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1 Zusammenfassung

Die positiven Ergebnisse der RV144 Phase Ill HIV-1 Vakzinestudie sowie die Isolierung und
Charakterisierung zahlreicher breit-neutralisierender Antikdrper haben der Entwicklung eines
HIV-1 Impfstoffes, der auf die Induktion humoraler Immunantworten abzielt, neue Impulse
gegeben. Zur Validierung neuer HIV-1 Vakzinekandidaten, die auf dem viralen Hullprotein
Env basieren, wurde das SHIV-Rhesusaffen-Modell entwickelt, das auf der Immunisierung
und kontrollierten Infektion von Makaken (Challenge) beruht. SHIVs sind chimére Viren auf
Basis des pathogenen Isolats SIVmac239, die ein HIV-1 Hullprotein tragen und eine Infektion
diverser Makakenspezies ermdglichen. Aufgrund von Speziesbarrieren ist eine direkte
Infektion von Rhesusaffen mit HIV-1 nicht moéglich. Nur sehr wenige der bisher verfligbaren
SHIVs weisen nach einer Passagierung in Makaken pathogene Eigenschaften auf. Allerdings
konnte bisher nicht geklart werden, wodurch dieses pathogene Potential bestimmt wird. Das
am besten charakterisierte Challenge Virus ist SHIV-89.6P, das eine Subtyp B HIV-1 env-
Sequenz enthalt. Weltweit wird jedoch mehr als die Halfte der HIV-Infektionen von Viren vom
Subtyp C verursacht. Daher wurde in den letzten Jahren der Fokus auf die Entwicklung von
pathogenen SHIVs mit Sequenzen von Subtyp C Viren gelegt. Diese sollten mdglichst viele
verschiedene, reprasentative Isolate darstellen und eine natirliche HIV-1 Infektion im
Menschen widerspiegeln. Fir die breite Analyse neuer env Vakzinekandidaten sind daher
eine Vielzahl neuer replikationskompetenter und pathogener SHIVs erforderlich. Die
Herstellung neuer SHIV-Proviruskonstrukte tber konventionelle Klonierungsmethoden ist
aufgrund Uberlappender Leserahmen im env-Bereich und der groR3en Diversitat der HIV-1
Isolate stark restringiert. So basieren neue SHIVs meist auf etablierten Konstrukten, bei
denen Uber zur Verfiigung stehende Restriktionsschnittstellen nur der zentrale env-Bereich
ausgetauscht wird. Daher war es Ziel dieser Arbeit, eine Restriktions-unabhangige Methode
zur Herstellung neuer SHIV-Konstrukte zu etablieren.

So wurde im ersten Teil dieser Arbeit zundchst ein System zur Herstellung und Mutagenese
lentiviraler SHIV-BACs (aufgrund der geringen Kopienanzahl besonders geeignet) etabliert,
das auf der Red-Rekombinationstechnologie in E. coli basiert. Diese Methode erlaubt die
gezielte Herstellung neuer DNA-Konstrukte durch spezifische homologe Rekombinationen
Uber sehr kurze homologe Sequenzbereiche (35 -50bp). Es wurden zunachst BACs
kodierend fur die vollstandigen Virusgenome von SIVmac239 und SHIV-KB9 hergestellt, die
anschliel3end durch den Einsatz einer Selektions- und Gegenselektionskassette weiter Uber
Rekombination ver&ndert wurden. Die Mutagenese erfolgte dabei riickstandslos, d. h. durch
die Verwendung des Selektionsmarkers blieb keine ,Narbe“ im Virusgenom zuriick. Als
Nebenreaktion wurde allerdings eine LTR-Rekombination, die zur Entfernung des kompletten

Virusgenoms aus dem BAC-Vektor flihrte, beobachtet. Die Insertion einer zusatzlichen,
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en passant entfernbaren Selektionskassette fihrte zu einer Stabilisierung der rekombinanten
Konstrukte. Im zweiten Teil der Arbeit wurde dieses neu etablierte, mehrstufige Rekom-
binationssystem zur Herstellung neuer SHIV Proviruskonstrukte eingesetzt.

(1) Der durch in vivo Passagierung mutierte HIV-1 Bereich von SHIV-KB9 wurde in das
urspringliche SIVmac239 backbone rekombiniert. (2) Auf Basis des dualtropen SHIV-KB9
wurden durch Veranderung der V3-Sequenz im env-Bereich neue Virusvarianten mit einem
veranderten Korezeptor-Tropismus hergestellt. Drei von vier dieser neuen, starker CCR5-
abhangigen SHIVs zeigten eine Replikation in humanen PBMC und kdnnten nach in vivo
Inokulation das Repertoire an R5-tropen Challenge Viren bedeutend erweitern. (3) Das
etablierte System wurde schliefZlich zur parallelen Herstellung zweier unterschiedlicher neuer
Subtyp C SHIV-Panel, bestehend aus je 12 Konstrukten mit Subtyp C vpu/env-Sequenzen,
eingesetzt. Diese priméren Virussequenzen wurden sowohl in das Genom von SHIV-KB9 als
auch in das Genom von SIVmac239 Uber Rekombination eingefligt. Aus diesem Pool an
Proviruskonstrukten wurde ein Virus identifiziert (SHIV-89.6C.12), das sich als
replikationskompetent in humanen PBMC erwies. Eine Analyse des RNA-Genoms zeigte,
dass dieses Virus im gp4l C-Terminus noch Sequenzen des pathogenen SHIV-KB9
beinhaltet, die wahrscheinlich wahrend der Red-Rekombination, aufgrund einer teilweisen
Homologie der verwendeten Subtyp B und Subtyp C env-Sequenzen im Virusgenom von
SHIV-89.6C.12 verblieben sind. Somit konnte ein neues, in vitro replikationsfahiges Subtyp C
SHIV, kodierend fir ein priméares, R5-tropes Env Uber Rekombination hergestellt werden. In
weiteren Analysen soll ermittelt werden, ob dieses Virus auch in Makaken infektiés und

replikationskompetent ist.
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2 Einleitung

2.1 Die Lentiviren SIV und HIV - ein Vergleich

2.1.1 Entstehung und Verbreitung

Seit der Entdeckung von HIV-1 (human immunodeficiency virus) als Ursache von AIDS
(acquired immunodeficiency syndrome) im Jahr 1983 2° wurden zahlreiche Anstrengungen
unternommen, die Herkunft und die natirliche Entwicklungsgeschichte dieses Virus
aufzuklaren. HIV-1 bildet zusammen mit HIV-2 und SIV (simian immunodeficiency virus) die
Untergruppe der Primaten-Lentiviren innerhalb der Gattung Lentiviren, die zur Familie der
Retroviren (Retroviridae) gehoren. Fir die weltweite Pandemie ist hauptsachlich HIV-1
verantwortlich, wahrend HIV-2 nur endemisch in Westafrika und Indien vorkommt und eine
abgeschwéchte Pathogenitat aufweist .

SIV infiziert natlrlicherweise nicht-humane Primaten (NHP) in Afrika und ist trotz einer hohen
Virusreplikation meist nicht pathogen. Bis heute wurden tber 40 verschiedene SIV Spezies
beschrieben, die phylogenetisch in sechs Hauptgruppen unterteilt werden kdnnen. Diese
Gruppen werden reprasentiert durch (1) SIVcpz aus dem Schimpansen (chimpanzee; Pan
troglodytes) (2) SIVsmm aus RulBmangaben (sooty mangabey; Cercocebus atys; SM) (3)
SIVagm aus afrikanischen griinen Meerkatzen (african green monkey; Chlorocebus sp.;
AGM) (4) SIVsyk aus der Weilskehimeerkatze (Sykes’ monkey; Cercopithecus albogularis)
(5) SIVihoest aus der oOstlichen Vollbartmeerkatze (I’'Hoest monkey; Cercopithecus lhoesti)
und (6) SlVcol aus dem Mantelaffen (mantled guereza; Colobus guereza).

Aufgrund ihrer Genomausstattung mit akzessorischen Genen kdnnen die Primaten-
Lentiviren in drei Subklassen unterteilt werden (siehe Bild 2.1): (1) SIVcpz-ahnliche Viren, die
fur Vpr und Vpu kodieren und die Viren der Gruppe HIV-1 einschliel3en, (2) SIVagm-ahnliche
Viren, die nur vpr als akzessorisches Gen aufweisen und (3) SIVsmm- oder SIVmac-ahnliche
Viren, die zusatzlich zu Vpr fur Vpx kodieren und zu denen die Viren der Gruppe HIV-2
gehdren. Vpx hat eine ausgeprédgte Homologie mit dem benachbarten vpr Gen und ist
vermutlich durch eine Genduplikation aufgrund nicht-homologer Rekombination entstanden °.

Auch vpu scheint Giber eine Rekombination ins Virusgenom integriert worden zu sein.
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Bild 2.1: Genomorganisation der Primaten-Lentiviren. Einteilung der Primaten-Lentiviren anhand
ihrer akzessorischen Gene. Gruppe a. kann basierend auf der Uberlappung der env und nef Gene
(grau schraffiert) in zwei weitere Untergruppen eingeteilt werden (nach Gordon et al.) °.

Genomanalysen fiihrten zu der Hypothese, dass HIV-1 um 1930 von SlIV-infizierten
Schimpansen auf den Menschen Ubertragen wurde. Das alteste HIV Isolat mit vollstandig
bekannter Sequenz stammt aus dem Jahre 1959 aus der Republik Kongo in Zentralafrika ’.
HIV-2 ging aus einer unabhangigen zoonotischen Ubertragung von SIVsmme-infizierten
RuRmangaben hervor. Insgesamt muss es mindestens sieben unabhéngige Ubertragungen
von SIV auf den Menschen mit erfolgreicher Manifestation einer Infektion gegeben haben.
Drei dieser Ubertragungen waren urséchlich fir die Entstehung der HIV-1 Gruppen M
(major), N (non-major) und O (outlier), die vier weiteren flhrten zur Entwicklung von HIV-2.
Es gibt verschiedene Theorien, warum es trotz haufiger Ubertragungen von SIV auf andere
Spezies erst Ende des letzten Jahrhunderts zu einer globalen Ausbreitung von HIV-1 in der
menschlichen Population kam. Urspriinglich hat man angenommen, dass veranderte
sozioOkonomische Aspekte dafiir verantwortlich sind, neueste Analysen gehen davon aus,
dass der erfolgreiche Antagonismus des Restriktionsfaktors BST2 die weltweite Verbreitung
des Virus méglich machte 8°. BST2 (Tetherin) ist ein zelluléres Protein, das die Freisetzung
von Viruspartikeln aus infizierten Zellen blockiert und strikt Spezies-spezifisch wirkt. Erst
nach erfolgreicher Uberwindung dieser Restriktion durch die Funktion des viralen Proteins
Vpu der Gruppe M Viren von HIV-1, scheint es moglich geworden zu sein, die Spezies-
Barriere dauerhaft zu Gberwinden.

Obwohl HIV im Menschen und SIV in nicht-natirlichen Wirten die Immunschwéache AIDS
bzw. SAIDS (simian AIDS) *° verursacht, wird SIV im natiirlichen Wirt traditionell als nicht-

pathogen beschrieben. Man geht davon aus, dass es im natirlichen Wirt zu einer
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evolutiondren Anpassung von Virus und Wirt Uber mehrere Hunderttausend, wenn nicht
Millionen Jahre kam **, so dass die Inkubationszeit der Erkrankung die Lebenszeit des Wirts
Uberdauert. Kiirzlich wurde jedoch berichtet, dass SIVcpz in Schimpansen pathogen ist *?, so
dass eine Infektion im natirlichen Wirt besser als nicht-progressiv bezeichnet wird. Die
exakten molekularen Mechanismen und Unterschiede einer progressiven, pathogenen
Infektion im nicht-nattrlichen Wirt und einer nicht-progressiven Infektion im natirlichen Wirt
sind derzeit Gegenstand intensiver wissenschaftlicher Nachforschungen ***. Hierfiir wurden
bereits zahlreiche Studien mit SIV im nicht-natirlichen Wirt v. a. den Rhesus Makaken
durchgefiihrt *°.

2.1.2 Infektiositat und Pathogenitat

HIV-1, HIV-2 und SIV teilen zundchst sehr &hnliche antigene und biologische in vitro
Eigenschaften. So infizieren sie CD4-tragende Zellen (T-Zellen, dendritische Zellen und
Makrophagen) des Immunsystems, wirken gleichermaRen zytopathisch '® und zeigen
prinzipiell einen dhnlichen Infektionsverlauf (siehe Bild 2.2).

Immun- 3

100 %; aktivierung

CD4+ T-Zellen
im Blut

Viramie
—-—4
-
50 % S
-3 I
<
Mukosale 2
L4 CD4+
! 1
Akut 1 Chronisch , ‘ AIDS
S LI |
Wochen Jahre Monate

Bild 2.2: Schematischer Verlauf einer HIV-1 Infektion. Verdanderungen der mukosalen und
peripheren CD4" T-Zellzahlen, der Virdmie und des relativen Levels der Immunaktivierung (nach
Grossmann etal.) .

Wahrend der Primarinfektion mit HIV-1 (akute Phase) kommt es zunachst zu einer lokalen
Ausbreitung der Viren im mukosalen Gewebe. Diese erste Phase der Infektion ist durch eine
sehr hohe Viruslast im Blut (bis zu 10° RNA Kopien/ml Plasma) charakterisiert 2. Ahnlich
hohe Level der Virusreplikation konnten auch bei der akuten Infektion mit SIV im natirlichen
Wirt (SM oder AGM) beobachtet werden *°. Es kommt zur Induktion einer zellularen und
humoralen Immunantwort, die zunéchst eine partielle Kontrolle der Infektion bewirkt.
Wahrend der chronischen, meist asymptomatischen Phase kommt es im Menschen zu einer

Abnahme der Viruslast im Blut, die jedoch sehr unterschiedlich ausgepragt sein kann und als
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prognostischer Marker fiir den Verlauf einer HIV-1 Infektion dient %°. HIV-1 infizierte
Menschen zeigen dabei eine deutlich geringere Viruslast im Plasma als SIV infizierte
Makaken 2'. Dies zeigt, dass eine hohe Virusreplikation allein fir ein pathogenes
Fortschreiten der Infektion und der Ausbildung von AIDS nicht ausreicht.

Zahlreiche Studien konnten bisher belegen, dass es sowohl bei der angeborenen als auch
bei der erworbenen Immunantwort bedeutende Unterschiede zwischen einer progressiven
Infektion im Menschen oder Makaken und einer nicht-progressiven Infektion in SM oder
AGM gibt. So kommt es bei einer pathogenen Infektion zu einer dauerhaften
Immunaktivierung von CD4" und CD8" T-Zellen, sowie B-Zellen. Diese Immunaktivierung
kann bei der nicht-pathogenen Infektion von SIV im nattrlichen Wirt nur wahrend der akuten
Infektion beobachtet werden, nicht jedoch wahrend der chronischen Phase %23, Als ein
Grund fur die dauerhafte Aktivierung des Immunsystems wird die starke Depletion von TH17-
Zellen im Gastrointestinaltrakt (Gl-Trakt) verantwortlich gemacht. TH17-Zellen sind fur die
Regeneration von Epithelien in mukosalen Geweben essentiell. Ihr Verlust fihrt zu einer
geringeren strukturellen und immunologischen Integritat der mukosalen Barriere im GI-Trakt,
was eine gesteigerte mikrobielle Translokation und damit eine Stimulierung des
Immunsystems zur Folge hat. Bei einer chronischen SIV Infektion im nattrlichen Wirt konnte
diese Abnahme an TH17-Zellen nicht beobachtet werden und damit auch keine gesteigerte
mikrobielle Translokation **.

Eines der Charakteristika einer fortschreitenden HIV-1 Infektion ist die massive Depletion
von CD4" T-Zellen, besonders von mukosalen, CCR5-tragenden Gedéachtniszellen, deren
Zahl im Verlauf der Infektion stetig abnimmt *>?°. Diese Zellen kénnen direkt durch das Virus,
tiber Apoptose oder durch zytotoxische CD8" T-Zellen (CTL) zerstort werden. Die Abnahme
der Gesamtmenge an CD4" T-Zellen im Blut kann unterschiedlich schnell erfolgen, wird
jedoch ein Wert von 200 Zellen/ul Blut erreicht, so kommt es zum gehauften Auftreten von
opportunistischen Infektionen und der Ausbildung von AIDS. Auch wéahrend der akuten
Phase einer SIV Infektion im nattrlichen Wirt zeigen sich Verénderungen in der Anzahl an
CD4" T-Zellen %, jedoch bleibt die Zahl der mukosalen T-Zellen hierbei in der chronischen
Phase stabil oder kann sogar wieder ansteigen ?®. Die natirlichen Wirte einer SIV Infektion
exprimieren dabei generell weniger CCR5 auf CD4" T-Zellen als die nicht-naturlichen Wirte.
Auch sind sie teilweise in der Lage bei Aktivierung die Menge an CD4- (AGM) oder CCR5-
(SM) Rezeptor auf ihrer Oberflache zu verringern, was zu einer Reduktion der potentiellen
Zielzellen einer Infektion fuhrt. Das Immunsystem von nattrlichen Wirten einer SIV Infektion
scheint sich daher in eine Richtung evolviert zu haben, so dass Infektions-resistente T-Zellen
die Funktionalitdt des Immunsystems, trotz eines hohen Levels an Virusproduktion, aufrecht

erhalten konnen 4.
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Der Induktion von SlIV-spezifischen CTL und neutralisierenden Antikérpern konnte bislang
keine bedeutende Rolle fir ein Verhindern des Fortschreitens einer SIV Infektion im

natiirlichen Wirt zugesprochen werden 2°°

, obwohl diese adaptiven Immunantworten im
Menschen und Makaken eine entscheidende Rolle spielen. So gibt es beim Menschen
bestimmte HLA (human leucocyte antigen) Allele, wie z. B. B57 oder B27, die zur Kontrolle
der Virusreplikation tiber CTL filhren *'. In gleicher Weise wirken bestimmte MHC (major
histocompatibility) | Allele (Mamu-A*01 oder Mamu-B*08) im Makaken * protektiv. Neben
dieser genetischen Préadisposition, fihrt in seltenen Fallen die Bildung von breit-
neutralisierenden Antikérpern zur Kontrolle einer HIV-1 Infektion ***4. Bei einer SIV Infektion
im naturlichen Wirt spielen Antikérperantworten jedoch keine wichtige Rolle. So hat bei
infizierten AGM die vollstdndige Depletion ihrer B-Zellen in Blut, Lymphknoten und Darm
keinen Einfluss auf den Krankheitsverlauf *°.

Die Zahl der identifizierten Wirts-spezifischen, zellularen Restriktionsfaktoren, die eine
Resistenz oder Suszeptibilitat fur eine Infektion vermitteln kdnnen, steigt stets weiter an.
APOBEC3G (apolipoprotein B mRNA-editing enzyme C) ist ein zellulares Protein, das mit in
die Viruspartikel verpackt wird und bei erneuter Infektion einer Zielzelle zur Desaminierung
des Minus-Stranges der DNA wahrend der reversen Transkription fuhrt. Dadurch kommt es
zu G nach A Hypermutationen, was den Abbau des viralen Genoms zur Folge hat **. Die
Bindung des viralen Proteins Vif an APOBEC3G kann jedoch dessen Degradation vermitteln

37 HIV-1 Vif kann an humanes

und somit diesen Hypermutationen entgegen wirken
APOBEC3G binden und SIVagm Vif an APOBEC3G von AGM, nicht jedoch umgekehrt. Der
zellulare Restriktionsfaktor TRIM5a (tripartite motif 5a) kann die virale Replikation durch
Bindung an Gag und Disassemblierung des Kapsids ebenfalls Spezies-spezifisch inhibieren.
So kann Rhesus TRIM5a restriktiv gegen HIV-1, jedoch nicht gegen SIVmac wirken. Das
homologe humane Protein zu TRIM5a dagegen kann andere Retroviren wie MLV (Moloney
leukemia virus) inhibieren, nicht jedoch HIV-1 und SIV %%,

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das Fehlen einer progressiven Infektion im
natdrlichen Wirt nicht auf eine bessere Kontrolle der Virusreplikation durch das
Immunsystem zurtickzuftihren ist. Vielmehr scheinen sich Mechanismen entwickelt zu
haben, die nachteilige Auswirkungen einer hohen Virusreplikation auf das Immunsystem
verhindern und eine dauerhafte, funktionelle T-Zell Immunfunktion aufrecht erhalten *°. Ziel
eines erfolgreichen Impfstoffs zur Pravention einer HIV-1 Infektion muss es daher sein, eine

protektive anti-HIV Immunantwort zu generieren, die nattrlicherweise nicht vorkommt.

2.1.3 Diversitat und Variabilitat von HIV-1

Laut aktuellem Stand der Weltgesundheitsorganisation (WHO) leben derzeit (Stand Ende
2010) rund 34 Millionen Menschen mit einer HIV Infektion. Seit 1999 ist die Zahl der

Neuinfektionen um 19 % gesunken und die Anwendung der hochaktiven, antiretroviralen
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Therapie (HAART) sorgt fur eine sinkende Anzahl an AIDS-verursachten Todesfallen.
Dennoch haben immer noch rund 53 % der Infizierten in L&ndern mit niedrigem und
mittlerem Einkommen keinen Zugang zu einer Behandlung. HIV-1 hat eine weltweite
Pandemie verursacht, wobei die meisten HIV-positiven Menschen in Afrika sudlich der
Sahara leben (22,5 Millionen) und zu bestimmten Risikogruppen, wie z.B. Drogen-
abhangigen, Prostituierten oder homosexuellen Mannern gehoren. Der héaufigsten
Ubertragungen finden tiber den Genitaltrakt durch ungeschiitzten Geschlechtsverkehr statt.
Trotz intensiver wissenschaftlicher Forschungen und der Durchfihrung zahlreicher klinischer
Studien gibt es immer noch keine wirksame Impfprophylaxe gegen HIV. Eine Ursache fur die
Schwierigkeit der Entwicklung einer globalen, prophylaktischen Vakzine ist die grof3e
Diversitat und Variabilitdt des Virus. So gibt es nicht nur die zwei Virustypen, HIV-1 und
HIV-2 (siehe 2.1.1) mit den Gruppen M, N und O bei HIV-1 sondern auch noch weitere Virus
Subtypen, die innerhalb der Gruppe M von A - K klassifiziert werden. Dariiber hinaus wird
das Spektrum an Virusvarianten durch das Auftreten sog. circulating recombinant forms
(CRF) erweitert. Diese entstehen durch Rekombination bei gleichzeitiger Infektion einer
Zielzelle mit mehreren Subtypen. HI-Viren vom Subtyp A, D und C kommen hauptséachlich in
Afrika vor, in West-Europa, Amerika und Australien treten gehauft Viren vom Subtyp B auf.
Weltweit werden derzeit die meisten Infektionen (48 %) von Viren des Subtyps C
verursacht *. Subtyp E ist eigentlich eine rekombinante Form (CRF A/E) und kommt
besonders in Asien und Osteuropa vor. Derzeit sind 51 CRFs der Gruppe M bekannt, die
Sequenzen von bis zu sieben unterschiedlichen Subtypen tragen *?. Durch die derzeitige
schnelle Verbreitung von HIV-1 in Asien und Osteuropa ist davon auszugehen, dass diese
Zahl weiter zunehmen wird.

Zusatzlich zu dieser Diversitat, weisen HI-Viren eine grof3e Variabilitat auf. Diese ist zum
einen begrundet durch die Ungenauigkeit der viruseigenen Reversen Transkriptase, die nach
erfolgreicher Infektion einer Zielzelle das ssRNA Genom des Virus in dsDNA umschreibt.
Zun anderen kann das zellulare Protein APOBEC3G (siehe 2.1.1) zu der Entstehung neuer
Virusvarianten beitragen. Durch den Selektionsdruck des Immunsystems, der besonders
durch zytotoxische CD8" T-Zellen und neutralisierende Antikorper aufgebaut wird, kommt es
dabei stets zur Selektion neuer Virusvarianten, die vom urspringlichen Founder Virus
abweichen und sich der induzierten Immunantwort entziehen kénnen. Dies fuhrt zur Bildung
einer sog. viralen Quasispezies in einem infizierten Individuum *.

Im Verlauf einer Infektion kdnnen so auch Virusvarianten mit neuen phanotypischen
Eigenschaften entstehen, wie z. B. der Verwendung eines zusétzlichen Korezeptors, was die

Infektion eines neuen Spektrums an Zielzellen ermdglichen kann.
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2.1.4 Korezeptor-Verwendung

Fur die erfolgreiche Infektion einer CD4" Zelle benutzen alle drei Primaten-Lentiviren HIV-1,
HIV-2 und SIV hauptséchlich den Chemokin Rezeptor CCR5 *. Eine Ausnahme innerhalb
der SIV Spezies stellt SIVrcm dar, das Rotkappenmangaben, die eine 24 bp Deletion im
CCR5 Gen tragen, hauptséchlich iiber die Verwendung von CCR2 infiziert *°. Generell ist
das in vitro, in Korezeptor-transfizierten Zelllinien und PBMCs, das Spektrum der
verwendeten Korezeptoren bei SIV deutlich grofer ist als bei HIV-1. So kann SIV neben
CCR5 auch CCR3, CCR4, CCRS8, Bonzo (STRL33) und G-Protein gekoppelte Rezeptoren

4 Ob diese alternativen

wie Bob (GPR15) fur die Infektion einer Zielzelle verwenden
Korezeptoren auch in vivo und bei der Pathogenese von SIV eine Rolle spielen, ist derzeit
noch nicht geklart. Es gibt jedoch erste Studien, die darauf hindeuten, dass SIV auch in vivo
alternative Korezeptoren zu CCR5 verwendet "8,

Fur HIV-1 ist neben CCR5 die Verwendung von CXCR4 als alternativer Korezeptor
beschrieben. Viren, die CCR5 als Korezeptor benutzen werden als R5-trop bezeichnet,
Viren, die CXCR4 benutzen als X4-trop und Viren, die beide Korezeptoren benutzen als
R5X4- oder dualtrop. Dual- oder X4-trope Viren werden nur selten Ubertragen. Jedoch
kommt es bei rund 50 % der Viren des Subtyps B im Verlauf der Infektion zu einem
Korezeptor Wechsel hin zu CXCR4, was in der Regel mit dem Beginn von AIDS assoziiert
ist °°°. Fir den Wechsel in der Korezeptor Préferenz spielt die Aminosdure Sequenz der
V3-Region (variable Region 3) im gpl120-Bereich von HIV-1 Env eine wichtige Rolle. Von
besonderer Bedeutung sind hier die Aminosduren an Position 11, 24 und 25 (11/24/25-
Regel) **. Veranderungen an diesen Positionen, die eine Erhéhung der absoluten Netto-
Ladung der V3-Region zur Folge haben, fihren dabei zu einer gesteigerten Verwendung von
CXCR4. Diese Regel konnte durch Vorhersage und anschlielende experimentelle
Bestimmung des Korezeptor Tropismus von 217 Virusisolaten zu 94 % bestatigt werden .
Der evolutionare Prozess, der zur Bildung von X4-tropen Viren fihrt, scheint ein Ergebnis
des Versagens des Immunsystems zu sein. Da X4-trope Viren besser neutralisiert werden
kénnen als ihre urspriinglichen R5-tropen Vorlaufer °**° ist eine Schwéchung des
Immunsystems eine Voraussetzung fir ihre Entstehung. Mutationen in der V3-Region fiihren
dabei zunachst zu einer mehr ,offenen“ Konformation von gp120, die das Einflgen weiterer
Mutationen, die zu einem Korezeptor-Wechsel fihren kénnen, erleichtern, ohne dass es zu
Fitnessdefiziten fir das Virus kommt >**°. Wahrend v. a. naive CD4" Gedé&chtniszellen
CXCR4 stark exprimieren, wird CCR5 in vivo hauptsachlich auf aktivierten CD4"
Gedéachtniszellen exprimiert. Diese sog. effector memory Zellen (Tgy) stellen damit den
Hauptanteil der Zielzellen einer HIV-1 Infektion dar *°.

Warum es bei Viren vom Subtyp C nur selten zu einem Korezeptor Wechsel kommt, ist

derzeit noch nicht geklart. Ein Grund kdnnte sein, dass bei Subtyp C Viren hierfir mehr
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Mutationen notwendig sind als bei Viren vom Subtyp B, was jedoch haufig auch mit einem

Verlust der Virusfitness assoziiert ist und sich daher seltener durchsetzen kann °’.

2.2 Die HIV-1 Vakzineentwicklung

2.2.1 Herausforderungen an die Vakzineentwicklung

In den 28 Jahren seit der Entdeckung von HIV ist es zwar gelungen, zahlreiche
antiretrovirale Medikamente zu entwickeln, jedoch gibt es immer noch keine praventive
Impfprophylaxe. Bis heute wurden zwar bereits Uber 35 HIV-1 Impfstoff Kandidaten in rund
150 klinischen Phase | und Phase Il Studien gestestet >, jedoch konnten diese bisher keinen
ausreichenden Schutz vor einer Infektion vermitteln. Trotz wirksamer Therapie ist eine HIV-1
Vakzine jedoch absolut erstrebenswert. So ist eine HAART Therapie sehr teuer und fur viele
infizierte Menschen in Landern der dritten Welt nicht zuganglich. Auch leiden HAART
Patienten oft unter ernsthaften Therapie Nebenwirkungen und das Auftreten von
Resistenzen erfordert eine standige Uberwachung und Anpassung der Medikation. Um die
weitere Ausbreitung der HIV-1 Pandemie mit weltweit rund 7500 Neuinfektionen pro Tag
einzuschréanken, ist eine prophylaktische Vakzine daher immer noch im Fokus der
Wissenschaft und von hohem gesellschaftlichen Interesse.

Die Grinde, warum die bisher getesteten Vakzinekandidaten noch keine durchschlagenden
Erfolge erzielen konnten, sind vielfaltig. Zum Einen weisen HI-Viren eine groRRe Diversitat
und Variabilitat (siehe 2.1.3) auf. Zum Anderen ist noch immer kein Korrelat einer

® d.h.,, dass es trotz einer Vakzine-vermittelten

schitzenden Immunantwort bekannt
Bildung von neutralisierenden Antikorpern und HIV-1 spezifischen CTL Antworten in einem
Individuum zu einer Infektion kommen kann. Auflerdem kann das Virus eine Latenz
etablieren, wahrend der es fur das Immunsystem nicht sichtbar ist. Eine weitere
Schwierigkeit stellt die Verwendung eines geeigneten Tiermodells fir die Testung von
Vakzinekandidaten dar. Als am besten geeignetes Tiermodell hat sich bisher die Infektion
von Rhesus Makaken mit SIVmac oder chiméren Viren aus SIV und HIV erwiesen (siehe
2.3), jedoch sind auch die Ergebnisse aus diesen Studien manchmal nur bedingt auf den

Menschen Ubertragbar .

2.2.2 Aktuelle Ansatze zur Entwicklung einer HIV Vakzine

Eine optimale Vakzine sollte sicher, in groBen Mengen verfigbar und gut tolerierbar sein.
Darlber hinaus sollte sie eine effektive, lang-anhaltende und mdglichst breite Immunantwort,
bestehend aus neutralisierenden Antikdrpern, und polyfunktionalen CTL, die mdglichst viele
Virus Subtypen erkennen, hervorrufen. Neutralisierende Antikdrper kdnnten dabei protektiv
an potentiellen Eintrittspforten, beispielsweise in den mukosalen Geweben des Genitaltrakts

wirken und so die Etablierung einer systemischen Infektion verhindern. CTL kdnnten einen
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therapeutischen Effekt auf eine Infektion haben, indem sie zwar keine Infektion verhindern,
aber die Viruslast deutlich senken, und damit das Pathogenitétsrisiko und die
Wahrscheinlichkeit einer Ubertragung minimieren.

2.2.2.1 Induktion protektiver CTL Antworten

Erste humane Studien fir die Entwicklung einer protektiven HIV-1 Vakzine zielten auf die
Induktion von neutralisierenden Antikdrpern durch rekombinantes gp120 oder gp160 Protein
ab. Dieser Ansatz zeigte zunéchst jedoch wenig Erfolg ®-%2. So verlagerte sich der Fokus auf
die Entwicklung einer T-Zell Vakzine, die Virus-spezifische zytotoxische CD8" T-Zellen
hervorrufen kann. Es konnte schon frih gezeigt werden, dass CTLs die Virusreplikation
kontrollieren kénnen, und so zu einer nicht-progressiven Infektion filhren 3%, Dabei spielen
v. a. T-Zellen, die konservierte Epitope von HIV-1 Gag oder Pol erkennen eine wichtige
Rolle °°.

Eine erfolgreiche T-Zell Vakzine sollte mdglichst friih starke und breite, polyfunktionale CD8"
Effektor Gedachtniszellen hervorrufen ®’. Hierzu werden derzeit hauptséchlich verschiedene
heterologe Prime - Boost Immunisierungsstrategien unter der Verwendung unterschiedlicher
DNA- oder viraler Vektor-Systeme eingesetzt. Dabei kommen entweder atteniuerte oder
Replikations-inkompetente rekombinante virale Vektoren, die meist von Pockenviren oder
Adenoviren abgeleitet sind, zum Einsatz °®®°. Solche Vakzineansatze konnten in Studien mit
nicht-humanen Primaten bereits deutliche CD8" Antworten generieren und nach Challenge
mit dem pathogenen SIVmac die Viruslast wahrend der chronischen Phase der Infektion
deutlich senken sowie zu einem langeren Uberleben filhren 2. Entsprechende humane
klinische Phase | und Phase Il Studien zeigten jedoch nur méaRige Erfolge “®. Besonders der
Abbruch der Phase IIb STEP Studie von Merck im September 2007 bedeutete einen herben
Ruckschlag fur die Entwicklung einer erfolgreichen T-Zell Vakzine. Nach Immunisierung mit
einem Replikations-inkompetenten Ad5-Vektor (Expression von HIV-1 Gag, Pol und Nef),
konnte trotz der Detektion von HIV-spezifischen CD8" T-Zellen in 73 % der Probanden kein
Vakzine vermittelter Schutz vor Infektion und keine gesteigerte Kontrolle der Replikation

nachgewiesen werden "*"°

Post hoc wurde sogar ein erhohtes Infektionsrisiko bei
unbeschnittenen, Ad5-seropositiven Mannern festgestellt.

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die genetische Ausstattung eines
Menschen mit unterschiedlichen HLA-Typen fur die Art und Anzahl der tber MHC I
prasentierten Epitope und damit der Erkennung durch CTL &uRerst wichtig ist. Es gibt
bestimmte HLA-B Typen, die gunstig fur die Kontrolle der Viruslast sind. Dies ist besonders
bei den sog. Elite Controller der Fall, die ihre Viruslast sogar bis unter die Nachweisgrenze
senken kénnen °.

Durch den Selektionsdruck des Immunsystems und der standigen Entstehung neuer

Virusmutanten, kann es jedoch immer wieder zu neuen Escape Mutanten kommen, die nicht
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mehr sensitiv fur die bestehenden Immunantworten sind. Die Entwicklung einer sog. Mosaik-
Vakzine, die moglichst breite Immunantworten induzieren soll, versucht diesem Ph&nomen
entgegenzutreten. Auch soll auf diese Weise das Problem der Sequenzdiversitat von HIV-1
in den Griff bekommen werden @,

Da es mittlerweile als sicher gilt, dass bei einer mukosalen Ubertragung die Infektion durch
ein Founder Virus hervorgerufen wird, gibt es neue Ansatze zur Entwicklung einer T-Zell
Vakzine, die bereits wéhrend dieser friihen Phase in den Infektionsprozess eingreift *°. Diese
Anséatze fokussieren sich, durch die Verwendung von persistierenden Vektoren, die zu einer
lang anhaltenden Antigen Produktion auf niedrigem Level fihren, auf die Induktion von
aktivierten, CD8" Effektor Gedachtniszellen (Tgy). Diese Tgy-basierten Antworten sind
typisch bei persistierenden Pathogenen und konnten bereits durch die Verwendung eines
Rhesus CMV-Vektors in NHP Studien induziert werden und vor einer Infektion mit dem

pathogenen SIVmac239 schiitzen 88,

2.2.2.2 Induktion breit-neutralisierender Antikdrper

Eine protektive Immunantwort, die eine systemische Infektion verhindert, kdnnte durch die
Induktion von neutralisierenden Antikérpern durch das HIV-1 Hullprotein Env vermittelt
werden. In NHP Studien konnte bereits gezeigt werden, dass durch die passive
Administration von neutralisierenden Antikérpern in der genitalen Mukosa eine Infektion mit
pathogenem SHIV verhindert werden kann 8%,

Obwohl HIV-1 effizient AntikGrperantworten hervorrufen kann, wirken diese Antikdrper meist
nicht neutralisierend oder sie sind gegen variable Regionen von Env gerichtet und das Virus
kann sich der Antikérperantwort durch Mutation entziehen %%, Konservative, neutralisations-
sensitive Epitope sind dagegen oft nicht stark immunogen, da sie entweder durch die
raumliche Konformation des gpl120 Trimers oder durch Glykosylierungen abgeschirmt
werden oder nur transient wahrend der Fusion mit einer Zielzelle zugénglich sind &%,

Bei ca. 20 % der chronisch HIV-1 infizierten Individuen kommt es dennoch zur Ausbildung
von neutralisierenden Antikorpern, die in 2 - 4 % der Individuen sogar breit-neutralisierend
wirken %, d.h. gegen eine Vielzahl von unterschiedlichen Isolaten diverser HIV-1 Subtypen
gerichtet sind. Breit-neutralisierende Antikdrper treten jedoch h&ufig erst Jahre nach der
Primarinfektion auf und kénnen daher nicht vor dem Fortschreiten einer Infektion schiitzen °*.
In den letzten Jahren konnten mittels intensiver Screening Verfahren einige breit-
neutralisierende, monoklonale Antikérper isoliert und im Anschluss rekombinant hergestellt
werden %% Durch zahlreiche Strukturanalysen wurden die Interaktionen des Env Proteins
mit einigen dieser Antikdrper sehr genau charakterisiert *%. So konnte festgestellt werden,
dass alle bisher bekannten breit-neutralisierenden Antikdrper entweder an die konservierte
CD4-Bindestelle in gp120, an die MPER (membrane proximal external region) von gp41,

bestimmte Quartarstrukturen der V2 bzw. V3 loops oder an Karbohydrate des Glykanschilds
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binden (siehe Bild 2.3) *°. Diese Erkenntnisse sollen nun das rationale Design von Env
Immunogenen ermoglichen, die in vivo zur Induktion dieser breit-neutralisierenden Antikorper
in hohen Titern fuhren.

Da viele breit-neutralisierende Antikdrper erst eine umfangreiche Affinitatsreifung
durchlaufen missen und ungewohnliche Charakteristika, wie z. B. eine besonders lange
CDR3 Region in der schweren Kette oder eine Polyreaktivitat mit zellularen Lipiden
aufweisen, bleibt dies eine Herausforderung.

mAbs PGY, PG16 . Bild 2.3: Modell des HIV-1 Env
WAN2 and V2 opm e Trimers und Epitope von bekannten,
neutralisierenden Antikorpern. Die
Kernstruktur von gp120 (braun) im
Elektronendichtebild  (grau) des
Trimers. Variable loops sind als Ovale
dargestellt (hellgriin und hellblau).
Glykane sind griin und blau
dargestellt (nach  Burton und
Weiss '%).
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Die RV144-Studie in Thailand konnte zeigen, dass es durchaus mdoglich ist, mit Hilfe eines
Impfstoffs eine anti-HIV-1 Immunitat hervorzurufen. Fir diese Studie wurden Uber 16.000
Probanden mit relativ geringem Infektionsrisiko mit einem Canarypox Virus (ALVAC-HIV) als
Prime und einem gp120 Protein (AIDSVAX BJ/E) als Boost immunisiert *°*. ALVAC-HIV von
Sanofi-Pasteur kodiert fir Subtyp B Gag und Pro sowie Subtyp E gp120 und Subtyp B gp41.
Im Vergleich zur Placebo Gruppe konnte dabei in der Vakzine Gruppe eine Reduktion der
Neuinfektionsrate um 31 % beobachtet werden. Es konnten starke, wenn auch nur transiente
Antikorper- und CD4"-Antworten generiert werden, jedoch keine CD8*-Antworten. In
vakzinierten Probanden, die eine Neuinfektion aufwiesen, konnte keine Reduktion der
Viruslast beobachtet werden. Obwohl die immunologischen Korrelate, die zu einem partiellen
Schutz vor Infektion gefiihrt haben noch nicht exakt bestimmt werden konnten, geht man
davon aus, dass Antikdrper-vermittelte Mechanismen dabei eine Rolle spielen. Bei den
induzierten Antikérpern handelt es sich zwar nicht um Breit-Neutralisierer, jedoch kdnnen sie
eine ADCC (antibody-mediated cell cytoxicity) vermitteln. Dies steht in Einklang mit einer

Reihe kirzlich veroffentlichter Publikationen, die andere Antikdrper-vermittelte Mechanismen
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als eine breite Virusneutralisation fur eine antivirale Aktivitat verantwortlich machen. Hierzu
zéhlen neben der bereits erwdhnten ADCC, die ADCVI (antibody-dependant cell-mediated
viral inhibition), das Antikorper-vermittelte Festhalten von Virionen in mukosalen Geweben
und die Inhibition viraler Translokation durch Epithelien %%,

Obwohl derzeit an der Entwicklung sehr unterschiedlicher Vakzinestrategien gearbeitet wird,
von denen noch keine zu einem durchschlagenden Erfolg in klinischen Studien gefihrt hat,
ist es durchaus moglich, dass es durch die Kombination der unterschiedlichen, voneinander
unabhangigen Anséatze zu einem synergistischen Anstieg der Effizienz einer Vakzine
kommt “°. Fiir die praklinische Evaluierung der verschiedenen Vakzineansatze, wahlweise in
Kombination mit diversen Adjuvantien, unter der Verwendung unterschiedlicher

Immunisierungsstrategien ist es unerlasslich geeignete Tiermodelle einzusetzen.

2.3 Tiermodelle fur die Evaluierung von HIV-1 Vakzinekandidaten

Eine weitere Herausforderung stellt die Neu- und Weiterentwicklung geeigneter Tiermodelle
zur préklinischen Evaluierung von moglichen HIV-1 Vakzinekandidaten dar. Aufgrund der
Spezies-Spezifitat, konnten bisher nur Schimpansen, Gibbons und Hasen mit HIV-1 infiziert
werden, jedoch zeigte keine dieser Tierspezies die Entwicklung einer Immunschwache
vergleichbar mit AIDS **. Es konnten zwar einige Tiermodelle mit humanisierten Mausen,
wie z. B. NOD/SCID- oder Rag2-/-yc-/- Mausen entwickelt werden, die sich zur Studie der
HIV-1 Pathogenese eignen, jedoch lie3en sich in Vakzine Studien nur unzureichende HIV-

10519 AuRerdem ist es im Mausmodell nicht

spezifische Immunantworten nachweisen
mdoglich einen eventuellen Vakzine-vermittelten Impfschutz durch ein Challenge Virus zu
testen.

