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ZUSAMMENFASSUNG

1 ZUSAMMENFASSUNG

Neuartige Viren und Erreger, die sich antigenetisch tiefgreifend von bekannten Varianten
unterscheiden, konnen verheerende Epidemien auslosen, da weder gegen diese Erreger eine
Immunitat in der Bevélkerung besteht, noch prophylaktische oder therapeutische Mafnahmen
verfligbar sind. Eine prophylaktisch vermittelte Immunitdt durch Impfung stellt die bei Weitem
effektivste Methode zur Vorbeugung viraler Infektionen dar, jedoch sind die Entwicklungs- und
Herstellungszeiten eines neuen Impfstoffs in der Regel mit der Ausbruchsdynamik nicht kompa-
tibel. Inzwischen steht zwar eine liberschaubare Anzahl antiviraler Medikamente zur Verfiigung,
doch ist die Wahrscheinlichkeit gering, dass diese meist hoch spezifischen Wirkstoffe gegen neu
auftretende Viren aktiv sind. Das beispiellose Ausmafd der Ebola-Epidemie 2014 fiihrte zum
Einsatz experimenteller antikorperbasierter Therapien, welche das Potential der passiven Ver-
mittlung von temporarem Immunschutz naiver Personen verdeutlicht. Fiir viele neuartige Viren
ist die Entwicklung von Therapieansatzen allerdings noch nicht entsprechend weit fortge-
schritten. Zudem bedingt eine Verwendung des eigentlichen Erregers oft hohe Sicherheits-
mafdnahmen, was die Arbeit erschwert. Aus diesem Grund werden Notfalltherapien benoétigt, die
schnell in klinisch relevanter Qualitdt und Quantitat unter niedrigen biologischen Sicherheits-
mafdnahmen produziert werden kénnen.

Diese Arbeit basiert auf der zentralen Hypothese, dass die Induktion von hohen Titern
funktioneller Antikérperantworten die Basis fiir einen breiteren Schutz gegen antigenetisch
entferntere Virusstimme sowie fiir die schnelle Produktion von therapeutischen Antiseren
darstellt.

Um diese Hypothese zu testen und Einblicke in verschiedene Aspekte dieses Prozesses zu
bekommen, wurde zunachst die Nutzung von Adjuvanzien als Zusatze flr Impfstoffe am Beispiel
des pandemischen A(H1N1)pdmO09-Impfstoffs untersucht. Neben den alljdhrlichen Epidemien,
die von saisonalen Influenza-A-Viren der Subtypen HIN1 oder H2N3 verursacht werden,
konnen neuartige Subtypen zu weltweiten Pandemien fiihren. Wahrend die saisonalen
Influenza-Impfstoffe in der Regel keine Adjuvanzien enthalten, wurden einige pandemische
H1N1-Impfstoffe aus 2009 mit einem reduzierten Antigengehalt formuliert und mit
squalenbasierten Adjuvanzien kombiniert, um eine ausreichende Wirksamkeit bei grofierer
Verfligbarkeit zu gewahrleisten. Zur Charakterisierung des Effekts dieser Adjuvanzien auf die
Immunantworten wurden Frettchen mit 2 pg des kommerziellen H1N1pmd09-Impfstoffes
alleine sowie in Kombination mit verschiedenen Adjuvanzien immunisiert, die Antikorpertiter
gegen homologe und heterologe Influenzastimme untersucht und mit dem Schutz vor einer
Infektion korreliert. Dabei zeigte sich, dass die Verwendung squalenbasierter Adjuvanzien die
funktionalen Antikorperantworten um das 100-fache erhéhte und zu einer signifikant

reduzierten Viruslast nach der Infektion mit dem homologen pandemischen Virus fiihrte.
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Wahrend in keiner Gruppe Antikérper gegen die heterologen Hiamagglutinin-(HA-)Proteine H3,
H5, H7 und H9 nachweisbar waren, induzierten mit squalenbasierten Adjuvanzien kombinierte
Impfstoffe subtypenspezifische Antikorper gegen das N1 Neuraminidase-(NA-)Protein
einschliefdlich H5N1. Dariiber hinaus fiihrte die Immunisierung mit squalenbasierten
Adjuvanzien zu einer besseren Kontrolle der Influenzavirus-Replikation in den oberen
Atemwegen.

Anschlief}end wurde im zweiten Teil dieser Arbeit unter Einbeziehung der gewonnenen
Erkenntnisse eine Immunisierungsstrategie zur schnellen Produktion therapeutischer Hyper-
immunseren entwickelt, wobei unterschiedliche Antigenexpressionssysteme miteinander ver-
glichen wurden. Wahrend in den frithen Stadien eines Ausbruchs Rekonvaleszenzseren nicht
ohne weiteres verfligbar sind, konnen Antiseren tierischen Ursprungs innerhalb eines kurzen
Zeitraums hergestellt werden. Die Herausforderung liegt in der schnellen Induktion einer
schiitzenden Immunitat, wobei die effiziente Produktion und Reinigung von Hyperimmunserum
in klinisch relevanten Mengen ebenso essenziell ist wie die Anpassungsfahigkeit der Immunisie-
rungsstrategie an neue oder hinsichtlich ihrer Antigenizitit veranderte Viren. Hierzu wurden
verschiedene Immunisierungsstrategien in Mdusen und Kaninchen verglichen, die unterschied-
liche Expressionssysteme fiir das Modellantigen Ebolavirus-Glykoprotein (EBOV-GP) verwen-
den: (i) Ebolavirus-ahnliche Partikel (VLP), (ii) das rekombinante modifizierte Vacciniavirus
Ankara (MVA) sowie (iii) das rekombinante Virus der vesikuldren Stomatitis (VSV). Im Ergebnis
induzierte eine dreimalige Immunisierung mit VLPs in Kombination mit squalenhaltigem
Adjuvans neutralisierende Antikorpertiter, die vergleichbar mit der Immunisierung mit replika-
tionskompetentem VSVAG/EBOV-GP waren. Dies deutet darauf hin, dass nicht die De-novo-
Antigenexpression, sondern vielmehr die mehrfache Prasentation des Antigens in nativer Kon-
formation fiir die Produktion von neutralisierenden Antikoérpern essenziell ist. Dariiber hinaus
waren die funktionalen Antikérpertiter aller Kaninchenseren in der In-vitro-Analyse gegen das
Wildtypvirus 10- bis 100-fach hoher als der Durchschnitt, der in mit VSVAG/EBOV-GP geimpften
Probanden beobachtet wurde. Die Etablierung eines optimierten mehrstufigen Reinigungsver-
fahrens unter Verwendung einer zweistufigen Ammoniumsulfat-Prazipitation, gefolgt von einer
Protein-A-Affinitdtschromatographie, fithrte zu aufgereinigten IgG-Praparationen mit nahezu
unverdnderter neutralisierender Aktivitit, die iiber neun Tage im xenogenen I[n-vivo-Modell
stabil waren. Die signifikante Erh6hung von totalen und funktionalen Antikérpertitern in Kom-
bination mit einer grofieren Breite der Antikdrperantwort im Kontext von squalenbasierten
Adjuvanzien stiitzt die Hypothese dieser Arbeit. Adjuvantierte Immunisierungsstrategien sind
damit ein vielversprechender Ansatz nicht nur zur Wirksamkeitssteigerung von Subunit- und

Proteinimpfstoffen, sondern auch zur schnellen Herstellung von therapeutischen Antiseren.
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2 EINLEITUNG

2.1 Akute virale Infektionskrankheiten

Weltweit sind Infektionskrankheiten die hdufigste Todesursache. Im Jahr 2015 starben daran
laut Statistik der Weltgesundheitsorganisation (WHO) fast neun Millionen Menschen, das sind
16 % aller erfassten Todesfille (WHO 2015b). Uberproportional betroffen waren hierbei die
drmeren Staaten der Welt (WHO 2015a). Doch die von Infektionskrankheiten ausgehende
Gefahr ist nicht auf Entwicklungslander beschrankt. Durch die hohe Mobilitat von Personen und
Giitern konnen Infektionserreger wie Bakterien, Viren oder Parasiten fast ungehindert tiber den
Globus verbreitet werden.

Neben den sozialen Auswirkungen sind auch die volkswirtschaftlichen Folgen nicht zu
vernachlassigen. So wird die Influenza-Pandemie 2009 fiir eine Reduktion der mexikanischen
Wirtschaftsleistung in diesem Jahr um 0,3-0,5 % verantwortlich gemacht, was 2,7-4,5 Milli-
arden US-Dollar entspricht (UNSIC & WORLD BANK 2010), der Ausbruch von SARS in den Jahren
2002 und 2003 global gar fiir mehr als 50 Milliarden (FAN 2003).

Besondere Gefahren gehen von zwei Arten von Infektionskrankheiten aus: neuartige Erkran-
kungen, welche bei Menschen zuvor nicht auftraten oder nur eine geringe Personenzahl an
isolierten Orten betrafen, und solche, die sich so tiefgreifend von bekannten Subtypen unter-
scheiden, dass es in der Bevolkerung weder eine bestehende Immunitéat gegen den Erreger gibt
noch prophylaktische oder therapeutische Mafdnahmen verfiigbar sind (NATIONAL INSTITUTES OF
HEALTH 2007).

Hinzu kommt, dass ein Zusammenhang mit der globalen Erwarmung diskutiert wird, da diese
mit einer schnelleren und weiteren Verbreitung von Viren einhergehen kénnte, welche durch
Stechmiicken {iibertragen werden (MEDLOCK & LEACH 2015; DANIEL et al. 2018). So wird
ausgehend von der pazifischen Region seit 2012 eine beispiellose epidemische Welle mit
Ausbriichen des Dengue-, Chikungunya- sowie Zikavirus dokumentiert (CAO-LORMEAU & MUSSO
2014; ROTH et al. 2014). 2015/2016 verbreitete sich das Gelbfieber in Afrika iiberraschend
schnell und fiihrte zum grofdten Ausbruch seit 30 Jahren (ZHAO et al. 2018).

Bei den meisten der in jiingerer Zeit neu auftretenden humanen Infektionskrankheiten
handelt es sich um Zoonosen (JONES et al. 2008). Diese Erreger werden von Tieren auf den
Menschen tibertragen. Zwar sind nur 15 % aller bekannten humanen Krankheitserreger virale
Zoonosen, doch macht diese Gruppe zusammen mit vektoriibertragenen Infektionen mehr als
65 % der seit 1980 dokumentierten Ausbruchsgeschehen aus (WOOLHOUSE & GAUNT 2007).
Hierbei kann die Ubertragung von zoonotischen Viren entweder von landwirtschaftlichen
Nutztieren ausgehen, wie beispielsweise das pandemische Schweinegrippe-Influenza-A-Virus

H1N1/2009 (A(H1N1)pdmO09) (SMITH, GAVIN |. D. et al. 2009), oder auch von wildlebenden Tie-
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ren wie im Falle des Ausbruchs des Ebolavirus (EBOV) 2014 in Westafrika (REWAR & MIRDHA
2014). Wird ein Erreger aufierdem von Mensch zu Mensch iibertragen, kommt es aufgrund der
weltweiten Reiseaktivitdten und des globalem Handels zu einer schnellen Ausbreitung (KREUDER
JOHNSON et al. 2015; STARK & MORGAN 2015). Diese jlingsten Ausbriiche haben aufgezeigt, wie
entscheidend es ist, Strategien fiir eine ziigige Produktion von Impfstoffen sowie antivirale The-
rapien zu entwickeln, um fiir zukiinftige Epidemien gewappnet zu sein.

In den nachsten Kapiteln werden Ausbriiche neuer viraler Infektionen und die damit
verbundenen Herausforderungen fiir die Entwicklung von Notfalltherapien beispielhaft anhand

der in dieser Arbeit verwendeten Modellerreger A(H1N1)pdm09 und EBOV beschrieben.

2.1.1 Influenzaviren

Influenzaviren verursachen saisonale Epidemien und sind fiir eine erhebliche Morbiditat und
Mortalitdt verantwortlich. Schatzungen der WHO =zufolge verursachen diese jahrlichen
Epidemien weltweit etwa 3-5 Millionen schwere Erkrankungen und neuesten Studien zufolge
bis zu 650.000 Todesfille (IULIANO et al. 2017; WHO 2018). Schwere Krankheitsverlaufe und
Todesfélle werden iliberwiegend bei Personen mit einem weniger robusten Immunsystem
beobachtet, wie dlteren Menschen, Kindern und chronisch Kranken (ZHOU et al. 2012; [ULIANO et
al. 2017). Zusatzlich zu diesen saisonalen Epidemien kann das Auftreten neuer Influenza-
Subtypen, gegen die in der Populationen keine Immunitiat vorhanden ist, globale Pandemien
auslosen (TAUBENBERGER & MORENS 2010).

Influenzaviren gehdren zur Familie der Orthomyxoviridae, die ein Ribonukleinsdure-Genom
(RNA-Genom) aus einzelstrangigen Segmenten mit negativer Polaritit haben. Die acht RNA-
Segmente des Influenza-A-Virus kodieren die Strukturproteine — die Polymerase-Untereinheiten
(PB1, PB2, PA, PB1-F2), das Nukleokapsidprotein (N), die beiden Oberflachenproteine Hamag-
glutinin (HA) und Neuraminidase (NA) und das Matrixprotein (M1, M2) - sowie zwei akzessori-
sche Proteine (NS1 und NS2) (GIRARD et al. 2010) (Abbildung 1). Influenza-A-Viren werden
anhand der Kombinationen ihrer verschiedenen HA- und NA-Oberflichenproteine in Subtypen
eingeteilt. Bisher sind 18 verschiedene HA-Subtypen und 11 unterschiedliche NA-Subtypen

bekannt (TONG et al. 2012; SCHRAUWEN & FOUCHIER 2014).
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Hamagglutinin (HA)
Neuraminidase (NA)

Abbildung 1: Struktur eines Influenza-A-
Virus.  Schematische  Darstellung eines
Influenza-A-Viruspartikels mit den beiden
Oberflachenglykoproteinen Hamagglutinin (HA)
und Neuraminidase (NA) sowie dem Ionenkanal
(M2), eingebettet in die Virushiille aus einer
Lipid-Doppelschicht und dem Matrixprotein
(M1), welche die acht Segmente des negativ-
stangigen RNA-Genoms mit dem Nukleokapsid-
Protein (NP) und dem Polysmerasekomplex
(PB1, PB2 und PA) umschliefst

Lipid-Doppelschicht
Matrixprotein (M1)

lonenkanal (M2)

RNA-Polymerase-Komplex
(PB1, PB2, PA)

Nukleokapsid-Protein (NP)
segmentiertes Negativstrang-

RNA-Genom

Die in der Lipidhiille verankerten HA- und NA-Proteine sind beide von essenzieller Bedeu-
tung fiir den viralen Lebenszyklus (MATSUOKA et al. 2013). Die endozytotische Aufnahme des
Virus in die Zellen wird hierbei maf3geblich durch die Bindung des HA-Proteins an Sialinsaure-
Rezeptoren vermittelt, wahrend das NA-Protein die Freisetzung der neu gebildeten Virus-
partikel durch die Abspaltung vom Rezeptor katalysiert (SU et al. 2009; SHAO et al. 2017).
Wahrend das aktive NA-Protein sich aus vier identischen NA-Monomeren zusammensetzt (AIR
2012), ist fir die Synthese des aktiven HA-Proteins eine proteolytische Spaltung des HA-
Vorlauferproteins HAy in seine beiden Untereinheiten HA; und HA; notwendig. Diese mit
Disulfidbriicken verbundenen Untereinheiten HA; und HA; bilden dann eines von drei
identischen Monomeren, aus denen das aktive HA-Protein aufgebaut ist (LAZAROWITZ et al. 1973;
KLENK et al. 1975).

Aufgrund der fehlenden Korrektur- und Reparaturfunktionen der viruseigenen RNA-
Polymerase entstehen bei der Virusreplikation kontinuierlich zufillige, minimale Veranderun-
gen im Genom des Influenza-A-Virus. Betreffen diese Punktmutationen die Oberflaichenproteine
HA oder NA, so sprechen wir von einem Antigendrift (SANDBULTE et al. 2011) (Abbildung 2 A).
Die hohe Variabilitiat dieser Proteine hat einen Selektionsvorteil zur Folge, da die verdnderte
Antigenstruktur von der bestehenden Immunantwort nur noch schlecht oder gar nicht mehr
erkannt wird und damit keine oder nur noch eine stark eingeschrankte Immunitit gegeben ist
(LAMBERT & FAucl 2010). Aus diesem Grund muss der saisonale Grippeimpfstoff jahrlich
angepasst werden (WHO 2007).

Bei einer Koinfektion mit unterschiedlichen Influenza-Subtypen kann es zum sogenannten
Reassortment kommen, einer Neuordnung einzelner oder mehrerer Gensegmente verschiede-
ner Viren (LAMBERT & FAucCI 2010; SHAO et al. 2017). Geht hieraus ein Virus mit einer neuen
Kombination der Oberflichenproteine HA und NA hervor, spricht man von einem Antigenshift
(Abbildung 2 B). Treffen auf diese Weise neu hervorgegangene humanpathogene Influenzaviren
auf eine immunologisch naive Population, kann diese neue Virusvariante globale Pandemien

auslosen (LAMBERT & FAuCI 2010; TAUBENBERGER & MORENS 2010).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung von Antigen-Drift und Antigen-Shift bei Influenzaviren. (A) Die Akku-
mulation zufilliger, minimaler Anderungen in der Gensequenz der HA- und NA-Proteine fithrt zu leicht verinderten
Virusstammen. (B) Bei der Koinfektion mit unterschiedlichen Influenza-A-Viren kommt es beim Verpacken neuer
Viruspartikel zum Austausch von RNA-Segmenten, wodurch ein neuer Subtyp entstehen kann.

Reservoir-Wirte fiir Influenza-A-Viren sind wildlebende Wasser- und Seevdgel, bei denen das
Virus im Darmtrakt repliziert. Allerdings kénnen Influenza-A-Viren ein breites Spektrum unter-
schiedlicher Sdugerarten infizieren, darunter Meeressauger, Hunde, Katzen, Pferde, Schweine,
sowie auch Menschen (SHORT et al. 2015). Zwischen den unterschiedlichen Spezies besteht eine
Wirtsbarriere, die eine Adaption der Viren an den neuen Wirt erforderlich macht (SCHRAUWEN &
FOUCHIER 2014). Human adaptierte Influenza-A-Isolate haben diese Speziesbarriere iiber-
wunden, indem sie ihre Rezeptorpraferenz von a(2,3)-verkniipften Sialinsdureresten, die von
avidaren Viren genutzt werden, zu o(2,6)-verkniipften Sialinsdureresten andern, welche beim
Menschen im Epithel des oberen respiratorischen Trakts vorkommen (SHINYA et al. 2006; JOSEPH
et al. 2015). Im respiratorischen Trakt von Schweinen sind sowohl a-2,6- als auch «a-2,3-
verkniipfte Sialinsdure-Rezeptoren zu finden, wodurch sie von Viren mit beiden Rezeptor-
spezifititen infiziert werden konnen und als Zwischenwirt in der Adaptierung zum Menschen
angesehen werden (GARTEN et al. 2009; TREBBIEN et al. 2011; CRIScI et al. 2013).

Die Kombination aus Wirten, welche beiden Rezeptorpriferenzen bedienen kénnen, und der
Moglichkeit, dass aus einem Reassortment bei Koinfektion mit unterschiedlichen Subtypen ein
neues Virus hervorgeht, erhoht das Risiko neu auftretender Influenzaviren in der menschlichen

Bevolkerung zusatzlich (TAUBENBERGER & KASH 2010; SCHRAUWEN & FOUCHIER 2014).

2.1.2 Die H1N1-Influenza-A-Pandemie 2009

Im April 2009 wurde eine neue Variante des Schweinegrippevirus aus Patienten in Nord-
amerika und Mexico isoliert (DAWOOD et al. 2009; FRASER et al. 2009). Eine phylogenetische

Analyse zeigte, dass keine Verwandtschaft mit den bislang zirkulierenden H1N1-Viren bestand.
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Vielmehr war das pandemische Virus A(H1IN1)pdm09 das Resultat eines Multi-Reassortments
von vier Influenza-A-Viren aus drei Quellen: Schwein, Mensch und Vogel, wobei die
Hauptantigene, das HA- und das NA-Protein, eine Verwandtschaft zum klassischen
Schweinegrippevirus aufzeigten (NEUMANN et al. 2009; SMITH, GAVIN ]J. D. et al. 2009)
(Abbildung 3).

H3N2 human

H1N1 Schwein
klassisch

H1N1 Vogel
nordamerikanisch

H1N1 Schwein
eurasisch

Abbildung 3: Reassortment am Beispiel des pandemischen Influenzavirus A(H1N1)pdmo09. (A) Entstehung des
pandemischen H1N1-Schweinegrippevirus 2009. In den 1990er Jahren kam es zu einem Triple-Reassortment zwi-
schen dem humanen Influenzavirus H3N2, dem nordamerikanischen Vogelgrippevirus HIN1 und dem klassischen
Schweinegrippevirus H1N1, welches seitdem in der nordamerikanischen Schweinepopulation zirkuliert. Ein weiteres
Reassortment mit dem eurasischen Schweinegrippevirus H1N1 fithrte zu einer Vierfach-Reassortment-Variante,
welche auf den Menschen iibertragbar war und seither in der menschlichen Bevélkerung zirkuliert.

Das Virus A(H1IN1)pdmO9 verursachte eine plétzliche Haufung von Atemwegserkrankungen
und verbreitete sich - von den USA und Mexiko ausgehend - schnell iiber die ganze Welt (HAQ et
al. 2016) (Abbildung 4). Nach Beginn der Pandemie im April 2009 erreichte die Anzahl der
Patienten im Oktober 2009 ihren Hohepunkt. Aus Sorge vor einer bevorstehenden schweren
Krankheitswelle wurde anfangs von der WHO ein internationaler Gesundheitsnotstand des
hochsten Grades VI erklart (LOWER 2010; HAQ et al. 2016). Im Laufe der Zeit zeigte sich jedoch,
dass die klinischen Verldufe wesentlich milder waren als befiirchtet und nur gelegentlich Falle

schwerer Erkrankungen auftraten (DAwO0OD et al. 2009; SEITZ & KRAUSE 2010).
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Number of cumulative positive HIN samples by country
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Abbildung 4: Globale Verbreitung des pandemischen Influenzavirus A(H1N1)pdmO09. Verbreitung von bestatig-
ten Féllen humaner Infektionen mit dem pandemischen Influenzavirus A(H1N1)pdmO09 (A) Ende April 2009 und (B)
Ende Juli 2010. (A und B) Landerfarbe entsprechend der Anzahl bestétigter Falle. Weif3: keine bestétigten Falle, haut-
farben: bis 24.999 Falle, hellorange: 25.000-49.999 Fille, orange: 50.000-74.999 Faille, dunkelorange: 75.000-99.999
Fille, rot: mehr als 100.000 Falle und grau: keine Daten verfiigbar. Vervielfdltigung mit Genehmigung von The New
England Journal of Medicine, Copyright Massachusetts Medical Society (FINEBERG 2014).

Auch wenn die anfangs befiirchteten Folgen ausblieben, so konnen retrospektiv wesentliche
Lehren zur Herstellungsdauer von Impfstoffen gegen das Influenzavirus A(H1N1)pdmO09
gezogen werden, um auf zukiinftige Pandemiefdlle bestmoglich vorbereitet zu sein (SEITZ &

KRAUSE 2010).

2.1.3 Ebolaviren

Die ersten durch das Ebolavirus verursachen Krankheits- und Todesfille wurden 1976 in
zwei benachbarten Regionen registriert: zuerst im Siid-Sudan und anschliefiend im Norden
Zaires, der heutigen Demokratische Republik Kongo (FELDMANN & GEISBERT 2011). Seither gab es
immer wieder regional begrenzte Ausbriiche in Zentral- und Westafrika mit Fallzahlen im ein-
bis dreistelligen Bereich (KHAN et al. 1999). Der klassische Krankheitsverlauf geht einher mit
Schwaiche, Schwindel, Durchfall und hdmorrhagischem Fieber — was das Ebolavirus urspriinglich
zum Namensgeber flir Erreger des Letztgenannten machte (FELDMANN & GEISBERT 2011). Die
Sterblichkeitsraten variierten innerhalb der fritheren Ausbriiche zwischen 25 und 90 % je nach
Virusstamm (WHO 1978a; WHO 1978b).

Als natiirliche Reservoirs der Ebolaviren werden sowohl wildlebende Nagetiere als auch
Flughunde diskutiert (FELDMANN & GEISBERT 2011). Menschen werden durch engen Kontakt mit
infizierten Tieren oder durch direkten Kontakt mit Blut oder Korperfliissigkeiten von Patienten
und am Virus Verstorbenen infiziert (EMANUEL et al. 2018).

Ebolaviren gehoren zu der Familie der Filoviridae. Sie haben ein einzelstrangiges RNA-Genom
mit negativer Polaritit, welches fiir die sieben Strukturproteine des Nukleokapsidkomplexes
(NP, VP35, VP30, L), der Matrixproteine (VP24, VP40) und das Oberflachenglykoprotein (GP)
kodiert (MUHLBERGER 2007; ROUGERON et al. 2015) (Abbildung 5). Durch posttranslationale
Modifikation entstehen zusatzlich noch zwei 16sliche Varianten des Glykoproteins (sGP, ssGP),
die nicht in die Viruspartikel inkorporiert werden (LEE & SAPHIRE 2009). Das Ebolavirus mit sei-

ner charakteristisch filamentdsen Form ist von einer Lipidhiille umgeben. Das GP ist in dieser
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Virushiille verankert und durch Bindung an die Phosphoinositide-3 Kinase der Zielzelle 16st es

die rezeptor-vermittelte Endozytose des Virus aus (SAEED et al. 2008).

Polymerase-Kofaktor (VP35)
RNA-Polymerase (L)

Abbildung 5: Struktur eines Ebola-
virus. Schematische Darstellung eines
Ebolaviruspartikels. Das virale Ober-
flachenglykoprotein (GP) ist einge-
bettet in die Virushiille aus einer
Lipid-Doppelschicht und den Matrix-
proteinen (VP24 und VP40). Im Innern
des Viruspartikels befindet sich das
Nukleokapsid bestehend aus dem
negativ-strangigen RNA-Genom, dem
Nukleo-protein (NP), der RNA-Poly-
merase (L), dem Polymerase-kofaktor
(VP35) und dem Trans-kriptionsfaktor
(VP30).

Matrixprotein (VP24)
Matrixprotein (VP40)
Transkriptionsfaktor (VP30)

RNA-Genom mit
Nukleoprotein (NP)

Glykoprotein (GP)

2.1.4 Die Zaire-Ebolavirus-Epidemie 2014

Der Ausbruch 2014 in Westafrika verursacht durch den Zaire-Ebolavirus-Stamm (ZEBOV-
Stamm) Makona fiihrte zu 28.616 bestdtigten Erkrankungen mit 11.310 Todesfillen und war
damit der bisher grofdte registrierte Ausbruch (AGUA-AGUM et al. 2016; UYEKI et al. 2016)
(Abbildung 6).

Abbildung 6: Verbreitung der Ebola-
Epidemie 2014 in Westafrika.
Darstellung bestatigter Fille einer
Infektionen mit dem ZEBOV-Isolat
Makona bis 10. April 2016, sowie der
regionalen Populationsdichte und des
Hauptstraf3ennetzes in West-afrika. Die
" _ Fallzahlen sind durch rote Kreise
aufsteigender Grofe dargestellt und
wie folgt gruppiert: 1-10 Falle, 11-75
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Interessanterweise war auch das Krankheitsbild dieses Ausbruchs anders, da nur 50 Prozent
der Patienten das klassische hdmorrhagische Fieber entwickelten, welches mit einem letalen

Ausgang der Infektion korrelierte (SCHIEFFELIN et al. 2014). Die Patienten erhielten symptomati-
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sche und unterstiitzende Behandlung, welche die Fliissigkeitszufuhr, die Gabe von Schmerz- und
fiebersenkenden Mitteln und die Behandlung von Organversagen umfasst. Da keine zugelasse-
nen Therapien oder Impfstoffe zur Verfligung standen waren dies und die Isolation von
Patienten die primaren Ansdtze, um den Ausbruch zu kontrollieren (WHO 2014).

Angesichts der Schwere der Epidemie und nicht zuletzt aufgrund der Gefahr einer globalen
Verbreitung von ZEBOV wurde die Entwicklung von Therapieansitzen forciert und auf experi-
mentelle Therapiemafinahmen zurtickgegriffen (LYON et al. 2014; WHO 2014; DORNEMANN et al.
2017; GEISBERT 2017). Dabei hat die Ebola-Epidemie 2014 einmal mehr offengelegt, dass
gegenwartig auf einen Erreger anpassbare Notfallkonzepte zur schnellen Entwicklung und

Produktion von Impfstoffen und Therapeutika fehlen.

2.2  Antivirale Strategien im Angesicht akuter viraler Infektionen

Eine prophylaktisch induzierte Immunitit durch Impfung stellt die weitaus effektivste
Methode zur Vorbeugung viraler Infektionen dar. Diese Immunitiat kann zur Prévention durch
passive Ubertragung und fiir einige Erreger auch kurz nach Exposition als Behandlungsoption
eingesetzt werden (KELLER & STIEHM 2000; CASADEVALL et al. 2004). Auf3erdem steht fiir die Be-
handlung nach Exposition einiger Viren eine iiberschaubare Anzahl antiviraler Medikamente zur

Verfiigung (RAZONABLE 2011) (Abbidlung 7).

S Abbidlung 7: Ubersicht antiviraler Strategien.

2 Durch die aktive Immunisierung einer Impfung
7 1 o o kann prophylaktisch eine schiitzende Immunitat
L
<~ T4 o generiert werden. Der Transfer wirksamer
’/4 A . Antikorper verleiht sofort eine zeitlich begrenzte
1 aufkommende virale I e d k hvlaktisch d i
| — mmunitdt un ann prophylaktisch und in

manchen Fallen auch kurz nach der
Virusexposition einsetzt werden. Gegen manche
Viren gibt es Medikamente als Therapieoption
einer Infektion.

Da Viren als intrazellulare Parasiten diverse Adaptionsstrategien entwickelt haben, ist es
schwierig, Angriffspunkte flir antivirale Medikamente zu finden, die gegen mehrere Virusfami-
lien wirken (LoU et al. 2014). Das Auftreten von Resistenzen birgt zudem die Gefahr, dass die
aktuell in Verwendung befindlichen Medikamente ihre Wirksamkeit verlieren konnten
(STRASFELD & CHOU 2010). Zwei Influenzamedikamente werden aufgrund etablierter Resistenzen
bereits global nicht mehr verwendet (HAYDEN & HAY 1992). Obwohl das zunehmend rationale
Design antiviraler Medikamente eine bedeutende Verbesserung ihrer Zielgenauigkeit darstellt
und bei der Vorhersage potentieller Nebenwirkungen hilfreich ist (ANDREI 2006; PAUWELS 2006;

BRYAN-MARRUGO et al. 2015; MANDOUR et al. 2018), konzentriert sich die Entwicklung antiviraler
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Medikamente dennoch hauptsachlich auf Erreger, deren genauer Lebenszyklus - inklusive der
Einbeziehung von Wirtszellproteinen und deren Funktion bei der viralen Replikation - bekannt
ist (LITTLER & OBERG 2005). Dieses Wissen kann fiir die Entwicklung von Notfallstrategien im
Kampf gegen neu oder wieder auftretende virale Infektionen nicht vorausgesetzt werden. Daher
liegt der Fokus dieser Arbeit auf dem Potential von Antikérpern durch aktive oder passive

Immunisierung.

2.2.1 Antikorper gegen virale Infektionen

Um Pathogene wie Viren, aber auch Gifte, Allergene oder entartete korpereigene Zellen wie
Tumorzellen zu erkennen und durch sie verursachte Schadigungen zu verhindern, verfiigt der
Korper tiber das Immunsystem, welches auf dem komplexen Zusammenspiel von lymphatischen
Organen, humoralen Faktoren und Zytokinen basiert (PARKIN & COHEN 2001). Aufgrund ihrer
Geschwindigkeit und Spezifitat lasst sich die Immunreaktion in einerseits die schnell reagie-
rende, angeborene, unspezifische und andererseits die erworbene, spezifische, aber langsamer
reagierende Immunantwort unterteilen (PARKIN & COHEN 2001).

Um eine Virusinfektion effektiv kontrollieren zu kénnen, bedarf es eines Zusammenspiels
beider, der angeborenen und der adaptiven Immunantwort. Unmittelbar nach der Infektion,
wenn das angeborene Immunsystem das Virus als fremdartig erkannt hat, werden Zytokine aus-
geschiittet, die entweder selbst die virale Replikation hemmen kénnen (SADLER & WILLIAMS
2008) oder durch Signallibertragung neutrophile Granulozyten, Monozyten, Makrophagen oder
dendritische Zellen dirigieren, damit diese den Erreger durch Phagozytose vernichten, wahrend
die adaptive Immunantwort induziert wird (BARRA et al. 2010).

Wahrend das angeborene Immunsystem bei allen hoher entwickelten Organismen vorhan-
den ist, verfligen Wirbeltiere zusatzlich iiber das adaptive Immunsystem, dessen Wirkprinzip in
der Erkennung spezifischer Erregerstrukturen (den Antigenen) liegt (CLARK & KUPPER 2005).
Dieses spezifische Inmunsystem entwickelt sich ganz individuell entsprechend der Expositions-
geschichte eines Organismus Die adaptiven Immunantworten werden vorrangig durch zwei
Leukozytenarten vermittelt: Die T-Lymphozyten, die auf der Oberfliche der professionell
antigenprasentierenden Zellen gebunden Antigene erkennen, und die B-Lymphozyten, die fiir
die Erkennung freier Antigene und die Bildung spezifischer Antikérper verantwortlich sind
(PARKIN & COHEN 2001). Hierbei sind die sogenannten zytotoxischen T-Zellen, welche vor allem
durch Viren infizierte Zellen und Tumorzellen erkennen und deren programmierten Zelltod
auslosen konnen, fiir die zelluldre Immunantwort des adaptiven Immunsystems verantwortlich
(RoCHA & TANCHOT 2004). Im Kampf gegen Viren ist insbesondere die sogenannte humorale
Immunitdt von zentraler Bedeutung (DORNER & RADBRUCH 2007), welche das Sekretieren von

Antikodrpern beschreibt.
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Nach der Infektion bleiben B- und T-Gedachtniszellen zuriick, die eine lingere und in
manchen Fallen lebenslange Immunitat gegen die Antigene aufrechterhalten kénnen (AHMED &
GRAY 1996). Bei erneuter Exposition werden diese Gedachtniszellen aktiviert, so dass die se-
kundare Immunantwort signifikant schneller und intensiver als beim ersten Kontakt ist und so
eine erneute Infektion effektiv kontrolliert (LEFEVRE et al. 2009). Dabei ist das humane Immun-
system durch ein Re-Arrangement von Gensegmenten, der sogenannten V(D)J-Rekombination,
zur Bildung von 101! unterschiedlichen Antikorpern in der Lage (GREENSPAN 2017). Hinzu
kommt die sogenannte somatische Hypermutation, die zufillige Mutationen in den Genen be-
schreibt, welche in einigen Fallen zu einer erhéhten Affinitdt der Antikérper fiihrt. Schliefdlich
werden die B-Zellen mit den effektivsten Antikorpern durch Selektion ausgewdhlt, was eine Af-
finitatsreifung der Antikérperpopulation zur Folge hat (WABL & STEINBERG 1996).

Drei Viertel aller im Blut zirkulierenden Antikérper - auch Immunglobuline (Ig) genannt -
sind IgG-Antikorper (SCHROEDER & CAVACINI 2010). Sie haben eine Y-formige Struktur und
bestehen aus zwei identischen kurzen (light chains) und zwei identischen langen Aminosaure-
ketten (heavy chains), welche durch Disulfidbriicken verbunden sind. Am oberen Ende des IgG
befinden sich die variablen Doméanen, welche an das Antigen binden. Die konstante Stamm-
region des IgG, das Fc-Fragment, bindet an kérpereigene Rezeptoren und ist zur Aktivierung des
Komplementsystems essenziell (RASSow et al. 2016).

Unterschieden werden monoklonale - einer B-Zelle entstammende - Antikérper, welche nur
an ein einziges Epitope eines Antigens binden (Abbildung 8 A), und polyklonale - einer B-
Zellpopulation entstammende - Antikorper, die multiple Epitope eines Antigens erkennen

(NELSON et al. 2000; NEWCOMBE & NEWCOMBE 2007) (Abbildung 8 B).

Abbildung 8: Schematische Darstellung
der Epitopenerkennung durch mono-
klonale und polyklonale Antikérper.
(A) Ein monoklonaler Antkérper (rot/
gelb), der mit seiner variablen Doméne an
sein spezifisches Epitop (gelb) des Anti-
gens (grau) bindet. (B) Polyklonale Anti-
kérper einer B-Zell-population (violett mit
verschieden-farbiger variabler Domaéne),
die jeweiliges ihr spezifisches Epitop
(orange, gelb, blau oder pink) binden,
wodurch multiple Epitope des Antigens
(grau) erkannt werden

Alleine Bindungsfahigkeit an ein Antigens bringt noch nicht zwingend eine Funktionalitdt mit
sich. Daher wird unterschieden zwischen der Gesamtmenge der bindenden Antikérper (totale
Antikorper) und der Menge der Antikorper mit einer neutralisierenden, die Funktionalitit des

Antigens beeinflussenden Wirkung (funktionale oder neutralisierende Antikdrper) (PLOTKIN
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2008). Die Herausforderung im Kampf gegen virale Infektionen liegt in der schnellen Induktion
einer schiitzenden Immunitét, die lange anhalt und zu deren Induktion nach Méglichkeit keine

Immunisierung mit dem lebenden Erreger selbst notwendig ist.

