktion diese Zellen. Gezeigt werden
konnte eine Herunterregulierung des Immunsystems bei Autoimmunrekationen, denn
durch das Entfernen, Unterdriicken oder das ganzliche Fehlen regulatorischer T-Zellen
(IPEX) erhohte sich die Frequenz autoreaktiver T-Lymphocyten drastisch [Wildin et al.,
2002]. Durch in vitro Gentransfer von foxP3 in naive CD4* T-Zellen konnten
regulatorische T-Zellen erzeugt werden, welche gleichzeitig die AbstoBung von
allogenen Transplantaten in vivo unterdrickten [Chai et al., 2005]. Aus an Arthritis
erkrankten Patienten konnten regulatorische T-Zellen isoliert werden, welche in vitro
die Proliferation von CD4" T-Lymphocyten hemmten [Woo et al., 2002]. Zur
Signaltransduktion zwischen den Effektor- und Zielzellen dieser Phdnomene ist noch
wenig bekannt. Man geht im Moment von einer Wirkung auf die Zielzellen lber den T-
Zell-Rezeptor (engl. TCR), also direkten Zell-Zell-Kontakt aus [Baecher-Allan et al.,
2002].

1.3.4 Retrovirus induzierte Immunsuppression

Trotz der zuvor beschriebenen Mdglichkeiten die dem befallenen Organismus zur
Verfigung stehen um sich von einer Infektion zu befreien oder sie sogar von vorn
herein zu verhindern, breitet sich AIDS weiter aus. Es gibt 42,1 Mio infizierte und
jahrlich sterben weltweit ca. 3,1 Mio an AIDS (WHO, Welt-AIDS-Bericht 2004). Was
beeinflusst das Virus wahrend Pathogenese, dass das Immunsystem nicht in der Lage
ist, den Erreger komplett aus dem Organismus zu entfernen? Retroviren sind genau
wie der Wirt selbst (1.3.3.) in der Lage modulierend in die Auspragung der
Immunantwort einzugreifen und versuchen sie herunterzuregeln [Khan et al., 1983;
Barre-Sinoussi, 1983]. Wird das Immunsystem wie hier beschrieben unterdrickt
spricht man von Immunsuppression. Dadurch ist es natirlich leichter flir andere
Erreger den Organismus zu befallen. Opportunistische Infektionen sind haufig ein
Grund fir den Tod von immundefizienten Patienten und gerade bei an AIDS
erkrankten Menschen war zum Beispiel das Kaposi-Sarkom welches durch das Humane
Herpes-Virus 8 ausgelost wird ein haufiges Symptom der Immunschwache. Im Zuge
der Ausbreitung der AIDS-Pandemie gewann die Forschung auf diesem Gebiet stark an
Bedeutung, doch die ersten Arbeiten dazu begannen bereits in den 1960er Jahren.
Durch die direkte Applikation von Leukd@mie Viren konnte in Mausen die humorale und
zellulare Immunantwort stark heruntergeregelt werden [Dent et al., 1965; Peterson et
al., 1963]. Auch FelLV, ein y-Retrovirus, I6st in Katzen eine Immunsuppression aus
[Cotter et al., 1975]. Das Sterben der Koala-Baren in Australien ist teilweise in der
Aktivierung eines Retrovirus begrindet. Das sogenannte Koala-Retrovirus (KoRV)
zeigt eine Pravalenz in den untersuchten Kolonien von 100% und I6st eine tédlich
verlaufende Immunschwéache aus [Canfield et al., 1988; Hanger et al., 2000]. Die
Ergebnisse der Untersuchungen mit inaktivierten Viren lassen darauf schliessen, dass
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es Komponenten der Virionen sind, die direkt immunsuppressiv wirken. Im Ergebnis
der in vitro Experimente mit inaktivierten FeLV- und Rauscher-Leukamievirus-(RLV)
Partikeln stand die Hemmung der durch Mitogen induzierten Proliferation von murinen
und felinen Lymphocyten [Orosz et al., 1985]. Ahnliche Ergebnisse waren zuvor fir
inaktivierte Primatenretroviren beschrieben worden [Denner et al., 1980]. Eine weitere
Arbeitsgruppe konnte mit inaktivem FelLV die IL-2 induzierte Proliferation von T-Zellen,
die Chemotaxis von Monocyten und NK-Zellen, den ,respiratorischen Burst" von
Monocyten, die gemischte Lymphocytenreaktion (engl. MLR) sowie die B-Zell
Stimulierung hemmen [Oostendorp et al., 1993]. Letztlich konnten flir viele Retroviren
ahnliche immunusppressive Effekte in infizierten Wirten beschrieben werden [Denner,
1998]

1.3.5 Immunsuppressive (ISU-) Doméne

Genauere Untersuchungen der Struktur und Sequenz der TM-Proteine von Retroviren
(Abschnitt 1.2.3) definierten einen Bereich in der Ectodomédne des Proteins, welcher
zwischen dem Cysteinloop und der NHR lokalisiert ist, als besonders konserviert.
Vergleiche der Sequenzen verschiedener Retroviren zeigten eine hohe Konservierung
der Aminosauresequenz (Abbildung 1.9) Die immunsuppressive Wirkung konnte auf
eine Folge aus 17 Aminosauren eingegrenzt werden, welche dann als
immunsuppressives (ISU-)Peptid CKS-17 fir die Konsensussequenz bezeichnet wurde
[Cianciolo et al. 1985]. Eine hohe Homologie fand sich zum Beispiel bei HTLV, PERV
und FelLV. Mit Abweichungen konnte die Sequenz auch bei HIV-nef [Collette et al.,
1996] und gp4l gefunden werden [Denner et al.,, 1994]. Auch fir das
membranstandige LMP des Eppstein-Barr-Virus, welches Sequenzhomologien zu CKS-
17 aufweist, konnte eine immunsuppressive Wirkung beschrieben werden [Dukers et
al., 2000].

CKS 17 L ¢ N R R G L DL L F L K E G G L
PERV-A L ¢ N R R G L D L L F L K E G G L
KoRV L ¢ N R R G L D L L F L K E G G L
MulV L ¢ N R R G L DL L F L K E G G L
FelLV-A L ¢ N R R G L D L L F L K E G G L
HTLV-1 A Q N R R G L D L L F W E Q@ G G L
HIV-1 L 0 AR I LAV EZ RTYZYULIEKTUDOQU QL
(env583-599)

EBV-LMP - - - - = L A L L F W L - - =

Abbildung 1.9: Sequenzvergleich der immunsuppressiven (ISU)-Domdnen

Von der CKS-17 Abweichende Aminosauren sind fett gedruckt. Aus diesem in vielen transmembranen
Hillproteinen von Retroviren abgeleitetem Bereich wurde die CKS-17 Konsensusequenz fiir ISU-Peptide
abgeleitet.

Fir das von dieser Sequenz abgeleitete Peptid konnten verschiedene Effekte
beschreiben werden. So konnte eine direkte Inhibition der IL-2 und Allogantigen
abhangigen Proliferation von murinen und humanen T-Lymphocyten, des ,respiratory
Burst" von humanen Monocyten und der Aktivitat von NK-Zellen beobachten [Cianciolo
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et al., 1985; Ruegg et al., 1989; Harrell et al., 1986; Harris et al., 1987; Ogasawara
et al., 1990]. Von HTLV und HIV-gp41l abgeleitete Peptide konnten in vitro die
Zellproliferation von T-Lymphocyten und die mixed lymphocyte reaction (MLR)
unterdriicken [Ruegg et al., 1989; Ruegg at.al., 1991; Wang et al., 1995; Denner et
al., 1996]. Die ISU-Doméne von HIV-1-gp41, AS 583-599, schlieBt in N-terminaler
Orientierung direkt an die immundominante Region, AS 598-607 an. Fir aus dieser
Sequenz abgeleitete Peptide konnte gezeigt werden, dass sie in vitro die Proliferation
durch mitogene und lymphokine Stimulation von humanen und Mauselymphocyten
hemmen [Denner et al., 1994]. Die immunsuppressive Eigenschaft der HIV-ISU-
Domane konnte auf ein N-terminal gelegenes Octamer als Minimalsequnez eingegrenzt
werden [Ruegg et al., 1989; Denner et al., 1994]. AuBerdem konnte eine
Interspeziesreaktivitat der prolifertionshemmenden Wirkung [Denner et al.;
1994,1996] und eine Hemmung des cyotpatischen Effekts von HIV-1 auf MT4-Zellen
durch das HIV-ISU-Peptid beobachtet werden [Denner et al., 1994]. Letzterer Effekt
wurde spater durch das Auffinden der antiviralen Peptide T20 und T21 (DP107,
DP178) bestatigt [Wild et al., 1995].

1.3.6 Cytokinmodulation durch TM-Proteine und ISU-Peptide

Wie gezeigt, beinflussen TM-Proteine und Peptide, die aus der ISU-Domndne
abgeleitet wurden, die Funktionalitdat von PBMCs. Die haufigste Veranderung, die man
durch die Exposition von Lymphocyten beobachten konnte, waren veranderte
Sekretionsmuster der Cytokine. Wie zuvor erwahnt, funktioniert das Immunsystem als
komplexes Netzwerk aus verschiedenen Regulationsprozessen. (Abschnitt 1.3.1.)
Greift eine fremde Komponente in dieses Netzwerk ein, kann es leicht zu
Dysregulationen kommen, welche in diesem Fall zu schweren Immunsuppressionen
fihren kdénnen. Die Mediatoren der Regulation sind die Interferone und Interleukine.
Sie sind fur die Kommunikation der Immunzellen untereinander verantwortlich. Somit
ist es leicht vorstellbar dass zum Beispiel ein Ungleichgewicht von zum Teil
antagonistischen Cytokinen wie die Tyl (=Typl) und Ty2 (=Typ2) Cyktokine die
Progression eines Infektes beglinstigen kann [Faxvaag et al., 1995; Clerici et al.,
1994, 1997]. Fiur Typl-Cytokine konnte man nachweisen, dass ihre Sekretion in vitro
verringert wird, wenn eine Lymphocytenpopulation dem CKS-17 Peptid exponiert wird.
Speziell wurde das fur IL-2, IL-12 und IFN-y gezeigt, welche maBgeblich an der
zellvermittelten Immunitat (CMI) beteiligt sind [Kleinerman et al., 1987; Haraguchi et
al. 1992, 1995]. Gleichzeitig wurde ein Anstieg an Typ2-Cytokinen wie IL-10 und IL-6
gemessen, nicht aber an IL-4, IL-5 oder IL-13 [Haraguci et al., 1992, 1995;
Koutsonikolis et al. 1997]. Experimente mit rekombinantem gp41 von HIV-1 konnte
ebenfalls die IL-6 und IL-10 Sekretion induzieren [Takeshita et al., 1995, Denner et
al., unveréffentlicht]. Gerade IL-10 ist ein wichtiger Mediator bei der Gegenreaktion
einer immunologischen Aktivierung und spielt bei der Toleranz eine Rolle [Ren et al.,
1996]. Erhdhte Level der IL-10 Transkription bei humanen Monocyten- und T-Zelllinien
konnten durch in vitro Versuche mit HIV-1 beschrieben werden [Borghi et al., 1995;
Barcellini et al., 1994; Graziosi et al., 1994]. Auch fiir eine HIV-Infektion ist ein
Anstieg der IL-10 Transkription und Sekretion charakteristisch [Clerici et al., 1994;
Denis et al., 1994; Maggi et al., 1994; Masood et al., 1994]. Durch den Einsatz von
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Cytokinarrays konnte gezeigt werden, dass auch durch das HIV-ISU-Peptid das
Verhaltnis von Typl- zu Typ2-Cytokinen verandert wird. Cytokine wie IL-2 und TNF-a
werden im Gegensatz zu IL-10, IL-4, IFNa und IFNy heruntergeregelt [Denner et al.,
unveroffentlicht]. Die beobachteten Veranderungen korrspondierten mit dem
berichteten Einfluss von HIV-1 gp41 auf die Cytokinexpression [Takeshita et al.,
1995]. Damit wurde weiterer ein Hinweis erarbeitet, dass die ISU-Domane des HIV-1
gp41 fur dessen immunsuppressive Eigenschaft verantwortlich ist.
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1.4 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollen immunsuppressive Eigenschaften transmembranener
Hullproteine von Retroviren und von ihnen abgeleiteter Peptide untersucht werden.
Hierzu sollen rekombinante transmembrane Hiullproteine und Homopolymere der
synthetischen immunsuppressiven (ISU-)Peptide hergestellt werden. Fir die
rekombinanten Proteine soll ein eukaryontisches, endotoxinfreies Expressionssystem
etabliert werden. Dafir missen die Proteine in einen entsprechenden
Expressionsvektor kloniert, exprimiert und affinitatschromatographisch gereinigt
werden. Immunsuppression kann durch die Messung von Cytokinen dargestellt
werden. Dazu werden humane PBMCs mit den Homopolymeren und den
rekombinanten transmembranen Hillproteinen inkubiert, und die Expression des
Cytokins IL-10 wird mittels Capture-ELISA gemessen. Neben diesen in vitro Versuchen
soll in einem weiteren Ansatz die Wirkung der immunsuppressiven Domane in vivo
charakterisiert werden. Hierflir sollen rekombinante transmembrane Hullproteine,
sowohl mit als auch ohne ISU-Domane, im Rattenmodel eingesetzt werden. Die Starke
der gegen sie und gegen ein nicht verwandtes Antigen gerichteten humoralen
Immunantwort ist mittels ELISA und Western Blot zu charakterisieren.

Des weiteren soll getestet werden, ob die ISU-Peptid-Homopolymere und die
endotoxinfrei exprimierten, rekombinanten transmembranen Hullproteine CD4* CD25"
doppelpositive regulatorische T-Zellen (T-reg) induzieren und auf diesem Weg
immunsuppressiv wirken kdénnen. Ein Ansatz hierbei soll die Charakterisierung der
Lymphocyten-Subpopulation durch Immunmarkierung der spezifischen
Oberflachenmarker CD25 und GITR sein. Die eingesetzten Homopolymere und
rekombinanten Proteine sollen zuvor in den in vitro Tests auf Aktivitat geprift werden.
Die Quantifizierung der Populationen soll am Durchflusscytometer erfolgen. Als zweiter
Marker zur Induktion regulatorischer T-Zellen soll die Expressionsverdnderung des
Transkriptionsregulators FoxP3 untersucht werden. Hierfir soll ein SYBR-Green-
Realtime-System etabliert werden, mit dem sich die FoxP3-Amplifikate nach reverser
Transkription der aus humanen PBMCs isolierten Gesamt-RNA quantifizieren lassen. Es
soll untersucht werden, ob es einen Unterschied gibt, in der FoxP3-Expression
zwischen humanen PBMCs, die mit HIV-ISU-Homopolymeren oder rekombinanten
transmembranen Hillproteinen inkubiert wurden im Vergleich zu unbehandelten
Zellen.

Im zweiten Teil der Arbeit soll ein Beitrag zur Entwicklung einer Vakzine zum Schutz
vor HIV-1-Infektionen geleistet werden. Es sollen rekombinante Proteine hergestellt
werden, welche die Epitope der HIV-1 breit neutralisierenden Antikdérper 2F5 und 4E10
tragen. Als Gerustprotein soll aufgrund von Sequenzhomologien zu den Epitopen von
2F5 und 4E10 das transmembrane Hullprotein des Koala-Retrovirus (KoRV) dienen.
Die rekombinanten Proteine sollen exprimiert, gereinigt und anschlieBend zur
Induktion neutralisierender Antikdrper gegen das transmembrane Hdillprotein von HIV-
1 im Rattenmodell eingesetzt werden. Die induzierten Antikdrper sollen in Peptid- und
Protein-ELISAs  auf  spezifische Bindung getestet werden. Mit  einem
Neutralisationstest, basierend auf einer Realtime-PCR, soll das Neutralisationspotential
der induzierten Antikdrper bestimmt werden. Zur weiteren Charakterisierung sollen die
erkannten Epitope der induzierten Antikdrper auf einer Pepspot-Membran kartiert
werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antikorper

Bezeichnung Herkunft/ Firma Verdiinnung /
Menge
Primarantikdrper:
anti-V5 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 1:5000
2F5 Zur Verfligung gestellt durch das 0,2 pug/mil
AIDS  Research and  Reference
Reagent Program, Division of AIDS,
NIAD, NIH: HIV gp4l monoklonaler
Antikdrper (2F5) von Dr. H. Katinger)
(Muster, et.al, 1993)
Ziege 20 Uwe Fiebig, RKI, Berlin, Deutschland 1:100
(Fiebig et al., 2003)
Ziege 27 Stefan Langhammer, RKI, 1:100
Deutschland
Sekundarantikérper:
a-Rabbit IgG HPRT Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland 1:5000
a-Mouse IgG HPRT Sigma-Aldrich, MUinchen, Deutschland 1:5000
a-Goat I1gG HPRT Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland 1:5000
a-Human IgG-HPRT Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland 1:5000
Fluorochrom-
Konjugate:
anti-GITR/GITR-FITC eBioscience, Cornerstone, San Diego 0,50 ug / 10°Zellen
anti-CD3-FITC Immunotech, Marseille, Frankreich 0,25 pg / 10°Zellen
anti-CD4-APC Immunotech, Marseille, Frankreich 0,25 ug / 10°Zellen
anti-CD25-PE BD-Biosciences, San Jose, USA 0,25 ug / 10°Zellen

2.1.2 Chemikalien

100bp DNA Ladder
1kbPlus Ladder
BAKERBOND Abx 40u
Restriktionsendonucleasen
BigDye-Mastermix
Bradford-Lésung

BSA

DAB

DMEM

dNTP Mix (10mM)
ECL™Western Blotting Detection
EGTA
Ethidiumbromidlésung

Fa. Gibco BRL, GroBbritannien

Fa. Gibco BRL, GroBbritannien

Baker Chemikalien, Gross-Gerau, Deutschland
NEB, Frankfurt a.M., Deutschland

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Amersham Bioscience, Buckinghamshire, England
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
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CL-XPosure™Film

FKS

G418 /Geniticin

Gentamycin

Imject ® Friend 's adjuvans
IPTG

L-Glutamin
Luminometerplatten
NEB-Puffer

NunclonTM Surface Flachboden
NunclonTM Surface Rundboden
OPD

pCal-n-Vektor

PCR-Puffer (10fach mit MgCl,)
Penicillin (10000U/ml)
Pepspot-Membranen
pMT/Bip/V5-His-C-Vektor
Proteinase K

RPMI

SAP

SAP-Puffer
Streptomycin(10mg/ml)
T4-Ligase

T4-Puffer

Taq Polymerase AmpliTaqg ®Gold
Triton X-100

Magermilchpulver

Trypanblau 0,4%

Trypsin 0,25%
Zellkulturflaschen T25, T75,T175
Blasticidin S HCI

2.1.3 Kommerzielle Kits

JetQuick-Plasmid-Mini-Kit
JetQuick-PCR-Purification-Kit
JetQuick-Gel-Extraction Kit
SYBR-Green-PCR-Master Mix
DNA-Whole Blood Kit
RNeasy-Kit
EndoFree-Plasmid-Maxi-Kit
Plasmid-Maxi-Kit

OptEIATM human IL-10 Set

2.1.4 Gerate

Realtime-PCR-Cylcer MX4000

PIERCE, Illinois, USA

BioChrom, Berlin, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
BioChrom, Berlin, Deutschland
PIERCE, Illinois, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
OptiplateTM-96, Packard

NEB, Frankfurt a.M., Deutschland
Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Nunc, Wiesbaden, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Stratagene, La Jolla, USA

Applied Biosystems, New Jersey, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland

Jerini, Berlin, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Usb, Cleveland, USA

Usb, Cleveland, USA

Biochrom, Berlin, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Applied Biosystems, New Jersey, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Fa. Sucofin, Zeven, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
TPP, Midwest Scientific St. Louis, MO, USA
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

GENOMED GmbH, Bad Oeyenhausen, Deutschland
GENOMED GmbH, Bad Oeyenhausen, Deutschland
GENOMED GmbH, Bad Oeyenhausen, Deutschland
Stratagene, La Jolla, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Inivtrogen, Karlsruhe, Deutschland

Inivtrogen, Karlsruhe, Deutschland

BD Biosciences, San Jose, USA

Stratagene, La Jolla, USA
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FACScalibur

ELISA Reader Spectra Classic
Entwicklungsmaschine Curix 60
Fraktionssammler SuperFrac
Gel Doc 2000

CO; Incubator MCO-20AIC
Inversmikroskop ID 03
Konzentrator Concentrator 530
Klhlzentrifuge Centrifuge 5403
EP-Gradient-S PCR
BioPhotometer

pH-Meter MP220
Schittelinkubator Innova 4330
Sterilbank Steril Gard Class2
Tischzentrifuge Centrifuge 5415D

BD-Biosciences, San Jose, USA

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Agfa, Koln, Deutschland

Pharmacia, Freiburg, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Sanyo, Milnchen, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Mettler Toledo, GieBen, Deutschland

New Brunswick Scientific, Nurtingen, Deutschland
The Baker Company, Sanford,Maine USA
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Branson Sonifier II 250 G. Heinemann, Schwabisch Gmund, Deutschland
Branson Modell 102C G. Heinemann, Schwabisch Gmund, Deutschland
Zentrifuge Avanti J-20xP Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0RKendro, Langenselbold, Deutschland

2.1.5 Bakterien

E.coli BL21-CodonPlus(DE3)-RP
E.coli oneShot® TOP10

Stratagene, La Jolla, USA
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

2.1.6 Vektoren

pMT/Bip/V5/HisC (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

Der Vektor ist Teil des Drosophila-
Expressions-Systems (DES). Es ist
der Expressionsvektor in den in
dieser Arbeit die rekombinanten
Proteine PERV-pl5E und FelV-Aisu-
pl5E Uber die Restriktionsstellen
BglIl und Xhol kloniert wurden. Die
Konstrukte erhalten durch den
Vektor N-terminal ein Exportsignal
und C-terminal einen V5-Tag zur
Detektion und einen 6xHis-Tag zur
Affinitatschromatographischen
Reinigung der Proteine. Zur
Selektion nach bakterieller
Transformation enthalt der Vektor eine Ampicillin- Resistenzcassette. Die Expression
wird durch einen Metallothionin-Promotor kontrolliert.

puUC ori
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pCoBlast (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

Dieser Vektor gehért ebenfalls zum Drosophila-
Expressions-System (DES). Er beinhaltet eine
Blasticidin-Resistenzcassette unter der
Kontrolle des konstitutiven Promotors copia zur
Selektion positiv transfizierter Zellen.
Zusatzlich besitzt er eine Ampicillin-
Resistenzcassette zur Amplifikation in
Bakterien. Um stabil transfizierte Zelllinien zu
generieren, muss dieser Vektor mit dem
Expressionsvektor cotransfiziert werden. In
dieser Arbeit wurde zusatzlich mit Hilfe einer
Blasticidin-spezifischen PCR der Nachweis einer
erfolgreichen Transfektion von Drosophila-
Zellen mit pCoBlast vollzogen.

pCal-n (Stratagene, La Jolla, USA)

Der bakterielle Expressionsvektor wurde
in dieser Arbeit verwendet, um die
rekombinanten Proteine FelLV-p15E, FelLV-
Aisu-p15E, KoRV-pl15E2-AB und KoRV-
pl15E2-ABC zu exprimieren. Die
Konstrukte  wurde alle Uber die

gene 10 RBST +CEP

rampicillin
Restriktionsstellen EcoRI und BamHI
kloniert. Der Vektor tragt eine Ampicillin-
Resistenzcassette als Selektionsmarker. ]
Zusatzlich wird C-terminal das
Calmodulin-Bindeprotein (CBP) an das { non ]
pBR322 on

jeweilige rekombinante Protein fusioniert.
Damit kdénnen alle Konstrukte Uber eine
Calmodulin-Affinitatschromatographie gereinigt werden. AuBerdem tragt der Vektor
einen T7-Promotor und einen T7-Terminator, die in dieser Arbeit als Binderegion fir
die Primer zur Sequenzierung verwendet wurden. Die Expression steht unter der
Kontrolle des Lac-Repressors (Lacl). Die Induktion erfolgt durch Zugabe des
Allolactose Stukturanalogons IPTG, durch welches der Repressors aufgrund von
héherer Affinitéat zum Induktor vom Operator titriert wird. Dadurch wird der Promotor
freigegeben und die Transkription der Downstream-Sequenzen kann beginnen.

2.1.7 Datenbanken und Software
Flir die Sequenzvergleiche wurde der BLAST-Algorhythmus des National Center for

Biotechnology Information (NCBI, USA) genutzt. Es wurden dort sowohl Nukleotid- als
auch Proteinsequenzalignments durchgefihrt. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
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Fir die Analyse der Konformation von Domanen und Hydrophobizitatsindizes wurden
SwissProt Tools genutzt: www.expasy.org/
Die Sequenzanalysen, Primerdesign, Restriktionstests und Konstruktdesign wurden mit
dem Lasergen Softwarepaket (Madison, USA) durchgefiihrt

Statistische Auswertungen wurden mit Microsoft Excel durchgefiihrt.

2.1.8 Primer & Sonden

Name Sequenz (5°-37) Ziel Abschnitt
FeLV-for-BglIII GCAGATCTCTTGAAACAGCCCAGTT | FeLV-Aisu-p15E 3.1.2.1
CAGACAA Produkt: 223 bp
FeLV-rev-Xhol CGCTCGAGCAGGGGGACTTGTTGA
ACCATCC
RB-Blast-For TCAGCTGTCGACGATCCGGTGCGT | Blasitcidin- 3.1.2.2
GGTGGTTTCATG Resistenzcassett
RB-Blast-Rev CTGATCGCTCTTCGTCGGCATCTAC | e auf pCoBlast
TCCCTTGCG Produkt: 795 bp
KoRV-p15E-for GCGGATCCCTAATAAAAGGGCCCA | Mutageneseprim 3.3.2.1
TAGACCT er fir KoRV-
KoRV-p15E2-AB TAGAATTCTCAACTTGCCCACTTAT | p15E;
CGAGCTCTGACGCCCACTTATCTAA | Produkte:
CTCTTC AB: 313 bp
KoRV-p15E2-ABC TAGAATTCTCATGTTATGTTGAACC | ABC: 341 bp
ATCCCTCGTACCAACTTGCCCACTT
ATCGAG
hs GAPDH 2 (+) GGCGATGCTGGCGCTGAGTAC humanes GAPDH 3.2.3
hs GAPDH 2 (-) TGGTCCACACCCATGACGA Produkt: 149 bp
FoxP3-for TCAAGCACTGCCAGGCG FoxP3 mRNA/ 3.2.3
FoxP3-rev CAGGAGCCCTTGTCGGAT cDNA;
Produkt: 195 bp
FeLV-RT-for TCAAGTATGTTCCCATGAGATACAA | exogene U3- 3.3.1
FeLV-RT-rev GAAGGTCGAACTCTGGTCAACT Region der LTR
FeLV-U3-Sonde FAM-TTAAGCACCTGGGCCCCGGC- | des Provirus;
DQ Produkt: 185 bp
SK68i GGARCAGCIGGAAGCACIATGG HIV-1 pol; 3.3.2.2
SK69i CCCCAGACIGTGAGITICAACA Produkt: 137 bp
HIV-pol-Sonde FAM-
TGACGCTGACGGTACAGGCCAGAC
-D
KoRV-5-for CT%ATAAAAGGGCCCATAGA KoRV-p15E; 3.3.2.2
KoRV-6-rev GTTGAACCATCCCTCGTACC Produkt 341 bp
KoRV-p15E-Sonde FAM-

CCATGGATACAGACCTTAGGGCCC-
DQ
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2.1.9 Peptide

Die Monomere der folgenden aus HIV-1 gp41 abgeleiteten Peptide wurden von der
Firma Jerini (Berlin, Deutschland) bezogen.

HIV-ISU: NH,-KQLQARILAVERYLKDQQL-CONH
HIV RAN:  NH,-LQRLRKQQYIDKQAALVLE-CONH
E2-long: NH,-CNEQELLELDKWASLWNWFDITNWL-CONH

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Standard-PCR

Zur exponentiellen Vervielfaltigung von spezifischen DNA-Fragmenten wurde die PCR-
Technik angewendet. Dabei wird in einer in vitro Reaktion in einem zyklische Prozess
das Aufschmelzen einer doppelstrangigen DNA-Matrize, das Anlagern spezifischer
Oligonucleotide, den Primern, sowie das Verlangern der freien 3 "-OH-Enden mehrfach
wiederholt. Hierzu werden in den Reaktionsansatz eine thermostabile DNA-
Polymerase, ein Puffer flir das Enzym, dNTPs sowie speziell fir das gewlinschte
Amplifikat abgeleitete Primer zum Template gegeben. Die Grundlage dieses
Verfahrens sind die Ideen von Kary Mullis, der 1993 flr die Entwicklung der PCR den
Nobelpreis fir Chemie erhielt und die Molekularbiologie mit der Erstbeschreibung
dieser Technik bereits 1986 revolutionierte [Mullis et al.1986].

Die Settings einer Standard-PCR in einem 25 pl Reaktionsansatz wurden, sofern nicht
anders vermerkt, folgendermaBen gewahlt:

Template x Ml (50 ng - 100 ng)

Primer 1 pl Primermix (10 pmol)
Puffer 2,5 pul 10x Polymerasebuffer
dNTPs 1l (2 mM)

MgCl, 0,5 pl (optional)
Polymerasen:

Ampli-Tag-Gold 0,25 l

House-Taq 1l

Fire-Taq 0,5 pl

nukleasefreies ddH,0 ad 25 pl

Die Menge des Templates richtete sich nach dem Molekil auf dem die Reaktion
ablaufen soll. Von fertigen Konstruken bzw. Plasmiden wurden zwischen 50 und 100
ng eingesetzt.
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Amplifikation von FelLV-Aisu-p15E au pCal-n (Abschnitt 3.1.1)

Um die Sequenz des von FelLV-Aisu-pl5E in den Drosophila Expressionsvektor zu
klonieren, mussten die Schnittstellen und der Leserahmen verandert werden. Der
Vektor pMT/Bip/V5-HisC hat eine 100 Basenpaare umfassende Multiple-Cloning-Site
(MCS). Damit waren alle Fusionskonstrukte jenseits der letzten C-terminalen
Restriktioinsstelle auBerhalb des Leserahmens des rekombinanten Proteins. Wenn man
das V5-Epitop und den Histidin-Taq an das gewilinschte Protein fusionieren will, muss
Uber den reverse-Primer eine Leserahmenverschiebung von +2 bzw. -1 induzieren.
Zusatzlich wurde das Fragment mit den Schnittstellen BgIII und Xhol versehen.