Ein optimales Tiermodell sollte nach Infektion eine pathologische Immunreaktion zeigen, die
der im Menschen sehr &hnlich ist. Auch sollten die Ubertragungswege, betroffene Zellen und
Gewebe sowie der Krankheitsverlauf mdglichst vergleichbar sein. Da Schimpansen
phylogenetisch sehr nahe mit dem Menschen verwandt sind, ein dem Menschen ahnliches
Immunsystem aufweisen **” und HIV-1 Schimpansen infizieren kann, wiirden sie sich gut als
Tiermodell eignen. Jedoch entwickeln Schimpansen nur selten mit AIDS vergleichbare

Krankheitssymptome %1%

. Weitere Nachteile der Verwendung von Schimpansen als
Tiermodell, sind die hohen Kosten sowie ethische Bedenken beim Einsatz dieser hoch
entwickelten Primaten.

Da SIVmac, ahnlich HIV-1 im Menschen, in diversen Makakenspezies replizieren und SAIDS
verursachen kann *° und Makaken relativ gut in Gefangenschaft zu halten sind, hat sich das

SIV-Rhesusaffen-Modell zur Studie der viralen Pathogenese durchgesetzt.
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2.3.1 Das SIV-Rhesusaffen-Modell

Dieses nicht-humane Primatenmodell eignet sich neben der Studie der Pathobiologie von
HIV-1 auch zur Analyse von Virus — Zell Interaktionen, Immunreaktionen und der Effektivitat

11 Auch koénnen bereits sehr frilhe Stadien der Infektion

antiretroviraler Wirkstoffe
untersucht werden, was im Menschen bisher nur sehr eingeschrénkt moglich war. Die
Moglichkeit zur Entnahme grofRerer Gewebemengen und der Durchfiihrung vergleichender
Studien zwischen natirlichem und nicht-natirlichem Wirt einer SIV Infektion, sind weitere
Vorteile dieses Tiermodells **. Der zeitliche Verlauf der Virusreplikation und des Krankheits-
Fortschritts ist jedoch deutlich schneller als in HIV-infizierten Menschen und die
immunologischen und virologischen Phanomene in Rhesus Makaken spiegeln nicht immer
eine humane Infektion wieder (siehe 2.1.2). Auch scheint eine Infektion mit SIVmac basierten
Challenge Viren deutlich aggressiver zu sein als eine typische klinische Infektion mit HIV-1,
da es zu einem friiheren Maximum der priméaren Virdmie und deutlich erhéhten (10 -100fach)
Replikationsleveln kommt .

Klinische Studien wie die STEP Studie oder die RV144 Studie kdnnen im NHP Modell
wiederholt und nachvollzogen werden und erméglichen so die Bestimmung weiterer Details
und Korrelate der hervorgerufenen Immunantwort 23 Jedoch hat die STEP Studie
gezeigt, dass die derzeit verwendeten NHP Modelle, so wie sie bisher angewandt wurden,
zu irrefiihrenden oder nicht Gibertragbaren Schlussfolgerungen fithren kénnen ®. Auch haben
abweichende Ergebnisse bei der Verwendung unterschiedlicher SIV Subtypen (z. B.
SIVmac251 und SIVsmEG60) Zweifel an der Aussagekraft beobachteter Immunantworten

40 Diese Erkenntnisse haben einen neuen Fokus auf wiederholte,

aufkommen lassen
niedrig-dosierte mukosale Belastungsinfektionen in NHP gelegt, wie sie z. B. bereits fur die

Evaluierung einer RhCMV/SIV Vakzine angewandt wurden.

2.3.2 Das SHIV-Rhesusaffen-Modell

Aufgrund einiger genetischer und struktureller Unterschiede der SIV und HIV-1 Hiillproteine
sowie verschiedener MHC-Typen, ist die Ubertragung von Ergebnissen aus SIV Vakzine-
studien auf den Menschen nur bedingt méglich ***. Dies wurde durch den Misserfolg der
STEP Studie, der eine vielversprechende homologe Ad5-SIVgag Studie in Makaken
vorausging **°, verdeutlicht. Auch zeigt die limitierte Kreuzreaktivitat und das Fehlen einer
Kreuzneutralisation von Antikoérpern, dass SIV und HIV-1 Env deutlich unterschiedliche

1€ Um HIV-1 Env Vakzinekandidaten im Rhesus

antigene Eigenschaften aufweisen
Makaken Modell testen zu konnen, wurden sog. SHIVs (chimeric simian/human
immunodeficiency viruses) konstruiert, die sowohl SIV als auch HIV-Sequenzen tragen
(siehe Bild 4.10). Auf Basis des pathogenen SIVmac239 konnten so Viren hergestellt

werden, die HIV-1 tat, rev, env und vpu anstelle der analogen SIV Gene kodieren und eine
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Infektion von Primaten, bei gleichzeitiger Analyse von HIV-1 env Eigenschaften

117,118

ermdaglichen . Hierzu z&hlen neben der Korezeptorverwendung besonders die Virus-

Persistenz und Pathogenese *°

. Pathogene SHIVs konnen als Challenge Viren fur die
in vivo Analyse von HIV-1 env Vakzinekandidaten eingesetzt werden. Da die meisten
natlrlichen Ubertragungen von HIV-1 durch R5-trope Viren verursacht werden (siehe 2.1.4),
sollten pathogene SHIVs bevorzugt CCR5 als Korezeptor verwenden und tber mukosale
Gewebe Ubertragbar sein.

Es konnten bisher zahlreiche X4-, dual- und R5-trope Subtyp B SHIVs 1181207126 gowjie
Varianten, die env-Sequenzen von HIV-1 Subtyp C **"! A oder E tragen **'*, hergestellt
werden. Diese Viren wurden auf ihre Infektiositat, Replikationsfahigkeit, ihren Zell- und
Gewebstropismus sowie ihre induzierten Immunantworten und ihr pathogenes Potential
untersucht. Dabei zeigte sich, dass sie initial zu keinem Krankheitsbild &hnlich dem durch
SIVmac induzierten SAIDS fuhrten. Erst nach serieller in vivo Passagierung und damit
mdoglicher Adaption, kam es zur Entstehung von pathogenen Viren, die eine zu AIDS
vergleichbare Krankheit in infizierten Makaken auslésen konnten *23**%_Dje meisten und
am besten untersuchten dieser pathogenen SHIVs sind X4-trop oder dualtrop und tragen
Subtyp B env-Sequenzen, wie z. B. SHIV-89.6P 2313713 Eg zeigte sich, dass diese Viren
sowohl intravends, intrarektal als auch intravaginal Ubertragen werden kénnen und es somit
keine Barriere fir die mukosale Ubertragung gibt **. Jedoch weicht der klinische Verlauf
einer X4-tropen SHIV Infektion stark von der HIV-1 Infektion des Menschen ab. So kommt es
zu einer schnellen, starken Depletion der CXCR4-tragenden Zielzellen im Blut und
sekundéaren lymphatischen Organen wie den Lymphknoten und dem Thymus. Dies ist
begleitet von einer sehr hohen Viruslast im Blut und dem schnellen Auftreten erster

Krankheitszeichen innerhalb von 12 — 30 Wochen nach Infektion 23140141

. Im Gegensatz
dazu kommt es bei R5-tropen, pathogenen SHIVs, &hnlich einer HIV-1 Infektion im
Menschen, nur zu einer graduellen und weniger starken Abnahme der CD4" T-Zellen im
peripheren Blut und den sekundaren lymphatischen Organen, bei gleichzeitiger starker
Depletion der Effektor Gedéchtniszellen im Gl-Trakt und den Lungen **?'*, Es kann dabei
auch zu einem Wechsel des verwendeten Korezeptors kommen, woflr vergleichbar zu HIV-1

54,55,144
d 199,

Sequenzveranderungen in der V3-Region verantwortlich sin . Weitere analoge

Veranderungen in der env-Sequenz von HIV-1 und diversen SHIVs sprechen dafir, dass
diese Viren einem ahnlichen Selektionsdruck in vivo ausgesetzt sind **°
Validitat des SHIV-Rhesusaffen-Modells auf.

Da bisher nur wenige pathogene, R5-trope SHIVs zur Verfigung stehen, ist es fir die

und zeigen die

aussagekraftige Evaluierung neuer env Vakzinekandidaten in homologen und heterologen
Challenge Modellen in Rhesus Makaken sehr wichtig, dass weitere, neue SHIVs hergestellt

werden, die die Diversitat der HIV-1 Subtypen und Isolate widerspiegeln. Kirzlich konnten
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SHIV-Varianten generiert werden, die auf demselben HIV Isolat basieren, sich jedoch
bezuglich ihrer Neutralisations-Sensitivitat unterscheiden und so eine genauere
Charakterisierung einer Env-vermittelten Protektion ermdglichen, als dies mit nur einem

146 Dartiber hinaus bieten SHIVs zahlreiche zusatzliche

Virus  mdglich st
Anwendungsmadglichkeiten, wie z. B. die Evaluierung des Schutzes von NHP vor pathogener
Infektion nach Verabreichung monoklonaler breit-neutralisierender Antikorper oder einer Pra-
expositionsprophylaxe mit Tenofovir 884147,

Fir die Bewertung von HIV-1 env Vakzinekandidaten sollten zukinftig mdoglichst
verschiedene homologe und heterologe pathogene SHIVs in wiederholten niedrig-dosierten,
mukosalen Challenges verwendet werden. In Kombination mit der Auswahl bestimmter
Makaken mit einer moglichst breiten genetischen Ausstattung an MHC-I Allelen kénnte so
das SHIV-Rhesusaffen-Modell auch in Zukunft wertvolle Ergebnisse in Hinblick auf die

Effektivitat einer HIV-1 Vakzine ermdglichen.

2.4 BAC-Technologie

2.4.1 Historie der viralen BAC-Vektoren

Die Mdglichkeit, vollstandige virale DNA-Genome als Bacterial Artificial Chromosomes
(BACs) zu klonieren, hat seit Ende der 1990er Jahre die genetische Manipulation von
Herpesviren stark vereinfacht. BACs sind Plasmid-Vektoren auf Basis des Fertilitats-Faktors
von Escherichia coli (E. coli), replizieren stabil in einer geringen Kopienanzahl (ca. 1-2
Kopien/Zelle) und erméglichen die Insertion von groRen DNA-Fragmenten **. Mittlerweile
konnten bis auf das humane Herpesvirus 7 (HHV-7), alle humanen Herpesviren und einige
bedeutende tierpathogene Herpesviren als BAC hergestellt werden **°. Dazu z&hlen Herpes
simplex virus 1 und 2 (HSV-1 und HSV-2), Varizella zoster Virus (VZV), Epstein-Barr-Virus
(EBV), das humane Cytomegalievirus (HCMV), das Kaposi Sarkom-assoziierte Herpesvirus
(KSHV) sowie das murine Cytomegalievirus (mMCMV), Pseudorabies Virus (PrV) und
Herpesvirus saimiri (HVS). Ebenso konnte das Baculovirus Genom ™° sowie die
Kuhpockenviren (CPXV) **! und das Modified Vaccinia Ankara Virus (MVA) *? als BAC
hergestellt werden. Allen diesen Konstrukten ist gemeinsam, dass die BAC-Vektorkassette,
basierend auf dem MiniF Plasmid von E. coli, ins Virusgenom integriert wurde. Da dies zu
genetischen und phanotypischen Veranderungen des Virus fuhren kann, wurden Systeme
zur Entfernung der Vektorsequenzen nach erfolgreicher Mutagenese entwickelt *°*7°°,
Kurzlich wurde auch die Herstellung von ersten BAC-HIV-Konstrukten beschrieben **°. Diese
wurden uber Cre - loxP Rekombination hergestellt und bisher nicht weiter Gber Mutagenese
verandert.

Virale BACs sind in E. coli sehr stabil und kénnen Uber Transposonmutagenese oder Uber

homologe Rekombination verandert werden *"'*®, Wahrend tber Transposonmutagenese
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aufgrund zufalliger Insertion eine breite Vielfalt an Mutanten hergestellt werden kann, erlaubt
die Anwendung der homologen Rekombination eine sehr prazise, zielgerichtete Mutagenese.
Es kdnnen sowohl spezifische Insertionen, Deletionen als auch Punktmutationen in das

virale Bacmid eingebracht werden.

2.4.2 BAC-Mutagenese uber homologe Rekombination

Zur zielgerichteten BAC-Mutagenese uber homologe Rekombination in Bakterien kdnnen
prinzipiell zwei verschiedene Rekombinationssysteme verwendet werden. Das bakterielle
RecA System '*%°° penétigt sehr groRe homologe DNA-Bereiche und eignet sich daher eher
zur Einfihrung von kleinen Mutationen, die nur wenige Nukleotide umfassen, z. B. das
Einflgen von neuen Restriktionsschnittstellen. Im Gegensatz dazu benttigt das Red-System

161163 nd stellt

des Bakteriophagen A nur sehr kurze homologe Bereich von ca. 35 - 50bp
eine wesentlich effizientere Mdglichkeit dar, groRere Insertionen oder Deletionen in BACs
einzufligen. Es wird daher heute meist dem RecA System vorgezogen, wobei auch eine
Kombination der beiden Systeme zur Steigerung der Haufigkeit einer homologen

Rekombination maglich ist %,

2.4.2.1 Das Red-Rekombinationssystem des Bakteriophagen A

Das A Red-System basiert auf dem ET-System des Rac Prophagen ¢°

. Da es jedoch
aufgrund einer zusatzlichen Proteinfunktion deutlich effizienter ist als das ET Cloning System
und Uberdies auch in recBC* Bakterienstammen verwendet werden kann, hat es sich als
Standard Recombineering (recombination-mediated genetic engineering) System
durchgesetzt **®*®’. Fir die Red-Rekombination werden die drei Gene exo, bet und gam des
A Phagen verwendet. A exo kodiert fur eine 5’-3’ Exonuklease, die lineare dsDNA abbaut. Bet
kodiert fiir das B Protein, das an die entstehenden einzelstrangigen DNA-Uberhange bindet
und die Bindung an komplementare DNA-Sequenzen vermittelt, wobei es nicht Strang-
invasiv wirkt wie das bakterielle RecA. Das durch gam kodierte y Protein schlie3lich inhibiert
die Aktivitat der bakteriellen Nukleasen RecBCD und schitzt somit lineare dsDNA-
Fragmente vor dem Abbau **®. Zur Proteinexpression kann ein in das E. coli Genom stabil
integrierter, defekter Prophage unter der strikten Kontrolle eines temperatur-sensitiven

181 * Die erforderlichen

Repressors, kodiert durch das cl857 Allel, verwendet werden
Rekombinationsproteine werden hierbei durch einen kurzen Hitzeshift der Bakterienkulturen
von ca. 15 min auf 42 °C exprimiert und es kommt zu einer homologen Rekombination
unabhangig von RecA. Bekannte DH10B-basierte Rekombinationsstamme, die dieses
System integriert haben, sind DY331, DY380 sowie deren Abkdmmlinge EL250, EL350 oder
GS1783. Alternativ kbnnen die drei A Gene exo, bet und gam auch auf einem low-copy
Plasmid unter der Kontrolle des durch L-Arabinose induzierbaren P,z Promotors exprimiert

werden, wie z. B. in pKD46 '®°. Ein Nachteil dieses Systems ist jedoch, dass es durch eine
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leaky Proteinexpression von A gam zu einem RecBCD Defekt kommen kann, was zu
Plasmidinstabilitidten und zu einem Verlust der Zellviabilitat fiihren kann *°. Von Court et. al.
wurde ein System entwickelt, das die beiden oben geschilderten Systeme kombiniert und die
Expression der Phagenproteine auf einem Plasmid unter der Kontrolle des temperatur-

sensitiven Repressors CI857 erméglicht *7°.

5 @ 3

3 5

A Exo:
5‘-3“ Abbau linearer dsDNA

: @ :
ODBBOOOE 5

A Beta: Bindung an komplementare
Stabilisierung ssDNA DNA Sequenzen
3
5"
5 3 3
BI)RB)B)R)B)B)R
3 5

Bild 2.4: Schema zur Funktionsweise der Red-Rekombination des Bakteriophagen A. Lambda Exo
bindet an lineare dsDNA und degradiert diese in 5 -3’ Richtung. Lambda Beta bindet an die
entstehenden ssDNA-Uberhinge, stabilisiert diese und vermittelt die Bindung an komplementire
DNA-Sequenzen. Lambda Gam inhibiert die bakteriellen Nukleasen RecBCD.

Da eine homologe Rekombination auf Basis des Red-Recombineering ein sehr seltenes
Ereignis ist, missen geeignete Selektionsverfahren angewendet werden, um positive,

rekombinante Klone identifizieren zu kdnnen.
2.4.2.2 Selektionssysteme zur Identifikation positiver Rekombinanten

Zur Selektion von positiven Rekombinanten kdnnen sowohl positive als auch negative
Selektionsmarker (Sm) verwendet werden. Im einfachsten Fall wird eine
Expressionskassette fir einen positiven Sm tiber PCR amplifiziert und Uber entsprechende
Oligonukleotide werden kurze homologe Sequenzen zum Zielvektor angefiigt. Diese PCR
Produkte koénnen direkt Uber Elektroporation in Red-induzierte Bakterien eingebracht
werden. Auf diese Weise konnen jedoch nur Deletionsmutanten hergestellt werden.
Alternativ dazu kann der positive Sm auch Uber PCR mit einer neu einzubringenden DNA-
Sequenz gekoppelt werden. Fir groRere DNA-Bereiche ist hier jedoch oft eine
Subklonierung erforderlich. Als positive Selektionsmarker werden v. a. die Antibiotika-

Resistenzkassetten fir Chloramphenicol, Kanamycin, Ampicillin oder Tetrazyklin verwendet.
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Diese erlauben eine einfache Selektion rekombinanter Klone durch Verwendung der
entsprechenden Antibiotika. Die erfolgreiche Integration der Kassetten kann zudem uber
PCR nachgewiesen werden. Durch die Flankierung eines positiven Sm mit FRT- oder loxP-
Erkennungssequenzen kann der Sm in speziellen Flp- oder Cre-Rekombinase
exprimierenden Bakterienstdammen wieder aus dem BAC-Vektor entfernt werden. Dabei
bleibt jedoch eine kurze (34bp) FRT- oder loxP-Sequenz als ,Wunde* oder ,Narbe® im Vektor
zurick, was fur manche Anwendungen unguinstig sein kann.

Fir das Einfligen von sog. ,seamless” Mutationen eignet sich die Verwendung von negativen
Sm, gegen deren Integration gegenselektioniert werden kann. Diese Systeme benétigen
zwei Rekombinationsschritte: Im ersten wird der negative Sm, gekoppelt an einen positiven
Sm, in den zu verédndernden BAC integriert; im zweiten Rekombinationsschritt kann diese
doppelte Selektionskassette durch eine beliebige gewiinschte Sequenz ersetzt werden. Die
Gegenselektion gegen den negativen Sm ermdglicht dabei das Uberleben und die Isolierung
der gewiinschten Klone. Beispiele hierflr sind das sacB-Neo System oder das rpsL-Neo

SyStem 171-173

. SacB aus Bacillus subtilis kodiert fur das Enzym Levansucrase, das in
Gegenwart von Saccharose die Bildung eines Bakteriotoxins bewirkt. RpsL dagegen kodiert
fur die wt-Sequenz des S12 Proteins der 30S ribosomalen Untereinheit und vermittelt eine
Sensitivitdt gegen das Translations-hemmende Antibiotikum Streptomycin. Voraussetzung
fur den Ensatz von rpsL-neo ist die Verwendung von E. coli Stammen mit mutiertem rpsL
Gen, das eine Streptomycin-Resistenz bedingt. Da eine Gegenselektion meist weniger
effizient ist als eine positive Selektion und es durch Punktmutationen im Gen des negativen
Sm zu einem hohen Hintergrund kommen kann, sind hier geeignete Screening Methoden
anzuwenden.

Andere Sm wie z. B. GalK, ThyA und TolC erlauben bei Verwendung geeigneter
Minimalmedien mit entsprechenden Zusadtzen sowohl eine positive als auch eine negative
Selektion ***"®, Fiir die Anwendung der thyA und tolC Selektion werden jedoch spezielle
Knockout Bakterienstimme benétigt **".

Die Entwicklung der en passant Technologie ermdglicht sogar eine quasi ,markerlose*
Rekombination. Hierbei wird ein Sm, flankiert von einer beliebigen Sequenzduplikation und
einer Erkennungsstelle fiir die Homing Endonuklease I-Scel verwendet *"®*"°. Die Arabinose-
Induktion von I-Scel (kodiert durch pBAD-I-Scel oder E. coli GS1783) fuhrt zu einem
Doppelstrangbruch in vivo und nach Induktion der Red Proteine kommt es zu einer
intramolekularen Rekombination tber die flankierenden Sequenzen und dadurch zu einer

spurlosen Entfernung des positiven Selektionsmarkers (siehe auch Bild 4.7).
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2.5 Zielsetzung

Die positiven Ergebnisse der RV144 Studie sowie zahlreiche neue Erkenntnisse Uber die
Struktur und Erkennungsmechanismen von breit-neutralisierenden Antikérpern haben fir
neue Impulse bei der Entwicklung einer protektiven HIV-1 Vakzine gesorgt. Die Stimulation
der humoralen Immunantwort wird bei einer HIV-1 Infektion hauptséchlich durch das virale
Hullprotein Env vermittelt. Zur méglichst genauen Validierung neuer Env Vakzinekandidaten
in nicht-humanen Primaten ist eine Weiterentwicklung des SHIV-Rhesusaffen-Modells
zwingend erforderlich. Hierfur ist es notwendig neue pathogene SHIVs herzustellen, deren
Immunpathogenese die von HIV-1 im Menschen mdéglichst exakt widerspiegelt. Auf Basis der
bisherigen Erkenntnisse, die aus diesem Tiermodell gewonnen werden konnten, ist ein
rationales Design eines SHIVs mit spezifischen in vivo Eigenschaften noch nicht oder nur
eingeschrankt maoglich.

Daher war es Ziel dieser Arbeit, ein rekombinations-basiertes Verfahren zur vereinfachten
Herstellung von neuen SHIV-Varianten im groRen Malstab zu etablieren. Durch die
Anwendung der Red-Rekombination in Kombination mit der BAC-Technologie sollten SHIVs
generiert werden, die fir ein HIV-1 Env Protein vom Subtyp C kodieren, da Viren dieses
Subtyps derzeit fur rund die Halfte aller HIV-1 Infektionen weltweit verantwortlich sind. Durch
die gezielte, parallele Herstellung von mehreren SHIV-Varianten, die sich nur in ihrer env-
Sequenz unterscheiden, sollte ein Pool an Viren generiert werden, der die
Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten einer replikationsfahigen Variante erhtht. Aul3erdem
sollten neuartige SHIVs generiert werden, die sich in ihren SIV - HIV Anteilen von den
herkémmlichen SHIVs unterscheiden und so eventuell schneller und/oder Oofter zu

replikationskompetenten Viren fiihren.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellen
3.1.1.1 Prokaryotische Zellen

Zur Klonierung rekombinanter DNA und zur Amplifikation von Plasmiden wurden die
Bakterienstimme E. coli DH10B, OmniMAX™2-T1R, Library Efficiency® DB3.1™ (alle Life
Technologies) und StrataClone SoloPack™ (Agilent Technologies) verwendet. Fir die Red-
Rekombination kamen die Stidmme TransforMax™ Epi300™-T1? (Epicentre), MAX
Efficiency® Stbl2™ (Life Technologies) und GS1783 (Gregory Smith, Northwestern
Universitat, Chicago, USA; zur Verfiigung gestellt von Bernd Karsten Tischer, FU Berlin) zum
Einsatz.

Tabelle 3-1: Ubersicht der verwendeten prokaryotischen Zellen
Bezeichnung Genotyp

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80dlacZAM15 AlacX74 deoR
recAlaraD139 A(ara,leu)7649 galU galK rspL nupG

F” {proAB laclq lacZAM15 Tn10(TetR ) A(ccdAB)} mcrA A(mrr
OmniMAX hsdRMS-mcrBC) @ 80(lacZ)AM15 A(lacZYA-argF)U169 endAl
recAl supE44 thi-1 gyrA96 relAl tonA panD

F mcrA A(mcrBC-hsdRMS-mrr) recAl endAllon gyrA96 thi supE44
relA1 A" A(lac-proAB)

F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80dlacZAM15 AlacX74 recAl
endAl araD139 A(ara,leu)7697 galU galK A- rspL nupG trfA dhfr

GS1783 DH10B A ¢/857 A(cro-bioA)<>araC-Pgapl-Scel

lacZAM15, recA- , endA- ,Cre-Recombinase, lacZ a-
Komplementations-Kassette

F— gyrA462 endAl A(sr1-recA) mcrB mrr hsdS20(rB—, mB-) supE44
ara-14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(SmR) xyl-5 A— leu mtl1

DH10B

Stbl 2

Epi300

SoloPack

DB3.1

3.1.1.2 Eukaryotische Zelllinien

Tabelle 3-2: Ubersicht der verwendeten eukaryotischen Zelllinien
Bezeichnung Beschreibung

HEK 293T humane Ad5/SV40 (T) -transformierte Nierenepithelzellen (ATCC)

SIV-permissive T-/B-Zelllinie, stabil transfiziert mit einem HIV-1 LTR
hGFP-Konstrukt; CD4"/CCR5"/CXCR4" (Nathaniel Landau, NYU
School of Medicine, New York, USA,; zur Verfiigung gestellt von
Thomas Gramberg, Universitat Erlangen)

CEMx174.5.25.M7
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HELA-abgeleitete Zelllinie, exprimiert CD4, CCR5 und CXCR4 ,
stabil transfiziert mit einem HIV-1 LTR firefly Luciferase- und

U2ida. 3-Galaktosidase-Konstrukt (J. C. Kappes und X. Wu; NIH, AIDS
Research and Reference Reagent Program)
Von FlIp-In™-CHO (Chinese hamster ovary) abgeleitete Zelllinie,
CHO-wtTat stabil transfiziert mit einem konstitutiv exprimierten HIV-1 Tat-
Konstrukt (Alexander Kliche, Institut fir med. Mikrobiologie &
Hygiene, AG Wagner, Regensburg)
3.1.2 DNA

3.1.2.1 Oligonukleotide

Die folgenden linearen dsDNA-Transferkonstrukte fir die Red-Rekombination wurden unter
Verwendung der TaqgPlus Precision DNA-Polymerase (Agilent Technologies) oder der
Phusion® DNA-Polymerase (Finnzymes) mittels PCR hergestellt.

Tabelle 3-3: Oligonukleotide zur Herstellung von linearen Transferkonstrukten
Bezeichnung  Sequenz (5’ — 3)
Rek wtrNSce CAGAACAGGCAATAGAGGATGTATGGCAACTCTTTGAGACCTCAATAAAGTAGG

fwd GATAACAGGGTAATGGCCTGGTGATGATGGCCGGATC
Rek wirNCeu  CAGAACAGGCAATAGAGGATGTATGGCAACTCTTTGAGACCTCAATAAAGTAAC
fwd TATAACGGTCCTAAGGTAGCGAGGCCTGGTGATGATGGCGGGATC
Rk N rey CTACAACTATATAAACTCCATATTGTATATACTTTATCCAAGAAGCAAGGTTCA
€ € GAAGAACTCGTCAAGAAG
CAGAACAGGCAATAGAGGATGTATGGCAACTCTTTGAGACCTCAATAAAGTAGG
Rek dsRed fwd

GATAACAGGGTAATGCGCAACGCAATTAATGTGAG

Rek dsRed ey CTACAACTATATAAACTCCATATTGTATATACTTTATCCAAGAAGCAAGGTTTA
V' CAGAAACAGGTGATGACGGC

Rek envK fwd ~ CAGAACAGGCAATAGAGGATG

Rek envK rev CTACAACTATATAAACTCC

GATGAGGAAGATGATGACTTGGTAGGGGTATCAGTGAGGCCAAAAGTTCCCCTA
Rek cam fwd AGAACAATGAGTTACAAATTGGCAATAGACATGTCTCATTTTATAATAGGGATA
ACAGGGTAATTTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCA

TTATAAAATGAGACATGTCTATTGCCAATTTGTAACTCATTGTTCTTAGGGTTG

RIS B e ATACCGGGAAGCCCTG

ACCTGGGGGAGGAAATCCTCTCTCAGCTATACCGCCCTCTAGAAGCATGCTGTA
GAGCAAGAAATGGAGC

Rek KB9 fwd

Rek KB9 rev CTCCAGACGGCCTGGACC

Rek trfA fwd TGGATTGCTGCTGTGTCCTGCTTATCCACAACATTTTGCGCACGGTTATG
Rek trfA rev CAGTTAATTAAGATATCGGCGCG

GCCAGTGGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGTAAC

RekrNV3fwd o a A CGGTCCTAAGGTAGCGAGGCCTGGTGATGATGGCGGGATC

TGTGCATTACAATTTCTGGGTCCCCTCCTGAGGATTGATTAAAGGCTATTGTCA

RekNV3reV  anGAACTCGTCAAGAAGGCG
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Rek rNKB9 fwd

Rek rNKB9 rev

Kursiv: homologe
PCR-Amplifikation

CTATTATGGGGTACCTGTGTGGAGAGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTGTAAC
TATAACGGTCCTAAGGTAGCGAGGCCTGGTGATGATGGCGGGATC

GTCTGTGTAATTGTCAATTTCTCTTTCCCACTCCATCCAGGTCATGTTATTCTC
AGAAGAACTCGTCAAGAAGGCG

Bereiche; Unterstrichen: Schnittstellen; Normal: hybridisierende Sequenz bei der

Die linearen Transferkonstrukte zur Herstellung der Subtyp C env-Varianten wurden mit Hilfe

der Phusion® DNA-Polymerase (Finnzymes) tber PCR hergestellt.

Tabelle 3-4: Oligo
Bezeichnung

SIV1 fwd

SIV2 fwd

SIV3 fwd

SIV4 fwd

SIV5 fwd

SIV6 fwd

SIV7 fwd

SIV8 fwd

SIV9 fwd

SIV10 fwd

SIV11 fwd

SIV12 fwd

SHIV1 fwd

SHIV2 fwd

SHIV3 fwd

SHIV4 fwd

SHIV5 fwd

nukleotide zur Herstellung der Subtyp C env Transferkonstrukte
Sequenz (5 — 3)

CTCCGAAAAAGGCTAAGGCTAATACATCTTCTGCATCAAACAAGTAAGTATGGTG
CATTTACCAGCAG

CTCCGAAAAAGGCTAAGGCTAATACATCTTCTGCATCAAACAAGTAAGTATGTTA
GATTTAAAAGTAGATTATAG

CTCCGAAAAAGGCTAAGGCTAATACATCTTCTGCATCAAACAAGTAAGTATGATT
GACTTACTAGCAAGAG

CTCCGAAAAAGGCTAAGGCTAATACATCTTCTGCATCAAACAAGTAAGTATGTAT
ACTTGGCTAGAAGGAG

CTCCGAAAAAGGCTAAGGCTAATACATCTTCTGCATCAAACAAGTAAGTATGTTA
AGTTTGATAGCAAGAG

CTCCGAAAAAGGCTAAGGCTAATACATCTTCTGCATCAAACAAGTAAGTATGGTT
GACTACATAGCAATAG

CTCCGAAAAAGGCTAAGGCTAATACATCTTCTGCATCAAACAAGTAAGTATGATA
AGCTTAATAGAAAAAG

CTCCGAAAAAGGCTAAGGCTAATACATCTTCTGCATCAAACAAGTAAGTATGATA
GACTTAATAGCATCAG

CTCCGAAAAAGGCTAAGGCTAATACATCTTCTGCATCAAACAAGTAAGTATGTTA
GGATTACCAGAAAGG

CTCCGAAAAAGGCTAAGGCTAATACATCTTCTGCATCAAACAAGTAAGTATGGTA
GATTTAACAAGAATAGA

CTCCGAAAAAGGCTAAGGCTAATACATCTTCTGCATCAAACAAGTAAGTATGTTG
AATTTACTAGCAAAAG

CTCCGAAAAAGGCTAAGGCTAATACATCTTCTGCATCAAACAAGTAAGTATGATA
GATTTACTAACAAAAGT

CAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTAATGGTG
CATTTACCAGCAG

CAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTAATGTTA
GATTTAAAAGTAGATTATAG

CAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTAATGATT
GACTTACTAGCAAGAG

CAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTAATGTAT
ACTTGGCTAGAAGGAG

CAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTAATGTTA
AGTTTGATAGCAAGAG

24
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CAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTAATGGTT

SHIVE fwd GACTACATAGCAATAG

SHIV7 fwd CAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTAATGATA
AGCTTAATAGAAAAAG

SHIVS fwd CAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTAATGATA
GACTTAATAGCATCAG

SHIV9 fwd CAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTAATGTTA
GGATTACCAGAAAGG

SHIV10 fwd CAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTAATGGTA
GATTTAACAAGAATAGA

SHIV11 fwd CAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTAATGTTG
AATTTACTAGCAAAAG

SHIV12 fwd CAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTAATGATA
GATTTACTAACAAAAGT

Biell e GATCTCCAGACGGCCTGGACCGCCTCATGGAAATAGCTCCACCCATATTGAAGCA
GATTAATAGCCCTCC

Bl [ GATCTCCAGACGGCCTGGACCGCCTCATGGAAATAGCTCCACCCATATTGAAACA
AACTAATAGCACTCTTT

Bled [ GATCTCCAGACGGCCTGGACCGCCTCATGGAAATAGCTCCACCCATATTGAAACA
GATTAATAGCACTTCTT

Bl [ GATCTCCAGACGGCCTGGACCGCCTCATGGAAATAGCTCCACCCATATTGAAGCA
GATTAATAGCACTCTG

Bles [ GATCTCCAGACGGCCTGGACCGCCTCATGGAAATAGCTCCACCCATATTGAAGCA
GACTAATAGCACTCT

Bl [ GATCTCCAGACGGCCTGGACCGCCTCATGGAAATAGCTCCACCCATATTGAAGCA
GACTAATAGTACTCTT

Bl [ GATCTCCAGACGGCCTGGACCGCCTCATGGAAATAGCTCCACCCATATTGCAGCA
AATTAATAGCACTCTC

B v GATCTCCAGACGGCCTGGACCGCCTCATGGAAATAGCTCCACCCATATTGAAACA
GACTAATAGCACTCTT

Bl v GATCTCCAGACGGCCTGGACCGCCTCATGGAAATAGCTCCACCCATATTGTAACA
GATTAATAGCACTTCTT

Dc10 rev GATCTCCAGACGGCCTGGACCGCCTCATGGAAATAGCTCCACCCATATTGAAACA

GATTAATGGCACTCTT

GATCTCCAGACGGCCTGGACCGCCTCATGGAAATAGCTCCACCCATATTGAAGCA
GATTAATAGCACTCTT

Kursiv: homologe Bereiche; Normal: hybridisierende Sequenz bei der PCR-Amplifikation

Dc11/12 rev

Punktmutationen wurden Uber ortsspezifische Mutagenese via Standard-PCR unter

Verwendung Mutationen-beinhaltender Oligonukleotide eingeflugt.
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Tabelle 3-5: Oligonukleotide zur Einfiihrung von Punktmutationen

Bezeichnung

NF-kB2x fwd

NF-kB2x rev

SIVenvK fwd
SIVenvK rev
3'IGK fwd
3'TGD_IGK rev
3'TGD fwd
5'KR_KS fwd
5°KR rev

5°KS rev

Sequenz (5 — 3)

GGCTTTAATGGTACCAGAGCAGAAAATAG
GGCTTTAATGGTACCAGAGCAGAAAATAG
GGACCAGGGAGAGCATTTTATGCAATAGGAAAGATAATAGGAGATATAAG
TGTGCATTACAATTTCTGGGTC
GGACCAGGGAGAGCATTTTATGCAACGGGAGACATAATAGGAGATATAAG
GCCAGTGGTGTCAACTCAAC
AATGCTCTCCCTGGTCCTATAGATAACCTTTTTCTTGTATTGTTGTTGGG
AATGCTCTCCCTGGTCCTATAGATAAGCTTTTTCTTGTATTGTTGTTGGG

Fett gedruckt: mutierte Base

3.1.2.2 Vektoren und Proviren

Tabelle 3-6: Ubersicht der verwendeten Plasmide

Bezeichnung

PMX-RBX

pCCT

pSIM5

pGA18-dsRed

pPMK-rpsL
pPcDNA3.1(+)

pCR4-egfp

pSC-A

pNL4-3

p239SpSp5’

Beschreibung / Quelle

Klonierungsvektoren (pbMA-RBB, pMA-RBZ, pMZ-RBA) als Basis zur
Herstellung von linearen Transferkonstrukten fiir die Rekombination in
pCCT (zur Verfugung gestellt von M. Arnold, Geneart)

Red-Rekombinations-Bacmid (zur Verfligung gestellt von M. Arnold,
(Geneart) auf Basis von pCC1 (Epicentre)

Red-Rekombinations-Plasmid (zur Verfuigung gestellt von D.L. Court,
NCI, Frederick, USA)

Vektor kodierend fir ein auf E. coli Kodongebrauch optimiertes dsRed
unter Kontrolle des lac Promotors (synthetisiert durch Geneart)

ACTCGCTGAAACAGCAGGGACTTTCCACAAAGGGACTTTCCACAAGGGGATGTT
ACGGGGAGG

CCTCCCCGTAACATCCCCTTGTGGAAAGTCCCTTTGTGGAAAGTCCCTGCTGTT
TCAGCGAGT

Vektor kodierend fur wt rpsL inkl. Promotor (synthetisiert durch Geneart)

Eukaryotisches Expressionsplasmid (Invitrogen)

Expressionsplasmid kodierend fur EGFP unter Kontrolle des E. coli
Rhamnose Operons (zur Verfiigung gestellt von H.J. Linde, Uniklinik
Regensburg)

Kloniervektor fur Topoisomerase |-basierte UA-Klonierungen mit Hilfe
des ,StrataClone PCR Cloning Kits“ (Agilent Technologies)

Provirus-Plasmid kodierend fiir das Volllange Virusgenom des
laboradaptierten HIV-1 Subtyp B Isolats NL4-3

5’ Halfte des SIVmac239 proviralen Genoms (5'LTR, gag, pol, vif, vpx,
vpr, tat) plus 256 bp flankierende zellulare DNA (R. Desrosiers; NIH,
AIDS Research and Reference Reagent Program)
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3’ Halfte des SIVmac239 proviralen Genoms (tat, rev, env, nef, 3LTR)
mit intaktem nef ORF (R. Desrosiers; NIH, AIDS Research and
Reference Reagent Program)

5’ Halfte des SHIV-KB9 proviralen Genoms (nt 215-6706 von
pSHIV-KB9 5’ SIVmac239) (J, Sodroski; NIH, AIDS Research and Reference Reagent
Program)

3’ Halfte des SHIV-KB9 proviralen Genoms (HIV-1 Teil) (J. Sodroski;
NIH, AIDS Research and Reference Reagent Program)

p239SpE3’ nef
open

pSHIV-KB9 3’

Die Expressionsvektoren fir die Subtyp C vpu/env-Sequenzen zur Herstellung von SHIV-
Panels (siehe 4.2.9.3 und 4.2.9.4) sind Bestandteil des ,Subtype C HIV-1 Reference Panel of
Env Clones* (NIH, AIDS Research and Reference Reagent Program) %,

Tabelle 3-7: Wichtigste Informationen zum ,, Subtype C HIV-1 Reference Panel”

Env Klon Vektor Bez_eichnung _ Quelle* GenBank Zugangs
in dieser Arbeit Nummer
Dul56.12 pcDNA3.1 Cenv1l A DQ411852
Dul72.17 pcDNA3.1 Cenv?2 A DQ411853
Du422.1 pcDNA3.1 Cenv3 B DQ411854
ZM197M.PB7 pcDNA3.1 Cenv4 C DQ388515
ZM214M.PL15 pcDNA3.1 Cenv5b C DQ388516
ZM233M.PB6 pcDNA3.1 Cenv6 C DQ388517
ZM249M.PL1 pcDNA3.1 Cenv?7 C DQ388514
ZM53M.PB12 pCR3.1 Cenv8 D AY423984
ZM109F.PB4 pCR3.1 Cenv9 D AY424138
ZM135M.PL10a pCR3.1 Cenv 10 D AY424079
CAP45.2.00.G3 pcDNA3.1 Cenv1l E DQ435682
CAP210.2.00.E8 pcDNA3.1 Cenv12 E DQ435683

* A = D. Montefiori, F. Gao, S.A. Karim und G. Ramjee
B = D. Montefiori, F. Gao, C. Williamson und S.A. Karim
C =E. Hunter und C. Derdeyn
E = L. Morris, K. Mlisana und D. Montefiori

3.1.3 Viren

Tabelle 3-8: Ubersicht verwendeter, nicht selbst hergestellter Viren
Bezeichnung Quelle

SHIV-1157ipd3N4 NIH, AIDS Research and Reference Reagent Program

NIH, AIDS Research and Reference Reagent Program (J. Harouse, C.