2.3  Aktive Immunisierung

Eine Impfung dient dem vorbeugenden Schutz gegen einen Krankheitserreger und beruht auf
einer aktiven Immunisierung zur spezifischen Induktion des kérpereigenen Immunsystems. Da
der Schutz vor viralen Infektionen meist mit dem Vorhandensein antigenspezifischer,
insbesondere neutralisierender Antikorper korreliert, wird die Wirksamkeit von antiviralen
Impfstoffen nicht nur, aber hauptsichlich anhand der Induktion einer humoralen Immun-
antwort beurteilt (ZINKERNAGEL et al. 2001; BURTON 2002). Nach erstmaliger Exposition mit dem
Erreger dauert es etwa zwei Wochen, bis ein ausreichendes Schutzniveau der Antikérper-
produktion erreicht ist (SALLUSTO et al. 2010; CLEM 2011). Der Langzeitschutz erfordert die
nachhaltige Induktion des Immungedachtnisses, damit der Kdrper nach erneuter Exposition mit
dem Erreger zur schnellen und effektiven Reaktivierung der Immunreaktion fahig ist (SIEGRIST
2013).

Die gezielte Immunisierung mit einem Erreger, um einen Schutz zu induzieren, beruht im
Wesentlichen auf Jenners Beobachtung, dass Melkerinnen, die sich mit einem Kuhpockenvirus
infiziert hatte, gewdhnlich nicht an dem humanen Pockenvirus erkrankten. 1796 unternahm
Jenner den ersten Versuch einer Immunisierung eines Menschen mit einem Kuhpockenvirus und
stellte fest, dass die Kuhpocken bei Menschen abgeschwachte Symptome hervorriefen und vor
einer Infektion mit dem humanen Pockenvirus schiitzten (JENNER 1799; BAXBY 1999).

Das serielle Kultivieren eines Virus in einer fremden Spezies in vivo oder in einer Zellkultur
invitro hat sich als Technik zur empirischen Attenuierung bewdhrt. Erfolgreiche Beispiele
hierfiir sind die Lebendimpfstoffe, welche durch eine einzige Immunisierung eine oft Jahrzehnte
andauernde Immunitdt hervorrufen, wie beispielsweise solche gegen Gelbfieber (THEILER &
SMITH 1937), Japanische Encephalitis (TRENT et al. 2013), Masern (KATZ et al. 1960), Mumps
(HILLEMAN et al. 1968) und Roételn (PLOTKIN et al. 1969). Im Wesentlichen fiihrt das Passagieren
in der Zellkultur zu einer Anpassung an das Wachstum in dem entsprechenden Zelltyp der
Spezies. Aber auch die Anpassung der Viren an das Wachstum bei Temperaturen unter 37 °C -
der Normaltemperatur des Menschen - senkt die Virulenz (PLOTKIN 2014). Allerdings besteht
bei Lebendimpfstoffen stets das Risiko einer Revision zur virulenten Form, wie es schon beim
Poliovirus oder auch im Falle des Gelbfieberimpfstoffes zu beobachten war (HENDERSON et al.
1964; LINDSEY et al. 2008). Fiir immunsupprimierte Menschen besteht zudem eine erhdhte
Gefahr, dass ein attenuierter Lebendimpfstoff eine Erkrankung verursacht, so dass bei dieser

Personengruppe in vielen Fallen von einer solchen Impfung abgeraten wird (ARVAS 2014).
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Diese Gefahr ist bei Inaktivatimpfstoffen ausgeschlossen (THE AMERICAN LUNG ASSOCIATION
ASTHMA CLINICAL RESEARCH CENTERS 2001; HAKIM et al. 2016). Allerdings besteht das Risiko, dass
beim Inaktivierungsprozess wichtige Epitope verandert werden und eine Immunisierung zur
Induktion nicht funktionaler Antikorper fithrt (MURPHY & WALSH 1988). Im Falle der meisten
inaktivierten Grippeimpfstoffe werden die Viren mithilfe von Detergenzien aufgebrochen, die
viralen Proteine gereinigt und das HA-Protein als Impfstoff-Antigen genutzt (DORMITZER et al.
2012). Im Gegensatz zu den Lebendimpfstoffen, die eine lang anhaltende Immunitat hervorrufen
koénnen (HAMMARLUND et al. 2003; AHMED & AKONDY 2011), ist die Wirkung von inaktivierten
Impfstoffen meist von kirzerer Dauer und eine Auffrischungsimpfung ist notwendig, um eine
schiitzende Immunitét aufrechtzuerhalten (PULENDRAN & AHMED 2011). Zusammenfassend war
die klassische Impfstoffentwicklung gepragt von der Abwagung zwischen Immunogenitit und
Sicherheit.

Wahrend Impfstoffe aufierordentlich wirksam gegen stabile Viren sind, stellen einige sehr
variable Viren, zu denen auch die Influenzaviren zihlen, eine besondere Herausforderung fiir die

Impfstoffentwicklung dar (BAROUCH 2008; DORMITZER et al. 2012).

2.3.1 Der saisonale Influenza-Impfstoff

Auch wenn die heutigen saisonalen Influenzaimpfstoffe keine sterile Immunitit vermitteln,
so reduzieren sie doch in Abhingigkeit von der Ubereinstimmung mit den zirkulierenden Viren
die virale Replikation und damit die Ausbreitung der Infektion (SOEMA et al. 2015). Vor allem
Schwangere, Kinder zwischen sechs Monaten und fiinf Jahren, dltere Menschen iiber 65 Jahre,
Personen mit chronischen Erkrankungen sowie immunsupprimierte Personen haben ein erhoh-
tes Risiko fiir einen schweren Krankheitsverlauf, wahrend Beschiftigte im Gesundheitswesen
aufgrund einer erhohten Exposition generell unter einem hoheren Risiko der Ansteckung stehen
(THOMPSON et al. 2004; LAMBERT & Faucl 2010).

Die HA- und NA-Oberflachenproteine des Influenzavirus sind die Hauptantigene. Wahrend
funktionale Antikérper gegen das HA die Infektion einer Wirtszelle vollig verhindern kénnen
und damit in der Lage sind, das Virus zu neutralisieren, konnen NA-spezifische Antikorper die
Ausbreitung neu gebildeter Viruspartikel am Ablésen von der Wirtszelle hindern und haben so
einen erheblichen Einfluss auf die virale Ausbreitung (CoucH 2003; SOEMA et al. 2015). Aufgrund
der hoheren Konservierung des NA-Proteins gelten die gegen NA gerichteten Antikérper als
aussichtsreiche Kandidaten fiir einen Universalimpfstoff (DOYLE et al. 2013; EICHELBERGER & WAN
2015). Aber auch das M2-Protein (FILETTE et al. 2006; FIERS et al. 2009) oder weniger variable
HA-Epitope kommen als potentielle Antigene in Frage (LINGWOOD et al. 2012). Nichtsdestotrotz
werden saisonale Influenzaimpfstoffe bis heute ausschliefdlich auf 15 pg HA-Protein

standardisiert (SOEMA et al. 2015).
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Das globale Influenza-Uberwachungs- und Reaktionssystem (GISRS) der WHO beobachtet
kontinuierlich die beim Menschen zirkulierenden Influenzaviren und aktualisiert die Zusam-
mensetzung der Influenza-Impfstoffe zweimal jahrlich. Die Zeit von der Auswahl der Influenza-
Stamme bis hin zur Verfiigbarkeit der Impfstoffe betragt etwa sechs Monate (LAMBERT & FAUCI
2010; WHO 2018) (Abbildung9), so dass der Impfstoff zu Beginn der Grippesaison zur
Verfiigung steht.

Virus-Isolation Produktion

Vakzinierung
Virus-
Charakterisierung

Konfektio-

Lizensierung

wachsende
Reasortanten
nierung
Auslieferung

Stammauswahl
schnell

v

Dez. Jan. Feb. Marz Apr. Mai  Juni  Juli  Aug. Sep. Okt. Now.

Abbildung 9: Zeitverlauf der saisonalen Influenza-Impfstoffentwicklung. Beispielhafter Zeitverlauf von der Isola-
tion und Charakterisierung zirkulierender Viren bis zur Stammauswahl (grau), iiber die Produktion (griin), Lizensie-
rung (rot) bis zur Fertigstellung und Auslieferung (violett) des Influenzaimpfstoffes fiir die Vakzinierung (blau) in der
noérdlichen Hemisphére.

Aktuell werden Influenzaimpfstoffe vorwiegend in bebriiteten Hiihnereiern produziert.
Virusisolate, wie sie zu Beginn der Produktion zur Verfiigung stehen, lassen sich meist schlecht
in Hilhnerembryonen kultivieren. Daher werden zundchst Reassortanten zwischen dem Isolat
und einem Virusstamm hergestellt, der sich gut auf Eiern vermehren lasst (LAMBERT & FAUCI
2010; LOWER 2010). Bei den im Ei vermehrten Viren wurden bereits in den 1980er Jahren
Verdanderungen in der Aminosduresequenz des HA-Proteins festgestellt (ROBERTSON et al. 1987;
ROBERTSON et al. 1993; GAMBARYAN et al. 1999; WIDJAJA et al. 2006), welche zu einer veranderten
Rezeptorspeziftat flihren (STEVENS et al. 2010) und die Effizienz des Impfstoffes herabsetzen
kénnen (SKOWRONSKI et al. 2014; RAYMOND et al. 2016). Um das Risiko einer solchen Antigen-
verdnderung zu verringern und aufgrund der eingeschrankten Verfiigbarkeit von Hithnereiern
zur Herstellung biologischer Arzneimittel sowie der eingeschrankten Anwendbarkeit der Ei-
basierten Impfstoffe bei Personen mit einer Allergie gegen Hithnereiweif3, wurde in den vergan-
genen Jahren zunehmend die zellkulturbasierte Produktion optimiert (HARDING et al. 2017) und
inzwischen sind erste in Zellkultur produzierte Impfstoffe zugelassen (FREY et al. 2010; PANDEY
etal. 2010).

2.3.2 Der pandemische Influenzaimpfstoff A(H1IN1)pdmO09

Neben saisonalen Epidemien leicht veranderter Influenzaviren kommt es auch zu Pandemien,
wenn aufgrund eines Austauschs der HA- oder NA-Oberflachenproteine nach dem Reassortment
verschiedener Influenzaviren ein neues Virus entsteht, das die Fahigkeit besitzt, Menschen zu

infizieren und iibertragbar ist. Diese pandemischen Viren besitzen Antigene, welche in der Be-
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vOlkerung zuvor noch nicht zirkulierten, so dass keine oder nur eine marginale Immunitat gegen
die Antigene vorhanden ist (LAMBERT & FAUCI 2010; TAUBENBERGER & KASH 2010).

Von 1918 bis 1920 kostete die Spanische Grippe, ausgelost durch eine Influenza-Variante
A/H1N1, 40-50 Millionen Menschen das Leben. Die Asiatische Grippe (Influenza A/H2N2, 1957-
1958) und die Hong-Kong-Grippe (Influenza A/H3N2, 1968-1970) bedeuteten jeweils fiir bis zu
zwei Millionen Menschen den Tod (Abbildung 10). Im Jahre 2009 wurde das humane
Influenzavirus A/H1IN1 durch das Schweinegrippevirus Influenza A(HIN1)pdmO09 abgelost,
welches im Zuge der Pandemie bis zu 575.000 Menschen totete (TAUBENBERGER & MORENS 2010)
(Abbildung 10).

H3N2

H2N2
HI1N1
L
HI1N1 H1N1

v

1900 ' 1920 ' 1940 j 1960 ) 1980 ) 2000

Abbildung 10: Schematische Darstellung von in der Bevolkerung zirkulierenden Influenza-A-Viren. Seit Be-
ginn des 20. Jahrhunderts pandemisch gewordene Influenza-A-Viren, umfassen drei verschiedene HA-Proteine (H1,
H2 und H3) und zwei verschiedene NA-Proteine (N1 und N2). Die Spanische Grippe wurde 1918 von einem HI1N1-
Virus (blau) ausgeldst. 1957 zirkulierte erstmalig eine H2N2-Variante (rot) und l18ste die Asiatische Grippe aus, bevor
1986 der Subtyp H3N2 (griin) fiir die Hongkong-Grippe verantwortlich war. 1977 zirkulierte erneut die H1N1-
Varainte (blau) von 1950, welche 2009 von einer neuen H1N1-Variante (violett) abgelost wurde. Grafische Darstel-
lung basiert auf (PALESE 2004).

Da die saisonalen Impfstoffe keinen Infektionsschutz gegen neuartige pandemische Viren
bieten, miissen zur Bekdmpfung einer Influenzapandemie spezifisch an den neuen Subtyp ange-
passte, pandemische Impfstoffe hergestellt werden (LOWER 2010). Das bedeutet aber, dass die
Produktion eines Pandemieimpfstoffs erst begonnen werden kann, wenn die Pandemie bereits
ausgebrochen ist und das verantwortliche Virus isoliert werden konnte. Eine méglichst kurze
Produktionszeit ist daher essenziell (LOWER 2010). Im Falle der Schweinegrippepandemie war
der Herstellungsprozess fiir den saisonalen Impfstoff 2009-2010 bereits angelaufen und auf-
grund der Unsicherheit {iber das zu erwartende Ausmafd des Ausbruchs wurde beschlossen,
parallel mit der Produktion eines pandemischen Impfstoffs zu beginnen (COLLIN & DE RADIGUES
2009). Wahrend der abgeschwichte Lebendimpfstoff hohe Titer bei der Vermehrung in Eiern
erreichte (CHEN et al. 2010), war die Ausbeute an HA-Protein fiir die Produktion des inaktivier-
ten Pandemieimpfstoffes wesentlich geringer als erwartet und stellte damit die Hersteller vor
eine Herausforderung (LAMBERT & FAUCI 2010; FARNSWORTH et al. 2011; ROBERTSON et al. 2011).
Zugleich muss ein Pandemieimpfstoff immunogen genug sein, um in einer naiven Population
rasch zu einem Immunschutz zu fiihren, da eine Mehrfachverabreichung inklusive der Ein-
haltung strikter Intervalle im Zuge einer Pandemie nur schwer realisierbar ist (LOWER 2010).
Zugunsten einer Verringerung der Antigenmenge pro Impfdosis und damit einer Erh6hung der

Anzahl an Impfdosen wurde der pandemische Impfstoff A(H1IN1)pdmO09 mit verschiedenen Ad-

16



EINLEITUNG

juvanzien versetzt (JOHANSEN et al. 2009; SKOWRONSKI et al. 2011). Bereits 2006 und 2007 wurde
der Einsatz von Adjuvanzien in Influenzaimpfstoffen fiir Personen iiber 65 Jahre grundsatzlich
genehmigt (BANZHOFF et al. 2008; VILLA et al. 2013), so dass die Verwendung moglich war.
Adjuvanzien verstiarken die Immunantwort gegen ein Antigen, indem sie seine Prasentation
sowie die Rekrutierung von entziindlichen und immunkompetenten Zellen verstirken -
insbesondere im Zusammenhang mit inaktivierten oder proteinbasierten Impfstoffen (LAMBERT
& FAucl 2010; GREGORIO et al. 2013; APOSTOLICO et al. 2016). Aluminiumsalz, das am haufigsten in
Impfstoffen verwendete Adjuvans, zeigte jedoch in Kombination mit dem pandemischen Impf-
stoff A(H1IN1)pdmO09 keine verbesserte Wirkung (MANZOLI et al. 2011). Squalenbasierte Ol-in-
Wasser-Emulsionen hingegen erwiesen sich als geeignet (VOGEL et al. 2009). Sie rekrutieren
Immunzellen zur Injektionsstelle und erh6hen die lokale Zytokin-Produktion, was wiederum zu
einer erhohten Anzahl aktiver Antigen-prisentierender Zellen fiihrte (MOREL et al. 2011;
GREGORIO et al. 2013). Der squalenbasierte Wirkverstarker ASO3 wurde in Kanada und Europa
erstmals in Kombination mit dem pandemischen Impfstoff A(H1N1)pdmO09 im Jahre 2009 einge-
setzt (GARCON et al. 2012), wahrend MF59 bereits seit 1997 fiir einen inaktivierten Drei-
Komponenten-Impfstoff in Europa zugelassen war (0'HAGAN et al. 2013). Letztlich zeigte sich,
dass die niedrigeren Antigendosen von 3,75 pg und 7,5 pg HA in Kombination mit entweder
AS03 oder MF59 eine anhaltende Antikérperreaktion von mindestens sechs und bis zehn Mona-
ten induzierten (FERGUSON et al. 2012; SONG et al. 2012). Dariiber hinaus zeigten die adjuvan-
tierten Impfstoffe eine hohe Immunogenitit bei dlteren Impflingen, bei denen die Impfung mit
dem saisonalen Impfstoff ohne Wirkverstarker oft weniger effektiv ausfallt (SONG et al. 2013).
Die schnelle Produktion des pandemischen Impfstoffs A(HIN1)pdm09 im Angesicht der
bereits begonnenen Pandemie war ohne Zweifel ein Erfolg. Allerdings erfordert die stindig
notwendige Anpassung der saisonalen Influenzaimpfstoffe eine bestehende, adaptierbare Pro-
duktionspipeline sowie die notwendige Erfahrung in der ziigigen Komponentenanpassung.
Diese besonderen Voraussetzungen sind im Falle eines Ausbruchs neuartiger Viren leider nicht
gegeben. Die Implementierung voéllig neuer Impfstoffproduktionsabldufe inklusive des Zulas-
sungsverfahrens wiirde vermutlich den zeitlichen Rahmen einer erfolgreichen Impfkampagne

im Angesicht eines bereits begonnenen Ausbruchs sprengen.

2.4  Passive Imnmunisierung - temporarer Schutz und Therapie-Option

Die Grundlage zur medizinischen Verwendung von Immunseren wurde im 19. Jahrhundert
von Behring und Kitasato gelegt (BROWNING 1955), noch bevor die biochemische Natur von
Antikérpern iiberhaupt bekannt war. Durch die Identifizierung und Isolation von Coryne-
bacterium diphtheriae, dem Erreger der Diphterie, wurde die Voraussetzung zur gezielten

Immunisierung geschaffen und ein empirischer Prozess fiihrte letztlich zu der entscheidenden
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Entdeckung, dass durch Blut- und spater Serumtransfusionen immunisierter Tiere auf naive
Tiere diese vor der Erkrankung geschiitzt werde konnten (BEHRING & KITASATO 1890; SIMON
2007). Die Produktion von Hyperimmunseren und deren Verwendung zur Behandlung und
Vorbeugung verschiedener viraler und bakterieller Erreger sorgte fiir einen Durchbruch im
Kampf gegen Infektionskrankheiten (BROWNING 1955; GRAHAM & AMBROSINO 2015). Weil
humanes Rekonvaleszenten-Serum von Patienten, die eine Infektion liberstanden haben, seit
jeher nur begrenzt zur Verfligung steht, wurden von Beginn an Tiere zur Produktion der
Antiseren eingesetzt (BEHRING & KITASATO 1890). Gemeinsam mit Ehrlich gelang eine
Verbesserung der bislang schwankenden Effizienz der Serumtherapie und die Etablierung der
Produktion in Milchvieh (WINAU & WINAU 2002). Auflerdem erarbeitete Ehrlich die ersten
Methoden zur Standardisierung der Wertbestimmung von Seren (PAUL EHRLICH 1897).

Im Zusammenhang mit der Gabe heterologen Serums traten bei 10-50 % der Patienten
Nebenwirkungen auf (RACKEMANN 1943). Zu Beginn des 20. Jahrhunderts beschrieben Clemens
von Pirquet und Bela Schick die Serumkrankheit erstmalig (SILVERSTEIN 2000) und in den darauf
folgenden Jahren wurden ihre Beobachtungen mehrfach bestétigt, bevor 1953 die ersten Analy-
sen zum Mechanismus publiziert wurden (GERMUTH 1953a; GERMUTH 1953b; DIXON et al. 1961).
Die Bildung von Immunkomplexen prazipitierender Antikorper kann zu einer solchen Typ-III-
Allergie fiihren, die in der Regel verzogert auftritt und mild verlauft. Das Komplementsystem
fiihrt dabei zur Phagozytose und dem Abbau der Immunkomplexe, wodurch die Serumkrankheit
meist spontan innerhalb von wenigen Tagen wieder ausheilt (LEON et al. 2013; SILVA et al. 2016).
Weitaus gefahrlicher sind akute Reaktionen auf passive Immunisierung, welche auf eine
Kombination von IgG-basierter Typ-I-Uberempfindlichkeit, Komplementaktivierung und der
Wirkung von Aggregaten der Immunglobuline oder deren Fragmente, einschliefdlich des Fc-
Teils, zuriickzufiihren sind (SILVA et al. 2016). Mit wiederholter Gabe heterologen Serums der-
selben Donor-Spezies steigt auch das Risiko, einen anaphylaktischen Schock als unmittelbare
allergische Reaktion auf die Proteine xenogenen Ursprungs zu induzieren (SILVA et al. 2016).
Diese Problematik und nicht zuletzt auch die Entwicklung effektiver antimikrobieller Wirkstoffe
fiihrten dazu, dass der Einsatz von Immunseren im Laufe des 20. Jahrhunderts stark zuriick-
gegangen (CASADEVALL 1996) und heute auf wenige Anwendungen beschrankt ist.

Das wachsende Verstdndnis der Funktionsweise unseres Immunsystems und der Wirkung
von Antikoérpern sowie die Entwicklung von Technologien zur spezifischen Identifikation
(ADKINS et al. 2002), Isolation und Reinigung des IgG aus den verschiedenen Serumproteinen
(STEINBUCH & AUDRAN 1969; GHOSH 2002; HUSE et al. 2002; GAGNON 2012) brachten bedeutende
Fortschritte im Bereich der Therapie mit polyklonalen Seren (GRAHAM & AMBROSINO 2015). Heute
ersetzen aus gepooltem Serum gewonnene und von anderen Serumproteinen gereinigte
intravendse Immunglobuline (IVIG) den urspriinglichen Transfer des rohen Serums. Das

mindert speziell die Gefahr von hypersensitiven allergischen Reaktionen gegen die nicht not-
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wendigen Serumproteine. Sollte es dennoch zu einem anaphylaktischen Schock kommen, stehen
etablierte Therapien zur Verfiigung (ALVAREZ-PEREA et al. 2017).

Speziell im Bereich der Notfallbehandlung wird die passive Immunisierung auch heute noch
genutzt: IVIG humaner Herkunft wird routinemafdig zur Behandlung viraler Infektionen wie
Tollwut, Tetanus oder bei schweren Maserninfektionen verwendet und im Falle von Hepatitis B
zur Pravention eingesetzt (GUPTA et al. 1980; JHAVERI et al. 1980; KELLER & STIEHM 2000; CDC
2008; CDC 2010). Die humanen Antikorperpraparationen werden aufgrund ihrer geringeren
Immunogenitidt den heterologen, im Tier produzierten, Antikérperpraparationen vorgezogen.
Fiir die Nutzung als Antitoxin stehen jedoch keine humanen Seren zur Verfiigung, so dass zur
Toxinneutralisierung weiterhin Seren tierischen Ursprungs herangezogen werden (BOYER et al.
2013). Die Immunogenitat dieser Produkte tierischen Ursprungs wird dem spezies-spezifischen
Fc-Teil des Antikorpers zugeschrieben (COCHRANE & KOFFLER 1973). Durch proteolytische
Spaltung kann die antigen-bindende Domaéne in Form des F(ab’),- oder Fab-Fragmentes vom Fc-
Teil abgespalten, isoliert und gereinigt werden (NELSON 2010) (Abbildung 11). Die Halbwertszeit
dieser Antikorperfragmente ist zwar deutlich geringer als die des vollstandigen IgG, allerdings

trifft dies auch auf die Immunogenitit zu (KUUS-REICHEL et al. 1994).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung eines IgG-Antikérpers und der Antikérperfragmente Fab und
F(ab’)z. Der IgG-Antikérper setzt sich aus zwei schweren und zwei leichten Ketten zusammen, die durch Disulfid-
briicken (schwarz) miteinander verbunden sind. Die beiden Antigenbinderegionen des Antikérpers bestehen aus den
vier variablen Domaénen (in violett dargestellt), wahrend die konstanten Regionen in blau dargestellt sind. Durch
proteolytische Spaltung mit Papain lassen sich die beiden Antigenbinderegionen in Form zweier Fab-Fragmente aus
jeweils einem Teil einer leichten und einem Teil einer schweren Kette von der Stammregion (dem Fc-Teil) des Anti-
korpers abspalten. Bei einer proteolytischen Spaltung mit Pepsin wird der Fc-Teil des Antikdrpers verdaut, wodurch
ein F(ab’)2-Fragment entsteht, welches die beiden Antigenbinderegionen sowie einen Teil jeder Kette umfasst.

In den 1970er Jahren wurde zudem die Hybridoma-Technologie entwickelt. Diese ermog-
lichte fortan die Herstellung monoklonaler Antikérper (KOHLER & MILSTEIN 1975; REICHERT et al.
2005). Meist stammten diese hochspezifischen Antikoérper aus der Maus und bargen damit die
gleichen Gefahren wie andere xenogene Proteine fiir den Einsatz im Menschen. Die Entwicklung
rekombinanter Antikdrper ermoglichte fortan eine Kombination der Immunglobulin-Gene

zweier Spezies wodurch erst der xenogene konstante Fc-Teil des Antikorpers gegen den Fc-Teil

19



EINLEITUNG

des Menschen ausgetauscht wurde (chimare Antikorper) bis letztlich humanisierte Antikorper
entstanden, die nur noch die variablen, antigenbindenden Domaéanen der xenogenen Spezies
tragen (HARDING et al. 2010). Im Zuge ihrer Fortentwicklung eroffneten diese hochspezifischen
Antikorper neue Therapiemdglichkeiten gegen Autoimmunerkrankungen (BAERT et al. 1999;
SCHREIBER et al. 2007; INMAN et al. 2008; CHAN & CARTER 2010) und zunehmend auch gegen Krebs
(ADAMS & WEINER 2005; SCOTT et al. 2012; SHUPTRINE et al. 2012).

Die passive Immunisierung hat sich im Kampf gegen zahlreiche akute Infektionen als niitzlich
erwiesen und angesichts des wissenschaftlichen Fortschrittes und der Entwicklung neuer Tech-
nologien im Bereich der Immunglobulinforschung erleben antikérperbasierte Therapien derzeit
eine Renaissance (CASADEVALL et al. 2004). Eine Monotherapie mit neutralisierenden mono-
klonalen Antikérpern war beispielsweise im Nager-Modell fiir Infektionen mit dem Ebolavirus
effektiv (PARREN et al. 2002). Zwar zeigte eine solche Monotherapie keinen Schutz in Primaten
(OswALD et al. 2007), aber der Erfolg des monoklonalen Antikérper-Cocktails ZMapp deckte das
Potential auf, das die gezielte Blockade multipler Epitope, einschliefdlich einiger nicht-
neutralisierender Epitope, mit sich bringt (DAVIDSON et al. 2015; MENDOZA et al. 2017). Die
Entwicklungsdauer dieser hochspezifischen monoklonalen Antikérper ist allerdings vergleich-
bar mit der von Impfstoffen und somit in der Regel nicht kompatibel mit Ausbriichen neuer In-

fektionskrankheiten.

2.4.1 Antiseren gegen akute virale Infektionen: sofortige Immunitéit durch

passiven Immuntransfer

Der ZEBOV-Ausbruch in Westafrika hat das therapeutische Potenzial von antikérper-
basierten Therapien erneut aufgezeigt. In der Vergangenheit war es nicht méglich, eindeutige
Ergebnisse aus den experimentellen Therapien der passiven Immunisierung mit Vollblut oder
Plasma von rekonvaleszenten Patienten abzuleiten. So liberlebten sieben von acht Patienten
eine Infektion, nachdem ihnen Vollblut von rekonvaleszenten Spendern wahrend des Kikwit-
Ausbruchs 1995 verabreicht wurde (MUPAPA et al. 1999). Im Versuch mit nicht-humanen
Primaten konnte dieses Ergebnis jedoch nicht reproduziert werden (JAHRLING et al. 2007). Die
Behandlung von 84 Patienten mit Rekonvaleszenz-Plasma wahrend des Ausbruchs in Westafrika
2014 zeigte keine signifikante Anderung der Uberlebensrate (GRIENSVEN et al. 2016), jedoch ist
die Interpretation dieser Daten schwierig, da weder die totalen Antikorpertiter noch die
virusneutralisierende Aktivitit im transferierten Plasma bestimmt wurde. Studien, bei denen
Primaten nach Infektion mit hohen Titern gereinigten IgGs aus rekonvaleszenten Tieren
behandelt wurden, zeigten einen vollstindigen Schutz (DYE et al. 2012), was darauf hindeutet,
dass die funktionalen Antikoérpertiter der bestimmende Faktor bei der Entscheidung tiber die

Effektivitiat des Antiserums sein konnten.
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Die Entwicklungen der modernen Proteinbiochemie mit ihren Verfahren zu Trennung,
spezifischen Isolation und Modifikation von Antikérpern hat auch die Nutzung therapeutischer
Seren tierischen Ursprungs deutlich attraktiver gemacht. Gerade weil zu Beginn von Ausbriichen
Rekonvaleszentenserum noch nicht zur Verfiigung steht, kann Hyperimmunserum tierischen
Ursprungs eine probate Notfalltherapie darstellen. Die Herausforderung bei der Produktion
eines effektiven Antiserums besteht einerseits in der Schnelligkeit und gleichzeitig in der
Induktion hoher funktionaler Antikdrpertiter. Vor allem bei hochpathogenen Viren wird eine
Immunisierung von Donor-Tieren wie Schafen, Ziegen oder Pferden mit dem replikations-
fahigen, lebenden Virus durch die notwendigen biologischen Sicherheitsmafinahmen deutlich
erschwert. Immunisierungsversuche von Pferden zur Produktion effektiven Antiserums Ende
des 20. Jahrhunderts mit inaktiviertem Ebolavirus blieben ohne Erfolg (JAHRLING et al. 1996),
was darauf hindeutet, dass die Prdsentation des nativen Antigens oder sogar die De-novo-
Antigenprasentation notwendig sind, um funktionale Antikérperantworten zu induzieren.

Im 20. Jahrhundert haben moderne molekularbiologische Methoden eine Revolution in der
Antigenexpression ausgelost. Gentechnische Methoden ermdéglichen es, die Sicherheit protein-
basierter Impfstoffe mit der Inmunogenitat von Lebendimpfstoffen zu kombinieren. So werden
wenig immunogene Antigene beispielsweise nicht als rekombinante Proteine alleine, sondern in
Form von virusdhnlichen Partikeln (virus-like particles, VLPs) dem Immunsystem prasentiert.
VLP-basierte Impfstoffe wurden bereits gegen das humane Papillomavirus (HPV) (WANG &
RODEN 2013), das Hepatitis-B-Virus sowie gegen Malaria zugelassen (MOHSEN et al. 2017).

Eine tempordre intrazelluldre Expression des Antigens kann aufder durch Impfstoffe auf Basis
von Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid, DNA) (KHAN 2013; HASSON et al. 2015) auch
durch den Gentransfer viraler Vektoren erreicht werden, darunter beispielsweise das in
humanen Zellen replikationsinkompetente modifizierte Vacciniavirus Ankara (MVA), das repli-
kationskompetente Masernvirus oder das replikationskompetente Virus der vesikuldren
Stomatitis (VSV) sowie replikationskompetente oder -inkompetente Adenoviren (ROBERT-
GUROFF 2007; URA et al. 2014). Mehrere praklinische und klinische Studien haben gezeigt, dass
virale Vektoren sowohl eine humorale wie auch eine zellulire Immunreaktion induzieren
konnen, und die Sicherheit dieser Plattformen unterstrichen, darunter Impfstoffkandidaten
gegen ZEBOV (HUTTNER et al. 2015; TAPIA et al. 2016; GROBUSCH & GOORHUIS 2017) und gegen Fol-
geerkrankungen viraler Infektionen mit dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) (KAUFMAN
etal. 2010).

Bereits heute sind mehrere virale Vektoren im Bereich der Veterinarimpfstoffe zugelassen
(BROCHIER et al. 1989; POULET et al. 2007), was deren Nutzung zur Produktion von Antiseren
attraktiv macht. Durch die Immunisierung von Pferden mit Ebola-VLPs konnte 2017 Hyper-
immunserum hergestellt werden, das im Nager-Modell erfolgreich gegen eine Infektion schiitzte

(ZHENG et al. 2016).
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Immunglobuline haben ein vielversprechendes Potential fiir die Prophylaxe und Therapie
neuartiger viraler Infektionen. Dieses noch nicht vollstindig ausgeschopfte Potential stellt eine
Moglichkeit im Kampf gegen wiederkehrende und auch gegen neu auftretende akute Krank-
heitserreger dar. Neben der Effektivitit des Serums sind eine schnelle Produktion und Reini-
gung klinisch relevanter Mengen ebenso essenziell wie die Anpassungsfahigkeit der Immunisie-

rungsstrategie an neue oder hinsichtlich ihrer Antigene verdanderte Viren.

2.5 Die Notwendigkeit von Plattform-Technologien zur Beurteilung

von Antikorperantworten gegen ZEBOV

Die Entwicklung von Impfstoffen und Therapeutika beinhaltet die Analysen von Proben aus
vorklinischen und klinischen Studien. Wenn die Verwendung des eigentlichen Erregers hohe
Sicherheitsmafinahmen bedingt (KONDURU et al. 2018), ist die Entwicklung von Surrogattests
notwendig, um eine Infrastruktur zur schnellen Herstellung und klinischen Bewertung von anti-
viralen Therapien zu gewahrleisten (GRAHAM & SULLIVAN 2018). Die Ebola-Epidemie 2014 hat
einmal mehr gezeigt, dass gegenwdrtig auf einen Erreger anpassbare Notfallkonzepte zur
schnellen Entwicklung und Produktion von Impfstoffen und Therapeutika fehlen und ein erheb-
licher Bedarf an analytischen Methoden besteht, die eine Wirksamkeitsanalyse unter niedrigen
biologischen Sicherheitsbedingungen zulassen.

Fiir die Beurteilung der Wirksamkeit von Impfstoffen sowie von Therapeutika gegen ZEBOV
ist die Bewertung der Antikorper gegen das ZEBOV-GP essenziell. Studien in verschiedenen
Tiermodellen haben gezeigt, dass ausreichende humorale und zellulare Inmunantworten gegen
das ZEBOV-GP notwendig sind, um vor einer Infektion mit ZEBOV zu schiitzen (SULLIVAN et al.
2000; BRADFUTE & BAVARI 2011; MARZI & FELDMANN 2014), und auch die erfolgreiche passive
Immunisierung mit neutralisierenden monoklonalen (OLINGER et al. 2012; QIU et al. 2012) oder
hochtitrigen polyklonalen Antikorperpriaparaten (DYE et al. 2012) unterstreicht den Bedarf an
Surrogattests, die eine Analyse der gegen das ZEBOV-GP gerichteten Antikorper unter niedrigen
biologischen Sicherheitsanforderungen moglich machen. Der Goldstandard fiir die Bestimmung
von neutralisierenden Antikorpern gegen ZEBOV sind ein Plaquereduktionstest (PRNT)
(SHURTLEFF et al. 2012) oder Virusneutralisationstest (VNT) (AGNANDJI et al. 2016) unter Ver-
wendung des Wildtypvirus. Im Zuge der Ebola-Epidemie 2014 wurden verschiedene Plattform-
technologien wie pseudotypisierte lentivirale Vektoren (LUCZKOWIAK et al. 2016; SINN et al.
2017) oder VSVAG/ZEBOV-GP sowie verschiedene Immunfiarbemethoden (KRAHLING et al. 2016)
zur Untersuchung von totalen und neutralisierenden Antikérperantworten eingesetzt. Um die
Auswertung zu erleichtern, wurden in einigen Fillen die Vektorviren mit einer Fluoreszenz-
oder Luziferasemarkierung versehen (LEE et al. 2017; KONDURU et al. 2018). Diese Surrogattests

kénnen grundsatzlich an andere hochpathogene Erreger angepasst werden und haben somit das
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Potential, zu einem wertvollen diagnostischen Tool gegen neu aufkommende Erreger zu werden.
So konnten sie fiir die Bestimmung von Antikdrperantworten zur Beurteilung der Wirksamkeit
von immunologischen Therapeutika wie Rekonvaleszenzplasma und anderen Antikérperprapa-
raten herangezogen werden oder im Zuge klinischer Studien fiir die Diagnostik und serologische
Erhebung von Antikorpertitern Anwendung finden. Eine vergleichende Studie der WHO stellte
allerdings eine hohe Variabilitit der quantitativen Ergebnisse innerhalb der 22 verschiedenen
Surrogattests und gegeniiber dem Wildtypneutralisationstest fest, wohingegen die auf VSV

basierenden Methoden eine gute Korrelation zeigten (WILKINSON et al. 2017).

2.6  Zielsetzung dieser Arbeit

Das Ziel dieser Studie war die Entwicklung von Immunisierungsstrategien zur Induktion
hoher funktionaler Antikorperantworten als Notfalltherapie in Ausbruchszenarien. Um Ein-
blicke in verschiedene Aspekte dieses Prozesses zu bekommen, wurde zunichst die Nutzung
von Adjuvanzien als Zusitze fiir Impfstoffe am Beispiel des pandemische A(H1N1)pdm09-
Impfstoffs untersucht. Anschlief}end wurde unter Einbeziehung der gewonnenen Erkenntnisse
eine Immunisierungsstrategie zur Produktion therapeutischer Hyperimmunseren entwickelt,

wobei unterschiedliche Antigenexpressionssysteme miteinander verglichen wurden.

2.6.1 Impfstrategie im Angesicht einer Pandemie: verbesserte Immunogenitat
durch Adjuvanzien

Im Zuge dieser Arbeit wurde die Wirkung der beiden squalenbasierten Adjuvanzien MF59
und ASO3 auf die Amplitude und Spezifitit der Antikérperantworten im Frettchen untersucht.
Hierbei wurde zwischen totalen Antikdrperantworten gegen die Oberflaichenproteine HA und
NA einerseits und den funktionalen Antikérpern andererseits unterschieden.