Template: pCal-n-FeLV-Aisu-p15E.
Primer: FeLV-A-for_BglII
FeLV-A-rev_Xhol
Zyklus 95°C/10min-95°C/30s-52°C/30s-72°C/30s-72°c/10min

Amplifikation und Mutation von KoRV-p15E (Abschnitt 3.3.2)

Um die Epitope der monoklonalen Antikérper 2F5 und 4E10 in die Ectodomane des
KoRV-p15E einzubringen, wurden sequentiell zwei Mutagenese-PCRs durchgeflhrt.

1. Generierung von KoRV-p15E2-AB:

Template: pCal-n-KoRV-p15E
Primer: KoRV-p15E-for
KoRV-p15E2-AB
Zyklus (40x): 95°C/10min-95°C/30s-42°C/60s-72°C/45s-72°c/10min
--------------- 40X -=====mmmm——————
2. Generierung von KoRV-p15E2-ABC
Template: KoRV-p15E2-AB (aus 1.)
Primer: KoRV-p15E-for
KoRV-p15E2-C
Zyklus (40x): 95°C/10min-95°C/30s-48°C/60s-72°C/45s-72°c/10min
--------------- 40X-=-==============
Kolonie-PCR
Zum Schnelltest transformierter Bakterien wurde eine Kolonie-

PCR druchgefuhrt. Der Ansatz entsprach einer Standart-PCR im 25 pl MaBstab. Dabei
wurde ein Bakterien-Klon mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt. Die an der Spitze
heftende Kolonie wurde leicht im fertigen PCR-Ansatz verrieben. Durch den initialen
Denaturierungsschritt wurden die Bakterien lysiert und die Plasmid-DNA, welche dann
als Template dient, freigesetzt, sofern die Transformation zuvor erfolgreich war.
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SYBR-Green-Realtime-PCR

Die SYBR-Green-Realtime-PCR ist der urspringlichen Methode der Realtime-PCR am
nachsten. Sie basiert auf der Verwendung eines interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffes. Die ersten Realtime-Assays verwendeten Ethidiumbromid,
heutzutage ist es das sensitivere SYBR-Green. Dieser Fluoreszenzfarbstoff lagert sich
ebenfalls in den DNA-Doppelstrang ein. Es kommt mit fortschreitender PCR-Reaktion
zu einem Fluoreszenzanstieg. Da die Einlagerung in die DNA nur unspezifisch erfolgt,
kann man anhand der Fluoreszenz keine Unterscheidung der entstandenen PCR-
Produkte treffen. Zur Uberpriifung der Spezifitdt wird eine Schmelzkurvenanalyse des
Reaktionsansatzes nach jedem Lauf durchgefiihrt. Denaturieren die Doppelstrange bei
ihrer spezifischen Schmelztemperatur wird der interkalierte Farbstoff freigesetzt und
es kommt zu einem plotzlichen Fluoreszenzabfall. Somit ist jeder Signal-Peak
(=Intensitatsveranderung) fir ein Produkt spezifisch. In dieser Arbeit wurden die
Realtime-PCR-Analysen zur Quantifizierung der FoxP3 mRNA mit diesem System
durchgefihrt.

Es wurde flr jede Probe die gleiche Menge an cDNA als Template eingesetzt.
Zusatzlich zu der Amplifikation von FoxP3 wurde GAPDH mitgefihrt und von jedem
Gen wurden dreier Replikate gemessen. Nach jedem Lauf wurde zur
Spezifitatsverifizierung eine Schmelzkurvenanalyse durchgeflihrt. Die Ct-Werte der mit
ISU-Homopolymer oder PERV-pl5E inkubierten Proben wurde auf die der
unbehandelten Probe bezogen und der ACt-Wert gebildet.

Reaktionsansatz:

Template x Ml (50-70 ng)
2x Mastermix (Stratagene, La Jolla, USA) 12,5 ul
Reference Dye (Rox, 1:500) 0,375 pl
Primermix (FoxP3-for und FoxP3- rev; 10pMol) 1 ul
nukleasefreies Wasser ad 25 ul

Reaktionszyklus:

95°/10min-95°C/30s-55°C/45s-72°C/30s-72°C/10min-ab 56°C (Schmelzkurve)

2.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Ein Verfahren zur Trennung von DNA-Molekiilen in einem elektrischen Feld ist die
Agarosegelelektrophorese. Agarose, bestehend aus glykosidisch verbundener D-
Galaktose und 3,6-Anhydrogalaktose, dient als interne Matrix, in dem DNA-Molekdle in
einem elektischen Feld aufgrund der negativ geladenen Phosphatgruppen im
Desoxyribose-Phosphat-Riickrad der DNA zur Anode wandern. Die
Wanderungsgeschwindigkeit wird durch verschiedene Faktoren, wie die MolekdllgréBe,
die Konformation der DNA, die Agarosekonzentration und die angelegte
Gleichspannung, beeinflusst. Lineare, doppelstrangige DNA-Fragmente bewegen sich
im Agarosegel indirekt proportional zum dekadischen Logarithmus ihres
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Molekulargewichtes. Die bei der Agarosegelelektrophorese eingesetzte
Agarosekonzentration ist abhangig von dem DNA-Molekulargewichtsbereich, in dem
eine effektive Trennung der Fragmente erfolgen soll.

Zur Trennung von PCR-Produkten <500 Bp wurden 1,5%ige (w/v) und zur Trennung
von Plasmiden und groBen DNA-Molekiilen 1 %ige (w/v) Agarosegele verwendet. Die
Agarose wurde in der entsprechenden Konzentration in TAE-Puffer aufgekocht und
dann zum Erstarren (T<40°C) Iluftblasenfrei in die vorbereitete GieBkammer
dekantiert. Die Proben wurden alle in der entsprechenden Menge mit 10x-DNA-
Ladepuffer versehen und anschlieBend die Geltaschen beschickt. Die Elektrophorese
wurde bei 5-8 V/cm?2 durchgeflihrt, das enspricht einer eingestellten Spannung von
~80 V fir ein kleines Gel (BioRad Kammern) und ~120 V flr ein groBes Gel (BioRad-
Kammern). Zur Auswertung des Gels wurde es fir 20 min in einem Ethidiumbromid-
Bad getrankt. In dieser Zeit interkaliert der Fluoreszenzfarbstoff in die groBe Furche
der DNA bzw. lagert sich an die negativ geladenen Einzelstrdange der Nukleinsaure
durch die positive Eigenladung an. Mit einem Transilluminator kdnnen die Molekile
durch eine Fluoreszenzanregung mit ultraviolettem Licht (254nm) sichtbar gemacht
werden. Die abgestrahlte Wellenlange ist energiearmer und somit im sichtbaren
Bereich En.x=590nm. Die Gele wurde mittels Videoprint oder digital mit dem BioRad
GelDoc200 dokumentiert.

50xTAE-Puffer 10xDNA-Ladepuffer
2M Tris 5ml Glycerol
1M Acetat 350 pl gesattigte Brohmphenolblaulésung
50mM EDTA 250 pl 10%ige Xylen-Cyanol-Ldsung
200 pl 50x TAE
ad 10ml ddH,0

2.2.1.3 Gel-Extraktion

Um DNA-Fragmente aus dem Agarose-Gel zu extrahieren, wurde mit dem DNA-
Extraction-Kit von Genomed (Bad Oeyenhausen, Deutschland) gearbeitet. Es basiert
auf dem Aufschmelzen der Agarose und dem Binden der DNA an eine Matrix.
Wahrend Agarose nicht oder nur unspezifisch an die Matrix bindet und durch
Waschschritte entfernt wird, kann DNA im letzten Schritt spezifisch von der Matrix
eluiert werden. Es wurde nach dem Hersteller-Protokoll verfahren und immer mit 50ul
und auf 70°C erwarmten ddH,0 eluiert.

2.2.1.4 Restriktionsverdau

Um DNA zu schneiden, werden vorzugsweise Restriktionsendonucleasen vom Typ II
verwendet. Der Vorteil, den diese Subklasse der Enzyme besitzt besteht darin, dass
sie im Unterschied zu den ebenfalls beschriebenen Typen I und III zum Schneiden
kein ATP bendtigen und die Aktivitat direkt in der zumeist palindromischen
Erkennungssequenz entfalten. Aufgrund der  verschiedenen spezifischen
Schnittparameter die ein Enzym besitzt, kdnnen durch das Schneiden entweder
sogenannte glatte Enden (,b/unt ends") oder klebrige Enden (,sticky ends") entstehen.
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Desweiteren sind Ionenkonzentration, geregelt durch enzymspezifische Puffer und
Inkubationstemperatur entscheidend fir eine optimale Aktivitat. In dieser Arbeit
wurde alle Restriktionsspaltungen bei 37°C fiir 2 h mit 5 U Enzym in dem jeweilig
geforderten Puffer inkubiert. Die DNA Menge betrug, soweit nicht anders beschrieben
1lug pro Ansatz. Kontrolliert wurden die Restriktionen mittels
Agarosegelelektrophorese.

2.2.1.5 Ligation

Dieser Vorgang umschreibt das enzymatisch gesteuerte, kovalente Verknlpfen zweier
DNA-Molekile miteinander und wird von dem Enzym DNA-Ligase realisiert. Diese
Verknupfung wird dadurch spezifisch, dass beide DNA-Molekiile zuvor mit dem
gleichen Restriktionsenzym geschnitten wurden, bzw. mit einem Restriktionsenzym
das kompatible Enden zum anderen erzeugt. Spezifische Kompatibilitdat entsteht
demzufolge bei Enzymen, die ,sticky ends"™ erzeugen. Die Ligase ist in der Lage eine
Phosphodiesterbindung zwischen der 5’ -Phosphat-Gruppe und der 3 OH-Gruppe der
Desoxyribose zu knlUpfen. Verwendet wurde hier die T4-DNA-Ligase der Firma New
England Biolabs (NEB, Frankfurt a.M., Deutschland). Ein Reaktionsansatz hatte soweit
nicht anders beschrieben ein Volumen von 20pl und enthielt ca. 50 ng Vektor, dazu 3-
5 facher molarer Uberschuss an Insert, 2 pl 10x T4-DNA-Ligase-Buffer (NEB, USA)
und die Differenzmenge zu 20 pl ddH,O. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei
konstant 16°C in einem PCR-Cycler um optimale Bedingungen zu schaffen.

2.2.1.6 Herstellen kompetenter Bakterien

Um Bakterien artifiziell kompetent zu machen, wurde nach dem Rubibiumchlorid-
Protokoll (Qiagen, Hilden, Deutschland) gearbeitet. Aus einer Ubernachtkultur wurden
100 ml LB-Medium 1:1000 angeimpft und bei 37°C und 220 rpm bis zu einer OD600
von 0,5 inkubiert. Die Kultur wurde fir 5 min auf Eis gekihlt und die Bakterien
Beckman-Zentrifuge pelletiert (10 min, 4.000 g, 4°C). AnschlieBend folgte die
Resuspendierung des Pellets in 30 ml TFB I-Puffer. Der Ansatz wurde fur 90 min auf
Eis inkubiert und die Bakterien anchlieBend erneut pelletiert (10 min, 4.000 g, 4°C).
Das Pellet wurde daraufhin in 4 ml eiskaltem TFB II-Puffer resuspendiert und zu je 100
pl aliquotiert. Die Aliquots wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -
80°C gelagert.

Beide Lésungen missen steril filtriert und bei 4°C gelagert werden.

TFB I (pH 5,8) TFB II (pH 6,8)

100 mM RbCl 10 mM RbClI

50 mM MnCl, 10 mM MOPS
30 mM Kaliumacetat 75 mM CaCl,
10 mM CaCl, 15 % (v/v) Glycerol

15 % (v/v) Glycerol
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2.2.1.7 Transformation

Bakterien sind in der Lage, freie DNA aufzunehmen. Diese Fahigkeit nennt man
Kompetenz. Es gibt natirlich kompetente und artifiziell kompetente Bakterien. Durch
die gezielte Veranderung von Inkubationsparametern der Bakterien zusammen mit der
DNA kann man sie dazu bringen, diese aufzunehmen. Dieser Vorgang ist als
Transformation definiert. Die hier verwendeten Bakterien vom Stamm Escherichia coli
One Shot ® Top10 wurden ausschlieBlich nach dem folgenden Protokoll transformiert:
Die bei -80°C gelagerten Zellaliquote (je 100ul) wurden auf Eis aufgetaut und 30 min
mit 10pl des Ligationsansatzes auf Eis inkubiert. AnschlieBend folgten 45s Hitzeschock
bei 42°C und eine 2 minutige Inkubation auf Eis. Danach wurde der Ansatz mit 500 pl
auf 37°C vorgewarmten LB vermischt und fir 60 min bei 37°C im Schittler inkubiert.
Dann wurden die Bakterien mit einer Tischzentrifuge pelletiert (1min / 16000xg) und
in 100 pl LB resuspendiert. AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension auf einer LB-
Platte mit geeignetem Selektionsmarker ausgestrichen.

Wurde eine erneute Transformation eines bereits isolierten Insert-tragenden Plasmids
durchgefiihrt, unterschied sich diese nur in der applizierten DNA Menge, die hier im
Bereich um 1 ng pro Transformationsvorgang lag.

2.2.1.8 Plasmid-Praparation
Plasmid-Mini-Praparation (Genomed, Bad Oeyenhausen, Deutschland)

Die Plasmidisolation mit diesem Kit basiert auf der alkalischen Lyse der Bakterien und
der anschlieBenden Reinigung der Plasmid-DNA (ber eine Anionenaustauscher-Matrix.
Sie wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Elution erfolgte immer mit 50 pl
auf 70°C erhitztem ddH,0.

Plasmid-Maxi-Praparation

Das Prinzip dieser Reinigung gleicht dem der Plasmid-Mini-Praparation. Der
Unterschied liegt hier in der maximal einzusetzenden Kulturmenge. Eine Plasmid-Maxi-
Prep wurde mit einer 100 ml Ubernachtkultur der plasmidtragenden Bakterien
durchgefihrt. In dieser Arbeit wurde das Plasmid-Maxi-Kit von Qiagen (Hilden,
Deutschland) verwendet.

Endo-Free Plasmid-Maxipraparation

Um eukrayontische Zellen mit einem heterologen Plasmid zu transfizieren, empfiehlt
es sich, das bakteriell amplifzierte Plasmid endotoxinfrei zu isolieren. Endotoxin setzt
die Trasnfektionseffizienz stark herab und kann bei Transfektionen mit geringer
Effizienz zum Misslingen des Versuches fihren.

Vor der Elution wird ein Schritt zum Entfernen des Endotoxins mittels eines speziellen
Puffers geschaltet. In dieser Arbeit wurde das Endo-Free-Maxi-Kit von Qiagen (Hilden,
Deutschland) verwendet.
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2.2.1.9 Sequenzierung

Zur finalen Analyse von Klonierungen wurde die Nukleotidsequenz eines Konstruktes
Uberprift. Die hier verwendete Methode basiert auf der Kettenabbruchmethode nach
Sanger [Sanger et al., 1977]. Dabei werden unterschiedlich fluoreszenzmarkierte
Diddesoxy-Nukleotide in das Reaktionsgemisch gegeben. Durch den Einbau eines
Didesoxy-Nukleotids in eine Polynukleotidkette wahrend einer PCR-Reaktion bricht die
Polymerisierung ab, da der Polymerase kein freies 3'-OH Ende als Substrat zur
Verfligung steht. Die Sytheseabbriiche erfolgen statistisch. Die entstandenen
unterschiedlich langen Bruchstliicke werden mittels Kapillarelektrophorese getrennt
und analysiert. Diese beiden Schritte wurden vom hauseigenen Service ibernommen.

Die Auswertung der Daten erfolgte mittels des Edit-Sequence-Programms der DNA-
Star-Software (Laser Gene, Madison, USA).

Ansatz zur PCR

Plasmid: 200 ng

Primer: 5 pMol

BigDye® 2 yl (Terminator v3.1 Nukleotidgemsich, Applied Biosystems)
5xPuffer 2 ul

ddH,0 ad 10 pl

2.2.1.10 Proteinexpression in Bakterien

Die bakterielle Expression rekombinanter Proteine erfolgte mit E.coli BL21 Zellen.
Einen Tag vor der Expression wurden 3 ml Ubernachtkulturen eines charakterisierten
Klons einer Transformations-Platte oder eines Glycerol-Stocks in verschiedenen
Verdlnnungsstufen in LB-Amp (100ug/ml  Ampicillin) angeimpft. Am Tag der
Expression wurde die Hauptkultur aus einer log-Phase-Vorkultur 1:1000 in LB-Amp
(100pg/ml Ampicillin) angeimpft. Das Expressionvolumen betrug, soweit nicht anders
vermerkt, 500 ml. Die Kultur wurde bei 37°C und 220 rpm bis zur ODgwp=0,5
geschittelt. Dann erfolgte die Induktion der Expression durch Zugabe von IPTG in
einer Endkonzentratioin von 1mM. Nach 3 Stunden wurden die Bakterien pelletiert
(6000 x g; 15 min; 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet weiter
verwendet oder bei -20°C gelagert.

2.2.1.11 Isolation von Nukleinsdauren aus eukaryontischen Zellen

Zur Isolation von Nukleinsauren wurden Kits der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland)
eingesetzt. Zur Isolation der DNA kam das DNA-Whole-Blood-Kit zum Einsatz. Die
gesamt RNA wurde mittels des RNeasy-Kits aus den Zellen extrahiert. Alle Isolationen
erfolgten nach den Herstellerangaben. Bei der Verwendung des RNeasy-Kits wurde der
optionale Schritt des DNAse-Verdaus auf der Saule stets durchgeflhrt.
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2.2.1.12 Reinigen von DNA durch Phenol/Chloroform-Extraktion

Die Phenol/Chloroform-Extraktion stellt eine Methode zur Reinigung von DNA-
Molekillen dar. Eingesetzt wurde sie hier zur zusatzlichen Reingung von Plasmid-DNA
von zelluldren Proteinen, proteinkomplexierter genomischer DNA und zum Entfernen
von Restriktionsenzymen, Ligasen oder anderer DNA-modifizierender Enzyme. Die
DNA-haltige Losung wurde mit gleichem Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
(25:24:1, Sigma, Steinheim) versetzt. Kleine Volumina wurden zunachst auf
mindestens 100 pl mit Wasser aufgeflllt. Nach intensivem Mischen wurde durch
Zentrifugation (14000xg, 2 min, RT) wieder eine Phasentrennung erreicht. Die obere
DNA-haltige Phase wurde in ein neues ReaktionsgefaB uberfuhrt und einer
Ethanolfallung unterzogen.

2.2.1.13. Ethanolfdllung von Nukleinsdauren

Nukleinsdurehaltige Ldsungen wurden zur Konzentrierung sowie zum Wechsel von
Inkubationspuffern mit Ethanol gefallt. Hierfir wurde die nukleinsaurehaltige Lésung
mit 0,1 Volumen 3 M Na-Acetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen absolutem Ethanol
versetzt. Nach einer Inkubation fir 20 Minuten bei -20 °C wurde die DNA 20 Minuten
in einer Tischzentrifuge bei 14000xg und 4 °C pelletiert. Zum Entfernen des Na-
Acetats wurde das DNA-Pellet anschlieBend mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und bei
Raumtemperatur getrocknet. Die Resuspension des Pellets erfolgte je nach DNA-
Menge in 20-200ul nukelasefreiem Wasser.

2.2.1.14 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsdauren

Die Konzentration von Nukleinsdurelésungen wurde photometrisch bestimmt. Hierbei
wird das Lambert-Beer "sche Gesetz zur Berechnung angewendet. Es beschreibt die
durch eine chemische Verbindung bedingte Lichtabsorption beim Durchqueren der
Klvette:

AE =8m°|*C*d

(E: die im Photometer gemessene Extinktion, bzw. die Extinktionsdifferenz; emo: der molare
Extinktionskoeffizient in L « mol? « cm™; c: die Konzentration der chemischen Verbindung in mol/L; d:
Schichtdicke der Kivette in cm )

Bei Nukleinsduren werden die Wellenlangen A = 260 nm (Nukleinsauren) und 280 nm
(kontaminierende Proteine) bestimmt. Die Schichtdicke der verwendeten Kiivetten
betrug 10 mm. Zusatzlich kann der Reinheitsgrad des Isolats durch den Quotienten
aus A = 260 nm und 280 nm angegeben werden. Optimal ist eine Ratio um 1,9.
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2.2.1.15 Reverse Transkription

Fir die Analysen der Transkriptionsfrequenz von FoxP3 wurde die isolierte RNA in
cDNA umgeschrieben. cDNA ist stabiler als RNA und somit leichter zu handhaben.
Hierflir wurde das First-Strand-cDNA-Synthesis-Kit von Fermentas (St. Leon-Rot,
Deutschland) verwendet. Das Kit basiert auf der reversen Transkriptase von MuLV. Es
wurde nach dem Protokoll des Herstellers zur cDNA Synthese mit anschlieBender
Verwendung in einem PCR-Verfahren gearbeitet. Fir die Umschreibung wurden die
mitgelieferten Random-Hexamer-Primer verwendet. Die RNA-Mengen wurden
aufeinander abgeglichen, so dass in jeder Probe die gleiche Menge Gesamt-RNA zur
Verfligung stand. Die generierte cDNA wurde bei -20°C gelagert.

2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.1 Kopplung von Peptiden

Aus friheren Versuchen der der Arbeitsgruppe zeigte sich, dass Peptide mit einem
Molekulargewicht unter 4 kDa allein nicht in der Lage sind, Effekte an Immunzellen zu
induzieren [Denner. et al., 1994]. Deshalb missen sie an groBere Tragerproteine
gekoppelt oder selbst zu Polymeren verknlUpft werden. In dieser Arbeit wurde die
Kopplung zu Homopolymeren gewahlt, um eine hohere Valenz (Multiplizitat) an
wirksamen Peptiden in den Assays zu erreichen.

Flr die Untersuchung zur Immunsuppression wurden Peptide verwendet, die in ihrer
Sequenz der immunsuppressiven (ISU-)Domane von HIV-1 entsprachen. Als
Kontrollpeptide wurde ein HIV-RAN-Peptid (RAN fir ,random™)verwendet, welches aus
den gleichen Aminosauren aufgebaut ist, deren Reihenfolge aber nicht der in HIV-1
codierten Sequenz entspricht. Somit entsprachen Molekulargewicht und Gesamtladung
dem Original-ISU-Peptid. Die hier verwendete Methode zur Kopplung beruht auf dem
Einsatz eines reaktiven Carbodiimid, dem EDC (1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)-
Carbodiimid). Der Crosslinker EDC reagiert mit den Carboxylgruppen der Peptide und
bildet ein reaktives Zwischenprodukt, welches mit primaren Aminen eine Amidbindung
eingehen kann.

Die HPLC-gereinigten Monomere der Peptide wurden Uber die Firma Jerini (Berlin,
Deutschland) bezogen. Das mittlere Molekulargewicht betrug 2,3 kDa. Um eine
effektive Kopplung zu erreichen wurde folgendermaBen vorgegangen: 8 mg Peptid
wurden mit 38,4 mg EDC versetzt und gemischt. Durch die Zugabe von Sulfo-NHS,
einem Succinimidanalogon, konnte die Halbwertszeit des reaktiven Esters in den
Stunden Bereich erhdoht werden. Die Ausbeute der bei neutralem pH-Wert ablaufenden
Reaktion konnte somit auf ca. 20% erhoéht werden. Das Reaktionsgemisch wurde 3
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 5 Tage gegen 1x PBS bei
4°C dialysiert (MWCO0:10000 Da). AnschlieBend wurden Aliquots hergestellt und diese
einer Proteinbestimmung unterzogen.
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2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration in waBrigen Lésungen wurden zwei
verschiedene Methoden herangezogen, zum einen der Bio-Rad Protein Assay und zum
anderen der BCA Protein Assay Kit von Pierce. Die Bestimmung erfolgte jeweils mittels
einer Eichgeraden, fiir die als Standard flr die Quantifizierung bei beiden Methoden
BSA in Konzentrationen von 200, 400, 600, 800, 1000 und 1200 pg/ml eingesetzt
wurde. Von allen Proben wurden Dreifachbestimmungen angefertigt.

Bio-Rad Protein Assay

Der Bio-Rad Protein Assay nutzt eine von Bradford et al. beschriebene Methode
[Bradford, 1976], die auf einer Bindung des Farbstoffs Coomassie Brilliantblau R-250
an Seitenketten von Proteinen basiert, wodurch das Absorptionsmaximum von 470 nm
nach 595 nm verschoben wird. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration nach
Bradford wurde in einer 96-Well Mikrotiterplatte pro Well 195 ul des Bradfordreagenz
(1:5 Verdlinnung der Stammldsung in Wasser) vorgelegt und mit 4 ul Probe, Standard
oder Wasser gut durchmischt. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation flir 5 min bei RT.
Dann wurden die Proben im Tecan Elisa Reader bei 560 nm vermessen und die
Proteinkonzentration im Vergleich zur Eichgeraden bestimmt.

Pierce Protein Assay

Die Proteinbestimmung nach Pierce beruht auf der Reduktion von Cu®*-Ionen zu Cu*-
Ionen durch die Aminosauren Cystein, Tryptophan und Tyrosin. Die einwertigen
Kupferionen werden jeweils durch zwei Molekiile BCA in der Biuret-Reaktion chelatiert,
dieser Komplex hat ein Absorptionsmaximum von 562 nm. Fir den Pierce Protein
Assay wurde zuerst die Gebrauchsldsung aus BCA Reagenz A und BCA Reagenz B
hergestellt, hierfir wurden 50 Teile Reagenz A mit einem Teil Reagenz B gemischt.
Von der Gebrauchslésung wurden 200 pl pro Well einer Mikrotiterplatte vorgelegt und
anschlieBend 10 ul Probe, Standard oder Wasser zugegeben und die Platte fir 30 min
bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben im Tecan Elisa Reader bei
570 nm mit einer Referenz von 492 nm vermessen und die Proteinkonzentration im
Vergleich zur Eichgeraden bestimmt.

2.2.2.3 Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Darstellung der rekombinanten Proteine wurde die diskontinuiertliche Tricin-
Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelktrophorese (SDS-PAGE) verwendet
[Schagger et al., 1987]. Hierbei werden die Proben durch ein Reduktionsmittel wie B-
Mercaptoethanol oder Dithiothreitol (DTT) denaturiert und bilden einen Komplex mit
dem negativ geladenen SDS. Pro Aminosaure ist das denaturierte Protein mit ca. zwei
Molekilen SDS bladen. Somit steht die Lange der Peptidkette in einem festen
Verhdltnis zur Ladung und die Eigenladung des Proteins wird in der Regel
vernachlassigbar. Die Trennung erfolgt aufgrund der unterschiedlichen
Wanderungszeiten der nun gleich geladenen Molekile durch die Polyacrylamidmatrix
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im elektrischen Feld. Bei konstanter Stromstarke und konstantem Vernetzungsgrad
der Matrix hangen die Wanderungszeiten nur noch von der Gesamtladung des
Molekils ab, welche sich aus der Lange der Polypeptidkette ergibt. Damit erreicht man
eine Trennung der Molekile nach dem Molekulargewicht. Tricin bezeichnet das
verwendetet Puffersystem und diskontinuierlich steht fir eine Fokussierung der
Proteine vor der eigentliche Trennung in einem Sammelgel. Sammel- und Trenngel
unterscheiden sich hierbei im pH-Wert was zu einer zeitweisen Ausbildung eines
Feldstarkegradienten im Sammelgel fuhrt, der es den Proteinen in einer Spur
ermdglicht, in etwa zur gleichen Zeit in das Trenngel einzutreten.

Die Starke der Gele betrug 1,5 mm. Die Trenngele hatten, soweit nicht anders
vermerkt, einen Polyacrylamidanteil von 10% und die Sammelgele von 4%. Zur
Abschatzung der Molekulargewichte wurde als Massenstandard 10 pl des Markers
SeeBlue® Plus2 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) eingesetzt. Vor dem Auftragen
der Proben wurden diese mit gleichem Volumen Tricin-Probenpuffer versetzt und fir 5
min bei 95°C denaturiert.

Die Trennung erfolgte vertikal bei einer Stromstarke von 0,03 A im Sammelgel und
0,05 A im Trenngel in der Gelapparatur Hoefer SE 250. Durch eine Coomassie-Blau
Farbung wurden die getrennten Proben sichtbar gemacht. Die Farbung erfolgte fir 30
min und die anschlieBende Entfarbung flir mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur.
Alternativ konnte das Gel auch zur Western-Blot Detektion eingesetzt werden.

Kathodenpuffer Anodenpuffer
100 mM Tris-Base (pH=8,25) 200 mM Tris-Base (pH=8,9)

100 mM Tricin
0,1% (w/v) SDS

2 x Tricin-Probenpuffer Gelpuffer
100 mM Tris-Base (pH=6,8) 3 M Tris-Base (pH=8,45)
24 % (w/v) Glycerol 0,3% (w/v) SDS

08 % (w/v) SDS
0,04% (w/v) Coomassi Brilliant Blau G-250
10 % (v/v) B-Mercaptoethanol

Farbelésung Entfarbeldsung
50% (v/v) Methanol 25% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure 10% (v/v) Essigsaure

0,2% (v/v) Coomassi Billiantblau G-250

2.2.2.4 ECL-Entwicklung

Auch dieser Methode liegt eine enzymatische Reaktion zu Grunde. Dabei entstehen
Photonen wahrend einer Spaltung von Wassertstoffperoxid unter Verwendung einer
Substratlésung aus Luminol (5-Amino-1,2,3,4-tetrahydrophthalazin-1,4-dion) und
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H,O,. Die beiden Reagenzien werden 1:1 (v/v) gemischt. Die Membran wird dann 2
min mit der Substratlésung inkubiert. AnschlieBend wird die Membran in eine Cassette
gelegt. In der Dunkelkammer wird ein Photofilm (CL-XPosure™Film, PIERCE, Illinois,
USA) auf die Membran gelegt, welcher die entstehenden Photonen detektiert. Die
Belichutungszeit ist je nach Intensitat des Signals unterschiedlich. Der Film wird nach
der Detektion in die Entwicklungsmaschine Curix 60 (Agfa, Koln, Deutschland)
eingelegt. AbschlieBend wurde der Film mit ddH,O gewaschen. Der entwickelte Film
wurde am Gel Doc 2000 (Bio-Rad, Mlinchen, Deutschland) digitalisiert.