SHIV-SF162P3 oo Mayer, R, Pal)
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3.1.4 Antikorper

3.1.4.1 Primarantikérper

Tabelle 3-9: Ubersicht der verwendeten Priméarantikdrper

Bezeichnung Beschreibung
HIV-1 gp120 #42 (CHO) Kaninchen, polyklonal, Erkennung
(ARP422) HIV-1 Hullprotein

(Verdiinnung Western Blot 1:5.000)

Anti-Human CD4 APC-Cy7 Maus, monoklonal, Erkennung
humane CD4 Rezeptoren
(Verdiinnung FACS 1:100)

Anti-Human CD195 Ratte, monoklonal, Erkennung

AlexaFluor488 humane CCR5 Rezeptoren
(Verdiinnung FACS 1:100)

Anti-Human CD184 PE Maus, monoklonal, Erkennung

humane CXCR4 Rezeptoren
(Verdiinnung FACS 1:25)

Makaken Serum 2BR Makake, polyklonal, Erkennung
SIVmac239 Proteine
(Verdiinnung Western Blot 1:500)

3.1.4.2 Sekundarantikorper

Tabelle 3-10: Ubersicht der verwendeten Sekundarantikorper
Bezeichnung Beschreibung
Anti-Kaninchen HRP Ziege, polyklonal, Erkennung

Kaninchen IgG
(Verdiinnung Western Blot 1: 5.000)

Anti-Affe HRP Ziege, polyklonal, Erkennung
Makaken IgG
(Verdiinnung Western Blot 1: 5.000)

3.1.5 Groflen- und Molekulargewichtsstandards

Hersteller / Quelle

EVA Center for AIDS
Reagents (S. Ranjbar)

BD Pharmingen

Biozol GmbH

Biozol GmbH

Biomedical Primate
Research Centre,
Rijswijk (W. Bogers)

Hersteller

Thermo Fisher
Scientific

Santa Cruz
Biotechnology

Zur Bestimmung der Grol3e von DNA-Molekillen mittels Gelelektrophorese wurde ein 100 bp
DNA-Marker (NEB) oder ein 1 kB DNA-Marker (NEB) verwendet. Zur Bestimmung des

Molekulargewichts von Proteinen mittels SDS-PAGE wurde der PageRuler™ Plus

Prestained Protein Standard (Fermentas) verwendet.
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3.1.6 Kommerzielle Kits

Tabelle 3-11: Ubersicht der verwendeten kommerziellen Kits

Bezeichnung

QlAprep Spin Miniprep Kit
QIAGEN Plasmid Midi Kit
CompactPrep Plasmid Midi Kit
QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit
QIlAamp Viral RNA Mini Kit
Superscript Il First-Strand
Synthesis System for RT PCR
SIV p27 Antigen ELISA

RetroSys™ RT Activity Kit

Strata Clone PCR Cloning Kit

Verwendung

Bacmid DNA-Isolierung
Plasmid DNA-Isolierung
Plasmid DNA-Isolierung

Gelextraktion von DNA-
Fragmenten

Aufreinigung von DNA-
Fragmenten

Isolierung viraler RNA

Reverse Transkription viraler
RNA in cDNA

Bestimmung p27 Menge in
Zellkulturiberstanden

Bestimmung der reverse
Transkriptaseaktivitat in
Zellkulturiberstanden

Klonierungen

3.1.7 Reagenzien und Verbrauchsmaterial

Hersteller

QIAGEN GmbH
QIAGEN GmbH
QIAGEN GmbH
QIAGEN GmbH

QIAGEN GmbH

QIAGEN GmbH
Life Technologies

Zeptometrix Corporation

Innovagen AB

Agilent Technologies

Soweit nicht anders aufgefuhrt, wurden alle Chemikalien von den Firmen Sigma, Roche und

Merck, Zellkulturmaterialen von den Firmen Falcon, GibcoBRL und PAN und sonstiges

Plastikmaterial von den Firmen Falcon, Sarstedt, Greiner und Eppendorf bezogen. Fir

Restriktionsendonukleasen und ilbrige Enzyme wurden, soweit nicht anders angegeben,

Produkte der Firma New England Biolabs verwendet.

3.1.7.1 Korezeptor-Antagonisten

Tabelle 3-12: Ubersicht der verwendeten Korezeptor-Antagonisten

Bezeichnung
AMD3100

Verwendung

Synthetischer, nicht-peptidischer

CXCR4-Antagonist (Bizyklam)

TAK-779
(ARP968)

PSC-RANTES
(ARP973)

Synthetischer, nicht-peptidischer CCR5-
Antagonist

Amino-terminal modifizierte Variante
des CCR5-Antagonisten RANTES

Quelle
Sigma

NIBSC; EVA Centre for
AIDS Reagents

NIBSC; EVA Centre for
AIDS Reagents (O. Hartley)
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3.1.7.2 Puffer

Tabelle 3-13: Ubersicht der verwendeten Puffer

Bezeichnung

DNA-Probenpuffer
(10x)

TBE Puffer (10x)

Trypanblau Reagenz

RIPA-Puffer

SDS-Probenpuffer (5x)

Blockier-Puffer

Regenerierungspuffer

FACS Puffer

RF1-Puffer

RF1-Puffer

PBS

TBS

Zusammensetzung

0.001 % Bromphenolblau (w/v)
0.001 % Xylencyanol (w/v)

50 mM EDTA pH 8.0

30 % Glycerin (w/v)

1 M Tris
1 M Borsaure
20 mM EDTA pH 8.0

0.5 % Trypanblau in PBS

50 mM Tris-HCI pH 8,0

150 mM NaCl

0,1 % SDS (w/v)

1 % Nonidet-40 (w/v)

0,5 % Na-Deoxycholat (w/v)

312,5 mM Tris/HCI pH 6,8

5 % (w/v) SDS

25 % B-Mercaptoethanol

2,5 mM EDTA

25 % (v/v) Glycerin

0,0125 % (w/v) Bromphenolblau

TBS
0,05 % Tween-20
5 % (w/v) Magermilchpulver

62,5 mM Tris/HCI pH 6,7
100 mM R3-Mercaptoethanol
2 % SDS

1 mg/ml NaN;
1 % FKS
EDTA in PBS

100 mM RbClI

50 mM MnCl,

30 mM KAc

10 mM CacCl,

15 % (v/v) Glycerin

10 mM MOPS

10 mM RDbCI

75 mM CacCl,,

15 % (v/v) Glycerin

7 mM Na,HPO,
3 mM NaH,PO,
130 mM NacCl

20 mM Tris-HCI pH 7,5
500 mM NacCl

Verwendung

Agarose-Gelelektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese

Zellfarbung

ZellaufschlufRy

SDS-PAGE

Blockierung Nitrocellulaose
Membranen

Regeneration Nitrocellulose
Membranen

FACS Analyse

Herstellung chemisch-
kompetenter Bakterien

Herstellung chemisch-
kompetenter Bakterien

Diverse Anwendungen

Diverse Anwendungen
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3.2 Methoden

3.2.1 Mikrobiologische Techniken

3.2.1.1 Anzucht und Selektion von Bakterien

Die Anzucht von Bakterien erfolgte in Luria Bertani (LB-) Flissigmedium bzw. auf LB-
Agarplatten ber Nacht (UN) bei 37 °C bzw. fir E. coli GS1783 bei 32 °C. Zur Selektion
positiver Transformanten wurde entsprechend dem verwendeten Plasmid oder Bacmid und
dessen Kopienanzahl ein geeignetes Selektionsmedium eingesetzt. Die Induktion des
low-copy Replikationsursprungs im Vektor pCCT erfolgte durch Zugabe von 1%
L-Arabinose. Die Induktion des Rhamnose Operons in pCCT abgeleiteten Vektoren erfolgte
durch Zugabe von 1 M L-Rhamnose.

Tabelle 3-14: Ubersicht der verwendeten Antibiotikakonzentrationen
Konzentration Konzentration

AN BIELAUI (low-copy Vektor) (high-copy Vektor)
Ampicillin 50 pg/ml 100 pg/mi

Zeocin 25 pg/ml -

Kanamycin 30 pg/ml 50 pg/ml
Chloramphenicol 12,5 pg/ml 34 pg/ml
Streptomycin 30 pg/ml -

3.2.1.2 Antibiotika-Resistenz- bzw. -Sensitivitats-Test

Zum Test von Antibiotika-Sensitivitditen wurden Einzelkolonien in einem Zug auf

unterschiedlichen LB-Agarplatten ausgestrichen (Replikaplattierung).
3.2.1.3 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien

Chemisch-kompetente Bakterien wurden nach der RbCl-Methode hergestellt ***. Dafiir wurde
der gewiinschte Bakterienstamm bei geeigneter Temperatur in SOC-Selektionsmedium bis
zur friihen exponentiellen Wachstumsphase angezogen (ODggo 0,4-0,5). Nach Erreichen der
optimalen Zelldichte wurde die Zellsuspension geerntet, 10 min bei 3200 xg und 4 °C
abzentrifugiert und das Bakterienpellet in eiskaltem RF1-Puffer aufgenommen. Die
eingesetzte Puffermenge entsprach dabei einem Drittel des Volumens der Bakterienkultur.
Nach 15 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut 10 min bei 3200 x g und 4 °C
abzentrifugiert und das Pellet in eiskaltem RF2-Puffer aufgenommen. Die eingesetzte
Puffermenge entsprach dabei einem Zwodlftel des Volumens der Ausgangskultur. Die

kompetenten Bakterien wurden aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
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3.2.1.4 Transformation chemisch-kompetenter Bakterien

100 pl chemisch-kompetente Bakterien (siehe 3.2.1.3) wurden auf Eis aufgetaut, mit 10 -
100 ng Ligations-Ansatz oder Plasmid-DNA gemischt und fir 20 min auf Eis inkubiert. Im
Anschluss wurde bei 42 °C fur 45 s ein Hitzeschock durchgefiihrt und der Transformations-
Ansatz umgehend fir 2 min auf Eis abgekuhlt. Anschlie@end wurde 1 ml LB-Medium
zugegeben und unter Schitteln 1 h bei 37 °C bzw. 32 °C inkubiert. Zuletzt wurde die
Bakteriensuspension auf einem geeigneten Selektionsagar ausplattiert und UN bei der
erforderlichen Temperatur inkubiert. Nach ca. 12 h bis 16 h wurden Einzelkolonien gepickt
und analysiert.

3.2.1.5 Herstellung elektro-kompetenter Bakterien

Elektro-kompetente Bakterien wurden nach einem adaptierten Protokoll der Methode von
Dower '# hergestellt. Dafir wurde der gewiinschte Bakterienstamm bei geeigneter
Temperatur und in geeignetem LB-Selektionsmedium bis zur frilhen exponentiellen
Wachstumsphase angezogen (ODgy 0,4 - 0,5). Nach Erreichen der optimalen Zelldichte
wurde die Zellsuspension geerntet, 10 min auf Eis inkubiert, und anschlieend 10 min bei
3200 x g und 4 °C abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde zweimal mit eiskaltem, sterilem
H,O gewaschen, wobei das Volumen auf ¥4 der eingesetzten Bakterienkultur eingeengt
wurde. Nach einem weiteren Waschschritt mit 10 % igem, eiskaltem und sterilen Glycerin
wurde das Zellpellet in 500 ul 10 % igem Glycerin aufgenommen. Elektro-kompetente

Bakterien wurden stets frisch hergestellt und nicht gelagert.
3.2.1.6 Elektroporation von Bakterien

Fur die Elektroporation wurden 50 ul elektro-kompetente Bakterien mit 100 - 500 ng DNA
gemischt und in eine Elektroporationskiivette (PeglLab) mit 1 mm Elektrodenabstand
Uberfihrt. Die Bakterien wurden in der Kivette mit Hilfe eines Elektroporationssystems
(Gene Pulser, BioRad) bei Standardeinstellungen (2,5 kV, 200 Q und 25 uF) gepulst. Nach
dem Puls wurde sofort 1 ml LB-Medium zugegeben, die Suspension in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal? tberfihrt und unter Schitteln 2 h bis 5 h bei 37 °C bzw. 32 °C inkubiert.
Anschlielend wurde die Bakteriensuspension auf geeignetem LB-Selektionsagar ausplattiert

und UN inkubiert. Nach ca. 12 h bis 16 h wurden Einzelkolonien gepickt und analysiert.
3.2.1.7 Anlegen von Glycerinkulturen

5mL einer UN gewachsenen Bakterienkultur wurden fir 10 min bei 4 °C und 3800 x g
pelletiert. Das Pellet wurde in 600 pl LB-Flissigmedium resuspendiert, mit 300 pl sterilem

Glycerin (87 %) gemischt und anschlieRend bei -80 °C gelagert.
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3.2.2 Molekularbiologische Techniken
3.2.2.1 Klonierung

Soweit nicht anders vermerkt, wurden fur Klonierungen in E. coli Standardmethoden
angewendet '*%. Alle Klonierungen wurden mittels DNA-Sequenzierung, durchgefiihrt bei Life

184

Technologies (Geneart) nach der Methode von Sanger =" tiberprift.

3.2.2.2 Aufreinigung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA aus einem Kulturvolumen bis 5 ml wurde gem&nR dem Protokoll der alkalischen
Schnelllyse prapariert *%,

Die praparative Isolierung groRRerer Mengen Plasmid-DNA aus Ubernachtkulturen erfolgte
Uber Anionenaustauscher-Saulen Qiagen-tip 100 (QIAGEN) nach Anweisungen des
Herstellers. Die Konzentration der aufgereinigten DNA wurde photometrisch ermittelt und

nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (1 ODog= 47,5 ug dsDNA/mI) berechnet.
3.2.2.3 Aufreinigung von BAC-DNA

Die Préparation von BAC-DNA erfolgte mit Hilfe des ,Qiaprep Spin Mini Kit* (QIAGEN) nach
einem modifizierten Protokoll. Es wurden 12 ml einer UN gewachsenen Bakterienkultur
geerntet. Das Pellet wurde in 500 ul Puffer P1 resuspendiert, die Zellen mit 500 pl Puffer P2
lysiert und der Ansatz mit 500 pl Puffer N3 neutralisiert. Nach Zentrifugation fir 20 min bei
4000 x g und 4 °C erfolgte die weitere Aufreinigung der DNA laut Protokoll des Herstellers.
Die Bacmid-DNA wurde mit 50 ul warmen Elutionspuffer EB von der Saule eluiert, die
Konzentration photometrisch ermittelt und nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (1 OD,g0=
47,5 ug dsDNA/mI) berechnet. Zur weiteren Analyse wurden je 500 ng Bacmid-DNA mit Hilfe
von 20 U geeigneten Restriktionsendonukleasen nach Angaben des Herstellers spezifisch
geschnitten, mit 10x DNA-Auftragspuffer versetzt und mittels Gelelektrophorese auf einem
Ethidiumbromid-haltigen TBE-Agarosegel analysiert.

3.2.2.4 Extraktion viraler RNA aus Zellkulturberstanden

Die Isolierung viraler RNA aus den Uberstanden infizierter humaner PBMC erfolgte mittels
des ,QlAamp Viral RNA Mini Kit* (QIAGEN) nach Herstellerangaben. Es wurde pro Ansatz
140 pl zellfreier Kulturiberstand eingesetzt. Die RNA wurde mit 60 pl Elutionspuffer AVE von

der Séule eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
3.2.2.5 Standard-PCR / Analytische-PCR

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten zur Vervielfaltigung oder Analyse von Plasmid oder

185 gSoweit nicht anders

Bacmid-DNA erfolgte mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion
angegeben wurden die PCRs unter Standardbedingungen (primére Denaturierung 95 °C,

5 min; Denaturierung 95 °C, 30s; Annealing 50 °C, 30s; Extension 72 °C, 60s/1,0 kb,
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30 Zyklen; finale Elongation 72 °C, 15 min) unter Verwendung der Phusion® High Fidelity
DNA-Polymerase (Finnzymes) oder des 2x GoTaq® Green Master Mix (Promega)
durchgefuhrt. Bei Einsatz der Phusion® Polymerase wurde die Temperatur zur
Denaturierung auf 98 °C erhoht. Als Template wurde entweder zuvor aufgereinigte DNA oder
direkt eine Bakterienkolonie (Colony-PCR; C-PCR) verwendet. Die Sequenzen der hierfur
verwendeten Oligonukleotide sind unter 6.4 aufgelistet.

3.2.2.6 Overlap Extension-PCR

Die Herstellung der funktionalen Rekombinationskassetten wtrpsLNeo und rha-trfA (siehe
Tabelle 3-15) beruhte auf der Methode der ,Overlap Extension PCR* nach Ho '®, die eine
Fusion verschiedener Leserahmen aus unterschiedlichen DNA-Quellen (Plasmid oder
genomische DNA) ermoglicht. Diese PCR Reaktionen wurden mit der PfuUltra Il Fusion Hot

Start DNA-Polymerase (Agilent Technologies) nach Standard Protokoll durchgeftihrt.
3.2.2.7 Reverse Transkription viraler RNA

Virale RNA wurde mit Hilfe des ,SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT PCR*
(Life Technologies) nach Herstellerangaben unter Verwendung von Oligo(d)T Primern in
einzelstrangige cDNA umgeschrieben. Es wurden 3 pul RNA eingesetzt. Die Lagerung der
cDNA erfolgte bei -20 °C.

Durch Einsetzen von je 1 pul der generierten cDNA in eine Standard-PCR konnten die viralen

Sequenzen vervielfaltigt werden, was eine anschlieBende Sequenzierung ermdglichte.

3.2.3 Rekombinations-Verfahren

Die Herstellung von Bacmiden kodierend fiur die Volllange Virusgenome von SIVmac239 und
SHIV-KB9 sowie deren weitere Modifizierung erfolgte mittels unterschiedlichen Systemen
der Red-Rekombinationstechnologie.

3.2.3.1 Herstellung linearer Transferkonstrukte

Die exakten Nukleotidsequenzen der zur Rekombination verwendeten Transferkonstrukte

sind unter 6.2 angegeben.

3.2.3.1.1 Transferkonstrukte fiir die BAC-Herstellung

Zum Einbringen vollstandiger retroviraler Virusgenome in den BAC-Vektor pCCT, wurden die
Virusgenome zundchst in drei Uberlappenden (50 bp) Fragmenten mittels PCR amplifiziert
(siehe Bild 4.2) und in die Vektoren pMX-RBX kloniert. Hierfir wurden die unter 3.1.2.2
beschriebenen Provirus-Plasmide als Template fur die viralen Sequenzen verwendet. Die
PCR Amplifikation erfolgte mit Hilfe der Phusion® High Fidelity DNA-Polymerase
(Finnzymes), der PfuUltra Il Fusion Hot Start DNA-Polymerase oder der TagPlus Precision

DNA-Polymerase (beide Agilent Technologies) nach Hersteller Angaben unter Verwendung
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optimaler Annealing Temperaturen. Durch Klonierung tber Ascl und Xhol in die multiple
cloning site der Plasmide pMX-RBX (siehe Tabelle 3-6; Bild 3.1), entstanden die Vektoren
pMA-SIVB, pMA-SIVC und pMZ-SIVA bzw. pMA-KB9B, pMA-KB9C und pMZ-KB9A. Nach
anschlielender Restriktion mit der Blunt schneidenden Endonuklease EcoRV und
Aufreinigung Uber ein Agarosegel erhielt man lineare dsDNA-Transferkonstrukte. Diese
bestehen jeweils aus einem anderen Abschnitt des Virusgenoms, einer unterschiedlichen
Selektionskassette, einer Schnittstelle fir eine Homing Endonuklease (I-Scel oder PI-Scel)
sowie homologen Bereichen (HG, DG, BR) zum BAC-Vektor pCCT, die der gerichteten
Integration Uber Red-Rekombination dienen (siehe Bild 4.2).

KanaR Bild 3.1: Schematische Darstellung
HG /—/ I-Sce l (588) eines der drei pMX-RBX Plasmide.
Eo RV(3687) % - \ /Pacl(617) HG/DG: Homologe Sequenzen zu
b /Bam HI(639) pCCT
5}// KanaR: Kanamycin-Resistenzkassette
P~ /\otl 648) Yy
'/ \(hol(657 AmpR: Ampicillin-Resistenzkassette
colEL ori ™ | H,,. dl (665) colE1 ori:  prokaryotischer Replika-
f \ PMA-RBB cch tionsursprung
4078bp _ P(ccdB) ccdB: Selbstmordgen (nicht in E. coli
§\Bam HI(1162) DB3.1)
Not 1{1171) P(ccdB): Promotor des ccdB Gens
\\ ho 1(1180) I-Scel: Schnittstelle fiir eine Homing
V. = winan(issy  EN donuklease
T Asc 1(1205)
AmpR DG

Eco RV(1279)

3.2.3.1.2 Transferkonstrukte fir die BAC-Modifizierung

Alle weiteren linearen dsDNA-Transferkonstrukte zur Modifizierung der lentiviralen Bacmide
pCCT-SIV, pCCT-SIV+N und pCCT-SHIV-KB9 wurden unter Verwendung der in Tabelle 3-1
aufgeflihrten Oligonukleotide Uiber PCR unter Verwendung der Phusion® High Fidelity DNA-
Polymerase (Finnzymes) hergestellt. Geeignete homologe Sequenzen zur Integration in den
Zielvektor und gegebenenfalls erforderliche Schnittstellen wurden Uber entsprechende
Oligonukleotide an die PCR Produkte fusioniert. Durch Aufreinigung der PCR Produkte tber
ein  Agarosegel und anschlielende Gelextraktion konnten schliel3lich lineare
Transferkonstrukte fur die zielgerichtete Integration in das entsprechende provirale Bacmid
gewonnen werden.

Die Selektions- und Gegenselektionskassette rpsLNeo sowie die rha-trfA-Kassette wurden
mittels Fusions-PCR unter Verwendung der TagPlus Precision DNA-Polymerase (Agilent
Technologies) hergestellt. Als Template fir rpsLNeo-Kassetten dienten die Plasmide
pMK-rpsL sowie pcDNA3.1(+) (siehe Tabelle 3-6). Die Sequenzen fur die rha-trfA-Kassette
wurden aus pCR4-egfp und E. coli Epi300 amplifiziert. Uber Klonierung in das Plasmid

pMZ-RBA wurde an das PCR Produkt weiterhin eine Ampicillin-Resistenzkassette fusioniert.
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Analog dazu wurde auch der dsRed Leserahmen aus pGA18-dsRed kloniert, was in einer
amp-rha-dsRed-Kassette resultierte.

Die mutierte SIVmac239-Sequenz envK wurde durch ortsspezifische Mutagenese PCR nach
Klonierung von SIV env in den Vektor pSC-A generiert. Der resultierende Vektor pSC-envK
diente als Template fur die PCR-Amplifikation des linearen dsDNA-Transferkonstruktes
SIV-envK.

Fur die Herstellung der env V3-Varianten KS-IGK, KS-TGD, KR-IGK und KR-TGD wurde
zunachst der 362 bp grof3e Sequenzabschnitt von SHIV-KB9 env, der spéater durch rpsLNeo
ersetzt wurde aus dem Plasmid pSHIV-KB9 3’ (siehe Tabelle 3-6) tber PCR amplifiziert und
mit Hilfe des ,StrataClone PCR Cloning Kits“ in das Plasmid pSC-A Kloniert. Das
resultierende Plasmid pSC-envV3 diente als Template zur Herstellung der V3
Transferkonstrukte fur die Rekombination. Die erforderlichen Basenaustausche wurden
durch Overlap Extension PCR (3.2.2.6) unter Verwendung entsprechender Oligonukleotide
(siehe Tabelle 3-5) eingeflgt.

Tabelle 3-15: Ubersicht der iiber PCR generierten Transferkonstrukte

Bezeichnung
Sce-wtrpsLNeo

Ceu-wtrpsLNeo

Sce-dsRed

SIV-envK

Sce-camR-EnP

Sce-KanR-EnP

Amp-rha-trfA

Amp-rha-dsRed

Ceu-wtrpsLNeo-V3

Ceu-witrpsLNeo-KB9

SHIV-KB9wt

V3-KS-IGK
V3-KS-TGD

Beschreibung / Verwendung

Integration rpsLNeo-Kassette in zentralen env-Bereich von
pCCT-SIV und pCCT-SIV+N in E. coli Epi300

Integration rpsLNeo-Kassette in zentralen env-Bereich von
pCCT-SIV und pCCT-SIV+N zur weiteren Rekombination in
E. coli GS1783

Bestimmung Rekombinations-Effizienzen bei der Substitution der
rpsLNeo-Kassette

Herstellung einer ersten SIV-BAC-Variante mit zusatzlicher Kpn |
Restriktionsschnittstelle

Einfligen einer en passant entfernbaren Chloramphenicol-
Resistenz in pCCT-SIV und pCCT-SIV+N

Ersatz Ampicillin-Resistenzgen in pCCT-SIV und pCCT-SIV+N
durch en passant entfernbare Kanamycin-Resistenz

Integration des trfA ORF unter Kontrolle des Rhamnose Operons
in pCCT-SIV und pCCT-SIV+N

Kontrolle zur Uberpriifung der Funktionalitat des Rhamnose
Operons

Integration rpsLNeo-Kassette in env V3-Bereich von pCCT-
SHIV-KB9

Integration rpsLNeo-Kassette in zentralen env-Bereich von
pCCT-SHIV-KB9wt und pCCT-SHIV-KBOwt+N

Integration des kompletten HIV-1 Teils von SHIV-KB9 in pCCT-
SIV und pCCT-SIV+N

Integration einer mutierten env V3-Region in pCCT-SHIV-KB9
Integration einer mutierten env V3-Region in pCCT-SHIV-KB9
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V3-KR-IGK Integration einer mutierten env V3-Region in pCCT-SHIV-KB9
V3-KR-TGD Integration einer mutierten env V3-Region in pCCT-SHIV-KB9

3.2.3.2 Rekombination mit dem Plasmid pCCT

Fur die Herstellung der proviralen Bacmide pCCT-SIV und pCCT-SIV+N, kodierend fir das
Virusgenom von SIVmac239 (mit einer bzw. zwei NF-kB Bindestellen im 3’ LTR) sowie
pCCT-SHIV-KB9, wurden die fir die Red-Rekombination erforderlichen Proteine vom
Zielvektor pCCT selbst, in E. coli Epi300 exprimiert (siehe Bild 3.2).

Fur das Einbringen von linearen dsDNA-Fragmenten wurden elektrokompetente Bakterien
wie unter 3.2.1.5 beschrieben hergestellt, jedoch wurden die Kulturen bereits bei einer ODgg
von 0,3-0,4 mit 0,2 % L-Arabinose versetzt. Die Zugabe von L-Arabinose diente der
Induktion der Expression der gbx-Kassette in pCCT, die fur die Proteine Exo, Beta und Gam
des Bakteriophagen A kodiert. Fur die Elektroporation wurden 50 pl Rekombinations-
kompetente Bakterien zusammen mit 50ng bis 100 ng linearem Transferkonstrukt
eingesetzt. Zur Bestimmung der Rekombinationseffizienz wurden Verdinnungen der
Bakteriensuspension hergestellt und auf LBo-Agar ausplattiert. AnschlieRend wurde die
Bakteriensuspension auf einem geeigneten Selektionsagar ausplattiert und UN bei 37 °C
inkubiert. Nach 12 h wurden Einzelkolonien mittels Kolonie-PCR und geeigneten
Selektionsverfahren analysiert. Zur Kontrolle der Transformationseffizienz der eingesetzten
Bakterien wurde stets auch ein Ansatz mit dem Plasmid pUC19 (100 pg) elektroporiert.

gbx
Bild 3.2: Schematische Darstellung des

AraC recA Vektors pCCT.
HG/DG/BR: Sequenzen zur Integration von
Transferkonstrukten in pCCT

Rosa: Gene notwendig fur die Red-

DG
Rekombination (AraC, gbx, recA)
BR pCCT &CamR CamR: Chloramphenicol-Resistenzkassette
parcﬂ 12570 bp HG OriV: induzierbarer low-copy Replikations-
PredF ursprung
Ori2: single-copy Replikationsursprung
arB Dunkelblau: Gene notwendig fir die Er-
P ) haltung des single-copy Status von pCCT
oriv
« _ (parA, parB, parC, repkE, redF)
parA ori2

repk
3.2.3.3 Rekombination mit dem Plasmid pSIM5

Fiur die Modifikation der lentiviralen Bacmide bzw. das Einbringen der Transferkonstrukte
Sce-wtrpsLNeo, Sce-dsRed und SIVenvK (siehe Tabelle 3-15) wurde das Rekombinations-
plasmid pSIM5 (siehe Bild 3.3), Uber Elektroporation in BAC-tragende E. coli Epi300
eingebracht, da im letzten Schritt der BAC-Herstellung (siehe 4.1.1) die gbx-Kassette von
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pCCT durch den viralen Genomabschnitt A ersetzt worden war. pSIM5 kodiert ebenso wie
pCCT fur die Proteine Exo, Beta und Gam des A Phagen, und besitzt tberdies einen
Temperatur-sensitiven Replikationsursprung, so dass die Kultivierung pSIM5 tragender
Bakterien stets bei 30 °C erfolgte. Die Expression der gbx-Kassette wurde durch einen
Temperaturshift der Kulturen (bei Erreichen einer ODgo von 0,4) fur 15 min auf 42 °C
induziert. Im Anschluss daran wurden die Bakterien wie unter 3.2.1.5 beschrieben
elektrokompetent gemacht und mit den entsprechenden linearen Transferkonstrukten wie
unter 3.2.3.2 beschrieben elektroporiert und ausplattiert. Um nach erfolgter Rekombination
aus den erhaltenen Bakterienkolonien reine Bacmid-DNA aufreinigen zu kénnen, musste das
Plasmid pSIM5 durch Kultivierung bei 37 °C ausgedunnt werden. Durch zweimaliges
Uberimpfen (1:5.000) einer Fliissigkultur und anschlieRendes Ausplattieren auf geeignetem
Selektionsmedium wurden Einzelkolonien gewonnen, die in einer Kolonie-PCR (siehe
3.2.2.5) auf das Vorhandensein des Plasmids pSIM5 untersucht wurden. Reine Kolonien
dienten als Startkultur fir die Praparation von BAC-DNA (siehe 3.2.2.3).

gbx
Bild 3.3: Schematische Darstellung des
Plasmids pSIM5.
Nkil del S HG/DG/BR: Sequenzen zur Integration von

Transferkonstrukten in pCCT

__orit01  Rosa: Gene notwendig fiir die Red-Rekom-
bination (gbx, cl857)
CamR: Chloramphenicol-Resistenzkassette
oril01: temperatur-sensitiver Replikations-

ursprung
Dunkelblau: Gene notwendig fiir die Tempe-
ratur-Sensitivitdt des Replikationsursprungs
~
cl8s57 repY (repY, Excll)

Excll

pSIM5
6171 bp

camR

3.2.3.4 Rekombination mit E. coli GS1783

Die Herstellung aller weiteren SIV-BAC-Varianten erfolgte in Kombination mit der en passant
Methode von Tischer et al. '8, die auf Verwendung des E. coli Stammes GS1783 basiert.
Dieser Bakterienstamm wurde abgeleitet von dem Rekombinationsstamm EL250, welcher
alle fur die Red-Rekombination essentiellen Gene stabil integriert hat. Zusatzlich tragen
E. coli GS1783 ein Gen kodierend fir die Homing Endonuklease 1-Scel unter einem
Arabinose-induzierbaren Promotor. Die Bacmide pCCT-SIV, pCCT-SIV+N und
pCCT-SHIV-KB9 wurden Uber Hitzeschocktransformation in E. coli GS1783 eingebracht und
unter Verwendung der im Bakteriengenom stabil integrierten gbx-Kassette modifiziert. Die
Induktion der Expression der Red Proteine erfolgte wie unter 3.2.3.3 beschrieben durch
einen Temperaturshift der Bakterienkultur auf 42 °C. Die Kultivierung von GS1783 Kulturen
erfolgte stets bei 32 °C.
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Tabelle 3-16: Ubersicht der verwendeten Rekombinationsverfahren

Bezeichnung Beschreibung Red-Induktion Kultivierung

pCCT gbx-Kassette in Zugabe von 0,02% 37 °C in E. coli Epi300
single-copy BAC L-Arabinose

pSIM5 gbx-Kassette auf Temperaturshift auf 30 °C vor Rekombination
low-copy Plasmid 42 °C 37 °C nach Rekombination

E. coli GS1783  gbx-Kassette stabil Temperaturshift auf 32 °C
im Bakteriengenom 42 °C

3.2.3.5 Interne en passant Rekombination

Fir die Deletion der im Bereich des SIVmac239 nef ORF integrierten Chloramphenicol-

l. 1® verwendet. Diese Methode

Resistenz wurde die en passant Methode von Tischer et al
basiert auf der Verwendung der Homing Endonuklease I-Scel in E. coli GS1783, deren
Expression durch Arabinose Zugabe induziert wird. Das Enzym fihrt in vivo einen
Doppelstrangbruch im Bacmid mit entsprechender Erkennungssequenz von 18 bp ein und
ermoglicht dadurch eine interne homologe Rekombination zwischen den entstandenen
linearen dsDNA-Enden, die zu einer rickstandsfreien Ausrekombination des
Selektionsmarkers  fihrt. Dies wurde durch das Anfiigen der spezifischen
Erkennungssequenz fir I-Scel sowie einer internen Sequenzduplikation bei der PCR
Amplifikation der Chloramphenicol-Resistenz ermdglicht (siehe Bild 4.7).

Hierfir wurden nach erfolgreicher Substitution der rpsLNeo-Kassette, Streptomycin und
Chloramphenicol resistente Klone in 5ml LB Flissigselektionsmedium ohne
Chloramphenicol tiberimpft und UN bei 32 °C geschiittelt. 100 ul der Vorkultur wurden in 2 ml
LB Selektionsmedium dberfuhrt und 2 h bei 32 °C unter Schitteln inkubiert. Durch Zugabe
von 2 ml vorgewdrmten Selektonsmedium mit 2 % L-Arabinose und weiterer Inkubation bei
32 °C fur 60 min wurde die Expression des I-Scel Enzyms induziert. AnschlieRend erfolgte
durch einen Temperaturshift auf 42°C (fir 30min) das Anschalten des
Rekombinationssystems, worauf eine Regenerationsphase von weiteren 2 h Schitteln bei
32 °C folgte. Es wurden je 100 pl einer 1:1.000 und 1:5.000 Verdinnung (in LBo-Medium) auf
frisch hergestellten Selektionsplatten mit 1 % L-Arabinose ausplattiert und fir 16 h bei 32 °C
inkubiert. Chloramphenicol sensitive Klone wurden durch Replikaplattierung auf Platten mit
und ohne Chloramphenicol ermittelt und durch PCR-Analyse auf Entfernung der Resistenz-

kassette hin Uberprft.

3.2.4 Proteinbiochemische Methoden

3.2.4.1 Probenaufbreitung und Bradford Proteinbestimmung

Transfizierte eukaryotische Zellen wurden geerntet, einmal mit kaltem PBS gewaschen

(300 xg; 5min; 4 °C) und in einem geeigneten Volumen RIPA-Puffer mit einer Tablette
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Proteaseinhibitor/10 ml (cOmplete™; Roche) aufgenommen. Nach 30 min Inkubation auf Eis
wurden die Zelllysate 10 min bei 20800 x g und 4 °C abzentrifugiert. Die Uberstande wurden
in frische Reaktionsgefalle Uberfihrt und bei -20°C gelagert. Die Bestimmung der
Gesamtproteinmenge der Proben erfolgte nach der Methode von Bradford **” mit dem
BioRad Protein Assay Reagenz (BioRad) nach Herstellerangaben. Die Proteinmenge wurde
relativ, bezogen auf eine BSA-Standardgerade, bestimmt.

3.2.4.2 SDS-PAGE und Western Blot Analyse

Zur Analyse von spezifischer Proteinexpression wurden definierte Proteinmengen (60 g bis
120 pg Gesamtprotein) mit 5 x SDS Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95 °C erhitzt und tber
ein SDS-Polyacrylamidgel entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt '®8. Die
aufgetrennten Proteine wurden anschliefiend im ,SemiDry Verfahren“ unter Verwendung
einer BlueFlash Blotting-Apparatur (Serva) nach Herstellerangaben aus dem Gel auf eine
Nitrocellulose-Membran (0,45 um bzw 0,21 um; Schleicher & Schuell) transferiert. Zur
Absattigung  unspezifischer Bindestellen wurde die Membran UN bei 4°C in
Blockierungspuffer geschuttelt. AnschlieBend wurden die Zielproteine mit Hilfe eines
spezifischen primaren Antikorpers (in TBS + 1 % (w/v) Magermilchpulver) und einem HRP-
konjugierten, sekundaren Antikoérper (in TBS + 3 % (w/v) Magermilchpulver; siehe Tabelle
3-9 und Tabelle 3-10) nach Standard Methoden detektiert und analysiert **. Die Antikérper-
Antigen Komplexe auf der Membran wurden mit Hilfe des SuperSignal West Pico Substrates
(Thermo Fisher Scientific) Uber ECL- (enhanced chemiluminescence) Detektion im

Geldokumentationssystem ChemiLux Imager (Intas) detektiert.
3.2.4.3 Quantifizierung der reversen Transkriptaseaktivitat

Das ,RetroSys™ Reverse Transcriptase Activity Kit“ (Innovagen) erméglicht die quantitative
Bestimmung der viralen RT-Aktivitat in Zellkulturiiberstédnden aller Subtypen von HIV-1,
HIV 2, SIV und FIV. Das Prinzip dieses Assays beruht auf der Verwendung von
Mikrotiterplatten mit immobilisierten PolyA-Molekilen und Oligo-dT Primern zur Synthese
eines komplementaren DNA-Stranges. Bei Vorhandensein einer aktiven reversen
Transkriptase baut diese das dTTP Analogon Brom-desoxyuridin-triphosphat (BrdUTP) in
den Zweitstrang ein. Ein gegen BrdUTP gerichteter, monoklonaler, an alkalische
Phosphatase- (AP-) gekoppelter Antikdrper bindet an den neu synthetisierten DNA-Strang
und ermdglicht tiber eine Farbreaktion eine Quantifizierung der AP-Aktivitat, die proportional
zur RT-Aktivitat in der eingesetzten Probe ist.

Der Aktivitdtstest wurde nach Herstellerangaben durchgefuhrt, wobei fir die exakte
Bestimmung der RT-Aktivitat nach Transfektion von 293T-Zellen das Protokoll A mit
mehreren Verdinnungen (1:5, 1:25, 1:125, 1:625) der zu untersuchenden Probe verwendet

wurde. Fiir die semi-quantitative Bestimmung der RT-Aktivitat in den Uberstinden von



Material und Methoden 41

Replikationsstudien wurde das Protokoll B angewandt, wobei je 10 ul unverdiinnte Probe
eingesetzt wurden. Der Schritt der eigentlichen RT-Reaktion wurde jeweils UN durchgefiihrt.
Die Farbreaktion wurde bei einer Wellenlange von 415 nm nach 30 min und 60 min im
Plattenphotometer (Biorad) gemessen.

3.2.4.4 Quantifizierung der p27 Menge (p27 ELISA)

Die produzierte p27 Menge im Uberstand von SIVmac239 transfizierten Zellen wurde mit
Hilfe des ,SIV p27 Antigen ELISA® (enzyme-linked immunosorbent assay; Zeptometrix)
bestimmt. Der Test basiert auf der Verwendung von Mikrotiterplatten, die mit einem
monoklonalen Antikdrper, spezifisch fur das SIV p27 Protein gekoppelt sind. Virales Antigen
in Zellkulturiberstdanden wird von diesem immobilisierten Antikorper gebunden und
schlieBlich Uber einen polyklonalen, Biotin-konjugierten anti-SIV Antikdrper detektiert. Der
ELISA wurde nach Herstellerangaben mit je 200 ul Probe/Verdinnung (1:10, 1:100, 1:1.000,
1:10.000) durchgefihrt. Die in den verwendeten Zellkulturiiberstanden enthaltenen Viren
wurden zuvor mit 0,5 % TritonX-100 inaktiviert. Uber ein Streptavidin-Peroxidase Konjugat
erfolgte die Detektion von gebundenem p27, gemessen im Plattenphotometer (Biorad) tUber

die Absorption bei 450 nm.
3.2.4.5 Quantifizierung der Luciferase-Aktivitat

Die quantitative Bestimmung der Luciferase-Expression in infizierten TZM-bl Zellen erfolgte
unter Verwendung des ,ONE-GIo™ Luciferase Testsystems® (Promega) nach
Herstellerangaben. Die Zugabe des Test-Reagenz zu den infizierten Zellen fuhrt dabei
sowohl zu einer Zelllyse als auch zu einer Aktivierung der Luciferase durch Luciferin, was
wiederum eine Lichtreaktion bedingt. Die Messung der Lichtemission erfolgte 5 min nach
Substratzugabe fir 1 s im Wallac 1420 Victor3™ (PerkinElmer).

3.2.5 Zellkulturtechniken

3.2.5.1 Kultivierung von Zellen

Eukaryotische Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO, in kommerziellem Flissignahrmedium
kultiviert (siehe Tabelle 3-17). Adhéarente Zellen wurden bei Erreichen der Konfluenz im
Verhéltnis 1:10 bis 1:20 subkultiviert. Suspensionszellen wurden bei einer Zelldichte von
3-5*10° Zellen/ml ebenfalls im Verhaltnis 1:10 bis 1:20 subkultiviert.

Tabelle 3-17: Ubersicht der verwendeten Zellkulturmedien (Standard Medium)

Zellen Medium

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Invitrogen), 10 %
HEK 293T inaktiviertes fotales Kalberserum (FKS, Invitrogen), 100 pyg/ml
Penicillin, 100 U/ml Streptomycin (1 % P/S, PAN Biotech)

DMEM, 10 % FKS, 1 % P/S, 200 pug/ml G418 (Invivogen), 200 pg/ml

S ST Hygromycin (Invivogen), 0,5ug/ml Puromycin (Invivogen)
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TZM-bl DMEM, 10 % FKS, 1 % P/S

Ham’s F12, GlutaMAX™ (Life Technologies), 10 % FKS, 1 % P/S,
600 pyg/ml Hygromycin

PBMC RPMI 1640, 10 % FKS, 1 % P/S, 20 U/ml Interleukin-2 (IL-2, Roche)
Die Inaktivierung von FKS erfolgte durch Inkubation bei 56 °C fiir 30 min.

CHO-wtTat

3.2.5.2 Generierung und Stimulierung von PBMC aus Vollblut

Die fur Replikationsstudien verwendeten primaren peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) wurden entweder aus gesunden menschlichen Spendern oder aus Rhesus
Makaken (Macaca mulatta; Deutsches Primatenzentrum, Goéttingen, bereitgestellt durch Dr.
Stahl-Hennig) durch Zentrifugation von Vollblut tGber Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare)
gewonnen. Die Stimulierung der humanen PBMC erfolgte durch Zugabe von 3 pg/ml
Phytohemagglutinin (PHA-L, Roche) fiur 48 h. Rhesus PBMC wurden durch Zugabe von
5 pg/ml Concanavalin A (ConA, Sigma) fur 24 h stimuliert.

3.2.5.3 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen

Das Einbringen von DNA in HEK293T Zellen erfolgte mit Hilfe von Polyethylenimin (PEI,
Polysciences). Hierfiir wurden 24 h vor Transfektion 4*10° Zellen/well in 6-well Platten
ausgesat. Unmittelbar vor DNA-Zugabe wurde das Medium durch DMEM ohne Zusatze
ersetzt. Je Konstrukt wurden 0,21 pmol DNA in 100 yl DMEM verdiinnt, mit 10 pyl PEI
vermischt und nach 10 min Inkubation bei RT auf die Zellen getropft. Nach 4 h bis 6 h
Inkubation bei 37 °C erfolgte ein Mediumwechsel zu Vollmedium. Die Zellen wurden 48 h

nach Transfektion geerntet und weiter aufbereitet (siehe 3.2.4.1).
3.2.5.4 Herstellung von Virusstocks aus Bacmid-DNA

Zur Generierung von Viren aus Bacmid-DNA wurden HEK293T-Zellen mittels PEI transfiziert
(siehe 3.2.5.3). Es wurde standardmafig 0,21 pmol Bacmid-DNA pro 6-well verwendet. Fur
grolRere Ansatze wurde die Menge an Zellen, DNA und PEI proportional zur Flache des
verwendeten KulturgefaRes angepasst. Die Zelliberstande wurden 24 h bis 72 h nach
Transfektion geerntet, Zelltrimmer durch Zentrifugation fir 5 min bei 500 x g abgetrennt, die

Uberstande aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
3.2.5.5 Aufkonzentrierung von Viruspartikeln Gber Ultrazentrifugation

Zur Anreicherung von Viruspartikeln wurden Zelliberstdande zundchst bei 500 x g
zentrifugiert, in ein neues GefalR Uberfuhrt und kurzfristig bei 4 °C gelagert. Im Anschluss
wurden sie auf ein 20 %iges (w/v) Saccharose-Kissen in Ultrazentrifugenréhrchen
aufgetragen und bei 30.000 rpm far 2,5h bei 4°C (TH-641, Thermo Scientific) durch
Sedimentation angereichert. Die Pellets wurden in 100 ul RIPA-Lysepuffer mit

Proteaseinhibitor geldst und bei -20 °C gelagert.
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3.2.5.6 Bestimmung der in vitro Infektiositat

Die Bestimmung der Infektiositdt verschiedener Virusvarianten erfolgte unter Verwendung
der TZM-bl Indikatorzelllinie. Fir die Infektion dieser CD4-, CCR5- und CXCR4-positiven
Zelllinie, die firefly-Luciferase unter der Kontrolle des durch Tat aktivierbaren LTR-Promotors
exprimiert, wurden virushaltige Zelliberstande transfizierter 293T-Zellen zuné&chst Uber die
RT-Aktivitdt normalisiert (siehe 3.2.4.3). 24 h vor Infektion wurden 1,5*10% Zellen/well in
96-well Platten ausgesat und diese folglich mit 1 ng RT-Aquivalent in einem Volumen von
100 - 500 pl fur 6 h bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end erfolgte ein Mediumwechsel zu 110 pl
Standard Medium. Die Quantifizierung der Luciferase Expression erfolgte 48 h nach Infektion
unter Verwendung des ,ONE-Glo™ Luciferase Testsystems* (siehe 3.2.4.5).