Bei Verwendung von Adjuvanzien wurde in der Vergangenheit bereits die Induktion
kreuzreaktiver und kreuzneutralisierender Antikoper beobachtet (KAHN et al. 1994; BIHARI et al.
2012). Herangezogen wurden hierzu verschiedene Isolate des pandemischen Influenza-
virus A(H1N1)2009 sowie phylogenetisch weiter entfernte, saisonale A(H1N1)2009-Isolate. Die
Kreuzreaktivitat der totalen Antikérper wurde dariiber hinaus auch gegen rekombinante HA-
und NA-Proteine anderer Influenza-Stimme wie beispielsweise A(H5N1) untersucht. Abschlie-
Rend wurde die aus der Immunisierung der Frettchen resultierende Immunantwort mit dem
Schutz vor einer Infektion korrelieret. Nach der Infektion mit dem homologen pandemischen
Influenzavirus A(H1N1)2009 wurden der Einfluss auf den Krankheitsverlauf sowie die Viruslast

im Respirationstrakt untersucht.
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2.6.2 Antiseren gegen akute virale Infektionen: sofortige Immunitit durch

passiven Immuntransfer

Das beispiellose Ausmafd des EBOV-Ausbruchs in Westafrika fithrte zum Einsatz neuer
Therapien, die sich bereits in einem fortgeschrittenen Entwicklungsstadium befanden (WONG &
KOBINGER 2015). Fiir viele andere neuartige Viren ist die Entwicklung jedoch noch nicht so weit
fortgeschritten, so dass Behandlungsoptionen benétigt werden, die schnell in klinisch relevanter
Qualitiat und Menge hergestellt werden konnen. Immunglobuline haben ein vielversprechendes
Potential fiir die Vorbeugung und Therapie viraler Infektionen (WALKER & BURTON 2018). Dieses
noch nicht vollstandig ausgeschopfte Potential stellt eine potente Moglichkeit im Kampf gegen
wiederkehrende und neu auftretende akute Krankheitserreger dar.

Die Arbeit mit hochpathogenen Erregern ist in der Regel auf biologische Hochsicherheits-
einrichtungen beschrankt, was eine Antigenproduktion im grofieren Umfang und die
Immunisierung von grofden Tieren, die fiir die Serumproduktion bendétigt werden, erschwert. In
Kombination mit dem ZEBOV-Glykoprotein als Modellantigen wurden in dieser Arbeit drei
Systeme zur Antigenexpression verglichen, die entweder keine oder nur geringe biologische
Sicherheitsanforderungen haben: VLPs, MVA und VSV.

In einem ersten Schritt wurde ein mdoglichst ziigiges Immunisierungsprotokoll in der Maus
etabliert, wobei die Effektivitit der Antigenexpressionssysteme anhand der Induktionsdauer
sowie der Amplitude totaler und funktionaler Antikorpertiter beurteilt wurde. Im nachsten
Schritt wurden Kaninchen entsprechend diesem Protokoll immunisiert, um ausreichende
Mengen des Antiserums fiir die Optimierung des IgG- Reinigungsprozess herzustellen. Die
totalen Antikorpertiter gegen das ZEBOV-GP sowie neutralisierende Titer gegen ein
pseudotypisiertes Virus wurden zunichst mithilfe von Surrogattests in unserem Labor
gemessen. Um eine relevante Einschiatzung der Effektivitit des Antiserums zu bekommen,
wurden die Seren auflerdem in dem validierten Vollvirus-ELISA sowie dem ZEBOV-
Virusneutralisationstest getestet. Im nachsten Schritt sollte ein Reinigungsprozess etabliert
werden, der die Inmunogentitiat des Serums reduziert, ohne dass dieses dabei an Funktionalitat
und Stabilitit verliert. Die Funktionalitit der Antigenpradparationen wurde anhand
neutralisierender Titer iiber den Reinigungsprozess hinweg dokumentiert. Die Stabilitat der
finalen Antigenpraparation wurde in einem letzten Schritt in einem xenogenen In-vivo-Modell

getestet.
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3 MATERIAL

3.1 Gerite und Laborinstrumente

Geridt/Instrument: Bezeichnung

Bunsenbrenner: Laborgaz 206

CO;-Inkubator Zellkultur (32/37 °C): Heracell 150i
Eisschrank (-20 °C): GG4010-20

Eisschrank (-80 °C): HERAfreeze Top
Elektrophorese-Energieversorger: PowerPac HC Power Supply
Lumineszenz-Dokumentations-Gerét:

MicroChemi 4.2, Kamera MicroLine ML 4022
Gelelektrophorese-Laufkammer horizontal: RunOne
Electrophoresis Cell
Gelelektrophorese-Laufkammer vertikal: Mini-Protean
Geldokumentationssystem: G-Box

Heizblock, Heiz-Thermomixer: MHR 13

Kuhlschrank Mikrobiologie (4 °C): FKS 1800-20
Kuhlschrank Molekularbiologie (4 °C): FKS 1800-20
Kahlschrank Zellkultur (4 °C): FKS 5000-20
Magnetriihrer/Heizrithrer: MR Hei-Standard
Mehrkanalpipette: Finnpipette F2

Mikroskop, Durchlicht: Eclipse TS100-F

Mikrowelle: Typ 7809

Neubauer-Zihlkammer: Neubauer Brightlight
PCR-Cycler: TProfessional TRIO 48

Pipetten: Reference 2

(0,1-2,5 pl, 0,5-10 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl)
Pipettierhelfer: accu-jet pro

Reagenzschiittler: Reax top

Schiittler Zellkultur: SSL4

Schiittelinkubator Mikrobiologie (37 °C): Innova 42
Sicherheitswerkbank: MSC-Advantage 1.2
Spektrophotometer: NanoDrop 2000c
Transfersystem: Trans-Blot SD Semy-Dry
Trockenofen: WTC

Waage: VWR 1502

Wasserbad Mikro-/Molekularbiologie: ECO TW8
Wasserbad Zellkultur

Highspeed-Zentrifuge: Avanti® ]-26S XPI
Tischzentrifuge: 5418, Rotor: FA-45-18-11
Tischzentrifuge: 5417R gekiihlt, Rotor: FA-45-24-11

Hersteller, Ort (Land)

Campingaz, Hungen-Inheiden (DE)
Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe (DE)
Liebherr, Biberach an der Riss (DE)
Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe (DE)
Bio-Rad Laboratories, Miinchen, DE

DNR Bio Imaging Systems, Jerusalem (IL)

EmbiTec, San Diego, CA (US)

Bio-Rad Laboratories, Miinchen (DE)
Syngene, Cambridge (UK)

Ditabis, Pforzheim (DE)

Liebherr, Biberach an der Riss (DE)
Liebherr, Biberach an der Riss (DE)
Liebherr, Biberach an der Riss (DE)
Heidolph Instruments, Schwabach (DE)
Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe (DE)
Nikon, Diisseldorf (DE)

Severin, Sundern (DE)

LO-Laboroptik, Friedrichsdorf (DE)
Biometra, Gottingen (DE)

Eppendorf, Hamburg (DE)

Brand, Wertheim (DE)

Heidolph, Schwabach (DE)

Stuart, Villepinte (FR)

New Brunswick Scientific, Edison, NJ (US)
Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe (DE)
Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe (DE)
Bio-Rad Laboratories, Miinchen (DE)
Binder, Tuttlingen (DE)

Sartorius, Gottingen (DE)

Julabo, Seelbach (DE)

GFL, Burgwedel (DE)

Beckmann Coulter, Krefeld (DE)
Eppendorf, Hamburg (DE)

Eppendorf, Hamburg (DE)
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Gerit/Instrument: Bezeichnung

Ultrazentrifuge: Optima L-80 XP, Swinging-Bucket-Rotoren:
SW 32 Ti, SW 41 Ti, SW 60 Ti

Zentrifuge: 5810R, gekiihlt, Rotor A-4-81

3.2 Verbrauchsmaterialien

Material, Bezeichnung

ELISA-Platten: Nuc MaxiSorp, 8-Loch Streifen mit C-Boden und
Rahmen im 96-Loch-Format

Filter fiir Spritzen (1,2, 0,2 pm)

Filterpapier: Whatmann

Dialyse-Kassetten: Slide-A-Lyzer, MWCO 20 kDa
Durchlaufhahn 3-Way-StopCock fiir Luer Lock Spritzen
Konzentratorsaule: Vivaspin (500, 20 ml)
Kryoréhrchen: Cryo S

Pasteur-Pipetten ohne Filter, Flintglas
PCR-Reaktionsgefafie (0,2 ml)

Polyvinylidendifluorid-(PVDF-) Membran

Protein A-Saulen: Vivapure mini (< 1mg Kapazitit)

Protein A-Saulen: Vivapure midi (< 20 mg Kapazitit)
Protein G-Saulen: Vivapure mini (< 1mg Kapazitat)
Pipettenspitzen (20, 200, 1.000 pl)

Pipettenspitzen mit Filter (10, 100, 300, 1.000 pl)
Reagenz-Reservoir

Reaktionsgefafd (1,5, 2 ml)

Reaktionsgefafd (15, 50 ml), Cellstar Tubes

Réhrchenhalter fiir Kaniilen: VACUETTE-System
Serologische Pipetten (5, 10, 25 ml)

Sicherheitskaniilen 21 G (0,8 x 40 mm), 27 G (0,4 x 20 mm)
Sicherheitskaniilen 20 G (0,9 x 38 mm), 21 G (0,8 x 35 mm),
25G (0,5x 24 mm)

Skalpell

Spritzen (1, 3, 5 ml)

Spritzen Luer Lock (3, 5, 10 ml)

Serumrohrchen Z-Serum-Sep Gerinnungsaktivator und
inerternem Trenngel: VACUETTE-System

Serumrohrchen mit Silica-Partikel_Beschichtung der
Innenseite: VACUETTE-System

Zellkulturflaschen (25, 75, 175 cm?)

Zellkulturplatten (6-, 12- und 96-Loch mit flachem Boden, 96-
Loch mit U-Boden)

Hersteller, Ort (Land)
Beckmann Coulter, Krefeld (DE)

Eppendorf, Hamburg (DE)

Hersteller

Bethyl Laboratories, Montgomery, TX (US)

Sartorius, Gottingen (DE)

GE Healthcare, Backinhamshire (UK)
Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe (DE)
Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)
Sartorius, Gottingen (DE)

Greiner bio-one, Frickenhausen (DE)
VWR, Darmstadt (DE)

Fisher/Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe
(DE)

Millipore/Merck, Darmstadt (DE)
Sartorius, Gottingen (DE)

Sartorius, Gottingen (DE)

Sartorius, Gottingen (DE)

Eppendorf, Hamburg (DE)

4titude, Berlin (DE)

VWR, Darmstadt (DE)

Eppendorf, Hamburg (DE)

Greiner bio-one, Frickenhausen (DE)
Greiner bio-one, Frickenhausen (DE)
Greiner bio-one, Frickenhausen (DE)
BD, Heidelberg (DE)

B. Braun, Melsungen (DE)

Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe (DE)
B. Braun, Melsungen (DE)

B. Braun, Melsungen (DE)

Greiner bio-one, Frickenhausen (DE)

Greiner bio-one, Frickenhausen (DE)

Greiner bio-one, Frickenhausen (DE)

Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe (DE)
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3.3 Chemikalien, Puffer und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz

Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese

30 % (w/v) Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid Gel 30 (37, 5:1)
AEC-Substrat

Agarose

Alsever’s Losung

Aluminiumhydroxid-Gel Adjuvant 2%

APS

Ammoniumsulfat (gesattigt, 4,32 M)

Ampicillin

AS03

Avicel RC-591-0Overlay
3-Mercapto-EtOH
Bromphenol-Blau

Coomassie-Brilliant-Blau R-250

Diluvac Forte
DMEM

DMSO
DNA-Ladepuffer 6x

DNA-Marker GenRuler1kb Plus DNA Ladder

dNTPs

DTTO0,1 M

ECL Western-Blot Substrat

Essigsaure

EtOH

FKS

GelRed 10.000x in Wasser

Glutamin (L-Glutamin)

Hydrogencarbonat (Carbonate-Bicarbonate)
Isopropanol

Ketamin 10 % (Ketaminhydrochlorid 100 mg/ml
Injektionsldsung)

Kristallviolett

LB-Medium

1 % (w/v) Trypton aus Casein, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 %
(w/v) NaCl, pH 7,0 in RW

LB-Agar-Platten 100 pg/ml Ampicillin

Lieferant/Hersteller

Bio-Rad Laboratories, Miinchen (DE)

Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)
InvivoGen, San Diego, CA (US)

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Pierce/Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe
(DE)

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

GlaxoSmithKline, London (UK)

Avicel, FMC Corporation, Philadelphia, PA (US)
Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)

Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)
Fisher/Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe
(DE)

Intervet/MSD, Unterschleifsheim (DE)

Biowest, Nuaillé (FR)

Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)
Fermentas/Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe
(DE)

Fermentas/Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe
(DE)

Agilent Technologies, Waldbronn (DE)

Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe (DE)

GE Healthcare, Backinghamshire (UK)
Medienkiiche Paul-Ehrlich-Institut, Langen (DE)
Medienkiiche Paul-Ehrlich-Institut, Langen (DE)
Gibco/Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe (DE)
Biotium, Fremont, CA (US)

Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)

Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)
Medienkiiche Paul-Ehrlich-Institut, Langen (DE)
bela-pharm, Vechta (DE)

Fisher/Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe
(DE)
Medienkiiche Paul-Ehrlich-Institut, Langen (DE)

Medienkiiche Paul-Ehrlich-Institut, Langen (DE)
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Chemikalie/Reagenz

MF59

Milchpulver

Meerschweinchen-Erythrozyten

MeOH

Natrium/Sodium

Natriumacetat

Natriumchlorid 0,9 % (w/v), isotonische Kochsalzlésung
PBS ohne Magnesium und Calcium

137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH2PO4; 8,1 mM Naz:HPO4 in
RW, pH 7,1

PEI

PFA

Protein-Marker PageRuler Plus Prestained
Reinstwasser, RW

Saccharose

Sedin (Medetomidinhydrochlorid, 1 mg/ml)

SDS 10 % (w/v) in RW

Sigma Adjuvant System

SOC-Medium

2 % (w/v) Trypton aus Casein, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10 mM
MgClz, 10 mM MgS04, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCl, 20 mM D(+)-
Glukose, pH 7,0 in RW

TAE-Puffer 50x

2 M Tris; 1 M Essigsdure; 50 mM EDTA; in RW; pH 8,5
TBS 10x

50 mM Tris, 150 mM NacCl, pH7,4

TEMED

TiterMax Gold Adjuvant

TMB-Farbeldsung

TPCK-Trypsin

Tris base

Tris-HCl

Tris/Glycin-Puffer 10x

0,25 M Tris, 1,92 M Glycin

Trypanblau

Trypsin/EDTA

0,25 % (v/v) Trypsin, 0,1 % (v/v) EDTA in PBS
Tween-20

Vibrio cholerae Neuraminidase-Filtrat (RDE)
Wasserstoffperoxid (H202)

Xylacin/Rompun 2 % (Xylazium, 20 mg/ml)

Lieferant/Hersteller

Novartis, Basel (CHE)

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe (DE)
Medienkiiche

Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)

Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)
Medienkiiche Paul-Ehrlich-Institut, Langen (DE)
Medienkiiche Paul-Ehrlich-Institut, Langen (DE)

Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe (DE)
Medienkiiche Paul-Ehrlich-Institut, Langen (DE)
Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)
ALVETRA, Neumiinster (DE)

Medienkiiche Paul-Ehrlich-Institut, Langen (DE)
Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)
Medienkiiche Paul-Ehrlich-Institut, Langen (DE)

Medienkiiche Paul-Ehrlich-Institut, Langen (DE)

Medienkiiche Paul-Ehrlich-Institut, Langen (DE)

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)
KPL/Seracare, Milford, MA (US)
Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)
Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)
Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)
Bio-Rad Laboratories, Miinchen (DE)

Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)
Medienkiiche Paul-Ehrlich-Institut, Langen (DE)

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)
Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt (DE)
Bayer Vital, Leverkusen (DE)
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Kit-Bezeichnung
BCA Protein Assay
Kit

RNeasy Mini Kit

QIAquick Gel
Extraction Kit
QIAquick PCR

Purification Kit

QIAprep Spin
Miniprep Kit
QIAGEN Plasmid
Midi und Maxi Kit

Quick Start
Bradford Assay
Rabbit IgG ELISA

Quantification Set

3.5

MATERIAL

Kommerzielle Kits

Anwendung

Kolorimetrische Bestimmung der
Gesamtproteinkonzentration, Detergenzkompatibel
Isolierung und Reinigung von <100 pg RNA aus Zellkultur
unter Verwendung von Siliciumdioxid-Saule

DNA-Isolierung aus Agarose-Gelen

Reinigung von PCR-Produkten bis 10 kb unter Verwendung
eines Bindung-Wasch-Eluat-Verfahrens an Silica-Membran-
Saulen

Isolierung von <20-30 pg Plasmid-DNA

[solierung von <100 pg (Midi) respektive <500 pg (Maxi)
Plasmid-DNA mittels eines schwerkraftabhangigen Bindung-
Wasch-Eluat-Verfahrens durch Anionenaustausch-Séulen
Kolorimetrische Bestimmung der
Gesamtproteinkonzentration

ELISA-Set zur Quantifizierung von Kaninchen-IgG in Serum

oder Plasma

Enzyme und Reaktionspuffer

Enzym und Komponenten

FastAP thermosensitive alkalische Phosphatase (1 U/ul)
Reaktionspuffer 10x: 100 mM Tris-HCI, pH 8 bei 37 °C; 50 mM MgClz; 0,1 M KCl;

0,2 % (v/v) Triton X-100; 1 mg/ml BSA
Pfu DNA-Polymerase (2-3 U/ul)

Reaktionspuffer 10x: 200 mM Tris-HCl pH 8,8; 100 mM KCI; 100 mM (NH4)SO04;

20 mM MgS04; 1 % Triton X-100; 1 mG7ml nucleasefreies BSA

Restriktionsendonukleasen

EcoRI (20.000 U/ml), Pmel (10.000 U/ml), Sall (100.000 U/ml), Sphl
(10.000 U/ml), Xbal (20.000 U/ml), Xhol (20.000 U/ml)

Reaktionspuffer 1x

NEB 2: 50 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl; 10 mM MgClz; 100 pg/ml BSA; pH 7,9
NEB 3: 100 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl; 10 mM MgClz; 100 pg/ml BSA; pH 7,9

CutSmart: 50 mM Kaliumacetat; 20 mM Tris-Acetat; 10 mM Magnesiumacetat,
100 pg/ml BSA; pH 7,9

SuperScript III Reverse Transkriptase (200 U/ul)

Reaktionspuffer 5x: 250 mM Tris-HCl, pH 8,3; 375 uM KCl; 15 uM MgCL2

T4-Ligase

Reaktionspuffer 2x: 132 mM Tris-HCl; 20 mM MgClz; 2 mM DTT; 2 mM ATP; 15 %

PEG 6000; pH 7,6

Hersteller
Pierce/Thermo Fischer
Scientific, Karlsruhe (DE)
Qiagen, Hilden (DE)

Qiagen, Hilden (DE)

Qiagen, Hilden (DE)

Qiagen, Hilden (DE)

Qiagen, Hilden (DE)

Bio-Rad Laboratories,
Miinchen (DE)

Bethyl Laboratories,
Montgomery, TX (US)

Hersteller
Thermo Fischer Scientific,

Karlsruhe (DE)

Promega, Mannheim (DE)

New England Biolabs,
Frankfurt (DE)

Invitrogen/Thermo Fischer
Scientific, Karlsruhe (DE)
New England Biolabs,
Frankfurt (DE)
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3.6 Plasmide

Bezeichnung

pCG-IRESzeomut (pCG1)

pCG1-H7(H7N7)

pCG1-H9(HON2)

pCG1-H1(H1N1pdm09)-FLAG

pCG1-H3(H3N2)-FLAG

pCG1-H5(H5N1)-FLAG

pCG1-H7(H7N7)-FLAG

pCG1-H9(HIN2)-FLAG

pCG1-N1(H1N1pdm09)-FLAG

pCG1-N1(H5N1)-FLAG

pCG1-N2(H3N2)-FLAG

MATERIAL

Beschreibung, Quelle

Eukaryotischer Expressionsvektor mit SV40-
Replikationsursprung und einem CMV-Promotor,
Ampicillin-Resistenz

pCG1-Plasmid, HA-Gen des Influenzavirus
A/chicken/Rostock/1934 (H7N7) zwischen die
monovalenten Spaltsequenzen Pmel und Sphl kloniert
pCG1-Plasmid, HA-Gen des Influenzavirus
A/chicken/Beijing/2/1997 (HON2) zwischen die
monovalenten Spaltsequenzen Pmel und SphlI kloniert
pCG1-Plasmid, HA-Gen des Influenzavirus
A/California/07/2009 (H1N1pdm09) mit FLAG-
Epitop am 3’-Ende zwischen die monovalenten
Spaltsequenzen Pmel und Sphl kloniert, 7.096 bp
pCG1-Plasmid, HA-Gen des Influenzavirus
A/Victoria/36/2011 (H3N2) mit FLAG-Epitop am 3’-
Ende zwischen die monovalenten Spaltsequenzen
Pmel und Sphl Kloniert, 7.096 bp

pCG1-Plasmid, HA-Gen des Influenzavirus A/Viet
Nam/1194/2004 (H5N1) mit FLAG-Epitop am 3’-
Ende zwischen die monovalenten Spaltsequenzen
Pmel und Sphl kloniert, 7.096 bp

pCG1-Plasmid, HA-Gen des Influenzavirus
A/chicken/Rostock/1934 (H7N7) mit FLAG-Epitop
am 3’-Ende zwischen die monovalenten
Spaltsequenzen Pmel und Sphl kloniert, 7.078 bp
pCG1-Plasmid, HA-Gen des Influenzavirus
A/chicken/Beijing/2/1997 (HON2) mit FLAG-Epitop
am 3’-Ende zwischen die monovalenten
Spaltsequenzen Pmel und Sphl kloniert, 7.078 bp
pCG1-Plasmid, NA-Gen des Influenzavirus
A/California/07/2009 (H1N1pdm09) mit FLAG-
Epitop am 3’-Ende zwischen die monovalenten
Spaltsequenzen Xbal und Sphl kloniert, 6.790 bp
pCG1-Plasmid, NA-Gen des Influenzavirus A/Viet
Nam/1194/2004 (H5N1) mit FLAG-Epitop am 3’-
Ende zwischen die monovalenten Spaltsequenzen
Pmel und Sphl kloniert, 6.730 bp

pCG1-Plasmid, NA-Gen des Influenzavirus
A/Victoria/36/2011 (H3N2) mit FLAG-Epitop am 3’-
Ende zwischen die monovalenten Spaltsequenzen

Xbal und Sphl kloniert, 6.790 bp

Quelle
Prof. Dr. V. v. Messling
(MESSLING et al. 2001)

Dr. R. Wagner, Paul-

Ehrlich-Institut, Langen

(DE)
Dr. R. Wagner, Paul-

Ehrlich-Institut, Langen

(DE)

eigene Arbeit

eigene Arbeit

eigene Arbeit

eigene Arbeit

eigene Arbeit

eigene Arbeit

eigene Arbeit

eigene Arbeit
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Bezeichnung

pCAGGS-ZEBOV-GP

pCAGGS-ZEBOV-VP40

MATERIAL

Beschreibung, Quelle

Eukaryotisches Expressionsplasmid pCAGGS mit
Ampicillin-Resistenz, kodiert fiir die
membrangebundene Form des Glykoproteins des
ZEBOV Stammes Mayinga 1976 unter Kontrolle des
AG-Promotors

Eukaryotisches Expressionsplasmid pCAGGS mit
Ampicillin-Resistenz, kodiert fiir das Matriyprotein
VP40 des ZEBOV Stammes Mayinga 1976 unter

Kontrolle des AG-Promotors

3.7

Oligonukleotide

Genspezifische Primer fiir Klonierung oder Sequenzierung

Quelle
Prof. Dr. S. Becker
(MITTLER et al. 2011)

Prof. Dr. S. Becker
(HOENEN et al. 2005)

Bezeichnung

H1(H1N1pdmO09)-S (Pmel)

H1(H1N1pdm09)-FLAG-AS (SphI)

H1(H1N1pdm09)-Seql
H3(H3N2)-S (Pmel)
H3(H3N2)-FLAG_AS (Sphl)

H3(H3N2)-Seq1l
H5(H5N1)-S (Pmel)
H5(H5N1)-FLAG-AS (Sphl)

H5(H5N1)-Seql
H7(H7N7)-S (Pmel)
H7(H7N7)-FLAG-AS (Sphl)
H7(H7N7)-Seq1l
HO(H9N2)-S (Pmel)
H9(H9N2)-FLAG-AS (Sphl)

H9(HON2)-Seq1l

N1(H1N1pdm09)-FLAG-S (Xbal)

N1(H1N1pdm09)-AS (Sphl)

N1(H1N1pdm09)-Seq_internal-S-728
N1(H1N1pdm09)-Seq_internal-AS-

751
N1(H5N1)-FLAG-S (Xbal)

N1(H5N1)-AS (Sphl)

N1(H5N1)-Seq_internal-S-648

Sequenz (5’ > 3’)

ATTgtttaaacATGAAGGCAATACTAGTAG
ATTgcatgcTTACTTGTCATCGTCATCCTTGTAGTCAATACATATTCTACACTGT
AG

TCCATCTACTAGTGCTGACC

ATTgtttaaacATGAAGACTATCATTGCTTTGAG
ATTgcatgcTTACTTGTCATCGTCATCCTTGTAGTCAATGCAAATGTTGCACCT
AATG

GTACGGACAATGACCAATC

GATCgtttaaacATGGAGAAAATAGTGCTTC
GATCgcatgcTTACTTGTCATCGTCATCCTTGTAGTCAATGCAAATTCTGCATT
GTAACG

TAATGATGCGGCAGAGCAGAC

ATTgtttaaacATGAACACTCAAATCCTGG
ATTgcatgcTTACTTGTCATCGTCATCCTTGTAGTCTATACAAATAGTGCACCG
AGGATCAACCACCGAACAGACC
ATTgtttaaacATGAAAGTAGTATCACTAATAAC
ATTgcatgcTTACTTGTCATCGTCATCCTTGTAGTCTATACAAATGTTGCATCT
GC

ACCCACCGATACTGTACAGAC
ATTtctagaATGGACTACAAGGATGACGATGACAAGAATCCAAACCAAAAGATA
ATAACCATTGG

ATTgcatgcTTACTTGTCAATGGTAAATGGCAACTCAGC
CCGATGGACCAAGTAATGGACAGG

CCTGTCCATTACTTGGTCCATCGG

ATTtctagaATGGACTACAAGGATGACGATGACAAGAATCCAAATCAGAAGATA
ATAACCATCGG

ATTgcatgcCTACTTGTCAATGGTGAATGGC
GAATGTGCATGTGTAAATGGCTCTTGC
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Bezeichnung
N1(H5N1)-Seq_internal-AS-674
N2(H3N2)-FLAG-S (Xbal)

N2(H3N2)-AS (Sphl)
N2(H3N2)-Seq_internal-S-686
N2(H3N2)-Seq_internal-AS-704

pCAGGS-ZEBOV-GP_Seq_internal-S
pCAGGS-ZEBOV-GP_Seq_internal-AS

MATERIAL

Sequenz (5’ =2 3’)

GCAAGAGCCATTTACACATGCACATTC
ATTtctagaATGGACTACAAGGATGACGATGACAAGAATCCAAATCAAAAGATA
ATAACGATTGG

ATTgcatgcTTATATAGGCATGAGATTGAGG

CTCAGGACCCAGGAGTCAG

CTGACTCCTGGGTCCTGAG

CCCGGTGCCGGTATGTGCAC

TCCGGCGCGAACTTCTTCCG

Sequenzier-Primer fiir Vektoren und Viren

Bezeichnung
pCG-IRESzeomut-Seq_S
pCG-IRESzeomut-Seq_AS
pCAGGS-Seq_S
pCAGGS-Seq_AS
VSV-M-Seq_S
VSV-L-Seq_AS

Sequenz (5’ > 3’)
TTGTGCTGTCTCATCATTTTGGC
ATAGACAAACGCACACCGGCC
TTCCTACAGCTCCTGGGCAACGTG
AGAAGTCAGATGCTCAAGG
AGCCTCTCGAACAACTAATATCC
TCATTGAACTCGTCGGTCTC

3.8  Antikorper und Seren

Polyklonale Antikérper

Antigen Spender
Influenza HIN1 Frettchen
A/California/07/2009

Influenza H3N2 Frettchen
A/Victoria/36/2011

Influenza H5N1 Frettchen
A/Viet Nam/1194/2004

Kaninchen IgG-Fc Ziege

(1 mg/ml)

Zaire Ebolavirus Ziege

Konjugierte Antikorper

Verdiinnung (Verwendung) Quelle

1:500 (IPMA) Prof. Dr. V. v. Messling, Paul-
Ehrlich-Institut, Langen (DE)

1:500 (IPMA) Prof. Dr. V. v. Messling, Paul-
Ehrlich-Institut, Langen (DE)

1:500 (IPMA) Prof. Dr. V. v. Messling, Paul-
Ehrlich-Institut, Langen (DE)

1:100 (ELISA) Bethyl Laboratories,
Montgomery, TX (US)

1:400 (Western-Blot) Prof. Dr. S. Becker, Philipps-

Universitidt Marburg (DE)

Antigen (Konjugat) Spender Verdiinnung (Verwendung) Hersteller
FLAG-Epitop (HRP) Maus, 1:2.500 (Western-Blot) Sigma Aldrich/Merck,
monoklonal M2 1:750 (IPMA) Darmstadt (DE)
Frettchen (HRP) Ziege, polyklonal ~ 1:750 (IPMA) Bethyl Laboratories,
Montgomery, TX (US)
Kaninchen F(ab’)z (HRP) 1:750 (IPMA) Biomol GmbH, Hamburg (DE)
Kaninchen IgG-Fc (HRP)  Ziege, polyklonal ~ 1:200.000 (ELISA) Bethyl Laboratories,

Montgomery, TX (US)

32



MATERIAL

Antigen (Konjugat) Spender Hersteller

Kaninchen IgG-Fc (HRP)

Verdiinnung (Verwendung)

Ziege, polyklonal  1:750 (IPMA) Bethyl Laboratories,

Montgomery, TX (US)
Maus (HRP) Ziege, polyklonal

1:750 (IPMA) Jackson ImmunoResearch

Europe, Ely (UK)

Ziege 1gG (HRP) Kaninchen, 1:2000 (Western-Blot) Calbiocam/Merck, Darmstadt
polyklonal 1:750 (IPMA) (DE)
3.9 Bakterien
Bakterienname, Typ Genotyp Hersteller

One Shot™ TOP10 E. coli, F- mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 Invitrogen/Thermo Fischer Scientific,

chemisch kompetent

A lacX74 recAl araD139 A( araleu)7697 galU

galK rpsL (StrR) endA1 nupG

3.10 Viren

Bezeichnung
Influenza A/California/07/2009
(H1IN1)

Influenza A/Victoria/36/2011
(H3N2)

Influenza A/Viet Nam/1194/2004-
A/PR/8/34 (H5N1)

VSVAG/EBOV-GP

MVA/EBOV-GP

MVA/EBOV-VP40/GP

Beschreibung

Influenza-A-Virus, pandemischer
Subtyp HIN1 (Schweinegrippe) aus
2009, humanes Isolat
Influenza-A-Virus, Subtyp H3N2
aus 2011, humanes Isolat
Influenza-A-Virus-Reassortment,
HA und NA des pandemischen
Subtyps HIN1 aus 2009 exprimiert
von laboradaptierten Subtyp H5N1
aus 1934

Rekombinantes Virus der
vesikuldren Stomatitis (VSV),
welches das Glykoprotein des
ZEBOV-Isolats Kikwit 1995 anstelle
des eigenen Glykoproteins
exprimiert

Modifiziertes Vacciniavirus Ankara
(MVA), welches eine
Expressionskassette fiir das
ZEBOV-GP des Isolates Guéckédou
2014 tragt

Modifiziertes Vacciniavirus Ankara
(MVA), welches eine
Expressionskassette fiir das
ZEBOV-GP sowie ZEBOV-VP40 des
Isolates Guéckédou 2014 tragt

Karlsruhe (DE)

Quelle
Prof. Dr. V. v. Messling, Paul-Ehrlich-
Institut, Langen (DE)

Prof. Dr. V. v. Messling, Paul-Ehrlich-
Institut, Langen (DE)
Prof. Dr. V. v. Messling, Paul-Ehrlich-
Institut, Langen (DE)

Prof. Dr. S. Becker (GEISBERT et al.
2008)

Prof. Dr. G. Sutter und Dr. A. Volz,
Ludwig-Maximilians-Universitat

Miinchen (DE), nicht publiziert

Prof. Dr. G. Sutter und Dr. A. Volz,
Ludwig-Maximilians-Universitat

Miinchen (DE), nicht publiziert
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MATERIAL

3.11 Zelllinien

Bezeichnung Beschreibung
HEK-293
MDCK

Vero E6

3.12 Tiere

Tierart, Bezeichnung Beschreibung

Frettchen

Kaninchen, New Zealand
White
Miuse, BALB/cJR;

Immunologie und Antikérperproduktion

3.13 Software und Datenbanken

Hersteller, Programmbezeichnung
Citavi (Swiss Academic Software)

FigTree 1.4.3
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree)
Excel fiir Mac 2011, (Micrsoft)

GelCapture Version 7.0.15 (DNR Bio Imaging Systems)

GenBank (NCBI)
GeneSnap (Syngene)
[llustrator CS6 (Adobe)
Omega 2.1 (Clustal)
Photophop CS6 (Adobe)
Prism 6 (GraphPad)

SeaView (Po6le Rhone-Alpes de Bioinformatique)

Sequencher 5.3 (Gene Code Corporation)

SnapGene 2.3.2. (GSL Biotech)

Humane, embryonale Nierenepithel-Zelllinie, adhdrent wachsend
Epithel-Zelllinie aus der Hundeniere, adharent wachsend

Epithel-Zelllinie aus der griinen Meerkatze, adhdrent wachsend

Auszuchtlinie fiir Frettchen

Auszuchtlinie fiir Kaninchen von Charles River

Inzuchtmauslinie fiir Verwendung in der

Quelle

Lieferant/Quelle

Institutseigene Zucht, Paul-Ehrlich-

Institut, Langen (DE)
Charles River, Sulzfeld (DE)

(Kanada) 1991 aus Japan iibernommen

Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle

(FR)

Anwendung
Literaturverwaltung

Grafische Darstellung phylogenetischer Analysen

Archivierung von Rohdaten, Auswertung vnon ELISA-
Daten

Detektion von Lumineszenz, Dokumentation von
Western-Blots

Datenbank fiir Gensequenzen

Dokumentation von DNA-Agarosegelen

Erstellung von Vektorgrafiken

Programm fiir multiples Sequenzalignment
Erstellung von Grafiken

Grafische Darstellung und statistische Auswertung

ATCC® CRL-1573
ATCC® CCL-34
ATCC® CRL-1586

Plattformiibergreifende, grafische Benutzeroberflache fiir

phylogenetische Analyse
Analyse der SNA-Sequenzierdaten
Primer-Design in silico, Klonierung, Erstellung und

Archivierung von Plasmidkarten
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METHODEN

4 METHODEN

4.1  Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Isolierung von RNA und cDNA-Synthese

RNA-Isolation aus infizierten Zellen

Flr die Amplifikation viraler Gene wurden Zellen mit dem entsprechenden Virus infiziert und
die zelluldr synthesierten Ribonukleinsduren (RNA) mittels RNeasy Mini Kit unter Verwendung
einer Siliciumdioxid-Saule gemaff Anweisung des Herstellers isoliert und gereinigt. Fiir die
Klonierung der HA- und NA-Gene in eukaryotische Expressionsplasmide wurde die RNA der
Influenzaviren A/California/07/2009 (H1N1), A/Victoria/36/2011 (H3N2) sowie das rekombi-
nante PR8-Virus, welches HA und NA des Isolates A/Viet Nam/1194/2004-A/PR/8/34 (H5N1)
exprimiert, aus infizierten MDCK-Zellen gewonnen. Fiir die Sequenzierung des ZEBOV-GP,
welches vom rekombinanten VSVAG/EBOV-GP exprimiert wird, wurden die RNA nach gleicher

Methode aus infizierten Vero-E6-Zellen isoliert.

Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsdure

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde mittels spektralphotometrischer Analyse unter
Verwendung des NanoDrop 2000c bestimmt. Unter Beriicksichtigung der Nullwert-Messung des
verwendeten Puffers wurde die Extinktion der Probe bei einer Wellenldnge von 260 nm - dem
Absoptionsmaximum von Nukleinsduren - und 280 nm - dem Absoptionsmaximum von Prote-
inen - gemessen. Zur Bestimmung der Probenreinheit wurde der Quotient aus beiden
Messungen ermittelt. Wahrend reine RNA einen Quotienten von 2,0 erreicht, sollte der Quotient

reiner DNA bei 1,8 liegen.