2.2.2.5 CBP-Affinitatschromatographie

Die nach der Expression pelletierten Bakterien wurden in 40 ml Bindungspuffer
resuspendiert und fur 3 min mit Ultraschall (60 % Dutycycle, Output control 5) auf Eis
aufgeschlossen. Das Lysat wurde anschlieBend flir 30 min bei 25000xg in einer
Beckman-Zentrifuge sedimentiert und der Uberstand in ein neues GefaB Uberfiihrt.
Aus dem Proteingemisch wurde dann affinitatschromatographisch (ber eine
Calmodulinsdule das rekombinante Zielprotein gereinigt. Dazu wurde als
Saulenmaterial eine Sepharosematrix verwendet, die kovalent mit Calmodulin (CaM)
gekoppelt ist (Stratagene, La Jolla, USA). In Anwesenheit von Ca®*-Ionen bindet der
N-terminale CBP-Tag des rekombinanten Proteins an CaM und andere Proteine werden
durch mehrere Waschschritte entfernt. AnschlieBend wird Ca®* durch Zugabe von
EGTA, einem Chelator, komplexiert, so dass sich die Bindung zwischen CBP und CaM
I6st und das Fusionsprotein eluiert werden kann.

Vor der eigentlichen Saulenchromatographie wurde das CaM-Saulenmaterial aus dem
Lagerpuffer in CaCl, Bindungspuffer Gberfihrt. Das Gemisch aus Saulenmaterial und
Lagerpuffer wurde einige Minuten sedimentiert und der Uberstand dann vorsichtig
abgegossen. Danach wurde es in Bindungspuffer resuspendiert. Mit dieser Suspension
wurde daraufhin eine 15 cm lange Plexiglassaule (Pharmacia) beladen und mit 5
Saulenvolumen Bindungspuffer gewaschen. Als nachstes wurde bei 4 °C Gber Nacht
das Proteinlysat in einem geschlossenen Kreislauf mehrmals Uber die Saule gepumpt.
Am nachsten Tag wurde die Saule mit 10 Saulenvolumen Bindungspuffer gewaschen,
um alle nicht gebundenen Proteine zu entfernen. AnschlieBend wurde das gebundene
Protein mit Elutionspuffer von der Saule eluiert, wobei mit einem Fraktionssammler 20
Fraktionen von jeweils 1,5 ml gesammelt wurden. Die Proteinkonzentrationen der
einzelnen Fraktionen wurden bestimmt und die proteinhaltigen Fraktionen vereinigt.
Danach wurde die Saule nochmals mit 5 Saulenvolumen Elutionspuffer gewaschen und
mit jeweils 3 Saulenvolumen Regenerationspuffer 1 bis 3 regeneriert. Nachdem die
Saule zuletzt mit 5 Saulenvolumen Bindungspuffer aquilibriert wurde, konnte sie
erneut verwendet werden. Fir die weitere Verwendung in Assays wurde das
rekombinante Protein umgepuffert bzw. dialysiert, da das EGTA des Elutionspuffers
Ionenabhdagige Rektionen inhibieren kdnnte.
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CaCl,-Bindepuffer Elutionspuffer
50 mM  Tris-HCI (pH=8,0) 50 mM  Tris-HCI (pH=8,0)
150 mM  B-Mercaptoethanol 10 mM  B-Mercaptoethanol
1 mM Magnesiumacetat 2 mM EGTA
1 mM  Imidazol 150 mM Nadl

2 mM CaCl,

Regenerationspuffer 1 (pH=8,6) Regenerationspuffer 2
100 mM NaHCO; 1 M NaCl
2 mM  EGTA 2 mM CaCl,
1 M NaCl
2 mM CaCl, Regenerationspuffer 3 (pH=4,4)

100 mM  NaHCO;
2 mM CaCl,

2.2.2.6 Affinitatschromatographie mittels Ni-NTA-Agarose

Um Proteine zu reinigen, welche im Drosophila-Expressions-System hergestellt
wurden, kann man die affinitdtschromatographische Reinigung Uber eine Ni-NTA-
Matrix durchfiihren Das jeweilige rekombinante Protein wurde wahrend der Klonierung
mit einem C-terminalen 6xHis-Tag versehen. Dieser ermdglicht tGber den Imidazolring
des Histidins eine Wechselwirkung mit der geladenen Matrix. Vor dem Beladen der
Saule mit dem Zellkulturiiberstand wurde sie mit 5fachem Saulenvolumen Lysispuffer,
welcher 5mM Imidazol enthalt aquilibirert. Dann wurde entweder das Zelllysat,
welches sich ebenfalls in Lysispuffer befand auf die Saule gegeben, oder bei
exportierten Proteinen, der Zellkulturtiberstand. Es folgten drei Waschschritte mit je 5
fachem Saulenvolumen Waschpuffer, welcher 10mM Imidazol enthielt. Dadurch
wurden unspezifisch gebundene Proteine bereits von der Matrix geldst. Eluiert wurde
das Protein mit einem Puffer, der 400mM Imidazol enthielt. Das Imidazol konkurriert
mit dem Histidin um die Bindungsstelle an der Ni-NTA-Matrix und ist in der Lage das
Histidin zu verdrangen. Damit |6st sich das rekombinante Protein von der Matrix und
eluiert von der Saule. Eluiert wurde mit 10x1ml Elutionspuffer.

Puffer:
50 mM NaH2PO4 (pH 8,0)
300 mM NaCl
Bindepuffer +5 mM Imidazol
Waschpuffer +10 mM Imidazol

Elutionspuffer +400 mM Imidazol
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2.2.2.7 Molekluargewichtsausschluss-Zentrifugation

Um eine Trennung der Homopolymere in hochmolekulare und niedermolekulare
Polymere zu erreichen, wurde diese durch eine Matrix zentrifugiert. Verwendet wurde
das Vivaspin 500 System (VivaScience, Hannover, Deutschland). Die Saulen hatten
eine AusschlussgréBe von MWCO 30000 Da. Man erhielt eine Fraktion mit
Homopolymeren gréBer als 30 kDa und eine Fraktion mit homopolymeren kleiner als
30 kDa. Eingesetzt wurden 500l der auf 1mg/ml eingestellten Homopolymere. Der
Zentrifugationsschritt dauerte 30min (5000xg, RT) in einer Tischzentrifuge
(Eppendorf, Deutschland). Die Fraktionen wurden eine Proteinbestimmung unterzogen
und anschlieBend im IL-10-ELISA eingesetzt.

2.2.3 Immunologische Methoden
2.2.3.1 Enzym Linked Immunosorbend Assay (ELISA)

Zur Charakterisierung der induzierten Antikdrper wurde der ELISA eingesetzt. Bei
diesem Verfahren kdénnen durch intermolekulare Wechselwirkungen, zum Beispiel
Protein-Protein-Interaktionen, biologische Moleklle qualitativ. und quantitativ
beschrieben werden. Hier wurden spezifische Antikérper gegen die zur Immunisierung
eingesetzten Antigene gesucht.

Als Erstes wurde das Antigen auf ELISA-Platten (Nunc, USA) adosrbiert (=coaten)
(Peptide 100 ng/Well / 37°C / Uber Nacht; Proteine 100 ng/Well / 37°C / 2h). Danach
wurden die Platten 3x mit PBS-T (=PBSynne mit 0,05% Tween 20) gewaschen. Es folgte
die Inkubation mit dem Primarantikdrper (Serum in entsprechender Verdinnung /
37°C / 2h). Wiederum schloss sich ein Waschschritt an (3x mit PBS-T). Der
Sekundarantikérper wurde fir 2h bei 37°C in entsprechender Verdiinnung auf den
Platten inkubiert. Es folgte der finale Waschschritt (6x mit PBS-T). Die Entwicklung
erfolgte durch Zugabe der Susbtratlésung fir 30 min im Dunkeln. Durch Zugabe von
2,0 N H,SO,4 wurde die Reaktion abgestoppt. AnschlieBend wurden die Frabreaktion bei
492 nm / 620 nm ELISA-Reader (Tecan, Crailsheim, Deutschland) gemessen und die
Daten mit Microsoft Excel ausgewertet.

Substratlésun

OPD-Tablette (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) in 30 ml ddH,O geldst +250ul
H202

2.2.3.2 IL-10-Cytokin-ELISA

Um die IL-10 Expression von humanen PBMCs nach Inkubation mit HIV-ISU-
Homopolymer bzw. PERV-pl5E zu untersuchen, wurden frische PBMCs gesunder
Spender isoliert. Es wurden 100ul Zellen (3x10° Zellen/ml) pro Well in eine 96-Well-
Platte ausgesat. Diese wurden fiur 24h mit HIV-ISU-Homopolymer, HIV-RAN-
Homopolymer, PERV-p15E oder Medium inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen
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und im IL-10-ELISA (Biosource, Camarillo, USA) eingesetzt. Es wurde nach dem
Hersteller Protokoll verfahren.

Der Farbumschlag wurde im Photometer bei 450 nm gemessen und in Bezug zu einer
mitgefihrten Standartreihe gesetzt.

2.2.3.3 Analyse am Durchflusscytometer

Zur Analyse der Zusammensetzung der Lymphocytenpopulation wurde ein
Durchflusscytometer verwendet. Es wurden frische PBMCs gesunder Spender isoliert.
Es wurden 100 pl Zellen (3x10° Zellen/ml) pro Well in einer 96-Well-Paltte ausgesét.
Diese wurden flr 24h mit HIV-ISU-Homopolymer, PERV-p15E oder Medium inkubiert.
AnschlieBend wurden sie mit folgenden Antikérpern markiert: anti-CD4-APC, anti-
CD25-PE, anti-CD-3-FITC und anti-GITR-FITC. Dafir wurden die entsprechenden
Proben aus den Wells in FACS-R6hrchen Uberfiihrt und fir 5 min bei 500xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und es wurde mit 800 pl PBS
gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren wurde wiederum der Uberstand verworfen
und die entsprechenden Antikdrper zur Markierung spezieller Lymphocyten in 100 pl
PBS gegeben. Die Inkubationszeit betrug 10 min. AnschlieBend wurden die Proben wie
zuvor gewaschen und mit 250ul Formaldehyd fixiert. Es folgte die Analyse am
FACScalibur (BD-Biosciences, San Jose, USA). Pro Messung wurden die Daten von
2x10* Zellen registriert.

2.2.3.4 Epitop-Kartierung

Zur Charakterisierung der Bindungsspezifitdten der induzierten Antikérper wurden
diese einer Epitopkartierung unterzogen. Das Prinzip basiert auf der Bereitstellung von
Peptiden, welche die potentiellen Epitope der induzierten Antikérper beinhalten. Die
Peptide wurden auf einer Membran immobilisiert. Aus den Proteinen, die hier in Bezug
auf Interkation mit den induzierten Antikdérpern untersucht werden sollten, wurden
Uberlappende Peptidsets aus je 15 Aminosauren abgeleitet. Die verwendete
Membranen von HIV-1 1IIIB, KoRV und FelLV-A umfassten jeweils die
Aminosauresequenz der Ectodomane der TM-Proteine. Die Peptide der HIV-Membran
verschoben sich immer um 2 Aminosduren, die der KoRV-Membran und der FelV-
Membran um 3 Aminosduren. Die Membranen wurden von der Firma Jerini (Berlin,
Deutschland) bezogen.

Um ein Serum zu testen wurde die Membran 2h mit Blockierungspuffer inkubiert.
AnschlieBend wurde das in Blockierungspuffer verdiinnte Serum flr 2h bei RT oder
Uber Nacht bei 4°C auf die Membran gegeben. AnschlieBend wurde 3 mal 10 min mit
TBS-T gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem Sekundarantikdrper. In dieser
Arbeit wurden ausschlieBlich Rattenseren getestet und deshalb immer der peroxidase-
gekoppelter anti-Ratte IgG (1:5000) verwendet. Es folgte wieder eine Waschphase zur
Reduktion des Hintergrundes mit TBS-T 3 mal fiir je 10 min. Die Detektion erfolgte
mittels des ECL-Methode (Abschnitt 2.2.2.4).

Die Membranen kénnen mehrmals verwendet werden und mussten vor jeder weiteren
Kartierung einer Regeneration unterzogen werden. Die Membran wurde hierzu 2x
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10min mit ddH,O gewaschen. AnschlieBend wurde sie 3x 10 min mit
Regenerationspuffer IIA, danach 3x 10 min mit Regenerationspuffer IIB inkubiert. Es
folgte wieder ein Waschschritt von 10 min mit ddH,0. Als letztes wurde die Membran
3x10 mit TBS-T inkubiert. Zum Testen wurde das Kartierungsprotokoll ab der
Inkubation mit dem Sekundérantikdrper durchlaufen.

Blockierungspuffer TBS-T
PBS TBS pH=8,0
5% (w/v) Magermilchpulver 0,05 % (v/v) Tween 20

0,05% (v/v) Tween 20

Regenerationspuffer IIA Regenerationspuffer I1B
8 0M Harnstoff 50% (v/v) Ethanol
1 % (w/v) SDS 10% (v/v) Essigsaure

0,1% (v/v) B-Mercaptoethanol

2.2.3.5 Western-Blot

Zur spezifischen Detektion von Proteinen wurde die Western-Blot eingesetzt.
Grundlage dieser Methode ist eine Protein-Protein-Interaktion, in der Regel eine
Antigen-Antikérper-Reaktion. Zuvor werden Proteingemische mittels einer SDS-PAGE
separiert und auf einer Nitrocellulose- oder PVDF-Membran immobilisiert. Den Vorgang
der Immobilisierung nennt man Blot. Die hier verwendete Methode ist der Elektroblot.
Die durch die SDS-PAGE negativ geladenden Proteine bewegen sich durch Anlegen
eines elektrischen Feldes in Richtung der Anode. Die zur Detektion verwendeten
Antikérper sind mit einem Enzym konjugiert, welches durch die Umsetzung eines
Substrates ein Signal generiert. Dieses kann ein Farbumschlag oder das Aussenden
von Licht sein.

Das Trenngel der Elektrophorese wurde fir 15 min in Transferpuffer aquilibriert. Die
verwendete PVDF-Membran (PorengréBe 0,2 um, Millepore, Schwalbach, Deutschland)
wurde genau auf die GroBe des Trenngels zugeschnitten, in Methanol aktiviert und
anschlieBend in Transferpuffer ebenfalls &aquilibriert. Als Schutz des Gels und er
Membran wurde jeweils unter der Membran und Uber dem Gel eine Lage in
Transferpuffer aquilibriertes Blotpapier gelegt. Durch Abrollen mit einer Pasteurpipette
wurden Luftblasen zwischen Gel und Membran entfernt. Alles wurde in eine Semi-Dry-
Blotkammer (TransBlot-Semi-Dry-Transfer Cell, BioRad) gelegt. Der Deckel der
Kammer stellt die Kathode dar. Daraus ergibt sich von der Kathode zu Anode folgende
Reihenfolge der Lagen in der Blotkammer: oberes Blotpapier, Trenngel, PVDF-
Membran, unteres Blotpapier.

Das Blotten erfolgte flir 30 Minuten bei 15 V. Danach wurde die Membran fir 60
Minuten in Blockierungpuffer geschwenkt, um noch freie Bindungsstellen der Membran
mit Protein zu sattigen. Die Inkubation mit dem Primdrantikérper erfolgte entweder
Uber Nacht bei 4°C oder fur 2 Stunden bei Raumtemperatur. Nach der Inkubation
wurde die Membran 3x10 Minuten mit Waschpuffer gewaschen. Die Inkubation des in
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Blckierungspuffer verdinnten Sekundarantikdrpers erfolgte fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurde wieder 3x10 Minuten gewaschen.

Die Entwicklung erfolgte mittels der Zugabe einer Substratlésung. Sie enthielt
Diaminobenzidin (DAB) und 250 pl 30% Wasserstoffperoxid (Perhydol®, Merk,
Darmstadt). Bei ausreichender Anfarbung der Banden wurde die Reaktion mit ddH,0
abgestoppt. Alternativ konnte eine Entwicklung mittels ECL-Reagenz erfolgen. Der Blot
wurde eingescannt und anschlieBend in Folie eingeschweift.

Zur Kontrolle von Rattenseren auf spezifisch induzierte Antikérper wurde das Western
Blot Protokoll abgewandelt. Zwei verschiedene Vorgehensweisen wurden gewahlt: Die
Erste ist eine Kopplung einer herkdmmlichen SDS-PAGE mit einem Elektro-Blot. Die
Membran wird nach dem Blockierungsschritt in die einzelnen Spuren geschnitten und
diese jeweils mit einem anderen Serum bzw. einer anderen Testfllssigkeit als
Primarantikorper inkubiert. Das alternativ verwendete System ist eine Kapillar-
Inkubationskammer. Zur Verwendung dieser Kammer wird ein praparatives SDS-Gel
beladen und die getrennten Proteine anschlieBend auf eine Membran geblottet. Diese
wird dann in eine Kammer mit einem Kapillarsystem gespannt. Jede Kapillare kann mit
einem anderen Primarantikérper beladen werden und somit verschiedene Antikdrper
auf Bindung gegen das geblottete Antigen geprift werden.

Blockierungspuffer Waschpuffer
1 x PBS 1 x PBS
0,05 % (v/v) Tween-20 0,05 % (v/v) Tween-20

5% (w/v) Trockenmilchpulver
(Sucofin, Zeven, Deutschland)

Farbelésung (50ml)

0,025% Tris/HCI
25 mg Diaminobenzidin
250 pl 30% H,0,

2.2.4 Virologische Techniken

2.2.4.1 in vitro -Neutralisationstest

Dieser Test wurde angewendet, um die induzierten Antikdrper auf ihre Fahigkeit zur
Neutralisation von Virusinfektion in vitro zu testen. Das Verfahren gliedert sich in zwei
Hauptschritte, welche nach virusspezifischen Parametern durchgefiihrt werden. Der
erste Schritt ist eine 72 stlindige Inkubation von susceptiblen Zellen mit einem Serum-
Virus-Gemisch. Im zweiten Schritt wird mittels Realtime-PCR die Provirusintegration
des jeweiligen Virus in Relation zu einer Kontrolle (Zellen inkubiert mit
Praimmunserum und Virus) bestimmt. In dieser Arbeit wurde der Test flir die Viren
FeLV-A, KoRV, und HIV-1-IIIB angewendet.
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Parameter FelLV KoRV HIV
Zellen FEA 293 C8166
Zellzahl 5x10°/ml 5x10°/ml 5x10°/ml
Virus FeLV-A KoRV HIV-1 IIIB
Virusstock TCIDsp 1x10° TCIDsp 1x10%°° TCIDsp: 2x10°
Serumverdinnung 1:2 1:2 1:2

Am ersten Tag wurden Serum und Virus entprechend der Testparameter vorverdiinnt
und je 50 pl/ Well in einer 96-Well-Platte gemischt. Der Ansatz wurde flir 30 min bei
37°C inkubiert. Dann wurden 100ul der zu infizierenden Zellen in der entsprechenden
Verdlnnung ausgesaht. Bei adharenten Zellen wurde das Virus-Serum-Gemisch auf
die Zellen gegeben (FEA-Zellen flir FelLV und 293-Zellen flir KoRV), bei
Suspensionszellen (C8166 flr HIV) wurden die Zellen zum Gemisch pipettiert. Nach 72
Stunden Inkubation bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchte wurden die Ubersténde
vorsichtig abgenommen und verworfen, ohne das Zellpellt bzw. den Zellrasen zu
zerstoren. Es folgte ein dreimaliger Frier-Tau-Zyklus aus 20min -80°C und 20min 56°C
zum Aufbrechen der Zellen. AnschlieBend wurden 100ul/Well eines Proteinasepuffers
auf die Zellen gegeben und der Ansatz 3 Stunden bei 56°C inkubiert, um die Histone
von der genomischen DNA zu entfernen. Zur Inaktivierung der im Lysispufer
enthaltnenen Proteinase K wurde fiur 30 min bei 95 °C inkubiert. Das Zelllysat wurde
nun in der Realtime-PCR eingesetzt bzw. bei -20°C gelagert.

Proteinasepuffer

Proteinease K 200 mg/ml
10x PCR-Puffer 1 ml
ddH,0 ad 10 ml

Realtime-PCR

Die Realtime-PCR ist eine Methode zur gleichzeitigen, spezifischen Amplifikation und
Detektion von DNA (Higuchi, et al., 1992). Das hier zur Quantifizierung der
Provirusintegration verwendete System basiert auf dem TagMan-Prinzip. Dabei werden
sequenzspezifische Primer und eine Sonde verwendet. Die Sonde ist so angelegt, dass
sie am 5 -Ende an ein Fluorochrom konjugiert ist. Am 3’ -Ende sitzt ein Quencher, der
das Fluoreszieren des Fluorochroms durch die rédumliche Nahe unterbindet. Die Sonde
bindet auf der Zielsequenz in 5°-Richtung nach dem Vorwartsprimer. Wird dieser
wahrend des Amplifikationsschrittes verlangert, baut die Polymerase durch eine 5 -
3 '-Exonukleaseaktivitdt die Sonde vom 3 -Ende her ab. Dadurch wird als erstes das
Nukleotid entfernt, welches an den Quencher gekoppelt ist. Damit sind Fluorochrom
und Qunecher nicht mehr in rédumlicher Nahe, und die Sonde sendet vom 5 "-Ende her
ein Fluoreszenzsignal aus. Dieses wird vom Cycler (MX4000, Stratagene) gemessen.
Fir jede Polymerisation eines DNA-Stanges wird ein Sighal gesendet. Somit ist die
Fluoreszenz proportional zur akkumulierten DNA-Menge. Die Auswertung erfolgte
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mittels der Software MX4000 (Stratagene) und der Bildung der 22“-Werte von
Immunseren und den entsprechenden Praimmunseren.

Virus Primer Sonde
FeLV-A FeLV-RT-for & FeLV-RT-rev | FeLV-U3
KoRV KoRV-5-for & KoRV-6-rev KoRV-p15E-Sonde
HIV-1-IIIB 68i + 69i HIV-pol-sonde

PCR-Ansatz pro Reaktion

FeLV KoRV HIV

Template (Zellysat) 2 ul 2 ul 3 ul

Primer (10 pMol) je 0,5 pl 0,5 pl 1,25yl

Sonde (10 pMol) 0,5 pl 0,5 pul 0,5 pl

10x PCR Puffer 2,3 ul 2,3 ul 2,3 ul

dNTPs (10mM) 0,5 pl 0,5 ul 0,625 pl

MgCl, (25mM) 3,5 ul 1,75 pl 1,75 pl

Polymerase 0,25 ul 0,25 ul 0,25 pl

(Ampli-Tag-Gold) (=1,25u) | (=1,25u) (=1,25u)

nukleasefreies Wasser ad 25ul ad 25ul ad 25ul
PCR-Setup
FeLV : 95°C/10min - 95°C/45s — 59°C/60s - 72°C/30s Zyklenzahl: 45
KoRV : 95°C/10min - 95°C/45s - 50°C/60s Zyklenzahl: 45
HIV 95°C/10min - 95°C/45s - 55°C/60s Zyklenzahl: 45

2.2.5 Zellkulturtechniken

2.2.5.1 FEA-Zellen

Passagierung

Bei den FEA-Zellen (Feline Embryonale Fibroblasten, M. Reinacher, Giessen,
Deutschland und O. Jarrett, Glasgow, UK) handelt es sich um eine aus embryonalen
Zellen der Katze generierten stabilen Zelllinie, welche adharent wachst. Die FEA-Zellen
wurden in DMEM (10%FKS, 100 ug/ml Penicillin/Streptomycin, 10 mM HEPES, 4mM
Glutamin) kultiviert. Bei der Versorgung der Zellen in einem Rhythmus von 4 Tagen
wurde zuerst das Medium aspiriert und anschlieBend mit 10 ml PBS gewaschen. Waren
die Zellen konfluent, wurden sie mit einem sterilem Zellschaber von der Oberflache
der Zellkulturflasche geldst und in 5 ml frischem Medium resuspendiert. Da die Zellen
stark aggregieren mussten sie durch mehrmaliges auf und abziehen in der Pipette
vereinzelt werden, um bei einer Aufteilung in mehrer Zellkulturflaschen aquivalente
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Zellzahlen zu erhalten. Konfluente T75-Zellkulkturflaschen wurden im Verhaltnis 1:3
gesplittet. Kultiviert werden diese Zellen bei 37°C und 5%CO,.

Kryokonservierung

Zuerst wurde das Einfriermedium hergestellt welches hier hitzeinaktivertes FKS mit
10% DMSO ist. Nach dem Mischen wurde es zum Vorkihlen auf Eis gestellt. DMSO
wird in der Zellkultur zum Einfrieren von Zellen anstelle von Glycerol verwendet.
DMSO soll die Eiskristallbildung wahrend des Einfrierprozesses verhindern, da dadurch
die Zellen zerstért werden. Ublicherweise wird DMSO in der Konzentration von 10 %
verwendet. DMSO ist stark giftig! Es sollte deshalb mit vorgekihltem 'Einfriermedium'’
gearbeitet werden. Die einzufrierenden FEA-Zellen wurden gewaschen mit PBS und in
5 ml Einfriermedium resupendiert. Die Zellzahl wurde bestimmt, auf 10’/ml eingestellt
und 1ml Aliquots sofort bei -80°C eingefrohren.

Auftauen von kryokonservierten Zellen

Hierbei wurde mit allen Zellen gleich verfahren. In einem 50 ml Falcon-Réchrchen
wurden ca. 50 ml auf Raumtemperatur gebrachtes PBS vorgelegt. Die Kryordhrchen
tauten bei 37°C im Wasserbad auf und wurden sofort in 50ml PBS dekantiert oder
pipettiert um das DMSO zu verdiinnen. AnschlieBend wurden die Zellen bei max
1000xg pelletiert. Jetzt erfolgte eine Resuspendierung im entsprechenden Medium und
die Uberfilhrung in eine der Zellzahl entsprechenden Zellkulturflasche mit Medium.
Nach 24 Stunden wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und erhielten frisches
Medium. Ab jetzt konnten sie standartmaBig passagiert werden.

2.2.5.2 C8166-Zellen

C8166 (ATCC, USA, ECACC Nummer: 88051601) ist eine humane T-Zelllinie, die durch
ein defektes HTLV-Genom immortalisiert wurde. Die Kultivierung dieser Zellen erfolgte
in RPMI-Medium 1640 supplementiert mit. Die Zellen sind nicht adharent und somit
verlief die Passagierung nach folgendem Schema: Alle 3-4 Tage wurde das Medium
mit den Zellen in ein 15 ml oder 50 ml Falcon-Tube Uberflihrt und bei 1000xg fur 5
min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand, also das alte Medium, wurde
mit der Pipette abgesaugt und die Zellen zum waschen in 10 ml PBS resuspendiert.
AnschlieBend wurde unter den gleichen Bedingungen wie zuvor pelletiert. Danach
erfolge ein Resuspendieren in frischem RPMI Medium und das Aussahen der Zellen in
der gewunschten Zellzahl. Die Kultivierung erfolgt auch hier bei 37°C und 5% CO..

2.2.5.3 293-Zellen

293 Zellen (ATCC, USA, ECACC Nummer: 85100602) stellen eine humane
Nierenzellline dar. Sie wurde durch das humane Adenovirus 5 (HAdV 5) transformiert.
Die Kultivierung erfolgte analog zu der C8166-Zelllinie. Das verwendete Medium ist
DMEM (10%FKS, 100ug/ml Penicillin/Streptomycin, 10 mM HEPES, 4mM Glutamin).
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2.2.5.4 Drosophila Schneider 2 (S2) Zellen
Passagierung

Diese Zelllinie entstand aus einer Primarkultur von Drosophila Melanogaster
Embryonen (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland ). Sie kann bei Raumtemperatur und
ohne Zusatz von CO, kultiviert werden. Das Temperaturoptimum fir ihre maximale
Teilungsrate liegt bei 28°C. Die Zellen wachsen semi-adharent in speziellem Schneider
2 Medium mit 10% FKS und 100pg/ml Penicillin/Streptomycin. Das Medium stabil
transfizierter Zelllinien enthielt zusatzlich 25 pg/ml Blasticidin. Bei einer Zelldichte von
ca. 107 Zellen/ml wurden sie komplett im alten Medium resuspendiert, in ein
entsprechendes Falcon-Réhrchen uberfiihrt und pelletiert. Alle Zentrifugationen
wurden bei Raumtemperatur, 700xg fur 5min durchgefiihrt. Das Pellet wurde in 10 ml
PBS zum Waschen resuspendiert und erneut zentrifugiert. Danach wurden die Zellen
in frischem Medium aufgenommen und wie gewlinscht in eine neue Flasche ausgesat,
wobei die Zellzahl nie unter 5x10° Zellen/ml liegen durfte, da die Zellen sich dann
nicht mehr teilen wiirden. Die Versorgung erfolgte alle 3-4 Tage.

Transfektion

Die Methode der Wahl zur Transfektion von S2-Zellen ist eine modifizierte
Caliciumphosphat-Methode nach dem Protokoll von Invitrogen. Hierbei bildet sich ein
Calciumphosphat-DNA-Prazipitat welches von der Zelle endocytiert werden kann. Dazu
wurden einen Tag vor der eigentlichen Transfektion die Zellen gewaschen und in 3 ml
frischem, komplettem S2-Medium 3x10° Zellen pro Well in eine 6 Well-Platte
ausgesaht.