3.2.5.7 Bestimmung der in vitro Replikationsfahigkeit

Virushaltige Zelliberstande transfizierter 293T-Zellen wurden Uber die RT-Aktivitat
normalisiert (siehe 3.2.4.3). Zur Infektion von CEMx174.5.25.M7 Zellen wurden 0,5 - 1*10°
Zellen mit 1 ng RT-Aquivalent in einem Volumen von 500 pl fiir 6 h bei 37 °C inkubiert.
AnschlieRend erfolgte ein Mediumwechsel zu 5 ml RPMI 1640 + Zusatze. Fir die Infektion
von PBMC wurden 1*10° Zellen/well in 48-well Platten in einem Volumen von 150 - 500 pl
mit 100 pg RT-Aquivalent virushaltigen Uberstanden inkubiert. Je nach Versuch wurde dem
Medium 10 ng/ml TNF-a (Miltenyi Biotec) zugegeben. Alle zwei Tage wurden Proben

entnommen und der RT-Gehalt in den Kulturiiberstanden bestimmt.
3.2.5.8 Bestimmung der in vitro Korezeptor-Verwendung

Zur Charakterisierung des Korezeptor-Gebrauchs einzelner Virusvarianten wurden CDA4-,
CCR5- und CXCR4-exprimierende TZM-bl Zellen, in Gegenwart und Abwesenheit von
spezifischen Korezeptor-Antagonisten infiziert (siehe Tabelle 3-12). Hierflr wurden 24 h vor
Infektion 1,5 *10* TZM-bl Zellen/well in 96-well Platten ausgesét. 2 h vor Infektion wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschlieRend DMEM ohne
Zusatze mit verschiedenen Konzentrationen der Korezeptor-Antagonisten AMD3100
(500 NM - 1 uM), TAK-779 (5 uM - 10 pM) und PSC-RANTES (50 nM - 100 nM) zugegeben.
Nach 1,5 h Inkubation bei 37 °C wurde 50 ul Virussuspension (entsprechend 1 ng RT) auf
die Zellen gegeben und weitere 5 h bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die Inhibitor-
und Virushaltigen Uberstande abgesaugt und durch 100 ul DMEM + Zusétze ersetzt. Die
Quantifizierung der Luciferase Expression erfolgte 48 h nach Infektion unter Verwendung
des ,ONE-Glo™ Luciferase Testsystems® (siehe 3.2.4.5).
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3.2.5.9 Bestimmung des fusogenen Potentials von HIV-1 env

Zur Bestimmung des fusogenen Potentials von HIV-1 gpl60-Varianten wurden zunachst
3,0v10* CHO-wtTat Zellen/well in 96-well Platten ausgesat und 24 h spater mit env-
kodierenden Plasmiden transfiziert. Unmittelbar vor DNA-Zugabe wurde das Medium durch
30 pl DMEM ohne Zusatze ersetzt. Je Ansatz wurden 200 ng DNA in 30 pl DMEM verdunnt,
mit 0,8 pl PEI vermischt und nach 10 min Inkubation bei RT auf die Zellen getropft. Nach 4 h
Inkubation bei 37 °C erfolgte ein Mediumwechsel zu Ham’s F12 Medium. Weitere 20 h
spater wurde das Medium komplett abgesaugt und pro well 3*10* TZM-bl Zellen in DMEM
Standard Medium zugegeben. Nach 24 h Kokultur wurde die Luciferase-Aktivitat der TZM-bl
Zellen vermessen (siehe 3.2.4.5).

3.2.5.10 Durchflusszytometrische Analyse

Die Methode der Durchflusszytometrie wurde zum Einen zur Bestimmung der dsRed
Expression in Flussigkulturen von E. coli verwendet. Hierflir wurden Bakteriensuspensionen
pelletiert und in PBS resuspendiert.

Zum Anderen erfolgte die Expressionsanalyse des CD4 Rezeptors sowie der HIV-1
Korezeptoren CXCR4 und CCR5 auf CEMx174.5.25.M7 Zellen mittels Durchflusszytometrie.
Hierfir wurden die Zellen pelletiert, zweimal mit FACS-Puffer gewaschen, in den
entsprechenden Verdinnungen der verwendeten Antikdrper (siehe 3.1.4.1) resuspendiert
und 60 min im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde nicht gebundener Antikérper durch
zweimaliges Waschen mit FACS-Puffer entfernt. Die Zellen wurden in einer adaquaten
Menge FACS-Puffer aufgenommen und mit dem Durchflusszytometer FACS-Canto Il

(Becton Dickinson) vermessen.
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4 Ergebnisse

Die Etablierung eines Infektionsmodells von Rhesus Makaken mit chimaren SHIVs als
préklinisches Tiermodell seit Anfang der 90er Jahre hat einen grof3en Fortschritt bei der
Validierung von Env-Vakzinekandidaten im Tiermodell moglich gemacht (siehe 2.3.2). Es
hatte sich gezeigt, dass SHIVs in vitro biologische Eigenschaften ihres parentalen HIV-1 env

122,121

Isolats aufweisen , und so war die Hoffnung entstanden, dass diese Viren auch in vivo

immunologische und antigene Eigenschaften vergleichbar zu HIV-1 im Menschen haben.

Y7 und

Die ersten replikationsfahigen chimaren Viren waren SHIV-4 '8 SHIV-vpu+
SHIV-NM3rN % SHIV-4 kodiert fir HIV-1 tat, rev und env des Isolats HXBc2 und ist vpu
negativ. SHIV-vpu+ basiert auf SHIV-4, kodiert jedoch zusatzlich fir HIV-1 vpu vom Isolat
BH10. SHIV-NM3rN kodiert fur HIV-1 tat, rev, env, vpu und vpr vom Isolat NL4-3. Bei all
diesen HIV-1 Isolaten handelt es sich um T-Zell-trope, Labor-adaptierte (T cell line-adapted;
TCLA) Stdmme. Diese urspringlichen SHIVs konnten in Makaken (M. fascicularis bzw.
M. mulatta) eine Infektion manifestieren und erfolgreich replizieren.

Durch die Aufteilung des 5 und 3’ Teils dieser SHIV Proviren auf zwei Plasmide und das
Einflgen gewlnschter Schnittstellen wurden im Folgenden zahlreiche SHIV-Varianten Uber
konventionelle Klonierungsmethoden hergestellt 2124136140 pje Aufteilung des Virusgenoms
in zwei Teile hat sich als vorteilhaft erwiesen, da eine Klonierung mit Volllange Virusgenom
aufgrund des AT-Reichtums und repetitiver Sequenzen innerhalb des Genoms sowie der
flankierenden long terminal repeats (LTRs) oft schwierig ist. Die Klonierungsmdglichkeiten
waren dabei jedoch aufgrund der Uberlappenden Leserahmen von tat, rev, vpu und env sehr
eingeschrankt. Daher wurde hauptséachlich der zentrale env-Bereich durch die Sequenzen
von anderen priméren HIV-1 Isolaten ersetzt. Die resultierenden SHIV Proviren tragen HIV-1
Sequenzen von bis zu drei verschiedenen Isolaten, sowohl von TCLA als auch von priméren
Stammen, wobei zundchst nur Subtyp B Sequenzen verwendet wurden. Initial zeigte kein
SHIV einen pathogenen Effekt in nicht-humanen Primaten. Jedoch konnte mehrfach
beobachtet werden, dass SHIVs durch wiederholte in vivo Passagierung ein pathogenes
Potential erwerben kénnen 214919192 Das am besten charakterisierte und am haufigsten
als Challenge Virus eingesetzte, pathogene chimare Virus ist SHIV-89.6p 1371381937197
Dieses kodiert fir das Env Protein des dualtropen, TCLA-Stammes 89.6 vom Subtyp B. Es
konnte festgestellt werden, dass es durch in vivo Passagierung hauptsachlich zu
Nukleotidaustauschen in env, tat und den LTR-Bereichen kam. Die meisten Mutationen
waren in der env-Sequenz zu finden, was in 12 AS Austauschen in den extrazellularen
Doménen von gpl120 und gp41l resultierte. Zusétzlich konnte eine 140 bp Deletion in env
identifiziert werden, die zu einer Substitution des HIV-1 gp41l C-Terminus durch SIVmac-

Sequenzen flhrte. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Veranderungen im 3’ Teil des
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Virusgenoms ausreichen, um eine Depletion von Lymphozyten in Makaken zu verursachen.
Die Depletion von CD4" T-Zellen korreliert dabei nicht zwangsweise mit dem Level der
Virusreplikation. Diese Veranderungen fuhrten zu einer Veradnderung der funktionalen
Eigenschaften von Env in vitro (bessere Chemokin-Rezeptorbindung, gesteigerte
Syncytienbildung) und es ist davon auszugehen, dass sie auch zu einer besseren Interaktion
zwischen gp4l und dem Matrix Protein fihrten. Mittlerweile werden jedoch bevorzugt
R5-trope, pathogene SHIVs als Challenge Viren verwendet '%*'%° v a. das gut
charakterisierte SHIV-SF162P3 und Derivate ?°°%, da eine Infektion mit diesen Viren einen
klinischen Verlauf zeigt, der einer HIV-1 Infektion im Menschen deutlich starker ahnelt als
eine Infektion mit X4- oder dualtropen SHIVs (siehe 2.3.2).

In den letzten Jahren wurden zunehmend neue SHIVs konstruiert, die env-Sequenzen
primarer Subtyp C Isolate tragen, da Viren dieses Subtyps fur rund die Halfte aller HIV-1
Infektionen weltweit verantwortlich sind (siehe auch 2.1.3). Von diesen ist besonders
SHIV-1157ip *** erwahnenswert, da dieses in diversen Makakenspezies pathogen ist. Seit
Beginn dieser Arbeit wurden mehrere Varianten dieses SHIVs hergestellt, die derzeit in
zahlreichen Tierstudien eingesetzt werden 42143146203

Da derzeit verstarkt an verschiedenen, neuen Vakzineansatzen zur Stimulation der
humoralen Immunantwort gearbeitet wird (siehe 2.2), wird es in Zukunft einen groRen Bedarf
an neuen SHIVs geben, die sowohl in homologen als auch heterologen Challenge Studien in
Makaken zum Einsatz kommen kdnnen. Daher war es Ziel dieser Arbeit, eine Methode zur
vereinfachten Herstellung von SHIV-Konstrukten tber Rekombination zu etablieren und die

Anwendbarkeit des Systems an geeigneten Beispielen zu zeigen.

4.1 Herstellung lentiviraler BAC-Vektoren tGber Red-Rekombination

Die Red-Rekombinationstechnologie, basierend auf den Funktionen der drei Proteine Exo,
Beta und Gam des A Phagen, hat sich in den letzten 10 Jahren als Methode der Wabhl fir die
Herstellung und Mutagenese von Herpesviralen BACs etabliert (siehe 2.4.1). Kiirzlich wurde

156

auch die Generierung eines BAC - HIV beschrieben , das unter Verwendung des

Cre - loxP Systems hergestellt wurde und fiir ein HIV-1 basiertes GFP Reportervirus 2%
kodiert. Dieser Gruppe gelang es nicht das Volllange Virusgenom mit einer Gréf3e von 10 kb
Uber Red-Rekombination als BAC-Vektor zu klonieren. Im Rahmen dieser Arbeit dagegen
konnten die Volllange Virusgenome von SlVmac239 und SHIV-KB9 mittels Red-
Recombineering als BAC-Vektoren hergestellt (siehe Bild 4.1) und unabhangig von

Restriktionsschnittstellen oder -enzymen weiter veréndert werden.
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4.1.1 Herstellung eines SIVmac239 BAC-Vektors uber 3-Stufen-Rekombination

Als Grundlage fur die effiziente Anwendung der Red-Rekombinationstechnologie sollte ein
zu verandernder Zielvektor in mdglichst geringer Kopienzahl in einer Bakterienzelle
vorliegen. Aus diesem Grund werden hauptsachlich BAC-Vektoren als Zielvektoren
eingesetzt, da sie in nur 1 - 2, max. jedoch in 5 Kopien pro Zelle vorhanden sind. Urséachlich
fur diese geringe Kopienanzahl ist der Replikationsursprung ori2, der durch die Genprodukte
von repE, parA, parB und parC kontrolliert wird. Als BAC-Zielvektor fur die Herstellung
retroviraler BACs wurde der Vektor pCCT (siehe Bild 4.1 A) verwendet. Dieser Vektor basiert
auf dem Vektor pCC1BAC™ (Epicentre), enthalt jedoch =zusatzlich eine
Rekombinationskassette, kodierend fiur die A Proteine Exo, Beta und Gam unter der Kontrolle
des L-Arabinose induzierbaren araBAD Promotors Pgap. Der Vektor pCC1 enthélt zusétzlich
zu ori2 einen weiteren Replikationsursprung, oriV. Dieser wird durch das Genprodukt von
trfA initiiert. Die Expression dieses Proteins wird in dem trfA-positiven E. coli Stamm Epi300
durch Zugabe von L-Arabinose induziert, was ein Ansteigen der Kopienzahl auf ca. 50 - 100

Kopien/Zelle bewirkt 2%

und dadurch ein Steigerung der Plasmidausbeute bei DNA-
Praparationen des Vektors ermdglicht.

ori2 oriV

A

1. Rekombination
pCCT-SIV (B)

/—.—< araC H gbx >{ recA
| SIVC )—<zeoR|—

l 2. Rekombination

pCCT-SIV (BC)

W< araC | gbx > recA >—.—{

SIVBC zeoRH —/

3. Rekombination
pCCT-SIV (ABC)

H—émpRH SIVABC zeoRH ' —/

Bild 4.1: Herstellung des lentiviralen BAC-Vektors pCCT-SIV iiber 3-Stufen-Rekombination in
E. coli Epi 300. Der Zielvektor pCCT beinhaltet alle zur Red-Rekombination (rosa) sowie zur Ver-
mittlung eines single- (dunkelblau) oder low-copy Status (hellblau) notwendigen Gene. Das Genom
von SIVmac239 (grau) wurde in drei Fragmente aufgeteilt, die nacheinander in drei unabhangigen
Rekombinationsschritten in den BAC-Vektor pCCT eingefiigt wurden. Schraffiert = LTR-Sequenzen.
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4.1.1.1 Herstellung linearer Transferkonstrukte

Fur die Entwicklung neuartiger SHIVs, die sich evtl. auch in der Genomorganisation bzw.
ihrem SIV - HIV-1 Anteil von den bisher verfigbaren Konstrukten unterscheiden, wurde fir
diese Arbeit zun&chst das Virusgenom des pathogenen SIVmac239 als Ausgangssequenz
fur die Herstellung eines BAC-Provirus verwendet. Dieses lIsolat diente auch bei der
Herstellung der bisher verfugbaren SHIVs als Basis. Die Sequenz von SIVmac239 wird
durch die beiden Plasmide p239SpSp5’ und p239SpE3’ nef open (siehe Tabelle 3-6) kodiert.
Initiale  Versuche das Virusgenom durch Verdau dieser Plasmide mit den
Restriktionsendonukleasen Sphl und Xhol und anschlieBender Ligation in pCCT auf
herkdbmmliche Weise zu klonieren, waren nicht erfolgreich. Daher wurde der gewinschte
SIV-BAC lber eine 3-stufige Red-Rekombination hergestellt. Zu diesem Zweck wurde das
SIVmac239 Virusgenom zunachst mittels PCR in drei Fragmenten A (2,6 kb), B (4,3 kb) und
C (3,4 kb) amplifiziert (siehe 3.2.3.1.1; Bild 4.2). Fragment B umfasste Sequenzen beider
Ausgangsplasmide und wurde Uber eine Fusions-PCR (Overlap Extension PCR; siehe
3.2.2.6) generiert. Uber die verwendeten Oligonukleotide wurden an jedes der drei
Fragmente passende Schnittstellen (Ascl und Xhol oder Pacl) fur die Klonierung in die
Vektoren pMX-RBX (siehe Tabelle 3-6) fusioniert. Die Fragmente A und C wiesen daruber
hinaus 50 bp Uberlappende Sequenzen zu Fragment B auf, die als homologe Bereiche fir
die Integration Uber Rekombination dienten. Durch Klonierung in die Vektoren pMX-RBX
wurde jedes der drei Virusgenom-Fragmente mit einer unterschiedlichen positiven
Selektionskassette, die eine Resistenz gegen eines der Antibiotika Ampicillin, Kanamycin
oder Zeocin vermittelt, und homologen Bereichen von je 50 bp zum Zielvektor pCCT
fusioniert (siehe Bild 4.2).

EcoRV Ascl EcoRV Pacl
I} '
Fragment A /_._émfyLTR gag pol [/
1 2629
EcoRV Ascl Xhol EcoRV
Fragment B / pol |vifkp>4vpr|tatkankaﬂl%* —
2577 6900
Asci EbeV Xhol EcoRV
'
Fragment C #— env_ lrev|nef 3‘LTR~<zeoR|— —
6851 10279

Bild 4.2: Lineare Transferkonstrukte zur Herstellung des BAC-Vektors pCCT-SIV. Lineare dsDNA-
Fragmente wurden durch Verdau der Plasmide pMZ-SIVA, pMA-SIVB und pMA-SIVC mit EcoRV
hergestellt. Jedes Transferkonstrukt besteht aus einem Virusgenom-Abschnitt von SIVmac239
(grau), fusioniert an eine bakterielle Selektionskassette (orange) und 50 bp homologe Arme (lila,
hell- und dunkelgriin) zur Rekombination in pCCT. Die Zahlen beziehen sich auf die
Nukleotidposition in SIVmac239.
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Durch Verdau der drei resultierenden Plasmide pMZ-SIVA, pMA-SIVB und pMA-SIVC mit
dem Blunt schneidenden Enzym EcoRV konnten schlief3lich drei lineare dsDNA-Fragmente
hergestellt werden, die als Transferkonstrukte fur die Rekombination in den BAC-Vektor
pCCT dienten.

4.1.1.2 Rekombinationsschritte

In einer ersten Red-Rekombination wurde das Fragment B, kodierend fir die Nukleotide
2577 bis 6900 von SIVmac239, iber die homologen Bereiche DG (dunkelgriin) und HG
(hellgrun) in den Zielvektor pCCT in E. coli Epi300 eingefugt (siehe 3.2.3.2; Bild 4.1). Durch
die Verwendung von Kanamycin-haltigen LB-Agarplatten wurde auf Bakterienklone mit
positiv rekombiniertem Vektor pCCT-SIVB selektioniert. Die erhaltenen Kolonien wurden
zunachst durch Replikaplattierung auf verschiedenen Selektionsplatten und analytische
C-PCR (siehe 3.2.2.5) weiter analysiert. Konkret wurden die erhaltenen Kolonien nach
diesem ersten Rekombinationsschritt auf Kanamycin-, Chloramphenicol- und auf Ampicillin-
haltigen Agarplatten ausgestrichen. Dabei konnte beobachtet werden, dass alle Klone sehr
gutes Wachstum in Gegenwart von Kanamycin zeigten, was dem erwarteten Verhalten von
positiven Rekombinanten entsprach. Jedoch konnte fir 13 von 16 Klonen auch ein leichtes
Wachstum auf Chloramphenicol-haltigen Platten beobachtet werden, was fir das zusatzliche
Vorhandensein des nicht-rekombiniertem Ausgangsvektors pCCT spricht (siehe auch Bild
4.3 C). Dies ist darauf zuriick zu filhren, dass pCCT nicht nur in einer einzigen Kopie pro
Zelle vorliegt. Auf Ampicillin-haltigen Platten konnte erwartungsgemaf keinerlei bakterielles
Wachstum beobachtet werden. Fir die zusatzliche Analyse dieser 16 getesteten Einzelklone
mittels C-PCR wurden Oligonukleotide verwendet, die (1) den Ubergang von pCCT in das
Fragment B (Rk1f + SIVBr), (2) den Ubergang der Kanamycin-Resistenzkassette in pCCT
(Rkef + camRr) und (3) nicht rekombinierten pCCT (Rk1f + Rk3r) nachweisen (siehe Bild
4.3 B). Es zeigte sich, dass 11 von 16 Klonen sowohl bei Ansatz (1) und (2) (siehe Bild
4.3 C, Spur 3-5, 7-10, 13-16) sowie 10 von 16 Klonen auch bei Ansatz (3) (siehe Bild 4.3 C,
Spur 1, 5-9, 11, 13-15) ein nachweisbares PCR Produkt lieferten. Dies bestétigt die
Annahme, dass bakterielle Einzelklone nach einer Rekombination mit pCCT teilweise eine
Mischung aus nicht-rekombiniertem Ausgangsvektor und positiv-rekombiniertem Vektor

enthalten.
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A Rekombination / Ausplattieren B @ @
auf geeignetem Selektionsagar Rk1f SIVBr Rk6f camRr
»> < -»> <«
l [ gbx | swB | kanaR | pcct |
CCT-SIVB — Rekombinati folgt
Analyse Einzelklone durch P ekombination eriolg
Replikaplattierung und C-PCR ®)
Rk1f RK3r
-> <«
l [[gbx | camr [ pcct |
BAC-DNA Préaparation / Verdau pCCT — nicht rekombiniert

Ausgangsvektor mit singular
schneidender Homing Endo-

; -
nuklease / Retransformation C 1234506 789101112131415168
l (1) 280bp— 500bp
Erneute Analyse Einzelklone 100bp
durch C-PCR
o (2) 255bp—| 500bp

—100bp

Anlegen Glycerinkultur far BAC-DNA Préaparation /

weitere Rekombinationen Restriktionsanalyse / (3) 381bp — —500bp
Sequenzierung —100bp

Bild 4.3: Analyse von Bakterien Einzelkolonien nach der ersten Red-Rekombination. (A) Schema
der einzelnen Analyse- und Aufreinigungsschritte. (B) Relative Lage der Oligonukleotide zum
Nachweis positiv rekombinanter Klone in einer C-PCR. (C). Ergebnis der C-PCR nach Integration von
SIV Fragment B in pCCT als Beispiel.

Anhand der Kombination dieser Ergebnisse wurden zwei Klone ausgewahlt (#3 und 4) und
fur eine BAC DNA-Praparation als Flussigkultur angezogen (siehe 3.2.2.3). Die erhaltene
BAC-DNA wurde mit der Homing Endonuklease PI-Scel, die nur im Ausgangsvektor pCCT,
nicht jedoch in positiv rekombiniertem pCCT-SIVB einmalig schneidet, verdaut und in
chemisch-kompetente E. coli Epi300 retransformiert. Diese Methode wurde kirzlich auch als
Unique Restriction Site Elimination (USE) bezeichnet *®. Es erfolgte eine erneute Analyse
der erhaltenen Klone mittels C-PCR. Es zeigte sich, dass nun alle Klone (6 von 6) in Ansatz
(1) und (2) positiv und in Ansatz (3) negativ waren (siehe oben). Dies bedeutet, dass die
analysierten Einzelklone jetzt ausschlie3lich den durch Rekombination neu hergestellten
BAC-Vektor pCCT-SIVB enthielten. Diese Klone dienten fur die Anfertigung von
Glycerinkulturen sowie der erneuten BAC DNA-Praparation. Die erhaltene Bacmid-DNA
wurde mittels Restriktionsanalyse und Sequenzierung erfolgreich auf eine vollstandige
Integritat des Konstruktes tberpruft.

Die angefertigten Glycerinkulturen dienten als Ausgangsmaterial fur den zweiten
Rekombinationsschritt, der zur Insertion des SIVmac239 Fragments C und damit der
Generierung von pCCT-SIVBC fiihrte (siehe Bild 4.1). Analog zu dem oben beschrieben
Verfahren wurde in diesem Schritt auf Zeocin-resistente, Kanamycin-sensitive Klone
selektioniert. Es erwiesen sich 2 von 16 Klonen als postitive Rekombinanten, die beide noch
mit nicht-rekombiniertem Ausgangsvektor kontaminiert waren. Die fir die C-PCR
verwendeten Oligonukleotide wurden entsprechend variiert. Es kamen die Oligonukleotide
tatlf, envlr, Rk7f, camRr, Rk1f und SIVBr (siehe 6.4) zum Einsatz. Als singuldr schneidende
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Homing Endonuklease fir den Verdau von nicht-rekombiniertem Ausgangsvektor
pCCT-SIVB wurde das Enzym I-Scel verwendet. Nach erneuter Analyse der erhaltenen
Einzelkolonien waren wieder alle Klone (6 von 6) rein d.h. mittels C-PCR wurde
ausschlie3lich erfolgreich rekombinierter Vektor pCCT-SIVBC nachgewiesen.

In einem dritten Rekombinationsschritt schlieBlich wurde das noch fehlende Genom-
Fragment A eingefigt. Die Selektion positiver Rekombinanten erfolgte mittels Ampicillin. Fur
die C-PCR kamen die Oligonukleotide Rk2f, Rk4r, pollf, pollrev, Rk1lf und SIVBr zum
Einsatz (siehe 6.4). Die Analysen zeigten, dass 16 von 16 getesteten Klonen erfolgreich
rekombinierten Vektor pCCT-SIV enthielten. Nicht rekombinierter Vektor pCCT-SIVBC
konnte analog zum ersten Schritt mit Hilfe der Homing Endonuklease PI-Scel verdaut und
somit erfolgreich eliminiert werden.

Als Ergebnis dieser drei einzelnen, hintereinander durchgefiihrten Red-Rekombinationen lag
nun das Volllange Virusgenom von SlIVmac239 als viraler BAC-Vektor pCCT-SIV vor.
Erwahnenswert ist an dieser Stelle, dass durch das Einfligen von Fragment A im dritten
Rekombinationsschritt die Rekombinationskassette gbx aus dem Vektor entfernt wurde. Dies
war im Vorfeld bewusst so gewahlt worden, um ungewollte Rekombinationen zu vermeiden
und so die Stabilitat des hergestellten SIV-BACs zu gewahrleisten. Erst nach diesem Schritt
wurde den Bakterienkulturen fir die DNA-Préparation L-Arabinose zur Induktion des low-
copy oriV zugegeben, da dies sonst auch zu einer Induktion der gbx-Kassette gefiihrt hatte.
Dies héatte zu ungewinschten Rekombinationen fuhren koénnen. V.a. jedoch ist die
Expression von A Gam mit der Zeit toxisch und hétte zu einem Absterben der Kulturen

gefuhrt.

4.1.2 Herstellung weiterer BAC-Proviren

Analog zu dem Verfahren wie unter 4.1.1 beschrieben, wurden zwei weitere lentivirale BACs
hergestellt. Der erste, pCCT-SIV+N kodiert ebenso wie pCCT-SIV fir das Genom von
SIVmac239. Jedoch wurde im 3’ LTR eine zusatzliche NF-kB Bindestelle eingefiigt, da
beschrieben ist, das dies zu einer gesteigerten Replikationsfahigkeit der resultierenden Viren
fuhrt 3!, Hierzu wurde in dem unter 4.1.1.1 hergestellten Plasmid pMA-SIVC die bereits
vorhandene NF-kB Bindestelle im 3’ LTR Uber ortsspezifische Mutagenese mittels PCR
durch die Verwendung entsprechender Oligonukleotide (siehe Tabelle 3-5) verdoppelt. Das
resultierende Plasmid pMA-SIVC+N wurde mit EcoRV verdaut und lieferte so das alternative
lineare dsDNA Fragment C+N. Dieses wurde analog zu Fragment C in den Vektor
pCCT-SIVB iber Rekombination eingefiigt. Im Anschluss daran wurde analog zu 4.1.1.2
Fragment A (ber Rekombination integriert, was zu dem zweiten SIV-BAC-Vektor
pCCT-SIV+N fihrte.

In Anlehnung an die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen der Diplomarbeit von Frau

Johanna Englberger ?°’ ein dritter lentiviraler BAC-Vektor hergestellt. Dieser kodiert fur das
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Virusgenom des pathogenen SHIV-89.6P, das die env-Sequenz eines dualtropen Virus vom
Subtyp B tragt. SHIV-89.6P ist eine virale Quasispezies, die durch Passagierung uber
mehrere Rhesus Makaken entstand '#. Fir die Herstellung des SHIV-BACs wurde der
molekulare Klon KB9 verwendet **", dessen DNA-Sequenz ebenso wie bei SIVmac239 durch
zwei Plasmide kodiert wird (siehe Tabelle 3-6). Das Design der erforderlichen
Rekombinationsfragmente, die Herstellung linearer Transferkonstrukte und schlief3lich die
Durchfiihrung der einzelnen Rekombinationsschritte erfolgten analog zu dem unter 4.1.1
beschriebenen Verfahren und resultierten in dem BAC-Vektor pCCT-SHIV-KB9.

Alle drei viralen BAC-Vektoren wurden durch Restriktionsanalyse (siehe Bild 4.11) und
Sequenzierung des gesamten Virusgenoms auf ihre vollstandige Integritat Uberpruft.

4.1.3 Rekombinations-Effizienzen

Fur die Bestimmung der Effizienz der durchgefihrten Red-Rekombinationen wurden bei
jedem Versuch auch nicht Red-induzierte Bakterien mit linearer dsDNA elektroporiert und auf
dem jeweils erforderlichen Selektionsmedium ausplattiert. Bei der Auswertung wurde sowohl
von Red-induzierten als auch von nicht Red-induzierten Kulturen die Anzahl der resistenten
Bakterienkolonien (colony forming units; CFU), normiert auf die Gesamtzahl der
Uberlebenden Bakterienzellen nach Elektroporation, bestimmt und diese Werte miteinander
verglichen (siehe Tabelle 4-1). Die Gesamtzahl der lebenden Bakterien wurde durch serielle
Verdinnungen der Kulturen im Verhaltnis von 1:1.000 bis 1:10.000 und Ausplattieren auf
LB-Agarplatten ohne Zusatze bestimmt.

Tabelle 4-1: Rekombinations-Effizienzen bei der Herstellung lentiviraler BACs (Mittelwerte aus flinf
unabhdngigen Experimenten)

Resistente Bakterienkolonien / 10 lebende Zellen
Red-induziert nicht Red-induziert
2,2 x 10*CFU 9,7 x 10°> CFU

Die erhaltenen Effizienzen zeigen einen Unterschied von 2 log Stufen zwischen induzierten
und nicht induzierten Bakterienkulturen und entsprechen damit den Erwartungen *"°**°.
Interessanterweise kam es bei 67 % der durchgefiihrten Rekombinationen zu gar keinem

Hintergrund in Form von resistenten Kolonien aus nicht Red-induzierten Bakterienkulturen.

4.1.4 Generierung zellfreier Virusuberstande

Zur Uberprufung ob eine Transfektion von eukaryotischen Zellen mit den hergestellten
viralen BACs Viruspartikel liefert wurden 293T-Zellen (siehe Tabelle 3-2) mit Aquimolaren
Mengen der BAC-Konstrukte (entsprechend ~2,5ug DNA) transfiziert. Zum Vergleich
wurden die Zellen auch mit den linearisierten Virusgenomen von SIVmac239 und SHIV-KB9

124,118

auf konventionelle Art transfiziert Hierfir wurden die 5 und 3 Teile der
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Virussequenzen der in Tabelle 3-6 aufgefiihrten Plasmide mittels Restriktionsendonukleasen
ausgeschnitten und miteinander ligiert. Es wurde direkt der Ligationsansatz zur Transfektion
verwendet. Die Zellkulturiberstande der einzelnen Ansatze wurden 72 h nach Transfektion
abgenommen, abzentrifugiert, in ein neues Gefald Uberfihrt und bei -80°C gelagert. Die
Menge an Viruspartikeln in diesen zellfreien Uberstanden wurde durch die Quantifizierung
der reverse Transkriptase-Aktivitat unter Verwendung des ,RetroSys™ Reverse
Transcriptase Activity Kit“ (siehe 3.2.4.3) bestimmit.

7000~
6000 Bild 4.4: Herstellung zellfreier Virusiiberstinde.
Pro Ansatz wurden 3x10° 293T-Zellen im 6-well
Format mit dquimolaren Mengen (0,21 pmol)
unterschiedlicher BAC-Vektoren bzw. lineari-
sierten Virusgenomen mittels PEl transfiziert.
Virushaltige Uberstinde wurden 72h nach
Transfektion geerntet und die Menge an
0- o o o reverser Transkriptase quantitativ bestimmt.

5000+
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Die Quantifizierung der RT-Aktivitat (siehe Bild 4.4) zeigt, dass eine Transfektion mit allen
drei hergestellten lentiviralen BAC-Vektoren pCCT-SIV, pCCT-SIV+N und pCCT-SHIV-KB9
zur Produktion von Viruspartikeln fuhrte. Diese Partikel erwiesen sich auch alle als infektios
(siehe 4.2.7). Die Transfektion mit lentiviralen Bacmiden erwies sich dabei als deutlich
effizienter (Faktor 5 bei SIV bzw. Faktor 100 bei SHIV-KB9) als eine Transfektion mit linearer
DNA.

4.2 BAC-Mutagenese

Fur die Mutagenese viraler BACs gibt es zahlreiche Rekombinations- und Selektionssysteme
(siehe 2.4.2). Da im letzten Schritt der BAC-Herstellung die Rekombinationskassette von
pCCT ersetzt wurde, musste fiir folgende Rekombinationen eine andere Quelle fiur die
Expression der Proteine Exo, Beta und Gam des A Phagen verwendet werden. Hierfur ist
prinzipiell die Verwendung eines Bakterienstammes, der einen defekten Prophagen stabil
integriert hat, oder die Verwendung eines Rekombinationsplasmids moglich. Da in den trfA+
E. coli Epi300 die Induktion des low-copy oriV moglich ist, wurde fur die weitere BAC-
Mutagenese dieser Stamm in Kombination mit dem Rekombinationsplasmid pSIM5
verwendet, welches die Phagenproteine unter der strikten Kontrolle des temperatur-
sensitiven Repressors cl857 exprimiert (siehe 2.4.2.1). pSIM5 wurde Uber Elektroporation in
BAC-tragende E. coli Epi300 eingebracht, mittels Chloramphenicol selektioniert und tber
eine C-PCR der resultierenden Bakterienkolonien nachgewiesen. Positive Klone wurden fir

die Anfertigung einer Glycerinkultur verwendet, die als Inokulum fir Flussigkulturen zur
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Rekombination diente (siehe 3.2.3.3). Die Expression der Gene exo, bet und gam konnte
hierbei durch einen kurzen Temperatursprung von 15 - 30 min auf 42 °C initiiert werden.

Das Plasmid pSIM5 tragt den Temperatur-sensitiven Replikationsursprung oril01. Dieser
garantiert die Stabilitéat des Plasmids bei niedrigen Temperaturen von 30 - 32 °C. Passagiert
man eine pSIM5 positive Bakterienkultur jedoch Gber mehrere Runden bei einer Temperatur
von 37°C oder hoher geht das Plasmid mit der Zeit verloren, da es nicht weiter vermehrt und
so schliel3lich ausgedinnt wird. Dies ermdglicht eine reine BAC DNA-Préparation nach
erfolgter Rekombination ohne Kontamination durch pSIM5.

Bei der Wahl eines Selektionssystems zur weiteren BAC-Mutagenese war es wichtig, ein
System zu verwenden, das keinerlei ,Narben® im Virusgenom zurlick lasst (siehe 2.4.2.2), da
nur so die Integritat aller Uberlappender Leserahmen von SIVmac239 gewahrleistet ist.
Daher wurde im Weiteren die doppelte Selektions- und Gegenselektionskassette rpsLNeo "
verwendet, da diese Kassette als wenig anféllig fur Mutationen gilt und die erforderlichen

Selektionsschritte einfach in der Handhabung sind.

4.2.1 Das Selektions- und Gegenselektionssytem rpsLNeo zur Herstellung von
SIV-BAC-Varianten

Die Verwendung der doppelten Selektions- und Gegenselektionskassette rpsLNeo ist in den
meisten E. coli K12 Laborstammen moglich, da diese eine Mutation im wt rpsL Gen
aufweisen. Diese Mutation verleint den Bakterien eine Resistenz gegenuber dem
Antibiotikum Streptomycin. Wird in solche Stamme eine Kopie der wt rpsL-Sequenz
eingebracht, ist dies dominant und die Bakterien werden wieder Streptomycin-sensitiv. Neo
verleiht eine Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum Kanamycin und erlaubt eine positive
Selektion der Kassette nach erfolgter Integration. Wird im Folgenden die rpsLNeo-Kassette
wieder durch eine beliebige andere DNA-Sequenz ersetzt, kann mittels Streptomycin auf die

Entfernung der Kassette selektioniert werden (siehe Bild 4.5).

Kana (30pg/ml) +
Strep (25pg/ml Bild 4.5: Funktionsweise der Selektions- und

. Gegenselektionskassette rpsLNeo. Zur Uber-
R prifung der Funktionalitdit der rpsLNeo-
Kassette in pCCT-SIVrN wurden Einzelkolonien
auf Kanamycin-haltigem oder Kanamycin- und
Streptomycin-haltigem LB Nahrmedium ausge-
strichen und UN bei 37 °C inkubiert. Die wtrpsL-
Sequenz vermittelt eine Sensitivitat gegentliber
Streptomycin.

Kana (30pug/ml)
7= =

R

E. coli Epi300 + pCCT-SIVrN

Zur Etablierung und Validierung der Mutagenese lentiviraler BACs unter Verwendung der
rpsLNeo-Kassette wurden zunachst ausschlieBlich Varianten des Vektors pCCT-SIV

hergestellt. In einem ersten Red-Rekombinationsschritt wurden, unter Verwendung von
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SIV-BAC- und pSIM5-tragender E. coli Epi300, 1,9 kb des zentralen env-Bereichs von
SIVmac239 durch die rpsLNeo-Kassette (1,5 kb) ersetzt (siehe 3.2.3.3). Durch die
Verwendung von Kanamycin-haltigen LB-Agarplatten konnte auf erfolgreich rekombinierte
Einzelklone selektioniert werden. Die Integration der Kassette wurde durch C-PCR unter der
Verwendung entsprechender Oligonukleotide nachgewiesen. Von positiven Einzelkolonien
wurden Flussigkulturen angezogen, die zur Entfernung des Rekombinationsplasmids pSIM5
3 — bmal bei 37 °C passagiert wurden. Dies geschah durch 1:5000 Verdiinnungen der Kultur
in neues Medium, im Abstand von je 12h. Aliquots der Kulturen wurden auf
Selektionsmedium ohne Chloramphenicol ausplattiert und erhaltene Bakterienkolonien
mittels C-PCR auf den Verlust von pSIM5 lberprift. C-PCR negative Klone wurden UN als
Flussigkultur bei 37 °C unter der Zugabe von L-Arabinose zur Induktion des oriV angezogen
und dienten als Ausgangsmaterial fir die DNA-Praparation des BAC-Vektors pCCT-SIVrN.
Dieser Vektor wurde durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung Uberpriift. Dabei wurden
keine Fehler festgestellt.

ori2 oriV

pCCT-SIV (18.240bp)

[ tatrev —] E'

env nef LTR

LTR gag pol

t

1 1. Rekombination

pCCT-SIVIN O tatrev, 0]
J-LTR gag pol lrosLNeo)  nef LTR}—/

" e,

1 2. Rekombination
pCCT-SIVdsRed

/LR SIVmac239 - LTR/

pCCT-SIVenvK N
J—LTR SiVmac239 [sivenvK)  LTRI
V

Bild 4.6: Mutagenese des BAC-Vektors pCCT-SIV in E. coli Epi300. Zunachst wurde der zentrale
SIVmac239 env Teil (1,9 kb) des Zielvektors pCCT-SIV durch die Selektions- und Gegenselektions-
kassette rpsLNeo (1,4 kb) ersetzt. Diese Kassette vermittelt E.coli Epi300 sowohl eine Kanamycin-
Resistenz als auch eine Streptomycin-Sensitivitat. In einem zweiten Rekombinationsschritt wurde
rpsLNeo durch eine Kassette kodierend fir den Fluoreszenzmarker dsRed bzw. durch eine mutierte
SIVmac239 env-Sequenz mit einer zusatzlichen Kpnl Restriktionsschnittstelle ersetzt. Als homologe
Bereiche dienten in beiden Schritten 50 bp bzw. 51 bp flankierende Sequenzen von SIVmac239.
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Bakterienklone, die den BAC-Vektor pCCT-SIVrN tragen, dienten als Ausgangsmaterial fir
eine zweite Rekombination, die analog zu dem oben beschriebenen Vorgehen durchgefuhrt
wurde. In diesem zweiten Rekombinationsschritt wurde die rpsLNeo-Kassette in
pCCT-SIVrN zunachst durch eine dsRed-Kassette (1,1 kb) ersetzt, die konstitutiv exprimiert
wird und ein in E. coli rot fluoreszierendes Protein kodiert. Diese Kassette wurde tber PCR
aus dem Plasmid pGA18-dsRed amplifiziert (siehe 3.2.3.1.2; Tabelle 3-6), wobei durch die
Verwendung entsprechender Oligonukleotide homologe Bereiche von 50 bp (5’) bzw. 51 bp
(3’) zum Zielvektor pCCT-SIVrN angefiigt wurden. Die Insertion der dsRed-Kassette diente
der Bestimmung der Effizienz des zweiten Rekombinationsschrittes zur Herstellung von
SIV-BAC Mutanten. Nach Durchfuhrung dieses Schrittes sowohl in Red-induzierten als auch
nicht Red-induzierten Kulturen, wurden die Bakterien auf Streptomycin-haltigem LB-Agar
ausplattiert und ca. 16 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Effizienz der
Rekombination wie unter 4.1.3 beschrieben bestimmt. Die Ergebnisse entsprachen den in
Tabelle 4-2 angegebenen Werten. Die Rekombinationsplatten wurden bei 4 °C gelagert und
die Bakterienkolonien in regelmaflligen Abstdnden mittels Fluoreszenzmikroskopie auf
Expression von dsRed untersucht. Anhand der Intensitdt des Signals konnte festgestellt
werden, dass die Expression 48 h nach Rekombination ein Maximum erreicht und danach
sehr stabil bleibt. So war die Fluoreszenz bei Lagerung der Platten bei 4 °C mind. eine
Woche unverandert detektierbar.