Reverse Transkription — cDNA Synthese

Aus der gereinigten RNA wurde unter Verwendung der SuperScript-IlI-Reverse-
Transkriptase, einer modifizierten viralen RNA-spezifischen DNA-Polymerase, mit Oligodesoxy-
ribonukleotiden (Primern) einer zufdlligen Sequenz [d(N)6] (random hexamers) gemafs Anwei-
sung des Herstellers cDNA herstellt. Hierzu wurde das Nukleinsaure-Gemisch des Ansatzes A fiir
5 Minuten bei 65 °C inkubiert um RNA-Sekundarstrukturen zu lésen und 1 Minute auf Eis
abgekiihlt, bevor die Enzyme mit Ansatz B zugeben wurden (Tabelle 1). AnschliefRend wurde mit
dem unten aufgefithrten Programm mittels reverser Transkription cDNA synthetitisert

(Tabelle 2).
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Tabelle 1: Standard-Ansatz einer reversen Transkription

Ansatz A Ansatz B

Komponente Volumen Komponente Volumen
Primer (random hexamers) 50-250ng 1 pl Reaktionspuffer 5x 4 pl
dNTP-Mix, 10 mM je dNTP 1pl DTT 0,1 M 1l
RNA-Matrize (10 pg-5 pg) 1wl RNase Out 1ul
RNase-freies RW 10 pl SuperScript I1I (200 U/pl) 1ul
Finales Volumen 13 ul Finales Volumen 7 pl

Tabelle 2: Standard-Programm einer reversen Transkription

Ansatz Zeit Temperatur
Denaturierung RNA- 5 min 65°C
A Sekundérstrukturen 1 min auf Eis
Primer-Hybridisierung 5 min 25°C
Elongation 50 min 50 °C (cDNA < 5 kb)
ArB Inaktivierung 15 min 70 °C
Kiihlung oo 4°C

cDNA-Analyse mittels Gelelektrophorese

Zur Bestatigung der cDNA-Amplifikation wurden die Produkte der reversen Transkription
mittels DNA-Gelelektrophorese aufgetrennt und analysiert. Hierzu wurden 1 % (w/v) Agarose
in 1x TAE-Puffer durch Erhitzen gel6st und nach dem Auspolymerisieren in die mit 200 ml 1x
TAE-Puffer gefiillte horizontale Gelelektrophorese-Kammer tiberfiihrt. Geladen wurde 1 pl des
cDNA-Produkts und als Grofdenvergleich diente 1 ul des DNA-Markers GenRuler 1 kb Plus DNA
Ladder. Beide Ansitze wurden mit 1 ul DNA-Ladepuffer gemischt und mit Reinstwasser (RW)
auf 6 pl aufgefiillt. Die entsprechenden Komponenten sind in (Tabelle 3) aufgefiihrt. Die DNA-
Fragmente wurden bei 100V fiir 20 Minuten aufgetrennt. Der dem Ladepuffer beigemischte
Farbstoff GelRed interkaliert zwischen die Basenpaare der Polynukleotide, emittiert Photonen
bei Anregung mit UV-Licht und macht die DNA-Banden durch Emission bei einer Wellenlange
von A = 595 nm sichtbar, die anschliefend mit dem Geldokumentationssystem G-Box dokumen-
tiert wurden. Die Konzentration der amplifizierten cDNA wurde gemessen und der Ansatz ohne

vorheriges Entfernen der RNA zur Amplifikation spezifischer DNA verwendet.
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Tabelle 3: Komponenten einer DNA-Gelelektrophorese und deren Zusammensetzungen

Komponente Zusammensetzung
TAE-Puffer 1x 20 ml TAE 50x, 980 ml RW
1 % Agarose Gel 1 % (w/v) Agarose in 50 ml TAE 1x

DNA-Ladepuffer 6x 1 ml 6x DNA-Ladepuffer, 50 pl Gel Red 10.000x (1:1.000 in RW)
Ansatz cDNA 1 pl Produkt der reversen Transkription, 1 ul DNA-Ladepuffer, 5 ul RW
DNA-Marker 1 ul GenRuler 1kb Plus DNA Ladder, 1 pl DNA-Ladepuffer, 5 pl RW

4.1.2 Amplifizierung, Analyse und Reinigung von DNA-Fragmenten

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fir die Amplifizierung spezifischer DNA-Abschnitte werden zwei flankierende, spezifische
Primer und eine thermostabilen DNA-Polymerase verwendet. In dieser Arbeit wurde die
thermostabile Pfu-DNA-Polymerase von Promega verwendet, welche durch ihre Korrekturlese-
Aktivitit eine hohe Genauigkeit aufweist. Als Matrize diente entweder Plasmid-DNA oder
synthetisierte cDNA. Nach der Denaturierung des DNA-Doppelstranges bei 95 °C folgt die
Primer-Hybridisierung an den komplementdren Sequenzen der Einzelstrang-DNA bei einer
primer-spezifischen Schmelztemperatur, bevor durch die Elongation bei einer polymerase-
abhangigen Temperatur von 72 °C der neue DNA-Doppelstrang synthetisiert wird. Durch eine
Wiederholung dieses Zyklus’ wird der spezifische DNA-Abschnitt exponentiell amplifiziert. Ein
beispielhafter Ansatz ist in Tabelle 4 und das PCR-Programm in Tabelle 5 beschrieben.

Die HA- und NA-Gene wurden entweder auf Basis von cDNA oder zur Klonierung der HA-
Gene der Influenzaviren A/chicken/Rostock/1934 (H7N7) und A/chicken/Beijing/2/1997
(H9N2) aus den Plasmiden pCG1-H7(H7N7) oder pCG1-H9(H9N2) amplifiziert. In beiden Fallen
fiigten die verwendeten Vorwarts- (sense, S) und Riickwarts-Primer (antisense, AS) eine spezifi-
sche monovalente Spaltstelle fiir ein NEB-Restriktionsenzym hinzu. An das Typ-I-
Transmembranprotein HA wurde C-terminal und an das Typ-II- Transmembranprotein NA
wurde N-terminal ein intrazelluldres FLAG-Epitop (DYKDDDDK) zur Markierung angehangt.

Aus der cDNA VSVAG/EBOV-GP infizierter Zellen wurde mittels VSV-spezifischer, das GP
flankierender Primer das ZEBOV-GP-Gen amplifiziert.
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Tabelle 4: Standard-PCR-Ansatz

Komponente Volumen

Pfu DNA-Polymerase-Puffer 10x 5ul
dNTP-Mix, 10 mM je dNTP 2ul
Vorwaérts-Primer (10 uM) 3ul
Riickwarts-Primer (10 pM) 3ul
DNA/cDNA-Matrize 1ul(<0,5ug)
Pfu DNA-Polymerase (2-3 U/ul) 0,5 ul

RW 35,5l
Finales Volumen 50 pl

Tabelle 5: Standard-PCR-Programm

Schritt (Temperatur) Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung (95 °C) 2 min
Denaturierung (95 °C) 10 sec
Primer-Hybridisierung (53 °C, -0,2 °C/Zyklus) 30 sec 26x
Elongation (72 °C) 2,5 min

Finale Elongation (72 °C) 7 min

Kiihlung (4 °C) oo

Analyse mittels Gelelektrophorese und Reinging amplifizierter Fragmente
Zur Analyse der Fragmentgrofien wurden die amplifizierten PCR-Produkte mittels DNA-

Gelelektrophorese wie zuvor beschrieben aufgetrennt und mit den Ergebnissen der In-silico-
Klonierung abgeglichen. Geladen wurden 5 pl des PCR-Produkts gemischt mit 1 pl DNA-
Ladepuffer. Als Grofdenvergleich diente der DNA-Marker GenRuler 1kb Plus DNA Ladder. Die
PCR-Produkte, deren Grofde mit den in silico klonierten Fragmenten iibereinstimmte, wurden
nach Herstelleranweisung mit dem QIAquick PCR Purification Kit von Primern, Nukleotiden und
Enzymen gereinigt. Hierzu wurde das fiinffache Volumen des Bindepuffers mit hohem Salzgehalt
zum PCR-Produkt gegeben und die DNA mittels Zentrifugieren fiir 1 Minute bei 10.000 - g an
einer Silica-Membran-Saule absorbiert. Nach einem alkoholbasierten Waschschritt wurde die

DNA in 50 pl RW eluiert. Die entsprechenden Komponenten sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Tabelle 6: Zusammensetzungen der Puffer zur Reinigung des PCR-Produkts

Komponente Zusammensetzung
Bindepuffer (PB) 5 M Gu-HCL, 30 % (v/v) Isopropanol
Waschpuffer (PE) 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 80 % (v/v) EtOH
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4.1.3 Enzymatische Modifikation von DNA und Klonierung von Plasmiden

Restriktionsverdau und elektrophoretische Isolation von Insert- und Vektor-DNA

Fiir die Klonierung mit iiberhdngenden Enden wurden das gereinigte PCR-Produkt sowie der
Plasmid-Vektor mit den Restriktionsenzymen von NEB entsprechend der gewahlten monovalen-
ten Spaltstellen geschnitten (Tabelle 7). Fiir die enzymatische Spaltung wurden Restriktions-
ansitze wie in Tabelle 8 beschrieben angesetzt und 3-8 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die DNA-
Fragmente der Restriktionsansatze sowie ein DNA-Gréf3enmarker wurden anschliefiend mittels
Agarose-Gelelektrophorese wie bereits beschrieben aufgetrennt. Hierzu wurden die 50 pl
Restriktionsansatz mit je 10 pl DNA-Ladepuffer gemischt. Fiir die Laufweitenermittlung des
Inserts (geschnittenes PCR-Produkt) sowie des Vektor-Plasmids wurden 2 pl-Proben beider
Restriktionsansatze neben dem Grofdenmarker und die restlichen 58 ul der Restriktionsansatze
in den benachbarten Vertiefungen platziert. Nachdem die DNA-Fragmente fiir 20 Minuten bei
100 V aufgetrennt wurden, konnte der Teil des Gels mit dem Groéféenmarker und den 2 pl-
Proben der beiden Restriktionsansidtze von den zur Klonierung bestimmten DNA-Fragmente
mittels Skalpell getrennt werden. Die Anzahl und Gréfde der DNA-Fragmente der 2 pl-Proben
wurde unter UV-Licht mit den durch In-silico-Restriktionsverdau ermittelten Eigenschaften
abgeglichen und die Insert- und Vektor-Banden lokalisiert und ausgemessen. Die fiir die
Klonierung bestimmten DNA-Fragmente wurden anhand der ermittelten Laufweite aus dem Gel

ausgeschnitten, ohne diese dem UV-Licht auszusetzen.

Tabelle 7: DNA-Fragmente mit den Enzym fiir ihre monovalenten Spaltstellen

DNA Enzym (Puffer)
HA-Inserts Pmel, Sphl (CutSmart)
NA-Inserts Sphl, Xbal (NEB 2)

Vektor pCG-IRESzeomut ~ Pmel, Sphl (CutSmart)
Vektor pCG-IRESzeomut  Sphl, Xbal (NEB 2)

Tabelle 8: Restriktionsansatz fiir Insert- und Vektor-DNA der HA- und NA-Plasmide

Insert-DNA Vektor-DNA
Komponente Volumen Volumen
BSA 10x 5ul 5ul
NEB-Puffer 10x 5ul 5ul
Enzym 1 1ul(>0,50) 1ul(>0,5U)
Enzym 2 1ul(>0,50) 1ul(>0,5U)
DNA 30 pl PCR-Ansatz variabel (2,5 pg)
RW 8ul auf 50 pl auffiillen

Finales Volumen

50 ul

50 ul
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Extraktion elektrophoretisch aufgetrennter Insert- und Vektor-DNA

Die ausgeschnittenen DNA-Fragmente von Insert und Vektor wurden anschlieflend mittels
QIAquick Gel Extraction Kit nach Anweisung des Herstellers aus dem Gel isoliert. Hierzu wurden
die ausgeschnittenen Gelfragmente im dreifachen Volumen (w/v) Bindepuffer (QG) mit hohem
Salzgehalt bei 50 °C geschmolzen. Fiir eine Bindung der DNA an die Silica-Membran-Saule muss
die Losung einen pH < 7,5 haben, welcher bei Bedarf durch Zugabe von 10 pl 3 M Natriumacetat
mit pH 5 angepasst werden konnte. Nach der Zugabe von einem Gelvolumen (w/v) Isopropanol
wurde die DNA durch Zentrifugieren fiir 1 Minute bei 10.000 - g an einer Silica-Membran-Saule
absorbiert. Einem Waschschritt mit 500 pl Bindepuffer folgte ein zweiter mit 750 ul Waschpuf-
fer (PE), bevor die Saule 1 Minute trockenzentrifugiert und die DNA in 30 pl RW eluiert wurde.

Die entsprechenden Komponenten sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 9: Zusammensetzungen der Puffer zur Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen

Komponente Zusammensetzung
Bindepuffer (QG) 5,5 M GuSCN, 20 mM Tris HCI (pH 6,6)
Waschpuffer (PE) 10 mM Tris-HCl (pH 7,5), 80 % (v/v) EtOH

Dephosphorylierung linearer Vektor-DNA
Um die Eigenligation der Vektor-DNA zu unterbinden, wurden die Phosphatreste an den 5'-

Enden des Vektors unter Verwendung der alkalischen Phosphatase FastAP nach Angaben des
Herstellers entfernt. Hierzu wurde bis zu 1 pg Vektor-DNA mit 1 U der alkalischen Phosphatase
in Phosphatase-Reaktionspuffer wie in Tabelle 10 beschrieben angesetzt und fiir 30 Minuten bei
37 °C inkubiert. Durch anschliefiende zehnminiitige Inkubation bei 75 °C wurde die Phosphatase

hitzeinaktiviert.

Tabelle 10: Ansatz fiir die Dephosphorylierung der Vektor-DNA
Komponente Volumen
Vector-DNA variabel (<1 pg)
Reaktionspuffer 10x 2ul
FastAP Phosphatase 1ul(1U)
RW auf 20 pl auffiillen

Finales Volumen 20 pl

Plasmid-Ligation von Insert- und Vektor-DNA
Fiir die Ligation mit der T4-Ligase wurden das Insert und das dephosphorylierte Vektor-

Plasmid in einem Verhaltnis von 7:1 unter der Beriicksichtigung der Fragmentgrofien und DNA-
Konzentrationen eingesetzt, mit dem Ligations-Reaktionspuffer gemischt und fiir 20 Minuten

bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Uberpriifung der erfolgreichen Dephosphorylierung von der
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Vektor-DNA wurde ein Ansatz ohne Zugabe des Inserts hergestellt und getestet, ob es zu einer

Re-Ligation des Vektors kommt. Die Ansitze sind in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Ansitze fiir Plasmid-Ligation und Re-Ligations-Kontrolle des Vektors

Ligation Vektor + Re-Ligation

Insert Vektor
Komponente Volumen Volumen
Vektor-DNA 1l (~50ng) 1l (~50ng)
Insert-DNA 7 ul (~ 350 ng)
Reaktionspuffer 10 ul 10 ul
T4 Ligase 1ul 1ul
RW 9ul 16 ul
Finales Volumen 20 ul 20 ul

4.1.4 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Transformation bezeichnet die Aufnahme freier DNA durch Bakterien. In dieser Arbeit
wurden die chemisch kompetenten Bakterien E. coli Top10 verwendet. Fiir die Transformation
nach einer Klonierung wurden 10 ul des Ligations-Ansatzes eingesetzt. Die chemisch
kompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, die DNA hinzugegeben und der Ansatz fiir
25 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 Sekunden und eine
Inkubation fiir 5 Minuten auf Eis. Anschlieffend wurden 250 pl SOC-Medium hinzugegeben und
die Bakterien fiir 60 Minuten bei 37 °C und 200 Umdrehungen pro Minute in einem Thermo-
block inkubiert, bevor die Bakteriensuspension auf Agarplatten mit 100 pg/ml Ampicillin

ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert wurden.

4.1.5 Isolation und Analyse von Plasmid-DNA

Isolation von Plasmid-DNA in verschiedenen Mafstdben

Fir die Selektion positiver Bakterien nach Transformation mit einem Ligations-Ansatz
wurden Klone von der Agarplatte in 5 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin tiberfiithrt und
bei 200 rpm und 37 °C fiir 8 Stunden inkubiert. Die Isolation und Reinigung der Plasmid-DNA
erfolgte im kleinen Mafdstab mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit entsprechend den
Anweisungen des Herstellers. Hierzu wurden die Bakterien der Suspensionkultur bei 6.800 - g
fiir 3 Minuten zentrifugiert, in Puffer P1 gelost und unter alkalischen Bedingungen durch Zugabe
des Puffers P2 lysiert. Die Plasmid-DNA wird durch alkalische Lyse freigesetzt, RNA durch
zugefiihrte RNAsen degradiert, Zelltrimmer durch Natronlauge denaturiert, so dass chromo-
somale DNA und Proteine ausflocken, bevor die Zugabe von N3 den Ansatz neutralisiert und
eine hohe Salzkonzentration eingestellt wird. Durch Zentrifugieren bei 17.900 - g fiir 10 Minuten
setzen sich die denaturierten Bestandteile ab und das gereinigte Lysat kann in eine Silika-

Membran-Saule iiberfithrt werden, an welcher die Plasmid-DNA wahrend Zentrifugierens fiir
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1 Minute bindet. Nach zwei Waschschritten mit dem Puffer PB und Puffers PE wird die Saule
trockenzentrifugiert und in 50 ul RW eluiert. Die verwendeten Pufferzusammensetzungen sowie

eingesetzten Volumina sind in Tabelle 12 aufgefiihrt.

Tabelle 12: Pufferzusammensetzung fiir die Isolation von Plasmid-DAN im kleinen Maf3stab

Komponente Volumen Mini-Kit Zusammensetzung

Puffer (P1) 250 pl 50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA (pH 8,0), 50-100 pg/ml RNase
Lyse-Puffer (P2) 250 pl 200 mM NaOH, 1 % SDS

Neutralisationspuffer (N3) 350 pl 4,2 M Gu-HCl, 0,9 M Kaliumacetat (pH 4,8)

Bindepuffer (PB) 500 pl 5 M Gu-HCL, 30 % (v/v) Isopropanol

Waschpuffer (PE) 750 ul 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 80 % (v/v) EtOH

Fiir die Vervielfaltigung von Plasmiden wurden einzelne Kolonien der transformierten Bakte-
rien in Suspensionskulturen mit einem Volumen von 100 ml oder 200 ml fiir die Produktion im
mittleren oder grofien Mafdstab liberfiihrt und iiber Nacht kultiviert. Die Isolation und Auf-
reinigung der Plasmid-DNA aus den Ubernachtkulturen erfolgte mit dem QIAGEN Plasmid Midi
Kit fiir bis zu 100 pg oder dem QIAGEN Plasmid Maxi Kit fiir bis zu 500 pug DNA entsprechend
der Anweisungen des Herstellers. Nach dem Pelletieren der Bakterien bei 6.000 - g und 4 °C fiir
15 Minuten wurden die Bakterien in Puffer P1 gelost und durch Zugabe des Puffers P2 lysiert.
Nach 5 Minuten wurde der Neutralisationspuffer P3 zugegeben und die denaturierten
Zelltrimmer sowie durch Essigsdure ausgeflockte chromosomale DNA und Proteine von der in
Losung befindlichen Plasmid-DNA durch zweimaliges Zentrifugieren bei 20.000 - g und 4 °C fiir
30 Minuten getrennt. Die Plasmid-DNA-L6sung wurde anschliefSend auf eine mit QBT-Puffer
equilibrierte Sdule gegeben. Die an der Sdule gebundene DNA wurde zweimal mit QC-Puffer
gewaschen und in QF-Puffer eluiert. Durch Zugabe von Isopropanol wurde die DNA prazipitiert
und bei 15.000 - g und 4 °C fiir 30 Minuten zentrifugiert, bevor das Pellet mit 70 % (v/v) EtOH
gewaschen und erneut bei 15.000 - g und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert wurde. Nach dem
Trocknen des DNA-Pellets bei Raumtemperatur (RT) fiir 10 Minuten wurde es in 250 pul respek-
tive 500 pul RW gelost. Die verwendeten Pufferzusammensetzungen sowie eingesetzten Volumi-

na sind in Tabelle 13 aufgefiihrt.
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Tabelle 13: Pufferzusammensetzung fiir die Isolation von Plasmid-DAN im mittleren und grof3en Maf3stab

Komponente

Puffer (P1)

Lyse-Puffer (P2)

Neutralisationspuffer (P3)

Equilibrierungspuffer

(QBT)
Waschpuffer (QC)

Elutionspuffer (QF)

Isoporopanol

EtOH 70 %

Volumen (Kit)
4 ml (Midi), 10 ml (Maxi)

4 ml (Midi), 10 ml (Maxi)
4 ml (Midi), 10 ml (Maxi)
4 ml (Midi), 10 ml (Maxi)

2 - 10 ml (Midi), 2 - 30 ml
(Maxi)
5 ml (Midi), 15 ml (Maxi)

3,5 ml (Midi), 10,5 ml (Maxi)
2 ml (Midi), 5 ml (Maxi)

Zusammensetzung

50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 50-

100 pg/ml RNase A

200 mM NaOH, 1 % SDS

3 M Kaliumacetat (pH 5,5)

750 mM NaCl, 50 mM MOPS (pH 7,0), 15 % (v/v)
Isopropanol; 0,15 % (v/v) Triton X-100

1 M NacCl, 50 mM MOPS (pH 7,0), 15 % (v/v)
Isopropanol

1,25 M NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 8,5), 15 % (v/v)

Isopropanol

EtOH 70 % (v/v) in RW

Die DNA-Konzentration der gelosten Plasmide wurde bestimmt, durch Restriktionsverdau

analysiert und die DNA bei -20 °C gelagert.

Kontrollanalyse durch spezifisches Fragmentieren mit Restriktionsenzymen

Filir eine Analyse der in Bakterien vermehrten Plasmide wurde die DNA mit Restriktions-

enzymen geschnitten, die enzymatisch gespaltenen DNA-Fragmente sowie die unverdaute

Plasmid-DNA wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und Anzahl sowie Grofde

der Fragmente mit den durch In-silico-Restriktionsverdau ermittelten Eigenschaften

abgeglichen. Ein beispielhafter Ansatz eines solchen Restriktionsverdaus ist in Tabelle 14

dargestellt. Die verwendeten Enzyme und Puffer sowie die durch In-silico-Restriktionsverdau

ermittelten Grof3en der DNA-Fragmente sind Tabelle 15 zu entnehmen.

Tabelle 14: Ansatz Kontrollspaltung von Plasmid-DNA

Komponente
Plasmid-DNA
BSA 10x
NEB-Puffer 10x
Enzym 1
Enzym 2

RW

Finales Volumen

Volumen
variabel (0,2 pg)
1ul

1ul

0,5ul (>0,20)
0,5ul (>0,20)
auf 10 pl auffiillen
10 pl
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Tabelle 15: Plasmide, Enzyme und Puffer sowie durch In-silico-Spaltung erwartete Fragmentgréf3en

Plasmid Enzyme Puffer Fragmentgrofie der In-silico-Spaltung
pCG1-H1(H1N1pdm09)-FLAG  Pmel, Sphl  Cutsmart 1.734,5.362 bp
pCG1-H3(H3N2)-FLAG Pmel, Sphl  Cutsmart 1.734,5.362 bp
pCG1-H5(H5N1)-FLAG Pmel, Sphl  Cutsmart 1.728,5.362 bp
pCG1-H7(H7N7)-FLAG Pmel, Sphl  Cutsmart 1.716,5.362 bp
pCG1-H9(HIN2)-FLAG Pmel, Sphl  Cutsmart 1.716,5.362 bp
pCG1-N1(H1N1pdmO09)-FLAG  Sphl, Xbal Cutsmart 1.444, 5346 bp
pCG1-N1(H5N1)-FLAG Sphl, Xbal Cutsmart 1.384, 5348 bp
pCG1-N2(H3N2)-FLAG Sphl, Xbal Cutsmart 1.444,5346 bp
pCAGGS-ZEBOV-GP Sall NEB 3 1.872,4.944 bp
pCAGGS-ZEBOV-VP40 EcoRI NEB 2 5.762 bp
pCAGGS-ZEBOV-VP40 EcoRI, Xhol = NEB2 1.014,4.748 bp
pCAGGS-ZEBOV-VP40 Xhol NEB 2 5.762 bp

4.1.6 Sequenzierung von Plasmid-DNA und PCR-Produkten

Alle Sequenzierungen wurden von der GATC Biotech AG (European Custom Sequencing
Centre, Koln, Deutschland) nach der Sanger-Methode durchgefiihrt. Hierzu wurden fiir jeden
Primer-Ansatz 5 pul der Matrizen-DNA mit einer Konzentration von 80-100 ng/ul fiir gereinigte
Plasmid-DNA mit 5 pl des entsprechenden Primers in einer Konzentration von 5 uM gemischt.
Fiir die Sequenzierung des ZEBOV-GP wurden nach der Amplifikation 20-80 ng/ul des gereinig-
ten PCR-Fragments verwendet. Die Auswertung der Sequenzier-Ergebnisse erfolgte mit dem

Programm Sequencher.
4.2 Zellkultur- und virologische Methoden

4.2.1 Arbeiten mit Zelllinien

Kultivierung
Die drei Zelllinien MDCK, Vero E6 und HEK-293 wurden bei -80 °C gelagert und in Dulbecco-

modifiziertem Eagle-Medium (DMEM) mit 5 % (v/v) fotalem Kélberserum (FKS) und 200 mM L-
Glutamin (DMEM?+) bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO; kultiviert. Fiir die Subkultivie-
rung und Aussaat wurden die Zellen mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) gewaschen und

mit Trypsin-/EDTA-Ldsung inkubiert.

Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Fiir die Kryokonservierung wurden die mit Trypsin/EDTA abgeldsten Zellen einmal mit PBS
gewaschen, 3 Minuten bei 500 - g pelletiert, in 80 % FKS und 20 % Dimethylsulfoxid (DMSO)
gelost und fiir 48 Stunden in einem mit Isopropanol gefiillten Gefafd auf -80 °C heruntergekiihlt.

Zum Auftauen wurden die Zellen ziigig auf 37 °C erwdrmt, mit 1 ml vorgewdrmten DMEM* mit
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10 % FKS gespiilt, 3 Minuten bei 500 - g pelletiert und in addquater Menge vorgewarmtem
DMEM+* mit 10 % FKS ausgesat.

Zellzahlbestimmung

Fiir die Bestimmung der Lebendzellzahl wurde die Zellsuspension im Verhaltnis 1:10 (v/v)
mit Trypanblau gemischt und 10 pl in eine Neubauer-Zahlkammer iiberfiihrt. Die nicht angefarb-
ten, lebenden Zellen konnten folgendermafien bestimmt werden:

Zellzahl/ml = Anzahl gezahlter Zellen Verdi Kt Lot
erzant/me = Anzahl ausgezahlter Quadrate erdinnungsfaktor

Proteinexpression mittels Transfektion und Lyse der Zellen
Fir die Uberpriifung der Proteinexpression klonierter Plasmide wurden 80 % konfluente

MDCK- oder HEK-293-Zellen in 6-Loch-Platten mit der entsprechenden Plasmid-DNA trans-
fiziert. Hierzu wurde ein Ansatz mit 4 pug der Plasmid-DNA in 100 ul DMEM- (ohne Zuséitze)
sowie ein zweiter Ansatz des vierfachen Volumens 18 mM Polyethylenimin-Reagenz (PEI) in
100 pl DMEM- vorbereitet, 5 Minuten bei RT inkubiert und dann gemischt. Nach weiteren
20 Minuten Inkubation bei RT wurden die 200 pl Transfektionsansatz auf die Zellen gegeben
und diese fiir 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die transfizierten Zellen wurden mit PBS
gewaschen und durch Zugabe von 250 pl RIPA-Puffer je Vertiefung und Inkubation bei 4 °C fiir
10 Minuten lysiert. Die Zell-Lysate wurden durch Zentrifugieren bei 21.000-g und 4 °C fiir
20 Minuten von den Zelltriimmern befreit und bei -20 °C gelagert. Die Zusammensetzungen der

verwendeten Komponenten sind in Tabelle 16 aufgefiihrt.

Tabelle 16: Komponenten fiir Transfektion und Lyse von Zellen zur Proteingewinnung

Komponente Zusammensetzung
PEI 18 mM in PBS
RIPA-Puffer (pH 7,1) 150 mM Na(l, 2,7 mM KC], 1,5 mM KH2PO4, 8,1 mM NazHPO4 in RW

VLP-Produktion und Reinigung
Fiir die Herstellung von ZEBOV-VLPs wurden HEK-293-Zellen in 175-cm?-Zellkulturflaschen

ausgesat und bei 80 % Konfluenz einem Mediumwechsel unterzogen. Fiir die Kotransfektion
wurden jeweils 20 pg der Plasmide pCAGGS-ZEBOV-GP und pCAGGS-ZEBOV-VP40 mit dem
vierfachen Volumen 18 mM PEI-Reagenz in DMEM ohne Zusidtze gemischt und der
Zellkulturflasche zugegeben. Nach 12 Stunden Inkubation bei 37 °C wurde das Medium erneut
gewechselt und die transfizierten Zellen fiir weitere 48 Stunden inkubiert, bevor die VLP-
haltigen Uberstinde geerntet und durch Zentrifugieren bei 2000 - g und 4 °C fiir 10 Minuten
vom Zellresten gereinigt wurden. Die VLPs wurden anschliefiend durch Ultrazentrifugieren
durch ein Kissen aus 20 % (w/v) Saccharose in PBS bei 100.000-g und 4 °C fiir 3 Stunden
pelletiert, in PBS (pH 7,4) gel6st und bei 4 °C gelagert.
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4.2.2 Virologische Arbeiten

Anzucht und Lagerung von Influenzaviren

Die pandemischen H1N1-Influenzaviren A/California/07/2009, A/Hamburg/05/2009,
A/NRW/103/2009, A/MVP/06/2009, die saisonalen H1N1-Viren A/Brisbane/59/2007,
A/Solomon Islands/03/2006, A/New Caledonia/20/99 und A/Puerto Rico/08/34 sowie die
Influenza-Subtypen H3N2 A/Victoria/36/2011 und H5N1 A/Viet Nam/1194/2004-A/PR/8/34

wurden auf MDCK-Zellen in serumfreiem DMEM unter Zugabe von 0,75 pg/ml TPCK-Trypsin
geziichtet. Die Aktivierung des Oberflachenproteins HA bedarf einer proteolytische Spaltung des
HA-Vorgangerproteins HAo in seine beiden Untereinheiten HA; und HA;, welche in Zellkultur
durch die Zugabe von TPCK-Trypsin initiiert wird (KLENK et al. 1975; LAZAROWITZ & CHOPPIN
1975). Zur Lagerung wurden die virushaltigen Zellkulturiiberstiande geerntet und durch Zentri-

fugieren bei 2000 - g und 4 °C fiir 10 Minuten vom Zellresten gereinigt und bei -80 °C gelagert.

Bestimmung von Virustitern der Influenzaviren

Zur Quantifizierung der Virustiter wurden MDCK-Zellen in 96-Loch-Platten ausgesat und bei
einer Konfluenz von 90 % mit einer seriellen Zehnfachverdiinnungsreihe des Virus inokuliert.
Nach 2 Tagen Inkubation wurden die Platten mit PBS 1:3 (v/v) in RW verdiinnt gewaschen,
15 Minuten an der Luft getrocknet und bei 65 °C fiir 8 Stunden hitzefixiert. Um infizierte Zellen
sichtbar zu machen, wurde im Verhéltnis 1:500 in PBS verdiinntes polyklonales Frettchen-
Serum gegen den entsprechenden Influenzavirus-Subtyp zugegeben und bei RT fiir 2 Stunden
inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS fiir 10 Minuten wurde ein an Meerrettich-
peroxidase (HRP) gekoppelten Sekundirantikérper gegen Frettchen-IgG in einer Verdiinnung
von 1:750 in PBS zugegeben und bei RT fiir 1 Stunde inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS
wurde die Immunfarbung durch Zugabe von 50 ul AEC-Farbelosung (Tabelle 17) je Vertiefung
visualisiert. Eine Zugabe von 50 ul RW stoppte den Farbevorgang. AnschliefSend konnten die
Platten im Dunkeln bei RT gelagert werden. Fiir jede Probe wurden Quadruplikate angesetzt
und die Endpunkt-Antikorpertiter als geometrisches Mittel des Kehrwerts der letzten positiven

Serumverdiinnung angegeben.

Tabelle 17: Zusammensetzungen der Komponenten fiir die AEC-Fiarbung
Komponente Zusammensetzung
AEC-Farbelosung 1 Tablette AEC in 3 ml DMSO geldst, 300 pl gelostes AEC-Substrat, 5 mL Natrium-
Acetat-Puffer, 2,5 pl H202
Natrium-Acetat-Puffer (pH 5,5) 90,2 g/l Natriumacetat in RW, pH mit HCI eingestellt

Arbeiten mit dem rekombinanten Virus der vesikuldren Stomatitis VSVAG/EBOV-GP

Das rekombinante Virus der vesikularen Stomatitis welches das GP des ZEBOV-Isolats Kikwit

1995 exprimiert (VSVAG/EBOV-GP) (GEISBERT et al. 2008) wurde bei 37 °C auf Vero-E6-Zellen in
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DMEM?+ geziichtet. Der virushaltige Uberstand wurde durch Zentrifugieren bei 2000 - g und 4 °C
fiir 10 Minuten vom Zellresten gereinigt und mittels einstiindiger Zentrifugieren bei 100.000 - g
und 4 °C durch ein Kissen aus 20 % (w/v) Saccharose in PBS konzentriert. Das Pellet wurde in

DMEM ohne Zusatze oder in PBS gelost und bei -80 °C gelagert.

Bestimmung von Virustitern des VSVAG/EBOV-GP

Der Virustiter wurde mittels Plaque-Test bestimmt und in plaquebildende Einheiten (PFU)
angegeben. Hierzu wurden 200 pl einer seriellen 10-fach Verdiinnungsreihe in die Vertiefung
einer zu 90 % konfluenten 12-Loch-Platte mit Vero-E6-Zellen gegeben. Fiir die Uberschichtung
wurde 3 % (w/v) Avicel in PBS mit dem gleichen Volumen DMEM+* gemischt. Nach einstiindiger
Inkubation der inokulierten Platten bei RT und leichtem Schwenken wurden der virushaltige
Uberstand abgenommen, 2ml der 1,5%-igen Avicel-Losung zugegeben und die Platten
anschliefdend bei 37 °C fiir 48 Stunden inkubiert. Hierbei wurde darauf geachtet, dass sich die
Platten und damit die Avicel-Uberschichtung nicht bewegen. Nach einmaligem Waschen mit 2 ml
PBS erfolgte die Zugabe von 1 ml PBS mit 10 % (v/v) Kristallviolett, 12,5 % (v/v) Paraformalde-
hyd (PFA) und 25 % (v/v) MeOH sowie eine anschlieféende 30-miniitige Inkubation bei RT,

wodurch die Zellen fixiert und die Plaques sichtbar gemacht wurden.

Arbeiten mit den rekombinanten modifizierten Vacciniavirus Ankara

Die modifizierten Vacciniavirus Ankara (MVA), welche entweder das ZEBOV-GP des Isolates
Guéckédou alleine (MVA/EBOV-GP) oder zusammen mit dem ZEBOV-Matrixprotein VP40
(MVA/EBOV-VP40/GP) exprimierten, wurden in der bendtigten Konzentrationen und Quantitat
von Prof. Dr. Gerd Sutter und Dr. Asisa Volz (Ludwig-Maximilians-Universitdt, Miinchen) zur
Verfligung gestellt (nicht publiziert). Im Wesentlichen wurden die MVA-Vektorimpfstoffe wie
zuvor beschrieben durch Virusamplifikation in sekundaren Hiithnerembryofibroblasten ver-
mehrt, durch Ultrazentrifugieren durch einen Kissen aus Saccharose-Kissen gereinigt, in TBS
(pH 7,4) gelost und bei -80 °C gelagert (KREMER et al. 2012). Das Virus wurde mittels Plaque-
Test unter Verwendung einer MVA-spezifischen Immunfarbung titriert und die Titer in PFU

angegeben.

4.3 Charakterisierung von Proteinproben

In dieser Arbeit wurde die Proteinexpression der mit einem FLAG-Epitop markierten HA-
und NA-Proteine nach Transfektion von MDCK-Zellen mit den klonierten Plasmiden verifiziert.
Weiter wurden die Reinheit und Qualitit der VLP-Proben charakterisiert und im Zuge der
Optimierung des Reinigungsverfahrens fiir Antiseren der Proteingehalt und die Reinheit der

Intermediate und finalen Produkte analysiert.
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4.3.1 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration

Die Gesamtproteinkonzentration der konzentrierten und in PBS gelésten VLP-Proben wurde
kolorimetrisch unter Verwendung des Spektrophotometers bestimmt. Hierzu wurden
gebrauchsfertiges Farbstoffreagens sowie der BSA-Standard des Kits Quick Start Bradford Assay
von Bio-Rad nach Anweisung des Herstellers verwendet.

Die Quantifizierung der Gesamtproteinkonzentration von Seren und Intermediaten der Anti-
korperreinigung und -modifizierung wurde mittels detergenzkompatibler, kolorimetrischer
Bestimmung mit dem Kit BCA Protein Assay von Pierce nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Auch hier wurde die Standardkurve mit BSA kalibriert.

4.3.2 SDS-Gelelektrophorese und Coomassie-Farbung
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Verifizierung der Proteinexpression und Qualitdt von Proteinproben wurden 10 pg
Gesamtprotein der Proben entsprechend ihres Molekulargewichts von 25-250 kDa mittels
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) unter Verwendung von
Gelen unterschiedlicher Konzentrationen in 10x SDS-Laufpuffer fiir 60-90 Minuten bei 160V
aufgetrennt. Fiir das Auftrennen der Proteine aus Zell-Lysaten oder gereinigte VLPs wurden
SDS-PAGE-Gele bestehend aus einem 4 %-igen (v/v) Sammel- und einem 10 %-igen (v/v)
Trenngel gegossen. Die Proben wurden durch Mischen mit 4x Laemmli-Ladepuffer mit 20 % f3-
Mecapto-EtOH reduziert und bei 75 °C fiir 10 Minuten denaturiert. Seren, Intermediate der
Reinigung von Antiseren sowie die finalen IgG und F(ab');-Fragmente wurden unter nicht
reduzierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE-Gelen bestehend aus einem 4 %-igen (v/v)
Sammel- und einem 8 %-igen (v/v) Trenngel aufgetrennt. Der verwendete 4x Laemmli-
Ladepuffer enthielt kein B-Mecapto-EtOH, damit die Disulfidbriicken der Antikorper intakt
blieben. Die Komponenten sind in Tabelle 18 beschrieben und die Zusammensetzung der Gele

istin Tabelle 19 aufgefiihrt.