Am nachsten Tag wurden zwei Lésungen angesetzt. Losung A bestand aus 36ul 2M
CaCl,, der entsprechenden Menge DNA-LO6sung der beiden Vektoren (rekombinanter
Expressionsvektor pM/Bip/V5-HisC, Selektionsvektor pCoBlast) und wurde mit ddH,0
auf 300ul Gesamtvolumen pro Ansatz gebracht. Transfiziert wurden, sofern nicht
anders vermerkt, 20ug des rekombinanten Expressionsplasmides und 1ug
Selektionsplasmid, hier pCoBlast. Lésung B waren 300upl 2x HEPES pro Ansatz.
Tropfenweise gab man Lésung A in Loésung B, wobei der Ansatz dabei standig gemischt
wurde. Es schloss sich eine Inkubationszeit vom 30 min bei Raumtemperatur an.
Wadhrend dieser Zeit bildete sich ein feines Prazipitat, welches essentiell flir das
Gelingen der Transfektion ist. Die fertige Transfektionslésung wurde nun tropfenweise
auf die Zellen gegeben und diese dabei vorsichtig geschwenkt. Die Zellen wurden
abweichend vom Protokoll nur 8 h mit den Transfektionagenz inkubiert, da eine
langere Inkubation die Zellen tdétete bzw. dann die Sterberate der Zellen die der
Transfektionseffizienz Uberschritt. Nach dem Entfernen des Transfektionsagens,
wurden die Zellen zweimal mit komplettem Medium gewaschen und anschlieBend flr
48 h ohne Selektionsantibiotikum inkubiert. Die Zellen wurden erneut gewaschen und
alle 3-4 Tage das Medium gewechselt, welches jetzt 25ug/ml des
Selektionsantibiotikums Blasticidin enthielt. Dieser Vorgang wiederholte sich solange,
bis resistente Kolonien auftraten, welche dann zur Zelllinie heranwuchsen. Das
dauerte fir jede Transfektion ca. 14 Tage.
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Expression

Das zu dieser Zelllinie gelieferte Expressionssystem beinhaltet einen Metallothionin-
Promotor, dessen Aktivierung Utber die Zugabe von 500 uM CuSo, erfolgte. Die Zellen
wurden vor der Induktion gewaschen und in neues Medium Uberfiihrt. Die Expression
dauerte 48 h bei 28°C. Dann wurden der Zellkulturiberstand abgenommen und bei
1000xg zentrifugiert. Das Zellpellet wurde fir weitere Analysen aufbewahrt oder
verworfen und der Uberstand, in dem sich das rekombinante Protein befand, wurde
durch ein Konzentrationsréhrchen (Vivaspin, 30 min / 4000*g/4°C) auf 10 ml
eingeengt. AnschlieBend erfolgte eine Analyse mittels Western-Blot oder die
Affinitatschromatographie Uber eine Ni-NTA-Saule.

Kryokonservieren

Um Sicherheitseinfrierungen herzustellen wurden die entspechenden Zellen ab einer
Dichte von 2x107 Zellen/ml geerntet und gewaschen, wobei das alte Medium nicht
verworfen wurde. Es wurde die Zellzahl bestimmt und die Zellen auf eine Zellzahl von
1,1x107 Zellen/ml mit Einfriermedium eingestellt. Das Einfriermedium setzte sich aus
je 45% altem und neuem komplettem S2-Medium zusammen, sowie 10% DMSO. Es
wurden Aliquots von je 1ml hergestellt und bei -80°C flr 24h eingefroren. Dann
wurden die Stocks zu Langzeitaufbewahrung in flissigen Stickstoff Gberfihrt.

2.2.5.5 Isolation humaner PBMCs

Zur Isolation der humanen PBMCs wurde folgendermaBen vorgegangen. Das frische
Blut des bzw. der Spender wurde mit Lymphocytenseparationsmedium (LSM, PAA
Laboratories, Pasching, Osterrreich) zentrifugiert. Hierbei gibt es zwei Méglichkeiten
der Handhabung. Zum einen kann man 15ml LSM in ein 50 ml Filterscheiben-Falcon-
Tube geben und dann 15s (800xg, RT) zentrifugieren, dann befindet sich das LSM
unter der Filterscheibe und das Blut kann einfach auf die Scheibe dekantiert werden.
Benutzt man normale 50 ml Falcon-Tubes, so werden 15 ml LSM vorgelegt und diese
vorsichtig mit dem Blut Uberschichtet. Befinden sich Blut und LSM im Tube wird bei
Raumtemperatur mit 800 x g fir 15 min ohne bremsen zentrifugiert. Es entsteht ein
Dichtegradient im R&éhrchen (Leucosep, Greiner Bio-One GmbH, Deutschland ). Das
klare Serum befindet sich auf der Flissigkeitssdule und direkt darunter ist ein grauer
bzw. weiBer Schleier zu sehen, in welchem sich die Lymphocyten befinden. Der
Schleier wird vorsichtig abgesaugt und in ein neues Falcon pipettiert und auf 40 ml mit
PBS aufgefillt. AnschlieBend wird drei Mal mit PBS gewaschen, d.h. es wurde 10 min
zentrifugiert (250xg, RT), dann wurde der Uberstand verworfen und die Zellen wieder
in PBS resuspendiert. Nach den Waschschritten wurden die Zellen gezahlt und auf die
gewlinschte Zellzahl eingestelit.
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2.2.6 Immunisierungen
2.2.6.1 Versuchstiere

Es wurden zehn Wochen alte, weibliche Wistar Ratten (BfR, Bundesinstitut fur
Risikobewertung, Tierversuchsanstalt, Berlin-Marienfelde, Deutschland) zur
Immunisierung verwendet. Die Ratten wurden in Gruppe von vier Tieren gehalten.

2.2.6.2 Immunisierung

In jedem Tierversuch wurde nach dem gleichen Immunisierungsschema verfahren. Am
Tag 21 nach der initialen Immunisierung erfolgte eine Boost-Immunisierung der
Ratten. Das jeweilige rekombinante Protein wurde mit Adjuvant (rekombinante FelV-
pl5E Proteine: Montanid = 3:7 (Abschnitt 3.13); rekombinante KoRV-pl5E
Proteine:Freund “schem inokomplettem Adjuvand: 1:1 (Abschnitt 3.3.2.2) gemischt
und die Suspension auf ein Volumen von 1ml mit PBS gebracht. Die Applikation
erfolgte an drei Orten. Je 25% des Volumens wurden intramuskuldr in den rechten
bzw. linken Hinterlauf und 50% subkutan in den Nacken gespritzt. Jeweils vor einer
Immunisierung wurde Blut fir Testzwecke enthommen.

2.2.6.2 Gewinnung von Seren aus Rattenblut

Die Blutungen erfolgten durch retrobulbare Punktion. Zurvor wurden die Tiere mit
einem Inhalationsnarkotikum (Halothan oder Isofluran (Curamed, Karlsruhe,
Deutschland)) betaubt. Unter Narkose wurde eine Na-Heparin-beschichtete
Glaskapillare am Augapfel vorbeigefiihrt. Durch leichte Drehbewegung der Kapillare
wurden BlutgefdBe hinter dem Auge verletzt, so dass Blut durch die Kapillare abflieBen
konnte. Das Blut wurde bei 4°C Uber Nacht gelagert. Das entstandene Koagulat wurde
am nachsten Tag bei 16000xg und 4°C 45min pelletiert. Der SerumUberstand wurde
abgenommen und das Koagulat verworfen. Um die Seren zu dekomplementieren, d.h.
die Bestandteile des Komplementsystems im Serum zu deaktivieren, wurden sie flr
45min bei 56°C inkubiert. Die Lagerung der Seren erfolgte bei -20°C.
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3. Ergebnisse

3.1 Modulation der Immunantwort durch Peptidhomopolymere und
rekombinante transmembrane Hiillproteine von Retroviren in vitro
und in vivo

Retroviren sind durch ihre transmembranen Hillproteine in der Lage, in die
Immunantwort des Wirtes einzugreifen. Speziell einer Aminosauresequenz der
transmembranen Hillproteine konnte man die Hemmung der Lymhocytenproliferation
nachweisen. Die Charakterisierung der immunsuppressiven Wirkung wurde in dieser
Arbeit durchgeflihrt. Hierzu wurden zwei Herangehensweisen gewahlt. Zum einen
wurde die als immunsuppressiv wirkend beschriebene Aminosduresequenz des
immunsuppressiven, (ISU)-Peptids als Homopolymer hergestellt und dessen Wirkung
auf die IL-10 Expression humaner Lymphocyten untersucht. Die zweite Mdglichkeit
war der Einsatz von rekombinanten Proteinen. Beim Einsatz rekombinanter Proteine
fir die Untersuchungen der Immunsuppression ist darauf zu achten, dass die
Praparationen kein Endotoxin enthalten. Friihere Untersuchungen hatten gezeigt, dass
das Vorhandensein der bakteriellen Endotoxine aus den Expressionssystemen
ebenfalls IL-10 induziert. In dieser Arbeit wurde die Herstellung rekombinanter
transmembraner Hillproteine auf das Drosophila-Expressionssystem umgestellt. Um
die Spezifitat der Wirkung der immunsuppressiven Doméane naher zu charakterisieren,
wurden verschiedene rekombinante Proteine hergestellt, die entweder die
immunsuppressive Domane enthalten oder nicht. Die Wirkung der rekombinanten
Proteine auf die Cytokinexpression in vitro und auf die Auspragung der humoralen
Immunantwort in vivo wurde untersucht. Aufgrund der Konserviertheit des Aufbaus
der retroviralen transmembranen Hdllproteine ldsst sich mit den gewonnenen Daten
ein Rlckschluss auf die immunsuppressive Wirkung des HIV-1 gp4l ziehen. Sie
konnten somit zum allgemeinen Verstandnis der Immunpathogenese bei AIDS
beitragen.

3.1.1 Einfluss von Peptid-Homopolymeren und rekombinanten
transmembranen Hiillproteinen auf die IL-10-Produktion humaner
PBMCs in vitro

3.1.1.1 Herstellung der HIV-ISU- und HIV-RAN-Homopolymere

Die beiden beschriebenen Herangehensweisen zu Untersuchung der Wirkung der ISU-
Domane haben jeweils Vor- und Nachteile. Um diese deutlich herauszustellen ist ein
direkter Vergleich der Ansatze notwendig. Der Einsatz von Peptiden zum Ausldsen
oder Blocken biologischer Reaktionen ist weit verbreitet. Es konnte mehrmals gezeigt
werden, dass die ISU-Peptide nur wirksam sind, wenn sie an groBere Tragermolekile
gekoppelt werden [Denner et al., 1994]. Durch das Tragermolekll werden allerdings
wieder fremde Parameter in das Experiment eingebracht. Um unspezifischen Effekten
vorzubeugen, wurden die eingesetzten Peptide zu Homopolymeren gekoppelt. Das
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verwendete Verfahren ist die Kopplung mit 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)-
Carbodiimid (EDC).

Die durchschnittliche Kopplungsausbeute lag bei 20% und wurde mittels der Pierce-
Methode bestimmt. Die Darstellung der Kopplungen erfolgte im SDS-Polyacrylamidgel,
welches mit Coomassie Brillant Blue G250 gefarbt wurde. AuBerdem wurden die
Kopplungen durch Western Blots charakterisiert.
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Abbildung 3.1: 10%-SDS-PAGE (A) und Western Blot (B) von Peptid-Homopolymeren

Die Kopplungen werden mit ,K" und einer laufenden Nummern bezeichnet.

A) Coomassie-Brilliant Blue gefarbtes PAA-Gel: M - SeeBlue ® Plus2 Protein Marker; A - HIV-ISU-K84; B
- HIV-ISU-K90; C - HIV-RAN-K74; D - HIV-ISU Monomer

B) Western Blot eines HIV-ISU und eines HIV-RAN Kopplungsansatzes Polymers. pAK: Ziege 1 (1:250);
sAK: anti-Ziege 1:2000; M - SeeBlue ® Plus2 Protein Marker; 1 — HIV-ISU-K84; 2 - HIV-RAN-K74

Bei der Analyse der Homopolymere wurden keine keine definierten Banden detektiert.
Sowohl bei Analyse der Kopplung des HIV-ISU-Peptids (Abbildung 3.1-A, Spuren
A+B), als auch bei der des Kontrollpeptids HIV-RAN sieht man eine Anfarbung im
Coomassie-Gel (Abbildung 3.1-A, Spur C). Der Western Blot hingegen detektiert
erwartungsgemaB nur HIV-ISU stark (Abbildung 3.1-B, Spur 1). Eine unspezifische
Reaktion zeigt sich auch fir die HIV-RAN Kopplung (Abbildung 3.1-B, Spur 2). Die in
Abbildung 3.1 gezeigten Beispiele der Kopplungen sind exemplarisch fir alle in dieser
Arbeit verwendeten Konjugate. Es ist ein Unterschied zwischen Coomassie-Farbung
und Western Blot zu erkennen. Im Coomassie-Gel kdnnen die Kopplungen nur bis zu
einer GroBe von 20 kDa dargestellt werden. Der Western Blot detektiert die
Kopplungen ab einer GréBe von 20 kDa.

Die Zusammensetzung des Kopplungsgemisches aus hoch- und niedermolekularen
Strukturen wirft die Frage nach der Abhdangigkeit der Funktionalitat vom
Vernetzungsgrad der Peptide auf. Dieser Frage sollte zusatzlich durch den Einsatz von
nach MolekulargroBe getrennter Fraktionen im IL-10-Cytokin-ELISA nachgegangen
werden.

Mittels der EDC-Kopplung ist es gelungen, die Monomere des HIV-ISU-Peptids und des
HIV-RAN-Peptids jeweils zu Homopolymeren zu konjugieren, die durch SDS-PAGE und
Western-Blot charakterisiert wurden.
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3.1.1.2 Einfluss der HIV-ISU- und HIV-RAN-Homopolymere auf die IL-10
Produktion humaner PBMCs in vitro

Um einen Einfluss der hergestellten Homopolymere auf die IL-10 Produktion zu
untersuchen, wurde ein spezifischer IL-10-Cytokin-ELISA verwendet. Die
verschiedenen Homopolymere wurden mit PBMCs verschiedern Spender getestet.
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Abbildung 3.2: Induktion der IL-10 Sekretion humaner PBMC (1,5 x107/ml) nach
Inkubation mit HIV-ISU- und HIV-RAN-Homopolymeren.

A) Induktion der IL-10 Sekretion humaner PBMCs eines Spenders (SN, 05.01.2005) nach 24
Stunden Inkubation mit dem HIV-ISU-Peptid-Homopolymer (K84) bzw. dem HIV-RAN-Peptid-
Homopolymer (K74).

B) Abhéangigkeit der IL-10-Induktion vom Tag der Isolation. Ein Konjugat (hier K84, 25ug/ml) wurde
mit PBMCs eines Spenders (hier: SN) an verschiedenen Tagen getestet.

C) Abhangigkeit der IL-10-Induktion von den Konjugaten (jeweils 25 pg/ml). PBMCs eines Spenders
wurden mit verschiedenen Konjugaten inkubiert.

D) Abhangig der IL-10-Induktion von den Spendern. Jedes Konjugat wurde mit PBMCs verschiedener
Spender getestet.

Es konnte eine konzentrationsabhangige Induktion der IL-10 Sekretion durch
Inkubation der PBMCs mit den verwendeten HIV-ISU-Homopolymeren gezeigt werden.
Das verwendete Kontrollpeptid induziert keine verstarkte IL-10-Sekretion. Die
induzierten Anderungen variierten stark. Es konnten Ausschiittungen von (ber 600
pg/ml bis unter 100 pg/ml beobachtet werden. Wurden 3 pg oder weniger der
Homopolymere eingesetzt, konnte kein Unterschied in der Wirkung zwischen HIV-ISU
und dem Kontrollpeptid HIV-RAN festgestellt werden (Abbildung 3.2-A). Isolierte man
PBMCs des gleichen Spenders an verschiedenen Tagen und inkubierte diese mit
demselben Konjugat, variierten die Werte um bis zu 100% (Abbildung 3.2-B).
AuBerdem konnte man eine Abhangigkeit der Induktionsstarke von dem verwendeten
Konjugat feststellen. Es gab Konjugate, die immer IL-10 induzierten und einige, die
keine Reaktion hervorriefen (Abbildung 3.2-C). Testete man ein Konjugat an
verschiedenen Spender gab es ebenfalls Unterschiede in der Reaktivitat. Hier gab es
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Spender, die immer eine Reaktion zeigen und einige Spender, die gar nicht oder nur
schwach auf die verschiedenen Konjugate reagierten (Abbildung 3.2-D).

Um einen mdglichen Unterschied der Wirksamkeit zwischen hoch- und
niedermolekularen Homopolymeren  definieren  zu kénnen, wurden die
Kopplungsansatze nach der Dialyse einer Fraktionierung unterzogen. Diese erfolgte
mittels einer Molekulargewichts-Ausschlussfiltration. Die Trennung erfolgte durch
Zentrifugation in Separationsrohrchen. Die Separationsgrenze lag bei 30 kDa.
AnschlieBend wurde eine Proteinbestimmung durchgefiuhrt. Beide Fraktionen wurden
im IL-10 ELISA eingesetzt.
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Abbildung 3.3: IL-10 ELISA mit dem Uberstand humaner PBMCs nach Inkubation mit
unfraktionierten und fraktionierten HIV-ISU-Homopolymeren

A) HIV-ISU-Homopolymer K91 nicht fraktioniert (Spender IB)

B) HIV-ISU-Homopolymer K91 nach Trennung in zwei Fraktionen (Spender IB)

C) HIV-ISU-Homopolymer K90 nach Trennung in zwei Fraktionen bei verschiedenen Spendern
D) HIV-ISU-Homopolymer K91 nach Trennung in zwei Fraktionen bei verschiedenen Spendern

A - nicht fraktioniertes Ausgangsgemisch; H - MWCO>30000 Da; N - MWCO<30000 Da

Fir das Konjugat HIV-ISU K91 konnte eine konzentrationsabhdngige Induktion der
IL-10 Sekretion bei humanen PBMCs nachgewiesen werden. Das Maximum lag bei 350
pg/ml IL-10 bei eingesetzten 25ug/ml (Abbildung 3.3-A). Nach der Trennung dieses
Konjugats in zwei Fraktionen induzierte die Fraktion der HIV-ISU-Homopolymere mit
einer GroBe Uber 30000 Da 125 pg/ml IL-10 bei eigesetzten 25ug/ml. Die Fraktion aus
HIV-ISU-Homopolymeren mit einem Molekulargewicht unter 30000 Da induzierte in
keiner der eingesetzten Konzentrationen IL-10 Sekretion bei humanen PBMCs. Die
induzierten Werte lagen unter denen, die mit dem nicht separierten Konjugat erreicht
wurden (Abbildung 3.3-B). Bei der Untersuchung des Konjugates 90 (K90) zeigte sich,
dass die Induktion der IL-10-Expression durch den Einsatz der fraktionierten
Konjugate bei allen untersuchten Spendern immer geringer ausfiel, als bei der
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Inkubation der PBMCs mit dem Ausgangsgemisch. Das gleiche zeigte sich fir den Test
auf PBMCs der gleichen Spender wie bei dem K90-Ansatz mit fraktioniertem K91. Es
waren bis auf eine Ausnahme (K90: Spender JM, Abbildung 3.13-C) immer nur die
hochmolekulare Fraktion in der Lage, die Expression von IL-10 bei humanen PBMCs
messbar zu induzieren (Abbildung 3.13-C und 3.13-D).

Es konnte gezeigt werden, dass HIV-ISU-Homopolymere konzentrationsabhangig die
Sekretion des immunsuppressiven Cytokins IL-10 induzieren, wahrend das
Kontrollhomopolymer HIV-RAN keine signifikante Induktion der IL-10-Expression bei
humanen PBMCs hervorrief. Die beobachteten Effekte unterliegen spender- und
kopplungsspezifischen Schwankungen. Es konnte gezeigt werden, dass eine Trennung
der Homopolymere nach dem Molekulargewicht die Reaktivitét der Fraktionen im
Vergleich zum Ausgangsmaterial herabsetzt, wobei nur die Fraktion mit einem
Molekulargewicht >30000 Da noch eine IL-10 Sekretion bei PBMCs verschiedener
Spender ausloste.

3.1.2 Einfluss rekombinanter transmembraner Hiillproteine von PERV und
FeLV-A und der immunsuppressiven Domane auf die IL-10-Produktion
humaner PBMCs in vitro

Da gezeigt wurde, dass transmembrane Hullproteine der y-Retroviren PERV und FelLV-
A, aus deren Ectodoméne die Konsensussequenz des immunsuppressiven Peptids
CKS-17 abgeleitet wurde, immunmodulatorische Eigenschaften besitzen [Denner,
1998], sollte der Einfluss der transmembranen Hillproteine auf die IL-10-Expression
bei humanen PBMCs untersucht werden.

Bevor die transmembranen Hodllproteine eingesetzt wurden, mussten diese erst
rekombinant und endotoxinfrei hergestellt werden. Zur endotoxinfreien Produktion
wurde das Drosophila-Expressions-System (DES) verwendet. Fir die Versuche wurde
sowohl ein transmembranes Hillprotein rekombinant exprimiert, welches die
immunsuppressive (ISU)-Domdne enthalt, als auch ein Konstrukt, in dem die ISU-
Domane deletiert ist. Da im Rahmen der Impfstoffentwicklung die transmembranen
Hullproteine von PERV und FelLV in der Arbeitsgruppe bereits kloniert wurden, konnten
diese als Basis der Klonierung in das DES verwendet werden. Ebenfalls lagen in der
Arbeitsgruppe transfizierte Drosophila Zellen vor, die das rekombinante PERV-pl15E
exprimieren sollten. Von dem Protein FeLV-pl5E gab es ein Konstrukt, in dem die
ISU-Domédne deletiert wurde (FelLV-Aisu-15E, Stefan Langhammer, RKI). Dieses
Protein sollte als Vergleichsprotein zum PERV-p1l5E in den Tests eingesetzt werden,
um einen Einfluss der ISU-Doméne auf die IL-10-Produktion humaner PBMCs zu
untersuchen. Der Vergleich der Wirkung beider Proteine ist mdglich, da sie eine hohe
Sequenzhomologie aufweisen, und die ISU-Domadne sogar zu 100% identisch ist
[Denner, 1998].
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3.1.2.1 Klonierung von FeLV-Aisu-15E in den Drosophila Expressionsvektor
pMT/Bip/V5-HisC

Der vorhandene Klon pCal-n-FeLV-Aisu-p15E diente als Ausgangspunkt der
Klonierung von FelLV-Aisu-p15E in den Drosophila Expressionvektor pMT/Bip/V5-HisC.
Da die Leserahmen und Schnittstellen der Vektoren pCal-n und pMT/Bip/V5-HisC nicht
kompatibel sind, mussten die Sequenz des rekombinanten Proteins mittels PCR und
entsprechenden Primern amplifiziert und mit den passenden Schnittstellen der
Restriktionsendonucleasen BglII und Xhol versehen werden (Abbildung 3.4).

Abbildung 3.4: Amplifikate von FelLV-Aisu-
p15E aus pCal-n-FelLV-Aisu-p15E

M 1kB+ DNA-Marker

1-4 FeLV-Aisu-p15E

+ PERV-p15E (Positivkontrolle der PCR)
1000 bp — - ddH,0-Kontrolle

PERV-p15E kann als Positivkontrolle verwendet
— werden, da die Primer durch die
T ——— 1 Sequenzhomologie auf beiden Sequenzen binden
kénnen.

Die berechnete GrdBe der Fragmente ist 223 bp. Die Bahnen 1 bis 4 zeigten die
Banden in dieser GréBe. Die Banden wurden aus dem Gel extrahiert. AnschlieBend
wurden das Fragment und der Expressionsvektor pMT/Bip/V5-HisC mit den
Restriktionsenzymen BgIlII und Xhol verdaut. Die Restriktionskontrolle des Vektors
erfolgte durch eine Agarosegelektrophorese. Die Ligation erfolgte bei 16°C fir 12
Stunden. Der Ligationsansatz wurde in kompetente E.coli Topl0 Zellen transformiert.
Der Vektor pMT/Bip/V5-HisC tragt eine Ampicillin-Resistenzcassette, die es den
transformierten Zellen ermdglicht auf Naéhrbodenplatten die Ampicillin enthalten zu
wachsen. Die Kolonie-PCR der gepickten Klone zeigte bei allen vier Klonen die Bande
bei 223 bp (Abbildung 3.5).

- Abbildung 3.5: Amplifikate
— von FeLV-Aisu-p15E nach

. Kolonie-PCR
; M 1kB+ DNA-Marker
K1-K4 Klone 1-4
+ pMT/Bip/V5/HisC-
1000 bp — PERV-p15E
-V Leervektorkontrolle
- ddH,0 Kontrolle
300bp — L = -
M Ki K2 K3 K4 + v -

Die Klone 1 und 2 wurden einer Plasmid-Mini-Praparation unterzogen. Ein
Restriktionstest der isolierten Plasmid-DNA zeigte auch eine Bande bei 223 bp
(Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Restriktionsverdau der
isolierten Plasmid-DNA aus den Klonen
1und 2

4000 bp — “ ‘

3000 bp —

2000 bp — Enzyme: BglII & Xhol

- Menge: 4 ug je Plasmid

1000 bp — M 1kB+ DNA-Marker
K1 Klon 1
K2 Klon 2

300 bp —

M K1 K2

Die positiven Klone wurden sequenziert. Hierfir wurden unulblicherweise die
Klonierungsprimer verwendet. Normalerweise werden dafiir Primer verwendet, die in
den Bereichen der Promotoren bzw. Terminatoren der Systeme binden, um detaillierte
Daten (iber das Einhalten des korrekten Leserahmens zu erhalten. Uber eine
Verlangerung der Elongationszeit des PCR-Schrittes der Sequenzierung konnte man
eine maximale FragmentgréBe von ca. 750 bp erreichen. Das erlaubte ebenfalls weit
Uber die verwendeten Restriktionsschnittstellen hinweg Zu sequenzieren und
Leserahmen sowie Fusionskonstrukte zu Gberprufen.

Exportsignal (Bip)

ITSVOQLKGGSDLNMKLCILLAVVAFVGLELGRSLETAQFRQLOMAMHTD I
QALEESISALEKSLTSLSELCAALKEECCAAARLKQRQQLFDEQQGHWFE
GWFNKSPWRHPFEGKPIPNPLLGLDSTRTGHHHHHH. V. TR.

N

V5-Epitop 6x His-Tag

Abbildung 3.7: Sequenz des Klons1l (pMT/Bip/V5HisC-FeLV-Aisu-p15E) in den
Einbuchstabencode der proteinogenen Aminosauren libersetzt

Die Ubersetzung erfolgte anhand der Vorwértssequenz. Die klonierte Sequenz ist fett gedruckt.

Die Sequenzierung des Klons 1 (pMT/Bip/V5HisC-FeLV-Aisu-p15E) zeigt keine
Mutationen der Zielsequenz, Stoppcodons oder Leserahmenverschiebung. Es ist zu
erkennen, dass sich sowohl das Exportsignal (Bip), das V5-Epitop zur gesonderten
Detektion als auch der 6x Histidin-Tag zur affinitatschromatographischen Reinigung
des Proteins mit der rekombinanten Sequenz des FelLV-Aisu-pl5E im gleichen
Leserahmen befinden (Abbildung 3.7). Das Konstrukt wurde nun in E.coli Top 10
retransformiert und eine endotoxinfreie Plasmid-Maxi-Praparation des Klons
pMT/Bip/V5HisC- FelLV-Aisu-p15E als Vorbereitung der Transfektion von Drosophila
Zellen hergestellt.

Die Sequenz des rekombinanten Proteins FeLV-Aisu-p15E konnte aus dem bakteriellen
Expressionsvektor pCal-n in den Drosophila Expressionsvektor pMT/Bip/V5/HisC
kloniert werden. Das entstandene Plasmid pMT/Bip/V5-Hisc-FelLV-Aisu-p15E wurde
amplifiziert und endotoxinfrei isoliert.
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3.1.2.2 Transfektion, Expression und affinitdtschromatographische Reinigung
von PERV-p15E und FelLV-Aisu-p15E

Die Arbeiten zur Expression des rekombinanten PERV-pl15E (rpl5E) wurden bereits
zuvor in der Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Mit den transfizierten Zellen konnte
erfolgreich endotoxinfreies rp15E gewonnen werden. Mehrere Versuche, das Ergebnis
zu reproduzieren scheiterten. Das Expressionssystem besteht aus zwei Vektoren.
Wenn eine stabil transfizierte Zelllinie generiert werden soll, muss ein Selektionsvektor
mit dem Expressionsvektor im Verhaltnis >1:20 cotransfiziert werden. Ein Verdacht
war, dass die Zellen den Expressionsvektor verloren hatten. Um dartber Aufschluss zu
erlangen wurde aus transfizierten Zellen die Gesamt-DNA isoliert und anschlieBend in
einer PCR versucht die transfizierten Gene nachzuweisen.

2000 bp —
1000 bp — u -
650 bp —
300 bp — -
M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

Abbildung 3.8: Kontroll-PCR der bereits vorhandenen, mit pMT/Bip/V5/HisC-PERV-p15E
transfizierten Drosophila Zelllinie

Die PCR wurde mit sequenzspezifischen Primern fiir das rekombinante PERV-p15E (340bp; Spur 1,3,5,7)
und die Blasticidin-Resistenzcassette (795 bp, Spur 2,4,6,8) durchgefihrt.

M=1kB+ DNA-Marker; 14+2=Lysat der transfizierten Zelllinie; 3+4 Lysat der nicht transfizierten Zelllinie;
5=positiv Kontrolle mit Plasmid pMT/BiP/V5/HisC-PERV-p15E; 6= positiv Kontrolle Plasmid pCo-Blast
(=Selektionsvektor); 7=ddH,0 Kontrolle fiir PERV-p15E Primer; 8= ddH,O Kontrolle pCo-Blast Primer

Es fehlte die Bande bei 340 bp flr das rekombinante PERV-pl15E (Konstrukt:
pMT/Bip/V5-HisC-PERV-p15E) bei den transfizierten Zellen (Abbildung 3.8, Spur 1).
Das Selektionsplasmid ist eindeutig nachzuweisen mit dem Produkt der Blasticidin-
Resistenzcassette (Abbildung 3.8, Spur 2). Die Ergebnisse sprechen daflir, dass
Zellen, die nur noch das Resistenzplasmid enthalten, die doppelt transfizierten Zellen
aufgrund eines Wachstumsvorteils verdrangt haben. Auch im Western-Blot konnte
das PERV-p15E nach Induktion im Zellkulturiberstand nicht nachgewiesen werden
(Abbildung 3.9).

[kDa]

SSE= Abbildung 3.9: Western Blot des Zellkulturiiberstandes
der bereits vorhandenen, mit pMT/Bip/V5/HisC-PERV-
p15E transfizierten Drosophila Zellen vor und nach
Induktion (Klon B2)

45 —

34 —
pAK: anti-V5 1:5000; sAK: anti-mouse 1:5000;

il . M - SeeBlue ® Plus2 Protein Marker; V - Zellkulturiberstand
vor Induktion; U - Zellkulturtiberstand nach Induktion;
K - Kontrolle: FeLV-A-rp15E
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Aufgrund der Ergebnisse wurde die Transfektion des pMT/Bip/V5-HisC-PERV-p15E
Konstruktes parallel zu dem Vergleichskonstrukt pMT/Bip/V5-HisC-FelLV-Aisu-p15E
erneut durchgefihrt.

Es erfolgte eine Retransformation in E.coli Top-10 und eine endotoxinfreie Plasmid-
Maxi-Praparation beider = rekombinanter  Plasmide. Endotoxin kann die
Transfektionseffizienz entscheidend verringern.