Parallel zur Insertion der dsRed-Kassette wurde zur Uberpriifung des Rekombinations-
systems rpsLNeo auch wieder durch die urspringliche SIVmac239 env-Sequenz (1,9 kb)
ersetzt, die im ersten Rekombinationsschritt durch rpsLNeo substituiert wurde. In diese virale
Sequenz wurde zuvor Uber ortsspezifische Mutagenese eine stille Mutation eingefiigt (siehe
auch Tabelle 3-5), die zur Ausbildung einer zuséatzlichen Erkennungsstelle fir die
Restriktionsendonuklease Kpnl fuhrte. So konnte die SIV-BAC Mutante pCCT-SIVenvK
hergestellt werden, die ein anderes Restriktionsmuster als der Ausgangsvektor pCCT-SIV
aufweist (siehe Bild 4.11), jedoch nach Transfektion von eukaryotischen Zellen zur

Produktion derselben Viren fuhrt.

4.2.2 Reduktion der Rekombinationseffizienz durch LTR-Rekombination

Die Analyse der Rekombinationseffizienzen in jedem der bisher durchgefiihrten Versuche
zeigte, dass allgemein die Insertion einer DNA-Sequenz, die direkt mit einem positiven
Selektionsmarker fusioniert ist, deutlich effizienter ist, als eine Substitution der rpsLNeo-
Kassette. Dies ist aus Tabelle 4-2 ersichtlich. So wurden bei Substitution von rpsLNeo in
Red-induzierten und nicht Red-induzierten Kulturen in etwa gleich viele Streptomycin-
resistente (StrepR) Bakterienkolonien erhalten. Auch Red-induzierte Kulturen, die ohne
Zugabe einer linearen dsDNA elektroporiert wurden, fuhrten zum Wachstum zahlreicher

Streptomycin-resistenter bakterieller Einzelklone.
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Tabelle 4-2: Effizienz der Red-Rekombination mit pSIM5 (Mittelwerte aus jeweils neun
unabhéngigen Experimenten)

Rekombinationsart Resistente Bakterienkolonien / 10° lebende Zellen
Red-induziert nicht Red-induziert Red-induziert
+ DNA + DNA - DNA
Insertion Sm 2,3 x 10* CFU 0,7 x 10° CFU n. d.
Substitution rpsLNeo 2,9 x 10° CFU 4,7 x 10° CFU 3,4 x 10° CFU

Es war daher die Uberpriifung einer Vielzahl von Kolonien mittels PCR notwendig, bis die
SIV-BAC Mutanten pCCT-SIVdsRed und pCCT-SIVenvK erfolgreich isoliert werden konnten.
Auch die fluoreszenzmikroskopische Analyse der mit dsRed elektrotransformierten Bakterien
zeigte, dass nur ein sehr geringer Prozentsatz der erhaltenen, Streptomycin-resistenten
Klone erfolgreich rekombiniert war. So konnten im Durchschnitt 13,3 % leuchtende Kolonien
beobachtet werden. Dieser Wert zeigte deutliche Schwankungen von 0 - 50 % in insgesamt
14 durchgefiuihrten Rekombinationsversuchen unter Verwendung der dsRed-Kassette. In
diesen Versuchen wurden verschiedene Parameter des Protokolls variiert, um deren Einfluss
auf die Effizienz zu udberprufen. Hierzu z&hlen unterschiedliche Red-Induktionszeiten,
unterschiedliche Protokolle zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien und die Variation
der Wachstumszeit und -temperatur nach Elektroporation. Jedoch brachte keine der
Veranderungen einen deutlichen oder reproduzierbaren Erfolg. Auch die Verwendung des E.
coli Stammes Stbl 2 (siehe Tabelle 3-1), der besonders fur die Klonierung unstabiler Inserts
wie z. B. retroviraler Genome konstruiert wurde 2%, brachte keine Verbesserung.

Durch die Analyse von Streptomycin-resistenten, nicht dsRed-exprimierenden Klonen konnte
schlie3lich gezeigt werden, dass diese Bakterienzellen zwar den BAC-Vektor pCCT tragen,
dieser jedoch das SIVmac239 Genom nicht mehr beinhaltet. Durch Sequenzierung der DNA
entsprechender Klone zeigte sich, dass als Uberrest der viralen Sequenz ein LTR im Vektor
zurlick geblieben ist, was typisch fur eine Ausrekombination des Virusgenoms Uber die

repetitiven LTR-Sequenzen ist (LTR-Rekombination).

4.2.3 Optimierung des Recombineering-Systems zur Steigerung der Effizienz

Der durch LTR-Rekombination verursachte hohe Hintergrund an Streptomycin-resistenten
Kolonien bei der Substitution von rpsLNeo macht die gleichzeitige Herstellung einer Vielzahl
von SIV-BAC Mutanten unmdglich. Daher wurde angestrebt, das Rekombinationssystem
anzupassen, um diesem Effekt entgegenzuwirken. Dies sollte spater die gleichzeitige
Konstruktion verschiedener SHIV-Varianten, die env-Sequenzen unterschiedlicher HIV-1
Isolate tragen, ermdglichen.

Zur Stabilisierung des SIVmac239 Genoms wurde eine zusatzliche Selektionskassette in den

SIV nef-Bereich eingefiigt. Damit kann zwar die Rate der LTR-Rekombination nicht
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vermindert werden, jedoch wird eine Gegenselektion zu diesem Ereignis moglich und das
Wachstum von LTR-Rekombinanten verhindert.

Hierflr wurde eine rickstandslos wieder entfernbare Selektionskassette, die eine Resistenz
gegeniber dem Antibiotikum Chloramphenicol vermittelt, Uber Rekombination in nef
eingefligt, da bereits gezeigt werden konnte, dass SIV Nef fur die in vivo Replikation von

135189 und im weiteren Verlauf nicht durch HIV-1

SHIVs in Makaken deutlich von Vorteil ist
Sequenzen ersetzt werden sollte. Das Design der Chloramphenicol-Resistenzkassette
orientierte sich an der von Tischer et al. *"® beschriebenen en passant Mutagenese. Diese
Methode ermdglicht eine spurlose Entfernung von DNA-Sequenzen Uber eine interne
homologe Rekombination und basiert ebenfalls auf der Anwendung der Red-
Rekombinationstechnologie. So wird nach Entfernung dieser Kassette aus dem SIV nef-

Bereich wieder ein vollstandig intakter nef ORF erhalten.

pCCT-SIVrN nef
JUR SIVmac239 [psineoy | LR/
4
pCCT-SIVrNc l I-Scel

N (
//—| LTR SIVmac239 |rpsLNeo$ !cam Rﬁ LTR/
! ;

pCCT-SIVRedc l I-Scel

Y s SIVmac239 camR Y LTRI/

l Induktion /-Scel
/i SIVmac239 ﬁ

1

l mﬂ LRy
pCCT-SIVRed
R SIVmac239 ‘ B

Bild 4.7: Effizienzsteigerung des Rekombinationssystems. Das Einfligen einer Selektionskassette in
den SIV nef ORF Uiber Red-Rekombination erlaubt eine Selektion auf Bacmide, die das SIVmac239-
Virusgenom integriert haben und wirkt so einer LTR-Rekombination entgegen. Nach erfolgreicher
BAC-Mutagenese lber rpsLNeo kann diese Kassette en passant wieder entfernt werden. Durch
Induktion der Homing Endonuklease I-Scel in dem Rekombinationsstamm E. coli GS1783 wird
flankierend zu der Selektionskassette geschnitten und lber eine zuvor mit eingefiihrte Sequenz-
duplikation kann eine interne homologe Rekombination stattfinden.
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Um diese Methode anwenden zu kénnen, wurden alle weiteren Rekombinationen dieser
Arbeit in dem Rekombinationsstamm E. coli GS1783 durchgefiihrt. Dieser Stamm tragt die
fur die Red-Rekombination erforderlichen Gene als stabil integrierten Prophagen im Genom.
Die Expression der Proteine Exo, Beta und Gam wird ebenso wie bei pSIM5 durch einen
Hitzeshift auf 42 °C induziert. AuRerdem haben E. coli GS1783 das Gen, das fir die Homing
Endonuklease I-Scel kodiert, unter der Kontrolle des L-Arabinose-induzierbaren Pgap
Promotors stabil integriert ’°. Die en passant Rekombination niitzt eine Sequenzduplikation
innerhalb der eingebrachten camR-Sequenz und eine unmittelbar benachbarte |-Scel
Erkennungsstelle fir die spurlose Entfernung des Selektionsmarkers (siehe Bild 4.7).

Im Einzelnen wurde zunéchst die Chloramphenicol-Resistenzkassette aus pCCT mittels
PCR amplifiziert. Uber die verwendeten Oligonukleotide (siehe Tabelle 3-3) wurden
homologe Arme von 50 bp zu SIV nef angefligt. Der homologe Bereich am 3’ Ende wurde
zusatzlich als Sequenzduplikation hinter den homologen Bereich am 5 Ende eingeflgt,
gefolgt von einer I-Scel Erkennungsstelle. Dieses Konstrukt wurde wie unter 3.2.3.4
beschrieben in pCCT-SIVrN-tragende E. coli GS1783 in den Zielvektor rekombiniert und
mittels Chloramphenicol-haltigen LB-Agarplatten selektioniert. Die rpsLNeo-Kassette des
resultierenden Vektors pCCT-SIVrNc wurde analog zu 4.1.3 durch eine dsRed-Kassette zur
Bestimmung der Rekombinationseffizienz ersetzt. Im Anschluss daran wurde in erneut Red—
induzierten Kulturen, der BAC-Vektor pCCT-SIVRedc durch Induktion der Expression von
I-Scel in vivo (im Bakterium) geschnitten. Die entstehenden dsDNA-Enden konnten nun
aufgrund der eingefligten Sequenzduplikation als Substrate fur eine interne Rekombination
dienen, wodurch die Chloramphenicol-Kassette aus dem Vektor entfernt wurde.

Es konnte beobachtet werden, dass die Effizienz der Substitution von rpsLNeo nun deutlich
erhoht war (siehe Tabelle 4-3 im Vergleich zu Tabelle 4-2).

Tabelle 4-3: Effizienz der optimierten Red-Rekombination mit GS1783 (Mittelwerte aus neun
unabhangigen Experimenten)

Rekombinationsart StrepR / 10° lebende Zellen
Red induziert + DNA nicht Red-induziert + DNA
Substitution rpsLNeo 1,8 x 10* CFU 7 x 10* CFU

Dies konnte durch Fuoreszenzmikroskopie bestatig werden. In drei unabhangig voneinander
durchgefuhrten Experimenten zeigten Streptomycin-resistente Klone nach der
Rekombination von dsRed durchschnittlich zu 81,1 % eine rote Fluoreszenz. Diese variierte
zwischen 65 % und 91,4 %. Streptomycin-resistente, nicht leuchtende Klone waren in einer
PCR zu 88 % positiv fur das Virusgenom, jedoch zeigte die BAC-DNA nach Praparation in
der Restriktionsanalyse unbekannte Banden (Daten nicht gezeigt).

Zur Analyse, welche Schritte des Rekombinationsprotokolls besonders zur Entstehung der

unerwiunschten LTR-Rekombinanten beitragen wurde die Anzahl Streptomycin-resistenter
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Klone nach verschiedenen Schritten des Protokolls mit und ohne Vorhandensein der camR
bestimmt (siehe Bild 4.8). Es konnte festgestellt werden, dass wahrend der Anzucht der
Flussigkulturen UN, der Red-Induktion und der Herstellung elektrokompetenter Bakterien die
Anzahl der StrepR Zellen zunahm. Nach Elektroporation konnte jedoch nur bei Selektion mit
Chloramphenicol ein deutlicher Unterschied in der Anzahl StrepR Kolonien in
Red-induzierten Bakterien im Vergleich zu nicht Red-induzierten Kulturen festgestellt
werden. Dies zeigt, dass die zusatzliche Integration eines weiteren Sm die Effizienz der
Rekombination unter Substitution von rpsLNeo deutlich erhoht hat.

A . B
Anzucht UN-Kultur s 1071 = - camR
. T 10 = camR
T
Red-Induktion Keine Red-Induktion § 105 ]
()
| | o
S 10
Herstellung Herstellung o 10°
elektrokompetenter elektrokompetenter %_ 102
Bakterien Bakterien o
*(7)‘ 101
l l /)‘90 /)‘90 /)% o% /)9"0
%, % % % %
- 9 T % % %
Elektroporation mit  Elektroporation mit T, O:4> % @O ‘6;0
linearer dsDNA linearer dsDNA e"o 02,4,_ % o, s,
% %, hy, % %
i) 7 )
> 5, /
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Bild 4.8: Entstehung Streptomycin-resistenter Bakterien wdhrend der Durchfiihrung des
Rekombinationsprotokolls. Nach jedem Schritt wdahrend der Durchfiihrung einer Red-
Rekombination (A) unter Substitution von rpsLNeo wurden Proben der Bakterienkultur entnommen,
auf LB Agar ohne Selektion oder mit Streptomycin ausplattiert und die Anzahl der StrepR Klone auf
die Gesamtzahl der lebenden Bakterienzellen normiert (B). i.= Red-induziert ; n.i.= nicht Red-
induziert

Die Effizienz der en passant Rekombination zur Entfernung des Selektionsmarkers wurde
ebenfalls bestimmt. Hierfiir wurden erhaltene Einzelkolonien mittels Replikaplattierung auf
Chloramphenicol-Sensitivitat Uberprift. Im Schnitt erwiesen sich 34,5 % der getesteten Klone
als sensitiv. Diese Zahl variierte zwischen 17 % und 73 % in insgesamt 11 Versuchen.
Chloramphenicol-sensitive Klone wurden als Flussigkultur angezogen, BAC-DNA wurde
isoliert und mittels Restriktionsverdau analysiert. Im Schnitt entsprach dabei rund die Halfte

der analysierten Klone dem jeweils gewiinschten Konstrukt (Daten nicht gezeigt).

4.2.4 Einfugen des trfA Gens zur Steigerung der Plasmid-Kopienanzahl

Fur die Anwendung der en passant Mutagenese war die Verwendung von E. coli GS1783
notwendig geworden. Dieser Bakterienstamm ist jedoch negativ fur das Gen trfA, das zur
Induktion des low-copy oriV von pCCT essentiell ist. Um die Erhéhung der Plasmid
Kopienanzahl auch in E. coli GS1783 zu ermdbglichen, wurde eine induzierbare trfA

Expressionskassette tber Rekombination in pCCT-SIV eingefiigt. Die trfA-Sequenz wurde
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mittels PCR aus dem Bakteriengenom von Epi300 amplifiziert und durch eine Overlap
Extension PCR (siehe 3.2.2.6) mit dem E. coli Rhamnose Operon (2,0 kb) aus pCR4-egfp
fusioniert. Da Yu et al. '*" bereits zeigen konnten, dass Pgrns und der Arabinose-induzierbare
Promotor Pgap gemeinsam in einer Bakterienzelle verwendet werden kdnnen, ohne dass es
zu einem Interferieren der Systeme kommt, wurde dieses Operon fir die Regulation der trfA
Expression ausgewahlt. Die Klonierung des PCR-Produktes in den Vektor pMZ-RBA
fusionierte die generierte Prpp-trfA-Kassette mit einer Ampicillin-Resistenzkassette und
homologen Armen fir die Integration in pCCT-SIV. Das komplette lineare Transferkonstrukt
von 4,5 kb wurde durch Verdau des Vektors pMZ-rhatrfA mit dem Blunt schneidenden
Enzym EcoRV generiert. Da der urspriinglich Giber 3-Stufen-Rekombination hergestellte BAC
pCCT-SIV (siehe 4.1.1) bereits eine Ampicillin-Resistenzkassette integriert hatte, musste
diese zuvor aus dem Vektor entfernt werden. Dies geschah durch Substitution der Resistenz
mit einer en passant entfernbaren Kanamycin-Resistenzkassette. Diese wurde analog zu
dem unter 4.2.3 beschriebenen Verfahren entworfen, jedoch mit veranderten homologen
Bereichen. Die finale Entfernung dieser Kanamycin-Resistenzkassette resultierte in dem
Vektor pCCT-SIVAamp, der als Substrat fiir die Integration der trfA-Kassette diente. In
erfolgreich rekombinierte Klone wurde im Anschluss sowohl die rpsLNeo-Kassette als auch
die Chloramphenicol-Resistenz Uber Rekombination eingebracht. Dies filhrte zu den fir die
weiteren Versuche verwendeten Vektoren pCCT-SIVINCT (siehe Bild 4.9) und
pCCT-SIV+NrNcT.

Die Expression von trfA wurde indirekt durch die Zugabe unterschiedlicher Rhamnose
Konzentrationen zu Flussigkulturen von E. coli GS1783 mit pCCT-SIVINCT uber die DNA-
Ausbeute nach erfolgter BAC DNA-Isolierung analysiert. Es zeigte sich, dass eine
Konzentration von 1 mM L-Rhamnose in der Bakterienkultur zu einer maximalen Steigerung
der Kopienanzahl von pCCT-SIVrNcT auf ca. 27 Kopien pro Zelle fihrte. Somit kann die
Kopienanzahl der BAC-Vektoren pCCT-SIVINcT und pCCT-SIV+NrNcT, unabhéngig vom
Bakterienstamm in dem sie sich befinden, erhdht und damit die DNA-Ausbeute bei Plasmid-
Praparation deutlich gesteigert werden.

ori2 oriV

pCCT-SIVINCT {21.948 bp)

-Ceuf

/
rhaR>< rhaﬁﬂtrm >| Sivmac239 __ |psiiNeo [

7/

PrhaRS PrhaB

Bild 4.9: Schematische Darstellung des BAC-Vektors pCCT-SIVrNcT. Gezeigt ist der als Zielvektor
verwendete Vektor kodierend fir das Genom von SIVmac239 (grau; schraffiert = LTR-Sequenzen)
mit integrierten Selektionskassetten (rosa bzw. orange) und Genen zur Vermittlung eines single-
(dunkelblau) bzw. low-copy Status (hellblau).
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4.2.5 Herstellung erster SHIV-Konstrukte basierend auf SHIV-89.6P

Um zu zeigen, dass sich das etablierte Rekombinationssystem dazu eignet, auch gréRere
DNA-Fragmente durch Substitution von rpsLNeo in einen lentiviralen BAC einzubringen,
wurde als erstes SHIV-Konstrukt der molekulare Klon SHIV-KB9 der pathogenen viralen
Quasispezies SHIV-89.6P rekonstruiert (siehe Bild 4.10). Hierfur wurde der komplette HIV-1
Bereich des molekularen Klons KB9 (2,9 kb) tber PCR aus pSHIV-KB9 3’ (siehe Tabelle
3-6) amplifiziert, wobei durch die Verwendung entsprechender Oligonukleotide homologe
Bereiche von 50 bp zu SIVmac239 angefiigt wurden. Dieses lineare dsDNA-Fragment wurde
Uber Rekombination in E.coli GS1783 (siehe 3.2.3.4) sowohl in den BAC-Vektor
PCCT-SIVrNcT als auch in den Vektor pCCT-SIV+NrNcT (zusatzliche NF-kB Bindestelle im
3 LTR) durch Substitution der rpsLNeo-Kassette integriert. Streptomycin- und
Chloramphenicol-resistente  Klone wurden zunéchst mittels C-PCR auf positive
Rekombination Uberprift und anschlieBend fur die en passant Mutagenese (siehe 3.2.3.5)
zur Entfernung der stabilisierenden camR verwendet (entsprechend Bild 4.7).

Die resultierenden Vektoren pCCT-SHIV-KB9wt und pCCT-SHIV-KB9wt+N wurden nach
BAC DNA-Isolierung durch Restriktionsverdau und Sequenzierung analysiert. Sie kodieren
fur SHIVs, die im HIV-1 Teil identisch sind zu SHIV-KB9. Das SIV Backbone entspricht
jedoch dem wt SIVmac239 Genom, wie es durch die Plasmide p239SpSp5’ und p239SpE3’
nef open (siehe Tabelle 3-6) kodiert wird und nicht der SIV Sequenz wie sie im molekularen
Klon KB9 vorliegt. Durch die in vivo Passagierung von SHIV-89.6 kam es zur Akquisition
zahlreicher Punktmutationen, besonders im Bereich von HIV env und tat sowie in der nicht-
kodierenden Sequenz des SIV LTRs, was in der viralen Quasispezies SHIV-89.6P
resusltierte. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Veranderungen im env-Bereich flr
die Fahigkeit der Quasspezies, Lymphozyten zu depletieren verantwortlich ist ***. Die LTR-

und Tat-Veranderungen scheinen dagegen eine Konsequenz der Wirtsanpassung zu sein.
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SIVmac239 : :
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X = Punktmutation
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XX X XX X | p0|
gag |
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Bild 4.10: Schema zur Herstellung des ersten chimaren SHIV-Konstruktes. Die komplette HIV-1
Sequenz von SHIV-KB9 (2,9 kb) wurde Giber Red-Rekombination in das wt SIVmac239 Genom (in den
Vektoren pCCT-SIVrNcT und pCCT-SIV+NrNcT) eingefligt. Durch Passagierung entstandene
Mutationen im SIV backbone sind durch X gekennzeichnet. Die LTR-Sequenzen sind schraffiert
gezeichnet. Die Nukleotidsequenz der Uberginge zwischen SIV (grau) und HIV (schwarz) ist
detailliert dargestellt.

Die hier hergestellten Konstrukte belegen zum einen die Anwendbarkeit des etablierten Red-
Rekombinationssystems zur Herstellung chiméarer SHIVs. Desweiteren kdnnen sie Hinweise
geben, wie wichtig die im gesamten SIV-Bereich akkumulierten Mutationen fir die

Replikationsfahigkeit der resultierenden Viren sind.

4.2.6 Restriktionsanalyse der hergestellten BAC-Vektoren

Zur Uberprifung der Integritat der hergestellten BAC-Varianten wurden nach jedem
Rekombinationsschritt Bakterienkolonien, die sowohl den erwarteten Phanotyp als auch ein
positives C-PCR Ergebnis geliefert hatten, als Flussigkulturen angezogen und BAC-DNA
isoliert. Es wurden stets mehrere Klone durch Restriktionsverdau analysiert (siehe Bild 4.11).
Die anfangs hergestellten Vektoren pCCT-SIV und pCCT-SIV+N wurden stets mit Kpnl und
Nhel verdaut, davon abgeleitete BACs entweder nur mit Kpnl oder falls méglich mit Kpnl und
Xhol. Die veranderten DNA-Bereiche einschlieBlich der homologen Sequenzen wurden

routinemafig durch Sequenzierung verifiziert.
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Erwartete Fragmente (bp):

SIV- SIV- SIV- | SHIV- | SHIV-
Red envK | rNcT KB9 KB9wt

4534 | 4587 | 4587 | 7769 | 5685 4329
4329 | 4329 | 4329 | 5016 | 4502 3516
3516 | 3516 | 3516 | 4329 | 3516 3357
2967 | 2208 | 1667 | 3516 | 2036 2036
1576 | 1576 | 1576 823 1207 1484
823 823 1300 495 823 1207
495 495 823 495 823
495 495

SIvV

Bild 4.11: Restriktionsanalyse der SIVmac239-basierten BAC-Vektoren. Bacmid-DNA wurde mittels
Qiaprep Spin Mini Kit aufgereinigt und die Konzentration bestimmt. Je 500 ng DNA wurden UN bei
37 °C mit geeigneten Restriktionsenzymen verdaut und mit Hilfe eines 0,8 %igen Agarosegels
analysiert. Die GroRe der erwarteten DNA-Fragmente ist angegeben. Die +N-Varianten weisen ein
um 15 bp grofReres Fragment auf als die entsprechenden Varianten mit nur einer NF-kB Bindestelle
und sind nicht extra aufgefihrt.

4.2.7 Invitro Infektiositat und Replikation der generierten Virusvarianten

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Uber Red-Rekombination hergestellten SIV-BAC-
Varianten zur Produktion von infektidsen Viruspartikeln geeignet sind. Hierzu wurden, wie
bereits unter 4.1.4 beschrieben, 293T-Zellen mit den verschiedenen BAC-Konstrukten in
aquimolaren Mengen (entsprechend 2 -2,5ug DNA) transfiziert. Die Partikelproduktion
wurde durch Bestimmung der RT-Aktivitat in den zellfreien Uberstanden analysiert. Wie aus
Bild 4.12 A ersichtlich ist, fihrte die Transfektion mit allen lentiviralen BAC-Konstrukten zur
Produktion von Viruspartikeln. BACs mit integrierten Selektionskassetten rpsLNeo und/oder
camR im Bereich von env und nef lieferten nur sehr geringe Mengen RT im Uberstand. Dies
war zu erwarten, da diese Virusgenome aufgrund der Integration von rpsLNeo kein RRE
(Rev-responsive element) mehr enthalten und es somit zu keinem Kernexport der viralen
RNAs kommt ?°°, In Infektionsstudien konnte auch keinerlei Infektiositét dieser Uberstande
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die (brigen hergestellten Uberstande enthielten
infektibse Viruspartikel (siehe Bild 4.12 B). Dies konnte durch Infektion der HIV-1
Indikatorzelllinie TZM-bl (siehe 3.1.1.2), die firefly Luciferase Tat-abhangig unter einem LTR-
Promotor exprimiert, nachgewiesen werden. Die SIVmac239 Variante mit einer zusatzlichen
NF-kB Bindestelle zeigte dabei die grote Infektiositat. Die neu generierten SHIV-Varianten
SHIV-KB9wt und SHIV-KBOwt+N erwiesen sich ebenfalls als infektiose Viren, mit einem zu
SHIV-KB9 vergleichbar infektiosen Potential.
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Bild 4.12: Herstellung infektioser Virusuberstande. (A) Zur Herstellung zellfreier Virusiberstinde
wurden 3x10° 293T Zellen im 6-well Format mit je 0,21 pmol DNA mittels PEl transfiziert. Die
Uberstdnde wurden 72 h nach Transfektion geerntet und die Menge an reverser Transkriptase
quantitativ bestimmt. (B) Zur Analyse der in vitro Infektiositat wurden TZM-bl Indikatorzellen mit
auf RT-Aktivitat normierten Virusmengen infiziert und 48 h p.i. die Luciferase-Aktivitat bestimmt. Als
Negativkontrolle (mock) dienten mit pCCT transfizierte Zellen.

SchlieBBlich wurde auch die Replikationsfahigkeit der hergestellten Viren in der HIV/SIV
Indikatorzelllinie CEMx174.5.25.M7 (CEM-M7) und in humanen sowie in Rhesus PBMC
analysiert. Bei CEMx174 Zellen handelt sich um eine besonders fur SIV permissive, hybride
T-/B-Zelllinie, die stabil mit einem HIV-1-LTR-GFP-Konstrukt transfiziert ist (siehe Tabelle
3-2). Humane sowie Rhesus PBMC wurden aus Vollblut von gesunden menschlichen
Spendern oder von Rhesus Makaken durch Zentrifugation tber Ficoll™ gewonnen (siehe
3.2.5.2). Zur Bestimmung der in vitro Replikationsfahigkeit der hergestellten Viren wurden
definierte Zellzahlen mit auf RT-Aktivitat normierten Virusmengen infiziert und die Produktion
von neuen Viruspartikeln anhand der RT-Menge in den Zelliberstdnden gemessen. Die
Replikationskinetiken (siehe Bild 4.13) zeigen, dass alle sechs getesteten Virusvarianten
in vitro vermehrungsféhig sind. Die Replikation erfolgte jedoch in den verschiedenen
verwendeten Zelltypen mit einer unterschiedlichen Kinetik. In humanen PBMC (siehe Bild
4.13 A) wiesen alle sechs Viren ein nahezu identisches Replikationsprofil auf, das ein
Maximum an Tag 13 zeigt. Im Gegensatz dazu war das Replikationsverhalten in Rhesus
Makaken PBMC (siehe Bild 4.13 B) heterogen. Die maximale Partikelproduktion wurde
bereits an Tag 5 erreicht. Die SIVmac239 Viren (SIV, SIV+N und SIVenvK) zeigten alle ein
sehr ahnliches Replikationsprofil. SHIV-KB9 wies einen ahnlichen Replikationsverlauf auf,
jedoch mit niedrigeren Absolutwerten. SHIV-KB9-basierte Viren mit dem urspringlichen,
nicht passagierten SIVmac239 backbone kénnen in Makaken PBMC entweder nicht
replizieren (SHIV-KB9wt) oder nur sehr schwach (SHIV-KB9wt+N). Dies zeigt, dass die
durch in vivo Passagierung erworbenen Punktmutationen von SHIV-KB9 im SIV-Bereich
essentiell fir die Replikation in Makaken sind. Die Tatsache, dass die SHIV-KB9wt-Variante

mit einer zusétzlichen NF-kB Bindestelle das Replikationsdefizit von SHIV-KB9wt zumindest
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teilweise kompensieren kann, deutet darauf hin, dass die effiziente Transkription des
Virusgenoms hier der limitierende Faktor ist.
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Alle sechs Virusvarianten replizierten in CEM-M7 Zellen (siehe Bild 4.13 C). Wiederum
verhielten sich die SIV-Varianten sehr ahnlich. SHIV-KB9 replizierte in dieser Zelllinie etwas
schlechter als die SHIV-KB9wt-Varianten, wobei SHIV-KBOwt+N wiederum etwas schneller
replizierte als die Variante ohne zusatzliche NF-kB Bindestelle.

CEM-M7 Zellen sollten als mogliche Korezeptoren auf der Oberflache sowohl CCR5 als auch
CXCR4 exprimieren. Dies wurde mittels durchflusszytometrischer Analyse nach Farbung der
Rezeptoren mit spezifischen monoklonalen Antikorpern, an die unterschiedliche
Fluorochrome gekoppelt sind, Uberprift. Es wurde ausschlie3lich die Expression von CXCR4
nachgewiesen, nicht jedoch von CCR5 (Daten nicht gezeigt). Da es jedoch ein
Hauptanspruch ist, R5-trope SHIVs herzustellen, wurden diese Zellen fir weitere
Replikationsanalysen ausgeschlossen.

Zur genauen Analyse des Effekts der zweiten NF-kB Bindestelle im 3’ LTR der Viren SIV+N
und SHIV-KB9+N wurden sowohl humane als auch Rhesus PBMC mit diesen Viren, sowohl
in Gegenwart als auch in Abwesenheit von Tumornekrosefaktor (TNF-a), infiziert. Zum
Vergleich wurden die verwendeten PBMC mit den jeweiligen Virusvarianten mit nur einer
NF-kB Bindestelle infiziert. TNF-a ist ein multifunktionales Zytokin. Bindung von TNF an die
TNF-Rezeptoren 1 und 2 I6st u. a. eine Signalkaskade aus, die letztlich zur Aktivierung des
Transkriptionsaktivators NF-kB und dessen Translokation in den Zellkern fahrt. Durch
Zugabe von extrazellularem, loslichem TNF-a zum verwendeten Zellkulturmedium kann

dieser Effekt verstarkt werden und es sollte zu einer gesteigerten Transkription des
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Virusgenoms und damit einer verstarkten Partikelproduktion kommen. Die
Replikationskinetiken in humanen PBMC (siehe Bild 4.14 A) zeigen, dass (1) die +N-
Varianten ahnlich schnell replizieren wie die entsprechenden Viren ohne zusatzliche NF-kB
Bindestelle und (2) eine Zugabe von TNF-a zum Kulturmedium die Replikation
beschleunigen kann, sowohl von Viren mit einer als auch mit zwei NF-kB Bindestellen.

In Rhesus PBMC (siehe Bild 4.14 B) konnten diese in vitro Effekte nicht beobachtet werden,
es ist jedoch davon auszugehen, dass v. a. die in vivo Replikationsfahigkeit der Viren
gesteigert wird, da bereits gezeigt wurde, dass eine Duplikation der NF-kB Bindestelle in vivo
passagierter SIVs in hoch aggressiven, letalen Varianten resultieren kann *°. Die
Replikationskinetik in Bild 4.13 B zeigt, dass SHIV-KBOwt+N in Rhesus PBMC replizieren
kann, SHIV-KB9wt jedoch nicht. Dies macht den mdglichen starken Einfluss einer

zusatzlichen NF-kB Bindestelle auf das Replikationsverhalten eines Lentivirus deutlich.
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Bild 4.14: Einfluss der zweiten NF-kB Bindestelle im 3’ LTR auf die Virusreplikation in vitro. Es
wurden sowohl 1x10° humane (A) als auch 1x10°> Rhesus (B) PBMC mit je 100 pg RT-haltigen
Virusuberstianden infiziert. Die Kulturen wurden mit und ohne 10 ng/ml TNF-a kultiviert. Alle 48 h
wurden Proben der Uberstinde entnommen und deren Viruskonzentration tber die RT-Aktivitat
bestimmt.

4.2.8 Herstellung funktionell unterschiedlicher SHIV-Varianten

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Methode des Red-
Recombineering sehr gut zur Herstellung und Mutagenese von lentiviralen BACs eignet und
somit eine ideale Methode fir die (1) schnelle, (2) effiziente und (3) standardisierbare
Etablierung neuer SHIVs ist. Der Einsatzbereich ist dabei sehr vielseitig. In einer ersten

Applikation sollten mit dem etablierten System funktionell unterschiedliche SHIV-Varianten
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hergestellt werden. So wurden, ausgehend von SHIV-89.6P, Viren mit unterschiedlicher
Korezeptor-Verwendung generiert. Durch Veranderung der env V3-Region sollten aus einem
dualtropen Ausgangsvirus moglichst rein X4- bzw. rein R5-trope Viren gemacht werden. Wie
unter 2.1.4 beschrieben, kann durch eine gezielte Veranderung der Aminosduresequenz
dieses variablen Bereichs von gp120 die Korezeptor-Verwendung eines HI-Virus veréndert
werden. Hierfur sind v. a. die Aminosauren an Position 11, 24 und 25 von V3 von Bedeutung.
Als Ausgangskonstrukt diente der unter 4.1.2 beschriebene BAC pCCT-SHIV-KB9. Analog
zu dem unter 4.2.3 beschriebenen System (siehe Bild 4.7) wurden durch Verwendung der
Selektionskassette rpsLNeo, in Kombination mit einer en passant-entfernbaren
Chloramphenicol-Resistenz, vier BAC-Varianten Uber Red-Rekombination generiert. Dazu
wurde in einer ersten Rekombination in E. coli GS1783 (siehe 3.2.3.4) wurde die env V3-
Region (105 bp) von pCCT-SHIV-KB9 mit beidseitig flankierenden Bereichen (insgesamt
362 bp) durch eine rpsLNeo-Kassette ersetzt (1,5 kb). Diese wurde mittels PCR aus dem
Plasmid pSC-wtrpsLNeo amplifiziert (siehe 3.2.3.1.2). Hierfir wurden Oligonukleotide
verwendet, die 50 bp homologe Sequenzen zu den V3-angrenzenden Bereichen aufwiesen.
In einem zweiten Rekombinationsdurchgang wurde analog zu 4.2.3 eine Selektionskassette,
die eine Resistenz gegeniber Chloramphenicol vermittelt, in den SIV nef-Bereich als
Insertion eingefligt. Der resultierende Vektor pCCT-SHIV-KB9rNcV3, wurde durch
Restriktionsanalyse und Sequenzierung verifiziert. Dieser BAC-Vektor wurde als
Ausgangskonstrukt fir die Insertion verschiedener env V3-Sequenzen verwendet. Auf Basis
der 11/24/25-Regel (siehe 2.1.4) wurden vier V3-Varianten hergestellt, die zu einer

Veranderung des Korezeptor-Tropismus der resultierenden Viren fihren sollten.

Bild 4.15: Design der V3-Varianten. Die
AS der V3-Region von SHIV-KBYS wurden
an Position 10/11 und 23/24/25 so

——— gpl20 — pe—gpil—

VIVZ V3 V4V5 verandert, dass es zu einem Korezeptor-
’,/’"‘\\_ Wechsel der resultierenden Viren
//” \‘\-\ kommen sollte. Positiv geladene AS an
R5/X4 CTRENNNTRERLSIGPGRAFYARRNI IGDTRQAHC  diesen Positionen, die zu einer Erh6hung
R5 KS TGD der Netto-Ladung der V3-Region flhren,
KS IGK sind mit einem X4-Tropismus asso-

X4 KR IGK zilert ",

KR TGD

Matsuda et al. **® konnten bereits zeigen, dass es durch die Modifizierung der V3-Sequenz
eines von SHIV-89.6P abgeleiteten Virus, unter Verwendung der AS Lysin und Serin an
Position 10 und 11 sowie den AS Threonin, Glycin und Aspartat an Position 23, 24 und 25
zur Veradnderung der Korezeptor-Préaferenz des resultierenden SHIV in Richtung CCR5

kommt. Die von Matsuda et al. verwendete Sequenz diente daher als Vorlage fir das Design
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der ersten SHIV-KB9 V3-Variante KS-TGD. Im Vergleich dazu sollte auch eine X4-trope
Virusvariante durch Verwendung der AS Lysin und Arginin an Position 10 und 11 sowie
Isoleucin, Glycin und Lysin an Position 23, 24 und 25 geschaffen werden °'. Die beiden
anderen in dieser Arbeit hergestellten SHIV V3-Varianten stellen Kombinationen der oben
aufgefuhrten Motive dar und sollten weitere Hinweise Uber den Beitrag der einzelnen Motive
fur die Korezeptor-Praferenz der resultierenden Viren liefern. Die Herstellung der
V3-Sequenzen erfolgte durch Overlap Extension PCR unter Verwendung entsprechender
Oligonukleotide (siehe 3.2.3.1.2). Alle vier neu generierten V3-Sequenzen konnten durch
Substitution von rpsLNeo und Selektion mittels Streptomycin und Chloramphenicol in
pCCT-SHIV-KB9 eingebracht werden. Im Anschluss daran wurde, in vier parallelen
Ansatzen, die camR Uber en passant Rekombination entfernt, was zur Herstellung der
SHIV-BACs pCCT-KS-TGD, pCCT-KS-IGK, pCCT-KR-TGD und pCCT-KR-IGK fiihrte. Diese
neuen BAC-Konstrukte wurden alle mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung auf ihre
vollstandige Integritat Uberprift (siehe Bild 4.16). Die Rekombinationseffizienz lag bei
3,1x10* CFU (StrepR/10® lebende Zellen) in Red-induzierten Kulturen und entsprach damit
gut den unter 4.2.3 angegebenen Werten. Es war keinerlei Hintergrund von Streptomycin-

resistenten Bakterien in nicht Red-induzierten Kulturen detektierbar.

Erwartete Fragmente (bp):

SHIV- KB9 V3
KB9 rNcV3 | Varianten

5685 6588 5685
4502 4502 4502
3516 3516 3516
2036 3120 2036
1207 1207 1207
823 823 823
495 495 495

Bild 4.16: Restriktionsanalyse der SHIV-KB9-basierten V3-Varianten. BAC-DNA wurde mittels
Qiaprep Spin Mini Kit aufgereinigt und die Konzentration bestimmt. Je 500 ng DNA wurden UN bei
37 °C mit geeigneten Restriktionsenzymen (Kpnl und Xhol) verdaut und auf einem 0,8 %igen
Agarosegel analysiert.

4.2.8.1 In vitro Infektiositat und Replikation

Zur Herstellung zellfreier Virusuberstande wurden analog zu 4.1.4 und 4.2.7 293T-Zellen mit
aquimolaren Mengen der vier BAC V3-Varianten von pCCT-SHIV-KB9 transfiziert. Die
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Partikelproduktion wurde durch Bestimmung der RT-Aktivitdt in den Zellkulturiiberstanden
analysiert. Die Transfektion mit allen vier V3-Varianten pCCT-KS-TGD, pCCT-KS-IGK,
pPpCCT-KR-TGD und pCCT-KR-IGK sowie der Ausgangskonstrukte pCCT-SHIVKB9 und
pCCT-SHIVKB9-rNcV3 und auch pCCT-SIV fuhrte zur Produktion von &hnlichen Mengen an
Viruspartikeln (siehe Bild 4.17 A). Zum Vergleich wurden 293T-Zellen auch mit einem
Plasmid kodierend fir das HIV-1 Isolat NL4-3 transfiziert. Dies ist ein T-Zell adaptiertes
(TCLA), X4-tropes Isolat, das eine hohe Infektiositat und Replikationsfahigkeit in zahlreichen
Zelllinien aufweist. Fir NL4-3 konnte erwartungsgemald eine sehr hohe Partikelproduktion
beobachtet werden. Nachdem sich die hergestellten Viruspartikel als infektiés in TZM-bl
Zellen erwiesen hatten (Daten nicht gezeigt), wurden sie auf ihre Replikationsfahigkeit in
humanen PBMC untersucht. Die Replikationskinetik (siehe Bild 4.17 B) zeigt, dass drei der
vier V3-Varianten in vitro replikationskompetent sind. Am schnellsten konnte die Variante
KS-TGD replizieren, mit einem Maximum der Partikelproduktion an Tag 9. Variante KS-IGK
und KR-TGD zeigten erst ab Tag 9 einen Anstieg in der Partikelproduktion, mit einem
Maximum an Tag 15, jedoch geringere Absolutwerte an produzierter RT-Menge als die V3-
Mutante KS-TGD. Fur die V3-Variante KR-IGK konnte keine Replikation in humanen PBMC

nachgewiesen werden.

A B
—o—NL4-3
250 9000+ ) —e— SHIV-KBY
%00 8000+ —&— SlVmac239
70004 —e— KB9-INCV3
2501 = 6000 ——KS-TGD
E 200 £ 50001 —A— KS-IGK
> 2 —— KR-IGK
£ = 4000
= 1504 = —— KR-TGD
T f 3000 —¥— mock
1004
20004
504 10004
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Bild 4.17: Herstellung zellfreier Virusiiberstinde und deren Replikationsverhalten. (A) Pro Ansatz
wurden 3x10° 293T-Zellen im 6-well Format mit dquimolaren Mengen (0,21 pmol) der unter-
schiedlichen SHIV-KB9 basierten BAC-Vektoren mittels PEIl transfiziert. Virushaltige Uberstinde
wurden 72 h nach Transfektion geerntet und die Menge an reverser Transkriptase quantitativ
bestimmt (B). Zur Analyse der in vitro Replikation wurden humane PBMC mit auf RT-Aktivitat
normierten Virusmengen infiziert und die Partikelproduktion anhand der RT-Aktivitdt in den
Uberstinden bestimmt. Mock = uninfizierte Zellen.