Tabelle 18: Komponenten der SDS-PAGE und ihre Zusammensetzungen
Komponente Zusammensetzung

Protein-Ladepuffer pH 8,3 (Laemmli) 250 mM Tris-HCI (pH6,8), 8 % SDS, 40 % (v/v) Glycerol, 0,02 % (w/v)

4x, nicht reduzierend Bromphenol-Blau in RW

Protein-Ladepuffer 4x, reduzierend 4x Laemmli + 20 % (v/v) B-Mecapto-EtOH

SDS Laufpuffer 10x 250 mM Tris, 1,9 M Glycine, 1 % (w/v) SDS in RW
Tris-HCI (pH 6,8) 1,5Min RW

Tris-HCI (pH 8,8) 1,5Min RW
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Tabelle 19: Zusammensetzung unterschiedlicher Gele fiir die SDS-PAGE

SDS-Gele Zusammensetzung

4 % Sammelgel (5ml)  1,3ml 1,5 M Tris-HCL (pH 6,8), 0,7 ml Acrylamid/Bisacrylamid, 50 ul 10 % (w/v) SDS,
5 ul TEMED, 25 pl APS, 3 ml RW

8 % Trenngel (10 ml) 2,5ml 1,5 M Tris-HCL (pH 8,8), 2,7 ml Acrylamid/Bisacrylamid, 100 pl 10 % (w/v) SDS,
10 pl TEMED, 50 pl APS, 4,7 ml RW

10 % Trenngel (10 ml)  2,5ml 1,5 M Tris-HCL (pH 8,8), 3,3 ml Acrylamid/Bisacrylamid, 100 pl 10 % (w/v) SDS,
10 pl TEMED, 50 pl APS, 4,1 ml RW

Coomassie-Farbung von Proteinen

Der Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau lagert sich an die basischen Seiten-
ketten der Aminosauren an und farbt Proteine sequenzspezifisch. Eine Coomassie-Farbung der
im Gel aufgetrennten Proteine ermdéglicht eine Beurteilung des Proteingehalts und damit der
Probenreinheit. Die Gele wurden durch Erhitzen in der Protein-Farbelosung A nach Fairbanks
(Tabelle 20) angefarbt und die abgekiihlten Gele durch mehrmaliges Erhitzen in frischem RW so

lange entfarbt, bis diskrete blaue Proteinbanden sichtbar wurden.

Tabelle 20: Zusammensetzung der Protein-Farbel6sung
Bezeichnung Zusammensetzung

Fairbanks A 0,05 % (m/v) Coomassie Briliantblau R-250, 25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsdure in RW

4.3.3 Western-Blot-Analyse

Flir die Western-Blot-Analyse, eine spezifische Immunfarbung, wurden die im Gel aufge-
trennten Proteine auf eine Polyvinylidendifluorid-(PVDF-)Membran iibertragen. Hierzu wurde
die Membran mit Methanol aktiviert und gemeinsam mit dem Proteingel zwischen in Transfer-
puffer getrinktes Filterpaper gelegt. Unter Verwendung des Transfersystems Trans-Blot SD
Semy-Dry von Bio-Rad wurden die Proteine bei 12V fiir 30 Minuten aus dem Gel in die
Membran transferiert. Die freien Stellen der Membran wurden durch Inkubation fiir 60 Minuten
bei RT oder liber Nacht bei 4 °C in milchpulverhaltigem Puffer blockiert. Nachdem die Membran
dreimal fir 5 Minuten mit TBS-T gewaschen, 2 Stunden bei RT mit dem in TBS-T verdiinnten
Primarantikorper inkubiert und erneut gewaschen wurde, folgte die einstiindige Inkubation im
HRP-gekoppelten Sekundarantikorper bei RT. Nach letztmaligem Waschen wurde die Membran
nach Angaben des Herstellers im luminolhaltigen ECL-Reagenz von Pierce inkubiert. Das
Luminol wird von der an den Sekundarantikoérper gekoppelte Peroxidase oxidiert, wodurch an
den von den Antikérpern markierten Proteinbanden Lumineszenz entsteht. Diese wurde mit
dem Lumineszenz-Dokumentations-Gerdt MicroChemi 4.2 detektiert und fotografiert. Die

Zusammensetzungen der verwendeten Puffer sind in Tabelle 21 beschrieben.
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Tabelle 21: Zusammensetzung der Puffer fiir den Western-Blot

Komponente Zusammensetzung

Blockpuffer 5 % (w/v) Milchpulver in TBS-T

Protein-Transferpuffer (ph 8,3) 10 % (v/v) 1x Tris/Glycin-Puffer, 20 % (v/v) MeOH in RW
Waschpuffer TBS-T 100 ml 10x TBS (pH 7,4), 1 ml Tween-20 in 900 ml RW

4.4 In-vivo-Studien

Alle Tierversuche wurden in Ubereinstimmung mit den Vorschriften des deutschen Tier-
schutzgesetzes durchgefiihrt und vom Regierungsprasidium Darmstadt genehmigt. Frettchen
stammten aus institutseigener Zucht, BALB/c-Mause wurden von Janvier S. A. S. und New-

Zealand-White-Kaninchen von Charles River Deutschland gekauft.

4.4.1 Immunisierung, Blutentnahme und Infektion von Frettchen

Gemischtgeschlechtliche Gruppen adulter, fiir Influenza seronegativer Frettchen (n=4)
wurden zweimal im Abstand von 21 Tagen intramuskuldr (i. m.) mit 2 ug HA in 200 pl des
inaktivierten H1N1pdm09-Pandemieimpfstoffs in einem 1:1-Verhéltnis (v/v) mit den Adju-
vanzien MF59 (Novartis), AS03 (GSK) Diluvac Forte (Intervet) oder PBS geimpft. Fir die
Untersuchung der Antikdrperantworten wurden 1, 3, 6, 11, 15 und 19 Wochen nach der Impfung
Blutproben entnommen. Sechs Monate nach der zweiten Impfung wurden die immunisierten,
sowie vier naive Tiere intranasal (i.n.) mit 107 TCIDso des pandemischen Influenzavirus
A/Hamburg/05/2009 (H1N1) infiziert. Gewichts- und Temperaturverlauf sowie der
Gesundheitszustand wurden taglich kontrolliert und 4 Tage nach der Infektion wurden die Tiere
mit 0,2 ml Sedin/Ketamin 1:1 (v/v) betdubt, final geblutet und Gewebeproben zur Bestimmung

der Viruslast entnommen.

4.4.2 Immunisierung und Blutentnahme bei Mausen

Zur Untersuchung des Einflusses von Mehrfachimmunisierungen auf die Entwicklung der
Antikérperantworten wurden sechs Wochen alte weibliche BALB/c-Mause i. m. mit 10 pg VLPs
immunisiert. Eine Gruppe (n =9) wurde nur einmalig immunisiert, bei einer weiteren Gruppe
(n=9) wurde nach 2 Wochen und bei einer dritte Gruppe (n=9) nach 2 und 4 Wochen die
Immunisierung wiederholt. Fiir die Untersuchung der Wirkung von Adjuvanzien in Kombination
mit VLPs auf die Antikoérperreaktionen wurden Gruppen (n = 3) sechs Wochen alter BALB/c-
Mause dreimal im Abstand von 2 Wochen i. m. mit entweder 10 pg VLP alleine oder in einem
1:1-Verhaltnis (v/v) mit entweder dem Sigma-Adjuvant-System (Sigma), TiterMax Gold (Sigma)
oder 2 % Alhydrogel (Invivogen) immunisiert. Fiir die Untersuchung der Wirkung unterschied-
licher Antigenexpressionssysteme auf die Antikorperreaktionen wurden die Tiere dreimal im
Abstand von 2 Wochen i. m. mit 2 - 105 PFU VSVAG/EBOV-GP, 1,5 - 108 PFU MVA/EBOV-GP oder
MVA/EBOV-VP40/GP immunisiert. Der Gesundheitszustand wurde dreimal pro Woche kontrol-
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liert und der Gewichtsverlauf dokumentiert. Fiir die Bestimmung der Antikérperlevel wurde
eine Gruppe (n = 3) naiver Tiere nach 6 Wochen und jeweils drei Tiere jeder immunisierten
Gruppe nach 2, 4 und 6 Wochen durch Herzpunktion final geblutet.

Um die Stabilitit generierter Hyperimmunseren in einem xenogenen Transfermodell zu
testen, bekamen drei Gruppen sechs Wochen alter BALB/c-Mause (n = 12) intraperitoneal (i. p.)
200 pl gereinigte IgG-Antikdrpern der Maus oder des Kaninchens oder F(ab’),-Fragmente des
Kaninchens mit einem definiertem Titer gegen ZEBOV-GP verabreicht. Eine Gruppe (n=3)
naiver Tiere wurde nach 9 Tagen und drei Tiere jeder Antiserumtransfergruppe an den Tagen 1,
3, 6 und 9 nach der Injektion mit 100 mg Ketamin/kg Koérpergewicht und 0,4 mg Xylazin/kg

Koérpergewicht i. p. narkotisiert und durch Herzpunktion final geblutet.

4.4.3 Hyperimmunisierung und Blutentnahme bei Kaninchen

Fiir die Erzeugung grofierer Volumina Hyperimmunserums wurden New-Zealand-White-
Kaninchen dreimal im Abstand von 2 Wochen i. m. mit entweder 1 - 108 PFU VSVAG/EBOV-GP,
5:10° PFU MVA/EBOV-GP oder 300 pg VLPs in einem 1:1-Verhaltnis (v/v) mit dem Sigma-
Adjuvant-System immunisiert. Zur Beobachtung der Antikérperentwicklung wurden an den
Tagen 0, 14 und 28 Blutproben aus der Randohrvene entnommen. Der Gesundheitszustand der
Tiere wurde taglich tiberwacht. Zur Gewinnung der Hyperimmunseren wurden die Tiere 35
Tage nach der ersten Immunisierung mit 50 mg Ketamin/kg Korpergewicht und 2,5 mg
Xylazin/kg Korpergewicht subkutan (s.c.) narkotisiert und das grofdtmoégliche Blutvolumen

tiber die vordere Hohlvene (Vena cava carnialis) entnommen.

4.5 Reinigung und Modifikation von Antikérpern aus

Hyperimmunseren

4.5.1 Serumgewinnung aus Vollblut

Fiir die Serumgewinnung der Blutproben von Madusen wurde das entnommene Blut in 1,5-ml-
Reaktionsgefdfien bei 12.800 - g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Die Blutproben von Frettchen und
Kaninchen wurden mit 2-, 5- oder 9-ml-Serum-Vacutainerréhrchen entnommen und bei
1.800 - g fiir 15 Minuten zentrifugiert, das Serum abgenommen und bei 4 °C fiir kurze Zeit

aufbewahrt oder bei -20 °C eingelagert.

4.5.2 Zwei-Schritt-Ammoniumsulfat-Prizipitation

Fir die Isolierung und Reinigung der IgG-Antikdrper aus den Hyperimmunseren von Kanin-
chen wurde ein mehrstufiges Verfahren optimiert. Serumproteine mit einer geringeren
Loslichkeit als IgG wurden unter Rithren durch trépfchenweise Zugabe von 0,864 M Ammoni-

umsulfat bei einer Sattigung von 20 % prazipitiert und der Ansatz bei 4 °C fiir 6 Stunden
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inkubiert. Die ausgefallenen Proteine wurden durch Zentrifugieren bei 3.000 - g und 4 °C fir
20 Minuten entfernt und IgG-haltige Losung auf eine Ammoniumsulfat-Konzentration von
1,944 M eingestellt, um Proteine wie IgG zu prazipitieren, die bis zu einer Sattigung von 40 %
ausfallen. Nach Inkubation bei 4°C fiir 6 Stunden wurde das ausgefallene IgG durch
Zentrifugieren bei 3.000 - g und 4 °C fiir 20 Minuten von den l6slichen Proteinen getrennt und in
0,1M Tris-HCl im urspriinglichen Volumen der Serumprobe gelést. Die optimalen

Ammoniumsulfat-Sattigungen wurden im Zuge dieser Arbeit empirisch ermittelt.

4.5.3 IgG-Affinititschromatographie und Pufferaustausch

Fir eine angeschlossenen IgG-Affinititschromatographie wurde der Puffer des geldsten
Prazipitats mittels Dialyse gegen TBS-Puffer (pH 7,4) ausgetauscht. Hierzu wurden
Dialysekassetten mit einem Molekulargewichtsausschluss (MWCO) von 20 kDa in dem 300-
fachen Puffervolumen der Probe verwendet. Die Dialyse wurde bei 4 °C durchgefiihrt und der
Puffer wurde nach 2,4 und 6 Stunden gewechselt, bevor der letzte Dialyseschritt iiber Nacht lief.
Das IgG wurde unter Verwendung von Protein-A-Sdulen gemifi den Empfehlungen des
Herstellers mit einigen Modifikationen isoliert. Kurz zusammengefasst: Das dialysierte
Prazipitat (in der Regel 5 ml) wurde durch eine 1,2- und eine 0,2-um-Membran filtriert, mit dem
doppelten Volumen Binde-/Waschpuffer gemischt und bei 150:-g und RT fiir 30 Minuten
zentrifugiert, um das IgG an die nach Angaben des Herstellers aktivierte Protein-A-Saule binden
zu lassen. Der Durchfluss wurde erneut auf die Saule geladen und ein zweites Mal zentrifugiert,
bevor achtmal mit Binde-/Waschpuffer gewaschen und bei 500 - g fiir 3 Minuten zentrifugiert
wurde. Das IgG konnte mittels Elutionspuffer von der Saule eluiert werden und der vorgelegte
Neutralisationspuffer regulierte den pH auf ungefahr 7,5. Nach der Affinitatschromatographie
war das IgG im doppelten Volumen des eingesetzten Prazipitats (also in der Regel 10 ml) gelost.
Maus-IgG wurde analog dem oben beschriebenen Protokoll mittels Protein-G-Sdulen und den
entsprechenden Puffern isoliert (Tabelle 22).

Fiir die Konzentration des gelosten IgGs auf das urspriingliche Probenvolumen und den
anschlieflenden Pufferaustausch wurden Vivaspin-Zentrifugensdulen mit einem MWCO von
50 kDa entsprechend den Vorgaben des Herstellers Sartorius verwendet. Das konzentrierte 1gG
wurde fiir die Immunisierung in PBS oder in 20 mM Natriumacetatpuffer zur Herstellung von

F(ab");-Fragmenten gelost.
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Tabelle 22: Zusammensetzungen der Puffer fiir die IgG-Affinititschromatographie

Bezeichnung Anwendung Zusammensetzung
Binde-/Waschpuffer (pH 9) Protein-A-Saule 1,5 M Glycin/NaOH, 3 M NaCl
Binde-/Waschpuffer (pH 7,4) Protein-G-Saule 0,1 M Natriumphosphat, 0,15 M NaCl
Elutionspuffer (pH 2,5) Protein-A/G-S&ule 0,2 M Glycin/HCl

Neutralisationspuffer (pH9)  Protein-A/G-Sdule 1 M Tris/HCI, pH 9,0
TBS-Puffer Proteinreinigung 100 ml 10x TBS (pH 7,4) in 900 ml RW

4.5.4 Quantifizierung des Protein- und IgG-Gehalts

Neben der Quantifizierung der Gesamtproteinkonzentration von eingesetzten Seren, den
Intermediaten der Antikoérperreinigung und Modifikation sowie den Endprodukten unter
Verwendung des detergenzkompatiblen BCA Protein Assay Kits von Pierce (siehe 4.3.1) wurde
mittels ELISA-Sets von Bethyl die enthaltene Menge Kanninchen-IgGs nach Herstellerangaben in
Serum und Intermediaten der Antikérperreinigung quantifiziert. Die Komponenten des Sets sind
in Tabelle 23 aufgefiihrt. Jede Vertiefung der MaxiSorp 8-Loch-Streifen wurde mit 1 pg Beschich-
tungsantikorper in 100 pl Beschichtungspuffer bei RT fiir 1 Stunde inkubiert. Nach fiinfmaligem
Waschen mit 200 pl Waschpuffer je Vertiefung wurde die Platte mit 200 pl Block-Puffer bei RT
fiir 30 Minuten inkubiert und erneut fiinffach gewaschen, bevor 100 pl der Standardreihe und
der zu testenden Proben in Duplikaten tUberfithrt wurden. Fiir die Standardreihe von 7,8-
500 ng/ml wurde das Kaninchen-Referenzserum in Probenpuffer verdiinnt. Die zu testenden
Proben wurden 104 bis 107 in Probenpuffer verdiinnt, um zu ermitteln, welche Verdiinnung in
die Spanne des Standards passt. Nach Inkubation bei RT fiir 1 Stunde wurde die Platte fiinffach
gewaschen und mit 100 pl des 1:200.000 (v/v) in Probenpuffer verdiinnten HRP-konjugierten
Sekundarantikorpers je Vertiefung fiir 1 Stunde bei RT inkubiert. Nach neuerlichem fiinffachen
Waschen wurde die Platte mit 100 pl der TMB-Losung je Vertiefung gefdrbt und die Farb-
reaktion nach 15 Minuten Inkubation im Dunkeln durch Zugabe von 100 pl Stopplosung je
Vertiefung beendet, bevor die Absorption bei einer Wellenldnge von A = 450-630 nm gemessen
wurde. Zur Quantifizierung der IgG-Konzentration wurde jede Probe in Duplikaten analysiert

und vom Mittelwert der Leerwert ohne Serumzugabe subtrahiert.
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Tabelle 23: Komponenten fiir den ELISA zur Quantifizierung von Kaninchen-IgG
Bezeichnung Zusammensetzung
Beschichtungsantikérper 1 mg/ml a-Kaninchen-IgG-Fc (aus der Ziege)

Beschichtungspuffer (pH 9,6) 0,05 M Hydrogencarbonat

Blockpuffer (pH 8,0) 50 mM Tris, 0,14 M NaCl, 1 % BSA

Detektionsantikorper 1 mg/ml anti-Kaninchen-IgG-Fc, HRP-konjugierte (aus der Ziege)
Probenpuffer (pH 8,0) 50 mM Tris, 0,14 M NaCl, 1 % BSA, 0,05 % Tween 20
Referenzserum Kaninchen 6,3 mg/ml IgG

TMB-Farbeldsung Flissigsubstrat TMB, fertige Farbelosung

Waschpuffer (pH 8,0) 50 mM Tris, 0,14 M Nacl, 0,05 % Tween 20

Stopplésung 0,18 M H2S04

4.5.5 Enzymatische IgG-Spaltung mit Pepsin

Fiir die Erzeugung von F(ab');-Fragmenten wurde gereinigtes und in 20 mM Natriumacetat-
puffer (pH 4) gelostes IgG in einem 1:40-Verhaltnis (w/w) mit Pepsin (> 2.500 U/mg) gemischt
und bei 37 °C fiir 6 Stunden inkubiert. Die optimale Inkubationszeit wurde zuvor empirisch
ermittelt. Die enzymatische Spaltreaktion wurde durch Zugabe des entsprechenden Volumens
Tris-Base (pH 11,24) auf pH 7,4 eingestellt und damit gestoppt. Die F(ab').-Fragmente
(~ 88 kDa) wurden von nicht verdautem IgG (~ 150 kDa) mittels Vivaspin-Zentrifugensaulen
mit einem 100 kDa MWCO getrennt. Anschliefiend wurden die F(ab'),-Fragmente durch eine
Saule mit einem MWCO von 50 kDa vom Pepsin (~ 35 kDa) und den Spalt-Peptiden isoliert, auf

das urspriingliche Volumen konzentriert und in PBS gelost.
4.6 Charakterisierung und Quantifizierung von Antikérpern

4.6.1 Quantifizierung totaler Antikérperlevel

Immunoperoxidase-Monolayer-Assay (IPMA

Die Quantifizierung der totalen Antikérper gegen ein Antigen - der Gesamtantikdrpertiter —
wurde durch Serumtitration mit anschlieffender Immunfarbung auf antigenexprimierenden
fixierten Zellen im 96-Loch-Format getestet. Fiir die Herstellung der Platten wurde die geeignete
Zelllinie entweder mit einem Expressionsplasmid fiir das entsprechende Antigen transfiziert
oder mit dem Virus infiziert, gegen welches die Antikorper getestet werden sollten.

Fiir die Transfektion der Influenza-Plasmide wurde ein vierfaches Volumen 18 mM PEI-
Reagenz in 250 pl DMEM- hergestellt, mit 20 pg Plasmid-DNA in 250 pl DMEM- gemischt und bei
RT fiir 20 Minuten inkubiert. Der 500 pl-Transfektionsansatz wurde zu 2x106 MDCK-Zellen
9,5ml in DMEM+* gegeben, mit 100 pl je Vertiefung in eine 96-Loch-Platte eingesat und fiir
48 Stunden bei 32 °C inkubiert. Fiir die Infektion mit Influenzaviren wurden 80 % konfluente
MDCK-Zellen in einer 96-Loch-Platte mit 102 TCIDso des Virus in DMEM* mit 0,75 pg/ml TPCK-
Trypsin infiziert und bei 37 °C fiir 24 Stunden inkubiert. IPMA-Platten mit MDCK-Zellen wurden
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einmal mit 1:3 (v/v) in RW verdiinntem PBS gewaschen, bei RT getrocknet, fiir 8 Stunden bei
65 °C hitzefixiert und nach Bedarf bei -20 °C gelagert. Fiir die Herstellung von ZEBOV-GP-Platten
wurden 80 % konfluente Vero-E6-Zellen mit 102 PFU VSVAG/EBOV-GP in DMEM* infiziert. Nach
Inkubation bei 37 °C fir 48 Stunden wurde das Medium abgenommen und durch 2 % PFA
ersetzt. Die PFA-fixierten Platten wurden bei 4 °C gelagert.

50 pl serieller Zweifachverdiinnungen der Seren in PBS wurden auf die antigenexprimieren-
den, fixierten Zellen gegeben und fiir 2 Stunden bei RT unter leichtem Wippen der Platte
inkubiert. Nach einem Waschschritt fiir 10 Minuten mit PBS wurde ein HRP-gekoppelter Sekun-
darantikorper gegen die Spezies des zu testenden Serums in einer Verdiinnung von 1:750 in PBS
zugegeben und fiir 1 Stunde inkubiert. Ein bereits positiv getestetes Serum oder ein Primaranti-
korper gegen das FLAG-Epitop der Influenza-HA- und -NA-Proteine wurde in der Verdiinnung
1:500 als Positivkontrolle verwendet; fiir die Negativkontrolle wurde eine Vertiefung alleinig
mit dem Sekundarantikorper inkubiert. Die Farbung erfolgte durch Zugabe von 50 pl AEC-
Farbelosung wie in Abschnitt 4.2.2 (Bestimmung von Virustitern der Influenzaviren) beschrie-
ben. Fiir jede Probe wurden Quadruplikate angesetzt und die Endpunkt-Antikoérpertiter als

geometrisches Mittel des Kehrwerts der letzten positiven Serumverdiinnung angegeben.

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA

Die Bestimmung der Antikorptertiter der Kaninchenseren gegen das gesamte Ebolavirus ent-
sprechend der validierten Analyse humaner Seren wurde wie zuvor beschrieben von Dr. Verena
Krahling (Philipps-Universitdat, Marburg) durchgefiihrt (AGNANDJI et al. 2016; KRAHLING et al.
2016). Kurz zusammengefasst wurden 1:200-Verdiinnungen der Hyperimmunseren von
Kaninchen sowie der gereinigten Produkte dieser auf ELISA-Platten gegeben, die mit dem inakti-
viertem ZEBOV-Isolat Makona 2014 beschichtet waren. Durch Zugabe eines HRP-gekoppelten
Sekundarantikorpers und der TMB-Farbel6sung wurde die Immunfarbung visualisiert und
durch Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von A =450-630 nm
quantifiziert. Die Mock-OD-Werte des Serums wurden durch Inkubation mit einem Nonsens-
Antigen ermittelt. Zur Berechnung der OD-Werte wurde jede Probe in Duplikaten analysiert und
vom Mittelwert die Mock-OD-Referenzwerte subtrahiert.

Fiir die Endpunkttitration der Antikorpertiter entsprechend der Quantifizierung mittels
IPMA wurden serielle Zweifachverdiinnungen der Proben auf ZEBOV-ELISA-Platten gegeben.
Jede Probe wurde in Duplikaten titriert und die mittleren OD-Werte wie oben beschrieben
korrigiert. Der cut-off des Tests wurde als OD-Mittelwert negativer Kaninchenseren plus die
zehnfache Standardabweichung definiert und die Endpunkt-Antikorpertiter als Kehrwert der

hochsten positiven Serumverdiinnung angegeben, deren OD-Wert den cut-off liberstieg.
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4.6.2 Quantifizierung funktionaler Antikérperlevel

Hémagglutinations-Hemm-Test (HHT

Die Quantifizierung hamagglutinations-hemmender Antikérper gegen Influenzaviren wurde
wie bereits beschrieben von der Abteilung fiir Virologie des Paul Ehrlich Instituts durchgefiihrt
(CWACH et al. 2012). Kurz zusammengefasst wurden die Serumproben der Frettchen tiber Nacht
mit dem dreifachen Volumen geléster Vibrio-cholerae-Neuraminidase (RDE) bei 37 °C inkubiert,
gefolgt von einer Inaktivierung bei 56 °C fiir 30 Minuten. Serielle Zweifachverdiinnungen der
Seren in PBS wurden in 96-Loch-Platten mit 4 HA-Einheiten des entsprechenden Influenzavirus
in 25 pl gemischt und fiir 30-45 Minuten bei RT unter leichtem Schiitteln inkubiert. Nach Zugabe
von 50 ul 0,1 % (w/v) Meerschweinchen-Erythrozyten in Alsever’s-Losung und Inkubation fir
1 Stunde bei RT konnten die Agglutinationsmuster abgelesen werden. Fiir jede Probe wurden
Quadruplikate angesetzt und der HHT-Titer als geometrisches Mittel des Kehrwert der héchsten

Serumverdiinnung dargestellt, welche die Erythrozytenagglutination inhibiert.

Virus-Neutralisations-Test (VNT)

Zur Quantifizierung neutralisierender Antikérper gegen Influenzaviren wurden Frettchen-
seren mit dem entsprechenden Virus gemischt und anschliefRend die Fahigkeit zur Infektion von
Zellen Uberpriift. Hierzu wurden die Seren 1:10 (v/v) in RDE-Puffer verdiinnt und serielle Zwei-
fachverdiinnungen in 96-Loch-Platten hergestellt. Nach Zugabe von 102 TCIDsy des entspre-
chenden Virus in DMEM* mit 0,75 pg/ml TPCK-Trypsin zu jeder Verdiinnung wurde die Platte
fiir 30 Minuten bei RT inkubiert. Anschlief}end wurden 10* MDCK-Zellen auf die Platte verteilt
und diese bei 37 °C fiir 48-72 Stunden inkubiert wurden. Die Infektion der Zellen wurde mittels
Sichtung eines zytopatischen Effekts (cytopathic effect, CPE) oder durch Fixieren der Platte mit
anschliefdender IPMA-Farbung detektiert.

Neutralisierende Antikorpertiter gegen das ZEBOV-Isolat Mayinga 1976 wurden wie zuvor
beschrieben von Dr. Olga Dolnik am Institut fiir Virologie der Philipps-Universitit Marburg
durchgefiihrt (AGNANDJI et al. 2016). Kurz zusammengefasst wurden die Hyperimmunseren der
Kaninchen sowie deren gereinigte Produkte bei 56 °C fiir 30 Minuten hitzeinaktiviert. Serielle
Zweifachverdiinnungen in DMEM+ wurden mit 102 TCIDso des ZEBOV-Isolats Mayinga 1976 bei
RT fiir 30 Minuten inkubiert bevor das Serum-Virus Gemisch zu 80 % konfluenten Vero-E6-
Zellen im 96-Loch-Format gegeben wurde. Der CPE wurde nach 7 Tagen Inkubation bei 37 °C
detektiert.

Bei jedem Test wurden eine Riicktitration des Virus sowie eine Serumkontrolle ohne Virus-
zugabe mitgefiihrt. Fiir jede Probe wurden Quadruplikate angesetzt und die VNT-Endpunkttiter
als geometrisches Mittel des Kehrwerts der hochsten Serumverdiinnung dargestellt, welche das

Virus inhibiert.
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Plague-Reduktions-Neutralisations-Test (PRNT)

Zur Bestimmung neutralisierender Antikorpertiter gegen ZEBOV-GP unter BSL-2-
Bedingungen wurde ein PRNT unter Verwendung des VSVAG/EBOV-GP etabliert. Hierzu wurden
serielle Zweifachverdiinnungen der hitzeinaktivierten Seren von Maus oder Kaninchen in 100 pl
DMEM* angefertigt, mit 102 PFU VSVAG/EBOV-GP in 100 pl DMEM* gemischt und bei RT fiir
30 Minuten inkubiert. Je 200 pl des Serum-Virus-Gemischs wurden in eine Vertiefung einer 12-
Loch-Platte mit 80 % konfluenten Vero-E6-Zellen gegeben und fiir 1 Stunde bei RT unter
leichtem Schwenken inkubiert. Nach Zugabe von 2 ml einer 1,5 %-igen Avicel-Deckschicht
wurden die Platten bei 37 °C fiir 48 Stunden inkubiert, mit PBS gewaschen und anschliefiend die
Plaques mit Kristallviolett sichtbar gemacht. Bei jedem Test wurden eine Riicktitration des
Virus, eine Serumkontrolle ohne Viruszugabe und eine positive Viruskontrolle mit Negativserum
der gleichen Spezies mitgefiihrt. Jede Probe wurde in Duplikaten angesetzt und der PRNTso-Titer
wurde als geometrisches Mittel des Kehrwerts der hochsten Serumverdiinnung dargestellt, bei
welcher die Anzahl der Plaques um 50 % relativ zur durchschnittlichen Anzahl der Plaques in

der positiven Viruskontrolle reduziert wurde.

4.7  Phylogenetische Analyse

Die phylogenetische Verwandtschaft reprasentativer H1N1-Influenzaisolate wurde auf Basis
der HA-Nukleinsdure-Sequenz der in Tabelle 24 gelisteten Viren unter Verwendung der Soft-
ware Clustal Omega analysiert und anschliefSend der phylogenetische Baum mit der Software

FigTree erstellt.

Tabelle 24: Viren und GenBank-Nummern der phylogenetischen Analyse der HA-Nukleinsiure-Sequenz

Virus GenBank-Nummer
A/California/072009 F]969540
A/Brisbane/59/2007 CY163864
A/Solomon Island/3/2006 EU124177

A/New Calidonia/20/1999 EU103824
A/Puerto Rico/8/1934 CY009444

A/South Carolina/1/1918 AF117241
A/swine/lowa/15/1930 EU139823

4.8 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Antikoérperlevel erfolgte mit der Software GraphPad Prism 6. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung; sofern das untere Ende der Standard-
abweichung bei einzelnen Messpunkten negative Werte angenommen hatte und damit nicht
abbildbar gewesen ware, wurden in der gesamten Grafik die Standardfehler als Fehlerbalken

dargestellt. Hierzu wurden die Daten der nicht-parametrischen Titer entsprechend ihrer Skala
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logarithmisch transformiert, mittels einfaktorieller ANOVA die Varianz auf Signifikanz gepriift
und mit dem Tukey-Post-Hoc-Test der Vergleich zur jeweils angegebenen relevanten Kontroll-
gruppe durchgefiihrt. Die Starke der Signifikanz ist jeweils mit dem entsprechenden p-Wert an-
gegeben wobei p < 0,05 signifikant, p < 0,01 sehr signifikant, p < 0,001 hoch signifikant bedeu-

ten.
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5 EIGENER BEITRAG

Diese Arbeit setzt sich aus zwei Projekten zusammen. Mein individueller Beitrag zu den je-

weiligen Arbeiten ist im Folgenden dargestellt:

a) Untersuchung der Wirkung squalenbasierender Adjuvanzien auf die Qualitit und Spezifitat

der Antikérperantworten

Die von Dr. Ralf Wagner erhaltenen Rohdaten der funktionalen Antikérpertiter nach Immuni-
sierung und Infektion wurden von mir ausgewertet und statistisch analysiert. Die phylogeneti-
sche Analyse der verschiedenen H1N1-Isolate basierend auf der HA-Nukleotid-Sequenz wurde
von mir durchgefiihrt. Weiter habe ich die Rohdaten der von Dr. Edgar Holznagel erhaltenen
Fieber- und Gewichtskurven ausgewertet sowie die von Kristin Pfeffermann erhaltenen Daten
tiber die Titrationen der Virusbelastung im respiratorischen Trakt nach der Infektion statistisch
analysiert. Die Analyse der phylogenetischen Verwandtschaft verschiedener H1-HA-Gele habe
ich selbstindig durchgefiihrt und ausgewertet. Fiir die Untersuchung totaler Antikérper-
reaktionen habe ich die Influenzaviren A/California/07/2009 (H1N1), A/Victoria/36/2011
(H3N2) sowie das rekombinante PR8-Virus, welches die HA- und NA-Proteine des Isolates
A/VietNam/1194/2004 (H5N1) exprimiert, in vitro kultiviert, die RNA isoliert und via reverser
Transkriptions-PCR cDNA amplifiziert. Die HA-Gene der Influenza-Isolate
A/chicken/Rostock/1934 (H7N7) und A/chicken/Beijing/2/1997 (H9N2) habe ich aus den
Plasmiden von Dr. Ralf Wagner via PCR amplifiziert. Die ORFs der HA- und NA-Proteine von
H1N1, H3N2 und H5N1 sowie diejenigen fiir das HA-Protein von H7N7 und H9N2 habe ich unter
Anhdngen eines FLAG-Epitops mit Unterstiitzung von Dr. Bevan Sawatsky in einen
eukaryotischen Expressionsvektor Kkloniert und die Sequenzierung analysiert. Die
anschlieffenden Experimente zur Ermittlung der totalen Antikérpertiter habe ich eigenstindig
durchgefiihrt, ausgewertet und statistisch analysiert. Als Erstautor der aus dem Projekt
resultierenden Veroffentlichung ,Squalene-containing licensed adjuvants enhance strain-specific
antibody responses against the influenza hemagglutinin and induce subtype-specific antibodies
against the neuraminidase” habe ich die erste Fassung des Manuskriptes sowie die Abbildungen
angefertigt und die Veroffentlichung gemeinsam mit Prof. Dr. Veronika von Messling und Dr.

Ralf Wagner finalisiert.

b) Entwicklung einer Immunisierungsstrategie fiir die schnelle Generierung therapeutischer
Antiseren unter niedrigen Biocontainment-Bedingungen

Im zweiten Teil dieser Arbeit war ich fiir die Konzeption aller Experimente verantwortlich.
Ich habe mit den von unserem Kooperationspartner Prof. Dr. Stephan Becker erhaltenen
Plasmiden die ZEBOV-VLPs produziert. Dies umfasste Transfektion, Ernte, Reinigung und

Konzentration sowie die Charakterisierung. Eine Kinetik zur Analyse der optimalen
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Transfektions- und Kultivierungsbedingungen habe ich gemeinsam mit Lea Constanze Belzig
durchgefiihrt. Die In-vivo-Studie zur Effektivitit der VLPs in Kombination mit verschiedenen
Adjuvanzien in Mausen habe eigenstandig geplant. Bei der Durchfiihrung unterstiitzte mich Lisa
Walz. Das ebenfalls von Prof. Dr. Stephan Becker zur Verfiigung gestellte Virus VSVAG/EBOV-GP
habe ich in unserem Labor kultiviert. Die MVA-Varianten wurden uns von unseren
Kooperationspartnern Prof. Dr. Gerd Sutter und Dr. Asisa Volz zur Verfiigung gestellt. Die In-
vivo-Studien zum Vergleich der Antigenexpressions-Systeme in Mausen und Kaninchen habe ich
eigenverantwortlich geplant. Bei der Durchfiihrung der Mausstudien hatte ich Unterstiitzung
von Lisa Walz und Yvonne Krebs, bei den Kaninchenstudien haben mich Prof. Dr. Veronika von
Messling, Dr. Roland Plesker und Lea Constanze Belzig unterstiitzt. Die Optimierung des
Reinigungsverfahrens fiir die Antiseren habe ich eigenstindig entwickelt, durchgefiithrt und
analysiert, ebenso wie die anschliefende Studie zur Stabilitat der gereinigten IgG- und F(ab’)»-
Preparation in vivo. Alle Analysen der Maus- und Kaninchenseren wurden von mir geplant. Die
Analysen totaler und funktionaler Antikdrpertiter unter BLS-2-Bedingungen habe ich auf3erdem
eigenstindig durchgefiihrt. Die Analyse der Seren im BSL-4 Labor (ELISA und VNT) wurde von
unseren Kooperationspartnern in Marburg, namentlich Dr. Verena Krahling und Dr. Olga Dolnik,
durchgefiihrt. Alle Antikorperdaten wurden von mir ausgewertet und statistisch analysiert.

Als Erstautor der Veroéffentlichung ,Generation of therapeutic antisera for acute viral
infections wurden die erste Fassung des Manuskripts sowie alle Abbildungen von mir
angefertigt. Gemeinsam mit Prof. Dr. Veronika von Messling und den Koautoren befinden wir

uns im Prozess der Finalisierung.
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6 ERGEBNISSE

6.1  Untersuchung der Wirkung squalenbasierender Adjuvanzien auf

die Qualitit und Spezifitit der Antikérperantworten

Pandemische Influenzaausbriiche stellen eine besondere Herausforderung dar. Auf der einen
Seite besteht die Notwendigkeit einer raschen Bereitstellung zahlreicher Impfdosen, zugleich
steht aber nur eine begrenzte Produktionskapazitit fiir das Antigen eines pandemischen
Influenzaimpfstoffes zur Verfligung. Zur Losung dieses Problems wurde 2009 der Antigengehalt
im Pandemieimpfstoff reduziert und zur Kompensation squalenbasierte Adjuvanzien zugesetzt.
Der Einsatz solcher Adjuvanzien ist ein integraler Bestandteil der Strategie zum Einsparen von
Antigen bei der Produktion von Influenza Pandemie-Impfstoffen (HESSEL 2009).