Nachdem sich 14 Tage nach der Transfektion resistente Kolonien etabliert hatten,
wurde der Nachweis der Plasmide erneut durchgeflhrt. Es konnte sowohl in den mit
pMT/Bip/V5HisC-PERV-p15E, als auch in den mit pMT/Bip/V5HisC-FelLV-Aisu-p15E
transfizierten Zellen die Gene, die fir die der rekombinanten Proteinen und die
Blasticidin-Resistenzcassette kodieren nachgewiesen werden (Abbildung 3.10).

2000 bp — 1
1000 bp — . . -
300bp — W oy -
M 1 2 SE 4 hGeegiaEResae i 11 12 13 'M

Abbildung 3.10: Kontroll-PCR der neu transfizierten Drosophila Zellen

Die PCR wurde mit sequenzspezifischen Primern fiir das rekombinante PERV-pl15E (340bp; Spur
1,5,8,11), das rekombinante FelLV-Aisu-p15E (223bp; Spur 3,6,9,12) und die Blasticidin-
Resistenzcassette (795 bp, Spur 1,4,7,10,13) durchgefihrt.

M=1kB+ DNA-Marker; 1+2=Lysat der mit pMT/Bip/V5HisC-PERV-p15E transfizierten Zellen;
3+4=Lysat der mit pMT/Bip/V5HisC-FeLV-Aisu-p15E transfizierten Zellen; 5+6+7=Lysat der nicht
transfizierten Zelllinie; 8=positiv Kontrolle mit Plasmid pMT/BiP/V5/HisC-PERV-p15E; 9=positiv
Kontrolle mit Plasmid pMT/Bip/V5HisC- FelLV-Aisu-pl5E; 10=positiv Kontrolle Plasmid pCo-Blast
(=Selektionsvektor); 11=ddH.O Kontrolle fir PERV-p15E Primer; 12 ddH,O Kontrolle fiir FeLV-Aisu-
p15E Primer, 13=ddH,0 Kontrolle pCo-Blast Primer

Die Expression der rekombinanten Proteine wurde induziert. Nach 48h wurde der
Zellkulturiberstand abgenommen, dialysiert (AusschlussgroBe = 10000 kDa) und die
Proteine wurden affinitaschromatographisch Uber eine Ni-NTA-Saule gereinigt. Das
rekombinante Protein PERV-p15E eluierte immer in den Fraktionen 2-6. Die Fraktionen
wurden gepoolt und einer Proteinbestimmung unterzogen. Die erzielten Ausbeuten
von PERV-p15E lagen zwischen 1,5 pug und 2 ug pro 50 ml Kulturiiberstand. Die Menge
des eluierten rekombinanten Proteins FelLV-Aisu-p15E konnte mittels Bradfod-Assay
nur schlecht nachgewiesen werden.

Der Western Blot mit den affinitdtschromatographisch gereinigtem PERV-pl5E zeigt
nur eine geringe Menge des rekombinanten Proteins im Zellkulturiberstand. Nach der
Elution sind Banden bei 15 ka und ca.30 kDa in beiden Elutionspools zu erkennen.
Sowohl vor der Induktion, als auch im Durchlauf und den Waschschritten ist keine
spezifische Deketion durch den V5-Antikdrper zu sehen (Abbildung 3.11-A). Ein Test
des Zellpellets zeigt sowohl bei PERV-p15E, als auch bei FeLV-Aisu-p15E eine starke
Bande. Wahrend bei PERV-p15E sowohl im induzierten Zellkulturiberstand, als auch
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im Elutionspool eine Bande zu erkennen ist (Abbildung 3.11-B), kann man in den
vergleichbaren Spuren bei FelLV-Aisu-pl5E keine Banden erkennen (Abbildung 3.11-
C). Das rekombinante Protein FelLV-Aisu-pl5E war nie im Zellkulturiiberstand
nachzuweisen. Versuche, dieses Protein mittels 8M Harnstoff zu I6sen und dann
affinitatschromatographisch zu reinigen, scheiterten. Das gesamte Protein war in
vielen Fallen nicht mehr von der Saule zu eluieren. Fir den Einsatz im Cytokin-ELISA
mussten sich die Proteine in PBS befinden. Es wurde versucht, die Eluate umzupuffern.
Wahrend der Dialyse bzw. des Umpufferns fiel das Protein in groBen Aggregaten aus.

Das verhinderte eine genaue Proteinbestimmung und den Einsatz des FelLV-Aisu-p15E
fur weitere Tests.

A | [kpal
45 —
34 —
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ool
Pl I
7 —
M v U D Wi w2 E1l E2
kDa]
B [kDa] C [
55 — 55
8= a5 —
34 —
34 — -
17
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Abbildung 3.11: Western Blots der affinitdtschromatographisch gereinigten rekombinanten
Proteine PERV-p15E (A+B) und FeLV-Aisu-p15E (C) aus Drosophila Schneider 2 Zellen

A) Reinigungsprotokoll des rekombinanten PERV-p15E
B) PERV-p15E: Pellet der induzierten Drosophila Schneider 2 Zellen mit aufgetragen
C) FeLV-Aisu-p15E Pellet der induzierten Drosophila Schneider 2 Zellen mit aufgetragen

pAK: anti-V5 1:5000; sAK: anti-mouse 1:5000; M - SeeBlue ® Plus2 Protein Marker; V -
Zellkulturiiberstand vor Induktion; U - Zellkulturiiberstand nach Induktion; P - Zellpellet nach Induktion;
D - Durchlauf; W - Waschfraktion 1 bzw. 2; E - Pools der Elutionsfraktionen: 1=Pool aus Fraktion 2+3,
2=Pool aus Fraktion 4+5; K - Kontrolle: FeLV-A-rp15E

Es konnte nachgewiesen werden, dass die bereits friiher etablierte, transfizierte
Drosophila-Zelllinie das Expressionplasmid pMT/Bip/V5/HisC-PERV-p15E verloren
hatte, und die Zellen deshalb kein rekombinantes PERV-p15E exprimierten. Es wurden
zwei neue, stabil transfizierte Drosophila-Zelllinien etabliert, von denen eine das
rekombinante PERV-pl5E und die andere das rekombinante FelLV-Aisu-pl15E
exprimiert. Uber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie konnte nur das rekombinante
PERV-p15E gereinigt werden.
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3.1.2.3 Analyse der Wirkung von endotoxinfrei exprimiertem PERV-p15E auf
die IL-10-Expression humaner PBMCs

Das in den Drosophila Zellen exprimierte und danach gereinigte rekombinante PERV-
pl5E wurde im IL-10 Cytokin ELISA eingesetzt, um die Induktion von IL-10 bei
humanen PBMCs zu messen.

Es konnte gezeigt werden, dass die PBMCs eines Spenders in Abhangigkeit von der
Konzentration des mit ihnen inkubierten rekombinanten, endotoxinfreien PERV-p15E
IL-10 sekretieren. Der Maximalwert hier lag bei ca. 1100 pg/ml (Abbildung 3.12-A).
Inkubierte man PBMCs verschiedener Spender mit rekombinantem PERV-p15E, zeigten
alle eine Reaktion. Je nach Spender war die Starke der Induktion unterschiedlich. Die
IL-10-Werte schwankten zwischen 100 pg/ml und 490 pg/ml (Abbildung 3.12-B).

A
1600 600

1400 I

500
1200 T
800 [
300 + | 1
| 1
400

600 I [

200 - :I: L
200 + 100 i
0 ‘ ‘ s 5 AB |AM | CS |IB | ID |MH|MP| MS| IB | SN | UF

25 12,5 6,25 3,125 Med +Ze
Konzentration in pg/ml Spender

IL-10 pg/ml

IL-10 pg/ml

Abbildung 3.12: IL-10 Sekretion humaner PBMCs nach 24 Stunden Inkubation mit in DES
exprimiertem PERV-rp15E

A) IL-10 Sekretion humaner PBMCs eines Spenders (SN am 15.04.2005) nach Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen PERV-rp15E.

B) Maxima der IL-10 Werte verschiedener Spender-PBMCs nach Inkubation mit 25 pg/ml PERV-
p15E (Pool 24.11.2004).

3.1.3 Einfluss rekombinanter transmembraner Hiillproteine von FeLV-A auf
die humorale Immunantwort in vivo

Neben den in vitro Versuchen sollte der Einfluss der immunsuppressiven Domadne auf
die Antikorperinduktion in vivo untersucht werden. Hierzu wurden die bereits
vorhanden Konstrukte pCal-n-FeLV-pl15E und pCal-n-FeLV-Aisu-p15E in E.coli BL21
Zellen transformiert und die Proteine wurden exprimiert. Das rekombinante FeLV-p15E
wurde Uber eine Calmodulinsdule affinitatschromatographisch gereinigt. Das
korrespondierende Aisu-Konstrukt war in wassrigen Phasen unldslich. Hier erfolgten
Auswaschungen des Zellpellets durch alternierendes Resuspendieren in 30 ml PBS und
anschlieBendes Pelletieren bei 20000xg ftr 10 min.

Die Reinheit des FelLV-Aisu-p1l5E ist geringer als die des gereinigten FeLV-p15. Um
eine Aussage Uber die Effekte treffen zu koénnen, sollten die Versuchstiere mit
aquimolaren Mengen immunisiert werden. Hierfliir wurde die Menge des Zielproteins in
der Proteinpraparation anhand des SDS-Gels abgeschatzt. Es wurde ein Gehalt von
70% an Zielprotein geschatzt (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Darstellung der
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Um den Einfluss der immunsuppressiven Domane des FelV-pl15E auf die humorale
Immunantwort gegen ein nicht verwandtes Antigen zu untersuchen, sollte zeitgleich
mit dem Protein BSA immunisiert werden. Albumine weisen speziesibergreifend
konservierte Sequenzbereiche auf. BSA wurde gewahlt, da gegen dieses Protein nur
eine schwache Immunantwort zu erwarten war und somit auch geringe Unterschiede
besser zu detektieren waren. Frihere Versuche zeigten, dass bereits mit 10ug BSA
und einem entsprechenden Adjuvant eine humorale Immunantwort gegen BSA zu
induzieren war. Als Adjuvant wurde Montanid im Verhdltnis 3:7 (v/v;
Protein:Adjuvant) verwendet.

Im Folgenden wurden zwei Rattengruppen (aus je 4 Tieren bestehend) mit den
entsprechenden Mengen an FelLV-p15 bzw. FeLV-Aisu-p15E und BSA immunisiert.

Konstrukt Gruppe Gesamt-Protein | Zielprotein BSA-Menge
in pg/Tier in pg/Tier in pg/Tier

FeLV-p15E 81 100 100 10

FeLV-Aisu-p15E 82 143 100 10

Tabelle 3.1: Immunsierungsbedingungen fiir die in vivo Experimente zur Immunsuppression

Fur das unlosliche Protein FeLV-Aisu-p15E wurde nach Abschétzung des Reinheitsgrades auf der Grundlage
eines SDS-Gel ein Anteil von 70% des Zielproteins am Gesamtprotein angenommen.

Das Tier 81/3 verstarb bei der Boostimmunisierung. Am Tag 42 nach der primaren
Immunisierung wurden die Tiere getdtet und das Serum aus gewonnen. Mittels
Western Blot wurden die Seren auf das Vorhandensein der binden Antikérper gegen
FeLV-p15E gepriift werden. Im ELISA wurden die Antikérpertiter der einzelnen Tiere
im Vergleich zum Praimmunserum ermittelt.

Der Western Blot der Seren gegen FelLV-p15E zeigte keine Bande bei 15 kDa bei den
Praimmunseren. Die Immunseren zeigten alle eine spezifische Bande bei 15 kDa.
Zusatzlich zeigt sich bei den Seren aller Tiere eine weitere Bande bei ca. 44 kDa und
bei den Tieren 82/1, 82/2, und 82/3 eine Bande bei ca. 34 kDa (Abbildung 3.14-A).
Die ELISA-Tests der Seren konnte fiir alle Tiere bindende Antikorper fir das FelV-
p15E nachweisen. Da alle Praimmunseren negativ reagierten, wurde im ELISA nur ein
Praimunserum als Negativkontrolle gezeigt. Der Antikérpertiter der Gruppe 81 (FelLV-
pl5E) lag bei 1:409600 (Abbildung 3.14-C). Die Gruppe 82 (FelLV-Aisu-pl5E)
erreichte einen Antikdrpertiter von 1:102400 (Abbildung 3.14-C). Die Rattengruppe,
die mit dem vollstandigen FeLV-pl5E immunisiert wurde entwickelte eine vierfach
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héheren Titer an bindenden Antikdrpern gegen das FelLV-pl5E, als die Tiere, die das

Konstrukt ohne ISU-Domane appliziert bekamen.

0D 492 nm / 620 nm

3.1.4 Einfluss rekombinanter transmembraner Hiillproteine von FeLV-A auf
die humorale Immunantwort gegen ein nicht verwandtes Antigen in

L1100 L1400 1:1600 L6400 125600 1;102400 1:409600 1:1,6x108

Serumverdiinnung

Abbildung 3.14: Western Blot Analyse (A) und ELISA Analyse (B+C) der gegen FelLV-
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p15E gerichteten Rattenseren der Gruppen 81 und 82

A: P - Praimmunserum (=Negativkontrolle), I - Immunserum, M - See Blue+ Marker; pAK:

Serum 1:100; sAK: anti-Ratte 1:5000)

B: ELISA mit den Rattenseren der Gruppe 81 (FeLV-p15E); pAK: Serumverdinnungen; sAK: anti-

Ratte 1:5000

C: ELISA mit den Rattenseren der Gruppe 82 (FelLV-Aisu-p15E); pAK: Serumverdinnungen; sAK:

anti-Ratte 1:5000

vivo

Die Antikérperantwort gegen das zusatzlich applizierte BSA wurde parallel zu den oben
beschriebenen Analysen untersucht (Abschnitt 3.1.3).
Im Western Blot waren alle Praimmunseren negativ. Die Tiere der Gruppe 81 (FelLV-
pl15E) zeigten eine Immunantwort gegen BSA, wahrend bei den Tieren der Gruppe 82
(FeLV-Aisu-p15E) keine spezifische Immunantwort gegen BSA zu detektieren war
(Abbildung 3.15-A). Der ELISA flr BSA ermittelte bei den Ratten der Gruppe 81 einen

Antikorpertiter von 1:102400 bzw. 1:409600 (Tier: 81/4). Fur die Tiere der Gruppe 82

konnte kein Titer bestimmt werden und es zeigte sich nur eine sehr schwache Bindung
an BSA (Abbildung 3.15-B+C). Damit wurden die Ergebnisse des Western Blots
bestatigt.
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Abbildung 3.15: Western Blot Analyse (A) und ELISA Analyse (B+C) der gegen BSA
gerichteten Rattenseren der Gruppen 81 und 82

A: P - Praimmunserum (=Negativkontrolle), I - Immunserum, M - See Blue+ Marker; pAK:
Serum 1:100; sAK: anti-Ratte 1:5000)

B: ELISA mit den Rattenseren der Gruppe 81 (FelLV-pl5E); pAK: Serumverdinnungen; sAK:
anti-Ratte 1:5000

C: ELISA mit den Rattenseren der Gruppe 82 (FelLV-Aisu-pl5E); pAK: Serumverdinnungen;
SAK: anti-Ratte 1:5000

Es wurde gezeigt, dass die humorale Immunantwort gegen das applizierte Antigen
starker ausfiel, wenn die ISU-Domane noch im Protein enthalten war. Gegen das
FeLV-Aisu-p15E wurde nur ein geringerer Antikdrpertiter entwickelt. Gegen das nicht
verwandte Antigen BSA wurde in den mit FeLV-Aisu-p15E immunisierten Tieren keine
messbare humorale Immunantwort induziert, im Gegensatz zu den mit FelLV-pl5E
immunisierten Ratten. Die immunsuppressive Wirkung der ISU-Domane konnte mit
diesem Ansatz nicht untersucht werden, da der Gehalt an spezifischen Antigenen in
den einzelnen Praparationen unterschiedlich war.

3.2 Induktion regulatorischer T-Zellen durch ISU-Peptide von HIV-1 und
rekombinantes PERV-p15E in vitro

Ziel dieser Arbeit war es, Untersuchungen zur Zusammensetzung der Population
humaner PBMCs nach Exposition mit Homopolymeren des immunsuppressiven Peptids
von HIV-1 bzw. des transmembranen Hdullproteins von PERV zu bestimmen. Die
untersuchten Oberflachenmolekille CD25 und GITR (glucocorticoid induced
tumornecrosis factor receptor) wurden als Marker verwendet, um zu zeigen, ob die
Anzahl der positiven Zellen nach Exposition erhoht ist..
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In dieser Arbeit sollten erste Daten zur Transkriptionsfrequenz von FoxP3 in einer
Population humaner PBMCs erhoben werden, die mit dem HIV-ISU-Homopolymer bzw.
dem rekombinantem PERV-p1l5E inkubiert wurden. Hierzu wurde ein SYBR-Green-
Realtime-PCR-System etabliert. Es wurde eine relative Quantifizierung des FoxP3
mRNA-Levels vorgenommen.

Beide Ansatze untersuchten, ob retrovirale transmembrane Hillproteine oder das ISU-
Peptid von HIV-1 in der Lage sind, regulatorische T-Zellen in vitro zu induzieren.

3.2.1 Induktion von regulatorischen T-Zellen durch HIV-ISU-Peptid-
Homopolymere in vitro

Um die Mechanismen der immunsuppressiven Wirkung von transmembranen
Hullproteinen auf die Zusammensetzung der Lymphocytenpopulation zu untersuchen,
wurden die Zellpopulationen anhand spezifischer Oberflaichenmarker quantifiziert.
Markiert wurden pro Spender 3x10° Zellen. Die Daten einer Messung wurden aus
2x10* Zellen pro Spender erhoben.

Hierbei wurde die Verteilung von CD4* CD25* doppelpositiven T-Zellen in einem
unbehandelten und in einem mit HIV-ISU-Homopolymer inkubierten Ansatz
miteinander verglichen. Zusatzlich wurde ebenfalls die Expression des auf
regulatorischen T-Zellen vorhandenen GITR gemessen. Die PBMCs wurden nach 24
Stunden Inkubation unter den Bedingungen einer Dreifachféarbung der anschlieBenden
Analyse im Durchflusscytometer unterzogen. Die Gates wurden folgendermaBen
gesetzt: Im ersten Schritt wurden alle T-Lymphocyten gegated, dann innerhalb dieses
Gates alle CD4* CD25"* doppelpositiven Zellen und innerhalb dieses Gates die Anzahl
an GITR-positiven T-Zellen gemessen.
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Abbildung 3.16: Veridnderung der Zellzahlen an CD4* CD25* doppelpositiven (A) und GITR* T-
Zellen nach 24 Inkubation mit dem HIV-ISU-Homopolymer (K84)

Die Werte ergeben sich aus den Differenzen der Zellen im jeweiligen Gate der behandelten Probe (=mit
HIV-ISU K84 inkubierten) und der unbehandelten Probe.

Durch die Inkubation mit dem HIV-ISU-Homopolymer veranderte sich die
Zusammensetzung der Subpopulationen der humanen PBMCs. Die Anzahl an CD4*
CD25" doppelpositiven Zellen steigt bei 9 von 10 untersuchten Spendern an
(Abbildung 3.16-A). Flir die Veranderung der GITR-Werte lasst sich kein eindeutiger
Trend erkennen. 40% der Spender reagieren mit einer Verringerung der Zahl der
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GITR-positiven Zellen Gegensatz zu 60%, bei denen die GITR* Zellzahl zunimmt
(Abbildung 3.16-B).

Durch die Inkubation humaner PBMCs mit dem HIV-ISU-Homopolymer stieg der Anteil
an CD4" CD25* doppelpositiven T-Zellen der untersuchten Population an. Die
Veranderungen auf den Anteil an GITR* Zellen waren nicht einheitlich.

3.2.2 Induktion von regulatorischen T-Zellen durch rekombinantes PERV-
p15E

Auch das rekombinante, im DES hergestellte PERV-p15E (Abschnitt 3.1.1) wurde auf
die Wirkung auf PBMCs von 4 Spendern in gleicher Weise wie flir die HIV-ISU-
Homopolymere beschrieben getestet. Hier wurden ebenfalls Verdnderungen der CD4*
CD25* und GITR*-Zellzahlen beobachtet. Die Schwankungen liegen in der gleichen
GroéBenordnung wie die beobachteten Verdanderungen nach Inkubation mit dem HIV-
ISU-Homopolymer, zwischen 0,75% und 2,75%.
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Abbildung 3.17: Relative Verdnderung der CD4* CD25" T-Zellzahl (A) und der GITR*-T-
Zellen nach 24h Inkubation mit PERV-p15E (B)

Die Werte ergeben sich aus den Differenzen der Zellen im jeweiligen Gate der behandelten Probe
(=mit PERV-15E inkubierten) und der unbehandelten Probe.

Die Messwerte fur die der GITR* T-Zellen zeigen nach Inkubation mit dem PERV-p15E
bis auf einen Spender ebenfalls eine geringe Zunahme der Zellzahl. Die Zunahme der
Zellzahl liegt zwischen 0,13 und 0,2 Prozent. Ein Spender zeigt eine Verringerung der
GITR*-Zellzahlen um 0,05% (Abbildung 3.17).

Nach der Inkubation humaner PBMCs mit PERV-p15E war eine Zunahme der CD4*
CD25* T-Zellen und GITR* T-Zellen zu erkennen, wobei die Zahl der untersuchten
Spender zu bertcksichtigen ist.

3.2.3 Veranderung des Expressionsmusters von FoxP3 durch ISU-Peptid-
Homopolymere und rekombinantes, endotoxinfreies PERV-p15E

Da ein Effekt des transmembranen Hillproteins von PERV und des HIV-1-ISU-Peptides
auf die Zusammensetzung der Lymphocytenpopulation zu beobachten war, sollte ein
spezifischer Marker der regulatorischen T-Zellen untersucht werden. Nicht alle
doppelpositiven T-Zellen pragen den regulatorischen Phanotyp aus. Es wurden
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ebenfalls durch Transkriptionsanalysen des Regulators FoxP3 erste Hinweise
erarbeitet, die zeigen, dass sich mit dem Anstieg an CD4* CD25"* T-Zellen auch die
Anzahl an regulatorischen T-Zellen erhéht.

Um zu entsprechenden Daten zu gelangen, wurden frische humane PBMCs gesunder
Spender isoliert und diese fir 24 Stunden nur mit Medium, mit dem HIV-ISU-Peptid
Homopolymer (25 pg/ml) oder dem im Drosophila-Expressions-System hergestellten
rekombinantem PERV-rpl15E (25 pg/ml) inkubiert. Die verwendeten Homopolymere
bzw. Proteine waren zuvor im IL-10-Cytokin-ELISA auf Aktivitat getestet worden. Nach
24 Stunden wurde aus den Zellen die Gesamt-RNA isoliert. Es folgte eine cDNA
Synthese wobei stets flr jede Probe die gleiche Menge an RNA umgeschrieben wurde.
Als negative Kontrolle wurde RNA aus der humanen T-Zelllinie C8166 isoliert. Diese
Zelllinie exprimiert kein FoxP3. Um eine Positivkontrolle fir die cDNA Synthese und die
jeweilige PCR-Reaktion zu haben, wurde parallel in jedem Ansatz die mRNA von
GAPDH gemessen. Zur Uberpriifung der entsprechenden Primer und auf das
Vorhandensein der Marker wurde vor dem Beginn der Realtime-PCR-Analyse eine
Standard-PCR mit den entsprechenden Proben und Primern durchgefiihrt.

500 —
300 —
100 — - —

M 1 2 3 4 5 6 7 B

Abbildung 3.18: Amplifikation von FoxP3 cDNA nach Isolation der Gesamt-RNA humaner
PBMCs und der Zelllinie C8166 und anschlieBender reverser Transkription

M - 1kB+ DNA Marker; 1 - FoxP3 in PBMC; 2 - GAPDH in PBMC; 3 - -RT Kontrolle FoxP3; 4 - -RT
Kontrolle GAPDH; 5 - FoxP3 in C8166; 6 - GAPDH in C8166; 7 - H,O Kontrolle FoxP3; 8 - H,0
Kontrolle GAPDH;

Die PCR zeigte, dass die FoxP3- und GAPDH-Primer jeweils ein spezifisches Amplifikat
bei 197 bp bzw. 149 bp generieren. FoxP3 mRNA konnte in der PBMC-Probe, GAPDH in
beiden Proben nachgewiesen werden. Aus der Gesamt-RNA der C8166-Zellen konnte
kein spezifisches Amplifikat fir FoxP3 generiert werden. Die GAPDH-Bande bestatigt
dass in diesem Ansatz cDNA enthalten war. Die negativen Kontrollen, ohne Zugabe
der reversen Transkriptase (-RT), schlieBen zellulare DNA als Kontamination aus
(Abbildung 3.18).

Es folgte die Quantifizierung der mRNA Level mittels SYBR-Green-Realtime-PCR unter
den verschiedenen Bedingungen. Die eingesetzte RNA-Menge pro Einzelreaktion lag
bei 60 ng. Da die Spezifitat der Reaktion zuvor Uberprift und gezeigt wurde, dass flr
jedes Primerpaar nur ein Produkt entsteht, reichte das Aufnehmen einer Schmelzkurve
am Ende eines jeden Laufes zur Uberpriifung der entstandenen Produkte.
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Abbildung 3.19: Schmelzkurven fiir FoxP3 (A) und GAPDH (B), sowie die dazugehorigen
Amplifikationskurven von FoxP3 (C) und GAPDH (D) der Ansatze vom 10.03.2005

P - Proben (=mit ISU-Peptid-Homopolymer oder PERV inkubiert);
V - Vergleichsansatz (= Medium+Zellen);
K - -RT-Kontrollen und ddH,O-Kontrollen

Die Schmelzkurvenanalyse zeigte sowohl fir das verwendetet FoxP3-Primerpaar, als
auch fur die GAPDH-Primer einen spezifischen Produktpeak (Abbildung 3.19-A+B). Die
gemessene Fluoreszenz ist spezifisch flir die untersuchten Transkripte. Die
Amplifikationskurven zeigen eine Veranderung der Transkriptionsaktivitat beider Gene
nach Inkubation mit den HIV-ISU-Homopolymeren und dem PERV-p1l5E im Vergleich
zu den Kontrollproben (Abbildung 3.19-C+D).

Um eine Aussage Uber die Veranderung der mRNA-Level zu bekommen, wurden die
gemessenen Daten der Ansatze, die mit dem HIV-ISU-Homopolymer bzw. dem PERV-
rp15E gewonnen wurden, auf die unbehandelte Probe bezogen.
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Abbildung 3.20: ACt-Werte der SYBR-GREEN-Realtime-PCR fiir FoxP3 (A) und GAPDH
(B) nach 24h Inkubation mit HIV-ISU-Homopolymer (K84) und PERV-p15E

Die Werte wurden auf unbehandelte Proben abgeglichen. Als signifikant wird eine Abweichung von
1 Ct gewertet, was einer Veranderung der RNA-Ausgangkonzentration von 50% entspricht.

Die Daten zeigen bei allen Spendern eine signifikante Veranderung der FoxP3-
Expression, d.h. der Ct-Wert verringert sich durch Inkubation mit dem HIV-ISU-
Homopolymer um 75% bis 99% (2 - 6,5 Ct). Durch das Inkubieren der humanan
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PBMCs mit PERV-rp15E verringert sich der Ct in einem Bereich zwischen 80% bis 98%
(2,3 -5,3 Ct) (Abbildung 3.20-A). Eine Verringerung des Ct ist gleichzusetzen mit
einem erhéhtem Level an spezifischer mRNA im Probenmaterial, was wiederum
Ausdruck einer erhdhten Expression des untersuchten Markers ist. Zu beobachten war
auch, wie bereits zuvor erwahnt (Abbildung 3.19-D), dass sich die Expression von
GAPDH ebenfalls veranderte. Auch hier konnte eine Induktion des Enzyms gemessen
werden. Die ACt-Werte veranderten sich in einem Bereich zwischen 96% und 99%
(Verringerung: 4,5 - 7,5 Ct) (Abbildung 3.20-B).

Es wurde ein SYBR-Green-Realtime-Assay etabliert, mit dem die Expression von FoxP3
quantifiziert wurde. Durch Inkubation mit HIV-ISU-Homopolymeren und
rekombinantem, endotoxinfreiem PERV-p15E erhohte sich die Expression von FoxP3.
Auch die Expressionslevel von GAPDH stiegen durch die Inkubation mit HIV-ISU und
PERV-p15E an. Alle Spender reagierten ahnlich.

3.3 Induktion neutralisierender Antikérper gegen retrovirale
transmembrane Hiillproteine

Die durch Retroviren induzierte Immunsuppression kann nur effizient verhindert
werden, wenn das Virus am Eintritt in die Wirtszelle gehindert wird. Dafir ist die
Auspragung einer protektiven humoralen Immunantwort unerlasslich.

Die in der Arbeitsgruppe durch die Ansatze mit PERV und KoRV gewonnenen Daten
sollten zu einer Strategie flihren, neutralisierenden Antikérper gegen das
transmembrane Hullprotein gp41 von HIV-1 zu induzieren. Zusatzlich sollten die mit
dem Versuch aus Abschnitt 3.1.2 induzierten Antikdrper auf Neutralisation getestet
und deren Epitope kartiert werden. Ziel dieser Versuche war es, eine madgliche
Strategie zur Entwicklung einer Vakzine zu testen.

3.3.1 Induktion neutralisierender Antikkérper gegen das FeLV-p15E

Die im vorherigen Abschnitt induzierten Antikérper wurden auf Neutralisation des Virus
FeLV-A getestet. Hierfir wurde der auf einer Realtime-PCR basierende
Neutralisationsassay durchgefihrt.
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Nur zwei Tiere aus Gruppe 82, immunisiert mit dem Konstrukt FelLV-Aisu-p15E,
zeigten eine schwache Neutralisation an der Signifikanzgrenze von 50%, das
entspricht einem ACt=1. Die Tiere der Gruppe 81, die mit FeLV-p15E immunisiert
wurden, entwickelten keine neutralisierenden Antikérper (Abbildung 3.21).

Die Epitopkartierung zeigte die Bereiche, an denen die Antikérper auf dem FelLV-p15E
binden.