4.2.8.2 Korezeptor-Verwendung

Zur Untersuchung der Korezeptor-Praferenz der neu hergestellten SHIV-KB9-basierten
V3-Mutanten wurden TZM-bl Zellen mit und ohne Vorinkubation mit einem CXCR4- bzw.
CCRb5-spezifischen Korezeptor-Antagonisten infiziert. Die Zahl der infizierten Zellen wurde

durch die Messung der Luciferase-Aktivitat des Zelllysats 48 h nach Infektion bestimmt. Als
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Korezeptor-Antagonisten wurden die synthetisch hergestellten, nicht-peptidischen Inhibitoren
AMD3100 und TAK779 (siehe Tabelle 3-12) verwendet. Diese binden mit hoher Affinitat an
CXCR4 bzw. CCR5 und konnen so die Infektion einer CD4" HIV-1 Zielzelle mit einem
X4- bzw. R5-tropen Virus verhindern.

40000+ . DMEM
== AMD3100 (1pM)
35000+ == TAK779 (10uM)
30000+
25000+
D T
— 200004
o
150004
100004
* *
50001
* [N TP
04 m (| (| M I Bl )
9

Bild 4.18: Korezeptor-Verwendung der SHIV-KB9 V3-Varianten. Infektion der CD4-, CCR5- und
CXCR4- positiven Indikatorzelllinie TZM-bl (1,5x10* Zellen/96-well) mit und ohne Vorinkubation mit
dem CXCR4-Antagonisten AMD3100 (1uM) oder dem CCR5-Antagonisten TAK779 (10uM). Diese
synthetischen, nicht-peptidischen Molekiile binden mit hoher Affinitdt an die entsprechenden
Korezeptoren und verhindern so eine Infektion. * = signifikante Reduktion im Vergleich zur DMEM-
Mediumkontrolle (p < 0,05). Mock = uninfizierte Zellen.

Wie die Infektionsstudie ergeben hat (siehe Bild 4.18), konnten alle verwendeten Virus-
Uberstande CD4-, CCR5- und CXCR4-positive TZM-bl Zellen infizieren. Die Infektiositat des
dualtropen SHIV-KB9 und R5-tropen SIVmac239 war dabei am hochsten. Eine
Vorinkubation der Zellen mit dem CXCR4-Inhibitor AMD3100 reduzierte die Anzahl an
infizierten Zellen bei allen Viren bis auf SIVmac239 und SHIV-KR-TGD. Der Effekt war
signifikant ausgepragt bei dem X4-tropen HIV-1 Isolat NL4-3 und bei SHIV-KB9 und mittel
bis schwach ausgeprégt bei den SHIV-KB9 V3-Varianten KS-TGD, KS-IGK und KR-IGK. Die
Vorinkubation mit dem CCR5-Antagonisten TAK779 hatte keinen Einfluss auf die Infektiositat
von NL4-3 und nur einen leichten negativen Einfluss auf die Infektiositat von SHIV-KB9. Die
Infektiositat von SIVmac239 sowie aller vier SHIV-KB9 V3-Varianten war jedoch signifikant
reduziert.

Aus dieser Studie wird erkenntlich, dass die eingesetzten Korezeptor-Antagonisten einen
unterschiedlichen Einfluss auf die Infektiositat der verschiedenen getesteten Viren haben.
Somit ist davon auszugehen, dass die SHIV V3-Varianten KS-TGD, KS-IGK, KR-IGK und

KR-TGD alle eine verdnderte Korezeptor-Praferenz im Vergleich zum Ausgangsvirus
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SHIV-KB9 aufweisen. Zusatzlich wurden TZM-bl Zellen auch mit PSC-RANTES, einem
alternativen CCR5-Antagonisten inkubiert. Die beobachteten Effekte nach Infektion
spiegelten prinzipiell das Bild der TAK779 behandelten Zellen wieder, jedoch waren sie
durchgehend viel weniger ausgepragt (Daten nicht gezeigt).

4.2.9 Applikation des etablierten Systems zur Herstellung zweier Subtyp C
SHIV-Panel

Im Rahmen dieser Arbeit konnten bereits einzelne chiméare SHIV-Varianten konstruiert
werden, die in vitro infektibs und replikationsfahig sind bzw. sich in ihrer Korezeptor
Verwendung vom parentalen Virus unterscheiden. Im Folgenden sollte das etablierte Red-
Rekombinationssystem dazu verwendet werden, ein SHIV-Panel mit 12 neuen Viren, die
jeweils unterschiedliche Subtyp C Envs kodieren, herzustellen. Damit sollte gleichzeitig die
Anwendbarkeit des Systems zur parallelen Konstruktion mehrerer neuer viraler BACs
demonstriert werden. Es wurden 12 verschiedene primare env-Sequenzen vom Subtyp C
verwendet, die bisher als ,Subtype C HIV-1 Reference Panel of Env Clones” (siehe Tabelle
3-7) hauptsachlich zur Herstellung von pseudotypisierten HI-Viren flr den Einsatz in
Neutralisationstests zum Einsatz kamen. Diese env-Sequenzen stammen aus akuten oder
sehr frihen Stadien von heterosexuellen Infektionen in Stdafrika oder Zambia und wurden
bereits auf ihre wichtigsten genetischen und antigenen Eigenschaften, wie z.B. die
Korezeptor-Verwendung oder ihren Neutralisations-Phénotyp, hin charakterisiert .
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden von insgesamt 18 getesteten Sequenzen 12
ausgewahlt, die moglichst umfassend die Charakteristika von derzeit verbreiteten Subtyp C
env-Sequenzen widerspiegeln. Im Rahmen dieser Arbeit sollten sie zur Generierung eines
Subtyp C SHIV-Panels dienen, das sich zum Einsatz in NHP bei der Validierung neuer

Subtyp C env Vakzinekandidaten eignet.

4.2.9.1 Expression der Subtyp C env-Varianten in 293T-Zellen

Um die von Li et al. ®

vertffentlichten Ergebnisse zu bestéatigen, wurde zunéchst die
Expression der 12 unterschiedlichen HIV-1 Subtyp C gp160 Proteine durch Transfektion von
293T-Zellen Gberprift.

Im Lysat der transfizierten Zellen (siehe Bild 4.19) konnte durch eine Western Blot Analyse
(siehe 3.2.4.1 und 3.2.4.2) sowohl das VolllAnge Protein gpl60 als auch die bereits

gespaltene Form gp120 von allen 12 Varianten nachgewiesen werden.
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Bild 4.19: Expression der 12 Subtyp C env-Varianten in 293T-Zellen. Zur Analyse der Expression von
gp160 wurden je 2x10° 293T-Zellen einzeln mit 2 pg Plasmid des , Subtype C HIV-1 Reference Panel
of Env Clones” (AIDS Research and Reference Reagent Program, NIH) transfiziert und nach 48 h
geerntet. Es wurden je Ansatz 60 ug Gesamtprotein lUber SDS-Page aufgetrennt und mit einem
polyklonalen anti-gp120 Kaninchen Serum (ARP422) analysiert. Als Negativkontrolle (mock) dienten
mit pcDNA3.1 transfizierte Zellen.

4.2.9.2 Fusogenes Potential der Subtyp C env-Varianten

Im Anschluss an die Expression wurde auch die Funktionalitat der 12 HIV-1 Hillproteine
gp160 anhand der Bestimmung des fusogenen Potentials der 12 Varianten analysiert (siehe
3.2.5.9). Hierfur wurde eine HIV-1 Tat-exprimierende Zelllinie (CHO-wtTat) mit den 12 Env-
kodierenden Plasmiden einzeln transfiziert und im Anschluss mit der Indikatorzelllinie TZM-bl
kokultiviert. Im Fall einer Fusion der Env-exprimierenden und -prasentierenden CHO Zellen
mit den CD4-, CCR5- und CXCR4-tragenden TZM-bl Zellen erfolgt eine Translokation von
Tat in die TZM-bl Zellen und das unter Kontrolle des LTR-Promotors stehende luciferase
Gen wird exprimiert. Die Luciferase-Aktivitat kann mit Hilfe eines spezifischen Testsystems
direkt im Zelllysat quantifiziert werden (siehe 3.2.4.5).

Bild 4.20: Fusogenes Potential

25000- i .
der env-Varianten. 3x10" CHO-
200004 wtTat Zellen wurden mit je 200 ng
Plasmid des ,Subtype C HIV-1
— 15000+ Reference Panel of Env Clones”
T 100004 (AIDS Research and Reference
Reagent Program, NIH) trans-
5000- fiziert. 24 h p.t. wurden jedem
Ansatz 1x10* TZM-bl Zellen zuge-
0- geben. Nach weiteren 24 h wurde
@@/r:@r\f%f"zf"g@?@j%j%j%f%f%&o&g die Luciferase-Aktivitat der TZM-bl

RN )47,547,0\947 Ty ok, %je <, Zellen vermessen.
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Die Auswertung der Luciferase-Aktivitat ergab, dass alle 12 getesteten Env-Varianten eine
Fusion von transfizierten CHO Zellen mit kokultivierten TZM-bl Zellen vermitteln kdnnen
(siehe Bild 4.20), wobei das Hullprotein des Isolats ZM135M.PL10a (# 10) zu der stérksten
Luciferase-Expression fuhrte. Das Env Protein vom Isolat Du422.1 (# 3) zeigte das geringste
fusogene Potential, fiihrte jedoch immer noch zu einer deutlich nachweisbaren Luciferase-
Aktivitat. Als Positivkontrolle wurde ein bereits in unserer Arbeitsgruppe getestetes HIV-1
Env vom Subtyp C (REKR) verwendet. Als Negativkontrolle wurde das entsprechende Env
ohne Protease-Spaltstelle eingesetzt (REKS).

4.2.9.3 Ein Subtyp C SHIV-Panel basierend auf SHIV-89.6P (Klon KB9)

Die unter 4.2.9.1 und 4.2.9.2 analysierten Subtyp C env-Sequenzen wurden im Anschluss fur
die Herstellung des SHIV-Panels basierend auf SHIV-89.6P, Klon KB9, verwendet. Die
Genomorganisation aller 12 Konstrukte sollte dabei identisch sein. Hierfir wurden die
primaren env-Sequenzen des ,Subtype C HIV-1 Reference Panel of Env Clones” inklusive
der vollstandigen vpu-Sequenz, die mit env Uberlappt, zunachst in das Genom von
SHIV-KB9 eingeflgt. Als Zielvektor fur diese Red-Rekombinationen diente der BAC-Vektor
pCCT-SHIV-KB9rNc in E. coli GS1783, der bereits die erforderlichen Selektionskassetten
rpsLNeo und CamR trug. Die vpu/env-Sequenzen wurden Uber PCR amplifiziert und durch
Verwendung entsprechender Oligonukleotide mit 49 bp bzw. 50bp zum Zielvektor
homologen Bereichen fusioniert. Die Gesamtlange der linearen Transferkonstrukte betrug
~ 2,7 kb. Durch Substitution von rpsLNeo wurden diese 12 linearen dsDNA-Fragmente in
einem Experiment, in parallelen Ansatzen, in das Genom von SHIV-KB9 rekombiniert. Die
Bereiche der homologen Arme wurden dabei so gewahlt, dass es zu einem 1:1 Austausch
der bereits vorhandenen Subtyp B HIV-1 Sequenzen mit den hier verwendeten Subtyp C
Sequenzen kam (siehe Bild 4.21). Es kam zu keiner Veranderung der Leserahmen oder
Splei3stellen. Das durch in vivo Passagierung entstandene HIV - SIV chimare gp41 wurde
beibehalten, da es eine entscheidende Rolle bei der Pathogenitat von SHIV-89.6P spielt.

SHIV-89.6P (KB9)

vif
| pol | [vpxppr

V) o9 |

Subtyp C vpu/env

Bild 4.21: Schema zur Herstellung neuer Subtyp C SHIV-Varianten basierend auf SHIV-89.6P.
SHIV-89.6P (KB9) beinhaltet Subtyp B HIV-1 Sequenzen (grau). Der liberwiegende HIV-1 Bereich
wurde durch Subtyp C vpu und env-Sequenzen des ,Subtype C HIV-1 Reference Panel of Env Clones”
ersetzt (dunkelgrau). Der chimare HIV - SIV gp41-Terminus von SHIV-89.6P blieb dabei erhalten.
Schraffiert = LTR-Sequenzen.
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Die nach Rekombination und Selektion erhaltenen, Streptomycin- und Chloramphenicol-
resistenten Bakterienklone wurden auf erfolgreiche Integration der Subtyp C env-Sequenz
Uberpruft. Bacmid-DNA mehrerer Bakterien-Einzelklone pro Konstrukt wurde aus
Flissigkulturen isoliert und im Restriktionsverdau analysiert. Diese Vorgehensweise erlaubte
die gleichzeitige Uberprufung der erfolgreichen Insertion einer neuen Sequenz sowie der
vollstandigen Integritdt des BAC-Konstruktes. Zusatzlich wurde die BAC-DNA auch als
Template fur eine PCR zum Nachweis der Integration der vpu/env-Sequenzen eingesetzt.
Analog zu 4.1.1.2 wurden die Oligonukleotide hierbei so gewahlt, dass eines im Zielvektor
und das andere in der neu eingefiigten Sequenz hybridisierte. Ausschlief3lich Bakterienklone,
deren BAC-DNA in allen Analysen positiv war, wurden fur die nachfolgende en passant
Entfernung der camR-Kassette aus dem SIV nef-Bereich verwendet. Die resultierenden
Einzelkolonien wurden mittels Replikaplattierung auf Chloramphenicol-Sensitivitat Uberpruft.
Die BAC-DNA von sensitiven Klonen wurde schlie3lich durch Restriktionsverdau (siehe Bild
4.22) analysiert. Auf diese Weise konnten, basierend auf dem Genom des pathogenen
SHIV-89.6P (Klon KB9), parallel 12 neue SHIV-BACs, die Subtyp C vpu- und env-
Sequenzen tragen, hergestellt werden. Diese werden im Folgenden als SHIV-89.6C.1-12

bezeichnet.

pCCT-SHIV89.6C Erwartete Fragmente (~ kb):
1 23 45 6789

pCCT-SHIV-KB9

0,0k
8.0kb =% ’
6,0kb — SHIV- | Variante | Var. | Var. | Var.
5.0kb —> KBO | 13912 | 2 | 10 | 11
4,0k —> 5,7 41 41 | 41 | 41
3,0kb —> 45 36 | 35| 35 | 35
3,5 3,5 33 | 33| 33
—
2,0kb 2,0 3,3 33 | 1,7 | 2,0
1,5kb—> 1,2 1,2 12 | 15 | 1,6
_____ 0,8 0,8 08 | 1,2 | 1,2
1 0kb —> 0,5 0,5 05 | 08 | 08
0,3 | 05 | 05
0,4
0,5kb —

Bild 4.22: Restriktionsanalyse der SHIV-89.6C-Varianten. Bacmid-DNA wurde mittels Qiaprep Spin
Mini Kit aufgereinigt und die Konzentration bestimmt. Je 500 ng DNA wurden UN bei 37 °C mit
geeigneten Restriktionsenzymen (Kpnl und Xhol bzw. Apall) verdaut und mit Hilfe eines 0,8 %igen
Agarosegels analysiert. Mit * gekennzeichnete Fragmente sind auf dem Gel nicht erkennbar.

Analog zu den bisher durchgefiihrten Rekombinationsversuchen wurde auch bei der
Herstellung der pCCT-SHIV-89.6C BAC-Varianten die Effizienz der einzelnen

Recombineering-Schritte bestimmt. Diese entsprachen den unter 4.2.3 angegebenen
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Werten. Insgesamt wurde nach der ersten Red-Rekombination die BAC-DNA von 112
Bakterienklonen isoliert und analysiert, bis alle 12 gewiinschten Konstrukte identifiziert
werden konnten. Nach dem zweiten Rekombinationsschritt, der internen Entfernung der
camR, wurden insgesamt 208 Einzelkolonien auf Chloramphenicol-Sensitivitat tberpruft. Die
DNA von 66 sensitiven Klonen wurde isoliert und im Restriktionsverdau analysiert. Darunter
waren alle 12 pCCT-SHIV-89.6C-Konstrukte zu finden. Nur ein geringer Anteil von ~ 10 %
wies eine Streptomycin-Resistenz aufgrund des Verlusts des Virusgenoms auf.

Im Anschluss daran wurden zur Produktion von Virusiberstdnden 293T-Zellen mit den
hergestellten SHIV-BACs transfiziert. Die Menge an Viruspartikeln wurde durch die
RT-Aktivitat im zellfreien Uberstand quantifiziert (siehe Bild 4.23). Dabei war auffallig, dass
nach Transfektion mit einzelnen pCCT-SHIV-89.6C-Konstrukten keine Viruspartikel
nachweisbar waren (# 6, 8) bzw. die Menge an produzierter RT zwischen den verschiedenen
SHIV-89.6C-Konstrukten sehr starken Schwankungen unterlag. Besonders die Konstrukte
#2 und 3 fuhrten nur zu geringen RT-Mengen im Uberstand, die Transfektion mit den
Konstrukten # 1, 4 und 10 fuhrte dagegen zur Produktion von sehr hohen RT-Mengen. Diese
Konstrukte konnten sogar dhnliche Werte erreichen wie eine Transfektion mit pCCT-SIV. Die
SHIV-BACs pCCT-SHIV.89.6C #5, 7, 9, 11 und 12 fiuhrten zur Produktion einer mittleren
Menge an RT im Uberstand. Die Ergebnisse, die in Bild 4.23 dargestellt sind, waren auch bei

der Verwendung mehrerer, unterschiedlicher BAC DNA-Praparationen reproduzierbar.
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Die erhaltenen RT-haltigen Zellkulturiiberstande wurden im Anschluss auf ihre Infektiositat in
TZM-bl Zellen untersucht. Es konnte jedoch in keinem Fall eine erfolgreiche Infektion
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Mittels Western Blot Analyse von ausgewahlten SHIV-89.6C-Konstrukten wurde im

Folgenden untersucht, ob es nach Transfektion bereits bei der Expression der viralen
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Proteine zu Stérungen kommt und inwieweit die Abschniirung von Viruspartikeln beeinflusst
ist. Zum Nachweis SIV-spezifischer Proteine wurde ein polyklonales Serum aus SIVmac239-
infizierten Rhesus Makaken verwendet (siehe Tabelle 3-9). Die Western Blot Analysen
(siehe Bild 4.24) ergaben, dass pCCT-SHIV-89.6C-Konstrukte, die mit einer deutlich
nachweisbaren Menge an RT im Zellkulturiberstand assoziiert sind (hier analysiert:
#1,9, 12), auch ein Expressionsmuster an viralen Proteinen vergleichbar mit SHIV-KB9
zeigen. Die viralen Proteine sind sowohl im Zelllysat (A) als auch im Zelluberstand (B)
nachweisbar. Besonders die Bande des SIV Kapsidproteins p27 ist sehr deutlich im
Uberstand der Konstrukte # 1, 9 und 12 zu sehen, was fur die Bildung von Viruspartikeln
spricht. Die SHIV-89.6C-Varianten #2 und 8, die nur zu geringen oder keinen
nachweisbaren RT-Mengen im Uberstand transfizierter Zellen fuihrten, zeigten auch nur eine
sehr geringe Produktion von viralen Proteinen im Western Blot, sowohl im Zelllysat (A) als
auch im Uberstand (B).
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Bild 4.24: Western Blot Analyse SHIV-89.6C BAC-transfizierter 293T-Zellen. Zur Analyse des
Expressionsprofils von SHIV-89.6C wurden je Konstrukt 5x10° 293T-Zellen mit 0,21 pmol BAC-DNA
transfiziert und nach 48 h wurden sowohl die Zelliberstiande als auch -lysate geerntet. Von den
Zelllysaten wurden je 100 pg Gesamtprotein (iber SDS-Page aufgetrennt (A). Die Uberstinde
wurden (ber Ultrazentri-fugation konzentriert und komplett analysiert (B). Der Nachweis SIV-
spezifischer Proteine erfolgte mit einem polyklonalen Makaken Serum (2BR). Als Positivkontrolle
dienten mit pCCT-SHIV-KB9 transfizierte Zellen. Als Negativkontrolle (mock) dienten mit pcDNA3.1
transfizierte Zellen.

Da sich das Proteinexpressionsprofil von SHIV-89.6C # 1, 9 und 12 (siehe Bild 4.24) nicht
vom Expressionsprofil von SHIV-KB9 im Western Blot unterscheidet, wurden die
analysierten viralen Uberstanden (siehe Bild 4.23) fiir die Infektion von humanen und Rhesus
PBMC verwendet (siehe 3.2.5.7). Zur Bestimmung der in vitro Replikationsfahigkeit der
Viruspartikel wurden definierte Zellzahlen mit auf RT-Aktivitdt normierten Virusmengen
infiziert, soweit dies mdglich war. Von Uberstanden von SHIV-89.6C # 6 und 8 wurde das
maximal mogliche Volumen eingesetzt. Die Produktion von neuen Viruspartikeln wurde

anhand der RT-Menge in den Zellkulturiberstanden im Abstand von 48 h gemessen.
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Bild 4.25: Virusreplikation von SHIV-89.6C.1-12 in vitro. Es wurden 1x10° humane PBMC mit 100 pg

RT unter Zugabe von 20 U/ml IL-2 infiziert. Alle 48 h wurden Proben der Uberstinde entnommen
und deren Viruskonzentration tiber die RT-Aktivitat bestimmt.

Wie Bild 4.25 zeigt, war SHIV-89.6C.12 als einzige neue SHIV-89.6C-Variante fahig in
humanen PBMC zu replizieren. Als Positivkontrollen dienten SIVmac239, SHIV-KB9, der
R5-trope Subtyp B SHIV-SF162P3 und der R5-trope Subtyp C SHIV-1157ipd3N4. Dabei
zeigte SHIV-89.6C.12 im Vergleich mit diesen etablierten, pathogenen Viren eine zeitlich
verzogerte Replikation, die jedoch letztlich ein &hnlich hohes Niveau erreichte. Wahrend die
Positivkontrollen bereits ab Tag 3-7 zu einem deutlichen Anstieg der nachweisbaren
Virusmenge fihrten, konnte fur SHIV-89.6C.12 erst ab Tag 13 ein starker Anstieg
beobachtet werden. Auch erreichten die Kontrollviren ihr Maximum an Partikelproduktion
deutlich friher (Tag 5 - 9) als SHIV-89.6C.12 (> Tag 19).

Die Infektion von Rhesus PBMC zeigte nur fir SIVmac239 eine Replikation, jedoch fir
keinen der verwendeten SHIVs (Daten nicht gezeigt).

Aus den Uberstanden von SHIV-89.6C.12 infizierten PBMC, Tag 19, wurde die virale RNA
isoliert (siehe 3.2.2.4), revers transkribiert (siehe 3.2.2.7) und schlie3lich sequenziert. Die
Analyse ergab, dass im gp4l-Bereich von env auf einem Abschnitt von 121 bp 26
Basenaustausche im Vergleich zur Nukleotidsequenz von C env # 12 vorliegen, die in 12
Aminosaureaustauschen resultieren. AuRerdem weist die Sequenz eine Deletion von 21
Nukleotiden, entsprechend 7 AS auf (siehe Bild 4.26). Die Sequenz von SHIV-89.6C.12mut
entspricht damit auf diesem 121 bp Abschnitt exakt der Nukleotidfolge wie sie in SHIV-89.6P
(KB9) vorliegt. Da die Vermutung nahe lag, dass diese Sequenz durch eine unbeabsichtigte
Rekombination bereits wahrend der Herstellung von pCCT-SHIV-89.6C.12, in dessen
Virusgenom integriert wurde, wurde auch das tiber Rekombination generierte BAC-Konstrukt

in diesem Bereich sequenziert. Es konnte festgestellt werden, dass tatséchlich bereits der
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Uber Rekombination hergestellte BAC-Vektor pCCT-SHIV-89.6C.12 diese Mutationen
aufweist.

SHIV-KBE9 (9088) TCTGGGACGATCTGCGGAGCCTGTGCCTCTTCAGCTACCACCGCTTGAGA
SHIV-89.6C.12 (9113) BCTGGGACGATCTGRGGAGCCTGTGCCTCTTCHGCTACCACCGRTTGAGA
SHIV-89.6C.12theo  (9113) BCTGGGACGATCTGEGGAGCCTGTGCCTCTTCEGCTACCACCGRTTGAGA
SHIV-KBY (9138) GACTTACTETTGATHEGEAACGAGEEENGTGGAACTTCTGGEACGCAG-—-
SHIV-89.6C.12 (9163) GACTTACTETTGATEGEAACGAGEERNGTGGAACTTCTGGEACGCAG-—-
SHIV-89.6C.12theo  (9163) GACTTACTATTGATCACAACGAGAGCGGTGGARCTTCTGGCACGCAGCAT

veranderte 121 bp

SHIV-KB9 (9185) - - GGGGTGGGE CCT TATTGGTG i
SHIV-89.6C.12 (9210) ——----——m—— - GGGGTGGGE CCT TATTGGIG i

SHIV-89.6C.12theo  (9213) TCTCAAGGGACTACAGAGGGGGTGGGARATCCTTAAATATCTGGGAAGTC
SHIV-KBY (9217) TEETECAGTATTGGEGTCAGGABCTAARBAABAGTGCTETTABERETGCTH
SHIV-89.6C.12 (9242) TEETBCAGTATTGGEGTCAGGAECTARRBARIAGTGCTET TABERTGCTE
SHIV-89.6C.12theo  (9263) TTGTGCAGTATTGGGGTCAGGAGCTAARAAAGAGTGCTATTAATCTGCTT

« Homologer Arm >
SHIV-KBY (9267) CAATATGGGTGGAGCTATTTCCATGAGGCGGTCCAGGCCGTCTGGAGATC
SHIV-89.6C.12 (9292) CAATATGGGTGGAGCTATTTCCATGAGGCGGTCCAGGCCGTCTGGAGATC
SHIV-89.6C.12theo  (9313) CAATATGGGTGGAGCTATTTCCATGAGGCGGTCCAGGCCGTCTGGAGATC

Bild 4.26: Nukleotidsequenz von SHIV-89.6C.12 env. Aus dem virushaltigen Uberstand der
Replikationskinetik an Tag 19 wurde virale RNA isoliert, revers transkribiert und sequenziert. Die
erhaltene Nukleotidsequenz wurde mit der theoretischen Ausgangssequenz von SHIV-89.6C.12 und
der Sequenz von SHIV-KB9 verglichen. Dargestellt ist der verdnderte Sequenzbereich von 120 bp im
gp41 von env, sowie flankierende Bereiche.

4.2.9.4 Ein Subtyp C SHIV-Panel basierend auf SIVmac239

Die bisherigen Ergebnisse belegen, dass mit dem in dieser Arbeit etablierten System die
parallele Herstellung von 12 unterschiedlichen SHIV-BACs effizient méglich ist. Da von
diesen analysierten Viren nur eine Variante (SHIV-89.6C.12) in vitro replizierte, wurde ein
zweites SHIV-Panel, das auf der Verwendung der gleichen Subtyp C env-Sequenzen beruht,
sich jedoch von der Genomorganisation von SHIV-89.C.1-12 unterscheidet, hergestellt. Zu
diesem Zweck wurden die durch das ,Subtype C HIV-1 Reference Panel of Env Clones*®
kodierten vpu und env-Sequenzen (ber Red-Rekombination in das Virusgenom von
SIVmac239 eingefugt. Damit sollte eine neue Klasse an SHIVs hergestellt werden, die sich
in ihrem SIV-/HIV-Anteil von den bisher verfigbaren SHIVs unterscheidet. Durch Insertion
von vpu und env sollten SHIV-BAC-Konstrukte kodierend fur SHIV-NC.1-12 generiert
werden, die sowohl ein chiméares SIV - HIV Tat als auch ein chimares Rev Protein kodieren
(siehe Bild 4.27 A). Beide Proteine werden durch zwei Exons kodiert und ihre zur Translation
verwendete mRNA durch mehrfaches SpleiRen der primar gebildeten RNA generiert.
SHIV-NC-Konstrukte tragen Exon 1 von SIV und Exon 2 der HIV-1 Subtyp C Sequenzen.

SIVmac239 und HIV-1 bzw. SHIV-89.6P unterscheiden sich durch die Sequenz ihres
SpleiRdonors zwischen den Tat und Env bzw. Tat und Vpu kodierenden Leserahmen. Fur

die Konstruktion des SHIV-NC-Panels wurde die SIVmac239 SpleiRdonorsequenz
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verwendet. Der 3’ Ubergang der HIV - SIV Sequenz in SHIV-NC-Varianten wurde analog zu
SHIV-KB9 entworfen und kodiert fir ein chimares HIV - SIV gp41.

A
SIVmac239
| pol
71 oag |
Subtyp C vpu/env
B
...CAAACAAGTAAGTATG...
SIVmac239
SIV tat SIV env
HIV-1/ ...CAAAGCAGTAAGTAGTACATGTAATG...
SHIV-89.6P
HIV tat HIV vpu
...CAAACAAGTAAGTATG...
SHIV-NC
«—
SIV tat HIV vpu

Bild 4.27: Schema zur Herstellung neuer Subtyp C SHIV-Varianten basierend auf SIVmac239. Zur
Herstellung neuartiger SHIV-NC-Konstrukte wurde SIVmac239 env sowie tat und rev Exon 2 (dunkel-
grau) durch HIV-1 Sequenzen vom Subtyp C des ,Subtype C HIV-1 Reference Panel of Env Clones”
ersetzt. Zusatzlich wurde auch HIV-1 vpu integriert. Resultierende Viren kodieren fir chimére
HIV - SIV Proteine Tat und Rev, sowie fiir ein chimares gp41 analog zu SHIV-89.6P (A). SIVmac239
und HIV-1 bzw. SHIV-89.6P (Klon KB9) weisen eine unterschiedliche Spleifdonorsequenz zwischen
den Leserahmen kodierend fir Tat und Env bzw. Vpu auf. SHIV-NC-Varianten beinhalten die
SIVmac239 SpleiRdonorsequenz (B). Schraffiert = LTR-Sequenzen

Analog zur Herstellung des SHIV-89.6C-Panels (siehe 4.2.9.3) wurden die einzufligenden
Subtyp C vpu/env-Sequenzen zundchst Uber PCR amplifiziert und durch entsprechende
Oligonukleotide 50 bp homologe Bereiche zur Zielsequenz, in diesem Fall zu SIVmac239,
angefugt. Diese linearen dsDNA-Fragmente mit einer Grof3e von 2,7 kb wurden tber Red-
Rekombination durch Substitution von rpsLNeo in den Vektor pCCT-SIV+NrNcT in E. coli
GS1783 eingebracht. Die erhaltenen, Streptomycin- und Chloramphenicol-resistenten
Bakterienklone wurden analog zu 4.2.9.3 auf erfolgreiche Integration der Subtyp C env-
Sequenzen uberprift. Uber eine anschlieRende en passant Rekombination wurde die camR-
Kassette aus dem SIV nef-Bereich von positiven Klonen entfernt. Die BAC-DNA von
Chloramphenicol-sensitiven Klonen wurde mittels Restriktionsverdau (siehe Bild 4.28) und
Sequenzierung analysiert. Insgesamt wurden nach dem ersten Rekombinationsschritt 159
Bakterienklone analysiert, bis alle 12 gewtinschten BAC-Konstrukte vorlagen. Die Effizienz
dieses Schrittes entsprach den unter 4.2.3 ermittelten Werten. Nach der en passant
Rekombination wurden 212 Kolonien auf Chloramphenicol-Sensitivitat tberprift, wovon 40

Klone camS waren. Die jeweilige BAC-DNA wurde isoliert und im Restriktionsverdau
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analysiert. Darunter waren alle 12 pCCT-SHIV-NC-Konstrukte zu finden. Im Vergleich zur
Herstellung des SHIV-89.6C-Panels wiesen etwas mehr Klone (~ 24 % in Vergleich zu 10 %)
eine Streptomycin-Resistenz aufgrund des Verlusts des Virusgenoms auf.

Als Ergebnis konnten 12 neue SHIV-BAC-Konstrukte generiert werden, die sich im Anteil
ihrer SIV/HIV Sequenzen von den bisher verfligbaren Viren unterscheiden (siehe Bild 4.28).

pCCT-SHIV-NC
8 10 11 12

Erwartete Fragmente (~ kb):

pCCT-SIV+N

SV | 3tonz | 2 | 11
45 78 | 78| 78
43 43 | 43| 43
35 36 | 35 35
3.0 35 | 33| 20
16 11 | 11| 16
0.8 08 | 08| 11
05 05 | 0508

03" | 05

Bild 4.28: Restriktionsanalyse der SHIV-NC-Varianten. BAC-DNA wurde mittels des Qiaprep Spin
Mini Kit aufgereinigt und die Konzentration bestimmt. Je 500 ng DNA wurden UN bei 37 °C mit
addquaten Restriktionsenzymen (Kpnl) verdaut und mit Hilfe eines 0,8 %igen Agarosegels analysiert.
Mit * gekennzeichnete Fragmente sind auf dem Gel nicht erkennbar.

Zur Herstellung von Viruspartikeln wurden analog zu 4.2.9.3, 293T-Zellen mit den BAC-
Konstrukten pCCT-SHIV-NC.1-12 transfiziert und die RT-Aktivitat in den Uberstanden 48 h
spater quantifiziert. Wie die Bestimmung der RT-Aktivitdt ergab (siehe Bild 4.29), konnte
jedoch fur keine der 12 SHIV-NC-Varianten die Produktion einer deutlichen RT-Menge

beobachtet werden.
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Analog zur Analyse des SHIV-89.6C-Panels wurde die Proteinexpression von ausgewahlten
SHIV-NC-Varianten nach Transfektion mittels Western Blot untersucht. Die Analyse zeigt,
dass im Zelllysat (A) zwar virale Proteine nachweisbar sind (v. a. p27 gag), es aber zu keiner
Sezernierung von viralen Proteinen oder Viruspartikeln in den Uberstand kommt (B) (siehe
Bild 4.30). Eine Inkubation von TZM-bl Zellen mit den in Bild 4.29 gezeigten Zellliiberstanden
konnte keine Infektion aufzeigen (Daten nicht gezeigt).
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Bild 4.30: Western Blot Analyse SHIV-NC BAC-transfizierter 293T-Zellen. Zur Analyse des
Expressionsprofils von SHIV-NC wurden je Konstrukt 5x10°> 293T-Zellen mit 0,21 pmol BAC-DNA
transfiziert und nach 48 h sowohl die Zelliiberstdnde als auch -lysate geerntet. Von den Zelllysaten
wurden je 100 pg Gesamtprotein lber SDS-Page aufgetrennt (A). Die Uberstinde wurden {ber
Ultrazentrifugation konzentriert und komplett analysiert (B). Der Nachweis SIV-spezifischer Proteine
erfolgte mit einem polyklonalen Makaken Serum (2BR). Als Positivkontrolle dienten mit pCCT-SIV+N
transfizierte Zellen. Als Negativkontrolle (mock) dienten mit pcDNA3.1 transfizierte Zellen.

Da die Ergebnisse der Western Blot Analyse darauf hindeuten, dass die generierten
SHIV-NC BAC-Vektoren einen Defekt in der Expression ihrer viralen Proteine haben, wurden

keine weiteren Versuche mit diesem Panel durchgefiihrt.
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5 Diskussion

5.1 Herstellung lentiviraler BAC-Vektoren Uber Red-Rekombination

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden erstmalig lentivirale Genome uber Red-Rekombination

als Bacterial Artificial Chromosome (BAC) hergestellt. Von Eipers et al. **°

wurde Anfang
2011 die Integration eines HIV-1 Provirus in drei verschiedene BACs beschrieben, jedoch
verwendete diese Gruppe hierfir das Cre — loxP System des P1 Phagen. Zur erfolgreichen
Anwendung dieser, ebenfalls Rekombinations-basierten Technologie, mussten sowohl in den
Zielvektor als auch in das Provirus-Plasmid zunéchst die erforderlichen loxP-
Erkennungssequenzen integriert werden. Hierfir wurden die beiden LTRs zunachst Uber
PCR amplifiziert und in zwei separate Plasmide kloniert. In diese Plasmide wurden
anschlieend Uber Red-Rekombination loxP-Sequenzen eingefligt. Die resultierenden loxP-
flankierten LTRs wurden daraufhin wieder in das urspriingliche Provirus-Genom
zurlckkloniert. Auch eine verwendete rpsLNeo-Kassette musste erst (ber Red-
Rekombination mit loxP-Sequenzen flankiert und in den Zielvektor rekombiniert werden.
Dieses System erscheint sehr aufwendig und beruht u. a. auf der Klonierung eines Volllange
Provirus-Genoms. Eigene Arbeiten haben jedoch gezeigt, dass sich konventionelle
Klonierungen mit kompletten Lentivirus-Genomen oft als sehr schwierig gestalten. Initiale
Versuche das Genom von SIVmac239 in den BAC-Vektor pBeloBacll zu klonieren, waren
nicht erfolgreich. Es kam sogar zur Integration bakterieller Genomsequenzen in die
resultierenden Vektoren. Fir gezielte sub-genomische Sequenz-Austausche ist das Cre —
loxP System ungeeignet, da bei diesem System stets eine Erkennungssequenz von 34 bp
als ,Narbe“ zurtickbleibt, was die Integritat der lentiviralen ORFs zerstéren wirde.

Als alternative Methode bot sich an, das SIVmac239 Virusgenom uber Red-Recombineering
in den BAC-Vektor pCCT einzufiugen. Um eine eventuelle Interferenz der LTRs bei der
Rekombination zu vermeiden, wurde hierfir eine mehrstufige Strategie erarbeitet. Aufgrund
der Grof3e des viralen Genoms von ~ 10 kb wurde mit drei Fragmenten gearbeitet. Die PCR
Amplifikation und Klonierung der Virusgenom-Abschnitte in die Vektoren pMX-RBX verlief
problemlos. Die nach EcoRV Verdau resultierenden linearen Transferkonstrukte (virale
Sequenz + positiver Selektionsmarker + homologe Sequenz zum Zielvektor) hatten Gré3en
von 3,9 kb, 5,5 kb und 4,7 kb (Fragment A, B und C; siehe Bild 4.2), ein Gdl3enbereich, der
sich als sehr effizient in den Red-Rekombinationen erwies. Auf Basis einer sehr guten
Reproduzierbarkeit konnte daher fur die Herstellung weiterer lentiviraler BACS,
beispielsweise der Herstellung bestimmter HIV-1 BACs, auch eine 2-Stufen-Rekombination
mit nur zwei Fragmenten in Erwdgung gezogen werden. Dies wirde einen Klonierungs- und
einen Rekombinationsschritt weniger erfordern und wirde damit einen zeitlichen Vorteil

bedeuten.
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Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten lentiviralen BAC-Vektoren mit Gréf3en zwischen
18 kb und 22 kb erwiesen sich bei DNA-Praparationen und chemischen Transformationen in
verschiedenen Bakterienstammen (siehe Tabelle 3-1) als &uf3erst stabil. Es konnten
wahrend der gesamten Arbeit keinerlei Rearrangements der Bacmide beobachtet werden.
Die ermittelten Rekombinationseffizienzen variierten zunéchst stark zwischen den einzelnen
Versuchen. Jedoch konnte bei rund 67 % der Rekombinationen zur Herstellung lentiviraler
BAC-Konstrukte keinerlei Hintergrund beobachtet werden. Dies zeigt deutlich die auf3erst
effiziente Anwendung des Systems bei Verwendung eines positiven Selektionsmarkers.
Starke Schwankungen in der Effizienz waren v. a. bei bereits geringen Abweichungen vom
optimalen Rekombinationsprotokoll (siehe 3.2.1.5, 3.2.1.6 und 3.2.3) zu beobachten.

5.2 BAC-Mutagenese unter Verwendung von rpsLNeo

Entscheidend fir die effiziente und rickstandslose Veranderung der lentiviralen BACs uber
Red-Rekombination war die Wahl eines geeigneten Selektionssystems. Unter 2.4.2.2 sind
einige Doppelselektionssysteme beschrieben, die nach Entfernung keine ,Narbe® im viralen
Genom zuriick lassen. Aus technischen Grinden wurde die doppelte Selektions- und
Gegenselektionskassette rpsLNeo bestehend aus zwei ORFs verwendet. Da eine Selektion
mit Streptomycin sehr effizient ist und dieses System weniger anfallig fir Resistenzbildung

ist als das sacB System 173211212

, wurde Uber PCR eine rpsLNeo-Kassette amplifiziert und fur
die ruckstandslose Herstellung neuer lentiviraler BACs mittels Red-Rekombination

verwendet.

5.2.1 Optimierung des rpsLNeo Systems durch Reduktion des Hintergrunds

Die ersten Rekombinationsexperimente, die auf der Substitution von rpsLNeo durch lineare
Transfersequenzen basierten, wiesen einen starken Hintergrund von Streptomycin-
resistenten Bakterienklonen auf, die nicht erfolgreich rekombiniert waren. Durch
Restriktionsverdau und Sequenzierung konnte zunachst nachgewiesen werden, dass die
meisten StrepR Klone (~ 83 %) nicht nur die rpsLNeo-Kassette, sondern das komplette
Virusgenom Uber Rekombination zwischen den terminalen LTR-Sequenzen des
Virsugenoms aus dem BAC-Vektor entfernt hatten. Um diesem Effekt entgegenzuwirken,
bzw. die Haufigkeit dieser internen Rekombination zu verringern, wurden verschiedene
Reaktionsparameter variiert um das Rekombinationsprotokoll zu optimieren. Die Effizienz
wurde dabei unter Zuhilfenahme der dsRed-Kassette und durch die Analyse der
resultierenden Fluoreszenz bestimmt. Im Detail wurden (1) die Induktionszeit der Red
Proteine, (2) das Protokoll zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien, (3) die Menge an
elektroporierter linearer dsDNA sowie (4) die Wachstumszeit und -temperatur der Kulturen

ohne Selektionsmedium nach Elektroporation variiert. Zusatzlich wurde eine Rekombination



Diskussion 85

in dem Bakterienstamm E. coli Stbl2, der besonders Repeat-haltige Sequenzen stabilisieren
soll, durchgefuhrt. Jedoch hatte keine der Veranderungen eine Reduktion der durch
LTR-Rekombination verursachten Entfernung der Virusgenome zur Folge. Westenberg et al.
beobachteten einen vergleichbar starken Hintergrund von Streptomycin-resistenten
Bakterienklonen bei der Substitution von rpsL in einem Repeat-Sequenz-haltigen
Baculovirus BAC **. Diese Arbeitsgruppe analysierte ebenfalls den Effekt verschiedener
Modifikationen des Rekombinationsprotokolls bezogen auf die Haufigkeit dieses
unerwinschten Hintergrunds. Die Effizienz der Red-Rekombination durch Substitution von
rpsL konnte dabei ausschlief3lich durch die Verwendung von sehr langen homologen
Bereichen von 600 bp erhdht werden. Da dies eine zusétzliche Klonierung von
einzubringenden DNA-Sequenzen erforderlich macht, wurde im Rahmen dieser Arbeit das
Virusgenom durch einen weiteren en passant entfernbaren Selektionsmarker stabilisiert und

so die Effizienz der Rekombination gesteigert.