In diesem Projekt sollte die Wirkung der 2009 verwendeten, auf Squalen basierenden
Adjuvanzien MF59 und ASO3 auf die Amplitude und Spezifitdt der Antikorperreaktion gegen nah
verwandte und gegen phylogenetisch weiter entfernte Influenzastimme untersucht und mit
dem Schutz im Falle einer Infektion korreliert werden. Hierzu wurden Frettchen mit einer
niedrigen Dosierung von 2 ug HA-Antigen des monovalenten Impfstoffes A/HIN1pdmO09 in
Kombination mit folgenden Adjuvanzien intramuskuldr immunisiert:

a) MF59, bestehend aus Squalen, Polysorbat 80 und Sorbitantrioleat (0'HAGAN et al. 2013),

b) AS03, bestehend aus Squalen, Polysorbat 80 und Vitamin E (GARCON et al. 2012),

c) Diluvac Forte, einem fiir Veterindrimpfstoffe zugelassenen Adjuvans, bestehend aus

Vitamin E (MARTELLI et al. 2011) oder mit

d) PBS, als Kontrolle ohne Wirkverstarker.

3 Wochen nach der ersten Immunisierung erhielten die Frettchen eine Folgeimmunisierung
mit der gleichen Impfstoff-Adjuvans-Kombination. Die Infektion mit dem homologen pandemi-
schen Influenzavirus A/Hamburg/05/2009 erfolgte weitere 6 Monate spater (Abbildung 12).
Zur Verfolgung der Antikorperreaktionen wurde den Tieren regelmafdig Blut abgenommen und

4 Tage nach der Infektion die Viruslast der verschiedenen Gewebe des Respirationstrakts be-

stimmt.
v v Infektion
(I) 1I :I% EIE 1I1 1I5 1|9 2|7 3|1
606 O O O O O Ot

Wochen nach Immunisierung

Abbildung 12: Studienaufbau. Schematische Darstellung des Studienverlaufs. Frettchen wurden im Abstand von
3 Wochen i. m. mit 2 pg des monovalenten Pandemieimpfstoffs HIN1pdm09 in Kombination mit verschiedenen
Adjuvanzien immunisiert. Die Zeitpunkte der Immunisierung sind durch Pfeile gekennzeichnet. 6 Monate nach der
Folgeimmunisierung wurden die Tiere mit dem pademischen Influenzavirus A/Hamburg/05/2009 infiziert. Die
Krankheitsparameter wurden verfolgt und 4 Tage nach der Infektion die Viruslast der verschiedenen Gewebe des
Respirationstrakts bestimmt. Die Zeitpunkte der Blutentnahme sind abgebildet.
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6.1.1 Funktionale Antikérperantworten gegen das pandemische Isolat

A/Hamburg/05/2009 (H1N1)

Der primére auf Antikérpern basierende Schutz vor einer Influenzainfektion korreliert mit
der Fahigkeit jener Antikorper, das fiir die Rezeptorbindung und das Eindringen in die Wirts-
zelle verantwortliche HA-Protein zu blockieren. Aufgrund der Eigenschaft des HA-Proteins,
Erythrozyten zu binden, konnen HA-spezifische Antikorperlevel mit dem Hamagglutinations-
hemmtest (HHT) quantifiziert werden, wobei ein Antikorpertiter HHT = 40 mit einer schiitzen-
den Immunitdt beim Menschen gleichgesetzt wird (JONG et al. 2003; COUDEVILLE et al. 2010). Eine
universellere Methode zur Quantifizierung der Schutzwirkung ist der Virusneutralisationstest
(VNT), bei welchem das Niveau aller Antikdrper bestimmt wird, die die Fahigkeit zur Inhibition
einer Infektion besitzen (TRUELOVE et al. 2016).

Bereits innerhalb einer Woche nach der ersten Immunisierung erreichten die durch die
MF59- oder AS03-haltigen Influenzaimpfstoffe induzierten Antikorpertiter den als protektiv
geltenden HHT-Schwellenwert von 40 (Abbildung 13 A). Zum Zeitpunkt der zweiten Immunisie-
rung hatten sich die HHT-Titer beider Gruppen verdoppelt und lagen damit signifikant iiber dem
Niveau, welches durch Immunisierung mit der Diluvac-Forte- oder PBS-Kombination induziert
wurde. Drei Wochen nach der Folgeimmunisierung erreichten alle Gruppen ihre maximalen
HHT-Titer, wobei die HHT-Werte der MF59- und AS03-Gruppen auf mehr als das Zehnfache
angestiegen waren. Die Diluvac-Forte-Gruppe erreichte nur zu diesem Zeitpunkt den HHT-
Schwellenwert von 40, wahrend bei der Gruppe ohne Adjuvans selbst der maximale Titer
unterhalb des Schwellenwerts blieb. In der Folgezeit stabilisierten sich die Antikorpertiter aller
Gruppen fir die ndchsten drei Monate bei etwa 50% des Hochstwertes.

Auch die VNT-Titer der beiden mit den squalenbasierten Adjuvanzien immunisierten
Gruppen fiihrten bereits nach der ersten Immunisierung zu einem schnellen Anstieg der
neutralisierenden Antikorpertiter (Abbildung 13 B). Zum Zeitpunkt der zweiten Immunisierung
waren die VNT-Spiegel der Diluvac-Forte- und der PBS-Gruppe wieder bis auf das untere
Detektionslimit gesunken. Die zweite Immunisierung war fiir diese beiden Gruppen notwendig,
um einen weiterhin messbaren VNT-Titer zu induzieren. Fast alle Gruppen erreichten ihr
maximales VNT-Level analog zum HHT drei Wochen nach der Folgeimmunisierung. Die einzige
Ausnahme bildete die MF59-Gruppe, welche in der elften Woche ihren maximalen Titer
erreichte. Die VNT-Titer sanken in der Folgezeit allmahlich, wobei die durch squalenhaltige

Adjuvanzien induzierten Titer kontinuierlich signifikant h6here Werte aufwiesen.
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Abbildung 13: Kinetik funktionaler Antikérperantworten nach Immunisierung mit dem pandemischen
H1N1pdmO09-Impstoff in Kombination mit verschiedenen Adjuvanzien. (A und B) Frettchen wurden zwei Mal im
Abstand von 3 Wochen i.m. mit 2 pg des monovalenten Pandemieimpfstoffs HIN1pdm09 in Kombination mit
verschiedenen Adjuvanzien immunisiert. Die Kinetik funktionaler Antikérper wurde mittels HHT (A) und VNT (B)
gegen das pandemische Influenzavirus A/Hamburg/05/2009 als reziproke Serum-Endpunkttiter quantifiziert. Die
gepunktete Linie in (A) zeigt den mit Immunschutz assoziierten HHT-Titer = 40. Die Symbole reprasentieren den
Mittelwert der Gruppe (n = 4) und die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. Die Y-Achse beginnt am Detektions-
limit der jeweils verwendeten Testmethode. Die statistische Signifikanz wurde im Vergleich zur Gruppe ,ohne Ad-
juvans* ermittelt und wird durch * p < 0,05; ** p < 0,01 und *** p < 0,001 angezeigt.

Zusammenfassend hat die Kombination einer niedrigen Dosierung des monovalenten Impf-
stoffes A/HIN1pdmO09 mit den squalenbasierenden Adjuvanzien die funktionalen Antikérperti-
ter gegen das pandemische Influenzavirus A/Hamburg/05/2009 10- bis 100-fach erh6ht, wah-
rend das allein auf Vitamin E basierende Adjuvans Diluvac Forte maximal zu einer Verdopplung

der Titer fiihrte (Abbildung 13 A und B). Weiter zeigte sich, dass diese Adjuvanzien nicht nur die

Amplitude der Antikorperreaktion erh6hten, sondern zugleich die Induktionszeit herabsetzten.

6.1.2 Funktionale Antikérperantworten gegen phylogenetisch nah verwandte

pandemische und gegen dltere saisonale H1N1-Influenzaisolate

Auf Ebene der HA-Proteine zeigt das pandemische Influenzavirus A/Hamburg/05/2009 die
grofdte phylogenetische Verwandtschaft zum klassischen H1N1-Schweinevirus (GARTEN et al.
2009). Erst danach folgen die humanen H1N1-Isolate aus dem frithen 20. Jahrhundert und am
weitesten entfernt sind die jlingeren saisonalen Isolate, welche vor 2009 in der humanen
Population zirkulierten (Abbildung 14 A).

Im ndchsten Schritt untersuchten wir daher, ob die durch squalenhaltige Adjuvanzien
induzierte Erhéhung der funktionalen Antikérperantwort spezifisch gegen das homologe Virus-
Isolat gerichtet ist oder ob vielmehr eine breitere, auch gegen verwandte Virusisolate wirksame
Immunantwort induziert wurde. Hierzu wurden die HHT- und VNT-Titer der Frettchen-Seren
drei Monate nach der zweiten Immunisierung (Woche 19) gegen eine Reihe eng verwandter
pandemischer, sowie weiter entfernt verwandter saisonaler humaner H1N1-Isolate ermittelt.

Die HHT wie auch die neutralisierenden Antikorpertiter gegen eng verwandte pandemische

H1N1-Isolate aus 2009 waren innerhalb jeder Adjuvans-Impfstoff-Kombination vergleichbar,
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aber auf unterschiedlichem Niveau. Die auf Squalen basierenden Adjuvanzien MF59 und ASO3
induzierten durchweg signifikant hohere funktionale Titer (Abbildung 14 B und C). Keines der
Adjuvanzien fiihrte jedoch zu einer funktionalen Reaktivitit gegen eines der dlteren humanen

H1N1-Isolate.
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Abbildung 14: Funktionale Antikérperantworten gegen unterschiedliche H1N1-Influenzaviren. (A) Phylogene-
tische Verwandtschaft verschiedener H1- HA-Gene. Fiir die Nukleinsduresequenz der HA-Gene ausgewahlter H1IN1-
Stamme wurde mit Clustal Omega in Seaview unter Verwendung des Neighbor-joining-Algorithmus und mit 100
Resamplings nach dem Bootstrap-Verfahren eine zweigabelige Verwandtschaftsbeziehung berechnet. Die Sequenzen
wurden entsprechend ihrer Nukleotidunterschiede im Abstand zueinander ausgerichtet. Die Beschriftungen der
Knoten geben den Prozentsatz der Bootstrap-Replikate und die Beschriftung der Zweige den Wert der
Verzweigungsldnge an. HHT-Titer (B) und VNT-Titer (C) der Frettchen elf Wochen nach Immunisierung wurden
gegen verschiedene Isolate der Influenzapandie 2009 sowie altere saisonale H1N1-Varianten getestet und als
reziproke Serum-Endpunkttiter quantifiziert. Die gepunktete Linie in (A) zeigt den mit Immunschutz assoziierten
HHT-Titer =40. Die Symbole reprasentieren den Mittelwert der Gruppe (n=4) und die Fehlerbalken geben den
Standardfehler an. Die Y-Achse beginnt am Detektionslimit der jeweils verwendeten Testmethode. Die statistische
Signifikanz wurde im Vergleich zur Gruppe ,ohne Adjuvans“ ermittelt und wird durch *p <0,05; und **p < 0,01
angezeigt.

6.1.3 Klonierung von Plasmiden fiir die rekombinante Expression verschiede-

ner HA- und NA-Proteine

Um die spezifischen Antikorper gegen ein HA- oder NA-Protein analysieren zu kodnnen,
sollten diese rekombinant durch Transfektion von Zellen exprimiert werden. Hierzu wurden die

entsprechenden HA- und NA-Gene entweder durch reverse Transkriptions-PCR aus viraler RNA
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oder mittels PCR aus einem anderen Plasmid amplifiziert, mit einem FLAG-Epitop gekoppelt und
in das eukaryotische Expressionsplasmid pCG-IRESzeomut (pCG1) kloniert. Zur Kontrolle wurde
die Plasmid-DNA mit den angegebenen Restriktionsenzymen gespalten, die Fragmente mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und die Fragmentgrofien mit den durch In-silico-
Restriktionsverdau ermittelten Eigenschaften abgeglichen (Abbildung 15). Zur Sicherstellung

der korrekten Nukleinsduresequenz wurden alle Plasmide sequenziert.
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Abbildung 15: Elektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente der HA- und NA-Plasmide. (A und B) Die
Plasmide wurden mit Restriktionsenzymen in zwei DNA-Fragmente gespalten. Als Kontrolle diente jeweils ein Ansatz
ohne Enzym-Zugabe. 5 pl der Ansdtze wurden mit 1yl DNA-Ladepuffer gemischt, die DNA-Fragmente in einem
Agarosegel (1 %) fiir 20 Minuten bei 100 V aufgetrennt und unter UV-Licht sichtbar gemacht. (A) Die HA-Plasmide
wurden mir den Restriktionsenzymen Pmel und Sphl gespalten. Spalte 1: DNA-Grofdenmarker. Spalte 2: Restriktions-
ansatz pCG1-H1-FLAG (H1N1) mit Enzymen, Spalte 3: ohne Enzymzugabe. Spalte 4: Restriktionsansatz pCG1-H3-
FLAG (H3N2) mit Enzymen, Spalte 5: ohne Enzymzugabe. Spalte 6: Restriktionsansatz pCG1-H5-FLAG (H5N1) mit
Enzymen, Spalte 7: ohne Enzymzugabe. Spalte 8: Restriktionsansatz pCG1-H7-FLAG (H7N7) mit Enzymen, Spalte 9:
ohne Enzymzugabe. Spalte 10: Restriktionsansatz pCG1-H9-FLAG (H9N2) mit Enzymen, Spalte 11: ohne Enzym-
zugabe. (B) Die NA-Plasmide wurden mir den Restriktionsenzymen Xbal und Sphl gespalten Spalte 1: DNA-
Groflenmarker. Spalte 2: Restriktionsansatz pCG1-N1-FLAG (H1N1) mit Enzymen, Spalte 3: ohne Enzymzugabe.
Spalte 4: Restriktionsansatz pCG1-N2-FLAG (H3N2) mit Enzymen, Spalte5: ohne Enzymzugabe. Spalte 6:
Restriktionsansatz pCG1-N1-FLAG (H5N1) mit Enzymen, Spalte 7: ohne Enzymzugabe.

Die Proteinexpression der HA- und NA-Proteine wurde mittels Immunfarbung transfizierter
und fixierter Zellen (IPMA) bestitigt und die Proteingrofden durch Western-Blot-Analyse
uberpriift. Hierzu wurden MDCK-Zellen mit dem entsprechenden Plasmid transfiziert. Bei dem

Typ-I-Transmembranprotein HA wurde das FLAG-Epitop C-terminal und beim Typ-II-

Transmembranprotein NA N-terminal angehdngt, so dass es in beiden Fallen intrazellular
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vorlag. Die Hitzefixierung der transfizierten Zellen fiir die IMPA-Analyse fiihrte zu einer
Permeabilisierung der Zellmembran. Dadurch wurde eine Detektion des intrazelluldren FLAG-
Epitops ermoglicht. Das FLAG-Epitop wurde mit einem spezifischen Antikérper und - wenn
vorhanden - die HA- und NA-Proteine selbst aufderdem durch polyklonales Serum gegen das
entsprechende Virus visualisiert.

Um das gesamte HA-Protein mittels spezifischer Antikdrper gegen das FLAG-Epitop in einer
Western-Blot-Analyse visualisieren zu kdnnen (Abbildung 16), wurde auf die Zugabe von TPCK-
Trypsin wahrend der Transfektion und damit auf die proteolytische Spaltung des HA-
Vorgdngerproteins HAg in seine beiden Untereinheiten HA; und HA; verzichtet (KLENK et al.
1975). Nach der proteolytischen Spaltung und Reduktion der Disulfidbriicken im Rahmen der
verwendeten SDS-PAGE waire anhand des C-terminalen FLAG-Epitops lediglich die HA;- und

nicht mehr die HA;-Untereinheit visualisierbar.
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Abbildung 16: Western-Blot-Analyse der in MDCK-Zellen exprimierten HArrac- oder NArLac-Proteine. MDCK-
Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir verschiedene HA- oder NA-Proteine transfiziert, ohne Zugabe von TPCK-
Trypsin 2 Tage bei 32 °C inkubiert und die Zell-Lysate geerntet. 10 ug des Zell-Lysats wurden mittels SDS-PAGE
(10 %) unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und anschlief3end durch den Transfer auf eine PVDF-Membran
mit angeschlossener Detektion des FLAG-Epitops der jeweiligen HA- und NA-Proteine visualisiert. (A) Spalte 1: 10 pg
Zell-Lysat nach Transfektion mit pCG1-H3(H3N2)-FLAG; Spalte 2: 10 pg Zell-Lysat nach Transfektion mit pCG1-
H5(H5N1)-FLAG; Spalte 3: 10 ug Zell-Lysat nach Transfektion mit pCG1-H7(H7N9)-FLAG; Spalte 4: 10 pg Zell-Lysat
nach Transfektion mit pCG1-H9(H9N2)-FLAG; Spalte 5: 10 ug Zell-Lysat nach Transfektion mit pCG1-H1(H1N1)-
FLAG; Spalte 6: 10 ug Zell-Lysat nach Transfektion mit pCG1-H5(H5N1)-FLAG. (B) Spalte 1: 10 pg Zell-Lysat nach
Transfektion mit pCG1-N1(H1N1)-FLAG; Spalte 2: 10 pg Zell-Lysat nach Transfektion mit pCG1-N1(H5N1)-FLAG und
Spalte 3: 10 pg Zell-Lystat nicht transfizierter Zellen. (C) Spalte 1: 10 pg Zell-Lystat nicht transfizierter Zellen, Spalte 2:
10 pg Zell-Lysat nach Transfektion mit pCG1-H3(H3N2)-FLAG und Spalte 3: 10 pg Zell-Lysat nach Transfektion mit
pCG1-H3(H3N2)-FLAG.

Die Banden der HA-Vorlauferproteine (HAO) sind bei einem Molekulargewicht von ~ 70-
85 kDa (LAZAROWITZ et al. 1973) und die Banden der NA-Proteine bei ~ 55-60 kDa (SHTYRYA et
al. 2009) zu erwarten, wobei fiir das FLAG-Epitop ~ 1 kDa hinzukommt. Neben der subtypen-

spezifischen Unterschiede tragt insbesondere die Anzahl der N-Glykosylierungen zu den unter-
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schiedlichen Molekulargewichten innerhalb der HA-Proteine (BUTT et al. 2010; KANAGARAJAN et
al. 2012; TATE et al. 2014) und NA-Proteine (MAURER-STROH et al. 2009; CHEN et al. 2012a; HUANG
et al. 2017) bei.

6.1.4 Vergleich der totalen Antikérperantwort gegen das gesamte Virus und ge-

gen das rekombinant exprimierte HA-Protein

Fiir den Vergleich der totalen Antikérper wurden die Seren gegen zwei Arten MDCK-Zellen
getestet: Zellen, die mit dem pandemischen H1N1-Influenzavirus A/California/07 /2009 infiziert
wurden, wodurch sie alle Gene des Virus exprimieren, und solche, die alleine das entsprechende
HA-Protein rekombinant exprimieren. Verglichen mit den funktionalen Antikérperantworten
(Abbildung 14) waren die totalen Antikorpertiter fiir alle Gruppen mehr als zehnfach hoéher
(Abbildung 17). Im Vergleich der Gruppen untereinander zeigte Diluvac Forte vierfach hohere
Titer, wahrend die beiden squalenbasierten Adjuvanzien MF59 und ASO3 mehr als fiinfzehnfach
hohere Antikorperlevel aufwiesen als der nicht adjuvantierte Impfstoff. Dies unterstreicht die
bereits beschriebene Wirkung squalenhaltiger Adjuvanzien auf die Immunantwort gegen das

homologe Antigen (Abbildung 17).

Abbildung 17: Antikoérperantworten
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Alle Gruppen zeigten vergleichbare Antikorpertiter gegen die infizierten Zellen und gegen
diejenigen Zellen, welche alleine das H1-Protein rekombinant exprimierten. Die Tiere wurden
mit einem inaktivierten Influenzaimpfstoff immunisiert, der auf das HA-Protein standardisiert
ist und auflerdem eine nicht quantifizierte Menge des NA-Proteins enthalt (SOEMA et al. 2015).
Diese Ergebnisse lassen darauf schlieféen, dass ein grofier Anteil der induzierten Antikorper
gegen das HA-Protein gerichtet ist. Die Frage nach Antikorpern gegen das NA-Protein wird im

folgenden Abschnitt untersucht.
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6.1.5 Untersuchung kreuzreaktiver Antikérperantworten

Im nachsten Schritt wurden die totalen Antikérperantworten gegeniiber dem homologen NA-
Protein sowie die Kreuzreaktivitdt gegen hetorologe HA- und NA-Proteine untersucht. Die HA-
Proteine konnen basierend auf einer phylogenetischen Sequenzanalyse in zwei Gruppen
(Gruppe 1 und Gruppe 2) eingeteilt werden (RUSSELL et al. 2008), welche sich durch eine
konservierte Sequenz in der Stammregion des HA-Proteins tliber die Influenzasubtypen hinweg
auszeichnen (NABEL & FAucl 2010), die als Epitope potentieller kreuzreaktiver Antikdrper
diskutiert werden (EKIERT et al. 2009; CORTI et al. 2010). Die Antikérperlevel wurden mittels
MDCK-Zellen untersucht, welche unterschiedliche rekombinante HA-Proteine der Gruppe 1 (H1,
H5 und H9) oder der Gruppe 2 (H3 und H7) (NABEL & FAucl 2010) beziehungsweise das
homologe NA-Protein oder NA-Proteine anderer Influenzasubtypen exprimieren. Wahrend die
squalenbasierten Adjuvanzien mehr als 15-fach h6éhere Antikorpertiter gegen das homologe H1-
Protein induzierten als der nicht adjuvantierte Impfstoff (Abbildung 17 und Abbildung 18 A),
zeigte keine Gruppe eine Reaktivitit gegen das HA-Protein anderer Subtypen. Einzig die beiden
mit squalenbasierten Adjuvanzien immunisierten Gruppen zeigten eine subtypenspezifische
Antikérperantwort gegen das N1-Protein des homologen H1N1-Virus wie auch gegen das N1-
Protein von A/VietNam/1203 /2004 (H5N1), nicht aber gegen das NA-Protein anderer Subtypen
(Abbildung 18 B).
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Abbildung 18: Antikdrpertiter gegen HA- und NA-Proteine unterschiedlicher Influenzaviren. (A und B) Totale
Antikérperantworten in Frettchenseren elf Wochen nach Immunisierung wurden gegen eine Auswahl
rekombinandter HA- (A) und NA-Proteine (B) mittels IMPA als reziproke Serum-Endpunkttiter quantifiziert. Die
Balken représentieren den Mittelwert der Gruppe (n =4) und die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. Die
gepunktete Linie zeigt das Detektionslimit der jeweils verwendeten Testmethode. Die statistische Signifikanz wurde
jeweils im Vergleich zur Gruppe ,ohne Adjuvans“ ermittelt und wird durch *p < 0,05; **p < 0,01 und *** p < 0,001
angezeigt.
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Diese Experimente zeigen, dass squalenhaltige Adjuvanzien zu einem Anstieg der totalen und
der funktionalen Antikorpertiter fithren und dariiber hinaus das Potential einer Induktion

subtypen-spezifischer Antikdrper gegen das starker konservierte Oberflichenantigen NA tragen.

6.1.6 Krankheitsverlauf nach Infektion

Im nachsten Schritt sollte die Wirksamkeit der erzielten Antikorperlevel auf den Krankheits-
verlauf ermittelt werden. Hierzu wurden die geimpften Frettchen wie auch eine Gruppe naiver
Tiere sechs Monate nach der letzten Immunisierung mit dem pandemischen H1N1-
Influenzavirus A/Hamburg/05/2009 infiziert.

Unabhéngig von der verwendeten Impfstoff-Adjuvans-Kombination war zwischen den
immunisierten und den naiven Tieren kein unterschiedlicher Krankheitsverlauf - bezogen auf

Fieberkurven und Gewichtverlaufe -festzustellen (Abbildung 19 A und B).
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Abbildung 19: Krankheitsverlauf immunisierter und naiver Frettchen nach einer Infektion mit dem pande-
mischen Influenzavirus A/Hamburg/05/2009. (A und B) Immunisierte und naive Frettchen wurden intranasal mit
107 TCIDso des pandemischen Influenzavirus A/Hamburg/05/2009 infiziert. Zwei Mal tiglich wurde die Kérpertem-
peratur (A) der Tiere gemessen sowie das Gewicht anhand der relativen Anderung (B) iiberwacht. Die Symbole
reprasentieren den Mittelwert der Gruppe (MF59: n = 3; {ibrige: n =4) und die Fehlerbalken geben die Standard-
abweichung an. Die gepunktete Linie in (A) zeigt die normale Kérpertemperatur gesunder Frettchen von 38,5 °C.

Einen Tag nach der Infektion zeigten alle Tiere eine leichte Erhohung der Kérpertemperatur,
die innerhalb eines weiteren Tages wieder zuriickging. Mit dem Temperaturanstieg ging ein
Gewichtsverlust von rund 4 % bei allen Tieren einher. Eines der Tiere aus der MF59-Gruppe
verstarb aus Griinden, die nicht mit dem Experiment in Zusammenhang gebracht werden konn-

ten.

6.1.7 Immunschutz nach Infektion

4 Tage nach der Infektion wurde die Viruslast im oberen und unteren Respirationstrakt
quantifiziert. Bei keinem der Tiere konnte hierbei das Virus aus dem Lungengewebe isoliert
werden. Ein anderes Bild zeigte sich bei den Proben der oberen Atemwege, reprasentiert durch

Nasenmuscheln und Luftréhre. In den mit squalenhaltigen Adjuvanzien immunisierten Gruppen
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wurde eine 10- bis 100-fach geringere Viruslast als in naiven Tieren gemessen, wobei die
Differenz bei der AS03-Gruppe statistisch signifikant war (Abbildung20A und B). Die
Immunantwort der mit dem Vitamin-E-Adjuvans Diluvac Forte geimpften Gruppe hatte ebenfalls
eine virusreduzierende Wirkung, welche in der Luftréhre signifikant wurde (Abbildung 20 B).
Im Gegensatz hierzu konnte nach Immunisierung mit dem nicht adjuvantierten Impfstoff kein
positiver Effekt auf die Virusbelastung des oberen Respirationstrakts festgestellt werden

(Abbildung 20 A und B).
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Abbildung 20: Viruslast der oberen Atemwege immunisierter und naiver Frettchen 4 Tage nach einer
Infektion mit dem pandemischen Influenzavirus A/Hamburg/05/2009. (A und B) Die Viruslast der Frettchen
wurde 4 Tage nach der intranasalen Infektion mit 107 TCIDso des pandemischen Influenzavirus A/Hamburg/05/2009
in Nasenmuscheln (A) und Trachea (B) quantifiziert. Jedes Symbol représentiert ein Tier und die Fehlerbalken geben
den Standardfehler an.

Bezogen auf die Wirkung squalenbasierter Adjuvanzien erlaubt die Studie die Schluss-
folgerung, dass diese signifikant starkere totale und funktionale stammspezifische Antikérper-
titer gegen das homologe HA-Protein sowie subtypenspezifische totale Antikorper gegen das
NA-Protein induzieren und diese Antikorperantworten zu einer besseren Kontrolle der

Virusreplikation in den oberen Atemwegen fiihren.
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6.2 Entwicklung therapeutischer Antiseren gegen akute virale

Infektionen

Gegen neue oder mit einer verdnderten Antigenitit wieder auftretende Pathogene besteht
kein Immunschutz in der Bevolkerung. Influenza hat hierbei eine Sonderstellung, da im Falle
einer Pandemie durch die routinemafdige, saisonale Impfstoffneuformulierung auf eine
adaptierbare Produktionspipeline sowie gut etablierte Routineverfahren zur Zulassung
zurlickgegriffen werden kann. In den meisten Féllen konnen die Entwicklungszeiten fir
Impfstoffe oder antivirale Medikamente jedoch nicht Schritt halten mit dem Verlauf eines
Ausbruchs neuartiger Virusinfektionen wie beispielsweise bei dem mit dem Schweren Akuten
Respiratorischen Syndrom assoziierten Coronavirus (SARS-CoV) (JIANG et al. 2005), dem Middle
East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) (MODJARRAD 2016) oder dem Zikavirus
(MARQUES & BURKE 2018). Daher besteht ein dringendes Interesse an Behandlungsmoglichkeiten
mit breiter antiviraler Aktivitit sowie an robusten Entwicklungsstrategien fiir schnell
verfligbare Notfalltherapien.

Die letzte Ebolavirus-Epidemie in Westafrika hat verdeutlicht, wie unvorbereitet die
Menschheit sogar durch Ausbriiche bekannter Erreger getroffen werden kann. Da keine
zugelassenen Impfstoffe oder Therapien zur Verfiigung standen, waren Patientenisolation und
Kontaktverfolgung die wichtigsten Mafinahmen, um den Ausbruch zu kontrollieren (WHO
2014). Gleichzeitig hat dieser Ausbruch das therapeutische Potenzial antikérperbasierter
Therapien aufgezeigt und - mehr noch - das Interesse an diesem Behandlungsansatz erneut
geweckt. Die passive Immuntherapie mit humanen Seren rekonvaleszenter Patienten wurde
schon seit 1995 im Kampf gegen das Ebolavirus eingesetzt - jedoch mit unterschiedlichem
Erfolg (MUPAPA et al. 1999; JAHRLING et al. 2007; GRIENSVEN et al. 2016). Die Interpretation der
Behandlungsdaten ist schwierig, da Antikorpertiter und neutralisierende Aktivitit der
eingesetzten Seren aufgrund fehlender diagnostischer Infrastruktur und bedingt durch den
Zeitdruck nicht konsequent bestimmt wurden. Studien zur passiven Immuntherapie infizierter,
nicht-humaner Primaten mit gereinigtem, hochtitrigem IgG gaben aber einen Hinweis darauf,
dass die Level funktionaler Antikdrper der entscheidende Faktor sein konnten (DYE et al. 2012).
Weiter deutet der erfolgreiche Einsatz des monoklonalen Antikérper-Cocktails ZMapp darauf
hin, dass es von Vorteil ist, mehrere Epitope des Antigens gleichzeitig anzugreifen (DAVIDSON et
al. 2015). Ebendiesen Vorteil machen sich polyklonale Antiseren zu Nutzen; allerdings stehen
gerade in frithen Stadien von Ausbriichen nur selten Seren rekonvaleszenter Patienten zur
Verfligung. Antiseren tierischen Ursprungs konnten hingegen in relativ kurzer Zeit produziert
werden.

In diesem Teil der Arbeit sollen daher verschiedene Ansatze zur Produktion von Antiseren

tierischen Ursprungs als schnell verfiigbare Notfalltherapie gegen akute virale Infektionen ver-
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glichen werden. Mit dem Ebolavirus als Modell-Erreger beinhaltet die Arbeit sowohl den
Vergleich unterschiedlicher Immunisierungsstrategien als auch die Optimierung des nachfolgen-

den Reinigungsprozesses der Antikorperpraparate.

6.2.1 Produktion von ZEBOV-VLPs

Haufig ist die Arbeit mit unbekannten Erregern, die Ausbriiche in der Population verursa-
chen, Einrichtungen mit biologischen Sicherheitslaboren vorbehalten. Das schrankt die Skalier-
barkeit der Antigenproduktion ein und erschwert die Immunisierung der Spendertiere fiir die
Serumproduktion. Vor diesem Hintergrund wurde gezielt die Effektivitat verschiedener Antigen-
expressionsvektoren verglichen, die unter niedrigen biologischen Sicherheitsstandards
verwendet werden kénnen. VLPs sind eine effektive Vektorplattform, um Antigene in ihrer
nativen Konformation zu préisentieren, und hierbei einfach zu handhaben, da sie kein
genetisches Material enthalten und damit nicht replikationsfahig sind (NoAD & Roy 2003; WAHL-
JENSEN et al. 2005). Fiir die Herstellung von ZEBOV-VLPs wurden uns Expressionsplasmide fiir
das Glykoprotein ZEBOV-GP (pCAGGS-ZEBOV-GP) sowie das Matrixprotein ZEBOV-VP40
(pCAGGS-ZEBOV-VP40) von Prof. Stephan Becker zur Verfligung gestellt. Im ersten Schritt
wurden die Plasmide zur Vermehrung re-transformiert, die Plasmid-DNA isoliert und zur
Kontrolle mit den angegebenen Restriktionsenzymen gespalten. Die DNA-Fragmente wurden
mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und die Fragmentgréflen mit den durch In-silico-

Restriktionsverdau ermittelten abgeglichen (Abbildung 21 A und B).
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Abbildung 21: Elektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente der ZEBOV-GP- und ZEBOV-VP40-Plasmide. (A
und B) Die Plasmide wurde mit den angegebenen Restriktionsenzymen gespalten. Als Kontrolle diente ein Ansatz
ohne Zugabe von Enzymen. 5 pl beider Ansatze wurden mit 1pl DNA-Ladepuffer gemischt, die DNA-Fragmente in
einem Agarosegel (1 %) fiir 20 Minuten bei 100 V aufgetrennt und unter UV-Licht sichtbar gemacht. (A) Spalte 1:
DNA-Groflenmarker, Spalte 2: Restriktionsansatz pCAGGS-ZEBOV-GP mit dem Enzym Sall, Spalte 3:
Restriktionsansatz pCAGGS-ZEBOV-GP ohne Enzymzugabe. (B) Spalte1l: DNA-Grofienmarker, Spalte 2:
Restriktionsansatz pCAGGS-ZEBOV-VP40 mit den Enzymen EcoRI und Xhol, Spalte 3: Restriktionsansatz pCAGGS-
ZEBOV-VP40 mit dem Enzym EcoRI, Spalte 4: Restriktionsansatz pCAGGS-ZEBOV-VP40 mit dem Enzym Xhol, Spalte 5:
Restriktionsansatz pCAGGS-ZEBOV-VP40 ohne Enzymzugabe.
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Im nichsten Schritt wurde die Produktion der ZEBOV-VLPs in Zellkultur betrachtet. Hierzu
wurden humane HEK-293-Zellen mit Plasmiden ko-transfiziert, die fiir das Matrixprotein
(VP40) sowie die membrangebundene Form des Glykoproteins in voller Lange (GP) des ZEBOV-
Stammes Mayinga 1976 kodieren (WAHL-JENSEN et al. 2005). Die VLP-haltigen Uberstinde der
Zellkultur wurden anschlieffRend iiber 4 Tage bei 32 °C oder 37 °C inkubiert. Von den 32 °C-
Ansatzen wurden alle 24 und 48 Stunden, von den 37 °C-Anséatzen alle 12, 24 und 48 Stunden
die VLP-haltigen Uberstinde durch frisches Medium ersetzt und die geernteten Uberstinde
anschliefdend durch Ultrazentrifugation gereinigt sowie konzentriert.

Zunachst wurde die totale Proteinkonzentration der Proben bestimmt, wobei alle bei 32 °C
exprimierten VLP-Proben eine Proteinkonzentration von 0,2 mg/ml nicht iiberschritten. Ebenso
erreichte keine der im 12-Stunden-Intervall entnommenen Proben eine messbare Proteinkon-
zentration. Anders sah es bei den librigen auf 37 °C inkubierten VLP-Proben aus: Bei einer Ernte
nach 24 Stunden wurde eine totale Proteinkonzentration von 0,3 mg/ml und nach einer weite-
ren Ernte 24 Stunden spéiter erneut von 0,47 mg/ml erreicht. Wurden die Uberstinde im Inter-
vall von 48 Stunden geerntet, so zeigte die erste VLP-Probe einen Proteingehalt von 0,2 mg/ml
und die zweite Ernte erreichte eine Konzentration von rund 0,9 mg/ml.

Aufgrund der ermittelten Proteinkonzentrationen wurde eine Inkubationstemperatur von
32 °C nicht weiter verfolgt. Basierend auf diesem Experiment wurden die Zellen fiir alle
weiteren Experimente bei 37 °C inkubiert, das Medium am Tag nach der Transfektion
gewechselt und weitere 48 Stunden spater die VLPs geerntet (Abbildung 22 A). Die Reinheit der
VLP-Proben wurde in Coomassie-gefarbten SDS-Gelen iiberpriift. Die Hauptbanden befinden
sich bei etwa 40 kDa, kurz unterhalb von 70 kDa - ungefdhr im Bereich von BSA mit einer
erwarteten Grofde von ~ 66 kDa - sowie in einigen Proben bei 130 kDa (Abbildung 22 B). Die
Western-Blot-Analyse identifizierte die beiden zwischen 35 und 55 kDa wandernden Banden als
zwei Isoformen von VP40, welche aufgrund eines zweiten Startcodons strangaufwarts
exprimiert werden (JASENOSKY et al. 2001) und die bei 130 kDa laufende Bande als GP1, das
grofde Spaltfragment von GP (WAHL-JENSEN et al. 2005; ALEKSANDROWICZ et al. 2011)
(Abbildung 22 C).
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Abbildung 22: Herstellung von ZEBOV-VLPs. (A) Schematische Darstellung der VLP-Produktion. Nach der
Transfektion humaner HEK-293-Zellen mit den Plasmiden, welche fiir das ZEBOV Matrixprotein VP40 und das
Antigen GP kodieren, wird der VLP-haltige Uberstand mittels Ultrazentrifugation durch ein Saccharose-Kissen
gereinigt und konzentriert. Die Analyse der VLP-Praparate erfolgt durch Trennung der Proteine mittels SDS-PAGE
(10 %) unter reduzierenden Bedingungen und anschlief;ender Farbung mit Coomassie (B) oder durch den Transfer
auf eine PVDF-Membran mit angeschlossener Detektion der Proteine durch polyklonales Ziegenserum gegen ZEBOV.
Spalte 1: 10 pg Probe nach Transfektion mit ZEBOV VP40 und GP; Spalte 2: 10 pug Probe nach Transfektion mit ZEBOV
VP40 und Spalte 3: 10 pl Negativkontrolle (Uberstand nicht transfizierter Zellen).