14 RQLOMAMHTDIQALE

8 GVGTGTKALLETAQF 15 LOMAMHTDIQALEES

9 TGTKALLETAQFRQOL 16 MAMHTDIQALEESTIS

10 KALLETAQFRQLOMA 17 MHTDIQALEESISAL

11 LETAQFRQLOMAMHT 18 TDIQALEESTISALEK
19 IQALEESISALEKSL

Abbildung 3.22: Epitopkartierung des Rattenserums 82/2 auf der Membran FeLV-p15E.

Die erkannten Epitope sind fett gedruckt.
pAK: Rattenserum 82/2 1:500; sAK: anti-Ratte 1:5000

Die Epitopkartierung des Serums der Ratte 82/2 zeigte, dass zwei Epitope im N-
terminalen Bereich des FelLV-pl5E erkannt werden. Die detektierten Epitope sind
LETAQF und IQALEE. Beide liegen im El-Bereich. Im E2-Bereich werden keine Epitope
erkannt (Abbildung 3.22).

Die mit rekombinantem FelLV-p15E induzierten Antikdrper zeigten nur eine schwache
Neutralisation von FelLV-A. Die getesteten Seren erkannten nur Epitope im N-
terminalen Bereich, dem E1-Bereich, des FeLV-p15E.

3.3.2 Induktion neutralisierender Antikérper gegen HIV-1 gp41

Aufgrund der postulierten Mechanismen der neutralisierenden Antikdrper, die gegen
das HIV-1 gp41l gerichtet sind (Abschnitt 1.3.2) und den hier gewonnenen Daten
wurde eine neue Strategie zur Induktion neutralisierender Antikdrper entwickelt.
Grundlage der Exprimente sollte ein rekombinantes, verandertes transmembranes
Hullprotein des Koala-Retrovirus (KoRV) sein.

3.3.2.1 Generierung rekombinanter KoRV-p15E-Proteine

Sequenzvergleiche zwischen den transmembranen Hullproteinen der Retroviren HIV-1,
PERV und KoRV =zeigten auf den ersten Blick kaum Homologien. Die zentrale
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Konsensussequenz des Epitops des monoklonalen Antikdorpers 4E10, WFN, stimmt
jedoch in allen Viren Uberein (Abbildung 3.23-A).

Al pERY LRERLERRRREREADQGWFEGWENRSPWM
KORY LKERLDKRQLEHOKNLSWYEGWFNRSPWL
HIV-1 NOQEKNEQELLELDKWAS LWNWENI TNWL

B | KoRV LKERLDKRQLEHQKNLSWYEGWFNRSPWL
HIV-1 QQEKNEQELLELDKWASL-WNWENI TNWL
KORY LKERLDKRQLEHQKNLSWYEGWFNRSPWL
HIV-1 LLE-LDKWA-——---- SL-WNWENITNWL

C | KoRV LKERLDKRQLEH)KNLSWYEGWFNRSPWL
Ko-pl5E2-AE  LKEELDKWASELDKWAS.
Ko-pl5E2-ABC LKEELDKWASELDKWASWYEGWENIT.

Abbildung 3.23: Sequenzvergleich des in der C-terminalen Region der Ectodomine
gelegenenen E2-Epitopbereiches der transmembranen Hiillproteine der Retroviren
PERV, KoRV und HIV-1

fett gedruckt: Seguenzhomologien zu HIV-1 (Abbildung A+B) und KoRV-p15E (Abbildung C)
unterstrichen: Aminosauren der Epitope der monoklonalen Anitkérper 2F5 und 4E10

Konservierte Aminosauren des rudimentar im KoRV-pl5E enthaltenen 2F5-Epitops
werden sichtbar, wenn man die Aminosauresequenz des HIV-1 um eine Aminosaure N-
terminal gegen das KoRV-p15E verschiebt. Noch weiter N-terminal gelegen finden sich
die zentralen Aminosauren LDK des 2F5-Epitops (Abbildung 3.23-B). Diese Daten
sprechen daflir, das KoRV-pl5E dem PERV-pl5E fir die Induktion 2F5-ahnlicher
Antikdrper vorzuziehen. Es ergeben sich mehrere Mdéglichkeiten, die Epitope des
monoklonalen Antikérpers 2F5 in das KoRV-p15E zu klonieren. Ein Konstrukt, KoRV-
p15E2-AB, sollte in doppelter Abfolge die Aminosauresequenz ELDKWA enthalten. Ein
weiteres rekombinantes Protein, KoRV-p15E2-ABC, sollte zusatzlich C-terminal das
4E10-Epitop enthalten, da auch hier die Abstdnde der bereits im KoRV-pl5E
enthaltenen Aminosauren mit den in HIV-1 gp41 Ubereinstimmen (Abbildung 3.23-C).
Durch zwei sequentielle PCRs sollte erst das Epitop des monoklonalen Antikérpers 2F5
(ELDKWAS) doppelt in das KoRV-p15E eingebracht werden. Die darauffolgende PCR
nutzt das bereits mutierte KoRV-pl15E als Template und bringt durch eine weitere
Mutagenense das Eptiop des monoklonalen Antikdrpers 4E10 (WNWFNIT) in das schon
veranderte KoRV-p15E ein.
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Abbildung 3.24: Amplifikate nach der Mutagenese-PCR zur Generierung der Fragmente
KoRV-p15E2-AB (A) (GroBe 313 bp) und der Folgemutation zum Fragment KoRV-p15E2-ABC
(B) (GroBe 341 bp)

A) M - 1 kB+ DNA-Marker, 1+2 - KoRV-p15E2-AB; 3 — ddH,O Kontrolle
B) M - 1 kB+ DNA-Marker, 1 - ddH,O Kontrolle; 2+3 — KoRV-p15E2-ABC

Als Template der Mutationen diente das bereits im Vektor pCal-n vorliegende KoRV-
pl5E. Die Analyse der PCR zur Generierung von KoRV-pl5E2-AB im Agaraose Gel
zeigte eine Bande in der H6he Uber 300 bp (Abbildung 3.24-A). Die Bande wurde aus
dem Gel extrahiert. Um das Konstrukt KoRV-p15E2-ABC herzustellen wurde die zweite
PCR auf dem Template KoRV-pl15E2-AB durchgefihrt. Auch hier zeigte sich im
Agarosegel eine Bande in der berechneten GréBe von ca. 340 bp (Abbildung 3.24-B).
Zur Klonierung in den bakteriellen Expressionvektor pCal-n wurden die Fragmente und
der Vektor mit den Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI verdaut. Im Vektor befand
sich zuvor das KoRV-p15E. Durch die Restriktion wurde es aus dem Vektor entfernt
und man sah die Bande bei 350 bp im Agarosegel (Abbildung 3.25).

6000 bp == H [
4000 bp m— '

2000 bp

Abbildung 3.25: Restriktion von pCal-n-PERV-p15E
mit BamHI und EcoRI als Vorbereitung zur
Klonierung der Fragmente KoRV-p15E2-AB und
KoRV-p15E2-ABC.

1000 bp =

|

M - 1 kB+ DNA Marker
1+2 - Restriktion des Konstruktes pCal-n-PERV-p15E
300 bp m—

Die Bande bei 5,8 kb, die dem Leervektor entspricht, wurde aus dem Gel
ausgeschnitten und die DNA wurde aus der Agarosematrix extrahiert. Die Fragmente
wurden nach der Restriktion einer Phenol-Chloroform-Extraktion und einer
anschlieBenden Ethanolfallung unterzogen, um die Restriktionsenzyme und Puffer zu
entfernen. Die Ligation der Fragmente in den Vektor erfolgte tiber Nacht bei 16°C. Der
Ligationsansatz wurde am folgenden Tag in E.coli Top10 Zellen transformiert. Ein Teil
der gewachsenen Klone wurde mittels einer Plasmid-Mini-Praparation Uberpruft.
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Abbildung 3.26: PCR der Plasmid-Minipraparation der potentiellen Klone KoRV-p15E2-AB und
KoRV-p15E2-ABC

M: 1kb+ DNA-Marker; 1-8: Mini-Prep der potentiellen Klone KoRV-p1l5E2-AB; 9-17: Mini-Prep der
potentiellen Klone KoRV-p15E2-ABC

Es konnte ein positiver Klon fiir das Konstrukt KoRV-p15E2-AB und vier positive Klone
fir das Konstrukt KoRV-p15E2-ABC identifizert werden. Mit den Klonen 4 (KoRV-
pl1l5E2-AB) und 13 (KoRV-p15E2-ABC) wurde weitergearbeitet (Abbildung 3.26). Beide
Konstrukte wurden sequenziert, da man die Fragmente mit einer PCR nicht
unterscheiden konnte.

A
KISSSGALLVPRGSLIKGPIDLQQGLTSLQIAMDTDLRALQODSISKLEDSLT

SLSEVVLONRRGLDLLFLKEGGLCAALKEECCFYVDHSGAVRDSMRRLKEEL
DKWASELDKWAS .EF . TPWVDSSSSLRSGC.

KISSSGALLVPRGSLIKGPIDLQQGLTSLQIAMDTDLRALQODSISKLEDSLT
SLSEVVLONRRGLDLLFLKEGGLCAALKEECCFYVDHSGAVRDSMRRLKEEL
DKWASELDKWASWYEGWENIT.EF .TPWVDSSSSLRSGC.

Abbildung 3.27: Sequenzierungen der Klone 4 (KoRV-p15E2-AB) und 13 (KoRV-
p15E2-ABC) in den Einbuchstabencode der proteinogenen Aminosduren libersetzt

A) Vorwartssequenz des Klons KoRV-p15E2-AB (=Klon4);
B) Vorwartssequenz des Klons KoRV-p15E2-ABC (=Klon13);

normal gedruckt: Vektorsequenz; fett gedruckt: Sequenz des Inserts; rot: mutierte
Sequenzen;

Die Sequenzierung zeigt, dass in Klon 4 (KoRV-pl1l5E2-AB) zweimal das Epitop
ELDKWAS und in Klonl13 (KoRV-p15E2-ABC) zusatzlich das 4E10 Epitop WFNIT
eingebracht  wurde. Es sind keine  Stoppcodons oder unerwilinschte
Aminosaureaustausche wahrend der Mutation eingebracht wurden. Man kann auch
sehen, dass die rekombinante Sequenz im gleichen Leserahmen wie das flr die
Affinitatschromatographie wichtige CBP kloniert wurde (Abbildung 3.27).

Die beiden Klone wurden in den bakteriellen Expressionsstammm E.coli BL21
retransformiert. Die rekombinanten Proteine wurden in 200ml LB-Amp submers-
Kulturen exprimiert. Die Induktion der Expression erfolgte durch eine Zugabe von
100mM IPTG bei ODgyp=0,5 und dauerte 3 Stunden. Danach wurden die Bakterien
pelletiert und in CaCl,-Puffer aufgenommen. Nach der Ultraschallbehandlung wurden
erneut die Zelltrimmer durch Zentrifugation pelletiert. Sowohl das Pellet, als auch der
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Uberstand wurden in Western Blot Analysen eingesetzt, um zu Uberpriifen, ob die
rekombinanten Proteine exprimiert wurden und ob sie I6slich sind oder nicht.

[kDa] Abbildung 3.28: Western Blot Analyse der
. Expressionen von KoRV-p15E2-AB und KoRV-

a5 — p15E2-ABC

34 — .

17 pAK: 2F5 1:30000; sAK: anti-human 1:5000

16 . % —_— [ i
M - SeeBlue ® Plus 2 Protein Marker; V - Pellet vor

7 — Induktion; P - Pellet nach Induktion; U - Uberstand
nach Aufschluss der Zellen

M vnB PAB UAB vABC PABC I-‘j.I\BC

Im Western Blot wurde eine Bande bei ca. 16 kDa bei den Zellpellets nach Induktion
detektiert. Weder vor, noch nach der Induktion lassen sich Banden in den Uberstanden
detektieren. Das war als Hinweis zu sehen, dass die rekombinanten Proteine in
wassrigen Phasen nicht 16slich sind. Beide Konstrukte wurden stark durch den
humanen monoklonalen Antikérper 2F5 erkannt, der nur das Epitop ELDKWAS bindet
(Abbildung 3.28).

Es wurde zwei rekombinante KoRV-pl5E-Proteine generiert. Das Konstrukt KoRV-
pl5E2-AB enthalt im membranproximalen Bereich zweimal das Epitop ELDKWAS des
monoklonalen, neutralisierenden Antikdérpers 2F5. Das Konstrukt KoRV-pl15E2-ABC
tragt C-terminal zusatzlich das Epitop des monoklonalen neutralisierenden Antikdrpers
4E10. Beide rekombinanten Proteine konnten bakteriell exprimiert werden. Sie sind
unldslich in wassriger Phase und konnte deshalb nicht Uber eine Calmodulin-
Affinitdtschromatographie gereinigt werden.

3.3.2.2 Induktion neutralisierender Antikérper gegen HIV-1 gp41 durch
rekombinante KoRV-p15E-Proteine

Trotz der Unléslichkeit wurden diese Proteine zur Immunisierung von Ratten
verwendet. Um die Reinheit zu erhéhen, wurden die Pellets 3 mal in 40 ml PBS
resuspendiert, 3x20s ultraschallbehandelt und anschlieBend fir 10 Minuten bei
20000xg und 4°C zentrifugiert.

Vor der Immunisierung wurde das Pellet in 10 ml PBS geldst. Davon wurden pro Tier
1Iml zur Immunisierung eingesetzt. Das rekombinante Protein wurde 1:1 mit
inkompletten Freund schem Adjuvant (IFA) gemischt. Die Immunisierungsstrategie
beinhaltet einen Boost nach drei Wochen nach gleichen Bedingungen (Tabelle 3.2).

Konstrukt Gruppe Volumen Proteingemisch Boost

in gl/Tier
KoRV-p15E2-AB 84 1000 Tag 21
KoRV-p15E2-ABC 89 1000 Tag 21

Tabelle 3.2: Immunsierungsbedingungen fiir die Ansdtze der Konstrukte KoRV-p15E2-AB und
KoRV-p15E2-ABC
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Am Tag 42 nach der Immunisierung wurde den Ratten Blut enthommen. Aus dem
Vollblut wurde Serum gewonnen. Die Seren wurden im Peptid-ELISA auf bindende
Antikérper Uberprift.
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Abbildung 3.29: ELISA zum Nachweis bindender Antikérper in den Seren der
immunisierten Ratten

A) Peptid-ELISA gegen das Peptid 373 (Peptidset , NIH, USA)
B) Protein-ELISA gegen Koala-p15E.

pAK: Rattenseren 1:100 bzw. 2F5 0,2 pg/mil
sAK: anti-Ratte 1:5000 bzw. anti-human 1:5000

In beiden Versuchen zeigten die Praimmunseren eine deutlich schwachere Bindung als
die entsprechenden Immunseren. Die Bindung der Seren an ein Peptid (E2-Long),
dass die Sequenz ELDKWA enthalt, ist um den Faktor 7 schwacher, als die Bindung
des monoklonalen Antikérpers 2F5 (Abbildung 3.29-A). An das Koala p15E konnte eine
starkere Bindung detektiert werden. 2F5 bindet hier nicht signifikant (Abbildung 3.29-
B).

Um zu einer Aussage hinsichtlich des mdglichen Einsatzes der Konstrukte im Rahmen
der Entwicklung ein HIV Vakzine zu gelangen, sollte das Neutralisationspotential der
induzierten Antikodrper Uberprift werden. Hierzu wurde sowohl die Neutralisation des
HIV-1 IIIB als auch des KoRV Uberprift. Im Neutralisationstest konnte weder eine
signifikante Neutralisation des HIV-1 IIIB noch des KoRV gemessen werden (Abbildung
3.30).
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Abbildung 3.30: Ergebnisse der HIV- (A) und KoRV-Neutralisationstests (B) bei denen die
Rattenseren der Gruppen 84 und 89 eingesetzt wurden.

Die Provirusintegration ergibt sich aus der Berechnung der 22%-Werte der Prdimmunseren zu den
Immunseren.
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Um weitere Erkenntnisse Uber die induzierten Antikdérper zu bekommen und eine
mogliche Erklarung der Ergebnisse zu erlangen, wurde eine Epitopkartierung
durchgefiihrt. Hierflir wurde das Serum ausgewahlt, welches im Peptid-ELISA die
starkste Bindung aufwies. Es wurden das Rattenserum 84/3, generiert durch
Immunisierung mit KoRV-p15E2-AB, auf der Membran des HIV-1 gp41, sowie auf der
Membran des KoRV-p15E epitopkartiert.
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Abbildung 3.31: Epitopkartierungen des Rattenserums 84/3 auf HIV-1 Membran (A) und auf
der KoRV-Membran (B), sowie die Lage der Epitope auf den nativen Proteinen (C)

Die durch die induzierten Antikorper erkannten Epitope sind fett gedruckt. Die roten Balken in
Abbildung C stellen die Lage der erkanten Epitope auf den Ausgangsproteinen dar.

pAK: Rattenserum 84/2 1:500; sAK: anti-Ratte 1:5000; Abbildung 3.31-C: CM = virale HlUllmembran

Die Epitopkartierung des Rattenserums 84/3 zeigt, dass ein Subepitop, DKWA, im
membranproximalen Epitop des monoklonalen Antikérpers 2F5 erkannt wird.
Weiterhin wird ein C-terminales Epitop im intraviralen Bereich des HIV-1 IIIB gp41,
nahe der Transmembrandomane des gp4l erkannt. Die Sequenz des Epitops ist
GRRGWEALK. Im E1 Bereich erkennt das Serum kein Epitop (Abbildung 3.31-A).Die
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Epitopkartierung auf der KoRV-pl5E Membran zeigt, dass drei Bereiche erkannt
werden. Stark detektiert wird die Sequenz IKGPIDLQQ im N-terminalen Bereich und
SEVVLQNRR in der NHR-Region des KoRV-p15E. Eine schwache Bindung an die im C-
terminalen Bereich liegende Sequenz RDMRRLKE war ebenfalls zu erkennen
(Abbildung 3.31-B).

Es wurden Antikérper induziert, die das Epitop DKWA im membranproximalen Bereich
des HIV-gp41 erkennen. Sie waren nicht in der Lage, den Laborstamm HIV-1 IIIB zu
neutralisieren. AuBerdem wurden Antikérper gegen das Ausgangsprotein KoRV-p15E
induziert, die stark im N-terminalen Teil und schwacher im C-terminalen Teil des KoRV
pl5E binden. Auch diese waren nicht in der Lage, das Koala-Retrovirus zu
neutralisieren.
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4. Diskussion
4.1 Cytokinmodulation durch transmembrane Hiillproteine und ISU-Peptide
4.1.1 Reproduzierbarkeit von Kopplungen mit der EDC-Mehtode

Um zu untersuchen, ob das HIV-ISU-Peptid einen Einfluss auf die IL-10-Expression
humaner PBMCs hat, wurden die Monomere zu Peptidhomopolymeren gekoppelt.
Durch die homogene Kopplung konnte der Einfluss fremder Parameter, wie zum
Beispiel Tragermolekile, in dem Testsystem reduziert werden. Die Vernetzung erfolgte
durch die chemische Kopplung unter der Verwendung von EDC. Es entstehen bei dem
verwendeten Verfahren keine bestimmten Vernetzungsgrade, also keine definierten
Banden. Alle Tests wurden deshalb mit einem Gemisch aus Homopolymeren
durchgefiihrt. Allein die Farbung im Coomassie-Gel lieB einen Schluss auf die
erfolgreiche Polymerisierung zu. Unberlicksichtigt bleiben dabei mdégliche Unterschiede
der gebildeten Konformationen. Einen Hinweis auf die Verteilung der unterschiedlichen
Vernetzungsgrade liefert der Vergleich von Western-Blot und Coomassie-Gel. Durch
die Coomassie-Blau-Farbung waren nur Strukturen bis zu einer GréBe von ca. 20 kDa
darstellbar. Die dariberliegenden Strukturen lagen unter der Nachweisgrenze von
Coomassie-Blau und konnten nur mittels spezifischer Detektion im Western-Blot
nachgewiesen werden. Das zeigt, dass weniger vernetzte Strukturen entstehen als
unvernetzte Strukturen. Man verhindert zwar mit der Kopplung zu Homopolymeren
durch EDC das Einbringen fremder Testparameter durch Tragermolektile, hat aber nur
eine geringe Qualitatskontrolle des Prozesses und keine garantierte Funktionalitdt. Die
Kopplungen ab der laufenden Nummer 95 zeigten fast immer keine biologische
Wirksamkeit. Der Zusatz von Sulfo-NHS zur Stabilisierung der Intermediate konnte die
Ausbeuten zwar bei 20% stabilisieren, brachte aber keine Erhéhung der biologischen
Aktivitat (Tabelle 1 Anhang).

Die ISU- und RAN-Monomere besitzen jeweils sechs freie Amino- und drei freie
Carboxylgruppen, die an der Polymerisierung beteiligt sein kénnten. Mit zunehmenden
Vernetzungsgrad der Peptide vergrdoBert sich auch die Wahrscheinlichkeit der
Ausbildung von Loop-Strukturen. Das kdénnte eine moégliche Erklarung der Wirksamkeit
hochmolekularer Strukturen bzw. der hochmolekulareren Fraktionen sein. Die
Verteilung der moéglichen Konformationen kann, wenn (berhaupt nur statistisch
abgeschatzt werden, wie folgendes Beispiel zeigen soll: Es gibt 6x3=18 (freie
Aminogruppen x freie Carboxylgruppen) mdégliche intramolekulare Crosslinks pro
Monomer. Geht man davon aus, dass mindestens eine reaktive Gruppe zur
intermolekularen Kopplung frei bleiben muss, reduzieren sich die intramolekularen
Kopplungsmadglichkeiten auf 15 bei einer blockierten Aminogruppe, oder auf 12 bei
einer blockierten Carboyxlgruppe. Alle weiteren Berechnungen gehen von 12
verschiedenen intramolekularen Konformationen aus. Wenn man wie in Abschnitt
3.1.1 von einer hochmolekularen Fraktion mit MWCO>30000 Da ausgeht, mussen
mindestens Homo-14mere (n=14, MW=2,3 kDa pro Monomer) entstehen, um nicht
wahrend der Separation aus dem Kopplungsgemisch zu entfallen. Es ergeben sich im
kleinstmdglichen Fall schon 1x10'? Kombinationsmdglichkeiten (k) pro 14mer. Diese
erhdhen sich mit Zunahme des Vernetzungsgrades +1 auf k=(12*n!)*(n+1). Das
Molekulargewicht eines HIV-ISU-Monomers betragt 2,3kDa (=2,3 g/mol), was einer
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Teilchenzahl von ca. 1,4x10%* Teilchen (hier die Monomere) entspricht. Davon werden
im Kopplungsansatz nur 8 mg (=8x1073g) eingesetzt, was die eingesetzte Zahl an
Monomeren pro Ansatz auf ca. 1,4x10?! begrenzt. Damit ergeben sich allein fiir den
einfachsten angenommenen Fall der 14mere in einem Kopplungsansatz ca. 1,4x10%
Konformationsmadglichkeiten.

Da man aber davon ausgehen kann, dass es aufgrund von sterischen und
energetischen Grinden bevorzugte sowie unmdgliche Konformationsmdglichkeiten
gibt, wird sich die Anzahl an wirklich entstandenen Strukturen reduzieren. Zu
berilicksichtigen ware dabei eine Mindestanzahl an exponierten Strukturen pro Molekdl,
um eine Wirksamkeit zu erreichen. Obwohl die Wahrscheinlichkeit, zwei molekular
identische Kopplungen zu erzeugen, verschwindend klein ist, zeigen immerhin mehr
als 50% der Konjugate eine Aktivitat.

Ein weiterer Nachteil kann die ungerichtete Vernetzung der Monomere miteinander
sein. Wie zuvor dargestellt sind alle funktionellen Amino- und Carboxylgruppen in die
Polymerisation mit einbezogen. Damit ist es fraglich, ob die im Homopolymer
eingenommene Konformation der nativen Konformation nahe kommt. Um alle
Mdglichkeiten der Wirkung, also hydrophobe Interaktionen und Ladungseffekte der
Seitenketten, zu bericksichtigen, sollte eine Kopplungsmethode gewdahlt werden, bei
der nur die primaren Amino- und Carboxylgruppen die Polymerisation bewirken. Bei
der weiteren Verwendung der EDC-Methode ware zumindest eine Blockierung der
sekundaren, tertiaren usw. funktionellen Gruppen zu empfehlen. Der Vorteil, den die
Kopplung der HIV-ISU-Peptide bietet, ist, dass alle beobachteten Effekte flr die
verwendete Aminosauresequenz, also flr die ISU-Doméane von HIV-1, spezifisch sind.

4.1.2 Monomere vs. Homopolymere: Ist eine Kopplung zu Peptid-
Homopolymeren notwendig?

Hintergrund der Vorgehensweise, Peptide zu Homopolymeren zu koppeln, waren
Erkenntnisse, dass der Einsatz der HIV-ISU Monomere keinen biologischen Effekte
zeigte [Denner et al., 1994]. Fir das HIV-ISU-Monomer konnte gezeigt werden, dass
dieses erst eine immunsuppressive Wirkung, gemessen als Hemmung der T-Zell-
Proliferation, besitzt, wenn es an groBere Tragermolekiile wie BSA gekoppelt wurde
[Denner et al., 1994]. Dukers et al. konnten aber auch mit sehr kurzen Peptiden, die
weder als homologe noch als heterologe Konjugate eingesetzt wurden, eine PHA-
stimulierte Teilung von T-Zellen unterdriicken. Die in ihrer Studie eingesetzen Peptide
leiteten sich von Latency-Membran-Protein (LMP) des Eppstein-Barr-Virus ab und
wiesen Sequenzhomologie zur CKS 17 auf. Sie zeigten sogar, dass kurze Peptide eine
starkere Inhibiton der Proliferation hervorriefen als die langeren Peptide. Eine
Acetylierung des N-terminus steigerte die immunsuppressive Wirkung der Monomere
[Dukers et al., 2000]. Vermutlich ist das auf die sich aus der Ladungsblockierung
ergebenden Verstarkung der Hydrophobizitdt der Peptide zurlckzufihren. Die
gesteigert Hydrophobizitat kdénnte in den Experimenten der Dukers Gruppe zur
intermolekularen Wechselwirkung der Peptide geflihrt haben. Diese bilden dann
groBere Aggregate und die Ergebnisse kénnten so von hochmolekularen Strukturen
hervorgerufen worden sein. Sie kdnnen dann noch besser miteinander interagieren
reagieren und sich zu gréBeren Molekiilen zusammen lagern. Diese waren in der Lage,
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mehre Rezeptoren gleichzeitig zu binden, wie es auch fir Cytokine postuliert wird.
Dadurch kdénnten sie einen Effekt auf die intrazellulare Signaltransduktion haben.
Durch die erhéhte Hydrophobizitat ware auch eine Interaktion mit der Zellmembran
beglinstigt, welche wiederum einen Einfluss auf die Zelle habe kdnnte. In unserer
Arbeitsgruppe wurden nicht blockierte Peptide verwendet, eine hydrophobe Interaktion
der Peptide miteinander ware somit energetisch unglinstiger. Erst durch eine
chemische Kopplung konnten im Ansatz unserer Arbeitgruppe hochmolekulare
Strukturen entstehen. Hochmolekulare Strukturen wirden mehr Bindungsstellen flr
potentielle Rezeptoren aufweisen und kénnten sie so miteinander vernetzten. Ein sich
aus der Rezeptorbindung ergebender Effekt auf die Signaltransduktion ware dadurch
amplifiziert. Das kann ein Grund dafir sein, warum wir weder eine Hemmung der
Proliferation von T-Zellen noch eine Induktion von IL-10 bei humanen PBMCs durch
das ungekoppelte HIV-ISU-Peptid beobachten konnten, wdahrend die HIV-ISU-
Homopolymere eine Induktion der IL-10-Produktion hervorriefen.

4.1.3 Funktionalitat der Peptid-Homopolymere

Die Homopolymere wurden im IL-10-Cytokin-ELISA eingesetzt und es konnte gezeigt
werden, dass die IL-10-Expression humaner PBMCs beeinflusst wird, wenn sie mit
dem HIV-ISU-Peptid-Homopolymer inkubiert wurden. Es zeigte sich, dass nicht alle
synthetisierten Homopolymere biologisch aktiv (Abbildung 3.2-C) waren. Zeigten sie
eine Reaktion, war diese konzentrationsabhdangig (Abbildung 3.2-A). Zu den nicht
konstanten Ergebnissen der Vernetzungsreaktion kamen unterschiedlich stark reaktive
Spender. Es ergaben sich mit ein und dem selben Konjugat unterschiedlich hohe
Induktionsraten von IL-10. AuBerdem zeigte sich, dass die Reaktivitdt eines Spenders
ebenfalls vom Zeitpunkt der Blutentnahme abhing. Entnahm man einem Spender an
drei verschiedenen Tagen Blut, reagierte er mit dem selben Konjugat unterschiedlich
stark. Die Werte schwankten bis zu 100% (Abbildung 3.2-B). Das lasst den Schluss
zu, dass der jeweilige Immunstatus des Spenders berlicksichtigt werden muss. Hierbei
kdnnen eigene Erkrankungen des Spenders oder der Kontakt des Spenders mit
erkrankten Personen zu einer Aktivierung des Immunsystems fihren und somit diese
unterschiedlich  starken  Reaktivitaten verursachen. Um eine notwendige
Standardisierung der Spendersituation zu erreichen, miusste die Zusammensetzung
der isolierten PBMCs mittels Durchflusscytometrie Uberprift werden. Die Aufnahme
einer kurzen, freiwilligen abgegebenen Anamnese des Spenders, sowie ein
Blutsenkungstest kann einen Aufschluss Uber den Gesundheitszustand und damit der
Verwendbarkeit des Spenders geben. Alternativ kénnte der Einfluss der HIV-ISU-
Homopolymere auf die IL-10-Expression humaner PBMCs mit einer monocytaren
Zelllinie untersucht werden. Durch den Einsatz einer immer standardmaBig
behandelten Zelllinie waren spenderspezifische Schwankungen auszuschlieBen.

Der beobachtete Effekt der erhéhten IL-10-Expression nach Inkubation mit dem HIV-
ISU-Homopolymer liefert eine Erkléarung der Ergebnisse von Takeshita et al. und
Barcova et al. Das HIV-ISU Peptid leitet sich aus der Ectodoméane des HIV-1 gp41 ab,
fir das eine IL-10 Induktion bei PBMCs bereits nachgewiesen wurde [Takeshita et al.,
1995, Barcova et al., 1998; Denner et al., unveroffentlicht]. Die Induktion von IL-10
nach Exposition von PBMCs wurde dabei sowohl durch RT-PCR als auch im Western-
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Blot nachgewiesen [Koutsonikolis et al., 1997]. Unsere Daten sind ein Hinweis darauf,
dass die durch gp41 vermittelte IL-10 Induktion bei humanen PBMCs durch die ISU-
Domane ausgeldst werden kdnnte.