5.2.2 Stabilisierung des Virusgenoms durch einen en passant entfernbaren
Selektionsmarker

Fur die Erhéhung der Rekombinationseffizienz bzw. fir eine Reduktion des durch
LTR-Rekombination verursachten Hintergrunds wurde ein zusatzlicher Selektionsmarker in
den SIV nef-Bereich der bereits hergestellten viralen BACs eingefligt. Der nef-Bereich wurde
gewahlt, da dieser im Rahmen der vorliegenden Arbeit konstant gehalten werden sollte. Nef
ist in Zellkultur sowohl fur die Bildung von Viruspartikeln als auch fur die Infektiositat der

Viren nicht von Bedeutung #*4#°

und wird sehr haufig fir die Insertion von Reportergenen
genutzt. Als Selektionsmarker wurde eine Chloramphenicol-Resistenz Expressionskassette
gewahlt. Die Fusion einer Sequenzduplikation und einer Erkennungsstelle fir die Homing
Endonuklease I-Scel erlaubte eine riickstandslose Entfernung des Selektionsmarkers durch
eine interne en passant Rekombination nach in vivo I-Scel Restriktion (siehe Bild 4.7) aus
allen zur Produktion von Viruspartikeln verwendeten BAC-Vektoren. Dadurch kodieren alle
hergestellten Viren fir ein funktionelles Nef Protein und kénnen somit auch fiur in vivo
Experimente in NHP eingesetzt werden. Fir die Anwendung dieser en passant Technologie
wurde der E.coli Stamm GS1783 verwendet, da dieser sowohl eine L-Arabinose
induzierbare I-Scel Expressionskassette, als auch einen integrierten Prophagen fur die
Expression der A Red Proteine im bakteriellen Genom integriert tréagt. Die Anwendung der
en passant Mutagenese ist durch die Verwendung des episomal vorliegenden Plasmids
pBAD-I-scel auch in jedem anderen Rekombinationsstamm mdglich. Jedoch hat die
Verwendung von pBAD-I-scel eine Kontamination von BAC DNA-Préparationen mit diesem
Plasmid zur Folge. Durch die Integration des zusatzlichen Sm, konnte die Effizienz der

Substitution von rpsLNeo deutlich gesteigert werden (siehe Tabelle 4-2 und Tabelle 4-3), da
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die Chloramphenicol-Resistenz das Virusgenom stabilisiert bzw. eine Gegenselektion zu
dem Ereignis der LTR-Rekombination ermgglicht.

Bei der Entfernung der Chloramphenicol-Resistenzkassette durch en passant Rekombination
kam es durchschnittlich in nur 12 % der analysierten Einzelklone zu einem Verlust des
Virusgenoms. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die interne homologe Rekombination zur
Entfernung des Sm Uber die flankierende Sequenzduplikation aufgrund der raumlichen N&he
der freien dsDNA Enden nach |-Scel Verdau gegentber der LTR-Rekombination bevorzugt
wird. AuRerdem ist davon auszugehen, dass in diesem finalen Schritt per se weniger StrepR
Bakterien entstehen, da bei der Durchfihrung der en passant Mutagenese die Kulturen nicht
mehr elektrokompetent gemacht und elektroporiert werden mussen und dadurch Stress-

induzierte Rekombinationsereignisse vermieden werden.

5.2.3 Steigerung der BAC-Kopienanzahl durch Insertion von trfA

Fur die Anwendung der en passant Technologie wurden alle viralen BACs in E. coli GS1783
transformiert. In diesem Bakterienstamm ist jedoch eine Induktion des low-copy oriV von
pCCT nicht mdglich, da diese Bakterien im Gegensatz zu E. coli Epi300 das Protein TrfA
nicht kodieren. TrfA ist als Initiatorprotein fur die Steigerung der Kopienzahl durch Bindung
an direct repeats (lterons) im oriV jedoch zwingend erforderlich ®. Daher wurde die trfA-
Sequenz unter Kontrolle des Rhamnose induzierbaren Promotors Pgnas Uber Rekombination
in die Vektorsequenz der viralen BACs eingefligt (siehe 4.2.4). Nach Induktion der
resultierenden BAC-Konstrukte mit L-Rhamnose konnte zwar eine Steigerung der
Kopienzahl beobachtet werden, jedoch war der Effekt deutlich geringer ausgepréagt als in
E. coli Epi300. Im Vergleich zu nicht trfA-induzierten Bakterien lieferte die Induktion des
Vektor-kodierten trfA eine 5-fach hohere Plasmidausbeute nach DNA-Isolierung. Die
Induktion in Epi300 dagegen fuhrte zu einer bis zu 22-fach héheren Menge an BAC-DNA.

Um die grundsatzliche Funktionalitit des Rhamnose-Operons zu Uuberprifen und
systematische Fehler auszuschlie3en, wurde auch eine dsRed-Sequenz mit Prp,p fusioniert.
Die resultierende Kassette wurde sowohl in einem low-copy Plasmid, als auch in einem
single-copy Vektor mit unterschiedlichen Rhamnose-Mengen induziert und die Fluoreszenz
der Bakterien im FACS analysiert. Dabei konnte jedoch nur im low-copy Format eine
Fluoreszenz nachgewiesen werden, was darauf hinweist, dass die Expressionsleistung des
Pinas-Systems im Vektor pCCT in E. coli GS1783 nicht optimal ist und fir diese Anwendung
daher nur bedingt eingesetzt werden kann. Alternativ zu diesem Vorgehen, kénnen fir die
Bereitstellung sehr grol3er BAC DNA-Mengen in E. coli GS1783 hergestellte Konstrukte in
E. coli Epi300 umtransformiert und diese Klone fur eine DNA-Praparation verwendet werden.
Die Insertion der Pgrnas-trfA-Kassette in die BAC-Vektoren pCCT-SIV und pCCT-SIV+N zeigt

jedoch das grolRe Potential des verwendeten Rekombinationssystems auf, da hier eine
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relativ grof3e Kassette (4,5 kb) tGber sehr kurze homologe Sequenzen von 27 bp und 38 bp

integriert werden konnte.

5.3 Herstellung verschiedener  SHIV-Varianten dber BAC-
Mutagenese

Das in dieser Arbeit neu etablierte Red-Rekombinationssystem diente schlieBlich zur

effizienten Herstellung verschiedener SIV-BAC sowie SHIV-BAC-Varianten, die zur weiteren

Aufklarung einiger spezifischer Fragestellungen im Bereich der HIV-Impfstoffentwicklung

genutzt werden konnten.

5.3.1 ,Ruckbau“ des passagierten HIV-1 Bereichs von SHIV-89.6P (Klon KB9)

Als Proof of Principle fur die erfolgreiche Anwendung der Red-Rekombination in Kombination
mit der en passant Mutagenese zur Herstellung chimarer SHIV-BAC-Konstrukte wurde der
komplette HIV-1 Sequenzbereich des pathogenen SHIV-KB9 in pCCT-SIVINc sowie in
pCCT-SIV+NINcT eingeflgt (siehe 4.2.5). Im Vorfeld war versucht worden, dieses DNA-
Fragment mit einer Gré3e von 2,9 kb in den urspringlichen BAC pCCT-SIVrN, ohne CamR
im nef ORF, einzufugen, analog zur Herstellung der Varianten pCCT-SIVdsRed und
pCCT-SIVenvK. Aufgrund des hohen Hintergrunds an StrepR Klonen konnten jedoch trotz
intensiver Screenings keine positiven Rekombinanten isoliert werden. Erst das Einbringen
der en passant entfernbaren Chloramphenicol Resistenzkassette in die Zielvektoren zur
zusatzlichen Selektion von positiven Rekombinanten, erlaubte die Fertigstellung der
Konstrukte pCCT-SHIV-KB9wt und pCCT-SHIV-KB9wt+N und betont dariiber hinaus das
Potential des etablierten Systems. Das unterschiedliche Replikationsverhalten von
SHIV-KB9, SHIV-KB9wt und SHIV-KBO9wt+N in verschiedenen Zelllinien (siehe 4.2.7)
bestétigt ein bereits beschriebenes Phanomen. So stellt die unterschiedliche in vitro
Replikationsfahigkeit in humanen und Makaken PBMC, sowie in diversen SIV-permissiven
Zelllinien, eine Schwierigkeit bei der gezielten Konstruktion in vivo infektibser und
replikationsfahiger Viren dar, da in Zellkultur beobachtete Eigenschaften keine Vorhersage
auf das in vivo Verhalten erméglichen **?**. Das im Rahmen dieser Arbeit generierte Virus
SHIV-KB9wt zeigte keinerlei Replikation in Rhesus PBMC. Dies bestatigt in Analogie zu
Karlsson et al. '*¥, dass die Mutationen, die SHIV-KB9 durch in vivo Passagierung im
SIVmac239 Backbone erworben hat, fir die erfolgreiche Replikation in Makaken essentiell
und als eine Folge der Wirtsanpassung zu sehen sind. Auffallig ist (siehe Bild 4.10), dass
besonders im Bereich der LTRs Mutationen akkumulierten. Dies ist als eine Folge der
Anpassung der LTR-Sequenz an das HIV-1 Tat von Isolat 89.6 zu sehen. Nur eine optimale
Bindung von Tat an den LTR-Promotor erlaubt eine effiziente Transkription und somit
Virusproduktion. Das Einfligen einer zusatzlichen NF-kB Bindestelle in die LTR-Region

konnte das Replikationsvermdgen von SHIV-KB9wt+N in Rhesus PBMC zumindest teilweise
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wieder herstellen. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die Transkription des
Virusgenoms der limitierende Faktor fir eine effiziente Virusvermehrung ist.

In wie weit die Mutationen im LTR-Bereich auch fir das pathogene Potential des Virus
verantwortlich sind, lasst sich derzeit nicht sagen. Es wurden bereits verschiedene Mutanten
von SHIV-KB9 hergestellt, die zeigen, dass bestimmte Mutationen im env-Bereich einen
Einfluss auf das pathogene Potential des Virus haben, dieses jedoch nicht vollstandig

konstituieren konnen %,

Daher ist es durchaus mdéglich, dass auch Mutationen im
SIVmac239 Backbone zum pathogenen Potential eines Virus beitragen. Das in dieser Arbeit
entwickelte System kann wesentlich zur Aufklarung dieser Fragestellung beitragen, da wie

gezeigt, punktuelle Variationen im Virusgenom sehr effizient etabliert werden kénnen.

5.3.2 Generierung von SHIV V3-Varianten mit unterschiedlichem Korezeptor-
Tropismus

Eine wichtige Fragestellung im Bereich der HIV-Impfstoffentwicklung und in besonderem
Mal3e bei der Entwicklung adaquater Tiermodelle betrifft auch die Korezeptor-Verwendung
von als Challenge Viren eingesetzter SHIVs. Das in dieser Arbeit entwickelte System wurde
daher verwendet, um ausgehend vom pathogenen, dualtropen SHIV-KB9 neue R5-trope
SHIVs herzustellen. Hierfur wurden vier verschiedene SHIV-BACs mit mutierter V3-Sequenz
in gp120 generiert. Diese sollten im Vergleich zum Ausgangsvirus eine Veranderung im
Korezeptor-Tropismus aufweisen. Zur genauen Uberprifung der bioinformatischen
Vorhersage-Programme wurden neben den R5-tropen auch potentiell X4-trope
Virusvarianten konstruiert. Bis auf die Variante KR-IGK zeigten alle SHIV V3-Varianten eine
Replikation in humanen PBMC. Die Ursache fir das fehlende Replikationsvermdgen von
SHIV-KR-IGK ist derzeit noch unklar.

Unter 4.2.8.2 konnte gezeigt werden, dass die Uber Red-Rekombination hergestellten Viren
SHIV-KS-TGD, SHIV-KS-IGK, SHIV-KR-TGD und SHIV-KR-IGK alle ein gegeniber dem
Ausgangsisolat SHIV-KB9 veréndertes Korezeptor-Profil aufweisen. SHIV-KB9 kann nach
vorherrschender Meinung sowohl CXCR4 als auch CCR5 als Korezeptor fur die Infektion
nutzen 138,195
SHIV-KB9 jedoch bevorzugt CXCR4 zu verwenden, da der Einsatz des
CXCR4-Antagonisten AMD3100 einen deutlich starkeren inhibitorischen Effekt auf die

. Nach dem in dieser Arbeit erzielten Ergebnis (siehe Bild 4.18) scheint

Infektiositat der eingesetzten Viren hatte, als die Verwendung des CCR5-Antagonisten
TAK779 (siehe Bild 5.1). Die vier neu hergestellten SHIV V3-Varianten konnen prinzipiell
immer noch beide Korezeptoren zur Infektion nutzen, jedoch scheinen sie alle CCR5
gegeniuber CXCR4 zu préaferieren. So konnte die Zugabe von TAK779 die Infektiositat aller
vier SHIV-Varianten sehr stark reduzieren (83 - 90 %). Eine Inkubation mit AMD3100 konnte
die Anzahl an infizierten Zellen ebenfalls herabsenken, jedoch in weit geringerem Ausmal
als bei SHIV-KB9. Auch war der Effekt bei den SHIV V3-Varianten variabler als bei Zugabe



Diskussion 89

von TAK779. So reduzierte AMD3100 die Anzahl an infizierten Zellen nur um 10 % bei der
Variante KR-TGD, um 24 % bei SHIV-KR-IGK und um 38 % bzw. 42 % bei den Varianten
KS-IGK und KS-TGD. Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass v. a.
SHIV-KR-TGD bevorzugt CCR5 zur Infektion nutzt. Dieses Virus konnte daher als R5-trope

Variante von SHIV-89.6P flr in vivo Versuche in NHP verwendet werden.
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Bild 5.1: Inhibition der Infektion durch Einsatz von Korezeptor-Antagonisten. Zur Veranschau-
lichung des Effekts von AMD3100 (CXCR4-Antagonist) und TAK779 (CCR5-Antagonist) wurden die
Ergebnisse von Bild 4.18 in % Inhibition der Infektion aufgetragen.

Die hier ermittelten Ergebnisse entsprechen im Kern auch von Matsuda et al. %

vertffentlichten Daten, die ebenso auf Basis der Subtyp B R5-Konsensussequenz nach
Cardozo et al. **, durch Substitution von fiinf AS im env V3-Bereich den Tropismus eines X4-
tropen SHIVs (SHIV-KS661, abgeleitet von SHIV-89.6P) veranderten. Das resultierende
SHIV (SHIV-MK1) infizierte Rhesus PBMC bevorzugt tber CCR5 und erwies sich als
replikationskompetent in Rhesus Makaken.

Zum Vergleich mit den unter 4.2.8.1 beschriebenen Phanotypen der V3-Varianten von
SHIV-KB9 wurde zusétzlich eine bioinformatische Vorhersage der Korezeptor-Verwendung
mit Hilfe des Online Tools WebPSSM ?*" durchgefiihrt.

Tabelle 5-1: Bioinformatische Vorhersage der Korezeptor-Verwendung (mit WebPSSM) im
Vergleich zu den experimentell ermittelten Daten (Grenzwert % Inhibition: positiv wenn >15 %)

S Jremeplo scorexa scoreRs (NS eermentles

89.6P Auch X4 0.38 0.98 6 Nur X4
KS-TGD Nur R5 0.16 0.73 4 Auch X4
KS-IGK Auch X4 0.29 0.95 6 Auch X4
KR-TGD Nur R5 0.22 0.91 5 Nur R5
KR-IGK Auch X4 0.51 0.98 7 Nur R5
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Wie aus Tabelle 5-1 ersichtlich ist, wird fur die Varianten KS-TGD und KR-TGD ein reiner
R5-Tropismus hervorgesagt. Dies widerspricht fur SHIV-KR-TGD der 11/24/25-Regel, da
diese V3-Variante die positiv geladene AS Lysin an Position 11 aufweist. Nach Interpretation
der Testergebnisse verwendet SHIV-KR-TGD sogar hauptséachlich CXCR4 als Corezeptor.
Auch SHIV-KS-TGD kann durchaus CXCR4 fir eine Infektion verwenden. Um dies exakt
aufzuklaren, sind noch weitere Analysen der Korezeptor-Verwendung der SHIV V3-Varianten
notig. So kdnnte die Infektion von humanen und/oder Rhesus PBMC unter Einsatz der hier
verwendeten Korezeptor-Antagonisten analysiert werden. Auch kénnten Reporter-Zelllinien
(U87 oder GHOST), die zusatzlich zu CD4 jeweils einen oder beide Korezeptoren
exprimieren, mit den verschiedenen SHIV-Mutanten infiziert werden und weiteren Aufschluss
Uber die Korezeptor-Praferenz der hergestellten Viren geben. Die hier generierten
experimentellen Daten stimmen nur zum Teil mit der bioinformatischen Vorhersage Uberein,
grolRere Abweichungen ergaben sich besonders fir SHIV-89.6P, SHIV-KS-TGD und
SHIV-KR-TGD. Das Verhalten von SHIV-KR-TGD widerspricht dabei auch der 11/24/25-
Regel. Allgemein lasst sich sagen, dass Vorhersagen des Korezeptor-Tropismus besser fir
rein R5-trope Viren als fur rein X4-trope Viren zutreffen und dualtrope Viren sogar komplett

1 Insgesamt eignet sich das entwickelte System daher

ausgeschlossen werden
hervorragend, um solche bioinformatische Vorhersage-Programme experimentell zu
Uberprifen und durch die erhaltenen Ergebnisse zugrunde liegende Algorithmen zu
verbessern.

Bei diesen Analysen sollte auch bericksichtigt werden, dass nicht nur die Sequenz, sondern
auch die Struktur der V3-Region fur die Korezeptor-Préferenz eines Virus verantwortlich sein

kann 28

. Der Korezeptor-Tropismus wird auf3erdem nicht ausschlielich durch die V3-
Sequenz bestimmt, sondern auch die Sequenzen der V1- und V2-Region in gp120 kdnnen
hierauf einen Einfluss haben ?*°. Am Isolat SF162 konnte Uberdies gezeigt werden, dass
in vitro und in vivo unterschiedliche Mutationen in der V3-Sequenz fiir eine Veranderung der

Korezeptor-Verwendung verantwortlich sein kénnen **°.

5.3.3 Herstellung zweier Subtyp C SHIV-Panel

Als Proof of Principle fur die Skalierbarkeit des etablierten Systems wurden zwei Sets von
jeweils 12 SHIV-Provirus BAC-Konstrukten parallel hergestellt. Aus dem ,Subtype C HIV-1
Reference Panel of Env Clones® wurde die primare env- inklusive der vollstandigen vpu-
Sequenz, in zwei unterschiedliche lentivirale BAC-Vektoren tber Recombineering eingeflugt.
Diese BACs kodierten zum einen fir das Virusgenom von SHIV-89.6P (Klon KB9) und zum
anderen fur das Genom von SlIVmac239 und enthielten alle zur Rekombination
erforderlichen Selektionskassetten. Beim Design dieser Konstrukte wurde gezielt der

chimére HIV - SIV gp41 Terminus von SHIV-89.6P beibehalten, da dieser eine wichtige Rolle
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fur die Replikationsfahigkeit und die Pathogenitét resultierender Viren in vivo zu spielen
scheint %2,

Die 12 generierten SHIV-89.6C-Varianten enthalten sowohl Subtyp B als auch Subtyp C
HIV-1 Sequenzen, wobei sie im Vergleich zu den bereits verfigbaren SHIVs den bisher
groRten Anteil an Subtyp C Sequenzen kodieren. Die gesamte gpl120-Sequenz und der
groRte Teil der gp41-Sequenz ist von Subtyp C Isolaten abgeleitet. Uberdies beinhalten die
neu hergestellten SHIV-89.6C-Varianten auch Subtyp C vpu, was fur die
Replikationsfahigkeit und das Vermogen der resultierenden SHIVs, CD4+ T-Zellen zu
depletieren, in vivo von Bedeutung sein kann. Es ist bekannt, dass HIV-1 Subtyp B und
Subtyp C Vpu unterschiedliche Strukturmotive und biologische Eigenschaften aufweisen %,
Subtyp C Vpu kann beispielsweise CD4 weniger effizient runterregulieren und fihrte in
einem pathogenen Subtyp B SHIV (SHIV-SCVpu) zu einer mehr graduellen CD4-Depletion
als das originale Subtyp B Vpu #. Es kénnte daher sein, dass SHIVs mit Subtyp C Vpu eher
eine HIV-1 Subtyp C Infektion im Menschen widerspiegeln, da Subtyp C Viren in humanen
PBMC generell schlechter replizieren als Subtyp B Viren 2%,

Parallel wurde ein zweites Panel auf Basis von SIVmac239 hergestellt. Die 12 resultierenden
SHIV-NC-Konstrukte stellen eine neue Klasse von SHIVs dar, da sie einen geringeren HIV-1
Anteil aufweisen als die bisher verfugbaren SHIVs und fir chimare SIV - HIV Proteine Tat
und Rev kodieren. Tat wirkt als Transkriptionsaktivator durch Bindung an das spezifische
TAR-Element im 5’ LTR. Die LTR-Sequenz von HIV-1 und SIV weist jedoch nur eine Identitat
von ~48 % auf. Bei SHIV-89.6P konnte bereits beobachtet werden, dass HIV-1 Tat durch
in vivo Passagierung zahlreiche Mutationen akkumulierte, die wahrscheinlich in ihrer
Gesamtheit die Interaktion mit einem SIV LTR erleichterten. Die Bindung an den LTR wird
durch die Proteindoméane von Tat vermittelt, die durch das Exon 1 kodiert wird. Daher kdnnte
es sein, dass SHIVs, die ein SIV tat Exon 1 beinhalten, initial besser replizieren kdnnen als
vergleichbare Viren mit HIV-1 tat, da das resultierende chimare Tat besser mit dem SIV LTR
interagieren kann. HIV-1 Rev bindet an das sog. Rev responsive element (RRE) im env-
Bereich von einfach gespleiRten oder ungespleiiten RNAs und ermdglicht so deren
Kernexport 2°°. Da die Bindedoméne durch das rev Exon 2 kodiert wird, sollte eine SIV Rev
Domaéne, die durch das Exon 1 kodiert wird, diese Interaktion nicht verschlechtern.

Die Herstellung dieser 24 neuen SHIV-Konstrukte Giber Red-Rekombination und en passant
Mutagenese dauerte ca. sechs Wochen. Es ist daher mdglich, mit dem etablierten System
innerhalb  kurzer Zeit zahlreiche neue SHIV-BAC-Konstrukte mit env-Sequenzen
verschiedenster HIV-1 Isolate herzustellen und so die Wahrscheinlichkeit fur die Entwicklung
neuer replikationsfahiger Viren zu verbessern.

Wie die Western Blot Analysen (siehe Bild 4.24 und Bild 4.30) zeigen, fuhrte eine

Transfektion mit den 24 neuen Subtyp C SHIV-Varianten nicht in jedem Fall zur Produktion
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von Viruspartikeln. Da jedoch 8 von 12 SHIV-89.6C-Konstrukten zu einer deutlich
nachweisbaren RT-Aktivitat und damit zur Ausbildung von Viruspartikeln fihrten und far
diese die Proteinexpression vergleichbar mit SHIV-KB9 war, ist davon auszugehen, dass die
hergestellten pCCT-SHIV89.6C-Varianten nicht generell einen Defekt in der Partikelbildung
aufweisen. Dagegen scheinen die SHIV-NC-Varianten einen prinzipiellen Defekt
aufzuweisen, da sie nicht effizient oder richtig exprimiert wurden (siehe Bild 4.30) und es zu
keiner Abschnirung viraler Partikel in den Uberstand kam. Dies konnte an der verwendeten
SpleiRdonor Sequenz zwischen SIV tat und HIV-1 vpu liegen, die eventuell eine Produktion
von funktionalem Tat verhindert und somit eine effiziente Transkription des Virusgenoms
blockiert. Versuche, in Western Blot Analysen die Expression von Tat und Rev in Lysaten
transfizierter Zellen nachzuweisen, blieben erfolglos. Eine Ko-Transfektion von
eukaryontischen Zellen mit den SHIV-NC-Konstrukten und einem Plasmid kodierend fir
exogenes Tat konnte einen Hinweis geben, ob eine fehlende Tat-Funktion flr das
beobachtete Phanomen verantwortlich ist. In diesem Fall, kdnnte durch eine alternative
Verwendung der HIV-1 SpleiBdonorsequenz (siehe Bild 4.27) in einem neuen SHIV-Panel
dieser generelle Defekt der Transkription und Translation der viralen Proteine aufgehoben
werden.

Uber den Grund, warum Viruspartikel-haltige SHIV-89.6C Uberstande mit hoher RT-Aktivitét
nicht zu einer Infektion von TZM-bl Zellen fihrten, kann derzeit nur spekuliert werden. So
konnten (1) die zur Transfektion verwendeten 293T-Zellen nicht optimal fir die
Partikelbildung sein, (2) die eingesetzten infektiosen Titer der Virusiiberstdnde zu gering
gewesen zu sein oder (3) den eingefligten env-Sequenzen evtl. bestimmte wichtige
SpleiBdonor-, SpleiRakzeptor- oder Ehancer-Sequenzen fehlen. Nach Infektion von
humanen PBMC replizierten alle bereits etablierten Viren, die als Positivkontrollen verwendet
wurden und ein Virus aus dem SHIV-89.6C-Panel (# 12). Eine virale Replikation in Rhesus
PBMC war nur fur SIVmac239 nachweisbar, nicht jedoch fir die in NHP replikationsfahigen
und pathogenen Viren SHIV-KB9, SHIV-SF162P3 und SHIV-1157ipd3N4. Es ist moglich,
dass ebenso wie bei Infektion der TZM-bl Zellen nur sehr geringe infektibse Virustiter
eingesetzt wurden, die flr eine produktive Infektion nicht ausreichten. Eventuell kdnnte fur
die erfolgreiche Infektion von Rhesus PBMC mit den verwendeten SHIVs auch eine weitere

Optimierung des Protokolls zur PBMC-Stimulierung und -Aktivierung nétig sein.
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Bild 5.2: Schematische Darstellung des Rekombinationsereignisses bei der Herstellung von
SHIV-89.6C.12. Gezeigt ist der zu verdandernde Sequenzbereich von pCCT-SHIV-KB9rNc. Dargestellt
sind virale Sequenzen (hellgrau), zur Rekombination verwendete virale Sequenzen (dunkelgrau bzw.
schwarz) und die relative Lage der viralen ORFs im Endkonstrukt. Gestrichelte Linien zeigen an, Gber
welche Sequenzen die Subtyp C vpu/env-Sequenz #12 rekokmbinieren hatte sollen (grau) bzw. tber
welche Sequenz tatsachlich rekombiniert wurde (rot).

Die lIsolierung und Sequenzierung des viralen Genoms von SHIV-89.6C.12 aus den
Uberstanden humaner PBMC zeigte, dass dieses Virus Sequenzen im gp4l-Terminus
aufweist, die exakt der Sequenz von SHIV-89.6P entsprechen. Die Sequenzierung von
pCCT-89.6C.12 daraufhin zeigte, dass diese Mutationen bereits im hergestellten BAC-Vektor
vorlagen. Es ist daher anzunehmen, dass wahrend der Rekombination zur Integration der
env-Sequenz in pCCT-SHIV-KB9rNc, aufgrund einer teilweise vorhandenen Homologie der
Sequenzen von Subtyp Cenv#12 und 89.6P env (79,2 %; siehe auch Bild 4.26), ein
groRRerer Sequenzbereich von 89.6P env erhalten blieb, als beabsichtigt war (siehe Bild 5.2).
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A
SHIV-1157ipd3N4d (726) GERDRDRSIRLVIGSLALIWDDLESLCLEBYHRLEDLLLIWTRTVELLGR
SHIV-89.6FP (KB9) (736) GERDRDRSGPSVNGSLALIWDDLRSLCLESYHRLRDLLLIVTRIVELLGR
SHIV-89.6C.12thec (740) GEQDRGRSVRLVSGFLELAWDDLRSLCLECYHRLEDLLLITTRAVELLAR
SHIV-85.6C.12 (740) GEQDRGRSVRLVEGFLEBLAWDDLRSLCLFCYHRLRDLLLIVTRIVELLGR
SHIV-11571ipd3N4 (776) ——————— RGWEALEYWWHNLLLYWSOE LEKNSAVSLLNATATAVROYGWSYE
SHIV-59.6F (KB9) (786) ——————- RGWEALKYWWHNLLOYWSOE LFKNSAVESLLOYG———————— WSYF
SHIV-89.6C.12theo ({790) SILEKGLQRGWEILKYLGSLMOYWSOELKKSAINLLOYG-—-—-———- WSYF
SHIV-59.6C,12 (7901 ——————- RGWEALKYWWHNLLOYWSOE LFKNSAVESLLOYG———————— WSYF
SHIV-1157ipd3N4d (819) HEAVOAVWRSATETLAGAWGDLWEILRRGGEWILAIPERIRQGLELTLL
SHIV-89.6FP (KB9) (821) HEAVOAVWRSATETLAGAWSDLWETLRRGGRWILATPRRIRQGLELTLL
SHIV-89.6C.12theo (832) HEAVOAVWRSATETLAGAWGDLWETLRRGGRWILAIPRRIRQGLELTLL
SHIV-89.6C.12 (825) HEAVOAVWRSATETLAGAWSDLWETLRRGGRWILATPRRIRQGLELTLL

SHIV-1157ipd3N4 (1) MAGRSGDSDEELIRTWRLIKLL¥OSN--——-———- PPPTSEGSROARRNE
SHIV-859.6P (EBS) (1) MAGRSGDSDEELIRTWRLIKLL¥OSN-———————-— PPPSLEGTROARRIE
SHIV-8%.6C.12theo (1) MSNHE--REEELRERLRLIHLILHOTTGILTLIVADPEPEEFEGTROARRNE
SHIV-595.6C.12 (1) MSWNHE--REEELRKRLRELIHLLHOTTGILTLIVADFFPPEEFEGTROARRNR

SHTV-1157ipd3N4 (4
SHIV-89.6P (KBS) (4
SHIV-809.6C.12theo (4
SHIV-89.6C. 12 (4

2) BREWBRERQROTHSTSDRILSTH LGRSAEPVPLOLPPLERLTLDCHNEDCGT
2) RREWRERQRQIRSISERILGT¥LGRSAEFVEPLOQLPPLERLTLDCNEDCGT
9) RREWRARCROICEISERILTTCLGRSEEFVPLLLEPPIERLTIDHNESGGT
5) RRRWRARCROICEISERILTTCLGRSEEFVPLLLPPIERLTLDCHNEDCGT

SHIV-1157ipd3N4 (92) PGTQRVGSPOILVESPTVLESGTEE-
SHIV-89.6P (KBY) (92) SGTOEVESPOILVESPTVIESGTKE-
SHIV-89.6C.12theo (99) SGTOHSOGTTEGVGENP——————————
SHIV-89.6C.12 (00) BGTOGVGSPOILVESPTVLESGTEE -

Bild 5.3: Aminoséduresequenz von SHIV-89.6C.12 gp41 und Rev. Aus dem virushaltigen Uberstand
der Replikationskinetik an Tag 19 wurde virale RNA isoliert, revers transkribiert und sequenziert. Die
resultierende AS-Sequenz des gp41-Bereichs wurde mit den AS-Sequenzen von SHIV-1157ipd3N4,
SHIV-89.6P (KB9) und der theoretischen Ausgangssequenz von SHIV-89.6C.12 verglichen. Dargestellt
sind der C-terminale Bereich von gp41 (A) sowie die komplette AS-Sequenz von Rev (B. Die Zahlen in
Klammern geben die Positionen der AS in Env bzw. Rev an.

Dies resultierte in einem Virus mit einer im Vergleich zu den anderen SHIV-89.6C-Varianten
veranderten und um 7 AS verkirzten gp4l-Sequenz (siehe Bild 5.3 A). Interessanterweise
weist auch das pathogene Subtyp C SHIV-1157ipd3N4 eine ahnliche AS-Sequenz in diesem
Bereich auf. Daher kdnnte diese Sequenz fir eine erfolgreiche Replikation in vivo von
Bedeutung sein. Hierzu sollte jedoch zun&chst die Replikation von SHIV-89.6C.12 in Rhesus
PBMC untersucht werden. Auch die C-terminalen AS von Rev waren von diesen Mutationen
betroffen (siehe Bild 5.3 B). Es ist jedoch nicht davon auszugehen, dass dies einen
bedeutenden Einfluss auf die Virusreplikation hat, da fir diesen Rev-Abschnitt keine
wichtigen Funktionen bekannt sind °.

Dieses unerwartete Ergebnis zeigt ein weiteres, bisher noch nicht beschriebenes
Anwendungspotential des hier etablierten Systems auf: Aufgrund einer Sequenzhomologie
von 79,2 % zwischen der 89.6 env- und der Subtyp C env-Sequenz (# 12) kam es zu einer

nicht gezielt geplanten homologen Rekombination. Solche Ereignisse konnten auch genutzt
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werden, um ungerichtete SIV — HIV Mosaikviren zu erhalten und mdégliche Zusammenhéange
zwischen der Genomzusammensetzung, der Replikationskompetenz und eventuell sogar
pathogenen Eigenschaften eines resultierenden Virus aufzuklaren. Diese Entdeckung ist
umso erstaunlicher, als uUbereinstimmend eine Mindestanzahl von > 20 bp an homologen
Bereichen fir eine erfolgreiche Red-Rekombination postuliert werden **'’2. Dies scheint
damit zusammenzuhangen, dass das A Beta Protein nur mit Sequenzen, die mindestens
36 bp lang sind stabile Nukleoprotein-Komplexe ausbilden kann #. Wie die in Bild 4.26
dargestellte Nukleotidsequenz zeigt, scheint bei der Entstehung von SHIV-89.6C.12 jedoch
Uber eine 14 bp homologe Sequenz rekombiniert worden zu sein. Alternativ dazu kdnnte es
auch sein, dass einzelne Nukleotid-Fehlpaarungen in einem grof3eren homologen Bereich
durch das System toleriert werden kdnnen. Falls die hier beschriebene Beobachtung
reproduziert werden kann, ware eine Optimierung dieser Methode zur ungerichteten
Rekombination zwischen sehr &hnlichen, nicht-homologen Sequenzen denkbar. Der
Einsatzbereich wirde dabei Uber die Schaffung neuer SHIVs hinausreichen und sowohl fir
Grundlagen- als auch Anwendungsbezogene Forschung ein bedeutendes Werkzeug

bereitstellen.

5.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden durch Anwendung der Red-Rekombinationstechnologie
zunachst mehrere lentivirale BACs hergestellt. Diese konnten durch die Verwendung einer
doppelten Selektions- und Gegenselektionskassette Uber Rekombination riickstandslos
verandert werden. Die Effizienz dieser Methode konnte aul3erdem durch eine Kombination
mit der en passant Mutagenese deutlich gesteigert werden. Auf diese Weise wurden einige
neue SHIV-Varianten konstruiert, die in vitro in humanen und teilweise auch in Rhesus
PBMC replizieren kénnen, und damit &ulRerst interessant fiir weitere in vivo Analysen sind.
Die V3-Varianten von SHIV-KB9 mit einem veranderten Korezeptor-Tropismus kénnten, falls
sie in vivo eine Pathogenitat vergleichbar mit SHIV-KB9 hervorrufen, als R5-trope Varianten
anstelle SHIV-89.6P in HIV-1 Challenge Studien in NHP eingesetzt werden. Dies ware von
Vorteil, da Infektionen von Makaken mit R5-tropen SHIVs, im Gegensatz zu X4- oder
dualtropen Viren, einen &hnlichen klinischen Verlauf zeigen wie eine HIV-1 Infektion im
Menschen (siehe 2.3.2).

Lentivirale BACs, die zur Bildung einer neuen Klasse von Subtyp C SHIV-Konstrukten fihren
sollten (SHIV-NC), zeigten einen generellen Defekt bei der Expression des viralen Genoms.
Es konnten daher keine Viruspartikel gebildet werden. Jedoch konnte dies durch ein
verandertes Design des SHIV-NC-Panels mit einer anderen SpleiRdonorsequenz zwischen
SIV tat Exon 1 und HIV-1 vpu geéandert werden. Anhand dieses SHIV-Panels konnte gezeigt

werden, dass durch die parallele Herstellung mehrerer Konstrukte, die sich nur durch die
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primare Sequenz des verwendeten env Isolats unterscheiden, schnell Rickschlisse auf die
prinzipielle Funktionalitat der Viren gezogen werden kénnen. Wird dagegen wie herkdmmlich
nur eine neue SHIV-Variante hergestellt, kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein
eventueller Defekt nur isolatspezifisch ist.

Die Herstellung eines SHIV-Panels basierend auf dem pathogenen SHIV-KB9 fiihrte zur
Produktion mehrerer neuer SHIV-haltiger Uberstande. Von diesen erwies sich eine Variante
als replikationskompetent in humanen PBMC. Dieses Virus, SHIV-89.6C.12, kodiert priméare
vpu/env-Sequenzen aus einem frilhen Infektionsstadium nach einer heterosexuellen
Ubertragung in Sudafrika. Es konnte gezeigt werden, dass SHIV-89.6C.12 als einzige
Variante, aufgrund eines eigentlich unbeabsichtigten Rekombinationsereignisses, einen
Abschnitt von 121 bp im gp4l1 Terminus von SHIV-KB9 integriert hat. Die weitere Analyse
des Replikationspotentials dieses mutierten Virus in Rhesus PBMC in vitro und in Makaken
in vivo ware nun auferst interessant. Dieser SHIV kénnte daher den Pool an R5-tropen, in
vivo replikationsfahigen und evtl. pathogenen SHIVs mit einer Subtyp C HIV-1 env-Sequenz
erweitern und sich fur den Einsatz in NHP-Studien eignen. Die gezielte Herstellung weiterer
SHIV-89.6C-Varianten unter Verwendung der Subtyp C env-Sequenzen # 1 - 11 und diesem
121 bp Abschnitt von SHIV-KB9 kdnnte weiteren Aufschluss auf die Bedeutsamkeit dieser
Sequenz fir das Replikationspotential resultierender Viren geben.