6.2.2 Einfluss des Inmunisierungs-Designs auf VLP-induzierte Antikorpertiter

Um den Einfluss wiederholter Immunisierungen auf die Antikérperlevel und-qualitidt zu
ermitteln, wurden BALB/c-Mause i. m. mit 10 pg VLP immunisiert. Weitere Tiere wurden nach 2,
respektive nach 2 und 4 Wochen erneut immunisiert. 2 Wochen nach jeder Immunisierung
wurden die Antikorpertiter gegen das ZEBOV-GP untersucht.

Nach einmaliger Immunisierung stieg der Antikorpertiter bis zur vierten Woche an und
stagnierte anschliefdend (Abbildung 23 A). Eine zweite und dritte Immunisierung fiihrte zu einer
Verdopplung respektive zu einem fiinffach h6heren Antikorperlevel gegen das ZEBOV-GP. Eine
neutralisierende Aktivitit konnte erstmals vier Wochen nach der zweiten Immunisierung
nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass zur Induktion einer neutralisierenden

Antikérperantwort eine wiederholte Immunisierung notwendig ist (Abbildung 23 B).
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Abbildung 23: Antikérperantworten gegen ZEBOV-GP sowie neutralisierender Titer nach ein, zwei oder drei
Immunisierungen mit ZEBOV-VLPs in Miusen. (A und B) Mause wurden i. m. mit 10 ug VLPs immunisiert (VLP 1x).
Eine Gruppe erhielt zusatzlich eine zweite Dosis (VLP 2x), eine andere Gruppe eine zweite und dritte Dosis (VLP 3x)
im Abstand von jeweils 2 Wochen. Die Zeitpunkte der Immunisierung sind durch Pfeile gekennzeichnet. Die Kinetik
der Antikorperentwicklung gegen ZEBOV-GP wurde mittels IMPA als reziproke Serum-Endpunkttiter (A) und die
neutralisierenden Antikorper gegen VSVAG/EBOV-GP (B) als 50-prozentiger Plaque-Reduktions-Wert des Serums
quantifiziert. Die Symbole reprdsentieren den Mittelwert der Gruppe (n=3) und die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an. Die Y-Achse beginnt am Detektionslimit der verwendeten Testmethode.

Zusammenfassend hat sich die dreimalige Immunisierung im Abstand von je 2 Wochen als

bestes Immunisierungsprotokoll erwiesen.

6.2.3 Wirkung von Adjuvanzien auf die Entwicklung antigenspezifischer und

neutralisierender Antikorper

Im folgenden Schritt sollte gepriift werden ob die Immunogenitiat - und damit das Potential
zur Induktion hoher neutralisierender Antikorpertiter — der nicht replikationsfahigen VLPs
durch Kombination mit Adjuvanzien gesteigert werden kann. Basierend auf den Resultaten des
ersten Abschnitts dieser Arbeit wurde mit dem Sigma-Adjuvans-System (Sigma-Adjuvans) ein
squalenhaltiges Wasser-in-Ol-Adjuvans gewdhlt. Als Alternative zum hochgradig toxischen
Freund-Adjuvans wurde die Ol-in-Wasser-Emulsion TiterMax Gold (TiterMax) gewahlt, sowie
2%iges Alhydrogel als Aquivalent zu Aluminiumhydroxid - einem der iltesten zugelassenen
Adjuvanzien in humanen Impfstoffen. BALB/c-Mause wurden i. m. mit 10 pg VLP alleine oder in
Kombination mit einem der Adjuvanzien dreimal im Abstand von 2 Wochen immunisiert und die
Antikorpertiter im Serum jeweils 2 Wochen nach jeder Immunisierung ermittelt.

Alle Gruppen zeigten zwei Wochen nach der initialen Immunisierung die ersten Antikérper
gegen das ZEBOV-GP, wobei die Titer in der Sigma- und TiterMax-Gruppe etwa zehnfach héher
waren als nach der Immunisierung mit VLPs alleine (Abbildung 24 A). Mit wiederholten
Immunisierungen nahmen die Antikorpertiter aller Gruppen zu, wobei die Gruppe der VLPs
ohne Zusatz von Adjuvanzien letztlich mit den Alhydrogel- und TiterMax-Gruppen vergleichbare
Titer erreichte. Einzig in der Sigma-Gruppe waren die Antikdrpertiter in den finalen Seren etwa

zehnfach hoher. Die ersten neutralisierenden Antikorper konnten nach der zweiten
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Immunisierung detektiert werden (Abbildung 24 B). Die finalen Seren aller VLP-Adjuvans-
Kombinationen zeigten signifikant gesteigerte neutralisierende Antikérperlevel gegeniiber einer
Immunisierung mit VLPs alleine, wobei das auf Squalen basierende Sigma-Adjuvans einen 20-

fach hoheren Titer erreichte.

A v v v B ¢ v v
51200- 320
25600 *ok
@ 12800- 160 —@- VLP + Sigma
= 6400- B g @ VLP+TiterMax
O 32004 [ —@— VLP + Alhydrogel
O ‘o
< 1600+ o 40 —O- VLP ohne Zusatz
O 800- pd
@ 400 g 20+
5 200- 104
100
<50 T T 1 <5 T
0 14 28 42 0 14 28 42
Tage nach Immunisierung Tage nach Immunisierung

Abbildung 24: Antikérperantworten nach VLP-Immunisierung in Kombination mit verschiedenen
Adjuvanzien. (A und B) Mause wurden drei Mal im Abstand von 2 Wochen i. m. mit 10 pg VLPs alleine oder in
Kombination mit entweder dem Sigma-Adjuvans-System, TiterMax Gold oder Alhydrogel immunisiert. Die Zeitpunkte
der Immunisierung sind durch Pfeile gekennzeichnet. Die Kinetik der Antikdrperentwicklung gegen ZEBOV-GP wurde
mittels IMPA als reziproke Serum-Endpunkttiter (A) und die neutralisierenden Antikdrper gegen VSVAG/EBOV-GP
(B) als 50-prozentiger Plaque-Reduktions-Wert des Serums quantifiziert. Die Symbole reprasentieren den Mittelwert
der Gruppe (n = 3) und die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. Die Y-Achse beginnt am Detektionslimit
der verwendeten Testmethode. Die statistische Signifikanz wurde im Vergleich zur Gruppe ,VLP ohne Zusatz“
ermittelt und wird durch * p < 0,05 und ** p < 0,01 angezeigt.

Zusammenfassend konnte die Beobachtung aus der ersten Studie bestatigt werden, wonach
squalenhaltige Adjuvanzien sowohl totale wie auch funktionale Antikdrpertiter signifikant
erhohen konnen. Die Induktion einer robusten, neutralisierenden Antikérperantwort durch

wiederholte Immunisierungen mit nicht-replikationsfahigen VLPs ist demnach méglich.

6.2.4 Vergleich verschiedener Antigenexpressionssysteme

Als nachstes wurde die Bedeutung der De-novo-Antigensynthese fiir die Induktion hoher
funktionaler Antikorpertiter untersucht. Als Referenz dienten die durch VLP-Adjuvans-
Kombination induzierten Titer. Hierzu wurden zwei weitere rekombinante virale Vektoren zur
Immunisierung herangezogen: Einerseits wurde das MVA verwendet, welches humane Zellen
zwar einmalig infiziert, aber in diesen keine neuen infekti6sen Partikel bildet. Das Einfiigen
einer Expressions-Kassette fiir entweder das ZEBOV-GP alleine oder in Kombination mit dem
VP40 fiihrt zur einmaligen De-novo-Synthese (noch nicht publiziert). Andererseits wurde das
replikationskompetente VSV verwendet, bei dem auf genomischer Ebene das homologe VSV-
Glykoprotein gegen das Glykoprotein von ZEBOV ausgetauscht wurde. Dadurch tragen die

Partikel das ZEBOV-GP auf der Oberflache und das Protein wird aufderdem de novo in infizierten
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Zellen exprimiert (GEISBERT et al. 2008) (Abbildung25). Fir den Vergleich der

Antikérperantworten wurden Mause dreimal in zwei-wo6chentlichen Intervallen immunisiert.
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Abbildung 25: Eigenschaften der verwendeten Expressionssysteme fiir das ZEBOV-GP im Uberblick.
Schematische Darstellung des auf viralen Proteinen basierenden VLP sowie der beiden viralen Vektoren MVA/EBOV-
GP und VSVAG/EBOV-GP mit ihren jeweiligen Eigenschaften.

Alle Gruppen zeigten nach der ersten Immunisierung einen raschen Anstieg der Antikérper
gegen das ZEBOV-GP (Abbildung 26 A). Nach der zweiten und dritten Immunisierung stiegen die
Antikorpertiter der VLP-Adjuvans-Kombination und des VSVAG/EBOV-GP weiter bis zu einem
vergleichbaren Level an, wihrend die Titer der beiden MVA-Varianten nach der dritten
Immunisierung auf einem konstanten, niedrigeren Niveau stagnierten. Eine neutralisierende
Aktivitdt wurde in der MVA/EBOV-GP-Gruppe nach der ersten und in der MVA/EBOV-VP40/GP
nach der zweiten Immunisierung gemessen. Diese steigerte sich im weiteren Verlauf des
Experimentes geringfiigig bis zu einem PRNTs,-Titer von 10 (Abbildung 26 B). VSVAG/EBOV-GP
induzierte ebenfalls bereits nach einmaliger Immunisierung neutralisierende Antikorper,
welche bis zu einem PRNTso-Titer von 40 im finalen Serum anstiegen. Im Gegensatz hierzu
waren die ersten neutralisierenden Antikorper fiir die VLP-Adjuvans-Kombination erstmalig
nach der zweiten Immunisierung quantifizierbar, erreichten aber im finalen Serum mit rund 100
den hochsten PRNT;so-Titer. Dies weist darauf hin, dass eine De-novo-Expression des Antigens

fiir die Induktion hoher funktionaler Antikorper nicht essenziell ist.
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Abbildung 26: Vergleich der Antikdrperantworten gegen ZEBOV-GP sowie neutralisierender Titer nach
Immunisierung mit unterschiedlichen Antigen-Expressionssystemen in Mdusen. (A und B) Maduse wurden drei
Mal im Abstand von 2 Wochen i. m. mit entweder 2 - 105 PFU VSVAG/EBOV-GP, 1,5 - 108 PFU MVA/EBOV-VP40/GP
oder MVA/EBOV-GP, oder aber mit 10pg VLP-Adjuvans-Kombination immunisiert. Die Zeitpunkte der
Immunisierung sind durch Pfeile gekennzeichnet. Die Kinetik der Antikdrperentwicklung gegen ZEBOV-GP wurde
mittels IMPA als reziproke Serum-Endpunkttiter (A) und die neutralisierenden Antikérper gegen VSVAG/EBOV-GP
(B) als 50-prozentiger Plaque-Reduktions-Wert des Serums quantifiziert. Die Symbole reprasentieren den Mittelwert
der Gruppe (n = 3) und die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. Die Y-Achse beginnt am Detektionslimit
der verwendeten Testmethode. Die statistische Signifikanz wurde im Vergleich zur VLP-Adjuvans-Kombination ,VLP
+ Sigma“ ermittelt und wird durch * p < 0,05 angezeigt.

6.2.5 Skalierung der Antiserenproduktion in Kaninchen und Test der In-vitro-

Effektivitiat gegen das ZEBOV

Das Immunisierungsprotokoll wurde in Kaninchen wiederholt, um ein gréfieres Volumen des
Antiserums fiir die Optimierung des Reinigungsprozesses zu erzeugen. Gleichzeitig sollte auf
diese Weise ein Hinweis auf die Skalierbarkeit der Antiseren-Produktion gewonnen werden.
Jeweils zwei Tiere wurden mit den viralen Vektoren MVA/EBOV-GP oder VSVAG/EBOV-GP oder
aber der VLP-Adjuvans-Kombination drei Mal im Abstand von je 2 Wochen immunisiert, bevor
1 Woche nach der dritten Immunisierung das finale Serum genommen wurde. Ein mit
VSVAG/EBOV-GP immunisiertes Kaninchen verstarb aus Griinden, die nicht mit dem Experiment
zusammenhingen. Um die Titer in einen klinisch relevanten Kontext setzen zu kénnen, wurden
Antikorpertiter der finalen Seren auch gegen das Wild-Typ ZEBOV quantifiziert. Der Gesamttiter
gegen ZEBOV gerichteter Antikérper wurde in einem EBOV-ELISA untersucht, der wahrend des
westafrikanischen Ausbruchs 2014 zur Bestimmung der Antikorperlevel verwendet wurde
(KRAHLING et al. 2016). Die In-Vitro-Effektivitit der Seren zur Neutralisierung des Wildtypvirus
wurde im VNT mit dem ZEBOV-Stamm Mayinga 1976 quantifiziert. Dieser Stamm wurde auch in
der klinischen Studie zur Beurteilung der Antikdrperantworten von Impflingen eingesetzt, die
mit VSVAG/EBOV-GP immunisiert wurden (AGNAND]JI et al. 2016).

Das Gesamtbild der Antikérperentwicklung war mit den zuvor in Mausen beschriebenen
Verlaufen vergleichbar und zeigte geringfiigig hohere Titer bei den finalen Kaninchenseren
(Tabelle 25 und Tabelle 26, untere Reihe). Die OD-Werte der Kaninchenseren im etablierten

EBOV-ELISA reichten von 3,5 bis zum oberen Detektionslimit von 4 (Daten nicht gezeigt) und
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waren mit hochtitrigen Seren von Rekonvaleszenten vergleichbar, nachdem diese vollstandig
virusfrei waren (KRAHLING et al. 2016). Weiter zeigte eine Endpunkttitration der Kaninchenseren
vergleichbare Antikorpertiter gegen das gesamte ZEBOV und gegen ZEBOV-GP exprimierende
Zellen (Tabelle 25). Die im VNT gegen ZEBOV Mayinga 1976 gemessenen neutralisierenden
Titer der Kaninchenseren waren mehr als 20-fach hoher als die durchschnittlichen Titer mit
VSVAG/EBOV-GP geimpfter Patienten (AGNANDJI et al. 2016) (Tabelle 26). Um die Korrelation
zwischen den Surrogat-Tests und den offiziellen diagnostischen Tests zu validieren, waren um-
fassende Untersuchungen notwendig. Dennoch kann festgehalten werden, dass die hier beob-
achtete Vergleichbarkeit ein Indiz dafiir ist, dass die Surrogat-Tests fiir erste Analysen geeignet

sind.

Tabelle 25: Antiképerantworten von Kaninchenseren gegen ZEBOV oder ZEBOV-GP exprimierende Zellen,
induziert durch unterschiedliche Antigen-Expressionssysteme.

VSVAG/EBOV-GP  MVA/EBOV-GP 300 pg VLPs Adjuvans

(n=1) (n=2) (n=2)
a-EBOV Endpunkt-Titer [Logz]
16 14 15
(ELISA)
a-EBOV-GP Endpunkt-Titer [Logz]
16 15 16
(IPMA)

Tabelle 26: Antik6perantworten von Kaninchenseren gegen das ZEBOV oder VSVAG/EBOV-GP, induziert
durch unterschiedliche Antigen-Expressionssysteme.

VSVAG/EBOV-GP  MVA/EBOV-GP 300 pg VLPs Adjuvans

(n=1) (n=2) (n=2)
a-EBOV Endpunkt-Titer [Logz]
10 7 10
(VNT)
a-VSVAG/EBOV-GP Titer [Logz] o c o
(PRNTS50)

6.2.6 Optimierung der Antikérper-Reinigung und Bestimmung der

Riickgewinnungsrate neutralisierender Antikorper

Die Gabe von xenogenem Serum oder dessen Bestandteilen kann akute Nebenwirkungen wie
den anaphylaktischen Schock oder verzogert auftretende Folgen wie die Serumkrankheit mit
sich bringen. Der Grund hierfiir kann entweder die Reaktion des Immunsystems mit den
xenogenen Serumproteinen oder die Komplementaktivierung durch den Fc-Anteil der IgG-
Proteine sein (SILVA et al. 2016). Um das Risiko solcher unerwiinschten Nebenwirkungen zu
minimieren, sollte ein Reinigungsverfahren fiir die IgG-Antikérper oder - nach deren
Modifizierung - fiir die resultierenden F(ab');-Fragmente entwickelt werden. Im ersten Schritt
wurde daher die Reduktion des Anteils ungewollter Serumproteine durch eine Salzfallung der

IgG-Antikorper unter Verwendung von Ammoniumsulfat durchgefiihrt. Fir das
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Prazipitationsverfahren wurde Kaninchenserum mit 0,432 M Ammoniumsulfat bis zu einer
Sattigung von 10 % angereichert und anschliefend die ausgefallenen Proteine durch
Zentrifugieren isoliert. Schrittweise wurde so die Sittigung des Uberstandes durch Zugabe von
Ammoniumsulfat auf 0,864 M (20 %), 1,296 M (30 %), 1,728 M (40 %) und 2,16 M (50 %)
erhoht und wie beschrieben die ausgefallenen Proteine nach jedem Prazipitationsverfahren
isoliert. Fiir die Bestimmung der Sattigung, bei der die IgG-Antikorper ausfallen, wurden die
Proteinkonzentration des Serums, der Prazipitate und des Uberstandes mittels BCA-Kit
bestimmt, bevor 10 pg Protein jeder Probe mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie-
Farbung sichtbar gemacht wurden (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Analyse der schrittweisen Ammoniumsulfat-Prizipitation von Serumproteinen. 10 pg Protein
des Ausgangsserums, der Prazipitatintermediate bei unterschiedlichen Ammoniumsulfat-Sattigungen sowie des
Uberstandes nach dem letzten Prazipitationsschritt wurden mittels SDS-PAGE (10 %) unter reduzierenden
Bedingungen aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Spalte 1: initiales Serum, Spalte 2: Prazipitat bei 0-10 %
Sattigung, Spalte 3: Prazipitat bei 10-20 % Sattigung, Spalte 4: Prazipitat bei 20-30 % Sattigung, Spalte 5: Prazipitat
bei 30-40 % Sattigung, Spalte 6: Prizipitat bei 40-50 % Sittigung, Spalte 7: Uberstand bei 50 % Sittigung, Spalte 8:
Molekulargewichtsreferenz [kDa].

Durch die Verwendung eines reduzierenden Protein-Ladepuffers wurden die Disulfidbriicken
des IgG gespalten, wodurch der Antikorper in seine beiden leichten Ketten mit je ~ 25 kDA und
seine beiden schweren Ketten mit je ~50 kDA zerlegt wurde. Die Proteinbanden mit den
entsprechenden Molekulargewichten der leichten und schweren Ketten waren in den
Fraktionen mit einer Ammoniumsulfat-Sattigung von 20-30 % und 20-30 % zu detektieren. Fiir
kiinftige Fillungen wurde eine zweistufige Prazipitation durchgefiihrt: Zuerst wurden leicht
losliche Proteine, die bis zu einer Sittigung von 20 % ausfallen, durch Zugabe von 0,864 M
Ammoniumsulfat prazipitiert und isoliert, bevor in einem zweiten Schritt durch die Erh6hung
der Ammoniumsulfat-Konzentration auf 1,728 M das IgG bei einer Sattigung von 40 % aus dem
Uberstand prézipitiert wurde.

Als weitere Methode zur Reduktion des Anteils ungewollter Serumproteine wurde eine

Affinititsreinigung mittels Protein-A herangezogen, an welches der Fc-Teil des Kaninchen-IgGs
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bindet. Die Verwendung filtrierten Serums fithrte zu einem Verstopfen der Protein-A-Saule.
Daher wurde die zweistufige Ammoniumsulfat-Prazipitation der IgG-Affinitdtsreinigung
vorgeschaltet. Hierzu wurden die prazipitierten Proteine gegen TBS-Puffer dialysiert. Im Zuge
des Optimierungsprozesses wurden Proben von allen Intermediaten genommen und die
Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. Eine
solche Analyse ist beispielhaft in Abbildung 28 gezeigt. Die Proteinkonzentrationen der

Intermediate lagen teilweise unter dem Messlimit, daher wurden 10 pl jeder Probe geladen.
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Abbildung 28: Analyse der Intermediate einer IgG-Affinititschromatographie. 10 pl jeder Probe wurden mittels
SDS-PAGE (10 %) unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Spalte 1: Molekularge-
wichtsreferenz [kDa), Spalte 2: dialysiertes Prazipitat (20-40 % Ammoniumsulfat-Sattigung) 1:2 (v/v) in Bindepuffer
verdiinnt, Spalte 3: Durchfluss nach erstmaligem Laden der Probe, Spalte 4: Durchfluss nach Laden des ersten
Durchflusses, Spalten 5-9: Durchfluss nach Waschschritten 1-5, Spalte 10: Molekulargewichtsreferenz [kDa], Spalten
11-13: Durchfluss nach Waschschritten 6-8, Spalten 14-18: Durchfluss nach Elution 1-5.

Es erwies sich als vorteilhaft, das Prazipitat im doppelten Volumen Bindepuffer zu verdiin-
nen, um die IgG-Konzentration der Probe auf die maximale Kapazitit der Sdule von 20 mg
einzustellen. Die Auswertung der elektrophoretisch aufgetrennten Proben verschiedener
Optimierungsvorgidnge zeigte, dass acht Waschschritte notwendig waren, um den Albumin-
Anteil in den IgG-Fraktionen zu minimieren. Aufierdem konnte IgG nach dem ersten und dem
zweiten Elutionsvorgang nachgewiesen werden. Durch Molekulargewichtsausschluss-Saulen
(MWCO-Saulen) konnten die beiden IgG-Fraktionen vereint und auf das urspriingliche Volumen
der Probe konzentriert werden. Eine Quantifizierung der Antikorpertiter gegen das ZEBOV-GP
der einzelnen Proben mittels IPMA zeigte, dass es vorteilhaft war, den Durchfluss erneut auf die
Sdule zu geben, nachdem die Probe zum ersten Mal durch die Sédule zentrifugiert wurde
(Abbildung 28, Spalte 3). So konnte die IgG-Ausbeute nach Affinitatsreinigung in Form des
Anteils in der Sdule gebundenen IgGs erhoht werden.

Die Immunogenitit von Antiseren tierischen Ursprungs kann aufierdem durch die
Abspaltung des konservierten Fc-Teil des IgG-Antikorpers verringert werden (COCHRANE &
KOFFLER 1973). Durch proteolytische Spaltung mittels Pepsin kann die antigen-bindende

Domadne in Form des F(ab');-Fragmentes vom Fc-Teil abgespalten, isoliert und gereinigt werden
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(NELSON 2010). Pepsin, ein proteolytisches Enzym des Magens mit einem Molekulargewicht von
~ 35 kDa, verdaut Proteine, indem es innere Peptidbindungen auf beiden Seiten aromatischer
Saurereste hydrolysiert. Es hat seine hochste Aktivitdt in einem pH-Bereich von 1,5-3, bei einem
pH > 6 wird das Enzym irreversibel inaktiviert. Das F(ab’),-Fragement des IgG-Antikorpers
bleibt bei einer proteolytischen Spaltung mit Pepsin intakt (KILLION & HOLTGREWE 1983; NELSON
2010). Hierzu wurde im nachsten Schritt die proteolytische Spaltung im kleinen Mafdstab
untersucht. Hierzu wurden die gleiche Proteinkonzentrationen von Prazipitat und affini-
tatsgereinigtem IgG mittels MWCO-Saulen in 20 M Acetatpuffer aufgenommen, in einem 1:40-
Verhaltnis (w/w) von Pepsin zu Protein gemischt, in 500-pl-Ansatze auf vier Reaktionsgefafde
aufgeteilt und inkubiert. Vor Beginn der Inkubation sowie nach 4,6 und 8 Stunden wurde jeweils
ein Ansatz durch Zugabe von Tris-Base auf einen pH von 7,4 eingestellt, um das Pepsin zu inak-
tivieren. AnschliefRend wurden die Proben mittels nicht reduzierender SDS-PAGE untersucht

(Abbildung 29 A und B).
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Abbildung 29: Analyse der proteolytischen Spaltung von Prizipitat und IgG durch Pepsin. (A und B) Molekular-
gewichtsreferenz [kDa] (Spalte 1) sowie inaktivierte Proben zu Beginn der Inkubationszeit (Spalte 2) und nach vier
(Spalte 3), sechs (Spalte 4) beziehungsweise acht (Spalte 5) Stunden. 10 pg jeder Probe wurden mittels SDS-PAGE
(8 %) unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und mit Coomassie gefiarbt. (A) Proben der proteolyti-
schen Spaltung des Prézipitats nach zweistufiger Ammoniumsulfat-Fallung. (B) Proben der proteolytischen Spaltung
des mittels Protein-A-Saule affinitdtsgereinigten IgGs nach zweistufiger Ammoniumsulfat-Fallung.

In einer nicht reduzierenden SDS-PAGE-Analyse werden die Disulfidbriicken des IgG-
Antikorpers nicht aufgebrochen, sodass Kaninchen-IgG bei ~ 150 kDa zu detektieren ist. Die
elektrophoretische Auftrennung des Prazipitat-Pepsin-Ansatzes (Abbildung 29 A) zeigt zu allen
Zeitpunkten eine deutliche Bande, die mit dem Molekulargewicht von IgG korrespondiert und
im Laufe der Zeit leicht an Intensitat verliert. Dies lasst auf einen Abbau des Proteins schlief3en.
Gleichzeitig ist nach 4 Stunden Inkubation erstmalig eine Bande entsprechend einem Molekular-
gewicht von ~ 70 kDa zu sehen, deren Intensitit mit steigender Inkubationszeit zunimmt. Dieser
Zusammenhang lasst den Schluss zu, dass es sich hierbei um das entstehende F(ab');-Fragment

handelt. Eine Bande, die etwas unterhalb des Molekulargewichts von Albumin (~ 60 kDa) zu
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sehen ist, wird im Verlauf der Inkubation zunehmend schwicher, was ebenfalls auf einen Abbau
des Proteins hindeutet. Nach 4,6 und 8 Stunden Inkubation sind auflerdem feine Banden
unterschiedlicher Grofde zu detektieren, die vor Beginn der Inkubation nicht zu sehen sind. Dies
koénnten Abbauprodukte der proteolytischen Spaltung sein.

In dem insgesamt weniger verschiedene Proteine enthaltenden Ansatz von gereinigtem IgG
und Pepsin war ein deutlicher Riickgang der Intensitat der bei ~ 150 kDa detektierbaren Bande
zu sehen (Abbildung 29 B). Gleichzeitig entsteht mit der Inkubation eine Bande bei ~ 70 kDa, die
in vergleichbarem Mafie an Intensitiat zunimmt. Das deutet darauf hin, dass es sich hierbei um
das Kaninchen-F(ab’);-Fragment handeln konnte, welches in einer nicht reduzierenden SDS-
PAGE bei ~ 88kDa laufen sollte. Im nachsten Schritt wurde die proteolytische Spaltung
gereinigter IgG-Anikorper in einem grof3eren Volumen von 5 ml wiederholt, die Proteine mittels
nicht reduzierenden SDS-PAGE aufgetrennt (Abbildung 30 A) und die Antikorpertiter der
initialen Probe ermittelt, wie auch der Fraktion, in welcher das IgG vollstindig zum F(ab’),-

Fragmente verdaut wurde (Abbildung 30 B).
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Abbildung 30: Analyse der Produkte einer proteolytischen Spaltung von IgG durch Pepsin. (A und B) Die prote-
olytische Spaltung wurde zu unterschiedlichen Zeiten inaktiviert und 10 pg jeder Probe mittels SDS-PAGE (8 %) unter
nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt, mit Coomassie gefarbt und die Antikorpertiter ausgewahlter Proben
quantifiziert. (A) Spalte 1: Inaktivierung zu Beginn der Inkubationszeit, Spalten 2-6: Inaktivierung nach 30 Minuten,
1, 2, 4 und 6 Stunden Inkubation, Spalte 7: Molekulargewichtsreferenz [kDa]. (B) Die totalen Antikdrper gegen
ZEBOV-GP wurden mittels IMPA unter Verwendung von Antikérpern gegen das IgG oder F(ab’)z2-Fragment von Kanin-
chen ermittelt und als reziproke Serum-Endpunkttiter quantifiziert. Die neutralisierenden Antikérper gegen
VSVAG/EBOV-GP wurden als 50-prozentiger Plaque-Reduktions-Wert der Probe quantifiziert.

Die Analyse der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine nach der proteolytischen Spaltung
im grofieren Mafdstab (Abbildung 30) entsprach der Beobachtung aus Abbildung 29 B. Die
Quantifizierung der totalen Antiképertiter am Anfang und 6 Stunden nach der Ko-Inkubation
von IgG und Pepsin zeigte eine tausendfache Reduktion des Titers, wenn ein Antikdper gegen

IgG zur Immunfarbung verwendet wurde. Unter Verwendung eines Antikorpers gegen das

F(ab').-Fragment konnte hingegen die Halfte des Ausgangstiters nachgewiesen werden.
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Letztlich resultierte aus diesem Optimierungsprozess ein Mehrstufenprotokoll, beginnend
mit einem zweistufigen Prazipitationsverfahren auf Basis von 0,864 M und 1,728 M Ammonium-
sulfat zur Reduktion des Anteils ungewollter Serumproteine vor der Isolation der IgG-
Antikorper durch Affinitdtschromatographie unter Verwendung von Protein A. Abschliefiend
wurde das IgG durch einen enzymatischen Verdau mit Pepsin modifiziert, um den Fc-Teil zu
entfernen und das F(ab');-Fragment zu gewinnen (Abbildung 31 A).

Die Reduktion des Anteils ungewollter Serumproteine und der damit erziehlte Reinheitsgrad
wird anhand eines Coomassie-gefarbten Gels veranschaulicht, in welchem gleiche Proteinkon-
zentrationen des urspringlichen Serums, des Intermediats nach der Fallung und der finalen IgG-
und F(ab');-Produkte aufgetrennt wurden (Abbildung 31 B). Um die Entwicklung der Anti-
korperlevel wiahrend des Reinigungsverfahrens vergleichen zu konnen, wurden die neutralisier-
enden Titer aller Proben relativ zum Volumen angegeben. Die Riickgewinnungsrate der
Neutralisationsaktivitdt betrug nach der Ammoniumsulfat-Fallung mehr als 90 % und nach
anschlieflender IgG-Affinitatsreinigung immer noch mehr als 80 % (Abbildung 31 C). Der
enzymatische Verdau des IgG flihrte zu einer Halbierung der neutralisierenden Aktivitat in der

F(ab').-Fraktion.
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A Zweistufige
Ammoniumsulfat-Prazipitation
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Abbildung 31: Reinigung und Analyse von IgG- und F(ab')z-Produkten. Kaninchen wurden drei Mal im Abstand
von 2 Wochen mit 300 pg VLPs in Kombination mit dem Sigma-Adjuvans immunisiert. Das Hyperimmunserum wurde
eine Woche nach der letzten Immunisierung entnommen. (A) Schematische Darstellung des mehrstufigen
Reinigungsprozesses. Nach einer Zwei-Schritt-Prazipitation mit 20 % und 40 % Ammoniumsulfat-Sattigung und
anschlieflender Dialyse zum Austausch des Puffers wurden die IgG-Antikérper mittels Protein-A-Affinitatschroma-
tographie isoliert und durch enzymatischen Verdau mit Pepsin das F(ab')z-Fragment generiert, welches letztlich
durch Grofienausschluss-Filtration isoliert und konzentriert wurde. Die Zwischen- und Endprodukte wurden im
initialen Volumen der Serumprobe gelost respektive auf dieses Volumen konzentriert. (B) Proteinanalyse des
Ausgangsserums, der Zwischen- und der Endprodukte. 10 ug Protein wurden mittels SDS-PAGE (8 %) unter nicht
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Spalte 1: Molekulargewichtsreferenz [kDa];
Spalte 2: initiales Serum; Spalte 3: geloste Proteine nach 20-40 % Ammoniumsulfat-Prézipitation; Spalte 4: Eluat nach
Protein-A-Affinitatschromatographie; Spalte 5: IgG nach enzymatischem Pepsin-Verdau. Unterhalb sind die entspre-
chenden Proteinkonzentrationen angegeben, welche mit der BCA-Methode ermittelt wurden. (C) Neutralisierende
Antikopertiter gegen VSVAG/EBOV-GP des eingesetzten Serums (n = 4), des Prézipitats (n = 4) sowie der affinitats-
gereinigten IgG-Fraktion (n =4) und des daraus resultierenden F(ab")z Produkts (n = 2) wurden als 50-prozentiger
Plaque-Reduktions-Wert des quantifiziert. Die Balken reprasentieren den Mittelwert der Gruppe und die Fehlerbal-
ken geben die Standardabweichung an. Die Y-Achse beginnt am Detektionslimit des verwendeten
Neutralisationstests.

Zusammenfassend ermoglichen diese Experimente die Aussage, dass das verwendete mehr-
stufige Reinigungsverfahren zu einer Ausbeute hoch gereinigter IgG-Antikérper mit einem nur
geringen Verlust der Neutralisationsaktivitat fithrt. Das F(ab'),-Fragment kann mit einer Riick-

gewinnungsrate von mindestens 50 % hergestellt werden.

6.2.7 Untersuchung der Stabilitit gereinigter IgG- und F(ab’)z- Produkte im
xenogenen In-vivo-Modell

Die Antikdrper-Halbwertszeit ist eine wichtige Wirksamkeitsdeterminante der passiven
Antikorpertherapie (BAZIN-REDUREAU et al. 1997). So sollte vorab in einem Experiment die
Stabilitat der generierten Antikorperprodukte in einer anderen Spezies untersucht werden. Fiir

den Vergleich zwischen homologen und xenogenen Antikdrpern wurde Mausen gereinigtes
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homologes Maus-IgG oder heterologes Kaninchen-IgG oder -F(ab').-Fragment i. p. appliziert und
die Stabilitat liber 9 Tage verfolgt. Die Dosis wurde basierend auf dem Antikorpertiter gegen das
ZEBOV-GP kalkuliert.

Unabhéngig vom Ursprung konnten in den Empfangermdusen iiber 9 Tage konstante IgG-
Level nachgewiesen werden, wobei die Behandlung mit einer héheren Dosis IgG auch zu
hoheren Titern fiihrte (Abbildung 32). Hingegen waren selbst nach Gabe einer hohen Dosis
heterologer Kaninchen-F(ab');-Fragmente nur einen Tag nach dem Serumtransfer iiberhaupt

Titer gegen das EBOV-GP oberhalb des Detektionslimits quantifizierbar.
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Abbildung 32: In-vivo-Stabilitiat von IgG und F(ab')z in einem xenogenen Tiermodell. Mdusen wurde eine Ein-
zeldosis homologer Maus-IgG-Antikorper oder heterologer aus dem Kaninchen stammender IgG- oder F(ab"):-
Prédparate i. p. injiziert. Die Antikorperlevel gegen ZEBVO-GP wurden mittels IMPA als reziproke Serum-Endpunkttiter

quantifiziert. Jedes Symbol reprasentiert ein Tier und die korrespondierende Linie den Mittelwert der Gruppe (n = 3).
Die Y-Achse beginnt am Detektionslimit der verwendeten Testmethode.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Kombination aus hoherer Stabilitit von IgG und potentiell
hoheren Risiken eine situationsbedingte Abwagung gegen das weniger immunogene F(ab’);-

Fragment mit niedrigerer Stabilitit erfordert.
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7 DISKUSSION

Die Zunahme des globalen Reiseverkehrs und Handels bei gleichzeitig begrenzter Verfiigbar-
keit von Therapien ermdéglicht eine rasche Ausbreitung neu auftretender Infektionen (STARK &
MORGAN 2015). Die Entwicklung eines Impfstoffes ist langfristig der effektivste Ansatz, um
einerseits prophylaktisch vor einer Viruserkrankung zu schiitzen und andererseits Ausbriiche
einzugrenzen oder den Erreger sogar auszurotten, wie es beispielsweise um 1980 bereits mit
den Pocken gelang (WHO 1980; FENNER et al. 1988). Um den Verlauf einer Pandemie mittels
Impfung beeinflussen zu kdnnen, ist die Produktion einer grofden Anzahl Impfdosen innerhalb
kurzer Zeit notwendig. Die H1N1-Influenzapandemie 2009 zeigte die hiermit einhergehende
Herausforderung deutlich auf (HESSEL 2009; LOWER 2010). Obwohl eine gut etablierte und
anpassbare Pipeline zur Herstellung von Influenzaimpfstoffen vorhanden war und die Mog-
lichkeit einer schnellen Zulassung (PFLEIDERER 2010) bestand, konnten aufgrund der Kombina-
tion aus schwacher Immunogenitit des inaktivierten Antigens und dem um zwei Drittel niedri-
geren Antigenertrag des pandemischen H1N1-Isolats nur 28 % der im WHO-Aktionsplan zur
globalen Versorgung mit Influenzaimpfstoffen geforderten pandemischen Impfstoffdosen pro-
duziert werden (LAMBERT & FAUCI 2010; PARTRIDGE & KIENY 2010). Die Kombination aus mafiiger
Immunogenitidt eines Antigens und geringer Antigenausbeute fiihrte dazu, dass einigen
Pandemieimpfstoffen squalenhaltige Adjuvanzien als Wirkverstarker zugesetzt wurden, um den
erforderlichen Antigengehalt zu verringern und so die Zahl der Dosen zu erh6hen (JOHANSEN et
al. 2009; SKOWRONSKI et al. 2011). Retrospektiv bietet der pandemische H1N1-Influenzaimpfstoff
dadurch einen Einblick in den Beitrag von Adjuvanzien zur Qualitit und Quantitit von
Antikérperantworten.