Die Separation der Konjugate in eine hoch- und eine niedermolekulare Fraktion zeigte,
das bis auf eine Ausnahme nur die hochmolekulare Fraktion in der Lage war, IL-10 zu
induzieren. Die Reaktionen fielen insgesamt aber immer schwacher aus, als die Werte
des gleichen Spenders, die am gleichen Tag mit dem nicht fraktionierten Konjugat
erreicht wurden (Abbildung 3.3). Eine Ursache fir die geringere Reaktivitat kdnnte die
gebildete Konformation der Homopolymere sein. Hierbei wurden bisher spezifische,
exponierte Raum- und Loopstrukturen als Ursache fir immunsuppressive Wirkungen
diskutiert. Monell et al. [1994] verglichen Defensine, das sind positiv geladene,
antimikrobielle Oligopeptide aus Neutrophilen Granulocyten, mit den HIV-ISU-
Peptiden. Die Wirksamkeit der Defensine begriindet sich ihrer Meinung nach in den
gefalteten Loopstrukturen, die durch amphiphatische Doménen direkt mit der
Proteinkinase C (PKC) in Zellmembranen interagieren konnen. Als Folge dieser
Interaktion werden Signaltransduktionswege aktiviert. Durch intramolekulare
Kopplungen zwischen freien Amino- und Carboxylgruppen kdénnten sich auch bei den
ISU-Peptiden defensinahnliche Faltstrukturen ausbilden. Die Tatsache, dass ein
Gemisch aus hoch- und niedermolekularen Strukturen nicht aktiv ist, und eine
Trennung in zwei Fraktionen eine Aktivitat hervorruft, kann mit der Blockierung der
aktiven Loops durch Mono-,Di- oder Trimere erklart werden. Durch die Zentrifugation
kdnnten diese von den hochmolekularen Homopolymeren abgelést werden. Die
hochmolekularen Homopolymere werden durch die Zentrifugalkraft auf die
Separationsmembran gepresst. Durch das Auftreten von Scherkraften kénnte die
niedermolekularen Strukturen, z.B. Mono-, Di- oder Trimere, von dem groBen
Aggregat abgetrennt werden. Die wiirden die Membran aufgrund der geringen GroBe
passieren konnen. Dadurch kénnten diese Molekile von den blockierten Strukturen
getrennt werden. Die freigelegten Loops oder Strukturen kdnnten entweder auf dem
Defensin-ahnlichen Weg [Monell et al., 1994] oder Uber die Interaktion mit den
potentiellen Rezeptoren erfolgen [Denner, 1998]. Die deutlich geringere Aktivitat der
niedermolekularen Struktur auf die IL-10-Expression humaner PBMCs deutet auf die
rezeptorvermittelte Induktion der IL-10-Expression hin. Es kann argumentiert werden,
dass der amplifizierende Effekt der Stimulation mehrerer homologer Rezeptoren
gleichzeitig notwendig ist, um eine deutlich messbare Veranderung der IL-10-
Expression hervorzurufen. Die starke Anfarbung der Coomassie-Gele bis nur ca. 7 kDa
kann eine Hinweis darauf sein, dass hier hauptssachlich Di- und Trimere entstanden
sind, welche die keine Multiplizitat des rezeptorvermittelten Effektes ausléosen kdnnen.
Der Einfluss des Spenders auf die Starke der induzierenden Wirkung der
Homopolymere kann durch die Auswertung der Tests mit den fraktionierten
Homopolymeren K90 und K91 dargestellt werden. Es lieB sich eine klare Reihenfolge in
der Susceptibilitat der PBMCs fir die Induktion der IL-10-Expression durch das ISU-
Homopolymer reproduzieren Am starksten reagierte JM, gefolgt von ML und IB.
Berlicksichtigt man die Standartabweichung, kann man diese Reihenfolge auch auf die
Induktionsstarke der hochmolekularen Fraktion Ubertragen (Abbildung 3.3-C+D).
Zuklnftige Versuche kénnten alternativ, wie in Abschnitt 4.1.3 vorgeschlagen, mit
einer monocytaren Zelllinie durchgefiihrt werden.
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4.1.4 Proteinexpression im Drosophila-Expressions-System als
kostengiinstige Alternative zum Einsatz von Peptiden

Der Einsatz von rekombinanten Proteinen aus endotoxinfreien Expressionssystemen
zur Untersuchung des Einflusses rekombinanter transmembraner Hillproteine auf die
IL-10-Expression humaner PBMCS in vitro, sollte konstantere experimentelle
Bedingungen schaffen, als es mit den Peptid-Homopolymere der Fall war. Dabei wurde
ein Vergleich des Effektes eines endotoxinfrei exprimierten rekombinanten
transmembranen Hullproteins mit und ohne ISU-Domdne vorgenommen. Die ISU-
Domanen der Vergleichskonstrukte PERV-pl15E und FelLV-Aisu-pl5E sind zu 100%
identisch. Dadurch ware die Beobachtung eines mdglichen Unterschiedes im Effekt auf
die IL-10-Expression humaner PBMCs allein auf die ISU-Domane zurlickzuflihren. Die
Expression von FelLV-Aisu-p15E wird in Abschnitt 4.1.5 diskutiert.

Das bereits in dem Drosophila Expressionvektor vorhandene PERV-pl5E musste
erneut in Drosophila Zellen transfiziert werden. Versuche, das rekombinante Protein
mit einer bereits vorhandenen Zelllinie zu exprimieren scheiterten. Es war kein Protein
mittels Western-Blot im Zellkulturliberstand nachweisbar (Abbildung 3.9). Mit der
daraufhin durchgeflihrten PCR zum Nachweis der transfizierten Plasmide, lieB sich nur
das Gen der Blasticidin-Rsistenzcassette des Selektionsplasmids pCoBlast
amplifizieren. Es konnte keine PERV-pl5E spezifische Sequenz des transfizierten
Expressionsplasmids  pMT/Bip/V5-HisC-PERV-p15E konnte amplifiziert werden
(Abbildung 3.8). Das war ein Hinweis darauf, dass die vorhandenen Klone im Zuge der
Passagierung das Expressionsplasmid verloren hatten. Das Selektionsplasmid blieb
aufgrund der Prasenz des Selektionsantibiotikums erhalten. Durch einen mdglichen
Wachstumsvorteil etablierten sich mit der Zeit einfach transformierte Zellen.

Nach erneuter Transfektion der S2-Zellen mit pMT/Bip/V5-HisC-PERV-p15E konnten
nur Ausbeuten erzielt werden, die mit 0,5 pg/ml deutlich unter den erwarteten 1
pHg/ml liegen. Variationen der Induktionsdauer und Induktionsstdrke brachten keine
Verbesserung der Ausbeute. Im nicht konzentrierten Uberstand waren die Konstrukte
selbst im Western-Blot oft nicht nachweisbar. Erst nach affinitatschromatographischer
Reinigung und damit einer Konzentrierung der rekombinanten Proteine konnte man sie
im Blot nachweisen. Ein Grund flir die geringe Produktivitat kdnnte wiederum eine
entstandene Mischkultur sein. Ein Teil der Zellen koénnte, wie bereits einmal
nachgewiesen (Abbildung 3.8), das Expressionsplasmid wieder verloren haben. Selbst
wenn nur 50% der Zellen noch beide Plasmide tragen wirden, kénnte man mit der
verwendeten PCR das entsprechende Produkt nachweisen, und den Unterschied nicht
detektieren. Die Produktivitdt der Zellkultur ware dadurch aber schon drastisch
gesenkt. Die Ausverdinnung bis auf eine Zelle, um eine Kolonie aus einem einzigen
Klon, der beide Plasmide tragt, zu generieren, ist mit der Drosophila Zelllinie nicht
mdglich. Die Zellen stellen ihre Teilung unter eine Zelldichte von 0,5x10° Zellen/ml ein
[Manual Drosophila Schneider 2 Cells, Version F, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland].
Ein Nachteil des Expressionsystems scheint also das getrennte System aus
Expressions- und Selektionsplasmid zu sein. Eine mdglicher Ausweg ware das
Klonieren der Blasticidin-Resistenzcassette inklusive der Promotorregion in das
Expressionsplasmid. Die Arbeiten hierfir wurden im Rahmen dieser Arbeit bereits
durchgefiihrt. Da das hybride Plasmid muB noch getestet werden.
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Die Western-Blot Analysen zeigten, dass der Export des rekombinanten Proteins nicht
zu 100% funktioniert. Beim Testen der Zellpellets nach Induktion zeigte sich immer
ein starkes Signal (Abbildung 3.11). Da auch pl5E trotz des Fehlens der
Membrandomane noch hydrophobe Bereiche aufweist, sind Interaktionen mit
intrazellularen Membran und der Zellmembran nicht auszuschlieBen, was den
effizienten Export wiederum erschwert. Um die Ausbeute zu erhdhen, kodnnte ein
Aufarbeitungsschritt des Zellpellets in das Reinigungsprotokoll der Ni-NTA-
Affinitatschromatographie eingefligt werden. Ein Ausweg ware der Einsatz eines
Expressionssystems, in dem das Protein nicht exportiert wird. Alternativ kénnte durch
eine Mutation im Exportsignal des Drosophila Expressionvektors die Translokation des
rekombinanten Proteins unterbunden werden. Beide Mdéglichkeiten wirden es
erlauben, das rekombinante Protein nach der Expression genau zu lokalisieren. Durch
die Optimierung der affinitatschromatographischen Reinigung und weiterer stetiger
Kontrollen der transfizierten Zelllinie, sollte es durch den Einsatz entsprechender
Volumina in Zukunft mdglich sein, genug endotoxinfreies, rekombinantes PERV-p15E
herzustellen, um es in weiteren in vitro Studien einzusetzen.

4.1.5 Hydrophobe Proteine und biologische Testsysteme

Um einen spezifischen Effekt der ISU-Domane auf die IL-10-Expression humaner
PBMCs in vitro zu untersuchen, wurde neben dem rekombinanten PERV-p15E auch das
rekombinante FelLV-Aisu-pl5E endotoxinfrei im Drosophila-Expressionssystem
hergestellt. Im FelLV-Aisu-p15E ist die ISU-Domane deletiert. Die Nukleotidsequenz
des rekombinanten Proteins wurde aus dem bakteriellen Expressionvektor pCal-n in
das Expressionsplasmid des Drosophila Systems kloniert. Es wurden Drosophila Zellen
transfiziert. In ihnen konnte nach Etablierung blasticidinresistenter Klone das
Selektionsplasmid und das Expressionplasmid durch eine PCR nachgewiesen werden
(Abbildung 3.10). Die Expression von FelLV-Aisu-p15E konnte ebenfalls nachgewiesen
werden (Abbildung 3.11). Es war mittels Ni-NTA-Affinitatschromatographie nicht aus
dem Uberstand der Zellkultur zu isolieren. Im Western-Blot zeigte das lysierte
Zellpellet eine starke Reaktion gegen den V5-Tag des rekombinanten Proteins
(Abbildung 3.11). Eine Bestimmung des Hydropathieindexes dieses Proteins zeigte,
dass es zu groBen Teilen hydrophobe Domanen bildet (Abbildung 4.1). In wassrigen
Phasen kdénnen deshalb die Proteine zu Komplexen aggregieren und werden unléslich.

Hydrophobe Proteine kann man unter denautrierenden Bedingungnen Uber die Ni-
NTA-Matrix reinigen. Mit 8M Harnstoff konnte das Protein zwar auf die Matrix geladen,
aber nicht mehr eluiert werden. Geringe Mengen konnten durch die pH-abhangige
Elution wieder gewonnen werden. Um es in den biologischen Test einzusetzen, musste
das Protein in PBS umgepuffert werden. Alternativ wurde versucht den Harnstoff
auszuverdinnen. AnschlieBend sollte eine Konzentration des Proteins folgen, da die
Tests in kleinen Volumina (96-Well-MaBstab) durchgefihrt werden mussten. Dabei
traten zwei Probleme auf. Die geringen Proteinmengen gingen entweder wahrend der
Dialyse verloren, oder es fiel direkt mit schwindender Harnstoffkonzentration wieder
aus. Damit war eine Proteinbestimmung und ein genau dosierter Einsatz in
biologischen Testsystemen nicht mdglich. Aufgrund dieser Probleme und der
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Unléslichkeit des Proteins in wassrigen Phasen, war ein weiterer Einsatz dieses
Konstruktes flUr die Tests nicht méglich. Die Notwendigkeit, das Protein in nicht
toxischen, wassrigen Loésungsmitteln zur Verfligung zu haben, schlieBt ebenfalls eine
Reinigung Uber Reversed-Phase-Chromatographie aus. Das dadurch wahrscheinlich zu
reinigende Protein, wirde sich dann aber in einem organischen Ldsungsmittel
befinden, welches die Assays storen, oder biologische Aktivitat verhindern wirden.

LETAQF! IQALEES IS AL EKSLTSLSELCAM KE B CRLKGR 0L FDEQ0CWE ECWENESEW

ISU-Dorméane

Abbildung 4.1: Hydrophobizitidtsanalyse der rekombinanten Proteine FeLV-p15E (A)
und FeLV-Aisu-p15E (B)

Die Graphen basieren auf einer Berechnung nach dem Kyte&Doolittle- Algorithmus.
http://www.expasy.org/tools/protscale.html

Um das Protein FelLV-Aisu-pl5E in Lésung zu bekommen, kénnte es an groBere
Tragermolekile fusioniert werden. Hierbei waren zwei wesentlich Nachteile zu
beachten: Das Tragermolekil kann selbst wieder biologisch reaktiv sein, und die
Testergebnisse beeinflussen. Es ist denkbar, dass es entweder ein falsch positives
Ergebnis liefert, oder den Effekt des eigentlichen Testproteins kompensiert. Das kann
durch einen eigenen antagonistischen Effekt ausgeldst sein, oder einfach durch
strukturelle Verhaltnisse. Bei groBen Tragerproteinen liegen die unldslichen Proteine
mit ihren hydrophoben Domanen oft aus energetischen Griinden in einer hydrophoben
Tasche des Tragerproteines. Die hydrophoben Bereiche sind nicht exponiert, da der
Komplex sonst wieder instabil werden wirde. Damit ware die native Konformation des
FeLV-Aisu-p15E vorhanden, kdnnte aber nicht biologisch wirksam sein, da groBe Teile
des rekombinanten Proteins nicht zuganglich waren. Auch Klonierungsstrategien mit
einer Spaltsequenz, z.B. Faktor X oder Thrombin, wirden nicht funktionieren, da nach
dem Spalten vom Tragerprotein die Struktur des FelLV-Aisu-pl5E wieder kollabieren
wirde.

Um den Einfluss der ISU-Domane auf die Cytokinproduktion humaner PBMCs in vitro
zu untersuchen, kénnte die immunsuppressive Sequenz in ein groBes, |6sliches, nicht
immunogenes Protein kloniert werden. Die Struktur dieses Protein sollte bekannt sein
um eine exponierte Domane durch die ISU-Sequenz zu ersetzten. Sollte das
verwendetet Protein die Mdoglichkeit bieten, mehrere exponierte Doménen zu
substituieren, kdnnte der Effekt der Mulitplizitdt der Rezeptorvernetzung zusatzlich
ausgenutzt werden.
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4.1.6 Cytokinmodulation durch rekombinantes PERV-p15E

Das im Drosophila Expressionssystem exprimierte PERV-p15E wurde im in vitro Test
eingesetzt, um zu untersuchen, ob es einen Einfluss auf die IL-10-Expression humaner
PBMCs ausiibt. Bei den PBMCs von allen untersuchten Spendern wurde
konzentrationsabhdangig die Sekretion von IL-10 induziert (Abbildung 3.12). Eine
Hemmung der Lymphocytenproliferation durch Peptide, abgeleitet von retroviralem
p15E konnte schon durch Cianciolo [1985] nachgewiesen werden. In ahnlichen, nicht
cytotoxischen Konzentrationen wie in dieser Arbeit konnte durch FeLV-p15E, das die
ISU Domane enthalt, ebenfalls die mitogen stimulierte Proliferation von Lymphocyten
und deren Antigenantwort unterdriickt werden [Lynn et al., 1979]. Mit FeLV und MuLV
infizierte Tiere entwickeln eine Immunsuppression [Denner, 1987]. Fir die
transmembranen Hillproteine der Retroviren konnte die Hemmung der
Lymphocytenproliferation nachgewiesen werden [Denner et al., 1986; Ruegg et al.,
1989], was in Anbetracht der Sequenzhomologie zwischen PERV-p15E, FelLV-p15E und
MuLV-pl5E [Denner, 1998] ein Hinweis auf eine durch PERV-pl5E ausgeldste
Immunsuppression sein kénnte. Da auch in HIV-1 gp41l eine immunsuppressive
Domane charakterisiert wurde [Ruegg et al., 1989; Denner et al., 1994], fir die
ebenfalls eine Hemmung der Lymphocytenproliferation nachgewiesen werden konnte
[Denner et al., 1994], kénnte das ein Hinweis auf d@hnliche Mechanismen der durch
das transmembrane Hillprotein von HIV vermittelten Immunsuppression sein.
Mehrfach wurden unabhdngig voneinander in HIV-Infizierten eine erhdhte IL-10-
Expression beobachtet [Emilie et al., 1992; Graziosi et al., 1996; Stylianou et al.,
1999; Poli, 1999]. Durch Expression des transmembranen Hllproteins eines humanen
endogenen Retrovirus auf der Oberflache von Tumorzellen, konnte dessen AbstoBung
unterdriickt und Wachstum geférdert werden. Verhindert man die Expression durch
RNA-Interferenz, wurde der Tumor abgestoBen [Mangeney et al., 2005]. Diese
Experimente lassen auf dhnliche Mechanismen der Immunsuppression vieler
Retroviren schlieBen.

Die beobachtete Induktion des proliferationshemmenden Cytokins IL-10 durch das
rekombinante PERV-pl5E sind ein weiterer Beweis daflir, dass transmembrane
Hdllproteine von Retroviren, und die in ihnen konservierte ISU-Domane,
immunsuppressive Eigenschaften besitzen. Dieser Mechanismus wurde auch schon fur
das HIV-1 gp41 wahrend einer HIV-Infektion diskutiert [Denner, 2000]. Weitere Daten
aus unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass sich durch die Inkubation von PBMCs mit
Retroviren die Expressionsmuster verschiedener Cytokine verandern. Die Analyse der
Zellkulturiberstande im Cytokinarray zeigt grundsatzlich ein verschobenes Verhaltnis
von Tyl-Cytokinen und Ty2-Cytokinen zu Gunsten der Typ2-Cytokinen [Denner et al.,
unveroéffentlicht] Diese Veranderungen wurden auch in HIV-Infizierten beobachtet
[Clerici et al., 1993]. Die gesammelten Daten der immusuppressiven Wirkung der
transmembranen Hdllproteine kdénnten somit als Grundlage zur Entwicklung eines
Modells der gp41 vermittelten Immunpathogenese einer HIV-Infektion dienen.
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4.1.7 in vivo Versuche mit den bakteriell exprimierten Proteinen FeLV-p15E
und FeLV-Aisu-p15E

Der Ansatz sollte einen mdéglichen Einfluss der ISU-Domane auf die Auspragung der
humoralen Immunantwort charakterisieren. Aufgrund der folgenden Probleme, muss
die Aussagekraft dieses Versuchens in Frage gestellt werden: Die verwendeteten
Antigene unterschieden sich stark in der Reinheit. Da das FelLV-Aisu-p15E nicht I6slich
war, und somit eine Reinigung Uber Calmodulin-Affinitaschromatographie
auszuschliessen war, wurden die applizierten Mengen Uber die anteilig in der
Proteinlésung enthaltenen Mengen an Zielprotein abgeschatzt. Die Titer der
induzierten pl5E-spezifischen Antikdérper lagen in etwa in der gleichen
GroéBenordnung. Der immunsuppressive Effekt der ISU-Domane konnte nicht
nachvollzogen werden, da die Tiere, die das vollsténdige p15E appliziert bekamen,
einen vierfach hdéheren Titer entwickelten (Abbildung 3.14). Als Grund hierfir ist der
zuvor beschriebene unterschiedliche Reinheitsgrad der applizierten Antigene zu
nennen. Im viel stdrker verunreinigten FelLV-Aisu-pl5E trat vermutlich eine
Antigenkompetition des Hauptantigens mit den Kontaminationen auf. Als Folge davon
konnte sich keine Antigendominanz des FelLV-Aisu-pl5E herausbilden und die
spezifische Immunantwort gegen FeLV-p15E wurde gehemmt. Der vermutete negative
Einfluss der ISU-Domane auf die humorale Immunantwort gegen das nicht verwandte
Antigen BSA war aus diesen Grinden nicht darzustellen.

Die mit diesem Versuch erlangten Ergebnisse kdnnen nicht mit den Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen verglichen werden. Sie berichteten immunsuppressive
Eigenschaften der transmembranen Hiullproteine [Ruegg et al., 1989; Oostendorp et
al., 1992; Denner, 1998]. Fur die in vivo Charakterisierung der ISU-vermittelten
Immunsuppression ware es unbedingt erforderlich gleiche Mengen an Protein zu
applizieren, da eine Quantifizierung der humoralen Immunantwort nur dann sinnvoll
ist. Ein mdglicher Ausweg, die Unzulanglichkeiten der Proteinreinigung zu umgehen
ware eine DNA-Immunisierung der Versuchstiere mittels Gene-Gun. Das hierbei keine
so hohen Antikdrpertiter wie mit einer Proteinimmunisierung erreicht werden, kdnnte
sogar ein Vorteil beim Detektieren von schwachen immunsuppressiven Effekten sein.

4.2 Induktion CD4* CD25" regulatorischer T-Zellen durch HIV-ISU-
Homopolymere und PERV-p15E

4.2.1 Veranderungen der Zusammensetzung der Lymphocytenpopulation

Neben den Untersuchungen zum Einfluss der HIV-ISU-Homopolymere und des
rekominanten PERV-p15E auf die Expression von IL-10 humaner PBMCS, sollte auch
untersucht werden, ob die Inkubation mit den HIV-ISU-Homopolymeren oder dem
rekombinanten transmembranen Hullprotein CD4* CD25"* regulatorische T-Zellen (T-
reg) induziert. Die Vergleiche der Zusammensetzung der Lymphocytenpopulationen
am Durchflusscytometer nach Inkubation mit HIV-ISU-Homopolymeren mit der der
nur mit Medium inkubierten Zellen zeigten, dass sich die Anzahl an CD4" CD25"
doppelpositiven Zellen erhdhte. Der Anteil an CD4* CD25* doppelpositiven T-Zellen
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lag mit 2%-5% der gesamten PBMCs in der zuvor erwarteten GréBenordnung [Jonuleit
et al., 2001]. Das HIV-ISU-Peptid-Homopolymer stellt den Teil des HIV-1 gp41l dar,
fir den gezeigt werden konnte, dass er in vitro die Lymphocytenprofileration hemmen
kann [Ruegg et al.,, 1989; Denner et al., 1994]. Eine Hemmung der
Lymphocytenproliferation resultiert, wenn es sich nicht um autoreaktive B-Zellen
handelt, in einer Immunsuppression. Regulatorische T-Zellen sind im Thymus aktiv,
um die Proliferation autoreaktiver Lymphocyten zu unterdriicken und so
Autoimmunerkrankungen vorzubeugen [Shevach, 2000; Kriegel et al., 2004;
Ehrenstein et al., 2004] und eine Selbst-Toleranz zu sichern [Sakaguchi et al., 1995;
Taylor et al., 2001]. Fir CD4* CD25" T-Zellen aus FIV infizierten Katzen wurde
gezeigt, dass sie in der Lage sind, im Vergleich zu CD4* CD25* T-Zellen aus
uninfizierten Katzen signifikant die Proliferation von Lymphocyten und die ConA
stimulierte IL-2 Produktion bei autologen CD4" CD25 T-Zellen zu unterdriicken
[Vahlenkamp et al., 2004]. In Lymphknoten und anderen Orten mit hoher HIV-
Replikationsrate bei HIV-Infizerten ist die Konzentration an aktiven T-reg viel héher
als zeitlgleich in peripheren Bereichen. Die lokale T-reg-Zellzahl korreliert sogar mit
der Viruslast [Andersson et al., 2005]. Andererseits wurde gezeigt, dass CD4* CD25*
T-reg-Zellen CCR5 exprimieren und hoch susceptibel flr eine HIV-Infektion sind.
Daraus folgend wurde eine in vivo Depletion der T-reg durch die HIV-Infektion dieser
Zellen diskutiert [Oswald-Richter et al., 2004]. Die in dieser Arbeit gefundene
Zunahme an CD4* CD25* T-Zellen korreliert mit den Ergebnissen von Vahlenkamp et
al. [2005] und Andersson et al. [2004]. AuBerdem kann durch den Einsatz der
Homopolymere in diesem Versuch die Induktion der T-reg auf das ISU-Peptid
zuruckgefihrt werden.

Auch die Inkubation mit PERV-p15E fiihrte in etwa in gleichem MaBe zu einem Anstieg
an CD4*" CD25" T-Zellen (Abbildung 3.17) wie die Inkubation mit HIV-ISU-
Homopolymer (Abbildung 3.16). Die ISU-Domane im PERV-p15E ist komplett identisch
zu der des transmembranen Hullproteins von FeLV-A und MuLV [Denner, 1998]. Flr
FeLV und MulLV konnte in infizierten Tieren eine Immunsuppression beobachtet
werden [Denner, 1987]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass humane PBMCs
nach Inkubation mit endotoxinfreiem PERV-p15E mehr proliferationshemmendes IL-10
sekretieren als unbehandelte PBMCs (Abbildung 3.12). Sowohl fur pl5E von y-
Retroviren [Ruegg et al., 1989] als auch fir die HIV-ISU-Domane [Denner et al.,
1994] konnte in vitro eine Proliferationshemmung von Lymphocyten nachgewiesen
werden, was ein Hinweis auf gleiche zugrunde liegende immunsuppressive
Mechanismen von pl15E und gp41, bzw. deren ISU-Domanen sein kénnte. Die zuvor
diskutierte Wirkung der HIV-ISU-Doméne auf die Differenzierung von CD4* zu CD4*
CD25" T-Zellen kénnte deshalb eine Erklarung fur den gefundenen Anstieg durch
Inkubation mit PERV-p15E sein.

4.2.2. GITR als Marker fiir die Aktivierung CD4" CD25" regulatorischer T-
Zellen in der Durchflusscytometrie

Die in dieser Arbeit gewonnen Daten zu Veranderung der GITR*-Zellzahl druch die
Inkubation humaner PBMCs mit HIV-ISU-Homopolymer bzw. dem rekombinanten
PERV-p15E lieferten kein homogenes Bild wie etwa die Daten der Oberflachenmarker
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CD4 und CD25. Es war weder ein genereller Trend nach Inkubation der PBMCs mit
dem HIV-ISU-Homopolymer (Abbildung 3.16), noch mit dem PERV-p15E (Abbildung
3.17) zu erkennen.

Flar GITR wurde gezeigt, dass es in hohem MaBe auf T-reg exprimiert wird, und infolge
einer Aktivierung der Zellen es zu einer starkeren Induktion der Expression kommt
[McHugh et al., 2002, Shimizu et al., 2002]. Ein Grund hierfiir kann die durch GITR
vermittelte Aktivierung von NF-kB und damit eine erhéhte Proliferation sein (Abbildung
4.3). Eine anderer Signaltransduktionsweg Uber Siva kdnnte zur erhdéhten Apoptose
von GITR*-T-Zellen fiuhren, wie es durch Cotransfektion von Siva und GITR in eine
murine Zellline beobachtet wurde
[Spinicelli et al., 2002]. GITR gehdrt zur
Tumor-Nekrosefaktor-Rezeptor (TNFR)-
Superfamilie, die mehr als 20 Typl
Transmembranproteine mit ahnlichem
Aufbau und verschiedenen Funktionen bei
der Zelldiffferenzierung umfasst
[MacEwan, 2002; Younes et al., 2003;
Wajant et al., 2003]. Fir einige Proteine
dieser Superfamilie, z.B. CD27, wurde
eine proapoptotische Interaktion mit Siva
nachgewiesen [Prasad et.al, 1997].
Daraufhin  wurde spekuliert, dass die
Starke der  Aktivierung von GITR
bestimmt, ob ein proliferativer oder ein
apoptotischer Signalweg aktiviert wird
[Tone et al., 2003]. Eine Bestatigung
dieser Theorie kdénnte der Befund sein,
dass die durch anti-CD3-induzierte

apopotische Wirkung durch GITR-
Abbildung 4.2: Signaltransduktion der

Uberexpression  in  einer  murinen  ryep cuperfamilie als Model filr GITR
hybridoma Zelllinie unterdriickt werden [Nocentini & Riccardi, 2005]

konnte [Nocentini et al., 1997].

Diese hier dargestellten Eigenschaften von GITR kénnten die variierenden Ergebnisse
der Durchflusscytometrie erkléaren. Gerade bei den Homopolymeren wurde zuvor
schon Uber die Reproduzierbarkeit aktiver Konjugate diskutiert (Abschnitt 4.1.1). Es
ware bei der Inkubation mit Homopolymer kein einheitlicher Stimulus, der auf die
PBMCs wirken wirde. Man kdénnte nicht sagen, ob die Aktivierung einen apoptotischen
Effekt oder einen proliferativen Effekt hat. Die Ergebnisse der Immunfarbung waren in
jedem Fall trotz Aktivierung der T-reg gegensatzlich. Fir die Inkubation mit p15E
kann man sagen, dass ein Trend zur Aktivierung zu erkennen ist. Das kann in der
Konstanz der eingesetzten Menge und in der vergleichbaren Aktivitdt des
rekombinanten Proteins auch bei verschiedenen Spendern begriindet sein (Abbildung
3.12). Um aber gesicherte Aussagen zu treffen, muissten noch mehr Spender
untersucht werden, da sich in der Gruppe der vier Untersuchten ein gegensatzliches
Ergebnis zeigte (Abbildung 3.17).

Zum Nachweis einer Aktivierung der suppressiven Eigenschaften von T-reg sollte die
Immunmarkierung von GITR nicht herangezogen werden. Die Uberpriifung des

domain ;

cyvtoplasmic

PROLIFERATION
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Transkriptionslevels von GITR und anderen Aktivitatsmarkern wie CTLA-4 oder FoxP3
[Baecher-Allen et al., 2004; Fontenot et al., 2003] z.B. durch Realtime-PCR oder
Northern-Blots wiirde eindeutigere Daten liefern.