Das etablierte Red-Recombineering-System eignet sich auch fir die Generierung weiterer,
neuer SHIV-Konstrukte, die eine sog. virale Quasispezies bilden. Durch die Amplifikation
primérer env-Sequenzen aus HIV-1 positiven Patienten in einem spaten Infektionsstadium
und eine Adaptation des Verfahrens auf das 96-well Format konnte diese SHIV
Quasispezies hergestellt werden. Dies ware sehr interessant, da bereits gezeigt werden
konnte, dass eine virale Quasispezies die Selektion von besser replizierenden und starker

pathogenen Viren begiinstigen kann %

. Eine Inokulation mit einer moglichst diversen
Quasispezies kann somit den Pathogenitatsfaktor erhéhen bzw. den Fortschritt einer
Infektion beschleunigen #*,

Desweiteren eignet sich die hier etablierte Methode selbstverstandlich auch zur Herstellung
von HIV-1 BACs und ermoglicht somit eine einfache Konstruktion von neuen Reporterviren,

Deletions- oder Punktmutanten.
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6 Anhang

6.1 Ubersicht aller hergestellten Konstrukte

Rekombinations-
System

pCCT in E. coli
Epi300

pSIM5 in E. coli
Epi300

E. coli GS1783

Eigenschaften

gbx: Ara-induzierbar
Kopien-Anzahl: Ara-induzierbar
recA+

gbx: Hitze-induzierbar
oril01: Temperatur-sensitiv

gbx: Hitze-induzierbar
I-Scel: Ara-induzierbar

Kopien-Anzahl: teilweise Rha-
induzierbar

Hergestellte Konstrukte

pCCT-SIV (B)
pCCT-SIV (BC)
pCCT-SIV (BC+N)
pCCT-SIV (ABC)
pCCT-SIV (ABC+N)
pCCT-SHIV-KB9 (B)
pCCT-SHIV-KB9 (BC)
pCCT-SHIV-KB9 (ABC)

pCCT-SIVrN
pCCT-SIVdsRed
pCCT-SIVenvK

pCCT-SIVkanaout
pCCT-SIV-rNc
pCCT-SIV+NrNc
pCCT-SIVAa-rN
pCCT-SIVAa-rNc
pCCT-SIVAa-dsRed
pCCT-SHIV-KB9wt
pCCT-SHIV-KB9wt+N
pCCT-SIVrhaRed-rNc
pPCCT-SIV-rNcT (trfA+)
pCCT-SIV+NrNcT (trfA+)
pCCT-SHIV-NC.1-12
pCCT-SHIVKB9kanaout
pCCT-SHIVKB9Aa-rN
pCCT-SHIVKB9Aa-rNc
pCCT-SHIV-89-6C.1-12
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6.2 Sequenzen Transferkonstrukte

Sce-wtrpsLNeo:

57 CAGAACAGGCAATAGAGGATGTATGGCAACTCTTTGAGACCTCAATAAAGTAGGGATAACAGGGTAATGGCCT
GGTGATGATGGCGGGATCGTTGTATATTTCTTGACACCTTTTCGGCATCGCCCTAAAATTCGGCGTCCTCATATT
GTGTGAGGACGTTTTATTACGTGTTTACGAAGCAAAAGCTAAAACCAGGAGCTATTTAATGGCAACAGTTAACCA
GCTGGTACGCAAACCACGTGCTCGCAAAGTTGCGAAAAGCAACGTGCCTGCGCTGGAAGCATGCCCGCAAAAACG
TGGCGTATGTACTCGTGTATATACTACCACTCCTAAAAAACCGAACTCCGCGCTGCGTAAAGTATGCCGTGTTCG
TCTGACTAACGGTTTCGAAGTGACTTCCTACATCGGTGGTGAAGGTCACAATCTGCAGGAACACTCCGTTATCCT
GATCCGTGGCGGTCGTGTTAAAGACCTCCCGGGTGTTCGTTACCACACCGTACGTGGTGCGCTTGACTGCTCCGG
CGTTAAAGACCGTAAGCAGGCTCGTTCTAAGTATGGCGTGAAGCGTCCTAAGGCTTAAGGAGGACAATCATGATT
GAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAG
ACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGAC
CTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGC
GCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTC
CTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGAT
CCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTT
GTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGC
ATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGC
TTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGAT
ATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAG
CGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAACCTTGCTTCTTGGATAAAGTATATACAATATGGAG
TTTATATAGTTGTAG’ 3

Ceu-wtrpsLNeo (siehe oben), Erkennungsstelle Endonuklease ausgetauscht durch:
TAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGA

Sce-dsRed:

57 CAGAACAGGCAATAGAGGATGTATGGCAACTCTTTGAGACCTCAATAAAGTAGGGATAACAGGGTAATGCGCA
ACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGT
GTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGTCAATTAAC
CCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGTTAATTAAGCTGAGTCTTCGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTT
AAGGGATTTTGGTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGGCGAGCA
GCGAAGATGTGATCAAAGAATTTATGCGCTTCAAAGTGCGTATGGAAGGCAGCGTGAACGGCCATGAATTTGAAA
TTGAAGGCGAAGGCGAAGGTCGTCCGTATGAAGGCACCCAGACCGCGAAACTGAAAGTGACCAAAGGCGGTCCGC
TGCCGTTTGCGTGGGATATTCTGAGCCCGCAGTTTCAGTATGGCAGCAAAGTGTATGTGAAACATCCGGCGGATA
TTCCGGATTATAAAAAACTGAGCTTCCCGGAAGGCTTTAAATGGGAACGCGTGATGAACTTTGAAGATGGCGGCG
TGGTGACCGTGACCCAGGATAGCAGCCTGCAGGATGGCAGCTTTATCTATAAAGTGAAATTCATCGGCGTGAACT
TTCCGAGCGATGGCCCGGTGATGCAGAAAAAAACCATGGGCTGGGAAGCGAGCACCGAACGTCTGTATCCGCGTG
ATGGCGTGCTGAAAGGCGAAATTCATAAAGCGCTGAAACTGAAAGATGGCGGCCATTATCTGGTGGAATTCAAAA
GCATCTATATGGCGAAAAAACCGGTGCAGCTGCCGGGCTATTATTATGTGGATAGCAAACTGGATATTACCAGCC
ACAACGAAGATTATACCATCGTGGAACAGTATGAACGTGCGGAAGGCCGTCATCACCTGTTTCTGTAAACCTTGC
TTCTTGGATAAAGTATATACAATATGGAGTTTATATAGTTGTAG’ 3

SIVenvK:

CAGAACAGGCAATAGAGGATGTATGGCAACTCTTTGAGACCTCAATAAAGCCTTGTGTAAAATTATCCCCATTAT
GCATTACTATGAGATGCAATAAAAGTGAGACAGATAGATGGGGATTGACAAAATCAATAACAACAACAGCATCAA
CAACATCAACGACAGCATCAGCAAAAGTAGACATGGTCAATGAGACTAGTTCTTGTATAGCCCAGGATAATTGCA
CAGGCTTGGAACAAGAGCAAATGATAAGCTGTAAATTCAACATGACAGGGTTAAAAAGAGACAAGAAAAAAGAGT
ACAATGAAACTTGGTACTCTGCAGATTTGGTATGTGAACAAGGGAATAACACTGGTAATGAAAGTAGATGTTACA
TGAACCACTGTAACACTTCTGTTATCCAAGAGTCTTGTGACAAACATTATTGGGATGCTATTAGATTTAGGTATT
GTGCACCTCCAGGTTATGCTTTGCTTAGATGTAATGACACAAATTATTCAGGCTTTATGCCTAAATGTTCTAAGG
TGGTGGTCTCTTCATGCACAAGGATGATGGAGACACAGACTTCTACTTGGTTTGGCTTTAATGGTACCAGAGCAG
AAAATAGAACTTATATTTACTGGCATGGTAGGGATAATAGGACTATAATTAGTTTAAATAAGTATTATAATCTAA
CAATGAAATGTAGAAGACCAGGAAATAAGACAGTTTTACCAGTCACCATTATGTCTGGATTGGTTTTCCACTCAC
AACCAATCAATGATAGGCCAAAGCAGGCATGGTGTTGGTTTGGAGGAAAATGGAAGGATGCAATAAAAGAGGTGA
AGCAGACCATTGTCAAACATCCCAGGTATACTGGAACTAACAATACTGATAAAATCAATTTGACGGCTCCTGGAG
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GAGGAGATCCGGAAGTTACCTTCATGTGGACAAATTGCAGAGGAGAGTTCCTCTACTGTAAAATGAATTGGTTTC
TAAATTGGGTAGAAGATAGGAATACAGCTAACCAGAAGCCAAAGGAACAGCATAAAAGGAATTACGTGCCATGTC
ATATTAGACAAATAATCAACACTTGGCATAAAGTAGGCAAAAATGTTTATTTGCCTCCAAGAGAGGGAGACCTCA
CGTGTAACTCCACAGTGACCAGTCTCATAGCAAACATAGATTGGATTGATGGAAACCAAACTAATATCACCATGA
GTGCAGAGGTGGCAGAACTGTATCGATTGGAATTGGGAGATTATAAATTAGTAGAGATCACTCCAATTGGCTTGG
CCCCCACAGATGTGAAGAGGTACACTACTGGTGGCACCTCAAGAAATAAAAGAGGGGTCTTTGTGCTAGGGTTCT
TGGGTTTTCTCGCAACGGCAGGTTCTGCAATGGGCGCGGCGTCGTTGACGCTGACCGCTCAGTCCCGAACTTTAT
TGGCTGGGATAGTGCAGCAACAGCAACAGCTGTTGGACGTGGTCAAGAGACAACAAGAATTGTTGCGACTGACCG
TCTGGGGAACAAAGAACCTCCAGACTAGGGTCACTGCCATCGAGAAGTACTTAAAGGACCAGGCGCAGCTGAATG
CTTGGGGATGTGCGTTTAGACAAGTCTGCCACACTACTGTACCATGGCCAAATGCAAGTCTAACACCAAAGTGGA
ACAATGAGACTTGGCAAGAGTGGGAGCGAAAGGTTGACTTCTTGGAAGAAAATATAACAGCCCTCCTAGAGGAGG
CACAAATTCAACAAGAGAAGAACATGTATGAATTACAAAAGTTGAATAGCTGGGATGTGTTTGGCAATTGGTTTG
ACCTTGCTTCTTGGATAAAGTATATACAATATGGAGTTTATATAGTTGTAG

Sce-camR-EnP:

GATGAGGAAGATGATGACTTGGTAGGGGTATCAGTGAGGCCAAAAGTTCCCCTAAGAACAATGAGTTACAAATTG
GCAATAGACATGTCTCATTTTATAATAGGGATAACAGGGTAATTTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCGCAGTACT
GTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATCACAGACGGCATGATGAACCTGAATCGCCAGCGGCA
TCAGCACCTTGTCGCCTTGCGTATAATATTTGCCCATGGTGAAAACGGGGGCGAAGAAGTTGTCCATATTGGCCA
CGTTTAAATCAAAACTGGTGAAACTCACCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCAATAAACCCTTTAG
GGAAATAGGCCAGGTTTTCACCGTAACACGCCACATCTTGCGAATATATGTGTAGAAACTGCCGGAAATCGTCGT
GGTATTCACTCCAGAGCGATGAAAACGTTTCAGTTTGCTCATGGAAAACGGTGTAACAAGGGTGAACACTATCCC
ATATCACCAGCTCACCGTCTTTCATTGCCATACGGAATTCCGGATGAGCATTCATCAGGCGGGCAAGAATGTGAA
TAAAGGCCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCT
GGTTATAGGTACATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGG
TGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCTCGATAACTCAAAAAATACGC
CCGGTAGTGATCTTATTTCATTATGGTGAAAGTTGGAACCTCTTACGTGCCGATCAACGTCTCATTTTCGCCAAA
AGTTGGCCCAGGGCTTCCCGGTATCAACCCTAAGAACAATGAGTTACAAATTGGCAATAGACATGTCTCATTTTA
TAA

Sce-kanR-EnP:

TGGATTGCTGCTGTGTCCTGCTTATCCACAACATTTTGCGCACGGTTATGTTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAA
TGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAA
AACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATA
CAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGT
GAGAATGGCAAAAGCTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCA
CTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGA
CAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCA
GGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTA
CGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACA
TCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATT
GTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAAT
CGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGAC
AGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTT
TGTTGAATAAATCGATTACCCTGTTATCCCTAATCCACAACATTTTGCGCACGGTTATGGTGCCACCTGACGTCG
GCCGTCAAGGCCTAGGCGCGCC

Amprha-trfA:

ATCCACAACATTTTGCGCACGGTTATGTGGACAAAATACCTGGTTACCCAGGCTTGGTGATTTTGAACTTTTGCT
TTGCCACGGAACGGTCTGCGTTGTCGGGAAGATGCGTGATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTC
AACAAAGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCAATTCTGATTATCA
CCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGT
CGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGAGCCACGCTC
ACCGGCTCCGCTTTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATC
CGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGT
TGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACG
ATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAG
AAGTAAGTTGGCCGCAGTATTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGT
AAGGTGCTTTTCTGTGACTGGTGAATACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTC
TTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTGAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGCTC
TTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGCTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTG
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ATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGGGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAAGGCCGCAAAAAAGGG
AATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTA
TTGTCTCATGAGCGGATAGATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCG
AAAAGTGCCACCTGACGTCGGCCGTCAAGGCCTAGGCGCGCCGCGGCCGCTTAATCTTTCTGCGAATTGAGATGA
CGCCACTGGCTGGGCGTCATCCCGGTTTCCCGGGTAAACACCACCGAAAAATAGTTACTATCTTCAAAGCCACAT
TCGGTCGAAATATCACTGATTAACAGGCGGCTATGCTGGAGAAGATATTGCGCATGACACACTCTGACCTGTCGC
AGATATTGATTGATGGTCATTCCAGTCTGCTGGCGAAATTGCTGACGCAAAACGCGCTCACTGCACGATGCCTCA
TCACAAAATTTATCCAGCGCAAAGGGACTTTTCAGGCTAGCCGCCAGCCGGGTAATCAGCTTATCCAGCAACGTT
TCGCTGGATGTTGGCGGCAACGAATCACTGGTGTAACGATGGCGATTCAGCAACATCACCAACTGCCCGAACAGC
AACTCAGCCATTTCGTTAGCAAACGGCACATGCTGACTACTTTCATGCTCAAGCTGACCGATAACCTGCCGLCGCC
TGCGCCATCCCCATGCTACCTAAGCGCCAGTGTGGTTGCCCTGCGCTGGCGTTAAATCCCGGAATCGCCCCCTGC
CAGTCAAGATTCAGCTTCAGACGCTCCGGGCAATAAATAATATTCTGCAAAACCAGATCGTTAACGGAAGCGTAG
GAGTGTTTATCGTCAGCATGAATGTAAAAGAGATCGCCACGGGTAATGCGATAAGGGCGATCGTTGAGTACATGC
AGGCCATTACCGCGCCAGACAATCACCAGCTCACAAAAATCATGTGTATGTTCAGCAAAGACATCTTGCGGATAA
CGGTCAGCCACAGCGACTGCCTGCTGGTCGCTGGCAAAAAAATCATCTTTGAGAAGTTTTAACTGATGCGCCACC
GTGGCTACCTCGGCCAGAGAACGAAGTTGATTATTCGCAATATGGCGTACAAATACGTTGAGAAGATTCGCGTTA
TTGCAGAAAGCCATCCCGTCCCTGGCGAATATCACGCGGTGACCAGTTAAACTCTCGGCGAAAAAGCGTCGAAAA
GTGGTTACTGTCGCTGAATCCACAGCGATAGGCGATGTCAGTAACGCTGGCCTCGCTGTGGCGTAGCAGATGTCG
GGCTTTCATCAGTCGCAGGCGGTTCAGGTATCGCTGAGGCGTCAGTCCCGTTTGCTGCTTAAGCTGCCGATGTAG
CGTACGCAGTGAAAGAGAAAATTGATCCGCCACGGCATCCCAATTCACCTCATCGGCAAAATGGTCCTCCAGCCA
GGCCAGAAGCAAGTTGAGACGTGATGCGCTGTTTTCCAGGTTCTCCTGCAAACTGCTTTTACGCAGCAAGAGCAG
TAATTGCATAAACAAGATCTCGCGACTGGCGGTCGAGGGTAAATCATTTTCCCCTTCCTGCTGTTCCATCTGTGC
AACCAGCTGTCGCACCTGCTGCAATACGCTGTGGTTAACGCGCCAGTGAGACGGATACTGCCCATCCAGCTCTTG
TGGCAGCAACTGATTCAGCCCGGCGAGAAACTGAAATCGATCCGGCGAGCGATACAGCACATTGGTCAGACACAG
ATTATCGGTATGTTCATACAGATGCCGATCATGATCGCGTACGAAACAGACCGTGCCACCGGTGATGGTATAGGG
CTGCCCATTAAACACATGAATACCCGTGCCATGTTCGACAATCACAATTTCATGAAAATCATGATGATGTTCAGG
AAAATCCGCCTGCGGGAGCCGGGGTTCTATCGCCACGGACGCGTTACCAGACGGAAAAAAATCCACACTATGTAA
TACGGTCATACTGGCCTCCTGATGTCGTCAACACGGCGAAATAGTAATCACGAGGTCAGGTTCTTACCTTAAATT
TTCGACGGAAAACCACGTAAAAAACGTCGATTTTTCAAGATACAGCGTGAATTTTCAGGAAATGCGGTGAGCATC
ACATCACCACAATTCAGCAAATTGTGAACATCATCACGTTCATCTTTCCCTGGTTGCCAATGGCCCATTTTCCTG
TCAGTAACGAGAAGGTCGCGAATTCAGGCGCTTTTTAGACTGGTCGTAATGAAATTCAGGAGGTTGTCGACATGA
ATCGGACGTTTGACCGGAAGGCATACAGGCAAGAACTGATCGACGCGGGGTTTTCCGCCGAGGATGCCGAAACCA
TCGCAAGCCGCACCGTCATGCGTGCGCCCCGCGAAACCTTCCAGTCCGTCGGCTCGATGGTCCAGCAAGCTACGG
CCAAGATCGAGCGCGACAGCGTGCAACTGGCTCCCCCTGCCCTGCCCGCGCCATCGGCCGCCGTGGAGCGTTCGC
GTCGTCTCGAACAGGAGGCGGCAGGTTTGGCGAAGTCGATGACCATCGACACGCGAGGAACTATGACGACCAAGA
AGCGAAAAACCGCCGGCGAGGACCTGGCAAAACAGGTCAGCGAGGCCAAGCAGGCCGCGTTGCTGAAACACACGA
AGCAGCAGATCAAGGAAATGCAGCTTTCCTTGTTCGATATTGCGCCGTGGCCGGACACGATGCGAGCGATGCCAA
ACGACACGGCCCGCTCTGCCCTGTTCACCACGCGCAACAAGAAAATCCCGCGCGAGGCGCTGCAAAACAAGGTCA
TTTTCCACGTCAACAAGGACGTGAAGATCACCTACACCGGCGTCGAGCTGCGGGCCGACGATGACGAACTGGTGT
GGCAGCAGGTGTTGGAGTACGCGAAGCGCACCCCTATCGGCGAGCCGATCACCTTCACGTTCTACGAGCTTTGCC
AGGACCTGGGCTGGTCGATCAATGGCCGGTATTACACGAAGGCCGAGGAATGCCTGTCGCGCCTACAGGCGACGG
CGATGGGCTTCACGTCCGACCGCGTTGGGCACCTGGAATCGGTGTCGCTGCTGCACCGCTTCCGCGTCCTGGACC
GTGGCAAGAAAACGTCCCGTTGCCAGGTCCTGATCGACGAGGAAATCGTCGTGCTGTTTGCTGGCGACCACTACA
CGAAATTCATATGGGAGAAGTACCGCAAGCTGTCGCCGACGGCCCGACGGATGTTCGACTATTTCAGCTCGCACC
GGGAGCCGTACCCGCTCAAGCTGGAAACCTTCCGCCTCATGTGCGGATCGGATTCCACCCGCGTGAAGAAGTGGC
GCGAGCAGGTCGGCGAAGCCTGCGAAGAGTTGCGAGGCAGCGGCCTGGTGGAACACGCCTGGGTCAATGATGACC
TGGTGCATTGCAAACGCTAGTAATAGGCGGCCGCGTGCCACCTGACGTCGGCCGTCAAGGCCTAGGCGCGCCGAT

Amp-rha-dsRed:

ATCCACAACATTTTGCGCACGGTTATGTGGACAAAATACCTGGTTACCCAGGCTTGGTGATTTTGAACTTTTGCT
TTGCCACGGAACGGTCTGCGTTGTCGGGAAGATGCGTGATCTGATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTC
AACAAAGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCAATTCTGATTATCA
CCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGT
CGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGAGCCACGCTC
ACCGGCTCCGCTTTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATC
CGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGT
TGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACG
ATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAG
AAGTAAGTTGGCCGCAGTATTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGT
AAGGTGCTTTTCTGTGACTGGTGAATACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTC
TTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTGAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGCTC
TTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGCTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTG



Anhang 101

ATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGGGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAAGGCCGCAAAAAAGGG
AATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTA
TTGTCTCATGAGCGGATAGATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCG
AAAAGTGCCACCTGACGTCGGCCGTCAAGGCCTAGGCGCGCCGCGGCCGCTTAATCTTTCTGCGAATTGAGATGA
CGCCACTGGCTGGGCGTCATCCCGGTTTCCCGGGTAAACACCACCGAAAAATAGTTACTATCTTCAAAGCCACAT
TCGGTCGAAATATCACTGATTAACAGGCGGCTATGCTGGAGAAGATATTGCGCATGACACACTCTGACCTGTCGC
AGATATTGATTGATGGTCATTCCAGTCTGCTGGCGAAATTGCTGACGCAAAACGCGCTCACTGCACGATGCCTCA
TCACAAAATTTATCCAGCGCAAAGGGACTTTTCAGGCTAGCCGCCAGCCGGGTAATCAGCTTATCCAGCAACGTT
TCGCTGGATGTTGGCGGCAACGAATCACTGGTGTAACGATGGCGATTCAGCAACATCACCAACTGCCCGAACAGC
AACTCAGCCATTTCGTTAGCAAACGGCACATGCTGACTACTTTCATGCTCAAGCTGACCGATAACCTGCCGLCGCC
TGCGCCATCCCCATGCTACCTAAGCGCCAGTGTGGTTGCCCTGCGCTGGCGTTAAATCCCGGAATCGCCCCCTGC
CAGTCAAGATTCAGCTTCAGACGCTCCGGGCAATAAATAATATTCTGCAAAACCAGATCGTTAACGGAAGCGTAG
GAGTGTTTATCGTCAGCATGAATGTAAAAGAGATCGCCACGGGTAATGCGATAAGGGCGATCGTTGAGTACATGC
AGGCCATTACCGCGCCAGACAATCACCAGCTCACAAAAATCATGTGTATGTTCAGCAAAGACATCTTGCGGATAA
CGGTCAGCCACAGCGACTGCCTGCTGGTCGCTGGCAAAAAAATCATCTTTGAGAAGTTTTAACTGATGCGCCACC
GTGGCTACCTCGGCCAGAGAACGAAGTTGATTATTCGCAATATGGCGTACAAATACGTTGAGAAGATTCGCGTTA
TTGCAGAAAGCCATCCCGTCCCTGGCGAATATCACGCGGTGACCAGTTAAACTCTCGGCGAAAAAGCGTCGAAAA
GTGGTTACTGTCGCTGAATCCACAGCGATAGGCGATGTCAGTAACGCTGGCCTCGCTGTGGCGTAGCAGATGTCG
GGCTTTCATCAGTCGCAGGCGGTTCAGGTATCGCTGAGGCGTCAGTCCCGTTTGCTGCTTAAGCTGCCGATGTAG
CGTACGCAGTGAAAGAGAAAATTGATCCGCCACGGCATCCCAATTCACCTCATCGGCAAAATGGTCCTCCAGCCA
GGCCAGAAGCAAGTTGAGACGTGATGCGCTGTTTTCCAGGTTCTCCTGCAAACTGCTTTTACGCAGCAAGAGCAG
TAATTGCATAAACAAGATCTCGCGACTGGCGGTCGAGGGTAAATCATTTTCCCCTTCCTGCTGTTCCATCTGTGC
AACCAGCTGTCGCACCTGCTGCAATACGCTGTGGTTAACGCGCCAGTGAGACGGATACTGCCCATCCAGCTCTTG
TGGCAGCAACTGATTCAGCCCGGCGAGAAACTGAAATCGATCCGGCGAGCGATACAGCACATTGGTCAGACACAG
ATTATCGGTATGTTCATACAGATGCCGATCATGATCGCGTACGAAACAGACCGTGCCACCGGTGATGGTATAGGG
CTGCCCATTAAACACATGAATACCCGTGCCATGTTCGACAATCACAATTTCATGAAAATCATGATGATGTTCAGG
AAAATCCGCCTGCGGGAGCCGGGGTTCTATCGCCACGGACGCGTTACCAGACGGAAAAAAATCCACACTATGTAA
TACGGTCATACTGGCCTCCTGATGTCGTCAACACGGCGAAATAGTAATCACGAGGTCAGGTTCTTACCTTAAATT
TTCGACGGAAAACCACGTAAAAAACGTCGATTTTTCAAGATACAGCGTGAATTTTCAGGAAATGCGGTGAGCATC
ACATCACCACAATTCAGCAAATTGTGAACATCATCACGTTCATCTTTCCCTGGTTGCCAATGGCCCATTTTCCTG
TCAGTAACGAGAAGGTCGCGAATTCAGGCGCTTTTTAGACTGGTCGTAATGAAATTCAGGAGGTTGTCGACATGG
CGAGCAGCGAAGATGTGATCAAAGAATTTATGCGCTTCAAAGTGCGTATGGAAGGCAGCGTGAACGGCCATGAAT
TTGAAATTGAAGGCGAAGGCGAAGGTCGTCCGTATGAAGGCACCCAGACCGCGAAACTGAAAGTGACCAAAGGCG
GTCCGCTGCCGTTTGCGTGGGATATTCTGAGCCCGCAGTTTCAGTATGGCAGCAAAGTGTATGTGAAACATCCGG
CGGATATTCCGGATTATAAAAAACTGAGCTTCCCGGAAGGCTTTAAATGGGAACGCGTGATGAACTTTGAAGATG
GCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGATAGCAGCCTGCAGGATGGCAGCTTTATCTATAAAGTGAAATTCATCGGCG
TGAACTTTCCGAGCGATGGCCCGGTGATGCAGAAAAAAACCATGGGCTGGGAAGCGAGCACCGAACGTCTGTATC
CGCGTGATGGCGTGCTGAAAGGCGAAATTCATAAAGCGCTGAAACTGAAAGATGGCGGCCATTATCTGGTGGAAT
TCAAAAGCATCTATATGGCGAAAAAACCGGTGCAGCTGCCGGGCTATTATTATGTGGATAGCAAACTGGATATTA
CCAGCCACAACGAAGATTATACCATCGTGGAACAGTATGAACGTGCGGAAGGCCGTCATCACCTGTTTCTGTAAT
AGGCGGCCGCGTGCCACCTGACGTCGGCCGTCAAGGCCTAGGCGCGCCGAT

Ceu-wtrpsLNeo-V3:

CAATGTTAAAACCATAATAGTACAGCTAAATGAATCTGTAGTAATTAATTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGA
GGCCTGGTGATGATGGCGGGATCGTTGTATATTTCTTGACACCTTTTCGGCATCGCCCTAAAATTCGGCGTCCTC
ATATTGTGTGAGGACGTTTTATTACGTGTTTACGAAGCAAAAGCTAAAACCAGGAGCTATTTAATGGCAACAGTT
AACCAGCTGGTACGCAAACCACGTGCTCGCAAAGTTGCGAAAAGCAACGTGCCTGCGCTGGAAGCATGCCCGCAA
AAACGTGGCGTATGTACTCGTGTATATACTACCACTCCTAAAAAACCGAACTCCGCGCTGCGTAAAGTATGCCGT
GTTCGTCTGACTAACGGTTTCGAAGTGACTTCCTACATCGGTGGTGAAGGTCACAATCTGCAGGAACACTCCGTT
ATCCTGATCCGTGGCGGTCGTGTTAAAGACCTCCCGGGTGTTCGTTACCACACCGTACGTGGTGCGCTTGACTGC
TCCGGCGTTAAAGACCGTAAGCAGGCTCGTTCTAAGTATGGCGTGAAGCGTCCTAAGGCTTAAGGAGGACAATCA
TGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCAC
AACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGA
CCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTC
CTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGG
ATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGC
TTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCG
GTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGG
CGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATG
GCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCC
GTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATT
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CGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAAACATTAGTAGAGCAAAATGGAATAACACTT
TACAACAGATAGTTATAAA

Ceu-wtrpsLNeo-KB9:

CTATTATGGGGTACCTGTGTGGAGAGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCG
AGGCCTGGTGATGATGGCGGGATCGTTGTATATTTCTTGACACCTTTTCGGCATCGCCCTAAAATTCGGCGTCCT
CATATTGTGTGAGGACGTTTTATTACGTGTTTACGAAGCAAAAGCTAAAACCAGGAGCTATTTAATGGCAACAGT
TAACCAGCTGGTACGCAAACCACGTGCTCGCAAAGTTGCGAAAAGCAACGTGCCTGCGCTGGAAGCATGCCCGCA
AAAACGTGGCGTATGTACTCGTGTATATACTACCACTCCTAAAAAACCGAACTCCGCGCTGCGTAAAGTATGCCG
TGTTCGTCTGACTAACGGTTTCGAAGTGACTTCCTACATCGGTGGTGAAGGTCACAATCTGCAGGAACACTCCGT
TATCCTGATCCGTGGCGGTCGTGTTAAAGACCTCCCGGGTGTTCGTTACCACACCGTACGTGGTGCGCTTGACTG
CTCCGGCGTTAAAGACCGTAAGCAGGCTCGTTCTAAGTATGGCGTGAAGCGTCCTAAGGCTTAAGGAGGACAATC
ATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCA
CAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAG
ACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTT
CCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAG
GATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACG
CTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCC
GGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAG
GCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAAT
GGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACC
CGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGAT
TCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGAATAACATGACCTGGATGGAGTGGGAAAG
AGAAATTGACAATTACACAGAC

SHIV-KB9wt:

ACCTGGGGGAGGAAATCCTCTCTCAGCTATACCGCCCTCTAGAAGCATGCTGTAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTA
GATCCTAGACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGGGAGTAAGCCTAAAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAAAAG
TGTTGCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCACAACAAAAGCCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAG
CGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTAATGCAA
CCTATACAAATAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATA
GAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGT
GGCAATGAGAGTGAAGGAGAAATATCAGCACTTGTGGAGATGGGGGTGGAGATGGGGCACCATGCTCCTTGGGAT
GTTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAGAGAAGCAAC
CACCACTCTATTTTGTGCATCAGATGCTAAAGCCTATGATACAGAGGTACATAATGTTTGGGCCACACATGCCTG
TGTACCCACAGACCCCAACCCACAAGAAGTAGTATTGGGAAATGTGACAGAAAATTTTAACATGTGGAAAAATAA
CATGGTAGATCAGATGCATGAGGATATAATCAGTTTATGGGATGAAAGCCTAAAGCCATGTGTAAAATTAACCCC
ACTCTGTGTTACTTTAAATTGCACTAATTTGAATATCACTAAGAATACTACTAATCTCACTAGTAGCAGCTGGGG
AATGATGGAGGAAGGAGAAATAAAAAATTGCTCTTTCTATATCACCACAAGCATAAGAAATAAGGTAAAGAAAGA
ATATGCACTTTTTAATAGACTTGATGTAGTACCAGTAAAAAATACTAGTAATACTAAGTATAGGTTAATAAGTTG
TAACACCTCAGTCATTACACAGGCCTGTCCAAAGGTATCCTTTCAGCCAATTCCCATACATTATTGTGTCCCGGC
TGGGTTTGCGATACTAAAGTGTAACAATAAGACATTCAATGGATCAGGACCATGCACAAATGTCAGCACAGTACA
ATGTACACATGGAATTAGGCCAGTGGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGACATAGT
AATTAGATCTGAAGATTTCACAGACAATGTTAAAACCATAATAGTACAGCTAAATGAATCTGTAGTAATTAATTG
TACAAGACCCAACAACAATACAAGAGAAAGGTTATCTATAGGACCAGGGAGAGCATTTTATGCAAGAAGAAACAT
AATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAATGGAATAACACTTTACAACAGATAGTTAT
AAAATTAAGAGAAAAATTTAGGAATAAAACAATAGCCTTTAATCAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGTAAT
GCACAGTTTTAATTGTGGAGGGGAATTTTTCTACTGTAATACAGCACAACTGTTTAATAGTACTTGGAATGTTGC
TGGAGGGACAAATGGCACTGAAGGAAATGACATAATCACACTCCAATGCAGAATAAAACAAATTATAAATATGTG
GCAGAAAGTAGGAAAAGCAATGTATGCCCCTCCCATCACAGGACAAATTAGATGTTCATCAAATATTACAGGGCT
GCTACTAACAAGAGATGGAGGTAATAGTACTGAGACTGAGACTGAGATCTTCAGACCTGGAGGAGGAGATATGAG
GGACAATTGGAGAAGTGAATTATATAAATATAAAGTAGTAAGAATTGAACCAATAGGAGTAGCACCCACCAGGGC
AAAGAGAAGAACAGTGCAAAGAGAAAAAAGAGCAGTGGGAATAGGAGCTGTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGC
AGGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCAGTGACGCTGACGGTACAGGCCAGGCTATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCA
GCAGAACAATCTGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAACAGAATATGTTGCGACTCACAGTCTGGGGCATCAAGCAGCT
CCAGGCAAGAGTCCTGGCTCTGGAAAGATACCTAAGGGATCAACAGCTCATGGGAATTTGGGGTTGCTCTGGAAA
ACTCATTTGCACCACTTCTGTGCCTTGGAATGTTAGTTGGAGTAATAAATCTGTGGATGATATTTGGAATAACAT
GACCTGGATGGAGTGGGAAAGAGAAATTGACAATTACACAGACTATATATATGACTTACTTGAAAAATCGCAAAC
CCAACAAGAAAAGAATGAAAAAGAATTATTGGAATTGGATAAATGGGCAAGTTTGTGGAATTGGTTTGACATAAC
AAACTGGCTGTGGTATATAAGATTATTCATAATGATAGTAGGAGGCTTGATAGGTTTAAGAATAGTTTTTGCTGT
ACTTTCTATAGTAAATAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCATTATCGTTTCAGACCCTCCTCCCAGCCTCGAGGGG



Anhang 103

ACCCGACAGGCCCGAAGGAACAGAAGAAGAAGGTGGAGAGAGAGACAGAGACAGATCCGGTCCATCAGTGAACGG
ATCCTTGGCACTTATCTGGGACGATCTGCGGAGCCTGTGCCTCTTCAGCTACCACCGCTTGAGAGACTTACTCTT
GATTGTAACGAGGATTGTGGAACTTCTGGGACGCAGGGGGTGGGAAGCCCTCAAATATTGGTGGAATCTCCTACA
GTATTGGAGTCAGGAACTAAAGAATAGTGCTGTTAGCTTGCTACAATATGGGTGGAGCTATTTCCATGAGGCGGT
CCAGGCCGTCTGGAG

V3-KS-IGK:

GCCAGTGGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGACATAGTAATTAGATCTGAAGATTT
CACAGACAATGTTAAAACCATAATAGTACAGCTAAATGAATCTGTAGTAATTAATTGTACAAGACCCAACAACAA
TACAAGAAAAAGCTTATCTATAGGACCAGGGAGAGCATTTTATGCAATAGGAAAGATAATAGGAGATATAAGACA
AGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAATGGAATAACACTTTACAACAGATAGTTATAAAATTAAGAGAAAAATT
TAGGAATAAAACAATAGCCTTTAATCAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGTAATGCACA

V3-KS-TGD:

GCCAGTGGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGACATAGTAATTAGATCTGAAGATTT
CACAGACAATGTTAAAACCATAATAGTACAGCTAAATGAATCTGTAGTAATTAATTGTACAAGACCCAACAACAA
TACAAGAAAAAGCTTATCTATAGGACCAGGGAGAGCATTTTATGCAACGGGAGACATAATAGGAGATATAAGACA
AGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAATGGAATAACACTTTACAACAGATAGTTATAAAATTAAGAGAAAAATT
TAGGAATAAAACAATAGCCTTTAATCAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGTAATGCACA

V3-KR-IGK:

GCCAGTGGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGACATAGTAATTAGATCTGAAGATTT
CACAGACAATGTTAAAACCATAATAGTACAGCTAAATGAATCTGTAGTAATTAATTGTACAAGACCCAACAACAA
TACAAGAAAAAGGTTATCTATAGGACCAGGGAGAGCATTTTATGCAATAGGAAAGATAATAGGAGATATAAGACA
AGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAATGGAATAACACTTTACAACAGATAGTTATAAAATTAAGAGAAAAATT
TAGGAATAAAACAATAGCCTTTAATCAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGTAATGCACA

V3-KR-TGD:

GCCAGTGGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGACATAGTAATTAGATCTGAAGATTT
CACAGACAATGTTAAAACCATAATAGTACAGCTAAATGAATCTGTAGTAATTAATTGTACAAGACCCAACAACAA
TACAAGAAAAAGGTTATCTATAGGACCAGGGAGAGCATTTTATGCAACGGGAGACATAATAGGAGATATAAGACA
AGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAATGGAATAACACTTTACAACAGATAGTTATAAAATTAAGAGAAAAATT
TAGGAATAAAACAATAGCCTTTAATCAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGTAATGCACA
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6.3 Abklrzungsverzeichnis

Abkirzung
Hg

UM
ADCC
ADCVI
AGM
AIDS
APOBEC
AS
BAC
Bst2
CTL
dsDNA
E. coli
Env
Gag
GFP
GI-Trakt
Gp
HAART
HIV
HLA
LTR

M

MHC
mM
MPER
Nef

ng

NHP
nM
PBMC
P9

Rev
RRE

Bedeutung

Mikrogramm

Mikromolar

antibody-dependant cell cytotoxicity
antibody-dependant cell-mediated viral inhibition
african green monkey

acquired immunodeficiency syndrome
apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic polypeptide
Aminosaure(n)

Bacterial Artificial Chromosome

bone marrow stromal antigen
Cytotoxische CD8" T-Lymphozyten
doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure
Escherichia coli

envelope

gruppenspezifisches Antigen

green fluorescent protein
Gastrointestinaltrakt

Glykoprotein

highly active antiretroviral therapy
human immunodeficiency virus

human leukocyte antigen

long terminal repeat

Molar

major histocompatibility complex
Millimolar

Membran externe proximale Region
negative factor

Nanogramm

Nicht-humane Primaten

Nanomolar

peripheral blood mononuclear cells
Picogramm

regulator of expression of virion proteins

Rev-responsive element
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RT
SHIV
SIvV
Sm

SM
Sog.
ssDNA
ssRNA
TAR
Tat
TCLA
TEM
TH-Zellen
TNF
UN

V. a.
Vif

Vpr
Vpu
Vpx

z. B.

reverse Transkriptase
simian/human immunodeficiency virus
simian immunodeficiency virus
Selektionsmarker

sooty mangabey

sogenannt

Einzelstrangige Desoxyribonukleinséaure
Einzelstrangige Ribonukleinséaure
trans-activation response
transactivator of transcription
T-cell line adapted

effector memory T-Zelle
T-Helferzellen
Tumornekrosefaktor

Uber Nacht

vor allem

viral infectivity factor

viral protein rapid

viral protein out

viral protein x

Wildtyp

zum Beispiel
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6.4 Oligonukleotide fur Sequenzierung, Kolonie-PCR und Standard
Klonierung

Bezeichnung

Sequenz (5 — 3)

1) Sequenzierprimer

SIV_pollfwd
SIV_pol2 fwd
SIV_pol3 fwd
SIV_pol4 fwd
SIV_pol5 fwd
SIV_vif fwd
SIV_vpr fwd
SIV_envl fwd
SIV_env2 fwd
SIV_env3 fwd
SIV_env4 fwd
SIV_nefl fwd
SIV_gag2 fwd
SIV_ori fwd
SIV_pol6 fwd
SIV_pol7 fwd
SIV_pol8 fwd
SIV_vpr fwd Il

SIV_gagl fwd Il

SIV_LG rev
89.6vpufwd
89.6envlrev
89.6env1 fwd
89.6env2 fwd
89.6env3 fwd
rhaR fwd
rhaS fwd
PrhaRS fwd
gagl rev
tatl rev
LTR-zeo rev

camnef fwd

GCAGCAGCCCAACAGAGG
CCTATTGAGACTGTACCAG
GGACAGTACAGCCTATAGTG
GTCACCCTAACTGACACAAC
GTAAAGATGGTTGCATGGTGG
GAAGTACAAGGGTATTGGC
GATGAATGGGTAGTGGAGG
CAGGCAATAGAGGATGTATG
GGCATGGTAGGGATAATAGG
CATGAGTGCAGAGGTGGCAG
AGCTGGGATGTGTTTGGC
CAATCAGGGACAGTATATG
CACTGTCAGAAGGTTGCAC
CACCTCTGACTTGAGCGTC
GTCGCCTTAAAGCCAGGAAAG
GATAGAGTTGCCACAAAGAG
CTCATGGCATTGACAGACTC
GATCCTCGCTTGCTAACTGC
CTGAGTACGGCTGAGTGAAG
CTCCGTCGTGGTTGGTTC
GCAATGAGAGTGAAGGAG
CTACTAGTGAGATTAGTAG
CTCAGTCATTACACAGGC
CATCACAGGACAAATTAGATG
GAATTGGATAAATGGGCAAG
ATGCTACCTAAGCGCCAGTG
CAGGTATCGCTGAGGCGTCA
GGTTCTATCGCCACGGAC
GCACCAGATGACGCAGACAG
CTGGCAATGGTAGCAACAC
GATGGCCCATGAGGCCAG
GATGAGGAAGATGATGACTTG
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Pol7 rev GAACTTCCTCTGTTAGAGTC
Vpr rev CTCCATTTCTTGCTCTACAGC
Nefl rev CAAGTCATCATCTTCCTCATC
V1 rev CATAAACTGATTATATCCTGATG
V4 rev GGGTGGTGCAAATTCTATTG
Gp41l rev CTTGTCTGAAGCTGCTTAATG
Gp41 fwd GCAGCATCCATAACGCTGAC
2) Primer fur Kolonie-PCR

MAkana fwd/rev GATAGCCAGCGTATTGC
MAdg rev/fwd GACGTAATACGACTCAC
MZamp fwd GAATACTCATACTCTTCCT
MZloxP rev CCCATGCTGATAACTTCG
MAspec rev GTGCATTACGTGAAAGGC
SIVB rev GTATAATGTGGACCTAACTC
Rk1 fwd GAATCGGCCAACGCGAAC

Rk2 fwd GTAACCTGTAGAACGGAG

Rk3 rev GTGATGGCTTCCATGTCG
Rk4 rev GGCAACTATGGATGAACG
RK5 fwd CGGTCTGGTTATAGGTAC

Rk6 fwd CGCATCAGAGCAGCCAATG
Rk7 fwd CACCATTACCGCCGCTAC
poll rev GCTCTACTTTAGCTATGG

tatl fwd GTGCAACCAAGAATAGG

envl rev CCCTGTCATGTTGAATTTAC
gbx fwd CGACCCACAGGAACTGATC
gbx rev CGGCTTCATCCTTGTCATAG
Neo fwd GATGCCTGCTTGCCGAATATC
SIVC rev CTGTTGGATATGGGTCTGCTG
KB tat rev GCTTGATGAGTCTGACTG

SIV nefl rev CTTCCTCATCTATATCATCC
KB9 env3' fwd GAGTTAGGCAGGGATATTC
rpsL rev Il GCCTGCTTACGGTCTTTAAC
rpsLwt rev GATAACGGAGTGTTCCTGCAGATTG
SIVC fwd GTGTACCAGCTTGGAGGAATGC

3) Primer fur Klonierungen
5LTR-Ascl fwd CATTGCGGCGCGCCTGGAAGGGATTTATTACAGTGC

gag-EcoXho rev TCATCACTCGAGATATCCAGTAATACTTCTACAGGCTG
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pol-Ascl fwd
pol-env fwd
pol-env rev
env-Xhol rev
env-AscEco fwd
3'LTR-Xhol rev
rpsL+SIV fwd
rpsL-Neo rev
rpsL-Neo fwd
Neo+SIV rev
dsRed-Asc fwd
dsRed-Pac rev
dsRed-Xhol rev
Zeo-Kpn fwd
EcoRV-Zeo rev
KBILTR Ascl fwd
KB9vpr5' rev
KB9vpr3' fwd
KB9env Xhol rev
KB9env Ascl fwd
KB9 LTR Pac rev
trfA fwd

trfA rev

Asc-rha fwd
rhaB-trfA rev
rhaB-dsRed rev
trfA-rhaB fwd
dsRed-rhaB fwd

trfA-Pac rev

dsRed-Pac rev
trfA-Sal fwd
trfA-Nde rev

CTCTCTGGCGCGCCGACCAGTAGTCACTGCTCATATTG
CACAAGAGACAGGAAGACAGAC
GTCTGTCTTCCTGTCTCTTGTG
TCTTACCTCGAGCTTTATTGAGGTCTCAAAGAGTTG
GATCTAGGCGCGCCGATATCCAGAACAGGCAATAGAGGATG
CTTCAACTCGAGTGCTAGGGATTTTCCTGCTTCGG
CTCAATAAAGGGCCTGGTGATGATGGCGGGATC
GATTGTCCTCCTTAAGCCTTAGGACGCTTCACG
GGAGGACAATCATGATTGAACAAGATGGATTGCACG
CAAGAAGCAAGGTTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGG
CGACTCACTATAGGGCGAATTG
GTACGTTAATTAAGGCAGTGAGCGCAACGCAA
GTATTCTCGAGGGCAGTGAGCGCAACGCAA
TTCTAGGTACCTCTTAATTAACTGGC
CGATTGATATCACTACCGGGCGTATTT
ATCGAGGCGCGCCGAATCTTAGACATATACTTAG
CTTGCTCTACAGCATGCTTCTAGAGGGC
AGAAGCATGCTGTAGAGCAAGAAAT
CTTACCTCGAGCACAAAATAGAGTGGTGGTTG
GATCTAGGCGCGCCGATATCCTATTATGGGGTACCTGTG
CTTACGTTAATTAATACTTCTAAAATGGCAGCTT
ATGAATCGGACGTTTGACC

CTAGCGTTTGCAATGCACC
TAATAGGCGCGCCGCGGCCGCTTAATCTTTCTGCGAATTGAG
CGTCCGATTCATGTCGACAACCTCCTGAATTTCATTACGACCAGTC
GCTGCTCGCCATGTCGACAACCTCCTGAATTTCATTACGACCAGTC
AGGAGGTTGTCGACATGAATCGGACGTTTGACC
AGGAGGTTGTCGACATGGCGAGCAGCGAAGATG

GCACTTAATTAAGATATCGGCGCGCCTAGGCCTTGACGGCCGACGTCAGGTGG

CACGCGGCCGCTTACTAGCGTTTGCAATGCAC

GCACTTAATTAAGATATCGGCGCGCCTAGGCCTTGACGGCCGACGTCAGGTGG

CACGCGGCCGCTTATTACAGAAACAGGTGATG
GTAACGTCGACATGAATCGGACGTTTGACCG
CTTCTCCCATATGAATTTCGTG
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