In den meisten Fillen sind die Entwicklungszeiten fiir Impfstoffe zu lang, um Ausbriiche
neuartiger Virusinfektionen einddmmen zu kdnnen, geschweige denn ist - wie im Falle von
Influenza - eine adaptierbare Produktionspipeline fiir Impfstoffe etabliert. Das beispiellose
Ausmaf? der Ebola-Epidemie 2014 in Westafrika fiihrte zum Einsatz experimenteller Therapien,
die bisher nicht fiir den klinischen Einsatz beim Menschen zugelassen waren (WONG & KOBINGER
2015). Aber fiir viele neuartige Viren ist die Entwicklung von Therapieansadtzen noch nicht so
weit fortgeschritten. Daher werden Notfalltherapien bendétigt, die schnell in klinisch relevanter
Qualitat und Quantitat produziert werden konnen.

Unter den experimentellen Ebola-Therapien befanden sich auch antikérperbasierte Thera-
pien, welche das Potential der passiven Vermittlung von tempordarem Immunschutz naiver
Personen verdeutlichten (MENDOZA et al. 2017). Wie im Falle von Pandemieimpfstoffen haben
sich die funktionalen Antikdrperlevel auch bei der passiven Immunisierung als ausschlaggebend

erwiesen (DYE et al. 2012).
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Unter besonderer Beriicksichtigung der Erkenntnisse rund um die erfolgreiche Induktion
funktionaler Antikérper durch den adjuvantierten pandemischen Influenzaimpfstoff sollte eine
Immunisierungsstrategie zur Produktion effektiver Notfallseren entwickelt werden, die Unwag-
barkeiten wie beispielsweise eine geringe Immunogenitiat oder schwierige Verfiigbarkeit des
Antigens beriicksichtigt. Die Forschung an einer Vielzahl neuartiger infektioser Erreger unter-
liegt hohen biologischen Sicherheitsanforderungen, die eine Therapieentwicklung zusatzlich
erschweren. Auf diesen Faktor wurde beim experimentellen Design der vorliegenden Arbeit
besonderes Augenmerk gelegt. Das Ziel dieser Studie war daher die Entwicklung von Immuni-
sierungsstrategien zur Induktion hoher funktionaler Antikérperantworten in Tieren unter
niedrigen biologischen Sicherheitsanforderungen als Basis zur Entwicklung schnell verfiigbarer
Notfalltherapien in Ausbruchszenarien. Im Folgenden werden die zentralen Erkenntnisse der

Arbeit unter Riickbezug auf die eingangs formulierte Hypothese diskutiert.

7.1 Immunisierung mit squalenhaltigen Adjuvanzien erh6ht
signifikant die Antikorperantwort und reduziert die virale

Replikation nach Infektion

Die Induktion schiitzender Antikérperantworten hangt mafdgeblich von der Immunogenitat
des Antigens ab (LEROUX-ROELS et al. 2011). Die inaktivierten Split- oder Subunit-
Influenzaimpfstoffe induzieren nur moderate Antikérperantworten, die bereits einige Monate
nach Impfung wieder abnehmen (SONG et al. 2010; CASTILLA et al. 2013). Die Zugabe von
Adjuvanzien kann Immunantworten verstiarken und hat sich in Kombination mit gereinigten
oder inaktivierten Antigenen als besonders erfolgreich erwiesen (GARGON et al. 2011). Im
Impfstoff gegen das A/H5N1-Virus wurden Adjuvanzien bereits erfolgreich zur Steigerung der
Immunogenitit eingesetzt (LEROUX-ROELS et al. 2007). Wenn wie im Falle des pandemischen
Influenzaimpfstoffs 2009 zudem nur wenig Antigen zur Verfligung steht, erscheint die Zugabe
von Adjuvanzien als vielversprechender Ansatz, um Antigen zu sparen und dadurch mehr
Impfdosen generieren zu konnen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Wirksamkeit von 2 pg anstelle der iiblichen 15 pg des
monovalenten H1N1pdmO09-Influenzaimpfstoffs in Kombination mit verschiedenen Adjuvanzien
im Frettchen untersucht. Diese Studie hat gezeigt, dass zwei Immunisierungen mit den squalen-
haltigen Adjuvanzien MF59 oder AS03 im Abstand von 3 Wochen bis zu 100-fach hohere funkti-
onale Antikorpertiter gegen verschiedene HIN1pdmO09-Isolate induzieren als der nicht adjuvan-
tierte Impfstoff (Abbildung 13 und Abbildung 14). Zudem blieben die Antikérpertiter der MF59-
und ASO03-Gruppe im Gegensatz zum nicht adjuvantierten Impfstoff iiber die nachsten sechs

Monate auf einem Niveau stabil, welches mit Infektionsschutz assoziiert wird (JONG et al. 2003;
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COUDEVILLE et al. 2010). Die Zugabe von squalenhaltigen Adjuvanzien scheint also auch zu einer
verlangerten Persistenz der Antikdrperantwort zu fithren.

Obwohl der grofite Anteil der induzierten Antikorper gegen das HA-Protein gerichtet war
(Abbildung 17), konnten in den mit MF59 und ASO3 immunisierten Tieren auch subtypen-
spezifische Antikorper gegen das N1-Protein nachgewiesen werden (Abbildung 18). Da das NA-
Protein flir das Ablésen neu gebildeter Viren von der Wirtszelle notwendig ist, werden NA-
spezifische Antikdrper mit einem weniger schweren Verlauf der Infektion sowie der verringer-
ten Ausscheidung des Virus assoziiert (WOHLBOLD et al. 2015). Aufderdem ist das NA-Protein das
konservierte der beiden Antigene des Influenzavirus; Antikorper gegen NA werden mit einer
Kreuzreaktivitit gegen heterologe Influenzastaimme mit dem gleichen NA-Subtyp in Verbindung
gebracht (KREITZ et al. 2011). Insbesondere im Falle der De-novo-Expression des NA-Proteins
von H1N1 durch einen Lebendimpfstoff wurde eine Kreuzreaktivitat mit H5N1 festgestellt (CHEN
et al. 2012b; JANG et al. 2012). In dieser Studie wurde eine Induktion solcher kreuzreaktiver
Antikorper gegen das NA-Protein des H5N1-Virus durch eine Immunisierung mit inaktiviertem
Antigen in Kombination mit MF59 oder AS04 gezeigt. Dies kann ein erster Hinweis sein, dass die
Zugabe von squalenhaltigen Adjuvanzien den immunsystem-stimulierenden Effekt einer De-
novo-Expression zumindest teilweise reproduzieren kénnte.

Die HIN1-Komponente der saisonalen Influenzaimpfstoffe der siidlichen und noérdlichen
Hemisphdre wurde von 2009 bis 2017 nicht verandert, wihrend in gleicher Zeit die H3N2-
Komponente viermal sowie das Influenza-B-Isolat fiinfmal angepasst wurden (WHO 2010-
2017). Diese relative genetische Stabilitit des H1IN1-Virus seit der Pandemie konnte auf die
starke Immunitit zuriickzufithren sein, welche durch den adjuvantierten Pandemieimpfstoff
2009 induziert wurde (GILCA et al. 2011), wird doch angenommen, dass eine suboptimale
Immunantwort das Entstehen von Driftvarianten férdert (GUARNACCIA et al. 2013).

Es ist bekannt, dass inaktivierte Influenzaimpfstoffe zwar die virale Replikation in der Lunge
reduzieren, jedoch nur einen geringen Einfluss auf die Replikation im oberen respiratorischen
Trakt haben (KOBINGER et al. 2010). Folglich kénnen gerade in diesem Bereich Antikdrper mit
einer niedrigen Aviditit zur Entstehung von Escape-Mutanten beitragen, die dann leicht
iibertragen werden konnen. Die signifikant bessere Kontrolle der Virusreplikation in den oberen
Atemwegen nach der Immunisierung mit dem adjuvantiertem Impfstoff (Abbildung 20) konnte
dazu fiithren, dass weniger Drift-Varianten des Virus entstehen und diese aufierdem seltener
iibertragen werden kénnen.

Diese Arbeit hat ergeben, dass eine Immunisierung mit niedrigen Dosen des inaktivierten
Antigens in Kombination mit squalenhaltigen Adjuvanzien bereits nach der ersten Immuni-
sierung schiitzende Antikorpertiter und auf Dauer signifikant hohere totale und funktionale
Antikoérperantworten induziert als eine Immunisierung ohne Adjuvans. Die Induktion

kreuzreaktiver, subtypenspezifischer NA-Antikorper durch squalenhaltige Adjuvanzien deutet
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aufderdem auf ein Epitopen-Spektrum hin, welches vergleichbar breit ist wie bei der De-novo-
Expression der HA- und NA-Glykoproteine. Zudem scheint die bessere Kontrolle der
Virusreplikation in den oberen Atemwegen durch die Zugabe squalenhaltiger Adjuvanzien das
Risiko der Entstehung von Drift-Varianten zu reduzieren, wodurch die Komponente des

saisonalen Impfstoffs weniger hdufig angepasst werden muss.

7.2 Die Kombination von squalenhaltigen Adjuvanzien mit VLPs
ermoglicht eine effektive Produktion neutralisierender Antiseren
gegen hochpathogene Erreger unter niedrigen biologischen

Sicherheitsbedingungen

Ausbriiche unbekannter Viren, gegen die noch kein Therapieansatz zur Verfligung steht, sind
meist unvereinbar mit den Entwicklungs- und Zulassungszeiten von Impfstoffen und neuen
antiviralen Medikamenten. In diesem Fall konnen sofort verfligbare Notfalltherapien den Ver-
lauf des Ausbruchs maf3geblich beeinflussen und bestenfalls sogar zu seiner Kontrolle beitragen.
Hierfiir werden Behandlungsoptionen benotigt, die schnell in klinisch relevanter Quantitat und
Qualitat hergestellt werden kénnen. Polyklonale antikérperbasierte Ansidtze kénnen eine solche
sofort wirksame Notfalloption darstellen. Die Entwicklungsdauer effektiver monoklonaler
Antikorpertherapien bis hin zur Zulassung und Produktion in klinisch relevantem Umfang kann
zwar - wie im Falle der Impfstoffentwicklung - im Angesicht eines Ausbruchs zu lang sein. Aus
der bisherigen Entwicklung monoklonaler Antikorper gegen ZEBOV lassen sich allerdings
Lehren ziehen: So zeigte beispielsweise der neutralisierende humane Antikérper KZ52 im
Kleintiermodell einen Schutz (PARREN et al. 2002), konnte jedoch im relevanteren Tiermodell
des nicht-humanen Primaten nicht vor einer Infektion schiitzen (OSWALD et al. 2007).
Dahingegen lasst der Erfolg des monoklonalen Antikérper-Cocktails ZMapp den Schluss zu, dass
das parallele Angreifen mehrerer, auch nicht neutralisierender Epitope vorteilhaft sein kann
(DAVIDSON et al. 2015). Eine bekannte Einschrankung von Therapien mit monoklonalen
Antikérpern ist das Risiko des Entstehens von Escape-Mutanten (QIU & KOBINGER 2014;
KUGELMAN et al. 2015). Polyklonale Antiseren haben im Gegensatz hierzu den Vorteil, dass sie
inhdrent auf mehrere neutralisierende und nicht-neutralisierende Epitope eines Antigens
abzielen, wodurch auch das Risiko des Entstehens von Escape-Mutanten deutlich verringert
wird. Wahrend das Plasma rekonvaleszenter Patienten gerade zu Beginn von Ausbriichen meist
nicht in ausreichendem Mafie zur Verfiigung steht, konnen polyklonale Antiseren tierischen
Ursprungs in skalierbarer Menge produziert werden. Die Herausforderung der passiven
Immuntherapie mit Serum tierischen Ursprungs liegt in der Induktion hoher Level
therapeutisch wirksamer Antikorper sowie der Reinigung dieser, um das Risikos ungewollter

Nebenwirkungen zu minimieren (GRAHAM & AMBROSINO 2015).
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In dieser Arbeit wurde als Alternative zu einer Immunisierung mit hoch pathogenen
Wildtypviren - deren Verwendung mit hohen Sicherheitsanforderungen verbunden ist -
untersucht, ob Expressionssysteme fiir die Prasentation des Antigens genutzt werden konnen
und in der Lage sind, innerhalb eines Zeitraums von zwei Monaten therapeutisches Serum zu
generieren. Um das Potential verschiedener Immunisierungsplattformen beziiglich dieser
Aspekte zu untersuchen, wurde ZEBOV-GP als Modellantigen gewahlt. Fiir ZEBOV-GP standen
experimentelle Expressionssysteme zur Verfiigung, welche unterschiedliche Prasentations-
strategien des Antigens abdecken und sich zugleich in der Klassifizierung nach biologischen
Sicherheitsstufen unterscheiden. Wahrend die Produktion von VLPs das Arbeiten mit gen-
technisch veranderten Organismen in Form transfizierter Zellen erfordert, sind die gereinigten
VLPs selbst keine genetisch veranderten Organismen, da sie nicht replikationsfahig sind. Dies
vereinfacht die Handhabung entscheidend. Im Gegensatz hierzu fallen die beiden verwendeten
viralen Vektoren unter die Kategorie genetisch veranderter Organismen. Sie fithren zu einer De-
novo-Synthese des Antigens, deren Bedeutung fiir die Induktion einer starken Immunantwort es
im Zuge der Untersuchung zu ermittelten galt. Hierbei unterliegt das in humanen Zellen nicht
replikationsfihige MVA in Deutschland einer niedrigeren biologischen Sicherheitsstufe (Stufe 1)
als das replikationskompetente VSV (Stufe 2). Das MVA ist ein auf Hiihnerembryofibroblasten
passagiertes und dadurch attenuiertes Virus, welches humane Zellen einmalig infizieren, aber
keine neuen infektiosen Partikel bilden kann. Durch das Einfligen einer Antigen-Expressions-
kassette fiihrt die Infektion zu einer einmaligen De-novo-Synthese des Antigens (SUTTER & MOSS
1992; VoLZ & SUTTER 2017). Das rekombinante VSVAG/EBOV-GP hingegen kodiert im viralen
Genom anstelle des eigenen Glykoproteins fiir das ZEBOV-GP. Dies fiihrt einerseits zur
Inkorporation des Antigens in den Viruspartikel - wodurch ein replikationsfihiges Virus
entsteht - und dariiber hinaus zu einer Infektion weiterer Zellen, die ihrerseits wiederum das
ZEBOV-GP de-novo synthetisieren (GEISBERT et al. 2008; GEISBERT & FELDMANN 2011; GEISBERT
2017).

Frithe Studien zur Entwicklung passiver Immuntherapien gegen ZEBOV mittels
Immunisierung von Pferden mit inaktiviertem Virus waren nicht erfolgreich (JAHRLING et al.
1996). Dies liefd den Schluss zu, dass die Immunogenitdt des inaktivierten Virus nicht ausrei-
chend war und eine De-novo-Synthese fiir die Produktion schiitzender Antikorper essenziell sein
konnte. Dem entgegen stehen neuere Erkenntnisse, nach denen die Immunisierung von Schafen
mit einer rekombinanten ZEBOV-GP-Ektodomédne zusammen mit Adjuvanzien zur Produktion
therapeutisch wirksamer Antiseren fithrte (DOWALL et al. 2016b; DOWALL et al. 2016a). Dies war
ein Indiz dafiir, dass auch eine Immunisierung mit nicht replikationsfahigem Antigen zur
Induktion von wirksamem therapeutischem Serum fiihren kann.

In einer ersten Studie zur Immunisierung mit nicht replikationsfihigen VLPs zeigten drei

aufeinander folgende Injektionen im Abstand von 2 Wochen die hochsten Antikdrpertiter gegen
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das EBOV-GP (Abbildung 23 A). Fiir die Induktion neutralisierender Antikorpertiter war eine
zweite Immunisierung zwingend notwendig und eine dritte Immunisierung konnte die
neutralisierende Aktivitiat weiter verstarken (Abbildung 23 B). Basierend auf der Erkenntnis des
ersten Teils dieser Arbeit wurde die Wirkung einer Zugabe verschiedener Adjuvanzien auf die
VLP-basierte Antikérperantwort untersucht. Wie beim H1N1pdmO09-Impfstoff fiihrte auch hier
die Kombination eines proteinbasierenden Antigens mit einer squalenhaltigen Ol-in-Wasser-
Emulsion zu den hochsten Titern gegen ZEBOV-GP sowie der stirksten neutralisierenden
Aktivitit (Abbildung 24). Die Zugabe squalenbasierter Adjuvanzien erscheint nach unserer
Impfstoffstudie mit inaktiviertem Antigen in Frettchen sowie der Verwendung in zugelassenen
Impfstoffen fir Menschen (GARCON et al. 2012; O'HAGAN et al. 2013; APOSTOLICO et al. 2016) und
der Anwendung in Kombination mit den proteinbasierten VLPs in Mausen und Kaninchen als ein
speziesiibergreifender, wirkungsvoller Ansatz zur Steigerung funktionaler Antikdrper.

Diese vielversprechende Antigen-Adjuvans-Kombination wurde fiir weitere Experimente in
verschiedenen Tierspezies beibehalten. Beim Vergleich der drei unterschiedlichen Expressions-
plattformen fiihrte eine De-novo-Antigenexpression zwar zu einer fritheren Entwicklung von
Antikorpern gegen EBOV-GP, bei den neutralisierenden Antikdrpertitern erreichten die adjuvan-
tierten VLPs jedoch nach drei Immunisierungen vergleichbare Endtiter in beiden Tierspezies.
Dies zeigt, dass nicht die De-novo-Antigenexpression, sondern vielmehr die wiederholte
Prasentation des Antigens in seiner nativen Konformation fiir die Induktion hoher funktionaler
Antikérperlevel erforderlich ist. Die Kombination aus VLPs mit squalenbasiertem Ol-in-Wasser-
Adjuvans war nach wiederholten Immunisierungen am besten geeignet, Antikorper gegen
ZEBOV-GP zu induzieren, die noch dazu in einem vergleichbaren Bereich lagen wie die von
Rekonvaleszentenseren (Kapitel 6.2.5) (KRAHLING et al. 2016). Dariiber hinaus lagen die
funktionalen Antikorpertiter der Antiseren mehr als 20-fach hoher als der Durchschnitt in
VSVAG/EBOV-GP-Impflingen (Kapitel 6.2.5) (AGNANDJI et al. 2016). Die hohen Antikorpertiter in
zwei unterschiedlichen Tierspezies weisen auf das grofle Potential von VLPs als Antigen-
Expressionsplattform fiir die Produktion therapeutischen Antiserums hin.

Hinzu kommt, dass VLPs schon seit langem als Hepatitis-B-Impfstoff zugelassen sind und zu
den Kandidatenimpfstoffen gehéren gegen neu aufkommende Infektionen wie Influenza, Zika,
Dengue oder MERS-CoV (LIU et al. 2014; PILLET et al. 2016; BOIGARD et al. 2017; WANG et al.
2017). Dies unterstreicht ihre hohe Flexibilitit und Anpassbarkeit. VLPs fiir die Herstellung
therapeutischer Antiseren zu nutzen, bietet gleich mehrere Vorteile: VLPs sind nicht infektids,
was eine Handhabung ohne besondere Sicherheitsanforderungen ermoglicht; sie konnen mit
Adjuvanzien kombiniert werden, wodurch die Induktion totaler und funktionaler Antikoérper-
titer signifikant steigt; wiederholte Immunisierungen mit VLPs steigern die Produktion
funktionaler Antikorperlevel und VLPs konnen in einer Vielzahl von Zelllinien produziert

werden (KUSHNIR et al. 2012; ZELTINS 2013). Vor allem der letzte Punkt kann bei der Produktion
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von Antiseren gegen Glykoproteine ausschlaggebend sein. Bezogen auf ZEBOV-GP macht die
Kombination eines nicht neutralisierenden Antikorpers, der an die Glykane des Proteins bindet,
mit neutralisierenden Antikérpern den monoklonalen Antikdrpercocktail ZMapp wirksamer
(DAVIDSON et al. 2015). Dies deutet darauf hin, dass das native Glykosylierungsprofil ein
entscheidender Faktor bei der Induktion wirksamer polyklonaler Antikérper sein konnte.
Sdugetierexpressionssysteme sind generell in der Lage, posttranslationale Modifikationen
(PTM) zu erzeugen, aber nur menschliche Zelllinien koénnen komplexe Proteine mit vollstandig
humanen PTM produzieren (DUMONT et al. 2016). 2017 wurde zwar die Wirksamkeit von
Hyperimmunserum gezeigt, welches durch die Immunisierung von Pferden mit VLPs aus einem
Insektenzell-Expressionssystem erzeugt wurde (ZHENG et al. 2016), jedoch sind Unterschiede im
N- und O-Glykosylierungsprofil zwischen von Menschen und Insektenzellen abgeleiteten
Filovirus-Glykoproteinen bekannt (CLARKE et al. 2017), welche die Qualitit und damit
Wirksamkeit des Antiserums beeinflussen konnen, was fiir eine VLP-Produktion in humanen

Zelllinien spricht.

7.3  Vergleichbare Stabilitit von homologen und xenogenen IgG-

Prdparaten in vivo

Die Produktion von humanen polyklonalen Antikdrpern in transchromosomalen Rindern
durch die Immunisierung mit ZEBOV-GP-Nanopartikeln unterstreicht die Renaissance der
passiven Immunisierung im Kampf gegen aufflammende virale Infektionen und nimmt sich
gleichzeitig der Frage zur Reduktion von Nebenwirkungen an, die mit xenogenen Serum-
therapien verkniipft wird (DYE et al. 2016). Zwar sind Nanopartikel dhnlich wie VLPs einfach in
der Handhabung, jedoch schliefst die begrenzte Verfiigbarkeit der transgenen Tiere eine schnell
implementierbare Notfallstrategie fiir Ausbruchszenarien aus.

Nebenwirkungen wie die meist mild verlaufende Serumkrankheit (DIXON et al. 1961; LEON et
al. 2013) oder die akut auftretende, lebensbedrohliche Typ-I-Uberempfindlichkeit, die zu einem
anaphylaktischen Schock fithren kann (SILVA et al. 2016), waren ein Grund dafiir, dass die
Serumtherapie nur noch selten eingesetzt wird, obwohl ihr Potential gegen neu auftretende
Infektionen - nicht nur gegen Ebola - immer wieder diskutiert wurde (CASADEVALL & SCHARFF
1995; CASADEVALL 1996; KELLER & STIEHM 2000; CASADEVALL et al. 2004; WANG et al. 2013).

Im Zuge dieser Arbeit wurde ein mehrstufiger Reinigungsprozess etabliert und nach erfolgter
Optimierung nahezu reine IgG-Produkte und F(ab');-Fragmente lieferte (Abbildung 31). Im
ersten Schritt wurde die Menge ungewollter Serumproteine durch eine zweistufige Ammonium-
sulfat-Prazipitation deutlich reduziert (Abbildung 27). Die Fallung mit Ammoniumsulfat ist eine
etablierte und schonende Methode zur ziigigen Ausfallung von Proteinen (WINGFIELD 2001). Die

Rickgewinnung der vollstandigen neutralisierenden Antikérpertiter nach der Ammoniumsulfat-
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Prazipitation in dieser Studie bestatigt dies. Durch kleinere Optimierungen bei der anschlie-
Benden IgG-Affinitatsreinigung mittels Protein-A-Saulen, wie die angepasste Verdiinnung der
prazipitierten Serumproteine in Puffer, ein erneutes Laden des ersten Durchflusses sowie die
Addition von zusatzlichen Waschschritten (Abbildung 28), fiihrte zu einer nahezu reinen IgG-
Fraktion mit einer Riickgewinnung von mehr als 80 % der neutralisierenden Aktivitét.

Fir die proteolytische Spaltung mittels Pepsin zur Produktion von F(ab’).-Fragmenten wurde
ein 1:40-Verhaltnis von Pepsin zu Protein gewahlt, um das Risiko einer moglichen Schadigung
der Antikorperaktivitdat zu minimieren (CRIVIANU-GAITA et al. 2015). Wahrend die proteolytische
Spaltung der Gesamtproteine aus unbehandeltem Serum nach 8 Stunden nicht erfolgreich war
(Abbildung 29), fiihrte die enzymatische Spaltung des IgG nach 6 Stunden zu einem nahezu
vollstindigen Verdau und die quantitative Analyse ergab eine Halbierung der neutralisierenden
Aktivitat dieser F(ab’).-Fraktion (Abbildung 30).

Um erste Einblicke in die Stabilitit der produzierten Hyperimmun-Prdparate zu erhalten,
wurde abschlief3end die Stabilitat des IgG sowie des F(ab’).-Fragments in vivo untersucht. Das
xenoge Kaninchen-IgG und das homologe Maus-IgG persistierten in vergleichbarem Maf3e iiber
neun Tage in den Empfangermausen, wahrend das Kaninchen-F(ab');-Fragment nur einen Tag
nach dem Transfer nachweisbar war (Abbildung 32). Die kurze Halbwertszeit des F(ab’),-
Fragments wurde auch in Studien beschrieben, in denen fiir einen besseren Schutz eine
wiederholte Behandlung mit F(ab'),-Fragmenten notwendig war (ZHENG et al. 2016). Das Fehlen
schnell anwendbarer, einfacher Verfahren zur Stabilisierung von F(ab’);-Fragmenten spricht
zusammen mit dem 50-prozentigen Verlust der Neutralisierungsaktivitit wahrend der Produk-
tion dafiir, dass gereinigtes IgG - mit seinen bekannten und heutzutage kontrollierbaren Neben-
wirkungen - eine wiinschenswerte Ergdnzung der Notfalltherapien gegen neu auftretende virale
Erkrankungen darstellt.

Mit diesem Projekt wurde das Potenzial der schnellen Erzeugung von Hyperimmunseren
tierischen Ursprungs unter Verwendung des ZEBOV-GP als Modellantigen in verschiedenen
Immunisierungsplattformen untersucht. Eine Kombination aus VLPs mit einem squalen-
basierten Adjuvans war am besten geeignet, um unter niedrigen biologischen Sicherheits-
bedingungen nach wiederholten Immunisierungen hohe Titer totaler und funktionaler
Antikoérper zu induzieren. Ein optimiertes Reinigungsprotokoll lieferte polyklonales IgG mit
funktionellen Titern im gleichen Bereich wie Rekonvaleszentenseren. Grundséatzlich ist der
Ansatz einer VLP-basierten Immunisierung auch auf andere Pathogene anwendbar. Eine
Beurteilung der Vertraglichkeit sowie der Wirksamkeit der hier beschriebenen Hyper-
immunseren in vivo ware durch einen wiederholten Transfer der xenogenen Hyperimmun-

produkte sowie eine Challenge-Studie in einem Tiermodell fiir die Ebola-Infektion méglich.
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7.4  Aussagekraft der Ergebnisse von Surrogat-Analyseverfahren

Serologische Surrogattests fiir eine Wirksamkeitsanalyse von antiviralen Therapien sowie
deren klinische Bewertung unter niedrigen biologischen Sicherheitsbedingungen sind essenziell,
um eine Infrastruktur zur schnellen Herstellung antiviraler Therapieansitze bereitzuhalten
(GRAHAM & SULLIVAN 2018). Der jlingste Ebola-Ausbruch in Westafrika fiihrte aufgrund der
Schwierigkeiten beim Umgang mit dem lebenden ZEBOV zu einer Reihe verschiedener Platt-
formtechnologien fiir die Untersuchung von Antikérpern. So wurden unterschiedliche ELISA zur
Quantifizierung der Antikorper gegen das ZEBOV-GP verwendet und die neutralisierenden
Antikorper mittels rekombinanter oder pseudotypisierter Reporterviren bestimmt (WILKINSON
et al. 2017). In einer vergleichenden Gegeniiberstellung der verschiedenen Surrogat-Analyse-
verfahren ermittelte die WHO eine hohe Variabilitdt der quantitativen Ergebnisse innerhalb
mancher Testverfahren, zwischen den verschiedenen Plattformtechnologien sowie gegeniiber
der Verwendung des Wildtyperregers (WILKINSON et al. 2017). Das Ergebnis dieser Studie war,
dass viele der Surrogattests nicht geeignet sind, um Antikorpertiter zuverldssig zu quantifi-
zieren. Nur die auf VSV basierenden Plattformtechnologien zeigten in dieser Studie eine gute
Korrelation mit dem Neutralisationstest unter Verwendung von ZEBOV (WILKINSON et al. 2017).
Dies verdeutlicht erneut die Wichtigkeit einer sorgfiltigen Auswahl geeigneter Plattform-
technologien.

In dieser Arbeit wurden die Surrogat-Analyseverfahren IPMA oder PRNT unter Verwendung
des Reportervirus VSVAG/EBOV-GP zur Antikorperquantifizierung der Tierseren verwendet.
Zusatzlich wurden diese Seren in den etablierten Tests zur Quantifizierung der totalen
(KRAHLING et al. 2016) und neutralisierenden Antikorper (AGNANDJI et al. 2016) gegen ZEBOV
analysiert. Diese beiden Testmethoden sind zwar lediglich fiir die Analyse humaner Seren vali-
diert, die quantifizierten Antikorpertiter der Tierseren auf einem vergleichbaren Niveau kdnnen
jedoch als Indikator fiir die Eignung der verwendeten Surrogat-Analyseverfahren betrachtet
werden.

Waiahrend die mittels IPMA quantifizierten Antikorpertiter flir die korrespondierenden
Kaninchenseren im Vollvirus-ELISA vergleichbare Endpunktiter zeigten (Tabelle 25), ergab die
Bestimmung der neutralisierenden Antikdrperantworten unter Verwendung des VSVAG/EBOV-
GP im PRNTs, interessanterweise iliber alle Seren hinweg zwei Log,-Grofdenordnungen
niedrigere Titer als im VNT gegen das Wildtyp-ZEBOV (Tabelle 26). Dies deutet darauf hin, dass
unsere Surrogat-Verfahren, die unter niedrigen biologischen Sicherheitsstandard verwendet
werden konnen, bereits Annahmen zur Wirksamkeit der Seren in-vitro gegen das Wildtyp-
ZEBOV zulassen konnten. Fiir eine Validierung dieser Beobachtung waren jedoch vergleichende

Analysen der Surrogat-Verfahren mit den etablierten Tests unter Verwendung identischer
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Referenzproben notwendig. Durch wiederholte unabhdngige Durchfithrungen der gleichen Tests

miissten ausreichend Daten fiir eine aussagekraftige Analyse generiert werden.

7.5 Fazit

Diese Studie beschreibt die Entwicklung einer potentiellen Pipeline fiir eine schnelle Produk-
tion und Reinigung von Notfall-Antiseren im Falle neuartiger viraler Ausbriiche. Hierbei liegt ein
besonderer Fokus auf der Verwendung von adaptierbaren Immunisierungsplattformen, die eine
Produktion unter niedrigen biologischen Sicherheitsmafnahmen erméglichen.

Das besondere Potential von VLPs als Immunisierungsplattform ergibt sich hierbei aus der
Prasentation des Antigens in seiner nativen Konformation in Verbindung mit der grundsatz-
lichen Anpassbarkeit an verschiedene Viren und der Handhabung ohne besondere Sicherheits-
anforderungen. Hinzu kommt die Moglichkeit einer Kombination mit Adjuvanzien, wobei insbe-
sondere die Verwendung squalenhaltiger Adjuvanzien nicht nur das Antikdrperrepertoire nach
der Impfung verstiarkt und erweitert, sondern auch die Entwicklung von Hyperimmunseren mit
hohen Titern funktionaler Antikorper fiir die passive Immuntherapie beschleunigt. Die Kombi-
nation von Ebola-VLPs mit squalenhaltigem Adjuvans ermoglichte die Produktion von hoch-
titrigen Seren tierischen Ursprungs in sieben Wochen. Ein optimiertes Protokoll fiir die
Reinigung dieser Hyperimmunseren lieferte polyklonales IgG mit totalen Antikdrpertitern
vergleichbar mit denen von Rekonvaleszentenseren und einer 20-fach hdheren Neutrali-
sierungsaktivitat, als Impflinge sie gegen das Wildtypvirus in vitro zeigen.

Mit dieser Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen der Titererhdhung und der
Erweiterung des Antikorperspektrums hergestellt werden. Insbesondere squalenbasierte
Adjuvanzien erwiesen sich als forderlich fiir die Erhéhung funktionaler Antikérperlevel und
machen dadurch die Nutzung weniger immunogener Antigenexpressionsplattformen wie VLPs
fir die schnelle Herstellung von therapeutischen Antiseren unter niedrigen Sicherheits-

bedingungen attraktiv.
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durch unterschiedliche Antigen-Expressionssysteme. ..
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II' ABKURZUNGSVERZEICHNIS

°C
%

a

A

ng
ul
uM
A
AEC
APS
AS
ATP
BCA
BSA

CDC
cDNA
CO2
CPE

D

DE
dNTP
DMEM
DMEM-
DMEM?+
DMSO
DNA
Dr.
DTT
EBOV
E. coli
EDTA
ELISA
EtOH
F(ab")2
Fc

FKS
FLAG
(FR)
g(g)
G
GISRS

GP
Gu-HCI
GuSCN
HA

HCl
HEK?293
HIV
HRP
H+
H20:2
IL

IgG

i. m.

Grad Celsius

Prozent

anti

Einheit fiir Wellenldnge

Mikrogram

Mikrloliter

Mikromol

Adenin

3-Amino-9-ethylcarbazol

Ammoniumperoxidsulfat

Anti sense, Gegensinn (hier: entgegen der kodierenden Richtung)
Adenintriphosphat

Bicinchoninic acid, Bicinchoninsaure

Bovine serum albumin, Rinderserumalbumin

Cytosin

Centers for Disease Control and Prevention
Complementary DNA, komplementire DNA
Kohlenstoffdioxid

Cytopathic effect, zytopathischer Effekt
Asparaginsaure

Deutschland

Desoxyribonukleotid

Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Zellkulturmedium
DMEM ohne Zusatze

DMEM mit 5 % (v/v) FKS, 200 mM L-Glutamin
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure
Doktor

Dithiothreitol

Ebolavirus

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

Enzyme-linked Imnmunosorbent Assay, ein antikorperbasiertes Nachweisverfahren
Ethanol

Verbundene antigenbindende, variable Domanen des IgG-Antikoérpers
Stammregion des IgG-Antikorpers, konstante Domane
Fotales Kalberserum

Epitop zur Proteinmarkierung

Frankreich

Ein Vielfaches der g-Kraft, relative Zentrifugalbeschleunigung (RCF)
Guanin

Global Influenza Surveillance and Response System, globales Influenza-Uberwachungs-
und Reaktionssystem

Glykoprotein

Guanidinhydrochlorid

Guanidiniumthiocyanat

Héamagglutinin

Chlorwasserstoff, Salzsaure

Embryonale Nierenzellen

Humanes Immundefizienz-Virus

Horseradish peroxidase, Meerettichperoxidase
Wasserstoff-lonen

Wasserstoffperoxid

Israel

Immunglobulin G

Intramuskular
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i.n. Intranasal

i. p. Intraperitoneal

IPMA Immunoperoxidase-Monolayer-Assay, ein antikorperbasiertes Nachweisverfahren

K Lysin

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

KCl Kaliumchlorid

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat

LB Luria-Botani broth, Medium fiir Bakterien

Log Logarithmus

M Mol

MDCK Madin-Darby Canine Kidney; Epithel-Zelllinie aus der Hundeniere

MgClz Magnesiumchlorid

MgSO04 Magnesiumsulfat

min Minuten

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure

MtOH Methanol

MVA Modifiziertes Vacciniavirus Ankara

MWCO Molecular weight cutt off, Molekulargewichtsausschluss

n Anzahl

NA Neuraminidase

Na(l Natriumchlorid

NazHPO4 Dinatriumhydrogenphosphat

NaOH Natronlauge

ng Nanogramm

NH4S04 Ammoniumsulfat

nm Nanometer

oD Optische Dichte

OH- Hydronium-Ionen

PBS Phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte Salzlosung

PCR Polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion

PEG Polyethylenglycol

PEI Polyethylenimin-Reagenz

PFA Paraformaldehyd

PFU Plaque forming units, Plaque-formende Einheiten

pH negativer dekadischer Log der Konzentration von Hz-lonen beziehungsweise OH-
Ionen; Maf3 dafiir, wie sauer beziehungsweise basisch eine Losung ist

pg Pikogramm

pmol Pikomol

PRNT Plaque-Reduktions-Neutralisations-Test

PRNT50 50-prozentiger Plaque-Reduktions-Wert

Prof. Professor

PVDF Polyvinylidendifluorid

RDE Receptor destroing enzyme, Rezetor-zerstorendes Enzym

RNA Rribonucleic acid, Ribonukleinsiure

RNase A Enzym, dass einzelstrangige RNA spaletet

RT Raumtemperatur

RW Reinstwasser

S Sense, Sinn (hier: in kodierende Richtung)

S.C. Subcutaneous, subkutan

SDS Sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE  Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese

sec Sekunden

SOC Super optimal broth, Medium fiir Bakterien

T Thymin

TAE TRIS-Acetat-EDTA

TBS Tris-buffered saline, Tris-gepufferte Salzlosung

100



TBS-T
TCIDso
TEMED
TMB
Tris

U

UK

us

Vv

Vero E6
VLP
VNT
VP40
VSV
v/v

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Tris-gepufferte Salzlésung mit Tween-20

Tissue culture infectious dose 50 %, 50 %-iger Gewebekultur-Infektions-Wert
N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin
3,3",5,5’-Tetramethylbenzidin, Fliissigsubstrat
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Unit, Einheiten

United Kindom, Vereinigtes Konigreich

United States of America, Vereinigte Staaten von Amerika
Volt

Epithel-Zelllinie aus der griinen Meerkatze

Virus like particle, virusahnlicher Partikel
Virusneutralisations-Test

Matrixprotein des Ebolavirus

Virus der vesikularen Stomatitis

Volumen pro Volumen

World Health Organisation, Weltgesundheitsorganisation
Gewicht pro Volumen

Tyrosin

Zaire Ebolavirus
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