4.2.3 FoxP3 und alternative Marker

Ein exakteres Abbild des Aktivierungszustandes von Zellen als die Immunmarkierung
liefert der Stoffwechsel. Physiologische Signale haben immer einen Einfluss auf die
Transkriptionsmuster einer Zelle. Ein spezifischer intrazellularer Marker fir aktive
CD4* CD25" regulatorische T-Zellen (T-reg) ist die Aktivitat des Transkriptionsfaktors
FoxP3. Fur FoxP3 wurde nachgewiesen, dass er flir die Auspragung eines aktiven
regulatorischen, also suppressiven Phanotyps der CD4+ CD25+ T-Zellen
verantwortlich ist [Fontenot et al., 2003]. Durch die erstmalige Etablierung eines
SYBR-GREEN-Realtime-Assays zur Quantifizerung von FoxP3 mRNA, konnten Daten
zum Transkriptionsverhalten von FoxP3 einer Population humaner PBMCs nach
Inkubation mit dem HIV-ISU-Homopolymer bzw. dem PERV-p15E gesammelt werden.
Alle untersuchten Spender zeigten nach Inkubation mit HIV-ISU-Homopolymer oder
rekombinantem PERV-pl5E einen signifikanten Anstieg der FoxP3-Expression
(Abbildung 3.20). Fiir suppressiv aktive CD4* CD25* T-reg-Zellen konnte schon friiher
eine starke Expression von FoxP3 nachgewiesen werden [de Kleer et al., 2004].
Andere Daten weisen darauf hin, dass humanes FoxP3 anders als das der Maus nicht
nur in CD4* CD25" T-reg exprimiert wird, und eine Induktion eher Ausdruck eines
Aktivierungszustandes ist [Morgan et al., 2005]. Diese Ergebnisse wurden durch den
Einsatz monoklonaler anti-FoxP3 Antikdérper bestatigt [Roncador et al., 2005]. Der
Anstieg an FoxP3 wurde in dieser Arbeit in einer gemischten Population aus PBMCs
untersucht. Da auch eine Aktivierung des housekeeping Gens GAPDH beobachtet
wurde (Abbildung 3.20), muss auch hier von einer generellen Aktivierung des
Zellstoffwechsels ausgegangen werden. Damit konnte man hier nicht unterscheiden,
ob der Anstieg der FoxP3-Expression Ausdruck einer erhdohten Differenzierungsrate
von CD4" CD25 zu CD4* CD25* T-reg oder einer Aktivierung bereits vorhandener
CD4+ CD25+ T-reg ist. WeiterfUhrende Exprimente sollten mit einer homogenen
Population an CD4* CD25* T-Zellen durchgefiihrt werden. Eine Anreicherung spezifisch
markierter Zellen ist z.B. Ulber magnetic-assisted cell sorting (MACS) zu erreichen. Die
Reinheit kénnte anschlieBend mittels Durchflusscytometrie kontrolliert werden. Durch
das Heranziehen weiterer Marker dieser Subpopulation, wie CTLA-4 [Jonuleit et al.,
2001] oder Neurolipinl [Bruder et al., 2004], wirde ein detailierteres Bild des
Einflusses von HIV-ISU-Homopolymeren und rekombinanten transmembranen
Hullproteinen auf die Induktion CD4* CD25* T-reg liefern.

Durch die Etablierung der FoxP3-spezifischen SYBR-Green-Realtime-PCR konnte eine
Induktion der FoxP3-Expression durch die Kultivierung humaner PBMCs mit HIV-ISU-
Homopolymer bzw. PERV-p15E beobachtet werden. Die Daten liefern einen Hinweis
darauf, dass die durch die immunsuppressive Domane des HIV-1 gp4l ausgeldste
Immunsuppression partiell durch die Induktion CD4* CD25* T-reg vermittelt wird. Die
Charakterisierung der suppressiven Fahigkeit der induzierten T-reg kénnte durch die
Cokultivierung einer zuvor mit HIV-ISU-Homopolymer oder PERV-pl15E inkubierten
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homogenen Population mit stimulierten Lymphocyten in einem Proliferationstest
erfolgen.

4.3 Induktion neutralisierender Antikdorper gegen transmembrane
Hiillproteine von Retroviren

4.3.1 Antikorper gegen das transmembrane Hiillprotein von FeLV-A

Die Immunisierung mit den rekombinanten Proteinen FeLV-p15E und FELV-Aisu-p15E
wurde urspringlich durchgefihrt, um den Einfluss der ISU-Domane auf die humorale
Immunantwort in vivo zu untersuchen. Da festgestellt werden konnte, dass im
Rahmen dieses Versuches Antikérper gegen das FelLV-pl5E induziert wurden
(Abbildung  3.15) und ein weiteres Arbeitsgebiet der Abteilung die
Impfstoffentwicklung gegen Retroviren ist, sollte die Fahigkeit der induzierten
Antikdrper zur Neutralisation von FelLV getestet werden. Der Neutralisationtest zeigt
nur bei in 2 von 7 Tieren eine schwache Neutralisation. Da die Auswertung ergab, dass
die Neutralisation an der Signifikanzgrenze von 50% liegt, ist nicht davon auszugehen,
dass es eine reale Neutralisation ist (Abbildung 3.21).

Die Epitopkartierung zeigte, dass zwei N-terminal gelegene Epitope auf dem FelLV-
pl5E durch die induzierten Antikdérper erkannt werden (Abbildung 3.22). Beide
Aminosauresequenzen, LETAQF und IQALE, liegen in Bereichen, flir die gezeigt worden
war, dass dort bindende Antikérper in der Lage sind FelLV-A zu neutralisieren
[Langhammer et al., 2005]. Der Unterschied zu den in dieser Arbeit induzierten
Antikdrpern zeigt sich beim Vergleich der Epitopkartierungen. Die durch Langhammer
et al. induzierten Antikdrper binden zusatzlich ein Epitop im C-terminalen Bereich der
Ectodomane (WFEGWFN), das die in diesem Versuch induzierten Antikdérper nicht
erkennen. Gegen das analoge pl5E von PERV konnten ebenfalls neutralisierende
Antikorper induziert werden, deren Epitope, GPQQLEK und FEGWFN, auch im
membranproximalen Bereich des pl5E lokalisiert sind [Fiebig et al. 2003]. Diese
Epitopbereiche wurden als E1 (N-terminal) und E2 (C-terminal) definiert. Es konnte in
Bindungsstudien ebenfalls gezeigt werden, dass die neutralisierende Wirkung der
induzierten Antikérper durch die gleichzeitige Zugabe von E1- und E2-Peptiden starker
inhibiert wird, als durch die Zugabe der einzelnen Peptide [Fiebig et al., 2003]. Der
durch Eckert und Kim [2001] vorgeschlagenen Klappmechanismus des HIV-gp41
konnte auch auf das fusionsvermittelnde p15E der y-Retroviren Ubertragen werden
und ein Erklédrung der Daten von Fiebig et al. [2003] liefern. In der sich aus dem
Zusammenklappen ergebenden Prafusionskonformation des transmembranen
Hullproteins (Abbildung 1.6) liegen der N-terminale El-Bereich und der C-terminale
E2-Bereich in raumlicher Nahe. Da in diesem Stadium das transmembrane Hullprotein
nicht durch das externe Glycoprotein verdeckt ist, missten sich neutralisierende
Antikdrper gegen diese nur flir wenige Minuten zugangliche Struktur richten [Raviv et
al. 2002]. Die Daten von Fiebig et al. [2003], Langhammer et al. [2005] sowie Eckert
und Kim [2003] sprechen dafiir, dass eine hochavide Bindung an diesen Bereich, und
damit eine Stérung des Fusionsprozesses, nur erfolgen kann, wenn Antikérper Epitope
im C- und N-Terminus der Ectodomane erkennen, die in der Prafusionsphase ein
Konformationsepitop bilden [Fiebig et al., 2003]. Da die in dieser Arbeit gegen das
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FeLV-p15E induzierten Antikdérper nur in dem zu E1 korrespondierenden Bereich
Epitope erkennen, konnte ein weiterer Hinweis flir die Theorie eines Einflusses der
Konformation auf die Neutralisationsfahigkeit gewonnen werden. Warum die hier
induzierten Antikérper nur den E1 Bereich erkennen, obwohl die gleichen Antigene
verwendet wurden wie bei Langhammer et al. [2005], deren induzierte Antikorper
immer E1 und E2 erkennen, kénnte mit der zusatzlichen Applikation von BSA erklart
werden. BSA kdnnte einen Einfluss auf die Konformation der Antigene genommen
haben und somit das Induzieren entsprechender Paratope auf den Antikérpern
verhindert haben. Diese Annahme ist rein spekulativ, da die Versuche, wie eingangs
erwahnt, nicht zur Induktion neutralisierender Antikérper durchgefihrt wurden,
sondern zur Charakterisierung der Wirkung der ISU-Domane, wurde diesem
Phanomen vorerst nicht weiter nachgegangen.

4.3.2 Rekombinante p15E/gp41 Konstrukte

Durch die im Rahmen dieser Arbeit generierten rekombinanten Proteinen auf Basis der
KoRV-Ectodomane, konnten Antikdrper induziert werden, die das Epitop des HIV-1
breit neutralisierenden monoklonalen Antikérpers 2F5 binden. Die Bindungsstelle auf
dem KoRV-p1l5E2-AB wurde durch eine Epitopkartierung auf die Aminosdauren DKWA
eingegrenzt (Abbildung 3.31). Die Aminosaurefolge DKW wurde als essentielle
Kernsequenz flir die Bindung und Neutralisation durch 2F5 beschrieben [Binley et al.,
2004]. Die hier induzierten Antikérper waren nicht in der Lage HIV-1 IIIB zu
neutralisieren (Abbildung 3.30). Andererseits konnten die sie auch nicht KoRV
neutralisieren. Ein Hinweis zur Erklarung der Befunde liefert die Epitopkartierung des
Serums auf einer HIV-gp41- und einer KoRV-p1l5E-Pepspot Membran. Auf der HIV-
Membran wird nur die Sequenz DKWA im E2-Bereich erkannt. Im potentiellen E1-
Bereich binden keine Antikdérper. Folgt man der postulierten Theorie des
Konformationsepitops fir die Notwendigkeit einer ausreichend starken Bindung zur
Neutralisation [Fiebig et al., 2003], bestatigt die Epitopkartierung die Ergebnisse des
Neutralisationstests.

Auf der KoRV-Membran binden Antikérper stark im El-Bereich (IKGPIDLQQ). Eine
schwache Bindung ist auch fir den E2-Bereich (RDSMRRLKE) zu erkennen. Potentiell
waren alle wichtigen Parameter zur Neutralisation erflllt. Trotzdem neutralisierten die
Seren KoRV nicht. Eine mdgliche Erklarung ware die nur schwache Bindung im E2-
Bereich. Da dieser Epitopbereich im KoRV-p15E2-AB mutiert ist, kdnnen die Antikérper
nur an die zwischen KoRV-p15E2-AB und KoRV-pl5E (bereinstimmenden
Aminosauren binden. Das sich aus der partiellen Interkation nur eine schwach avide
Bindung ergeben kann, reicht diese nicht aus, um das Ausbilden der Fusionspore kurz
vor der Penetration zu verhindern.

Kombiniert man die Erkenntnisse der Kartierungen, zeigt sich ein mdgliches Potential
dieser Konstrukte fur weitere Studien. Das Konstrukt Ko-p15E2-AB induziert
Antikdrper, die im gp41 nur E2 erkennen. Im KoRV-p15E wird nur E1 stark erkannt.
Das konnte ein weiterer Hinweis darauf sein, dass fir die Induktion neutralisierender
Antikdrper vom 2F5-Typ das Vorhandensein des Epitops E1 eine wichtige Rolle spielt.
In Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass durch die gleichzeitige Zugabe von
Peptiden abgleitet aus der E1 und E2-Region die Neutralisationsfahigkeit von 2F5
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starker inhibiert wird, als bei der Zugabe von E2-Peptiden allein [Fiebig et al., in
Vorbereitung]. Da aber alle Epitopkartierungen eindeutig ELDKWA als alleiniges 2F5-
Epitop definierten [Binley et al., 2004], kann der E1-Bereich nur dazu beitragen, die
Aviditat der Bindung auf ein flir die Neutralisation notwendiges MaB zu erhdhen.
Zuklnftige Konstrukte sollten nach dieser Theorie sowohl den potentiellen E1-, als
auch den E2 Bereich von HIV-1 gp4l enthalten, um die Wahrscheinlichkeit zu
erhdhen, Antikdérper vom 2F5-Typ induzieren zu kénnen. Flr weitere Studien missten
also weitere Aminosauresubstitutionen im N-terminalen Bereich des Ko-pl5E2-AB
vorgenommen werden. Die induzierten Antikérper sollten dann zumindest die E1- und
die E2-Region binden. Die Daten kénnten dann weitere Hinweise zur Notwendigkeit
der Interaktion des El-Bereiches mit dem im membranproximalen E2-Bereich
bindenden Antikérper liefern, welche in einer Bindung des Antikérpers an den E2-
Bereich mit einer fir die Neutralisation nétigen Aividitat resultiert.

Zusatzlich erkennen die induzierten Antikérper zwei bisher nicht beschriebene Epitope.
Auf der HIV-Membran wird die Sequenz GRRGWEALK und auf der KoRV-Membran die
Sequenz SEVVLQNRR erkannt. Es konnten in der Arbeitsgruppe bei Epitopkartierungen
mit 2F5 auf Membranen der transmembranen Hillproteine von PERV und MuLV immer
wieder Kreuzreaktionen gegen Argininwiederholungen festgestellt werden. 2F5 war
nicht in der Lage PERV oder KoRV zu neutralisieren [Fiebig et al., in Vorbereitung]. Die
Aminosaure-Sequenz GRRGWEALK der intraviralen Domdne des HIV-gp41 ist nicht im
Immunisierungskonstrukt KoRV-p15E2-AB enthalten. Es ist also anzunehmen, dass es
sich auch bei der hier beobachteten Bindung um eine Kreuzreaktion der Seren
handelt.

4.3.3 Neutralisierende Antikérper gegen HIV-1 gp41

Warum arbeitet man so intensiv am gp41, wo es doch aufgrund der instabilen Struktur
und starken Hydrophobizitdat biochemisch schwerer zu handhaben ist, als das viel
immunogenere gpl120 [Chan et al. 1997]? Ein Grund ist die geringere Varianz der
Aminosauresequenz von gp4l zwischen den HIV-1 Subtypen (Abbildung 1.7)
[Gaschen et al., 2002]. AuBerdem maskieren zahlreiche Glycosilierungen im gp120
potentielle Bindungsstellen flir neutralisierende Antikdrper und foérdern die Selektion
stabiler Fluchtmutanten in vivo [Langedijk et al., 1995, Goulder et al., 2001]. Die
Konserviertheit des gp41 versprach die Induktion subtypeniibergreifender Antikorper.
Nachdem es gelungen war, aus Patienten den gegen gp4l gerichteten breit
neutralisierenden Antikérper 2F5 [Muster et.al, 1993] zu isolieren, wurde artifiziell
versucht gegen das erkannte Epitop neutralisierende Antikérper zu induzieren. Eckhart
et. al. [1996] versuchten es mit einem rekombinanten Oberflachenantigen des
Hepatitis-B-Virus, das die Sequenz ELDKWA enthielt, in BALB/c-Mausen. Sie konnten
genau wie Joyce et al. [2002] mit einer Peptidimmunisierung mit modifiziertem DP178
in Meerschweinchen nur bindende aber keine neutralisierenden Antikérper induzieren.
Durch ein rekombinantes Tetanus-Toxin, an welches die ELDKWA-Sequenz gehangt
wurde konnten ebenfalls nur bindende Antikdérper im Mausmodell induziert werden
[Decroix et al., 2003]. Ein anderer interessanter Ansatz war es, rekombinantes
HLA(DR) mit ELDKWA an verschiedenen Positionen zur Immunisierung einzusetzen.
Auch hier wurden nur bindende Antikdrper induziert, jedoch keine Aussage Uber deren
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Neutralisationsfahigkeit getroffen [Ho et al., 2002]. Eine erste Ausnahme in der Reihe
dieser Versuche stellen die Ergebnisse von Marusic et al. [2001] dar. Sie schafften es
im Mausmodell mit rekombiantem Hdullprotein des potato virus x (PVX) ELDKWA
bindende Antikdrper zu induzieren. Die Seren der Mause waren auBerdem in der Lage
die Syncytienbildung von C8166-Zellen nach Infektion mit HIV-1 IIIB zu unterdriicken.
Der Effekt konnte aber nicht subtypentibergreifend reproduziert werden.

Studien mit 2F5 in vitro zeigten, dass es innerhalb von vier Wochen zur Bildung von
neutralisationsresistenten Quasispezies kam [Schmolke et al., in Vorbereitung]. Die
Neutralisationsresistenz ergab sich aus nur einer Aminosaduresubstitution in der
ELDKWA-Sequenz von D zu N. Das mutierte Virus zeigte zwar die gleiche Sensitivitat
gegeniber einem Fusionshemmer (DP178), 2F5 war aber nicht in der Lage an das
Epitop zu binden. Primarisolate mit einer Mutation im zentralen Bereich der ELDKWA-
Sequenz lassen sich nicht oder nur durch hohe Konzentrationen von 2F5 hemmen
[Purtscher et al., 1996]. Sequenzabweichungen in den terminalen Aminosauren des
2F5-Epitops sind fir die Neutralisation des Isolats durch 2F5 irrelevant [DSouza et al.,
1997]. Die erste Induktion von neutralisationsresistenten Fluchmutanten in vitro
gelang mit dem gp120 bindenden, HIV-neutralsisierenden Antikérper IgG1b12 [Mo et
al., 1997]. Dieser Befund, unterstreicht, dass ein effektiver Impfstoff ein Spektrum
von verschiedenen neutralisierenden Antikdrpern, gegen verschiedene Epitope
induzieren muss (2F5-resistente Isolate lassen sich durch 4E10 hemmen und 4E10-
resistente durch 2F5 [Stiegler et al., 2001]. Die Wahrscheinlichkeit der Bildung von
neutralisationsresistenten  Fluchtmutanten wird durch die Induktion von
neutralisierenden Antikdrpern, die an mehrere Epitope binden, verringert. Eine
Strategie, die bereits in der Kombinationstherapie (HAART) und beim passiven
Immuntransfer gegen HIV ausgenutzt wird.

Alle hier zuvor diskutierten Ansatze zur Induktion 2F5-&hnlicher Antikérper sind mit
Konstrukten durchgefiihrt worden, die der nativen Konformation des gp41 nicht nahe
kommen. Sie bericksichtigten nicht die eventuelle Notwendigkeit eines weiteren
Epitops zum Auspragen einer hochaviden Bindung der Antikdérper an die ELDKWA-
Sequenz. Desweiteren wird die Zuganglichkeit der membranproximalen Region des
gp41l flr die Induktion von neutralisierenden Antikdérpern diskutiert [Trkola et al.,
2005] und eine potentielle Gefahr der Autoreaktivitdat dieser Antikérper gegen
Membranlipide gesehen [Haynes et al., 2005]. Eine etwaige Autoreaktivitat in gleicher
Intensitat wie eine Autoimmunreaktion wirde die entsprechenden B-Zellen aus dem
Immunsystem entfernen. Die Isolation von Antikérpern gegen die membranproximale
Region, selbst wenn man sie induzieren konnte, ware somit um ein vielfaches
erschwert [Nabel, 2005].

Trotz der Zweifel Uber die Méglichkeit zu Induktion 2F5 ahnlicher Antikdrper, wird ein
HIV-Impfstoff nur erfolgreich eingesetzt werden kénnen, wenn der Replikationszyklus
des Virus an mehreren Schritten gestért wird. Die Mdoglichkeiten der Induktion
neutralisierender Antikérper gegen die membranproximale Region des gp41 sind noch
nicht ausgeschopft und kénnten einen entscheidenden Beitrag zur Entwicklung einer
HIV-Vakzine darstellen.
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4.4 Ausblick

Um die Untersuchungen zur Induktion der IL-10-Expression bei humanen PBMCs durch
das ISU-Peptid bzw. das rekombiante transmembrane Hillprotein in vitro weiter
voran zu treiben, kdnnte die Etablierung eine monocytaren Zelllinie von Vorteil sein.
Damit konnten spenderspezifische Schwankungen umgangen werden. Fir die
Untersuchungen zum Einfluss der ISU-Doméne auf die Auspragung der humoralen
Immunantwort in vivo kdénnte die DNA-Immunisierung einen Ausweg darstellen. Die
applizierte Antigenmenge kdnnte hier besser zwischenden zu vergleichenden
Konstrukten abgeglichen werden. Auch Verunreinigungen, die eine Antigenkompetenz
ausldésen, wirden somit umgangen.

Die Untersuchungen zur Induktion regulatorischer T-Zellen durch transmembrane
Hullproteine und ISU-Peptide stehen erst am Anfang. Weitere Experimente sollten mit
einer durch MACS angereicherten Population aus CD4* CD25" regulatorischen T-Zellen
durchgefiihrt werden. Die behandelten Zellen kdnnten im Vergleich mit unbehandelten
Zellen im Proliferations-Hemmtest eingesetzt werden. Die Daten wirden in
Verbindung mit einer Analyse der FoxP3 Expression die Funktionalitdt mit dem
Aktiverungszustand, der durch transmembrane Hillproteine von Retroviren
hervorgerufen wird, korrelieren.

Um im Rahmen der Impfstoffentwicklung gegen Retroviren die Mechanismen zur
Induktion breit HIV-1 neutralisierender Antikdrper gegen gp41l weiter aufzuklaren,
sollten die rekombinanten Proteine KoRV-p15E2-AB und KoRV-pl15E2-ABC durch
weiterfihrende Mutationen im N-terminalen Bereich dem gp41 von HIV-1 stdrker
angepasst werden. Nach der hier vorgeschlagenen Klonierung des poteniellen E1-
Bereiches von gp41l sollte in weiteren Immunsierungsstudien die Induktion
neutralisierender Antikérper und die Charakteriesierung dieser Antikdrper erfolgen.
Einen Hinweis darauf, ob bei HIV-gp41l zur Neutralisation ein Konformationsepitop
notwendig ist, kdnnte durch die Generierung von monoklonalen Antikdrpern geklart
werden.
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5. Zusammenfassung

Retroviren wie HIV, FeLV, PERV und KoRV induzieren in infizierten Wirten durch noch
weitgehend unbekannte Mechanismen eine Immunsuppression. Die Beteiligung von
transmembranen Hillproteinen und der in ihnen konservierten immunsuppressiven
(ISU-)Doméne an der Immunpathogenese retroviraler Infektionen wird schon léanger
diskutiert.

Zur Charakterisierung der Wirkung der immunsuppressiven (ISU-)Domane wurden
Peptide, die der Sequenz der ISU-Domane entsprechen, zu Homopolymeren gekoppelt
und charakterisiert. Im IL-10-Cytokin-ELISA wurde gezeigt, dass die Homopolymere
die IL-10-Freisetzung von humanen PBMCs in vitro induzieren. Es zeigte sich eine
Abhédngigkeit der Induktion der IL-10-Expression von der Menge der eingesetzten HIV-
ISU-Homopolymere. Weitere Untersuchungen ergaben, dass nach einer Trennung der
Kopplungsgemische in eine hoch- und eine nierdermolekulare Fraktion die
hochmolekularen Strukturen fur den IL-10-induzierenden Effekt verantwortlich sind.
Zur Untersuchung der immunsuppressiven Eigenschaften transmembraner
Hillproteine wurde ein auf Drosophila Zellen basierendes endotoxinfreies
Expressionssystem etabliert. Die rekombinanten Proteine PERV-p15E und FelLV-Aisu-
pl5E wurden kloniert und in diesem System exprimiert. Flir das
affinitdtschromatographisch gereinigte endotoxinfreie PERV-pl5E konnte eine
konzentrationsabangige IL-10-induzierende Wirkung auf humane PBMCs in vitro
nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass sich das Aisu-p15E nicht flr
den Einsatz in biologischen Testsystemen eignet. In einem in vivo Ansatz
(Immunisierung von Ratten mit diesen Proteinen und einem Markerprotein) wurde
gezeigt, dass durch den Einsatz qualitativ unterschiedlicher Antigene die
immunsuppressive Wirkung nicht evaluiert werden kann.

Bei HIV-Infizierten war gezeigt worden, dass die Viruslast mit der Menge an CD4"
CD25" regulatorischen T-Zellen korreliert. Auch bei mit FIV infizierten Katzen wurde
eine Aktivierung regulatorischer T-Zellen beobachtet. Hier konnte erstmals gezeigt
werden, dass HIV-ISU-Homopolymere und rekombinantes endotoxinfreies PERV-p15E
regulatorische T-Zellen in vitro, nach Behandlung humaner PBMCs induzierten. Diese
Zellen sind CD4, CD25 und FoxP3 positiv. Die am Durchflusscytometer zu den
Oberflachenmarkern CD4 und CD25 erhobenen Daten korrelieren mit denen, die durch
Expressionsanalyse von FoxP3 gewonnen wurden. Dazu wurde in dieser Arbeit ein
FoxP3-spezifisches SYBR-Green-Realtime-PCR etabliert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde im Rahmen der Entwicklung von anti-retroviralen
Impfstoffen versucht neutralisierende Antikdérper gegen das transmembrane
Hullprotein von HIV-1 zu induzieren. Dazu wurden hybride Antigene aus dem p15E
von KoRV und dem gp4l von HIV-1 generiert, kloniert und exprimiert. Die
Immunisierungen resultierten in der Induktion von Antikérpern, die an das Kernepitop
DKWA des breit HIV-1 neutralisierenden Antikérpers 2F5 binden. Sie waren
erwartungsgemaB nicht in der Lage, den Laborstamm HIV-1 IIIB zu neutralisieren. Die
rekombinanten Konstrukte werden weiter optimiert und dienen somit als Grundlage
fur weiterfihrende Strategien zur Induktion 2F5-ahnlicher Antikérper.
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7. Anhang

Tabelle 1: Liste der IL-10-Cytokin-Assays

Nr. Spender Kopplung Datum IL-10 pg/ml
1 |AB K84 05.01.2005 260
2 |AB K84 25.01.2005 370
3 |AB K85 05.01.2005 20
4 |AB K86 05.01.2005 90
5 |AB K87 05.01.2005 0
6 |AB K88 05.01.2005 0
7 |AB K89 05.01.2005 40
8 |AM K84 13.01.2005 110
9 |AM K88 13.01.2005 13
10 (AM K90 10.02.2005 60
11 (AM K91 10.02.2005 170
12 [AM K92 10.02.2005 80
13 |BK K100 04.05.2005 5
14 |BK K97 04.05.2005 140
15 |BK K98 04.05.2005 140
16 |BK K99 04.05.2005 60
17 |CS K100 04.05.2005 0
18 |CS K84 27.01.2005 90
19 |CS K85 27.01.2005 30
20 |CS K86 27.01.2005 10
21 |CS K88 27.01.2005 0
22 |CS K89 27.01.2005 50
23 |CS K90 27.01.2005 0
24 |CS K91 27.01.2005 180
25 |CS K97 04.05.2005 110
26 |CS K98 04.05.2005 50
27 |CS K99 04.05.2005 45
28 |IB K84 25.01.2005 600
29 |IB K90 17.03.2005 80
30 |IB K91 17.02.2005 350
31 |IB K91 17.03.2005 120
32 |IB K92 17.02.2005 340
33 |IB K93 17.02.2005 50
34 |IB K94 17.02.2005 120
35 |IB K95 17.02.2005 110
36 |ID K84 13.01.2005 130
37 |ID K88 13.01.2005 16
38 |IM K90 17.03.2005 210
39 |IM K91 17.03.2005 150
40 |IR K84 03.12.2004 15
41 |MH K100 25.05.2005 0
42 |MH K84 05.01.2005 200
43 |MH K85 05.01.2005 100
44 |MH K86 05.01.2005 160
45 |MH K87 05.01.2005 15
46 |MH K88 05.01.2005 40
47 |MH K89 05.01.2005 170
48 |MH K97 25.05.2005 0
49 |MH K99 25.05.2005 10
50 [MJ K85 15.12.2004 0
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51 |M] K86 15.12.2004 0
52 [M] K87 15.12.2004 0
53 |ML K90 17.03.2005 110
54 |ML K91 17.03.2005 200
55 |MP K84 15.12.2004 35
56 [MP K84 25.01.2005 840
57 |MS K84 13.01.2005 120
58 |MS K88 13.01.2005 48
59 [NB K100 25.05.2005 0
60 |NB K84 05.01.2005 170
61 |NB K85 05.01.2005 5
62 |NB K86 05.01.2005 10
63 |NB K87 05.01.2005 0
64 [NB K88 05.01.2005 0
65 |NB K89 05.01.2005 20
66 |NB K90 10.02.2005 0
67 [NB K91 10.02.2005 220
68 [NB K92 10.02.2005 40
69 [NB K97 25.05.2005 0
70 [NB K99 25.05.2005 0
71 |RB K84 15.12.2004 170
72 |RB K85 15.12.2004 0
73 |RB K86 15.12.2004 0
74 |RB K87 15.12.2004 0
75 |RB K91 17.02.2005 310
76 |RB K92 17.02.2005 100
77 |RB K93 17.02.2005 70
78 |RB K94 17.02.2005 70
79 |RB K95 17.02.2005 10
80 |SN K84 03.12.2004 250
81 |SN K84 15.12.2004 480
82 (SN K84 27.01.2005 350
83 (SN K85 27.01.2005 290
84 (SN K86 15.12.2004 0
85 |SN K86 27.01.2005 140
86 |SN K87 15.12.2004 0
87 |SN K88 27.01.2005 190
88 (SN K89 27.01.2005 250
89 |SN K90 27.01.2005 50
90 |SN K91 27.01.2005 370
91 |SN K97 15.04.2005 220
92 |SN K98 15.04.2005 260
93 |SN K85 15.12.2004 0
94 |UF K84 13.01.2005 220
95 |UF K88 13.01.2005 105

Tabelle 2: IL-10-Werte der fraktionierten Konjugat

Ausgangsmaterial | hochmolekular | niedermolekular Konjugat
1B 76,51 16,65 0,00
ML 106,22 54,77 0,00 K90
M 209,84 128,25 53,90
1B 124,81 59,71 0,00
ML 202,88 128,23 0,00 K91
M 253,19 125,92 0,00
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